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§1. UVOD

Polibromirani difenil eteri (engl. Polybrominated Diphenyl Ethers, PBDE) pripadaju skupini
bromiranih usporivaca gorenja (engl. Brominated Flame Retardants, BFR), odnosno,
upotrebljavali su se kao aditivi raznovrsnim materijalima i opremi kako bi smanjili njihovu
zapaljivost, sprijecili nastanak pozara ili usporili njegovo Sirenje. Ekonomic¢ni su i imaju mali
utjecaj na mehanicka svojstva polimera, a dodavali su se tekstilnim materijalima, plasticnim
materijalima koriStenim za izolaciju elektri¢ne i elektronske opreme i izradu njihovih kucista
te poliuretanskim pjenama koristenim kao punila za namjesStaj i sjedala u automobilima i
avionima. Skupina spojeva PBDE zaokupili su pozornost znanstvenika jer su od pocetka
upotrebe 1960-ih i 1970-ih njihovi maseni udjeli u okoliSu i ljudima naglo rasli. Postoji 209
homologa i izomera spojeva PBDE, odnosno kongenera, ovisno o broju i polozaju bromovih
atoma na dvama benzenskim prstenovima spojenih kisikovim atomom (slika 1).! U
polibromirane difenil etere supstituirane s ve¢im brojem Br atoma svrstavamo kongenere sa
osam, devet i deset Br atoma, odnosno okta-, nona- i deka-bromirane difenil etere (BDE).
Polibromirani difenil eter sa maksimalnim brojem supstituiranih Br atoma, odnosno deka-
bromirani difenil eter (BDE-209) se u prisutnosti UV svjetlosti raspada na hepta-, okta- i
nona-BDE te bromirane dibenzofurane. Kongeneri okta- i nona-BDE su glavni razgradni
produkti kongenera BDE-209 i mogu se pod utjecajem UV svjetlosti dalje raspadati na
stabilnije kongenere PBDE supstituirane s manjim brojem Br atoma.?

m+n = 1-10

Slika 1. Op¢enita struktura kongenera polibromiranih difenil etera

Na trziStu su spojevi PBDE bili dostupni kao tri glavne formulacije: ,,penta®, ,,okta“ i ,,deka‘,
koje su se sastojale od relativno malog broja kongenera navedenih spojeva, a nazvane su

prema stupnju bromiranosti najzastupljenije skupine kongenera.



Obzirom da su polibromirani difenil eteri vrlo postojani u okolisu, skloni
bioakumulaciji i biomagnifikaciji u kopnenim i morskim hranidbenim lancima, toksi¢ni za
ljude i Zivotinje te je dokazana njihova prisutnost u svim dijelovima svijeta, dodani su na
popis spojeva obuhvac¢enih Stockholmskom konvencijom o postojanim organskim
onecis¢ujucim tvarima. Konvencijom se propisuju uvjeti koje svaka stranka Konvencije treba
ispuniti kako bi se na globalnoj razini ukinula proizvodnja, uporaba, uvoz i izvoz postojanih
organskih zagadivala (engl. Persistent Organic Pollutants, POPs) u cilju zastite ljudskog
zdravlja i okolisa. Formulacije ,,penta“ i ,,okta” dodane su na popis Stockholmske konvencije
2009. godine. Daleko najveci udio na trzistu imala je formulacija ,,deka® ¢ija je proizvodnja i
upotreba na europskom i ameri¢kom trzistu najkasnije zabranjena, 2017. godine. Formulacija
»deka® sastoji se skoro isklju¢ivo (>97 %) od kongenera BDE-209, potpuno bromiranog
difenil etera. Koristila se u razli¢ite svrhe, kao dodatak tekstilnim materijalima, plasti¢énim
materijalima za izolaciju zica, mobilnim telefonima, hladnjacima, televizorima te ostaloj
elektricnoj i elektronskoj opremi, ali i gradevnom i konstrukcijskom materijalu.

Polibromirani difenil eteri nisu kemijski vezani u materijalima u koje su dodavani, a
kao posljedica toga, dolazi do njihovog otpustanja u okolni zrak, prasinu, vodu i tlo. Proizvodi
koji sadrze materijale tretirane ovim spojevima predstavljaju njihov izvor tijekom cijelog svog
vijeka trajanja: od procesa proizvodnje, preko upotrebe/primjene, pa sve do odlaganja na
odlagalistima otpada i tijekom procesa recikliranja.***

Kongeneri polibromiranih difenil etera razlikuju se po svojim fizikalno-kemijskim
svojstvima §to dovodi do razlika u njihovom ponasanju u okolisu. Spojevi PBDE su
hidrofobni sa logaritamskim vrijednostima koeficijenta razdjeljenja izmedu n-oktanola i vode
(log Kow) U rasponu od 5,08 za mono-BDE do 8,70 za deka-BDE. Porastom broja bromovih
atoma povecavaju se vrijednosti logKew, dok se topljivost u vodi i tlak pare snizavaju. Dakle,
povecanjem stupnja bromiranosti smanjuje se Sposobnost kongenera da se otopi u vodi ili
zadrzi u plinovitom obliku u atmosferi, odnosno spojevi PBDE supstituirani s ve¢im brojem
Br atoma lakSe se sorbiraju na Cestice u zraku ili na Cestice u vodi. Moguénost transporta
zrakom na vece udaljenosti visa je za spojeve PBDE supstituirane s manjim brojem Br atoma
zbog veéeg tlaka pare, dok je za spojeve PBDE supstituirane s ve¢im brojem Br atoma
prijenos na vece udaljenosti povezan s udaljenos¢u koju cestice mogu prijeci u atmosferi.’
TaloZenjem iz zraka, ali 1 direktnim oneciS¢enjem tla u slucaju primjerice odlagaliSta otpada,

polibromirani difenil eteri se vezu za organsku tvar u tlu koje onda postaje sekundarni izvor



onecis¢enja ovim spojevima. Biljke u manjoj mjeri mogu putem korijena apsorbirati spojeve
PBDE te su posljedi¢no i kopnene Zzivotinje, posebno biljojedi, u manjoj mjeri izlozene
navedenim spojevima u odnosu na morske organizme.

U vodenom okolisu polibromirani difenil eteri se adsorbiraju na suspendirane Cestice u vodi,
organski dio sedimenata, i/ili ulaze u morske organizme. Tamo se bioakumuliraju u tkivima
bogatim lipidima razli¢itih organizama i biomagnificiraju duz hranidbenog lanca. Zbog toga
vodeni organizmi, posebno vrste na vrhu hranidbenog lanca, Cesto imaju visoke razine
razmatranih spojeva. Ovisno o vrsti organizma, njegovim prehrambenim navikama, udjelu
masti u organizmu te staniStu, maseni udjeli polibromiranih difenil etera variraju od nekoliko
ng g™ do nekoliko pg g™* mase masti uzorka.®’

Dva osnovna puta unosa polibromiranih difenil etera u ljude su putem hrane i putem
prasine — ingestijom, inhalacijom te putem koze, iako se smatra da ovaj posljednji put unosa
nije od veéeg znacaja. Prema Europskoj agenciji za sigurnost hrane (engl. European Food
Safety Authority, EFSA)® glavni izvor izloZenosti ljudi je putem hrane Zivotinjskog podrijetla
s ve¢im udjelom masti (riba, meso i mlijeko/mlije¢ni proizvodi), gdje se navedeni spojevi
akumuliraju zbog njihove lipofilnosti (slika 2). Mnogobrojnim znanstvenim istrazivanjima
potvrdena je povezanost nadenih povisenih masenih udjela spojeva PBDE u odredenim
populacijama ljudi sa konzumacijom hrane kontaminirane ovim spojevima. Posljedi¢no se
zakljuuje da izlozenost ljudi spojevima PBDE putem hrane znacajno ovisi o osobnim
prehrambenim navikama pojedinaca te regiji u kojoj se ispitivanje provodi. Takoder, upravo
je paralelna analiza hrane i bioloskih uzoraka dovela do vazne spoznaje da je unos Spojeva
PBDE putem prasine znacajan, a u nekim slucajevima i glavni put unosa ovih spojeva u
ljudski organizam. Zato je analiza polibromiranih difenil etera u hrani vazna i omogucuje
procjenu izlozenosti ljudi ovim Stetnim spojevima, na temelju koje se mogu procijeniti
dozvoljeni dnevni ili tjedni unosi te pokusati smanjiti potencijalni Stetni uc¢inci na ljudsko

zdravlje.t3*
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Slika 2. Shema putova unosa polibromiranih difenil etera u ljude putem prehrane

Prema preporuci 2014/118/EU Europske komisije, potrebno je analizirati deset kongenera
polibromiranih difenil etera (BDE-28, -47, -49, -99, -100, -138, -153, -154, -183 i -209)
pomocu analiti¢kih metoda s granicom odredivanja (engl. Limit of Quantification, LOQ) ne
veéom od 0,01 ng g mokre mase uzorka, ili nizom, u jajima i proizvodima od jaja, mlijeku i
mlije¢nim proizvodima, mesu i mesnim proizvodima, Zivotinjskim i biljnim mastima i uljima,
ribi i drugim morskim plodovima, proizvodima za posebne prehrambene uporabe i hrani za
dojen¢ad i malu djecu.’

Uz navedene skupine prehrambenih namirnica, potrebno je ovdje zasebno naglasiti
posebnu vrstu hrane — ljudsko mlijeko. Prema preporukama Svjetske zdravstvene organizacije
(engl. World Health Organization, WHO) ono bi trebalo biti jedina prehrana djece do Sestog
mjeseca starosti. Mnoga istrazivanja su potvrdila da je u odnosu na druga Zivotna razdoblja,
dojenastvo razdoblje kada je ljudski organizam u najvecoj mjeri izlozen unosu organskih
zagadivala putem hrane iz razloga $to se tada navedeni spojevi direktno unose u dojencée koje
zbog svoje male mase na taj na¢in dobiva najvecu dozu izrazenu po kilogramu tjelesne mase.
Na razine polibromiranih difenil etera u ljudskom mlijeku utjeCe vise faktora, a u najvecoj
mjeri prehrambene navike majke. Najvise razine ispitivanih spojeva u uzorcima ljudskog
mlijeka opée populacije (iskljuceni slucajevi profesionalne izlozenosti i izloZenosti zbog
blizine direktnom izvoru zagadenja) nadene su kod majki koje su poja¢ano konzumirale hranu
kao $to su riba i riblji proizvodi za koje se zna da sadrze ve¢e masene udjele polibromiranih

difenil etera u odnosu na druge skupine namirnica.**



lako su u ljudskim tkivima, pa tako i u mlijeku, pronadeni mjerljivi maseni udjeli
spojeva PBDE, 0 mehanizmu njihovog toksi¢nog djelovanja i o Stetnom utjecaju na ljudsko
zdravlje malo se zna. Procjena toksic¢nosti ovih spojeva uglavnom se temelji na Zivotinjskim
modelima, a u nekoliko epidemioloskih studija procjenjivala se povezanost nadenih poviSenih
masenih udjela razmatranih spojeva u ljudskom tkivu (npr. u krvi, mlijeku) sa njihovim
Stetnim uéincima na zdravlje. Studije na Zivotinjskim modelima pokazale su da formulacije
penta“ i ,,0kta* ve¢ pri nizim masenim udjelima (od 0,6 do 2 mg kg) pokazuju razliite
negativne utjecaje, npr. formulacija ,penta“ utjee na razine hormona S§titnjace |
neurobihevioralne poremecaje, a formulacija ,okta“ povecava fetalnu toksi¢nost i
teratogenost. Formulacija ,,deka“ pri veéim masenim udjelima (80 mg kg™ ) utjeGe na
morfoloske promjene stitnjace, jetre i bubrega. Epidemioloske studije pokazale su da je
izlozenost polibromiranim difenil eterima tijekom prenatalnog perioda povezana sa nizom
razinom tireoidnog stimulirajuéeg hormona (TSH), nizim kvocijentom inteligencije i
smanjenim razvojem kognitivnih i motoric¢kih sposobnosti. Postnatalna izloZenost povezana je
takoder sa nizim kvocijentom inteligencije te uvecanom ucestalosti hiperaktivnog i
agresivnog ponasanja.
Jedno od mogucih objasnjenja za navedene ucinke je promjena statusa hormona Stitnjace.
Naime, razvoj neuroloSkog sustava u velikoj mjeri ovisi o hormonima Stitnjace, posebice
tiroksinu (T4), koji ima sli¢nu stereokemijsku strukturu kao spojevi PBDE te se njihovim

vezanjem na receptore hormona ititnjate ometa proizvodnju hormona.*

Kako bi se zastitilo ljudsko zdravlje i sprije¢ilo prekomjerno unosenje polibromiranih difenil
etera u organizam putem hrane, 2011. godine EFSA Panel o oneciS¢ujuéim tvarima u
hranidbenom lancu (engl. EFSA Panel on Contaminants in the Food Chain, CONTAM Panel)
osam je kongenera polibromiranih diefnil etera (BDE-28, -47, -99, -100, -153, -154, -183 i -
209) proglasio spojevima od primarnog interesa za pracenje izloZenosti ljudi putem hrane.
Kasnije su na popis dodana jo§ dva kongenera, BDE-49 i BDE-138. Na temelju toga donesena
je prije spomenuta preporuka 2014/118/EU Europske komisije kojom se preporuca pracenje
razina navedenih deset kongenera polibromiranih difenil etera u hrani.?

Prema europskoj direktivi 2013/39/EU iz 2013. godine maksimalni dopusteni maseni

udio polibromiranih difenil etera u ribama je 0,0085 pg kg™ mokre mase uzorka.* Trenutno



nema drugih zakona koji bi regulirali dozvoljene vrijednosti masenih udjela spojeva PBDE u

hrani.

U ovom seminarskom radu bit ¢e prikazani analiti¢ki postupci koji se koriste za odredivanje
polibromiranih difenil etera supstituiranih s ve¢im brojem Br atoma u hrani Zivotinjskog
podrijetla, ali i ljudskom mlijeku koje je primarna hrana dojencadi. Analitika polibromiranih
difenil etera supstituiranih s ve¢im brojem Br atoma, posebice kongenera BDE-209 na kojem
¢e biti naglasak, ne razlikuje se u potpunosti od analitike polibromiranih difenil etera
supstituiranih s manjim brojem Br atoma, medutim potreban je drugaciji pristup koji ¢e se

poblize objasniti.

§ 2. KEMIJSKA ANALIZA

Analiza tragova polibromiranih difenil etera, a time i kongenera supstituiranih s veéim brojem
Br atoma u uzorcima hrane Zzivotinjskog podrijetla vrlo je zahtjevna, od same pripreme
uzorka, ekstrakcije analita, pro¢is¢avanja ekstrakta pa do instrumentne analize. Kao $to je
receno, iako postoji 209 kongenera polibromiranih difenil etera, odredivanje pojedinacnih
kongenera ovisi 0 njihovoj prisutnosti u uzorcima i dostupnosti standarda. Prema podacima iz
literature, kongeneri koji se najc¢esce analiziraju su BDE-28, -47, -99, -100, -153, -154, -183 i
-209.

Analiza kongenera BDE-209 je posebno izazovna zbog njegovih fizikalno-kemijskih
svojstava. U vecini otapala se ne otapa lako, nije hlapljiv, i opéenito je reaktivan, a posebice
jer se raspada pri visokim temperaturama ili u prisutnosti UV svjetlosti na hepta- (BDE-183),
okta- (BDE-196, BDE-197) i nona- (BDE-207, BDE-208) bromirane difenil etere od kojih su
kongeneri okta- i nona-BDE njegovi glavni razgradni produkti. Posljedica njegove
nestabilnosti je da se postepeno razgraduje tijekom cijelog analitickog postupka, od
ekstrakcije, procis¢avanja pa sve do instrumentne analize. Stoga je dobivanje pouzdanih i
ponovljivih rezultata jedan od veéih izazova u analizi kongenera BDE-209. Njegova
razgradnja takoder predstavlja problem u analizi kongenera okta- i nona-BDE ¢iji su maseni
udjeli u uzorcima hrane manji od masenih udjela potpuno bromiranog kongenera BDE-209 te

ukoliko dode do njegovog raspada, analize ¢e pokazat previsoke masene udjele kongenera



okta- i nona-BDE, a preniske masene udjele kongenera BDE-209. Posljedi¢no, jedan od
temeljnih zahtjeva u analizi spojeva PBDE supstituiranih s ve¢im brojem Br atoma je smanyjiti
razgradnju potpuno bromiranog kongenera BDE-209. Uzorci i ekstrakti bi trebali tijekom
cijelog postupka biti zasticeni od UV svjetlosti, npr. koriste¢i posude i viale od tamnog stakla
ili zamatanjem posuda u aluminijsku foliju.

Kongener BDE-209 se u okolisnim uzorcima pronalazi u masenim udjelima Sirokog
raspona. Kada su maseni udjeli vrlo niski, kao na primjer u biolo§kim uzorcima, uzorcima tla
i sedimenta te u zraku, moraju se primijeniti odredene mjere kako bi se smanjile pozadinske
kontaminacije tijekom skupljanja uzorka i same analize u laboratoriju. Maseni udjeli
kongenera BDE-209 mogu biti i visoki, npr. u ribi i morskim plodovima, mesu, mlije¢nim
proizvodima, Sto zajedno sa slabom topljivosc¢u u vodi spojeva PBDE supstituiranih s veé¢im
brojem Br atoma moze dovesti do unakrsne kontaminacije putem staklenog pribora, opreme i
instrumenta. Stoga, za analizu tragova spojeva PBDE supstituiranih s ve¢im brojem Br atoma
potrebno je Kkoristiti posebno stakleno posude samo za njihovu analizu. Rizik od
kontaminacije moze Se smanjiti zagrijavanjem staklenog posuda na 450 °C i ispiranjem Sa
otapalom prije same upotrebe. Treba obratiti paznju i na plastiéne materijale koji su dio

opreme nekih instrumenata, a koji takoder mogu biti izvor kontaminacije.?”

2.1. Prethodna obrada uzoraka

Skupljanje uzoraka, priprema i njihovo skladistenje vazni su koraci kod kojih takoder treba
uzimati u obzir smanjenje mogucnosti kontaminacije ili razgradnje pojedinih kongenera
osjetljivih na UV svjetlo.

Najces¢e se analizira hrana Zivotinjskog podrijetla s ve¢im udjelom masti u ¢vrstom ili
polucvrstom stanju. Kod vecine metoda iz uzoraka se uklanja voda liofilizacijom ili dodatkom
anhidridnog natrijevog sulfata. Suhi uzorci ili uzorci liofilizata se mogu skladistiti u frizideru

ili pri sobnoj temperaturi zastiéeni od UV svjetlosti.*



2.2. Ekstrakcijske tehnike

Temelj uspjesnosti svake analitiCke metode je selektivna i iscrpna ekstrakcija ciljanih spojeva
iz uzorka S$to izravno utjeCe na kvalitetu rezultata. O tome koja ¢e se ekstrakcijska tehnika
primijeniti ovisi o tipu uzorka i dostupnosti laboratorijske opreme. Kongeneri polibromiranih
difenil etera imaju Siroki raspon molekulskih masa (328 — 959 g mol™) i razlikuju se
medusobno po fizikalno-kemijskim svojstvima tako da je potrebna pazljiva optimizacija
ekstrakcijskog procesa. Ucinkovitost ekstrakcije ovisi o vrsti otapala, vremenu ekstrakcije,
temperaturi, tlaku, a potrebno je uzeti u obzir i ekonomic¢nost samog postupka. Visoka
temperatura ¢e u vecini slucajeva povisiti ucinkovitost ekstrakcije snizenjem viskoznosti
otapala i povecanjem topljivosti analita u otapalu. Medutim, visoka temperatura moze dovesti
do razgradnje okta-, nona- i deka-bromiranih difenil etera zbog ¢ega ekstrakcijska tehnika
nece biti uc¢inkovita za navedene skupine kongenera.

Organska otapala koja se najc¢e$ce koriste za ekstrakciju lipofilnih spojeva PBDE
supstituiranih s ve¢im brojem Br atoma iz uzoraka hrane su n-heksan, diklormetan, aceton,
dietil eter, etil acetat, acetonitril ili smjese navedenih otapala u razli¢itim omjerima.

Ekstrakcijske tehnike koje se najvise koriste su: ekstrakcija otapalom, ekstrakcija po
Soxhletu, ekstrakcija otapalom potpomognuta visokim tlakom (engl. Pressurized Liquid
Extraction, PLE), ekstrakcija ¢vrsto-tekué¢e potpomognuta ultrazvukom (engl. Ultrasound -
Assisted Leaching, USAL), ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (engl. Microwave-
Assisted Extraction, MAE), ekstrakcija rasprSenjem uzorka kroz ¢vrstu fazu (engl. Matrix
Solid Phase Dispersion, MSPD)."%?

Ekstrakcija otapalom ne zahtijeva skupu ili suvremenu instrumentaciju, §to ju Cini
relativno jeftinom tehnikom, no zbog potrebe visekratnog ponavljanja postupka dugotrajna je
I potrebne su velike koli¢ine reagensa.

Ekstrakcija po Soxhletu klasi¢na je tehnika koja se koristi u analizi postojanih
organskih zagadivala zbog njene visoke ucinkovitosti. Najve¢a mana ove tehnike je da je
dugotrajna i zahtijeva veée volumene otapala.

Tehnika PLE koristi povisenu temperaturu (80 - 130 °C) i poviseni tlak (100 — 200
bar) kako bi se povecala ucinkovitost otapala da ekstrahira analite iz uzorka. Aparatura
omogucuje ucinkovitu i brzu ekstrakciju, primjenom 2 ili 3 ekstrakcijska ciklusa u manje od

30 minuta. Uz to $to je automatizirana, pruza mogucénost istovremenog procis¢avanja



ekstrakta. Moze se na dno ekstrakcijske ¢elije dodati prikladni sorbens, npr. kiseli silikagel za
oksidaciju masti, i procistiti ekstrakt u istoj celiji. Ponekad je potrebno ekstrakte dodatno
procistiti, medutim u veéini sluajeva mogu se direktno analizirati. U obzir treba uzeti
¢injenicu da su sama aparatura, ali i njeno koriStenje 1 odrzavanje relativno skupi.

Tehnika USAL pogodna je za obradu krutih uzoraka, a koristi ultrazvuéne valove koji
uzrokuju kavitaciju i mehani¢ko mijeSanje $to posljedicno omogucuje bolju ekstrakciju
zeljenih spojeva iz uzorka u otapalo. Na taj na¢in izbjegnuta je razgradnja termi¢ki nestabilnih
spojeva. Ispiranje (engl. leaching) zapravo je naziv za ekstrakciju ¢vrsto-tekuce gdje se ciljani
analiti otapaju u organskim otapalima sto ¢ini ovu tehniku selektivnom.

Tehnika MAE podrazumijeva ekstrakciju otapalom ubrzanu 1 pospjeSenu
mikrovalnom energijom kojom se grije uzorak i otapalo (slika 3). Glavne prednosti ove
tehnike su: smanjena upotreba otapala, smanjeno vrijeme ekstrakcije, povecanje prinosa
analita, automatizacija i obrada veceg broja uzoraka istovremeno. Nedovoljno se koristi zbog
nepoznatog uc¢inka mikrovalova na analite i potrebe za polarnim otapalom Koje je nuzno kako
bi doSlo do apsorpcije mikrovalne energije. Takoder, ekstrakti zahtijevaju daljnje

procis¢avanje.

Slika 3. Uredaj za ekstrakciju potpomognutu mikrovalovima

Ekstrakcija rasprSenjem uzorka kroz ¢vrstu fazu je modificirana ekstrakcija na ¢vrstoj
fazi (eng. Solid Phase Extraction, SPE) razvijena s ciljem pojednostavljenja pripreme uzorka
s visokim udjelom masnoc¢a. Temelji se na mijeSanju male koli¢ine uzorka s ve¢om koli¢inom
sorbensa u keramickom tarioniku. Nakon mijesanja, uzorci se prebacuju u kolonicu i analiti se
eluiraju odgovarajuc¢im otapalom. Necistoce se zadrzavaju na sorbensu i na taj nacin dolazi do

istovremene ekstrakcije i procis¢avanja uzorka (slika 4). lako je ova tehnika razvijena u svrhu
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analize pesticida, sve ¢esce se koristi i U analizi drugih organskih zagadivala u hrani, ali i u tlu
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Slika 4. Shema ekstrakcije rasprSenjem uzorka kroz ¢vrstu fazu

Najcesca tehnika koja se koristila u analizi spojeva PBDE supstituiranih s ve¢im brojem Br
atoma u hrani je ekstrakcija po Soxhletu, a u novije vrijeme vise se koriste tehnike PLE te
USAL i MSPD. Navedene tehnike pogodne su za analizu ¢vrstih i polu¢vrstih uzoraka hrane.
Tehnika MSPD razvijena je za analizu uzoraka sa visokim udjelom masnocéa, npr. riba,
Skampi, jegulja i ostalih morskih plodova. Tehnika PLE ima prednost pred drugim tehnikama
ekstrakcije jer pruza mogucnost istovremenog prociséavanja uzorka. U analizi tekucih
uzoraka, npr. ljudskog mlijeka, moze se koristiti tehnika PLE, ali prethodno je uzorke
potrebno liofilizirati. lako se nedovoljno koristi, tehnika MAE se uspjesno moze primijeniti u

analizi ¢vrstih i poluévrstih uzoraka hrane, ali i za analizu tekué¢ih uzoraka.

2.3.  Prociséavanje uzoraka

Ekstrakti uzoraka hrane uz zeljene lipofilne spojeve koji se nakupljaju u masti sadrze i druge
nepolarne i poluhlapljive spojeve te sastojke matrice Sto moze dovesti do koeluiranja sa
analitima i dobivanja laznih rezultata, prouzrociti nezeljeni utjecaj matrice u ionskom izvoru,
ili ¢ak promijeniti rad kolone za plinsku kromatografiju i injektorskog sustava. Najvazniji
koraci u postupku proc¢iS¢avanja su uklanjanje matrice i odvajanje Zeljenih polibromiranih

difenil etera iz masti i od drugih interferirajucih spojeva §to Cesto stvara probleme u postupku
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prociscavanja i potreban je vrlo selektivan postupak. Uklanjanje masti koja se ekstrahira
zajedno sa ispitivanim spojevima iz vecine uzoraka hrane, posebno zivotinjskog porijekla,
moze se provesti destruktivnim ili nedestruktivnim tehnikama. Dodatak koncentrirane
sumporne Kkiseline ili impregnacija silikagela sa koncentriranom sumpornom kiselinom
destruktivne su tehnike koje se Cesto koriste u analizi spojeva PBDE supstituiranih s ve¢im
brojem Br atoma. Cesto se koriste i viseslojne kolone koje sadrze kiseli, neutralni i luZnati
silikagel. Druga moguc¢nost uklanjanja masti je nedestruktivnim tehnikama kromatografijom
isklju¢enjem (engl. Size Exclusion Chromatography, SEC) ili gel propusnom
kromatografijom (engl. Gel Permeation Chromatography, GPC) gdje se organsko otapalo
koristi kao mobilna faza.

Takoder, odvajanje polibromiranih difenil etera od ostalih postojanih organskih
zagadivala, kao S$to su poliklorirani dibenzo-p-dioksini i dibenzofurani (PCDD/Fs) ili
polibromirani dibenzo-p-dioksini i dibenzofurani (PBDD/Fs), najbolje se postize pomocu
tehnike SPE, koristenjem alumine kao sorbensa. Spojevi PBDE se dodaju na kolonu otopljeni
u n-heksanu i eluiraju diklormetanom ili smjesom n-heksana i diklormetana (od 20 % do 50
% diklormetana). Odvajanje se takoder moze postic¢i na Florisilu s n-heksanom kao eluensom
(slika 5). U¢inkovito odvajanje polibromiranih difenil etera od ostalih halogeniranih spojeva
posebno je vazno kada se za detekciju koristi detektor zahvata elektrona (engl. Electron

Capture Detector, ECD) obzirom na njegovu smanjenu selektivnost.

a b

TN

Slika 5. Shema procis¢avanja uzorka na sorbensu: a) kondicioniranje kolone;

b) nanoSenje uzorka; c) vezanje zeljenih spojeva na sorbens; d) ispiranje necistoca;

e) eluiranje Zeljenih spojeva

Analiza spojeva PBDE supstituiranih s ve¢im brojem Br atoma ne zahtijeva dodatno

proc¢is¢avanje ekstrakta obzirom da ti spojevi imaju duza vremena zadrzavanja od ostalih
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spojeva, odnosno njihovi pikovi se nalaze u dijelu kromatograma gdje gotovo da i nema
drugih spojeva.'”

2.4. Kromatografsko odredivanje spojeva PBDE

S obzirom na fizikalno-kemijska svojstva polibromiranih difenil etera, za njihovo odredivanje
naj¢eSée se koristi plinska kromatografija (engl. Gas Chromatography, GC) uz detektor
spektrometrije masa (engl. Mass Spectrometry, MS) i detektor zahvata elektrona. Tekuéinska
kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High Performance Liquid Chromatography,
HPLC) uz detektor spektrometrije masa koristi se puno manje. Razlog tome je Sto nije
dovoljno osjetljiva za analizu kongenera BDE-209 u tragovima, usprkos ¢injenici da se koristi

u analizi termi&ki nestabilnih spojeva.’”

o

Obrada
Regulator Septum [I—)etcktor | podataka
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Slika 6. Dijelovi sustava plinske kromatografije

2.4.1. Kolone za plinsku kromatografiju

Polibromirani difenil eteri su spojevi niske polarnosti i stoga su za njihovo ucinkovito

odvajanje 1 odredivanje najprikladnije nepolarne i srednje polarne kolone za plinsku
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kromatografiju s nepokretnom fazom dimetilpolisiloksanom koji sadrzi 1 do 5 % fenilnih
skupina.

Koeuliranje s drugim halogeniranim spojevima primije¢eno je samo za kongenere
BDE-28 i BDE-49. Medutim, za odvajanje i to¢no odredivanje kongenera BDE-153 i BDE-
183 od ostalih bromiranih spojeva kao $§to su heksabromociklododekani, polibromirani
bifenili, tetrabromobisfenol-A ili tetrabromobisfenol-A dimetil eter, potrebna je
spektrometrija masa kao detektor.

Obzirom da se spojevi PBDE supstituirani s ve¢im brojem Br atoma dulje zadrzavaju
u koloni i samim time su duze vrijeme izlozeni visokoj temperaturi, moze do¢i do njihove
termic¢ke razgradnje. Dok su nepolarne kolone ili kolone srednje polarnosti duljine 30 m
optimalne za odvajanje spojeva PBDE supstituiranih s manjim brojem Br atoma, analiza
spojeva PBDE supstituiranih s veéim brojem Br atoma, posebice kongenera BDE-209,
zahtijeva drugacije instrumentne uvjete. Temperatura koja je potrebna za hlapljenje kongenera
BDE-209 u injektoru i koloni preklapa se s rasponom temperature u kojem dolazi i do
njegovog raspada. Razgradnja u koloni moze se uociti kao podignuta bazna linija prije izlaska
pika, dok razgradnja u injektoru rezultira pikovima njegovih razgradnih produkata, ve¢inom
okta- i nona-bromiranih difenil etera. Cesto kromatogrami pokazuju mjesavinu ovih
pokazatelja razgradnje kongenera BDE-209. Kako bi se smanjila termi¢ka razgradnja
navedenog kongenera, potrebno je smanjiti vrijeme njegovog zadrzavanja u injektoru i u
koloni. Kako bi se smanjila njegova interakcija sa stacionarnom fazom izbor pada na krace
kolone (npr. 15 m ili manje) sa tankim slojem stacionarne faze (npr. 0,1 um). Raspad
kongenera BDE-209 moze se dodatno smanjiti gradijentnim poviSenjem temperature i brzim
protokom (3 mL min™) mobilne faze. Takoder, §to je kolona starija dolazi do poveéanja broja
aktivnih mjesta na stacionarnoj fazi te samim time i jace interakcije navedenog kongenera sa
stacionarnom fazom $to pogoduje njegovoj razgradnji.

Tip kolone koji omogucuje analizu spojeva PBDE supstituiranih s ve¢im brojem Br
atoma, a i onih supstituiranih s manjim brojem Br atoma je kolona s uskim promjerom cijevi
(engl. narrowbore) od 0,25 mm i 0,32 mm koja ima mogucnost visoke rezolucije u
kombinaciji sa brzom analizom. Nadalje, pikovi su uzi, povecan je omjer signala i Suma, sto u

konagnici smanjuje granicu detekcije.™
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2.4.2. Injektiranje

Za analizu polibromiranih difenil etera preporuc¢a se koriStenje injektora za djelomi¢no
unosenje uzorka u kapilarnu kolonu (,,split/splitless® injektor), injektor sa programiranom
temperaturom isparavanja (engl. Programmable Temperature Vaporization, PTV), ili ,,on-
column® injektiranje uzorka. Najée$¢e se koristi tzv. ,,split/splitless” injektiranje ¢ime se
omogucuje visoka osjetljivost, ali uz nekoliko nedostataka. Previsoka temperatura moze
uzrokovati razgradnju spojeva PBDE vecih molekulskih masa, posebice kongenera BDE-209
koji ima procijenjenu temperaturu talista izmedu 300 °C i 310 °C i temperaturu razgradnje
iznad 320 °C. Razli¢iti utjecaj temperature moze Se ograniciti pravilnom kontrolom protoka
plina u injektor ili upotrebom posebnog moda injektiranja, npr. ,pressure pulse”. Uz
pulsiraju¢e ,,split” injektiranje (1:5 ,,split“ omjer) dobiju se simetricni pikovi te bolje
odjeljivanje kongenera, ali manja osjetljivost. Ukoliko se koriste obloZene unutarnje cjevcice
(engl. liner) u injektorskom dijelu, razgradnja spojeva PBDE vecih molekulskih masa moze
se dogoditi ako se analiti dugo zadrzavaju u injektoru, uslijed interakcije sa aktivhom
povrsinom u injektoru. U slucaju tzv. ,splitless” i injektora PTV koriste se obloZene unutarnje
cjevCice 1 uz poviSenu temperaturu veéa je mogucnost razgradnje. Stoga se kod analize
kongenera BDE-209 njegovo izlaganje mogucim aktivnim mjestima moze izbje¢i malom
povrS§inom unutarnje cjev¢ice u kombinaciji sa djelotvornom deaktivacijom aktivnih mjesta.
Preciznom optimizacijom injektora PTV, npr. brzim prolaskom uzorka skracuje se vrijeme
kontakta uzorka sa povr§inom unutarnje cjevéice i reducira utjecaj visih temperatura.

Kod uzoraka sa niskom koncentracijom spojeva najcesce je potrebno ukoncentrirati
uzorak uparavanjem na nizi volumen kako bi se spojevi mogli uspjesno kvantificirati.
Injektiranje velikih volumena (engl. Large Volume Injection, LVI) omogucuje injektiranje
vec¢ih koncentracija spojeva u kolonu bez potrebe za smanjenjem volumena, ¢ime se postizu
nize granice kvantifikacije. Kombinacija sustava LVI-PTV omogucuje injektiranje do 125 uL
spojeva PBDE, ukljucuju¢i i kongener BDE-209 koji je termicki nestabilan. Za kongener
BDE-209 sustav LV najbolje funkcionira s otapalom koje isparava pri vi§im temperaturama,
prijenosom analita uz visoki tlak i krajnjom temperaturom dovoljno visokom da se postigne
ucinkovit prijenos u kolonu bez induciranja razgradnje.

Kod sustava ,,on-column® injektiranja Utjecaj viSe temperature nije prisutan jer se

uzorak injektira na pretkolonu bez stacionarne faze pri temperaturi nizoj od vreliSta otapala.
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Na taj nacin ne dolazi do gubitaka analita ili razgradnje. Ova vrsta injektiranja zahtijeva vrlo
Ciste ekstrakte, a ograniCen je i volumen injektiranja, obi¢no na manje od 1 pL. Ukoliko se
uzastopno injektiraju nedovoljno pro¢iséeni ekstrakti, brzo dolazi do pogorSanja stanja kolone
§to rezultira pruzanjem ili razvlacenjem pika i naposljetku znatnim gubitkom kongenera
BDE-209. Za pripremu Ccistih ekstrakta Cesto je potrebno provesti vise koraka prociS¢avanja
§to je kontradiktorno pokuSaju smanjenja broja koraka proc¢iS¢avanja kako bi se smanjio
gubitak analita.

Zakljuéno, €injenica je da je vrijeme eluiranja spojeva sa kolone vremenski puno dulje

> . .. v ve .- Ve 1
od zadrzavanja uzorka u injektoru §to temperaturu kolone &ini ipak vaZnijim parametrom.*

2.4.3. Kvalitativna i kvantitativna analiza

Prema preporuci 2014/118/EU Europske komisije za odredivanje polibromiranih difenil etera
u hrani potrebno je koristiti analiticke metode sa granicom odredivanja 0,01 ng g mokre
mase uzorka ili nize, a koje dokazano daju pouzdane rezultate. Maseni udjeli spojeva PBDE
mogu se, 1 ¢esto se normaliziraju prema odredenom sadrZaju masti u uzorku 1 izraZzavaju kao

ng g™ mase masti.

Plinska kromatografija sa detektorom zahvata elektrona Cesto se koristi u analizi
halogeniranih spojeva u hrani zbog relativno niske cijene opreme i1 njenog odrZavanja.
Tehnika GC-ECD najcesce se koristi u analizi spojeva PBDE supstituiranih s manjim brojem
Br atoma, ali se uspjeSno moze koristiti i za analizu spojeva PBDE supstituiranih s ve¢im
brojem Br atoma u razli¢itim uzorcima hrane sa granicom detekcije u pg g*. Glavni
nedostatak ove tehnike je mala selektivnost ukoliko se u uzorku nalaze drugi spojevi koji
sadrze visoko elektronegativne atome te je velika moguénost njihovog koeluiranja i u vecini
sluCajeva je potrebno potvrditi rezultate, npr. s tehnikom plinske kromatografije uz detektor
spektrometrije masa. Kod analize spojeva PBDE supstituiranih s ve¢im brojem Br atoma
manja je vjerojatnost koeuliranja s drugim spojevima koji sadrze elektronegativne atome jer
navedeni spojevi imaju duza vremena zadrzavanja na koloni od vecine drugih spojeva. Za tri-
do nona-bromirane kongenere najnize vrijednosti granice detekcije u hrani postignute su

upravo pomocu detektora zahvata elektrona.
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Spektrometrija masa omogucuje kvantitativno i kvalitativno odredivanje spojeva na
temelju dobivenih omjera mase i naboja (m/z) fragmenata analiziranih kongenera
polibromiranih difenil etera. Najc¢esce tehnike spektrometrije masa koje se koriste za analizu
spojeva PBDE supstituiranih s ve¢im brojem Br atoma u hrani su spektrometrija masa niske
rezolucije (engl. Low Resolution Mass Spectrometry, LRMS) uz ionizaciju elektronima (engl.
Electron lonization, El), negativhu kemijsku ionizaciju (engl. Negative Chemical lonization,
NCI) ili puno Ce$¢e uz ionizaciju niskoenergijskim elektronima (engl. Electron Capture
Negative lonization, ECNI) te spektrometrija masa visoke rezolucije (engl. High Resolution
Mass Spectrometry, HRMS) uz ionizaciju elektronima koja se Cesto naziva i ,zlatnim
standardom* u analizi postojanih organskih zagadivala koji se u uzorcima nalaze u ultra-
tragovima.

Spektrometrija masa niske rezolucije je jednostavna tehnika sa relativno pristupa¢nom
cijenom opreme i njenog odrzavanja te je zato i jedna od najpopularnijih u analizi spojeva
PBDE supstituiranih s ve¢im brojem Br atoma (slika 7). Uz kvadrupolni analizator mase s
tehnikama ionizacije EI, NCI i ECNI, tehnika LRMS uspje$no je prilagodena za
kvantifikaciju polibromiranih difenil etera u hrani Zzivotinjskog podrijetla. Moguce je
kvantificirati i kongener BDE-209 unato¢ slabom prijenosu iona ve¢e mase kroz kvadrupolni

analizator mase.

za odredivanje polibromiranih difenil etera sa granicom detekcije instrumenta od < 1 fg do
400 fg za kongenere di- do deka-BDE. Selektivna je za bromirane spojeve, ali ne daje

informacije o strukturi pojedinih spojeva. Odredivanje spojeva temelji se samo na razlikama u
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vremenima zadrzavanja, a odziv se smanjuje sa povecanjem broja Br atoma. Karakteristi¢ni
fragment koji nastaje ionizacijom kongenera BDE-209 je bromirani fenoksidni ion [CeHs-
»BrkO]’, dok se za kvantitativno odredivanje okta- (BDE-196 i BDE-197), odnosno nona-
(BDE-206, BDE-207 i BDE-208) bromiranih difenil etera koriste tetrabromofenoksidni i
pentabromofenoksidni ion. Stvaranje fenoksidnog iona ovisi o broju i polozaju bromovih
atoma, pa prema tome nastali fenoksidni ioni omoguéuju razlikovanje izomera, kao $to su na
primjer kongeneri okta-BDE sa tri i pet bromovih atoma vezanih na dva benzenska prstena ili
Cetiri bromova atoma vezanih na svakom prstenu. Temperatura izvora iona ima znaéajan
utjecaj na prinos iona visih m/z koji nastaju iz kongenera BDE-209. Temperatura izvora je
takoder vazna kako bi se izbjegla njegova kondenzacija na povr§inama izvora iona §to moze
izazvati Sirenje pikova. Kombinacijom tehnika ECNI-LRMS postizu se vrijednosti granice
detekcije za kongenere tri- do deka-BDE u rasponu od 0,01 do 10 ng g mase masti uzorka te
se stoga tehnika spektrometrije masa s jednim kvadrupolom moze uspjesno primijeniti u
rutinskoj analizi polibromiranih difenil etera u hrani.

Spektrometri masa visoke rezolucije mogu posti¢i rezoluciju vecu od 4000 (slika 8).
Osjetljivost za spojeve ve¢ih molekulskih masa nije smanjena jer ucinkovitost prijenosa iona
kroz kvadrupolni analizator masa nije ovisna o masi zbog dodatnih magnetskih i elektri¢nih
komponenti. Specifi¢ni ion [M-2Br]" koji nastaje od kongenera BDE-209 omoguéuje granice
detekcije u rasponu od 78 do 197 pg g™ mase masti uzorka. Kako ne bi nastale interferencije
zbog prisutnosti polikloriranih bifenila (engl. Polychlorinated Biphenyls, PCB), polikloriranih
dibenzofurana i polikloriranih naftalena u uzorku, potrebno je odvojiti spojeve u razliite
frakcije tijekom procis¢avanja prije same instrumentne analize. Tehnika GC-HRMS je
prikladnija za odredivanje masenih udjela polibromiranih difenil etera u ultra-tragovima u
uzorcima hrane od tehnike GC-LRMS.
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Slika 8. Spektrometar masa visoke rezolucije

lonizacija elektronima je tehnika ionizacije koja se Cesto koristi bilo u tehnici LRMS
ili HRMS. lako tehnike NCI i ECNI imaju 15 puta vecu osjetljivost od tehnike El za spojeve
PBDE supstituirane s ve¢im brojem Br atoma, tehnika El je selektivnija zato Sto daje vise
informacija o strukturi ioniziranih spojeva. Nastaju karakteristi¢ni ioni [M]" i [M-2Br]" te je
moguce razlikovati kongenere polibromiranih difenil etera unutar homolognih grupa kao i
druge vrste bromiranih spojeva. Granice detekcije za spojeve PBDE supstituirane s ve¢im
brojem Br atoma nesto su vise kod kombinacije tehnika EI-HRMS nego u slucaju
kombinacije tehnika ECNI-LRMS. Sto se tie kombinacije tehnika EI-LRMS, granice
detekcije su za barem jedan red veli¢ine veée nego uz tehniku ECNI uz smanjenje osjetljivosti
povecanjem stupnja bromiranosti Spojeva.

Spektrometrija masa uz analizator vremena leta (engl. Time of Flight, TOF) uspjesno
se moze primijeniti u analizi hrane koja sadrzi ve¢e masene udjele polibromiranih difenil etera
kao sto je riba. Za odredivanje navedenih spojeva prisutnih u tragovima u nekoj drugoj vrsti
hrane ipak je potrebna osjetljivija tehnika.

Tandemna spektrometrija masa (MS/MS) omogucuje granice detekcije za kongenere
tri- do deka-BDE u pg g’ mase masti uzorka. Uz tehniku kemijske ionizacije pri
atmosferskom tlaku (engl. Atmospheric Pressure Chemical lonization, APCI) poveéa se
osjetljivost tehnike te su granice detekcije instrumenta manje od 10 fg. Medutim, granice
detekcije za kongener BDE-209 su deset puta veée nego one kod tehnike MS/MS uz
ionizaciju elektronima. Razlog tome je vjerojatno nedostatak prikladnog unutarnjeg standarda.
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Opéenito, tehnika GC-MS/MS je zadovoljavaju¢a za kvantifikaciju spojeva PBDE
supstituiranih s ve¢im brojem Br atoma u hrani zivotinjskog podrijetla.

Tekuéinska kromatografija u kombinaciji sa spektrometrijom masa nije uobicajena
analitiCka tehnika za odredivanje spojeva PBDE supstituiranih s ve¢im brojem Br atoma.
lonizacija elektrorasprsenjem (engl. Electrospray, ESI) i tehnika kemijske ionizacije pri
atmosferskom tlaku su najcesée tehnike ionizacije u tehnici LC-MS, ali u analizi spojeva
PBDE supstituiranih s ve¢im brojem Br atoma daju nizak odziv ili uopée ne detektiraju
spojeve. Tehnika fotoionizacije pri atmosferskom tlaku (engl. Atmospheric Pressure
Photoionization, APPI) pokazala se ucinkovitom u analizi razmatranih spojeva. Mogu se
posti¢i granice detekcije od 500 do 1500 pg za kongenere heksa- do deka-BDE. lako su
granice odredivanja viSe nego kod tehnika ECNI-LRMS ili EI-HRMS, moguce ju je koristiti u

analizi tragova kongenera BDE-209 u hrani.

Za kongenere tri- do nona-BDE najnize vrijednosti granica detekcije u hrani postignuti su
pomocu detektora zahvata elektrona, a neSto vise uz tehniku spektrometrije masa visoke
rezolucije. S druge strane za tandemnu spektrometriju masa granica detekcije je za dva reda
veli¢ine veca nego za tehnike ECD i HRMS te jedan red veli¢ine veca od tehnike LRMS.
Velika molekulska masa i osjetljivost na termicku i fotoliticku razgradnju ¢ine kongener
polibromiranih difenil etera. Opc¢enito su, uzimajuéi u obzir sve analiti¢ke tehnike, granice
detekcije za kongener BDE-209 znadajno veCe nego za ostale kongenere, osim u slucaju
koriStenja tehnike ECD gdje su postignute jednako niske granice detekcije. Nesto malo vise
vrijednosti granice detekcije za kongener BDE-209 od tehnike ECD postignute su sa
tehnikom HRMS. Za odredivanje kongenera BDE-209 najmanje osjetljive tehnike su LRMS i
MS/MS 1 stoga se one 1 najmanje koriste. U posljednje vrijeme se sve ceSce koristi
kombinacija tehnika APCI-MS/MS za analizu spojeva PBDE supstituiranih s ve¢im brojem
Br atoma u hrani jer nema gubitka osjetljivosti.'*

Zakljucak je da su tehnike ECNI-LRMS, EI-HRMS i ECD najosjetljivije u analizi
spojeva PBDE supstituiranih s ve¢im brojem Br atoma u hrani. Tehnika HRMS je
najselektivnija, zatim slijedi tehnika ECNI, dok je tehnika ECD najmanje selektivna i trebala
bi se primjenjivati za analizu dobro poznatih matrica hrane kod kojih je poznato koji spojevi

bi mogli koeluirati s polibromiranim difenil eterima.
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Za to¢nu kvantifikaciju spojeva PBDE supstituiranih s ve¢im brojem Br atoma Koriste se
prikladni unutarnji i vanjski standardi. Kao unutarnji standardi za koriste se spojevi PBDE
supstituirani s manjim brojem Br atoma ili spojevi PCB supstituirani s ve¢im brojem Cl atoma
za koje se pouzdano zna da nisu prisutni u uzorku. Idealan izbor su **C-obiljeZeni standardi,
medutim njihovo koristenje je ograni¢eno samo na tehniku spektrometrije masa uz ionizaciju
elektronima ili ionizaciju niskoenergijskim elektronima za kongenere iz kojih nastaju
fragmenti iona s visokim omjerom m/z, a predstavljaju i znacajan financijski trosak.
Koristenje obiljezenog standarda u kombinaciji sa tehnikom ionizacije elektronima niske
energije (35 eV) omoguéila je granice detekcije od 100 pg g™ mokre mase uzorka za kongener
BDE-209.°

Komercijalno je dostupno otprilike 60-tak razlic¢itih neobiljezenih standardnih otopina

kongenera polibromiranih difenil etera, dok obiljeZenih ima 30-tak.

2.5. Maseni udjeli polibromiranih difenil etera u hrani

Hrana u kojoj se najviSe analiziraju polibromirani difenil eteri je riba i morski plodovi, zatim
meso i mesni proizvodi, jaja te mlijeko i mlije¢ni proizvodi. Kongeneri polibromiranih difenil
etera koji se najcesce pronalaze su BDE-47, -99, -100 koji su sastojci formulacije ,,penta“ te u
manjoj mjeri i kongeneri BDE-49, -153 i -154. Od kongenera supstituiranih s veéim brojem
Br atoma dominira potpuno bromirani kongener BDE-209 u svim vrstama hrane, vjerojatno
zato jer je upotreba formulacije ,,deka“ najkasnije zabranjena te jo$ u velikoj mjeri dolazi do
otpustanja njenih sastojaka u okolis.

U Europi su analizom razli¢ite vrste hrane najve¢i maseni udjeli spojeva PBDE nadeni
u ribi i morskim plodovima s rasponom sume masenih udjela spojeva PBDE od 0,02 do
1,37 ng g* mokre mase uzorka, uz iznimku podataka za Norvesku u kojoj je detektirana suma
masenih udjela spojeva PBDE od 11 ng g mokre mase u uzorcima ribe. Uz kongenere
BDE-47, -99, -100 i -209, najzastupljeniji kongeneri su i BDE-49 te BDE-154. lako su i u
Italiji najve¢i maseni udjeli spojeva PBDE takoder pronadeni u ribi, kongener BDE-209 je
detektiran samo u dvije riblje vrste.***
Analiza razlicitih vrsta hrane u Kini pokazala je da meso i mesni proizvodi sadrze

najveée sume masenih udjela spojeva PBDE (0,024-13,3 ng g™ mokre mase uzorka), iza ¢ega
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slijede riba i morski proizvodi (0,042—7,6 ng g™ mokre mase) te jaja (0,759-2,47 ng g™ mokre
mase). Kongener BDE-209 je najzastupljeniji u ukupnoj sumi masenih udjela detektiranih
kongenera polibromiranih difenil etera, s doprinosom sumi od ¢ak 85 %, a zatim slijede
kongeneri BDE-153, -47, -183, -154, -28 i -99.1

Analizom ribe (lat. Micropogonias furnieri) rasprostranjene duz cijele jugozapadne
obale Atlanskog oceana koja je dobar pokazatelj oneciS¢enja okoliSa ovim spojevima, a
takoder se koristi u prehrani ljudi, nadeno je da su najzastupljeniji kongeneri BDE-47, -99,
-100, -153 i -154, dok je kongener BDE-209 detektiran u nizim masenim udjelima.’®
Polibromirani difenil eteri su pronadeni i u ribi (lat. Pungitius pungitius) s Aljaske, gdje su
najzastupljeniji kongeneri BDE-47, -99 i -100, a kongener BDE-209 je takoder pronaden u
puno manjim masenim udjelima. Kongeneri supstituirani s veéim brojem Br atoma su
doprinijeli sumi masenih udjela spojeva PBDE sa svega 3 %, tako da je njihov unos preko
riba u organizam ljudi s tog podrugja znatno nizi.**

Analizom spojeva PBDE u ribama iz sjevernog i sjeverozapadnog Atlanskog oceana,
zapadnog Indijskog oceana te Sredozemnog mora zakljuceno je da ribe iz Sredozemnog mora
sadrze najvece masene udjele analiziranih spojeva. Razlog tome je polozaj i poluotvoreni
oblik Sredozemnog mora zbog kojeg je ograniCeno strujanje vode, a time i slabija izmjena
voda. Uz to, velika naseljenost, industrija i turizam ¢ine ovo podrucje jednim od
najoneéiséenijih podrugja u svijetu.’

Opcenito, najve¢i maseni udjeli spojeva PBDE supstituiranih s ve¢im brojem Br atoma u
hrani pronadeni su Kini, zatim u Sjevernoj Americi, a hajmanji u Europi. Uz to §to je u Kini
proizvodnja formulacije ,.deka“ najkasnije zabranjena, kontinuirani izvor izloZenosti
razmatranim spojevima predstavljaju mnogobrojna legalna ali i ilegalna odlagalista

elektroni¢ke opreme.

Iako uzorci ljudskog mlijeka sadrze znatno nize razine spojeva PBDE u usporedbi sa ostalim
vrstama hrane, zbog spoznaja vezanih uz unos 1 utjecaj ovih spojeva na dojencad, to je jedan
od najéescée analiziranih uzoraka. Najve¢i maseni udjeli navedenih spojeva detektirani su u
Sjevernoj Americi sa medijanima sume masenih udjela spojeva PBDE od 19,9 do 54,5 ng g*
mase masti, zatim u Aziji od 1,5 do 11,5 ng g™ mase masti, a najnize u Europi s rasponom od

0,4 do 6,3 ng g* mase masti.
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Najzastupljeniji kongeneri u ljudskom mlijeku su BDE-47, -99, -153 i -209. Obzirom
da se kongener BDE-209 zadrzava u ljudskom organizmu samo do 15 dana prije nego se
raspadne, njegova zastupljenost u uzorcima mlijeka rodilja upucuje na njihovu nedavnu i
kontinuiranu izloZenost ,,deka“ formulaciji. Uz to, izlozenost ovom spoju znacajno doprinosi

povecanju udjela ostalih kongenera koji nastaju njegovim raspadom, a koji su cak i
~~~~~ 4,0,12,15
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§ 3. ZAKLJUCAK

Analiza polibromiranih difenil etera supstitiuiranih s ve¢im brojem Br atoma, okta-, nona- i
deka-bromiranih difenil etera, zahtjevnija je od analize spojeva polibromiranih difenil etera
supstituiranih s manjim brojem Br atoma i potreban je drugadiji pristup. Velika molekulska
masa te dodatno i osjetljivost na termicku i fotolitic¢ku razgradnju ¢ine tu skupinu kongenera
analitickog postupka, od skupljanja uzoraka i skladiStenja, esktrakcije i prociS¢avanja pa sve
do kvalitativne i kvantitativne analize potrebno uloziti maksimalne napore da se sprijeci
njihov raspad. Dodatni problem je $to se potpuno bromiranog kongenera BDE-209 u
uzorcima hrane pronalazi u ve¢im masenim udjelima od okta- i nona-bromiranih difenil etera
koji su njegovi glavni razgradni produkti te ukoliko dode do njegovog raspada, maseni udjeli
kongenera okta- i nona-BDE c¢e biti lazno previsoki, a maseni udjeli kongenera BDE-209
lazno preniski. Posljedi¢no, dobivanje pouzdanih i ponovljivih rezultata jedan je od vecih
izazova u analizi polibromiranih difenil etera supstituiranih s ve¢im brojem Br atoma.

Spektrometrija masa visoke rezolucije je nedvojbeno najselektivnija i najosjetljivija
tehnika u analizi spojeva PBDE supstituiranih s ve¢im brojem Br atoma u hrani i smatra se
referentnom tehnikom. Medutim, oprema i njeno odrzavanje je vrlo skupo. S druge strane,
detektor zahvata elektrona ima visoku osjetljivost, ali zbog manjka selektivnosti poliklorirani
bifenili i ostali halogenirani spojevi prisutni u hrani zivotinjskog podrijetla mogu interferirati
sa kongenerima ispitivanih spojeva te je potrebno potvrditi rezultate nekom drugom
tehnikom. Tehnika GC-MS/MS uz kemijsku ionizaciju pri atmosferskom tlaku jedna je od
hrani te je izgledno da ¢e u buduénosti njena primjena rasti.

Vrijednost granice odredivanja od 0,01 ng g™ mokre mase uzorka ili niza, definirana
preporukom 2014/118/EU Europske komisije za odredivanje 10 kongenera polibromiranih
difenil etera (BDE-28, -47, -49, -99, -100, -138, -153, -154, -183 i -209) u hrani ¢esto nije
dostizna u laboratoriju, 0sobito za kongener BDE-209. Samo nekoliko metoda koje
zahtijevaju skupe i1 vremenski duge analize mogu postici ove vrijednosti.

Obzirom da su polibromirani difenil eteri supstituirani s ve¢im brojem Br atoma
naj¢e$¢e U hrani prisutni u tragovima, njihovo odredivanje i dalje predstavlja zahtjevan i

opsezan analiti¢ki zadatak. Prema tome potrebno je optimirati uvjete priprave i obrade uzorka



24

te poboljsati tehnike instrumentne analize za §to to¢niju i pouzdaniju analizu, a pozeljno je i

da je ekonomski pristupacna.
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