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Uporaba endokrino aktivnih tvari kao Sto je bisfenol A za sintezu razli¢itih materijala
predstavlja sve veéi problem zbog njihova djelovanja na hormonsku ravnotezu kod ljudi i
zivotinja. Pseudoestrogeni bisfenol A i1 benzofenon mogu biti sastojci termokromnih boja
bitni za njihovo funkcioniranje. Bisfenol A ima ulogu razvijaca boje, a benzofenon se Koristi
kao fotoinicijator u bojama koje se suSe pomoc¢u UV zrac¢enja. Uporaba termokromnih boja je
u porastu, a koriste se u raznim tipovima "pametne" ambalaze, za sigurnosni tisak, u
komercijalne svrhe te za razlidite vrste temperaturnih indikatora. Siroka uporaba predstavlja
povecani rizik intoksikacije ljudi i zagadenja okoliSa endokrino aktivnim tvarima koje
termokromne boje sadrze. U sklopu ovog diplomskog rada validirana je metoda za
odredivanje bisfenola A i benzofenona u termokromnim tiskarskim bojama po parametrima
koje propisuju smjernice medunarodnih organizacija. Validirani parametri su specifi¢nost,
selektivnost, linearnost, preciznost, tocnost i1 robustnost. Validiranom metodom odreden je
sadrzaj bisfenola A i benzofenona u 15 uzoraka termokromnih boja razliitih proizvodaca,
nacina tiska 1 suSenja.
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Use of the endocrine disruptors like bisphenol A for the synthesis of different
materials represents a growing problem due to their impact on the hormone balance in
humans and animals. Pseudo-estrogenes bisphenol A and benzophenone may be important
ingredients for the activity of thermochromic printing inks. Bisphenol A has a role of the
colour developer and benzophenone is used as a photo-initiator in the UV-curing inks.
Thermochromic printing inks are increasingly used in various types of "smart" packaging,
security printing, for commercial purposes and different types of temperature indicators.
Widespread use represents increasing fate of intoxication of humans and environmental
pollution by the endocrine disruptors contained in the thermochromic printing inks. In this
diploma thesis the method for determination of bisphenol A and benzophenone in
thermochromic printing inks has been validated according to parameters prescribed in
guidelines of the international organisations. Validated parameters were specificity,
selectivity, linearity, precision, accuracy and robustness. The validated method was applied
for bisphenol A and benzophenone analyses in 15 samples of thermochromic printing inks of
various producers, printing and drying modes.
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1. UvOoD

Termokromne boje su smjese koje grijanjem ili hladenjem mijenjaju boju pri tzv.
aktivacijskoj temperaturi. Koriste se u raznim vrstama "pametne” ambalaze (indikatori
svjezine i temperature proizvoda), za sigurnosni tisak (¢ekovi, ulaznice, recepti za lijekove), u
komercijalne svrhe (promotivni materijali, dekorativne svrhe, dizajnerska rjeSenja) te za
razli¢ite vrste temperaturnih indikatora. Tri glavne komponente termokromnih boja su nosa¢
boje, razvijac i otapalo.

Bisfenol A je komercijalno najvazniji razvija¢ u termokromnim bojama jer se njime
postizu zarke boje i promjene s velikim kontrastom. Istrazivanja su pokazala da bisfenol A
agonisticki djeluje na receptore estrogena te je klasificiran kao endokrino aktivna tvar koja
ometa hormonsku ravnoteZu kod ljudi i1 Zivotinja. Smatra se da ima estrogeno djelovanje i u
vrlo niskim koncentracijama od 1 ng L, a najosjetljivije skupine su fetusi, dojencad i djeca.
Rana izloZenost bisfenolu A povezuje se s povecanim rizikom raka prostate i dojke.

Termokromne boje koje se suSe pomocu djelovanja UV zraCenja mogu sadrzavati
benzofenon kao fotoinicijator koji potice nastanak polimernog filma preko otiska boje.
Istrazivanja na Zivotinjama pokazala su da benzofenon ima slabu estrogenu aktivnost no u
vodi pod djelovanjem UV zraenja moze prije¢i u 3-hidroksibenzofenon i 4-
hidroksibenzofenon koji imaju znatno vecu estrogenu aktivnost. Benzofenon i njegovi derivati
povezuju se s povecanim rizikom od raka dojke te estrogenim djelovanjem na reproduktivni

sustav, kosti i jetru.

1.1. Cilj i svrha rada

Na Zavodu za analiticku kemiju razvijena je metoda za odredivanje bisfenola A i
benzofenona u termokromnim tiskarskim bojama tekuc¢inskom kromatografijom obrnutih faza
s UV detekcijom u sklopu doktorske disertacije mr. sc. Kristinke Vinkovié.

Cilj i svrha ovog diplomskog rada je validacija razvijene metode koja ukljucuje
ispitivanje parametara selektivnosti, specifi¢nosti, linearnosti, preciznosti, to¢nosti, granice
detekcije 1 odredivanja te robustnosti metode. Validiranom metodom odredit ¢e se sadrzaj
bisfenola A i benzofenona u 15 uzoraka termokromnih boja razli¢itih proizvodaca. Prema
dostupnim izvorima do sada nisu pronadeni podaci o odredivanju bisfenola A i benzofenona u

termokromnim bojama.
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2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Kromogene boje

Tinte koje mijenjaju boju pod odredenim okolnostima sve se viSe primjenjuju u
podrucju sigurnosnog tiska, pametne ambalaze i1 u komercijalne svrhe. Ovakve tinte dobivaju
nova podru¢ja primjene jer daju proizvodima nove specificne karakteristike. Zbog svoje
kompleksnosti pametni materijali su dio interdisciplinarnog podrucja istrazivanja. Oni daju
proizvodu vecu zastitu, dekorativnost, dodatnu funkcionalnost, nove specificne karakteristike
koriStenja, a time i1 veliku dodatnu trziSnu vrijednost. Takvi materijali imaju jednu ili viSe
karakteristika koje se lako mogu kontrolirano mijenjati vanjskim podrazajima, kao §to su
temperatura, vlaga, pH vrijednost, elektricno ili magnetsko polje. Neki od najvaznijih
pametnih materijala su piezoelektri¢ni materijali, materijali s memorijom za oblik, kromogeni
materijali, itd.

Kromogeni materijali mijenjaju obojenje pod utjecajem nekog vanjskog podrazaja.
Obzirom na vrstu vanjskih podrazaja na koje boje mogu reagirati, kromogene tiskarske boje

dijele se na nacin prikazan u Tablici 1.

Tablica 1. Podjela kromogenih tiskarskih boja obzirom na vrstu vanjskih podrazaja.t

Vrsta boje Faktor koji uzrokuje
promjenu boje
Termokromne Temperatura
Fotokromne Svjetlo
Biokromne Biokemijske reakcije
Halokromne pH vrijednost
Elektrokromne Elektri¢no polje
Piezokromne Trenje
lonokromne Koncentracija iona

Od navedenih kromogenih boja, najvise se istraZzuju i upotrebljavaju termokromne i

fotokromne boje.!



2.1.1. Termokromne boje

Termokromne boje mijenjaju obojenje prilikom izlaganja odredenim temperaturama.
Obzirom na strukturu, trenutno se koriste dva tipa termokromnih boja, termokromne boje na
bazi tekucih kristala i termokromne leuko - boje. Ove dvije formulacije termokromnih boja
razlikuju se po mogucnostima promjene obojenja unutar vidljivog spektra, jednostavnosti
pripreme i to¢nosti indikacije temperature.

Upotreba termokromnih materijala zapocela je pocetkom Sezdesetih godina i bila je
bazirana na teku¢im kristalima. Sedamdesetih godina termokromni materijali na bazi teku¢ih
kristala mogli su se pronaci u tzv. prstenu raspoloZenja (engl. mood ring) koji je mijenjao boju

ovisno o promjeni temperature tijela.?

Slika 1. Primjena termokromnih materijala.®4°

U pocetku je koristenje 1 zastita tekucih kristala bila komplicirana, no kada se razvila
mikroinkapsulacija, zapoCeo je razvoj i upotreba termokromnih materijala. Ovaj razvoj
potaknuo je veliki interes za termokromizam i uskoro se povecao broj molekula za koje je
utvrdeno da imaju termokromna svojstva. Danas se termokromni materijali Kkoriste u
komercijalne svrhe, kao npr. promotivni materijali, dekorativni materijali te u brojnim
dizajnerskim rjeSenjima. Termokromni materijali svoju svrhu pronasli su i u prehrambenoj
industriji kao indikatori svjezine i temperature proizvoda. Takoder, koriste se 1 u sigurnosnom

tisku, na ¢ekovima, ulaznicama i receptima za lijekove.

2.1.2. Termokromne boje na bazi tekuéih kristala

Termokromne boje na bazi tekucih kristala (engl. Thermochromic liquid crystal ink,
TLC) posjeduju ureden raspored molekula, ali njihove molekule se mogu medusobno izvijati i

kretati. Postupno povecanje temperature dovodi do naruSavanja geometrije i promjene boje

3



kristala, tj. promjene valnih duljina reflektiranog svjetla. Hladenjem se kristali vracaju u svoju
prvobitnu boju. Tekuc¢i kristali reflektiraju svjetlost u uskom podrucju valnih duljina. Taj
efekt je vidljiv kao tzv. colour play tj. prelijevanje boja od duljih valnih duljina (crvenog
dijela spektra) prema kra¢im valnim duljinama (plavom dijelu spektra). Refleksija vidljivog
svjetla dogada se sve dok se ne dosegne kriticna temperatura. Iznad kriticne temperature

tekuéi kristali ponovno postaju transparentni.’

Slika 2. Colour play efekt.?

Refleksija se odvija na kiralnim centrima molekula ¢ija raspodjela konformacija
ovisi 0 temperaturi. Promjena boje se dogada u uskom temperaturnom podruc¢ju. Temperatura
pri kojoj se dogada promjena boje naziva se temperatura aktivacije, Ta. Temperatura
aktivacije uzrokuje kontinuiranu promjenu obojenja duz cijelog vidljivog spektra. Obzirom na
temperaturu aktivacije, termokromne boje mogu se podijeliti u hladne (Ta = 10 °C), tjelesna
temperatura (Ta = 31 °C) i tople (Ta = 43 °C).2

Obzirom na S$irinu pojasa, boje na bazi tekuéih kristala dijele se na uskopojasne i
Sirokopojasne. To su boje koje imaju definiran temperaturni raspon u kojem aktivno
reflektiraju vidljivo svjetlo. Uskopojasni termokromni tekuéi kristali najée$¢e imaju
temperaturni raspon u kojem aktivno reflektiraju vidljivo svjetlo, od 0,5 °C do 4 °C, dok

Sirokopojasni najéesée imaju raspon $irine pojasa od 5 °C do 30 °C.°

2.1.3. Termokromne leuko - boje

Termokromne leuko - boje mijenjaju boju iz obojenog u bezbojno ili iz jedne boje u
drugu u Sirem temperaturnom podru¢ju. Boja je rezultat apsorbiranja upadne svjetlosti
kromogenih skupina. Termokromne leuko - boje su trenutno najzastupljenije u izradi
termokromnih tinti. Ta uzrokuje promjene obojenja iz jedne boje u drugu ili iz obojenog u

transparentno stanje.



Slika 3. Promjene obojenja iz jedne boje u drugu.®

Obzirom na promjene, postoje reverzibilni i ireverzibilni termokromni sustavi. Kod
reverzibilnih termokromnih sustava promjena boje je viSekratna i povratna, dok je kod
ireverzibilnih termokromnih sustava promjena boje jednokratna i trajna. Boja ireverzibilnih
termokromnih sustava obi¢no se pocinje mijenjati na temperaturi od 65 °C, a u potpunosti se
promijeni na temperaturi od 90 °C. Kada se boja jednom pojavi, ona neée nestati, promijenit
¢e se iz jedne boje u drugu ostavljajuéi trajnu naznaku o promjeni temperature. Ovakvi
ireverzibilni termokromni sustavi najvise se upotrebljavaju u medicinske svrhe kao indikatori
pravilno steriliziranih medicinskih proizvoda.?

Reverzibilne termokromne boje sastoje se od bojila, razvijaca i otapala. Bojila koja
se najéesc¢e koriste pripadaju grupi spirolaktona, fluorana, spiropirana, fulgida i timolftaleina.
Sadrze elektrondonorske skupine i mijenjaju boju s promjenom pH vrijednosti. Promjena boje
dogada se kroz dvije kompetitivne reakcije: izmedu bojila i razvijaca te izmedu otapala i
razvijaca. Obojenje nastaje pri nizim temperaturama kada se otapalo nalazi u krutom stanju i
kada molekula razvijaca preuzme elektrone rade¢i kompleks bojilo - razvijac. Razvijaci su
obi¢no slabe kiseline, kao npr. bisfenol A, galati, fenoli, hidroksibenzoati, hidroksikumarin.
Poveéanjem temperature otapalo prelazi u tekuci oblik i uzrokuje raspad kompleksa bojilo -
razvija¢. Razvija¢ se otapa u otapalu i obojenje nestaje. Kao otapala se koriste alkoholi i
esteri, a temperatura taliSta otapala odreduje temperaturu na kojoj ¢e se mijenjati boja
trokomponentnog termokromnog kompozita. Prilikom ponovnog hladenja, otapalo se skrutne,
a razvija¢ i bojilo se vrate u prvobitno stanje. Promjena je reverzibilna vise tisuéa puta.°

Tri glavne komponente termokromnih boja daju termokromni pigment koji se mijesa s
vezivom i formira u mikro - kapsule kako bi boja na proizvodu bila fiksirana i stabilna.
Inkapsulacija je potrebna zbog zaStite od vanjskih utjecaja. Mikrokapsule nisu inertne i
netopljive kao konvencionalni pigmenti, a rasprSenje svjetla je zanemarivo malo. Njihova

veli¢ina je od 3 do 5 pum, $to je deset puta vece od konvencionalnih pigmentnih cestica.



Proces mikrokapsulacije daje okrugle kapsule najces¢e s melaminskom ovojnicom oko

termokromnog kompozitnog materijala koji saéinjava samu jezgru.?
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Bojilo - razvijat

hojeni kompleks .
phojent komple Mikrokapsule

Izoliraju TC kompozit od okoline

Slika 4. Shematski prikaz kompozitnog sustava bojilo - razvijac - otapalo.?

Zbog mikroinkapsulacije termokromne boje su osjetljive na mehanicka oStecenja.
UV zraCenje, agresivna otapala i temperature iznad 230 °C mogu nepovoljno utjecati na
njihovu funkcionalnost. Slabo su postojane na UV zracenje i zbog toga brojni istrazivaci rade

na povecéanju njihove UV stabilnosti.?

2.2. Bisfenol A

Bisfenol A (BPA) je organska molekula kemijske formule CisH16O2 i molekulske
mase 228,29 g molt Prema IUPAC-ovoj nomenklaturi ime mu je
4—[2—(4—hidroksifenil)propan—2—il]fenol. U literaturi se naj¢eS¢e moze pronac¢i pod imenom
2,2-bis—(4—hidroksifenil) propan. Pri standardnim uvjetima BPA je u ¢vrstom stanju u obliku
kristala ili pahulja i slabog je mirisa poput fenola. Prvi put je sintetiziran 1905. godine

kondenzacijom fenola i acetona uz kiselinu kao katalizator.*2



Slika 5. Struktura bisfenola A.

2.2.1. Uporaba bisfenola A

BPA je industrijska kemikalija i osnovna polazna sirovina za proizvodnju
polikarbonatne plastike i epoksi smola. Od polikarbonata se izraduju brojni artikli za
skladistenje hrane, kompaktni diskovi, igracke i boCice za dje¢ju hranu. Epoksi smole su
polimeri s izvrsnim mehanickim svojstvima te visokom temperaturom 1 kemijskom
otpornosc¢u. Koriste se za unutarnju oblogu limenki za hranu i pice, u zubnim plombama,
aditivima u gradevini itd. BPA je svoju primjenu pronasao i u proizvodnji termo - papira,

polivinil - klorida, polisulfonskih smola i sl.!

R . .,
Slika 6. Plastika i epoksi smole, materijali koji se proizvode od BPA.!



2.2.2. Toksi¢énost bisfenola A

Godinama se smatralo da BPA nema Stetnih ucinaka za ljudsko zdravlje. Detekcija
BPA u okoliSu, vodi za pi¢e i hrani pobudila je interes brojnih istrazivaca i utvrdeni su
negativni efekti ovoga spoja na ljudsko zdravlje. Utvrden je problem specificne migracije
bisfenola A iz materijala i predmeta u hranu i pi¢e koji su glavni put unosa BPA u ljudskom
organizmu. Najznacajniji toksi¢ni u¢inak BPA je pseudoestrogeno djelovanje, a u nekim
istrazivanjima je klasificiran i kao kancerogen i mutagen Koji djeluje na centralni Zivcani
sustav, bubrege i jetru.™

Europska Komisija je 1996. godine klasificirala BPA kao supstanciju vanjskog
porijekla koja je Stetna za ljudsko zdravlje. Potvrdeno je da bisfenol A ima estrogena svojstva
1 agonisticki efekt prema estrogenom receptoru, tj. pojacava djelovanje estrogenog receptora.
U ljudskom organizmu BPA ima djelovanje slicno hormonu estradiolu. Endokrina aktivnost
uodena je ¢ak i pri koncentraciji nizoj od 1 ng L™t. Zbog kompleksnosti hormonalnog sustava,
mehanizam djelovanja ksenobiotika koji dovode do ometanja endokrinog sustava joS§ nije u
potpunosti objasnjen. Efekti izlaganja bisfenolu A imaju veci utjecaj na fetuse, dojencad 1
mladu djecu te mogu dovesti do ireverzibilnih oSte¢enja koja se pojavljuju i nakon nekog
vremena.t®

Zbog potencijalne opasnosti za ljudsko zdravlje, Europska Unija, SAD i Kanada
donijele su zakonsku regulativu kojom je definiran i ograni¢en dnevni unos bisfenola A iz
ambalaze u hranu te zabrana uporabe materijala koji sadrze BPA za izradu predmeta Koji
koriste mala djeca. Kanada je 2009. godine medu prvima zabranila uporabu polikarbonatnih
bo¢ica za djecju hranu. SAD, odnosno Americka agencija za =zastitu okolisa (US
Environmental Protection Agency, EPA) je takoder zabranila uporabu materijala koji sadrze
BPA za proizvodnju bocica za dje¢ju hranu te odredila maksimalnu prihvatljivu, odnosno
referentnu dozu (RfD) bisfenola A koja iznosi 50 pg po kilogramu tjelesne mase dnevno. U
Europi je za regulativu zaduZena Europska agencija za sigurnost hrane (European Food
Safety Agency, EFSA) prema ¢ijim je novim smjernicama iz sije¢nja 2015. dopusteni dnevni

unos BPA u organizam &ovjeka 4 ug po kilogramu tjelesne mase.34



2.2.3. Metode odredivanja bisfenola A

Najcesée tehnike koje se koriste za odredivanje bisfenola A u hrani i bioloskim
uzorcima su tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High Performance Liquid
Chromatography, HPLC), te vezani sustavi tekucinska kromatografija—spektrometrija masa
(LC-MS) i plinska kromatografija—spektrometrom masa (GC-MS). Osim spektrometrije masa,
kao detekcijske tehnike upotrebljavaju se UV detekcija, elektrokemijska detekcija te
fluorescencijska detekcija. Posljednja se najviSe koristi zbog toga Sto su fluorescencijski
na spektrometre masa.

U Tablici 2 navedene su tehnike i granice odredivanja bisfenola A u uzorcima hrane i
bioloskim uzorcima. U literaturi nisu pronadeni podaci o odredivanju bisfenola A u

termokromnim bojama.

Tablica 2. Glavni parametri metoda za odredivanje bisfenola A u hrani i bioloskim

uzorcima.®®
Uzorak Priprema Separac_l!a i LOD Reprodtjmbllnost i
detekcija to¢nost
HPLC - oo
Voda SPME fluorescencija " 1’&,1 RSE()n:42)2 o
(275/305nm) g -
o _ HPLC- RSD = (2-27) %
Djecja SPE: Cis fluorescencija (n=3)
hrana Kloroform: voda 235/317 nm 0.9ppb | Tognost = (86-104) %
SPE: C RSD = (1,9-6,7)%
- HPLC- (n=3)
Kava Acetonitril - voda fluorescencija _ To¢nost =
40:60 (275/300nm) (85,3-96,2) %
LLE: acetonitril / HPLC — RSD = (3,4-24,6) %
N heksan fluorescencija (1-3) (n=5)
Mlijeko o L1 Tocnost =
Acetonitril — 275/300 nm ng m 26.9.101.8) %
n - heptan (76,9-101.8) %
20:80




pH=7

Imunoafinitetna HPLC- RSD = (10-15) %
Vino kolona fluorescencija ngﬁ—l (=3 i
Acetonitril - voda 275/305 nm Toénost = (74-81) %
40:60
0,2 RSD = (3-12) %
Urin LLE: dietil eter HPLC - ECD ng mL? (n=4)
Tocnost =103 %
LLE: voda 0,2
' RSD =2,9 %
SPE: Cis
Krvna Acetonitil - vad HPLC-ECD ngmLt (n=5)
cetonitril - voda
plazma Toc¢nost =93 %
40:60
. RSD = (1,8-4,8)%
LLE: acetonitril .
Fluorescencija (n=5)
Aceton - heksan 1nggt
Riba 235/300 nm Toc¢nost =
30:70
(70,7-72,9) %
. RSD = (3,44,2) %
LLE: acetonitril UV (1=3)
4 - n:
Voce, SPE:Cis (5-10)
povrée 228 nm ng mL Tocnost =

Aceton—heptan

(84,5-90,1) %

ECD = elektrokemijska detekcija
LLE = ekstrakcija tekuc¢e/tekuce
SPE = ekstakcija na ¢vrstoj fazi

SPME = mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi
RSD = relativno standardno odstupanje

Analiza hrane 1 bioloskih uzoraka koji sadrze bisfenol A ukljucuje pripremu uzorka,

ekstrakciju, separaciju i detekciju. Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. Solid Phase Extraction,

SPE) i ekstrakcija tekuce - tekuce (engl. Liquid - Liquid Extraction, LLE) su naju¢inkovitije i

najcesce koriStene metode ekstrakcije BPA u hrani i bioloskim uzorcima. Mikroekstrakcija na

¢vrstoj fazi (engl. Solid Phase Microextraction, SPME) je primjer ekstrakcije koja je

ucinkovita za analizu hlapljivih spojeva, dok je za srednje hlapljive i nehlapljive spojeve

manje uc¢inkovita, posebno ako se radi o sloZenoj matrici, kao §to su hrana 1 bioloski uzorci.

Najznacajnija primjena SPME za ekstrakciju BPA odnosi se na jednostavne matrice kao $to je

voda. Prije ekstrakcije uzorci se mogu cijepiti obiljezenim izotopima BPA te je moguce
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provesti korekcije rezultata ukoliko dode do gubitka analita ili varijacija u volumenu ekstrakta

$to povecéava to¢nost i preciznost metode.'>1°

2.3. Benzofenon

Benzofenon je organska molekula kemijske formule Ci13H10O i molekulske mase
182,22 g mol ™. Bijela je kristalna tvar karakteristicnog mirisa. Slabo je topljiv u vodi, ali je
topljiv u organskim otapalima kao S§to su alkohol, eter, octena kiselina, kloroform 1 benzen.
Na Slici 7 prikazana je strukturna formula benzofenona koji se dobiva Friedel - Craftsovom
acilacijom benzoil klorida sa suviskom benzena u prisutnosti bezvodnog aluminijevog

klorida.t’

Slika 7. Strukturna formula benzofenona.

2.3.1. Uporaba benzofenona

Benzofenon ima vrlo Siroku uporabu. Koristi se kao sastojak umjetnih aroma,
pojaciva¢ mirisa, dodatak u proizvodnji plastike, premaza i ljepila. Takoder se koristi u
proizvodnji insekticida, poljoprivrednih kemikalija, antihistaminika i drugih lijekova. Moze se
dodavati plasticnoj ambalazi radi zaStite proizvoda od UV =zracenja Sto omogucuje
proizvodac¢ima pakiranje proizvoda U prozirnu staklenu i plasticnu ambalazu. Benzofenon se
Cesto koristi kao fotoinicijator u tintama i lakovima. Osim kao sredstvo za suSenje,
benzofenon se moze Koristiti 1 kao sredstvo za vlazenje pigmenata te u tisku u svrhu
poboljsanja reoloskih svojstava povecavanja protoka tinte gdje ima ulogu reaktivnog
otapala.’

Glavni izvor izlozenosti benzofenonu iz ambalaze za pakiranje hrane odnosi se na

njegovu $iroku upotrebu kao fotoinicijatora u UV tintama koje se nanose na vanjsku stranu
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kartonske ambalaze. Fotoinicijatori su klju¢ni za proces susenja, odnosno ocvr$¢ivanja UV
boja. Razlic¢ite vrste fotoinicijatora reagiraju na razliite valne duljine ultraljubicastog
zraCenja. Zbog toga se u formuliranju boja koriste razlicite vrste fotoinicijatora kako bi se
osiguralo efikasno ocvrs¢ivanje boje. Benzofenon lako migrira u hranu iz ovakve ambalaze,
ponekad ¢ak i ako je dodatno zaSti¢ena plasticnom vre¢icom koja se Koristi kao barijera od
vlage. Poznato je da benzofenon lako migrira kroz polipropilenski film, dok aluminij i

viseslojni materijali u¢inkovito inhibiraju njegovu migraciju.'8

OTISAK KARTON PE ili PAPIR QTISAK KARTON AL FOLIJA
(7 = <) K
‘@?
RE& HRANA <) RO
A@s i
\S A

Slika 8. Shematski prikaz migracije benzofenona u hranu.®

2.3.2. Toksi¢nost benzofenona

Benzofenon se moze unijeti u organizam udisanjem, preko koZze i gutanjem.
Djelatnosti povezane s izloZzenoS¢u benzofenonu su slikarstvo, industrija plasticnih kompozita
i industrija ljepila i lakova. Niske koncentracije benzofenona pronadene su u vinovoj lozi u
koncentraciji od 0,08 ppm do 0,13 ppm.’

Europski odbor za prehrambeni lanac i zdravlje zivotinja (EU Standing Committee for
the Food Chain and Animal Health) istrazivao je utjecaj benzofenona i njegovog derivata
4-metilbenzofenona na miSeve i uspostavio je granicu dnevnog unosa benzofenona i njegovog
derivata na 0,6 mg kg*. Obzirom da oba spoja mogu biti sastojci tiskarskih boja ne preporuc¢a
se koristiti ih na ambalazi prehrambenih proizvoda, osim u slu¢aju prisutnosti funkcionalne
barijere koja blokira njihov prijenos u hranu.?®® Nisu dostupni podaci o toksi¢nosti
benzofenona u ljudi no poznato je da moZe utjecati na endokrini sustav kroz razne uc¢inke na

receptore hormona.t’
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Na temelju negativnih in vivo i in vitro rezultata ispitivanja, zaklju¢eno je da
benzofenon nema genotoksi¢ni potencijal. Jetra i bubrezi identificirani su kao primarni ciljni
organi toksi¢nosti benzofenona kod miseva i Stakora. Utvrdeno je i da benzofenon uzrokuje
hipertrofiju jetre kod $takora.'”2°

U Sloveniji je =zabiljezena koncentracija benzofenona 1 njegovog derivata
4-metilbenzofenona iznad dozvoljene vrijednosti u hrani u kontaktu s ambalazom, a koja
moze uzrokovati oSteéenje jetre i bubrega ako se unosi u organizam hranom kroz dulje
vrijeme.!® U Hrvatskoj je zabiljezen slu¢aj migracije benzofenona iz kartonske kutije kao
vanjske ambalaze na polipropilensku foliju koja predstavlja primarnu (direktnu) ambalazu, tj.
u neposrednom je kontaktu s hranom. Polipropilenska folija je u¢inkovita barijera i gotovo je
nepropusna, no dugim stajanjem postoji mogucénost migracije benzofenona u hranu. Zbog
toga su primijenjene mjere predostroznosti i proizvod je povuden s trzista. 8

Metabolit benzofenona koji nastaje u vodenom okruzenju uz djelovanje UV zracenja,
4-metilhidroksibenzofenon ima jacu estrogenu aktivnost i anti - androgenu aktivnost in vivo i
in vitro. Brojni mono-, di-, tri-, tetra- hidroksilirani benzofenoni posjeduju estrogenu aktivnost
i povecavaju rizik od raka dojke kod ljudi. Najvecéa aktivnost opazena je kod
2,4,4-trihidroksibenzofenona.®

2.3.3. Metode odredivanja benzofenona

Broj radova koji opisuju odredivanje benzofenona znatno je manji u usporedbi s
odredivanjem bisfenola A. Derivati benzofenona odredivani su u ljudskom urinu ekstrakcijom
tekuée — tekuce, a potom tekucinskom kromatografijom spregnutom s tandemnom
spektrometrijom masa (LC—MS/MS). Za ekstrakciju je koristena mikroekstrakcija na krutoj
fazi. Za ekstrakciju benzofenona iz vodenih otopina i ljudskog urina mogu se koristiti i druge
metode ckstrakcije, kao Sto su mikroekstrakcija u tekucoj fazi (engl. Liquid Phase
Microextraction, LPME), mikroekstrakcija na kapi (engl. Single Drop Microextraction,
SDME) i dr.!

Hidroksilirani derivati benzofenona analizirani su u vodi i ribi tekuéinskom
kromatografijom s UV detekcijom te vezanim sustavima GC-MS i LC-MS.

U Tablici 3 prikazana je usporedba glavnih karakteristika analitickih metoda

koriStenih za odredivanje benzofenona u bioloskim uzorcima.
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Tablica 3. Analiticke tehnike i granice kvantifikacije benzofenona u bioloskim uzorcima.?

Uzorak | Analiticka tehnika | Granica detekcije
SPE-LC-MS / MS 0,3ngL*
_ LC-UV 1,3ngL*?
urin
GC-MS (0,05-10) ng L™
LC-MS/MS (0,28-0,9) ng L™
Mlijeko | SPE-LC-MS/MS 0,4ngL™*?
Serum SPE-LC-MS/MS 05ngL™?
Krv LC-UVv 39ngL™?

2.4. Osnovni principi kromatografije

Kromatografija je fizikalna metoda separacije u kojoj se sastojci razdjeljuju izmedu
dvije faze od kojih je jedna nepokretna (stacionarna), a druga se kre¢e u odredenom smjeru
(pokretna ili mobilna faza). Kromatografske metode dijele se prema razli¢itim kriterijima.
Prema fizickom stanju pokretne faze poznajemo tekuéinsku kromatografiju (engl. Liquid
Chromatography, LC), plinsku kromatografiju (engl. Gas Chromatography, GC) te fluidnu
kromatografiju pri superkriti¢cnim uvjetima (engl. Supercritical Fluid Chromatography, SFC).
Prema mehanizmu odjeljivanja dijele se na: adsorpcijsku kromatografiju (engl. Adsorption
Chromatograpy), razdjelnu kromatografiju (engl. Partition Chromatography), kromatografiju
isklju¢enjem (engl. Exclusion Chromatography), afinitetnu kromatografiju (engl. Affinity
Chromatography) i ionsko — izmjenjivacku kromatografiju (engl. lon — Exchange

Chromatography).?®
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2.4.1. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti

Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) razvijena je kasnih 1960 — ih i 1970 — ih godina. Danas je Siroko
prihvacena separacijska tehnika za analizu i1 prociS¢avanje uzoraka u raznim podrucjima,
ukljucuju¢i farmaceutsku, prehrambenu te industriju polimera kao 1 ekologiju i
biotehnologiju.?*

Tekucinski kromatograf visoke djelotvornosti sastoji se od komore za mijeSanje
otapala, pumpe i otplinjata (degazera), sustava za unoSenje uzorka, kolone, detektora te

sustava za obradu podataka. Na Slici 9 shematski je prikazan HPLC sustav.

komota za pumpa bt
I i
mijedane ~
otapala T 1
I L ]
/ﬂ\ kolona
//’
= x !
™~ / =i
spretmmci
otapala detekt sustay
podiatake

Slika 9. Shematski prikaz HPLC sustava.?®

2.4.1.1. Spremnik pokretne faze

Vrsta 1 sastav pokretne faze utje€u na odvajanje komponenata. Prije upotrebe vazno je
degazirati otapalo jer se mali mjehuri¢i plina prisutni u pokretnoj fazi mogu skupljati u
drugim dijelovima uredaja, osobito u pumpama, koloni i detektoru i unistiti analizu. U
pripremi pokretne faze vazno je koristiti visoko prociS¢ene puferske soli 1 reagense, po
moguénosti HPLC — Cistoce. Bilo kakve necistoCe prisutne u reagensu mogu dovesti do

kromatografskih pogresaka. Sitne Cestice mogu se nakupiti u kapilari ili u koloni i izazvati
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zaCepljenje (ometati protok pokretne faze) i porast tlaka. Pokretnu fazu potrebno je filtrirati

prije upotrebe kako bi se uklonile sitne ¢estice.?*

2.4.1.2. Pumpe

Pumpa u tekucinskom kromatografu omogucava potiskivanje pokretne faze u
kromatografsku kolonu uz kontrolirani protok u rasponu od 0,1 do 10 mL min~t. Zahtjevi
kojima moraju udovoljavati pumpe u teku¢inskom kromatografu vrlo su strogi: otpornost na
tlak do 400 atm, nisko pulsiranje, precizan i to¢an protok pokretne faze, otpornost na koroziju
izazvanu razli¢itim otapalima, reproducibilnost i kontrolu protoka uz relativnu pogresku
manju od 0,5 %. Za primjenu u tekuéinskoj kromatografiji prikladne su dvije vrste pumpi,
ubrizgavajuc¢a pumpa s klipom koja kod kontrolirane brzine unutar glatkog cilindra potiskuje
pokretnu fazu i naizmjeni¢na pumpa s jednim ili viSe prostora iz kojih se pokretna faza
potiskuje pomo¢u naizmjeni¢nih klipova ili dijafragmi.?®

Tijekom kromatografske analize pumpe mogu potiskivati razliite sastave pokretne
faze pa razlikujemo izokratne i gradijentne pumpe. Izokratne pumpe osiguravaju protok
pokretne faze konstantnog sastava. Gradijentne pumpe osiguravaju protok pokretne faze
promjenjivog sastava (upotreba dvije do cCetiri razlicite otopine). Razlikujemo dva tipa
gradijentnih pumpi, binarne gradijentne pumpe, koje osiguravaju protok dvaju otapala i
kvartarne gradijentne pumpe, koje osiguravaju protok &etiri otapala.?’

Najjednostavniji nacin odjeljivanja tekuéinskom kromatografijom je izokratno
eluiranje koje se Cesto koristi u kontroli kvalitete. Medutim, Cesto se bolji kromatogram dobije
gradijentnim eluiranjem uz upotrebu dvije do Cetiri razlicite otopine ¢ije se polarnosti, ionske
jakosti i pH vrijednosti medusobno znatno razlikuju. Sastav pokretne faze mijenja se na
unaprijed utvrden nacin 1 to ponekad konstantno, a ponekad u nizu koraka. Gradijentno
eluiranje Cesto se koristi za analizu kompleksnih matrica i za razvoj metoda za analizu

nepoznatih smjesa.?’
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Slika 10. Usporedba izokratnog eluiranja (m) i eluiranja linearnim gradijentom (e).%’

2.4.1.3. Sustav za unoSenje uzorka

Prvi 1 najjednostavniji nacin unoSenja uzoraka bio je direktno ubrizgavanje
injekcijskom Spricom preko septuma. Medutim, takav nacin unoSenja nije reproducibilan pa
se najceS¢e koristi premosni injektor s petljom. Petlje se mogu mijenjati 1 razli¢itog su
volumena, od 5 pL do 500 pL. Uzorak se u petlju unosi injekcijskom Spricom Kkroz
Sesterokanalni ventil. Za vrijeme punjenja petlje uzorkom, pokretna faza ne prolazi kroz petlju
ve¢ se uvodi direktno u kromatografsku kolonu. Usmjeravanjem eluensa kroz napunjenu
petlju uzorak se injektira u kolonu. Na taj na¢in se uzorak unosi u kolonu pri visokom tlaku 1
bez prekida protoka pokretne faze.!8

Uzorak se moZe u tekuc¢inski kromatograf uvesti automatskim sustavom za
injektiranje. Koristi se kada je potrebno analizirati ve¢i broj uzoraka ili kada ru¢no
injektiranje nije prakti¢no. Viali se napune otopinom uzorka i stave u automatski injektor
(uredaj za automatsko ubrizgavanje). Automatski injektor izmjeri odredeni volumen uzorka i

injektira ga.?*?’
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2.4.1.4. Kolona

Kolona je najvazniji dio tekucinskog kromatografa jer upravo ovdje dolazi do
razdvajanja komponenti uzorka. Nepokretna faza, kojom je kolona punjena, razdvaja
komponente uzorka koriste¢i razne fizikalne i kemijske interakcije. Sitne Cestice unutar
kolone uzrokuju visoki protutlak pri normalnim protocima stoga pumpa mora jako potiskivati
pokretnu fazu kroz kolonu i ovaj otpor uzrokuje visoki tlak unutar kromatografa.

Za uspjesnu analizu tekucinskim kromatografom klju¢an je odabir odgovarajuce
kolone. Postoji nekoliko vrsta kolona za teku¢insku kromatografiju: analiticka (unutarnjeg
promjera (u.p.) 1,0 — 4,6 mm, duljine 15 — 250 mm), preparativna (u.p. > 4,6 mm, razli¢itih
duljina), kapilarna (u.p. 0,1 — 1 mm, razli¢itih duljina) i nano (u.p. < 0,1 mm). Za izradu
kucista kolone koriste se razli¢iti materijali, a najces¢i su nehrdajuéi Celik, staklo (najc¢esce se
koristi za biomolekule) i PEEK polimer koji je biokompatibilan i kemijski inertan prema
vecini otapala.?’

Kolone su punjene poroznim cesticama malog promjera. Materijali kojima se puni
kolona najceS¢e su izradeni od silikagela, aluminija 1 ionsko — izmjenjivacke smole. Najcesce
veli¢ine su 5 pm, 3,5 um i1 1,8 um. Kolone se pune koriste¢i visoki tlak kako bi se osigurala
njihova stabilnost tijekom upotrebe. Porozne ¢estice u koloni obi¢no na svojoj povrsini imaju
kemijski vezanu fazu koja je u interakciji s komponentama uzorka kako bi ih medusobno
razdvojila.?’

Ispred glavne kolone postavljaju se kratke predkolone kako bi se zastitila glavna
kolona i postiglo bolje razdvajanje sastojaka. Cestice nepokretne faze u tim kolonama su

veli¢ine 10 — 30 um kako bi se izbjegao veéi pad tlaka u sustavu kolona.?’

2.4.1.5. Detektori

Odziv detektora u tekuc¢inskoj kromatografiji proporcionalan je koncentraciji analita.
Neke karakteristike dobrog detektora teku¢inskog kromatografa su osjetljivost, linearnost,
pouzdanost i jednostavnost koristenja. U teku¢inskoj kromatografiji moguca je indirektna
detekcija sastojaka biljezenjem promjena odredenog svojstva pokretne faze (vodljivosti,
indeksa loma, rasprSenja svjetla) i1 detekcija sastojaka na temelju njihovih svojstava

(apsorpcija UV zraéenja, fluorescencija, elektrokemijske reakcije).2®
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Najzastupljeniji detektori u tekucinskoj kromatografiji obrnutih faza su apsorpcijski,

fluorimetrijski detektori i spektrometri masa.

Apsorpcijski detektori

Detekcija sastojaka apsorpcijskim detektorima temelji se na mjerenju apsorpcije UV
i vidljivog svjetla u eluensu koji se po izlasku s kolone uvodi u proto¢nu kvarcnu celiju.
Tipovi UV detektora su fotometar sa zivinom lampom kao izvorom svjetlosti 1 filtrom koji
propusta svjetlost odredene valne duljine, fotometar s ugradenom optickom resetkom ili
prizmom $to omogucéava detekciju sastojaka pri razli¢itim valnim duljinama i detektor s
nizom fotodioda (engl. (Photo)Diode array detector, DAD) koji omogucava snimanje cijelog
UV spektra analiziranog sastojka.?

Od fotometrijskih detektora posebno su dobri oni s nizom dioda. Uzorak se osvjetljava
polikromatskim svjetlom D> — lu¢nice, a potom slijedi disperzija optickom reSetkom na
snopove 2 nm koji istodobno padaju na niz od otprilike 316 dioda. Naime, HPLC — DAD
sustavi omogucéuju snimanje cijelog spektra eluiranog sastojka u UV—-Vis podrucju:

apsorbancija se snima u ovisnosti 0 vremenu zadrzavanja i o valnoj duljini.

N , detektor s nizom dioda

opticka resetka

pukotina

eca’ PN

kiveta / /
blenda

leca [ ‘ ]‘ lucnica

Slika 11. Detektor s nizom fotodioda.
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Fluorimetrijski detektori

Fluorimetrijski detektori prikladni su za detekciju sastojaka koji fluoresciraju pri cemu
ksenonov luk. Valne duljine pobude i emisije biraju se pomoc¢u monokromatora ili se kao
detektor upotrebljava spektrofluorimetar. Fluorimetrijskim detektorima mogu se detektirati i
sastojci koji ne fluoresciraju ako se prethodno prevedu u fluorescirajuce derivate, primjerice s
dansil kloridom ili 4-metilen-7-metoksikumarinom. Za derivatizaciju se najée$¢e Koristi
dansil klorid Kkoji reagira s primarnim i sekundarnim aminima, aminokiselinama i fenolima

praveéi fluorescentne produkte.?®

Spektrometar masa

Osnovni problem u povezivanju tekuc¢inskog kromatografa sa spektrometrom masa je
kako pri uvodenju tekuée pokretne faze protoka i do 1 mL min~! odrzati potrebni vakuum u
spektrometru masa. Stoga su razvijeni razli¢iti meduspojevi koji omogucuju djelomic¢no
uvodenje tekuce faze u spektrometar masa i djelotvorno uklanjanje suviska otapala prije
uvodenja analita u vakumirani sustav. Spektrometar masa detektira spoj koji se eluira s HPLC
kolone, ionizira ga i mjeri masu ili fragmentira spoj u male dijelove (fragmente) koji su

karakteristi¢ni za odredeni spoj.?®

2.4.2. Primjena tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti

Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti upotrebljava se za kvalitativnu i
kvantitativnu analizu komponenti u uzorku. Kvalitativnom analizom identificiraju se pojedine
(vrijeme potrebno uzorku da se eluira s kolone nakon injektiranja). Identifikacija spoja
bazirana je na kemijskoj strukturi, molekulskoj masi ili nekim drugim molekularnim
parametrima, a potvrduje se standardom. Kvantitativnom analizom se mjeri koliina
komponente u uzorku (koncentracija). Postoje dva glavna nacina interpretacije kromatograma,
kvantifikacija pomocu visine kromatografskog pika mjerena od bazne linije, odnosno

kvantifikacija pomocu povrSine pika. Da bi se kvantitativno procijenio spoj, uzorak s
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poznatom koli¢inom spoja koji nas zanima injektira se 1 mjeri se njegova visina ili povrsina
pika. U mnogim slucajevima, postoji linearni odnos izmedu visine ili povrsine pika i koli¢ine
uzorka.

Tekucéinskom kromatografijom visoke djelotvornosti moguce je odrediti spojeve u
tragovima Gija je koncentracija jako niska (u mg L™ ili niza). Analiza spojeva u tragovima je
vrlo bitna za farmaceutska, bioloska, toksikoloska i ekoloska ispitivanja osobito ako supstance
u tragovima mogu biti Stetne ili otrovne. U kromatogramu je vrlo tesko razdvojiti ili
detektirati spojeve u tragovima pa je potrebna vrlo visoka rezolucija separacije i vrlo osjetljivi
detektori.?’

Tekucinska kromatografija moze se koristiti i za izolaciju odredenih spojeva iz uzorka.
Skupljanjem kromatografskih pikova na samom izlazu iz detektora i koncentrirajuéi spoj
(analit) tako da se uklanja / ispari otapalo, ¢ista supstanca moze biti pripremljena za kasniju
upotrebu, npr. organsku sintezu, klinicka ispitivanja, toksikoloska ispitivanja itd. Ova

metodologija naziva se preparativna kromatografija.

2.5. Validacija analitickih metoda

Validacija analitickih metoda je postupak kojim se osiguravaju tocni, precizni i
reproducibilni rezultati tijekom dugoro¢nog koriStenja metode. Takoder, validacijom se mogu
utvrditi uzroci mogucih problema tijekom izvodenja metode ¢ime se postize veliki stupanj
pouzdanosti i primjenjivosti metode. Osnovni parametri koji se ispituju tijekom validacije
analiticke metode su selektivnost, specificnost, linearnost, granica detekcije, granica
kvantifikacije, preciznost, to¢nost, radno podrucje i robusnost. Preciznost se moze odredivati
na Cetiri razine kao preciznost mjerenja, preciznost pripreme (ponovljivost), medupreciznost i
medulaboratorijska ponovljivost. Obzirom na namjenu metode validiraju se odredeni

parametri kao $to je prikazano u Tablici 4.2
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Tablica 4. Parametri validacije analitickih metoda obzirom na namjenu. 8

Identifikacijski testovi A_nal_' za trag(.)va} Sadrzaj
Kvantitativnha | Limit test

Specificnost Da Da Da Da
Selektivnost Da Da Da Da
Linearnost Ne Da Ne Da
Granica detekcije Ne Ne Da Ne
Granica kvantifikacije Ne Da Ne Ne
Preciznost Ne Da Ne Da
Ponovljivost Ne Da Ne Da
Medupreciznost Ne Da Ne Da
Tocnost Ne Da Ne Da
Radno podrucje Ne Da Ne Da

2.5.1. Specifi¢nost i selektivnost

Specifi¢nost i selektivnost su svojstva metode da se specifi¢no i selektivno odredi
zeljeni analit u prisutnosti ostalih komponenti u matrici uzorka pod utvrdenim uvjetima
ispitivanja. U praksi se dokazuju usporedbom odziva metode na referentni materijal i analit u
uzorku.?

Specificna metoda je ona kojom se moze odrediti samo jedan specifi¢ni analit.
Metoda kojom se moZe odredivati viSe komponenata istodobno, ali pod uvjetom da te
komponente pri odredivanju ne smetaju jedna drugoj, naziva se selektivnom. Selektivnost je
nezaobilazan parametar za validaciju vecine metoda. Kod kromatografskih metoda, osim
usporedbe kromatograma referentnog materijala i uzorka, potrebno je dokumentirati i
parametre koji odreduju razdvojenost i simetriju pikova, a kod odredenih metoda 1 prikupiti

dokaze o &isto¢i pikova.?

2.5.2. Linearnost

Linearnost metode se odreduje kao moguénost metode da unutar odredenog podrucja

daje ispitne rezultate proporcionalne koncentraciji analita u uzorku. U praksi se linearnost
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odreduje mjerenjem odziva detektora za poznate koncentracije referentnog materijala.
Procjenjuje se matematicki i graficki.

Matematicki se preko linearne regresije izrazi jednadzba pravca (y = ax+Db) i izraCuna
se koeficijent korelacije r. Nagib pravca (a) je parametar koji izravno ukazuje na osjetljivost
metode. Odsjecak pravca (b) moze ukazivati na sustavnu pogresku. Za koeficijent korelacije
uobicajeno se postavlja kriterij r > 0,99.

Za vrlo niske koncentracije prihvaca se i kriterij r > 0,98. Najcesce se upotrebljavaju
dva nacina grafickog prikaza. Graficki prikaz odstupanja od regresijskog pravca prema
koncentraciji ili logaritmu koncentracije (za linearna podrucja odstupanja jednoliko
rasporedena izmedu pozitivnih i negativnih vrijednosti).?

Graficki prikaz signala na osi y i odgovarajucih koncentracija na osi x logaritamske
skale. Dobivena linija treba biti vodoravna u cijelome linearnom podrucju, a podrucje
linearnosti prestaje pri koncentracijama gdje linija relativnog odziva sijeCe paralelne linije

koje odgovaraju 95 % ili 105 % koncentraciji.?®

2.5.3. Granica detekcije i kvantifikacije

Granica detekcije (LOD) je najmanja koli¢ina analita u uzorku koja se moze detektirati
uz odgovarajucu to¢nost i preciznost. Procjena moze biti vizualna, s pomoc¢u omjera signal /
Sum ili statisticka. Vizualno se odreduje razrjedivanjem otopine uzorka ili cijepljenjem
otopine uzorka odgovaraju¢om koli¢inom analita. Vizualna se procjena moZe primijeniti 1 kod
neistrumentnih i instrumentnih metoda, a procjenjuje se najmanji signal koji se nedvojbeno
moze prepoznati. Omjer signal / sum moze se primjeniti samo na analiticke postupke s
baznom linijom, a prihvatljiv je omjer 3:1. Statisticki se granice detekcije (kao i
kvantifikacije) mogu odrediti na bazi standardne devijacije signala 1 nagiba prema jednadzbi:
GD = 3,3 o/ a pri éemu je a nagib, a o standardna devijacija regresijskog pravca.?®°

Granica kvantifikacije (LOQ) je najmanja koli¢ina analita u uzorku koja se moze
kvantificirati uz odgovaraju¢u preciznost i to¢nost. Odreduje se razrjedivanjem otopine
uzorka, ili cijepljenjem uzorka s odgovaraju¢om koncentracijom analita. Granica detekcije
procjenjuje se pomocu omjera signal / Sum, a prihvatljiv omjer je 10:1. Ako se zahtijeva da
metoda ima zadanu preciznost na granici kvantifikacije, pripremi se viSe uzoraka poznate
koncentracije u podrucju oko moguce granice kvantifikacije. Svaki uzorak se izmjeri pet do

Sest puta i izraCunaju se relativne standardne devijacije za svaku koncentraciju. Zatim se

23



graficki prikaze odnos relativne standardne devijacije prema koncentraciji 1 iz grafa odredi
koncentracija na granici kvantifikacije s to¢no odredenom preciznos¢u. U praksi se obi¢no
pripremi uzorak tako odredene koncentracije i potvrdi preciznost viSekratnim mjerenjem.
Parametar granice kvantifikacije iznimno je vazan kod metoda kojima se odreduju analiti u

tragovima koji i u vrlo niskim koncentracijama mogu S$tetno djelovati na zdravlje ljudi i

okolig.2>30

irazena

Precizngst

e

[T
| koncentraca
(GK )

3 Roncentracija
i

Slika 12. Odredivanje granice kvantifikacije sa zadanom precizno$éu.?®

2.5.4. Preciznost

Preciznost (engl. precision) pokazuje slaganje izmedu niza ponovljenih mjerenja iz
istog uzorka pri istim propisanim uvjetima. Obi¢no se provodi 5 — 6 mjerenja na 1 — 3
razliCite koncentracije. Izrazava se kao standardno odstupanje (SD), relativno standardno
odstupanje (RSD) ili interval pouzdanosti oko srednje vrijednosti. MoZe biti iskazana kao
ponovljivost, reproducibilnost i medupreciznost.®

a) Preciznost mjerenja je podudaranje rezultata dobivenih uzastopnim mjerenjem
istog uzorka istom metodom pod istim uvjetima (isti analitiar, instrument i laboratorij) u
kratkom vremenskom periodu. Odreduje se iz $est uzastopnih mjerenja koncentracije analita
uz referentne standardne otopine. Odabere se koncentracija koja otprilike odgovara sredini
radnog raspona i izratuna se relativno standardno odstupanje.®

b) Preciznost priprave (engl. reproducibility) je parametar koji nam opisuje
preciznost dobivenu u istom laboratoriju pod propisanim, unaprijed odredenim uvjetima (npr.
metoda, uzorak Kkoji se ispituje, analiticari, okoli§). Odreduje se pripremom i analizom Sest

otopina istog uzorka i izra¢una se relativno standardno odstupanje.3!
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¢) Medupreciznost (engl. intermediate precission, inter — day) je odstupanje rezultata
dobivenih mjerenjem istog uzorka istom metodom pod razli¢itim uvjetima u istom
laboratoriju (razli¢iti analitiCar, instrument, kolona) kroz duze vremensko razdoblje. Pripremi
se Sest otopina istog uzorka na definirani nacin i otopine uzorka analizira drugi analiti¢ar, na
drugome uredaju, drugi dan. Ovim parametrom se ispituje ho¢e li metoda nakon razvoja

davati iste rezultate tijekom uporabe uz promjene navedenih uvjeta.3!

2.5.5. ToCnost

Toc¢nost pokazuje slaganje srednje vrijednosti dobivenih rezultata i stvarnih ili
prihvac¢enih referentnih vrijednosti. U tu svrhu napravi se analiza uzoraka poznate
koncentracije i usporede se izmjerene i stvarne vrijednosti. Eksperimenti se provode nakon
odredivanja selektivnosti, linearnosti i preciznosti, najmanje tri puta za najmanje tri
koncentracijske razine rasporedene unutar radnog podrucja metode.?

Tocnost je mjera pouzdanosti analiticke metode. MozZe se ispitati na nekoliko nacina.
Jedan od njih je usporedba rezultata metode sa rezultatima druge metode koja je potvrdena
kao to¢na. To¢nost analiticke metode moze se ispitati i analizom uzorka poznate koncentracije
i usporedbom dobivene mjerene vrijednosti sa pravom, ve¢ poznatom vrijednosti. Ukoliko
referentni materijali nisu dostupni, uzorak se moze cijepiti sa poznatom koncentracijom
analita.®

Nakon ekstrakcije analita iz matrice uzorka 1 injektiranja u analiticki instrument,
moze se odrediti analiti¢ki povrat (engl. recovery) usporedbom odgovora analiziranog uzorka
sa odgovorom standardnog referentnog materijala otopljenog u ¢istom otapalu. Ukoliko je
validacija zadovoljavajuca, analiticki povrat odreden za razliCite koncentracije moze se
iskoristiti za korekciju konacnih rezultata. Odabrane koncentracije trebaju pokriti Sirok raspon
koncentracija i trebaju se uzeti u obzir i one koncentracije blizu granice kvantifikacije kao i
one na samom vrhu kalibracijske krivulje.3!

Tocnost se odreduje analizom najmanje devet otopina uzorka na tri koncentracijske
razine koje pokrivaju odredeni raspon koncentracija. Izrazava se kao postotak analitickog
povrata ili kao razlika izmedu srednje 1 prihvacene prave vrijednosti zajedno s intervalima

pouzdanosti.3!
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2.5.6. Radno podrudje

Radno podru¢je je raspon izmedu gornje i donje koncentracijske granice analita u
uzorku koje se mogu kvantificirati uz odgovarajuéu preciznost, tocnost i linearnost. Za
odredivanje tog parametra nije potrebno provoditi zasebne eksperimente, nego se zakljucci
izvode iz eksperimenata linearnosti, toCnosti, preciznosti, granice detekcije i1 granice

kvantifikacije.?

2.5.7. Robustnost

Robustnost se odreduje kao mjera otpornosti analitickog postupka na male, namjerne
promjene radnih uvjeta metode. Ispitivanje robustnosti provodi se kako bi se odredilo kako
male promjene radnih uvjeta i provedbe metode utjeCu na rezultat analize. NajceSce se
ispituju utjecaji promjene sastava i vrijednosti pH pokretne faze, temperature kolone i protoka
pokretne faze.?®
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Kemikalije

Za pripremu otopina koristene su sljedec¢e kemikalije:

Bisfenol A (> 99%, SigmaAldrich Co., St. Louis, USA), benzofenon (99 %, GC,
Sigma Aldrich, St. Louis, USA), acetonitril (AvantorPerformance Materials B.V., Deventer,
The Netherlands), aceton (AvantorPerformance Materials, Gliwice, Poland), ultra¢ista voda,
metanol (AvantorPerformance Materials, B.V., Deventer, The Netherlands), pH standardi
pH = 7,00 £ 0,02 i pH = 4,01 + 0,02, Mettler — Toledo, Greifensee, Svicarska).

3.2. Pribor

PTFE filteri veli¢ine pora 0,25 pl (Macherey — Nagel, Diiren, Njemacka), PVC $price
(1 mL, HenkeSassWolf, Tuttlingen, Njemacka), automatski pipetori Pipet — Lite XLS, Rainin
(Rainin, Svicarska), analiti¢ka kolona (Zorbax Eclipse XDB C18, 150 x 4,6 mm, 5um I.D.) s
predkolonom (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornija, SAD).

3.3. Instrumenti

Tekuéinski kromatograf HP 1100 sastavljen od gradijentne pumpe, automatskog
injektora, termostatiranog prostora za kolonu i detektora s nizom fotodioda (Agilent
Tehnologies, Santa Clara, Kalifornija, SAD), tekué¢inski kromatograf HP1220 Infinity
sastavljen od gradijentne pumpe, automatskog injektora, termostatiranog prostora za kolonu i
detektora apsorpcije UV zracenja (Agilent Tehnologies, Santa Clara, Kalifornija, SAD),
ultrazvuéna kupelj (Sonis4 Iskra, Pio d.o.o., Sentjernej, Slovenija), analiticka vaga (Mettler
Toledo d.o.0., Zagreb, Hrvatska), digitalni pH — metar MP220 (Mettler, Svicarska), centrifuga
10 — 72 (Zelezniki, Slovenija).
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3.4. Programi za upravljanje instrumentima i obradu podataka

ChemStation for LC, 3D Systems B.03.02-SR2 (Agilent Technologies, SAD),
OpenLab CDS c¢.01.05 [35] (Agilent Technologies, SAD), Microsoft Office Excel 2007
(12.0.4518.1014) MSO (12.0.4518.1014) (Microsoft, SAD).

3.5. Uzoreci

Za odredivanje bisfenola A i benzofenona koristilo se petnaest uzoraka termokromnih
boja razli¢itih proizvodaca te razli¢itih nadina susenja. Svi uzorci koriStenih termokromnih
boja imaju oblik gusce ili rjede paste. U Tablici 5 navedena su imena uzoraka te njihovi

proizvodaci i na¢ini susenja.

Tablica 5. Uzorci termokromnih boja u kojima su odredivani bisfenol A i benzofenon.

Uzorak Proizvoda¢ | SuSenje
Offset blue 1130 — 27 — 01 TMC!
Offset burgundy to blue CP6
Offset green to yellow CP45C
Wet offset blue 45 °C
Wet ofset magenta 31°C
Sheetfed offset 1130 —15—-03 — 1
Screen UV magenta 31 °C
Screen UV blue 31 °C CTI?
UV purple to pink CP31C
Flexo UV aqua 15 °C green
Flexo UV magenta 15 °C
Screen UV red 31 °C uv
UV orange to yellow FC12C
Screen UV black 15 °C
Sun chemical magenta
room voda — UV Sun Chemical
Sun chemical blue (cold)

ITMC = Thermochromic Measurements Inc.,
2CTI = Chromatic Technologies Inc.

Na zraku
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3.6. Kromatografski uvjeti

Pokretna faza sastojala se od smjese ultraciste vode i acetonitrila. Koristilo se
gradijentno eluiranje kao §to je prikazano u Tablici 6. Brzina protoka pokretne faze bila je
1,0 mL min™?, volumen injektiranja 5 pL, a temperatura kolone 30 °C. Analiti su detektirani
pomoc¢u DAD detektora odnosno UV detektora pri valnoj duljini maksimuma apsorpcije od
226 nm za bisfenol A, odnosno 254 nm za benzofenon. Vrijeme analize bilo je 28 minuta.

Tablica 6. Uvjeti gradijentnog eluiranja pri analizi bisfenola A i benzofenona na koloni
Zorbax Eclipse XDB.

t/min o(A) 1% | p(B) | %
0 53 47
3 53 47
11 25 75
20 25 75
20,5 53 47
26 53 47

3.7. Priprema kalibracijskih otopina i uzoraka prema razvijenoj metodi
3.7.1. Priprema kalibracijskih otopina

U odmjernu tikvicu od 25 mL odvagano je oko 10 mg BPA i 10 mg BFN, dodano
15 mL metanola i stavljeno u ultrazvu¢nu kupelj 15 minuta. Nakon hladenja odmjerna tikvica
je nadopunjena ultracistom vodom do oznake. Nazivna masena koncentracija radne otopine
bisfenola A, odnosno benzofenona bila je 400 mg L 2.

S1: 0,25 mL pripremljene otopine prebaceno je u odmjernu tikvicu od 25 mL i
nadopunjeno otapalom (metanol/voda 1/1) do oznake. Nazivna koncentracija standardne
otopine 1 iznosila je 4 mg L.

S2: 0,5 mL izvorne otopine prebaceno je u odmjernu tikvicu od 10 mL i nadopunjeno

otapalom do oznake. Nazivna koncentracija standardne otopine 2 iznosila je 20 mg L.
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S3: 1,5 mL izvorne otopine prebaceno se u odmjernu tikvicu od 10 mL i nadopunjeno

otapalom do oznake. Nazivna koncentracija standardne otopine 3 iznosila je 60 mg L1,

3.7.2. Priprema uzoraka termokromnih boja

Oko 100 mg uzorka odvagano je u odmjernu tikvicu od 50 mL, dodano 30 mL
metanola i stavljeno u ultrazvuénu kupelj na 120 minuta. Nakon hladenja odmjerna tikvica se
nadopunila vodom do oznake. Nakon stabilizacije taloga dobivene otopine uzoraka

profiltrirane se u viale kroz PTFE filter veli¢ine pora 0,22 um.

3.8. Validacija metode za odredivanje bisfenola A i benzofenona u
termokromnim bojama

3.8.1. Linearnost

Linearnost metode odredena je pomocu tri radna standarda bisfenola A i benzofenona
pripremljenih na sljede¢i nacin: u odmjernu tikvicu od 50 mL odvagano je 20 mg bisfenola A
I benzofenona. Tikvice su dopunjene do pola volumena metanolom i stavljene 10 minuta u
ultrazvuénu kupelj. Kad su se otopine ohladile, tikvice su nadopunjene do oznake metanolom.

Iz svakog radnog standarda napravljena su razrjedenja kao Sto je prikazano u Tablici 7.

Tablica 7. Priprava otopina za validaciju linearnosti metode.

_ . 1 Priprema

Oznaka | Nazivna koncentracija/ mg L Vrs/ mL | Vox / mL
S 05 0,25* 1
2 1 0,5% :
33 2 0,125 25
2 2 0,25 25
S5 10 0,25 10
S6 20 0.5 10
S7 40 1,0 10
S8 60 L5 10
9 100 2,5 10

*Otopine S1 1 S2 priredene su iz otopine S3.
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Svaka od ovih otopina je analizirana i1 odredena je povrSina ispod kromatografske
krivulje. Nacrtan je bazdarni dijagram iz kojeg je odreden nagib pravca, odsjecak i koeficijent

regresije.

3.8.2. Preciznost

Preciznost priprave odredena je mjerenjem Sest zasebno pripremljenih otopina uzorka
Sun chemical blue cold.

Medupreciznost je odredena mjerenjem Sest zasebno pripremljenih otopina uzorka Sun
chemical blue cold koje je pripremio drugi analitiCar i analizirao na drugome instrumentu,

drugi dan i1 na drugoj koloni prema propisanoj analiti¢koj metodi.

3.8.3.To¢nost

Tocnost metode ispitana je na tri koncentracijska nivoa. To¢nost na visokoj i srednjoj
koncentraciji ispitana je cijepljenjem uzorka Sun chemical blue cold koji ve¢ sadrzi bisfenol A
I benzofenon. Napravljeno je Sest odvaga uzorka. Tri pripreme uzorka cijepljene sus 1,5 mL
otopine bisfenola A koncentracije 400 mg L™ i 4 mL otopine benzofenona koncentracije
400 mg L%, atri s 5 mL otopine bisfenola A i 10 mL otopine benzofenona.

Toc¢nost na niskoj koncentraciji ispitana je na tri zasebno pripremljene otopine uzorka
Wet offset blue 45 °C koji ne sadrzi bisfenol A i benzofenon. Uzorak je pripremljen prema
propisanoj analitickoj metodi 1 cijepljen s 2 mL kalibracijske otopine benzofenona

koncentracije 100 mg L™t i bisfenola A koncentracije 100 mg L.

3.8.4. Granica kvantifikacije (LOQ)

Pripremljen je uzorak Wet offset blue 45 °C prema navedenoj analitickoj metodi te je u
vialu pomijesano 100 pL kalibracijske otopine benzofenona i bisfenola A, koncentracije
10 mg L™t i 900 pL otopine uzorka Wet offset blue 45 °C. Konaéna koncentracija analita u

otopini bila je 1 mg L%, Uzorak je injektiran $est puta.
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3.8.5. Granica detekcije (LOD)

Pripremljen je uzorak Wet offset blue 45 °C prema navedenoj analiti¢koj metodi te je u
vialu pomijesano 50 pL kalibracijske otopine benozofenona i bisfenola A, koncentracije
10 mg L™t i 950 pL otopine uzorka Wet offset blue 45 °C. Konaéna koncentracija analita u

otopini je 0,5 mg L. Uzorak je injektiran tri puta.
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4. REZULTATI | RASPRAVA



4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Odabir kromatografske tehnike i uvjeta za odredivanje bisfenola A i

benzofenona

Obzirom na strukturu analita i podatke objavljene u brojnim radovimal*>3234 analiti su
odredivani tekucinskom kromatografijom visoke djelotvornosti obrnutih faza u kojoj je
pokretna faza polarnija od nepokretne faze. Kao pokretna faza koristila se smjesa vode i
acetonitrila. Smjesa voda-—acetonitril je odgovaraju¢a pokretna faza jer je pKa vrijednost
bisfenola A visoka (pKa = 9,6) pa su oba analita u nenabijenom obliku pri pH vrijednosti
pokretne faze koja je nesto niza od 7. Odabrani protok pokretne faze od 1,0 mL min! je
standardan za dane dimenzije kolone. Gradijentnim eluiranjem omogucena je dobra
selektivnost u optimalnom vremenu. Valne duljine detekcije analita bisfenola A (41 = 226 nm)
I benzofenona (4 = 254 nm) odabrane su obzirom na UV apsorpcijske maksimume.
Temperatura kolone je malo iznad sobne temperature kako bi se mogla odrzati konstantnom

tijekom analiza.

4.2. Validacija metode

4.2.1. Specifi¢nost i selektivnost

Specificnost metode potvrdena je snimanjem apsorpcijskih UV spektara analita u
otopini standarda i otopinama uzoraka. Potvrdeno je da se radi 0 spojevima s istim UV
spektrima. Ovime je odreden 1 apsorpcijski maksimum pri kojemu su analiti detektirani.

Selektivnost metode utvrdena je snimanjem kromatograma otopina uzoraka. Na mjestu
eluiranja bisfenola A (tr = 4,4 min) i benzofenona (tr = 9,7 min) nisu uoceni pikovi Koji bi

ometali odredivanje analita (Slike 13 i 14).
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DAD1 A, Sig=227,10 Ref=360,100 (BPA20160201_QPT_PRIP 2016-02-01 16-04-29\011-1801.0)
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Slika 13. Kromatogrami standardne otopine bisfenola A i benzofenona (y =20 mg L™?)
snimljeni DAD detektorom pri 226 nm i 254 nm.

DAD1 A, Sig=226,10 Ref=360,100 (BPA20160229_SVI UZORCI_TOGNOST 2016.02-29 13-08-211017-0701.D)
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Slika 14. Kromatogrami uzorka termokromne boje Screen UV blue 31 °C snimljeni DAD

detektorom pri 226 nm i 254 nm.

4.2.2. Linearnost

Linearnost metode odredena je pomocu tri radna standarda bisfenola A i benzofenona

iz kojih su napravljena razrjedenja kao $to je opisano pod 3.8.1. Svaka standardna otopina je
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analizirana i odredene su povrSine ispod kromatografske krivulje. Iz dobivenih povrSina

nacrtan je bazdarni dijagram iz kojeg je odreden nagib pravca, odsjecak i koeficijent regresije.

2000 -
200
a0l -
400 -
200 -
oon
200 -
&l
400
200 A

odziv detektora / povrsina

0 20 40 all] a0 100 120

7(BPA) / mg L1

Slika 15. Linearnost odziva detektora za odredivanje bisfenola A pri 226 nm.

Iz bazdarnog dijagrama odredena je jednadzba pravca y = 17,15 x — 1,814 iz koje je
odreden nagib pravca, a = 17,15 i odsjecak b = —1,814. Metoda je linearna u zadanom

podru¢ju koncentracija od 0,5 do 100 mg L™* uz koeficijent regresije od 0,999.

3000

2500 4

2000 4

1500 -+

1000 4
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Slika 16. Linearnost odziva detektora za odredivanje benzofenona pri 254 nm.
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Iz bazdarnog dijagrama odredena je jednadzba pravca y = 26,73 x — 4,117 iz koje je
odreden nagib pravca, a = 26,73 i odsje¢ak b = —4,117. Metoda je linearna u zadanom
podruéju koncentracija od 0,5 mg L™ do 100 mg L™! uz koeficijent regresije od 0,999. Moze

se zakljuciti da je linearnost metode zadovoljavaju¢a u validiranom podrucju.

4.2.3. Granica kvantifikacije i granica detekcije

Granice kvantifikacije odredena je na uzorku termokromne boje Wet offset blue 45 °C
kako je opisano pod 3.8.4. Uzorak je injektiran Sest puta, a LOQ je odreden s pomoc¢u omjera
signal/sum. Prihvatljivi omjer S/N za granicu kvantifikacije je 10:1. U Tablici 8 prikazane su

vrijednosti omjera S/N bisfenola A i benzofenona u odredivanom uzorku.

Tablica 8. Vrijednosti omjera signala prema Sumu bisfenola A i benzofenona u uzorku Wet

offset blue 45 °C kojemu je dodano 1 mg L bisfenola A i benzofenona.

S Omyjer signal/Sum
Broj injektiranja BPA BEN
1 20 38
2 16 39
3 16 30
4 15 23
5 17 22
6 15 25
Srednja vrijednost | 17 30
RSD / % 1,9 7,5

DAD1 A, Sig=226,10 Ref=360,100 (BPA20160222_PREC_TOCN 2016-02-23 11-32-361076-0104.0)
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Slika 17. Kromatogram uzorka termokromne boje kojem je dodan bisfenol A u masenom

udjelu jednakom granici odredivanja pri 226 nm, y(BPA) =1 mg L
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DAD1 B, Sig=254,10 Ref=360,100 (BPA20160222_PREC_TOCN 2016-02-23 11-32-36\076-0104.0)
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Slika 18. Kromatogram uzorka termokromne boje kojem je dodan benzofenon u masenom

udjelu jednakom granici odredivanja pri 254 nm, y(BFN) =1 mg L.

Za granicu kvantifikacije odredene su vrijednosti od 1 mg L*za bisfenol Ai1mg L™
za benzofenon sa vrijednostima koje su i iznad zadovoljavaju¢ih za S/N omjer u odnosu na
kriterije. U ovoj metodi, s obzirom na visoku koncentraciju bisfenola A i benzofenona, nize
granice kvantifikacije nisu bile potrebne.

Potvrda granice detekcije odredena je na uzorku termokromne boje
Wet offset blue 45°C kako je opisano u potpoglavlju 3.8.5. Uzorak je injektiran tri puta, a
LOD je odreden pomoc¢u omjera signal/Sum. Prihvatljivi omjer S/N za granicu detekcije je

3:1. Dobiveni rezultati prikazani su u Tablici 9.

Tablica 9. Omjer signala i Suma pikova bisfenola A i benzofenona u uzorku termokromne

boje Wet offset blue 45 °C na granici kvantifikacije.

BPA BFN
y/mg L™ 0,1 0,1
w/ % 0,005 0,005
S/N 2,8 3,5

4.2.4. Preciznost

Preciznost metode za odredivanje bisfenola A i benzofenona odredena je na dvije
razine kao preciznost pripreme uzorka (ponovljivost) i medupreciznost.
a) Preciznost pripreme odredena je analizom Sest zasebno pripremljenih otopina

uzorka Sun chemical blue (cold). Uzorci su se pripremili prema propisanoj analitickoj metodi,
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ocitale su se povrSine ispod kromatografske krivulje, te izracunala srednja vrijednost i
relativno standardno odstupanje (RSD).
Rezultati su izrazeni kao relativna standardna odstupanja masenih udjela bisfenola A i

benzofenona u uzorku Sun chemical blue (cold) kako je i prikazano u Tablici 10.

Tablica 10. Preciznost pripreme uzorka termokromne boje Sun chemical blue (cold) za
bisfenol A pri 227 nm i benzofenon pri 254 nm.

Uzorak w(BPA) /% | w(BEN) / %
11-1 1,81 0,34
11-2 1,79 0,34
11-3 1,85 0,34
11-4 1,82 0,34
11-5 1,82 0,34
11-6 1,83 0,34

Srednja vrijednost 1,82 0,34

RSD / % 1,06 0,90

Dobivena vrijednost relativnog standardnog odstupanja za bisfenol A iznosi 1,06 %,
odnosno 0,90 % za benzofenon. Dobivene vrijednosti za preciznost pripreme ukazuju na

zakljucak da je predlozena HPLC metoda precizna.

b) Medupreciznost je odredena analizom Sest zasebno pripremljenih otopina uzorka
Sun chemical blue (cold). Uzorke je pripremio drugi analitiar i analizirao na drugome
instrumentu, drugi dan i na drugoj koloni prema propisanoj analitiCkoj metodi. Analizirali su
se dobiveni kromatogrami, ocitale povrsine ispod kromatografske krivulje i izracunala srednja
vrijednost i relativno standardno odstupanje (RSD).

U Tablici 11 prikazani su maseni udjeli bisfenola A i benzofenona u uzorku Sun
chemical blue (cold) te izracunata srednja vrijednost, relativno standardno odstupanje i
medupreciznost. Medupreciznost je izrazena kao razlika rezultata dobivenih u
eksperimentima ponovljivosti 1 medupreciznosti podijeljena srednjom vrijedno$¢u oba

eksperimenta.
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Tablica 11. Medupreciznost pripreme uzorka Sun chemical blue (cold) za bisfenol A pri 227

nm i benzofenon pri 254 nm.

Uzorak w(BPA) / % | w(BFN) / %
11-1 2,00 0,38
11-2 1,94 0,38
11-3 1,91 0,38
11-4 1,91 0,38
11-5 1,93 0,38
11-6 1,93 0,38
Srednja vrijednost 1,94 0,38
RSD / % 1,79 0,29
Medupreciznost / % 6,38 11,11

Medupreciznost za bisfenol A je 6,38 %, a za benzofenon 11,11%. Iz Tablica 10 i 11
vidljivo je da je razlika dobivene srednje vrijednosti kod ispitivanja ponovljivosti i
medupreciznosti 0,12 % za bisfenol A, odnosno 0,04 % za benzofenon. Dobivene vrijednosti

za medupreciznost ukazuju na zakljucak da je predlozena HPLC metoda pouzdana.

4.2.5. ToCnost

Toc¢nost metode za odredivanje bisfenola A 1 benzofenona je odredena na tri
koncentracijska razine unutar radnog podruc¢ja metode (Tablica 12 1 13). To¢nost na visokoj 1
srednjoj koncentraciji ispitana je cijepljenjem uzorka Blue (cold ) analitom, a to¢nost na
niskoj koncentraciji ispitana je na tri zasebno pripremljene otopine uzorka
Wet offset blue 45 °C uz cijepljenje s kalibracijskom otopinom bisfenola A i benzofenona
kako je opisano u potpoglavlju 3.8.3.

Uzorci su podvrgnuti HPLC analizi, o€itane su povrsine ispod kromatografske krivulje
1 izraCunata je tocnost kao omjer izmjerenog i dodanog masenog udjela bisfenola A i1

benzofenona (%).
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Tablica 12. To¢nost odredivanja bisfenola A u uzorcima termokromnih boja Blue (cold) i Wet
offset blue 45 °C.

Uzorak W(BPA)b/ % | w(BPA)A/ % | Tocnost/ %
2,61 2,56 98
2,60 2,58 99
2,61 2,64 101
Blue (cold) 4,20 4,25 101
4,15 4,32 104
4,13 4,25 103
0,19 0,23 120
Wet offset blue 45 °C 0,19 0,22 117
0,19 0,23 119
Srednja vrijednost 107
RSD / % 8,7

D = koncentracija analita u uzorku nakon cijepljenja sa standardnom otopinom

A = analizirana ili izmjerena vrijednost.

Tablica 13. To¢nost odredivanja benzofenona u uzorcima termokromnih boja Blue (cold) i
Wet offset blue 45 °C.

Uzorak W(BFN)o / % | w(BFN) / % | To¢nost/ %
1,96 2,16 110
1,93 2,13 110
Blue (cold) 1,97 2,15 109
4,84 5,12 105
4,73 5,09 107
4,70 4,89 104
0,19 0,23 117
Wet offset blue 45 °C 0,19 0,23 116
0,19 0,24 119
Srednja vrijednost 111
RSD /% 4,73
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Rezultati dobiveni na niskom koncentracijskom podru¢ju su manje zadovoljavajuci od
rezultata dobivenih na srednjem i visokom koncentracijskom podru¢ju. To¢nost odredivanja
je u rasponu od 98 do 120 % za bisfenol A, sa srednjom vrijednoséu od 107 %, odnosno od
104 do 119 % za benzofenon sa srednjom vrijedno$c¢u od 111 %. Ovi rezultati pokazuju dobru

to¢nost metode.

4.2.6. Robustnost

Robustnost metode za odredivanje bisfenola A 1 benzofenona u termokromnim bojama
ispitana je malom promjenom kriti¢nih parametara kao $to su temperatura kolone, protok i
sastav mobilne faze koji mogu utjecati na razdvajanje analita i njegovu kvantifikaciju.
Definirani optimalni uvjeti metode su: temperatura kolone 30 °C, protok 1,0 mL min™! i sastav
mobilne faze opisan pod 3.6. U Tablici 14 prikazana su retencijska vremena bisfenola A pri
227 nm i benzofenona pri 254 nm i utjecaj promjene navedenih parametara na robustnost
metode.

Temperatura kolone i protok mobilne faze varirani su za £ 10 %. Uocene promjene
prihvatljive su za povecanje temperature kolone na kojoj se odvija eluacija, dok su promjene
protoka i sastava mobilne faze uzrokovale veée promjene retencijskih vremena i ukazale na
kritican parametar razvijene HPLC metode pa treba obratiti pozornost na kontrolu ovih

parametara.

Tablica 14. Utjecaj promjene kriticnih parametara na retencijska vremena bisfenola A i

benzofenona.
Sastav pokretne faze / %
1Emiperatura Pro;fi‘:]flmL ‘”(I{/';fja;)‘“a p(Acetonitril) | tx(BPA) | t(BFN)
27 1,0 53 47 4.5 9,8
30 1,0 53 47 4,4 9,7
33 1,0 53 47 4,3 9,5
30 0,9 53 47 4,9 10,4
30 1,0 53 47 4,4 9,7
30 1,1 53 47 3,9 9,0
30 1,0 57 43 5,2 10,9
30 1,0 53 47 3,9 9,4
30 1,0 49 57 3,2 7,6
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4.2.7. Stabilnost

Ispitana je stabilnost Kalibracijske otopine masene koncentracije y = 20 mg L1
bisfenola A i benzofenona i stabilnost otopina uzoraka (Tablice 15 i 16). Stabilnost
kalibracijske otopine i otopine uzorka pracena je 288 sati (12 dana), a uzorci su ¢uvani na
sobnoj temperaturi. Rezultati stabilnosti su izrazeni kao postotak povrSine analita u danom
vremenu u odnosu na poc¢etnu povrSinu. Kao Kkriterij stabilnosti postavljeno je odstupanje od

povrsine pika do 5 % u odnosu na pocetnu vrijednost.

Tablica 15. Odredivanje stabilnosti standardne otopine koncentracije 20 mg L™* tijekom

288 h pri sobnoj temperaturi.

t/h P(BPA) | P(BFN) | S(BPA)/ % | S(BFN)/%
0 368 562 - -
24 372 564 101 100
48 372 564 101 100
120 372 557 101 99
144 376 560 102 99
168 363 551 98 98
288 370 548 100 97

S = stabilnost, postotak povrsine analita u odnosu na pocetnu povrsinu.

Tablica 16. Stabilnost uzorka termokromne boje Sun chemical magenta room voda — UV

tijekom 288 h pri sobnoj temperaturi.

t/h P(BPA) | P(BFN) | S(BPA)/ % | S(BFN) /%
0 766 518 - -
24 762 520 99 100
48 770 523 100 100
120 764 533 99 102
144 755 533 98 102
168 747 542 97 104
288 773 557 100 107

Iz dobivenih i o¢itanih povrSina ispod kromatografske krivulje moze se zakljuciti da je

otopina uzorka stabilne tijekom tjedan dana, a otopina standarda i dulje, minimalno 12 dana.
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4.3. Sazetak rezultata validacije

Linearnost metode ispitana je u radnom podruéju od 0,5 do 100 mg L™1. Rezultati
linearnosti metode su zadovoljavajuci na Sirokom podrucju ve¢em od dva reda veli¢ine uz
koeficijent regresije od 0,999.

Odredena je granica kvantifikacije (LOQ) 1,0 mg L™t za bisfenol A i 1,0 mg L™ za
benzofenon, S§to je zadovoljavaju¢e obzirom na Vvisoku koncentraciju bisfenola A i
benzofenona. Zbog toga nisu bile potrebne niZe granice kvantifikacije. Odredena je i granica
detekcije (LOD) 0,5 mg L™ za bisfenol A i 0,5 mg L™ za benzofenon.

Preciznost metode ispitana je na dvije razine Kkroz preciznost pripreme i
medupreciznost. Preciznost pripreme ispitana je analizom Sest zasebno pripremljenih otopina
uzorka termokromne boje i izraZena je relativnim standardnim odstupanjem koje iznosi 1,06%
za bisfenol A i 0,90% za benzofenon §to nam ukazuje na dobru preciznost metode.
Medupreciznost je odredena mjerenjem Sest zasebno pripremljeih otopina uzorka
termokromne boje i izrazena je kao razlika rezultata dobivenih u eksperimentima
ponovljivosti i medupreciznosti podijeljena srednjom vrijedno$¢u oba eksperimenta i za
bisfenol A iznosi 6,4 %, a za benzofenon 11,1 % $to ukazuje na to da je metoda pouzdana za
koristenje u drugom laboratoriju.

Tocnost metode ispitana je na visokoj, srednjoj i niskoj koncentraciji i pokazala je
zadovoljavajuce rezultate.

Robustnost metode ispitana je nakon male promjene kriticnih parametara. Male
promjene temperature nisu imale utjecaja na analizu, dok promjene brzine protoka i sastava
mobilne faze jesu. Prilikom iduée analize potrebno je obratiti paznju na njih jer bi veca
promjena ovih parametara mogla imati znatnijeg utjecaja na analizu.

Ispitana je i stabilnost otopine uzoraka tijekom 288 sati (12 dana) te je iz dobivenih
rezultata vidljivo da su otopine uzorka stabilne 7 dana (168 sati).

Provedeni postupci u svrhu validacije predhodno razvijene metode za kvantitativno
odredivanje bisfenola A i benzofenona u termokromnim bojama pokazali su da je ista
prihvatljiva.

U Tablici 17 prikazani su parametri i rezultati validacije metode za odredivanje
bisfenola A i benzofenona u termokromnim bojama. Kriteriji i zahtjevi za potrebnom

osjetljivos¢u i toénosti su u skladu s namjenom razvijene metode.®
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Tablica 17. Sazetak parametara i rezultata validacije metode za odredivanje bisfenola A i

benzofenona u termokromnim bojama.

Parametar validacije

Kriterij prihvatljivosti

Rezultati validacije

Bisfenol A Benzofenon
Linearnost r>0,997 r=0,999 r=0,999
Preciznost Preciznost: RSD <5 % RSD =1,06 % RSD = 0,90 %
Medupreciznost < 10 % MP =6,38 % MP=11,11%
X Analiticki povrat: _ 0 _ 0
Toénost (80-120) % (98-120) % (104-119) %
Granica kvantifikacije SIN > 10 SN =17 S/N =30
RSD<1% RSD=19% RSD=75%
Granica detekcije SIN>3 SIN=2,8 SIN=3,5

4.4. Analiza uzoraka termokromnih boja

Analizirano je 15 uzoraka termokromnih boja razli¢itih proizvodaca i razli¢itog na¢ina
susenja validiranom metodom za odredivanje bisfenola A 1 benzofenona tekucinskom
kromatografijom visoke djelotvornosti. Nakon analize svih 15 uzoraka termokromnih boja i
analize karakteristicnih pikova bisfenol A je pronaden u tri, a benzofenon u dva uzorka.

Rezultati su prikazani u Tablici 18.

Tablica 18. Maseni udjeli bisfenola A i benzofenona pronadeni u uzorcima termokromnih

boja.
Uzorak Proizvoda¢ | SusSenje W(B(;)A) / wW(BFN )/ %
Offset blue
1130 - 27 — 01 TMC Zrak 1,88 -

Sun chemical magenta room Sun
voda — UV Chemical W 1,71 0,64

. Sun
Sun chemical blue (cold) Chemical uv 1,80 0,32
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Na Slikama 19-21 prikazani su kromatogrami uzoraka termokromnih boja u kojima su

detektirani bisfenol A i benzofenon.
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Slika 19. Kromatogrami uzorka termokromne boje Offset blue snimljenih DAD detektorom
pri 226 nm i 254 nm.
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Slika 20. Kromatogrami uzorka termokromne boje Sun chemical magenta room voda — UV

snimljeni DAD detektorom pri 226 nm i 254 nm.
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Slika 21. Kromatogrami uzorka termokromne boje Sun chemical blue (cold) snimljeni DAD

detektorom pri 226 nm i 254 nm.
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5. ZAKLJUCAK

U ovom radu validirana je tekuéinsko kromatografska metoda za odredivanje
endokrino aktivnih tvari bisfenola A i benzofenona u termokromnim tiskarskim bojama.
Analiti su od ostalih sastojaka matrice odvojeni kromatografijom obrnutih faza te detektirani
UV apsorpcijskom detekcijom.

Tijekom validacije metode specifi¢nost je potvrdena snimanjem apsorpcijskih UV
spektara analita u standardima i1 uzorcima. Analizom kromatograma svih uzoraka, utvrdeno je
i da je selektivnost metode zadovoljavajuca, tj. da nema interferiraju¢ih pikova na vremenima
zadrzavanja bisfenola A 1 benzofenona. Ispitivanjem odziva detektora za oba analita u
rasponu od 0,5 do 100 mg Lt potvrdena je odgovarajuéa linearnost metode. Preciznost
priprave i medupreciznost ispitane su viSestrukom pripravom odgovaraju¢ih uzoraka i
utvrdeno je da je preciznost priprave za bisfenol A 1,06 % te za benzofenon 0,90 %.
Medupreciznost odredivanja bisfenola A je 6,4 % dok je za benzofenon 11,1 %. Granice
detekcije 1 odredivanja nisu kriticne za ovu metodu obzirom na koncentraciju analita, ali
odredene su i navedene u Tablicama 8 i 9. To¢nost metode ispitana je na tri koncentracijska
nivoa te je od 98 do 120 % sa srednjom vrijednos¢u 107 % za bisfenol A i od 104 do 119 %
sa srednjom vrijednos¢u 111 % za benzofenon. U eksperimentu robustnosti potvrdeno je da
manje promjene kromatografskih parametara kao Sto su temperatura kolone, sastav i protok
pokretne faze ne utjeCu na efikasnost kromatografskog razdvajanja analita od ostalih
komponenti matrice. Svi parametri validacije metode prikazani u Tablici 17 pokazali su da je
metoda prikladna za odredivanje bisfenola A i benzofenona u termokromnim tiskarskim
bojama.

Validiranom metodom analizirano je 15 uzoraka termokromnih tiskarskih boja
razli¢itih proizvodaca i naina suSenja. Bisfenol A je pronaden u tri uzorka dva proizvodaca u
masenoj koncentraciji blizu 2 %. Benzofenon je pronaden u dva uzorka istog proizvodaca u
koncentracijama od 0,64 % i 0,32 %. U skladu s teoretskim pretpostavkama, radilo se o
bojama koje se suse pomoc¢u UV zracenja.

Validacija ove metode omogucuje njenu daljnju pouzdanu primjenu za identifikaciju

termokromnih boja koje sadrze endokrino aktivne tvari bisfenol A i benzofenon.
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7. PRILOZI



7.1. Popis kratica i simbola

ACN — acetonitril

BPA — bisfenol A

BFN — benzofenon

DAD — Detektor s nizom fotodioda (engl. Diode Array Detector)

EFSA — Europska agencija za sigurnost hrane (engl. European Food Safety Agency)
GC-MS - vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa

GC — plinska kromatografija (engl. Gas Chromatography)

HPLC — tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High Performance Liquid
Chromatography)

u.p. — unutarnji promjer

IUPAC — (engl. International Union of Pure and Applied Chemistry)

LLE — ekstrakcija tekuce - tekuce (engl. Liquid - Liquid Extraction)

LC — tekuc¢inska kromatografija (engl. Liquid Chromatography)

LC-MS — vezani sustav tekucinska kromatografija-spektrometrija masa

LOD - granica detekcije

LOQ - granica kvantifikacije

MeOH — metanol

PTFE — politetrafluoretilen

RfD — referentna doza

S — standard

SPE — Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. Solid Phase Extraction)

SPME — Mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. Solid Phase Microextraction)

SFC — fluidna kromatografija pri superkriti¢cnim uvjetima (engl. Supercritical Fluid
Chromatograph)

TNT — trinitrotoluen

TLC — Termokromne boje na bazi tekucih kristala (engl. Thermochromic liquid crystal ink)
Ta—temperatura aktivacije

UV — ultraljubicasto (engl. UltraViolet)

US EPA — Americka agencija za zaStitu okolisa (engl. US Environmental Protection Agency)
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7.2. Zivotopis

Rodena sam 26. listopada 1992. u Slavonskom Brodu gdje sam zavrsila osnovnu $kolu
i gimnaziju Matije Mesica, smjer: op¢i, 2011. godine. Iste godine upisala sam Preddiplomski
studij kemije, Odjel za kemiju Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku. Godine 2014.
upisala sam Diplomski studij kemije na Kemijskom odsjeku Prirodoslovno—matematickog
fakulteta u Zagrebu, istrazivacki smjer; grane analiti¢ka i organska kemija.

Tijekom studija sudjelovala sam na znanstvenom skupu: ISE Satellite Student
Regional Symposium on Electrochemistry, Zagreb, 2014. s prezentacijom:
M. Medvidovi¢ — Kosanovi¢, T. Bali¢, M. Gavran, I. Grubesa,
Ispitivanje elektrokemijskih svojstava ((1E) — 1 — N - {[4 - (4 - {[(E) — N - (2 - aminofenil)
karboksiimidoil] fenoksi}butoksi) fenil] metiliden} benzene - 1,2 - diamina uporabom ciklicke

i diferencijalne pulsne voltametrije.



