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1 Stanoveni perzistentnich organohalogenovych polutantu
metodou GC/MS/MS

1.1 Uvod

Pramyslova revoluce v poloviné 19. stoleti odstartovala rozvoj chemického prumyslu,
ktery dodaval nové materidly a slouceniny nejen pro jind prumyslova odvétvi, ale i pro
poZzadavky zemédélstvi. V Siroké paleté nové syntetizovanych latek skvélych uzitkovych
parametru se nachazely také slouceniny, u nichz teprve po ¢ase byly nalezeny nepfiznivé
u€inky na zdravi lidi i zvifat ¢ na ekosystém jako takovy. Dals$i latky vznikaji pfi
pramyslovych procesech jako vedlejs$i a nezadouci produkty.

Slouc€eniny vyznacujici se odolnosti vici degradaénim mechanismim jako je fotolyza,
chemické ¢i biologické odbourani byvaji nazyvany perzistentni organické polutanty (POP).
Kontaminace Zivotniho prostiedi POP se stala tak vyznamnym problémem, Ze je feSena na
mezinarodni urovni. Sekci POP ma UNEP (United Nation Environment Programme), ktery
také zaved| obecna kritéria pro POP latky:

1. persistence (polo€as ve atmosfére je vétsi nez 2 dny, poloc¢as ve vodé, pudé

a sedimentu je 2-6 mésicu)

2. bioakumulace (pomér biokoncentraéniho faktoru (BCF) a bioakumulaéniho
faktoru (BAF) BCF/BAF=1000-5000 v rybach, nejsou-li tato data dostupna,
pouziva se hodnota rozdélovaciho koeficientu oktanol/voda Kow >10 000,
popf. log Kow > 4)
toxicita
tékavost (tenze par <1000 Pa)
transport na dlouhé vzdalenosti
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biodostupnost.

Vysledkem aktivit na této urovni je fada mezistatnich umluv o POP, nejnovéjsi je
Stockholmska Umluva o perzistentnich polutantech, ktera byla ratifikovana Ceskou
republikou v roce 2004. V tomto dokumentu se smiuvni strany zavazuji k odstranéni POP
(tzn. ukonceni jejich vyroby azakazu pouziti) uvedenych v pfilohach (organochlorové
pesticidy (OCP) Aldrin, Dieldrin, Endrin, hexachlorbenzen (HCB), Mirex, Toxafen, Chlordan
a polychlorované bifenyly (PCB)), k omezeni pouzivani 1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-
chlorfenyl)ethanu DDT (povoleno v pfipadé likvidace pifenasecu chorob) a k omezeni POP
neumysiné vznikajicich €i uvolhovanych lidskou ¢innosti (PCB, HCB a polychlorovanych
dibenzodioxinu a dibenzofuranu (PCDD/F)).



V Ceské republice je vsoucasné dobé v platnosti nékolik pravnich norem
dotykajicich se POP a to jak obecnych, tak i vyhlasek ¢i zakonu stanovujicich maximalni
pfipustné limity nékterych POP v potravinach, krmivech, pudé, odpadni a pitné vodé G&i

v emisich ze spaloven.

1.2 Cile prace

Tato prace vznikla na zakladé pozadavku vyvinout citlivou, selektivni a finan¢né
dostupnou analytickou metodu pro stanoveni halogenovanych POP. Ze zacatku byla
pozornost vénovana hlavné PCDD/F a PCB, pozdéji byl rozsah studovanych latek rozsifen
na polybromovamé difenylethery (PBDE) a halogenované pesticidy. Byly optimalizovany
metody extrakce, nasledného precisténi vzorku a chromatografické separace slozitych smési
izomeru. Bylo nutné vyvinout a optimalizovat MS/MS techniku detekce, ktera na nové
generaci hmotnostnich detektoru na principu iontové pasti s externim iontovym zdrojem
aregulaci tlaku kolizniho plynu (GCQ a PolarisQ) nebyla v té dobé publikovana. Dalsim
Ukolem bylo aplikovat vyvinuté metody pro stanoveni PCDD/F, PCB, PBDE a OCP v rlznych

matricich (popilky, sedimenty, ovzdusi, tkané a télni tekutiny).

o Vyvinout a optimalizovat MS/MS metody pro stanoveni PCDD/F, PCB, PBDE
a OCP

o Optimalizovat GC metody pro MS/MS metody detekce

o Ovéfit parametry vyvinutych metod

o Aplikovat metody na analyzy realnych vzorku jak biologickych (tkané, krev,
matei'ské mléko, potraviny apod) a také pro analyzy abiotickych materialt
zejména popilku

o Ovérit stabilitu metod v praktickém pouziti



2 Struktura a vlastnosti studovanych latek

2.1 PCDD/F

Polychlorované dibenzo-p-dioxiny (PCDD) a polychlorované dibenzofurany (PCDF)
jsou tricyklické, planarni, aromatické slou€eniny obsahujici 1-8 atomu chloru v molekule.
Obecné strukturni vzorce jsou uvedeny na obrazku 1. Celkem existuje 75 rlznych

polohovych a substituénich izomerl (tzv. kongeneru) u PCDD a 135 u PCDF.

obrazek 1 Obecné vzorce PCDD a PCDF
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PCDD/F nikdy nebyly vyrabény pro prumyslové pouziti. Vznikaji jako nezadouci
vedlejSi produkty spalovacich procesu, chemickych a metalurgickych vyrob, v mensi mife téz
enzymatickymi reakcemi v zivych organismech [1]. Ve vét§iné téchto procesl nejsou reakEni
mechanismy pfili§ selektivni a vedou ke vzniku velkého mnozstvi kongeneru.

z celkového poctu 210 moznych izomerd je jich 17 — tzv. dirty* PCDD/F. Pro zjednodusenou
interpretaci vyslednych hodnot koncentraci se pouziva hodnota TEQ - toxicky ekvivalent
2378 TCDD, kdy koncentrace kazdého ze 17-ti 2378 substituovanych PCDD/F je
vynasobena faktorem ekvivalentu toxicity TEF. Hodnoty TEF jsou vysledkem toxikologickych
studii chovani PCDD/F. V soucéasnosti jsou nejvice pouzivany hodnoty TEF podle Van den
Berga [2]. TEQ je hodnota zakotvena jak ve stavajici Ceské, tak i v evropské legislativé
[3-8]. Tento princip zjednodusuje analyzu PCDD/F na stanoveni koncentraci 17-ti izomeru,
pfipadné jesté koncentraci homologovych skupin (napf. sumy tetraCD, tetraCDF apod).
Analyzy vSech izomerl se pouzivaji vétSinou pouze pro védecké ucely, jako je studium

mechanisml vzniku nebo degradace PCDD/F.



2.2 PCB

Polychlorované bifenyly (PCB) jsou bicyklické slou¢eniny obsahuji 1-10 atomu chlort
v molekule. Obecny strukturni vzorec je uveden na obrazku 2.1. Celkem existuje 209

ruznych kongeneru PCB.

obrazek 2 Obecny vzorec PCB

Misto systematického nazvu se vzilo a je Siroce pouzivano oznacéeni jednotlivych
kongeneru pofadovymi Cisly od 1 do 209. Prehled vSech kongeneru a jejich pfifazeni
k systematickym nazvim bylo vypracovano Ballschmiterem [9]. Tento systém byl nékolikrat
revidovan, doslo k malym zménam v poradi, a poté ho akceptoval IUPAC jako nazvoslovi
PCB izomeru.

PCB jsou prumyslovym produktem; byly vyrabény ve znaénych mnozstvich az do
poloviny 70-tych let, u nas do r. 1984. Vyrabély se elektrofilni chloraci bifenylu, vysledné
produkty se pak rozdestilovavaly do jednotlivych smési (ve svété Aroclory, Kanechlory
a unas Delory). Ty byly pouzivany jako dielektrika, izolanty, aditiva do natérovych hmot
a tmelu, teplosménné kapaliny apod. DalSim zdrojem PCB jsou tepelné procesy jako je
spalovani fosilnich paliv a odpadu, metalurgické procesy, eventualné nékteré chemicke
procesy. Kvalitativni profil takto produkovanych PCB je zasadné odliSny od bézného profilu
nalézaného ve slozkach zivotniho prostfedi, protoze pfi vzniku téchto PCB se uplatiuji jiné
mechanismy.

Fyzikalné-chemické vlastnosti PCB jsou vice rUznorodé nez u ostatnich
polychlorovanych slouéenin, coz je zpusobeno jednoduchou bifenylovou vazbou. V zavislosti
na substituovanych polohach mohou oba aromatické kruhy zaujimat polohy, které jsou
energeticky nejvyhodnéjsi. V jedné fadé izomerl pak existuji jak téméf koplanarni, tak
perpendikularni PCB. Mono a non-ortho substituované kongenery vykazuji v Zzivych
organismech aktivitu podobnou PCDD/F (dioxin-like PCB). Jejich pfehled se strukturnimi

vzorci je uveden na obrazku 3.



obrazek 3 Strukturni vzorce PCB s ,dioxin-like" aktivitou

PCB77 PCB81 PCB126 PCB169
o a ol cl o o a
el a a o a o o
Cl cl cl cl
PCB123 PCB118 PCB114 PCB105
Cl cl cl Cl cl cl cl ci cl
e P o o a o ol
cl cl cl
PCB167 PCB156 PCB157 PCB189

Cl

Cl

Ci

1

Cl

Cl Cl

Cl

Ci

Cl

Cl

Cl Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl Ci

Cl

Cl

Ci

Legislativa EU pozaduje zahrnuti téchto PCB do monitorovacich programu s tim, Ze
od r. 2004 budou pro ,dioxin like* PCB vytvofeny limity pro potraviny, krmiva a potravinové
doplriky. Vzhledem k tomu, Zze podil PCB na celkové sumé TEQ silné kolisa v zavislosti na
misté puvodu a také na druhu potraviny ¢i krmiva (rozdily mezi rostlinnymi, rybimi
a zivo€iSnymi produkty), pujde o velmi vyrazné zpfisnéni, které se dotkne hlavné zemi, kde
produkce a pouzivani PCB byly zakazany pozdéji.

K analyze PCB muze byt pfistupovano raznymi zpisoby. Rutinni analyzy pro kontrolu
potravin, krmiv a odpadu jsou provadény na zakladé legislativy [7, 8, 9] jako analyzy
Jndikatorovych kongenerd“ PCB. To jsou PCB 28, 52, 101, 138, 153 a 180. Tyto kongenery
indikuji pfitomnost technickych smési PCB. PCB 28 a 52 jsou vétsinové kongenery v nize
vroucich smésich jako je DELOR103 nebo AROCLOR 1242. PCB 153, 138 a 180 jsou
vyrazné slozky DELORu 106 nebo AROCLORu 1260.

Pro potieby stanoveni podilu PCB na TEQ se provadéji analyzy 12-ti non- a mono-
ortho substituovanych PCB, jak je uvedeno vySe. Pro identifikace zdroje kontaminace, pro
zjisténi miry premény PCB v organismech a pro objasnéni mechanismu vzniku ¢i degradace
PCB je nutno provadét kvantifikaci pokud mozno co nejvétsiho mnozstvi PCB kongenerl ve

¢as i instrumentaci.



2.3 PBDE

Polybromované difenylethery (PBDE) jsou skupina latek prumyslové produkovanych
jako retardéry horeni pfidavana do plastu a textilii, dielektrik apod. Obsah PBDE v plastech
muze Cinit az 30%. V roce 1992 Cinila roéni produkce 40 000 tun a od té doby stale roste [10,
11]. PBDE nejsou v plastech kovalentné vazany a jsou postupné uvolfiovany do okoiniho
prostiedi. Jak vyplyva z jejich struktury (obr. 4), jedna se o latky malo tékavé s velkou
molekulovou hmotnosti, tudiz o resistentni polutanty, které jsou silné hydrofobni a dobfe
rozpustné v tucich. Vzhledem ke stale vétSimu vyuziti plastt a nedofeSené recyklaci
a likvidaci plastovych odpadli se PBDE mohou stat vyznamnym zdrojem kontaminace
Zivotniho prostiedi, nebot na rozdil od chlorovanych persistentnich latek (PCB, PCDD/F
apod.), jejichz koncentrace v slozkach zivotniho i v matefském mléce klesa, obsah PBDE

exponencialné roste [12, 13, 14].

obrazek 4 Obecny vzorec PBDE
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Komercéné jsou vyrabény tfi smési, které obsahuji hlavné deka- (75 % produkce),
okta- (15 %) nebo penta-BDE (10 %). Nizsi derivaty (penta-BDE) jsou vice toxické nez
deka-BDE [15]. V komerénich produktech, napf. Bromkalu 70-5DE, se vyskytuje podstatné
méné kongenerl nez ve srovnatelnych komerénich smésich PCB. Hlavnimi slozkami
Bromkalu 70-5DE jsou tri- az hexa- bromované kongenery (pro zjednodus$eni byla zavedena
stejna nomenklatura jako u PCB). Stejné jako se pouziva pro zjednoduseni analyz PCB
pouze stanoveni indikatorovych kongenert, tak v pfipadé PBDE jsou vétSinou analyzovany
pouze nasledujici kongenery: PBDE 28, 47, 99, 100, 153, 154, 183.



2.4 OCP

Do skupiny polutanti nazyvané organochlorové pesticidy patfi riznoroda skupina
latek od jednoduchych jako jsou napf. chlorovanych benzenu az po komplikované smési
tricyklickych slouc¢enin jako je Toxafen. V této praci jsou uvedeny vysledky experimentu pro

nejCastéji analyzovanou skupinu latek, z nichz valna ¢ast je uvedena ve Stockholmskeé

konvenci. Nazvy a strukturni vzorce OCP jsou uvedeny v obrazku 5.

obrazek 5 Vzorce dilezitych organochlorovanych pesticidd
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3 Vyvoj a optimalizace metod stanoveni POP

POP se wvyskytuji v zivotnim prostfedi i vzivych organismech v Sirokém
koncentracnim rozmezi a v komplikovanych matricich. Jak je zfejmé z pfedchozi kapitoly,
dalSim faktorem, ktery komplikuje jejich analyzu, je vyskyt velkého poctu izomerl. Z téchto
skuteCnosti plynou vysoké naroky jak na extrakci a cisténi vzorku, tak i jejich separaci
a detekci.

3.1 Uprava vzork pro instrumentalni analyzu

vvvvvv

Uprava vzorku je nejdulezitéjsi krok v celé metodé stanoveni POP a je samoziejmé
nejvétSim zdrojen nejistoty analytického vysledku. Z pozadavku na velmi nizké meze
stanovitelnosti vyplyva nutnost zpracovavat velka mnozstvi vzorkl. Pokud musi byt meze
stanovitelnosti na fadové urovni desitek fg/g jako je v pfipadé krmiv a potravin, jdou
hmotnosti navazek vzorku az do stovek gramua. Surové extrakty v zavislosti na analyzované
matrici obsahuji vysoka mnozstvi koextrahovanych latek, jako jsou napf. lipidy, huminové

latky, barviva apod.

3.1.1 Extrakce

Pro extrakci POP je pouzivana fada metod jak principialné i technicky velmi
jednoduchych (extrakce z kapaliny do kapaliny, extrakce v Soxhletové extraktoru), tak i velmi
sofistikovanych (superkritickou fluidni extrakce, extrakce v mikrovinném poli), které zaroven

umoznuji hrubé precisténi vzorku.

3.1.1.1 Extrakce kapalnych vzorku

POP jsou nepolarni latky, jejichz rozpustnost ve vodé je velmi nizka — fadové
vrozmezi pg az ug/l vody. Nicméné se POP vyskytuji v realnych vzorcich vody i ve formé
vazané na koloidni, pfipadné i vétSi ¢astice. Pokud vzorek obsahuje vétsi mnozstvi téchto
pevnych ¢astic, musi byt separovany a extrahovany zviast [16]. NejrozsifenéjSim postupem
extrakce pro kapalné vzorky je extrakce z kapaliny do kapaliny, kdy je jako extrakéni médium
pouzito nepolarni rozpoustédlo — vétSinou n-alkan (pentan nebo hexan), dichlormethan
(DCM) nebo toluen [16, 17]. V prfipadé, kdy extrahovany vzorek neni vodny (absorpéni média
pro odbér emisi, ktera tvorfi latky misitelné s vodou, jako jsou ethoxyethanol nebo

diethylenglykol), je ke vzorku pfidavana voda pro zvyseni polarity extrahované smési. DalSi
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relativné rozsSifenou technikou je extrakce pevnou fazi (SPE) s vyuzitim nikoliv kolonek, ale
extrakénich diskt [18, 19]. MUze byt pouzita i pro extrakci jinych nez vodnych vzorki,
nicméné limitujicim prvkem je zde mnozstvi pevnych ¢astic ve vzorku a jeho viskozita. Tyto
faktory v nékterych piipadech mohou znemoznit extrakci odpovidajiciho mnozstvi vzorku.

OdliSnou metodou, ktera vsobé spojuje extrakci i odbér vzorku, je pouziti
semipermeabilnich membran (SPMD, semipermeable membrane device). Jsou to membrany
vyrobené z polyethylenu, pInéné syntetickym lipidem, které umoznuji extrakci POP
rozpusténych ve vodné fazi s vyslednou citlivosti fadové vyssi nez pfi klasickych extrakénich
technikach (pfi 30-ti denni expozici se pohybuji ,extrahované® objemy v fadech desitek litrQ).
Zakladni principy SPMD véetné matematického popisu, kalibrace, korekci na rizné vlivy
i pfiklady praktickych aplikaci jsou velmi dobfe popsany [20-25].

Metody pouzité v této praci

Pro analyzy kapalnych vzork( jsou v nasi laboratofi pouzivany dva postupy zalozené
na extrakci z kapaliny do kapaliny a metoda SPMD. Nizké koncentrace, slozitost Cisticich
krokU a pouziti hmotnostni detekce vyZaduji pouziti metody izotopového fedéni (kazdy analyt
méa svij '°C znaéeny analog pfidany pied zahajenim extrakce ke vzorku) nebo metody
vnitfniho standardu (13C znacena sloucenina slouzi pro kvantifikaci vice nativnich
sloucenin). Vyhodami téchto metod je pfima kvantifikace z poméru odezev nativniho analytu
a vnitfniho standardu, dale ze neni nutné pracovat s celym objemem extraktu a znat jeho
pfesny objem. Tato skute¢nost byla pouzita pro vyvinuti zjednoduSené metody extrakce
dostacujici pro analyzy PCB a OCP ve vzorcich vod: Znamy objem vody, ke kterému je
prfidano podle ocekavané koncentrace 10-100 ng izotopové znacenych standardu (pro OCP
3Ce znaceny gama HCH a *C,, ppDDE, pro PCB 10 **C, znagenych mono- az dekachloro
PCB), je extrahovan 3 ml hexanu po dobu 30-ti minut na tfepacce. Jsou odebrany 2 mi
extraktu, ke kterym je pfidan ,recovery* standard (standard pro korekci chyby
zakoncentrovani, nastfiku a zmény citlivosti hmotnostniho detektoru mezi jednotlivymi
nastriky). Extrakt je poté zakoncentrovan odpafenim pod proudem dusiku nebo argonu na
objem 100 - 250 ul. Opakovatelnost i spravnost metody jsme ovéfili analyzami vzorkd vody

obohacenych nativnimi pesticidy. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 1.
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tabulka 1 Vytéznosti OCP z obohacenych vzorkd vody

Opakovatelnost vytéznosti OCP z vody

o ‘ Koncentraéni hladina 100 ng/l | Koncentraéni hladina 10 ng/l
(}7 ' | prameérna vytéznost } ~ RSD | promémavytéinost | RSD
alfaHCH 102% r % 90% 8%
betaHCH | 63% ! 13% ! 49% e
gamaHCH e T ew 8% %
ideltaHCH - ’; T 74% o 16% 61% 4%
'ppDDE | 91% o 7% 80% 9%
'ppDDD 4 1% . 4% 8T% T 6%
‘ppDDT B T e8% T 4% | 80% %

V tabulce jsou uvedeny primémé vytéznosti sedmi vysledku stanoveni OCP ve vzorcich vody (1 1), ke
kterym bylo pridano 100 a 10 ng nativnich OCP. Lepsi vytéZnosti bylo dosazeno pro vy$$i koncentrace OCP, také
opakovatelnost byla pro vétsinu OCP lepsi na vy$$i koncentraéni hladiné, nicméné nejhorsi opakovatelnost byla
16% RSD pro delta HCH na koncentracni hladiné 100 ng/l.

Tato metoda je vhodna pro relativné Cisté vzorky, kdy lze uplné vypustit Cistici krok.
Pro vzorky, kde je nutné dosahnout velmi nizkych mezi stanovitelnosti a které obsahuji
iorganickou polarni fazi, je nutné pouzit zdlouhavéjsi postup, pfi némz jsou vzorky
opakované extrahovany v délicich barikach.

Cely objem vzorku nebo jeho presné znamy alikvotni podil je pfeveden do délici
nalevky. Ke vzorku jsou prfidany izotopicky znafené standardy a je zfedén
demineralizovanou vodou v poméru 1:1 (pro vzorky emisi). Extrakce je provedena tfikrat
Spojené hexanové extrakty jsou zahustény a vysuseny filtraci pfes vrstvu Na,SO,. V ramci
validace metody pro akreditaci jsme ovéfili u¢innost extrakce PCDD/F ze vzorklu absorpénich

roztokl uméle obohacenych nativnimi PCDD/F. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 2.
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tabulka 2 VytéZnost a opakovatelnost stanoveni 10-ti izomerl v uméle pripravenych
vzorcich absorpcnich roztoki

E1 E2 E3 E4 ES E6 E7 pramér pfidané |vytéznost| SD | RSD
pg/vzorek stanoveni | mnoZstvi

2378TCDD 518 530 548 506 535 465 532 519 500 104% | 273 | 5.3%
12378PeCDD 516 503 497 512 527 496 502 508 500 102% 1.3 | 22%
123478HxCDD 541 567 508 507 492 521 491 518 500 104% | 276 | 5.3%
1234678HpCDD 489 528 505 515 493 506 545 512 500 102% | 197 | 3.9%
OCDD 612 650 610 615 578 626 607 614 500 123% | 216 | 3.5%
2378TCDF 574 582 517 542 480 564 525 541 500 108% | 362 | 6.7%
12378PeCDF 581 495 622 580 553 476 564 553 500 M% | 511 | 9.2%
123478HxCDF 528 453 412 468 459 462 480 466 500 93% 346 | 74%
1234678HpCDF 526 478 492 524 527 5094 491 519 500 104% | 386 | 7.4%
OCDF 415 442 469 461 443 417 413 437 500 87% 228 | 5.2%

E1 az E7 jsou individualni vysledky stanoveni PCDD/F ve vzorcich, které byly pfipraveny pfidanim 500
pg standardu 10-ti PCDD/F do 200 mli etoxyetanolu. Tyto vzorky pak byly zpracovany vySe uvedenou metodou.
Z vysledk(r je patmé, Ze vytéZnost extrakce PCDD/F na koncentraéni hladiné 500 pg, se pohybuje okolo 100%

s relativni smérodatnou odchylkou 4 az 9%.

3.1.1.2 Extrakce pevnych vzorki

nabizeji Sir§i moznosti. V podstaté Ize pevné vzorky rozdélit na matrice s aktivnim povrchem
(popilky, zeolity, bentonity apod.) a na matrice s neaktivhim povrchem (pudy, sedimenty,
odpady, apod.). Matrice aktivni je tfeba pred vlastni extrakci deaktivovat, jinak je extrakéni
ucinnost velmi nizka, specialné pro latky typu PCDD/F. Pro asi nejvice analyzované matrice
typu popilku jsou popsany metody deaktivace pomoci koncentrované HCI nebo kys. octové
[16, 26, 27]. Pro dal§i matrice s aktivnim povrchem je vSak tento pfistup nepouzitelny. Napf.
zeolity a bentonity, latky bézné analyzované pfi kontrole doplika do krmiv, vytvofi po digesci
s HCI gel a vytéznost vnitfnich standardd pro vyse chlorované PCDD/F nesplriuje normativni
pozadavky (vy$8i nez 25%). ReSenim se ukazala deaktivace pomoci koncentrované kys.
sirove.

Nejuniverzainéjsi a nejrozsifenéjSi metodou extrakce je pouziti Soxhletova extraktoru.
Do extrakcéni patrony Ize umistit dostatec¢né velké mnozstvi vzorku i filtry s deaktivovanym
popilkem. Podle rozsahu extrahovanych POP je nutné ménit sloZeni extrakéni smési. Pro
stanoveni OCP a PCB jsou postaéujici smési n-alkant s polarnim rozpoustédlem, napi.
hexan a acetonem 3:1, popfipadé DCM. Pro stanoveni PCDD/F maiji nejvy$sSi extrakéni
ucinnost aromaticka rozpoustédla jako jsou benzen, toluen a xylen. Vzhledem k tomu, ze
benzen je prokazany karcinogen, je prakticky vyluéné pouzivan toluen. Soxhletova extrakce
je zakotvena ve vétsiné technickych norem pro stanoveni POP [16, 17, 28, 29]. Nevyhodou
metody je ¢asova naroénost (min. 6 hodin pro OCP a PCB, 24 hod. pro PCDD/F).
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Pro zvySeni prachodnosti laboratofre a také z divodu nemoznosti automatizace
Soxhletovy extrakce byly vyvinuty a dosahly Sirokého rozsifeni instrumentalni extrakéni
techniky. Velmi rozsifena je superkriticka fluidni extrakce (SFE) [30, 31, 32]. Tato metoda je
velmi u€inna, bohuzel nepfili§ selektivni a ziskané extrakty je obtiznéjsi vydistit. Z tohoto
duvodu byla vyvinuty modifikace SFE, které zaroven slouzi k frakcionaci a cisténi extraktu
v jednom kroku. Za ruznych tlakovych a teplotnich podminek byly jiz v extrakénim kroku
selektivné separovany PCB od PCDD/F [33]. DalSi velmi efektivni technikou je spojeni SFE
a kapalinové chromatografie, kdy extrahované analyty jsou zachyceny na ruznych typech
adsorbentu (aktivni uhli, modifikovany silikagel atd) a poté separovany kapalinovou
chromatografii [34]. Omezenimi této metody jsou vysoka pofizovaci cena a relativné maly
objem extrakéni komurky.

Zrychlenda extrakce rozpoustédlem (ACE), nékdy nazyvana tlakova extrakce
kapalinou (PSE), je dalsi metodou, ktera byla zdokonalena az na komeréné dostupnou
extrakcni techniku [35, 36, 37]. Byly vyvinuty systémy, kde po extrakci nasleduje automatické
precisténi vzorku na LC kolonach [35]. Nevyhodou je opét vysoka pofizovaci cena.

Velmi uc¢inna je také extrakce ve fokusovaném mikrovinném poli (MAE). Metoda je

popsana pro neaktivni matrice, zvlasté pudy a sedimenty [38, 39, 40].

Metody pouzité v této praci

V bézné praxi pouzivame dvé metody extrakce — Soxhletovu extrakce a MAE. Pouziti
MAE je limitovano relativné malou navazkou, max. 5g. a slozenim matrice (pfi optimalizaci
se ukazala jako vyhodna pro sedimenty a pudy). V principu Ize pouzit stejné rozpoustédlove
systémy s tim, Ze musi obsahovat ca 10-20% polarni slozky, ktera absorbuje mikrovinné
zareni (k toluenu je pfidano 10% methanolu). V tabulce 3 je uvedeno porovnani metod. Je
zni patrné, Ze oproti Soxhletové extrakci je MAE mnohem méné ¢&asové narocna

a spotfebovava méné rozpoustédia.
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tabulka 3 Porovnani parametrli Soxhletovy extrakce s extrakci ve fokusovaném
mikrovinném poli

Soxhletova extrakce Extrakce ve fokusovaném

mikrovinném poli

o,

b dobg
prasko(/é materialy - pudy, sedimenty

Typ vzorku popilky, pudy, potraviny, filtry

- . L. nesmi to byt matrice s aktivnim
absorp€ni materialy, polyuretanova péna

povrchem
analyzy.: . . - .. 15-40 minut
TYP foipédéfédla Viay smés obsahujici polarni slozku
Objom-rozpoudtidis . 50-100 ml

Ceyna'épa;atuﬂry o nékolik set tisic K&

Spravnost obou metod prubézné kontrolujeme analyzou certifikovanych referenénich

materialu a také ucasti v mezinarodnich okruznich rozborech.

3.1.1.3 Extrakce biologickych materiala

Zcela specifickymi vzorky jsou biologické materidly, mezi které patfi potraviny, vzorky
télnich tkani, krve nebo matefského mléka. Vyznacuiji se tim, ze podléhaji zkaze a samy také
mohou byt zdravi nebezpeéné, specialné vzorky podkozniho tuku nebo krve. Tyto
skute€nosti vyzaduji zcela jiny rezim laboratofe — pouziti jednorazového nadobi, dusledna
desinfekce, oCkovani pracovnik(, ktefi pfijdou s témito vzorky do styku, zvlastni rezim
odpadoveého hospodarstvi a v neposledni fadé dusledné oddéleni od analyz vice
kontaminovanych matric (pady, popilky, ovzdusi).

Obecné Ize analyzu biologickych materiald rozdeélit na analyzu matric s nizkym
a vysokym obsahem tukl. Ke vzorkim s obsahem tuku do 5% jsou vnitfni standardy pfidany
pfed extrakci, zatimco u tuénéjSich vzorku je vyextrahovan tuk a teprve k nému jsou po
zvazeni pfidany vnitini standardy. Tento princip je zakotven i v legislativé, ktera se vztahuje
k analyze potravin [41].

Metody pouzité v této praci

Extrakce tuku z pevnych vzorku je provadéna v Soxhletové extraktoru po odstranéni
obsazené vody lyofilizaci nebo pfidanim bezvodého siranu sodného. Vyjimkou jsou vzorky
s velmi vysokym obsahem tuku (maslo, lidsky podkozni tuk apod.), ze kterych je tuk vytaven
pfi 105 °C.
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Vzorky krve a matefského mléka jsou po vysrazeni bilkovin extrahovany podobné
jako kapalné vzorky. Navazeny vzorek je po pfidani izotopicky zna¢enych standardl v délici
nalevce zfedén demineralizovanou vodou (€isténou 30 min. hexanem) v poméru min. 1:1. Je
k nému pfidan amoniak (cca 2 ml na 10g vzorku), ethanol (methanol pro vzorky krevniho
séra) v objemu redici vody a vzorek je prudce protiepan. Extrakce je provedena opakované
smési hexanu s dietyleterem (1:1), min. 1/10 celkového objemu vzorku. Pro odstranéni

pfipadné vzniklych emulzi je pouzito odstifedéni pfi 3000 rpm.

3.1.1.4 Extrakce odebranych vzorku ovzdusi

Vzorky ovzdusi jsou odebirany ruznymi druhy aparatur a nachazeji se bud' sorbované
na pevnou fazi (filtr, polyuretanova péna nebo sorbent typu XAD-2) nebo v kapalném
absorpénim meédiu [17, 42, 43]. Vzhledem k rozmérum filtri a ostatnich odbérovych medii
jsou vzorky extrahovany v Soxhletové extraktoru. Pro vzorky v kapalné fazi jsou pouzivany

metody uvedené v kapitole extrakce kapalnych vzorku.

3.1.2 Cisténi extraktu

Surové extrakty musi byt zbaveny vSech koextrahovanych latek, které pouhou
pfitomnosti v koncentracich o nékolik fadi vysSich znemoznuji vliastni GC/MS analyzu. Pro
vzorky s relativné nizkym obsahem extrahovanych necistot je vhodna hydrolyza, event.
sulfonace téchto latek koncentrovanou kyselinou sirovou. Pfed timto krokem musi byt extrakt
vysuSen (nejrozSifenéjsi je pouziti sloupce bezvodého siranu sodného), a v pfipadé, Ze
obsahuje aromaticka rozpoustédla, musi byt pfeveden do rozpoustédla, které nereaguje
s kys. sirovou (n-alkany nebo dichlormethan) [16, 17]. Nevyhodou takového ¢isténi je
destrukce nékterych sloucenin, které mohou byt predmeétem analyzy (pesticidy typu Aldrinu,
Dieldrinu, polycyklické aromatické uhlovodiky apod.). Siroce pouzivané jsou proto metody
nedestruktivniho Cisténi extraktu — sloupcova chromatografie na Florisilu, silikagelu [44, 45]
¢i gelova permeacéni chromatografie (GPC) [46, 47, 48]. Kapacita kolon je vSak nedostacujici
pro vysoka mnozstvi lipidl, ktera jsou nezbytna pro dosazeni pozadovanych mezi
stanovitelnosti. Jednoducha a instrumentalné nenaroéna metoda pro odstranéni velkych
mnozstvi tukd (az 20g) ze vzorku je dialyza na polopropustné membrané (SPM) [49, 50].

Nasledné Cisténi extraktu pro ultrastopovou analyzu je v drtivé vétSiné klasickou
sloupcovou kapalinovou chromatografii na rlznych sorbentech (ruzné druhy siliagelu,

Florisil, oxid hlinity o rGzném stupni aktivity, aktivni uhli). Pouziva se i preparativni HPLC.
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Schéma c¢isténi POP pouzité v této praci

Blokové schéma Cisticich postupl je znazornéno na obrazku ¢.6.

obrazek 6 Obecné blokové schéma cisténi vzorkd pro analyzu POP metodou GC/MS/MS

——

‘ Vysu

o Yy
Seni extraktu a prfevedeni do hexanu i
. - . J

L Extrakce :

'

Vzorky pro stanoveni OCP,
a PBDE na relativné
vysoké konc. hladiné

PCB |

- Y ,
“Cisténi s konc. kys. sirovou |
. (podle znecisténi etxraktu) ‘

' Citéni na sloupci silikagelu |
deaktivovaného
konc. kys.sirovou

I

30 ml hexanu

' GCMS/MS

o |
analyza

1. 15 ml hexanu

\

Frakce obsahujici ‘\
 alifatické uhlovodiky |

L S

Y

\ Vzorky pro stanoveni PCDD/F !

PCB, PBDE
s nizkym obsahem tuku

-
i
|

v

Vzorky pro stanoveni PCDD/F .
PCB, PBDE
obsahujici > 1 g tuku

Y

—_———

‘ Cisténi s konc. Kys. sirovou |

Y

§ Cisténi na kombinované
+,silikagelové* koloné
|

A\

Dialyza

| Sikes il

30 ml hexanu

’ Frakcionace na sloupci
oxidu hlinitého

2. 30 mi 2%-ni

Y
i Orho PCB frakce
L _

A

DCM v hexanu
3.

al

GC/MS/MS analyza

10 ml hexan:DCM 1:1

R

| interferenc

_—

30 ml hexan:DCM 1:1—l

| PCDD/F, PBDE

na SPM

)

i anonortho PCB ‘
frakce

\
Cisténin
aktivni

y

a sloupci |
ho uhli

10 ml horkého toluenu

’ GC/MS/MS analyza -
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Schéma kolony pinéné modifikovanym silikagelem je uvedeno v obrazku 7.

obrazek 7 Schéma kombinované ,silikagelové" kolony

Aktivovany silikagel
silikagel 60
minimainé 2 hod 180°C
|
,.Bazicky silikagel"
100 g aktivovaneho
30 g 1VI NaOH | - Frita

Schéma kolony pInéna oxidem hlinitym o rGzné aktivité je uvedeno v obrazku 8.
V popisu je uveden typ oxidu hlinitého, teplota, pri které je aktivovan, ¢as potifebny k aktivaci
a mnozstvi sorbentu. VSechny aktivované sorbenty uchovavame pfi teploté 130°C, aby
nedoslo k sorpci vody z ovzdus$i a tim ke zméné aktivity.

obrazek 8 Schéma ,,aluminové" kolony

Siran sodny bezvody
Bazicka alumina’
ALC, 90 kysely aktvn:
aktivita (1 *
24 hog. 500°C Frita

39
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Na obrazku 9 je znazornéna kolona pInéna aktivnim uhlim.

obrazek 9 Schéma kolony plnéné aktivnim uhlim

Aktivni uhli vyprané v Skelna vata
MeOH
vysusené pfi 130°C

nebo jeho smés 1: 1

s Celitem 545 /

19

Odstranéni velkého mnozstvi tuku je provadéno dialyzou vzorku pres polopropustnou
membranu. Odvazené mnozstvi tuku je rozpusténo v hexanu a prfevedeno do membrany,
v pfipadé Zivocisnych tuku je nékdy nutné pouzit pfidavek DCM. Membrana je zavésSena do
dialyza¢niho rozpoustédla (hexanu). Extrakt tuku je dialyzovan 3x 24 hodin, podily dialyzatu
jsou spojeny, odpafeny na 1ml a &istény jak je uvedeno vyse. Uginnost odstranéni tuku touto

metodou je demonstrovana v tabulce 4 pro rostlinny olej, veprové sadlo a mineralni ole;.

tabulka 4 Tabulka ucinnosti odstranéni matrice vzorku dialyzou pres SPM

Mnozstvi matrice stanovené po aplikaci SPM [ mg ]
Matrice 24 hod. 24 - 48 hod. 48 - 72 hod. Suma % z navazky
OlejA3,5g 4,5 3,9 43 12,7 0,36%
OlejB3,5¢g 4,2 43 3.1 11,6 0,33%
SadloA36g 53 9,1 4,6 19 0,54%
SadloB36g 47 58 3,4 13,9 0,39%
Motorovy olejA(5g) 434 8,68%
Motorovy olejB (5 g) 486 9,72%

V tabulce jsou uvedeny hmotnosti matrice, které projde do dialyzatu, v jednotlivych frakcich i jako suma
pro cely postup. V poslednim sloupci je uveden relativni podil matrice, kterd presla do dialyzatu. Uginnost
odstranéni matrice je pak 100% - % matrice z navazky. Pro olej i sadlo je to vice nez 99,5 %. Pro mineraini olej je
pak ucinnost 91,32 a 90,28 %.
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Rostlinné a zivociSné tuky odstraruje dialyza pfes SPM s ucinnosti vy$si nez 99,5 %.
Pfi navazce 10 g je mnozstvi tuku proslého pfes membranu mensi nez 100 mg, coz je
mnozstvi jednoduSe odstraniteiné na 2g silikagelu. Mineraini oleje tvofené vétSinou
alifatickymi uhlovodiky jiz prochazeji pfes membranu zhruba z 10-ti %. Pro latky tohoto typu
neni Cisténi dialyzou pfili§ G€inné. Nevyhodou metody SPM je €asova naroc¢nost (48-72
hodin), ktera je vSak kompenzovana jednoduchosti provedeni (obrazek 10) a moznosti

provést paralelné vycisténi az nékolika desitek vzorka.

obrazek 10 Fotografie jednoduché aparatury pro dialyzu

Pro ovéreni opakovatelnosti a spravnosti tohoto ¢isticiho postupu byly analyzovany
uméle pripravené vzorky (veprové sadlo s pfidavkem nativnich POP). Vysledky jsou uvedeny

v tabulce 13 na strané 54.
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3.2 Chromatograficka separace

Rozvoj analyzy POP se kryje srozmachem kapilarni vysokouc¢inné plynové
chromatografie (HRGC) a rychlym vyvojem detektori k GC. Byly vyvinuty metody stanoveni
POP jinymi metodami, v sou¢asnosti v§ak maji, vyjma imunochemickych metod pouzivanych
pro screening [51, 52], jen historicky vyznam. POP byly stanovovany pomoci
elektrochemickych metod, kapalinovou chromatografii, chromatografii na naplfovych
kolonach [53] V prubéhu poslednich dvou desetileti byly metody stanoveni POP v rozsahu
pozadovaném stavajici legislativou propracovany az do podob technickych norem.
Optimalizace separace izomeru popsana dale byla podminéna jednak pouzitou metodou
detekce, jednak pozadovanym rozsahem sledovanych analytl, ktery byl ¢asto vétsi nez
popisuji normy.

3.2.1 PCDD/F

Podminky pro chromatografické déleni PCDD/F vychazeji z pozadavku na stanoveni
17-ti 2378 substituovanych PCDD/F na velmi nizkych koncentraénich hladinach. Neexistuje
zadna faze, na které by bylo mozné uspésné separovat véechny tyto izomery od ostatnich.
PCDD maji méné polohovych izomer( nez PCDF, nicméné v pfipadé tetra- a penta-CDD je
nutno oddélit 1 izomer od 22 respektive 14, v pfipadé tetra- a penta-CDF pak 1 a 2 izomery
od 38 respektive 28 netoxickych izomerl. Separace a eluéni poradi jednotlivych izomerU
jsou dobie popsany [54, 55, 56]. Technika separace popsana v technickych normach, at' jiz
EPA nebo evropskych, je zalozena na analyzach na nepolarni fazi — obvykle typu DB-5 (5%
difenylfenyl, 95% - dimethylpolysiloxan) v kombinaci se silné polarni fazi (50 — 100%
dikyanopropylpolysiloxan eventuelné s pfimési polyethylenglykolu), jako jsou SP - 2331, DB-
225, DB - dioxin. Jako zajimavost Ize uvést pouziti kolon na bazi tekutych krystall, které maji
obdobnou separacni ucinnost, ale také stejnou nebo spiSe horsi stabilitu jako silné polarni
faze [57]. Vtabulce 5 jsou porovnany separaéni uéinnosti nejvice rozsifenych

chromatografickych fazi.
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tabulka 5 Porovnani separace 2378 substituovanych PCDD/F

DB-5ms DB-5 DB-17 DB-DIOXIN [ SP-2331
WHO-TEF

2378TCDD 1 + + X ++ ++ X (**)
12378PeCDD 1 + ++ ++ X ++/ X (*%)
123478HxCDD 0,1 + ++ ++ X ++
123678HxCDD 0,1 + ++ ++ ++ ++
123789HxCDD 0.1 + + ++ ++ ++
1234678HpCDD 0,01 ++ ++ ++ ++ (%) ++ (%)
OCDD 0,0001 ++ ++ ++ ++ (%) ++ (%)
2378TCDF 0,1 + X ++ ++ + X (*)
12378PeCDF 0,05 ++ + X + + X (™)
23478PeCDF 0,5 X X ++ X ++
123478HxCDF 0,1 ++ X + ++ X
123678HxCDF 0,1 ++ ++ X + ++
234678HxCDF 0,1 + + + ++ ++
123789HxCDF 0,1 X + ++ ++ ++
1234678HpCDF 0,01 ++ ++ ++ ++ (%) ++ (%)
1234789HpCDF 0,01 ++ ++ ++ ++ (%) ++ (%)
OCDF 0,0001 ++ ++ ++ ++ (%) ++ (%)

++ pik separovany na zakladni linii

+ pik dostate¢né separovany pro kvantifikaci

X koeluce

™ pozorovany ztraty sorpci po deldim pouzivani kolony

™) ztrata rozli§eni az na 100%-ni koeluci s jinym kongenerem pfi del$im pouzivani

Z tabulky je patmé, Ze neexistuje chromatograficka faze, na které Ize uspokojivé separovat vsech 17
2378 substituovanych PCDD/F. Pii pouziti kombinace fazi DB5Sms a DB17 jsou pouze dva kongenery separovany
¢astecné, zatimco ostatni jsou separovany na zakladni linii. Dalsi vyhodou téchto chromatografickych kolon
v porovnani s obvyklymi polamimi fazemi je jejich stabilita.

Na nepolarnich fazich jsou dobfe separovany homologové skupiny a nedochazi zde
k problémim se stanovenim hepta- a okta-chlorovanych PCDD/F. Vyhodou je velmi nizky
Unik faze, tepelna stabilita obvykle do 330°C - 350°C a dlouha zivotnost kolon. Problematicka
je separace tetra a penta CDD/F. Nejlepsi v sou¢asné dobé komeréné dostupnou fazi je
DB-5ms a jeji analog Zebron 5ms, které se od ostatnich 5%-fenyl fazi lisi jinym zesitovanim

polymeru jak je ukazano v obrazku 11.

obrazek 11 Porovnani zesit'ovani posiloxanu ve fazich DB5ms a bézné faze DB5

DB5ms DB5
4 N
O < S O Sy O Si O S
N J
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Tyto dvé faze vykazuji lepsi chromatografickou separaci 2378 TCDD i TCDF, nicméné
kolony ztraceji ucinnost separace rychleji nez bézné faze typu DB5 a to velmi Easto
,Skokové“ béhem nékolika po sobé jdoucich nastfiki. Tato skute¢nost opét souvisi
s odliSnym zesitovanim faze. Na obrazku 12 je demonstrovana ztrata separacni ucinnosti na
piikladu HxCDD. Kolona nicméné zustava pouzitelna pro separacné méné naroéné analyzy,
jako je stanoveni PBDE nebo polycyklickych aromatickych uhlovodiu (PAU).

obrazek 12 Chromatogramy standardi HxCDD na nové instalované koloné (DB5ms 30m x
0,25 mm priimér x 0,25 pm film) a na stejné koloné po cca 500 nastficich

RT:22.58-2771 SM: 3G

100 123678HxCDD \Q‘w 2599

80 123789HxCDD

60

0 123478HxCDD

20

0 ) 2297 23.15 2352 2402 2420 2448 25.16 26.35 2649 2690 27.18 27.4(
100 ' ' 2563

2545
80
60 ¥C12123478HxCDD

"¥C42123678HxCDD
40

20
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o 2275 23.35 23.58 2403 2431 2495 2527 2604 2636  26.78 2691 27.32
26.35
100 D&Ls'gs
80 123678HxCDD 123789HxCDD
60
40 123478HxCDD
20
0 2306 23.24 2351 2402 2452 2475 2498 2557 2681 2717 275
2599
100
2581
80
60 °C42123478HxCDD i
C12123678HxCDD
40
20
0 227 2334 2362 2421 2435 2480 2508 2526 26.45 2654 2695  27.41
23.0 235 240 245 250 255 26.0 265 270 275
Time (min)

Chromatogram standardu nativnich a znacenych HxCDD na nové koloné je vykreslen modrou
respektive ¢ervenou barvu. Chromatogram standardu nativnich a izotopicky znacenych HxCDD na koloné po 500

nastricich je vykreslen barvou zelenou respektive hnédou.

Na silné polarnich fazich typu kyanopropylsiloxanu jsou dobfe separovany 2378
TCDD i TCDF, nicméné kolony nelze programové zahfivat na teploty vy$si nez 260°C a take
maji mnohem vy$Si unik faze, coz zvySuje chemicky Sum v hmotnostnim detektoru
a zhorSuje meze detekce a stanovitelnosti PCDD/F. Dal$i nezanedbatelnou nevyhodou je

nestabilita faze, ktera se projevuje ztratou separace pozadovanych izomeru a to nékdy i ve
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velmi kratkém c&asovém intervalu [54, 55]. Také byl pozorovan rozklad hepta a okta CDD/F
na téchto typech faze.

Po uvodnich experimentech s kolonou DB dioxin bylo zfejmé, ze unik faze je tak
velky, ze témérf znemoznuje spravné fungovani iontové pasti. Jako vychodisko z této situace
jsme pouzili kolonu DB-17 (50% - difenyl, 50% dimetyl polysiloxan), ktera je stfedné polarni.
Separace 17-ti 2378 substituovanych izomeru je komplementarni k DB5ms - viz tabulka 6.
Na zakladni linii jsou separovany jak 2378 TCDF, tak i 23478 PeCDF a 123789HxCDF, které
na koloné DB5ms koeluuji s netoxickymi kongenery. V porovnani se silné polarnimi fazemi je
DB-17 mnohem stabilngj$i a prumérna Zzivotnost DB-17 je dokonce i delSi nez zZivotnost
kolon DBSms.

Pro stanoveni 17-ti ,Spinavych® kongeneri pouzivdme kombinaci vysledku
dosazenych na kolonach DB5ms a DB-17. Pokud ve vzorku nejsou pfitomny 2378
substituované tetra az hexa PCDD/PCDF je mozné postacéujici vysledek jen z analyzy na
jedné fazi. Velmi zjednodusena je také analyza vzorku biologického puvodu, kde v drtive
vétsiné vzorku nejsou pfitomné jiné nez 2378 substituované PCDD/F, které jsou odolné
metabolické pfeméné. Pro tyto typy vzorku standardné pouzivame pouze analyzu na koloné
DB5ms, ktera ma nizsi unik faze nez DB-17.

Pro stanoveni PCDD/F jsou pouzivany kolony jak o délce 30m, tak i 60m, nicméné
rozdéleni piku neni pfi pouziti delSich kolon prokazatelné lepsi. Vzhledem k toku, ze Cas
analyzy se témér zdvojnasobuje, je jedinym argumentem pro pouziti delSi kolony ponékud
leps$i vykresleni piku (vétsi pocet bodlu na pik). Z ekonomického hlediska je mnohem
vyhodnéjsi pouzivat 30-ti metrové kolony, které jsou levnéjsi, ale také zvysuji prichodnost
laboratofe (doba trvani analyzy na koloné DB5ms 30m je 37 min oproti cca 60-ti minutam na
koloné 60-ti metrové). Zivotnost kolon je stejna u 30-ti i 60-ti metrovych, optimalni je tedy
pouziti 30m kolony DB5ms a v pfipadé, Ze je vzorek pozitivni, tak je provedena konfirmacni
analyza na koloné DB17. Porovnani separace HxCDD je uvedeno v obrazku 13.
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obrazek 13 Porovnani chromatogrami standardu HxCDD na koloné DB5ms o délce 30 a
60 m

Z obrazku je patmé, Ze 2378 HxCDD jsou separovany témér stejné jak na koloné o délce 30m (modry

chromatogram), tak i na koloné o délce 60m (Gerveny chromatogram). Rozdil v retenci je pfitom 15 minut.

S tloustkou filmu a priamérem kolony nelze pfi optimalizaci chromatografické
separace piili§ experimentovat. Z duvodu udrzeni pracovniho vakua v detektoru nelze
pouzivat vétsi prumér kolon nez je 0,25 mm. Pouziti ,megabore” kolon je mozné pouze
s déli¢em natoku nosného plynu pfed zavedenim do prostoru MS, coZ ovdem snizuje citlivost
detekce a to je v pfipadé POP nezadouci. Vétsi tloustka filmu nez 0,25 um zase zpusobuje
vy8Si unik faze a navic se bézné nevyrabi ke kolonam o priméru 0,25 mm a méné.

Nedilnou soucasti plynové chromatografie je nastfik vzorku. Vzhledem k tomu, ze
PCDD/F jsou latky netékavé, jsou nejCastéji pouzivané techniky nastfiku on-column
a splitless. Technika on- column je obtizné proveditelna komeréné dostupnymi autosamplery,
proto pouzivame vyhradné techniku splitless. Konstrukce nastfiku se lisi jak mezi dodavateli
plynovych chromatografl, tak i mezi typy od jednoho vyrobce. Nicméné vzhledem ke stabilité
PCDD/F jsme nepozorovali vyrazné rozdily mezi injektory na Finnigan GC (GCQ) a Trace
2000 (PolarisQ). Podminky nastfiku a teplotni programy pro pouzivané kolony jsou uvedeny

v tabulce 6.
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tabulka 6 Parametry pro plynovou chromatografii PCDD/F

DB5ms DB5ms DB17
délka kolony [m] 30 60 30
vnitfni primér [mm] 0,25 0,25 0,25
tloustka filmu [pm] 0,25 0,25 0,25
teplota injektoru 280°C 280°C 280°C
nosny plyn He He He
pritok 1,2 ml.min™ 1,2 ml.min” 1,2 ml.min”
teplota kolony pfi nastfiku 150°C 150°C 150°C
doba uzavfeni splitru 2 min. 2 min. 2 min.
izoterma 1 min. 1 min. 1 min.
1. gradient 20°C.min™" 20°C.min” 20°C.min”
teplota 200°C 200°C 200°C
2. gradient 2,5°C.min” 2 °C.min”’ 2,5°C.min”
teplota 300°C 280°C 280°C
3. gradient 5 min. isoterma 10°C.min™ 20°C.min”
teplota _30900

5 min. isoterma

doba analyzy 38 min. 53 min. 49

Konstrukce nastfiku neni pro analyzu PCDD/F rozhodujicim prvkem. Material a stav
lineru v8ak ano. Pro analyzu v§ech POP pouzivame linery z deaktivovaného (silylovaného)
kiemenného skla, na kterych nedochazi k sorpci vySechlorovanych POP. Pokud jsou
analyzovany vzorky, které jsou nedokonale vycisténé, mluze dochazet ke kondenzaci malo
tékavych latek, jako jsou frakce uhlovodiku, steroly, mastné kyseliny apod. v prostoru lineru.
Takto znecistény liner je ukdzan na obrazku 14.

obrazek 14 Kontaminace na vnitfnim povrchu lineru

A A = WA G, YOI LR,
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Film zkondenzovanych nepolarnich latek zpusobuje jednak diskriminaci méné
tékavych POP ve fazi pfechodu par z injektoru do kolony, ale také pamétovy efekt. Cast
zvlasté vysechlorovanych (hepta a oktaCDD/F) zlstava rozpusténa ve filmu nedistot a je

vymyta do kolony az dal§im nastiikem. Efekt diskriminace je nazorné popsan v obrazku 15.

obrazek 15 Chromatogramy standardu tetra aZ oktachlorovanych CDD/F s Cistym

a kontaminovanym nastrikem
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Prvni chromatogram shora je zaznam odezev kalibracniho standardu nastiiknutého do nového lineru.
Koncentrace nativnich PCDD/F ve standardu jsou uvedeny na obrazku dole (TCDD/F 4 pg/mi, PeCDD/F —
HpCDD/F 20 pg/ml a OCDD/F 40 pg/ml). Je patmé, Ze nastiik vzorkd, které se nepodarilo dokonale vycistit,
Zpisobuje kontaminaci lineru a z ni vyplyvajici diskriminaci HoCDD/F a OCDD/F, ktera se projevuje poklesem
odezvy téchto kongenerd. Tato diskriminace je obzvlast patma u standardu nastfiknutého po vzorcich rostlinnych
oleju, kdy jsou piky OCDD/F nizsi neZ TCDD/F, i kdyZ maji 10 x vy$§i koncentraci. Empirické pozorovani po
analyzach nékolika stovek biologickych vzork( ukazuje, Ze nejvétsi problémy zpisobuji rostlinné oleje a vzorky
ryb (zvlasté morskych), zatimco lipidy savctd Ize vyse uvedenymi Cisticimi postupy odstranit tak dokonale, zZe

kontaminace lineru nastava az po desitkach nastrika.
V pfipadé kontaminace lineru je nezbytna co nejrychlej§i vyména za Cisty. Tato

operace sice zabere nékolik hodin, ale zabrani poskozeni viastni analytické kolony a také

masivnimu znecisténi hmotnostniho detektoru. Jak jiz bylo uvedeno, je Easté Cisténi lineru
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obvyklé pri velkych sériich biologickych vzorkl, u ostatnich typld matric neni vyjimkou
i nékolik set nastfiku bez zasahu do systému injektoru.

Pro stanoveni 17-ti ,Spinavych® PCDD/F je postaéujici kombinace dvou GC fazi. Pro
analyzy, kdy je pozadovana identifikace a kvantifikace vSech izomeru, uz je nutné zaradit
itfeti fazi. Tyto analyzy v8ak nejsou rutinni a pouzivame je pouze pro védecké prace

v oblasti mechanismu vzniku, eventuelné degradace PCDD/F.

3.2.2 PCB

Chromatograficka separace PCB je vzhledem ke struktufe a poctu kongenert
strukturu). Pozadavky na déleni PCB se opét odvijeji hlavné od legislativy, kde jsou
nejCastéjSi dva pozadavky. Prvni, jednodussi, je stanoveni 6-ti tzv. indikatorovych PCB (28,
52, 101, 138, 158 a 180). To jsou kongenery, které jsou dominantni v komeréné
produkovanych technickych smésich jako jsou DELOR 103-106, AROCLOR 1242, 1254
nebo 1260. Druhou skupinou jsou tzv. ,dioxin-like* PCB. Téchto PCB je 12 a na rozdil od
indikatorovych PCB nejsou majoritnimi slozkami technickych smési, ani nejsou majoritni ve
slozkach zivotniho prostfedi. Nejkomplikovanéj$i analyzy PCB jsou pak ty, které vyZaduiji
stanoveni co nejvice z 209 moznych kongeneru.

Jak jiz bylo uvedeno, PCB se strukturné vyrazné lisi od PCDD/F a to se promita i do

vewvs

homologovych skupin se navzajem velmi vyrazné prekryvaji, jak je uvedeno na obrazku 16.
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obrazek 16 Intervaly retencnich ¢asé homologéi PCB na koloné DB5ms (60m x 0,25 mm x
0,25pum)
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Na obrazku jsou zndzomény intervaly retence jednotlivych homologovych skupin PCB. Na ose x je
uveden Cas v minutach, na ose y pocet atomd chloru v molekule. Z grafu je patmé Ze se neprekryvaji pouze
intervaly retence homologd, které se lii o jeden chlor, ale i retence homologu, které se lisi o dva atomy chloru.

Napr. v case 30 min. se prekryvaji retence tri-, tetra- a penta-CB.

PCB v zavislosti na podminkach ionizace vytvareji vyrazny fragment [M =2CI]". Ani
pomoci hmotnostniho spektrometru pak neni mozné rozeznat signal napi. PeCB od HpCB.
Nanestésti pravé ,dioxin-like* PCB jsou posledni eluujici PCB a jejich retenéni ¢asy se
pfekryvaji s kongenery, které maji o dva chlory v molekule vice a také jsou v realnych
vzorcich zastoupeny na fadové vysSich koncentraénich hladinach. Chromatograficka
separace je pak jedinym moznym feSenim, které vede ke spravnému vysledku. V minulosti
byly v nékolika laboratofich na svété provedeny syntézy a pak nasledna stanoveni
retenénich ¢asl vSech 209 kongenerl PCB [58, 59]. Asi nejrozsahlejsi a pro laboratorni
praxi nejpouzitelnéjsi je studie pod vedenim G.M. Framea, ktera popisuje chovani vSech 209
kongenerl na 20 ruznych komer€nich stacionarnich fazich [59].

Na zakladé vySe uvedenych publikaci jsme vyvinuli metody pro separaci jak
,dioxin-like* PCB, tak metodu pro rutinni analyzu co nejvétsiho po¢tu kongenert v jednom
nastriku (79 piku jednotlivych kongeneru nebo koeluujicich skupin) a také metodu s pouzitim

dvou fazi pro stanoveni az 100 kongeneru, které se bézné vyskytuji v realnych vzorcich.
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Frakce pro stanoveni mono- a non-ortho substituovanych PCB (dioxin-like ) jsou
pfipraveny pro analyzu v nonanu a prvni PCB, které je detekovano, je PCB 81. Proto jsou
teplotni program a podminky nastfiku odlisné od izomeroveé specifickych analyz, pro které
jsou vzorky pfipraveny v heptanu. Podminky GC analyzy 12-ti WHO PCB na kolonach
pouzivanych v laboratofi jsou uvedeny v tabulce 7. Podminky pro izomerové specifické
analyzy jsou pak popsany v tabulce 8. Material lineru je pouzit stejny jako pro PCDD/F
analyzy, pouze efekty kontaminace jsou méné patrné na chromatogramech, protoze PCB

jsou tékaveéjsi a méné nachylné k sorpci.

tabulka 7 Parametry GC analyz pro stanoveni 12-ti mono a nonortho substituovanych PCB

| DB5ms DBSms DB17
'délka kolony [m] ' [ 30 60 | 30
vnitini primeér [mm] i 0,25 0,25 F 0,25
tloustka ﬁlmu’[prri]"’"”"""f"" 0,25 0,25 0,25 |
teplota injektoru | 280°C 280°C T 280°C ‘
FEs—n)"/‘plyn T He 1 "He  He o
pritok T 12mlminT 1,2 ml.min™’ f 12mlmin"
teplota kolony pfi nastfiku | 150°C 150°C ? 150°C
dobauzavienispltru |  2min. | 2 min. 2 min.
Tzagrmaﬁ V 7 S 1 min. 7 Vﬂiwr 1 min. 1 min.
1. gradient ’ . 20°Cmin" 20°C.min™ 20°C.min™
teplota ) 200°C | 200°C | 200°C
2.gradient 2,5°C.min”" 2°C.min” - 25°C.min”
Teplota | 300°C 280°C 280°C
3. gradient ~ 5 min. isoterma 10°C.min”" .~ 20°C.min” |
teplota ' 7"‘f . 300°C ‘ -
- 74” o " 5min isoterma | -
dobaanalyzy | 38min.  53min. ’fi’fié -
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tabulka 8 Parametry GC analyz pro kompletni kongenerovou analyzu PCB

| DBS5ms DB5ms DB17 §
delka kolony [m] 30 ] 60 30 |
vnitini prameér [mm] | 0,25 | 025 0,25 -
oustka filmu [um)] 02 025 025
teplota injektoru 1280°C 280°C 280°C |
nosny plyn He He ~ He ”77771‘
pritok o , ~ 12miminT 1,2 mi.min”' 1,2 ml.min™ \
teplota kolony pfi nastriku 70°c 70°C 70°C
doba uzavfenisplitu 1 min. 1 min. 1min. }
izoterma 1 1 min. 1 min. 1 min.
1. gradient ) 20°C.min" 20°C.min” 20°C.min” ]
teplota 180°C 180°C i80°C |
2 gradient T 25°C.minT ~ 25°Cmin" 25°C.min" |
teplota - [300°C, 5 min isoterm.| 290°C, 3 min. isoterma 280°C "
3. gradient T i I
teplota ’ |
doba analyzy ' * - - 7j

Z hlediska separacni ucinnosti ,dioxin-like* PCB ma jedinecné vlastnosti stacionarni

faze typu DB5ms, ktera se stejné jako v pfipadé PCDD/F liSi od ostatnich fazi na bazi

5%-fenyl - 95% metylsiloxanu. Na obrazku 17 je znazornén chromatogram standardu PCB,

ktery obsahuje 61 kongeneru PCB (mono az dekachloro), zaznamenany metodou pro

analyzu “dioxin-like“ PCB.
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obrazek 17 Chromatogram standardu PCB (BP-MS, Wellington Laboratories) na koloné

DB5ms 30m x 0,25 mm x 0,25 pm
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Z obrézku je patmneé, Ze v chromatogramu pentaCB i hexaCB jsou pfitomny piky, které jsou od cilovych

analyti chromatograficky separovany. Jde o PCB, které maji o dva chlory v molekule vice. V pfipadé PCB 114 je
to PCB 188 (prvni eluujici heptaCB), v pfipadé PCB 156 a 157 jde o PCB 202 a 201 (oktaCB). VSechny

kongenery PCB maji v tomto standardu stejnou koncentraci.

Uz na prikladu kalibraéniho standardu, kde nejsou pfitomny vSechny PCB, které se

vyskytuji v realnych vzorcich, a kde je stejna koncentrace PCB, je vidét, Zze bez dokonalé

chromatografické separace analytG by i detekce hmotnostnim spektrometrem vedla

k nespravnym vysledkum. ,Dioxin-like* PCB se obvykle vyskytuji ve vzorcich na fadové

nizSich koncentraénich hladinach nez di a tri-ortho substituované izomery. Z tohoto davodu

je co nejlepsi separace piku zakladnim pfedpokladem uspésné analyzy.

V tabulce devét jsou porovnany faze DB5ms, dale DB5, HT5, RTX5 apod., které maji

stejné slozeni a stacionarni faze DB-17 50% difenyl 50% dimetylpolysiloxan.

32



tabulka 9 Separacni Gc€innost kolon pro vybrané kongenery PCB

DB-5ms DB-5 DB-17

Indikatorové PCB
28 X 3 + 31 + A
52 X 43 ++ ++
101 X 113 X 89 90 X 91
153 X 168 ++ ++
138 X 160 X 163 164 + 158
180 X 193 ++ X 171 193
"dioxin-like" PCB
81 X 148 X 145 ++
77 ++ ++ ++
123 ++ ++ ++
118 ++ X 106 ++
114 ++ ++ ++
105 ++ ++ ++
126 ++ X 178 ++
167 ++ ++ ++
156 ++ ++ X 201 204
157 ++ X 201 X 197
189 ++ ++ ++

++ pik separovany na zakladni linii

+ pik dostate¢né separovany pro kvantifikaci

X koeluce

V tabulce uvedeny prehled separace je zaloZen na literamich Gdajich [59] v kombinaci s vlastnimi
vysledky. Kongenery zvyraznéné tuéné a podtrzené jsou zastoupeny v technickych smésich i ve vét3iné reéinych
vzorku vice nez 1%, kongenery uvedené nezvyraznénym pismem jsou zastoupeny mezi 0,05% - 1% a kongenery
zvyraznéné sesikmenym pismem jsou zastoupeny < 0,05 %. Jako koeluce jsou uvaZovany pouze kongenery se
stejnym poctem atomi chloru v molekule nebo kongenery, které maji o dva atomy chloru v molekule vice. Tyto
kongenery interferuji pfi MS detekci. Z tabulky je patmé, Ze faze DBS5 je vhodnéjsi pro stanoveni indikatorovych
PCB, zatimco DB5ms pro stanoveni mono a non-orthoPCB. Kolonu DB-17 Ize pak pouzit jako komplementami
stacionami fazi k DB5ms.

Kongenerové specifické analyzy co nejvétSiho poétu izomera jsou chromatograficky
nejkomplikovanéj$i analyzy rutinné provadéné v nasi laboratofi. Rozsah stanovovanych
kongeneru PCB se odviji od komeréné dostupnych smési standardl a od toho, aby byly do
analyzy zahrnuty kongenery, které se nejCastéji vyskytuji ve vzorcich. Pro identifikaci
a kvantifikaci pouzivame smés standardi BP-MS (Wellington Laboratories), ktera obsahuje
vzdy prvni a posledni eluujici kongener v homologové skupiné, indikatorové a ,dioxin-like®
PCB a rfadu dalSich.
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3.2.3 PBDE

V pfipadé PBDE neni problémem chromatograficka separace kongenerl, protoze jak
v technickych smésich, tak i v zivotnim prostredi je majoritné pfitomno pouze 7 kongeneru.
Ostatni se nachazeji ve stopovych mnozstvich. MS detekce je natolik selektivni, Ze neni
nutné separovat PBDE od koeluujicich slou¢enin (PCDD/F apod).

Z analytického hlediska jsou vétSim problémem rozdily v odezvach mezi izomery
aztoho plynouci nutnost pouziti co nejvétsiho poctu standardl, podobné jako v pfipadé
PCB. PBDE se po Gisticich krocich nachazeji ve stejné frakci jako PCDD/F. Pro
chromatografii je pak pouzivana kolona DB5ms se stejnym teplotnim programem jako pro
tyto latky (viz tabulka €. 7).

obrazek 18 Chromatogram standardu PBDE

RT: 7 18-3321
1028 14.31 19.16 2238 2915
100
95 PBDE 99 PBDE 153
%0 PBDE 28 PBDE 183
85
80
75
PBDE 47
70
65
24.26
§ 60
B 55
5 PBDE 154
2 50
]
>
£ 45
2
& 40
35
30
25
20
15
10
(753 916 1110 1535 1429 1588 1676 1942 2093 2270 2536 2723 2946 32
8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Time (min)

Z obrazku je patmé, Ze v pripadé PBDE je chromatograficka separace vice neZ postacujici.

Ponékud vétsi problémy nez v pfipadé PCDD/F a PCB zpusobuje sorpce PBDE
v nastfiku. Projevuje se u hexa a vice bromovanych difenyéteri a v matricové obtiznych
vzorcich zpUsobuje az o Fad nizsi odezvu. Specialnim pfipadem je pak dekabromdifenyleter,
pro ktery je nutné pouzit specialni injekéni techniky (on-column nebo PTV) a jiné materialy

lineru nez pro ,normaini“ POP.
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3.24 OCP

Organochlorové pesticidy jsou skupinou POP, ktera je nejméné naro¢na na
chromatografickou separaci. MS detekce je spolehlivé selektivni pro mozné interference,
které se projevuji napf. na ECD detektoru (PCB, ftalaty apod.). Na bézné nepolarni
chromatografické fazi jako je DB5 nebo DB5ms jsou uspokojivé separovany jak izomery
HCH, tak i izomery DDE, DDD a DDT. Injekéni technika i teplotni program kolony jsou
identické s témi, které jsou uvedeny v tabulce 8. Chromatogram béznych OCP je uveden
vobrazku €.19. Jedinou komplikaci GC analyzy OCP jsou problémy se sorpci ppDDT
v kontaminovaném lineru, které jsou v pfipadé nedokonale vycisténych vzorki mnohem

cwr

markantné;si i nez u OCDD.

obrazek 19 Chromatogram HCH, HCB, DDT a jeho degradacnich produkti (DB5ms 60m x
0,25 mm x 0,25 pm)

RT 1587 -23 14

2045 opbDD NL
100 P 926€4
95 miz=
opDDE 180 50-181 50+
%0 —\ 234 50-235 50+
245 50-246 50+
85 283 50-284 50
21.07 MS 0c118
80
i 3
75 ppDDD  opDDT
70 HCB 2188
65 16.31 ppDDE 2183
ppDDT
g 80 22560
B 55
c
2
< 50
2 4 alfaHCH
©
T
14
40 betaHCH
35
30
gamaHCH
25 18,
20 167 1755 deltaHCH
15
10
5 17.01 1846 18.55 1931 1985 20.56 2159 2227 2274
0 . . . .
16 17 18 19 20 21 22 23

Time (min)

Separace jednotlivych OCP je na koloné DB5ms dostate¢na i pro méné selektivni detektory jako je ECD.
Jedinym problematickym parem je ppDDD a opDDT, kde je separace dostateéna na nové koloné, ale s Casem se

podobné jako v pripadé PCDD/F rozdéleni pika zhorsuje.
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3.3 MS/MS detekce

Vzhledem k velmi nizkym koncentraénim hladinam POP v zivotnim prostiedi musi byt
detektory spojené s plynovou chromatografii vysoce citlivé a selektivni. Z hlediska citlivosti je
piné vyhovujici hmotnostni spektrometrie. Nicméné z hlediska selektivity je vybér ziZen na
spektrometry pracujici ve vysokém rozliseni nebo na tandemovou hmotnostni spektrometrii
(MS/MS).

Principem MS/MS je izolace iontu(l), jejich sekundarni excitace a poté monitoring
vzniklych dcefinych spekter ¢i vybranych fragmentl. V podstaté |ze MS/MS provadét na
vSech typech obvyklych hmotnostnich detektor(i at’ jiz pruletovych (sektorové a kvadrupélové
MS), tak i v iontové pasti. Rozdil mezi nimi je ten, Ze v iontové pasti dochazi k ,uskladnéni*
iontd v jednom hmotnostnim spektrometru, zatimco v pfipadé kvadrupélovych MS jsou nutné
vlastné tfi MS. V prvnim je provadéna izolace iontu, druhy slouzi jako kolizni cela a treti je
analyzator. Sektorové MS se vtandemovém usporadani pro rutinni analyzu PCDD/F
nepouzivaji toho davodu, ze v modu vysokého rozliseni je selektivita i citlivost dostate¢na.

Pocatky GC/MS stanoveni PCDD/F jsou spjaty s hmotnostnimi detektory na bazi
sektorovych a kvadrupodlovych MS, které jako jediné v té dobé mély dostate¢nou citlivost
a také rychlost, aby byl dostadujicim zpusobem vykreslen chromatograficky pik (minimalné
10 bodl na pik). Nastup MS/MS byl podminén vyvojem dostatec¢né rychlych elektronickych
soucastek (A/D prevodniky, procesory apod.) a také dostupnosti vypocetni techniky. Prvni
zminky o vyuziti MS/MS pro analyzu POP pochazeji z poloviny 80-tych let [60-64]. Ve
vétSiné pfipadld Slo pouze o 2378TCDD. Tyto prvni experimenty byly limitovany
nedokonalosti fidici elektroniky a software, ktery neumoznoval provadét vice MS/MS
experimentll v jednom c¢asovém intervalu. Vzhledem ktomu, ze nezbytnou podminkou
stanoveni vétSiny POP a hlavné PCDD/F je pfidani izotopicky znacenych vnitfnich
standardu, se tyto experimenty omezily pouze na demonstraci moznosti MS/MS. Jiz vyse
zmifilovany rychly rozvoj novych elektronickych prvku a také uvoinéni do té doby utajovanych
,kosmickych* technologii, vedl k vyvoji dokonalejSich hmotnostnich spektrometrd i jejich
fidicich software.

Prulomovou praci, ktera prokazala, ze iontova past pracujici v modu MS/MS je
vhodna pro stopovou analyzu PCDD/F, a Ze je porovnatelnd s mnohem nakladnéjSimi
systétmy HRMS (vysokorozliSujici hmotnostni spektrometr) a TQS (triple-stage quadrupol
mass spectrometer — MS/MS v provedeni tfi kvadrupoélovych MS), publikovali v roce 1994
Plomley, Koestner a March [65]. Ve stejném roce pouzili GC/MS/MS pro stanoveni PCB,
PCN a pesticidu Feigel a kol. [66-7]. Od poloviny do konce devadesatych let pak byla
metoda MS/MS v iontové pasti optimalizovana a aplikovana ve vice laboratofich na analyzy

POP latek, povétsiné PCDD/F a PCB [68-70]. VSechny vySe citované experimenty byly
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provadény na iontovych pastich prvni generace (rizné verze IT firmy Varian — Saturn | - [l1).
Hlavni konstrukéni nevyhodou vSech iontovych pasti prvni generace je iontovy zdroj, ktery je
integrovany v hmotnostnim analyzatoru. lontové pasti druhé generace, které zacaly byt
komeréné dostupné v poloviné devadesatych let (GCQ a PolarisQ firmy Finnigan), maiji
iontovy zdroj mimo iontovou past, do které jsou pomoci iontové optiky vtahovany pouze

ionizované Castice. Blokové schéma IT pasti PolarisQ je uvedeno na obrazku 20.

Obrazek 20 Blokové schéma iontové pasti II generace — PolarisQ

Iontovy zdroj Detektor

) . Nasobic
Zdroj elektronu

Ionizacni
komirka

Konverzni
dynoda

Iontova past

Nosny plyn s analytem je privadén do ioniza¢ni komurky ve sméru kolmém k roviné zobrazeni. lonty jsou
z ionizani komarky vytahovany iontovou optikou (pro El je na jednotlivé segmenty vioZen zapomy potencial).
Prostredni segment optiky slouzi jako hradlo, které reguluje tok iontd do hmotnostniho analyzatoru. Vlastni
iontova past se sklada ze dvou koncovych a jedné kruhové elektrody. lonty vystupujici z analyzatoru jsou
odklonény na konverzni dynodu, kde jsou preménény na elektrony. Elektronovy svazek je pak zesilen

v kaskadovém elektronasobici a detekovan jako elektricky proud.

Vyhoda tohoto usporadani spociva vtom, ze se do hmotnostniho analyzatoru
nedostavaji neutralni molekuly, které zpusobuji efekt podobny chemické ionizaci a ve
vysledku deformaci hmotnostnich spekter. Ve vétsiné pfipadt jsou hmotnostni spektra

ziskana na IT druhé generace porovnatelna s hmotnostnimi spektry z kvadrupélovych i
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sektorovych spektrometru, coz také umoznuje vyhodnoceni spekter pomoci komerénich
knihoven spekter napf. NIST.

GCQ byl prvni pfistroj na principu IT, ve kterém bylo mozné nezavisle na pratoku
nosného plynu kolonou regulovat tlak v hmotnostnim analyzatoru. To umoznuje pfivod hélia
(tzv. pfidavny plyn - dumping gas) pfimo do prostoru IT. Ve star§i generaci byl tok regulovan
pouze prutokem nosného plynu pfes GC kolonu, coz pfi zachovani optimainich separacnich
podminek umoznuje pouze nepatrné zmény. Vliv tlaku a druhu pfidavného plynu na MS/MS
experiment byl popsan jiz v roce 1983 Slaybackem a Taylorem [71]. Tyto experimenty byly
provedeny na trojitém kvadrupélovém filtru, nicméné maji obecnou platnost pro MS/MS
experimenty. Pfi vy8Sim tlaku (poétu atomu He v IT) je efektivita kolize vétsi, lepSi vysledky
také byly dosazeny za pouziti argonu jako pfidavného plynu pro kolizi. V iontové pasti toto
nelze provést vzhledem k nizSimu ionizaénimu potencialu Ar a také k tomu, ze pracovni
vakuum v iontové pasti je fadové horsi nez v sektorovém nebo kvadrupélovém MS - mohlo
by dojit k vybaiji, ktery by zniéil elektroniku pfistroje.

Prvni MS/MS experimenty, jejichz vysledky jsou uvedeny v této praci, byly provadény
na pfistroji GCQ a prvni verzi MS/MS software. Ta umoznovala pouze dva MS/MS
experimenty vjednom Casovém okné. Prudky vzestup urovné vypocetni techniky
i elektronickych prvkd pak vyustil v zavedeni novych verzi software, kde je mozné v jednom
okné snimat zaroven az deset ruznych experimentl od piného skenu hmot az po MS", kde
n=10. Nova verze software uvedena na trh s konstrukéné vylepSenou IT (Polaris a PolarisQ)
v roce 2000 pak umoznovala optimalizaci dalSich parametrG MS/MS. V roce 2001 pak vyvoj
vyustil k verzi iontové pasti, kde natok pfidavného plynu je fizen elektronickou regulaci pfimo

ze software.

3.3.1 Popis principu funkce iontové pasti a rezimu méreni dat MS/MS

Na rozdil od dvou nejcastéji pouzivanych typl hmotnostnich spektrometu
(kvadrupélového filtru a sektorového hmotnostniho spektrometru), iontova past nepracuje v
,praletovém” rezimu, nybrz v rezimu pulsnim. Do prostoru pasti jsou pfes hradlo (iontova
¢ocka ¢. 2) napustény ionty, se kterymi jsou pak dale provadény pozadované operace (full
scan, MS/MS). Zakladni rovnice popisujici chovani iontu v iontové pasti je uvedena jako

rovnice 1 [72].
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rovnice 1

m hmotnost iontu
naboj iontu
% amplituda radiofrekvencniho napéti (RF)
ro vnitini polomér IT
0 angulami frekvence néarastu RF
q: stabilitni faktor, ktery uréuje na jaké draze v IT se nachazi pfi daném RF iont o daném m/z

V obrazku 21 je pak uvedeno schéma MS/MS experimentu s ¢asovym prubéhem
aktivace jednotlivych funkci. V puvodnim software pro GCQ bylo mozné ménit pouze
parametr kolizni energie pfi jedné diskrétni hodnoté stabilitniho faktoru q,. V dalSich verzich
jiz je mozné ménit doby aplikace jednotlivych segmenti MS/MS experimentu, jako jsou
izolace iontu, excitace iontd a také manualné zadavat frekvenci aplikovaného
vysokofrekvenéniho napéti. Pro slouceniny studované v této praci zmény provedené oproti
standardné nastavenym hodnotam téchto parametru byly nepozorovatelné nebo
zanedbatelné. Tato skuteénost nam pak dovolila zjednodusit optimalizaci MS/MS

experimentu na optimalizaci kolizni energie a natoku pfidavného plynu do IT.
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obrazek 21 Schéma priibéhu MS/MS experimentu v IT (prevzato z firemnich materialt)

RF

lonizaéni
vysokofrekvenéni
napéti

Izolagni
vysokofrekvencni
napeéti

Excitacni
vysokofrekvenéni
napéti

Rezonan¢ni vypuzeni
dcefinych produktt

1 RF vypnuto — v IT nejsou pritomny 2adné ionty

2 RF je zapnuto na udrZovano na hladiné vhodné pro skladovani iont . Hradlo (iontova cocka €. 2) je
otevrena a ionty jsou napoustény do pasti a ,skladovany*.

3 Izolace rodicovskych iontt - je aplikovano izolaéni vysokofrekvencni napéti (Sirokopasmovy puls od 10
do 500 kHz s ,dirou” odpovidajici hmoté rodi¢ovského iontu). Toto vysokofrekvenéni napéti destabilizuje
vS8echny ionty kromé vybraného rodi¢ovského iontu.

4 Excitac¢ni napéti (kolizni energie) spole¢né se srazkami s atomy He v pasti sekundamé ionizuji a excituji
rodicovskeé ionty, coz vede ke vzniku dcefinych iontu (pouZita frekvence je 67 kHz)

5 Analyticky scan dcefinnych iont( je provadén zvySovanim RF (0,09 usec/amu). Dcefinné ionty jsou
vypuzeny z prostoru IT, fokusovany vystupni iontovou optikou na konverzni dynodu, kde dochazi k jejich
detekci.

6 RF je resetovano na nulovou hodnotu — vypnuto.
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Vyse popsany MS/MS experiment Ize v realném Case provést pouze s jednim iontem.
Nicméné doba trvani jednoho experimentu je velmi kratkd a proto Ize na jeden bod
v chromatogramu provést ,paralelné“ nékolik MS/MS experimentl. V fidicim programu lze
nastavit v jednom okné az deset MS/MS experimentl. Kazdy z nich zabira ¢asovy usek,
ktery je nazyvan mikroscanem. Vzhledem k tomu, ze je Zadouci dosahnout co nejmensiho
rozptylu dat na nizké koncentraéni hladiné, je nutné kumulovat signal a potlaéit Sum. Toho je
dosazeno tim, ze se v programu nastavuje pocet mikroscanu, které se seftou a zpumeruji
(nahodny Sum se vyrusi a signal kumuluje). Obvykly pocet je 3 az 5 mikroscanl. Pokud jsou
tedy provadény tii MS/MS experimenty ,paralelné, znamena to, Ze je nejprve proveden
pozadovany pocet mikroscanu pro prvni MS/MS experiment pak pro druhy a poté pro treti.
Soucet trvani téchto operaci s ionty pak dava celkovy interval jednoho méfeni na ¢asové ose
chromatogramu. Z tohoto popisu vyplyva, Zze je teoreticky mozné provadét 10 MS/MS
experimentu najednou, prakticky je vSak ¢asovy interval mezi dvéma body na ¢asové ose
chromatogramu tak velky, ze jiz nelze dobie vykreslit chromatograficky pik z GC kolony.
Pocet MS/MS experimentl snimanych v jednom okné ,paraleiné” je tedy limitovan tim, aby
pocet bodu na chromatograficky pik neklest pod 8 — 12 pro PCDD/F. Pro tékavéjsi
slou€eniny jako jsou PCB a OCP, pouzivame takové nastaveni, aby byl po€et bodu na pik

minimalné 5.

3.3.2 PCDD/F
Vyvoj MS/MS metody pro stanoveni PCDD/F v lidském podkoznim tuku byl prvnim

zadanim a nakup pfistroje byl timto zadanim podminén. Prvni experimenty jsem zahajil v
roce 1997, kdy byly iontové pasti nové generace dostupné zhruba 1 rok. Pfi firemnim
nastaveni regulace natoku byly nami dosazené meze stanovitelnosti pfiliS vysoké pro
stanoveni PCDD/F na koncentraénich hladinach v fadu pg/g tuku. Natok pfidavného helia do
iontové pasti je v pfistrojich GCQ a GCQplus fesen jehlovym ventilem, ktery byl napojen
pfes redukci pfimo do prostoru IT bez moznosti mérit prutok He. Tlak v hmotnostnim
analyzatoru nelze pfimo méfit, proto jsme jako orientacni hodnotu pouzili zménu vakua
v celém prostoru MS analyzatoru.

Postup optimalizace MS/MS experimentu probihal v nékolika krocich. Rozdilné bylo
chovani PCDD a PCDF, mezi jednotlivymi homology PCDD nebo PCDF nebyly principialni
rozdily. Prvnim krokem optimalizace je vybrani vhodného rodi¢ovského iontu. Na obrazku 22
je uvedeno El full scan a EI MS/MS spektrum 2378 TCDD naméfena na pristroji GCQ.

41



obrazek 22 EI full scan spektrum (vilevo) a EI MS/MS spektrum (vpravo) 2378 TCDD

1008 2378TCDD 1, 100% .COCl
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Molekulovy iont 2378TCDD ma hmotnost 320 m/z a na dibenzodioxinovy skelet jsou navazany pouze

v molekule TCDD zastoupeny v piirozeném poméru iozotopd (3 atomy *°Cl ku 1 atomu ¥ Cl). Z MS/MS spektra je
pak patmé, Ze za danych podminek byl nejintenzivnéjsim dcefinnym iontem pravé M 2 _co*ci (259 m/z) dale
jsou ve spektru pfitomny i ionty M’ 2_c®¢cy, které je v8ak méné intenzivni a hlavné neselektivni (podobné

fragmenty mohou od$tépit i ostatni chlorované latky napr. PCB).

Pro MS/MS experiment jsme vybrali iont 322 jednak proto, Ze je nejintenzivnéjsi, ale
také proto, Zze podle poméru dcefinnych ionti M*2 —CO*Cl a M*? -CO*'Cl je mozné posoudit,
zda jde opravdu o TCDD a ne o interferenci. Mechanismus odstépeni COCI z molekuly
PCDD/F neni pfili§ jasny, nicméné jde o velmi selektivni fragmentaci charakteristickou pouze
pro PCDD/F a také pro PCDE (polychlorované difenylethery), kde vSak pravdépodobné za
podminek ionizace vzniknou nejprve z PCDE (n Cl = x) PCDF (n Cl = x-2) a ty pak poskytuji
stejna MS/MS spektra jako PCDF.

V prvnim kroku optimalizace jsme vybrali vhodné rodiCovské a dcefiné ionty.
V druhém jsme pak optimalizovali kolizni energie pro co nejvyssi vytéZnost dcefinnych iontu.
Jak jiz bylo uvedeno vySe, puvodni firemni nastaveni natoku He do iontové pasti
neposkytovalo uspokojivou citlivost. Z tohoto divodu jsme zvysSili natok pridavného plynu do
IT (rozdil tlaku snimaného iontovou mérkou &inil 2 x 10 Pa). Pfi obou nastavenich byla
provedena sada nastfikl standardu o stejné koncentraci do GC/MS, jedinym parametrem,
ktery jsme ménili, byla kolizni energie. Efekt zvySeni koncentrace He v prostoru

hmotnostniho spektrometru na vytéznost dcefinych iontu je ukazan v obrazku 23.
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obrazek 23 Zavislost ploch piku rodicovského a dcefinného iontu na kolizni energii pfi
plvodnim a zvySeném natoku He do IT. Nastfik 1 pl standardu o koncentraci 2,5 pg/l,
GC metoda popsana vyse v kapitole 4.2.1 .

12000 +
-« Rodi¢ovsky iont pii
pUvodnim nastaveni natoku
He
10000 +
-»- Roditovsky iont pri
8000 + zvy$eném natoku He
= o
%
bt
56000 1
L
o
4000 +
2000 +
0 - t L D T
0.7 0.9 1.1 13 1.5 1.7 1.9 2.1 2.3 2.5 2.7

Kolizni energie [V ]

Pro lepsi nazomost jsou jednotlivé body spojeny Carou, nejde o prolozeni polynomu ¢&i jiné funkce.
Z obrazku je patmé, Ze se zvysujici se kolizni energii klesa odezva rodicovskych iontl a naopak se zvySuje
odezva dcefinnych produktd. Zvy$eni natoku He do iontové pasti zplisobuje posun optimalni kolizni energie
(nejvy$si odezvu na dcefinnych iontech)k vy$sim hodnotam, ale také zvySeni odezvy dcefinnych ionti na cca
pétinasobek.

Tuto optimalizace jsme provedli na pfistroji GCQ jesté se starou verzi ovladaciho

programu, kde byl MS/MS experiment provadén pfi hodnoté g, 0,225. Na dal$im obrazku 24

je znazornéna pro stejné experimenty zavislost pomeéru signal/Sum na kolizni energii.
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obrazek 24 Zavislost poméru signal/$um na kolizni energii ze stejného experimentu jako
obr. 22. Jednotlivé body jsou pro vétsi nazornost spojeny ¢arou.
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Z obrazku je patmy radovy rozdil mezi pomérem signal/Sum pika odpovidajicich rodi¢ovskym
a dcefinnym iontum. Zatimco pii stejném signalu (plocha piku) se pohybuje pomér signal/Sum u rodicovskych
iontt maximalné v desitkach, je pomér signal/Sum u dcefinych iontl radové vétsi. Pro optimalizovany natok He se
pak pohybuje v hodnotach 600 az 700. Z obrazku 23 je patma obrovska vyhoda MS/MS — potlaceni chemického
Sumu a tedy zvyseni citlivosti detekce o rad.

Ve druhém optimalizacnim kroku jsme dosahli postacujici citlivosti pro stanoveni
PCDD v dané matrici (podkozni lidsky tuk). PCDF v$ak bohuzel vykazuji za stejnych
podminek odliSné chovani. Optimalni hodnoty koliznich energii pro PCDF byly vy$Si nez pro
PCDD. Prubéh zavislosti ploch na kolizni energii byl jiny nez u PCDD. Odezva na
rodi€ovskych iontech klesala, nicméné narust odezvy dcefinych iontd byl mnohem nizsi nez
u PCDD. Energie dcefinnych iontl je pfi pouziti stabilitniho faktoru q, = 0,225
pravdépodobné pfili§ vysoka nez aby se udrzely na stabilni draze v iontové pasti a tak jsou
za téchto podminek vypuzeny z IT dfive nez je zahajen analyticky scan.

Resenim tohoto problému bylo az dodani nové verze software, ktery umoziiuje volbu
MS/MS experimentu pfi tfech ruznych hodnotach q, 0,225, 0,3 a 0,45. Tretim krokem
optimalizace tedy bylo proméreni zavislosti odezvy dcefinnych iontd na kolizni energii pfi
ruznych hodnotach q,. Tyto experimenty jiz jsme jiz provadéli na pfistroji PolarisQ, nicméné
ziskané hodnoty jsou pIné pouzitelné i na GCQ. Regulace pfitoku He do hmotnostniho
spektrometru je v tomto typu PolarisQ feSena jehlovym ventilem s manometrem, ktery je jiz

vyrobcem kalibrovan tak, ze je mozné pomoci tlaku pfesné nastavit natok He v ml/min.
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Stejnych hodnot odezev i stejnych MS/MS spekter jako u GCQ jsme na PolarisQ dosahli pfi
natoku He 1,05 mi/min. oproti 0,3 ml/min firemniho nastaveni. Rozméry iontové pasti
v PolarisQ jsou vSak ponékud odlisné od pasti pouzité v GCQ. Pri tomto natoku pfidavného
plynu jsme provedli optimalizaci koliznich energii a stabilitniho faktoru. Vysledky jsou
uvedeny v obrazku 25.

obrazek 25 Zavislost odezvy rodicovskych a dcefinnych iontfi 2378TCDF na kolizni energii
pfi rGznych hodnotach stabilitniho faktoru. Jednotlivé body jsou pro vét$i nazornost
spojeny carou.
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Z obrazku je patmé, Ze se zvySovanim hodnoty q. se optimaini kolizni energie pro 2378TCDF posunuji
k vy$8im hodnotam. Dale je patmy velky rozdil mezi odezvami dcefinnych iontd pfi hodnoté q; 0,225 a pii vy$$ich
hodnotach (0,3 a 0,45). Pri vyssich hodnotach stabilitniho faktoru jiz nedochazi béhem MS/MS experimentu ke
ztrétam dcefinnych ionti a ploch piku (odezva) je pii stejné koncentraci dokonce vy$si nez u PCDD.

Jak jiz bylo uvedeno vySe, optimalizacni experimenty jsme provadéli jako sadu
GC/MS analyz standardu o stejné koncentraci, ktery obsahoval vzdy po jednom izomeru
tetra az oktachlorovanych PCDD/F. Prubéh optimalizaci u ostatnich izomert byl velmi
podobny modelovym slou¢eninam 2378TCDD a 2378TCDF. Optimalizované parametry
MS/MS pro jsou shrnuty v tabulce 10. Na prubéhu zavislosti odezvy na dcefinném iontu je
patrné plato v okoli optimalni kolizni energie. Zména kolizni energie v desetinach V od

optimaini hodnoty nema podie nasich zjisténi vliv na odezvu.
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tabulka 10 Tabulka optimalizovanych parametrii MS/MS experimentu pro Tetra az Okta
CDD/F vcetné izotopové znacenych vnitinich standardi pro natok He do iontové pasti
1,05 mi/min. a hodnotu q, 0.3.

Kolizni energie| Rodicovsky iont | Analyticky scan

\'J)] nativni/izotopicky znaéeny [m/z]
TCDD - 30 322/334 256-261/267-272
PeCDD | 30 |  356/368 | 290-295/301-306 |
HxCDD | 32 390/402 324-329/335-340
HpCDD | 3.2  424/436 358-363/369-374
lOCDD 3.3 © 460/472 | 394-399/405-410 |
TCDF 3.3 306/318 240-245/250-255
PeCDF 3.3 340/352 274-279/285-290 |
HxCDF | 3.5 | 374/386 | 308-313/319-324 |
HpCDF 35 408/420 342-347/355-360
OCDF | 36 444/456 378-383/394-399 |

Pro vSechny MS/MS experimenty byly pouZity tyto dal§i parametry: Izolacni ¢as 8 ms, excitacni cas
10 ms a pocet mikroscant 4. Nastaveni ¢asu pro zacatky jednotlivych experiment( je provadéno pro razné
kolony na zakladé analyz standardnich roztoku, ve kterych jsou pfitomny vZdy prvni a posledni eluujici izomer

z dané skupiny.

Postup optimalizace MS/MS, aplikaci a ovéfeni metody pro analyzu biologickych
materialu jsme publikovali v roce 2000 [74].

Pro rutinni uziti jsme museli validovat parametry vyvinuté metody. Pro pouziti v praxi
je nutné znat meze detekce (stanovitelnosti), linearni rozsah, selektitvitu, robustnost metody
a také jeji presnost a spravnost. Prvni dva parametry Ize stanovit na zakladé analyz
certifikovanych roztok(i standardu PCDD/F. Ve vétsiné stavajicich norem (véetné CSN EN
1948, EPA 1613) je limit detekce odvozen od poméru signal/Sum (S/N), kdy je za mez
detekce povazovana koncentrace, pfi niz je pomér S/N vétsi nebo roven 3. Tento pfistup je
determinovan tradici plynové chromatografie, kdy byly odezvy (na nepfili§ selektivnich
detektorech) vyhodnocovany na zakladé vysky piku. V pfipadé GC/MS je tento pristup
zavadéjici. Pro stanoveni meze detekce a stanovitelnosti jsme pouZili dva pfistupy. Jeden
pouziva hodnotu S/N a druhy je zalozen na statistickém pfistupu, kdy je na zakladé
opakovatelnosti nastfiku standardu na velmi nizké koncentraéni hladiné vypocitana mez
detekce jako trojnasobek odhadu smérodatné odchylky plochy piku. Mez stanovitelnosti je
poté z obou hodnot vypocitana jako 3,04 nasobek meze detekce [75]. Optimalizovanou
GC/MS/MS metodou jsme provedli 10 opakovanych analyz standardu PCDD/F o koncentraci
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0,05 pg/pl (2 pl nastfik). Pomoci vyhodnocovaciho software jsme integrovali plochy pikQ
a stanovili pomér signal/Sum. VypocCetli jsme primérny pomér S/N na této koncentraéni
hladiné a poté také mez detekce jako koncentraci odpovidajici S/N = 3. Z ploch piku jsme
vypocCetli odhad smérodatné odchylky a z ného mez detekce jako koncentraci odpovidajici
trojnasobku tohoto odhadu. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 11.

tabulka 11 Porovnani mezi detekce (DL) a stanovitelnosti (LOD) vypoctenych na zakladé

poméru signal Sum (v tabulce oznaceno jako S/N) nebo z rozptylu ploch piku (v tabulce
3SD)

DL (3SD) | DL(S/N=3) | LOD=3.04*DL(3SD) LOD=3.04*DL (S/N=3) | LOD(SD)/LOD(S/N)
pglul pg/ul pg/ul pg/ul
2378TCDD 0.041 0.011 0.12 0.035 35
12378PeCDD 0.040 0.007 0.12 0.021 5.8
123478HxCDD 0.038 0.007 0.12 0.021 5.5
1234678HpCDD 0.028 0.010 0.086 0.030 29
OoCDD 0.040 0.024 0.12 0.073 1.6
2378TCDF 0.037 0.006 0.1 0.017 6.6
12378PeCDF 0.040 0.016 0.12 0.048 25
123478HxCDF 0.038 0.010 0.11 0.030 3.8
1234678HpCDF 0.032 0.004 0.10 0.012 8.1
OCDF 0.049 0.019 0.15 0.057 2.6

V poslednim sloupci tabulky je uveden pomér mezi stanovitelnosti ziskanych z rozptylu ploch piku
a z poméru S/N. Na prvni pohled je patmé, Ze meze stanovitelnosti odvozené od S/N jsou u v§ech PCDD/F 2-8 x

lepsi nez ty, které jsou vypoctené z rozptylu ploch pika.

Pro kvantifikaci vSéech slou¢enin metodou GC/MS je v naprosté vétsiné pouzivana
plocha piku, nikoli jeho vy$ka. Meze stanovitelnosti i detekce jsou proto na zakladé téchto
dat pro véechny metody, uvedené v této praci, stanovovany z rozptylu ploch pikd standardu,
nikoli na zakladé pomeéru signal/Sum.

Pro praktickou pouzitelnost detekéni metody je dulezity linearni rozsah odezvy. Pro
metodu izotopového zifedéni tento parametr znamena stabilitu odezvového faktoru pifi
konstantni koncentraci vnitfniho standardu a proménné koncentraci nativniho analytu.

Vzorec pro vypocet relativniho odezvového faktoru je uveden v rovnici 2.
rovnice 2 vzorec pro vypocet relativniho odezvového faktoru

AN * CIS

AIS * CN

RRF =

kde RRF je relativni odezvovy faktor, Aw je plocha piku nativniho analytu, Ais je plocha piku izotopicky
znacdeného vnitmiho standardu, C a . is jsou pak prislusné koncentrace téchto latek v daném kalibracnim

standardu.
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Specialné pfi stanoveni PCDD/F ve vzorcich emisi a popilku se muzeme setkat s tim,
Ze koncentracni rozdily mezi jednotlivymi izomery ¢ini az nékolik rfada. Vnitini standard
pfitom pfiddvame na relativné nizké koncentraéni hladiné. Velky linearni rozsah je tedy
nezbytny. V dobé, kdy byla MS/MS metoda v nasi laboratofi vyvinuta, nebyla v platnosti
Zzadna norma, ktera by omezovala pouziti MS/MS detekce v praxi. Vramci zavadéni
evropské legislativy vstoupila v platnost norma CSN EN 1948 1-3, ve které je primarné
uvedena jako detekéni metoda vysokorozliSujici hmotnostni spektrometrie (HRMS). Nicméné
po ovéfeni danych parametru (jednim z nich je i linearita odezvy) jsou akceptovany i dalsi
MS metody. V laboratofi jsme provedli fadu srovnavacich experimentt mezi MS/MS a HRMS
(zakoupen v roce 2002), které jsme prezentovali na mezinarodni Urovni [76, 77]. V tabulce
12 jsou pak porovnany vysledky méfeni kalibraéni sady standardu, ktera odpovida CSN EN
1948, metodami MS/MS a HRMS.

tabulka 12 Vysledky méreni Sestibodové kalibra¢ni sady standard

Koncentraéni rozmezi Korelaéni faktor* RSD vypocétenych
RRF

- | nativnichPCDDIF | ' %
lzomer pg/pl MS/MS HRMS MS/MS T HRMS
2378TCDD 0.2-320 0.99 0.99 5.1 w 16
12378PeCDD  04-640 099 0.99 89 = 23
123478HXCDD | = 0.4-640 | 099 0.99 76 l 25
1234678HpCDD 0.8 — 1280 0.99 0.99 57 | 10
ocob || 0.8-1280 0.99 099 7.1 14
2378TCDF 0.2-320 0.99 0.99 6.3 1.8
23478PeCDF |  0.4-640 0.99 099 | 35 2.3
123478HXCDF | 04-640 | 099 | 099 12 28 |
1234678HpCDF |  08-1280 | 0.99 0.99 9.9 14 |
ocoF | 08-1280 | 099 | 099 11 1.8

* zavislost pomeéru ploch pika nativni/izotopicky znaéeny IS ke koncentraci nativni slouceniny

Podle poZadavku vyse uvedené normy by RSD odezvovych faktori nemélo prekroCit 15%, pfi linedmim
rozsahu pres dva rady. Tato kalibracéni sada pokryva rozsah vétsi jak Ctyfi rady. Jak je vidét z tab. 12, obé metody
tento pozadavek splriuji. Nicméné HRMS ma mnohem nizsi rozptyl hodnot, coZ je dano predevs§im lepSim

vykreslenim piku (HRMS ma vétsi vzorkovaci frekvenci na ¢asové ose chromatogramu).

Selektivitu detekéni metody jiz nelze odvodit pouze z analyz kalibraénich standardu,

nybrz musi byt odvozena a ovéfena analyzami reainych vzorku. Vzhledem ktomu, Ze
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PCDD/F jsou ve vzorcich zastoupeny na fadové nizsich koncentraénich hladinach nez dalsi
chlorované latky, jako jsou napi. PCB a DDT, které mohou interferovat i pfi pouziti HRMS, je
obrovskou vyhodou MS/MS PCDD/F kvantifikace téchto slou¢enin na dcefinném iontu, ktery
vznika odstépenim velmi specifického fragmentu COCI. Nazornym pfikladem je interference
heptaCB s 2378TCDD (obr 26). Na obrazku 27 jsou pak porovnany chromatogramy reainého
vzorku lidského podkozniho tuku na m/z odpovidajicich iontu 322 (rodiCovsky ion 2378

TCDD a zaroven fragment heptaCB).

obrazek 26 Porovnani hmotnostnich spekter 2378TCDD a heptachlorbifenylu.

HeptaCB

TCDD

|
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[N ‘
: |
N |
It |

Interference N

R

Z obrazku je patmé, Ze fragment —2Cl HpCB interferuje s nejintenzivnéjsim iontem ve spektru 2378
TCDD.
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obrazek 27 Chromatogramy vzorku lidského podkozniho tuku pro ionty m/z 322
(odpovida nejintenzivnéjsimu piku ve spektru TCDD, 259 (dcefinny iont TCDD) a na m/z
270 (vnitini standard)
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Z obrazku je patmé, Ze MS/MS detekce je velmi selektivni. Zatimco v chromatogramu na m/z 322 neni
patmy ani naznak piku, ktery by odpovidal TCDD, na m/z prisluSejici dcefinnému iontu je vykreslen pouze pik
2378TCDD. Pro ilustraci je uvedena koncentrace 2378TCDD (4.9 pg/g tuku), koncentrace interferujicich izomert
HpCB se pohybuje fadové v desitkach az stovkach ng/g tuku. Z tohoto mnoZstvi je vétsina odstranéna frakcionaci
na sloupci oxidu hlinitého, nicméné i cca 1-5 % téchto HpCB, které projdou ¢Eistici procedurou, neumozriuje
stanoveni 2378TCDD na m/z 322 pii rozli$§eni mensim nez 10 000.

MS/MS je velmi selektivni i v porovnani s HRMS. Na obrazku 28 je uvedeno
porovnani chromatogrami HxCDF v referenénim materialu DX-1 (sediment z jezera
Ontario). Jde o stejny vzorek, ktery jsme pouze tfikrat analyzovali — jednou pfi rozliseni

10000, podruhé pfi rozliseni 17000 a potfeti metodou MS/MS.
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obrazek 28 Chromatogramy HxCDF v referenénim materialu DX-1
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Z obrazku je patmé, Ze chromatogramy nativnich HxCDF jsou témér identické jak metodou HRMS, tak
i metodou MS/MS. Zato v chromatogramu izotopicky znac¢enych vnitinich standardi metodou HRMS, jsou pfi
pouziti standardné pouZivaného rozliSeni 10 000 patné piky interferenci, které se castecné podarilo eliminovat
zvy$enim rozliSeni na 17 000. Presto z porovnani nejlépe vychazi detekce pomoci MS/MS, kde nejsou patmé
Z2adné piky interferujicich slouéenin. Navic se zvySenim rozliSeni u sektorovych MS rapidné sniZuje citlivost
detekce.

Velmi nazornym prikladem selektivity MS/MS je také porovnani HRMS a MS/MS
chromatogrami mnohem méné exotickych vzorku nez jsou kanadské sedimenty a to na
prikladu vzork( pud z okoli SPOLANY Neratovice. Zde kromé relativné vysokych koncentraci
PCDD/F jsou bézné extrémné vysoké koncentrace organochlorovych pesticidu, jako jsou
napf. DDT a jeho metabolity. DDT ¢astec¢né prechazi do dioxinové frakce vzorku a poté

muze zpusobit problémy pfi HRMS detekci, jak je ukazano v obrazku 29.
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obrazek 29 Porovnani MS/MS a HRMS (rozliseni 10 000- 12 000) detekce TCDF ve vzorku
plidy z okoli SPOLANY Neratovice (kolona DB5ms)
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Z obrazku je patmé, ze DDT a jeho metabolity mohou byt problémem pii pouziti HRMS detekce pri
stanoveni TCDF ve vzorcich obsahujicich vysoké hladiny téchto latek. Na pouzité nepolami fazi DB5ms jsou sice
DDT a izotopicky znaceny 2378 TCDF separovany, nicméné pro separaci 2378 TCDF je nutna polami faze, kde
uz separace DDT a 2378 TCDF neni tak dobra. Pii aplikaci MS/MS ve stejném vzorku uz v chromatogramu neni

vidét ani naznak piku interferenci.

Z vyse uvedenych prikladu je patrné, ze MS/MS detekce PCDD/F je vysoce selektivni
i v porovnani s referenéni metodou pro analyzu PCDD/F - vysokorozliSujici MS. | prfesto
jsme se vs$ak v praxi setkali s pfripady, kdy selektivita MS/MS ani HRMS nebyly dostaéujici
pro uspésné stanoveni PCDD/F v daném vzorku. Vétsinou je pfi€inou interference slozek v
matrici vzorku, které nelze konvenénim postupem odstranit. Pfitomnost této matrice
v iontovém zdroji a nasledné i v analyzatoru pak zpusobuje pokles vytéznosti ionizace nebo
az kompletni rekombinaci iontu. Ve vysledku se tento jev projevuje poklesem zakladni linie
az na uroven elektrického Sumu a vymizenim signalu. Tento jev je EastéjSi pifi MS/MS, nebot’
iontova past pracuje s vét§im mnozstvim iontt pfi mnohem horsim vakuu.

Velmi vzacné jsme pozorovali i interference latek, které nelze oznacit jako matrici.
Prikladem mohou poslouzit analyzy destilaénich zbytkt z vyroby PCB v CHEMKO Strazskeé.
Tyto zbytky obsahuji obrovské mnozstvi PCB, nicméné C(istici procedura jich vétsinu
odstrani. Bohuzel se v nich vyskytuji slouceniny, které nelze jednoduse oddélit od PCDD/F,

a které interferuji pfi stanoveni PCDD/F. Na obrazku 30 jsou uvedeny MS/MS
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chromatogramy HxCDD/F. Nelze v nich identifikovat izotopicky zna¢ené vnitfni standardy ani

nativni slou€eniny. Vzorek jsme poté analyzovali metodou GC/MS - v plném scanu pro

pfipadnou identifikaci interferenci. TIC chromatogram a extrahované chromatogramy

prislusejici materskym iontim izotopicky znacenych HxCDD a nativnich PeCDD jsou

uvedeny v obrazku 31.

obrazek 30 Chromatogramy nativnich a izotopicky znacenych standardi ve vzorku
destilacnich zbytkd z vyroby PCB (kolona DB5ms).

RT: 36 90 - 44 76 SM:5G
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Ve vsech chromatogramech je vidét velké mnoZstvi Castecné separovanych pikd, které svym profilem

ani poctem neodpovidaji HxCDD/F.
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obrazek 31 TIC a extrahované chromatogramy m/z 366 a 368 a m/z 400 a 402 (kolona
DB-17).
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20 43.16 .-
2317 3982 s
1007 163 2116 "' 2712 3087 IR
’ 48.00 NL
100 4893 269E4
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Interference byly identifikovany jako polychlorované terfenyly. Pocet izomeru téchto sloucenin je
mnohem vy3$i nez PCB, proto neni mozZné oddélit PCDD/F chromatograficky. Chovani terfenyl béhem cisténi
vzorku je identické jako PCDD/F. V tomto vzorku je jich o nékolik radda vice nez PCDD/F, jejichZz stanoveni rusi

mechanismech zmiriovanym vySe v textu.

Selektivita MS/MS je plné postacujici pro naprostou vétsinu vzorku, s nimiz jsme se
za 9 let praxe s analyzami PCDD/F setkali. Snizeni selektivity jsme pozorovali u obtiznych
matric, jako jsou rostlinné a mineralni oleje, kde je to ovsem spise problém Cisticiho postupu
nez vlastni MS/MS detekce. Naprosto ojedinélé jsou pak interference chlorovanych
slou€enin v atypickych vzorcich.

DalSimi velmi dulezitymi parametry metody jsou prfesnost a spravnost. Zde jiz nelze
oddélit GC/MS/MS metodu od extrakce a Cisténi vzorku. Vysledna nejistota stanoveni je
souctem dilCich nejistot celého procesu analyzy. Existuji postupy, které scitaji jednotlivé
nejistoty dil€ich kroku a z nich je pak spoctena celkova nejistota stanoveni, nicméné pro tak
slozitou metod,u jako je stanoveni PCDD/F, to neni mozné. V obrazku 32 jsou schematicky

popsany zdroje nejistot pro stanoveni PCDD/F (tzv. I1Sikavuv diagram).
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obrazek 32 Blokové schéma zdrojii nejistot pfi analyze PCDD/F

odparovani
objem/navazka ztraty na koloné
vzorku
&as dialyzy sorbce na skle .'7 ElBtni 3
[SPM (pro Eléténi) objem»
A
v v
A A
v v ..
. “ aktivita
sorbce na skle odpafovani sk Sistota »
- ?“slozen: :zlzl))'((iacmho sorbent
cas Matricovy efekt extrakce
4 . (nativni st. x znaceny st.)
4
typ odparky » P v
zpusob odpafovani o y
sorbce na sklo <« davkovani
pridavek st. L - Cistota
e — teplota < redéni
analyza(pMBRD|  iq4ota privadaneho standard
A p|y nu I Y i
pleddprava vzorku
nejistota nastfiku N *
. - zména citlivosti
Vyhodnoceni i ot il s
T v zavislosti na
(ntegrace). | :ase u detektoru homogenita
A R la
nedokonalost s spike  »
chrom. separace ‘ . « deaktivace
elektronicky $um ’
chemicky Sum A 4 matrice
[11]
nejistota vykresleni 8
zakladni integracni -
linie i L
vykresleni a)
chrom. piku o
&)
Q- |

Z obrazku je patmé, Ze potencialnich zdroji nejistoty pii analyze PCDD/F je cela rada a je velmi obtizné
definovat prispévek kazdého z nich. PouZiti metody izotopového fedéni nastésti prispeévek vétsiny téchto zdroji
nejistot eliminuje na minimum. Celkovou nejistotu metody je nutné odvodit z experimentalnich dat na zakladé

opakovatelnosti analyz realnych vzorka.
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Presnost dané metody Ize celkem jednoduse stanovit z opakovanych analyz vzorku.
Problémem u tak komplikovanych metod jako je stanoveni POP latek je to, ze konvenéni
statistické metody vyZaduji pro odhad smérodatné odchylky a dal$i parametry soubory dat
o poétech nékolika desitek vysledkl. To je jak z asového tak i finanéniho hlediska tézko
proveditelné. Proto jsme pro urCeni kvantitativnich parametri pfesnosti pouzili postupy
ur¢ené pro malé soubory dat.

Pfesnost i spravnost stanoveni jsme v prvnim kroku ovéfili analyzami uméle
pfipravenych vzorku riznych matric. Pro uméle pfipravené vzorky absorbatl jsou vysledky
uvedeny jiz vtabulce 2. Vytéznost metody pro analyzy pevnych vzorku jsme ovérovali
v prvnim kroku na extrahovaném pisku, do kterého jsme pfidali nativni PCDD/F. Vzhledem
k tomu, Ze je pisek inertni material, byly vysledky velmi dobré, ale nijak nesimulovaly realné
vzorky, jako jsou pudy nebo popilky. Naopak uméle pfipravené vzorky tuku velmi dobre
simuluji vzorky jako jsou potraviny, ryby nebo podkozni tuk. Pouzili jsme veprové sadlo, které
ma velmi nizké koncentrace cilovych analytl (pod mezi stanovitelnosti). Do sedmi vzorku
(10 g sadla) jsme pfidali roztok nativnhich PCDD/F, nafedili smési hexan : dichlormetan.
Takto pfipravené vzorky jsme prevedli do tuby z polopropustné membrany (na jednom konci
je zatavend), pfidali k nim vnitini standardy a dialyzovali je vySe uvedenym postupem.
Dialyzat byl pak docistén podie procedury uvedené v blokovém schématu, zkoncentrovan na

40 pl a analyzovan GC/MS/MS. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 13.
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tabulka 13 Vysledky sedmi paralelnich stanoveni PCDD/F v uméle pfipraveném vzorku
tuku. Vytéznost je zde uvedena jako pomér priiméru stanovené koncentrace ke
koncentraci vypoctené z pridavku standardu nativnich PCDD/F do tuku.

Koncentrace Pramér stanovenych vytéznost RSD
pridanych nativnich koncentraci
PCDD/F
pg/g tuku pg/g tuku

2378TCDD 1 1.1 109% 19%
12378PeCDD 5 50 101% 12%
123478HxCDD 5 45 91% 14%
123678HxCDD 5 6.0 120% 16%
123789HxCDD 5 46 91% 18%
1234678HpCDD 5 5.1 102% 21%
OoCcDD 10 12.7 127% 7.5%
2378TCDF 1 1.0 96% 19%
12378PeCDF 5 4.7 93% 9.2%
23478PeCDF 5 46 93% 5.7%
123478HxCDF 5 52 105% 14%
123678HxCDF 5 5.3 107% 14%
234678HxCDF 5 5.0 99% 13%
123789HxCDF 5 5.7 115% 17%
1234678HpCDF 5 5.3 105% 12%
1234789HpCDF 5 55 110% 14%
OCDF 10 8.3 83% 16%

Z vysledku je patmé, Ze opakovatelnost metody je na této koncentracni hladiné velmi dobra. Nejistota
stanoveni se pohybuje se od 6 do 20-ti %. Také je zfejmé, Ze vysledky analyz nejsou v mezich této nejistoty
odlisné od vztazné hodnoty.

Ve druhém kroku jsme provedli opakované analyzy realnych vzorkd, kde jsou jiz
i radové odlisné koncentrace jednotlivych analytl a projevuje se matricovy efekt. V tabulce
14 jsou uvedeny vysledky paralelnich stanoveni PCDD/F v popilku z rukavovych filtrd. Ke
vzorku popilku byly pfidany vnitfni standardy a vzorek byl upraven, extrahovan a precistén
podle postupu uvedeného vyse. Vzhledem k tomu, Zze v této matrici jsou pfitomny i jiné nez
2378 substituované PCDD/F, byly vzorky analyzovany jak na polarni, tak i na nepolarni

stacionarni fazi.
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tabulka 14 Vysledky osmi paralelnich stanoveni PCDD/F v popilku z rukavovych filtré
spalovny komunalnich odpadd

PFA | PFB | PFC | PFD | PFE | PFF | PFG | PFH | prumér] RSD

ng/i
2378TCDD 0.0233 | 0.0290 | 0.0264 | 0.0229 0.09:’782 0.0231 [ 0.0315 | 0.0307 | 0.0271 | 12.6%
12378PeCDD 0275 | 03 | 0271 | 0295 | 0286 | 02901 | 0298 | 028 | 0287 | 35%
123478HxCDD || 0999 | 1.01 | 0924 | 0977 | 0933 | 0933 | 0942 | 0927 | 0956 | 3.4%
123678HxCDD | 2.31 210 | 243 | 234 | 216 | 236 | 234 | 226 | 229 4.5%
123789HxCDD || 174 | 1.52 174 | 178 | 159 | 177 | 157 | 166 | 167 5.6%
1234678HpCDD|| 305 | 283 | 305 | 324 | 290 | 302 | 277 | 290 | 297 4.7%

OCDD 50.4 48.8 559 58.5 56.6 56.2 52.1 546 54.1 5.8%
TCDD 0617 | 0687 | 0605 | 0590 | 0.639 | 0.564 | 0.732 0.62 0.632 8.0%
PeCDD 3.79 3.65 3.87 3.82 3.74 3.46 3.93 3.75 3.75 3.6%
HxCDD 257 243 253 254 235 245 246 246 247 2.7%
HpCDD 30.8 28.0 30.1 30.7 278 27.8 25.6 26.9 28.5 6.2%
2378TCDF 0297 | 0342 | 0281 | 0295 | 0.297 | 0.273 | 0.342 | 0.277 | 0.301 8.5%

12378PeCDF 0658 | 0664 | 0672 | 0672 | 0699 | 0686 | 0.713 | 0.726 | 0.686 3.3%
23478PeCDF 2.26 272 2.38 228 2.38 247 244 278 2.46 7.3%
123478HxCDF 4.20 422 4.66 3.82 413 4.27 4.05 3.49 4.1 7.8%
123678HxCDF 6.11 6.36 6.01 5.26 56.76 4.98 5.61 5.63 572 7.4%
234678HxCDF 15.4 13.5 14.0 15.1 14.4 12.2 12.1 15.1 14.0 8.6%
123789HxCDF 4.55 447 5.15 425 437 4.30 512 4.82 4.63 7.2%
1234678HpCDF || 42.4 35.1 458 454 44.0 31.9 339 40.7 39.9 12.9%
1234789HpCDF || 13.7 12.3 9.30 11.2 14.9 1.9 9.9 9.40 11.6 16.5%

OCDF 65.6 66.5 71.5 60.4 68.7 65.6 67.3 69.3 66.9 4.6%
TCDF 8.86 9.36 9.78 9.23 9.23 8.77 10.6 9.57 9.43 5.8%
PeCDF 23.0 23.8 22.4 23.1 236 227 238 247 234 2.9%
HxCDF 723 67.3 732 66.7 68.7 65.3 70.3 68.4 69.0 3.7%
HpCDF 105 88.0 90.1 96.3 106 80.4 779 83.5 90.9 11.0%

Z tabulky je patmé, Ze opakovatelnost stanoveni PCDD/F i v redlné matrici je velmi dobra. Relativni
smérodatna odchylka byla maximailné 17%.

Pro ovéfeni stability metody v ase a také pro ovéreni spravnosti rutinnich analyz
pouzivame referenéni materialy (RM), které maji ovéfenou homogenitu a certifikované
hodnoty jsou vysledkem stanoveni nékolika (maximalné 10-ti) laboratofi. Vzhledem Kk jiz
dfive zmifované narocnosti analyz je pocet matricovych referenénich materiald, které jsou
komeréné dostupné, velmi omezeny. Dostupné jsou tyto matrice: popilek ze spalovny
komunalniho odpadu, ruzné typy sedimentl, kal z Cistirny odpadnich vod, ryby a susSené
mléko. Témér vSechny tyto materidly pouzivame v laboratofi pro zajisténi jakosti analyz.

Seznam materiall je uveden v tabulce 15.
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tabulka 15 Seznam referencnich materiali pouzivanych v nasi laboratori

) Vyrobce ~ Matrice Analyty |
BCR490 | Comunity Bureauof  ponilek ze spalovny PCDD/F
——— - Reference, European | -
BCR 430 1‘ B Commision 7 ~ veprove sadlo B QCP )
NIST 1944 | sediment OCP, PCB
- T 1 National Institute of ST o |
NIST 1588 i Standards&Technology, tuk z trescich jater OCP, PCB j
e USA ‘ - . p —
NIST 1589a ~ Iyofilizovana krevni OCP, PCB, PCDD/F
o 4 - ., _ _plazma —
I - . ¥ X
ﬁWM'il i Wellington Laboratories, | 7Iﬁggfblllzic>“v»an?£¥§_| tﬁkéni PCDD/F, PBDE, PCB |
WMS-1 Canada 1 sediment PCDD/F, PBDE, PCB |
| Evironment Canada, | ' R
RM1 (DX1) National Water Research | sediment | PCDD/F
o ] Institute J o B
: National Research Council rybi tkan | PCDD/F
CARP 1 of Canada | 7 -

Institute for National \ 7 |
| Measurement Standards |

Pro ovéreni analyz PCDD/F ve vzorcich typu popilku ¢i kontaminovanych vzorku
ovzdusi pouzivame certifikovany referenéni materidl (CRM) BCR 490. Jde o popilek ze
spalovny komunalniho odpadu, ktery obsahuje relativné vysoké koncentrace PCDD/F. Na
vyvoji tohoto materialu se ucastnilo 17 laboratofi. Metody extrakce, Cisténi a také statistické
metody pouzité pro stanoveni certifikovanych hodnot byly publikovany [78]. Pro analyzu
pouzivame 1g CRM a postup extrakce a CiSténi popsany pro popilky je uveden v kapitole
411.a4.1.2.

Bohuzel ze 17-ti 2378 TCDD/F jsou v tomto CRM uvedeny jako certifikované hodnoty
pouze pro Tetra az HexaCDD/F. Vtabulce 16 je uvedena statistika 21 vysledkd

certifikovanych parametru, které jsme analyzovali od roku 1998 do roku 2003.
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tabulka 16 Souhrnné vysledky 21 analyz PCDF/F v CRM BCR 490

Certifikovana | prumér median RSD | odchylka medianu | relativni odchylka
koncentrace | stanoveni | stanoveni od cert. konc. od cert. konc.
ng/g ng/g ng/g ng/g
2378TCDD 0.169 £ 0.012 0.180 0.176 9.8% 0.011 6.5%
12378PeCDD 0.67 £ 0.040 0.654 0.674 1% 0.016 2.4%
123478HxCDD 0.95+0.11 0.723 0.703 14% 0.227 24%
123678HxCDD 481040 3.67 3.68 8.3% 1.133 24%
123789HxCDD 2.84+£0.17 2.51 2.53 10% 0.331 12%
2378TCDF 0.90 £ 0.050 0.750 0.754 12% 0.150 17%
12378PeCDF 1.71+£0.12 1.49 1.52 11% 0.221 13%
23478PeCDF 1.85+0.11 1.83 1.80 13% 0.018 1.0%
123478HxCDF 2371012 237 242 10% 0.003 0.1%
123678HxCDF 264 +£0.14 255 2.50 15% 0.087 3.3%
234678HxCDF 2471017 2.53 254 1% 0.065 2.6%
123789HxCDF 0.34 £ 0.050 0.347 0.309 20% 0.052 15%

Z tabulky je patmé, Ze i opakovatelnost vyvinuté metody v ¢ase je velmi dobra. Relativni smérodatna
odchylka vysledk( je maximalné 20%. Jako méritko spravnosti metody Ize pouzit odchylku medianu stanoveni

nebo relativni odchylku medianu od certifikované hodnoty. Tato odchylka neprekraluje 25%.
V ramci akreditaénich poZzadavk( ISO 17 025 je definovana spravnost vysledku

stanoveni také jako navaznost metody na vyssi uroven standardu nez jsou certifikovane
kalibra€ni standardy. Ktomuto ucelu také pouzivame certifikované referenéni materidly.
Nami deklarovana nejistota stanoveni PCDD/F je 30%. Z vySe uvedené tabulky pak vyplyva,
Ze s touto nejistotou stanoveni jsme navazani na certifikovany referenéni material BCR 490.
Vice nazorné je definovani navaznosti jako prinik konfidenéniho intervalu vysledku
s konfiden¢nim intervalem daného kongeneru v CRM. Tato navaznost je ilustrovana
v obrazku 33 pro 2378TCDD a v obrazku 34 pro 23478 PeCDF. Grafy uvedené v téchto
obrazcich Ize také povazZovat za regulacni diagramy stability stanoveni PCDD/F v popilku.
Pro stanoveni porfadové cCislo 3 az 5 je patrné, Ze hodnoty jsou znatelné odchylené.
Tato odchylka nebyla zplsobena problémem s extrakci nebo s ¢isténim vzorku, nybrz tim,
Zze jsme skladovali tento referen¢ni material v lednici. Popilek adsorboval vodu a tim se
snizila koncentrace PCDD/F. Pro ovéfeni spravnosti jsme zakoupili novou $8arzi a starou

vysusili. Vysledky od stanoveni poradové Cislo 6 jsou stfidavé vysledky analyz obou Sarzi.
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obrazek 33 Regulaéni diagram stanoveni 2378TCDD v BCR 490. Cervena usecka je
promitnutim certifikované koncentrace 2378TCDD, modré pak znazorfiuji nejistotu
(konfidencni interval) uvedenou v certifikatu. Individuadlni hodnoty jsou pak vyneseny
jako body s useckami, které znazorfiuji nejistotu stanoveni (30%). Pokud je vyneseny
bod zeleny, jde o MS/MS detekci, pokud je modry byly vysiedky ziskany HRMS.
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Z regulacniho diagramu je patmé, Ze ve vSech 21 analyzach se intervaly spolehlivosti nasich vysledki
prekryvaji s konfidencnim intervalem certifikované koncentrace 2378TCDD. Z obrazku je také patmé, Ze vysledky
dosazené MS/MS a HRMS se nelisi.

obrazek 34 Regulaéni diagram stanoveni 23478PeCDF v BCR 490. Cervena usecka je
promitnutim certifikované koncentrace 23478PeCDF, modré pak znazoriuji nejistotu
(konfidencni interval) uvedenou v certifikatu. Individuaini hodnoty jsou pak vyneseny
jako body s useckami, které znazorfiuji nejistotu stanoveni (30%). Pokud je vyneseny
bod zeleny jde o MS/MS detekci, pokud je modry byly vysledky ziskany HRMS.
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Na koncentraCni hladiné desetin az desitek ng/g je vyvinutd metoda stanoveni
PCDD/F robustni a poskytuje spravné vysledky. Jak matricové, tak i koncentracné se v§ak
referenéni material BCR 490 neblizi ke vzorkim pud a sedimentl. Pro ovéreni spravnosti
a kontrolu stability metody na nizkych koncentracnich hladinach pouzivame referencni
materialy RM | (DX-1) a WMS | (dodavané Wellington Laboratories).

Matricové jde o sedimenty zjezera Ontario v Kanadé. Koncentrace PCDD/F se
v téchto materidlech pohybuji od jednotek po tisice pg/g. Vzhledem k obtizn&jsi matrici
afadové niz§im koncentracim PCDD/F jsou deklarované nejistoty referenénich hodnot
mnohem vysSi nez u BCR 490. Vyhodou je, ze vobou sedimentech jsou uvedeny
koncentrace jak 17-ti 2378PCDD/F, tak i suma vSech kongeneru. Vysledky 27 stanoveni

PCDD/F v referenénim materialu RM | jsou uvedeny v tabulce 17.

tabulka 17 Vysledky stanoveni PCDD/F v referencnim materialu RM I (jednotky pg/g)

Certifikovana | pramér median RSD | odchylka medianu | relativni odchylka
koncentrace | stanoveni| stanoveni od cert. konc. od cert. konc.
2378TCDD 263 + 53 271 268 12% 5.0 1.9%
12378PeCDD 22+8 31 29 26% 6.9 31%
123478HxCDD 237 28 25 25% 21 9.1%
123678HxCDD 77 £ 27 83 84 30% 6.6 8.6%
123789HxCDD 53 +24 47 44 46% 8.7 16%
1234678HpCDD 634 + 182 559 572 10% 62.0 9.8%
OoCcDD 3932 + 933 3629 3740 15% 192 4.9%
TCDD 416 £ 121 531 523 22% 107 26%
PeCDD 226 + 143 405 414 21% 188 83%
HxCDD 669 + 185 856 861 22% 192 29%
HpCDD 1251 + 361 1104 1133 13% 118 9.4%
2378TCDF 89 +44 51 49 34% 39.9 45%
12378PeCDF 39+14 44 39 33% 0.4 0.9%
23478PeCDF 62 + 32 78 71 28% 9.2 15%
123478HxCDF 714 + 276 620 598 25% 116 16%
123678HxCDF 116 + 37 133 123 29% 7.0 6.0%
234678HxCDF 57 + 36 66 64 32% 6.8 12%
123789HxCDF 28 + 42 30 34 76% 6.5 23%
1234678HpCDF 2397+ 796 2601 2460 20% 62.8 2.6%
1234789HpCDF 137 £ 62 158 159 22% 22.0 16%
OCDF 7122 + 2406 6422 6201 25% 921 13%
TCDF 659 + 259 1012 910 43% 251 38%
PeCDF 790 t 489 858 863 28% 73.0 9.2%
HxCDF 1800 + 809 1802 1930 27% 130 7.2%
HpCDF 3567 £ 1165 3411 3345 20% 222 6.2%

Z tabulky je patmé, Ze na niz§i koncentracni hladiné je nejistota stanoveni PCDD/F vy3si. Nicméné pro
vétsinu kongenert i suma kongeneru je mezi 10 az 30 %. Vybocuji 123789 HxCDD a 123789HxCDF, kde je
pfi¢inou $patna chromatografickd separace. Také spravnost (shoda s certifikovanou hodnotou) je velmi dobra,
kromé sumy PeCDD, kde je pricinou pravdépodobné interference a 2378 TCDF, kde naSe hodnoty jsou stabilné
niz§i nez referencni hodnota. Nicméné nejistota referenéni hodnoty 2378 TCDF je tak velka, Ze nase vysledky

padaji do konfidencniho intervalu.
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Regulaéni diagram 2378TCDF, jako kongeneru s nejvétsi odchylkou od referenéni
hodnoty v materialu RM |, je ukazan v obrazku 35. Z tohoto diagramu je patrné, ze nase
vysledky jsou systematicky niz§i nez referen¢ni hodnota, ale porad se nachazeji uvnitf pasu
nejistoty této referenéni koncentrace nebo jsou na tento pas navazany s viastni nejistotou
30 % (az na dva vysledky). Oproti metodam, které byly pouzity pro stanoveni referenénich
hodnot koncentraci, pouzivdme jiné chromatografické faze, coz mohlo zpusobit tuto
odchylku. Pro ostatni kongenery uz nejsou odchylky nijak vyrazné a nase vysledky jsou
rozptyleny okolo referenéni hodnoty. Jako pfiklad muze poslouzit 23478PeCDF, ktery je
v materidlu pfitomen na podobné koncentra¢ni hladiné. Regulaéni diagram pro tento
kongener je uveden v obrazku 36. Z téchto diagram( vyplyva, Zze vysledky pro jednotlivé
kongenery jsou konzistentni, i kdyz pouzijeme jinou detekéni metodu. Nejvice jsou vysledky
ovlivnény extrakéni metodou a pouzitymi GC fazemi. Pokud jsou stejné pro MS/MS i HRMS,
jsou rozdily mezi témito metodami detekce niz$i nez variabilita zpusobena extrakci

a Cistenim.

obrazek 35 Regulaéni diagram stanoveni 2378TCDF vRM I. Cervena usecka je
promitnutim referencni koncentrace 2378TCDF, modré pak znazoriiuji nejistotu
(konfidencni interval) uvedenou v certifikatu. Individualni hodnoty jsou pak vyneseny
jako body s useckami, které znazornuji nejistotu stanoveni (30%). Pokud je vyneseny
bod zeleny, jde o MS/MS detekci, pokud je modry, byly vysledky ziskany HRMS.
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Z obrazku je patmé, Ze nase hodnoty jsou systematicky posunuté od referenéni koncentrace 2378TCDF.

Nicméné deklarovany konfidencéni interval této hodnoty je tak Siroky, Zze se nasSe vysledky nachazeji vétsinou

uvnitr tohoto intervalu.
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obrazek 36 Regulacni diagram stanoveni 23478PeCDF vRM I. Cervena usecka je
promitnutim referencni koncentrace 23478PeCDF, modré pak znazorinuji nejistotu
(konfidencni interval) uvedenou v certifikatu. Individualni hodnoty jsou pak vyneseny
jako body s Gseckami, které znazoriiuji nejistotu stanoveni (30%). Pokud je vyneseny
bod zeleny, jde o MS/MS detekci, pokud je modry, byly vysledky ziskany HRMS.
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Pro ovéreni a kontrolu stability analyz biologického materialu pouzivame CRM na
komeréné dostupny certifikovany referenéni material CARP-1 (Wellington laboratories).
Matricové jde o stabilizovanou suspenzi svaloviny kapra ve vodé [79]. Tento material se
dodaval zataveny v ampulich po 9 g. Pro jednotlivé analyzy jsme pouzivali navazku 4.5 g.
Postup extrakce jsme prevzali z originalni prace [79], extrakt byl pak dale &istén nasim
obvyklym postupem. Vysledky 20-ti analyz CRM CARP-1 jsou uvedeny v tabulce 18. Pét
poslednich analyz bylo provedeno na HRMS.
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tabulka 18 Vysledky stanoveni PCDD/F v CRM CARP-1 od roku 1998 aZ do poloviny roku
2003, kdy se prestal distribuovat.

Certifikovana | prumér | median RSD | odchylka medianu | relativni odchylka
koncentrace | stanoveni| stanoveni od cert. konc. od cert. konc.

2378TCDF 119127 116 11.6 22% 0.35 2.9%
12378PeCDF 50120 52 5.0 24% 0.035 0.7%
23478PeCDF 14.2 14.9 26%

2378TCDD 6.6+0.6 7.2 7.3 20% 0.68 10%
12378PeCDD 44+11 4.2 4.0 25% 0.44 10%
123478HxCDD 19107 1.9 1.6 29% 0.31 16%
123678HxCDD 56113 6.3 6.4 21% 0.80 14%
123789HxCDD 07+04 1.0 0.76 49% 0.058 8.3%
1234678HpCDD 65+1.8 8.3 6.5 57% 0.04 0.5%
oCcDD 6.3+1.9 8.0 5.9 89% 0.36 5.7%

Z tabulky je patmé, Ze odchylka od certifikovanych hodnot neni vy$$i nez 16%. Na druhou stranu u tri
parametru je viditelné vétsi rozptyl vysledki (hodnota RSD). V pfipadé 123789HxCDD je to ddno koncentraci,
ktera je blizko meze stanovitelnosti a ¢asto byly vysledky i pod mezi stanovitelnosti. V pfipadé HpCDD je to
problém poslednich étyr analyz na HRMS, kde byly evidentni interference, v pfipadé OCDD jde o jeden odiehly
vysledek (viz requlacni diagramy v obréazcich).

| na této arovni byla metoda GC/MS/MS UspésSné ovéfena a naopak se ukazal
problém s HRMS detekci, ktery jsme pozdéji identifikovali jako interference z posledni Sarze
CRM, které se projevovaly pfi HRMS detekci a nikoli pfi MS/MS. Tato skuteCnost je
nejnazornéjsim prikladem uzitec¢nosti regulaénich diagramu jako prostiedku odhaleni
systematické chyby. Regulaéni diagramy 2378TCDD, 1234678HpCDD a OCDD jsou
uvedeny v obrazcich 37-39.
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obrazek 37 Regulaéni diagram stanoveni 2378TCDD v CRM CARP I. Cervena usecka je
promitnutim certifikované koncentrace 2378TCDD, modré pak 2znazornuji nejistotu
(konfidencni interval) uvedenou v certifikatu. Individualni hodnoty jsou pak vyneseny
jako body s useckami, které znazorfiuji nejistotu stanoveni (30%). Pokud je vyneseny
bod zeleny, jde o MS/MS detekci, pokud je modry, byly vysledky ziskany HRMS.
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obrazek 38 Regulaéni diagram stanoveni 1234678HpCDD v CRM CARP I. Cervena Gsecka
je promitnutim certifikované koncentrace 1234678HpCDD, modré pak znazornuji
nejistotu (konfidencni interval) uvedenou v certifikatu. Individualni hodnoty jsou pak
vyneseny jako body s useckami, které znazornuji nejistotu stanoveni (30%). Pokud je
vyneseny bod zeleny, jde o MS/MS detekci, pokud je modry. byly vysledky ziskany HRMS.
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obrazek 39 Regulaéni diagram stanoveni OCDD v CRM CARP I. Cervena usecka je
promitnutim certifikované koncentrace OCDD, modré pak znazoriuji nejistotu
(konfiden¢ni interval) uvedenou v certifikatu. Individualni hodnoty jsou pak vyneseny
jako body s iseckami, které znazoriiuji nejistotu stanoveni (30%). Pokud je vyneseny
bod zeleny, jde o MS/MS detekci, pokud je modry, byly vysledky ziskany HRMS.
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Z vySe uvedenych vysledku a diagramu je patrné, Ze MS/MS je metoda, ktera je
vhodna pro analyzu na velmi nizkych koncentraénich hladinach. Nicméné podie direktiv
evropské komise byla jako jedina metoda pro stanoveni PCDD/F a ,dioxin like* PCB
v potravinach a krmivech stanovena vysokorozliSujici hmotnostni spektrometrie pfi rozliSeni
vy88im nez 10 000. | tak velice citliva a selektivni metoda jako je MS/MS je tedy v soucasné
dobé postavena, pro analyzy potravin a krmiv, do role orientaéni metody. Z tohoto duvodu
jsme nepokracovali ve vyvoji GC/MS/MS v tomto rozsahu analyzovanych matric a byli jsme
nuceni zakoupit sektorovy HRMS. V roce 2002 pak také skondéila distribuce CRM CARP-1.
Byl nahrazen CRM WMF-I coz je matricové lyofilizovana ryba. Jak jsem jiz uvedl vySe,
museli jsme GC/MS/MS pro analyzy biologického materialu nahradit GC/HRMS a z toho
duvodu jsme jiz nepokracovali v analyzach CRM metodou MS/MS.

Nicméné v tomto roce by méla byt na trh uvedena linearni iontova past ve spojeni
s GC, ktera umoznuje izolaci rodi€ovskych iontu pfi rozliSeni vy$$im nez 10 000 a nasledny
MS/MS experiment. Tato iontova past by pak splhovala kritéria pro referenéni metodu
detekce PCDD/F a PCB pfi zachovani vyhody selektivity MS/MS.

Pro ovéreni stability metody v éase pouzivame referenéni materialy, které maji
ovéfenou homogenitu a certifikované hodnoty jsou vysledkem stanoveni nékolika laboratofi.

Nicméné vSechny tyto postupy trpi zasadnim nedostatkem a to tim, Ze nesimuluji realny
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vzorek vstupujici do laboratore. Jak u uméle pfipravenych vzorkd, tak i u referenénich

materialu zname dopiedu koncentra¢ni hladiny analyt(i a tém m{iZzeme pfizpusobit navazku

vzorku. NejlepSim moznym zplsobem pro ovéfeni spravnosti analyz pak zUstava ucast

v mezinarodnich porovnavacich studiich, kterych se UCastni dostate¢ny pocet laboratofi.

Utelem Gcasti v MPZ je ovéfit viastni metodu stanoveni na neznamém vzorku a na zakladé

vysledka pak korigovat metodu tak, aby byla vice robustni. Laboratoi obdrzi reainy vzorek

oneznamé koncentraci. Uspéch ¢&i nelspéch v téchto studiich pak je nejvérohodnéjsi

odpovédi, zda vyvinuta metoda poskytuje spravné vysledky. Od roku 1998 se uéastnime

vétSiny mezinarodnich okruznich testl pro analyzu PCDD/F, PCB a také PBDE. Stru¢ny

pfehled je uveden v tabulce 19.

tabulka 19 Piehled okruznich rozbord od roku 2000

Rok | Poradatel Typ vzorku Parametry
2001 | Quasimeme makrela, tesCi jatra PCDD/F, PCB
(WHO)
Folkehelsa, Norway hovézi maso, materské PCDDI/F, PCB
mléko, ryba-olej (WHO)
VSCHT Praha ryby PCB, OCP
Consorzio Interuniversitario Nazionale la Chimica popilky, sedimenty PCDD/F, PCB
per |"’Ambiente, Italie
Institute of Environmental Chemistry, Umea popilky, sedimenty PCDD/F, PCB
Universitet, Sweden (WHO)
Quasimeme ryby, sedimenty, standard | PBDE
2002 | Quasimeme tresci jatra, sled, musle PCDD/F, PCB,
PBDE
Institute of Environmental Chemistry, Umea popilky, standardy, ryba PCDD/F, PCB
Universitet, Sweden (WHO), PBDE
Folkehelsa, Norway filé z tunaka, standard, PCDD/F, PCB
vepfové maso, vajecny (WHO)
Zloutek
Consorzio Interuniversitario Nazionale la Chimica popilky, sediment PAU, PCDD/F,
per I’Ambiente, Italie PCB
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2003 | Quasimeme musle, losos, tresci jatra, | PCDD/F, PCB
uzenad, olej, sediment (WHO), PBDE
Institute of Environmental Chemistry, Umea popilky, sedimenty, PCDD/F, PCB
Universitet, Sweden standard (WHO)
Folkehelsa, Norway krocan, syr, losos PCDD/F, PCB
(WHO)
2004 | Quasimeme olej, musle, makrela PCDD/F, PCB
(WHO), PBDE
Institute of Environmental Chemistry, Umea popilek, roztok, plda, jil, | PCDD/F, PCB
Universitet, Sweden sediment (WHO)
Folkehelsa, Norway olej, standard, kure, PCDD/F, PCB
pstruh (WHO), PBDE
Consorzio Interuniversitario Nazionale la Chimica sediment, kal PCDD/F, PCB,
per I’Ambiente, Italie PAU
2005 | /nstitute of Environmental Chemistry, Umea popilek, roztok, ptda, jil, PCDD/F, PCB
Universitet, Sweden sediment (WHO)
Consorzio Interuniversitario Nazionale la Chimica sediment, kal PCDD/F, PCB,
per I’Ambiente, Italie PAU

Z tabulky je zfejmé, ze okruzni rozbory pro PCDD/F i dalSi POP pokryvaji vétsinu

dulezitych matric. Kazdy rok se koncentraéni rozsahy a ¢astecné i matrice vzorku lisi, jde
tedy opravdu o simulaci realnych vzorku. Vzhledem k tomu, Zze vyhodnoceni kazdé z téchto
porovnavacich studii ma témeér stejny rozsah jako tato prace, tak jsem v nasledujicim textu
pouze na nékolika pfikladech provedl zhodnoceni obecnych trendu a také porovnani
uspésnosti MS/MS detekce v porovnani s ostatnimi pouzitymi metodami. Vysledky téchto
studii také davaji dobry prehled o tom, jakd je mezilaboratorni reprodukovatelnost analyz
PCDDI/F.

V roce 1998 jsme se zucastnili poprvé mezinarodnich porovnavacich zkousek (MPZ)
pofadanych Universitou v Umea. Mezi jinymi jsme obdrzeli dva vzorky identického popilku,
které byly oznadeny jako nezavislé vzorky a také extrakt z tohoto popilku. V obrazku 40 je
pievzaty graf s vynesenymi hodnotami praméru vysledkd analyz téchto identickych vzorku

(zdrojova data prevzata z originalu vyhodnoceni).

69



obrazek 40 Vysledky mezinarodnich porovnavacich testli (suma 17-ti 2378 PCDD/F jako
TEQ) na identickych vzorcich popilku. Koncentracni hladina vzorké byla 0.8 ng TEQ/g —

tedy relativné vysoka.
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Z obrazku je vidét, Ze rozptyl vysledku individudinich uCastniki je az na vyjimky velmi maly.
Mezilaboratomi rozptyl je naopak relativné velky (RSD v$ech vysledk( bylo 46%). Vysledek nasi laboratofe se

nachazi v pasmu + SD 6d medianu.

RSD vysledk( analyz popilku bylo 46 %, zatimco RSD vysledk( analyz extrakta ze
stejného popilku (tedy se stejnymi moznymi interferencemi) bylo pouze 24%. Tato hodnota je
na Urovni opakovatelnosti v laboratofi. Je tedy jasné, ze nejistotu analyzy PCDD/F nejvice
ovliviiuje zpusob extrakce. Potvrzenim této skuteénosti jsou pak vysledky dalSich kol MPZ,

jak je ukazano v obrazcich 41 —42.
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obrazek 41 Vysledky mezinarodniho porovnavacich testu (suma 17-ti 2378 PCDD/F jako
TEQ) r. 1999 popilek ze spalovny komunalniho odpadu. Koncentracni hladina vzorki byla

0.8 ng TEQ/g.
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Pocet zucastnénych laboratori byl v roce 1999 49 s vyslednou relativni smérodatnou odchylkou 49 %.

Vysledek na$i laboratore je oznacen cervenou Sipkou. RSD analyz extraktu bylo 16 %.

obrazek 42 Vysledky mezinarodniho porovnavacich testu (suma 17-ti 2378 PCDD/F jako
TEQ) r. 2000 — identicky popilek zaslany jako dva vzorky. Koncentracni hladina vzorki

byla 1.4 ng TEQ/g.

B
£y
' EE A0S B “,
: - - ® w
- . - @ s %8 0w
= g e R e
ta g hd -
@
¥ # & e ®% &
% @
> =

Pocet zucastnénych laboratori byl v roce 2000 65 s vyslednou relativni smérodatnou odchylkou 46 %.
Vysledek nasi laboratofe je oznaden oranZovou $ipkou. Ve vyhodnoceni byla u individudlnich vysledku
indikovana detek¢ni metoda, jak je uvedeno v obrazku, oranzovou Sipkou je oznacen nas vysledek, modrou pak
vysledky dosaZené hmotnostni spektrometrii pii nizkém rozliseni. Je evidentni, Ze kromé jediné laboratore jsou

vSechny odlehlé vysledky dosaZzeny metodou HRMS. RSD analyz extraktu popilku bylo 12 %.
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Jak jsem jiz uvedl vyse, z vysledki MPZ vyplyva, Ze nejdulezitéjSim krokem v analyze
PCDD/F v popilku je dokonalé zvladnuti extrakéniho postupu. Pouzitda metoda vlastni
analyzy i Cistici procedura jiz nemaji tak velky vliv na nejistotu vysledku — jak ukazuji
konzistentni RSD vysledku analyz surovych extraktu, které se pohybovalo od 12-ti do 24 %.
Toto jsou nicméné vysledky analyz materiali na relativné vysoké koncentraéni hladiné
PCDD/F. V obrazku 43 jsou ukazany vysledky analyz popilku s vysokym obsahem uhliku
a velmi nizkou koncentraci PCDD/F v MPZ v roce 1999.

obrazek 43 Vysledky mezinarodniho porovnavacich testu (suma 17-ti 2378 PCDD/F jako
TEQ) r. 1999 popilek vysokym obsahem uhliku (saze). Koncentrac¢ni hladina vzorku byla
0.035 ng TEQ/g.
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Je evidentni, Ze rozptyl vysledk( laboratori v pripadé obtizné matrice a nizkych koncentraci je mnohem

vy88i — u tohoto popilku ¢inil 141 %. Na$ vysledek je oznacen oranZovou Sipkou.

Z obrazku vyplyva, ze pfi nizkych koncentraci PCDD/F jiz nabyva na dulezitosti
citlivost a selektivita metody, a to jak koncovky, tak i &isticiho postupu. Odlehlé vysledky jsou
jiz vychyleny pouze smérem k vy$§im hodnotam.

Po nékolika aférach s kontaminaci potravin a krmiv PCDD/F (napf. v roce1999 tzv.
belgicka kurata) se zvySily na naroky na vérohodnost analytickych vysledkl, coz vedlo az
k legislativnim krokum, které stanovi pozadavky na analytické metody pro analyzy potravin,
krmiv a ovzdu$i na urovni direktiv EU [17, 73]. Jak jsem jiz zminoval vy$e, MS/MS detekce
PCDD/F neni podle této legislativy pfipustna pro analyzy potravin a krmiv, nicméné kritéria
pro analyzu PCDD/F v emisich spliuje. Pro analyzy pud, odpadl, vod zatim zadna

legislativni omezeni neplati. Nami vyvinuta a ovéfena metoda stanoveni PCDD/F je tedy
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pouzitelna jako plnohodnotna metoda ve vSech matricich kromé potravin a krmiv, kde ji Ize

pouzit jako screeningovou metodu.

3.3.3 PCB

Pfi optimalizaci MS/MS metody pro stanoveni PCB je nutno brat do uvahy zasadni
strukturni rozdil mezi PCDD/F a PCB. Zatimco PCDD/F jsou rigidni planarni molekuly,
molekula PCB obsahuje jednoduchou vazbu, ktera umozZnuje nataceni jednotlivych
tom, které pozice jsou substituované chlorem. Tento rozdil se projevuje jiz tim, Zze i odezvy
na detektoru elektronového zachytu (ECD) ¢&i v plném skenu se Ii§i az o nékolik desitek
procent mezi jednotlivymi izomery [53]. Jesté vyraznéjsi je tento vliv struktury na vysledky
MS/MS experimentl. V obrazku 44 jsou uvedena MS/MS spektra tfi izomerl pentachlor

bifenylu, ktera jsme naméfili za podminek optimalizovanych pro PCDD/F.
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obrazek 44 MS/MS spektra PCB 126, 118 a PCB 101, rodi¢ovsky iont 326
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Spektra jsou obdrZena za stejnych podminek (kolizni energie, q. apod.). Struktura ma vliv nejen na
optimalni kolizni energii, ale i na to, které dcefinné ionty jsou MS/MS produkovany. U non- a mono-ortho PCB
(napf. 126 a 118) jsou naprosto jasné preferovany ionty M-2Cl u mult-iortho PCB pak M-ClI.

Metody pro MS/MS analyzu PCB jsme wvyvijeli nejprve pro stanoveni non-
a mono-ortho PCB, poté pro indikatorové kongenery PCB a nakonec pro uplnou
kongenerovou analyzu PCB. Natok He do iontové pasti jsme pouzili stejny jako pro PCDD/F
i z toho divodu, ze zména je pfilis§ komplikovana a nepfili§ dobfe opakovatelna ajednim
z hlavnich ukolu bylo vyvinout stabilni metodu pro rutinni aanlyzy. Optimalizovany byly tedy

pouze kolizni energie.
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Pro analyzu non-, mono-ortho a indikatorovych PCB pouzivame takové parametry,
aby byla odezva na piku dcefinnych iontl co nejvys$si. V metodé pro uplnou kongenerovou
analyzu neni mozné ménit kolizni energii podle zrovna eluujicich izomer(, proto byl zvolen
kompromis, ktery zaru€uje relativné dobrou, i kdyz ne maximalni odezvu pro vSechny
izomery. Optimalizované parametry MS/MS metody pro stanoveni mono a nonorto PCB jsou

uvedeny v tabulce 20 pro uplnou kongenerovou analyzu pak v tabulce 21.

tabulka 20 Optimalizované parametry MS/MS experimentu pro mono a nonortho PCB.

Kolizni energie| Rodi¢ovsky iont Analyticky scan

vl nativni/izotopicky znaéeny [m/z]
TetraCB 3.0 - 292/304 256-261/267-272
PentaCB 3.0 326/338 290-295/301-306
HexaCB 3.0 360/372 324-329/335-340
HeptaCB 3.0 1 394/406 | 378-383/394-399

Pro vdechny MS/MS expenimenty byly pouZity tyto dalsi parametry: Izolacni cas 8 ms, excitacni ¢as 10

ms a pocet mikroscana 3.

tabulka 21 Optimalizované parametry MS/MS experimentu pro uplnou kongenerovou
analyzu PCB.

Kolizni energie | Rodi¢ovsky iont Analyticky scan
vl nativni/izotopicky znaéeny [m/z]

MonoCB 18 188/200 150-188/160-200
DiCB | 23 222/234 150-222/162-234
TriCB 23 256/268 183-223/195-200 |
TetraCB | 23 - 292/304 219-259/231-272 |
PentaCB 23 - 326/338 253-293/259-302
HexaCB | 23 - 360/372 287-326/299-338 |
HeptaCB 23 394/406 321-360/333-372 |
OktacB | 23 | 430/442 | 357-396/371-408
NonaCB - 25  464/476 | 393-428/405-440 |
DekaCB 26 498/510 427-453/439-474 |

Pro véechny MS/MS experimenty byly pouZity tyto dalsi parametry: Izolacni ¢as 8 ms, excitacni ¢as 10
ms a pocet mikroscant 3. Nastaveni ¢asu pro zacatky jednotlivych experimentu je provadéno pro rizné kolony
na zakladeé analyz standardnich roztokd, ve kterych jsou pfitomny vZdy prvni a posledni eluujici izomer z dané
skupiny.

Pro stanoveni mono a nonortho PCB pouzivame metodu izotopového fedéni. Pro

analyzu vSech kongeneri PCB toto jiz neni mozné, proto pouzivame metodu vnitfniho
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standardu, kdy pro vSechny izomery na stejném stupni chlorace pouzivame jeden izotopicky
znaCeny vnitini standard. V kalibraénim standardu je pak fada nativnich kongeneru.
Odezvové faktory ( RRF - vypocet viz. rovnice 2) jsou relativné proménlivé v zavislosti na
poloze chléru v daném izomeru, ktera zpasobuje jiz vy$e zmifiovanou rozdilnou fragmentaci.
V obrazku 45 je jako pfiklad uveden graf RRF izomerl TetraCB vzhledem k vnitinimu
standardu "°C,, znaéenému PCB 52.

obrazek 45 Znazornéni RRF riznych izomerd TetraCB vzhledem k 3C,, PCB 52. Svétlejsi
vypin oznacuje ty izomery, které jsou kvantifikovany na dcefinném iontu odpovidajicimu
ztraté jednoho atomu chidru, tmavsi potom ty , které jsou kvantifikovany na iontech
M-2Cl.

1.6 1
1.4 4
1.2
1.0
0.8
0.6 1
0.4
0.2 1
0.0 T T T T

PCB54 PCB52 PCB4s PCB44 PCB74 PCB70 PCB81 PCB77

Relativni odezvovy fal

Z obrazku je patmé, Ze PCB 52 ma odezvovy faktor blizky 1, ale ty izomery , které jinak fragmentuji maji
hodnoty RRF aZ témér 1.7. To je zpusobeno tim, Ze matersky iont 292 m/z neni izotopicky Cisty. My pak pro
kvantifikaci téch izomeru, které fragmentuji na M-Cl pouZivame pouze dcefinny iont 257m/z, ale pro ty izomery
které intenzivné fragmentuji na M-2C| soucet 220 m/z a 222m/z (-2Cl).

Vyvinutda MS/MS metoda zaznamenava chromatogram pro mono az dekaCB,
nicméné pro rutinni analyzy pouzivame vyhodnocovaci metody, které pokryvaji pouze ty
kongenery, které jsou pfitomny na vyznamné koncentracni urovni v technickych smésich.
Z celkového poctu 209 kongeneru takto kvantifikujeme 94, z nichz nékteré integrujeme jako
sumu v chromatograficky neseparovanych picich. Pro ty izomery, které nejsou pfitomny
v kvantifikaénim standardu pouzivame RRF toho izomeru, ktery ma nejbliz8i retenc¢ni Cas
a nejpodobnéjsi MS/MS spektrum (proméreno na technickych smésich DELOR 103 az 106).
Na obrazku 46 jsou pak zobrazeny RRF pro vSechny izomery TetraCB, které rutinné

kvantifikujeme.
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obrazek 46 Relativni odezvové faktory pouZivané pro izomery TetraCB v metodé pro
rutinni stanoveni 94 kongener(i PCB. Tmavéjsi sloupce jsou RRF spocitané z kalibra¢niho
standardu, svétlejsi pak ty, které jsou pfifazené na zakladé podobnosti MS/MS spekter.
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To jak kongenery PCB vybrané v této metodé reprezentuji kontaminaci pochazejici

z technickych smési jsme ovérili analyzami standardnich roztokl téchto smési. Certifikovany
standard technickych smési DELOR 103, 104, 105, 106 a AROCLOR 1242 a 1260 jsme

analyzovali jako vzorek a vysledné koncentrace PCB jsme secetli

s certifikovanou koncentraci. Vysledky analyz jsou uvedeny v tabulce 22.

tabulka 22 Vysledky analyz sesti réiznych technickych smési.

standardu o koncentraci 1000 ng/ml.

a porovnali

Analyzovali jsme 0.1 mi

DELOR103 I DELOR104 | DELOR105 | DELOR106 | AROCLOR1242 | AROCLOR1260
ng/vzorek

TriCB

PCB19 0.85 0.38 <0.03 <0.03 0.87 <0.03
PCB18 8.10 4382 0.05 0.04 8.90 0.05
PCB17 3.60 1.79 <0.03 <0.03 3.20 0.03
PCB27+24 0.43 0.20 <0.03 <0.03 0.44 <0.03
PCB16+32 4.30 223 0.04 <0.03 4.00 <0.03
PCB26+25 1.40 0.87 <0.02 <0.03 2.00 <0.02
PCB28+31 221 10.8 0.33 0.10 13.8 0.06
PCB33 6.30 3.39 0.08 0.04 5.30 0.02
PCB22 3.28 1.81 0.05 <0.03 2.70 0.02
PCB37 3.40 1.82 0.04 0.03 2.10 <0.03
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DELOR103 DELOR104lDELOR105 DELOR106 | AROCLOR1242 | AROCLOR1260

ng/vzorek

TetraCB

PCB54 <0.03 <0.03 <0.04 <0.04 <0.04 <0.04
PCB53 0.53 0.61 0.05 <0.03 0.72 <0.03
PCB51 0.26 0.22 <0.03 <0.03 0.27 <0.03
PCB45 0.62 0.60 <0.03 <0.03 0.86 <0.03
PCB46 0.25 0.24 <0.03 <0.03 0.33 <0.03
PCB52 267 3.30 3.01 0.72 3.91 0.50
PCB49 2.56 2.54 0.63 0.04 2.86 0.04
PCB48+47 2.45 2.03 0.26 <0.03 2.41 <0.03
PCB44 2.88 3.1 1.04 <0.04 3.91 0.05
PCB42 1.14 1.21 0.07 <0.04 1.25 <0.04
PCB41+64+71+72 3.36 3.08 0.56 <0.03 3.50 0.03
PCB74 2.68 1.86 0.83 <0.03 2.01 <0.03
PCB70 3.50 3.43 2.59 0.11 3.98 0.06
PCB80+66 5.17 3.87 1.29 0.08 3.70 0.04
PCB60+56 3.79 3.37 0.51 <0.03 3.54 <0.03
PCB81 <0.03 <0.03 <0.03 <0.03 <0.03 <0.03
PCB77 0.45 0.45 0.05 <0.04 0.39 <0.04
PentaCB

PCB104 <0.03 <0.03 <0.03 <0.03 <0.04 <0.04
PCB95 0.30 2.00 4.20 3.80 0.79 3.40
PCB84+89+92 0.28 0.70 2.50 0.91 0.64 0.70
pcB101 0.35 230 6.70 5.40 0.81 3.90
PCB99+113 0.29 0.45 4.00 0.21 0.47 0.10
PCB119 <0.04 <0.04 0.12 <0.04 <0.05 <0.05
PCB97 0.17 0.36 1.70 0.38 0.43 0.16
PCB87 0.19 0.61 3.00 1.20 0.47 0.71
PCB110 0.42 1.50 8.20 3.50 1.00 1.90
PCB123 <0.05 <0.05 0.08 <0.05 <0.06 <0.06
PCB118 0.42 0.96 9.50 2.20 0.68 0.80
PCB114 <0.04 <0.05 0.13 <0.05 <0.05 <0.05
PCB105 0.18 0.62 3.80 0.23 0.56 0.10
PCB126 <0.06 0.08 <0.07 <0.07 <0.07 <0.07
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DELOR103 | DELOR104 | DELOR105 | DELOR106 | AROCLOR1242 | AROCLOR1260
ng/vzorek

HexaCB
PCB155 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05
PCB148 <0.05 0.83 0.74 1.88 <0.05 2.36
PCB151 0.03 1.08 0.60 2.08 <0.03 3.70
PCB135+144 <0.03 0.65 0.82 1.67 <0.03 222
PCB149 0.08 3.38 4.58 9.61 0.08 10.65
PCB153+168 0.11 3.35 8.30 13.14 0.06 9.44
PCB130 <0.03 0.76 1.1 2.62 <0.03 3.00
PCB163+164 <0.06 1.15 2.26 444 <0.07 3.78
PCB138 0.09 2.38 10.30 12.20 0.1 6.67
PCB158 <0.06 0.25 1.39 1.46 <0.07 1.04
PCB128 <0.03 0.28 2.36 1.84 0.04 0.77
PCB167 <0.08 0.12 0.55 0.52 <01 0.34
PCB156 <0.07 0.18 1.24 1.35 <0.08 0.73
PCB157 <0.06 <0.06 0.25 0.13 <0.07 <0.07
PCB169 <0.10 <0.10 <0.10 <0.11 <0.11 <0.11
HeptaCB
PCB188 <0.04 <0.04 <0.04 <0.04 <0.05 <0.04
PCB179 <0.02 0.33 0.09 0.37 <0.03 1.20
PCB176 <0.02 0.09 0.03 0.18 <0.03 0.40
PCB178 <0.02 0.13 0.04 0.28 <0.03 0.79
PCB187 0.02 1.00 0.39 1.80 <0.02 4.40
PCB183 0.02 0.59 0.43 1.60 <0.03 2.20
PCB174 <0.02 0.92 0.48 2.20 <0.03 4.20
PCB177 <0.02 0.47 0.30 1.50 <0.03 2.20
PCB171 <0.02 0.26 0.29 0.89 <0.03 1.00
PCB180 0.03 1.80 1.69 6.50 <0.03 8.00
PCB191 <0.05 <0.06 0.06 0.15 <0.06 0.15
PCB170 <0.02 0.71 1.07 3.80 <0.03 3.40
PCB189 <0.07 <0.08 <0.09 0.13 <0.09 0.16
OktaCB
PCB202 <0.03 0.05 <0.03 0.04 <0.03 0.27
PCB201 <0.03 0.07 <0.03 0.06 <0.04 0.28
PCB199 <0.02 0.23 0.07 0.38 <0.02 1.73
PCB203+196 <0.02 0.35 0.10 0.68 <0.02 2.24
PCB194 <0.02 0.18 0.07 0.69 0.02 1.69
PCB205 <0.03 0.03 <0.03 0.04 <0.04 0.12
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DELOR103 | DELOR104 | DELOR105 DELOR106J AROCLOR1242 | AROCLOR1260
ng/vzorek
Nona CB
PCB208 <0.03 <0.03 <0.03 <0.03 <0.03 0.08
PCB206 <0.01 0.05 0.02 0.05 <0.01 0.40
PCB207 <0.02 0.02 <0.02 <0.02 <0.02 0.04
DekaCB
PCB209 <0.02 <0.02 <0.02 <0.02 <0.02 0.02
DELOR103 | DELOR104 | DELOR105 | DELOR106 | AROCLOR1242 | AROCLOR1260
Suma TriCB 53.8 28.1 0.60 0.20 433 0.20
Suma TetraCB 323 299 10.9 1.0 336 0.70
Suma PentaCB 26 9.6 439 17.8 59 11.8
Suma HexaCB 0.30 14.4 345 52.9 0.30 447
Suma HeptaCB 0.10 6.3 49 19.4 PMS 281
Suma OktaCB PMS 0.91 0.24 1.9 0.02 6.3
Suma NonaCB PMS 0.07 0.02 0.05 PMS 0.52
DekaCB PMS PMS PMS PMS PMS 0.02
Suma PCB 89.1 89.3 951 93.2 83.1 924

Z tabulky je patmé, Ze soucet sum stanovenych kongenert PCB v Sesti riznych technickych smésich se
pohyboval od 83.1 do 95.1 ng/vzorek, coZ je 83.1 aZz 95.1 % z mnoZstvi technické smési, ktera byla brana do
analyzy.

Z vysledku téchto ovéfovacich experimentl je jasné, Zze zvoleny rozsah kongeneru
PCB dobre pokryva vétsinu PCB, které pochazeji z hlavniho zdroje PCB — technickych
smési. Vyvinuté metody byly dale validovany podle validaéniho protokolu laboratore.
Promérili jsme linearni rozsahy MS/MS detekce a také stanovili meze stanovitelnosti. Tyto
parametry GC/MS/MS metody pro stanoveni PCB jsou témér identické jako u PCDD/F. P¥i
pouziti metody pro stanoveni 94 kongeneru jsou meze stanovitelnosti ponékud horsi
v dusledku jiz zminovaného pouziti stejné kolizni energie, kterd pak neni pro nékteré
izomery optimalni.

Nicméné zasadnim faktorem, ktery ovliviiuje pouzitelnost MS/MS detekce v praxi je
selektivita metody. Ta jiz neni tak vysoka jako u PCDD/F, protoze dcefinné ionty PCB
vznikajici odstépenim jednoho nebo dvou atomd chléru mohou pochazet i zjinych
chlorovanych slouc¢enin napf. pesticidl, chlorovanych alifatickych uhlovodiku apod. Nicméné
je porad mnohem vétsi nez selektivita béznych detektoru pouzivanych pro stanoveni PCB.
V obrazku 47 jsou jako pfiklad uvedeny chromatogramy stejného vzorku (extrakt z kalu
z Cistirny odpadnich vod) pfi pouziti detektoru elektronového zachytu, MS detektoru v modu
SIM a MS/MS.
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obrazek 47 Chromatogramy extraktu vzorku kalu z Cistirny odpadnich vod - GC/ECD,
GC/MS-SIM a GC/MS/MS.
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V GC/ECD chromatogramu je pouze jeden velky Siroky pik, coZ je pik elementami siry, kterd vzniké
oxidaci organickych sulfidt pfi ¢isténi (s koncentrovanou kys. sirovou). Pfi pouziti MS v modu SIM je problém ten,
Ze polymery siry (cyklicka oktasira) ma stejny molekulovy pik jako TriCB, které eluuji ve stejném retenénim ¢ase
chemicky Sum je i na m/z 292 (TetraCB) tak vysoky, e znemozZriuje jejich identifikaci i kvantifikaci. Pouze pii
pouziti MS/MS jsou na chromatogramu patmé piky kongenert PCB. Masivni koeluce siry zpusobuje zménu

odezvy MS/MS, ta je vSak eliminovana aplikaci izotopicky znacenych vnitinich standardd.
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Nizsi selektivita stanoveni PCB nez PCDD/F v§ak neni u realnych vzorku pfili§ velkou
nevyhodou, protoze PCB se zivotnim prostfedi i organismech vyskytuji na koncentracni
hladiné o nékolik Ffadt vyssi nez pravé PCDD/F. Citlivost metody nam pak umoznuje
snizovat mnozstvi vzorku pro analyzu, coZ zjednodusuje a zrychluje Cistici proceduru, ktera
pro stanoveni indikatorovych kongeneru PCB pfedstavuje pouze kratkou kolonu pinénou
silikagelem deaktivovanym konc. kyselinou sirovou.

Nicméné pro stanoveni mono a nonorho PCB, které se nachazeji na koncentracni
urovni podobné PCDD/F je nutné pouzit celou Eistici proceduru. Pro ovéfeni spravnosti
stanoveni jsme pouzili stejné postupy jako pro PCDD/F. Nicméné vypovidaci schopnost
analyz takto pfipravenych vzorku je vzhledem velkému koncentraénimu rozpéti PCB a také
kK pfitomnosti interferujicich kongenert PCB vredlném vzorku omezena. Referenéni
materialy pro mono a nonortho PCB zacaly byt dostupné az v dobé, kdy jsme jiz museli tyto
analyzy z legislativnich duvodu presunout na HRMS. Nejschldnéjsi cestou pro ovéreni
spravnosti metody tak zUstaly mezinarodni porovnavaci zkousky. V tabulce 23 je jako
pfiklad uvedeno porovnani vysledkl stanoveni ,dioxin-like* PCB v hovézim mase, kterych
jsme dosahli v nasi laboratofi s medianem vysledkl 36 dalSich laboratofi — statistika a

hodnoty pfevzaty ze zpravy mezinarodnich porovnavacich zkousek v r. 2001 [80]

tabulka 23 Porovnani vysledku nasi laboratore s medianem konsensualnich vysledk
(povylouceni odiehlych vysledkii) dosazenym v MPZ Dioxin in Food v roce 2001

PCB | Nagvysledek | median konsens. vysledki | RSD konsens. vys. | RD naseho vysledku
. . pglgtuku .
77 39 i 30 92% 30% J
81 | <025 0.55 L 144% |
126 | 31 35  41% -11% ;
169 066 0.83 45% 20%
123 85 75 58% 13%
118 733 - 574 30% 28% |
M4 17 12 66% 42% )
105 115 b el 73% _39%
167 47 R 3% 54%  34%

156 89 | 65 - 36% 37%

157 A7 T 13 58% 31%
189 9 [ 60 | 59% 50%

Z vysledku je patmé, Ze rozptyl vysledk( je zavisly na koncentraéni hladiné PCB a také na GC separaci.
( PCB 114, 123 nejsou idealné odddély od interferujicich PCB). Relativni odchylka nasich vysledki od medianu je

vzdy men§i neZ deklarovana relativni smérodatna odchylka konsensuélnich vysledkd.

82



Pro ovéreni spravnosti metody pro stanoveni indikatorovych a ostatnich kongeneru

PCB jsme nepouzili uméle pfipravené vzorky, ale certifikované referenéni materialy. Pro

ovéreni spravnosti a pro kontrolu analyz PCB v biologickych materidlech pouzivame

certifikovany referenéni material NIST SRM 1588, coz je olej z tres€ich jater. Pro abiotické

matrice (pudy, sedimenty) pouzivame certifikovany referenéni material NIST SRM 1944, coz

je moisky sediment. Vysledky analyz téchto referenénich materiall jsou uvedeny v tabulkach

24 a 25.

tabulka 24 Vysledky stanoveni PCB v referen¢nim materialu SRM 1944

Certifikovana | Certifikovana Pramer RSD Rel. odchylka
koncentrace nejistota stanovenl od cert. konc.
ng/g ng/g ng/g

PCB28+31 159.5 43 173.5 7.3% 8.8%
PCB44 60.2 2.0 60.1 8.7% -0.2%
PCB49 53.0 1.7 55.0 4.4% 3.8%
PCB52 79.4 2.0 80.8 8.1% 1.7%
PCB66 71.9 43 62.8 10% -13%
PCB87 299 43 26.1 9.0% -13%
PCB95 65.0 8.9 457 9.2% -30%
PCB99 37.5 24 276 12% -26%
PCB101 73.4 2.5 66.7 8.3% -9.1%
PCB105 245 1.1 237 12% -3.3%
PCB110 63.5 47 67.6 8.2% 6.5%
PCB118 58.0 43 52.3 4.8% -9.8%
PCB128 8.47 0.28 10.1 13% 20%
PCB138+163+164 62.1 3.0 73.9 15% 19%
PCB149 497 1.2 62.4 6.2% 26%
PCB151 16.93 0.36 17.8 9.3% 51%
PCB153 74.0 29 59.3 24% -20%
PCB156 6.52 0.66 6.8 20% 3.6%
PCB170 226 1.4 17.0 1% -25%
PCB180 443 1.2 421 14% -5.0%
PCB183 12.19 0.57 11.2 12% -8.5%
PCB187+159+182 251 1.0 26.6 13% 6.0%
PCB194 11.2 1.4 11.6 24% 3.7%
PCB195 3.75 0.39 neanalyzovano

PCB206 9.21 0.51 8.1 16% -12%
PCB209 6.81 0.33 6.8 13% -0.6%

Z tabulky je patmé, Ze RSD stanoveni PCB kongenert v tomto CRM jsou maximailné 24%, coZ jen

potvrzuje dobrou opakovatelnost metody. Nejvét§i odchylka od certifikovanych hodnot pak byla nalezena pro

PCB 95 — a to 30%. Muazeme tedy konstatovat, Ze s deklarovanou nejistotou stanoveni 30% jsme metrologicky

navazani na tento certifikovany referenéni material pro v§echny certifikované parametry.
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tabulka 25 Vysledky stanoveni PCB v referen¢nim materialu SRM 1588

Certifikovana nejistota Primér RSD Odchylka od
koncentrace stanoveni cert. konc.
ng/g

PCB28+31 36.65 0.83 30.5 7.4% -20%
PCB44 35.1 14 315 13% -11%
PCB49 29.9 0.84 30.8 15% 2.8%
PCB52 83.3 2.3 76.4 8% -9.0%
PCB66 547 15 55.3 13% 1.0%
PCB87 56.3 1.1 572 9% 1.6%
PCB95 352 1.1 53.7 22% 34%
PCB101 126.5 4.3 149.5 12% 15%
PCB105 60.2 2.3 61.7 12% 2.4%
PCB110 76.0 2.0 736 13% -3.3%
PCB118 176.3 3.8 162.5 6% -8.5%
PCB128 47.0 24 36.1 12% -30%
PCB138+163+164 263.5 91 263.8 8% 0.1%
PCB149 105.7 3.6 86.0 11% -23%
PCB151 548 2.1 48.3 12% -13%
PCB153 273.8 7.7 279.7 4% 2%
PCB156 27.3 1.8 19.7 16% -38%
PCB170 46.5 1.1 36.0 17% -29%
PCB180 105.0 52 101.0 8% -4%
PCB183 31.21 0.62 26.6 11% -17%
PCB187+159+182 35.23 0.83 516 14% 32%
PCB194 15.37 0.61 11.2 7% -37%
PCB201 12.2 0.46 2.8 24% -343%

Referenéni nejistota Pramer RSD Odchylka od

koncentrace stanoveni ref. konc.
PCB16+32 26 0.8 29 14% 10%
PCB17 6.5 11 2.05 14% 217%
PCB18 8.1 22 6.2 13% -30%
PCB22 3.0 0.6 3.3 17% 9%
PCB33 3.3 14 2.1 15% -58%
PCB41+71+64 19.3 3.2 14.9 16% -29%
PCB42 14 3 9.2 16% -53%
PCB55+60 18 11 201 18% 11%
PCB70+76 27 4 22.8 9% -18%
PCB74 40 4.0 42 1 14% 5%
PCB158 21 2 18.9 22% -11%
PCB174 41 10 16.5 17% -148%
PCB177 49 0.8 45 17% -9%
PCB178+129 28 1 99 13% -184%
PCB189 2.9 0.6 2.2 64% -32%
PCB191 4.5 0.7 16 30% -190%
PCB196+203 24 3 15.7 12% -53%
PCB199 17 2 12.5 13% -36%
PCB206 34 16 35 7 1% 2.4%
PCB209 3.5 1.0 3.4 18% -4%

V tomto CRM jsou jednak kongenery s certifikovanou koncentraci a také dal$i jejichz koncentrace jsou
uvedeny pouze jako referenéni, protoZe pii certifikaci vykazovaly prili§ velky rozptyl vysledk( nebo neshodu mezi
dvéma metodami detekce (NIST pro PCB pouziva GC/ECD a GC/MS-SIM).
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Z tabulek vyplyva, Ze GC/MS/MS metoda stanoveni PCB poskytuje jak pro sediment
tak i pro biologicky material spravné vysledky , které nejsou odlehle od certifikovanych
koncentraci. Jedinou vyjimkou je kongener PCB201, kde jsou nase vysledky stabilné fadove
niz8i. Ponékud mensi shoda je patrna pro nékteré tzv. referenéni hodnoty PCB kongeneru
v materialu 1588, ale tyto hodnoty jsou jako referencni uvedeny pravé pro vétsi nejistotu
vysledku dosazenou pfi certifikaci tohoto CRMa mozné interference. V pfipadé nejvétsi
odchylky PCB 178+129 pak navic v nasi metodé stanovujeme pouze kongener PCB 179,
coz je pravdépodobnou pri¢inou této odchylky.

Dalsi referen¢ni materidly pouzivame také pro analyzy mono a nonortho PCB. Tyto
referenCni materidly zacaly byt komeréné dostupné az po roce 2002, kdy jsme ovSem tyto
analyzy (také jako PCDD/F) museli z legislativnich davodlu museli presmérovat na HRMS

detekci a tak neni duvod je analyzovat MS/MS.
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3.3.4 PBDE

Vyvoj, optimalizaci a validaci MS/MS metody pro stanoveni PBDE v biologickém
materialu jsme publikovali v Chemickych listech v roce 2002 [81]. Cely ¢lanek je pfilozen
v kapitole 4 publikacni vystupy.
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3.3.56 OCP

Organochlorové pesticidy jsou strukturné apiné odlisné od PCDD/F i PCB. To se
projevuje i na jejich hmotnostnich spektrech, kde ¢asto nejsou nejintenzivnéjsi molekulové
piky nybrz fragmenty. Pfi MS/MS experimentech dochazi nej¢astéji k odstépeni atomu chléru
nebo HCI. V tabulce 26 jsou uvedeny molekulovy pik, nejintenzivnéjsi pik (rodi¢ovsky iont)
a dcefinny ion (ionty).

tabulka 26 Tabulka molekulovych iontd a rodicovskych a dcefinnych iontli pro zakladni
ocCP

. molekulovy ion | nejintenzivnéjsiiont | dcefinny iont |
R _ | H I

v MS spektru | "
1

| " ) m/z
HCH | 288 | 181 151/152 |
HeB 282 284 249
bbb | a8 | 235 199/200
DDE 316 246 176
DDT Loss2

352

235 199/200

Jsou stejné rodi¢ovské i dcerinné ionty.

Princip optimalizace MS/MS experimentu byl stejny jako pro PCDD/F. V tabulce 27
jsou pak uvedeny optimalizované parametry MS/MS. Pro stanoveni OCP pouzivame dva
izotopicky znaéené standardy — '°Cs gamaHCH a '°C,, ppDDE. '°C,, ppDDT, ktery jsme také
chtéli pouzit jako vnitini standard byl po prvnich valida¢nich experimentech vylouéen pro
interference v MS detekci mezi nativnim ppDDT a jeho znacenym analogem.
tabulka 27 Tabulka optimalizovanych parametrii MS/MS experimentu pro OCP vcetné

izotopové znacenych vnitinich standard@ pro natok He do iontové pasti 1,05 ml/min. a
hodnotu q, 0.3.

izolaéni okno Kolizni energie Rodi¢ovsky iont | Analyticky scan
m/z v] nativni/izotopicky znaéeny [m/z]
HCH | 3 18 181/187 130-181/150-187
HCB 1| 25 284 210-250
DDD 1 2.4 235 160202 |
DDE | 1 | 26 246/258 170-180/185-195
ot | 1 ’ 24 235 160-202 |
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Vyvinutd MS/MS metoda byla validovana podle jiz vySe uvedeného postupu.
V pfipadé OCP musime konstatovat, ze MS/MS detekce OCP jiz neni linearni v tak Sirokém
rozmezi koncentraci jako pro PCDD/F, PBDE a PCB. Primérné odezvové faktory OCP pro
kalibraéni standardy, kde byla koncentrace vnitfnich standardd 100 ng/ml a koncentrace
nativnich OCP byla 5, 10, 25, 50, 100, 250 a 500 ng/ml jsou spole¢né s jejich rozptylem
uvedenym jako relativni smérodatna odchylka uvedeny v tabulce 28.

tabulka 28 Priimérné odezvové faktory OCP na vnitini standardy 3Cs gamaHCH a 3C,,
ppDDE (RRF ppDDT je pro ilustraci uveden i na **C,, ppDDT).

5 - 500 ng/ml 5 - 250 ng/mi

Pramer RRF RSD Primér RRF RSD
alfaHCH 0.9958 7.5% 0.9958 7.4%
betaHCH 0.8324 47% 0.8324 3.0%
gamaHCH 0.8962 4.8% 0.8962 3.3%
deltaHCH 0.7452 3.0% 0.7452 3.0%
HCB 25173 13% 2.56173 12%
ppDDE 0.9260 4.8% 0.9260 5.3%
opDDD 0.3482 12% 0.3482 1%
ppDDD 0.2050 8.6% 0.2050 7.6%
opDDT 0.2109 22% 0.2215 18%
ppDDT na 13C12 DDT 0.7108 19% 0.7395 17%
pp DDT na 13C12DDE 0.1252 14% 0.1204 1%

Z tabulky je patmé, Ze nejvétsi vanabilitu vykazuji RRF op a ppDDT. Vynechani nejvy$si koncentrace
pak vede ke snizeni vanability nikoliv vSak vyrazné. V pripadé opDDT Ize pri¢ist zvySeny rozptyl RRF nedokonalé
chromatografické separaci ppDDD a opDDT.

Nazornéj$i nez RSD odezvovych faktoru jejich vyneseni do grafu viéi koncentraci
nativnich slouéenin. V idealnim pfipadé by mély byt RRF statisticky rozdéleny okolo
prumérné hodnoty. Témérf idedlni prubéh zavislosti RRF na koncentraci maji napf. HCH -
viz. obrazek 48. Stejna zavislost RRF pro DDT je jiz vice odlisna od idealniho prubéhu.
V obrazku 49 jsou uvedeny stejné zavislosti pro DDT se dvéma odliSnymi vnitfni standardy.
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obrazek 48 Zavislost RRF delta HCH na koncentraci nativniho HCH. Cervena &ara je
grafické znazornéni priimérné hodnoty RRF.
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Z obrazku je patmé, ze RRF nejsou prili§ odlehlé od primémé hodnoty a zavislost na koncentraci

nativniho HCH se nelisi od idealniho pribéhu (primka paralelni s osou X).
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obrazek 49 Zavislost RRF ppDDT na koncentraci nativniho DDT. Cervené body jsou RRF
s vnitfnim standardem 3C,, ppDDT, modra pak s vnitinim standardem '3C,, ppDDE. Cary
jsou grafickym znazornénim priimérnych hodnot RRF.
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Z obrazku je patmé, Ze zatimco odezvovy faktor ppDDT vicéi znacenému ppDDT vykazuje trend jasné
odlisny od primky paralelni s osou x, odezvovy faktor ppDDT vicéi izotopicky znaéenému ppDDE ma prabéh

mnohem bliz§i idealnimu prabéhu. Ponékud odlehly je pouze nejvy$si bod kalibrace.

Z validace linearniho rozsahu stanoveni OCP je patrné, Zze zvlasté pro op a ppDDT
je linearni odezva omezena smérem k vy$sim koncentracim. Maximalni pfipustny pomér
nativni DDT/vnitini standard jsme stanovili na 3-4/1. Pokud je ve vzorku vice nativnich
izomerl DDT nez je tento pomér, je nutné postup opakovat s mensim mnozstvim vzorku.

Toto omezeni neni pfili§ problematické ve vzorcich napf. krve nebo materského
mléka, kde se hladiny DDT pohybuji v rozmezi maximalné jednoho fadu. Mnohem obtizné;jsi
je zvoleni optimalniho postupu pfi analyze napf. pid z arealu SPOLANY Neratovice, kde
koncentrace kolisaji od jednotek ng/g az po jednotky procent. Vzhledem k tomu, ze navazku
vzorku pro analyzu nelze snizovat pod 0.2 — 0.5 g (vzorek jiz neni reprezentativni), je nutné
extrahovat napf. 2g vzorku, extrakt zahustit na definovany objem a k analyze odmérovat
alikvoty jiz homogenniho a reprezentativniho extraktu.

Selektivita MS/MS stanoveni OCP je stejné jako v pfipadé PCB niz8i nez PCDD/F
a PBDE, protoze odstépeni Cl eventuelné HCI je viastni témér vdem chlorovanym latkam.
Nicméné plati to samé jako pro PCB — OCP jsou stale jednémi z nejvice koncentraéné
zastoupenych POP ve sloZzkach Zivotniho prostiedi a tak niz8i selektivita neni nijak
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omezujici. V porovnani s obvyklymi detektory pouzivanymi pro OCP jako jsou detektor
elektronového zachytu nebo MS v modu SIM, je MS/MS samoziejmé selektivnéjsi. Pri
pouziti ECD interferuji PCB, které se ve vétSiné vzork( vyskytuji na podobnych
koncentraénich hladinach jako OCP. Pouziti MS/MS detekce tyto interference eliminuje.
Nejvétsim problém pfi stanoveni OCP pak zUstava sorpce v kontaminovaném GC injektoru,
jak jsem jiz zminil v kapitole 4.2.4. Tomuto jevu se da uspésné Celit preventivnimi vyménami
lineru v GC injektoru po 40 — 50 nastficich vzorku.

DalSim krokem validace bylo ovéfeni uc€innosti metody na umeéle pfipravenych
vzorcich. Vysledky vytéZnosti OCP zvody jsou uvedeny v kapitole 4.1.1.1. Stejné
experimenty jsme provedli i pro simulované vzorky tuku. Vzhledem k tomu, Ze navazky tuku
pro stanoveni OCP jsou maximalné 0.2 g a Cisténi provadime pouze na sloupci silikagelu
deaktivovaného kys. sirovou, jsou vysledky nerealné dobré. Nicméné pro OCP existuji pro
komplexni matrice jako je tuk ¢i puda dostupné referencni materidly jako jsou jiz v kapitole
PCB zmifiované NIST 1944 a 1588 a také BCR 430. Vysledky analyz téchto certifikovanych

referenénich materialt jsou uvedeny v tabulkach 29 —-31.

tabulka 29 Vysledky analyz OCP v CRM NIST 1944

Certifikovana koncentrace nejistota pramér RSD Odchylka od
stanoveni cert. konc.
ng/g
HCB 6.03 0.35 5.6 12% -7.3%
ppDDT 119 11.0 116 31% -2.8%
Referenéni koncentrace nejistota pramer RSD Odchylka od
stanoveni ref. konc.
opDDE 19 3.0 20.9 14% 9.1%
opDDD 38.0 8.0 54.5 19% 30%
ppDDE 86 12.0 53.8 48% -60%
ppDDD 108.0 16 937 40% -15%

V tomto CRM jsou certifikované pouze dva OCP, zbyvajici izomery maji pouze orientaéni hodnotu. Pro
ochylka ppDDT od certifikované koncentrace neni velka, nejistota téchto stanoveni zdaleka nedosahu PCB na
této koncentracni hladiné. Také u ppDDE a ppDDD je rozptyl hodnot kolem praméru dosti znaény. Mnohem
vaznéjsi je ovsem rozdil mezi pramérem nasich stanoveni a referencni hodnotou. Vzhledem k tomu, Ze na$
vysledek je niz§i a navic v pripadé ppDDE jde o metodu izotopového redéni, je mozZné Ze selektivnéjsi metoda
MS/MS dava nizsi vysledky ne? GC/ECD a GC/MS-SIM pouzité NIST pro certifikaci tohoto referencniho

materialu.
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tabulka 30 Vysledky analyz OCP v CRM NIST 1588

Certifikovana nejistota Pramér RSD Odchylka od
koncentrace nasich stanoveni cert. konc.
ng/g ng/g ng/g

alfaHCH 85.3 3.4 87.3 10% 2.3%
gamaHCH 249 1.7 31.3 20% 20%
HCB 157.8 50 148 20% 6.7%
opDDE 22 1.0 8.6 8.2% -155%
ppDDE 651 11 584 11% -11%
opDDD 36.3 1.4 30.4 16% -19%
ppDDD 254 11 206 29% -23%
opDDT 156.0 4.4 143 33% -8.9%
ppDDT 524 12 528 32% 0.7%

Z tabulky je patmé, Ze op DDE stanovujeme systematicky odlehle od certifikované koncentrace.
Vzhledem k tomu, Ze v jinych referenénich materidlech je tento izomer stanoven dobre je mozné, ze GC/MS/MS
je selektivnéjsi nez metody pouZité pri certifikaci tohoto CRM — proto je nami nachazena koncentrace opDDE
mnohem nizsi. V ostatnich pripadech je dobra shoda naSich vysledku s certifikovanymi koncentraci, ikdyz
specialné op a pp DDT nemaji zrovna excelentni opakovatelnost. Tato skutecnost je nicméné disledkem jiz vyse

zminiovanych viastnosti DDT (sorpce a degradace v nastfiku apod.).

tabulka 31 Vysledky analyz OCP v CRM BCR 430

Certifikovana nejistota Pramér RSD Odchylka od
koncentrace nasich stanoveni cert. konc.
ng/g ng/g ng/g

alfaHCH 140 12 130 1% -8.1%
betaHCH 259 21 253 11% -2.2%
gamaHCH 500 30.0 484 7.0% -3.3%
HCB 392 26 338 7% -16%
ppDDE 820 60 769 10% -6.6%
ppDDT 3400 180 2777 28% -22%

Vysledky OCP v BCR 430 se ze vSech pouZivanych RM shoduji nejlépe s certifikovanymi hodnotymi,
cozZ je vSak také dusledkem relativné vysoké hladiny OCP v tomto materialu a také tim, Ze to neni tak komplexni

matrice jako je sediment nebo rybi tuk. PpDDT opét vykazuje nejvétsi relativni smérodatnou odchylku.

| kdyz je analyzy OCP v porovnani s PCB nebo PCDD/F mnohem jednoduss$i a
koncentracni hladiny téchto latek jsou v analyzovanych matricich mnohem vy$si, tak je
mozné na zakladé téchto vysledkl konstatovat, ze stanoveni OCP rozhodné neni zadnou
trivialni zalezitosti. Dokonalé precisténi vzorku a duraz na udrzeni Eistoty GC injektoru jsou
zasadnimi predpoklady pro udrzeni vysoké kvality téchto analyz, zvlasté u velkych sérii

vzorkU.
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