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SAZETAK

Mikrovalno potpomognuta ekstrakcija polibromiranih difenil etera iz ljudskog mlijeka
Lucija Besednik

Razradeni su uvjeti ekstrakcije potpomognute mikrovalovima (MAE) za polibromirane difenil
etere (PBDE) iz uzoraka ljudskog mlijeka. IstraZzen je utjecaj nacina pripreme uzorka te su
optimirani uvjeti tehnike MAE (vrsta i volumen otapala, temperatura ekstrakcije). Proc¢iséeni
ekstrakti analizirani su plinskom kromatografijom uz detektor zahvata elektrona. Tehnika
MAE pokazala je zadovoljavajucu djelotvornost za ekstrakciju spojeva PBDE iz uzoraka
ljudskog mlijeka u tekucem stanju, dok u slucaju liofiliziranog uzorka mlijeka nije bila
djelotvorna. Postupak ekstrakcije spojeva PBDE tehnikom MAE iz liofiliziranog ljudskog
mlijeka otopljenog u ultraistoj vodi smjesom otapala ¢ (n-heksan, aceton) = 1:1 uz dodatak
mravlje kiseline i propan-2-ola pri temperaturi od 80 °C tijekom 20 minuta izdvojen je kao
najprikladniji. Analiti¢ki povrat spojeva bio je u rasponu od 61 % za BDE-47 do 83 % za
BDE-183, uz relativnu standardnu devijaciju 7 %. U uzorku koriStenom za razradu metode
analiziranom bez dodatka analita pri odabranim uvjetima detektiran je samo BDE-153
(0,29 ng g* masti).
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ABSTRACT

Microvawe-assisted extraction of polybrominated diphenyl ethers from human milk
Lucija Besednik

Microwave-assisted extraction (MAE) procedures for polybrominated diphenyl ethers (PBDEs) from
human milk samples have been studied. The influence of the sample preparation method was
investigated and the conditions of the MAE technique (type and volume of solvent, extraction
temperature) were optimized. The purified extracts were analyzed by gas chromatography with an
electron capture detector. The MAE technique has shown satisfactory efficiency for the extraction of
PBDEs from liquid milk samples, while in the case of a lyophilized milk sample it was not effective.
The process of extraction of PBDEs by MAE technique from lyophilized human milk dissolved in
ultrapure water with a mixture of solvent ¢ (n-hexane, acetone) = 1: 1 with the addition of formic acid
and propan-2-ol at a temperature of 80 © C for 20 minutes was selected as the most suitable.
Analytical recoveries of selected analytes ranged from 61 % for BDE-47 to 83 % for BDE-183, with a
relative standard deviation of 7 %. In the sample used for method development, analyzed without the
addition of analytes under selected conditions, only BDE-153 was detected (0,19 ng g* lipid).

(41 pages, 10 figures, 7 tables, 53 references)

Thesis deposited in Central Chemical Library, Faculty of Science, University of Zagreb,
Horvatovac 102a, Zagreb, Croatia and in Repository of the Faculty of Science, University of
Zagreb

Keywords: gas chromatography, human milk, microwave-assisted extraction, polybrominated
diphenyl ethers

Mentor: Dr. Darija Klinc¢i¢, Research Associate
Supervisor (appointed by the Department of Chemistry): Dr. Nives Gali¢, Professor

Reviewers:
1. Dr. Nives Gali¢, Professor
2. Dr. Morana Duli¢, Assistant Professor
3. Dr. Zeljka Soldin, Professor
Substitute: Dr. Adriana Kendel, Assistant Professor

Date of exam: 18" September 2020

Lucija Besednik Diplomski rad



§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Polibromirani difenil eteri (engl. Polybrominated Diphenyl Ethers, PBDE) su Kklasa
bromiranih usporivaca gorenja te su ciljano proizvedeni u svrhu smanjenja zapaljivosti
tretiranih materijala, sprjeCavanja nastanka pozara ili usporavanja njegovog Sirenja. Njihova
komercijalna proizvodnja i upotreba pocela je 60-tih i 70-tih godina proslog stoljeca, a
dodavani su velikom broju proizvoda, npr. tekstilnim materijalima, poliuretanskim pjenama
koje su koriStene kao punila za namjeStaj i sjedala automobila i aviona, te razli¢itim
elektroni¢kim i elektriénim aparatima.t

Siroka upotreba izomera spojeva PBDE dovela je ubrzo do poveéanja njihovih
koncentracija u svim dijelovima okolisa, ukljucujuéi i zive organizme poput zivotinja i ljudi.
Nakon $§to se utvrdilo da ovi spojevi posjeduju svojstva postojanih organskih zagadivala
(engl. Persistent Organic Pollutans, POPs), kao $to su postojanost u okolisnim uvjetima,
mogucénost prijenosa zracnim masama na vrlo velike udaljenosti od mjesta primjene ili
proizvodnje te lipofilnost, sposobnost bioakumulacije i toksi¢nost za okolis i 1jude, krenule su
zabrane njihove upotrebe 1 proizvodnje. Posljedi¢no, razine spojeva PBDE u okoliSu i ljudima
postepeno se smanjuju, medutim zbog njihovih svojstava, rasprostranjenosti, te ¢injenice da
recikliranjem predmeta koji su bili tretirani tim spojevima oni ponovo dolaze u uporabu, bit ¢e
prisutni u Zivom i nezivom dijelu okolisa jo§ dugi niz godina.?*

Sto se ti¢e izlozenosti opée populacije ljudi izomerima spojeva PBDE, dva su
dominantna puta njihovog unosa u ljudski organizam. Jedan je putem hrane, i to prvenstveno
hrane Zivotinjskog podrijetla s ve¢im udjelom masti (riba, meso, mlije¢ni proizvodi), gdje se
spojevi PBDE akumuliraju zbog svoje lipofilnosti,* dok je drugi putem ingestije i udisanja
prasine.>® IstraZivanja ukazuju da niz ¢imbenika, kao npr. Zivotna dob, nagin ishrane, mjesto
stanovanja, zanimanje, blizina potencijalnih izvora zagadenja i mnogi drugi, utjece na to koji
ée put unosa u veéoj mijeri doprinijeti ukupnoj izloZenosti odredene populacije ljudi.”®
Iznimku ¢ini dojenacko razdoblje za koje su mnoga istraZivanja pokazala da je tada ljudski
organizam u najveéoj mijeri izloZen unosu organskih zagadivala putem hrane.’® Prema
preporukama svjetske zdravstvene organizacije dojenje bi trebalo biti jedini na¢in prehrane do
Sestog mjeseca starosti djeteta. Ljudsko mlijeko poznat je i Siroko koriSten bioindikator

ljudske i1zloZenosti raznim zagadivacima, posebno lipofilnim koji se vezu na mast u mlijeku te
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§ 1. Uvod 2

se tamo nakupljaju. Putem dojenja spojevi akumulirani u ljudskom mlijeku direktno prelaze u
organizam dojenceta, a ono zbog svoje male mase na taj nacin dobiva najveéu dozu izrazeno
po kilogramu tjelesne mase. Na razine izomera spojeva PBDE u ljudskom mlijeku utjece vise
faktora, a kod rodilja koje im nisu profesionalno izlozene i ne zive u blizini izvora tih spojeva
u najveéoj mijeri su to njihove prehrambene navike.®"*

Analiticki postupci odredivanja izomera spojeva PBDE u ljudskom mlijeku ukljucuju
sakupljanje uzorka, ekstrakciju spojeva pogodnim otapalom, prociSCavanje ekstrakta te
kvalitativnu 1 kvantitativnu analizu. Analiza se najceS¢e provodi plinskom kromatografijom
visokog razlucivanja uz upotrebu detektora zahvata elektrona i/ili detekciju spektrometrijom
masa.'? Uz niske masene udjele izomera spojeva PBDE (reda veli¢ine ng g * masti), analizu
otezavaju 1 inteferiraju¢i spojevi 1 sastojci matrice uzorka ¢iji su udjeli ¢esto visi od udjela
ciljanih analita. Stoga je izuzetno vazno da je svaki dio analitickog postupka $to djelotvorniji i
selektivniji.

Svrha ovog rada je razraditi i optimirati ucinkovit postupak ekstrakcije sedam
kongenera PBDE iz uzoraka ljudskog mlijeka primjenom ekstrakcije potpomognute
mikrovalovima (engl. Microwave-Assisted Extraction, MAE). Ispitan je utjecaj razli¢itih
parametara na ucinkovitost postupka ekstrakcije od kojih je glavni odabir odgovarajuceg
otapala. Do sada u literaturi nema podataka o primjeni MAE za ekstrakciju izomera spojeva
PBDE iz uzoraka ljudskog mlijeka.

Lucija Besednik Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 3

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Fizikalno-kemijska svojstva polibromiranih difenil etera

Skupina spojeva PBDE ima strukturu bromirane molekule s dva benzenska prstena spojena
kisikovim atomom. Deset je pozicija na molekuli na kojima bromov atom moze zamijeniti
vodikov, te postoji 10 homolognih grupa s prefiksima mono-, di-, tri-, tetra-, penta-, heksa-,
hepta-, okta-, nona- i deka-. Ovisno o broju i polozaju bromovih atoma postoji 209 izomera i
homologa spojeva PBDE koji se nazivaju kongenerima. Oni se prema Medunarodnoj uniji za
Cistu i primijenjenu kemiju (engl. International Union for Pure and Applied Chemistry,
IUPAC) oznacavaju brojevima od 1 do 209. Opéa strukturna formula ovih spojeva je
C12H@-0)Bra-10/0, gdje je zbroj atoma vodika i broma uvijek jednak 10 (slika 2.1). Raspon
molarnih masa kongenera PBDE je od 328 do 959 g mol ™.

B --Br,,

Slika 2. 1. Op¢a strukturna formula polibromiranih difenil etera

Izomeri spojeva PBDE razlikuju se po svojim fizikalno-kemijskim svojstvima $to dovodi do
razlika u njihovom ponasanju i rasprostranjenosti u okoliSu. Vreliste spojeva skupine PBDE
je izmedu 310 °C i 450 °C,”®* a radi se o hidrofobnim spojevima sa logaritamskim
vrijednostima koeficijenta razdjeljenja izmedu n-oktanola i vode (log Koy) U rasponu od 5,08
za mono-BDE do 8,70 za deka-BDE.' Porastom broja bromovih atoma povecavaju se
vrijednosti log Ky, odnosno lipofilnost spojeva, dok se topljivost u vodi i tlak pare
snizavaju.* Dakle, poveéanjem stupnja bromiranosti smanjuje se tendencija spojeva skupine
PBDE da se otope u vodi ili zadrZze u plinovitom obliku u atmosferi. Spojevi PBDE
supstituirani s ve¢im brojem Br atoma skloniji su sorbiranju na ¢estice u zraku ili na Cestice u
vodi. Moguénost transporta zrakom na vece udaljenosti veca je za spojeve PBDE

supstituirane s manjim brojem Br atoma zbog veceg tlaka pare, dok je za one s ve¢im brojem

Lucija Besednik Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 4

Br atoma prijenos na veée udaljenosti povezan s udaljenos¢u koju Cestice mogu prijeéi U

atmosferi.

2.2. Primjena polibromiranih difenil etera, izvori njihove emisije i
raspodjela u okoliSu

Polibromirani difenil eteri sintetski su spojevi koji se ne nalaze u prirodi. Njihova proizvodnja
1 upotreba zapocela je u drugoj polovici 20. stoljeca i viSe od pola stoljec¢a su upotrebljavani
kao usporivaci gorenja.l 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.
Dodavani su tekstilima, fleksibilnim poliuretanskim pjenama kori$tenim za izradu namjestaja
1 sjedala za automobile/avione, elektricnim 1 elektroni¢kim komponentama te plasticnim
materijalima koriStenim za izradu kucista televizora, osobnih racunala i druge elektronicke
opreme. Tipican dodatak komercijalnih formulacija spojeva skupine PBDE varirao je od 5 %
do 30 % mase materijala u koji su dodavani.**

Spojevi skupine PBDE su vrlo postojani u okoliSu te je dokazana njihova prisutnost u
svim dijelovima svijeta. Skloni su bioakumulaciji i biomagnifikaciji u kopnenim i morskim
hranidbenim lancima, 1 toksi¢ni su za ljude 1 zivotinje. Zbog toga su dodani na popis spojeva
obuhvacenih Stockholmskom konvencijom o postojanim organskim onecis¢ujuc¢im tvarima.
Njome se propisuju uvjeti koje svaka stranka potpisnica Konvencije mora ispuniti kako bi se
na globalnoj razini ukinula proizvodnja, uporaba, uvoz i izvoz postojanih organskih spojeva, s
ciljem zastite ljudskog zdravlja i okolisa. ,,Penta® i ,,okta” formulacije dodane su na popis
Stockholmske konvencije 2009. godine.” Daleko najveéi udio na trzistu imala je ,,deka“
formulacija, ¢ije su proizvodnja i1 upotreba na europskom i americkom trziStu najkasnije
zabranjene, 2017. godine. ,,Deka* formulacija se sastoji gotovo isklju¢ivo (>97 %) od
BDE-209, potpuno bromiranog kongenera. Koristila se u razliite svrhe, kao dodatak
tekstilnim materijalima, plasticnim materijalima za izolaciju Zica, mobilnim telefonima,
hladnjacima, televizorima te ostaloj elektricnoj i elektronskoj opremi, ali i gradevnom 1
konstrukcijskom materijalu.*

Spojevi skupine PBDE nisu kemijski vezani za materijale u koje su dodavani stoga

lako migriraju s predmeta u kojima su prisutni te se otpustaju u okolni zrak, prasinu, vodu 1
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§ 2. Literaturni pregled 5

tlo, a ulaze i u zive organizme, ukljucujuéi i ljude (slika 2.2). Proizvodi koji sadrze materijale
tretirane kongenerima spojeva PBDE predstavljaju izvor tih spojeva tijekom cijelog svog
vijeka trajanja: od procesa proizvodnje, preko upotrebe/primjene, pa sve do odlaganja na

odlagalistima otpada i tijekom procesa recikliranja.16

FEDE
isparavanje taloZanje
l proizvodma ——p  atmosfera, —— tlo
. zrak
potro etk
proizvodi taloZanje l
“ I vodeni
sksploatacija okolif
l sadimenti disanja
zrak 1 zatvorsnom
prostoru

taloZanjz

Slika 2.2. Kruzenje spojeva PBDE u prirodi®®

Prvi primalac spojeva PBDE je zrak gdje se oni zbog svojih fizikalno-kemijskih svojstava
mogu vezati na organske Cestice koje se nalaze u zraku ili ostaju u plinskoj fazi. Zrakom se
prenose na velike udaljenosti te dospijevaju u vodu i tlo, a zivi organizmi ih udis$u. Osim
talozenjem iz atmosfere, u vodeni okoli$ spojevi PBDE dospijevaju i otpuStanjem u vodene
tokove sa otpada na odlagaliStima. U vodi se apsorbiraju na organske frakcije sedimenta,
suspendirane Cestice u vodi ili ulaze u vodene organizme. Procesom bioakumulacije
nakupljaju se u tkivima organizama koja su bogata lipidima te na ovaj nacin ulaze u

hranidbeni lanac.®®
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§ 2. Literaturni pregled 6

Dva glavna puta unosa spojeva PBDE u ljude su putem prehrane i prasine -
ingestijom, inhalacijom ili putem koze, iako se smatra da put unosa ovih spojeva putem koze
nije od veceg znacaja. Mnogobrojna istrazivanja ukazuju da je glavni izvor izlozenosti za
ljude hrana Zivotinjskog podrijetla sa ve¢im udjelom masti poput ribe, mesa i mlijeCnih
proizvoda, gdje se navedeni spojevi akumuliraju zbog njihove lipofilnosti.**"*® S druge
strane, paralelna analiza hrane i1 bioloskih uzoraka dovela je do spoznaja o znacajnom unosu
izomera spojeva PBDE putem prasine, koji se u nekim slu¢ajevima istaknuo kao dominantan
put unosa ovih spojeva u ljudski organizam.>**?° Zbog svojstva lipofilnosti u ljudskom se
organizmu zadrzavaju u tkivima bogatim mastima poput seruma, plazme, ljudskog mlijeka te
masnog tkiva.? 24

Tijekom godina porasla je svijest o Stetnom utjecaju gomilanja elektroni¢kog otpada,
odnosno odbacenih elektri¢nih i elektroni¢kih uredaja. Obzirom na brzi razvoj tehnologije,
elektronicki uredaji sve brze zastarijevaju tako da je elektronicki otpad danas jedna od najbrze
rastucih vrsta otpada. Taj otpad, osim sirovina koje se recikliranjem mogu ponovo iskoristiti,
sadrzi 1 toksi¢ne spojeve, izmedu ostalog 1 izomere spojeva PBDE, koji se otpustaju u okolis$
procesima ispiranja, isparavanja ili kao produkti izgaranja otpada. Stoga je nuzno pravilno
skladistiti elektroni¢ki otpad i kontrolirati procese njegovog recikliranja.>* Kao posljedica
zagadenja okoliSa u blizini mjesta za odlaganje ili recikliranje elektronickog otpada, poviseni
maseni udjeli izomera spojeva PBDE izmijereni su u zraku®, tlu i prasini® ali i u mlijeku
rodilja koje su razli¢iti vremenski period Zivota provele u blizini mjesta za recikliranje

elektroni¢kog otpada.’

2.3. Toksi¢nost polibromiranih difenil etera

Iako su u razli¢itim bioloskim uzorcima pronadeni mjerljivi maseni udjeli spojeva PBDE, o
mehanizmu njihovog toksi¢nog djelovanja i1 Stetnom utjecaju na ljudsko zdravlje malo se zna.
Procjena toksi¢nosti ovih spojeva uglavnom se temelji na rezultatima istrazivanja provedenim
na zivotinjskim modelima.

Nadeno je da ,,penta” smjesa uzrokuje Stetne ucinke pri najmanjim dozama dok se
»deka” smjesa generalno smatra najmanje toksicnom. Uoceni ucinci ,,penta” smjese odnose se
na neurobihevioralne poremecaje i poremecaje u radu Stitne Zlijezde kod potomstva, ,,okta”

smjesa kod Stakora i zeCeva primarno povecava fetalnu toksi¢nost/teratogenost, a ,,deka”
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smjesa kod odraslih zivotinja uzrokuje morfoloske promjene stitnjace, jetre i bubrega. Studije
ispitivanja kancerogenosti, provedene samo za ,,deka” smjesu, pokazale su neke ucinke kod
vrlo visokih doza te je Medunarodna agencija za istrazivanje raka (engl. International Agency
for Research on Cancer, IARC) zakljugila da ,,deka” smjesa nije kancerogena za ljude.?’
Epidemioloske studije pokazale su da je izloZenost polibromiranim difenil eterima
tijekom prenatalnog perioda povezana sa nizom razinom tireoidnog stimuliraju¢eg hormona
(TSH), nizim kvocijentom inteligencije 1 smanjenim razvojem kognitivnih 1 motorickih
sposobnosti. Postnatalna izloZenost povezana je takoder sa nizim kvocijentom inteligencije te
uvecanom ucestalosti hiperaktivnog i agresivnog ponaganja.?® Jedno od moguéih 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 slicnu
stereokemijsku strukturu kao spojevi PBDE te se njihovim vezanjem na receptore hormona
Stitnjade ometa proizvodnja hormona.?® Obzirom na vaznost hormona u ljudskoj fiziologiji i
¢injenicu da su spojevi PBDE potencijalni endokrini modulatori (disruptori), odnosno da
djeluju na nacin da ometaju biosintezu, izlu¢ivanje, djelovanje ili metabolizam prirodnih
hormona, postoji zabrinutost oko potencijalnog negativnog djelovanja endokrinih disruptora
na zdravlje djece, reprodukciju, rani i adolescentni razvoj te ponasanje. U ljudskom

organizmu je vrijeme poluZivota spojeva skupine PBDE otprilike od 1,8 do 6,5 godina.30

2.4. Analiza polibromiranih difenil etera

Niske koncentracije analita, sloZeni sastav uzoraka i mnogobrojne interferencije glavni su
razlozi §to je analiza izomera spojeva PBDE u okolisnim i biolo§kim uzorcima slozen i
dugotrajan postupak. Nakon prikupljanja uzoraka, prema potrebi odredene predobrade
uzoraka te skladiStenja, slijedi izdvajanje ciljnih analita iz matrice, instrumentna analiza i na

kraju obrada podataka.
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2.4.1 Uzorkovanje

Uzorci ljudskog mlijeka skupljaju se od prvorotki ili viSerotki u razlicito doba laktacije,
ovisno 0 potrebama istrazivanja. Mlijeko je za potrebe daljnje analize potrebno pravilno
skladistiti te se iz tog razloga uzorci ili liofiliziraju ili se Cuvaju zamrznuti do analize.

Neposredno prije analize potrebno je uzorke mlijeka dobro homogenizirati.

2.4.2 Ekstrakcija

Ekstrakcija je analiticka separacijska tehnika koja se temelji na odvajanju analita iz krutine,
izdvajaju ciljani analiti iz matrice uzorka, a odabir tehnike ekstrakcije ovisi o0 dostupnoj
instrumentaciji ispitnog laboratorija i tipu uzorka. Cesto se prije ekstrakcije dodaje sredstvo za
denaturaciju proteina u mlijeku, te se u tu svrhu najcesce koriste kalijev ili natrijev oksalat,
mravlja kiselina, etanol i smjesa klorovodi¢ne kiseline i propan-2-ola.”®

Opcenito se ljudsko mlijeko moZe analizirati u teku¢em stanju ili u ¢vrstom stanju u
koje ga se moze prevesti postupkom liofilizacije. Za tekuce se uzorke najcesce primjenjuju
tehnika ekstrakcije tekuce-tekuce te ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. Solid Phase Extraction,
SPE). Za ekstrakciju ¢vrstih uzoraka koriste se ekstrakcija u aparaturi po Soxhletu (engl.
Soxhlet extraction), ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (engl. Ultrasound-assisted
Extraction, USE), ekstrakcija uz poviSen tlak i temperaturu (engl. Pressurised Liquid
Extraction, PLE, naziva se jo§ 1 Accelerated Solvent Extraction, ASE), ekstrakcija
potpomognuta mikrovalovima (engl. Microwave-Assisted Extraction, MAE) i ekstrakcija
fluidom pri superkritiénim uvjetima (engl. Supercritical Fluid Extraction, SFE).

Ekstrakcija tekuce-teku¢e wulinkovita je, jeftina 1 brza tehnika odvajanja i
ukoncentriravanja analita koja se i danas vrlo Cesto koristi za ekstrakciju spojeva PBDE iz
ljudskog mlijeka.*** Temelji se na razdiobi tvari izmedu dva otapala koja se ne mijesaju.

Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi tehnika je ekstrakcije koja se temelji na odvajanju analita iz
matrice uzorka selektivnim vezanjem analita na sorbens. Za ucinkovito odjeljivanje analita
potrebna je jaka interakcija izmedu analita 1 sorbensa. Ucinkovitost ekstrakcije ovisi o
fizikalno-kemijskim svojstvima sorbensa, polarnosti otapala, ionskoj jakosti, pH vrijednosti,

brzini protoka i topljivosti spoja u izabranom otapalu.?
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Jedna od najjednostavnijih tehnika ekstrakcije je ekstrakcija u aparaturi po Soxhletu.
Ova tehnika temelji se na kontinuiranoj ekstrakciji analita pogodnim otapalom koje kruzi kroz
aparaturu, a pokazala se ucinkovitom za ekstrakciju spojeva PBDE iz ljudskog mlijeka.ll’34
Utrosak velikih volumena otapala te dugo trajanje njeni su glavni nedostaci te ju se nastoji
zamijeniti tehnikama krac¢eg vremena ekstrakcije te ekonomic¢nijeg utroska otapala.

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom jednostavan je postupak ekstrakcije u kojem
se analiti 1z uzorka ekstrahiraju odgovaraju¢im organskim otapalom u ultrazvu¢noj kupelji.
Prednosti ovog postupka su $to ne zahtijeva skupu instrumentaciju te relativna brzina i
jednostavnost. Nedostaci su veliki volumen otapala i moguca potreba za viSekratnom
ekstrakcijom radi postizanja zadovoljavajuée djelotvornosti.”

Cesto koristena tehnika ekstrakcije spojeva PBDE iz uzoraka ljudskog mlijeka je
ekstrakcija uz povisen tlak i temperaturu. Tehnika je primjenjiva za ¢vrste i polu¢vrste uzorke,
$to uvjetuje koristenje liofiliziranih uzoraka ljudskog mlijeka za ekstrakeiju.?3%%% Uzorak,
Cesto pomijeSan sa sredstvom za susenje, smjeSten je pri odredenoj temperaturi i tlaku u
ekstrakcijskoj posudi od nehrdajuceg celika u koju se uz pomo¢ pumpe dovodi otapalo za
ekstrakciju. Visoka ucinkovitost ekstrakcije postize se primjenom organskog otapala koje se
pod tlakom zadrzava u teku¢em stanju pri temperaturama visim od njegova vrelista. PoviSena
temperatura povecava brzinu difuzije, topljivost analita i time ubrzava ekstrakciju. Ekstrakcija
se provodi pri temperaturama do 200 °C 1 tlakovima do 20 MPa. Visoki tlak moze olakSati
ekstrakciju spojeva koji se nalaze u porama matrice uzorka. Komercijalno dostupni sustavi
ASE mogu se lako automatizirati i omogucéavaju istovremenu ekstrakciju do 24 uzorka.
Glavni nedostaci ove tehnike su nuZnost proc¢iS¢avanja ekstrakta te relativno visoka cijena
opreme.

Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima je tehnika u kojoj se mikrovalnom
energijom zagrijava otapalo koje je u kontaktu s uzorkom i time pospjeSuje prijelaz spojeva
od interesa iz uzorka u otapalo. Priroda otapala je vrlo vazan ¢imbenik koji utjeCe na
djelotvornost svake vrste ekstrakcije, a najvaznije svojstvo otapala za ekstrakciju
potpomognutu mikrovalovima je polarnost izraZzena dielektricnom konstantom. U pravilu,
otapalo s vecom dielektricnom konstantom (polarnije otapalo) apsorbira vecu koli¢inu
mikrovalova, jaCe se zagrijava i djelotvornije ekstrahira spojeve iz matrice uzorka. U praksi se
za ekstrakciju spojeva PBDE iz razli¢itih vrsta uzoraka Cesto koriste smjese polarnih i

nepolarnih otapala. Kako se analiti lakSe akumuliraju u kemijski sliénom otapalu, za
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ekstrakciju spojeva poput skupine PBDE nuzno je nepolarnom otapalu kao $to je n-heksan
dodati i polarno otapalo, kako bi doslo do apsorpcije mikrovalne energije. Pri tom je potrebno
optimirati omjer polarnog i nepolarnog otapala kako bi se omogucilo odrzavanje temperature
smjese otapala ispod kriticne, jer nepolarna otapala slabo apsorbiraju mikrovalove ili ih
propustaju te se stoga ne zagrijavaju. Temperatura i vrijeme ekstrakcije su takoder bitni
parametri koji utjecu na ucinkovitost ove metode ekstrakcije. Ekstrakcija je djelotvornija pri
viSim temperaturama, jer se povecava difuzija otapala u unutarnje dijelove matrice uzoraka i
olaksava desorpcija sastojaka s aktivnih mjesta matrice.

Osnovne prednosti koriStenja tehnike MAE su vrijeme trajanja same ekstrakcije koje
je krace u odnosu na neke klasi¢éne metode, upotreba manjih volumena otapala, prinosi
ekstrahiranih analita su vis$i nego kod klasi¢nih tehnika, te automatizacija i mogucnost obrade
veceg broja uzoraka istovremeno. Ono §to se izdvaja kao nedostatak je ¢injenica da ona ne
moze biti primijenjena na uzorke koji sadrze spojeve koji su termicki nestabilni ili se
raspadaju duljim izlaganjem poviSenoj temperaturi. Nakon zavrSene ekstrakcije, potrebno je

odredeno vrijeme hladenja reakcijske posude, a ekstrakti zahtijevaju daljnje procis¢avanje.

2.4.3. ProciS¢avanje

Postupkom ekstrakcije se osim spojeva od interesa iz matrice uzorka ekstrahira i niz
nepolarnih 1 slabo polarnih interferiraju¢ih spojeva koji su podjednako dobro topljivi u
organskim otapalima. Ti spojevi negativno utjeu na selektivnost i1 djelotvornost
kromatografskog razdvajanja, povecavaju nesigurnost analize te umanjuju tocnost i preciznost
analitickog postupka, stoga ih je potrebno u Sto ve¢oj mjeri ukloniti iz ekstrakta za Sto su u
vecini slu€ajeva potrebni iscrpni postupci procis¢avanja.

Ovisno o vrsti analita 1 uzorka prociS¢avanje se moze sastojati od jednog ili vise
uzastopnih koraka. Tip prociS¢avanja ekstrakata uvelike ovisi o analiziranom uzorku. Jedan
od najjednostavnijih nac¢ina prociS¢avanja ekstrakta ljudskog mlijeka je njegovo muckanje s
koncentriranom sumpornom kiselinom. Dodatak koncentrirane sumporne kiseline
destruktivna je tehnika koja se Cesto koristi za uklanjanje masti u analizi spojeva PBDE u
uzorcima ljudskog mlijeka, ali i kod drugih vrsta uzoraka sa veéim udjelom masti.***° Prema
potrebi se ovaj korak moze ponoviti viSe puta kako bi se uzorak do kraja procistio. Kao

nedestruktivna tehnika za uklanjanje masti ¢esto se upotrebljava gel propusna kromatografija
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(engl. Gel Permeation Chromatography, GPC) kojom se spojevi odvajaju na temelju
razli¢itih molekulskih masa, odnosno razli¢itih veli¢ina molekula.?34%

Jedna od danas najcesc¢e koriStenih tehnika prociS¢avanja ekstrakata, s mnogo
razli¢itih modifikacija, je prociS¢avanje adsorpcijskom kromatografijom na sorbensima kao
Sto su silikagel, aluminijev oksid i florisil. Silikagel moze biti aktiviran vodom, deaktiviran
suSenjem ili modificiran s kiselinom ili luzinom. Moguce je pripraviti viSeslojne stupce
razli¢itih sorbensa ili povezati niz od nekoliko kolona s razliitim sorbensima. Izborom
prikladnih eluensa moze se primjenom odgovaraju¢eg sorbensa ekstrakte istovremeno
procistiti i frakcionirati kako bi se ekstrahirani spojevi za analizu odvojili u viSe frakcija koje
sadrze jednu ili vise klasa spojeva. Kolone s odgovaraju¢im sorbensom mogu se pripraviti u

laboratoriju, a mnoge su i komercijalno dostupne.®**®

2.4.4. Kvalitativna i kvantitativna analiza

Za odvajanje slozenih smjesa slabo, ali dovoljno hlapljivih spojeva PBDE i njihovo
kvantitativno odredivanje, najprimjerenija je i najviSe koriStena plinska kromatografija (engl.
Gas Chromatography, GC) na kapilarnim kolonama. Pri tom se za detekciju analita ¢esto
upotrebljava detektor zahvata elektrona (engl. Electron Capture Detector, ECD), koji je
osjetljiv i selektivan za organohalogene spojeve, ne razara uzorak, prihvatljive je cijene i
jednostavan za primjenu i odrZavanje, a dobivene kromatograme je relativno jednostavno
interpretirati. Iz tih je razloga ECD i danas Cesto primjenjivan detektor u analizi spojeva
skupine PBDE ekstrahiranih iz razliCitih vrsta okoliSnih 1 bioloSkih uzoraka, pa i ljudskog

mlijeka.16,32,4l,42

Plin nosilac po izlasku iz kromatografske kolone se ionizira pomocu izvora
B-zraenja (elektrona) kao §to su ®Ni ili ®H (slika 2.3). To uzrokuje nastanak slobodnih
elektrona koji uzrokuju stalnu struju elektrona. Elektroni putuju prema sabirnoj elektrodi
suprotnog naboja - anodi. Plin nosilac eluira molekule analita s kromatografske kolone te ih
nosi u smjeru detektora. Ukoliko je analit molekula sa elektrofilnim skupinama, dolazi do
vezanja elektrona na te skupine $to uzrokuje smanjenje struje elektrona i to detektor registrira

kao kromatografski pik.
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Slika 2.3. Detektor zahvata elektrona®

Glavni nedostatak ECD detektora je $to nije specifi¢an za pojedini spoj ve¢ je njegov odziv
podjednak za sve spojeve s istim brojem bromovih atoma u molekuli, a identifikacija spojeva
temelji se isklju¢ivo na usporedbi vremena zadrzavanja ekstrahiranih analita s vremenima
zadrzavanja standarda. ECD ne omogucava nedvojbenu identifikaciju analita, a zbog
moguceg koeluiranja analita i interferirajucih spojeva rezultati analize mogu biti pogresni.
Stoga je pri detekciji spojeva ECD detektorom nuzno postiéi visoko razlucivanje analiziranih
spojeva na kromatografskoj koloni i1 djelotvorno procistiti ekstrakte kako bi se uklonili svi
interferirajuci spojevi iz matrice uzorka. Radi $to sigurnije identifikacije spojeva primjenom
ECD detektora u ekstraktima ljudskog mlijeka, uzorci se ¢esto paralelno analiziraju na dvije
kolone razli¢ite polarnosti. Uz kolonu sa slabo polarnom nepokretnom fazom (najcesce 5 %
fenil - 95 % dimetil-polisiloksan) ¢esto se za potvrdu rezultata koristi i druga polarnija kolona
s koje se analiti ispiru druga¢ijim redoslijedom.*®*2

Kao plinskokromatografski detektor za analizu postojanih organskih zagadivala u
ekstraktima razli¢itih uzoraka najviSe se koristi spektrometar masa, koji omogucuje vecu
selektivnost, osjetljivost i preciznost analize te nedvojbenu identifikaciju analiziranih spojeva.
Spektrometrija masa omogucuje kvantitativno 1 kvalitativno odredivanje spojeva na temelju
dobivenih omjera mase i naboja (m/z) fragmenata analiziranih kongenera polibromiranih
difenil etera. Najcesce tehnike spektrometrije masa koje se koriste za analizu spojeva PBDE u
ljudskom mlijeku su spektrometrija masa niske rezolucije (engl. Low Resolution Mass
Spectrometry, LRMS) uz ionizaciju elektronima (engl. Electron lonization, El), negativnu
kemijsku ionizaciju (engl. Negative Chemical lonization, NCI) ili puno ¢eS¢e uz ionizaciju

niskoenergijskim elektronima (engl. Electron Capture Negative lonization, ECNI) te
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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.12'16

Spektrometrija masa niske rezolucije je jednostavna tehnika sa relativno pristupacnom
cijenom opreme i njenog odrzavanja te je zato i jedna od najpopularnijih u analizi spojeva
PBDE supstituiranih s ve¢im brojem Br atoma. Uz kvadrupolni analizator mase s tehnikama
ionizacije EI, NCI 1 ECNI, tehnika LRMS uspjesno je prilagodena za kvantifikaciju

polibromiranih difenil etera u ljudskom mlijeku. %%

2.5. Razine polibromiranih difenil etera u ljudskom mlijeku

Prednost odredivanja spojeva PBDE u ljudskom mlijeku u usporedbi s odredivanjem u
ostalim tipovima ljudskih uzoraka je neinvazivnost tehnike uzorkovanja. Medutim,
ograni¢enja su spol i dob, jer se analizom mlijeka dobivaju samo podaci o izloZzenosti zena, i
to u njihovoj reproduktivnoj dobi. Na razine spojeva PBDE u mlijeku utjece vise faktora:
redni broj 1 trajanje laktacije, jer se tim procesom iz tijela majke izlu¢uju PBDE spojevi; dob
majke, jer se pretpostavlja da se s godinama izloZenosti povecava koli¢ina spojeva PBDE u
tijelu; prehrambene navike, jer se smatra da se s ve¢im udjelom hrane zivotinjskog podrijetla
povecava unos spojeva PBDE u organizam. Znacajan je 1 utjecaj mjesta stanovanja i1 nacina
Zivota, odnosno provodi li osoba vec¢i dio dana u otvorenom ili zatvorenom prostoru, jer se
smatra da je drugi dominantni put unosa PBDE izomera u organizam putem inhalacije ili
ingestije kuéne praSine, te blizina potencijalnih izvora zagadenja. Na primjer, znacajno vise
masene koncentracije spojeva PBDE detektirane su u uzorcima mlijeka rodilja koje se nisu
direktno bavile poslovima vezanim uz recikliranje elektronickog otpada, ali su viSe od
20 godina zivjele u mjestu gdje se veci dio stanovniStva bavi tim poslovima (medijan
¥sPBDE bio je 19,5 ng g masti), nego u uzorcima mlijeka rodilja koje nisu Zivjele na
takvom podru&ju (medijan ZgPBDE bio je 3,88 ng g masti).” Razine izomera spojeva PBDE
u ljudskom mlijeku najcesce se prikazuju obzirom na koli¢inu masti, §to omogucuje njihovu
usporedbu s razinama izmjerenim u krvi ili masnom tkivu. Cinjenica da se spojevi PBDE
podjednako rasporeduju izmedu tkiva koja sadrze masti?? omogucuje usporedbu izlozenosti

ljudi i onda kad nije uzorkovana i analizirana ista vrsta uzorka.
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U tablici 2.1. izdvojeni su maseni udjeli 7 kongenera PBDE (BDE-28, -47, -99, -100,
-153, -154 i -183) koje se najCeSce analizira i detektira u ljudskom mlijeku, te kongenera
BDE-209. Dok je u istrazivanjima razina spojeva PBDE u okoliSnim uzorcima poput
prasine®® te zraka i tla* koje ukljucuju i analizu kongenera BDE-209 on najées¢e detektiran u
najvisim masenim udjelima, u slucaju ljudskog mlijeka su u veéini istrazivanja detektirani
nizi maseni udjeli tog kongenera u odnosu na kongenere BDE-47 i BDE-153.3" Obzirom da se
kongener BDE-209 zadrzava u ljudskom organizmu samo do 15 dana prije nego se raspadne,
izlozenost ovom spoju znacajno doprinosi i povecanju udjela ostalih kongenera koji nastaju

njegovim raspadom.®
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Pregledom literature moze se zakljuciti da je veéi broj istrazivanja usmjeren na podrucje Kine
I Amerike, dok je podataka o razinama spojeva skupine PBDE u ljudskom mlijeku
skupljenom na podruc¢ju Europe manje. Kako su se spojevi PBDE u najvecoj mjeri i
proizvodili i primjenjivali u Americi, posljedi¢no su maseni udjeli tih spojeva izmjereni u
uzorcima ljudskog mlijeka skupljenim na tom podrudju visi nego u uzorcima iz drugih
dijelova svijeta. Ta je Einjenica potvrdena u preglednom radu iz 2017. godine®® u kojem su
sazeti rezultati istrazivanja spojeva PBDE u uzorcima ljudskog mlijeka skupljenim u
razdoblju od 2000. do 2015. godine. Prema njihovim zakljuccima je raspon medijana sume
masenih udjela spojeva PBDE u ljudskom mlijeku iz Sjeverne Amerike bio od 19,9 do
54,5 ng g - masti; u mlijeku iz Europe od 0,4 do 6,3 ng g * masti te od 1,5 do 11,5 ng g * masti
u mlijeku iz Azije. Kako su razine spojeva PBDE izmjerene u Americi bile 20 puta vece od
razina izmjerenih u Europi 1 Aziji, takvi rezultati upucuju da su ljudi na podru¢ju Amerike i
dalje u ve¢oj mjeri izlozeni skupini spojeva PBDE. S druge strane, rezultati istrazivanja Guo i
suradnika®® ukazuju da se i u Americi maseni udjeli spojeva PBDE u ljudskom mlijeku
smanjuju. Usporedbom razina spojeva PBDE analiziranih u ljuskom mlijeku skupljenom u
razdoblju od 2003. do 2005. godine s rezultatima u uzorcima skupljenim u razdoblju od 2009.
do 2012. godine zakljucili su da je u promatranom razdoblju doslo do smanjenja masenih
udjela analiziranih kongenera PBDE. Raspon sume detektiranih PBDE kongenera u prvom
promatranom razdoblju bio je od 10,1 do 1310 ng g* masti (medijan 55,8 ng g~ masti), a u
drugom promatranom razdoblju od 11,2 do 435 ng g * masti (medijan 36,8 ng g * masti).

Vrlo niski maseni udjeli kongenera PBDE (BDE-28, -47, -99, -100, -153, -154 i -183)
izmjereni su u ljudskom mlijeku skupljenom od prvorotki u Slovacko; u razdoblju
2006./2007. godine.** Raspon sume masenih udjela detektiranih kongenera PBDE bio je od
0,22 do 1,6 ng g* masti, uz medijan od 0,43 ng g* masti. Najveéi udio u sumi masenih udjela
detektiranih spojeva ¢inili su kongeneri BDE-47 i BDE-153. Istih 7 kongenera analizirano je
u ljudskom mlijeku u Grckoj skupljenom 2004./2005. godine pri ¢emu je izmjeren nesto Siri
raspon sume masenih udjela detektiranih spojeva (0,32 do 13 ng g™* masti, uz medijan od
1,5 ng g * masti), a kongeneri BDE-47 i BDE-153 su bili najéeié¢e detektirani.™*

Antignac i suradnici su usporedili razine spojeva PBDE u ljudskom mlijeku iz
Francuske (skupljano 2011. do 2014.) te Danske i Finske (skupljano 1997. do 2002.).*®
Maseni udjeli spojeva PBDE su u uzorcima iz Francuske (2;PBDE 0,5 do 15,3 ng g™ masti

uz medijan 1,5 ng g masti) bili niZi od onih izmjerenih u uzorcima iz Danske (£,PBDE od
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1,2 do 111,1 ng g* masti uz medijan 4,9 ng g masti) i Finske (Z;PBDE od 1,5 do
19,0 ng g * masti uz medijan 5,2 ng g~* masti). lako autori kod usporedbe rezultata nisu uzeli
u obzir razliku u vremenu uzorkovanja, jedan od razloga nizih masenih udjela spojeva
detektiranih u Francuskoj je 1 ¢injenica da su ti uzorci skupljani u vrijeme kada je porasla
svijest o Stetnosti spojeva PBDE 1 krenule su stupati na snagu zabrane njihovog koriStenja.
Autori koji su takoder usporedili razine spojeva PBDE u uzorcima ljudskog mlijeka iz tri
europske drzave: Norveske (skupljano 2003. do 2006.), Nizozemske (skupljano 2011. do
2014.) 1 Slovacke (skupljano 2011. do 2012.) su uocene razlike u razinama pripisali upravo
razlici u vremenu skupljanja uzoraka. U uzorcima ljudskog mlijeka iz Norveske koji su
najranije skupljeni je medijan ;PBDE (2,20 ng g ' masti) bio otprilike 2,4 puta vi§i od onog
izmjerenog u uzorcima iz Nizozemske, te 4,5 puta vi$i od onog izmjerenog u uzorcima iz
Slovacke.® Podjednak medijan sume analiziranih kongenera PBDE (BDE-28, -47, -100, -153,
-154, -183 i BDE-209) izmjeren je u uzorcima ljudskog mlijeka skupljenim 2010. godine u
Svedskoj (£,PBDE 0,53 do 6,6 ng g * masti uz medijan 1,5 ng g* masti).**

Uvidom u dostupnu literaturu nisu pronadeni podaci o razinama spojeva PBDE u
ljudskom mlijeku skupljenom na podru¢ju Hrvatske, dok je i za drzave koje ju okruzuju
pronaden samo rad iz 2007. godine u kojem su izmjerene masene koncentracije 11 kongenera
PBDE (BDE-17, -28, -47, -66, -85, -99, -100, -138, -153, -154 i -183) u ljudskom mlijeku
skupljenom u Rimu i Veneciji (Italija) u razdoblju 1998. do 2001. godine. Najzastupljeniji
kongeneri bili su BDE-47, -99, -100 i -153 ¢ija je suma masenih koncentracija ¢inila i vise od
80 % u ukupnoj sumi masenih koncentracija koja je bila u rasponu od 1,6 do

4,1 ng g+ masti.>
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Analizirani spojevi

U ovom radu analizirani su spojevi navedeni u tablici 3.1.

Tablica 3.1. Kratice i kemijska imena (prema organizaciji IUPAC) kongenera PBDE

analiziranih u ovom radu.

Kratica Kemijsko ime prema Prikaz strukture spoja
IUPAC-u
BDE-28 2, 4, 4'- tribromodifenil eter Br
o
e,
BDE-47 2, 2', 4, 4'- tetrabromodifenil Br 5 Br
eter /@ \©\
Br Br
BDE-99 2,2' 4,4 5- Br Br
0
pentabromodifenil eter @
Br Br
Br
BDE-100 2,2 4,4 6- Br . Br
pentabromodifenil eter /C/ ]@\
Br Br Br
BDE-153 2,2,4,4,5,5- Br o Br
heksabromodifenil eter /@ @
Br Br
Br Br
BDE-154 2,2,4,4,5,6"- Br 5 Br
heksabromodifenil eter /@[
Br Br Br
Br
BDE-183 2,2',3,4,4,5,6- Br o Br .
r
heptabromodifenil eter Ij
Br Br Br
Br
Lucija Besednik Diplomski rad
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3.2.

3.3.

Kemikalije

standardi pojedina¢nih kongenera PBDE: BDE-28, BDE-47, BDE-99, BDE-100,
BDE-153, BDE-154 i BDE-183 (50 ug mL ™ u n-nonanu ) ,,LGC Standards GmbH*,
Wesel, Njemacka

n-heksan za plinsku kromatografiju ,,Merck KGaA*, Darmstadt, Njemacka

aceton za plinsku kromatografiju, ,,Merck KGaA*, Darmstadt, Njemacka

sumporna kiselina, 95 % do 97 %, p.a., ,,Merck KGaA*, Darmstadt, Njemacka

etanol ,,Kemika®, Zagreb, Hrvatska

mravlja kiselina 98 — 100 %, ,,Kemika®, Zagreb, Hrvatska

propan-2-ol ,,Merck KGaA*, Darmstadt, Njemacka

kloroform ,,Kemika®, Zagreb, Hrvatska

metanol J. T. Baker, Avantor Performance Materials, Derventer, Nizozemska
ultracista voda, pripremljena primjenom sustava Mili-Q za procis¢avanje vode,
Milipore, Bedford, MA, SAD

diklormetan ,,Merck KGaA*, Darmstadt, Njemacka

acetonitril ,,Merck KGaA*“, Darmstadt, Njemacka

dugik (99,9995 %), dusik (99,999 %), helij (99,9999 %), SOL SPA, Monza, Italija

Instrumenti i pribor

plinski kromatograf Agilent 7890B sa dvije kolone i dva detektora zahvata elektrona
(°®Ni), Agilent, Santa Clara, CA, SAD

uredaj za mikrovalnu ekstrakciju ,,MarsX*“, CEM Corporation, Matthews, NC, SAD
teflonske PFA-posude za ekstrakciju, GreenChem Plus, CEM Corporation, Matthews,
NC, SAD

ultrazvuéna kupelj ,,Elmasonic S 60%, ElIma Schmidbauer GmbH, Singen, Njemacka
liofilizator LABCONCO FreeZone Plus 2.5 Liter, LABCONCO, Kansas City, MO,
SAD

zamrziva¢ Ultra-Low Temperature Freezer, New Brunswick, Eppendorf AG,
Hamburg, Njemacka

uparivac za uparavanje u struji dusika, N-evap, The Meyer, Washington, SAD
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e anliticka vaga Mettler Toledo PN1201, Greifensee/Ziirich, Svicarska

e tehniCka vaga Mettler AX205 DeltaRange, Greifensee, Svicarska

e uredaj za potresanje i mijeSanje ,,IKA MS 3 control”, Merck KGaA, Darmstadt,
Njemacka

e pipete ep T.1.P.S., Eppendorf, Hamburg, Njemacka

e PP strcaljke BD DISCARDIT 300928 BX10, 2 mL, King Scientific, West Yorkshire,
Velika Britanija

e PTFE-filtri, veli¢ina pora 0,2 pm, Acrodisc CR13, Waters, Milford, MA, SAD

3.4. Priprava standardnih otopina

Standardne otopine pojedinacnih kongenera PBDE u n-heksanu pripravljene su iz
certificiranih izvornih standardnih otopina. Standardna otopina smjese kongenera PBDE u
n-heksanu (Smjesa 0, y = 250 ng mL %) pripravljena je iz pojedinaénih standardnih otopina
spojeva PBDE. Daljnjim razrjedivanjem otopine Smjesa 0 s n-heksanom pripravljen je niz
standardnih otopina smjese kongenera PBDE koriStenim za odredivanje linearnosti odziva
plinskokromatografskog detektora i djelotvornosti mikrovalne ekstrakcije pri analizi uzoraka
ljudskog mlijeka. Masene koncentracije pripravljenih standardnih otopina prikazane su u
tablici 3.2.

Tablica 3.2. Masene koncentracije spojeva PBDE u standardnim otopinama koriStenim kod

ispitivanja linearnosti odziva detektora zahvata elektrona i analize uzoraka ljudskog mlijeka

Spoj y/ngmL ™
Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard4 Standard5

BDE-28 1,00 50,00 100,00 150,00 200,00
BDE-47 1,00 50,00 100,00 150,00 200,00
BDE-99 1,00 50,00 100,00 150,00 200,00
BDE-100 1,00 50,00 100,00 150,00 200,00
BDE-153 1,00 50,00 100,00 150,00 200,00
BDE-154 1,00 50,00 100,00 150,00 200,00
BDE-183 1,00 50,00 100,00 150,00 200,00
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3.5.  Uzorci ljudskog mlijeka

Za optimiranje postupka ekstrakcije potpomognute mikrovalovima spojeva PBDE iz uzoraka
ljudskog mlijeka koristen je uzorak ljudskog mlijeka doniran od jedne rodilje. Mlijeko je
istisnuto uz pomo¢ izdajalice u staklene posude prethodno oprane n-heksanom i osusene.

Uzorci su do daljnje analize skladiSteni na - 20 °C.

3.5.1. Priprava uzoraka za liofilizaciju i liofilizacija

Uzorak ljudskog mlijeka je odmrznut, homogeniziran i razdijeljen na podjednake volumne
alikvote, V = 20 mL, u staklene bocice za liofilizaciju koji su zamrznuti na - 80 °C. Zamrznuti
uzorci liofilizirani su koristenjem liofilizatora Labconco pri temperaturi komore liofilizatora
od - 50 °C. Proces liofilizacije trajao je 48 sati, a liofilizati su do daljnje obrade ¢uvani u

staklenim posudicama u eksikatoru na sobnoj temperaturi.

3.6. Analiticki postupci odredivanja polibromiranih difenil etera u
ljudskom mlijeku

U ovom je radu ispitana ucinkovitost ekstrakcije potpomognute mikrovalovima spojeva
PBDE iz 50 mL teku¢eg uzorka ljudskog mlijeka, iz 5 g liofiliziranog uzorka ljudskog

mlijeka, te iz 5 g liofiliziranog uzorka ljudskog mlijeka s dodatkom 10 mL ultraciste vode.

3.6.1. Optimiranje parametara ekstrakcije potpomognute mikrovalovima spojeva PBDE iz
uzorka ljudskog mlijeka

Cilj je bio razraditi metodu sa uzorkom ljudskog mlijeka koji je bio dostupan u vefem
volumenu, medutim potrebno je naglasiti da se radi o vrsti matrice ¢ija dostupnost je jako
ogranicena. Stoga je ucinkovitosti odredene kombinacije parametara za MAE ispitivana
analizom jednog uzorka sa dodatkom standardne otopine PBDE spojeva masene koncentracije
50 ng mL™ ili 25 ng mL™ i jednog uzorka bez dodatka spojeva koji su paralelno obradeni na
isti na¢in opisan u Poglavljima 3.6.1.1., 3.6.1.2. i1 3.6.1.3..

Za odredivanje ucinkovitosti ekstrakcije potpomognute mikrovalovima spojeva PBDE
iz uzoraka ljudskog mlijeka odgovaraju¢a masa/volumen uzorka odmjeren je u teflonsku

kivetu za mikrovalnu ekstrakciju volumena 100 mL. Ekstrakcija je provedena u uredaju za
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ekstrakciju potpomognutu mikrovalovima maksimalne snage 1200 W, a snaga magnetrona
prilikom ekstrakcije podesena je ovisno o broju kiveta uz automatsko podesavanje intenziteta
mikrovalova i umjereno ili maksimalno mijeSanje tekuceg ili liofiliziranog uzorka ljudskog
mlijeka 1 otapala. Istrazen je utjecaj sljede¢ih parametara na djelotvornost ekstrakcije:

e izbor otapala

e volumen otapala

e temperatura ekstrakcije

3.6.1.1. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima polibromiranih difenil etera iz tekucih

uzoraka ljudskog mlijeka

Spojevi su ekstrahirani iz 50 mL ljudskog mlijeka, ali je uzorak zbog veli¢ine kivete za MAE
razdijeljen na dva dijela te su ekstrakti spojeni nakon postupka centrifugiranja.
Menzurom je odmjereno po 25 mL (=25 g) homogeniziranog mlijeka u obje teflonske
Kivete za ekstrakciju potpomognutu mikrovalovima i dodano je po 30 mL otapala. Ispitana je
djelotvornost ekstrakcije spojeva PBDE iz tekuceg uzorka ljudskog mlijeka pri razli¢itim
kombinacijama uvjeta ozna¢enim oznakama T 1 do T 5. Radni uvjeti bili su sljedeci:
e 60 mL ¢ (n-heksan, aceton) = 1:1 uz dodatak 2 mL etanola, zagrijavanje ekstrakcijske

smjese 5 min do 80 °C, vrijeme ekstrakcije 20 minuta (T 1)

e 60 mL ¢ (kloroform, metanol) = 1:1, zagrijavanje ekstrakcijske smjese 5 min do

80 °C, vrijeme ekstrakcije 20 minuta (T 2)

e 60 mL ¢ (kloroform, metanol) = 1:1, zagrijavanje ekstrakcijske smjese 5 min do
100 °C, vrijeme ekstrakcije 20 minuta (T 3)

e 60 mL ¢ (kloroform, metanol) = 1:1, zagrijavanje ekstrakcijske smjese 6 min do

120 °C, vrijeme ekstrakcije 20 minuta (T 4)

e 60 mL ¢ (metanol, n-heksan, kloroform) = 1:1:1, zagrijavanje ekstrakcijske smjese

5 min do 80 °C, vrijeme ekstrakcije 20 minuta (T 5)
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Nakon hladenja reakcijske smjese do sobne temperature sadrzaj kiveta za MAE je prebacen u
kivete za centrifugiranje i1 centrifugiran pri odredenim uvjetima ovisno o vrsti otapala

primijenjenog za ekstrakciju.

3.6.1.2. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima polibromiranih difenil etera iz liofiliziranih
uzoraka ljudskog mlijeka

Na analitickoj vagi je u teflonsku kivetu za ekstrakciju potpomognutu mikrovalovima
odvagano priblizno 5 g homogeniziranog uzorka liofiliziranog ljudskog mlijeka
pripremljenog prema postupku opisanom u Poglavlju 3.5.1 te je menzurom odmjeren odreden
volumen otapala. Ispitana je djelotvornost ekstrakcije spojeva PBDE iz liofiliziranog uzorka
ljudskog mlijeka pri razli¢itim kombinacijama uvjeta oznacenim oznakama L 1 do L 5. Radni
uvjeti bili su sljedeci:

e 30 mL ¢ (n-heksan, aceton) = 1:1 uz dodatak 1 mL etanola, zagrijavanje ekstrakcijske

smjese 5 min do 80 °C, vrijeme ekstrakcije 20 minuta (L 1)

e 30 mL ¢ (n-heksan, aceton) = 1:1 uz dodatak 3 mL mravlje kiseline (98 - 100 %) i
6 mL propan-2-ola, zagrijavanje ekstrakcijske smjese 5 min do 80 °C, vrijeme
ekstrakcije 10 minuta (L 2)

e 40 mL ¢ (n-heksan, diklormetan, metanol) = 5:2:1, zagrijavanje ekstrakcijske smjese

5 min do 80 °C, vrijeme ekstrakcije 20 minuta (L 3)

e 40 mL ¢ (diklormetan, n-heksan) = 3:2, zagrijavanje ekstrakcijske smjese 10 min do

70 °C, vrijeme ekstrakcije 20 minuta (L 4)

e 60 mL ¢ (diklormetan, n-heksan) = 3:2, zagrijavanje ekstrakcijske smjese 10 min do

80 °C, vrijeme ekstrakcije 20 minuta (L 5)

Nakon hladenja reakcijske smjese do sobne temperature sadrzaj kiveta za MAE prebacen je u
kivete za centrifugiranje 1 centrifugiran pri odredenim uvjetima ovisno o vrsti otapala

primijenjenog za ekstrakciju.
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3.6.1.3. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima polibromiranih difenil etera iz liofiliziranih

uzoraka ljudskog mlijeka s dodatkom ultraciste vode

Na analitickoj vagi je u teflonsku kivetu za ekstrakciju potpomognutu mikrovalovima
odvagano priblizno 5 g homogeniziranog uzorka liofiliziranog Iljudskog mlijeka
pripremljenog prema postupku opisanom u Poglavlju 3.5.1 koji je otopljen u 10 mL ultraciste
vode te je menzurom odmjeren odreden volumen otapala. U ovim je pokusima uzorcima
dodavana standardna otopina spojeva PBDE masene koncentracije 25 ng mL . Ispitana je
djelotvornost ekstrakcije spojeva PBDE iz tako pripremljenog uzorka ljudskog mlijeka pri
razli¢itim kombinacijama uvjeta oznaCenim oznakama LV 1 do LV 7. Radni uvjeti bili su
sljedeci:

e 30 mL ¢ (n-heksan, aceton) = 1:1 uz dodatak 1 mL etanola, zagrijavanje ekstrakcijske

smjese 5 min do 80 °C, vrijeme ekstrakcije 20 minuta (LV 1)

e 30 mL ¢ (n-heksan, aceton) = 1:1 uz dodatak 3 mL mravlje kiseline (98 — 100 %) i
6 mL propan-2-ola, zagrijavanje ekstrakcijske smjese 5 min do 80 °C, vrijeme
ekstrakcije 20 minuta (LV 2)

e 30 mL ¢ (kloroform, metanol) = 1:1, zagrijavanje ekstrakcijske smjese 5 min do
80 °C, vrijeme ekstrakcije 20 minuta (LV 3)

e 40 mL ¢ (n-heksan, aceton) = 1:1 uz dodatak 1 mL etanola, zagrijavanje ekstrakcijske

smjese 5 min do 80 °C, vrijeme ekstrakcije 20 minuta (LV 4)

e 30 mL ¢ (n-heksan, aceton) = 1:1 uz dodatak 1 mL etanola, zagrijavanje ekstrakcijske

smjese 6 min do 100 °C, vrijeme ekstrakcije 20 minuta (LV 5)

e 30 mL ¢ (diklormetan, n-heksan) = 3:2, zagrijavanje ekstrakcijske smjese 5 min do
80 °C, vrijeme ekstrakcije 20 minuta (LV 6)

e 30 mL ¢ (n-heksan, acetonitril) = 4:1 uz dodatak 1 mL etanola, zagrijavanje

ekstrakcijske smjese 5 min do 80 °C, vrijeme ekstrakcije 20 minuta (LV 7)
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Nakon hladenja reakcijske smjese do sobne temperature sadrzaj kiveta za MAE prebacen je u
kivete za centrifugiranje i1 centrifugiran pri odredenim uvjetima ovisno o vrsti otapala

primijenjenog za ekstrakciju.

Postupak nakon ekstrakcije otapalom ¢ (kloroform, metanol) = 1:1

Nakon ekstrakcije sa smjesom otapala ¢ (kloroform, metanol) = 1:1 kivete za MAE isprane su
dva puta s po 3,5 mL ultraciste vode koja je spojena s ekstraktom te je dobivena suspenzija
centrifugirana 15 minuta pri 2500 rpm. U tom je slucaju kapalicom pazljivo odvajan donji

kloroformski sloj koji je ukoncentriran uparavanjem u vodenoj kupelji pod strujom dusika do

1 mL.

Postupak nakon ekstrakcije ostalim smjesama otapala

Nakon ekstrakcije primjenom drugih smjesa otapala, sadrzaj kiveta za ekstrakciju je
dekantiran u Kivete za centrifugu, a dobivene suspenzije centrifugirane su 5 minuta pri
3500 rpm. Gornji sloj je kapalicom pazljivo odvojen od taloga i ukoncentriran uparavanjem u

vodenoj kupelji pod strujom dusika do 1 mL.

3.6.2. Postupak prociscavanja ekstrakata

U upareni kloroformski ili heksanski ekstrakt dodano je 5 mL n-heksana te je heksanski sloj
prenesen kapalicom u prethodno izvaganu epruvetu i uparen do ostatka masti. Epruveta s
masti preostalom nakon uparavanja je izvagana i odreden je sadrzaj masti u mlijeku. Mast je
potom otopljena u 4 mL n-heksana i pro¢is¢ena muckanjem s 4 mL 96 %-tne sumporne
kiseline. Nakon centrifugiranja 5 minuta pri 3500 rpm, gornji sloj je odvojen i ekstrakt je
uparen do 0,5 mL u slaboj struji duSika. Postupak CiS¢enja ponovljen je ako dobiveni ekstrakt
nije bio u potpunosti bistar, dodatkom 2 mL 96 %-tne sumporne kiseline. Tako pripremljen

uzorak profiltriran je kroz filtre veli¢ine pora 0,2 um prije plinskokromatografske analize.

3.6.3. Priprava uzoraka za odredivanje djelotvornosti metode

Metodom kojom su dobiveni najbolji povrati ekstrakcije spojeva skupine PBDE iz uzoraka
ljudskog mlijeka analizirano je dodatnih sedam alikvota istog uzorka ljudskog mlijeka sa

dodatkom standarda i jedan bez dodatka standarda te su procis¢eni postupkom opisanim u

Lucija Besednik Diplomski rad



§ 3. Eksperimentalni dio 26

Poglavlju 3.6.2. Razine spojeva PBDE u ljudskom mlijeku najc¢esée se, pa tako i u ovom radu,

prikazuju s obzirom na koli¢inu masti.

3.7. Plinskokromatografska analiza

3.7.1. Radni uvjeti

Plinski kromatograf Agilent 7890B sa dvije kolone od taljenog silicijevog dioksida duljine
30 m, unutarnjeg promjera 0,25 mm i debljine filma 0,25 um (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, SAD) i dva detektora zahvata elektrona
Kolona DB-1701 - nepokretna faza: 14 % cijanopropilfenil - 86 % dimetil-
polisiloksan

Kolona HP-5 MS - nepokretna faza: 5 % fenil - 95 % dimetil-polisiloksan

Temperaturni program kolona: programirano zagrijavanje od pocetnih 90 °C (sa
zadrzavanjem 1 min na 90 °C) do 280 °C brzinom 20 °C min ' (zadrzavanje 5 min na
280 °C), te dalje brzinom od 5 °C min* do 300 °C (zadrZavanje temperature 5 min)

e Protok plina nosioca (He): 1,2 mL min

e Protok make-up plina (N2): 30 mL min *
e Temperatura detektora: 300 °C
e Temperatura injektora: 270 °C

e Volumen injektiranog uzorka: 1 pL

3.7.2. Kvalitativna i kvantitativna analiza

Heksanski sloj odijeljen nakon c¢iS¢enja ekstrakata pripravljenih mikrovalnom ekstrakcijom
spojeva skupine PBDE iz uzoraka ljudskog mlijeka uparen je u struji dusika do 0,5 mL i
analiziran plinskom kromatografijom uz detektor zahvata elektrona na kapilarnim kolonama
HP-5 MS i DB-1701 prema vanjskim standardima pripravljenim u n-heksanu. Rasponi
koncentracija PBDE spojeva u standardnim otopinama prikazani su u tablici 3.2.

Kod GC-ECD analize su spojevi identificirani usporedbom vremena zadrzavanja u
kromatogramu uzorka s vremenom zadrzavanja u kromatogramu standarda, pri ¢emu su u

obzir uzeti samo spojevi identificirani na obje kolone. Koncentracije spojeva su i kod
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odredivanja djelotvornosti postupka mikrovalne ekstrakcije i kod odredivanja masenih
koncentracija/udjela spojeva u uzorcima ljudskog mlijeka izrazavane kao srednja vrijednost

rezultata na obje kolone.
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§4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Linearnost odziva detektora i granice detekcije

Optimiranjem uvjeta plinskokromatografske analize za istovremenu analizu 7 kongenera
PBDE uz dva detektora zahvata elektrona na dvije kolone razliCite polarnosti, postiglo se
uspjes$no razdvajanje kongenera na obje kolone unutar 24 minute (slika 4.1). Detektor zahvata

elektrona osjetljiv je i selektivan za organohalogene spojeve, ukljucujuéi i kongenere spojeva
PBDE.*

80000

Slika 4.1. GC-ECD kromatogrami standardne otopine spojeva PBDE masene koncentracije
50 ng mL ™" na koloni HP-5 MS (A) i na koloni DB-1701 (B)

Odredivanje linearnosti odziva detektora vazno je radi pravilnog kvantitativnog odredivanja
ispitivanih spojeva. Linearnost odziva detektora zahvata elektrona ispitana je analizom niza
standardnih otopina spojeva PBDE pripravljenih u n-heksanu ¢ije su masene koncentracije
prikazane u tablici 3.2. Linearnom regresijom povrSina kromatografskih pikova i
koncentracija pojedinih spojeva u standardnim otopinama od 1 ng mL™* do 200 ng mL™
utvrden je linearan odziv ECD-a za sve spojeve na obje primijenjene kolone uz koeficijente
korelacije r ve¢e od 0,997 (slika 4.2 i slika 4.3).
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Slika 4.2. Linearnost odziva detektora zahvata elektrona za BDE-28, BDE-47 i BDE-100 (A)
te BDE-99, BDE-154, BDE-153 i BDE-183 (B) na koloni HP-5MS. Standardne otopine

spojeva PBDE pripravljene su u n-heksanu
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Slika 4.3. Linearnost odziva detektora zahvata elektrona za BDE-28, BDE-47 i BDE-100 (A)

te BDE-99, BDE-154, BDE-153 i BDE-183 (B) na koloni DB-1701. Standardne otopine

spojeva PBDE pripravljene su u n-heksanu

Tocnost 1 preciznost odredene su pomocu standardnih otopina na tri koncentracijske razine (1,

10 i 200 ng mL ). Odredena prosjecna tocnost visa je od 97 %, a preciznost izrazena kao

relativna standardna devijacija najmanje Sest analiziranih replikata manja je od 5 %.

Granica detekcije spojeva direktno ovisi o osjetljivosti detektora. U ovom je radu

granica detekcije odredena pomocu standardne otopine s najnizim masenim koncentracijama
spojeva PBDE ¢iji su signali u kromatogramu bili jasno vidljivi i minimalno tri puta ve¢i od

Suma osnovne linije. Obzirom na vrlo niske masene udjele analita u ljudskom mlijeku granica
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detekcije je uzimana i kao granica odredivanja analiziranih spojeva. Odredena granica

detekcije za sedam PBDE kongenera iznosi 0,2 ng mL " ekstrakta.

4.2. Optimiranje uvjeta ekstrakcije potpomognute mikrovalovima
polibromiranih difenil etera iz ljudskog mlijeka

Za ekstrakciju analita iz ljudskog mlijeka odabrana je tehnika ekstrakcije potpomognute
mikrovalovima koja ima niz prednosti - smanjena upotreba otapala, smanjeno vrijeme
ekstrakcije, povecanje prinosa analita, automatizacija i1 obrada veéeg broja uzoraka
istovremeno, a unato¢ tome do sada nije istrazena njena ucinkovitost u svrhu akumuliranja
spojeva PBDE iz uzoraka ljudskog mlijeka. Razrada uvjeta za djelotvornu ekstrakciju
potpomognutu mikrovalovima ukljucila je odabir otapala i njegovog volumena te optimiranje
temperature ekstrakcije. Istrazen je 1 utjecaj nacina pripreme uzorka prije samog postupka
ekstrakcije obzirom da se postupak MAE najce$¢e u literaturi primjenjuje za ekstrakciju
razli¢itih vrsta spojeva iz ¢vrstih uzoraka, a vrlo rijetko iz tekucih.

Kao $to je navedeno ranije, tehnika ekstrakcije potpomognuta mikrovalovima spojeva
PBDE iz uzoraka ljudskog mlijeka razradivana je i optimirana na uzorku dostupnom u ve¢em
volumenu doniranom od jedne rodilje. Zbog toga je ucinkovitost odredene kombinacije
parametara za MAE ispitivana analizom jednog uzorka sa dodatkom standardne otopine
spojeva PBDE u n-heksanu i jednog uzorka bez dodatka spojeva koji su paralelno obradeni na
isti na¢in. To znac¢i da za pojedinu kombinaciju radnih uvjeta nije bilo moguce izracunati
usporedljivost (reproducibilnost) rezultata koja se izrazava relativnom standardnom
devijacijom, odnosno, reproducibilnost je izraCunata samo za uvjete koji su razmatrani kao
optimalni 1 pri kojima je analizirano viSe alikvota uzorka ljudskog mlijeka.

Analiticki povrat se opcenito racuna kao razlika masene koncentracije odredenog
spoja u ekstraktu alikvota uzorka kojem je dodan standard i srednje vrijednosti masenih
koncentracija istog spoja u ekstraktu alikvota uzorka bez dodanog standarda, podijeljena
masenom koncentracijom spoja u dodanom standardu i pomnoZena sa 100. Medutim, u
ekstraktima uzoraka ljudskog mlijeka analiziranim vecinom isprobanih kombinacija
parametara ekstrakcije potpomognute mikrovalovima nisu detektirani ciljani PBDE

kongeneri.
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4.2.1. Djelotvornost ekstrakcije potpomognute mikrovalovima polibromiranih difenil etera iz

tekucih uzoraka ljudskog mlijeka

Ucinkovitost analitickog postupka za odredivanje spojeva PBDE iz 50 mL tekuceg ljudskog
mlijeka postupcima opisanim u Poglavlju 3.6.1.1. odredena je analizom uzoraka kojima je
prije ekstrakcije dodana standardna otopina PBDE spojeva masene koncentracije 50 ng mL ™.
Obzirom da se radi o spojevima koji su zabranjeni za upotrebu te su u ljudskom mlijeku
prisutni u tragovima, za razradu metode uziman je veci volumen uzorka kako bi se postigla
zadovoljavaju¢a osjetljivost analize pojedinih PBDE spojeva akumuliranih u ljudskom
mlijeku. Unato¢ tome ciljani PBDE spojevi nisu detektirani u uzorcima bez dodatka
standardne otopine spojeva pripravljenim niti jednom kombinacijom primijenjenih otapala i

radnih uvjeta ekstrakcije potpomognute mikrovalovima.

Tablica 4.1. Djelotvornost ekstrakcije potpomognute mikrovalovima spojeva PBDE iz
teku¢ih uzoraka ljudskog mlijeka primjenom razli¢itih radnih uvjeta opisanih u Poglavlju

3.6.1.1.

Povrat / %

Spoj

T1 T2 T3 T4 T5
BDE-28 59 75 64 71 63
BDE-47 54 61 59 67 56
BDE-100 50 55 54 61 51
BDE-99 59 65 63 70 58
BDE-154 64 67 66 72 62
BDE-153 53 55 51 57 49
BDE-183 51 50 45 46 44

Prema vrijednostima analiti¢kih povrata prikazanim u tablici 4.1. moze se zakljuciti da su
primijenjene kombinacije otapala 1 radnih uvjeta za MAE podjednako ucinkovite za
ekstrakciju odabranih spojeva PBDE iz teku¢ih uzoraka ljudskog mlijeka. Raspon analiti¢kih
povrata za postupak ekstrakcije spojeva PBDE iz tekuc¢eg ljudskog mlijeka primjenom 30 mL
otapala ¢ (n-heksan, aceton) = 1:1 uz dodatak 1 mL etanola za svaki alikvot od 25 mL mlijeka
(pokus T 1) bio je od 50 % za BDE-100 do 64 % za BDE 154. Medutim, kako u tom slu¢aju
ne dolazi do mijeSanja uzorka i1 otapala ¢ime se pospjeSuje ucinkovitost mikrovalne

ekstrakcije, taj postupak nije dalje uziman u obzir za optimiranje.
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Analiticki povrati spojeva PBDE iz 50 mL tekueg uzorka ljudskog mlijeka
primjenom 60 mL otapala ¢ (kloroform, metanol) = 1:1 (pokus T 2) bili su u rasponu od
50 % za BDE-183 do 75 % za BDE-28. Ispitan je utjecaj povecanja temperature ekstrakcije
na 100 °C (pokus T 3) i 120 °C (pokus T 4) na uc¢inkovitost postupka ekstrakcije primjenom
jednakog volumena otapala istog sastava. Prema vrijednostima analitickih povrata
postignutim za te kombinacije radnih uvjeta (tablica 4.1) vidljivo je da nije doSlo do
znacajnog poboljsanja djelotvornosti postupka ekstrakcije. Ekstrakcija smjesom metanola,
n-heksana i kloroforma u jednakim udjelima (pokus T 5) pokazala se podjednako
djelotvornom.

Obzirom na potrebu razdvajanja uzorka na dva dijela prilikom postupka ekstrakcije
50 mL uzorka, poveéanu potrosnju otapala (ukupno 60 mL), dugotrajno ukoncentriravanje
ekstrakta te Cinjenice da se zbog viSestruke manipulacije uzorkom poveéava i mogucénost
potencijalnog unosa pogreske prilikom same analize, obustavljeno je daljnje optimiranje

postupka MAE iz tekuéeg ljudskog mlijeka.

4.2.2. Djelotvornost ekstrakcije potpomognute mikrovalovima polibromiranih difenil etera iz

liofiliziranih uzoraka ljudskog mlijeka

Postupak mikrovalno potpomognute ekstrakcije se prema literaturi najéeSée Koristi za
ekstrakciju spojeva iz Cvrstih uzoraka te je uzorak ljudskog mlijeka preveden u Cvrsto stanje
postupkom liofilizacije opisanim u Poglavlju 3.5.1. Masa suhog ostatka nakon liofilizacije
50 mL ljudskog mlijeka je oko 5 g. Na taj nacin uzorak zauzima manji prostor u Kiveti za
MAE 1 moguce je u jednom koraku ekstrahirati spojeve iz vece koli¢ine uzorka. U¢inkovitost
analitickog postupka za odredivanje spojeva PBDE iz 5 g liofilizata ljudskog mlijeka
postupcima opisanim u Poglavlju 3.6.1.2. odredena je analizom uzoraka kojima je prije
ekstrakcije dodana standardna otopina PBDE spojeva masene koncentracije 50 ng mL™.
Prema rezultatima prikazanim u tablici 4.2. vidljivo je da je ucinkovitost ekstrakcije spojeva
PBDE iz uzoraka liofiliziranog ljudskog mlijeka za sve kombinacije otapala i uvjeta za MAE
manja nego iz teku¢ih uzoraka mlijeka. Vrijednosti analitickih povrata pojedinih analita u
ve¢ini su slucajeva nizi od 50 %. Posljedi¢no, ciljani PBDE spojevi nisu detektirani u
uzorcima bez dodatka standardne otopine spojeva pripravljenim niti jednom kombinacijom

primijenjenih otapala i radnih uvjeta ekstrakcije potpomognute mikrovalovima.
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Tablica 4.2. Djelotvornost ekstrakcije potpomognute mikrovalovima spojeva PBDE iz

liofilizata ljudskog mlijeka primjenom razli¢itih radnih uvjeta opisanih u Poglavlju 3.6.1.2.

Povrat / %

SpoJ L1 L2 L3 L4 L5
BDE-28 42 33 41 55 56
BDE-47 30 30 35 49 54
BDE-100 28 28 32 44 49
BDE-99 35 32 37 49 54
BDE-154 31 33 36 48 55
BDE-153 26 26 28 37 42
BDE-183 26 29 28 30 31

Ispitana je ucinkovitost postupka ekstrakcije spojeva PBDE iz liofilizata ljudskog mlijeka
primjenom smjese otapala ¢ (n-heksan, aceton) = 1:1, koja se prema literaturi vrlo Cesto
koristi za ekstrakciju spojeva PBDE iz razliCitih vrsta uzoraka, ukljucuju¢i i ljudsko
mlijeko.®?*®! Uzorci su ekstrahirani jednakim volumenom otapala i primjenom jednakih
uvjeta za MAE uz dodatak dva razli¢ita sredstva za denaturiranje proteina; etanola
(pokus L 1) i mravlje kiseline i propan-2-ola (pokus L 2). U oba je pokusa djelotvornost
ekstrakcije potpomognute mikrovalovima istrazivanih spojeva iz liofilizata ljudskog mlijeka
bila vrlo niska (analiticki povrat ~ 30 %). Zanimljivo je zapazanje da dodatak razli¢itog
sredstva za denaturaciju proteina u mlijeku nema utjecaj na ucinkovitost primijenjenog
postupka ekstrakcije. Ispitana je i u¢inkovitost postupka ekstrakcije primjenom smjese otapala
@ (n-heksan, diklormetan, metanol) = 5:2:1, takoder pri temperaturi od 80 °C (pokus L 3).
Takvom promjenom sastava ekstrakcijskog otapala nije se znacajno povisila djelotvornost
ekstrakcije spojeva PBDE iz liofilizata ljudskog mlijeka te su analiticki povrati spojeva bili u
rasponu od 28 % do 41 %.

Prema literaturi se za ekstrakciju spojeva PBDE iz uzoraka ljudskog mlijeka cesto
koristi smjesa otapala n-heksana i diklormetana u razli¢itim volumnim omjerima.®3"3#2
Primjena smjese otapala ¢ (diklormetan, n-heksan) = 3:2 povisila je djelotvornost ekstrakcije
potpomognute mikrovalovima (pokusi L 4 1 L 5), ali je analiti¢ki povrat istrazivanih spojeva
jos uvijek za veéinu spojeva PBDE bio manji od 50 %. Povecanjem volumena otapala na
60 mL i temperature ekstrakcije na 80 °C (pokus L5) u odnosu na 40 mL otapala i
temperaturu ekstrakcije 70 °C (pokus L4) wucinkovitost ekstrakcije potpomognute
mikrovalovima spojeva PBDE iz liofilizata ljudskog mlijeka povecava se za svega 5 % ili

manje.
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4.2.3. Djelotvornost ekstrakcije potpomognute mikrovalovima polibromiranih difenil etera iz

liofiliziranih uzoraka ljudskog mlijeka s dodatkom ultraciste vode

Rezultati prethodnih pokusa upucivali su na ¢injenicu da je eckstrakcija potpomognuta
mikrovalovima uc¢inkovitija kad je uzorak ljudskog mlijeka u teku¢em stanju. Spojevi PBDE
prisutni su u mlijeku u vrlo niskim masenim udjelima i potrebna je analiza vece koli¢ine
uzorka kako bi se povecala osjetljivost metode. U slucaju tekuceg uzorka ljudskog mlijeka
potrebna je analiza velikog volumena mlijeka koje zauzima previSe prostora u teflonskoj
kiveti i magnet ne moze dovoljno dobro mijesati uzorak s otapalom za ekstrakciju. Stoga je
osmisljen pokus u kojem je liofiliziranom uzorku mlijeka dodan minimalan postotak ultraciste
vode kako bi se uzorak ,,vratio* u tekuée stanje a bez znacajnog povecanja ukupnog volumena
uzorka (slika 4.4). Nadalje, voda zbog svoje visoke dielektricne konstante od 80 znacajno
doprinosi polarnosti smjese uzorka i otapala, a §to je preduvjet za uspjeSnu primjenu tehnike

MAE.

Slika 4.4. Fotografije uzoraka ljudskog mlijeka: 50 mL tekuceg mlijeka (A), 5 g liofiliziranog
mlijeka (B), 5 g liofiliziranog mlijeka otopljenog u 10 mL ultraciste vode (C)

Uzorak liofiliziranog ljudskog mlijeka pripravljen prema postupku opisanom u Poglavlju
3.5.1. otopljen je u 10 mL ultraciste vode. Na taj je nacin povecana polarnost smjese, a ciljane
analite moguce je ekstrahirati iz vece koli¢ine uzorka i uz manju potros$nju otapala. Odredena
je ucinkovitost tehnike MAE iz tako pripremljenih uzoraka ljudskog mlijeka razli¢itim
postupcima opisanim u Poglavlju 3.6.1.3. Uzorcima je prije ekstrakcije dodana standardna
otopina PBDE spojeva masene koncentracije 25 ng mL™ kako bi se izratunao analiticki

povrat.
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Tablica 4.3. Djelotvornost ekstrakcije potpomognute mikrovalovima spojeva PBDE iz
liofilizata ljudskog mlijeka otopljenog u ultracistoj vodi primjenom razli¢itih radnih uvjeta

opisanih u Poglavlju 3.6.1.3.

Povrat / %
LV1 LV2 LV3 LV4 LVS5 LVG6 LV7
BDE-28 62 67 51 39 54 38 59
BDE-47 56 61 45 35 42 30 50
BDE-100 62 63 50 38 48 34 49
BDE-99 64 62 53 39 48 36 53
BDE-154 64 67 54 41 51 37 56
BDE-153 70 69 63 46 58 42 56
BDE-183 69 83 67 48 61 41 61

Spoj

Kako u prethodnim pokusima u uzorcima bez dodatka spojeva PBDE nisu detektirani ciljani
analiti, zbog ograni¢enja koli¢ine dostupnog uzorka ljudskog mlijeka, u ovoj seriji pokusa su
u prvoj fazi analizirani samo alikvoti sa dodatkom spojeva. Analiti¢ki povrati spojeva PBDE
nakon ekstrakcije iz liofilizata ljudskog mlijeka otopljenog u ultracistoj vodi primjenom
smjese otapala ¢ (n-heksan, aceton) = 1:1 uz dodatak 1 mL etanola pri temperaturi od 80 °C
bili su u rasponu od 56 % do 70 % (postupak LV 1). To je zna¢ajno povecanje djelotvornosti
postupka u odnosu na analiticke povrate nakon ekstrakcije pri istim radnim uvjetima iz
liofilizata bez dodatka ultraciste vode (postupak L 1). Primjenom jednakog volumena iste
smjese otapala uz dodatak drugacijeg sredstva za denaturaciju proteina pri jednakim radnim
uvjetima za MAE uocen je podjednak pozitivan ucinak dodatka ultraciste vode na
djelotvornost postupka ekstrakcije (postupak LV 2 u usporedbi s postupkom L 2). Suprotno
oc¢ekivanjima, optimiranjem volumena otapala za ekstrakciju i temperature ekstrakcije
postupka LV 1 poviSenjem volumena otapala za 10 mL (pokus LV 4) 1 temperature za 20 °C
(LV 5), snizila se djelotvornost ekstrakcije svih istrazivanih spojeva PBDE.

Ispitana je i djelotvornost postupka ekstrakcije potpomognute mikrovalovima spojeva
PBDE iz liofiliziranog uzorka ljudskog mlijeka otopljenog u ultracistoj vodi primjenom jo§ tri
smjese otapala: ¢ (kloroform, metanol) = 1:1 (pokus LV 3), ¢ (diklormetan, n-heksan) = 3:2
(pokus LV 6) i ¢ (n-heksan, acetonitril) = 4:1 (pokus LV 7). Prema vrijednostima analitickih
povrata spojeva PBDE prikazanim u tablici 4.3. vidljivo je da promjena smjesa otapala nije
imala pozitivan ucinak na djelotvornost postupka ekstrakcije, odnosno, te su se smjese otapala

pokazale jos manje djelotvornima od ekstrakcije smjesom ¢ (n-heksan, aceton) = 1:1.
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Slika 4.5. Usporedba analitickih povrata spojeva PBDE iz razli€ito pripremljenih uzoraka
ljudskog mlijeka primjenom razlic¢itih uvjeta ekstrakcije potpomognute mikrovalovima

opisanih u Poglavljima 3.6.1.1., 3.6.1.2. i 3.6.1.3.

U idu¢em su koraku prema postupcima LV 1 i LV 2 analizirani uzorci ljudskog mlijeka bez
dodatka standardne otopine spojeva PBDE. Jedini spoj koji je detektiran u oba pripremljena
ekstrakta je spoj BDE-153 pri &emu je prema proceduri LV 1 njegov maseni udio 0,16 ng g*
masti, a prema proceduri LV 2 0,19 ng g™ masti (slika 4.6 i slika 4.7). Oba navedena masena
udjela korigirana su za analiticki povrat detektiranog kongenera. Podjednaka razina spoja
BDE-153 detektirana je u uzorcima ljudskog mlijeka skupljenim na Cetiri lokacije u
Slovackoj.®* Medijan masenog udjela spoja BDE-153 na pojedinoj lokaciji u tom istraZivanju
bio je od 0,12 do 0,15 ng g masti, pri Gemu je taj spoj uz BDE-47 u najvecoj mijeri
doprinosio ukupnoj sumi masenih udjela detektiranih spojeva PBDE. Upravo spoj BDE-47 je
kongener skupine PBDE koji se najéesée detektira u uzorcima ljudskog mlijeka,**#** tako da
iznenaduje Cinjenica da on nije detektiran u koriStenom uzorku ljudskog mlijeka. Razlog bi
mogao biti ¢injenica da se za razradu metode koristilo mlijeko rodilje drugorotke skupljano u
razdoblju od 6 do 10 mjeseci nakon poroda. Osim toga, razlog Sto je detektiran samo
kongener BDE-153, a ne i kongener BDE-47 bi mogla biti i razlika u njihovoj postojanosti i
lipofilnosti §to posljedi¢no utjece na razliku u vremenu potrebnom da se njihova maksimalna

koncentracija u ljudskom organizmu smanji na polovicu maksimalne koncentracije (engl.
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terminal elimination half-lives ili body-burden half-life). Izracunato je da je za taj proces
potrebno 1,8 godina u slu¢aju BDE-47 te &ak 6,5 godina za BDE-153.>
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Slika. 4.6. GC-ECD kromatogrami (kolona HP-5 MS) ekstrakta uzorka ljudskog mlijeka u
koje su dodani spojevi PBDE (A) i u ekstraktu ljudskog mlijeka bez dodatka spojeva (B)
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Slika. 4.7. GC-ECD kromatogrami (kolona DB-1701) ekstrakta uzorka ljudskog mlijeka u
koje su dodani spojevi PBDE (A) i u ekstraktu ljudskog mlijeka bez dodatka spojeva (B)
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Zakljuceno je da je postupak pri radnim uvjetima LV 2 prikladan za ekstrakciju spojeva
PBDE iz uzoraka ljudskog mlijeka te su za analizu pripremljeni dodatni alikvoti uzorka
ljudskog mlijeka kako bi se osim same djelotvornosti odredila i ponovljivost cijelog postupka

izrazena kao relativna standardna devijacija. Rezultati su prikazani u tablici 4.4.

Tablica 4.4. Djelotvornost i ponovljivost ekstrakcije potpomognute mikrovalovima (N = 8)
spojeva PBDE iz liofiliziranog ljudskog mlijeka otopljenog u ultracistoj vodi ekstrahiranih s
30 mL smjese otapala ¢ (n-heksan, aceton) = 1:1 uz dodatak 3 mL mravlje kiseline i 6 mL

propan-2-ola pri temperaturi od 80 °C tijekom 20 minuta.

Spoj Povrat / % RSD /%
Minimum Maksimum Srednja vrijednost
BDE-28 57 71 64 7
BDE-47 54 67 60 7
BDE-100 55 70 62 7
BDE-99 54 69 61 7
BDE-154 60 76 67 7
BDE-153 63 80 70 7
BDE-183 80 95 84 6

N — broj analiziranih uzoraka; RSD — relativna standardna devijacija

Srednje vrijednosti analitiCkih povrata ekstrakcije potpomognute mikrovalovima spojeva
PBDE iz uzoraka ljudskog mlijeka prema postupku koji je odabran kao najprikladniji bile su
od 60 % za BDE-47 do 84 % za BDE-183 uz vrlo dobru ponovljivost rezultata. Takvi
rezultati upucuju da dodatak vode liofiliziranom uzorku ljudskog mlijeka ima pozitivan
utjecaj na postupak ekstrakcije, $to je vjerojatno posljedica povecanja polarnosti smjese
uzorka 1 otapala za ekstrakciju ¢ime se povecava djelotvornost ekstrakcije potpomognute
mikrovalovima spojeva iz matrice. Vrijednosti relativne standardne devijacije ukazuju da je
primijenjen postupak ponovljiv, §to je u skladu s ocekivanjima kod primjene ekstrakcije
potpomognute mikrovalovima koja se izvodi u zatvorenom sustavu pri kontroliranim

uvjetima.
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§ 5. ZAKLJUCAK

Optimirani su uvjeti za istovremenu plinskokromatografsku analizu sedam kongenera PBDE
na dvije kapilarne kolone HP-5 MS i DB-1701 duljine 30 m uz detekciju spojeva detektorima
zahvata elektrona. UspjeSno razdvajanje kongenera postignuto je unutar 24 minute na obje
kolone. Linearan odziv detektora postignut je pri masenim koncentracijama spojeva u
n-heksanu u rasponu od 1 ng mL™* do 200 ng mL™, uz koeficijent korelacije > 0,997.
Preciznost i to&nost metode, ispitane na tri koncentracijske razine (1, 10 i 200 ng mL™), bile
su vrlo dobre. Odredena prosjecna to¢nost visa je od 97 %, a preciznost izraZena kao relativna
standardna devijacija najmanje Sest analiziranih replikata manja je od 5 %.

Optimiran je postupak ekstrakcije potpomognute mikrovalovima za akumuliranje
spojeva PBDE iz uzoraka ljudskog mlijeka ¢ija ucinkovitost u tu svrhu, unato¢ njenim
prednostima, prema dostupnoj literaturi do sada nije istrazena. Razrada uvjeta za djelotvornu
ekstrakciju potpomognutu mikrovalovima ukljucila je odabir otapala i njegovog volumena te
optimiranje temperature ekstrakcije, a dodatno je istrazen utjecaj nacina pripreme uzorka prije
samog postupka ekstrakcije. lako se tehnika MAE najceS¢e koristi za ekstrakciju razli¢itih
analita iz Cvrstih uzoraka, u ovom radu se pokazala djelotvornom i za ekstrakciju spojeva
PBDE iz uzoraka ljudskog mlijeka u tekucem stanju primjenom smjese otapala
@ (kloroform, metanol) = 1:1 pri 100 °C (analiticki povrat bio je od 46 % do 72 % uz medijan
od 67 %). Takvi rezultati upucuju da bi tehnika MAE, uz dodatno optimiranje, mogla biti
ucinkovita zamjena za klasi¢nu tehniku ekstrakcije tekuce-tekuce u slucaju drugih vrsta
postojanih organskih zagadivala, poput polikloriranih bifenila, koji su unato¢ dugogodiSnjoj
zabrani koriStenja i dalje prisutni u myjerljivim masenim udjelima u uzorcima ljudskog
mlijeka.

Tehnika ekstrakcije potpomognute mikrovalovima pokazala se nedjelotvornom za
ekstrakciju spojeva PBDE iz liofiliziranih uzoraka ljudskog mlijeka. Raspon analiti¢kih
povrata spojeva pri ispitanim uvjetima bio je od 26 % do 56 % uz medijan od 35 %. Takvi
rezultati upucuju da se uklanjanjem prirodno prisutne vode iz uzorka ljudskog mlijeka, Cime
se smanjuje polarnost smjese uzorka i otapala, smanjuje i djelotvornost ekstrakcije

potpomognute mikrovalovima.
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Spojevi PBDE djelotvorno su ekstrahirani pomoc¢u tehnike MAE iz 5 g liofiliziranog
ljudskog mlijeka otopljenog u 10 mL ultraiste vode s 30 mL smjese otapala
@ (n-heksan, aceton) = 1:1 uz dodatak 3 mL mravlje kiseline i 6 mL propan-2-ola pri
temperaturi od 80 °C tijekom 20 minuta. Navedena analiticka metoda koja ukljucuje tehniku
MAE i zavr$snu plinskokromatografsku analizu procis¢enih ekstrakata uz detektor zahvata
elektrona, djelotvorna je i precizna za odredivanje 7 spojeva PBDE u uzorcima ljudskog
mlijeka. Analiti¢ki povrat spojeva PBDE bio je u rasponu od 60 % za BDE-47 do 84 % za
BDE-183, uz relativnu standardnu devijaciju 7 %.

U uzorku ljudskog mlijeka koristenom za razradu metode analiziranom bez dodatka
spojeva PBDE pri odabranim uvjetima detektiran je samo BDE-153 u masenom udjelu od
0,19 ng g* masti. Taj rezultat i Cinjenica da u ekstraktima uzoraka ljudskog mlijeka
analiziranim veéinom isprobanih kombinacija parametara ekstrakcije potpomognute
mikrovalovima nisu detektirani ciljani PBDE kongeneri ukazuje da su razine tih spojeva u
uzorcima ljudskog mlijeka vrlo niske. Obzirom da se za razradu metode koristilo mlijeko
rodilje drugorotke skupljano u razdoblju od 6 do 10 mjeseci nakon poroda, potrebno je
analizirati dodatne uzorke ljudskog mlijeka kako bi se donijeli konkretni zakljucci o masenim

udjelima ovih spojeva u ljudskom mlijeku u Hrvatskoj.
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