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POVZETEK

Zaradi narascanja predpisovanja in porabe zdravil je ¢edalje bolj prisotno onesnazevanje
okolja z zdravilnimi u¢inkovinami. Ostanki zdravil so znani onesnaZevalci vodnega okolja,
vendar kljub temu njihovo krozenje in u¢inek na organizme in ljudi Se niso razjasnjeni.
Med ostanke zdravil pristevamo zdravilne ucinkovine, njihove metabolite in produkte
transformacije. Slednji nastanejo med mikrobiolosko ali abiotsko (fotokemi¢no) razgradnjo

zdravilnih u¢inkovin ali metabolitov v okolju ali med ¢is¢enjem odpadnih vod.

Namen nasega dela je bil posnemati pogoje razgradnje sertralina (SER) v vodnem okolju,
saj v literaturi ni objavljenih s$tudij glede krozenja in transformacije SER. Najprej smo
optimizirali in razvili analizni metodi, ju ovrednotili in dokazali, da sta ustrezni za
merjenje koncentracije SER v vodnih vzorcih v koncentracijskih obmo¢jih od 0,5 do 50
ug/L oziroma od 0,1 do 2 mg/L. Nizje izhodne koncentracije SER smo merili s plinskim
kromatografom z masno spektrometri¢no detekcijo, kjer smo SER iz obsevanega vzorca
izolirali z ekstrakcijo na trdni fazi ter ga derivatizirali. Visje izhodne koncentracije SER v

vzorcih smo merili neposredno s teko¢inskim kromatografom visoke lo¢ljivosti.

Izvajali smo direktno in indirektno fotorazgradnjo SER. Pri direktni smo obsevali z UV-
svetlobo vodno raztopino SER, indirektna pa je vkljuCevala dodatek sekundarnih
komponent, ki preko tvorjenja radikalov povzroc¢ijo razgradnjo SER. Ker so v okolju
prisotni Stevilni dejavniki, z indirektno fotorazgradnjo bolje posnemamo naravne pogoje,
katerim se najbolje priblizamo z uporabo srednje tlaéne Zivosrebrne svetilke in z dodatkom

nitrata in 2-propanola. Ugotovili smo, da lahko potek razgradnje SER v prisotnosti UV

ey

ey e

koncentraciji (10 pg/L), tako pri direktni kot tudi pri indirektni fotorazgradnji. Pri obeh
izhodnih koncentracijah se je SER najpocasneje razgradil pri direktni fotorazgradnji,
najhitreje pa ob prisotnosti natrijevega nitrata, saj ta moc¢no pospesi razgradnjo zaradi
tvorjenja hidroksilnih radikalov. Ob dodatku 2-propanola smo ugotovili trend zmanjs$anja
hitrosti fotorazgradnje z naras¢ajo¢o koncentracijo 2-propanola. Ta zavira fotorazgradnjo
SER, saj deluje kot lovilec teh radikalov. Dobljeni rezultati predstavljajo primerna
izhodisCa za nadaljnje Studije fotorazgradnje SER, tudi v smeri kasnejSe identifikacije

nastalih transformacijskih produktov SER.
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ABSTRACT

Nowadays, the amount of prescribed drugs is growing and consequently the environmental
pollution caused by active substances is increased. Residual drugs are known contaminats
of the aquatic environment, but their circulation and effects on organisms and people are
still not clarified. Drug residues are active substances, their metabolites and transformation
products. The latter can occur at microbial or abiotic (photochemical) degradation of the

active substances or their metabolites in the environment or in the wastewater treatment.

The purpose of our work was to simulate the conditions of SER photodegradation in the
aquatic environment, because there is a lack of published studies of the SER fate and
transformation. Firstly, we have developed and optimized two analytical methods, which
were afterwards evaluated and proved to be suitable for measuring SER concentration in
water samples in concentration ranges from 0.5 to 50 pg/L and from 0.1 to 2 mg/L. Lower
output SER concentrations were measured after sample pre-concentration with solid phase
extraction and derivatization by gas chromatography with mass spectrometry and higher
output SER concentrations were measured directly by high performance liquid

chromatography.

We carried out direct and indirect photodegradation of SER. At direct conditions only
aqueous SER samples were irradiated while at indirect conditions, secondary components
were added, which through the formation of free radicals caused degradation of the SER.
Regarding many factors present in the environment, the indirect photodegradation better
simulate the natural conditions. We approached these conditions through the use of
mercury lamp and by the addition of nitrate and 2-propanol. We found that the
photodegradation of SER is best described by pseudo 1st order kinetics. At a higher output
concentration of SER (1 mg/L) degradation rates were one order of magnitude smaller than
at a lower output concentration of SER (10 pg/L) at direct and indirect conditions. At both
output concentrations the lowest rate constant was at direct photodegradation and the
highest rate constant was in the presence of sodium nitrate, because it significantly
accelerated the degradation due to the formation of hydroxyl radicals. Addition of 2-
propanol showed a trend toward rate decreasing with increasing concentration of 2-

propanol. It acted as a free radicals scavenger and inhibited photodegradation of SER. The

Vi



Krajnc Anja Posnemanje fotorazgradnje sertralina v vodnem okolju

obtained results represent a suitable starting point for further studies of SER
photodegradation, also toward the identification of SER transformation products.

Kljuéne besede: sertralin, fotorazgradnja, ekstrakcija na trdni fazi, plinska kromatografija

z masno spektrometrijo, teko¢inska kromatografija z UV-detektorjem

Key words: sertraline, photodegradation, solid phase extraction, gas chromatography with
mass spectrometric detection, liquid chromatography with UV-detection

VIl
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SEZNAM OKRAJSAV

CIT citalopram

Ccv koeficient variacije

FLU fluoksetin

FLX fluvoksamin

GC-MSD plinska kromatografija z masno spektrometri¢no detekcijo (angl. Gas
Chromatography with Mass Spectrometry Detection)

GLC plinsko-tekoc¢inska kromatografija (angl. Gas-Liquid
Chromatography)

GSC plinsko-trdna kromatografija (angl. Gas-Solid Chromatography)

HPLC tekocCinska kromatografija visoke lo¢ljivosti (angl. High Permonance
Liquid Chromatography)

HPLC-UV tekocinska kromatografija z UV spektrofotometri¢no detekceijo (angl.
High Performance Liquid Chromatography with UV detection)

IS interni standard

LOD meja zaznavnosti (angl. Limit Of Detection)

LOQ meja dolocitve (angl. Limit Of Quantification)

MSTFA N-metil-N-(trimetilsilil)trifluoroacetamid

MTBSTFA N-(terc-butildimetilsilil)-N-metilfluoroacetamid

PAR paroksetin

PAR-Ac acetiliran paroksetin

SER sertralin

SER-Ac acetiliran sertralin

SER-D3 devteriran sertralin

SER-Ds-Ac acetiliran devteriran sertralin

SIM spremljanje izbranega iona (angl. Selective lon Monitoring)

SPE ekstrakcija na trdni fazi (angl. Solid Phase Extraction)

SSRI selektivni zaviralci ponovnega privzema serotonina (angl. Selective
Serotonin Re-uptake Inhibitor)

tue razpolovni ¢as

TIC celotni ionski kromatogram (Total lon Chromatogram)

Vil
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1 UvOD

V danasnjem c¢asu je vedno bolj prisotno onesnazevanje okolja z zdravilnimi
u¢inkovinami. Koli¢ina predpisanih zdravil je vedno vecja, v okolje pa prehajajo z urinom
ali fecesom ter kot odpadna zdravila preko Cistilnih naprav. Iz organizma se izloCijo v
nespremenjeni obliki ali kot metaboliti. Ker je vefina metabolitov polarnih, se ti ne
zadrzijo v aktivnem blatu v procesu ¢is¢enja odplak, ampak s precis¢eno odpadno vodo
vstopijo v okolje. Posledica je stalna kontaminacija povrSinskih in podzemnih vod. V
okolju ali med ¢is¢enjem odpadnih voda lahko z razlicnimi procesi nastanejo produkti

transformacije, ki imajo lahko toksi¢ne ucinke na ljudi in okoljske organizme (1).

1.1SELEKTIVNI ZAVIRALCI PONOVNEGA PRIVZEMA
SEROTONINA

V zadnjih letih je predpisovanje antidepresivov mocno poraslo. Leta 2012 so bili v
Sloveniji najpogosteje predpisani antidepresivi iz skupine selektivnih zaviralcev
ponovnega privzema serotonina (SSRI) (2). SSRI zavirajo ponovni privzem serotonina, kar
vodi do povecane koncentracije tega nevrotransmiterja v sinapti¢ni $pranji in posledi¢no k
ve€ji postsinapticni nevronski aktivnosti. Uporabljajo se za zdravljenje depresij,
anksioznosti in nekaterih osebnostnih motenj (obsesivno-kompulzivne motnje, pani¢ne
motnje). Za bistveno izboljSanje razpoloZenja je potrebno jemanje vsaj 2 tedna, za
maksimalen ucinek pa do 12 tednov (3). SSRI se jemljejo skozi daljse obdobje in
posledi¢no kontinuirano vstopajo v okolje, kar pomeni, da so vodni organizmi kroni¢no
izpostavljeni ostankom zdravil (u¢inkovinam, metabolitom in produktom transformacije)
(1). SSRI imajo manj nezelenih ucinkov kot triciklicni antidepresivi in zaviralci
monoaminske oksidaze. NajpogostejSi so glavobol, znojenje, slabost, bruhanje, driska,
utrujenost, spolna disfunkcija, sprememba telesne mase ter motnje spanja (nespecnost,
zaspanost). Predstavniki SSRI-jev so fluoksetin (FLU), citalopram (CIT), escitalopram,
fluvoksamin (FLX), paroksetin (PAR) in sertralin (SER) (3).

1.1.1 Sertralin

Sertralin  ((1-S,cis)-4-(3,4—diklorofenil)-1,2,3,4-tetrahidro-N-metil-1-naftalenamin)  je

selektivni zaviralec ponovnega privzema serotonina in spada med antidepresive (slika 1).
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Nahaja se v obliki belega praska, je tezko topen v vodi in izopropanolu ter dobro topen v
etanolu (4). SER je Sibka baza, njegov pKa znasa 9,47 (5).

CH,

HN/

| Cl

Cl
Slika 1: Kemijska struktura SER, povzeto po (4).

Po zauzitju pride v telesu do nastanka razlicnih metabolitov. V prvi stopnji metabolizma
SER pride do N-demetilacije, nastane norsertralin, ki je farmakolosko manj aktiven kot
SER. Nadalje pride do oksidativne deaminacije, hidroksilacije ali konjugacije z
glukoronidi ali sulfati, sledi izlocanje z urinom ali fecesom (4). V urin se izlo¢i le 0,2 %

nespremenjenega SER (6).

Tako SSRI kot ostale zdravilne u¢inkovine v komunalne odpadne vode v najvecji meri
prehajajo z izlocki ljudi ali s splakovanjem neuporabljenih oz. starih zdravil v strani$¢no
Skoljko. Zdravilne ucinkovine in njihovi metaboliti v okolje vstopajo z odplakami ali
odpadnim blatom iz ¢&istilnih naprav. To so lahko odplake iz farmacevtske industrije,
odplake iz zdravstvenih ustanov, kot so bolni$nice, domovi za ostarele, ali pa gre za
komunalne odplake iz naselij (6). VV okolju lahko pride do razgradnje zdravilnih u¢inkovin
s pomocjo sonéne svetlobe ali mikrobioloske razgradnje v zemlji. Nastalim produktom
pravimo transformacijski produkti. Ti niso nujno strukturno enaki metabolitom, Kki

nastanejo v ¢loveskem telesu (5).

1.2 FOTORAZGRADNJA

1.2.1 Fotorazgradnja v okolju

Onesnazila so v naravnem okolju podvrZzena raznim vplivom, ki pospesujejo ali zavirajo
njihovo razgradnjo. Ti wvplivi so lahko fizikalni procesi (meSanje, raztapljanje,

izhlapevanje, obarjanje in sedimentacija, vezava na delce) ter mikrobioloska in kemi¢na
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razgradnja, kamor uvr$¢amo tudi fotokemi¢no razgradnjo. Potekajo lahko v zraku, vodi in
v prsti. Mikrobioloska in fotokemi¢na razgradnja najveckrat potekata soc¢asno in sta med
seboj kompetitivni. Pri tem se lahko organske spojine pretvorijo v manj toksi¢ne spojine,
lahko pa se toksi¢nost spojin s pretvorbo tudi poveéa (7). V naravnih vodah je izvor

svetlobe za fotokemicne reakcije sonce.

Fotokemicne reakcije delimo na primarne (direktne) in sekundarne (indirektne). Pri
primarnih reakcijah molekula po absorpciji svetlobe ponovno odda energijo in preide nazaj
v osnovno stanje ali pa se razgradi. Pri sekundarnih pa vzbujena molekula odda energijo
drugi molekuli, ki nato kemicno reagira. Sekundarne reakcije so v naravnem okolju
pomembne, saj na ta nacin potekajo reakcije s spojinami, ki v vidnem delu spektra slabo
absorbirajo. V zgornjih vodnih plasteh je intenziteta svetlobe najvecja, zato tam potekajo

najintenzivnej$i fotokemicni procesi (7).

Najpomembnejsi absorberji svetlobe, ki lahko povzroéijo indirektno fotorazgradnjo
organskih onesnazevalcev, so kromofori, prisotni v raztopljeni organski materiji (8).
Najpomembnejse poti, ki lahko vodijo do transformacije organskih snovi kot posledica
vzbujenega stanja neznanega kromofora v naravni vodi ali zemlji, potekajo preko

singletnega kisika (*O2) in nastanka radikalov.

Najbolj pomemben akceptor vzbujenih neznanih kromoforov je molekularni Kisik v
osnovnem stanju (tripletni kisik, 20,), ki se pretvori v prvo vzbujeno stanje (singletni kisik,
10,), ta pa potem lahko kemiéno reagira z dolo¢enimi organskimi onesnazevalci. Kemi¢ne
reakcije vzbujenih neznanih kromoforov z molekularnim kisikom ali organskimi snovmi
lahko vodijo do tvorbe reaktivnih zvrsti, ki lahko reagirajo z organskimi onesnazevalci.
Reakcije s tripletnim kisikom tvorijo peroksi radikale (ROO-), superoksidni anion (O2-) pa
nastane s prenosom elektrona na tripletni kisik. Pri teh kemicnih reakcijah nastanejo tudi
vodikov peroksid in hidroksilni radikali (HO-). Singletni kisik, hidroksilni radikal in
peroksi radikal so elektrofili, ki se lahko obnaSajo kot oksidanti. Singletni kisik je v
naravnih vodah prisoten v nizkih koncentracijah, zato je kot fotooksidant pomemben le za
nekaj zelo reaktivnih vrst organskih spojin (spojine z elektroni bogato dvojno vezjo,
spojine s funkcionalno skupino, ki se zlahka oksidira — sulfidi, anilini in fenoli). Peroksi
radikali reagirajo s spojinami, ki so bolj podvrzene oksidaciji (alkilni fenoli, aromatski

amini, tiofenoli in imini).



Krajnc Anja Posnemanje fotorazgradnje sertralina v vodnem okolju

Obstaja ve¢ moznih mehanizmov nastanka hidroksilnih radikalov v povrSinskih vodah
(fotorazgradnja nitrata, nitrita, vodikovega peroksida, iz reakcij vodikovega peroksida z
zelezom — Fentonova reakcija). V tipi¢nih sladkih vodah, kjer je koncentracija nitrata
visoka, je fotorazgradnja nitrata prevladujo¢ proces pri nastanku hidroksilnih radikalov.

Spodaj so prikazane kemicne reakcije, ki potecejo pri fotorazgradnji nitrata.

NO3z™ + svetloba (hv) — NOs™ (vzbujeno stanje) —» NO2™ + O
NO3z™ + svetloba (hv) — NOs™ (vzbujeno stanje) — NO2 +-O" + H:O — HO- + OH~

Usoda atomskega kisika (O), ki je v nevzbujenem stanju, je verjetno reakcija s tripletnim
kisikom do ozona, ta pa potem hitro tvori reakcije z nitritom (NO2") ali razpade do
hidroksilnega radikala. VV vodah z malo organskimi snovmi in veliko vsebnostjo karbonata

lahko bikarbonat in karbonat postaneta zelo pomembna lovilca hidroksilnih radikalov (8).
1.2.2 Fotorazgradnja SSRI

SSRI-ji posnemajo ucinke nevrotransmiterja serotonina. Ker le-ta regulira Stevilne
fizioloske procese pri ribah, mehkuzcih in prazivalih, lahko zdravilne ucinkovine, ki
posnemajo njegovo delovanje, Zze v sledovih povzrocijo Skodljive posledice na teh in
drugih vodnih organizmih. Fotorazgradnja je pomembna pot razgradnje SSRI (6). Kwon in
Armbrust sta raziskovala usodo in obstojnost FLU v laboratorijskih razmerah (7). Studije
so pokazale, da je FLU odporen na fotorazgradnjo, hidrolizo in mikrobiolosko razgradnjo
in da hitro preide iz vodne faze zaradi adsorpcije na sedimente. Rezultat tega je, da se FLU
v procesu Cis¢enja odpadne vode ne razgradi in je vezan na sedimente spuséen v vodno
okolje. Na sliki 2 so prikazani identificirani fotoprodukti, ki so nastali pri direktni in
indirektni fotorazgradnji v laboratorijskih razmerah. Pri direktni fotorazgradnji je
razgradnja potekala po dveh mehanizmih: defluorinacija (produkt I11) in O-dealkiliranje
(produkta I in I1). Pri indirektni fotorazgradnji je prislo do N-dealkiliranje, kjer so
identificirali produkt norfluoksetin (produkt IV) ter hidroksilacije (produkt V) in O-
dealkiliranja (produkta I in I1).

V nasprotju z raziskavami o0 FLU, obstaja manj S$tudij glede usode in transformacije v
okolju za ostale SSRI. Kwon in Armbrust sta raziskovala tudi hidrolizo in fotorazgradnjo
CIT, FLX in PAR. CIT je hidrolitsko stabilen pri pH obmoc¢ju med 5 in 9, fotolitsko pa pri
pH 5in 7 (8). Pri pH 9 se pod vplivom svetlobe zmerno razgradi. Glavni produkti (slika 3)
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nastanejo z N-demetiliranjem, ostali pa z N-oksigenacijo (citalopram-N-oksid). FLX je na
trgu na voljo kot (E)-oksim (9). Pod vplivom son¢ne svetlobe poteCe izomerizacija in
nastane produkt, ki je (Z)-oksim (slika 4). Podobno kot FLU, FLX in CIT, je tudi PAR
hidrolitsko stabilen, pod vplivom svetlobe pa se hitro razgradi (10). Identificirana sta bila
dva produkta, ki sta nastala s cepitvijo eterne vezi in kasneje ciklizacijo v petélenski obro¢
(slika 5). Zanimivo je dejstvo, da so vsi transformacijski produkti N-demetiliranja FLU in
CIT tudi metaboliti (5). Vecina N-demetiliranih produktov ohrani svojo farmakolo$ko
aktivnost, vendar so ponavadi $ibkej$i kot osnovne uinkovine. Pri CIT potece tudi N-
oksigenacija. Pri metabolizmu FLX potece oksidativna eliminacija -OCH3 skupine in pride
do tvorbe neaktivne karboksilne kisline. Pri PAR se tvori neaktiven kateholni intermediat.

o}
Fluoksetin
H ﬁrodukt |
direktna, indirektna /
o fotorazgradnja (O-dealkihranje\ HO H

Yirg ” Produkt Il
H
Uy, 0 N
2 \CH3
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)
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N
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Slika 2: Identificirani produkti fotorazgradnje FLU, povzeto po (5).

~

CH,

(eliepsyoupiy) efupeibzeio)o) eupRIIpUl

s}
T

FsC” :



Krajnc Anja Posnemanje fotorazgradnje sertralina v vodnem okolju

Citalopram eN
CN
O N deme\'\\\"a“ = O
CH,
o
5 CH; /
N/ NH
\CH3
CN

CH
o 3

N
ol
0O

Slika 3: Identificirani produkti fotorazgradnje CIT, povzeto po (8).
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Slika 4: 1zomerizacija fluvoksamina, povzeto po (5).
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Slika 5: Identificirani produkti fotorazgradnje PAR, povzeto po (10).
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V zacetni stopnji ovrednotenja pomembnosti SSRI kot okoljskih onesnazevalcev je treba
oceniti tudi njihovo toksi¢nost in dolociti potencialne ucinke, ki jih lahko imajo na
organizme (5). Tudi v koncentracijah v sledovih lahko SSRI-ji vplivajo na biolosko
aktivnost vodnih organizmov, kot so zmanj$anje reprodukcije, nepravilnosti v razvoju
zarodka, zakasnitve v fizioloskem razvoju in spolni dozorelosti (6). Poleg uéinkovin bi
lahko bili na podoben nadin problemati¢ni tudi njihovi metaboliti in transformacijski

produkti.

1.2.3 Aparature za posnemanje fotorazgradnje v okolju

Raztopine vzorcev so obsevane z ultravijoli¢no in/ali vidno svetlobo, ki jo oddaja Zarnica,
namescéena v hlajenem UV-fotokemi¢nem reaktorju z dvojno steno. U¢inkovitost takSnega
tipa reaktorja je zelo velika, saj je zarnica obdana z reakcijsko raztopino. V uporabi sta dve
velikosti UV-reaktorjev z ustrezno reakcijsko bucko ter nizko ali srednje tlacno

Zivosrebrno svetilko z moc¢jo od 6 do 400 W (14).

UV-reaktor (slika 6) ima dvojno steno, narejeno iz kremenovega ali borosilikatnega
stekla, kamor vstavimo Zarnico. Vstopne in izstopne cevi so namenjene vodnemu hlajenju.
Vstopna cev z majhnim premerom se razteza do dna kroZnega prostora in tako omogoca
pretok hladilne tekoCine z dna navzgor. Da se izognemo prekomernemu segrevanju
obsevane raztopine pri uporabi srednje tlaéne svetilke, je potreben dovolj velik pretok vode

ali hladilne tekod¢ine.

VSTOPNA CEV
A VODO IZSTOPNA CEV

W

PROSTOR ZA
SVETILKO

ZARNICA

-/
Slika 6: Zgradba UV reaktorja, povzeto po (13).

Reakcijska bucka je narejena iz borosilikatnega stekla. Ima ve¢ odprtin, v glavno damo

UV-reaktor, manjSe pa sluzijo za povratni hladilnik in vzorCenje. Lo¢imo tri vrste
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reakcijskih buck (slika 7). Standardna bucka ima ravno dno za magnetno meSalo ter
posevno in navpi¢no odprtino. Bucka z dovodom za plin je zelo podobna standardni, ima
Se dodatno sintrano stekleno plos¢ico in zaporni ventil. Koli¢ino kisika, ki je prisotna pri

fotokemijski reakciji, odpravimo ali nadzorujemo z vnaSanjem inertnega plina (dusik ali

QZ |
STANDARDNA
REAKCIJSKA BUCKA

REAKCIJSKA BUCKA Z
DOVODOM ZA PLIN

argon).

PRETOCNA _
REAKCIISKA BUCKA

Slika 7: Vrste reakcijskih buck, povzeto po (13).

Tretja vrsta so pretocne reakcijske bucke, ki imajo dve navpicni odprtini na vrhu ter dve
posSevni odprtini na dnu bucke. Ena izmed spodnjih ima zaporni ventil za dovod plina,
druga pa trosmerni zaporni ventil. Tla¢na ¢rpalka pripomore h kroZenju raztopine po bucki.

Kisik odpravimo z vpihovanjem inertnega plina.

Svetilka za obsevanje je lahko nizko- ali srednjetlacna Zivosrebrna svetilka, za ve¢je UV-
reaktorje se lahko uporablja tudi fosforna svetilka. Nizkotla¢na svetilka z mo¢jo 6 ali 16 W
oddaja 90 % svojega sevanja pri 254 nm, srednjetla¢na svetilka z mocjo 125 ali 400 W
pretezno pri 365-366 nm, v manjsih koli¢inah pa v ultravijolicnem obmocju pri 265, 297,
303, 313 in 334 nm in v vidnem obmoc¢ju pri 404408, 436, 546 in 577-579 nm. Na sliki 8
je prikazan emisijski spekter srednje tlacne svetilke do 500 nm. Na X-osi je valovna dolzina

sevane svetlobe v nm, na y-osi pa odstotek oddanega sevanja (14).
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Slika 8: Emisijski spekter srednjetlacne svetilke, povzeto po (14).

Nizkotla¢na svetilka se uporablja za ¢iS€enje odpadnih vod in predvsem za ¢iScenje pitne
vode, srednjetla¢no svetilko pa uporabljamo za posnemanje fotorazgradnje pod vplivom

sonéne svetlobe.

1.3 DOLOCANJE ANALITOV V OKOLJSKIH VZORCIH

1.3.1 Priprava vzorca
1.3.1.1  Ekstrakcija na trdni fazi

Ker vecina instrumentov ni neposredno zdruZljiva s sestavo vzorca, je potrebna
predpriprava vzorca, da izoliramo in koncentriramo zeleni analit ter odstranimo motece
komponente. V preteklosti je bila najbolj pogosto uporabljena ekstrakcija tekoce-tekocCe
(LLE), vendar ima ta metoda mnogo omejitev. Postopek je zelo zamuden, posebno pri
analizi vecjega Stevila vzorcev. Slabost je tudi poraba velikih koli¢in strupenih organskih
topil zaradi relativno velikega volumna vzorca. Ta predstavljajo veliko breme za okolje.
Potrebna so tudi organska topila visoke Cistosti (ultra Cista topila), poleg tega lahko pride
do nastanka emulzij. Da bi odpravili ali vsaj zmanjsali te pomanjkljivosti, so v 70. letih
prejsnjega stoletja razvili ekstrakcijo na trdni fazi (SPE). Ta je skrajsala Cas, zmanjSala

potreben volumen vzorcev, zmanjSala porabo topil ter preprecila nastanek emulzij.
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SPE je danes dobro uveljavljena tehnika in se zaradi svojih prednosti pred drugimi
postopki za pripravo vzorcev uporablja za analize Stevilnih skupin analitov v razli¢nih
vrstah matriksov. Zaradi moznosti predhodnega koncentriranja velikih volumnov vzorcev
se SPE uporablja za dolocitev organskih onesnazeval v vzorcih vod iz okolja, ¢edalje vec

pa tudi kot metoda priprave vzorca v biomedicini, farmaciji in za prehranske vzorce (15).

Osnova kolone SPE je adsorpcijsko sredstvo, ki je glede na naravo njegovih primarnih
interakcij z analitom lahko normalno, reverznofazno in ionsko izmenjevalno SPE. Pri
ekstrakciji z normalno fazo obicajno ekstrahiramo polarni analit iz nepolarnega organskega
topila. Sorbenti iz te skupine imajo anorgansko osnovo (silicijev dioksid, aluminijev oksid,
magnezijev silikat). Ekstrakcija z reverzno fazo uporablja stacionarno fazo na osnovi
nasienih verig ogljikovodikov (npr. Cig in Cg) ali polimerov (npr. polistiren divinil
benzen). Uporablja se za izolacijo srednje in manj polarnih organskih analitov iz vodnih
vzorcev. Je relativno neselektivna ekstrakcija zaradi vezave Sirokega spektra nepolarnih
spojin. lonsko izmenjevalno SPE uporabljamo za ekstrakcijo analitov z nabojem iz vodnih
ali organskih vzorcev z nizko ionsko mo¢jo. Poznamo kationske (sulfonska ali karboksilna
skupina) in anionske (razlicne amino skupine) sorbente, ki vezejo analite z nasprotnim

nabojem (16).

v
7 Odpad /
Vzorec Regulator

Vodna ¢rpalka

pretoka

Slika 9: Shema sistema za SPE, povzeto po (16).

Sistem za ekstrakcijo na trdnem nosilcu za pripravo okoljskih vzorcev je prikazan na sliki
9. Sestavljen je iz vsebnika s preiskovanim vzorcem, kadicke s kolonami, ki vsebujejo
sorbent SPE, posode, kamor odteka odpadni vzorec, ter vodne ¢rpalke. Vsi nasteti elementi

so med sabo povezani s teflonsko cevjo. S pomocjo ¢rpalke, ki ustvarja podtlak v kadicki,

10
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¢rpamo vzorec skozi polnilo SPE s hitrostjo, ki jo nadzorujemo z regulatorjem pretoka.
SPE poteka v naslednjih korakih: aktivacija, nanos vzorca, spiranje, susenje in elucija
(slika 10).
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Slika 10: Shema stopenj SPE, povzeto po (17).

V prvi stopnji izvedemo aktivacijo kolone, kjer kolono pred nanosom vzorca omo¢imo z
metanolom, izopropanolom ali katerim drugim srednje polarnim organskim topilom. V tej
stopnji odstranimo zrak iz kolone in aktiviramo funkcionalne skupine sorbenta tako, da se
poveca povrsina za interakcije z analiti. Preostalo aktivacijsko topilo iz kolone odstranimo
s topilom, ki ima podobno sestavo vzorec. Aktivaciji sledi takojSen nanos vzorca, saj se
stacionarna faza praviloma ne sme posusiti, v nasprotnem primeru lahko pride do
deaktivacije sorbenta, kar vpliva na sposobnost vezave analitov. Vzorec nanasamo skozi
kolono s hitrostjo, ki zagotavlja zadostno vzpostavitev interakcij med stacionarno fazo in
analitom. Nanosu vzorca sledi spiranje nevezanih in Sibkeje vezanih necistot/sestavin
vzorca (16). Pred elucijo sorbente posuSimo Vv vakuumu. S tem odstranimo Se preostali
vzorec in topilo za spiranje iz sorbenta. To daje bolj koncentriran kon¢ni ekstrakt s
konstantno prostornino in sestavo ter zagotavlja boljSo ponovljivost in vecji izkoristek.
Susenje je Se posebej pomembno pri uporabi elucijskih topil, ki se ne mesajo z vodo
(etilacetat, heksan, diklorometan ...). V nasprotnem primeru bi preostala voda na sorbentu
preprecila pravilno elucijo, kar bi se kazalo v slabsi ponovljivosti (18). Zadnja stopnja je

elucija, ki prekine vezi med analitom in stacionarno fazo. Pomembna je izbira ustreznega

11
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topila in dolocitev volumna topila za elucijo. Le-ta mora biti dovolj velik, da kvantitativno
sprosti vezan analit, in obenem ¢im man;jsi, da se izbolj$a meja zaznavnosti in obcutljivost

analizne metode (12).

1.3.2 Instrumentalna analiza

1.3.2.1  Plinska kromatografija

Plinska kromatografija je ena izmed najbolj razSirjenih metod za kvalitativno in
kvantitativno analizo spojin. Loc¢evanje temelji na porazdeljevanju molekule med mobilno
in stacionarno fazo. Pred kromatografskim lo¢evanjem se vzorec upari in injicira na
kromatografsko kolono, kjer je stacionarna faza. Elucija poteka s tokom inertne plinske
mobilne faze in se kontrolira s temperaturnim programom segrevanja in pretokom

nosilnega plina. Mobilna faza ne sme reagirati z molekulami analita.

Glede na stacionarno fazo delimo plinsko kromatografijo na plinsko-tekoc¢insko
kromatografijo (GLC) in plinsko-trdno kromatografijo (GSC). GLC se uporablja na vseh
podrocjih znanosti, zato se njeno ime pogosto skrajSa kar na plinska kromatografija (GC).
Temelji na porazdeljevanju analita med mobilno plinsko fazo in tekoco fazo, ki je
imobilizirana na povrsini inertnega trdnega nosilca. GSC vsebuje trdno stacionarno fazo,
kjer pride do zadrzanja analitov zaradi adsorpcije. Uporaba je omejena, ker zaradi

nelinearnosti adsorpcijskega procesa nastanejo repi pri kromatografskih vrhovih (19).

Komponente plinskega kromatografa so nosilni plin, injektor, kolona in detektor. Nosilni
plin mora biti kemi¢no inerten. Najpogosteje so ti plini dusik, helij, argon in ogljikov
dioksid (20). V injektorju se vzorec upari, preden nadaljuje pot skozi kromatografsko
kolono (19). Poznamo 2 tipa kolon: kapilarne in polnjene kolone. Polnjene kolone
vsebujejo inerten, trden nosilni material, ki je prevlecen s tekoco stacionarno fazo.
Polnjene kolone so zamenjale kapilarne, ki so tanjSe, premer znaSa le nekaj desetin
milimetra. Kapilarne kolone so bolj u¢inkovite kot polnjene. Pri polnjenih kolonah mora
biti volumen vzorca, ki ga injiciramo, od 0,1 do 20 uL, medtem ko pri kapilarnih kolonah
injiciramo le okoli 1 puL vzorca. Pri kapilarnih kolonah se uporabljata injiciranji »split« in
»splitless« (20). Pri injiciranju »split« se vzorec razdeli na dva dela in le del vzorca
nadaljuje pot v kromatografsko kolono, nanos »splitless« pa pomeni, da vzorec po
odparitvi topila v celoti nadaljuje pot v kromatografsko kolono (16). Slednji je primeren,

kadar je vzorec koli¢insko omejen ali za vzorce z nizko koncentracijo analitov (21). Idealni

12



Krajnc Anja Posnemanje fotorazgradnje sertralina v vodnem okolju

detektor mora imeti primerno obcutljivost, stabilnost in ponovljivost. Pomembno je tudi,
da ne povzroci razpada vzorca ter da ima podoben odziv na vse analite ali pa selektiven
odziv na eno vrsto analitov. Najpogosteje uporabljeni detektorji so plamensko ionizacijski
detektor (FID), toplotno prevodni detektor (TCD) in detektor na zajetje elektronov (ECD)
(19). Plinski kromatograf je lahko sklopljen z masnim spektrometrom (GC-MSD), ki
omogoca tudi identifikacijo spojin, katere predhodno lo¢imo s plinsko kromatografijo. Z

GC-MSD lahko med seboj lo¢imo tudi strukturno zelo podobne spojine v sledovih (16).

GC-MSD je metoda, ki lo¢i ione v plinski fazi glede na maso in naboj iona (Mm/z). Z
dovajanjem energije molekulam vzorca, ki so v plinastem stanju, dobimo ionizirano
spojino. Za ionizacijo organskih molekul uporabljamo energijo elektronov 70 eV. Molekuli
dovedemo energijo na ta nadin, da tréi z elektronom. Ce je prenesena energija dovolj
velika, se po elektronskem vzbujanju en elektron oddalji iz molekulske orbitale in dobimo
radikalski kation, ki ga v masni spektrometriji imenujemo molekulski ion in ga ozna¢imo z
M* ali M*. Pri masni spektrometriji izmerimo intenziteto ionov in dolo¢imo polozaj na
masni skali. TakSen zapis imenujemo masni spekter, ki nam posreduje masno Stevilo
posamezne ionske zvrsti in intenziteto delnega curka posamezne ionske zvrsti. Vsak

spekter je karakteristi¢en za posamezno spojino (16).

V sistemu GC-MSD z enojnim kvadrupolom lahko detekcija mas lo¢enih ionov poteka na
dva nacina: »SIM« in »SCAN«. Pri na¢inu »SIM« merimo intenziteto izbranih ionov
znanih analitov, medtem ko pri na¢inu »SCAN« snemamo celotno masno obmocje. Pri
slednjem potrebujemo visje koncentracije spojin, vendar ta na¢in omogoca identifikacijo Se
nepoznanih spojin na podlagi celotne fragmentacije spojine pri dolo¢enem retencijskem

¢asu (16). Naén »SIM« je primarno namenjen dolo¢anju koncentracije analitov v vzorcu.

e Derivatizacija

Spojin, ki so nehlapne in termi¢no nestabilne, ne moremo neposredno analizirati z GC-
MSD, zato jih predhodno derivatiziramo. Z derivatizacijo pretvorimo polarne reaktivne
spojine v nepolarne in inertne derivate, ki pri niZjih temperaturah in brez razpadanja

preidejo v plinasto stanje (16).

Poznamo ve¢ vrst derivatizacije. Najbolj razsirjene so alkiliranje, acetiliranje in sililiranje.

Alkilirni reagenti zmanjS$ajo polarnost spojine s substitucijo labilnega vodika z alifatsko ali
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alifatsko-aromatsko skupino (npr. benzil). Alkiliranje se najpogosteje uporablja za
derivatizacijo spojin s kislim vodikom, kot so karboksilne kisline in fenoli, ki se pretvorijo

Vv estre oziroma etre.

Pri reakciji acetiliranja se spojine z labilnim vodikom (alkoholi, merkaptani, amini)
pretvorijo v estre, tioestre in amide. Prednost reakcije je, da pote¢e pri blagih pogojih. Pred
injiciranjem v GC je potrebna dodatna stopnja CiS€enja zaradi prisotnosti preostanka
kisline (22). Kot acetilirni reagenti se uporabljajo anhidridi kislin, acil halidi in reaktivni

acilni derivati (npr. acilimidazol in acilamid) (25).

Pri sililiranju pride do nukleofilne substitucije labilnega vodika iz kislin, alkoholov, tiolov,
aminov, amidov, enolov, ketonov ali aldehidov s trimetilsililno skupino v prisotnosti dobro
izstopajoCe skupine. Reakcija mora potekati v odsotnosti vode, saj lahko ze majhne
koli¢ine vode privedejo do hidrolize nastalih derivatov. Stopnja ¢is¢enja ni potrebna, zato
lahko te derivate direktno injiciramo v GC. Za sililiranje najpogosteje uporabljamo
trimetilklorosilan (TMCS), N-metil-N-(trimetilsilil)trifluoroacetamid (MSTFA), N-
(tercbutil-dimetilsilil)-N-metilfluoroacetamid (MTBSTFA), N,O-bis-(trimetilsilil)
trifluoroacetamid (BSTFA) (22). Kemijski strukturi MSTFA in MTBSTFA sta prikazani

na sliki 11.

CH;
0 CHj o] CH; CH;,
CH
/U\ Sl‘/ 3 S| CH
N [ 3
FiC T CHs FaC T/ \CH3
CHs CH,

Slika 11: Kemijski strukturi MSTFA (levo) (24) in MTBSTFA (desno) (25).

1.3.2.2 Tekocinska kromatografija

Tekocinska kromatografija visoke locljivosti (HPLC) temelji na porazdeljevanju med
teko€o mobilno fazo in stacionarno fazo v koloni. Glede na mehanizem separacije HPLC
poznamo adsorpcijsko, porazdelitveno, ionsko-izmenjevalno, izkljucitveno, afinitetno in
kiralno kromatografijo. Zaradi visokih tlakov, ki so potrebni za doseganje zadovoljivih

pretokov, je oprema precej bolj zapletena in draZja kot pri drugih vrstah kromatografije.

Komponente tekocinskega kromatografa so rezervoarji mobilne faze, razplinjevalec,
¢rpalka, injektor, kolona in detektor. Vsak inStrument HPLC ima enega ali veC steklenih

rezervoarjev za mobilno fazo. Razplinjevalec odstrani v mobilni fazi topne pline,
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predhodno pa jo lahko prepihujemo z inertnim plinom, ki v mobilni fazi ni topen. Elucija
je lahko izokratska, kjer uporabimo mobilno fazo s konstantno sestavo, in gradientna, kjer
se sestava topila zvezno ali v korakih spreminja. Pri metodah HPLC se uporabljata dva tipa
¢rpalk: brizgalna in reciproCna crpalka. NajveC se uporablja reciproCna Crpalka, katere
prednosti so majhni notranji volumni (35 do 400 pL), doseganje visokih tlakov, hitra
prilagoditev na gradientno elucijo in konstantni pretoki. Uporabljajo se injektorji z
zankami, ki omogocajo izbiro velikosti vzorca obic¢ajno od 1 do 100 pL. Vzorec lahko
injiciramo ro¢no ali pa z avtomatskim injektorjem. DolZina analitske kolone je obi¢ajno od
5 do 25 cm, premer pa od 3 do 5 mm. Napolnjena je z delci stacionarne faze, katerih
velikosti so najveCkrat 5 um. Z uporabo predkolone lahko podaljsamo zivljenjsko dobo
analitske kolone, saj predkolona preprecuje, da necistote dosezejo in kontaminirajo kolono.
Stacionarna faza predkolone naj bi bila enaka kot v analitski koloni. Za boljso ponovljivost
meritve in kvaliteto locbe je potrebna stalna kontrola temperature kolone. Najpogosteje
uporabljeni detektorji so UV/VIS spektrofotometri¢ni, fluorescencni, elektrokemicni

(konduktometri¢ni, amperometri¢ni), masni detektor (19).

UV/VIS spektroskopija temelji na absorpciji ultravijoli¢ne in vidne svetlobe. Absorpcija je
proces, kjer spojine selektivno sprejmejo tocno dolocene frekvence elektromagnetnega
sevanja. Ko atom, ion ali molekula absorbira fotone dolo¢enih valovnih dolzin, pridobi s
tem njihovo energijo in preide iz osnovnega (stabilnega stanja z nizjo energijo) v vzbujeno
stanje (nestabilno stanje z vi§jo energijo) (26). Odziv, ki je izmerjena absorbanca, je
posledica absorpcije svetlobe in je premosorazmerna s koncentracijo analita v vzorcu (19).
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2 NAMEN DELA

Zaradi naras¢anja predpisovanja in porabe zdravil je ¢edalje bolj prisotno onesnazevanje
okolja z zdravilnimi u¢inkovinami. Ostanki zdravil kontaminirajo vodno okolje, njihovo
kroZenje in ucinek na organizme in ljudi pa Se niso razjasnjeni. Med ostanke zdravil
priStevamo zdravilne ucinkovine, njihove metabolite in produkte transformacije. Slednji
nastanejo med mikrobiolosko in abiotsko (fotokemi¢no) razgradnjo zdravilnih u¢inkovin/

metabolitov v okolju ali med ¢is¢enjem odpadnih vod.

Med antidepresivi so najveckrat predpisana zdravila iz skupine SSRI, katerih pomembna
pot razgradnje je ravno fotorazgradnja. Studije so pokazale, da je ve¢ina SSRI (FLU, CIT,
FLX) odpornih na hidrolizo in fotorazgradnjo. Ker je najman;j $tudij objavljenih ravno
glede usode in transformacije SER, bo namen magistrskega dela posnemati razgradnjo
SER v vodnem okolju pod vplivom son¢ne svetlobe. Za ta namen bomo najprej
optimizirali in razvili analizni metodi za merjenje koncentracije SER v vodi. Nizje izhodne
koncentracije SER bomo analizirali z GC-MSD, visje pa s HPLC-UV. Za GC-MSD
analizo bo potrebno dodatno optimizirati postopek koncentriranja vzorca s SPE (pH topila,
kolona in topilo za elucijo). Ustreznost obeh analiznih metod bomo potrdili z vrednotenjem
na standardnih raztopinah SER. Ovrednotili bomo linearnost, obmocje, to¢nost in

ponovljivost metode ter ponovljivost injiciranja, mejo zaznavnosti in mejo doloditve.

V nadaljevanju bomo izvajali studije direktne in indirektne fotorazgradnje SER v vodi.
UV-svetlobo bomo zagotovili s srednje tlacno zivosrebrno svetilko. Pri indirektni
fotorazgradnji Zelimo pogoje ¢imbolj priblizati pogojem, ki so v naravi, zato bomo dolo¢ili
vpliv natrijevega nitrata in razlicnih koncentracij 2-propanola na fotorazgradnjo SER. Cilj
je dologiti kinetiko fotorazgradnje SER pod razli¢nimi pogoji in ha osnovi ugotovljenih
konstant fotorazgradnje narediti primerjavo med direktno in indirektno fotorazgradnjo ter

med niZjimi (10 pg/L) in vi§jimi (1 mg/L) izhodnimi koncentracijami SER.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI
3.1.1 Kemikalije

Reagenti in topila, ki smo jih pri delu uporabljali, so:

2-propanol: CsH7OH, Mr = 60,10 g/mol, 99,5 % (Sigma-Aldrich)

acetanhidrid: C4HeO3, Mr = 102,09 g/mol, min. 99 % (Sigma-Aldrich)

acetonitril (FFA): CHsCN, Mr = 41,05 g/mol, min. 99,9 % (Sigma-Aldrich)
acetonitril: CH3sCN, Mr = 41,05 g/mol, min. 99,8 % (J. T. Baker)

etilacetat: C4HgO2, Mr = 88,11 g /mol, min. 99,6 % (J. T. Baker)

metanol: CH3OH, Mr = 32,04 g/mol, min. 99,8 % (J. T. Baker)

MSTFA: CeH12F3sNOSI, 97 % (Acros Organics)

MTBSTFA: CoH1sF3NOSI, Mr = 241,33 g/mol, 98 % (Acros Organics)

natrijev nitrat: NaNOs, Mr = 84,99 g/mol, min. 99,0 % (Sigma-Aldrich)
ortofosforna kislina (FFA): HzPO4, Mr = 98,00 g/mol, 85 % (Merck)

paroksetin maleat: C19H20FNO3 - C4H404, Mr = 445,44 g/mol, min. 98 % (Sigma-
Aldrich)

piridin: CsHsN, Mr = 79,10 g/mol, min. 99,8 % (Sigma-Aldrich)

sertralin hidroklorid: C17H17NCl2 - HCI1, Mr = 342,69 g/mol, min. 99,0 % (donacija
farmacevtske industrije)

sertralin-D3 hidroklorid: C17D3H14NCl> - HCI, Mr = 345,69 g/mol, 100 pg/mL v
metanolu (Sigma-Aldrich)

ultra Cista voda: upornost 18,2 MQ cm (Institut JoZef Stefan)

3.1.2 Pribor in aparature

Laboratorijski pribor, drugi materiali ter aparature, ki smo jih pri delu uporabljali, so:

- stekleni inventar: ¢aSe, merilne bucke, merilni valji, steklene zbirne epruvete, viale,
kapalka

- analitska tehtnica, proizvajalec Mettler-Toledo (model AT201)

- Vortex, proizvajalec Domel d.o.0. (model Vibromix 10)

- Whatman® Panpeha™ pH indikator listi¢i, proizvajalec Sigma-Aldrich
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- polavtomatske pipete (20-200 uL, 100—1000 pL, 1000-5000 pL) in nastavki,
proizvajalec Gilson

- hladilnik in zamrzovalna omara, proizvajalec Gorenje

- injekcijska igla za derivatizacijo: 50 puL, proizvajalec Hamilton Company

- aparatura za prepihovanje z duSikom: Nitrogen Evaporator System, proizvajalec
Glas-Col® in Mini-Vap Evaporator/Concentrator 6-Port, proizvajalec Supelco

- ostalo: spatula, aluminijasta folija, Parafilm M®, teflonske cevke

Pri ekstrakciji smo uporabljali nosilce Oasis® HLB 3 mL/60 mg proizvajalca Waters
Corporation in Strata-X-CW 3 mL/60 mg proizvajalca Phenomenex, kadi¢ko Vacuum
Manifold Processing Station proizvajalca Agilent Technologies ter vakuumsko ¢rpalko
proizvajalca Millipore (220 V/50 Hz).

Pri UV-obsevanju smo uporabljali srednje tlatno zivosrebrno svetilko proizvajalca
Photochemical Reactors Ltd. (125 W, model 3010), UV-reaktor z dvojno steno iz
kremenovega stekla, standardno reakcijsko bucko ter magnetno meSalo proizvajalca

Domel, d. 0. 0. (model Rotamix SHP-10).

Vzorce smo analizirali z GC-MSD proizvajalca Hewlett-Packard (model HP 6890), kjer
smo uporabili kolono DB-5MS proizvajalca Agilent Technologies in HPLC-UV
proizvajalca Agilent Technologies (model Agilent 1100/1200 Series), kjer smo uporabili

kolono Gemini C1g proizvajalca Phenomenex.
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3.2 METODE DELA

Analizna postopka za merjenje fotorazgradnje SER v vodi sta shematsko prikazana na sliki

\5/
-’ ~

12, podrobneje pa v nadaljnjih poglavjih.

/1 \
Fotorazgradnja
SER: 0,5 pg/L - 50 ug/I:/ SER: 0,1 mg/L - 2 mg/L
(poglavije 3.2.2.) (poglavije 3.2.3.)
S 5mL
200 mL obsevanega vzorca
obsevanega ‘
vzorca +
SER-D3/PAR O
| Instrumentalna analiza:
SPE postopek HPLC-UV
Derivatizacija:
15 pL acetanhidrida in
5 yL piridina
(1 h,25°C)

|

Instrumentalna analiza:
GC-MSD

Slika 12: Shematski prikaz analiznega postopka za merjenje fotorazgradnje SER v vodi.

3.2.1 Priprava raztopin
3.2.1.1  Priprava raztopine standarda SER

V 10-mililitrsko bucko smo natan¢no natehtali priblizno 1 mg SER (1,12 mg sertralin

hidroklorida, kar ustreza 1 mg SER) in dopolnili do oznake z acetonitrilom. Tako smo
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pripravili raztopino standarda s koncentracijo 100 pg/mL. Le-to smo ustrezno red¢ili z

acetonitrilom do koncentracij 10 pg/mL in 1 pg/mL.

3.2.1.2  Priprava raztopine internih standardov

Prvi interni standard (1S) je bila metanolna raztopina sertralin-Dsz (SER-D3) s koncentracijo

100 pg/mL. Raztopino smo 10-krat red¢ili z metanolom do koncentracije 10 ug/mL.

Za pripravo drugega IS smo v 10-mililitrsko bucko natan¢no natehtali priblizno 1 mg PAR
(1,35 mg paroksetin maleata, kar ustreza 1 mg PAR) in dopolnili do oznake z
acetonitrilom. Tako smo pripravili raztopino IS s koncentracijo 100 pg/mL. Le-to smo

ustrezno redcili z acetonitrilom do koncentracije 10 pg/mL.

3.2.1.3  Priprava raztopine natrijevega nitrata

V 200-mililitrsko merilno bu¢ko smo natehtali 77 g NaNOs in dopolnili do oznake z ultra

¢isto vodo. Dobili smo raztopino s koncentracijo 4,54 mol/L.

3.2.1.4  Priprava raztopine 2-propanola

2-propanol z deklarirano koncentracijo 13,1 mol/L smo ustrezno red¢ili do koncentracij
1,31 mol/L in 0,0131 mol/L z ultra ¢isto vodo.

3.2.15  Priprava raztopin s pH 10 in pH 12

Raztopini s pH 10 in 12 smo pripravili tako, da smo najprej natehtali 0,61 g NaOH in ga
raztopili v 50 mL ultra ¢iste vode. Dobili smo raztopino NaOH s koncentracijo 0,305
mol/L, ki smo jo nato po kapljicah dodajali v 500 mL ultra ¢iste vode, dokler nismo prisli

do zelene vrednosti pH. Vrednost pH smo preverjali s pH-listici.

3.2.2 Postopek priprave vzorca za merjenje koncentracij SER v vodi z GC-MSD
3.2.2.1  Fotorazgradnja

Aparatura za obsevanje (slika 13) je bila sestavljena iz vsebnika z UV-zarnico z dvojno
steno (za vodno hlajenje) iz kremenovega stekla, standardne reakcijske bucke, zivosrebrne

svetilke za obsevanje ter magnetnega mesala.
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UV ZARNICA
VODNO HLAJENJE

\

RAZTOPINA
SERTRALINA

MAGNETNO MESALQ

Slika 13: Aparatura za UV-obsevanje.

Uporabili smo srednje tlacno svetilko z moc¢jo 125 W. Vsaj 15 minut pred zacetkom
obsevanja smo prizgali svetilko, saj potrebuje nekaj ¢asa, da se segreje in zaCne emitirati
svetlobo s polno mocjo. V reakcijsko bucko smo nato nalili 760 mL ultra ¢iste vode ter
dodali standardno raztopino SER, tako da je bila kon¢na koncentracija 10 pg/L, raztopino
natrijevega nitrata, da je bila kon¢na koncentracija 1 mmol/L, in raztopino 2-propanola z
razliénimi kon¢nimi koncentracijami (0,03 mmol/L, 0,003 mmol/L, 0,0003 mmol/L). V
preglednici I so prikazani uporabljeni volumni in zacetne koncentracije SER, NaNOs in 2-
propanola (poglavje 3.2.1.4) ter Casi obsevanj pri posameznih raztopinah. Celoten sistem
smo zavili v aluminijasto folijo zaradi nevarnosti UV-sevanja za oci in roke ter ga postavili
na magnetno mesalo, kjer smo pustili, da se dobro premesa (priblizno 10 minut). Nato smo
vzorce obsevali. Po obsevanju smo raztopino prelili v 200-mililitrske steklenice in jih

shranili v hladilnik do analize (najve¢ 1 dan).
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Preglednica I: Priprava raztopin za UV-obsevanje pri uporabi metode GC-MSD.

, . Dodatek Dodatek  Dodatek 2- Cas| .
Raztopina za obsevanje obsevanja
SER NaNO3 propanola [min]
76 uL 0, 30, 60, 120,
10 pg/L SER 100 pg/mL / ! 300
10 pg/L SER + 1 mmol/L 76 uL 167 pL
He NaNO 100 apry 454 / 0, 30, 45, 60
3 HE mol/L
10 pg/L SER + 1 mmol/L 167 uL 20 uL
NaNOs + 0,0003 mmol/L 2- /O kL 4,54 00131 030:45 60,
100 pg/mL 90, 120
propanola mol/L mol/L
10 png/L SER + 1 mmol/L 167 uL 200 uL
NaNOs +0,003 mmoliL 2- | JO*l 454 o031 %3000
propanola HE mol/L mol/L
lopgL SERsLmmL o IO 0w o0
' 100 pg/mL ; 1,31 mol/L 90, 120
propanola mol/L
3.2.2.2 SPE

Aparatura za SPE (slika 14) je bila sestavljena iz kadi¢ke s kolonami, vakuumske ¢rpalke,

teflonskih cevk, vsebnikov z obsevanimi vzorci in steklenice za odpad.

KADICKA
S KOLONAMI

Slika 14: Aparatura za SPE.
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Vzorcem po obsevanju smo pred ekstrakcijo dodali 100 pL IS SER-D3 s koncentracijo 10
ug/mL. Vse eksperimente smo delali v 2 ponovitvah. Najprej smo izvedli aktivacijo kolon
HLB z metanolom (napolnili smo kolono do vrha, priblizno 3 mL). Nato smo odstranili
aktivacijsko topilo z ultra ¢isto vodo (priblizno 3 mL). Sledil je nanos vzorcev s pomocjo
vodne ¢rpalke. Hitrost kapljanja je bila 1-2 mL na minuto, tako da smo za 200 mL vzorca
porabili priblizno 90—-120 minut. Po nanosu smo z 2 mL ultra Ciste vode sprali Sibkeje
vezane necistote. Nato smo sistem priklopili na vakuum za 30 minut, s ¢imer smo posusili
sorbent oziroma odstranili rezidualno vodo. Sledila je elucija z metanolom, trikrat po 1
mL. Zatem smo vzorce susili v toku dusika do volumna priblizno 0,5 mL (slika 15) in jih

kvantitativno prenesli iz steklenih zbirnih epruvet v steklene viale.

Slika 15: Susenje ekstraktov z dusikom.

3.2.2.3  Derivatizacija

Ekstrakte vzorcev smo v steklenih vialah posusili z dusikom do suhega. Dodali smo
derivatizacijsko sredstvo acetanhidrid (15 uL) in katalizator piridin (5 uL). Derivatizacija
je potekala eno uro pri sobni temperaturi. Nato smo vzorce zopet posusili do suhega z

dusikom in jih raztopili v 500 pL etilacetata.

3.224 Analiza z GC-MSD

Derivatizirane vzorce smo analizirali z GC-MSD. Pogoji meritev so bili:
- temperatura injektorja: 270 °C
- nosilni plin: helij

- pretok nosilnega plina: 1 mL/min
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3.2.3

3231

nacin injiciranja: »splitless«

kolona: DB-5MS (30 m x 0,25 mm; debelina filma 0,25 um)

temperaturni program: 100 °C do 2 min, 20 °C/min do 300 °C (do 12 min), 300 °C
do 18 min

Nacin snemanja za identifikacijo — »full scan« oziroma snemanje cez celotno
obmocje: 50-550 m/z

nacin snemanja za kvantifikacijo — »SIM« oziroma snemanje izbranih ionov: SER-
Ac: m/z = 347 in 349; SER-Ds-Ac: m/z = 350 in 352; PAR-AC: m/z = 234 in 371
retencijski casi: SER-Ac in SER- D3-Ac 14,2 min in PAR-Ac 15,6 min

Cas analize: 18 min

Postopek priprave vzorca za merjenje koncentracij SER v vodi s HPLC-UV

Fotorazgradnja

UV-obsevanje vzorcev za analizo HPLC-UV je potekalo na enak nacin kot obsevanje za

analizo GC-MS. V reakcijsko bucko smo nalili 760 mL ultra Ciste vode ter dodali

standardno raztopino SER visje koncentracije (1 mg/L) in iste koncentracije natrijevega

nitrata in 2-propanola kot pri GC-MSD. V preglednici Il so prikazani uporabljeni volumni

in zacetne koncentracije SER, NaNOs in 2-propanola ter Casi obsevanj posameznih

raztopin. Celoten sistem smo zavili v aluminijasto folijo in ga postavili na magnetno

mesalo, kjer smo pustili, da se dobro premesa (priblizno 10 minut). Nato smo priceli z

obsevanjem. Ob vnaprej definiranih ¢asih obsevanja smo vzor¢ili po 5 mL raztopine in jih

shranili v plasti¢ne viale ter zamrznili na —20 °C do analize.
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Preglednica I1: Priprava raztopin za UV-obsevanje pri uporabi metode HPLC-UV.

Raztopina za obsevanje Dodatek Dodatek Dodatek 2-  Casi ob_sevanja
SER NaNO3 propanola [min]
76 mL 0, 30, 45, 60, 90,
1 mg/L SER 100’ wg/mL / / 120, 180, 240,
300, 420, 480
1 mg/L SER +1 7,6 mL 167 uL / 0, 30, 45, 60, 90,
mmol/L NaNO3 100 pg/mL 4,54 mol/L 120, 180
1 mg/L SER +1 20 ul
mmol/L NaNOs + 7,6 mL 167 uL 0 01“31 0, 30, 45, 60, 90,
0,0003 mmol/L 2- 100 pg/mL 4,54 mol/L rr’10I/L 120, 180
propanola
1 mg/L SER +1 200 puL 0, 30, 45, 60, 90,
mmol/L NaNOs+0003 70 ™=  167HE 00131 120, 180, 240,
mmol/L 2-propanola HE ’ mol/L 300
1 mg/L SER +1 76 mL 167 uL 20 L 0, 30, 45, 60, 90,
Tn”r“noo'{}-l_'\gg'rg;;n%&?’ 100 pg/mL. 454moliL  131moL 20 g%%’ 240,

3.2.3.2

Analiza s HPLC-UV

Zamrznjene vzorce smo odtalili na sobno temperaturo in jih analizirali s tekocinsko

kromatografijo visoke lo¢ljivosti z UV-detekcijo. Pogoji meritev so bili:

- kolona: Gemini C1g (100 mm x 4,6 mm; velikost delcev 3 um)

- temperatura kolone: 40 °C

- mobilna faza: 0,1 % fosforne kisline + acetonitril

- elucija: izokratska (68 % 0,1 % fosforne kisline in 32 % acetonitril)

- pretok mobilne faze: 1 mL/min

- volumen injiciranja: 50 uL

- valovna dolzZina UV detekcije: 210 nm

- retencijski ¢as SER: 3,75 min

- Cas analize: 5 min

3.2.4 Vrednotenje analizne metode za merjenje koncentracije SER v vodi

3241 GC-MSD

3.2.4.1.1 Linearnost metode ter meja zaznavnosti in dolocitve

Za izracun umeritvene Kkrivulje, meje zaznavnosti in dolocitve ter vrednotenja linearnosti

metode smo pripravili raztopine s Sestimi razliénimi konénimi koncentracijami SER. V 200
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mL ultra Ciste vode smo dali standardno raztopino SER, da smo dobili koncne
koncentracije SER 0,5 ug/L, 1 ug/L, 5 ug/L, 10 pg/L, 30 pg/L in 50 ug/L. Dodali smo $e
interna standarda PAR (kon¢na koncentracija je bila 10 ug/L) in SER-D3 (kon¢na
koncentracija je bila 5 ug/L). V preglednici III so prikazani uporabljeni volumni in zacetne
koncentracije SER, PAR in SER-Ds pri pripravi raztopin. Pri vsaki koncentraciji posebej
smo pripravili dva vzorca. Sledili sta ekstrakcija in derivatizacija, ki sta opisani v poglavju

3.2.2. Vsak vzorec smo injicirali enkrat.

3.2.4.1.2 Ponovljivost priprave vzorca in ponovljivost injiciranja

Za ugotavljanje ponovljivosti priprave vzorca smo izhajali iz raztopine s kon¢no
koncentracijo SER 10 pg/L (preglednica I1), ki smo jo pripravili v 5 ponovitvah. V 200
mL ultra ¢iste vode smo po postopku 3.2.4.1.1 dali ustrezni volumen raztopin SER, SER-
Dz in PAR. Sledili sta ekstrakcija in derivatizacija po postopkih, opisanih v poglavju 3.2.2.
Za ugotavljanje ponovljivosti metode smo injicirali vsak vzorec enkrat, za ugotavljanje

ponovljivosti injiciranja pa smo posamezen vzorec injicirali trikrat.

Preglednica I11: Priprava raztopin za vrednotenje analizne metode (GC-MS).

koncelrf?rgécliljz SER Dodatek SER Dodatek PAR Podatek SERD>
0,5 ng/L ffgiﬁL 1080pg/];nL 1(1)0p?g7riL
1 pg/L 11 ﬁg/ﬂi 10(2)0ug/LmL l(l)or?gyriL
S ng/L fﬁ;ﬁi 10(2)0ug/LmL l(l)or?gyriL
10 pg/L 10(1)8uz/%nL 1()30“;/%@ I(I)OL?JHLIL
30 pg/L 103““;/5@ 1()30“;/%@ I(I)OL?JHLIL
50 pg/L 1030u§/1;nL 1ogouz/1;nL l(l)op?;nl;L

3.24.2 HPLC-UV

3.2.4.2.1 Linearnost metode ter meja zaznavnosti in dolocitve

Za izracun umeritvene Kkrivulje, meje zaznavnosti in dolocitve ter vrednotenja linearnosti
metode smo pripravili raztopine s Sestimi razliénimi kon¢nimi koncentracijami SER. V
plasticne viale smo odpipetirali 5 mL ultra Ciste vode in dodali ustrezne standardne

raztopine SER, da so bile kon¢ne koncentracije med 0,1 mg/L in 2 mg/L. V preglednici IV
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so prikazani uporabljeni volumni in zacetne koncentracije SER pri pripravi raztopin. Vsako
raztopino smo pripravili v dveh paralelah in jih shranili v zamrzovalnik na —20 °C do

analize.

3.2.4.2.2 Ponovljivost postopka in injiciranja

Za ugotavljanje ponovljivosti smo izhajali iz raztopine s kon¢no koncentracijo SER 1
mg/L, ki smo jo pripravili v 5 ponovitvah. V plasti¢ne viale smo odpipetirali 5 mL ultra
Ciste vode in dodali standardno raztopino SER s kon¢no koncentracijo 1 mg/L. V
preglednici IV so prikazani uporabljeni volumni in zaéetne koncentracije SER pri pripravi
raztopin. VVzorce smo zamrznili do analize. Za ponovljivost metode smo injicirali vsak

vzorec enkrat, za ponovljivost injiciranja pa smo posamezen vzorec injicirali trikrat.

Preglednica IV: Priprava raztopin za vrednotenje analizne metode (HPLC-UV).

Kon¢na
koncentracija Dodatek SER
SER
0,1 mg/L 60 uL 10 pg/mL
0,25 mg/L 140 pL 10 pg/mL
0,5 mg/L 27 uL 100 pg/mL
0,75 mg/L 41 pL 100 pg/mL
1 mg/L 55 uL 100 pg/mL
2 mg/L 110 pL 100 pg/mL
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

Namen naSega magistrskega dela je bil proucevati fotorazgradnjo SER, ker le-ta v literaturi
Se ni bila opisana. Zato je bilo treba najprej razviti metodo za merjenje koncentracij SER,
Jo ovrednotiti in nato uporabiti pri $tudiju fotorazgradnje SER. Iz prakti¢nih razlogov smo
za merjenje SER v vodi uporabili dve metodi, GC-MSD za nizke in HPLC-UV za visoke
izhodne koncentracije SER v vzorcih.

4.1 OPTIMIZACIJA POSTOPKA ZA ANALI1Z0O Z GC-MSD

Z GC-MSD smo spremljali fotorazgradnjo SER pri nizjih koncentracijah (10 pg/L), kar je
zahtevalo tudi koncentriranje vzorcev s SPE. Najprej smo dolocili nastavitve analize GC-
MSD vklju¢no s pogoji derivatizacije, kasneje pa smo razvili Se postopek priprave vzorca

za SPE.

Optimizacija postopka derivatizacije sertralina

Derivatizacija je pomemben korak pri pripravi vzorca za analizo, saj z njo spremenimo
nehlapne spojine v hlapne. Pri optimizaciji derivatizacije smo uporabili 3 pogoste
derivatizacijske reagente: acetanhidrid, MTBSTFA in MSTFA. Eksperiment smo izvedli v
steklenih vialah, kamor smo dali skupaj 50 pL standardne raztopine SER in 50 pL
standardne raztopine PAR (interni standard), oboje z zacetno koncentracijo 100 png/mL. Te
smo posus$ili z dusikom do suhega in jim nato dodali derivatizacijsko sredstvo. Iz
predhodnih izkusenj, ki so se izkazale za optimalne, smo pri acetiliranju uporabili 15 pL
acetanhidrida in 5 pL katalizatorja piridina, pri sililiranju pa 30 pL MTBSTFA oz.
MSTFA in 470 pL topila etilacetata. Pri acetiliranju smo vzorce Se enkrat posusili do
suhega, da smo odstranili ocetno kislino in jih nato raztopili v 500 uL etilacetata zaradi
poenotenja kon¢nih volumnov vzorca in posledi¢no enakih koncentracij SER v vseh
derivatizacijskih raztopinah. Reakcije derivatizacije SER so prikazane na spodnjih slikah
(slike 16-18).
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Slika 16: Acetiliranje SER.

Slika 18: Sililiranje SER z MTBSTFA.

Najprej smo izvedli derivatizacijo z vsemi tremi reagenti pri 80 °C, ki je trajala eno uro. Na
osnovi teh rezultatov smo MSTFA izlocili, saj je bila ucinkovitost derivatizacije zelo
nizka. Ker je stabilnost dobljenih derivatov zelo pomembna, smo v nadaljevanju naredili
primerjavo stabilnosti SER z derivatizacijskima reagentoma MTBSTFA in
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acetanhidridom. Derivat z MTBSTFA se je izkazal kot zelo nestabilen, saj je razpadel na
polovico ze po S$tirih urah, kar pa ni primerno, ¢e zelimo vzorce shraniti in analizirati
naslednji dan. Zaradi tega smo kot sredstvo za derivatizacijo izbrali acetanhidrid, kjer

bistvenega razpada derivatizacijskega kompleksa po Sestih urah ni bilo zaznati (slika 19).

120%

100% /\ —a

80%

60%

% SER

MTBSTFA
A0% —— Acetanhidrid

20%
0%

0 1 2 3 = 5 6

¢as [h]

Slika 19: Primerjava stabilnosti derivatov SER z MTBSFA in acetanhidridom pri 100 °C.

Da bi dolo¢ili optimalno temperaturo derivatizacije, smo za 1 uro testirali reakcijo z
acetanhidridom pri 25 °C, 45 °C in 60 °C. Derivatizacija je potekla v enaki meri pri vseh
temperaturah, saj so bili odzivi SER-Ac primerljivi (preglednica V). Zato smo se odlocili

za temperaturo 25 °C, ker je izvedba derivatizacije najenostavnejsa.

Preglednica V Odzivi SER pri razliénih temperaturah acetiliranja.

25°C 45 °C 60 °C

Odziv SER-AC 8489 8156 6975

411 Analizaz GC-MSD

Meritev na plinskem kromatografu z masnim detektorjem pri izbranih nastavitvah je trajala
18 minut. Retencijski ¢as derivatiziranega SER (SER-AcC) in derivatiziranega SER-Ds
(SER-Ds-Ac) je bil 14,2 minut, derivatiziranega PAR (PAR-Ac) pa 15,6 minut. Primer

celotnega ionskega kromatograma (TIC) je prikazan na sliki 20.
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Slika 20: Celotni ionski kromatogram SER-Ac, SER-Ds-Ac in PAR-AC.

Pri GC-MSD je uporaba internega standarda (IS) izrednega pomena. IS se uporablja z
namenom izboljSanja natan¢nosti kvantitativne analize. Strukturno mora biti podoben
analitu, ampak signal, ki ga dobimo (masni fragment), se mora razlikovati od analitovega.
Uporablja se tudi za korekcijo variabilnosti zaradi izgub analita med shranjevanjem in
pripravo vzorca, saj vsak dejavnik, ki bi lahko vplival na analitske signale, v enaki meri
vpliva tudi na signale IS (27). Do vrednotenja metode smo kot IS uporabljali PAR, pri
Studiju fotorazgradnje SER pa SER-D3z. PAR smo prenehali uporabljati, saj se je izkazalo,
da se pri postopkih priprave vzorca, analize in shranjevanja ne obnasa enako kot SER, zato
ni primeren kot IS. Tudi rezultati pri vrednotenju metode so pokazali, da PAR ne ustreza
kot IS (preglednica VII).

Pri optimizaciji MS detekcije smo za SER-Ac, SER-Ds-Ac in PAR-Ac najprej posneli
»full scan« masne spektre, kjer smo zajeli mase m/z 50-550, s ¢imer smo zeleli ugotoviti,
kateri ioni so najizrazitejsi. Za vsako spojino smo identificirali posamezne fragmente, ki so
prikazani na slikah 21-23. Pri SER-Ac in SER-Ds-Ac sta si spektra podobna, saj sta si
spojini strukturno sorodni in imata zato podobne kromatografske lastnosti ter MS
fragmentacijo. SER-Ds je izotopsko oznacen SER, namesto vodikov na metilni skupini ima
3 devterije (28). V masnem spektru obeh spojin je viden razmik med vrhovi pri
posameznem masnem ionu (2 enoti m/z) in razmerje med visinami vrhov priblizno 3 : 2,
kar je posledica prisotnosti 2 klorov v spojini. Klor se nahaja v obliki izotopov, najbolj
stabilna sta CI¥® in CI¥”. Ce so na spektru v obmog&ju iona trije vrhovi in je med njimi

razmik za 2 enoti m/z ter razmerje med viSinami vrhov 9 : 6 : 1, pomeni, da sta v taksni
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molekuli zelo verjetno prisotna dva klora. Ce sta vrhova dva in sta odmaknjena za 2 enoti
m/z ter je razmerje med visinama vrhov 3 : 1, je prisoten samo en klor (29). Ker se masna
spektra SER-Ac in SER-Ds-Ac razlikujeta le pri masnem ionu spojin, smo si za SER-Ac
izbrali m/z 347 in 349, pri SER-D3-Ac pa 350 in 352, Ceprav so prisotni Se¢ drugi
intenzivnej$i masni fragenti (npr. 290/292 in 274/276). Vsi masni fragmenti, manjsi od m/z
347/349 za SER-Ac oziroma 350/352 za SER-D3-Ac, so identi¢ni, kar pomeni, da se je ze
takoj v zacetku odcepila metilna skupina iz SER-Ac 0z. -CD3 iz SER-D3-Ac. Zato tudi
SER-Ac in SER-Ds-Ac ni ve¢ mogoce razlikovati. Pri PAR-AC sta najizrazitejsa m/z 371 in
234. Za kvantitativno ovrednotenje smo uporabljali razmerje povrsine pod krivuljo SER-
Ac pri m/z 347 in SER-Dz-Ac pri m/z 350 (SER-AC/SER-Ds-Ac) 0z. PAR pri m/z 234
(SER-AC/PAR-AC).
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Slika 21: Masni spekter SER-Ac, skupaj s strukturami fragmentov.
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Slika 22: Masni spekter SER-Ds-Ac, skupaj s strukturami fragmentov.
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Slika 23: Masni spekter PAR-Ac, skupaj s strukturami fragmentov.
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4.1.2 Optimizacija postopka SPE

Da bi dosegli ¢im ve¢ji izkoristek SER pri koncentriranju vzorcev s SPE, smo preizkusili

razli¢ne pH, topila za elucijo in sorbente.
41.2.1  Izbira pH topila in topila za elucijo

Uporabili smo topila z razli¢nimi pH, in sicer pH 10, 12 in nevtralno topilo (ultra Cista
voda). lzvedli smo postopek merjenja koncentracije SER v vodi, ki je opisan v poglavju
3.2.2. Vse eksperimente smo naredili v 2 ponovitvah. Pri pH 12 se je kolona SPE zamasila.
Tvorila se je oborina in ekstrakcije nismo mogli dokoncati. Glede na dobljene rezultate
smo se odlocili za nevtralno topilo, saj je bil izkoristek ekstrakcije 60 %, medtem ko je bil
pri pH 10 le 25 %.

Za elucijo smo preizkusili 3 razli¢na topila: metanol, etilacetat in zmes etilacetata in
metanola v volumskem razmerju 1 : 1. Uporabili smo SER v ultra ¢isti vodi. Nadaljnji
postopek je opisan v poglavju 3.2.2. Elucijo smo izvedli 3-krat po 1 mL topila, saj s tremi
koraki z manjS$im volumnom doseZemo vecjo ucinkovitost kot pa z enim korakom s 3 mL,
Se posebej, ¢e prvi alikvot ostane na sorbentu. Ugotovili smo, da je najboljse topilo za
elucijo metanol, saj nam je dal najvecji izkoristek, to je 54 %. Najslabsi izkoristek smo
dobili pri etilacetatu (slika 24). To je v skladu s pricakovanji, saj polarne ucinkovine
najbolje eluirajo polarna topila. Med izbranimi topili je najbolj polarno topilo metanol,

nato zmes metanola in etilacetata in najmanj etilacetat (18).

60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
Metanol Metanol:etilacetat = 1:1 Etilacetat

Slika 24: Primerjava izkoristkov elucije z razli¢nimi topili.
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4122 Izbira ustrezne kolone SPE

Preizkusili smo dve vrsti kolon: Oasis HLB in Strata-X-CW. Sorbent v kolonah Oasis HLB
je neselektiven zaradi Sirokega spektra nabora spojin (kisle, bazi¢ne in nevtralne), medtem
ko je sorbent Strata-X-CW primeren samo za baze. V preglednici VI so prikazane $e ostale
lastnosti obeh kolon. Temeljna razlika med njima je v vrsti interakcije, ki jo tvori sorbent z
analitom. Stacionarna faza v koloni Oasis HLB tvori reverzno-fazne interakcije, kationski
polimer v koloni Strata-X-CW pa ionske pare z analitom (30, 31, 32). Ker je SER §ibka

baza, njegov pKa znasa 9,47 (5), smo preverili moznost uporabe te selektivne kolone SPE.

Preglednica VI: Primerjava lastnosti kolon Oasis® HLB (30, 31) in Strata-X-CW (32).

Oasis® HLB Strata™-X-CW
Sorbent polimerni reverzno-fazni polimerni $ibko kationski
Velikost delcev 30 o5
sorbenta [um]
Specifi¢na povrsina 800 800

[m?/g]

Struktura polimera P
OH
‘. . kisle, bazi¢ne in nevtralne bazi¢ne spojine, zlasti mocne
Tarcni analit

spojine baze

Izvedli smo postopek priprave vzorca z obema kolonama SPE, ki je opisan v poglavju
3.2.2. Rezultati so pokazali zelo slab izkoristek na koloni Strata-X-CW, odzivi SER so bili
majhni, blizu meje dolocitve. Razlog temu je najverjetneje ta, da vsebujejo sorbent, ki je

Sibko kationski polimer, ta pa veze zlasti mo¢ne baze. Na osnovi rezultatov smo se odlocili

pripravi vzorca in posledi¢no bolj$o obcutljivost metode.
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4.2 ANALIZA S HPLC-UV

Metodo HPLC-UV smo privzeli iz laboratorija Katedre za biofarmacijo in farmakokinetiko
Fakultete za farmacijo. Namesto detekcije pri 273 nm smo najprej zeleli uporabiti valovno
dolzino najvisjega absorpcijskega maksimuma. V ta namen smo posneli absorpcijski
spekter SER (slika 25) in dolo¢ili valovno dolZino njegove maksimalne absorpcije, ki je pri
210 nm. Ostali vrhovi so Se pri 266, 273 in 282 nm. Za izbrano valovno dolzino UV-

detekcije smo se odlo¢ili, ker smo pri¢akovali zelo nizke koncentracije SER v vzorcih.

bsorbance (AU)

P I F l l P [
200 300 400 500 600 700 800 200 1000 Wavelength (nm)

Slika 25: Absorpcijski spekter SER.

Analiza s HPLC-UV je trajala 5 minut. Internega standarda nismo dodali, saj imata SER in
SER-Ds isti retencijski ¢as in sama metoda ni dovolj selektivna, da bi ju locila. Poleg tega
pri HPLC-UV nihanje odziva ni problemati¢no v primerjavi z GC-MSD, kjer signal ni tako

robusten in je zato potreben IS.
4.3VREDNOTENJE ANALIZNE METODE

Validacija je dokumentiran postopek preizkusanja in potrjevanja, da analizna metoda z
veliko gotovostjo daje rezultate, ki to¢no odrazajo lastnosti preiskovanega vzorca oziroma
da metoda ustreza namenu. Najpogostejsi validacijski parametri, ki jih dolo¢amo, so
selektivnost, to¢nost, ponovljivost, meja zaznavnosti, meja dolocitve, linearnost in
obmocije (33).

431 GC-MSD

Zaradi potrebe po koncentriranju vzorca s SPE pred analizo z GC-MSD, smo ovrednotili
celoten analizni postopek. Za merjenje koncentracije SER v vodi z GC-MSD smo

ovrednotili linearnost, obmocje, to¢nost in ponovljivost metode ter ponovljivost injiciranja,
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mejo zaznavnosti in mejo dolocitve. Pri vrednotenju smo uporabili oba IS, saj smo pri
optimizaciji analitskega postopka uporabljali PAR, ker takrat $e nismo imeli na voljo SER-

Ds, ki je tezje komercialno dostopen.
4.3.1.1  Linearnost, obmocje in to¢nost metode

Linearnost je sposobnost analitskega postopka, da daje rezultate, ki so neposredno ali z
definiranimi matemati¢nimi pretvorbami sorazmerni koli¢ini analita v vzorcu. Dolo¢amo
Jo skozi celotno obmocje analiznega postopka pri vsaj 5 razliénih koncentracijah (33).
Najpogostejsi statistiéni model, ki ga uporabimo, je linearna regresija, s katero dobimo
umeritveno premico z enacbo y = bx + a, Kjer je y odziv ali povrSina kromatografskega
vrha, b naklon premice, x koncentracija analita in a odsek na ordinatni osi. Povezavo med
vrednostima X in y, ki je merilo za linearnost, podamo s pomocjo determinacijskega
koeficienta (R?), ki je pri popolni korelaciji enak 1 (34). Za ustrezno linearnost metode smo

postavili mejo R?> 0,99.

Obmocje analiznega postopka je interval med najvi§jo in najnizjo koli¢ino analita v
vzorcu, za katerega so bile dokazane ustrezna toCnost, natan¢nost in linearnost. TO

obmocje obic¢ajno dolo¢imo iz obmocja linearnosti (33).

Iz povprecnih vrednosti povrsin pod krivuljo SER-AC/SER-D3-Ac in SER-Ac/PAR-Ac
dveh paralel pri vsaki izmed koncentracij standardnih raztopin (preglednica I11) po pripravi
vzorca, opisani v poglavju 3.2.2, smo po metodi najmanj$ih kvadratov izracunali
regresijsko premico ter doloili pripadajoé¢ R? Zaradi nasiGenosti sistema pri vigjih
koncentracijah se je umeritveni krivulji z IS SER-Ds najbolje prilegala logaritmi¢na
funkcija (slika 26). Enacba, ki smo jo dobili, je:

AUC(SER — Ac) c(SER)

1 = 0,3105 In————"— — 0,0672 (R? = 0,9908
°8 AUC(SER — D3 — Ac) N (SER - D3) ( )

(Enacba 1)
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0,8
y =0,3105In(x) - 0,0672
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Slika 26: Umeritvena krivulja za GC-MSD glede na SER-Ds.

Z upostevanjem internega standarda PAR (slika 27) se je krivulji najbolj prilegala linearna
funkcija. Enacba, ki smo jo dobili, je:

AUC(SER — Ac) _ 12191 c(SER)
AUC(PAR — Ac) ' c(PAR)

—0,3096 (R? = 0,9942)

(Enacba 2)

y=1,2121x-0,3096 . J
6 R2=0,9942 .

AUCsr/AUC) 4,
=

0 1 2 3 4 5 6

Cser/Conr

Slika 27: Umeritvena krivulja za GC-MSD glede na PAR.
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R? obeh umeritvenih krivulj je vedji oz. enak 0,99, kar pomeni, da sta metodi z uporabo
SER-D3 in PAR linearni v obmocju koncentracije SER od 0,5 do 50 ug/L.

Znotraj obmo¢ja linearnosti smo izracunali tudi to¢nost analizne metode. To¢nost izraza
ujemanje doloCene vrednosti S sprejeto pravo vrednostjo 0z. s sprejeto referencno
vrednostjo (33). Iz umeritvene krivulje smo za vsako koncentracijsko toCko umeritvene
premice (preglednica III) posebej iz odziva izracunali koncentracijo SER, to¢nost pa podali
kot razmerje med izracunano in dejansko koncentracijo SER. Kot rezultat smo podali
povprecje na vseh koncentracijskih tockah. Za ustrezno tocnost smo kot mejo
sprejemljivosti postavili 100 % + 5 %. Povprecna to¢nost z upostevanjem IS SER-D3 znasa
101 %, z uposStevanjem PAR pa 173 %. Pri uporabi SER-D3 je to¢nost ustrezna, pri PAR
pa ustrezno to¢nost dajejo visje koncentracije SER, od 5 do 50 pg/L.

4.3.1.2  Ponovljivost analizne metode in ponovljivost injiciranja

Ponovljivost izraza stopnjo ujemanja rezultatov med serijo analiz vzorca pod enakimi
delovnimi pogoji v kratkem ¢asovnem obdobju (isto osebje, ista oprema). Izrazamo jo kot
standardni odklon ali relativni standardni odklon (koeficient variacije - CV) serije meritev
(enacba 3). Dolo¢amo jo z merjenjem vsaj 3 razlicnih koncentracij v 3 ponovitvah ali

naredimo vsaj 6 analiz pri 100-procentni tar¢ni koncentraciji. (33).

o
CV = ExlOO%

o = standardni odklon, X = povpre¢na vrednost

(Enacba 3)

Ponovljivost metode in ponovljivost injiciranja smo ugotavljali za vzorce, opisane v
poglavju 3.2.4.1.2. Izracunali smo povpre¢ne vrednosti odzivov SER-AC/SER-Ds-Ac 0z.
SER-AC/PAR-AcC ter po enacbi 3 pripadajoce CV. Za ustrezno ponovljivost metode in
injiciranja smo postavili mejo CV <5 %. Z upostevanjem IS SER-D3 sta tako ponovljivost
metode kot ponovljivost injiciranja enaki 5 %. Z upostevanjem IS PAR pa je ponovljivost
metode 16 % in injiciranja 7 %. Ponovljivost metode s PAR tako ni ustrezna, saj je CV > 5
%.
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4.3.1.3  Meja zaznavnosti in meja dolocitve

Meja zaznavnosti (LOD) je najmanjsa koli¢ina analita v vzorcu, ki jo lahko v predpisanih
eksperimentalnih pogojih zaznamo, vendar ne nujno tudi kvantitativno dolo¢imo (33).
Izracunamo jo kot koncentracijo analita, kjer je kromatografski vrh enak trikratni vrednosti
odklona sipanja signala slepih vzorcev ali odklona odsekov na ordinatni osi iz umeritvene
krivulje (enacba 4). Pri izraCunu uporabimo tudi naklon umeritvene krivulje (35).

30

LOD = —
S

¢ = standardni odklon, S = naklon umeritvene krivulje

(Enacba 4)

Meja dolocitve (LOQ) je najmanjsa koli¢ina analita v vzorcu, ki jo lahko v predpisanih
eksperimentalnih pogojih kvantitativno ovrednotimo z ustrezno to¢nostjo in natancnostjo.
Izratunamo jo kot koncentracijo analita, kjer je kromatografski vrh enak desetkratni
vrednosti odklona sipanja signala slepih vzorcev ali odklona odsekov na ordinatni osi iz
umeritvene krivulje (enacba 5). Pri izra¢unu uporabimo tudi naklon umeritvene premice
(33).

LO _100
Q= S

o = standardni odklon, S = naklon umeritvene krivulje

(Enacba 5)

Mejo zaznavnosti in dolocitve metode smo izracunali po ena¢bah 4 in 5. Na osnovi
umeritvenih krivulj smo dolo¢ili odklone odsekov na ordinatni osi. Mejo zaznavnosti Smo
dolo¢ili kot koncentracijo SER pri 3-kratni vrednosti standardnega odklona, mejo dolocitve
pa kot koncentracijo pri 10-kratni vrednosti standardnega odklona. Pri upostevanju
internega standarda SER-D3z je LOD 0,23 ug/L in LOQ 0,76 ug/L, pri upostevanju PAR pa
je LOD 0,96 pg/L in LOQ 3,20 pg/L. Obcutljivost metode je relativno nizka in slabsa v
primeru, ko uporabimo PAR kot IS, saj je variabilnost IS tisti dejavnik, ki povzro¢i visjo
LOD oz. LOQ.

V preglednici VII so sistemati¢no zbrani vsi rezultati vrednotenja analizne metode.
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Preglednica VII: Vrednotenje analizne metode za merjenje koncentracije SER v vodi z GC-MSD.

Obmocje
koncentracije . Interni standard N
SER: 0.5 Interni standard SER-Ds PAR Kriterij
ng/L-50 pg/L
Ustreza Ustreza
log AUC(SER-Ac) _ _ AUC(SER-Ac) _
Linearnost AUC(SER-D3-Ac) AUC(PAR-Ac) R2 > 0’99
0,3105In—CE0 00672 1,212155ER _ 03096
c(SER—D3) c(PAR)
(R?=0,991) (R2=0,994)
X Ustreza Ne ustreza 0 0
Tocnost 101 % 173 % 100% + 5 %
Ponovljivost Ustreza Ne ustreza o
metode CV=5% CV =16 % CV=5%
Ponovljivost Ustreza Ne ustreza o
injiciranja CV=5% CV=7% CV=35%
LOD 0,23 pg/L 0,96 pg/L /
LOQ 0,76 ug/L 3,20 ng/L /

432 HPLC-UV

Validacijski parametri, ki smo jih vrednotili, so bili selektivnost, linearnost, obmodje,
to¢nost in ponovljivost metode ter ponovljivost injiciranja, meja zaznavnosti in meja

dolocitve.
4321 Selektivnost metode

Selektivnost je sposobnost metode, da nedvoumno dolo¢i analit v prisotnosti komponent,
za katere lahko pricakujemo, da so prisotne v vzorcu (necistote, razpadni produkti,
matriks,...). Metoda je selektivna takrat, kadar so vrhovi na kromatogramu vzorca jasno
lo¢eni oz. se ne prekrivajo (33). Pri vrednotenju selektivnosti smo posneli vzorca brez SER
in s SER s koncentracijo 0,75 mg/L. Kromatogram vzorca topila je prikazan na sliki 28,
kromatogram vzorca SER pa na sliki 29. Metoda je selektivna, saj sta oba vrhova vidno

lo¢ena. SER ima ¢as retencije 3,75 minut, topilo pa 1,45 minut.
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0 05 1 14 2 25 3 345 4 a5 min

Slika 28: Kromatogram vzorca topila.

A

T T { T T T { T T |
0 05 1 14 2 256 3 348 4 a5 min

Slika 29: Kromatogram vzorca SER.

4.3.2.2 Linearnost, obmocje in to¢nost metode

Iz povpreénih vrednosti povrSin pod krivuljo SER dveh paralel pri vsaki izmed
koncentracij standardnih raztopin (preglednica 1V) smo po metodi najmanjs$ih kvadratov
izra¢unali regresijsko premico ter dolo¢ili pripadajo¢ R2 Tudi v tem primeru smo za
ustrezno linearnost metode postavili mejo R?>0,99. Enacba, ki smo jo dobili, je:
AUC(SER) = 347,39¢(SER) — 15,222 (R? = 0,9993)
(Enacba 6)
Umeritvena krivulja je prikazana na sliki 30.

800

700 =

y =347,39x- 15,222

6w R2=0,9993 .

500

AUCq,

300
200

100

0 05 1 1,5 2 25
Cser [Mg/L]

Slika 30: Umeritvena krivulja metode HPLC-UV.
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R? je vedji oz. enak 0,99, kar pomeni, da je metoda linearna v obmo¢ju koncentracije SER

od 0,1 do 2 mg/L.

Iz umeritvene krivulje smo za vsako koncentracijsko to¢ko umeritvene premice
(preglednica 1V) posebej iz odziva izracunali koncentracijo SER, to¢nost pa podali kot
razmerje med izracunano in dejansko koncentracijo SER. Kot rezultat smo podali
povprecje na vseh koncentracijskih tockah. Za ustrezno to¢nost smo kot mejo

sprejemljivosti postavili 100 % + 5 %. Povpreéna to¢nost, Ki je tudi ustrezna, znasa 101 %.
4.3.2.3 Ponovljivost metode in ponovljivost injiciranja

Ponovljivost metode in injiciranja smo izracunali po enacbi 3. Dolo¢ili smo povprecne
vrednosti odzivov povrsin pod krivuljo SER in njihove standardne odklone za vzorce,
opisane v poglavju 3.2.4.2.2. Za ustrezno ponovljivost metode in ponovljivost injiciranja
smo postavili mejo CV < 5 %. Ponovljivost metode je znaSala 1,51 %, injiciranja pa 0,16

%. Oboje ustreza postavljeni meji CV <5 %.
4.3.24  Meja zaznavnosti in meja dolocitve

Mejo zaznavnosti in dolocitve smo dolo¢ili s pomocjo umeritvenih krivulj metode HPLC-
UV na enak nacin, kot je opisano v poglavju 4.3.1.3. LOD je 5,9 pg/L, LOQ pa 19,6 ug/L.

V preglednici VIII so sistemati¢no zbrani vsi rezultati validacije.

Preglednica VIII: Validacija dolo¢anja SER v vodi s HPLC-UV.

Obmocje
koncentracije SER: Vrednost parametrov Kriterij
0,1 mg/L-2 mg/L
Ustreza:
Linearnost AUC(SER) = 347,39¢(SER) — 15,222 R?>0,99
(R2=0,999)
Toénost Ustreza: 101 % 100 % + 5 %
Ponovljivost metode Ustreza: CV = 1,51 % CV<5%
Ponovljivost Ustreza: CV = 0,16 % CV<5%
injiciranja
LOD 5,9 ng/L /
LOQ 19,6 ug/L /
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4.4 FOTORAZGRADNJA SERTRALINA

Po razvoju analiznega postopka priprave vzorca za merjenje koncentracij SER smo vzorce
izpostavili UV-svetlobi. lzvedli smo direktno in indirektno fotorazgradnjo. Direktna
fotorazgradnja pomeni obsevanje samega SER, indirektna fotorazgradnja pa vkljucuje
dodatek sekundarnih komponent, ki potem preko tvorjenja radikalov povzrocijo razgradnjo
SER. Pri obsevanju smo skusali pogoje ¢im bolj priblizati pogojem, ki S0 prisotni v
naravnem okolju. Son¢no svetlobo smo posnemali z obsevanjem s srednje tla¢no
zivosrebrno svetilko. Kot topilo smo uporabili ultra ¢isto vodo, saj smo se s tem izognili
prisotnosti spojin, ki bi lahko vplivale na kinetiko razgradnje SER. Nato smo izbrali
ustrezne pogoje za fotorazgradnjo in dolo¢ili vpliv le-teh na razgradnjo SER. Sekundarni
komponenti, ki smo ju dodali v raztopine SER in ki sodelujeta pri radikalskih reakcijah, sta

natrijev nitrat in 2-propanol.

4.4.1 lzbira pogojev za fotorazgradnjo
4.4.1.1  Natrijev nitrat

Ugotavljali smo vpliv razli¢nih koncentracij NO3~ na hitrost razgradnje SER. Najprej smo
se zgledovali po ¢lanku, ki je bil objavljen v reviji Water Research (36), kjer so Vione in
sodelavci posnemali fotorazgradnjo ibuprofena v naravi. Uporabili so NaNOs s
koncentracijo 10 mmol/L. Ker se je SER pri teh pogojih ze v pol ure razgradil za 90 % (10
mmol NOs-, ¢as obsevanja 30 min, preglednica IX), smo se odloc¢ili izbrati nizje
koncentracije NOs~. V literaturi smo nasli naslednje okoljske koncentracije NOs—: v
povrsinskih vodah v Kanadi so izmerili koncentracijo v obmocju 2-250 pmol/L (37), po
podatkih Agencije Republike Slovenije za okolje pa je bila v Sloveniji povpre¢na
koncentracija NOs~ v letu 2013 190 umol/L (38). Odlo¢ili smo se uporabiti koncentracijo 1
mmol/L, ki se je izkazala za optimalno pri opazovanju kinetike razgradnje, saj je pri teh
pogojih ostala prisotna $e skoraj polovica zacetne koncentracije SER po 30 min (1 mmol
NOgs-, ¢as obsevanja 30 min, preglednica IX). Preverili smo $e, ¢e nitrat vpliva na samo
razgradnjo SER brez obsevanja, torej ob ¢asu 0 minut (oz. 10 minut, ¢e upoStevamo Se Cas
mesanja). To smo naredili tako, da smo raztopino pripravili enako kot za obsevanje. V
reakcijsko bucko smo poleg ultra ¢iste vode najprej dodali samo standardno raztopino SER
s kon¢no koncentracijo 10 pug/L in mesali na magnetnem mesalu 10 minut (O mmol NOs",

preglednica IX). Pri preverjanju vpliva nitrata je bil postopek enak, razlika je bila le v
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dodatku NaNOs s kon¢no koncentracijo 1 mmol/L (1 mmol NOs-, ¢as obsevanja 0 min,
preglednica IX). Ugotovili smo, da ima sam NOs™ brez obsevanja zelo malo vpliva na
razgradnjo SER, saj ga je razpadlo le 8 %. Pri direktni fotorazgradnji brez prisotnosti
nitrata in obsevanja se SER ni razgradil, saj ni bilo prisotnih lovilcev radikalov. Vsi

rezultati so zbrani v preglednici IX.

Preglednica IX: Vpliv koncentracije NaNO; na razgradnjo SER.

Koncentracija NOs~

[mmol/L] Cas obsevanja [min] Razgradnja SER
10 30 90 %
L 30 48 %
0 0 0%
1 0 8 %

4412  2-propanol

Koncentracije 2-propanola smo izbrali prav tako na osnovi vira 36. Vione s sodelavci je
delal s koncentracijami 2-propanola v obmocju 0-0,3 mmol/L. Ker smo mi uporabili 10-
krat manj$o koncentracijo nitrata kot v.omenjenem ¢lanku, smo zato izbrali 10-krat manj$o
koncentracijo 2-propanola (0,03 mmol/L). Dodatno smo preverjali $e koncentraciji 0,003
mmol/L in 0,0003 mmol/L.

4413  Cas obsevanja

Cas obsevanija je bil odvisen od hitrosti razgradnje SER pod razliénimi pogoji. Nas cilj je
bil doseci obsezno razgradnjo SER v razumnem c¢asovnem intervalu zato, da smo lahko
izradunali kinetiko razgradnje. Cas obsevanja oz. intervale odvzema vzorca smo

razporedili po izbrani ¢asovni skali v odvisnosti od posameznega pogoja.

Pri direktni fotorazgradnji smo sklepali, da bo razgradnja zelo pocasna, zato smo obsevali
vzorce dlje ¢asa (5 ur pri nizji koncentraciji in 8 ur pri visji). Ker sam nitrat razgradnjo
pospesuje, smo takSno raztopino obsevali samo uro in pol pri niZji koncentraciji in 3 ure pri
vi§ji, kjer pa smo dodali $e razlicne koncentracije 2-propanola, smo obsevali vsaj 2-5 ur

(preglednici I in 11).

Na sliki 31 je prikazano, kako s podaljsanjem ¢asa obsevanja pada vsebnost SER v vzorcu.

Analiza je prikazana za vzorec, kjer smo SER dodali 1 mM NaNOsz in 0,03 mM 2-
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propanol. Razvidno je, da se v ¢asu 90 min vsebnost SER zniza na priblizno 50 %, v 5 urah

pa dosezemo skoraj Ze popolno razgradnjo SER.

mAU

70— T

— 0 min
— 30 min
— 45 min
— 60 min
——90 min
——120 min
—— 180 min
—— 240 min
--- 300 min

60

50-
s
30~

20 -]

Slika 31: HPLC-UV analiza vzorca, ki vsebuje SER, NO3™ in 2-propanol, izpostavljenega razli¢nim ¢asom
obsevanja.

4.4.2 Rezultati fotorazgradnje SER

Za vsak vzorec smo najprej iz odzivov SER-Ac/SER-D3-Ac za nizjo izhodno koncentracijo
oz. samo SER za vi§jo izhodno koncentracijo iz umeritvenih krivulj (enacbi 1 in 6)
izraCunali koncentracijo SER. Nato smo naredili graf koncentracije SER v odvisnosti od
Casa obsevanja. Upad koncentracije SER v odvisnosti od ¢asa obsevanja najbolje opisuje
krivulja eksponentne regresije. Dolo¢ili Smo enacbo te krivulje in R?. Tako smo ugotovili,
da razgradnja SER pod vplivom UV-svetlobe poteka po psevdo 1. redu. Pri psevdu 1. redu
sodelujeta vsaj dva reaktanta in gre dejansko za visji red reakcije. Vendar je v tem primeru
koncentracija enega izmed reaktantov zelo visoka, drugega pa nizka, zato se red reakcije
temu primerno zmanj$a. Predvidevamo, da koncentracija prvega ostane med reakcijo
konstantna, ker je njegova poraba majhna in je zato sprememba koncentracije zanemarljiva
(19). V nasih eksperimentih so v pribitku radikali in konstantni med fotorazgradnjo,
koncentracija SER pa se s Casom spreminja. Za 1. red velja (19):
c= cye Kt
¢ = koncentracija ob ¢asu t, Co = koncentracija na zagetku, k = konstanta razpada, t = as

(Enacba 7)

Za lazjo predstavo sta prikazana grafa upada SER v odvisnosti od ¢asa obsevanja pri
direktni in indirektni fotorazgradnji, na sliki 32 za niZjo izhodno koncentracijo SER (10

ng/L) in na sliki 33 za vis§jo izhodno koncentracijo SER (1 mg/L).
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Slika 32: Upad koncentracije SER v odvisnosti od ¢asa obsevanja pri nizji izhodni koncentraciji (10 pg/L).
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Slika 33: Upad koncentracije SER v odvisnosti od ¢asa obsevanja pri visji izhodni koncentraciji (1 mg/L).

V preglednici X so povzete enacbe 1. reda razgradnje SER pri nizji (10 pg/L), v

njihovi determinacijski koeficienti in konstante fotorazgradnje.
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Preglednica X: Konstante fotorazgradnje SER (k) pri nizji izhodni koncentraciji SER (10 pg/L).

Enacba razgradnje R? K [min]

SER c = 17,352 ¢~ 0008t 0,9879 0,008

SER + 1 mM NaNO3 c = 13,698 ¢~ 0023t 0,9990 0,023
SER +1 mM NaNOs + _ ~0,020t

0,0003 MM 2-propanol c=13,222e¢ 0,9986 0,020
SER +1 mM NaNOs + _ —0,015t

0,003 mM 2-propanol c=12,497¢ 0,9932 0,015

SER+1mMMNaNOs + . _ 17 145 ¢-0000t 0,9819 0,009

0,03 mM 2-propanol

Preglednica XI: Konstante fotorazgradnje SER (k) pri visji izhodni koncentraciji SER (1 mg/L).

Enacba razgradnje R? k [min]
SER ¢ = 932,2 ¢—0.0004¢ 0,9488 0.0004
SER + 1 mM NaNOz ¢ = 707 4 ¢~00140t 0,9586 0,0140
SER + 1 mM NaNOs + _ 00140t
5,0003 MM 2-propandl c=7329e 0,9830 0,0140
%EOFS; ril\r/rl";" mg‘a?fof ¢ = 1074,8 ¢~0.0060t 0,9969 0,0060
SER +1 mM NaNOs + ¢ = 946,2 ¢~00080t 0,9982 0,0080

0,03 mM 2-propanol

Iz enacb razgradnje smo za vsak vzorec posebej izracunali, koliko ¢asa bi bilo potrebno za
50 % razgradnjo SER (t12) (preglednica XII). Izracunali smo ga po veljavni enacbi 1. reda

reakcije (iz enacbe 7):

In2
RCS
(Enacba 8)
Preglednica XII: Razpolovni ¢asi SER pri razli¢nih pogojih fotorazgradnje.
10 ng/LL SER 1 mg/L SER
t12 [h] t12 [h]
SER 1,4 28,9
SER + 1 mM NaNO3 0,5 0,8
SER + 1 mM NaNOs3 + 06 08
0,0003 mM 2-propanol ' ’
SER + 1 mM NaNOs3 + 08 19
0,003 mM 2-propanol ' ’
SER + 1 mM NaNOs3 + 13 14

0,03 mM 2-propanol
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4.4.3 Primerjava hitrosti fotorazgradnje SER pri direktni in indirektni
fotorazgradnji

Pri direktni fotorazgradnji je razgradnja SER najpocasnejSa, saj ni prisotnega nobenega
pospesevalca razgradnje. Pri indirektni fotorazgradnji je konstanta razgradnje najvecja pri
dodatku NaNOs, ki je vir hidroksilnih radikalov. Prisotnost 2-propanola zavira razgradnjo
SER, in sicer vecanje koncentracije 2-propanola bolj stabilizira SER (preglednici X in XI).
Predvidevamo, da je 2-propanol lovilec radikalov, ki se tvorijo v prisotnosti nitrata.
Razpolovni ¢as SER ob dodatku natrijevega nitrata in 2-propanola z najnizjo koncentracijo
(0,0003 mmol/L) je podoben razpolovnemu c¢asu SER ob dodatku samega nitrata
(preglednica XII). Sklepamo, da je v tem primeru koncentracija 2-propanola prenizka, da

bi vplivala na radikalsko reakcijo in posledi¢no na samo razgradnjo SER nima vpliva.

v e

v

(0,03 mmol/L) celo primerljiva z direktno fototorazgradnjo (preglednica X).
Reakcija, ki potece pri direktni fotorazgradnji, je naslednja:
SER + svetloba (hv) — produkti razgradnje SER

Predpostavljene kemijske reakcije, ki poteCejo pri indirektni fotorazgradnji, so prikazane
spodaj (36).

e Dodatek nitrata:
NOs" + svetloba (hv) + H" — "OH + ‘NO>

e Dodatek 2-propanola:

2H,0 + svetloba (hv) — ‘OH + H3O*

Potece kompeticija 2-propanola s SER za "OH:
SER + "*OH — produkti razgradnje SER
2-propanol + *OH — produkti

Na osnovi dobljenih rezultatov nase Studije lahko potrdimo predpostavljene reakcije iz

literature. Torej poteka indirektna fotorazgradnja SER po enakem mehanizmu.
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444 Primerjava hitrosti fotorazgradnje med dvema razlicnima izhodnima

koncentracijama SER

Pri obeh izhodnih koncentracijah pri indirektni fotorazgradnji opazimo podoben trend
hitrosti fotorazgradnje, in sicer visja kot je koncentracija 2-propanola, nizja je konstanta
fotorazgradnje (slika 34). 1z rezultatov je tudi razvidno, da so pri visji izhodni koncentraciji

SER (1 mg/L) konstante nizje. Do enake ugotovitve pridemo tudi pri direktni

........

torej direktna fotorazgradnja SER priblizno 20-krat hitrejSa.

0,025
0,02

0,015

—e—10pg/L
0,01
—0—1mg/L

0,005

konstanta fotorazgradnje [min]

0
0005 O 0005 001 0015 002 0025 003 0,035

C-propancl [MMOoI/L]

Slika 34: Primerjava konstant indirektne fotorazgradnje SER v odvisnosti od koncentracije 2-propanola
(koncentracija NO3™ je 1 mmol/L).

V naravi so koncentracije SER Se nizje, kot smo jih uporabljali v okviru nasega dela. V
slovenskih povrsSinskih vodah je koncentracija SER pod 2,5 ng/L, v odpadnih vodah pa so
izmerili koncentracije od 16,7 do 38,8 ng/L (39). Glede na zakljuc¢ke naSe Studije lahko
torej priakujemo v naravi obseZnej$o razgradnjo SER. Ce upostevamo $e v naravnem
okolju prisotne kontaminante (generatorji radikalov), je fotorazgradnja SER v okoljskih

vodah Se hitrejsa.
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5 ZAKLJUCEK

Koncentracijo SER v vodnih vzorcih smo merili z dvema analiznima metodama: GC-MSD
in HPLC-UV. Obe metodi imata svoje prednosti in slabosti. Zaradi bolj$e obcutljivosti smo
za nizje koncentracije SER izbrali analizo z GC-MSD. Priprava vzorca za analizo je pri
metodi HPLC-UV enostavnejsa, saj lahko obsevane vzorce direktno analiziramo, medtem
ko je pri GC-MSD potrebna priprava vzorca s SPE in derivatizacijo. Za analizo GC-MSD
smo morali pogoje meritev predhodno optimizirati. Najvecjo ucinkovitost postopka SPE so
dali nevtralen pH (ultra ¢ista voda), metanol kot topilo za elucijo in kolona Oasis® HLB.
Najbolj primeren derivatizacijski reagent je bil acetanhidrid. Derivatizacijo smo izvajali 1

uro pri sobni temperaturi.

Obe metodi smo ovrednotili in potrdili njuno ustreznost za merjenje koncentracije SER pri
eksperimentih posnemanja njegove fotorazgradnje v vodnem okolju. Z vrednotenjem
analiznih metod na standardnih raztopinah SER smo potrdili ustreznost metode GC-MSD v
koncentracijskem obmocju od 0,5 do 50 ug/L z uporabo SER-Ds kot internega standarda
(PAR ni bil ustrezen) in HPLC-UV v koncentracijskem obmo¢ju od 0,1 do 2 mg/L. Potrdili
smo, da sta metodi selektivni, linearni, to¢ni in ponovljivi ter da imata ustrezno mejo
dolocitve. Meja dolocitve metode GC-MSD je nizja kot pri metodi HPLC-UV, kar potrjuje
boljSo obcutljivost metode in njeno primernost uporabe pri Studiju fotorazgradnje, ko

imamo nizke izhodne koncentracije SER.

Izvajali smo direktno in indirektno fotorazgradnjo SER. Pogojem v naravi se najbolje
priblizamo z uporabo srednje tlacne Zivosrebrne svetilke in z dodatkom nitrata in 2-
propanola. Ugotovili smo, da potek razgradnje SER v prisotnosti UV-sevanja najbolje
opiSemo z reakcijo psevdo 1. reda. Pri obeh izhodnih koncentracijah SER so rezultati
pokazali, da je bil upad koncentracije SER s ¢asom obsevanja najpocasnejsi pri direktni
fotorazgradnji. Najhitreje se je SER razgradil ob dodatku natrijevega nitrata. Z dodajanjem
razliénih koncentracij 2-propanola se je razgradnja v prisotnosti natrijevega nitrata
upocCasnila. Natrijev nitrat je pod vplivom svetlobe povzro¢il nastanek hidroksilnih
radikalov, ki so razpad SER pospesili, medtem ko je 2-propanol reagiral s hidroksilnimi
radikali in jih na ta naCin odstranjeval ter s tem upocasnil razgradnjo SER. Hitrost
razgradnje pri dodatku najnizje koncentracije 2-propanola (0,0003 mmol/L) se ni bistveno

spremenila oziroma je ostala enaka, saj je bila koncentracija 2-propanola, ki razgradnjo
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zavira, prenizka. Pri dodatku najvecje koncentracije 2-propanola se je konstanta razgradnje

v

VR

postavili izhodis¢a za nadaljnje S$tudije fotorazgradnje SER, tudi v smeri kasnejse

identifikacije nastalih transformacijskih produktov SER.

Hitrosti razgradnje SER v povrSinskih vodah ne moremo natan¢no oceniti, saj je tezko
posnemati dejanske pogoje v okolju. V okolju je sicer primerljiva koncentracija nitrata kot
smo jo uporabili v laboratorijskih poskusih, so pa dosti nizje koncentracije SER Vv
podzemnih vodah, kar pomeni, da bi bila verjetno fotorazgradnja Se hitrejsa. Da bi se
realnim pogojem Se bolj priblizali, bi morali upostevati tudi soasno mikrobiolosko
razgradnjo in razli¢ne fizikalne procese, ki so prisotni v okolju (meSanje, raztapljanje,
izhlapevanje, obarjanje in sedimentacija, vezava na delce). V okolju je lahko razgradnja
SER razli¢na tudi zaradi menjave dneva in noci, poleg tega pa je intenziteta svetlobe
najvecja v zgornjih vodnih plasteh, medtem ko je v spodnjih plasteh majhna ali pa je sploh

ni.
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