
*

IN SELECTED FOOD SAMPLES

S t r e s z c z e n i e

-

® -

®

* -



152

Oznaczenia

BB-29	 –	 2,4,5-tribromobifenyl 
BB-52	 –	 2,2’,4,5’-tetrabromobifenyl 
BB-49	 –	 2,2’,5,5’-tetrabromobifenyl 
BB-101	 –	 2,2’,4,5,5’-pentabromobifenyl
BB-153	 –	 2,2’,4,4’,5,5’-heksabromobifenyl
BRF 	 –	 bromowane opóźniacze zapłonu
DCM 	 –	 dichlorometan
GC-ECD	 –	 chromatografia gazowa z detektorem wychwytu elektronów 
GC-MS/MS	 –	 chromatografia gazowa sprzężona ze spektrometrią mas z  podwójną 

fragmentacją oznaczanej cząsteczki 
Hx 	 –	 heksan
Hx/DCM 	 –	 mieszanina heksanu i dichlorometanu
PBB 	 –	 polibromowane bifenyle
PBBmix	 –	 roztwór wzorcowy zawierający BB-29, BB-49, BB-52, BB-101, BB-153 

o stężeniu 500 ng/ml każdego, przygotowany w dekanie
PBDD/F	 –	 polibromowane dibenzodioksyny/furany
TBB	 –	 1,3,5-tribromobenzen

1. Wstęp

PBB stosowano do wczesnych lat 70. XX w. jako addytywne opóźniacze zapłonu w two-
rzywach sztucznych, w budownictwie, w przemyśle tekstylnym oraz elektrycznym i elek-
tronicznym. Badania w zakresie identyfikacji PBB i  ich wpływu na środowisko naturalne 
rozpoczęto po przypadkowym zmieszaniu w 1973  r. produktu FireMaster® zawierającego 
PBB z paszą dla zwierząt, co spowodowało skażenie środowiska oraz śmierć dużej ilości 
zwierząt hodowlanych [1–4].

Głównym źródłem emisji PBB do środowiska naturalnego były zakłady produkcyjne 
oraz wysypiska odpadów, na których w wyniku pożarów mogą powstawać i uwalniać się 
PBDD/F [5].

Zdolność kumulacji PBB w  tkance tłuszczowej, wątrobie i  mózgu oraz niekorzystny 
wpływ tych zanieczyszczeń na wydzielanie hormonów sterydowych [1, 2, 6–15] wymaga-
ją stosowania czułych i selektywnych metod oznaczania w próbkach środowiskowych oraz 
w żywności. 

Przedmiotem badań było opracowanie metody oznaczania PBB, głównie BB-29, 
BB-52, BB-49, BB-101 i  BB-153 w  mięsie łososia, wieprzowiny i  w  maśle. Szczegól-
ną uwagę zwrócono na etapy oczyszczania próbki techniką chromatografii wykluczenia 
(żelowej) przy użyciu kopolimeru styrenu i diwinylobenzenu Bio-Beads® S-X3 (Bio-Rad 
Laboratories). Rozdzielanie kongenerów PBB prowadzono metodą chromatografii ga-
zowej z detektorem wychwytu elektronów (GC-ECD) przy użyciu kolumny CP Sil5 CB 
30 m /0,32 mm/0,25 µm.
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2. Eksperyment

2.1. Materiał badawczy i metodyka badań

Procedurę analityczną opracowywano przy użyciu następujących próbek żywności: tkan-
ka mięsna łososia bałtyckiego, wieprzowa tkanka tłuszczowa oraz masło. Żywność pochodzi 
z sieci handlowej miasta Krakowa.

Etapy przygotowania próbki do analizy chromatograficznej przedstawiono na rys. 1. 

Rys. 1. Etapy przygotowania próbki do analizy chromatograficznej

Fig.1. A stages of a sample preparation for chromatographic analysis

Rozdrobnione i  odważone próbki liofilizowano (3–4 doby), a  następnie poddano eks-
trakcji dichlorometanem (60–80 ml) w aparacie Soxhlet’a. Ekstrakcję prowadzono 6–8 go-
dzin. 100  mg ekstraktu wzbogacono 4  µl roztworu wzorcowego PBBmix zawierającego 
kongenery BB-29, BB-49, BB-52, BB-101, BB-153 o stężeniu każdego 500 µg/ml. W celu 
izolowania PBB z matrycy tłuszczowej zastosowano frakcjonowanie metodą chromatogra-
fii wykluczenia. Przygotowano szklaną kolumnę wypełnioną sorbentem Bio-Beads® S-X3 
spęcznianym mieszaniną Hx/DCM w stosunku objętościowym 1:1. Takiej samej mieszaniny 
użyto jako eluentu. Odbierano dziesięciomililitrowe frakcje. Po zakończeniu frakcjonowania 
sorbent dodatkowo przemywano 50 ml eluentu. Frakcje zawierające analit poddano dalszemu 
oczyszczaniu wykorzystując szklaną kolumnę wypełnioną żelem krzemionkowym aktywo-
wanego NaOH, żelem krzemionkowym obojętnym i żelem krzemionkowym aktywowanym 
H2SO4. Jako eluentu użyto heksanu. Przy użyciu próżniowej wyparki obrotowej odparowy-
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wano próbkę do objętości około 1 ml w strumieniu gazu obojętnego. Na etapie odparowy-
wania końcowego dodano 2 µl roztworu wzorca wewnętrznego odzysku (strzykawkowego) 
i kontynuowano odparowywanie rozpuszczalnika do objętości około 20 µl. Jako wzorzec 
wewnętrzny odzysku stosowano 1,3,5-tribromobenzen (TBB). Roztwór wzorcowy roboczy 
o stężeniu 1 mg/ml przygotowano poprzez odważenie na wadze analitycznej naważki 5 mg 
TBB i rozpuszczenie jej w heksanie w kolbce miarowej o objętości 5 ml.

Oznaczenia jakościowe PBB przeprowadzano przy użyciu chromatografu gazowego 
Varian typ CP 3800 z detektorem wychwytu elektronów (GC-ECD) oraz kolumną z  fazą 
o niskiej polarności CP Sil 5 CB (30 m/0,32 mm/0,25 µm). Parametry analizy chromatogra-
ficznej stosowane w oznaczaniu PBB były następujące:
–	 dozownik z podziałem/bez podziału strumienia próbki, temperatura 250°C,
–	 gaz nośny: hel; natężenie przepływu strumienia gazu przez kolumnę 2 ml/min,
–	 program temperaturowy: 90°C (1 min) – 10°C/min – 160°C – 15°C/min – 228°C (1 min) 

– 15°C/min – 300°C (3 min).

2.2. Wyniki badań

Procedurę analityczną w odniesieniu do każdej próbki wykonano z trzykrotnym powtó-
rzeniem. Oznaczane związki identyfikowano poprzez porównanie czasów retencji sygnałów 
analitycznych w analizowanej próbce i odpowiednio we wzorcu PBBmix. Chromatogram 
uzyskany w trakcie analizy wzorca PBBmix przedstawia rys. 2.

Rys. 2. Chromatogram wzorca PBBmix i wzorca TBB (6.25 ng/ml)

Fig. 2. Chromatogram of PBBmix and TBB standard (6.25 ng/ml)

Analizy poszczególnych frakcji otrzymanych na etapie oczyszczania przy użyciu żelu 
Bio-Beads® S-X3 wykazały, że PBB uzyskano we frakcji 30–40 ml eluentu. Chromatogramy 
uzyskane w trakcie analizy wzbogaconych próbek analizownej żywności przedstawiono na 
rys. 3–5.
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Rys. 3. Chromatogram PBB w próbce tkanki łososia w porównaniu z chromatogramem uzyskanynym 
z analizy wzorca PBBmix

Fig. 3. Chromatogram of PBB in a sample of salmon tissue compared with chromatogram of PBBmix 
standard

Rys. 4. Chromatogram PBB w próbce wieprzowej tkanki tłuszczowej w porównaniu 
z chromatogramem uzyskanym z analizy wzorca PBBmix

Fig. 4. Chromatogram of PBB in a beef sample compared with chromatogram of PBBmix standard
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Rys. 5. Chromatogram PBB w próbce masła w porównaniu z chromatogramem uzyskanym z analizy 
wzorca PBBmix

Fig. 5. Chromatogram of PBB in a butter sample compared with chromatogram of PBBmix standard

Rys. 6. Krzywe kalibracyjne GC-ECD dla kongenerów BB-29, BB-49, BB-52, BB-101, BB-153

Fig. 6. GC-ECD calibration curves for BB-29, BB-49, BB-52, BB-101, BB-153 congeners



157

W celu kalibracji detektora ECD oraz opracowania i walidacji procedury analitycznej 
sporządzono roztwory wzorcowe PBBmix o stężeniach: 0,5 ng/ml, 1 ng/ml, 2,5 ng/ml, 5 ng/
ml, 10 ng/ml. Uzyskane krzywe wzorcowe w podanym zakresie stężeń analitów przedstawia 
rys. 6. Granicę wykrywalności (LOD) obliczono jako trzykrotną wartość odchylenia standar-
dowego σ, a granicę oznaczalności (LOQ) jako trzykrotną wartość LOD [16]. Odchylenie 
standardowe σ obliczono dla średniej z pól powierzchni pod pikami otrzymanymi w dzie-
sięciu analizach roztworu wzorcowego PBBmix o stężeniu 0,5 ng/ml. W tabeli 1 zestawiono 
uzyskane wartości LOD i LOQ oznaczanych PBB.

T a b e l a  1

Wartości granicy wykrywalności i oznaczalności wyznaczone dla GC-ECD

Kongener PBB RSD [%] LOD [ng/ml] LOQ [ng/ml]
BB-29 2,5 0,04 0,11
BB-52 26 0,40 1,19
BB-49 7,0 0,11 0,33
BB-101 20 0,31 0,92
BB-153 17 0,26 0,76

Do oznaczeń ilościowych metodą GC-ECD sporządzono mieszaninę wzorcową zawie-
rającą pięć kongenerów naturalnych PBB: BB-29, BB-49, BB-52, BB-101 i BB-153 oraz 
TBB o stężeniu każdego analitu 6,25 ng/ml w dekanie. Wartości odzysku analitów obliczono 
porównując pola powierzchni PBB i TBB w analizowanej próbce z polami powierzchni tych 
samych substancji znajdujących się w mieszaninie wzorcowej. Obliczone wartości odzysku 
PBB wynoszą odpowiednio: 40%–140% w  przypadku próbki tkanki łososia, 60%–180% 
w przypadku próbki tkanki wieprzowej oraz 39%–116% w przypadku próbki masła. Warto-
ści odzysku oznaczanych kongenerów PBB w poszczególnych próbkach przedstawiono na 
rys. 7–9. 

Rys. 7. Wartości odzysku dla oznaczanych kongenerów PBB w tkance łososia

Fig. 7. Recovery of PBB congeners determined in a salmon tissue
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Rys. 8. Wartości odzysku dla oznaczanych kongenerów PBB w tkance wieprzowej

Fig. 8. Recovery of PBB congeners determined in a beef tissue

Rys. 9. Wartości odzysku dla oznaczanych kongenerów PBB w próbce masła

Fig.9. Recovery of PBB congeners determined in a butter sample

3. Wnioski

Przeprowadzone badania wykazały dużą skuteczność wydzielania analitu z  matrycy 
tłuszczowej przy zastosowaniu chromatografii żelowej. Kopolimer Bio Beads S-X3 może 
być używany wielokrotnie bez pogorszenia selektywności w wydzielaniu PBB. Zastosowaną 
metodę oczyszczania ekstraktu można wykorzystać w analizie innych trwałych zanieczysz-
czeń organicznych. Metoda ta może być wykorzystana w rutynowym prowadzeniu oznacza-
nia PBB w żywności jako metoda przesiewowa.
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Oznaczanie PBB próbkach rzeczywistych metodą GC-ECD może powodować trudności 
w interpretacji uzyskanych sygnałów analitycznych ze względu na małą specyficzność tego 
detektora w  analizie śladowej. W  wyniku analizy uzyskano wartości odzysku niektórych 
związków powyżej 100% (np. dla BB-101 – rys. 8). Może to wskazywać na kolelucję innych 
kongenerów PBB lub związków interferujących trudnych do usunięcia na etapie procedury 
przygotowania próbek. Sugeruje się, aby w analizie próbek rzeczywistych, gdzie wymagane 
jest poznanie dokładnej zawartości PBB zastosować bardziej selektywne metody oznaczania 
jak np. GC-MS/MS [17]. 
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