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OZNACZANIE POLIBROMOWANYCH BIFENYLI
W WYBRANYCH PROBKACH ZYWNOSCI

DETERMINATION OF POLYBROMINATED BIPHENYLS
IN SELECTED FOOD SAMPLES

Streszczenie

Przestawiono wyniki badan z zakresu oznaczania polibromowanych bifenyli (PBB) w wybra-
nych probkach zywnosci zawierajacych thuszcz. Probki analizowano metoda chromatografii
gazowej z detekcja wychwytu elektronow (GC-ECD). W celu wydzielania PBB z matrycy
thuszczowej zastosowano sorbent Bio-Beads® S-X3. Badania wykazaty duza skutecznos¢ izolo-
wania analitu od matrycy przy zastosowaniu chromatografii zelowej. Stosowany sorbent moze
by¢ uzywany wielokrotnie bez pogorszenia selektywnosci w izolowaniu PBB. Opracowana

metoda moze stuzy¢ jako metoda przesiewowa w oznaczaniu zawarto$¢ PBB w zywnosci.

Stowa kluczowe: PBB, BFRs, GPC, analiza zywnosci

Abstract

The results of research on the determination of polybrominated biphenyls (PBB) in selected
samples of food containing fat are presented. The samples were analyzed by gas chromatography
with electron capture detection (GC-ECD). In order to separation of PBB from the fat matrix
sorbent Bio-Beads® S-X3 was used. Studies have shown high effectiveness of isolating the
analyte from the matrix by using gel chromatography. The sorbent can be used repeatedly
without deterioration of selectivity in the isolation of PBB. The method can recommended as

a screening method for the determination of PBB in food samples.
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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°,44°.5,5 -heksabromobifenyl

BRF — bromowane op6zniacze zaptonu

DCM — dichlorometan

GC-ECD  — chromatografia gazowa z detektorem wychwytu elektronéw

GC-MS/MS — chromatografia gazowa sprz¢zona ze spektrometria mas z podwoéjna
fragmentacja oznaczanej czasteczki

Hx — heksan

Hx/DCM  — mieszanina heksanu i dichlorometanu

PBB — polibromowane bifenyle

PBBmix — roztwor wzorcowy zawierajacy BB-29, BB-49, BB-52, BB-101, BB-153
o stezeniu 500 ng/ml kazdego, przygotowany w dekanie

PBDD/F — polibromowane dibenzodioksyny/furany

TBB — 1,3,5-tribromobenzen

1. Wstep

PBB stosowano do wczesnych lat 70. XX w. jako addytywne opdzniacze zaptonu w two-
rzywach sztucznych, w budownictwie, w przemysle tekstylnym oraz elektrycznym i elek-
tronicznym. Badania w zakresie identyfikacji PBB i ich wptywu na $rodowisko naturalne
rozpoczeto po przypadkowym zmieszaniu w 1973 r. produktu FireMaster® zawierajacego
PBB z pasza dla zwierzat, co spowodowato skazenie $rodowiska oraz $Smier¢ duzej ilosci
zwierzat hodowlanych [1-4].

Glownym zrédlem emisji PBB do $rodowiska naturalnego byly zaktady produkcyjne
oraz wysypiska odpadow, na ktoérych w wyniku pozaréw moga powstawac i uwalniaé si¢
PBDD/F [5].

Zdolnos¢ kumulacji PBB w tkance thuszczowej, watrobie i mézgu oraz niekorzystny
wplyw tych zanieczyszczen na wydzielanie hormonéw sterydowych [1, 2, 6-15] wymaga-
ja stosowania czutych i selektywnych metod oznaczania w probkach srodowiskowych oraz
W Zywnosci.

Przedmiotem badan bylo opracowanie metody oznaczania PBB, gléwnie BB-29,
BB-52, BB-49, BB-101 i BB-153 w migsie lososia, wieprzowiny i w masle. Szczegdl-
na uwage zwrdocono na etapy oczyszczania probki technika chromatografii wykluczenia
(zelowej) przy uzyciu kopolimeru styrenu i diwinylobenzenu Bio-Beads® S-X3 (Bio-Rad
Laboratories). Rozdzielanie kongeneréw PBB prowadzono metoda chromatografii ga-
zowej z detektorem wychwytu elektronéw (GC-ECD) przy uzyciu kolumny CP Sil5 CB
30 m /0,32 mm/0,25 pm.
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2. Eksperyment

2.1. Materiat badawczy i metodyka badan

Procedurg analityczna opracowywano przy uzyciu nast¢pujacych probek zywnosci: tkan-
ka miesna tososia baltyckiego, wieprzowa tkanka thuszczowa oraz masto. Zywno$é pochodzi
z sieci handlowej miasta Krakowa.

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

| Prébka badana ‘

l

| Suszenie prébki metoda liofilizacji |

| Ekstrakcja przy uzyciu aparatu Soxhleta |

Oczyszczanie ekstraktu metodg chromatografii Zelowej
przy uzyciu zelu Bio-Beads S-X3

}

Oczyszczanie frakciji technika chemisorpcii
przy uzyciu zelu krzemionkowego

)

| Odparowanie frakcji do objetosci 1 ml |

A

| Wprowadzenie do probki 2 ng wzorca odzysku (TBB) ‘

l

Analiza PBB metodg GC-ECD

Rys. 1. Etapy przygotowania probki do analizy chromatograficzne;j

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

Rozdrobnione i odwazone probki liofilizowano (3—4 doby), a nastgpnie poddano eks-
trakcji dichlorometanem (60—80 ml) w aparacie Soxhlet’a. Ekstrakcje prowadzono 68 go-
dzin. 100 mg ekstraktu wzbogacono 4 pl roztworu wzorcowego PBBmix zawierajacego
kongenery BB-29, BB-49, BB-52, BB-101, BB-153 o st¢zeniu kazdego 500 pg/ml. W celu
izolowania PBB z matrycy tluszczowej zastosowano frakcjonowanie metoda chromatogra-
fii wykluczenia. Przygotowano szklang kolumng wypetniona sorbentem Bio-Beads® S-X3
spgcznianym mieszaning Hx/DCM w stosunku objgtosciowym 1:1. Takiej samej mieszaniny
uzyto jako eluentu. Odbierano dziesigciomililitrowe frakcje. Po zakonczeniu frakcjonowania
sorbent dodatkowo przemywano 50 ml eluentu. Frakcje zawierajace analit poddano dalszemu
oczyszczaniu wykorzystujac szklang kolumng wypetniong zelem krzemionkowym aktywo-
wanego NaOH, zelem krzemionkowym obojgtnym i zelem krzemionkowym aktywowanym
H,SO,. Jako eluentu uzyto heksanu. Przy uzyciu prézniowej wyparki obrotowej odparowy-



154

wano probke do objetosci okoto 1 ml w strumieniu gazu obojetnego. Na etapie odparowy-
wania koncowego dodano 2 pl roztworu wzorca wewngtrznego odzysku (strzykawkowego)
i kontynuowano odparowywanie rozpuszczalnika do objetosci okoto 20 pl. Jako wzorzec
wewnetrzny odzysku stosowano 1,3,5-tribromobenzen (TBB). Roztwor wzorcowy roboczy
o stezeniu 1 mg/ml przygotowano poprzez odwazenie na wadze analitycznej nawazki 5 mg
TBB i rozpuszczenie jej w heksanie w kolbce miarowej o objgtosci 5 ml.

Oznaczenia jakoSciowe PBB przeprowadzano przy uzyciu chromatografu gazowego
Varian typ CP 3800 z detektorem wychwytu elektronéw (GC-ECD) oraz kolumng z fazg
o niskiej polarnosci CP Sil 5 CB (30 m/0,32 mm/0,25 pm). Parametry analizy chromatogra-
ficznej stosowane w oznaczaniu PBB byly nastgpujace:

— dozownik z podziatem/bez podziatu strumienia probki, temperatura 250°C,
— gaz nosny: hel; natgzenie przeplywu strumienia gazu przez kolumng 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 badan

Procedurg analityczna w odniesieniu do kazdej probki wykonano z trzykrotnym powto-
rzeniem. Oznaczane zwiazki identyfikowano poprzez poréwnanie czasow retencji sygnatow
analitycznych w analizowanej probee i odpowiednio we wzorcu PBBmix. Chromatogram
uzyskany w trakcie analizy wzorca PBBmix przedstawia rys. 2.
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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 poszczegdlnych frakcji otrzymanych na etapie oczyszczania przy uzyciu zelu
Bio-Beads® S-X3 wykazaty, ze PBB uzyskano we frakcji 30—40 ml eluentu. Chromatogramy
uzyskane w trakcie analizy wzbogaconych probek analizownej zywnosci przedstawiono na
rys. 3-5.
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Rys. 3. Chromatogram PBB w probce tkanki tososia w porownaniu z chromatogramem uzyskanynym
z analizy wzorca PBBmix

Fig. 3. Chromatogram of PBB in a sample of salmon tissue compared with chromatogram of PBBmix
standard
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Rys. 4. Chromatogram PBB w probce wieprzowej tkanki thuszczowej w poréwnaniu
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 probce masta w pordwnaniu z chromatogramem uzyskanym z analizy

Fig. 5. Chromatogram of PBB in a butter sample compared with chromatogram of PBBmix standard
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Rys. 6. Krzywe kalibracyjne GC-ECD dla kongeneréw 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
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W celu kalibracji detektora ECD oraz opracowania i walidacji procedury analitycznej
sporzadzono roztwory wzorcowe PBBmix o st¢zeniach: 0,5 ng/ml, 1 ng/ml, 2,5 ng/ml, 5 ng/
ml, 10 ng/ml. Uzyskane krzywe wzorcowe w podanym zakresie st¢zen analitow przedstawia
rys. 6. Granicg wykrywalnosci (LOD) obliczono jako trzykrotna warto$¢ odchylenia standar-
dowego o, a granicg oznaczalno$ci (LOQ) jako trzykrotna warto§¢ LOD [16]. Odchylenie
standardowe & obliczono dla $redniej z pol powierzchni pod pikami otrzymanymi w dzie-
sigciu analizach roztworu wzorcowego PBBmix o stgzeniu 0,5 ng/ml. W tabeli 1 zestawiono
uzyskane wartosci LOD i LOQ oznaczanych PBB.

Tabela 1
Wartos$ci granicy wykrywalno$ci i oznaczalnosci 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 oznaczen ilosciowych metoda GC-ECD sporzadzono mieszaning wzorcowa zawie-
rajacg pi¢¢ kongeneréw naturalnych PBB: BB-29, BB-49, BB-52, BB-101 i BB-153 oraz
TBB o stgzeniu kazdego analitu 6,25 ng/ml w dekanie. Wartosci odzysku analitow obliczono
poréwnujac pola powierzchni PBB i TBB w analizowanej probcee z polami powierzchni tych
samych substancji znajdujacych si¢ w mieszaninie wzorcowej. Obliczone warto$ci odzysku
PBB wynosza odpowiednio: 40%—140% w przypadku probki tkanki lososia, 60%—180%
w przypadku probki tkanki wieprzowej oraz 39%—116% w przypadku probki masta. Warto-
$ci odzysku oznaczanych kongeneréw PBB w poszczegdlnych probkach przedstawiono na

rys. 7-9.
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Rys. 7. Wartosci odzysku dla oznaczanych kongenerow PBB w tkance tososia

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

Fig. 8. Recovery of PBB congeners determined in a beef tissue
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Rys. 9. Wartosci odzysku dla oznaczanych kongeneréw PBB w probce masta

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

3. Wnioski

Przeprowadzone badania wykazaly duza skuteczno$¢ wydzielania analitu z matrycy
thuszczowej przy zastosowaniu chromatografii zelowej. Kopolimer Bio Beads S-X3 moze
by¢ uzywany wielokrotnie bez pogorszenia selektywnosci w wydzielaniu PBB. Zastosowang
metodg oczyszczania ekstraktu mozna wykorzysta¢ w analizie innych trwatych zanieczysz-
czen organicznych. Metoda ta moze by¢ wykorzystana w rutynowym prowadzeniu oznacza-
nia PBB w zywnosci jako metoda przesiewowa.
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Oznaczanie PBB probkach rzeczywistych metoda GC-ECD moze powodowac trudnos$ci
w interpretacji uzyskanych sygnatow analitycznych ze wzgledu na mata specyficzno$é tego
detektora w analizie sladowej. W wyniku analizy uzyskano wartosci odzysku niektorych
zwiazkow powyzej 100% (np. dla BB-101 —rys. 8). Moze to wskazywac na kolelucjg innych
kongeneréw PBB lub zwiazkow interferujacych trudnych do usunigcia na etapie procedury
przygotowania probek. Sugeruje sig, aby w analizie probek rzeczywistych, gdzie wymagane
jest poznanie doktadnej zawartosci PBB zastosowac bardziej selektywne metody oznaczania
jak np. GC-MS/MS [17].
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