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Povzetek

Sertralin (SER) je najpogosteje predpisan antidepresiv v Sloveniji, katerega poraba Se
naras¢a. Kemijsko je SER Sibka baza s sorazmerno visokim adsorpcijskim koeficientom in
razpolovnim ¢asom fotolize v povrsinskih vodah. Zaradi teh lastnosti je SER dolgo obstojen
v povrsinskih vodah, Kjer se razporedi tudi v sediment. Povrsinske vode predstavljajo
zivljenjsko okolje velikega Stevila razli¢nih organizmov, ki so obcutljivi na spremembe v
svojem okolju. Prisotnost SER v okolju lahko pri ostalih sesalcih in tudi pri nevretencarjih
povzroci razli¢ne ucinke. Za razvoj metode dolocanja SER v povrsinskih in odpadnih vodah
smo se odlo¢ili, ker v Sloveniji $e ni bila izvedena nobena §tudija, kjer bi dolocali SER v teh
vodah. Zaradi pricakovanih zelo nizkih koncentracij SER v okolju (ng/L) smo morali vzorce
najprej skoncentrirati na merljivo koncentracijo. Za koncentriranje in ekstrahiranje vzorcev
smo uporabili metodo ekstrakcije na trdnem nosilcu (SPE-ang. Solid phase extraction). V
zacetni fazi razvoja SPE smo SER v vzorcih detektirali z GC-MS (plinska kromatografija
sklopljena z masno spektrometrijo), v drugem delu razvoja pa z LC-MS/MS (tekocinska
kromatografija sklopljena s tandemsko masno spektrometrijo) analizno metodo. Razvoj smo
si zastavili tako, da smo najprej dolocili pomembne parametre pri SPE (izbor kolone za SPE,
topila za kondicioniranje in elucijo, pH vzorcev za nanos, ¢as nanosa vzorceV in delez MeOH
v topilu za spiranje). Zacetni del razvoja SPE smo opravili z detekcijo na GC-MS, ki pa nam
je omogocala le detekcijo razmeroma visokih koncentracij SER. Zaradi boljse obcutljivosti
in krajSega Casa analize smo v drugem delu razvoja SPE uporabili LC-MS/MS analizno
metodo. Pri prehodu na nizje koncentracije SER smo prvi¢ zaznali kontaminacijo vzorcev s
SER. Po ugotovitvi in odpraviti glavnih vzrokov za kontaminacijo smo izvedli $e validacijo
optimizirane metode. Znotraj validacije smo vrednotili izkoristke pri razli¢nih
koncentracijah, selektivnost, dnevno in meddnevno to¢nost in ponovljivost, ponovljivost
injiciranja, linearnost ter mejo dolocitve. Z validacijo smo dokazali ustreznost metode za
dolo¢evanje SER v povrsinskih in odpadnih vodah. Z validirano metodo smo preizkusili $e
realne vzorce povrsinskih in odpadnih vod. V vzorcih povrsinskih vod je bil SER povsod
pod mejo dolocitve, najbolj pa je glede na odziv izstopal vzorec Vz4, ki je bil zajet v reki
Ljubljanici pri Zalogu. V odpadnih vodah smo SER dolocali v vodah, ki pritecejo Vv €istilno
napravo (CN) in v vodah, ki jo kasneje pre¢i¢ene zapustijo. V odpadnih vodah smo dokazali
prisotnost SER v koncentracijskem obmocju od 16,7 do 38,8 ng/L, razvidno pa je tudi, da
so CN deloma u¢inkovite pri odstranjevanju SER, saj je bil odziv vzorcev odtoka za SER v

vseh primerih niZji kot v vzorcih vod iz dotoka v CN.
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Abstract

Sertraline (SER) is the most frequently prescribed antidepressant medication in Slovenia
with its use still increasing. Chemically SER is a weak base with relatively high adsorption
coefficient and high photolysis half-life in surface waters. As a consequence of these
properties, SER is characterized by prolonged presence in surface waters and even
distribution in earth’s sediment. Surface waters represent a habitat for variety of different
organisms which are sensitive to environmental changes. The presence of SER in these
habitats can produce different effects in mammals as well as in invertebrates. The initial
drive behind the development of a method for determining SER in surface and waste waters
was the lack of studies in Slovenia which would determine SER presence in these waters.
Due to expected low concentration of SER in the environment (ng/L concentrations) the
samples were first concentrated to a measurable concentration. This was done by employing
a solid phase extraction (SPE). In the first stage of SPE method development SER was
detected via GC-MS, followed by the second stage consisting of LC-MS/MS sample
analysis. Method development called for SPE parameter determination, such as the column
used, solvents for conditioning and elution, sample pH and application time, and MeOH
percentage in elution solvent. Initial approach with GC-MS method yielded detection only
in samples with relatively high SER concentrations. In second phase, due to improved
sensitivity and shorter analysis time, LC-MS/MS was applied for SER detection. While
making a transition to low SER concentrations, sample contamination with SER was
detected. Upon unmasking and eliminating primary causes for contamination, the optimized
method was validated. Validation included the evaluation of recoveries at different
concentrations, selectivity, day and intra-day accuracy and reproducibility of sample
preparation, injection reproducibility, linearity and limit of quantification. With validation
we’ve proved that our method is suitable for detecting SER in surface and waste waters.
Afterwards validation method was tested on surface and waste water samples. Results from
surface water samples have shown SER concentration below the limit of quantification in
all cases. Out of these samples, VVz4, collected from river Ljubljanica at Zalog, stood out the
most. On the other hand, waste water samples collected prior and after waste water filtrats
have shown SER presence within 16.7-38.8 ng/L concentration range. It is also evident that,
wastewater treatment plants are partly effective in SER removal since the SER concentration

was lower in samples taken after the filtration process.
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Seznam kratic

ACN — acetonitril

B — baza

CE — kolizijska energija, ang. Collision energy

CI — kemijska ionizacija, ang. Chemical ionization

CID - s trki povzrocena disociacija, ang. Collision induced dissociation

CIT — citalopram

CN - ¢istilna naprava

DAD - detekor vrste diode array, ang. Diode array detector

DDD - definirani dnevni odmerek, ang. Defined daily dose

DM - diklorometan

ECT - escitalopram

ECso— koncentracija zdravila, ki povzroc¢i 50% odziv od pri¢akovanega maksimalnega
odziva, ang. Effective concentration

El —ionizacija v elektri¢cnem polju, ang. Electron ionization

EMYV —ang. Electron multiplier voltage

ESI — ionizacija z razprSevanjem v elektricnem polju, ang. Electrospray ionization
EtAc — etilacetat

FAB — bombardiranje s hitrimi atomi, ang. Fast atomic bombardment

FDA —ang. Food and Drug Administration

FLV — fluvoksamin

FLU — fluoksetin

FT-ICR — Fourierjeva transformacija — ionska ciklotronska resonanca, ang. Fourier
Transform — ion cyclotron resonance

GC - plinska kromatografija, ang. Gas chromatography

GC-MS - plinska kromatografija sklopljena z masno spektrometrijo

ICso — srednja inhibitorna koncentracija, ang. Half maximal inhibitory concentration
ICH — Mednarodna konferenca o harmonizaciji, ang. International Conference on
Harmonisation

1JS — Institut Jozef Stefan

IS — interni standard

IT —ionska past, ang. lon trap

LC — tekoCinska kromatografija, ang. Liquid chromatography

LC-MS/MS — tekocinska kromatografija sklopljena s tandemsko masno spektrometrijo
LLE — ekstrakcija tekoCe-tekoce, ang. Liquid liquid extraction

LPME - teko¢inska mikroekstrakcija, ang. Liquid-phase microextraction
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LOD — meja zaznavnosti, ang. Limit of detection

LOEC — najnizja koncentracija pri kateri so opazni ucinki, ang. Lowest observed effect
concentration

LOQ — meja dolocitve, ang. Limit of quantification

MALDI - laserska desorpcija/ionizacija iz matriksa, ang. Matrix assisted laser desorption
ionization

MAOI - inhibitorji monoaminske oksidaze, ang. Monoamine oxidase inhibitors
MeOH — metanol

MF — mobilna faza

MS/MS — tandemska masna spektrometrija

m/z — razmerje med maso in nabojem

MRM - spremljanje ve¢ reakceij, ang. Multiple reaction monitoring

n — stevilo paralelk

ND — nismo detektirali, ang. Not detected

NOEL - najniZja koncentracija pri kateri ni opaznih uc¢inkov, ang. No observed effect
concetration

PAR — paroksetin

PLE — teko¢inska ekstrakcija pri zvisanem tlaku, ang. Pressure liquid extraction
RSD — Relativni standardni odklon, ang. Relative standard deviation

SD - standardni odklon, ang. Standard deviation

SER — sertralin

SER-d3 — trikrat devteriran sertralin

SF — stacionarna faza

SIM — spremljanje enega iona, ang. Single ion monitoring

SLE — ekstrakcija trdo-tekoce, ang. Solid Liquid extraction

SPE - ekstrakcija na trdnem nosilcu, ang. Solid phase extraction

SPME — mikroekstrakcija na trdnem nosilcu, ang. Solid phase microextraction
SRM - spremljanje ene reakcije, ang. Single reaction monitoring

SSRI — selektivni zaviralci privzema serotonina, ang. Selective serotonin reuptake
inhibitors

TCAs — tricikli¢ni antidepresivi, ang. Tricyclic antidepressants

TEA — trietilamin

TFC — Turbo-flow kromatografija, ang. Turbo-flow chromatography

TOF — Cas preleta, ang. Time of flight

ZZZS — Zavod za zdravstveno zavarovanje Slovenije

Vi
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1. Uvod

1.1 Selektivni zaviralci privzema serotonina

Med najpogosteje predpisane antidepresive pristevamo zaviralce monoaminske oksidaze
(zaviralci MAO), triciklicne antidepresive (TCAs) in selektivne zaviralce privzema
serotonina (SSRI) (1). SSRI-ji predstavljajo zdravila prvega izbora pri terapiji depresije.
Uporabljajo se tudi za terapijo bipolarne motnje, napadov panike, posttravmatskega stresa,
bulimije in drugih kompulzivnih motenj (2, 3). Med SSRI-je pristevamo fluoksetin (FLU),
citalopram (CIT), paroksetin (PAR), sertralin (SER), fluvoksamin (FLV) in escitalopram
(ECT) (4). Za razliko od tricikli¢nih antidepresivov SSRI-jev ne povezuje skupna osnovna
struktura, kar nakazuje na to, da lahko prihaja do razlik pri farmakoloSkem delovanju in pri
klini¢ni u¢inkovitost znotraj posameznih predstavnikov skupine (5). SSRI-ji se v mozganih
vezejo na transportne proteine v serotoninskih sinapsah in tako blokirajo ponoven privzem
zivénega prenasSalca serotonina, kar povzroci povecanje koncentracije le tega v sinapti¢nih
$pranjah in posledi¢no povecanje prevodnosti na serotoninskih nevronih (6). Serotonin se ne
nahaja samo pri ¢loveku ampak ga najdemo tudi pri drugih sesalcih in v razli¢nih deblih
nevretencarjev. Aktivacija serotoninskih receptorjev pri drugih vrstah lahko povzroci
drugacne ucinke kot pri ¢loveku (7). Kot veéina zdravilnih uéinkovin so SSRI-ji podvrzeni
metabolizmu v jetrih, kjer nastanejo bolj polarni metaboliti, ki se laZje izlo¢ijo iz telesa.
Najveckrat nastanejo N-demetilirani produkti, ki v skoraj vseh primerih ohranijo
farmakolosko aktivnost. Vsi glavni metaboliti SSRI-jev razen norfluoksetin imajo nizjo
farmakolosko ucinkovitost kot osnovne ucinkovine (8). Stopnja izlocanja SSRI-jev skozi
ledvica je splo$no nizka, v povprecju se skozi ledvica izlo¢i manj kot 12% SSRI-jev v
nespremenjeni obliki (9). Po podatkih iz literature naj se bi skozi ledvica izlo¢ilo samo 0,2%
SER v nespremenjeni obliki (1). Zaradi vecjega $tevila ugotovljenih razpolozenjskih motenj
in zaradi ve¢je ozaveSCenosti druzbe 0 pomembnosti dusSevnega zdravja poraba zdravil za
terapijo dusevnih motenj, predvsem SSRI-jev v zadnjih letih naras¢a (10). Po podatkih
dosegljivih v publikaciji Eurobarometer on mental health iz leta 2010 je bilo kar 7% ljudi v
EU in 8% ljudi v Sloveniji v letu 2009 na terapiji z antidepresivi (11). Glede na podatke
Z7Z7S-ja (Zavod za zdravstveno zavarovanje Slovenije) so SSRI-ji v letu 2010 v Sloveniji
predstavljali 72,7% delez med vsemi antidepresivi, SER pa je predstavljal 36,6% delez med
vsemi SSRI-ji na slovenskem trzis¢u in 26,6% delez med vsemi antidepresivi, kar SER

uvrsca na sam vrh porabe antidepresivov v Sloveniji (12). Kot vidimo na sliki 1 poraba
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antidepresivov, SSRI-jev in SER v Sloveniji narasé¢a. V letu 2010 je poraba SER znasala
11,7 definiranega dnevnega odmerka (DDD)/1000 prebivalcev.
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Slika 1: Poraba antidepresivov, SSRI-jev in SER v Sloveniji (12)
1.1.1 KrozZenje SSRI in SER v okolju

Vir kontaminacije odpadnih vod s SSRI-ji predstavljajo ¢loveski izloc¢ki, neporabljena
zdravila, ki so nepravilno zavrzena in farmacevtska industrija. Glavni vir vstopa SSRI-jev v
okolje predstavljajo CN, ki niso dovolj u¢inkovite, da bi SSRI-je uspesno odstranile iz
odpadnih vod (10). Antidepresivi se klini¢no uporabljajo v razli¢nih zdravstvenih ustanovah
(bolnisnicah, domovih za ostarele...), vendar tukaj predstavljajo majhen doprinos k vsem
izlo¢enim antidepresivom v odpadne vode. Pri $tudiji izvedeni v Oslu, so ugotovili, da SER
in PAR iz bolni$ni¢nih odplak predstavljata le 0,5% 0z. 0,1% delez glede na celotno koli¢ino
SER in PAR v vseh odplakih, ki priteejo na to CN (13). Glavni vir kontaminacije so tako
odplake iz gosto naseljenih obmocij, saj se antidepresivi v ve¢jem obsegu uporabljajo izven
zdravstvenih ustanov (1). Vir kontaminacije predstavlja tudi odpadno blato, ki se nalaga v
Cistilnih napravah in ga nato kasneje deponirajo. To blato dezevnica spira v okoliske vode
kar predstavlja nevarnost za organizme v vodnem okolju in tudi na kopnem (14). Od leta
1998, ko je Evropska unija prepovedala odlaganje odpadnega blata v morju se blato daje v

sezig ali pa se odlaga na kmetijskih povrSinah (15).

Kaksna bo usoda SSRI-jev v okolju lahko predvidevamo iz njihovih kemijskih lastnosti.
SSRI-ji so Sibke baze, ki so najveckrat v obliki hidrokloridov in imajo nizek koeficient
porazdelitve oktanol/voda (Kow, 1,12-1,39) in s tem posledi¢no relativno visoko topnost v
vodi. Ta skupina zdravil pa ima razmeroma visok adsorpcijski koeficient (logKoc ), Ki opisuje
porazdeljevanje preiskovane substance med tekoco in trdno fazo (sediment oz. odpadno

blato), normalizirano na vsebnost organskega ogljika v prsti 0z. sedimentu. Za SER znasa
2



Smidhofer Ziga Magistrska_naloga

povpreéni logKqc dolocen v petih razlicnih vzorcih sedimentov in prsti 4,17 (16). Zaradi
visokega adsorpcijskega koeficienta se pricakuje, da se bo vecina SSRI-jev sCasoma
razporedila v sedimente, njihova koncentracija v vodah pa bo zaradi tega nizja (17).
Raziskave so pokazale, da sta FLU in SER v sedimentih dobro obstojna. Koncentracija FLU
se je v 30-tih dneh v sedimentu minimalno znizala, medtem ko je koncentracija SER po 30-
tih dneh padla za 20% (17).

SSRI-ji so sinteti¢ne organske spojine z dolocenim farmakoloskim delovanjem za katerega
potrebujejo visoko stopnjo kemijske stabilnosti. To dejstvo pa posledi¢no predstavlja
problem pri u¢inkovitem odstranjevanju SSRI-jev iz odpadnih vod, prav tako pa so le ti v
okolju zaradi dobre stabilnosti obstojni dlje (1). Glavne poti razgradnje SSRI-jev v okolju
so fotoliza, mikrobioloska razgradnja in hidroliza. Kwon in Ambrust sta sicer dokazala, da
je FLU v laboratorijskih pogojih v vodi pri razli¢nih pH-jih dobro odporen na vse omenjene
procese razgradnje, prav tako pa ima visoko stopnjo privzema v sedimente (16). Po
odpornosti na fotolizo v jezerski vodi mu nato sledita CIT in SER. Razpolovni ¢as fotolize
SER v jezerski vodi znasa 23 dni, medtem, ko znasa razpolovna doba fotolize SER pri pH-
ju 9 samo $e 10 dni (17). V okoljskih vodah so SSRI-ji dobro obstojni, velik del pa se jih
adsorbira v sedimente, kjer so zaradi pomanjkanja procesov razgradnje obstojni $e dlje casa
(8). Raziskave so pokazale, da je odstranjevanje SER iz odpadnih vod s pomogjo ¢istilnih
naprav nepopolno (2). V preteklih letih so dokazali prisotnost SER v velikem §tevilu vzorcev
iz Cistilnih naprav in tudi povrsinskih vod. Dokazali pa so tudi, da se SER akumulira v vodnih
organizmih. V preglednicah I in 1l so predstavljeni rezultati dosedanjih raziskav, pri katerih

so SER dolocali v vzorcih odpadnih in povrsinskih vod.

Preglednica I: Pregled raziskav, Kjer so dokazali SER v odpadnih vodah, povzeto po (1)

Drzava  Vtok (ng/L) Iztok (ng/L) Referenca Leto izvedbe
Kanada 6-6,1 5,1-5,8 9) 2008
Kanada 14-34 / (ni bilo meritve)  (18) 2010
Norveska 8,4-19,8 3,7-14,6 (19) 2008
ZDA 60 55,2 (2) 2008

V dveh raziskavah, ki so ju izvedli v ZDA, so v ve¢ vzorcih recnega sedimenta odkrili
prisotnost SER v koncentracijah med 0,09 in 0,67 ng/g (17) in v koncentracijah med 0,27 in
17,71 ng/g (20).
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Preglednica Il: Pregled raziskav, kjer so dokazali SER v povrsinskih vodah, povzeto po (1)

Drzava  PovrSinska voda Koncentracija v reki (ng/L) Referenca Leto izvedbe

Kanada St. Lawrence River 0,84-2,4 9) 2008
Kanada Grand River 6-17 (18) 2010
Norveska Morska voda <0,16 (19) 2008
Spanija  Llorbregat reka 11 (21) 2011
ZDA Povrsinska voda 1,1-34,9 a7 2007
ZDA Povrsinska voda 33-49 2 2008
ZDA Povrsinska voda <0,5-37,5 (20) 2010
Poljska  Utrata <3,1 4) 2014

Iz preglednic | in Il je razvidno, da se SER nahaja v odpadnih in povrSinskih vodah.
Razvidno je tudi, da so Cistilne naprave le deloma ucinkovite pri odstranjevanju SER iz
odpadnih vod. Najverjetneje je, da se del SER v ¢istilnih napravah iz vode prerazporedi v

sediment, ki ga nato deponirajo v okolju.

Leta 2004 je Brooksu uspelo odkriti, da se FLU in SER ter njuni metaboliti akumulirajo v
miSicah, ledvicah in v mozganih v razli¢nih vrstah rib, ki so izpostavljene tem substancam
v vodnem okolju. To je bila prva $tudija, kjer so dokazali kopi¢enje SSRI-jev v okoljskih
organizmih. Kot je razvidno iz preglednice 11, so bile najvisje koncentracije FLU in SER
najdene v mozganih in v ledvicah, povpre¢ne koncentracije obeh metabolitov v vseh tkivih

pa so bile visje od osnovnih substanc (22).

Preglednica Ill: SSRI+ji v razli¢nih tkivih v ribah, povzeto po (22)
Koncentracija (ng/g = SD)

Tkivo Mozgani Ledvica Misice

FLU 1,58 £0,74 1,34 £ 0,65 0,11 £0,03
Norfluoksetin 8,86 +5,90 10,27 £5,73 1,07 +0,41
SER 4,27+ 1,40 3,59 £ 1,67 0,34 £ 0,09
Demetilsertralin 15,60 + 14,30 12,94 + 10,45 0,69 + 0,59

Podobna Studija je bila izvedena tudi leta 2005, kjer so prav tako dokazali kopi¢enje SER v
mozganih rib v koncentracijah od 0,98 do 2,10 ng/g in demetilsertralina v koncentracijah, ki
so bile v obmocju do 28,90 ng/g (21). V tej raziskavi so prav tako dokazali prisotnost SER
in ostalih SSRI-jev v povrsinski vodi in v sedimentu. Rezultati v preglednici IV prikazujejo
razporeditev SER v sedimentu in v re¢ni vodi vzdolZ reke Boulder Creek v letu 2005. Mesta
zajema vzorcev si sledijo od mesta nad pritokom ¢istilne naprave v reko (BC1) ter do od CN

vzdolz toka najbolj oddaljenega mesta zajema (BC4).
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Preglednica IV: Razporeditev SER v vodnem okolju, povzeto po (21)

Vzorec BC1 (Boulder Creek 1) BC2 BC3 BC4
Rec¢na voda (ng/L) ND* 2,20-5,15  2,97-5,92 0,84-3,22
Sediment (ng/q) 0,27-0,37 0,88-5,90 14,37-14,43  12,91-17,71

*ND — ni bilo detektirano

1.1.2 Ekotoksi¢nost sertralina

Moznost vpliva farmacevtskih substanc in izdelkov za osebno nego v zelo nizkih
koncentracijah v vodnih okoljih na razvoj vodnih organizmov je bila svetu prvic
predstavljena leta 1985 (1). Ucinki povezani z vecjo koncentracijo serotonina v sinapti¢nih
Spranjah se pri nizjih vretencarjih in nevretencarjih razlikujejo od tistih pri ¢loveku.
Posledi¢no se lahko razlikujejo tudi ucinki, ki jih imajo SSRI-ji na posamezne vrste (7).
Negativni u¢inki SSRI-jev na vodne organizme, ki so izpostavljeni tem zdravilom so lahko
naslednji: zapleti pri razvoju embrija, zmanj$anje reprodukcije, zakasnitev fizioloSkega
razvoja, zakasnitev nastopa obdobja spolne zrelosti in zmanjSanje agresije (1,14). SSRI-je
so v dveh raziskavah primerjali med seboj in ugotovili naslednjo stopnjo akutne toksi¢nosti
pri vodnih bolhah (od najmanjse do najvecje): CIT, FLV, PAR, FLU in SER. Teste so izvedli
na vodnih bolhah Ceriodaphnia dubia (23) in Daphnia magna (24). Rezultati so pokazali
vrednost ECso= 0,12 mg/L (23) in ECso= 0,92 mg/L (24) za SER pri 48 urnem testu, kjer
vrednost ECso predstavlja koncentracijo SER pri kateri je po 48 urah polovica organizmov
negibnih. V isti raziskavi so dokazali ECso= 4,3x102 mg/L za SER pri 48 urnem testu na
algi Pseudokirchneriella subcapitata (24). Pri testu kroni¢ne toksi¢nosti SER na vodni bolhi
Ceriodaphnia dubia so dolocili vrednost LOEC (ang. Lowest observed effect concentration)
za SER pri 4,5x102mg/L in NOEC (ang. No observed effect concetration) pri 9,0x10° mg/L
(23).

Podrobno raziskavo o ekotoksi¢nosti in citotoksi¢nosti SER so opravili leta 2009 na Irskem.
V raziskavi so dolocali akutno in kroni¢no ekotoksi¢nost SER s pomocjo nabora razli¢nih
testov, ki so vkljucevali teste na bakterijah (Vibrio fischeri), algah (Pseudokirchneriella
subcapitata), nevretencarjih (rak Thamnocephalus platyurus in Daphnia magna) in ribah
(Oncorhynchus mykiss). Citotoksi¢nost so doloc¢ali na dveh ribjih celi¢nih linijah PLHC-1
in RTG-2 s pomocjo treh barvil s katerimi so dolocali stevilo mrtvih celic (7). Rezultati so

prikazani v Preglednici V.
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Preglednica V: Akutna toksi¢nost SER, povzeto po (7)
ECso NOEC LOEC

Vrsta Test (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Vibrio fischeri 5 min inhibicija 10,72 2,25 4,5
Vibrio fischeri 15 min inhibicija 9,2 2,25 4,5
Vibrio fischeri 30 min inhibicija 7,3 2,25 4,5
Pseudokirchneriella

subcapitata 72 h inhibicija 0,14 0,05 0,075
Thamnocephalus platyurus 24 h smrtnost 0,6 0,4 0,6
Daphnia magna 24 h imobilizacija 3,1 - -
Daphnia magna 48 h imobilizacija 1,3 0,1 0,18
Daphnia magna 21 dnevna smrtnost 0,12 0,032 0,1
Daphnia magna 21 dnevna reprodukcija 0,066 0,032 0,1
Oncorhynchus mykiss 96 h smrtnost 0,38 01 0,32

Kot je razvidno iz preglednice V je bil najmanj ob¢utljiv test akutne toksi¢nosti na morskih
bakterijah Vibrio fischeri (ECs0=10,72 mg/L), najbolj obcutljiv pa je bil test 21 dnevne
reprodukcije na vodni bolhi Daphnia magna (ECs0=6,6x102 mg/L). Pri dolo¢anju kroni¢ne
toksi¢nosti SER na vodni bolhi so dologili vrednost LOEC=0,1 mg/L in NOEC=3,2x10?
mg/L. Pri testu citotoksi¢nosti na ribjih celi¢nih linijjah PLHC-1 in RTG-2 so za SER
dolo¢ili vrednosti ECs0=2,2 mg/L in ECs0=3,1 mg/L.

Zelo dobro obcutljivost je imel test vpliva SER na inhibicijo rasti razli¢nih alg, kjer so
dologili ICso= 12,10x10" mg/L za algo Pseudokirchneriella subcapitata (25). V isti raziskavi
jim je prav tako uspelo dokazati vpliv zmesi treh SSRI-jev (SER, FLU, FLV) na razvoj
fitoplanktona. Za najbolj obcutljivi test se je po sedmih dneh izpostavitve zmesi SSRI-jev
pokazal test, pri katerem so dolocali §tevilo organizmov skupine Cryptophyta in Dinophyta
z EC50=99,6 nmol/L. Po 35-tih dneh izpostavitve pa je najboljso obcutljivost pokazal test
vpliva na reprodukcijo celotnega fitoplanktona z ECs0=246,9 nmol/L zmesi SSRI-jev (25).

SSRI-ji predstavljajo razmeroma novo skupino zdravilnih u€inkovin, katerih poraba je Se
vedno v porastu (12). Leta 2006 je nehal veljati Pfizerjev patent za SER, zato so zacela
zdravilo izdelovati tudi generi¢na farmacevtska podjetja, kar bo Se povecalo dostopnost tega
zdravila (26). Zavedati pa se je potrebno tudi, da se v okoljskih vodah poleg SER nahajajo
tudi drugi SSRI-ji, ki imajo podobne ucinke in lahko v kombinaciji kljub posameznim

nizkim koncentracijam povzrocajo razli¢ne uéinke v vodnih organizmih (24,25).

Ce primerjamo rezultate v preglednici 11, kjer so navedene koncentracije v razli¢nih vzorcih

okoljskih vod in rezultate testov ekotoksi¢nosti in citotoksi¢nosti, pridemo do ugotovitve, da
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so koncentracije SER, ki so jih dokazali v okolju za nekaj velikostnih razredov nizje kot tiste
pri katerih se pojavijo merljivi toksi¢ni uc¢inki pri razli¢nih vodnih organizmih. Moramo pa
se zavedati dejstva, da so vodni organizmi izpostavljeni nizkim koncentracijam SSRI-jev
skozi celotno zivljenjsko obdobje, zato bi bilo potrebno izvesti raziskave, kjer bi merili

vplive SSRI-jev v daljsem ¢asovnem obdobju.

1.1.3 Analizne metode za dolo¢anje SSRI-jev v okolju

Hiter napredek na podro¢ju novih analiznih tehnik in instrumentacije v zadnjem desetletju
je pripomogel k odkritju velikega Stevila potencialno nevarnih substanc, ki se Ze nahajajo v
okolju (10). Ob pojavu SSRI-jev so bile za klini¢ne namene najprej razvite analizne metode
za njihovo doloc¢anje Vv krvi, plazmi in urinu (27), za analizo v okoljskih koncentracijah pa
je bilo potrebno razviti zanesljive, specifi¢ne in obcutljive analitske metode. V preteklosti se
je za analizo SSRI-jev pogosto uporabljala plinska kromatografija sklopljena z masno
spektrometrijo (GC-MS), v zadnjem casu pa je pogosteje v uporabi tekocinska
kromatografija sklopljena s tandemsko masno spektrometrijo (LC-MS/MS) (9). Okoljski
vzorci potrebujejo zaradi svoje kompleksnosti, prisotnosti razli¢nih interferenc in zaradi
nizkih koncentracij analitov pred analizo Se cis¢enje in koncentriranje. S taksno pripravo

vzorcevV izboljsamo obcutljivost in specifiénost celotne analizne metode.

1.1.3.1 Priprava vzorcev

Vv W

merljivo koncentracijo ter raztapljanje v topilu primernem za nadaljnjo analizo z GC-MS ali
LC-MS/MS instrumenti (8). Za ekstrakcijo SSRI-jev so bile v preteklosti uporabljene
naslednje metode: ekstrakcija na trdnem nosilcu (SPE), ekstrakcija teko¢e-tekoce (LLE -
ang. Liquid liquid extraction), ekstrakcija trdo-tekoc¢e (SLE — ang. Solid liquid extraction),
tekoc¢inska mikroekstrakcija (LPME - ang. Liquid-phase microextraction), mikroekstrakcija
na trdnem nosilcu (SPME - ang. Solid phase microextraction), tekoc¢inska ekstrakcija pri
zvisanem tlaku (PLE - ang. Pressure liquid extraction) in Turbo-flow kromatografija (TFC -

ang. Turbo-flow chromatography) (10).

SPE predstavlja metodo izbora priprave vzorcev pri dolo¢evanju SSRI-jev v okolju. Osnovni
princip SPE je porazdeljevanje analitov iz tekoce v trdno fazo. Vzorce se obicajno nanese v
kolone z uporabo membranske ali oljne ¢rpalke, ki v kadicki za ekstrakcijo ustvari podtlak,
ki nato vzorec potegne iz ¢aSe skozi cevke v kolono in skozi njo. Prvi del procesa priprave

vzorcev predstavlja kondicioniranje sorbenta z razli¢nim topili, s ¢im doseZzemo, da se le ta

7



Smidhofer Ziga Magistrska_naloga

omo¢i in tako preide v aktivno stanje, v katerem je sposoben vezati analit. Sledi nanos

vzorca, spiranje in elucija analita iz sorbenta z ustreznimi topili kot vidimo na sliki 2.

Kondicioniranje = Nanos vzorca Spiranje Elucija
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Slika 2: Prikaz ekstrakcije z SPE, povzeto po (28)

Nacin priprave vzorcev z SPE je primeren zaradi razmeroma nizke porabe topil, visoke
selektivnosti, dobrega izkoristka ekstrakcije in moznosti direktne povezave z LC-MS/MS in
GC-MS instrumentalnima metodama. Kljub moznosti avtomatizacije celotnega postopka se
Se vedno v vecini uporablja neavtomatizirana »off-line« priprava vzorcev. Poznamo veé
tipov kolon, ki se med seboj razlikujejo po kemijski strukturi sorbenta. Za analizo SSRI-jev
so v raziskavah uporabljali reverzno-fazne silikatne sorbente, reverzno-fazne polimerne
sorbente, ionsko izmenjevalne sorbente in kolone, diske ali mikrotitrske plos¢ice z meSanimi
sorbenti (10). Glavna predstavnika reverzno-faznih silikatnih sorbentov sta C8 in C18
sorbenta, Ki zagotavljata ustrezno ekstrakcijo nepolarnih analitov iz polarnega vzorca. V
primeru teh kolon silikagel predstavlja osnovo, na katero so vezane verige z 8 ali 18
ogljikovimi atomi. Glavna slabost teh nosilcev je, da imajo v svoji strukturi $e vedno nekaj
prostih silanolnih skupin, ki se lahko preko vodikove vezi povezejo z amini v SSRI-jih.
Nosilca sta tudi nespecifi¢na in vezeta ve€ino nepolarnih interferenc. Zaradi povecanega
zadrzevanja analitov na koloni je lahko izkoristek ekstrakcije niZji, zato je pri reverzno-

faznih silikatnih sorbentih pogosto potrebno prilagoditi pH vzorca (8,10).

Najpogosteje se za analizo SSRI-jev uporabljajo reverzno-fazni polimerni nosilci, kot je
polidivinilbenzen vinilpirilodin. Retencija preiskovanih analitov temelji na tvorbi lipofilnih
(Van der Waalsove vezi) in hidrofilnih (vodikove vezi in interakcija dipol-dipol) interakcij
s tem sorbentom (29). Prednost tega sorbenta je, da pred ekstrakcijo ni potrebno uravnati
pH-ja vzorca, saj je stabilen pri vseh vrednostih in je uporaben za analizo Sirokega nabora

8
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razli¢nih substanc. Pri ekstrakciji SER s tovrstnimi kolonami smo zasledili izkoristke
ekstrakcije v vrednosti od 50 do 150% (10). V enem izmed virov je navedeno, da se
izkoristek izboljsa z alkaljenjem vzorcev na pH=12, saj v tem primeru SSRI-ji niso
protonirani in se laZje veZejo na nepolarne sorbente (27). Za spiranje kolon, to je
odstranjevanje motecih komponent, so v raziskavah uporabljali razlicna razmerja metanola
(MeOH) v vodi v volumnih do 8 mL. Najmocnejse topilo za spiranje nanosa vzorca odpadne
ali povrsinske vode v dosedanjih raziskavah z uporabo HLB nosilca je za kolono s 500 mg
sorbenta predstavljalo 5 mL 70% MeOH v 2% amonijevem acetatu (10). Za elucijo SER iz
Oasis® HLB nosilcev so avtorji uporabljali razli¢na topila, od MeOH pa do kompleksnih
mesanic MeOH, etilacetata (EtAc), diklorometana (DM), 2-propanola in heksana z

dodatkom kisline ali baze.

V praksi so bile uporabljene tudi Strata™-X kolone (reverzno fazni polimerni sorbent), ki

dajejo prav tako zelo visok izkoristek ekstrakcije (10).

Ker so SSRI-ji pri tipiénih pH vrednostih okoljskih vod pozitivno nabiti jih lahko
ekstrahiramo tudi s pomocjo kationskih izmenjevalcev. Za zagotovitev pozitivne nabitosti
vseh molekul analita moramo pH vrednost znizati vsaj dve enoti od pKa vrednosti
preiskovanega analita, pri eluciji pa moramo dodati bazo (8). Velika prednost kationskih
izmenjevalcev je, da jih lahko spiramo z mo¢no polarnimi topili, brez da bi pri tem izgubili
preiskovani analit in se tako ucinkovito znebimo necistot v kompleksnih matriksih (10). Pri
ekstrakciji SSRI-jev z uporabo kationskih izmenjevalcev v eni izmed raziskav so za vse
SSRI-je dosegli izkoristke visje od 80% (9).

Za ekstrakcijo SSRI-jev se uporabljajo tudi mesani sorbenti, kateri vsebujejo polimerne
ostanke na katere so vezani mo¢ni kationski izmenjevalni nosilci. Tako dobimo sorbente, Ki
so sposobni vezave analitov preko tvorbe hidrofobnih, z-x , vodikovih in ionskih vezi (10).
V eni izmed raziskav, v kateri so za ekstrakcijo SSRI-jev uporabljali kolone Strata™ X-C so
dosegli izkoristke med 44 in 95% (30). Za pripravo vzorcev SSRI-jev z meSanimi sorbenti
se glede na literaturo najbolj uporabljajo kolone Oasis® MCX (10).

Mnenja o najbolj uc¢inkovitem sorbentu za pripravo vzorcev SSRI-jev so deljena, e vedno

pa najvec raziskovalcev za pripravo vzorcev povrsinskih in odpadnih vod uporablja HLB

Oasis® kolone (10).

Za ekstrakcijo vzorcev so v uporabi tudi druge metode. Za ekstrakcijo LLE je znacilno

razporejanje analitov iz vodnega medija v organsko topilo za ekstrakcijo, ki mora biti
9
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izbrano glede na lastnosti preiskovanega analita. Slabost priprave vzorcev z LLE predstavlja
dolg cas trajanja ekstrakcije pri vzorcih velikih volumnov, visoka poraba organskih topil,
veliki volumni konénih vzorcev in moZnost nastanka emulzij, ki zmanjSajo izkoristke. LLE

se lahko uporablja tudi kot faza ¢is¢enja vzorcev pred ekstrakcijo z SPE (10,30).

Pri metodi SLE gre v osnovi za razporejanje analita iz trdne faze v tekoco in se uporablja pri
pripravi vzorcev sedimentov in tkiv razli¢nih organizmov. Priprava vzorcev je pri SLE daljsa
in zahtevnejSa ter vsebuje Se predpripravo vzorcev S homogenizacijo, centrifugiranjem in
obdelavo z ultrazvokom. Najpomembnejsi korak pri SLE je izbor primernega topila za
ekstrakcijo. Glede na literaturo so s SLE dosegli uspesnost ekstrakcije SER okoli 60% (31).

1.1.3.2 Instrumentalna analiza

Pri analizi SSRI-jev v okolju se najpogosteje uporabljata plinska in tekoc¢inska
kromatografija sklopljeni z masnospektrometri¢no detekcijo.

Separacijske metode

Kromatografska lo¢ba analitov temelji na razporejanju analitov med trdno ali tekoco
stacionarno fazo (SF) in med tekoco ali plinasto mobilno fazo (MF). Analiti (spojine) se pri
potovanju skozi kolono lo¢ijo zaradi njihovih razli¢nih fizikalno-kemijskih lastnosti, Ki
povzrocijo razli¢no afiniteto analitov do SF oz. MF. Vi§jo afiniteto kot jo ima analit do SF,
dlje se bo zadrzal na koloni in obratno. Kromatografijo lahko lo¢imo na normalno in
reverzno-fazno. Pri normalno-fazni kromatografiji je SF polarna, MF pa nepolarna in tako
omogoca ucinkovito loCevanje polarnih analitov. Obratno je pri reverzno-fazni
kromatografiji, ki omogoca locevanje nepolarnih spojin. Pri GC metodi predstavlja MF

inertni plin (30).

Plinska kromatografija

Metoda GC temelji na potovanju uparjenih analitov v nosilnem plinu skozi kolono, ki ima
trdno ali tekoco imobilizirano SF. Nosilni plin (helij, dusik, argon) je pri GC inerten,
molekule pa se med seboj lo¢ijo samo na podlagi afinitete do stacionarne faze. Spojine za

analizo z GC morajo biti termostabilne, manj polarne in dovolj hlapne (30).

Derivatizacija
Spojine, ki ne izpolnjujejo zahtev za analizo z GC-MS metodo je potrebno predhodno

derivatizirati z razli¢nimi reagenti tako, da nastanejo bolj hlapne, stabilne in manj polarne
spojine. Z derivatizacijo se prav tako doseze boljSo obcutljivost in selektivnost celotne

metode. Mnoge spojine imajo v svoji strukturi funkcionalne skupine, ki naredijo spojino zelo
10
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polarno, kar povzroci, da se spojine zelo dolgo zadrzujejo na koloni oz. da do elucije sploh
ne pride. Z derivatizacijo teh funkcionalnih skupin pride do zmanjsanja polarnosti in
povecanje hlapnosti, tako, da pride do locbe in elucije teh spojin iz kolone v razumnem ¢asu.
Derivatizacija preiskovanih analitov poteka s kemi¢no reakcijo, pri kateri je zelo pomembna
pravilna izbira reagenta in pogojev reakcije, da pride do nastanka derivatov, ki so primerni
za nadaljnjo analizo. Za derivatizacijo se obi¢ajno uporabljajo naslednji postopki:
Derivatizacija na koloni, derivatizacija z dialkil acetali, siliranje, esterifikacija in acetiliranje.
SER ima v svoji strukturi polarno sekundarno aminsko funkcionalno skupino, katero lahko
direktno derivatiziramo z reakcijo acetiliranja. Kot reagent se za to reakcijo uporablja
anhidrid ocetne kisline v topilu piridin. Za derivatizacijo sekundarnih aminov je pogosto v
uporabi tudi siliranje. Derivatizacija ima tudi nekaj pomanjkljivosti saj dodatno podaljsa ¢as
analize, lahko povzro¢i nastanek nestabilnih produktov, zniza izkoristek celotnega postopka
priprave vzorcev ter predstavlja korak v celotnem postopku kjer lahko pride do zapletov in
izgub analita (32).

Tekocinska kromatografija

Pri tekocinski kromatografiji je mobilna faza teko€a. V primeru tekoc¢inske kromatografije
je kljuénega pomena izbor ustreznega topila za kromatografijo, saj se analiti, za razliko od
GC, razporejajo med SF in MF tudi na podlagi afinitete do MF (30). V preteklosti je bila za
separacijo SSRI-jev v vecini uporabljena tekocinska kromatografija, saj je le-ta primernejsa
za bolj polarne analite, zahteva pa tudi krajsi ¢as priprave vzorcev v primerjavi z GC (8). Pri
separaciji SSRI-jev z LC raziskovalci najpogosteje uporabljajo reverzno-fazne C-18 kolone.
Uporabljajo se tudi fenilne kolone s katerimi so v nekaterih raziskavah dosegli boljso
separacijo kot s C-18 kolonami. Fenilne kolone lahko za razliko od C-18 kolon preko
benzenovega obroca vzpostavijo m-n interakcije s SSRI-ji in tako posledi¢no omogocajo
boljso separacijo (2). Vrstni red elucije SSRI-jev z uporabo C-18 kolon je sledec: CIT<
FLV< PAR< FLU< SER (10). Kot mobilno fazo so v dosedanjih raziskavah najpogosteje
uporabljali razli¢ne mesanice MeOH in vode z dodatkom kisline ali baze. V vec¢ini raziskav
jim je uspelo dokazati, da dodatek metanojske in etanojske kisline v koncentracijah od 0,01
do 5% v MF izboljsa separacijo in obcutljivost celotne metode, pri kateri se izvaja ionizacija

v pozitivnem ESI (ang. electrospray ionization) nac¢inu (10).

Detekcijske metode
Za analizo se najpogosteje uporabljata GC sklopljen z masnim spektrometrom (MS) in LC
sklopljena s tandemsko masno spektrometrijo (MS/MS). Vzorci, ki pripotujejo iz kolone
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morajo biti za nadaljnjo analizno na masnem detektorju v plinastem in ioniziranem stanju.
To se doseze z odparevanjem topila in ionizacijo vzorcev. Poznamo t.i. Gas-phase source
metode, pri katerih se vzorec najprej uplini, Sele nato pa ionizira. Metode so primerne za
ionizacijo termostabilnih substanc, ki imajo temperaturo vrelis¢a nizjo od 500 °C in maso
nizjo od 1000 Da. Med te metode spadata kemi¢na ionizacija (CI) in ionizacija z elektroni
(EI). Za termi¢no nestabilne in manj hlapne analite pa so v uporabi t.i. Desorption source
tehnike ionizacije, pri katerih pride do neposredne pretvorbe analita iz tekocega ali trdnega
stanja v plinski ion. Te metode so: elektrorazprSevalna ionizacija (ESI), kemi¢na ionizacija
pri atmosferskem tlaku (APCI), laserska desorpcija/ionizacija iz matriksa (MALDI) in
bombardiranje s hitrimi atomi (FAB) (30).

lonizacija z elektroni (El)

Pri procesu ionizacije z elektroni vzorec najprej segrejemo na temperaturo pri kateri se
nahaja v plinastem stanju. VVzorec nato izpostavimo toku elektronov. Do ionizacije pride, ko
elektron z energijo okoli 70 eV pride dovolj blizu nevtralne molekule, da povzro¢i
elektrostatiéni odboj zunanjega elektrona, tako dobimo molekularni kation. Pri El se
najpogosteje uporablja energija 70 eV. Pri manjsi energiji bi bila ionizacija neucinkovita, pri
vi§ji energiji pa bi bila fragmentacija prevelika kar bi zmanjSalo kvaliteto informacij v

masnem spektru (30).

ElektrorazprSevalna ionizacija

Za ionizacijo vzorcev SSRI-je se najpogosteje uporablja pozitivha ESI metoda, ki je
primerna za ionizacijo anorganskih substanc, proteinov, polipeptidov in razli¢nih
biomolekul z maso visjo od 100000 Da. ESI se uporablja pri uvajanju vzorca iz LC v MS in
poteka pri atmosferskem tlaku in pri sobni temperaturi, kar omogoca u¢inkovito ionizacijo
termolabilnih vzorcev. V primeru, da s to metodo ionizacije dobimo anione govorimo o
negativni ESI, ¢e pa dobimo katione govorimo o pozitivni ESI. Negativno ESI uporabljamo
kadar imamo v vzorcu analite s funkcionalnimi skupinami, ki oddajajo proton (fenolni
alkohol, karboksilna skupina), pozitivho ESI pa kadar ima analit v svoji strukturi

funkcionalno skupino ki sprejme proton (aminska skupina) (30).

Do nastanka ionov prihaja na ionskem izvoru tako, da vzorec iz kromatografske kolone
potuje skozi jekleno iglo, na konici katere je napetost nekaj kilovoltov, ki pri razprsevanju
skozi to iglo povzro¢i nastanek nabitih kapljic. Kapljice nato potujejo do susilne kapilare,
kjer pride pod pretokom susSilnega plina do izhlapevanja topila. Izhlapevanje topila povzro¢i

zgostitve naboja na povrsini kapljic, kar v neki tocki privede do locitev kapljic na manjse.
12
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Proces se veckrat ponovi dokler topilo popolnoma ne izpari in ne dobimo nabitih molekul

analita. Te nabite molekule nato skozi kapilaro prehajajo do masnega analizatorja (30).

Razvrséanje ionov

Na masnem analizatorju pride najprej do razvrscanja ionov glede na razmerje med maso in
nabojem (m/z). Najpogosteje se sklopljeni z LC in GC uporabljajo naslednji masni
analizatorji: enojni in trojni kvadrupolni analizator (ang. Quadropole), analizator z ionsko
pastjo (ang. IT — ion trap), analizator Casa preleta (ang. TOF — time of flight) in FT-ICR
(ang. Fourier Transform — ion cyclotron resonance) (30).

Enojni in trojni kvadrupolni masni analizator

Pri enojnem kvadrupolnem masnem analizatorju ioni potujejo od ionskega izvora v
kvadrupol, ki je sestavljen iz S$tirih nerjavecih palic hiperbolicne oblike. Te palice so
priklopljene na vir direktne in izmeni¢ne napetosti, ki preko razli¢no nabitih elektrod
ustvarjajo oscilirajoce elektricno polje, ki omogoca prehod izbranemu ionu s to¢no
dolocenim razmerjem m/z. Enojni kvadrupolni analizator omogoca snemanje spektrov za
ione na masnem analizatorju samo pri dolo¢enem razmerju m/z, takrat govorimo o SIM
nac¢inu (ang. Single ion monitoring) in tudi v izbranem Sirokem spektru vrednosti m/z (ang.
SCAN mode). Pri SIM nacinu ima metoda vec¢jo obcutljivost kot pri SCAN nacinu vendar
ne omogoca potrditve identitete spojine. Pri SIM nacinu sta vrednosti LOD (meja
zaznavnosti, ang. Limit of detection) in LOQ (meja dolocitve, ang. Limit of quantification)

za preiskovani ion ob¢utno nizji kot pri SCAN nacinu (30).

Trojni kvadrupolni analizator omogoca, da pridobimo masne spektre fragmentov Ze vnaprej
izbranih ionov. Trojni kvadrupol sestoji iz dveh kvadrupolov oz. masnih filtrov med
katerima se nahaja kolizijska celica. Analiti po ionizaciji vstopijo v prvi kvadrupol, kjer
izberemo to¢no dolocen ion, ki ga vodimo v Kkolizijsko celico, Kjer ta razpade na fragmente.

Nastale fragmente nato lo¢imo v drugem kvadrupolu in detektiramo na detektorju (30).

Glavna prednost trojnega kvadrupola pred enojnim kvadrupolom je, da lahko ione z istim
razmerjem m/z $e dodatno fragmentiramo in jih nedvoumno dolo¢imo na podlagi masnega
spektra njihovih fragmentov. Pri trojnem kvadrupolnem analizatorju v prvem kvadrupolu
izberemo ione s to¢no dolo¢enim razmerjem m/z, ioni z vi$jim ali niZjim razmerjem m/z
kvadrupol zapustijo ali pa se zaletijo v palice. Izbrani ioni zapustijo prvi kvadrupol in
preidejo v kolizijsko celico, kjer pride zaradi trkov do razpada na fragmentne ione (CID —

ang. Collision induced dissociation). Do fragmentacije lahko pride zaradi trkov med ioni,
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zaradi interakcije iona s kolizijskim plinom, interakcije s posebno povrsino kolizijske celice
ali zaradi obsevanja z laserjem. Izbrani ioni nato potujejo do drugega kvadrupola, kjer
ponovno pride do locitve in izbora h¢erinskih ionov, ki jih Zelimo detektirati. lone na
masnem analizatorju lahko spremljamo samo pri dolo¢enem razmerju m/z (SIM nacinu), ali
pa izbranem Sirokem spektru vrednosti m/z (ang. Scan mode). Kadar spremljamo samo en
prekurzorski in fragmentni ion govorimo o0 SRM prehodu (ang. Single Reaction Monitoring),
kadar pa spremljamo ve¢ prekurzorskih in fragmentnih ionov pa je govora o MRM prehodu
(ang. Multiple reaction monitoring). lon z najve¢jim odzivom uporabimo za kvantitativno
analizo, medtem ko odzivi preostalih ionov istega analita potrjujejo njegovo identiteto. Pri
masnem analizatorju je klju¢nega pomena visok vakuum, ki preprecuje trke med

posameznimi ioni ter izgubo naboja (30, 33).

Za detekcijo se praviloma uporablja fotopomnoZzevalka z dvema dinodama, ki sta nameséeni
pravokotno na tok ionov in se tako uspesno izogibata trkom z nevtralnimi molekulami hkrati
pa privlacita visoko nabite molekule. Ob trku preiskovanih ionov s prvo dinodo pride do
izbitja elektronov, ki ob trku z drugo dinodo iz nje izbijejo elektrone, ki se usmerijo v
pomnozevalnik, kjer se elektronski tok oja¢a do merljivega elektri¢nega toka, na podlagi

intenzitete katerega dolo¢imo $tevilo trkov pri posameznem razmerju m/z (33).

Kvantitativno vrednotenje

V prejsnjih dveh poglavjih opisana analizna metoda omogoca tudi kvantitativno dolocitev
izbranih spojin, ki se jo izra¢una na podlagi primerjave povrsine kromatografskih vrhov
vzorcev in standardov z znano koncentracijo analita. Metoda za kvantitativno dolo¢itev je
relativna, izra¢un koncentracije pa temelji na uporabi metod standardnega dodatka, internega
standarda (1S) ali eksternega standarda. Pri metodi internega standarda, dodamo v vse vzorce
in standarde to¢no dolo¢eno znano koli¢ino IS. Glavno prednost metode IS predstavlja to,
da je IS izpostavljen vsem kriticnim to¢kam tekom celotne analize in tako zmanjsa vpliv
napak pri delu in sprememb v odzivnosti in§trumenta na kon¢ni rezultat. Preiskovani analit
in IS morata imeti podobne fizikalno kemijske lastnosti in ¢imbolj podoben retencijski Cas.
V primeru uporabe tehnike GC-MS in LC-MS/MS se kot IS po navadni uporabljajo
izotopsko oznaceni analogi osnovnih spojin, ki se lo¢ijo na podlagi odziva na masnem

detektorju (30, 33).
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2. Namen dela

Antidepresivi, ki se nahajajo v vodnem okolju, zaradi motenj homeostaze centralnega in

perifernega zivCevja, predstavljajo nevarnost za normalen razvoj Stevilih organizmov, tudi

Cloveka (4).

Cilj naloge je razviti analizno metodo za dolo¢anje SER v vodnem okolju. Kljub njegovi
veliki porabi glede na ostale antidepresive, do danes v Sloveniji se ni bila izvedena nobena
raziskava v kateri bi dolo¢ali koncentracijo SER v odpadnih in povrSinskih vodah. Ker se
SER nahaja v okoljskih vodah v zelo nizkih koncentracijah (ng/L), bomo izvedli
koncentriranje in izolacijo vzorca z ekstrakcijo na trdnem nosilcu (SPE), kon¢no analizo pa
z LC-MS/MS metodo. Pri optimizaciji ekstrakcije na trdnem nosilcu se bomo osredotocili
na izbor primerne ekstrakcijske kolone, izbor primernega pH-ja vzorcev za nanos na kolono,
izbor primernega topila za elucijo in volumna topila za elucijo. V sklopu razvoja SPE bomo
ovrednotili tudi izgube pri pripravi vzorcev v koraku nanosa na kolone in v koraku spiranja
kolon. V prvem delu optimizacije postopka priprave vzorcev bomo uporabili analizno
metodo GC-MS. Pri analizi s to metodo bomo uporabili ze vpeljano metodo za dolo¢anje
SER, saj bo smisel prvega dela poskusov optimizirati ekstrakcijo na trdnem nosilcu. V
drugem delu poskusov bomo optimizirano ekstrakcijo na trdnem nosilcu uporabili v sklopu
z LC-MS/MS metodo. Pri LC-MS/MS metodi se bomo osredotocili na optimizacijo pogojev
na koloni in detektorju, tako, da bomo lahko SER detektirali in kvantificirali v ¢im niZjih
koncentracijah. Optimizirano metodo bomo nato validirali na ekstrahiranih vzorcih

standardov v Cisti povrSinski in odpadni vodi.

Po zakljuceni optimizaciji in validaciji bomo metodo preizkusili tudi na okoljskih vzorcih
povrsinskih in odpadnih vod. S tem bomo dobili podatke o prisotnosti SER v povrsinskih in
odpadnih vodah v Sloveniji. Ti podatki zaenkrat pri nas se ne obstajajo, domnevamo pa, da
se SER nahaja v povrsinskih vodah zelo nizkih koncentracijah (okoli 1 ng/L), saj slovenske
reke zaradi nizke poseljenosti niso mo¢no obremenjene z odpadnimi zdravili in njihovimi

metaboliti.
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3. Materiali in metode

3.1 Materiali

3.1.1 Reagenti in topila

Preglednica V1. Reagenti in topila uporabljena pri razvoju metode SPE in LC-MS/MS

Ime Proizvajalec

MeOH J.T. Baker, Deventer, Nizozemska

Acetonitril (ACN) J.T. Baker, Deventer, Nizozemska

ACN LC-MS Fluka, Sigma-Aldrich, Steinheim

Cistote Nemcija

Aceton J.T. Baker, Deventer, Nizozemska

i Ll Merck, Darmstadt, Nemcija

Surapor

EtAc J.T. Baker, Deventer, Nizozemska

DM J.T. Baker, Deventer, Nizozemska

SeailiEraveis Instltut__Jozef Stefan, Ljubljana,
Slovenija

Trietilamin (TEA) Slgm:a_-.AIdrlch, Steinheim,
Nemcija

Piridin Acros organics, Geel , Belgija

Acetandhidrid Slgmva'-.AIdrlch, Steinheim,
Nemcija

Stisnjen dusik Messer, Ruse, Slovenija

Natrijev hidroksid Slgmia_-.AIdrlch, Steinheim,
Nemcija

Ocetna kislina Slgmia_-.AIdrlch, Steinheim,
Nemcija

3.1.2 Vzorci povrsinskih in odpadnih vod

Cistost

>99,9%
>99,9%

>99,9%

>99,9%
98-
100%
>99,9%
>99,9%

/

>99,9%
>99,8%
>99,9%
/

>97,0%

>99,7%

Empiri¢na
formula
CHsOH
CHsCN

CHsCN
(CH3).CO
HCOOH

CH3COOC2Hs
CHCl»

H.O

(CoHs)sN
CsHsN
(CHsC0).0
N2

NaOH

CHsCO2H

MM
(g/mol)
32,04
41,05

41,05
58,08
46,03

88,11
84,93

18,02

101,19
79,10
102,09
28,03
40,00

60,05

Pri analizi okoljskih vzorcev smo analizirali 4 vzorce povrSinskih vod in 4 vzorce odpadnih

vod. Pri odpadnih vodah smo analizirali vzorce iz dveh Cistilnih naprav, prvi vzorec je

predstavljal pritok odpadne vode, drugi vzorec pa odtok precis€ene odpadne vode

(Preglednica VII).
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Preglednica VII: VVzorci okoljskih vod

Ime vzorca  Vrsta vzorca Kraj zajema Cas zajema

Vz1 Povr§inska voda Reka Ljubljanica Spica, Ljubljana 11.4.2014 09:15
Vz2 Povriinska voda Reka Krka pred CN, Novo mesto 11.4.2014 10:45
Vz3 Povrsinska voda Reka Krka po CN, Novo mesto 11.4.2014 10:15
Vz4 PovrSinska voda  Reka Ljubljanica Zalog, Ljubljana 11.4.2014 14:16
Vz5 Odpadnavoda  CN Novo mesto dotok 11.4.2014 10:40
Vz6 Odpadnavoda €N Novo mesto odtok 11.4.2014 10:30
Vzi Odpadna voda CN Ljubljana dotok 11.4.2014 14:35
Vz8 Odpadnavoda  CN Ljubljana odtok 11.4.2014 14:45

3.1.3 Vode za pripravo delovnih raztopin SER

Za pripravo delovnih raztopin SER za validacijo smo uporabili povrsinsko vodo, ki smo jo
vzor¢ili iz reke I$ke v ISkem Vintgarju dne 4.6.2014 ob 17:05. Ta povrSinska voda ne vsebuje
SER. Vodo smo prenesli v laboratorij v plastiénem vsebniku, nato pa smo jo prelili v litrske
steklenice, ki smo jih shranili v skrinji pri -25 °C. Za pripravo standardnih raztopin v odpadni
vodi smo uporabili sinteti¢no odpadno vodo, ki smo jo pripravili tako, da smo v vodi iz pipe
raztopili hranila in minerale. Uporabili smo naslednje snovi: ekstrakt kvasa (130 mg/L),
pepton iz kazeina (130 mg/L), ekstrakt mesa (130 mg/L), CHsCOONH4 (317 mg/L), NH4Cl
(40 mg/L), KoHPO4 (24 mg/L), KH2PO4 (8 mg/L), CaCOs3 (100 mg/L), MgCO3 (100 mg/L),
NaCl (40 mg/L) in FeSO4+7H20 (5 mg/L). CH3COONH4, NH4Cl, KH2PO4, MgCOs3 in
FeSO4+7H20 so bile proizvedene v Mercku, Darmstadt, Nem¢ija. Mesni ekstrakt, ekstrakt
kvasa in pepton iz kazeine so proizvodi Fluke, (Steinheim Nemc¢ija), KoHPOj4 je proizvod
Kemike (Zagreb, Hrvaska), CaCOz3 je proizvod Carlo Erba (Milano, Italija), NaCl pa
proizvaja Riedel-de Haén (Seelze-Hannover, Nemcija) (34). Sinteti¢no odpadno vodo smo

pripravili dan pred validacijo in jo do validacije shranili v hladilniku pri 5 °C.
3.1.4 Standard in interni standard

Standard: Sertralin hidroklorid; stopnja Cistosti > 99,9 %; donacija farmacevtskega
podjetja.

Interni standard 1: Paroksetin maleat; stopnja ¢istosti > 98,0%; Sigma-Aldrich, Steinheim,
Nemcija.

Interni standard 2: Sertralin-d3 hidroklorid (trikrat devteriran SER - SER-d3), stopnja
Cistosti > 98,0 %; Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcija.

17



Smidhofer Ziga Magistrska_naloga

Preglednica VI1II: Osnovne lastnosti standardov

Ime spojine Strukturna formula Empiri¢na formula ~ MM (g/mol)
pn-CHe
SER 0
hidroklorid A . C17H17NCl2+HCl1 342,69
Cl
Cl
p_D Cl
SER-d3 " e~ H-a CiDsHuCLN-HCI 34571
hidroklorid Hel O
F 'HO—<O=O>‘—OH
PAR, maleat 2\ jge C19H20FNO3*CsH404 445,44

3.1.5 Naprave in pribor

e Ultrazvocni &istilnik Sonis 4, Iskra, Sentjernej, Slovenija
e Mesalnik Vibromix 114 EV, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija
e pH meter; pH330 —set 1, WTW, Weilheim, Nemcija
e Avtomatske pipete 20-200 uL, 100-1000 pL in 1000-5000 pL; Eppendorf,
Hamburg, Nemcija
e Avtomatske pipete 2-20 uL, 20-100 pL, 200 -1000 pL in 1000-5000 pL; Gilson,
Middleton, ZDA
e Steklovina: ¢ase, merilne bucke, Pasteurjeva pipeta, steklena palcka, Colnic¢ek za
tehtanje, merilni valj, stekleni lij, viale, Biichnerjev lij in Biichnerjeva bucka.
e Ostali inventar: Prizema, mufa, najlonski filter, nitrocelulozni filtri, zamaski za
viale, Stoparica Hanhart, nastavki za pipete, kovinske spatule, Parafilm M...
e Sistem za ekstrakcijo na trdnem nosilcu:
o Steklena kadicka za SPE Supelco Visiprep™ DL SPE Vacuum Manifold
(Supelco, Bellefonte, Pennsylvania, ZDA)
o Vakuumska ¢rpalka Milipore WP6111560 (Merck Millipore, Billerica,
Massachusets, ZDA)
o SPE kolone: Oasis® HLB 60 mg (Waters, Massachusets, Milford, ZDA);
Strata™-X 33 um polymeric reversed phase 60 mg/3 ml (Phenomenex,
Torrance, California, ZDA)
o Plasti¢ne cevke, plasti¢ne brizge

e Analitski sistem GC-MS HP 6890 (Hewlett-Packard, Palo Alto, ZDA)
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o S kapilarno kolono DB-5 MS (Agilent Technologies, Santa Clara, California,
ZDA) dolzine 30 m, s premerom 0,25 mm in debelino SF 250 um.

e Analitski sistem LC-MS/MS: Agilent 1290 Infinity LC in Agilent 6460 Triple
Quadropole Jetstream® LC-MS (Agilent Technologies, Santa Clara, California,
ZDA)

o Agilent 1290 Infinity LC vkljucuje razplinjevalec, binarno ¢rpalko, avtomatski
vzorcevalnik, termostat za kolono, UV-VIS detektor (DAD)

o Agilent 6460 Triple Quadropole Jetstream LC-MS z Jetstream® ESI ionskim
izvorom.

o Kromatografska kolona: Kinetex C18, 50x2,1 mm, 2,6 um (Phenomenex,
Torrance, California, ZDA)

o Predkolona: Luna C18(2) 4x2 mm (Phenomenex, Torrance, California, ZDA)
MassHunter - programska oprema za krmiljenje in obdelavo podatkov.

3.2 Metode
3.2.1 Razvoj in optimizacija
3.2.1.1 SPE

Priprava raztopin
Priprava raztopin standardov SER in IS

Raztopine standarda za SER in PAR smo pripravili tako, da smo najprej natan¢no zatehtali
priblizno 1 mg posameznega standarda vsakega v svojo v 10 mL bucko. Bucki smo nato z
MeOH dopolnili do oznake. Raztopino PAR smo $e 10-krat red¢ili, tako da smo 1 mL
osnovne raztopine odpipetirali v 10 mL bucko in jo z MeOH dopolnili do oznake. Osnovno
raztopino standarda SER smo najprej redc¢ili 10- in 100-krat. Nato pa smo 100-krat
razred¢eno raztopino SER red¢ili $e 10- in 100-krat. Raztopino standarda SER-d3 smo
pripravili tako, da smo 1 mL standarda v obliki hidroklorida s koncentracijo 100 pg/mL iz
viale prenesli v 20 mL bucko in z MeOH dopolnili do oznake. Raztopino smo nato red¢ili
Se 10- in 100-krat. Standard PAR smo uporabljali na zacetku raziskav vendar smo ga kasneje
zamenjali s SER-d3. Pripravljeni standardi so prikazani v preglednici IX. Tako pripravljene

raztopine standardov smo shranili zasc¢itene pred svetlobo v hladilniku pri 5 °C.

19



Smidhofer Ziga Magistrska_naloga

Preglednica IX: Raztopine standardov SER, paroksetina in SER-d3

Ime Koncentracija pg/mL ldentiteta standarda
Stl 88,3 SER
St2 8,83 SER
St3 8,83x101 SER
St4 8,83x102 SER
St5 8,83x1073 SER
ISP1 101 PAR
ISP2 10,1 PAR
IS1 4,47 SER-d3
IS2 4,47x101 SER-d3
IS3 4,47x107? SER-d3

Priprava delovnih raztopin standarda SER v destilirani vodi

Priprava delovnih raztopin za optimizacijo SPE z GC-MS analizno metodo

Za potrebe razvoja SPE s pomo¢jo GC-MS smo pripravili dve delovni raztopini standarda
SER v 200 mL destilirane vode, ki sta prikazani v preglednici X. Za vrednotenje uspes$nosti
ekstrakcije vzorcev smo hkrati pripravili standarde raztopine SER in IS v 2 mL vialah.
Pripravili smo jih tako, da smo v vialo odmerili iste koli¢ine IS in SER kot pri delovnih
raztopinah SER Razl in Raz2. Raztopine v vialah smo posusili do suhega, acetilirali,
ponovno posusili in raztopili v 0,5 mL EtAc, s ¢imer smo dobili koncentracijo, ki ustreza
koncentraciji SER v Razl in Raz2 po 100% ekstrakciji. Tako smo pripravili standardne
raztopine stRazl in stRaz2. V prvem delu razvoja metode smo zaradi nizje obcutljivosti GC-
MS instrumenta uporabljali visoke koncentracije preiskovanega analita (ug/L). Visoke
koncentracije smo uporabili tudi zaradi tega, ker smo tako lazje vrednotili izgube pri nanosu

in pri spiranju vzorca.

Preglednica X: Delovne raztopine standarda SER v destilirani vodi

Ime Izhodni standard VVolumen dodanega standarda  Kon¢na koncentracija
SER (uL) (ng/L)

Razl St2 200 8,83

Raz2 St2 500 22,1

Priprava delovnih raztopin za optimizacijo SPE z LC-MS/MS analizno metodo

Zanamene dokon¢nega razvoja SPE z metodo LC-MS/MS smo pripravili delovne raztopine
SER v 200 mL destilirane vode v koncentracijskem obmocju od 1,02 ng/L do 8,83 pg/L

(Preglednica XI). Hkrati smo pripravili $e standardne raztopine stRaz3 - stRaz7. Pripravili
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smo jih tako, da smo v 2 mL viale odpipetirali isto koli¢ino standarda SER in IS kot pri
vzorcih raztopin standardov SER. Tako pripravljene vzorce smo pred analizo posusili do
suhega in raztopili v 0,5 mL topila za LC-MS/MS analizo (MeOH:H,0=1:1).

Preglednica XI: Delovne raztopine standarda SER v destilirani vodi

Ime Izhodni standard Volumen dodanega standarda Kon¢na koncentracija
SER (uL) (ng/L)

Raz3 St5 23 1,02x1073

Raz4 St5 230 1,02x10

Raz5 St4 57 2,52x1072

Raz6 St3 113 0,499

Raz7 St2 200 8,83

Optimizacija SPE z GC-MS analizo

V prvem delu optimizacije SPE smo uporabili GC-MS analizno metodo. Za izhodi$¢ni
protokol za optimizacijo SPE smo privzeli pogoje postopka ekstrakcije, katere so v tem
laboratoriju Ze uporabljali pred nasim delom za $tudijo fotorazgradnje SER. Postopek je

predstavljen v preglednici XII.

Preglednica XII: Postopek priprave vzorcev z SPE za analizo z GC-MS

Korak Podrobnosti

Priprava vzorcev v destilirani vodi 200 mL

Kondicioniranje kolone 3 mL MeOH

Ekvilibracija kolone 3 mL destilirane H20

Nanos vzorca Raz1 ali Raz2 (pretok > 2 mL/min)
Susenje Pri podtlaku vsaj pol ure do sipkega
Elucija 3 x1mL MeOH

Prvo susenje Z N2 do 0,5 mL pri 40°C

Prenos 0,5 mL vzorca v vialo in spiranje s 3
x 300 nL MeOH

Dodatek 1S 200 uL ISP2 oz. kasneje 200 uL IS1

Susenje do suhega Pri 40°C s prepihovanjem z N2
5 uL piridina in 15 pL acetanhidrida - 1 uro

Kvantitativni prenos v 2 ml vialo

Acetiliranje i . .
pri sobni temperaturi
Susenje do suhega Pri 40°C s prepihovanjem z N2
Raztapljanje v topilu za analizo na
GC-MS 0,5 mL EtAc

V prvem delu optimizacije SPE smo preucevali naslednje spremenljivke:

e Izbor primerne kolone za SPE,

e iskanje izgub pri SPE,
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e dolocitev optimalne hitrosti pretoka pri nanosu na kolone,
e izbor topila za elucijo,
e izbor primernega pH-ja za nanos vzorcev,

e vpliv koncentracije MeOH v fazi spiranja kolon.

Optimizacija SPE z LC-MS/MS analizo

Po koncanem prvem delu optimizacije smo delno optimiziran postopek priprave vzorcev
ovrednotili z analizno metodo LC-MS/MS. Bili smo mnenja, da lahko pri postopku priprave
vzorcev z LC-MS/MS bolje ovrednotimo izgube in postopek priprave vzorcev Se izboljsamo.
Za namene drugega dela razvoja SPE smo uporabili Ze delno optimiziran postopek priprave

vzorcev, ki je prikazan v preglednici XIII.
V drugem delu optimizacije SPE smo vrednotili naslednje parametre:

e Ponovljivost postopka priprave vzorcev,

e iskanje izgub v fazi nanosa vzorca na kolone,

e vpliv deleza MeOH v vodi v fazi spiranja kolon,

¢ vpliv kvantitativnega prenosa na izkoristek ekstrakcije,

e vrednotenje izkoristka pri razli¢nih koncentracijah

e in dolocanje vzroka kontaminacije vzorcev.

Preglednica XI1I: Postopek priprave vzorcev s SPE za analizo z LC-MS/MS

Korak

Priprava vzorcev v destilirani vodi
Kondicioniranje kolone prvi¢
Kondicioniranje kolone drugi¢
Ekvilibracija kolone

Nanos vzorca

Susenje

Elucija

Prvo susenje

Kvantitativni prenos v 2 ml vialo

Dodatek 1S
Susenje do suhega

Raztapljanje v topilu za analizo z LC-
MS/MS

Podrobnosti

200 mL; pH=11,3

3 mL DM:ACN=1:1

3 mL MeOH

3 mL destilirane vode

Razl - Raz7 (pretok < 1,67 mL/min)
Pri podtlaku vsaj pol ure do sipkega
3x1mL2% TEA v DM:ACN=1:1
Z N2do 0,5 mL pri 40°C

Prenos 0,5 mL vzorca v vialo in spiranje s 3 x
300 uL DM:ACN=1:1

45 nL IS2 ali 45 pL IS3

Pri 40°C s prepihovanjem z N2

0,5 mL H20:MeOH=1:1
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3.2.1.2 Analizna metoda GC-MS

Postopek dela

Eluirane in posuSene vzorce smo morali pred analizo na GC-MS S$e derivatizirati. \Vzorce
smo po eluciji najprej posusili do 0,5 mL in jih prenesli v 2 mL vialo, dodali smo jim znano
koli¢ino IS in jih posusili do suhega. Posusenim vzorcem smo dodali 5 pL topila piridina in
15 uL anhidrida ocetne kisline in jih pustili za eno uro pri sobni temperaturi zas¢itene pred
svetlobo, da je reakcija potekla. Nato smo vzorce popolnoma posusili in jih raztopili v 0,5
mL EtAc. Tako pripravljene vzorce smo nato aplicirali na sistem GC-MS. Postopek priprave
vzorceV je prikazan v preglednici XII.

Pogoji meritev GC-MS

Loc¢bo analitov smo izvajali s plinskim kromatografom HP 6890 s kapilarno kolono DB-5
MS dolzine 30 m, s premerom 0,25 mm in debelino stacionarne faze 250 pm. Pogoji za
lo¢bo na plinskem kromatografu so prikazani v preglednici X1V in XV. Vzorce smo pred
lo¢bo ionizirali z EI. Energija za ionizacijo je znaSala 70 eV. Masne fragmente smo
detektirali v SIM nacinu, pri ¢emer smo sledili fragmentnim ionom za SER z razmerjem

m/z=347 in m/z=349, za PAR m/z=234 in m/z = 371 ter SER-d3 m/z=350 in m/z=352.

Preglednica X1V: Nastavitve GC-MS za analizo SER

Parameter Podrobnosti

Nosilni plin Helij

Hitrost nosilnega plina 1 mL/min

Temperatura injektorja 270 °C

Nacin injiciranja Splitless

Volumen injiciranja 1 uL

Temperaturni program Prikazano v preglednici XV
Temperatura vmesnika 250 °C

Cas locbe 18 min

Preglednica XV: Temperaturni program segrevanja peci plinskega kromatografa

Temperatura Hitrost naraScanja temperature (°C/min) Cas (min)
100 °C 0 0-2

do 300 °C 20 2-12

300 °C 0 12-18

3.2.1.3 Analizna metoda LC-MS/MS

Drugi del optimizacije metode ekstrakcije vzorcev in validacijo smo izvedli z LC-MS/MS

metodo. S prehodom na novo metodo analize smo prav tako morali modificirati metodo
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priprave vzorcev. Za potrebe analize z LC-MS/MS nam vzorcev ni ve¢ potrebno acetilirati
ampak jih po eluciji samo posusimo do suhega in rekonstruiramo v 0,5 mL topila za
nadaljnjo analizo z LC-MS/MS (H20:MeOH=1:1). To metodo smo najprej razvili na

standardnih raztopinah in jo nato uporabili za vrednotenje ekstrahiranih vzorcev.

Priprava raztopin

Za namene optimizacije parametrov LC-MS/MS smo pripravili raztopine SER in IS v 0,5
mL topila za analizo z LC-MS/MS. VVzorce smo pripravili tako, da smo najprej v 2 mL vialo
odpipetirali znan volumen standardne raztopine SER in 45 uL IS3 (preglednica XVI).
Vzorce smo nato posusili pri 40°C pod pretokom dusika in jih nato rekonstruirali v 0,5 mL

topila za analizo.

Preglednica XVI: Priprava vzorcev za optimizacijo parametrov LC-MS/MS

. Volumen . Primerljiva
Vzorec g:r?g;rld dodanega St x}fgnscﬂg?;gl?)ER koncengracija v 200
SER(uL) ’ mL vzorca (ng/L)
VzMsl St2 200 35,3x10? 8,83x10°
VzMs2 St5 23 0, 424 1,02
VzMs3 St4 57 10,1 25,2

Optimizacija parametrov LC-MS/MS

MS/MS

S pomocjo programa Optimizer, ki je del programske opreme MassHunter smo z vzorcem
VzMsl definirali MRM prehode, optimalne kolizijske energije in fragmentor. Fine

nastavitve parametrov smo dolocili z vzorcema VzMs2 in VzMs3.

LC

Kot izhodi§¢no mobilno fazo smo uporabili 0,1% mravljin¢no kislino (MFA) in ACN
(MFB), ki predstavljata primerno MF za analizo v pozitivnem ESI, kar potrjujejo tudi
podatki iz literature (10). Uporabili smo C-18 kolono Kinetex s »core-shell« delci. Kolona
je optimalna za doseganje ozkih vrhov, kar izboljSa obcutljivost metode. V sklopu razvoja
LC smo spreminjali gradient programa izpiranja in pretok. Oba parametra smo optimizirali

glede na cas analize in obcutljivost metode.
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3.2.2 Optimizirana analizna metoda
3.22.1 SPE

Optimiziran postopek po katerem smo pripravili vzorce za analizo z LC-MS/MS je
podrobneje predstavljen v preglednici XVII. Pri optimizirani metodi smo uporabili kolone
HLB Oasis®. Kolone smo najprej kondicionirali s 3 mL topila ACN:DM=1:1, katerega smo
pustili stati na koloni 5 minut. Nato smo topilo spustili skozi kolono in dodali 3 mL MeOH,
s katerim smo sprali ostanek prej$njega topila. Za ekvilibracijo smo uporabili 3 mL
destilirane vode. VVzorce smo pripravili v 200 mL destilirane vode oz. kasneje v 200 mL
povrsinske vode. Vzorce smo iz ¢as prelivali v 60 mL brizge, ki smo jih pritrdili na kolone
(Slika 3). Cas nanosa vzorceV je znasal ve¢ kot uro in pol. Po nanosu vzorcev smo kolone
spirali s 6 mL 40% raztopine MeOH v destilirani vodi. Spiranje je trajalo 15 sekund. V
naslednjem koraku smo kolono posusili s pomocjo podtlaka. Sledila je elucija neposredno v
2 mL viale. Kot topilo za elucijo smo uporabili 2% TEA v topilu ACN:DM=1:1. Elucijo
smo izvedli v treh korakih, vsaki¢ s po 0,6 mL. Po eluciji je sledilo susenje vzorca pod
pretokom N2 do suhega pri 40 °C. Po suSenju smo vzorce rekonstruirali v topilu
MeOH:H20=1:1. Vzorce smo raztopili s pomoc¢jo mesanja na vibracijskem mesalniku za 15
sekund. Tako pripravljene vzorce smo analizirali na LC-MS/MS pod pogoji navedenimi v
naslednjem poglavju. Vse kolone, ki smo jih uporabili so bile za 1-kratno uporabo.

Podrobnosti optimiziranega postopka so prikazane v preglednici XVII.

Preglednica XVII: Optimizirana SPE metoda

Korak Podrobnosti

Priprava vzorcev v destilirani vodi 200 mL

Kondicioniranje kolone 1 3 mL DM:ACN=1:1
Kondicioniranje kolone 2 3 mL MeOH

Ekvilibracija kolone 3mL H20

Nanos vzorca pretok < 1,67 mL/min
Spiranje 6 ml 40% MeOH v H20
Susenje Vsaj pol ure do sipkega
Elucija 3x0,6 mL 2% TEAv DM:ACN=1:1
Dodatek IS 45 uL 1S3

Susenje do suhega Pri 40°C s prepihovanjem z N2
Raztapljanje v topilu 0,5 mL H,O0:MeOH=1:1
Mesanje na vibracijskem mesalniku 15 sekund

Analiza LC-MS/MS
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Slika 3: Prikaz nanosa vzorcev na kolone

3.2.2.2 LC-MS/MS

Metoda MS/MS

Za analizo preiskovanih analitov smo uporabljali masni analizator Agilent 6460 sklopljen s

trojnim kvadrupolnim MS/MS analizatorjem. Kot vir ionizacije smo uporabili pozitivno

ionizacijo z razprSevanjem raztopin v elektricnem polju (ESI). V preglednici XVIII so

prikazane nastavitve masnega analizatorja.

Preglednica XVIII: Nastavitve masnega analizatorja za analizo SER

Parameter

Susilni plin
Nebulizacijski plin
Jetstream® plin
Napetost na kapilari
Nozzle voltage®
EMV

SER: MRM prehod, kolizijska energija (CE),

SER-d3: MRM prehod, kolizijska energija (CE),

Fragmentor

Sirina masne lo¢ljivosti na prvem kvadrupolu
Sirina masne lo¢ljivosti na drugem kvadrupolu
Razdelilni ¢as (dwell time)
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Podrobnost

275 °C pri 10 mL/min

45 psi

350 °C pri 11 mL/min

3000 V

ov

300V

306 > 275; 8 (kvantifikacija)
306 > 159; 20 (kvalifikacija)

309 > 275, 8 (kvantifikacija)
309 > 159, 20 (kvalifikacija)
60 V

1 Da

1Da

100 ms
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Metoda LC
Locba na koloni je potekala pod pogoji, ki so prikazani v preglednici XIX.

Preglednica X1X: Nastavitve in pogoji LC za analizo SER

Parameter Podrobnost
Temperatura kolone 50 °C
V injiciranja vzorca 1 uL

Spiranje injektorja 80 % MeOH

0,1 % mravlji¢na kislina (MFA) in ACN (MFB) po
gradientnem programu (preglednica XX)

Cas analize 3 minute

Mobilna faza

Preglednica XX: Gradientni program LC za analizo SER

Cas (min) Delez MFA (%) Pretok (mL/min)
0 95 0,35

1,1 90 0,35

1,3 50 0,65

2 40 0,65

2,1 95 0,65

3.2.3 Validacija metode SPE z LC-MS/MS

3.2.3.1 Validacija z ekstrahiranimi vzorci standardov SER v povrsinski vodi in

sinteti¢ni odpadni vodi

Priprava raztopin

Priprava delovnih raztopin standarda SER povrsinski vodi

Za potrebe validacije metode na ekstrahiranih vzorcih smo pripravili 6 razli¢cnih delovnih
raztopin SER v 200 mL povrsinske vode v koncentracijskem obmocju med 1,02 in 49,9
ng/L. Vsem vzorcem, razen tistim za dolo¢anje izkoristka ekstrakcije, smo dodali 45 pL IS3
pred ekstrakcijo. VVzorce smo pripravili tako, da smo najprej povrsinsko vodo iz reke Iska,
ki nima prisotnega SER, prefiltrirali skozi nitrocelulozni filter z velikostjo por 1,2 um nato
pa Se skozi najlonski filter z velikostjo por 0,45 um. Tako pripravljeno vodo smo odmerili v
¢ase (V =200 mL) ter jim dodali to¢no dolo¢en volumen standarda SER in IS (Preglednica
XXI). Za vrednotenje uspesnosti ekstrakcije smo pripravili standardne raztopine stVzV2,
stVzV4 in stVzV5. Pripravili smo jih tako, da smo v 2 mL viale odpipetirali isto koli¢ino
standarda SER in IS kot pri vzorcih delovnih raztopin standardov SER. Tako pripravljene
vzorce smo za potrebe analize z LC-MS/MS le posusili do suhega in raztopili v 0,5 mL topila
za LC-MS/MS analizo.
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Preglednica XXI: Priprava delovnih raztopin standardov SER v ¢isti okoljski vodi

v Izhodni St Volumen dodanega St ~ Koncentracija SER v 200 mL
zorec

SER SER(uL) (ng/L)
VzVl  St5 23 1,02
VzV2  St5 57 2,52
VzV3  St5 114 5,03
VzV4  St5 228 10,1
VzV5  St4 57 25,2
VZV6  St4 113 49,9

Priprava delovnih raztopin standarda SER v sinteti¢ni odpadni vodi

Za potrebe priprave umeritvene krivulje iz standardnih raztopin SER v 200 mL sinteti¢ne
odpadne vode smo pripravili 6 delovnih raztopin v koncentracijskem obmocju od 5,03 do
99,8 ng/L (Preglednica XXII). Delovne raztopine standardov SER v sinteti¢ni odpadni vodi

smo pripravili po istem postopku kot delovne raztopine standardov v povrsinski vodi.

Preglednica XXII: Priprava delovnih raztopin standardov SER v sinteti¢ni odpadni vodi

Izhodni St  Volumen dodanega St Koncentracija SER v 200 mL
Vzorec

SER SER(pL) (ng/L)
VzZVOl  St5 114 5,03
VzZVO2  St4 228 10,1
VZVO3  St4 57 25,2
VZVO4  St4 113 49,9
VZVO5  St4 226 99,8

Postopek dela

Validacijo na ekstrahiranih vzorcih standardov smo izvajali 4 zaporedne dni. Prvi dan
validacije smo pripravili tri paralelke vzorcev VzV1, VzV4 in VzV5, katerim smo IS dodali
Sele po ekstrakciji, s c¢imer smo ovrednotili izkoristek ekstrakcije pri razli¢nih
koncentracijah. Prvi dan smo prav tako pripravili vzorce VzV2, VzV4, VzV6 in VzZVO6 v
treh paralelkah. Tako smo spremljali selektivnost, ponovljivost in to¢nost znotraj enega
dneva. Drugi dan validacije smo v dveh paralelkah pripravili vzorce VzV2, VzV3, VzV4,
VzV5 in VzV6 z namenom doloCitve umeritvene krivulje ter vrednotenja meddnevne
ponovljivosti in to¢nosti. Tretji dan smo pripravili VzV2, VzV4 in VzV6 v dveh paralelkah
z namenom vrednotenja mednevne ponovljivosti in to¢nosti. Cetrti dan smo pripravili Se
vzorce VzVO1-VzVO5 v dveh paralelkah z namenom doloc¢itve umeritvene krivulje v
sinteti¢ni odpadni vodi. Pri vsaki analizi smo najprej pomerili slepe vzorce, nato pa Se vzorce
delovnih raztopin v naras¢ajocCih koncentracijah. Vsak vzorec smo v LC-MS/MS injicirali
3-krat.
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3.2.4 Vrednotenje metode

V sklopu vrednotenja analizne metode smo kot osnovo uporabili ICH smernico Q2 (R1) (35)
in FDA smernico za validacijo bioanaliznih metod (36). Pri validaciji metode smo vrednotili
izkoristek ekstrakcije pri razlicnih koncentracijah, selektivnost, linearnost, to¢nost,

ponovljivost ter mejo zaznavnosti in mejo dolocitve.

3.2.4.1 lzkoristek ekstrakcije

Izkoristek smo vrednotili pri vzorcih VzV1, VzV4 in VzV5 in sicer tako, da smo ekstrahirali
raztopine standardov SER, katerim smo dodali IS po ekstrakciji, t.j. Sele pred analizo z LC-
MS/MS. Pri validaciji naSe metode na ekstrahiranih vzorcih smo izkoristek ekstrakcije
izraCunali na podlagi primerjave razmerja odzivov SER/IS ekstrahiranih vzorcev z
razmerjem odzivov standardnih raztopin SER/IS primerljivih koncentracij (stVzV1, stVzV4
in stVzV5). Kot kriterij smo si zadali vrednost izkoristka nad 70% in RSD < 15%.

3.2.4.2 Selektivnost

Selektivnost smo dokazali z analizo vzorca topila za nadaljnjo analizo z LC-MS/MS, IS ter
standarda SER in IS v topilu za raztapljanje vzorcev. Dodatno smo selektivnost ovrednotili
tudi kvantitativno z dolocanjem odziva SER pri dveh MRM prehodnih za tri razli¢ne
koncentracije SER v ¢isti povrSinski vodi znotraj celotnega koncentracijskega obmocja
metode. Selektivnost smo prav tako ovrednotili na raztopini standarda v sinteti¢ni odpadni
vodi (VzV06). Odziv SER smo vrednotili pri MRM prehodih (306>275 in 306>129), pri
¢emer predstavlja prehod 306>275 osnovo za kvantitativno vrednotenje vsebnosti SER.
Selektivnost smo dolocili tako, da smo izracunali razmerje odzivov med MRM prehodoma
306>275 in 306>129. Rezultat smo podali kot povpre¢no vrednost razmerja pri posamezni

koncentraciji in RSD, ki naj bo nizji od 15%. To je bil tudi kriterij za selektivnost metode.

3.2.4.3 Linearnost

Linearnost smo preverjali na ekstrahiranih vzorcih v ¢isti okoljski vodi v obmo¢ju med 2,52
in 49,9 ng/L (Preglednica XXI) in na ekstrahiranih vzorcih v sinteti¢ni odpadni vodi v
obmod¢ju med 5,03 in 99,8 ng/L (Preglednica XXII). Linearnost smo vrednotili kot odvisnost
razmerja med odzivom SER in odzivom IS od koncentracije SER. Regresijsko premico smo
izraCunali na podlagi metode najman;jsih kvadratov, kot merilo za linearnost smo postavili

vrednost R%>0,99.
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3.2.4.4 Tocnost

Toc¢nost smo dolocali tako, da smo na podlagi odziva vzorca iz umeritvene premice
izracunali koncentracijo in jo primerjali z dejansko koncentracijo SER v vzorcu. Tocnost
znotraj enega dne smo dolocali pri treh razlicnih koncentracijah (VzV2,VzV24,VzV6;
Preglednica XXI) v treh paralelkah, ki so pokrivale celotno obmoc¢je meritev. Meddnevno
to¢nost smo dolocali v obdobju treh dni pri vzorcih istih koncentracij v dveh paralelkah.
Tocnost smo izracunali z uporabo enacbe: totnost[%] = (%) *100  pri ¢emer predstavlja
Ciizmerjeno koncentracijo, C; pa teoreti¢no koncentracijo. Kot kriterij pri dolocanju to¢nosti

na ekstrahiranih vzorcih smo upostevali vrednost 100 £15%.

3.2.4.5 Ponovljivost

Na ekstrahiranih vzorcih smo preucevali dnevno, meddnevno ponovljivost in ponovljivost
injiciranja pri treh razli¢nih koncentracijah (VzV2,VzV4,VzV6; Preglednica XXI). Rezultat
za ponovljivost injiciranja in ponovljivost metode smo podali v obliki relativnega
standardnega odklona (RSD). Za ponovljivost injiciranja smo postavili kriterij RSD< 5%,

za ponovljivosti celotne metode ekstrakcije vzorcev pa RSD< 15%.

3.2.4.6 Meja zaznavnosti in meja doloditve

Meje zaznavnosti v sklopu validacije nismo dolocali, saj smo imeli pri slepih vzorcih odziv
pri razmerju med maso in nabojem znacilnim za SER. Mejo dolo¢itve smo dolo¢ili na
podlagi dobljenih rezultatov umeritvene premice. Kriterij za postavitev te meje je ustrezna
toc¢nost (100+£20%) in ponovljivosti (RSD<20%) metode.

3.2.5 Analiza povrsinskih in odpadnih vod

Po zakljucku validacije smo metodo preizkusili tudi na realnih vzorcih povrSinskih (Vzl1-
Vz4) in odpadnih vod (Vz5-Vz8) (preglednica VII). Vsebnost SER smo dolocali v dveh
rekah. Na vsaki reki smo izbrali dve tocki zajema, tako smo lahko vrednotili vpliv Cistilne
naprave na prisotnost SER. V odpadnih vodah smo vrednotili vsebnost SER na dveh CN,
vzoréili smo odpadno vodo iz pritoka CN in odtoka. S tem smo ovrednotili sposobnost CN
za odstranjevanje SER iz okolja. VVzorce smo po zajemu zamrznili in jih do analize
shranjevali v skrinji pri -25 °C. Dan pred analizo smo vzorce dali odtajat na sobno
temperaturo. Odtaljene vzorce odpadnih vod in povrSinskih vod smo filtrirali skozi
nitrocelulozne filtre velikosti 1,2 um in skozi najlonske filtre velikosti 0,45 pm, nato pa smo

izvedli ekstrakcijo in analizo na nacin kot je opisano v poglavju 3.2.2.
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4. Rezultati in razprava

4.1 Razvoj in optimizacija

Metodo ekstrakcije vzorcev in metodo LC-MS/MS smo razvijali postopoma s
spreminjanjem posameznih parametrov ter soCasnega vrednotenja njihovih vplivov na
izkoristek ekstrakcije in na odziv na LC-MS/MS. Optimizirano metodo smo nato validirali,
z njo pa smo na koncu analizirali $e vzorce povrSinskih in odpadnih vod. Za razvoj SPE smo
v zacetku uporabljali visje koncentracije, saj so pridobljeni rezultati zanesljivejsi variacija
pa je nizja. Zaradi visokih koncentracij analita smo za detekcijo uporabljali analizno metodo
GC-MS. Za analizo z GC-MS smo uporabili Ze razvito metodo, ki so jo pred nasim delom
uporabljali za studijo fotorazgradnje SER. Vecino parametrov pri ekstrakciji na trdnem
nosilcu smo optimizirali s pomocjo analize z GC-MS metodo. Z LC-MS/MS metodo smo
preverili pravilnost rezultatov dobljenih z GC-MS, ovrednotili smo izkoristek ekstrakcije pri
bistveno nizjih koncentracijah ter dolocili Se dodatne parametre same metode ekstrakcije. V
drugem delu razvoja analizne metode smo morali za vrednotenje izkoristka ekstrakcije pri

koncetracijah ng/L razviti $e instrumentalno metodo LC-MS/MS.

4.1.1 Razvoj SPE

ey

vodnega matriksa. Pri vseh poskusih za namene razvoja SPE smo izvajali ekstrakcijo v vsaj
dveh paralelkah.

4.1.1.1 Ilzbor nosilca za ekstrakcijo

Za ekstrakcijo vzorcev smo izbrali nosilca Strata™-X in Oasis® HLB, ki sta primerna za
adsorpcijo kislih, bazi¢nih in nevtralnih spojin. Lastnosti obeh nosilcev so prikazane v

preglednici XXIII.

Preglednica XXIII: Povzetek glavnih znacilnosti uporabljenih nosilcev za ekstrakcijo

Nosilec Oasis® HLB (37)  Strata™-X (38)
Velikost delcev (um) 30 33
pH obmocje 0-14 1-14
Volumen kolone (mL) 3 3
Specifi¢na povrsina (m?/g) 450 800
Povpre¢ni premer por (A) 80 85
Masa sorbenta (mg) 60 60
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Oba nosilca sta si zelo podobna zato tudi nismo pri¢akovali vecje razlike v izkoristku
ekstrakcije. Za poskus, kjer smo vrednotili izkoristek in ponovljivost ekstrakcije na dveh
razli¢nih nosilcih smo pripravili $tiri vzorce Razl. Poskus smo izvedli po metodi ekstrakcije
predstavljeni v preglednici XII. Hitrost nanosa vzorcev je bila visja od 2 mL/min. S
primerjavo odzivov ekstrahiranih vzorcev in vzorcev standardov smo izracunali izkoristek

ekstrakcije. Rezultati so podani v preglednici XXIV.

Preglednica XXI1V: Izkoristek in ponovljivost (RSD) ekstrakcije pri razli¢nih kolonah za
ekstrakcijo (n=2)

Ime nosilca Oasis® HLB Strata™-X
Povprecni izkoristek (%) 19,7 14,8
RSD (%) 12,8 38,0

Iz rezultatov v preglednici XXIV vidimo, da daje Oasis® HLB boljsi izkoristek ob boljsi
ponovljivosti. Iz navedenih razlogov smo se odlo¢ili, da za nadaljnjo uporabo izberemo
Oasis® HLB nosilce za ekstrakcijo. V tej fazi razvoja metode so bili izkoristki zaradi
neoptimizirane metode in zaradi zacetniskih tezav pri izvedbi SPE Se zelo nizki. Na§

naslednji cilj je bil optimizirati pogoje ekstrakcije pri katerih bodo izkoristki visji kot 70%.

4.1.1.2 Iskanje izgub pri postopku ekstrakcije vzorcev standardnih raztopin

Zato smo naSe aktivnosti najprej usmerili v iskanje potencialnih vzrokov za niZje izkoristke.
Na zacetku smo se osredotocili na preverjanje izgub pri samem nanosu. Preverili smo ali se
na preiskovanih nosilcih po eluciji zadrzuje Se kaj analita. Pri tem poskusu smo ponovili
postopek ekstrakcije pod istimi pogoji kot v prejsnjem poglavju. Posusene kolone smo
najprej eluirali s 3x1 mL MeOH (1. Elucija) nato pa jih Se dodatno eluirali s 4x1 mL EtAc
(2. Elucija), da smo preverili ¢e se SER $e zadrzuje na koloni. Za namen tega poskusa smo
pripravili vi§jo koncentracijo SER (Raz2) v 4 paralelkah, ker smo raztopino, ki stece skozi
trdne nosilce pri nanosu analita zbirali v CaSe in Se enkrat ponovno ekstrahirali na novih
nosilcih, ter preverili koliko analita izgubimo pri nanosu na kolone (2. Ekstrakcija). Rezultati

so prikazani v preglednici XXV.

Preglednica XXV: Izgube pri postopku ekstrakcije (n=4)

1. Elucija 2. Elucija 2. Ekstrakcija
Povprec¢ni izkoristek (%) 44,4 0,81 0,00
RSD (%) 0,43 5,01 -

Iz rezultatov v preglednici XXV lahko sklepamo, da nismo imeli izgub pri nanosu in da se
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je ves analit zadrzal na koloni, saj pri drugi ekstrakciji nismo detektirali preiskovanega
analita. S tem smo dokazali, da tudi pri visokih koncentracijah SER ne presezemo kapacitete
kolone za vezavo SER. Daobljeni rezultati nakazujejo, da clucija pod tak$nimi pogoji ni

dovolj u¢inkovita.

4.1.1.3 lzbor topila za elucijo

V nadaljevanju poskusov smo se osredotocili na izbor topila za kondicioniranje in elucijo.
Topilo za elucijo je zelo pomembno saj ne sme kemicno reagirati s preiskovanim analitom,
vendar mora vseeno prekiniti vezi med analitom in sorbentom, da se analit lahko eluira.
Celoten protokol SPE postopka smo glede na prvi poskus bistveno spremenili. Tokrat smo
za kondicioniranje kolon uporabili 3 mL topila za elucijo, ki smo ga sprali s 3 mL MeOH,
kolono pa smo ekvilibrirali s 3 mL destilirane vode. V prvi seriji poskusov za izbor topila
smo pripravili 12 vzorcev Razl. Za poskus smo izbrali topila ACN, MeOH, DM, EtAc, ter
2% HCOOH v MeOH (kislina) in 2% TEA v MeOH (baza). Nanos vzorcev je prvi¢ potekal
z znizano hitrostjo nanosa (< 1,7 mL/min). Pri eluciji smo prvi alikvot topila zadrzali v stiku
s kolono 5 minut. Izkoristki ekstrakcij pri uporabi razli¢nih topil s pripadajo¢o ponovljivostjo
so prikazani na sliki 4.

80,0
70,0 I I
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0 I I
0,0 | [ | I —
ACN DM EtAc MeOH = Kislina Baza

Izkoristek (%) 62,7 72,5 68,6 351 56,4 56,9
mRSD (%) 13,2 2,72 3,93 12,1 13,4 1,51

Slika 4: Povprec¢ni izkoristki in ponovljivost (RSD) pri uporabi razli¢nih topilih za elucijo
(n=2)

Na podlagi rezultatov na sliki 4 smo prisli do ugotovitev, da imamo najboljsi izkoristek
ekstrakcije pri eluciji z DM, kjer smo imeli tudi dobro ponovljivost. Ugotovili smo tudi, da
so pri pocasnejSem nanosu vzorca izkoristki boljsi. Pri dodatku kisline in baze k MeOH v

2% volumskem delezu smo izkoristek povisali za ve¢ kot 20%. Boljsi izkoristek in predvsem
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ponovljivost smo imeli pri dodatku TEA k MeOH, zato smo ga pri nadaljnjih poskusih

dodajali k topilu za elucijo.

V drugi seriji poskusov za izbor najprimernejSega topila za elucijo smo postopek ekstrakcije
ponovno rahlo priredili. Pripravili smo 12 vzorcev Razl. Za topila za elucijo smo izbrali
mesanice razli¢nih topil v razmerju 1:1. V takS§nem razmerju smo pripravili naslednje zmesi
topil: EtAc in ACN (EAAN), ACN in DM (ANDM) ter EtAc in DM (EADM). Na drugi
polovici vzorcev smo opravili elucijo z istimi topili vendar smo jim dodali bazo trietilamin.
Dodatno smo preizkusili tudi topili EtAc in DM z dodatkom baze. V posameznem
eksperimentu so bila topila za kondicioniranje in za kvantitativni prenos enaka kot topila za

elucijo, vendar brez dodatka baze. Rezultati so prikazani na sliki 5.

120,0

100,0

800 | T I L

60,0

40,0 ]

20,0 I
0,0 | | . -— . —_—

EAZMJr EADM = EAAN ANDM EAABN+ EA+B DMBAN+ DM+B
lzkoristek (%) 80,1 69,0 489 574 786 789 789 70,7
B RSD (%) 417 3,81 959 270 224 657 135 354

Slika 5: Povpre¢ni izkoristki in RSD pri uporabi sestavljenih topil za elucijo (n=2)
Na podlagi rezultatov na sliki 5 smo se odlo¢ili, da za nadaljnje poskuse za elucijsko topilo
izberemo EtAc:DM=1:1 z dodatkom TEA. Pri uporabi tega topila za kondicioniranje (brez
dodatka baze), elucijo in kvantitativni prenos (brez dodatka baze) smo dosegli ve¢ kot 80%

izkoristek ekstrakcije in dobro ponovljivost.

4.1.1.4 Vpliv pH vrednosti delovne raztopine vzorca na izkoristek ekstrakcije

V naslednji seriji poskusov smo se osredotocili na preiskovanje vpliva pH delovne raztopine

vzorca. Znano je, da lahko pH vzorca vpliva na sposobnost vezave nekaterih spojin na

sorbent (27). Nosilci Oasis® HLB so stabilni pri vrednosti pH-ja od 0 do 14, zato smo si

lahko privos¢ili izrazitejSo spremembo pH-ja vzorcev delovnih raztopin. SER je Sibka baza

s pKa=9,85; zato smo sklepali, da se bo pri vi§jih vrednostih pH-ja ves analit nahajal v
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neionizirani obliki in bo tako imel vec¢jo afiniteto do polimernega nosilca. Za ta poskus smo
pripravili delovne raztopine Raz1 s pH vrednostmi od 8,50 do 11,8. Delovne raztopine smo
pripravili tako, da smo najprej naalkalili destilirano vodo z 0,2 M raztopino NaOH v
destilirani vodi do navedenih pH vrednosti. Nato smo dodali $e standardno raztopino SER.
Tako pripravljene delovne raztopine smo nanesli na kolone. Kot topilo za elucijo smo pri
tem poskusu uporabili zmes EtAc in DM v razmerju 1:1 brez dodatka baze. I1zkoristki so bili
glede na prejsnji poskus nizji, verjetno zaradi dejstva, ker v tem poskusu topilu za elucijo
nismo dodali TEA, mogoce je na rezultat vplival tudi na novo vpeljan IS. Bolj pomembna
od izkoristka je bila v tem trenutku direktna primerjava izkoristkov med delovnimi

raztopinami SER z razli¢nimi pH-ji.

V tej fazi razvoja metode smo kot IS prvi¢ uporabili SER- d3. Standard smo uporabili zaradi
bolj podobnih kemijsko-fizikalnih lastnosti z nasim preiskovanim analitom, kot pa jih ima

paroksetin. Rezultati so prikazani na sliki 6.

90
80
70
60 { T I
50
40
30
20
10
0 i —_— - .
pH=8,50 pH=9,72 pH=11,0 pH=11,8

Izkoristek (%) 57,4 58,8 64,2 67,7
B RSD (%) 6,61 1,41 4,94 11,7

Slika 6: Vpliv pH vrednosti delovne raztopine vzorca na izkoristek in ponovljivost (RSD)
ekstrakcije (n=2)

Iz rezultatov je razvidno, da je najboljsi izkoristek pri pH=11,8, kar potrjuje nase
pH-ju se vecina SER nahaja v neionizirani obliki in ima zato vecjo afiniteto do polimernega
nosilca HLB Oasis®. Problem pri tako visokem pH-ju je bila slaba ponovljivost meritev, saj
je RSD znasal vec kot 10%. Iz tega razloga smo se odlocili, da za nadaljnje poskuse in

meritve izberemo pH, ki je za pol enote nizji (pH=11,3).
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4.1.1.5 lzbor topila za elucijo pri novi vrednosti pH-ja delovne raztopine

V tem eksperimentu smo ponovili poskus pod toc¢ko 4.1.1.3. z razliko, da smo uravnali pH
delovnih raztopin na 11,3; kot IS pa smo uporabili SER-d3. Kot topila za elucijo smo
uporabili najbolj u¢inkovita topila iz poskusa 4.1.1.3: EtAc:ACN=1:1 (EAAN+B), DM
(DM+B), EtAc:DM=1:1 (EADM+B), DM:ACN=1:1 (DMAN+B) in EtAc (EA+B). Vsem
topilom smo dodali 2% volumski delez TEA.

90
80 [ I |
70 I I
60
50
40
30
20
10
- . [ - [
EAAN+B DM+B EADM+B DMAN+B EA+B
Izkoristek (%) 71,7 75,6 78,2 82,1 75,2
B RSD (%) 1,90 8,28 5,03 3,33 3,55

Slika 7: 1zbor topila za elucijo pri novi vrednosti pH-ja delovnih raztopin (pH=11,3) (n=2)

Na podlagi rezultatov na sliki 7 smo kot topilo za elucijo za vse nadaljne poskuse izbrali
topilo DM:ACN = 1:1 z dodatkom TEA. Pri tem topilu smo pod temi pogoji dosegli

1zkoristek visji od 80% z dobro ponovljivostjo.

4.1.1.6 Vpliv deleza metanola v raztopini za spiranje na izkoristek ekstrakcije

V zadnji fazi poskusov z analizo z GC-MS smo izvedli $e poskus pri katerem smo merili,
kako vpliva delez MeOH v raztopini za spiranje na izkoristek ekstrakcije. Spiranje je zelo
pomembna faza, saj z njo po nanosu nasega analita iz nosilca odstranimo druge komponente
vzorca, Ki so se pri izbranih pogojih prav tako vezale na sorbent in bi lahko motile nadaljnjo
instrumentalno analizo. Za ta poskus smo pripravili 12 delovnih raztopin Raz1, ki smo jih
nanesli na nosilce, nato pa smo jih spirali z razli¢nimi volumskimi delezi MeOH (do 40%
MeOH v H>O) v 6 mL destilirane vode. Rezultati so prikazani na sliki 8. Na podlagi
rezultatov lahko sklepamo, da delez MeOH v raztopini za spiranje do 40% nima
pomembnejSega vpliva na izkoristek ekstrakcije. Glavni razlog dobrega zadrzevanja SER na

koloni je njegova nepolarnost. Vpliv je verjetno nizek tudi zaradi tega, ker je kolona v stiku
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s topilom za spiranje precej manj ¢asa kot pa topilo za elucijo. Faza spiranja je trajala okoli
15 sekund. Za nadaljnje poskuse smo za spiranje uporabljali 20% raztopino MeOH v
destilirani vodi, pri ¢emer smo se zavedali, da lahko v primeru tezav, delez MeOH pove¢amo
tudi do 40%.

90
80 T I I . =
70
60
50
40
30
20
10
J— || _— — PR
Def/t;';raa”a 10% MeOH = 20% MeOH = 30% MeOH = 40% MeOH
Izkoristek (%) 79,4 75,7 80,3 75,7 76,9
W RSD (%) 1,01 2,70 2,21 0,90 0,58

Slika 8: Vpliv deleza MeOH v raztopini za spiranje na izkoristek ekstrakcije (n=2)

4.1.1.7 Prehod iz metode GC-MS na LC-MS/MS ter dokonéna optimizacija SPE

V prvi fazi razvoja smo optimizirali SPE metodo priprave vzorcev na GC-MS. Za prehod na
LC-MS/MS metodo smo se odlo¢ili zaradi tega, ker pricakujemo zelo nizke koncentracije
SER (1-50 ng/L) v povrsinskih in odpadnih vodah. Uporaba metode LC-MS/MS je
primernejSa za vzorce z nizko koncentracijo SER, saj jo odlikuje boljSa obcutljivost,
natancnost, niZja meja zaznavnosti in dolocCitve ter krajsi ¢as analize. Nas cilj v drugem delu
razvoja SPE na LC-MS/MS je bil preizkusiti in optimizirati ekstrakcijo vzorcev v ng/L
obmodju, ter dodatno iskanje izgub pri postopku ekstrakcije na trdnem nosilcu. Kot
izhodi$¢no metodo SPE smo uporabili metodo, ki smo jo optimizirali z GC-MS opisano v

preglednici XIII.

4.1.1.8 Preizkus ustreznosti priprave vzorcev in iskanje izqub pri SPE

Z uporabo LC-MS/MS metode smo najprej ustrezno ovrednotili primernost postopka

ekstrakcije in priprave vzorcev. Vrednotili smo izkoristek in ponovljivost ekstrakcije.

V zacetku poskusov z analizo z LC-MS/MS metodo smo ohranili visoko koncentracijo SER,

saj smo zeleli imeti primerljive pogoje s tistimi na GC-MS, obenem pa smo na ta na¢in lahko
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v ve¢ji meri ovrednotili izgube pri fazi nanosa in spiranja vzorcev. V tem poskusu smo
pripravili 9 vzorcev Razl, 3 za vrednotenje izkoristka ekstrakcije in 6 za vrednotenje
ponovljivosti. Rezultati so prikazani v preglednicah XXVI1in XXVII.

Preglednica XXVI: Izkoristek ekstrakcije in RSD z uporabo LC-MS/MS metode (n=3)

Vzorec Razl
Povprecni izkoristek (%) 78,7
RSD (%) 5,23

Glede na rezultate v preglednici XXVIsmo ugotovili, da je priprava vzorcev z SPE primerna
za analizo z LC-MS/MS metodo. Izkoristek je primerljiv s tistim na GC-MS, dosegli smo

zadovoljivo ponovljivost, ¢as celotne analize pa smo skrajsali za dobro uro.

Ostalim $estim vzorcem Razl pri tem poskusu smo dodali IS Ze pred analizo. Na podlagi
odzivov teh vzorcev smo vrednotili ponovljivost ekstrakcije. Rezultati za ponovljivost

znotraj enega dneva so prikazani v preglednici XXVII.

Preglednica XXVII: Ponovljivost SPE (n=6)

Vzorec P* (SER) P(IS)  Razmerje (SER/IS)
Povpreéna vrednost 13,0x10* 8,94x10* 16,6
RSD (%) 8,11 9,24 1,66

* P - 0dziv vzorca (povrsina pod krivuljo)

Iz preglednice XX V11 je razvidno, da je ponovljivost celotne metode dobra. Prav tako vidimo
kako pomemben vpliv ima dodatek 1S na ponovljivost postopka (Razmerje SER/IS).
Pri delovnih raztopinah za vrednotenje izkoristka (Preglednica XXVI) smo zbrali frakcijo,
ki je stekla skozi kolone (F1-F3). 1z zbranih frakcij smo odvzeli 1 mL raztopine, od katerega
smo 1 pL direktno, brez predhodnega koncentriranja, analizirali na LC-MS/MS. Teh vzorcev
nismo ponovno ekstrahirali, saj je imel Ze izhodni vzorec (Razl) razmeroma visoko
koncentracijo in bi zato SER in IS v primeru prisotnost z LC-MS/MS direktno zaznali.

Rezultati so prikazani preglednici XXVIII.

Preglednica XXVIII: 1zgube pri nanosu vzorcev

Vzorec P(SER) P(IS) Delez SER (%)
F1 137 386 1,22
F2 68,0 609 0,61
F3 112 471 1,00
Povpre¢na vrednost 106 489 0,943
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Odziv za SER je bil pri frakcijah nizek. Ob upostevanju koncentriranja pri ekstrahiranih
vzorcih, smo izraunali delez SER v frakciji glede na celotno maso SER v Razl. Iz rezultatov
je razvidno, da se pri nanosu na kolono izgubi v povprecju nekaj manj kot 1% celotne
kolicine SER. S tem poskusom smo Se enkrat dokazali, da se pri visokih koncentracijah SER

ne preseze kapacitete kolone za SPE.

4.1.1.9 Vpliv deleZza metanola v raztopini za spiranje na izkoristek ekstrakcije

Nas namen poskusov z analizo na LC-MS/MS je bil dobro preizkusiti in potrditi ugotovitve
iz poskusov z analizo na GC-MS, zato smo Se enkrat izvedli poskus pri katerem smo
vrednotili izgube v fazi spiranja z razli¢nimi koncentracijami MeOH v raztopini za spiranje.

Pripravili smo 12 vzorcev Razl.

Preglednica XXIX: Vpliv deleza MeOH v raztopini za spiranje na izkoristek ekstrakcije
(n=2)

. Delez glede na celoten SER v Izkoristek ekstrakcije
Vzorec Delez MeOH (%) 200 mL vzorca (%) (%)
w1 20 0,743 57,7
W2 30 0,493 57,0
W3 40 0,788 56,3
W4 50 0,320 58,4
W5 60 0,316 56,7
Povprecje 0,532 57,2

Za spiranje smo uporabili 20, 30, 40, 50 in 60% raztopine MeOH v vodi. VVzorce smo spirali
s 6 mL raztopine za spiranje. S tem poskusom smo potrdili rezultate, ki smo jih dobili pri
analizi na GC-MS. lzgube pri spiranju segajo najve¢ do 0,79% glede na celotno koli¢ino
SER v 0,2 L zaCetnega vzorca. Vpliva vi§jega deleza MeOH na spiranje SER iz kolon ni
opaziti, saj izkoristki ostajajo podobni, kljub povecanju deleza MeOH v raztopini za spiranje.
Za nadaljne delo smo za spiranje kolon uporabljali 40% raztopino MeOH v 6 mL vode.

4.1.1.10 Vrednotenje kvantitativhega prenosa in volumna topila za elucijo

Najbol;j kriti¢ni del za izgube v celotnem procesu priprave vzorcev je bil kvantitativni prenos
vzorca iz velike viale v 2 mL vialo. Kvantitativni prenos smo uporabljali, ker smo vzorce
eluirali s 3-krat po 1 mL topila za elucijo v vecje zbirne viale, ki pa niso kompatibilne z
avtomatskim vzorcevalnikom LC-MS/MS. Eluat je bilo zato potrebno posusiti do 0,5 mL in
ga kvantitativno prenesti v 2 mL viale. V poskusu optimizacije tega postopka smo vsak
mililiter eluata zbirali loceno v 2 mL vialo in preverjali kolikSen del analita se eluira v

posameznih korakih elucije. Eluat smo v viali posusili do suhega in ga rekonstruirali v topilu
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za analizo. Elucijo smo izvedli v 4 korakih po 1 mL, vzporedno pa tudi v 4 korakih po 0,6
mL v posamezne viale ter 3-krat 0,6 mL v eno skupno vialo. Za ta poskus smo pripravili 6

vzorcev Razl, po dve paralelki za vsak pogoj.

Preglednica XXX: Vrednotenje kvantitativnega prenosa (n=2)

Vzorec Vzorec Poprecni izkoristek (%) RSD(%)
4x1mL 1.1mL 92,4 0,922
2.1mL 9,99 60,3
3.1mL 3,56 81,0
4.1mL 2,06 93,3
Sestevek 108
4x0,6 mL 1.0.6 mL 86,9 7,90
2.0.6 mL 9,82 63,9
3.0.6 mL 3,66 74,6
4.0.6 mL 2,31 67,3
Sestevek 103
3x 0,6 mL v eno vialo 88,8 3,18

Glede na rezultate iz preglednice XXX vidimo, da so se izkoristki zelo izboljsali ter, da se v
prvem in drugem alikvotu topila za elucijo eluira veéina preiskovanega analita, tako pri
eluciji z 1 mL kot pri eluciji z 0,6 mL. V ostalih frakcijah se eluira relativno malo analita.
Prav tako pa smo dokazali, da dosezemo dobre izkoristke in dobro ponovljivost tudi pri
eluciji s 3-krat po 0,6 mL v eno vialo. Vzorec iz te viale smo nato le posusili in rekonstruirali
v topilu primernem za nadaljnjo analizo. Izkoristek direktne elucije v eno vialo je niZji kot
seStevek izkoristkov v posamezne viale, vendar moramo upostevati zelo slabo ponovljivost
pri eluciji v drugem, tretjem in Cetrtem koraku, zato rezultati niso Cisto primerljivi. S tem,
ko smo vzorce eluirali direktno v vialo smo skrajsali tudi ¢as analize. Za nadaljnjo pripravo
vzorcev smo vse vzorce eluirali direktno v 2 mL vialo v treh korakih po 0,6 mL in ne ve¢ v
zbirno vialo v treh korakih po 1 mL. 1z metode priprave vzorcev smo tako odstranili
kvantitativni prenos eluiranega vzorca iz zbirne v 2 mL vialo, ki je predstavljal kriti¢ni del
celotnega postopka, pri katerem je bila velika moZnost, da prihaja do izgub in napak, ki so
posledica ¢loveskega faktorja. Hkrati pa visoki izkoristki, ki so presegli tudi 100%, kazejo

na moznost kontaminacije vzorcev znotraj postopka priprave vzorcev.

4.1.2 Razvoj LC-MS/MS

Instrumentalno metodo za SER smo razvili na instrumentu Agilent 6460 Triple Quadropole
LC-MS/MS. Razvoj metode smo zastavili tako, da smo najprej razvili detekcijski del nato

pa Se kromatografski del metode s ciljem lociti analit od matriksa ozadja.
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41.2.1 Metoda MS/MS

Osnovne nastavitve na masnem detektorju smo v zacetku optimizirali z vzorcem visoke
koncentracije SER (VzMsl). Izhajali smo iz priporo¢enih nastavitev, ki se uporabljajo za
ESI v pozitivnem nacinu na tem inStrumentu. Pri analizi vzorca VzMsl smo sproti
spreminjali in vrednotili vse nastavitve MS/MS instrumenta. S pomocjo orodja Optimizer,
ki je del programske opremeMassHunter, smo najprej doloc¢ili MRM prehode za SER in IS,
skupaj z optimalno kolizijsko energijo in fragmentorjem. Z vzorci nizjih koncentracij
(VzMs2 in VzMs3) smo Se dodatno optimizirali nastavitve instrumenta (pretok in
temperaturo susilnega plina, pretok in temperaturo Jetstream plina, nebulizacijski plin,
napetost na kapilari, Nozzle Voltage®). Glede na osnovne nastavitve smo dosegli izboljsanje
s spremembo napetosti na kapilari iz 4000 na 3000 V za 12%. S spremembo Nozzle voltage®
izboljSave za najve¢ 5%, zato smo te pogoje privzeli (preglednica XVIII). Po fini
optimizaciji metode smo prav tako dosegli ustrezno razmerje med odzivi posameznih
vzorcev razli¢nih koncentracij, ki se je pri optimizirani metodi (Nova metoda, preglednica
XXXI) premaknilo v blizino dejanskega razmerja izmerjenih koncentracij SER, ki znasa

24,7. Odzivi analize teh vzorcev so prikazani v preglednici XXXI.

Preglednica XXXI: Rezultati analize vzorcev z optimizirano LC-MS/MS analizne metode
(n=4)

Stara metoda Nova metoda
Razmerje Razmerje
HEER, p(sEr/s) FSER) P(SER/IS)
VzMs2 546 8,15x1072 1,61x10° 4,60 x10
VzMS3 76,3x10? 1,12 50,6x10? 1,21
Razmerje (SER/IS) VzMs3/VzMs2 13,7 26,3

4.1.2.2 Metoda LC

Ustrezno kromatografsko lo¢bo SER od potencialnih komponent vodnega matriksa smo
dosegli na osnovi razliénih programov spiranja z uporabo 0,1% mravlji¢ne kisline in
acetonitrila kot komponent mobilne faze. Optimizirane nastavitve pogojev lo¢be pri LC in
optimiziran program spiranja sta prikazana na preglednicah XIX in XX. Drugih mobilnih in
stacionalnih faz nismo niti preizkusili, ker smo ze z izbranimi pogoji dobili dovolj dobro

lo¢bo in obcutljivost metode.
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4.1.3 Tezave pri analizi SER

4.1.3.1 Previsoki izkoristi ekstrakcije SER pri nizkih koncentracijah

V vseh poskusih optimizacije SPE metode smo delali z visjimi koncentracijami SER (8,83
ng/L), ker smo tako lazje ovrednotili izgube pri nanosu, spiranju in kvantitativnem prenosu.
Ker so predmet naSe kon¢ne analize okoljske vode v katerih pricakujemo SER v obmocju
ng/L koncentracij, Smo zato v naslednjem koraku dolocali uspesnost priprave vzorca na
standardnih raztopinah nizjih koncentracij SER. Za namene tega poskusa smo pripravili

vzorce standardnih raztopin Raz3, Raz5 in Raz6. Rezultati so prikazani preglednici XXXII.

Preglednica XXXII: Izkoristki ekstrakcije pri vzorcih z razlicnimi koncentracijami SER
(n=2)

Vzorec Koncentracijav 200 mL (ng/L) lzkoristek (%) RSD (%)

Raz3 1,02 1761 108
Raz5 25,2 227 43,2
Raz6 499 89,3 4,41

Pri vzorcih Raz3 in Raz5 so bili odzivi za SER nekajkrat visji v primerjavi z neekstrahiranimi
vzorci standardov primerljivih koncentracij. Pri¢akovan izkoristek smo dosegli le pri vzorcu
Raz6. Prav tako je bila pri nizkih koncentracijah tudi zelo slaba ponovljivost. 1z rezultatov
smo sklepali, da prihaja do kontaminacije vzorcev s SER v enem od korakov celotne metode.
Pred ponovitvijo poskusa smo temeljito o€istili vso opremo namenjeno pripravi vzorca. Pri
¢is€enju cevk za nanos vzorca na kolono smo zraven spiranja z MeOH in destilirano vodo
uvedli $e spiranje z DM. Vso steklovino, ki smo jo uporabili za nadaljnjo delo smo prezarili
pri 300 °C. Prav tako smo temeljito oc¢istili kadi¢ko za izvajanje ekstrakcije in vso opremo,

ki smo jo uporabljali pri pripravi vzorcev.

Kljub vsem ukrepom smo dobili v drugem poskusu zelo podobne rezultate kot v prvem
poskusu. Rezultati v preglednici XXXIII kazejo na to, da vira kontaminacije iz postopka

priprave vzorcev nismo odstranili.

Preglednica XXXIII: Izkoristki ekstrakcij pri razlicnih koncentracijah SER (n=3)

1. poskus 2. poskus 3.poskus 5. poskus

Vzorec Koncentracijav izkoristek izkoristek izkoristek Vzorec izkoristek

200 mL (ng/L) (%) (%) (%) (%)

Raz 3 1,02 1761 1416 1160 Raz 3 182

Raz 5 25,2 227 275 80,6 Raz 4 98,6
Raz 6 499 89,3 83,7 /

Za tretji poskus smo pripravili samo vzorce Raz3 in Raz5. Na podlagi rezultatov v
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preglednici XXXIII vidimo, da smo v tem poskusu s ponovnim ¢is€enjem opreme in
znizanjem koncentracije IS za 10-krat dosegli realni izkoristek pri vzorcih s koncentracijo
poskusom znizujejo, kar nakazuje na spiranje SER iz opreme. Sumili smo, da se SER
zadrzuje na cevkah in se pocasi spira. Mozen vzrok onesnazenja je lahko tudi elektroda pH
metra, ki je bila so¢asno uporabljana v raziskavi, pri kateri so delali z nekaj tisockrat vi§jimi
koncentracijami SER. V naslednjem koraku smo v istem dnevu pripravili dva zaporedna
poskusa analize slepih vzorcev destilirane vode (brez dodatka SER; poskus 4 in poskus 5).
Poskusa smo nacrtovali tako, da smo oznadili cevke in mesta na kadicki in s tem preverili,
e se pri uporabi istih cevk odziv SER zmanjsuje, kar bi potrdilo naso domnevo o spiranju
SER iz sistema. V 4. poskusu smo pripravili 12 slepih vzorcev, v 5. poskusu pa 6 slepih
vzorcev, poleg katerih smo pripravili tudi vzorce Raz3 in Raz4. Pri pripravi vzorcev smo
opustili alkaljenje do pH-ja 11,3. Vpliv elektrode pH metra na kontaminacijo smo vrednotili
s primerjavo rezultatov poskusa 3 in poskusa 4 (Preglednica XXXIV). S primerjavo
rezultatov poskusa 4 in poskusa 5 smo ovrednotili spiranje SER iz cevk za nanos vzorcev.

Rezultati so prikazani v preglednici XXXV.

Preglednica XXXIV: Povprec¢ni odzivi SER pri slepih vzorcih v treh zaporednih poskusih

3. poskus (n=6) 4. poskus (n=12) 5. poskus (n=6)
Povprecna P(SER) 11933 2602 1567
RSD SER(%) 74,1 80,3 68,3

Iz preglednice XXXIV je razvidno, da se je odziv SER pri vzorcih po opustitvi alkaljenja z
NaOH moc¢no zmanjsal. S tem smo dokazali, da je bila vir kontaminacije elektroda pH metra,
zato smo v nadaljnjih poskusih opustili alkaljenje vzorcev. 1z razlike med odzivi pri prvem
in drugem delu Cetrtega poskusa je razvidno, da prihaja do spiranja cevk pri slepih vzorcih,
saj se je odziv zmanjsal skoraj na vseh mestih za SPE z uporabo istih cevk. Spiranje cevk
je Se bolj nazorno razvidno iz preglednice XXXV. Na istih mestih na kadi¢iki z uporabo istih

cevk se je odziv SER zmanjsal.

Preglednica XXXV: Odziv SER pri uporabi istih cevk za nanos vzorca

4. poskus - P(SER) 5. poskus P(SER) Znizanje odziva SER (%)
S1 1051 799 24,0
S2 4913 2789 43,2
S3 3586 1114 68,9
S4 8801 4147 52,9
S5 2765 2884 -4,30
S6 2613 1441 44,9
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V petem poskusu smo dolocali tudi izkoristke ekstrakcije za Raz3 in Raz4. 1z preglednice
XXX (5. poskus) vidimo, da smo dosegli realne izkoristke pri Raz3, pri Raz4 pa smo

mocno zmanjsali kontaminacijo.

4.1.3.2 Prisotnost SER v topilu za elucijo in v raztopini IS

Med iskanjem izvora kontaminacije s SER smo preverili tudi topilo za elucijo in raztopino
IS. Pripravili smo dva vzorca topila za elucijo, ter dva vzorca IS v koncentraciji 4,02 ng/mL
v topilu za raztapljanje vzorca. Hkrati smo pomerili $e standardno raztopino SER st.Raz3.

Rezultati so prikazani v preglednici XXXVI.

Preglednica XXXVI: Odziv SER in IS v topilu za elucijo in v IS

Vzorec Podrobne;jsi opis vzorca P(IS) P(SER)
T1 ACN:DM=1:1 50 44
T2 ACN:DM=1:1 25 32
IST1 IS v topilu za raztapljanje vzorca 38199 54
IST2 IS v topilu za raztapljanje vzorca 40452 44
St.Raz3 0,41 pg/L SER 39421 1632

Iz preglednice XXXVI je razvidno, da je v topilu za elucijo zanemarljiva koli¢ina SER.
Odziv SER je v teh vzorcih obcutno nizji kot pri standardni raztopini st.Raz3, kar pomeni da
ne elucijsko topilo, ne raztopina IS nista kontaminirani s SER. Koncentracija st.Raz3 je

ekvivalentna koncentraciji SER 1,02 ng/L v delovni raztopini pred ekstrakcijo.

4.1.3.3 Menjava laboratorija in cevk ter opustitev alkaljenja

Po ugotovitvi virov kontaminacije smo se odlocili, da laboratorijsko delo v celoti preselimo
iz laboratorija na Institutu Jozef Stefan v laboratorij na Fakulteti za farmacijo. Glavni razlog
je bila s SER kontaminirana oprema, prav tako pa se je v istem laboratoriju na delu iste
opreme socasno izvajalo raziskavo, pri kateri so uporabljali nekaj tisoc-krat visje
koncentracije SER. Iz laboratorija na 1JS smo si sposodili le kadicko za ekstrakcijo in
¢rpalko. Opremo smo pred uporabo temeljito o€istili. Namesto cevk smo za nanos na kolone
uporabili 60 ml brizge (slika 3), katere smo namestili na kolone in v njih postopoma dolivali
vzorce. Brizge smo po vsakem poskusu namocili v MeOH in jih dali na ultrazvok za pol ure,
¢is€enje smo po istem postopku ponovili Se z destilirano vodo. Zaradi kontaminacije preko
elektrode pH metra smo opustili tudi alkaljenje vzorcev. Za prvi poskus na novi lokaciji smo

pripravili 4 slepe vzorce in 4 vzorce Raz3. Rezultati so prikazani v preglednici XXXVII.
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Preglednica XXXVII: Odzivi SER v slepih vzorcih in Raz3 po menjavi laboratorija (n=4)

razmerje 0
Vzorec P(IS) P(SER) SER/IS RSD(%)
Slepi 22253 191  8,58x10°® 38,9 lzkoristek (%)
Raz3 31082 1161 3,74 x107? 7,17 76,6

Z menjavo laboratorija ter z opustitvijo alkaljenja smo dosegli ob¢utno nizje odzive za SER

v

4.2 Validacija metode SPE z LC-MS/MS

Po optimizaciji metode smo izvedli Se validacijo metode na ekstrahiranih vzorcih po

protokolih opisanih v poglavjih 3.2.2., 3.2.3. in 3.2.4.

4.2.1 lzkoristek ekstrakcije pri razli¢nih koncentracijah

Izkoristek ekstrakcije predstavlja uspesnost ekstrakcije vzorca. V sklopu validacije smo
dolocali izkoristek ekstrakcije pri treh razlicnih koncentracijah SER v ¢isti okoljski vodi

(Preglednica XXXVIII).

Preglednica XXXVIII: Izkoristek in ponovljivost (RSD) ekstrakcije analizne metode (n=3)

Deklarirana Razmerje Izkoristek
N koncentracija SER/ IJS ekstrakcije(%) RED ()
VzV1 1,02 5,51x107 86,2 7,20
VzV4 10,1 0,363 75,6 13,3
VzV5 25,2 0,901 74,0 4,04
Slepi 0,00 4,42x107? / 3,39

Iz rezultatov v preglednici XXXVIII vidimo, da ima metoda zadovoljive izkoristke
ekstrakcije (74,0-86,2%) ter zadovoljivo ponovljivost (4,04-13,3%) v celotnem
koncentracijskem obmocju. Kot izhodi$¢no najniZjo koncentracijo smo na zacetku uporabili
vzorec s koncentracijo SER 1,02 ng/L, vendar smo pri tem poskusu ugotovili, da so odzivi
v primerjavi s slepimi vzorci prenizki, da bi lahko pri tej koncentraciji dolocili mejo
dolo¢itve. Zato smo v nadaljevanju validacije uporabili vzorce s koncentracijo SER 2,52

ng/L za preverjanje njihove ustreznosti kot spodnje meje obmocja metode.

4.2.2 Selektivnost

Selektivnost predstavlja sposobnost metode, da lahko z njo nedvoumno analiziramo
preiskovani analit ob pristonosti drugih komponent v vzorcu. Ponavadi vzorci vsebujejo

necistote, razgradne produkte ali pa razlicne matrikse. Metoda je selektivna kadar so
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kromatografski vrhovi preiskovanega analita in ostalih prisotnih komponent v vzorcu jasno
loceni in se ne prekrivajo. Kot vidimo na slikah 9,10 in 11 je naSa metoda selektivna, saj v
vzorcu topila za nadaljnjo analizo z LC-MS/MS ni odziva pri retencijskem ¢asu in MRM
prehodih za SER in SER-d3. Prav tako vidimo, da v raztopini IS nimamo odziva pri MRM
prehodih za identifikacijo in kvantifikacijo SER.

Na slikah 9,10 in 11 predstavlja prvi kromatogram odzive pri MRM prehodu za
identifikacijo IS, drugi kromatogram odziv pri MRM prehodu za kvantifikacijo 1S. Tretji
kromatogram predstavlja odziv pri MRM prehodu za identifikacijo, ¢etrti kromatogram pa

odziv pri MRM prehodu za kvantifikacijo SER.

%103 +ES| MRM Frag=60,0V CID@20.0 (309.0 -> 159.0) blank1-r001.d

+ESI MRM Frag=60.0V CID@8.0 (309.0 -> 275.0) blank1-r001.d

05
MRM v
X102 +ES| MRM Frag=60.0V CID@2.0 (306.1 -> 275.0) blank1-r001,d
2
15
14
05
01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Counts va. Acquisition Time (min)

Slika 9: Kromatogram topila za raztapljanje vzorca

%103 +ESI MRM Frag=60.0V CID@E.0 (309.0 -> 275.0) IS1-1001.4
s

02 +ESI MRM Frag=60.0V CID@20.0 (306.1 -> 129.0) IS1-r001.d

2
15
1
o R R e e R o
X102 +ES| MRM Frag=60.0v CID@B.0 (306.1 -> 275,0) IS1-10014
25
2
15
:
0.5 g i — S Sp———
G7 oz o3 04 o5 06 o7 o8 o5 1 1 12 15 74 15 16 17 18 1% =
ot o heiaifion Time iy

Slika 10: Kromatogram IS
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x103 +ESI MRM Frag=60.0V CID@20.0 (309.0 -> 153.0) QCh2-r001.d

x103 +ES| MRM Frag=60.0V CID@8.0 (303.0 -> 275.0) QCh2-r001.d

x102 +ES| MRM Frag=60.0V CID@20.0 (306.1-> 129.0) QCh2-r001.d

03 +ESI MRM Frag=60.0v CID@8.0 (306.1-> 275.0) QCh2-r001.d

4
2
o

01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 11 12 13 14 15 16 17 18 19 2 21
ounts vs.

Slika 11: Kromatogram standarda SER in IS

Po postopku opisanem v poglavju 3.2.4.2 smo selektivnost v vzorcih standarda SER v
neonesnazeni povrsinski in v sinteti¢ni odpadni vodi ovrednotili tudi kvantitativno. Rezultati
so prikazani v preglednici XXXIX. Po priporocilih proizvajalca je dovoljeno do 15%
odstopanje (RSD) pri posamezni koncentraciji. Kot vidimo iz rezultatov smo selektivnost
potrdili pri vseh treh koncentracijah pri vzorcih standardov v povrsinski vodi. Variabilnost
rezultatov je odvisna tudi od koncentracije analita v vzorcu, v naSem primeru vidimo da
VzV2 (najnizja koncentracija) prav tako rahlo odstopa, kar je posledica dokaj nizkega odziva
pri MRM prehodu za identifikacijo SER. Selektivnost smo potrdili tudi za SER v sinteti¢ni
odpadni vodi (VzVO5). Razmerje med kvantitativnim in kvalitativnim prehodom je
prakti¢no enako kot pri vzorcih raztopin standardov SER v povrSinskih vodah, kar pomeni,

da je metoda selektivna tudi za bolj kompleksne vzorce.

Preglednica XXXI1X: Razmerje med kvantitativnim in kvalitativnim MRM prehodom za
SER (n=4)

Razmerje odzivov SER275/SER129 SD RSD(%)
VzV2 2,38 0,09 3,60
VzV4 2,51 0,03 1,00
VzV6 2,52 0,04 1,70
VzVO5 2,48 0,05 2,00
Skupaj 2,47 0,07 2,70

4.2.3 Linearnost

Linearnost predstavlja sposobnost analitskega postopka, da metoda znotraj danega obmocja
daje rezultate, ki so neposredno ali z definiranimi matemati¢nimi pretvorbami
premosorazmerni koncentraciji analita v vzorcu. Linearnost dolo¢amo skozi celotno

obmocje analiznega postopka pri najmanj petih razlicnih koncentracijah. Regresijska
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premica, ki je kon¢éni rezultat izraCuna, je definirana z enacbo y = kx + n, pri ¢emer y
predstavlja razmerje odzivov med SER in IS, x koncentracijo analita, k naklon premice ter
n vrednost pri kateri premica seka ordinato. Korelacijo med spremenljivkama podaja

Pearsonov koeficient R oz. determinacijski koeficient R?.

Za namene validacije smo po metodi opisani v poglavju 3.2.4.3 dolocali linearnost v
raztopinah vzorcev standardnih raztopin SER v dveh matriksih. Linearnost smo dolocali v
vzorcih standardov SER v ¢isti povrSinski vodi in v sinteti¢ni odpadni vodi saj imajo
odpadne vode kompleksnejsi matriks kot ¢iste povrsinske vode in lahko pri njih pri¢akujemo
najveckrat nizje odzive pri istih koncentracijah SER. Najprej smo dolocili linearnost
analizne metode pri vzorcih pripravljenih v Cisti okoljski vodi. Za namene dolocitve
linearnosti smo pripravili 5 vzorcev (VzV2-VzV6, Preglednica XXI). Taksno
koncentracijsko obmoc¢je smo izbrali zaradi pricakovanih zelo nizkih koncentracij SER v
povrsinskih vodah (Preglednica I1). Rezultate analize teh vzorcev smo obdelali z metodo

linearne regresije in jih predstavili na sliki 12.

1,8

1,6
1,4 /

/ y =0,0313x + 0,0188
R?=0,9998

-
=N

P (S)/ P (IS)
oo

o o
N B

o
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Koncentracija SER (ng/L)

Slika 12: Umeritvena premica za vzorce SER v povrsinski vodi

Iz umeritvene premice (Slika 12) vidimo, da razmerje povrSin med odzivom SER in IS
premo sorazmerno nara$¢a z naras¢anjem koncentracije SER. lzvrstna linearnost metode
znotraj koncentracijskega obmocja 2,52-49,9 ng/L je razvidna iz visokega determinacijskega
koeficienta (R?=0,9998).

Linearnost analizne metode za meritve v odpadnih vodah smo dolocali v lo¢eni analizi, kjer
smo kot matriks uporabili sinteti¢éno odpadno vodo. Sinteti¢éno odpadno vodo smo pripravili
po recepturi, ki so jo uporabili v podobnih raziskavah (34). Tako pripravljeno vodo smo

uporabili, ker glede na parametre kakovosti vode predstavlja priblizek realnih odpadnih vod
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iz CN, hkrati pa ne vsebuje SER. Pripravili smo vzorce v koncentracijskem obmo&ju od 5,03
do 99,8 ng/L (VzVO1-VzVO5) saj smo glede na podatke iz literature (Preglednica I)

pricakovali vi§je koncentracije SER v odpadnih kot pa v povrsSinskih vodah.

w
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Slika 13: Umeritvena premica za vzorce SER v sinteti¢ni odpadni vodi

Iz umeritvene premice na sliki 13 vidimo, da razmerje povrSin med odzivom SER in
odzivom IS v sinteti¢ni odpadni vodi premosorazmerno nara$c¢a z naras¢anjem koncentracije

SER, Kkar je razvidno tudi iz determinacijskega koeficienta (R?=0,9995).

Pri obeh umeritvenih premicah sta naklona podobna. Prav tako sta podobna tudi naklona
premic v razliénih matriksih v istem koncentracijskem obmocju (5,03-49,9 ng/L). Naklon
premice v tem koncentracijskem obmocju v neosnazeni povrsinski vodi v znasa knp=0,0312
L/ng v sinteti¢ni odpadni vodi pa ks=0,0288 L/ng. Ti rezultati nakazujejo, da je metoda daje

zelo podobne rezultate v povrSinskih in odpadnih vodah.

Dokazali smo, da je metoda linearna v dolocenih koncentracijskih obmocjih v obeh
matriksih. Na podlagi umeritvenih premic smo nato izraCunali koncentracije SER Vv
povrsinskih in odpadnih vodah. Dobra linearnost metode predstavlja ve€jo verodostojnost

dobljenih rezultatov analize povrSinskih in odpadnih vod.

4.2.4 Ponovljivost in to¢nost priprave vzorca

Ponovljivost metode predstavlja natan¢nost meritev pod enakimi delovnimi pogoji v
kratkem ¢asovnem obdobju. Stopnja ponovljivosti metode izraza stopnjo ujemanja odzivov
pri veckratni pripravi vzorcev enake koncentracije. Po priporocilu ICH smernice je potrebno

ponovljivost dolocati pri vsaj treh koncentracijah, ki so razporejene cez celotno
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koncentracijsko obmocje analize (35). To¢nost analizne metode izraza ujemanje dobljene
koncetracije s pravo koncentracijo. Ponovljivost in to¢nost znotraj enega dne smo dolocali
po metodah opisanih v poglajvih 3.2.4.4 in 3.2.4.5. Po metodah opisanih v teh poglavjih smo
prav tako proucevali meddnevno ponovljivost in tocnost. Rezultati dnevne toCnosti in

ponovljivosti so prikazani v preglednici XL.

Preglednica XL: Ponovljivost in to¢nost znotraj enega dne (n=3)

Deklarirana c Povpre¢no Izmerjena ¢ Tocnost
Vzoree oep (ng/l) Razmerje SER/IS  SER (ng/L) (%) REID ()
VzV2 2,52 9,28 x 1072 2,34 92,8 6,50
VzV4 10,1 0,334 10,1 99,9 0,489
VzV6 49,9 1,78 56,2 112 0,341

Kot je razvidno iz preglednice XL je metoda to¢na in ponovljiva znotraj enega dne v
celotnem koncentracijskem obmocju (2,52-49,9 ng/L). V preglednici XLI so prikazani

rezultati vrednotenja meddnevne to¢nosti in ponovljivosti.

Preglednica XLI: Meddnevna to¢nost in ponovljivost (n=2)

Razmerje SER/IS

Vzorec ggg?gg?ﬂ?c 1. dan 2.dan 3. dan Povprecno ISZI?; ?ﬁgﬁj Ez)én“t (RO/E)D
VzV2 2,52 9,18x102 9,28 X102 9,17 X102 9,21 X102 2,34 93,0 0,651
VzV4 10,1 0,335 0,352 0,333 0,340 10,3 102 3,18
VzV6 49,9 1,78 1,58 1,58 1,65 52,0 104 6,98

Iz rezultatov, ki so prikazani v preglednici XLI vidimo, da je metoda dobro ponovljiva saj
je RSD<7% pri vseh koncentracijah, kar je mnogo bolje od postavljenega Kkriterija
(RSD<15%) Metoda je tudi to¢na v celotnem koncentracijskem obmocju saj so rezultati

znotraj postavljenega kriterija.

Ponovljivosti in to¢nosti nismo posebej vrednotili v sinteti¢ni odpadni vodi, saj je bilo ze iz

umeritvenih premic razvidno, da so odzivi zelo primerljivi.

4.2.5 Ponovljivost injiciranja

V sklopu validacije smo po metodi opisani v poglavju 3.2.4.5 na vzorcih VzV2, VzV4 in

VzV6 preverjali tudi ponovljivost injiciranja (Preglednica XLII).
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Preglednica XLII: Ponovljivost injiciranja ekstrahiranih vzorcev

Deklarirana Povpre¢no razmerje Stevilo
Vzorec koncentracija (ng/L) ’ SER/IJS RS () injiciranj
VzV2 2,52 9,73x1072 4,75 3
VzV4 10,1 0,332 1,51 3
VzV6 49,9 1,77 1,83 3

Kot vidimo v preglednici XLII je injiciranje znotraj postavljenega kriterija (RSD<5%) na

vseh treh koncentracijskih nivojih.

4.2.6 Meja zaznavnosti in meja dolocitve

Meja zaznavnosti je najmanjSa koliina analita v vzorcu, ki jo lahko z analizno metodo
zaznamo in zanesljivo lo¢imo od ozadja, vendar ne nujno tudi kvantitativno ovrednotimo.
Meja dolocitve predstavlja najmanjSo koli¢ino analita v vzorcu, ki jo lahko kvantitativno

ovrednotimo z ustrezno to¢nostjo in natan¢nostjo.

Meje zaznavnosti nismo mogli dolo¢iti, saj smo imeli kljub vsem ukrepom za preprecitev
kontaminacije $e vedno odziv za SER v slepih vzorcih. Mejo dolocitve smo dolo¢ili po enem
izmed pristopov za dolocanje po FDA smernicah (36). Tak pristop je najbolj smiseln saj smo
imeli odziv SER pri slepih vzorcih. Meja dolocitve je bila najmanjsa koncentracija pri kateri
je bila metoda $e dovolj to¢na (100+20%) in ponovljiva (RSD<20%), da lahko analit Se
kvantitativno ovrednotimo. Meja dologitve je v nasem primeru znasala 2,52 ng/L. Ce sicer
preracunamo LOD kot 3-kratno in LOQ kot 10-kratno povpre¢no vrednost SD odziva treh
slepih vzorcev dobimo vrednosti LOD=0,959 ng/L in LOQ=1,30 ng/L.

4.3 Analiza povrSinskih in odpadnih vod

Na osnovi validacije analizne metode (4.2.) smo ugotovili, da je razvita analizna metoda, ki
vkljucuje pripravo vzorcev z SPE in instrumentalno analizo z LC-MS/MS primerna za
dolocanje SER v povrsinskih vodah. V zadnjem delu smo zato z validirano metodo tudi

testirali na vzorcih povrsinskih, pa tudi odpadnih vod.

V povrSinskih vodah pri¢akujemo SER predvsem v predelih, ki so obremenjeni z
antropogenimi izvori onesnazenja, kot so vecja mesta, oziroma kjer preciS¢ena odpadna voda
iz CN vstopa v vodno okolje. Po literaturnih podatkih se SER v povrsinskih vodah nahaja v
koncentracijah od 0,16 do 49 ng/L (Preglednica Il), zato smo tudi samo pricakovali analit v

koncentracijah do 50 ng/L. Odloc¢ili smo se, da bomo odvzeli vzorce na lokacijah, ki so po
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nasih pri¢akovanjih najbolj obremenjena s SER, kot tudi z ostanki drugih zdravil. En vzorec
za analizo smo odvzeli na Ljubljanski Spici (Vz1), drugi pa v Zalogu (Vz4). Ti dve togki
smo izbrali, da bi lahko vrednotili vpliv mesta Ljubljana in ¢istilne naprave na vsebnost SER
v reki Ljubljanici. Druga dva vzorca smo pridobili na reki Krki pred CN (Vz2) in po ¢istilni
napravi (Vz3). Tudi tukaj smo Zeleli ovrednotiti vpliv ¢istilne naprave na onesnazenost reke
s SER. Vzorce smo analizirali po metodi opisani v poglavju 3.2.2 in 3.2.5. Meritve smo za

vsak vzorec opravljali v dveh paralelkah.

Preglednica XLIII: Rezultati analize povrSinskih vod (n=2)

_ s Dolocene )
Vzorec Mesto zajema . RSD (%) koncentracije SER  Rezultat
razmerje SER/IS (ng/L)*
Vzl Lj-Spica 2,35x1072 5,36 0,151 <LOQ
Vz4 Lj-Zalog 5,15 x1072 11,5 1,04 <LOQ
Vz2 NM-pred CN 2,57 x1072 55,6 0,223 <LOQ
Vz3 NM-po CN 3,37 x1072 20,0 0,484 <LOQ

*koncentracija je prera¢unana zgolj informativno, saj metoda ni bila razvita za dolo¢anje

tako nizkih koncentracij

Iz rezultatov v preglednici XLIII je razvidno, da je v vseh vzorcih koncentracija SER pod
mejo dolo¢itve. Trije vzorci imajo podoben odziv kot slepi vzorec ¢iste povrSinske vode,
vzorec Vz4 pa odstopa, vendar je $e vedno pod mejo dolocitve. Vzorec Vz4 je prav tako
najbolj okoljsko obremenjen z odplakami iz CN Ljubljana. Prav tako vidimo, da je metoda
pri tako nizkih koncentracijah zelo slabo ponovljiva saj so RSD-ji pri vzorcih 2 in 3 krepko
nad 15%. Rezultati so deloma tudi pricakovani saj so reke v Sloveniji zaradi velike

vodnatosti in nizke poseljenosti razmeroma nizko obremenjene z ostanki zdravil.

V odpadnih vodah, ki priteéejo in odtegejo iz CN se po literaturnih podatkih SER nahaja v
obmocju od 3,7 do 60 ng/L (Preglednica 1), podobno stanje smo pricakovali tudi za
slovensko vodno okolje. V odpadnih vodah smo torej pri¢akovali vijo koncentracijo SER
kot v povrsinskih vodah, saj so povrsinske vode mnogo bolj razred¢ene kot odpadne, prav
tako pa naj bi se del SER med ¢is¢enjem odpadnih vod razgradil (Preglednica I). Pri analizi
odpadnih vod smo analizirali 4 vzorce dveh razli¢nih ¢istilnih naprav (Cistilna naprava Novo
mesto in Cistilna naprava Ljubljana). Pri vsaki ¢istilni napravi smo preverili koncentracijo
SER v odpadni vodi ki pritete v CN in v pre¢isceni vodi ki zapusti CN. S taks§nim
nacrtovanjem odvzema vzorcev Smo vrednotili tudi uc¢inkovitost Cistilne naprave. Vzorce

smo analizirali po metodi opisani v poglavju 3.2.2 in 3.2.5.
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Preglednica XLIV: Rezultati analize odpadnih vod

\Vzorec Mesto zajema Povprec¢no razmerje RSD Izracunana koncentracija glede

SER/IS (%) na umeritveno premico (ng/L)
Vz5 CN-NM dotok 1,08 2,10 35,8
Vz6 CN-NM odtok 0,523 5,42 16,7
Vz7 CN-LJ dotok 1,17 11,1 38,8
Vz8 CN-LJ odtok 0,792 1,97 25,9

Iz rezultatov v preglednici XLIV vidimo, da imamo v odpadnih vodah prisoten SER v
koncentracijah od 16,7 do 38,8 ng/L. Razvidno je, da je vsebnost SER v odpadnih vodah
ve&ja v Ljubljani kot v Novem mestu. Iz rezultatov je razvidno, da so CN le deloma
uinkovite pri odstranjevanju SER iz odpadnih vod, kar pomeni, da SER skozi CN vstopa v
okolje, kjer predstavlja potencialno nevarnost za zdravje vodnih organizmov. CN Novo
mesto odstrani iz odpadnih vod 53,5% vsega SER, CN Ljubljana pa odstrani iz odpadnih
vod 33,2% SER. Zaenkrat ne poznamo vodnih organizmov na katere ima SER vpliv tudi v
koncentracijah, ki smo jih izmerili in zasledili v literaturi, res pa je, da so bile Studije
izvedene le na posameznih vrstah vodnih organizmov. Prav tako ne poznamo identitete vseh
razpadnih produktov SER, ki bi lahko v okolju povzrocali Se ve¢jo Skodo. Zelo slabo
raziskano je tudi sinergisti¢no delovanje SER s preostalimi SSRI oz. s preostalimi prisotnimi
kontaminanti. Cilj razvoja tehnologije Cistilnih naprav v prihodnosti je, da bodo le te
odpadno vodo odistile do te mere, da ve¢ ne bo vsebovala okolju potencialno skodljivih
spojin. V prihodnosti bo potrebno izvesti teste kroni¢ne izpostavljenosti vodnih organizmov
skozi daljse ¢asovno obdobje in na podlagi teh rezultatov podati dokon¢ne smernice za
uspesno odstranjevanje SER iz vod. Prisotnost SER v odpadnih vodah v obeh C¢istilnih
napravah je primerljiva z literaturnimi podatki (Preglednica 1). Koncentracija SER v
odpadnih vodah je primerljiva z ugotovljenimi koncentracijami SER v odpadnih vodah v

drzavah kjer so prav tako vrednotili prisotnost SER.

Pri analizi odpadnih vod, ki predstavljajo kompleksne matrikse smo imeli izrazeno supresijo
ionov, kar se je videlo kot znizan odziv IS. Do t.i. uinka matriksa je prislo tudi pri pripravi
umeritvene krivulje v sintetiéni odpadni vodi, vendar ta u¢inek ni bil tako izrazit. Za
zmanjSanje moznosti pojava ionske supresije bi lahko izbrali SibkejSe elucijsko topilo ali

mocnejse topilo za spiranje sorbenta.
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5. Sklepi

V sklopu magistrske naloge smo v zacetku poskusov najprej ovrednotili in optimizirali
pogoje priprave vzorcev SER z SPE s pomocjo detekcije na GC-MS. Izbrali smo ustrezne
kolone za ekstrakcijo SER (Oasis® HLB, 60mg/3mL), izbrali smo najboljse topilo za
kondicioniraje kolon (DM:ACN=1:1) in elucijo (2% TEA v 3x1 ml DM:ACN=1:1), dolo¢ili
smo optimalni ¢as nanosa vzorcev (tn>1,5h), optimalno pH vrednost vzorcev za nanos
(pH=11,3), vpliv deleza MeOH v topilu za spiranje na uspesnost ekstrakcije (20% MeOH v

6 mL H2O) ter preverili, v kateri fazi priprave vzorcev lahko prihaja do izgub.

Pri prehodu na bolj obc¢utljivo LC-MS/MS metodo smo najprej na vzorcih standardov
dolocili ustrezne nastavitve same analizne metode. Najprej smo optimizirali detekcijski del
nato pa Se kromatografski del metode. Z razvito metodo detekcije smo nato preverili
ustreznost postopka priprave vzorcev za analizo primerjalno glede na GC-MS. Prav tako
smo preverili, kje v postopku prihaja do izgub, ovrednotili smo vpliv kvantitativnega prenosa
iz vec¢jih vial v manjse na izkoristek ekstrakcije in vpliv deleza MeOH v topilu za spiranje

na izkoristek ter ovrednotili izkoristek priprave vzorcev pri razli€nih koncentracijah.

Pri detekciji z metodo LC-MS/MS smo se prvic¢ srecali s kontaminacijo vzorcev s SER. Do
kontaminacije je prihajalo, ker so v istem laboratoriju na isti opremi so¢asno izvajali poskuse
z nekaj 1000-krat visjimi koncentracijami SER. Za odkrivanje vzrokov kontaminacije smo
porabili veliko Casa saj smo morali ovrednotiti vsak del postopka priprave vzorcev, Kjer bi
lahko priSlo do onesnaZenja. Po dolocitvi in odstranitvi vzrokov kontaminacije ter preselitvi
eksperimentalnega dela v laboratorij na Fakulteti za farmacijo smo dosegli realne izkoristke

tudi pri vzorcih standardnih raztopin SER z 1,02 ng/L v destilirani vodi.

Po optimizaciji metode in odstranitvi vzrokov kontaminacije smo naredili validacijo razvite
analizne metode za dolo¢anje SER v povrSinskih vodah, znotraj katere smo dolocili
izkoristek ekstrakcije pri razlicnih koncentracijah (74,0-86,2%), potrdili selektivnost,
linearnost (R?=0,9998), meddnevno in dnevno ponovljivost (RSD <15%) ter toénost (93,0-
112,6%), ponovljivost injiciranja (RSD<7%) in mejo dolocitve (2,52 ng/L). Isto analizno
metodo smo uporabili tudi na odpadni vodi, kjer smo dolog¢ili linearnost (R?=0,9995). Zaradi
primerljivih rezultatov linearnosti za SER v Cisti povrSinski in sinteti¢ni odpadni vodi smo
se odlocili, da vse preostale parametre validacije preverimo le na vzorcih ¢istih povrSinskih
vod. Ker smo pri validaciji ponovno zaznali SER v slepih vzorcih pripravljenih v povrsinski

vodi, meje zaznavnosti nismo mogli dolociti.
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Optimizirana analizna metoda nam je omogocala kvantitativno dolocevanje SER v
povrsinskih vodah v koncentracijskem obmocju od 2,52 ng/L do 49,9 ng/L in v odpadnih
vodah v koncentracijah od 5,03 do 99,8 ng/L. V tem koncentracijskem obmo¢ju smo za

metodo dokazali ustrezno selektivnost, linearnost, to¢nost in ponovljivost.

Pri kon¢ni validaciji smo zaradi tezav s kontaminacijo preko elektrode pH metra opustili
alkaljenje vzorcev. Pri razvoju $e bolj obcutljive analizne metode za dolo¢anje SER v vodi
bi morali ponovno vpeljati alkaljenje vzorcev s pripravo puferskih raztopin razlicnih
koncentracij SER, poskuse pa bi morali izvajati v lo¢enem laboratoriju, kjer bi imeli nadzor
nad kontaminacijo s SER. Razvoj metode bi lahko izvedli tudi z uporabo kationskih nosilcev,
pri katerih bi dosegli vec¢jo selektivnost pri nanosu, spiranju in eluciji. Obcutljivost analizne
metode bi lahko povecali s povedanjem volumna injiciranja v LC-MS/MS. Kljub vsem
zapletom smo razvili metodo s katero lahko kvantitativno dolo¢imo koncentracijo SER v
zelo nizki koncentraciji 2,52 ng/L v povrSinskih vodah in v koncentraciji 5,03 ng/L v
odpadnih vodah. Za dolocevanje SER v povrSinskih vodah v nizjem koncentracijskem

obmocju bi bilo potrebno popolnoma odpraviti vzroke kontaminacije.

V sklopu magistrske naloge nam je uspelo dokazati prisotnost SER v odpadnih vodah v
koncentracijskem obmodju od 16,7 do 38,8 ng/L. Ugotovili smo tudi, da so CN le deloma
ucinkovite pri odstranjevanju SER iz odpadnih vod, ki se med ¢iS¢enjem odpadne vode
bodisi razgradi z aktivnim blatom, ali pa se glede na visok adsorpcijski koeficient
prerazporedi v odpadno blato. SER nam v povrSinskih vodah zaradi laboratorijske
kontaminacije vzorcev ni uspelo dokazati, kljub temu pa je odziv za SER v vzorcu Vz4
odstopal od odziva slepih vzorcev, kar nam daje slutiti, da se SER nahaja tudi v povrSinskih

vodah v obremenjenih regijah v Sloveniji.
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