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Streszczenie

Opracowano i porownano dwie metody izolowania heksabromocyklododekanu z matrycy pro-
bek zywnos$ci zawierajacych thuszcz technika chromatografii wykluczania. Badano roztwory
wzorcowe oraz ekstrakt tkanki tososia. Dobrano rozpuszczalniki do elucji sktadnikow probki
ze zloza Bio-Beads S-X3. Badania wykazaly, ze zastosowanie techniki SEC w celu izolowania
HBCD z matrycy thuszczowej pozwala na skuteczne usunigcie wigkszosci sktadnikow interfe-
rujgcych.

Stowa kluczowe: BFRs, HBCD, analiza zywnosci, SEC/GPC

Abstract

Two methods of isolation of hexabromocyclododecane from fat matrix by using size exclusion
chromatography were developed and compared. Standard solutions and salmon tissue extract
were investigated. Solvents were chosen for the elution of sample components from the
Bio-Beads S-X3 beads. Studies have shown that the use of the SEC technique to isolate HBCD
from fat matrix allows effective removal of most of the interfering components.
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Akronimy i symbole

BRFs — bromowane op6zniacze zaptonu

CDT — cis,trans,trans-1,5,9-cyklododekatrien

cHx — cykloheksan

DCM — dichlorometan

EA — octan etylu

ECD — detektor wychwytu elektronow

EPS — polistyren ekspandowany

FID — detektor ptomieniowo-jonizacyjny

GC — chromatografia gazowa

GPC,SEC - chromatografia zelowa, wykluczania

grupa PBT — grupa zwigzkow sklasyfikowanych pod wzglgdem trwatosci, bioakumulacji
i toksycznosci wg Konwencji Sztokholmskiej

HO — hipoteza zerowa

HI — hipoteza alternatywna

HBCD - 1,2,5,6,9, 10-heksabromocyklododekan

HIPS — polistyren wysokoudarowy

HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa

Hx — heksan

ID-GC-MS - technika rozcienczen izotopowych w chromatografii gazowej sprzezonej ze
spektrometrig mas

LC — chromatografia cieczowa

MS/MS — spektrometria mas z wielostopniowa fragmentacja czasteczki

PBDE — polibromowane etery difenylowe

PCB — polichlorowane bifenyle

o, — wariancja serii pomiarowe] uzyskanej metoda I

o, — wariancja serii pomiarowe] uzyskanej metoda I1

UPLC — ultrasprawna chromatografia cieczowa

XPS — polistyren ekstrudowany

1. Wstep

Wymagania stawiane producentom wielu powszechnie uzywanych tworzyw sztucznych
dotycza w duzej mierze obnizenia ich palnosci. W tym celu stosuje si¢ zwiazki obnizajace
palnos¢, sposrod ktorych najwicksze zastosowanie majg bromopochodne weglowodorow
aromatycznych i alifatycznych. Okre$la si¢ je akronimem BFRs. Sg one obecnie drugim po
plastyfikatorach dodatkiem do polimerow.

BRFs jako ksenobiotyki kumuluja si¢ w $rodowisku naturalnym i maja zdolno$¢ do
biowzbogacania oraz biowzmacniania, przez co stanowia zagrozenie dla zycia i zdrowia
cztowieka [1].

1, 2,5, 6,9, 10-heksabromocyklododekan (HBCD) jest bromopochodng cyklicznego
weglowodoru alifatycznego stosowang jako dodatek do polistyrenu budowlanego (EPS,
XPS), tapicerki meblowej oraz w elektronice (HIPS) w celu zapewnienia wlasciwosci nie-



75

palnych tych materiatow [2]. Techniczny HBCD o nazwach handlowych Bromkal, Pyro-
guard czy Great Lakes powstaje w reakcji bromowania CDT jako mieszanina trzech par
diasterecoizomerow o-HBCD (10-13%), B-HBCD (1-12%) i y-HBCD (75-89%) sposrod
teoretycznie wystepujacych 16 stereoizomerow HBCD [3-5]. Szacuje sig, ze Swiatowe zu-
zycie HBCD wynosi powyzej 20 tys. ton rocznie [6, 7]. HBCD nie jest chemicznie zwigza-
ny z polimerem, w wyniku czego bardzo tatwo przedostaje si¢ do srodowiska naturalnego
na etapie produkcji, przetwarzania materiatlow i sktadowania odpadow zawierajacych ten
zwiazek [8, 9].

HBCD jest trwaty w srodowisku naturalnym, ulega biokumulacji i jest toksyczny,
w zwiazku z tym zostal zaliczony do grupy PBT i wprowadzony na tzw. liste zwiazkow
chemicznych objetych postanowieniami Konwencji Sztokholmskiej [10, 11]. Dotychczaso-
we badania wskazuja, ze HBCD moze by¢ niebezpieczny dla organizméw wodnych, gdyz
ulega biokumulacji w rybach, w ktoérych tkankach wykryto ten ksenobiotyk po raz pierwszy
[12]. Ryby mozna uwaza¢ za naturalne biowskazniki zanieczyszczen organicznych ze wzgle-
du na wysoka pozycje w tancuchu pokarmowym [13, 14]. Oznaczanie HBCD w zywnosci
prowadzi si¢ w celu oceny narazenia zdrowia organizmow zywych, gtownie cztowieka, na
dziatanie tego zwigzku. Wymaga to stosowania specyficznych metod na etapie przygoto-
wania probki do analizy, pozwalajacych na uzyskanie sygnatu analitycznego dla zawarto$ci
ultrasladowych.

W przypadku HBCD wigkszos$¢ procedur usuwania matrycy thuszczowej z ekstraktow
probek zywnos$ci obejmuje wytrzasanie ze stgzonym kwasem siarkowym [8, 15] lub izo-
lowanie przy uzyciu techniki chromatografii wykluczania, gdzie jako wypetnienie kolumn
stosuje si¢ przestrzennie usieciowane kopolimery styrenu i diwinylobenzenu Bio-Beads
[16] a jako eluenty rozpuszczalniki organiczne takie jak DCM, Hx, EA, cHx oraz ich mie-
szaniny w roznych stosunkach objetosciowych [17-22]. Mechanizm rozdzielania substan-
cji w SEC wykorzystuje si¢ do oddzielenia frakcji zawierajacych sktadniki o mniejszych
promieniach hydrodynamicznych od sktadnikéw matrycy probki, dzigki czemu mozna od-
dzieli¢ analit od sktadnikoéw interferujacych majacych wiekszy ciezar czasteczkowy. Do-
bor odpowiedniego wypetnienia kolumn SEC oraz fazy ruchomej w zaleznosci od rodzaju
rozdzielanych sktadnikow ma kluczowe znaczenie w celu zminimalizowania skutkéw od-
dziatywan niepozadanych zaklocajacych prosty mechanizm rozdzielania. W wigkszosci
przypadkow technika SEC jest niewystarczajaca jezeli chodzi o uzyskanie odpowiedniej
czystosci probek przed chromatograficzng analiza koncowa. Uzyskane frakcje wymagaja
dodatkowego procesu oczyszczania, ktore najczesciej realizowane jest w kolumnach wy-
petnionych zelem krzemionkowym [19, 20, 22, 23], rzadziej Florisilem [21].

Analizy koncowe HBCD prowadzi si¢ metodami chromatografii gazowej GC-MS [12,
15, 24-26] oraz cieczowej LC-MS [4, 6, 17-20, 23, 26, 28, 29]. Detektory ECD i FID sto-
suje si¢ coraz rzadziej i jedynie w badaniach przesiewowych [24, 27]. Ze wzgledu na nie-
stabilnos$¢ termiczng HBCD powyzej 230°C [25] oraz izomeryzacj¢ w temperaturze powy-
zej 160°C [28] korzystniejsza wydaje si¢ by¢ analiza metodami chromatografii cieczowej:
HPLC [8, 21], UPLC [22] oraz przede wszystkim LC-MS, ktore, przy odpowiednio dobra-
nych parametrach rozdzielania, umozliwiaja oznaczanie poszczeg6lnych diastereoizomerow
HBCD. Poréwnawcze badania mig¢dzylaboratoryjne [26] nie wykazaly jednak znaczacych
statystycznych roéznic migdzy wartosciami oznaczen HBCD uzyskanymi w trakcie analiz
LC-MS oraz GC-MS, przy czym dotyczyto to sumarycznej zawartosci HBCD, gdyz metoda-
mi GC nie udato si¢ do tej pory uzyska¢ rozdzielenia izomeréw HBCD.
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Opracowywanie nowych lub udoskonalanie istniejacych metod badawczych, pozwala-
jacych na oznaczenie §ladowych iloéci zanieczyszczen organicznych, ma istotne znaczenie
dla uzyskania miarodajnych informacji na temat ich rozprzestrzenienia si¢ w $rodowisku
naturalnym.

2. Cze$¢ doswiadczalna

2.1. Materiaty i odczynniki

Rozpuszczalniki Hx i DCM (J.T. Baker) o czystosci do HPLC stosowano do elucji oraz
przygotowania wzorcow i probek.

Wzorce: a-HBCD, B-HBCD, y-HBCD, *C-a-HBCD kazdy o st¢zeniu 50 pg/ml w tolu-
enie pochodzity z Wellington Laboratories Inc. (USA).

Wzorzec odzysku przeznaczony do badania odzysku metody analitycznej oznaczania
HBCD zawiera kongener izotopowy *C-a-HBCD i naturalne a-HBCD, § HBCD, y-HBCD
o stezeniu 100 ng/ml, kazdy w nonanie.

Roztwér wzorcowy stosowany w pierwszym etapie badan zostat przygotowany w 1 ml
Hx i zawierat 1 pg wzorca y-HBCD.

Materiat badawczy stanowit ekstrakt thuszczowy z tkanki migsnej tososia pochodzacego
z lowisk Morza Baltyckiego przygotowany wg nastepujacej procedury: 50 g tkanki tososia
rozdrobniono i zamrozono a nastgpnie liofilizowano przez 48 godzin. Liofilizat zmieszano
z niewielkg iloscig bezwodnego Na,SO, i umieszczono w gilzie ekstrakcyjnej. Ekstrakcje
prowadzono za pomoca DCM w aparacie Soxhleta przez 8 godzin.

Bezwodny Na,SO, (J.T. Baker) zastosowano w celu dodatkowego osuszania probki.

Kopolimer Bio-Beads S-X3 (Bio-Rad® Laboratories) o uziarnieniu 40-80 pm zastosowa-
no jako wypetnienie kolumn SEC.

Zel krzemionkowy stosowano w celu oczyszczania ekstraktow probek po frakcjonowa-
niu metoda SEC: Zel obojetny (70230 mesh ASTM, Merck) aktywowano w temperatu-
rze 130°C; zel kwasny przygotowano przez zmieszanie i wytrzasanie 56 g zelu oboj¢tnego
z 24,4 dm’ stezonego H,SO,.

2.2. Aparatura

Do oznaczen koncowych HBCD zastosowano metody chromatografii gazowej takie
jak GC-ECD (Varian CP-3800), GC-FID (Varian CP-3380) oraz ID-GC-MS/MS (GC2000
Series Thermo Quest sprzezony ze spektrometrem mas GCQ Thermo Quest). Kazdy aparat
zaopatrzony byl w kolumne kapilarng DB — SMS (J&W Scientific, 30 m; 0,32 mm; 0,25 pm).
Probki dozowano w temperaturze 250°C bez podziatu strumienia, a gazem nosnym byt hel
o przeptywie 1,5 ml/min.

Technikg MS/MS rejestrowano jony pierwotne: 239 m/z dla naturalnych kongeneréw
HBCD i 251 m/z dla kongeneru znaczonego "*C-a-HBCD oraz jony wtorne: 157 m/z dla
naturalnych kongeneréw i 169 m/z dla kongeneru znaczonego.

Programy temperaturowe stosowane w analizach zestawiono w tabeli 1.
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Tabela 1
Programy temperaturowe analiz chromatograficznych
Aparat Program temperaturowy
GC-ECD 80°C (1 min) — 20°C'min"' do 280°C (1 min) — 300°C (5 min)
GC-FID 50°C (1 min) — 10°C'min™" do 300°C (5 min)
GC-MS 100°C (2 min) — 50°C'min~' do 200°C (0 min) — 20°C'min' do 300°C (15 min)

2.3. Przygotowanie wypelnienia Bio — Beads S-X3

Izolowanie HBCD z matrycy tluszczowej prowadzono metodg SEC w kolumnach szkla-
nych (50 cm dlugosci, 14 mm $rednicy wewnetrznej). Jako wypelienie zastosowano zel
Bio-Beads S-X3, ktory przed wprowadzeniem do kolumny poddano specznieniu w szczel-
nych szklanych naczyniach przez 6 godzin przy uzyciu rozpuszczalnikéw zestawionych
w tabeli 2.

Tabela 2

Rozpuszczalniki stosowane do speczniania zloza a kolejno jako eluenty w SEC

Symbol naczynia/ Rozpuszczalniki . W Objetos¢ w ml uzyta do
. A Stosunek objetosciowy . .
kolumny/ metody speczniajace / eluent specznienia 10 g zelu
1 DCM-Hx 1:1 40
1T DCM-Hx 1:4 30

Po spegcznieniu, ztoze przeniesiono do szklanych kolumn oznaczonych symbolami
odpowiednio I i 11, a nastepnie kazda z kolumn przemywano 50 ml eluentu nie dopuszczajac
do wyschnigcia ztoza.

2.4. Frakcjonowanie roztworow wzorcowych

W pierwszym etapie badan przeprowadzono frakcjonowanie roztworéw wzorcowych
(pkt. 2.1), celem okreslenia, w ktorej frakcji wymywany jest HBCD. Kolejne frakcje opisy-
wano wg ilosci przeptywajacego eluentu w ml.

Przygotowano dwa roztwory, po jednym dla kazdej z kolumn I i II.

Dla obu metod I i II stosowano t¢ samg procedure frakcjonowania.

Do kolumny przygotowanej wg punktu 2.3 wprowadzono roztwor i wymywano sktad-
niki odbierajagc kazde 10 ml eluentu (frakcje) do szklanych kolb. Przeptyw eluentu przez
ztoze wynosit $rednio 0,5 mL'min~ w obu kolumnach. Frakcje odparowywano na wypar-
ce obrotowej i zatgzano do objetosci koncowej wynoszacej 20 pl. Tak przygotowane prob-
ki analizowano metodami GC-ECD i GC-FID, ktore zastosowano jedynie w celu analizy
jakosciowej. Z kazdej frakcji pobierano 1 pl i dozowano do kolumny chromatograficznej
a uzyskane sygnaty poréwnano z sygnalami otrzymanymi w trakcie analiz wzorca y-HBCD.
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Na podstawie tych analiz okreslono, w ktorych frakcjach wymywany byt analit. Dzigki temu
w kolejnym etapie badan z zastosowaniem ekstraktu thuszczowego odbierano jedynie frakcje
zawierajace HBCD.

2.5. Izolowanie HBCD z matrycy tluszczowej

Kolejny etap badan mial na celu przeprowadzenie procedury izolowania HBCD z matry-
cy tluszczowej technika SEC w kolumnach I i II przygotowanych zgodnie z opisem powyze;j.
Przygotowano dwie probki, z ktorych kazda zawierata 100 mg ekstraktu ttuszczowego, 1 g
wzorca y-HBCD oraz 1 pg wzorca znaczonego *C-a-HBCD. Tak przygotowane roztwory
wprowadzono do poszczegoélnych kolumn I i II i prowadzono proces wymywania sktadni-
kéw. Zgodnie z danymi uzyskanymi w pierwszym etapie badan odbierano jedynie te frakcje,
ktore zawieraty HBCD.

Ze wzgledu na bogactwo sktadnikéw w matrycy probek zywnosci procedura przygoto-
wanie probek do analizy wymaga zastosowania kilku etapéw oczyszczania. Ogolny schemat
procedury przygotowania probek do analizy GC-MS przedstawiono na rysunku 1.

Roztwory w Hx:
100 mg thuszczu + wzorce

l l

Izolowanie analitu z matrycy tluszczowe;j:
SEC (Bio-Beads S-X3)

l l

I:DCM-Hx II:DCM-Hx
1:1 (v/v) 1:4 (v/v)

\ /

Oczyszczanie w kolumnach z zelem krzemionkowym

l l

Analiza chromatograficzna

Rys. 1. Schemat procedury oznaczania HBCD

Fig. 1. Scheme of a procedure for the determination of HBCD
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Frakcje z analitem uzyskane z kolumn SEC zat¢zano do objetosci 1 ml i poddano oczysz-
czaniu przy uzyciu zelu krzemionkowego, w celu usunigcia pozostatych interferentow takich
jak PCB 1 PBDE. Oczyszczanie prowadzono w taki sam sposob zarowno dla frakeji z kolum-
ny I jak i frakcji z kolumny II.

Przygotowano kolumng szklanag (20 cm dlugosci, 10 mm S$rednicy wewngtrznej) zawie-
rajacg kolejno (od dotu):

— 0,5 g bezwodnego Na SO,

— 6 g zelu krzemionkowego obojetnego,

— 3 g zelu krzemionkowego kwasnego,

— 0,5 g bezwodnego Na SO,.

Tak przygotowane ztoze kondycjonowano 30 ml heksanu. Nastgpnie wprowadzono od-
parowang frakcj¢ uzyskana z kolumny SEC i prowadzono wymywanie analitu porcja 100 ml
mieszaniny DCM-Hx 1:1 (v/v).

Po odparowaniu i zatezeniu do objetosci koncowej (20 ul) oczyszczone ekstrakty anali-
zowano metodg ID-GC-MS/MS. Uzyskane sygnaty pordéwnywano z sygnatami pochodzacy-
mi z analizy wzorca odzysku.

3. Wyniki i dyskusja

Na podstawie uzyskanych danych analitycznych poréwnano procedurg izolowania HBCD
z matrycy thuszczowej w obu kolumnach I i II pod wzgledem objetosci frakeji zawierajacej
analit, wartosci odzysku HBCD oraz pod wzgledem precyzji w oparciu o test F-Snedecora.
Wyniki zestawiono w tabeli 3.

Tabela 3

Poréwnanie procedur izolowania HBCD od matrycy tluszczowej w kolumnach i II

Metoda
Parametr I: DCM-Hx II: DCM-Hx
1:1 (v/v) 1:4 (v/v)
Objetos¢ frakceji zawierajacej HBCD [ml] 40-80 40-120
Odzysk HBCD % 94+15 78+15
Test F-Snedecora brak'podstaw do odrzucenia hipotezy zerowej —
pomiary wykonano na tym samym poziomie precyzji

Analizy jakos$ciowe z zastosowaniem detektoréw ECD 1 FID pozwolity na stwierdzenie
obecnos$ci HBCD we frakcjach od 40 ml eluentu w przypadku obu kolumn SEC, r6zne nato-
miast byly gorne warto$ci graniczne zakresu wymywania analitu. Objetos¢ frakeji zawiera-
jacej analit byta wigksza w przypadku kolumny II (do 120 ml), co przektada si¢ na wigksze
zuzycie rozpuszczalnikéw i wydtuzenie czasu frakcjonowania w poréwnaniu z metodg 1.
Dodatkowo, do specznienia wypetnienia w uktadzie II potrzebna jest wigksza ilo$¢ rozpusz-
czalnika.
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Dane uzyskane w trakcie oznaczen metoda ID-GC-MS/MS postuzyty do obliczenia od-
zysku HBCD. Przyktadowy chromatogram przedstawiono na rys. 2. W celu obliczenia od-
zysku poréwnano odpowiedz detektora w odniesieniu do wzorca naturalnego oraz wzorca
znaczonego izotopowo. Wyzsza warto$¢ odzysku HBCD uzyskano z pomiarow metoda I
(94%=15%). Jednak warto$¢ odzysku obliczona z pomiaréw metoda 11 (78%=+15%) jest row-
niez akceptowalna.

Dokonano oceny statystycznej wynikow pomiaréow w oparciu o test F-Snedecora,

w celu poréwnania obu zastosowanych metod izolowania HBCD (kolumna I i II) pod
wzgledem precyzji. Warto$§¢ parametru obliczonego F poréwnano z wartoscia krytyczna
F (0=0,05; f, f ) przyjeta w oparciu o dane tablicowe [31].

Zatozono nastepujace hipotezy:

a) HO:o’ =07,
b) Hl:o’ =0

W wyniku przeprowadzonego testu F-Snedecora stwierdza si¢ brak podstaw do odrzuce-
nia hipotezy HO zaktadajacej, ze poszczegodlne serie pomiaréw naleza do tej samej populacji.
Whioskuje si¢ zatem, ze pomiary wykonano na tym samym poziomie precyzji w przypadku
kazdej z metod 11 II.

4. Whnioski

Badania wykazaty, ze zastosowanie techniki SEC z wypehieniem Bio-Beads S-X3 do
izolowania HBCD z matrycy probek zywnosci zawierajacych thuszez pozwala na skuteczne
usuni¢cie wigkszosci sktadnikoéw interferujacych, przy uzyskaniu wysokiej precyzji ozna-
czen. Porownujac zastosowane metody pod wzgledem precyzji (test F-Snedecora) i wartosci
obliczonego odzysku HBCD wnioskuje si¢, ze obie metody moga by¢ stosowane do izolo-
wania HBCD z matrycy tluszczowej probek zywnosci z ta sama skuteczno$cia. Natomiast
przy poréwnaniu tych metod pod wzgledem zuzycia rozpuszczalnikow i czasochtonnos$ci ko-
rzystniejsza jest metoda izolowania HBCD w kolumnie I. Zatem, w rutynowych badaniach
probek rzeczywistych sugeruje si¢ zastosowanie uktadu I o sktadzie rozpuszczalnikowym
DCM-Hx 1:1 (v/v).
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