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Optimiziranje uvjeta analize S-fenilmerkapturne kiseline u mokrac¢i primjenom vezanog
sustava plinski kromatograf-spektrometar masa

Doroteja Cindri¢

Benzen je aromatski spoj s kancerogenim svojstvima kojem su ljudi, osim profesionalno,
izlozeni putem cigaretnog dima ili ispuSnih plinova motornih vozila. S-Fenilmerkapturna
kiselina (S-PMA) smatra se specifiénim pokazateljem izloZenosti benzenu kod opcée populacije
i pri profesionalnoj izlozenosti. Cilj ovog istrazivanja bio je optimizirati uvjete ekstrakcije S-
PMA iz mokrace te razviti i validirati osjetljivu 1 specificnu analiticku metodu za odredivanje
masene koncentracije S-PMA u mokra¢i primjenom vezanog sustava plinski kromatograf-
spektrometar masa. Predlozena metoda je pokazala dobru linearnost (R>>0,9996) u ispitivanom
koncentracijskom rasponu (0,5 — 100 pg L), preciznost (RSD<7 %), to¢nost (>95 %) i
osjetljivost (granica detekcije: 0,03 pg L' i granica kvantifikacije: 0,09 pg L!). Metoda je
primijenjena za odredivanje masene koncentracije S-PMA u mokraci 20 ispitanika koji nisu bili
profesionalno izloZeni benzenu. Pusaci (N=10) su imali znacajno visu koncentraciju S-PMA u
mokraci u usporedbi s nepusacima (N=10).
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Benzene is an aromatic compound with carcinogenic properties to which people, except in
professional settings, are exposed by cigarette smoke or motor vehicle exhaust. S-
phenylmercapturic acid (S-PMA) is considered a specific marker of benzene exposure in the
general and occupationally exposed population. The aim of this study was to optimise the
conditions of S-PMA extraction from urine and to develop and validate a sensitive and specific
analytical method for determining the mass concentration of S-PMA in urine using gas
chromatography-mass spectrometry. The proposed method showed good linearity (R*> 0,9996)
in the examined concentration range (0,5 — 100 pg L), good precision (RSD <7%), accuracy
(> 95%) and sensitivity (limit of detection: 0,03 pug L1 and limit of quantification: 0,09 ug L
1. The method was applied to determine the mass concentration of S-PMA in the urine of 20
subjects who were not occupationally exposed to benzene. Smokers (N = 10) had a significantly
higher concentration of S-PMA in urine compared to non-smokers (N = 10).
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Benzen je hlapljivi aromatski ugljikovodik koji se nalazi u nafti i njenim derivatima te
u otapalima koja se upotrebljavaju u proizvodnji raznovrsnih materijala, poput gume, boja,
ljepila, sredstava za odmas¢ivanje i sli¢no.! Glavni izvori izloZzenosti benzenu u opéoj populaciji
su duhanski dim i ispusni plinovi vozila koja sadrze motor s unutarnjim izgaranjem.
Profesionalna izlozenost benzenu prisutna je u radnika u petrokemijskoj industriji te u
proizvodnji koja zahtijeva upotrebu otapala i ljepila.? Nakon unosa benzena u organizam
(udisanjem ili preko koZze), dio apsorbiranog benzena izlucuje se mokraom u obliku
metabolita.! Buduéi da biotransformacijom benzena nastaju reaktivni elektrofilni meduprodukti
koji mogu reagirati sa stani¢nim proteinima, lipidima i nukleinskim kiselinama uzrokujuéi
mutacije ili maligne promjene, Medunarodna agencija za istrazivanje raka uvrstila je benzen u
skupinu ljudskih kancerogena.’

Razina izloZenosti benzenu procjenjuje se odredivanjem karakteristi¢nih pokazatelja u
bioloSkim uzorcima tzv. bioloSkim pra¢enjem (monitoringom). S-Fenilmerkapturna kiselina (S-
PMA) nastaje u reakciji benzenova oksida i glutationa i izlu€uje se putem mokrace te se smatra
specificnim pokazateljem izlozenosti benzenu kod opcée populacije i pri profesionalnoj
izlozenosti.>* Uvritena je u Pravilnik o zastiti radnika od izloZenosti opasnim kemikalijama na
radu, grani¢nim vrijednostima izloZenosti i bioloskim grani¢nim vrijednostima (NN 91/2018).
Bioloska grani¢na vrijednost za S-PMA u mokra¢i uzorkovanoj na kraju radne smjene iznosi
46 ug ¢! kreatinina.

Prema dostupnim literaturnim izvorima, metode za analizu S-PMA u mokraci
primjenom plinske kromatografije spregnute sa spektrometrijom masa (engl. Gas

)5,6,7

Chromatography-Mass Spectrometry, GC-MS nisu ukljucivale optimiziranje uvjeta

ekstrakcije otapalom s ciljem postizanja §to veceg analitickog povrata S-PMA.
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§ 1. Uvod 2

1.1. Cilj istrazivanja

Cilj ovog istrazivanja bio je optimizirati uvjete ekstrakcije S-PMA, metabolita benzena,
1z mokrace ispitanika iz opce populacije te razviti i validirati osjetljivu 1 specificnu analiticku
metodu za odredivanje masene koncentracije S-PMA u mokra¢i primjenom plinske
kromatografije spregnute sa spektrometrijom masa (GC-MS). Ispitani su ¢imbenici koji utje¢u
na ekstrakciju (pH-vrijednost, vrsta i volumen organskog otapala) i na derivatizaciju S-PMA
(razliCita sredstva za derivatizaciju, temperatura i vrijeme reakcije). PredloZzenom validiranom
metodom odredena je masena koncentracija S-PMA u mokra¢i 10 nepusaca i 10 pusaca, a
istrazivanje je provedeno u skladu s Helsinskom deklaracijom i uz suglasnost Etickog

povjerenstva Instituta za medicinska istrazivanja i medicinu rada u Zagrebu.
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§ 2. Literaturni pregled
§ 3. Eksperimentalni dio 3

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Benzen
2.1.1. Fizikalno-kemijska svojstva benzena

Benzen (cikloheksatrien, benzol, CAS No 71-43-2) je teku¢ina kemijske formule CsHs.
Tocka vrelista iznosi mu 80,1 °C pri 1,013 hPa, gustoéa 0,88 g cm™, tlak para 10 kPa pri 20 °C,
koeficijent raspodjele n-oktanol-voda 2,13 pri 25 °C, topljivost u vodi 1,88 g L pri 23,5 °C. U
skladu s Clankom 2 (b) iz Direktive 98/24/EC (EU Parliament and Council Directive 1998)
benzen je opasno kemijsko sredstvo, a prema Clanku 2 (a) i (b) iz Direktive 2004/37/EC (EU
Parliament and Council Directive 2004) kancerogen i mutagen za ljude. Dodatak II1 iz Direktive
2004/37/EC navodi grani¢nu vrijednost za profesionalnu izloZenost benzenu u radnom prostoru
koja iznosi 1 ppm (3,25 mg m™), uz napomenu da postoji zna¢ajan doprinos ukupnom tjelesnom

opterecenju benzenom putem izloZenosti preko koze.®

2.1.2. Izvori benzena i njegova proizvodnja

Registrirano je 128 supstanci koje sadrZze benzen masenog udjela od 0,1 do 1,0 % 1 97
supstanci koje ga sadrZe u koli¢ini viSoj od 1,0 %. Najvazniji izvori benzena su nafta, destilati
iz petroleja ili katrana i benzin. Prema EU Direktivi 98/70/EC, dopunjenoj s Direktivom
2003/17/EC, benzin smije sadrzavati do 1 % (v/v) benzena. Benzen se nalazi i u duhanskom
dimu.® Jedna cigareta sadrzi 15 — 59 ug benzena.’

Proizvodi se u petrokemijskoj industriji frakcijskom destilacijom sirove nafte,
krekiranjem parom 1 dealkilacijom. Takoder, moZe se dobiti tijekom proizvodnje kemikalija iz
ugljena, primarno iz nusproizvoda koksa. Iz spomenutih izvora benzen se ekstrahira i
pro¢iséava za industrijsku upotrebu.’

Koristi se 1 kao meduprodukt u proizvodnji mnogih kemijskih spojeva, poput stirena,
kumena (izopropilbenzena) i cikloheksana, koji se koriste u proizvodnji plastike, razli¢itih
smola, najlona i sintetickih vlakana. Takoder se koristi u proizvodnji razli¢itih vrsta guma,
maziva, bojila, deterdZenata, lijekova 1 pesticida. Proizvodi koji takoder mogu sadrzavati
benzen su laboratorijske kemikalije, proizvodi za premazivanje, punila, flasteri, glina za
modeliranje, proizvodi za tretiranje nemetalnih povrSina, regulatori pH, proizvodi za tretiranje

vode i polimeri.®

Doroteja Cindric¢ Diplomski rad
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2.1.3. Toksicnost benzena

Medunarodna agencija za istrazivanje raka (engl. International Agency for Research for
Cancer, IARC) uvrstila je benzen u spojeve koji su kancerogeni za ljude.® Za kancerogena
svojstva odgovorni su meduprodukti u metabolickom putu razgradnje benzena. IzloZenost
benzenu povezana je s iritacijama koze i o¢iju (pri koncentracijama u zraku koje su vise od 105
mg m™), s kardiovaskularnim, gastrointestinalnim, neuroloskim i bubreznim poremeéajima (pri
koncentracijama 960 — 9600 mg m™), s depresijom sredisnjeg Zivéanog sustava i sa smréu
(tijekom izlaganja 5 — 10 minuta koncentraciji koja iznosi 64000 mg m™).” Mogucée je i $tetno
djelovanje benzena na imunoloski sustav, pri cemu dolazi do oStecenja antitijela i leukocita (pri
koncentracijama 3 — 96 mg m™).° Benzen se smatra vaznim ¢imbenikom koji doprinosi razvoju
raznih bolesti i anomalija, poput leukemije, kardiovaskularnih bolesti, anomalije sperme,
respiratornih bolesti i kromosomskih anomalija. Costa-Amaral i sur. proveli su istrazivanje na
stani¢noj kulturi limfocita iz periferne krvi radnika izlozenih benzenu i zakljucili da
prekomjerno izlaganje ¢ak i nizim masenim koncentracijama benzena (15 pg m™) uzrokuje
kromosomske abnormalnosti, lomove, nastajanje fragmenata i preuranjeno kromosomsko
dijeljenje.!

Serensen 1 sur. istrazili su vezu izmedu izloZenosti benzenu 1 oStecenja DNA u 10
ispitanika koji su radili na otvorenom i 30 ispitanika zaposlenih u uredima.’

Utvrdena je znaCajna korelacija izmedu izlu¢ivanja S-PMA 1 7-hidro-8-okso-2'-
deoksigvanozina (8-oksodG), pokazatelja oksidacijskog oSte¢enja DNA u limfocitima.

U ovom radu, izloZenost benzenu iznosila je 2,5 ug m, $to je relativno nisko, a mjerila
se tijekom pet dana uporabom osobnih dozimetara, za razliku od mjerenja S-PMA u mokraci i
pokazatelja oksidacijskog stresa u limfocitima koji su se mjerili u samo jednom od ovih dana.
Upravo ta Cinjenica, da su se biomarkeri izloZenosti 1 u¢inka mjerili u jednome danu, moze
objasniti postojanje spomenute korelacije izmedu S-PMA 1 8-0ksidG-a, a ne izmedu vanjske

izlozenosti benzenu i 8-oksidG-a.’

2.2. Toksikokinetika S-fenilmerkapturne kiseline (S-PMA)

S-PMA jedan je od metabolita benzena koji se stvara u organizmu nakon izloZenosti
benzenu. Kao mjeru izloZenosti benzenu, najbolje je odredivati koli¢inu prisutne S-PMA u

mokraci. Utvrdeno je da je S-PMA najosjetljiviji 1 najspecifi¢niji biomarker, posebno za

Doroteja Cindric¢ Diplomski rad
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procjenu niske izlozenosti benzenu.'® Metaboli¢ki put do nastanka S-PMA obuhvaéa oksidaciju
benzena u benzenov oksid pomocu citokroma P450 2E1, konjugaciju benzenovog oksida s
glutationom (GSH) u 1-(S-glutationil)-cicloheksa-3,5-dien-2-0l, iz kojeg dehidracijom u
kiselom mediju nastane S-fenilglutation (SPG) te iz njega konacno u in vivo uvjetima nastane

S-PMA (Slika 1.).

fenol i ostali metaboliti

7 NH, o}
o}

0 H
HO N OH
konjugacija s \ﬂ)\A’r H/\n/
0

@ P450 2E1 ﬂ glutationom (0] g
— i o
katalizirano s GST
— OH
henzen | 0
benzenov oksid - oksepin meduprodukt

merkapturne kiseline

i in wivo i

s-fenilglutation S-fenilmerkapturna kiselina
isPG) (5-PMA)

MNH2 H (8] H 8]
HOMN OH o N
\fkﬁ/\rr reakcijski put \n/ W\)‘LUH
] 8] s 8] o s

dehidracija

Slika 1. Metaboli¢ki put benzena do S-PMA. Preuzeto i prilagodeno prema Haiman i sur.*

Medutim, Sterz i sur. predloZili su jo§ jedan put nastanka S-PMA koji uklju€uje nastanak
pre-S-PMA iz 1-(S-glutationil)-cikloheksa-3,5-dien-2-ola iz koje dehidracijom u kiselim
uvjetima nastaje S-PMA (Slika 2.).

H o OH
X3 I
H o H
OH

Slika 2. Pretvorba pre-S-PMA u S-PMA kiselinom kataliziranom reakcijom. Preuzeto i

prilagodeno prema Sterz i sur. '
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2.3. Toksikokinetika benzena

Benzen u organizam moze u¢i udisanjem, preko koze i oralno, pri ¢emu je njegovo
udisanje od najvece vaznosti pri profesionalnoj izloZzenosti. Udahnuti benzen difundira u pluca,
nakon ¢ega se apsorbira u krvotok. Prema Nizozemskom stru¢nom odboru za zastitu na radu
(DECOS 2014), srednja vrijednost apsorpcije benzena udisanjem kod ljudi iznosi 50 — 80 %. U
organizam se apsorbira trenutno, s obzirom na svoju veliku hlapljivost i lipofilnost. Doprinos
apsorpcije benzena preko koze jako je mali, s obzirom da dolazi do njegovog isparavanja s
povrsine koze.® Nakon metaboliziranja benzena u benzenov oksid postoji moguénost da oksid
iz jetara, gdje nastaje, cirkulacijom migrira do stanica koStane srzi, stimulira ih, uzrokuje
njihovu proliferaciju i u kona¢nici uzrokuje razvoj leukemije.! Spomenute aktivnosti ukljucuju
1 oksidacijski stres DNA 1 drugih makromolekula nakon moguceg ulaska metabolita u samu
stanicu i remecenja stani¢nog ciklusa. Dolaskom metabolita u stanicu moze do¢i i do apoptoze
(programirane stani¢ne smrti) prekursorskih stanica u hematopoetskom sustavu (u sustavu
stvaranja krvnih stanica), pri ¢emu se onda mijenjaju bitni stani¢ni signalni putevi unutar
sustava, §to onda u konacnici rezultira s toksi¢no$¢u stanice.! Metabolizam benzena u ljudi je
ucinkovitiji kada su izlozeni nizim koncentracijama benzena i tada je rizik od leukemije puno
veci. Medutim, jo$ uvijek nije u potpunosti razjaSnjeno koji je metabolit benzena odgovoran za
toksi¢ne ucinke. Oni mogu nastati zbog stvaranja kovalentne veze u odredenim biomolekulama
(recimo u tubulinu, histonima 1 topoizomerazi II), zbog nastanka oksidacijskih vrsta, zbog
samooStecenja DNA pomoc¢u DNA-veznih proteina, umreZavanja ili pucanja jednostruke ili
dvostruke zavojnice te zbog kromosomskih abnormalnosti (posebno kod kromosoma 5 1 7 koji
su uklju¢eni u razvoj akutne mijelocitne leukemije).!! Procijenjen rizik dobivanja leukemije je
u priblizno Sest slucajeva od milijun, medu ljudima koji su cijelog Zivota izloZeni benzenu iz
zraka u koncentracijama od 1 pg m.!2

Benzen se primarno metabolizira u jetri, a onda se metaboliti mogu transportirati u
kostanu srz gdje dolazi do sekundarnog metaboliziranja koji moZe doprinijeti toksi¢nosti
stanica.!® Vrijeme polueliminacije S-PMA, kao metabolita benzena, iznosi oko 9 h, te je stoga
prikladna kao biomarker izlozenosti benzenu u ljudi.'?

Iz nastalog benzenovog oksida mogu nastati 1 odredeni benzokinoni koji ¢e u redoks

reakcijama dati reaktivne oksidacijske vrste (Slika 3.).
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Slika 3. Metaboli¢ki putevi benzena. Preuzeto i prilagodeno prema Serensen i sur.’

Postoji enzim koji takve reakcije moze sprijeciti, a radi se o NAD(P)H:kinon-oksidoreduktazi
(NQO) koja nastale kinone prevodi u manje toksi¢ne spojeve kroz njihovu redukciju i1 na taj

nadin §titi stanice od oksidacijskog stresa.!'*

2.4. Biolosko pracenje izloZenosti benzenu

Biolosko pracenje izlozenosti benzenu na opc¢oj populacijskoj razini prepoznato je kao
vrlo bitno javnozdravstveno pitanje zbog toksi¢nosti benzena, Cak 1 pri vrlo niskim
koncentracijama.'> Biomarkeri izloZenosti benzenu uklju¢uju nemetabolizirani benzen u krvi,

izdahu 1 mokraci, metabolite benzena u mokrac¢i i adukte benzena s molekulom DNA,
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hemoglobinom i albuminom.?

Analize nemetaboliziranog benzena najces¢e ukljucuju
ekstrakcijske postupke bez otapala (staticka i dinamicka analiza para iznad uzorka), nakon cega
obi¢no slijedi analiza tehnikom GC-MS, a najvec¢i nedostatak je gubitak analita kod priprave
uzoraka zbog hlapljivosti benzena.? Hidrokinon, katehol i fenol su metaboliti koji zahtijevaju
ekstrakciju s otapalom ili ekstrakciju na ¢vrstoj fazi, nakon Cega slijedi analiza plinskom
kromatografijom s plamenoionizacijskom detekcijom (engl. Gas Chromatography-Flame
Ionisation Detector, GC-FID) ili spektrometrijom masa (GC-MS) te tekucéinskom
kromatografijom visoke djelotvornosti s UV detekcijom (engl. High-Performance Liquid
Chromatography with Ultraviolet detection, HPLC-UV) ili tandemnom spektrometrijom masa
(engl. High-Performance Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry, HPLC-
MS/MS).? Ovi metaboliti se izlu¢uju u obliku glukuronida ili sulfatnih konjugata koji su veée
polarne molekule pa je onda, u slucaju plinskokromatografske analize koja se rabi za molekule
manje mase i polarnosti, potrebna kiselinska ili enzimska hidroliza.? S-PMA i #,fMA nalaze se
u mokraci u puno nizim koncentracijama u odnosu na prethodno spomenute metabolite, stoga
zahtijevaju pri analizi mnogo vecu redukciju volumena ekstrakta otapala i puno osjetljivije
analiticke metodologije.> Koncentracija navedenih biomarkera u mokraéi ovisi o vremenu
uzorkovanja, navici pusenja i indeksu tjelesne mase.!’

Americka udruga vladinih industrijskih higijeniara (engl. American Conference of
Governmental Industrial Hygienists, ACGIH) predlozila je da bioloska grani¢na vrijednost
(engl. Biological exposure indices, BEI) za benzen u mokra¢i iznosi 25 pg S-PMA po gramu
kreatinina. Vrijednosti BEI-a za benzen temeljene su na iznosu grani¢ne vrijednosti izloZenosti
(engl. Threshold Limit Value—Time-Weighted Average, TLV-TWA) od 0,5 ppm. Grani¢na
vrijednost izloZenosti je prosjec¢na koncentracija tvari u zraku na mjestu rada, u zoni disanja
radnika u odnosu na referentno razdoblje od osam sati, a iznad koje radnik ne bi smio biti
izlozen tijekom rada u punoj smjeni.!®

Europska kemijska agencija (engl. European Chemicals Agency, ECHA) predlozila je
bioloSku grani¢nu vrijednost (engl. Biological Limit Value, BLV) za izlozenost benzenu koja
iznosi 2 pg S-PMA po gramu kreatinina i 0,7 pg benzena po litri mokrace.'®

Bioloska grani¢na vrijednost (BGV) za izloZenost benzenu u Pravilniku o zastiti radnika
od izloZenosti opasnim kemikalijama na radu, grani¢nim vrijednostima izloZenosti 1 bioloskim
grani¢nim vrijednostima (NN 91/2018) preuzeta je iz europskih direktiva 1 iznosi 46 ug S-PMA

po gramu kreatinina.
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2.4.1. S-PMA u mokraci kao biomarker

Koncentracija S-PMA u mokraéi nepusaca koji nisu profesionalno izlozeni benzenu
iznosi 1 — 2 pg po gramu kreatinina.'® U nekoliko je istraZivanja utvrdena znacajna pozitivna
korelacija izmedu S-PMA u mokra¢i profesionalno izloZenih ispitanika i koncentracije benzena
u zraku.!"""” Boogaard i van Sittert?® procijenili su da bi prosje¢na koncentracija S-PMA u urinu
nakon osmosatne izloZenosti benzenu od 1 ppm (3,25 mg m™) iznosila 44 pug po gramu
kreatinina. U opcoj populaciji koja je izlozena benzenu zbog gradskog oneciS¢enja nije
ustanovljena korelacija izmedu benzena u zraku i S-PMA u mokraéi.’ U usporedbi s drugim
metabolitima benzena, S-PMA se €ini specificnim i1 pouzdanim biomarkerom za izloZenost
benzenu, unatod niskom stupnju biotransformacije benzena u S-PMA (0,005 — 0,3 %).%!

Van Sittert i sur.?’ proveli su istrazivanja u skupini radnika koji su potencijalno bili
izlozeni benzenu tijekom proizvodnje kemikalija, rada u rafineriji i postrojenjima za
proizvodnju prirodnog plina. S-PMA je, osim u mokra¢i radnika, odredena i u uzorcima
mokrace 48 kontrolnih ispitanika (28 nepusaca i 20 puSaca) koji nisu bili profesionalno izloZeni
benzenu, od kojih je 28 nepusaca i 20 pusaca. Koncentracije S-PMA u mokra¢i kontrolnih
osoba iznosile su < 2 — 6 ug g kreatinina i utvrdeno je da puSenje nema utjecaja na
koncentraciju S-PMA. U profesionalno izloZenih osoba odredena je koncentracija S-PMA do
543 pg g’ kreatinina, a ovisila je o radnom mjestu te o vremenu prikupljanja uzoraka (pocetak
1 kraj radne smjene i radnog tjedna). Izmjerene koncentracije bile su viSe na kraju radne smjene
1 krajem radnog tjedna. Nakon osmosatne izloZenosti benzenu iz zraka u koncentraciji od 1
ppm (3,25 mg m™), prosjecna koncentracija S-PMA u uzorcima mokraée koji su skupljeni na
kraju radnog vremena iznosila je 46 pg g! kreatinina.

U istraZivanju koje je ukljucivalo 42 ispitanika izloZenih benzenu utvrdeno je da pusenje
cigareta utjeCe samo na odredene metabolite (povecava se razina hidrokinona 1 mukonske
kiseline u mokraci, ali nema utjecaja na koncentraciju fenola, katehola, trihidroksibenzena i S-
PMA). U 42 ispitanika koji nisu bili profesionalno izlozeni benzenu, srednje vrijednosti svih
metabolita su bile vise u pusaca. Tako je, npr., koncentracija S-PMA u mokraéi pusaca bila

0,029 mg L', a u nepusaca 0,016 mg L 1.3
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2.4.2. ttMA u mokraci kao biomarker

Iako #MA nije specifican biomarker kao S-PMA, budu¢i da moze nastati u organizmu
iz sorbinske kiseline koja je konzervans u hrani, Aprea i sur.2* odredili su referentne vrijednosti
za ttMA u mokraéi op¢e populacije na uzorku od 376 ispitanika uporabom metode HPLC-UV.?
Maseni udio #/MA bio je u rasponu 15— 163 pg g! kreatinina. U nepusaca je odreden prosjecni
maseni udio od 41 ng g! kreatinina, u pusaca 70 pg g’ kreatinina, te u muskih nepusaca 37 ug
gl kreatinina i u Zenskih nepusaca 45 pg g’! kreatinina. Autori su zaklju¢ili da pusenje cigareta
1 spol znatno utjeu na razinu #MA u mokraci, za razliku od ostalih ¢imbenika, kao §to su

okolisni uvjeti, genetika, izlozenost preko koze ili udisanjem i drugo.

2.5. Analiticke tehnike za odredivanje koncentracije S-PMA u mokraci

S-PMA se izdvaja iz sloZene matrice bioloSkog uzorka ekstrakcijom organskim
otapalom ili uporabom ¢vrstog nosaca. Identifikacija i kvantifikacija zeljenog analita provodi
se kromatografskim tehnikama uz odgovarajuéi detektor. Volumen uzorka mokraée koji se rabi
za analizu u rasponu je od 0,5 mL do 10 mL.%7-2223:25

Za pretvorbu pre-S-PMA u S-PMA najceS¢e se rabi koncentrirana klorovodi¢na
kiselina.!-6.7:20.23

Sto se ti¢e vrste ekstrakcije, u istraZivanjima je najvise koristena tekuéinska ekstrakcija
(engl. Liquid Extraction, LE) s etil-acetatom kao otapalom.®’%2%23 Nedostatak ekstrakcije
otapalom je mogucénost zaostajanja vode u organskom ekstraktu koja moze izazvati razgradnju
nepokretne faze plinskokromatografske kolone i hidrolizu sredstava za silanizaciju analita.®
Voda se moZe odstraniti dodavanjem bezvodnog natrijevog sulfata u ekstrakt.!”?* Rjede se rabi
ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. Solid Phase Extraction, SPE).?®?" Prednosti ove ekstrakcijske
tehnike su ucinkovitije izdvajanje analita i pro¢iS¢avanje uzorka, dok su nedostaci manja
preciznost, dugotrajnost i relativno visoka cijena kolona sa sorbensom. Dugheri i sur.?® proveli
su mikroekstrakciju S-PMA na ¢vrstoj fazi uz uranjanje vlakna sa sorbensom u uzorak mokrace
(engl. Direct Immersion-Solid Phase Microextraction, DI-SPME). Glavne prednosti ove
metode su brzina izvodenja i nekoriStenje organskog otapala.

Najcesce instrumentne tehnike koje su se rabile za identifikaciju 1 kvantifikaciju S-PMA

u mokraéi su GC-MS®720-22.23.25 § HPL C-MS.!9:26:27
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Glavni nedostatak metode HPLC s UV ili fluorescentnom detekcijom je nemoguénost
nedvojbene identifikacije analita jer se zasniva samo na usporedbi vremena zadrzavanja spoja
u nepoznatom uzorku s vremenom zadrzavanja spoja analitickog standarda. Osim toga,
fluorescentna detekcija zahtijeva derivatizaciju s o-ftalaldehidom/merkaptoetanolom ili
monobromobimanom nakon hidrolize.'* Plinskokromatografske metode zahtijevaju metiliranje
ili trimetilsililiranje prije detekcije, a teku¢inskokromatografske metode omogucuju direktnu
analizu S-PMA bez prethodnog derivatiziranja. Detekcija metodom MS omogucéava
nedvojbenu identifikaciju analita jer daje informacije o strukturi spoja.!* Od imunokemijskih
metoda najceS¢e se rabi enzimski povezani imunosorbentni test (engl. Enzyme-linked
Immunosorbent Assay, ELISA) koja omogucava analizu velikog broja uzoraka u kratko
vrijeme uz dobru osjetljivost 1 nisku cijenu. Nedostatak je manjak specificnosti zbog krizne
reakcije antitijela te se stoga koncentracije blizu bioloskih grani¢nih vrijednosti moraju dodatno

potvrditi nekom instrumentnom metodom koja uklju¢uje nedvojbenu identifikaciju analita.’

2.5.1. GC-MS

Kako bi se plinski kromatograf povezao sa spektrometrom masa, analit je potrebno iz
plinskokromatografske kolone prevesti u vakuum spektrometra masa (1072 — 10”7 Torr). S
obzirom na to da kapilarne plinskokromatografske kolone imaju dovoljno mali protok plina
(0,5 — 1 mL min™'), moguée je izravno uvodenje plina nosioca u ionizacijsku komoru bez
naruSavanja vakuuma u spektrometru masa. Nakon razdvajanja analita na kromatografskoj
koloni dolazi do ionizacije ispitivane molekule u ionskom izvoru MS-a te potom 1 razdvajanja
fragmenata na osnovi njihovog omjera mase 1 naboja (m/z) u analizatoru koji potom u detektoru
daju informacije o strukturi molekule. Spektrometar masa kao detektor mozZe se koristiti na
nacin da se mjeri ukupna ionska struja (engl. Total Ion Current, TIC) pri cemu se detektiraju
svi 1oni koji nastaju ionizacijom spojeva izeluiranih iz kromatografske kolone kao funkcija
vremena, a moze se koristiti i na na¢in da se mjere intenziteti odabranih iona karakteristicnih
za pojedini spoj ili klasu spojeva kao funkcija vremena (tada je poboljSana osjetljivost 1
selektivnost). NajcéeS¢e koriSteni plinskokromatografski detektori koji rade na principu
spektrometrije masa su detektor selektivan za mase s kvadrupolnim analizatorom masa (engl.

Mass Selective Detector, MSD) 1 detektor stupica iona (engl. lon Trap Detector, ITD).
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Kemikalije

Tijekom pripreme uzoraka za analizu koriStene kemikalije su analiticki standardi S-
PMA (> 98,0 % Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) i S-PMA-d5 (TRC, Toronto, Kanada),
metanolna otopina klorovodiéne kiseline (1,25 mol dm™, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD),
klorovodic¢na kiselina (min. 36,5 %, Kemika, Zagreb, Hrvatska), natrijev sulfat (bezvodni, p.a.,
Kemika, Zagreb, Hrvatska), natrijev hidroksid, kreatinin i1 pikrinska kiselina (p.a., Kemika,
Zagreb, Hrvatska), etil-acetat, acetonitril i metanol (Cisto¢e za LC, Merck, Darmstadt,
Njemacka), N,O-bis(trimetilsilil)-trifluoroacetamid (BSTFA) + 1 % trimetilklorsilan (TMCS) i
N-mono(trimetilsilil)-trifluoroacetamid (MSTFA) + 1 % TMCS (Restek, Bellefonte, PA,
SAD).

Milli-Q-voda (deionizirana voda) pripravljena je prociS¢avanjem destilirane vode

pomocu sustava Millipore (Bedford, SAD).

3.2. Priprava standardnih otopina

Osnovna standardna otopina S-PMA (1 g L) pripremljena je otapanjem 10 mg S-PMA
u metanolu. Radna standardna otopina S-PMA (0,1 g L) pripravljena je razrjedivanjem
osnhovne otopine s metanolom.

Osnovna standardna otopina S-PMA-d6 (unutarnji standard, IS) (1 g L") pripremljena
je otapanjem 1 mg S-PMA-d6 u metanolu. Radna standardna otopina IS-a (5 mg L)
pripravljena je razrjedivanjem osnovne otopine s metanolom.

Sve otopine standarda pohranjene su na -20 °C 1 bile su stabilne tijekom 3 mjeseca.

Za izradu bazdarne krivulje za validaciju pripremljeno je osam standardnih otopina u
rasponu koncentracija 0,5 — 100 ug L' razrjedivanjem radnog standarda s metanolom. Nakon
toga, u I mL slijepog uzorka mokrace (uzorak u kojem nije detektirana S-PMA) dodano je po
40 pL tako pripravljene otopine i po 10 pL radne otopine IS. Masena koncentracija IS-a u
uzorcima za izradu bazdarne krivulje bila je 50 pg L.

Za izradu bazdarne krivulje za odredivanje masene koncentracije S-PMA u mokraci

ispitanika pripremljeno je Sest standardnih otopina u rasponu koncentracija 0,5 — 10 pg L.
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Masena koncentracija IS-a u uzorcima za izradu ove bazdarne krivulje i uzorcima mokrace

ispitanika bila je 5 ug L.

3.3. Instrumentacija i pribor

Za eksperimentalni dio rada koristeni su UV-VIS spektrofotometar (Cary 50, Varian,
Mulgrave, Australija), analiticka vaga (Mettler AE 200, Mettler-Toledo, Columbus, SAD),
centrifuga (Hettich Zentrifugen, Universal 320 R, Njemacka), vodena kupelj i termostat
(Instrumentaria, Zagreb, Hrvatska), upariva¢ (Pierce, Rockford, SAD), mijeSalica (Vibromix,
Tehtnica, Zelezniki, Slovenija), mikroStrcaljka od 10 pL. (Hamilton, Bonaduz, Svicarska),
automatske pipete 1 — 10 uL, 10 — 100 pL, 100 — 1000 pL i 1000 — 5000 pL (Eppendorf,
Hamburg, Njemacka) te odmjerne tikvice od 10 mL (Schott Boral, Pula, Hrvatska).

Uzoreci su analizirani uporabom plinskog kromatografa Trace 1300 (Thermo Scientific,
Milano, Italija) spregnutog sa spektrometrom masa ITQ 700 (Thermo Scientific, Austin, TX,
SAD) kod kojeg je detektor ionska stupica. Unutar pe¢nice instrumenta nalazila se kapilarna
kolona TG-5MS duljine 30 m 1 unutarnjeg promjera 0,25 mm. Kao nepokretna faza posluZio je
5 %-tni fenil- 1 95 %-tni metil-polisiloksan debljine sloja 0,25 pm proizvodaca tvrtke Thermo
Scientific (Runcorn, UK). Kao pokretna faza rabljen je helij stupnja Cistoce 6.0 (>99,9999 %)

uz protok od 1 mL/min.

3.4. Ispitanici

IstraZivanje je provedeno nad uzorcima mokrace 20 ispitanika, zaposlenika Instituta za
medicinska istrazivanja i medicinu rada u Zagrebu dobnog raspona od 29 do 65 godina. Uzorci
mokrace (10 — 20 mL) prikupljeni su u plasti¢ne posude na kraju radne smjene 1 analizirani u
roku od 24 sata od sakupljanja.

Istrazivanje je odobrilo Eti¢ko povjerenstvo Instituta za medicinska istrazivanja i
medicinu rada u Zagrebu. Prije prikupljanja uzoraka mokrace, ispitanici su upoznati usmenim
1 pismenim putem sa svrhom istrazivanja koje je provedeno u skladu s etickim nacelima
HelsinSke deklaracije. Nakon potpisivanja informiranog pristanka na sudjelovanje u
istrazivanju u sklopu diplomskog rada, ispitanici su ispunili priloZeni upitnik o navikama

pusenja i izloZenosti benzenu (Prilog).
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3.5. Ekstrakcija S-PMA iz uzoraka mokrace

U staklenoj epruveti s brusenim ¢epom promijeSan je 1 mL mokrace, 50 pL
klorovodiéne kiseline i 10 pL IS-a (masena koncentracija IS-a u uzorku: 10 pg L). Nakon
dodavanja 4 mL etil-acetata, svaki uzorak je promijesan na mijesalici 1 minutu i centrifugiran
10 minuta na 976 g pri sobnoj temperaturi. Po zavrSetku centrifuge, odijelio se gornji organski
sloj. Odijeljeni sadrzaj potom se stavio na uparavanje u struji dusika u vodenoj kupelji pri 40
°C. Na suhi ostatak dodalo se sredstvo za derivatizaciju (1 mL 1,25 mol dm™ HCI/CH;OH).
Nakon zagrijavanja 15 minuta pri 50 °C, derivatizirani uzorak se ponovno stavio na uparavanje
u struji dusika u vodenoj kupelji pri 40 °C, a na dobiveni suhi ekstrakt dodalo se 100 pL etil-

acetata.

3.6. Plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS)

Uzorak dobiven nakon ekstrakcije otapalom iduéeg je dana uneSen u
plinskokromatografski injektor. U injektor se unosio 1 pL uzorka.

Temperatura injektora bila je 250 °C, a temperatura meduspoja 280 °C. Temperatura
kolone od 50 °C odrzavana je 1 min te je poviSena na 170 °C, zagrijavanjem od 20 °C/min.
Nakon toga, kolona je zagrijana na 290 °C, porastom od 50 °C/min. Na konacnoj temperaturi
kolona je ostala 0,15 min. Temperatura ionskog izvora bila je 200 °C. Spektri masa snimani su
u rasponu m/z 50 — 300. Ionizacija je provedena elektronima pri energiji od 70 eV. Praceni su
ioni metiliranog analita: m/z 194 1 253 za S-PMA 1 m/z 199 i 258 za S-PMA-d6. Za
kvantifikaciju su se rabili ioni m/z 194 za S-PMA 1 m/z 199 za S-PMA-d6.

S-PMA je identificirana usporedbom vremena zadrZavanja analita u
plinskokromatografskoj koloni u nepoznatom uzorku i vremena zadrZavanja analitiCkog
standarda te usporedbom dobivenog spektra masa ispitivanog analita sa spektrom masa u
komercijalno dostupnoj bazi spektara masa NIST13. Za kvantitativno odredivanje analita

koriStena je metoda unutarnjeg standarda.

3.7. Optimiziranje uvjeta ekstrakcije S-PMA

Optimiziranje uvjeta ekstrakcije provedeno je na uzorku mokraée koji je pripremljen

tako da je masena koncentracija S-PMA iznosila 50 pg L. Kako bi se ispitale interferencije,
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uvijek je pripremljen i slijepi uzorak mokrace koji nije sadrzavao S-PMA i prolazio je isti
postupak kao i uzorak sa standardom. Ucinkovitost razli¢itih uvjeta ekstrakcije ispitana je
usporedivanjem povrsina ispod pika analita u ionskom kromatogramu. Najveca povrsina pika
odgovarala je najucinkovitijoj ekstrakciji. Sve su analize provedene u triplikatu.

Slijede¢i literaturne navode,>

pocetni uvjeti za ekstrakciju ukljucivali su 1 mL urina
koji je pomijesan s 50 puL klorovodi¢ne kiseline, ekstrahiran s 4 mL etil-acetata, centrifugiran
10 minuta pri 976 g, odijeljen organski ekstrakt uparen je do suha u struji duSika u vodenoj
kupelji na 40 °C, otopljen u metanolnoj otopini klorovodi¢ne kiseline, derivatiziran 15 minuta
na 50 °C, uparen do suha u struji dusika u vodenoj kupelji na 40 °C te otopljen u 100 pL

diklorometana.

3.7.1. Ispitivanje sredstava za derivatizaciju, uz dodatak bezvodnog natrijevog sulfata i bez
njegovog dodatka

Sredstva za derivatizaciju koja su se ispitala su N,O-bis(trimetilsilil)-trifluoroacetamid
(BSTFA) + 1% trimetilklorsilan (TMCS), N-mono(trimetilsilil)-trifluoroacetamid (MSTFA) i
klorovodi¢na kiselina (1,25 mol dm™) u metanolu (1,25 mol dm> HCI/CH3OH). Proveden je
postupak kao §to je opisano u poglavlju 3.7. s razlikom da se u odijeljeni organski ekstrakt
nakon centrifuge dodala 1 zli¢ica (oko 1 g) bezvodnog natrijevog sulfata. Napravljen je uzorak
kod kojih se preskocio postupak dodavanja bezvodne soli. Odijeljeni sadrzaj potom se stavio
na uparavanje u struji dusika u vodenoj kupelji pri 40 °C. Nakon toga, dodalo se odredeno
sredstvo za derivatizaciju (50 uL BSTFA + 1 % TMCS, 50 uL MSTFA + 1 % TMCS, odnosno
1 mL 1,25 mol dm™ HCI/CH3OH). U slu¢aju BSTFA i MSTFA, uzorak se nakon derivatizacije
u trajanju od 30 minuta pri 70 °C mogao odmabh rabiti za analizu GC-MS-om. Medutim, u
sluéaju 1,25 mol dm™ HCI/CH3OH, nakon derivatizacije u trajanju od 15 minuta pri 50 °C, prije
samog nanosSenja uzorka na kolonu plinskog kromatografa, uzorak se morao jo§ jednom upariti
u struji dusika u vodenoj kupelji pri 40 °C, nakon cega se na suhi ekstrakt dodalo otapalo

(diklormetan).

3.7.2. Ispitivanje pH-vrijednosti dodatkom klorovodicne kiseline

Kod pripreme uzorka, koja je opisana u poglavlju 3.7. ispitala su se tri volumena
klorovodic¢ne kiseline (50, 100 1 200 pL) za u€inkovitu pretvorbu pre-S-PMA u S-PMA u uzorku
mokrace volumena 1 mL. Pomoc¢u univerzalnog indikatorskog papira ispitala se pH-vrijednost

uzorka.
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3.7.3. Ispitivanje vrste otapala za ekstrakciju S-PMA

Otapala koja su se ispitivala za ekstrakciju su etil-acetat i acetonitril. Postupak
ekstrakcije opisan je u poglavlju 3.7. Osim razli¢itog volumena otapala (4 mL etil-acetata i 1
mL acetonitrila za ekstrakciju S-PMA iz 1 mL mokrace), ekstrakcija acetonitrilom je, prije
odvajanja gornjeg sloja, ukljucivala i pohranu uzorka pri -20 °C preko no¢i. Daljnji postupak,
nakon odvajanja tekuceg organskog dijela od zamrznutog vodenog dijela, bio je isti kao za etil-

acetat.

3.7.4. Ispitivanje volumena mokrace

U poglavlju 3.7. opisana je priprema uzorka s 1 mL urina, medutim, htjeli smo ispitati
utjecaj volumena mokrace na ucinkovitost ekstrakcije pa je ekstrakcija provedena i s 2 mL

mokrace.

3.7.5. Ispitivanje otapala za suhi ekstrakt

Nakon derivatizacije s 1,25 mol dm™ HCI/CH3OH, uzorci su se jo§ jednom uparili u
struji duSika u vodenoj kupelji pri 40 °C. Nakon toga, dobio se suhi ekstrakt u koji se dodalo

100 pL otapala. Otapala za suhi ekstrakt koja smo ispitivali su etil-acetat 1 diklormetan.

3.7.6. Ispitivanje uvjeta derivatizacije

Uvjeti derivatizacije s 1,25 mol dm™ HCI/CH3;OH koji su se ispitivali su volumen
sredstva (1 1 2 mL), temperatura pri kojoj se odvija derivatizacija i vrijeme potrebno za
zavrSetak kemijske reakcije. Provela se derivatizacija pri 50 °C u trajanju od 15 1 30 minuta te

pri sobnoj temperaturi (22 °C) u trajanju od 15 1 30 minuta.

3.8. Odredivanje masene koncentracije kreatinina u mokradi

U svakog ispitanika odredena je masena koncentracija kreatinina u mokraci
standardnom spektrofotometrijskom metodom po Jaffeu.?’ U 2 mL pikrinske kiseline (0,26 %)
dodano je 20 uL mokraée ispitanika i 2 mL 0,5 mol L' natrijevog hidroksida. Slijepi uzorak
pripravljen je na isti nacin, ali bez mokrace. Standard je pripravljen tako da je umjesto mokrace

dodano 20 pL standarda kreatinina (0,1 %). Svi su uzorci pripravljeni u duplikatu. U slijepom
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uzorku, standardu i uzorcima mokrace ispitanika izmjerena je apsorbancija na valnoj duljini

1=492 nm.

3.9. Validacija

Validacija analiticke metode je proces utvrdivanja prikladnosti metoda za uporabu u
odredenu svrhu.

Granica detekcije (engl. Limit of Detection, LOD) je najmanja koli¢ina analita koja se
moze odrediti, a koja se racuna na nacin da se masena koncentracija u uzorku na niskoj
koncentracijskoj razini pomnozi s 3 i podijeli s omjerom signala i Suma u tom uzorku (engl.

Ratio Signal to Noise, S/N):

masena koncentracija X 3
LOD = < .

N

Granica kvantifikacije (engl. Limit of Quantification, LOQ) je najmanja koli¢ina analita
koja se moZe mjeriti, a koja se racuna na nacin da se masena koncentracija u uzorku na niskoj

koncentracijskoj razini pomnozena s 10 podijeli s omjerom signala i Suma:

LOQ _ masena koncsntracija X10 .
N

Preciznost mjerenja predstavlja bliskost mjerenja pri istim uvjetima, a dobiva se na

nacin da se standardno odstupanje (engl. Standard Deviation, SD) podijeli s aritmeti¢kom

sredinom (engl. Average, AVG) i pomnoZi sa 100 %. dobiveni rezultat predstavlja relativno

standardno odstupanje (engl. Relative Standard Deviation, RSD):
SD
= 0,
RSD o X 100 %.
U ovom se istraZivanju mjerenje preciznosti provodilo na Sest replikata uzorka
standarda koncentracije 10 pug L™ i na Sest replikata uzorka standarda koncentracije 80 pg L.

Tocnost mjerenja predstavlja odstupanje dobivenog rezultata mjerenja od teorijske

vrijednosti. Racuna se na sljede¢i nacin:

v AVG
to¢nost = — — x 100 %.
teorijska vrijednost

Linearnost metode predstavlja ovisnost izmedu dvije varijable koja se moze prikazati
jednadzbom pravca u kojoj porastom vrijednosti jedne varijable, dolazi do promjene vrijednosti
druge varijable. U sklopu ovog istraZivanja, linearnost je ispitana u rasponu koncentracija 0,5

—100 pg L.
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3.10. Statisticka obrada podataka
Statisticka obrada rezultata provedena je primjenom programa STATISTICA for

Windows verzija 13,2 (StatSoft Inc., SAD). Zbog nesimetri¢ne raspodjele mjerenih parametara,
rezultati unutar grupa izrazeni su kao medijan 1 raspon, a za ocjenu znacajnosti razlike izmedu
pojedinih grupa primijenjen je Mann-Whitneyev U-test. Za prag statisticke znacajnosti odreden

je p<0,05.
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§ 4. REZULTATII RASPRAVA

Mokraca je najcesce koriSteni bioloski uzorak za procjenu izlozenosti benzenu buduci
da je lako dostupan, proces sakupljanja nije invazivan (za razliku od npr. uzorkovanja krvi) i
moze je se prikupiti u dovoljnim koli¢inama.’

U ovom radu optimizirani su uvjeti ekstrakcije i derivatizacije S-PMA iz mokrace uz
detekciju i kvantifikaciju analita GC-MS-om te je validirana metoda koristena za odredivanje
masene koncentracije S-PMA u mokraci nepusaca i puSaca. Naime, dosad objavljene metode
za analizu S-PMA u mokraéi primjenom GC-MS-a nisu ukljucivale optimiziranje uvjeta

ekstrakcije otapalom s ciljem postizanja $to veéeg analitickog povrata S-PMA >~

4.1. Optimiziranje uvjeta derivatizacije S-PMA

Derivatizaciju je potrebno provesti kako bi se S-PMA prevela u nepolarniji oblik i na
taj nacin dulje zadrzavala u nepokretnoj polidimetilsiloksanskoj fazi kapilarne kolone plinskog
kromatografa. Derivatizacijom se takoder postiZze povecanje hlapljivosti 1 termostabilnosti

spoja §to su osnovni uvjeti za plinskokromatografsku analizu.

4.1.1. Izbor sredstva za derivatizaciju S-PMA uz dodatak natrijevog sulfata ili bez njegovog
dodatka

Sredstva za derivatizaciju S-PMA koja su se u literaturi najvise rabila su HCl/CH;OH>"
722 i BSTFA.""? U sklopu istrazivanja ispitala su se 3 reagensa za derivatizaciju: BSTFA i
MSTFA uz dodatak 1 % TMCS koji je katalizator te 1,25 mol dm HCI/CH3;OH. MSTFA ima
prednost nad BSTFA jer je manje korozivan te stoga ne oste¢uje nepokretnu fazu. Utvrdeno je
da je najpogodnije sredstvo za derivatizaciju 1,25 mol dm™ HCI/CH3OH s obzirom na to da su
prilikom derivatizacije s BSTFA 1 MSTFA kromatografski pikovi znatno razvuceniji i manjih
povrsina u odnosu na pikove koji su se dobili uporabom 1,25 mol dm™ HCI/CH3;OH. Osim toga,
Sum bazne linijje kromatograma bio je znatno veci prilikom silanizacije, nego prilikom
metiliranja. Razlog loSe kvalitete pikova moze biti zaostatak vode u organskom ekstraktu koja

dovodi do hidrolize silaniziranog derivata.
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Kako bi se uklonila eventualno zaostala voda u organskom sloju nakon ekstrakcije, u
uzorak je dodan bezvodni natrijev sulfat. PovrSina pika silaniziranog analita se povecala oko
20 %, ali su najuzi pikovi s najve¢om povrsinom te kromatogram s najmanjim Sumom bazne
linijje dobiveni metiliranjem bez dodatka soli. Budu¢i da je natrijev sulfat vezao oko 10 %
metiliranog analita, zakljucilo se da je metiliranje najucinkovitije kad se u odvojeni gornji sloj

nakon centrifugiranja ne dodaje sol.

4.1.2. Optimiziranje uvjeta derivatizacije

Slijedec¢i literaturne navode, ispitani su temperatura i vrijeme derivatizacije te volumen
metilirajuéeg sredstva.’~7-?2 U ovom je pokusu koristen uzorak s masenom koncentracijom S-
PMA od 100 pg L' $to je, prema procjeni, najveéa koncentracija koju se ocekuje kod
profesionalne izloZenosti benzenu. Derivatizacija uzorka s 1 1 2 mL sredstva provodila se 15 i
30 minuta pri sobnoj temperaturi od 22 °C i pri 50 °C. Oko 15 % veca povrsina pika dobivena
je nakon derivatizacije pri 50 °C, bez obzira na vrijeme trajanja postupka. Radi ustede vremena,

u daljnjim je pokusima koriStena derivatizacija od 15 minuta pri 50 °C.

4.2. Optimiziranje uvjeta ekstrakcije S-PMA iz mokrace

Ekstrakciju uzorka urina potrebno je provesti kako bi se S-PMA iz mokrace odvojila od
ostalih metabolita prisutnih u urinu. Ispitali su se sljede¢i parametri: optimalni pH mokrace za
ekstrakciju, vrsta otapala za ekstrakciju, volumen mokrace 1 najpogodnije otapalo za suhi

ostatak nakon uparavanja ekstrakta.

4.2.1. Zakiseljavanje uzorka klorovodicnom kiselinom

Zakiseljavanje uzorka mokrace potrebno je provesti kako bi se pre-S-PMA pretvorila u
S-PMA. Za tu svrhu koristila se 36,5 %-tna klorovodi¢na kiselina i na taj nacin pH-vrijednost
urina snizila sa 6 — 8 na 2. Ispitana su 3 razli¢ita volumena klorovodi¢ne kiseline (50, 100 i 200
puL). Volumen kiseline nije utjecao na ucinkovitost ekstrakcije te je zaklju¢eno da je dovoljno

radi uStede dodati 50 pL klorovodi¢ne kiseline.
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4.2.2. Izbor otapala za ekstrakciju

Kao sredstvo za ekstrakciju S-PMA najée$¢e se rabi etil-acetat.”’?>?* U jednom je
istrazivanju provedena ekstrakcija acetonitrilom! te smo stoga ispitali oba otapala. Slijede¢i
literaturne nalaze volumen etil-acetata koji se dodao prilikom pripreme uzorka je 4 mL, a
acetonitrila 1 mL na I mL uzorka mokrace. Etil-acetat se pokazao boljim izborom kao sredstvo
za ekstrakciju u odnosu na acetonitril, Sto se vidjelo na uzim i znatno ve¢im (oko 30 %)

kromatografskim pikovima u kromatogramu.

4.2.3. Optimiziranje volumena mokrace za ekstrakciju

S ciljem povecanja osjetljivosti metode, ispitao se volumen uzorka mokrace za
ekstrakciju (1 1 2 mL) uz uporabu 4 mL etil-acetata. Omjer mokrace i etil-acetata 1:4 pokazao
se kao bolji jer je dao uze pikove uz manji Sum bazne linije kromatograma. Naime, pri manjem
omjeru mokrace i etil-acetata (1:2), bilo je tesko izdvojiti organski dio ekstrakta bez da se
povuce dio sluzi na granici slojeva koja je znatno narusavala kvalitetu kromatograma. Omjer

1:4 koristen je i u veéini drugih istraZivanja.>’??

4.2.4. Izbor otapala za suhi ekstrakt

Suhi ekstrakt, dobiven nakon uparavanja uzorka, koji se derivatizirao s 1,25 mol dm™
HCI/CH30H, u struji dusika pri 40 °C, otopio se u 100 pLL diklormetana, odnosno u 100 pL etil-
acetata. Etil-acetat pokazao se prikladnijim otapalom s obzirom na to da ima viSe vreliSte u
odnosu na diklormetan (77,1 °C u odnosu na 39,6 °C), §to je onda pogodnije za analizu
metodom GC-MS. Naime, pocetna temperatura kapilarne kolone obi¢no je 20 °C niza od
vreliSta otapala kako bi se fokusiranjem na koloni postigli uski 1 simetri¢ni pikovi koji se mogu
lako integrirati pri izracunavanju povrSine pika. Uporabom etil-acetata pocetna temperatura
kolone bila je niza od vrelista etil-acetata za 20 °C 1 iznosila je 50 °C, $to je znatno smanjilo
trajanje analize u usporedbi s uporabom diklormetana kad je pocetna temperatura kolone bila
niza (35 °C). ViSom pocetnom temperaturom se znatno smanjilo 1 vrijeme potrebno za

postizanje pocetnih temperaturnih uvjeta kolone za sljede¢u analizu.
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4.3. Rezultati validacije analiticke metode

Analiza S-PMA u mokraci provedena je uz primjenu uvjeta ekstrakcije opisanih u

poglavlju 3.5 1 kromatografskih uvjeta opisanih u poglavlju 3.6.

Slika 4. prikazuje ionske kromatograme uzorka mokraée u koji je dodana S-PMA u

koncentraciji od 50 ug L' i ispitanika s koncentracijom S-PMA od 2,5 pg L.
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Slika 4. Tonski kromatogrami uzorka mokrace u koji je dodana S-PMA u koncentraciji

od 50 ug L' (gornja slika) i ispitanika s koncentracijom S-PMA od 2,5 ug L' (donja slika).
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Optimizirani uvjeti ekstrakcije i analize omoguc¢ili su u¢inkovito razdvajanje ispitivanog
analita od ostalih prisutnih sastojaka. Na mjestu zadrzavanja analita u kromatogramu nisu bile
prisutne interferencije, a Sum bazne linije bio je nizak. S ciljem izbjegavanja pojava dodatnih
pikova pri ve¢im temperaturama kolone zbog necisto¢a prisutnih u sloZzenoj matrici uzorka,
nakon programiranog zagrijavanja do 290 °C kolona je ostala na toj temperaturi jos§ 0,15 min.

Bazdarna krivulja izradena je u rasponu od 0,5 — 100 pg L' s koeficijentom (R?) >
0,9996 sto upucuje na linearnost odziva detektora u ispitivanom koncentracijskom podrucju.

Postignute granice detekcije (0,03 pg L) i kvantifikacije (0,09 pg L) usporedive su s
literaturnim vrijednostima dobivenim metodom GC-MS uz ekstrakciju DI-SPME* te
uporabom metode HPLC-MS uz ekstrakciju otapalom!® i SPE.?” Validirana metoda znatno je
osjetljivija od prethodno objavljenih metoda uz uporabu GC-MS-a i ekstrakciju etil-acetatom

kod kojih je postignuta granica detekcije bila u rasponu 1 — 5 pg L1.67-2223

Tablica 1. prikazuje rezultate odredivanja preciznosti 1 tocnosti metode za odredivanje

masene koncentracije S-PMA u mokraci.

Tablica 1. Preciznost i tocnost pri odredivanju masene koncentracije S-fenilmerkapturne

kiseline (S-PMA) u mokraci (n = 6).

Analit y (ug LY Preciznost (RSD %) Toénost (%)
10 6,4 95,5
§-PMA 80 3,1 98,0

RSD - relativno standardno odstupanje

Preciznost, izrazena kao relativno standardno odstupanje (RSD), bila je < 7 % Sto
upucuje na dobru preciznost mjerenja 1 u skladu je s prethodno objavljenim
vrijednostima.%7-?223
Tocnost veca od 95 % za obje ispitivane koncentracijske razine bila je bolja u usporedbi

s to¢nosti prethodno objavljenih metoda koje su bile veée od 80 %.”-*?

4.4. QOdredivanje masene koncentracije S-PMA u mokradi ispitanika

PredloZzena metoda primijenjena je za odredivanje masene koncentracije S-PMA u

mokraci 20 ispitanika u dobi od 29 do 65 godina koji nisu bili profesionalno izloZeni benzenu
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1 koji stanuju u razli¢itim dijelovima grada Zagreba. Medu njima je bilo 10 nepusaca i 10
pusaca, koji su pusili 2 do 20 cigareta dnevno. Rezultati analize su korigirani s obzirom na
sadrzaj kreatinina S§to je propisano Pravilnikom o zastiti radnika od izlozenosti opasnim
kemikalijama na radu, grani¢nim vrijednostima izlozenosti 1 bioloskim grani¢nim
vrijednostima (NN 91/2018).

Raspon i medijan masenih koncentracija S-PMA u mokra¢i ispitanika te znacajnost

razlike u koncentraciji medu grupama prikazani su u Tablici 2.

Tablica 2. Raspon i medijan masenih koncentracija S-PMA u mokraci ispitanika te znacajnost

razlike u koncentraciji medu grupama.

Mann-
. 1 -1
Ispitanici Medijan .(Jf./ HE 8 Raspon (.y / He e Whitneyjev
kreatinina) kreatinina)
U-test
Nepusaci (N =10) 0,2 0,1-2,3 —~0.014
Pusadi (N = 10) 0.8 03-58 P

U svim su uzorcima koncentracije bile iznad granice kvantifikacije.

Masena koncentracija S-PMA u mokra¢i pusaca bila je znacajno visa od koncentracije S-PMA
u mokraéi nepusaca. Masene koncentracije u svim su uzorcima bile nize od 10 pug L' $to je u
skladu s masenim koncentracijama koje se o¢ekuju u populaciji koja nije profesionalno izlozena

benzenu.?
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§ 5. ZAKLJUCAK

U sklopu ovog istrazivanja optimizirani su uvjeti ekstrakcije S-PMA iz mokrace te je
razvijena 1 validirana metoda za kvantitativno odredivanje ispitivanog analita vezanim
sustavom GC-MS. Volumen uzorka, vrsta i volumen otapala za ekstrakciju te uvjeti
derivatizacije analita imali su znacajan utjecaj na ucinkovitost ekstrakcije analita iz uzorka
mokraée. Metoda je upotrijebljena za odredivanje masene koncentracije S-PMA u mokraci 20
ispitanika koji nisu bili profesionalno izloZeni benzenu. Utvrdeno je da su puSaci imali znacajno
viSu koncentraciju S-PMA u mokraci u usporedbi s nepusacima. Razvijena metoda je brza,
osjetljiva, precizna i to¢na te se njenom primjenom omogucuje uspjesna procjena izlozenosti

benzenu iz okolisa kao i na radnom mjestu.
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§7. DODATAK

INFORMIRANI PRISTANAK NA SUDJELOVANJE U ISTRAZIVANJU U
SKLOPU DIPLOMSKOG RADA

NAZIV ISTRAZIVANJA: ,,Optimiziranje uvjeta analize S-fenilmerkapturne kiseline u

mokracdi primjenom vezanog sustava plinski kromatograf-spektrometar masa*

MIJESTO ISTRAZIVANJA: Institut za medicinska istraZivanja i medicinu rada (IMI),
Zagreb

IME I PREZIME VODITELJA ISTRAZIVANIJA (ispitiva¢ i mentor): doc. dr. sc. Irena Bréi¢

Karaconji, dipl. ing. med. biokem., ERT, v. znan. sur.

IME I PREZIME DIPLOMANDA: Doroteja Cindri¢, univ. bacc. chem. (diplomski

sveuciliSni studij Kemija, Prirodoslovno-matematicki fakultet SveuciliSta u Zagrebu)

Postovana/PosStovani,

pozivamo Vas da u svojstvu ispitanika sudjelujete u znanstvenom istrazivanju u sklopu kojeg
¢e se razviti metoda za detekciju S-fenilmerkapturne kiseline (S-PMA) mokraci. S-PMA se
smatra specificnim pokazateljem izloZenosti benzenu kod opce populacije 1 pri profesionalnoj
1zlozenosti. Ispitanicima se nece isplacivati naknada za sudjelovanje u istrazivanju.

Voditelj istrazivanja 1 ispitivac je doc. dr. sc. Irena Br¢i¢ Karaconji, dipl. ing. med. biokem.
Istrazivanje se provodi u svrhu izrade diplomskog rada i1 provest ¢e se u Jedinici za analiticku
toksikologiju i mineralni metabolizam u IMI-ju. Izvor financiranja su sredstva programskog
financiranja javnih znanstvenih instituta koja je doznacilo Ministarstvo znanosti i obrazovanja
Republike Hrvatske. Molimo Vas da pazljivo procitate ovaj Informirani pristanak na
sudjelovanje u istrazivanju u kojem se objasnjava zaSto se ispitivanje provodi 1 koji bi mogli
biti rizici za VaSe zdravlje ukoliko pristanete na sudjelovanje.

U slucaju da ne razumijete bilo koji dio Informiranog pristanka molimo Vas da se za objasnjenje
obratite ispitivacu u istrazivanju. Vase sudjelovanje u ovom ispitivanju je dobrovoljno 1 moze

se u bilo kojem trenutku povuc¢i. Ukoliko odlucite sudjelovati u ovom istrazivanju od Vas ¢e se
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traziti da potpisete Informirani pristanak uz naznaku datuma. Informirani pristanak potpisuje i
istraziva¢, a potpisanu presliku Informiranog pristanka dobit ¢ete osobno prije pocetka
navedenog istrazivanja. Original potpisanog Informiranog pristanka nalazi se kod istrazivaca
ovog ispitivanja.

Istrazivac koji provodi ovo istrazivanje nece primiti nikakvu financijsku naknadu.

PODACI O ISTRAZIVANJU

Benzen je hlapljivi aromatski ugljikovodik koji se moze nalaziti u otapalima u proizvodnji boja,
premaza, gume, sredstava za odmascivanje, u kemijskoj industriji i laboratorijima. Glavni
okolisni izvori izloZenosti benzenu su ispusni plinovi motornih vozila i duhanski dim. U
organizam se unosi uglavnom udisanjem. Medunarodna agencija za istrazivanje raka uvrstila
je benzen u skupinu ljudskih kancerogena.

S-fenilmerkapturna kiselina (S-PMA) u mokra¢i smatra se specificnim pokazateljem
profesionalne izloZenosti benzenu te je stoga uvrStena u Pravilnik o zastiti radnika od
izlozenosti opasnim kemikalijama na radu, grani¢nim vrijednostima izlozenosti i bioloskim
grani¢nim vrijednostima (NN 91/2018). S-PMA u mokra¢i uzorkovanoj na kraju radne smjene
smije iznositi do 46 ng/g kreatinina.

Cilj ovog istrazivanja je optimizirati osjetljivu i specifi¢nu analitiCku metodu za odredivanje
masene koncentracije S-PMA u mokra¢i primjenom plinske kromatografije spregnute sa
spektrometrijom masa (GC-MS). Predlozenom metodom odredit ¢e se postoji 1i znacajna
razlika u masenoj koncentraciji S-PMA u mokraci nepuSaca (N=10) i pusaca (N=10) s obzirom
na to da je cigaretni dim jedan od glavnih izvora benzena u okoliSu.

Procijenjeno trajanje istrazivanja je 1 mjesec. IstraZivanje se provodi na jednoj skupini odraslih
ispitanika (18 — 65 godina), a postojat ¢e samo jedan susret ispitanik-ispitivac 1 to u trenutku
prikupljanja podataka upitnikom 1 preuzimanja uzorka mokrace.

Za potrebe istrazivanja molimo Vas da potpiSete Informirani pristanak i ispunite popratni
upitnik.

Ispitivac ¢e od Vas preuzeti uzorak urina (10 mL) koji ¢ete prikupiti u plasti¢nu posudu s cepom
na kraju radne smjene i to uz postivanje svih mjera za suzbijanje epidemije bolesti COVID-19
koje ¢e u navedenom trenutku biti propisane od strane nadleznih tijela. U tom ¢e se uzorku
odrediti koli¢ina S-PMA te ¢e se istraziti povezanost s izlozeno$¢u cigaretnom dimu.
MOGUCI RIZICI I NEUGODNOSTI

Ovo istrazivanje ne ukljucuje nikakav rizik osim uobi¢ajenog svakodnevnog rizika.
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MOGUCE KORISTI

Ispitanici, kao niti ispitivac koji provodi ovo istrazivanje nece imati izravnu medicinsku korist
od sudjelovanja u ispitivanju.

POVJERLJIVOST I ZASTITA OSOBNIH PODATAKA

Svi uzorci bit ¢e kodirani (brojem i slovima) za trajno osiguranje Vase anonimnosti i privatnosti
i pohranjeni u IMI-ju. Podaci se smiju rabiti samo u znanstvene svrhe (izrada diplomskog rada
1 objavljivanje znanstvenih radova), bez objave privatnih podataka (imena, prezimena, adresa,
podaci o ispitaniku), a podaci za kontakt nece se objaviti 1 bit ¢e zasticeni u bazi podataka bez
pristupa neovlastenih osoba.

GDPR

Ispitanici ¢e biti upozoreni kako svojim potpisom ujedno potpisuju suglasnost za uporabu
kodiranih podataka i mogucih ostatka kodiranih uzoraka za daljnja znanstvena istrazivanja.
Prema zakonu o zaSiti podataka Europske unije (Direktiva o zastiti podataka koja je 25. svibnja
2018. zamijenjena Opéom uredbom o zastiti podataka), istraziva¢ donosi vazne odluke u
koriStenju i otkrivanju Vasih osobnih podataka te ¢e kao ,,kontrolor* biti zajednic¢ki odgovoran
za poStivanje tog zakona.

Putem istrazivaca imate pravo pristupiti svim prikupljenim podacima te traziti njihove ispravke
ako su netoc¢ni tijekom provodenja istraZivanja.

Imate pravo na prituzbu na nacin kako se postupa s VaSim podacima, a mozete je uputiti
nadleZznom odgovornom tijelu za provodenje zakona o zaStiti osobnih podataka. Popis
nadleznih  tijela u  Europskoj wuniji  dostupan je na ovoj poveznici:
http://ec.europa.eu/justice/data-protection/article29 /structure/ data-protection-
authorities/index en.htm. Za Republiku Hrvatsku nadlezno tijelo kojem mozete uputiti prituzbu
je Agencija za zastitu osobnih podataka, Selska cesta 136, 10 000 Zagreb.

Ako se povucete iz istrazivanja, podaci prikupljeni prije Vaseg povlaenja neée se dalje
obradivati.

Imate pravo traZiti da se uniste svi prethodno prikupljeni uzorci.

Ovo se istrazivanje moze provesti samo prikupljanjem i koriStenjem VaSih osobnih podataka
na nacin opisan u ovom informiranom pristanku te u njemu mozete sudjelovati samo ako na to

pristanete.
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Ako imate bilo kakvih pitanja, komentara ili prituzbi u vezi s na¢inom na koji se postupa s
Vasim podacima, najprije trebate kontaktirati istrazivaca, a on ¢e Va$ zahtjev proslijediti
osoblju odgovornom za zastitu podataka.

KORIST ZA ISTRAZIVACA

Rezultati istrazivanja bit ¢e koriSteni u svrhu izrade diplomskog rada i objave znanstvenih
radova.

TKO JE ODOBRIO OVO ISTRAZIVANJE

Ovo istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo IMI-ja.

DOBROVOLJNO SUDJELOVANJE

Sudjelovanje u ovome istrazivanju je u potpunosti dobrovoljno. Ukoliko odlucite da ne
sudjelujete u istrazivanju, mozete u bilo kojem trenutku prekinuti svoje sudjelovanje u
istrazivanju. O takvoj odluci obavijestit Cete istrazivaca u pisanom obliku (ibrcic@imi.hr).
PITANJA O ISPITIVANJU I KONTAKT PODACI

Za dodatna pitanja o istrazivanju mozete se obratiti voditelju istrazivanja, doc. dr. sc. Ireni Brci¢

Karaconji, na email: ibrcic@imi.hr.

Svojim potpisom potvrdujem da sam informiran/a o ciljevima, prednostima 1 rizicima ovog

istrazivanja 1 pristajem u njemu sudjelovati.

Zagreb, god.

Ime 1 prezime ispitanika Potpis ispitanika

(tiskanim slovima)
Ja, istrazivaC (ispitivac), potvrdujem da sam usmeno pruzio potrebne informacije o ovom
ispitivanju 1 ponudio/dao presliku Informiranog pristanka potpisanog od strane ispitanika i

istrazivaca.

Potpis voditelja istrazivanja

doc. dr. sc. Irena Br¢i¢ Karaconji, ERT
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UPITNIK

SIFRA ISPITANIKA:

Godina rodenja: Spo: O M O Z

Adresa stanovanja (ulica, kué¢ni broj i mjesto):

Kontakt (telefon/e-mail adresa):

I1zlozenost cigaretnom dimu

[] Nepusac bez pasivne izloZenosti cigaretnom dimu

[ Pasivni pusa¢ — koliko ste sati dnevno izloZeni cigaretnom dimu?
— koliko je sati/minuta proteklo izmedu zadnje izlozenosti i
prikupljanja mokracée?
— gdje ste izlozeni cigaretnom dimu (kod kuce, na radnom mjestu,
na drustvenim dogadanjima)?

[ Pusac — broj popusenih cigareta dnevno:
— koliko sati/minuta je proteklo izmedu zadnje popusene cigarete i
prikupljanja mokrace?

IzloZenost otapalima u slobodno vrijeme (benzin, boje, ljepilo):
[ NE
[ DA - opisati:

od uobicajene?
NE
[ DA - opisati:

Je li se Vasa izloZenost benzenu (cigaretni dim, izloZenost u slobodno vrijeme) u zadnja 24 sata razlikuje

Datum prikupljanja mokrace:

Vrijeme prikupljanja mokrace:
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§ 8. ZIVOTOPIS

Osobni podatci
Ime i prezime: Doroteja Cindri¢
Datum rodenja: 11. lipnja 1996.

Mjesto rodenja: Slavonski Brod

Obrazovanje
2003.—2011.  Osnovna Skola Antuna Kanizli¢a, Pozega
Osnovna Glazbena Skola, Pozega
2011.-2015.  Gimnazija Pozega
Srednja glazbena $kola PoZega
2015.-2019.  Preddiplomski studij kemije, Prirodoslovno-matematicki fakultet,

Sveuciliste u Zagrebu

Sudjelovanja u popularizaciji znanosti

2016. 9. Otvoreni dan Kemijskog odsjeka

2017. 10. Otvoreni dan Kemijskog odsjeka
2018. 11. Otvoreni dan Kemijskog odsjeka
2019. 12. Otvoreni dan Kemijskog odsjeka

Sudjelovanja na znanstvenim skupovima
1. D. Cindri¢, I. Krvari¢, N. Smre&ki, D. Vusak, B. Prugovecki, D. Matkovi¢-Calogovié,
Priprava, strukturna, termicka i spektroskopska karakterizacija pirolidino- i piperidino-
derivata glicina i glicinamida, Peti simpozij studenata kemicara, Prirodoslovno-

matematiCki fakultet, Kemijski odsjek, Zagreb, 2018.
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