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SPIS SKROTOW I AKRONIMOW

Skrét/Akronim Termin anglojezyczny Termin polskojezyczny

A Area Pole powierzchni

ACN Acetonitrile Acetonitryl

AIS Area of internal standard Pole powierzchni wzorca wewnetrznego

APCI Atmospheric pressure chemical ionization ;?;Z;fgfyggﬁ;nrrzna pod cisnieniem

APPI Atmospheric pressure photoionization gfng(g;,?éiczjsyﬁﬁd ci$nieniem

BMI Body mass index Wskaznik masy ciata

BPA Bisphenol A Bisfenol A

BPA-d16 Bisphenol A-dsg Deuterowany bisfenol A

BPA-gluc BPA-glucuronide Glukuronian bisfenolu A

BSTFA N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide | N-O-bis(trimetylosililo)trifluoroacetamid

C Concentration Stezenie

CE Collision energy Energia kolizji

CUR Curtain gas Gaz ostonowy

Cw Carboxen Karboksen

CXP Colision cell exit potentian Potencjat wyjsciowy komory kolizyjnej

DIB-CI 4-(4,§-diphenyl-lH-imidazol2-y|)benzoyl Chlore_zk 4-(4,5-difenylo-1-imidazoilo)
chloride benzoilu

DOP Dopamine Dopamina

DOP-gluc Dopamine glucuronide Glukuronid dopaminy

DP Declustering potential Potencjat fragmentacyjny

DVB Divinylbenzene Diwinylobenzen

ED Electrochemical detector Detektor elekrochemiczny

EDCs Endocrine-disrupting chemicals Zwiazki endokrynnie czynne

EFSA European Food Safety Authority ]ZE;JVZ%?CS:(I Urzad Bezpieczenistwa

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay Test immunoenzymatyczny

EP Entering potential Potencjat wyjsciowy

ESI Electrospray ionization Jonizacja poprzez elektrorozpylanie

EtOH Ethanol Etanol

FA Formic acid Kwas mrowkowy

FIA Flow injection analysis Analiza wstrzykowo-przeptywowa

FLD Fluorescence detector Detektor fluorescencyjny

FPSE Fabric phase sorptive extraction E\ﬁiﬁﬁg&iggﬁ;ﬁ@hm

GC Gas chromatography Chromatografia gazowa




Gas chromatography coupled with mass

Chromatografia gazowa sprz¢zona ze

GC-MS spectrometry spektrometrem mas
GS1 Nebulizer gas Gaz rozpylajacy
HPLC High performance liquid chromatography Wysokosprawna chromatografia
cieczowa
. - Wysokosprawna chromatografia
HPLC-DAD High perfqrma_n ce liquid chromatography cieczowa sprzgzona z detektorem z
coupled with diode array detector .
matrycg diodowa
. - Wysokosprawna chromatografia
HPLC-FLD High perfo_rmance liquid chromatography cieczowa sprzgzona z detektorem
coupled with fluorescence detector :
fluorescencyjnym
. - Wysokosprawna chromatografia
HPLC-MS/MS High perfo_rmance liquid chromatography cieczowa sprzezona z tandemowym
coupled with tandem mass spectrometry
spektrometrem mas
IPA Isopropanol Izopropanol
IS Internal standard Wzorzec wewnetrzny
IS lonSpray voltage Napiecie rozpylania
LC-MS Liquid chromatography coupled with Chromatografia cieczowa sprzezona ze
mass spectrometry spektrometrem mas
Liquid chromatography coupled with Chromatografia cieczowa sprze¢zona z
LC-MS/MS
tandem mass spectrometry tandemowym spektrometrem mas
. Liquid chromatography coupled with Chromatografia cieczowa sprzgzona z
LC-UV-ViS ; o
ultraviolet—visible spectroscopy detector | detektorem spektrofotometrycznym
LH Luteinizing hormone Hormon luteinizujacy
LLE Liquid-liquid extraction Ekstrakcja w uktadzie ciecz-ciecz
LOD Limit of detection Granica wykrywalnosci
LOQ Limit of quantitation Granica oznaczalnosci
MeOH Methanol Metanol
MEPS Microextraction by packed sorbent Mikroekstrakcja do sorbentu
upakowanego w strzykawce
MIP Molecularly imprinted polymer Sorbent z odciskiem molekularnym
MRM Multiple reaction monitoring Monitorowanie wielu reakcji fragmentacji
MS Mass spectrometry Spektrometr mas
MS/MS Tandem mass spectrometry Tandemowy spektrometr mas
MW Molecular weight Masa czasteczkowa
N Theoretical plate number Liczba polek teoretycznych
NC Nebulizer current Natgzenie p.rzylozone do elektrody
wyladowania koronowego
NOAEL No observable adverse effect level Poziom mewy,woquc.y dajacych S1¢
zaobserwowac¢ szkodliwych skutkéw
PA Polyacryl Poliakryl
PCOS Polycystic ovary syndrome Zespot policystycznych jajnikow
PDMDPS Polydimethyldiphenylsiloxane Polidimetylodifenylosiloksan




PDMS Polydimethylsiloxane Poli(dimetylosiloksan)

PEG Polyethylene glycol Glikol polietylenowy

PFBBr Pentafluorobenzyl bromide Bromek pentafluorobenzylu

PMME Polymer monolith microextraction M|l§roekstrak01a na p0W|er;chn|
polimerowego ztoza monolitycznego

PTHF Polytetrahydrofuran Politetrahydrofuran

SBSE Stir bar sorptive extraction Ekstrakcja z wylforzystanlem ruchomego
elementu sorpcyjnego

SHBG Sex hormone binding globulin Biatko wiazace hormony ptciowe

SIM Selected-ion monitoring Monitorowanie wybranych jonow

SIN Signal-to-noise ratio Stosunek sygnatu do szumu

SPDE Solid phase dynamic extraction Dynamiczna ekstrakcja do fazy stalej

SPE Solid phase extraction Ekstrakcja do fazy statej

SPME Solid-phase microextraction Mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej

DI Tolerable daily intake Wartos.c tolerowanego dziennego
pobrania

TEM Temperature Temperatura

TEME Thin film microextraction :c\gllil?roekstrakqa na powierzchni cienkiej

TSH Thyroid-stimulating hormone Hormon tyreotropowy

TSP50 Testes-specific protease 50 Gen kodujgcy jadrowy specyficzng
proteaze¢ 50

Ultra-performance liquid Ultra-wysokosprawna chromatografia
UPLC-MS/MS | chromatography tandem mass- cieczowa sprze¢zona z tandemows
spectrometry spektrometrig mas

UV-ViS Ultraviolet—visible spectroscopy §p§ktroskop!a w zakresie ultrafioletu
$wiatta widzialnego

WHO World Health Organization Swiatowa Organizacja Zdrowia




WPROWADZENIE

Postgpujgca urbanizacja, industrializacja i konsumpcjonizm prowadzi do skazenia
srodowiska, ktore moze z duzym prawdopodobienstwem wplywacé negatywnie na zdrowie
ludzi. Obecnie szczegdlng uwage zwraca si¢ na negatywne skutki zdrowotne spowodowane
ekspozycja na zwigzki endokrynnie czynne, szeroko stosowane w przemysle. Wyniki badan
modelowych, epidemiologicznych oraz obserwacji klinicznych utrzymujg naukowcow
W przekonaniu na istnienie znacznego ryzyka dla zdrowia publicznego w wyniku dziatania
zwigzkow endokrynnie czynnych. Zwigzki te poprzez podobienstwo w budowie do hormonow
steroidowych zaburzajg ich naturalne dziatanie. Aktualnie znanych jest ponad 800 zwigzkow,
ktore wykazuja zdolno$¢ zaburzania prawidtowych czynnos$ci uktadu endokrynnego. Do grupy
tych zwigzkéw nalezy miedzy innymi bisfenol A (BPA), ktory odgrywa wazng role
w patogenezie:

e zaburzen endokrynnych, wilaczajac zaburzenia ptodnosci u kobiet i mezczyzn,
przedwczesne dojrzewanie, nowotwory hormonozalezne, jak rak piersi i rak prostaty,
e schorzen metabolicznych, wiaczajac zespot policystycznych jajnikéw (PCOS).

Bisfenol A to wazna, a jednoczesnie kontrowersyjna substancja w naszym $rodowisku,
albowiem jest ona produkowana na §wiecie w ogromnych ilosciach, do kilku milionéw ton
rocznie. BPA znalazt zastosowanie jako monomer w wytwarzaniu tworzyw poliweglanowych
I zywic epoksydowych, ktore sg wykorzystywane do produkcji opakowan mogacych by¢
w bezposrednim kontakcie z zywnoscia.

Obecnie spoteczenstwo narazone jest na kontakt z bisfenolem A, gtéwnie w efekcie na
jego szerokie zastosowanie w wytwarzaniu produktow codziennego uzytku. Za jedna
z gtdéwnych potencjalnych drog ekspozycji uwaza si¢ spozywanie zywnosci przechowywanych
w puszkach i1 pakowanych w tworzywa poliweglanowe. Narazenie zdrowia czltowieka
spowodowane jest faktem, ze bisfenol A moze migrowa¢ z opakowan do zywnosci i zosta¢
spozyty przez ludzi. Ekspozycja na dziatanie BPA nawet na niskim poziomie st¢zen, z ktorymi
cztowiek ma do czynienia moze mie¢ negatywny wplyw na zdrowie

W osrodkach naukowych trwaja prace nad opracowaniem metodyk analitycznych
umozliwiajacych oznaczanie sladowych ilosci bisfenolu A oraz jego metabolitow w probkach
biologicznych. Wykrycie tego zwigzku w plynach biologicznych mozna powigzaé

Z wystepowaniem wybranych zaburzen oraz chorob.



|. CZESC TEORETYCZNA

1. Charakterystyka bisfenolu A

Bisfenol A (BPA, dian, 2,2-di(4’-hydroksyfenylo)propan) zostat zsyntezowany po raz
pierwszy w 1905 roku przez Thomasa Zincke na Uniwersytecie w Marburgu, aczkolwiek
dopiero po prawie piecdziesieciu latach znalazt praktyczne zastosowanie, glownie jako
monomer w produkcji poliwgglanéw [1,2]. Poliweglany oraz inne materiaty polimerowe,
oparte na monomerze bisfenolu A, ze wzgledu na swoje unikalne witasciwosci fizyczne,
wzgledna tatwos$¢ i niski koszt produkcji znalazty szerokie zastosowanie w wytwarzaniu
miedzy innymi opakowan do zywnosci. Obecnie bisfenol A jest jedng z najczgsciej
produkowanych substancji na §wiecie, a zapotrzebowanie na ten zwigzek w roznych gateziach
przemystu wcigz ro$nie. Przyktadowo tylko w 2013 roku wyprodukowano go okoto 6,8 miliona
ton [3].

Bisfenol A otrzymuje si¢ w wyniku reakcji kondensacji fenolu z acetonem w obecnosci
silnie kwasnej zywicy jonowymiennej [2]. Schemat syntezy bisfenolu A przedstawiono na

Rysunku 1.

CH, ' CH,
o+ oLir Oror o O L
CH, l CH,
o

H.
Rysunek 1. Schemat reakcji otrzymywania bisfenolu A.

Zwiazek ten wystepuje zwykle w postaci biatych krysztatow o tagodnym zapachu
fenolu. Wartos¢ liczbowa wspotczynnika log Kow=3,40 wskazuje na dobra rozpuszczalnosé
zwigzku w thuszczach, a malg rozpuszczalno$¢ w wodzie [4]. Ponadto bisfenol A wykazuje
dobra rozpuszczalno$¢ w kwasie octowym, etanolu, eterze dietylowym [5]. Wiasciwosci

fizykochemiczne bisfenolu A zestawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Wiasciwosci fizykochemiczne bisfenolu A[2,5].

Cecha Wartos¢
WzOr sumaryczny CisH1602
Nr CAS 80-05-7
Masa molekularna 228,2863 g/mol
Stan skupienia Staty
Barwa Biala
Zapach Lagodny
Temperatura wrzenia 398°C w 101,3 kPa
Temperatura topnienia 155°C
Rozpuszczalno$é w wodzie 300 g/m3 w 25°C
log Kow 3,40
pKa 9,59-11,30



2. Zastosowania bisfenolu A

Bisfenol A znalazt zastosowanie w procesiec wytwarzania szerokiej gamy produktow,
ktére wykorzystuje si¢ w roznych galeziach przemystu. Gtownym jego zadaniem jest wigzanie,
uplastycznianie oraz wzmacnianie tworzyw sztucznych, farb, lakieréw, tworzyw wigzacych
I wypelniajacych. Obecnie stosuje si¢ go w przemys$le chemicznym, w przemysle metalowym
(gtéwnie zelaza), w budownictwie oraz w przemysle tworzyw sztucznych [6].

Do gltownych zastosowan bisfenolu A nalezy produkcja zywic poliweglanowych (71%
produkcji), zywic epoksydowych (27%), nienasyconych poliestrow, polisulfondw,
polieteroimidéw, zywic poliakrylamidowych. Na Rysunku 2 przedstawiono schemat reakcji

syntezy poliweglandw.

o OO+ Ui

i weglan difenylu
bisfenol A 573 K eJd y
0 OH
poliweglan fenol

Rysunek 2. Schemat reakcji syntezy poliweglanow [2].

Poliweglany znalazty szerokie zastosowanie w wielu gat¢ziach przemystu. Stosuje si¢
je jako sktadniki do produkcji elementow konstrukcyjnych, szkta odpornego na uderzenia
np. kloszy latarni ulicznych, szkla stosowanego w gospodarstvach domowych, szyb,
elementow elektrycznych i urzadzen elektronicznych, dyskéw kompaktowych, obudow
telefonéw komoérkowych, elementow samochodéw. Tworzywo to wykorzystywane jest
rowniez do produkcji butelek plastikowych, butelek do karmienia niemowlat, pojemnikéw do
przechowywania zywnosci i ptynow [6]. Na Rysunku 3 przedstawiono gtowne zastosowania

poliweglandw w roéznych galeziach przemystu.
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Artykuty 8% 4%
gospodarstwa Nosniki
domowego | 21%
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sportowy
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3% 20%

Rysunek 3. Swiatowe zastosowania poliweglanéw w 2010 roku [T].

Bisfenol A jest rowniez monomerem wykorzystywanych do produkcji zywic

epoksydowych, ktore sa czesto stosowane jako powloki chronigce produkty przed korozja.

Struktura takiej zywicy epoksydowej zostala przedstawiona na Rysunku 4.

Rysunek 4. Struktura chemiczna zywicy epoksydowej [8].

Zywice epoksydowe stosowane sie gtownie jako sktadniki lakierow wykorzystywanych

w przemysle motoryzacyjnym, w obudowach sprzetu elektronicznego, laminatach, podtogach

przemystowych, czg$ciach konstrukcyjnych, klejach. Ponadto wchodza w sktad powlok

wyscietajacych wnetrze puszek. Glowne zastosowania zywic epoksydowych zestawiono na

Rysunku 5.

Inzynieria
Przemyst Kleje 4% y

Puszki
metalowe

morski 10%

15%

Powtoki 9%
sproszkowane
13% T
Powtoki
motoryzacyjne - Elektronika
8% i elektryka
Kompozyty 36%

5%

Rysunek 5. Swiatowe zastosowania zZywic epoksydowych w 2009 roku [T].
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Na przestrzeni ostatnich lat bisfenol A znalazt zastosowanie w produkcji papieru
termicznego, papieru toaletowego, ksigzek 1 paragonow [3]. W tego typu produktach bisfenol
A nie tworzy wigzania z materialem przyjmujacym, przez co prawdopodobnie jest bardziej
dostepny i fatwiej uwalnia si¢ do otoczenia [6]. Po kontakcie papieru termicznego ze skorg
bisfenol A moze zatrzymywac si¢ na jej powierzchni. Istnieje prawdopodobienstwo, ze bisfenol
A moze by¢ spozyty przez przypadkowy kontakt reka-usta [9].

Ostatnie badania wskazuja, ze stosowanie bisfenolu A w produkcji papieru termicznego
moze rowniez przyczyni¢ sie¢ do obecnos$ci tego zwigzku W strumieniu papieru z recyklingu
oraz na sktadowiskach odpadow [10]. Na podstawie dostepnych danych oszacowano, ze
w latach 2005-2006 w Stanach Zjednoczonych oraz w Europie Zachodniej wykorzystano okoto
1890 ton bisfenolu A do produkcji papieru termicznego, ktorego taczna produkcja wynosita
1150000 ton w ciaggu roku [11].

3. Bisfenol A jako zwiazek zaburzajacy gospodarke hormonalng

Istnieje grupa zwigzkow endokrynnie czynnych (EDCs), ktore mogg nasladowaé
dziatanie naturalnych hormonéw. Zwiazki te swoja budowa przypominajg czesto hormony
steroidowe, dlatego moga one wchodzi¢ w interakcje z receptorami dla estrogenow,
androgendw czy tez progesteronu. Prowadzi¢ to moze do rozwoju zaburzen i nowotwordéw
hormonozaleznych, takich jak raka sutka, jajnika i gruczotu krokowego [12]. Na Rysunku 6
przedstawiono struktur¢ naturalnego hormonu ludzkiego estradiolu (a) oraz zwiazku

strukturalnie podobnego — nonylofenolu (b).

HO HO

b

Rysunek 6. Struktura naturalnego hormonu estradiolu (a) i jego syntetycznego analogu
nonylofenolu (b).

Do grupy zwigzkow endokrynnie czynnych nalezg substancje chemiczne zaréwno pochodzenia
naturalnego jak i syntetycznego. Wsrod nich mozna wyrdzni¢ hormony, fitoestrogeny oraz
sktadniki produktow higieny osobistej, surfaktanty, §rodki zmniejszajace palnos¢, herbicydy,

pestycydy. Zwiazki takie charakteryzuja si¢ wszechobecnos$cig w S$rodowisku oraz duza
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réznorodnoscia. W Tabeli 2 zestawiono przykltadowe zwiazki zaliczane do zwigzkow

endokrynnie czynnych [13].

Tabela 2. Przykladowe struktury zwigzkow nalezgcych do grupy zwigzkow endokrynnie
czynnych [13].

Naturalne lub syntetyczne hormony
estron 17B-estradiol

HOH

08
o5

HO
Skladniki §rodkéw do higieny osobistej/ do uzytku codziennego
triklosan triklokarban metylparaben
cl o cl O
PR HO o]
[ N
cl ¢ NN
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Wymienione zwigzki mozna okresli¢ mianem modulatorow endokrynnych. Moga one
uposledza¢ dziatanie uktadu hormonalnego na kilka sposobow:

e przez catkowite lub czgsciowe nasladowanie hormonéw i oddziatywanie z receptorami
dla okreslonych hormonoéw. Moze to prowadzi¢ do wywotania przez modulator
identycznej odpowiedzi jak dla prawidtowego hormonu (dziatanie agonistyczne) lub
przeciwnej (dziatanie antagonistyczne),

e przez blokowanie wigzania si¢ hormondw z ich receptorami,

e przez zaburzenie syntezy i funkcjonowania receptoréw hormonalnych. Zmieniona
struktura receptora, wynikajgca ze wspotdziatania komorek docelowych ze zwigzkami
endokrynnie czynnymi moze skutkowa¢ pojawieniem si¢ wzmocnionej lub ostabione;j
odpowiedzi po zwigzaniu naturalnego hormonu,

e przez wptyw na szlaki przekazywania sygnatéw z komoérki do komorki,

e przez wptyw na produkcj¢ lub degradacj¢ prawidiowych hormondow.

Na Rysunku 7 zobrazowano w sposob schematyczny procesy zachodzace w komorce
w przypadku obecnosci prawidlowego hormonu (a) oraz w przypadku obecnosci w komorce

zwigzku egzogennego bedacego modulatorem hormonalnym (b).

| Prawidlowe wigzanie hormonu Zaburzenie wigzania hormonu zwigzane z
obecno$cia zwigzku nasladujacego jego
dziatania
Identyczna l
Hormon odpowiedz
\ \) Hormion L
Odpowiedz Odpowiedz
antagonistyczna
\ Zaburzacz \\Zahamowana
Receptor endokrynny odpowiedz
\ Wzmocniona
odpowiedz
Wnetrze komaorki 2o Os{abpma‘
odpowiedz

(a) (b)

Rysunek 7. Porownanie proceséow zachodzqcych w komdrce w obecnosci prawidtowego
hormonu (a) oraz modulatora endokrynnego (b) [13].

Bisfenol A nalezy do grupy zwiazkow zaburzajacych dziatanie uktadu endokrynnego.
Badania in vitro wykazaty, ze zwigzek ten antagonizuje skutki dziatania estrogenow,
androgenow, a takze hormondow tarczycy. Wptywa on takze na aktywno$¢ hormonéw oraz na
ekspresje receptorow.

Dostepne dane literaturowe wskazuja, ze enzymy takie jak glukuronylotransferaza oraz

sulfotransferaza maja posiadajg zdolnos¢ do biodegradacji i metabolizowania bisfenolu A
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w organizmie cztowieka [14]. Na Rysunku 8 zobrazowano przemiang¢ bisfenolu A pod
wpltywem dziatania wspomnianych enzymoéw. W organizmie czlowieka bisfenol A jest

metabolizowany w watrobie w ciggu 6 godzin.

CH CH

° lukuronylotransferaza 3 GooH
CH3 CH3 H O
a H OH
OH H
CH
3 sulfotransferaza CHy 9
HO OH HO O—ﬁ—OH
CH, CH, o}
b

Rysunek 8. Biotransformacja bisfenolu A w organizmie czltowieka w obecnosci
glukuronylotransferazy (a) oraz sulfotransferazy (b) [15].

W probkach biologicznych bisfenol A moze wystepowac zarowno W postaci wolnej
oraz w formie sprz¢zonej jako glukuronid lub siarczan. Aby oznaczy¢ catkowita zawarto$é
bisfenolu A w probkach biologicznych, np. w moczu nalezy najpierw podda¢ bisfenol A
sprzezony z glukuronidem badz siarczanem reakcji hydrolizy w 37°C przez kilka do kilkunastu
godzin w obecnos$ci enzymu. W przypadku nieprzeprowadzenia reakcji hydrolizy oznaczenie
bedzie dotyczylto tylko wolnego bisfenolu A.

Nawet pobiezny rzut oka na dostgpne dane literaturowe moze stanowi¢ podstawe do
stwierdzenia, iz bisfenol A jest podejrzewany o sprzyjanie rozwojowi réznych zaburzen
I chordb. Przeprowadzono wiele badan majgcych na celu zbadanie wptywu zwigkszonego
stezenia bisfenolu A w prébkach biologicznych na zachorowalno$¢ na wybrane choroby. W
Tabeli 3 zestawiono informacje literaturowe dotyczace zaleznosci migdzy zdiagnozowanymi
zaburzeniami, a stezeniem bisfenolu A w probkach biologicznych.

Wprawdzie wigkszo$¢ z przedstawionych danych w Tabeli 3 wykazuje korelacje
miedzy zwiekszonym stezeniem bisfenolu A w probkach biologicznych, a zachorowalnos$cia
na konkretne schorzenia czy tez choroby. Tym niemniej wsrod badan przeprowadzonych przez

naukowcow z catego Swiata mozna zauwazy¢ wyniki wzajemnie si¢ wykluczajace.
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Tabela 3. Informacje literaturowe dotyczqce zaburzen prawdopodobnie wywotanych przez zwigkszone stezenie BPA w probkach surowicy ludzkiej.

sluzowej macicy)

oraz zdrowe kobiety, wiek
18-44 lat

W poréwnaniu z grupa kontrolna

Whplyw bisfenolu A na wybrane Badana grupa Obserwacje Stezenie BPA | Liczebnos¢ | Literatura
schorzenia i choroby W surowicy badanej
[ng/mL] grupy
Plodnos¢ Kobiety i m¢zezyzni, Zmniejszone  prawdopodobienstwo  zaplodnienia  zwigzane  ze 0,3-2,5 75 [16]
ktorzy skorzystali zwigkszonym stgzeniem bisfenolu A w probkach surowicy kobiet
z zaptodnienia in vitro i m¢zezyzn.
Obnizone prawdopodobienstwa dojrzewania oocytow spowodowane
podwyzszonym poziomem stezen bisfenolu A w probkach surowicy.
Ptodnosé Kobiety i m¢zczyzni, ktory | Zalezno$¢ migdzy duzym stgzeniem bisfenolu A w probkach surowicy, 0,5-3,3 54 [17]
skorzystali z zaptodnienia | a niskg jakoS$cia nasienia
in vitro
Jako$¢ nasienia Mezczyzni narazeni na Wigksze st¢zenie bisfenolu A w probkach pochodzacych z grupy badanej | <LOD-102,0 36 [18]
kontakt z BPA oraz grupa | nizu grupy kontrolnej. Mniejsza gesto$¢ nasienia u me¢zczyzn narazonych
kontrolna, ktorej kontakt | na kontakt z bisfenolem A w poréwnaniu z osobami z grupy kontrolnej
z BPA byt ograniczony
Mgskie reakcje zwigzane Mezczyzni pracujacy przy | U mezczyzn narazonych na kontakt z bisfenolem A wykryto wigksze 1,2-57,9 634 [19]
z popedem seksualnym np. produkcji BPA i puszek stezenie BPA w probkach surowicy niz u me¢zczyzn z grupy kontrolnej.
zainteresowanie wspotzyciem, konserwowych oraz grupa | Mezczyzni z grupy badanej wykazywali ostabienie typowo meskich
zadowolenie z zycia seksualnego kontrolna reakcji zwigzanych z popedem seksualnym
Stezenie hormondw plciowych/ Kobiety z PCOS, zdrowi | Wigksze stezenie bisfenolu A, catkowitego testosteronu oraz wolnego 0,6-1,5 41 [20]
PCOS mezezyzni, zdrowe testosteronu w probkach surowicy u zdrowych mezczyzn oraz kobiet ze
kobiety zdiagnozowanym PCOS w porownaniu z grupg kobiet zdrowych. Wigksze
stezenie testosteronu u kobiet z PCOS niz u zdrowych kobiet
Stezenie hormonow piciowych/ Kobiety z PCOS oraz Dodatnia korelacja pomigdzy stezeniem bisfenolu A w probkach 0,7-1,2 73 [21]
PCOS/ otytosé zdrowe kobiety podzielone | surowicy, a stezeniem catkowitego i wolnego testosteronu oraz BMI.
wedlug masy ciata Kobiety z PCOS borykajace si¢ z otyloscia miaty wigksze stgzenie
bisfenolu A w probkach surowicy niz kobiety zdrowe bez problemow
z nadwagg. Kobiety z PCOS (zaréwno te z nadwaga, jak i bez niej) miaty
wicksze stezenie bisfenolu A w probkach surowicy niz kobiety zdrowe
Endometrioza (rozrost blony Kobiety z endometrioza Wigksze stezenie bisfenolu A w probkach surowicy kobiet z endometioza 1,4-2,9 37 [22]
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Wplyw bisfenolu A na wybrane Badana grupa Obserwacje Stezenie BPA | Liczebno$é | Literatura
schorzenia i choroby W surowicy badanej
[ng/mL] grupy
PCOS/ stany zapalne/ cukrzyca Kobiety otyle oraz Kobiety ze zdiagnozowanym PCOS miaty wigksze stezenie bisfenolu A 0,1-0,7 60 [23]
typu 2 z normalnga waga w probkach surowicy. Wigksze stgzenie bisfenolu A byto skorelowane
i chorujace na PCOS oraz | z powigkszeniem $ledziony. Kobiety Z PCOS, ktore miaty duze stezenie
grupy kontrolne, wiek 23- | bisfenolu A w probkach surowicy cierpialy na ostra insulinooporno$¢ oraz
33 lat miaty podwyzszong ilo$¢ markeréw chronicznych stanéw zapalnych
Rak piersi Kobiety z rakiem piersi W surowicy kobiet ze zdiagnozowanym rakiem piersi nie zaobserwowano <0,012- 152 [24]
oraz kobiety zdrowe znaczgcego wzrostu stezenia BPA-gluc w poréwnaniu z grupa zdrowych 13,870*
kobiet. * BPA-gluc
Zaobserwowano kilka znaczacych zaleznosci miedzy ryzykiem
wystapienia raka piersi, a st¢zeniem BPA
Poronienia Kobiety po przejsciu kilku | Stezenie bisfenolu A w probkach surowicy kobiet z nawracajacymi 0,2-29,4 77 [25]
poronien oraz kobiety bez | poronieniami byto znaczaco wigksze w poréwnaniu z grupa kontrolng
problemow z utrzymaniem | stanowiacg kobiety niemajace problemow z utrzymaniem cigzy
cigzy, wiek 26-36 lat
Poronienia Kobiety po przejsciu kilku | Kobiety, ktore przeszty kilkukrotne poronienia mialy wigksze stezenie 4,0-9,0 170 [18]
poronien oraz kobiety bez | bisfenolu A w probkach surowicy w poréwnaniu z grupa kontrolna.
probleméw z utrzymaniem | Korelacja liczby poronief z poziomem st¢zen bisfenolu A w probkach
ciazy surowicy
Wozrost ptodu/ waga urodzeniowa Kobiety i ich dzieci Zaobserwowano zalezno$¢ pomiedzy podwyzszonym poziomem stezenia 0,3-29,4 97 [26]
bisfenolu A w probkach surowicy, a matg waga urodzeniowa dzieci oraz
matymi rozmiarami ptodu w czasie okotoporodowym u chtopcow. Nie
zaobserwowano takiej zaleznosci u dziewczynek
Whnetrostwo*/ stezenie hormonow Nowonarodzeni chtopcy | Nie zaobserwowano zalezno$ci migdzy podwyzszonym stezeniem 0,14-4,76 152 [27]
ptciowych Z wnetrostwem oraz bisfenolu A w krwi pepowinowej, a wystepowaniem wnetrostwa.
* wada rozwojowa meskich genitaliow zdrowi chtopcy Zaobserwowano za to pozytywng zalezno$¢ miedzy stezeniem bisfenolu
sprowadzajaca sie do niewlasciwego A w krwi pgpowinowej a catkowitg zawartoscig testosteronu
umieszczenia jednego lub obu jader w
jamie brzusznej albo w kanale
pachwinowym zamiast w mosznie
Whnetrostwo/ czynnos¢ tarczycy Nowonarodzeni chtopcy | Zaobserwowano staba ujemna korelacje pomiedzy stezeniem bisfenolu A, 0,2-3,3* 84 [28]
Z wnetrostwem oraz a poziomem hormonu tyreotropowego (TSH). Nie stwierdzono zwigzku *w krwi
zdrowi chtopcy miedzy poziomem stezenia bisfenolu A, a wystgpowaniem wnetrostwa pepowinowej
Epigenetyka Kobiety poddawane Zalezno$¢ pomigdzy podwyzszonym poziomem stezenia bisfenolu A <LOD-67,4 43 [29]
zabiegom zaptodnienia in | w probkach surowicy, a niskim poziomem metylacji regionu
vitro promotorowego genu TSP50
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Analizujagc  powyzsze wyniki, rodza si¢ pewne zastrzezenia. Przykladowo
w doswiadczeniu majacym na celu zbadanie meskich reakcji zwigzanych z popgdem
seksualnym (m.in. zainteresowanie wspoOtzyciem, zadowolenie z zycia seksualnego)
zaobserwowano, ze u me¢zczyzn narazonych na kontakt z bisfenolem A w wyniku pracy
zawodowej, ktorg wykonywali, wykryto wigksze stezenie tego zwigzku w probkach surowicy
w poréwnaniu z me¢zczyznami bgdacymi w grupie kontrolnej. Ponadto mezczyzni pracujacy
przy produkcji bisfenolu A i puszek konserwowych wykazywali ostabienie typowo meskich
reakcji zwigzanych z popedem seksualnym [19]. Z kolei w do$§wiadczeniu wykonanym przez
naukowcow z Japonii zaobserwowano wigksze stezenie bisfenolu A, catkowitego testosteronu
oraz wolnego testosteronu w probkach surowicy ludzkiej u zdrowych me¢zczyzn w poréwnaniu
Z grupa kobiet zdrowych oraz kobiet ze zdiagnozowanym zespotem policystycznych jajnikow
[20]. W zwigzku z powyzszymi obserwacjami zauwazono dwie sprzeczne hipotezy.
W pierwszym doswiadczeniu u mezczyzn narazonych na kontakt z bisfenolem A
zaobserwowano ostabione mgeskie reakcje zwigzane z popedem seksualnym. Natomiast
w drugim zaobserwowano wigksze stezenie bisfenolu A, testosteronu catkowitego i wolnego
Umezczyzn w poréwnaniu z grupa kobiet zdrowych 1 chorujacych na PCOS. Przeciez
testosteron wplywa w istotny sposéb na kondycje seksualng mezczyzn oraz stymuluje
pobudliwo$é narzagdow piciowych. Poza tym w drugim doswiadczeniu poziom testosteronu
U mezczyzn pordwnywano z poziomem testosteronu u kobiet zdrowych oraz chorujacych na
zespot policystycznych jajnikéw. Nie sposoéb porownywac poziomu testosteronu u mezczyzn
i kobiet. W tym do$wiadczeniu brakuje poréwnania poziomu testosteronu u mezczyzn ze
zwigkszonym stezeniem bisfenolu A z poziomem testosteronu u mezczyzn, u ktorych nie
zaobserwowano zwigkszonego stezenia tego zwiagzku (grupa kontrolna).

Ponadto zbadano poziom bisfenolu A w probkach surowicy kobiet poddawanym
zabiegom zaptodnienia in vitro [29]. Zaobserwowano korelacje migdzy podwyzszonym
poziomem stezen bisfenolu A, a niskim poziomem metylacji regionu promotorowego genu
TSP50. Gen ten koduje jadrowa specyficzng proteaze 50. Aczkolwiek nalezy tutaj dodaé, ze
funkcje proteazy 50 nie zostaty dotychczas poznane, a to budzi pewne watpliwosci, co do

znaczenia podwyzszonego poziomu bisfenolu A na funkcje proteazy 50.

4. Zespot policystycznych jajnikow

Zespot policystycznych jajnikow, badz zespot wielotorbielowatych jajnikéw (ang.
polycystic ovary syndrome — PCOS) jest powszechnie wystepujacym zaburzeniem

endokrynologicznym, ktore dotyczy¢é moze nawet 10% kobiet w wieku rozrodczym [30].
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Podejrzewa sie, ze zespdt ten jest najczestszg przyczyng nieptodnosci u miodych kobiet.
Zaobserwowano rowniez inne problemy zdrowotne zwigzane z zachorowalno$cia na zespot
policystycznych jajnikow, takie jak: otylos¢, tradzik, opornos¢ na insuling, choroby uktadu
krazenia, bezdech senny, przerost endometrium (btony §luzowej macicy), a nawet rak jajnikow
[31,32].

Rozpoznanie PCOS u kobiet opiera si¢ na spetnieniu dwoch z nastepujacych trzech
kryteriow:

- kliniczne i/lub biochemiczne objawy hiperandrogenizmu,

- oligoowulacja lub brak owulacji (wtérny brak miesigczki),

- obecnos¢ licznych torbieli ostonkowych w jajnikach [32,33].

Etiologia zespotu policystycznych jajnikow nadal pozostaje nie do konca poznana.
Istnieja podejrzenia, ze na rozwdj PCOS znaczacy wplyw maja czynniki Srodowiskowe
I genetyczne [34]. W zlozonym mechanizmie rozwoju zespotu prawdopodobnie uczestniczy
kilka dysfunkcji hormonalnych. Uwaza si¢, ze moze to przyczyni¢ si¢ do dlugotrwatych
skutkéw ogolnorozwojowych w postaci zaburzen metabolicznych, prokreacyjnych oraz uktadu
sercowo-naczyniowego [32]. Ponadto, u wigkszo$ci kobiet ze zdiagnozowanym zespotem
policystycznych jajnikow zaobserwowano podwyzszony poziom androgendéw [35].

Na podstawie najnowszych dostgpnych doniesien naukowych, mozna wysungé
hipotezg, ze bisfenol A moze mie¢ wpltyw na rozwoj tej choroby. Odnotowano podwyzszony
poziom bisfenolu A w probkach biologicznych u kobiet ze zdiagnozowanym zespolem
policystycznych jajnikOw w poréwnaniu ze st¢zeniem bisfenolu A w probkach biologicznych

kobiet bez zaburzen hormonalnych [21,23,36].

5. Zrodla narazenia zdrowia czlowieka na bisfenol A

Szerokie zastosowanie bisfenolu A w wytwarzaniu produktéw codziennego uzytku
powoduje, ze cztowiek jest narazony na kontakt z tym zwigzkiem. Znanych jest kilka drog,
ktorymi bisfenol A moze dostawac si¢ do organizmu cztowieka. Przy czym ostatnie doniesienia
naukowe wskazuja, ze gtéwnym zrodtem narazenia cztowieka na bisfenol A jest pozywienie,
a $cislej migracja tego zwiazku z opakowan do produktow spozywczych. Bisfenol A moze
migrowa¢ z opakowan do zywnosci i by¢ pochlonicty przez ludzi wraz z pokarmem.
Uwalnianie tego zwigzku z opakowan jest szczegdlnie zauwazalne w podwyzszonej
temperaturze oraz w podwyzszonym pH, w wyniku czego bisfenol A moze dostawa¢ si¢ do
produktow spozywczych [37,38]. Jakkolwiek ta teoria budzi wiele kontrowers;ji.

Prawdopodobnie, przedostawanie si¢ bisfenolu A do zywnosci spowodowane jest
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wymywaniem si¢ wolnego bisfenolu A z powierzchni polimeru. Bowiem, badania wykazaty,
ze reakcja polimeryzacji nie zachodzi ze 100% wydajnosciag 1 cz¢$¢ niespolimeryzowanego
bisfenolu A moze przechodzi¢ z opakowan do mediow, z ktorymi jest w bezposrednim
kontakcie [39]. W Tabeli 4 zebrano informacje literaturowe na temat stezen bisfenolu A
W réznych probkach spozywczych.

Tabela 4. Informacje literaturowe na temat stezen bisfenolu A w produktach spoZywczych
nalezgcych do roznych grup.

Liczba przebadanych proébek
Produkty spozywcze (liczba probek, w ktérych Stezenie BPA Literatura
wykryto obecno$é BPA)
20 (15) 3,7-10,2 ng/g [40]
9(2) 0,3 ng/g * [41]
Owoce 4(4) 5,0-24 ng/g [42]
14 (8) 2,7-19 ng/g [39]
1(1) 6,4 ng/g [43]
19 (19) 6,5-265,6 ng/g [40]
39 (36) 20 ng/g * [41]
24 (20) 19,2-399,2 pg/kg [44]
Warzywa 6 (6) 8,5-35 ng/g [42]
7 (5) 1,9-24,8 ng/g [45]
29 (27) 2,6-680 ng/g [39]
1(1) 8,5 ng/y [43]
21 (15) 0,7-30,5 ng/g [45]
Ryby 6 (6) 4,5-22 nglg [39]
5 (4) 0,42-7,3 pg/kg [46]
Soki 1(1) 0,4 ng/mL [43]
Mieso 8 (6) 0,17-3,2 ng/kg [46]

* warto$¢ $rednia obliczona ze stgzen probek, w ktorych wykryto obecnosé BPA

W przemysle spozywczym stosowane sg procesy technologiczne, majace na celu
przedtuzenie trwatosci zywno$ci poprzez niedopuszczenie do rozwoju 1 dzialalnos$ci
drobnoustrojow, przez ich zabicie lub usunigcie, polgczone z zabezpieczeniem przed
zakazeniem wtornym. Do tych procesow naleza miedzy innymi apertyzacja i sterylizacja, ktore
polegaja na termicznym utrwaleniu zywnos$ci w hermetycznych naczyniach. Jednakze w trakcie
tych procesow istnieje duze prawdopodobienstwo, ze bisfenol A moze migrowac z opakowan
do zywnosci pod wptywem wysokiej temperatury [47].

Ponadto istnieje prawdopodobienstwo, ze mycie naczyn detergentami moze wplywac
na stopien migracji bisfenolu A z opakowan wykonanych z poliweglanu [48].

Wyniki badan przeprowadzonych przez wioskich naukowcow potwierdzity zalezno$¢
migdzy zwigkszong migracja bisfenolu A z puszek pokrytych zywica epoksydowa do zywnosci,
a stopniem uszkodzenia struktury tworzywa. Uszkodzenie puszki polegato na jej zgnieceniu.
Przeprowadzona symulacja miata na celu sprawdzenie wptywu nieodpowiedniego transportu

| przechowywania puszek z zywno$cig na stopien migracji bisfenolu A do zywnosci.
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Oznaczono stezenie bisfenolu A w zywnos$ci przechowywanej w puszce bez widocznych
zgniecen i odpowiednio w zywnosci przechowywanej w puszce danej marki po celowym jej
uszkodzeniu. Na Rysunku 9 przedstawiono zalezno$¢ migdzy stezeniem bisfenolu A
W zywnosci, a stanem puszki, w ktorej byta przechowywana. Mozna zaobserwowa¢ wyrazny
wplyw uszkodzenia materialu opakowaniowego na zawartos¢ bisfenolu A w probkach
spozywczych [49].
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Rysunek 9. Graficzne przedstawienie wplywu uszkodzenia struktury tworzywa na stopien
migracji bisfenolu A do produktu spozywczego[49].

Papier termiczny stosowany w kasach fiskalnych stanowi rowniez potencjalne zrodto
narazenia cztowieka na kontakt z bisfenolem A. Dodatek bisfenolu A do papieru termicznego
przeznaczonego do druku w technologii termicznej ma za zadanie wywotywanie koloru. Jedna
strona papieru pokryta jest sproszkowang warstwg, czesto zawierajacg bisfenol A, ktora pod
wpltywem ciepta, lub ci$nienia reaguje z barwnikiem papieru termicznego wywotujac kolor.
Technika ta znajduje zastosowanie gtownie w urzadzeniach drukujacych paragony do kas
fiskalnych lub w terminalach kart ptatniczych. Potencjalnie kazdego dnia cztowiek moze mie¢
kontakt z papierem termicznym. Obecnos$¢ w nim bisfenolu A moze przyczynic si¢ do narazenia
zdrowia cztowieka na ten zwigzek przez bezposredni kontakt. Przeprowadzono badania majace
na celu oznaczenie zawarto$ci bisfenolu A w papierze termicznym. Stezenie tego zwigzku byto
w zakresie <LOD- 1,70 g BPA na 100 g paragonu [50].

W papierze termicznym bisfenol A wystepuje w postaci niespolimeryzowanej, przez co
jest bardziej podatny na migracje, niz ten obecny w tworzywach sztucznych. W kontakcie ze
skorg istnieje mozliwos¢, ze pozostatos¢ bisfenolu A przypadkowo zostanie spozyta

w kontakcie r¢ki z ustami lub wchtonigty przez skorg. Badania wykazaly, ze okolo 1 ng
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bisfenolu A zostaje przeniesiony z paragonu na powierzchnie suchej skory podczas 5-cio
sekundowego kontaktu. W przypadku, gdy powierzchnia skory jest mokra czy tez thusta to ilos¢
przenoszonego bisfenolu A z paragonu moze by¢ nawet 10-krotnie wicksza. Przeprowadzone
dotychczas doswiadczenia nie pozwalajg jednoznacznie stwierdzi¢, ze bisfenol A przechodzi
do glebokich warstw skory. Aczkolwiek zaobserwowano, ze zwigzek ten moze przedostac si¢
do takiej glgbokosci skory, ze niemozliwe jest jego zmycie [51].

Osoby pracujace na stanowisku kasjera nalezg do spoteczenstwa najbardziej narazonego
na kontakt skory z papierem termicznym. Podczas wielokrotnego kontaktu skory z papierem
moze przedostac si¢ nawet 71 ug bisfenolu A w ciggu doby [51]. Przeprowadzono badania,
w ktérych zbadano mocz oséb pracujacych na stanowisku kasjera, majacych ciaglty kontakt
z papierem termicznym. Stezenie bisfenolu A w moczu tych 0sob byto duzo wigksze niz U 0s6b
niepracujacych na tego typu stanowisku.

Ponadto wykazano obecno$¢ bisfenolu A w kurzu domowym, w zwigzku z czym
cztowiek moze by¢ rowniez narazony na kontakt z tym zwigzkiem przez uktad oddechowy [52].

Ekspozycja na dzialanie bisfenolu A nawet na niskim poziomie stezen, z ktdérymi
cztowiek ma do czynienia w Zyciu codziennym moze mie¢ negatywny wplyw na zdrowie.
Najnowsze doniesienia naukowe wskazuja na obecno$¢ tego zwigzku w probkach
biologicznych np. w surowicy i w moczu. Niepokojacy jest fakt, ze u wigcej niz 90% badanej
populacji Stanéw Zjednoczonych wykryto bisfenol A w probkach moczu [53,54].

Dotychczas powstato wiele badan naukowych majacych na celu zbadanie ewentualnego
toksycznego wplywu bisfenolu A na organizmy. Zbadano toksycznos¢ reprodukcyjna
I rozwojowa w szerokim zakresie stezen bisfenolu A u myszy. Wykazano negatywne skutki
spozycia bisfenolu A tylko w dawkach powyzej 50 mg/kg/dobe [55]. Przy czym badania
przeprowadzone z wykorzystaniem niewielkiej ilosci zwierzat eksperymentalnych wykazaty
negatywny wptyw bisfenolu A juz w duzo nizszych dawkach (2-20 pg/kg/dzien) [55]. Tak
wielkie rozbiezno$ci wynikow wprowadzaja naukowcow w zaklopotanie. Jednakze
przeprowadzenie badan na niewielkiej ilosci zwierzat eksperymentalnych nie jest
wystarczajaco wiarygodne. Takie badania powinno przeprowadza¢ si¢ na duzej grupie zwierzat
by wyniki moc opracowac w sposob statystyczny.

Przeprowadzono réwniez testy in vitro majgce pomoc w ocenie skutkow narazenia
zdrowia cztowieka na bisfenol A. Dane uzyskane z testow in vitro wskazuja, ze bisfenol A ma
stabe dziatanie estrogenne i istnieja obawy, ze moze to mie¢ wptyw na uktad hormonalny.
Bisfenol A moze nasladowa¢ dziatanie naturalnego hormonu estradiolu zaburzajac dzialanie

catego ukladu hormonalnego [56-57]. Zaobserwowano wicle niekorzystnych skutkoéw
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spowodowanych przez obecnos¢ bisfenolu A, jak wzrost ilosci zachorowan na
nowotwory: piersi i prostaty. Zauwazono rowniez nieprawidtowosci w narzadach rozrodczych,
spadek jakos$ci nasienia, wczesne dojrzewanie ptciowe u kobiet [48,53,57,58].

Europejski Urzad Bezpieczenstwa zywno$ci (EFSA) szacuje wartos¢ tolerowanego
dziennego pobrania (ang. Tolerable Daily Intake, TDI) przez organizm cztowieka glownie
w oparciu o badania wielopokoleniowe z wykorzystaniem gryzoni oraz dwupokoleniowe na
myszach. W wyniku przeprowadzonych doswiadczen z wykorzystaniem szczuréw
zaobserwowano znaczace obnizenie wagi ciata u dorostych i u noworodkéw gryzoni podczas
ekspozycji przy dawce 50 mg bisfenolu A/kg/dzien [59]. Natomiast w badaniu
przeprowadzonym na dwoéch pokoleniach u myszy, stwierdzono zwigkszong czestosé
wystepowania przerostu hepatocytow po dawce 50 mg bisfenolu A/kg/dzien [60]. Nie
zaobserwowano jednak toksycznych zmian u eksperymentalnych zwierzat przy zastosowaniu
dawki rownej 5 mg/kg/dzien [60].

W badaniach toksykologicznych w ocenie poziomu ryzyka stosowania danej substancji
czgsto postuguje si¢ takim wspotczynnikiem jak NOAEL, ktory oznacza najwyzsza dawke badz
stezenie substancji lub czynnika, dla ktéorego nie obserwuje si¢ zadnego dziatania
niepozadanego u badanych organizméw. Badacze oszacowali, ze warto$¢ liczbowa
wspotczynnika NOAEL dla bisfenolu A wynosi 5 mg/kg/dzien [61]. Na podstawie
wyznaczonego wspotczynnika NOAEL Europejska Agencja ds. Bezpieczenstwa Zywnosci
(EFSA) okreslita warto$¢ tolerowanego dziennego pobrania bisfenolu A. W 2006 roku EFSA
ustanowila dawke tolerowanego dziennego pobrania bisfenolu A na 0,05 mg/kg/dzien. Wartos¢
ta bierze si¢ po uwzglednieniu wspotczynnika niepewnosci rownego 100 [61].

Do 2014 roku wartos¢ tolerowanego dziennego pobrania bisfenolu A oszacowana przez
ekspertow z Europejskiej Agencji ds. Bezpieczenstwa Zywnoéci wynosita 0,05 mg/kg/dzien.
Oznaczalo to, ze dla czlowieka wazacego 50 kg dzienna ,,bezpieczna” dawka wynosita az
2,5 mg. Jednakze sptywajace niepokojace doniesienia naukowe z catego swiata spowodowaty,
ze eksperci z FEuropejskiej Agencji ds. Bezpieczefistwa Zywno$ci obnizyli warto$é
tolerowanego dziennego pobrania z 50 ug BPA na kg masy ciata na dzien na 4 pg BPA na kg
masy ciata na dzien [41,61-62].

Dzieci sg szczegolnie narazone na negatywny wptyw bisfenolu A na ich zdrowie. Juz
Na etapie poczecia oraz rozwoju ptodu moze dojs¢ do narazenia na ekspozycje bisfenolem A
[18]. U matych dzieci akumulacja bisfenolu A jest najwigksza, poniewaz w ich organizmach
brak jest enzymoéw metabolizujgacych ten zwigzek [63]. W Tabeli 5 zestawiono informacje

dotyczace zrodel narazenia cztowieka na kontakt z bisfenolem A. Ponadto powszechne

23



uzywanie butelek do karmienia niemowlat wykonanych z poliweglanu sg gldéwna przyczyna,
ze to wlasnie niemowleta 1 male dzieci stanowig grupg najbardziej narazong na ewentualne
szkodliwe dziatanie bisfenolu A. Zwtaszcza, gdy pod uwage zostanie uwzglednione pobranie
tego zwigzku na kg masy ciata oraz ograniczone zdolno$ci metaboliczne 1 detoksykacyjne
niemowlat. Na tego typu doniesienia naukowe zareagowata Unia Europejska przyjmujac
dyrektywe Komisji 2011/8/UE w styczniu 2011 roku, ktora zakazuje stosowania bisfenolu A
do produkcji butelek do karmienia niemowlat [49,64].

Tabela 5. Informacje literaturowe na temat zrodet narazenia czlowieka na bisfenol A oraz drog
wnikania tego zwiqgzku do ustroju cztowieka [65].

Zrédlo narazenia na Droga przedostawania si¢ Najbardziej Oszacowana dzienna
bisfenol A bisfenolu A do ustroju narazona grupa dawka [ng/dzien]
rodzice narazeni na . stadium
kontakt z BPA zaplodnienie embrionalne Brak danych
matka narazona na przez tozysko oraz podczas . .
kontakt z BPA karmienia piersig pt6d oraz niemowl Brak danych
pozywienie uktad pokarmowy dzieci 1700-2700
Zanieczyszczone uktad oddechowy dzieci 7.8-14
powietrze
. dzieci powyzej 6
materiaty dentystyczne uktad pokarmowy roku zycia 215
pozywienie uktad pokarmowy dorosli 1560-10453
kurz uktad oddechowy dorosli 8,44-109
papier termiczny skora cata populacja 17,4-541
papier termiczny skora kasjerki 1303-40590
papier inny niz skora cata populacja 0,1
termiczny

Pakowang zywnos$¢, w ktorej nie wykryto obecnosci bisfenolu A lub jego stgzenie byto
nizsze od dolnej granicy oznaczalno$ci, czy tez jego stezenie bylo mniejsze od maksymalnych
dopuszczalnych wartosci stgzen, nalezy spozywaé z rozwagg. Istnieje bowiem mozliwo$¢
wystapienia efektu kumulacji bisfenolu A z réznych produktéow, dlatego tak wazne jest
monitorowanie zawarto$ci tego zwigzku w pakowanej zywnosci [49].

W  celu ochrony zdrowia konsumentow przed potencjalnymi zagrozeniami
przeprowadzono wiele badan naukowych majacych na celu oszacowanie stopnia narazenia
zdrowia cztowieka na kontakt z bisfenolem A. Kluczowe jest wiarygodne oszacowanie
ekspozycji i czestotliwosci spozycia przez spoteczenstwo zanieczyszczonej zywnosci [49].
Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) oszacowala $rednie spozycie bisfenolu A obecnego
w produktach spozywczych, ktore wynosi <0,04 — 0,40 ug/kg/dzien, a w najgorszym przypadku
warto$¢ ta wynies¢ moze 1,40 pg/kg [66-67]. Uspokajajacy jest fakt, ze dzienne $rednie
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spozycie bisfenolu A oszacowane przez WHO jest ponizej wartosci tolerowanego dziennego
pobrania, tj.4 ug/kg/dzien.

Zdania wsréd naukowcdéw na temat szkodliwego wpltywu bisfenolu A nadal sa
podzielone. Dotychczas nie udato si¢ jednoznacznie dowie$¢ szkodliwego wptywu bisfenolu A
na zdrowie ludzi, ale obnizenie dawki TDI z 50 pg/kg/dzien na 4 pg/kg/dzien przez EFSA ma
pewne uzasadnienie naukowe. Ukazujace si¢ wyniki badan w renomowanych czasopismach na
temat negatywnego wplywu bisfenolu A na zdrowie ludzi budza niepokdj wsrod
spoteczenstwa. Bisfenol A jest nie do konca poznang substancja i dlatego nalezy monitorowaé

jego stezenie w zywnosci i w probkach biologicznych.

6. Techniki izolacji i wzbogacania bisfenolu A

Wspotczesna analityka chemiczna zmierza w kierunku oznaczania substancji na coraz
nizszym poziomie st¢zen w coraz to mniejszej objetosci probki. Kluczowa role w analizach
sladowych oraz ultra-§ladowych odgrywa etap przygotowania probki do analizy,
a W szczegolnosci operacje zwigzane z izolacjg i wzbogacaniem analitow.

W kazdej procedurze analitycznej mozna wyr6znié cztery lub opcjonalnie pie¢ podstawowych
etapow, takich jak:

— pobieranie probki,

— pierwotna 1 wtorna obrobka pobranej probki,

— transport 1 przechowywanie probek,

— przygotowanie probki do analizy,

— analiza probek i1 obrobka danych.

Na kazdym z tych etapéw moga zosta¢ popelnione btedy, ktére beda skutkowad
zafalszowaniem wynikow koncowych. Jednakze najbardziej czasochlonnym i pracochtonnym
oraz zarazem najtrudniejszym elementem procedury analitycznej jest etap przygotowania
probki do analizy. Dla probek o ztozonym sktadzie matrycy, duzej iloSci substancji
przeszkadzajacych oraz stosunkowo matych stezeniach substancji oznaczanych obecnych
w probkach, etap przygotowania probek jest niezbedny, jezeli ich analiza ma by¢ Zrodtem
rzetelnej informacji o st¢zeniu analitu. Udzial etapu przygotowania probek do analizy
w budzecie niepewnosci i czasie analizy przedstawiono na Rysunku 10.

Nieustajacy trend opracowywania szybkich, tanich, czutych i selektywnych metodyk do
identyfikacji oraz oznaczania analitow zapoczatkowal rozwoj wielu technik przygotowania
probek do analizy, bowiem stwierdzono, Ze etap ten stanowi najstabsze ogniwo w catym cyklu

analitycznym i nalezy go udoskonala¢.
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Z reguly przygotowanie probki polega na selektywnym wyizolowaniu analitow
z matrycy do odpowiedniego rozpuszczalnika i ich wzbogaceniu do poziomu umozliwiajacego

ich oznaczenie ilo$ciowe za pomocg odpowiedniego narzg¢dzia analitycznego.

ZRODLA BLEDOW CZAS WYKONANIA ANALIZY
Pobieranie Pobieranie
i przygotowanie N i przygotowanie
probki 60% i probki 67% s

Obradbka
danych
10%

Pomiar
i kalibracja
30%

Pomiar Obrobka
i kalibracja danych
6% 27%

Rysunek 10. Graficzne przedstawienie udziatu poszczegolnych etapow procedury analitycznej
w budzecie niepewnosci i czasie analizy.

Czynnos$ciami czgsto towarzyszacymi izolacji analitow jest oczyszczanie ekstraktu oraz
wzbogacenie analitow obecnych w probce. Uzyskany ekstrakt jest oczyszczany w celu
usunigcia substancji przeszkadzajacych, ktore moga doprowadzi¢ do uzyskania wynikow
obarczonych btgdami. Ponadto substancje obecne w matrycy czgsto majg wigksze stgzenie od
oznaczanych zwigzkow, dlatego si¢ je usuwa, aby wyeliminowaé¢ wptyw matrycy na wynik
koncowy. Wzbogacenie polega na zwigkszeniu stezenia analitow do poziomu umozliwiajacego
jego oznaczenie ilosciowe z wykorzystaniem odpowiedniej techniki do oznaczen koncowych.
Ponadto, etap przygotowania probki ma na celu frakcjonowanie lub przeksztatcenie analitow
w pochodne (derywatyzacja).

W zaleznosci od stanu skupienia probki, typu materialu biologicznego a takze rodzaju
techniki oznaczen koncowych dokonuje si¢ wyboru odpowiedniej techniki przygotowania
probek do analizy. Probki w stanie statym zazwyczaj podlegaja procesowi homogenizacji,
natomiast ciekte odsgcza si¢ i/lub wiruje. Specjalne zabiegi sg stosowane pracujgc przyktadowo
z probkami napojow gazowanych badz z probkami o wysokiej zawartosci biatka. W pierwszym
przypadku nalezy usunaé gaz poprzez odgazowanie za pomoca ultradzwiekow, natomiast
w drugim nalezy straci¢ biatka. Mozna zauwazy¢ tendencje, iz probki ciekle najczesciej
przygotowywane sg z zastosowaniem techniki ekstrakcji w uktadzie ciecz-ciecz i ekstrakcji do

fazy statej.
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Niestety nie ma jednej, uniwersalnej metody przygotowywania probek do oznaczania
bisfenolu A, odpowiedniej dla wszystkich analizowanych materiatdéw. Przed przystgpieniem do

opracowywania procedury analitycznej nalezy sprawdzi¢ przydatno$¢ poszczegolnych technik.

6.1. Technika SPE

Technika ekstrakcji do fazy stalej SPE, ktéra zostala wprowadzona do praktykKi
laboratoryjnej ponad 30 lat temu, stala si¢ popularng technika izolacji oraz wzbogacania
analitow [68]. Ekstrakcja do fazy stalej polega na przepuszczeniu probki przez zloze statego
sorbentu 1 adsorpcji analitdéw na ztozu. Zatrzymane zwigzki sg uwalniane ze ztoza termicznie
w przypadku analizy technikg GC, badz rozpuszczalnikiem w przypadku analizy
z wykorzystaniem techniki HPLC i/lub GC. Dodatkowo mozna wprowadzi¢ etap oczyszczania.
Wowczas zloze kolumienki przemywa si¢ odpowiednio dobranym rozpuszczalnikiem, aby
usung¢ substancje przeszkadzajace bez straty analitow. Proces ten przeprowadza si¢ zanim
anality beda wyeluowane za pomoca odpowiedniego eluentu. Tok postepowania podczas
przygotowania probki z wykorzystaniem techniki SPE zostat przestawiony schematycznie na
Rysunku 11.

Najczestsze zastosowania techniki SPE obejmuja:
- usuwanie z probki substancji przeszkadzajacych,
- izolacje 1 wzbogacanie analitow,
- frakcjonowanie sktadnikoéw probki,
- przechowywanie lotnych analitow badz nietrwalych w roztworze,

- derywatyzacje analitow poprzez reakcje z reaktywnymi grupami sorbentu.

PRZEMY WANIE

ZEOZA ELUCIA
NANIESIENIE [ Retencja analitow =& ,|
KONDYCIONOWANIE PROBKI
J|. - B

'” . matryca anality
v "o u ELUCJA

[ Retencja substancji

przeszkadzajacych
=T

anality

Rysunek 11. Graficzne przedstawienie poszczegolnych etapow ekstrakcji do fazy statej SPE.
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Gtownymi celami ekstrakcji do fazy stalej sa wzbogacanie analitow oraz usunigcie substancji

przeszkadzajacych, co zostato przedstawione na Rysunku 12.
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Rysunek 12. Giowne cele ekstrakcji do fazy statej.

Czesto w przypadku probek biologicznych, probka jest nanoszona na kolumienke SPE
bezposrednio po rozcienczeniu wodg. Wypetnienie kolumienek SPE najczesciej stanowi zel
krzemionkowy modyfikowany grupami oktadecylowymi (C18). Bywaja rowniez stosowane
kolumny powinowactwa immunologicznego (IS) [68-69], ktére odznaczaja si¢ wyzsza
selektywno$cia w usuwaniu substancji przeszkadzajacych niz kolumienki z tradycyjnym
wypetnieniem. Ekstrakcja do fazy stalej z wykorzystaniem sorbentow o powinowactwie
immunologicznym polega na rozpoznaniu czasteczki analitu przez przeciwciato, ktore jest
unieruchomione na powierzchni nos$nika. Sorbenty o powinowactwie immunologicznym
stosowane sg do ekstrakcji analitu, analitu 1 jego metabolitow badz grupy zwigzkow o podobnej
budowie. Wykorzystanie tego typu sorbentow znalazto zastosowanie w ekstrakcji analitow
obecnych na §ladowym poziomie w probkach o bogatej matrycy.

Wsrod nowszych rozwigzan technologicznych stosowanych do oczyszczania probek
z substancji przeszkadzajagcych na uwage zashuguje technika ekstrakcji do fazy stalej
z wykorzystaniem sorbentow z odciskiem molekularnym (ang. Molecularly Imprinted
Polymers, MIP) [68]. Ztoze takie wykazuje duza selektywnos¢ w stosunku do oznaczanych
zwigzkoéw oraz duzg tolerancje dla skrajnych wartosci pH [70]. Tworzone jest na zasadzie
obudowania czgsteczki wzorca polimerami oddajac w ten sposéb jej ksztatt. W ten sposdb
powstaje kompleks monomeru z czasteczkami substancji wzorcowej, ktora zostaje

unieruchomiona w sieci polimerycznej. Po usunieciu czasteczek wzorca, w strukturze polimeru
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powstaja wolne przestrzenie, dostgpne jedynie dla analitow lub ewentualnie czasteczek
substancji o podobnej strukturze [71-72]. Mechanizm ekstrakcji oparty jest na efekcie

wykluczania, wynikajacego z roznic w wielkosci i ksztalcie czgsteczki analitu.

6.2. Technika LLE

Ekstrakcja w uktadzie ciecz-ciecz jest najbardziej znanym i czesto stosowanym sposobem
przygotowania probek, zwlaszcza cieklych. Wykorzystuje si¢ w tym przypadku zjawisko
podzialu analitu mi¢edzy dwie niemieszajace si¢ fazy ciekle. Jest to niezwykle uniwersalna
i tatwa do wykonania technika ekstrakcyjna. Ponadto do jej realizacji nie jest wymagana
specjalistyczna aparatura, dlatego migedzy innymi cieszy si¢ ona takg popularnoscig. Technike
t¢ mozna zastosowaC zarowno do oczyszczania probek 0 skomplikowanej matrycy,
np. srodowiskowych jak i wzbogacania analitow. Ponadto mozliwe jest ekstrahowanie analitow
z duzej objetosci probki wodne;.

Jednakze klasyczna ekstrakcja typu ciecz-ciecz jest procesem czasochtonnym
i kosztownym, bowiem podczas jej realizacji zuzywa si¢ duze ilosci drogich oraz czgsto
toksycznych rozpuszczalnikow. Ponadto tworzenie si¢ emulsji jest jedng gléwnych wad
ekstrakcji w uktadzie ciecz-ciecz. Istnieje jednak kilka sposobow na jej wyeliminowanie, np.
dodatek soli do warstwy wodnej, ogrzewanie/chtodzenie, przefiltrowanie przez bibute
filtracyjng badz przez watg szklang, odwirowanie, a takze dodatek matej ilo$ci rozpuszczalnika
organicznego. Kolejng wada, niezwykle istotng z punktu widzenia analiz na poziomie sladow,
jest uzyskiwanie stosunkowo matego wspotczynnika wzbogacenia.

Coraz czg$ciej stosowane sg aparaty do ekstrakcji ciaglej ze wzgledu na znacznie mniejsze
zuzycie drogich odczynnikow i skrdcenie czasu trwania analizy, a co za tym idzie obniZzenia
kosztow.

Do oznaczen ilosciowych bisfenolu A w probkach biologicznych na etapie przygotowania
probki do analizy czesto stosuje si¢ ekstrakcje typu ciecz-ciecz. Najpowszechniej stosowanymi

w tym celu rozpuszczalnikiem jest acetonitryl, rzadziej etanol.

6.3. Technika FPSE

Wzrastajace zainteresowanie naukowcoOw nowymi rozwigzywaniami W przygotowaniu
probek do analizy zainicjowalo opracowanie licznych technik opartych na ekstrakcji analitow
na powierzchni materialu sorpcyjnego. Opracowana przez Pawliszyna 1 jego
wspotpracownikow technika mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej (SPME) jest uwazana za

innowacyjne podejécie w dziedzinie przygotowania probek do analizy. Rozwdj tej techniki
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zapoczatkowat trend zmierzajacy w kierunku zminimalizowania ilo§ci uzywanego
rozpuszczalnika, miniaturyzacji i automatyzacji oraz skrocenia czasu wielu czasochtonnych
etapOw przygotowania probki do analizy. Inspiracja technika SPME spowodowata szybki
rozwoj technik opartych na ekstrakcji analitow na powierzchni materialu sorpcyjnego. W tym
przypadku proces ekstrakcji opiera si¢ na zjawisku podziatu analitu pomi¢dzy matrycg probki
a sorbentem. Dostepne handlowo wldkna ekstrakcyjne sg kombinacjg pigciu sorbentow:
- polidimetylosiloksanu (PDMS), - diwinylobenzenu (DVB), - poliakrylu (PA), - carboxenu
(CW), - glikolu polietylenowego (PEG) [73]. Zjawiska absorpcji i adsorpcji odgrywaja wazng
rolg W procesie izolacji i wzbogacenia analitow. Techniki oparte na mikroekstrakcji analitow
na powierzchni materiatu sorpcyjnego umozliwity zredukowanie ilosci wykorzystywanych
toksycznych 1 niebezpiecznych rozpuszczalnikow, dlatego zaczeto je nazywacé ,,zielonymi”
metodami przygotowania probek do analizy. Ogoélny podzial technik sorpcyjnych opartych na
mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej przedstawiono na Rysunku 13.

Ekstrakcja na powierzchni
— modyfikowanej tkaniny

FPSE

I Mikrockstrakcja do fazy stalej SPME

Dyfuzja analitow
mieszaniem

Ekstrakcja z wykorzystaniem
— ruchomego elementu sorpcyjnego
SBSE

Mikroekstrakcja na powierzchni
- cienkiej folii
TFME

Glowne formaty

maten a}u SOTPCanegO Mikroekstrakcja do fazy statej D . Kstrakeia do f (alei

| i i ___| Dynamiczna ekstrakcja do fazy stalej
WkarZyStyWanegO w upakowanej w otwartej rurce SPDE

P . In-tube SPME
mikroekstrakcji
Mikroekstrakeja do fazy statej 1 | Mikroekstrakcja do sorbentu
upakowanej w strzykawce upakowanego w strzykawce MEPS
Mikroekstrakcja na powierzchni

L— polimerowego ztoza monolitycznego

Dyfuzja analitow z wymuszeniem | | PMME

przeptywu

—{ Kapilaraz upakowanym sorbentem

— Kapilaraz upakowanym wioknem

Technika mikroekstrakcji do fazy
stacjonarnej w postaci filmu
pokrywajacego wewnetrzng Scianke
rurki

- Powlekana kapilara

— Kapilaramonolityczna

Rysunek 13. Schematyczny podzial technik sorpcyjnych nalezgcych do grupy technik
mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej.

30



Najnowszym podejsciem do izolacji analitow z probek ciektych jest wykorzystanie
specjalnej tkaniny posiadajacej specyficzne wlasciwosci sorpcyjne (technika FPSE). Zostata
opracowana przez zespot naukowcow Abuzara Kabira i Kennetha G. Furtona na Uniwersytecie
we Florydzie w 2014 roku [74]. Technika FPSE (ang. Fabric phase sorptive extraction)
charakteryzuje si¢ szybkoscia, prostota, matymi kosztami i duzag efektywnoscig ekstrakcji.
Niewatpliwg zaletg tej techniki jest niewielkie zuzycie probki i odczynnikéw oraz prostota
wykonania, bowiem w procedurze wykorzystuje si¢ jedynie wytrzgsanie i wirowanie probki.
Akcesoria wykorzystywane podczas przygotowania probki sa zazwyczaj na wyposazeniu
laboratorium, a naleza do nich: mieszadlo magnetyczne z mieszadetkiem, badz wytrzasarka,
zlewka, fiolka oraz peseta (Rysunek 14). Technika ta charakteryzuje si¢ duzymi odzyskami

oznaczanych zwigzkow.

Rysunek 14. Niezbedne akcesoria do przeprowadzenia ekstrakcji z wykorzystaniem techniki
FPSE.

Technika FPSE polega na sorpcji analitow na powierzchni widkien tkaniny.
Powierzchnia tych wildkien moze by¢ modyfikowana roéznymi grupami funkcyjnymi

zapewniajacymi tkaninie zadane wtasciwosci sorpcyjne.

7. Techniki analityczne wykorzystywane do oznaczania bisfenolu A

Rozwd¢] nowoczesnych technik analitycznych zapewnia mozliwo$¢ oznaczania
substancji, ktoére wystepuja w Sladowych ilosciach w probkach charakteryzujacych sie
skomplikowang matrycg. Obecnie istnieje kilka znanych procedur analitycznych
wykorzystywanych do oznaczania bisfenolu A. W metodykach tych na etapie oznaczen
koncowych, po odpowiednim przygotowaniu probek, stosuje si¢ gléwnie techniki
chromatograficzne (chromatografie gazows i wysokosprawng chromatografi¢ cieczowg) oraz

immunologiczne [75].
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Do oznaczenia bisfenolu A moga by¢ wykorzystane techniki immunochemiczne. Wéréd
nich najpowszechniej stosowang technika do oznaczania bisfenolu A w probkach surowicy jest
test immunoenzymatyczny ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) [1,76].

Techniki immunologiczne charakteryzuja si¢ tatwoscig wykonania oraz niskimi
kosztami. Pomimo wymienionych zalet, nie rekomenduje si¢ ich do oznaczania bisfenolu A
w probkach biologicznych, poniewaz charakteryzuja si¢ one malg czuloécig. Ponadto ze
wzgledu na ztozony sktad probek biologicznych istnieje mozliwos¢ interakcji z substancjami
przeszkadzajgcymi obecnymi w matrycy [1]. Obecnie dostepne sg handlowo dostepne zestawy
do wykonywania testow ELISA do oznaczania zawartosci bisfenolu A w probkach
biologicznych. Zestaw taki ma zakres pomiarowy od 0,3-100 ng/ml [77].

Istotg testu immunologicznego jest konkurowanie czasteczek bisfenolu A obecnych
W probee z koniugatem enzymatycznym bisfenolu A o miejsce wigzania si¢ z ograniczong
liczbg specyficznych przeciwciat monoklonalnych unieruchomionych na sorbencie
mikroptytki. Po wymieszaniu probki rzeczywistej oraz koniugatu, zawarto$¢ przenosi si¢ do
studzienek mikroptytki. W celu zwigzania czasteczek bisfenolu A z przeciwciatami, mieszaning
pozostawia si¢ na pewien czas [1]. Enzym zawarty w koniugacie katalizuje konwersj¢ substratu
w barwny produkt, ktérego zawarto$¢ mozna oznaczy¢ metodg spektrofotometryczng przy
dhugosci fali wynoszacej 420 nm. Intensywnos$¢ barwy jest proporcjonalna do stezenia
przeciwcial w probce. Jesli z powierzchnig sorbentu mikroplytki zwigze si¢ wigcej czasteczek
bisfenolu A pochodzacych z probki rzeczywistej, to powstaje produkt o mniejszym
zabarwieniu. Wskazuje to na wigksze stezenie tego zwigzku w probce rzeczywistej
w porownaniu ze stezeniem bisfenolu A w koniugacie. Nalezy zaznaczy¢, ze ztozone matryce,
takie jak krew czy mocz wymagaja wczeSniejszego przygotowania przed zastosowaniem
wobec nich testu ELISA (np. przeprowadzenia ekstrakcji za pomoca rozpuszczalnikow lub
ekstrakcji do fazy statej) [6,22].

Technika chromatografii gazowej sprzezona ze spektrometria mas jest czgsto
wykorzystywang technika do oznaczania bisfenolu A w rdéznego rodzaju matrycach. Ze
wzgledu na malg lotno$¢ bisfenolu A czgsto przeksztalca si¢ go w pochodna, co stanowi
dodatkowy etap w przygotowaniu probki do analizy. W 0znaczaniu bisfenolu A w probkach
biologicznych derywatyzacji chemicznej mozna dokona¢ za pomocg zwigzkow chemicznych
takich jak: bezwodnik octowy, N-O-bis(trimetylosililo)trifluoroacetamid (BSTFA), bromek
pentafluorobenzylu (PFBBFr) czy chlorek 4-(4,5-difenylo-1-imidazoilo) benzoilu (DIB-CI) [6].

Analiza dostgpnych danych literaturowych prowadzi do wniosku, ze technika

wysokosprawnej chromatografii cieczowej jest najczeSciej wykorzystywang technikg do
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oznaczania bisfenolu A w probkach biologicznych. Chromatografy cieczowe moga by¢
potaczone z r6znymi detektorami, takimi jak: spektrofotometryczny (UV-ViS, ang. ultraviolet
visible detector) [78], fluorescencyjny (FLD, ang. fluorescence detector) [69,79],
elektrochemiczny (ED, ang. electrochemical detector), spektrometr mas [80] lub tandemowy
spektrometr mas (MS/MS, ang. tandem mass spectrometer) [2,81].

Detektor UV-ViS jest rzadko stosowanym detektorem do oznaczania Sladowych ilosci
bisfenolu A. Spowodowane jest to tym, ze chromofor w czasteczce bisfenolu A w niewielkim
stopniu wykazuje zdolno$¢ absorbcji promieniowania, co wigze si¢ to z matg czutoscig detekcji
[81]. Do oznaczania bisfenolu A znacznie czgsciej znajduje zastosowanie detektor
fluorescencyjny, poniewaz fluorofor w czasteczce bisfenolu A jest znacznie silniejszy.
Literaturowa dtugos¢ fali wzbudzenia bisfenolu A wynosi 275 nm [69,79], aczkolwiek wsrod
przeprowadzonych badan stosowany bywa rowniez zakres 224-235 nm. Zakres dtugos¢ fali
emisji waha si¢ miedzy 300 a 317 nm [6,69,79].

Czesto stosowang technikg do oznaczania bisfenolu A jest chromatografia cieczowa
sprz¢zona ze spektrometrig mas (LC-MS). Za pomocg tej techniki mozliwe jest jednoczesne
przeprowadzenie analizy jakosciowej i ilosciowej. Gtowne zalety uktadu LC-MS to wysoka
selektywno$¢, wysoka czulo§¢ oraz uniwersalno$¢ stosowania. Natomiast technika
chromatografii cieczowej sprzezonej z tandemowa spektrometrig mas HPLC-MS/MS cechuje
bardzo wysoka selektywnos¢, czuto$§¢ wyzsza niz w uktadzie LC-UV/VIS oraz wysoka
przepustowos$¢ ze wzgledu na szybsze analizy przeprowadzane bez koniecznosci rozdzielania
wszystkich badanych substancji. Uktad HPLC-MS/MS jest szczegodlnie przydatny do analizy
wielosktadnikowych mieszanin oraz uzyskania informacji o strukturze poszczegdlnych
sktadnikow.

Wprowadzenie do probki znakowanego izotopowo bisfenolu A m.in. BPA-ds, BPA-d14,
BPA-d16 na etapie przygotowania probki do analizy moze poprawi¢ precyzje oraz doktadnosé
oznaczania zawartosci bisfenolu A z wykorzystaniem techniki LC-MS ze wzgledu na
mozliwo$¢ wyeliminowania efektu matrycy, efektow zwigzanych z utrata analitu lub rézng
objetoscig ekstraktow [82]. W Tabeli 6 zestawiono informacje o warunkach rozdzielania

I 0znaczania bisfenolu A w probkach biologicznych oraz zywnosci.
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Tabela 6. Informacje literaturowe nt. wykorzystania roznych procedur analitycznych do oznaczania zawartosci bisfenolu A w probkach
biologicznych i Zywnosci.

Rodzaj préobki Przygotowanie probki a-rl;zlcirt];(;lz(ga Warunki analizy Zakres stezen Literatura
Probki biologiczne
o Kolumna: Protein & Peptide C18
Ekstrakcja w uktadzie ciecz-Ciecz za pomocg o Sklad £ (Vydaﬁ, 159’XA4C,?\IT)HI)M buf
Surowica 0,2 M HCI — chloroform, derywatyzacja za HPLC-FLD ac tazy FuCAmIe): A el | 0,21-0,79 ng/mL [83]
omoca DIB-CI octanowy (pH—5,§)._MeOH, (55:12:33,
p 4 vIvIv); elucja izokratyczna
e Natezenie przepltywu: 0,3 mL/min
e Kolumna: CAPCELL PAK UG 120 C18
(Shiseido, 150 x 4,6 mm)
- Ekstrakcja do fazy statej SPE (sorbent typu OASIS o Sktad fazy ruchomej: H,O + 0,3% ~0.32 ng/mL
Surowica HLB 60 mg/3 mL) HPLC-ED HsPOL:ACN (60:40, VIv); elucja w surowicy ochotnikéw | LoH
izokratyczna
e NateZenie przeptywu: 1 mL/min
o Kolumna: Onyx Monolithic C18
Ekstrakcja w uktadzie ciecz-ciecz za pomoca . Sk({Prc]le: Omenel): ' 15(.)_ )XlC?\Imbm)f 8\}753;03\/"1(:2 rl](%/&]eL,[
Surowica mieszaniny acetonitrylu i buforu fosforanowego HPLC-MS ad lazy ruc O_mej' o u Or, urowicy [84]
(35:65) oraz 25% kwasu nadchlorowego fosforanowy_ (p_H—6,0) (35:65, v/V); Clerplqcyc.h na
elucja izokratyczna endometriozg
e Natezenie przeptywu: 1 mL/min
o Kolumna: Acquity UPLC BEH C18
(Waters 50, x 2,1 mm, 1,7 um)
Surowica Stracenie biatek za pomoca acetonitrylu HPLC-MS/MS | e Skifad fazy ruchomej: H,O:MeOH; elucja <LOD [85]
gradientowa
e Natezenie przeptywu: 0,4 mL/min
Ekstrakcja w uktadzie c.iecz- ciecz za pomoca e Kolumna: Zebron ZB-5MS
octanu etylu poprzedzajaca derywatyzacje za (Phenomenex, 30 x 0,25 mm 0,25 um) 1.30 - 8.17 ng/mL
Surowica pomocg N-metylo-N-(tert-butylodimetylosililo) GC-MS ’ , ’ W surowicy ciezarnych [86]
trifluoroacetamidu oraz 0,1% tert-butylodimetylo- Lt Gaz nosny: Hel . kobiet
chlorosilanu e Natezenie przeplywu gazu: 1,1 mL/min
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P . L Technika . . ., .
Rodzaj prébki Przygotowanie probki analityczna Warunki analizy Zakres stezen Literatura
Denaturacja biatek za pomocg kwasu
mrowkowego, ekstrakcja do fazy statej SPE e Kolumna: DB-5 (J&W Scientific, 15 x
(sorbent Oasis HLB), derywatyzacja za pomoca 0,25 mm, 0,1 pm) ~0.71 na/mL
Surowica bezwodnika kwasu pentafluoropropionowego. GC -MS e Gaz no$ny: Hel /N9 . [87]
. Lo . .. . W surowicy ochotnikow
Ekstrakcja w uktadzie ciecz-ciecz za pomoca o Natezenie przeptywu gazu: 1 mL/min
mieszaniny heksan-dichlorometan (4:1, v/v)
i dodatku 2% K>,COs
e <LOD - 10,4 ng/mL
Ekstrakqg w uktadzie ciecz-ciecz poprzedzaj aca e Kolumna: Zebron ZB-5HT w surowicy kobiet
ekstrakcje do fazy statej (sorbenty typu Envi- bedacych w 2.
. o . . , (Phenomenex, 30 x 0,25 mm, 0,1 pm) .
Surowica Florisil i Oasis HLB), derywatyzacja ekstraktow GC-MS/MS .G inve Azot trymestrze cigzy; [1]
za pomoca N-(trimetylosililo) trifluoroacetamidu _ * Laznosny: AZO ) e <LOD - 3,05 ng/mL
MSTFA o Natezenie przeptywu gazu: 1 mL/min w surowicy kobiet po
porodzie
Komercyjny
rzezersct)awV:u;jzoenia e 2,5 ng/mL w surowicy
Dodatek do probki 10% metanolu, naniesienie P tesF,)tu ELISA zdrowych kobiet,
Surowica probki na kolumne do SPE (sorbent Oasis HLB), - e 2,9 ng/mL w surowicy [22]
Spektrofotometr S
dodatek 0,2 mL buforu fosforanowego = bomiar brz kobiet cierpigcych na
P - brzy endometriozg
dtugosci fali 420
nm
o Kolumna: Acquity BEH PHENYL
Reakcja hydrolizy za pomocg enzymu (Waters, 100 x 2,1 mm, 1,7 um)
Mocz B-glukuronidazy/sulfatazy. Ekstrakcja do fazy UPLC-MS/MS o Sktad fazy ruchomej: H-O + 0,1% 1,31-1,98 ng/mL [88,89]
statej SPE (sorbent Oasis HLB) FA:ACN + 0,1% FA,; elucja gradientowa
e Natezenie przepltywu: 0,4 mL/min
. ¢ Kolumna: Acquity UPLC HSS T3
Ekstrakei Vﬁ)lg .blsfeno_l A ID-LC-MS/MS (Waters, 50 x 2,1 mm, 1,8 um)
Mocz strakgawu ahi‘lfsg‘nelfz clecz za pomocd o Skiad fazy ruchomej: H,O + 0,1% <LOD-0,215 ng/mL [90]
. ' FA:ACN; elucja gradientowa
derywatyzacja za pomoca chlorku dansylu L .
e Natezenie przeplywu: 0,4 mL/min
e Kolumna: Acquity UPLC HSS T3
. . (Waters, 50 x 2,1 mm, 1,8 um)
Sprzezony bisfenol A e . 0
Mocz Ekstrakcja do fazy statej SPE (sorbent typu Strata ID-LC-MS/MS ° Sklafi fazy ruChongeJ' H.0 +_2A) . <LOD-20,6 ng/mL [90]
X-AW 100 mg/3 mL) NH,OH:MeOH + _0,1/0 NH4OH; elucja
gradientowa
e Natezenie przeplywu: 0,4 mL/min
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Technika

Rodzaj prébki Przygotowanie probki analityczna Warunki analizy Zakres stezen Literatura
Catkowity bisfenol A
Reakcja hydrolizy po dodaniu B-glukuronidazy « Kolumna: HP-5 MS (Agilent
w buforze octanowym o pH 5 przez 3 h w 37°C, Technologics, 30 x 0,25 mm, 0,25 pm)
Mocz dodanie ACN i weglanu potasu, dodanie bromku GC-MS/MS . G’ . Hel > <LOD-21,0 ng/mL [90]
2,3,4,5,6-pentafluorobenzylowego i ogrzewanie | * baznosny- e )
przez 2 h w 70°C, nastgpnie dodanie mieszaniny * NatgZenie przeptywu gazu: 1 mL/min
dichlorometanu i heksanu w stosunku (8:92, v:v)
Reakcjag?/ilkrg\lﬁt;zb;spfglr?c}cz: enzymu e Kolumna: Chromolith® High Resolution Calkowity bisfenol A
. , . RP-18e (Merck KGaA, 100 x 4,6 mm) <LOD-37,7 ng/mL
Mocz B-glukuronidazy/sulfatazy w srodoyvlsku 0,1M SPE-HPLC- « Skiad fazy ruchomei: H.O:MeOH: elucia [91,92]
kwasu mrowkowego. Inkubowanie przez 4 h MS/MS y €): M2 ’ J . '
° : : L gradientowa Wolny bisfenol A
w 37°C, Nastepnie dodanie do probki 750 uL « Nateseni rwi: 0.9 mL/mi <LOD-0.11 na/mL
0, M kwasu mréwkowego gzenie przeptywu. 1,7 mL/min 4419
Dodanie do probki moczu 0,5 M kwasu solnego do e Kolumna: (J & W, Folsom, 30 x 0,25
pH=4. Przefiltrowanie, ekstrakcja do fazy stalej GC-MS mm, 0,25 pm)
Mocz SPE (sorbent 80 mg LiChrolut EN), derywatyzacja o Gaz nosny: Hel <LOD-8,9 ng/mL [93]
za pomocg BSTFA + 1% TMCS e Natezenie przeplywu gazu: 1 mL/min
Wolny bisfenol A:
Ekstrakcja do fazy statej SPE (sorbent Oasis HLB
200 mg/5 mL) e Kolumna: Acquity UPLC®BEH C18 .
(Waters, 100 x 2,1 mm, 1,7 um) . ggggylbl';fenf' A
M Calkowity bisfenol A o Skitad fazy ruchomej: H,O + 1 mM octan ' ! ng/m
ocz . R UPLC-MS/MS ’ . [94]
Dodanie do probki moczu 5 mL buforu amonu:ACN + 1 mM octan amonu; tkowity bisfenol A
cytrynowego o pH=4,5-5. Reakcja hydrolizy za elucja gradientowa ¢ 52430‘2183'1215 e;nol_
pomocg enzymu B-glukuronidazy przez 16 h e Natezenie przeptywu: 0,3 mL/min 40,012 ngim
w 37°C. Nastepnie ekstrakcja do fazy statej SPE
(sorbent Oasis HLB 200 mg/5 ml)
Probki zywnosci
Pomidory _ _ e Pomidory bez skorki
(bez skorki ¢ Kolumna: M‘lcrosorb 300-C18 (Agilent 0,31-3,77 pg/kg
cherry ’ quogenizacja, a naste;pnie_ ekstrakc_jz_i do fazy HPLC-DAD Technologies, 250 x 4,6 mm, 5 pm)_ e Pomidory cherry
koncent}at statej SPE (sorbent Sep-Pak light Florisil 145 mg) HPLC-ELD o Sktad fazy ruchomej: H,O:ACN; elucja 0,87-2,21 pug/kg [49]

pomidorowy)

gradientowa
¢ Natezenie przeptywu: 1 mL/min

o Koncentrat
pomidorowy
0,39-1,82 ug/kg
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Technika

Rodzaj probki Przygotowanie probki analityczna Warunki analizy Zakres stezen Literatura
Homogenizacja, ekstrakcja z wykorzystaniem e Kolumna: DB-5MS (J & W, Folsom, 30 e Owoce
Owoce techniki QUEChERS, dyspersyjna mikroekstrakcja GC-MS % 0,25 mm, 0,25 pm) <LOD - 10,2 pg/kg [40]
Warzywa ciecz-ciecz DLLME oraz derywatyzacja za e Gaz no$ny: Hel o Warzywa
pomocg bezwodnika octowego o Natezenie przeptywu gazu: 1 mL/min 6,5 —265,6 ng/kg
Odgazowanie, a nastepnie ekstrakcja/oczyszczanie e Kolumna: Symmetry Shield RP18
z wykorzystaniem sorbentu sktadajgcego si¢ (Waters, 50 mm x 2,1 mm, 3,5 um) 0.066-1.08 na/mL
Napoje z nanoczastek magnetycznych pokrytych HPLC-MS/MS | e Skifad fazy ruchomej: H,O:MeOH; elucja ' e ng [95]
hemicelami utworzonymi przez reszty kwasu gradientowa
tetradekanowego e Natezenie przeptywu: 0,4 mL/min
N .
Odgazowanie, a nast¢pnie ekstrakcja do fazy statej Eﬁ:%ﬁﬁ?é?ﬁﬁ;:jg;&%fg?t?g }
_ SPE (sorbent QDS C18, 500 mg/6 mL), 200 mm x 4,6 mm, 5 um)
Napoje derywatyzacja za pomocg BCEC-CI HPLC-FLD « Sklad fazy ruchomej: 5% ACN w <LOD- 0,86 pg/L [96]
H,0:ACN; elucja gradientowa
e Natezenie przeptywu: 1 mL/min
¢ Kolumna: Eclipse XDB-C8 (Agilent
Ekstrakcja do fazy statej SPE (sorbent Sep-Pak Technologies, 150 mm x 4,6 mm, 5 um) ¢ Napoje
Napoje, C18 500 mg) HPLC - MS o Sktad fazy ruchomej: A: 1 L H,O + 1 310-1460 ng/L [97]
mleko w proszku mL 25% NHs, B: ACN + 1 mL 25% o Mleko w proszku
NHs; elucja gradientowa 11,820 — 15,310 ng/kg
e Natezenie przepltywu: 0,5 mL/min
Produkty
zbozowe, Elfstrakcja za pomocy acet(’)n.itrylu, w przypadku « Kolumna: VF-5 ms (Varian, 30 x 0,25
wyroby probek o wysokiej zawartosci tluszczow, ekstrakt GC-MS mm. 0.25
A . .. , 0,25 pm)
cukiernicze, oczyszczano z wykorzystaniem chromatografii G o <LOD - 29 ng/g [66]
wyroby zelowej GPC, derywatyzacja poprzez [ aznosny: -
miesne/migso, acetylowanie * Natgzenie przeptywu gazu: -
ryby, nabiat
Ekstrakcja z wykorzystaniem techniki QUEChERS * Kqumna.XDOBz-;SMS (J082L5W, Folsom, 30
Owoce morza oraz DLLME, derywatyzacja za pomocg GC-MS ,25 mm, 0,25 pm) <LOD -99,9 ng/kg [98]

bezwodnika octowego

e Gaz nos$ny: Hel
e Natezenie przeptywu gazu: 1 mL/min
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Technika

Rodzaj prébki Przygotowanie probki analityczna Warunki analizy Zakres stezen Literatura
. . o Produkty state: homogenizacja, zamrozenie,
NapOjc_:, nabiat, ekstrakej Z Za pomoca agcetonitjrylu, a nastepnie <000\]/-\£6;Z)6/W61 /
ryby i owoce ekstrakcja do fazy statej SPE (sorbent Strata " na'g
morza, zboza i ¢ Ryby i owoce morza
produkty NH; 200mg/3mL) : <0,01-47,4 ng/g
Zbozowe, mieso i e Probki olejowe: homogenizacja, ekstrakcja za o Kolumna: Betasil C18 (Thermo, ' . Nat;iai
codukt ’mi “ne pomoca acetonitrylu, a nastgpnie ekstrakcja do Waltham, 100 mm x 2,1 mm, 5 um) <0.01-20 8 na/
p owgce iQ ’ fazy statej (sorbent Strata NH, 200mg/3mL) HPLC-MS/MS | e Skifad fazy ruchomej: A: H,O, B: MeOH,; ' N :© N0/Y [99]
przetwory ¢ Napoje: ekstrakcja za pomocg octanu etylu, elucja gradientowa <0 6 l—; ajjig /9
OWOCOWE, a nastepnie ekstrakcja do fazy statej SPE e Natezenie przeptywu: 0,3 mL/min ' . Ov;/oce
warzywa i (sorbent Strata NH, 200 mg/3mL) <0,01-6,52 ngg
przetwory e Nabial: ekstrakcja za pomoca acetonitrylu, ' '
warzywne a nastepnie ekstrakcja do fazy statej SPE
(sorbent Oasis MCX 60 mg/5 ml)
Napoje o(SKoIllJmng:o Ascentizs lExpres; C7:18 )
. upelco, 50 mm x 2,1 mm, 2,7 um
(fglzaa'lke(;]:‘g:ﬁm Odgazowanie O“"'&QS?I\PAES'LC'  Sklad fazy ruchomej: A: H,0, B: MeOH; <LOD- 607 ng/L [100]
’tonic) ' elucja gradientowa
e Natezenie przeplywu: 0,6 mL/min
Groszek zielony,
kukurydza, e Kolumna 1: Pursuits XRs C18 (Agilent
pomidory, groch, Technologies, 150 mm x 2 mm, 3 pm)
owoce e Sktad fazy ruchomej 1: A: H20, B:
koktajlowe, MeOH; elucja gradientowa
ananas, Homogenizacja, a nastepnie ekstrakcja za pomoca LC-MS/MS ¢ Kolumna 2: Luna C8 (Phenomenx, 150 <LOD - 790 ng/g [39]
brzoskwinie, acetonitrylu mm x 2 mm, 3 pm)
ravioli, e Sktad fazy ruchomej 2: A: H,O:ACN
wieprzowina, (95:5), B: ACN:H,0 (95:5); elucja
ryby, makaron, gradientowa
zupy, rozne e Natezenie przeptywu: 0,4 mL/min
warzywa
e Woda: derywatyzacja za pomoca
chloromr(’)wczar_lu etylu_, ekstrakcja do fazy « Kolumna: VF-5MS (Varian, 30 x 0,25
stacjonarnej SPME mm, 025 pm)
Woda, mleko o Mleko: stracenie biatek za pomocg 2,5% kwasu GC-MS > <LOD - 70 pg/L [101]

trojchlorooctowego, derywatyzacja za pomoca
chloromréwczanu etylu, ekstrakcja do fazy
stacjonarnej SPME

e Gaz nos$ny: Hel
e Natezenie przeptywu gazu: 1 mL/min
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P . A Technika . . ., .
Rodzaj probki Przygotowanie probki analityczna Warunki analizy Zakres stezen Literatura
Kukurydza, Homogenizacja, ekstrakcja za pomoca e Kolumna: HP-5 (Agilent Technologies, e Przed ogrzewaniem:
koncentrat acetonitrylu, a nastepnie ekstrakcja do fazy 30 x 0,25 mm, 0,25 um) 1,23 - 32,55 pg/kg
. - : GC-MS . e [102]
pomidorowy, stacjonarnej SPME e Gaz nos$ny: Hel e Po ogrzewaniu:
gulasz, tunczyk o Natezenie przeptywu gazu: 1 mL/min 6,86 — 50,67 pg/kg
Mleko w proszk e Kolumna: Gemini C18 (Phenomenex,
dla ni\clavrr?owlzt u 250 mm x 4,6 mm, 5 pum)
Przyspieszona ekstrakcja za pomoca ) o Sktad fazy ruchomej: A: H,O + 0,1% B
'V:'(fskz?(xv rozpuszczalnika ASE LC-MS/MS NHa, B: MeOH/ACN + 0,1% NH <LOD - 1,29 mg/kg [75]
P ' (90/10, v/v); elucja izokratyczna: 95% B
odttuszczone L .
e Natezenie przeplywu: 0,4 mL/min
¢ Kolumna: Zorbax XDB-C18 (Agilent
Liofilizacja, homogenizacja, a nastgpnie ekstrakcja LC-MS/MS Technologies, 50 mm x 2,1 mm, 3,5 pm)
Swieze ryby do fazy statej SPE (sorbent Oasis HLB 200 e Sktad fazy ruchomej: A: H,O, B: MeOH; <LOD -2,0 ng/g [103]
mg/6 ml) elucja gradientowa
e Natezenie przeptywu: 0,25 mL/min
Ekstrakcja do fazy statej SPE (sorbent Supelclean ¢ Kolumna: DB-5MS (Agilent
Woda ENVI-18 500 mg/3 ml), a nastgpnie derngtyzaqa GC-MS Technologies, 30 ><,O,25 mm, 0,25 pm) <LOD - 324 ng/L [47]
za pomoca chlorku pentafluorobenzoilu e Gaz nos$ny: Hel
e Natezenie przeptywu gazu: 1 mL/min
+ Kol .55 i
ryby, konserwy, heksanu, a nastepnie oczyszczanie ekstraktu GC-MS Technologies, 30 x 0,25 mm, 0,25 pm) <LOD - 65,0 ng/g [104]
karma dla h e Gaz nosny: -
— z wykorzystaniem sorbentu ENVI- Carb, Natezeni 1 -9 mL/mi
& derywatyzacja za pomocg BSTFA * Natezenie przeplywu gazu: 2 mL/min
Groszek, groszek
7 marchewka, « Kolumna: SLB-5MS (Supelco, 30 x 0,25
kukurydza, Derywatyza?a za pomocy B_STE?/I,EekstrakCJa do GC-MS mm, 0,’25 .um) <LOD - 77,7 ng/g [105]
karczochy, azy stacjonarnej S o Gaz no$ny: Hel .
grzyby, fasola, o Natezenie przeptywu gazu: 1 mL/min
mix warzyw
Zywnosé dla Ekstrakcja za pomoca acetonitrylu, ekstrakcja do Te Cohr:;(l)(l)urgsla; OH Z_g ,\2/ISS Iffngli)egg m)
dzieci fazy statej SPE (sorbent C18), a nastgpnie GC-MS ? G,az nos’n,y' Hel e B <LOD -7,2 ng/g [106]
derywatyzacja za pomoca bezwodnika octowego « Natezenie przeplywu gazu: 1.2 mL/min
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Technika

Rodzaj prébki Przygotowanie probki analityczna Warunki analizy Zakres stezen Literatura
. . e Kolumna: HP-5MS (Agilent
. Ekstrakcja do fazy stalej (sorbent C18), -
b N apoje a nastgpnie derywatyzacja za pomoca bezwodnika GC-MS Technologies, 30 x’0,25 mm, 0,25 pm) <LOD -4,5 pg/L [107]
ezalkoholowe octowego e Gaz no$ny: Hel
e Natezenie przepltywu gazu: 1,2 mL/min
o Kolumna: Hypersil ODS C18 (Analisis
Vinicos, 150 mm x 4,6 mm, 5 pm) . Owoce
LC- FLD o Sktad fazy ruchomej: A: H,O, B: ACN; 78244 nal
Owoce, warzywa Mikroekstrakcja koacerwacyjna elucja izokratyczna: 50%B (Owoce); ' 4 N0l [108]
; . . o Warzywa
o Sktad fazy ruchomej: A: H,0O, B: ACN;
: . ) 55 -103 ng/g
elucja gradientowa (Warzywa);
e Nate¢zenie przepltywu: 1 mL/min
Homogenizacja, ekstrakcja za pomocg ) KOIumn%j{mzmleiﬁngSS(X\ﬁ;ers, 190 e Mleko:
rozpuszczalnika z probki zmieszanej i o o a0
Jajka, mleko z wypelniaczem MSPD, a nastepnie ekstrakcja do LC-MS/MS y Sﬁﬁd E-ZKA?SI:T%J '1’:/" SIZO'ZI?J,C;:’ <LOD 3 O|;49 ne/ke [109]
fazy statej SPE (sorbent aminopropylowy &= T 5270 NS, ) * Jaka
500mg/3mL) gradientowa <LOD - 10,45 pg/kg
e Natezenie przeplywu: 0,2 mL/min
Ekstrakcja do fazy stalej (sorbent C18), .
Mll(eko v;/ K a nastgpnie derywatyzacja za pomocg BSTFA * Kolumna: DB-5MS (30 m=0,25 mm y
[zirlos; u, m el 0 7 1% TMCS GC-MS 0,25 um) 44 - 113 nglg [110]
a niemowlat -
o Kolumna: Spherisorb S ODS 1 (Knauer,
Homogenizacja, ekstrakcja za pomoca 250 mm x 4,6 mm, 5 um) o Makrela
acetonitrylu, po przefiltrowaniu oczyszczono i o Sktad fazy ruchomej: A: 50 mM octan 2—-4nglg
Ryby ekstrakt z wykorzytsaniem sol-zel pre kolumny HPLC-FLD sodu (pH 4,8), B: ACN; elucja o Tunczyk [111]
polaczonej z kolumng imunopowinowactwa gradientowa 6 — 59 ng/g

¢ Natezenie przeplywu: 1 mL/min
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Rodzaj probki Przygotowanie probki a-rl;zlcirt];(;lz(ga Warunki analizy Zakres stezen Literatura
o Wieprzowina
<LOD - 7,08 pg/kg
Mieso e Baranina
(wieprzowina o ' . e Kolumna: Symmetry C18 (Waters, 150 <LOD - 0,54 pg/kg
ryby, micso Z’ Homogean?CJa, ekstrakCJa. ASE, a nastepnie mm x 2,1 mm, 3,5 pm) o Kurczak
kr(')lik; micso z ekstrak_qa do fazy statej SPE (sorbent: LC-MS/MS o Sktad fazy ruchomej: A: H,O + 0,1% <LOD - 0,73 pg/kg [112]
kaczki ’kurczak aminopropylowy 500 mg/3mL) NH4OH, B: MeOH + 0,1% NH4OH; e Wolowina
bar’anina, ' elucja gradientowa <LOD - 0,33 pg/kg
wolowina) e Natezenie przeplywu: 0,2 mL/min * Migso z kaczki
0,49 - 0,85 pg/kg
e Ryby
<LOD - 1,01 pg/kg
¢ Kolumna: Symmetry C18 (Waters, 150
. . ) mm x 2,1 mm, 3,5 um)
Napoje Ekstrakcja do faayLEta;%JOSPE/(sorbent. OASIS LCMSIMS o Skiad fazy ruchome;j: A: H,O + 0,1% <LOD 113
bezalkoholowe mg) ; NH,OH, B: MeOH + 0,1% NH,OH; [113]
elucja gradientowa
e Natezenie przeptywu: 0,2 mL/min
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8. Problemy zwiazane z oznaczaniem bisfenolu A

Oznaczanie bisfenolu A, szczeg6lnie na niskim poziomie stezen, jest wyzwaniem dla
chemikow analitykow. Sladowe jego ilosci moga byé obecne w rozpuszczalnikach, naczyniach
laboratoryjnych i w produktach z tworzyw sztucznych, co znacznie utrudnia opracowanie
metodyki analitycznej cechujacej si¢ wysoka czutoscia i dobrg powtarzalnoscig wynikow [114—
116]. Ostatnie doniesienia naukowe wskazuja, ze Sladowe ilosci bisfenolu A moga by¢ rowniez
obecne w wodzie, oczyszczonej za pomoca Systemu Milli-Q. Prawdopodobnie ultra-czysta
woda moze zosta¢ zanieczyszczona przez kontakt z tworzywami sztucznymi, obecnymi
w systemie do jej produkcji. Naukowcy oznaczyli zawarto$¢ bisfenolu A w probce wody
uzyskanej z systemu Milli-Q. W pobranej probce wody zawartos¢ bisfenolu A byta na poziomie
0,02 ng/mL [68,81,117].

Ponadto, materiat wykorzystywany do produkcji kolumienek do SPE roéwniez moze
stanowi¢ zrodto bisfenolu A i dodatkowo zanieczyszczaé probke rzeczywistg juz na etapie jej
przygotowania do analizy [81]. Bisfenol A mozna skutecznie wymy¢ z kolumienki poprzez
przemycie jej co najmniej 15 mL metanolu. Podczas przenoszenia roztworu wzorcowego
bisfenolu A lub probek rzeczywistych za pomocg pipet Pasteura wykonanych z tworzyw
sztucznych mozna doprowadzi¢ do skazenia probek bisfenolem A, a uzyskane wyniki oznaczen
koncowych mogg by¢ obarczone btedem [118].

Obecnie znane s3 juz procedury umozliwiajace zredukowanie zawartosci BPA
w materiatach i odczynnikach uzytych podczas przygotowania probek do analizy [119]. Zaleca
si¢ unikania kontaktu probek z materialami z tworzyw sztucznych podczas ich pobierania
| przygotowania do analizy. Zaproponowano rowniez odpowiednie przygotowanie naczyn
laboratoryjnych, zaczynajac od ich wygrzewania w wysokiej temperaturze (4 h w 400°C),
a konczac na myciu ultra czystg wodg, metanolem i acetonem [68,117,120].

Zauwazalna, a co gorsze zmienna, wartos¢ tta, utrudnia uzyskanie wynikéw o dobrej
powtarzalnosci. W szczegdlnosci dotyczy to oznaczen bisfenolu A na poziomie Sladow.
Dlatego tak wazne jest wyeliminowanie potencjalnych Zrddel zanieczyszczenia probki

bisfenolem A na etapie jej przygotowania do analizy.
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Il. CEL | ZAKRES PRACY

Zwigzki zaktocajace dziatanie uktadu endokrynnego to szerokie spektrum substancji
chemicznych wykrywanych w wodzie, powietrzu, glebie oraz pozywieniu, ktore poprzez
podobienstwo w budowie do hormondéw steroidowych zaburzaja ich naturalne dziatanie.
Niepozadane skutki dziatania zwigzkow endokrynnie czynnych mogg stanowi¢ jedng
Z przyczyn rozwoju choréb cywilizacyjnych. Wtasciwa diagnoza, postawiona we wczesnym
stadium rozwoju choroby, ma zazwyczaj kluczowe i korzystne znaczenie dla skutecznego jej
leczenia. Nic wigc dziwnego, ze wcigz poszukuje si¢ nowych rozwigzan celem szybkiej
diagnostyki roznych choréb. Wspolczesna medycyna poktada wszelkie wysitki w celu
przedtuzenia zycia pacjentow. Nie ogranicza si¢ jedynie do leczenia chordb, lecz stara si¢
rowniez uzyska¢ mozliwie jak najbardziej wiarygodne wyniki diagnostyczne niezbedne do
profilaktyki. Od lat prowadzone s3 badania nad mozliwo$ciag oznaczania w probkach
biologicznych substancji, ktoérych zwigkszone stgzenie moze by¢ zwigzane ze zwigkszonym
prawdopodobienstwem zachorowania na poszczegolne choroby.

Analiza dostepnych danych literaturowych prowadzi do wniosku, ze spoteczenstwo na
calym $wiecie jest narazone na obecno$¢ bisfenolu A. Jego obecno$¢ wykryto nie tylko
w produktach spozywczych, ale rowniez w papierze termicznym, kurzu oraz w probkach
biologicznych. Wykrywanie oraz iloSciowe oznaczenie bisfenolu A na coraz nizszych
poziomach stezen, w probkach o skomplikowanej matrycy, takich jak probki materiatu
biologicznego, wymaga statego rozwoju zaawansowanych technik analitycznych. Dotyczy to
zarowno wykorzystywanych technik oznaczenia koncowego, ktore muszg cechowac si¢
wysoka czuloécia, jak 1 metod przygotowania probek do analizy, ktoére pozwola na tatwa,
efektywna 1 selektywna ekstrakcje analitéw z matrycy badanej probki.

Gléwnym celem pracy doktorskiej bylo opracowanie metod analitycznych do
oznaczania bisfenolu A w probkach surowicy ludzkiej i moczu. W ramach czesci
eksperymentalnej podjeto si¢ zbadania zalezno$ci migdzy zwigkszonym stezeniem bisfenolu
A, a zachorowalnoscig na zespot policystycznych jajnikéw. Zbadano réwniez wptyw diety na
zawartos¢ tego zwigzku w probkach biologicznych.

Uzyskane wyniki badan beda pomocne w rozwigzaniu sporu dotyczacego obcigzenia

populacji na dziatanie bisfenolu A 1 konsekwencji narazenia zdrowia cztowieka na ten zwigzek.
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I11. CZESC DOSWIADCZALNA

1. Odczynniki i wzorce

Podczas realizacji czgsci doswiadczalnej zastosowano nastepujace odczynniki

i substancje wzorcowe:

Metanol do HPLC — firma Merck, Niemcy,

Acetonityl do LC-MS — firma Merck, Niemcy,

Izopropanol do HPLC — firma Merck, Niemcy,

Woda dejonizowana — system HLP5 — firmy Hydrolab, Polska,

Siarczan magnezu — firma POCH, Polska,

Kwas octowy (cz.d.a.) — firma POCH, Polska,

Octan amonu do HPLC- firma Sigma-Aldrich (czystos¢ > 99%), Niemcy,
Bisfenol A — firma Sigma-Aldrich (czystos¢ > 99%), Niemcy,
Deuterowany bisfenol A — firma Sigma-Aldrich (czystos¢ > 98%), Niemcy.
Glukuronid dopaminy — firma Santa Cruz Biotechnology, USA.
Chlorowodorek dopaminy — firma Sigma-Aldrich, Niemcy.

B-glukuronidaza, typ HP-2 — firma Sigma-Aldrich (>100,000 units/mL), Niemcy.

2. Aparatura i sprzet laboratoryjny

Do przeprowadzenia badan naukowych wykorzystano nizej wymienione urzgdzenia

I sprzet laboratoryjny:

Chromatograf cieczowy firmy Agilent seria 1200 wyposazony w pompe G1312A;
termostat kolumny GI1316C; automatyczny podajnik probek G1367B; detektor
spektrofotometryczny typu UV G1314B Agilent Technologies (USA); detektor
tandemowy spektrometr mas z analizatorem typu potrojny kwadrupol/liniowa putapka
jonowa 4000 Q TRAP® LC/MS/MS, AB Sciex Instruments, USA,

Chromatograf cieczowy firmy Shimadzu wyposazony w urzadzenie do odgazowania
fazy ruchomej DGU-20A5R, kontroler CBM-20A, dwukanatowa pompg¢ Nexera X2
LC-30AD, automatyczny podajnik probek Nexera X2 SIL-30AC oraz termostat
kolumny CTO-20AC; detektor tandemowy spektrometr mas z analizatorem typu
potrojny kwadrupol LC-MS-8050, Shimadzu, Japonia,

Kolumna Zorbax Eclipse Plus C18 (100 mm x 2,1 mm,; 1,8 um) — firmy Agilent, USA,
Kolumna Lichrospher RP-18e (250 mm x 4,0 mm; 5 pm) — firmy Merck, Niemcy,
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Kolumna Synergi Hydro-RP (150 mm x 4,6 mm; 4 um) — firmy Phenomenex, USA,
Dejonizator wody HLP5 — Hydrolab Polska, Polska,

Kolumienki do SPE —Strata-X33 um Polymeric RP 3 ml/200 mg — firmy Phenomenex,
Niemcy,

Laznia ultradzwigkowa — firma Bandelin Sonore, Niemcy,

Waga analityczna XP50H — firma Mettler Toledo, Szwajcaria,

pH-metr C1-316 — firma Elmetron, Polska,

Szklane wktadki redukcyjne z dnem stozkowym — firmy Agilent, USA,

Komora do wykonywania ekstrakcji za pomocg techniki SPE— firma Grace, USA,
Pipeta elektroniczna Handy Step — firmy Brand, Niemcy,

Automatyczna pipeta (10, 100, 1000, 2500 uL) — firmy Eppendorf, Niemcy,

Szklana strzykawka (5, 100 pL) — firmy Hamilton, USA.

Fiolki do automatycznego podajnika probek, o objetosci 1,5 mL z nakrgtkami
z tworzywa sztucznego — firmy Sigma-Aldrich, Niemcy,

Szklane probowki wiréwkowe, Pyrex, USA,

Probowki wirdéwkowe typu Eppendorf — firmy Eppendorf, Niemcy,

Szklane butelki o objetosci 250 mL — firmy Schott Glass, Niemcy,

Cylindry miarowe szklane o objetosci 50, 250, 500 mL — firmy LABART, Polska,
Wiréwka Eppendorf AG Centrifuge 5702 — firmy Eppendorf, Niemcy.
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3. Opracowanie metodyki oznaczania bisfenolu A w prébkach surowicy
ludzkiej z wykorzystaniem techniki HPLC-MS/MS

Szerokie zastosowanie produktow wytwarzanych z udziatem bisfenolu A jest powodem
narazenia cztowieka na ten zwigzek. Badania toksykologiczne wskazuja na negatywny wptyw
bisfenolu A na zdrowie ludzi. Nawet bardzo mate dawki (0,01 — 0,71 pg/kg/dzien) moga mie¢
negatywny wpltyw na gospodarke hormonalng organizmu. Ostatnie doniesienia naukowe
wskazuja, ze W organizmach kobiet ze zdiagnozowanym zespotem policystycznych jajnikow
wystepuja wyzsze, w porownaniu do kobiet bez zaburzen endokrynologicznych, st¢zenia
bisfenolu A [23]. Jednym z celow pracy doktorskiej byto opracowanie metodyki oznaczania
sladowych ilosci tego zwigzku z surowicy krwi. Metode t¢ wykorzystano nastgpnie (w ramach
wspolpracy z Gdanskim Uniwersytetem Medycznym) do zbadania zaleznosci mig¢dzy
zwigkszonym stezeniem bisfenolu A, a zachorowalnoscig na zesp6t policystycznych jajnikow.
Badano rowniez wptyw diety, potencjalnie bogatej w bisfenol A, na zawartos¢ tego zwigzku
w surowicy krwi ludzkiej.

Do oznaczania $ladowych ilosci bisfenolu A w probkach surowicy ludzkiej
wykorzystano technik¢ chromatografii cieczowej sprzezong z tandemowa spektrometrig mas
(HPLC-MS/MS). W kolejnych podrozdziatach opisano poszczegélne kroki podjete podczas

optymalizacji kazdego z etapéw procedury analitycznej wraz z omoéwieniem wynikow.

3.1. Dobor optymalnych warunkéw pracy tandemowego spektrometru mas MS/MS

Na przestrzeni ostatnich 20 lat technika spektrometrii mas znalazta szerokie
zastosowanie w analityce chemicznej, ze wzgledu na swoje unikalne cechy. Zwazywszy na
fakt, ze charakteryzuje si¢ ona wysoka czulo$cig i selektywnoscig mozliwe jest oznaczanie
zwigzkow wystepujacych na §ladowych poziomach stezen. Aby wykona¢ analiz¢ przy uzyciu
tego rodzaju detekcji niezbedne jest przeprowadzenie analitow w forme¢ zjonizowana.
W przypadku polaczenia techniki chromatografii cieczowej ze spektrometrig mas najczesciej
stosowang technikg jonizacji jest jonizacja pod ci$nieniem atmosferycznym, ktéra moze zostaé
zrealizowana na wiele sposobow, przy czym w przypadku polaczenia spektrometrii mas
z wysokosprawng chromatografig cieczowa (HPLC-MS) najczgséciej wykorzystuje sie trzy
metody (jonizacja poprzez elektrorozpraszanie ESI, jonizacja chemiczna pod ci$nieniem
atmosferycznym APCI lub fotojonizacja pod ci$nieniem atmosferycznym APPI). Wybor
sposobu jonizacji (tryb tworzenia jonow natadowanych dodatnio lub ujemnie) oraz techniki

jonizacji $cisle zalezy od wlasciwos$ci analitow. Na podstawie badan roztworow wzorcowych
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BPA oraz BPA-dis wybrano tryb tworzenia jonéw natadowanych ujemnie. Jako technike
jonizacji czasteczek analitow wykorzystano technik¢ jonizacji chemicznej pod ci$nieniem
atmosferycznym (Tabela 7), ktéra jest szczegdlnie przydatna do jonizacji zwigzkoéw
o0 charakterze niepolarnym.

Tabela 7. Poréwnanie przydatnosci techniki jonizacji oraz tryboéw jonizacji do identyfikacji
I oznaczania bisfenolu A.

Tryb jonizacji
ujemny | dodatni
Technika jonizacji
APCI ++ -

ESI + -

++ bardzo duzy sygnal; + duzy sygnat; - brak sygnatu

Wybdr sposobu jonizacji (tryb tworzenia jonéw naladowanych dodatnio lub ujemnie)
oraz techniki jonizacji $ci$le zalezy od wiasciwosci analitow. Czasteczka bisfenolu A
stosunkowo tatwo oddaje proton, dlatego pracowano w trybie tworzenia jonow ujemnych. Aby
uzyska¢ jak najwigksza warto$¢ intensywno$ci sygnatu dla bisfenolu A, poréwnano
efektywnos¢ dwoch technik jonizacji czasteczek bisfenolu A — jonizacje poprzez
elektrorozpylanie i technike jonizacji chemicznej pod ci$nieniem atmosferycznym

(Rysunek 15).
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Rysunek 15. Porownanie zastosowania dwoch technik jonizacji ESI (a) i APCI (b) do
oznaczania bisfenolu A. Stezenie BPA w roztworze w obu przypadkach wynosito 40 ng/mlL.

Porownujac powyzsze chromatogramy wida¢ zdecydowanie wigkszg intensywnos$é
sygnatu pochodzacego od bisfenolu A otrzymanego z wykorzystaniem techniki jonizacji APCI
w porownaniu do intensywnosci sygnatu uzyskanego za pomoca techniki ESI. W przypadku
techniki ESI intensywno$¢ uzyskiwanego sygnatu jest 60-cio krotnie mniejsza w stosunku do

tego uzyskanego podczas zastosowania techniki APCI. Na podstawie wynikow tego
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doswiadczenia wybrano technike jonizacji chemicznej pod ci$nieniem atmosferycznym
(APCI), jako te, ktora zapewnia wyzsza czuto$¢ detekcji.

Optymalne warunki pracy tandemowego spektrometru mas zostaly wyznaczone poprzez
wprowadzenie roztworu wzorcowego BPA oraz roztworu wzorcowego BPA-dis do uktadu
HPLC-MS/MS pracujacego w trybie FIA. W Tabeli 8 zestawiono informacje o optymalnych
parametrach pracy tandemowego spektrometru mas dla BPA i BPA-dis. Analizy te zostaly
przeprowadzone z wykorzystaniem tandemowego spektrometru mas 4000 Q TRAP.

Tabela 8. Informacje o parametrach pracy tandemowego spektrometru mas pracujgcego
W trybie MRM tworzenia jonow natadowanych ujemnych.

MW MRM Dwell | DP | CE |[CXP |CUR | TEM | GS1 | NC | EP IS

(ms) [[eVv] |[eV] | [eV] | [psi] | [°C] | [psi] | [eV] | [eV] | [eV]

BPA | 228,287 | 226,972—212,000 2100 | -26 | -9 ]
del'g" 244,385 | 241,200—142,000 150 85 | -38 | -23 20 490 | 70 S| 101 49000

Uzyskane widma fragmentacyjne dla BPA i BPA-di6 zostaty przedstawione na Rysunku 16.
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Rysunek 16. Widma fragmentacyjne dla BPA i BPA-d16 uzyskane w trybie FIA z zastosowaniem
tandemowego spektrometru mas.

Podczas jonizacji czasteczki bisfenolu A za pomocg techniki APCI (-) tworzg si¢ jony
bedace wynikiem odszczepienia protonu [M-H] -, grupy metylowej oraz grupy CeHsO — stad na
widmie MS widoczne sg odpowiednio jony m/z = 226,972, 212,000 oraz 133,000.

Warto w tym miejscu zwroci¢ uwage na fakt, ze w wyniku jonizacji czasteczki wzorca
wewngetrznego o masie czasteczkowej réwnej 244,385 powstal jon pseudomolekularny
0 stosunku masy do tadunku m/z=241,200. Powodem tego zjawiska najprawdopodobniej jest
obecnos¢ w czasteczce wzorca wewnetrznego dwoch grup hydroksylowych, w ktérych atomy

wodoru zastgpione sg atomami deuteru. Ze wzgledu na kwasowy charakter tych atoméw, sg
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one tatwo wymieniane na atomy wodoru w srodowisku protycznym (np. w wodzie). Przebieg
hipotetycznej reakcji czasteczki wzorca wewnetrznego z czasteczka wody przedstawiono na
Rysunku 17. Z kolei wigzanie pomiedzy atomami deuteru a atomami we¢gla jest silniejsze

i w tych warunkach atomy deuteru nie s wymieniane na atomy wodoru.

D D D D D D D D
CDj3 CDj
H,O
D-O O-D —=— H-10 O-H
CD3 CDj3
D D D D D D D D
BPA-d ¢ BPAd,,
M.W.=244 M.W.=242 [M-H] =241

Rysunek 17. Reakcja czgsteczki wzorca wewnetrznego (BPA-d16) z czgsteczkqg wody.
Podczas optymalizacji parametréw pracy tandemowego spektrometru mas dla
czasteczki wzorca wewngtrznego BPA-d16, zaobserwowano dwa przejscia MRM:
e 241,200 — 223,000 [M-D,-H]" — [M-D, -H, -CDs]
e 241,200 — 142,000 [M-D,-H] — [M-2D, -CsDsQO]
Przejscie MRM 241,200 — 223,000 charakteryzuje si¢ wigkszg intensywnos$cia
W pordéwnaniu z przejsciem MRM 241,200 — 142,000. Jednakze w trakcie prac zwigzanych
z oznaczaniem sladowych ilosci bisfenolu A w probkach surowicy zauwazono niezadowalajaca
selektywno$¢ tego przejscia. W probkach surowicy, przej$cie to okazato si¢ niespecyficzne,
dlatego w dalszych etapach pracy doktorskiej postanowiono monitorowaé przejscie MRM
241,200 — 142,000 charakteryzujace si¢ wieksza selektywnos$cia i specyficznosciag pomimo
mniejszej intensywnosci. Przyktadowy chromatogram obrazujacy niespecyficzng odpowiedz
detektora MS/MS dla przejscia 241,200 — 223,000 zostal przedstawiony na Rysunku 18.
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Rysunek 18. Chromatogram uzyskany w wyniku analizy probki surowicy po dodaniu roztworu
wzorca wewngtrznego.
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3.2. Dobér optymalnych warunkow analizy chromatograficznej

Na rozdzielenie w chromatografii cieczowej duzy wptyw ma rodzaj fazy stacjonarnej
oraz sktad fazy ruchomej, ktére dobiera si¢ pod katem wilasciwosci fizykochemicznych
analizowanych substancji oraz rodzaju oddzialywan, jakie sg wykorzystywane w procesie
rozdzielania sktadnikow mieszaniny. Rozdzielanie mieszaniny na poszczegodlne sktadniki moze
przebiega¢ przy stalym skladzie fazy ruchomej, czyli w warunkach elucji izokratycznej.
W czasie analizy skitad fazy ruchomej moze jednakze zmienia¢ si¢ w sposéb ciggly lub
skokowy. W takim wypadku proces chromatograficzny przebiega w warunkach elucji
gradientowej. Do oznaczania $ladowych ilosci bisfenolu A wykorzystano zaréwno elucje
izokratyczng, jak i gradientowa. Jednakze ze wzgledu na brak powtarzalnosci wynikow
otrzymanych w przypadku zastosowania elucji gradientowej do oznaczen rekomenduje si¢
elucj¢ izokratyczng. Problem ten zostat szczegotowo omowiony w Rozdziale 4.

Podczas optymalizacji rozdzielenia poréwnano dwie kolumny chromatograficzne:
Zorbax Eclipse Plus C18 (100 x 2,1 mm, 1,8 um) i Lichrospher RP-18e (250 x 4,0 mm, 5 pm).
Parametry uktadu chromatograficznego w przypadku zastosowania obydwu kolumn

przedstawiono w Tabeli 9, a otrzymane chromatogramy pokazano na Rysunku 19.

Tabela 9. Poréownanie parametrow pracy uktadu chromatograficznego dla dwoch rodzajow
kolumn chromatograficznych stosowanych do oznaczania bisfenolu A.

Kolumna chromatograficzna

wlasciwosci Zorbax Eclipse Plus C18 Lichroig;er RP-
wymiary [mm] 100x2,1 250%4,0
Parametr $rednica ziarna [um] 18 5
powierzchnia [m?/g] 160 350
$rednica porow [A] 95 100
zawarto$¢ wegla [%] 9 21
Sktad fazy ruchome;j H20/ACN
. . izokratyczna
Rodzaj elucji 50/50?/\//\/
Obj. natezenie przeptywu fazy ruchomej [ml/min] 0,35 1
Objetos¢ dozowanej probki [uL] 20 30
Stezenie BPA [ng/mL] 100
Temperatura termostatu kolumny [°C] 45
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Rysunek 19. Porownanie chromatogramoéw uzyskanych podczas analizy probki roztworu
wzorcowego BPA z wykorzystaniem dwoch roznych kolumny: Zorbax i Lichrospher.

Mozna zauwazy¢, ze zastosowanie ponad dwukrotnie dluzszej kolumny
chromatograficznej Lichrospher RP-18e powoduje wydtuzenie czasu retencji bisfenolu A do
4,87 min w porownaniu do czasu retencji, jaki uzyskano w przypadku stosowania krétszej
kolumny Zorbax Eclipse Plus (1,75 min). Znaczaco duza rdznica w czasie retencji wynika takze
z roznic we wilasciwo$ciach fizykochemicznych obu faz stacjonarnych (Tabela 9). Faza
stacjonarna w kolumnie Lichrospher RP-18¢ ma ponad dwukrotnie wieksza powierzchnig
aktywng sorbentu oraz ponad dwukrotnie wigkszg zawartos¢ wegla. W przypadku zastosowania
kolumny Lichrospher RP-18e otrzymano symetryczny pik dla bisfenolu A (asymetria rzedu
1,04), natomiast zastosowanie kolumny Zorbax Eclipse Plus powodowato uzyskanie piku
majacego tendencje do ogonowania (asymetria rzedu 1,69). Dlatego do dalszych analiz
wybrano kolumng Lichrospher RP-18e (250 x 4,0 mm, 5 pm).

Procesowi optymalizacji warunkow rozdzielania podlegal rowniez dobor sktadnikow
fazy ruchomej i1 dodatkéw do niej, odpowiedniego objetosciowego natgzenia przeptywu
strumienia fazy ruchomej, objetosci dozowanej probki do uktadu chromatograficznego oraz
odpowiedniej temperatury termostatu kolumny. Okreslono wptyw dodatkow do fazy ruchome;j
na intensywnos$¢ sygnatu uzyskiwanego dla bisfenolu A. Do fazy wodnej dodano odpowiednio:
5 mM, 10 mM i 20 mM NH4CO3, 5 mM i 20 mM CH3COONH4 oraz 5 mM i 20 mM
HCOONHq3. Drugim sktadnikiem fazy ruchomej byt acetonitryl.
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Zaobserwowano thumienie sygnatu dla bisfenolu A w przypadku stosowania wszystkich
wymienionych dodatkow do fazy ruchomej. Thumienie wzrastalo wraz ze wzrostem st¢zenia
modyfikatora. Po przeprowadzeniu eksperymentéw zdecydowano si¢ na stosowanie wody bez

zadnych dodatkow 1 acetonitrylu w dalszych etapach prac eksperymentalnych.

3.3. Przygotowanie roztworow wzorcowych oraz roztworéow kalibracyjnych

Roztwory podstawowe BPA i BPA-dis o stezeniu 0,2 mg/mL zostaly przygotowane
poprzez odwazenie odpowiedniej ilosci czystych substancji w kolbach miarowych
i uzupetienie do kreski acetonitrylem. Stezenie BPA w roztworze roboczym wynosito
1,024 ng/mL, a stezenie BPA-d1s wynosito 191,2 ng/mL.

Roztwory Kkalibracyjne przygotowano poprzez rozCienczenie roztworé6w roboczych
w acetonitrylu uzyskujac nastepujace stezenia bisfenolu A: 4,9, 50, 100, 200, 340, 498 ng/mL.
Wszystkie roztwory podstawowe, robocze i kalibracyjne przechowywane byty w szklanych

naczyniach oraz w zamrazalniku w temperaturze -20°C.

3.4. Opracowanie procedury ekstrakcji bisfenolu A z probek surowicy ludzkiej

Jednym z niezwykle istotnych etapow procedury analitycznej jest etap przygotowania
probek do analizy. Dla préobek o ztozonym sktadzie matrycy, duzej ilosci substancji
przeszkadzajacych oraz stosunkowo matych stezeniach substancji oznaczanych, etap
przygotowania probek jest niezbgdny. Analiza dostgpnych danych literaturowych pozwala
stwierdzi¢, ze najczgsciej wybierang technikg przygotowania probek surowicy ludzkiej do
oznaczania $ladowych ilosci BPA jest technika SPE i ekstrakcja ciecz-ciecz. W trakcie
poszukiwania dogodnej metody oznaczania bisfenolu A w probkach biologicznych
wykonywano do$wiadczenia bazujac na wspomnianych metodach, a kryteriami, ktore brano
pod uwage w celu wyboru ostatecznej metody byly:

e precyzja wykonania oznaczen,
e powtarzalnos¢ wynikow,
e szybkos$¢ przygotowania probki,

e koszt przygotowania probki do analizy.

Podczas realizacji tego zadania zaproponowano dwa sposoby przygotowania probek

surowicy do analizy, ktore w sposob schematyczny zostaty zaprezentowane na Rysunku 20.
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Prébka surowicy
0,5 mL

Dodatek wzorca wewnetrznego
0,5 mL

Ekstrakcja LLE

Mieszanie

Wirowanie
5 min; 6000 obr/min

______________________________ I

Dodanie MgS0, Zebranie
250 mg . supernatantu :
"""""""""""""" [
Mieszanie - Dodanie H,0 |
30 s ] 1 mL 1
"""""""""""""" L
Wirowanie i Ekstrakcja SPE i

5 min; 6000 obr/min

Zebranie
supernatantu

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, [—

Odparowanie
w strumieniu N,

Strata-X Polymeric RP
(3mL/200mg)

Odparowanie
w strumieniu N>
42°C

| L 3,

Roztworzenie suchej
pozostatosci w H,O/ACN(7/3)

42°C 0,5 mL

i Roztworzenie suchej
pozostatosci w H,O/ACN(7/3)
3 0,5 mL

Rysunek 20. Schematyczne przedstawienie etapow przygotowania probek surowicy ludzkiej do
analizy chromatograficzne;.

3.4.1. Ekstrakcja za pomoca techniki SPE

Technika ekstrakcji do fazy statej polega na przepuszczeniu cieklej probki przez ztoze
sorbentu i1 adsorpcji oznaczanych zwigzkow na tym ztozu. Na Rysunku 20 przedstawiono
0g6Ing procedurg przygotowania probek z zastosowaniem techniki SPE. W przeprowadzonym
doswiadczeniu do probki surowicy dodawano 0,5 mL roztworu wzorca wewnetrznego
0 stezeniu 191,2 ng/mL. Wzorzec wewngtrzny rozpuszczano w acetonitrylu, ktory jednoczesnie
po dodaniu do probki powodowat wytracanie biatek surowicy. Nastepnie taka probke mieszano,
zawarto$¢ wytrzasano i odwirowywano. Supernatant zbierano do czystych probdéwek

szklanych, po czym do kazdej z nich dodawano 1 mL wody. Tak przygotowana probka byta
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gotowa do naniesienia na kolumienk¢ do SPE. Do tego celu uzyto kolumienki Strata-X
Polymeric RP (3 mL/200 mg). Aktywacji ztoza dokonywano przepuszczajac przez nie 4 mL
metanolu, a nast¢pnie 4 mL wody. Kolejnym etapem byto naniesienie probki na kolumienke.
Zanieczyszczenia byly wymywane z kolumny za pomoca wody z dodatkiem 2% kwasu
mrowkowego (FA) oraz za pomocg mieszaniny H2O:MeOH (7:3) réwniez z dodatkiem 2% FA.
Nastgpnie ztoze suszono. Do elucji bisfenolu A ze ztoza kolumienki ekstrakcyjnej stosowano
5 mL czystego metanolu. Schemat procedury ekstrakcji z wykorzystaniem techniki SPE
przedstawiono na Rysunku 21.

Po wyeluowaniu bisfenolu A ze ztoza sorbentu za pomoca metanolu, otrzymana probka
byta klarowna i bezbarwna. Nastepny krok stanowito odparowanie rozpuszczalnika do sucha
za pomocg strumienia azotu. Suchg pozostato$§¢ rozpuszczano w mieszaninie wody
i acetonitrylu (7:3). Tak przygotowang probke dozowano do uktadu chromatograficznego
HPLC-MS/MS.

Kondycjonowanie i Naniesienie ! Przemywanie Elucja
probki ! zloza
‘ 12 x 2 mL (H,0 + 2% FA)
4 mL MeOH i 2 mL H;O:MeOH (7/3)
4 mL H,O | |z dodatkiem 2% FA 5 mL MeOH
J[ — — - —_— —— — Jl
iyl
- y
=
i -
L}
]
-1 -1
matryca BPA

Rysunek 21. Schemat procedury ekstrakcji za pomocg techniki SPE stosowany do izolacji BPA
z probek surowicy ludzkiej.

3.4.2. Ekstrakcja za pomocg techniki ciecz-ciecz

W kolejnym etapie oceniono efektywno$¢ ekstrakcji bisfenolu A z probek surowicy
w uktadzie ciecz-ciecz. Do probek surowicy ludzkiej dodawano roztwor wzorca
wewngtrznego. Nastepnie, w celu stragcenia biatek surowicy, do prébek dodawano ACN lub
EtOH. Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen stwierdzono, ze bardziej efektywnym
rozpuszczalnikiem okazat si¢ ACN, poniewaz po dodaniu tego rozpuszczalnika do probek
surowicy, warstwa rozpuszczalnikowa byta klarowna w przeciwienstwie do warstwy uzyskanej

po dodaniu EtOH.
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Nastepnie uzyskang probke mieszano za pomoca wytrzasarki i odwirowywano.
Supernatant odparowywano do sucha z uzyciem strumienia azotu, a suchg pozostalosé
rozpuszczano w mieszaninie wody i acetonitrylu.

Modyfikacj¢ powyzszej ekstrakcji w uktadzie ciecz-ciecz stanowito dodanie do probki
bezwodnego siarczanu magnezu (MgSOs). Siarczan magnezu jest uniwersalnym $rodkiem
suszagcym, a dodatkowo sprzyja lepszemu rozdzielaniu faz. W opisanym uktadzie dodatek
MgSOs do probki na etapie ekstrakcji powodowat, ze ACN efektywniej oddzielal si¢ od

nasyconego roztworu soli nieorganicznej.

3.4.3. Poréwnanie opracowanych metodyk izolacji bisfenolu A z préobek surowicy.

W celu oceny zaproponowanych sposoboéw przygotowania probek do analizy,
przeprowadzono doswiadczenia, w ktérym porownywano intensywno$¢ sygnatu pochodzacego
od bisfenolu A oraz wzorca wewnetrznego w probkach przygotowywanych z zastosowaniem:

e dwodch rozpuszczalnikow stracajacych biatka surowicy krwi: EtOH 1 ACN,
e techniki SPE i ekstrakcji w uktadzie ciecz-ciecz,
o ckstrakcji w uktadzie ciecz-ciecz wykonanej z dodatkiem MgSO4 oraz bez dodatku

MgSOa.

W Tabeli 10 zestawiono wyniki przeprowadzonych doswiadczen. W przypadku
probek przygotowywanych z uzyciem techniki SPE mimo wyzszych warto$ci poréwnywanych
parametrow metodyka ta zostala odrzucona na korzy$¢ techniki ekstrakcji ciecz-ciecz, ze
wzgledu na brak powtarzalnosci wynikow uzyskanych dla probek przygotowywanych
z wykorzystaniem techniki SPE. Waznymi zaletami w przypadku ekstrakcji ciecz-ciecz byla
szybkos$¢ 1 niski koszt przygotowania probek. Zatem po przeanalizowaniu wynikow zawartych
w Tabeli 10 zdecydowano si¢ na stosowanie ekstrakcji w ukladzie ciecz-ciecz za pomoca

acetonitrylu z dodatkiem MgSQOa.

Tabela 10. Poréwnanie efektywnosci metod przygotowania probek surowicy ludzkiej do
oznaczania bisfenolu A.

Informacje Agpa Ass Agpal/Ais | SIN Komentarz
0 probce
Wplyw rozpuszczalnikéw stracajacych bialtka surowicy
ACN 4,8x10%" | 8,1 x10% 0,59 16 Sygnal pochodzacy od BPA ma okoto 2 razy
EtOH 2,4x10%" | 4,3 x10%" 0,56 5,0 wiekszg intensywno$¢ oraz pole powierzchni

W przypadku stracania biatek za pomocg ACN
W pordéwnaniu do sygnatu uzyskanego podczas
analizy probki otrzymanej po stracaniu biatek za
pomocg EtOH. Stosunek sygnatu do szumu okoto
3 razy wiekszy w przypadku stracania biatek za
pomocg ACN.
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Informacje Agpa Ass Agpal/Ais | SIN Komentarz
0 probce

Porownanie efektywnosci techniki SPE oraz ekstrakeji w ukladzie ciecz—ciecz

ekstrakcja | 1,9x105" | 2,4x10%" 7,9 2,8 Uzyskano wigkszg intensywno$¢ piku

SPE x102 pochodzacego od BPA w przypadku probek
ekstrakcja | 1,1x105 | 2,2x10%" 51 1,9 przygotowanych z wykorzystaniem techniki SPE.
ciecz-ciecz X102 Natomiast zaobserwowano brak powtarzalno$ci

uzyskiwanych wynikéw w przypadku analizy
prébek surowicy ludzkiej przygotowanych za
pomocg techniki SPE.
Porownanie ekstrakeji w ukladzie ciecz-ciecz z dodatkiem i bez dodatku bezwodnego MgSO4
Prébka z 1,3x105™ | 2,2x10%™ 5,9 2,0 Dodatek do probki surowicy bezwodnego MgSO4

dodatkiem X103 poprawiat klarowno$é roztworu.
MgSO4

Probka bez | 1,1x10% | 1,8x104™ 6,1 7,0
dodatku
MgSO,4

* stezenie dodanego wzorca bisfenolu A wynosi 25 ng/mL, natomiast wzorca wewnetrznego wynosi 95,6 ng/mL
** stezenie dodanego wzorca bisfenolu A wynosi 100 ng/mL, natomiast wzorca wewngtrznego wynosi 191,2 ng/mL

3.5. Kalibracja ukladu HPLC-MS/MS do oznaczania bisfenolu A w prébkach surowicy

Techniki chromatograficzne opieraja si¢ na pomiarze wzglednym, czyli takim,
w ktoérym porownuje si¢ sygnaly detektora uzyskane dla roztworéw wzorcowych (o znanych
stezeniach) z sygnatami uzyskanymi dla badanych probek. W tym celu niezbgdne jest
przeprowadzenie etapu kalibracji. Na etapie kalibracji wybrano metod¢ wzorca wewngtrznego
(w celu niwelacji zmian czulo$ci spektrometru mas w czasie).

Kalibracja procedury analitycznej powinna odwzorowywaé zalezno$¢ migdzy
stezeniem analitu w probce rzeczywistej, a uzyskanym sygnatem analitycznym. Ze wzgledu na
mozliwy wptyw sktadnikow probki surowicy ludzkiej na wielko$¢ sygnatu analitycznego dla
bisfenolu A, sporzadzono roztwory kalibracyjne z odwzorowaniem matrycy. Na poczatku
przygotowano szes¢ roztworéw kalibracyjnych (RK) w zakresie 4,9-498 ng/mL zawierajacych
bisfenol A. Na Rysunku 22 przedstawiono metodyke przygotowania roztwordw kalibracyjnych
z odwzorowaniem matrycy. Surowica bydleca stanowila matryce do sporzadzenia
matrycowych roztwordw kalibracyjnych. Uzyskane w ten sposéb probki zostaty zadozowane
do uktadu HPLC-MS/MS.

Na podstawie chromatograméw uzyskanych w wyniku analiz chromatograficznych
probek roztwordow kalibracyjnych z odwzorowaniem matrycy wykreslono krzywa kalibracyjna
opisujaca zalezno$¢ stezenia analitu w funkcji stosunku pola powierzchni pod pikiem analitu
I pola powierzchni pod pikiem wzorca wewnetrznego. Biorac pod uwage wartos¢ liczbowa
wspotczynnika determinacji (R?=0,998), ktory jest miarg stopnia dopasowania funkcji regresji
do danych empirycznych (zalezno$¢ migdzy stosunkiem pola powierzchni pod pikiem analitu

do pola powierzchni pod pikiem wzorca wewnetrznego a odpowiadajgcemu mu stezenia
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analitu) mozna stwierdzi¢, ze w badanym zakresie stezen (4,9-498 ng/mL) istnieje liniowa
zalezno$¢ pomigdzy zmiennymi. Krzywa kalibracyjna dla bisfenolu A charakteryzuje si¢

szerokim zakresem liniowosci.

|
0,5 mL !
‘

0,5 mL !

0,5 mL
Dodanie roztworu h

i
i kalibracyjnego !
1

30s I

250 mg .
‘

30s l

i
' Wirowanie
| 5 min; 6000 obr/min

|
Zebranie |
supernatantu !

Odparowanie
w strumieniu N,
42°C I

| Roztworzenie suchej |
1 pozostatosci w H,O/ACN(7/3) !
' 0,5 mL 1

Rysunek 22. Schemat przygotowania roztworow kalibracyjnych z odwzorowaniem matrycy.
Istotng rolg w procesie walidacji metodyk analitycznych ma wyznaczenie takich
parametréw jak: granica oznaczalno$ci 1 wykrywalnosci. Granica wykrywalnosci (LOD)
definiowana jest jako najmniejsza ilos¢ badZ najmniejsze st¢zenie oznaczanej substancji
mozliwe do wykrycia z wykorzystaniem danej techniki analitycznej. Z kolei granice
oznaczalnos$ci (LOQ) definiuje si¢ jako najmniejszg ilos¢ lub najmniejsze stezenie oznaczanej
substancji mozliwe do iloSciowego oznaczenia za pomocg danej metody z zalozong
doktadnoscia i precyzja. Obliczone wartosci granicy wykrywalnos$ci i oznaczalnosci dla BPA
zdefiniowano jako stezenie analitu dajace stosunek sygnal/szum wynoszacy odpowiednio

31 10. Granica wykrywalnos$ci wynosi 1,5 ng/mL a oznaczalnosci 4,5 ng/mL.

3.6. Analiza probek rzeczywistych

Opracowang procedure analityczng wykorzystano do oznaczania bisfenolu A

w probkach surowicy ludzkiej. Probki zostalty pozyskane w ramach wspotpracy
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z Uniwersytetem Medycznym we Wroctawiu i Gdanskim Uniwersytetem Medycznym.
W ramach wspétpracy zbadano zalezno$¢ miedzy stezeniem bisfenolu A w probkach surowicy
ludzkiej, a zachorowalno$cig na zesp6t policystycznych jajnikow (projekt ,,PCOS”). Zbadano
rowniez wplyw diety na stgzenie bisfenolu A w probkach surowicy ludzkiej (Projekt

,DIETA”).

3.6.1. Projekt ,,PCOS”

Projekt ,,PCOS” mial na celu zbadanie zawarto$ci bisfenolu A w probkach surowicy
kobiet ze zdiagnozowanym zespotem policystycznych jajnikow i porownanie jej z poziomem
stezen bisfenolu A w probkach surowicy pobranych od kobiet z prawidtowg masg ciata, bez
zaburzen endokrynologicznych i regularnie miesigczkujgcych. Material biologiczny pobrano
facznie od 79 kobiet, sposrdd ktérych 44 uczestniczki badania o $redniej wieku 26,6 + 6,4 lat
nalezaty do grupy kontrolnej. W grupie badanej bylo 35 kobiet chorujacych na zespot
policystycznych jajnikow, a $rednia wieku w tej grupie wynosita 24,7 + 4,7 lat. Wyniki
oznaczania BPA w probkach surowicy kobiet przedstawione zostaty na Rysunku 23.
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Rysunek 23. Wyniki oznaczania bisfenolu A w préobkach surowicy kobiet uzyskane w ramach
projektu ,, PCOS”. Oznaczenie bisfenolu A wykonano dla a). grupy kontrolnej; oraz b). grupy
badanej (grupa kobiet ze zdiagnozowanym zespotem policystycznych jajnikow). Czerwong linig
oznaczono Sredniq wartos¢ stezenia bisfenolu A w ramach badanej grupy.
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Na podstawie uzyskanych wynikow z oznaczenia bisfenolu A w probkach surowicy
ludzkiej, obliczono $rednig jego zawarto§¢ w grupie kontrolnej i badanej. Ponadto oznaczono
stezenia wybranych hormonéw i biatka wigzacego hormony piciowe, a analizy biochemiczne
zostaly wykonane w ramach wspotpracy naukowej z Gdanskim Uniwersytetem Medycznym.
Zebrane wyniki przedstawiono w Tabeli 11.

Tabela 11. Charakterystyka grupy kontrolnej i badanej wraz z wynikami oznaczen bisfenolu A,
hormonow i biatka wigzgcego hormony ptciowe w probkach surowicy badanych kobiet.

Parametr Grupa kontrolna—- Grupa badana —
zdrowe kobiety kobiety z PCOS
Wiek [lata] 26,6 + 6,4 247 +4,7
BMI 219+1,4 21,9+1,4
Srednie stezenie BPA [ng/mL] 13+13 14+ 17
Srednie stezenie prolaktyny [ng/mL] 13,7+9,8 14+ 12
Srednie stezenie 170H-Progesteronu [ng/mL] 19+1,3 1,6+0,7
Srednia zawarto$¢ catkowitego testosteronu [nmol/L] 1,28 £0,51 1,76 0,75
Wspotczynnik wolnych androgendéw 2,715 3,7£2,0
Hormon luteinizujacy/hormon folikulotropowy, LH/FSH 15+1,1 19+1,1
Srednie stezenie insuliny [mlU/mL] 26 + 14 28+ 14
Srednia zawarto$¢ biatka wiazacego hormony ptciowe — SHBG [nmol/L] 61 +29 57 £24

Zauwazono, ze $rednie st¢zenie bisfenolu A w probkach surowicy kobiet z PCOS byto
nieco wyzsze w poréwnaniu z grupg kontrolna.

Nadwaga wystepuje u okolo 15-19% kobiet ze zdiagnozowanym zespotem
policystycznych jajnikow, a otytos¢ az u 30-75% pacjentek. U kobiet z PCOS obserwuje si¢
nieprawidlowe rozmieszczenie tkanki thuszczowej i otytos¢ brzuszng [121]. Jednakze wskaznik
masy ciata (BMI, ang. body mass index) w przypadku kobiet zdrowych, jak ichorych
poddanych badaniom miescit si¢ w przedziale ustalonym dla prawidtowej wagi (BMI 18-25).

W ramach badan oznaczono zawarto$¢ prolaktyny we krwi. Hormon ten stymuluje
wzrost gruczolow sutkowych w czasie cigzy oraz wywoluje laktacje, wptywa rowniez na
gonady. Na podstawie dostepnej literatury naukowej mozna stwierdzi¢, ze podwyzszony
poziom prolaktyny o 10-50% obserwuje si¢ u kobiet chorych na PCOS [33]. W powyzszym
doswiadczeniu Srednia zawarto$¢ prolaktyny we krwi kobiet cierpiacych na PCOS byta
nieznacznie wigksza w porownaniu ze $rednim poziomem tego hormonu u kobiet bedacych
w grupie kontrolne;j.

Z kolei 17-hydroksyprogesteron (17-OH progesteron) jest hormonem steroidowym,
ktory powstaje glownie w korze nadnerczy, a niewielkie jego ilosci powstaja w gonadach
i fozysku. Stanowi on jeden z glownych metabolitow progesteronu. Mozna zauwazy¢, ze
srednie stezenie 17-OH progesteronu byto niewiele wieksze u kobiet w grupie kontrolnej
W poréwnaniu ze $rednim stezeniem tego hormonu w surowicy kobiet nalezacych do grupy

badanej. Zwykle u kobiet ze zdiagnozowanym zespotem policystycznych jajnikéw obserwuje
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si¢ zwigkszony poziom st¢zenia 17-OH progesteronu we krwi. Jest to zwigzane z nadmiernym
wydzielaniem insuliny we krwi, ktora zwigksza aktywno$¢ 17a-hydroksylazy przeksztatcajacej
progesteron w 17-OH progesteron [89]. U kobiet z PCOS $rednie stezenie insuliny byto wigksze
W poroéwnaniu z poziomem stezenia insuliny u kobiet zdrowych.

W zespole PCOS obserwuje si¢ czgsto nadmierne wydzielanie androgenow (hormonow
mgeskich). Ich podwyzszony poziom u kobiet sprzyja zaburzeniom owulacji i powstawaniu
zmian torbielowatych na jajnikach. W ramach badan zaobserwowano podwyzszong warto$¢
liczbowa wspotczynnika wolnych androgendéw u kobiet z PCOS w stosunku do kobiet
z prawidlowa masg ciala, bez zaburzen endokrynologicznych i regularnie miesigczkujacych.

W doswiadczeniu zbadano rowniez warto$¢ liczbowa stosunku poziomu stgzenia
hormonu luteinizujacego (LH) do folikulotropowego (FSH). Charakterystyczne dla zespotlu
policystycznych jajnikow jest duza czgstos¢ powiktan cigzy, wsrdd ktorych zalicza sig
poronienia. Czesto$¢ poronien samoistnych u kobiet z PCOS jest 2-krotnie wyzsza
W poréwnaniu z grupg kontrolna, a ich liczbg wiaze si¢ z podwyzszonym poziomem hormonu
luteinizujacego (LH), niedoborem progesteronu lub nieprawidtowym endometrium. U kobiet
zPCOS obserwuje si¢ czesto wigksze stezenie hormonu luteinizujagcego w poréwnaniu
z poziomem tego hormonu w surowicy kobiet zdrowych [33]. Natomiast hormon
folikulotropowy odpowiedzialny jest za pobudzanie dojrzewania pecherzykow Graafa
I produkcje estrogenow. Wigksza warto$¢ liczbowa wspotczynnika LH/FSH u kobiet z PCOS
moze $wiadczy¢ o zwigkszonym wydzielaniu hormonu luteinizujacego i/lub hamowaniu
dziatania hormonu folikulotropowego na proces dojrzewania pgcherzykow jajowych. U kobiet
z PCOS zaobserwowano wigkszg warto$¢ wspotczynnika LH/FSH.

Poziom st¢zenia SHBG u kobiet chorujacych na PCOS byl nieco nizszy w poréwnaniu
Z poziomem tego biatka w surowicy kobiet zdrowych. W przypadku zachorowan na zespot
policystycznych jajnikdw obserwuje si¢ wlasnie obnizenie st¢zenia SHBG. Prawdopodobnie
jest to zwigzane z wystgpowaniem w surowicy nadmiaru biologicznie aktywnego testosteronu.
Zaleznos¢ ta mozna zaobserwowacé w przypadku grupy kobiet z PCOS.

Uzyskane w ramach wspotpracy naukowej z Gdanskim Uniwersytetem Medycznym
wyniki badan pozwolity na wykazanie dodatniej korelacji pomigdzy stezeniem bisfenolu A
w surowicy  kobiet ze zdiagnozowanym  zespotem  policystycznych  jajnikow,
a wspotczynnikiem wolnych androgendéw oraz poziomem insuliny we krwi badanych oséb.
Ujemna korelacje¢ zaobserwowano pomiedzy poziomem stezenia biatka wigzacego hormony
plciowe w surowicy, a stezeniem bisfenolu A w probkach surowicy ludzkiej pobranych od

kobiet z PCOS. W przypadku probek pobranych od kobiet z grupy kontrolnej wykazano
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dodatniag korelacj¢ pomigdzy poziomem st¢zenia biatka wigzacego hormony piciowe,
a stezeniem bisfenolu A w surowicy ludzkiej. Natomiast zaobserwowano brak korelacji
pomiedzy stezeniem catkowitego testosteronu, 170H-progesteronu, prolaktyny oraz

stosunkiem LH/FSH, a poziomem stezen bisfenolu A w probkach surowicy.

3.6.2. Projekt ,DIETA”

Celem projektu ,,DIETA” bylo okreslenie wptywu diety na poziom st¢zenia bisfenolu
A w probkach surowicy ludzkiej. W projekcie uczestniczylo tacznie 19 kobiet w wieku
22 —25lat, a ochotniczki przypisano do dwoch grup: kontrolnej oraz badanej.
W dos$wiadczeniu braty udzial kobiety bez schorzen przewlektych.

W grupie kontrolnej, kobiety przez okres 7 dni stosowaty diete, polegajaca na unikaniu
w jadtospisie produktow, ktore potencjalnie mogty zawiera¢ bisfenol A. W jadlospisie znalazty
si¢ migdzy innymi §wieze owoce, warzywa, migso, produkty przechowywane w szkle. W celu
zminimalizowania ryzyka narazenia uczestniczek projektu na bisfenol A w menu dobrano
zywno$¢ jak najmniej przetworzona.

Z kolei do grupy badanej nalezaty kobiety, ktorych tygodniowy jadtospis sktadat sie
przede wszystkim z zywnosci, ktéra mogta stanowi¢ potencjalne zrédto bisfenolu A. Produkty
zostaly wyselekcjonowane na podstawie przeprowadzonej analizy doniesien literaturowych
dotyczacych zawarto$ci bisfenolu A w produktach zywnosciowych. Do konsumpcji wybrano
te rodzaje produktéw spozywczych, w ktorych najczesciej oznaczano bisfenol A, a podstawa
diety grupy badanej byla Zywno$¢ przetworzona. Na liScie menu znajdowaty si¢ warzywa,
owoce, mi¢so i ryby przechowywane w materiatach wykonanych z tworzyw sztucznych.

Jadlospis dla obydwu grup, po wczesniejszej konsultacji z dietetykiem, zawierat takie
same sktadniki, ale jakos¢ tych produktéw odpowiadata zatozeniom dla poszczegolnej diety.

Od kazdej uczestniczki projektu zostalty pobrane probki surowicy trzykrotnie:
W odstepach tygodniowych, tj. przed rozpoczeciem diety, po zakonczeniu diety oraz tydzien po
zakonczeniu diety. Probki krwi byly pobierane w godzinach porannych, po czym po
umieszczeniu ich w przenosnej lodowce transportowane byty do laboratorium Chemii
Analitycznej Politechniki Gdanskiej. Do momentu analizy probki byly przechowywane
W zamrazarce w temperaturze -80°C. Dla kazdej uczestniczki projektu, data pierwszego
pobrania krwi oraz rozpoczgcia diety byla ustalana indywidualne. Byta ona uzalezniona od
cyklu menstruacyjnego kobiety. Pierwsze pobranie krwi odbywato si¢ pomiedzy 3 a 5 dniem

cyklu menstruacyjnego.
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W celu wykluczenia zaburzen endokrynologicznych u kobiet biorgcych udziat
w badaniu, probka krwi pobrana pierwszego dnia projektu zostata przeznaczona zaréwno do
oznaczenia zawarto$ci bisfenolu A, jak i do oznaczenia poziomu poszczegdlnych hormonéw
(hormonu luteinizujgcego, hormonu folikulotropowego, prolaktyny, estradiolu, testosteronu).

W Tabeli 12 zestawiono otrzymane wyniki oznaczania bisfenolu A w prébkach
surowicy ludzkiej, natomiast ma Rysunku 24 w sposdb obrazowy zostaly przedstawione wyniki
oznaczania bisfenolu A probkach surowicy pochodzacych z projektu ,,DIETA”. Jednym
kolorem zaznaczono wyniki oznaczen bisfenolu A w probkach surowicy ludzkiej pobranych od
poszczegolnych uczestniczek projektu przed wprowadzeniem diety, po zakonczeniu diety oraz

tydzien po zakonczeniu diety.
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Rysunek 24. Wyniki oznaczania bisfenolu A w probkach grupy kontrolnej i badanej w ramach
projektu ,,DIETA”. Niebieskim kolorem zaznaczono poziom stezenia bisfenolu A w probkach
surowicy ludzkiej pobranych od uczestniczek projektu przed wprowadzeniem diety, czerwonym
po zakonczeniu tygodniowej diety, a zielonym tydzien po zakonczeniu interwencji Zywieniowej.
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Tabela 12. Wyniki oznaczania BPA w probkach surowicy ludzkiej w ramach projektu

wDIETA™.

- Stezenie - Stezenie
ook | BPA Uwagi | Frobid BPA Uwagi
[ng/mL] [ng/mL]
11 124,5 11 133,0
12 130.0 wzrost, 17 141.0 wzrost,
= wzrost = wzrost
13 167,0 13 217,0
21 185,5 21 168,0
22 1130 | Spadek, 22 441,0 wzrost,
= wzrost = spadek
23 119,0 23 <LOQ
31 109,0 31 50,3
spadek, WZzrost,
3.2 9 spadek 3.2 516 spadek
33 6.5 33 18,4
41 93,1 41 36,4
WZzrost, spadek,
4.2 98,6 spadek 4.2 300 spadek
43 91,9 43 23,1
51 <LOQ 51 25,2
wzrost, wzrost,
52 18,3 spadek 52 146,5 spadek
53 <LOQ 53 137,0
6 1 10,1 6 1 9,8
wzrost, wzrost,
6.2 384 spadek 6.2 16,9 spadek
6 3 26,7 6 3 10,9
71 57 71 23,0
spadek, Wzrost,
12 <LOQ wzrost 2 146,0 spadek
73 7,2 73 5,6
8 1 <LOQ 81 15,4
<LOQ, Wzrost,
8.2 <LOQ wzrost 82 63,7 spadek
8 3 49,8 8 3 <LOQ
91 <LOQ 91 <LOQ
92 <LOQ < tI)_rSkQ ’ 92 15,7 Wzrost,
wzrost
9.3 brak danych 93 20,9
10 1 18,8 spadek,
10 2 6,9 spadek
10 3 <LOQ

Srednie stezenie BPA w surowicy przed zastosowaniem diety [ng/mL]

54,7

51,2

Srednie stezenie BPA w surowicy po tygodniu stosowania diety [ng/mL]

47,7

116,9

Srednie stezenie BPA w surowicy po tygodniu od zakonczenia diety [ng/mL]

46,8

48,1
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Przed przystapieniem do eksperymentu zatozono, Zze po tygodniu stosowania diety,
potencjalnie stanowigcej zrodlo bisfenolu A, stgzenie tego zwigzku wzro$nie w porownaniu do
jego zawartosci w probkach surowicy ludzkiej pobranej pierwszego dnia eksperymentu.
Zaktadano rowniez, ze tydzien po zakonczeniu diety potencjalnie ,,bogatej” w bisfenol A,
poziom st¢zenia tego zwigzku w surowicy zmaleje.

Na podstawie sredniej zawartosci bisfenolu A w probkach surowicy ludzkiej pobranych
od uczestniczek z grupy badanej mozna zauwazy¢ wzrost stezenia BPA z 51,2 ng/mL na 116,9
ng/mL po tygodniu stosowania diety potencjalnie stanowigcej zrodto bisfenolu A. W surowicy
pobranej tydzien po zakonczeniu diety srednia zawarto$¢ bisfenolu A byta zblizona do poziomu
stezenia BPA przed wprowadzeniem interwencji zywieniowe;j.

Z kolei $rednia zawarto$¢ bisfenolu A w probkach surowicy ludzkiej pobranych od
uczestniczek nalezacych do grupy kontrolnej utrzymywata si¢ na zblizonym poziomie zaréwno

przed wprowadzeniem diety, po zakonczeniu diety i tydzien po zakonczeniu diety.

4. Oznaczanie tla systemu za pomoca techniki HPLC-MS/MS

W trakcie prac zwigzanych z doborem optymalnych warunkéw chromatograficznych do
oznaczania $ladowych ilosci bisfenolu A w probkach surowicy, zaobserwowano
niezadowalajacg powtarzalno$§¢ wynikow. Szczeg6lnie bylo to zauwazalne, gdy do uktadu
chromatograficznego dozowano roztwory wzorcowe o matym st¢zeniu (rzedu 5 ng/mL).
Jednym z parametrow stanowigcym podwaliny wiarygodnosci oznaczen jest zapewnienie
powtarzalnosci wynikow pomiarow. Powtarzalno$¢ dotyczy zgodnosci kolejnych wynikoéw
pomiaréw wykonywanych w tych samych warunkach pomiarowych.

Niezadowalajacag powtarzalno$¢ wynikow zauwazono podczas pracy w warunkach
elucji gradientowej. Postawiono hipoteze, ze bisfenol A jest obecny w fazie ruchomej i moze
by¢ zatrzymywany na czole kolumny chromatograficznej podczas stabilizacji kolumny przed
analiza chromatograficzng. Przeprowadzono szereg eksperymentow majacych na celu
potwierdzenie przyczyny braku powtarzalno$ci uzyskiwanych wynikow, a oznaczanie tla
systemu przeprowadzono za pomoca techniki HPLC-MS/MS. Wykorzystano do tego celu
chromatograf cieczowy firmy Shimadzu sprzgzony z tandemowym spektrometrem mas
LC-MS-8050. W ponizszych podrozdziatach opisano przebieg prac badawczych wraz

Z omowieniem wynikow.
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4.1. Warunki pracy HPLC-MS/MS do oznaczania tla systemu

W celu oznaczenia tta systemu, analizy przeprowadzono z wykorzystaniem systemu
HPLC zlozonego z urzadzenia do odgazowania fazy ruchomej, pompy, automatycznego
podajnika probek i termostatu kolumny. Identycznie, jak w przypadku oznaczania bisfenolu A
w probkach surowicy, w trakcie oznaczen korzystano z kolumny chromatograficznej
Lichrospher RP-18e (250 mm x 4 mm; 5 um). Faza ruchoma sktadata si¢ z dwoch sktadnikow:
A - wody, B - acetonitrylu. Analizy chromatograficzne prowadzono w warunkach elucji
izokratycznej 1 gradientowej. W przypadku trybu elucji izokratycznej, faza ruchoma zawierata
mieszaning wody i acetonitrylu (1:1), a program elucji gradientowej byt nastepujacy: 10-90% B
(0-10 min), 90% B (10-12 min). Po kazdej analizie kolumn¢ chromatograficzng
kondycjonowano przez 10, 20 lub 30 min. Objetosciowe nat¢zenie przeptywu fazy ruchomej
byto réwne 1 mL/min, a temperatura termostatu kolumny wynosita 45°C. Analizy wykonywano
bez dozowania probki do uktadu chromatograficznego, tzn. gdy przez kolumne przeptywa
wylacznie faza ruchoma oraz z dozowaniem 10 pL roztworow wzorcowych bisfenolu A.

Jako detektor zastosowano tandemowy spektrometr mas (Shimadzu LC-MS-8050
Shim-pol, Polska) pracujacy w trybie MRM. W zwigzku z zastosowaniem, innego niz
W poprzednim zadaniu, tandemowego spektrometru mas, konieczne byto przeprowadzenie
procesu optymalizacji warunkow pracy detektora. Jako technik¢ jonizacji zastosowano
jonizacje poprzez elektrorozpylanie z tworzeniem jonéw naladowanych ujemnie. Specyficzne
przejscia MRM zostaty wybrane poprzez dozowanie roztworéw wzorcowych BPA i BPA-d1s
o stezeniu 200 ng/mL do spektrometru mas pracujacego w trybie FIA. Optymalne warunki
pracy tandemowego spektrometru mas zostaty przedstawione w Tabeli 13.

Tabela 13. Informacje o parametrach pracy tandemowego spektrometru mas pracujgcego
W trybie MRM tworzenia jonow natadowanych ujemnych.

jon pseudomolekularny— jon Napieciew  Energia kolizji  Napiecie w

Analit fragmentacyjny Ql[V] V] Q3[V]
BPA 227.0»211.9 17 18 20
BPA-d16 241.0»142.2 26 27 13
parametry MS/MS
Gaz Gaz Temperatura
rozpylajacy ogrzewajacy Temperatura Temperatura bloku Gaz suszacy
[Limin] [L/min] zrodia [°C] DL [°C] grze[\{,vcc]zego [L/min]
3 10 300 250 500 10

DL — Linia odparowujaca
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4.2. Przygotowanie roztworow wzorcowych

Roztwory podstawowe BPA i BPA-d16 o stezeniu 1 mg/mL zostaly przygotowane
poprzez odwazenie odpowiedniej ilo$ci czystych substancji w kolbach miarowych
i uzupehienie do kreski metanolem. Roztwory robocze BPA, o stezeniach 5 ng/mL i 100
ng/mL, przygotowano w mieszaninie wody i acetonitrylu (90:10), do ktérych dodano BPA-dss,
tak, aby uzyska¢ jego st¢zenie na poziomie 100 ng/mL. Wszystkie roztwory byly

przechowywane w szklanych naczyniach oraz w zamrazalniku w temperaturze -20°C.

4.3. Tlo systemu HPLC-MS/MS w warunkach elucji gradientowej i izokratycznej

Zaobserwowano niezadowalajacg powtarzalnos¢ wynikdw podczas dozowania do
uktadu chromatograficznego roztworow wzorcowych bisfenolu A, a w szczegolnosci tych
0 matym stezeniu (5 ng/mL). Wysuni¢to hipoteze, ze bisfenol A najprawdopodobniej jest
obecny w fazie ruchomej i moze ulega¢ ogniskowaniu na czole kolumny chromatograficzne;j
podczas stabilizacji kolumny przed analizg. W celu potwierdzenia hipotezy przeprowadzono
analizy z wykorzystaniem techniki LC-MS/MS w warunkach elucji gradientowej bez
dozowania probki do wukladu chromatograficznego. W wyniku przeprowadzonych
eksperymentow, otrzymano pik dla bisfenolu A. Doswiadczenie powtdrzono 3-Krotnie
Z r6znym odstgpem czasowym pomiedzy analizami bez dozowania probki, w wyniku czego
uzyskano r6zng intensywnos$¢ piku dla BPA. Przeprowadzono eksperyment majacy na celu
zbadanie wplywu czasu stabilizacji kolumny na intensywnos$¢ sygnatu. Kolumne stabilizowano
odpowiednio przez 10, 20 i 30 minut, a kazdg analize¢ powtdrzono 3-krotnie. Zaobserwowano,
ze wraz z wydtuzeniem czasu stabilizacji kolumny chromatograficznej, intensywnos¢ sygnatu
dla BPA ro$nie (uzyskane chromatogramy zostaty przedstawione na Rysunku 25 a, b, ).

Na podstawie otrzymanych wynikdéw mozna stwierdzi¢, ze BPA obecny
w rozpuszczalnikach ulega ogniskowaniu na czole kolumny, gdy faza ruchoma ma niewielka
site elucyjng. Rosngca zawarto$¢ sktadnika organicznego w fazie ruchomej powoduje, ze
zaadsorbowany BPA jest eluowany z kolumny. Metoda dodatku wzorca wyznaczono zawarto$¢
eluowanego BPA przy roznych czasach stabilizacji kolumny — 10 min, 20 min i 30 min, ktora

wynosita odpowiednio 0,11 ng, 0,15 ng i 0,29 ng.
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Rysunek 25. Chromatogramy MRM uzyskane w wyniku analizy tta systemu z réznym czasem
stabilizacji kolumny chromatograficznej w warunkach elucji gradientowej a). 10min, b). 20
min, ¢). 30 min; oraz w warunkach elucji izokratycznej d). 10 min, e). 20 min, f). 30 min.

Rozwigzaniem powyzszego problemu okazato si¢ zastosowanie elucji izokratycznej,
z duza zawartoscig acetonitrylu w fazie ruchomej. Sprawdzono wpltyw warunkéw elucji
izokratycznej na wysoko$¢ linii bazowej, w przypadku, gdy do uktadu chromatograficznego
nie byla dozowana probka roztworu wzorcowego bisfenolu A. Zastosowanie statego sktadu
fazy ruchomej (50% acetonitrylu) nie spowodowata trwatego wigzania si¢ bisfenolu A na czole
kolumny. Ponadto czas stabilizacji kolumny w tych warunkach nie mial wptywu na uzyskany
poziom tla systemu (Rysunek 25 d, e, f). Jednakze zaobserwowano, ze intensywnos$¢ linii
bazowej byta 10-krotnie wieksza w przypadku zastosowania statego sktadu fazy ruchome;j
W pordéwnaniu z linig bazowa otrzymang w wyniku analizy w warunkach elucji gradientowe;.

Spowodowane to mogto by¢ faktem, ze w tych warunkach, gdy sktad fazy ruchomej zawierat
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az 50% rozpuszczalnika organicznego, zachodzito ciggte wymywanie si¢ bisfenolu A bez

ogniskowania na czole kolumny chromatograficznej.

4.4. Wplyw tla systemu HPLC-MS/MS na wyniki oznaczen

W dalszym etapie prac eksperymentalnych zbadano wplyw czasu stabilizacji kolumny
chromatograficznej zaro6wno w warunkach eclucji gradientowej, jak 1 izokratycznej na
intensywnos¢ sygnatu dla bisfenolu A. W tym celu dozowano probke roztworu wzorcowego
bisfenolu A o dwoch roznych stgzeniach: 5 i 100 ng/mL wraz z wzorcem wewnetrznym
o0 stezeniu 100 ng/mL, a analizy chromatograficzne powtarzano 3-krotnie. Na podstawie
uzyskanych wynikéw mozna wywnioskowac, ze czas stabilizacji kolumny w warunkach elucji
gradientowej ma kluczowe znaczenie w oznaczaniu bisfenolu A na niskim poziomie st¢zen.
W przypadku wigkszego stezenia (100 ng/mL) zawarto$¢ bisfenolu A w tle nie wptywa
W istotny sposOb na otrzymane warto$ci liczbowe stosunku pola powierzchni analitu (A) do
pola powierzchni wzorca wewnetrznego (Ajs). Wartosci liczbowe A/Ajs sg zblizone niezaleznie

od czasu stabilizacji kolumny chromatograficznej (Rysunek 26 a).
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Rysunek 26. Wphw czasu stabilizacji kolumny chromatograficznej na wartosé¢ liczbowg
stosunku pola powierzchni analitu do pola powierzchni wzorca wewnetrznego W warunkach
elucji gradientowej (a) i izokratycznej (b).

W warunkach elucji izokratycznej, czas stabilizacji kolumny nie miat istotnego wplywu
na uzyskane wartosci liczbowe A/Ajs zarowno po zadozowaniu roztworu wzorcowego BPA
0 stezeniu 5 ng/mL, jak i 100 ng/mL (Rysunek 26 b). Przyktadowe chromatogramy MRM
uzyskane w wyniku analizy roztworu wzorcowego bisfenolu A o stezeniu 5 ng/mL

w warunkach elucji gradientowej i1 izokratycznej zostaty pokazane na Rysunku 27.
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Rysunek 27. Chromatogramy uzyskane w wyniku analizy probek roztworu wzorcowego
bisfenolu A o stezeniu 5 ng/mL w warunkach elucji gradientowej i izokratycznej
z zastosowaniem roéznych czasow stabilizacji kolumny chromatograficznej.

Reasumujac, obecnos¢ bisfenolu A w rozpuszczalnikach, nawet tych o czystosci
LC-MS utrudnia jego oznaczanie z wykorzystaniem techniki HPLC-MS/MS, szczeg6lnie na
niskim poziomie st¢zen. Jak dotad nikt nie pokazat wplywu trybu elucji gradientowej
I izokratycznej na tto systemu HPLC-MS/MS. Praca w warunkach elucji gradientowej moze
prowadzi¢ do uzyskania wynikow obarczonych duzym biedem, zwykle zawyzonych, poniewaz
w tych warunkach moze pojawi¢ si¢ sygnat dla bisfenolu A, gdy przeptywa przez uktad
chromatograficzny wytacznie faza ruchoma. Powodem tego jest fakt, ze obecny w eluentach
bisfenol A ulega ogniskowaniu na czole kolumny chromatograficznej podczas jej stabilizacji.
Dlatego, im dhuzej kolumna jest stabilizowana przed analizg chromatograficzng tym wigksze
jest tlo systemu. Obecno$¢ bisfenolu A w tle systemu ma szczegélne znaczenie podczas
oznaczania tego zwiazku na niskim poziomie st¢zen. Obliczona, metoda dodatku wzorca,
zawartos¢ bisfenolu A w tle systemu HPLC-MS/MS w warunkach elucji gradientowej z 10
minutowym czasem stabilizacji kolumny wynosita 0,11 ng. Dozujac w tych warunkach roztwoér
o zawartosci 0,05 ng bisfenolu A, obliczony btad pomiaru jest rzedu 200%.

Rozwigzaniem powyzszego problemu jest stosowanie warunkow elucji izokratycznej
Z duzg zawarto$cig acetonitrylu w fazie ruchomej do oznaczania sladowych ilosci bisfenolu A,
poniewaz w tych warunkach bisfenol A obecny w fazie ruchomej jest ciggle wymywany

z kolumny chromatograficznej.
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5. Oznaczanie calkowitej zawartoSci bisfenolu A w probkach moczu

Podczas realizacji kolejnego etapu prac badawczych opracowano metodyke oznaczania
poziomu stezenia wolnego bisfenolu A oraz jego koniugatu z kwasem glukuronowym
W probkach moczu.

W ramach wspoélpracy naukowej z Miedzynarodowym Uniwersytetem na Florydzie
(ang. Florida International University) postanowiono okresli¢ przydatnos$¢ techniki FSPE do
izolacji bisfenolu A z probek moczu. W probkach moczu bisfenol A moze wystepowac
W postaci wolnej oraz sprzezonej, gltéwnie jako glukuronid. Z uwagi na to, ze celem
eksperymentu bylo oznaczenie calkowitej zawartosci bisfenolu A, niezbgdne byto
przeprowadzanie reakcji hydrolizy glukuronidu za pomocg enzymu B-glukuronidazy. Do
oznaczen koncowych zostala wykorzystana technika wysokosprawnej chromatografii

cieczowej sprzezonej z tandemowa spektrometrig mas HPLC-MS/MS.

5.1. Optymalizacja procesu ekstrakcji bisfenolu A z zastosowaniem techniki FPSE

W celu wyizolowania bisfenolu A z probek moczu zostala wykorzystana technika
FPSE. Technika ta, opracowana przez naukowcow z Uniwersytetu na Florydzie, polega na
sorpcji analitow na powierzchni widkien, z ktérych zbudowana jest tkanina. Powierzchnia tych
wiokien moze by¢ modyfikowana réznymi grupami funkcyjnymi zapewniajacymi tkaninie
odpowiednie wilasciwosci sorpcyjne. Taka tkanina po wczesniejszym kondycjonowaniu
w mieszaninie sktadajacej si¢ z metanolu i acetonitrylu (1/1), a nast¢pnie przemyciu w wodzie,

moze by¢ wprowadzona bezposrednio do réznego rodzaju probek ciektych.

5.1.1. Wybor materialu sorpcyjnego stosowanego do izolacji bisfenolu A

Ze wzgledu na skomplikowany sktad matrycy probek moczu, poczatkowo
doswiadczenia zwigzane z optymalizacja procedury przygotowania probek do analizy byly
przeprowadzane z wykorzystaniem probek wody. Dopiero po uzyskaniu satysfakcjonujacych
rezultatow, okreslono przydatnos¢ opracowanej procedury analitycznej do probek moczu.

W ramach prac badawczych nad opracowaniem procedury izolacji bisfenolu A z prébek
moczu z wykorzystaniem techniki FPSE, sprawdzono przydatno$¢ tkanin modyfikowanych
odpowiednio: polidimetylodifenylosiloksanem (PDMDPS), poli(tetranhydrofuranem) (PTHF)
oraz glikolem polietylenowym (PEG), ktérych struktury i wiasciwosci zostaty przedstawione

na Rysunku 28.
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Rysunek 28. Informacje na temat struktur powierzchni tkanin modyfikowanych odpowiednimi
grupami PEG, PDMDPS, PTHF.

Do trzech szklanych probowek dodawano po 100 uL roztworu wzorcowego wzorca
wewnetrznego o stezeniu 1 pg/mL, 100 uL roztworu bisfenolu A o st¢zeniu wyjSciowym
1 pg/mL, a nastepnie 5 mL wody dejonizowanej. Tak przygotowany roztwor intensywnie
mieszano przez 15 s. Po uprzednim przygotowaniu trzech tkanin modyfikowanych
odpowiednio PDMDPS, PTHF i PEG poprzez 10-minutowe zanurzenie ich w mieszaninie
metanolu i acetronitrylu (w stosunku objetosciowym 1:1) i przemywanie w wodzie

dejonizowanej w celu usunigcia pozostatosci rozpuszczalnikow organicznych, umieszczono je
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w probowkach zawierajacych roztwory wzorcowe bisfenolu A. Proces ekstrakcji bisfenolu A
Z roztworu wzorcowego prowadzono poprzez wytrzasanie calej zawartosci probowki przez
30 min. Nastepnie sorbent przenoszono za pomocg pensety do probowki zawierajacej eluent,
ktory w tym przypadku stanowit mieszaning wody i acetonitrylu (w stosunku obj¢toSciowym
1:1). Elucje prowadzono przez 10 min, po czym zawarto$¢ probowki wymieszano. Uzyskane
ekstrakty odwirowano i dozowano do ukladu chromatograficznego. Na Rysunku 29
przedstawiono chromatogramy uzyskane podczas powyzszych do§wiadczen.

Zauwazono niezadowalajacg retencj¢ bisfenolu A na tkaninie modyfikowanej
polidimetylodifenylosiloksanem, w zwigzku z czym w kolejnych eksperymentach badania
powtarzalno$ci ekstrakcji prowadzono za pomocg techniki FPSE z wykorzystaniem tkanin

modyfikowanych odpowiednio glikolem polietylenowym oraz politetranydrofuranem.

(x 10,000

PEG
B PTHF
7 PDMDPS

Intensywnos¢ [cps]

Czas [min]

Rysunek 29. Chromatogramy uzyskane w wyniku analizy probek ekstraktow roztworu bisfenolu
A o stezeniu 100 ng/mL przygotowanych z wykorzystaniem techniki FPSE z zastosowaniem
trzech roznych tkanin, modyfikowanych odpowiednio:PEG, PTHF i PDMDPS.

Powtarzalno$¢ ekstrakcji z zastosowaniem techniki FPSE wyznaczona zostata na
podstawie wartosci obliczonego odchylenia standardowego serii trzech pomiarow
przygotowanych roztwordw wzorcowych bisfenolu A w wodzie o stezeniu 100 ng/mL.
Opracowana procedura ekstrakcji bisfenolu A z probek wody charakteryzuje si¢ dobra

powtarzalnosciag dla objetych badaniem materiatow sorpcyjnych, modyfikowanych
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odpowiednio politetrahydrofuranem i glikolem polietylenowym. Z uwagi na wyzszg
intensywnos$¢ sygnatu dla bisfenolu A w przypadku zastosowania tkaniny modyfikowanej
glikolem polietylenowym w poréwnaniu z intensywnoscig sygnatu jakg uzyskano w przypadku
tkaniny modyfikowanej politetrahydrofuranem, zdecydowano si¢ w dalszych etapach prac
badawczych na zastosowanie tkaniny PEG jako tej odpowiedniej do izolacji bisfenolu A

Z proébek moczu.

5.1.2. Czas ekstrakcji FPSE

W ramach prac badawczych przeprowadzono seri¢ eksperymentéw majgcych na celu
optymalizacje¢ czasu ekstrakcji bisfenolu A z prébek moczu za pomoca techniki FPSE. W tym
celu do pobranej probki moczu o objetosci 500 uL. dodawano 25 pL roztworu wzorcowego
bisfenolu A o st¢zeniu 1 pg/mL oraz 4475 uL 0,1 M buforu octanowego o pH 4,5. Do probek
moczu dodawano 0,1 M bufor octanowy by zapewni¢ stale pH wszystkich probek
poddawanych analizie. Tak przygotowang probke po intensywnym wymieszaniu poddawano
ekstrakcji FPSE odpowiednio przez 5, 7, 10, 20, 30, 45 i 90 min. Po zadanym czasie materiat
sorpcyjny przenoszono do 1 mL ekstrahenta na czas 10 min, po czym ekstrakt wirowano
i przenoszono do fiolki, a nastepnie dozowano do uktadu chromatograficznego. Na Rysunku
30 przedstawiono uzyskang zalezno$¢ pola powierzchni piku dla bisfenolu A od czasu
ekstrakcji FPSE.
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Rysunek 30. Wykres przedstawiajgcy zaleznosé¢ pola powierzchni piku bisfenolu A od czasu
ekstrakcji FPSE.
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Przebieg krzywej ekstrakcji bisfenolu A ma niemalze ,,podrgcznikowy” przebieg,
wyraznie pokazujac wzrost wydajnosci ekstrakcji wraz z wydluzaniem czasu jej trwania.
Ponadto mozna zaobserwowac, ze po 45 minutach ustala si¢ rOwnowaga, dlatego tez czas ten
uzna¢ mozna za optymalny. Taki czas miesci si¢ w zakresie plateau krzywej 1 w dalszych

pracach eksperymentalnych czas ekstrakcji bisfenolu A z probek moczu trwat 45 min.

5.1.3. Czas elucji bisfenolu A

Optymalizacje czasu elucji bisfenolu A z powierzchni tkaniny modyfikowanej glikolem
polietylenowym przeprowadzano z uzyciem mieszaniny sktadajacej sie z H2O i ACN, a probki
moczu zostaty przygotowane analogicznie, jak w przypadku prac zwigzanych z optymalizacja
czasu ekstrakcji (pkt. 5.1.2.). W trakcie prac zwigzanych ze sprawdzeniem czasu niezbgdnego
na wyeluuowanie zaadsorbowanego bisfenolu A z tkaniny do ekstrahentu uwzglgdniono
optymalny czas ekstrakcji bisfenolu A z probek moczu (45 min) ustalony w poprzednim
eksperymencie. Po przeprowadzeniu etapu ekstrakcji material sorpcyjny = wraz
z zaadsorbowanym analitem przenoszono do 1 mL mieszaniny ekstrahujacej. Elucje
prowadzono odpowiednio przez 2, 5, 10, 20 i 30 min. Nast¢pnie probki po odwirowaniu
przenoszono do fiolek i dozowano do uktadu chromatograficznego. Na Rysunku 31
przedstawiono zalezno$¢ pola powierzchni piku dla bisfenolu A od czasu elucji analitu

Z materiatu sorpcyjnego.
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Rysunek 31. Wykres przedstawiajqcy zaleznosé¢ pola powierzchni piku bisfenolu A od czasu
elucji analitu z materiatu sorpcyjnego.
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Analizujac powyzszy wykres obrazujacy zaleznos¢ pola powierzchni piku bisfenolu A
od czasu elucji bisfenolu A z powierzchni modyfikowanej tkaniny glikolem polietylenowym
za pomocg mieszaniny ekstrahujacej skladajgcej sie z H,O i ACN zaobserwowano, ze

optymalne jest prowadzenie elucji przez okres 10 min.

5.2. Optymalizacja procesu hydrolizy glukuronidu bisfenolu A

Bisfenol A w probkach moczu moze wystepowaé w postaci wolnej, jak 1 zwigzanej
z kwasem glukuronowym. Sprzezenie substancji z kwasem glukuronowym, czyli reakcja
glukuronidacji, stanowi podstawowy mechanizm detoksykacji i1 eliminacji zwigzkoéw
lipofilowych z organizmu [123]. Glukuronidy powstaja w wyniku potgczenia wigzaniem
glikozydowym czasteczki kwasu glukuronowego z analitem. Utworzenie glukuronidow
w obecnosci UDP-glukuronozylotransferazy zwieksza polarnos¢ zwigzkéw, dzigki czemu sg
one tatwo usuwane z moczem i z6icig doprowadzajac do catkowitej eliminacji badZ znacznego
obnizenia toksyczno$ci zwigzkoéw [124]. Na Rysunku 32 przedstawiono reakcje sprzggania

czasteczki bisfenolu A z kwasem glukuronowym.

Rysunek 32. Reakcja sprzegania czgsteczki bisfenolu A z kwasem glukuronowym.

Ze wzgledu na cel niniejszego projektu badawczego, ktorym bylo oznaczenie catkowitej
zawartosci bisfenolu A w moczu, BPA sprzezony z kwasem glukuronowym nalezato poddaé
reakcji hydrolizy w obecnosci enzymu [-glukuronidazy. Reakcje hydrolizy glukuronidu
bisfenolu A byly przeprowadzane w temperaturze 37°C. Wysoki koszt substancji wzorcowej
glukuronidu bisfenolu A spowodowal podjecie prac zwigzanych z optymalizacja czasu reakcji

hydrolizy z wykorzystaniem wzorca glukuronidu dopaminy, dostgpnego w laboratorium.
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W celu oszacowania stopnia konwersji glukuronidu dopaminy do dopaminy, analizy
chromatograficzne wykonano z uzyciem systemu HPLC ztozonego z urzadzenia do
odgazowania fazy ruchomej, pompy, automatycznego podajnika probek i termostatu kolumny.
W trakcie oznaczen korzystano z kolumny chromatograficznej Synergi Hydro-RP
(150 mm x 4,6 mm; 4 um). Analizy chromatograficzne prowadzono w warunkach elucji
izokratycznej, a faza ruchoma zawierata 98% wody i 2% acetonitrylu. Objgto$ciowe natezenie
przeptywu fazy ruchomej byto rowne 1 mL/min, a temperatura termostatu kolumny wynosita
45°C. Do uktadu chromatograficznego dozowano 10 uL mieszaniny reakcyjnej sktadajacej sie
z roztworu wzorcowego glukuronidu dopaminy i enzymu B-glukuronidazy.

Jako detektor zastosowano tandemowy spektrometr mas (Shimadzu LC-MS-8050
Shim-pol, Polska) pracujacy w trybie MRM =z jonizacja poprzez elektrorozpylanie
z tworzeniem jonéw natadowanych dodatnio. Specyficzne przejscia MRM zostaly wybrane
poprzez dozowanie roztworéw wzorcowych DOP i DOP-gluc o st¢zeniu 200 ng/mL do
spektrometru mas pracujacego w trybie FIA. Optymalne warunki pracy tandemowego

spektrometru mas zostaty przedstawione w Tabeli 14.

Tabela 14. Informacje o parametrach pracy tandemowego spektrometru mas pracujgcego
W trybie MRM tworzenia jonow natadowanych dodatnio.

Analit jon pseudomolekularny— jon Napieciew  Energia kolizji  Napiecie w

fragmentacyjny Ql[V] V] Q3[V]

DOP-gluc 330,10—137,25 15 20 28

DOP 154.00—91,00 16 22 17

parametry MS/MS
Gaz Gaz Temperatura

rozpylajacy ogrzewajacy Temperatura Temperatura bloku Gaz suszacy

[Lmin] [L/min] zrodta [°C] DL [*C] grze[\{yé]zego [L/min]

3 10 300 250 400 10

W celu oznaczenia catkowitej zawarto$ci bisfenolu A w prébkach moczu niezbedne jest
przeprowadzenie reakcji hydrolizy wigzania glikozydowego. Wzorujac si¢ na potrzebnym
czasie do przeprowadzenia reakcji hydrolizy wigzania glikozydowego glukuronidu dopaminy
do dopaminy oszacowano konieczny czas na przeprowadzenie konwersji glukuronidu bisfenolu
A do wolnego zwigzku. W tym celu przygotowano 4 probki. Do kazdej z nich dodano 500 pL
probki moczu, 4380 pL 0,1 M buforu octanowego o pH=4,5, 100 pnL glukuronidu dopaminy
oraz 20 puL enzymu B-glukuronidazy, po czym zawarto$¢ intensywnie mieszano. Z pierwszej
probowki pobrano 500 pL probki, do ktorej dodano 500 uL acetonitrylu, wymieszano
I odwirowano. Supernatant zadozowano do uktadu HPLC-MS/MS. W ten sposob zostata

przygotowana probka pobrana w czasie 0. Trzy pozostale probki inkubowano w 37°C
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odpowiednio przez 15 minut, 1 godzing i 2 godziny. Po zadanym czasie inkubacji zawartos¢
probowki intensywnie mieszano, po czym pobrano 500 pL probki. Do ktorej dodano 500 uL
acetonitrylu, a zawarto$¢ intensywnie mieszano i wirowano. Otrzymany supernatant
wprowadzono do systemu HPLC-MS/MS. Na Rysunku 33 pokazano przyktadowe
chromatogramy uzyskane w wyniku analizy probek moczu z dodatkiem glukuronidu dopaminy
po przeprowadzeniu reakcji hydrolizy przy réznym czasie inkubacji w obecnos$ci enzymu

B-glukuronidazy.

(x1000)
M 2h

1h
8 B 15 min dopamina
I 0 min

glukurenid dopaminy |

Intensywnosé [cps]
»

Czas [min]

Rysunek 33. Chromatogramy uzyskane w wyniku analizy probek moczu z dodatkiem
glukuronidu dopaminy po przeprowadzeniu reakcji hydrolizy w obecnosci S-glukuronidazy
przy zastosowaniu roznych czasow inkubacji: 0 min, S min, 1 hi2 h.

Analizujac chromatogramy przedstawione na Rysunku 33 mozna stwierdzi¢, zZe
optymalny czas inkubacji dla reakcji hydrolizy glukuronidu dopaminy wynosit 2 godziny.
W tym czasie nastgpita catkowita konwersja glukuronidu dopaminy do wolnego zwigzku. Na
podstawie tej obserwacji wybrano optymalny czas hydrolizy glukuronidu bisfenolu A w celu

oznaczenia catkowitej zawartosci bisfenolu A w probkach moczu.

5.3. Kalibracja ukladu HPLC-MS/MS do oznaczania bisfenolu A w prébkach moczu

Do oznaczania ilo$ciowego zastosowano metod¢ wzorca wewngtrznego, ktora polega
na dodaniu do probki znanej iloSci wzorca wewngtrznego. Istotnym aspektem metody wzorca
wewnetrznego jest konieczno$¢ dodawania IS do probek z duza precyzja, a takze zawsze z tego

samego roztworu wyjsciowego.
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Jako wzorca wewnetrznego, podobnie jak w przypadku oznaczania bisfenolu A
w probkach surowicy ludzkiej, uzyto deuterowanego bisfenolu A. Dodatek wzorca
wewnetrznego do probki przed etapem przygotowania pozwala unikng¢ strat analitow na etapie
izolacji i wzbogacania. Ponadto dodatek IS podczas detekcji za pomoca techniki spektrometrii
mas umozliwia kompensacje zmian czuto$ci detektora.

Wspomniano juz W Rozdziale 3.5, Ze techniki chromatograficzne opieraja si¢ na
pomiarze wzglednym, dlatego niezbedne jest przeprowadzenie kalibracji uktadu
HPLC-MS/MS. W tym celu przygotowano roztwory podstawowe BPA i BPA-dis o stezeniu
0,2 mg/mL poprzez odwazenie odpowiedniej ilosci czystych substancji w kolbach miarowych
I uzupetnienie do kreski acetonitrylem. Stezenie BPA i BPA-dis w roztworze roboczym
wynosito 1 ug/mL. Roztwory kalibracyjne (RK) przygotowano poprzez rozcienczenie roztworu
roboczego BPA w 0,1 M buforze octanowym uzyskujac nastepujace stezenia bisfenolu A: 10,
50, 100, 250 i 500 ng/mL. W osobnej kolbie miarowej przygotowano roztwor wzorca
wewnetrznego o stezeniu 250 ng/mL poprzez rozcienczenie roztworu roboczego BPA-die
réwniez w 0,1 M buforze octanowym. Wszystkie roztwory podstawowe, robocze i kalibracyjne
przechowywane byty w szklanych naczyniach oraz w zamrazalniku w temperaturze -20°C.

Ze wzgledu na efekty matrycowe przygotowano roztwory kalibracyjne
z odwzorowaniem matrycy. Do 500 puL prébki moczu dodano 100 pL roztworu wzorca
wewnetrznego o stezeniu 250 ng/mL, 100 pL roztworu kalibracyjnego (z zakresu st¢zen
10-500 ng/mL) oraz 4300 pL 0,1 M buforu octanowego. Zawarto$¢ mieszano, a nastepnie tak
przygotowang probke poddano ekstrakcji za pomocg techniki FPSE. Po etapie elucji bisfenolu
A z powierzchni materiatu sorpcyjnego za pomocg 1 mL mieszaniny sktadajacej si¢
z H:O/ACN w stosunku objetosciowym 1:1 dozowano do uktadu HPLC-MS/MS, uzyskujac
W ten sposob krzywa kalibracyjng dla BPA w zakresie stezen 1-50 ng/mL.

Na podstawie uzyskanych chromatogramow sporzadzono krzywe kalibracyjne
opisujgce zaleznos$¢ stezenia analitu w funkcji stosunku powierzchni piku analitu 1 powierzchni
wzorca wewnetrznego. Majac na uwadze wartos¢ liczbowg wspotczynnika determinacii
(R?=0,999), mozna stwierdzi¢, ze w badanym zakresie stezen bisfenolu A (1-50 ng/mL) istnieje
liniowa zalezno$¢ pomigdzy zmiennymi.

Obliczone wartosci granicy wykrywalnosci 1 oznaczalnosci dla BPA zdefiniowano jako
stezenie analitu dajgce stosunek sygnalu do szumu wynoszacy odpowiednio 3 i 10. Dla
opracowanej procedury analitycznej granica wykrywalnosci wynosi 0,5 ng/mL,

a oznaczalnosci 1 ng/mL.

78



5.4. Procedura oznaczania bisfenolu A w probkach moczu

Na

podstawie

przeprowadzonych

badan

optymalizacyjnych

zwigzanych

Z przeprowadzeniem reakcji hydrolizy, przygotowaniem probek moczu za pomoca techniki

FPSE oraz ich analizy za pomocg techniki HPLC-MS/MS, opracowano procedure oznaczania

$ladowych ilosci bisfenolu A. Zostata ona schematycznie przedstawiona na Rysunku 34.

Oznaczanie wolnego zwiazku bisfenolu A w prébkach moczu

Prébka moczu
0,5mL

|

Dodatek wzorca wewnetrznego
0,1 mL

|

Dodanie 0,1 M buforu octanowego
4,4 mL

|

Mieszanie

Prébka moczu
0,5mL

|

Dodatek wzorca wewnetrznego
0,1mL

|

Dodanie 0,1 M buforu octanowego
4,4 mL

|

Dodanie enzymu B-glukuronidazy

Oznaczanie catkowite] zawartosci bisfenolu A w probkach meczu

0s 20 pL

!

Mieszanie
30s

|

Inkubacja
2 h, 37°C

!

Mieszanie
30s

— l—l

Przygotowanie materiatu sorpeyjnego do ekstrakeji
Zanurzenie madyfikowanej tkaniny w MeOH/ACN (1/1) przez 10 min
Przeplukanie materiatu sorpcyjnego wodag dejonizowang

Ekstrakcja
Przeniesienie tkaniny do probowki zawierajgce] probke
Mieszanie zawartosci przez 45 min

!

Elucja
Przeniesienie tkaniny do mieszaniny HO/ACN
Prowadzenie elucji przez 10 min

Wirowanie |

. !

Zadozowanie ekstrakiu do ukiadu HPLC-MS/MS |

!
M

Rysunek 34. Schemat opracowanej procedury oznaczania wolnego bisfenolu A oraz catkowitej
zawartosci bisfenolu A w probkach moczu.
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Uogolniajac, procedura oznaczania bisfenolu A w probkach moczu opiera si¢ na
dodaniu wzorca wewngtrznego i buforu octanowego w celu zapewnienia identycznych wartosci
pH dla prébek poddanych badaniom. W przypadku oznaczenia catkowitej zawarto$ci bisfenolu
A konieczne jest przeprowadzenie reakcji hydrolizy przy obecnosci B-glukuronidazy. Tak
przygotowane probki poddaje si¢ ekstrakcji za pomoca techniki FPSE. Uzyskany ekstrakt
poddawany jest rozdzieleniu chromatograficznemu w odwroconym uktadzie faz, a anality

podlegaja detekcji z zastosowaniem tandemowego spektrometru mas pracujacego w trybie

MRM.
5.5. Analiza prébek moczu

Opracowang procedur¢ analityczng wykorzystano do badan prébek rzeczywistych.
Probki moczu zostaly pozyskane w ramach wspotpracy z Gdanskim Uniwersytetem
Medycznym. Po dostarczeniu do Laboratorium Chemii Analitycznej Wydziatu Chemicznego
Politechniki Gdanskiej probki przechowywano w zamrazalniku w temperaturze -80°C. Na
Rysunku 35 przedstawiono przyktadowe chromatogramy uzyskane w wyniku analizy probki

moczu zaréwno po przeprowadzeniu, a takze bez przeprowadzenia reakcji hydrolizy.
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Rysunek 35. Chromatogramy uzyskane w wyniku analizy probki moczu bez przeprowadzenia
oraz po przeprowadzeniu reakcji hydrolizy.
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W wyniku przeprowadzenia reakcji hydrolizy glukuronidu bisfenolu A zaobserwowano

wigkszg intensywno$¢ piku dla bisfenolu A w stosunku do uzyskanej intensywnosci sygnatu

bez poddania probki moczu inkubacji w obecnosci enzymu f-glukuronidazy. Uzyskane wyniki

dla probek moczu zestawiono w Tabeli 15.

Tabela 15. Wyniki oznaczania zawartosci bisfenolu A oraz catkowitej zawartosci bisfenolu A

W probkach moczu.

Na;wg Zawartos¢ wolnego bisfenolu | Calkowita zawartos¢ bisfenolu gISIE&Ir((:)ﬁE?J E?;:‘/:rﬂtoolzc A

probki A [ng/mL] A [ng/mL] [ng/mL]
1 <LOD 7,68 7,68
2 <LOD 1,00 1,00
3 <LOD <LOD <LOD
4 2,46 4,79 2,33
5 <LOD 1,09 1,09
6 <LOD <LOD <LOD
7 <LOD 11,28 11,28
8 <LOD 18,58 18,58
9 <LOD <LOD <LOD
10 <LOD 1,35 1,35
11 <LOD 1,89 1,89
12 <LOD <LOD <LOD
13 <LOD 1,09 1,09
14 <LOD <LOD <LOD
15 <LOD <LOD <LOD
16 3,02 3,03 0,01
17 3,46 56,37 52,91
18 1,15 8,22 7,07
19 1,30 30,14 28,84
20 2,56 2,82 0,26
21 1,43 19,52 18,09
22 2,46 54,75 52,29
23 6,40 7,49 1,09

srednia 1,05 10,05 8,99

Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna zaobserwowac, ze probkach moczu bisfenol

A czgsciej wystepuje w postaci sprzezonej z kwasem glukuronowym, niz w postaci wolnego

zwigzku. Prawdopodobnie jest to spowodowane tym, ze bisfenol A metabolizowany jest

W watrobie w ciggu 6 godzin do postaci glukuronidu. Reakcja glukuronidacji stanowi w tym

przypadku mechanizm obronny organizmu przed szkodliwymi zwigzkami, albowiem

powstajacy w tej reakcji glukuronid bisfenolu A jest tatwiej usuwany z organizmu wraz

z moczem. Zawarto$¢ glukuronidu bisfenolu A obliczono na podstawie roznicy calkowitej

zawartoS$ci bisfenolu A 1 stezenia wolnego zwigzku bisfenolu A.
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6. Podsumowanie

W ramach badan prowadzonych w trakcie studium doktoranckiego opracowano nowe
procedury analityczne umozliwiajace o0znaczanie sladowych ilosci bisfenolu A w probkach
biologicznych.

Opracowana metodyka do oznaczania bisfenolu A w probkach surowicy ludzkiej oparta
jest na ekstrakcji analitu za pomocg acetonitrylu, a na etapie 0znaczen koncowych zastosowano
technike HPLC-MS/MS. Zaproponowana metodyka oznaczania BPA w probkach surowicy
ludzkiej stanowi rozwiazanie skuteczne, a jednoczes$nie konkurencyjne w stosunku do innych
znanych metod. Dzi¢ki wykorzystaniu opracowanej metodyki mozliwe jest wykrycie bisfenolu
A w probkach surowicy ludzkiej na niskim poziomie stgzen (LOQ= 4,5 ng/mL).

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozliwe bylo zbadanie zalezno$ci miedzy
stezeniem bisfenolu A w probkach surowicy ludzkiej, a zachorowalnoscig na PCOS. W ramach
badan prowadzonych we wspotpracy z Gdanskim Uniwersytetm Medycznym zaobserwowano,
ze $rednia zawartos$¢ bisfenolu A w probkach surowicy kobiet ze zdiagnozowanym zespotem
policystycznych jajnikow byta niewiele wigksza w poréwnaniu ze $rednig zawarto$cig tego
zwigzku u kobiet bez zaburzen endokrynologicznych.

Ponadto w ramach prac badawczych sprawdzono wptyw diety potencjalnie stanowiacej
zrodlo bisfenolu A na zawarto$¢ tego zwigzku w probkach surowicy ludzkiej. Od kazde;j
uczestniczki projektu zostaly pobrane probki surowicy: przed rozpoczeciem diety, po
zakonczeniu diety oraz tydzien po zakonczeniu diety. Na podstawie uzyskanych wynikow
zaobserwowano, ze wzrosta Srednia zawartos¢ bisfenolu A w probkach surowicy ludzkiej
pobranych od uczestniczek z grupy badanej po tygodniu stosowania diety ,,bogatej w BPA”.

W trakcie studium doktoranckiego opracowano rowniez procedur¢ oznaczania
bisfenolu A w préobkach moczu. Opracowana metodyka skladata si¢ z odpowiedniego
przygotowania probki moczu do analizy, a nastgpnie analizy oczyszczonego ekstraktu
z wykorzystaniem techniki chromatografii cieczowej sprz¢zonej z tandemowa spektrometria
mas. Procedura izolacji bisfenolu A z probek moczu stanowi alternatywne rozwigzanie
w stosunku do znanych juz czasochtonnych i drogich metod przygotowania probek do analizy.
Najnowszym podejsciem do izolacji bisfenolu A z probek moczu bylo wykorzystanie techniki
FPSE opracowanej przez naukowcoéw z Uniwersytetu na Florydzie.

Zoptymalizowano rowniez proces reakcji hydrolizy glukuronidu bisfenolu A do

wolnego zwigzku w celu oznaczenia catkowitej zawarto$ci tego zwigzku w probkach moczu.

82



Ponadto w ramach pracy doktorskiej oszacowano wptyw tta systemu HPLC-MS/MS na
wyniki oznaczen bisfenolu A. Wykazano, ze obecno$¢ bisfenolu A w tle systemu ma
szczegdlne znaczenie podczas oznaczania tego zwigzku na niskim poziomie st¢zen.
Rozwigzaniem powyzszego problemu jest zastosowanie warunkoéw elucji izokratycznej z duza

zawarto$cig acetonitrylu w fazie ruchome;.
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STRESZCZENIE

Bisfenol A jest jedng z najczeSciej produkowanych substancji na $wiecie. Gtownie
uzywa sie go do wytwarzania tworzyw sztucznych: poliwgglanéw i zywic epoksydowych, ktore
znajduja zastosowanie w produkcji opakowan, butelek, zabawek i urzadzen medycznych.
Ostatnie doniesienia literaturowe wskazuja, ze BPA moze migrowac z tego typu materiatoéw do
mediow, ktore sg z nim w bezposrednim kontakcie. Szerokie zastosowanie produktow
wytwarzanych z udziatem bisfenolu A jest gtownym zrodtem narazenia czlowieka na ten
zwigzek. Badania toksykologiczne wskazuja na negatywny wpltyw tego zwiagzku na zdrowie
ludzi, nawet przy matych dawkach (0,01 — 0,71 pg/kg/dzien), jak rowniez na jego wlasciwosci
zakldcajace gospodarke hormonalng.

Oznaczanie bisfenolu A, szczeg6lnie na niskim poziomie stezen, stanowi wyzwanie dla
analitykow. Sladowe jego ilosci moga byé obecne w rozpuszczalnikach, naczyniach
laboratoryjnych i w produktach z tworzyw sztucznych, co znacznie utrudnia opracowanie
metodyki analitycznej cechujacej si¢ wysoka czulo$cig 1 dobra powtarzalno$cia wynikow.
W ramach pracy doktorskiej opisano wptyw elucji gradientowe;j i izokratycznej na tlo systemu
HPLC-MS/MS. Wykazano, ze obecnos$¢ bisfenolu A w tle systemu ma szczegodlne znaczenie
podczas oznaczania tego zwigzku na niskim poziomie stezen. Rozwigzaniem powyzszego
problemu jest zastosowanie warunkow elucji izokratycznej z duza zawarto$cia acetonitrylu
w fazie ruchome;j.

Podstawowym celem pracy doktorskiej bylo opracowanie nowych metodyk
analitycznych do oznaczania bisfenolu A w probkach biologicznych: surowicy i moczu.
Opracowana procedura do oznaczania bisfenolu A w probkach surowicy ludzkiej opiera si¢ na
ekstrakcji  bisfenolu A za pomoca acetonitrylu, a analiz¢ uzyskanych ekstraktow
przeprowadzono z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej
z tandemowym spektrometrem mas.

Ponadto opracowano procedurg oznaczania bisfenolu A w probkach moczu. Metodyka
ta polega na izolacji bisfenolu A z probek moczu za pomoca techniki FPSE, a analizg
ekstraktow prowadzono z wykorzystaniem techniki HPLC-MS/MS.

Opracowane procedury analityczne moga by¢ wykorzystywane przez laboratoria

analityczne i kliniczne.
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ABSTRACT

Bisphenol A is one of the highest volume of chemicals produced worldwide. BPA is
mainly used in the production of polycarbonates and epoxy resins utilized in manufacture of
containers, bottles, toys and medical devices. Recent scientific findings indicate that BPA may
migrate from those materials to media which are in direct contact with them. The widespread
use of products containing bisphenol A is a major source of human exposure for this compound.
Toxicological studies on BPA indicate its negative health effects including endocrine disrupting
properties, even at low doses (0.01 —0.71 pg/kg/day).

Determination of low concentration of BPA is a challenge for analytical chemists. Trace
amounts of BPA can be present in solvents, laboratory vessels and plastic equipment. Because
of this it is difficult to develop an analytical methodology characterized by high sensitivity and
good reproducibility of results. The doctoral dissertation describes effects of gradient and
isocratic elution conditions on LC-MS/MS system blank. Low repeatability of results especially
at low concentration level was observed. To deal with this problem an isocratic elution mode,
characterized by fairly high acetonitrile content was used.

The main objective was to develop new chromatographic methods for determination of
bisphenol A in biological samples: serum and urine. An analytical procedure for determination
of bisphenol A in serum samples is based on the use of liquid-liquid extraction (LLE) and then
analysis of extracts by using high performance liquid chromatography coupled with tandem
mass spectrometry.

An analytical procedure involving FPSE technique and high-performance liquid
chromatography-tandem mass spectrometry has been developed for the determination of
bisphenol A in urine samples.

The developed analytical procedures may be used in analytical and clinical laboratories.
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