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INTERNATIONAL SCIENTIFIC CONFERENCE

ETIKUM 2018 Novi SAD, SERBIA, DECEMBER 6-8, 2018

Gvozdié, E., Mati¢ Bujagié, 1., Toli¢ Stojadinovié, Lj., Grujié, S., Purkié, T.
PRIPREMA UZORAKA VODE ZA ANALIZU VESTACKIH ZASLAPIVACA

Rezime: Vestacki zasladivaci se decenijama koriste kao aditivi u hrani, picu i farmaceutskim
proizvodima. Savremena istrazivanja su pokazala Siroku rasprostranjenost ovih supstanci u prirodnim i
otpadnim vodama, zbog cega su svrstani u klasu emergentnih zagadujuc¢ih materija. U ovom radu je
prikazana optimizacija metode pripreme uzoraka vode ekstrakcijom na cévrstoj fazi za odredivanje
tragova odabranih vestackih zasladivaca. Ova metoda omogucava istovremeno izolovanje i
koncentrovanje analita, ali i precis¢avanje ekstrakta uzorka. Prilikom razvoja metode izvrSen je izbor
optimalnog adsorbenta, zapremine i pH vrednosti uzorka vode, kao i rastvaraca za eluiranje analita sa

pakovanja  kolone. Dobijeni ekstrakti
spektrometrije.

su analizirani

metodom tecne hromatografije—masene

Kljucne reci: emergentne zagadujuce materije; vestacki zasladivaci; ekstrakcija na ¢vrstoj fazi; tecna

hromatografija—masena spektrometrija.

1. uvOD

Vestacki zasladivaéi su supstance Kkoje se
koriste za postizanje slatkog ukusa prehrambenih i
farmaceutskih proizvoda, ali za razliku od Secera
odlikuje ih niska ili nulta energetska vrednost [1].
Ova jedinjenja se uglavnom ne metabolisu u
ljudskom telu i izlu€uju se nepromenjena. Glavni
put dospevanja vestackih zasladivaca u Zivotnu
sredinu predstavljaju komunalne otpadne vode.
Posebno je zabrinjavajuce §to se ove supstance ne
uklanjaju u potpunosti u postrojenjima za
precis¢avanje otpadnih voda, Sto dovodi do
njihovog kontinualnog unosa u vodenu sredinu.
Njihovo ponaSanje u Zivotnoj sredini i dugoro¢ni
ekotoksikoloski uticaj i dalje su nepoznati, pa su iz
tog razloga svrstani u Kklasu emergentnih
zagadujuc¢ih materija [2,3]. Pored toga, prisustvo
vestackih zasladivaca u prirodnim vodama moze
da se koristi kao indikator zagadenja komunalnim
otpadnim vodama [4].

Dosada$nja istrazivanja pokazuju Siroku
rasprostranjenost ~ veStackih  zasladivaca u
razli¢itim matricama iz zivotne sredine, pri ¢emu
su koncentracije acesulfama i sukraloze najvece
(do nekoliko stotina pg L) [5]. S obzirom na to
da su vestacki zasladivaci u prirodnim i otpadnim
vodama prisutni u veoma niskim koncentracijama,
neophodna je osetljiva i pouzdana analiticka
metoda za odredivanje tragova ovih supstanci u
vodi. Pregledom literature zakljuceno je da je
najée$¢e koriS¢ena instrumentalna tehnika za
odredivanje ovih jedinjenja tecna hromatografija u
sprezi sa tandem masenom spektrometrijom (eng.
liquid chromatography-tandem mass spectro-
metry, LC-MS/MS) [5]. Takode, ekstrakcija na

¢vrstoj fazi (eng. solid-phase extraction, SPE)
predstavlja vodecu analiticku metodologiju za
izolovanje i  predkoncentrisanje  vestackih
zasladivaca iz vode, kao i za precis€avanje
ekstrakta uzorka [5-7].

U ovom radu je prikazana optimizacija metode
pripreme uzoraka vode ekstrakcijom na ¢Evrstoj
fazi za odredivanje tragova najce$ce koriséenih
vestackih zasladivada - acesulfama, saharina,
ciklamata, sukraloze, aspartama, neohesperidin
dihidrohalkona (NHDC) i neotama.

2. EKSPERIMENTALNI DEO

2.1 Hemikalije i reagensi

Standardne supstance pet vestackih zasladivaca
(acesulfam,  saharin,  ciklamat, sukraloza,
aspartam) su nabavljene od proizvoda¢a Sigma-
Aldrich (Sent Luis, SAD). NHDC i neotam su
kupljeni od proizvoda¢a TCIl Europe (Pariz,
Francuska). Sve standardne supstance su bile
visoke Cistoce (> 98%). Metanol je nabavljen od
proizvodaca VWR Chemicals (Brijar, Francuska),
a acetonitril od proizvodaca Sigma-Aldrich (Sent
Luis, SAD). Amonijum-acetat je kupljen od
proizvodaca Fisher Chemical (Lafboro, Velika
Britanija). Za podesavanje pH vrednosti uzoraka
vode koriS¢ena je koncentrovana siréetna kiselina.
Svi rastvaraci su bili HPLC stepena ¢istoce.

2.2 LC-MS/MS analiza

LC-MS/MS analiza odabranih ves$tackih
zasladivaca izvrSena je na Dionex UltiMate® 3000
HPLC sistemu u sprezi sa LTQ XL linearnim
jonskim trapom kao masenim spektrometrom,
proizvodaca Thermo Fisher Scientific (Voltam,
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SAD). Kao jonizaciona tehnika koriS¢ena je
elektrosprej jonizacija u negativnom rezimu rada.
Za hromatografsko razdvajanje koriS¢ena je
reverzno-fazna kolona: Luna C8 (3,0 mm x
x 150 mm x 3 ym), proizvodaéa Phenomenex
(Torans, SAD). Mabilna faza se sastojala od vode
(A), metanola (B) i 1% rastvora amonijum-acetata
(C). Optimalno hromatografsko razdvajanje je
postignuto primenom gradijenta pri konstantnom
protoku 0,33 mL mint. Gradijent se menjao na
sledeé¢i nadin: 0 min, A 84% B 15% C 1%; 8 min,
A 84% B 15% C 1%; 13 min, A 34% B 65 %
C 1%; 15 min, B 100%; 20 min, B 100%. Nakon
toga, pocCetni uslovi su ponovo uspostavljeni i
drZani tokom 10 min.

RT: 4.61

100 NL: 1.67E3
Acesulfam  TICF: ITMS - ¢ ESI SRM ms2
50 162.00@cid27.00 [81.00-83.00]
0 ..
100 i NL: 6.35E1
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. I'C F: ITMS - ¢ ESI SRM ms2
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0 2 15.57
100 e NL: 3.69E3
so  Sukraloza
0

TIC F: ITMS - ¢ ESI SRM ms2
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100 ki:l647 NL: 1.98E4
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5o Neotam 377.00@cid16.00 [344.00-346.00]
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S1. 1. Maseni hromatogrami odabranih vestackih
zasladivaca dobijeni LC-MS/MS analizom
standardnog rastvora koncentracije 500 ng mL™*

Pri uspostavljanju maseno-spektrometrijskog
protokola, za svaki analit odabran je prekursor jon
koji je dalje fragmentisan uz optimizaciju
kolizione energije. Kao prekursor joni za sve
analite odabrani su deprotonovani molekuli, osim
u slucaju sukraloze, za koju je odabran adukt sa
hlorom. Najintenzivniji i najstabilniji fragmenti
jon je izabran za kvantifikaciju svakog analita. Na
osnovu rezultata MS" analize, pored reakcije
fragmentacije za kvantitativno  odredivanje
(slika 1), odabrana je i reakcija za potvrdu
prisustva svakog zasladivaca.

2.3 SPE optimizacija
Prilikom optimizacije metode ekstrakcije na

Cvrstoj fazi testirani su slede¢i parametri: vrsta
adsorbenta, pH vrednost i zapremina uzorka vode,
kao i1 vrsta rastvaraa za eluiranje. Ispitivana je
pogodnost jono-izmenjivackih, polimernih, C18 i
ugljeni¢nih adsorbenata za ekstrakciju odabranih
vestackih zasladivada. Testirano je osam SPE
kertridza razli¢itih proizvodaca: Supelclean LC-
SAX (500 mg/3 mL), Supelclean ENVI-18
(500 mg/6 mL), Supelclean LC-18 (500 mg/
3 mL), Supelclean ENVI-Carb (500 mg/6 mL) od
proizvodaca Supelco (Belfont, SAD); Oasis MAX
(30 mg/1 mL), Oasis HLB (200 mg/6 mL) od
proizvodaca Waters (Milford, SAD); Bakerbond
SDB-1 (30 mg/1 mL) od proizvodaca J.T. Baker
(Filipsburg, SAD); i Strata X (200 mg/6 mL) od
proizvodaca Phenomenex (Torans, SAD).

U odgovaraju¢u zapreminu dejonizovane vode
dodat je standardni rastvor smeSe sedam
zasladivaca tako da pocetna koncentracija za svaki
analit u uzorku bude 5ng mL™. SPE kolone su
kondicionirane sa 5 mL metanola, a zatim sa 5 mL
dejonizovane vode, bez podesavanja pH. Priprem-
ljeni uzorci su nanoSeni na kertridze, Koji su
potom suseni na vakuumu 10 min. Zatim su analiti
eluirani sa 10 mL metanola. Dobijeni ekstrakti su
uparavani i rekonstituisani do zapremine od 1 mL
pomocu metanola. Nakon toga, finalni ekstrakti su
filtrirani  kroz 0,45 pum poli(viniliden-fluorid)
filtere (PVDF), od proizvodaca Roth (Karlsrue,
Nemacka).

Nakon izbora odgovarajuéeg adsorbenta,
ispitivana je optimalna pH vrednost uzorka vode.
Testirane su slede¢e vrednosti: 2,0, 3,0 i 6,0.
Navedeni eksperimenti su izvedeni na isti nacin

kao u prethodnom ispitivanju optimalnog
adsorbenta.

U cilju ispitivanja kapaciteta adsorbenta za
ekstrakciju analita i spre¢avanja ispiranja

zasladivaca sa kolone U slede¢em koraku SPE
optimizacije testirane su slede¢e zapremine uzorka
vode koje se nanose na kertridz: 50 mL, 100 mL i
250 mL. Eksperimenti su izvedeni na isti nacin
kao u prethodnom koraku optimizacije, uz
podesavanje pH uzorka na optimalnu vrednost.

Konac¢no, kao rastvaraci za eluiranje analita sa
pakovanja kolone testirani su metanol i acetonitril.
Oba navedena eksperimenta su izvedena pod istim
uslovima, a za ekstrakciju zasladivaca kori$¢ena je
zapremina eluenta od 10 mL.

3. REZULTATI | DISKUSIJA

Na osnovu rezultata eksperimenata optimiza-
cije adsorbenta, koji su prikazani u tabeli 1, moze
se zaklju€iti da su najveéi prinosi metode za
ve¢inu zasladivaca dobijeni kada su korisc¢eni
Oasis HLB kertridzi.
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Tabela 1. Prinosi metode pri kori$¢enju razli¢itih adsorbenata

Prinos, % (RSD, %)
Supelclean Oasis Supelclean | Supelclean Supelclean Bakerbond Strata Oasis
LC-SAX MAX LC-18 ENVI-18 ENVI-Carb SDB-1 X HLB

Acesulfam 0(0) 0 (0) 2 (14) 1(19) 0 (0) 1(19) 2(5) 10 (2)
Saharin 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 7(2) 24 (1)
Ciklamat 0(0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0(0) 0 (0) 8 (19)
Sukraloza 1(17) 48 (4) 91 (13) 46 (12) 106 (5) 82 (3) 88 (7) 59 (13)
Aspartam 3(9) 74(1) 86 (2) 82 (2) 1(19) 3(12) 75 (6) 38 (5)
NHDC 19 (3) 72 (4) 80 (7) 94 (3) 0(0) 32 (18) 94 (2) 71(7)
Neotam 5 (13) 103 (4) 75 (5) 98 (3) 0 (0) 74 (4) 87 (5) 44 (8)

Visoki prinosi se mogu objasniti time Sto Oasis
HLB adsorbent sadrzi polimer na bazi N-
vinilpirolidona sa divinil-benzenom i tako
poseduje hidrofilna (N-vinil-pirolidon) i lipofilna
(divinilbenzen) svojstva, $to je pogodno za
ekstrakciju Sirokog spektra analita razli¢itih
polarnosti. S druge strane, C18 (Supelclean LC-
18, Supelclean Envi-18), jono-izmenjivacki (Oasis
MAX) i polimerni Strata X adsorbenti su pokazali
visoku efikasnost ekstrakcije (46%-103%) za
Cetiri analita (sukraloza, aspartam, NHDC i
neotam). Dodatno, svi adsorbenti osim Oasis HLB
su pokazali minimalnu efikasnost za ekstrakciju
acesulfama, saharina i ciklamata (0%—7%). Ovi
rezultati su u skladu sa drugim studijama, kod
kojih su takode dobijeni niski prinosi za tri
zasladivaca u prvim koracima SPE optimizacije
[5,6]. Veoma nisku efikasnost ekstrakcije su
pokazali polimerni Bakerbond SDB-1, jonoizme-
njivacki Supelclean LC-SAX, kao i ugljeni¢ni
adsorbent Supelclean ENVI-Carb. Na osnovu
navedenih rezultata, Oasis HLB kertridz je izabran
kao optimalan za dalji razvoj SPE metode.
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Sl. 2. Optimizacija pH vrednosti uzorka vode

Utvrdeno je da je pH vrednost uzorka vode
izuzetno znaCajan parametar za povecanje
efikasnosti  ekstrakcije = odabranih  vestackih
zasladivaCa. Za veéinu analita, najveéi prinosi
(69%-112%) su dobijeni kada je pH vrednost bila

podesena na 3,0 (slika 2). U odnosu na ekstrakciju
bez podesavanja pH uzorka, znacajno su bili
povecani prinosi za acesulfam (za 50%), saharin
(za 72%), ciklamat (za 40%) i sukralozu (38%),
Sto se slaze sa podacima iz literature kada su
vrieni sli¢ni eksperimenti [5]. Zbog toga je pH
vrednost 3,0 za uzorak vode izabrana kao

optimalna u daljim eksperimentima SPE
optimizacije.
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Sl. 3. Optimizacija zapremine uzorka vode

Pri odabiru optimalne zapremine uzorka vode
zakljuceno je da 50mL wuzorka obezbeduje
dovoljno visok faktor predkoncentrisanja uz krace
vreme eksperimenta (slika 3). S druge strane, kada
su nano$ene veée zapremine uzorka utvrdeno je da
dolazi do ispiranja acesulfama i ciklamata sa
pakovanja kolone, §to je rezultovalo znacajno
nizim prinosima metode za ova dva analita.

U daljim eksperimentima, prilikom testiranja
metanola i acetonitrila kao rastvaraca za eluiranje,
primenom metanola dobijeni su zadovoljavajuci
prinosi metode (72-119%, slika 4) , dok su sa
acetonitrilom dobijeni prinosi koji nisu bili
prihvatljivi za veéinu veStackih zasladivaca
(< 70%). Ovakvi rezultati se mogu objasniti
slabom rastvorljivoséu pojedinih analita u
acetonitrilu, zbog ¢ega je metanol odabran kao
optimalan eluent. Takode, utvrdeno je da je
zapremina od 10 mL metanola dovoljna da se svi
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analiti potpuno eluiraju sa pakovanja kolone.

140 ﬁEMclzmul
1 Acetonitril
120 4
100 4
= g0 4 ]
v
2
= 60 -
Q-. 4
40 A
20 A
0 S _-&,_
\;@& Q:O"\ & W @5&\ Q &
S N E S
w O v

Sl. 4. Optimizacija vrste rastvaraca za eluiranje
4. ZAKLJUCAK

Pri optimizaciji metode ekstrakcije na ¢vrstoj
fazi, kao metode pripreme uzoraka vode za
odredivanje tragova veStackih  zasladivaca,
odabrani su parametri Kkoji obezbeduju Vvisok
stepen izolovanja izabranih analita. Optimizovana
SPE metoda podrazumeva nanoSenje 50 mL
uzorka vode, kome je prethodno podesena pH
vrednost na 3,0, na Oasis HLB adsorbent, pri
¢emu se analiti eluiraju sa pakovanja kolone
pomocu 10 mL metanola.

Razvijena SPE metoda moze se Koristiti kao
metoda pripreme uzorka za LC-MS/MS analizu
tragova vestackih zasladivata u podzemnim,
povrsinskim i otpadnim vodama, kao i u vodi za
pice.

5. ZAHVALNICA

Izradu ovog rada je finansiralo Ministarstvo
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