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ABSTRAKT

Bisfenoly jsou chemické slouceniny s Sirokou moznosti vyuziti v chemickém pramyslu.
Nalézaji své vyuziti pfi vyrob¢ plastovych materidld, jako zmékcovadla polymernich
materidli ¢i epoxidovych pryskyfic, monomery pii syntéze polykarbonatli, nebo pro
eliminaci kyseliny chlorovodikové pii vyrobé polyvinylchloridu. Tato bakalafska prace se
zabyva vyvojem, validaci a optimalizaci analytické metody ke stanoveni vybranych
bisfenoll, konkrétné bisfenolu A, bisfenolu B, bisfenolu F, bisfenolu A diglycidyl etheru a
bisfenolu F diglycidyl etheru (BPA, BPB, BPF, BADGE, BFDGE) a jejich metabolitt
pomoci metody vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci neboli

zkracené¢ HPLC/MS a aplikaci metody na soubor vzorkt plechovkovych piv.

Pro chromatografickou separaci byly optimalizovany nasledujici podminky. Byla zvolena
kolona Sigma-Aldrich discovery C18 (150%2,1 mm, 5 um). Mobilni faze byla slozena ze
smési mobilni faze A, ktera obsahovala 0,05% hydroxid amonny a mobilni faze B, ktera
obsahovala methanol. Pritokova rychlost mobilni faze byla 0,240 ml/min. Celkova doba

analyzy Cinila 22 minut, pfi nastiku 5 pl roztoku vzorku za pouziti gradientové eluce.

V dal8im kroku byla provedena ¢aste¢na validace metody, pfi které byly vyhodnoceny
meze detekce a stanovitelnosti, linedrni dynamicky rozsah, opakovatelnost (repeatability) a
vytéznost (accuracy) metody. Limity detekce (LOD) a limit stanovitelnosti (LOQ) byly
v rozsahu od 0,2 do 1,9 pg/l. Primérné hodnoty vytéznosti metody byly v rozmezi od
52 do 120 %. Hodnoty opakovatelnosti metody, vyjadiené pomoci relativni smérodatné

odchylky (RSD) v %, byly v rozmezi od 3 do 13 %.

Kli¢ova slova: bisfenoly, HPLC, MS, validace, optimalizace, pivo



ABSTRACT

Bisphenols are chemical compounds with a wide range of uses in the chemical industry.
They are used in the production of plastic materials as softeners for polymer materials or
epoxy resins, as monomers in the synthesis of polycarbonates, or for the elimination of
hydrochloric acid in the production of polyvinyl chloride. This thesis deals with the
development, validation, and optimization of an analytical method for the determination of
selected bisphenols, specifically bisphenol A, bisphenol B, bisphenol F, bisphenol A
diglycidyl ether and bisphenol F diglycidyl ether (BPA, BPB, BPF, BADGE, BFDGE), and
their metabolites using the high performance liquid chromatography with mass
spectrometry, HPLC/MS, and the application of the method to real samples in selected

canned beer samples.

The following conditions were optimized for chromatographic separation. The
Sigma-Aldrich discovery C18 column (150%2,1 mm, Spm) was chosen. The mobile phase
consisted of a mixture of mobile solvent A, which contained 0,05% ammonium hydroxide,
and mobile solvent B, which contained of methanol. The flow rate of the mobile phase was
0,240 ml/min. The total analysis time was 22 minutes, using a 5 pl injection of the sample

solution with gradient elution.

Next, a partial validation of the method was performed, evaluating the limits of detection
and quantification, linear dynamic range, retention times of individual substances, method
repeatability, and method yield. Limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ)
were ranged from 0,2 to 1,9 pg/l. Average recoveries varied from 52% to 120%. Repeatability

conditions, expressed as RSD in %, were found between 3% and 13%.

Keywords: bisphenols, HPLC, MS, validation, optimalization, beer
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1 TEORETICKA CAST
1.1 Bisfenoly a jejich ucinky na lidsky organismus

Bisfenoly jsou vyuzivany v celé fadé chemickych procest, at’ uz jako meziprodukt, ¢i
soucasti jednotlivych produkti. Znadme celou fadu bisfenolt liSici se svou strukturou
zaloZzenych nejcastéji na dvou hydroxyfenylovych funkénich skupinach. NejhojnéjSim
zastupcem této skupiny je bisfenol A neboli BPA, jinak také 4‘4-isopropylidenedifenol,
ktery je primyslové vyrabén a je jeden z hlavnich komponent vyrobkil z epoxidovych
pryskyfic. [1]

Existuji rizné zpusoby expozice Cloveéka této latce, jako je oralni, inhala¢ni a
transdermalni. Hlavnim zdrojem expozice BPA jsou naptiklad obalové materidly potravin,
prach, dentdlni materidly, zdravotnické vybaveni. Vyuziti bisfenold neptichdzi bez rizika.
BPA se tadi mezi endokrinni disruptory, tedy chemické latky vyskytujici se v zivotnim
prostiedi, lidmi konzumované ve stravé i vod¢, které narusuji hormondlni systém clovéka i

jinych organismi. [1, 2]

JakoZzto endokrinni disruptory maji fadu negativnich ucinkd na lidské zdravi a svou
strukturou se BPA podoba strukturnimu vzorci estrogenu, respektive estradiolu, coz ma za
nasledek interakci s estrogenovymi receptory, pfi ¢emz se chovaji jako agonisté nebo
antagonisté prostrednictvim signalnich drah zavislych na estrogenovych receptorech.

Struktury BPA a estradiolu jsou uvedeny na Obréazcich 1 a 2. [3, 4]

CH, PH

CHs
HO CHs
Obrazek 1: struktura estradiolu Obrazek 2: struktura BPA

Proto bylo zjisténo, Ze BPA hraje roli v patogenezi n€kolika endokrinnich poruch véetné
zenské a muzské neplodnosti, pred¢asné puberty, hormonalné zavislych nadort (rakovina
prsu a prostaty) a dalSich endokrinnich onemocnéni. Vzhledem ke stalé¢ denni expozici a
tendenci k bioakumulaci, BPA vyZzaduje pozornost formou biomonitoringu. Toto pozorovani
by meélo zahrnovat klinické testovani koncentrace BPA v moci, coz je jedna z nejlepSich

metod hodnoceni expozice této latce. [5, 6]



1.2 Uvoliovani bisfenolu

Uvolnovani bisfenold, primarné BPA, z plastovych obald, ¢i plechovek bylo prokdzano
mnoha riznymi méfeni v riznych druzich materidli a matric. Uvolnéné mnozstvi BPA
zavisi na mnoha faktorech, a tim i mira nebezpecnosti jednotlivych potravin. Mezi tyto

faktory patii naptiklad tepelnd tprava pii zpracovani a skladovani. [7,8]

Bylo prokazano, ze teplota hraje roli v detekované koncentraci uvolnénych bisfenolt ve
vzorku, jelikoz se zvySujici se teplotou pii konzervaci ¢i zpracovani se detekovana
koncentrace jednotlivych bisfenolt ve vzorku zvySuje. Dalsim moznym faktorem je druh
matrice. Dle studii byla prokdzana rizna koncentrace uvolnénych bisfenolti, podle typu
slozeni matrice. Nejvice se bisfenoly uvoliiuji do matrice obsahujici vodny roztok ethanolu.

[9, 10]

Béhem let bylo provedeno mnoho studii a prizkumii v riznych typech potravin
skladovanych v plechovkovych materidlech obsahujici rlizny typ matrice od migrace BPA
z plechovek s napoji na kanadském trhu [11], migrace BPB v plechovkach s loupanymi
rajcaty od riznych znacek [12], mnozstvi uvolnéného BADGE a BFDGE v plechovkach
s motskymi plody v olejovém nalevu [13] po prizkum obsahu bisfenoli v komeréné

prodavanych plechovkach piva na ¢inskych trznicich. [14]



1.3 Prehled stanovovanych latek a vnitiniho standardu

Souhrnny ptehled stanovovanych latek vcetné chemickych vzorct. Stanovanymi
latkami jsou BPA, BPB, BPF, BADGE, BFDGE a jejich metabolity. Jako interni standard
byl zvolen probenecid. Chemické struktury vSech stanovovanych analytii jsou uvedeny na
Obrézku 3.

Tabulka 1: piehled stanovovanych latek — sumérni vzorec, systematicky nédzev a molarni
hmotnost (M)

Analyt Sumarni vzorec Systematicky nazev M
[g/mol]
BPA Ci5H1602 2,2-bis(4-hydroxyfenyl)propan 228,29
BPB Ci6H1802 2,2-bis(4-hydroxyfenyl)butan 24231
BPF Ci3H1202 bis(4-hydroxyfenyl)methan 200,23
BADGE C21H2404 2,2-bis(4-glycidyloxyfenyl)propan 340,40
BFDGE Ci19H2004 bis(4-glycidyloxyfenyl)methan 312,40

Tabulka 2: vnitini standard - sumarni vzorec, systematicky nazev a molarni hmotnost (M)

Analyt Sumarni vzorec Systematicky nazev g /lr\n/lol]
Probenecid CizH19NO4S 4-[(dipropylamino)sulfonyl] 285,36
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Obrazek 3: struktury méfenych analytt, prevzato z [15, 16]



1.4 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Kapalinové chromatografie (LC) je jednou z nej€astéji vyuzivanych analytickych metod
slouzici k separaci slozek obsazenych ve vzorku. Kapalinova chromatografie je zalozena na
principu separace analytu na zékladé chemickych a fyzikéalnich vlastnosti mezi vzajemné
nemisitelnymi fazemi. Analyt je unasen systémem pomoci mobilni faze, ktera je v kapalném
stavu, na chromatografickou kolonu, kterd je naplnénd staciondrni fazi, kterd je tvofena
pevnou latkou, pfipadné kapalinou ukotvenou na pevném nosi¢i. Mobilni fize je smési
rozpoustédel, nebo v mensing piipadi Cisté rozpoustédlo.

Podle vzajemnych interakci HPLC d€lime na: adsorp¢ni kapalinovd chromatografie,
zalozena na adsorpci analytu na povrch stacionarni faze, rozd€lovaci kapalinova
chromatografie, zaloZzena na rozdilné rozpustnosti analytu v stacionadrni a mobilni fazi,
iontové vymeénna chromatografie, zalozend na principu elektrostatickych interakcich, kdy
dochazi na povrchu ionexu k adsorpci analytu a vyméné iontli, gelova chromatografie,
zalozena na rozdilné molekulové hmotnosti (velikosti molekul) jednotlivych analyta.

K samotné separaci se nejCastéji vyuziva smeési polarngjsiho a méné polarniho
rozpoustédla, napifiklad smési methanol/voda, v urcitém poméru na zéklad¢ zjisténych
idealnich podminek separace. Nejacinnéjsi podminky separace 1ze ovlivnit polaritou mobilni
faze, vlastnostmi stacionarni faze (napft. velikost ¢astic, typem funk¢nich skupin vazanych
na nosi¢ stacionarni faze). Afinita analytu ke stacionarni f4zi a polarita mobilni faze velkym

podilem ovliviiuji retencni vlastnosti analyzované latky. [17, 18]



Kapalnd mobilni faze je ptivadéna do systému pomoci vysokotlakého ¢erpadla. Eluce je
provadéna dvéma zplUsoby, bud’ mobilni fizi s konstantni elu¢ni silou nebo

mobilni fazi se zvySujici se eluéni silou.

Z chromatografické kolony vychazeji jednotlivé zony analyti, které jsou zaznamenavany
pomoci chromatografického detektoru, a signél je pifeveden na chromatogram, ktery je
zavislosti intenzity méfené veliiny, (kterou sleduje detektor), na c¢ase separace.
Chromatograficka odezva je nejcastéji ve formé Gaussovskych kiivek, kterym se jinak tika

chromatografické piky. Na obrazku 4 je schéma HPLC pfistroje. [19, 20]
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(1) zasobniky mobilnich fazi, (2) odplynovaé, (3) vysokotlaké Cerpadlo, (4) sméSovac, (5)

@

®

Obrazek 4: schéma HPLC

automaticky davkovac vzorku, (6) chromatograficka kolona spolu s termostatem, (7) detektor, (8)

zapisovaci zatizeni, (9) nadoba na sbér odpadu, pievzato z [21]



Vysokotlaka ¢erpadla v HPLC

Podminkou spravného fungovani vysokotlakého ¢erpadla v kapalinové chromatografii je
zajisténi bezpulzniho prutoku mobilni faze. Konstrukéni materidl chromatografického
Cerpadla, musi odolat korozi, i pfi pouziti agresivnich mobilnich fazi a nesmi dojit ke
kontaminaci mobilni faze. V kapalinové chromatografii se pouzivaji dva typy Cerpadel dle
pozadavku stanoveni. Jsou to Cerpadla isokratickd a gradientova. Gradientova cerpadla
oproti isokratickym maji vyhodu v moznosti ménit sloZzeni mobilni fdze pfimo v prab&hu

separace, a tim moznost zpiesnit odezvy jednotlivych slozek. [18, 21]

Chromatograficka kolona pro HPLC

Chromatografick¢ kolony pro HPLC jsou v dne$ni dobé povétSinou komeréné
konstruovany a uzivatel mé minimalni moznost jejich vlastnosti ovlivnit. Ovlivnit mtize

druh sorbentu, velikost ¢astic a rozméry kolony, ale pouze v souladu s nabidkou vyrobce.

Chromatograficka kolona je slozena ze dvou ¢asti: samotné télo kolony, v podstaté rovna
trubice s hladkym vnitinim povrchem, a koncovka kolony, ktera ma 3 zikladni funkce:
rovnomérnou distribuci mobilni faze skrz cely prifez kolony, zadrzeni stacionarni faze a
udrzeni tésnosti systému v oblasti tlakd. Spatné t&snéni mize zplisobit podtékani
chromatografické kolony, nebo vznik krystali na povrchu tésnéni pii pouziti soli/pufri

v mobilni fazi. Na obrazku 5 najdete priiez chromatografickou kolonou. [17]

Obrazek 5: konstrukce chromatografické kolony
(1) vstup pro kapilaru se Sroubem, (2) kovova hlavice, (3) t€snéni vstupniho Sroubu, (4) frita, (5)
ochranny krouzek, (6) tésnéni koncové hlavice, (7) naplii kolony = stacionarni faze, (8) plast’

kolony, pievzato z [18]



1.5 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) se fadi mezi spojené techniky. Mimo tudaji
z chromatogramu nam poskytuje spektralni udaje o stanovované latce, 1ze tedy vyhodné
vyuzit jak pro kvantitativni, tak kvalitativni analytickou analyzu, a to i v komplexnégjSich
smésich. Pomoci hmotnostni spektrometrie lze stanovit pomérné Siroké spektrum
latek, proto lze tuto metodu povazovat za vcelku univerzalni. Hmotnostni detektory nasli

své uplatnéni zejména v biomedicinalni, enviromentalni a potravinarské analyze. [16]

Proces analyzy probihé ve 3 krocich. V prvnim kroku dochazi k ionizaci analytu, kdy se
neutralni molekuly ptevedou v iontovém zdroji na molekuly nabité, za atmosférického
tlaku. DalSim krokem je rozd€leni té€chto nabitych Ccastic podle poméru m/z
(hmotnost/naboj) v hmotnostnim analyzatoru. Poslednim krokem je samotna detekce iontd
a zesileni ziskaného signdlu pomoci napf. fotondsobice, elektrondsobi¢e a dalSich.

Na Obrazku 6 je schéma hmotnostniho spektrometru. [16]

atmosfericky tlak/vakuum vysoké vakuum

vstup iontovy hmotnostni

vzorku zdroj analyzator [~] detektor

!

zpracovani
signalu
vystup
Obriazek 6: schéma hmotnostniho spektrometru
1.5.1 Ionizacni techniky v hmotnostni spektrometrii

Vybér idedlni ioniza¢ni techniky zavisi na mnoha faktorech a existuje celd fada
ionizaCnich technik, které jsou ovlivnény t€kavosti latek, teplotni stabilitou latky,

molekulovou hmotnosti a polaritou stanovovanych latek. [18]

Nejpouzivangj$imi ionizacnimi technikami v HPLC analyze jsou techniky ionizace za
atmosférického tlaku. Mezi tyto techniky patii ionizace elektrosprejem (ESI), chemicka
ionizace (APCI) a fotoionizace (APPI). VSechny tyto ionizacni techniky se fadi mezi meékké
ionizacni techniky. Vznikaji kladn€ nabité ionty, nebo zaporné nabité ionty v zavislosti

na typu ionizace. [16, 18]



1.5.2 Hmotnostni analyzator

Hmotnostni analyzator je umistén za iontovym zdrojem a pted hmotnostnim detektorem,

Analyzator ma dvé hlavni funkce:

1. Rozd¢leni iontli na zédkladé poméru m/z (hmotnost/naboj) v plynné fazi za vakua

2. Nasledné urychleni téchto iontli a fokusaci

V soucasnosti je jednim z nejpouzivanéjSich kvadrupolovy analyzator, ktery je zalozen
na principu pfivadéni iont do stiedu osy kvadrupdlu, kde zacnou ionty oscilovat (kmitat).
Pfi urcitém nastaveni stejnosmérného a vysokofrekvencniho napéti na Ctyii tyCové elektrody,
jsou oscilace stabilni pro urc¢itou nabitou molekulu s danou hodnotou m/z, tim se tato nabita
castice dostane na detektor, zatimco zbylé nabité cCastice se zachyti na ty¢ich kvadrupolu.
Zménou hodnot stejnosmérného proudu a amplitudy stiidavého napéti se postupné dostanou
k detektoru vSechny nabité ¢asti z kvadrupolu. U HPLC systémi se lze setkat i s tzv. trojitym
kvadrupdlem, ktery se skldda ze dvou kvadrupodlii a kolizni cely, kterd se nachdzi mezi
jednotlivymi kvadrupoly. Prvni kvadrupol (Q1) slouzi k izolaci prekursorovych iontd, ¢imz
odstrani ionty na pozadi. V kolizni cele se nasledn€¢ rozstépi prekursorovy ion pomoci
kolizniho plynu (nejcastéji argonu) na charakteristické fragmenty, které jsou monitorovany

na druhém kvadrupélu. Na Obrazku 7 naleznete schéma trojitého kvadrupoélu. [17, 19]

a1 02 - collision cell Qa3

@@E‘

.t—-—+

to detector
- >

from ion source. -

@@@@@

Obrazek 7: schéma trojitého kvadrupolu
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1.5.3 Zpusob fragmentace ionti

Fragmentace v hmotnostni spektrometrii, zahrnujici rozpad molekul na mensi
fragmenty, je vyuzivana k analyze jejich hmotnosti a naboje. Fragmentace mohou probihat
riznymi zpusoby v zavislosti na typu hmotnostniho spektrometru. NejpouzivangjSimi

metodami jsou disociace indukovanou srazkou a ionizace elektronovym narazem.

Nejprve musi byt molekula vzorku vystavena ionizaci, za ucelem vytvoreni nabité
Castice tedy iontu, po ionizaci jsou ionty zrychleny elektrickym polem a nésledné

magnetickym polem, coz zplisobuje zaktiveni jejich drahy v zavislosti na jejich pomér m/z.

Pti disociaci indukovanou srazkou jsou vybrané ionty zavedeny do kolizni cely naplnéné
plynem, obvykle helium nebo dusikem. Béhem priichodu se ionty srdZeji s molekulami
plynu a ziskavaji kinetickou energii. Dodatecna kinetickd energie zplisobi fragmentaci
molekul na ionty. Vysledné fragmenty putuji do hmotnostniho analyzatoru. Charakter

fragmentace slouzi jako informace o struktufe piivodni molekuly.

U nékterych molekul se vyuziva takzvané pseudofragmentace, coz je jev, kdy iont
zdéanlive prochazi fragmentaci, ale ve skute¢nosti nedochazi k rozpadu molekuly na mensi

fragmenty, ale pouze dochazi ke zmén¢ vnitini struktury, naptiklad izomeraci, molekuly.

1.5.4 Detektor

Detektor v hmotnostnim spektrometru slouzi k detekci iontd a urceni jejich Cetnosti.
Ptevadi proud dopadajicich iontli na proud elektronii. Detektory pro hmotnostni spektrometr

se d¢li do dvou kategorii: detektory pro pfima méfeni a ndsobi¢ové detektory.
Detektory pro piima méfeni detekuji elektricky proud vznikajici ptimym dopadem ionti,

zatimco nasobicové detektory obsahuji dalsi elektrody, které zesiluji elektronovy proud a

poskytuji méfitelné signaly dokonce pro jednotlivé ionty. [15, 17]
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1.6 Cile prace

Cilem teoretické Casti prace byla literarni reSerSe na téma stanoveni bisfenoll ve
vybranych néapojich s dirazem na toxické ucinky, zdroje a vyskyt v Zivotnim prostiedi a
potravinich pomoci metody vysokouc¢inné kapalinové chromatografie. Soucasti bylo
predstaveni vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s hmotnostné spektrometrickou

detekci a konkrétni podminky extrakce a separace pro stanovované latky a jejich metabolity.

Cilem experimentalni ¢asti bylo optimalizovat metodu pro stanoveni jednotlivych
bisfenolii a jejich metaboliti v komercnich napojich pomoci vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie s hmotnostni detekci (HPLC/MS). DalSim cilem bylo validovat metodu

A

stanoveni a ovérit jeji pouzitelnost na sérii vzorkl plechovkovych piv z maloobchodni sité.
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pouzité chemikalie

V prubéhu experimentalni ¢asti byly pouzity nasledujici zdkladni latky, modifikatory
MF a rozpoustédla

Acetonitril, CHROMASOLYV, cistota > 99,9%, pro LC/MS, (Honeywell, USA)
Metanol, CHROMANORM, cistota > 99,9%, pro LC/MS, (VWR chemicals, USA)
Hydroxid amonny — vodny roztok, 24%, (Lach-Ner, Ceska republika)

Chlorid sodny p.a., (Chemapol, Ceské republika)

Siran hofe¢naty bezvody, &istota > 98,0%, (Penta, Ceska republika)

Kalibra¢ni roztok pro negativni ionizaci, Thermo Scientific, Pierce™ ESI negative
ion calibration solution, (Thermo Fisher Scientific, USA)

Kalibra¢ni roztok pro pozitivni ionizace, Thermo Scientific Pierce™ LTQ Velos
ESI positive ion calibration solution, (Thermo Fisher Scientific, USA)
Deionizovana voda generovana piistrojem Milli-Q Direct Water Purification

Systém (18,2 MQ/cm) (Merck, USA)

13



2.2 Pristroje a pomicky
V této kapitole je shrnuto veskeré instrumentalni vybaveni a spotfebni material
pouzity v prubehu experimentalni ¢asti a vyhodnocovani dat.

+ Kapalinovy chromatograf Thermo UltiMate 3000 s hmotnostni detekci (ionizace

vyhtivanym elektrosprejem, trojity kvadrupol), (Thermo Fisher Scientific, USA)

» Chromatografickd kolona: Sigma-Aldrich discovery C18 (150x2,1 mm, Spm),
(Sigma-Aldrich, USA)

* Deionizované vody: Milli-Q Direct Water Purification Systém (18,2 MQ/cm),
(Merck, USA)

* Centrifuga: Centrifuga Hettich ROTINA 380, (Hettich, Némecko)

* Vakuova rota¢ni odparka: Hei-Vap Core Heidolph, (Heidolph, Némecko)
* SPE kolony: Sigma-Aldrich Supelclean™ PSA SPE Tube, objem 3 ml

* Analytické vahy: Kern ACS 200-4, (Kern & Sohn, Némecko)

» Predvazky: Kern 440-35N, (Kern & Sohn, Némecko)

* Automaticka pipeta: Eppendorf Research Plus o objemu 0-20 pl, 10-100 pl,
100-1000 pl, 1 — 10 ml

*  Odmérmneé sklo: tfida ptesnosti A, FisherBrand
» Laboratorni sklo

* Spotiebni materidl: krimpovaci vialky z €irého skla s hlinikovym uzavérem s
pryZovym septem, plastové Spicky, centrifugacni zkumavky
» Ovladaci software a zpracovani vysledkti: Thermo Scientific Xcalibur, Microsoft

Excel 365
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2.3 Priprava vzorkiu a kalibracnich roztoki

2.3.1 Priprava zasobniho roztoku individualnich bisfenoli

Zasobni roztok standardii o koncentraci 1 mg/ml byl pfipraven navdzenim 10 mg
individudlnich cistych latek a jejich rozpusténim v 10 ml acetonitrilu. Do 25ml vialky se
Sroubovacim uzavérem bylo tedy navazeno pfislusné mnozstvi standardu a sklen¢nou
pipetou bylo piidano pfesn¢ 10 ml acetonitrilu, obsah vialky byl intenzivné protiepan, aby
se navazené mnozstvi latky zcela rozpustilo. Tento zasobni roztok byl uchovavan

v mrazaku pii -20 °C.

Tabulka 3: koncentrace zasobnich roztoku individualnich bisfenolt

Hmotnostni koncentrace

Analyt [mg/ml]
BPA 1,080
BPB 1,020
BPF 1,020
BADGE 1,050
BADGE - H20 1,000
BADGE - HCI - H2O 0,980
BADGE - 2 HCI 1,040
BADGE - HCl 1,043
BFDGE 1,070
BFDGE - 2 H,0 0,560
BFDGE - 2 HCI 2,190

2.3.2 Priprava pracovniho smésného roztoku bisfenolu

Smésny zasobni roztok standardli o koncentraci 1 mg/l byl pfipraven odpipetovanim
piislusného objemu zasobnich roztoki jednotlivych bisfenolti podle Tabulky 3 do 20ml

odmérné banky a naslednym doplnénim acetonitrilem po rysku.
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2.3.3 Priprava vzorku metodou QuEChERS

Analyzovany vzorek piva byl nejprve odplynén v ultrazvukové 1azni po dobu 5 minut.
Z takto odplynéného vzorku bylo nasledné¢ odpipetovano 10 ml vzorku do 50ml
centrifugacni zkumavky. Ke vzorku v kyveté bylo dale pfidano 10 ml acetonitrilu, smés
v kyveté byla promichdna na vortexu, po dobu nékolika sekund, nasledné byla do kyvety
ke smési acetonitrilu a vzorku pfidana predem piipravend smés 4 g MgSO4 a 1 g NaCl.
Kyvetu bylo potieba co nejrychleji uzaviit a nasledovalo intenzivni tfepani po dobu 1 min,
aby nedoslo ke speceni pfidanych soli. Obsah v kyveté byl nasledn¢ odstfedén pii 4500
RPM po dobu 7 minut. [23, 24]

V dalsim kroku bylo provedeno ptecisténi acetonitrilového extraktu pomoci extrakce na
pevné fazi za pouziti SPE kolonek. SPE kolonka byla nejprve kondicionovana 3 ml
acetonitrilu a eluat jiman do odpadni kadinky. Na kolonku byly tedy nadavkovany 2 ml z
horni acetonitrilové vrstvy, eludt byl jiman do 25ml srdcové banky umisténé pod SPE
kolonkou. V okamziku, kdy hladina v SPE kolonce dosahla vrstvy sorbentu, byla SPE
kolonka postupné promyta 10 ml (pétkrat po 2 ml) acetonitrilu. Poté byl vzorek odpaten
dosucha pomoci vakuové rotac¢ni odparky pii 40 °C. K odparku v srdcové baiice bylo
nasledné ptfiddno 20 pl vnitiniho standardu probenecidu, a nakonec byl vzorek rozpusStén
v roztoku smési methanol/voda (50:50, v:v) na celkovy objem 1 ml. Timto postupem byl
ziskéan extrakt vzorku dvakrat koncentrované;si, nez byla piivodni koncentrace, a zbaveny

potencidlné nezadoucich slozek matrice, které¢ by mohly rusit stanoveni. [25]

2.3.4 Priprava slepého vzorku

Do 50ml centrifugacni zkumavky bylo odpipetovano 10 ml deionizované vody.
K obsahu ve zkumavce bylo nasledné ptfidano 10 ml acetonitrilu a na vortexu byl obsah
zkumavky dobie promichan. Nasledny postup ptipravy slepého vzorku byl identicky

s postupem uvedenym v kap. 2.3.3.
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2.3.5 Priprava kalibracnich roztoki

Pro ovéfeni valida¢nich parametri metody, jakymi jsou linearita, opakovatelnost, limit
detekce, limit kvantifikace a vytéznost byla sestrojena Sestibodova kalibracni zavislost
pomoci pracovniho smésného roztoku bisfenolt o koncentraci 1 mg/l, ktery byl ve sklenéné
vialce o objemu 1,5 ml 10x zfedén na vyslednou koncentraci 0,1 mg/l. Z takto nafedéného
standardu bylo odpipetovano piislusné mnozstvi smésného zasobniho roztoku podle
Tabulky 4. Pfed doplnénim bylo do vialek ptidano 20 pl vnitiniho standardu probenecidu,

a nasledné¢ byly vialky doplnény smési methanol/voda v poméru 1:1 na objem 1 ml.

Tabulka 4: slozeni kalibra¢nich roztoku

Koncentrace Koncentrace Pipetovany Plpel:)t.o\;iny Obiem
BPA,BPFa  BADGEa  objem vnitiniho onle " . O}Jle/H o
BPB BFDGE standardu SMESNERo ¢ :
standardu [l]
[mg/1] [mg/1] [u]
g g 28 [l]
0,001 0,001 10 970
0,002 0,002 20 960
0,005 0,005 50 930
20
0,010 0,010 100 880
0,025 0,025 250 730
0,050 0,050 500 480
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2.4 Spravnost, presnost

Pti validaci chromatografické separace bisfenoll byla stanovena spravnost a presnost
ziskanych hodnot jednotlivych méfenych latek ptfi zvolenych koncentraci 2,5 a 12,5 pg/l,
pricemz bylo piipraveno 6 vzorka od kazdé koncentra¢ni hladiny, kdy byl kazdy vzorek
zméfen dvakrat. A nasledné byly ziskané hodnoty statisticky vyhodnoceny, pomoci

patfi¢nych matematickych vztaht.

Spravnost (vytéznost) v % metody byla vyjadiena jako pomér ziskané koncentrace

vzorku ku o¢ekévané koncentraci, coz je dano vztahem:

Cnamérena 100

V =

Cotekavana

Presnost metody byla ovéfena vypoctem smeérodatné odchylky (SD). Smérodatna
odchylka vyjadiuje, jakou mérou jsou naméfené hodnoty rozptyleny od sttedni hodnoty
neboli medidnu. Smérodatna odchylka byla vyjadiena matematickym vztahem, ktery lze

pouzit pro pocet méteni mensi nez 7:

Tz (xi—%)?

n—-1

SD =

kde x; jsou jednotlivé méfeni, X aritmeticky prumeér a n pocet méfeni

Jako dopliikkovou hodnotu ke smérodatné odchylce, kterd nam miize pomoci pii
statistickém vyhodnoceni jednotlivych méfeni byva relativni smérodatna odchylka (RSD).
Relativni smérodatnou odchylku lze definovat jako smérodatnd odchylka pievedena na
jednotku procent. Relativni smérodatna odchylka byla vyjddfena matematickym vztahem,

ktery lze pouzit pro pocet méfeni mensi nez 7:

SD

RSD = —
X
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2.5 Mez detekce, mez stanovitelnosti

vwr

které je schopno vyvolat odezvu méticiho systému, ktera je statisticky vyznamné odliSitelna

od Sumu pozadi, ale nejsme schopni tuto odezvu kvantitativné vyhodnotit.

Mez stanovitelnosti (LOQ) analytické metody je ddna nejniz§im mnoZzstvim analytu ve
vzorku, které jsme schopni pomoci zvolené metody kvantitativné vyhodnotit s danou

pfesnosti a spravnosti.

V praxi se velmi Casto vyuziva vypocet pomoci poméru signalu a Sumu zakladni linie,
ale v této praci byla vyuzita metoda stanoveni meze detekce a stanovitelnosti, pomoci
smérodatné odchylky odezvy analytu a smérnice pfimky, kterou je kalibraéni zavislost

Vv

kalibra¢ni zavislosti byl zvoleny tak, aby reflektovat realné dosazitelnou hodnotu LOQ.

V této praci byla vyuzita metoda stanoveni hodnot mezi detekce a mezi stanovitelnosti
na zéklad¢ hodnot standardni odchylky odezvy (Sy) a sklonu kalibracni zavislosti (S).
Hodnoty LOD byly vypocitany podle vzorce:

Lop = 22 %
S
Hodnoty LOQ byly vypocitany podle vzorce:
10 - S
LOQ = z
Q S
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Optimalizace metody

Jako optimalni slozeni MF byla zvolena smés roztoku A, ktery reprezentoval 0,05%
roztok hydroxidu amonného smiSeny sroztokem B, ktery reprezentoval methanol.
Zastoupeni jednotlivych sloZzek v mobilni fazi se v priabehu separace ménilo v zavislosti na

nastaveni gradientového modu.

Vzorky pfipravené k chromatografick¢é analyze byly pfimo nastfiknuty do
chromatografického systému Thermo UltiMate 3000. Chromatograficka separace probihala
na chromatografické kolon¢ Sigma-Aldrich discovery C18 srozméry 150%2,1 mm a
velikosti ¢astic 5 pm. Analytické kolona byla temperovana na 30 °C. Priitok mobilni faze
byl 0,240 ml/min. Nastfikovany objem vzorku na kolonu byl 5 pl. Hmotnostni detektor
byl pfed kazdym métenim kalibrovan pomoci certifikovanych kalibrac¢nich roztokt. Jako
zmlzujici, pomocny a Cistici plyn byl pouzit plynny dusik. Pouzity gradientovy program a
nastaveni parametrd MS pro ionizace jsou v Tabulce 5 a 6.

Tabulka 5: gradientovy program, podle kterého dochazelo ke zmén¢ sloZzeni mobilni faze

v prubehu analyzy.

cas DA ®B
[min] [obj. %] [obj. %]
0 30 70
1 30 70
12 100 0
18 100 0
19 30 70
22 30 70
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Tabulka 6: nastaveni parametrt MS pro ionizace

Typ ionizace ESI - ESI +
Pratok zmlzujiciho plynu 32 32
Prttok pomocného plynu 7 7

Pritok Cisticiho plynu 2 2
Napéti na jehle
2,50 3,76
[kV]
Teplota kapila
P prary 295 295
[°C]
Teplota ohtivace
pomocného plynu 205 295

[°C]

Analyty jsou pomoci specifickych kvantifikacnich ptechodli, které jsou k nalezeni
v Tabulce 7, detekovany a identifikovany hmotnostnim spektrometrem. Na Obrazcich 8 a 9
jsou zobrazeny ptiklady chromatogramii jednotlivych méfenych analytl, pro kalibra¢ni

standard o koncentraci 1 pg/l, spolu s reten¢nimi ¢asy v minutach a plochami jednotlivych

analyta.
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Tabulka 7: parametry pro MS detekci jednotlivych bisfenoli

Kvantifika¢ni ] i
N Normalizovana
Latka Ionizace prechod
kolizni energie
[m/z]
BPA 227,11>227,11 10
BPB 241,12 >241,12 10
[M—-H]
2,2'+2.,4' BPF / 4,4' BPF 199,08>199,08 10
Probenecid (INST) 284,10>141,00 30
BADGE 358,20>191,11 20
BADGE - H,O 376,22>209,12 15
BADGE - HCI1 - H,O 412,19>227,08 15
BADGE - 2 HC1 430,16>227,08 15
[M + NH4]"
BADGE - HC1 394,18>191,11 15
BFDGE 330,17>133,07 25
BFDGE - 2 H>O 366,19>181,09 20
BFDGE - 2 HC1 402,12>199,05 15
Probenecid (INST) [M+H] 284,11>244,06 25
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Obrazek 8: chromatogramy jednotlivych bisfenoli ionizovanych v negativnim moddu

v potadi: 2,2'+2,4' BPF + 4,4' BPF, BPA, BPB, pro kalibra¢ni standard o koncentraci 1 pg/l,

kolona Sigma-Aldrich discovery C18, 150x2,1 mm, 5 um, mobilni faze - hydroxid amonny
(A) a methanol (B), pratok mobilni faze 0,240 ml/min, doba analyzy 22 minut a objem
nastiiku 5 pl, gradientova eluce (Cas: 0, 1, 12, 18, 19, 22, A: 30, 30, 100, 100, 30, 30 %)
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Obrazek 9: chromatogramy jednotlivych bisfenolii ionizovanych v pozitivnim moddu
v poradi: BFDGE, BADGE, BADGE - H0, BADGE -HCIl, BADGE -HCl - H:xO,
BADGE - 2 HCI, BFDGE - 2 H,O, BFDGE - 2 HCI, pro kalibra¢ni standard o koncentraci
1 pg/l, kolona Sigma-Aldrich discovery C18, 150x2,1 mm, 5 pm,
mobilni faze - hydroxid amonny (A) a methanol (B), pritok mobilni faze 0,240 ml/min,
doba analyzy 22 minut a objem nastfiku 5 pl, gradientova eluce (¢as: 0, 1, 12, 18, 19, 22,
A: 30, 30, 100, 100, 30,30%)
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3.2 Validace metody

3.21 Mez detekce (LOD), mez stanovitelnosti (LOQ)

K zjisténi mezi detekce a mezi stanovitelnosti byla sestrojena kalibracni zavislost vhodné
natedéného pracovniho standardu. Pomoci smérnice kiivky kalibrani zavislosti
s naslednym vyuzitim programu linedrni regrese v programu Microsoft Excel 365 byly
vypocteny meze pro jednotlivé bisfenoly. Kalibra¢ni zavislost je zobrazena na Obrazku 10.
Hodnoty mezi detekce a mezi stanovitelnosti pro jednotlivé analyty ziskané z kalibracni

zavislosti se nachazeji v Tabulce 8.

3,500
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2,500 | e -
2,000 e

1,500

Agpa - 106
X

1,000
0,500 x
0,000

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Cgpa [ME/1]

Obrazek 10 — kalibracni zavislost ploch pikti pro analyt BPA na zvoleném koncentra¢nim
rozsahu pro stanoveni meze detekce a meze stanovitelnosti, kolona
Sigma-Aldrich discovery C18, 150x2,1 mm, 5 pm, mobilni faze - hydroxid amonny (A) a
methanol (B), pritok mobilni faze 0,240 ml/min, doba analyzy 22 minut a objem nastfiku 5

ul, gradientova eluce (¢as: 0, 1, 12, 18, 19, 22, A: 30, 30, 100, 100, 30, 30 %)
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Tabulka 8: meze detekce a meze stanovitelnosti pro jednotlivé bisfenoly

LOD LOQ
Analyt

[ng/1] [ng/1]
BPA 0,2 0,5
BPB 0,3 1,0

2,2'+2,4' BPF / 4,4' BPF 0,3/1,3 0,7/1,9

BADGE 0,3 0,9
BADGE - H,O 0,2 0,7
BADGE - HCI - H,O 0,5 1,5
BADGE - 2 HCI 0,3 0,9
BADGE - HC1 0,4 1,0
BFDGE 0,6 1,7
BFDGE - 2 H,O 0,6 1,8
BFDGE - 2 HCI 0,3 0,9
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3.2.2 Linearni dynamicky rozsah

Linearni dynamicky rozsah detektoru byl zjistén namétfenim ploch pikd raznych
koncentraci modelového roztoku analytd, které byly néasledné vyneseny jako dekadické

logaritmy na osu X a osu y.

Linearni dynamicky rozsah v daném rozmezi koncentraci se povazuje za splnény, pokud
smérnice kalibracni pfimky zavislosti neni odchylena od hodnoty 1 o £ 5 % a koeficient

determinace je vétsi jak 0,99.

Pro kontrolu linearniho dynamického rozsahu byl zvolen rozsah koncentraci od
1 png/l do 50 pg/1(1, 2,5, 10, 25, 50 pg/l) pro analyt BPA, jelikoz toto rozmezi koncentraci
bylo pouzito pii sestrojeni kalibracni zavislosti pro dalsi meéfeni. Zvoleny rozsah
koncentraci byl dostatecné linearni, jelikoz koeficient determinace odpovidal hodnoté
0,9988. Byla vynesena zavislost dekadického logaritmu odezvy detektoru na dekadickém
logaritmu koncentrace BPA viz Obrazek 11. Linearni dynamicky rozsah byl ur¢ovan pro

vSechny méfené analyty.

7,5
.o X
7 Koot
65 | e '><
- X
o
s 6 ......
o0 el
o e
- X
55 wor
5
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8

LOg(CBPA) (ue/11]

Obrazek 11 — zavislost dekadického logaritmu odezvy detektoru na dekadickém logaritmu
koncentrace BPA pro ovéfeni linearniho dynamického rozsahu, kolona Sigma-Aldrich
discovery C18, 150x2,1 mm, 5 um, mobilni faze hydroxid amonny (A) a methanol (B),
pritok mobilni faze 0,240 ml/min, doba analyzy 22 minut a objem nastfiku 5 pl, gradientova
eluce (Cas: 0, 1, 12, 18, 19, 22, A: 30, 30, 100, 100, 30, 30 %)
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3.2.3 Piesnost, spravnost

Spravnost a presnost metody byla vyhodnocena na dvou rtznych koncentrac¢nich
hladinach, a to hladinach 2,5 pg/l a 12,5 ng/l, ale o¢ekavané koncentrace ve vzorcich byly
vSak dvakrat vétsi, jelikoz byly vzorky zakoncentrovany, tudiz ocekavané koncentrace
vzorkl byly 5,0 ug/l a 25,0 ug/l. Pro obé koncentra¢ni hladiny byla piipravena série Sesti
vzorkll stejného piva, do kterych byl odpipetovan pfislusny objem standardniho roztoku
analytl, kazdy vzorek byl zméten dvakrat. Opakovatelnost byla vyjadiena pomoci relativni

sméerodatné odchylky, kterd byla vypocitana pomoci rovnic uvedenych v kapitole 2.5.

Tabulka 9: spravnost a pfesnost metody na hladiné 5,0 pg/l

Cnaméiena Coclekavana Spl’iiVllOSt RSD
Analyt
[ng/1] [ng/1] [%0, n=6] [%0, n=6]

BPA 45+0,3 90 7
BPB 4140, 82 3
2,2'+2,4' BPF 42+0,1 84 3
4,4' BPF 42+0,1 84 3
BADGE 3,8+0,1 76 3
BADGE - HxO 2,9+0,2 58 8
BADGE - HC1 - H.0O 3,9+0,1 5,0 79 3
BADGE - 2 HC1 4,0+0,1 80 3
BADGE - HC1 34+03 68 8
BFDGE 3,1+£0,4 61 13
BFDGE - 2 H>O 4,0+0,1 81 3
BFDGE - 2 HCI1 32+04 64 13
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Tabulka 10: spravnost a piesnost metody na hladiné 25,0 pg/l

Cnamérena = SD Coclekavana Sprz'lvnost RSD
Analyt
[ng/l] [ng/1] [%0, n=6] [0, n=6]
BPA 184+1,2 74 6
BPB 17,5+1,2 70 7
2,2'+2,4' BPF 18,3+ 1,0 73 5
4.4' BPF 18,0+ 1,0 68 6
BADGE 15,7+1,2 63 7
BADGE - H,O 13,4+1,5 54 11
BADGE - HCl- 16,9+ 1,8 25,0 67 11
H>O

BADGE - 2 HCI 17,1+1,9 68 11
BADGE - HCI 15,8+1,3 64 9
BFDGE 13,0£1,2 52 10
BFDGE - 2 H,O 14,6 £ 1,4 58 10
BFDGE - 2 HCI 13,7+ 1,5 55 11
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Stanovené hodnoty vytéznosti ndm dokumentuji, jak je zptisob ptipravy vzorku a celkova
metoda efektivni pro separaci analytl z matrice piva. Za vyhovujici se povazuje rozsah
vytéznosti od 70 do 120 %. Celkova vytéznost separace pii pouziti metody QUEChERS byla
niZ8i, nez bylo ptivodné oc¢ekavano. V intervalu od 70 do 120 % byly vytéznosti pro analyty
BPA, BPB a BPF, pro ostatni analyty byla vytéznost nizsi, a to v intervalu od 52 do 68 %
viz Tabulka 9 a 10, coz by bylo vhodné zlepsit, ale pokles hodnot vytéznosti mohl byt
zpusoben 1 meéfenim pii nizkych koncentranich hladinach, tudiz jsou nizS$i hodnoty
akceptovatelné.

Stanovené hodnoty opakovatelnosti pomoci metody ptipravy vzorku QuEChERS, které
byly vyjadteny pomoci relativni smérodatné odchylky, vykazuji navzdory niz§im hodnotadm
vytéznosti u nékterych analyti, pomérné slusnou opakovatelnost za pouziti této metody,

ato od 3 do 13 %, proto lze povaZovat volbu metody ptipravy vzorku za vyhovujici.
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3.2.4 Matricni efekty

Jednim z hlavnich problému, které ovlivituji odezvu analytl té¢kavych latek pii pouziti
metody vysokoucinné kapalinové chromatografie, jsou matri¢ni efekty. Matri¢ni efekty jsou
lokalizovany v iontovém zdroji, kde dochazi ke zméné ucinnosti ionizace vlivem
pritomnosti latek vychézejici z kolony spolu s analytem. Matri¢ni efekty vznikaji kompetici
analyzované latky s jinou koeluovanou latkou o naboj. Projevuji se u obou typl ionizace

(ESIi APCI), ale pozorovatelné jsou mnohem vice u ESIL.

Pfitomnost netékavych nebo malo tékavych latek spolu s analyzovanou latkou
zpusobuje, zménu ve vlastnostech kapky pii ionizaci, kdy dochéazi ke zmén¢ tvorby kapky,
¢i jejiho vyparovani. Vysledkem je snizeni pocétu iontl v plynné fazi, které doputuji
k detektoru, coz mulze byt zplusobeno napiiklad kfiznou reakci mezi analytem a
metabolitem, nebo naopak zvySeni poctu iontli v plynné fazi, které doputuji k detektoru, coz

muze byt napiiklad zplisobeno fragmentaci metabolitl ve zdroji.

Vliv na snizeni ¢i zvySeni odezvy detektoru miize mit také kontaminace instrumentace,
mobilnich fazi, ¢i latek postupné uvoliiovanych z nedostate¢né¢ promyvané analytické

kolony.

Matriéni efekty lze pro ur€itou kombinaci analyt/matrice vyjadiit procentudlné
parametrem ME, ktery se zisk4 ze sestrojeni matri¢ni a rozpoustéci kalibracni zévislosti a

nasledného pouziti vztahu:

Amatriéni standard

ME = -100

A rozpoustédlovy standard

kde A je plocha pika

V Tabulce 11 jsou shrnuty namétené hodnoty ploch pikl ziskané pii rozpoustédlové
kalibra¢ni zavislosti, pfipravené nafedénim kalibra¢ni fady viz kapitola 2.3.5, a pfi matricni
kalibraéni fadé, pfipravené nafedénim kalibraéni fady piimo v matrici nikoliv
v rozpoustédle. Na Obrazcich 12 a 13 lze vidét zminéné kalibra¢ni zavislosti vynesené do

grafti.

Vypocet miry matri¢nich efekti — v piipadé neovlivnéni odezvy detektoru matri¢nimi
efektu je parametr ME roven 100 %. Pokud dochézi ke snizeni odezvy detektoru, je

ME < 100 %, pti zvySeni signdlu naopak ME > 100 %.
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Tabulka 11: priklad matri¢nich efektli dvou métenych latek

Analyt Crontola Amatritni  Arozpoustedlova e
[ng/1] [%]

1,0 271276 285955 95
2,0 676441 584637 116

BPA 5,0 1507467 1496552 101
10,0 3026398 3100406 98

25,0 6518940 9487784 69

50,0 14493028 18028917 80

Primér ME 93
1,0 1252639 1803399 69

2,0 2634583 3211857 82

BFDGE - 2HCI 5,0 5702022 8241344 69
10,0 11631840 15323975 76

25,0 26120137 45175742 58

50,0 55473587 85713229 65

Priimér ME 70

Urceni matri¢nich efektli pomoci rozpoustédlové a matricni kalibrace slouzi k zjisténi,
do jaké miry ndm matrice ovliviiuje odezvu analytu. Nej€astéji se matriéni efekty vyjadiuji
v procentech jako rozdil matri¢niho efektu ku 100 %, coZ by znamenalo, Ze nepozorujeme
zadny matri¢ni efekt. Pokud se rozdil dostava do zapornych hodnot, dochazi k poklesu
odezvy analytu v disledku matrice, naopak pokud se rozdil dostdva do kladnych hodnot,
dochazi ke vzriistu odezvy analytu vlivem matrice. U analytu BPA dochdzelo k 7% supresi

odezvy, zatim co u BFDGE - 2 HCI dochézelo az k 30% supresi odezvy.
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Obrazek 12 — rozpoustédlova (x) a matricni (#) kalibracni zavislost odezvy detektoru na koncentraci
latky pro BPA, kolona Sigma-Aldrich discovery C18, 150x2,1 mm, 5 pm, mobilni faze hydroxid
amonny (A) a methanol (B), pritok mobilni faze 0,240 ml/min, doba analyzy 22 minut a objem
nastiiku 5 ul, gradientova eluce (¢as: 0, 1, 12, 18, 19, 22, A: 30, 30, 100, 100, 30, 30 %)

90,0
80,0
70,0
60,0
s00 | e e

40,0

Agpa - 106

30,0
200 | e e

10,0 .

0,0 ¥¥
0 10 20 30 40 50

Capa [1e/l]

Obrazek 13 — rozpoustédlova (x) a matricni (#) kalibracni zavislost odezvy detektoru na koncentraci
latky pro BFDGE - 2 HCI, kolona Sigma-Aldrich discovery C18, 150x2,1 mm, 5 pm, mobilni faze
hydroxid amonny (A) a methanol (B), pritok mobilni faze 0,240 ml/min, doba analyzy 22 minut
a objem nastiiku 5 ul, gradientova eluce (¢as: 0, 1, 12, 18, 19, 22, A: 30, 30, 100, 100, 30, 30 %)
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3.3 Realné vzorky piva

Béhem méteni bakalarské prace byla zméfena pritomnost jednotlivych bisfenolt ve 14
ruznych vzorcich dostupnych plechovkovych piv, které byly riiznou dobu po minimalnim
datu spotfeby a s riznym obsahem alkoholu. Specifikace jednotlivych piv je uvedena
v Tabulce 12, naméfené hodnoty koncentraci jsou shrnuty v Tabulce 13 a 14. VétSina
hodnot jednotlivych bisfenolil ziskanych ve vzorcich byla namétena pod mezi detekce, nebo
pod mezi stanovitelnosti, coz dokazuje neptfitomnost, nebo velice nizkou ptfitomnost téchto
Skodlivych latek v méfenych vzorcich plechovkovych piv, i po vyprSeni minimalniho data
spotieby. To vede k myslence, Ze obsah téchto latek v plechovkovych pivech, kterym
nevyprselo minimalni datum spotieby, bude jesté nizsi a neni tfeba obav pii konzumaci
téchto napoju.

Hodnoty pfitomnych bisfenoltl, které jsou nad mezi stanovitelnosti, ptedstavuji pouze
mirné riziko, a to pouze v ptipadé konzumace plechovkovych piv, po minimalnim datu
spotieby, které v sobé obsahuji zvySenou koncentraci téchto télu Skodlivych latek.
Evropsky ufad pro bezpecnost potravin (EFSA) stanovil vroce 2023 novou hodnotu
maximdlniho tolerovaného denniho pfijmu BPA na 0,2 pg na kilogram télesné vahy, coz je
20 000 krat mensi hodnota, nez byla piivodné stanovena z roku 2018, ktera ¢inila 4 pg na
kilogram télesné vahy, tudiz zdravy dospély ¢loveék vazici v priméru 70 kilogrami by
musel vypit pifiblizné 3 plechovky piva vzorku ¢islo 6 (viz Tabulka 12 a 13), ktery
obsahoval nejvyssi naméfené mnozstvi BPA, aby piekrocil TDI. [26, 27]

I pfes zptisnéni maximalni hodnoty TDI, i u vzorki s dvouletym pfekro¢enim minimalni
doby trvanlivosti nejsou hodnoty zavazné odstrasujici, naopak vétSina vzorkl, minimalné

co se tyce obsahu bisfenold, by byla stale ke konzumaci piijatelna.
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Tabulka 12: Piehled méfenych vzorkii dostupnych plechovkovych piv

Obsah b
Vzorek Znacka Specifikace alkoholu atvu m
spotreby
[%o]
1 Tyskie Gronie 52 23.05.2022
2 Ciucas Brasov 4.6 25.08.2022
3 Dreher Gold 5,0 27.08.2022
4 Velkopopovicky 10 Svétlé viepni 42 31.05.2022
Kozel
5 Platan 10 Svétlé vycepni 4,0 26.01.2023
6 BrouCzech Lezak 5,0 16.07.2022
7 Zubr Grand 4x chmeleny 48 31.01.2023
lezak
8 Bruncvik Svétlé vycepni 3,9 17.09.2022
9 Starocech Polotmavy lezék 4,3 03.05.2022
10 Konrad Svétly lezak 4.8 04.06.2022
11 Svijany Prémiovy lezik - 4,6 12.12.2021
nepasterizovany
12 Gambrinus 10 Original 4,3 17.11.2021
13 Pilsner Urquell 12 4,4 25.07.2022
14 Argus 12 Maestic 4,8 17.11.2021
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Tabulka 13: Vyhodnoceni obsahu vybranych bisfenolti v jednotlivych vzorcich
dostupnych plechovkovych piv

Vaorek BPA BPB 2’?;—;:,’4' 4,4' BPF

[ng/l] [ng/l] g/l [ng/l]
1 0,6 <LOD <LOD <LOD
2 1.2 <LOD <LOD <LOD
3 1.3 <LOD <LOQ <LOD
4 1,1 <LOD <LOQ <LOD
5 0.8 <LOD <LOQ <LOD
6 6,2 <LOD <LOQ <LOD
7 0.9 <LOD <LOD <LOD
8 <LOQ <LOD <LOQ <LOD
9 1.9 <LOD <LOQ <LOD
10 3.0 <LOD <LOD <LOD
11 0,7 <LOD <LOQ <LOD
12 0.8 <LOD <LOQ <LOD
13 0.9 <LOD <LOD <LOD

14 0.9 <LOD <LOG <LOD
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V Tabulce 14 je uvedeno vyhodnoceni obsahu dvou vybranych metabolitd bisfenoli ve
vzorcich dostupnych plechovkovych piv, zbylé metabolity nebyly ve vzorcich naméieny
v dostatecné koncentrace, aby jejich hodnotu bylo mozno stanovit, proto nebyly do tabulky

zahrnuty

Tabulka 14: Obsah dvou vybranych metaboliti bisfenoli ve vzorcich dostupnych

plechovkovych piv
BFDGE -2 HCI1 BADGE - H20
Vzorek

[ng/1] [ng/1]
4 2.3 <LOD
7 1,1 <LOD
9 <LOQ 1,1
10 1,1 <LOD
14 12 <LOD
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4 Zavér

V této praci byla ovéena metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni
detekci pro stanoveni a kvantifikaci stopovych mnozstvi jednotlivych vybranych bisfenolt

a jejich metabolitli ve vzorcich plechovkovych piv, a to az pii koncentracnich hladinach

1 pg/l.

Nejprve byla metoda optimalizovéna za Gcelem nalezeni idealnich podminek separace
jednotlivych bisfenoltl a jejich dostupnych metabolitli, a nasledné ovétena na dostupnych
vzorcich plechovkovych piv, vnichz byly stanoveny jednotlivé koncentra¢ni hladiny
vybranych  bisfenoli. Pifi méfeni byla pouzita chromatografickda kolona
Sigma-Aldrich discovery C18 (150%2,1 mm, 5 pm). Mobilni fdze byla slozena ze smési
mobilni faze A, kterd obsahovala 0,05% hydroxid amonny a mobilni faze B, ktera
obsahovala methanol. Pritokova rychlost mobilni faze byla 0,240 ml/min, objem nastiiku

vzorku byl 5 pl.

Nasledné byla provedena validace metody, ktera zahrnovala urceni spravnosti a presnosti
metody na dvou vybranych koncentra¢nich hladinach. Koeficient determinace byl u vSech
analyth > 0,99, coz ukazuje vyhovujici linearni rozsah v rozmezi koncentraci od 1 pg/l do
50 pg/l. Spravnost a pfesnost metody byla ovétena na dvou koncentra¢nich hladinach. I pfes
to, ze celkova vytéznost metody piipravy vzorku byla nizsi, nez bylo ocekavano a nékteré
analyty nedosdhly vytéznosti asponn 70 %, byly hodnoty opakovatelnosti meéfeni
akceptovatelné, budeme-li brat v potaz, ze hodnoty vytéZnosti a opakovatelnosti byly
méfeny pii nizkych koncentra¢nich hladindch. Pokud by byl zvolen vhodnéjsi interni
standard, pravdépodobné by doslo ke zvySeni hodnot vytéZnosti metody tim, Ze by se pomoci

interniho standardu lépe korigoval vliv matri¢nich efekti na odezvu analytl, na coz

probenecid nebyl idealni volbou

Na zéavér byla béhem méfeni bakalaiské prace zméfena pfitomnost jednotlivych
bisfenolti ve 14 rtznych vzorcich dostupnych plechovkovych piv s riznym obsahem
alkoholu, ve kterych byl mozny nalez téchto analytti. Podatilo se kvantifikovat analyt BPA
ve 13 ze 14 vzorkt, nejvyssi koncentrace tohoto analytu byla namétena ve vzorku ¢islo 6.
Ve vzorcich 4,7,9,10 a 14 bylo zarovent mozno pozorovat zastoupeni jednoho z metabolit

v nizkych koncentracich.
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