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POVZETEK

Bisfenol A (BPA) je v okolju Siroko zastopan. V velikem obsegu se uporablja v industriji
plastike, posledi¢no lahko preko odpadnih in/ali povrsinskih vod vstopa v vodni ekosistem.
Njegovo prisotnost so potrdili tudi v zraku, hrani (meso, ribe, sadje, zelenjava, med), vodi
in pijacah (vino). Ljudje smo BPA izpostavljeni predvsem preko uzivanja kontaminirane
hrane in vode, kajti le-ta prehaja iz plasticnih vsebnikov/konzerv. Izpostavljenost BPA
povezujejo z disfunkcijo ovarijev, hiperplazijo endometrija, ponavljujoimi se splavi,
prezgodnjo puberteto, rakom dojke in prostate, kardiovaskularnimi boleznimi in
debelostjo.

V okviru diplomske naloge smo razvili, optimizirali in validirali analizno metodo za
dolocanje vsebnosti bisfenola A v negaziranih mineralnih vodah v koncentracijskem
obmoc¢ju od 1 do 500 ng/L. Bisfenol A smo iz vodnih vzorcev izolirali s postopkom
ekstrakcije na trdnem nosilcu (SPE) in ga kvalitativno ter kvantitativno ovrednotili s
tekoc¢insko kromatografijo s tandemsko masno spektrometrijo (LC-MS/MS). Ciljno
koncentracijsko obmocje smo dosegli s koncentriranjem vzorcev tekom priprave vzorcev
ter uporabe sklopljenega sistema, ki ga odlikujeta visoka specificnost ter obcutljivost
meritev.

Raziskovalno delo je obsegalo razvoj in optimizacijo ekstrakcije na trdnem nosilcu in
tekocinske kromatografije s tandemsko masno spektrometrijo ter preverjanje analizne
metode LC-MS/MS z validacijo na standardnih raztopinah bisfenola A ter ekstrahiranih
vzorcih standardov bisfenola A v Mili Q vodi. Pri delu smo se srecali s problematiko
dolocanja bisfenola A, v okviru katere velja izpostaviti kontaminacijo. Popolne odsotnosti
bisfenola A nismo uspeli zagotoviti, saj bisfenol A vsebuje Mili Q voda, plasti¢ni
laboratorijski pribor ter najverjetneje tudi zrak v laboratoriju. Nazadnje smo primernost
analizne metode preverili Se na vzorcih negaziranih mineralnih vod iz plastenk in vode iz
vodomata ter vodovodne vode. Vsebnost BPA smo dolocili v vseh analiziranih vzorcih.
Bisfenol A je v vseh vzorcih, razen v vodi iz vodomata, prisoten v koncentracijskem
obmocju med 1,8 in 12,7 ng/L. V vzorcu vode iz vodomata smo dolocili koncentracijo 209

ng/L.
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SEZNAM OKRAJSAV
Kratica | Pomen
A Povrsina kromatografskega vrha
BPA Bisfenol A
BPA d-16 Bisfenol A d-16
CE Kolizijska energija
DAD Detektor tipa dioda array (ang. Diode array detector)
ELISA Imunoencimski test na trdni podlagi (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
EMV ang. Electron multiplier voltage
ESI Elektrorazprsevalna ionizacija (ang. Electrospray ionization)
FDA ang. Food and Drug Administration
FR Fragmentor
FT-ICR ang. Fourier transorm-ion cyclotron resonance
GC Plinska kromatografija
GC-MS Plinska kromatografija z masno spektrometrijo
GC-MS/MS Plinska kromatografija s tandemsko masno spektrometrijo
hER Gen za cloveski receptor za estrogen
HLB ang. Hydrophilic-Lipophilic-Balanced
HPLC Tekocinska kromatografija visoke loc¢ljivosti
HPLC-ECD Tekocinska kromatografija visoke locljivosti s elektrokemi¢nim detektorjem
HPLC-FLD Tekocinska kromatografija visoke locljivosti s fluorescen¢nim detektorjem
ICH ang. International Conference on Harmonisation
IS Interni standard
LC Tekocinska kromatografija
LC-MS Tekocinska kromatografija z masno spektrometrijo
LC-MS/MS Tekocinska kromatografija s tandemsko masno spektrometrijo
LLE Ekstrakcija tekocCe-tekoce (ang. Liquid/liquid extraction)
metanol 100 % metanol
MF Mobilna faza
MIPs ang. Moleculary imprinted polymers
MM Molekulska masa
MQ Mili Q voda
MRM ang. Multiple reaction monitoring
MS Masna spektrometrija
m/z Razmerje med maso in nabojem
n Stevilo injiciran;
QC ang. Quality control
Q2 (R1) ICH smernica Q2 prva revizija
PC Polikarbonatna plastika
R’ Determinacijski koeficient
RSD Relativni standardni odklon
SD Standardni odklon
SF Stacionarna faza
SIM ang. Single ion monitoring
SPE Ekstrakcija na trdnem nosilcu (ang. Solid phase extraction)
tr Retencijski ¢as
™ Telesna masa
YES ang. Yeast estrogen screen
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1 UVOD

1.1 HORMONSKI MOTILCI

Hormonski motilci so eksogene snovi, ki motijo sintezo, sekrecijo, transport, vezavo,
delovanje ali eliminacijo naravnih hormonov v organizmu, ki so odgovorni za vzdrZzevanje
homeostaze, razmnoZevanje, rast, razvoj in obnasanje (1-3). V grobem jih razdelimo v ve¢
skupin. Poleg hormonov so endokrini motilci (EDCs ang. Endocrine disrupting
compounds) lahko tudi farmacevtske ucinkovine, pesticidi, industrijske spojine, izdelki za
osebno nego, itd. (1). V skupini hormonov kot hormonske motilce oznacujemo naravne in
sintezne estrogene, androgene, progestagene, fitoestrogene in mikoestrogene (4-6).
Industrijske endokrine hormonske motilce predstavljajo bisfenol A, ftalati, alkilfenoli, itd.
Med farmacevtskimi u¢inkovinami so omenjeni paracetamol, diklofenak, sulfametoksazol,
med izdelki za osebno nego pa kofein, oksibenzon (1). Sintezne estrogene uporabljamo za
nadomestno terapijo za zdravljenje motenj v menstrualnem ciklusu in postmenopavzalnih
motenj ter za kontracepcijo. Sintezni progestageni se uporabljajo za zdravljenje motenj v
menstrualnem ciklusu, neplodnosti ter endometrioze. Androgeni so odgovorni za razvoj
moskih spolnih znakov. Za fitoestrogene velja, da imajo protektiven vpliv proti nastanku
raka dojke s podaljSanjem menstrualnega ciklusa, nizanje serumskega holesterola,
zmanjSevanje kardiovaskularnih obolenj ter ohranjanje kostne gostote pri zenskah v
menopavzi (5, 7).

Endokrini sistem skupaj z zivénim in imunskim sistemom predstavlja glavni regulatorni
mehanizem, ki nadzoruje razlicne kjucne funkcije v telesu cloveka in Zivali. Hormoni
namre¢ vplivajo na rastne, razvojne, regulatorne in homeostatske mehanizme organizma,
kot so razmnozZevanje, vzdrzevanje normalne koncentracije glukoze in ionov v krvi, krvni
pritisk, itd. Ravnotezje hormonov v organizmu je nujno potrebno za preprecevanje
funkcionalnih nepravilnosti. Endokrini sistem ima Stevilne povratne mehanizme, ki
uravnavajo spremembe v koncentraciji hormonov, vendar pa je tudi zelo obcutljiv na
zunanje vplive, ki Skodujejo celotnemu razvoju organizma (7, 8).

Hormonski motilci so pri ljudeh in Zzivalih v endokrinem sistemu sposobni izvabiti
negativne ucinke. Povzrocajo lahko feminizacijo ribjih samcev, vplivajo pa lahko tudi na
endokrini sistem ptic, plazilcev in sesalcev (9, 10). Hormonski motilci najpogosteje
delujejo na receptorje estrogenske vrste, pri ¢emer govorimo o hormonskih motilcih

estrogenske vrste (e-EDCs ang. Estrogenic endocrine disrupting compounds) (3,11).
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Ucinki se izrazijo v razlicnih tkivih, ki izkazujejo ekspresijo estrogenskih receptorjev
vkljuujo¢ mozgane, imunski sistem, kardiovaskularni sistem, pljuca, jetra, ledvica,
mle¢ne Zleze, razmnozevalne organe (jaj¢nik, testis, maternica, prostata), masc¢obno tkivo
ter kosti (1). Pri moSkih in Zenskah lahko povzrocijo prezgodnjo puberteto in
abnormalnosti reproduktivnega trakta, pri zenskah spontan splav. Povzrocajo tudi rakava
obolenja, med katerimi velja izpostaviti raka dojke, endometrija, prostate, itd. (6,7).

Ker veliko spojin priStevamo v skupino hormonskih motilcev, smo tako ljudje kot tudi
zivali izpostavljeni ne le enemu, temve¢ meSanici mnogih hormonskih motilcev. Zato je
bistvenega pomena spremljati njihov izvor in prisotnost v okolju. V okolje prehajajo preko
fekalnih vod iz gospodinjstev, industrijskih obratov in kmetijske dejavnosti. Tako se npr. v
Cloveskih izloc¢kih nahajajo naravni in sintezni hormoni ter farmacevtske ucinkovine.
Stevilne hormonske motilce namre¢ uvri¢amo med zdravilne u¢inkovine, najbolj razsirjeni
med njimi so peroralni kontraceptivi. Bisfenol A se v velikem obsegu uporablja v industriji
plastike. Alkilfenol nonilfenol je prisoten v Cistilih, ki se uporabljajo v gospodinjstvih in
industrijskih procesih. Izvor hormonskih motilcev je iskati tudi v kmetijskih kemikalijah,
ki so izdelane na osnovi alkilfenola in alkilfenol etoksilata (3, 12). Ker hormonskih
motilcev v procesu ¢is¢enja vod na Cistilnih napravah ne odstranimo v celoti, o njihovi
risotnosti poro¢ajo v povrsinskih vodah, odpadnih vodah, podtalnici, pitni vodi. Spros¢ajo

se v ozracje, vsebuje jih tudi dezevnica (Slika 1).
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Slika 1: Krozenje hormonskih motilcev v okolju.
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Ze zelo majhne koncentracije hormonskih motilcev lahko posegajo v delovanje
hormonskega sistema, kar zahteva uporabo visoko obcutljivih detekcijskih metod (2-4, 6,
9,13, 14, 15).

Med hormonskimi motilci ni veliko strukturnih podobnosti oz. skupnih kemijskih lastnosti
(4). Znano je, da sta sposobnost vezave na estrogenske receptorje in delovanje spojine
odvisna od tega, kako uspesno posnemajo strukturo 17-f estradiola, ki je najucinkovitejsi
naravni estrogen. Pogoj za interakcijo z estrogenskimi receptorji je prisotnost vsaj enega
fenolnega obroc¢a s prosto hidroksilno funkcionalno skupino. Na fenolni obro¢ mora biti
vezana vsaj tri ogljikove atome dolga stranska veriga ali obro¢. Jakost delovanja na
estrogenskem receptorju je odvisna od dolZzine in razvejanosti stranske verige. U¢inke
izkazujejo po razlicnih mehanizmih. Lahko se veZejo neposredno na hormonske receptorje,
lahko pa posredno vplivajo na endokrini sistem na razli¢nih ravneh. Pri neposredni vezavi
na hormonske receptorje lahko delujejo kot agonisti oz. antagonisti. Po vezavi na
estrogenski receptor pride do konformacijske spremembe in nastali kompleks se pomakne
v celitno jedro, kjer interagira s celicno DNA. Rezultat je indukcija ali inhibicija
transkripcije DNA, ki regulira sintezo dolocenih proteinov. Posredni vpliv hormonskih
motilcev na endokrini sistem pa je vpliv na samo koncentracijo hormonov v organizmu.
Tako npr. indukcija encimov, ki jih uvr§€amo v skupino citokromov P450, vpliva na
ravnovesje hormonov. Ti encimi imajo klju¢no vlogo pri sintezi in razgradnji steroidnih

hormonov (8).

1.2 BISFENOL A

Bisfenol A (BPA) uvr§¢amo v skupino alkilfenolov. Struktura obsega dva fenolna obroca
ter dve metilni skupini vezani na centralni ogljikov atom, kot je prikazano na Sliki 2. Gre
za precej hidrofobno spojino (logP znasa 3,25), ki ima Sibko kisle lastnosti (pKa znasa 9,7)
in je v vodi zelo tezko topna (topnost v vodi je 89 mg/L) (16).

Kljuéni dejavniki, ki vplivajo na razgradnjo BPA, so reaktivne kisikove spojine, UV
svetloba, prisotnost bakterij in njihovo Stevilo ter temperatura (18).

BPA je produkt kondenzacije acetona in fenola, pri ¢emer se kot katalizator uporablja
klorovodikova kislina ali polistirenske sulfonatne smole. Prvi¢ so ga sintetizirali leta 1891,
v uporabo pa je prisel kot sintezni estrogen v 30. letih 20. stoletja. O estrogenskih uc¢inkih
BPA so prvi¢ porocali leta 1993, pri cemer je bilo ugotovljeno, da deluje v okolju Sibko

estrogensko (19).
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BPA je klju¢na gradbena enota pri sintezi polikarbonatne plastike. Uporablja se tudi pri
proizvodnji epoksi smol, kot antioksidant, stabilizator in inhibitor polimerizacije v procesu
izdelave polivinil klorida. Sodeluje pri sintezi poliestrov, polisulfanatov, poliakrilatov ter
je prisoten v lakiranih premazih v plo€evinskih vsebnikih (4, 13, 18, 21). Po obsegu
proizvodnje predstavlja eno izmed glavnih spojin v izdelkih s katerimi se dnevno
srecujemo. Polikarbonatno plastiko vsebujejo plastenke za pijaco, steklenicke za hranjenje
otrok (ang. baby bottles), plasticni vsebniki za hrano, kuhinjske posode, CD-ji,
gramofonske plosce, stekla za ocala, itd. (16, 18). Iz polikarbonatne plastike so zgrajeni
nekateri pripomocki, ki jih uporabljajo v zobozdravstvu (zobni vsadki in tesnila) (22). BPA
je po obsegu eno najbolj proizvajanih spojin, katere poraba se bo v prihodnosti Se
povecala. V letu 2006 je letna proizvodnja zanasala 3,9 milijonov ton, v letu 2010 pa
predvidoma 5 milijonov ton (16). Zaradi Siroke uporabe se je integriral v okolje in je
prisoten v odpadnih vodah, povrSinskih vodah, podtalnici, sedimentu in zraku (14).
Mehanizmi prenasanja BPA v hrano, krmo in okolje so razli¢ni. BPA se v okolje izloca Ze
med samim proizvodnim procesom. Med proizvodnjo se namre¢ ves BPA ne vkljuci v
strukturo s kemijskimi vezmi, del ostaja prost in lahko prehaja iz materiala. Prehajanje je
izrazitejSe pri vi§jih temperaturah (npr. v pomivalnem stroju, v mikrovalovni pecici,
vsebniki, ki se sterilizirajo v avtoklavu) in uporabi agresivnejsih Cistilnih sredstev (14, 19).
Odpuscanje BPA iz polikarbonatne plastike, ki je polimer monomernih BPA enot
prikazuje Slika 2. Prehajanje BPA v vodni medij je izrazitejSe v bolj alkalnem pH obmocju
ter ob prisotnosti vi§jih koncentracij fosfata (18, 22, 23).

Polikarbonatna plastika
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Slika 2: Razgradnja polikarbonatne plastike.
Ker je BPA lipofilna spojina, se posledi¢no akumulira v zivalski hrani. Tako ga ljudje
najveckrat vnesemo pri zauzitju kontaminirane hrane. Visje koncentracije BPA so dolo¢ili

pri organizmih v vodnih okoljih (npr. ribe, race, morska hrana) (14).
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Nevarnost za ljudi predstavlja tudi prehajanje BPA iz materiala, s katerim je v stiku
hrana/pijaca. Posledi¢no BPA prehaja iz plasti¢nih in kovinskih vsebnikov neposredno v
hrano zaradi direktnega kontakta s plastiko, smolo, laki, povrSinsko aktivnimi snovmi, itd.
(24). V Preglednici 1 so podane vrednosti koncentracij BPA v nekaterih vrstah hrane in

mineralnih vodah iz PET plastenk iz literature (16).

Preglednica 1: Koncentracije BPA v vzorcih hrane in mineralni vodi.

Vzorec Koncentracija BPA | Stevilo analiziranih vzorcev
sadje in zelenjava 9-48 ng/g 10

ribe 10-43 ng/g 9

morska hrana 13-213 ng/g 5

hrana iz PET vsebnikov 13-206 ng/g 26

mineralna voda iz PET plastenk | 3-10 ng/L 9

BPA se ne obnasa kot tradicionalen toksin, saj zanj ne velja obicajno pravilo vecji
odmerek, vecji nezeleni ucinek. Podobno kot za hormone tudi za delovanje estrogena velja,
da Ze izpostavljenost nizkim koncentracijam (delcek na trillion ang. ppf) lahko povzroci
nezelene ucinke. Mnenja glede varnosti BPA so deljena. American Chemestry Council
sicer priznava toksi¢nost BPA, vendar le pri izpostavljenosti visokim koncentracijam. FDA
(ang. Food and Drug Administration) je podala smernice v katerih je podana dovoljena
dnevna koli¢ina BPA (ang. Acceptable dose oz. Reference dose), ki znasa 50 pg/kgTM. Ta
vrednost temelji na toksikoloSkih Studijah na zivalih iz 80. let 20. stoletja (19, 24, 25).
Hkrati pa so posamezne raziskovalne skupine z laboratorijskimi poskusi na podganah
ugotovile, da ze odmerek 20 pg/kgTM/dan vodi do okvar jajcec, problemov pri
razmnozevanju, okvar zarodkov, itd. (19, 25). Evropska komisija je v letu 2004 dolocila
vrednost za mejo specifiéne migracije (SML ang. Specific migration limit) za vsebnike, ki

so v neposrednem stiku s hrano, 600 ng/g (16).

1.2.1 Farmakokinetika

BPA se tako pri ¢loveku kot tudi pri zivalih hitro in u¢inkovito absorbira iz GIT in je
izpostavljen obseznemu metabolizmu prvega prehoda v steni Crevesja in jetrih. Pri
podganah in primatih je poglavitni metabolni¢ni presnovek bisfenol A-glukuronid. Pri
¢loveku pa so v urinu poleg bisfenol A-glukuronida zaznali tudi bisfenol A-sulfat, kot je
prikazano na Sliki 3 (25). BioloSko aktiven je samo nekonjugiran BPA. Le-ta se v veCini

veze na plazemske proteine (23).
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Slika 3: Metabolizem bisfenol-a A.
Glukuronid se tvori pod vplivom jeternih encimov UDP-glukuronosiltransferaz, Se posebe;j
aktivna je izoformna oblika UGT2B1 (23). Tvorba glukuronida je hitra in popolna. Zaradi
dobre vodotopnosti se nastali glukuronid izloca prek ledvic, pri ¢emer razpolovni ¢as znasa
manj kot Sest ur. Pri podganah se presnovek BPA-glukuronid izlo¢a preko ZolCa ter krozi v
enterohepaticnem ciklusu, pri cemer se vecina zauzitega odmerka izlo¢i z blatom v obliki
BPA (25).
Ker je metabolizem BPA zelo uc€inkovit in izlo¢anje BPA-glukuronida hitro, je moznost
akumulacije majhna, zaradi Cesar koncentracije v krvnem obtoku dosezejo majhne
vrednosti (26). Zato je kljub dokazani toksi¢nosti njegova uporaba Se vedno dovoljena v
prehrambeni industriji, vendar v nizkih koncentracijah. Dnevni vnos naj ne presega mejne
vrednost izpostavljenosti BPA, ki znasa v drzavah EU 10 pg/kgTM/dan, v ZDA pa 50
ng/kgTM/dan (24).
Zaradi hitrega in popolnega izlo¢anja peroralno zauZzitega BPA je najprimerneje spremljati
prisotnost BPA v urinu. Celokupne vrednosti izpostavljenosti BPA natancneje dolo¢imo s
pomocjo biomonitoringa (25).
V primerih ko analiziramo bioloSke vzorce (npr. urin), dolo¢evanje BPA lahko motijo
komponente hrane. Primer je izoflavon resveratrol, ki ima enako molekulsko maso kot

BPA in se izloCa v obliki glukuronida, kar lahko daje lazno pozitivni rezultat (26).

1.2.2 Farmakodinamika

O estrogenskih ucinkih BPA so prvi¢ porocali leta 1993. Jakost delovanja je 10000 do
100000-krat nizja kot v primeru 17-f estradiola, zaradi ¢esar so dolo¢ili, da v okolju deluje
Sibko estrogensko (16). BPA delujejo kot direktni reverzibilni kompetitivni agonisti na
estrogenskih receptorjih in ga uvrscajo v skupino selektivnih modulatorjev estrogenskega

receptorja (SERM ang. Selective estrogen receptor modulator) (27). Zaradi angularne
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konfiguracije in OH skupin na para mestu fenolnih obrocev namrec lahko tvori vodikove
vezi z akceptorskim delom estrogenskega receptorja.

Mehanizem delovanja BPA obsega neposredno delovanje BPA na receptor v jedru oz.
receptor na celicni membrani ali posredno preko vnosa kalcija, ki vodi do aktivacije
encimov v tar¢ni celici. Nekateri mehanizmi delovanja pa so Se vedno neznanka (23, 28).
Uc¢inki BPA v organizmu so odvisni od tega, koliko prostega BPA je na voljo in kako
dolgo so mu celice izpostavljene. Tvorba glukuronida sicer zmanjSa koli¢ino prostega
BPA, vendar lahko pride tudi do dekonjugacije glukuronida s pomocjo B-glukuronidaze,
encima, ki ga v visokih koncentracijah najdemo predvsem v placentarnih celicah (24, 29).
In vivo §tudije na sesalcih (miSi, podgane) porocajo o naslednjih nezelenih ucinkih po
izpostavljenosti BPA: povecanje incidence hormonsko odvisnih rakov, zlasti raka mlecnih
zlez in prostate, nepravilnosti razmnozevalnih organov npr. slabsa kvaliteta moskih spolnih
celic ter zgodnje spolno dozorevanje Zensk, metabolicne motnje zlasti pri sladkorni bolezni
odvisni od insulina, debelost ter vedenjske motnje (19, 18).

Znano je, da je BPA pri moski postrvi Sarenki (ang. Male rainbowtrout) sposoben
inducirati sintezo proteina vitelogenina (10). Porocali so tudi o morfoloskih nepravilnostih
v zgodnji zivljenjski fazi modelne ribe medaka (lat. Oryzias latipes) (17).

Pred nedavnim so potrdili tudi antagonisti¢no delovanje BPA proti hormonom $¢itnice in
androgenemu hormonu. Hkrati pa BPA deluje tudi kot agonist za mutirano obliko
androgenega receptorja v nekaterih rakavih celicah prostate, kar povzroca proliferacijo
Cloveskih celic raka prostate (13, 28). Ucinkuje lahko tudi na razvoj, diferenciacijo in
funkcioniranje centralnega Zivénega sistema in imunskega sistema (27).

Pri Zenskah izpostavljenost BPA povezujejo z disfunkcijo ovarijev, hiperplazijo
endometrija ter ponavljajo¢imi se splavi (25). BPA lahko zmanjsa plodnost, spremeni
razvoj in je povezan z nastankom raka (30). Ljudje z visoko koncentracijo bisfenola A v
urinu imajo vecjo moznost za nastanek kardiovaskularne bolezni, diabetesa tipa 2 in
spremenjene koncentracije jetrnih encimov (31).

Koncentracije BPA v krvi so odvisne od starosti in izpostavljenosti. Znano je, da je v
nosecnosti metabolizem BPA spremenjen. Izpostavljenost BPA med nosecnostjo lahko
vodi do zapletov, kot so prezgodnja zrelost, omejitev rasti zarodka, preeklampsija, spontan
splav (13, 30). BPA namreC¢ prehaja skozi placento in se akumulira zaradi nizkih

koncentracij UDP-glukuronosiltransferaze v zarodku (24). Domnevajo, da imajo
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novorojencki kar trikrat visjo vrednost krvnih koncentracij BPA, kot odrasli, saj Se nimajo
povsem razvite metabolne kapacitete (29).

Dermalna izpostavljenost BPA-ju je redka, sistemska biorazpolozljivost je omejena, znasa
zgolj 10 %. Pri nekaterih ljudeh, predvsem poklicno izpostavljenih, BPA lahko izzove
alergicni kontaktni dermatitis zlasti na izpostavljenih delih rok, nog in obraza. Z inhalacijo

vnesemo zgolj manjsi delez celokupne koli¢ine BPA, ki smo ji izpostavljeni (24, 25).

1.3 METODE ZA UGOTAVLJANJE PRISOTNOSTI, VSEBNOSTI IN AKTIVNOSTI
HORMONSKIH MOTILCEV

Razvoj analizne metode vkljucuje ve¢ stopenj. Zbiranju in shranjevanju vzorcev sledi
priprava ter izolacija merjenih komponent, nato pa njihova kvalitativna in kvantitativna
dolocitev. Na voljo so nam izpopolnjeni instrumenti, ki omogocajo locitev in zaznavanje
kemijskih spojin. Sibko toko analiznega postopka predstavlja priprava vzorcev. V
sploSnem je najdolgotrajnejSi korak in je hkrati tudi vir mnogih netoc¢nosti in
nenatancnosti.

Metode za ugotavljanje prisotnosti in aktivnosti hormonskih motilcev vkljucujejo tako
kemijske, analitske kot tudi bioloske metode. Na ta na¢in dobimo informacije o identiteti
in koncentraciji hormonskih motilcev, kakor tudi o vplivu le-teh na Zive organizme. S
kombinacijo omenjenih metod povecamo obcutljivost ter selektivnost pri kvantitativnem

dolocanju (9).

1.3.1 Priprava vzorcev

Glavni cilj priprave vzorca za kromatografske analize je izolacija izbranega analita ter
odstranitev ¢im vec¢ socasno prisotnih motec¢ih komponent.

Postopek priprave vzorcev mora biti enostaven, hiter, cenovno sprejemljiv, ¢im bolj
selektiven, pri ¢emer mora omogocati kvantitativne izkoristke. Zazeljeno je, da socasno z
izolacijo analita vzorec tudi koncentriramo (32).

Za izolacijo spojin iz vodnih vzorcev najpogosteje uporabljamo destilacijo, ekstrakcijo, in
razli¢ne adsorbcijske tehnike. Za izolacijo hormonskih motilcev iz teko¢ih nebioloskih
vzorcev (npr. vodni vzorci, vzorci hrane v teko¢i obliki) se uporabljajo ekstrakcija tekoce-
tekoce, ekstrakcija na trdnem nosilcu ter mikroekstrakcija na trdnem nosilcu (SPME).

SPME je redkeje uporabljena (1, 12, 16).

8/82



Zibelnik Katja Diplomska naloga

1.3.1.1 Ekstrakcija tekocCe-tekoce

Za izolacijo organskih spojin iz vodnih vzorcev se je v preteklosti najpogosteje uporabljala
ekstrakcija tekoce-tekoce (LLE ang. Liquid/liquid extraction). Metoda temelji na
porazdeljevanju komponent vzorca med vodnim medijem in organskim topilom, ki se med
seboj ne mesata. Ce je proucevan analit bolj topen v organskem topilu, se pri ekstrakciji
porazdeli v vec¢ji meri v organsko fazo. Topilo iz organske faze do suhega odparimo,
preostanek pa raztopimo v topilu oz. mobilni fazi in nanesemo na kolono. Izkoristek
ekstrakcije je predvsem odvisen od afinitete analitov do organskega topila, volumnov obeh
faz (vodne in organske), Stevila ponovitev ekstrakcije in ¢asa vzpostavitve ravnotezja med
obema fazama. Glavna prednost metode je Sirok nabor organskih topil, ki jih glede na
fizikalno-kemijske lastnosti analitov lahko uporabimo v tem postopku. Izbrano topilo mora
dobro raztapljati spojino, ki jo Zelimo ekstrahirati, vendar z njo ne sme reagirati. Ravno
tako se ne sme mesSati s topilom, iz katerega ekstrahiramo in ne sme imeti visokega
vreliS¢a, ker ga lahko le tako odparimo in lo¢imo od analita. Metoda ima seveda tudi nekaj
pomanjkljivosti. Pri velikih volumnih vzorcev je dolgotrajna in zahteva porabo velike

koli¢ine organskih topil, lahko se tvorijo emulzije, kar vodi do visokih izgub (16, 33)

1.3.1.2 Ekstrakcija na trdnem nosilcu

Ekstrakcija na trdnem nosilcu (SPE ang. Solid phase extraction) je bila vpeljana v 70.
letih prejSnega stoletja in je delno odpravila pomanjkljivosti LLE. Danes je dobro
uveljavljena tehnika. Osnovni princip SPE je podoben tekocinski kromatografiji, gre
namre¢ za porazdeljevanje komponent iz vzorca med trdno in teko¢o fazo. Proucevan
analit iz tekoCe faze prehaja na trdno fazo, kjer se zadrzi, speremo pa ga Sele v fazi elucije.
Eluat posusimo do suhega, uparjen ostanek pa raztopimo v topilu in ga kvalitativno in
kvantitativno ovrednotimo s izbrano kromatografsko metodo.

S SPE analizirani vzorec ocistimo interferenénih komponent, proucevan analit pa
izoliramo in lahko tudi koncentriramo. Vse pogosteje se uporablja tudi kot razsoljevalna
tehnika (ang. Desalting procedure). Omogoca izvrsitev reakcije derivatizacije med aktivno
skupino analita in tistimi na povrSini polnila, nato pa sledi elucija. Omogoca pa tudi
frakcioniranje vzorca v razlicne komponente, kot pri klasi¢ni kolonski kromatografiji. Pri
tem vsako frakcijo eluiramo z drugac¢no tekoco fazo (1, 11, 34, 35).

Glavne prednosti SPE so bistveno manjsa poraba organskih topil, vecja selektivnost, visok

izkoristek ekstrakcije, krajSi Cas priprave vzorcev, moznost avtomatizacije procesa in
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sklopitve s kromatografijo (1). Zagotavlja dobro ponovljivost. Tehnika je enostavna,
omogoca pa dobro optimizacijo tekom razvoja metode. Proces SPE lahko izvedemo on-
line ali off-line. Pri off-line izvedbi je priprava vzorcev popolnoma locena od
kromatografske analize, medtem ko on-line izvedba vkljucuje ekstrakcijsko kolono kot del
kromatografske opreme. Za on-line ekstrakcijo BPA iz okoljskih vodnih vzorcev se
uporablja imunoafinitetni monolit. BPA se ekstrahira na osnovi reakcije s protitelesi, ki so

vezana na povrSini monolita (16, 33, 34, 36).

1.3.2 Analiza in detekcija

1.3.2.1 Kemijske metode

Kromatografska separacija temelji na osnovi razlik hitrosti potovanja posameznih
komponent vzorca pod vplivom mobilne faze (MF) zaradi selektivnega zadrzevanja
komponent na stacionarni fazi (SF). Mobilna faza je tekocina nizke viskoznosti oz. plin,
stacionarno fazo pa predstavlja trdna povrsina oz. nemobilna tekoc¢ina. Komponente vzorca
je mogoce lociti, saj se zaradi razli¢nih fizikalnih in kemijskih lastnosti ter posledi¢no
razli¢ne afinitete do stacionarne oz. mobilne faze razli¢no porazdeljujejo.

Porazdelitveno kromatografijo delimo na normalno in reverzno fazno kromatografijo.
Normalno fazno kromatografija se uporablja za separacijo polarnih spojin, pri tem je SF
polarna in MF nepolarna. V primeru reverzno fazne kromatografije je SF nepolarna, MF pa
polarna in na ta na¢in lo¢imo nepolarne spojine.

Kromatografske metode lahko opredelimo na ve¢ nacinov. Prvi nacin opredeli
kromatografijo glede na agregatno stanje mobilne faze, in sicer na plinsko (GC),
teko¢insko (HPLC) ter superkriticno-teko¢insko kromatografijo (SFC). Kromatografske
metode pa lahko razvrstimo tudi po nahajaliS¢u stacionarne faze. Tako je npr. pri kolonski
kromatografiji stacionarna faza vezana na nosilec v koloni, mobilna faza pa tece skozi
kolono pod vplivom gravitacije ali tlaka. Pri planarni kromatografiji lo¢evanje poteka v
ravnini, pri Cemer je stacionarna faza (t.i. sorbent) nanesena na ravno povrs$ino
(tankoplastna kromatografija-TLC) ali v porah papirja (papirna kromatografija). Pri tem se
mobilna faza (t.i.topilo) pomika skozi plos€o s sorbentom zaradi gravitacije ali pa
kapilarnega delovanja (37).

Za doloc¢anje vsebnosti BPA v vodnih vzorcih se uporabljata tehniki plinske in tekoc¢inske

kromatografije v povezavi z razlicnimi detektorji.
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Najpogosteje se uporabljajo tehnike, ki temeljijo na masni spektrometriji in sicer
tekocinska kromatografija masna spektrometrija (LC-MS), plinska kromatogafija masna
spektometrija (GC-MS) ter tandemski tehniki LC-MS/MS ter GC-MS/MS (6, 16).

V uporabi pa so tudi tehnike tekoCinske kromatografije visoke loCljivosti s
elektrokemi¢nim (HPLC-ECD) ter fluorescen¢nim detektorjem (HPLC-FLD). BPA
izkazuje fluorescenco, pri ¢emer je valovna dolZina za eksitacijo enaka 275 nm, za emisijo
pa 305 nm. Elektrokemi¢na detekcija temelji na elektroaktivnosti fenolnih skupin prisotnih
v molekuli in v primerjavi s fluorescencnim detektorjem daje vecjo obcutljivost ter
specificnost (16, 18, 36, 38). S kromatografskimi metodami loCujemo posamezne
komponente le po enem parametru. Ker ima vecje stevilo molekul lahko enak retencijski
&as, verodostojnost rezultata potrdimo s drugo metodo. Ce povezemo GC ali LC z masno
spektrometrijo, GC-MS ali LC-MS, pridobimo na ob¢utljivosti in specifi¢nosti. Tehnike,
ki temeljijo na masni spektrometriji odlikuje hitrost in visoka zmogljivost (6, 39).

Pri izbiri separacijske tehnike sklopljene z masnim analizatorjem so klju¢ne fizikalno-
kemijske lastnosti analita, npr. molekulska masa, hlapnost, polarnost, termi¢na stabilnost.
Spojine, ki jih zelimo analizirati s plinsko kromatografijo, morajo biti hlapne, termi¢no
stabilne in manj polarne. Ce osnovni pogoji niso izpolnjeni je spojine potrebno predhodno
derivatizirati. Tvorba derivatov podaljSa Cas analize, hkrati pa lahko pomeni nov vir
napak, kar se lahko odraza na kvantitativni dolocitvi in predstavlja klju¢ne omejitve pri
izvedbi plinske kromatografije (5, 6, 9, 34).

Klju¢na prednost LC-MS pred GC-MS je, da se izognemo derivatizacijskemu koraku. LC-
MS zdruzuje dve tehniki, ki se med seboj dopolnjujeta. LC del nam podaja podatke o
jakosti signala in ¢asu prihoda ucinkovine iz kolone. S pomoc¢jo MS izberemo MRM
prehode, nato pa merimo odziv izbranega analita, ki ga na kromatogramu opazimo v obliki
kromatografskega vrha. Na ta nacin lahko komponente vzorca identificiramo in

kvantitativno ovrednotimo ter dolo¢imo ¢istost vzorca (35).

1.3.2.2 Bioloske metode

V skupino bioloskih metod uvr§¢amo imunokemijske metode, bioteste in vitro ter bioteste
in vivo. Biotesti in vitro so hitri, ponovljivi in cenovno ugodni, ne podajo pa nam odgovora
o uc¢inkih na celoten organizem. Zato je nujna tudi uporaba biotestov in vivo, s katerimi
proucujemo vplive na celoten endokrini sistem. V primeru dolo¢evanja BPA se najveckrat

uporabljajo imunokemijske metode (1, 8, 9, 16).
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Imunokemijske metode

Med imunokemijskimi metodami se najveckrat uporablja imunoencimski test na trdi
podlagi (ELISA ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), pri ¢emer opazujemo reakcijo
antigena in protitelesa. PovrSina mikrotiterske ploscice je prekrita s specificnimi
monoklonskimi protitelesi. Princip dolo¢evanja temelji na kompetitivni reakciji spojine, ki
je encimsko oznacena, z morebitno prisotno spojino v preiskovanem vzorcu za vezavo na
monoklonska protitelesa. Ob dodatku nebarvanega kromogenega substrata se zaradi
prisotnosti vezane encimsko oznacene spojine tvori obarvan produkt, kar zaznamo kot
spremembo absorbance (40).

Prednosti ELISA tehnike v primerjavi s kromatografskimi metodami so hitrost ter
enostavnost izvedbe, saj so na trziS¢u seti Ze pripravljenih reagentov. Slaba stran
imunoloskih metod je, da ne identificirajo le preiskovane spojine, pa¢ pa lahko vkljucujejo
tudi skupino strukturno podobnih spojin. To lahko vodi do lazno pozitivnega rezultata,
zaradi navzkrizne reakcije s protitelesi. Prav zato je v primeru pozitivnega rezultata
potrebno dobiti potrditev z drugo referenéno metodo, ki temelji na drugacnem analiznem

postopku, npr. kromatografsko metodo (41).

Biotesti in vivo

Najpogosteje uporabljena in vivo metoda za doloCanje prisotnosti hormonskih motilcev je
metoda, ki temelji na doloCanju vitelogenina v krvi samcev in mladic rib zebric Danio rerio,
t.i. ELISA-Vtg (ang. Vig Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

Med spolnim dozorevanjem samice v gonadah sintetizirajo 17-f estradiol. Le-ta se v
hepatocitih veze na receptor, kar sprozi transkripcijo gena za vitelogenin. Vitelogenin je
prekurzor jajénega rumenjaka, ki se praviloma izraza le pri samicah. Kadar je v vodi prisotna
povecana koncentracija estrogensko aktivnih spojin, se vitelogenin tvori tudi pri samcih in
mladicah. Test temelji na specificni vezavi med vitelogeninom in z markerji oznacenimi
protitelesi. Encimska aktivnost markerja na protitelesu je proporcionalna koncentraciji
vitelogenina in jo dolo¢amo s spremembo barve spektrofotometri¢no.

Vitelogenin sluzi kot enostaven in obcutljiv biomarker za dolocanje prisotnih hormonskih
motilcev z estrogenskim delovanjem. Njegova slabost pa je to, da je nestabilen protein

katerega koncentracija se v plazmi spreminja.
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Biotesti in vitro

V skupino biotestov in vitro spadajo tisti, ki vkljucujejo pomnoZzevanje in diferenciacijo
celic, testi s kompetitivno vezavo ligandov ter testi in vitro, ki temeljijo na ekspresiji
genov. Ti biotesti so narejeni po enakem principu kot poteka delovanje estrogenov pri
vretencarjih. Hormonski motilci se v krvi vezejo na globuline in z njimi potujejo po
organizmu. Prosti hormonski motilci preidejo skozi membrano z difuzijo in se vezejo na
estrogenske receptorje v razli¢nih tkivih.

Metode pomnoZevanja temeljijo na uporabi Eloveskih celi¢nih linij, ki se pomnozijo po
izpostavitvi hormonskim motilcem. Znan je E-screen test, ki temelji na pomnoZevanju rakavih
celic MCF-7 celi¢ne linije celic raka na prsih.

Med testi in vitro, ki temeljijo na ekspresiji genov se uporablja test YES (ang. Yeast estrogen
screen) z gensko spremenjeno kvasovko Saccharomyces cervisiae. Gensko spremenjene celice
kvasovke imajo v svoj genom vgrajen gen za ¢loveski receptor za estrogen (hER) in zapis za
gen lac Z, ki kodira zapis za encim [-galaktozidazo. V prisotnosti spojin z estrogensko
aktivnostjo se le te veZejo na hER in sproZijo serijo reakcij, ki v kon¢ni fazi vplivajo na barvo
dodanega substrata, ki jo izmerimo spektrofotometri¢no.

Vse bolj razsirjena je tudi kombinacija bioloske in kemijske analize. Na ta nac¢in namrec
povecamo obcutljivost in selektivnost pri kvantitativnem doloCanju. Tako se npr. v
primeru proucevanja Skodljivih ucinkov hormonskih motilcev na zdravje rib uporablja

kombinacija YES testa ter analize GC-MS oz. LC-MS (5, 9).

1.3.3 Kbvantitativno vrednotenje

Vsebnosti hormonskih motilcev, ki jih dolo¢imo s kemijskimi metodami (LC-MS, GC-
MS) vrednotimo kvantitativno. PovrSina in viSina vrhov v kromatogramu sta klju¢na
parametra, ki omogocata kvantitativno analizo. V sploSnem je viSina manj zanesljiv
parameter, Se posebnej kadar kromatografski vrhovi nimajo idealne oblike in so
asimetricni. Pri kvantitativni analizi gre torej za primerjavo odziva (povrSina ali visina)
vzorca s odzivom standarda. Ker je to relativna metoda, bo rezultat zanesljiv le toliko
kolikor je zanesljiv standard, ki smo ga pri analizi uporabili. Z ozirom na potrebe in
moznosti izvedemo kvantitativno analizo na enega od treh nacinov: z metodo eksternega
standarda, metodo internega standarda in metodo standardnega dodatka.

V primeru uporabe tehnike masne spektrometrije se pogosto uporablja metoda internega
standarda (IS). Ta metoda velja za najbolj zanesljivo, saj zajamemo celoten analizni

postopek. ZmanjSujemo napake, ki nastanejo med samo pripravo vzorcev, kot tudi mozne
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spremembe v odzivnosti instrumenta. Na ta nacin zagotovimo ve¢jo tocnost in
ponovljivost rezultatov. Metoda temelji na tem, da k vsakemu vzorcu ali standardu
dodamo znano koli¢ino IS. Kromatografski vrh IS mora biti loen od kromatografskih
vrhov ostalih komponent v vzorcu, obenem pa jim mora biti ¢im bolj podoben po fizikalno
kemijskih lastnostih. Posledi¢no to pomeni tudi podoben retencijski ¢as. V primeru LC-MS
se obicajno uporabljajo devterirani analogi IS, pri ¢emer loc¢ba poteka na osnovi razli¢nih

mas na MS delu, zato ni potrebna kromatografska locba (16, 33, 37, 42).

1.4 ANALIZNI POSTOPEK ZA DOLOCANJE VSEBNOSTI BISFENOLA A V
VZORCIH PITNIH VOD

14.1 SPE

V okviru nase diplomske naloge smo vzorce pripravili po SPE postopku. Za izvedbo
ekstrakcije potrebujemo primeren nosilec ter aparaturo, ki omogoca SPE.

Ucinkovitost SPE metode je odvisna od interakcij med sorbentom in analitom. SPE
najpogosteje izvajamo na kolonah (ki so lahko plasti¢ne ali steklene) ali na ekstrakcijskih
diskih napolnjenih z izbranim adsorbentom. Princip ekstrakcije je v obeh primerih enak,
vendar imajo diski vecjo povrS$ino, kar poveca moznost interakcij med vzorcem in
sorbentom. Posledi¢no so primerni za analizo ve¢jih volumnov vzorcev, s ¢imer lahko
dosezemo vecje pretoke in boljSe izkoristke, hkrati pa se tako lazje izognemo moznosti
zamasitve. To se namre¢ pogosto dogaja pri ekstrakciji iz kompleksnih matrik, kjer so
prisotne mnoge necistote, npr. odpadne vode. Vendar pa so diski v primerjavi s kolonami
drazji. Poraba organskih topil tekom ekstrakcije je vecja, kar podaljSa postopek susenja in
poveca moznost izgub, hkrati pa je mnogokrat potrebno dodatno koncentriranje eluata z
namenom kvantitativnega prenosa.

Pogosteje izberemo polnilo tako, da ima visoko afiniteto do prouc¢evanega analita, zato se
le-ta na koloni zadrzi, nezelene komponente vzorca pa prepusca. Polnilo pa lahko
izberemo tudi tako, da ima slabo afiniteto do merjene komponente pri ¢emer jo prepusca,
na koloni pa zadrzi neZelene komponente vzorca.

SPE poteka po treh glavnih mehanizmih. Posledi¢no zato tudi adsorbente razdelimo na
normalno fazne (polarne), reverzno fazne (nepolarne) in ionsko izmenjevalne (kationske in
anionske). Izbira primernega mehanizma polnila je odvisna od polarnosti analiziranega

analita ter od sestave vzor¢nega matriksa. Vsako polnilo ima za izbran analit edinstvene
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lastnosti selektivnosti in retencije. V praksi najprimernejSe polnilo znotraj izbranega
ekstrakcijskega mehanizma najlazje dolo¢imo s poizkusSanjem.

Ekstrakcija na normalno faznem adsorbentu se uporablja za ekstrakcijo polarnih spojin iz
nepolarnih vzorcev, pri tem polnilo lahko predstavlja nemodificiran silicijev dioksid,
silikagel s kovalentno vezanimi funkcionalnimi skupinami ciano, amino in diol, aluminijev
oksid, magnezijev silikat (florisil). Za zadrZevanje analita na sorbentu so bistvene
hidrofilne polarne interakcije, kot npr. vodikove vezi, interakcije dipol-dipol ter dipol-
induciran dipol.

Za izolacijo nepolarnih spojin iz polarnih vzorcev se uporablja ekstrakcija na reverzno
faznem adsorbentu. Kot polnilo lahko uporabimo silikagel prekit s hidrofobnim slojem, ki
ga predstavljajo razlicno dolge alifatske verige (najpogosteje Cgin Cjg), fenilni obro¢ ali
pa porozni organski polimerni delci. Polimerni adsorbenti so v zadnjih letih vse bolj v
veljavi, saj dajejo visoke izkoristke ekstrakcije, hkrati pa pH vzorca na izkoristke
ekstrakcije ne vpliva v tolikSni meri. Primer polimera oz. smole predstavlja adsorbent
sestavljen iz polistiren-divinilbenzenskih verig. Zadrzevanje analita na nepolarni
stacionarni fazi temelji na hidrofobnih interakcijah (Van der Waalsove sile, n-r interakcije,
disperzijske sile), lahko tudi na tvorbi hidrofilnih interakcij (H-vezi).

Za komponente z ionskimi lastnostmi so bolj primerni ionsko izmenjevalni adsorbenti.
Kljucne so elektrostatske interakcije med sorbentom in analitom. Anionski izmenjevalci so
kvarterni amini (N"), amini (NH;), diamini (NH,-NH>), z njimi pa ekstrahiramo kisle in
nevtralne komponente. Medtem ko kationski adsorbenti vsebujejo aromatske sulfone
(C¢HsSOsH) in karboksilne skupine (COOH) in sluzijo za loc¢itev bazi¢nih in nevtralnih
komponent.

Vecina uporabljenih sorbentov je neselektivnih, vse bolj pa se uveljavljajo selektivni
sorbenti. Predstavniki selektivnih sorbentov so imunosorbenti (36) in MIPs (ang.
Moleculary imprinted polymers). Tako npr. MIPs sestavljajo navzkrizno prepleteni
polimeri s specificno prepoznavnimi mesti z ze vnaprej doloceno selektivnostjo za izbran
analit (43). Ker je njihov razvoj Casovno zamuden, kompleksen in drag je njihova
uporabnost omejena (1, 9, 16, 33).

V okviru diplomske naloge smo vzorce ekstrahirali na treh v literaturi najpogosteje
uporabljanih polimernih nosilcih. Izbrali smo plasticne kolone katerih ekstrakcija temelji
na reverzno faznem mehanizmu, pri ¢emer smo primerjali dva polimerna adsorbenta

Strata X, Oasis” HLB ter primer nepolarnega adsorbenta C18E. Vse omenjene adsorbente
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uvrs¢amo v skupino neselektivnih adsorbentov. Razlikujejo se po strukturi adsorbenta in
posledicno po lastnostih adsorbenta kot so velikost delcev, povprecen premer por,
specificna povrSina, masa adsorbenta in pH obmocje stabilnosti (Preglednica 2). Princip
ekstrakcije temelji na tem, da se v fazi nanosa vzorca proucevan analit na adsorbentu
zadrzi, iz adsorbenta ga speremo Sele v fazi elucije.

V vseh primerih se adsorbent nahaja med dvema kalciniranima diskoma v polipropilenski
koloni (t.i kartusa). Na sliki 4 so prikazani klju¢ni sestavni deli kartuse in sicer kolona,
posteljica z adsorbentom in frita.

E—

Kolona —am

Frita [= Posteljica z adsorbentom

Slika 4: SPE kartusa.
V primeru kolone C18-E sorbent predstavlja silikagel, na katerega so vezane verige z 18
ogljikovimi atomi. Za interakcije z analitom so klju¢ne nepolarne interakcije, pri cemer so
zaradi pokritosti silanolnih skupin zmanjSane sekundarne interakcije silanolnih skupin.
Polimerna adsorbenta sta sposobna zadrzati polarne in nepolarne spojine, ki imajo kisle,
bazi¢ne ter nevtralne lastnosti. Strata X adsorbent je kopolimer polistiren-divinil bezena, ki
je strukturno modificiran. Oasis® HLB adsorbent (ang. Hydrophilic-Lipophilic-Balanced)
je sestavljen iz kopolimera N-vinilpirolidona in divinilbenzena. Retencija temelji na
hidrofilnih (H-vez in interakcija dipol-dipol) in lipofilnih interakcijah (Van der Waalsove
vezi) s adsorbentom, kot je prikazano v Preglednici 2. Pri Strati X prihaja tudi n-n

interakcij (44).
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Preglednica 2: Primerjava lastnosti izbranih nosilcev.

Ime nosilca Cl18-E Strata X | Oasis” HLB
’j}\/vx/\/\v'\?@\/v o
‘/ Y g .
Struktura adsorbenta X e / [ttt | [ i
Velikost delcev [um] 55 33 30
Povprecen premer por [A] 70 85 80
Specifi¢na povriina [m?/g] 500 800 810
Masa adsorbenta [mg] 500 60 60
Volumen kolone [mL] 3 3 3
pH obmocje 1-14 1-14 0-14

* Oznaka / oznacuje, da ni dostopnega podatka.

Proces ekstrakcije sestoji iz Stirih faz. Priprava kolone obsega kondicioniranje kolone ter
njeno ekvilibracijo, ¢emur sledi nanos vzorca, spiranje ter elucija, kot prikazuje Slika 5. V
fazi kondicioniranja nosilcev z izbranim topilom (npr. metanol, acetonitril, izopropranol,
etilacetat, aceton) aktiviramo funkcionalne skupine adsorbenta, kar omogoca dobro
omocitev s hidrofilno raztopino vzorca in poveca moznost interakcij analita ter sorbenta. V
tej fazi odstranimo tudi zrak in morebitne necistote, ki se nahajajo na koloni.
Kondicioniranju sledi ekvilibracija. Z nanosom topila, ki ima podobno sestavo kot matrika
nasega preiskovanega vzorca, podobno polarnost, pH in ionsko mo¢, odstranimo ostanke
topila za aktivacijo, hkrati pa kolono pripravimo na nanos vzorca. Obifajno za spiranje
uporabimo vodo ali pa pufer s primernim pH pri katerem poteka ekstrakcija danega analita.
Sledi nanos vzorca, pri ¢emer se sorbent ne sme posusSiti, kajti prislo bi do
dekondicioniranja nosilca, kar pa vpliva na sposobnost vezave analita. Vzorec spuS¢amo
skozi kolono konstantno s primerno hitrostjo, saj sta od nje odvisna kvantitativnost vezave
analita na sorbent ter Cas analize. Interferenéne komponente vzorca, ki so se zadrzale na
koloni odstranimo s spiranjem. Izbrano topilo za spiranje mora odstraniti ¢imve¢ socasno
prisotnih nezelenih komponent vzorca, ne sme pa izprati iskanega analita. Za spiranje
najveckrat uporabimo vodo, primeren pufer ali pa vodo v kombinaciji z majhnim delezem
organskega topila. Po kon¢anem spiranju pred elucijo je potrebno nosilec dobro posusiti.
Odstraniti je potrebno vso topilo ujeto v pore stacionarne faze, kar obicajno dosezemo z
izpostavljenostjo vakuumu za nekaj minut (21). V fazi elucije Zelimo iz adsorbenta
odstraniti izbran analit. Za elucijo analita iz adsorbenta uporabimo primerno organsko
topilo oz. kombinacijo topil. Elucijsko topilo mora imeti vecjo afiniteto do analita kot do

sorbenta, a z njim ne sme intereagirati. Na ta nacin prekinemo interakcije analita s
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stacionarno fazo. Zazeleno je, da uporabimo ¢im manjsi volumen elucijskega topila in z
njim odstranimo ¢im vecji delez adsorbiranega analita. Za izkoristek ekstrakcije je

bistveno, da elucija poteka pocasi.

Priprava kolone Nanos vzorca | Spiranje kolone Elucija
Cc— 1 L e L |
rod acgtonitri/ fhetapol
netg‘t\ml vodd 15 metanol
‘ il
- (=34 |y
* = . i ) ,—-"ﬁ‘-
odstranitev nedistot elucija analita

Slika 5: Potek ekstrakcije.

14.2 LC-MS/MS

V okviru diplomske naloge smo uporabili tekoCinsko kromatografijo ultra visoke
lo¢ljivosti (UHPLC) sklopljeno z masno spektroskopijo.

Proucevan analit raztopimo in ga pod visokim pritiskom s pomocjo mobilne faze
potiskamo skozi kolono. Ob prihodu v masni analizator v razredceni plinski fazi pod
visoko napetostjo poteCe ionizacija analita. V osrednjem delu masnega analizatorja se ioni
lo¢ijo na osnovi razmerja med maso in nabojem, s pomocjo detektorja pa odziv nastalih
izbranih MRM prehodov kvalitativno in kvantitativno ovrednotimo. V analizatorju je
potreben vakuumski sistem, ki omogoca potovanje nastalih ionov znotraj analizatorja ter
prepreci njihove morebitne trke z molekulami zraka. Na Sliki 6 je prikazan uporabljen LC-

MS/MS sistem (48, 49).

Slika 6: LC-MS/MS sistem 1290 Infinity LC ter 6460 Triple Quadrupole Jetstream®
LC/MS, Agilent Technologies.
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1.4.2.1 HPLC

Metoda tekocCinske kromatografije omogoca, da se komponente vzorca porazdelijo vzdolz
kolone, nato pa se loceno eluirajo, kjer jih zaznamo s specificnimi detektorji. V
nadaljevanju so predstavljeni klju¢ni deli LC sistema.

Mobilne faze so namescene v rezervoarjih za mobilno fazo. Izbrana mobilna faza ne sme
vplivati na lastnosti kolone, topiti mora vzorec, imeti mora nizko viskoznost ter mora biti
¢im bolj cista. Vse uporabljene mobilne faze je potrebno pred uporabo razpliniti.
Kromatografsko separacijo lahko izvedemo pri konstantni sestavi mobilne faze (izokratsko
izpiranje), ali pa se sestava med potekom analize spreminja (gradientno izpiranje). Z
omenjeno tehniko gradientnega izpiranja s spreminjanjem polarnosti mobilne faze
dosezemo krajSe Case zadrZzevanja mocno vezanih komponent na koloni in posledi¢no
bistveno skrajSamo c¢as analize. Dosezemo celotno locljivost komponent v vzorcu,
izboljSamo obcutljivost ter obliko vrhov.

Crpalka ¢rpa mobilno fazo skozi razplinjevalec, kjer se odstranijo §¢ morebitno prisotni
mehurcki. Zagotavljati mora enakomeren pretok mobilne faze skozi kolono.

Injektor poskrbi, da se v sistem injicira vzorec, injiciranje pa mora biti ponovljivo.
Omogocati mora doziranje razlinih volumnov, pri tem pa dozirna zanka omejuje
volumen. Analizni postopek pricnemo z injiciranjem najnizje koncentracije in postopoma
dvigujemo koncentracije, kajti na ta nacin zmanjSamo verjetnost nastanka »carry-over
ucinka«. Injektor mora biti dovolj robusten, hkrati pa si zelimo, da je ¢im bolj enostaven za
vzdrzevanje in servisiranje.

Kolona je bistven del HPLC sistema, saj se v njej dogajajo najpomembnejsi separacijski
procesi: porazdelitev, adsorpcija, loCitev na osnovi mase in velikosti. Separacija na koloni
je odvisna od dimenzij in oblike polnila ter u¢inkovitosti kolone. Kolona je names¢ena v
t.i. termostat za kolono. S spreminjanjem temperature kolone lahko uravnavamo hitrost
pretoka in tlak v koloni. S poviSanjem temperature dosezemo nizko viskoznost mobilne
faze, kar povzroci padec tlaka in lahko povecamo pretok. To je za kromatografsko analizo
dobro, saj skrajSamo cas analize. Vendar previsoka temperatura ni zaZeljena, kajti lahko
povzroci nastajanje mehurckov ali celo razpad komponent vzorca. Kolona je izdelana iz
inertnega materiala (nerjavece jeklo), zaprta, dobro zatesnjena ter napolnjena s stacionarno
fazo. Pri naSi analizi smo uporabili kolono ZORBAX SB-C18 Rapid Resolution. Gre za
nepolarno stacionarno fazo, ki jo predstavlja silikagel prekrit s hidrofobnim slojem Cig

verig. Posledi¢no govorimo o reverzno fazni porazdelitveni kromatografiji. Kolona je
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primerna tudi za UHPLC analize, ker je sposobna vzdrzati tlak do 600 bar, kar oznacuje
oznaka Rapid Resolution. Vecjo ucinkovitost kolone omogoca manjSa velikost delcev
kolone, saj se poveca Stevilo interakcij med kolono in analitom.

Tik pred analitsko kolono na nosilcu je names$¢ena predkolona oz. predfilter. SluZzita kot
predfilter za mehanske in kemijske primesi osnovni koloni. Na ta nac¢in koloni podaljSamo
zivljenjsko dobo, saj jo zaS¢itimo pred onesnazevanjem in raztapljanjem stacionarne faze v
mobilni fazi. Napolnjena sta s stacionarno fazo istega tipa kot kolona, vendar so delci
vecjih dimenzij. Ko sta kontaminirana ju zamenjamo z novo, kar je mnogo enostavneje in
ceneje.

1z kolone analit potuje na detektor (37, 42).

1.4.2.2 MS/MS

Ionizacija

Izbira primerne ionizacijske tehnike je odvisna od narave vzorca. V osnovi lo¢imo dve
glavni skupini ionizacijskih tehnik. V prvo skupino (ang. Gas-phase source) uvrs¢amo
tiste pri katerih je vzorec uplinjen, nato pa ioniziran. Metoda je primerna za ionizacijo
termostabilnih analitov, katerih temperatura vreli§¢a znasa manj kot 500 °C, molekulska
masa pa je nizja od 1000 Da. V to skupno ionizacije uvrs€amo ionizacijo z elektroni (EI
ang. Electron impact), kemi¢no ionizacijo (CI ang. Chemical ionization) in ionizacijo v
elektricnem polju (FI ang. Field ionization).

Za drugo skupino ionizacijskih tehnik (ang. Desorption source) velja, da se analit nahaja v
trdnem ali teko¢em stanju in se neposredno pretvori v plinski ion. Prednost takega nacina
ionizacije je njegova uporabnost za ionizacijo nehlapnih in termi¢no nestabilnih analitov
(kar pomeni, da ni potreben dodaten korak izhlapevanja) z molekulsko maso celo nad
100000 Da. V to skupino uvrs¢amo naslednje ionizacijske tehnike: elektrorazprsevalna
ionizacija (ESI ang. Electrospray ionization), laserska desorpcija/ionizacija v matriksu
(MALDI ang. Matrix-assisted laser desorption ionization), desorpcija v elektricnem polju
(FD ang. Field desorption), bombardiranje s hitrimi atomi (FAB ang. Fast atom
bombardment), elektrorazprSevalna ionizacija (TS ang. Thermospray ionization) (35, 48-

50).
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Elektrorazprsevalna ionizacija

Je najbolj uporabna ionizacijska metoda, saj se dobro sklaplja s separacijskima metodama
HPLC in elektroforeze. Pomembna je za detekcijo biomolekul, kot so polipeptidi, proteini,
oligonukleotidi z molekulsko maso 10° Da ali veé ter tudi anorganske spojine, sintezni
polimeri in zdravilne u€inkovine.

Poznamo pozitivno ESI, kjer nastanejo kationi ter negativno ESI, kjer nastanejo anioni.
Funkcionalna skupina analita namre¢ dolo¢a kak$en ion se bo tvoril. Ce je prisotna
skupina, ki sprejme proton (npr. amino skupina) bo analit pozitivnho nabit ion, ce
funkcionalna skupina analita raje sprejme proton (npr. karboksilna skupina, fenolna OH
skupina, alkoholi v saharidih in oligonukleotidih) se tvori negativno nabit ion.

Raztopina vzorca, ki pride iz HPLC kolone potuje vzdolz ozke igle v ionizacijsko komoro,
kjer se pod vplivom nebulizacijskega plina dusika tvorijo kapljice. Na konici igle se
generira visoka napetost, kar ustvari moc¢no elektri¢éno polje, tako da razprSevanje vzorca
tvori aerosol z nabitimi kapljicami. Zaradi toka vroCega suSilnega plina duSika topilo
izhlapeva, zmanjsuje se povrsina kapljic, zaradi ¢esar se poveca gostota elektricnega polja.
To povzroci nestabilnost in posledi¢no odcepljanje ionov od povrsine kapljic. Po popolni
odparitvi topila iz kapljic prehajajo ioni preko kapilare do masnega analizatorja.
Uporabljen masni analizator uporablja tehnologijo Jetstream® plina (t.i Sheath gas), ki ga
predstavlja dusik. Na ta nacin se omeji in usmeri tok kapljic po razprSitvi z
nebulizacijskim plinom, posledi¢no ve¢ ionov vstopi v masni analizator, kar poveca

obcutljivost instrumenta, npr. Slika 7.

Nebulizacijski plin
Nebulizator

"Sheath gas"

"Nozzle voltage®" \
Susilni plin

“ \ Kapilara

Slika 7: Shema ESI.
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Na ionizacijo lahko vplivajo razli¢ni dejavniki. Mobilna faza mora imeti pH, ki zagotavlja
ionizacijo molekule analita. Ce uporabljamo pufre morajo biti hlapni, sicer lahko pride do
tekmovanja za ionizacijo med pufrom in analitom. Do tekmovanja za ionizacijo lahko
pride tudi kadar vzorec vsebuje visoke koncentracije soli ali prebitek nekega drugega

analita, ki v danih pogojih ionizira.

Razvrs$éanje ionov

Masni analizator predstavlja osrednji del masnega spektrometra. V njem se ioni razvr$¢ajo
na osnovi razmerja med maso in nabojem (m/z). Poznamo veliko masnih analizatorjev:
kvadrupolni (ang. Quadrupole), trojni kvadrupolni masni analizator (ang. Triple
Quadrupole), analizator z ionsko plastjo (ang. lon trap), na osnovi ¢asa preleta (ang. Time
of flight), FT-ICR (ang. Fourier transform-ion cyclotron resonance), elektrostatsko-
magnetni masni analizator.

Sklopljeno z LC se najpogosteje uporabljajo naslednji Stirje masni analizatorji: kvadupolni,

analizator z ionsko plastjo, na osnovi casa preleta ter FT-ICR (35, 48, 49, 51).

Trojni kvadrupolni masni analizator

Trojni kvadrupolni analizator je zelo Siroko uporabljan. Omogoca ponovljivo in selektivno
kvantitativno analizo spojin v nizkih koncentracijah. Slika 8 prikazuje Agilentov 6460
trojni kvadrupolni masni analizator s klju¢nimi sestavnimi deli. Najprej v komori potece
ionizacija, sledi kapilara preko katere vzorec vstopi v masni analizator, prvi kvadrupol,
kolizijska celica, tretji kvadrupol ter detektor. Kvadrupoli delujejo kot masni filtri, pri
potovanju ionov skozi analizator se le-ti selekcionirajo glede na razmerje m/z, pri cemer
samo ioni z izbranim m/z razmerjem pridejo skozi kvadrupol. V primerjavi s kvadrupolnim
analizatorjem, ki ima zgolj en masni filter pri trojnem kvadrupolnem masnem analizatorju

pridobimo na selektivnosti in obc¢utljivosti merjenja, npr. Slika 9.
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Slika 9: Shema LC-MS in LC-MS/MS.

Uporabljen masni analizator vsebuje Siroko kapilaro, ki omogoca prenos ionov iz
atmosferskega tlaka v ionizacijski komori v vakuumsko okolje v masnem analizatorju. Da
je tok ionov v osrednji del masnega filtra usmerjen in pospeSen poskrbijo skimmer,
oktapolni predfilter ter dva ionska vodnika (ang. Lenses I in 2).

Ioni dospejo v prvi masni filter. Sestavljajo ga Stiri vzporedne palice izdelane iz nerjavece
zlitine hiperboli¢ne oblike, govorimo o kvadrupolu. Na vseh $tirih elektrodah je izmeni¢na
napetost, pri ¢emer sta negativni elektrodi glede na pozitivni elektrodi v zamiku za 180 °,
kar ustvarja oscilirajoce elektricno polje in omogofa potovanje nabitih delcev. Z
nastavitvami velikosti elektricnega potenciala ter frekvence elektricnega polja dosezemo
potovanje izbranih mas ionov. Pri doloceni napetosti in frekvenci zgolj ioni izbranih
molekulskih mas potujejo iz izvora proti detektorju med Stirimi elektrodami (resonanéni
ioni), medtem ko se ioni ostalih mas (vecje oz. manjSe m/z) zaletijo v Stiripolne palice ali

pa odletijo med elektrodami iz $tiripola (neresonancni ioni), npr. Slika 10 .
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Detektor

Fonski
izvor
Slika 10: Kvadrupolni masni filter.

Sledi postfilter, ki usmerja izbrane ione iz prvega masnega filtra v kolizijsko celico.
Kolizijska celica sestoji iz Sestih palic in se nahaja v linearni smeri, kar omogoca visoke
hitrosti. V njej poteka proces cepitve ionov zaradi trkov (CID ang. Collision Induced
Dissociation), pri Cemer zaradi prisotnosti molekul inertnega, nereaktivnega kolizijskega
plina dusika pride do trkov z ioni prisotnimi v kolizijski celici in v odvisnosti od kolizijske
energije dobimo MRM prehode s dolo¢enim m/z. Ioni imajo namrec translacijsko energijo,
ob trku z molekulami plina se le-ta spremeni v molekularne vibracije, kar povzroci
fragmentacijo ionov.
Preko predfiltra izbrani ioni nadaljujejo pot do tretjega masnega filtra, ki je po strukturi
enak prvemu masnemu filltru. V njem pride do ponovnega filtriranja prepus¢enih mas in
dolocitve h¢erinskih ionov, ki jih vrednotimo na detektorju.
Da je omogoceno nemoteno potovanje ionov znotraj masnega analizatorja do detektorja je
potreben visok vakuum. Vakuum zagotavlja sistem Crpalk, kot je prikazano na Sliki 8.
Najprej oljna Crpalka (ang. Rough pump), sledi tri-stopenjska turbo ¢rpalka 1 (ang. Single
3-stage turbo pump 1), v podro¢ju detektorja je Se dodatna turbo ¢rpalka (ang. Turbo pump

2), ki omogoca vecjo hitrost prenosa ter poveca obcutljivost.

Detektor

Visoko energijski dinoda detektor je edinstven pri Agilent instrumentu. Vkljucuje dve
dinodi ter elektronsko pomnoZzevalko. Dinodi sta namesSceni pravokotno na tok ionov ter
nevtralnih molekul, kar preprecuje verjetnost, da bi nevtralne molekule zadele detektor,
medtem ko socasno privlacita ione z visoko napetostjo. Tréenje ionov s povrsino prve
dinode povzroci izbitje elektronov, ki se pospeseno gibljejo do naslednje dinode, kjer se
postopek ponovi. Elektroni so usmerjeni v pomnozevalnik, kjer se njihov tok ojaci. Trk
ionov na detektor namre¢ povzroci elektri¢ni tok, njegova vrednost pove koliko trkov je
bilo ob dolo¢enem razmerju m/z. Signali so zapisani v analogni obliki kromatograma in jih

z racunalniSkim sistemom spremenimo v digitalno obliko, ki vkljucuje podatke kot so
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retencijski Cas (#g), viSina vrhov (%) ter povrSina vrhov (4). Rezultat je masni spekter, ki

prikazuje ione z dolo¢enim m/z (48, 49).

Ione lahko merimo v izbranem spektralnem obmocju (SCAN) ali pri posameznem m/z
(SIM). SIM naéin je obutljivej$i v primerjavi s SCAN naé¢inom. Ce spremljamo zgolj
izbrani prekurzorski in héerinski ion, govorimo o SRM prehodu (ang. Selected reaction
monitoring). 1z istega prekurzorskega iona lahko nastane ve¢ hcerinskih ionov. V primeru,
ko opazujemo ve¢ prehodov hkrati, govorimo o MRM prehodih (ang. Multiple reaction
monitoring) (48, 49).
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2 NAMEN DELA

Bisfenol A je znan hormonski motilec. Zaradi razsirjene uporabe predstavlja potencialno
nevarnost za Stevilne organizme, tudi za Cloveka. O njegovi prisotnosti porocajo v
povrsinskih vodah, odpadnih vodah, podtalnici, zraku. Ljudje smo BPA izpostavljeni
predvsem preko uzivanja kontaminirane hrane in vode, kajti le-ta prehaja iz plasti¢nih
vsebnikov/konzerv. BPA povezujejo s pojavom reproduktivnih motenj, kardiovaskularnih
bolezni, rakovih obolenj, itd. Poznavanje vsebnosti BPA v okolju, hrani in vodi je zelo
pomembno za oceno potencialnega tveganja za zdravje.

Namen diplomske naloge bo razviti analizno metodo za ugotavljanje vsebnosti BPA v
vodi. Razvito metodo bomo uporabili za ugotavljanje vsebnosti BPA v vzorcih negaziranih
mineralnih vod iz plastenk.

Razvili in optimizirali bomo metodo SPE, s pomocjo katere bomo analit iz vodnih medijev
izolirali ter metodo LC-MS/MS s katero bomo pripravljene vzorce analizirali. Postopek
priprave vzorcev bo obsegal tri klju¢ne stopnje. Najprej bomo vodni vzorec nanesli na
kolono, adsorbirani BPA pa iz adsorbenta sprali z elucijskim topilom. V nadaljevanju
bomo s suSenjem odparili elucijsko topilo. PosuSen ostanek pa raztopili v topilu za
raztapljanje, ga dobro premesali, kvantitativno prenesli v inserte ter injicirali v LC-MS/MS
analitski sistem. V okviru SPE ekstrakcije bomo vzorce skoncentrirali ter ocistili so¢asno
prisotnih interferenc. S LC-MS/MS instrumentom bomo dosegli separacijo socasno
prisotnih komponent vzorca ter detekcijo in kvantifikacijo zelo majhnih koncentracij.
Sklopljen sistem bo omogocil vecjo specifi¢nost in obcutljivost meritev.

Primernost razvite metode LC-MS/MS bomo najprej preverili z validacijo metode na
standardnih raztopinah BPA. Ustreznost ekstrakcijskega postopka ter sledece LC-MS/MS
analize pa z validacijo metode na ekstrahiranih vzorcih standardov BPA v Mili Q vodi.
Vrednotili bomo naslednje validacijske parametre: selektivnost, linearnost, izkoristek
ekstrakcije, tocnost, ponovljivost ekstrakcije, ionsko supresijo, mejo detekcije in mejo
kvantifikacije. Nazadnje bomo analizno metodo preizkusili Se na vzorcih negaziranih
mineralnih vod, katerih priprava bo potekala po zgoraj opisanem postopku. Na ta nacin
bomo poleg potrditve primernosti vpeljanega analiznega postopka dobili tudi podatke o

prisotnosti BPA v razli¢nih vzorcih pitnih vod.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Vzorcivoda

Analizirali smo osem vzorcev negaziranih mineralnih vod brez okusa ter dva vzorca vod z
okusom iz 0,5 L plasticnih vsebnikov razli¢nih proizvajalcev (Vz1-Vz10). Odvzeli smo
tudi en vzorec negazirane mineralne vode iz 18,9 L vodomata (Vz11). Analizirali smo Se

vzorec vode iz vodovodnega omrezja iz vasi Belica pri Polhovem Gradcu (Vz12).

3.1.2 Standard in interni standard

Standard: bisfenol A; stopnja Cistosti=97.0 %; Acros Organics, Geel, Belgija (100 g)
Interni standard:bisfenol A d-16 (BPA d-16); Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcija (250

mg).

Preglednica 3 prikazuje strukturni formuli, empiri¢ni formuli ter molekulski masi (MM).

Preglednica 3: Strukturna formula, empiri¢na formula ter molekulska masa.

Ime spojine BPA BPA d-16

Strukturna formula HyC CH,

NegeW

Empiri¢na formula | C;5sH;50,

MM [g/mol] 228,29

3.1.3 Reagenti in topila

» Mili Q voda (MQ) s specifi¢no upornostjo 18,2 MQcm; FFA

» Ultracista voda, voda Honeywell za plinsko kromatografijo, HPLC ter
spektrometrijo; Burdrick & Jackson, USA; MM=18,02 g/mol

» Metanol kromatografske cistote, CH3;OH; Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcdija;
MM=32,04 g/mol

» Metanol LC-MS C(istote, CH30H; Fluka, Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcdija;
MM=32,04 g/mol

» Acetonitril kromatografske Cistote, CH3CN; Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcdija;
MM=41,05 g/mol

» Amonijev acetat, CH;COONHj3; Merck, Darmstadt, Nem¢ija; MM=77,08 g/mol

Amonijak 25 %, NH3; Merck, Darmstadt, Nemcija; MM=17,03 g/mol

» Stisnjen dusik; Messer, Ruse, Slovenija

A\
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3.1.4

YV V.V V V V V V

>

Naprave in pribor

Sistem za pripravo Mili Q vode 30 L; Millipore, Billerica, Massachusetts, ZDA
Ultrazvoéni &istilnik Sonis 4; Iskra, Sentjernej, Slovenija

Tehtnica AG 245; Mettler Toledo, Schwerzenbach, Svica

Hladilnik; LTH, Skofja Loka, Slovenija

Mesalnik Vibromix 114 EV; Tehtnica, Zelezniki, Slovenija

pH meter MA 5736; Metrel, Horjul, Slovenija

Magnetno mesalo; Hanna Instruments, Povoa de Varzim, Portugalska

Avtomatske pipete 20-200 uL, 100-1000 pL in 1000-5000 uL; Eppendorf,
Hamburg, Nemcija

Steklovina: Colni¢ek za tehtanje, Case, merilne bucke, epruvete, polnilne pipete,
viale, inserti

Ostali inventar: nastavki za pipete, epice (1,5 mL), kovinske spatule, Parafilm M,
puhalke, plasti¢ne kapalke, zamaski za viale, Stoparica Hanhart, pribor za filtriranje
mobilne faze: stekleni lij, filter papir, filter mrezica, gumijast zamasek, prizema,
erlenmajerica, vodna ¢rpalka

Sistem za SPE ekstrakcijo:

o0 Kadicka: VisiprepTM Solid Phase Extraction Vacuum Manifold (Supelco,
Bellefonte, Pennsylvania, ZDA).

0 Oljna vakuumska ¢rpalka (Gast Manufacturing Inc., Harbor, Michigan, ZDA)

0 SPE kolone: Strata-X (Phenomenex, Torrance, California, ZDA), CI18-E
(Phenomenex, Torrance, California, ZDA), Oasis® HLB (Waters, Milford,
Massachusets, ZDA)

0 SUSILEC: Caliper Turbo Vap LV (Zymark, Portland, Oregon, ZDA)

Analitski sistem HPLC: Agilent 1100 Series (Agilent Technologies, Santa Clara,

California, ZDA)

0 Agilent 1100 Series vkljucuje razplinjevalec, binarno ¢rpalko, avtomatski
vzorcevalnik, termostat za kolono, UV-VIS detektor (gre za detektor tipa dioda
array-DAD ang. Diode array detector) ter fluorescencni detektor.

0 Kromatografska kolona: Luna Cjg (2); 50 % 2,0 mm, 3 pm (Phenomenex,
Torrance, California, ZDA)

0 Predkolona: Luna C;5(2); 4 x 3 mm (Phenomenex, Torrance, California, ZDA)
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» Analitski sistem LC/MS-MS: Agilent 1290 Infinity LC in Agilent 6460 Triple

Quadrupole Jetstream®™ LC/MS (Agilent Technologies, Santa Clara, California,

ZDA)

0 1290 Infinity LC vkljuCuje razplinjevalec, binarno crpalko, avtomatski
vzorcevalnik, termostat za kolono, UV- VIS detektor (DAD).

0 6460 Triple Quadrupole Jetstream LC/MS vklju€uje ESI in APCI ionski izvor.

0 Kromatografska kolona: ZORBAX SB-C18 Rapid Resolution HT Agilent
Technologies; 50 x 2,1 mm, 1,8 um

0 Predfilter: Krudkatcher Ultra HPLC In-line filter 0,5 pum (Phenomenex,
Torrance, California, ZDA)

0 Program za obdelavo podatkov: MassHunter Workstation software B.03.01

3.2 METODE
3.2.1 Razvoj in optimizacija
3.2.1.1 SPE

Priprava raztopin

Priprava raztopin standardov BPA

Osnovno raztopino standarda BPA s koncentracijo 1 mg/mL smo pripravili tako, da smo
natehtali 25,0 mg BPA, jo kvantitativno prenesli v 25 mL merilno bucko in raztopili v 100
% metanolu (metanol) (52). Za pripravo standardne raztopine s koncentracijo 1000 pg/L

smo v 25 mL bucko odpipetirali 25 pL. osnovne raztopine in jo red¢ili z metanolom.

Priprava raztopin standardov BPA za HPLC-FLD

Za razvoj HPLC-FLD metode smo pripravili Sest razlicnih koncentracij standardnih
raztopin BPA. Koncentracije od 25 do 500 pg/L smo pripravili iz standardne raztopine
BPA s koncentracijo 1000 pg/L, koncentracijo 10 pug/L. pa iz standardne raztopine s
koncentracijo 100 pg/L, pri ¢emer smo kot topilo za red¢enje uporabili 50 % metanol. V

vijali smo pripravili 1 mL raztopine. Postopek priprave prikazuje Preglednica 4.
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Preglednica 4: Priprava standardnih raztopin BPA za HPLC-FLD.

Koncentracija standardnih | Volumen standardne raztopine BPA | Volumen 50 % metanola [pL]
raztopin BPA [ug/L] [1L]

500 500 500

250 250 750

100 100 900

50 50 950

25 25 975

10 | 100 | 900

Priprava raztopin standardov BPA v MQO

Za razvoj in optimizacijo ekstrakcijskega postopka smo pripravili ve¢ raztopin standardov
BPA v MQ (St11-St31 ter St34). Pri pripravi smo izhajali iz standardne raztopine BPA s
koncentracijo 1000ug/L, ki smo jo do ustreznega volumna red¢ili z MQ, kot je prikazano v
Preglednici 5. Zgolj raztopino St34 smo pripravili iz standardne raztopine BPA s

koncentracijo 1mg/mL. Raztopini St32 in St33 smo pripravili v acetonitril/metanolu (1:1).

Preglednica 5: Priprava standardnih raztopin BPA v MQ.

Oznaka | Volumen Kon¢ni  volumen | Koncentracija BPA v | Koncentracija
standardne raztopin standarda | MQ oz. | BPA v
raztopine BPA [uL] | BPA v MQ [mL] acetonitril/metanolu ekstrahiranem

[ng/L] vzorcu [ug/L]

Stll 25 10 2,5 50

St12 50 10 5 100

St13 125 10 12,5 250

St14 250 10 25 500

St21 1250 100 12,5 250

St22 625 500 1,25 250

St23 625 50 12,5 250

St31 1000 10 100 500

St32 1,25 25 50 200

St33 625 25 25 100-500

St34 | 250 | 10 | 2500 | 500000

Na HPLC-FLD instrumentu smo opazovali odzive ekstrahiranth SPE vzorcev v

koncentracijskem obmoc¢ju med 100 in 500 pg/L.

Analizna metoda HPLC-FLD

Kromatografski pogoji

Kromatografska separacija je potekala na koloni Luna C;3 (2). Kolona je bila
termostatirana na temperaturo 50 °C. Avtomatski vzorCevalnik je na kolono apliciral
vsaki¢ 10 pL vzorca. Mobilna faza (MF) se je ¢rpala na kolono po sistemu binarnih ¢rpalk.

Uporabili smo metodo izokratskega izpiranja s sestavo 65 % MQ ter 35 % acetonitrila pri
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pretoku 0,4 mL/min. Odzive na fluorescenénem detektorju smo merili pri nastavitvi
valovnih dolZin 275 nm za ekscitacijo ter 315 nm za emisijo. UV detektor je meril signale

pri nastavitvi valovnih dolzin 210 nm in 275 nm.

Vrednotenje metode

V okviru validacije HPLC-FLD metode na standardnih raztopinah BPA smo vrednotili

linearnost, tocnost in ponovljivost injiciranja.

Postopek dela
Za razvoj in optimizacijo SPE smo uporabili Strata X kolono. Za izhodis¢e ekstrakcijskega
postopka smo privzeli osnovno shemo, ki jo glede na naravo analita predlaga proizvajalec

kolon, npr. Preglednica 6.

Preglednica 6: Osnovna shema SPE.

Korak Reagent
Kondicioniranje Metanol

Ekvilibracija Voda

Nanos vzorca Vzorec

Spiranje 5-60 % metanol
Susenje 1 min

Elucija acetonitril/metanol (1:1)

Preverili smo izkoristek ekstrakcije v odvisnosti od nanosa razli¢nih koncentracij in
razli¢nih volumnov raztopin standardov BPA v MQ. Preverili smo, ¢e je kapaciteta kolone
presezena ob nanosu koncentracije 2 mg/L. Izbrali smo topilo za spiranje ter dolocili
volumen in nacin nanosa elucijskega topila. Poiskali smo najbolj optimalno temperaturo
suSenja eluata ter proucevali vpliv razlicnih volumnov topila za raztapljanje na izkoristek
ekstrakcije. Optimiziran SPE postopek smo v nadaljevanju preizkusili Se na dveh drugih

nosilcih.

3.2.1.2 LC-MS/MS

Priprava raztopin

Priprava raztopine internega standarda (1S)

Osnovno raztopino IS s koncentracijo 1 mg/mL smo pripravili tako, da smo natehtali 10,0

mg BPA d-16, ga kvantitativno prenesli v 10 mL merilno bucko in raztopili v metanolu.
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Raztopino s koncentracijo 1 mg/LL smo pripravili v 10 mL bucki, pri ¢emer smo
potrebovali 10 uL osnovne raztopine IS ter red¢ili z metanolom.

*Raztopino standarda BPA (poglavje 3.2.1.1) in raztopino IS (poglavje 3.2.1.2) smo
uporabili za pripravo standardnih raztopin nizjih koncentracij. Vse pripravljene raztopine

smo hranili v hladilniku pri temperaturi 4 °C.

Priprava raztopine BPA in IS za LC-MS/MS

Za pripravo 1 mL standardne raztopine BPA s koncentracijo 1 mg/L smo v vijalo
odpipetirali 0,5 mL raztopine BPA s koncentracijo 2 mg/L (pripravljena iz standarda BPA
s koncentracijo 1 mg/mL, glej poglavje 3.2.1.1) ter 0,5 mL metanola. Ne enak na¢in smo
pripravili tudi raztopino IS s koncentracijo, pri ¢emer smo izhajali iz raztopine BPA d-16 s
koncentracijo 2 mg/L (pripravljena iz BPA d-16 s koncentracijo 1 mg/mL, poglavje
3.2.1.2.). Za pripravo raztopine, ki je vsebovala standard BPA in IS v koncentraciji 1 mg/L
smo potrebovali 0,5 mL raztopine BPA s koncentracijo 2 mg/L ter 0,5 mL raztopine BPA

d-16 enake koncentracije.

Priprava 2 mM raztopine amonijevega acetata

V 0,5 L MQ smo raztopili 77,5 mg amonijevega acetata. Pripravljeno raztopino smo
naalkalili z 1 % raztopino amonijaka na pH vrednost 6,80, jo filtrirali ter razplinili v

ultrazvoéni kadi¢ki.

Optimizacija parametrov LC-MS/MS

MS/MS

Pripravljene raztopine standardov BPA in IS smo analizirali pod pogoji izokratske elucije,
pri ¢emer je MF A predstavljal 2 mM amonijev acetat s 20 % delezem, MF B pa acetonitril
s 80 % delezem. Izbrali smo ESI ionski izvor v negativnem stanju.

Optimizacija je potekala v treh kljucnih korakih, pri ¢emer smo nekatere parametre
dolocili brez kolone (direktno dovajanje vzorcev v MS del), druge pa smo optimizirali s
pomocjo kolone. Pri analizi brez kolone smo za BPA in BPA d-16 dolocili naslednje
parametre: MRM prehode, vrednost fragmentorja in kolizijske energije, najbolj optimalno
temperaturo susilnega plina, temperaturo pretoka Jetstream® plina, napetost na kapilari ter
nozzle voltage®. Z analizo s kolono pa naslednje parametre: pretok nebulizacijskega plina,

pretok
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sudilnega plina, pretok Jetstream® plina, §irina masne lo&ljivosti na prvem in tretjem

kvadrupolu in razdelilni ¢as (ang. Dwell time).

LC

Metodo tekocinske kromatografije smo razvili s pomocjo standardne raztopine BPA s
koncentracijo 1 mg/L. Pri izbrani kromatografski koloni smo dolocili najustreznejSo
sestavo mobilne faze, dolo€ili pretok mobilne faze, gradientni program in temperaturo

kolone.

3.2.2 Optimizirana analizna metoda

3.2.2.1 SPE

Vzorce za LC-MS/MS analizo smo pripravili po postopku ekstrakcije na trdnem nosilcu, ki
je podrobneje predstavljen v Preglednici 7.

Optimizirana SPE metoda je vkljuc¢evala uporabo Strata X kolon. Ekstrahirali smo 200 mL
vzorce. SoCasno smo analizirali §tiri vzorce, vsakega na svoji koloni (Slika 11). Na vsako
posamezno kolono smo nanesli §tiri 200 mL vzorce, nato pa smo kolono zamenjali.
Postopek ekstrakcije se je pricel s nanosom metanola. Novo, Se neuporabljeno kolono smo
omocili z 20 mL metanola, medtem ko smo na Ze uporabljeno kolono nanesli zgolj 2 mL
metanola. Sledil je nanos topila za ekvilibracijo, ki ga je predstavljala MQ. 200 mL vzorec
smo na kolono nanesli preko 60 mL brizge. Zadosten pretok vzorca preko kolone smo
dosegli s podtlakom, ki ga je ustvarila oljna vakuumska ¢rpalka. Za spiranje smo uporabili
15 % metanol. Kolono smo pred nanosom elucijskega topila dobro posusili. Pred elucijo
smo topilo pustili na nosilcu uc¢inkovati eno minuto.

Eluirane frakcije smo zbirali v epruveto in jih v nadaljevanju posusili s prepihovanjem z
dusikom pri temperaturi 45 °C. PosuSene ekstrahirane vzorce smo raztopili v 200 pL topila
za raztapljanje, jih 90 sekund mesSali na meSalniku Vibromix ter kvantitativno prenesli v

200 puL inserte v vialo.
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Preglednica 7: Potek SPE.

Korak Reagent Volumen Pretok Cas sugenja, podtlak
nanosa [mL] | [mL/min]

NOVA KOLONA- metanol 20 4,4 0 mmHg

spiranje in kondicioniranje

UPORABLJENA metanol 2 4 0 mmHg

KOLONA- kondicioniranje

Ekvilibracija MQ 2 4 0 mmHg

Nanos vzorca vzorec 200 3 Spreminjanje  vrednosti
podtlaka (0-125 mmHg)

Spiranje 15 % metanol | 2 3 Spreminjanje  vrednosti
podtlaka (0-63,5 mmHg)

Susenje kolone / / / 3,5 min pri 254 mmHg

Nanos elucijskega topila acetonitril/ 2 / /

metanol (1:1)

Delovanje elucijskega | / / / 1 min pri atmosferskem

topila tlaku

Elucija / / 3 Spreminjanje  vrednosti
podtlaka (0-63,5 mmHg)

Susenje kolone / / / 3,5 min pri 127 mmHg

Slika 11: Prikaz nanosa vzorca na SPE kolone.
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3.2.2.2 LC-MS/MS

Metoda MS/MS

Za analizo in detekcijo smo wuporabili masni analizator Agilent 6460 s trojnim
kvadrupolnim MS/MS analizatorjem. Kot vir ionizacije smo uporabili negativni ESI.

Nastavitve masnega analizatorja so podane v Preglednici 8.

Preglednica 8: Nastavitve masnega analizatorja

Susilni plin 275 °C, 10 L/min
Nebulizacijski plin 30 psi

Jetstream” plin 320 °C, 11 L/min

Napetost na kapilari 4000 V

Nozzle voltage” 1000 V

EMV 300 V

BPA: MRM prehod, Kolizijska energija (CE), | 227,1-212; CE: 12 mV, FR: 130
Fragmentor (FR) 227,1-133; CE: 20 mV, FR: 130
BPA d-16: MRM prehod, Kolizijska energija | 241.2-223; CE: 12 mV; FR: 130
(CE), Fragmentor (FR) 241,2-142,1; CE: 20 mV; FR: 130
Sirina masne lo¢ljivosti na prvem kvadrupolu ang. widest

Sirina masne lo¢ljivosti na tretjem kvadrupolu ang. wide

Razdelilni Cas (ang. Dwell time) 50 ms

* Pod¢rtana MRM prehoda sluzita za kvantitativno dolocevanje BPA in BPA d-16.

Metoda LC

LC metodo smo izvajali na koloni ZORBAX SB-C18 Rapid Resolution HT s predfiltrom,
ki je namenjen UHPLC analizam. Kolona je bila temostatirana na temperaturo 50 °C. Pred
injiciranjem vsakega vzorca smo vedno injicirali 20 pL ultraiste vode. Avtomatski
vzorcevalnik je na kolono apliciral 5 pLL vzorca. Metoda je vkljuCevala spiranje igle 10
sekund s topilom meSane sestave in sicer: 50 % izopropanol, 25 % acetonitril, 15 %
cikloheksan, 10% diklorometan. Mobilno fazo smo precrpavali na kolono iz dveh
rezervoarjev po sistemu binarnih ¢rpalk. MF A je predstavljala ultracista voda, ki je bila
prehodno razplinjena v ultrazvoc¢ni kadi¢ki. MF B je predstavljal metanol LC-MS ¢istote.
Izvajanje analize je temeljilo na metodi gradientnega izpiranja po shemi:

» 0 - 3 min pri hitrosti pretoka 0,3 mL/min: 50 - 90 % MF B

» 3,1 - 3,5 min pri hitrosti pretoka 0,5 mL/min: 50 % MF B

Cas reekvilibracije je znasal 0,2 minute, celoten &as analize pa je bil 3,7 minute.
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3.2.3 Validacija metode LC-MS/MS

3.2.3.1 Validacija na standardnih raztopinah BPA

Priprava raztopin

Priprava raztopin standardov BPA

Za pripravo 25 mL raztopine standarda BPA s koncentracijo 50 pg/L smo potrebovali 1,25

mL raztopine BPA s koncentracijo 1000 pg/L (poglavje 3.2.1.1), ki smo jo raztopili v

metanolu. Standardno raztopino BPA s koncentracijo 20 pg/L smo pripravili iz 2 mL

raztopine BPA koncentracije 1000 pg/L, ki smo jo do 100 mL red¢ili z metanolom.

Priprava standardnih raztopin BPA za validacijo metode

Za validacijo metode na standardnih raztopinah BPA smo pripravili devet razli¢nih

koncentracij standardnih raztopin ter dva slepa vzorca, kot je prikazano v Preglednici 9. Za

pripravo koncentracij 500, 200, 100 in 50 pg/LL smo uporabili standardno raztopino

koncentracije 1000 pg/L. Nizje koncentracije, in sicer 25, 10, 5, 2 in 1 pg/L, pa smo

pripravili iz raztopine standarda BPA s koncentracijo 50 pg/L. V vsako raztopino smo

dodali tudi IS s koncentracijo 50 pg/L, pri ¢emer smo izhajali iz raztopine IS s

koncentracijo 1000 pg/L (poglavje 3.2.1.2).

Preglednica 9: Priprava standardnih raztopin BPA in slepih vzorcev.

Koncentracija Volumen standardne | Volumen raztopine IS | Volumen 100 %
validacijskih raztopine BPA [uL] s 1000 ug/L [uL] metanola [uL]
standardnih  raztopin

BPA [ug/L]

500 500 50 450

200 200 50 750

100 100 50 850

50 50 50 900

25 500 50 450

10 200 50 750

5 100 50 850

2 40 50 910

1 20 50 930

IS / 50 950

MeOH / / 1000

Slepa vzorca (IS ter MeOH) nista vsebovala dodatka standardne raztopine BPA. V vijali

smo pripravili 1 mL raztopine, kot topilo za redenje smo uporabili metanol. Standardne

raztopine BPA s koncentracijo 5, 50, 500 pg/L so sluzili tudi kot QC vzorci.
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Postopek dela

Validacijo metode LC-MS/MS na standardnih raztopinah BPA smo izvedli v treh dneh.
Pripravili smo devet razli¢nih koncentracij standardnih raztopin BPA na koncentracijskem
nivoju od 1 do 500 pg/L ter dva slepa vzorca, kot je predstavljeno v poglavju 3.2.3.1. Po
analizi slepih vzorcev smo analizirali Se pripravljene standardne raztopine BPA od najnizje
Sestkrat injicirali, ostale pripravljene raztopine pa trikrat. Raztopine BPA s
koncentracijami 5, 50 in 500 pg/L smo izbrali za meddnevno vrednotenje to€nosti in
ponovljivosti ter smo jih ponovno analizirali drugi in tretji dan, pri ¢emer smo vsak vzorec
trikrat injicirali (n-Stevilo injiciranj). V okviru validacijskih parametrov smo vrednotili
selektivnost, linearnost, obmocje linearnosti, tocnost, ponovljivost injiciranja, meddnevno
ponovljivost, stabilnost v avtomatskem vzorCevalniku ter mejo detekcije in mejo

kvantifikacije.
3.2.3.2 Validacija na ekstrahiranih vzorcih standardov BPA v MQ

Priprava raztopin

Priprava raztopin standardov BPA v MO

Za validacijo metode na ekstrahiranih vzorcih standardov BPA smo pripravili 200 mL
vzorce devetih razlicnih koncentracij BPA v MQ v koncentracijskem obmocju med 1 in
500 ng/L. Raztopine smo pripravili iz standardne raztopine BPA s koncentracijo 20 pg/L,
pri ¢emer smo kot topilo za red¢enje uporabili MQ. Pripravo raztopin standardov BPA v

MQ prikazuje Preglednica 10.

Preglednica 10: Priprava raztopin standardov BPA v MQ.

Koncentracija BPA v MQ [ng/L] | Volumen standardne raztopine BPA s 20 pug/L [uL]
500 5000

200 2000

100 1000

50 500

25 250

10 100

5 50

2 20

1 10
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Priprava topil za SPE

.....

acetonitril/metanol v razmerju 1:1. Za pripravo 200 mL 15 % metanola smo potrebovali 30
mL metanola ter 170 mL MQ. 200 mL elucijskega topila smo pripravili iz 100 mL

acetonitrila in 100 mL metanola.

Priprava topila za raztapljanje

Posusene ekstrahirane vzorce smo raztopili v topilu, ki je vsebovalo IS s koncentracijo 50
ng/L v metanolu. Za pripravo 50 mL raztopine smo uporabili 2,5 mL raztopine IS s

koncentacijo 1 mg/L, ki smo ga raztopili v metanolu.

Priprava raztopin za preverjanje ionske supresije

Za vrednotenje ionske supresije smo pripravili dve raztopini, pri ¢emer je prva raztopina
vsebovala BPA s koncentracijo 50 pg/L ter BPA d-16 s koncentracijo 50 pg/L, druga pa
BPA s koncentracijo 500 pg/L ter BPA d-16 s koncentracijo 50 pg/L. Za pripravo 5 mL
prve raztopine smo potrebovali 250 pL standardne raztopine BPA s koncentracijo 1 mg/L
in enak volumen IS enake koncentracije, ki smo ju v bucki red¢ili z metanolom. Drugo
raztopino pa smo pripravili tako, da smo v 5 mL bucko dodali 2,5 mL BPA s koncentracijo

1 mg/L, 250 uL BPA d-16 s koncentracijo 1 mg/L ter do oznake dopolnili z metanolom.

Postopek dela

Raztopine standardov BPA v MQ, reagente za SPE ter topilo za raztapljanje smo pripravili
po postopku, ki je podrobno opisan v poglavju 3.2.3.2. Vzorce za LC-MS/MS analizo smo
pripravljali pet dni, pri ¢emer smo postopali po postopku, ki je prikazan v poglavju 3.2.2.1.
Prve tri dni smo pripravili ekstrahirane vzorce pri vseh devetih koncentracijskih tockah,
Cetrti in peti dan pa Se vzorce, s katerimi smo vrednotili meddnevno ponovljivost in
toc¢nost.

Za pripravo ekstrahiranih vzorcev standardov BPA v MQ devetih razlicnih koncentracij
smo potrebovali tri sete SPE kolon. Vsak set kolon je vseboval $§tiri kolone. Vsako
koncentracijo smo pripravili v Stirih paralelkah socasno. Na vsako novo kolono smo
najprej nanesli 200 mL vzorec MQ (t.i. slepi vzorec), nato pa Se tri koncentracije
standardnov BPA v MQ. Tako smo na prvi set kolon nanesli standardne raztopine s
koncentracijo 1, 2 in 5 ng/L, na drugi set koncentracije 10, 25 in 50 ng/L in na tretji set

koncentracije 100, 200 in 500 ng/L.
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Cetrti dan smo iz sistema za pripravo MQ na novo odvzeli MQ, pripravili topila ter nov set
Stirth SPE kolon s pomoc¢jo katerih smo pripravili vzorce za vrednotenje meddnevne
ponovljivosti. Pripravili smo raztopine standardov BPA s koncentracijami 5, 50 in 500
ng/L vsako v dveh paralelkah. Peti dan smo ponovno pripravili SPE vzorce in sicer po dve
paralelki vsake od treh koncentracij.

Eluirane frakcije smo posusili vsak dan, soCasno s prepihavanjem v toku dusika pri 45 °C
in jih koncno pripravljene analizirali z LC-MS/MS. Najprej smo analizirali slepe vzorce,
paralelko trikrat injicirali.

V okviru validacijskih parametrov smo vrednotili selektivnost, linearnost, obmocje
linearnosti, to¢nost, ponovljivost ekstrakcije, meja kvantifikacije oz. mejo detekcije.

Izracunali smo izkoristek ekstrakcije in prisotnost ionske supresije.

3.2.4 Vrednotenje metode

Validacija je zakljuéek razvoja analizne metode, s katero potrdimo primernost in
zanesljivost metode za predvideno analitsko uporabo. Pri vrednotenju metode smo
uporabili ICH smernico Q2 (R1) ter FDA smernico. Proucevali smo naslednje validacijske
parametre: selektivnost, linearnost, obmocje linearnosti, to¢nost, ponovljivost, mejo
detekcije, mejo kvantifikacije, robustnost, uéinek matriksa ter izkoristek ekstrakcije. V

okviru robustnosti smo spremljali stabilnost (37, 53, 54).

3.2.4.1 Selektivnost

Selektivnost je sposobnost analizne metode, da lo¢i in kvantificira analit od ostalih
komponent v vzorcu. Metoda je selektivna, kadar se kromatografski vrhovi na
kromatogramu analiziranih komponent vzorca jasno loceni, 0z. se ne prekrivajo in med
komponentami ne prihaja do interferenc. Da bi potrdili selektivnost, smo analizirali topilo
za pripravo topila za raztapljanje (metanol), topilo za raztapljanje (raztopino IS v
metanolu) ter raztopino standarda BPA.

Selektivnost smo ovrednotili tudi kvantitativno. Vsebnost BPA pri treh razli¢nih
koncentracijah skozi celotno koncentracijsko obmocje smo vrednotili pri dveh MRM
prehodih (227,1-212 in 227,1-133), pri ¢emer MRM prehod 227,1-212 sluzi za

kvantitativno vrednotenje BPA. Na osnovi rezultatov za odziv smo izraunali razmerje
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med njima, rezultat pa podali kot povpre¢no vrednost in relativni standardni odklon (RSD).

Kot kriterij za selektivnost metode smo si postavili mejo RSD< 5 %.

3.2.4.2 Linearnost

Metoda je linearna, ¢e sta koncentracija preiskovane snovi v vzorcu in njen odziv linearno
povezana. Linearnost razmerja med obema spremenljivkama preverimo s pomocjo
regresijske premice, ki je dobljena na osnovi metode najmanjSih kvadratov. Rezultat
regresijske analize eksperimentalnih podatkov je umeritvena premica z enacbo

y=bx +a, (1)
pri ¢emer je y odziv (povrSina ali viSina kromatografskih vrhov), a odsek na ordinati in b
naklon premice. V primeru uporabe internega standarda y podamo kot razmerje odzivov
med analitom in IS. Korelacijo med odzivom in koncentracijo podajamo s Pearsonovim
koeficientom R oz. determinacijskim koeficientom R’, ki ima pri popolni linearni povezavi
vrednost 1. Za ugotavljanje linearnost ICH smernica priporo¢a najmanj pet koncentracij,
FDA smernica pa pet do osem koncentracij.

Pri validaciji metode HPLC-FLD na standardnih raztopinah BPA smo preverjali linearno
odvisnost povrsine od koncentracije BPA.

Pri validaciji metode LC-MS/MS smo linearnost razmerja povrsin kromatografskih vrhov
standarda in internega standarda (kar oznacujemo s pojmom »vsebnost BPA«) v odvisnosti
od koncentracije standarda BPA preverjali pri devetih razlicnih koncentracijah. Pri
validaciji metode na standardnih raztopinah BPA je koncentracijsko obmocje obsegalo
koncentracije od 1 do 500 pg/L. Pri validaciji metode na ekstrahiranih vzorcih standardov
BPA v MQ pa koncentracije od 1 do 500 ng/L. »Vsebnost BPA« smo izraCunali na podlagi
izmerjenih odzivov MRM prehodov za kvantifikacijo standarda (227,1-212) in IS (241,2-
223) in ga oznacujemo tudi kot razmerje BPA/IS.

Po metodi najmanjSih kvadratov smo na podlagi povrSin oz. povprecnih vrednosti
»vsebnosti BPA« dobili enadbo umeritvene premice in izratunali vrednost R% Za mejo, ki

Se zagotavlja ustrezno linearnost, smo izbrali vrednost R*>0,99.

3.2.4.3 Obmocje linearnosti

Obmocje linearnosti analizne metode je interval med najnizjo in najvi§jo koncentracijo, v
katerem predpisana metoda ustreza pogojem linearnosti, tocnosti in natan¢nosti. V nasem

primeru smo vrednotili linearnost analizne metode v koncentracijskem obmocju od 1 do
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500 pg/L pri validaciji metode na standardnih raztopinah BPA, oz. od 1 do 500 ng/L pri

validaciji metode na ekstrahiranih vzorcih standardov BPA v MQ.

3.2.4.4 Tocnost

Tocnost pomeni ujemanje izmerjenih rezultatov z deklariranimi vrednostmi. Iz enacbe
umeritvene premice analizirane spojine izra¢unamo koncentracijo, ki ustreza izmerjenemu
odzivu (povrSini ali viSini). To¢nost najveckrat podamo v obliki relativne napake, pri
¢emer upoStevamo razliko med znano koli¢ino analizirane spojine in koli¢ino izracunano
iz umeritvene premice. Smernica Q2 (R1) priporofa oceno tocnosti pri treh razlicnih
koncentracijah, ki pokrivajo specificirano obmocje, rezultat pa predstavimo v obliki
relativne napake.

Na podlagi rezultatov za »vsebnost BPA« smo s pomoc¢jo enacbe umeritvene premice
izraCunali pripadajoco koncentracijo. To¢nost smo podali absolutno, pri ¢emer smo pri
izraCunu uporabili enacbo

tocnost [%] = (C:/ Cy) - 100, (2)
pri ¢emer je C; deklarirana koncentracija in C; izraCunana koncentracija. Vrednotili smo
to¢nosti skozi celotno koncentracijsko obmocje ter meddnevno toc¢nost. Pri validaciji na
standardnih raztopinah BPA smo kot zadovoljivo to¢nost injiciranja doloc¢ili mejo 100£5
%. Pri validaciji na ekstrahiranih vzorcih standardov BPA v MQ smo za to¢nost

ekstrakcije uporabili kriterij 10015 %.

3.2.4.5 Ponovljivost

Stopnjo ponovljivosti injiciranja predstavlja skladanje med posameznimi odzivi pri
veckratni ponovitvi analize istega vzorca. Stopnja ponovljivosti metode je definirana kot
stopnja skladanja med posameznimi odzivi pri vecCkratni pripravi enakih vzorcev.
Ponovljivost smo vrednotili znotraj dneva ter med dnevi.

Merilo za ponovljivost predstavlja standardni odklon SD in relativni standardni odklon

RSD

ilE”'i:. @) e
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pri ¢emer je x; odziv (viSina ali povrSina), ¥ povprecna vrednost odziva in n Stevilo
meritev. ICH smernica priporo¢a oceno ponovljivosti pri treh razlicnih koncentracijah, ki
pokrivajo specificirano obmocje, ali pri izbrani koncentraciji, kjer naredimo najmanj Sest
ponovitev.

V okviru diplomske naloge smo ponovljivost injiciranja preverili tako, da smo pripravljene
standardne raztopine veckrat injicirali ter izraCunali relativni standardni odklon. Kot
kriterij za ponovljivost injiciranja in meddnevno ponovljivost pri validaciji metode na
standardnih raztopinah smo izbrali RSD< 5 %. V okviru validacije na ekstrahiranih
vzorcih standardov BPA v MQ smo vrednotili ponovljivost ekstrakcije. Soc¢asno smo
pripravili ve¢ paralelk vsake od koncentracij znotraj koncentracijskega obmocja in rezultat

podali v obliki RSD, pri ¢emer smo upoStevali kriterij RSD< 15 %.

3.2.4.6 Meja detekcije in meja kvantifikacije

Meja detekcije (LOD ang. Limit of detection) je najniZja koncentracija preuc¢evane spojine
v vzorcu, ki jo lahko zanesljivo zaznamo loceno od ozadja, a jo obi¢ajno ne moremo
kvantitativno ovrednotiti.

Meja kvantifikacije (LOQ ang. Limit of quantification) je definirana kot najmanjSa
koncentracija analita v vzorcu, ki jo lahko kvantitativno ovrednotimo s sprejemljivo
to¢nostjo in natan¢nostjo.

Mejo kvantifikacije smo prakti¢no dolocili na osnovi rezultatov linearnosti, tocnosti in
natanc¢nosti vzorcev standardov znanih koncentracij. Mejo detekcije in mejo kvantifikacije
smo tudi izracunali, v skladu z ICH smernico, upoStevajo¢ razmerje signal/Sum.
Koncentracija, pri kateri je razmerje signal/Sum vsaj 10, predstavlja mejo kvantifikacije,
medtem ko mora biti razmerje signal/Sum pri meji detekcije vsaj 3.

Razmerje signal/Sum smo v naSem primeru doloc¢ili s pomoc¢jo programske opreme
MassHunter, pri ¢emer smo uporabili metodo »peak to peak« na osnovi visine

kromatografskih vrhov.

3.2.4.7 Robustnost

Metoda je robustna kadar daje ponovljive rezultate, ¢e iste vzorce izpostavimo razlicnim
pogojem analize. Razli¢ne pogoje lahko predstavljajo sprememba sestave mobilne faze,
pH mobilne faze, hitrosti pretoka, zamenjava kolone, sprememba temperature kolone, pa

tudi stabilnost raztopin ter ¢as ekstrakcije.
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V naSem primeru vecjih sprememb tekom analiznega postopka nismo izvedli. Preverjali
smo stabilnost pripravljene standardne raztopine analita v avtomatskem vzorcevalniku
skladno z FDA smernico, pri treh koncentracijah v intervalu treh dni. Kot kriterij
ustreznosti smo opredelili odstopanje v obmocju 100+£5 %, pri ¢emer smo kot 100 %

stabilnost povzeli vrednost povprecne »vsebnosti BPA« prvega dne.

3.2.4.8 Uspesnost ekstrakcije

Literatura kot kriterij za tocnost metode navaja uspesnost ekstrakcije (ang. recovery), ki je
odvisna od sestave in priprave vzorca ter koncentracije analita. Pri validaciji metode na
ekstrahiranih vzorcih standardov BPA v MQ smo uspeSnost ekstrakcije podali v obliki
izkoristka ekstrakcije. [zracunali smo ga na osnovi primerjave povprecne »vsebnosti BPA«
ekstrahiranega vzorca BPA s povpre¢no »vsebnostjo BPA« neekstrahiranega vzorca
standarda enake koncentracije. FDA smernica priporoca doloCanje izkoristka pri treh
koncentracijah ¢ez celotno koncentracijsko obmocje, pri ¢emer dodajajo da izkoristek ni
nujno 100 %, rezultati pa morajo biti konsistentni, natan¢ni in ponovljivi.

V okviru diplomske naloge smo izracunali izkoristek ekstrakcije pri vseh koncentracijskih

tockah, pri ¢emer smo si kot kriterij za ponovljivost ekstrakcije postavili mejo RSD< 15 %.

3.2.4.9 Ucinek matriksa

Pri validaciji metode LC-MS/MS na ekstrahiranih vzorcih standardov BPA v MQ smo
vrednotili tudi u¢inek matriksa, natan¢neje prisotnost ionske supresije. Morebitno socasno
prisotne komponente v vzorcu, ki predstavljajo matriks, lahko vplivajo na doloCevanje
izbranega analita. Ekstrahiranemu slepemu vzorcu (MQ brez dodatka BPA) smo dodali
standardno raztopino BPA v topilu za raztapljanje. Izracunano »vsebnost BPA« pa
primerjali z »vsebnostjo BPA« standardne raztopine BPA v topilu za raztapljanje.

Uporabili smo kriterij, ki znasa 100+5 %.

3.2.5 LC-MS/MS analiza vzorcev pitnih vod

Vsebnost BPA smo doloc¢ali v negaziranih mineralnih vodah iz plasti¢nih vsebnikov ter
vodi iz vodovodnega omrezja. V analizo smo vkljudili deset ustekleni¢enih vod iz 0,5 L
plastenk (brez okusa (Vz1-Vz8) in z okusom (Vz9,Vz10)), vzorec vode iz 18,9 L
vodomata (Vz11) ter vzorec vode iz vodovodnega omrezja (Vz12). Slednja smo od mesta

odvzema pa do laboratorija shranjevali v steklenem vsebniku.
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Priprava in analiza vzorcev je potekala na enak nacin kot v primeru validacije metode na
ekstrahiranih vzorcih standardov BPA v MQ, kot je podrobneje predstavljeno v poglavju
3.2.2. Za pripravo vzorcev pitnih vod smo potrebovali tri sete SPE kolon. Po pripravi treh
200 mL vzorcev smo kolono zamenjali. Vsak vzorec smo pripravili v dveh paralelkah.

Vsak pripravljen vzorec smo trikrat injicirali na LC-MS/MS.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 RAZVOIJIN OPTIMIZACIJA

S postopnim spreminjanjem posameznega parametra ekstrakcijskega postopka in
parametrov sklopljenega sistema za separacijo in detekcijo smo poskusSali razviti in
optimizirati metodo SPE ter metodo LC-MS/MS. Z optimizirano analizno metodo smo v
nadaljevanju analizirali razlicne vzorce pitnih vod.

Za vrednotenje ekstrakcijskega postopka je potrebno imeti razvito primerno analizno
metodo. V zacetni fazi eksperimentalnega dela diplomske naloge smo imeli tezave pri
razvoju metode LC-MS/MS na standardnih raztopinah BPA z LC-MS/MS instrumentom
Varian 1200L, na nov LC-MS/MS instrument Agilent serije 6460 pa je bilo potrebno
pocakati Se nekaj mesecev. Poleg LC-MS obstajajo tudi druge analizne metode za
doloc¢anje BPA, kot npr. HPLC-FLD in HPLC-ECD, ki pa niso tako obcutljive (16).
Posledi¢no smo si pri razvoju SPE pomagali tudi s HPLC instrumentom s fluorescenénim
detektorjem. Razvili smo metodo HPLC-FLD, pri ¢emer smo vecino ekstrakcijskih
parametrov dolocili na osnovi te metode. Metoda je bila za optimizacijo SPE parametrov
primerna, saj smo opazovali vi§je koncentracije BPA. Kon¢no potrditev ustreznosti metode

ekstrakcije za dolo¢evanje vsebnosti BPA je potekala na instrumentu Agilent serije 6460.

4.1.1 SPE

4.1.1.1 Validacija metode HPLC-FLD

Metodo HPLC-FLD za dolo¢anje vsebnosti BPA smo vrednotili s pomoc¢jo standardnih
raztopin v koncentracijskem obmoc¢ju med 10 in 500 pg/L (poglavje 3.2.1.1). Linearnost,
to¢nost in ponovljivost smo izracunali skladno s postopkom opisanim v poglavju 3.2.4.

Metoda HPLC-FLD je linearna (Slika 12), to¢na in ponovljiva (Preglednica 11) v celotnem
koncentracijskem obmo&ju, saj je zado§¢eno postavljenemu kriteriju linearnosti R>> 0,99

ter kriteriju to¢nosti (< 100£5 %) in ponovljivosti (RSD < 5 %).
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Slika 12: Odvisnost odziva od koncentracije BPA.

Preglednica 11: HPLC-FLD analiza standardnih raztopin BPA.

Deklarirana Odziv Izracunana Tocnost [%] | Ponovljivost
koncentracija (n=3) koncentracija RSD [%]
BPA [pg/L] BPA [ng/L]

10 29,1 10,43 104,3 2,72

25 51,4 25,73 102,9 3,34

50 89,2 51,65 103,3 1,19

100 159,9 100,13 100,1 1,01

250 368,7 243,32 97.3 0,49

500 747,3 502.96 100.6 0,17

Razvita metoda HPLC-FLD je primerna za optimizacijo parametrov ekstrakcijskega
postopka. Odziv pri koncentraciji BPA 500 pg/L je bil Se v obmocju linearnosti, medtem
ko se je pri koncentraciji 1000 pg/L izrazito zmanjSal. Pri nanosu Se vecjih koncentracij pa
se je namesto kromatografskega vrha v obliki Gaussove krivulje pojavil vrh z obliko
platoja.

Metodo LC-MS/MS odlikuje vecja selektivnost in obcutljivost v primerjavi s HPLC-FLD,
saj analiziramo zgolj komponente vzorca s izbrano molekulsko maso. Analizno metodo
HPLC-FLD lahko motijo tudi druge so¢asno prisotne komponente v vzorcu, kar lahko
posledi¢no otezuje dolo¢anje BPA v niZjem koncentracijskem obmocju (5-25 pg/L). Zato
smo na detektorju spremljali odzive ekstrahiranih koncentriranih vzorcev v
koncentracijskem obmocju 50-500 pg/L.

Pri uporabi HPLC-FLD je bolj problemati¢na tudi izbira IS. Devteriranega standarda
namre¢ ne moremo izbrati. Kromatografsko se BPA in devteriran analog BPA ne locita.
Kot IS bi nam sluzil predstavnik skupine alkilfenolov, npr. nonilfenol, kot je navedeno v

literaturi (16). V nadaljevanju se je pokazalo, da smo visoke izkoristke ekstrakcije dosegli
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ze z dobrim manualnim delom, posledicno IS nismo uporabili. Da smo eliminirali
meddnevna nihanja v odzivnosti instrumenta, smo iz standardne raztopine BPA s
koncentracijo 1000 pg/LL vsak dan posebej pripravili standardne raztopine nizjih
koncentracij, jih analizirali in uporabili pri izraCunu izkoristka ekstrakcije.

Kot vodo smo v vseh primerih uporabili MQ, saj se le-ta v vsakdanji praksi najpogosteje
uporablja. Zavedali smo se problematike kontaminacije BPA v MQ, vendar s metodo

HPLC-FLD vsebnosti BPA nismo mogli kvantitativno ovrednotiti.

4.1.1.2 OPTIMIZIRANI PARAMETRI SPE POSTOPKA

Za izvedbo ekstrakcije je klju¢na razpolozljiva oprema ter izkuSenost raziskovalca. Namen
optimizacije ekstrakcijskega postopka je bilo dose¢i ¢im vecji izkoristek in dobro
ponovljivost ekstrakcije BPA iz vodne matrike, pri ¢im krajSem casu analize. V

nadaljevanju so predstavljeni rezultati optimizacije.

Izbira vakuumske ¢rpalke

Za ustvarjanje podtlaka v SPE kadicki smo uporabili oljno ¢rpalko. Izkazalo se je, da je
vodna ¢rpalka manj primerna, saj je podtlak odvisen od pretoka v vodovodnem omrezju. V
omenjenem primeru je zaradi vpliva Stevilnih dejavnikov tezje zagotoviti ponovljivost.
Hkrati pa bi z uporabo vodne ¢rpalke porabili tudi velike kolic¢ine vode, saj je postopek

ekstrakcije dolgotrajen.

Vpliv koncentracije vzorca na izkoristek ekstrakcije

V okviru validacije LC-MS/MS metode na ekstrahiranih vzorcih standardov BPA v MQ

smo preverjali vpliv koncentracije standardov BPA v MQ na izkoristek ekstrakcije.
Uporabili smo raztopine Stl11-St14, katerih priprava je prikazana v poglavju 3.2.1.1. Iz
Preglednice 12 je razvidno, da so izkoristki visoki in ponovljivi pri vseh §tirih prouc¢evanih

koncentracijah.

Preglednica 12: Nanos razli¢nih koncentracij standarda BPA v MQ.

Koncentracija standarda BPA v MQ [ug/L] | Izkoristek ekstrakcije [%] (n=3) | Stevilo analiziranih
vzorcev

50 97,1 3

100 95,7 1

250 98,9 1

500 104,8 1
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Preverjanje kapacitete kolone

Na kolono Strata X smo nanesli visoko koncentracijo raztopine standarda BPA v MQ.
Zanimalo nas je, ¢e je pri tej koncentraciji Ze preseZena kapaciteta kolone. Uporabili smo
raztopino St31, pri ¢emer smo na detektorju opazovali odziv pri koncentraciji 500 pg/L, ki
predstavlja tudi zgornjo mejo linearnosti HPLC-FLD metode. Da smo odziv lahko
kvantitativno ovrednotili smo vzorec koncentrirali zgolj 5-krat. Ce bi uporabili enak faktor
koncentriranja kot v ostalih primerih (20-krat), bi pravzaprav dolocali koncentracijo 2000
ng/L. Izkoristek ekstrakcije pripravljenega vzorca je znaSal 97,4 %, na osnovi Cesar
zaklju¢imo, da kapaciteta kolone pri nanosu standarda BPA v MQ s koncentracijo 2000

pg/L Se ni presezena.

Vpliv volumna vzorca na izkoristek ekstrakcije

Volumen vzorca je eden od kljuénih parametrov s katerim dosezemo primeren faktor
koncentriranja. V sploSnem je nanos vecjega volumna ¢asovno zamuden, hkrati pa se
poveca verjetnost, da bo v vzorcu socasno prisotnih ve¢ motecih komponent.

V nasem primeru smo pripravili §tiri razlicne volumne raztopin BPA v MQ, in sicer 10, 50,
100 ter 200 mL, pri ¢emer smo v vseh Stirih primerih dodali isto maso standardne
raztopine BPA (0,125 pg). Z analizno metodo smo opazovali odzive, ki so ekvilalentni
koncentraciji 250 pg/L. 1z rezultatov za izkoristek v Preglednici 13 je razvidno, da je

ekstrakcija ponovljiva ne glede na volumen vzorca, ki ga nanesemo na kolono.

Preglednica 13: Nanos razli¢nih volumnov vzorca.

Volumen vzorca [mL] | Izkoristek ekstrakcije [%] (n=3) | Stevilo analiziranih vzorcev
10 103,8 4
50 98,7 1
100 97,9 1
200 100,4 1

Izbira topila za spiranje

Morebitno prisotne necistoCe smo iz nosilca sprali z izbranim topilom za spiranje.
Proizvajalec za fazo spiranja priporoca 5-60 % metanol. Pri naSem delu smo uporabili 15
% metanol. Pri dolocanju primernosti izbranega elucijskega topila smo na nosilec nanesli
10 mL raztopine standarda BPA s koncentracijo 2,50 mg/L v MQ (St34), zbrali eluat po
nanosu 2 mL 15 % metanola, ga posusili, raztopili v 50 % metanolu in analizirali.
Prepricali smo se, da se ob danem delezu metanola iz kolone sperejo motece kontaminante,

ne pride pa do elucije BPA.
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Izbira elucijskega topila

Dobro topilo za elucijo ne reagira z analitom, prekine pa interakcije analita s stacionarno
fazo. Volumen topila mora biti dovolj velik, da zagotovimo kvantitativno elucijo analita.
Kot elucijsko topilo smo uporabili kombinacijo topil acetonitril/metanol v razmerju 1:1,
kot to predlaga sploSna shema. Izbrana kombinacija ter delez topil je optimalen. Acetonitril
ima vecjo elucijsko mo¢, zato prispeva k hitrejSemu in moc¢nejSemu spiranju analita iz
adsorbenta, metanol pa ima nizje vrelisce, kar je ugodno pri suSenju saj topilo prej odpari.
Proizvajalec kolone v fazi elucije priporoca nanos 2 mL elucijskega topila. Zanimalo nas
je, kakSen bo izkoristek ekstrakcije, ¢e zmanjSamo volumen elucijskega topila oz. ¢e topilo
namesto v enem koraku nanesemo v dveh korakih (52). V ta namen smo na isti koloni
drugo za drugim ekstrahirali 10 mL vzorce, pri ¢emer smo izhajali iz raztopine St23. Vse
faze analiznega postopka smo izvedli enako, zgolj elucijo smo izvedli na $tiri razli¢ne
nacine, kot je prikazano v Preglednici 14. V primeru, ko smo elucijo izvedli v dveh
korakih smo elucijsko topilo dodali po eno minutnem vmesnem postanku. Koncentracija
BPA v skoncentriranih vzorcih je znasala 250 pg/L.

Iz Preglednice 14 je razvidno, da analit iz adsorbenta odstranimo ze z dodatkom enega
mililitra elucijskega topila. Ni bistvene razlike, ¢e topilo nanesemo v dveh stopnjah z
vmesnim eno minutnim postankom oz. v eni stopnji v celoti.

Pri rutinskem delu smo v fazi elucije na posamezno kolono v enkratnem nanosu nanesli 2
mL acetonitril/metanola. Na ta nacin je elucija analita popolna, tudi ¢e se je le-ta na
adsorbentu zadrzal v visokih koncentracijah. Hkrati je enkraten nanos elucijskega topila

enostavnejsi, Se zlasti ko so¢asno pripravljamo ve¢ vzorcev.

Preglednica 14: Izkoristki ekstrakcije pri izbiri elucijskega topila.

Nacin elucije Izkoristek ekstrakcije [%] (n=3)
2 x 1 mL (1 min presledek) 103,6
1 x2mL 105,3
2 x 0,5 mL (1 min presledek) | 103,2
1 x1mL 102,8

Izbira temperature susenja

Ker je postopek ekstrakcije vkljuceval tudi prepihavanje v toku duSika pri poviSani
temperaturi, je bilo potrebno preveriti kako se BPA obnaSa pri razli¢nih temperaturah
suSenja. V literaturi smo namre¢ zasledili, da temperatura suSenja lahko vpliva na

izkoristek ekstrakcije (10).
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Optimalno temperaturo smo izbrali na osnovi rezultatov spodaj opisanega postopka.
Pripravili smo standardno raztopino BPA s koncentracijo 50 pg/L v izbranem elucijskem
topilu (St32). 2 mL pripravljene raztopine smo odpipetirali v vsako od dvanajstih epruvet.
Vzorce smo posusili pri Stirih razli¢nih temperaturah, in sicer 40, 45, 50 in 55 °C, pri
¢emer smo pri vsaki temperaturi susili tri vzorce. PosuSene vzorce smo raztopili v 50 %
metanolu in jih analizirali. Opazovali smo odzive pri koncentraciji BPA 200 ug/L. Pri
vsaki temperaturi smo izra¢unali povprecno vrednost povrSine kromatografskih vrhov in
jih primerjali s odzivom standarda enake koncentracije pripravljenega in analiziranega isti
dan. Pri iskanju najbolj optimalne temperature susSenja nismo opazili pomembnega
zmanjSanja vsebnosti BPA. BPA je stabilen pri vseh temperaturah suSenja in ni hlapna
spojina, zato je smiselno odstraniti topilo s susenjem. Kot najbolj optimalno temperaturo
suSenja smo izbrali temperaturo 45 °C, saj je vrednost odziva tu najvecja (Preglednica 15),
v primerjavi s 40 °C pa se kljucno skrajSa ¢as suSenja. Do enakega zakljucka smo prisli v

dveh neodvisnih eksperimentih.

Preglednica 15: Povprecen odziv pri razli¢nih temperaturah susenja.

Temperatura suSenja [°C] | Povpreen odziv (n=3) | Stevilo analiziranih vzorcev
40 408,3 3
45 418,7 3
50 408,1 3
55 399,6 3

Vpliv volumna topila za raztapljanje na izkoristek ekstrakcije ter doloéitev Casa

mesanja vzorcev

Volumen topila je poleg volumna vzorca in volumna injiciranja v LC del parameter s
katerim dolo¢imo primeren faktor koncentriranja. Za preverjanje vpliva razlicnih
volumnov topila za raztapljanje suhega preostanka po suSenju eluata na izkoristek
ekstrakcije smo pripravili standardno raztopino BPA v elucijskem topilu s koncentracijo
25 ng/L (St33). V vsako od petih epruvet smo odpipetirali 2 mL raztopine, topilo pa
odparili s prepihavanjem v toku dusSika. Posusene vzorce smo raztopili v petih razli¢nih
volumnih in sicer 100, 200, 300, 400 ter 500 pL ter jih analizirali na HPLC-FLD.

Izkoristek ekstrakcije smo izracunali upostevajo¢ volumen topila za raztapljanje in zacetno
koncentracijo BPA ter koncentracijo standardne raztopine BPA enake koncentracije.
Ugotovili smo, da volumen raztapljanja ne vpliva pomembno na izkoristek ekstrakcije, saj

gre za linearno zvezo med odzivom in koncentracijo BPA (Slika 13).
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Slika 13: Odvisnost odziva od koncentracije BPA.
Izbrali bi lahko katerikoli volumen raztapljanja. Po naSi oceni ni najprimerneje uporabiti
100 uL, kajti posusili smo 2 mL raztopine, zato se nekaj BPA zagotovo nahaja tudi na
stenah epruvete. Volumen topila mora biti dovolj velik, da speremo BPA iz celotne
povrsine epruvete.
Za Cas meSanja raztopljenih vzorcev smo dolo€ili 90 sekund. Izbrani ¢as meSanja je

ustrezen, saj je izkoristek BPA po suSenju in raztapljanju visok, prakticno popoln.

Izbira ekstrakcijskega nosilca

Po optimizaciji ekstrakcijskega postopka na Strati X koloni smo SPE izvedli Se na dveh
nosilcih. Uporabili smo polimerni nosilec Oasis” HLB ter reverzno fazno kolono C18E. Za
vse tri nosilce velja, da so sposobni zadrzati polarne in nepolarne spojine, ki imajo kisle,
bazicne ali nevtralne lastnosti in se v literaturi tudi najpogosteje uporabljajo (5, 10, 21, 55).
Preglednica 16 predstavlja sploSno shemo poteka SPE za vse tri nosilce. Sheme smo
privzeli iz poznanih protokolov proizvajalcev, pri ¢emer smo nove kolone sprali z 20 mL
metanola. Pripravili smo raztopino St21, nato pa ekstrahirali 10 mL vzorce po znanem
postopku na vseh treh obravnavanih kolonah, pri ¢emer smo vrednotili odzive pri
koncentraciji 250 pg/L. Na istem nosilcu smo pripravili ve¢ paralelk. V skladu s
poglavjem 3.2.4.8 smo izracunali uspesnost ekstrakcije. Rezultate za izkoristek podaja
Preglednica 16. C18E kolona v primerjavi s polimernima nosilcema daje nizjo vrednost
izkoristka ekstrakcije. Zahteva vec¢jo porabo topil, kar klju¢no podaljsa Cas analize. Ker je
potrebno odpariti vecji volumen topila, je tudi verjetnost izgub vecja. Izkazalo se je, da je

uspesnost ekstrakcije visoko ponovljiva.
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Preglednica 16: SPE ekstrakcija na treh nosilcih.

IME NOSILCA Strata X Oasis” HLB CI8E

KONDICIONIRANJE nova kolona | 20 20 20

(metanol) [mL]

KONDICIONIRANJE med analizami | 2 2 6

(metanol) [mL]

EKVILIBRACIJA (MQ) [mL] 2 2 6

NANOS VZORCA [mL] 10, pri pretoku 3 | 10, pri pretoku 3 | 10, pri pretoku 1,5
mL/min mL/min mL/min

SPIRANIJE (15 % metanol) [mL] 2 2 6

ELUCIJA (acetonitril/metanol (1:1)) | 2 2 6

[mL]

[ZKORISTEK EKSTRAKCIJE 103,8 (4 paralelke) | 100,6 (4 paralelke) | 94,9 (3 paralelke)

RSD [%] 1,10 1,58 0,85

Na osnovi rezultatov za izkoristek ekstrakcije in ponovljivost ekstrakcije je razvidno, da je
smiselno uporabiti kateregakoli od obravnavanih polimernih nosilcev. Vrednosti
izkoristkov so namre¢ visoke in ponovljive. Glede na to, da je ponovljivost pri Stirikratni

pripravi vzorcev boljsa pri koloni Strata X, smo pri nadaljnjem delu uporabili ta nosilec.

Socasna analiza vedjega Stevila vzorcev

Aparatura za SPE ekstrakcijo je konstruirana tako, da omogoca socasno pripravo vecjega
Stevila vzorcev, pri ¢emer kljuéno pridobimo na hitrosti priprave vzorcev. V naSem
primeru je soasno mogoce pripraviti maksimalno dvanajst vzorcev.

Za preverjanje soasne priprave vzorcev smo uporabili raztopino St22. Socasno smo
pripravili Stiri 100 mL vzorce, pri ¢emer smo s HPLC-FLD vrednotili odzive pri
koncentraciji 250 pg/L in izraunali ponovljivost in izkoristek ekstrakcije.

SocCasna ekstrakcija je dala visoke in ponovljive vrednosti za izkoristek ekstrakcije.
Vrednost izkoristka je znaSala 105,4+0,4, RSD vrednost pa 0,38 %.

Izkazalo se je, da je na vsaki novi koloni aktivacijo in ekvilibracijo bolj smiselno narediti
posebej, nadaljnji postopek pa lahko poteka na vecjem Stevilu kolon hkrati. To je sicer
¢asovno zamudno. Prakti¢no pa lazje izvedljivo,saj zaradi omejitve volumna SPE kolone v
enkratnem nanosu na kolono lahko nanesemo zgolj 3 mL topila. Ce bi topilo na kolono
nanesli preko brizge, bi lahko socasno aktivirali in ekvilibrirali vse $tiri kolone.

Vecino parametrov ekstrakcijskega postopka smo optimizirali s pomoc¢jo metode HPLC-
FLD. S pomoc¢jo metode LC-MS/MS smo v nadaljevanju dolocili kon¢ne parametre
priprave vzorca in sicer volumen nanosa vzorca ter volumen topila za raztapljanje. V zelji,
da dolo¢imo vsebnost BPA v vodnih vzorcih v koncentracijskem obmoc¢ju med 1 in 500

ng/L smo dolo¢ili faktor koncentriranja 1000-krat. Glede na to, da smo Zeleli dolociti
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vsebnost BPA v negaziranih mineralnih vodah iz 500 mL plastenk, smo izbrali tak
volumen, ki bo omogocal analizo ve¢ paralelk iz iste plastenke. Posledi¢no smo za nanos

vzorca izbrali volumen 200 mL, kot volumen topila za raztapljanje pa smo dolo¢ili 200 pL.

4.1.2 LC-MS/MS

Metodo LC-MS/MS za dolocevanje vsebnosti BPA v vodnih vzorcih smo razvili na
UHPLC instrumentu, Agilent 6460 Triple Quadrupole LC-MS. Cilj razvoja analizne
metode je bil ucinkovita kromatografska separacija komponent vzorca in obcutljiva ter
specifi¢na detekcija izbranega analita.

Pri razvoju metode LC-MS/MS smo postopali po ustaljeni praksi. Najprej smo razvili
detekcijski del (MS/MS), nato pa Se kromatografski del (LC). Pri razvoju MS/MS dela
smo nekatere parametre dolocili z direktnim vodenjem vzorca na MS/MS, druge pa s
pomocjo kolone. Pri analizi brez kolone smo uporabili zgolj masno detekcijo, s ¢imer smo

klju¢no pridobili na hitrosti analize.

4.1.2.1 Metoda MS/MS

Iskanje MRM prehodov

S pomocjo softwarskega programa Optimizer ter programske opreme, ki program krmili
(MassHunter), smo dolocili MRM prehode za standard BPA in IS. Monoizotropna masa
BPA znaSa 228,12 g/mol. Ob injiciranju standarda BPA je instrument dolo¢il héerinska
iona, ki v najvecjem obsegu nastaneta po fragmentaciji iz prekurzorskega iona [M—H] m/z
227,1. Ton [M—H—CH;]" m/z 212 je nastal v ve¢jem delezu in smo ga uporabili za
kvantitativno vrednotenje BPA. Drugi ion [M—H—C¢HsO] m/z 133, pa nam je sluzil za
kvalitativno vrednotenje, saj smo z njim dodatno potrdili prisotnost BPA v vzorcu. Pri
dolo¢evanju BPA smo torej spremljali dva MRM prehoda, 227-212 ter 227-133, kar je
skladno tudi z literaturnimi podatki (10, 16, 26).

S pomocjo avtomatske optimizacije smo pridobili podatke o vrednosti fragmentorja (FR)
in kolizijske energije (CE). Vrednost za fragmentor predstavlja razliko v napetosti med
zaCetkom masnega spektrometra, kjer ioni nastanejo ter kolizijsko celico. Namen tega je,
da ¢im ve¢ osnovnega iona pride v kolizijsko celico, zato imata oba MRM prehoda enako
vrednost za fragmentor. Vrednost je znaSala 130. Vrednost kolizijske energije se je
razlikovala, glede na to kateri MRM prehod je nastal. Za prehod 227,1-212 je znaSala 12
mV, za prehod 227,1-133 pa 20 mV.

53/82



Zibelnik Katja Diplomska naloga

Na enak nacin, kot je opisano za standard, smo postopali tudi v primeru vzorca IS.
Vrednost monoizotropne mase za IS je znaSala 244,22 g/mol, pri ¢emer je instrument v
masnem spektrometru zaznal ion m/z 241,2. V strukturi IS je vseh Sestnajst vodikov
zamenjanih z devterijem. Pri dolocanju IS pride do zamenjave —OD skupine z —OH na
obeh fenolnih obrocih. V nadaljevanju se v negativnem ESI iz ene od —OH skupin odcepi
H in posledi¢no dolocamo ion s m/z 241,2. Za BPA d-16 znacilna MRM prehoda sta bila
241,2-223 ter 241,2-142,1 kar je skladno tudi z literaturnimi podatki (16, 26). MRM
prehod 241,2-223 smo uporabili za kvantitativno vrednotenje, MRM prehod 242,1-142,1
pa za kvalitativno vrednotenje. Vrednost za fragmentor je znaSala 130, vrednosti kolizijske
energije za 241,2-223 je znaSala 12 mV, za 241,2-142,1 pa 20 mV. Razvidno je, da so
vrednost za fragmentor in vrednost kolizijskih energij enaki za BPA in BPA d-16. Razlog
je v tem, da gre za molekuli z enako strukturo, ki fragmentirata na podoben nacin.

Za BPA smo poleg prehodov 227,1-212 ter 227,1-133 spremljali tudi prehod 227,1-227,1,
za BPA d-16 pa poleg prehodov 241,2-223 in 241,2-142,1 tudi prehod 241,2-241,2.
Dolocili smo ustrezno vrednost razdelilnega Casa, ki je omogocalo spremljanje vseh Sestih
prehodov. Izkazalo se je, da vecina BPA ostaja nefragmentiranega (227,1-227,1), odstotek
fragmentacije je namre¢ znaSal zgolj 11,73 % (227,1-212 in 227,1-133). BPA d-16
fragmentira Se v manjSem delezu, odstotek fragmentacije je znaSal 9,95 % (241,2-223 in
241,2-142,1). Manjsi obseg MRM prehoda 227,1-212 pomeni zmanj$ano obcutljivosti za
dolo¢anje BPA.

Optimizacija pogojev. ki pomembno prispevajo k ionizaciji v masnem analizatorju.

Z manualno optimizacijo smo poiskali najbolj optimalno temperaturo suSilnega plina,
temperaturo pretoka Jetstream” plina, napetost na kapilari ter nozzle voltage”. Preglednica
17 prikazuje spreminjanje vrednosti posameznega parametra ter podaja izbrano optimalno
vrednost za posamezen parameter. Pri optimizaciji parametrov smo odzivnost vrednotili pri
MRM prehodu 227,1-212. Cilj optimizacije je bil izbrati parametre, ki dajejo najvi§jo

odzivnost pri opazovanem prehodu.

Izbira ionskega izvora

V literaturi BPA za doloCanje BPA navajajo tako ESI kot tudi APCI ionski izvor, pri
¢emer se ESI uporablja pogosteje, ker je bolj obcutljiv (16). Posledi¢no smo tudi pri naSem

razvoju namestili tudi APCI ionski izvor ter odzivnost BPA primerjali s ESI nainom
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ionizacije. Izkazalo se je, da je ESI primernejSi za analizo BPA, saj je bila odzivnost v
primeru uporabe APCI za 30 % nizja kot pri ESI.

Preverili smo tudi odzivnost BPA v pozitivnem nacinu ESI, vendar odziva nismo dobili.

Optimizacija parametrov masnega analizatorja v povezavi z LC

Vklju€ujo¢ predhodno kromatografsko separacijo na izbrani koloni smo s manualno
optimizacijo dolocili optimalne vrednosti naslednjih parametrov: pretok nebulizacijskega
plina, pretok susilnega plina, pretok Jetstream® plina, §irino masne lo¢ljivosti na prvem in
tretjem kvadrupolu in razdelini ¢as. Spreminjanje vrednosti posameznega parametra in

koncna vrednost so prikazani v Preglednici 17.

Preglednica 17: Nastavitve masnega analizatorja.

Parameter Spreminjanje vrednosti Izbrana vrednost
Temperatura suSilnega plina 250/275/300/325/350 275 °C
Temperatura pretoka Jetstream” plina 300/320/340/360/380/400 320 °C
Napetost na kapilari 1000/2000/3000/4000/5000 4000 V
Nozzle voltage” 0/500/1000/1500/2000 1000 V
Pretok nebulizacijskega plina 15/30/45/60 30 psi
Pretok susilnega plina 4/5/6/7/8/9/10/11/12/13 10 L/min
Pretok Jetstream® plina 4/5/6/7/8/9/10/11/12 11 L/min
Sirina masne lo¢ljivosti na prvem kvadrupolu | unit (0,7)/ wide (1,2)/ widest (2,5) | ang. widest
Sirina masne loéljivosti na tretjem kvadrupolu | unit (0,7)/ wide (1,2)/ widest (2,5) | ang. wide
Razdelilni Cas 20/50/100 50 ms

4.1.2.2 Metoda LC

Izbira mobilne faze

V literaturi za dolo¢anje vsebnosti BPA z metodo LC-MS/MS za mobilno fazo navajajo
uporabo kombinacij acetonitril/'voda oz. metanol/voda (10, 15, 16). Vodna faza
pogostokrat vsebuje aditive z namenom povecanja ionizacije proucevanega analita, kar se
odraza kot poveCanje odzivnosti tarénega analita. Pri doloanju v negativnem
ionizacijskem nacinu se uporablja dodatek amonijevega acetata (0/2,5/5/10 mM) oz.
amonijaka (0,01 % in 0,5 %). V pozitivnem nacinu pa je znan dodatek ocetne kisline (0,01
%) oz. formic¢ne kisline (0,1 %) (16).

Za vodno fazo smo preizkusili ¢isto vodo ter razli¢ne koncentracije amonijevega acetata in
sicer 2,5/5/10/15 mM. Organsko fazo smo izbrali med metanolom ter acetonitrilom.
Preizkusili smo vse mozne kombinacije vodne in organske faze.

Najvecjo odzivnost smo dosegli s kombinacijo ultradista voda (MF A) in metanol (MF B).

Metanol je primernejSi v primerjavi z acetonitrilom, ker zaradi niZjega vreli§¢a omogoca
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lazjo odstranitev kapljic iz povrSine ionov, kar olajsa nastanek ionov. S puferno raztopino
amonijevega acetata smo sicer povecali ionizacijo BPA, vendar je priSlo do mocne

supresije ionizacije, kar je zmanjSalo odziv BPA (16).

Optimizacija ostalih kromatografskih pogojev

Uporabili smo kolono ZORBAX SB C-18 Rapid Resolution. Gradientni program smo
spreminjali. Pri razvoju metode smo priceli s klasi¢nim nacinom. Uporabili smo gradient
od 10 % B (metanol) do 90 % B v petih minutah ob pretoku 0,2 mL/min in nekontrolirano
temperaturo kolone (10,14). Da smo lahko povecali pretok, ne da bi se ob tem znacilno
povecal tlak v sistemu, smo najprej povecali temperaturo na 50 °C, nato pa Se pretok na
0,3 mL/min. Optimalen pretok MF za ustrezno MS detekcijo na nasem instrumentu je
namrec znasal 0,3-0,4 mL/min.

S povecanjem zacetnega deleza B smo skrajsali retencijski €as, hkrati smo se z ostrejSim
gradientnim programom izognili problemu »carry-overja« (poglavje 4.1.3.3). Posledi¢no je

razvita metoda vkljucevala 50 % zacCetni deleZ metanola (26).

4.1.3 Tezave povezane z analizo BPA

S problematiko dolocanja BPA smo se seznanili Ze v literaturi. S problemi smo se srecali
tudi pri praktiénem delu. Vsebnosti BPA ne moremo pravilno dolociti, ¢e predhodno ne
eliminiramo kontaminacije na vrednost, ki je nizja od limite detekcije (57).

Vir kontaminacije je predstavljal predvsem postopek priprave vzorcev. BPA se namre¢
odpusca iz materialov, ki jih uporabljamo pri odvzemu vzorcev in njihovi pripravi. Zlasti
izrazito je odpuscanje iz plasti¢nih materialov npr. kapalka, nastavek za pipete, injekcijska
brizga, itd. Pomembna je tudi izbira topil, reagentov ter Cistilnih sredstev. O odpuScanju
BPA porocajo tudi pri uporabi SPE kartu§ in HPLC kolon. V primeru HPLC kolon je
znano odpusScanje BPA v primeru uporabe ro¢nih brizg s spojeno iglo (ang. Cemented
needle), kjer prihaja do odpusc¢anja BPA iz adheziva. Odpus¢anje BPA je izrazitejSe pri
vi§ji temperaturi (npr. HPLC kolone), oz. po uporabi agresivnej$ih Cistilnih sredstev (10,
14, 56).

Pomembno h kontaminaciji prispeva tudi prisotnost BPA v MQ, s pomocjo katere smo
pripravili raztopine za validacijo metode na ekstrahiranih vzorcih standardov BPA v MQ.
Pri optimizaciji SPE postopka s metodo HPLC-FLD kontaminacije nismo mogli dolo¢ati,
saj metoda ni bila dovolj obcutljiva. Kontaminacijo smo podrobneje proucili z LC-MS/MS

instrumentom.
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4.1.3.1 Kontaminacija

Pomembno je bilo uporabiti Cist laboratorijski pribor, ki je bil, ¢e je bilo le mogoce,
steklen. Za ciS€enje smo uporabili metanol. Etanol za ¢isCenje ni primeren, saj vsebuje
BPA v visokih koncentracijah (30 pg/L). Razlog je najverjetneje v tem, da se etanol nahaja
v plasticnem vsebniku, metanol pa je shranjen v steklenici. Ker so tako injekcijske brizge
kot tudi nastavki prek katerih smo brizge namestili na SPE kolone iz plasti¢nih materialov
in bi lahko prispevali prebitek BPA, smo jih pred uporabo Stiriindvajset ur izpostavili
metanolu. Brizge smo napolnili z metanolom, nastavke pa smo v metanolu namakali.

Za opazovanje odpuscanja BPA iz SPE kartuse literatura navaja migracijski test sestavin
kolon in sicer iz kolone za filtracijo, posteljice s sorbentom in frite. Odpuscanje BPA so
potrdili v koloni in friti. V naSem primeru smo vsako novo kolono sprali z 20 mL
metanola, pri ¢emer smo zbirali frakcije po 3 mL. BPA smo dolo¢ili v prvi in drugi
frakciji, kar potrjuje literaturne podatke (38). Ce bi uporabili steklene SPE kartuse, bi do
odpuscanja BPA najverjetneje prislo v manjSem obsegu.

Prisotnost BPA v MQ pripisujemo odpuScanju BPA iz filtrov v sistemu za pridobivanje
vode (smolnat material). Razlogi so natan¢neje podani v poglavju 4.2.2.5. Z namenom, da
bi vsebnost BPA lazje kvantitativno ovrednotili, smo v okviru validacije metode LC-
MS/MS na ekstrahiranih vzorcih standardov BPA v MQ na novih kolonah najprej

pripravili slepi vzorec. Za MF smo namesto MQ uporabili ultracisto vodo.

4.1.3.2 ZmanjSana odzivnost instrumenta

Ob zacetku delovnega dne ali ob menjavi aplikacije je instrument dajal manjSe odzive za
BPA. Signali so se izboljSali, ¢e smo instrument ve¢ ur spirali s MF metanol/voda.
Izogibali smo se uporabi pufra (amonijev acetat) in kislin (formic¢na kislina). IzboljSanje
signala smo dosegli, ¢¢ smo pred injiciranjem vsakega vzorca injicirali vodo. S
povecevanjem volumna vode se je povecal tudi odziv. Izbrali smo 20 pL ultraciste vode,
kar predstavlja tudi maksimalni dovoljen volumen injiciranja.

Z namenom, da bi povecali obcutljivost, smo dolocili Se maksimalen volumen injiciranega
vzorca. Maksimalen volumen vzorca, ki ga lahko nanesemo na kolono, znasa 5 puL. Ob
nanosu 10 pL smo dobili nepravilno obliko kromatografskih vrhov.

Za potrditev ustrezne odzivnosti instrumenta med samo validacijo metode in tudi analizo
pitnih vod smo uporabili t.i. QC vzorce treh razlicnih koncentracij BPA skozi celotno

koncentracijsko obmocje (5, 50, 500 pg/L). Pojavil se je tudi problem nihanja signala, zato
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je bilo nujno potrebna uporaba IS. Posledi¢no smo za odziv belezili razmerje BPA/IS, ki je

bil konstanten.

4.1.3.3 »Carry-over« ucinek

»Carry-over u¢inek« je definiran kot prenos med vzorci. V primeru analize vzorca analita,
ki ostaja v sistemu zaradi predhodne analize, instrument doloc¢i vecji odziv BPA, kar daje
lazno pozitivni rezultat.

Problem prenosa med vzorci se je pojavil iz razli¢nih razlogov. Na zacetku razvoja metode
LC-MS/MS smo uporabili visoke koncentracije standardnih raztopin BPA. Uporabili smo
tudi gradientni program, ki je vkljueval manjsi delez metanola. V literaturi smo zasledili,
da v primeru, ko je v MF le majhen delez organskega topila BPA, najverjetneje ostaja na
kromatografski koloni (26). Pojavili so se tudi sistemski problemi z avtomatskim
vzorc¢evalnikom.

»Carry-over« smo odpravili tako, da smo se izogibali nanosu velikih koncentracij
standarda BPA. Klju¢no pa smo prenos med vzorci odstranili s poveCanjem zacetnega
deleza metanola na 50 % pri metodi gradientnega izpiranja. Vecji delez organskega topila
za elucijo (metanola) namre¢ spodbudi elucijo BPA iz kolone v sistem za detekcijo (26).
Najprej smo analizirali vzorce, katerim nismo dodali BPA (t.i.slepa raztopina), nato pa
avtomatskim vzorcevalnikom. Razvita metoda je ob injiciranju vsakega vzorca vkljucevala
tudi 10 sekund trajajoce spiranje zunanjosti igle s topilom meSane sestave in sicer 50 %
izopropanol, 25 % acetonitril, 15 % cikloheksan, 10 % diklorometan. Po injiciranju
vsakega od vzorcev smo injicirali vodni vzorec, s ¢imer smo zmanjsali prenos med vzorci,

hkrati pa dodatno potrdili odsotnost BPA.

4.1.3.4 Prisotnost BPA v IS

Vsebnosti BPA z LC-MS/MS metodo smo doloc¢ali z metodo internega standarda. V
literaturi kot IS najveCkrat uporabljajo devteriran homolog bisfenol A in sicer BPA d-8,
BPA d-14 ter BPA d-16, izotop ogljika '>C,-BPA ter 4-n-nonilfenol (1, 16, 56).

V naSem primeru smo izbrali BPA d-16, ker je od devteriranih IS po literaturnih podatkih
najpogosteje uporabljan, hkrati pa tudi najlazje dostopen. BPA d-16 v naravi ni prisoten,
ima pa podobne fizikalno kemijske lastnosti kot proucevan analit, kar nam omogoca, da se

bo tekom analiznega postopka obnasal podobno kot analit.
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Prednost uporabe IS je povefanje ponovljivosti analiznega postopka. Vsebnost BPA smo
dolocili na osnovi »vsebnosti BPA«, ki vkljucuje odziv IS. IS naj ne bi vseboval BPA. V
vzorcu IS s koncentracijo 25 pg/L pripravljenem v 50 % metanolu smo dolocili socasno
prisotnost BPA. Odstotek BPA (227,1-212) v raztopini IS (241,2-223) je znasal 6,3 % in se
je s Gasom $e povedeval (8-11 %), npr. Slika 14. Ce smo kot topilo za redéenje uporabili
metanol, smo BPA dolocili v majSem delezu in sicer 0,3 %. V literaturi tega problema
nismo zasledili.

Prisotnosti BPA smo se izognili tako, da smo raztopino IS pripravili v metanolu. Vendar
pa smo s tem dobili nepravilno obliko kromatografskih vrhov. Kromatografski vrhovi v
prikazujeta kromatograma standarda BPA in IS v 50 % metanolu oz. 100 % metanolu. Za
celovito spremljanje analiznega postopka je IS potrebno dodati k zacetni vodni raztopini
standarda pred ekstrakcijo. V naSem primeru smo ga dodali k Ze ekstrahiranem vzorcu, v
topilo za raztapljanje. Ceprav nismo zajeli celotnega ekstrakcijskega postopka, to ni
bistveno vplivalo na rezultat za izkoristek in ponovljivost ekstrakcije. Visok izkoristek ter
ponovljivost ekstrakcije smo dosegli z dobrim manualnim delom. Uporaba IS je bila
kljucna z namenom zmanjSati nihanja za odziv analita med analizo vzorcev zaradi

sprememb v odzivnosti instrumenta.
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Slika 14: Kromatogram IS s 25 pg/L v 50 % metanolu.
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Slika 15: Kromatogram standarda BPA s 50 pg/L in IS s 50 pg/L v 50 % metanolu.

4.2 VALIDACIJA METODE LC-MS/MS
4.2.1 Validacija na standardnih raztopinah BPA

4.2.1.1 Selektivnost

Selektivnost metode smo potrdili Ze v okviru razvoja LC-MS/MS metode. Da je metoda
selektivna, ponazarjajo spodaj prikazani kromatogrami (Slike 16-18). Ker sta BPA in BPA
d-16 strukturno zelo podobni spojini, se tudi kromatografsko zelo podobno obnasata, imata
podoben retencijski ¢as. LocCitev komponent vzorca smo dosegli z nastavitvami izbranih
mas na masnem analizatorju. Tako smo omogocili prehod samo izbranim MRM prehodom.
Za BPA smo opazovali prehoda 227,1-212 in 227,1-133, medtem ko sta za BPA d-16
znacilna prehoda 241,2-223 in 241,2-142.

V kromatogramu metanola (Slika 16) ni vidnih interferenc pri retencijskem ¢asu znaCilnem
za BPA. Kromatogram IS koncentracije 50 pg/L v metanolu (Slika 17), ki sluzi kot topilo
za raztapljanje, pa kaze zgolj kromatografski vrh pri MRM prehodih IS. Slika 18 prikazuje
kromatogram standarda BPA s koncentracijo 50 ug/L v topilu za raztapljanje. Vidni so
odzivi za oba analita, pri ¢emer znaSa retencijski cas BPA 1,76 min retencijski ¢as BPA d-
16 pa 1,72 min.

Selektivnost metode smo potrdili tudi na osnovi rezultatov za razmerje odzivov MRM
prehodov (BPA;12/BPAj33). Razmerje odzivov in ponovljivost injiciranja (RSD) za

standardne raztopine BPA s koncentracijami 5, 50 in 500 pg/L je izracunano kot povprecje
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Sestih meritev in podano v Preglednici 18. Komulativno merilo selektivnosti vkljucno s
RSD, prikazani na koncu tabele, sta izraCunani na podlagi meritev pri vseh treh
koncentracijah. Izkazalo se je, da je razmerje MRM prehodov konstantno znotraj intervala

2,58+0,06. Vrednost RSD je enaka 2,41 % in tako ne presega 5 % kriterija.
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Slika 16: Kromatogram metanola.
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Slika 17: Kromatogram topila za raztapljanje.

61/82



Zibelnik Katja Diplomska naloga

2412 » 1421
594 Yﬂ 1
|:|_

w0t 2412 = 2230
144 1{% 1
[d—— e asicmpers

w101 2271 1230

11 1.756 1

|:|_

101 227871 - 2120

2 1 1[’E 1
D_
s 1 15 2 25 3 3R

Acquisition Time [min)

Slika 18: Kromatogram standarda BPA s 50 pg/L v topilu za raztapljanje.

Preglednica 18: Kvantitativno vrednotenje selektivnosti.

Deklarirana koncentracija BPA [ug/L] Razmerje BPA,,/BPA3; (n=6) | RSD [ %]
5 2,52 2,49
50 2,62 0,92
500 2,61 0,58
Kumulativno ‘ 2,58 | 2,41

4.2.1.2 Linearnost in obmocje linearnosti

Pri vrednotenju linearnosti smo izbrano koncentracijsko obmocje razdelili na dva lo¢ena
dela. Prvo obmocje je obsegalo koncentracije od 1 do 25 pg/L, drugo pa koncentracije od
25 do 500 pg/L. V vsakem obmocju smo obravnavali pet koncentracij, pri ¢emer je sticno
toCko med obema obmocjema predstavljala koncentracija 25 pg/L. Celotno obmocje smo
razdelili na dva dela, kar nam je omogocalo za vsako obmocje posebej definirati
regresijsko premico. Dve obmoc¢ji smo izbrali zaradi boljSe linearnosti, kar je pogost
primer pri LC-MS/MS analizah.

Na Slikah 19 in 20 sta prikazani regresijski premici skupaj s pripadajo¢o enacbo
umeritvene premice ter vrednostjo R”. Razvidno je, da je zado$¢eno pogoju linearnosti v

obeh koncentracijskih obmogjih (R*> 0,99).
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Slika 19: Odvisnost razmerja BPA/IS od koncentracije BPA v koncentracijskem obmocju

1-25 pg/L.
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Slika 20: Odvisnost razmerja BPA/IS od koncentracije BPA v koncentracijskem obmocju
25-500 pg/L.

4.2.1.3 Tocnost in ponovljivost

Tocnost in ponovljivost injiciranja smo izracunali skladno s postopkom opisanim v
poglavju 3.2.4. V Preglednici 19 so podani rezultati tonosti in stopnje ponovljivosti
injiciranja skozi celotno obmocje linearnosti. V Preglednici 20 je prikazana meddnevna
to¢nost in ponovljivost injiciranja v intervalu treh dni pri treh obravnavanih koncentracijah
analita, koncentracije 5, 50 in 500 pg/L. Rezultati znotrajdnevne in meddnevne tocnosti ter
ponovljivosti so znotraj izbranih meja. Ugotovimo, da je LC/MS-MS analizna metoda za

standard BPA toc¢na in ponovljiva.
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Preglednica 19:

Tocnosti in ponovljivosti injiciranja.

Deklarirana Povpre¢no | Izracunana Toénost [%] | Ponovljivost | Stevilo

koncentracija | razmerje koncentracija BPA injiciranja injiciranj

BPA [ug/L] BPA/IS [ng/L] RSD [%] [n]

1 0,03813 1,015 101,5 4,09 3

2 0,08253 2,070 103,5 2,93 3

5 0,19806 4,814 96,3 1,74 6

10 0,42093 10,108 101,1 1,52 3

25 1,04680 24,974 99,9 1,30 3

25 1,04680 25,273 101,1 1,30 3

50 1,90549 48,481 97,0 1,19 6

100 3,76994 98,871 98,9 0,80 3

200 7,62332 203,017 101,5 0,15 3

500 18,56388 498,708 99,7 1,16 6

Preglednica 20: To¢nost in ponovljivosti injiciranja med dnevi.

Razmerje BPA/IS
Eoerll(clgelflltrrzrcl:?ja L 2T S Povpre¢no {(Zorrgl“cnelrrlltigiija LEnests || il
= = = 0, 0,

5 0,19806 | 0,20194 | 0,19687 | 0,19893 4,863 96,7 1,35
50 1,90549 | 1,92520 | 1,84096 | 1,89055 50,582 96,2 2,33
500 18,56389 | 19,09175 | 18,3230 | 18,65954 | 503,798 100,3 2,11

4.2.1.4 Meja detekcije in meja kvantifikacije

Prakticno dolo¢ena meja kvantifikacije je znaSala 1 pg/L, saj smo pri tej koncentraciji
odziv Se lahko kvantitativno ovrednotili s sprejemljivo to¢nostjo in natanc¢nostjo.
Teoreticno smo mejo kvantifikacije in mejo detekcije izracunali na osnovi razmerja
signal/Sum MRM prehoda 227,1-212 standardnih raztopin BPA s koncentracijo 1, 2, 5 in
10 pg/L, Preglednica 21. Meji detekcije in kvantifikacije predstavljata povprecji

izraCunanih vrednosti pri Stirih koncentracijah in sta podani na koncu preglednice.

IzraCunana meja detekcije znasa 0,07 pg/L, meja kvantifikacije pa 0,22 pg/L.

Preglednica 21: Meja detekcije in meja kvantifikacije.

Deklarirana koncentracija | Razmerje signal/Sum | Izracunana meja | [zracunana meja
BPA [ug/L] (227,1-212) detekcije [pg/L] kvantifikacije [ug/L]
1 45,0 0,067 0,222

2 95,4 0,063 0,210

5 160,0 0,094 0,313

10 771,9 0,039 0,130

Povprecna vrednost | / | 0,07 | 0,22

64/82




Zibelnik Katja Diplomska naloga

4.2.1.5 Stabilnost

Preglednica 22 prikazuje rezultate stabilnosti pripravljenih standardnih raztopin BPA s
koncentracijami 5, 50 in 500 pg/L. Vzorce smo v obdobju treh dni hranili v avtomatskem
vzorcevalniku pri temperaturi 4 °C. Vrednotenje stabilnosti smo predstavili v odstotkih
analita glede na prvi dan. Pri izraCunu smo uporabili vrednosti razmerja BPA/IS, kot je
prikazano v Preglednici 20. Ker so vsa odstopanja znotraj intervala 100+£5 % lahko
zaklju¢imo, da so pripravljene raztopine pri omenjenih pogojih stabilne. Analiza vzorcev

lahko tako poteka vsaj tri dni.

Preglednica 22: Stabilnost v avtomatskem vzor¢evalniku.

Deklarirana koncentracija BPA | Stabilnost 1.dan | Stabilnost 2.dan | Stabilnost 3.dan
[ug/L] [%] [%] [%]
5 100,0 102,0 99,4
50 100,0 101,0 96,6
500 100,0 102,8 98,7

4.2.2 Validacija na ekstrahiranih vzorcih standardov BPA v MQ

Po validaciji metode na standardnih raztopinah BPA, katere namen je bil potrditev
ustreznosti razvite LC-MS/MS metode, smo naredili Se validacijo na vzorcih, ki smo jih

predhodno pripravili po postopku ekstrakcije na trdnem nosilcu.

4.2.2.1 Selektivnost

Pri validaciji metode na standardnih raztopinah BPA (poglavje 4.2.1.1) smo potrdili
odsotnost BPA in morebitnih interferenc v metanolu ter topilu za raztapljanje (Sliki 16 in
17). Slika 21 prikazuje kromatogram ekstrahiranega vzorca MQ. Razvidno je, da je BPA
prisoten v MQ, zaradi Cesar je kvantitativno dolo¢evanje prisotnosti BPA oteZeno.

Iz kromatograma ekstrahiranega vzorca standarda BPA s koncentracijo 50 ng/L v MQ
(Slika 22) lahko razberemo, da ni soCasno prisotnih interferenc ki bi motile analizo.
Kromatografski vrh s retencijskim ¢asom 1,75 min, ki pripada BPA, je jasno loCen od
ostalih komponent vzorca.

Selektivnost smo preverili tudi racunsko, kot je predstavljeno v poglavju 3.2.4.1. Rezultati
za selektivnost BPA so skladni z rezultati predstavljenimi v poglavju 4.2.1.1. Razmerje
MRM prehodov je konstantno znotraj intervala 2,61+0,03 ter RSD ne presega zgornje
meje 5 % (RSD=1,06%), npr. Preglednica 23.
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Slika 21: Kromatogram ekstrahiranega vzorca MQ.
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Slika 22: Kromatogram ekstrahiranega vzorca standarda BPA s 50 ng/L v MQ.

Preglednica 23: Kvantitativno vrednotenje selektivnosti.

Koncentracija BPA [ug/L] | Razmerje BPA,/BPA 33 (n=6) | RSD [ %]
5 2,58 0,64
50 2,61 1,00
500 2,63 0,40
Kumulativno | 2,61 | 1,06

4.2.2.2 Linearnost in obmocje linearnosti
Linearnost smo vrednotili na enak nacin kot v primeru validacije metode na standardnih
raztopinah BPA. Koncentracijsko obmocje raztopin standardov BPA v MQ je obsegalo

koncentracije v obmo¢ju od 1 do 500 ng/L. Ker smo vzorce pri pripravi 1000-krat

66/82



Zibelnik Katja

Diplomska naloga

skoncentrirali, smo na detektorju pravzaprav opazovali odzive pri koncentracijah v
koncentracijskem obmocju od 1 do 500 pg/L. Preverjali smo linearnost v obmocju od 1 do
25 ng/L ter v obmoc¢ju od 25 do 500 ng/L, kot prikazujeta Sliki 23 in 24.

Metoda je linearna v koncentracijskem obmocju 25-500 ng/L. V nizkem koncentracijskem

obmo&ju ni zadod&eno kriteriju R%> 0.99. Razlog je prisotnost BPA v MQ.
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y=10,0432x + 0,0687
R*=0,9825
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Slika 23: Odvisnost razmerja BPA/IS od koncentracije BPA v koncentracijskem obmocju
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Slika 24: Odvisnost razmerja BPA/IS od koncentracije BPA v koncentracijskem obmocju

25-500 pg/L.
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4.2.2.3 Tocnost in ponovljivost ekstrakcije

Tocnost in ponovljivost ekstrakcije skozi celotno koncentracijsko obmocje prikazuje
Preglednica 25. Meddnevna to¢nost in ponovljivost metode pri treh koncentracijah (5, 50
in 500 pg/L) v intervalu treh dni sta podani v Preglednici 24.

Metoda ekstrakcije je ponovljiva, saj RSD ne presega mejne vrednosti 15 %. Metoda je

netocna v nizkem koncentracijskem obmocju (koncentracija 5 pg/L), saj presega

postavljen kriterij 10015 %. Razlog je uporabljena MQ.

Preglednica 24: To¢nost in ponovljivost ekstrakcije med dnevi (n=3).

Razmerje BPA/IS
Deklarlrana_l_ l.dan (4 |2.dan (2 |3.dan (2 | Povprecno Izracunana. .| Tocnost | RSD
koncentracija paralelke) | paralelki) | paralelki) (korigirano) UGN [%] [%]
BPA [ug/L] BPA [ug/L]
5 0,917 1,112 0,893 0,36786 6,925 138,5 | 8095
50 2,724 3,002 2,816 2,24084 53,340 106,7 4,94
500 19,037 20,145 19,310 18,89148 512,035 102,4 2,96

4.2.2.4 Meja detekcije in meja kvantifikacije

Kljub nekoliko slabsi linearnosti in odstopanju v to¢nosti v nizkem koncentracijskem
obmocju, smo z izbrano analizno metodo v ekstrahiranem vzorcu uspeli kvantitativno

dolociti BPA s koncentracijo 1 pg/L. Meja kvantifikacije za BPA pogojno znasSa 1 ng/L.

4.2.2.5 lzkoristek ekstrakcije

Preglednica 25 prikazuje izkoristke ekstrakcije pri vseh devetih koncentracijskih tockah.
Pri izracunu izkoristka ekstrakcije smo uporabili vrednosti za razmerje BPA/IS iz
Preglednice 19. Rezultat za povpre¢no razmerje BPA/IS ekstrahiranega vzorca
(koncentracija 200 in 500 pg/L) izkoristek ekstrakcije blizu 100 %, pri ostalih
koncentracijskih to¢kah pa presega 100 %. Se posebej izrazito je odstopanje v niZjem
koncentracijskem obmocju pri koncentracijah od 1 do 25 pg/L.

tudi napaka v obmocju od 1 do 25 pg/L najvecja. Posledi¢no je v tem koncentracijskem
obmocju tezko vrednotiti validacijske parametre, kot so linearnost, obmocje linearnosti,

tocnost in ponovljivost ekstrakcije, meja detekcije in meja kvantifikacije.
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Preglednica 25: Izkoristek ekstrakcije, tocnost in ponovljivost ekstrakcije.

Deklarirana Razmerje Izkoristek Izracunana Tocnost [%] | Ponovljivost
koncentracija BPA/IS ekstrakcije [%] | koncentracija ekstrakcije
BPA [pg/L] (korigirano) BPA [pg/L] RSD [%]

1 0,07985 2094 0,258 25,8 8,83

2 0,10385 125.,8 0,814 40,7 4,59

5 0,32085 162,0 5,837 116,7 7,58

10 0,58285 138,5 11,902 119,0 12,44

25 1,11485 106,5 24,216 96,9 5,10

25 1,11485 106,5 22,321 89,3 5,10

30 2,11785 111,1 49,952 99,9 4,94

100 4,07285 108,0 103,809 103,8 2,54

200 7,52385 98,7 198,877 99,4 3,13

500 18,43085 99,3 499,346 99,9 1,57

Poznamo vec¢ virov, ki prispevajo h kontaminaciji BPA. Klju¢ni vir BPA predstavlja
uporabljena MQ. Pri naSem delu je bilo problemati¢no predvsem to, da vsebnosti BPA
nismo mogli kontrolirati. Zanimivo je, da se je vsebnost BPA v MQ spreminjala med dnevi
(ponedeljek/petek) in celo znotraj dneva (ponedeljek zjutraj ob sedmih/ opoldan/ popoldan
ob Stirih/ zvecer ob sedmih). Ker so se vrednosti za »vsebnost BPA« slepih raztopin
razlikovale, smo za korigirano vrednost dolocili povprecno vrednost dveh odvzemov.
Glavni razlog za prisotnost BPA v MQ predstavlja proces priprave MQ. Do odpuscanja
BPA prihaja iz sistema za pripravo vode (56). Na spreminjanje koncentracij BPA v MQ pri
razlicnih odvzemih najverjetneje vplivata dva dejavnika. Pomemben je ¢as kako dolgo
voda stoji v rezervoarju ter napolnjenosti rezervoarja z vodo glede na lego cevke iz katere
MQ izteka. Vredno je omeniti, da je MQ na voljo osebju celotne fakultete, zato je tezko
spremljati napolnjenost, kljub temu, da se belezi odvzem. Glede na nase analize smo vecjo
vsebnost BPA dolocili v primeru manjSe koli¢ine vode v rezervoarju.

V manjSem obsegu prispeva k kontaminaciji BPA tudi njegova prisotnost v razli¢nih
prostorih, kot je navedeno v literaturi (31). Ce to problematiko prenesemo konkretno na
na$ primer je jasno, da analizni postopek poteka v prostoru, kjer je veliko raznovrstnih
aparatur in instrumentov. Hkrati pa je sam postopek dolgotrajen, kar poveca moznost za
privzem analita iz zraka. BPA bi v prebitku lahko vnesli tudi med analizo z LC-MS/MS
instrumentom, saj so nekatere cevke s katerim vzorec prihaja v stik iz plasticnih
materialov. Vendar na sam izkoristek ekstrakcije ta dodatek ne bi vplival, saj smo tako
standarde kot tudi ekstrahirane vzorce standardov analizirali pod enakimi pogoji, kar

pomeni da bi se morebitno prisoten prebitek poznal pri obeh, napaka pa bi se iznicila.
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Da bi lazje prikazali spreminjanje vsebnosti BPA v vodi ob razli¢nih odvzemih MQ, bi
bilo za vsak primer odvzete vode smiselno narediti ekstrakcijo slepega vzorca (MQ) v
vecih paralelkah.

Problemu prisotnosti BPA v MQ bi se izognili z uporabo vode, ki ne vsebuje BPA (t.i.
BPA free-water). Pridobimo jo s filtriranjem MQ skozi hidrofobno membrano (t.i. Empore
disk), pri ¢emer disk zadrzi bisfenol A, filtrat pa ne vsebuje BPA. Ceprav Empore disk
zadrzi BPA ze pri nizkih koncentracijah 1 ng/L, to ne izkljucuje kontaminacije BPA v
nadaljnjem analiznem postopku med spiranjem, elucijo, rekonstitucijo, ob prenosu vzorca

v vijalo (56).

4.2.2.6 Ucinek matriksa

Z ESI ionizacijskim nafinom sicer dosezemo visoko obcutljivost, vendar je v primeru
kompleksnih vzorcev pogosto izrazit pojav supresije ionov, kar omejuje njegovo
uporabnost (9, 11). Vplive matriksa smo vrednotili po postopku opisanem v poglavju
3.2.4.9. V Preglednici 26 so prikazani rezultati preverjanja prisotnosti ionske supresije pri

dveh izbranih koncentracijah analita, koncentraciji 50 in 500 pg/L.

Preglednica 26: Ucinek matriksa.

Razmerje BPA/IS (n=3) | Razmerje BPA/IS (n=3)
(BPA s 50 pg/L in IS s | (BPA's 500 ug/L in IS s
50 pg/L) 50 pg/L)

BPA v topilu za raztapljanje 1,79200 18,84500

Ekstrahiran vzorec MQ (korigirano razmerje) 1,80842 18,63199

Uginek matriksa [%] | 100,90 | 98,87

Razvidno je, da ionska supresija ni prisotna v trenutku, ko na detektorju dobimo signal, s
katerim potrdimo prisotnost BPA. Izracunani vrednosti pri obeh koncentracijah sta v
okviru eksperimentalne napake in ustrezata postavljenemu kriteriju RSD< 5 %. Zaklju¢imo

lahko, da je vpliv koeluirajocih spojin zanemarljiv.

Na osnovi rezultatov podanih v poglavjih 4.2.1 in 4.2.2 lahko potrdimo ustreznost razvite
LC-MS/MS metode za dolocitev vsebnosti BPA v vodnih vzorcih. Validirano optimizirano
LC-MS/MS metodo, smo zato v nadaljevanju uporabili za analizo razli¢nih vzorcev pitnih
vod.

V okviru validacije metode na ekstrahiranih vzorcih standardov BPA v MQ je bilo
pravilno koncentracijo BPA v nizkem koncentracijskem obmocju tezko dolocili.

Posledi¢no smo v nadaljevanju pri ugotavljanju vsebnosti BPA v pitnih vodah uporabili
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enacbi umeritvenih premic, kateri smo dolocili v okviru validacije metode na standardnih
raztopinah BPA (Sliki 19 in 20).

Da bi metoda popolnoma ustrezala postavljenim kriterijem, bi bilo potrebno validacijo
metode na ekstrahiranih vzorcih standardov BPA pri nizkih koncentracijah narediti Se
enkrat v vodi, ki ne vsebuje BPA. Izkazalo se je namre¢, da je od vseh razpolozljivih
vodnih vzorcev, ki bi jih lahko uporabili kot matriko za pripravo standardnih raztopin
vsebnost BPA najvisja prav v MQ. Preglednica 27 prikazuje koncentracijo BPA v 200 mL
vzorcih demineralizirane vode, vodovodne vode, ultradiste vode ter MQ. Vse vzorce razen
demineralizirane vode smo odvzeli, pripravili in analizirali dvakrat v razmaku enega tedna,
pri ¢emer posamezen rezultat predstavlja povpre¢je dveh paralelk. Tudi v literaturi so
primerjali vsebnost BPA v MQ in vodovodni vodi. Za MQ so dolo¢ili vsebnost BPA 20
ng/L, za vodovodno vodo pa 10 ng/L (38).

Preglednica 27: Vsebnost BPA v razli¢nih vodnih vzorcih.

Vrsta vode [200 mL] | Razmerje BPA/IS (n=3) | IzraCunana koncentracija BPA [pug/L]
Demineralizirana 0,07369 1,86
Vodovodna 0,08258 2,07
0,08655 2,17
Ultradista 0,11001 2,72
0,06438 1,63
MQ 0,86207 20,58
0,47068 11,29

43 LC-MS/MS ANALIZA VZORCEV PITNIH VOD

Zaradi razSirjene pojavnosti BPA in moznih posledic, ki jih povzro¢i dolgoro¢na
izpostavljenost, se vsebnost BPA doloc¢a v razli¢nih medijih (hrana, pitna voda, povrSinske
vode, odpadne vode, zrak...) (14).

Namen diplomskega dela je bil dolociti vsebnost BPA v negaziranih mineralnih vodah iz
plasti¢nih vsebnikov. Vsebnost BPA smo dolocili v desetih vzorcih negaziranih mineralnih
vod, pri ¢emer smo za primerjavo mineralnim vodam brez okusa (Vz1-Vz8), pripravili tudi
dva vzorca vod z okusom (Vz9 in Vz10). Dodatno smo pregledali tudi vzorec vode iz
vodomata (Vz11) ter vzorec vode iz vodovodnega omrezja (Vz12).

Poraba mineralnih vod v plastenkah je velika. Gre za enostaven matriks, ki ne vsebuje
endogenih hormonov, kot npr. mle¢ni izdelki, odpadne vode. Pri vrednotenju rezultatov
vsebnosti BPA v mineralnih vodah smo pozornost namenili tudi razredu plastike. Trikotnik
na posamezni plastenki nam pove, iz kakSne plastike je le-ta narejena. V sploSnem

plastiéne mase razdelimo v sedem razredov. Prvi razred vsebuje polietilentereftalat (PET,
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PETE), drugi razred visokotlacni polietilen (HDPE), tretji razred polivinilklorid (PVC),
Cetrti razred nizkotlacni polietilen (LDPE), peti razred polipropilen (PP), Sesti razred
polistiren (PS). V sedmi razred uvrS¢amo plasticne mase, ki najpogosteje vsebujejo
polikarbonatno plastiko (PC) (58). BPA se pogostokrat uporablja kot plastifikator. Za PC
pa velja, da je sestavljena iz BPA. PC je namre¢ polimer monomernih BPA enot. Med
proizvodnjo plasti¢nih vsebnikov se ves BPA ne vkljuci v strukturo s kemijskimi vezmi,
del ostaja prost in lahko prehaja v okoliski medij. Prehajanje je izrazitejSe, ko je plastika
segreta. Za plasti¢ne mase 3 in 7 razreda je znano, da vsebujejo BPA (59).

Prisotnost BPA v mineralnih vodah posledi¢no pojasnjujemo na dva nacina. Znano je, da
se BPA iz vodnega medija ne ocisti popolnoma pri procesih na Cistilni napravi. V
nekaterih primerih podtalnico uporabljajo kot vir pitne vode (52). Drugi vir BPA

predstavlja odpuscanje BPA iz plasti¢nih vsebnikov, s katerimi v stiku je voda (59).

Preglednica 28: Vsebnost BPA v pitnih vodah.

Oznaka | Razmerje Efﬁ;ggg;?ga Izvor vode Razrfzd Cena [€] dne
vode BPA/IS BPA [ng/L] plastike 29.5.2010
vzl g:;zg% ‘1"21,7 Kolpa 1 0,32

Vz2 8:43138;471 g: é Francoske Alpe | 1 0,60

Vz3 8:1(2)471;2 §:8 Radenci 1,5 0,30

Vz4 8:(1)?3(5); ;:i Radenci 1,5 0,14

v [oimor Ll Mim |15 |oas

Vz6 82?3223 ;:2 Mirna 1,5 0,22
R — e T
R B T
Vz9 82823?3 é:i Kolpa 1 0,50
g e ) PR
Vvzil 3:32233 ;(léﬁ izj\lllililjana zala 7 0

v a e |
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Preglednica 28 prikazuje nabor analiziranih pitnih vod skupaj z njihovim izvorom ter
koncentracijami BPA za vsako od paralelk. Za negazirane mineralne vode so dodani Se
dodatni razredi, ki definirajo razred plastike ter ceno plastenke. Koncentracijo BPA smo
izraCunali upoStevajo€ stopnjo Cistosti standarda BPA, ki je znasala 97 %. Posledi¢no smo
izraCunane koncentracije pomnozili s t.i. faktorjem cCistosti 0,97. Primer dolocitve BPA v

vzorcu vode Vz5 prikazuje Slika 25.
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Slika 25: Kromatogram vzorca vode Vz5.

Plastenke vod Vzl, Vz9, Vz8, Vz10 ter Vz2 so izdelane iz PET, pri ostalih pa je
uporabljena kombinacija PET in PP. Na osnovi rezultatov za vsebnost BPA in razred
plastike plastenke pri analizi negaziranih mineralnih vod ni mogoce opaziti koleracije med
opazovanima spremenljivkama. Zanimivo je, da je zgolj pri vzorcu Vz8 podano, kdaj je
bila plastenka napolnjena in do kdaj je uporabna. Ce bi imeli ta podatek e za ostale vode,
bi razlike med vzorci najverjetneje lazje pojasnili..

Vsebnost BPA v negaziranih mineralnih vodah smo dolocili v koncentracijskem obmocju
med 1,8 in 12,7 ng/L (Pregledenica 28). To je skladno z literaturnimi podatki, kjer za
mineralno vodo iz PET plastenk navajajo vsebnost BPA v koncentracijskem obmocju od 3
do 10 ng/L (16). Rezultati dveh paralelk so primerljivi, razen v treh primerih, kjer smo
dolocili koncentraciji, ki se bistveno razlikujeta (Vzl, Vz7 in Vz8). Vsebnost BPA
najverjetneje najbolje prikazuje nizja doloena vrednost. Mozni razlogi za odstopanja so
navedeni v poglavju 4.2.2.5. Zgolj na osnovi analize dveh paralelk je nemogoce podati
bistvene zakljucke glede vsebnosti BPA. Preden rezultatom damo vecji pomen, bi bilo

potrebno izbrane vodne vzorce pripraviti v ve¢ paralelkah veckrat. Smiselno bi bilo
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uporabiti vodo vecjih volumnov, npr. 1,5 L, saj bi tako iz enega vsebnika dobili kar sedem
200 mL vzorcev in ne zgolj dva kot v naSem primeru. Dolo¢evanje BPA v negaziranih
mineralnih vodah z okusom (Vz9 in Vz10) je bilo kompleksnejSe in zahtevnejSe, saj so
analizo motile socasno prisotne komponente (dodatki kot npr. citronska kislina, L-
askorbinska kislina, vitamin B6 itd.). V primerjavi z vodami brez okusa smo dolocili nizje
koncentracije BPA. V primeru vod z okusom bi bilo potrebno optimizirati tudi
kromatografsko lo¢bo, na ta naCin bi se izognili morebitni ionski supresiji.

Vzorec vode iz vodovodnega omrezja iz vasi Belica pri Polhovem Gradcu (Vz12) smo
analizirali, ker gre za razmeroma majhno privatno vodovodno omrezje, ki je precej
odmaknjeno od mestnega okolja. S prisotnostjo BPA v danem vzorcu smo potrdili njegovo
raz$irjenost v okolju, kar je navedno tudi v dostopni literaturi.

Mnogo vi§jo vsebnost BPA smo dolo¢ili v vzorcu vode iz vodomata (Vz11). Povprecen
rezultat dveh paralelk znasa 209 ng/L. Ce ¢lovek s telesno maso 70 kg dnevno popije 2 L
vode iz vodomata, zauzije 0,00597 png BPA, kar ne presega mejne vrednosti
izpostavljenosti BPA, ki znasa v drzavah EU 10 pg/kgTM/dan, v ZDA pa 50
ng/kgTM/dan. Kromatogram BPA v vzorcu vode iz vodomata prikazuje Slika 26.
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Slika 26: Kromatogram vode iz vodomata.
Razlog za prisotnost BPA v omenjenem vodnem vzorcu je najverjetneje neposredni stik
vode s sestavnimi deli plasticnega vsebnika. Aparati za vodo so zgrajeni iz PC (npr. Slika

27), ki je polimer BPA enot.
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Slika 27: Prikaz vodomata.

Rezultat za vsebnost BPA v vodomatu nas je presenetil, ¢eprav smo problematiko
prisotnosti BPA v omenjenem vsebniku predhodno zasledili v javnosti. Da je taka voda
vseeno v uporabi, je kriva predvsem nepopolna in nedoreCena zakonodaja, saj doloca
kakovost vode v plastenki in ne v samem aparatu. Vodomati bi sicer morali biti redno
vzdrzevani, uporabnikom pa bi morale biti dostopne informacije, kdaj so bili vodomati
oc¢isceni in preverjeni. V prihodnosti bi bilo smiselno analizirati Se ve¢ vzorcev vod iz
razli¢nih vodomatov.

Ljudje pogostokrat raje kupimo ustekleni¢eno vodo, kot bi pili vodo iz vodovodnega
omreZja. Zanimivo je, da zanjo velja enak pravilnik o kakovosti vodo kot za vodo iz pipe.
Ce je voda shranjena v plastenki, so ji dodani tudi razliéni dodatki, kar pa postopno tudi
prehaja v vodo. Znano je, da popolnoma varne plastike ni. So pa razredi z oznako 2, 4 in 5
varnej$i za uporabo, kot razredi z oznako 1, 3, 6, 7. Vnos BPA lahko zmanjSamo tako, da
se izogibamo uporabi plasti¢nega pribora/kroznikov, gretju hrane v plastiki in ne kupujemo
pripravljene hrane, ki je pakirana v plastiko. Svetuje se tudi zamenjava PVC stanovanjske
opreme (talne obloge, zavese za tusiranje, okna, itd.) z zdravju prijaznej$imi alternativami.
Da postaja tudi zakonodaja na tem podro¢ju vedno strozja, potrjuje tudi podatek, da je
Kanada prva drzava na svetu, ki je prepovedala uvoz, prodajo in oglasevanje

polikarbonatnih steklenick za otroke (19).
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5 SKLEPI

V diplomski nalogi smo razvili metodo tekoCinske kromatografije v kombinaciji s
tandemsko masno spektrometrijo (LC-MS/MS) za dolocanje vsebnosti BPA v pitnih
vodah.

Nase raziskovalno delo je obsegalo razvoj in optimizacijo nacina priprave vzorca, razvoj
LC-MS/MS analizne metode, preverjanje analizne metode z validacijo in nazadnje analizo
negaziranih mineralnih vod iz plastenk in vode iz vodomata ter vodovodne vode.

Vzorce smo pripravili po postopku ekstrakcije na trdnem nosilcu. Za vrednotenje
uspesnosti  ekstrakcije so pomembni visoki izkoristki ekstrakcije ter ponovljivost
ekstrakcije. SPE ekstrakcijo smo izvedli s pomocjo oljne ¢rpalke. V okviru optimizacije
SPE ekstrakcije smo izbrali najprimernejsi nosilec (Strata X), primeren volumen nanosa
vzorca (200 mL), topilo za spiranje (15 % metanol) ter elucijsko topilo (acetonitril/metanol
(1:1)). Poiskali smo najbolj optimalno temperaturo suSenja eluata (45 °C), dolocili
volumen topila za raztapljanje (200 pL) ter ¢as meSanja vzorcev (90 s). So¢asno smo
analizirali stiri vzorce. Tekom ekstrakcije smo vzorce 1000-krat skoncentrirali.

Razvili smo metodo LC-MS/MS s pomocjo standardnih raztopin BPA in raztopin IS (BPA
d-16) in sicer najprej MS/MS del, nato pa Se LC del. V okviru metode MS/MS smo
poiskali MRM prehode za BPA ter BPA d-16, vrednost kolizijske energije, vrednost za
fragmentor ter dolocili naslednje parametre: ionski izvor (ESI), temperaturo in pretok
susilnega plina, nebulizacijskega plina, Jetstream® plina, napetost na kapilari, Nozzle
voltage®, EMV, $irino masne lo¢ljivosti na prvem in tretjem kvadrupolu ter razdelilni &as.
V okviru metode LC smo izbrali primerno mobilno fazo in ustrezne kromatografske
pogoje.

Ker je BPA problemati¢na spojina, smo se pri delu srecali s tezavami kot so kontaminacija,
zmanjsana odzivnost instrumenta, prenos med vzorci ter prisotnost BPA v raztopini IS.
Omenjene tezave smo uspesno odpravili.

Z validacijo na standardnih raztopinah BPA na koncentracijskem nivoju od 1 do 500 pg/L
smo dokazali, da je analizna metoda selektivna, linearna, to¢na, ponovljiva. Potrdili smo
stabilnost v intervalu treh dni, dolocili mejo detekcije ter mejo kvantifikacije.

Pri validaciji LC-MS/MS na ekstrahiranih vzorcih standardov BPA v MQ, pri ¢emer na
detektorju opazujemo odzive pri koncentracijah v koncentracijskem obmoc¢ju med 1 in 500
ng/L, so se pri dolo€anju BPA v nizkem koncentracijskem obmoc¢ju (1-25 pg/L) pojavila

odstopanja. Razlog je prisotnosti BPA v sami MQ. Analizna metoda je selektivna in
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ponovljiva, posledi¢no pa nekoliko slabSe linearna in tocna. Vpliv koeluirajocih spojin je
zanemarljiv. Ker smo pripravljene vodne raztopine standarda tekom priprave vzorca 1000-
krat skoncentrirali, meja kvantifikacije pogojno znaSa 1 ng/L. Celotno koncentracijsko
obmocje pripravljenih raztopin standardov BPA v MQ je obsegalo koncentracije v
koncentracijskem obmocju od 1 do 500 ng/L.

Zaradi prisotnosti BPA v MQ smo za ugotavljanje vsebnosti BPA v pitnih vodah uporabili
enacbi umeritvenih premic, kateri smo dolocili v okviru validacije metode na standardnih
raztopinah BPA. Posledi¢no bi bilo smiselno narediti validacijo LC-MS/MS v nizkem
koncentracijskem obmocju Se enkrat z uporabo vode, ki ne vsebuje BPA (BPA free-water).
Optimizirano analizno metodo smo uporabili za analizo 10 vzorcev negaziranih mineralnih
vod iz 0,5 L plastenk, vzorca vode iz vodomata ter vzorca vode iz vodovodnega omrezja.
Analizirali smo osem negaziranih mineralnih vod brez okusa in dve mineralni vodi z
okusom. Vsebnost BPA smo dolocili v vseh vzorcih, s ¢imer smo potrdili njegovo
razsirjeno prisotnost. V vecini vzorcev se BPA nahaja v koncentracijskem obmocju od 1,8
do 12,7 ng/L, odstopa zgolj voda iz vodomata, kjer smo dolocili koncentracijo 209 ng/L
(Vz11). Glavni razlog za odstopanja v vsebnosti BPA v vzorcih vode iz plastenke (Vz8) in
vodomata (Vzl1) istega proizvajalca predstavlja razred plastike. Voda iz vodomata je
namre¢ shranjena v vsebniku iz PC, ki je sestavljena iz BPA. Posledi¢no BPA v ve¢jem
obsegu prehaja v vodno okolje. Ker smo analizirali zgolj en vzorec vode iz vodomata, bi
bilo v prihodnje smiselno pregledati vodo iz vec¢jega Stevila vodomatov.

Glede negaziranih mineralnih vod brez okusa bi bilo nekatere vzorce smiselno ponovno
pripraviti. Predlagamo uporabo vode iz 1,5 L plastenke, kar bi omogocilo analizo vecjega
Stevila vzorcev iz iste plastenke. V primeru vod z okusom pa bi bilo predhodno potrebno

optimizirati tudi kromatografsko locbo.

Analizna metoda je primerna za ugotavljanje vsebnosti BPA v vzorcih pitnih vod. Prednost
metode je v tem, da je visoko specificna in obcutljiva, kar kljub omenjenim omejitvam

omogoca merjenje nizkih koncentracij BPA.
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