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[bookmark: _Toc224896116]§ Sažetak
Bisfenoli su skupina spojeva koja se ponajviše koristi u proizvodnji polikarbonatne plastike. Bisfenol A je dobro poznat endokrini disruptor zbog čega postoje regulative o smanjenju njegove uporabe i maksimalnog dopuštnog dnevnog unosa za koji se smatra da ne izaziva negativne zdravstvene učinke. Time je porasla potražnja za zamjenama bisfenola A kao i njihova uporaba. Kako bi se pratila izloženost čovjeka ovoj skupini spojeva potrebno je provesti biomonitoring koji zahtijeva razvoj osjetljive analitičke metode koja će moći analizirati što veći broj uzoraka u određenom vremenu. S tom je svrhom razvijena i validirana online SPE–LC–MS/MS metoda za simultano određivanje šest bisfenola u uzorcima humanog urina te je proveden biomonitoring populacije bez profesionalne izloženosti iz Santiago de Compostela.
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Bisfenoli su skupina spojeva široko rasprotranjena u proizvodnji plastike. Bisfenol A kao glavni predstavnik ove skupine dugi se niz godina koristio u proizvodnji polikarbonatne plastike i epoksidnih premaza. Međutim, istraživanja su pokazala kako ima štetan utjecaj na ljudsko zdravlje. Bisfenol A je endokrini disruptor koji može uzrokovati bolesti metaboličkog, imunološkog i reproduktivnog sustava. Povezan je s dijabetesom tipa 2, povišenim kolesterolom i hipertenzijom. Zbog toga je Europska agencija za sigurnost hrane (engl. The European Food Safety Authority, EFSA) 2006. godine savjetovala Europsku komisiju o uvođenju regulative o uporabi bisfenola A u materijalima u kontaktu s hranom te proizvodima kojima su izložena novorođenčad. Nakon novijih istraživanja i ponovne procjene zdravstvenog rizika i izloženosti, EFSA 2023. godine provodi reevaluaciju kojom je maksimalan preporučen dnevni unos (engl. tolerable daily intake, TDI) BPA oko 20 000 puta niži od prethodnog iz 2015. Godine. Agencija za zaštitu okoliša Sjedinjenih Američkih Država je također definirala referentnu oralnu dozu te uspostavila plan za smanjivanje izloženosti bisfenolu A. To je dovelo do povećanja potražnje za zamjenama bisfenola A te su se počeli upotrebljavati bisfenol S (BPS), bisfenol F (BPF), bisfenol AF (BPAF), bisfenol B (BPB) i bisfenol E (BPE). Međutim, njihov utjecaj na ljudsko zdravlje nije dovoljno istražen zbog čega nisu ni donesene preporučene vrijednosti maksimalnog dnevnog unosa za koji se ne smatra da izazva negativne utjecaje na čovjekovo zdravlje. Za bisfenol S je EFSA uspostavila maksimalnu dozvoljenu masu analita koja smije migrirati iz materijala u izravnom kontaktu s hranom u jedan kilogram hrane (engl. specific migration limit, SML) koja iznosi 0,05 mg/kg. Kako bi se istražila izloženost ljudske populacije bisfenolu A i njegovim zamjenama provodi se biomonitoring. Time raste potreba za kvalitativnim i kvantitativnim analitičkim metodama za analizu bisfenola u biološkim matricama. S tom je svrhom razvijena i validirana on–line ekstrakcija na čvrstoj fazi spojena s vezanim sustavom tekućinske kromatografije i tandemne spektrometrije masa.1

§ 1. Uvod		1

[bookmark: _Toc224896118]PRIKAZ ODABRANE TEME
[bookmark: _Toc224896119]Analiza bisfenola u biološkim matricama
Bisfenoli su hidrofobna skupina spojeva koji su u biološkim matricama prisutni u neutralnom obliku. Zbog toga može doći do njihove bioakumulacije. Bisfenol A predstavlja jasan rizik za ljudsko zdravlje kao endokrini disruptor, dok toksikološki učinci njegovih zamjena još nisu dovoljno istraženi. Kako bi se procijenila stvarna izloženost ljudske populacije ovim spojevima provodi se biomonitoring.2
Najčešće biološke matrice za analizu bisfenola su urin, krvni serum, krvna plazma, majčino mijeko i slina. Prednost krvi kao matrice je što je u doticaju sa svim tkivima, dok je glavna mana invazivnost. Sakupljanje majčinog mlijeka je najmanje invazivno, a dodatna prednost je što tvari iz krvne plazme ulaze u mlijeko. Iako je slinu izrazito lako uzorkovati, ona je najrjeđe korištena matrica. Njen glavni nedostatak je što se radi o jako razrijeđenom fluidu. Urin je najčešće korištena matrica čije je prikupljanje neinvazivno, no zahtijeva dodatan korak pripreme uzorka jer se u njemu nalaze metaboliti bisfenola. Bisfenoli se brzo metaboliziraju i izlučuju iz tijela vezani na glukuronid ili u obliku sulfata kako bi bili topljivi u vodenom mediju. Stoga dodatan korak pripreme uzorka predstavlja hidroliza navedenih konjugata. Dodatno, urin različitih osoba nije jednak što se očituje u promjenjivom utjecaju matrice zbog čega se često razrjeđuje prije pripreme uzorka. Preporuča se upotreba internih standarda kako bi se korigirao utjecaj matrice u kvantifikaciji. U nedostatku odgovarajućih internih standarda moguće je koristiti fenobarbital-d5 za analizu vezanim sustavom tekućinska kromatografija – spektrometrija masa (engl. liquid chromatography – mass spectrometry, LC–MS) te trifenilfosfat za analizu vezanim sustavom plinska kromatografija – spektrometrija masa (engl. gas chromatography – mass spectrometry, GC–MS). Važno je naglasiti kako postoji opasnost od vanjske kontaminacije uzoraka za analizu. Glavne mjere predostrožnosti su korištenje staklenog posuđa nekoliko puta ispranog organskim otapalom, upotreba otapala LC–MS stupnja čistoće, prekrivanje posuđa aluminijskom folijom između korištenja kao i korištenje dodatne kolone između pumpe i injektora kojom bi se uklonili bisfenoli iz opreme. Dodatno, svaka radna lista treba uključivati uzorak slijepe probe kako bi se pratila kontaminacija iz okoline.2,3
Potencijalna koekstrakcija interferirajućih analita može narušiti točnost i preciznosti metode. Zato je potrebno pažljivo odabrati metodu za pripremu uzorka. Za analizu bisfenola najčešće korištene ekstrakcijske tehnike su tekućinsko – tekućinska ekstracija (engl. Liquid – Liquid Extraction, LLE), disperzivna mikroekstrakcija tekuće – tekuće (engl. Dispersive Liquid –Liquid Microextraction, DLLME), mikoekstrakcija u tekućoj fazi pomoću šupljeg vlakna (engl. Hollow Fiber Liquid–Phase Microextraction, HF–LPME), mikroekstrakcija tekuće – tekuće potpomognuta soli (engl. Salt-Assisted Liquid – Liquid Microextraction, SALLME) i ekstrakcija na čvrstoj fazi (engl. Solid Phase Extraction, SPE). SPE nudi bolju selektivnost i analitičke povrate od LLE, no zahtijeva optimiranje većeg broja parametara. Neki od njih su odabir sorbensa, uvjeti kondicioniranja i ispiranja kolone te eluiranja, pH i volumen uzorka. Najčešće je korištena off–line verzija SPE, dok je on–line izrazito korisna kod biomonitoringa jer povećava maksimalan broj obrađenih uzoraka u određenom vremenu. Konvencionalna punila (C8, C18, XBridge C18, Betasil C18, MAYI-ODS, S2907i-QuipNH2) danas se zamjenjuju polimernim čija je osnova odjeljivanja hidrofobno – hidrofilni balans (Strata X, Oasis HLB) ili njihovim izvedenicama s ionskom-izmjenjivačkom funkcionalnošću (Oasis MAX, Oasis WAX, Cleanert PWAX, HR-XAW).2,3
Kromatografsko razdjeljivanje omogućuje simultano određivanje bisfenola različitih fizikalno – kemijskih svojstava. Bisfenoli nisu lako hlapljivi pa se bez derivatizacije odjeljuju tekućinskom kromatografijom. Neki od dosada korištenih reagensa za derivatizaciju prije LC–MS analize su dansil klorid (određivanje bisfenola u krvnoj plazmi, kosi i urinu)4-7 i metilkloroizotiazolinon (određivanje bisfenola u urinu)8. Najčešće je korištena kromatografija obrnutih faza s C18 punilom te nešto rjeđe C8, C12, amidna i fenil-punila. Za mobilnu fazu se uglavnom koristi gradijent vode i metanola ili acetonitrila. Aditivi koji mogu pospješiti ionizaciju i osjetljivost su amonijev acetat, amonijev hidroksid, amonijev fluorid, mravlja i octena kiselina. Kako se bisfenoli pronalaze u tragovima, spektrometar masa se smatra pogodnim izborom detektora zbog visoke osjetljivosti i niskih granica detekcije. Korišteni ionski izvori su elektroraspršenje (engl. Electrospray ionization, ESI) i kemijska ionizacija pri atmosferskom tlaku (engl. Atmospheric pressure chemical ionization, APCI) u negativnom modu snimanja. Elektroraspršenje u negativnom načinu rada se koristi za analizu nederivatiziranih bisfenola i kloriranih derivata te pokazuje najveću osjetljivost na ionsku supresiju i pojačanje uslijed utjecaja matrice. Ipak, ESI– je najčešće korišten ionski izvor, a problem utjecaja matrice se rješava uporabom internih standarda. ESI+ se koristi za analizu derivatiziranih bisfenola. Iako je APCI manje osjetljiv od ESI, moguće je poboljšanje uz uporabu surogat standarda. Najčešće korišten analizator masa je trostruki kvadrupol (engl. Triple Quadrupole, QqQ), a potom i kvadrupol – ionska stupica (engl. Quadrupole – ion trap QIT) te kvadrupol – analizator koji mjeri vrijeme leta (engl. Quadrupole – Time-of-Flight, QTOF)
Kako bi se proveo biomonitoring populacije bez profesionalne izloženosti iz Santiago de Compostela razvijena je i validirana on–line SPE–LC–MS/MS metoda za simultanu analizu šest bisfenola u uzorcima humanog urina.

[bookmark: _Toc224896120]Razvoj metode
Odabrani analiti koji će se kvantitativno određivati su BPA, BPAF, BPB, BPE, BPF i BPS. Kupljeni su njihovi standardi, standardi njihovih metabolita (glukuronidi; BPS-G, BPA-G, BPA-DG, BPF-G i sulfati; BPA-S, BPA-DS, BPS-S, BPF-S) te interni standardi BPA-d6 i BPS-d8.
Priprema uzorka započinje hidrolizom metabolita β-glukuronidazom (Helix Pomatia, tip H2) pri 37 °C. Eksperimentalni uvjeti (koncentracija i vrijeme inkubacije) optimirani su planiranjem pokusa koristeći kompozitni dizajn (Statgraphics Centurion 18). Najbolji rezultati dobiveni su uz primjenu 700 jedinica enzima te uz pet sati inkubacije. Prije postavljanja na hidrolizu uzorak urina se prvo filtrira kroz poliviniliden-fluorid (PVDF) membranske filtere pomoću šprice. 200 µL filtrata se dodaje 80 µL pufera natrijeva acetata (pH 5), 700 jedinica β-glukuronidaze (112 μL), 16 μL otopine internih standarda koncentracije 1 ng/μL te 392 μL ultračiste vode. Uzorci se potom inkubiraju pet sati na 37 °C nakon čega se propuštaju kroz kolone namijenjene za uklanjanje enzima iz smjese te ponovno filtriraju kroz PVDF membranske filtere. Uzorci su potom spremni za instrumentnu analizu.
Za ekstrakciju ciljanih analita i uklanjanje nečistoća odabrana je on-line ekstrakcija na črvstoj fazi vezana preko ventila s 10 priključaka na tekućinsku kromatografiju (Agilent 1260 Infinity II). Ekstrakcija je provedena na Strata-X kolonama (20 × 2.0 mm, čestice punila 25 μm, Phenomenex). Kolona je punjena kopolimerom stiren-divinilbenzena modificiranog pirolidinskim skupinama. Za nanošenje uzorka, čišćenje i eluiranje korišten je gradijent pufera natrijeva acetata (pH 5, 15 mmol/dm3) i metanola (B1) koji je detaljnije prikazan u tablici 1.
Instrumentna analiza provedena je na spregnutom sustavu tekućinske kromatografije i spektrometrije masa s trostrukim kvadrupolom (Agilent 6495 LC/TQ). Korištena je Luna C18 kolona (150 × 2 mm, čestice punila 3 μm, Phenomenex). Razdjeljivanje analita postignuto je gradijentom otopine amonijeva fluorida u ultračistoj vodi koncentracije 2 mmol/dm3 i otopine amonijeva fluorida u metanolu koncentracije 2 mmol/dm3 (B2). Snimanje je provedeno koristeći elektroraspršenje u negativnom načinu rada. Eksperimenti tandemne spektrometrije masa provedeni su praćenjem određenih reakcija (engl. selected reaction monitoring, SRM). Za svaki analit praćena su tri prijelaza s iznimkom za BPB i BPE za koje su praćena dva. Internim standardima je snimljen samo jedan prijelaz.

Tablica 1. Gradijentni program mobilnih faza B1 (metanol) i B2 (otopina amonijeva fluorida u metanolu koncentracije 2 mmol/dm3). 
	t / min
	% B1
	SPE - protok (mL/min)
	% B2
	LC - protok (mL/min)
	

	0
	0
	1
	2
	0,2
	nanošenje uzorka

	2
	0
	1
	2
	0,2
	

	2,01
	40
	1
	2
	0,2
	clean-up

	5
	40
	1
	2
	0,2
	

	5,01
	0
	1
	2
	0,2
	

	zamjena položaja - eluiranje
	

	8
	0
	1
	2
	0,2
	započinje LC separacijski gradijent

	9
	0
	1
	2
	0,2
	

	9,1
	0
	0,5
	2
	0,2
	

	11,5
	0
	0,5
	100
	0,2
	

	14,45
	0
	0,5
	100
	0,2
	

	14,5
	100
	1
	100
	0,2
	

	zamjena položaja - nanošenje
	

	15,5
	100
	1
	100
	0,2
	clean-up SPE kolone

	15,55
	100
	1
	2
	0,2
	

	18
	100
	1
	2
	0,2
	

	18,01
	0
	1
	2
	0,2
	

	21
	0
	1
	2
	0,2
	








Tablica 2. Popis analita, njihovih retencija, praćenih tranzicija (Qn) i primjenjenih kolizijskih energija (CE) za SRM snimanja te interni standardi (IS) korišteni za kvantifikaciju. Q1 predstavlja tranziciju korištenu za kvantifikaciju, Q2 i Q3 za dodatnu potvrdu.
	Analit
	tR / min
	[bookmark: _Hlk224822865]Q1 / m/z
	CE (eV)
	Q2 / m/z
	CE (eV)
	Q2/Q1
	Q3 / m/z
	CE (eV)
	Q3/Q1
	IS

	BPA
	13,8
	227>211
	37
	227>133
	25
	0,87
	227>93
	57
	0,23
	BPA-d6

	BPAF
	14
	335>265
	21
	335>197
	45
	0,079
	335>315
	21
	0,031
	BPA-d6

	BPB
	13,9
	241>212
	17
	241>226
	17
	0,088
	-
	-
	-
	BPA-d6

	BPE
	13,7
	213>197
	33
	213>198
	17
	0,41
	-
	-
	-
	BPA-d6

	BPF
	13,6
	199>93
	21
	199>105
	21
	0,59
	199>77
	29
	0,49
	BPA-d6

	BPS
	13,3
	249>108
	29
	249>156
	21
	0,37
	249>92
	37
	0,72
	BPS-d8

	BPA-d6
	13,8
	233>138
	25
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	BPS-d8
	13,4
	257>112
	29
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-



[bookmark: _Toc224896121]Validacija metode

Kako bi se utvrdila prikladnost razvijene on–line SPE–LC–MS/MS metode za određivanje šest bisfenola u uzorcima humanog urina provedena je njena validacija. Određena je linearnost, točnost i preciznost metode, utjecaj matrice, granice detekcije i kvantifikacije. Određena je stabilnost bisfenola u urinu.
Baždarna krivulja je konstruirana analizom vodenih otopina standarada šest bisfenola uz dodatak internog standarda (20 ng/mL) u koncentracijskom rasponu od 0,1 do 50 ng/mL. 
Točnost i preciznost određeni su računanjem analitičkih povrata. Analizirana je vodena otopina analita koncentracije 10 ng/mL te otopine u urinu. Pripravljene su otopine u tri različita urina na tri koncentracijske razine, 5, 50 i 200 ng/mL uz dodatak internog standarda (20 ng/mL) te je jedan takav skup uzoraka podvrgnut hidrolizi, dok je drugi analiziran bez hidrolize. Uz to je analizirana i slijepa proba (urin uz dodatak internog standarda) radi provjere prisutnosti analita u matrici.
Za određivanje utjecaja matrice pripravljen je mješoviti uzorak urina (N = 20) kojemu su dodani analiti (50 ng/mL). Mjeren je signal nekorigiran za signal internog standarda te su izračunati analitički povrati i uspoređeni s teorijskom koncentracijom (50 ng/mL).
Granice detekcije i kvantifikacije određene su ekstrapolacijom izmjerenog signala prema onom za kojeg vrijedi da je signal tri odnosno deset puta veći od šuma. Za tu svrhu su analizirani uzorci urina kojima su dodani analiti do konačne koncentracije 5 ng/mL. 
Kako bi rezultati analize bili točni, uz validaciju metode nužno je provjeriti stabilnost određivanih analita u danoj matrici prilikom prikupljanja i pohrane uzoraka. U tu svrhu su uzorcima urina dodani analiti do konačne koncentracije 400 ng/mL te su pohranjeni u vijalama od tamnog stakla na 22 ± 2 °C. Uzeti su alikvoti nakon 0, 1,5, 3, 5, 8, 24 i 48 sati, profiltrirani preko PVDF membranskog filtera te razrijeđeni četiri puta ultračistom vodom nakon čega su dodani interni standardi do konačne koncentracije od 20 ng/mL. Dobiveni uzorci su potom analizirani SPE–LC–MS/MS metodom. Stabilnost šest odabranih bisfenola u urinu uz smrzavanje određena je analizom tri različita urina kojima su dodani analiti do konačne koncentracije 400 ng/mL. Uzorci su prije instrumentne analize četiri tjedna bili pohranjeni u zamrzivaču na – 18 ± 2 °C u vijalama od tamnog stakla.
Kako bi se kontrolirala kvaliteta analize, u svakom skupu uzoraka za analizu uključena su dva uzorka za kontrolu kvalitete poznate koncentracije (engl. quality control, QC). Dodatno, svaki skup uzoraka za analizu uključivao je tri vrste slijepe probe. Jedna se odnosila na snimanje bez injektiranja, druga na nultu slijepu probu odnosno vodenu otopinu internog standarda te treća koju je predstavljao dugotrajno skladišten sintetički urin.
Izmjerene koncentracije bisfenola u uzorcima ispitanika su normalizirane prema sadržaju kreatinina te je procijenjen dnevni unos uzimajući u obzir dnevni volume urina i prosječnu masu tijela (tablica 3).

[bookmark: _Toc224896122]Rezultati i diskusija
Enzim β-glukuronidaza posjeduje i sulfataznu aktivnost što uklanja potrebu za korištenjem dva različita enzima kako bi se hidrolizirale obje vrste metabolita bisfenola. Vrijeme i koncentracija enzima statistički pokazuju utjecaj na efikasnost hidrolize BPF i BPS (slika 1). Utjecaj vremena je linearan, dok koncentracije nepravilan. Utjecaj tih parametara na efikasnost hidrolize BPA nije se pokazao statistički značajnim.
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Slika 1. Površine odgovora za hidrolizu metabolita BPF (lijevo) i BPS (desno) dobivene ispitivanjem utjecaja vremena inkubacije i koncentracije enzima.2

Kako bi se odabrala najpogodnija mobilna faza ispitane su različite koncentracije otopina amonijeva fluorida (0,1, 0,2, 0,5, 1, 2 i 5 mmol/dm3) te je izabrana ona koja je na temelju analize triplikata uzorka (urin obogaćen analitima do konačne koncentracije 10 ng/mL) dala najveći relativni odgovor.
Kao sorbens za SPE ekstrakciju izabran je kopolimer stiren–divinilbenzena zbog hidrofobno–hidrofilnog balansa. Ispitani su različiti aditivi mobilne faze (0,1% mravlja kiselina, octena kiselina, natrijev acetat pH 5, koncentracije 5, 15 i 25 mmol/dm3) te je izabran natrijev acetat (pH 5, 15 mmol/dm3) uz koji su postignuti najbolji oblici kromatografskih pikova i najveći intenziteti signala analita (slika 2). Uz iste uvjete optimiran je i najpogodniji sastav mobilne faze za korak čišćenja (engl. clean-up).

[image: ]
Slika 2. Izdvojeni kromatogrami za kvantifikacijske prijelaze (Q1) šest bisfenola u urinu koncentracije 100 ng/mL.

Ispitivanjem stabilnosti analita na 22 °C utvrđeno je da je svih šest bisfenola stabilno nakon 48 sati. Bisfenoli su se pokazali stabilnima i pri pohrani na –18 °C nakon četiri tjedna. Analitički povrati su u rasponu vrijednosti od 87 do 119%. Analitički povrati računati za određivanje točnosti i preciznosti metode za BPA, BPB, BPE, BPF, BPS u rasponu su vrijednosti od 74 do 120 %. Međutim, analitički povrat BPAF je znatno lošiji, od 11 do 40 % bez obzira na korekciju internim standardom BPA-d6. Granice detekcije ove metode su u rasponu vrijednosti od 0,015 do 0,66 ng/mL, a granice kvantifikacije od 0,049 do 2,2 ng/mL. Opažen je značajan utjecaj matrice koji je jako varijabilan unutar 20 analiziranih urina. Najjača je supresija signala BPAF kojemu ne pomaže ni korekcija na interni standard BPA-d6 ni BPS-d8. Rješenje tomu bi bila uporaba izotopno obilježenog standarda BPAF ili određivanje koncentracije metodom dodatka standarda. 
Analizirano je 435 urina ispitanika dobi od 32 do 66 godina pri čemu je 67,6 % žena, a 32,4 % muškaraca. Jedini detektirani bisfenoli su BPA, BPF i BPS. Najčešće je detektiran BPF (u 96,8% ispitanika), potom BPS (u 83,6% ispitanika) te najrjeđe BPA (u 16,6% ispitnaika). Kako je TDI vrijednost definirana samo za BPA (0.2 ng/kg dan), koncentracije sva tri bisfenola uspoređene su s tom vrijednosti. Utvrđeno je kako koncentracije BPA i BPF premašuju TDI vrijednost u svim uzorcima u kojima su detektirani. Statistička analiza je izvršena koristeći Statgraphics Centurion 18. Statistička korelacija između godina starosti, koncentracije BPF i BPS procjenjena je Spearmanovom rang–korelacijom. Razine BPS i BPF su pozitivno korelirane. Postoji slaba pozitivna korelacija između razina BPS i godina starosti što može ukazivati na potencijalnu akumulaciju kod osoba starije životne dobi. Statističke razlike između razina BPS i BPF kod različitih spolova i ne/pušača određene su Mann–Whitney testom.  Veće medijalne koncentracije izražene po kreatininu opažene su kod žena, no to je statistički relevantno samo za BPF. Razlike između skupina ispitanika prema stambenom okruženju analizirane su Kruskal–Wallisovim testom uz post hoc Bonferronijevu korekciju. Koncentracije BPS i BPF izražene po kreatininu veće su u gradskom i prigradskom području nego na seoskom.

Tablica 3. Izmjerene koncentracije bisfenola, koncentracije normalizirane prema sadržaju kreatinina te njihov procijenjeni dnevni unos. Statistički parametri su izračunati uzimajući vrijednosti manje od vrijednosti LOD kao LOD/2.
	
	c / ng/mL
	c / µg/gkreatinin
	c / µg/kg dan (dnevni unos)

	
	BPA
	BPF
	BPS
	BPA
	BPF
	BPS
	BPA
	BPF
	BPS

	
	n = 72
	n = 421
	n = 364
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	aritmetička sredina ± SD
	–
	16,9 ± 18,0
	2,03 ± 5,35
	–
	23,1 ± 19,1
	2,5 ± 9,2
	–
	0,47 ± 0,44
	0,049 ± 0,129

	geometrijska sredina ± SD
	–
	12,4 ± 3,1
	0,50 ± 8,66
	–
	16,6 ± 2,6
	0,67 ± 6,64
	–
	0,30 ± 3,14
	0,012 ± 8,657

	medijan ± SD
	< LOD
	14,9 ± 18,0
	0,90 ± 5,35
	< LOD
	18,9 ± 19,1
	0,99 ± 9,23
	< LOD
	0,36 ± 0,44
	0,022 ± 0,129

	maksimum
	103
	125
	80,1
	289
	172
	173
	1,92
	3,02
	1,93

	25. percentil
	< LOD
	7,89
	0,28
	< LOD
	12,29
	0,38
	< LOD
	0,19
	0,007

	75. percentil
	< LOD
	25,4
	2,01
	< LOD
	28,64
	2,05
	< LOD
	0,61
	0,049
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[bookmark: _GoBack]Razvijena i validirana on–line SPE–LC–MS/MS metoda pokazuje zadovoljavajuću linearnost, točnost i preciznost za analite BPA, BPB, BPE, BPF i BPS. Kako bi se parametri validacije poboljšali za analizu BPAF preporuča se uporaba njegovog izotopno obilježenog internog standarda. Analizom 435 uzoraka urina ispitanika utvrđena je niska učestalost detektiranja BPA, dok je najčešće detektiran BPF. Količina BPA pronađena u uzorcima premašuje TDI vrijednost, a takva izloženost predstavlja rizik za ljudsko zdravlje.
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