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§ Sazetak vii

§ SazZetak

Per- i polifluoralkilni spojevi (engl. Perfluoroalkyl Substances, PFAS) su velika skupina
fluoriranih organskih spojeva koji se dodaju razli¢itim materijalima i komercijalno dostupnim
proizvodima kako bi im se poboljsala svojstva. Imaju vrlo ¢vrstu kemijsku vezu izmedu atoma
ugljika i fluora pa su otporni na kemijsku, termicku i biolosku obradu. Spojevi PFAS koriste se
u svakodnevnom zivotu, a osobito veliku primjenu imaju u ambalazi za pakiranje hrane. Kako
bi se smanjila izloZenost ljudi ovim spojevima i poboljsala zakonska regulativa potrebno je
uvesti analiticke metode koje ¢e mo¢i odrediti njihovu koli¢inu i vrstu u razli¢itim materijalima.
U okviru ovog zavr$nog rada dan je pregled svojstava, sinteze per- i polifluoralkilnih spojeva,
kako dospijevaju u okolis, te primjeri najcescih analitickih metoda za njihovo odredivanje u

ambalazi za hranu.
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§ 1. Uvod 1

§ 1. UVOD

Per- i polifluoralkilni spojevi (engl. Perfluoroalkyl Substances, PFAS) su velika skupina
fluoriranih organskih spojeva koji se dodaju materijalima i potroSackim proizvodima kako bi
im se poboljsala svojstva. Sintetizirano je viSe od 4700 spojeva koje se svakodnevno koriste u
razli¢itim djelatnostima, a u upotrebi su od 40-ih godina 20. stolje¢a. Organizacija za
ekonomsku suradnju i razvoj (eng. Organisation for Economic Cooperation and Development,
OECD), definira ih kao tvari koje sadrZe barem jedan potpuno fluorirani metilni ili metilenski
ugljikov atom.}? U znacajnim koli¢inama ispustaju se u okoli$ iz razli¢itih izvora kao $to su
industrija, poljoprivreda, stocarstvo, otpadni proizvodi, mjesta protupozarnih vjezbalista,
odlagalista otpada i roba Siroke potros$nje. Spojevi PFAS nalaze se u svakodnevno koristenim
predmetima, primjerice u metalnim premazima za tave, premazima otpornima na ulje, kremama
1 kozmetic¢kim proizvodima, tekstilu za izradu namjestaja i odjece (kiSne kabanice i ¢izme, neka
odjeca za sport i sl.), vatrogasnim pjenama za gaSenje pozara, bojama, pesticidima i lijekovima.
Osobito veliku primjenu imaju u ambalazi za pakiranje i prijenos hrane, primjerice u ambalazi
za hranu otpornoj na masnocu i pakiranju kokica za mikrovalnu peé¢nicu. Spojevi su izuzetno
otporni na kemijsku, termicku 1 bioloSku obradu jer imaju vrlo ¢vrstu kemijsku vezu izmedu
atoma ugljika i fluora. Zbog kemijske inertnosti, toksi¢nosti, mobilnosti i postojanosti poznati
su kao ,,vje¢ne kemikalije”, vrlo ih je tesko ukloniti iz okolisa te predstavljaju znac¢ajan ekoloski
I zdravstveni problem. Zbog njihove stabilnosti i otpuStanja u okoli§ mogu se akumulirati i
zagadivati razliCita staniSta i izvore pitke vode. Dokazano su prisutni u cijeloj Europi u
vodenom okoliSu i organizmima, otkriveni su u zraku, tlu, biljkama i zivotinjskim tkivima.®
Mogu uzrokovati zdravstvene probleme kao Sto su oSteCenje jetre, pretilost, bolesti Stitnjace,
probleme s plodno$éu i rak.*® Zbog njihove svakodnevne i §iroke upotrebe u ljudskom Zivotu i
drustvu tesko ih je izbaciti ili zamijeniti spojevima koji nisu $tetni za okolis ili ljudsko zdravlje.
Rijetki pozitivni primjeri upotrebe spojeva PFAS su njihova uporaba u medicinskim uredajima

i zastitnoj opremi radnika.%’
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§ 2. Prikaz odabrane teme 2

§ 2. PER- I POLIFLUORALKILNI SPOJEVI

2.1. Svojstva i primjena per- i polifluoralkilnih spojeva

Per- i polifluoralkilne tvari (PFAS) su velika skupina od preko 4700 fluoriranih organskih
spojeva koje je stvorio Covjek. Tijekom posljednjih nekoliko godina, pojam PFAS (per- i
polifluoralkilni spojevi) postao je simbol oneciS¢enja okolisa. Ove ,,vjecne kemikalije* su
skupina jedinstvenih sintetickih spojeva kojima je zajednicko stabilan perfluorirani ugljikov
lanac, a zbog svoje kemijske stabilnosti su sveprisutni zagadivaci okolisa. lako je svijest
javnosti o ovim spojevima joS uvijek relativno mala, PFAS se proizvode vise od sedam
desetljeca. Tijekom tog vremena primjena je sve veca, industrijska uporaba PFAS proSirila se
na viSe od 200 razli¢itih primjena, uklju¢ujué¢i ambalazu za hranu, tkanine otporne na mrlje i
pjene za gaSenje pozara. OneciS¢enje okoliSa ovim spojevima moze nastati tijekom njihove
proizvodnje, uporabom i/ili odlaganjem na otpad, te ih potencijalno mogu preuzeti zivi
organizmi. Nakupljaju se u oceanima i morskom sedimentu kroz duzi vremenski period, a
hlapljivi PFAS daljinski se prenose zrakom. Zivotni ciklus spojeva PFAS od proizvodnje do
komercijalne upotrebe i odlaganja prikazan je na slici 1.
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Slika 1. Zivotni ciklus PFAS spojeva. Preuzeto i prilagodeno iz literaturnog izvora?
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§ 2. Prikaz odabrane teme 3

Velika primjena spojeva PFAS je zbog njihovih jedinstvenih kemijskih i fizikalnih svojstava
kao §to su visoka toplinska i kemijska stabilnost (Cvrsto¢a veze ugljik-fluor) i njihove
sposobnosti smanjenja povrSinske napetosti, otpornosti na ulje, vodu, temperaturu, kemikalije
i vatru, kao i elektri¢na izolacijska svojstva. Spojevi PFAS razlikuju se od drugih organskih
tvari jer dobar dio njih topljivi u vodi. Glavni izvor PFAS za ljude i okoli§ je njihova
proizvodnja i uporaba u industrijskim postrojenjima kao S§to je primjerice proizvodnja
fluoropolimera, upotreba protupozarnih pjena, uporaba u proizvodnji tekstila i boja, 0sobito
tiskarskih boja. PFAS se ispustaju u okoli$ 1 iz industrijskih i komunalnih postrojenja za
procis¢avanje otpadnih voda, odlagaliSta otpada, postrojenja za recikliranje i spaljivanje otpada
te iz ponovne upotrebe zagadenog kanalizacijskog mulja. Brojnim studijama odredene su velike
koncentracije spojeva PFAS u gradskim i ruralnim podruc¢jima na svih sedam kontinenata, a
mnoga nalaziSta smjeStena su na velikim udaljenostima od potencijalnih izvora zagadenja,
poput primjerice Antarktike.®®

Zbog njihove postojanosti, niske biorazgradivosti te velike bioakumulacije u okolisu i
ljudskom organizmu, $tetni uc¢inci PFAS na ljudsko zdravlje predstavljaju globalni problem.
Osobito je zabrinjavajuc¢e $to PFAS imaju Siroku primjenu u kucanskim proizvodima i
materijalima koji dolaze u dodir s hranom, primjerice u proizvodnji neljepljivog posuda i kao
premazi papira i drugih materijala za ambalazu. U ljudski organizam najvise ih se unosi putem
vode za pice i kontaminiranom hranom.®® Moguéa je i izlozenost spojevima PFAS udisanjem
Cestica prasSine te izloZenosti proizvodima za c¢iS¢enje ili proizvodima za osobnu njegu koji
sadrze takve spojeve.® IstraZivanja uzorka ljudskog krvnog seruma pokazala su poveéanje
koncentracije PFAS sa staro$¢u donora seruma, a glavni moguéi nacin unosa smatra se preko
ambalaze za hranu. Dok se za neke spojeve PFAS sumnja da su kancerogeni, drugi su povezani
s problemima u razvoju djece, a mnogi pokazuju Stetne ucinke ¢ak i pri niskim koncentracijama,

utjeduéi, izmedu ostalog, na imunologki i endokrini sustav.’

2.1.1. Sinteza i podjela spojeva PFAS

PFAS (per- i polifluoralkilni spojevi) su vrsta organskih spojeva s fluorom. Kratkolancani
spojevi PFAS sastoje se od Sest ili manje od Sest atoma ugljika u lancu. Spojevi PFAS koji se
najcesce koriste podjeljeni su u tri podskupine: perfluoralkil karboksilna kiselina (PFCA),
fluoralkil sulfonska kiselina (PFSA) i tvari na osnovi fluorotelomera (prekursorski spojevi).®°

Spojevi PFAS sadrze vrlo stabilnu vezu izmedu atoma fluora i ugljika pa su vrlo otporni na
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§ 2. Prikaz odabrane teme 4

hidrolizu, fotolizu, biorazgradnju i metaboli¢ke procese u Zivim organizmima, a spojevi koji se

najéesce koriste u razli¢itim proizvodima prikazani su na slici 2.1

Sub-classes of PFASs Examples of Number of peer-reviewed
Individual compounds”® articles since 2002**
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Ll ~
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others
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Slika 2. Podjela PFAS spojeva koji se naj¢esce koriste u razliitim proizvodima. Preuzeto iz

literaturnog izvora®®

Sintetiziraju se dvama postupcima iz fluorovodi¢ne kiseline (HF), izravnim fluoriranjem
(uvodenje fluora u organske spojeve) i oligomerizacijom (pretvaranje monomera u vece
molekule). Fluor se dobiva iz minerala fluorita (CaF2) koji se preradi kako bi se dobila
fluorovodi¢na kiselina. Reakcije ugljikovodika s elementarnim fluorom vrlo su egzotermne
zbog viskokih entalpija formiranja veze ugljik-fluor (456 kJmol™), a odvijaju se u odsustvu
svjetla i poviSene temperature. Shematski prikaz skupina spojeva PFAS i njihova razlicita

podrucja primjene prikazana je na slici 3.
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§ 2. Prikaz odabrane teme 5

\2
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Slika 3. Shematski prikaz skupina spojeva PFAS i njihova razli¢ita primjena. Deblje strelice
prikazuju spojeve koji se proizvode u ve¢im koli¢inama. Preuzeto i prilagodeno iz literaturnog

izvora?

Izravno fluoriranje je agresivno i ¢esto rezultira nekontroliranim kemijskim reakcijama poput
skra¢ivanja i preuredivanja ugljikovog lanca, §to dovodi do Sirokog spektra nusprodukata
ukljucujuéi ciklicke 1 razgranate izomere. Oligomerizacija je manje agresivna 1 uglavnom
rezultira homolognom serijom ciljanih spojeva. Najvaznije skupine spojeva PFAS nastale
izravnim fluoriranjem ukljucuju hidrofluorougljike, hidrofluoroetere i hidrofluoroalkene koji
sadrze -CF3 skupinu, a koriste se kao rashladni mediji, tekucine za prijenos topline, otapala i
sredstva za pjenjenje. Skupina -CF3 poveéava biolosku aktivnost, daje otpornost na biolosku
razgradnju 1 pomaze u transportu kroz membrane te stoga ove vrste spojeva nalaze primjenu u
farmaciji i poljoprivredi. Ovi spojevi zamijenili su tvari koje oSte¢uju ozon kao §to su
klorofluorougljici i hidroklorofluorougljici. lako imaju manji utjecaj na globalno zatopljenje,
hidrofluoroeteri i hidrofluoralkeni mogu se u konacnici razgraditi u vrlo stabilne
perfluoralkilkarboksilne kiseline (engl. Perfluoroalkyl carboxylic acids, PFCA) kao $to je
trifluoroctena kiselina i akumulirati se u prirodi. Druga vazna skupina spojeva PFAS dobivena
izravnim fluoriranjem su aromaticni spojevi s bo¢nim lancem koji sadrzi skupine s fluorom,
npr. benzotrifluorid nastao reakcijom benzotriklorida s HF. Ostale skupine spojeva PFAS

ukljucuju  perfluoralkil-terc-amine i  perfluoralkanoil/perfluoralkansulfonil  fluoride
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§ 2. Prikaz odabrane teme 6

(PACF/PASFs), koji se dalje prerade kako bi se proizveli perfluoralkilkarboksilne kiseline,
perfluoralkansulfonati i drugi derivati. Oligomerizacijom se dobivaju dvije glavne skupine
spojeva PFAS, fluoropolimeri i perfluoropolieteri. To su polimeri s fluoriranim lancima, a
spojevi ovih skupina su raznoliki, mogu sadrzavati -CF3 krajeve ili neku funkcijsku skupinu,
razlicite strukturne kombinacije i molarne omjere monomera i polimera. Ostale skupine spojeva
koje se mogu dobiti oligomerizacijom su fluorotelomeri, perfluoralkil(eter) karboksilne i
sulfonske kiseline i perfluoralkenski derivati. Na slici 4 prikazan je shematski prikaz najvaznijih

per- i polifluoralkilnih spojeva.?

[ Per- i polifluoroalkilni spojevi ]

Polimeri

Nepolimeri

[ Perfluoroalkilni spojevi ] [ Polifluoroalkilni spojevi ] / \
[ Fluoropolimeri ]
(svi H atomi na svim C (svi H atomi na C
atomima u alkilnom atomima (ne svim C
lancu zamijenjeni su F atomima) zamijenjeni su [ . . . . ]
atomima) F atomima) Polimerni perfluoropolieteri

Perfluoroalkilne kiseline (PFAAs) Fluorotelomeri Polimeri s fluoriranim ’

-Perfluoroalkilkarboksilne kiseline bo¢nim lancima

(PFCAs) ) Polifluoroalkilkarboksilne \ /
-Perfluoroalkan sulfonati (PFSAs) kiseline (PolyFCAs)

Perfluoroalkonil fluoridi
(PAFs)

Slika 4. Podijela spojeva PFAS. Prilagodeno iz literaturnog izvora'?

2.1.2. Transformacije spojeva PFAS
Unatoc¢ tome Sto opc¢enito imaju visoku stabilnost, oko 20% spojeva PFAS se moze razgraditi
u okoliSu procesima poput hidrolize, oksidacije, redukcije, dekarboksilacije 1 hidroksilacije

¢ime nastaju stabilniji 1 inertniji spojevi PFAS (slika 5).
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Slika 5. Najvazniji razgradni putevi nekih spojeva PFAS. Preuzeto i prilagodeno iz literaturnog

izvora?

Slozenost okolisnih uvjeta koji djeluju na primarne prekursore, meduprodukte i krajnje
produkte moze dovesti do odstupanja od reakcijske sheme i brzine razgradnje dobivene u
laboratorijskim uvjetima. Ovo dodatno oteZava eksperimentalne izazove povezane s vec¢im
molekulama PFAS kao §to su fluoropolimeri i polimeri s fluoriranim bo¢nim lancima, ¢ija
struktura 1 monomerni sastav Cesto nije potpuno okarakteriziran. Spojevi PFAS se mogu

potpuno razgraditi na anorganske komponente koriStenjem takozvanih sanacijskih tehnologija
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§ 2. Prikaz odabrane teme 8

koje zahtijevaju puno energije. Unato¢ niskom tlaku para i dobroj topljivosti u vodi velikog
broja spojeva PFAS, neki uvjeti (npr. unutar industrijskih dimnjaka) mogu potaknuti prijelaz u
zrak putem sorpcije na lebdece Cestice, a hlapljivi PFAS kao $to su FTOH (fluorotelomeri s
alkoholnom -OH skupinom) mogu biti i u plinovitom stanju. U tlu i vodi, mikrobno
posredovana biotransformacija funkcijskih skupina moze se odvijati aerobno ili anaerobno, a

identificirane su neke vrste mikroba koje provode te reakcije.?

2.1.3. Zakonska regulativa spojeva PFAS
Kao dio Europskog zelenog plana, Europska unija obvezala se na postupno ukidanje PFAS u
skladu sa svojom planom nultog oneciS¢enja za netoksi¢ni okolis. Kako bi se ovaj plan proveo,
pocetkom 2023. Europskoj kemijskoj agenciji (ECHA) podnesen je prijedlog za sveobuhvatno
ograniCenje PFAS $to je bio prvi korak za dugoro¢nu zakonsku regulativu ¢iji je cilj znac¢ajno
ograniCiti PFAS u Europi. U prijedlogu ograni¢enja uporabe spojeva PFAS objavljen je prvi
sluzbeni popis EU sa 47 spojeva PFAS. Do danas je 37 od ovih predlozenih 47 spojeva, $to
predstavlja 12% sintetskih spojeva PFAS odobrenih u EU, jo$ uvijek odobreno za upotrebu kao
$to su primjerice pesticidi u proizvodnji hrane.’

Prema istrazivanju Agencije za zastitu okoliSa (engl. Environmental Protection Agency,
EPA), agencija americke vlade odgovorna za kontrolu onecis¢enja zraka i vode, pesticide,
opasnost od radijacije i oneciS¢enje, pojedini spojevi PFAS vrlo Stetno utje¢u na ljudsko
zdravlje. Primjerice, perfluorobutan sulfonske kiseline (PFBS) Stetno utjece na ljudsko zdravlje
nakon oralnog izlaganja organizma, na razvoj fetusa, uzrokuje bolesti bubrega, Stitnjace 1
reproduktivnih organa i tkiva.® Tijekom procjene toksiénosti odredene su oralne referentne
doze (RfD) za PFBS odnosno procijenjena koli¢ina spojeva koju osoba moZze dnevno unijeti
tijekom zivota (kronicni RfD) 1 subkroni¢na doza koja nece uzrokovati Stetne posljedice na
ljudski organizam (subkronicni RfD).' Kroni¢na doza (masena koncentracija) za spojeve PFBS
iznosi 0,0003 mg/kg na dan, a subkroni¢na doza 0,001 mg/kg na dan. Za spojeve PFOS i PFOA
kroni¢na doza iznosi 0,00002 mg/kg na dan pa se smatraju vrlo toksi¢nim spojevima i opasnim
za ljudsko zdravlje.*®

Kako bi zastitili potroSace od izlozenosti PFAS koji prelaze iz materijala koji dolaze u
kontakt s hranom, usvojena je stroga zakonska regulativa za kontrolu njihove proizvodnje i
primjenu. Danska uprava za veterinarstvo i hranu ograni¢ila je ukupni sadrzaj fluora u
ambalaznom papiru i kartonu na 0,35 pg dm™2. Ameri¢ka Agencija za hranu i lijekove (engl.

Food and Drug Administration, FAD) dovrsila je izmjenu propisa kojom nisu dopustene
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odredene vrste PFAS kao aditiva u proizvodnji materijala koji dolaze u kontakt s hranom (engl.
Food contact materials, FCM). U Kini, Nacionalni standard za sigurnost hrane GB 9685, koji
je norma za koristenje aditiva u FCM-u, dodao je izmjenu 2016. godine kojom se vise ne
dozvoljava koriStenje PFAS kao aditiva u proizvodnji FCM-a. Godine 2017. Europska agencija
za kemikalije (engl. European Chemicals Agency, ECHA) dodala je PFCA i PFSA
(perfluoralkilkarboksilne kiseline i perfluoralkan sulfonati) na popis vrlo opasnih
(zabrinjavajucih) tvari, $to je privuklo pozornost i na sve druge spojeve PFAS i njihove u¢inke
na okoli§ i ljudsko zdravlje. Od svibnja 2019. godine Stockholmskom konvencijom, koju je
prihvatilo 180 zemalja, zabranjuje se proizvodnja i koriStenje spojeva PFAS. Kina nije
prihvatila zabranu koriStenja te je nastavila proizvodnju i uporabu velike koli¢ine spojeva
PFAS. Spojevi PFOS, PFOA i njihove soli navedene su u Stockholmskoj konvenciji pod
postojanim organskim zagadivaima (POPs) kao visoko ograni¢ene kemikalije, PFHXS se
takoder preporucuje za stavljanje na popis, a o daljnjem proSirenju popisa razmatralo se na
konferenciji koja je odrzana 2021. godine.!®

Europska agencija za sigurnost hrane (engl. The European Food Safety Authority,
EFSA) izvjestila je o prisutnosti spojeva PFBS u voéu, povréu, siru i pitkoj vodi iz boce.'?
Rezultati pokazuju da primjena pesticida sa spojevima PFAS dovodi do sve ¢esceg izlaganja
europskih potrosaca ovim spojevima putem hrane. Ovaj izvor izloZenosti spojevima PFAS
trebao bi se smatrati prioritetom za zakonodavce jer kontinuirano nakupljanje spojeva PFAS u
tlu, vodama, prehrambenom lancu predstavlja kroni¢ni rizik za ljudsko zdravlje i okoli$. Bolja
regulacija i zabrana PFAS je hitna kako bi se zastitilo zdravlje gradana, osobito najosjetljivije
skupine, kao Sto su trudnice 1 djeca.

Vodeni spoznajom o raSirenoj prisutnosti i Stetnosti PFAS za okoli$ i ljudsko zdravlje,
mnoge drzave 1 organizacije od javnog interesa pocele su donositi ili promovirati zakone koji
bi regulirali upotrebu PFAS-a u potrosackim proizvodima. Na primjer, u Sjedinjenim
Ameri¢kim Drzavama, Colorado postupno ukida dodavanje PFAS u kozmetiku, tekstil,
ambalazu za hranu i djecje proizvode, a uz Colorado zabranu su donijele i Kalifornija,
Connecticut, Havaji, Maryland, Maine, Minnesota, New York, Oregon, Rhode Island, Vermont
i Washington.!” Oslanjajuéi se na postoje¢e zakone, Minnesota donosi zakon po kojem
zabranjuje sve uporabe PFAS u proizvodima do 2032. godine (osim onih koji su neophodni za
javno zdravlje), zahtijeva od proizvodaca da prijavljuju koristenje PFAS u proizvodima do

2026. godine i zabranjuje specifi¢ne uporabe u nekoliko proizvoda od 2025. godine.'®
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Ambalaza za hranu ima kljuénu ulogu u osiguravanju sigurnosti hrane, Sstiti je od
mikroorganizama, kemijskih i bioloSkih promjena, olakSava transport i skladiStenje te pruza
informacije potroSa¢ima o sastojcima i nutritivnim vrijednostima. Medutim, nedavno se
pojavila zabrinutost vezana za sigurnost hrane zbog potencijalne kontaminacije tvarima koje
migriraju iz ambalaZe u hranu. Stoga je karakterizacija materijala za pakiranje hrane od velike
vaznosti kako bi se podrzale dobre proizvodacke prakse i ispostovali propisi o sigurnosti hrane.
Zabrane PFAS u ambalazi za hranu navele su tvrtke iz prehrambene industrije da izbace PFAS
iz svojih materijala koji dolaze u kontakt s hranom. Neke od njih su: Wendy's, Chipotle,

Starbucks, McDonald's, Burger King, Taco Bell, Ceva i Sweetgreen.!’

2.2. Analiticke metode za analizu per- i polifluoralkilnih spojeva

Odredivanje i analiza per- i polifluoralkilnih spojeva (PFAS) predstavljaju brojne analiticke
izazove zbog njihove Siroke prisutnosti u okolini, pojave izomera za neke spojeve i
transformacije prekursora koje se mogu dogoditi tijekom stajanja i skladistenja uzorka.!®
Pracenje i karakterizacija ovih spojeva otezana je zbog velikog broja razli¢itih spojeva i
proizvodnje novih generacija PFAS te nedovoljno informacija koje su dostupne javnosti za
mnoge PFAS jer su dio povjerljivih poslovnih informacija.? Za analizu PFAS najéesc¢e se

koriste vezani sustavi kromatografskih metoda i spektrometrije masa.
2.2.1. Vezani sustavi LC-MS/MS i GC-MS/MS

Opcenito, tekucinska kromatografija sa spektrometrom masa kao detektorom (engl. Liquid
chromatography—mass spectrometry, LC-MS) je analiticka tehnika koja ukljucuje odvajanje
ciljanih spojeva i njihovu detekciju na temelju omjera mase i naboja (m/z) nabijenih Cestica.
Cesto se za analizu koristi i vezani sustav tekuéinska kromatografija - tandemna spektrometrija
masa (engl. Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry, LC-MS/MS) koji omogucuje
odjeljivanje komponenata smjese i njihovu detekciju bez potrebe za dugotrajnom i slozenom
pripravom uzorka. Ovom analitickom metodom moguéa je kvalitativna analiza: snimanje
spektra uzorka, odredivanje molekulske mase spoja, analiza fragmentacije odredenog
molekulskog iona (product ion) te odredivanje prekursora odredenog fragmenta (precursor
ion). Takoder je moguc¢a i kvantitativna analiza, pomocu standardnih otopina analita i

unutarnjeg standarda izradi se kalibracijska krivulja na temelju koje se odredi koncentracija
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analita u uzorcima. Postupak analize LC-MS/MS zapocinje kromatografskim odjeljivanjem u
kojem dolazi do odvajanja i koncentriranja komponenta uzorka prije nego §to dospiju do
spektrometra masa. U kvadrupolnom spektrometru masa ioni se filtriraju primjenom
oscilirajuce radiofrekvencije u kombinaciji s elektricnim poljem, Sto dovodi do odvajanja iona
ne temelju njihovog omjera mase i naboja. Cesto se u vezanim sustavima koriste tri kvadrupola,
prvi kvadrupol izolira ione analita, drugi kvadrupol fragmentira odabrane molekulske ione, a

treci selektivno izolira fragmente iona za mjerenje detektorom (prikazano na slici 6).

Izvor iona

Q1 (@2) e,
JdllF JT
= > —» P é
Jr -
L3
Analizator

Slika 6. Shematski prikaz vezanog sustava LC-MS/MS. Preuzeto i prilagodeno iz literaturnog

izvora®®

Prvi 1 tre¢i kvadrupol su analizatori masa, dok drugi funkcionira kao kolizijska ¢elija. Pomocu
njih moguce je razlikovati molekule sliéne molekulske mase ili razlikovati analite u sloZenoj
smjesi ili sloZenoj matrici. Nakon Sto fragmenti 1 ioni dospiju do detektora stvaraju struju koju
raCunalni program prevodi u spektar masa. Spektar masa prikazuje razliCite omjere mase i
naboja iona u odnosu na njihovu uéestalost unutar uzorka.®

Komponente uzorka pomoc¢u vezanog sustava plinske kromatografije - tandemna
spektrometrija masa (engl. Gas Chromatography-Tandem Mass Spectrometry, GC-MS/MS)
razdvajaju se na temelju njihovih razlic¢itih fizikalnih i kemijskih svojstva te njihove interakcije
sa stacionarnom fazom u kromatografskoj koloni. Shematski prikaz vezanog sustava GC-

MS/MS prikazan je naslici 7.
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Slika 7. Shematski prikaz vezanog sustava GC-MS/MS. Preuzeto i prilagodeno iz literaturnog

izvora?°

Kad komponente uzorka produ kroz kromatografsku kolonu ulaze u tandemni
spektrometar masa (MS/MS) koji se sastoji od dva skenirajuéa analizatora masa odvojena
kolizijskom ¢elijom. U kolizijskoj €eliji, fragmenti odabrani u prvom analizatoru reagiraju s
inertnim plinom pri ¢emu dolazi do daljnjeg fragmentiranja, a nastali fragmenti dalje se odeduju
u slijedecem spektrometru masa. Vezani sustav GC-MS/MS moze se koristiti za analizu
tekucina, plinova ili krutina. Za tekuéine, uzorak se izravno unosi u plinski kromatograf, a za
krutine se analiza provodi nakon prethodne ekstrakcije otapalima ili pirolize. Analiti se mogu
kvantificirati pomo¢u unutarnjih ili vanjskih standarda. Osim kvantifikacije, sustav GC-MS/MS
uéinkovit je za identifikaciju nepoznatih hlapljivih komponenti pomocu usporedbe

fragmentacije masa i spektra masa iz baze podataka s nepoznatim analitom.?°

2.2.2. Primjena vezanog sustava LC-MS/MS i GC-MS/MS za odredivanje spojeva PFAS u
ambalazi za hranu

Kako bi se podrzala dobra proizvodacka praksa uskladena s propisima o sigurnosti hrane, vazna
je karakterizacija materijala za pakiranje hrane i razvoj analitickih metoda koje to omogucuju.
Prije analize vezanim sustavima kromatografije i spektrometrije masa potrebno je uzorke hrane
I ambalaze za hranu ekstrahirati ili pripremiti za analizu nekom separacijskom metodom.
NajceSce se koriste ekstrakcijske metode tekuce-tekuce s razli€itim otapalima ili smjesama

otapala i ektrakcija ¢vrsto-tekuce, Cesto potpomognute ultrazvukom ili mikrovalnim zracenjem.
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Zabaleta i sur. analizirali su sastav vreéica za kokice za mikrovalnu pecnicu razli¢itih
brendova iz razli¢itih zemalja. Na uzorke papirne ambalaZze primjenjena je usmjerena
ultrazvu¢no potpomognuta ekstrakcija ¢vrsto-teku¢e (eng. Focused ultrasound solid-liquid
extraction, FUSLE), pri ¢emu ultrazvuéna energija omogucuje bolji prodor otapala u uzorak i
povecava udinkovitost prijenosa analita u otapalo.’l Nakon ekstrakcije provedena je
identifikacija 1 kvantifikacija spojeva PFAS pomocu vezanog sustava tekucinske
kromatografije spregnute sa spektrometrom masa s kvadrupolnim analizatorom masa i
analizatorom vremena leta (engl. Liquid chromatography quadrupole time-of-flight mass
spectrometry, LC-QToF-MS). Prvi kvadrupol sluzi kao filter za odabir iona na temelju njihovog
omjera mase i naboja (m/z), drugi sluzi kao kolizijska ¢elija gdje se ioni fragmentiraju prilikom
sudara s neutralnim molekulama plina, nakon toga ioni se ubrzavaju u prostoru analizatora
vremena leta pri ¢emu laksi ioni putuju brze do detektora nego tezi, Sto omogucéava razdvajanje

mase na temelju duljine leta (slika 8).%2

Reflektron

Prostor za |

skretanje '

Elektrosprej Izvor iona I
Kvadrupolni |

maseni filter (Q1) |
‘ Inertni plin |

| |
|

—

.
— ——— —] S
R
Tonska le¢a Pulser
Izvor iona Sudarna ¢elija Detektor
(Q2)

Slika 8. Shematski prikaz vezanog sustava LC-QToF-MS. Preuzeto i prilagodeno iz literaturnog
izvora?
Kromatogram eksrahiranih iona spojeva uzorka iz ekstrakta uzorka papira za kokice za

mikrovalnu pecnicu razli¢itih brendova iz razlicitih zemalja prikazani su na slici 9, a udio
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spojeva dugolancanih spojeva PFCA u vreé¢icama za kokice za mikrovalnu pecnicu iz razlicitih

zemalja

na slici 10.
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Slika 9. Kromatogram eksrahiranih iona spojeva uzorka iz ekstrakta uzorka papira za kokice za
mikrovalnu peénicu. Identificirani su: (1) 6:2/6:2/6:2 triPAP, (2) 6:2/6:2/8:2 triPAP, (3)

31 32 33 34 35 3% 37 38 39 40 4
Counts vs. Acquisiton Time (min)

2 4

4 &

6:2/8:2/8:2 triPAP, (4) 6:2/6:2/10:2 triPAP, (5) 8:2/8:2/8:2 triPAP, (6) 6:2/8:2/10:2 triPAP i (7)
6:2/6:2/12:2 triPAP. Preuzeto iz literaturnog izvora®
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Slika 10. Udio spojeva dugolancanih spojeva PFCA u vrecicama za kokice za mikrovalnu

peénicu iz razli¢itih zemalja. Preuzeto iz literaturnog izvora®

Provedena analiza spojeva PFAS iz papirne ambalaze dala je uvid u spojeve PFAS razli¢itih
duljina lanca i njihovu zastupljenost u ambalazi iz razlicitih zemalja (slika 10).

Sliéni pristup analizi imali su i Moreta i sur. koriste¢i ekstrakciju potpomognutu
usmjerenim  ultrazvukom, tekuéinsku kromatografiju ultravisoke ucinkovitosti sa
spektrometrom masa s kvadrupolnim analizatorom i vremenom leta (FUSLE-UHPLC—(Q-
TOF)MS/MS). Nakon validacije, metoda je primijenjena za analizu spojeva PFAS u ambalazi
za kokice. Metoda je pokazala moguénost brze analize spojeva PFAS u ambalazi uz dobru
ponovljivost.?*

U svrhu sluzbene kontrole, Li 1 sur. su predlozili u¢inkovitu metodu za istovremeno
mjerenje vise razlicitih spojeva PFAS i njihovih prekursora ekstrahiranih iz ambalaze za hranu

I uzorka hrane vezanim sustavima LC-MS/MS i GC-MS/MS. Kako bi rezultati analize spojeva
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koji su presli iz ambalaze u hranu bili usporedivi, mjerenja su prvo optimirana i provedena na
modelnim uzorcima odredenih vrsta hrane koji su bili izloZeni istoj ambalazi koja je sadrzavala
spojeve PFAS jednako dugo (2h) 1 pri istoj temperaturi (70 °C). Kao otopine modelnih uzoraka
hrane koriSteni su smjesa 3% octene kiseline, 10% i 50% etanola i maslinovog ulja. Spojevi
PFAS podijeljeni su i analizirani u dvije skupine uzorka ovisno o vrsti spojeva, nacinu priprave
I analiziranoj metodi: skupina spojeva 1 (27 PFAS ekstrahirani u 10% i 50% etanolu, 3%
octenoj kiselini i analizirani vezanim sustavom LC-MS/MS) i te skupina spojeva 2 (vodene
otopine modelnih uzoraka s 9 PFAS, ekstrahirani diklorometanom i analizirani vezanim
sustavom GC-MS/MS). Analizirani spojevi PFAS iz skupina spojeva 1 i 2 s pripadaju¢im
brojem CAS, strukturnim formulama, vremenom zadrzavanja, prekursorskim ionom (precursor
ion), molekulskim ionom (product ion), prekursorom odredenog fragmenta i kolizijskome

energijom (eV) dani su u tablici 1 a njihovi kromatogrami na slikama 11 i 12.3
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Tablica 1. Analizirani spojevi PFAS iz skupina spojeva 1 i 2 s pripadaju¢im brojem CAS,

strukturnim formulama, vremenom zadrzavanja, prekursorskim ionom (precursor ion),

molekulskim ionom (product ion), prekursorom odredenog fragmenta i kolizijskom

energijom (eV).?
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27
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Slika 11. Kromatogram 27 PFAS iz skupine spojeva 1 analiziranih vezanim sustavom LC-

MS/MS. Preuzeto iz literaturnog izvora®
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Slika 12. Kromatogram 9 PFAS iz skupine spojeva 2 analiziranih vezanim sustavom GC-

MS/MS. Preuzeto iz literaturnog izvora®

Nakon validacije metode na modenim uzorcima metoda je primijenjena na realnim uzorcima
ambalaZe za hranu iz supermarketa, ukljucujuci oblozni karton, viSeslojnu papirnatu ambalazu

za hranu, viSeslojnu plasti¢nu ambalazu i obloZene toplinski otporne spremnike. Spojevi PFAS
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su ve¢inom pronadeni u viSeslojnom kartonu i oblozenom kartonu s prosjecnom masenom

koncentracijom od 0,02 mg kg*. Rezultati analize spojeva prikazani su na slici 13.
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Slika 13. Kromatogrami spojeva PFAS iz obloznog kartona dobiven veznim sustavom (a) GC-
MS/MS i (b) LC-MS/MS. Preuzeto iz literaturnog izvora®

Prednosti ovih analitickih postupaka je mogucnost istovremene analize vise spojeva PFAS iz
razli¢itih materijala u kontaktu s hranom sa zadovoljavaju¢om osjetljivos¢u, tocnoscu i
preciznoséu.®

Kako bi se dobio $to bolji uvid u spojeve PFAS u ambalaZzi za hranu i njihov potencijalni
prelazak u hranu, Schwartz-Narbonne i sur. su koristili razli¢ite analiticke metode. Uzorci
ambalaze za hranu prvo su analizirani spektroskopijom emisije gama zraka induciranih
Cesticama (eng. Particle-induced gamma ray emission spectroscopy, PIGE) kako bi se odredila

ukupna koli¢ina fluora u uzorku. Op¢enito, spektroskopija PIGE ukljucuje ozraivanje uzorka

ionskim snopom odredene jakosti i mjerenja emisije gama zraka iz uzorka iz ¢ega se moze
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dobiti ukupna koncentracija fluora. Analiza PIGE dala je uvid u koli¢inu fluora u materijalu za
ambalazu i prisutnog u uzorcima hrane. Najvisa koncentracija fluora odredena je u oblikovanim
kartonskim zdjelicama od vlakana koje bi trebale biti ekoloski prihvatljiva alternativa za
plasti¢ne zdjelice.'® Spektrometrija PIGE pokazala se kao brza i nedestruktivna metoda za brzu
primjenu u regulatorne svrhe, a zbog ogranicene dubine prodiranja ¢estica moze razlikovati
premazane 1 nepremazane ambalaze za hranu. Uzorci ambalaze za hranu s najviSom
koncentracijom fluora podvrgnuti su ekstrakciji potpomognutoj ultrazvukom nakon cega je
slijedila ciljana analiza teku¢inskom kromatografijom s tandemskom spektrometrijom masa
(LC-MS/MS) i plinskom kromatografijom spregnutom sa spektrometrom masa (GC-MS).
Ciljane analize ukljuc¢uju metode koje se primjenjuju na definiran skup poznatih analita. Koriste
se analiticki standardi za kvantifikaciju i metodom se mjere samo ciljani analiti, pri ¢emu nakon
zavrSetka analize nije moguce analizirati druge analite. Za analizu ostalih prisutnih spojeva,
uzorci su podvrgnuti neciljanoj analizi koriStenjem tekucinske kromatografije ultravisoke
ucinkovitosti (UHPLC) sa spektrometrom masa visoke rezolucije kojim je moguce odrediti
spojeve  PFAS koji nisu bili uklju¢eni u ciljanoj analizi. Neciljanom analizom s
visokorezolucijskim spektrometrom masa moZe se identificirati ve¢ina poznatih i nepoznatih
analita u uzorku. Za analizu nepoznatih uzoraka moze se primijeniti tekuc¢inska kromatografija
spregnuta sa spektrometrom masa uz kvantifikaciju odgovaraju¢im standardima. Nedostatak je
Sto za pojedine analite ne postoje standardi pa ih je ne moguce odrediti, stoga se podaci
pohranjuju u bazu neindentificiranih spojeva i koriste za daljnju analizu uzoraka. %

Isti uzorci ambalaZe za hranu analizirani su nakon dvije godine kako bi odredilo kako
stajanje hrane u ambalaZi utjece na koli¢inu prisutnih spjeva PFAS u hrani. Hlapljivi 1 neutralni
spojevi PFAS kao §to je 6:2 FTOH potencijalno se mogu transformirati ili osloboditi iz
ambalaZe. U nekim uzorcima primijec¢eno je smanjenje koncentracija spoja 6:2 FTOH, dok je
u drugim vidljivo povecanje koncentracije navedenog spoja, vjerojatno zbog transormacije
prekursora. Nakon hidrolize uzorka doslo je do oslobadanja spojeva kao §to su 6:2 FTOH, 6:2
FTMAc i 6:2 FTAc $to omogucuje procjenu masa nepoznatih prekursora i smanjuje razlike u
rezultatima za udio spojeva PFAS odredenih ciljanim analizama i ukupne koli¢ine fluora
odredene spektroskopijom PIGE. Podaci o udjelima fluora u uzorcima odredeni prije i nakon

stajanja 2 godine te nakon hidrolize prikazani su na slici 14.
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Slika 14. Medijan udjela (ng/g) detektiranih PFAS u ekstraktima uzorka prije i nakon 2 godine
skladistenja i nakon hidrolize (provedene na uzorcima nakon dvije godine skladistenja).

Preuzeto iz literaturnog izvora'®

Na temelju rezultata istrazivanja moze se zakljuciti kako je kontinuirana upotreba spojeva
PFAS u prehrambenoj ambalazi vrlo zabrinjavajuca i treba se preispitati zbog moguénosti
njihove migracije, osobito tijekom stajanja, ¢ime se povecava izloZenost ljudi ovim spojevima.
Uklju¢ivanje PFAS spojeva u prehrambenu ambalazu na bazi biljnih vlakana (kartonske
zdjelice) moglo bi se smatrati izuzetno nepovoljnom alternativnom za plasti¢nu ambalazu.®
Kako bi odredili koli¢inu perfluoralkilnih spojeva (PFC) u razli¢itim materijalima
prehrambene ambalaze na grékom trzistu, Zafeiraki i sur. razvili su analiticki postupak temeljen
na uporabi ekstrakcije otapalom pod pritiskom (eng. Pressurized liquid extraction, PLE),
tekucinske kromatografije s tandemskom spektrometrijom masa (LC-MS/MS) i metode
izotopnog razrjedivanja. Razvijeni analiti¢ki postupak prikladan je za analizu 12 perfluoriranih

spojeva (PFBA, PFPeA, PFHXA, PFHpA, PFOA, PFNA, PFDA, PFUnNDA, PFDoA, PFBS,
PFHxS i PFOS) te za detekciju jo$ 5 spojeva (PFTrDA, PFTeDA, PFHxDA, PFODA i1 PFDS).
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Shematski prikaz analitiCkog protokola za analizu perfluoralkilnih spojeva u prehrambenoj

ambalazi prikazan je na slici 15.

2g uzorka ambalaze pomijesan s
morskim pijeskom

:

Dodatak unutarnjeg
standarda

+

Myesanje s morskim

pyeskom
)

PIC
Grijanje na 80 =C
7 min staticnog perioda
Tlak od 1500 ps1
1 min proé¢iicavanja
3 ciklusa ekstrakcije

1

Elkstrakciyja kruto-tekuce
Stakleni stupac: 1,5 g flonisil
1 g baziéni alumini
1 g bezvodm Na,; 50,
Kondiciomiranje: 5 mL MeOH

L. 5 mL petroleter
Ispiranje: 10 mL petroleter P

8 mL petroleter:-MeOH 90:10
Elucyja: 8 ml MeOH
4

isparavanje do suhog,

rekonstitucya u mobilnoj fazi

!

LC-MS/MS analiza

Slika 15. Shematski prikaz analitickog protokola za analizu perfluoralkilnih spojeva u

prehrambenoj ambalazi. Preuzeto iz literaturnog izvora®®

Materijali koji su bili podvrgnuti analizi bili su papir, karton 1 aluminijska folija koji su koriSteni
kao omoti za brzu hranu, ¢okoladu, farmaceutske proizvode te poklopci za jogurt i marmeladu.
Osim njih analizirane su i aSe za pice, CaSe za sladoled, vrecice za kokice i rizu za mikrovalnu
pecnicu, kutije brze hrane i papir za pecenje.

Uzorci ambalaZe za hranu ekstahirani su pomocu ekstrakcije pod pritiskom uz metanol
kao otapalo i dodatak unutarnjih standarda oznacenih izotopima ugljika.?® Tehnika kombinira

poviSenu temperaturu i tlak tekuceg otapala kako bi se postigla brza i ucinkovita ekstrakcija
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analita iz ¢vrstih matrica tako da se zagrijanoj tekucini u koju su uronjeni uzorci periodi¢no
mijenja tlak tijekom odredenog vremenskog razdoblja.?” Svaki uzorak je pomijesan s morskim
pijeskom kako bi se smanjio mrtvi volumen i smanjila koli¢ina otapala. Nakon ekstrakcije
slijedilo je procis¢avanje koje je ukljucivalo centrifugu za uklanjanje netopljivih Cestica,
uparavanje otapala, ponovno otapanje u eteru i nanoSenje na kolonu, zatim ponovno uparavanje
I otapanje u mobilnoj fazi za LC (5 mM amonijev acetat:metanol 80:20 v/v).

Metodom nisu detektirani perfluorirani spojevi u aluminijskim folijama, metrijalima za
pecenje ili CaSama za pi¢e. PFTrDA, PFTeDA 1 PFHxDA otkriveni su u kutijama za brzu hranu,
a u uzorcima Casa za sladoled detektiran je samo PFHxA. Najvisi udjeli PFC-a detektirani su u
uzorcima vrecica za mikrovalnu peénicu. Koncentracije detektiranih spojeva prikazane su u

tablici 2.

Tablica 2. Koncentracije analiziranih perfluoralkilnih spojeva (ng g*) u razli¢itim uzorcima

prehrambene ambalaze, granice detekcije (LOD) i kvantifikacije (LOQ).

Compound LOD LOQ Beverage lce cream Fast food paper Fast food Paper materials for Microwave Aluminum foil bags/
cups (n=28) cup(n=1) boxes® (n=8) wrappers (n=6) baking® (n =2) bags‘ (n=3) wrappers® (n =14)
PFBA 051 154 <LOD <LOD <LOD <LOD-3.19 <LOD <LOD-275.84 <LOD
PFPeA 039 117 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
PFHxA 094 283 <lOD 2556 <LOD <L0OD-19.17 <LOD <L0OD-341.21 <LOD
PFHpA 040 121 <LOD <LOD <LOD <LOD-10.02 <LOD <LOD-5.19 <LOD
PFOA 060 1.82 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
PFNA 042 125 <LOD <LOD <LOD <LOD-4.97 <LOD <LOD <LOD
PFDA 069 208 <LOD <LOD <LOD <LOD-28.25 <LOD <LOD <LOD
PFUnNDA 070 211 <lOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
PFDoA 020 059 <lLOD <LOD <LOD <L0OD-19.12 <LOD <LOD <LOD
PFTIDA 1.40 <LOD <LOD <LOD-detect. <LOD-detect. <LOD <LOD <LOD
PFTeDA 242 <LOD <LOD <LOD-detect. <LOD <LOD <LOD <LOD
PFHxDA 1.36 <LOD <LOD <LOD-detect. <LOD-detect. <LOD <LOD <LOD
PFODA 1.15 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
PFBS 0.57 170 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
PFHxS 0.18 054 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
PFOS 049 148 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
PFDS 265 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

Dodatak unutarnjih izotopno oznacenih standarda pomogao je u odredivanju oporavka metode
koji je u rasponu od 60 - 90%. U usporedbi s drugim studijama iz razli¢itih zemalja, detektirane
su vrlo niske koncentracije PFC-a u materijalima za ambalazu hrane koji Su proizvedeni u
Grckoj, gdje se u procesu proizvodnje vjerojatno koriste alternative poput fluorofosfata i

fluoriranih polietera.?®

2.3. Zakljucak

Zbog velike stabilnosti 1 Siroke primjene spojevi PFAS postali su neizbjezan dio svakodnevice.
Nalaze se u razli¢itim ambalazama za hranu, hrani, odje¢i 1 materijalima otpornim na vodu i

masnoce te u vodi, tlu i zraku. Najce$¢a se za analizu spojeva PFAS koriste vezani sustavi
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kromatografije i spektrometrije masa je LC-MS/MS i GC-MS/MS, no zbog neprestane sinteze
i uporabe novih spojeva PFAS, otezane su ciljane analize. Kako bi se zastitio okolis i ljudsko
zdravlje potrebno je odabrati, razviti i unaprijediti analitiCke metode koje ¢e na brz i ponovljiv
nacin s dobrom tocnos¢u mo¢i analizirati spojeve PFAS kako bi se olakSalo njihovo pracenje i

poboljsala zakonska regulativa za njihovo pracenje u realnim uzorcima.
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