Substancje stodzace - charakterystyka,
metabolizm oraz metody oznaczania
w Srodowisku wodnym (cz. Il)

Oznaczanie substancji sto-
dzacych w srodowisku wod-
nym

W celu ilosciowego oznacza-
nia substancji stodzacych na
niskich poziomach stezen,
w szerokim zakresie matryc
srodowiskowych, wymagane
jest zastosowanie wiarygod-
nych technik analitycznych.
Ekstrakcje do fazy statej (SPE)
w trybie zaréwno off-line, jak
i on-line wykorzystuje sie do
izolacji powyzszych zwiaz-
kéw z prébek wodnych, na-
tomiast jako sorbenty stosuje
kopolimery
Oasis HLB (lipofilowy diwiny-
lobenzen i hydrofilowy N-wi-
nylopirolidon), Isolute ENV+
(hydroksylowany polistyren
- diwinylobenzen PS-DVB),
HR-X (hydrofobowy PS-DVB),
Bakerbond SDB-1 (styren - di-
winylobenzen SDVB) i PWAX
(polimerowy staby wymie-

sie  najczesciej

niacz anionowy). Ponadto
opracowano metode analizy
sukralozy z zastosowaniem
procesu ekstrakcji i dodatko-
wego oczyszczania na dwdéch
rodzajach kartridzy Bond Elut
PPL (SDVB) i Bond Elut NH,
(staby wymieniacz aniono-
wy) [19].

Niektére badania zaktadaty
eliminacje procesu ekstrakgji,
a probki po filtracji byty bez-
posrednio nastrzykiwane do
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systemu chromatograficzne-
go. Jednakze prowadzito to
do zwiekszenia limitu detekgji
(5 ng/L) [19].

Do oznaczen substancji sto-
dzacych w rozmaitych typach
matryc $rodowiskowych naj-
czesciej uzywa sie chromato-
grafii gazowej, chromatogra-
fii cieczowej w odwréconym
uktadzie faz, chromatografii
par jonowych. Wiekszo$¢ me-
tod opiera sie na zastosowa-
niu kolumn w uktadzie faz od-
wroconych, takich jak C;g czy
Cg, chociaz uzywane sg row-
niez inne mechanizmy reten-
¢ji LC dla omawianych zwiaz-
kéw polarnych, tj. uktady
oddziatywan hydrofilowych
(HILIC). W technice spektro-
metrii mas powszechnie sto-
suje sie potréjny kwadrupol
(QqQ) z uwagi na uzyskanie
wiekszej czutosci i specyficz-
nosci metody ilosciowego
oznaczania substancji stodza-
cych. Ponadto spektrometr
mas czasu przelotu wykorzy-
stano do analizy aspartamu,
sacharyny i sukralozy w préb-
kach srodowiskowych wody
i napojow [19].

Opracowano i zwalidowano
prosta, wiarygodna oraz czufg
metode analityczng symulta-
nicznego oznaczania os$miu
substancji stodzacych - ace-
sulfamu, sacharyny, cykla-
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matu, aspartamu, sukralozy,
stewiozydoéw, dihydrochalko-
nu neohesperydyny, kwasu
glicyryzynowego w wodzie
rzecznej i $ciekach z wyko-
rzystaniem SPE, cieczowej
chromatografii z tandemowa
spektrometrig mas z jonizacja
typu elektrosprej (LC-(ESI)MS/
MS) [19].

Pobrane prébki sciekéw z do-
ptywéw i odptywéw z dwoch
oczyszczalni$ciekéw oraz wod
rzecznych byty zakwaszane
do pH 3 z uzyciem HCI, prze-
chowywane w temperaturze
-20°C do czasu analizy. Przed
procesem SPE proébki filtrowa-
no z uzyciem filtrow z widkna
szklanego 1,2 um z wyjatkiem
$ciekow pobranych na dopty-
wach do oczyszczalni, ktére
byly wstepnie poddawane
(przed filtrowaniem) proce-
odwirowywania przy
9000 rpm przez 7 min. Kartri-
dze Oasis HLB (500 mg) byty
wstepnie kondycjonowane
5 ml metanolu i 5 ml wody
ultraczystej. 50 ml sciekéw
z doptywoéw na oczyszczalnie,
100 mL sciekéw z odptywow
oraz 250 ml wody rzecznej po-
dawano na ztoze SPE z pred-
koscig przeptywu 10-15 mL/
min., wczesniej dodajac okre-
$long ilo$¢ zwigzkéw deute-
rowanych. Kolejno kartridze
oczyszczano 5 ml mieszaniny

SOWi

wody:metanol (9:1) i catko-
wicie suszono pod préznia.
Anality eluowano z sorbentu
z uzyciem 2,5 mL metanolu
i 2,5 mL mieszaniny metano-
[:woda amoniakalna (NH,OH)
(95:5). Eluaty odparowano
w strumieniu azotu do sucha,
a pozostato$¢ rozpuszczano
w mieszaninie woda:metanol
(9:1) do 2 mL w przypadku
wody powierzchniowej i 5 mL
dla doptywéw i odptywéw
z oczyszczalni. Przed analiza
LC-MS/MS ekstrakty byty fil-
trowane z wykorzystaniem
membrany 0,22 ym z mate-
riatu hydrofilowego - poli-
propylen GHP. W ostatecznym
etapie dodawano 6 pl kwasu
mréwkowego (HCOOH) [19].

Analizy byty prowadzone
z wykorzystaniem systemu
LC-(ESI)MS/MS sprzezonego
ze spektrometrem mas typu
potréjny kwadrupol i jonizacja
przez elektrorozpraszanie (ESI).
Optymalny rozdziat chromato-
graficzny zostat osiggniety na
kolumnie Ascentis Express RP
(100 mm x 2,1 mm; 2,7 pm).
Zastosowano elucje gradien-
towa z wykorzystaniem wody
ultraczystej zakwaszonej do
pH 2,5 kwasem mréwkowym
(rozpuszczalnik A) i acetoni-
trylu (rozpuszczalnik B) jako
fazami ruchomymi. Gradient
prowadzono izokratycznie



przez 3 min przy 5% B, na-
do 75%
w 6 min i do 100% w 1 min,
utrzymujac sie przez 1 min,
by ostatecznie powrdci¢ do
5% B w 1 min. Temperature
pieca kolumny ustalono na
25°C, predkos¢ przeptywu -
0,4 mL/min. Objeto$¢ nastrzy-
ku - 50 pL. Wszystkie zwiagzki
eluowaty w czasie mniejszym

stepnie  wzrastat

niz 11 min. i byly analizowane
w trybie jonizacji negatyw-
Zastosowang technika
rejestracji jonéw byto moni-
torowanie wybranych reakgji
fragmentacji (SRM), natomiast
napiecie stozka i energia ko-
lizji byty optymalizowane
w celu wybrania trzech cha-

nej.

rakterystycznych przejs¢ SRM
dla kazdego zwigzku. Jeden
jon ustalono do oznaczania
iloSciowego, dwa pozostate
do potwierdzenia. Jednakze
tylko dwa przejscia dla sukra-
lozy i cyklamatu byty mozliwe
ze wzgledu na ich stabg frag-
mentacje [19].

Podczas procesu walidacji
sprawdzono nastepujace pa-
rametry analityczne: zakres
liniowosci, powtarzalnos¢, od-
twarzalnos¢, granice wykry-
walnosci procedury (metody)
analitycznej (MDL), granice
oznaczalnosci metody (LOQ),
odzyski i
Metoda byta walidowana
dla kazdego rodzaju matry-
cy (rzeka, doptywy i odptywy
z oczyszczalni) z wykorzysta-
niem wzorcédw znakowanych
izotopowo w celu skompenso-

wptyw  matrycy.

wania efektu matrycy i ubytku
analitéw podczas procesu SPE.
We wszystkich przypadkach
analizy prébek slepych (bez
dodatku wzorcow) byty prze-
prowadzane w celu korekgji
powierzchni analitow [19].

Ze wzgledu na hydrofilowos¢
substancji stodzacych, polar-
ne grupy funkcyjne wbudo-
wane w fanicuch hydrofobowy
w fazie stacjonarnej zwieksza-

ty selektywnos$¢ powyzszych
zwigzkow. Praca na tak niskich
poziomach pH pozwalata ana-
litom o charakterze kwaso-
wym, takim jak acesulfam K,
sukraloza i cyklamat na zacho-
wanie ich formy protonowa-
nej, co sprzyjato utrzymaniu
ksztattu piku i retencji w tego
typu fazie stacjonarnej [19].
Analiza widma masowego pet-
nego skanu (jonizacja nega-
tywna) wskazywata na dominu-
jacy jon prekursorowy [M-HJ,
z wyjatkiem sukralozy i stewio-
zydoéw, w przypadku ktérych
dominujacym jonem byt ich
addukt z CI'IM+Cl35] [19].
Substancje stodzace wyka-
zywaly zréznicowana Sciez-
ke fragmentacji. Na przyktad
fragmentacja acesulfamu K
prowadzita do otrzymania
jonu wtérnego o najwyzszej
intensywnosci (m/z 82) gene-
rowanego przez ubytek tritlen-
ku siarki (SO3). Natomiast dla
sacharyny fragmentem o naj-
wyzszej intensywnosci pozo-
stawat jon cyjanianowy [NCOJ
(m/z 42). W widmie masowym
aspartamu jonem o najwyzszej
intensywnosci byt m/z 200,
zwigzany prawdopodobnie
z ubytkiem grup metoksykar-
bonylowych (CH;0C0), amino-
wych (NH,) i hydroksylowych
(OH) [19]. Fragmentacja jonu
molekularnego adduktu su-
kralozy prowadzita do powsta-
nia dwoch jonéw m/z 397 (jon
najbardziej rozpowszechnio-
ny) i 357, przypisywanych stra-
tg odpowiednio jednego atom
chloru (Clz;) i dwoch atoméw
chloru (Cl35). Tak jak juz wcze-

$niej wspomniano, widmo ma-
sowe cyklamatu wskazywato
tylko na dwa fragmenty - jon
m/z 80 o najwiekszej intensyw-
nosci i jon m/z 96, odpowiada-
jace odpowiednio rodnikowi
siarczynowemu [SO3]™ i jono-
wi amidosulfonianowemu
[NH,SO5]" [19].

Ponadto glikozydy takie jak
dihydrochalkon neohespe-
rydyny, stewiozydy i
glicyryzynowy charakteryzo-
watly sie standardowg droga
fragmentacji, opartg na utra-
cie czesci cukru. W przypadku
dihydrochalkonu neohespe-
rydyny, jonem o najwigkszej
intensywnosci byt fragment
aglikonu m/z 303, podczas
gdy ten sam jon charaktery-
zowat sie najwyzsza intensyw-
noscig wsrod jondw wtérnych
dla kwasy glicyryzynowego.
Utrata monosacharydow
z jonu molekularnego stewio-

kwas

zyddéw prowadzita do otrzy-
mania najintensywniejszego
jonu wtérnego m/z 641, od-
powiadajacego czasteczce
stewiobiozydu [19].

Wyniki badania wplywu ma-
trycy wskazywaty na wystepo-
wanie zjawiska supresji jonéw
dla analizowanych zwigzkéw,
poréwnywalnego dla wszyst-
kich trzech badanych matryc.
Najbardziej podatne na dzia-
tanie powyzszego niekorzyst-
nego zjawiska byly stewiozy-
dy (58-72%) i dihydrochalkon
neohesperydyny (70-78%) [19].
Odzyski ksztattowaty sie na po-
ziomie pomiedzy 90% a 104%
dla wszystkich matryc z wyjat-
kiem acesulfamu i cyklamatu,
dla ktérych zawieraty sie w za-
kresie 69% a 82% [19].

Limity detekcji oznaczono na
poziomie 0,001-0,04 pg/L dla
wody rzecznej i 0,01-0,5 ug/L

dla sciekéw na doptywie i od-
ptywie z oczyszczalni [19].
Kryteria identyfikacji ustalono
dla kazdego zwigzku, biorac
pod uwage monitorowanie
trzech najpowszechniejszych
przejs¢ SRM, ich czaséw re-
tencji i wzglednych intensyw-
nosci jondw, uzyskanych na
podstawie wzglednych inten-
sywnosci jonéw otrzymanych
w analizach prébek wszyst-
kich rodzajéw matryc z dodat-
kiem wzorcow [19].

Metoda zostata wykorzystana
do oznaczen substancji sto-
dzacych w wodach rzecznych
i sciekach w Katalonii. Cykla-
mat, aspartam, dihydrochal-
kon neohesperydyny, acesul-
fam i sukraloza byty obecne
w wodzie rzecznej, a dwa
ostatnie zwigzki charaktery-
zowaty sie najwiekszymi war-
tosciami stezen (1,62 pg/L dla
acesulfamu i 3,57 pg/L dla su-
kralozy). Oznaczono wszyst-
kie zwiazki na poziomie od
0,05 do 155 pg/L w probkach
sciekéw z doptywdw i odpty-
wow z oczyszczalni Sciekdw,
z wyjatkiem niewykrytych ste-
wiozydow i dihydrochalkonu
neohesperydyny [19].
Substancje stodzace moga
by¢ ekstrahowane z osadow
Sciekowych z zastosowaniem
przyspieszonej ekstrakcji za
pomoca rozpuszczalnika (PLE),
ekstrakcji za pomoca rozpusz-
czalnika wspomaganej ultra-
dzwiekami (USE) i ekstrakgji
ciecz-ciato state. Ponadto
istnieje mozliwos¢ taczenia
powyzszych technik z ekstrak-
Cja do fazy statej (SPE) w celu
wstepnego zatezenia i oczysz-
czenia ekstraktu. Przyktadem
moga by¢ badania Subedi
i wspotpracownikéw, przed-
stawiajagce mozliwo$¢ uzycia

rok22,nr3 LA | 15



{ e
L
»
i
i
'
4|

PLE w pofaczeniu z SPE do
ekstrakcji sukralozy, asparta-
mu, sacharyny, acesulfamu
i cyklamatu z osadu Sciekowe-
go, uzyskujac przy tym akcep-
towalne wartosci odzyskow.
Powyzsze wyniki otrzymano
przy zastosowaniu mieszani-
ny metanol:woda (5:3) jako
rozpuszczalnika ekstrahujace-
go, przez 30 min. [20].

Najlepszag metoda przepro-
wadzenia koncowych ozna-
substancji stodzacych
zarbwno w wodzie, jak i osa-
dzie Sciekowym jest cieczowa
chromatografia (elektrosprej)
sprzezona z tandemowg spek-
trometriag mas (LC-(ESI)MS/
MS). Bezkonkurencyjne rezul-
taty otrzymuije sie w trybie ne-
gatywnej jonizacji ESI. Jednak
niektére badania sygnalizo-
waty otrzymywanie wiekszej
ilosci fragmentéow w trybie
jonizacji pozytywnej w przy-

czen

padku aspartamu, sacharyny
i sukralozy [20].

W badaniach prowadzonych
przez Arbeldeza i wspotpra-
cownikéw [20] opracowano
metode oznaczania najpow-
szechniejszych substancji
stodzacych acesulfamu, sa-
charyny, cyklamatu, asparta-
mu, sukralozy, stewiozydéw,
dihydrochalkonu neohespe-
rydyny i kwasu glicyryzyno-
wego w osadzie Sciekowym.
Metode oparto na selektyw-
nej przyspieszonej ekstrakcji
za pomocy rozpuszczalnika
(S-PLE) i SPE, zakoriczonych
LC-MS/MS. Procedure zwali-
dowano w celu otrzymywania
kazdorazowo wiarygodnych
i czutych wynikéw w analizie
ilosciowej [20].

Probki odwodnionego osadu
pobrano po beztlenowej sta-
bilizacji (fermentacji) osadu
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$ciekowego, przechowywano
W zamrazarce w temperaturze
-20°C do momentu liofilizo-
wania. Po homogenizowaniu
prébki z uzyciem mozdzierza
i ttuczka, byta ona przesiewa-
na przez sito 125 pm i prze-
chowywana w temperaturze
pokojowej [20].

Ekstrakcje substancji stodza-
cych z osadow Sciekowych
przeprowadzono z wykorzy-
staniem PLE, a celki ekstrak-
cyjne ze stali nierdzewnej (po-
jemnos¢ 11 mL) wypetniono
od spodu 1 g adsorbentu C;g,
kolejno 1 g wstepnie przy-
gotowanego osadu doktad-
nie wymieszanego z 2 g Cyg,
natomiast trzecig warstwe
tworzyta ziemia okrzemkowa
wilosci 1 g.Spdd oraz gore cel
wyscietano filtrami z wtdkna
szklanego. Optymalne warun-
ki prowadzenia PLE ustalono
nastepujaco: rozpuszczalnik
ekstrakcyjny metanol:woda
(1:1), czas podgrzewania
5 min., temperatura ekstrak-
¢ji 40°C, cisnienie ekstrakgji
1500 psi z czasem ekstrakgji
statycznej 5 min. w jednym
cyklu, objetos¢ rozpuszczal-
nika do ptukania — 40% obje-
tosci celki, czas przedmuchu
azotem 90 s. Ekstrakt otrzy-
many z PLE (~ 15 mL) odpa-
rowano w strumieniu azotu
do okoto 5 ml, a nastepnie po-
wtérnie uzupetniono woda do
25 mL. Ekstrakt podawano na
kartridze Oasis HLB, wstepnie
kondycjonowane 5 ml meta-
nolu, a nastepnie 5 ml wody
ultraczystej. Kartridze byty
czyszczone 5 ml mieszaniny
woda:metanol (9:1) i catko-
wicie suszone pod préznia.
Zwiazki byly eluowane 2,5 ml
metanolu, kolejno 2,5 ml roz-
tworem zawierajagcym 5%
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NH,OH w metanolu. Eluat byt
odparowywany do sucha i po-
wtdrnie rozpuszczany w 10 ml
mieszaniny metanol :woda
(1:9), przed filtracja z wyko-
rzystaniem filtrow membra-
nowych polipropylenowych
0,22 um (GHP) i koricowa ana-
lizg LC-(ESI)MS/MS [20].
System LC-(ESI)MS/MS sprze-
zony z potréjnym kwadrupo-
lem i jonizacja w trybie ESI
zostat wykorzystany do ozna-
czenia substancji stodzacych
w osadzie sciekowym. Para-
metry i warunki pracy syste-
mu zostaty przedstawione
we wspomnianych wczesdniej
badaniach Arbeldeza i wspot-
pracownikéw [19] na temat
oznaczania stodzikéw w wod-
nych prébkach srodowisko-
wych [20].

Oczyszczanie wewnatrz celi
z uzyciem sorbentu C18, a na-
stepnie oczyszczanie ekstrak-
tu S-PLE z wykorzystaniem
procesu SPE na kartridzach
Oasis HLB, prowadzity do re-
dukcji wystepowania zjawiska
supresji jondéw dla niektérych
zwigzkéw. Sygnat LC-MS byt
tlumiony w zakresie od 13%
dla cyklamatu do 69% dla
stewiozydéw. Dodatkowo
sporzadzanie roztworéw Kkali-
bracyjnych na oczyszczonych
ekstraktach z prébek nieza-
wierajacych oznaczanych
zwigzkow kompensowat efek-
ty matrycowe. Odzyski S-PLE/
SPE na dwéch poziomach ste-
zen (50 pg/kg oraz 1000 pg/kg
suchej masy) charakteryzowa-
ty sie wartosciami wyzszymi
niz 61%. Limity detekgcji ksztat-
towaty sie na poziomie 10 pg/
kg suchej masy dla wszyst-
kich zwigzkéw z wyjatkiem
cyklamatu (5 pg/kg suchej
masy). Metode zastosowano

do oznaczania substancji sto-
dzacych w prébkach osadéw
$ciekowych z trzech oczysz-
czalni $ciekédw w Katalonii
(Hiszpania). Sposréd osmiu
analizowanych zwigzkéw piec
oznaczono we wszystkich
badanych prébkach. Najwyz-
sze stezenie odnotowano dla
acesulfamu az do 481 pg/kg
suchej masy i sacharyny do
591 ug/kg suchej masy [20].

Najpowszechniej stosowany-
mi metodami analiz substancji
stodzacych, ze szczegd6lnym
uwzglednieniem sukralozy,
pozostaja chromatografia cie-
czowa (LC-UV) z detektorem
absorpcji w nadfiolecie (UV)
czy tandemowg spektrome-
trig mas (LC-MS/MS), chroma-
tografia gazowa z detektorem
ptomieniowo-jonizacyjnym
(GC-FID) Ilub spektrometrig
mas (GC-MS), a takze cienko-
warstwowa chromatografia
(TLC). Wsrod tych technik
najbardziej polecang metoda
jest LC-MS/MS z uwagi na jej
unikalng czutos¢ i selektyw-
nos¢. Ze wzgledu na fakt, iz
acesulfam wystepuje w wo-
dzie w formie zjonizowanej,
zastosowanie jonizacji typu
elektrosprej przyczynia sie do
uzyskania wysokiej efektyw-
nosci, a skan ESI i widmo MS/
MS charakteryzuja sie prosto-
ta i przejrzystym rozktadem
izotopowym. W analizach MS/
MS acesulfamu osiggnaé moz-
na znakomite wartosci limitu
detekgji na poziomie 10 ng/L
z bezposrednim nastrzykiem
20 pL. W przeciwienstwie do
acesulfamu sukraloza jest
zwiagzkiem obojetnym i cha-
rakteryzuje sie skomplikowa-
nym rozktadem izotopowym
chloru. Dlatego tez analizy
LC-MS/MS dla sukralozy nie sg
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tak czute jak w przypadku
acesulfamu. Czuto$¢ LC-MS/
MS dla sukralozy wynosi kilka
pg/L w trybie negatywnej jo-
nizacji z zastosowaniem mo-
nitorowania wybranych reak-
¢ji fragmentacji przy uzyciu
par jonowych m/z 395-359.
Alternatywnie dla uzyskania
lepszej czutosci stosuje sie
przejscie jonu m/z 395-35
(granica detekcji na pozio-
mie 200 ng/L). Jednak m/z 35
w zwigzku z powszechnym
wystepowaniem
zawierajacych chlor nie jest
wartoscig specyficzng dla su-

zwigzkow

kralozy. W trybie pozytywnej
jonizacji w przypadku analiz
addukt
[M+Na]* dominuje w skanin-
gu catkowitego widma Q.
Dlatego tez addukt sodowy
byt przyjmowany jako jon pre-
kursorowy w trybie pozytyw-
nej jonizacji MRM, przyczynia-
jac sie do osiagniecia granicy
detekcji na poziomie 300 ng/L.
W analizie ESI-MS efekt solny
zmniejsza skutecznosc joniza-
¢ji, dlatego niepozadane jest
jonow Na™.

sukralozy, sodowy

wystepowanie
W zwiagzku z brakiem statego
stezenia Na* w zrédle jonodw,
addukt sodowy sukralozy nie
dostarcza powtarzalnych sy-
gnatéw dla oznaczen iloscio-
wych [21].

Stezenia sukralozy i acesul-
famu w systemach wodnych
narazonych na wptyw $ciekow
ksztattowaty sie na poziomie
od 0,1 do kilku pg/L, co wia-
zato sie z koniecznoscig uzy-
skania limitéw detekcji na po-
ziomie ng/L. Czuto$¢ metod
LC-MS/MS dla analiz sukralozy
nie byta wystarczajaca dla pro-
bek wod bez wstepnego zate-
zenia. Ekstrakcja do fazy statej
(SPE) byta stosowana do zate-
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zenia sukralozy z prébki wody
przy wspdtczynniku wzbo-
gacenia 50-1000. Jednakze
metody te sg czasochtonne,
przyczyniajac sie do wysokich
kosztéw analizy [21].

Celem badan przeprowadzo-
nych przezWu i wspotpracow-
nikdw [21] byto opracowanie
czutej, szybkiej i niezawodnej
metody bezposredniej anali-
zy sukralozy i acesulfamu bez
procesu wstepnego zatezania.
W tym celu badano sukralo-
ze w rozmaitych warunkach
prowadzenia procesu UHPLC
i MS w celu okreslenia odpo-
wiednich przejs¢ MRM, za-
pewniajacych wysoka czutosc¢
i powtarzalny sygnat dla analiz
sukralozy. Kolejno zintegro-
wano nastrzyk o duzej objeto-
$ci (LVI) z UHPLC-MS/MS [21].
Do separacji substancji sto-
dzacych wykorzystano ko-
lumny Dilma C18 (100 mm
X 3 mm X 3 um) i warunki
elucji gradientowej (faza ru-
choma A - woda zawierajaca
0,1% kwasu mrowkowego FA;
faza ruchoma B — metanol za-
wierajacy 0,1% FA). Gradient
prowadzono nastepujaco:
0-2 min, 2-95% B; 2-4 min,
95% B; 4-4,1 min, 95-2% b;
4,1-5 min, 2%, predkos¢ prze-
ptywu 0,6 ml/min) [21].
Zastosowano spektrometr
mas czasu przelotu (TOF-MS)
z bezposrednim ciggtym do-
zowaniem prébki ciektej do
zrédta jonow w celu uzyskania
doktadnych widm masowych
dla potwierdzenia obecnosci
acesulfamu i sukralozy. Wy-
korzystano analizator typu
putapka jonowa w trybie ne-
gatywnej jonizacji (MRM).
Parametry MRM byty wstep-
nie optymalizowane facznie
z infuzja (predkos¢ przeptywu

10 ul/min) roztworu sukra-
lozy (500 pg/L) i acesulfamu
(100 pg/L) rozpuszczonego
w 50% metanolu z 0,1% FA.
Dobrano optymalne warunki
pracy zrédta jonéw ESI dla LC-
-MS/MS: gaz ostonowy 40 psi,
temperatura zrédta jonow
400°C, napiecie zrédta jonow
-4500V [21].

Probki byty przechowywane
w 4°C, filtrowane w celu usu-
niecia nierozpuszczalnych
czastek przed analizg UHPLC-
-MS/MS [21].

Acesulfam jest zjonizowany
w roztworach wodnych, bedac
prekursorem prostych jonow
[M-HI, natomiast w przypadku
sukralozy wytwarzanie jonéw
adduktow ogranicza czu-
tos¢ uktadu. Addukt kwasu
mréwkowego (FA) sukralozy
[M+HCOOQO]  generowany
w warunkach LC-MS prowadzit
do uzyskania dobrej czutosci
i powtarzalnosci. W przypad-
ku wykorzystania [M+HCOO]
jako jonu prekursorowego
w detekdji sukralozy, czuto$c
zwiekszyta sie okoto 20 razy
w poréwnaniu do jonu pre-
kursorowego [M-HJ. Kolejna
modernizacja uktadu poprzez
dodanie nastrzyku o duzej
objetosci (500 pl) zreduko-
wata limit detekcji metody
do 0,2 ng/L dla acesulfamu
i 5 ng/L dla sukralozy. Wy-
korzystano metode do ozna-
100 probek wody
studziennej, pobranej w Ka-

Cczania

nadzie. Acesulfam oznaczo-
no w 24 studniach w steze-
niach 1-1534 ng/L i sukraloze
w 8 studniach w stezeniach
65-541 ng/l. Te wyniki wska-
zywaly, ze najbardziej praw-
dopodobnym zrédtem sukra-
lozy i acesulfamu w wodzie
studziennej sg $cieki, co zakta-

da potrzebe monitorowania
jakosci domowej wody stu-
dziennej [21].

Trzy rodzaje substancji sto-
dzacych: acesulfam, sacha-
ryne i cyklamat oznaczono
w odciekach i wodach grunto-
wych (na jakos¢ ktérych mo-
gty mie¢ wptyw odcieki) na
poziomach poréwnywalnych
do $ciekéw nieoczyszczonych
na 14 sposréd 15 badanych
sktadowiskach odpadéw ko-
munalnych, wifaczajac w to
te zamkniete powyzej 50 lat.
Zawarto$¢ sacharyny byta
najwyzsza na starych wysypi-
skach (przed 1990), podczas
gdy na nowszych skladowi-
skach dominowaty sacharyna
i acesulfam. Cyklamat byt réw-
niez wykrywany, lecz w mniej-
szej czestotliwosci. W wiekszo-
$ci miejsc stezenia acesulfamu
i/lub sacharyny byly wyzsze
od 1 pug/L w co najmniej jednej
prébce z kazdego miejsca po-
boru, a maksymalne stezenia
wyniosty 85 pg/L dla acesul-
famu i 250 pg/L dla sacharyny.
Cyklamat charakteryzowat sie
maksymalnym stezeniem na
poziomie 14 ug/L [22].
Wiekszos¢ probek pobrano
z systemu zbierania odcie-
kéw i/lub monitorowanych
studni, bedacych wtasnoscia
lub obstugiwanych przed
podmiot zajmujacy sie skta-
dowiskiem. Ponadto pobrano
dodatkowo probki ptytkich
wod podziemnych (gtebokos¢
~ 0,25-0,75 m) oraz kilka pro-
bek wéd powierzchniowych.
Analizy wykonywano z uzy-
ciem chromatografii jonowej
(IC) sprzezonej z tandemowa
spektrometria mas typu po-
tréjny kwadrupol, dziatajacy
w trybie negatywnej jonizacji
ESI. Przefiltrowane probki byty



wprowadzane do systemu IC
oraz poddawane rozdziatowi

w warunkach elucji gradien-
towej z wykorzystaniem wo-
dorotlenku potasu od 10 do
75 mM przy predkosci prze-
ptywu 0,35 ml/min. Strumien
wyptywajacy taczony byt
z 0,2 mL/min. metanolu z wy-
korzystaniem pompy izokra-
tycznej, prowadzac do osta-
tecznego przeptywu 0,55 ml/
min. Dwa przejscia w trybie
monitorowania wybranych
reakcji fragmentacji (MRM)
wybrano dla kazdego analitu
i jedno dla kazdej substancji
wzorca wewnetrznego zna-
czonego izotopowo. Minimalny
limit detekcji zostat ustalony
na poziomie 8 ng/L dla acesul-
famu, 21 ng/L dla sacharyny
i 3 ng/L dla cyklamatu, a prak-
tyczna granica oznaczania ilo-
sciowego ksztattowata sie na
poziomie 20 ng/L dla acesul-
famu, 60 ng/L dla sacharyny
i 10 ng/L dla cyklamatu [22].

Oznaczano stezenia sztucznej
substancji stodzacej sukralo-
zy w wodach przybrzeznych
i otwartych oceanach w Pof-
nocnej Ameryce z wykorzy-
staniem wstepnego zatezania
z uzyciem ekstrakcji do fazy
statej i analizy GC/MS [23].
Wykorzystana w badaniach
technika GC/MS wymagata
zastosowania kroku dery-
watyzacji przed nastrzykiem
prébki do systemu chroma-
tograficznego [24]. Stezenia
sukralozy réznity sie o ponad
dwa rzedy wielkosci w zalez-
nosci od badanych matryc,
z najwiekszg iloscia przypada-
jaca na odptywy z oczyszczal-
ni sciekéw (300 nM). Poziomy
stezen zmniejszaty sie w od-
biornikach, a w ujsciach rzek
ksztattowaly sie na poziomie
0,94 nM. Sukraloza zostata
oznaczona réwniez w wodach
oligotroficznych na pozio-
mach od ponizej limitu detek-
¢jido 0,17 nM [23].

Podsumowanie

W ostatnich latach wzrosto
zainteresowanie zdrowym
stylem zycia. Cukier zostaje
zastepowany innymi substan-
cjami stodzacymi. Substancje
te, charakteryzuja sie bardziej
stodkim smakiem w poréwna-
niu do stodyczy cukru. Ponad-
to, substancje stodzace odzna-
czaja sie niska kalorycznoscia,
co sprawia, ze czesto doda-
wane sg do produktéw spo-
lub
kosmetycznych. Do najbar-

zywczych, medycznych

dziej popularnych w ostatnich
latach substancji stodzacych
zaliczane sa: aspartam, ace-
sulfam, ksylitol, stewia, cykla-
mat, sukraloza. W badaniach
nad metabolizmem substancji
stodzacych zaobserwowano
w niektérych przypadkach
tworzenie sie bardziej toksycz-
nych pochodnych niz pierwot-
ne formy tych substancji. Dla-
tego tez, stosownym wydaje
sie, poznanie charakterystyki

oraz szlakéw metabolicznych
oraz alternatywnych substan-
¢ji stodzacych przed ich spozy-
ciem.

W analizach substancji stodza-
cych wykorzystuje sie kilka
technik, takich jak cieczowa
chromatografia (LC) z detek-
torami UV lub MS/MS, gazowa
chromatografia z detektorami
FID czy MS, chromatografia
cienkowarstwowa (TLC). Jed-
nak wiekszos¢ metod ozna-
czania powyzszych zwigzkéw
na $ladowych poziomach ste-
zen opiera sie na zastosowa-
niu chromatografii cieczowej
w trybie jonizacji elektrosprej
z tandemowq spektrometrig
mas (LC-ESI-MS/MS) ze wzgle-
du na jej unikalng doktad-
nosc¢ i czutos¢. Prébki wodne
wprowadzane sg do systemu
chromatograficznego w  try-
bie bezposrednim, lub po
ekstrakcji do fazy statej (SPE).
W celu wstepnego przygo-
towania prébek osadoéw

BazTech - kopalnia wiedzy

Baza danych o zawartosci polskich czasopism
technicznych BazTechjest bibliograficzno-abstrak-
towa baza danych rejestrujaca od 1998 r. artykuty
z 645 polskich czasopism z zakresu nauk technicz-
nych, Scistych i ochrony srodowiska. BazTech roz-
wija sie w kierunku petnotekstowej bazy cytowan.
Do opiséw artykutow dodawane s3 bibliografie
zatacznikowe (od 2006 r.), a na podstawie odreb-

nych umoéw z wydawcami rekordy uzupetniane sg

o petne teksty artykutéw. Tymi dziataniami baza

wpisuje sie w ruch otwartej nauki.
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Sciekowych wykorzystywane
s rozmaite metody ekstrak-
¢ji, m.in. ekstrakcje w ukfadzie
ciecz-ciato state, ekstrakcje
za pomocy rozpuszczalnika
wspomagang ultradzwiekami
(USE), przyspieszong ekstrak-
Cje za pomocga rozpuszczalni-
ka (PLE). W badaniach okre-
slano wplyw efektu matrycy
oraz podejmowano dziafania
w celu zminimalizowania po-
wyzszych niekorzystnych
oddziatywan, m.in. poprzez
zastosowanie wzorcéw we-
wnetrznych znaczonych izoto-
powo.
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