Analiza tragova polibromiranih difenil-etera u kuénoj
prasini i ljudskome mlijeku radi procjene rizika za
ljudsko zdravije

Jagié, Karla

Doctoral thesis / Disertacija
2022

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Science / SveucilisSte u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urm.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:498740

Rights / Prava: In copyright /Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-12-28

L BTE U 3
QC,\\‘\S Ao

»
< 'y
S %

‘o % . N
> < Repository / Repozitorij:
= 5=
7% ET: Repository of the Faculty of Science - University of

3 = Zagreb

% T
<, 5
O =

Yo parens®

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:498740
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pmf:11192
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmf:11192

PRIRODOSLOVNO-MATEMATICKI FAKULTET

Karla Jagi¢

ANALIZA TRAGOVA
POLIBROMIRANIH DIFENIL-ETERA U
KUCNOJ PRASINI | LJUDSKOME MLIJEKU
RADI PROCJENE RIZIKA ZA
LJUDSKO ZDRAVLJE

DOKTORSKI RAD

Mentor:
dr. sc. Darija Klin€i¢, v. zn. sur.

Zagreb, 2022






FACULTY OF SCIENCE

Karla Jagi¢

TRACE ANALYSIS OF
POLYBROMINATED DIPHENYL ETHERS IN
HOUSEHOLD DUST AND HUMAN MILK FOR

HUMAN HEALTH RISK ASSESSMENT

DOCTORAL DISSERTATION

Supervisor:
Dr. Darija KlinCi¢, Senior Research Associate

Zagreb, 2022






Zahvale

Najvece i najposebnije hvala mojoj mentorici dr. sc. Dariji Klin¢i¢! Prije svega na pruzenoj
prilici, a zatim na strpljenju, ulozenom vremenu i trudu tijekom izrade i pisanja ovog rada.
Hvala na prijateljskom odnosu, razumijevanju i prenesenom znanju. Hvala na izazovima,
iskustvu i prilikama za usavrsavanie.

Posebno hvala mojoj cimerici dr. sc. Mariji Dvorscak na nesebicnoj podrsci tijekom izrade
ovog rada, bezbrojnim savjetima i razumijevanju! Hvala na pomoci s eksperimentima i
odlicnoj radnoj atmosferi.

Hvala kolegici dr. sc. Blanki Tariba Lovakovi¢ na statistickoj obradi podataka i pomoci u
pisanju ovog rada.

Hvala dr. sc. Toniju Safneru na statistickoj obradi podataka.
Hvala kolegici dr. sc. Dubravki Rasi¢ na vrijednim uzorcima mlijeka.
Hvala kolegici Ivi Simié, mag. ing. cheming. na analizi uzoraka mlijeka.

Hvala kolegama iz Jedinice za biokemiju i organsku analiticku kemiju na pomoc¢i i ugodnom
radnom okruzZenju.

Zahvaljujem svima koji su prikupljali uzorke prasine i mlijeka, a posebno mojim curama.
Hvala ekipi s jutarnje kave za svaki ljepsi pocetak radnog dana.
Hvala mojim curama na svakom druzenju, smijehu i na svakoj rijeci ohrabrenja.

Posebno hvala Martini i Vale na podrsci, razumijevanju i ohrabrenju kada mi je bilo
najpotrebnije.

Hvala lvanu na podrsci, savjetima, razumijevanju i strpljenju.

Veliko hvala mojoj obitelji na podrsci i sigurnosti da bez straha slijedim svoj put. Hvala sto
ste vjerovali u mene.






§ Sadrzaj vii

Sadrzaj
SAZETAK ......ooooioiioioosseieeeesssseee oo XI
ABSTRACT s X1
8 L. UVOD ... 1
1.0 SUIPNA FAAA......coe bbb 2
8 2. LITERATURNI PREGLED .......ccoosiiiiecese st 4
2.1. Postojana organska zagadivala ... 4
2.2. Fizikalno-kemijska svojstva polibromiranih difenil-etera............ccccocoooviivicicciciccceee 5
2.3. Primjena i izvori emisije polibromiranih difenil-etera ..., 7
2.4. Raspodjela polibromiranih difenil-etera u okolisu i izloZenost ljudi...................ccccoovviinnnnn. 11
2.5. Procjena izloZenosti djece i odraslih spojevima PBDE u kuénoj prasini i ljudskome mlijeku
.................................................................................................................................................................... 14
2.6. Toksi¢nost polibromiranih difenil-etera..............ccoooiiiiiiiiii s 16
2.7. Raspodjela i razine polibromiranih difenil-etera u kuénoj prasini...............ccccococovvivnninnnnn. 17
2.8. Raspodjela i razine polibromiranih difenil-etera u ljudskome mlijeKu........c.cccccoovviviiieirenne, 21
2.9, KEMUJSKA ANANIZA ...ttt bbb bbb 25
2.9.1. Uzorkovanje, priprava i skladistenje uzoraka kucne prasine i l[judskog mlijeka............................. 26
2.9.2. EKSIrakCijSKe tENNIKE ..o 28
2.9.2.1. Ekstrakcija spojeva PBDE iz uzoraka kucne prasine.............cccoovrvvonocccococnnnnnnn, 28
2.9.2.2. Ekstrakcija spojeva PBDE iz uzoraka ljudskog mlijeka ..., 30
2.9.3. PrOCISCAVANTE @RSIFAKIA ...t 31
2.9.4. Kvalitativna i kvantitivna analiza polibromiranih difenil-etera...........c.cccccooeveiieniiiiceceen 32
8 3. MATERIJALI I METODE ... 35
3.1, ANALIZITANT SPOJEVI ..eocviiieiciei st 35
3.2. Kemikalije, INStrumenti | PribOr...........c.cociiiiiicccce e 36
BL2. L. KBIMIKAIJE. ... 36
3.2.2. INSEFUMENTE T PIIDOT ...t 37
3.3. Radni uvjeti plinskokromatografske analize.............c.cccooiiiiie e 38
3.3.1. Plinska kromatografija uz detektor zahvata elektrona (GC—UECD) ..., 38
3.3.2. Plinska kromatografija uz tandemnu spektrometriju masa (GC—MS/MS) .........ccooovvvvvnvvcnreninns 38
3.4. Priprava standardnih OtOPING ..........cccooiiiiriiirceee e 40
3.5. Uzorci kuéne prasine i [judskog mlijeka..............cccoooviiiiiii s 41
3.5.1. Uzorkovanje kucne prasine i 0brada UzoVaRQ..................cccoovoeeoeoiiseiinseiiieeieneee e 41
3.5.2. Uzorkovanje [JudSKOg MIHEKA ..........cceuriieirsceeees s 41

Karla Jagié¢ Doktorska disertacija



§ Sadrzaj viii

3.5.2.1. Priprava uzorka ljudskog mlijeka za liofilizaciju i liofilizacija.............ccccooorvvnnnnnnne. 42

3.6. Analiti¢ki postupci za odredivanje polibromiranih difenil-etera u uzorcima kucne prasine.42

3.6.1. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima spojeva PBDE iz kucne prasine...............c.cccccououvueee. 42
3.6.1.1. Preliminarno istrazivanje ucinkovitoSti Otapala ...............ccccocvveeceieininnnssseens 43
3.6.1.2. Optimiranje parametara ekstrakcije potpomognute mikrovalovima spojeva PBDE iz
e T2 /) e R 1 TSSO 44

3.6.2. Optimizacija postupka procCiSCavanja ekStrakta .............c..couiuoreoriininiiissseeeieeie e 45

3.6.3. Validacija metode za odredivanje polibromiranih difenil-etera u kucnoj prasini.......................... 46

3.7. Analiti¢ki postupci za odredivanje polibromiranih difenil-etera u ljudskome mlijeku........... 47

3.7.1. Optimiranje parametara ekstrakcije potpomognute mikrovalovima spojeva PBDE iz uzorka

TJUASKOQG MITTEKA ... 47
3.7.1.1. Detaljnije optimiranje uvjeta eKStrakCije .........cccceviviiiiiereiececce e 50

3.7.2. Optimizacija postupka procCiSCavanja ekStrakta ...............ccooouioeiinniiinniieecieitie e 51

3.7.3. Validacija metode za odredivanje polibromiranih difenil-etera u ljudskome mlijeku................... 52

3.8. Plinskokromatografska analiza polibromiranih difenil-etera..............cccocoeoevviivciicciccene, 52

3.9. Statisticka obrada podataka ... 53

8 4. REZULTATI I RASPRAVA ...ttt 55

4.1. Optimizacija analitiCkih metoda...................ooiiiiii 55

4.1.1. Linearnost odziva detektora i granice odredivVanja....................cccocooiinnniicciiiiinns s 55

4.1.2. Analiticki postupci za odredivanje polibromiranih difenil-etera u uzorcima kucéne prasine......... 57
4.1.2.1. UCINKOVItOSt OLAPALA ...ttt 57
4.1.2.2. Procjena utjecaja parametara tehnike MAE na ucinkovitost ekstrakcije...................... 58
4.1.2.3. Optimizacija postupka procCiS¢avanja ekStraktQ...........ooovrrrseronieieieisiennnssssnens 60
4.1.2.4. Validacija MELOUE ..o 62

4.1.3. Analiticki postupci za odredivanje polibromiranih difenil-etera u uzorcima ljudskog mlijeka....65
4.1.3.1. Liofilizirani uzorci [judskog MIJEKA .........cccccevviiiiciiicceeccecce e, 65
4.1.3.2. Tekuci uzorci udSkog MITERa ...........cccovvoviviiiiiiieececee e 66
4.1.3.3. Liofilizirani uzorci ljudskog mlijeka uz dodatak destilirane deionizirane vode............ 67
4.1.3.4. Detaljnija optimizacija eksperimentalnih uvjeta tehnike MAE...........ccccccoeeeeiviieencnen, 69
4.1.3.5. Optimizacija postupka procCiScavanja ekStraktQ...........cooovvirresoenieieieininnsssseens 72
4.1.3.6. Validacija MELOUE ..o 74

4.2. Analiza realnih uzoraka kuéne praSine i ljudskog mlijeka..................cooooiiiiinnnis 75

4.2.1. Realni UZOVCl RUCTIE PFASINE..........c.cviiiiiiiieiiiese ettt 75

4.2.2. Realni uzorci [JudSKOg MIJEKE .........cceuiiiiericiesice s 78

4.3. Procjena rizika za [JudSKO ZAFaVIJe..........ooiiieeceeee e 80

4.4. Procjena povezanosti masenih udjela spojeva PBDE s karakteristikama kuéanstva te

osobnim podacima majke i dojenCadi............c.c.ccoovvriiiiiiiiiii 90

§ 5. ZAKLIUCKCT ..........oooommmommoooeeoeoeeoeeeeeoeeeoeeoeeeeeeeee e osseseeeee e 99

§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA ... 103

8 7. LITERATURNI IZVORI ..ottt 106

8 8. DODATAK ... CXXIV

Karla Jagié¢ Doktorska disertacija



§ Sadrzaj iX

A A0 1 K 0] i 1T OO CXLVIII

Karla Jagié¢ Doktorska disertacija






§ Sazetak Xi

SveuciliSte u Zagrebu Doktorska disertacija
Prirodoslovno-matematicki fakultet
Kemijski odsjek

SAZETAK

ANALIZA TRAGOVA POLIBROMIRANIH DIFENIL-ETERA U KUCNOJ PRASINI I
LIUDSKOME MLIEKU RADI PROCJENE RIZIKA ZA LIJUDSKO ZDRAVLIJE

Karla Jagi¢
Institut za medicinska istrazivanja i medicinu rada, Ksaverska cesta 2, 10001 Zagreb

Polibromirani difenil-eteri (PBDE) postojani su organski spojevi koriSteni kao usporivaci
gorenja. Karakteristicna su zagadivala unutarnjih prostora, a nakupljaju se u ku¢noj prasini, ¢ija
je ingestija, uz prehranu, glavni put njihova unosa u ljude. Za dojencad hranjenu ljudskim
mlijekom, ono predstavlja glavni izvor izlozenosti. U ovom je radu primijenjena ekstrakcija
potpomognuta mikrovalovima za odredivanje sedam spojeva PBDE u ku¢noj prasini, a po prvi
put i u uzorcima ljudskog mlijeka, uz pazljivu optimizaciju uvjeta ekstrakcije i pro¢i§¢avanja.
Procisceni ekstrakti analizirani su plinskom kromatografijom uz detektor zahvata elektrona.
Analizom 30 uzoraka ljudskog mlijeka ispitanica i praSine iz njihovih kucanstava s podrucja
Zagreba 1 okolice dobivene su prve informacije o statusu oneciSéenja ovim spojevima u
Hrvatskoj te parametrima koji potencijalno utjecu na njihove razine. Detektirani maseni udjeli
spojeva PBDE bili su podjednaki onima u ostatku Europe, dok su na globalnoj razini medu
nizima. Prema procijenjenim dnevnim unosima spojeva PBDE, zakljuéeno je da ne
predstavljaju rizik za zdravlje dojencadi 1 majki na ovom podrucju.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Polibromirani difenil-eteri (engl. Polybrominated Diphenyl Ethers, PBDE) skupina su
bromiranih usporivaca gorenja (engl. Brominated Flame Retardants, BFR), a upotrebljavali su
se kao aditivi gradevnom i izolacijskom materijalu te proizvodima koji se koriste u ku¢anstvu,
poput namjestaja, tekstila te elektri¢ne i elektroni¢ke opreme.! Ovisno o broju i polozaju
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.? Spojevi PBDE lako se otpustaju u
okolis tijekom proizvodnje, upotrebe/primjene, odlaganja na odlagalistima otpada i/ili procesa
recikliranja materijala odnosno proizvoda u koje su dodavani bez formiranja kemijske veze.
Nakon §to su detektirani u mnogim dijelovima okoliSa i bioloSkim uzorcima te uocenih Stetnih
ucinaka na zdravlje ljudi i Zivotinja, poCetkom 21. stolje¢a poduzete su globalne mjere zabrane
njihove proizvodnje i upotrebe.®* Istrazivanja toksi¢nosti ovih spojeva pokazala su da utjecu
na promjenu statusa hormona §titnjace te posljedi¢no i na endokrini sustav i neurobihevioralni
razvoj, a posebno zabrinjavaju negativni u€inci na neuroloski i imunoloski sustav u fetalnom 1
periodu ranog razvoja kod djece.’

Dva osnovna puta unosa spojeva PBDE u ljude su putem hrane i ingestije prasine. U
nekim slucajevima unos navedenih spojeva putem ingestije prasine dominira, posebno ako se
uzme u obzir danasnji stil Zivota u razvijenim zemljama, koji je vezan preteZzno uz zatvorene
prostore.® 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 Sestog mjeseca starosti. DojenaStvo je razdoblje kada je
dojence, koje zbog svoje male mase na taj na¢in dobiva najvecu dozu izrazenu po kilogramu
tjelesne mase.’

U svijetu se provode intenzivna istrazivanja u kojima se prate razine spojeva PBDE u
prasini iz kucanstva i drugih zatvorenih prostora, kako bi se procijenio unos u ljude, kao i
potencijalni izvori. Ljudsko mlijeko jedna je od najc¢eSc¢e koriStenih bioloskih matrica za

pracenje razina postojanih organskih zagadivala (engl. Persistent Organic Pollutants, POPS) u
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§ 1. Uvod 2

ljudima. Detektirane razine daju informacije o izloZenosti majke i dojenceta, ali i o izlozenosti
opée populacije.® Hrvatska i opéenito jugoistoéni dio Europe podrudje je s kojeg gotovo i nema
podataka o razinama ovih spojeva.

Analiza spojeva PBDE koji se u tragovima nalaze u slozenim okoliSnim i bioloskim
uzorcima sastoji se od Cetiri glavna dijela: priprave uzorka, ekstrakcije analita, procis¢avanja
ekstrakta te kvalitativne i kvantitativne instrumentne analize. Svaki od navedenih koraka nastoji
se poboljsati kako bi se postigla Sto bolja osjetljivost i selektivnost analize uz $to manji utroSak
reagensa te vremena i financijskih sredstava. Selektivna i iscrpna ekstrakcija analita kljucan je
dio analitickog procesa. Unato¢ tome Sto se ne koristi Cesto, ekstrakcija potpomognuta
mikrovalovima (engl. Microwave Assisted Extraction, MAE) ima potencijal za ekstrakciju
analita od interesa iz praSine i1 ljudskog mlijeka te nudi nekoliko prednosti. S obzirom na to da
se radi o zatvorenom sustavu, ekstrakcija se moze provesti na poviSenim temperaturama
ubrzavajuci pritom prijenos analita iz matrice uzorka u prikladno ekstrakcijsko otapalo.
Takoder, smanjena je upotreba velikih volumena otapala, kao i vrijeme potrebno za ekstrakciju,
a zbog automatizacije povecan je broj analiziranih uzoraka i moguce je procesuirati vise

uzoraka istovremeno (maksimalno 14).

1.1. Svrharada

Svrha ovog rada bila je optimirati uvjete priprave i obrade uzoraka kuéne prasine i ljudskog
mlijeka za §to osjetljivije i selektivnije istovremeno odredivanje sedam pojedinac¢nih kongenera
PBDE. Analiticki postupci obuhvatili su ekstrakciju potpomognutu mikrovalovima,
procCis¢avanje ekstrakta te zavrSnu analizu plinskom kromatografijom uz detektore zahvata
elektrona i tandemnu spektrometriju masa kao potvrdnu tehniku kod analize realnih uzoraka
ljudskog mlijeka. Posebna se paznja posvetila optimiranju uvjeta tehnike MAE koja nudi
mnostvo prednosti, posebice s aspekta ,,zelene* kemije zbog smanjenja utroska otapala te je po
prvi put uspjesno koristena za ekstrakciju organskih zagadivala iz uzoraka ljudskog mlijeka. Uz
optimizaciju ekstrakcije, istrazeni su nacini i uvjeti ucinkovitog prociS¢avanja ekstrakta
koriStenjem ekstrakcije na ¢vrstoj fazi.

Optimirane i validirane metode primijenjene su za odredivanje specifi¢nih kongenera
PBDE u 30 prikupljenih uzoraka ljudskog mlijeka 1 prasine iz ku¢anstva ispitanica iz Zagreba
1 okolice. Time su u Hrvatskoj dobiveni prvi podaci o izloZenosti ljudi spojevima PBDE, kao 1

dojencadi putem unosa mlijeka te je procijenjeno postoji li rizik za ljudsko zdravlje.
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§ 1. Uvod 3

Statisticka obrada anketnih podataka omogucila je procjenu koji osobni podaci majke i
dojenceta ili karakteristike ku¢anstva u kojem zive potencijalno utjeCu na detektirane razine

spojeva PBDE u prasini 1 mlijeku.
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8§ 2. Literaturni pregled 4

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Postojana organska zagadivala

Postojana organska zagadivala obuhvacaju veliki broj organskih spojeva otpornih na
fotoliti¢ku, biolosku i kemijsku razgradnju.® Jednom kada dospiju u okoli$, u njemu se netaknuti
mogu zadrzati godinama, ali pod utjecajem prirodnih procesa u koje su prvenstveno ukljuceni
zrak, a zatim voda i tlo, mogu se Siroko rasprostraniti i dospjeti u sve dijelove okoliSa. Skloni
su akumuliranju u masnim tkivima Zivih organizama, ukljucuju¢i ljude, a pronalaze se u vi§im
koncentracijama u vrstama na vrhu hranidbenog lanca te su dokazano toksi¢ni za ljude i
Zivotinje.

Kao rezultat ispustanja u okoli$ tijekom posljednjih nekoliko desetljeca, posebno zbog
ljudskih aktivnosti, spojevi POPs zbog svojih fizikalno-kemijskih svojstava danas su §iroko
rasprostranjeni, ukljucujuéi podrucja (npr. Arktik i Antarktika) gdje se nikada nisu koristili.
Zbog sklonosti ovih spojeva koncentriranju u zZivim organizmima procesom koji se naziva
bioakumulacija, te dugotrajne izloZenosti, pojavili su se razni akutni i kroni¢ni toksi¢ni ucinci.
IzloZenost spojevima POPs moze dovesti do ozbiljnih zdravstvenih ucinaka, ukljucujuci
odredene vrste zlocudnih tumora, urodene mane, alergije i vecu osjetljivost na bolesti, oStecenja
srediSnjeg 1 perifernog zivcanog sustava, reproduktivne poremecaje i poremecaje imunoloSkog
sustava. Neki spojevi POPs smatraju se endokrinim disruptorima, koji promjenom hormonskog
statusa mogu takoder ostetiti reproduktivni i imunoloski sustav izlozenih osoba, kao i njihovog
potomstva, a mogu imati i razvojne i kancerogene u¢inke.*°

S ciljem zastite ljudskog zdravlja i okolisa, 2001. godine u Stockholmu je usvojena, a
2004. godine stupila na snagu Stockholmska konvencija o postojanim organskim zagadivalima.
Konvencijom se propisuju uvjeti koje svaka stranka potpisnica treba ispuniti kako bi se na
globalnoj razini ogranicila ili u potpunosti ukinula proizvodnja, upotreba, uvoz i izvoz spojeva
POPs, a takoder i kako bi se osiguralo da se sa zalihama koje se sastoje od ili sadrze navedene
spojeve, ukljuCujuci proizvode i artikle nakon $to postanu otpad, postupa na prikladan nacin s
ciljem zastite okolia i ljudskog zdravlja.!* U pocetku je Konvencija obuhvacala 12 spojeva ili
skupina spojeva POPs uvrstenih pod Prilogom A, B i C (propisuju razli¢ite zakonske mjere), a

do danas su na popisu 32. Stockholmska konvencija danas ima 152 drzave potpisnice, medu
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kojima od vecih i poznatijih drzava to nisu Italija, Izrael i Sjedinjene Americke Drzave (SAD).

Republika Hrvatska ratificirala je Konvenciju 2007. godine.?

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 opca kemijska formula je
C12H10-m+n)Brm+n, gdje m i n oznacavaju broj vezanih bromovih atoma, a zbroj atoma broma i

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

m+n=1-10

Slika 2.1. Op¢a strukturna formula polibromiranih difenil-etera

Deset je mjesta na molekuli gdje bromov atom moze 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
poloZaju vezanih bromovih atoma, postoji 209 izomera i homologa spojeva PBDE koji se
nazivaju kongenerima. Prema Medunarodnoj uniji za Cistu i1 primijenjenu kemiju (engl.
International Union for Pure and Applied Chemistry, IUPAC), oznacavaju se brojevima od 1
do 209. Raspon molekulskih masa kongenera PBDE je od 249 do 959 g mol. U spojeve PBDE
supstituirane s ve¢im brojem Br atoma svrstavamo kongenere s osam, devet 1 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 pripadajuéih izomera'?

Homologna grupa Kemijska formula Broj izomera Kongeneri
(Molekulska masa)
mono-BDE C12H9Br10 (249) 3 od BDE-1 do BDE-3
di-BDE C12HsBr20 (328) 12 od BDE-4 do BDE-15
tri-BDE C12H7Brs0 (407) 24 od BDE-16 do BDE-39
tetra-BDE C12H6Br40 (486) 42 od BDE-40 do BDE-81
penta-BDE C12HsBrs0 (565) 46 od BDE-82 do BDE-127
heksa-BDE C12H4BrsO (644) 42 od BDE-128 do BDE-169
hepta-BDE C12H3Br,0 (723) 24 od BDE-170 do BDE-193
okta-BDE C12H2BrsO (801) 12 od BDE-194 do BDE-205
nona-BDE C12H1Brs0 (880) 3 od BDE-206 do BDE-208
deka-BDE C12Br100 (959) 1 BDE-209

Polibromirani difenil-eteri razlikuju se po svojim fizikalno-kemijskim svojstvima, sto dovodi
do razlika u njthovom ponasanju u razli¢itim dijelovima okoliSa. VreliSta kongenera PBDE su
izmedu 310 °C i 450 °C.'* Navedeni spojevi su hidrofobni, s logaritamskim vrijednostima
koeficijenta razdjeljenja izmedu n-oktanola i vode (log Kow) U rasponu od 5,08 za mono-BDE
do 8,70 za deka-BDE i topljivosti u vodi u rasponu od 0,00087 do 0,04 mg L pri 25 °C.
Opcenito, porastom broja bromovih atoma povecavaju se vrijednosti log Kow, dok se topljivost
u vodi i tlak pare snizavaju. Drugim rije€ima, povecanjem stupnja bromiranosti smanjuje se
sposobnost kongenera da se otopi u vodi ili zadrzi u plinovitom obliku u atmosferi, odnosno
spojevi PBDE supstituirani s ve¢im brojem Br atoma lakSe se sorbiraju na ¢estice u vodi ili u
zraku. 41

Spojevi PBDE mogu biti u konformacijama od uvijene do iskrivljene, a u teoriji i u
planarnoj 1 leptir konformaciji prikazanim na Slici 2.2. Povecanjem stupnja bromiranosti

spojeva PBDE konformacija tezi ka iskrivljenoj.'?
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planarna leptir iskrivljena uvijena

Slika 2.2. Teorijske konformacije (planarna i leptir) i moguce konformacije (iskrivljena i
uvijena) spojeva PBDE*?

Kemijska stabilnost pojedinog kongenera PBDE razlikuje se ovisno o strukturi, a opcenito
kongeneri s manjim brojem supstituiranih Br atoma (mono-, di-, tri-) i oni s devet i deset su
nestabilniji od kongenera susptituiranih s ¢etiri do osam Br atoma. Spojevi PBDE podlozniji su
fotolizi i reduktivnoj debrominaciji, a manje su osjetljivi na nukleofilnu aromatsku supstituciju
i oksidaciju. lako postoje razlike u postojanosti pojedinih kongenera ovisno o njihovoj strukturi,
na temelju fizikalno-kemijskih i reaktivnih svojstava spojevi PBDE opcenito se smatraju

postojanima.t?

2.3. Primjena i izvori emisije polibromiranih difenil-etera

Polibromirani difenil-eteri zabranjeni su sintetski organski spojevi ¢ija je komercijalna
proizvodnja zapocela 1976. godine!® bromiranjem molekula difenil-etera u prisutnosti
katalizatora Friedel-Craft (npr. AICI3) u otapalu. Masa Br i vrijeme kemijske reakcije
kontroliraju brominaciju molekule difenil-etera. Postupnim dodavanjem Br stvaraju se
kongeneri PBDE supstituirani sve ve¢im brojem Br atoma dok se ne dobije ciljani kongener.215
Navedeni spojevi pripadaju skupini bromiranih usporivaca gorenja, odnosno upotrebljavali su
se kao aditivi raznovrsnim materijalima i opremi kako bi smanjili njihovu zapaljivost, sprijecili
nastanak pozara ili usporili njegovo Sirenje.! U slu¢aju nastanka poZara, pod utjecajem nastale
toplinske energije oslobadaju se radikali Br koji smanjuju plamen, odnosno daljnje otpustanje
topline i ugljitnog monoksida.}”*® Zbog pristupa¢ne cijene te malog utjecaja na mehanicka
svojstva polimera intenzivno su koriSteni, a na svjetskom trzistu bili su dostupni kao tri glavne

formulacije:
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e penta” (DE-71 i Bromkal 70-5DE)
e okta” (DE-79 i Bromkal 79-8DE)
e 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 trzistu s 11 %, okta sa 6 % i deka s
83 %.1%1% Tipi¢an dodatak komercijalnih formulacija varirao je od 5 % do 30 % mase

materijala, odnosno polimera.*?

Tablica 2.2. Sastav komercijalnih PBDE smjesa (maseni udjeli homolognih grupa izrazeni u
%, wiw)*2

. Homologna skupina
Komercijalna 9 P

formulacija 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 ,,0kta® u najve¢em udjelu ¢ini kongener
BDE-183, a formulaciju ,,deka* kongener BDE-209.12

Nema pouzdanih informacija o koli¢inama formulacija koje su se proizvele, ali
procijenjeno je da je ukupna svjetska proizvodnja spojeva PBDE iznosila izmedu 1,3 i 1,5
milijuna tona izmedu 1970. i 2005. godine.?® Na globalnoj razini, potrosnja komercijalnih
formulacija PBDE varirala je izmedu razli¢itih dijelova svijeta. Na primjer, formulacija ,,penta‘
imala je vrlo malu upotrebu ili se uopce nije upotrebljavala u Aziji. Medutim, formulacija
»deka* daleko je najéesce koriStena u svijetu i €inila je 81 % 1 83 % globalne potraznje za PBDE
1999. i 2001. godine.'? Zanimljiv je podatak da je priblizno 95 % globalne proizvodnje

formulacije ,,penta®, 40 % ,,okta* i 44 % ,,deka“ upotrijebljeno u Americi.'®
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Formulacija ,,penta“ najviSe se koristila kao aditiv fleksibilnim poliuretanskim pjenama
upotrebljavanim kao punila za namjeStaj, madrace, automobilska i avionska sjedala, u
gradevnom materijalu za izolaciju, u tekstilu te epoksidnim smolama, fenolnim smolama i
nezasi¢enim poliesterima. Osim toga, koristila se i kao aditiv u elektricnoj i1 elektronickoj
opremi, hidrauli¢nim teku¢inama te gumama.

Formulacija ,,okta* prvenstveno je koriStena kao aditiv u plastici od akrilonitril-
butadien-stiren (ABS) polimera, ¢ak 95 %. Preostalih 5 % ukupne proizvodnje odnosilo se na
dodatak sintetskim tekstilima (poliesterne smole, epoksidne smole, poliuretani),
termoplasti¢énim 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 obi¢no su se koristili za izradu kucéista
uredske opreme, ukljucujuéi raunala, te za industrijske strojeve.

Cak 80 % ukupne proizvodnje ,,deka® formulacije koristeno je kao aditiv razli¢itoj
plastici (polietilen, polipropilen, PBT, HIPS i nezasi¢eni poliesteri). Navedena plastika
primjenjivala se za izradu elektronickih 1 elektri¢nih uredaja, preciznije u proizvodnji kucista 1
straznjih ploca televizora, za izolaciju Zica i kabela elektri¢ne opreme, u kucistima audio i video
opreme, mobilnih telefona, daljinskih upravljaca, racunala i monitora, laserskih pisaca,
fotokopirnih 1 faks uredaja 1 razvodnih kutija. Navedena plastika primjenjivala se 1 u gradevnim
materijalima, u skladiStenju 1 distribuciji proizvoda (plasticne palete) te u transportnom sektoru
(automobili, zrakoplovi, vlakovi i brodovi). Preostalih 20 % od ukupne proizvodnje koriSteno
je kao dodatak tekstilu (draperije i tkanine za namjeStaj 1 madrace). Zrakoplovna industrija jo§
uvijek koristi formulaciju ,,deka” u elektricnim zicama 1 kabelima 1 u unutarnjim
komponentama te u elektri¢noj i elektronskoj opremi u starijim zrakoplovima i svemirskim
letjelicama. 21012

Polibromirani difenil-eteri nisu kemijski vezani u materijalima u koje su dodavani, a
kao posljedica toga dolazi do njihovog otpustanja u okolni zrak, vodu, prasinu, sediment ili tlo
te akumuliranja u kopnenim i morskim organizmima i u ljudima. Kao rezultat zabrinutosti zbog
njihove sveprisutnosti u okoliSu, hrani, prasini u zatvorenim prostorima te postojanosti,
sklonosti bioakumulaciji i biomagnifikaciji u hranidbenim lancima te uz dokaze o njihovoj
toksi¢nosti za ljude i zivotinje, Europska unija (EU) zabranila je upotrebu formulacija “penta”

i “okta” 2004. godine. SAD su slijedile taj primjer obustavivsi proizvodnju tih formulacija iste
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godine.® Sto se ti¢e formulacije ,,deka®, EU je zabranila njezinu upotrebu nesto kasnije, 2008.
godine, a SAD tek 2013. godine.*

Dodavanjem tetra-, penta-, heksa- i hepta- homolognih grupa spojeva PBDE na popis
Priloga A Stockholmske konvencije o postojanim organskim zagadivalima 2009. godine,
zabranjena je proizvodnja, upotreba, uvoz i izvoz formulacija ,,penta® i ,,0kta”, dok je
formulacija ,,deka“ dodana na navedeni popis tek 2017. godine.®

Unatoc¢ obustavi proizvodnje 1 upotrebe spojeva PBDE, pretpostavlja se da ¢e oni biti
prisutni u okoliSu jo§ mnogo godina zbog svojih fizikalno-kemijskih svojstava, ali i zbog
proizvoda koji su jo$ uvijek u upotrebi, a sadrze ove spojeve. Naime, proizvodi koji sadrze
materijale tretirane ovim spojevima predstavljaju njihov izvor tijekom cijelog svog vijeka
trajanja: od procesa proizvodnje, preko upotrebe/primjene, pa sve do odlaganja na odlagalistima
otpada i tijekom procesa recikliranja. U novije vrijeme pokazalo se da je elektri¢ni i elektronicki
otpad (EE otpad) jedan od najznacajnijih danasnjih izvora spojeva PBDE, stoga je opcéenito
porasla svijest o Stetnom utjecaju njegova gomilanja. S obzirom na brzi razvoj tehnologije,
potraznja za novim elektri¢nim i elektroni¢kim uredajima je u eksponencijalnom porastu te je
EE otpad danas jedan od najbrze rastu¢ih vrsta otpada. Navedeni otpad, osim sirovina koje se
recikliranjem mogu ponovo iskoristiti, sadrzi i toksi¢ne spojeve, izmedu ostalog i spojeve
PBDE, a njegovim ru¢nim rastavljanjem, taljenjem ili spaljivanjem navedeni spojevi otpustaju
se u okolis. Upravo zato je EE otpad nuzno pravilno skladistiti i kontrolirati procese njegovog
recikliranja.}”?22 Kao posljedica zagadenja okolisa u blizini mjesta za odlaganje ili recikliranje
EE otpada, poviseni maseni udjeli spojeva PBDE izmjereni su u zraku,? tlu i pragini,*"? ali i
u ljudima (ljudsko mlijeko, serum, kosa) koji su odredeni vremenski period Zivota proveli u
blizini takvog otpada.?*-2

Opcenito, nakon Sto su spojevi PBDE okarakterizirani kao sveprisutna zagadivala
okoliSa, u drzavama s razvijenom industrijom njihova potrosnja se smanjila, dok se u drzavama
koje sudjeluju u tranziciji ili u industrijski slabije razvijenim drzavama povecala. Naime,
trgovina EE otpadom uzrokovala je znaCajan porast emisije spojeva PBDE u nerazvijenim
drzavama, dok u razvijenim nije bilo velike promjene. U industrijski razvijenim podruéjima
uoceno je da se vise od 70 % emisija spojeva PBDE dogada tijekom proizvodnje i koriStenja
materijala i opreme, dok je u industrijski slabije razvijenim dijelovima svijeta vise od 70 %

emisija nastalo tijekom procesa zbrinjavanja otpada.t®
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Isprobano je nekoliko metoda uklanjanja spojeva PBDE iz razli¢itih dijelova okolisa, a
one ukljucuju fotoliticku i1 fotokataliticku razgradnju, adsorpciju, toplinsku i hidrotermalnu
obradu, naprednu oksidaciju, reduktivnu debrominaciju i1 biolosku remedijaciju. Medu
navedenim metodama, fotodegradacija i fotokataliticka razgradnja prevladavajuce su metode
za uklanjanje spojeva PBDE. Ipak, navedene fizikalno-kemijske metode vecinom nisu
financijski isplative, a osim toga stvaraju i spojeve PBDE supstituirane s manjim brojem Br
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.*®

2.4. Raspodjela polibromiranih difenil-etera u okoliSu i izloZenost ljudi

Zahvaljujuéi razlikama u njihovim fizikalno-kemijskim svojstvima, spojevi PBDE S§iroko su
rasprostranjeni i prisutni u svim dijelovima okoli$a. Poluhlapljivi su, stoga se lako otpustaju u
atmosferu, koja je njihov glavni prijenosnik. Kongeneri PBDE supstituirani s manjim brojem
Br atoma zadrzavaju se u atmosferi u plinovitom stanju, a oni supstituirani s ve¢im brojem Br
atoma lakse se sorbiraju na organske Cestice u zraku. Osim o fizikalno-kemijskim svojstvima
odredenog kongenera PBDE, raspodjela i razine kongenera u plinovitoj fazi odnosno vezanih
na Cestice u atmosferi ovisi i o okolisnim uvjetima te 0 koncentraciji, sastavu i veli¢ini
suspendiranih &estica.?’?® Zra¢nim se masama mogu prenijeti na velike udaljenosti, a dokaz
tome je njihova prisutnost u najudaljenijim podruc¢jima (Arktik i Antartika), gdje se taloze zbog
niskih temperatura.’®2%-3! Moguénost transporta zrakom na veée udaljenosti visa je za spojeve
PBDE supstituirane s manjim brojem Br atoma zbog veceg tlaka pare, dok je za spojeve PBDE
supstituirane s ve¢im brojem Br atoma prijenos na vece udaljenosti povezan s udaljenosti koju
Cestice mogu prijeéi u atmosferi.*

Spojevi PBDE op¢enito su hidrofobnih svojstava, stoga su skloniji vezanju za organsku
tvar u tlu talozenjem organskih Cestica iz zraka. Osim talozenjem iz atmosfere, u tlo dospijevaju
iz podruéja gdje je tlo izravno oneciséeno, na primjer iz odlagalista otpada.23 Biljke mogu iz
atmosfere ili putem korijena apsorbirati spojeve PBDE, sto, osim o fizikalno-kemijskim

svojstvima pojedinin kongenera PBDE, ovisi i 0 vrsti biljke.®? Posljedi¢no su i kopnene
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zivotinje izloZzene navedenim spojevima, no puno manje nego morski organizmi pa su i
istrazivanja o razinama spojeva PBDE u njima malobrojnija.®®

Povecanjem stupnja bromiranosti smanjuje se i sposobnost kongenera da se otopi u
vodi, odnosno spojevi PBDE supstituirani s ve¢im brojem Br atoma laksSe se sorbiraju na Cestice
u vodi. U vodeni okoli§ spojevi PBDE dospijevaju takoder i talozenjem iz atmosfere, ali i
ispustanjem otpadnih voda iz industrijskih postrojenja ili odlagaliSta otpada. Pritom se
adsorbiraju na suspendirane Cestice u vodi, organski dio sedimenata, i/ili ulaze u morske
organizme, dok se u vodi pronalaze u zna¢ajno nizim koncentracijama. U vodenom ekosustavu
bioakumuliraju se u lipidima bogatim tkivima raznih organizama i biomagnificiraju duz
hranidbenih lanaca. Zbog toga vodeni organizmi, posebno vrste na vrhu hranidbenog lanca,
&esto imaju visoke razine razmatranih spojeva.**3

Studije izlozenosti usmjerene na odabrane kongenere PBDE (BDE-28, -47, -99, -100,
-153, -154, -183 i -209) najzastupljenije u komercijalnim smjesama i ucestalo detektirane u
okolisnim i bioloskim uzorcima, pokazale su da su ljudi ovim spojevima izlozeni dvama
glavnim putovima — putem hrane i ingestije prasine. Prema Europskoj agenciji za sigurnost
hrane (engl. European Food Safety Authority, EFSA) glavni izvor izlozenosti ljudi je putem
hrane zivotinjskog podrijetla s ve¢im udjelom masti (riba, meso, mlijeko i mlije¢ni proizvodi),
gdje se navedeni spojevi akumuliraju zbog svoje lipofilnosti.!> Mnogobrojnim znanstvenim
istrazivanjima potvrdena je povezanost poviSenih masenih udjela spojeva PBDE u odredenim
populacijama ljudi s njihovom konzumacijom hrane kontaminirane ovim spojevima. U jednom
od prvih takvih istraZivanja pronadeni su za red veli¢ine ve¢i maseni udjeli spojeva PBDE u
serumu Svedana koji su mjese¢no konzumirali od 12 do 20 obroka ribe iz Balti¢kog mora.**
Istrazivanjem razina spojeva PBDE u razli¢itim vrstama hrane koje se naj¢eS¢e konzumiraju u
Italiji (meso, jaja, mlijeko/mlije¢ni proizvodi, riblje ulje, dagnje), zakljuCeno je da izloZenost
ljudi spojevima PBDE putem hrane znacajno ovisi o osobnim prehrambenim navikama
pojedinaca te regiji u kojoj se istrazivanje provodi.®

Mnogo viSe razine spojeva PBDE pronadene su u populaciji SAD-a nego u ostatku
svijeta, iako njihove razine u ameri¢kim prehrambenim proizvodima nisu bile zna¢ajno vise.
Paralelna analiza hrane i bioloskih uzoraka dovela je do vazne spoznaje da unos putem prasine
u znadajnoj mijeri doprinosi ukupnoj izlozenosti ljudi spojevima PBDE.®"3" Naime, iako su
spojevi PBDE sveprisutni i u vanjskom okoliSu, oni se smatraju postojanim organskim

zagadivalima zatvorenih prostora zbog njihove primjene u proizvodima koji se prvenstveno
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koriste u zatvorenim prostorima (kucanstva, Skole, vrti¢i, radna mjesta, javne ustanove,
prijevozna sredstva), a praSina iz tih prostora jednim od najvaznijih izvora izlozenosti
spojevima PBDE."3841 Uz to, danasnji stil Zivota koji je preteZito vezan uz zatvorene prostore
gdje ljudi provode otprilike 90 % svog vremena, dodatno utjeCe na povecanu izlozenost
spojevima PBDE.

Dominantan put unosa spojeva PBDE sadrzanih u praSini zatvorenih prostora je
ingestija praSine, dok dermalna apsorpcija i udisanje kontaminiranih Cestica zraka/prasine u
manjoj mjeri doprinose ukupnom unosu.’#243

Vazno je naglasiti da je povecana izloZzenost spojevima PBDE putem ingestije kuéne
prasine najviSe izrazena kod male djece (1 — 5 godina), zbog ucestale ,,ruka-usta“ aktivnosti i
intenzivnih aktivnosti (sjedenje, puzanje, igranje) na ili u blizini podova, tepiha i ostalih
povrsina na kojima se nakuplja prasina.®#**> Kao posljedica takvih obrazaca ponasanja kod
djece, kao i njihove male tjelesne mase, u nekoliko su istrazivanja izmjereni maseni udjeli
spojeva PBDE u krvi djece bili vi§i nego u krvi odraslih.*®*® Nadalje, smatra se da su mala
djeca osjetljivija na organska zagadivala jer imaju smanjen metabolicki kapacitet za njihovu
eliminaciju iz organizma. Stoga, uzimajuci u obzir navedene Cinjenice — vecu izloZenost,
osjetljivo doba razvoja i nizi imunitet u odnosu na odrasle, pozeljno ih je ukljuciti kao posebno
vaznu skupinu u procjenama izloZzenosti ljudi spojevima PBDE u praSini iz zatvorenih
prostora. 90

U ljudski organizam spojevi PBDE mogu ué¢i ve¢ u prenatalnom periodu, §to je
dokazano njihovim prisustvom u krvi iz pup&ane vrpce,>>? posteljici,® krvi®* i jetri fetusa.>
Maseni udjeli u serumu fetusa mogu biti ¢ak 1 veéi od masenih udjela izmjerenith u serumu
majke.>? No, mnoga istrazivanja su potvrdila da je Zivotno razdoblje dojenastva u odnosu na
druga Zivotna razdoblja ono u kojem je ljudski organizam u najvecoj mjeri izloZen unosu
organskih zagadivala koja se putem ljudskog mlijeka izravno unose u dojence, koje zbog svoje
male mase na taj nac¢in dobiva najveéu dozu izrazenu po kilogramu tjelesne mase.”18°°°¢ |pak,
ljudsko mlijeko jedinstvena je i slozena smjesa tvari koja je evoluirala kako bi osigurala
prehranu i klju¢nu imunolosku podrsku dojencetu. Uz pozitivan psiholoski utjecaj na dijete u
razvoju, dojenje ima i jasne zdravstvene prednosti, kao $to je utjecaj na zdrav razvoj crijeva i
zaStitu od infekcija, $to je osobito vazno U manje razvijenim zemljama. Stoga bi, prema
preporukama Svjetske zdravstvene organizacije ono trebalo biti jedina prehrana djece u prvih

Sest mjeseci Zivota.
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Kongeneri PBDE susptituirani s manjim brojem Br atoma lakSe mogu u¢i u organizam
putem pluca ili gastrointestinalnog trakta i dalje u krvotok u usporedbi s kongenerima PBDE
supstituiranih s veéim brojem Br atoma.’’®® Na primjer, potpuno bromirani kongener
BDE-209 ima ograni¢enu bioraspolozivost zbog svoje velike molekulske mase koja mu
ogranicava prolazak kroz stanicnu membranu putem pasivne difuzije. Ipak, istrazivanja na
glodavcima i pticama pokazala su da male koli¢ine BDE-209 prolaze krvno-mozdanu barijeru
i ulaze u mozak. Takoder, postoje dokazi o prijenosu BDE-209 iz odraslih riba i ptica u njihova
jaja te 0 njegovom prijenosu kroz posteljicu do fetusa kod sisavaca.®

U ljudskom organizmu spojevi PBDE se zbog lipofilnosti zadrzavaju u tkivima bogatim
mastima, poput seruma, masnog tkiva i ljudskog mlijeka.®*~®3 Pove¢anjem stupnja bromiranosti
kongenera PBDE i vrijednosti log Kow, Smanjuje se sposobnost bioakumulacije u organizmu,
gdje se, jednom kada dospiju, mogu djelomi¢no razgraditi i izlu¢iti u obliku metabolita ili se
metabolizirati u kongenere PBDE supstituirane s manjim brojem Br atoma, koji su toksi¢niji i
skloniji bioakumulaciji.®” Najces¢i metaboliti spojeva PBDE su OH-PBDE i MeO-PBDE.>>%

Vrijeme poluraspada kongenera PBDE takoder se smanjuje povecanjem 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.>’-%° Postoji nekoliko, i to dosta razli¢itih, procjena vremena poluraspada
pojedinacnih 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.®® Procjena Sjodin i suradnika (2020) nesto je drugadija 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)%, 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).%” Thuresson i suradnici (2006) procijenili su vrijeme
poluraspada kongenera BDE-183 na 94 dana (0,26 godina).®

2.5. Procjena izloZenosti djece i odraslih spojevima PBDE u kuénoj praSini i
ljudskome mlijeku

Kao $to je navedeno, ljudi su izlozeni spojevima PBDE prisutnim u ku¢noj prasini putem
ingestije, dermalne apsorpcije i inhalacije. Ne postoji standardizirana tehnika prikupljanja

uzorka kuéne prasine za procjenu izlozZenosti ljudi spojevima PBDE. Veéinom se praSina

Karla Jagié¢ Doktorska disertacija



8§ 2. Literaturni pregled 15

prikuplja pomocu usisavaca prema ustaljenom obicaju ukucana. Medutim, razli¢iti pristupi
uzorkovanju prasine te prostorne i vremenske varijacije mogu utjecati na detektirane razine
spojeva PBDE u prasini, a posljedi¢no i na procjene izlozenosti 1judi.®®’® Procjene dnevnog
unosa (engl. Estimated Daily Intake, EDI) spojeva PBDE obi¢no se ra¢unaju prema dobnim
skupinama, s obzirom na to da ovise o obrascima ponasanja, tjelesnoj masi i drugim
parametrima vezanim uz dob!? te najéesée za dva scenarija. Pritom se za jedan scenarij
(centralni scenarij, engl. Central Case Scenario) uzimaju medijani masenih udjela pojedina¢nih
kongenera PBDE ili njihove sume i prosjecna stopa unosa praSine, dok se za drugi (najgori
scenarij, engl. Worst Case Scenario) uzimaju maksimalne izmjerene vrijednosti masenih udjela
pojedinacnih spojeva PBDE ili njihove sume i visoka stopa unosa prasine.

Razine spojeva PBDE u ljudskome mlijeku daju uvid u optereCenost rodilja i
omogucuju procjenu izloZenosti dojenceta navedenim spojevima. Spojevi PBDE su lipofilni i
bioakumuliraju se u mastima, stoga maseni udjeli izraZzeni po masi masti u mlijeku u velikoj
mjeri odrazavaju razine u serumu majke i krvi iz pupkovine novorodenceta nakon prijenosa
preko posteljice.”* Kongener BDE-47 smatra se biomarkerom izloZenosti spojevima PBDE jer
se u bioloskim uzorcima gotovo uvijek javlja u najvi§im masenim udjelima, bez obzira radi li
se 0 ljudskome mlijeku, masnom tkivu ili krvi.”

Stavljanjem u odnos procijenjenih dnevnih unosa i referentne doze (engl. Reference
Dose, RfD) odredene za pojedine kongenere i komercijalne smjese racuna se tzv. kvocijent
opasnosti ili rizika (engl. Hazard Quotient, HQ), koji pokazuje postoji li rizik od
nekancerogenog ucinka promatranog spoja ili smjese spojeva uzimajuci u obzir pojedini put
unosa, npr. ingestiju praSine. Americka agencija za zaStitu okolisa (engl. United States
Environmental Protection Agency, U.S. EPA) odredila je vrijednosti referentne doze samo za
formulaciju “penta” (2000 ng kg dan™!) i “okta (3000 ng kg! dan’!) te za kongenere
BDE-47 (100 ng kg dan™!), BDE-99 (100 ng kg™ dan), BDE-153 (200 ng kg* dan™?) i
BDE-209 (7000 ng kg dan™t).”

Indeks opasnosti ili rizika (engl. Hazard Index, HI) zbroj je kvocijenata opasnosti i
pokazuje postoji li rizik od nekancerogenog ucinka promatranog spoja/smjese uzimajuci u obzir

sve moguée puteve unosa.’*
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2.6. Toksi¢nost polibromiranih difenil-etera

Polibromirani difenil-eteri dokazano su toksi¢ni za Zivotinje i ljude, i to je jedan od glavnih
razloga istrazivanja njihove rasprostranjenosti i raspodjele u okoliSu, ali 1 zabrane koriStenja.
Procjene toksi¢nosti ovih spojeva uglavnom se temelje na istrazivanjima na zivotinjama, a u
nekoliko epidemioloskih studija procjenjivala se povezanost izmjerenih poviSenih masenih
udjela razmatranih spojeva u ljudskom tkivu (npr. u krvi i mlijeku) s njihovim opazenim Stetnim
utjecajima na ljudsko zdravlje.>’ Istrazivanja kancerogenosti provedena su samo za formulaciju
»deka” i pokazala su neke ucinke kod vrlo visokih doza te je Medunarodna agencija za
istrazivanje raka (engl. International Agency for Research on Cancer, IARC) zakljucila da
formulacija ,,deka” nije kancerogena za ljude.”

Istrazivanja na zivotinjskim modelima pokazala su da formulacija ,,penta® ve¢ pri
niskim masenim udjelima u rasponu od 0,6 do 0,8 mg kg uzrokuje neurobihevioralne
poremecdaje i utjede na razine hormona Stitnjace,’®’” formulacija ,,okta pri masenom udjelu od
2 mg kg povedava fetalnu toksi¢nost i teratogenost,’® dok formulacija ,,deka“ uzrokuje
morfolo§ke promjene Stitnjace, jetre i bubrega pri znacajno vis§im masenim udjelima
(80 mg kg t).798°

Dokazani su kratkoro¢ni i dugoro¢ni poremecaji u ponasanju embrija zebrice (lat. Dania
rerio) izlozenih niskim koncentracijama BDE-47 (0,01 — 0,3 pmol L) i BDE-99 (0,003 — 20
umol L ™). Takoder je otkriveno da je dugotrajno izlaganje vrlo niskim koncentracijama ovih
spojeva dovelo do promjena u ponaSanju odraslih zebrica, iako nije bilo vidljivih u¢inaka na
aktivnost li¢inki.%!

Epidemioloska istrazivanja pokazala su da je izloZzenost spojevima PBDE tijekom
prenatalnog perioda povezana s nizom razinom tireoidnog stimuliraju¢eg hormona (TSH),
niZzim kvocijentom inteligencije, smanjenim razvojem kognitivnih i motori¢kih sposobnosti te
poveéanim nekontroliranim, impulzivnim ili agresivnim ponasanjem.’

Sto se ti¢e postnatalne izloZzenosti spojevima PBDE, ona je takoder povezana s nizim
kvocijentom inteligencije, pove¢anom ucestalosti hiperaktivnog i agresivnog ponasanja, te
smanjenom mogucénosti usvajanja socijalnih normi, odnosno standarda ponaSanja i
dozivljavanja, smanjenom sposobnosti &itanja i razvoja izvr$nih funkcija.>®? Itszatt i suradnici
(2019) otkrili su da kongener BDE-28 utjeCe na sastav i funkciju mikrobiote crijeva kod

dojencadi, $to potencijalno moZe negativno utjecati na zdravlje djece.%®
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Jedno od mogucih objasnjenja za navedene ucinke je promjena statusa hormona
Stitnjace. Naime, razvoj neuroloskog sustava u velikoj mjeri ovisi o hormonima Stitnjace,
posebice tiroksinu (T4), koji ima slicnu stereokemijsku strukturu kao spojevi PBDE te se
njihovim vezanjem na receptore hormona §titnjace ometa proizvodnja hormona.®® lako
nedostaju podaci o u¢incima kratkotrajne i dugotrajne izlozenosti spojevima PBDE, oc¢ekivano
je da su uz trudnice, kojima odrzavanje ravnoteze hormona Stitnjae predstavlja fizioloski
problem, embriji i dojendad najranjivije skupine.®®

Razli¢ita istrazivanja in vitro pokazala su da spojevi PBDE uzrokuju stvaranje
reaktivnih kisikovih vrsta, oslobadanje laktat dehidrogenaze, promjenu mitohondrijskog
potencijala i oste¢enja DNA, $to sve zajedno moze dovesti do apoptoze ljudskih stanica.348°
Istrazivanja in vitro na neuroprogenitorskim stanicama pokazala su da dolazi do njihovih
promijenjenih funkcija veé¢ pri 0,1 pumol L za kongener BDE-99 i pri 1 pumol L kod
kongenera BDE-47.8% Sli¢an utjecaj imao je i kongener BDE-209, medutim pri visim
koncentracijama (oko 50 umol L), vjerojatno zato §to teze ulazi u stanicu zbog robustnije

strukture u odnosu na ostale kongenere.®®

2.7. Raspodjela i razine polibromiranih difenil-etera u kuénoj prasini

Kuéna prasina je heterogena smjesa bioloskih materijala (dlake, kosa, koza), Cestica koje
nastaju iz izvora unutar kucanstva (grijanje, kuhanje, upotreba EE uredaja, tekstila i namjestaja)
i Cestica iz vanjskih izvora (tlo, zrak) kao posljedice antropogenih aktivnosti**®’ koja se talozi
na podnim (podne obloge, sagovi) i poviSenim povr$inama (namjestaj, police, povrSine uredaja)
u zatvorenim prostorima. Zbog svoje velike specifi¢ne povrSine i visokog udjela organske tvari
djeluje kao rezervoar, ali i transportni medij za zagadivala u zatvorenom prostoru, ukljucujuci
spojeve PBDE.® Otpustanje spojeva PBDE iz materijala/proizvoda u kuénu prasinu dogada se
uslijed neposrednog kontakta s materijalom, mehanicke abrazije ili isparavanja.**8%% Zhog
nedostatka vlage, mikrobne aktivnosti i sunceve svjetlosti u unutarnjim prostorima, spojevi
PBDE ostaju duze vremena vezani za prasinu, a samim time predstavljaju i zdravstveni rizik
kroz dulje razdoblje.®”%! Naju¢inkovitiji na¢ini smanjenja koncentracija navedenih spojeva u
unutarnjim prostorima su ucestalije prozrafivanje, usisavanje 1 uklanjanje praSine

giséenjem. 87
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U Tablici 2.3. prikazane su razine osam najceS¢e analiziranih kongenera PBDE
(BDE-28, -47, -99, -100, -153, -154, -183 i -209) u ku¢noj prasini iz raznih dijelova svijeta,
ukljucujuci 1 Hrvatsku. Usporedba podataka iz razlicitih istrazivanja izazovna je zbog razlika u
vremenima uzorkovanja, metodama uzorkovanja praSine, veli¢ini 1 vrsti usisavanog podrucja
(odredena prostorija ili cijelo kuéanstvo), prisutnosti specifiénih proizvoda za koje postoji
moguénost da doprinose povecanim razinama spojeva PBDE i popisu analiziranih kongenera
PBDE. S ciljem dobivanja sveobuhvatnog i azuriranog pregleda razina spojeva PBDE u ku¢noj
slican nacin prikupljanja uzoraka te pribliznu godinu uzorkovanja, a neizbjezne varijacije
posebno su naglasene. U tu svrhu pretraZzena je baza podataka Web of Science za podatke iz
literature objavljene u razdoblju od 2018. do 2022. godine.

Maseni udjeli kongenera PBDE u uzorcima kuéne prasine prikupljenim u razvijenim
gradovima, posebno u blizini industrijskih postrojenja, viSi su nego u nerazvijenim/ruralnim
podru¢jima.®> Na primjer, u industrijski razvijenim gradovima Guangzhou i Qingyuan iz
pokrajine Guangdong u Juznoj Kini zabiljezene su vise razine spojeva PBDE, u rasponu od 118
ng g do 27 980 ng g* prasine,* odnosno od 102 ng g do 26 098 ng g* prasine®® u odnosu
na ruralno podruéje (2 — 3 kilometra udaljeno od Qingyuana), gdje su razine bile od 372 ng g!
do 16 800 ng g * prasine.”

Povisenim masenim udjelima spojeva PBDE u prasini iz kuc¢anstva dodatno doprinosi 1
blizina odlagalita EE otpada. Lin i suradnici (2022) izmjerili su za dva reda veli¢ine viSe razine
spojeva PBDE u kineskom gradu Guiyu (medijan YPBDE 63 300 ng g* prasine) u kojem se
nalazi mjesto za recikliranje EE otpada u usporedbi s gradom Haojiang (medijan Y PBDE 7060
ng g! prasine) u kojem ga nema.??

Osim toga, godiSnje doba uzorkovanja praSine takoder moze utjecati na razlike u
razinama spojeva PBDE. Naime, u hladnije doba godine zabiljeZene su viSe razine spojeva
PBDE u prasini s podnih povr§ina nego za vrijeme ljeta, a tome je najviSe doprinio kongener
BDE-209, ¢ijem talozenju najvise pogoduje hladnije doba godine zbog nizeg tlaka para.®® Adeyi
I suradnici (2020) su niske masene udjele kongenera BDE-209 u uzorcima kuéne prasine iz
Nigerije pripisali prevladavanju tropske klime u Nigeriji, pod ¢ijim utjecajem dolazi do brzeg
raspada BDE-209 na kongenere supstituirane s manjim brojem Br atoma.*® Sli¢ni rezultati
dobiveni su u istrazivanju uzoraka kuc¢ne prasine 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.%4 S druge strane, Muenhor i suradnici (2012) nisu uo¢ili zna¢ajne
razlike u razinama spojeva PBDE u ku¢noj prasini prikupljenoj u toplijim mjesecima (proljece
i ljeto) u odnosu na onu prikupljenu u hladnijim mjesecima (jesen i zima). Medutim, nisu
analizirali kongener BDE-209, a nedostatak znacajnih razlika u izmjerenim razinama pripisali
su uCestalijem provjetravanju u toplijim mjesecima, pri ¢emu se navedeni Spojevi manje
zadrzavaju unutar kucanstva iako u to vrijeme moze do¢i do veée emisije spojeva PBDE iz
materijala/proizvoda.®

Razine spojeva PBDE mogu biti znacajno razliCite i ovisno o tome s kojih se povrSina
u zatvorenim prostorima prasina uzorkuje, sto posljedicno moze znacajno utjecati na procjenu
izlozenosti ljudi ovim spojevima. Niu i suradnici (2018) otkrili su da prasSina prikupljena s
podnih povrSina sadrzi vise masene udjele spojeva PBDE od one prikupljene s poviSenih
povrsina, dok razlike u profilu kongenera PBDE nisu primijeéene.”® Suprotno navedenom
istrazivanju, Khairy i1 suradnici (2018) izmjerili su vise masene udjele spojeva PBDE u prasini
s povisenih povr§ina u odnosu na prasinu prikupljenu s podnih povrsina,®® dok Cequier i
suradnici (2014) nisu pronasli statisticki znac¢ajne razlike u medijanima masenih udjela spojeva
PBDE u prasini prikupljenoj s podnih povrsina i onoj s povisenih povrsina.®’

U pojedinim istrazivanjima detaljnije su istraZzeni utjecaji pojedinih ¢imbenika iz
kuc¢anstva (npr. broj ukucana, broj elektroni¢kih uredaja, preuredenje prostora...) na masene
udjele spojeva PBDE u prasini. S porastom broja ukucana i broja sati aktivnog koriStenja
elektronickih uredaja rastu maseni udjeli spojeva PBDE u prasini, dok su obnovom prostora,
odnosno zamjenom starog namjestaja ili nekih materijala novijima, razine spojeva PBDE
zna¢ajno manje.** Cinjenicu da se zamjenom starog namje$taja i namje$taja punjenog
poliuretanskom pjenom smanjuju razine spojeva PBDE u praSini u vrlo kratkom vremenu
(6 mjeseci) potvrdili su Rodgers i suradnici (2021) istrazivanjem uzoraka prasine iz ku¢anstava
u Kaliforniji, gdje su opéenito pronadene vrlo visoke razine ovih spojeva u odnosu na druge
drzave®® (Tablica 2.3.). Al-Habri i suradnici (2021) utvrdili su da su veli¢ina i starost ku¢anstva,
namjestaj te broj elektronickih uredaja i broj sati njihovog aktivnog koriStenja povezani s
poviSenim razinama spojeva PBDE u prasini.®® Osim toga, istrazivanja su pokazala da se
koncentracije spojeva PBDE u prasini mogu smanjiti ucestalijim prozracivanjem, usisavanjem

i opéenito redovitim ¢iséenjem.*-99:100
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Pregledom aktualne literature moze se zakljuciti da je najzastupljeniji kongener u vecini
uzoraka ku¢ne prasine BDE-209, glavni sastojak formulacije ,,deka®, ¢ija 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.).

Medu najvisim masenim udjelima spojeva PBDE u svijetu nalaze se oni izmjereni u
Sjevernoj Americi, to¢nije Kaliforniji, gdje je zbog strogih zakona protiv pozara povijesno bila
velika potrosnja spojeva PBDE.®!" U jednom istrazivanju kuéne prasine iz grada Richmond
u Kaliforniji maseni udio kongenera BDE-99 dosegao je ¢ak 170 000 ng g prasine.!'® lako
nizi u odnosu na one u Kaliforniji, visoki maseni udjeli spojeva PBDE pronalaze se i u Aziji,
zbog intenzivne upotrebe formulacije ,,deka‘ u brzorastucoj elektri¢noj i elektronickoj industriji
na tom podrugju, ali i prisutnosti odlagalista EE otpada.®*°*!!8 U Juznoj Koreji, raspon masenih
udjela bio je od 24 ng g do 32 000 ng g ! prasine, s najve¢om zastupljenosti spojeva PBDE
supstituiranih veéim brojem Br atoma (BDE-206, BDE-207 i BDE-209). Maseni udio
kongenera BDE-209 dosegao je ¢ak 24 000 ng g* prasine, $to je od jedan do dva reda veli¢ine
vise od masenih udjela izmjerenih za kongenere BDE-47, BDE-99 i BDE-183.%°

Sto se ti¢e Europe, u kuénoj prasini prikupljenoj u Ujedinjenom Kraljevstvu izmjerene
su takoder visoke razine spojeva PBDE: Y PBDE koja je ukljucivala i BDE-209 iznosila je
370 000 ng g ! prasine. Razlog tome je, uz stroge zakone protiv pozara, i velika upotreba tepiha
karakteristi¢na za Ujedinjeno Kraljevstvo.’'® U ostatku Europe pronalaze se znacajno niZe
razine spojeva PBDE. U kuénoj prasini prikupljenoj u Belgiji, Italiji i Spanjolskoj razine
spojeva PBDE nisu se znac¢ajno razlikovale, a suma masenih udjela spojeva PBDE bila je od

4,3ng gt do 13 073 ng g* prasine, s BDE-209 kao najzastupljenijim kongenerom.%®

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

Ljudsko mlijeko je bioloSka matrica koja se sastoji od masti, proteina, ugljikohidrata, minerala
1 vitamina, te u najve¢em udjelu vode. NajceS¢a je i najprakti¢nija bioloska matrica koja se
koristi u biomonitoringu izloZenosti ljudi postojanim organohalogenim zagadivalima zbog
neinvazivne metode prikupljanja uzorka, pri ¢emu pruza informacije ne samo o izloZenosti
majki, veé i dojenéadi kao najranjivije populacijske skupine.!?®'?! Sadrzi veéi udio lipida od

seruma ili plazme, na koje se vezu lipofilni spojevi poput spojeva PBDE.1%
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Opéenito, na razine postojanih organskih zagadivala u mlijeku moze utjecati niz
¢imbenika, od prehrambenih navika majke, jer se s konzumacijom hrane zivotinjskog podrijetla
s ve¢im udjelom masti potencijalno povecava 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 zagadivala
u mlijeku jer tim procesom dolazi do njihova izlu¢ivanja iz tijela majke.

Znacajan utjecaj na razine spojeva PBDE u mlijeku imaju mjesto stanovanja (poviSeni
maseni udjeli kod dojilja koje Zive blizu izvora zagadenja, poput odlagaliSta EE otpada) i nacin
zivota (veéi unos putem prasine kod dojilja koji veéi dio svog vremena provode u zatvorenim
prostorima).?>122

Uzimajuéi u obzir ¢injenicu da se spojevi PBDE zbog svoje lipofilnosti nakupljaju u
masti, njihove razine u ljudskome mlijeku izrazavaju se u masenim udjelima po masi masti
mlijeka, koja se odreduje gravimetrijski. Izrazavanjem razina spojeva PBDE na taj nacin
omogucena je njihova usporedba s razinama izmjerenim u krvi i masnom tkivu, S obzirom na
to da je dokazano da se spojevi PBDE podjednako rasporeduju izmedu razli¢itih tkiva koje
sadrze masti.’

U Tablici 2.4. prikazane su razine osam najCeS¢e analiziranih kongenera PBDE u
uzorcima ljudskog mlijeka iz raznih dijelova svijeta. S ciljem dobivanja sveobuhvatnog i
azuriranog pregleda razina spojeva PBDE u ljudskome mlijeku, pretrazena je baza podataka

Web of Science za podatke iz literature objavljene u razdoblju od 2016. do 2022. godine.
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Opcenito, kongeneri BDE-47 | BDE-153 najces¢i su i najzastupljeniji kongeneri u uzorcima
ljudskog mlijeka.®3123126.136.139 74 razliku od uzoraka kuéne prasine, gdje je kongener BDE-209
najzastupljeniji, u uzorcima ljudskog mlijeka njegova zastupljenost varira. To se uglavnom
pripisuje duzim 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,®® visi maseni udjeli BDE-209 u odnosu na ostale kongenere pokazuju trenutnu i
kontinuiranu izloZenost majke formulaciji ,,deka*.}?°1?2%137 Uz to, dugotrajna izlozenost ovom
spoju znacajno doprinosi povecanju masenih udjela kongenera susptituiranih manjim brojem
Br atoma, koji nastaju njegovim raspadom.

Upravo je to i potvrdeno u istrazivanju Zhao i suradnika (2021), gdje je pronaden
znacajan pad razina XPBDE u ljudskome mlijeku zena iz Pekinga u Kini u razdoblju od 2014.
do 2018. godine zbog ostrog pada izmjerenih masenih udjela kongenera BDE-209, dok
znadajne razlike u sumi masenih udjela tri- do hepta-BDE kongenera nije bilo.1%

U dva pregledna rada objedinjeni su podaci dobiveni istrazivanjem uzoraka ljudskog
mlijeka prikupljenih u periodu od 2000. do 2015. godine u raznim dijelovima svijeta.3?4°
Najvisi medijani sume masenih udjela spojeva PBDE bili su u Sjevernoj Americi (20 — 55
ng g~! masti), zatim u Europi (0,4 — 6,3 ng g ! masti), a najnizi u Aziji (1,5 — 12 ng g~! masti).
Drugim rije€ima, razine spojeva PBDE u Sjevernoj Americi bile su 20 puta vece nego u Europi
ili Aziji, §to 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-153.32140 Znagajno vise masene udjele spojeva PBDE u ljudskome mlijeku na podrudju
Azije prikazali su u preglednom radu Tang i suradnici (2017). Tome je doprinijelo istrazivanje
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 ¢ak 117 ng g~! masti.'??
Medutim, bitno je uzeti u obzir godine provedene u blizini takvog otpada jer se s vremenom
spojevi PBDE akumuliraju u tijelu. Tako su znacajno viSe razine spojeva PBDE u mlijeku
zabiljezene kod Zena koje su Zivjele vise od 20 godina (medijan EPBDE 20 ng g~ masti) u
blizini odlagalista EE otpada od onih koje su tamo Zivjele manje od tri godine (medijan XPBDE
3,9 ng g masti).®

Vise razine spojeva PBDE u ljudskome mlijeku pronalaze se i kod zena koje Zive u
industrijski razvijenijim gradovima u odnosu na one koje Zive U ruralnim podru¢jima. Matovu

i suradnici (2019) odredili su znac¢ajno vise razine spojeva PBDE u mlijeku Zena koje su Zivjele
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u gradu Kampale (Uganda) u odnosu na one koje su zivjele u ruralnom podrucju Nakasake.
Razlika u razinama ukazuje na €injenicu da su Zzene u Kampali izlozene ve¢em broju izvora
spojeva PBDE, poput elektri¢nih i elektronic¢kih uredaja i sagova. Detaljnijim istrazivanjem je
ista skupina autora zakljucila da je izloZenost majki parama od boja povezana s viSim razinama
kongenera BDE-47 u mlijeku, dok je recikliranje EE otpada povezano s viS§im razinama
BDE-99 i BDE-153.% Takoder, u istrazivanju razina spojeva PBDE u mlijeku majki iz tri
kineska grada (Mianyang, Wuhan i Hangzhou), medijan masenih udjela spojeva PBDE bio je
9 ng g masti, s BDE-153 kao najzastupljenijim kongenerom, iza kojeg slijede kongeneri
BDE-47 i BDE-154. U mlijeku majki iz Mianyanga detektirani su visi maseni udjeli spojeva
PBDE od onih iz Wuhana i Hangzhoua, a statisticka analiza pokazala je da su dob majke i
zagadenost izvora pitke vode najvazniji ¢imbenici koji utjeCu na poviSene razine spojeva
PBDE. Naime, moguci izvor kontaminacije okolisa ovim spojevima u Mianyangu je industrija
proizvodnje gradevinskog materijala.!*! Ipak, na temelju istrazivanja ljudskog mlijeka
prikupljenog u 16 pokrajina u Kini u razdoblju od 2007. do 2011. godine nije uocena razlika u
razinama spojeva PBDE izmedu ruralnih podrucja i gradova $to ukazuje na ¢injenicu da ukoliko
majka nije izravno izloZzena izvoru zagadenja, utoliko razine spojeva PBDE u mlijeku nece biti

znacajno povisene.1#2

2.9. Kemijska analiza

Kemijska analiza spojeva PBDE u uzorcima ku¢ne praSine 1 ljudskog mlijeka zahtjevna je 1
izazovna jer se razmatrani spojevi u navedenim uzorcima nalaze pri niskim masenim udjelima
i/ili koncentracijama, najée$ée u ng g* ili nizim. Drugi problem i izazov za kvantitativno
odredivanje ciljanih analita u tragovima predstavlja slozenost matrice uzorka, naroc€ito ljudskog
mlijeka, s obzirom na to da sadrzi visok udio masti. Stoga je za uspje$no kvalitativno i
kvantitativno odredivanje razmatranih spojeva potreban stalan razvoj i optimizacija Cetiri
glavna koraka od kojih se sastoji njihova analiza: priprava uzorka, ekstrakcija analita,
prociS¢avanje ekstrakta te instrumentna analiza. Cilj je posti¢i Sto bolju osjetljivost i
selektivnost uz $to manji utro$ak reagensa te vremena i financijskih sredstava. Kao s$to je
navedeno, postoji 209 kongenera PBDE, a s obzirom na njihovu zastupljenost u komercijalnim
formulacijama te posljedi¢éno i ucestalost detekcije u okolisnim i bioloskim uzorcima,
oneciS¢enje spojevima PBDE najcesce se prati analizom kongenera BDE-28, -47, -99, -100,

-153, -154, -183 i -200.
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U okolisnim i bioloskim uzorcima odredivanje 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.* 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 razgraduje
tijekom cijelog analiti¢kog postupka, od priprave uzorka, ekstrakcije, proc¢is¢avanja pa sve do
instrumentne analize. Uz to, BDE-209 se u ionskom izvoru spektrometra masa ponasa drugacije
od ostalih kongenera PBDE. Stoga je dobivanje pouzdanih i ponovljivih rezultata jedan od
vecih izazova u analizi kongenera BDE-209. Njegova razgradnja takoder predstavlja problem
u analizi kongenera okta- i nona-BDE, ¢iji su maseni udjeli u uzorcima manji od masenih udjela
kongenera BDE-209, te ako dode do njegovog raspada, analize ¢e pokazati previsoke masene
udjele kongenera okta- i nona-BDE, a preniske masene udjele kongenera BDE-2009.
Posljedicno, jedan od temeljnih zahtjeva u analizi spojeva PBDE supstituiranih s ve¢im brojem
Br atoma je smanjiti razgradnju potpuno bromiranog kongenera BDE-209. Uzorci i ekstrakti bi
trebali tijekom cijelog postupka biti zasticeni od UV svjetlosti, npr. koristenjem posuda i viala
od tamnog stakla ili zamatanjem posuda aluminijskom folijom. Dodatno, rizik od kontaminacije
moze se smanjiti zagrijavanjem staklenog posuda na 450 °C i ispiranjem s otapalom prije
upotrebe. Treba obratiti paznju i na plastine materijale koji su dio opreme nekih instrumenata,

a koji takoder mogu biti izvor kontaminacije.'*

2.9.1. Uzorkovanje, priprava i skladistenje uzoraka kucne prasine i ljudskog mlijeka

Skupljanje, priprema i skladiStenje uzoraka vazni su koraci prije procesa ekstrakcije ciljanih
spojeva, pri kojima treba smanjiti moguénost kontaminacije ili razgradnje pojedinih spojeva
osjetljivih na visoku temperaturu i UV svjetlo. Kako bi uzorci bili reprezentativni za istrazivano

mjesto, potrebno je odrediti jedinstvene uvjete nacina i podrucja uzorkovanja.
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Kucna prasina

Uzorci kuéne prasine najée$ce se prikupljaju pomocu usisavaca. AKko se za prikupljanje uzoraka
na razli¢itim lokacijama koristi isti usisavac, potrebno je za svaki uzorak u usisavac staviti novu
vrecicu 1 prethodno, koliko je moguce, ocistiti unutarnje povrSine kroz koje prolazi uzorak
prasine organskim otapalom (npr. n-heksan, aceton).*%1%2 Usisava¢ umjesto vreéice moze imati
1 posudu za skupljanje prasine, koju je takoder potrebno ocistiti na jednak nacin prije svakog
uzorkovanja. Ako se uzorak prikuplja usisavatem vlasnika kucanstva, navedena procedura
gis¢enja usisava¢a nije potrebna. Cesto se za sprije¢avanje prolaska veéih fragmenata kod
uzorkovanja Koriste najlonske Carape veli¢ine pora 25 um, koje se navuku na cijev usisavaca
ili stave unutar usisavaca,3844102

Uzorak praSine najces¢e se prikuplja uobiCajenim postupkom usisavanja podnih i
ostalih povr§ina u prostorijama kudée/stana prema ustaljenom obi¢aju ukucéana, a broj i
ucestalost usisavanja pretezito nije odreden.®*899214 Medutim, u pojedinim slu¢ajevima
precizirano je podrué¢je skupljanja prasine, npr. dnevna soba i spavace sobe ili samo djecje
sobe, 9102104113 j1i odredena kvadratura tepiha i poda koji nije prekriven tepihom.*® Ponekad je
odreden i period prikupljanja prasine, npr. odredeno godisnje doba.**192112 Osim usisavadem,
prasina se moze skupljati ¢etkicom u posudu ili postavljanjem aluminijske folije na stolac, stol
ili drugi namjestaj uglavnom visine izmedu 0,5 i 2 m, na koji prirodno pada pragina, /0111114

Nakon §to je uzorak skupljen i dostavljen u laboratorij, ako je potrebno, uklanjaju se
ve¢i fragmenti (npr. plastika, kosa, papir), a ostatak prosije kroz sito od nehrdajuceg celika
veli¢ine pora koje mogu varirati od 60 um do 2 mm?245°508799.144 "ng pajcesée se koristi sito
veli¢ine pora 500 pum,4149:90.107.145.146 | y70rci se potom homogeniziraju i do analize pohranjuju

na tamno mjesto pri sobnoj temperaturi**14>-147 jlj temperaturi od —20 °C.44110.112

Ljudsko mlijeko

Uzorci ljudskog mlijeka prikupljaju se od dojilja u razlic¢ito doba laktacije, ovisno o potrebama
istrazivanja, tako da dojilja ru¢no ili pomocu izdajalice u staklenu posudu izdoji od 15 mL do
150 mL mlijeka, ovisno o strategiji/potrebama istrazivanja.®®13*138 Uzorci mlijeka se nakon
dopreme u laboratorij mogu skladistiti u teku¢em obliku na —20 °C ili liofilizirati i skladistiti

pri sobnoj temperaturi ili temperaturi od 4 °C zasti¢eni od UV svjetlosti u prethodno opranim i
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za to pripremljenim bocicama.>>t¥"13%8 Neposredno prije analize uzorci mlijeka se

homogeniziraju.

2.9.2. Ekstrakcijske tehnike

Temelj uspjeSnosti svake analiticke metode je selektivna i iscrpna ekstrakcija ciljanih spojeva
iz uzorka, Sto izravno utjece na pouzdanost rezultata. I1zbor ekstrakcijske tehnike ovisi o tipu
uzorka i dostupnosti laboratorijske opreme. Kongeneri PBDE imaju $iroki raspon molekulskih
masa i razlikuju se medusobno po fizikalno-kemijskim svojstvima, tako da je potrebna pazljiva
optimizacija ekstrakcijskog procesa. Potrebna koli¢ina uzorka ovisi o razinama istrazivanih
spojeva u uzorku i o osjetljivosti detekcijske tehnike. Ucinkovitost ekstrakcije ovisi o vrsti
otapala, vremenu ekstrakcije, temperaturi, tlaku, a potrebno je uzeti u obzir i ekonomiénost
postupka. Visoka temperatura ¢e u veéini sluc¢ajeva povisiti u¢inkovitost ekstrakcije snizenjem
viskoznosti otapala i povrSinske napetosti te pove¢anjem topljivosti analita u otapalu. Medutim,
previsoka temperatura moze dovesti do razgradnje spojeva PBDE supstituiranih s ve¢im brojem
Br atoma: okta-, nona- i deka-BDE, zbog ¢ega ekstrakcijska tehnika za njih nece biti u¢inkovita.

Ljudsko mlijeko je bioloski uzorak koji za razliku od kuéne prasine sadrzi visoki udio
masti, koju je potrebno otopiti u prikladnom otapalu, §to u odredenim slué¢ajevima moze dovesti
do stvaranja emulzije, ¢ime se otezava postupak ekstrakcije. Usprkos razlikama u sastavu
matrica, za analizu ku¢ne prasine koriste se iste ili sli¢ne ekstrakcijske tehnike i otapala kao i
za puno slozeniji bioloski uzorak ljudskog mlijeka, a postupak se najéesce razlikuje u koraku

prociS¢avanja ekstrakta.

2.9.2.1. Ekstrakcija spojeva PBDE iz uzoraka kucne prasine

Organska otapala koja se najceS¢e koriste za ekstrakciju spojeva PBDE iz uzoraka kucne
prasine su diklormetan, n-heksan, aceton, toluen i etil acetat ili njihove smjese u razli¢itim
omjerima,?2:4450,105,106,111,148,149

Klasi¢na tehnika koja se koristi je ekstrakcija po Soxhletu, ¢ija je upotreba jednostavna, uz
minimalnu pripravu uzorka. Medutim, ekstrakcija ciljanih analita je dugotrajna i pritom su

potrebni veliki volumeni otapala (100 — 200 mL).50103.105,111,148,149
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Danas daleko najces¢e koriStena tehnika ekstrakcije je ekstrakcija potpomognuta
ultrazvukom (engl. Ultrasonic Assisted Extraction, UAE),228%90.92100106 ta y manjoj mijeri i
ekstrakcija potpomognuta visokim tlakom (engl. Pressurised Liquid Extraction, PLE, a naziva
se jos i Accelerated Solvent Extraction, ASE),3844107.115.147

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom jednostavan je postupak ekstrakcije u kojem se
analiti ekstrahiraju odgovaraju¢im organskim otapalom uz pomo¢ ultrazvucnih valova koji
prolaze kroz uzorak i otapalo i na taj nacin pospjesuju ekstrakciju. Prednosti ove tehnike su
relativna brzina i mogucnost ekstrakcije viSe uzoraka odjednom, a ne zahtijeva skupu
instrumentaciju. Nedostaci su upotreba velikih volumena otapala i mogucéa potreba za
viSekratnom ekstrakcijom radi postizanja zadovoljavajuée ucinkovitosti.

Tehnika PLE koristi poviSenu temperaturu (od 80 °C do 130 °C) i tlak (od 100 °C do
200 bar), pri kojima otapalo za ekstrakciju iznad svog vreliSta ostaje u teku¢em stanju i na taj
nacin se povecava kinetika ekstrakcijskog procesa, a vrijeme ekstrakcije i volumen potrebnog
otapala znacajno se smanjuje. Navedena tehnika moze se koristiti samo za polucvrste i ¢vrste
uzorke, $to znaci da se moze primijeniti samo za liofilizirane uzorke ljudskog mlijeka.
Aparatura omogucuje u¢inkovitu 1 brzu ekstrakciju, primjenom 2 ili 3 ekstrakcijska ciklusa u
manje od 30 minuta. Uz to $to je automatizirana, pruza mogucnost istovremenog procis¢avanja
ekstrakta. Na dno ekstrakcijske ¢elije moze se dodati prikladni sorbens, npr. kiseli silikagel za
oksidaciju masti, Florisil® (magnezijev silikat) ili aluminijev oksid, ¢ime se ekstrakt
istovremeno prociséava.**94115139 ponekad je potrebno ekstrakte dodatno progistiti, medutim u
vecini slucajeva mogu se izravno analizirati. lako je navedena tehnika automatizirana,
nedostatak je $to se procesuiraju uzorci jedan za drugim, a za svaki je potrebno otprilike 25
minuta ako su ukljucena 3 ekstrakcijska ciklusa. Nadalje, iza svakog uzorka sustav se ispire
(istim otapalom koje se Kkoristi i za ekstrakciju) kako bi se izbjegla unakrsna kontaminacija
izmedu razliCitih uzoraka. U obzir treba uzeti i1 ¢injenicu da su sama aparatura, ali i njeno
koriStenje 1 odrZzavanje relativno skupi.

Tehnika koja unato¢ tome $to nudi sve navedene prednosti modernih tehnika nije tako
ucestalo koriStena za ekstrakciju spojeva PBDE iz uzoraka kuéne praSine je ekstrakcija
potpomognuta mikrovalovima. Tehnika MAE nasla je svoju primjenu u ekstrakciji spojeva

152

POPs iz krutih uzoraka kao §to su tlo,'®® sediment,®! pragina,'®? &estice zraka,’® hrana®* i

zivotinjsko tkivo!®. Medutim, u slu¢aju prasine, uz nedavno objavljene radove proizasle u
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sklopu ove disertacije, pregledom literature pronadena su samo dva rada od iste skupine autora
iz Spanjolske u kojima je tehnika MAE koritena za ekstrakciju spojeva PBDE, 44156
Navedena tehnika podrazumijeva ekstrakciju otapalom, ubrzanu i pospjeSenu
mikrovalnom energijom kojom se griju uzorak i otapalo. Mikrovalna energija je neionizirajuce
zraCenje koje uzrokuje gibanje iona i rotaciju dipolnog momenta, a snaga mikrovalova mora
biti dovoljna kako bi se postiglo vreliste otapala. Stoga je za uspje$nu ekstrakciju potrebno
koristiti polarno otapalo, a stupanj apsorpcije mikrovalova povecava se s dielektricnom
konstantom otapala. Za ekstrakciju hidrofobnih spojeva PBDE koristi se nepolarno otapalo, ali
uz dodatak polarnog otapala u odredenom udjelu kako bi se smjesa mogla uspjesno zagrijati
primjenom mikrovalova. Glavne prednosti ove tehnike su: smanjena upotreba otapala,
smanjeno vrijeme ekstrakcije jer se ekstrakcija moze provoditi pri temperaturama vis§im od
vrelisSta otapala, povecanje analitickog povrata, moguénost automatizacije i obrade veceg broja
uzoraka istovremeno. Nedostatak je nepoznati ucinak mikrovalova na analite, a ekstrakti

najcesce zahtijevaju daljnje procis¢avanje.

2.9.2.2. Ekstrakcija spojeva PBDE iz uzoraka ljudskog mlijeka

Ekstrakcija analita iz uzorka ljudskog mlijeka moze se provoditi koriStenjem mlijeka u
izvornom tekuéem ili ¢vrstom (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 razli¢itim
omjerima,55121126,18L134135137.141.157 - Cesto se uz prikladno otapalo dodaje i sredstvo za
denaturaciju proteina, a za to se najcesce koriste kalijev ili natrijev oksalat, mravlja kiselina,
etanol ili propan-2-ol 63121,133.134,157

Za tekuce se uzorke mlijeka najceSce primjenjuju klasicna tehnika ekstrakcije
tekuée-tekuée (engl. Liquid-Liquid Extraction, LLE),>>°121137 3 y manjoj mjeri ekstrakcija na
¢vrstoj fazi (engl. Solid Phase Extraction, SPE)¥% i ekstrakcija potpomognuta
ultrazvukom.'® Za ekstrakciju liofilizata mlijeka koriste se ekstrakcija po Soxhletu,!20:123.132
ekstrakcija potpomognuta visokim tlakom3136.139.142.159 j takoder ekstrakcija potpomognuta
ultrazvukom.
Tehnika LLE ne zahtijeva skupu i suvremenu instrumentaciju, §to ju ¢ini relativno

jeftinom i jednostavnom tehnikom. Temelji se na razdiobi otopljene tvari izmedu dva otapala
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razli¢ite polarnosti koja se medusobno ne mijesaju. Zbog potrebe visekratnog ponavljanja
postupka, dugotrajna je i potrebne su velike koli¢ine reagensa kako bi se osigurala detekcija
ciljanih spojeva prisutnih u niskim masenim udjelima u mlijeku.

Druga klasi¢na tehnika koja se najc¢esce koristi je tehnika SPE. Ona se temelji na sorpciji
analita na sorbensu smjestenom u nosac u obliku diska ili stupca. Kada se tekuci uzorak propusti
kroz takav stupac, spojevi od interesa vezu se za sorbens, a kasnije se sa sorbensa ispiru
odgovaraju¢im volumenom prikladnog otapala. Prednost ove tehnike je smanjeni utroSak
otapala i mogu¢nost upotrebe svih vrsta otapala, a odabirom prikladnog sorbensa i otapala
moguce je u jednom koraku odvojiti analite od matrice uzorka te prodistiti i ukoncentrirati
uzorak.

Opcenito, pregledom literature uocava se da je MAE vrlo rijetko koriStena za ekstrakciju
analita iz tekué¢ih uzoraka,51%%16% 3 od toga su samo tri rada®1%%164 ykljucivala organska
zagadivala. Prema nama dostupnim literaturnim podacima, tehnika MAE nikad nije koriStena

kao ekstrakcijska tehnika za uzorke ljudskog mlijeka.

2.9.3. Procis¢éavanje ekstrakta

Ekstrakti kuéne prasine i ljudskog mlijeka uz ciljane spojeve PBDE sadrze i druge halogenirane
organske spojeve i slozenu matricu, Sto sve zajedno negativno utjeCe na selektivnost i
djelotvornost kromatografskog sustava, povecava nesigurnost analize te umanjuje tocnost 1
preciznost analitickog postupka. Stoga je cilj postupka procis¢avanja odvajanje ciljanih spojeva
od matrice i drugih interferiraju¢ih spojeva, §to je Cesto vrlo zahtjevno te je potreban vrlo
iscrpan i selektivan postupak. Ovisno o vrsti analita i uzorka, procis¢avanje se moze sastojati
od jednog ili viSe uzastopnih koraka. Tip prociS€avanja uvelike ovisi o analiziranom uzorku.
Kuéna prasSina sadrzi visok udio organske tvari (kosa, stanice koze, Cestice tla), a ljudsko
mlijeko prvenstveno visok udio masti i proteina, koji mogu ometati kromatografsku analizu.
Uklanjanje masti moze se provesti destruktivnim ili nedestruktivnim tehnikama. S obzirom na
to da su spojevi PBDE stabilni pri kiselim uvjetima, najjednostavnija destruktivna tehnika koja
se esto koristi je dodatak koncentrirane sumporne Kiseline izravno na ekstrakt.1011413% Dryga
mogucnost uklanjanja masti je nedestruktivnom tehnikom gel propusne kromatografije (engl.
Gel Permeation Chromatography, GPC), gdje se organsko otapalo (najces¢e smjesa

w(diklormetan, n-heksan)=1:1) koristi kao pokretna faza.®>1201%

Karla Jagié¢ Doktorska disertacija



8§ 2. Literaturni pregled 32

Za procis¢avanje ekstrakta moze se Koristiti i tehnika SPE, a najées¢i sorbensi koji se
koriste su Florisil®,1%13 aluminijev oksid'®® i silikagel, koji moze biti ili neutralni®** ili
modificiran s koncentriranom H2S04.4%141148 Silikagel se moze modificirati i s jakim luZinama
poput NaOH i KOH, ali to se ne koristi ¢esto s obzirom na to da luzine mogu uzrokovati gubitak
Br atoma iz spojeva PBDE supstituiranih s veéim brojem Br atoma.* Nerijetko se koriste i
viSeslojne kolone koje sadrze kiseli i neutralni silikagel ili kiseli i luznati silikagel ili
kombinaciju sva tri.>* %1% Moguce je povezati niz od nekoliko kolona s razligitim sorbensima
ako je to potrebno,'®%® koristiti vieslojne kolone s razli¢itim sorbensima®®!%’ ili koristiti
jednostavnu destruktivnu tehniku dodatka koncentrirane H.SO4 u kombinaciji s tehnikom SPE
ili GPC.38°590132138146 1750rom prikladnog eluensa, moze se primjenom odgovarajuéeg
sorbensa ekstrakte istovremeno prodistiti i frakcionirati kako bi se ekstrahirani spojevi prije
analize odvojili u vise frakcija koje sadrze jednu ili vise skupina spojeva. Spojevi PBDE se
dodaju na kolonu otopljeni u n-heksanu, a eluiraju najcesc¢e diklormetanom, n-heksanom ili
smjesom n-heksana i diklormetana u razli¢itim omjerima.*°0709138.145  Kolone s
odgovaraju¢im 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 ucinkovito odvajanje i1 odredivanje najprikladnije nepolarne i srednje
polarne visokodjelotvorne kapilarne kolone zbog manjeg otpora protoku plina nosioca i zbog
manjeg pada tlaka duz kolone, Cime se postize optimalan protok plina. Helij se najceSce
upotrebljava kao plin nosioc, a dusik kao ,,make-up“ plin. NajceS¢a nepokretna faza je
dimetilpolisiloksan koji sadrzi 5 % fenilnih skupina, a na trziStu je takva kolona dostupna pod
razli¢itim komercijalnim imenima poput HP-5SMS, 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 ve¢im brojem Br atoma, posebno kongenera
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BDE-209, potrebne su krac¢e kolone, naj¢esée od 15 m, kako bi se sprijecila moguénost
njihovog raspada tijekom duljeg izlaganja visokoj temperaturi.

Za analizu spojeva PBDE preporuca se koristenje injektora za djelomi¢no unosenje
uzorka u kapilarnu kolonu (,,split/splitless injektor), ¢cime je omogucena visoka osjetljivost.

Sto se ti¢e detekcije spojeva PBDE, potrebno je koristiti analiti¢ke tehnike koje pruzaju
dovoljno niske granice odredivanja i daju pouzdane rezultate. Za to se Cesto upotrebljava
detektor zahvata elektrona (engl. Electron Capture Detector, ECD), zbog relativno niske cijene
opreme i njezinog odrzavanja,*1:4555138.145,146.158 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 pomocu izvora f-zracenja
(°®Ni ili ®H), ¢ime nastaje stalna struja slobodnih elektrona koji zatim putuju prema sabirnoj
elektrodi — anodi. Plin nosioc eluira molekule analita s kromatografske kolone, a ukoliko analit
sadrzi elektrofilne skupine, dolazi do vezanja slobodnih elektrona na njih i smanjenja ukupne
struje elektrona, sto se detektira kao kromatografski pik. Glavni nedostatak ove tehnike je mala
selektivnost ako se u uzorku nalaze drugi spojevi koji sadrze visoko elektronegativne atome te
je velika mogucénost njihovog koeluiranja, s obzirom na to da se odredivanje spojeva temelji na
njihovim vremenima zadrzavanja na kromatografskoj koloni. Koeluiranje se moze izbjeci
selektivnim prociS¢avanjem ekstrakta 1 frakcioniranjem prije instrumentne analize. Navedeni
problem najcesce se javlja kod spojeva PBDE supstituiranih s manjim brojem Br atoma, dok je
kod analize spojeva PBDE supstituiranih s veim brojem Br atoma manja vjerojatnost
koeluiranja s drugim halogeniranim spojevima jer imaju dulja vremena zadrzavanja na koloni
od vecine drugih spojeva. Ipak, radi §to sigurnijeg odredivanja ciljanih spojeva, uzorci se ¢esto
analiziraju na dvije paralelne kolone razlicite polarnosti. Uz prethodno navedenu nepolarnu
kolonu s 5 % fenilnih skupina, koristi se druga polarnija kolona (npr. DB-1701) na kojoj analiti
imaju drugacija vremena zadrzavanja. 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 omogucuje kvalitativno i kvantitativno odredivanje spojeva na
temelju omjera mase i naboja (m/z) iona fragmenata analiziranih kongenera PBDE, §to ju ¢ini
visoko selektivnom tehnikom. Tehnike ionizacije koje se najceS¢e koriste za odredivanje
spojeva PBDE u uzorcima kuéne prasine 1 ljudskog mlijeka su ionizacija elektronima (engl.

Electron lonization, El),3810811L135141 jonizacija niskoenergijskim elektronima (engl. Electron
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Capture Negative lonization, ECNI)*®49°0.63.139 j negativna kemijska ionizacija (engl. Negative
Chemical lonization, NCI),22°6:70.92157 Tehnike ECNI i NCI imaju veéu osjetljivost od tehnike
El, medutim odredivanje spojeva temelji se samo na razlikama u vremenima zadrZavanja, a
odziv se smanjuje s povecanjem broja Br atoma. Tehnika EI je selektivnija jer daje viSe
koja se koristi u analizi spojeva PBDE je spektrometrija masa visoke rezolucije (engl. High
Resolution Mass Spectrometry, HRMS) uz ionizaciju elektronima.®®1?>142 Moze postiéi
rezoluciju visu od 4000, a osjetljivost za spojeve ve¢ih molekulskih masa nije smanjena jer
ucinkovitost prijenosa iona kroz kvadrupolni analizator masa nije ovisna o masi zbog dodatnih

magnetskih i elektricnih komponenti.
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§ 3. MATERIJALI | METODE

3.1. Analizirani spojevi

U ovom radu analizirano je sedam kongenera polibromiranih difenil-etera, ¢iji 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

Br
o
BDE-28 2, 4, 4 tribromodifenil-ster /@’ \@
Br Br
Br Br
o
BDE-47 2,2', 4, 4'- tetrabromodifenil-eter ©/ \@
Br Br
Br Br
o)
BDE-99 2,2', 4, 4'5- pentabromodifenil-eter
Br Br

Br Br
BDE-100 2,2', 4, &, 6- pentabromodifenil-eter /@/Oﬁ
Br Br Br
Br Br
0
BDE-153 2,2, 4,4' 5, 5'- heksabromodifenil-eter
Br Br
Br Br
Br Br
o]
BDE-154 2,2, 4,4 5, 6'- heksabromodifenil-eter /@:
Br Br Br
Br
Br Br

0 Br
BDE-183 2,2, 3, 4,45, 6'- heptabromodifenil-eter :@
Br Br Br
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3.2. Kemikalije, instrumenti i pribor

3.2.1. Kemikalije

e certificirane standardne otopine pojedina¢nih kongenera PBDE: BDE-28, BDE-47,
BDE-99, BDE-100, BDE-153, BDE-154 i BDE-183 (50 pug mL* u n-nonanu), LGC
Standards GmbH, Wesel, Njemacka

¢ certificirane standardne otopine kongenera BDE-77 (3,3',4,4'- tetrabromodifenil-eter) i
BDE-128 (2,2',3,3',4,4'-heksabromodifenil-eter) (50 pg mL™ u n-nonanu) koristene kao
surogatni standardi, LGC Standards GmbH, Wesel, Njemacka

o certificirani referentni materijal 2585 ,,Organic Contaminants in House Dust*, National
Institute of Standards and Technology (NIST), Gaithersburg, MS, SAD

e n-heksan, > 99,0 %, Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka

e aceton, > 99,8 %, Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka

e diklormetan, > 99,8 %, Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka

e kloroform, > 99,0 %, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e etanol, > 96,0 %, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e metanol, >99,9 %, J. T. Baker, Avantor Performance Materials, Deventer, Nizozemska

e acetonitril, > 99,9 %, Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka

e mravlja kiselina, > 98,5 %, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e propan-2-ol, > 99,9 %, Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka

e sumporna kiselina, 95 — 97 %, p.a., Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka

e natrijev hidroksid (2 — 5 mm), > 98,6 %, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Dbezvodni natrijev sulfat, > 99,0 %, Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka

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

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

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

e silikagel 60 (0,063 — 0,200 mm), Merck, Darmstadt, Njemacka

e destilirana deionizirana voda pripravljena primjenom sustava Mili-Q za prociséavanje
vode, Milipore® (18 MQ cm), Bedford, MA, SAD
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dusik 5.5 (99,9995 %), SOL SPA, Monza, Italija
dusik 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 uzorkivacem (Agilent
7693 A), dvije kolone i dva mikrodetektora zahvata elektrona (®3Ni), 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

uredaj 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, Zelezniki, Slovenija

uparivac sa strujom dusika, N-evap, The Meyer, Washington, SAD

analiti¢ka vaga Mettler Toledo PN 1201, Greifensee/Ziirich, Svicarska

tehnicka vaga Mettler AX205 DeltaRange, Greifensee, Svicarska

tresilica IKA MS 3 control, Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka

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

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

sito (200 x 50 mm) veli¢ine pora 500 uM, Retsch GmbH, Haan, Njemacka

pipete ep T.L.P.S., Eppendorf, Hamburg, Njemacka

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

filtri PTFE Minispike, veli¢ina pora 0,2 um, Acrodisc CR13, Waters, Milford, MA,
SAD
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e viale Screw Cap Blue PTFE/Silicone Septa, Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
SAD

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

o 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—UECD)

Plinski kromatograf Agilent 7890B opremljen s injektorom za djelomi¢no unoSenje 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 um

(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 pecnice: programirano zagrijavanje od pocetnih 90 °C (zadrzavanje

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

5 min) brzinom 5 °C min!

protok plina nosioca (He): 1,2 mL min™t
protok ,,make-up “ plina (N2): 28,8 mL min™?
temperatura injektora: 270 °C

temperatura detektora: 300 °C

volumen injektiranog uzorka: 1 uL (,,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, LV1), 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 pum (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD) i trostrukim
kvadrupolnim spektrometrom masa uz ionizaciju elektronima (Agilent 7000C)

Temperaturni program pecnice: programirano zagrijavanje od pocetnih 58 °C (zadrzavanje

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

(zadrzavanje 2 min) brzinom 2 °C min~

protok plina nosioca (He): 1 mL min™?

temperatura ionskog izvora: 340 °C

temperaturni program injektiranja: programirano zagrijavanje od 60 °C (zadrzavanje 0,1 min)
do 325 °C brzinom 600 °C min! (zadrzavanje 5 min) uz protok He od 1 mL min?!
temperatura meduspoja: 340 °C

temperatura kvadrupola: 180 °C

volumen injektiranog uzorka: 4 pL

Tablica 3.2. Najintenzivniji fragmentni ioni m/z primijenjeni za odredivanje spojeva PBDE
upotrebom tehnike GC—MS/MS uz ionizaciju elektronima

Spoj | Prekursorion/m/z | Produktion/m/z | Kolizijska energija/ eV

408 248 20
BDE-28

246 139 30

486 326 20
BDE-47

326 217 30

566 406 30
BDE-99

564 404 20

566 406 30
BDE-100

564 404 20

484 375 40
BDE-153

484 484 5

484 375 40
BDE-154

484 484 5

564 564 5
BDE-183

562 562 5
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3.4. Priprava standardnih otopina

Standardne otopine pojedinacnih kongenera PBDE, ukljucuju¢i i surogatne standarde,
pripravljene su u n-heksanu iz certificiranih izvornih standardnih otopina masenih
koncentracija 50 g mL ™ u n-nonanu. Surogatni standardi kemijski su sli¢ni spojevi spojevima
od interesa, koji se pri odredenoj koncentraciji dodaju u svaki uzorak prije postupka ekstrakcije
i prolaze cjelokupni postupak analize. Koriste se kako bi se utvrdila u¢inkovitost metode,
odnosno Korigirao gubitak analita od interesa tijekom analitiCkog postupka. Standardna otopina
smjese kongenera PBDE u n-heksanu (y = 250 ng mL™?) pripravljena je iz pojedina¢nih
standardnih otopina analita i dvaju surogatnih standarda. Daljnjim razrjedivanjem standardne
otopine smjese kongenera PBDE u n-heksanu, pripravljen je niz standardnih otopina smjese
kongenera PBDE koriStenih za odredivanje linearnosti odziva plinskokromatografskog

detektora te plinskokromatografsku analizu uzoraka (Tablica 3.3.)

Tablica 3.3. Masene koncentracije kongenera PBDE u standardnim otopinama koriStenim za
odredivanje linearnosti odziva plinskokromatografskog detektora te plinskokromatografsku
analizu

__________________________________________________________________________________________________________|
Standardna otopina (y / ng mL™?)

Spoj Strsb ste St3° St4e StsP Ste" St7°
BDE-28 1,00 1000 2500 50,00 100,00 150,00 200,00
BDE-47 100 1000 2500 50,00 100,00 150,00 200,00
BDE-99 1,00 1000 2500 50,00 100,00 150,00 200,00
BDE-100 1,00 1000 2500 50,00 100,00 150,00 200,00
BDE-153 1,00 1000 2500 50,00 100,00 150,00 200,00
BDE-154 1,00 1000 2500 50,00 100,00 150,00 200,00
BDE-183 1,00 1000 2500 50,00 100,00 15000 200,00
BDE-77 100 1000 2500 5000 100,00 15000 200,00
BDE-128 1,00 1000 2500 5000 100,00 150,00 200,00

2 standardne otopine koristene u analizi ljudskog mlijeka; ® standardne otopine koristene u analizi kuéne prasine
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3.5. Uzorci kuéne prasine i ljudskog mlijeka

Za prikupljanje uzoraka kuéne prasine i ljudskog mlijeka regrutirane su ispitanice koje zive u
Zagrebu i blizoj okolici. Sve ispitanice potpisale su obrazac Suglasnost za sudjelovanje u
istrazivanju (Prilog 1. u Dodatku). Takoder, ispunile su Anketni obrazac (Prilog 2. u Dodatku)
koji sadrzi pitanja o karakteristikama kucanstva (npr. vrsta i godina gradnje, povrSina
prekrivena sagovima, broj tapeciranog namjeStaja, broj tekstilnih zavjesa, broj
elektricnih/elektronickih uredaja), broju ukucana, navikama ukucana (ucestalost provjetravanja
1 usisavanja, procjena sati koriStenja pojedinih elektri¢nih/elektronickih uredaja po danu) te
pitanja vezana uz prehranu majke i njezinim ostalim navikama tijekom trudnoce. Ovo
istrazivanje odobrilo je Eticko povjerenstvo Instituta za medicinska istrazivanja i medicinu rada
u Zagrebu. Prikupljeno je ukupno 30 uzoraka ljudskog mlijeka i prasine iz kucanstva ispitanica
u razdoblju od ozujka 2019. do sijecnja 2022.

3.5.1. Uzorkovanje kucne prasine i obrada uzoraka

U kucanstvima ispitanica uzorak kucne prasine prikupljali su ukucani njihovim vlastitim
usisavaCem otprilike mjesec dana (ra¢unavsi od dana rodenja djeteta) uobicajenim postupkom
usisavanja prema navikama i potrebama ukucana. Nakon §to je uzorak prikupljen i dopremljen
u laboratorij, uklonjeni su veci fragmenti (npr. plastika, kosa, igracke, papir). Uzorak je zatim
dva puta prosijan kroz prethodno oprano sito veli¢ine pora 500 um, homogeniziran tijekom
24 h pomocu rotatora, i pohranjen u Cistu staklenu posudu s poklopcem na tamno i suho mjesto

pri sobnoj temperaturi do daljnje obrade i analize.

Za optimiranje analitickog postupka odredivanja spojeva PBDE koriSten je realni

uzorak prasine prikupljen u kucanstvu.

3.5.2. Uzorkovanje ljudskog mlijeka

Uzorci ljudskog mlijeka prikupljeni su tako da su se ispitanice izdojile ru¢no ili pomocéu

izdajalice otprilike 30. dan od dana poroda u prethodno opranu staklenu posudu s ¢epom koju

Karla Jagié¢ Doktorska disertacija



8 3. Eksperimentalni dio 42

su zatim pohranile u zamrziva¢. U najkra¢em moguc¢em roku uzorci su dopremljeni u laboratorij
I pohranjeni na—20 °C do daljnje obrade i analize.
Za optimiranje analitickog postupka odredivanja spojeva PBDE koriSten je uzorak

mlijeka prikupljen u velikom volumenu od ispitanice koja je dojila drugorodeno dijete.

3.5.2.1. Priprava uzorka ljudskog mlijeka za liofilizaciju i liofilizacija

Nakon §to je odmrznut i homogeniziran, teku¢i uzorak ljudskog mlijeka razdijeljen je na
podjednake volumene (~ 20 mL) u staklene posude za liofilizaciju tako da povrsina uzorka bude
Sto veca | zamrznut na —80 °C. Zamrznuti uzorak liofiliziran je pri temperaturi komore
liofilizatora od —50 °C tijekom 48 h. Zatim je homogeniziran tijekom 12 h pomocu rotatora i
pohranjen u staklenu posudu s ¢epom u eksikator na sobnoj temperaturi do daljnje obrade i
analize. Bilo je potrebno otprilike 50 mL tekuceg mlijeka za dobivanje 5 g liofiliziranog

mlijeka.

3.6. Analiticki postupci za odredivanje polibromiranih difenil-etera u
uzorcima kuéne prasine

3.6.1. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima spojeva PBDE iz kucéne prasine

Prije razvoja metode ekstrakcije spojeva PBDE pomocu tehnike MAE, istrazen je moguci
utjecaj mikrovalova na spojeve PBDE tako da je u kivetu za ekstrakciju dodano 19 mL smjese
otapala y(n-heksan, aceton)=1:1 i 1 mL standardne otopine smjese kongenera PBDE masene
koncentracije 1000 ng mL . Ekstrakcija je provedena pri sljede¢im uvjetima: zagrijavanje
smjese otapala i standarda kroz 5 minuta do temperature od 80 °C, vrijeme ekstrakcije 10
minuta, srednja brzina mijeSanja 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 pracen je odredivanjem analitickog povrata,
odnosno usporedbom masenih udjela svakog pojedinog kongenera odredenih u kona¢nom
ekstraktu s njithovim masenim udjelima u standardnoj otopini koriStenoj za ekstrakciju.
Dobiveni analiti¢ki povrati pokazali su da mikrovalovi ne uzrokuju raspad ciljanih spojeva

PBDE.
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3.6.1.1. Preliminarno istrazivanje ucinkovitosti otapala

Kako bi se odabralo najprikladnije otapalo za kvantitativnu ekstrakciju spojeva PBDE iz kuéne
prasine provedeno je preliminarno istrazivanje ucinkovitosti (analiticki povrat, ponovljivost)
ekstrakcije potpomognute mikrovalovima spojeva PBDE iz uzorka kuéne prasine primjenom
Sest razli¢itih smjesa otapala: w(n-heksan, NaOH (10 %, aq))=2:1, w(n-heksan,
propan-2-ol)=1:1, w(n-heksan, aceton)=1:1, w(n-heksan, H20)=10:1, w(n-heksan,
diklormetan)=9:1 i w(n-heksan, diklormetan)=1:1. Istrazena je i ucinkovitost istovremene
ekstrakcije i proc¢iS¢avanja primjenom smjese otapala w(n-heksan, aceton)=1:1 uz dodatak 2 g,
odnosno 4 g Florisila® prethodno aktiviranog pri 130 °C tijekom 24 h. Analiticki povrati i
ponovljivost rezultata istrazeni su koriStenjem obogacenih uzoraka prasine (za svaku smjesu
otapala koristeno je pet alikvota praSine s dodatkom standardne otopine smjese kongenera
PBDE masene koncentracije 10 ng mL ) &iji su maseni udjeli pojedinih kongenera korigirani
za masene udjele istih spojeva detektiranih u dva alikvota prasine u koje nisu dodani. Na 1 g
uzorka prasine u Kiveti za ekstrakciju dodano je 20 mL odabrane smjese otapala, a tehnika MAE
provedena je pri sljede¢im uvjetima: zagrijavanje smjese otapala i uzorka kroz 5 minuta do
temperature od 80 °C, vrijeme ekstrakcije 10 minuta, srednja brzina mijeSanja magneta 1
maksimalna snaga mikrovalova od 1200 W. Nakon hladenja do sobne temperature, ekstrakt je
dekantiran u staklene kivete za centrifugiranje i centrifugiran 5 minuta pri 1948 m s
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 slu¢aju smjesa otapala
s NaOH ili H2O, prije dodatka n-heksana dodan je bezvodni Na2SO4 za uklanjanje suviska vode.
Nakon §to je supernatant odvojen u epruvetu za centrifugu, procis¢en je dodatkom 4 mL
koncentrirane H,SOa, vorteksiran i zatim centrifugiran 5 minuta pri 1989 m s2. Supernatant je
odvojen, uparen do 1 mL i ponovno pro¢iséen dodatkom 1 mL koncentrirane H2SOs,
vorteksiran i zatim centrifugiran 5 minuta pri 1989 m s2. Odvojeni supernatant, odnosno
procisceni ekstrakt uzorka kuéne prasine (1 mL), profiltriran je kroz filtre veli¢ine pora 0,2 um

i razdijeljen u dvije viale prije plinskokromatografske analize.
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3.6.1.2. Optimiranje parametara ekstrakcije potpomognute mikrovalovima spojeva PBDE iz
kucne prasine

Kako bi se istrazio utjecaj najvaznijih parametara tehnike MAE koji utjeCu na ucinkovitost
ekstrakcije spojeva PBDE iz uzoraka praSine, osmisljen je eksperiment prema potpunom
faktorskom dizajnu eksperimenta (engl. Full Factorial Design, FFD) koji ukljucuje jedan
kvalitativni (vrsta otapala) i tri kvantitativna faktora (volumen otapala, temperatura i vrijeme
ekstrakcije). Prema postignutim vrijednostima analitickih povrata 1 ponovljivosti postupka iz
preliminarnog istrazivanja ucinkovitosti otapala, izdvojene su dvije smjese otapala koje su
ukljucene u daljnja istrazivanja. Minimalne i maksimalne vrijednosti kvantitativnih parametara
odabrane su na temelju podataka iz literature i osobnog iskustva istrazivaca kako bi se u obzir
uzeo smislen raspon vrijednosti. Uz njih, za svaki parametar istrazene su i odgovarajuce
centralne toc¢ke. Eksperimenti za svaku kombinaciju radnih uvjeta (Tablica 3.4.) i za svako
otapalo izvedeni su dva puta kako bi se omogudéila procjena eksperimentalne pogreske i
linearnosti. Rezultati su izrazeni kao maseni udjeli pojedinih kongenera PBDE i sume masenih
udjela svih spojeva PBDE (XPBDE) detektiranih u uzorku prasine bez dodatka standardne
otopine smjese ciljanih analita. Ovaj dizajn omogucio je dobivanje procjene uc€inka svakog
faktora zasebno, kao i u¢inaka njihove jednosmjerne interakcije. Ako se utvrdi da bilo koji od
kvantitativnih parametara ima znacajan u¢inak na tehniku MAE, u drugom koraku novim setom
pokusa osmisljenim prema sredisSnjem 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
w(n-heksan, aceton)=1:1 i w(n-heksan, H.0)=10:1)

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

3.6.2. Optimizacija postupka prociscavanja ekstrakta

Za optimizaciju postupka pro¢i§¢avanja ekstrakta koriSten je uzorak prasine ¢iji je kromatogram
pokazao prisutnost najviSe interferencija i najviSu baznu liniju. Nakon ekstrakcije spojeva
PBDE iz navedenog uzorka pri prethodno odabranim uvjetima, ekstrakt navedene prasine
prociséen 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™.

Kao drugi korak procis¢avanja koriStena je tehnika ekstrakcije na ¢vrstoj fazi, a

ucinkovitost je procijenjena na temelju bazne linije kromatograma i koli¢ine interferencija
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prisutnih u kromatogramu te izra¢unom analitickog povrata svih ciljanih kongenera te
surogatnih standarda kako bi se procijenila njihova primjenjivost kasnije u rutinskoj analizi
realnih uzoraka. Potencijalni gubitak analita pracen je odredivanjem analitickih povrata,
odnosno usporedbom masenih udjela pojedinog analita i surogatnog standarda u pro¢is¢enom
ekstraktu s njithovim masenim udjelima u standardnoj otopini dodanoj prije proc¢is¢avanja.
Kolone sorbensa kondicionirane su s 10 mL n-heksana, a spojevi PBDE eluirani sa sloja
sorbensa primjenom odredenog otapala u frakcijama od 15 mL, 5 mL i 5 mL koje su analizirane
zasebno kako bi se utvrdio optimalan volumen otapala potreban za ucinkovito eluiranje.
Isprobane su tri vrste komercijalno dostupnih SPE kolona (silikagel, aluminijev oksid i
Florisil®) u kombinaciji s dva eluensa, n-heksan i y(n-heksan, diklormetan)=9:1. Viseslojne
kolone SPE pripravljene u laboratoriju sadrzavale su razli¢ite mase neutralnog silikagela (S),
silikagela modificiranog koncentriranom H.SOs (44 %, wiv), tzv. Kiselog silikagela (K), i
silikagela modificiranog s 0,1 mol L™t NaOH (33 %, w/v), tzv. luznatog silikagela (L). Postupak
priprave silikagela sastojao se od sljedecih koraka: silikagel natopljen diklormetanom ostavljen
je stajati 24 h, zatim je osusen pomocu Biichnnerovog lijevka uz upotrebu vakuuma te aktiviran
pri 180 °C tijekom 24 h. Jedna vrsta viSeslojne kolone silikagela punjena je redom od dna
kolones1g+1g(SK1),2g+ 29 (SK2)i2g+ 4 g (SK3) neutralnog silikagela i kiselog
silikagela. Druga vrsta kolone punjena je redom od dna kolones1g+1g+1g(LSK1)il5g
+ 1,5 g + 1,5 g (LSK2) luZnatog silikagela, neutralnog silikagela 1 kiselog silikagela. Za
eluiranje  spojeva  PBDE  istrazene Su  Cetiri  vrste  otapala:  n-heksan,

w(n-heksan, diklormetan)=1:1, y(n-heksan, diklormetan)=4:1 i diklormetan.

3.6.3. Validacija metode za odredivanje polibromiranih difenil-etera u kucnoj prasini

Validacija metode za odredivanje polibromiranih difenil-etera u ku¢noj prasini provedena je
istrazivanjem tocnosti 1 preciznosti rezultata mjerenja dobivenih analizom obogacenih uzoraka
kuéne prasine pri koncentracijskoj razini od 50 ng g*. Izvedba metode istrazena je prvotno
nakon optimizacije uvjeta ekstrakcije spojeva PBDE iz prasine pomoc¢u tehnike MAE tako da
su analizirana dva alikvota praSine bez i tri alikvota prasine s dodatkom standardne otopine
smjese kongenera PBDE dodane u uzorak prije ekstrakcije. Na identican nacin je istraZena
izvedba metode i nakon optimizacije postupka proc¢is¢avanja analizom tri alikvota prasine bez

I pet alikvota prasine 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 nacin kao i obogacéeni uzorci kako bi se otkrila moguéa kontaminacija tijekom
analitickog postupka. To¢nost rezultata mjerenja izrazena je kao analiticki povrat, a preciznost
kao ponovljivost odnosno relativna standardna devijacija (RSD) izmedu analiziranih
usporednih uzoraka prasine.

Validacija analiticke metode za odredivanje polibromiranih difenil-etera u kucnoj
prasSini provedena je 1 analizom Sest 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, poc¢etna 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 sigurno$c¢u trebao nalaziti mjerni rezultat.

3.7. Analiticki postupci za odredivanje polibromiranih difenil-etera u
ljudskome mlijeku

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

Ljudsko mlijeko je bioloski uzorak ¢ija je dostupnost ogranicena te je razvoj metode ovisio i 0
raspolozivosti, odnosno ukupnoj koli¢ini prikupljenog uzorka. Kao $to je ve¢ navedeno, metoda
temeljena na MAE razradena je i optimirana na uzorku prikupljenom u veéem volumenu
mlijeka od samo jedne rodilje. Stoga je ucinkovitost odredene kombinacije parametara
ekstrakcije potpomognute mikrovalovima spojeva PBDE iz uzoraka ljudskog mlijeka istrazena
odredivanjem analitickog povrata koriStenjem 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*. Ponovljivost je izra¢unata samo za uvjete koji su
razmatrani kao optimalni i pri kojima je u tu svrhu analizirano vise usporednih uzoraka.
Ovisno o nacinu priprave uzorka ljudskog mlijeka, pokusi su podijeljeni u tri skupine:
liofilizirano ljudsko mlijeko, L (masa uzorka 5 g); tekuce ljudsko mlijeko, T (volumen uzorka
50 mL) i liofilizirano ljudsko mlijeko uz dodatak 10 mL destilirane deionizirane vode, LV
(masa uzorka5 g). S obzirom nato da je volumen Teflon® kiveta za ekstrakciju 100 mL, uzorci

tekuceg ljudskog mlijeka razdijeljeni su u dvije Kivete za ekstrakciju (u svakoj 25 mL uzorka),
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a ekstrakti su prije daljnjeg postupka proc¢is¢avanja spojeni. Tehnika MAE provedena je pri

snazi mikrovalova od 600 W uz srednju brzinu mijeSanja magneta. Vrijeme ekstrakcije u svim

eksperimentima bilo je 20 minuta, dok je zagrijavanje smjese otapala i uzorka do Zeljene

temperature ovisilo o vrsti otapala, a bilo je u rasponu od 5 do 10 minuta. Istrazen je utjecaj

sljede¢ih parametara:

e vrsta otapala

e volumen otapala

e 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 Volumen
eksperimenta | otapala/mL
L1 30
L2 30
L3 40
L4 40
L5 60

Vrsta otapala
w(n-heksan, aceton)=1:1
w(n-heksan, aceton)=1:1

w(n-heksan, diklormetan,
metanol)=5:2:1
w(diklormetan, n-heksan)=3:2
w(diklormetan, n-heksan)=3:2

Denaturirajuéi reagens
(volumen)

etanol (1 mL)
mravlja kiselina (3 mL)

i propan-2-ol (6 mL)

Temperatura
ekstrakcije / °C
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Tablica 3.6. Eksperimentalni uvjeti ekstrakcije potpomognute mikrovalovima spojeva PBDE
iz tekucih uzoraka ljudskog mlijeka

Oznaka Volumen Vrsta otapala Denaturirajuéi reagens Temperatura
eksperimenta | otapala/mL P (volumen) ekstrakcije / °C
I ——
T1 60 w(n-heksan, aceton)=1:1 etanol (2 mL) 80
T2 60 w(kloroform, metanol)=1:1 80
T3 60 w(kloroform, metanol)=1:1 100
T4 60 w(kloroform, metanol)=1:1 120

w(metanol, n-heksan,
T5 60 80
kloroform)=1:1:1

Tablica 3.7. Eksperimentalni uvjeti ekstrakcije potpomognute mikrovalovima spojeva PBDE
iz liofiliziranih uzoraka ljudskog mlijeka uz dodatak 10 mL destilirane deionizirane vode

Oznaka Volumen Vrsta otanala Denaturirajuéi reagens Temperatura
eksperimenta | otapala/mL P (volumen) ekstrakcije / °C
LV1 30 w(n-heksan, aceton)=1:1 etanol (1 mL) 80
mravlja kiselina (3 mL)
LV2 30 w(n-heksan, aceton)=1:1 ) 80
i propan-2-ol (6 mL)
LV3 30 w(kloroform, metanol)=1:1 80
LVv4 30 w(diklormetan, n-heksan)=3:2 80
LV5 30 w(n-heksan, acetonitril)=4:1 etanol (1 mL) 80

S obzirom na to da ucinkovitost ekstrakcije zahtijeva denaturaciju proteina, isprobane su dvije
vrste najce$ée koriStenih denaturiraju¢ih sredstava, etanol i smjesa w(mravlja kiselina,
propan-2-ol)=1:2.125137.14L157 Dodani su otapalima za ekstrakciju koja ne denaturiraju proteine,
poput n-heksana, acetona i acetonitrila.

Nakon hladenja do sobne temperature, ekstrakt je dekantiran u staklene Kivete za
centrifugiranje i centrifugiran 5 minuta pri 1948 m s2. Supernatant je odvojen u epruvete
pogodne za centrifugiranje i uparen u blagoj struji N2 do masti. U slu¢aju smjese otapala
w(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 s2. Donji kloroformski sloj odvojen je u epruvetu pogodnu za

centrifugiranje i uparen u blagoj struji N2 do masti.
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Masa masti odredena je gravimetrijski. Mast je potom otopljena u 4 mL n-heksana uz
vorteksiranje (~1 — 2 min) i uzorak je proc¢is¢en 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 ¢isti uzorak profiltriran je kroz filtre veli¢ine pora

0,2 um i podijeljen u dvije viale prije plinskokromatografske analize.

3.7.1.1. Detaljnije optimiranje uvjeta ekstrakcije

Eksperimentalni uvjeti ekstrakcije LV2 koriSteni su za detaljnije istrazivanje utjecaja sljede¢ih

parametara na ucinkovitost ekstrakcije (Slika 3.1.):

e povecanje udjela destilirane deionizirane vode s 10 mL na 15 mL

¢ inkubacija ekstrakcijske smjese 24 sata s denaturiraju¢im reagensima

e povecéanje volumena denaturirajuéih reagensa za 50 %, odnosno 100 %

e povecanje volumena otapala za ekstrakciju s 30 mL na 40 mL

e udvostruéenje ili utrostru¢enje udjela n-heksana u smjesi otapala za ekstrakciju

e povecanje temperature ekstrakcije s 80 °C na maksimalno 110 °C

U alikvote uzorka prije ekstrakcije dodano je 5 ng mL standardne otopine smjese kongenera
PBDE i surogatnih standarda (BDE-77 i BDE-128).
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Slika 3.1. Eksperimentalni uvjeti koristeni za detaljniju optimizaciju metode za odredivanje
spojeva PBDE u ljudskome mlijeku (za ispitivanje svakog parametra koristen je zaseban uzorak
u koji je prije ekstrakcije dodana standardna otopina smjese kongenera PBDE i surogatnih
standarda masene koncentracije 5 ng mL™).

3.7.2. Optimizacija postupka procis¢avanja ekstrakta

Za procjenu ucinkovitosti dodatnog koraka proc¢iS¢avanja ekstrakta ljudskog mlijeka prethodno
procis¢enog dodatkom koncentrirane H2SOs, isprobano je joS jedno prociS¢avanje dodatkom
koncentrirane H>SOs u ekstrakt i prociS¢avanje na viSeslojnim kolonama sorbensa
pripravljenim u laboratoriju. Na temelju iskustva s optimizacijom postupka proc¢iS¢avanja
ekstrakta kuéne praSine, u laboratoriju su pripravljene viSeslojne kolone silikagela punjene
redom od dna kolone s 2 g neutralnog silikagela i razli¢itim masama (2 g, 4 g, 6 g1 8 g)
silikagela modificiranog s koncentriranom H2SOa, tzv. kiselim silikagelom. Kolone su
kondicionirane s 15 mL n-heksana. Za eluiranje spojeva PBDE s povrSine sorbensa koristena
je smjesa otapala w(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 ucinkovito
eluiranje. Sve navedene analize (dodatno procis¢avanje s koncentriranom H>SO4 odnosno na
viSeslojnim kolonama silikagela) izvedene su tri puta, a u¢inkovitost procis¢avanja procijenjena

je na temelju bazne linije 1 koli¢ine interferencija u kromatogramu te izraCunom analiti¢kog
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povrata i ponovljivosti na temelju poznate masene koncentracije (5 ng mL?) ciljanih kongenera
PBDE i surogatnih standarda dodanih u uzorak prije ekstrakcije.

3.7.3. Validacija metode za odredivanje polibromiranih difenil-etera u ljudskome mlijeku

Validacija metode za odredivanje polibromiranih difenil-etera u ljudskome mlijeku provedena
je odredivanjem tocnosti i preciznosti rezultata dobivenih analizom obogacenih uzoraka
ljudskog mlijeka pri dvije koncentracijske razine, 5 ng mL™ i 25 ng mL™. 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 nacin
kao i uzorci. To¢nost rezultata mjerenja izraZzena je kao analiticki povrat, a preciznost kao
ponovljivost odnosno relativna standardna devijacija.

lako je za procjenu izvedbe metode najbolje koristiti certificirani referentni materijal, u
ovom slucaju analiza dovoljnog broja alikvota bi zahtijevala veliku koli¢inu certificiranog
referentnog materijala i bila bi preveliki financijski troSak. Stoga je optimirana metoda dodatno
validirana analizom dva alikvota komercijalnog adaptiranog mlijeka za dojencad bez i pet
alikvota s dodatkom standardne otopine smjese kongenera PBDE i surogatnih standarda masene

koncentracije 5 ng mL™2,

3.8. Plinskokromatografska analiza polibromiranih difenil-etera

Heksanski eluati dobiveni nakon procis¢avanja ekstrakta uzoraka kuéne prasine i ljudskog
mlijeka analizirani su tehnikom GC—pECD na kapilarnim kolonama HP-5MS i DB-1701
prema vanjskim standardima pripravljenim u n-heksanu. Maseni udjeli spojeva PBDE u
uzorcima kucne prasine odnosno ljudskog mlijeka odredeni su prema kalibracijskim krivuljama
za svaki pojedini spoj u mjernom podruéju od 1 ng mL* do 200 ng mL* te od 1 ng mL* do
50 ng mL™, ovisno o matrici. Spojevi PBDE kvantitativno su odredeni ako su identificirani na
obje kolone. U realnim uzorcima dobiveni maseni udjeli spojeva PBDE korigirani su za srednju
vrijednost analitickih povrata dvaju surogatnih standarda BDE-77 i BDE-128 te izrazeni kao

srednje vrijednosti rezultata na obje kolone. Surogatni standardi dodavani su u uzorke prasine
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odnosno mlijeka prije postupka ekstrakcije u masenim koncentracijama od 50 ng mL* odnosno
5 ng mL ! ovisno o matrici. Slijepe probe reagensa analizirane su u svakoj sekvenci, a masene
koncentracije odredivanih analita bile su ispod granica odredivanja odnosno detekcije.

Potvrdne analize spojeva PBDE u uzorcima ljudskog mlijeka provedene su tehnikom
GC—MS/MS (uvijeti opisani u poglavlju 3.3.2.).

3.9. Statisticka obrada podataka

Dizajn eksperimenta osmisljenog za optimizaciju tehnike MAE 1 sve statisticke analize
izvedene su pomocu softvera JIMP® 13.0.0 (SAS Institute, Cary, NC, SAD). Numeri¢ka analiza
podataka dobivenih navedenim eksperimentom izvedena je pomocu statistickog paketa
Statgraphics-Plus 5.1 (Manugistics, Rockville, MD, SAD). Procijenjena je i testirana znac¢ajnost
svakog faktora zasebno, kao i znacajnost njihove jednosmjerne interakcije upotrebom p
vrijednosti testa omjera vjerojatnosti dobivenih faktorskom regresijskom analizom. Razlike u
rezultatima smatrale su se znac¢ajnima kada je p < 0,05.

Rezultati analize spojeva PBDE u ku¢noj prasini i ljudskome mlijeku statisticki su
obradeni pomocu softvera Statistica (Dell™ Statistica™ verzija 14.0.0.15; TIBCO Software
Inc., Palo Alto, CA, SAD). Razina statisticke zna¢ajnosti odredena je na 5 % (p < 0,05).

Hipoteza o normalnosti distribucije ispitivanih parametara istrazena je Shapiro-
Wilk-ovim testom. Za ocjenu znacajnosti razlika izmedu pojedinih skupina koriSten je Mann
Whitney U-test (zbog nesimetri¢ne distribucije mjerenih parametara).

Medusobni odnosi i potencijalni izvori spojeva PBDE u ku¢noj prasini i ljudskome
mlijeku istrazeni su razli¢itim statistickim tehnikama. Korelacije izmedu masenih udjela
pojedinih kongenera u prasini i ljudskome mlijeku i/ili karakteristika kuc¢e/stana (npr. starost
kuce, broj ukucana...), odnosno osobnih podataka o majci (dob, indeks tjelesne mase,
pusenje...) i dojencadi (tezina, spol, koje je dijete po redu...), istraZzene 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 omogucuje da se u veéem broju
varijabli, medu kojima postoji povezanost, utvrdi manji broj izvedenih varijabli (faktora) koje

objasnjavaju tu povezanost.
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Evaluacija kvantitativne medusobne povezanosti izmedu karakteristika kuce/stana,
odnosno osobnih podataka 0 majci u odnosu na ukupnu koncentraciju svih izmjerenih
kongenera (>PBDE) u praSini ili ljudskome mlijeku istrazena je postupnom viSestrukom
regresijom (engl. Stepwise Forward Multiple Regression). Prije regresijske analize, zavisna
varijabla (3;PBDE) je transformirana kako bi se priblizila normalnoj distribuciji raCunanjem
prirodnog logaritma. Normalnost distribucije reziduala provjerena je Shapiro-Wilk-ovim

testom.
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§4. REZULTATI | RASPRAVA

U prvom dijelu ovog poglavlja prikazani su podaci vezani uz optimizaciju uvjeta priprave i
obrade uzoraka kucne prasine i ljudskog mlijeka za osjetljivo, tocno i1 precizno odredivanje
sedam kongenera PBDE uz detektore zahvata elektrona. Tandemna spektrometrija masa
koriStena je kao potvrdna tehnika kod analize realnih uzoraka ljudskog mlijeka, dok u slu¢aju
kucne prasine to nije bilo potrebno s obzirom na to da je zbog visih masenih udjela analita
osjetljivost 1 selektivnost detektora zahvata elektrona bila zadovoljavajuéa. Posebna se paznja
posvetila optimiranju uvjeta ekstrakcije potpomognute mikrovalovima koja nudi mnoStvo
prednosti, posebice s aspekta ,,zelene kemije zbog smanjenja utroska otapala.

U drugom dijelu prikazani su rezultati analize 30 uzoraka ljudskog mlijeka skupljenih
od donorica iz Zagreba i okolice u ¢ijim su kuéanstvima prikupljeni 1 uzorci kuéne prasine. Na
temelju dobivenih masenih udjela spojeva PBDE u te dvije vrste uzoraka, procijenila se
izlozenost odraslih i dojencadi ovim spojevima te predstavlja li ta izlozenost rizik za ljudsko
zdravlje. StatistiCkom obradom anketnih podataka u ovisnosti o masenim udjelima spojeva od
interesa pokusalo se procijeniti postoje li njihove medusobne korelacije ovisno o tipu uzorka,
te koje karakteristike majke, njezinog stila Zivota ili ku¢anstva u kojem Zivi potencijalno utjecu

na razine spojeva PBDE.

4.1. Optimizacija analitickih metoda

4.1.1. Linearnost odziva detektora i granice odredivanja

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 uspjeSno razdvajanje na obje

kolone unutar 23 minute (Slika 4.1.).
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Slika 4.1. GC—pECD kromatogrami standardne otopine smjese kongenera PBDE u n-heksanu
masene koncentracije 100 ng mL ! na koloni HP-5MS (A) i DB-1701 (B)

Linearnost odziva detektora istrazena je analizom u triplikatu svake od pet standardnih otopina
razli¢itth masenih koncentracija (Tablica 3.3.). Linearnom regresijom povrSina
kromatografskih pikova i koncentracija pojedinih kongenera PBDE utvrden je linearan odziv
detektora za sve spojeve uz koeficijente korelacije r vete od 0,995 na obje
plinskokromatografske kolone.

Za svaki pojedini spoj granica detekcije i granica odredivanja odredene su iz
kromatograma realnog uzorka prasine ili obogaé¢enog uzorka mlijeka u kojem je signal analita
tri, odnosno 10 puta veéi od Suma osnovne linije. Za uzorke kuéne prasine granica detekcije
(granica odredivanja) iznosila je 0,10 ng g prasine (0,33 ng g ! prasine) za sve ciljane
kongenere PBDE, osim za BDE-183 za koji je bila 0,23 ng g* prasine (0,77 ng g ! prasine). U
uzorcima mlijeka granice detekcije iznosile su od 0,01 ng g* masti (BDE-99), preko 0,02
ng g~! masti (BDE-47, -153 i -154), 0,04 ng g~* masti (BDE-100) do 0,1 ng g~* masti (BDE-28)
i 0,13 ng g masti (BDE-183), dok su granice odredivanja bile 0,03 ng g* masti (BDE-99),
0,07 ng g masti (BDE-47, -153 i -154), 0,13 ng g~! masti (BDE-100), 0,33 ng g~} masti
(BDE-28) 10,43 ng g masti (BDE-183). Zbog niskih masenih udjela pojedinih analita u pragini
te svih analita u ljudskom mlijeku, u radu su prikazani 1 maseni udjeli ¢ija je vrijednost bila
ispod granice odredivanja ukoliko je ista bila viSa od odredene granice detekcije.

Kurt-Karakus i suradnici (2017) primjenom tehnike GC-ECNI-MS odredili su sli¢nu

osjetljivost metode za analizu spojeva PBDE u kuénoj prasini, 0,23 ng ¢! prasine za sve

Karla Jagié¢ Doktorska disertacija



8 4. Rezultati i rasprava 57

analizirane spojeve.!® Sli¢ne vrijednosti granica detekcije metode odredili su i Lin i suradnici
(2022) primjenom tehnike GC-MS uz dvije vrste tehnika ionizacije — El'i NCI (od 0,21 ng gt
do 0,68 ng g * prasine).?? Zeng i suradnici (2020) odredili su nesto vise granice detekcije metode
primjenom tehnike GC-EI-MS, 0d 0,32 ng g ! (BDE-1) do 50 ng g * prasine (BDE-209),'% dok
su nize granice detekcije metode odredili Yu i suradnici (2019) primjenom tehnike
GC-NCI-MS, od 0,005 ng g ! do 0,41 ng g * prasine.*

Sto se ti¢e osjetljivosti metode za odredivanje kongenera PBDE u ljudskome mlijeku,
ona je bila sli¢na onoj koju su odredili Matovu i suradnici (2019) primjenom tehnike
GC-ECNI-MS, od 0,01 ng g* do 0,5 ng g ! masti,%® dok su nize granice detekcije metode
odredili Zhao i suradnici (2021) primjenom tehnike GC-MS/MS (od 1,5 g g * do 4 pg g*
masti)**® i Zhang i suradnici (2017) tehnikom GC-EI-HRMS (od 0,3 pg g* do 1,8 pg g*

masti).142

4.1.2. Analiticki postupci za odredivanje polibromiranih difenil-etera u uzorcima kucéne prasine

4.1.2.1. Ucinkovitost otapala

Za odabir najprikladnijeg otapala za kvantitativnu ekstrakciju spojeva PBDE iz uzoraka kué¢ne
prasine, preliminarnim pokusima isprobano je Sest razliCitth smjesa otapala te istovremena
ekstrakcija i prociS¢avanje uz dodatak Florisila®. Ucinkovitost pojedine smjese otapala
izrazena je kao analiticki povrat i ponovljivost. Upotrebom smjesa w(n-heksan,
diklormetan)=9:1 i w(n-heksan, diklormetan)=1:1 nije se uspjela posti¢i ciljana temperatura.
Iako je diklormetan polarno otapalo i ima dovoljno visoku dielektricnu konstantu (¢ = 9,1) te
problemi nisu bili o¢ekivani, vjerojatno je doslo do odredenih interakcija s matricom koje nisu
dopustale dovoljnu apsorpciju mikrovalne energije kako bi se ekstrakcijska smjesa zagrijala do
zadane temperature u optimalnom vremenu. Srednje vrijednosti analitickih povrata dobivene
upotrebom preostale Cetiri smjese otapala i istovremene ekstrakcije i prociS¢avanja prikazane

su na Slici 4.2.
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Slika 4.2. Utjecaj smjese otapala na ucinkovitost ekstrakcije potpomognute mikrovalovima
sedam kongenera PBDE iz ku¢ne prasine uz dodatak standardne otopine smjese PBDE masene
koncentracije 10 ng mL™

Upotrebom smjese otapala w(n-heksan, NaOH)=2:1 dobiveni su analiticki povrati vi§i od
100 % $to upucuje na neselektivnu ekstrakciju spojeva PBDE iz kuéne pragine. Sto se tice
uc¢inkovitosti istovremene ekstrakcije i pro¢is¢avanja upotrebom smjese otapala w(n-heksan,
aceton)=1:1 uz dodatak manje mase Florisila®, za kongenere BDE-47 i BDE-99 postignuti su
najmanji analiti¢ki povrati u odnosu na ostala otapala, dok kod ve¢e mase Florisila® navedeni
kongeneri PBDE koeluiraju s interferencijama i postignuti su poviseni analiticki povrati.
Upotrebom smjese otapala w(n-heksan, propan-2-ol)=1:1 analiti¢ki povrati usporednih uzoraka
variraju 1 uparavanje je dugotrajno. Najbolji rezultati analitickih povrata (> 60 %) za sve
kongenere PBDE postignuti su upotrebom smjesa otapala w(n-heksan, aceton)=1:1 i
w(n-heksan, H>0)=10:1 pa su obje uklju¢ene u daljnju optimizaciju uvjeta tehnike MAE
(Slika 4.2.).

4.1.2.2. Procjena utjecaja parametara tehnike MAE na ucinkovitost ekstrakcije

Istrazeni su najvazniji parametri (vrsta i volumen otapala, temperatura i vrijeme ekstrakcije)
koji potencijalno mogu utjecati na ucinkovitost ekstrakcije potpomognute mikrovalovima
spojeva PBDE iz uzoraka kuéne praSine. Eksperiment je osmiSljen prema potpunom
faktorskom dizajnu eksperimenta, a rezultati su izrazeni kao Y PBDE detektiranih u uzorku

prasine bez dodatka standardne otopine smjese spojeva PBDE.
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Numericka analiza rezultata provedenih pokusa ukazala je da samo vrsta primijenjenog
otapala ima statisticki znacajan utjecaj (p < 0,001) na ucinkovitost tehnike MAE, odnosno na
izmjerene masene udjele individualnih kongenera PBDE 1 posljedicno njihove sume u
koristenom uzorku kuéne prasine. Kongeneri BDE-28 i BDE-183 nisu detektirani u uzorku
primjenom niti jedne kombinacije radnih uvjeta. Opcenito, primjenom svih kombinacija
parametara veéa ulinkovitost ekstrakcije postignuta je upotrebom smjese otapala
w(n-heksan, aceton)=1:1, odnosno detektirani su znacajno veci maseni udjeli svih analiziranih
kongenera PBDE nego primjenom smjese otapala w(n-heksan, H20)=10:1 (Slika 4.3.). Stovise,
budu¢i da upotrebom smjese otapala w(n-heksan, aceton)=1:1 nema potrebe za dodatnim
korakom koji ukljucuje uklanjanje vode iz ekstrakta dodatkom bezvodnog Na>SOs, smanjena
je mogucnost dodatnih gubitaka analita, potroSnja kemikalija te vrijeme potrebno za obradu

uzorka.
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Slika 4.3. Utjecaj razlic¢itih kombinacija uvjeta tehnike MAE prikazanih u Tablici 3.4.
upotrebom dvije vrste smjese otapala (A = w(n-heksan, H20)=10:1; B = w(n-heksan,
aceton)=1:1) na masene udjele kongenera PBDE ekstrahiranih iz uzorka ku¢ne prasine

Varijacije u rezultatima dobivene zbog promjena ostalih parametara (temperatura i vrijeme
ekstrakcije, volumen otapala) nisu bile znacajno vece od eksperimentalne pogreske, Sto ukazuje

na ¢injenicu da se bilo koja vrijednost u istrazivanom rasponu moze koristiti za ekstrakciju
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kongenera PBDE iz uzoraka prasine pomoc¢u tehnike MAE. Ovim rezultatima potvrdeno je da
su tijekom osmisljavanja pokusa u svrhu optimizacije navedenih parametara odabrani realni
pocetni rasponi koji su prikladni za u¢inkovitu ekstrakciju spojeva PBDE iz uzoraka praSine.
Budu¢i da niti jedan od istrazivanih parametara nije statisti¢ki zna¢ajno utjecao na u¢inkovitost
ekstrakcije, nije bila potrebna njihova daljnja optimizacija, odnosno planirano postavljanje
eksperimenta prema sredisnjem kompozitnom dizajnu. Na temelju rezultata eksperimentalnog
dizajna i nasih razmatranja, predlozeni su sljede¢i optimalni uvjeti za ekstrakciju potpomognutu
mikrovalovima kongenera PBDE iz uzoraka kuéne prasine (1 g): 20 mL smjese otapala

w(n-heksan, aceton)=1:1 pri temperaturi od 80 °C tijekom 20 minuta.

4.1.2.3. Optimizacija postupka procis¢avanja ekstrakta

Cilj optimizacije postupka proc¢is¢avanja je u¢inkovito prociS¢avanje ekstrakta prasine u §to
manje koraka. U tu svrhu isprobane su razne komercijalno dostupne kolone SPE te viseslojne
kolone SPE pripravljene u laboratoriju. Upotrebom komercijalnih kolona SPE (silikagel,
aluminijev oksid, Florisil®) nisu dobiveni zadovoljavaju¢i rezultati, ali su ukazali na ¢injenicu
da bi povecanje mase silikagela moglo rezultirati ¢is¢im ekstraktima. Stoga su isprobane
viSeslojne 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 koli¢ina otapala
potrebna za potpuno eluiranje spojeva PBDE. Rezultati su pokazali da je najvise spojeva PBDE
eluirano pomoc¢u smjese otapala y(n-heksan, diklormetan)=4:1. Stoga je navedena smjesa
otapala koriStena u daljnjim pokusima kao eluens u isprobavanju kolona SPE punjenih ve¢om
masom silikagela (SK2 i LSK2). Analizom prikupljenih frakcija u razli¢itim volumenima
ustanovljeno je da je 15 mL otapala dovoljno za potpuno eluiranje spojeva PBDE s kolone.
Viseslojna kolona ispunjena samo s neutralnim i kiselim silikagelom (SK2) pokazala se
prikladnijom za prociS¢avanje ekstrakta praSine zbog dobivenih viSih analiti¢kih povrata
spojeva PBDE, nize 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—uECD kromatogram uzorka kuéne prasine uz dodatak 50 ng mL* standardne
otopine smjese kongenera PBDE u ekstrakt praSine prije proc¢i§¢avanja na kolonama SPE: SK2
(crveno) i LSK2 (plavo)

U zavr$nom koraku procesa optimizacije proci§¢avanja ekstrakta praSine istraZzena je potreba
za prvim korakom procis¢avanja s koncentriranom H>SOs prije prociS¢avanja na koloni
silikagela SK2. Utvrdeno je da povecanjem mase kiselog silikagela s 2 na 4 g (kolona SK3)
nije potreban prvi korak procis¢avanja s koncentriranom H2SOs te je time prociscavanje
svedeno samo na jedan korak. Konacno, eluiranje spojeva PBDE s 15 mL smjese otapala
w(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 najucinkovitijim za

proc¢iscavanje ekstrakta praSine uz minimalne gubitke analita (Slika 4.5.).
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+20 mL viSeslojna kolona

kuéna praSina w(n-heksan, aceton)=1:1 silikagela :
(1g)+ (2 g neutralni analiza:

50 ng mL~! - _ +4 g kiseli) GC-pECD
BDE-77 i BDE-128 uvjeti MAE: eluiranje s 15 mL .
1200 W, 80 °C, 20 min w(n-heksan, DCM)=4:1

Slika 4.5. Konac¢ni eksperimentalni uvjeti metode za odredivanje spojeva PBDE u kuénoj
prasini uz dodatak 50 ng mL surogatnih standarda BDE-77 i BDE-128

4.1.2.4. Validacija metode

Tocnost 1 preciznost istraZzene su kako bi se procijenila izvedba metode za odredivanje spojeva
PBDE u kuénoj praSini. Masene koncentracije odredivanih analita u slijepim probama reagensa
bile su ispod granica odredivanja odnosno detekcije.

S obzirom na to da su se najprije optimirali uvjeti ekstrakcije a zatim prociSéavanja,
to¢nost i preciznost odredene su nakon optimizacije uvjeta ekstrakcije potpomognute
mikrovalovima 1 nakon optimizacije postupka prociS¢avanja ekstrakta. Rezultati srednjih
vrijednosti analitickih povrata i preciznosti analiziranih usporednih uzoraka prasine prikazani
su u Tablici 4.1. i Tablici 4.2.
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Tablica 4.1. Srednje vrijednosti analitickih povrata i preciznost izrazena kao relativna
standardna devijacija (RSD) za individualne kongenere PBDE dobivene analizom kuéne
prasine nakon optimizacije tehnike MAE pri koncentracijskoj razini od 50 ng mL ™

Spoj | Analiti¢ki 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 7 6

Analiticki povrati ukazuju na €injenicu da je predloZzena metoda za odredivanje spojeva PBDE
nakon optimizacije uvjeta tehnike MAE zadovoljavaju¢a. Naime, postignuti su dovoljno dobri
analiti¢ki 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 o¢ekivanjima, optimizacijom postupka proc¢iS¢avanja postignuti su jos veéi
analiti¢ki povrati i sli¢ne vrijednosti relativne standardne devijacije. Analiticki povrati kona¢ne
metode bili su u rasponu od 76 % za BDE-28 do 90 % za BDE-183, a vrijednosti RSD ukazale
su na odlicnu ponovljivost predlozene metode (Tablica 4.2., Slika 4.5.). Analiti¢ki povrati
surogatnih standarda bili su podjednaki kao i za ostale kongenere PBDE te je time potvrdena

njihova prikladnost za koriStenje u analizama realnih uzoraka kuéne prasine.
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Tablica 4.2. Srednje vrijednosti analitickih povrata i preciznost izrazena kao relativna
standardna devijacija (RSD) za individualne kongenere PBDE i surogatne standarde dobivene
analizom kuéne prasine optimiranom metodom za odredivanje spojeva PBDE u prasini pri
koncentracijskoj razini od 50 ng mL*

Spoj | Analiti¢ki 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

Takoder, validacija predlozene 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 slazu s certificiranim vrijednostima referentnog materijala (Tablica 4.3.).

Prihvatljiva mjerna nesigurnost izmjerenog masenog udjela spoja od interesa i njegove
certificirane vrijednosti obi¢no je < 15 %,’ dok je u certificiranom referentnom materijalu
2585 kuéne praSine ona znatno manja za sve kongenere, a posebno za kongener BDE-153
(< 1 %). S obzirom na to da se srednja vrijednost odredenih masenih udjela kongenera
BDE-153 razlikuje od raspona certificirane vrijednosti za samo 0,6 %, smatramo da je

predloZena metoda prikladna i za odredivanje kongenera BDE-153.
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Tablica 4.3. Maseni udjeli ciljanih kongenera PBDE odredeni pomocu tehnike MAE uz
GC—ECD u certificiranom referentnom materijalu kuéne prasine CRM-2585 (N=6)?

. _______________________________________________________________________________________________________________________________|
Eksperimentalni podaci

Prosje¢ni maseni udio /ng g  Preciznost (RSD) / %
- ]

Spoj Certificirana vrijednost® / ng g*

BDE-28 469+44 42,6 7
BDE-47 497 + 46 515,3 8
BDE-99 892 +53 922,8 7
BDE-100 145+ 11 1341 11
BDE-153 119+1 120,8 11
BDE-154 835+2,0 85,0 3
BDE-183 43+35 45,3 5

aN — broj analiziranih alikvota; ° srednja vrijednost + proSirena mjerna nesigurnost

4.1.3. Analiticki postupci za odredivanje polibromiranih difenil-etera u uzorcima ljudskog
mlijeka

4.1.3.1. Liofilizirani uzorci ljudskog mlijeka

Prema literaturi, tehnika MAE za ekstrakciju ciljanih spojeva najces¢e se koristi za Cvrste
uzorke, pa je stoga prvotno koriSten 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 ucinkovitost ekstrakcije spojeva PBDE iz liofiliziranih uzoraka ljudskog mlijeka

za sve kombinacije otapala i uvjeta tehnike MAE nije bila zadovoljavajuca.
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Tablica 4.4. Ucinkovitost ekstrakcije potpomognute mikrovalovima spojeva PBDE iz

liofiliziranih uzoraka ljudskog mlijeka primjenom razlicitih eksperimentalnih uvjeta prikazanih
u Tablici 3.5.

Analiticki povrat / %
Spoj L1 L2 L3 L4 L5
“BDE28 42 33 4 5 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

lako se smjesa otapala w(n-heksan, aceton)=1:1 vrlo ¢esto koristi za ekstrakciju spojeva PBDE
iz liofiliziranih uzoraka ljudskog mlijeka upotrebom razli¢itih tehnika,'?313213513% y gyom
slu¢aju analiti¢ki povrati ciljanih spojeva bili su najnizi (~ 30 %), a i dodatak razlicitih
denaturiraju¢ih reagensa nije imao utjecaj na ucinkovitost postupka ekstrakcije pri navedenim
eksperimentalnim uvjetima. Upotrebom smjese otapala w(n-heksan, diklormetan)=3:2 dobiveni
su visi analiti¢ki povrati, no ipak manji od 50 % za vecinu kongenera PBDE. Povecanjem
volumena navedenog otapala s 40 mL na 60 mL i temperature ekstrakcije s 70 °C na 80 °C

ucinkovitost tehnike MAE povecala se za otprilike 5 %.

4.1.3.2. Tekuci uzorci ljudskog mlijeka

S obzirom na nezadovoljavaju¢u ucinkovitost ekstrakcije spojeva PBDE iz liofiliziranih
uzoraka ljudskog mlijeka, isprobana je ekstrakcija navedenih spojeva iz uzoraka u teku¢em
stanju. Sveukupno, ekstrakcijom spojeva PBDE iz tekucih uzoraka ljudskog mlijeka pomocu
tehnike MAE dobiveni su bolji analiti€ki povrati u odnosu na liofilizirane uzorke ljudskog
mlijeka (Tablica 4.5.). Na primjer, upotrebom iste smjese otapala w(n-heksan, aceton)=1:1 uz
jednake uvjete tehnike MAE (L1; T1) dobiveni su od 17 % do 33 % visi analiticki povrati iz
tekuc¢ih uzoraka ljudskog mlijeka. Ucinkovitost MAE dodatno se, iako neznatno, povecala

primjenom smjese otapala w(kloroform, metanol)=1:1, koja se uobicajeno koristi za ekstrakciju

Karla Jagié¢ Doktorska disertacija



8 4. Rezultati i rasprava 67

postojanih organoklorovih spojeva iz uzoraka ljudskog mlijeka pomoé¢u tehnike LLE.168169
Poveéanjem temperature s 80 °C na 100 °C te 120 °C vidljivo je da nije doslo do poboljsanja u
ucinkovitosti postupka ekstrakcije. Slicne vrijednosti analitickih povrata dobivene su i

dodatkom n-heksana u navedenu smjesu kloroforma i metanola.

Tablica 4.5. Ucinkovitost ekstrakcije potpomognute mikrovalovima spojeva PBDE iz tekuc¢ih
uzoraka ljudskog mlijeka primjenom razli¢itih eksperimentalnih uvjeta prikazanih u Tablici
3.6.

Spoj Analiticki povrat / %
T1 T2 T3 T4 T5
TBDE28 59 75 64 7L 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, veci
volumen (50 mL) mlijeka koriSten je kako bi se postigla zadovoljavajuca osjetljivost analize
ciljanih kongenera PBDE. Eksperimenti vezani uz ekstrakciju spojeva PBDE iz teku¢ih uzoraka
ljudskog mlijeka doveli su do spoznaje da rad s velikim volumenima (u usporedbi s
liofiliziranim uzorcima) moze dovesti do slabijeg ili nepotpunog mijesanja uzorka i nepolarnog
otapala potrebnog za ekstrakciju navedenih lipofilnih spojeva, veceg utroska otapala,
dugotrajnijeg ukoncentriravanja ekstrakta te ve€e mogucnosti za pogresku tijekom visestrukog

rukovanja uzorkom.

4.1.3.3. Liofilizirani uzorci ljudskog mlijeka uz dodatak destilirane deionizirane vode

Nakon obecavajuc¢ih vrijednosti analitickih povrata spojeva PBDE dobivenih njihovom

ekstrakcijom iz teku¢ih uzoraka ljudskog mlijeka, osmisljen je eksperiment u kojem se
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prevladalo volumno ograni¢enje 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 tekuce stanje (Slika 4.6.). Time se
peterostruko smanjio ukupni volumen uzorka, tako da vise nije bilo potrebno dijeliti uzorak u
dvije kivete za ekstrakciju. Stovise, dodatkom vode poveéao se dipolni moment smjese uzorka
i otapala, $to je kljuéno za poveéanje uéinkovitosti tehnike MAE.}"®1"t Naime, Eskilsson i
Bjorklund (2000) u svom preglednom radu upucuju na ¢injenicu da prirodna prisutnost vode u
uzorku ili njezin dodatak cesto (iako ne uvijek) povecava ucinkovitost ekstrakcije,
najvjerojatnije uslijed povecanja polarnosti otapala, ¢ime se olakSava zagrijavanje smjese
uzorka 1 otapala. Osim toga, sugeriraju da dodatak vode moze utjecati na interakcije izmedu
analita i matrice tako da analiti budu dostupniji otapalima, ¢ime se pospjeSuje njihova

ekstrakcija.”®

Slika 4.6. Fotografije 50 mL tekuceg mlijeka (a), 5 g liofiliziranog mlijeka (b), 5 g liofiliziranog

mlijeka + 10 mL destilirane deionizirane vode (c)

Navedena zamisao pokazala se uspjeSnom jer su dobiveni analiticki povrati spojeva PBDE
op¢enito bili visi u odnosu na eksperimente s teku¢im 1 liofiliziranim uzorcima ljudskog mlijeka
(Tablica 4.6.). To je posebno bilo izrazeno kod primjene smjese otapala wy(n-heksan,
aceton)=1:1 uz dodatak mravlje kiseline i propan-2-ola kao denaturiraju¢ih sredstava. Primjer

za to je eksperiment LV2 kojim su postignuti analiti¢ki povrati od 61 % do 83 %, za razliku od
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odgovarajuceg eksperimenta s liofiliziranim uzorkom ljudskog mlijeka (L2) kojim su postignuti

znacajno nizi analiti¢ki povrati (od 26 % do 33 %).

Tablica 4.6. Ucinkovitost ekstrakcije potpomognute mikrovalovima spojeva PBDE iz
liofiliziranih uzoraka ljudskog mlijeka uz dodatak 10 mL destilirane deionizirane vode
primjenom razli¢itih eksperimentalnih uvjeta prikazanih u Tablici 3.7,

Y
Analiti¢ki povrat / %

Spoj LV1 LVv2 LV3 LVv4 LVS
"BDE28 62 67 5L 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

Ovim rezultatima potvrdeno je da se uz dodatak male koli¢ine vode moze zna¢ajno poboljsati
ucinkovitost ekstrakcije vracanjem polarnosti smjese uzoraka i otapala, odnosno povecanjem
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 masti,
odnosno 0,19 ng g! masti). Buduéi 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 uopce bio prisutan bilo koji drugi kongener PBDE, u prethodnom
razdoblju dojenja doslo do njegove eliminacije iz organizma. U eksperimentima s drugim

kombinacijama otapala (LV3-5) nije bilo daljnjeg poboljsanja u¢inkovitosti ekstrakcije.

4.1.3.4. Detaljnija optimizacija eksperimentalnih uvjeta tehnike MAE

Najbolji analiti¢ki povrati dobiveni su eksperimentom LV2 te je daljnjim izmjenama njegovih

eksperimentalnih uvjeta (Slika 3.1.) istrazeno moguée poboljsanje u ucinkovitosti tehnike
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MAE. Prvo se istrazila inkubacija s denaturiraju¢im reagensima — w(mravlja Kkiselina,
propan-2-ol)=1:2 — kroz 24 h i/ili povec¢anjem njihovog volumena za 50 % i 100 %, medutim
analiticki povrati ostali su podjednaki. Sljede¢i pokusaj bio je dodatak veceg volumena
destilirane deionizirane vode (15 mL) liofilizatu ljudskog mlijeka, kako bi se pove¢ao ukupni
dipolni moment ekstrakcijske smjese, ali ni to nije doprinijelo zna¢ajnom poboljSanju
ucinkovitosti ekstrakcije. Istrazena je i u¢inkovitost ekstrakcije spojeva PBDE eksperimentima
u kojima se povec¢ao volumen smjese otapala s 30 mL na 40 mL, promijenio omjer n-heksana i

acetona u smjesi otapala ili povecala temperatura ekstrakcije (Slika 4.7.).
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Slika 4.7. Usporedba ucinkovitosti ekstrakcije spojeva PBDE iz uzoraka ljudskog mlijeka
(dodatak 5 ng mL™ 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 analiti¢ki povrati spojeva
PBDE postignuti su s ve¢im volumenom (40 mL) smjese otapala y(n-heksan, aceton)=1:1 i

temperaturom ekstrakcije od 105 °C.

4.1.3.5. Optimizacija postupka prociscavanja ekstrakta

Tijekom optimizacije postupka priprave i ekstrakcije spojeva PBDE iz uzoraka ljudskog
mlijeka, pro¢iS¢avanje ekstrakta provodilo se u samo jednom koraku — dodatkom koncentrirane
H2SO4 u ekstrakt. Ipak, za dobivanje ¢is¢ih ekstrakta i kromatograma bilo je potrebno uvesti
dodatan korak procis¢avanja. Za optimizaciju prociSCavanja, isprobano je dodatno
pro¢iscavanje dodatkom koncentrirane H2SOs u veé¢ jednom proc¢iséeni ekstrakt ili
propustanjem navedenog ekstrakta kroz viseslojnu kolonu silikagela (Slika 3.1.).

Usporedbom dvostrukog prociS¢avanja ekstrakta s koncentriranom H2SOs i
procis¢avanja ekstrakta na viSeslojnim kolonama silikagela nakon koraka procis¢avanja s
koncentriranom H2SOs, ¢is¢i kromatogrami s nizom baznom linijom ($to je posebno vidljivo
na prednjem dijelu kromatograma) dobiveni su upotrebom viseslojnih kolona silikagela u
drugom koraku procis¢avanja koje su sadrzavale 6 g i 8 g kiselog silikagela (Slika 4.8.). Te
dvije kolone bile su jednako u¢inkovite bez obzira na razliku u koli¢ini sorbensa i stoga su iz
prakti¢nih razloga i veceg prostora u koloni za manipulaciju uzorkom daljnji eksperimenti
provodeni upotrebom viseslojne kolone punjene s 2 g neutralnog silikagela i 6 g kiselog
silikagela. Sto se ti¢e volumena otapala za eluiranje, analizom zasebnih frakcija eluata pokazalo
se da je 20 mL smjese otapala y(n-heksan, diklormetan)=4:1 dovoljno za u¢inkovito 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™) procis¢enog dva puta dodatkom koncentrirane H2SO4
(crveno) i procis¢enog jednom s koncentriranom H2SOg4 te na viSeslojnoj koloni silikagela (2 g
neutralni silikagel i 6 g kiseli silikagel) (plavo)

+40 mL
w(n-heksan, aceton)=1:1
+ 3 mL mravlja kis.

+ 6 mL propan-2-ol

1. +H,SO, (konc.)

2. viSeslojna kolona
silikagela analiza:

(2 g neutralni
+ 6 g kiseli) GC-pECD

eluiranje s 20 mL
w(n-heksan, DCM)=4:1

uvjeti MAE:
1200 W, 105 °C, 20 min

Slika 4.9. Konac¢ni eksperimentalni uvjeti metode za odredivanje spojeva PBDE u ljudskome
mlijeku uz dodatak 5 ng mL surogatnih standarda BDE-77 i BDE-128
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4.1.3.6. Validacija metode

Tocnost i preciznost odredene su kako bi se procijenila izvedba metode za odredivanje spojeva
PBDE u ljudskome mlijeku. Masene koncentracije odredivanih analita u slijepim probama
reagensa bile su ispod granica odredivanja odnosno detekcije.

Dobiveni su podjednaki analiticki povrati za sve kongenere PBDE pri obje
koncentracijske razine uz zadovoljavajuée vrijednosti RSD, §to upuduje na Cinjenicu da je
predlozena metoda (Slika 4.9.) prikladna za analizu spojeva PBDE u ljudskome mlijeku
(Tablica 4.7.). Analiticki povrati surogatnih standarda bili su podjednaki kao i za ostale
kongenere PBDE te je time potvrdena njihova prikladnost za koriStenje u analizama realnih
uzoraka ljudskog mlijeka.

Validacija predlozene metode provedena je i analizom adaptiranog mlijeka za dojencad,
¢iji su se analiticki povrati spojeva PBDE (Tablica 4.7.) odli¢no slagali s analitickim povratima
dobivenim analizom ljudskog mlijeka, §to upucuje na to da je odabrana metoda robusna i

prikladna za analizu spojeva PBDE i u matricama sli¢nima ljudskome mlijeku.

Tablica 4.7. Srednje vrijednosti analitiCkih povrata i preciznost izraZzena kao relativna
standardna devijacija (RSD) za individualne kongenere PBDE i surogatne standarde dobivene
analizom ljudskog mlijeka i adaptiranog mlijeka optimiranom metodom za odredivanje spojeva
PBDE u ljudskome mlijeku

Ljudsko mlijeko Adaptirano mlijeko
SpOJ W 5 ng mL—l
Analiticki Preciznost Analiticki Preciznost Analiticki Preciznost
povrat/%  (RSD)/%  povrat/ % (RSD) / % povrat / % (RSD) / %
M
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 pomocu tehnike GC-HECD (Tablica 8.1. u
Dodatku). Navedeni maseni udjeli korigirani su za srednju vrijednost analitickih povrata
surogatnih standarda BDE-77 i BDE-128. Primjenom tehnike GC—pECD, srednja vrijednost
navedenih povrata u analiziranim uzorcima bila je 70 %, dok je primjenom tehnike GC—MS/MS
bila 87 %. Kona¢ni maseni udjeli dobiveni primjenom obje tehnike izvrsno su se slagali i stoga

se moze zakljuciti da je uECD prikladan detektor za odredivanje spojeva PBDE.

4.2. Analiza realnih uzoraka kuc¢ne prasine i ljudskog mlijeka

Optimirane i validirane metode za odredivanje spojeva PBDE u uzorcima kuéne prasine i
ljudskog mlijeka primijenjene su za analizu 30 realnih uzoraka mlijeka donorica iz Zagreba i

okolice te prasine skupljene u njihovim kucanstvima.

4.2.1. Realni uzorci kucne prasine

Optimirana i validirana metoda za odredivanje spojeva PBDE u uzorcima kuéne prasine, koja
ukljucuje upotrebu tehnike MAE 1 plinskokromatografsku analizu prociS¢enog ekstrakta na
dvjema kolonama uz detekciju ciljanih analita s dva mikrodetektora zahvata elektrona,
primijenjena je za odredivanje tragova ciljanih spojeva u uzorcima kuéne prasine.

Maseni udjeli kongenera PBDE u uzorcima kuéne praSine odredeni su usporedbom
povrsina pikova analita u kromatogramu uzorka i standarda uz koriStenje Kkalibracijskih
krivulja. Kvantitativno su odredeni samo spojevi ¢iji su pikovi detektirani na obje kolone, a
zatim su dobivene vrijednosti masenih udjela korigirane za srednju vrijednost analiti¢kih
povrata surogatnih standarda BDE-77 i BDE-128 i izrazene 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 odredivanih analita bile su ispod granica
detekcije.

Ucestalost detekcije i maseni udjeli sedam kongenera PBDE u uzorcima kuéne prasine
prikazani su u Tablici 4.8. U najvis$im masenim udjelima pronadeni su kongeneri BDE-99
(medijan 1,4 ng g* prasine) i BDE-47 (medijan 1,2 ng g* prasine), a detektirani su u 93 %,

odnosno 90 % uzoraka kuéne prasine. Slijedio je kongener BDE-183, ¢iji medijan je bio
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1,0 ng g! prasine, a detektiran je u 83 % uzoraka kuéne prasine. Ostali analizirani kongeneri
detektirani su u 60 % (BDE-100), 70 % (BDE-154) i 73 % (BDE-153) uzoraka ku¢ne praSine.
Najrjede je detektiran kongener BDE-28 (10 %), a razlog tome je njegova hlapljivost i manja

sposobnost vezanja za Cestice prasine.

Tablica 4.8. Maseni udjeli spojeva PBDE detektirani u uzorcima prasine prikupljenim u
kucanstvima ispitanica (N = 30) s podrucja Zagreba i okolice

Maseni udio / ng g~ prasine

Spoj : Raspon? Qo Q1 Q2 Qs Q4
BDE-47 27 0,18*—120 <GD 0,44 1,2 24 120
BDE-99 28 0,23* — 283 <GD 0,73 1,4 51 283

BDE-100 18 0,27* - 48 <GD <GD 0,32 0,94 48
BDE-153 22 0,19* — 37 <GD <GD 0,48 14 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 35 4,9 13,6 523

n — broj pozitivnih uzoraka; @ raspon masenih udjela u pozitivnim uzorcima; GD granica detekcije;
Qo minimum; Q1 donji kvartil (25 %); Q2 srednji kvartil (medijan); Qs gornji kvartil (75 %); Q4 maksimum;
*vrijednost iznad GD i ispod granice odredivanja

Detektiran je Siroki raspon masenih udjela YPBDE (od 0,24 ng g* do 523 ng g~* prasine), ali
u ¢ak 53 % uzoraka (n = 16) detektirana je Y PBDE manja od 5 ng g * prasine i u 40 % uzoraka
(n = 12) manja od 50 ng g prasine, 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 Y PBDE bio je 28 %, a kongenera BDE-47 i BDE-183 27 %.
Maseni udjeli najzastupljenijih kongenera detektirani su u vrlo Sirokom rasponu od
0,23 ng g* do 283 ng g prasine (BDE-99) i od 0,18 ng g! do 120 ng g prasine
(BDE-47), sto upuéuje na velike razlike u kontaminaciji ovim spojevima medu istrazivanim
uzorcima prasine iz ku¢anstava. U 53 % uzoraka praSine dominantni kongeneri bili su BDE-99
i/ili BDE-47 (predstavnici komercijalne formulacije ,,penta), dok je kongener BDE-183
(predstavnik komercijalne formulacije ,,0okta”) bio dominantan u 20 % uzoraka. Navedeni

kongeneri podjednako su bili zastupljeni u 13 % (n = 4) uzoraka prasine. Ovi rezultati ukazuju
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na prisutnost komercijalne smjese ,,penta® u zagrebackim kucanstvima, koja se intenzivno
koristila kao dodatak tekstilu i poliuretanskim pjenama upotrebljavanim kao punila za namjestaj
i madrace.? Osim toga, kongener BDE-99 je jedan od najzastupljenijih produkata debrominacije
komercijalne formulacije ,,okta“.!> Nadalje, osim na upotrebu formulacije ,,okta®, prisutnost
kongenera BDE-183 upucuje i na debrominaciju termolabilnog i fotoosjetljivog kongenera
BDE-209 u uzorcima kuéne prasine.!’® Stoga se ne moze nedvojbeno utvrditi jesu li
najzastupljeniji kongeneri detektirani u praSini rezultat intenzivnije upotrebe komercijalnih
formulacija ,,penta® 1 ,,0okta* ili rezultat razgradnje kongenera PBDE supstituiranih ve¢im
brojem Br atoma prisutnih u komercijalnim formulacijama ,,okta“ i,,deka®, ili posljedica jednog
I drugog. Omjer kongenera BDE-47 i BDE-99 moze se koristiti kao pokazatelj debrominacije
spojeva PBDE suspstituiranih ve¢im brojem Br atoma pod utjecajem UV svjetlosti,8":91:165:174
Naime, omjeri navedenih kongenera u dvjema najceSée koriStenim komercijalnim
formulacijama ,penta“ — DE-71 i Bromkal 70-5DE iznose 0,78 i 1,1 U <¢&ak
90 % (n = 27) analiziranih uzoraka kuéne prasine, detektirani su i BDE-47 i BDE-99. Ve¢inom
je njihov omjer bio izmedu 0,18 do 1,0 (srednja vrijednost 0,59), sto je sliéno njihovim
omjerima u prethodno navedenim komercijalnim formulacijama. U Cetiri uzoraka omjer je bio
izmedu 1,1 1 2,3 (srednja vrijednost 1,6), Sto upucuje na to da su u tim uzorcima prasine
BDE-47 i BDE-99 nastali procesom debrominacije. Sveukupno, moze se zakljuciti da su
komercijalne formulacije ,,penta” u veéini kucanstava vjerojatnije prisutne uslijed prisustva
raznih tretiranih materijala nego da su ti kongeneri bili produkti debrominacije kongenera
PBDE supstituiranih ve¢im brojem Br atoma.

Razine spojeva PBDE u uzorcima kucne prasine u razli¢itim drzavama tesko je
usporediti jer su razlike u razinama prisutne ve¢ medu pojedinaénim realnim uzorcima
prikupljenim unutar istog podrucja istrazivanja. Medutim, usporedbom medijana pojedina¢nih
kongenera PBDE analiziranih u ovom istraZivanju s nedavnim istraZivanjima iz drugih drzava
moze se zakljuciti da su razine u uzorcima kuéne prasine S podrucja Zagreba i okolice relativno
niske. Samo su u nekoliko istrazivanja pronadeni niZi medijani analiziranih kongenera PBDE.
Za kongenere BDE-47 i BDE-99, nizi medijani detektirani su u uzorcima iz Sangaja i Harbina
(Kina)"1% te Kopawe (Nepal).!®® U prasini iz Birminghama (Velika Britanija) detektirana je
niza vrijednost medijana za kongener BDE-47,11% a za kongener BDE-99 u prasini iz pokrajine
Hunan (Kina),'® dok u prasini iz Jeddaha (Saudijska Arabija) kongener BDE-99 nije

detektiran.!®
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Sliéne vrijednosti medijana za kongener BDE-47 izmjerene su u prasini iz Pekinga
(Kina),'%? a za kongener BDE-99 u prasini iz Hanoija (Vijetnam).!'1%? Sto se ti¢e kongenera
BDE-183, sli¢na vrijednost medijana detektirana je u uzorcima pragine iz Sangaja i Harbina
(Kina) te u razli¢itim pokrajinama Juzne Koreje.**’*1% Kongener BDE-28 takoder je medu
najmanje zastupljenim kongenerima u uzorcima prasina iz drugih zemalja, dok u nekim

studijama uop¢e nije detektiran,*450.94.101

4.2.2. Realni uzorci ljudskog mlijeka

Optimirana i validirana metoda za odredivanje spojeva PBDE u uzorcima ljudskog mlijeka,
koja ukljucuje upotrebu tehnike MAE 1 plinskokromatografsku analizu procis¢enog ekstrakta
na dvjema kolonama uz detekciju ciljanih analita na dva mikrodetektora zahvata elektrona,
primijenjena je za odredivanje 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 odredeni su usporedbom
povrsina pikova analita u kromatogramu uzorka i standarda uz koriStenje Kalibracijskih
krivulja. Kvantitativno su odredeni samo spojevi €iji su pikovi detektirani na obje kolone, a
zatim su dobivene vrijednosti masenih udjela korigirane za srednju vrijednost analitickih
povrata surogatnih standarda BDE-77 i BDE-128 i izrazene 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 odredivanih analita bile su ispod granica
detekcije.

Ucestalost i maseni udjeli sedam kongenera PBDE u uzorcima ljudskog mlijeka
prikazani su u Tablici 4.9. U najvisSim masenim udjelima pronaden je kongener BDE-153
(medijan 0,23 ng g~ masti) i detektiran je u svim uzorcima ljudskog mlijeka (n = 30). Tome je
vjerojatno razlog njegov veéi bioakumulacijski potencijal, i duze vrijeme poluraspada u odnosu
na ostale analizirane kongenere,®® ali i ¢injenica da moZe nastati razgradnjom kongenera
BDE-209.1°’

Ostali analizirani kongeneri bili su detektirani u 53 % (BDE-100), 57 % (BDE-99),
60 % (BDE-47) i 83 % (BDE-154) uzoraka mlijeka. Najrjede su detektirani kongeneri BDE-28

I BDE-183. Kongener BDE-28 opcenito se nalazi u nizim razinama u okoliSnim uzorcima u
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odnosu na ostale analizirane kongenere, dok na niske razine kongenera BDE-183 vjerojatno
utjede njegovo kratko vrijeme poluraspada od samo 94 dana.%® U uzorku VMTKS5 (maseni udjeli
pojedinih kongenera u pojedina¢nim uzorcima prikazani su u Tablici 8.3. u Dodatku) BDE-183
je detektiran u veéem masenom udjelu (0,38 ng g~ masti) u odnosu na ostale uzorke, $to
ukazuje na kontinuiranu izlozenost majke formulaciji ,,okta“.

Raspon masenih udjela YPBDE bio je od 0,16 ng g* do 6,3 ng g~! 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 najvise razine spojeva PBDE (MALUL1 s 5,7 ng g ! masti odnosno FRSN1 sa 6,3
ng g!) dominirao kongener BDE-99, $to je u skladu s Cinjenicom da je to jedan od

najzastupljenijih kongenera formulacije ,,penta kojoj su majke izlozene u svom kucéanstvu.

Tablica 4.9. Maseni udjeli spojeva PBDE detektirani u uzorcima ljudskog mlijeka prikupljenim
od ispitanica (N = 30) iz Zagreba i okolice

. _____________________________________________________________________________________________________________________________|
Maseni udio / ng g~* masti

Spoj : Raspon? Qo Q1 Q2 Qs 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*-34 <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*
Y PBDE 30 0,16 - 6,3 0,16 0,28 0,49 1,2 6,3

n — broj pozitivnih uzoraka; 2 raspon masenih udjela u pozitivnim uzorcima; GD granica detekcije;
Qo minimum; Q1 donji kvartil (25 %); Q2 srednji kvartil (medijan); Qs gornji kvartil (75 %); Q4 maksimum;
* vrijednost iznad GD 1 ispod granice odredivanja

Vrlo sli¢ne vrijednosti sume masenih udjela istih sedam kongenera PBDE detektirane su u

uzorcima ljudskog mlijeka rodilja iz Gréke (od 0,32 ng g! do 13 ng g! masti, medijan:
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1,5 ng g* masti),!? Finske (od 1,5 ng g* do 19 ng g! masti, medijan: 5,2 ng g* masti) i
Francuske (od 0,5 ng g! do 15 ng g masti, medijan: 1,5 ng g* masti).}?® Nize vrijednosti
detektirane su uzorcima ljudskog mlijeka rodilja iz Irske (od 0,61 ng g* do 2,5 ng g~* masti,
medijan 1,4 ng g masti)'® i Kine (od 0,0064 ng g~* do 1,5 ng g~* masti, medijan: 0,71 ng g*
masti).1%

Sliéne vrijednosti medijana sume istih sedam kongenera PBDE detektirane su u
uzorcima ljudskog mlijeka rodilja iz Danske (4,9 ng g masti), uz nesto Siri raspon od
1,2 ng gt do 111 ng g* masti,'?® te 14 kongenera PBDE detektiranih u uzorcima ljudskog
mlijeka rodilja iz Njemacke (1,7 ng g* masti, raspon: od 0,51 ng g * do 113 ng g~* masti).***

Znacajno vise razine spojeva PBDE u uzorcima ljudskog mlijeka detektirane su na
podruéju SAD-a (od 10 ng g do 677 ng g masti, medijan: 453 ng g~* masti).!3! Sli¢an raspon
sume masenih udjela samo pet kongenera PBDE detektiran je i u uzorcima ljudskog mlijeka
majki iz Kalifornije (od 6,8 ng g! do 407 ng g~* masti, medijan: 30 ng g masti). lako su
navedene razine spojeva PBDE bile u padu u odnosu prethodna razdoblja,'?* u usporedbi s
naSim vrijednostima medijana > PBDE bile su i dalje preko 60 puta vise. Razlog tome je $to
Kalifornija ima izrazito stroge zakone 0 zastiti od pozara te su bili veliki potro$aci komercijalnih

formulacija koje sadrze spojeve PBDE.

4.3. Procjena rizika za ljudsko zdravlje

Unos spojeva PBDE u ljude odvija se dvama glavnim putovima, putem hrane i putem prasine
— prvenstveno ingestijom prasine, a u manjoj mjeri apsorpcijom putem koZe i inhalacijom. 8104
IzloZzenost majke ovim spojevima moze izmedu ostalog kontaminirati 1 ljudsko mlijeko, u
kojem se spojevi PBDE nakupljaju zbog svoje lipofilnosti i koreliraju s udjelom masti u
mlijeku. Dojenastvo je razdoblje kada je ljudski organizam u najvecoj mjeri izlozen unosu
organskih zagadivala zato sto se tada navedeni spojevi putem mlijeka izravno unose u dojence,
a prema preporuci Svjetske zdravstvene organizacije ljudsko mlijeko bi trebalo biti jedina
prehrana djece do Sestog mjeseca starosti. Stoga je ljudsko mlijeko jedna od najceSce koriStenih
bioloSkih matrica za biomonitoring ljudi, ali i za procjenu rizika za zdravlje dojencadi.

Podaci o razinama spojeva PBDE odredenih u realnim uzorcima ljudskog mlijeka

ispitanica 1 praSine iz njihovih kucanstava koristeni su za procjenu rizika za zdravlje rodilja i
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dojencadi. S obzirom na to da razine spojeva PBDE u zraku nisu izmjerene, izloZzenost majki i
dojencadi ovim spojevima putem inhalacije zraka/suspendiranih Cestica prasine nije izracunata.
Za dojencad je osim izloZenosti putem praSine uzeta u obzir i izloZzenost putem ljudskog
mlijeka.

Za procjenu dnevnog unosa spojeva PBDE u dojencad putem hrane (EDlmiijexo),

odnosno mlijeka koristena je jednadzba:'%

leijeko xm XV
BW

EDInjijero = [ng kg~" dan™'] @

gdje je ymiijeko maseni udio pojedinog kongenera PBDE ili ZPBDE (ng g! masti) u pojedinom
uzorku ljudskog mlijeka, m masa masti (g) u 1 mL mlijeka (sadrzaj masti svakog pojedinog
uzorka odreden je gravimetrijski), V je prosjecan dnevni volumen mlijeka koje dojenée popije
(prema uputama Americke agencije za zastitu okoli§al’™® za dojende staro mjesec dana iznosi
702 mL dan™t), dok je BW tjelesna masa (engl. Body Weight) dojendeta (4,14 kg).

Za procjenu dnevnog unosa spojeva PBDE u organizam majki i dojencadi putem
ingestije praSine (EDling) uzeta su u obzir dva scenarija. Za tzv. centralni scenarij, uzeta je
vrijednost prosjecne, a za drugi, tzv. najgori scenarij, visoke stope ingestije prasine (engl. Dust
Ingestion Rate, IRprsina) izrazena u mg dan™. Za izradun unosa putem ingestije praSine je

koristena formula:8°

_ ypraéina X IRpra§ina X AFgastro X HEF

EDljpg = B

[ng kg=! dan™1] (2)

gdje je Yprasina maseni udio pojedinog kongenera PBDE ili ZPBDE (ng g* prasine) u pojedinom
uzorku kuéne prasine i AFgastro (€ngl. Gastrointestinal Absorption Fraction) gastrointestinalna
apsorpcijska frakcija (%). Postotak, odnosno frakcija vremena koja se provede u kucanstvu
(engl. Home Exposure Fraction; HEF) i koja predstavlja vrijeme izlozenosti prasini iz tog
prostora, za odrasle prema literaturi iznosi 64 %,® dok je za malu djecu obi¢no veéa i iznosi
preko 80 %. S obzirom na to da se ovdje radi o dojencadi staroj mjesec dana, povecali smo taj

postotak i uzeto je da tako mala djeca provedu u svojim kué¢ama 95 % vremena.
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Za procjenu dnevnog unosa spojeva PBDE u organizam majki i dojencadi putem

dermalne apsorpcije (EDlgerm) koristena je formula:®®

Vprasina X DAS X ESA X AFgqrm X HEF
BW

EDlgerm = [ng kg_l dan_l] 3)

gdje je DAS (engl. Dust Adhered to Skin Rate) stopa vezanja prasine za kozu (mg cm2), ESA
(engl. Exposed Skin Area) povriina izlozene koze (cm?), a AFgerm (engl. Dermal Absorption
Fraction) dermalna apsorpcijska frakcija (mg cm™? dan™t). Pojedinosti i vrijednosti svih
parametara koji se koriste za izracun vrijednosti EDI dati su u Tablici 4.10.

Kvocijent opasnosti, koji predstavlja rizik od nekancerogenog ucinka promatranog
spoja/smjese uzimajuci u obzir pojedini put unosa, izraunat je dijeljenjem vrijednosti EDI (za
svaki kongener odnosno XPBDE i za svaki put izloZenosti) s odgovaraju¢om oralnom

referentnom dozom:

EDI jiiex
Hleijeko = ﬁ (4)
EDI;
HQing = ngg (5)
EDIy
HQgerm = T;rm (6)

Kongenerima za koje Americka agencija za zastitu okoli$a nije utvrdila RfD vrijednosti,

.....

i 200 ng kgt dan"! za BDE-154 i -183) dok je vrijednost 2000 ng kg dan™* odredena za
penta-BDE formulaciju primijenjena kao RfD za TPBDE.}""18 U slu¢aju ingestije prasine,
HQing je izraCunat za oba scenarija, centralni i najgori.

Indeks opasnosti je nekancerogeni rizik uslijed visestrukih puteva unosa izrazen kao

zbroj pojedinih vrijednosti HQ:

(")
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HI = Hleijeko + HQing + HQderm

HI <1 oznacava da ne postoji znacajan rizik od nekancerogenih u¢inaka, dok HI > 1 oznacava

da odredeni spoj moze predstavljati nekancerogeni rizik za izloZenu populaciju, s vjerojatnoséu

koja ima tendenciju porasta kako se povecava vrijednost HI.1"
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Vrijednosti procijenjenih dnevnih unosa, kvocijenata i indeksa opasnosti za svaki pojedini
kongener prikazani su u Tablicama 8.4. 1 8.5. u Dodatku, dok su vrijednosti dobivene za ZPBDE
prikazane u Tablici 4.11. (za majke, odnosno odraslu populaciju) te u Tablici 4.12. (za
dojencad).

Prema dobivenim podacima, unos spojeva PBDE u organizam majke putem dermalne
apsorpcije doprinosi ukupnoj izlozenosti prosje¢no manje od 6 % za centralni scenarij, dok u
najgorem scenariju doprinosi jo§ manje, svega 2 % za sve analizirane uzorke. Navedeni podaci
su u skladu s prijasnjim istrazivanjima.338%1% Ukupni procijenjeni unos Y PBDE u organizam
majke u rasponu je od 4,7 x 10° ng kgt dan? do 0,1 ng kg ! dan™* u slu¢aju centralnog scenarija
i od 1,4 x 10 ng kg dan! do 0,29 ng kgt dan™! u slu¢aju najgoreg scenarija. Kongeneri
BDE-99, BDE-47 i BDE-183 koji su bili najzastupljeniji u uzorcima kuéne prasine, najvise su
doprinijeli i ukupnom unosu spojeva PBDE u organizam majke putem ingestije ku¢ne prasine
S 26 %, 23 % i 19 %. Sto se ti¢e dermalne apsorpcije, najvec¢i doprinos imao je kongener
BDE-47.

Izracunate 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 veli¢ine ispod 1. Navedeni
rezultati ukazuju na to da detektirane razine spojeva PBDE u uzorcima kuéne praSine u
domovima majki iz Zagreba i okolice ne predstavljaju rizik za njihovo zdravstveno stanje.
Ovdje treba uzeti u obzir da ingestija i dermalna apsorpcija prasine predstavljaju jedan udio u
ukupnom unosu spojeva PBDE u organizam, a da jedan vazan put unosa, ingestija
kontaminirane hrane, u ovom radu nije istrazivan. S obzirom na to da nema poznatih vecih
izvora onecis¢enja spojevima PBDE u Hrvatskoj koji bi potencijalno mogli kontaminirati
hranu, smatramo da je opcenito rizik za zdravlje zbog unosa ovih spojeva u Hrvatskoj vrlo
nizak.

Prema dobivenim podacima, unos spojeva PBDE u organizam dojencadi putem
ljudskog mlijeka daleko je znacajniji (medijan 99 %) u odnosu na unos putem ingestije i
dermalne apsorpcije prasine (medijan < 1 %). No, u slu¢aju uzorka kod kojeg je nadena izrazito
visoka YPBDE u kuénoj prasini (523 ng g pradine, u odnosu na medijan YPBDE od
4,9 ng g prasine), doprinos putem ingestije praine je znacajniji (70 % za centralni scenarij i
88 % za najgori scenarij) od onog putem ljudskog mlijeka.

Ukupni procijenjeni unos Y PBDE u organizam dojenéeta u rasponu je od 0,72 ng kg™

dan! do 41 ng kg?! dan! u slu¢aju centralnog scenarija i od 0,84 ng kg dan! do
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41 ng kg dan! u slu¢aju najgoreg scenarija. Vazno je uzeti u obzir da postoje razlike u unosu
pojedinih kongenera PBDE iz razli¢itih matrica. Unos kongenera BDE-153 putem ljudskog
mlijeka bio je u rasponu od 0,44 ng kg~ dan™* do 5,3 ng kg™ dan?, no za dva uzorka ljudskog
mlijeka (FRSN1 i MALUTI) u kojima su detektirani najvisi maseni udjeli ZPBDE 1 u kojima je
po zastupljenosti prevladavao kongener BDE-99, upravo je procijenjeni dnevni unos tog
kongenera iznosio gotovo 22 ng kg dan™, §to je za ta dva uzorka vise od polovice
procijenjenog dnevnog unosa Y PBDE u dojen¢ad putem ingestije mlijeka. Sto se ti¢e unosa
spojeva PBDE putem ingestije kuéne praSine, znacajniji doprinos ukupnom unosu cine
kongeneri koji su detektirani u viSim masenim koncentracijama u samim uzorcima prasine.
Ocekivano, dojencad je izlozenija unosu spojeva PBDE u organizam putem ingestije i
dermalne apsorpcije kuéne prasine u odnosu na majke, $to se pokazalo i statisti¢ki znac¢ajno
(z = 5,322) prema Mann Whitney U-testu (Slika 4.10.). Time je potvrdeno da su dojenacad
izuzetno osjetljiva populacija, a pogotovo ako se uzme u obzir i njihova prehrana koja
znacajnije doprinosi ukupnom unosu spojeva PBDE u odnosu na kasnija zivotna razdoblja. Isto
je dobiveno i u radu Johnson i Restrepo (2009), gdje je istrazivanjem pet dobnih skupina
zaklju¢eno da je unos putem prasine u prosjeku bio od 3 do 5 puta veéi za dojenc¢ad u odnosu

na ostale dobne skupine.’

Varijabla: EDling + derm
28

26
24
22
20
18
16
14
12
1.0
08
06
04
0z

0.0 —— PR R

0.2 - o Medijan
Dojence* Majka [ 26%-75%
T Min-Maks

EDI ing + derm

Slika 4.10. Znacajnost razlika izmedu procjene ukupnog dnevnog unosa spojeva PBDE putem
prasine (ingestija i dermalna apsorpcija) u organizam majki i dojenceta prema Mann Whitney
U-testu (p < 0,05)

Karla Jagié¢ Doktorska disertacija



8 4. Rezultati i rasprava 87

Izracunate vrijednosti HQ za pojedini put unosa spojeva PBDE, a takoder i vrijednosti HI bile
su za dojencad uglavnom nekoliko redova veli¢ine ispod 1. Navedeni rezultati ukazuju da
prema razinama spojeva PBDE detektiranim u ljudskome mlijeku i ku¢noj prasini zdravstveno
stanje dojencadi nije ugrozeno uslijed unosa navedenih spojeva. U ve¢ spomenutim uzorcima
FRSN1 i MALUL, vrijednost HI od priblizno 0,2 za kongener BDE-99 znacajno se priblizila 1.
Dobiveni rezultati potvrduju da su dojencad izuzetno osjetljiva populacija podlozna znacajno
vecem unosu spojeva PBDE nego odrasla populacija, uglavnom zbog unosa putem mlijeka. S
obzirom na to da se ti spojevi dugo zadrzavaju u organizmu, a pred tom djecom je period kada
¢e zbog prije spomenutih obrazaca ponasanja njihova izloZenost uslijed ingestije praSine jos
viSe porasti, vazno je u najve¢oj mogucoj mjeri poduzeti radnje da se generalno smaniji
izloZzenost ovim Stetnim spojevima. Na razini svojih domova, to se moze posti¢i koriStenjem
novih materijala koji ne sadrze spojeve PBDE, redovitim uklanjanjem prasine i $to ¢e$¢im

provjetravanjem.
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4.4. Procjena povezanosti masenih udjela spojeva PBDE s karakteristikama
kuéanstva te 0sobnim podacima majke i dojencadi

U statistickoj obradi podataka izostavljen je uzorak kuéne prasine u kojem je maseni udio sume
analiziranih kongenera (YPBDE 523 ng g* prasine) bio znacajno visi u odnosu na ostale uzorke
(ekstrem).

Koeficijenti Spearmanove korelacije (r) izmedu masenih udjela analiziranih kongenera
PBDE u ku¢noj prasSini i ljudskome mlijeku prikazani su u Tablicama 4.13. i 4.14. Analiza
korelacija pokazala je statisticki znacajne pozitivne korelacije izmedu masenih udjela svih
analiziranih kongenera PBDE u ku¢noj prasini, kao i1 izmedu pojedinih kongenera i XPBDE,
Sto ukazuje na to da vjerojatno sli¢ni ¢imbenici utjeu na detektirane masene udjele. Jedan od
takvih ¢imbenika mogu biti uobicajeni izvori navedenih spojeva, poput tapeciranog namjestaja,
tekstila ili EE uredaja u kucanstvu. U usporedbi s jakim medusobnim korelacijama izmedu
najzastupljenijih kongenera formulacije ,,penta* (BDE-47, -99, -100, -153 i -154), vecina tih
kongenera ne pokazuje statisticki znacajnu korelaciju s predstavnikom formulacije ,,okta*
(BDE-183). To potvrduje da u kuéanstvima postoje materijali, odnosno proizvodi
kontaminirani s obje spomenute formulacije, no kongener BDE-183 vjerojatno potjece iz
drugih izvora u odnosu na kongenere formulacije ,,penta“.

Analizom korelacija masenih udjela kongenera PBDE izmjerenih u uzorcima ljudskog
mlijeka dobiven je manji broj statisti¢ki znacajnih korelacija izmedu pojedinih kongenera
PBDE. Statisticki znacajne medusobne korelacije nadene su izmedu kongenera BDE-47,
BDE-99, BDE-153 i BDE-154, sto je u skladu s rezultatima analize kuéne praSine. Takoder je
nadena znacajna korelacija izmedu para kongenera BDE-28 i BDE-183.

Statisticki znacajna korelacija izmedu izmjerenih masenih udjela u kuénoj prasini i onih
izmjerenih u ljudskome mlijeku nadena je za kongener BDE-28, te izmedu kongenera
BDE-183 iz mlijeka i kongenera BDE-28 iz kuéne prasine. Uocena sukladnost vrijednosti dviju
skupina podataka moze se objasniti time da su koncentracije oba kongenera (BDE-28 i
BDE-183) u maj¢inom mlijeku bile ispod granice detekcije u vise od 96 % analiziranih uzoraka
dok je koncentracija kongenera BDE-28 u ku¢noj prasini bila ispod granice detekcije u 90 %
uzoraka. Nadene su i statisticki znacajne korelacije izmedu kongenera BDE-153 u ljudskome
mlijeku i kongenera BDE-47, BDE-99, BDE-100, koji potjecu iz kuéne prasine (Tablica 4.15.),

Sto je u skladu s tim da su ispitanice bile najizloZenije formulaciji ,,penta®. Uz niske masene
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udjele detektiranih spojeva PBDE u ljudskome mlijeku, vjerojatni razlozi izostanka snaznijih
korelacija jesu i razlic¢ita biodostupnost pojedinih kongenera, sposobnost njihova vezanja i

akumulacije, kao i razli¢ito vrijeme njihova poluraspada u ljudskom organizmu.

Tablica 4.13. Koeficijenti Spearmanove korelacije (r) izmedu masenih udjela detektiranih
kongenera PBDE u uzorcima prasine iz kucanstva ispitanica iz Zagreba i okolice [statisti¢ki
znacajne korelacije (p < 0,05) su podebljane]

BDE-47 BDE-99 BDE-100 BDE-153 BDE-154 BDE-183 XPBDE

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

Tablica 4.14. Koeficijenti Spearmanove korelacije (r) izmedu masenih udjela detektiranih
kongenera PBDE u uzorcima ljudskog mlijeka ispitanica iz Zagreba i okolice [statisticki
znacajne korelacije (p < 0,05) su podebljane]

BDE-47 BDE-99 BDE-100 BDE-153 BDE-154 BDE-183 XPBDE

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) izmedu masenih udjela detektiranih
kongenera PBDE u uzorcima ljudskog mlijeka i prasine iz kucanstva ispitanica iz Zagreba i
okolice [statisticki znacajne korelacije (p < 0,05) su podebljane]

|

BDE-28° BDE-47° BDE-99° BDE-100° BDE-153° BDE-154° BDE-183® YPBDEP
- =

BDE-282 0,597 0,237 0,171 0,246 0,218 0,097 0,458 0,226
BDE-472 0,161 0,219 0,203 0,117 0,485 0,255 0,209 0,323
BDE-992 0,097 0,223 0,210 0,079 0,419 0,107 0,194 0,295
BDE-1002 0,122 0,280 0,218 0,094 0,409 0,068 0,224 0,313
BDE-1532 0,097 0,200 0,135 0,237 0,172 -0,089 0,075 0,204
BDE-1542 0,141 0,294 0,247 0,296 0,314 -0,017 0,166 0,328
BDE-183¢2 -0,011 -0,160 -0,221 0,042 -0,256 -0,317 -0,120 -0,214
> PBDE? 0,075 0,129 0,073 0,062 0,273 0,014 0,134 0,162

kuéna prasina; Pljudsko mlijeko

Spearmanova rank Kkorelacija pokazala je mali broj korelacija izmedu masenih udjela
pojedinacnih kongenera PBDE s karakteristikama kucanstva, odnosno majke i djeteta. Jedino
kongener BDE-100 detektiran u kuénoj prasini statisti¢ki znac¢ajno pozitivno korelira s brojem
sati koriStenja elektri¢nih i elektroni¢kih uredaja (r = 0,396) te negativno s povr§inom tepiha u
kucanstvu (r = 0,428), §to moze biti povezano s tim da je opCenito u kuc¢anstvima zabiljezeno
malo povrsina prekrivenih tepisima. U ljudskome mlijeku navedeni kongener statisti¢ki
znacajno pozitivno korelira s brojem tapeciranog namjesStaja (r = 0,402). Nedostatak veceg
broja statisticki znacajnih korelacija masenih udjela spojeva PBDE s brojem tapeciranog
namjestaja ili koli¢inom tekstila u ku¢anstvu moze se pripisati malom broju uzoraka, dok, S
druge strane, ni u istrazivanjima s puno ve¢im brojem uzoraka nisu uvijek nadene ocekivane
korelacije. Slucaj je to i u istrazivanju Whitehead i suradnika (2013) u kojem su analizirana 292
uzorka kuéne prasine te nisu nadene korelacije izmedu koncentracija spojeva PBDE 1 broja ili
sati koristenja elektroni¢kih uredaja kao ni broja tapeciranog namjestaja, Sto se pripisalo
¢injenici da, unato€ prividnoj sli¢nosti, takvi predmeti mogu sadrzavati spojeve PBDE u vrlo
razli¢itim koli¢inama. '8!

Od dostupnih osobnih podataka majke odnosno djeteta dobivenih iz Anketnih obrazaca,
nadena je korelacija pojedinih kongenera jedino s BMI majke. Svi kongeneri osim BDE-47
negativno su korelirali s BMI majke izraCunatim za tri perioda: prije trudnoce, neposredno prije

poroda i mjesec dana nakon poroda (Tablica 4.16.). Za sve tri kategorije korelacija BMI s
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BDE-153 je i statisticki znacajna, dok kongener BDE-99 statisticki znacajno korelira s BMI
prije trudnoce, a kongener BDE-154 s BMI prije trudnoée i mjesec dana nakon poroda. Moguce
objasnjenje dobivenih rezultata bi bilo da se ovi spojevi kod ispitanica s ve¢im BMI
raspodjeljuju i1 u drugim dijelovima tijela s pove¢anim udjelom masti, Sto dovodi do efekta
razrjedenja. U drugim radovima nisu uocene statisticki znacajne korelacije izmedu masenih
udjela spojeva PBDE i indeksa tjelesne mase.123129.141

Nije bilo statisticki znaGajne korelacije izmedu izmjerenih masenih udjela spojeva
PBDE u ljudskome mlijeku s masti mlijeka. Moguci razlog je mali broj uzoraka, a i ¢injenica
da nisu sve ispitanice bile prvorotke, te, kao $to je napomenuto, redni broj i trajanje laktacije
mogu utjecati na smanjenje razina lipofilnih organskih zagadivala u mlijeku jer tim procesom

dolazi do njihova izlu¢ivanja.

Tablica 4.16. Koeficijenti Spearmanove korelacije (r) izmedu masenih udjela detektiranih
kongenera PBDE u uzorcima ljudskog mlijeka i indeksa tjelesne mase [prije trudno¢e (BMIprije);
neposredno prije poroda (BMlporod); mjesec dana nakon poroda (BMlnakon)] [statisti¢ki znacajne
korelacije (p < 0,05) su podebljane]

]
BMlprije BMlporod BM Inakon

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

Koristenjem faktorske analize uz ekstrakciju analizom glavnih komponenata cilj je bio utvrditi
manji broj izvedenih varijabli koje objasnjavaju povezanost veceg broja varijabli.

Faktorska analiza pokazala je da varijaciju masenih udjela spojeva PBDE izmjerenih u
uzorcima praSine ispitivanih kucanstava mogu opisati dva glavna faktora. Prvi modelu
doprinosi s gotovo 73 % i ¢ine ga kongeneri iz formulacije ,,penta®, dok drugi faktor doprinosi
s 14 % i ¢ini ga kongener BDE-183 kao glavni predstavnik formulacije ,,okta®. Zajedno ta dva
faktora objasnjavaju 87 % ukupne varijance (Tablica 4.17.)
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Tablica 4.17. Rezultati faktorske analize nakon ekstrakcije glavnih komponenti (rotacija
varimax s normalizacijom Kaiser) masenih udjela spojeva PBDE u ku¢noj prasini. Znacajne
korelacije (r > 0,7) su podebljane

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
SN EETE 5,840 1,143
vrijednost

Udio ukupne 72.99 14.29

varijance (%)

Na Slici 4.11. prikazan je dijagram varijabli izveden iz prve dvije glavne komponente, ¢ime je

omogucena vizualizacija njihovog grupiranja.

licina tapeciranog namjestaj
v

v .
* povrsiia tepiha
.

*broj ukucana

BDE[99

N~ . .
 * broj prozora i vrata
BDE}47 \

Faktor 2 : 14.29%

*povriina objekta

*sati koristenja el. uredaja

05

-1.0 05 0.0 0.5 1.0
Faktor1:72.99%

Slika 4.11. Dijagram varijabli izveden iz prve dvije glavne komponente za spojeve PBDE
detektirane u prasini iz kucanstava Zagreba i okolice uz dodatne varijable povezane s
karakteristikama kucanstva
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Grupiranje kongenera PBDE dospjelih iz istih komercijalnih formulacija dodatno potvrduje da
u kucanstvima postoje razli¢iti izvori obje komercijalne formulacije i da su oni na maloj
udaljenosti od mjesta uzorkovanja prasine.

Kao dodatne varijable (engl. Supplementary Variables) (na Slici 4.11. prikazane
crvenom bojom) istrazene su neke od karakteristika kucanstva iz anketnih podataka, a za koje
smo na temelju dosadasnjih saznanja i literaturnih podataka smatrali da mogu utjecati na
ukupnu izloZenost spojevima PBDE. Teoretski, $to su dodatne varijable udaljenije od ishodista
i blize pojedinim varijablama koje predstavljaju masene udjele kongenera, njihov doprinos
modelu je veéi. UocCava se da su od ishodista najudaljenije dodatne varijable adaptacija, starost
objekta, broj elektri¢nih i elektronickih uredaja te broj sati njihovog koristenja, $to znaci da ti
parametri u najvecoj mjeri doprinose izmjerenim masenim udjelima spojeva PBDE u ku¢noj
prasini iako njihov doprinos nije statisti¢ki znacajan.

Sto se tice ljudskog mlijeka, na Slici 4.12. prikazana su dva dijagrama varijabli izvedena
iz prvih dviju glavnih komponenti povezanih s osobnim podacima majke i dojenceta () i

karakteristikama kuc¢anstva (b).

a) 10t b) 10}
BDEE:LSS
BDE 28
BDE 183, BDE28
*broj prozoraivrata
05} 0.5t HLANGY ) )
-aqap\tacua *starost objekta
Ko .
N *prisuthost na poslu/tjedni trudnode B3 e s - roj ukucana
~N —--===" o~ broj elektricnih ureday N . .
IS BDE 154 o ,*povrsina objekta
@ ; @ [~
A 00l AfIBDE 100 - 0.0 |BDE100 *koli€ina tapeciranog namjestaja
o ’ suln PBDE *starost majke o BDE154 Bp A .
=) DE 4 . B . 2 *satifkoriStenja el. uredaja
= 4 *porodajna teZina djeteta - purri PBDE
- *BMI majke = -~ .
BDE 99 BDE 99 *povrsina tgpiha
05+ 05+t -
BDE 153 BDE 153
40+ -1.0 b
-1.0 0.5 0.0 0.5 1.0 -1.0 0.5 0.0 0.5 1.0
Faktor 1:69.02% Faktor1 :69.02%

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 kucéanstva (b)
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Vidljivo je da varijaciju (88 % ukupne varijance) masenih udjela spojeva PBDE nadenih u
ljudskome mlijeku mogu opisati dva glavna faktora — prvi modelu doprinosi sa 69 % i ¢ine ga
ponovno kongeneri iz formulacije ,,penta‘“ dok drugi faktor doprinosi s 19 % i ¢ine ga kongeneri
BDE-28 i BDE-183 (Tablica 4.18.). Grupiranje ova dva kongenera vjerojatno se moze pripisati
njihovoj maloj zastupljenosti u uzorcima ljudskog mlijeka, odnosno ¢injenici da su nadeni 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.
Statisti¢ki znacajne korelacije (r > 0,7) su podebljane

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 5,522 1,521
vrijednost

Udio ukupne 69,02 19,02

varijance (%)

Jedina dodatna varijabla vezana uz karakteristike majke i djeteta, a koja je grupirana blize
kongenerima BDE-28 i BDE-183 (iako ne statisticki znacajno) je tjedan trudnocée 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 moze se zakljuéiti da su time bile izloZenije
spojevima PBDE u poslovnoj okolini nego u vlastitom kucanstvu. Dimitradou i1 suradnici
(2016) takoder su uocili da majke koje rade uredske poslove imaju povisene masene udjele
spojeva PBDE, te da su posebno kongeneri BDE-47 i BDE-153 u snaznoj korelaciji sa
zanimanjem.?3

Kad se gledaju dodatne varijable povezane s karakteristikama kucanstva, one koje u
najvec¢oj mjeri doprinose modelu, iako ne statisticki zna¢ajno, su adaptacija, broj prozora i
vrata, povrsina tepiha te broj elektri¢nih i elektronic¢kih uredaja i broj sati njihovog koristenja.

Zanimljivo je da su tri varijable (adaptacija, broj elektri¢nih i elektronickih uredaja i broj sati
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njihovog koristenja) ovdje izdvojene zbog doprinosa modelu, imale najve¢i doprinos modelu i
u slucaju kucne prasine (Slika 4.11.).

Rezultati postupne viSestruke regresije prikazani su u Tablici 4.19. i pokazuju da su
pozitivni prediktori masenog udjela > PBDE u ku¢noj prasini broj elektri¢nih i elektroni¢kih
uredaja i starost kuée/stana, dok su broj tapeciranog namjestaja te povrsina stana/kuce negativni
prediktori. To znaci da se u starijim gradevinama, manje stambene povrsine s ve¢im brojem
elektricnih i elektronskih uredaja i manjim brojem tapeciranog namjestaja mogu ocekivati visi
maseni udjeli > PBDE. Jedini prediktor za koji bi se o¢ekivalo upravo suprotno od dobivenog
je broj tapeciranog namjestaja, odnosno ocekivalo bi se da u kuéanstvima s ve¢im brojem
tapeciranog namjestaja budu i visi maseni udjeli spojeva PBDE. No, kao $to je prije spomenuto,
takve korelacije nisu uvijek nadene, s obzirom na to da u kucanstvima i veliki broj drugih
parametara moze utjecati na koncentracije spojeva PBDE u praSini.

Ako izdvojimo dva uzorka u kojima su detektirani najvisi maseni udjeli spojeva PBDE
u prasini (VRAM3 s 523 ng gt i SKKS7 s 154 ng g 1), na temelju informacija danih u Anketnim
obrascima moze se vidjeti da su navedeni uzorci kuéne prasine prikupljeni u obiteljskim
kuc¢ama koje su medu najstarijima od svih istrazivanih te su ukucani izvijestili o visokom udjelu
vremena provedenom Koriste¢i elektri¢ne i elektroni¢ke uredaje. Osim toga, u odnosu na ostala
kucanstva, izvijestili su da je ucestalost usisavanja niska, sto moze doprinijeti gomilanju

zagadivala u ku¢noj praSini.
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Tablica 4.19. Sazeti rezultati postupne visestruke regresije izmedu masenih udjela > PBDE u
kucénoj prasini i ljudskome mlijeku i varijablama povezanim s kucanstvom te majkom i
djetetom. Statisticki znacajne korelacije su podebljane

]
> PBDE u kuénoj praSini  YPBDE u ljudskome mlijeku
|
Karakteristike kucanstva

broj tapeciranog namjestaja -0,218 -
broj ukuéana -0,485 -
broj EE uredaja 0,228 -
sati koriStenja EE uredaja - 0,017
povrsina stana/kuce -0,340 -0,011
starost stana/kuce 0,304 -
povrsina tepiha 0,138 0,096
Osobni podaci majke

dob majke - -0,067

Sto se ti¢e prediktora masenih udjela YPBDE u ljudskome mlijeku u odnosu na karakteristike
kucanstva, pozitivni prediktor je povrSina tepiha u kucanstvu, dok je povrSina stambenog
prostora negativni prediktor. Ovdje je vazno istaknuti da manja povrSina stambenog prostora
potencijalno utjece na povisene masene udjele spojeva PBDE ne samo u kué¢noj prasini nego i
u ljudskome mlijeku. Kao prediktor masenog udjela Y PBDE u ljudskome mlijeku s obzirom na
karakteristike majke, istaknula se samo dob i to kao negativan prediktor. Smanjenje masenih
udjela YPBDE s poveéanjem godina majke uo¢ili su i Yin i suradnici (2019),2*! dok u drugim
radovima nisu uodéene sli¢ne statisticki znacajne korelacije. 123129137

Gledaju¢i ukupno, razliCiti statisticki alati izdvojili su nekoliko parametara koje
mozemo povezati s odredenim masenim udjelima spojeva PBDE u ku¢noj prasini i ljudskome
mlijeku. Prije svega to su elektri¢ni 1 elektronicki uredaji 1 vrijeme njihova koriStenja, ¢ijim
porastom rastu i razine spojeva PBDE. Obrnuto, §to je gradevina novija ili nedavno adaptirana
te povr§ina stambenog prostora veéa, razine spojeva PBDE se smanjuju. Sto se tie

karakteristika majke, pokazalo se da utjecaj na izmjerene masene udjele spojeva PBDE u

mlijeku mogu imati dob, izloZenost na radnom mjestu te BMI.
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§ 5. ZAKLJUCCI

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 razluc¢ivanje svih sedam kongenera PBDE
postignuto je unutar 23 minute. Linearan odziv detektora postignut je za sve spojeve uz

koeficijente korelacije r vece od 0,995 na obje plinskokromatografske kolone.

2. Preliminarnim istrazivanjima ucinkovitosti raznih otapala i smjesa otapala za kvantitativnu
ekstrakciju spojeva PBDE iz ku¢ne prasine pomocu ekstrakcije potpomognute mikrovalovima
izdvojene su smjese w(n-heksan, aceton)=1:1 i y(n-heksan, H,0)=10:1, ¢ijom su primjenom
postignuti zadovoljavajuéi analiticki povrati (> 60 %). Te su dvije smjese otapala predstavljale
kvalitativni parametar u eksperimentu osmisljenom prema potpunom faktorskom dizajnu

eksperimenta.

3. Uz smjesu otapala kao kvalitativni parametar, serijom pokusa osmisljenih prema potpunom
faktorskom dizajnu eksperimenta istrazeni su volumen otapala, temperatura i vrijeme
ekstrakcije kao kvantitativni parametri koji potencijalno mogu utjecati na ucinkovitost
ekstrakcije potpomognute mikrovalovima spojeva PBDE iz kuéne prasine. Statisticki znacajan
utjecaj naden je samo za vrstu primijenjenog otapala. Smjesom otapala w(n-heksan, aceton)=1:1
ekstrahirani su vi§i maseni udjeli spojeva PBDE (od 222 ng g * do 327 ng g ! prasine) u odnosu
na smjesu otapala w(n-heksan, H,0)=10:1 (od 133 ng g~ do 216 ng g* prasine). Odabrani
optimalni uvjeti ekstrakcije potpomognute mikrovalovima spojeva PBDE su sljedeci:
ekstrakcija 1 g kucéne prasine uz dodatak 20 mL smjese w(n-heksan, aceton)=1:1 pri 80 °C

tijekom 20 minuta.

4. Optimiran je postupak prociS€avanja ekstrakta kuéne praSine. ProciS€avanje ekstrakta
svedeno je na samo jedan korak upotrebom visSeslojne kolone SPE punjene s 2 g neutralnog
silikagela i 4 g silikagela modificiranog s koncentriranom H2SOa, uz kondicioniranje kolone s

10 mL n-heksana i eluiranje spojeva PBDE s 15 mL smjese y/(n-heksan, diklormetan)=4:1.
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5. To¢nost i preciznost metode odredivanja spojeva PBDE u ku¢noj prasini istrazene su nakon
optimizacije uvjeta ekstrakcije potpomognute mikrovalovima i nakon optimizacije postupka
pro¢iséavanja ekstrakta pri koncentracijskoj razini od 50 ng mL ™. U skladu s oéekivanjima,
optimizacijom postupka proc¢is¢avanja postignuti su veéi analiti¢ki povrati (od 76 % do 90 %)
u odnosu na one dobivene nakon optimizacije uvjeta ekstrakcije (od 70 % do 83 %), uz
podjednaku ponovljivost metode.

6. Pouzdanost analitickog postupka temeljenog na ekstrakciji potpomognutoj mikrovalovima
spojeva PBDE iz kuéne prasine smjesom otapala y(n-heksan, aceton)=1:1 provjerena je
analizom certificiranog referentnog materijala kuéne prasine (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. Istrazena je u€inkovitost ekstrakcije potpomognute mikrovalovima spojeva PBDE iz razlicito
pripravljenih uzoraka ljudskog mlijeka (liofilizirano, tekuée 1 liofilizirano uz dodatak
destilirane deionizirane vode). Priprava uzorka pokazala se najvaznijim korakom za dobivanje
zadovoljavajuéih analitickih povrata spojeva PBDE. Najbolja u¢inkovitost (analiti¢ki povrati
od 61 % do 83 %) ekstrakcije spojeva PBDE dobivena je analizom liofiliziranog ljudskog
mlijeka uz dodatak 10 mL destilirane deionizirane vode i primjenu denaturirajucih sredstava,
mravlje Kiseline i propan-2-ola, i smjese otapala y(n-heksan, aceton)=1:1 za ekstrakciju. Na taj
nacin peterostruko se smanjio ukupni volumen uzorka u odnosu na uzorak tekuceg ljudskog

mlijeka, a dodatkom vode povecan je dipolni moment smjese uzorka i otapala.

8. Detaljnijom optimizacijom uvjeta ekstrakcije potpomognute mikrovalovima, zakljuceno je
da promjena omjera otapala, volumena denaturirajucih reagensa i/ili prethodne inkubacije s
njima nema utjecaja na u¢inkovitost ekstrakcije spojeva PBDE iz uzoraka ljudskog mlijeka.
Povecanje volumena smjese otapala i temperature ekstrakcije povoljno su utjecali na njezinu
ucinkovitost te su za ekstrakciju spojeva PBDE iz 5 g liofiliziranog mlijeka uz dodatak
destilirane deionizirane vode najbolji analiticki povrati postignuti upotrebom 40 mL smjese
otapala y(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 procis¢avanja ekstrakta ljudskog mlijeka. Optimalno prociscavanje
ekstrakta provedeno je u dva koraka: 1) izmuckivanje ekstrakta s koncentriranom sumpornom
kiselinom 1 2) propustanje izdvojenog organskog sloja kroz viseslojnu 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 y(n-heksan, diklormetan)=4:1.

10. Tocnost i preciznost metode odredivanja spojeva PBDE u ljudskome mlijeku istrazene su
analizom obogacéenih uzoraka pri dvije koncentracijske razine: 5 ng mL™* i 25 ng mL™2.
Dobiveni su podjednaki analiticki povrati pri obje koncentracijske razine (niza: od 61 % do
74 %; visa: od 63 % do 80 %), uz zadovoljavajucu ponovljivost (< 12 % odnosno < 10 %).
Pouzdanost analitiCkog postupka temeljenog na ekstrakciji potpomognutoj mikrovalovima
spojeva PBDE iz ljudskog mlijeka smjesom otapala w(n-heksan, aceton)=1:1 provjerena je i
analizom komercijalnog adaptiranog mlijeka za dojenc¢ad. Analiticki povrati (od 60 % do
71 %) uz ponovljivost < 7 % odli¢no su se slagali s prethodno dobivenim rezultatima validacije

metode.

11. Suma masenih udjela spojeva PBDE u uzorcima prasine iz kuc¢anstava Zagreba i okolice
bila je u rasponu od 0,24 ng g~' do 523 ng g ! prasine. Najvisi maseni udjeli odredeni su za
kongenere BDE-47, BDE-99 i BDE-183, a medijan njihovog doprinosa ukupnoj sumi iznosio
je 83 %. Usporedbom izmjerenih masenih udjela pojedinacnih kongenera PBDE s aktualnim
istrazivanjima na globalnoj razini moze se zakljuciti da su razine u ku¢noj prasini na podrucju

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 * do 6,3 ng g ! masti. U najvi§im masenim udjelima odreden je
kongener BDE-153, koji je detektiran u 100 % ukupnog broja uzoraka. Usporedbom sume
masenih udjela spojeva PBDE s novijim istrazivanjima na globalnoj razini moze se zakljuciti
da su razine u ljudskome mlijeku na podrucju Zagreba i okolice relativno niske, §to je u skladu

s razinama detektiranim u paralelnim uzorcima kuéne praSine.
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13. Za odraslu populaciju je ocekivano unos spojeva PBDE u organizam veci putem ingestije
prasine u odnosu na dermalnu apsorpciju, dok je kod dojencadi unos spojeva PBDE u
organizam putem ljudskog mlijeka daleko znacajniji (medijan 99 %) u odnosu na unos putem
praSine (medijan < 1 %). lznimka je uzorak prasine u kojem je nadena izrazito visoka suma
spojeva PBDE te je doprinos putem ingestije prasine za dojencad bio veéi u odnosu na unos
putem mlijeka. Usporedbom rezultata potvrdeno je da je dojencad izuzetno osjetljiva populacija
podlozna znacajno ve¢em unosu spojeva PBDE nego odrasla populacija, uglavhom zbog unosa
putem mlijeka. Kongeneri BDE-99, BDE-47 i BDE-183, koji su bili najzastupljeniji u uzorcima
kuc¢ne prasine, najvise su doprinijeli i ukupnom unosu spojeva PBDE u organizam majke putem
ingestije kuéne pragine. Sto se ti¢e ljudskog mlijeka, ukupnom unosu spojeva PBDE u
organizam dojenceta najvise je doprinio kongener BDE-153. IzraCunate vrijednosti indeksa
opasnosti koji uzima u obzir sve moguce puteve unosa spojeva PBDE bile su za dojencad i
majke nekoliko redova velicine ispod 1. U sluc¢aju dojencadi, u dva slucaja se vrijednost indeksa

opasnosti (~ 0,2) za kongener BDE-99 znacajno priblizila 1.

14. Razli¢itim statistickim tehnikama istraZene su medusobne korelacije izmjerenih masenih
udjela pojedina¢nih kongenera PBDE i njihove sume s prikupljenim podacima o majkama i
njihovim zivotnim navikama te potencijalnim izvorima spojeva PBDE prisutnim u njihovim
kucanstvima. Pokazano je da u kucanstvima postoje materijali, odnosno proizvodi
kontaminirani s formulacijama ,,penta“ i ,,okta®. Porastom broja elektri¢nih i elektronickih
uredaja te vremena njihova koristenja rastu i razine spojeva PBDE. Obrnuto, u novijim ili
nedavno adaptiranim te povr§inom veéim stambenim prostorima, mogu se oc¢ekivati nize razine
spojeva PBDE. Sto se ti¢e karakteristika majke, pokazano je da utjecaj na izmjerene masene

udjele spojeva PBDE u mlijeku mogu imati dob, izloZenost na radnom mjestu te BMI.

15. Rezultatima je potvrdeno da je dojencad 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 izlozenost ovim spojevima putem ingestije praSine dodatno povecava zbog
ucestalog prinoSenja ruku i raznih predmeta ustima te kontakta s podovima i drugim
predmetima, vrlo je vazno poduzeti preventivne radnje za smanjivanje masenih udjela
navedenih spojeva u njihovom okruZenju. To se moze posti¢i redovitim usisavanjem,

provjetravanjem te upotrebom novijih proizvoda i materijala koji ne sadrze spojeve PBDE.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

Kratica Znacenje

/ nije analizirano

>PBDE suma masenih udjela spojeva PBDE

Ymlijeko maseni udio specificnog kongenera PBDE ili XPBDE u pojedinom
uzorku ljudskog mlijeka

Yprasina maseni udio specifi¢nog kongenera PBDE ili XPBDE u pojedinom
uzorku kuéne prasine

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 usporivaci gorenja (engl. Brominated Flame Retardants)

BW tjelesna masa (engl. Body Weight)

CCD sredisnji kompozitni dizajn (engl. Central Composite Design)

DAS stopa vezanja praSine za kozu (engl. Dust Adhered to Skin Rate)

ECD detektor zahvata elektrona (engl. Electron Capture Detector)

ECNI ionizacija niskoenergijskim elektronima (engl. Electron Capture
Negative lonization)

EDI procjena dnevnog unosa (engl. Estimated Daily Intake)

EDling procjena dnevnog unosa spojeva PBDE u organizam majki i dojencadi
putem ingestije prasine

EDlderm procjena dnevnog unosa spojeva PBDE u organizam majki i dojencadi
putem dermalne apsorpcije

EE otpad elektricni i elektronicki otpad

EFSA Europska agencija za sigurnost hrane (engl. European Food Safety
Authority)

El ionizacija elektronima (engl. Electron lonization)

ESA povrsina izlozene koze (engl. Exposed Skin Area)

Karla Jagié¢ Doktorska disertacija



8 6. Popis oznaka4, kraticé i simbola 104

EU
FFD
HEF

HI
HIPS
HRMS

HQ

GC
GC-MS/MS
GC-pECD
GD

GPC

IARC

IRpraéina

IUPAC

LLE
log Kow

LVI
m
MAE

MeO-PBDE
MS

MS/MS

m/z

N

NCI

Europska unija

potpuni faktorski dizajn eksperimenta (engl. Full Factorial Design)
postotak, odnosno frakcija vremena koja se provede u kucanstvu (engl.
Home Exposure Fraction)

indeks opasnosti ili rizika (engl. Hazard Index)

polistiren visokog utjecaja (engl. High Impact Polystyrene)
spektrometrija masa visoke rezolucije (engl. High Resolution Mass
Spectrometry)

kvocijent opasnosti ili rizika (engl. Hazard Quotient)

plinska kromatografija (engl. Gas Chromatography)

plinska kromatografija uz tandemnu spektrometriju masa

plinska kromatografija uz detektor zahvata elektrona

granica detekcije

gel propusna kromatografija (engl. Gel Permeation Chromatography)
Medunarodna agencija za istrazivanje raka (engl. International Agency
for Research on Cancer)

stopa ingestije prasine (engl. Dust Ingestion Rate)

Medunarodna unija za ¢istu i primijenjenu kemiju (engl. International
Union for Pure and Applied Chemistry)

ekstrakcija tekucée-tekuce (engl. Liquid-Liquid Extraction)

logaritamska vrijednost koeficijenta razdjeljenja izmedu n-oktanola i
vode

veliki volumen injektiranja (engl. Large Volume Injection)

masa

ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (engl. Microwave Assisted
Extraction)

metoksilirani polibromirani difenil-eteri

detektor spektrometrije masa (engl. Mass Spectrometry)

tandemna spektrometrija masa

omjer mase i naboja

broj uzoraka

negativna kemijska ionizacija (engl. Negative Chemical lonization)
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ND
OH-PBDE
PBDE
PBT

PCA

PLE

POPs
PTV

RfD
RSD
SAD
SPE
T4
TSH
UAE

U.S. EPA

\Y
WHO

nije detektirano

hidroksilirani polibromirani difenil-eteri

polibromirani difenil-eteri (engl. Polybrominated Diphenyl Ethers)
polibutilen tereftalat

analiza glavnih komponenti (engl. Primary Component Analysis)
ekstrakcija potpomognuta visokim tlakom (engl. Pressurised Liquid
Extraction)

postojana organska zagadivala (engl. Persistent Organic Pollutants)
injektor s programiranom  temperaturom isparavanja  (engl.
Programmable Temperature Vaporization)

referentna doza (engl. Reference Dose)

relativna standardna devijacija

Sjedinjene Americke Drzave

ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. Solid Phase Extraction)

tiroksin

tireoidni stimuliraju¢i hormon

ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (engl. Ultrasonic Assisted
Extraction)

Americka agencija za zastitu okoliSa (engl. United States Environmental
Protection Agency)

volumen

Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization)
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§ 8. DODATAK

Prilog 1. Suglasnost za sudjelovanje u istrazivanju

i

4} Healt

SUGLASNOST ZA SUDJELOVANJE U ISTRAZIVANJU
Naziv projekta: Razvoj validacija i primjena analitickih metoda za odredivanje PBDE-a

(Voditelj projekta: dr.sc. Darija Klinéi€, dipl. ing. kemije)

Postovana,

pozivamo da u svojstvu ispitanika sudjelujete u istraZivanju u kojem se ispituje izlozenost ope
populacije postojanim organskim zagadivalima. Sve ispitanice ko to zatraze dobit ¢e povratnu
informaciju o rezultatima istraZivanja kada ona budu dostupna.

IstraZivanje €e se provoditi u Institutu za medicinska istraZivanja | medicinu rada iz Zagreba u
sklopu projekta ,Rozvoj, validacijo | primjena analitickih metoda za odredivanje PBDE-o” Eiji je voditelj
drsc. Darija Klindic, dipl. ing. kemije. Uzorkovanje provodite samostalnou Vasem domu. Molimo
Vas, pazljivo protitajte ovu Suglasnost ze sudjelovanje u istraZivanju u kojoj se objasnjava zasto se
ispitivanje provodi te na koji natin je potrebno skupiti uzorke.

U slufaju da ne razumijete bilo koji dio Suglesnosti molimo Vas da se za objasnjenje obratite
suradniku/istrazivalu. Vase sudjelovanje u ovom ispitivanju je dobrovalino | mozete se u bilo
kojem trenutku povudi. Ukoliko odludite sudjelovati u ovom istraivanju od Vas e se traZiti da
potpisete Suglasnost za sudjelovanje u istraZivanjuuz naznaku datuma.

Suradnkv/istrazivadi koji provode ovo istraZivanje nece primiti nikakvu financijsku naknadu.
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PODACI O ISTRAZIVANIU

Cilj istrafivanja je ispitati razine bromiranih spojeva u ljudima i kuénoj prasini. Bromirani spajewi,
preciznije polibromirani diferil eteri (PBDE] svoju glavnu primjenu imaju kao usporivadi gorenja te
se prondlaze u namjestaju, tepisima, elektridmm i elektronskim uredajima. Zbog mogudnosti
hlaplienja safiz predmeta u kojima se nalaze, u veliko) su mjeri zastupljeni u kudnaj prasini. Mo
zhog svoje izrazite postojanosti | spore razgradnje oni se pronalaze | u svim dijelovima akolida, od
vode i hrane, preko Zivatinia pa sve da ljudi. Zbog svojih lipofilmh svojstava u ljudima se nakupljaju
u thivima koja sadrie mast, medu ostalim i u majéinom milijeku

MajEino milijeko prepoznato je kao idealna matrica za odredivanje razina postojanih organskib
spojeva u ljudima obzirom da je sama tehnika uzorkovanja neinvazivna, a rezultati osim izloZenosti
majke omogutuju | progjenu unosa ovih spojeva u organizam dojendadi kao jedne od najosjetljivijib
populacijskih skupina. Analiza uzoraka kutne prasine iz domova ispitanica omogudila bi procjenu
vainosti unosa ovih spojeva putem udisanja kufne prasine, a koji se smatra jednim od najvainijih
pukcrva unosa ovih spojeva u arganizam.

Istradivanje je vaino jer dosada u Hrvatskoj nisu mjerene razine bromiranib spojeva te nije poznato
u kolikoj mjeri su zastuplieni u nasim domovima i o populaciji. Hrvatska kao Elanica EU i potpisnica
Stackholmske konvencie o postojomm organskim anediSyudm tvarima duZna je pratiti razing owih
spojeva u akolidu i ljudima. lako je njihova proizvodnja | upotreba zabranjena, zhog intenzivne
primjene u proslost oni ce jos dugi niz godina biti prisutni u biosferi. Prafenje njihove pojavnosti
tijekam vremena omogudit e | pratenje ufinkovitost zakonskih mjera poduzetih u surhu zastite
okolisa i ljudskog zdravlja.

Ukaliko pristajete na sudjelovanje u istraZivanju, molimo Vas da vz ovu Sugiesnost 2o sudielovanje v
istrafivanju ispunite | Anketnd obrazec Za sve eventualne nejasnole mozete kontaktirati voditelja
projekta ifili suradnike/istrazivate kojisu Vas kontaktirali u vezi sudjelovanjaw istrazivanju.

UZORKOVANJE MAJCINGG MLIEKA

Uzorkowanje majfinog mlijeka provodi se na nadin da izdajite maksimalno mlijeka koliko ste u
moguinosti donirati (minimalan volumen 100 mL milijeka) otprilike mjesec dana nakon poroda u
prethodno opranu i za tu swrhu pripremijenu boficu koju Wam je predao suradnikfistrazivad
Takoder je potrebno pripaziti da su Vam ruke fiste kako pritom ne bi dodlo do kontaminacije
uzorka, Vaina napomena: Mlijeko ne treba nuino biti izdojeno odjednom, samo ga je potrebno u
meduvremenu drzati u frizideru il zamrzivatu te sujede izdojeno miijeko jednostavno daodati
prethodno izdojenom miijeku. lzdajanje mozete obaviti rufno il pormodu izdajalice u uvjetima koji
am majvide odgovaraju kako bi se osjedal ugodno. Makon 3to je skuplieno dovolino miijeka,
potrebno ga je driati u zamrzivady | sa suradnikom/istraZivatemn dogovoriti njegov transport u
laboratorij Instituta za medicinska istraZivanja i medicinu rada.

U laboratoriju e suradnik/istraZivad uzorak obiljefiti Sifrom te pohraniti na -20 °C do daljinje
abrade i analize.

UZORKOVANIE KUCNE PRASINE

1 swrhu dobivanja adekvatnog uzorka kudne pradine, potreban je uzorak od otprilike mjesec dana
usisavanja. U tu surhu, patrebno je da Wi il Vasi okugani o usisaval stavite novo wredicy kada sa
priblizi termin poroda il najkasnie kada se vratite iz rodilista Ukoliko posjedujete usisaval s
pasudom za skupljanje pradine umjesto vredice te nakon jednag ih nekoliko usisavanja tu posudu
imate obifaj prazniti, potrebno je da od datuma podetka vzorkovanja tu pradinu praznite u
papirmatu vredicu tijekom mjesec dana uzorkovanga Neovisno o metadi sakupljanja, potrebnao je
zahilipditi datum pofetka | zavrSetka skupljanja uzorka Uzorkovanje je potrebno provoditi w
periodu od mjesec dana, odnosno kada se skupi mijeko istovremeno se predaje i uzorak prasine
Uzorak pragine se skuplja uobifgienim postupkom usisavanja podnib i ostalih povrdinag u
prostorijama kufefstana prema wstaljenom obifaju Vas | Wasih ukulana Broj i uiestalost
usisavanja nije gdreden, u potpunosti ovisi o potrebama i navikara Vas | Vasih ukufana. Nakon Sto
je uzorak skupljen, vredica usisavata il papirnata vredica u koju je skupljan sadrzaj vsisavata moze
se driati na sobnoj temperaturi te se sa suradnikom/istraZivatem dogovara njegov transport u
laboraton] Instituta za medicinska istraZivanja i medicinu rada
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U laboratanju fe suradnikfistrazival uzorak obiljeziti Sifrom ushkladenom sa Sifrom uzorka milijeka
te pa pohraniti na mragno | suho mjeste sobne temperature do daljnje obrade i analize.

MOGUEI RIZICI | NEUGODNOSTI

Owo istraZivanje ne ukdjutuje nikakaw rizik osim vobigajenog svakodnevnog rizika

POVIERLIOST | ZASTITA OSOBNIH PODATAKA

Svi podaci koji €e biti objavijeni biti £e anonimni. Uvid u prikupliene podatke imat e samoispitanice
i suradnicifistragivadi. Svi prikuplieni osobni podaci obradivati £e se pod Sifrom dodijeljenom
prilikom dopreme uzaraka u laboraton), a kaje ce biti poznate samao suradniomadistraZivadima koj
provede istraZivanje

KORIST 28 ISTRAZIVACE

RezultatiistraZivanja biti €e kansteniu surhu objave znanstvenib radova i kongresnih prioptenja.

TKO JE ODOBRIO OVO ISTRAZIVANIE

IstraZivanje j& odobrilo Etidko povjerenstuvo Instituta za medicinska istrafivanja i medicinu rada u
Zagrebu,

DOBROVOLING SUDJELOVANIE

Sudjelovanje u ovome istraZivanju je u potpunost debrovoljno. Ukolike se odlutite sudjelovat u
istrazivanju, moZete u bilo kojem trenutku prekinuti svoje sudjelovanje u njemu

PITAMIA O ISTRAZIVAMIU | KONTRKT PODACI

Za dodatna pitanja o samom istraZivanju moZete se obratiti:
Dr.sc. Darija Klindif, voditeljica istraZivanja

Institut za medicinska stradivanja | medicinu rada

Telefon: 01/4682-554

E-mail: darija@irmi.hr

Owva) tekst paZljivo proditajte i obratite nam se za sve eventualne nejasnode, Zahvaljujerno na
suradnji!

Svojim potpisom poturdujerm da sam informirana o ciljevima i rizicima ovog istrafivanja i
pristajem u njemu sudjelovati.

[mjesta i datum) Patpis ispitanice ili njenog zakanskog zastupnika
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Prilog 2. Anketni obrazac

m

ANKETNI OBRAZAC

ZA UZORKOVANIE MAJCINDG MLIEKA | KUCNE PRASINE
u sklopu projekta Rozvo) volidaciia i primfena analitickih metoda za odredivanie PEBDE-a

{voditelj projekta dr.sc. Darija Klingicl

1. SIFRA:;

2. IME | PREZIME ISPITANICE
(welikim tiskanim slovima):

3. DATUM ROBENJA ISPITANICE:

&. ADRESA (ukoliko ste se selili unazad 5 godina navedite obje adrasa):

Prijagnja: Sadasnja:
Mjesto Mjesto
Ulica i braj Ulica i broj

Da li ste Zivjeli u sadasnjem mjestu boravka barem 10 godina unatrag?
Da O Ne O

Ako ne, navest broj goding koliko Zivite u sadasnjem mjestu:

5. PODACI O MJESTU STANOWVANIA

Gdje Zivite: Kufa O Stanuzgradi O
Starost zgrade ili kuge: Eroj osoba u kutanstwu:
Velitina stanakude (m): unutarnjeg prostora + terase/balkona

Da li ste u sadasnjem mjestu boravka 5 godina unatrag imali unutrasnju adaptaciju prostora:

Da O Ne O
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Koje podne obloge previadavaju u prostoru?

parket O laminat O plofice O drugo (Eto)
Podna obloga u dnevnom baravku? parket O laminat O ploice O drugo (5to)
Povriina podrufja pokrivenog tepihom [ukupno)? m*

Da li imate namjestaj koji sadri poliuretansku pjenu (PUF) Inpr. kawdi, fotelje, madraci)?
Da Me [

Ako da, navedite koji | kolifinu:

Broj prozora (ukljucujuti balkonska vrata) u stanu/kuci
Broj sati po danu s otvorenim prozorom [u periodu uzorkovanja prasina):

Sustav grijanja: struja O plin O dreo O drugo

Zivite [ u blizini spalionice, tvornice celuloza ifili papira, metalne industrije ili u blizini tvornice koja
proizvodi kemikalije ili benzinske stanice ili v podrufju gdie se kucanstva griju na drva ili ugljen?
Da Ne O

Ako da, navedite blizu cega:

Ispunite tablicu 5to predznije:

Elektronitki uredaj Broj Korigten sati/dan

™
Plazma ili LED tehnologija
Katodna tehnologija

DVD player

CD'i MP3 player

Laptop

Ratunalo

Printer

Tablet

Radia

Mobitel

Talefon

Klima

Hiadnjak

6. PODACI O MAJCI

TEZINA MAJKE (kg
Prije trudnode

Prije poroda:
Sadasnja tefina:
VISINA MAJKE [om):
PREHRANA MAJKE:
Mijesovita O Vegetarijanska 0O
Vegetarijanska ukljufuje mlijeko i jaja « Ostalo O

Ako je odgovor ostalo opisite vrstu prehrane:
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Koliko Eesto jedete ribu | morske plodowe:
Je li vam se prehrana bitno mijenjana tjekom trudnote i ako da, kako:
rsta i koligina lijekova/dodataka prehrani koje ste konstili tijiekom trudnoce
Vrsta i kolicina lijpkova/dodataka prehrani koje sada koristite:
ZAPOSLENJE MAJKE:
Prijasnje: Sadasnje
Zanimanje: Zanimanja
Radno mjesto: Radno mjesto:
Maziv organizacije Maziv organizacije
Zaposlena od do Zaposlena od do.
Do kojeg tjedna trudnode ste bili prisutni na radnom mjestu?
PUSENJE PRIJE I TIJEKOM TRUDNOCE:
Da li ste pusili prije trudnoce? Pusat O Broj cigareta dnewno
MNepusat O Bivai pusat O Pasivni puzat O

D li ste pusili tijekom trudnoce? Da Ne
Ako da, koliko dugo i koliko dgareta dnevno?
PUSENJE SADA:
Pusat O Broj cigareta dnevno:
Nepusaf O Bivai pusat O Pasivni pusat O
7. PODACI O TRUDNOC!
Da li je owo bila viseplodna trudnoca?

Da 0O Ne O
Jeste li imali normalnu zdravu trudnotu?

Da 0O Ne O
E. PODACI O DJETETU
Koje je dijete po radu
Termin poroda djeteta:
Datumn rodenja dieteta:
Spol djeteta:  Mugka O Zensko O
Tefinadjetetapriporodu(gh— Sadaénja tefina djeteta (g):

Koliko dugo namijeravate dojiti dijete:

Koju hranu dijete konzumira osim majéinog mlijeka:

9. STARIA DJECA

Prvo (godina rodenjal Koliko je dugo dojena:
Drugo (godina rodenjal Holiko je dugo dojena:
Trete (godina rodenjal: Holiko je dugo dojena:

=

Cetvrto (godina rodenja)

oliko je dugo dojeno:
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10. UZORAK MLIJEKA

Datum uzimanja uzorka: Volumen

mL

Mijesto uzorkovanja:
Kodkute U bolnici O

U drugoj ustanowi ¢ Mavedite kojaj

11. UZORAK PRASINE

Datum uzimanja uzorka: od do

Vrsta usisavata [npr. s vreicom, posuda, ostalo):

Broj usisavanja / tjedan:

Mjesta sa kojih sta sakupljali uzorak prasine sa usisavafem: Pod [

Okvir prozora O

Mjesto koje nije navedeno, a sakupljali ste uzorak sa njega:

NamjesStaj O Madrac O

Balkon/terasa 0O

Mijesto i datum ispunjavanja Ankete Vlastorutan potpis ispitanice
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Tablica 8.1. Usporedba masenih udjela spojeva PBDE odredenim u uzorcima ljudskog mlijeka
(N =24) prikupljenim od ispitanica iz Zagreba i okolice pomocu tehnika GC—PECD i
GC-MS/MS

GC-MS/MS
I

Maseni udio / ng g masti

Spoj

BDE-28
BDE-47
BDE-99
BDE-100
BDE-153
BDE-154
BDE-183
YPBDE

GC—pECD

Raspon
0,95
0,02-15
0,01-34
0,08 - 0,98
0,13-0,83
0,03-10,65
0,380
0,16 - 6,3

Medijan
0,95
0,24
0,26
0,21
0,25
0,08
0,38
0,55

Raspon
0,03-1,0
0,08 - 2,4
0,03-4,2
0,01-0,85
0,11-0,91
0,02 -0,57
0,33-0,50
0,18-7,5

Medijan
0,04
0,17
0,24
0,11
0,23
0,09
0,42
0,59
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Tablica 8.2. Maseni udjeli spojeva PBDE (ng g prasine) detektirani u uzorcima prasine
prikupljenim u kucéanstvima ispitanica (N = 30) s podruc¢ja Zagreba i okolice
|

UZORAK  BDE-28 BDE-47 BDE-99 BDE-100 BDE-153 BDE-154 BDE-183 > PBDE
- _____________________________________________________________________________________________|

JSIVS <GD 1,2 <GD 1,2 <GD 1,7 8,8 13
RSDB1 <GD <GD <GD 0,24* <GD <GD <GD 0,24
ADRU2 <GD <GD <GD <GD <GD <GD 1,3 1,3
KRBR2 <GD 15 <GD 1,3 <GD <GD 2,3 5,0
ANLjB7 <GD 7.8 0,66 34 0,24* 0,50 0,78 13
VRAM3 0,63 120 48 283 33 37 34 523
DVNK9 <GD <GD <GD <GD <GD <GD <GD <GD
DITOS8 <GD 0,47 <GD 0,68 0,19* 0,45 2,2 4,0
SOSN2 <GD 1,9 0,91 53 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* 11
PTLV2 <GD 0,43 0,36 14 0,21* 0,61 1,9 49
FRSN1 <GD 5.2 34 21 3,0 3,0 0,64* 36
MACIO <GD 0,35 0,32* 0,25* <GD <GD <GD 0,93
ZNLR?2 <GD 0,76 <GD 1,2 0,36 0,40 1,8 45
MATRO <GD 2,2 <GD 2,2 <GD <GD <GD 4.4
MRLU7 <GD 1,4 0,95 75 0,79 2,2 0,95 14
SKKS7 0,53 41 15 82 7,0 45 3,9 154
DALLSG <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 35
JABUS8 <GD 16 11 4,4 0,49 0,54 0,40* 8,5
MIMI4 <GD 31 1,6 8,0 0,88 1,3 0,76* 16
VMTKS5 0,77 2,5 0,67 31 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
MGZKO0 <GD 0,37 <GD 0,70 <GD <GD 0,56* 16

JSSI4 <GD 1,2 0,36 1,3 0,99 2,2 19 25
MJIKT4 <GD 1,4 0,27* 1.4 0,25* 0,22%* 0,44* 4,0
APPL3 <GD 75 2.8 21 3,0 43 5,1 44

GD granica detekcije; * vrijednost iznad GD i ispod granice odredivanja
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Tablica 8.3. Maseni udjeli spojeva PBDE (ng g masti) detektirani u uzorcima ljudskog
mlijeka prikupljenim od ispitanica (N = 30) iz Zagreba i okolice odredeni tehnikom GC—pECD

UZORAK  BDE-28 BDE-47 BDE-99 BDE-100 BDE-153 BDE-154 BDE-183 > PBDE
- ________________________________________________________________________________________|

JSIVS <GD <GD <GD <GD 0,06* 0,16 <GD 0,22
RSDB1 <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 13
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 11
GRTHS5 <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
MACIO <GD 0,02* <GD <GD 0,09 0,18 <GD 0,29
ZNLR2 <GD <GD <GD <GD 0,04* 0,17 <GD 0,24
MATRO <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
DALLS6 <GD <GD <GD 0,10% 0,04* 0,28 <GD 0,43
MALU1 <GD 0,48 0,60 33 0,48 0,82 <GD 57
JABUS <GD <GD <GD <GD <GD 0,25 <GD 0,25
MIMI14 <GD 0,22 <GD 0,68 0,14 0,33 <GD 1,4
VMTKS5 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
MGZKO <GD 0,39 0,17 <GD <GD 0,08 <GD 0,63

JSS14 <GD 0,04* 0,09 <GD 0,04* 0,20 <GD 0,37
MJIKT4 <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 odredivanja
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§ 9. Zivotopis CXLVII

§ 9. ZIVOTOPIS

Karla Jagi¢ rodena je 19. srpnja 1991. godine u Zagrebu. Osnovnu Skolu zavrsila je u
Gajnicama, a nakon zavrSetka Opce gimnazije u Zagrebu, 2010. godine upisuje studij kemije
na Prirodoslovno-matemati¢kom fakultetu u Zagrebu. Studij zavrSava 2018. godine obranom
diplomskog rada pod nazivom ,,Odredivanje odabranih fizikalno-kemijskih znacajki vodenih
suspenzija Al203“ koji je pod vodstvom prof. dr. sc. Sande Roncevi¢ izradila na maticnom
fakultetu.

0d 01. veljace 2019. godine zaposlena je u Jedinici za biokemiju i organsku analiticku kemiju
Instituta za medicinska istrazivanja i medicinu rada u Zagrebu kao asistent-doktorand na
projektu ,,Razvoj, validacija i primjena analitickih metoda za odredivanje PBDE-a —
DeValApp“ (HrZZ-UIP-2017-05-6713). Iste godine upisala je poslijediplomski studij prirodnih
znanosti, polje Kemija, smjer Analiticka kemija na Prirodoslovno-matematickom fakultetu u
Zagrebu.

Godine 2019. pohadala je medunarodnu ljetnu $kolu ,,15th Summer School on Toxic
Compounds in the Environment 2019“ u Brnu, Ceska te medunarodnu ljetnu $kolu ,,XIX.
International Chromatography School* u Zagrebu (FKIT). Godine 2020. dobila je priznanje za
najbolje postersko priopcenje na ,,4. Simpoziju studenata doktorskih studija PMF-a*, a 2021.
godine stipendiju ,,Young Scientist za sudjelovanje na kongresu ,,6th Croatian Congress of
Toxicology“.

Godine 2021. sudjelovala je online na medunarodnim ljetnim $kolama ,,17th RECETOX
Summer School 2021 i ,,9th BfR-Summer Academy 2021:Lecture Series* te na znanstvenoj
Skoli ,,Sveobuhvatni pristup istrazivanju antropogenih pritisaka na okolis*.

Rezultate dosadasnjeg znanstvenog rada objavila je u 9 znanstvenih radova objavljenih u
Casopisima indeksiranim u bazi Web of Science, pri ¢emu je na njih Cetiri prvi autor.
Autor/koautor je 13 priopc¢enja na znanstvenim skupovima, a aktivno je sudjelovala usmenim
izlaganjem na njih 3, dok izlaganjem postera na njih 7.

Sudjelovala je u popularizaciji znanosti IMI-ja (IMImobil 2021.) s odrzanih osam radionica u

osnovnim Skolama i djecjem vrticu.
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Znanstveni radovi u ¢asopisima

1. D. Klin¢i¢, M. Dvors¢ak, K. Jagi¢, G. Mendas i S. Herceg Romani¢, Levels and distribution
of polybrominated diphenyl ethers in humans and environmental compartments: a
comprehensive review of the last five years of research, Environ. Sci. Pollut. Res. 27 (2020)
5744-5758.

2. K. Jagi¢, M. Dvors¢ak, A. Juri¢, T. Safner i D. Klin¢i¢, Preliminary results on
polybrominated diphenyl ether contamination status in Croatian households and insights into
children's exposure, Environ. Toxicol. Pharmacol. 84 (2021) 103603.

3. K. Jagi¢, M. Dvorséak, A. Juri¢, T. Safner i D. Klin¢i¢, Optimization and validation of two-
step method for determination of polybrominated diphenyl ethers in Croatian house dust
samples, Anal. Methods 13 (2021) 3504-3510.

4. D. Klin¢i¢, B. Tariba Lovakovi¢, K. Jagi¢ i M. Dvors¢ak, Polybrominated diphenyl ethers
and the multi-element profile of house dust in Croatia: Indoor sources, influencing factors of
their accumulation and health risk assessment for humans, Sci. Total Environ. 800 (2021)
149430.

5. K. Jagi¢, M. Dvors¢ak i D. Klin¢i¢, Analysis of brominated flame retardants in the aquatic
environment: a review, Arh. Hig. Rada Toksikol. 72 (2021) 4; 254-267.

6. A. Zandona, K. Jagi¢, M. Dvorscak, J. Maduni¢, D. Klin¢i¢ i M. Katalini¢, PBDEs found in

house dust impact human lung epithelial cell homeostasis, Toxics 10 (2022) 97-112.

7. M. Dvorscak, K. Jagié, L. Besednik, I. Simi¢ i D. Klin¢i¢, First application of microwave-
assisted extraction in the analysis of polybrominated diphenyl ethers in human milk,
Microchem. J. 179 (2022) 107447.

8. B. Tariba Lovakovi¢, K. Jagi¢, M. Dvors¢ak i D. Klinc¢i¢, Trace elements in indoor dust —

Children's health risk considering overall daily exposure, Indoor Air 32 (2022) 13104.
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9. 1. Jakovljevié, M. Dvorscak, K. Jagi¢, D. Klin¢ié, Polycyclic aromatic hydrocarbons in indoor
dust in Croatia: levels, sources, and human health risks, Int. J. Environ. Res. Public Health 19
(2022) 11848.

Priopcenja znanstvenim skupovima

1. K. Jagi¢, M. Dvorsc¢ak i D. Klinc¢i¢, Analiza postojanih i toksi¢nih polibromiranih difenil

etera u uzorcima kuéne prasine / 18. Ruzi¢kini dani, Vukovar, 2020. str. 146-146 (poster)

2. K. Jagi¢, Analiza polibromiranih difenil etera u ku¢noj prasini / 4. Simpozij studenata
doktorskih studija PMF-a, Zagreb, 2020. str. 109-109 (poster)

3. K. Jagi¢, D. Klin¢i¢ i M. Dvorscak, Solvent selection for effective extraction of
polybrominated diphenyl ethers from house dust samples using microwaves / XIII. Susret
mladih kemijskih inZenjera, Zagreb, 2020. str. 163-163 (poster)

4. K. Jagi¢, M. Dvorscak i D. Klin¢i¢, Polybrominated diphenyl ethers in indoor dust of
different microenvironments in Zagreb, Croatia and assessment of toddlers’ exposure / 56th
Congress of the European Societies of Toxicology (virtual congress), 2021. str. S193-S194
(poster)

5. K. Jagi¢, M. Dvorsc¢ak, B. Tariba Lovakovi¢ i D. Klin¢i¢, Utjecaj ¢imbenika iz kucanstva
na koncentracije spojeva PBDE i elemenata u tragovima u kuénoj prasini / 12th Croatian
Scientific and Professional Assembly Air Protection 21, Medulin, 2021. str. 112-113 (poster)

6. K. Jagi¢, M. Dvorscak i D. Klin¢i¢, Preliminarni rezultati o oneciséenju zagrebackih kuénih
prasina polibromiranim difenil eterima / 5. Simpozij studenata doktorskih studija PMF-a,
Zagreb, 2021. str. 172-173 (predavanje)
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7. K. Jagi¢, M. Dvorscak i D. Klin¢i¢, Extraction of polybrominated diphenyl ethers from
human milk samples / 27th Croatian Meeting of Chemists and Chemical Engineers, Veli
Losinj, 2021. str. 153-153 (poster)

8. M. Dvors¢ak, A. Zandona, K. Jagi¢, M. Katalini¢ i D. Klin¢i¢, Toxic effects of
polybrominated diphenyl ethers on cultured human lung and neuronal cells / 6th Croatian

Congress of Toxicology, Rabac, 2021. str. 46-46 (poster)

9. K. Jagi¢, M. Dvorsc¢ak i D. Klin¢i¢, Polybrominated diphenyl ethers in Croatian house dust
and assessment of human exposure / 6th Croatian Congress of Toxicology, Rabac, 2021. str.
35-35 (predavanje)

10. K. Jagi¢, M. Dvorscak i D. Klin¢i¢, Exposure to polybrominated diphenyl ethers
associated with car dust / 21st European Meeting on Environmental Chemistry, Beograd,
2021. str. 65-65 (predavanje)

11. M. Dvorséak, K. Jagi¢, |. Jakovljevi¢, I. Simi¢ i D. Klin¢i¢, Polybrominated diphenyl
ethers in Croatian human milk samples / 41st International Symposium on Halogenated
Persistent Organic Pollutants, Tianjin, Kina (on-line), 2021. str. 367-368 (poster)

12. 1. Jakovljevi¢, G. Pehnec, M. Dvorscak, K. Jagi¢ i D. Klin¢i¢, Udio PAU u praSini iz
unutarnjeg prostora automobila / XIV. Susret mladih kemijskih inzenjera, Zagreb, 2022. str.
70-70 (poster)

13. K. Jagi¢, M. Dvorséak, D. Klinc¢i¢, Polybrominated diphenyl ethers in human milk of
Croatian mothers and matched house dust samples / 10th International Symposium on Flame
Retardants, Atena, Gréka, 2022. (poster)
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