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§ 1. UVOD 

Polibromirani difenil-eteri (engl. Polybrominated Diphenyl Ethers, PBDE) skupina su 

bromiranih usporivača gorenja (engl. Brominated Flame Retardants, BFR), a upotrebljavali su 

se kao aditivi građevnom i izolacijskom materijalu te proizvodima koji se koriste u kućanstvu, 

poput namještaja, tekstila te električne i elektroničke opreme.1 Ovisno o broju i položaju 

bromovih atoma na dvama benzenskim prstenovima, postoji 209 kongenera PBDE. Spojevi 

PBDE bili su komercijalno 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.2 Spojevi PBDE lako se otpuštaju u 

okoliš tijekom proizvodnje, upotrebe/primjene, odlaganja na odlagalištima otpada i/ili procesa 

recikliranja materijala odnosno proizvoda u koje su dodavani bez formiranja kemijske veze. 

Nakon što su detektirani u mnogim dijelovima okoliša i biološkim uzorcima te uočenih štetnih 

učinaka na zdravlje ljudi i životinja, početkom 21. stoljeća poduzete su globalne mjere zabrane 

njihove proizvodnje i upotrebe.3,4 Istraživanja toksičnosti ovih spojeva pokazala su da utječu 

na promjenu statusa hormona štitnjače te posljedično i na endokrini sustav i neurobihevioralni 

razvoj, a posebno zabrinjavaju negativni učinci na neurološki i imunološki sustav u fetalnom i 

periodu ranog razvoja kod djece.5   

Dva osnovna puta unosa spojeva PBDE u ljude su putem hrane i ingestije prašine. U 

nekim slučajevima unos navedenih spojeva putem ingestije prašine dominira, posebno ako se 

uzme u obzir današnji stil života u razvijenim zemljama, koji je vezan pretežno uz zatvorene 

prostore.6 Potrebno je istaknuti ljudsko mlijeko kao posebnu vrstu hrane koje bi prema 

preporukama Svjetske zdravstvene organizacije (engl. World Health Organization, WHO) 

trebalo biti jedina prehrana djece do šestog mjeseca starosti. Dojenaštvo je razdoblje kada je 

ljudski organizam najosjetljiviji, a putem ljudskog mlijeka navedeni spojevi izravno se unose u 

dojenče, koje zbog svoje male mase na taj način dobiva najveću dozu izraženu po kilogramu 

tjelesne mase.7  

U svijetu se provode intenzivna istraživanja u kojima se prate razine spojeva PBDE u 

prašini iz kućanstva i drugih zatvorenih prostora, kako bi se procijenio unos u ljude, kao i 

potencijalni izvori. Ljudsko mlijeko jedna je od najčešće korištenih bioloških matrica za 

praćenje razina postojanih organskih zagađivala (engl. Persistent Organic Pollutants, POPs) u 
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ljudima. Detektirane razine daju informacije o izloženosti majke i dojenčeta, ali i o izloženosti 

opće populacije.8 Hrvatska i općenito jugoistočni dio Europe područje je s kojeg gotovo i nema 

podataka o razinama ovih spojeva.  

Analiza spojeva PBDE koji se u tragovima nalaze u složenim okolišnim i biološkim 

uzorcima sastoji se od četiri glavna dijela: priprave uzorka, ekstrakcije analita, pročišćavanja 

ekstrakta te kvalitativne i kvantitativne instrumentne analize. Svaki od navedenih koraka nastoji 

se poboljšati kako bi se postigla što bolja osjetljivost i selektivnost analize uz što manji utrošak 

reagensa te vremena i financijskih sredstava. Selektivna i iscrpna ekstrakcija analita ključan je 

dio analitičkog procesa. Unatoč tome što se ne koristi često, ekstrakcija potpomognuta 

mikrovalovima (engl. Microwave Assisted Extraction, MAE) ima potencijal za ekstrakciju 

analita od interesa iz prašine i ljudskog mlijeka te nudi nekoliko prednosti. S obzirom na to da 

se radi o zatvorenom sustavu, ekstrakcija se može provesti na povišenim temperaturama 

ubrzavajući pritom prijenos analita iz matrice uzorka u prikladno ekstrakcijsko otapalo. 

Također, smanjena je upotreba velikih volumena otapala, kao i vrijeme potrebno za ekstrakciju, 

a zbog automatizacije povećan je broj analiziranih uzoraka i moguće je procesuirati više 

uzoraka istovremeno (maksimalno 14). 

 

1.1. Svrha rada 
 

Svrha ovog rada bila je optimirati uvjete priprave i obrade uzoraka kućne prašine i ljudskog 

mlijeka za što osjetljivije i selektivnije istovremeno određivanje sedam pojedinačnih kongenera 

PBDE. Analitički postupci obuhvatili su ekstrakciju potpomognutu mikrovalovima, 

pročišćavanje ekstrakta te završnu analizu plinskom kromatografijom uz detektore zahvata 

elektrona i tandemnu spektrometriju masa kao potvrdnu tehniku kod analize realnih uzoraka 

ljudskog mlijeka. Posebna se pažnja posvetila optimiranju uvjeta tehnike MAE koja nudi 

mnoštvo prednosti, posebice s aspekta „zelene“ kemije zbog smanjenja utroška otapala te je po 

prvi put uspješno korištena za ekstrakciju organskih zagađivala iz uzoraka ljudskog mlijeka. Uz 

optimizaciju ekstrakcije, istraženi su načini i uvjeti učinkovitog pročišćavanja ekstrakta 

korištenjem ekstrakcije na čvrstoj fazi.  

Optimirane i validirane metode primijenjene su za određivanje specifičnih kongenera 

PBDE u 30 prikupljenih uzoraka ljudskog mlijeka i prašine iz kućanstva ispitanica iz Zagreba 

i okolice. Time su u Hrvatskoj dobiveni prvi podaci o izloženosti ljudi spojevima PBDE, kao i 

dojenčadi putem unosa mlijeka te je procijenjeno postoji li rizik za ljudsko zdravlje.  
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Statistička obrada anketnih podataka omogućila je procjenu koji osobni podaci majke i 

dojenčeta ili karakteristike kućanstva u kojem žive potencijalno utječu na detektirane razine 

spojeva PBDE u prašini i mlijeku. 
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§ 2. LITERATURNI PREGLED 

2.1. Postojana organska zagađivala  

 

Postojana organska zagađivala obuhvaćaju veliki broj organskih spojeva otpornih na 

fotolitičku, biološku i kemijsku razgradnju.9 Jednom kada dospiju u okoliš, u njemu se netaknuti 

mogu zadržati godinama, ali pod utjecajem prirodnih procesa u koje su prvenstveno uključeni 

zrak, a zatim voda i tlo, mogu se široko rasprostraniti i dospjeti u sve dijelove okoliša. Skloni 

su akumuliranju u masnim tkivima živih organizama, uključujući ljude, a pronalaze se u višim 

koncentracijama u vrstama na vrhu hranidbenog lanca te su dokazano toksični za ljude i 

životinje. 

Kao rezultat ispuštanja u okoliš tijekom posljednjih nekoliko desetljeća, posebno zbog 

ljudskih aktivnosti, spojevi POPs zbog svojih fizikalno-kemijskih svojstava danas su široko 

rasprostranjeni, uključujući područja (npr. Arktik i Antarktika) gdje se nikada nisu koristili. 

Zbog sklonosti ovih spojeva koncentriranju u živim organizmima procesom koji se naziva 

bioakumulacija, te dugotrajne izloženosti, pojavili su se razni akutni i kronični toksični učinci. 

Izloženost spojevima POPs može dovesti do ozbiljnih zdravstvenih učinaka, uključujući 

određene vrste zloćudnih tumora, urođene mane, alergije i veću osjetljivost na bolesti, oštećenja 

središnjeg i perifernog živčanog sustava, reproduktivne poremećaje i poremećaje imunološkog 

sustava. Neki spojevi POPs smatraju se endokrinim disruptorima, koji promjenom hormonskog 

statusa mogu također oštetiti reproduktivni i imunološki sustav izloženih osoba, kao i njihovog 

potomstva, a mogu imati i razvojne i kancerogene učinke.10  

S ciljem zaštite ljudskog zdravlja i okoliša, 2001. godine u Stockholmu je usvojena, a 

2004. godine stupila na snagu Stockholmska konvencija o postojanim organskim zagađivalima. 

Konvencijom se propisuju uvjeti koje svaka stranka potpisnica treba ispuniti kako bi se na 

globalnoj razini ograničila ili u potpunosti ukinula proizvodnja, upotreba, uvoz i izvoz spojeva 

POPs, a također i kako bi se osiguralo da se sa zalihama koje se sastoje od ili sadrže navedene 

spojeve, uključujući proizvode i artikle nakon što postanu otpad, postupa na prikladan način s 

ciljem zaštite okoliša i ljudskog zdravlja.11 U početku je Konvencija obuhvaćala 12 spojeva ili 

skupina spojeva POPs uvrštenih pod Prilogom A, B i C (propisuju različite zakonske mjere), a 

do danas su na popisu 32. Stockholmska konvencija danas ima 152 države potpisnice, među 
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kojima od većih i poznatijih država to nisu Italija, Izrael i Sjedinjene Američke Države (SAD). 

Republika Hrvatska ratificirala je Konvenciju 2007. godine.10 

 

2.2. Fizikalno-kemijska svojstva polibromiranih difenil-etera 

 

Polibromirani difenil-eteri su organohalogeni spojevi koji imaju strukturu bromirane molekule 

s dva benzenska prstena povezana kisikovim atomom. Njihova opća kemijska formula je 

C12H10-(m+n)Brm+n, gdje m i n označavaju broj vezanih bromovih atoma, a zbroj atoma broma i 

vodika uvijek je jednak deset. Opća strukturna formula spojeva PBDE prikazana je na Slici 2.1. 

 

m + n=1 − 10 

           Slika 2.1. Opća strukturna formula polibromiranih difenil-etera 

 

Deset je mjesta na molekuli gdje bromov atom može supstituirati vodikov atom i kovalentno se 

vezati na jedan od benzenskih prstena, te postoji deset homolognih grupa s prefiksima mono-,  

di-, tri-, tetra-, penta-, heksa-, hepta-, okta-, nona- i deka-BDE (Tablica 2.1.). Ovisno o broju i 

položaju vezanih bromovih atoma, postoji 209 izomera i homologa spojeva PBDE koji se 

nazivaju kongenerima. Prema Međunarodnoj uniji za čistu i primijenjenu kemiju (engl. 

International Union for Pure and Applied Chemistry, IUPAC), označavaju se brojevima od 1 

do 209. Raspon molekulskih masa kongenera PBDE je od 249 do 959 g mol‒1. U spojeve PBDE 

supstituirane s većim brojem Br atoma svrstavamo kongenere s osam, devet i deset Br atoma, 

odnosno okta-, nona- i deka-bromirane difenil-etere. 
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Tablica 2.1. Kongeneri PBDE svrstani u homologne grupe, njihove kemijske formule, 

molekulske mase i broj pripadajućih izomera12 
 

Homologna grupa Kemijska formula 

(Molekulska masa) 

Broj izomera Kongeneri 

mono-BDE C12H9Br1O (249) 3 od BDE-1 do BDE-3 

di-BDE C12H8Br2O (328) 12 od BDE-4 do BDE-15 

tri-BDE  C12H7Br3O (407) 24 od BDE-16 do BDE-39 

tetra-BDE C12H6Br4O (486) 42 od BDE-40 do BDE-81 

penta-BDE C12H5Br5O (565) 46 od BDE-82 do BDE-127 

heksa-BDE C12H4Br6O (644) 42 od BDE-128 do BDE-169 

hepta-BDE C12H3Br7O (723) 24 od BDE-170 do BDE-193 

okta-BDE  C12H2Br8O (801) 12 od BDE-194 do BDE-205 

nona-BDE C12H1Br9O (880) 3 od BDE-206 do BDE-208 

deka-BDE C12Br10O (959) 1 BDE-209 

 

 

Polibromirani difenil-eteri razlikuju se po svojim fizikalno-kemijskim svojstvima, što dovodi 

do razlika u njihovom ponašanju u različitim dijelovima okoliša. Vrelišta kongenera PBDE su 

između 310 °C i 450 °C.13 Navedeni spojevi su hidrofobni, s logaritamskim vrijednostima 

koeficijenta razdjeljenja između n-oktanola i vode (log Kow) u rasponu od 5,08 za mono-BDE 

do 8,70 za deka-BDE i topljivosti u vodi u rasponu od 0,00087 do 0,04 mg L‒1 pri 25 °C. 

Općenito, porastom broja bromovih atoma povećavaju se vrijednosti log Kow, dok se topljivost 

u vodi i tlak pare snižavaju. Drugim riječima, povećanjem stupnja bromiranosti smanjuje se 

sposobnost kongenera da se otopi u vodi ili zadrži u plinovitom obliku u atmosferi, odnosno 

spojevi PBDE supstituirani s većim brojem Br atoma lakše se sorbiraju na čestice u vodi ili u 

zraku.14,15 

Spojevi PBDE mogu biti u konformacijama od uvijene do iskrivljene, a u teoriji i u 

planarnoj i leptir konformaciji prikazanim na Slici 2.2. Povećanjem stupnja bromiranosti 

spojeva PBDE konformacija teži ka iskrivljenoj.12 
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Slika 2.2. Teorijske konformacije (planarna i leptir) i moguće konformacije (iskrivljena i 

uvijena) spojeva PBDE12 

 

 

Kemijska stabilnost pojedinog kongenera PBDE razlikuje se ovisno o strukturi, a općenito 

kongeneri s manjim brojem supstituiranih Br atoma (mono-, di-, tri-) i oni s devet i deset su 

nestabilniji od kongenera susptituiranih s četiri do osam Br atoma. Spojevi PBDE podložniji su 

fotolizi i reduktivnoj debrominaciji, a manje su osjetljivi na nukleofilnu aromatsku supstituciju 

i oksidaciju. Iako postoje razlike u postojanosti pojedinih kongenera ovisno o njihovoj strukturi, 

na temelju fizikalno-kemijskih i reaktivnih svojstava spojevi PBDE općenito se smatraju 

postojanima.12 

 

2.3. Primjena i izvori emisije polibromiranih difenil-etera 

 

Polibromirani difenil-eteri zabranjeni su sintetski organski spojevi čija je komercijalna 

proizvodnja započela 1976. godine16 bromiranjem molekula difenil-etera u prisutnosti 

katalizatora Friedel-Craft (npr. AlCl3) u otapalu. Masa Br i vrijeme kemijske reakcije 

kontroliraju brominaciju molekule difenil-etera. Postupnim dodavanjem Br stvaraju se 

kongeneri PBDE supstituirani sve većim brojem Br atoma dok se ne dobije ciljani kongener.12,16 

Navedeni spojevi pripadaju skupini bromiranih usporivača gorenja, odnosno upotrebljavali su 

se kao aditivi raznovrsnim materijalima i opremi kako bi smanjili njihovu zapaljivost, spriječili 

nastanak požara ili usporili njegovo širenje.1 U slučaju nastanka požara, pod utjecajem nastale 

toplinske energije oslobađaju se radikali Br koji smanjuju plamen, odnosno daljnje otpuštanje 

topline i ugljičnog monoksida.17,18 Zbog pristupačne cijene te malog utjecaja na mehanička 

svojstva polimera intenzivno su korišteni, a na svjetskom tržištu bili su dostupni kao tri glavne 

formulacije:  
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• „penta” (DE-71 i Bromkal 70-5DE)  

• „okta” (DE-79 i Bromkal 79-8DE)  

• „deka” (Saytex102E i Bromkal 82-ODE)  

 

Svaka formulacija sastojala se od relativno malog broja PBDE kongenera, a nazvane su prema 

stupnju bromiranosti najzastupljenije homologne skupine (Tablica 2.2.). Godine 2001., 

formulacija „penta“ bila je zastupljena na svjetskom tržištu s 11 %, okta sa 6 % i deka s  

83 %.16,19 Tipičan dodatak komercijalnih formulacija varirao je od 5 % do 30 % mase 

materijala, odnosno polimera.12 

 

 

Tablica 2.2. Sastav komercijalnih PBDE smjesa (maseni udjeli homolognih grupa izraženi u 

%, w/w)12 
 

Komercijalna  

formulacija 

Homologna skupina 

tetra-BDE penta-BDE heksa-BDE hepta-BDE okta-BDE nona-BDE deka-BDE 

“penta” 24 − 38 50 − 60 4 − 8     

“okta”   10 − 12 44 31 − 35 10 − 11 <1 

“deka”      <3 97 − 98 

 

 

Najzastupljeniji kongeneri formulacije „penta“ su BDE-47 i BDE-99, a zatim slijede kongeneri 

BDE-100, BDE-153 i BDE-154. Formulaciju „okta“ u najvećem udjelu čini kongener  

BDE-183, a formulaciju „deka“ kongener BDE-209.12 

Nema pouzdanih informacija o količinama formulacija koje su se proizvele, ali 

procijenjeno je da je ukupna svjetska proizvodnja spojeva PBDE iznosila između 1,3 i 1,5 

milijuna tona između 1970. i 2005. godine.20 Na globalnoj razini, potrošnja komercijalnih 

formulacija PBDE varirala je između različitih dijelova svijeta. Na primjer, formulacija „penta“ 

imala je vrlo malu upotrebu ili se uopće nije upotrebljavala u Aziji. Međutim, formulacija 

„deka“ daleko je najčešće korištena u svijetu i činila je 81 % i 83 % globalne potražnje za PBDE 

1999. i 2001. godine.12 Zanimljiv je podatak da je približno 95 % globalne proizvodnje 

formulacije „penta“, 40 % „okta“ i 44 % „deka“ upotrijebljeno u Americi.16 
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Formulacija „penta“ najviše se koristila kao aditiv fleksibilnim poliuretanskim pjenama 

upotrebljavanim kao punila za namještaj, madrace, automobilska i avionska sjedala, u 

građevnom materijalu za izolaciju, u tekstilu te epoksidnim smolama, fenolnim smolama i 

nezasićenim poliesterima. Osim toga, koristila se i kao aditiv u električnoj i elektroničkoj 

opremi, hidrauličnim tekućinama te gumama.  

Formulacija „okta“ prvenstveno je korištena kao aditiv u plastici od akrilonitril-

butadien-stiren (ABS) polimera, čak 95 %. Preostalih 5 % ukupne proizvodnje odnosilo se na 

dodatak sintetskim tekstilima (poliesterne smole, epoksidne smole, poliuretani), 

termoplastičnim elastomerima [polipropilen, polietilen, etilen-vinilacetat, poli(vinil-klorid)], 

poliolefinima, polistirenu visokog utjecaja (engl. High Impact Polystyrene, HIPS), polibutilen 

tereftalatu (PBT), poliamidnim polimerima, polikarbonatima, najlonu i fenol-formaldehidnim 

smolama. Polimeri u koje je „okta“ formulacija dodavana obično su se koristili za izradu kućišta 

uredske opreme, uključujući računala, te za industrijske strojeve.  

Čak 80 % ukupne proizvodnje „deka“ formulacije korišteno je kao aditiv različitoj 

plastici (polietilen, polipropilen, PBT, HIPS i nezasićeni poliesteri). Navedena plastika 

primjenjivala se za izradu elektroničkih i električnih uređaja, preciznije u proizvodnji kućišta i 

stražnjih ploča televizora, za izolaciju žica i kabela električne opreme, u kućištima audio i video 

opreme, mobilnih telefona, daljinskih upravljača, računala i monitora, laserskih pisača, 

fotokopirnih i faks uređaja i razvodnih kutija. Navedena plastika primjenjivala se i u građevnim 

materijalima, u skladištenju i distribuciji proizvoda (plastične palete) te u transportnom sektoru 

(automobili, zrakoplovi, vlakovi i brodovi). Preostalih 20 % od ukupne proizvodnje korišteno 

je kao dodatak tekstilu (draperije i tkanine za namještaj i madrace). Zrakoplovna industrija još 

uvijek koristi formulaciju „deka“ u električnim žicama i kabelima i u unutarnjim 

komponentama te u električnoj i elektronskoj opremi u starijim zrakoplovima i svemirskim 

letjelicama.2,10,12 

Polibromirani difenil-eteri nisu kemijski vezani u materijalima u koje su dodavani, a 

kao posljedica toga dolazi do njihovog otpuštanja u okolni zrak, vodu, prašinu, sediment ili tlo 

te akumuliranja u kopnenim i morskim organizmima i u ljudima. Kao rezultat zabrinutosti zbog 

njihove sveprisutnosti u okolišu, hrani, prašini u zatvorenim prostorima te postojanosti, 

sklonosti bioakumulaciji i biomagnifikaciji u hranidbenim lancima te uz dokaze o njihovoj 

toksičnosti za ljude i životinje, Europska unija (EU) zabranila je upotrebu formulacija “penta” 

i “okta” 2004. godine. SAD su slijedile taj primjer obustavivši proizvodnju tih formulacija iste 
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godine.3 Što se tiče formulacije „deka“, EU je zabranila njezinu upotrebu nešto kasnije, 2008. 

godine, a SAD tek 2013. godine.4 

Dodavanjem tetra-, penta-, heksa- i hepta- homolognih grupa spojeva PBDE na popis 

Priloga A Stockholmske konvencije o postojanim organskim zagađivalima 2009. godine, 

zabranjena je proizvodnja, upotreba, uvoz i izvoz formulacija „penta“ i „okta“, dok je 

formulacija „deka“ dodana na navedeni popis tek 2017. godine.10 

Unatoč obustavi proizvodnje i upotrebe spojeva PBDE, pretpostavlja se da će oni biti 

prisutni u okolišu još mnogo godina zbog svojih fizikalno-kemijskih svojstava, ali i zbog 

proizvoda koji su još uvijek u upotrebi, a sadrže ove spojeve. Naime, proizvodi koji sadrže 

materijale tretirane ovim spojevima predstavljaju njihov izvor tijekom cijelog svog vijeka 

trajanja: od procesa proizvodnje, preko upotrebe/primjene, pa sve do odlaganja na odlagalištima 

otpada i tijekom procesa recikliranja. U novije vrijeme pokazalo se da je električni i elektronički 

otpad (EE otpad) jedan od najznačajnijih današnjih izvora spojeva PBDE, stoga je općenito 

porasla svijest o štetnom utjecaju njegova gomilanja. S obzirom na brzi razvoj tehnologije, 

potražnja za novim električnim i elektroničkim uređajima je u eksponencijalnom porastu te je 

EE otpad danas jedan od najbrže rastućih vrsta otpada. Navedeni otpad, osim sirovina koje se 

recikliranjem mogu ponovo iskoristiti, sadrži i toksične spojeve, između ostalog i spojeve 

PBDE, a njegovim ručnim rastavljanjem, taljenjem ili spaljivanjem navedeni spojevi otpuštaju 

se u okoliš. Upravo zato je EE otpad nužno pravilno skladištiti i kontrolirati procese njegovog 

recikliranja.17,21,22 Kao posljedica zagađenja okoliša u blizini mjesta za odlaganje ili recikliranje 

EE otpada, povišeni maseni udjeli spojeva PBDE izmjereni su u zraku,23 tlu i prašini,17,22 ali i 

u ljudima (ljudsko mlijeko, serum, kosa) koji su određeni vremenski period života proveli u 

blizini takvog otpada.24–26 

Općenito, nakon što su spojevi PBDE okarakterizirani kao sveprisutna zagađivala 

okoliša, u državama s razvijenom industrijom njihova potrošnja se smanjila, dok se u državama 

koje sudjeluju u tranziciji ili u industrijski slabije razvijenim državama povećala. Naime, 

trgovina EE otpadom uzrokovala je značajan porast emisije spojeva PBDE u nerazvijenim 

državama, dok u razvijenim nije bilo velike promjene. U industrijski razvijenim područjima 

uočeno je da se više od 70 % emisija spojeva PBDE događa tijekom proizvodnje i korištenja 

materijala i opreme, dok je u industrijski slabije razvijenim dijelovima svijeta više od 70 % 

emisija nastalo tijekom procesa zbrinjavanja otpada.18 
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Isprobano je nekoliko metoda uklanjanja spojeva PBDE iz različitih dijelova okoliša, a 

one uključuju fotolitičku i fotokatalitičku razgradnju, adsorpciju, toplinsku i hidrotermalnu 

obradu, naprednu oksidaciju, reduktivnu debrominaciju i biološku remedijaciju. Među 

navedenim metodama, fotodegradacija i fotokatalitička razgradnja prevladavajuće su metode 

za uklanjanje spojeva PBDE. Ipak, navedene fizikalno-kemijske metode većinom nisu 

financijski isplative, a osim toga stvaraju i spojeve PBDE supstituirane s manjim brojem Br 

atoma koji su često toksičniji za okoliš i ljude. Nadalje, vremenski zahtjevna biološka 

remedijacija pri nepotpunoj razgradnji stvara hidroksilirane (OH-PBDE) i metoksilirane  

(MeO-PBDE) polibromirane difenil-etere, za koje postoji zabrinutost o njihovoj potencijalnoj 

opasnosti za ljudsko zdravlje.18 

 

2.4. Raspodjela polibromiranih difenil-etera u okolišu i izloženost ljudi 

 

Zahvaljujući razlikama u njihovim fizikalno-kemijskim svojstvima, spojevi PBDE široko su 

rasprostranjeni i prisutni u svim dijelovima okoliša. Poluhlapljivi su, stoga se lako otpuštaju u 

atmosferu, koja je njihov glavni prijenosnik. Kongeneri PBDE supstituirani s manjim brojem 

Br atoma zadržavaju se u atmosferi u plinovitom stanju, a oni supstituirani s većim brojem Br 

atoma lakše se sorbiraju na organske čestice u zraku. Osim o fizikalno-kemijskim svojstvima 

određenog kongenera PBDE, raspodjela i razine kongenera u plinovitoj fazi odnosno vezanih 

na čestice u atmosferi ovisi i o okolišnim uvjetima te o koncentraciji, sastavu i veličini 

suspendiranih čestica.27,28 Zračnim se masama mogu prenijeti na velike udaljenosti, a dokaz 

tome je njihova prisutnost u najudaljenijim područjima (Arktik i Antartika), gdje se talože zbog 

niskih temperatura.18,29–31 Mogućnost transporta zrakom na veće udaljenosti viša je za spojeve 

PBDE supstituirane s manjim brojem Br atoma zbog većeg tlaka pare, dok je za spojeve PBDE 

supstituirane s većim brojem Br atoma prijenos na veće udaljenosti povezan s udaljenosti koju 

čestice mogu prijeći u atmosferi.14  

Spojevi PBDE općenito su hidrofobnih svojstava, stoga su skloniji vezanju za organsku 

tvar u tlu taloženjem organskih čestica iz zraka. Osim taloženjem iz atmosfere, u tlo dospijevaju 

iz područja gdje je tlo izravno onečišćeno, na primjer iz odlagališta otpada.32,33 Biljke mogu iz 

atmosfere ili putem korijena apsorbirati spojeve PBDE, što, osim o fizikalno-kemijskim 

svojstvima pojedinih kongenera PBDE, ovisi i o vrsti biljke.32 Posljedično su i kopnene 
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životinje izložene navedenim spojevima, no puno manje nego morski organizmi pa su i 

istraživanja o razinama spojeva PBDE u njima malobrojnija.33 

Povećanjem stupnja bromiranosti smanjuje se i sposobnost kongenera da se otopi u 

vodi, odnosno spojevi PBDE supstituirani s većim brojem Br atoma lakše se sorbiraju na čestice 

u vodi. U vodeni okoliš spojevi PBDE dospijevaju također i taloženjem iz atmosfere, ali i 

ispuštanjem otpadnih voda iz industrijskih postrojenja ili odlagališta otpada. Pritom se 

adsorbiraju na suspendirane čestice u vodi, organski dio sedimenata, i/ili ulaze u morske 

organizme, dok se u vodi pronalaze u značajno nižim koncentracijama. U vodenom ekosustavu 

bioakumuliraju se u lipidima bogatim tkivima raznih organizama i biomagnificiraju duž 

hranidbenih lanaca. Zbog toga vodeni organizmi, posebno vrste na vrhu hranidbenog lanca, 

često imaju visoke razine razmatranih spojeva.14,33  

Studije izloženosti usmjerene na odabrane kongenere PBDE (BDE-28, -47, -99, -100,  

-153, -154, -183 i -209) najzastupljenije u komercijalnim smjesama i učestalo detektirane u 

okolišnim i biološkim uzorcima, pokazale su da su ljudi ovim spojevima izloženi dvama 

glavnim putovima – putem hrane i ingestije prašine. Prema Europskoj agenciji za sigurnost 

hrane (engl. European Food Safety Authority, EFSA) glavni izvor izloženosti ljudi je putem 

hrane životinjskog podrijetla s većim udjelom masti (riba, meso, mlijeko i mliječni proizvodi), 

gdje se navedeni spojevi akumuliraju zbog svoje lipofilnosti.12 Mnogobrojnim znanstvenim 

istraživanjima potvrđena je povezanost povišenih masenih udjela spojeva PBDE u određenim 

populacijama ljudi s njihovom konzumacijom hrane kontaminirane ovim spojevima. U jednom 

od prvih takvih istraživanja pronađeni su za red veličine veći maseni udjeli spojeva PBDE u 

serumu Šveđana koji su mjesečno konzumirali od 12 do 20 obroka ribe iz Baltičkog mora.34 

Istraživanjem razina spojeva PBDE u različitim vrstama hrane koje se najčešće konzumiraju u 

Italiji (meso, jaja, mlijeko/mliječni proizvodi, riblje ulje, dagnje), zaključeno je da izloženost 

ljudi spojevima PBDE putem hrane značajno ovisi o osobnim prehrambenim navikama 

pojedinaca te regiji u kojoj se istraživanje provodi.35 

Mnogo više razine spojeva PBDE pronađene su u populaciji SAD-a nego u ostatku 

svijeta, iako njihove razine u američkim prehrambenim proizvodima nisu bile značajno više.36 

Paralelna analiza hrane i bioloških uzoraka dovela je do važne spoznaje da unos putem prašine 

u značajnoj mjeri doprinosi ukupnoj izloženosti ljudi spojevima PBDE.6,7,37 Naime, iako su 

spojevi PBDE sveprisutni i u vanjskom okolišu, oni se smatraju postojanim organskim 

zagađivalima zatvorenih prostora zbog njihove primjene u proizvodima koji se prvenstveno 
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koriste u zatvorenim prostorima (kućanstva, škole, vrtići, radna mjesta, javne ustanove, 

prijevozna sredstva), a prašina iz tih prostora jednim od najvažnijih izvora izloženosti 

spojevima PBDE.17,38–41 Uz to, današnji stil života koji je pretežito vezan uz zatvorene prostore 

gdje ljudi provode otprilike 90 % svog vremena, dodatno utječe na povećanu izloženost 

spojevima PBDE.  

Dominantan put unosa spojeva PBDE sadržanih u prašini zatvorenih prostora je 

ingestija prašine, dok dermalna apsorpcija i udisanje kontaminiranih čestica zraka/prašine u 

manjoj mjeri doprinose ukupnom unosu.7,42,43  

Važno je naglasiti da je povećana izloženost spojevima PBDE putem ingestije kućne 

prašine najviše izražena kod male djece (1 – 5 godina), zbog učestale „ruka-usta“ aktivnosti i 

intenzivnih aktivnosti (sjedenje, puzanje, igranje) na ili u blizini podova, tepiha i ostalih 

površina na kojima se nakuplja prašina.38,44,45 Kao posljedica takvih obrazaca ponašanja kod 

djece, kao i njihove male tjelesne mase, u nekoliko su istraživanja izmjereni maseni udjeli 

spojeva PBDE u krvi djece bili viši nego u krvi odraslih.46–48 Nadalje, smatra se da su mala 

djeca osjetljivija na organska zagađivala jer imaju smanjen metabolički kapacitet za njihovu 

eliminaciju iz organizma. Stoga, uzimajući u obzir navedene činjenice ‒ veću izloženost, 

osjetljivo doba razvoja i niži imunitet u odnosu na odrasle, poželjno ih je uključiti kao posebno 

važnu skupinu u procjenama izloženosti ljudi spojevima PBDE u prašini iz zatvorenih 

prostora.49,50  

U ljudski organizam spojevi PBDE mogu ući već u prenatalnom periodu, što je 

dokazano njihovim prisustvom u krvi iz pupčane vrpce,51,52 posteljici,53 krvi54 i jetri fetusa.52 

Maseni udjeli u serumu fetusa mogu biti čak i veći od masenih udjela izmjerenih u serumu 

majke.52 No, mnoga istraživanja su potvrdila da je životno razdoblje dojenaštva u odnosu na 

druga životna razdoblja ono u kojem je ljudski organizam u najvećoj mjeri izložen unosu 

organskih zagađivala koja se putem ljudskog mlijeka izravno unose u dojenče, koje zbog svoje 

male mase na taj način dobiva najveću dozu izraženu po kilogramu tjelesne mase.7,18,55,56 Ipak, 

ljudsko mlijeko jedinstvena je i složena smjesa tvari koja je evoluirala kako bi osigurala 

prehranu i ključnu imunološku podršku dojenčetu. Uz pozitivan psihološki utjecaj na dijete u 

razvoju, dojenje ima i jasne zdravstvene prednosti, kao što je utjecaj na zdrav razvoj crijeva i 

zaštitu od infekcija, što je osobito važno u manje razvijenim zemljama. Stoga bi, prema 

preporukama Svjetske zdravstvene organizacije ono trebalo biti jedina prehrana djece u prvih 

šest mjeseci života.  
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Kongeneri PBDE susptituirani s manjim brojem Br atoma lakše mogu ući u organizam 

putem pluća ili gastrointestinalnog trakta i dalje u krvotok u usporedbi s kongenerima PBDE 

supstituiranih s većim brojem Br atoma.57–60 Na primjer, potpuno bromirani kongener  

BDE-209 ima ograničenu bioraspoloživost zbog svoje velike molekulske mase koja mu 

ograničava prolazak kroz staničnu membranu putem pasivne difuzije. Ipak, istraživanja na 

glodavcima i pticama pokazala su da male količine BDE-209 prolaze krvno-moždanu barijeru 

i ulaze u mozak. Također, postoje dokazi o prijenosu BDE-209 iz odraslih riba i ptica u njihova 

jaja te o njegovom prijenosu kroz posteljicu do fetusa kod sisavaca.60 

U ljudskom organizmu spojevi PBDE se zbog lipofilnosti zadržavaju u tkivima bogatim 

mastima, poput seruma, masnog tkiva i ljudskog mlijeka.61–63 Povećanjem stupnja bromiranosti 

kongenera PBDE i vrijednosti log Kow, smanjuje se sposobnost bioakumulacije u organizmu, 

gdje se, jednom kada dospiju, mogu djelomično razgraditi i izlučiti u obliku metabolita ili se 

metabolizirati u kongenere PBDE supstituirane s manjim brojem Br atoma, koji su toksičniji i 

skloniji bioakumulaciji.57 Najčešći metaboliti spojeva PBDE su OH-PBDE i MeO-PBDE.52,64  

Vrijeme poluraspada kongenera PBDE također se smanjuje povećanjem stupnja 

bromiranosti. Kongener BDE-209 ima vrijeme poluraspada 15 dana, dok kongeneri PBDE 

suspstituirani s manjim brojem Br atoma mogu ostati u organizmu dugi niz godina, pohranjeni 

uglavnom u mastima.57–60 Postoji nekoliko, i to dosta različitih, procjena vremena poluraspada 

pojedinačnih kongenera. Geyer i suradnici (2004) procijenili su vrijeme poluraspada kongenera 

BDE-100 na 1,6 godina, BDE-47 na 1,8 godina, BDE-99 na 2,9 godina, BDE-154 na 3,3 godine 

i kongenera BDE-153 na 6,5 godina.65 Procjena Sjodin i suradnika (2020) nešto je drugačija te 

u godinama iznosi 0,9 (BDE-28), 1,2 (BDE-47), 1,0 (BDE-99), 2,2 (BDE-100) i 4,1  

(BDE-153)66, dok su procjene Wong i suradnika (2013) 0,37 (BDE-47), 8,2 (BDE-99), 2,0 

(BDE-100) i 3,5 godina (BDE-153).67 Thuresson i suradnici (2006) procijenili su vrijeme 

poluraspada kongenera BDE-183 na 94 dana (0,26 godina).68 

 

2.5. Procjena izloženosti djece i odraslih spojevima PBDE u kućnoj prašini i 

ljudskome mlijeku 

 

Kao što je navedeno, ljudi su izloženi spojevima PBDE prisutnim u kućnoj prašini putem 

ingestije, dermalne apsorpcije i inhalacije. Ne postoji standardizirana tehnika prikupljanja 

uzorka kućne prašine za procjenu izloženosti ljudi spojevima PBDE. Većinom se prašina 
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prikuplja pomoću usisavača prema ustaljenom običaju ukućana. Međutim, različiti pristupi 

uzorkovanju prašine te prostorne i vremenske varijacije mogu utjecati na detektirane razine 

spojeva PBDE u prašini, a posljedično i na procjene izloženosti ljudi.69,70 Procjene dnevnog 

unosa (engl. Estimated Daily Intake, EDI) spojeva PBDE obično se računaju prema dobnim 

skupinama, s obzirom na to da ovise o obrascima ponašanja, tjelesnoj masi i drugim 

parametrima vezanim uz dob12 te najčešće za dva scenarija. Pritom se za jedan scenarij 

(centralni scenarij, engl. Central Case Scenario) uzimaju medijani masenih udjela pojedinačnih 

kongenera PBDE ili njihove sume i prosječna stopa unosa prašine, dok se za drugi (najgori 

scenarij, engl. Worst Case Scenario) uzimaju maksimalne izmjerene vrijednosti masenih udjela 

pojedinačnih spojeva PBDE ili njihove sume i visoka stopa unosa prašine.  

Razine spojeva PBDE u ljudskome mlijeku daju uvid u opterećenost rodilja i 

omogućuju procjenu izloženosti dojenčeta navedenim spojevima. Spojevi PBDE su lipofilni i 

bioakumuliraju se u mastima, stoga maseni udjeli izraženi po masi masti u mlijeku u velikoj 

mjeri odražavaju razine u serumu majke i krvi iz pupkovine novorođenčeta nakon prijenosa 

preko posteljice.71 Kongener BDE-47 smatra se biomarkerom izloženosti spojevima PBDE jer 

se u biološkim uzorcima gotovo uvijek javlja u najvišim masenim udjelima, bez obzira radi li 

se o ljudskome mlijeku, masnom tkivu ili krvi.72 

Stavljanjem u odnos procijenjenih dnevnih unosa i referentne doze (engl. Reference 

Dose, RfD) određene za pojedine kongenere i komercijalne smjese računa se tzv. kvocijent 

opasnosti ili rizika (engl. Hazard Quotient, HQ), koji pokazuje postoji li rizik od 

nekancerogenog učinka promatranog spoja ili smjese spojeva uzimajući u obzir pojedini put 

unosa, npr. ingestiju prašine. Američka agencija za zaštitu okoliša (engl. United States 

Environmental Protection Agency, U.S. EPA) odredila je vrijednosti referentne doze samo za 

formulaciju “penta” (2000 ng kg‒1 dan‒1) i “okta” (3000 ng kg‒1 dan‒1) te za kongenere  

BDE-47 (100 ng kg‒1 dan‒1), BDE-99 (100 ng kg‒1 dan‒1), BDE-153 (200 ng kg‒1 dan-1) i  

BDE-209 (7000 ng kg‒1 dan‒1).73 

Indeks opasnosti ili rizika (engl. Hazard Index, HI) zbroj je kvocijenata opasnosti i 

pokazuje postoji li rizik od nekancerogenog učinka promatranog spoja/smjese uzimajući u obzir 

sve moguće puteve unosa.74 
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2.6. Toksičnost polibromiranih difenil-etera 

 

Polibromirani difenil-eteri dokazano su toksični za životinje i ljude, i to je jedan od glavnih 

razloga istraživanja njihove rasprostranjenosti i raspodjele u okolišu, ali i zabrane korištenja. 

Procjene toksičnosti ovih spojeva uglavnom se temelje na istraživanjima na životinjama, a u 

nekoliko epidemioloških studija procjenjivala se povezanost izmjerenih povišenih masenih 

udjela razmatranih spojeva u ljudskom tkivu (npr. u krvi i mlijeku) s njihovim opaženim štetnim 

utjecajima na ljudsko zdravlje.57 Istraživanja kancerogenosti provedena su samo za formulaciju 

„deka” i pokazala su neke učinke kod vrlo visokih doza te je Međunarodna agencija za 

istraživanje raka (engl. International Agency for Research on Cancer, IARC) zaključila da 

formulacija „deka” nije kancerogena za ljude.75 

Istraživanja na životinjskim modelima pokazala su da formulacija „penta“ već pri 

niskim masenim udjelima u rasponu od 0,6 do 0,8 mg kg‒1 uzrokuje neurobihevioralne 

poremećaje i utječe na razine hormona štitnjače,76,77 formulacija „okta“ pri masenom udjelu od 

2 mg kg‒1 povećava fetalnu toksičnost i teratogenost,78 dok formulacija „deka“ uzrokuje 

morfološke promjene štitnjače, jetre i bubrega pri značajno višim masenim udjelima  

(80 mg kg‒1).79,80 

Dokazani su kratkoročni i dugoročni poremećaji u ponašanju embrija zebrice (lat. Dania 

rerio) izloženih niskim koncentracijama BDE-47 (0,01 – 0,3 μmol L−1) i BDE-99 (0,003 – 20 

μmol L−l). Također je otkriveno da je dugotrajno izlaganje vrlo niskim koncentracijama ovih 

spojeva dovelo do promjena u ponašanju odraslih zebrica, iako nije bilo vidljivih učinaka na 

aktivnost ličinki.81 

Epidemiološka istraživanja pokazala su da je izloženost spojevima PBDE tijekom 

prenatalnog perioda povezana s nižom razinom tireoidnog stimulirajućeg hormona (TSH), 

nižim kvocijentom inteligencije, smanjenim razvojem kognitivnih i motoričkih sposobnosti te 

povećanim nekontroliranim, impulzivnim ili agresivnim ponašanjem.5  

Što se tiče postnatalne izloženosti spojevima PBDE, ona je također povezana s nižim 

kvocijentom inteligencije, povećanom učestalosti hiperaktivnog i agresivnog ponašanja, te 

smanjenom mogućnosti usvajanja socijalnih normi, odnosno standarda ponašanja i 

doživljavanja, smanjenom sposobnosti čitanja i razvoja izvršnih funkcija.5,82 Itszatt i suradnici 

(2019) otkrili su da kongener BDE-28 utječe na sastav i funkciju mikrobiote crijeva kod 

dojenčadi, što potencijalno može negativno utjecati na zdravlje djece.56 
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Jedno od mogućih objašnjenja za navedene učinke je promjena statusa hormona 

štitnjače. Naime, razvoj neurološkog sustava u velikoj mjeri ovisi o hormonima štitnjače, 

posebice tiroksinu (T4), koji ima sličnu stereokemijsku strukturu kao spojevi PBDE te se 

njihovim vezanjem na receptore hormona štitnjače ometa proizvodnja hormona.83 Iako 

nedostaju podaci o učincima kratkotrajne i dugotrajne izloženosti spojevima PBDE, očekivano 

je da su uz trudnice, kojima održavanje ravnoteže hormona štitnjače predstavlja fiziološki 

problem, embriji i dojenčad najranjivije skupine.59  

Različita istraživanja in vitro pokazala su da spojevi PBDE uzrokuju stvaranje 

reaktivnih kisikovih vrsta, oslobađanje laktat dehidrogenaze, promjenu mitohondrijskog 

potencijala i oštećenja DNA, što sve zajedno može dovesti do apoptoze ljudskih stanica.84,85 

Istraživanja in vitro na neuroprogenitorskim stanicama pokazala su da dolazi do njihovih 

promijenjenih funkcija već pri 0,1 µmol L‒1 za kongener BDE-99 i pri 1 µmol L‒1 kod 

kongenera BDE-47.84 Sličan utjecaj imao je i kongener BDE-209, međutim pri višim 

koncentracijama (oko 50 µmol L‒1), vjerojatno zato što teže ulazi u stanicu zbog robustnije 

strukture u odnosu na ostale kongenere.86 

 

2.7. Raspodjela i razine polibromiranih difenil-etera u kućnoj prašini 

 

Kućna prašina je heterogena smjesa bioloških materijala (dlake, kosa, koža), čestica koje 

nastaju iz izvora unutar kućanstva (grijanje, kuhanje, upotreba EE uređaja, tekstila i namještaja) 

i čestica iz vanjskih izvora (tlo, zrak) kao posljedice antropogenih aktivnosti45,87 koja se taloži 

na podnim (podne obloge, sagovi) i povišenim površinama (namještaj, police, površine uređaja) 

u zatvorenim prostorima. Zbog svoje velike specifične površine i visokog udjela organske tvari 

djeluje kao rezervoar, ali i transportni medij za zagađivala u zatvorenom prostoru, uključujući 

spojeve PBDE.88 Otpuštanje spojeva PBDE iz materijala/proizvoda u kućnu prašinu događa se 

uslijed neposrednog kontakta s materijalom, mehaničke abrazije ili isparavanja.44,89,90 Zbog 

nedostatka vlage, mikrobne aktivnosti i sunčeve svjetlosti u unutarnjim prostorima, spojevi 

PBDE ostaju duže vremena vezani za prašinu, a samim time predstavljaju i zdravstveni rizik 

kroz dulje razdoblje.87,91 Najučinkovitiji načini smanjenja koncentracija navedenih spojeva u 

unutarnjim prostorima su učestalije prozračivanje, usisavanje i uklanjanje prašine 

čišćenjem.41,87 
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U Tablici 2.3. prikazane su razine osam najčešće analiziranih kongenera PBDE  

(BDE-28, -47, -99, -100, -153, -154, -183 i -209) u kućnoj prašini iz raznih dijelova svijeta, 

uključujući i Hrvatsku. Usporedba podataka iz različitih istraživanja izazovna je zbog razlika u 

vremenima uzorkovanja, metodama uzorkovanja prašine, veličini i vrsti usisavanog područja 

(određena prostorija ili cijelo kućanstvo), prisutnosti specifičnih proizvoda za koje postoji 

mogućnost da doprinose povećanim razinama spojeva PBDE i popisu analiziranih kongenera 

PBDE. S ciljem dobivanja sveobuhvatnog i ažuriranog pregleda razina spojeva PBDE u kućnoj 

prašini, ali i radi što preciznije usporedbe podataka, uzeti su u obzir radovi koji su imali isti ili 

sličan način prikupljanja uzoraka te približnu godinu uzorkovanja, a neizbježne varijacije 

posebno su naglašene. U tu svrhu pretražena je baza podataka Web of Science za podatke iz 

literature objavljene u razdoblju od 2018. do 2022. godine. 

Maseni udjeli kongenera PBDE u uzorcima kućne prašine prikupljenim u razvijenim 

gradovima, posebno u blizini industrijskih postrojenja, viši su nego u nerazvijenim/ruralnim 

područjima.32 Na primjer, u industrijski razvijenim gradovima Guangzhou i Qingyuan iz 

pokrajine Guangdong u Južnoj Kini zabilježene su više razine spojeva PBDE, u rasponu od 118 

ng g‒1 do 27 980 ng g‒1 prašine,39 odnosno od 102 ng g‒1 do 26 098 ng g‒1 prašine92 u odnosu 

na ruralno područje (2 – 3 kilometra udaljeno od Qingyuana), gdje su razine bile od 372 ng g‒1 

do 16 800 ng g‒1 prašine.93  

Povišenim masenim udjelima spojeva PBDE u prašini iz kućanstva dodatno doprinosi i 

blizina odlagališta EE otpada. Lin i suradnici (2022) izmjerili su za dva reda veličine više razine 

spojeva PBDE u kineskom gradu Guiyu (medijan ∑PBDE 63 300 ng g‒1 prašine) u kojem se 

nalazi mjesto za recikliranje EE otpada u usporedbi s gradom Haojiang (medijan ∑PBDE 7060 

ng g‒1 prašine) u kojem ga nema.22 

Osim toga, godišnje doba uzorkovanja prašine također može utjecati na razlike u 

razinama spojeva PBDE. Naime, u hladnije doba godine zabilježene su više razine spojeva 

PBDE u prašini s podnih površina nego za vrijeme ljeta, a tome je najviše doprinio kongener 

BDE-209, čijem taloženju najviše pogoduje hladnije doba godine zbog nižeg tlaka para.69 Adeyi 

i suradnici (2020) su niske masene udjele kongenera BDE-209 u uzorcima kućne prašine iz 

Nigerije pripisali prevladavanju tropske klime u Nigeriji, pod čijim utjecajem dolazi do bržeg 

raspada BDE-209 na kongenere supstituirane s manjim brojem Br atoma.45 Slični rezultati 

dobiveni su u istraživanju uzoraka kućne prašine prikupljene u Rimu tijekom ljeta, gdje su 

maseni udjeli kongenera BDE-209 bili ispod granice detekcije, za razliku od kongenera  
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BDE-47, -99, -100 i -183.94 S druge strane, Muenhor i suradnici (2012) nisu uočili značajne 

razlike u razinama spojeva PBDE u kućnoj prašini prikupljenoj u toplijim mjesecima (proljeće 

i ljeto) u odnosu na onu prikupljenu u hladnijim mjesecima (jesen i zima). Međutim, nisu 

analizirali kongener BDE-209, a nedostatak značajnih razlika u izmjerenim razinama pripisali 

su učestalijem provjetravanju u toplijim mjesecima, pri čemu se navedeni spojevi manje 

zadržavaju unutar kućanstva iako u to vrijeme može doći do veće emisije spojeva PBDE iz 

materijala/proizvoda.95  

Razine spojeva PBDE mogu biti značajno različite i ovisno o tome s kojih se površina 

u zatvorenim prostorima prašina uzorkuje, što posljedično može značajno utjecati na procjenu 

izloženosti ljudi ovim spojevima. Niu i suradnici (2018) otkrili su da prašina prikupljena s 

podnih površina sadrži više masene udjele spojeva PBDE od one prikupljene s povišenih 

površina, dok razlike u profilu kongenera PBDE nisu primijećene.70 Suprotno navedenom 

istraživanju, Khairy i suradnici (2018) izmjerili su više masene udjele spojeva PBDE u prašini 

s povišenih površina u odnosu na prašinu prikupljenu s podnih površina,96 dok Cequier i 

suradnici (2014) nisu pronašli statistički značajne razlike u medijanima masenih udjela spojeva 

PBDE u prašini prikupljenoj s podnih površina i onoj s povišenih površina.97 

U pojedinim istraživanjima detaljnije su istraženi utjecaji pojedinih čimbenika iz 

kućanstva (npr. broj ukućana, broj elektroničkih uređaja, preuređenje prostora…) na masene 

udjele spojeva PBDE u prašini. S porastom broja ukućana i broja sati aktivnog korištenja 

elektroničkih uređaja rastu maseni udjeli spojeva PBDE u prašini, dok su obnovom prostora, 

odnosno zamjenom starog namještaja ili nekih materijala novijima, razine spojeva PBDE 

značajno manje.41 Činjenicu da se zamjenom starog namještaja i namještaja punjenog 

poliuretanskom pjenom smanjuju razine spojeva PBDE u prašini u vrlo kratkom vremenu  

(6 mjeseci) potvrdili su Rodgers i suradnici (2021) istraživanjem uzoraka prašine iz kućanstava 

u Kaliforniji, gdje su općenito pronađene vrlo visoke razine ovih spojeva u odnosu na druge 

države98 (Tablica 2.3.). Al-Habri i suradnici (2021) utvrdili su da su veličina i starost kućanstva, 

namještaj te broj elektroničkih uređaja i broj sati njihovog aktivnog korištenja povezani s 

povišenim razinama spojeva PBDE u prašini.99 Osim toga, istraživanja su pokazala da se 

koncentracije spojeva PBDE u prašini mogu smanjiti učestalijim prozračivanjem, usisavanjem 

i općenito redovitim čišćenjem.41,99,100  
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Pregledom aktualne literature može se zaključiti da je najzastupljeniji kongener u većini 

uzoraka kućne prašine BDE-209, glavni sastojak formulacije „deka“, čija je upotreba najkasnije 

zabranjena. Slijede kongeneri koji su glavni sastojci formulacija „penta“ i „okta“, ali i koji 

mogu nastati raspadom BDE-209, a to su BDE-47, -99 i -183 (Tablica 2.3.).  

Među najvišim masenim udjelima spojeva PBDE u svijetu nalaze se oni izmjereni u 

Sjevernoj Americi, točnije Kaliforniji, gdje je zbog strogih zakona protiv požara povijesno bila 

velika potrošnja spojeva PBDE.116,117 U jednom istraživanju kućne prašine iz grada Richmond 

u Kaliforniji maseni udio kongenera BDE-99 dosegao je čak 170 000 ng g‒1 prašine.116 Iako 

niži u odnosu na one u Kaliforniji, visoki maseni udjeli spojeva PBDE pronalaze se i u Aziji, 

zbog intenzivne upotrebe formulacije „deka“ u brzorastućoj električnoj i elektroničkoj industriji 

na tom području, ali i prisutnosti odlagališta EE otpada.39,50,118 U Južnoj Koreji, raspon masenih 

udjela bio je od 24 ng g‒1 do 32 000 ng g‒1 prašine, s najvećom zastupljenosti spojeva PBDE 

supstituiranih većim brojem Br atoma (BDE-206, BDE-207 i BDE-209). Maseni udio 

kongenera BDE-209 dosegao je čak 24 000 ng g‒1 prašine, što je od jedan do dva reda veličine 

više od masenih udjela izmjerenih za kongenere BDE-47, BDE-99 i BDE-183.50  

Što se tiče Europe, u kućnoj prašini prikupljenoj u Ujedinjenom Kraljevstvu izmjerene 

su također visoke razine spojeva PBDE: ∑PBDE koja je uključivala i BDE-209 iznosila je  

370 000 ng g‒1 prašine. Razlog tome je, uz stroge zakone protiv požara, i velika upotreba tepiha 

karakteristična za Ujedinjeno Kraljevstvo.119 U ostatku Europe pronalaze se značajno niže 

razine spojeva PBDE. U kućnoj prašini prikupljenoj u Belgiji, Italiji i Španjolskoj razine 

spojeva PBDE nisu se značajno razlikovale, a suma masenih udjela spojeva PBDE bila je od 

4,3 ng g‒1 do 13 073 ng g‒1 prašine, s BDE-209 kao najzastupljenijim kongenerom.89 

 

2.8. Raspodjela i razine polibromiranih difenil-etera u ljudskome mlijeku 

 

Ljudsko mlijeko je biološka matrica koja se sastoji od masti, proteina, ugljikohidrata, minerala 

i vitamina, te u najvećem udjelu vode. Najčešća je i najpraktičnija biološka matrica koja se 

koristi u biomonitoringu izloženosti ljudi postojanim organohalogenim zagađivalima zbog 

neinvazivne metode prikupljanja uzorka, pri čemu pruža informacije ne samo o izloženosti 

majki, već i dojenčadi kao najranjivije populacijske skupine.120,121 Sadrži veći udio lipida od 

seruma ili plazme, na koje se vežu lipofilni spojevi poput spojeva PBDE.120 
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Općenito, na razine postojanih organskih zagađivala u mlijeku može utjecati niz 

čimbenika, od prehrambenih navika majke, jer se s konzumacijom hrane životinjskog podrijetla 

s većim udjelom masti potencijalno povećava unos lipofilnih spojeva u organizam, do dobi 

majke, jer se pretpostavlja da se s vremenom ovi spojevi akumuliraju u tijelu. S druge strane, 

redni broj i trajanje laktacije mogu utjecati na smanjenje razina lipofilnih organskih zagađivala 

u mlijeku jer tim procesom dolazi do njihova izlučivanja iz tijela majke.  

Značajan utjecaj na razine spojeva PBDE u mlijeku imaju mjesto stanovanja (povišeni 

maseni udjeli kod dojilja koje žive blizu izvora zagađenja, poput odlagališta EE otpada) i način 

života (veći unos putem prašine kod dojilja koji veći dio svog vremena provode u zatvorenim 

prostorima).25,122  

Uzimajući u obzir činjenicu da se spojevi PBDE zbog svoje lipofilnosti nakupljaju u 

masti, njihove razine u ljudskome mlijeku izražavaju se u masenim udjelima po masi masti 

mlijeka, koja se određuje gravimetrijski. Izražavanjem razina spojeva PBDE na taj način 

omogućena je njihova usporedba s razinama izmjerenim u krvi i masnom tkivu, s obzirom na 

to da je dokazano da se spojevi PBDE podjednako raspoređuju između različitih tkiva koje 

sadrže masti.71 

U Tablici 2.4. prikazane su razine osam najčešće analiziranih kongenera PBDE u 

uzorcima ljudskog mlijeka iz raznih dijelova svijeta. S ciljem dobivanja sveobuhvatnog i 

ažuriranog pregleda razina spojeva PBDE u ljudskome mlijeku, pretražena je baza podataka 

Web of Science za podatke iz literature objavljene u razdoblju od 2016. do 2022. godine. 
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Općenito, kongeneri BDE-47 i BDE-153 najčešći su i najzastupljeniji kongeneri u uzorcima 

ljudskog mlijeka.63,123,126,136,139 Za razliku od uzoraka kućne prašine, gdje je kongener BDE-209 

najzastupljeniji, u uzorcima ljudskog mlijeka njegova zastupljenost varira. To se uglavnom 

pripisuje dužim vremenima poluraspada manje bromiranih kongenera PBDE u odnosu na  

BDE-209. S obzirom na to da je njegovo vrijeme poluraspada u ljudskom organizmu svega 15 

dana,68 viši maseni udjeli BDE-209 u odnosu na ostale kongenere pokazuju trenutnu i 

kontinuiranu izloženost majke formulaciji „deka“.120,129,137 Uz to, dugotrajna izloženost ovom 

spoju značajno doprinosi povećanju masenih udjela kongenera susptituiranih manjim brojem 

Br atoma, koji nastaju njegovim raspadom.  

Upravo je to i potvrđeno u istraživanju Zhao i suradnika (2021), gdje je pronađen 

značajan pad razina ΣPBDE u ljudskome mlijeku žena iz Pekinga u Kini u razdoblju od 2014. 

do 2018. godine zbog oštrog pada izmjerenih masenih udjela kongenera BDE-209, dok 

značajne razlike u sumi masenih udjela tri- do hepta-BDE kongenera nije bilo.136  

U dva pregledna rada objedinjeni su podaci dobiveni istraživanjem uzoraka ljudskog 

mlijeka prikupljenih u periodu od 2000. do 2015. godine u raznim dijelovima svijeta.32,140 

Najviši medijani sume masenih udjela spojeva PBDE bili su u Sjevernoj Americi (20 – 55  

ng g‒1 masti), zatim u Europi (0,4 – 6,3 ng g‒1 masti), a najniži u Aziji (1,5 – 12 ng g‒1 masti). 

Drugim riječima, razine spojeva PBDE u Sjevernoj Americi bile su 20 puta veće nego u Europi 

ili Aziji, što je posljedica intenzivne proizvodnje i primjene komercijalnih formulacija u 

Americi. Kongener BDE-47 bio je najzastupljeniji, a slijede ga BDE-99, BDE-100 i  

BDE-153.32,140 Značajno više masene udjele spojeva PBDE u ljudskome mlijeku na području 

Azije prikazali su u preglednom radu Tang i suradnici (2017). Tome je doprinijelo istraživanje 

ljudskog mlijeka u gradu Taizzhou u Kini, u kojem se nalazi mjesto za recikliranje EE otpada i 

zbog kojeg je suma masenih udjela analiziranih spojeva PBDE dosegla čak 117 ng g‒1 masti.122 

Međutim, bitno je uzeti u obzir godine provedene u blizini takvog otpada jer se s vremenom 

spojevi PBDE akumuliraju u tijelu. Tako su značajno više razine spojeva PBDE u mlijeku 

zabilježene kod žena koje su živjele više od 20 godina (medijan ΣPBDE 20 ng g–1 masti) u 

blizini odlagališta EE otpada od onih koje su tamo živjele manje od tri godine (medijan ΣPBDE 

3,9 ng g–1 masti).25 

Više razine spojeva PBDE u ljudskome mlijeku pronalaze se i kod žena koje žive u 

industrijski razvijenijim gradovima u odnosu na one koje žive u ruralnim područjima. Matovu 

i suradnici (2019) odredili su značajno više razine spojeva PBDE u mlijeku žena koje su živjele 
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u gradu Kampale (Uganda) u odnosu na one koje su živjele u ruralnom području Nakasake. 

Razlika u razinama ukazuje na činjenicu da su žene u Kampali izložene većem broju izvora 

spojeva PBDE, poput električnih i elektroničkih uređaja i sagova. Detaljnijim istraživanjem je 

ista skupina autora zaključila da je izloženost majki parama od boja povezana s višim razinama 

kongenera BDE-47 u mlijeku, dok je recikliranje EE otpada povezano s višim razinama  

BDE-99 i BDE-153.63 Također, u istraživanju razina spojeva PBDE u mlijeku majki iz tri 

kineska grada (Mianyang, Wuhan i Hangzhou), medijan masenih udjela spojeva PBDE bio je  

9 ng g‒1 masti, s BDE-153 kao najzastupljenijim kongenerom, iza kojeg slijede kongeneri  

BDE-47 i BDE-154. U mlijeku majki iz Mianyanga detektirani su viši maseni udjeli spojeva 

PBDE od onih iz Wuhana i Hangzhoua, a statistička analiza pokazala je da su dob majke i 

zagađenost izvora pitke vode najvažniji čimbenici koji utječu na povišene razine spojeva 

PBDE. Naime, mogući izvor kontaminacije okoliša ovim spojevima u Mianyangu je industrija 

proizvodnje građevinskog materijala.141 Ipak, na temelju istraživanja ljudskog mlijeka 

prikupljenog u 16 pokrajina u Kini u razdoblju od 2007. do 2011. godine nije uočena razlika u 

razinama spojeva PBDE između ruralnih područja i gradova što ukazuje na činjenicu da ukoliko 

majka nije izravno izložena izvoru zagađenja, utoliko razine spojeva PBDE u mlijeku neće biti 

značajno povišene.142 

 

2.9. Kemijska analiza 
 

Kemijska analiza spojeva PBDE u uzorcima kućne prašine i ljudskog mlijeka zahtjevna je i 

izazovna jer se razmatrani spojevi u navedenim uzorcima nalaze pri niskim masenim udjelima 

i/ili koncentracijama, najčešće u ng g‒1 ili nižim. Drugi problem i izazov za kvantitativno 

određivanje ciljanih analita u tragovima predstavlja složenost matrice uzorka, naročito ljudskog 

mlijeka, s obzirom na to da sadrži visok udio masti. Stoga je za uspješno kvalitativno i 

kvantitativno određivanje razmatranih spojeva potreban stalan razvoj i optimizacija četiri 

glavna koraka od kojih se sastoji njihova analiza: priprava uzorka, ekstrakcija analita, 

pročišćavanje ekstrakta te instrumentna analiza. Cilj je postići što bolju osjetljivost i 

selektivnost uz što manji utrošak reagensa te vremena i financijskih sredstava. Kao što je 

navedeno, postoji 209 kongenera PBDE, a s obzirom na njihovu zastupljenost u komercijalnim 

formulacijama te posljedično i učestalost detekcije u okolišnim i biološkim uzorcima, 

onečišćenje spojevima PBDE najčešće se prati analizom kongenera BDE-28, -47, -99, -100,  

-153, -154, -183 i -209.  
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U okolišnim i biološkim uzorcima određivanje kongenera PBDE s maksimalnim brojem 

supstituiranih Br atoma, odnosno dekabromiranog difenil-etera (BDE-209), zahtjevnije je nego 

ostalih kongenera PBDE zbog njegovih fizikalno-kemijskih svojstava. Nije hlapljiv i raspada 

se pri visokim temperaturama ili u prisutnosti UV svjetlosti na hepta-, okta- i nona-BDE te 

bromirane dibenzofurane.14 Okta- i nona-BDE njegovi su glavni razgradni produkti i mogu se 

pod utjecajem UV svjetlosti dalje raspadati na stabilnije kongenere PBDE supstituirane s 

manjim brojem Br atoma. Posljedica njegove nestabilnosti je da se postepeno razgrađuje 

tijekom cijelog analitičkog postupka, od priprave uzorka, ekstrakcije, pročišćavanja pa sve do 

instrumentne analize. Uz to, BDE-209 se u ionskom izvoru spektrometra masa ponaša drugačije 

od ostalih kongenera PBDE. Stoga je dobivanje pouzdanih i ponovljivih rezultata jedan od 

većih izazova u analizi kongenera BDE-209. Njegova razgradnja također predstavlja problem 

u analizi kongenera okta- i nona-BDE, čiji su maseni udjeli u uzorcima manji od masenih udjela 

kongenera BDE-209, te ako dođe do njegovog raspada, analize će pokazati previsoke masene 

udjele kongenera okta- i nona-BDE, a preniske masene udjele kongenera BDE-209. 

Posljedično, jedan od temeljnih zahtjeva u analizi spojeva PBDE supstituiranih s većim brojem 

Br atoma je smanjiti razgradnju potpuno bromiranog kongenera BDE-209. Uzorci i ekstrakti bi 

trebali tijekom cijelog postupka biti zaštićeni od UV svjetlosti, npr. korištenjem posuđa i viala 

od tamnog stakla ili zamatanjem posuđa aluminijskom folijom. Dodatno, rizik od kontaminacije 

može se smanjiti zagrijavanjem staklenog posuđa na 450 °C i ispiranjem s otapalom prije 

upotrebe. Treba obratiti pažnju i na plastične materijale koji su dio opreme nekih instrumenata, 

a koji također mogu biti izvor kontaminacije.14  

 

2.9.1. Uzorkovanje, priprava i skladištenje uzoraka kućne prašine i ljudskog mlijeka 

 

Skupljanje, priprema i skladištenje uzoraka važni su koraci prije procesa ekstrakcije ciljanih 

spojeva, pri kojima treba smanjiti mogućnost kontaminacije ili razgradnje pojedinih spojeva 

osjetljivih na visoku temperaturu i UV svjetlo. Kako bi uzorci bili reprezentativni za istraživano 

mjesto, potrebno je odrediti jedinstvene uvjete načina i područja uzorkovanja.  
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Kućna prašina 

 

Uzorci kućne prašine najčešće se prikupljaju pomoću usisavača. Ako se za prikupljanje uzoraka 

na različitim lokacijama koristi isti usisavač, potrebno je za svaki uzorak u usisavač staviti novu 

vrećicu i prethodno, koliko je moguće, očistiti unutarnje površine kroz koje prolazi uzorak 

prašine organskim otapalom (npr. n-heksan, aceton).49,102 Usisavač umjesto vrećice može imati 

i posudu za skupljanje prašine, koju je također potrebno očistiti na jednak način prije svakog 

uzorkovanja. Ako se uzorak prikuplja usisavačem vlasnika kućanstva, navedena procedura 

čišćenja usisavača nije potrebna. Često se za spriječavanje prolaska većih fragmenata kod 

uzorkovanja koriste najlonske čarape veličine pora 25 µm, koje se navuku na cijev usisavača 

ili stave unutar usisavača.38,44,102 

Uzorak prašine najčešće se prikuplja uobičajenim postupkom usisavanja podnih i 

ostalih površina u prostorijama kuće/stana prema ustaljenom običaju ukućana, a broj i 

učestalost usisavanja pretežito nije određen.50,89,92,143 Međutim, u pojedinim slučajevima 

precizirano je područje skupljanja prašine, npr. dnevna soba i spavaće sobe ili samo dječje 

sobe,49,102,104,113 ili određena kvadratura tepiha i poda koji nije prekriven tepihom.38 Ponekad je 

određen i period prikupljanja prašine, npr. određeno godišnje doba.44,102,112 Osim usisavačem, 

prašina se može skupljati četkicom u posudu ili postavljanjem aluminijske folije na stolac, stol 

ili drugi namještaj uglavnom visine između 0,5 i 2 m, na koji prirodno pada prašina.45,70,111,114  

Nakon što je uzorak skupljen i dostavljen u laboratorij, ako je potrebno, uklanjaju se 

veći fragmenti (npr. plastika, kosa, papir), a ostatak prosije kroz sito od nehrđajućeg čelika 

veličine pora koje mogu varirati od 60 µm do 2 mm22,45,50,87,99,144, no najčešće se koristi sito 

veličine pora 500 µm.41,49,90,107,145,146 Uzorci se potom homogeniziraju i do analize pohranjuju 

na tamno mjesto pri sobnoj temperaturi41,145–147 ili temperaturi od −20 °C.44,110,112  

 

Ljudsko mlijeko  

 
Uzorci ljudskog mlijeka prikupljaju se od dojilja u različito doba laktacije, ovisno o potrebama 

istraživanja, tako da dojilja ručno ili pomoću izdajalice u staklenu posudu izdoji od 15 mL do 

150 mL mlijeka, ovisno o strategiji/potrebama istraživanja.63,134–138 Uzorci mlijeka se nakon 

dopreme u laboratorij mogu skladištiti u tekućem obliku na −20 °C ili liofilizirati i skladištiti 

pri sobnoj temperaturi ili temperaturi od 4 °C zaštićeni od UV svjetlosti u prethodno opranim i 
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za to pripremljenim bočicama.55,137,138 Neposredno prije analize uzorci mlijeka se 

homogeniziraju. 

 

2.9.2. Ekstrakcijske tehnike  

 

Temelj uspješnosti svake analitičke metode je selektivna i iscrpna ekstrakcija ciljanih spojeva 

iz uzorka, što izravno utječe na pouzdanost rezultata. Izbor ekstrakcijske tehnike ovisi o tipu 

uzorka i dostupnosti laboratorijske opreme. Kongeneri PBDE imaju široki raspon molekulskih 

masa i razlikuju se međusobno po fizikalno-kemijskim svojstvima, tako da je potrebna pažljiva 

optimizacija ekstrakcijskog procesa. Potrebna količina uzorka ovisi o razinama istraživanih 

spojeva u uzorku i o osjetljivosti detekcijske tehnike. Učinkovitost ekstrakcije ovisi o vrsti 

otapala, vremenu ekstrakcije, temperaturi, tlaku, a potrebno je uzeti u obzir i ekonomičnost 

postupka. Visoka temperatura će u većini slučajeva povisiti učinkovitost ekstrakcije sniženjem 

viskoznosti otapala i površinske napetosti te povećanjem topljivosti analita u otapalu. Međutim, 

previsoka temperatura može dovesti do razgradnje spojeva PBDE supstituiranih s većim brojem 

Br atoma: okta-, nona- i deka-BDE, zbog čega ekstrakcijska tehnika za njih neće biti učinkovita. 

Ljudsko mlijeko je biološki uzorak koji za razliku od kućne prašine sadrži visoki udio 

masti, koju je potrebno otopiti u prikladnom otapalu, što u određenim slučajevima može dovesti 

do stvaranja emulzije, čime se otežava postupak ekstrakcije. Usprkos razlikama u sastavu 

matrica, za analizu kućne prašine koriste se iste ili slične ekstrakcijske tehnike i otapala kao i 

za puno složeniji biološki uzorak ljudskog mlijeka, a postupak se najčešće razlikuje u koraku 

pročišćavanja ekstrakta.  

 

2.9.2.1. Ekstrakcija spojeva PBDE iz uzoraka kućne prašine 

 

Organska otapala koja se najčešće koriste za ekstrakciju spojeva PBDE iz uzoraka kućne 

prašine su diklormetan, n-heksan, aceton, toluen i etil acetat ili njihove smjese u različitim 

omjerima.22,44,50,105,106,111,148,149 

Klasična tehnika koja se koristi je ekstrakcija po Soxhletu, čija je upotreba jednostavna, uz 

minimalnu pripravu uzorka. Međutim, ekstrakcija ciljanih analita je dugotrajna i pritom su 

potrebni veliki volumeni otapala (100 − 200 mL).50,103,105,111,148,149 
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Danas daleko najčešće korištena tehnika ekstrakcije je ekstrakcija potpomognuta 

ultrazvukom (engl. Ultrasonic Assisted Extraction, UAE),22,89,90,92,101,106 te u manjoj mjeri i 

ekstrakcija potpomognuta visokim tlakom (engl. Pressurised Liquid Extraction, PLE, a naziva 

se još i Accelerated Solvent Extraction, ASE).38,44,107,115,147  

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom jednostavan je postupak ekstrakcije u kojem se 

analiti ekstrahiraju odgovarajućim organskim otapalom uz pomoć ultrazvučnih valova koji 

prolaze kroz uzorak i otapalo i na taj način pospješuju ekstrakciju. Prednosti ove tehnike su 

relativna brzina i mogućnost ekstrakcije više uzoraka odjednom, a ne zahtijeva skupu 

instrumentaciju. Nedostaci su upotreba velikih volumena otapala i moguća potreba za 

višekratnom ekstrakcijom radi postizanja zadovoljavajuće učinkovitosti.  

Tehnika PLE koristi povišenu temperaturu (od 80 °C do 130 °C) i tlak (od 100 °C do 

200 bar), pri kojima otapalo za ekstrakciju iznad svog vrelišta ostaje u tekućem stanju i na taj 

način se povećava kinetika ekstrakcijskog procesa, a vrijeme ekstrakcije i volumen potrebnog 

otapala značajno se smanjuje. Navedena tehnika može se koristiti samo za polučvrste i čvrste 

uzorke, što znači da se može primijeniti samo za liofilizirane uzorke ljudskog mlijeka. 

Aparatura omogućuje učinkovitu i brzu ekstrakciju, primjenom 2 ili 3 ekstrakcijska ciklusa u 

manje od 30 minuta. Uz to što je automatizirana, pruža mogućnost istovremenog pročišćavanja 

ekstrakta. Na dno ekstrakcijske ćelije može se dodati prikladni sorbens, npr. kiseli silikagel za 

oksidaciju masti, Florisil® (magnezijev silikat) ili aluminijev oksid, čime se ekstrakt 

istovremeno pročišćava.44,94,115,139 Ponekad je potrebno ekstrakte dodatno pročistiti, međutim u 

većini slučajeva mogu se izravno analizirati. Iako je navedena tehnika automatizirana, 

nedostatak je što se procesuiraju uzorci jedan za drugim, a za svaki je potrebno otprilike 25 

minuta ako su uključena 3 ekstrakcijska ciklusa. Nadalje, iza svakog uzorka sustav se ispire 

(istim otapalom koje se koristi i za ekstrakciju) kako bi se izbjegla unakrsna kontaminacija 

između različitih uzoraka. U obzir treba uzeti i činjenicu da su sama aparatura, ali i njeno 

korištenje i održavanje relativno skupi.  

Tehnika koja unatoč tome što nudi sve navedene prednosti modernih tehnika nije tako 

učestalo korištena za ekstrakciju spojeva PBDE iz uzoraka kućne prašine je ekstrakcija 

potpomognuta mikrovalovima. Tehnika MAE našla je svoju primjenu u ekstrakciji spojeva 

POPs iz krutih uzoraka kao što su tlo,150 sediment,151 prašina,152 čestice zraka,153 hrana154 i 

životinjsko tkivo155. Međutim, u slučaju prašine, uz nedavno objavljene radove proizašle u 
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sklopu ove disertacije, pregledom literature pronađena su samo dva rada od iste skupine autora 

iz Španjolske u kojima je tehnika MAE korištena za ekstrakciju spojeva PBDE.144,156 

Navedena tehnika podrazumijeva ekstrakciju otapalom, ubrzanu i pospješenu 

mikrovalnom energijom kojom se griju uzorak i otapalo. Mikrovalna energija je neionizirajuće 

zračenje koje uzrokuje gibanje iona i rotaciju dipolnog momenta, a snaga mikrovalova mora 

biti dovoljna kako bi se postiglo vrelište otapala. Stoga je za uspješnu ekstrakciju potrebno 

koristiti polarno otapalo, a stupanj apsorpcije mikrovalova povećava se s dielektričnom 

konstantom otapala. Za ekstrakciju hidrofobnih spojeva PBDE koristi se nepolarno otapalo, ali 

uz dodatak polarnog otapala u određenom udjelu kako bi se smjesa mogla uspješno zagrijati 

primjenom mikrovalova. Glavne prednosti ove tehnike su: smanjena upotreba otapala, 

smanjeno vrijeme ekstrakcije jer se ekstrakcija može provoditi pri temperaturama višim od 

vrelišta otapala, povećanje analitičkog povrata, mogućnost automatizacije i obrade većeg broja 

uzoraka istovremeno. Nedostatak je nepoznati učinak mikrovalova na analite, a ekstrakti 

najčešće zahtijevaju daljnje pročišćavanje. 

 

2.9.2.2. Ekstrakcija spojeva PBDE iz uzoraka ljudskog mlijeka 

 

Ekstrakcija analita iz uzorka ljudskog mlijeka može se provoditi korištenjem mlijeka u 

izvornom tekućem ili čvrstom (nakon postupka liofilizacije) agregatnom stanju. Organska 

otapala koja se koriste za ekstrakciju spojeva PBDE iz uzoraka ljudskog mlijeka su n-heksan, 

diklormetan, aceton, dietil-eter, tert-butil-eter, n-pentan ili njihove smjese u različitim 

omjerima.55,121,126,131,134,135,137,141,157 Često se uz prikladno otapalo dodaje i sredstvo za 

denaturaciju proteina, a za to se najčešće koriste kalijev ili natrijev oksalat, mravlja kiselina, 

etanol ili propan-2-ol.63,121,133,134,157 

Za tekuće se uzorke mlijeka najčešće primjenjuju klasična tehnika ekstrakcije  

tekuće-tekuće (engl. Liquid-Liquid Extraction, LLE),55,56,121,137 a u manjoj mjeri ekstrakcija na 

čvrstoj fazi (engl. Solid Phase Extraction, SPE)131,133 i ekstrakcija potpomognuta 

ultrazvukom.158 Za ekstrakciju liofilizata mlijeka koriste se ekstrakcija po Soxhletu,120,123,132 

ekstrakcija potpomognuta visokim tlakom135,136,139,142,159 i također ekstrakcija potpomognuta 

ultrazvukom.141 

Tehnika LLE ne zahtijeva skupu i suvremenu instrumentaciju, što ju čini relativno 

jeftinom i jednostavnom tehnikom. Temelji se na razdiobi otopljene tvari između dva otapala 
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različite polarnosti koja se međusobno ne miješaju. Zbog potrebe višekratnog ponavljanja 

postupka, dugotrajna je i potrebne su velike količine reagensa kako bi se osigurala detekcija 

ciljanih spojeva prisutnih u niskim masenim udjelima u mlijeku.  

Druga klasična tehnika koja se najčešće koristi je tehnika SPE. Ona se temelji na sorpciji 

analita na sorbensu smještenom u nosač u obliku diska ili stupca. Kada se tekući uzorak propusti 

kroz takav stupac, spojevi od interesa vežu se za sorbens, a kasnije se sa sorbensa ispiru 

odgovarajućim volumenom prikladnog otapala. Prednost ove tehnike je smanjeni utrošak 

otapala i mogućnost upotrebe svih vrsta otapala, a odabirom prikladnog sorbensa i otapala 

moguće je u jednom koraku odvojiti analite od matrice uzorka te pročistiti i ukoncentrirati 

uzorak. 

Općenito, pregledom literature uočava se da je MAE vrlo rijetko korištena za ekstrakciju 

analita iz tekućih uzoraka,61,160–163 a od toga su samo tri rada61,160,164 uključivala organska 

zagađivala. Prema nama dostupnim literaturnim podacima, tehnika MAE nikad nije korištena 

kao ekstrakcijska tehnika za uzorke ljudskog mlijeka.  

 

2.9.3. Pročišćavanje ekstrakta 

 

Ekstrakti kućne prašine i ljudskog mlijeka uz ciljane spojeve PBDE sadrže i druge halogenirane 

organske spojeve i složenu matricu, što sve zajedno negativno utječe na selektivnost i 

djelotvornost kromatografskog sustava, povećava nesigurnost analize te umanjuje točnost i 

preciznost analitičkog postupka. Stoga je cilj postupka pročišćavanja odvajanje ciljanih spojeva 

od matrice i drugih interferirajućih spojeva, što je često vrlo zahtjevno te je potreban vrlo 

iscrpan i selektivan postupak. Ovisno o vrsti analita i uzorka, pročišćavanje se može sastojati 

od jednog ili više uzastopnih koraka. Tip pročišćavanja uvelike ovisi o analiziranom uzorku. 

Kućna prašina sadrži visok udio organske tvari (kosa, stanice kože, čestice tla), a ljudsko 

mlijeko prvenstveno visok udio masti i proteina, koji mogu ometati kromatografsku analizu. 

Uklanjanje masti može se provesti destruktivnim ili nedestruktivnim tehnikama. S obzirom na 

to da su spojevi PBDE stabilni pri kiselim uvjetima, najjednostavnija destruktivna tehnika koja 

se često koristi je dodatak koncentrirane sumporne kiseline izravno na ekstrakt.110,114,139 Druga 

mogućnost uklanjanja masti je nedestruktivnom tehnikom gel propusne kromatografije (engl. 

Gel Permeation Chromatography, GPC), gdje se organsko otapalo (najčešće smjesa 

ψ(diklormetan, n-heksan)=1:1) koristi kao pokretna faza.55,120,157 
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Za pročišćavanje ekstrakta može se koristiti i tehnika SPE, a najčešći sorbensi koji se 

koriste su Florisil®,105,135 aluminijev oksid165 i silikagel, koji može biti ili neutralni39,45 ili 

modificiran s koncentriranom H2SO4.
49,141,148 Silikagel se može modificirati i s jakim lužinama 

poput NaOH i KOH, ali to se ne koristi često s obzirom na to da lužine mogu uzrokovati gubitak 

Br atoma iz spojeva PBDE supstituiranih s većim brojem Br atoma.14 Nerijetko se koriste i 

višeslojne kolone koje sadrže kiseli i neutralni silikagel ili kiseli i lužnati silikagel ili 

kombinaciju sva tri.50,70,166 Moguće je povezati niz od nekoliko kolona s različitim sorbensima 

ako je to potrebno,105,159 koristiti višeslojne kolone s različitim sorbensima99,107 ili koristiti 

jednostavnu destruktivnu tehniku dodatka koncentrirane H2SO4 u kombinaciji s tehnikom SPE 

ili GPC.38,55,90,132,138,146 Izborom prikladnog eluensa, može se primjenom odgovarajućeg 

sorbensa ekstrakte istovremeno pročistiti i frakcionirati kako bi se ekstrahirani spojevi prije 

analize odvojili u više frakcija koje sadrže jednu ili više skupina spojeva. Spojevi PBDE se 

dodaju na kolonu otopljeni u n-heksanu, a eluiraju najčešće diklormetanom, n-heksanom ili 

smjesom n-heksana i diklormetana u različitim omjerima.41,50,70,99,138,145 Kolone s 

odgovarajućim sorbensom mogu se pripraviti u laboratoriju, a mnoge su i komercijalno 

dostupne.  

 

2.9.4. Kvalitativna i kvantitivna analiza polibromiranih difenil-etera 

 

Vrsta kromatografije koja se primjenjuje za analizu ciljanih analita ovisi o njihovim fizikalno-

kemijskim svojstvima. Najprikladnija fizikalna metoda separacije za analizu poluhlapljivih 

spojeva PBDE je plinska kromatografija (engl. Gas Chromatography, GC), gdje je odvajanje 

sastojaka na koloni uvjetovano razlikom u njihovoj hlapljivosti. Spojevi PBDE su nepolarni i 

stoga su za njihovo učinkovito odvajanje i određivanje najprikladnije nepolarne i srednje 

polarne visokodjelotvorne kapilarne kolone zbog manjeg otpora protoku plina nosioca i zbog 

manjeg pada tlaka duž kolone, čime se postiže optimalan protok plina. Helij se najčešće 

upotrebljava kao plin nosioc, a dušik kao „make-up“ plin. Najčešća nepokretna faza je 

dimetilpolisiloksan koji sadrži 5 % fenilnih skupina, a na tržištu je takva kolona dostupna pod 

različitim komercijalnim imenima poput HP−5MS, DB−5HT, DB−5MS i RTX−1614. Dok su 

kolone duljine 30 m optimalne za odvajanje spojeva PBDE supstituiranih s manjim brojem Br 

atoma, za analizu spojeva PBDE susptituiranih s većim brojem Br atoma, posebno kongenera 
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BDE-209, potrebne su kraće kolone, najčešće od 15 m, kako bi se spriječila mogućnost 

njihovog raspada tijekom duljeg izlaganja visokoj temperaturi. 

Za analizu spojeva PBDE preporuča se korištenje injektora za djelomično unošenje 

uzorka u kapilarnu kolonu („split/splitless“ injektor), čime je omogućena visoka osjetljivost.  

Što se tiče detekcije spojeva PBDE, potrebno je koristiti analitičke tehnike koje pružaju 

dovoljno niske granice određivanja i daju pouzdane rezultate. Za to se često upotrebljava 

detektor zahvata elektrona (engl. Electron Capture Detector, ECD), zbog relativno niske cijene 

opreme i njezinog održavanja.41,45,55,138,145,146,158 Navedeni detektor osjetljiv je i selektivan za 

organohalogene spojeve, a dobiveni kromatogrami su jednostavni za interpretaciju. Radi na 

principu ionizacije plina nosioca na izlasku iz kromatografske kolone pomoću izvora β-zračenja 

(63Ni ili 3H), čime nastaje stalna struja slobodnih elektrona koji zatim putuju prema sabirnoj 

elektrodi – anodi. Plin nosioc eluira molekule analita s kromatografske kolone, a ukoliko analit 

sadrži elektrofilne skupine, dolazi do vezanja slobodnih elektrona na njih i smanjenja ukupne 

struje elektrona, što se detektira kao kromatografski pik. Glavni nedostatak ove tehnike je mala 

selektivnost ako se u uzorku nalaze drugi spojevi koji sadrže visoko elektronegativne atome te 

je velika mogućnost njihovog koeluiranja, s obzirom na to da se određivanje spojeva temelji na 

njihovim vremenima zadržavanja na kromatografskoj koloni. Koeluiranje se može izbjeći 

selektivnim pročišćavanjem ekstrakta i frakcioniranjem prije instrumentne analize. Navedeni 

problem najčešće se javlja kod spojeva PBDE supstituiranih s manjim brojem Br atoma, dok je 

kod analize spojeva PBDE supstituiranih s većim brojem Br atoma manja vjerojatnost 

koeluiranja s drugim halogeniranim spojevima jer imaju dulja vremena zadržavanja na koloni 

od većine drugih spojeva. Ipak, radi što sigurnijeg određivanja ciljanih spojeva, uzorci se često 

analiziraju na dvije paralelne kolone različite polarnosti. Uz prethodno navedenu nepolarnu 

kolonu s 5 % fenilnih skupina, koristi se druga polarnija kolona (npr. DB–1701) na kojoj analiti 

imaju drugačija vremena zadržavanja. Osim toga, rezultati se mogu potvrditi i tehnikom GC uz 

detektor spektrometrije masa (engl. Mass Spectrometry, MS) ili tandemne spektrometrije masa 

(MS/MS).136,138,141,145 

Spektrometrija masa omogućuje kvalitativno i kvantitativno određivanje spojeva na 

temelju omjera mase i naboja (m/z) iona fragmenata analiziranih kongenera PBDE, što ju čini 

visoko selektivnom tehnikom. Tehnike ionizacije koje se najčešće koriste za određivanje 

spojeva PBDE u uzorcima kućne prašine i ljudskog mlijeka su ionizacija elektronima (engl. 

Electron Ionization, EI),38,108,111,135,141 ionizacija niskoenergijskim elektronima (engl. Electron 
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Capture Negative Ionization, ECNI)39,49,50,63,139 i negativna kemijska ionizacija (engl. Negative 

Chemical Ionization, NCI).22,56,70,92,157 Tehnike ECNI i NCI imaju veću osjetljivost od tehnike 

EI, međutim određivanje spojeva temelji se samo na razlikama u vremenima zadržavanja, a 

odziv se smanjuje s povećanjem broja Br atoma. Tehnika EI je selektivnija jer daje više 

informacija o strukturi ioniziranih spojeva. Jedna od najselektivnijih i najosjetljivijih tehnika 

koja se koristi u analizi spojeva PBDE je spektrometrija masa visoke rezolucije (engl. High 

Resolution Mass Spectrometry, HRMS) uz ionizaciju elektronima.90,125,142 Može postići 

rezoluciju višu od 4000, a osjetljivost za spojeve većih molekulskih masa nije smanjena jer 

učinkovitost prijenosa iona kroz kvadrupolni analizator masa nije ovisna o masi zbog dodatnih 

magnetskih i električnih komponenti. 
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§ 3. MATERIJALI I METODE 

3.1. Analizirani spojevi  

 

U ovom radu analizirano je sedam kongenera polibromiranih difenil-etera, čiji su nazivi i 

strukturne kemijske formule prikazani u Tablici 3.1. 

 

Tablica 3.1. Popis spojeva analiziranih u ovom radu i njihove strukturne formule 
 

Kratica Naziv spoja prema nomenklaturi IUPAC Strukturna formula  

 

BDE-28 

 

2, 4, 4'- tribromodifenil-eter 

 

 

BDE-47 

 

2, 2', 4, 4'- tetrabromodifenil-eter 

 

BDE-99 2, 2', 4, 4',5- pentabromodifenil-eter 

 

 

BDE-100 

 

2, 2', 4, 4', 6- pentabromodifenil-eter 

 

 

BDE-153 

 

2, 2', 4, 4', 5, 5'- heksabromodifenil-eter 

 

 

BDE-154 

 

2, 2', 4, 4', 5, 6'- heksabromodifenil-eter 

 

 

BDE-183 

 

2, 2', 3, 4, 4', 5, 6'- heptabromodifenil-eter 
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3.2. Kemikalije, instrumenti i pribor 

3.2.1. Kemikalije 

 

• certificirane standardne otopine pojedinačnih kongenera PBDE: BDE-28, BDE-47,  

BDE-99, BDE-100, BDE-153, BDE-154 i BDE-183 (50 µg mL‒1 u n-nonanu), LGC 

Standards GmbH, Wesel, Njemačka 

• certificirane standardne otopine kongenera BDE-77 (3,3',4,4'- tetrabromodifenil-eter) i 

BDE-128 (2,2',3,3',4,4'-heksabromodifenil-eter) (50 µg mL‒1 u n-nonanu) korištene kao 

surogatni standardi, LGC Standards GmbH, Wesel, Njemačka 

• certificirani referentni materijal 2585 „Organic Contaminants in House Dust“, National 

Institute of Standards and Technology (NIST), Gaithersburg, MS, SAD   

• n-heksan, ≥ 99,0 %, Merck KGaA, Darmstadt, Njemačka 

• aceton, ≥ 99,8 %, Merck KGaA, Darmstadt, Njemačka 

• diklormetan, ≥ 99,8 %, Merck KGaA, Darmstadt, Njemačka 

• kloroform, ≥ 99,0 %, Kemika, Zagreb, Hrvatska 

• etanol, ≥ 96,0 %, Kemika, Zagreb, Hrvatska 

• metanol, ≥ 99,9 %, J. T. Baker, Avantor Performance Materials, Deventer, Nizozemska 

• acetonitril, ≥ 99,9 %, Merck KGaA, Darmstadt, Njemačka 

• mravlja kiselina, ≥ 98,5 %, Kemika, Zagreb, Hrvatska 

• propan-2-ol, ≥ 99,9 %, Merck KGaA, Darmstadt, Njemačka 

• sumporna kiselina, 95 – 97 %, p.a., Merck KGaA, Darmstadt, Njemačka 

• natrijev hidroksid (2 − 5 mm), ≥ 98,6 %, Kemika, Zagreb, Hrvatska 

• bezvodni natrijev sulfat, ≥ 99,0 %, Merck KGaA, Darmstadt, Njemačka  

• kolona SPE ispunjena silikagelom (1 g/6 mL i 2 g/6 mL), Alphachrom, Rockville, MD, 

SAD  

• kolona SPE ispunjena aluminijevim oksidom (1 g/6 mL), Alphachrom, Rockville, MD, 

SAD 

• kolona SPE ispunjena Florisil® (2 g/6 mL), J. T. Baker, Deventer, Nizozemska 

• silikagel 60 (0,063 ‒ 0,200 mm), Merck, Darmstadt, Njemačka 

• destilirana deionizirana voda pripravljena primjenom sustava Mili-Q za pročišćavanje 

vode, Milipore® (18 MΩ cm), Bedford, MA, SAD 
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• dušik 5.5 (99,9995 %), SOL SPA, Monza, Italija 

• dušik 5.0 (99,999 %), SOL SPA, Monza, Italija  

• helij 6.0 (99,9999 %), SOL SPA, Monza, Italija 

 

3.2.2. Instrumenti i pribor 

 

• plinski kromatograf Agilent 7890B opremljen s automatskim uzorkivačem (Agilent 

7693 A), dvije kolone i dva mikrodetektora zahvata elektrona (63Ni), Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA, SAD 

• plinski kromatograf Agilent 7890B opremljen s automatskim injektorom (PAL RTC 

120) i trostrukim kvadrupolnim spektrometrom masa (Agilent 7000 C) uz ionizaciju 

elektronima, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD 

• liofilizator LABCONCO FreeZone Plus 2.5 Liter, LABCONCO, Kansas City, MO, 

SAD 

• uređaj za ekstrakciju potpomognutu mikrovalovima MarsX, CEM Corporation, 

Matthews, NC, SAD opremljen s Teflon® TFM kivetama za ekstrakciju (100 mL), 

GreenChem Plus, CEM Corporation, Matthews, NC, SAD 

• centrifuga Centric 322A, Tehtnica, Železniki, Slovenija 

• uparivač sa strujom dušika, N-evap, The Meyer, Washington, SAD 

• analitička vaga Mettler Toledo PN1201, Greifensee/Zürich, Švicarska 

• tehnička vaga Mettler AX205 DeltaRange, Greifensee, Švicarska 

• tresilica IKA MS 3 control, Merck KGaA, Darmstadt, Njemačka 

• rotator uzoraka Multi Bio RS-24, Biosan, Riga, Latvija 

• zamrzivač Ultra-Low Temperature Freezer, New Brunswick, Eppendorf AG, Hamburg, 

Njemačka 

• sito (200 × 50 mm) veličine pora 500 µM, Retsch GmbH, Haan, Njemačka 

• pipete ep T.I.P.S., Eppendorf, Hamburg, Njemačka 

• PP štrcaljke BD DISCARDIT 300928 BX10, 2 mL, King Scientific, West Yorkshire, 

Velika Britanija 

• filtri PTFE Minispike, veličina pora 0,2 μm, Acrodisc CR13, Waters, Milford, MA, 

SAD 
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• viale Screw Cap Blue PTFE/Silicone Septa, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, 

SAD 

• prazne kolone Bond Elut (12 mL) za tehniku SPE, Agilent Technologies, Santa Clara, 

CA, SAD 

• frite (15,9 mm) za kolone SPE, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD 

 

3.3. Radni uvjeti plinskokromatografske analize  

3.3.1. Plinska kromatografija uz detektor zahvata elektrona (GC−µECD) 

 

Plinski kromatograf Agilent 7890B opremljen s injektorom za djelomično unošenje uzorka 

(„split/splitless“ injektor) u kapilarnu kolonu, dvije kapilarne kolone od taljenog silicijevog 

dioksida duljine 30 m, unutarnjeg promjera 0,25 mm i debljine filma stacionarne faze 0,25 µm 

(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD) i dva mikrodetektora zahvata elektrona 

kolona DB−1701 → stacionarna faza: 14 % cijanopropilfenil – 86 % dimetilpolisiloksan 

kolona HP−5MS → stacionarna faza: 5 % fenil – 95 % dimetilpolisiloksan 

 

Temperaturni program pećnice: programirano zagrijavanje od početnih 90 °C (zadržavanje  

1 min) do 280 °C (zadržavanje 7 min) brzinom 20 °C min‒1, a zatim do 300 °C (zadržavanje  

5 min) brzinom 5 °C min‒1 

protok plina nosioca (He): 1,2 mL min‒1 

protok „make-up“ plina (N2): 28,8 mL min‒1 

temperatura injektora: 270 °C 

temperatura detektora: 300 °C 

volumen injektiranog uzorka: 1 µL („splitless“) 

 

3.3.2. Plinska kromatografija uz tandemnu spektrometriju masa (GC−MS/MS) 

 

Plinski kromatograf Agilent 7890B opremljen s automatskim injektorom s programiranom 

temperaturom isparavanja (engl. Programmable Temperature Vaporization, PTV) i velikim 

volumenom injektiranja (engl. Large Volume Injection, LVI), kapilarnom kolonom od taljenog 

silicijevog dioksida HP–5MS Ultra Inert duljine 30 m, unutarnjeg promjera 0,25 mm i debljine 
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filma stacionarne faze 0,25 µm (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD) i trostrukim 

kvadrupolnim spektrometrom masa uz ionizaciju elektronima (Agilent 7000C) 

Temperaturni program pećnice: programirano zagrijavanje od početnih 58 °C (zadržavanje  

2,59 min) do 250 °C brzinom 60 °C min‒1, zatim do 270 °C brzinom 10 °C min‒1, i do 300 °C 

(zadržavanje 2 min) brzinom 2 °C min‒1 

protok plina nosioca (He): 1 mL min‒1 

temperatura ionskog izvora: 340 °C 

temperaturni program injektiranja: programirano zagrijavanje od 60 °C (zadržavanje 0,1 min) 

do 325 °C brzinom 600 °C min‒1 (zadržavanje 5 min) uz protok He od 1 mL min‒1 

temperatura međuspoja: 340 °C 

temperatura kvadrupola: 180 °C 

volumen injektiranog uzorka: 4 µL 

 

 

Tablica 3.2. Najintenzivniji fragmentni ioni m/z primijenjeni za određivanje spojeva PBDE 

upotrebom tehnike GC−MS/MS uz ionizaciju elektronima 
 

Spoj Prekursor ion / m/z Produkt ion / m/z Kolizijska energija / eV 

BDE-28 
408 

246 

248 

139 

20 

30 

BDE-47 
486 

326 

326 

217 

20 

30 

BDE-99 
566 

564 

406 

404 

30 

20 

BDE-100 
566 

564 

406 

404 

30 

20 

BDE-153 
484 

484 

375 

484 

40 

5 

BDE-154 
484 

484 

375 

484 

40 

5 

BDE-183 
564 

562 

564 

562 

5 

5 
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3.4. Priprava standardnih otopina 

 

Standardne otopine pojedinačnih kongenera PBDE, uključujući i surogatne standarde, 

pripravljene su u n-heksanu iz certificiranih izvornih standardnih otopina masenih 

koncentracija 50 µg mL−1 u n-nonanu. Surogatni standardi kemijski su slični spojevi spojevima 

od interesa, koji se pri određenoj koncentraciji dodaju u svaki uzorak prije postupka ekstrakcije 

i prolaze cjelokupni postupak analize. Koriste se kako bi se utvrdila učinkovitost metode, 

odnosno korigirao gubitak analita od interesa tijekom analitičkog postupka. Standardna otopina 

smjese kongenera PBDE u n-heksanu (γ = 250 ng mL‒1) pripravljena je iz pojedinačnih 

standardnih otopina analita i dvaju surogatnih standarda. Daljnjim razrjeđivanjem standardne 

otopine smjese kongenera PBDE u n-heksanu, pripravljen je niz standardnih otopina smjese 

kongenera PBDE korištenih za određivanje linearnosti odziva plinskokromatografskog 

detektora te plinskokromatografsku analizu uzoraka (Tablica 3.3.) 

 

Tablica 3.3. Masene koncentracije kongenera PBDE u standardnim otopinama korištenim za 

određivanje linearnosti odziva plinskokromatografskog detektora te plinskokromatografsku 

analizu 

            a standardne otopine korištene u analizi ljudskog mlijeka; b standardne otopine korištene u analizi kućne prašine 

 

Spoj 
Standardna otopina (γ / ng mL‒1) 

St1a,b St2a St3a St4a,b St5b St6b St7b 

BDE-28 1,00 10,00 25,00 50,00 100,00 150,00 200,00 

BDE-47 1,00 10,00 25,00 50,00 100,00 150,00 200,00 

BDE-99 1,00 10,00 25,00 50,00 100,00 150,00 200,00 

BDE-100 1,00 10,00 25,00 50,00 100,00 150,00 200,00 

BDE-153 1,00 10,00 25,00 50,00 100,00 150,00 200,00 

BDE-154 1,00 10,00 25,00 50,00 100,00 150,00 200,00 

BDE-183 1,00 10,00 25,00 50,00 100,00 150,00 200,00 

BDE-77 1,00 10,00 25,00 50,00 100,00 150,00 200,00 

BDE-128 1,00 10,00 25,00 50,00 100,00 150,00 200,00 
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3.5. Uzorci kućne prašine i ljudskog mlijeka  

 

Za prikupljanje uzoraka kućne prašine i ljudskog mlijeka regrutirane su ispitanice koje žive u 

Zagrebu i bližoj okolici. Sve ispitanice potpisale su obrazac Suglasnost za sudjelovanje u 

istraživanju (Prilog 1. u Dodatku). Također, ispunile su Anketni obrazac (Prilog 2. u Dodatku) 

koji sadrži pitanja o karakteristikama kućanstva (npr. vrsta i godina gradnje, površina 

prekrivena sagovima, broj tapeciranog namještaja, broj tekstilnih zavjesa, broj 

električnih/elektroničkih uređaja), broju ukućana, navikama ukućana (učestalost provjetravanja 

i usisavanja, procjena sati korištenja pojedinih električnih/elektroničkih uređaja po danu) te 

pitanja vezana uz prehranu majke i njezinim ostalim navikama tijekom trudnoće. Ovo 

istraživanje odobrilo je Etičko povjerenstvo Instituta za medicinska istraživanja i medicinu rada 

u Zagrebu. Prikupljeno je ukupno 30 uzoraka ljudskog mlijeka i prašine iz kućanstva ispitanica 

u razdoblju od ožujka 2019. do siječnja 2022.  

 

3.5.1. Uzorkovanje kućne prašine i obrada uzoraka 

 

U kućanstvima ispitanica uzorak kućne prašine prikupljali su ukućani njihovim vlastitim 

usisavačem otprilike mjesec dana (računavši od dana rođenja djeteta) uobičajenim postupkom 

usisavanja prema navikama i potrebama ukućana. Nakon što je uzorak prikupljen i dopremljen 

u laboratorij, uklonjeni su veći fragmenti (npr. plastika, kosa, igračke, papir). Uzorak je zatim 

dva puta prosijan kroz prethodno oprano sito veličine pora 500 μm, homogeniziran tijekom  

24 h pomoću rotatora, i pohranjen u čistu staklenu posudu s poklopcem na tamno i suho mjesto 

pri sobnoj temperaturi do daljnje obrade i analize. 

Za optimiranje analitičkog postupka određivanja spojeva PBDE korišten je realni 

uzorak prašine prikupljen u kućanstvu. 

 

3.5.2. Uzorkovanje ljudskog mlijeka 

 

Uzorci ljudskog mlijeka prikupljeni su tako da su se ispitanice izdojile ručno ili pomoću 

izdajalice otprilike 30. dan od dana poroda u prethodno opranu staklenu posudu s čepom koju 
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su zatim pohranile u zamrzivač. U najkraćem mogućem roku uzorci su dopremljeni u laboratorij 

i pohranjeni na ‒20 °C do daljnje obrade i analize. 

Za optimiranje analitičkog postupka određivanja spojeva PBDE korišten je uzorak 

mlijeka prikupljen u velikom volumenu od ispitanice koja je dojila drugorođeno dijete.  

 

3.5.2.1. Priprava uzorka ljudskog mlijeka za liofilizaciju i liofilizacija 

 

Nakon što je odmrznut i homogeniziran, tekući uzorak ljudskog mlijeka razdijeljen je na 

podjednake volumene (~ 20 mL) u staklene posude za liofilizaciju tako da površina uzorka bude 

što veća i zamrznut na ‒80 °C. Zamrznuti uzorak liofiliziran je pri temperaturi komore 

liofilizatora od ‒50 °C tijekom 48 h. Zatim je homogeniziran tijekom 12 h pomoću rotatora i 

pohranjen u staklenu posudu s čepom u eksikator na sobnoj temperaturi do daljnje obrade i 

analize. Bilo je potrebno otprilike 50 mL tekućeg mlijeka za dobivanje 5 g liofiliziranog 

mlijeka.  

 

3.6. Analitički postupci za određivanje polibromiranih difenil-etera u 

uzorcima kućne prašine 

3.6.1. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima spojeva PBDE iz kućne prašine 

 

Prije razvoja metode ekstrakcije spojeva PBDE pomoću tehnike MAE, istražen je mogući 

utjecaj mikrovalova na spojeve PBDE tako da je u kivetu za ekstrakciju dodano 19 mL smjese 

otapala ψ(n-heksan, aceton)=1:1 i 1 mL standardne otopine smjese kongenera PBDE masene 

koncentracije 1000 ng mL‒1. Ekstrakcija je provedena pri sljedećim uvjetima: zagrijavanje 

smjese otapala i standarda kroz 5 minuta do temperature od 80 °C, vrijeme ekstrakcije 10 

minuta, srednja brzina miješanja magneta i maksimalna snaga mikrovalova od 300 W. Alikvot 

ekstrakta analiziran je plinskom kromatografijom uz detektor zahvata elektrona na kolonama 

HP–5MS i DB−1701. Potencijalni gubitak analita praćen je određivanjem analitičkog povrata, 

odnosno usporedbom masenih udjela svakog pojedinog kongenera određenih u konačnom 

ekstraktu s njihovim masenim udjelima u standardnoj otopini korištenoj za ekstrakciju. 

Dobiveni analitički povrati pokazali su da mikrovalovi ne uzrokuju raspad ciljanih spojeva 

PBDE.  
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3.6.1.1. Preliminarno istraživanje učinkovitosti otapala 

 

Kako bi se odabralo najprikladnije otapalo za kvantitativnu ekstrakciju spojeva PBDE iz kućne 

prašine provedeno je preliminarno istraživanje učinkovitosti (analitički povrat, ponovljivost) 

ekstrakcije potpomognute mikrovalovima spojeva PBDE iz uzorka kućne prašine primjenom 

šest različitih smjesa otapala: ψ(n-heksan, NaOH (10 %, aq))=2:1, ψ(n-heksan,  

propan-2-ol)=1:1, ψ(n-heksan, aceton)=1:1, ψ(n-heksan, H2O)=10:1, ψ(n-heksan, 

diklormetan)=9:1 i ψ(n-heksan, diklormetan)=1:1. Istražena je i učinkovitost istovremene 

ekstrakcije i pročišćavanja primjenom smjese otapala ψ(n-heksan, aceton)=1:1 uz dodatak 2 g, 

odnosno 4 g Florisila® prethodno aktiviranog pri 130 °C tijekom 24 h. Analitički povrati i 

ponovljivost rezultata istraženi su korištenjem obogaćenih uzoraka prašine (za svaku smjesu 

otapala korišteno je pet alikvota prašine s dodatkom standardne otopine smjese kongenera 

PBDE masene koncentracije 10 ng mL‒1) čiji su maseni udjeli pojedinih kongenera korigirani 

za masene udjele istih spojeva detektiranih u dva alikvota prašine u koje nisu dodani. Na 1 g 

uzorka prašine u kiveti za ekstrakciju dodano je 20 mL odabrane smjese otapala, a tehnika MAE 

provedena je pri sljedećim uvjetima: zagrijavanje smjese otapala i uzorka kroz 5 minuta do 

temperature od 80 °C, vrijeme ekstrakcije 10 minuta, srednja brzina miješanja magneta i 

maksimalna snaga mikrovalova od 1200 W. Nakon hlađenja do sobne temperature, ekstrakt je 

dekantiran u staklene kivete za centrifugiranje i centrifugiran 5 minuta pri 1948 m s−2. 

Supernatant je odvojen u epruvete za centrifugu i reduciran u blagoj struji N2 do 2 mL, a nakon 

dodatka n-heksana do 5 mL, centrifugiran je 5 minuta pri 1989 m s−2. U slučaju smjesa otapala 

s NaOH ili H2O, prije dodatka n-heksana dodan je bezvodni Na2SO4 za uklanjanje suviška vode. 

Nakon što je supernatant odvojen u epruvetu za centrifugu, pročišćen je dodatkom 4 mL 

koncentrirane H2SO4, vorteksiran i zatim centrifugiran 5 minuta pri 1989 m s−2. Supernatant je 

odvojen, uparen do 1 mL i ponovno pročišćen dodatkom 1 mL koncentrirane H2SO4, 

vorteksiran i zatim centrifugiran 5 minuta pri 1989 m s−2. Odvojeni supernatant, odnosno 

pročišćeni ekstrakt uzorka kućne prašine (1 mL), profiltriran je kroz filtre veličine pora 0,2 µm 

i razdijeljen u dvije viale prije plinskokromatografske analize.  
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3.6.1.2. Optimiranje parametara ekstrakcije potpomognute mikrovalovima spojeva PBDE iz 

kućne prašine 

 

Kako bi se istražio utjecaj najvažnijih parametara tehnike MAE koji utječu na učinkovitost 

ekstrakcije spojeva PBDE iz uzoraka prašine, osmišljen je eksperiment prema potpunom 

faktorskom dizajnu eksperimenta (engl. Full Factorial Design, FFD) koji uključuje jedan 

kvalitativni (vrsta otapala) i tri kvantitativna faktora (volumen otapala, temperatura i vrijeme 

ekstrakcije). Prema postignutim vrijednostima analitičkih povrata i ponovljivosti postupka iz 

preliminarnog istraživanja učinkovitosti otapala, izdvojene su dvije smjese otapala koje su 

uključene u daljnja istraživanja. Minimalne i maksimalne vrijednosti kvantitativnih parametara 

odabrane su na temelju podataka iz literature i osobnog iskustva istraživača kako bi se u obzir 

uzeo smislen raspon vrijednosti. Uz njih, za svaki parametar istražene su i odgovarajuće 

centralne točke. Eksperimenti za svaku kombinaciju radnih uvjeta (Tablica 3.4.) i za svako 

otapalo izvedeni su dva puta kako bi se omogućila procjena eksperimentalne pogreške i 

linearnosti. Rezultati su izraženi kao maseni udjeli pojedinih kongenera PBDE i sume masenih 

udjela svih spojeva PBDE (ΣPBDE) detektiranih u uzorku prašine bez dodatka standardne 

otopine smjese ciljanih analita. Ovaj dizajn omogućio je dobivanje procjene učinka svakog 

faktora zasebno, kao i učinaka njihove jednosmjerne interakcije. Ako se utvrdi da bilo koji od 

kvantitativnih parametara ima značajan učinak na tehniku MAE, u drugom koraku novim setom 

pokusa osmišljenim prema središnjem kompozitnom dizajnu (engl. Central Composite Design, 

CCD) dodatno bi se optimirale vrijednosti tih parametara. 
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Tablica 3.4. Odabrani kvantitativni faktori za potrebe optimiranja tehnike MAE upotrebom 

potpunog faktorskog dizajna eksperimenta (svaka serija ponovljena je sa smjesom otapala  

ψ(n-heksan, aceton)=1:1 i ψ(n-heksan, H2O)=10:1) 

 

 

 

3.6.2. Optimizacija postupka pročišćavanja ekstrakta 

 

Za optimizaciju postupka pročišćavanja ekstrakta korišten je uzorak prašine čiji je kromatogram 

pokazao prisutnost najviše interferencija i najvišu baznu liniju. Nakon ekstrakcije spojeva 

PBDE iz navedenog uzorka pri prethodno odabranim uvjetima, ekstrakt navedene prašine 

pročišćen je jednom s koncentriranom H2SO4, a zatim je dodana standardna otopina smjese 

ciljanih kongenera PBDE i surogatnih standarda (BDE-77 i BDE-128) masene koncentracije 

50 ng mL‒1.  

Kao drugi korak pročišćavanja korištena je tehnika ekstrakcije na čvrstoj fazi, a 

učinkovitost je procijenjena na temelju bazne linije kromatograma i količine interferencija 

Oznaka eksperimenta Temperatura / °C Volumen otapala / mL Vrijeme ekstrakcije / min 

1 100 30 12,5 

2 80 40 5 

3 80 40 5 

4 80 20 20 

5 100 30 12,5 

6 80 20 5 

7 120 20 5 

8 120 40 5 

9 120 40 20 

10 100 30 12,5 

11 120 20 5 

12 100 30 12,5 

13 80 40 20 

14 120 20 20 

15 80 20 20 

16 120 40 5 

17 80 40 20 

18 80 20 5 

19 120 40 20 

20 120 20 20 



§ 3. Eksperimentalni dio 46 

  

Karla Jagić  Doktorska disertacija 

prisutnih u kromatogramu te izračunom analitičkog povrata svih ciljanih kongenera te 

surogatnih standarda kako bi se procijenila njihova primjenjivost kasnije u rutinskoj analizi 

realnih uzoraka. Potencijalni gubitak analita praćen je određivanjem analitičkih povrata, 

odnosno usporedbom masenih udjela pojedinog analita i surogatnog standarda u pročišćenom 

ekstraktu s njihovim masenim udjelima u standardnoj otopini dodanoj prije pročišćavanja. 

Kolone sorbensa kondicionirane su s 10 mL n-heksana, a spojevi PBDE eluirani sa sloja 

sorbensa primjenom određenog otapala u frakcijama od 15 mL, 5 mL i 5 mL koje su analizirane 

zasebno kako bi se utvrdio optimalan volumen otapala potreban za učinkovito eluiranje. 

Isprobane su tri vrste komercijalno dostupnih SPE kolona (silikagel, aluminijev oksid i 

Florisil®) u kombinaciji s dva eluensa, n-heksan i ψ(n-heksan, diklormetan)=9:1. Višeslojne 

kolone SPE pripravljene u laboratoriju sadržavale su različite mase neutralnog silikagela (S), 

silikagela modificiranog koncentriranom H2SO4 (44 %, w/v), tzv. kiselog silikagela (K), i 

silikagela modificiranog s 0,1 mol L‒1 NaOH (33 %, w/v), tzv. lužnatog silikagela (L). Postupak 

priprave silikagela sastojao se od sljedećih koraka: silikagel natopljen diklormetanom ostavljen 

je stajati 24 h, zatim je osušen pomoću Büchnnerovog lijevka uz upotrebu vakuuma te aktiviran 

pri 180 °C tijekom 24 h. Jedna vrsta višeslojne kolone silikagela punjena je redom od dna 

kolone s 1 g + 1 g (SK1), 2 g + 2 g (SK2) i 2 g + 4 g (SK3) neutralnog silikagela i kiselog 

silikagela. Druga vrsta kolone punjena je redom od dna kolone s 1 g + 1 g + 1 g (LSK1) i 1,5 g 

+ 1,5 g + 1,5 g (LSK2) lužnatog silikagela, neutralnog silikagela i kiselog silikagela. Za 

eluiranje spojeva PBDE istražene su četiri vrste otapala: n-heksan,  

ψ(n-heksan, diklormetan)=1:1, ψ(n-heksan, diklormetan)=4:1 i diklormetan.  

 

3.6.3. Validacija metode za određivanje polibromiranih difenil-etera u kućnoj prašini 

 

Validacija metode za određivanje polibromiranih difenil-etera u kućnoj prašini provedena je 

istraživanjem točnosti i preciznosti rezultata mjerenja dobivenih analizom obogaćenih uzoraka 

kućne prašine pri koncentracijskoj razini od 50 ng g‒1. Izvedba metode istražena je prvotno 

nakon optimizacije uvjeta ekstrakcije spojeva PBDE iz prašine pomoću tehnike MAE tako da 

su analizirana dva alikvota prašine bez i tri alikvota prašine s dodatkom standardne otopine 

smjese kongenera PBDE dodane u uzorak prije ekstrakcije. Na identičan način je istražena 

izvedba metode i nakon optimizacije postupka pročišćavanja analizom tri alikvota prašine bez 

i pet alikvota prašine s dodatkom standardne otopine smjese kongenera PBDE i surogatnih 
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standarda. Slijepe probe reagensa, odnosno otapala koja se koriste za ekstrakciju, analizirane 

su na jednak način kao i obogaćeni uzorci kako bi se otkrila moguća kontaminacija tijekom 

analitičkog postupka. Točnost rezultata mjerenja izražena je kao analitički povrat, a preciznost 

kao ponovljivost odnosno relativna standardna devijacija (RSD) između analiziranih 

usporednih uzoraka prašine. 

Validacija analitičke metode za određivanje polibromiranih difenil-etera u kućnoj 

prašini provedena je i analizom šest alikvota certificiranog referentnog materijala 2585 

„Organic Contaminants in House Dust“ s dokumentiranim mjernim vrijednostima masenih 

udjela spojeva PBDE i pouzdanosti. Zbog visokih masenih udjela spojeva PBDE u 

certificiranom referentnom materijalu, početna masa uzorka za analizu iznosila je 0,5 g. 

Rezultati analize prihvatljivi su ako su u granicama mjerne nesigurnosti, odnosno intervala 

unutar kojega bi se s velikom sigurnošću trebao nalaziti mjerni rezultat.  

 

3.7. Analitički postupci za određivanje polibromiranih difenil-etera u 

ljudskome mlijeku 

3.7.1. Optimiranje parametara ekstrakcije potpomognute mikrovalovima spojeva PBDE iz 

uzorka ljudskog mlijeka 

 

Ljudsko mlijeko je biološki uzorak čija je dostupnost ograničena te je razvoj metode ovisio i o 

raspoloživosti, odnosno ukupnoj količini prikupljenog uzorka. Kao što je već navedeno, metoda 

temeljena na MAE razrađena je i optimirana na uzorku prikupljenom u većem volumenu 

mlijeka od samo jedne rodilje. Stoga je učinkovitost određene kombinacije parametara 

ekstrakcije potpomognute mikrovalovima spojeva PBDE iz uzoraka ljudskog mlijeka istražena 

određivanjem analitičkog povrata korištenjem jednog alikvota uzorka bez i jednog alikvota s 

dodatkom standardne otopine smjese kongenera PBDE i surogatnih standarda (BDE-77 i  

BDE-128) masene koncentracije 25 ng mL‒1. Ponovljivost je izračunata samo za uvjete koji su 

razmatrani kao optimalni i pri kojima je u tu svrhu analizirano više usporednih uzoraka. 

Ovisno o načinu priprave uzorka ljudskog mlijeka, pokusi su podijeljeni u tri skupine: 

liofilizirano ljudsko mlijeko, L (masa uzorka 5 g); tekuće ljudsko mlijeko, T (volumen uzorka 

50 mL) i liofilizirano ljudsko mlijeko uz dodatak 10 mL destilirane deionizirane vode, LV 

(masa uzorka 5 g). S obzirom na to da je volumen Teflon® kiveta za ekstrakciju 100 mL, uzorci 

tekućeg ljudskog mlijeka razdijeljeni su u dvije kivete za ekstrakciju (u svakoj 25 mL uzorka), 
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a ekstrakti su prije daljnjeg postupka pročišćavanja spojeni. Tehnika MAE provedena je pri 

snazi mikrovalova od 600 W uz srednju brzinu miješanja magneta. Vrijeme ekstrakcije u svim 

eksperimentima bilo je 20 minuta, dok je zagrijavanje smjese otapala i uzorka do željene 

temperature ovisilo o vrsti otapala, a bilo je u rasponu od 5 do 10 minuta. Istražen je utjecaj 

sljedećih parametara: 

• vrsta otapala 

• volumen otapala 

• temperatura ekstrakcije 

 

Eksperimentalni uvjeti za pojedini set pokusa prikazani su u Tablici 3.5., Tablici 3.6. i  

Tablici 3.7. 

 

Tablica 3.5. Eksperimentalni uvjeti ekstrakcije potpomognute mikrovalovima spojeva PBDE 

iz liofiliziranih uzoraka ljudskog mlijeka 

 

 

 

 

 

 

 

Oznaka 

eksperimenta 

Volumen 

otapala / mL 
Vrsta otapala  

Denaturirajući reagens 

(volumen) 

Temperatura 

ekstrakcije / °C 

L1 30 ψ(n-heksan, aceton)=1:1 etanol (1 mL)  80 

L2 30 ψ(n-heksan, aceton)=1:1 
mravlja kiselina (3 mL) 

 i propan-2-ol (6 mL) 
80 

L3 40 
ψ(n-heksan, diklormetan, 

metanol)=5:2:1 
 80 

L4 40 ψ(diklormetan, n-heksan)=3:2  70 

L5 60 ψ(diklormetan, n-heksan)=3:2  80 
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Tablica 3.6. Eksperimentalni uvjeti ekstrakcije potpomognute mikrovalovima spojeva PBDE 

iz tekućih uzoraka ljudskog mlijeka 

 

 

Tablica 3.7. Eksperimentalni uvjeti ekstrakcije potpomognute mikrovalovima spojeva PBDE 

iz liofiliziranih uzoraka ljudskog mlijeka uz dodatak 10 mL destilirane deionizirane vode 

 

 

S obzirom na to da učinkovitost ekstrakcije zahtijeva denaturaciju proteina, isprobane su dvije 

vrste najčešće korištenih denaturirajućih sredstava, etanol i smjesa ψ(mravlja kiselina,  

propan-2-ol)=1:2.125,137,141,157 Dodani su otapalima za ekstrakciju koja ne denaturiraju proteine, 

poput n-heksana, acetona i acetonitrila. 

Nakon hlađenja do sobne temperature, ekstrakt je dekantiran u staklene kivete za 

centrifugiranje i centrifugiran 5 minuta pri 1948 m s−2. Supernatant je odvojen u epruvete 

pogodne za centrifugiranje i uparen u blagoj struji N2 do masti. U slučaju smjese otapala 

ψ(kloroform, metanol)=1:1, kivete za ekstrakciju dodatno su isprane dva puta s po 3,5 mL 

destilirane deionizirane vode koja je pridodana ekstraktu, a zatim je sve zajedno centrifugirano 

15 minuta pri 994 m s−2. Donji kloroformski sloj odvojen je u epruvetu pogodnu za 

centrifugiranje i uparen u blagoj struji N2 do masti. 

Oznaka 

eksperimenta 

Volumen 

otapala / mL 
Vrsta otapala  

Denaturirajući reagens 

(volumen) 

Temperatura 

ekstrakcije / °C 

T1 60 ψ(n-heksan, aceton)=1:1 etanol (2 mL)  80 

T2 60 ψ(kloroform, metanol)=1:1  80 

T3 60 ψ(kloroform, metanol)=1:1  100 

T4 60 ψ(kloroform, metanol)=1:1  120 

T5 60 
ψ(metanol, n-heksan, 

kloroform)=1:1:1 
 80 

Oznaka 

eksperimenta 

Volumen 

otapala / mL 
Vrsta otapala  

Denaturirajući reagens 

(volumen) 

Temperatura 

ekstrakcije / °C 

LV1 30 ψ(n-heksan, aceton)=1:1 etanol (1 mL)  80 

LV2 30 ψ(n-heksan, aceton)=1:1 
mravlja kiselina (3 mL) 

 i propan-2-ol (6 mL) 
80 

LV3 30 ψ(kloroform, metanol)=1:1  80 

LV4 30 ψ(diklormetan, n-heksan)=3:2  80 

LV5 30 ψ(n-heksan, acetonitril)=4:1 etanol (1 mL) 80 
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Masa masti određena je gravimetrijski. Mast je potom otopljena u 4 mL n-heksana uz 

vorteksiranje (~1 – 2 min) i uzorak je pročišćen dodatkom 4 mL koncentrirane H2SO4. Nakon 

centrifugiranja 5 minuta pri 1989 m s−2, supernatant je odvojen i uparen do 0,5 mL u slaboj 

struji N2. Upareni supernatant, odnosno čisti uzorak profiltriran je kroz filtre veličine pora  

0,2 µm i podijeljen u dvije viale prije plinskokromatografske analize. 

 

3.7.1.1. Detaljnije optimiranje uvjeta ekstrakcije 

 

Eksperimentalni uvjeti ekstrakcije LV2 korišteni su za detaljnije istraživanje utjecaja sljedećih 

parametara na učinkovitost ekstrakcije (Slika 3.1.): 

• povećanje udjela destilirane deionizirane vode s 10 mL na 15 mL 

• inkubacija ekstrakcijske smjese 24 sata s denaturirajućim reagensima 

• povećanje volumena denaturirajućih reagensa za 50 %, odnosno 100 % 

• povećanje volumena otapala za ekstrakciju s 30 mL na 40 mL 

• udvostručenje ili utrostručenje udjela n-heksana u smjesi otapala za ekstrakciju 

• povećanje temperature ekstrakcije s 80 °C na maksimalno 110 °C 

 

U alikvote uzorka prije ekstrakcije dodano je 5 ng mL‒1 standardne otopine smjese kongenera 

PBDE i surogatnih standarda (BDE-77 i BDE-128). 
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Slika 3.1. Eksperimentalni uvjeti korišteni za detaljniju optimizaciju metode za određivanje 

spojeva PBDE u ljudskome mlijeku (za ispitivanje svakog parametra korišten je zaseban uzorak 

u koji je prije ekstrakcije dodana standardna otopina smjese kongenera PBDE i surogatnih 

standarda masene koncentracije 5 ng mL‒1). 

 

3.7.2. Optimizacija postupka pročišćavanja ekstrakta 

 

Za procjenu učinkovitosti dodatnog koraka pročišćavanja ekstrakta ljudskog mlijeka prethodno 

pročišćenog dodatkom koncentrirane H2SO4, isprobano je još jedno pročišćavanje dodatkom 

koncentrirane H2SO4 u ekstrakt i pročišćavanje na višeslojnim kolonama sorbensa 

pripravljenim u laboratoriju. Na temelju iskustva s optimizacijom postupka pročišćavanja 

ekstrakta kućne prašine, u laboratoriju su pripravljene višeslojne kolone silikagela punjene 

redom od dna kolone s 2 g neutralnog silikagela i različitim masama (2 g, 4 g, 6 g i 8 g) 

silikagela modificiranog s koncentriranom H2SO4, tzv. kiselim silikagelom. Kolone su 

kondicionirane s 15 mL n-heksana. Za eluiranje spojeva PBDE s površine sorbensa korištena 

je smjesa otapala ψ(n-heksan, diklormetan)=4:1 u frakcijama od 15 mL, 5 mL i 5 mL te su sve 

analizirane zasebno kako bi se utvrdio optimalan volumen otapala potreban za učinkovito 

eluiranje. Sve navedene analize (dodatno pročišćavanje s koncentriranom H2SO4 odnosno na 

višeslojnim kolonama silikagela) izvedene su tri puta, a učinkovitost pročišćavanja procijenjena 

je na temelju bazne linije i količine interferencija u kromatogramu te izračunom analitičkog 
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povrata i ponovljivosti na temelju poznate masene koncentracije (5 ng mL‒1) ciljanih kongenera 

PBDE i surogatnih standarda dodanih u uzorak prije ekstrakcije. 

 

3.7.3. Validacija metode za određivanje polibromiranih difenil-etera u ljudskome mlijeku 

 

Validacija metode za određivanje polibromiranih difenil-etera u ljudskome mlijeku provedena 

je određivanjem točnosti i preciznosti rezultata dobivenih analizom obogaćenih uzoraka 

ljudskog mlijeka pri dvije koncentracijske razine, 5 ng mL‒1 i 25 ng mL‒1. U tu svrhu, za svaku 

koncentracijsku razinu analizirana su dva alikvota ljudskog mlijeka bez i pet alikvota ljudskog 

mlijeka s dodatkom standardne otopine smjese kongenera PBDE i surogatnih standarda. Slijepe 

probe reagensa, odnosno otapala koja se koriste za ekstrakciju, analizirane su na jednak način 

kao i uzorci. Točnost rezultata mjerenja izražena je kao analitički povrat, a preciznost kao 

ponovljivost odnosno relativna standardna devijacija. 

Iako je za procjenu izvedbe metode najbolje koristiti certificirani referentni materijal, u 

ovom slučaju analiza dovoljnog broja alikvota bi zahtijevala veliku količinu certificiranog 

referentnog materijala i bila bi preveliki financijski trošak. Stoga je optimirana metoda dodatno 

validirana analizom dva alikvota komercijalnog adaptiranog mlijeka za dojenčad bez i pet 

alikvota s dodatkom standardne otopine smjese kongenera PBDE i surogatnih standarda masene 

koncentracije 5 ng mL‒1. 

 

3.8. Plinskokromatografska analiza polibromiranih difenil-etera   

 

Heksanski eluati dobiveni nakon pročišćavanja ekstrakta uzoraka kućne prašine i ljudskog 

mlijeka analizirani su tehnikom GC−µECD na kapilarnim kolonama HP–5MS i DB–1701 

prema vanjskim standardima pripravljenim u n-heksanu. Maseni udjeli spojeva PBDE u 

uzorcima kućne prašine odnosno ljudskog mlijeka određeni su prema kalibracijskim krivuljama 

za svaki pojedini spoj u mjernom području od 1 ng mL‒1 do 200 ng mL‒1 te od 1 ng mL‒1 do 

50 ng mL‒1, ovisno o matrici. Spojevi PBDE kvantitativno su određeni ako su identificirani na 

obje kolone. U realnim uzorcima dobiveni maseni udjeli spojeva PBDE korigirani su za srednju 

vrijednost analitičkih povrata dvaju surogatnih standarda BDE-77 i BDE-128 te izraženi kao 

srednje vrijednosti rezultata na obje kolone. Surogatni standardi dodavani su u uzorke prašine 
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odnosno mlijeka prije postupka ekstrakcije u masenim koncentracijama od 50 ng mL−1 odnosno 

5 ng mL−1 ovisno o matrici. Slijepe probe reagensa analizirane su u svakoj sekvenci, a masene 

koncentracije određivanih analita bile su ispod granica određivanja odnosno detekcije. 

Potvrdne analize spojeva PBDE u uzorcima ljudskog mlijeka provedene su tehnikom 

GC−MS/MS (uvjeti opisani u poglavlju 3.3.2.). 

 

3.9. Statistička obrada podataka 

 

Dizajn eksperimenta osmišljenog za optimizaciju tehnike MAE i sve statističke analize 

izvedene su pomoću softvera JMP® 13.0.0 (SAS Institute, Cary, NC, SAD). Numerička analiza 

podataka dobivenih navedenim eksperimentom izvedena je pomoću statističkog paketa 

Statgraphics-Plus 5.1 (Manugistics, Rockville, MD, SAD). Procijenjena je i testirana značajnost 

svakog faktora zasebno, kao i značajnost njihove jednosmjerne interakcije upotrebom p 

vrijednosti testa omjera vjerojatnosti dobivenih faktorskom regresijskom analizom. Razlike u 

rezultatima smatrale su se značajnima kada je p < 0,05. 

Rezultati analize spojeva PBDE u kućnoj prašini i ljudskome mlijeku statistički su 

obrađeni pomoću softvera Statistica (Dell™ Statistica™ verzija 14.0.0.15; TIBCO Software 

Inc., Palo Alto, CA, SAD). Razina statističke značajnosti određena je na 5 % (p < 0,05).  

Hipoteza o normalnosti distribucije ispitivanih parametara istražena je Shapiro- 

Wilk-ovim testom. Za ocjenu značajnosti razlika između pojedinih skupina korišten je Mann 

Whitney U-test (zbog nesimetrične distribucije mjerenih parametara).  

Međusobni odnosi i potencijalni izvori spojeva PBDE u kućnoj prašini i ljudskome 

mlijeku istraženi su različitim statističkim tehnikama. Korelacije između masenih udjela 

pojedinih kongenera u prašini i ljudskome mlijeku i/ili karakteristika kuće/stana (npr. starost 

kuće, broj ukućana…), odnosno osobnih podataka o majci (dob, indeks tjelesne mase, 

pušenje…) i dojenčadi (težina, spol, koje je dijete po redu…), istražene su Spearmanovom rank 

korelacijom. Faktorska analiza uz ekstrakciju analizom glavnih komponenti (engl. Primary 

Component Analysis, PCA) i rotacijom varimax s normalizacijom Kaiser provedena je za 

redukciju podataka i detekciju strukture. Faktorska analiza omogućuje da se u većem broju 

varijabli, među kojima postoji povezanost, utvrdi manji broj izvedenih varijabli (faktora) koje 

objašnjavaju tu povezanost. 
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Evaluacija kvantitativne međusobne povezanosti između karakteristika kuće/stana, 

odnosno osobnih podataka o majci u odnosu na ukupnu koncentraciju svih izmjerenih 

kongenera (∑PBDE) u prašini ili ljudskome mlijeku istražena je postupnom višestrukom 

regresijom (engl. Stepwise Forward Multiple Regression). Prije regresijske analize, zavisna 

varijabla (∑PBDE) je transformirana kako bi se približila normalnoj distribuciji računanjem 

prirodnog logaritma. Normalnost distribucije reziduala provjerena je Shapiro-Wilk-ovim 

testom. 



§ 4. Rezultati i rasprava 55 

  

Karla Jagić  Doktorska disertacija 

§ 4. REZULTATI I RASPRAVA 

U prvom dijelu ovog poglavlja prikazani su podaci vezani uz optimizaciju uvjeta priprave i 

obrade uzoraka kućne prašine i ljudskog mlijeka za osjetljivo, točno i precizno određivanje 

sedam kongenera PBDE uz detektore zahvata elektrona. Tandemna spektrometrija masa 

korištena je kao potvrdna tehnika kod analize realnih uzoraka ljudskog mlijeka, dok u slučaju 

kućne prašine to nije bilo potrebno s obzirom na to da je zbog viših masenih udjela analita 

osjetljivost i selektivnost detektora zahvata elektrona bila zadovoljavajuća. Posebna se pažnja 

posvetila optimiranju uvjeta ekstrakcije potpomognute mikrovalovima koja nudi mnoštvo 

prednosti, posebice s aspekta „zelene“ kemije zbog smanjenja utroška otapala. 

U drugom dijelu prikazani su rezultati analize 30 uzoraka ljudskog mlijeka skupljenih 

od donorica iz Zagreba i okolice u čijim su kućanstvima prikupljeni i uzorci kućne prašine. Na 

temelju dobivenih masenih udjela spojeva PBDE u te dvije vrste uzoraka, procijenila se 

izloženost odraslih i dojenčadi ovim spojevima te predstavlja li ta izloženost rizik za ljudsko 

zdravlje. Statističkom obradom anketnih podataka u ovisnosti o masenim udjelima spojeva od 

interesa pokušalo se procijeniti postoje li njihove međusobne korelacije ovisno o tipu uzorka, 

te koje karakteristike majke, njezinog stila života ili kućanstva u kojem živi potencijalno utječu 

na razine spojeva PBDE.  

 

4.1. Optimizacija analitičkih metoda  

4.1.1. Linearnost odziva detektora i granice određivanja 

 

Optimirani su kromatografski uvjeti plinske kromatografije za istovremenu analizu sedam 

kongenera PBDE na dvjema paralelnim tridesetmetarskim kapilarnim kolonama HP−5MS i 

DB−1701 uz detektore zahvata elektrona. Postiglo se njihovo uspješno razdvajanje na obje 

kolone unutar 23 minute (Slika 4.1.).  
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Slika 4.1. GC−µECD kromatogrami standardne otopine smjese kongenera PBDE u n-heksanu 

masene koncentracije 100 ng mL‒1 na koloni HP−5MS (A) i DB−1701 (B) 

 

Linearnost odziva detektora istražena je analizom u triplikatu svake od pet standardnih otopina 

različitih masenih koncentracija (Tablica 3.3.). Linearnom regresijom površina 

kromatografskih pikova i koncentracija pojedinih kongenera PBDE utvrđen je linearan odziv 

detektora za sve spojeve uz koeficijente korelacije r veće od 0,995 na obje 

plinskokromatografske kolone. 

Za svaki pojedini spoj granica detekcije i granica određivanja određene su iz 

kromatograma realnog uzorka prašine ili obogaćenog uzorka mlijeka u kojem je signal analita 

tri, odnosno 10 puta veći od šuma osnovne linije. Za uzorke kućne prašine granica detekcije 

(granica određivanja) iznosila je 0,10 ng g‒1 prašine (0,33 ng g−1 prašine) za sve ciljane 

kongenere PBDE, osim za BDE-183 za koji je bila 0,23 ng g‒1 prašine (0,77 ng g−1 prašine). U 

uzorcima mlijeka granice detekcije iznosile su od 0,01 ng g‒1 masti (BDE-99), preko 0,02  

ng g‒1 masti (BDE-47, -153 i -154), 0,04 ng g‒1 masti (BDE-100) do 0,1 ng g‒1 masti (BDE-28) 

i 0,13 ng g‒1 masti (BDE-183), dok su granice određivanja bile 0,03 ng g‒1 masti (BDE-99), 

0,07 ng g‒1 masti (BDE-47, -153 i -154), 0,13 ng g‒1 masti (BDE-100), 0,33 ng g‒1 masti  

(BDE-28) i 0,43 ng g‒1 masti (BDE-183). Zbog niskih masenih udjela pojedinih analita u prašini 

te svih analita u ljudskom mlijeku, u radu su prikazani i maseni udjeli čija je vrijednost bila 

ispod granice određivanja ukoliko je ista bila viša od određene granice detekcije. 

Kurt-Karakus i suradnici (2017) primjenom tehnike GC-ECNI-MS odredili su sličnu 

osjetljivost metode za analizu spojeva PBDE u kućnoj prašini, 0,23 ng g−1 prašine za sve 

A) 

B) 
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analizirane spojeve.165 Slične vrijednosti granica detekcije metode odredili su i Lin i suradnici 

(2022) primjenom tehnike GC-MS uz dvije vrste tehnika ionizacije – EI i NCI (od 0,21 ng g−1 

do 0,68 ng g−1 prašine).22 Zeng i suradnici (2020) odredili su nešto više granice detekcije metode 

primjenom tehnike GC-EI-MS, od 0,32 ng g−1 (BDE-1) do 50 ng g−1 prašine (BDE-209),108 dok 

su niže granice detekcije metode odredili Yu i suradnici (2019) primjenom tehnike  

GC-NCI-MS, od 0,005 ng g−1 do 0,41 ng g−1 prašine.92 

Što se tiče osjetljivosti metode za određivanje kongenera PBDE u ljudskome mlijeku, 

ona je bila slična onoj koju su odredili Matovu i suradnici (2019) primjenom tehnike  

GC-ECNI-MS, od 0,01 ng g−1 do 0,5 ng g−1 masti,63 dok su niže granice detekcije metode 

odredili Zhao i suradnici (2021) primjenom tehnike GC-MS/MS (od 1,5 g g−1 do 4 pg g−1 

masti)136 i Zhang i suradnici (2017) tehnikom GC-EI-HRMS (od 0,3 pg g−1 do 1,8 pg g−1 

masti).142   

 

4.1.2. Analitički postupci za određivanje polibromiranih difenil-etera u uzorcima kućne prašine 

 

4.1.2.1. Učinkovitost otapala  

 

Za odabir najprikladnijeg otapala za kvantitativnu ekstrakciju spojeva PBDE iz uzoraka kućne 

prašine, preliminarnim pokusima isprobano je šest različitih smjesa otapala te istovremena 

ekstrakcija i pročišćavanje uz dodatak Florisila®. Učinkovitost pojedine smjese otapala 

izražena je kao analitički povrat i ponovljivost. Upotrebom smjesa ψ(n-heksan, 

diklormetan)=9:1 i ψ(n-heksan, diklormetan)=1:1 nije se uspjela postići ciljana temperatura. 

Iako je diklormetan polarno otapalo i ima dovoljno visoku dielektričnu konstantu (ε = 9,1) te 

problemi nisu bili očekivani, vjerojatno je došlo do određenih interakcija s matricom koje nisu 

dopuštale dovoljnu apsorpciju mikrovalne energije kako bi se ekstrakcijska smjesa zagrijala do 

zadane temperature u optimalnom vremenu. Srednje vrijednosti analitičkih povrata dobivene 

upotrebom preostale četiri smjese otapala i istovremene ekstrakcije i pročišćavanja prikazane 

su na Slici 4.2. 
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Slika 4.2. Utjecaj smjese otapala na učinkovitost ekstrakcije potpomognute mikrovalovima 

sedam kongenera PBDE iz kućne prašine uz dodatak standardne otopine smjese PBDE masene 

koncentracije 10 ng mL‒1 

 

Upotrebom smjese otapala ψ(n-heksan, NaOH)=2:1 dobiveni su analitički povrati viši od  

100 % što upućuje na neselektivnu ekstrakciju spojeva PBDE iz kućne prašine. Što se tiče 

učinkovitosti istovremene ekstrakcije i pročišćavanja upotrebom smjese otapala ψ(n-heksan, 

aceton)=1:1 uz dodatak manje mase Florisila®, za kongenere BDE-47 i BDE-99 postignuti su 

najmanji analitički povrati u odnosu na ostala otapala, dok kod veće mase Florisila® navedeni 

kongeneri PBDE koeluiraju s interferencijama i postignuti su povišeni analitički povrati. 

Upotrebom smjese otapala ψ(n-heksan, propan-2-ol)=1:1 analitički povrati usporednih uzoraka 

variraju i uparavanje je dugotrajno. Najbolji rezultati analitičkih povrata (> 60 %) za sve 

kongenere PBDE postignuti su upotrebom smjesa otapala ψ(n-heksan, aceton)=1:1 i  

ψ(n-heksan, H2O)=10:1 pa su obje uključene u daljnju optimizaciju uvjeta tehnike MAE  

(Slika 4.2.).  

 

4.1.2.2. Procjena utjecaja parametara tehnike MAE na učinkovitost ekstrakcije 

 

Istraženi su najvažniji parametri (vrsta i volumen otapala, temperatura i vrijeme ekstrakcije) 

koji potencijalno mogu utjecati na učinkovitost ekstrakcije potpomognute mikrovalovima 

spojeva PBDE iz uzoraka kućne prašine. Eksperiment je osmišljen prema potpunom 

faktorskom dizajnu eksperimenta, a rezultati su izraženi kao ∑PBDE detektiranih u uzorku 

prašine bez dodatka standardne otopine smjese spojeva PBDE.  
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Numerička analiza rezultata provedenih pokusa ukazala je da samo vrsta primijenjenog 

otapala ima statistički značajan utjecaj (p < 0,001) na učinkovitost tehnike MAE, odnosno na 

izmjerene masene udjele individualnih kongenera PBDE i posljedično njihove sume u 

korištenom uzorku kućne prašine. Kongeneri BDE-28 i BDE-183 nisu detektirani u uzorku 

primjenom niti jedne kombinacije radnih uvjeta. Općenito, primjenom svih kombinacija 

parametara veća učinkovitost ekstrakcije postignuta je upotrebom smjese otapala  

ψ(n-heksan, aceton)=1:1, odnosno detektirani su značajno veći maseni udjeli svih analiziranih 

kongenera PBDE nego primjenom smjese otapala ψ(n-heksan, H2O)=10:1 (Slika 4.3.). Štoviše, 

budući da upotrebom smjese otapala ψ(n-heksan, aceton)=1:1 nema potrebe za dodatnim 

korakom koji uključuje uklanjanje vode iz ekstrakta dodatkom bezvodnog Na2SO4, smanjena 

je mogućnost dodatnih gubitaka analita, potrošnja kemikalija te vrijeme potrebno za obradu 

uzorka.  

 

 

Slika 4.3. Utjecaj različitih kombinacija uvjeta tehnike MAE prikazanih u Tablici 3.4. 

upotrebom dvije vrste smjese otapala (A = ψ(n-heksan, H2O)=10:1; B = ψ(n-heksan, 

aceton)=1:1) na masene udjele kongenera PBDE ekstrahiranih iz uzorka kućne prašine 

 

Varijacije u rezultatima dobivene zbog promjena ostalih parametara (temperatura i vrijeme 

ekstrakcije, volumen otapala) nisu bile značajno veće od eksperimentalne pogreške, što ukazuje 

na činjenicu da se bilo koja vrijednost u istraživanom rasponu može koristiti za ekstrakciju 

A B 
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kongenera PBDE iz uzoraka prašine pomoću tehnike MAE. Ovim rezultatima potvrđeno je da 

su tijekom osmišljavanja pokusa u svrhu optimizacije navedenih parametara odabrani realni 

početni rasponi koji su prikladni za učinkovitu ekstrakciju spojeva PBDE iz uzoraka prašine. 

Budući da niti jedan od istraživanih parametara nije statistički značajno utjecao na učinkovitost 

ekstrakcije, nije bila potrebna njihova daljnja optimizacija, odnosno planirano postavljanje 

eksperimenta prema središnjem kompozitnom dizajnu. Na temelju rezultata eksperimentalnog 

dizajna i naših razmatranja, predloženi su sljedeći optimalni uvjeti za ekstrakciju potpomognutu 

mikrovalovima kongenera PBDE iz uzoraka kućne prašine (1 g): 20 mL smjese otapala  

ψ(n-heksan, aceton)=1:1 pri temperaturi od 80 °C tijekom 20 minuta.  

 

4.1.2.3. Optimizacija postupka pročišćavanja ekstrakta 

 

Cilj optimizacije postupka pročišćavanja je učinkovito pročišćavanje ekstrakta prašine u što 

manje koraka. U tu svrhu isprobane su razne komercijalno dostupne kolone SPE te višeslojne 

kolone SPE pripravljene u laboratoriju. Upotrebom komercijalnih kolona SPE (silikagel, 

aluminijev oksid, Florisil®) nisu dobiveni zadovoljavajući rezultati, ali su ukazali na činjenicu 

da bi povećanje mase silikagela moglo rezultirati čišćim ekstraktima. Stoga su isprobane 

višeslojne kolone silikagela (SK1 i LSK1) pripravljene u laboratoriju, uz eluense n-heksan, 

diklormetan i njihove smjese u prethodno navedenim omjerima (poglavlje 3.6.2.). Svaka 

prikupljena frakcija analizirana je zasebno kako bi se utvrdila optimalna količina otapala 

potrebna za potpuno eluiranje spojeva PBDE. Rezultati su pokazali da je najviše spojeva PBDE 

eluirano pomoću smjese otapala ψ(n-heksan, diklormetan)=4:1. Stoga je navedena smjesa 

otapala korištena u daljnjim pokusima kao eluens u isprobavanju kolona SPE punjenih većom 

masom silikagela (SK2 i LSK2). Analizom prikupljenih frakcija u različitim volumenima 

ustanovljeno je da je 15 mL otapala dovoljno za potpuno eluiranje spojeva PBDE s kolone. 

Višeslojna kolona ispunjena samo s neutralnim i kiselim silikagelom (SK2) pokazala se 

prikladnijom za pročišćavanje ekstrakta prašine zbog dobivenih viših analitičkih povrata 

spojeva PBDE, niže bazne linije kromatograma i manje interferencija prisutnih od spojeva koji 

su ekstrahirani zajedno sa spojevima PBDE (Slika 4.4.). 
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Slika 4.4. GC−µECD kromatogram uzorka kućne prašine uz dodatak 50 ng mL‒1 standardne 

otopine smjese kongenera PBDE u ekstrakt prašine prije pročišćavanja na kolonama SPE: SK2 

(crveno) i LSK2 (plavo) 

 

U završnom koraku procesa optimizacije pročišćavanja ekstrakta prašine istražena je potreba 

za prvim korakom pročišćavanja s koncentriranom H2SO4 prije pročišćavanja na koloni 

silikagela SK2. Utvrđeno je da povećanjem mase kiselog silikagela s 2 na 4 g (kolona SK3) 

nije potreban prvi korak pročišćavanja s koncentriranom H2SO4 te je time pročišćavanje 

svedeno samo na jedan korak. Konačno, eluiranje spojeva PBDE s 15 mL smjese otapala  

ψ(n-heksan, diklormetan)=4:1 s kolone SPE punjene s 2 g neutralnog silikagela i 4 g kiselog 

silikagela te prethodno kondicionirane s 10 mL n-heksana pokazalo se najučinkovitijim za 

pročišćavanje ekstrakta prašine uz minimalne gubitke analita (Slika 4.5.). 
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Slika 4.5. Konačni eksperimentalni uvjeti metode za određivanje spojeva PBDE u kućnoj 

prašini uz dodatak 50 ng mL‒1 surogatnih standarda BDE-77 i BDE-128 

 

4.1.2.4. Validacija metode 

 

Točnost i preciznost istražene su kako bi se procijenila izvedba metode za određivanje spojeva 

PBDE u kućnoj prašini. Masene koncentracije određivanih analita u slijepim probama reagensa 

bile su ispod granica određivanja odnosno detekcije.  

S obzirom na to da su se najprije optimirali uvjeti ekstrakcije a zatim pročišćavanja, 

točnost i preciznost određene su nakon optimizacije uvjeta ekstrakcije potpomognute 

mikrovalovima i nakon optimizacije postupka pročišćavanja ekstrakta. Rezultati srednjih 

vrijednosti analitičkih povrata i preciznosti analiziranih usporednih uzoraka prašine prikazani 

su u Tablici 4.1. i Tablici 4.2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

kućna prašina
(1 g) + 

50 ng mL−1

BDE-77 i BDE-128

+ 20 mL
ψ(n-heksan, aceton)=1:1

uvjeti MAE:

1200 W, 80 ºC, 20 min

višeslojna kolona 
silikagela

(2 g neutralni 
+ 4 g kiseli)

eluiranje s 15 mL
ψ(n-heksan, DCM)=4:1

analiza: 

GC−μECD
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Tablica 4.1. Srednje vrijednosti analitičkih povrata i preciznost izražena kao relativna 

standardna devijacija (RSD) za individualne kongenere PBDE dobivene analizom kućne 

prašine nakon optimizacije tehnike MAE pri koncentracijskoj razini od 50 ng mL‒1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Analitički povrati ukazuju na činjenicu da je predložena metoda za određivanje spojeva PBDE 

nakon optimizacije uvjeta tehnike MAE zadovoljavajuća. Naime, postignuti su dovoljno dobri 

analitički povrati u rasponu od 70 % za BDE-28 do 83 % za BDE-99, uz RSD ispod 9 %, koji 

ukazuje na vrlo dobru ponovljivost metode. 

U skladu s očekivanjima, optimizacijom postupka pročišćavanja postignuti su još veći 

analitički povrati i slične vrijednosti relativne standardne devijacije. Analitički povrati konačne 

metode bili su u rasponu od 76 % za BDE-28 do 90 % za BDE-183, a vrijednosti RSD ukazale 

su na odličnu ponovljivost predložene metode (Tablica 4.2., Slika 4.5.). Analitički povrati 

surogatnih standarda bili su podjednaki kao i za ostale kongenere PBDE te je time potvrđena 

njihova prikladnost za korištenje u analizama realnih uzoraka kućne prašine. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Spoj Analitički povrat / % Preciznost (RSD) / % 

BDE-28 70 3 

BDE-47 75 6 

BDE-99 83 8 

BDE-100 72 7 

BDE-153 71 9 

BDE-154 71 7 

BDE-183 77 6 
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Tablica 4.2. Srednje vrijednosti analitičkih povrata i preciznost izražena kao relativna 

standardna devijacija (RSD) za individualne kongenere PBDE i surogatne standarde dobivene 

analizom kućne prašine optimiranom metodom za određivanje spojeva PBDE u prašini pri 

koncentracijskoj razini od 50 ng mL‒1 

Spoj Analitički povrat / % Preciznost (RSD) / % 

BDE-28 76 6 

BDE-47 77 6 

BDE-99 87 7 

BDE-100 81 6 

BDE-153 88 5 

BDE-154 86 5 

BDE-183 90 6 

BDE-77 81 5 

BDE-128 69 5 

 

 

Također, validacija predložene metode provedena je analizom certificiranog referentnog 

materijala 2585 „Organic Contaminants in House Dust“. Dobiveni rezultati potvrdili su dobru 

ponovljivost metode, a izmjerene vrijednosti masenih udjela ciljanih kongenera PBDE vrlo se 

dobro slažu s certificiranim vrijednostima referentnog materijala (Tablica 4.3.). 

Prihvatljiva mjerna nesigurnost izmjerenog masenog udjela spoja od interesa i njegove 

certificirane vrijednosti obično je < 15 %,167 dok je u certificiranom referentnom materijalu 

2585 kućne prašine ona znatno manja za sve kongenere, a posebno za kongener BDE-153  

(< 1 %). S obzirom na to da se srednja vrijednost određenih masenih udjela kongenera  

BDE-153 razlikuje od raspona certificirane vrijednosti za samo 0,6 %, smatramo da je 

predložena metoda prikladna i za određivanje kongenera BDE-153. 
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Tablica 4.3. Maseni udjeli ciljanih kongenera PBDE određeni pomoću tehnike MAE uz  

GC−µECD u certificiranom referentnom materijalu kućne prašine CRM-2585 (N=6)a 

a N – broj analiziranih alikvota; b srednja vrijednost ± proširena mjerna nesigurnost 

 

4.1.3. Analitički postupci za određivanje polibromiranih difenil-etera u uzorcima ljudskog 

mlijeka 

 

4.1.3.1. Liofilizirani uzorci ljudskog mlijeka 

 

Prema literaturi, tehnika MAE za ekstrakciju ciljanih spojeva najčešće se koristi za čvrste 

uzorke, pa je stoga prvotno korišten liofiliziran uzorak ljudskog mlijeka za ekstrakciju spojeva 

PBDE, a postupak je opisan u poglavlju 3.5.2.1. Prema rezultatima prikazanim u Tablici 4.4., 

vidljivo je da učinkovitost ekstrakcije spojeva PBDE iz liofiliziranih uzoraka ljudskog mlijeka 

za sve kombinacije otapala i uvjeta tehnike MAE nije bila zadovoljavajuća. 

 

 

 

 

 

 

 

Spoj Certificirana vrijednostb / ng g‒1 
Eksperimentalni podaci 

Prosječni maseni udio / ng g‒1 Preciznost (RSD) / % 

BDE-28 46,9 ± 4,4 42,6 7 

BDE-47 497 ± 46 515,3 8 

BDE-99 892 ± 53 922,8 7 

BDE-100 145 ± 11 134,1 11 

BDE-153 119 ± 1 120,8 11 

BDE-154 83,5 ± 2,0 85,0 3 

BDE-183 43 ± 3,5 45,3 5 
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Tablica 4.4. Učinkovitost ekstrakcije potpomognute mikrovalovima spojeva PBDE iz 

liofiliziranih uzoraka ljudskog mlijeka primjenom različitih eksperimentalnih uvjeta prikazanih 

u Tablici 3.5. 

 

Spoj 

Analitički povrat / % 

L1 L2 L3 L4 L5 

BDE-28 42 33 41 55 56 

BDE-47 30 30 35 49 54 

BDE-99 35 32 37 49 54 

BDE-100 28 28 32 44 49 

BDE-153 26 26 28 37 42 

BDE-154 31 33 36 48 55 

BDE-183 26 29 28 30 31 

 

 

Iako se smjesa otapala ψ(n-heksan, aceton)=1:1 vrlo često koristi za ekstrakciju spojeva PBDE 

iz liofiliziranih uzoraka ljudskog mlijeka upotrebom različitih tehnika,123,132,135,139 u ovom 

slučaju analitički povrati ciljanih spojeva bili su najniži (~ 30 %), a i dodatak različitih 

denaturirajućih reagensa nije imao utjecaj na učinkovitost postupka ekstrakcije pri navedenim 

eksperimentalnim uvjetima. Upotrebom smjese otapala ψ(n-heksan, diklormetan)=3:2 dobiveni 

su viši analitički povrati, no ipak manji od 50 % za većinu kongenera PBDE. Povećanjem 

volumena navedenog otapala s 40 mL na 60 mL i temperature ekstrakcije s 70 °C na 80 °C 

učinkovitost tehnike MAE povećala se za otprilike 5 %. 

 

4.1.3.2. Tekući uzorci ljudskog mlijeka 

 

S obzirom na nezadovoljavajuću učinkovitost ekstrakcije spojeva PBDE iz liofiliziranih 

uzoraka ljudskog mlijeka, isprobana je ekstrakcija navedenih spojeva iz uzoraka u tekućem 

stanju. Sveukupno, ekstrakcijom spojeva PBDE iz tekućih uzoraka ljudskog mlijeka pomoću 

tehnike MAE dobiveni su bolji analitički povrati u odnosu na liofilizirane uzorke ljudskog 

mlijeka (Tablica 4.5.). Na primjer, upotrebom iste smjese otapala ψ(n-heksan, aceton)=1:1 uz 

jednake uvjete tehnike MAE (L1; T1) dobiveni su od 17 % do 33 % viši analitički povrati iz 

tekućih uzoraka ljudskog mlijeka. Učinkovitost MAE dodatno se, iako neznatno, povećala 

primjenom smjese otapala ψ(kloroform, metanol)=1:1, koja se uobičajeno koristi za ekstrakciju 
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postojanih organoklorovih spojeva iz uzoraka ljudskog mlijeka pomoću tehnike LLE.168,169 

Povećanjem temperature s 80 °C na 100 °C te 120 °C vidljivo je da nije došlo do poboljšanja u 

učinkovitosti postupka ekstrakcije. Slične vrijednosti analitičkih povrata dobivene su i 

dodatkom n-heksana u navedenu smjesu kloroforma i metanola. 

 

Tablica 4.5. Učinkovitost ekstrakcije potpomognute mikrovalovima spojeva PBDE iz tekućih 

uzoraka ljudskog mlijeka primjenom različitih eksperimentalnih uvjeta prikazanih u Tablici 

3.6.  

Spoj 
Analitički povrat / % 

T1 T2 T3 T4 T5 

BDE-28 59 75 64 71 63 

BDE-47 54 61 59 67 56 

BDE-99 59 65 63 70 58 

BDE-100 50 55 54 61 51 

BDE-153 53 55 51 57 49 

BDE-154 64 67 66 72 62 

BDE-183 51 50 45 46 44 

 

 

S obzirom na to da se radi o spojevima koji se u ljudskome mlijeku nalaze u tragovima, veći 

volumen (50 mL) mlijeka korišten je kako bi se postigla zadovoljavajuća osjetljivost analize 

ciljanih kongenera PBDE. Eksperimenti vezani uz ekstrakciju spojeva PBDE iz tekućih uzoraka 

ljudskog mlijeka doveli su do spoznaje da rad s velikim volumenima (u usporedbi s 

liofiliziranim uzorcima) može dovesti do slabijeg ili nepotpunog miješanja uzorka i nepolarnog 

otapala potrebnog za ekstrakciju navedenih lipofilnih spojeva, većeg utroška otapala, 

dugotrajnijeg ukoncentriravanja ekstrakta te veće mogućnosti za pogrešku tijekom višestrukog 

rukovanja uzorkom. 

 

4.1.3.3. Liofilizirani uzorci ljudskog mlijeka uz dodatak destilirane deionizirane vode 

 

Nakon obećavajućih vrijednosti analitičkih povrata spojeva PBDE dobivenih njihovom 

ekstrakcijom iz tekućih uzoraka ljudskog mlijeka, osmišljen je eksperiment u kojem se 
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prevladalo volumno ograničenje posuda za ekstrakciju koje se koriste u tehnici MAE tako da 

se liofiliziranom uzorku ljudskog mlijeka (5 g) dodao minimalni volumen destilirane 

deionizirane vode (10 mL), tek toliko da se vrati u tekuće stanje (Slika 4.6.). Time se 

peterostruko smanjio ukupni volumen uzorka, tako da više nije bilo potrebno dijeliti uzorak u 

dvije kivete za ekstrakciju. Štoviše, dodatkom vode povećao se dipolni moment smjese uzorka 

i otapala, što je ključno za povećanje učinkovitosti tehnike MAE.170,171 Naime, Eskilsson i 

Bjӧrklund (2000) u svom preglednom radu upućuju na činjenicu da prirodna prisutnost vode u 

uzorku ili njezin dodatak često (iako ne uvijek) povećava učinkovitost ekstrakcije, 

najvjerojatnije uslijed povećanja polarnosti otapala, čime se olakšava zagrijavanje smjese 

uzorka i otapala. Osim toga, sugeriraju da dodatak vode može utjecati na interakcije između 

analita i matrice tako da analiti budu dostupniji otapalima, čime se pospješuje njihova 

ekstrakcija.170 

 

 

Slika 4.6. Fotografije 50 mL tekućeg mlijeka (a), 5 g liofiliziranog mlijeka (b), 5 g liofiliziranog 

mlijeka + 10 mL destilirane deionizirane vode (c) 

 

 

Navedena zamisao pokazala se uspješnom jer su dobiveni analitički povrati spojeva PBDE 

općenito bili viši u odnosu na eksperimente s tekućim i liofiliziranim uzorcima ljudskog mlijeka 

(Tablica 4.6.). To je posebno bilo izraženo kod primjene smjese otapala ψ(n-heksan, 

aceton)=1:1 uz dodatak mravlje kiseline i propan-2-ola kao denaturirajućih sredstava. Primjer 

za to je eksperiment LV2 kojim su postignuti analitički povrati od 61 % do 83 %, za razliku od 

a) b) c) 
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odgovarajućeg eksperimenta s liofiliziranim uzorkom ljudskog mlijeka (L2) kojim su postignuti 

značajno niži analitički povrati (od 26 % do 33 %). 

 

Tablica 4.6. Učinkovitost ekstrakcije potpomognute mikrovalovima spojeva PBDE iz 

liofiliziranih uzoraka ljudskog mlijeka uz dodatak 10 mL destilirane deionizirane vode 

primjenom različitih eksperimentalnih uvjeta prikazanih u Tablici 3.7.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Ovim rezultatima potvrđeno je da se uz dodatak male količine vode može značajno poboljšati 

učinkovitost ekstrakcije vraćanjem polarnosti smjese uzoraka i otapala, odnosno povećanjem 

stupnja apsorpcije mikrovalne energije. Osim toga, jedino su u eksperimentima LV1 i LV2 

detektirani spojevi PBDE u realnim uzorcima ljudskog mlijeka u koje nije dodana standardna 

otopina smjese spojeva PBDE, iako je to bio samo kongener BDE-153 (0,16 ng g‒1 masti, 

odnosno 0,19 ng g‒1 masti). Budući da je mlijeko koje se koristilo za optimizaciju metode 

prikupljano u razdoblju od 6 do 10 mjeseci nakon drugog poroda donorice, vrlo je vjerojatno 

da je, ako je u mlijeku uopće bio prisutan bilo koji drugi kongener PBDE, u prethodnom 

razdoblju dojenja došlo do njegove eliminacije iz organizma. U eksperimentima s drugim 

kombinacijama otapala (LV3-5) nije bilo daljnjeg poboljšanja učinkovitosti ekstrakcije. 

 

4.1.3.4. Detaljnija optimizacija eksperimentalnih uvjeta tehnike MAE 

 

Najbolji analitički povrati dobiveni su eksperimentom LV2 te je daljnjim izmjenama njegovih 

eksperimentalnih uvjeta (Slika 3.1.) istraženo moguće poboljšanje u učinkovitosti tehnike 

Spoj 
Analitički povrat / % 

LV1 LV2 LV3 LV4 LV5 

BDE-28 62 67 51 38 59 

BDE-47 56 61 45 30 50 

BDE-99 64 62 53 36 53 

BDE-100 62 63 50 34 49 

BDE-153 70 69 63 42 56 

BDE-154 64 67 54 37 56 

BDE-183 69 83 67 41 61 
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MAE. Prvo se istražila inkubacija s denaturirajućim reagensima – ψ(mravlja kiselina, 

propan-2-ol)=1:2 – kroz 24 h i/ili povećanjem njihovog volumena za 50 % i 100 %, međutim 

analitički povrati ostali su podjednaki. Sljedeći pokušaj bio je dodatak većeg volumena 

destilirane deionizirane vode (15 mL) liofilizatu ljudskog mlijeka, kako bi se povećao ukupni 

dipolni moment ekstrakcijske smjese, ali ni to nije doprinijelo značajnom poboljšanju 

učinkovitosti ekstrakcije. Istražena je i učinkovitost ekstrakcije spojeva PBDE eksperimentima 

u kojima se povećao volumen smjese otapala s 30 mL na 40 mL, promijenio omjer n-heksana i 

acetona u smjesi otapala ili povećala temperatura ekstrakcije (Slika 4.7.).  
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A) 

 

B) 

 

Slika 4.7. Usporedba učinkovitosti ekstrakcije spojeva PBDE iz uzoraka ljudskog mlijeka 

(dodatak 5 ng mL‒1 standardne otopine smjese spojeva PBDE masene koncentracije) uz 

eksperimentalne uvjete LV2 i njegovih izmjena: (A) volumen smjese otapala i vode te omjer 

otapala; B) promjena temperature ekstrakcijskog postupka 
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U svakom eksperimentu mijenjan je samo jedan parametar, a najbolji analitički povrati spojeva 

PBDE postignuti su s većim volumenom (40 mL) smjese otapala ψ(n-heksan, aceton)=1:1 i 

temperaturom ekstrakcije od 105 °C. 

 

4.1.3.5. Optimizacija postupka pročišćavanja ekstrakta 

 

Tijekom optimizacije postupka priprave i ekstrakcije spojeva PBDE iz uzoraka ljudskog 

mlijeka, pročišćavanje ekstrakta provodilo se u samo jednom koraku ‒ dodatkom koncentrirane 

H2SO4 u ekstrakt. Ipak, za dobivanje čišćih ekstrakta i kromatograma bilo je potrebno uvesti 

dodatan korak pročišćavanja. Za optimizaciju pročišćavanja, isprobano je dodatno 

pročišćavanje dodatkom koncentrirane H2SO4 u već jednom pročišćeni ekstrakt ili 

propuštanjem navedenog ekstrakta kroz višeslojnu kolonu silikagela (Slika 3.1.).  

Usporedbom dvostrukog pročišćavanja ekstrakta s koncentriranom H2SO4 i 

pročišćavanja ekstrakta na višeslojnim kolonama silikagela nakon koraka pročišćavanja s 

koncentriranom H2SO4, čišći kromatogrami s nižom baznom linijom (što je posebno vidljivo 

na prednjem dijelu kromatograma) dobiveni su upotrebom višeslojnih kolona silikagela u 

drugom koraku pročišćavanja koje su sadržavale 6 g i 8 g kiselog silikagela (Slika 4.8.). Te 

dvije kolone bile su jednako učinkovite bez obzira na razliku u količini sorbensa i stoga su iz 

praktičnih razloga i većeg prostora u koloni za manipulaciju uzorkom daljnji eksperimenti 

provođeni upotrebom višeslojne kolone punjene s 2 g neutralnog silikagela i 6 g kiselog 

silikagela. Što se tiče volumena otapala za eluiranje, analizom zasebnih frakcija eluata pokazalo 

se da je 20 mL smjese otapala ψ(n-heksan, diklormetan)=4:1 dovoljno za učinkovito eluiranje 

ciljanih spojeva PBDE (Slika 4.9.). 
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Slika 4.8. Usporedba kromatograma ekstrakta ljudskog mlijeka (dodatak standardne otopine 

smjese spojeva PBDE 5 ng mL‒1) pročišćenog dva puta dodatkom koncentrirane H2SO4 

(crveno) i pročišćenog jednom s koncentriranom H2SO4 te na višeslojnoj koloni silikagela (2 g 

neutralni silikagel i 6 g kiseli silikagel) (plavo) 

 

 

 

Slika 4.9. Konačni eksperimentalni uvjeti metode za određivanje spojeva PBDE u ljudskome 

mlijeku uz dodatak 5 ng mL‒1 surogatnih standarda BDE-77 i BDE-128 

 

 

liofilizirano ljudsko 
mlijeko (5 g) 

+ 10 mL destilirana 
deionizirana voda

+ 5 ng mL−1

BDE-77 i BDE-128

+ 40 mL
ψ(n-heksan, aceton)=1:1

+ 3 mL mravlja kis. 
+ 6 mL propan-2-ol

uvjeti MAE:

1200 W, 105 ºC, 20 min

1.    + H2SO4 (konc.)

2.  višeslojna kolona 
silikagela

(2 g neutralni 
+ 6 g kiseli)

eluiranje s 20 mL
ψ(n-heksan, DCM)=4:1

analiza:

GC−μECD
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4.1.3.6. Validacija metode 

 

Točnost i preciznost određene su kako bi se procijenila izvedba metode za određivanje spojeva 

PBDE u ljudskome mlijeku. Masene koncentracije određivanih analita u slijepim probama 

reagensa bile su ispod granica određivanja odnosno detekcije.  

Dobiveni su podjednaki analitički povrati za sve kongenere PBDE pri obje 

koncentracijske razine uz zadovoljavajuće vrijednosti RSD, što upućuje na činjenicu da je 

predložena metoda (Slika 4.9.) prikladna za analizu spojeva PBDE u ljudskome mlijeku 

(Tablica 4.7.). Analitički povrati surogatnih standarda bili su podjednaki kao i za ostale 

kongenere PBDE te je time potvrđena njihova prikladnost za korištenje u analizama realnih 

uzoraka ljudskog mlijeka. 

Validacija predložene metode provedena je i analizom adaptiranog mlijeka za dojenčad, 

čiji su se analitički povrati spojeva PBDE (Tablica 4.7.) odlično slagali s analitičkim povratima 

dobivenim analizom ljudskog mlijeka, što upućuje na to da je odabrana metoda robusna i 

prikladna za analizu spojeva PBDE i u matricama sličnima ljudskome mlijeku.  

 

Tablica 4.7. Srednje vrijednosti analitičkih povrata i preciznost izražena kao relativna 

standardna devijacija (RSD) za individualne kongenere PBDE i surogatne standarde dobivene 

analizom ljudskog mlijeka i adaptiranog mlijeka optimiranom metodom za određivanje spojeva 

PBDE u ljudskome mlijeku 

 

Spoj 

Ljudsko mlijeko  Adaptirano mlijeko 

5 ng mL‒1 25 ng mL‒1  5 ng mL‒1 

Analitički 

povrat / % 

Preciznost 

(RSD) / % 

Analitički 

povrat / % 

Preciznost 

(RSD) / % 

 Analitički 

povrat / % 

Preciznost 

(RSD) / % 

BDE-28 61 9 63 6  68 0 

BDE-47 65 6 66 10  65 4 

BDE-99 62 10 67 7  65 4 

BDE-100 67 6 65 8  60 5 

BDE-153 74 8 78 9  71 7 

BDE-154 73 7 76 9  67 5 

BDE-183 69 12 80 9  70 2 

BDE-77 64 6 66 7  62 3 

BDE-128 67 5 72 7  68 3 
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Dio realnih uzoraka ljudskog mlijeka dodatno je analiziran primjenom tehnike GC−MS/MS 

kako bi se potvrdila pouzdanost rezultata dobivenih pomoću tehnike GC-µECD (Tablica 8.1. u 

Dodatku). Navedeni maseni udjeli korigirani su za srednju vrijednost analitičkih povrata 

surogatnih standarda BDE-77 i BDE-128. Primjenom tehnike GC−µECD, srednja vrijednost 

navedenih povrata u analiziranim uzorcima bila je 70 %, dok je primjenom tehnike GC−MS/MS 

bila 87 %. Konačni maseni udjeli dobiveni primjenom obje tehnike izvrsno su se slagali i stoga 

se može zaključiti da je µECD prikladan detektor za određivanje spojeva PBDE. 

 

4.2. Analiza realnih uzoraka kućne prašine i ljudskog mlijeka 

 

Optimirane i validirane metode za određivanje spojeva PBDE u uzorcima kućne prašine i 

ljudskog mlijeka primijenjene su za analizu 30 realnih uzoraka mlijeka donorica iz Zagreba i 

okolice te prašine skupljene u njihovim kućanstvima.  

 

4.2.1. Realni uzorci kućne prašine 

 

Optimirana i validirana metoda za određivanje spojeva PBDE u uzorcima kućne prašine, koja 

uključuje upotrebu tehnike MAE i plinskokromatografsku analizu pročišćenog ekstrakta na 

dvjema kolonama uz detekciju ciljanih analita s dva mikrodetektora zahvata elektrona, 

primijenjena je za određivanje tragova ciljanih spojeva u uzorcima kućne prašine.  

Maseni udjeli kongenera PBDE u uzorcima kućne prašine određeni su usporedbom 

površina pikova analita u kromatogramu uzorka i standarda uz korištenje kalibracijskih 

krivulja. Kvantitativno su određeni samo spojevi čiji su pikovi detektirani na obje kolone, a 

zatim su dobivene vrijednosti masenih udjela korigirane za srednju vrijednost analitičkih 

povrata surogatnih standarda BDE-77 i BDE-128 i izražene kao srednje vrijednosti rezultata na 

dvije kolone (rezultati prikazani u Tablici 8.2. u Dodatku). Slijepe probe reagensa analizirane 

su u svakoj sekvenci, a masene koncentracije određivanih analita bile su ispod granica 

detekcije.  

Učestalost detekcije i maseni udjeli sedam kongenera PBDE u uzorcima kućne prašine 

prikazani su u Tablici 4.8. U najvišim masenim udjelima pronađeni su kongeneri BDE-99 

(medijan 1,4 ng g‒1 prašine) i BDE-47 (medijan 1,2 ng g‒1 prašine), a detektirani su u 93 %, 

odnosno 90 % uzoraka kućne prašine. Slijedio je kongener BDE-183, čiji medijan je bio  



§ 4. Rezultati i rasprava 76 

  

Karla Jagić  Doktorska disertacija 

1,0 ng g‒1 prašine, a detektiran je u 83 % uzoraka kućne prašine. Ostali analizirani kongeneri 

detektirani su u 60 % (BDE-100), 70 % (BDE-154) i 73 % (BDE-153) uzoraka kućne prašine. 

Najrjeđe je detektiran kongener BDE-28 (10 %), a razlog tome je njegova hlapljivost i manja 

sposobnost vezanja za čestice prašine.  

 

Tablica 4.8. Maseni udjeli spojeva PBDE detektirani u uzorcima prašine prikupljenim u 

kućanstvima ispitanica (N = 30) s područja Zagreba i okolice 

Spoj n 
Maseni udio / ng g‒1 prašine 

Raspona Q0 Q1 Q2 Q3 Q4 

BDE-28 3 0,53 – 0,77 < GD < GD < GD < GD 0,77 

BDE-47 27 0,18* – 120 < GD 0,44 1,2 2,4 120 

BDE-99 28 0,23* – 283 < GD 0,73 1,4 5,1 283 

BDE-100 18 0,27* – 48 < GD < GD 0,32 0,94 48 

BDE-153 22 0,19* – 37 < GD < GD 0,48 1,4 37 

BDE-154 21 0,15* – 33 < GD < GD 0,25 0,75 33 

BDE-183 25 0,40* – 19 < GD 0,57 1,0 2,1 19 

∑PBDE 29 0,24 – 523 < GD 3,5 4,9 13,6 523 

    n – broj pozitivnih uzoraka; a raspon masenih udjela u pozitivnim uzorcima; GD granica detekcije;  

     Q0 minimum; Q1 donji kvartil (25 %); Q2 srednji kvartil (medijan); Q3 gornji kvartil (75 %); Q4 maksimum;  

     * vrijednost iznad GD i ispod granice određivanja  

 

Detektiran je široki raspon masenih udjela ∑PBDE (od 0,24 ng g‒1 do 523 ng g‒1 prašine), ali 

u čak 53 % uzoraka (n = 16) detektirana je ∑PBDE manja od 5 ng g‒1 prašine i u 40 % uzoraka 

(n = 12) manja od 50 ng g‒1 prašine, dok su u samo jednom uzorku svi analizirani kongeneri 

bili ispod granica detekcije. Suma tri najzastupljenija kongenera (BDE-47, BDE-99, BDE-183) 

doprinosila je ukupnoj sumi kongenera od 63 % do 100 %, a medijan je iznosio 83 %. Medijan 

doprinosa kongenera BDE-99 ∑PBDE bio je 28 %, a kongenera BDE-47 i BDE-183 27 %. 

Maseni udjeli najzastupljenijih kongenera detektirani su u vrlo širokom rasponu od  

0,23 ng g‒1 do 283 ng g‒1 prašine (BDE-99) i od 0,18 ng g‒1 do 120 ng g‒1 prašine  

(BDE-47), što upućuje na velike razlike u kontaminaciji ovim spojevima među istraživanim 

uzorcima prašine iz kućanstava. U 53 % uzoraka prašine dominantni kongeneri bili su BDE-99 

i/ili BDE-47 (predstavnici komercijalne formulacije „penta“), dok je kongener BDE-183 

(predstavnik komercijalne formulacije „okta“) bio dominantan u 20 % uzoraka. Navedeni 

kongeneri podjednako su bili zastupljeni u 13 % (n = 4) uzoraka prašine. Ovi rezultati ukazuju 
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na prisutnost komercijalne smjese „penta“ u zagrebačkim kućanstvima, koja se intenzivno 

koristila kao dodatak tekstilu i poliuretanskim pjenama upotrebljavanim kao punila za namještaj 

i madrace.2 Osim toga, kongener BDE-99 je jedan od najzastupljenijih produkata debrominacije 

komercijalne formulacije „okta“.172 Nadalje, osim na upotrebu formulacije „okta“, prisutnost 

kongenera BDE-183 upućuje i na debrominaciju termolabilnog i fotoosjetljivog kongenera 

BDE-209 u uzorcima kućne prašine.173 Stoga se ne može nedvojbeno utvrditi jesu li 

najzastupljeniji kongeneri detektirani u prašini rezultat intenzivnije upotrebe komercijalnih 

formulacija „penta“ i „okta“ ili rezultat razgradnje kongenera PBDE supstituiranih većim 

brojem Br atoma prisutnih u komercijalnim formulacijama „okta“ i „deka“, ili posljedica jednog 

i drugog. Omjer kongenera BDE-47 i BDE-99 može se koristiti kao pokazatelj debrominacije 

spojeva PBDE suspstituiranih većim brojem Br atoma pod utjecajem UV svjetlosti.87,91,165,174 

Naime, omjeri navedenih kongenera u dvjema najčešće korištenim komercijalnim 

formulacijama „penta“ – DE-71 i Bromkal 70-5DE iznose 0,78 i 1,119. U čak  

90 % (n = 27) analiziranih uzoraka kućne prašine, detektirani su i BDE-47 i BDE-99. Većinom 

je njihov omjer bio između 0,18 do 1,0 (srednja vrijednost 0,59), što je slično njihovim 

omjerima u prethodno navedenim komercijalnim formulacijama. U četiri uzoraka omjer je bio 

između 1,1 i 2,3 (srednja vrijednost 1,6), što upućuje na to da su u tim uzorcima prašine  

BDE-47 i BDE-99 nastali procesom debrominacije. Sveukupno, može se zaključiti da su 

komercijalne formulacije „penta“ u većini kućanstava vjerojatnije prisutne uslijed prisustva 

raznih tretiranih materijala nego da su ti kongeneri bili produkti debrominacije kongenera 

PBDE supstituiranih većim brojem Br atoma. 

Razine spojeva PBDE u uzorcima kućne prašine u različitim državama teško je 

usporediti jer su razlike u razinama prisutne već među pojedinačnim realnim uzorcima 

prikupljenim unutar istog područja istraživanja. Međutim, usporedbom medijana pojedinačnih 

kongenera PBDE analiziranih u ovom istraživanju s nedavnim istraživanjima iz drugih država 

može se zaključiti da su razine u uzorcima kućne prašine s područja Zagreba i okolice relativno 

niske. Samo su u nekoliko istraživanja pronađeni niži medijani analiziranih kongenera PBDE. 

Za kongenere BDE-47 i BDE-99, niži medijani detektirani su u uzorcima iz Šangaja i Harbina 

(Kina)70,109 te Kopawe (Nepal).105 U prašini iz Birminghama (Velika Britanija) detektirana je 

niža vrijednost medijana za kongener BDE-47,110 a za kongener BDE-99 u prašini iz pokrajine 

Hunan (Kina),108 dok u prašini iz Jeddaha (Saudijska Arabija) kongener BDE-99 nije 

detektiran.113  
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Slične vrijednosti medijana za kongener BDE-47 izmjerene su u prašini iz Pekinga 

(Kina),102 a za kongener BDE-99 u prašini iz Hanoija (Vijetnam).111,112 Što se tiče kongenera 

BDE-183, slična vrijednost medijana detektirana je u uzorcima prašine iz Šangaja i Harbina 

(Kina) te u različitim pokrajinama Južne Koreje.50,70,109 Kongener BDE-28 također je među 

najmanje zastupljenim kongenerima u uzorcima prašina iz drugih zemalja, dok u nekim 

studijama uopće nije detektiran.44,50,94,101 

 

4.2.2. Realni uzorci ljudskog mlijeka 

 

Optimirana i validirana metoda za određivanje spojeva PBDE u uzorcima ljudskog mlijeka, 

koja uključuje upotrebu tehnike MAE i plinskokromatografsku analizu pročišćenog ekstrakta 

na dvjema kolonama uz detekciju ciljanih analita na dva mikrodetektora zahvata elektrona, 

primijenjena je za određivanje tragova ciljanih spojeva u uzorcima ljudskog mlijeka. Dodatno, 

za potvrdu rezultata, provedena je kvantitativna analiza tehnikom GC−MS/MS uz ionizaciju 

elektronima. 

 Maseni udjeli kongenera PBDE u uzorcima ljudskog mlijeka određeni su usporedbom 

površina pikova analita u kromatogramu uzorka i standarda uz korištenje kalibracijskih 

krivulja. Kvantitativno su određeni samo spojevi čiji su pikovi detektirani na obje kolone, a 

zatim su dobivene vrijednosti masenih udjela korigirane za srednju vrijednost analitičkih 

povrata surogatnih standarda BDE-77 i BDE-128 i izražene kao srednje vrijednosti rezultata na 

dvije kolone (rezultati prikazani u Tablici 8.3. u Dodatku). Slijepe probe reagensa analizirane 

su u svakoj sekvenci, a masene koncentracije određivanih analita bile su ispod granica 

detekcije. 

Učestalost i maseni udjeli sedam kongenera PBDE u uzorcima ljudskog mlijeka 

prikazani su u Tablici 4.9. U najvišim masenim udjelima pronađen je kongener BDE-153 

(medijan 0,23 ng g‒1 masti) i detektiran je u svim uzorcima ljudskog mlijeka (n = 30). Tome je 

vjerojatno razlog njegov veći bioakumulacijski potencijal, i duže vrijeme poluraspada u odnosu 

na ostale analizirane kongenere,65 ali i činjenica da može nastati razgradnjom kongenera  

BDE-209.14,57  

Ostali analizirani kongeneri bili su detektirani u 53 % (BDE-100), 57 % (BDE-99),  

60 % (BDE-47) i 83 % (BDE-154) uzoraka mlijeka. Najrjeđe su detektirani kongeneri BDE-28 

i BDE-183. Kongener BDE-28 općenito se nalazi u nižim razinama u okolišnim uzorcima u 
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odnosu na ostale analizirane kongenere, dok na niske razine kongenera BDE-183 vjerojatno 

utječe njegovo kratko vrijeme poluraspada od samo 94 dana.68 U uzorku VMTK5 (maseni udjeli 

pojedinih kongenera u pojedinačnim uzorcima prikazani su u Tablici 8.3. u Dodatku) BDE-183 

je detektiran u većem masenom udjelu (0,38 ng g‒1 masti) u odnosu na ostale uzorke, što 

ukazuje na kontinuiranu izloženost majke formulaciji „okta“. 

Raspon masenih udjela ∑PBDE bio je od 0,16 ng g‒1 do 6,3 ng g‒1 masti. Suma tri 

kongenera (BDE-47, BDE-99, BDE-153) doprinosila je ukupnoj sumi kongenera od 45 % do 

100 %, a medijan je iznosio 78 %. Medijan doprinosa kongenera BDE-153 ukupnoj sumi 

kongenera PBDE bio je 66 %, kongenera BDE-99 31 % i kongenera BDE-47 14 % u uzorcima 

u kojima su detektirani. U 50 % uzoraka ljudskog mlijeka dominantan kongener bio je  

BDE-153, a kongener BDE-99 u 23 % uzoraka. Zanimljivo je da je u uzorcima u kojima su 

detektirane najviše razine spojeva PBDE (MALU1 s 5,7 ng g‒1 masti odnosno FRSN1 sa 6,3 

ng g‒1) dominirao kongener BDE-99, što je u skladu s činjenicom da je to jedan od 

najzastupljenijih kongenera formulacije „penta“ kojoj su majke izložene u svom kućanstvu. 

 

Tablica 4.9. Maseni udjeli spojeva PBDE detektirani u uzorcima ljudskog mlijeka prikupljenim 

od ispitanica (N = 30) iz Zagreba i okolice 

Spoj n 
Maseni udio / ng g‒1 masti 

Raspona Q0 Q1 Q2 Q3 Q4 

BDE-28 1 0,42  < GD < GD < GD < GD 0,42 

BDE-47 18 0,02* – 1,5 < GD < GD   0,05* 0,21 1,5 

BDE-99 17 0,01* – 3,4 < GD < GD 0,04 0,33 3,4 

BDE-100 16 0,06* – 0,98 < GD < GD   0,07* 0,17 0,98 

BDE-153 30 0,08 – 0,83 0,08 0,18 0,23 0,32 0,83 

BDE-154 25 0,03* – 0,65 < GD   0,04* 0,07 0,14 0,65 

BDE-183 1 0,38* < GD < GD < GD < GD   0,38* 

∑PBDE 30 0,16 – 6,3 0,16 0,28 0,49 1,2 6,3 

    n – broj pozitivnih uzoraka; a raspon masenih udjela u pozitivnim uzorcima; GD granica detekcije;  

    Q0 minimum; Q1 donji kvartil (25 %); Q2 srednji kvartil (medijan); Q3 gornji kvartil (75 %); Q4 maksimum;  

    * vrijednost iznad GD i ispod granice određivanja  

 

 

Vrlo slične vrijednosti sume masenih udjela istih sedam kongenera PBDE detektirane su u 

uzorcima ljudskog mlijeka rodilja iz Grčke (od 0,32 ng g‒1 do 13 ng g‒1 masti, medijan:  
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1,5 ng g‒1 masti),123 Finske (od 1,5 ng g‒1 do 19 ng g‒1 masti, medijan: 5,2 ng g‒1 masti) i 

Francuske (od 0,5 ng g‒1 do 15 ng g‒1 masti, medijan: 1,5 ng g‒1 masti).126 Niže vrijednosti 

detektirane su uzorcima ljudskog mlijeka rodilja iz Irske (od 0,61 ng g‒1 do 2,5 ng g‒1 masti, 

medijan 1,4 ng g‒1 masti)135 i Kine (od 0,0064 ng g‒1 do 1,5 ng g‒1 masti, medijan: 0,71 ng g‒1 

masti).136 

Slične vrijednosti medijana sume istih sedam kongenera PBDE detektirane su u 

uzorcima ljudskog mlijeka rodilja iz Danske (4,9 ng g‒1 masti), uz nešto širi raspon od  

1,2 ng g‒1 do 111 ng g‒1 masti,126 te 14 kongenera PBDE detektiranih u uzorcima ljudskog 

mlijeka rodilja iz Njemačke (1,7 ng g‒1 masti, raspon: od 0,51 ng g‒1 do 113 ng g‒1 masti).134 

Značajno više razine spojeva PBDE u uzorcima ljudskog mlijeka detektirane su na 

području SAD-a (od 10 ng g‒1 do 677 ng g‒1 masti, medijan: 453 ng g‒1 masti).131 Sličan raspon 

sume masenih udjela samo pet kongenera PBDE detektiran je i u uzorcima ljudskog mlijeka 

majki iz Kalifornije (od 6,8 ng g‒1 do 407 ng g‒1 masti, medijan: 30 ng g‒1 masti). Iako su 

navedene razine spojeva PBDE bile u padu u odnosu prethodna razdoblja,124 u usporedbi s 

našim vrijednostima medijana ∑PBDE bile su i dalje preko 60 puta više. Razlog tome je što 

Kalifornija ima izrazito stroge zakone o zaštiti od požara te su bili veliki potrošači komercijalnih 

formulacija koje sadrže spojeve PBDE.  

 

 

4.3. Procjena rizika za ljudsko zdravlje 

 

Unos spojeva PBDE u ljude odvija se dvama glavnim putovima, putem hrane i putem prašine 

– prvenstveno ingestijom prašine, a u manjoj mjeri apsorpcijom putem kože i inhalacijom.89,104 

Izloženost majke ovim spojevima može između ostalog kontaminirati i ljudsko mlijeko, u 

kojem se spojevi PBDE nakupljaju zbog svoje lipofilnosti i koreliraju s udjelom masti u 

mlijeku. Dojenaštvo je razdoblje kada je ljudski organizam u najvećoj mjeri izložen unosu 

organskih zagađivala zato što se tada navedeni spojevi putem mlijeka izravno unose u dojenče, 

a prema preporuci Svjetske zdravstvene organizacije ljudsko mlijeko bi trebalo biti jedina 

prehrana djece do šestog mjeseca starosti. Stoga je ljudsko mlijeko jedna od najčešće korištenih 

bioloških matrica za biomonitoring ljudi, ali i za procjenu rizika za zdravlje dojenčadi.  

Podaci o razinama spojeva PBDE određenih u realnim uzorcima ljudskog mlijeka 

ispitanica i prašine iz njihovih kućanstava korišteni su za procjenu rizika za zdravlje rodilja i 
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dojenčadi. S obzirom na to da razine spojeva PBDE u zraku nisu izmjerene, izloženost majki i 

dojenčadi ovim spojevima putem inhalacije zraka/suspendiranih čestica prašine nije izračunata. 

Za dojenčad je osim izloženosti putem prašine uzeta u obzir i izloženost putem ljudskog 

mlijeka.  

Za procjenu dnevnog unosa spojeva PBDE u dojenčad putem hrane (EDImlijeko), 

odnosno mlijeka korištena je jednadžba:139  

 

𝐸𝐷𝐼𝑚𝑙𝑖𝑗𝑒𝑘𝑜 =  
𝛾𝑚𝑙𝑖𝑗𝑒𝑘𝑜 × 𝑚 × 𝑉

𝐵𝑊
[𝑛𝑔 𝑘𝑔−1 𝑑𝑎𝑛−1] 

 

gdje je  γmlijeko maseni udio pojedinog kongenera PBDE ili ΣPBDE (ng g‒1 masti) u pojedinom 

uzorku ljudskog mlijeka, m masa masti (g) u 1 mL mlijeka (sadržaj masti svakog pojedinog 

uzorka određen je gravimetrijski), V je prosječan dnevni volumen mlijeka koje dojenče popije 

(prema uputama Američke agencije za zaštitu okoliša175 za dojenče staro mjesec dana iznosi 

702 mL dan‒1), dok je BW tjelesna masa (engl. Body Weight) dojenčeta (4,14 kg). 

Za procjenu dnevnog unosa spojeva PBDE u organizam majki i dojenčadi putem 

ingestije prašine (EDIing) uzeta su u obzir dva scenarija. Za tzv. centralni scenarij, uzeta je 

vrijednost prosječne, a za drugi, tzv. najgori scenarij, visoke stope ingestije prašine (engl. Dust 

Ingestion Rate, IRprašina) izražena u mg dan−1. Za izračun unosa putem ingestije prašine je 

korištena formula:89 

 

𝐸𝐷𝐼ing =  
𝛾prašina × 𝐼𝑅prašina × 𝐴𝐹gastro × 𝐻𝐸𝐹

𝐵𝑊
[𝑛𝑔 𝑘𝑔−1 𝑑𝑎𝑛−1] 

  

gdje je  γprašina maseni udio pojedinog kongenera PBDE ili ΣPBDE (ng g‒1 prašine) u pojedinom 

uzorku kućne prašine i AFgastro (engl. Gastrointestinal Absorption Fraction) gastrointestinalna 

apsorpcijska frakcija (%). Postotak, odnosno frakcija vremena koja se provede u kućanstvu 

(engl. Home Exposure Fraction; HEF) i koja predstavlja vrijeme izloženosti prašini iz tog 

prostora, za odrasle prema literaturi iznosi 64 %,176 dok je za malu djecu obično veća i iznosi 

preko 80 %. S obzirom na to da se ovdje radi o dojenčadi staroj mjesec dana, povećali smo taj 

postotak i uzeto je da tako mala djeca provedu u svojim kućama 95 % vremena.  

(1) 

(2) 
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Za procjenu dnevnog unosa spojeva PBDE u organizam majki i dojenčadi putem 

dermalne apsorpcije (EDIderm) korištena je formula:89 

 

𝐸𝐷𝐼𝑑𝑒𝑟𝑚 =
𝛾prašina × 𝐷𝐴𝑆 × 𝐸𝑆𝐴 × 𝐴𝐹derm × 𝐻𝐸𝐹

𝐵𝑊
[𝑛𝑔 𝑘𝑔−1 𝑑𝑎𝑛−1] 

 

gdje je DAS (engl. Dust Adhered to Skin Rate) stopa vezanja prašine za kožu (mg cm−2), ESA 

(engl. Exposed Skin Area) površina izložene kože (cm2), a AFderm (engl. Dermal Absorption 

Fraction) dermalna apsorpcijska frakcija (mg cm−2 dan−1). Pojedinosti i vrijednosti svih 

parametara koji se koriste za izračun vrijednosti EDI dati su u Tablici 4.10. 

Kvocijent opasnosti, koji predstavlja rizik od nekancerogenog učinka promatranog 

spoja/smjese uzimajući u obzir pojedini put unosa, izračunat je dijeljenjem vrijednosti EDI (za 

svaki kongener odnosno ΣPBDE i za svaki put izloženosti) s odgovarajućom oralnom 

referentnom dozom:  

 

𝐻𝑄mlijeko =
𝐸𝐷𝐼mlijeko

𝑅𝑓𝐷
 

 

𝐻𝑄ing =
𝐸𝐷𝐼ing

𝑅𝑓𝐷
 

 

𝐻𝑄derm =  
𝐸𝐷𝐼derm

𝑅𝑓𝐷
 

 

Kongenerima za koje Američka agencija za zaštitu okoliša nije utvrdila RfD vrijednosti, 

pripisane su vrijednosti njima strukturno najsličnijih kongenera (100 ng kg−1 dan−1 za BDE-100 

i 200 ng kg−1 dan−1 za BDE-154 i -183) dok je vrijednost 2000 ng kg−1 dan−1 određena za  

penta-BDE formulaciju primijenjena kao RfD za ΣPBDE.177,178 U slučaju ingestije prašine, 

HQing je izračunat za oba scenarija, centralni i najgori.    

Indeks opasnosti je nekancerogeni rizik uslijed višestrukih puteva unosa izražen kao 

zbroj pojedinih vrijednosti HQ: 

 

(3) 

(4) 

(5) 

(6) 

(7) 
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𝐻𝐼 =  𝐻𝑄mlijeko + 𝐻𝑄ing + 𝐻𝑄derm 

 

HI ≤ 1 označava da ne postoji značajan rizik od nekancerogenih učinaka, dok HI > 1 označava 

da određeni spoj može predstavljati nekancerogeni rizik za izloženu populaciju, s vjerojatnošću 

koja ima tendenciju porasta kako se povećava vrijednost HI.179 
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Vrijednosti procijenjenih dnevnih unosa, kvocijenata i indeksa opasnosti za svaki pojedini 

kongener prikazani su u Tablicama 8.4. i 8.5. u Dodatku, dok su vrijednosti dobivene za ΣPBDE 

prikazane u Tablici 4.11. (za majke, odnosno odraslu populaciju) te u Tablici 4.12. (za 

dojenčad).  

Prema dobivenim podacima, unos spojeva PBDE u organizam majke putem dermalne 

apsorpcije doprinosi ukupnoj izloženosti prosječno manje od 6 % za centralni scenarij, dok u 

najgorem scenariju doprinosi još manje, svega 2 % za sve analizirane uzorke. Navedeni podaci 

su u skladu s prijašnjim istraživanjima.33,89,104 Ukupni procijenjeni unos ∑PBDE u organizam 

majke u rasponu je od 4,7 × 10‒5 ng kg‒1 dan‒1 do 0,1 ng kg‒1 dan‒1 u slučaju centralnog scenarija 

i od 1,4 × 10‒4 ng kg‒1 dan‒1 do 0,29 ng kg‒1 dan‒1 u slučaju najgoreg scenarija. Kongeneri  

BDE-99, BDE-47 i BDE-183 koji su bili najzastupljeniji u uzorcima kućne prašine, najviše su 

doprinijeli i ukupnom unosu spojeva PBDE u organizam majke putem ingestije kućne prašine 

s 26 %, 23 % i 19 %. Što se tiče dermalne apsorpcije, najveći doprinos imao je kongener  

BDE-47.  

Izračunate vrijednosti HQ za pojedini put unosa spojeva PBDE kao i vrijednosti HI, koji 

uzima u obzir oba puta unosa, bile su za majke nekoliko redova veličine ispod 1. Navedeni 

rezultati ukazuju na to da detektirane razine spojeva PBDE u uzorcima kućne prašine u 

domovima majki iz Zagreba i okolice ne predstavljaju rizik za njihovo zdravstveno stanje. 

Ovdje treba uzeti u obzir da ingestija i dermalna apsorpcija prašine predstavljaju jedan udio u 

ukupnom unosu spojeva PBDE u organizam, a da jedan važan put unosa, ingestija 

kontaminirane hrane, u ovom radu nije istraživan. S obzirom na to da nema poznatih većih 

izvora onečišćenja spojevima PBDE u Hrvatskoj koji bi potencijalno mogli kontaminirati 

hranu, smatramo da je općenito rizik za zdravlje zbog unosa ovih spojeva u Hrvatskoj vrlo 

nizak.  

Prema dobivenim podacima, unos spojeva PBDE u organizam dojenčadi putem 

ljudskog mlijeka daleko je značajniji (medijan 99 %) u odnosu na unos putem ingestije i 

dermalne apsorpcije prašine (medijan < 1 %). No, u slučaju uzorka kod kojeg je nađena izrazito 

visoka ∑PBDE u kućnoj prašini (523 ng g‒1 prašine, u odnosu na medijan ∑PBDE od  

4,9 ng g‒1 prašine), doprinos putem ingestije prašine je značajniji (70 % za centralni scenarij i 

88 % za najgori scenarij) od onog putem ljudskog mlijeka. 

Ukupni procijenjeni unos ∑PBDE u organizam dojenčeta u rasponu je od 0,72 ng kg‒1 

dan‒1 do 41 ng kg‒1 dan‒1 u slučaju centralnog scenarija i od 0,84 ng kg‒1 dan‒1 do  
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41 ng kg‒1 dan‒1 u slučaju najgoreg scenarija. Važno je uzeti u obzir da postoje razlike u unosu 

pojedinih kongenera PBDE iz različitih matrica. Unos kongenera BDE-153 putem ljudskog 

mlijeka bio je u rasponu od 0,44 ng kg‒1 dan‒1 do 5,3 ng kg‒1 dan‒1, no za dva uzorka ljudskog 

mlijeka (FRSN1 i MALU1) u kojima su detektirani najviši maseni udjeli ΣPBDE i u kojima je 

po zastupljenosti prevladavao kongener BDE-99, upravo je procijenjeni dnevni unos tog 

kongenera iznosio gotovo 22 ng kg‒1 dan‒1, što je za ta dva uzorka više od polovice 

procijenjenog dnevnog unosa ∑PBDE u dojenčad putem ingestije mlijeka. Što se tiče unosa 

spojeva PBDE putem ingestije kućne prašine, značajniji doprinos ukupnom unosu čine 

kongeneri koji su detektirani u višim masenim koncentracijama u samim uzorcima prašine.  

Očekivano, dojenčad je izloženija unosu spojeva PBDE u organizam putem ingestije i 

dermalne apsorpcije kućne prašine u odnosu na majke, što se pokazalo i statistički značajno  

(z = 5,322) prema Mann Whitney U-testu (Slika 4.10.). Time je potvrđeno da su dojenačad 

izuzetno osjetljiva populacija, a pogotovo ako se uzme u obzir i njihova prehrana koja 

značajnije doprinosi ukupnom unosu spojeva PBDE u odnosu na kasnija životna razdoblja. Isto 

je dobiveno i u radu Johnson i Restrepo (2009), gdje je istraživanjem pet dobnih skupina 

zaključeno da je unos putem prašine u prosjeku bio od 3 do 5 puta veći za dojenčad u odnosu 

na ostale dobne skupine.7  

 

 

 

Slika 4.10. Značajnost razlika između procjene ukupnog dnevnog unosa spojeva PBDE putem 

prašine (ingestija i dermalna apsorpcija) u organizam majki i dojenčeta prema Mann Whitney 

U-testu (p < 0,05) 
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Izračunate vrijednosti HQ za pojedini put unosa spojeva PBDE, a također i vrijednosti HI bile 

su za dojenčad uglavnom nekoliko redova veličine ispod 1. Navedeni rezultati ukazuju da 

prema razinama spojeva PBDE detektiranim u ljudskome mlijeku i kućnoj prašini zdravstveno 

stanje dojenčadi nije ugroženo uslijed unosa navedenih spojeva. U već spomenutim uzorcima 

FRSN1 i MALU1, vrijednost HI od približno 0,2 za kongener BDE-99 značajno se približila 1. 

Dobiveni rezultati potvrđuju da su dojenčad izuzetno osjetljiva populacija podložna značajno 

većem unosu spojeva PBDE nego odrasla populacija, uglavnom zbog unosa putem mlijeka. S 

obzirom na to da se ti spojevi dugo zadržavaju u organizmu, a pred tom djecom je period kada 

će zbog prije spomenutih obrazaca ponašanja njihova izloženost uslijed ingestije prašine još 

više porasti, važno je u najvećoj mogućoj mjeri poduzeti radnje da se generalno smanji 

izloženost ovim štetnim spojevima. Na razini svojih domova, to se može postići korištenjem 

novih materijala koji ne sadrže spojeve PBDE, redovitim uklanjanjem prašine i što češćim 

provjetravanjem.  
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4.4. Procjena povezanosti masenih udjela spojeva PBDE s karakteristikama 

kućanstva te osobnim podacima majke i dojenčadi 

 

U statističkoj obradi podataka izostavljen je uzorak kućne prašine u kojem je maseni udio sume 

analiziranih kongenera (∑PBDE 523 ng g‒1 prašine) bio značajno viši u odnosu na ostale uzorke 

(ekstrem).  

Koeficijenti Spearmanove korelacije (r) između masenih udjela analiziranih kongenera 

PBDE u kućnoj prašini i ljudskome mlijeku prikazani su u Tablicama 4.13. i 4.14. Analiza 

korelacija pokazala je statistički značajne pozitivne korelacije između masenih udjela svih 

analiziranih kongenera PBDE u kućnoj prašini, kao i između pojedinih kongenera i ΣPBDE, 

što ukazuje na to da vjerojatno slični čimbenici utječu na detektirane masene udjele. Jedan od 

takvih čimbenika mogu biti uobičajeni izvori navedenih spojeva, poput tapeciranog namještaja, 

tekstila ili EE uređaja u kućanstvu. U usporedbi s jakim međusobnim korelacijama između 

najzastupljenijih kongenera formulacije „penta“ (BDE-47, -99, -100, -153 i -154), većina tih 

kongenera ne pokazuje statistički značajnu korelaciju s predstavnikom formulacije „okta“ 

(BDE-183). To potvrđuje da u kućanstvima postoje materijali, odnosno proizvodi 

kontaminirani s obje spomenute formulacije, no kongener BDE-183 vjerojatno potječe iz 

drugih izvora u odnosu na kongenere formulacije „penta“.  

Analizom korelacija masenih udjela kongenera PBDE izmjerenih u uzorcima ljudskog 

mlijeka dobiven je manji broj statistički značajnih korelacija između pojedinih kongenera 

PBDE. Statistički značajne međusobne korelacije nađene su između kongenera BDE-47,  

BDE-99, BDE-153 i BDE-154, što je u skladu s rezultatima analize kućne prašine. Također je 

nađena značajna korelacija između para kongenera BDE-28 i BDE-183.  

Statistički značajna korelacija između izmjerenih masenih udjela u kućnoj prašini i onih 

izmjerenih u ljudskome mlijeku nađena je za kongener BDE-28, te između kongenera  

BDE-183 iz mlijeka i kongenera BDE-28 iz kućne prašine. Uočena sukladnost vrijednosti dviju 

skupina podataka može se objasniti time da su koncentracije oba kongenera (BDE-28 i  

BDE-183) u majčinom mlijeku bile ispod granice detekcije u više od 96 % analiziranih uzoraka 

dok je koncentracija kongenera BDE-28 u kućnoj prašini bila ispod granice detekcije u 90 % 

uzoraka. Nađene su i statistički značajne korelacije između kongenera BDE-153 u ljudskome 

mlijeku i kongenera BDE-47, BDE-99, BDE-100, koji potječu iz kućne prašine (Tablica 4.15.), 

što je u skladu s tim da su ispitanice bile najizloženije formulaciji „penta“. Uz niske masene 
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udjele detektiranih spojeva PBDE u ljudskome mlijeku, vjerojatni razlozi izostanka snažnijih 

korelacija jesu i različita biodostupnost pojedinih kongenera, sposobnost njihova vezanja i 

akumulacije, kao i različito vrijeme njihova poluraspada u ljudskom organizmu. 

 

Tablica 4.13. Koeficijenti Spearmanove korelacije (r) između masenih udjela detektiranih 

kongenera PBDE u uzorcima prašine iz kućanstva ispitanica iz Zagreba i okolice [statistički 

značajne korelacije (p < 0,05) su podebljane] 

 

 

 

Tablica 4.14. Koeficijenti Spearmanove korelacije (r) između masenih udjela detektiranih 

kongenera PBDE u uzorcima ljudskog mlijeka ispitanica iz Zagreba i okolice [statistički 

značajne korelacije (p < 0,05) su podebljane] 

 

 

 

 

 

 

 
BDE-47 BDE-99 BDE-100 BDE-153 BDE-154 BDE-183 ΣPBDE 

BDE-28 0,450 0,409 0,437 0,413 0,442 0,266 0,395 

BDE-47  0,923 0,752 0,662 0,721 0,300 0,877 

BDE-99   0,874 0,770 0,818 0,281 0,904 

BDE-100    0,756 0,846 0,198 0,798 

BDE-153     0,866 0,614 0,881 

BDE-154      0,379 0,810 

BDE-183       0,596 

 
BDE-47 BDE-99 BDE-100 BDE-153 BDE-154 BDE-183 ΣPBDE 

BDE-28 0,277 0,280 0,328 0,247 0,312 0,719 0,290 

BDE-47  0,634 0,757 0,380 0,453 0,331 0,820 

BDE-99   0,541 0,733 0,733 0,109 0,851 

BDE-100    0,254 0,333 0,063 0,761 

BDE-153     0,784 0,209 0,703 

BDE-154      0,224 0,707 

BDE-183       0,134 
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Tablica 4.15. Koeficijenti Spearmanove korelacije (r) između masenih udjela detektiranih 

kongenera PBDE u uzorcima ljudskog mlijeka i prašine iz kućanstva ispitanica iz Zagreba i 

okolice [statistički značajne korelacije (p < 0,05) su podebljane] 

akućna prašina; bljudsko mlijeko 

 

Spearmanova rank korelacija pokazala je mali broj korelacija između masenih udjela 

pojedinačnih kongenera PBDE s karakteristikama kućanstva, odnosno majke i djeteta. Jedino 

kongener BDE-100 detektiran u kućnoj prašini statistički značajno pozitivno korelira s brojem 

sati korištenja električnih i elektroničkih uređaja (r = 0,396) te negativno s površinom tepiha u 

kućanstvu (r = 0,428), što može biti povezano s tim da je općenito u kućanstvima zabilježeno 

malo površina prekrivenih tepisima. U ljudskome mlijeku navedeni kongener statistički 

značajno pozitivno korelira s brojem tapeciranog namještaja (r = 0,402). Nedostatak većeg 

broja statistički značajnih korelacija masenih udjela spojeva PBDE s brojem tapeciranog 

namještaja ili količinom tekstila u kućanstvu može se pripisati malom broju uzoraka, dok, s 

druge strane, ni u istraživanjima s puno većim brojem uzoraka nisu uvijek nađene očekivane 

korelacije. Slučaj je to i u istraživanju Whitehead i suradnika (2013) u kojem su analizirana 292 

uzorka kućne prašine te nisu nađene korelacije između koncentracija spojeva PBDE i broja ili 

sati korištenja elektroničkih uređaja kao ni broja tapeciranog namještaja, što se pripisalo 

činjenici da, unatoč prividnoj sličnosti, takvi predmeti mogu sadržavati spojeve PBDE u vrlo 

različitim količinama.181 

Od dostupnih osobnih podataka majke odnosno djeteta dobivenih iz Anketnih obrazaca, 

nađena je korelacija pojedinih kongenera jedino s BMI majke. Svi kongeneri osim BDE-47 

negativno su korelirali s BMI majke izračunatim za tri perioda: prije trudnoće, neposredno prije 

poroda i mjesec dana nakon poroda (Tablica 4.16.). Za sve tri kategorije korelacija BMI s  

 
BDE-28b BDE-47b BDE-99b BDE-100b BDE-153b BDE-154b BDE-183b ∑PBDEb 

BDE-28a 0,597 0,237 0,171 0,246 0,218 0,097 0,458 0,226 

BDE-47a 0,161 0,219 0,203 0,117 0,485 0,255 0,209 0,323 

BDE-99a 0,097 0,223 0,210 0,079 0,419 0,107 0,194 0,295 

BDE-100a 0,122 0,280 0,218 0,094 0,409 0,068 0,224 0,313 

BDE-153a 0,097 0,200 0,135 0,237 0,172 -0,089 0,075 0,204 

BDE-154a 0,141 0,294 0,247 0,296 0,314 -0,017 0,166 0,328 

BDE-183a -0,011 -0,160 -0,221 0,042 -0,256 -0,317 -0,120 -0,214 

∑PBDEa 0,075 0,129 0,073 0,062 0,273 0,014 0,134 0,162 
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BDE-153 je i statistički značajna, dok kongener BDE-99 statistički značajno korelira s BMI 

prije trudnoće, a kongener BDE-154 s BMI prije trudnoće i mjesec dana nakon poroda. Moguće 

objašnjenje dobivenih rezultata bi bilo da se ovi spojevi kod ispitanica s većim BMI 

raspodjeljuju i u drugim dijelovima tijela s povećanim udjelom masti, što dovodi do efekta 

razrjeđenja. U drugim radovima nisu uočene statistički značajne korelacije između masenih 

udjela spojeva PBDE i indeksa tjelesne mase.123,129,141  

Nije bilo statistički značajne korelacije između izmjerenih masenih udjela spojeva 

PBDE u ljudskome mlijeku s masti mlijeka. Mogući razlog je mali broj uzoraka, a i činjenica 

da nisu sve ispitanice bile prvorotke, te, kao što je napomenuto, redni broj i trajanje laktacije 

mogu utjecati na smanjenje razina lipofilnih organskih zagađivala u mlijeku jer tim procesom 

dolazi do njihova izlučivanja. 

 

Tablica 4.16. Koeficijenti Spearmanove korelacije (r) između masenih udjela detektiranih 

kongenera PBDE u uzorcima ljudskog mlijeka i indeksa tjelesne mase [prije trudnoće (BMIprije); 

neposredno prije poroda (BMIporod); mjesec dana nakon poroda (BMInakon)] [statistički značajne 

korelacije (p < 0,05) su podebljane] 

 

 

 

 

 

 

Korištenjem faktorske analize uz ekstrakciju analizom glavnih komponenata cilj je bio utvrditi 

manji broj izvedenih varijabli koje objašnjavaju povezanost većeg broja varijabli.  

Faktorska analiza pokazala je da varijaciju masenih udjela spojeva PBDE izmjerenih u 

uzorcima prašine ispitivanih kućanstava mogu opisati dva glavna faktora. Prvi modelu 

doprinosi s gotovo 73 % i čine ga kongeneri iz formulacije „penta“, dok drugi faktor doprinosi 

s 14 % i čini ga kongener BDE-183 kao glavni predstavnik formulacije „okta“. Zajedno ta dva 

faktora objašnjavaju 87 % ukupne varijance (Tablica 4.17.) 

 

 
BMIprije BMIporod BMInakon 

BDE-28 -0,204 -0,182 -0,215 

BDE-47 -0,049 0,092 0,028 

BDE-99 -0,366 -0,229 -0,294 

BDE-100 -0,159 0,127 -0,062 

BDE-153 -0,371 -0,386 -0,403 

BDE-154 -0,425 -0,354 -0,364 

BDE-183 -0,127 -0,231 -0,157 

∑PBDE -0,070 -0,071 -0,044 
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Tablica 4.17. Rezultati faktorske analize nakon ekstrakcije glavnih komponenti (rotacija 

varimax s normalizacijom Kaiser) masenih udjela spojeva PBDE u kućnoj prašini. Značajne 

korelacije (r > 0,7) su podebljane 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na Slici 4.11. prikazan je dijagram varijabli izveden iz prve dvije glavne komponente, čime je 

omogućena vizualizacija njihovog grupiranja. 

 

   

Slika 4.11. Dijagram varijabli izveden iz prve dvije glavne komponente za spojeve PBDE 

detektirane u prašini iz kućanstava Zagreba i okolice uz dodatne varijable povezane s 

karakteristikama kućanstva 

 
Faktor 1 Faktor 2 

BDE-28 -0,555 -0,333 

BDE-47 -0,957 -0,141 

BDE-99 -0,985 -0,106 

BDE-100 -0,979 -0,128 

BDE-153 -0,833 0,369 

BDE-154 -0,979 0,023 

BDE-183 -0,211 0,921 

Svojstvena 

vrijednost 
5,840 1,143 

Udio ukupne  

varijance (%) 
72,99 14,29 

broj prozora i vrata 

k 
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Grupiranje kongenera PBDE dospjelih iz istih komercijalnih formulacija dodatno potvrđuje da 

u kućanstvima postoje različiti izvori obje komercijalne formulacije i da su oni na maloj 

udaljenosti od mjesta uzorkovanja prašine.  

Kao dodatne varijable (engl. Supplementary Variables) (na Slici 4.11. prikazane 

crvenom bojom) istražene su neke od karakteristika kućanstva iz anketnih podataka, a za koje 

smo na temelju dosadašnjih saznanja i literaturnih podataka smatrali da mogu utjecati na 

ukupnu izloženost spojevima PBDE. Teoretski, što su dodatne varijable udaljenije od ishodišta 

i bliže pojedinim varijablama koje predstavljaju masene udjele kongenera, njihov doprinos 

modelu je veći. Uočava se da su od ishodišta najudaljenije dodatne varijable adaptacija, starost 

objekta, broj električnih i elektroničkih uređaja te broj sati njihovog korištenja, što znači da ti 

parametri u najvećoj mjeri doprinose izmjerenim masenim udjelima spojeva PBDE u kućnoj 

prašini iako njihov doprinos nije statistički značajan.  

 Što se tiče ljudskog mlijeka, na Slici 4.12. prikazana su dva dijagrama varijabli izvedena 

iz prvih dviju glavnih komponenti povezanih s osobnim podacima majke i dojenčeta (a) i 

karakteristikama kućanstva (b). 

 

 

 

Slika 4.12. Dijagram varijabli izveden iz prve dvije glavne komponente za spojeve PBDE 

detektirane u ljudskome mlijeku ispitanica iz Zagreba i okolice uz dodatne varijable povezane 

s osobnim podacima majke i djeteta (a) i karakteristikama kućanstva (b) 

 

a) b) 
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Vidljivo je da varijaciju (88 % ukupne varijance) masenih udjela spojeva PBDE nađenih u 

ljudskome mlijeku mogu opisati dva glavna faktora ‒ prvi modelu doprinosi sa 69 % i čine ga 

ponovno kongeneri iz formulacije „penta“ dok drugi faktor doprinosi s 19 % i čine ga kongeneri 

BDE-28 i BDE-183 (Tablica 4.18.). Grupiranje ova dva kongenera vjerojatno se može pripisati 

njihovoj maloj zastupljenosti u uzorcima ljudskog mlijeka, odnosno činjenici da su nađeni tek 

u jednom, odnosno dva uzorka. 

 

Tablica 4.18. Rezultati faktorske analize nakon ekstrakcije glavnih komponenti (rotacija 

varimax s normalizacijom Kaiser) masenih udjela spojeva PBDE u ljudskome mlijeku. 

Statistički značajne korelacije (r > 0,7) su podebljane 

 

 

 

 

 

 

 

 

Jedina dodatna varijabla vezana uz karakteristike majke i djeteta, a koja je grupirana bliže 

kongenerima BDE-28 i BDE-183 (iako ne statistički značajno) je tjedan trudnoće do kojeg je 

majka bila prisutna na poslu. Pregledom Anketnih obrazaca utvrdilo se da su majke koje rade 

uredske poslove bile najdulje prisutne na poslu i može se zaključiti da su time bile izloženije 

spojevima PBDE u poslovnoj okolini nego u vlastitom kućanstvu. Dimitradou i suradnici 

(2016) također su uočili da majke koje rade uredske poslove imaju povišene masene udjele 

spojeva PBDE, te da su posebno kongeneri BDE-47 i BDE-153 u snažnoj korelaciji sa 

zanimanjem.123 

Kad se gledaju dodatne varijable povezane s karakteristikama kućanstva, one koje u 

najvećoj mjeri doprinose modelu, iako ne statistički značajno, su adaptacija, broj prozora i 

vrata, površina tepiha te broj električnih i elektroničkih uređaja i broj sati njihovog korištenja. 

Zanimljivo je da su tri varijable (adaptacija, broj električnih i elektroničkih uređaja i broj sati 

 
Faktor 1 Faktor 2 

BDE-28 -0,666 0,739 

BDE-47 -0,689 -0,136 

BDE-99 -0,898 -0,356 

BDE-100 -0,944 -0,004 

BDE-153 -0,767 -0,516 

BDE-154 -0,953 -0,010 

BDE-183 -0,664 0,734 

Svojstvena 

vrijednost 
5,522 1,521 

Udio ukupne  

varijance (%) 
69,02 19,02 
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njihovog korištenja) ovdje izdvojene zbog doprinosa modelu, imale najveći doprinos modelu i 

u slučaju kućne prašine (Slika 4.11.).  

Rezultati postupne višestruke regresije prikazani su u Tablici 4.19. i pokazuju da su 

pozitivni prediktori masenog udjela ∑PBDE u kućnoj prašini broj električnih i elektroničkih 

uređaja i starost kuće/stana, dok su broj tapeciranog namještaja te površina stana/kuće negativni 

prediktori. To znači da se u starijim građevinama, manje stambene površine s većim brojem 

električnih i elektronskih uređaja i manjim brojem tapeciranog namještaja mogu očekivati viši 

maseni udjeli ∑PBDE. Jedini prediktor za koji bi se očekivalo upravo suprotno od dobivenog 

je broj tapeciranog namještaja, odnosno očekivalo bi se da u kućanstvima s većim brojem 

tapeciranog namještaja budu i viši maseni udjeli spojeva PBDE. No, kao što je prije spomenuto, 

takve korelacije nisu uvijek nađene, s obzirom na to da u kućanstvima i veliki broj drugih 

parametara može utjecati na koncentracije spojeva PBDE u prašini. 

Ako izdvojimo dva uzorka u kojima su detektirani najviši maseni udjeli spojeva PBDE 

u prašini (VRAM3 s 523 ng g‒1 i SKKS7 s 154 ng g‒1), na temelju informacija danih u Anketnim 

obrascima može se vidjeti da su navedeni uzorci kućne prašine prikupljeni u obiteljskim 

kućama koje su među najstarijima od svih istraživanih te su ukućani izvijestili o visokom udjelu 

vremena provedenom koristeći električne i elektroničke uređaje. Osim toga, u odnosu na ostala 

kućanstva, izvijestili su da je učestalost usisavanja niska, što može doprinijeti gomilanju 

zagađivala u kućnoj prašini.  
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Tablica 4.19. Sažeti rezultati postupne višestruke regresije između masenih udjela ∑PBDE u 

kućnoj prašini i ljudskome mlijeku i varijablama povezanim s kućanstvom te majkom i 

djetetom. Statistički značajne korelacije su podebljane 

 

 

 

 

 

 

 

Što se tiče prediktora masenih udjela ∑PBDE u ljudskome mlijeku u odnosu na karakteristike 

kućanstva, pozitivni prediktor je površina tepiha u kućanstvu, dok je površina stambenog 

prostora negativni prediktor. Ovdje je važno istaknuti da manja površina stambenog prostora 

potencijalno utječe na povišene masene udjele spojeva PBDE ne samo u kućnoj prašini nego i 

u ljudskome mlijeku. Kao prediktor masenog udjela ∑PBDE u ljudskome mlijeku s obzirom na 

karakteristike majke, istaknula se samo dob i to kao negativan prediktor. Smanjenje masenih 

udjela ∑PBDE s povećanjem godina majke uočili su i Yin i suradnici (2019),141 dok u drugim 

radovima nisu uočene slične statistički značajne korelacije.123,129,137 

Gledajući ukupno, različiti statistički alati izdvojili su nekoliko parametara koje 

možemo povezati s određenim masenim udjelima spojeva PBDE u kućnoj prašini i ljudskome 

mlijeku. Prije svega to su električni i elektronički uređaji i vrijeme njihova korištenja, čijim 

porastom rastu i razine spojeva PBDE. Obrnuto, što je građevina novija ili nedavno adaptirana 

te površina stambenog prostora veća, razine spojeva PBDE se smanjuju. Što se tiče 

karakteristika majke, pokazalo se da utjecaj na izmjerene masene udjele spojeva PBDE u 

mlijeku mogu imati dob, izloženost na radnom mjestu te BMI.  

 

 

 
∑PBDE u kućnoj prašini ∑PBDE u ljudskome mlijeku 

Karakteristike kućanstva   

broj tapeciranog namještaja -0,218 - 

broj ukućana -0,485 - 

broj EE uređaja 0,228 - 

sati korištenja EE uređaja - 0,017 

površina stana/kuće -0,340 -0,011 

starost stana/kuće 0,304 - 

površina tepiha 0,138 0,096 

Osobni podaci majke   

dob majke - -0,067 
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§ 5. ZAKLJUČCI 

1. Optimirani su kromatografski uvjeti za istovremenu plinskokromatografsku analizu sedam 

kongenera PBDE na tridesetmetarskim kapilarnim kolonama HP-5MS i DB-1701 uz detekciju 

spojeva detektorom zahvata elektrona. Optimalno razlučivanje svih sedam kongenera PBDE 

postignuto je unutar 23 minute. Linearan odziv detektora postignut je za sve spojeve uz 

koeficijente korelacije r veće od 0,995 na obje plinskokromatografske kolone.  

 

2. Preliminarnim istraživanjima učinkovitosti raznih otapala i smjesa otapala za kvantitativnu 

ekstrakciju spojeva PBDE iz kućne prašine pomoću ekstrakcije potpomognute mikrovalovima 

izdvojene su smjese ψ(n-heksan, aceton)=1:1 i ψ(n-heksan, H2O)=10:1, čijom su primjenom 

postignuti zadovoljavajući analitički povrati (> 60 %). Te su dvije smjese otapala predstavljale 

kvalitativni parametar u eksperimentu osmišljenom prema potpunom faktorskom dizajnu 

eksperimenta.  

 

3. Uz smjesu otapala kao kvalitativni parametar, serijom pokusa osmišljenih prema potpunom 

faktorskom dizajnu eksperimenta istraženi su volumen otapala, temperatura i vrijeme 

ekstrakcije kao kvantitativni parametri koji potencijalno mogu utjecati na učinkovitost 

ekstrakcije potpomognute mikrovalovima spojeva PBDE iz kućne prašine. Statistički značajan 

utjecaj nađen je samo za vrstu primijenjenog otapala. Smjesom otapala ψ(n-heksan, aceton)=1:1 

ekstrahirani su viši maseni udjeli spojeva PBDE (od 222 ng g−1 do 327 ng g‒1 prašine) u odnosu 

na smjesu otapala ψ(n-heksan, H2O)=10:1 (od 133 ng g-−1 do 216 ng g‒1 prašine). Odabrani 

optimalni uvjeti ekstrakcije potpomognute mikrovalovima spojeva PBDE su sljedeći: 

ekstrakcija 1 g kućne prašine uz dodatak 20 mL smjese ψ(n-heksan, aceton)=1:1 pri 80 °C 

tijekom 20 minuta. 

 

4. Optimiran je postupak pročišćavanja ekstrakta kućne prašine. Pročišćavanje ekstrakta 

svedeno je na samo jedan korak upotrebom višeslojne kolone SPE punjene s 2 g neutralnog 

silikagela i 4 g silikagela modificiranog s koncentriranom H2SO4, uz kondicioniranje kolone s 

10 mL n-heksana i eluiranje spojeva PBDE s 15 mL smjese ψ(n-heksan, diklormetan)=4:1. 
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5. Točnost i preciznost metode određivanja spojeva PBDE u kućnoj prašini istražene su nakon 

optimizacije uvjeta ekstrakcije potpomognute mikrovalovima i nakon optimizacije postupka 

pročišćavanja ekstrakta pri koncentracijskoj razini od 50 ng mL−1. U skladu s očekivanjima, 

optimizacijom postupka pročišćavanja postignuti su veći analitički povrati (od 76 % do 90 %) 

u odnosu na one dobivene nakon optimizacije uvjeta ekstrakcije (od 70 % do 83 %), uz 

podjednaku ponovljivost metode.  

 

6. Pouzdanost analitičkog postupka temeljenog na ekstrakciji potpomognutoj mikrovalovima 

spojeva PBDE iz kućne prašine smjesom otapala ψ(n-heksan, aceton)=1:1 provjerena je 

analizom certificiranog referentnog materijala kućne prašine (CRM-2585). Maseni udjeli 

ciljanih kongenera PBDE bili su unutar zadanog raspona certificiranih vrijednosti, osim za 

kongener BDE-153, za koji je odstupanje bilo samo 0,6 %.  

  

7. Istražena je učinkovitost ekstrakcije potpomognute mikrovalovima spojeva PBDE iz različito 

pripravljenih uzoraka ljudskog mlijeka (liofilizirano, tekuće i liofilizirano uz dodatak 

destilirane deionizirane vode). Priprava uzorka pokazala se najvažnijim korakom za dobivanje 

zadovoljavajućih analitičkih povrata spojeva PBDE. Najbolja učinkovitost (analitički povrati 

od 61 % do 83 %) ekstrakcije spojeva PBDE dobivena je analizom liofiliziranog ljudskog 

mlijeka uz dodatak 10 mL destilirane deionizirane vode i primjenu denaturirajućih sredstava, 

mravlje kiseline i propan-2-ola, i smjese otapala ψ(n-heksan, aceton)=1:1 za ekstrakciju. Na taj 

način peterostruko se smanjio ukupni volumen uzorka u odnosu na uzorak tekućeg ljudskog 

mlijeka, a dodatkom vode povećan je dipolni moment smjese uzorka i otapala.  

 

8. Detaljnijom optimizacijom uvjeta ekstrakcije potpomognute mikrovalovima, zaključeno je 

da promjena omjera otapala, volumena denaturirajućih reagensa i/ili prethodne inkubacije s 

njima nema utjecaja na učinkovitost ekstrakcije spojeva PBDE iz uzoraka ljudskog mlijeka. 

Povećanje volumena smjese otapala i temperature ekstrakcije povoljno su utjecali na njezinu 

učinkovitost te su za ekstrakciju spojeva PBDE iz 5 g liofiliziranog mlijeka uz dodatak 

destilirane deionizirane vode najbolji analitički povrati postignuti upotrebom 40 mL smjese 

otapala ψ(n-heksan, aceton)=1:1, uz 3 mL mravlje kiseline i 6 mL propan-2-ola pri temperaturi 

ekstrakcije od 105 °C u trajanju od 20 minuta.  
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9. Optimiran je postupak pročišćavanja ekstrakta ljudskog mlijeka. Optimalno pročišćavanje 

ekstrakta provedeno je u dva koraka: 1) izmućkivanje ekstrakta s koncentriranom sumpornom 

kiselinom i 2) propuštanje izdvojenog organskog sloja kroz višeslojnu kolonu SPE punjenu s  

2 g neutralnog silikagela i 6 g silikagela modificiranog s koncentriranom H2SO4. Kolona je 

prethodno kondicionirana s 15 mL n-heksana, a spojevi PBDE eluirani su s 20 mL smjese 

otapala ψ(n-heksan, diklormetan)=4:1. 

 

10. Točnost i preciznost metode određivanja spojeva PBDE u ljudskome mlijeku istražene su 

analizom obogaćenih uzoraka pri dvije koncentracijske razine: 5 ng mL‒1 i 25 ng mL−1. 

Dobiveni su podjednaki analitički povrati pri obje koncentracijske razine (niža: od 61 % do  

74 %; viša: od 63 % do 80 %), uz zadovoljavajuću ponovljivost (< 12 % odnosno < 10 %). 

Pouzdanost analitičkog postupka temeljenog na ekstrakciji potpomognutoj mikrovalovima 

spojeva PBDE iz ljudskog mlijeka smjesom otapala ψ(n-heksan, aceton)=1:1 provjerena je i 

analizom komercijalnog adaptiranog mlijeka za dojenčad. Analitički povrati (od 60 % do  

71 %) uz ponovljivost < 7 % odlično su se slagali s prethodno dobivenim rezultatima validacije 

metode.  

 

11. Suma masenih udjela spojeva PBDE u uzorcima prašine iz kućanstava Zagreba i okolice 

bila je u rasponu od 0,24 ng g−1 do 523 ng g−1 prašine. Najviši maseni udjeli određeni su za 

kongenere BDE-47, BDE-99 i BDE-183, a medijan njihovog doprinosa ukupnoj sumi iznosio 

je 83 %. Usporedbom izmjerenih masenih udjela pojedinačnih kongenera PBDE s aktualnim 

istraživanjima na globalnoj razini može se zaključiti da su razine u kućnoj prašini na području 

Zagreba i okolice relativno niske.  

 

12. Suma masenih udjela spojeva PBDE u ljudskome mlijeku ispitanica iz Zagreba i okolice 

bila je u rasponu od 0,16 ng g−1 do 6,3 ng g−1 masti. U najvišim masenim udjelima određen je 

kongener BDE-153, koji je detektiran u 100 % ukupnog broja uzoraka. Usporedbom sume 

masenih udjela spojeva PBDE s novijim istraživanjima na globalnoj razini može se zaključiti 

da su razine u ljudskome mlijeku na području Zagreba i okolice relativno niske, što je u skladu 

s razinama detektiranim u paralelnim uzorcima kućne prašine.  
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13. Za odraslu populaciju je očekivano unos spojeva PBDE u organizam veći putem ingestije 

prašine u odnosu na dermalnu apsorpciju, dok je kod dojenčadi unos spojeva PBDE u 

organizam putem ljudskog mlijeka daleko značajniji (medijan 99 %) u odnosu na unos putem 

prašine (medijan < 1 %). Iznimka je uzorak prašine u kojem je nađena izrazito visoka suma 

spojeva PBDE te je doprinos putem ingestije prašine za dojenčad bio veći u odnosu na unos 

putem mlijeka. Usporedbom rezultata potvrđeno je da je dojenčad izuzetno osjetljiva populacija 

podložna značajno većem unosu spojeva PBDE nego odrasla populacija, uglavnom zbog unosa 

putem mlijeka. Kongeneri BDE-99, BDE-47 i BDE-183, koji su bili najzastupljeniji u uzorcima 

kućne prašine, najviše su doprinijeli i ukupnom unosu spojeva PBDE u organizam majke putem 

ingestije kućne prašine. Što se tiče ljudskog mlijeka, ukupnom unosu spojeva PBDE u 

organizam dojenčeta najviše je doprinio kongener BDE-153. Izračunate vrijednosti indeksa 

opasnosti koji uzima u obzir sve moguće puteve unosa spojeva PBDE bile su za dojenčad i 

majke nekoliko redova veličine ispod 1. U slučaju dojenčadi, u dva slučaja se vrijednost indeksa 

opasnosti (~ 0,2) za kongener BDE-99 značajno približila 1. 

  

14. Različitim statističkim tehnikama istražene su međusobne korelacije izmjerenih masenih 

udjela pojedinačnih kongenera PBDE i njihove sume s prikupljenim podacima o majkama i 

njihovim životnim navikama te potencijalnim izvorima spojeva PBDE prisutnim u njihovim 

kućanstvima. Pokazano je da u kućanstvima postoje materijali, odnosno proizvodi 

kontaminirani s formulacijama „penta“ i „okta“. Porastom broja električnih i elektroničkih 

uređaja te vremena njihova korištenja rastu i razine spojeva PBDE. Obrnuto, u novijim ili 

nedavno adaptiranim te površinom većim stambenim prostorima, mogu se očekivati niže razine 

spojeva PBDE. Što se tiče karakteristika majke, pokazano je da utjecaj na izmjerene masene 

udjele spojeva PBDE u mlijeku mogu imati dob, izloženost na radnom mjestu te BMI. 

 

15. Rezultatima je potvrđeno da je dojenčad najosjetljivija populacijska skupina, a s obzirom 

na to da su spojevi PBDE skloni bioakumulaciji u organizmu te da je pred njima razdoblje u 

kojem se njihova izloženost ovim spojevima putem ingestije prašine dodatno povećava zbog 

učestalog prinošenja ruku i raznih predmeta ustima te kontakta s podovima i drugim 

predmetima, vrlo je važno poduzeti preventivne radnje za smanjivanje masenih udjela 

navedenih spojeva u njihovom okruženju. To se može postići redovitim usisavanjem, 

provjetravanjem te upotrebom novijih proizvoda i materijala koji ne sadrže spojeve PBDE. 
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§ 6. POPIS OZNAKÂ, KRATICÂ I SIMBOLÂ 
 

Kratica  Značenje 

/    nije analizirano 

∑PBDE  suma masenih udjela spojeva PBDE 

γmlijeko  maseni udio specifičnog kongenera PBDE ili ΣPBDE u pojedinom 

uzorku ljudskog mlijeka 

γprašina  maseni udio specifičnog kongenera PBDE ili ΣPBDE u pojedinom 

uzorku kućne prašine 

ABS   akrilonitril-butadien-stiren  

AFderm    dermalna apsorpcijska frakcija (engl. Dermal Absorption Fraction) 

AFgastro   gastrointestinalna apsorpcijska frakcija (engl. Gastrointestinal 

Absorption Fraction) 

ASE ubrzana ekstrakcija otapalom (engl. Accelerated Solvent Extraction) 

BFR   bromirani usporivači gorenja (engl. Brominated Flame Retardants) 

BW    tjelesna masa (engl. Body Weight) 

CCD   središnji kompozitni dizajn (engl. Central Composite Design) 

DAS    stopa vezanja prašine za kožu (engl. Dust Adhered to Skin Rate) 

ECD    detektor zahvata elektrona (engl. Electron Capture Detector) 

ECNI  ionizacija niskoenergijskim elektronima (engl. Electron Capture 

Negative Ionization) 

EDI   procjena dnevnog unosa (engl. Estimated Daily Intake) 

EDIing procjena dnevnog unosa spojeva PBDE u organizam majki i dojenčadi  

putem ingestije prašine  

EDIderm procjena dnevnog unosa spojeva PBDE u organizam majki i dojenčadi 

putem dermalne apsorpcije  

EE otpad  električni i elektronički otpad  

EFSA  Europska agencija za sigurnost hrane (engl. European Food Safety 

Authority) 

EI   ionizacija elektronima (engl. Electron Ionization) 

ESA    površina izložene kože (engl. Exposed Skin Area) 
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EU   Europska unija 

FFD    potpuni faktorski dizajn eksperimenta (engl. Full Factorial Design) 

HEF  postotak, odnosno frakcija vremena koja se provede u kućanstvu (engl. 

Home Exposure Fraction) 

HI   indeks opasnosti ili rizika (engl. Hazard Index) 

HIPS    polistiren visokog utjecaja (engl. High Impact Polystyrene) 

HRMS  spektrometrija masa visoke rezolucije (engl. High Resolution Mass 

Spectrometry) 

HQ   kvocijent opasnosti ili rizika (engl. Hazard Quotient) 

GC   plinska kromatografija (engl. Gas Chromatography) 

GC−MS/MS   plinska kromatografija uz tandemnu spektrometriju masa 

GC−µECD   plinska kromatografija uz detektor zahvata elektrona 

GD    granica detekcije 

GPC   gel propusna kromatografija (engl. Gel Permeation Chromatography) 

IARC Međunarodna agencija za istraživanje raka (engl. International Agency 

for Research on Cancer) 

IRprašina   stopa ingestije prašine (engl. Dust Ingestion Rate) 

IUPAC Međunarodna unija za čistu i primijenjenu kemiju (engl. International 

Union for Pure and Applied Chemistry) 

LLE   ekstrakcija tekuće-tekuće (engl. Liquid-Liquid Extraction) 

log Kow logaritamska vrijednost koeficijenta razdjeljenja između n-oktanola i 

vode  

LVI    veliki volumen injektiranja (engl. Large Volume Injection) 

m   masa  

MAE ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (engl. Microwave Assisted 

Extraction) 

MeO-PBDE  metoksilirani polibromirani difenil-eteri  

MS   detektor spektrometrije masa (engl. Mass Spectrometry)  

MS/MS  tandemna spektrometrija masa  

m/z   omjer mase i naboja 

N   broj uzoraka 

NCI   negativna kemijska ionizacija (engl. Negative Chemical Ionization) 
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ND    nije detektirano  

OH-PBDE   hidroksilirani polibromirani difenil-eteri  

PBDE   polibromirani difenil-eteri (engl. Polybrominated Diphenyl Ethers) 

PBT   polibutilen tereftalat  

PCA   analiza glavnih komponenti (engl. Primary Component Analysis) 

PLE ekstrakcija potpomognuta visokim tlakom (engl. Pressurised Liquid 

Extraction) 

POPs    postojana organska zagađivala (engl. Persistent Organic Pollutants) 

PTV injektor s programiranom temperaturom isparavanja (engl. 

Programmable Temperature Vaporization) 

RfD   referentna doza (engl. Reference Dose) 

RSD   relativna standardna devijacija  

SAD   Sjedinjene Američke Države  

SPE   ekstrakcija na čvrstoj fazi (engl. Solid Phase Extraction) 

T4   tiroksin 

TSH   tireoidni stimulirajući hormon 

UAE  ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (engl. Ultrasonic Assisted 

Extraction) 

U.S. EPA  Američka agencija za zaštitu okoliša (engl. United States Environmental 

Protection Agency) 

V    volumen  

WHO   Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization) 
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Tablica 8.1. Usporedba masenih udjela spojeva PBDE određenim u uzorcima ljudskog mlijeka 

(N =24) prikupljenim od ispitanica iz Zagreba i okolice pomoću tehnika GC−µECD i 

GC−MS/MS 
 

 

Spoj 

GC−µECD GC−MS/MS 

Maseni udio / ng g‒1 masti 

Raspon Medijan Raspon Medijan 

BDE-28 0,95  0,95 0,03 – 1,0 0,04 

BDE-47 0,02 – 1,5 0,24 0,08 – 2,4 0,17 

BDE-99 0,01 – 3,4 0,26 0,03 – 4,2 0,24 

BDE-100 0,08 – 0,98 0,21 0,01 – 0,85 0,11 

BDE-153 0,13 – 0,83 0,25 0,11 – 0,91 0,23 

BDE-154 0,03 – 0,65 0,08 0,02 – 0,57 0,09 

BDE-183 0,380 0,38 0,33 – 0,50 0,42 

∑PBDE 0,16 – 6,3 0,55 0,18 – 7,5 0,59 
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Tablica 8.2. Maseni udjeli spojeva PBDE (ng g‒1 prašine) detektirani u uzorcima prašine 

prikupljenim u kućanstvima ispitanica (N = 30) s područja Zagreba i okolice 
 

UZORAK BDE-28 BDE-47 BDE-99 BDE-100 BDE-153 BDE-154 BDE-183 ∑PBDE 

JŠIV8 < GD 1,2 < GD 1,2 < GD 1,7 8,8 13 

RŠDB1 < GD < GD < GD   0,24* < GD < GD < GD 0,24 

ADRU2 < GD < GD < GD < GD < GD < GD 1,3 1,3 

KRBR2 < GD 1,5 < GD 1,3 < GD < GD 2,3 5,0 

ANLjB7 < GD 7,8 0,66 3,4   0,24* 0,50 0,78 13 

VRAM3 0,63 120 48 283 33 37 3,4 523 

DVNK9 < GD < GD < GD < GD < GD < GD < GD < GD 

DITO8 < GD 0,47 < GD 0,68   0,19* 0,45 2,2 4,0 

SOSN2 < GD 1,9 0,91 5,3 0,55 0,88 1,3 11 

GRTH5 < GD 0,50 0,38 1,9   0,22* 0,40   0,60* 4,0 

NZHL3 < GD 0,54   0,32* 0,79   0,15*   0,32* 2,8 5,0 

IVKR4 < GD 0,33 < GD   0,23* < GD < GD   0,58* 1,1 

PTLV2 < GD 0,43 0,36 1,4   0,21* 0,61 1,9 4,9 

FRSN1 < GD 5,2 3,4 21 3,0 3,0   0,64* 36 

MACI0 < GD 0,35   0,32*   0,25* < GD < GD < GD 0,93 

ZNLR2 < GD 0,76 < GD 1,2 0,36 0,40 1,8 4,5 

MATR0 < GD 2,2 < GD 2,2 < GD < GD < GD 4,4 

MRLU7 < GD 1,4 0,95 7,5 0,79 2,2 0,95 14 

SKKS7 0,53 41 15 82 7,0 4,5 3,9 154 

DALL6 < GD 11 3,0 14 1,0 1,4 1,6 32 

MALU1 < GD 0,94 < GD 1,0   0,20*   0,23* 1,1 3,5 

JABU8 < GD 1,6 1,1 4,4 0,49 0,54   0,40* 8,5 

MIMI4 < GD 3,1 1,6 8,0 0,88 1,3   0,76* 16 

VMTK5 0,77 2,5 0,67 3,1 0,60 0,98 0,96 9,5 

NKME1 < GD   0,18* < GD 0,43   0,26* 1,1 1,6 3,6 

ENVK1 < GD 0,91   0,29* 1,2   0,25*   0,19* < GD 2,8 

MGZK0 < GD 0,37 < GD 0,70 < GD < GD   0,56* 1,6 

JSSI4 < GD 1,2 0,36 1,3 0,99 2,2 19 25 

MJKT4 < GD 1,4   0,27* 1,4   0,25*   0,22*   0,44* 4,0 

APPL3 < GD 7,5 2,8 21 3,0 4,3 5,1 44 

GD granica detekcije; * vrijednost iznad GD i ispod granice određivanja 
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Tablica 8.3. Maseni udjeli spojeva PBDE (ng g‒1 masti) detektirani u uzorcima ljudskog 

mlijeka prikupljenim od ispitanica (N = 30) iz Zagreba i okolice određeni tehnikom GC−μECD 
 

UZORAK BDE-28 BDE-47 BDE-99 BDE-100 BDE-153 BDE-154 BDE-183 ∑PBDE 

JŠIV8 < GD < GD < GD < GD   0,06* 0,16 < GD 0,22 

RŠDB1 < GD < GD < GD < GD   0,03* 0,13 < GD 0,16 

ADRU2 < GD < GD < GD < GD < GD 0,20 < GD 0,20 

KRBR2 < GD < GD < GD < GD 0,08 0,17 < GD 0,25 

ANLjB7 < GD 0,36 0,08   0,07* 0,24 0,53 < GD 1,3 

VRAM3 < GD < GD < GD < GD   0,04* 0,24 < GD 0,28 

DVNK9 < GD 0,26 0,11 0,66 0,12 0,22 < GD 1,4 

DITO8 < GD < GD 0,28 0,23 0,07 0,20 < GD 0,79 

SOSN2 < GD 0,14 0,14 0,34 0,17 0,31 < GD 1,1 

GRTH5 < GD < GD < GD 0,18 0,07 0,32 < GD 0,57 

NZHL3 < GD < GD < GD < GD 0,07 0,23 < GD 0,30 

IVKR4 < GD 0,09 0,09 0,28 0,08 0,21 < GD 0,76 

PTLV2 < GD 0,07 < GD   0,05* < GD 0,15 < GD 0,27 

FRSN1 < GD 0,76 0,90 3,4 0,48 0,76 < GD 6,3 

MACI0 < GD   0,02* < GD < GD 0,09 0,18 < GD 0,29 

ZNLR2 < GD < GD < GD < GD   0,04* 0,17 < GD 0,24 

MATR0 < GD < GD < GD < GD 0,18 0,33 < GD 0,52 

MRLU7 < GD 0,12 0,08 0,21 0,07 0,31 < GD 0,78 

SKKS7 < GD 1,5 0,46 0,59   0,06* 0,28 < GD 2,9 

DALL6 < GD < GD < GD   0,10*   0,04* 0,28 < GD 0,43 

MALU1 < GD 0,48 0,60 3,3 0,48 0,82 < GD 5,7 

JABU8 < GD < GD < GD < GD < GD 0,25 < GD 0,25 

MIMI4 < GD 0,22 < GD 0,68 0,14 0,33 < GD 1,4 

VMTK5 0,42 0,74 0,98 2,0 0,65 0,42   0,38* 5,6 

NKME1 < GD   0,04* 0,16 < GD   0,03* 0,12 < GD 0,34 

ENVK1 < GD 0,19 0,20 1,1 0,21 0,39 < GD 2,1 

MGZK0 < GD 0,39 0,17 < GD < GD 0,08 < GD 0,63 

JSSI4 < GD   0,04* 0,09 < GD   0,04* 0,20 < GD 0,37 

MJKT4 < GD   0,06* 0,06 < GD   0,04* 0,19 < GD 0,35 

APPL3 < GD 0,12 0,25 < GD < GD 0,10 < GD 0,46 

GD granica detekcije; * vrijednost iznad GD i ispod granice određivanja 
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