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ODREDIVANJE VESTACKOG ZASLAPIVACA SAHARINA U UZORCIMA OTPADNE VODE

Eleonora Gvozdic', Inovacioni centar Tehnolosko-metalurskog fakulteta u Beogradu
Ivana Mati¢ Bujagi®, VSSS Beogradska politehnika
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Apstrakt: Siroka primena vestackih zasladivaca u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji pocela je
pocetkom osamdesetih godina proslog veka. Vecina ovih jedinjenja se ne metabolise u ljudskom telu
i izlucuje se uglavnom nepromenjena. Glavni izvor vesStackih zasladivaca u Zivotnoj sredini
predstavljaju komunalne otpadne vode. Zbog ogranicenih podataka o njihovoj ekotoksicnosti i
ponasanju u zivotnoj sredini, svrstani su u klasu emergentnih zagadujucih materija. Dosadasnja
istrazivanja su pokazala Siroku rasprostranjenost ovih jedinjenja u povrsinskim i podzemnim
vodama. U ovom radu je razvijena i optimizovana metoda pripreme uzoraka otpadne vode
ekstrakcijom na cvrstoj fazi za analizu vestackog zasladivaca saharina. Izvrsen je odabir
optimalnog sorbenta, pH vrednosti i zapremine uzorka vode, kao i rastvaraca za eluiranje saharina
sa pakovanja kolone. Dobijeni ekstrakti su analizirani metodom tecne hromatografije sa tandem
masenom spektrometrijom. Razvijena metoda je primenjena na uzorke otpadnih voda iz tri
kanalizaciona ispusta u Beogradu i okolini. Detektovane koncentracije saharina su bile u opsegu od
29ug L’ do135ug L.

Kljucne redi: vestacki zasladivaci, otpadna voda, ekstrakcija na ¢vrstoj fazi, te¢na hromatografija—

tandem masena spektrometrija

DETERMINATION OF ARTIFICIAL SWEETENER SACCHARIN IN WASTEWATER SAMPLES

Abstract: The widespread use of artificial sweeteners in the food and pharmaceutical industry
started at the beginning of the 1980s. Most of these compounds are not metabolized in human body
and are excreted mostly unchanged. Communal wastewater is the main source of artificial
sweeteners in the environment. Due to limited data on their ecotoxicity and fate in the environment,
they are classified as emerging pollutants. Previous research has shown the wide distribution of
these compounds in surface and ground water. In this paper, the method of preparation of
wastewater samples was developed and optimized using the solid-phase extraction for the analysis
of artificial sweetener saccharin. The sorbent type, the pH and the volume of the water sample, as
well as the elution solvent were tested in the sample preparation optimization. The obtained
extracts were analyzed by liquid chromatography—tandem mass spectrometry. The developed
method was applied to wastewater samples collected from three sewage discharges in Belgrade and
the surroundings. The detected concentrations of saccharin were in the range from 2.9 ug L™
13.5 ug L.

Keywords: artificial sweeteners, wastewater, solid-phase extraction, liquid chromatography—
tandem mass spectrometry
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1. UVOD

Vestacki zasladivaci se koriste kao zamena za Secer ili kao poboljSivaci ukusa u prehrambenim i
farmaceutskim proizvodima. Upotreba ovih supstanci u Republici Srbiji je definisana Pravilnikom o
prehrambenim aditivima [1]. U protekloj deceniji, mnoge studije su potvrdile njihovo prisustvo u
prirodnim vodama, u koncentracijama do nekoliko pg L™ [2,3,4]. Najvazniji izvor ovih jedinjenja u
vodenoj sredini su efluenti iz postrojenja za preciS¢avanje otpadnih voda ili netretirane komunalne
otpadne vode. Zbog nepoznatog ponaSanja u zivotnoj sredini i uticaja na akvati¢ni ekosistem,
vestacki zasladivaci su svrstani u klasu emergentnih zagaduju¢ih materija [2]. Jedan od najcesce
koris¢enih vestackih zasladivac¢a u Evropi je saharin. Saharin je najstariji niskokalori¢ni zasladivac
koji je sintetisan 1878. godine. Oko 300 puta je sladi od Secera i nema kalorijsku vrednost. Prolazi
kroz ljudsko telo nepromenjen i izluCuje se putem urina [5]. U Republici Srbiji, saharin je dozvoljen
za upotrebu u stocnoj hrani, koja moze predstavljati dodatni izvor ovog zasladivaca [6]. Takode,
ovo jedinjenje moZe da bude degradacioni produkat sulfonilurea herbicida [7]. Zivotinje izluuju
saharin u velikoj meri, pa se moZe naéi u dubrivu u visokim koncentracijama (do 12 mg L™") [8].
Kao rezultat koriS¢enja dubriva u poljoprivredi, velika je verovatnoéa da ¢e se saharin, putem
spiranja sa poljoprivrednog zemljiSta, na¢i u podzemnim vodama. Takode, saharin predstavlja
pogodan indikator zagadenja otpadnim vodama koje se desilo u relativno bliskom vremenskom
periodu, posto se brzo razgraduje u zivotnoj sredini [3].

U ovom radu je razvijena i optimizovana metoda pripreme uzoraka komunalne otpadne vode
ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi (eng. solid-phase extraction, SPE) za analizu veStackog zasladivaca
saharina. IzvrSen je odabir optimalnog sorbenta, pH vrednosti i zapremine uzorka vode, kao i
rastvaraca za eluiranje saharina sa pakovanja kolone. Dobijeni ekstrakti su analizirani metodom
teCne hromatografije—tandem masene spektrometrije (eng. liquid chromatography—tandem mass
spectrometry, LC-MS/MS). Razvijena metoda je primenjena na uzorke netretiranih otpadnih voda
iz kanalizacionih ispusta u Beogradu i1 okolini.

2. EKSPERIMENTALNI DEO
2.1 Hemikalije i reagensi

Analiticki standard saharina visoke Cistoce (= 98%) je nabavljen od proizvodaca Sigma-Aldrich
(Sent Luis, SAD). Hemijska struktura i fizicko-hemijska svojstva saharina su prikazani u tabeli 1.
Metanol je kupljen od proizvodacéa VWR Chemical (Brijar, Francuska), a acetonitril od proizvodaca
Sigma-Aldrich (Sent Luis, SAD). Amonijum-acetat je nabavljen od proizvodaca Fisher Chemical
(Lafboro, Velika Britanija). Za podeSavanje pH vrednosti uzoraka vode koriS¢ena je koncentrovana
sir¢etna kiselina. Svi rastvaraci su bili HPLC stepena Cistoce.

Tabela 1. Hemijska struktura i fizicko-hemijska svojstva saharina: M — molarna masa, Ky, —
koeficijent raspodele izmedu oktanola i vode, K, — konstanta kiselosti, R — rastvorljivost u vodi

Hemijsk M R?
Analit emusia 1 | log Ko | PKY” a
struktura (g mol ™) (mgL™)
O
swin | (0
aharin NH
(CHsNOsS) ﬁ/\o 183,1 0,45 1,3 789,2
(0]

* ChemSpider baza podataka; http://www.chemspider.com/
> pubChem baza podataka; https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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2.2 LC-MS/MS analiza

LC-MS/MS analiza saharina izvrSena je na Dionex UltiMate® 3000 HPLC sistemu u sprezi sa
LTQ XL linearnim jonskim trapom kao masenim spektrometrom, od proizvoda¢a Thermo Fisher
Scientific (Voltam, 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 150 mm x 3 um), od proizvodaca Phenomenex (Torans, SAD). Mobilna faza se
sastojala od 84% vode (A), 15% metanola (B) i 1% rastvora amonijum-acetata (C) pri konstantnom
protoku od 0,33 mL min'. Kao prekursor jon odabran je deprotonovani molekul m/z 182 koji je
dalje fragmentisan uz optimizaciju kolizione energije. Na osnovu rezultata MS" analize, odabrane
su karakteristicne reakcije fragmentacije za kvantitativno odredivanje (m/z 182 — m/z 106) i
potvrdu prisustva (m/z 182 — m/z 96) saharina u realnim uzorcima.

2.3. Optimizacija metode pripreme uzoraka

Prilikom optimizacije metode ekstrakcije na ¢vrstoj fazi testirani su slede¢i parametri: vrsta
sorbenta, pH vrednost i zapremina uzorka vode, kao i vrsta rastvaraca za eluiranje. Ispitivana je
pogodnost jono-izmenjivackih, polimernih, C18 i ugljeni¢nih sorbenata za ekstrakciju saharina.
Testirano je pet SPE kertridza razliCitih proizvodaca: Supelclean LC-SAX (500 mg/3 mL),
Supelclean ENVI-18 (500 mg/6 mL), Supelclean ENVI-Carb (500 mg/6 mL) od proizvodaca
Supelco (Belfont, SAD); Oasis HLB (200 mg/6 mL) od proizvodaca Waters (Milford, SAD) i Strata
X (200 mg/6 mL) od proizvodaca Phenomenex (Torans, SAD).

Standardni rastvor saharina dodat je u odgovarajuc¢u zapreminu dejonizovane vode tako da pocetna
koncentracija u uzorku bude 5 ng mL™". Kertridzi su kondicionirani sa 5 mL metanola, a zatim sa
5 mL dejonizovane vode, bez podesavanja pH. Uzorci vode su nanoSeni na SPE kolonu, nakon ¢ega
su suSeni na vakuumu 10 min. Eluiranje saharina je izvrSeno sa 10 mL metanola. Dobijeni ekstrakti
su uparavani 1 rekonstituisani do zapremine od 1 mL pomoc¢u metanola. Nakon toga, finalni
ekstrakti su filtrirani kroz 0,45 pm poli(viniliden-fluorid) filtere (PVDF), od proizvodac¢a Roth
(Karlsrue, Nemacka).

Nakon izbora odgovarajueg sorbenta, ispitivana je optimalna pH vrednost uzorka vode koja
omogucava bolju ekstrakciju saharina. Testirane su slede¢e vrednosti: 2,0, 3,0, 4,0 1 6,0. Navedeni
eksperimenti su izvedeni na isti nacin kao u prethodnom ispitivanju optimalnog sorbenta. U cilju
odredivanja kapaciteta sorbenta za ekstrakciju analita 1 sprecavanja ispiranja saharina sa kolone, u
slede¢em koraku SPE optimizacije testirana je zapremina uzorka vode koja se nanosi na kertridz, i
to: 50 mL, 100 mL i 250 mL. Eksperimenti su izvedeni na isti na¢in kao u prethodnom koraku
optimizacije, uz podeSavanje pH uzorka na optimalnu vrednost. Konacno, kao rastvaraci za
eluiranje saharina sa pakovanja kolone testirani su metanol i acetonitril. Oba navedena
eksperimenta su izvedena pod istim uslovima, a za ekstrakciju ovog zasladivaca koriS¢ena je
zapremina eluenta od 10 mL.

2.4. Realni uzorci

Razvijena metoda je primenjena na uzorke otpadnih voda iz kanalizacionog ispusta u Beogradu koji
se uliva direktno u reku Savu (uzorak OTP1), kao 1 iz dva ispusta u okolini Beograda (uzorci OTP2
1 OTP3). Uzorci vode su sakupljeni u plasticne boce od 1 L 1 Cuvani u zamrzivacu bez dodatka
konzervansa. Pre ekstrakcije na ¢vrstoj fazi, uzorci su odmrznuti i filtrirani kroz filtere od staklenih
vlakana veli¢ine 1-3 pm (Whatman GmbH, Dasel, Nemacka).

3. REZULTATI I DISKUSIJA

Rezultati odabira optimalnog sorbenta su pokazali da se odredeni stepen ekstrakcije saharina postize
jedino primenom polimernih Strata X (7%) i Oasis HLB kertridza (24%). Ovi kertridzi sadrze

222



kopolimer N-vinilpirolidona sa divinilbenzenom, §to im daje istovremeno i hidrofilna (N-vinil-
pirolidon) 1 lipofilna (divinilbenzen) svojstva, omogucavaju¢i ekstrakciju analita razlicitih
polarnosti. Sli¢ni rezultati su zabelezeni u drugoj studiji, u kojoj su takode dobijeni niski prinosi za
saharin u prvim koracima SPE optimizacije [8]. Na osnovu navedenih rezultata, Oasis HLB i Strata
X kertridzi su odabrani za dalji razvoj SPE metode.

Prilikom optimizacije pH vrednosti uzorka vode, potvrdena je znacajnost ovog parametra za
povecanje efikasnosti ekstrakcije. Oba sorbenta su pokazala znacajno vecu efikasnost vezivanja
saharina kada je pH vrednost uzorka vode bila podesena na 3,0 i 4,0 pri ¢emu je najveci prinos
metode (96%) zabelezen kada je primenjen Oasis HLB sorbent pri pH = 3,0 (slika 1). S druge
strane, na vi$oj (6,0) i nizoj (2,0) pH vrednosti, prinosi su bili veoma niski za oba sorbenta. Zbog
toga su pH vrednost 3,0 za uzorak vode i Oasis HLB kertridZ izabrani za dalje eksperimente SPE
optimizacije (slika 1).

100 T

-

1

50+

Prinos, %

.| [ | i

Qasis HLB Strata X

Slika 1. Optimizacija pH vrednosti uzorka otpadne vode pri koriS¢enju Oasis HLB i Strata X
sorbenata

Pri odabiru optimalne zapremine uzorka vode zakljuceno je da zapremina od 100 mL obezbeduje
dovoljno visok faktor predkoncentrisanja uz krace vreme eksperimenta. U daljim eksperimentima,
prilikom testiranja rastvaraCa za eluiranje, postignuta je sli¢na efikasnost ekstrakcije primenom
metanola (92%) i acetonitrila (91%). Ovakvi rezultati pokazuju dobru rastvorljivost saharina u oba
rastvaraca. Kona¢no, kao optimalan rastvara¢ je odabran metanol. Takode, utvrdeno je da je
zapremina od 10 mL metanola dovoljna da se saharin potpuno eluira sa pakovanja kolone.
Razvijena metoda je primenjena na uzorke otpadnih voda iz tri kanalizaciona ispusta u Beogradu i
okolini. Saharin je detektovan u svim analiziranim uzorcima, pri slede¢im koncentracijama:
13,5 ug L™ (uzorak OTP1), 3,9 ug L™ (uzorak OTP2) i 2,9 ug L' (uzorak OTP3). Najvisa vrednost
saharina je detektovana u kanalizacionom ispustu u Beogradu (uzorak OTP1), §to se moze objasniti
ve¢om potro$njom ovog zasladivaca srazmerno broju stanovnika.

4. ZAKLJUCAK

U eksperimentima optimizacije pripreme uzorka otpadnih voda metodom ekstrakcije na ¢vrstoj fazi
za odredivanje saharina, odabrani su parametri koji utiCu na visoku efikasnost ekstrakcije ovog
zasladivaca. Konac¢no razvijena SPE metoda podrazumeva nanoSenje 100 mL uzorka vode, kome je
prethodno podeSena pH vrednost na 3,0, na Oasis HLB sorbent, pri ¢emu se analiti eluiraju sa
pakovanja kolone pomoc¢u 10 mL metanola. Primenljivost metode je potvrdena analizom
netretiranih komunalnih otpadnih voda iz ispusta u Beogradu i okolini. Dobijene vrednosti u
koncentracijama do 13,5 pg L™ ukazuju na visoku primenu saharina u prehrambenoj industriji u
Republici Srbiji, kao 1 potencijalnu ekotoksi¢nost na zivi svet u vodi.
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