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1. UVOD



1.1. Opce karakteristike fenola

Fenol, poznat jos i1 kao karbolna kiselina ili hidroksibenzen, je u svom ¢istom stanju u
obliku bezbojne do bijele krutine, a u komercijalnom obliku se najcesce koristi kao tekuc¢ina
karakteristi¢nog, neugodnog, slatkastog mirisa koji podsjeca na katran (1). Zajedno sa svojim
metabolitima je sastavni dio ljudskog organizma pa se tako fenol fizioloski u mokrac¢i moze
pronaci u koncentracijama 5-10 pg/ml, a jedan od metabolita, npr. p-krezol, u koncentraciji
20-200 pg/ml (2). Fenol se moze dobiti iz prirodnih izvora razgradnjom organskih materijala,
ali najveca kolicina se ipak dobija kemijskom sintezom.

Primjena fenola nalazi svoje mjesto u industriji, medicini i kozmetici. U industriji se
fenoli koriste za proizvodnju fenolnih smola koje se primjenjuju u gradevini, proizvodnji
uredaja, automobila i drvnih preradevina. Nadalje, fenoli se koriste za proizvodnju bisfenola
A, koji sluzi kao polazni spoj u sintezi plastike, i cikloheksanola, kaprolaktama i anilina koji
se koriste u industriji najlona i boja. U medicini se u malim koncentracijama (do 2,5% u EU)
koristi kao sastavni dio kapi za nos 1 usi, pastila za grlo, vodica za usta, ljekovitih masti 1
balzama te kao antiseptik i dezinficijens. Kozmeticki proizvodi poput lakova za nokte, boja,
odstranjivaca laka i1 boje, Sampona i sapuna prema propisima EU mogu sadrzavati do 1%
fenola u svom sastavu (3). Vazno je naglasiti i da su fenoli prisutni u duhanskom dimu te u
prehrambenim proizvodima napravljenim od dimljenog mesa i ribe (1).

phenolic resins
28%

bisphenol A
46%

cyclohexanol
13%

Slika 1. Primjena fenola (4)



1.1.1. Utjecaj fenola na ljudski organizam

Fenol ve¢ u niskim koncentracijama moZze imati nepovoljan utjecaj na ljudski
organizam, pa se tako radnici koji imaju poslove u industriji automobila, nafte, boja, najlona,
plastike i herbicida nalaze u neposrednoj opasnosti od otrovanja fenolom bilo putem oralne
primjene, preko koze, o€iju ili inhalacijom. Kako bi se sprijecilo moguce otrovanje, potrebno
je postaviti limite koncentracije fenola kojoj radnici mogu biti izlozeni u svojoj radnoj
okolini, pa tako, prema Americkoj agenciji za zastitu 1 prevenciju bolesti (engl. Center for
Disease Control and Prevention, CDC), granica dugotrajne izlozenosti fenolu za radno
vrijeme od 8 sati iznosi 7,8 mg/m>, dok je granica kratkotrajne izlozenosti postavljena na 16
mg/m> za vremenski period od 15 minuta (5).

1.2. Toksikologija fenola

Prema ATSDR-u (engl. Agency for Toxic Substances and Disease Registry) 1 NIOSH-
u (engl. National Institute for Occupational Safety and Health) fenol se svrstava u vrlo
toksiéne tvari koje imaju potencijal vrlo ozbiljno nastetiti ljudskom zdravlju. Cimbenici
poput: doze fenola, trajanja izlozenosti, na¢ina unosa fenola u organizam, Zivotnog stila,
prehrane, dobi i spola mogu utjecati na ocitovanje toksi¢nih posljedica na organizam, a prema
literaturnim podacima, ve¢ koli¢ina od 1 do 15 g (14-214 mg/kg tjelesne teZine na dan) oralno
unesenog fenola moze imati letalni u¢inak na ¢ovjeka pa se u literaturi moze pronaci da je
smrt nastupila ¢ak 10 minuta nakon 4,8 g oralno unesenog fenola (6).

Zahvaljuju¢i svom lipofilnom karakteru, fenol se, nakon inhalacije, ingestije ili kroz
kozu, vrlo brzo apsorbira, metabolizira reakcijama konjugacije i oksidacije (Slika 2) te
rasporeduje u organizmu, gdje ostvaruje svoje toksicne ucinke (7). Fenol podlijeze opseznoj
biotransformaciji prvog prolaska, brzo se konjugira s glukuronskom kiselinom ili sulfatom
(8). Preostali fenol mozZe se dalje transformirati oksidativnim metabolizmom kojim nastaju
hidrokinon 1 katehol. Metabolizam fenola je saturabilan 1 prema podacima iz eksperimentalnih
studija na ljudima 1 Zivotinjama, pri manjim dozama dominantni je put konjugacija sa
sulfatom, dok se povecanjem doze povecava 1 udio konjugacije s glukuronskom kiselinom, a
takoder 1 udio oksidativnog metabolizma (9).

Dovodi do denaturacije proteina, pucanja disulfidnih veza izmedu stanica keratina u
kozi, stvaraju se reaktivni metaboliti koji se vezu na proteine u tkivima i plazmi i dovode do
koagulacijske nekroze, a uzrokuje i depresiju srediSnjeg ziv€anog sustava koja je cesto
posljedica akutne izloZenosti u visokim koncentracijama. Organski sustavi koji su najvise
pogodeni toksi¢noS¢u fenola su koza, pluca, kardiovaskularni sustav, bubrezi i sredis$nji
ziv€ani sustav (6).
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Slika 2. Biotransformacija fenola u organizmu (10)

Kratkotrajna izlozenost visokim koncentracijama fenola moZe dovesti do ozbiljne
iritacije 1 opeklina na koZi, o¢ima, plu¢ima, u ustima 1 grlu, $to za posljedicu moze imati
oSteCenje vida 1 organa gastrointestinalnog sustava, nedostatak daha, kasalj, oSteenje i
nakupljanje vode u plu¢ima. Simptomi po kojima se takoder moZe posumnjati na akutno
otrovanje fenolom ukljucuju glavobolju, mu¢ninu, povracanje, vrtoglavicu, nesvjesticu, tamnu

mokracu 1 plavu boju usana i dijelova koZe, koja je posljedica smanjenog transporta kisika u
krvi (3, 11).

Kroni¢no trovanje fenolom se najceS¢e povezuje s profesionalnom izlozenoscéu
radnika u svojoj radnoj okolini, gdje su oni u neposrednom dodiru s manjim koncentracijama
fenola, ali duZi vremenski period (nekoliko mjeseci do nekoliko godina), te dolazi do
akumulacije fenola u tijelu. Dugotrajno nakupljanje fenola u organizmu dovodi do postupnog
smanjenja tjelesne tezine, povecane proizvodnje sline, slabosti 1 boli u miSi¢ima, upale,
iritacije 1 Zuckastog obojenja koze, povecanih vrijednosti jetrenih enzima, gastrointestinalnih
problema poput proljeva i iritacije crijeva te do vrlo ozbiljnih kardiovaskularnih bolesti kao
Sto su aritmija i ishemija srca (3).



1.3. Odredivanje fenola u bioloSkim uzorcima

Ulaskom u organizam fenol se vrlo brzo metabolizira i raspodjeljuje u tjelesne
tekuc¢ine poput krvi i mokrace iz kojih se mogu izuzeti uzorci za kvalitativnu i kvantitativou
analizu fenola u organizmu. Primarno mjesto eliminacije fenola je mokraca te se prema studiji
iz 1983. godine (Tesarova i Packova) u izloZenih osoba moze odrediti u koncentracijama 20-
200 mg/1 (12). Iako poluvijek eliminacije fenola ovisi 0 samom organizmu, dozi i mjestu
kontakta, procjenjuje se da je to vrijeme za fenol od 1 do 4,5 sata pa se unosom 0,01 mg/kg
tjelesne tezine u 24 h izluc¢i 90% fenola. Manji dio fenola se izlu€uje u fecesu 1 izdahnutom
zraku (6). Bioloske tekucine su slozeni uzorci i u organizmu fenol moze postojati kao
metabolit drugih spojeva ili sastavni dio unesene hrane pa je Cesto vrlo tesko prona¢i metodu
koja ¢e istovremeno biti osjetljiva, selektivna, jednostavna i1 brza za odrediti onu
koncentraciju fenola nastalu vanjskim izlaganjem, bilo u radnoj okolini ili slu¢ajnom unosom

(13).

Za odredivanje fenola u mokraéi potrebno je odrediti vrstu analize i postaviti uvjete
koji ¢e omoguciti dobijanje najboljih rezultata. U Tablici 1 su, prema smjernicama ATSDR-a,
sazete neke od metoda koje se koriste u svrhu odredivanja koncentracije fenola u uzorcima
mokrace (12). Uoceno je da je najceSce koriStena metoda plinska kromatografija te da se od
autora do autora razlikuje u pripremi uzorka i1 uvjetima analize. Za pripremu uzorka najcesce
se u literaturi mogu pronaéi razli¢ite metode ekstrakcije koje se kasnije kombiniraju s
kromatografskim tehnikama. Tako se npr. moze koristiti ekstrakcija tekuée-tekuée (Liguid-
Liquid Extraction, LLE) s toluenom, ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (Solid-Phase Extraction, SPE)
gdje postoji niz koraka pripreme uzorka, ili mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi (Solid-Phase
Microextraction, SPMFE) koja se temelji na ravnoteZi analita izmedu uzorka i ¢vrste faze na
kvarcnim vlaknima. Prilikom analize vaZzno je paziti koja se otapala koriste (npr. sulfatna,
perklorna ili klorovodi¢na kiselina) i pri kojoj se temperaturi radi. To je vazno kako bi se
osiguralo kvantitativno podrucje odredivanja koncentracija te kako ne bi doslo do raspadanja
drugih fenolnih ili fenolu sli¢nih supstancija koje bi mogle interferirati u analizi 1 onemoguciti
kvantifikaciju fenola. Ti razliCiti parametri analize utjeCu na granicu detekcije, odnosno na
onu najmanju koncentraciju fenola u nekom uzorku koju je moguce odrediti s odredenom
metodom. U Tablici 1 vide se podatci za isti instrument, npr. plinski kromatograf s
plamenoionizacijskim detektorom (engl. Gass Chromatography-Flame lonization Detector,
GC-FID), ali za razliCite uvjete pripreme uzorka, gdje su i razlicite granice detekcije (raspon
od 0,5 pg/ml do 0,1 mg/l). Osim GC-FID-a, za odredivanje fenola u mokra¢i koristi se i
plinska kromatografija s masenim detektorom (GC-MS), koja moZe biti udruzena i s
negativnom ionskom kemijskom ionizacijom (engl. Negative Chemical Ionization-Gass
Chromatography-Mass Spectrometry, NCI-GC-MS), zatim spektrofotometrija koja nije
povoljna za odredivanje smjesa, nego samo jednokomponentnih uzoraka koji ¢e imat
absorbanciju na to¢no odredenoj valnoj duljini, i na kraju visokoucinkovita tekucinska
kromatografija (engl. High-Performance Liquid Chromatography, HPLC), u Tablici 1
udruzena s elektrokemijskim detektorom, koja bi mogla pruziti najbolju osjetljivost za
kvantifikaciju fenola u bioloskim uzorcima (limit detekcije 2 ng/injektiranju) (12, 13).



Tablical. Granice detekcije fenola iz uzorka mokrace obzirom na razlicite pripreme uzorka i

razli¢ite instrumentalne tehnike (12)

2. GC-FID

3. GC-FID

4. GC-FID

5. GC-FID

6. GC-FID

7.Spektrofoto-
metrija

7. Spektrofoto-
metrija

1. Uzorak s dodanim
unutarnjim standardom se
ekstrahira s etil-acetatom 1
ekstrakt se analizira

2. Uzorak se mijesa s
fosfornom kiselinom i zbog
hidrolize konjugata pusta kroz
pretkolonu na 165°C (slobodni
1 konjugirani fenol) i analizira
3. Uzorak se hidrolizira na
sobnoj temperaturi i ekstrahira
s metil-terc-butil-eterom
(ukupni fenol) i analizira

4. Uzorak s dodanim
unutarnjim standardom se
hidrolizira s HoSOj4 1 ekstrahira
s etil-acetatom (sl. 1 konj.) i
analizira

5. Uzorak s dodatkom
unutarnjeg standarda se
destilira s H2SO4u posebnoj
aparaturi i destilat se direktno
ubacuje u GC (sl. 1 konj.)

6. Dva uzorka MOKRACAa
(prije 1 nakon izlaganja) se
hidroliziraju s HCI ili
perklornom kiselinom,
ekstrahira s dietil-eterom 1
direktno injektira u GC

7. Uzorak se zagrijava pod
povratnim hladilom s HCIO4,
otapalo se ekstrahira,
koncentrira i razdvaja TLC-om
Razvijanje kromatograma s p-
nitro-benzendiazonij
fluoroboratom, uklanja se
kvantitativno i otapalo
ekstrahira i analizira

7. Zakiseljena struja uzorka se
destilira, reagira s amonijakom,
N-kloro-sukcinimidom i Na-
nitroprusidom u baznom pH i

0,1 mg/l

0,5 pg/ml

0,3 mg/l

Handson
1

Hanrahan

1983.

Baldwin

1 sur.

1981.

Rick
1 sur.
1982.

Needham
1 sur.
1984.

Van
Roosmalen
1sur.

1981.

NIOSH
1994.

Bienick i
Wilczok
1986.

Amlathe
1 sur.
1982.



analizira

8. HPLC- 8. Uzorak se inkubira s Schalten-
elektro- glukuronidazom i sulfatazom 2 ng/injekciji  brand i
kemijski napH 51 3,7 °C, dodaje se Coburn
detektor H>S041 destilira i analizira 1985.

9. LLE- 9. Uzorak se podvrgava

GC-MS hidrolizi s vru¢om kiselinom i N M.-R. Lee

zatim ekstrahira s toluenom i
stavlja na analizu u aparat

10. NCI-GC- 10. Konjugati fenola se

MS hidroliziraju kiselinom do
slobodnog fenola, ekstrahira se 1 ng/ml
s toluenom i derivatizira do
penta-fluorobenzol ester

derivata

Znacenje kratica: GC-FID (Gas Chromatography-Flame Ionization Detector); HPLC (High Performance Liquid
Chromatography); LLE-GC-MS (Liquid-Liquid Extraction-Gas Chromatography-Mass Detector); NCI-GC-MS (Negative
Ion Chemical Ionization-GC-MS); N=nepoznato

ATSDR u svojim podacima, $to se vidi iz Tablice 2, za odredivanje fenola u krvi,
navodi samo GC-FID tehniku, iako se iz literature moze utvrditi da se koriste 1 ve¢ navedene
tehnike u Tablici 1, ali uz drugaciji postupak pripreme uzorka. U pripremi uzorka krvi ¢esto
se koriste enzimi B-glukuronidaza 1 sulfataza kako bi se odvojio konjugirani od slobodnog
fenola i time olaksala analiza i tumacenje rezultata.

Tablica 2. Analiza fenola u uzorku krvi (12)

1. GC-FID 1. Uzorak se ekstrahira s etil-
acetatom, ekstrakt se
koncentrira i analizira (sl.fenol) O'Grodnick
Stavlja se s krvnim stanicama <l mg/ml 1sur.
koje su prethodno odvojene i 1983.

inkubirane s B-glukuronidazom
1 sulfatazom na 37 °C, ekstrakt
se koncentrira i analizira

2. GC-FID 2. Uzorak s dodanim Handson
unutarnjim standardom se 0,1 mg/1 1
ekstrahira s etil-acetatom te se Hanrahan
ekstrakt koncentrira i analizira 1983.



1.4. Metode odredivanja

Priprema uzorka je vrlo vazan korak u cjelokupnoj analizi kako bi se iz kompleksnog
bioloSkog uzorka poput mokra¢e omogucilo dobijanje najboljih, odnosno napreciznijih
rezultata. U svakom bioloskom materijalu postoje endogene komponente koje mogu
interferirati s analitom te tako utjecati na rezultate analize. Kako bi se izbjegao taj utjecaj i
kako bi rezultati bili Sto vjerodostojniji, prije analize je potrebno ukloniti interferencije i
koncentrirati analit jer su koncentracije u uzorcima za analizu ¢esto vrlo niske (14).

U ovom radu se za pripremu uzoraka za analizu koristila tehnika ekstrakcije na ¢vrstoj
fazi (SPE), a sama instrumentalna analiza se odvijala metodom plinske kromatografije s
masenim detektorom (GC-MS).

1.4.1. Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi

Ekstrakcija je proces u kojem dolazi do odvajanja odredenih komponenti smjese na
temelju njihove razlicite razdiobe izmedu dva otapala koja se medusobno ne mijeSaju. Proces
ekstrakcije koristan je alat toksikoloskih analiza jer omogucava odvajanje analita od interesa
iz razli¢itih sloZenih uzoraka, §to naposljetku dovodi do koncentriranja analita i tocnijih
rezultata analize. Jedna od najce$¢ih metoda ekstrakcije za pripremu uzorka za analizu je
ekstrakcija na ¢vrstoj fazi.

Ekstrakcijom na Cvrstoj fazi najceS¢e se odjeljuju organski spojevi iz bioloskog
materijala na temelju njihovih razli¢itih afiniteta za nosace koji se nalaze u komercijalnim
kolonama. Kod SPE analit se razdjeljuje izmedu tekuce 1 ¢vrste faze koja ima jaci afinitet za
analit, nego otapalo u kojem je on otopljen (14). Cvrsta faza zadrzava analit, a ostale
komponente se ispiru i ne zadrzavaju se na nosacu, nego samo prolaze (15). Prema
stacionarnoj fazi, ekstrakcija na ¢vrstoj fazi moZe biti obrnutih faza gdje se nepolarni analit
zadrZava na nepolarnoj stacionarnoj fazi, a mobilna faza kojom se ispire je obi¢no polarna
(najcesce vodena), zatim normalnih faza gdje su 1 analit 1 stacionarna faza polarni, a mobilna
faza je nepolarna (npr. aceton, heksan-organska otapala) i1 naposljetku ion-izmjenjivacka
stacionarna faza koja zadrZava analit na temelju suprotnih elektrostatskih privlaenja izmedu
naboja analita 1 naboja odredenih fukncionalnih skupina koje su vezane za ¢vrstu fazu,
odnosno negativno nabijeni analiti se veZu na pozitivno nabijenu ¢vrstu fazu i obrnuto (16). U
pocetku razvoja ekstrakcije na ¢vrstoj fazi nosaci su najcesce bili od prirodnih materijala
poput silikagela, dok su se s unaprjedivanjem tehnike pojavili i novi trendovi u razvoju samih
nosaca koji su komercijalno dostupni ovisno o uzorku za analizu. Tako postoje neki materijali
koji imaju nisku specifi€nost za analit poput kemijski vezanih silikata, poroznih polimera,
nosaca na bazi ugljika, ali postoje 1 visoko specificni nosaci koji vezu odredeni kemijski spoj
ili funkcionalnu skupinu i to su npr. ionski izmjenjivaci, nosa¢i ograni¢enoga pristupa,
makrocikli¢ki nosaci, imunoafinitetni nosaci, molekulski tiskani polimeri, nanostrukturirani
nosaci (17, 18).



Proces ekstrakcije na ¢vrstoj fazi sastoji se od nekoliko koraka (Slika 3):

1. Kondicioniranje kolone podrazumijeva dodavanje male koli¢ine organskog otapala
(npr. metanol) kako bi se namocila stacionarna faza te kako bi doslo do oslobadanja vezanih
funkecijskih skupina, a zatim se dodaje voda kako bi se kolona pripremila za vodene uzorke.

2. Nanos$enje uzorka na kondicioniranu kolonu pod laganim vakuumom gdje dolazi do

vezanja analita na nosac u koloni.

3. Ispiranje kolone je korak u kojem se pokusava isprati §to vise necistoca vezanih za
nosac, a da se pri tome ne ispere analit. Pri tome je od iznimne vaznosti odabir otapala koji ¢e
omoguciti §to Cistiji uzorak s minimalnim gubitkom analita od interesa.

4. Eluiranjem se pomocu snaznog otapala koje ima veci afinitet za analit nego za
nosac u koloni, analit ispire s nosaca i skuplja za analizu.

UZOBAR:
Otapalo za _-"‘-"‘-""LH L 'F’“?Palu o Otapalo za
kondiciomiranje INTERFERENCIJE: & LEpIrannye gluiranje

~~ = > =

edeo g || ® o g
@ 9 i'zadrza e g
4o i (00" @
A A @
otpad skupljanje
| kone,
analita
Eondicioniranje E AL *
kolone Nanoienje uzorka Ispiranje kolomne Eluiranje

Slika 3. Proces ekstrakcije na ¢vrstoj fazi (SPE)

Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi kao i svaka druga metoda ima svoje prednosti, ali 1 neke
nedostatke. Obzirom na veliki izbor nosaca i otapala koja se mogu koristiti za razli¢ite uzorke
karakterizira je visoka selektivnost koja dovodi do c¢iS¢ih ekstrakata koji su dovoljno
koncentrirani za daljnu analizu, a samim time i1 do reproducibilnijih rezultata. Zatim, sam
proces ekstrakcije je prilicno jednostavan, a vrlo lako moZe postati i automatiziran. Mali
volumeni kolona i1 uzoraka ne zahtijevaju veliki utroSak organskih otapala §to je iznimno
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vazno za smanjenje troSkova, ali i oCuvanje ekosustava (19). Nedostatci ove metode su
mogucnost zacepljenja pora nosaca pa se prije nanosenja uzorka preporuca njegovo filtriranje
i centrifugiranje i nestabilnost silika gela u alkalnoj sredini (20)

1.4.2. Plinska kromatografija

NajceS¢e instrumentalne tehnike =za analizu wuzoraka u laboratorijima su
kromatografske metode koje omogucuju odjeljivanje, identifikaciju 1 kvantitativno
odredivanje odredenih kemijskih sastojaka u nekom uzorku. Karakterizira ih postojanje
stacionarne i mobilne faze, koja se razlikuje ovisno o vrsti kromatografske tehnike (21).
Uzorak se kroz kolonu raznosi mobilnom fazom, prolazi kroz stacionarnu fazu i ovisno o
afinitetu pojedinih komponenti iz uzorka za stacionarnu fazu, one se razdjeljuju i u razli¢itim
vremenskim razmacima dolaze na detektor koji ih identificira.

Na Slici 4 je prikazana shema plinskoga kromatografa s najvaznijim djelovima:
injektor, kromatografska kolona 1 detektor.

tnjerad
protoka
Eptica
-~
injektor geptum
detektor
/
regulacija tlaka \\\
f regulator
@ protoka *
kolona
P — |
spremuik plina |
fosafa kolonska ped

Slika 4. Shematski prikaz plinskoga kromatografa (22)

Plinska kromatografija (GC) je zbog svoje brzine, preciznosti i to¢nosti najcesce
koriStena kromatografska tehnika u analitickoj kemiji. U plinskom kromatografu stacionarna
faza je tekucina ili krutina smjeStena na inertnom nosacu stijenke kapilarne kolone, a mobilna
faza je kemijski inertan plin (helij, dusik, argon, ugljicni dioksid) koji raznosi uzorak po
aparatu. Da bi se neki uzorak mogao uopce analizirati plinskom kromatografijom on se mora
mo¢i dovesti u plinovito stanje pri radoj temperaturi aparata (do 400 °C), a da pri tome ne
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dode do njegove razgradnje. Nakon uparavanja, uzorak se injektira na poc¢etku kolone, raznosi
se mobilnom fazom do stacionarne faze, gdje dolazi do odvajanja komponenti uzorka na
temelju razli¢itih fizikalno-kemijskih svojstava. Nakon odvajanja komponente uzorka u
razli¢itim vremenima dolaze na detektor (23).

1.4.3. Masena spektrometrija

Masena spektrometrija je tehnika kojom se analiziraju i identificiraju molekule na
temelju njihovog omjera mase i naboja (m/z). Prvi korak u analizi je ionizacija molekula u
ionizatoru pri ¢emu nastaju molekulski ioni i nabijeni fragmenti koji se dalje provode u
analizator koji razdvaja ione u prostoru i/ili vremenu. On moze biti kvadrupolni, ionska
zamka, magnetski sektor, ,,time of flight" i o njemu ovisi brzina skeniranja uzoraka. Iz
analizatora, ioni idu na detektor gdje proizvode elektri¢ni signal koji se moze registrirati na
pisacu, racunalu ili nekom drugom uredaju (24). Maseni detektor moze raditi u scan nacinu,
koji analizira sve m/z koji se nalaze u uzorku, i u SIM nacinu (engl. Selected lon Monitoring),
koji analizira samo odredene setove m/z, §to omogucéava veci signal u jedinici vremena,
odnosno osjetljivost metode je puno veca (25)

1.4.4. Plinska kromatografija s masenom spektrometrijom (GC-MS)

Potreba za jasnom identifikacijom komponenata u sloZzenim bioloSkim 1 nebioloSkim
uzorcima dovela je do razvoja vezanih instrumentalnih tehnika, a jedna od takvih je Siroko 1
uspjeSno koriStena plinska kromatografija s masenom spektrometrijom (engl. Gas
Chromatography-Mass Spectrometry, GC-MS) (26). Ona je postala ,,zlatni standard" za
uspjeSno kvalitativno 1 kvantitativno analiziranje bioloskih uzoraka, sredstava ovisnosti,
otrova, medicinskih pripravaka, kako u forenzickoj, tako 1 u klini¢koj analizi. GC-MS je
analiticka metoda koja objedinjuje plinsko-tekucinsku kromatografiju (odjeljuje pojedine
komponente uzorka 1 kvantificira ih) 1 spektrometriju masa (identificira svaku od
komponenata pojedina¢no). Veza tih dviju tehnika medusobno povecava njihovu pojedinacnu
specificnost 1 osjetljivost ¢ime se omogucuje analitickom kemicaru da istodobno moze
kvantitativno 1 kvalitativno ucinkovito odrediti otopinu koja sadrzi veliki broj hlapljivih i
poluhlapljivih komponenata (27).
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Slika 5. Shematski prikaz plinskoga kromatografa s masenim spektrometrom (GC-MS) (28)

Uzorak se injektira u plinski kromatograf, gdje se prvo prevodi u plinovito stanje, a
zatim no$en strujom mobilne faze putuje do stacionarne faza u koloni i dolazi do medusobne
interakcije stacionarne faze i uzorka. Svaka komponenta uzorka se razli¢itom brzinom
(afinitetom) vezuje za stacionarnu fazu pa ¢e one koje najbrze stupaju u interakciju sa
stacionarnom fazi iza¢i iz kolone prve (eluirat ¢e se najbrze), i obrnuto. Osim vrste
stacionarne faze, utjecaj na brzinu analize ima i temperatura pa ¢e se poviSenjem temperature
one komponente koje imaju nize toCke vrenja eluirati brze s kolone. Nakon eluacije,
razdvojene komponente putuju prema detektoru koji u njihovoj prisutnosti stvara elektronski
signal, koji je veci, §to je koncentracija komponente veca. Taj signal se zatim prikazuje u
kompjuterskom programu 1 dobijamo kromatogram na kojem vidimo karakteristicne pikove,
koji predstavljaju signal koji se stvara kad se komponenta eluira s kolone 1 ude u detektor. Na
x-0si1 se nalazi retencijsko vrijeme, RT (vrijeme koje prode od trenutka injektiranja uzorka do
trenutka eluiranja, odnosno detekcije), a na y-osi je intenzitet signala koji je proporcionalan
koncentraciji odredene tvari (29).

Spektrometar masa prilikom svakog skeniranja stvara graficki prikaz. X-os predstavlja
omjer mase i1 naboja (m/z) karakteristican za odredenu kemijsku skupinu, a y-os prikazuje
intenzitet signala za svaku od komponenata koja je detektirana tijekom analize. Dobiveni
maseni spektar je za odredenu kemijsku tvar svaki put jednak pa se moze kazati da je maseni
spektar poput ,,otiska prsta" pojedine molekule koji sluzi za identifikaciju. Kompjutorski
programi su obi¢no povezani s bibliotekama spektara koje sluze kako bi se spektar iz baze
usporedio s analiziranim uzorkom te daje listu mogucih identifikacija sa statistickim
postotkom vjerojatnosti (30).

Dostupnost bogatih biblioteka spektara koje se stalno nadopunjuju i olakSavaju
identifikaciju nepoznatog analita je jedna od glavnih prednosti GC-MS-a (29). Osim toga,
visoka osjetljivost, preciznost, pouzdanost, selektivnost i male koli¢ine uzoraka potrebnih za
analizu ¢ine ovu tehnikom jednom od najkoriStenijih u analiti€¢kim laboratorijima.
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Jedan od glavnih nedostataka ove metode je neSto sloZenija priprema samog uzorka za
analizu, za razliku od npr. tekuéinske kromatografije s masenim spektrometrom (engl. Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry, LC-MS) 1 visoke temperature u instrumentu koje
onemogucavaju analizu termicki labilnih spojeva koji se raspadaju pri visokim
temperaturama. Nemogucnost ispitivanja nehljapljivih spojeva je takoder jedan od
nedostataka ove metode (31).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA
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Ciljevi ovoga rada bili su:

1. Razviti metodu odredivanja fenola plinskom kromatografijom s masenim
detektorom.

2. Ispitati optimalne uvjete rada plinskoga kromatografa s masenim spektrometrom pri
kojima je moguca kvantifikacija fenola u uzorku mokrace.

3. Odrediti razinu fenola (kvantifikacija) u bioloskom uzorku mokrace.

15



3. MATERIJALI Il METODE
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3.1. Uzorci

Zbog jednostavnosti rukovanja bioloskim uzorcima u ovom diplomskom radu obraden
je samo uzorak mokrace.

Za razvoj metode kojom se odredivala koli¢ina fenola u mokraci pripremljena su Cetiri
standarda otopine fenola s kloroformom, a za uzorak je uzet dobrovoljni uzorak mokrace
studenta.

3.1.1. Priprema standardnih otopina fenola

Standardne otopine fenola pripremljene su razrjedivanjem otopine fenola s
kloroformom na nacin prikazan u tablici 3. MIX 1, MIX 2 i MIX 3 prvo su injektirani u
instrument u volumenima 0,5 pl, 1 pl i 2 pl kako bi se vidjelo koja od tri postavljene metode
daje najbolji odziv signala, odnosno koja je od tri metode najprikladnija za daljni
eksperimentalni rad i1 odredivanje koncentracije fenola u uzorku. Osim toga, iz MIX-a 3
injektirani su volumeni: 0,2 pl, 0,3 pl, 0,4 ul, 0,6 ul i 0,8 ul kako bi se potvrdila najbolja
metoda i odredile granice detekcije 1 kvantifikacije.

Tablica 3. Uzorci standarda za razvoj metode
Naziv uzorka Sastav uzorka

995 ul kloroform + 5 ul fenol
900 ul kloroform + 100 pl MIX 1
900 pl kloroform + 100 pl MIX2

900 ul kloroform + 100 ul MIX3
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Za odredivanje koncentracije fenola koja se injektirala, pripremljena je smjesa otapala:
fenol:kloroform:izoamil = 25:24:1. Koriste¢i gustoéu fenola 1,07 g/cm® i poznati volumen
fenola u MIX-u 1 od 5 pl izracunata koncentracija fenola u pojedinom MIX-u iznosila je:

- MIX 1: 2 675 000 ng/ml
- MIX 2: 267 500 ng/ml

- MIX 3: 26 750 ng/ml

- MIX 4: 2 675 ng/ml

Iz MIX-a 3 i MIX-a 4 odredene su bazdarne krivulje. Iz MIX-a 3 pripremljene su
koncentracije 2675 ng/ml, 5350 ng/ml, 10700 ng/ml, 16050 ng/ml, 21400 ng/ml, a iz MIX-a 4
267,5 ng/ml, 535 ng/ml, 1070 ng/ml, 1605 ng/ml i 2140 ng/ml.

3.1.2. Uzorci za kvantitativnhu analizu fenola u mokraci

Kako prikazuje Slika 6, za kvantitativnu analizu fenola u mokraéi uzeta su tri razlicita
volumena mokrace u koje su dodani proizvoljno odredeni volumen MIX-a 2 (prikaz u Tablici
4). Uzorci 1, 2 1 3 su pripremljeni metodom ekstrakcije na ¢vrstoj fazi i kasnije analizirani
plinskom kromatografijom s masenim detektorom. (MIX 2 je nasumi¢no odabran za analizu).

Tablica 4. Uzorci za kvantifikaciju fenola

Uzorak Volumen MIX-a 2
30 pl
10 pl
100 pl

PoSW

Slika 6. Uzorci mokrace za kvantitativou
analizu fenola
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3.2. Kemikalije koriStene u eksperimentalnom radu
Popis kemikalija koje su koriStene u eksperimentalnom radu:
- Fenol
- Kloroform, p.a., Merck, Darmstadt, Njemacka
- Metanol, p.a., Merck, Darmstadt, Njemacka
- Diklormetan, p.a., Merck, Darmstadt, Njemacka
- Fostatni pufer (pH=6.90), Merck, Darmstadt, Njemacka

- Izoamil, Merck, Darmstadt, Njemacka

3.3. Postupak pripreme uzorka za analizu ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi (SPE)

Postupak ekstrakcije na ¢vrstoj fazi proveden je preko Visiprep vakuum kade za
ekstrakciju (Slika 7) uz pomo¢ komercijalnih kolona za SPE, C18 Bond Elut Certify tvrtke
Agilent Technologies, SAD Supelco. Kolona za ekstrakciju se aktivirala 1 kondicionirala s
Iml metanola i 1 ml fosfatnog pufera (pH=6,90), paze¢i pritom da ne dode do potpunog
suSenja kolone prije nanoSenja uzorka. Uzorak je zatim pod niskim tlakom (5 mm Hg) lagano
propusten kroz kolonu. Nakon nanoSenja uzorka, kolona je isprana s 1 ml fosfatnog pufera i
ostavljena na suSenju 3 minute. Analit je na kraju eluiran s 2 ml diklormetana 1 ostavljen da
ispari do suha u struji duSika. Suhi ekstrakt je otopljen u 1 ml diklormetana, nakon Cega je
prebacen u staklene tubice za GC-MS analizu.
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Slika 7. Vakuum kada za ekstrakciju s kolonama

3.4. Instrumentalna analiza GC-MS metodom

Uzorci su analizirani plinskim kromatografom sa spektrometrom masa, Shimadzu
GCMS-QP2010 (Slika 8). KoriStena je kapilarna kolona plinskog kromatografa, Restek, RTx-
SMS, duzine 30 m, promjera 0,25 mm i debljine filma nepokretne faze 0,25 um. Ukupan rad
instrumenta 1 obrada podataka kontrolirani su GC-MS racunalnim programom.
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Slika 8. Plinski kromatograf sa spektrometrom masa; Shimadzu GCMS-QP2010

3.4.1. Radni uvjeti GC-MS-a za analizu

Za razvoj kvantitativne metode odredivanja fenola u uzorcima mokrace postavljene su
tri razlicite skupine programskih parametara analize:

Metoda 1:

e volumen injektiranja: 1 pl (splitless)
e temperatura injektora: 250 °C
e protok plina nosioca: 1,2 ml/min

e ukupno trajanje temperaturnog programa: 10 minuta
- 60 °C 1 minutu
- 8 °C/min do 130 °C

Metoda 2:

e volumen injektiranja: 0,5 ul (splitless)
e temperatura injektora: 250 °C
e protok plina nosioca: 0,6 ml/min

e ukupno trajanje temperaturnog programa: 10 minuta
- 60 °C 0,7 minuta
- 12 °C/min do 170 °C

21



Metoda 3:

e volumen injektiranja: 1 pl (splitless)

e temperatura injektora: 250 °C

e protok plina nosioca: 1,54 ml/min

e ukupno trajanje temperaturnog programa: 10 minuta
- 60 °C 1 minutu
- 10 °C/min do 170 °C

Kromatografska analiza pripremljenih uzoraka izvedena je na plinskom kromatografu
sa spektrometrom masa metodom koja omogucava istovremeno snimanje ukupnog ionskog
kromatograma (engl. Total lon Chromatogram, TIC) u podru¢ju od 40 - 600 m/z i snimanje
samo odabranih iona (engl. Single lon Monitoring, SIM).
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4. REZULTATI
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Analizom dobivenih rezultata uoc¢eno je da je metoda 3 najprikladnija za odredivanje
koncentracije fenola u uzorku urina, sto se vidi iz Slike 9 1 Slike 10. Na Slici 9 prikazana je
usporedba sve tri metode ekstrakcije uzorka jednake koncentracije analita. Vidi se da su sva

tri pika na kromatogramu ispala dobro, ali da je najve¢i signal dobijen metodom 3.
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Slika 9. Slika prikazuje usporedbu tri postavljene metode za jednaku koncentraciju analita 1z

MIX-a 2 (metoda 1- crna linija, metoda 2- plava linija, metoda 3- roza linija)

-roza linija predstavlja metodu 3
-crna linija predstavlja metodu 1

-plava linija predstavlja metodu 2

24

.8-0‘ :



Slika 10 prikazuje usporedbu kromatograma za razli¢ite volumene injektiranja (0.1 pl,
0.2 pul, 0.4 pl, 0.6 pl i 0.8 pul) za MIX 3 metodom 3, snimano u SIM nacinu s postavljenim
retencijskim vremenom od 4.4 do 4.9. Sukladno povecanju volumena injektiranja poveéava se
i odziv detektora (signal), koji je prikazan na y-osi kromatograma i u korelaciji je s
koncentracijom fenola u uzorku. Na x-osi je prikazano retencijsko vrijeme fenola, odnosno
vrijeme u kojem se fenol pojavljuje na detektoru.
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Slika 10. Usporedba kromatograma iz MIX-a 3 za volumen 0,1 pl, 0,2 pl, 0,4 pl, 0,6 uli 0,8
pl metodom 3
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Slika 11 prikazuje bazdarnu krivulju za MIX 3, a na slici 12 vidimo povrSine ispod
krivulje (engl. Area under the Curve, AUC) za koncentracije iz MIX-a 3, koje su vazne za
odredivanje koncentracije fenola u uzorku.
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Slika 11. Graficki prikaz bazdarne krivulje za MIX 3
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Slika 12. Grafic¢i prikaz karakteristi¢nih povrSina ispod krivulje (AUC) za koncentracije iz

MIX-a 3
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Slika 13 prikazuje bazdarnu krivulju za MIX 4, a slika 14 karakteristine povrSine

ispod krivulje (AUC) za koncentracije iz MIX-a 4.
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Slika 13. Grafi¢ki prikaz bazdarne krivulje za MIX 4
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Slika 14. Prikaz karakteristi¢nih povrsina ispod krivulje (AUC) za koncentracije iz MIX-a 4
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Na Slikama 15 1 16 prikazani su kromatogrami za uzorak 1 i volumen MIX-a 2 od 30
ul (Slika 15) i za uzorak 2 i volumen MIX-a 2 od 10 pl (Slika 16) pusteni u TIC nacinu rada
GC-MS-a. Izra¢unate koncentracije fenola prema bazdarnoj krivulji MIX-a 4 metodom 3 su:

- uzorak 1: 593,74 ng/ml
- uzorak 2: 1080 ng/ml

Kromatogram uzorka 3 nije dao karakteristicne spektre fenola i nije bilo moguce
ocitati koncentraciju.
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Slika 15. Graficki prikaz kromatograma za uzorak 1 (koncentracija 593,74 ng/ml)
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Slika 16. Graficki prikaz kromatograma za uzorak 2 (koncentracija 1080 ng/ml)

Slika 17 prikazuje karakteristicne spektre masa dobivene masenim spektrometrom za
fenol. Na x-osi prikazana je vrijednost odnosa mase i naboja, a y-os prikazuje njihov
intenzitet. Usporedbom dobivenih spektara sa spektrima u bazama podataka identificirana su
Cetiri karakteristicna oblika fenola u uzorcima s omjerima m/z 40, 65, 66, 94.
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Slika 17. Karakteristi¢an spektar masa za fenol (m/z 40, 65, 66, 94)
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Analizom kromatograma za uzorak 3 (volumen MIX-a 2 od 100 pl) nije uocen
karakteristi¢an oblik krivulje fenola dobijen u uzorcima 1 i 2. Usporedbom masenog spektra s
bazom podataka nisu ocitani karakteristi¢ni spektri masa m/z za fenol.
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7. RASPRAVA
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S obzirom na Siroku primjenu fenola i toksi¢nost u koncentracijama od samo nekoliko
mikrograma po litri, koja ima ozbiljne posljedice na zdravlje ljudi, koji su direktno ili
indirektno izloZeni utjecaju fenola, posljednjih se nekoliko godina javila potreba za razvitkom
analitickih metoda koje ¢e omoguciti detekciju onih koncentracija fenola u mokraci koje jos$
uvijek ne predstavljaju potencijalnu smrtnu opasnost za ljudsko zdravlje. Stoga je cilj ove
eksperimentalne studije bio razviti metodu na plinskom kromatografu s masenim detektorom
(engl. Gas Chromatography-Mass Spectrometry, GC-MS) koja ¢e omoguciti kvalitativnu i
kvantitativnu detekciju fenola u uzorku mokrace, kao jednom od najcescih bioloskih uzoraka
u toksikoloskoj analizi.

Iako su sve tri postavljene metode, odnosno sve tri razliite skupine instrumentalnih
parametara, za jednaku koncentraciju analita, dale zadovoljavajuée pikove na kromatogramu
(poglavlje 4, Rezultati, Slika 9), analizom dobivenih rezultata uoceno je da je metoda 3, s
parametrima analize: volumen injektiranja: 1 pl (splitless), temperatura injektora: 250 °C,
protok plina nosioca: 1,54 ml/min i ukupno trajanje temperaturnog programa: 10 minuta (60
°C 1 minutu, 10 °C/min do 170 °C), najprikladnija metoda za odredivanje koncentracije
fenola u uzorku mokrace (najveci pik na kromatogramu, odnosno najveci signal), kojom je u
dva od tri analizirana uzorka mokrace uspjesno dokazano prisustvo i odredena koncentracija
fenola. U uzorku 1, analizom po metodi 3, je dobijena koncentracija fenola 593,74 ng/ml, a u
uzorku 2 1080 ng/ml.

Iz uzorka 3 nije uspjeSno kvantificiran fenol, a pretpostavka tomu je predobrada
uzorka za analizu. Predobrada uzorka za analizu GC-MS provodila se ekstrakcijom na ¢vrstoj
fazi (engl. Solid Phase Extraction, SPE) 1 otapanjem dobivenog suhog ekstrakta u
diklormetanu. SPE se sastoji od niza koraka u kojima moze do¢i do pogreske, koja je
najvjerojatnije dovela do nemogucénosti kvantifikacije fenola u uzorku 3. Medutim, sva su tri
uzorka istovremeno pripremljena na vakuum kadi za ekstrakciju istim postupkom u istom
vremenu, a iz dva uzorka je uspjesno odreden fenol pa je jedna od pretpostavki da je doslo do
pogreske u otapanju suhog ekstrakta u diklormetanu nakon suSenja u struji dusSika, a toj
sumnji pridonosi 1 ¢injenica brojnih znanstvenih radova koji su za pripremu uzorka za analizu
koristili upravo SPE, a koji tvrde da je ona jedna od selektivnijih, jednostavnijih 1
reproducibilnijih tehnika za obradu uzorka prije instrumentalne analize (32). Osim toga,
postoji vjerojatnost da je doSlo do zagadenja uzorka nakon otapanja, Sto nije omogucilo
dobijanje reprezentabilnog rezultata.

Nadalje, oslanjaju¢i se na znanstveni rad skupine autora koji su odredivali
koncentraciju fenola u tjelesnim teku¢inama nakon fatalnog otrovanja fenolom (2), obrada
uzorka se, kako je ve¢ prethodno spomenuto, radila ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi, SPE. Po
shemi njithovog postupka ekstrakcije su se obradili 1 naSi uzorci, s tim da smo smanjili
volumene koriStenih otapala $to se vidi u Tablici 5. Signali koje su oni dobili bili su sukladni
postupku ekstrakcije, odnosno uzorak se ,,0Cistio" od interferiraju¢ih komponenti i fenol je
,slobodan" uSao u instrument. Uzorci broj 1 1 2 iz ovog istrazivanja dali su zadovoljavajuce
signale, odnosno uspjelo se detektirati 1 kvantificirati fenol. Medutim, uzorak 3 nije uspjes$no
kvantificiran pa bi mozda bilo potrebno provesti ponovnu ekstrakciju, ali s ve¢im volumenima
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otapala kako bi se utvrdila moguénost pogreSke u tom koraku ,,CiS¢enja" komponente od
interesa tijekom ekstrakcije.

Tablica 5. Usporedba procesa ekstrakcije na ¢vrstoj fazi izmedu znanstvenog rada odredene

skupine autora (2) i diplomskog rada

1 ml neodredeno
2 ml 1 ml
3 ml 1 ml
4 ml 2 ml
Iml 1 ml

Svaki laboratorij za toksikolo$ku analizu mora imati postavljene i primjenjive metode
za odredivanje pojedinih komponenti iz razli€itih uzoraka koji dodu na analizu. Stoga je vrlo
bitno obraditi uzorak prije stavljanja u instrument kako bi dobijeni rezultati bili Sto
vjerodostojniji i komponente od interesa u Sto ¢iS¢em stanju, te odrediti optimalne parametre
u instrumentalnoj analizi pri kojima je moguce detektirati i kvantificirati analit na ¢iju se
prisutnost sumnja. Kao i ostali instrumenti, tako i plinski kromatograf sa spektrometrom
masa dopusta prilagodbu odredenih parametara u analizi kako bi u konacnici analiza bila $to
brza, odnosno kako bi se ispitivane komponente u §to kra¢éem vremenu pojavile na detektoru,
a da pritom ne dode do nemoguénosti odredivanja uzorka.

Usporedbom dobivenih kromatograma za jednaku koncentraciju standarda zaklju¢eno
je da je metoda 3 najprikladnija za kvantifikaciju fenola u uzorcima mokrac¢e. Na temelju
usporedbe parametara sve 3 metode moze se vidjeti da se poveéanjem linearne brzine
protjecanja s 28,3 cm/s (metoda 2) i 40 cm/s (metoda 1) na 45,3 cm/s povecala brzina
razdvajanja i da je metodom 3 uzorak najbrze doSao na detektor s najkrac¢im retencijskim
vremenom. Poveéanjem linearne brzine protjecanja doslo je i do povecanja tlaka u koloni s
21,8 kPa (metoda 2) i 72,8 kPa (metoda 1) na 95,8 kPa (metoda 3), §to je takoder dovelo do
povecanja brzine razdvajanja. Ovi dobijeni rezultati u skladu su i sa studijom Thermo Fisher
Scientific-a (33) u kojoj se usporedivala u€inkovitost analize koriste¢i standardnu metodu za
odredivanje fenola prema EPA-i (34) te standardnu i brzu metodu Thermo Fisher-a, gdje se
takoder pokazalo da se povecanjem linearne brzine protjecanja i tlaka u koloni smanjuje
retencijsko vrijeme, odnosno dolazi do brze detekcije Zeljenith komponenti iz uzorka na
detektoru.

U prikazu masenog spektra vidi se da su dobijeni glavni fragmenti s omjerom m/z 40,
65, 66, 94 s retencijskim vremenom 4,661, Sto se donekle poklapa s ve¢ spomenutim
analizama u smrtnom slucaju otrovanja fenolom (2) u kojem su glavni fragmenti imali omjer
m/z 65, 66, 94, 95 i retencijsko vrijeme 3,90. Usporedbom metoda je primije¢eno da su
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kolona u aparatu, temperatura injektora (250 °C) 1 plin nosioc (helij) bili isti kao 1 u nasoj
odabranoj metodi, ali je vrijeme analize bilo dulje i temperatura se u odnosu na nasih 140 °C
povisila na 250 °C. Stoga bi dodatnim analizama bilo potrebno vidjeti kako se s promjenom
temperature i vremena trajanja analize mijenja i omjer m/z detektiranih fragmenata fenola.

U ovom eksperimentalnom radu analizirani su uzorci mokraée u koje se izravno dodao
fenol, odnosno sastav fenola u uzorcima mokrace nije mogao odgovarati stvarnim bioloSkim
uzorcima mokrace koji su uzeti nakon sumnje na otrovanje fenolom, bilo zbog letalnog ishoda
ili zbog simptoma koji bi mogli upucivati na otrovanje fenolom. Fenol bi u realnom uzorku
bio podvrgnut prethodnim procesima metabolizma u organizmu, $to bi dovelo do promjena u
njegovoj strukturi i samoj koli¢ini slobodnog fenola izu¢enog mokra¢om. Stoga je jasno da se
ova analiza ne moze jednozna¢no povezati sa stvarnom analizom realnih bioloskih uzoraka
mokraée u kojima bi se metaboliti fenola i sam slobodni fenol zasigurno drugacije detektirali.
Zasigurno bi neka od sljede¢ih ispitivanja trebala ukljucivati obradu stvarnih uzoraka
kontaminiranih fenolom navedenim postupkom ekstrakcije na ¢vrstoj fazi te instrumentalnu
analizu na plinskom kromatografu sa spektrometrom masa odabranom metodom 3.
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8. ZAKLJUCCI

37



1. Analizom provedenom GC-MS instrumentalnom metodom dokazano je prisustvo fenola u
dva od tri analizirana uzorka mokrace.

2. Usporedbom dobivenih kromatograma za jednaku koncentraciju standarda na sve tri
metode, utvrdeno je da je metoda tri, s najve¢im odzivom signala na kromatogramu,
najprikladnija za odredivanje koncentracije fenola u bioloskom uzorku mokrace.

3. Usporedbom instrumentalnih parametara analize za sve tri metode moze se zakljuciti da na
brzinu odziva komponenti na detektoru utjecaj imaju linearna brzina protjecanja i tlak u
koloni (Sto su brzina protjecanja i tlak ve¢i, to je retencijsko vrijeme krace, odnosno vrijeme
potrebno da se komponenta od interesa pojavi na detektoru je krace).

4. Postupak obrade uzorka za analizu ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi, SPE, mogao je rezultirati
prisustvom vecée koncentracije necisto¢a koje su mogle interferirati s analitom i otezati
njegovu kvantifikaciju u uzorku 3.

5. Potrebno je provesti dodatne analize s ve¢im volumenima otapala u predobradi uzorka kako
bi se utvrdio utjecaj na ¢istocu analita, odnosno na njegovu kvantifikaciju.

6. Potrebno je provesti dodatne analize primjenom odabranih metoda predobrade i analize
uzorka s pripadaju¢im instrumentalnim parametrima na realnim bioloSkim uzorcima mokrace
za koje postoji sumnja da sadrze metabolizmom promijenjene oblike fenola.
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NASLOV RADA:

Kvantitativno odredivanje fenola iz uzoraka krvi i mokraée primjenom GC-MS metode

CILJEVI ISTRAZIVANJA:

Ciljevi ovog eksperimentalnog rada bili su razviti metodu odredivanja fenola plinskim
kromatografom s masenim spektrometrom te odrediti optimalne parametre plinskoga
kromatografa pri kojima se dobije najbolji odziv signala na kromatogramu. Takoder, cilj je
bio utvrditi koncentraciju fenola u trima bioloSkim uzorcima mokra¢e primjenom odabrane
metode.

USTROJ ISTRAZIVANJA:

eksperimentalna studija

MJESTO ISTRAZIVANJA:

Kemijsko-toksikoloski laboratorij Klinickog odjela za sudsku medicinu Zavoda za patologiju,
sudsku medicinu i citologiju, Klinickog bolnickog centra u Splitu.

MATERIJALI I METODE:

Pripremljena su Cetiri miksa standardnih otopina s postupnim razrijedenjem fenola na nacin
da je u MIX-u 1 pomijeSano 5 ul fenola 1 995 ul kloroforma, u MIX-u 2 100 ul MIX-a 1 1 900
ul kloroforma, u MIX-u 3 100 pl MIX-a 2 1 900 pl kloroforma 1 u MIX-u 4 100 pul MIX-a 3 1
900 pl kloroforma. Odabrane su tri razli¢ite skupine instrumentalnih parametara (metoda 1,
metoda 2 1 metoda 3) kako bi se utvrdilo na kojoj metodi se dobije najbolji odziv signala na
kromatogramu. U tri bioloSka uzorka mokra¢e dodan je proizvoljno odreden volumen MIX-a
2 (uzorak 1 30 pl, uzorak 2 10 ul i uzorak 3 100 pl). Uzorci su za analizu obradeni
ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi, SPE, i analizirani na GC-MS uredaju metodom koja omogucéava
istovremeno snimanje ukupnog ionskog kromatograma (TIC) u podrucju 40 - 600 m/z i
snimanje samo odabranih iona (SIM).

REZULTATI:

Provedenom analizom za istu koncentraciju standarda najbolji odziv signala na detektoru
dobijen je metodom 3 s parametrima analize: volumen injektiranja: 1 pl (splitless),
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temperatura injektora: 250 °C, protok plina nosioca: 1,54 ml/min i ukupno trajanje
temperaturnog programa: 10 minuta (60 °C 1 minutu, 10 °C/min do 170 °C). Analizom
uzoraka mokrace uspjesno je detektiran i kvantificiran fenol u dva od tri uzorka. Dobivena
koncentracija fenola u uzorku 1 bila je 593,74 ng/ml, a u uzorku 2 1080 ng/ml. Prisutni
fragmenti fenola dali su karakteristi¢ne spektre masa s omjerom m/z 40, 65, 66, 94.

ZAKLJUCAK:

Odabranim instrumentalnim parametrima plinskoga kromatografa sa spektrometrom masa
moguce je detektirati 1 kvantificirati fenol iz bioloSkih uzoraka mokrace. Ekstrakcija na
¢vrstoj fazi je vrlo dobra tehnika predobrade uzorka, ali su potrebne dodatne analize da bi se
utvrdila koli¢ina necisto¢a koje mogu interferirati u analizi. Osim toga, potrebno je provesti
dodatne analize kako bi se potvrdila tehnika predobrade uzorka i primjenjivost same metode
na realne bioloske uzorke mokrace.
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9. SUMMARY
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DIPLOMA THESIS TITLE:

Quantification of phenol in blood and urine samples by using GC-MS method

OBJECTIVES:

The objective of this study was to develop a method for determination of phenol with gas
chromatography-mass spectrometry and to determine optimal parameters of the instrument
which give the best signal on the chromatogram. The other objective was to quantify the
phenol in three different biological samples of urine by using the selected method.

DESIGN:

Experimental study

SETTINGS:

Laboratory of Toxicology, Department of pathology, forensic medicine and cytology,
University Hospital of Split.

MATERIALS AND METHODS:

Four mixes of standard solutions were prepared on the way that MIX 1 consisted of 5 pul of
phenol and 995 pl of chloroform, MIX 2 of 100 ul of MIX 1 and 900 pl of chloroform, MIX
3 of 100 pl MIX 2 and 900 pul of chloroform and MIX 4 of 100 ul of MIX 3 and 900 pl of
chloroform. Three different groups of instrumental parameters were selected (method 1,
method 2 and method 3) to determine which method gives the best signal on the
chromatogram. A voluntary defined volume of MIX 2 was injected in undetermined volume
of three urine samples (sample 1 30 pl, sample 2 10 pl and sample 3 100 ul). The samples
were prepared for the analysis by using solid phase extraction and analyzed with GC-MS
method using mode that simultaneously records total ion chromatogram (TIC) in the area of
40-600 m/z ratio and single ion monitoring (SIM) scanning mode.

RESULTS:

By analysing three same concentrations of standard solution on all three methods, it was
noticed that method 3 gives the best signal on the detector. Method 3 consisted of parameters
of analysis: injection volume: 1 pl (splitless), injector temperature: 250 °C, carrier gas flow
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(helium): 1,54 ml/min, program time: 10 minutes overall (60 °C for 1 minute and 10 °C per
minute til 170 °C). Two out of three urine samples were successfully detected and quantified
with phenol. Sample 1 had the phenol concentration of 593,74 ng/ml and sample 2 1080
ng/ml. Characteristic fragments of phenol detected in mass spectrometer had m/z ratio 40, 65,
66, 94.

CONCLUSION:

It is possible to detect and quantify the phenol from the biological samples of urine by using
selected method 3 with its optimal instrumental parameters. Solid-phase extraction is a good
technique of sample preparation, but additional analysis are neccessary to establish the
quantity of interferences that drop behind and can affect the analysis. Beside that, it is also
neccessary to carry out additional analysis on real biological samples to be able to confirm
these techniques of sample preparation (Solid-Phase Extraction) and sample analysis (GC-
MS).
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