UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
PRIRODOVEDECKA FAKULTA
KATEDRA ANALYTICKE CHEMIE

ANALYZA VYBRANYCH BROMOVANYCH FENOLU POMOCI
ON-LINE SPOJENI KAPILARNI IZOTACHOFOREZY
S KAPILARNI ZONOVOU ELEKTROFOREZOU

RIGOROZNI PRACE
Autor: Mgr. Radim Knob
Obor: Analyticka chemie

Konzultant: doc. Vitézslav Maier, Ph.D.

Olomouc 2012



UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
PRIRODOVEDECKA FAKULTA
KATEDRA ANALYTICKE CHEMIE

ANALYZA VYBRANYCH BROMOVANYCH FENOLU POMOCI
ON-LINE SPOJENI KAPILARNI IZOTACHOFOREZY
S KAPILARNI ZONOVOU ELEKTROFOREZOU

RIGOROZNI PRACE
Autor: Mgr. Radim Knob
Obor: Analyticka chemie

Konzultant: doc. Vitézslav Maier, Ph.D.

Olomouc 2012



ProhlaSuji, Ze jsem tuto praci vypracoval samostatné. VeSkeré literarni prameny
a informace, které jsem v praci vyuZil, jsou v seznamu pouzité literatury.

Souhlasim s tim, Ze prace je prezen¢né zptistupnéna v knihovné Katedry analytické
chemie, Piirodovédecké Fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.

V OlOMOUCT ANE coovvvvveeeeeeeeeeee



SHRNUTI

Rigorézni prace se zabyva analyzou vybranych bromovanych fenolii ve vzorcich
ficnich vod pomoci on-line spojeni kapildrni izotachoforézy a kapilarni elektroforézy.

V teoretické ¢asti je podan prehled vyznamu a vlastnosti bromovanych fenolti jako
zpomalovacu hoteni spolu s postupy pro upravu vzorku a technikami pouzivanymi pro
jejich stanoveni v riiznych materidlech, slozkach Zivotniho prostiedi, télnich tekutinach ¢i
tkanich. DAIS{ ¢4ast je vénovdana spojeni kapilarni izotachoforézy a kapilarni elektroforézy,
je popsén jejich separacni princip a aspekty on-line spojeni.

Praktickd cast se vénuje popisu vyvinuté metody pro analyzu vybranych
bromovanych fenoli (3,3’,5,5 -tetrabromobisfenol A, 2-bromfenol, 3-bromfenol,
4-bromfenol, 2,4-dibromfenol, 2,6-dibromfenol, 2,4,6-tribromfenol, pentabromfenol,
4-brom-3-methylfenol) pomoci spojeni kapildrni izotachoforézy ve spojeni s kapildrni
elektroforézou se spektrofotometrickou detekci. Duraz byl kladen na nalezeni vhodného
elektrolytového systému umoZnujici on-line prekoncentraci kapilarni elektroforézou a
nésledné separaci analytl pomoci kapildrni elektroforézy. Pro zabranéni adsorpce analyti
na povrch separacnich kapilar a zlepSeni ndvratnosti byl studovan pifidavek kyseliny
naftalen-1,3,6-trisulfonové. Vyvinutd metoda byla pouzita pro analyzu vybranych

bromovanych fenoll ve vzorcich fi¢nich vod.



ABSTRACT

The rigorous thesis deals with an analysis of selected brominated phenols in river
water samples by on-line coupled capillary isotachophoresis and capillary electrophoresis.

In the theoretical part, the survey on importance and properties of the brominated
phenols used as flame retardants is given together with sample preparation processes and
analytical techniques used for their determination in materials, environmental samples, or
body fluids and tissues. The next part deals with the coupling of -capillary
isotachophoresis and capillary electrophoresis, the separation mechanism and aspects of
the hyphenation is described.

In the experimental part describes the development of the method for analysis of
the selected brominated phenols (3,3°,5,5 -tetrabromobisphenol A, 2-bromophenol,
3-bromophenol, 4-bromophenol, 2,4-dibromophenol, 2,6-dibromophenol,
2,4,6-tribromophenol, pentabromophenol, 4-bromo-3-methylphenol) utilizing the on-line
coupled capillary isotachophoresis and capillary electrophoresis with spectrophotometric
detection. A major effort was put into finding a suitable background electrolyte system to
allow on-line preconcentration by capillary isotachophoresis followed by separation by
capillary electrophoresis. An addition of naphthalene-1,3,6- trisulfonic acid was studied in
order to prevent of analyte adsorption on the capillary surface and to improve recoveries.
The developed method was applied on the analysis of the selected brominated phenols in

river water samples.
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1. Uvod

Bromované fenoly jsou Siroce pouzivanou skupinou latek vyuzivanych jako
zpomalovace hoteni. Diky velké vyrobé a pouZiti v nejraznéjsich produktech v poslednich
desetiletich byly celosvétové rozSifeny a predstavuji liatky nebezpecné pro Zivotni
prostiedi pro svou toxicitu a vysokou schopnost bioakumulace.

Pro monitoring jejich pfitomnosti v riznorodych slozkach Zivotniho prostfedi bylo
vyvinuto mnozstvi metod. Kapalinova a plynové chromatografie jsou nejcastéji vyuzivané
techniky pro analyzu téchto litek. Pfed samotnou analyzou vSak byvd nutnd dprava
vzroku, coZ prodluzuje dobu analyzy a také zvysuje jeji naklady.

Tato prace se zabyva analyzou vybranych bromovanych fenolt (3,3°,5,5’-
tetrabromobisfenol A, 2-bromfenol, 3-bromfenol, 4-bromfenol, 2,4-dibromfenol,
2,6-dibromfenol, 2,4,6-tribromfenol, pentabromfenol, 4-brom-3-methylfenol) ve vzorcich
vod pomoci on-line spojeni izotachoforézy a kapilarni zénové elektroforézy (ITP-CZE).
Tato technika se vyznacCuje moZnosti on-line prekoncentrace analytli z vétSiho objemu
vzorku pomoci izotachoforézy a nasledn¢ vybrané slozky vzorku separovat pomoci
odlisného mechanismu zénové elektroforézy. Toto spojeni miiZze vyrazné zjednodusit
nutnost Upravy vzorku a zdroven dovoluje stanoveni i stopovych mnoZstvi latek, coz byva

IV W

obtizn¢ dosazitelné pomoci samotné kapilarni zénové elektroforézy.



2. Teoreticka cast

2.1 Bromované zpomalovace horeni

Bromované zpomalovace hofeni (BZH) jsou strukturné rozmanitou skupinou latek
pouzivanych v komercnich vyrobcich pro snizeni hotlavosti syntetickych polymert. Mezi
nejcastéji pouzivané BZH patii tetrabrombisfenol A (TBBPA), polybromované
difenylethery, polybromované bifenyly, bromované fenoly a hexabromcyklododekan'?.
Jejich struktury jsou zndzornény na Obr. 1. Tyto latky se pouZivaji bud’ jako aditiva do
téchto materidléi (napf. do polystyrenu'), nebo mohou byt kovalentn& vdzdny p¥imo
v polymerni matrici (napf. epoxy, polykarbonatové a fenolické pryskyfice®). Vyznacujf se
tepelnou stabilitou obdobnou vlastnostem polymerni matrice, pii zahtati se rozkladaji na

produkty zpomalujici &i inhibujici proces hofeni”.
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Obr. 1. Struktury nejcastéji pouzivanych bromovanych zpomalovact hoteni.



Takto modifikované materidly nachédzeji Siroké uplatnéni zejména v obalech
elektrotechniky (televize, monitory, telefony apod.), v ploSnych spojich, nabytku,
textiliich, potrubi & konstrukénich materidlech'”. TBBPA je v dnesni dob& nejvice
nasazovanym BZP, pokryvé piiblizn& 60% aplikaci BZH®. V roce 2004 bylo celosvétove
vyrobené mnozstvi odhadovdno na cca 170 000 tun (cits), TBBPA v produktech se
obvykle nachazi v koncentracich 10-20% (cit’) a postupné nahrazuje jiné BZP jako
hexabromocyklododekan a polybromované difenylethery, které se snadnéji uvoliuji
z polymernich matric a jejich? pouZivani je proto zakazovano’®. 2,4,6-tribromfenol se
také vyuziva jako pesticid nahrazujici 2,4,6-trichlorfenol uzivany pro ochranu dieva’.

Z toxikologickych studiii TBPPA'"!" vyplyv4, Ze jeho akutni toxicita neni vysoka,
ale akumuluje se v potravinovém fetézci, zejména ve vodnich organismech, a muze
negativné ovlivitovat endokrinni systém diky strukturni podobnosti k hormonu tyroxinu.
Ogunbayo12 studoval piisobeni TBBPA na fosfolipidovou dvojvrstvu a zjistil, Ze se vaze
na membranu a ovliviuje jeji vlastnosti, napiiklad Ze zvySeni viskozity membrany ma za
ndsledek zpomaleni biologickych procest.

TBBPA muiZe byt uvoliiovan do Zivotniho prostfedi jednak tepeln&'® nebo pomoci
UV  zifeni degradovdn na niZ§i bromované fenoly jako pentabromofenol,
2,4,6-tribromfenol, 2,4-dibromfenol, 2,6-dibromfenol a 2-bromfenol'*. Tyto BZH jsou
pfedevSim vyrabény pramyslové, ale nékteré derivaty jsou také v nizkych koncentracich
tvofeny nékterymi mo¥skymi organismy a Fasami'". Jejich p¥itomnost i ve velmi malé
koncentraci ma vliv na charakteristickou vini a chut’ jidel z motské fauny a flory, napf.
u 2,6-dibromfenolu je tento chutovy prdh 0,5 ng.L'1 (cit'®). Mohou také slouZit jako
ochrana proti predétorﬁm”.

Pro rizika je Zddouci monitorovat hladiny BZH ve sloZkach Zivotniho prostfedi, a

piipadné tak zabranit vyuZzivani kontaminovanych vodnich zdrojt, pidy a potravin.



2.2 Analyza bromovanych zpomalovacu horeni

2.2.1 Uprava vzorki

Uprava vzorkil obsahujici BZH a pouZitd analytickd technika zdvisi na sloZitosti
dané matrice a na mnozstv{ stanovanych latek.

Pro stanoveni BZH vovzdusi jsou vyuZivina skelnd vldkna vystavend
sledovanému prostfedi, ndslednd jsou extrahovdna methanolem'®. Na vzorky vod je
nejcastéji vyuzivdna extrakce tuhou fazi (solid phase extraction, SPE) se stacionarni fazi
na béazi kopolymeru methakryldtu a divinylbenzenu19 nebo silikagelu modifikovaném
oktadecylem?, ptipadné mikroextrakce tuhou fdzi (solid phase microextraction, SPME)
na vlakn& pokrytém polydimethylsiloxanem®'. Pro analyzu TBBPA v ¥i¢ni vodé byla také
vyuZita selektivni extrakce polymerem s molekularnim otiskem™.

Vzorky pid a sedimentd jsou extrahovdny Soxhletovou extrakei smési
aceton-hexan®. Superkritickd fluidni extrakce CO, s toluenem** a  sonifikace
v isopropanolu® jsou pouZivany pro analyzu polymernich produkti.

Uprava vzorkil t&lnich tekutin neastdji vyuZivd SPE®®, piipadné extrakce
kapalina-kapalina do ethylacetétu27 nebo acetonitrilu®®. Soxhletova extrakce je vyuzivana
pro extrakef tkdni®. MiiZe byt také vyuZita destilace s vodni parou®.

Lopéz30 porovnal vice extrakénich technik: SPE, SPME, extrakci
kapalina-kapalina a headspace extrakce pro analyzu bromovanych fenoll a zjistil, Ze SPE
vyuzivajici reverzni fidzi na bédzi kopolymeru polystyrenu-divinylbenzenu podavala
nejlepsi vysledky pro ndslednou analyzu pomoci plynové chromatografie ve spojeni

s hmotnostni spektrometrii (GC-MS).

2.2.2 Analytické techniky stanoveni BZH

Pro stanoveni BZH je nejCastéji vyuzivano separacnich technik, byla ovSem také
vyvinuta metoda vyuzivajici radiofrekvencniho doutnavého vyboje ve spojeni s optickou
emisni spektrometrii (rf-GD-OES)’' pro rychlé stanoveni obsahu bromu v polymernich
matricich s limitem detekce 0,044 % bromu.

Plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) je

nejast&ji vyuZivana pro analyzu BZH ve vzorcich Zivotniho prostiedi’’>?. Poldrni a méné
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t€kavé analyty je nutné pred analyzou derivatizovat”. BZH je mozné také detektovat
pomoci detektoru elektronového zichytu (ECD)*. P¥ spojeni s vhodnou extrak&ni
technikou lze dosahnout detekénich limitd v fadu desetin ng.L'1 (cit31).

Vysokoucinnd kapalinova chromatografie (HPLC) byla vyuzita pro analyzu BZH
jak s UV detekci™" s detek&nimi limity v adu desitek pg.L”, tak ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii'******7 Tyto metody vykazuji detekéni limity BZH v fadu ng.L™' podle
nasazeného hmotnostniho analyztoru, piipadné extrakéni techniky. Tollbick™ porovnal
detek¢ni limity dosazené ionizaci elektrosprejem a chemickou ionizaci za atmosférického
tlaku a zjistil, Ze pomoci elektrospreje 1ze dosdhnout 30 — 40x nizsi detekéni limity. Pro
ionizaci téchto latek lze vyuZzit 1 fotoionizaci za atmosférického tlaku®. Frederiksen®
porovnal metody stanoveni TBBPA pomoci GC-MS a LC-MS/MS ve vzorcich tkani,
lepsSich vysledkt dosdhl pomoci LC-MS/MS, jelikoz nebylo nutné TBBPA derivazitovat.

Blanco vyuzil kapildrni zénovou elektroforézu s UV detekci jak ve vodnych, tak
nevodnych elektrolytech pro analyzu vybranych bromovanych fenoli a TBBPA*'"™*.
S vyuZzitim on-line zakoncentrovani ve vodném prostfedi bylo dosazeno detek¢nich limiti
v fadu desitek pg. L. Pokud byl pouzit methanol jako rozpoustédlo elektrolytu a vzork,
detek¢ni limity byly desetkrat niz§i. Pro analyzu redlnych vzorkl vSak bylo nutné sniZit
davkovany objem vzorku. Pro separaci BZH byla také vyuZita miceldrni elektrokineticka
chromatografie®’, zdrovei byla studovdna moZnost on-line prekoncentrace pomoci

pirechodného pH rozhrani, sweepingu a prekoncentrace pomoci zmény polarity napéeti

béhem analyzy.

2.2.3 Vyskyt bromovanych zpomalovact horeni

Diky velké produkci béhem poslednich desetileti se BZH dnes nachazeji v mnoha
sloZkach zivotniho prostredi.

Tékavé BZH se mohou Sifit pomoci atmosféry, napt. v severnim Némecku byla
zjiSténa piitomnost TBBPA v ovzdusi v rozmezi od 0,04 do 0,85 pg.m'3 (cit™h). vV piipadé
uzavienych prostor, napiiklad v kancelafich, domacnostech a provozech pro recyklaci
elektrospotiebi¢t byly nalezené koncentrace mnohem v&tsi, fadové v desitkdch pg.m™ aZ

45

jednotkdch ng.m™ (cit Studiemi zabyvajici se mnoZstvim BZH v prachu
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v domécnostech bylo zjiSténo, Ze obsahuje pfedevSim polybromované difenylethery
a hexabromcyklododekan, zatimco TBBPA je zastoupen v mnohem mensi mite**?,

Lopéz™ sledoval koncentrace dibromovanych fenolti v iéni vods v Nizozemi
analezl 24-dibromfenol o koncentraci 10 ng.L”'. MnoZstvi TBBPA bylo sledovéno
v odpadni vodé¢ pred a za Cistirnou odpadnich vod v Japonsku, byly nalezeny koncentrace
130 ng.L", respektive 7 ng.L™" (cit'). V odpadnich kalech se nachdzi v mnozstvi fadove
jednotek aZ stovek ng.g” celosvétove’. Pfitomnost BZH byla zjiiténa také v pidé
nedaleko tovéren produkujicich tyto latky*® nebo u sklddek odpadii®.

Kontaminace povrchovych vod a mofi v primyslovych oblastech mé za nésledek
akumulaci BZH ve vodnich organismech a rostlindch. TBBPA byl nalezen v mnoZstvi
1 a7 100 ng.g” ve vzorcich bezobratlych Zivogichii odebranych v tsti némeckych fek a
Severniho mote’. Radové jednotky ng.g”' byly nalezeny vrybach jak Evropg, tak
v USA™. BZH byly nalezeny jak ve fauné, tak flote Arktidy50 v rozmezi jednotek az
stovek ng.g’ podle druhu zkoumané tkdnd a oblasti. Na zdkladd téchto udaji se
predpoklada, Ze vétSina BZH mulZe byt transportovdna i na velmi velké vzdalenosti
atmosférou.

2,4,6-tribromfenol byl nalezen v lidské krvi’! a mateiském mléce>>. Koncentrace
TTBPA v séru populace se muze velmi liSit podle lokality. Zatimco v Norsku byla
nalezend koncentrace od 0,34 do 0,71 ng.g'1 (cit™), vJ aponsku bylo nalezeno 1,35 ng.g”’
(cit™®). U populace vice vystavené materidlim s obsahem TBBPA, napf. u poéitatovych

techniki & pracovniki t¥idicich elektrotechnicky odpad, bylo nalezeno a7 4 ng.g™' (cit™).
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2.3 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza (capillary electrophoresis, CE) piedstavuje analytickou
separacni techniku vyuZivanou pro separaci pfedev$im ionogennich, ale také neutrdlnich
latek na zédklad€ rozdilné migrace ve stejnosmérném elektrickém poli. Separace probiha
v kapiléfe o vnitinim praméru nejcasteji od 25 do 75 um a je vyplnéna elektrolytem.

Kapilarni elektroforéza zahrnuje skupinu technik liSici se uspotfdddanim
a vlastnostmi elektrolytového separac¢niho systému: kapilarni zénové elektroforéza (CZE),
izotachoforéza (ITP), miceldrni elektrokinetickd chromatografie (MEKC) a isoelektricka

fokusace (IEF). Tato préace se tyka spojeni CZE-ITP, které bude dale popséano.

2.3.1 Kapilarni zénova elektroforéza

V CZE je cely objem kapilary a elektrolytovych nddobek vyplnén elektrolytem,
jehoZ sloZeni a vlastnosti jsou v celém systému stejné. Po naddvkovéni vzorku a vloZeni
elektrického pole se slozky vzorku pohybuji rychlosti danou elektroforetickou mobilitou

latky a intenzitou vloZeného elektrického pole podle rovnice 1:

v=uUE (1)

kde u ptedstavuje elektroforetickou mobilitu a E intenzitu elektrického pole vloZenou na

kapildru. Separace je dosazeno pomoci odlisné efektivni mobility ionti.

2.3.2 Izotachoforéza

ITP vyuziva diskontinudlniho elektrolytového systému, kdy je vzorek davkovan
mezi vodici elektrolyt (leading electrolyte, LE) a koncovy elektrolyt (terminating

electrolyte, TE) podle obrazku 2:

13



TE A+B LE

TE |B|A+BJA LE
(B)
b
TE B|A LE

Obr. 2. Schéma separacniho uspotradani ITP v raznych krocich separace spolu se
znazornénim intenzity elektrického pole v jednotlivych zoénéch.
(A) Pocatecni stav po nadavkovani.
(B) Prechodny stav po vlozeni elektrického pole.
(C) Izotachoforeticky ustileny stav.

LE je tvofen vodicim iontem stejného znaménka naboje jako separované ionty,
jehoz efektivni mobilita by méla byt vyssi nez efektivni mobilita vSech separovanych
sloZzek, zatimco mobilita koncového iontu by méla byt mensi nez efektivni mobilita
separovanych sloZek. Po vloZeni elektrického napéti (Casto v reZimu konstantniho proudu)
a ustaveni izotachoforeticky ustdleného stavu’® kazda slozka vytvoii vlastni zénu v pofadi
zavislém na jejich efektivnich mobilitich a vSechny slozky migruji stejnou rychlosti

danou migracni rychlosti vodici iontu podle rovnice 2:

V=B @)

kde u g ptedstavuje elektroforetickou mobilitu vodiciho iontu a E; g intenzitu elektrického

pole v Casti separacni kapilary vyplnéné LE.
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Vybérem vodiciho a koncového iontu je urCena selektivita separace pomoci ITP.
Slozky vzorku, jejichZ efektivni mobilita je vétsi neZ mobilita vodiciho iontu nebo niZsi
neZ mobilita koncového iontu, migruji podle separacniho mechanismu CZE.

JedineCnym rysem ITP je schopnost zakoncentrovani sloZek vzorku z vétSiho
davkovaného objemu do uzkych zén podle zjednoduSené Kohlraushovy regulacni

funkce® :

Mg (/‘A +IUQ)

C, ZCLET) 3)
Mg \Mopg +ﬂQ

kde ¢4 odpovidad koncentraci iontd analytu, u, efektivni mobilit¢ analytu, ¢,z pfedstavuje
koncentraci vodiciho iontu, u; g efektivni mobilitu vodiciho iontu, uzrg efektivni mobilitu
koncového iontu a up efektivni mobilitu protiontu. Tato rovnice plati pouze pro silné
elektrolyty nesouci jednotkovy naboj.

Ptizplisobeni koncentraci slozek v systému vici vedoucimu elektrolytu plati pro
vSechny nabité latky, jejichZ efektivni mobilita se nachdzi mezi efektivnimi mobilitami
vodiciho a zakoncujiciho iontu. Samozaosttujici efekt se uplatiiuje béhem celé doby, kdy
je vlozeno elektrické napéti. V piipad¢€, kdy iont opusti svou zénu a dostane se do zény
s jinou vodivosti, zméni se jeho migra¢ni rychlost podle intenzity elektrického pole dané
z6ny podle rovnice 1, a iont se tak vrati do své plivodni z6ény. Proto je béhem analyzy
potlacen vliv difuze vedouci k rozmyvani rozhrani zoén latek™ na rozdil od jinych

separacnich technik.

2.3.4 Hydrodynamicky uzavieny systém

ITP je nejCastéji realizovdna v hydrodynamicky uzavieném systému, kdy je
brdanéno hydrodynamickému toku elektrolytu mimo systém pomoci semipermeabilnich
membran, nejlast&ji z celulézy’®. Je vhodné minimalizovat vznik elektroosmotického
toku (electroosmotic flow, EOF)’’, ktery by zptsoboval proudéni elektrolytu uvnitf
kapildry, asnizoval by tak opakovatelnost migracnich c¢asii a ucinnost separace
rozmyvénim rozhrani zén jednotlivych slozek™. EOF byvd &asto potlatovan jednak

pouzitim vhodného materidlu separacni kapildry, napt. z polytetrafluoroethylenu (PTFE,
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Teflon®), ktery neobsahuje Zadné ionogennni funkcni skupiny a zaroven je transparentni v
oblasti UV zdfeni”’. Aviak diky hydrofobnim vlastnostem dochdzi k adsorpci slozek
elektrolytii a vzorku, které mohou modifikovat povrch svymi funkénimi skupinami a
znehodnotit separaci. Proto se casto do pouzitych elektrolytii pifidavaji neutrdlni
polymerni aditiva o koncentracich vfadu jednotek % (m/v) a nizSich, napf.

hydroxyethylcelul6za (HEC)**®, hydroxypropylmethylceluléza60, polyvinylallkohol61

aj.,
které zvySuji viskozitu elektrolytu a pfednostné pokryji vnitini povrch kapilary a mohou
branit sorpci ostatnim slozkdam. Na rozdil od kapilarni zénové elektroforézy casto
provdadéné v hydrodynamicky otevieném systému Ize bcéhem jedné analyzy

v hydrodynamicky uzavieném systému separovat pouze kationty, nebo anionty®.

2.3.5 Detektory pro izotachoforézu

Vysledny zdznam separace (izotachoferogram) se vzhledové odliSuje od zdznamt
jinych separacnich technik absenci pikd, jelikoZ sloZky vzorku neprochdzeji detektorem
oddélené nosnou fazi, ale jsou sefazeny za sebou podle klesajici efektivni mobility.
Vodivostni detektor, ktery je nejCastéji pouzivan jako univerzdlni detektor pro
izotachoforézu, poskytuje skokovy zdznam zacinajici hodnotou vodivosti zény LE,
nasleduji zoény slozek vzorku a je zakoncen hodnotou vodivosti zény TE (viz prib¢h
intenzity elektrického pole na obrazku 2).

Dalsi moznosti je vyuziti spektrofotometrického UV-Vis detektoru. Zaznam
tohoto detektoru odrazi specifickou schopnost slozek absorbovat zafeni pfi sledované
vlnové délce, proto zdznam vétSinou nemusi vykazovat rostouci hodnotu signélu
jednotlivych zén jako v ptipadé vodivostniho detektoru. UV-Vis detektor mlize byt vyuZit
pro detekci stopovych latek, jejichz mnoZstvi nestaci na vytvofeni zony dostatecné
dlouhé, aby ji bylo moZzné detekovat pomoci vodivostniho detektoru. I velmi kratkd zéna
latky absorbujici v UV-Vis oblasti se projevi ostrym nértistem absorbance, vyska tohoto
piku vyska miiZe byt vyuzita pro kvantifikaci. Je vSak nutné zajistit, aby pfi stanoveni
neinterferovaly dal§i absorbujici latky®.

ITP byla spojena on-line také sdalSimi typy detektorti, jako jsou

66

. ,64 v 65 . 4 ,
amperometricky”, fluorescencni””, laserem indukovanou fluorescenci a také

hmotnostnim spektrometrem67. Mozné je také off-line spojeni s dalS$imi typy detektord,
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kdy je pomoci semipreparativniho ventilu odebrdna frakce nachdzejici se ve smycce

. . 68 oy v L y . . .
preparativniho ventilu™. Frakce miZe byt ndsledné¢ analyzovdna pomoci hmotnostni
spektrometrie®’’, dvoudimenzionalni gelové elektroforézy’', Ramanovy spektrometrie’

nebo jinou separaéni technikou, napt. HPLC™>.

2.3.6 Spojeni izotachoforézy a kapilarni zénové elektroforézy

Obecné zndmou nevyhodou elektromigracénich technik jsou ve srovnani
s kapalinovou chromatografii vyssi limity detekce dané potiebou ddvkovat kratkou zénu
vzorku (v fadu jednotek procent objemu kapilary) a kratkou optickou drahou pfi pouziti
spektrofotometrické detekce®. On-line spojeni izotachoforézy s kapilarni zénovou
elektroforézou (ITP-CZE), ptipadné s izotachoforézou (ITP-ITP) ve dvoukolonovém
usp0f2’1d2’1n1’73’74 dovoluje nadavkovat vétsi objem vzorku, zakoncentrovat jeho slozky do
uzkych z6n diky zaostifujicimu efektu a ddle je separovat na druhé koloné¢ o mensim
priméru pomoci CZE nebo ITP s vyuZitim jiného vodiciho elektrolytu. Tim je umoZnéno
vyznamné sniZeni detek¢nich limitd, fadove az 1000x (cit62).

Instrumentdlni uspofdddni tohoto separa¢niho systému je zndzornéno na

D>

obrazku 3:

TE =

| I |
O
-4-10
0
Lackad O
N

1
LE

Obr. 3. Usporadani dvoukolonového systému. Komponenty zleva: elektrolytova
nadobka koncového elektrolytu (TE) , ddvkovaci ventil, piedseparacni kolona
s vodivostnim detektorem (CD1), T-spojka s elektrolytovou nddobkou vodiciho
elektrolytu (LE), separacni kolona s vodivostnim detektorem (CD2) a elektrolytova
nddobka nosného elektrolytu pro CZE (CE).

Spojeni dvou kolon je realizované prostfednictvim T-spojky, kterd spojuje obé
kolony s nddobkou pro prvni vodici elektrolyt. Po naddavkovani vzorku mezi zakoncujici
a prvni vodici elektrolyt je vloZzeno napéti tak, aby elektricky proud prochazel pouze prvni

(ptedseparacni) kolonou. Prichod rozhrani vodiciho elektrolytu a zén vzorku je
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zaznamendn na vodivostnim detektoru prvni kolony. Jakmile rozhrani konce zony
vodiciho elektrolytu a vzorku domigruje do oblasti T-spojky, vloZené napéti je pfepnuto
tak, aby proud prochdzel prvni i druhou kolonou. SloZeni elektrolytu vypliujici druhou
kolonu urcuje mechanismus separace, tedy ITP nebo CZE. SloZky vzorku migruji druhou
kolonou o menSim priméru a jsou detekovany detektorem na druhé koloné€. Prib¢h

separace je znazornén na obrazku 4:

(A) CD1

A
Q LE
B

CD1 CD2

© TE

cb2

CD1 CD2

|
S TE i
|

Obr 4. Pribéh separace ve dvoukolonovém uspotadani ITP-CZE.
(A) Stav po naddvkovani vzorku (smés latek A a B) mezi prvni vodici elektrolyt
a koncovy elektrolyt.
(B) Separace pomoci ITP na prvni kolonég.
(C) Prepnuti sméru proudu na obé& separac¢ni kolony, ptenos latek do druhé kolony.
(D) Separace pomoci CZE na druhé kolong.

V praxi vSak neni mozZné prepnout smér proudu piesné¢ v okamZiku, kdy prvni

slozka vzorku domigruje do spoje kolon. Pfepnuti proudu je potieba provést fadovée
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o n¢kolik sekund dfive, aby nedo$lo ke ztratdim analytli s nejvys$si mobilitou. Proto je
malé mnoZstvi vodictho iontu spolu se slozkami vzorku pfeneseno do druhé kolony63.
Diky tomu jsou zakoncentrované analyty na zacitku CZE separace obklopeny kratkou
zoénou vodiciho iontu a z druhé strany koncového iontu, coz vede k doCasné migraci
pomoci ITP mechanismu. Tento systém vSak po Case ztrici samozaostiujici efekt a
dochdzi k postupné ztrat€¢ kontaktu mezi jednotlivymi zénami a jejich odd€lovani
do jednotlivych z6én migrujicich nezdvisle na ostatnich podle zénové elektroforézy’®.
Tento proces (destacking) zavisi na mobilitach, pro kazdou sloZku nastava v jiném Case, a
tedy v jiné pozici v separacni kapilate.

Dvoukolonové uspofdddni umoziuje v mist€ spojeni kolon oddélit vhodnym
piepindnim napéti mezi prvni a druhou kolonou rusivé makrokomponenty matrice vzorku
od minoritnich slozek, které mohou byt v koncentraci az 10000x nizs§i neZ koncentrace
makrokomponent.

Nevyhodou tohoto spojeni je moZnost analyzovat pouze litky nesouci naboj.
Separac¢ni systém musi byt hydrodynamicky uzavieny, toto feSeni je instrumentdlné
slozit&jsi ve srovnani s hydrodynamicky otevienym systémem a diky nesnadnosti promyti
separac¢niho systému je ndchylnéjsi ke kontaminaci slozkami vzorku, které maji tendenci
se adsorbovat na vnitini povrch komponent.

ITP-CZE nachdzi Siroké wuplatnéni jednak v analyze bioaktivnich slozek
v potravindch, napf. ¥tavelové kyseliny v piv&’’, citrénové a isocitrénové kyseliny

. 78 . «79 P ... 80 81
v dZzusech’®, rosveratrolu ve viné'~, potravindiskych aditiv

, EDTA v majonéze
biogennich aminl v rybaich82 nebo karnitinu v potravinovych doplﬁcich83. Flavonoidy
a fenolické kyseliny byly analyzovany v methanolickych extraktech tiezalky t&¢kované®”.

Spojeni ITP-CZE bylo déle vyuZito pro analyzu farmaceutik v t€lnich tekutinach,
napiiklad celiprololu® a orotové kyseliny®® v mo¢i, lamotriginu v lidském séru®’ nebo
vybranych antibiotik v séru prasat®™. Nasazeni chirdlniho selektoru v CZE &isti bylo
vyuZito pro uréeni enantiomerni &istoty 16&iv™.

V analyze slozek Zivotniho prostfedi bylo spojeni ITP-CZE vyuZito pro stanoveni
b&znych aniontil ve vodach™. Diky velké on-line prekoncentraéni schopnosti a separa&ni

G¢innosti je moZné také detekovat bromiénany aZ v koncentraci 20 nmol.L™ (cit’™h).
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3. Prakticka cast

3.1 Instrumentace

ITP-CZE analyzy byly provedeny na elektroforetickém analyzatoru EA 202A
(Villa-Labeco, Spisska Nova Ves, Slovensko) v dvojkolonovém uspoiddani separacni
jednotky. Vzorky byly ddvkovany autosamplerem Marathon (Spark Holland, Emmen,
Nizozemi) na vnitini ddvkovaci smycku o davkovaném objemu 30 pL.

ITP kapilira o vnitinim praméru 800 um a délce 90 mm byla vyrobena
z fluorovaného kopolymeru ethylenu a propylenu (FEP) a byla vybavena kontaktnim
vodivostnim detektorem. CZE kapilara o vnitinim priiméru 300 um a délce 240 mm byla
vyrobena z FEP a byla vybavena UV detektorem Knauer K2000 (Knauer, Berlin,
Némecko) pripojenym optickymi vldkny. Efektivni délka do UV detektoru byla 180 mm.
Nastavend vlnova délka byla 220 nm.

Analyzy byly provedeny vloZenim napéti v médu konstantniho proudu, a to
200 pA na ITP kolonu a 50 pA na CZE kolonu. Separa¢ni napéti na CZE koloné bylo do

9 kV. VSechna méteni byla opakovana pétkrat, pokud neni uvedeno jinak.

3.2 Chemikalie

Hydroxid sodny, chlorovodikovd kyselina, ammediol, ethylendiamin, glycin,
B-alanin, hydroxyethylceluléza, naftalen-1,3,6-trisulfonova kyselina (NTS) byly ziskdny
od firem Merck (Darmstadt, Némecko), Aldrich (Steinheim, Némecko) a Fluka (Buchs,
Svycarsko). Vsechny chemikdlie byly &istoty p.a. nebo dile precistény obvyklymi
metodami.

Standardy 3,3’,5,5 -tetrabromobisfenolu A (TBBPA), 2-bromfenolu (2-BP),
3-bromfenolu  (3-BP),  4-bromfenolu  (4-BP), 2,4-dibromfenolu  (2,4-DBP),
2,6-dibromfenolu (2,6-DBP), 2.4,6-tribromfenolu (2,4,6-TBP), pentabromfenolu (PBP),
4-brom-3-methylfenolu (4-B-3-Me-P) a L-lysin byly zakoupeny u spole¢nosti Sigma (St.
Louis, MO, USA).
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Byla pouzita deionizovand voda (Labconco WaterPro PS water purification

system, Labconco, Kansas City, MI, USA).

3.3 Postupy

Elektrolyty byly pfipraveny rozpuSténim vypocteného mnoZstvi odpovidajici
kyseliny a baze a poté bylo pfidano vypoctené mnozstvi 1% (m/v) hydroxyethylcelulézy
pro potlaceni EOF. Vyslednd koncentrace hydroxyethylcelulézy (HEC) v elektrolytovém
systému odpovidd ddajim pouZivanym jinymi autory78. V zakonCujicim elektrolytu se
vzdy nachdzelo 0,05% (m/v) HEC, vodici a nosny elektrolyt obsahovaly 0,1% (m/v)
HEC. pH bylo méteno po pripravé elektrolytu. Elektrolyty byly skladovany v exsikatoru
s naplni natronového vapna, aby se omezila absorpce oxidu uhli¢itého ze vzduchu.

Pro vypoéty efektivnich mobilit byl vyuZit software Peakmaster ver. 5.2 (cit”).
Limity detekce a kvantifikace (LOD, LOQ) byly vypocteny pomoci programu QCExpert
ver 2.9 (cit94).

Zasobni roztoky bromovanych fenoli o koncentraci 1 x 10? molL' byly
pfipraveny rozpusténim odpovidajiciho mnoZstvi v 5 x 10 mol.L™ roztoku hydroxidu
sodného. Nizsi koncentrace bromovanych fenoli byly piipraveny fedénim v deionizované
vodé&. Zasobni roztoky byly skladovany v lednicce a byly chranény pfed dennim svétlem.

Vzorek vodovodni vody (Bratislava, Slovensko) byl odebrdn po 15 minutidch
odteCeni. Vzorky fi¢nich vod Dunaje a Moravy byly ziskdny z Vyskumného tustavu
vodného hospodarstva (Bratislava, Slovensko). VSechny vzorky byly zfiltrovany pomoci

45 pm mebranového filtru (Millipore, Molsheim, Francie) a uskladnény v lednicce pted

analyzou.
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4. Vysledky a diskuze

4.1 Separace vybranych bromovanych fenoll

Bromované fenoly predstavuji skupinu latek chovajicich se jako slabé kyseliny
(jejich vycet, molekulové hmotnosti a pK, jsou uvedeny v tabulce 1). Pro dosazeni jejich
elektroforetické separace je potieba vyuzit zdkladni elektrolyt o pH dostatecné vysokém,
aby bylo dosazeno jejich alesponl ¢aste€né disociaci a schopnosti migrovat v elektrickém

poli.

Tabulka 1. Seznam vybranych bromovanych fenoll s jejich strukturou, molekulovou
hmotnosti a pK,.

zdroj
nazev slou¢eniny struktura M, pK,

pKa
2-bromfenol 173,0 8,50 [93]
3-bromfenol 173,0 9,03 [93]
4-bromfenol 173,0 9,37 [93]
2,4-dibromfenol 2519 7,80 [41]
2,6-dibromfenol 251,9 6,60 [41]
2,4,6-tribromfenol 330,8 6,31 [41]
pentabromfenol 488,6 4,43 [41]
4-brom-3-methylfenol 187,0 9,50 [41]

. pKal = 7,50
3,3',5,5'-tetrabrombisfenol A 543,9 [41]

pKa = 8,50

4.1.1 Vybér elektrolytového systému

Vybér elektrolytt pro ITP-CZE byl proveden na zdkladé uvedenych

acidobazickych vlastnosti, a to nejslabsi kyseliny 4-brom-3-fenolu (pK, 9,5). ITP jizZ byla

95,96

diive vyuzita pro separaci chlorovanych fenolt™ ™", ale 2,4-dichlorfenol jako nejslabsi
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kyselina, kterd byla analyzovéna, je silné€jsi kyselinou (pK, 7,9) nez 4-brom-3-fenol, proto
navrhovany elektrolytovy systém nemutZze byt vyuZit pro separaci vybranych
bromovanych fenold.

Jako vodici ion byl vybran chloridovy anion jakoZto nejcastéji vyuZivany vodici
ion pro analyzu anionti (cit’") vyznadujici se vysokou iontovou mobilitou. Jako protion ve
vodicim elektrolytu byl zvolen ammediol (pK, 8,78), sloZeni vedouciho elektrolytu bylo:
10 mmol.L™ kyselina chlorovodikovd a 30 mmol.L"" ammediol (pH 9,1). Jako zakon&ujici
elektrolyt byl pouzit 20 mmol.L™" glycin a 40 mmol.L"' ammediol (pH 9,5). Jako nosny
elektrolyt pro CZE byl vyuzit 50 mmol.L"' glycin a 50 mmol.L"' ammediol (pH 9,3).
V tomto systému nebylo mozné detekovat signdl 4-brom-3-fenolu na detektoru CZE
kolony, a to pravdépodobné z ditvodu nizsi efektivni mobility (v absolutni hodnot¢) nez
byla efektivni mobilita glycinu jako zakon&ujici iontu (pesr = -12,2 x 10° m>.V'.s™). Pro
pieneseni 4-brom-3-fenolu na CZE kolonu musel byt vyuZit zakoncujici elektrolyt
s vy$§im pH, aby bylo dosazeno vys$i efektivni mobility 4-brom-3-fenolu. Proto byl
vyuzit 30 mmol.L"' B-alanin s 20 mmol.L"' hydroxidem sodnym (pH 10,5). Efektivni
mobilita B-alaninu (pegr = -17,3 X 107 mZ.V'l.S'l) jiz byla nizsi neZ efektivni mobilita 4-
brom-3-fenolu, ktery byl pfenesen do separa¢niho kroku pomoci CZE.

Dile byl studovén vliv sloZeni nosného elektrolytu pro CZE na separaci vybranych
bromovanych fenolti. Byly testovany elektrolyty o sloZeni glycin - ammediol, -alanin —
hydroxid sodny, PB-alanin — ethylendiamin a [-alanin — lysin, vZzdy o konstantni
koncentraci anionu 25 mmol.L' a rizné koncentraci kationu, tedy o rizném pH
elektrolytu. Nejlepsi separace vybranych bromovanych fenoli bylo dosazeno
v elektrolytu o slozeni 25 mmol.L" B-alanin a25 mmol.L"' lysin (pH 9,6). Nizi
koncentrace lysinu (20 mmol.L™") vedouci k niZz§i hodnoté pH nedmérné prodlouZila
migracni Gasy a sniZila G&innost separace; vy$si koncentrace lysinu (30 mmol.L™) vedla
ke zvySeni pH a ke zhorSeni separace.

Slozeni elektrolytového systému pro separaci vybranych bromovanych fenoll
pomoci ITP-CZE je shrnuto v tabulce 2. Separace smési vybranych bromovanych fenola

o koncentraci 2 x 10”7 mol.L™ je na obrézku 5.
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Tabulka 2. SlozZeni elektrolytového systému pro separaci vybranych bromovanych

fenolt.
vodici elektrolyt zakoncujici elektrolyt nosny elektrolyt (CZE)
vodici anion chlorid zakoncujici anion B-alanin nosny anion B-alanin
koncentrace koncentrace koncentrace
. 10 . 30 . 25
(mmol. L) (mmol. L) (mmol. L)
protion ammediol  protion sodny protion lysin
koncentrace koncentrace koncentrace
X 30 . 20 . 25
(mmol.L™) (mmol. L) (mmol. L)
pH 9,1 pH 10,5 pH 9,6
EOF modifikator HEC EOF modifikator HEC EOF modifikator HEC
koncentrace koncentrace koncentrace
0,1 0,05 0,1
(%, m/v) (%, m/v) (%, m/v)
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Obr. 5. Separace vybranych bromovanych fenolii o koncentraci 2 x 107 mol.L™!. Zaznam

A ptedstavuje slepy pokus, zdznam B modelovou smés bromovanych fenola.

Piky: 1 — tetrabrombisfenol A, 2 — 2,6 dibromfenol, 3 — 2-bromfenol, 4 — 2,4-dibromfenol,
5 = 2,4,6-tribromfenol, 6 — pentabromfenol, 7 — 3-bromfenol, 8 — 4-bromfenol,
9 — 4-brom-3-methylfenol
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Migra¢ni pofadi vybranych bromovanych fenolli odpovidd jejich hodnotam.
3,3',5,5'-tetrabrombisfenol A migruje navzdory nejvySsi molekulové hmotnosti jako prvni,
jelikoZ nese dva zaporné néboje.

Negativnim jevem pozorovanym v prubéhu meéteni byla zvySujici se koncentrace
uhli¢itanovych aniontli v separaénim systému. PouZzité elektrolyty proto musely mit
dostate€n¢ vysokou pufracni kapacitu, aby nedochdzelo ke zméndm pH. Skladovani
elektrolytii v exsikdtoru s ndplni natronového vapna mélo tento jev omezit, avSak naprosto
mu zabranit nejde. Vyhodou spojeni ITP-CZE je mozZnost odstranéni ruSicich
makrokomponent vzorku, vtomto pifipadé i1 elektrolytového systému. Uhlicitanové
anionty (Uesr = -46,6 X 10° mz.V'l.s'l) se béhem ITP kroku zakoncentruji za vodicimi
chloridovymi anionty a pfed vybranymi bromovanymi fenoly. Diky tomu je moZné nechat
velkou ¢éast zény uhli¢itani migrovat smérem mimo CZE kolonu, na kterou jsou po
pfepnuti proudu vpuStény az vybrané bromované fenoly. V piipad€ vpusténi celé zony
uhli¢itani na CZE kolonu dojde k prekroceni kapacity této kolony a nelze dosdhnout

separace vybranych bromovanych fenold.

4.1.2 Kalibrace

Kalibrace vybranych bromovanych fenold byla provedena na Sesti koncentra¢nich
hladindch v rozmezi 3 x 10°® mol.L™" aZz 5 x 10”7 mol.L™. Plochy pikii byly korigovany na
plochy endogennich latek odectenim odpovidajici plochy slepého pokusu. Vysledky spolu

s vypoctenymi limity detekce a kvantifikace jsou uvedeny v tabulce 3.
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Tabulka 3. Kalibra¢ni parametry, limity detekce (LOD) a limity kvantifikace (LOQ) pro
vybrané bromované fenoly (n = 5). Hodnoty byly vypocteny z kalibra¢nich dat pomoci
softwaru QCExpert 2.9 (cit94).

rovnice kalibracni

analyt zavislosti R? LOD 1 LOQ 1
(y ~ plocha piku, (nmol.L™)  (nmol.L™")
x ~ koncentrace pmol.L™")
3,3',5,5'-tetrabrombisfenol A y =50988x - 1081,6 0,985 32,6 44,0
2,6-dibromfenol y =18621x + 186,5 0,999 16,3 24,1
2-bromfenol y = 11398x + 390,6 0,998 27,8 40,9
2,4-dibromfenol y=13913x + 3,9 0,998 29,2 429
2,4,6-tribromfenol y =35086x + 147.5 0,999 19,1 28,2
pentabromfenol y = 62855x - 853,8 0,999 14,4 21,4
3-bromfenol y=17162x + 24,5 0,997 32,3 473
4-bromfenol y = 18082x - 188,9 0,996 27,8 38,5
4-brom-3-methylfenol y =10069x + 116,7 0,992 54,4 78,6

Niz8i hodnoty koeficienti determinace pro nékteré bromované fenoly byly

MoV

dale diskutovan v ¢asti analyz vzorki vod.

4.1.3 Opakovatelnosti

Opakovatelnosti migracnich ¢asti vybranych bromovanych fenoll byly studovéany
na dvou koncentraénich hladindch: 2 x 107 mol.L' a 5 x 10® mol.L"". Vysledky jsou

uvedeny v Tabulce 4.
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Tabulka 4. Opakovatelnosti migrac¢nich ¢asii a ploch pikii vybranych bromovanych fenola
pi koncentraci 2 x 107 mol.L™" a 5 x 10® mol.L"! (n = 8).

opakovatelnost migracntho  opakovatelnost plochy piku

¢asu (% RSD) (% RSD)

analyt

2x 107 5x10° 2x 107 5x10°

mol.L"! mol.L"! mol.L"! mol.L"!
3,3',5,5'-tetrabrombisfenol A 0,33 0,17 4,87 6,41
2,6-dibromfenol 0,33 0,15 2,58 5,36
2-bromfenol 0,29 0,15 4,26 6,40
2,4-dibromfenol 0,26 0,14 1,24 5,02
2.,4,6-tribromfenol 0,25 0,13 1,46 4,48
pentabromfenol 0,21 0,13 2,88 6,75
3-bromfenol 0,22 0,23 3,64 7,09
4-bromfenol 0,21 0,17 2,42 6,33
4-brom-3-methylfenol 0,16 0,14 3,20 7,19

Metoda pro stanoveni vybranych bromovanych fenoli vykazovala velmi dobrou
opakovatelnost migracnich casii, byla nizsi nez 0,33 % RSD. Opakovatelnost ploch piki
byla v piipadé koncentrace 2 x 107 mol.L"' bromovanych fenoli niz$i nez 4,87 % RSD, u
niz§i koncentrace 5 x 10° mol.L"' men3i nez 7,19% RSD. Tyto hodnoty pfiblizné

odpovidaji zji§ténim publikovanymi dal§imi autory vyuZivajici ITP-CZE (cit***").
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4.2 Analyza vzorki vod

Vyvinutd metoda pro analyzu vybranych bromovanych fenolti pomoci ITP-CZE
byla pouzita na analyzu té€chto latek v obohacenych vzorcich vod — jak vodovodni, tak
ti¢ni. Uprava vzorku spoéivala pouze ve filtraci na 45 pm membranovém filtru.

Dvoukolonové spojeni ITP-CZE umoziuje odstranéni makrokomponent vzorku.
V piipadé¢ vzorkti vodovodni a fi¢ni vody toto instrumentdlni uspofdddni dovolilo
odstranit spolu s vySe uvedenymi uhliitany také chloridy, sirany a dusi¢nany, které se ve
vzorcich vod nachéazeji ve velkém nadbytku oproti stanovovanému stopovému mnoZstvi
vybranych bromovanych fenolt.

Zaznamy analyz vodovodni vody a vody z Dunaje a Moravy jsou na Obrazku 6.
Spodni linie (A) predstavuje zdznam slepého pokusu, horni linie (B) odpovida stejnému
vzorku po pfiddni vybranych bromovanych fenoléi na vyslednou koncentraci 2 x 107

mol.L".
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Obr. 6. Elektroferogramy vzorkil vod. Piifazeni piku a podminky jsou stejné jako na obr. 5.

Diky ptfitomnosti dalSich slabych kyselin ve vzorcich zejména ficnich vod bylo
dosaZeno horsi stability zdkladni linie, jelikoZ i tyto slabé kyseliny byly zakoncentrovany

béhem ITP stupné. Proto byly plochy pikii korigovany pomoci odecteni odpovidajici
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plochy piku ve slepém pokusu. Bylo pfedpokladdno, Ze zadné bromované fenoly se
nenachdzi ve vzorcich vod z Dunaje a Moravy. V piipadé analyzy redlnych vzorkl je
obtizné odecist plochy pikli ze zaznamu slepého pokusu, jelikoZ je nemozné ziskat Cisty

vzorek bez analytt.

4.2.2 Navratnosti

Déle byly stanoveny ndvratnosti pomoci vzorkl vod fortifikovanych vybranymi
bromovanymi fenoly. Pravdépodobné diky adsorpci bromovanych fenolli na hydrofobni
povrchy, kterd byla také popsédna Thomsonem®’, bylo dosazeno nizkych vytéznosti
(tabulka 5).

Pomoci ptidavku 1x10° mol.L"! naftalen-1,3,6-trisulfonové kyseliny (NTS)
k vzorku bylo dosaZeno zlepSeni navratnosti u vétSiny bromovanych fenolt ve vzorcich
vod. NTS byla pouzita Zelenskym pfi analyze chromant’”®, které vykazovaly obdobné
nizké ndvratnosti. NTS se pfednostné sorbuje na povrchy jak béhem skladovani, néstfiku,
tak béhem vlastni analyzy, kdy diky vysoké efektivni mobilité (nese tfi zdporné naboje)
neinterferuje pfi stanoveni bromovanych fenola.

Porovnani navratnosti vybranych bromovanych fenola bez a s ptidavkem NTS je
uvedeno v tabulce 5. Nizké ndvratnosti pentabromofenolu mohou byt také zplsobeny

nachylnosti k fotodegradaci'®.
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Tabulka 5. Navratnosti (v %) vybranych bromovanych fenolti v riznych vzorcich
sledované pii koncentraci 5 x 10® mol.L”! bez a s pfidavkem 1x10” mol.L"' naftalen-

1,3,6-trisulfonové kyseliny (NTS) do vzorku.

vodovodni voda Dunaj Morava
analyt

- NTS - NTS - NTS
3,3',5,5'-tetrabrombisfenol A 101,5 105,2 90,2 113,1 96,8 119,8
2,6-dibromfenol 87,4 94,7 82,1 122,77 | 67,8 | 1144
2-bromfenol 61,2 98,1 73,6 | 127,2 | 66,3 | 103,5
2,4-dibromfenol 59,0 101,3 | 60,6 | 121,6 | 77,6 | 118,1
2,4,6-tribromfenol 102,4 | 104,5 | 1043 | 121,7 | 92,2 | 103,2
pentabromfenol 59,7 82,2 47,8 86,9 55,9 102,1
3-bromfenol 44,5 100,5 | 68,9 98,8 83,7 96,8
4-bromfenol 91,3 98,9 | 101,8 | 115,0 | 108,9 | 114,7
4-brom-3-methylfenol 24,3 99,3 95,9 100,7 83,8 112,3
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5. Zaveér

V této je podan prehled bromovanych fenoli jako vyznamnych polutantl raznych
slozek Zivotniho prostfedi spolu s pfistupy jejich analyzy v riznych matricich pomoci
ruznych analytickych metod. V dal§i ¢asti vénované kapilarni elektroforéze a
izotachoforéze jsou popsany aspekty on-line spojeni téchto technik

Praktickd ¢4st je vénovédna analyze 9 vybranych bromovanych fenol pomoci
on-line spojeni ITP-CZE. Pozornost je vénovdna vybéru elektrolytového systému pro
prekoncentraci a separaci téchto analytd. Byla vyvinuta metoda pro analyzu bromovanych
fenoll a metoda byla pouZita na stanoveni vybranych bromovanych fenolt ve vzorcich
vod.

Diky on-line prekoncentracni schopnosti ITP-CZE bylo mozné dosdhnout velmi
nizkych detek&nich limitdl v ¥4du desitek nmol.L™!. Metoda také vykazovala velmi dobrou
opakovatelnost migracnich ¢ast (mensi nez 0,33% RSD) a opakovatelnost ploch piki
(mensi nez 7,19% RSD) na koncentracni hladiné 5%10° mol.L"'. Nizké hodnoty
navratnosti vybranych bromovanych fenolii byly zlepSeny piidavkem kyseliny naftalen-
1,3,6-trisulfonové do vzorku.

Pouziti detektoru s diodovym polem by mohlo dile sniZit detekéni limity
stanovovanych latek diky sledovani absorbance pfi absorpénim maximu jednotlivych
bromovanych fenold. Spektrdlni informace jednotlivych pikii by byly uZite¢né pro
potvrzeni identity.

Vyvinutd metoda byla uspéSné pouZita na analyzu bromovanych fenolli ve
vzorcich vod. Oproti Casto vyuzivané kapalinové ¢i plynové chromatografii se vyznacuje
vyrazn€¢ niz$imi pofizovacimi a provoznimi ndklady a jednodussi dpravou vzorku —
postaCuje pouze filtrace vzorku pied jeho naddvkovdnim. Diky spojeni téchto dvou
technik je mozné zbavit se béhem analyzy makrosloZzek jako anorganické anionty
pritomné v ficni vod¢é ve vysokych koncentracich oproti stanovovanym mnoZstvim
bromovanych fenoli, které by jinak rusily stanoveni.

V Priloze I je ptiloZena publikovand prace v zahranicnim impaktovaném cCasopise

Journal of Chromatography A.
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2,4,6-TBP
2,4-DBP
2,6-DBP
2-BP
3-BP
4-B-3-Me-P
4-BP
BZH
CZE
ECD
EDTA
EOF

GC

HEC
HPLC
IEF

ITP

LE

LOD
LOQ
MEKC
MS

PBP
PTFE
rf-GD-OES

RSD
SPE
SPME
TBBPA
TE
UV-Vis

6. Seznam pouzitych zkratek

2.4,6-tribromfenol
2,4-dibromfenol
2,6-dibromfenol
2-bromfenol
3-bromfenol
4-brom-3-methylfenolu
4-bromfenol
bromované zpomalovace hotfeni
kapilarni zénova elektroforéza
detektor elektronového zachytu
ethylendiamintetraoctova kyselina
elektroosmoticky tok
plynové chromatografie
hydroxyethylcelul6za
vysokoucinna kapalinova chromatografie
isoelektricka fokusace
izotachoforéza
vodici elektrolyt
limit detekce
limit kvantifikace
micelarni elektrokinetickd chromatografie
hmotnostni spektrometrie
pentabromfenol
polytetrafluoroethylenu
optickd emisni spektrometrii s doutnavym
vybojem
relativni smérodatnd odchylka
extrakce tuhou fazi
mikroextrakce tuhou fazi
tetrabrombisfenol A
koncovy elektrolyt

ultrafialovy - viditelny
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A method for determination of nine brominated phenols as environmental risk compounds was devel-
oped by on-line coupled capillary isotachophoresis and capillary zone electrophoresis (ITP-CZE . For I[TP
step, 1 x 10-2mol L-! hydrochloric acid with 3 x 10-2 molL-! ammediol pH 9.1 was used as the leading
electrolyte, and 3 x 10-2mol L-! B-alanine with 2 x 10-2 mol L-! sodium hydroxide pH 10.05 was used
as the terminating electrolyte. As the background electrolyte for CZE separation, 2.5 x 102 mol L-! -
alanine with 2.5 x 10-2mol L-! lysine pH 9.6 was used. All electrolytes contained 0.05% or 0.1% (m/v)
hydroxyethylcellulose to suppress the electroosmotic flow. UV detection at wavelength 220 nm was
used. Detection limits in order of tens of nmol L~! were achieved. Good repeatability of migration times
(less than 0.33% RSD) and good repeatability of peak areas (less than 7.19% RSD) at concentration level
5 % 10-% mol L-! were observed. Developed ITP-CZE method was applied to determination of brominated
phenals in spiked tap and river water samples.

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Brominated phenols (BPs) present a widely used group of flame
retardant compounds because of their low cost and high efficiency.
They are mainly added into polymer matrices for a purpose of inhi-
bition or suppression of combustion process. Tetrabromobisphenol
A (TBBPA) as one of the most produced compound can be found
in electronic equipment, packaging, and construction materials in
concentration between 10% and 20% [1]. Released TBBPA can be
degraded into other brominated phenol derivatives [2].

Although BPs are mainly produced artificially, they are also
created naturally by several marine organisms at very low con-
centrations, their presence is responsible for flavor of various sea
foods [3]. Their acute toxicityis not very high, but these compounds
can be accumulated in the food chain or may act as competitors
of some natural hormones [4]. Therefore, BPs are considered as
environmentally important group of compounds with respect to
their influence on living organisms. Ogunbayo et al. [5] studied
an effect of TBBPA on phospholipid bilayers and found that TBBPA
highly binds to the membranes and changes theirs properties, e.g.,
increase in viscosity results in retardation of biological processes.
For these reasons, their concentration levels in environment should
be monitored.

* Corresponding author. Tel.: +420585634417; fax: +420 585634433,
E-mail address: rknob@s eznam.cz (R. Knob).

0021-9673/§ — see front matter © 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.chroma.2010.03.006

Lopez et al. [6] determined the concentrations of dibromi-
nated phenols in river water in Netherlands and found about
10ng L~ concentration of 2,4-dibromophenol. Sellstrom and Jans-
son|[7]found 270 ng g1 concentration of TBBPA in a sewage sludge
downstream from a plastics industry. Suzuki and Hasegawa [8]
investigated the presence of TBBPA in a landfill leachate and found
its concentrations ranging from 0.3 ng -1 to 540 ng L-1.

Methods for determination of TBBPA and its derivates were
recently reviewed by Covaci et al. [1]. For environmental anal-
ysis of BPs, GC-MS is the most frequently used analytical tool
[6,9]. Lopez et al. [6] compared several routinely used off-line sam-
ple preconcentration-extraction techniques such as liquid-liquid
(LLE), solid-phase (SPE), headspace (HS) extraction or solid-phase
microextraction (SPME), followed by GC-MS analysis with either
electron capture negative ionization (ECNI) or electron impact (EI)
as ionization techniques. For two dibrominated phenols, LODs of
0.1ng L~! were achieved using SPE-GC-ECNI-MS.

HPLC equipped with UV [3] was employed for determination of
BPs in marine fishes by steam distillation-solvent extraction fol-
lowed by HPLC-UV [3] analysis providing LODs in order of one
hundred pg L-1. HPLC-MS combination [10-12] was also used for
analysis of BPs. Reported LODs of TBBPA were 10ngL? in river
water utilizingits isolation by molecularly imprinted polymers [ 12]
and 20ng L~ in surface water using SPE for sample cleanup and
preconcentration [11].

Blanco et al. [13,14] used aqueous and non-aqueous capillary
electrophoresis (NACE) with UV detection for separation of BPs.
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LOQs in order of tens of yg L~! were obtained using large volume
sample injection (LVSEP) in an aqueous media. Employing LVSEP-
NACE with methanol as solvent, approximately 10 times lower
LOQs were achieved. However, sample injection into 95% of cap-
illary volume in NACE method was reported to be unsuitable for
real sample analysis. Reduction of injection volume led to LOQs a
little bit better than the results obtained by the aqueous LVSEP-
CE. The possibilities of interferences from other phenol derivatives
were also studied [13].

[sotachophoresis (ITP} as a not so frequently used electro-
migration technique in separation of halogenated derivatives of
phenol was so far utilized only to the analysis of chlorphenols
[15,16]. ITP possesses a unique capability of concentration of
analytes from large sample volumes to narrow bands according
to Kohlrausch’s regulating function [17,18]. This concentration
phenomenon occurs for all charged solutes, whose mobilities
are between the ones of leading (LE) and terminating (TE) ion
[19]. Hyphenation of electromigration methods like isotachophore-
sis and zone electrophoresis in column-coupling instrumentation
[20,21] offers several advantages over single-column separation
techniques, mainly (i) the ability to introduce large sample vol-
umes, (ii) to focus trace analytes into narrow bands, (iii) or
to remove main sample matrix constituents from the final CZE
separation [22-24]. However, commercially available ITP-CZE
instrumentation uses a hydrodynamically closed separation sys-
tem with both advantages and disadvantages recently reviewed by
Kvasnicka[25].

In contrary to CZE, ITP uses a discontinuous electrolyte sys-
temn. Sample is introduced between the LE and TE electrolytes
and the selection of separation conditions strongly influences the
selectivity of the ITP step. A negative aspect of isotachophoretic
concentration phenomenon is that not only sample constituents
but also trace impurities present in LE and TE at low concentration
levels are concentrated. Therefore, very high demands on purity of
used chemicals and water used for preparation of electrolytes are
required.

In this work, a method for separation and determination
of nine BPs (3,3,5,5-tetrabromobisphenol A, 2-bromophenol, 3-
bromophenol, 4-bromophenol, 2,4-dibromophenol, 2,6-dibromo-
phenol, 2,4,6-tribromophenol, pentabromophenol, 4-bromo-3-
methylphenol) was developed utilizing of column-coupling
isotachophoresis and capillary zone electrophoresis (ITP-CZE)
equipped with UV detector. The method was successfully applied to
the analyses of BPs’ spiked tap and river waters samples requiring
only simple filtration.

2. Experimental
2.1. Instrumentation

Automated capillary electrophoresis analyzer EA202A (Villa-
Labeco, Spisska Novd Ves, Slovak Republic) assembled in the
column-coupling configuration of the separation unit was used
in this work for performing the ITP-CZE runs. The samples were
injected by a 30 p.L internal sample loop of the injection valve of
the analyzer.

An ITP column was provided with an 800 pm ID capillary tube
made of FEP (fluorinated ethylene-propylene copolymer) and an
on-column conductivity sensor. Its total length was 90 mm. A CZE
column was provided with a 300 pm ID capillary tube made of FEP
of a 240 mm total length (180mm to the detection cell).

EA202A analyzer was provided with Knauer UV detector K2000
(Knauer, Berlin, Germany) and the detection wavelength was set to
220nm.

Constant current mode was applied on both columns, delivering
200 p.A and 50 pA currents on ITP and CZE column, respectively.

Separation voltage observed on the CZE column was about 9 kV. All
measurements were repeated five times.

Electrolytes were prepared by dissolving the calculated amount
of compoundsin demineralized water, and then a proper volume of
stock solution of 1% (m/v) hydroxyethylcellulose (HEC) was added
to suppress electroosmotic flow. pH of electrolytes was measured
after preparation to ensure that pH value fits the calculated one.
Electrolytes were stored in a dessicator filled with soda lime to
prevent carbon dioxide absorption when not used.

LODs and LOQs were calculated by QCExpert ver 2.5 software
(TriloByte, Pardubice, Czech Republic) using direct signal method
(IUPAC).

2.2. Chemicals

Sodium hydroxide, hydrochloric acid, ammediol, ethylenedi-
amine, glycine, B-alanine, hydroxyethylcellulose, naphthalene-
1,3,6-trisulfonic acid (NTS) were obtained from Merck (Darmstadt,
Germany), Aldrich (Steinheim, Germany) and Fluka (Buchs,
Switzerland). All chemicals used were of analytical grade or addi-
tionally purified by the usual methods. The electrolyte solutions
were prepared in water demineralized by a Labconco WaterPro PS
water purification system ( Labconco, Kansas City, M], USA).

Standards of 3,3',5,5-tetrabromobisphenol A (TBBPA) 2-
bromophenol (2-BP), 3-bromophenol (3-BP), 4-bromophenol
(4-BP),  2,4-dibromophenol  (2,4-DBP), 2,6-dibromophenol
(2,6-DBP), 24 6-tribromophenol (2,4,6-TBP), pentabromophe-
nol (PBP), 4-bromo-3-methylphenol (4-B-3-Me-P), and lysine
were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA).

The rest of chemicals, i.e., sodium hydroxide, hydrochloric acid,
ammediol, ethylenediamine, glycine, p-alanine, hydroxyethylcel-
lulose, naphthalene-1,3,6-trisulfonic acid {NTS) were obtained
from Merck, Aldrich and Fluka.

2.3, Standard selutions

The stock solutions of BPs at concentration 1x1072
mol L1 were prepared by dissolving of calculated amount in
5% 1072mol L-! sodium hydroxide. Lower concentrations of BPs
were prepared by appropriate dilution of their stock solutions
with demineralized water. Stock solutions were stored in a fridge
and protected against daylight.

For the recovery experiments, real matrices were spiked with
BPs from their stock solutions at concentration levels 2 x 10~7 and
5x 10-8mol L1, respectively.

24 Sample preparation

Sample of local tap water was obtained after 15min of water
flow. Samples of river water sampled from Danube and Morava
rivers nearby Bratislava (Slovak Republic), were obtained from
Water Research and Treatment Institute (Bratislava, Slovak Repub-
lic). All water samples were filtered through 0.45 jum membrane
filter (Millipore, Molsheim, France) and stored in a fridge before
analysis.

3. Results and discussion
3.1. Separation of standards

BPs are weak acids having quite high pK, values with except of
pentabromophenol (see Table 1). Therefore, to achieve their elec-
trophoretic separation, pH of background electrolyte must be high
enough toobtain at least partial dissociation BPs, and consequently,
their migration in an electric field. When utilizing hydrodynami-
cally closed separation system, the electroosmotic flow (EOF) must
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Table1

List of BPs, their relative molecular mass (M; ) and estimated pK;, value.
Compound name Abbreviation M PK; PK, source
2-Bromophenol 2-BP 173.0 8.50 [30]
3-Bromophenol 3-BP 173.0 9.03 [30]
4-Bromophenol 4-BP 173.0 9.37 [30]
2,4-Dibromophenol 2,4-DBP 2519 7.80 [13]
2,6-Dibromophenol 2,6-DBP 2519 6.60 [13]
2,4,6-Tribromophenol 2,46-TBP 3308 6.31 [13]
Pentabromophenol PBP 488.6 443 [13]
4-Bromo-3-methylphenol 4-B-3-MeP 187.0 95.0 [13]

. PK.1=7.50

3,355/ Tetrabromobis phenol A TREPA 5435 Koy =850 1131

Table 2

Composition of electrolytes for ITP-CZE.
Leading electrolyte Terminating electrolyte Background electrolyte
Leading anion Chloride Terminating anion p-Alanine Carrier anion p-Alanine
Concentration (mmolL~!) 10 Concentration (mmol L-1) 30 Concentration (mmol L) 25!
Counter ion Ammediol Counter ion Sodium Counter ion Lysine
Concentration (mmolL~!) 30 Concentration (mmol L) 20 Concentration {(mmol L~} o5
pH 91 pH 105 pH 96
EOF suppressor HEC EOF suppressor HEC EOF suppressor HEC
Concentration (%, mfv) 0.1 Concentration (%, m/v) 0.05 Concentration (%, mfv) 0.1

be suppresses to avoid the reduction of separation efficiency and/or
disturbances of the separation process. EOF in this case does not
contribute to transport analytes into a detection cell in contrast to
conventional hydrodynamically opened separation system used to
separation of BPs [14]. HEC (anticonvection additive) was added to
all electrolytes in order to suppress EOF by increasing electrolytes
viscosity and reducing the electrokinetic potential at the inner cap-
illary wall.

Selection of electrolyte system for ITP was mainly influenced by
migration of 4-B-3-MeP as the weakest acid (pK, 9.5) from nine
studied BPs. Praus [15,16] separated chlorophenols by ITP, how-
ever, the weakest acid analyzed was 2,4-dichlorophenol (pK; 7.9),
so suggested LE and TE electrolytes for ITP cannot be directly trans-
ferred to the separation of all selected BPs.

Chloride was selected as a leading ion as it is the most fre-
quently used for the ITP separation of anions because of its
high mobility. At first, ammediol as counter ion and glycine as
terminating ion were tested, however, no signal for 4-B-3-MeP
was registered in these experiments (data not shown). Therefore,

4.0

B-alanine with lower effective mobility than glycine at pH above
10was selected as terminating ion making 4-B-3-MeP migrate iso-
tachophoretically and to be potentially transferred into CZE step.
Concerning the background electrolyte for CZE, several systerns
composed of glycine-ammediol, B-alanine-sodium hydroxide, 3-
alanine-ethylenediamine and B-alanine-lysine at various ratios
and pH values were tested (data not shown). The best results
regarding the separation of BPs and the purity of baseline were
obtained with the background electrolyte containing 25mmol L~!
{-alanine with 25mmol L~! lysine (pH 9.6). Separation of BPs stan-
dard mixture at concentration 2 x 10~ mol L~ is shown in Fg. 1.
BPs are separated according to their pK, values. TBBPA migrates as
first despite of its highest relative molecular mass, because it pos-
sesses two negative charges. Decreasing pH to obtain better reso-
lution led to unreasonably long analysis time and peak broadening.
At higher pH values proper separation of BPs was not achieved.
Optimized separation conditions are summarized in Table 2.
Column switching was set before the end of zone of carbon-
ate reached bifurcation point, so LE electrolyte and all ions having

w

1.0

800 900 1000

1100 1200 1300

Time [s]

Fig. 1. ITP-CZE separation of standard mixture of BPs (concentration 2 x 10~7 mol L-1).

ElectropherogramA presents injection of terminating electrolyte, electropherogram B

presents injection of standard mixture. Peak assignment: 1—TBBPA; 2—2 6-DBP; 3—2-BP; 4—2 4 DBP; 5—2,46-TBP; 6—PBP; 7—3-BP; 8—4-BP; 9—4-B-3-MeP. For conditions,

see Table 2.

41



R.Knob et al. /J. Chromatogr. A 1217 (2010) 3446-3451 3449

Table 3

Calibration parameters, limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) of BPs (n=5).
Analyte Calibration lines (y represents peak area, R? LOD (nmol L-1) LOQ (nmolL-1)

X Tepresents concentration in pumol L1}

3,2,5,5-Tetrabromobisphenol A ¥=50.988x—1081.6 0.985 326 44.0
2 6-Dibromophenol y=18.621x+186.5 0.999 16.3 24.1
2-Bromophenol y=11.398x+390.6 0.998 278 40.9
2,4-Dibromophenol 3813x+3.9 0.993 29.2 42.9
2,4,6-Tribromophenol y=35.086x+147.5 0.999 19.1 282
Pentabromophenol ¥=62.855x— 8538 0.999 144 214
3-Bromophenol y=17.162x+245 0.997 323 47.3
4-Bromophenol y=18.082x— 188.9 0.996 278 385
4-Bromo-3-methylphenol y=10.069x+116.7 0.992 544 78.6

Table 4

Recoveries of BPs at 5 x 10-? mol L-! concentration level from different matrices without and with the addition of NTS (1x 10-* mol L1} to the water samples.

Analyte Tap water Danube river Morava river
- NTS - NTS - NTS

3,355 -Tetrabromobisphenol A 1015 105.2 90.2 1131 96.8 1198
2,6-Dibromophenol 87.4 94.7 821 1227 67.8 1144
2-Bromophenol 61.2 98.1 736 1272 66.3 1035
2.4-Dibromophenol 59.0 1013 60.6 1216 776 118.1
2,4,6-Tribromophenol 102.4 1045 1043 1217 922 1032
Pentabromophenol 59.7 82.2 47.8 86.9 559 102.1
3-Bromophenol 44.5 1005 68.9 988 83.7 96.8
4-Bromophenol 91.3 98.9 101.8 115.0 108.9 1147
4-Bromo-3-methylphenol 243 99.3 959 100.7 838 112.3

higher effective mobility than carbonate were removed from the
CZE separation path, whereas ions having lower effective mobility
thancarbonate continued in their migration into the CZE step. How-
ever, a difficulty concerning work with electrolytes having high pH
occurs when using [TP preconcentration. Carbon dioxide from the
atmosphere is absorbed in solutions with high pH, which leads into
continuous increasing of carbonate concentration in time. There-
fore, it is important to use well-buffered electrolytes to prevent
larger changesin their pHvalues and to store electrolytesin dissica-
tor filled with soda lime when not used. Increase in carbonate zone
length can be observed during ITP step (data not shown). However,
most of carbonate amount (about 99.5%) is removed from system
by proper setup of column switching, so there is no interference of
carbonate during the separation of BPs in the CZE step.

3.2. Calibration and repeatability

Calibration of BPs was performed at six concentration levels
ranging from 3 x 10-¥ mol L~! to 5% 10~7 mol L-1. The peak areas
of the analytes were corrected, for the presence of endogenous
compounds, by subtracting the corresponding area of the blank.
Results together with calculated limits of detection (LOD) and
quantification (LOQ) are shown in Table 3.

Obtained LOQs correspond to the results achieved by Blanco et
al. [13] for real sample analysis. Other techniques used for analysis
of BPs, e.g., GC-MS[6,9] and LC-MS[10-12], offer much better LODs
in case of targeted compound analysis in comparison to our devel-
oped ITP-CZE method but on the other hand they require complex
and time-demanding sample pretreatment. However, for determi-
nation of the BPs with diverse properties, ITP-CZE method offers
relatively fast and sufficiently sensitive analysis of BPs at low cost
due to the on-line preconcentration by ITP step.

Lower value of correlation coefficients of several BPs is assumed
to be connected with adsorption of analytes during injection and
separation and this problem will be discussed further.

Study of repeatability was performed at two concentration lev-
els 2 x10~7mol L1 and 5 x 10-8 mol L1 and good repeatability of
migration times for all analytes with values less than 0.33% and less
than 0.23%, respectively (RSD, n=8) was obtained. These results

are in good agreement with other authors using ITP-CZE [22,26].
Repeatability of peak areas was less than 4.8 7% and less than 7.19%,
respectively (RSD, n=8).

3.3. Real samples

The developed ITP-CZE method was applied to determination
of BPs in spiked tap and river water samples. Sample pretreatment
consisted only of filtration through 0.45 pum membrane filter. As
described above, column switching technique was used to remove
main sample matrix constituents present in great excess regarding
to concentration of spiked BPs, Le., chloride, sulfate, nitrate, and
carbonateions in the case of river water samples. Above mentioned
macroconstituents deteriorated the separation of BPs in CZE step
if no removal of matrix macroconstituents was used after ITP step
(data not shown).

Fig. 2 presents the analyses of three water samples, the blank
runs are shown as the lower traces while the same samples spiked
with BPs at 2x 10~7mol -1 concentration level are shown as
the upper traces. Poor quality of baseline under our separation
conditions is caused by the presence of various very weak acids
(pK; values about 10) in the real sample at low concentration
levels. These acids are also focused from the sample during the
ITP stage and because of their lower effective mobilities than
carbonate they are transferred from ITP step to CZE step. There-
fore, peak areas of the analytes were corrected by subtracting the
corresponding area of the blank. When analyzing water samples
obtained from Danube and Morava rivers, no signal was observed
in the positions of BPs, therefore, it is assumed that BPs are
not present in these samples or their concentrations are below
LOD.

In real sample analysis it is difficult to make the correction of
analytes’ peak areas by subtracting the corresponding area of the
blank as it is impossible to obtain the blank sample. The compo-
sition of the sample could be varying depending on the sample
location. The correct way for quantitative analysis should be the
standard addition method.

When determining the recoveries from spiked samples, unsat-
isfactory results were obtained (Table 4). This can be explained
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Fig. 2. Electropherograms of water sample blanks (A) and s piked samples (B) with spiked concentration 2 x 107 molL-! of BPs. Samples contained 1x 10-° mol L-! NTS to
prevent adsorption of BPs on surfaces. For peak assignment, see Fig. 1. Peaks assigned by “*" present impurities from sample and electrolyte system. Separation conditions

are summarized in Table 2.

by the adsorption of BPs on the hydrophobic surfaces. It presents
a significant problem because of FEP material used in the
separation system. An addition of 1 x 10~>mol -1 naphthalene-
1,3,6-trisulfonic acid (NTS) to the sample was suggested in paper
of Zelensky et al. [27] to prevent the adsorption of chromate on
the same surface. NTS adsorbs preferentially onto surfaces during
storage, injection, and separation avoiding greater losses of ana-
Iytes during the separation process and improving their recoveries.

Therefore, we have used the same chemical constituent to prevent
the adsorptionof BPs present at very low concentration inour water
samples. Improvements in recovery values are shown in Table 4.
Low recovery values for pentabromophenol can be explained by
potential decomposition due to a photodegradation [28] or by the
higher affinity of pentabromophenol towards glass and FEP sur-
faces, respectively. Adsorption of brominated flame retardants was
already reported by Thomsen et al. [29].
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4, Conclusions

An ITP-CZE method for determination of nine brominated
phenols in water samples in automated electrophoretic analyzer
provided with column-coupling technique and operating in hydro-
dynamically closed separation system was developed. Utilizing
inherent on-line preconcentration capability of ITP low limits of
detection in CZE stage with UV detector operating at 220 nm wave-
length in order of tens of nanomols per liter were achieved within
22 min of analysis time. Good repeatability of migration times (less
than 0.33% RSD) and good repeatability of peak areas (less than
7.19% RSD) at concentration level 5 x 108 mol L-! were observed.

Utilization of diode-array detector would improve ITP-CZE per-
formance and flexibility of the detection by measuring absorbance
at wavelength of absorption maximum of each BP. An additional
information of peak spectra to identity confirmation would be use-
ful, too.

Developed ITP-CZE method was successfully applied to deter-
mination of BPs in spiked tap and river water samples, even an
adsorption of BPs caused decrease of recoveries of several BPs. Uti-
lization of naphthalene-1,3,6-trisulfonic acid added to the sample
improved recovery in most cases. [TP~-CZE method can be easily
used for BPs analysis on real water samples as it requires only
filtration of the sample before run.
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