Oznaczanie polibromowanych eteréw difenylowych (PBDE) w zywnosci (cz. I)

Przygotowanie probek
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Polibromowane etery difenylowe (ang. polybrominated diphenyl ethers - PBDE), naleza do grupy bromowa-

nych zwigzkéw uniepalniajacych (ang. brominated flame retardants - BFR). Dodane do polimeréw zmniejszaja

palnos¢ otrzymanego tworzywa sztucznego.

Ogolny wzér polibromowane-
go eteru difenylowego przed-
stawiono na rys. 1. Doniesie-
nia o toksycznym wptywie
na ludzi skutkowat zakoncze-
niem stosowania tera-BDE,
penta-BDE, hepta-BDE oraz
okta-BDE, poprzez wpisanie
na liste Trwatych Zanieczysz-
czerr Srodowiska Konwengji
Sztokholmskiej [1]. Obecnie
dozwolone jest stosowanie
eteru dekabromodifenylo-
wego (BDE-209). Zwigzki
te, uwalniane sg z tworzyw
sztucznych podczas uzytko-
wania sprzetu elektrycznego
i elektronicznego (wystepu-
ja w kurzu [2]) oraz podczas
niewfasciwego przetwarzania
tych odpadéw. Uwolnione
PBDE przedostaja sie do $ro-
dowiska, gdzie ulegaja bio-
akumulacji w tkankach ttusz-
czowych zywych organizméw,
ponadto moga przenosi¢ sie
wzdtuz fancucha pokarmowe-
go — biomagnifikacja. Z tych
powodoéw niezmiernie wazne
staje sie okreslenie narazenia
cztowieka na PBDE wystepu-
jace w powietrzu (inhalacja)
oraz w zywnosci. Artykut sta-
nowi przeglad informacji na
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temat catej procedury przy-
gotowania prébek zywnosci
do oznaczenia koncowego
metodg chromatografii gazo-
wej wraz z kontrolg i zapew-
nieniem jakosci uzyskanych
wynikow.

Metody stosowane w anality-
ce sladowej stuzace okresla-
niu zawartosci polibromowa-
nych uniepalniaczy w réznych
matrycach sg bardzo czute,
a wiec pozwalajg na oznacza-
nie zwigzkow na niskich pozio-
mach stezen. Naczynia i roz-
twory powinny by¢ chronione
poprzez przykrycie i owiniecie
folig aluminiowa. Nalezy zwro-
ci¢ szczegblna uwage na mycie
i uzywanie szkfa laboratoryjne-
go [3]. Podczas czynnosci przy-
gotowawczych samych eks-
traktéw nalezy mie¢ na uwadze
mozliwos$¢ zaadsorbowania
analitu na szkle, polibromo-
wane bifenyle (PBB) oraz PBDE
ulegaja silniejszej adsorpcji
niz polichlorowane bifeny-
le (PCB) [4]. Ponadto, istotne
jest stosowanie oddzielnych
zestawow szkta i urzadzen do
ekstrakcji i oczyszczania eks-
traktow dla wysokich i niskich
stezen [5].
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Pobieranie prébek

Nie ma szczegétowych wy-
tycznych pobierania probek
zywnosci przeznaczonych
do analizy zawartosci PBDE.
Zalecane jest stosowanie
podstawowych wytycznych
pobierania prébek zywnosci
dotyczacych dioksyn i dioksy-
nopodobnych polichlorowa-
nych bifenyli zgodnie z Rozpo-
rzagdzeniem Komisji Wspolnot
Europejskich z dnia 19 grud-
nia 2006 roku [5,6]. Wiasciwe
pobieranie prébek do analizy
ma kluczowe znaczenie i musi
by¢ odpowiednio zaplano-
wane. Pobieranie prébek po-
wietrza w pomieszczeniach
moze by¢ wykonane metoda
pasywng z zastosowaniem
probnikéw dyfuzyjnych. Me-
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tody dynamiczne poboru pré-
bek dokonuje sie pompujac
powietrze przez filtry szklane
(BFR w pyle zawieszonym) lub
stosujac adsorbenty w po-
staci m.in. pianki poliureta-
nowej (BFR obecnych w fazie
gazowej) [7].

Suszenie probki

Suszenie probki stuzy usu-
nieciu wody z matrycy, co
wptywa na proces ekstrakcji.
Nie powstaje woéwczas uktad
dwufazowy: woda/rozpusz-
czalnik organiczny i nie ma
podziatu analitu pomiedzy te
fazy. Ponizej znajduje sie krot-
ka charakterystyka najczesciej
stosowanych metod suszenia,
celem przygotowania prébki
do ekstrakcji PBDE.
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Rys. 1. Wzér polibromowanego eteru difenylowego PBDE



» Mielenie z bezwodnym siar-

czanem(VI) sodu. Ucieranie
przeprowadza sie do uzyska-
nia sypkiego homogeniczne-
go proszku [3].

e Adsorpcja wody na zelu
krzemionkowym lub tlenku
glinu. Adsorbenty te nie wigza
trwale wody i podczas zasto-
sowania polarnego rozpusz-
czalnika do ekstrakcji woda
moze ulegac desorpgcji [3].

« Liofilizacja (suszenie subli-
macyjne) [8].

e Suszenie w podwyzszonej
temperaturze. Podczas ogrze-
wania prébki moze dochodzic¢
do strat analitu, jak réwniez do
jego wychwycenia z otoczenia
[9], metoda niezalecana.

Ekstrakcja probek statych
Wybér sposobu ekstrakgeji za-
lezy od masy probki, ktéra za-

wiera sie w granicach od 0,5 g
- 50 g. Prébki state, takie jak
gleba, osady, osady $ciekowe,
ztoza sorpcyjne stosowane
do poboru préobek powietrza,
rowniez probki biotyczne:
tkanki, czy jaja przed ekstrak-
¢ja nalezy poddac suszeniu.

Ekstrakcja ciecz-ciato state
z uzyciem aparatu Soxhleta
jest powszechnie stosowang
technika ze wzgledu na swo-
ja 0golng dostepnos¢ i niski
koszt inwestycyjny. Do eks-
trakcji sg stosowane rozpusz-
czalniki: n-heksan, toluen, mie-
szanina n-heksan/aceton lub
dichlorometan. Czas ekstrakgji
powinien wynosi¢ okoto 6 - 24
godzin [3]. Nowe techniki eks-
trakcyjne, jak przyspieszona
ekstrakcja rozpuszczalnikiem
(ASE) lub ekstrakcja wspoma-
gana mikrofalami (MAE) sa

wprowadzane w wielu labo-
ratoriach, jednakze wiazg sie
z wyzszymi kosztami inwesty-
cyjnymi w poréwnaniu z eks-
trakcjg przy uzyciu aparatu So-
xhleta. Zaletg stosowania ASE
lub MAE jest mniejsze zuzycie
rozpuszczalnikéw, co umozli-
wia obnizenie kosztéw dtugo-
terminowych. Cate procedury
sg bardziej przyjazne dla $ro-
dowiska, spetniajg wymagania
Zielonej Chemii. Skréceniu
ulega réwniez czas ekstrakdji.
Techniki moga by¢ catkowicie
zautomatyzowane, ale nalezy
mie¢ na uwadze, ze elementy
z tworzyw sztucznych moga
adsorbowa¢ lub uwalnia¢
BFR, co bedzie wplywato na
uzyskany wynik.

Ekstrakcje prowadzong za po-
moca fazy (ptynu) w stanie nad-
krytycznym (SFE) mozna zasto-

sowac¢ do izolowania PBB, PCB
oraz PBDE. Stosowang fazg nad-
krytyczng jest dwutlenek wegla
[10], ktérej polarnos¢ moze byc
modyfikowana poprzez do-
datek metanolu, acetonu lub
dietyloaminy. Otrzymywane
ekstrakty z SFE sg wystarczaja-
€O czyste, mozna wiec pomi-
na¢ kolejne etapy oczyszczania
i podda¢ oznaczeniu korcowe-
mu [3]. Ekstrakcja wspomagana
ultradZzwiekami - sonifikacja
(UAE) wymaga okoto 24 godzin.
Poziom odzysku BFR jest nizszy
niz przy zastosowaniu ekstrakcji
za pomocy aparatu Soxhleta.
Z tych powodow jest rzadko sto-
sowana w laboratorium [3].

Ekstrakcja prébek ciektych

Opisana zostata metoda eks-
trakcji probek ludzkiego mle-
ka n—heksanem, po uprzedniej
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saponifikacji (zmydleniu) alko-
holowym roztworem KOH [11].
Mieszanina chloroform/meta-
nol/woda jest wykorzystywana
do ekstrakcji PBDE z matzy [12].
Ekstrakcja do fazy statej (SPE)
zostata zastosowana do izolo-
wania BFR z ludzkiego osocza
[13,14]. Osocze w pierwszym
etapie jest mieszane z kwasem
mréwkowym i izopropanolem,
po czym poddawane jest soni-
fikacji. Przygotowany ekstrakt
rozciencza sie i przenosi do
uprzednio kondycjonowanej
kolumny SPE, gdzie faze sta-
nowi kopolimer polistyren-di-
winylobenzen. Z krazkéw lub
kolumny BFR ekstrahowane
s3 mieszaning dichlorometan/
metanol. Faza stata kolumny
SPE w postaci di winylobenzen-
-N-winylopirolidon zostata za-
stosowana do ekstrakgji probek
mleka [15]. Kopolimer ten daje
wiekszy odzysk fenolowych
uniepalniaczy. Ekstrakcja do
fazy statej dla matryc innych
niz osocze krwi, wymaga dal-
szego oczyszczania ekstraktu
ze wzgledu na wspétekstrakcje
tluszczow [3].

Oczyszczanie ekstraktu
LSurowy” ekstrakt nalezy pod-
dac dalszej procedurze oczysz-
czania ze wzgledu na wspot-
ekstrakcje innych zwigzkow:
tluszczéw z tkanki zwierzecej,
kwaséw humusowych z osa-
dow dennych i sciekowych.
Ekstrakty moga zawierac siar-
ke, ktéra réwniez nalezy usu-
na¢. Mozna tego dokonac po-
przez reakcje z siarczanem(l1V)
tetra-n-butyloamonu [16]
zgodnie z reakgcja [17]:

(TBA+)ZSO§_ + Sy = )
= 2TBA* + S,03
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gdzie TBA* to jon tetra-n-bu-
tyloamonu.

Druga metoda chemiczna jest
zwigzanie siarki na aktywo-
wanej powierzchni miedzi, po
uprzednim usunieciu tlenkow
z jej powierzchni (aktywowa-
na powierzchnia) [18]:

Cu + S(s) = CuS (2)

PBDE oraz inne polibromo-
wane uniepalniacze maja
charakter lipolilowy, ulegaja
bioakumulacji w ttuszczach,
z tego powodu ich zawartos$¢
jest zalezna od ilosci ttusz-
czu. Okreslenie masy ttuszczu
w prébce jest bardzo wazne,
szczegdlnie wtedy, gdy wynik
jest podany w przeliczeniu na
ttuszcz badanej prébki. Pod-
czas ekstrakgji ttuszcze prze-
chodza wraz z analitem do
rozpuszczalnika organiczne-
go, nastepnie powinny zostac
usuniete z probki przed ozna-
czeniem chromatograficz-
nym, w tym celu stosowane
sq dwie metody: nieniszczaca
i niszczaca ttuszcze.

Metody nieniszczace tlusz-
cze

Do metod nieniszczacych
nalezy miedzy innymi: chro-
matografia zelowa (GPCQ),
cieczowa chromatografia ko-
lumnowa (z zastosowaniem
sorbentéw obojetnych che-
micznie) oraz techniki mem-
branowe (SPM). GPC moze
by¢ réwniez stosowana do
poczatkowego oczyszczania
[19].
W technice tej mozna zastoso-
wac Zel, jakim jest kopolimer
styrenu-diwinylobenzenu, np.
zel Bio-Beads S-X3 [20].

W cieczowej chromatografii
kolumnowej stosowane sg

probek biologicznych
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obojetne adsorbenty [21]:
tlenek glinu, zel krzemionko-
wy oraz Florisil (zel krzemion-
kowy/tlenek magnezu) [22].
Jako eluentu mozna uzy¢ di-
chlorometanu, mieszaniny
dichlorometanu/octanu ety-
lu/n-heksanu lub cyklohek-
sanu. Nalezy podkredli¢, ze
metoda ta nie oddziela BFR
od innych zwigzkéw haloge-
noorganicznych. Koniecznym
staje sie kolejny etap oczysz-
czania lub frakcjonowanie
[23]. Frakcjonowanie eks-
traktu wedtug polarnosci
réznych klas zwiazkéw moz-
na dokona¢ za pomoca zelu
krzemionkowego lub tlenku
glinu. Do matryc niskottusz-
czowych zalecane jest stoso-
wanie zelu krzemionkowego
lub Florisil, natomiast do ma-
tryc bogatych w ttuszcz - tle-
nek glinu [9].

Membrany wykorzystywane
do oczyszczania ekstraktow
wykonane sa z folii polietyleno-
wej niskiej gestosci (LDPE). Woj-
talewicz i in. [24] zastosowali
membrane w ksztatcie rekawa
zamknietego na jednym koncu
o dtugosci 300 mm i $rednicy
okoto 25 mm, $rednica poréw
wynosita 1 nm. Przed uzyciem
membrana byta kondycjo-
nowana w n-heksanie przez
72 godziny. Jako rozpuszczal-
nik odbierajacy zastosowano
n-heksan, dialize prowadzo-
no przez 72 godziny, przy
czym po uptywie 24 godzin
wymieniano rozpuszczalnik
odbierajacy.

Metody niszczace tluszcze

W metodzie tej stosowana jest
technika adsorpcyjnej cieczo-
wej chromatografii kolumno-
wej. Zastosowanie znajduje
kwas siarkowy(VI). Mozna go

bezposrednio doda¢ do eks-
traktu [9], albo modyfikowac
nim zel krzemionkowy [25]. Zel
krzemionkowy modyfikowany
kwasem siarkowy(VIl) zawiera
45% tego kwasu na sorbencie
[26]. Przeprowadzone badania
[9,18] pozwolity stwierdzi¢,
ze PBDE, PBB oraz heksabro-
mocyklododekan (HBCD) sa
trwate w silnie kwasowym $ro-
dowisku. Zniszczenie matrycy
za pomoca stezonego kwasu
moze umozliwi¢ usuwanie
wiekszej ilosci ttuszczéw niz
zastosowanie chromatografii
adsorpcyjnej i GPC. Podobne
rozwigzanie umozliwia uzycie
zelu krzemionkowego mody-
fikowanego alkoholowym lub
wodnym roztworem KOH, czy
NaOH [27,28]. W S$rodowisku
zasadowym PBDE, PBB i tetra-
bromobisfenol A (TBBP-A) s3
trwate, natomiast HBCD ule-
ga degradacji [9,18]. Mozna
zastosowac réwniez kolumne
wypetniong zelem krzemion-
kowym modyfikowanym kwa-
sem siarkowym(VI) oraz wodo-
rotlenkiem sodu jednoczesnie
(tzw. kolumna mieszana) [18].
Saponifikacja alkoholowym
roztworem KOH w podwyzszo-
nej temperaturze moze powo-
dowac degradacje wyzej bro-
mowanych kongeneréw PBDE
i PBB [9], co bedzie skutkowato
zanizeniem wynikoéw. Konge-
ner BDE-209 najlepiej eluowaé
toluenem, dichlorometanem
lub mieszaning acetonu i hek-
sanu. Nie jest dobrze rozpusz-
czalny w izooktanie. Nalezy
réwniez unika¢ catkowitego
odparowania ekstraktéw pod-
czas zatezania [3] lub zmiany
rozpuszczalnika.
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