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SAZETAK

ANALIZA BISFENOLA A U TERMOKROMNIM TISKARSKIM BOJAMA,
NJIHOVIM OTISCIMA NA PAPIRU | UZORCIMA TLA
TIJEKOM ANAEROBNE RAZGRADNJE PAPIRA

Kristinka Vinkovié¢
Zavod za analiticku kemiju, Kemijski odsjek, Prirodoslovno-matematicki fakultet, Horvatovac 102a,
10000 Zagreb, Hrvatska

Termokromne boje su materijal ¢ija je uporaba u porastu, a glavne komponente ¢esto su im
pseudoestrogeni bisfenol A i benzofenon. Za identifikaciju i kvantifikaciju ovih spojeva u
termokromnim bojama razvijena je tekuéinskokromatografska metoda obrnutih faza s
UV-detekcijom. Tri od analiziranih petnaest uzoraka boja sadrzavali su bisfenol A s masenim
udjelima oko 2 %, a dva uzorka benzofenon s masenim udjelima od 0,34 % i 0,66 %.
Termokromna boja koja sadrzi bisfenol A i koju je moguce tiskati u laboratorijskim uvjetima
otisnuta je na razli¢ite vrste papira. Razvijena je tekucinskokromatografska metoda za
odredivanje bisfenola A u termokromnim otiscima na papiru ekstrakcijom metanolom. Maseni
udio bisfenola A u papirima bio je od 0,126 mg g' do 0,778 mg g'. Otisci termokromne boje
koja sadrzi bisfenol A podvrgnuti su anaerobnoj razgradnji u tlu ¢ime su simulirani uvjeti
razgradnje na deponiju otpada. Razvijena je tekucinskokromatografska metoda s
UV-detekcijom kojom je odreden maseni udio bisfenola A u tlu u vremenu od 14 do 150 dana
razgradnje papira i procijenjena brzina njegova raspada. Tijekom anaerobne ragradnje maseni
udio bisfenola A u termokromnim papirima smanjio se do vrijednosti bliske granici odredivanja
metode od 0,0025 mg g'. Maseni udio bisfenola A u tlu tijekom anaerobne razgradnje se
povecavao i nakon 150 dana razgradnje bio je od 3,21 ngg'do351ngg.
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Rad je pohranjen u SrediS$njoj kemijskoj knjiznici, Horvatovac 102a, Zagreb 1 Nacionalnoj i
sveuciliSnoj knjiZnici, Hrvatske bratske zajednice 4, Zagreb.

Kljuéne rijeci: benzofenon/ bisfenol A/ papir/ teku¢inska kromatografija visoke
djelotvornosti/ termokromne tiskarske boje/ tlo/ UV-detekcija

Mentor: prof. dr. sc. Nives Gali¢
Rad prihvacen: 5. prosinac 2018.
Ocjenitelji:
1. dr. sc. Vlasta Drevenkar, nasl. red. prof., PMF, Zagreb

2. izv. prof. dr. sc. Danijela Asperger, FKIT, Zagreb
3. izv. prof. dr. sc. Ines Primozi¢, PMF, Zagreb

Kristinka Vinkovié¢ Doktorska disertacija






§ Abstract XV

University of Zagreb Doctoral Thesis
Faculty of Science
Department of Chemistry

ABSTRACT

ANALYSIS OF BISPHENOL A IN THERMOCHROMIC PRINTING INKS,
THEIR PRINTS ON PAPER AND SOIL SAMPLES
DURING THE ANAEROBIC PAPER DEGRADATION
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HR-10000 Zagreb, Croatia

Thermochromic inks, materials increasingly used, may contain pseudo-estrogens bisphenol A
and benzophenone as main ingredients. To identify and quantify these compounds, reversed-
phase liquid chromatographic method with UV-detection was developed. Three out of 15
analyzed samples contained bisphenol A in mass fractions of about 2 %. Two samples contained
benzophenone with mass fractions of 0,34 % and 0,66 %. Thermochromic ink that contains
bisphenol A and was applicable in laboratory conditions was printed on various types of papers.
Liquid chromatographic method for determination of bisphenol A extracted in methanol was
developed. Mass fraction of bisphenol A in papers was from 0,126 mg g to 0,788 mg g .
Prints of thermochromic ink containing bisphenol A were subjected to anaerobic degradation
in soil to simulate the conditions at a landfill site. Reversed-phase liquid chromatographic
method with UV-detection was developed to determine mass fraction of bisphenol A in soil at
time intervals from 14 to 150 days, and the rate of its degradation was estimated. During the
anaerobic degradation, mass fraction of bisphenol A in papers decreased to value close to
detection limit of the method of 0,0025 mg g*. Mass fraction of bisphenol A in soil increased
during the anaerobic degradation, and after 150 days ranged from 3,21 ng g* to 35,1 ng g>.

(156 + XXXII pages, 57 figures, 66 tables, 105 references, original in Croatian)
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§ 1. Uvod 3

Termokromne boje su smjese koje grijanjem ili hladenjem mijenjaju boju pri tzv. aktivacijskoj
temperaturi. Koriste se u razliitim vrstama ,pametne” ambalaZe, za sigurnosni tisak, u
komercijalne svrhe te za razli¢ite vrste temperaturnih indikatora. Postoje u dva oblika: kao
tekuéi kristali i leuko-boje.}?> Termokromne leuko-boje sastoje se od tri komponente: bojila,
razvijaca 1 otapala. Bojila su obi¢no elektron-doniraju¢e molekule kao npr. spirolaktoni,
fluorani, spiropirani i fulgidi. Kao razvijaci obicno se koriste tipi¢ne slabe kiseline kao §to su
bisfenol A, galati, fenoli, hidroksibenzoati i derivati hidroksikumarina. Alkoholi i esteri
preferiraju se kao otapala, a taliste otapala odreduje aktivacijsku temperaturu.3

Reverzibilna promjena boje dogada se uslijed kompetitivnih reakcija izmedu boje i
razvijaca te razvijaCa i otapala. Na nizim temperaturama, kada je otapalo u krutom stanju
prevladava obojeni kompleks nosioca boje i razvijaca. Na vi$oj temperaturi otapalo prelazi u
tekuée stanje i otapa razvija¢ zbog ¢ega se obojeni kompleks raspada i obezboji.>*

Bisfenol A komercijalno je najvazniji razvija¢ za termokromne boje jer se njime

postizu zarke boje i promjene s velikim kontrastom,?*

no istrazivanja su pokazala da
bisfenol A agonisti¢ki djeluje na receptore estrogena te je klasificiran kao ksenobiotik koji
ometa hormonsku ravnotezu kod ljudi i Zivotinja.>® Smatra se da ima estrogeno djelovanje i u
vrlo niskim koncentracijama od 1 ng L, a najosjetljivije skupine su fetusi, dojen¢ad i djeca.’
Rana izloZenost bisfenolu A povezuje se s poveéanim rizikom raka prostate i dojke.®®
Bisfenol A u hranu i okoli§ moze dospjeti s proizvoda u kojima je u molekulskom
obliku te luenjem s polikarbonata i1 drugih polimera. Koncentracija bisfenola A do sada je
odredivana u Sirokom spektru matrica kao $to su plasti¢ne boc€ice za djec¢ju hranu, hrana i napitci
u limenkama, gotova jela, alkoholna i bezalkoholna pic¢a, mlijeko, med, polikarbonatna plastika,
papir, urin, ljudsko mlijeko, krv, krvni serum, voda za piée.>*® Bisfenol A je u okolisu
analiziran u uzorcima rije¢nih i jezerskih voda, morskoj vodi, otpadnim vodama, sedimentu,
kanalizacijskom mulju i tlu.?%-2® Za separaciju najéesée je koristena tekuéinska kromatografija
obrnutih faza s oktadecilsilicijevim dioksidom kao nepokretnom fazom (kolona Cisg),10:14-18.20.21
a najée$céa detekcijska tehnika bila je apsorpcija ultraljubicastog zradenja. 1013141620 Sljedeéa
po zastupljenosti bila je fluorescencijska detekcija koja je u pravilu znacajno osjetljivija.'82!
Zadnjih godina se za osjetljivo odredivanje bisfenola A u sloZenim matricama najvise koristi

tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti spregnuta s tandemnom spektrometrijom

masa. 11214171922 Granice detekcije i odredivanja ovise o vrsti matrice i na¢inu priprave uzorka
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§ 1. Uvod 4

no uobicajeno se uz detekciju tandemnom spektrometrijom masa postizu nize vrijednosti nego
drugim detekcijskim tehnikama.

Neke termokromne boje suse se pomoc¢u djelovanja UV-zrafenja te zbog toga sadrze
fotoinicijatore kao §t0 su npr. benzofenon, 4-metilbenzofenon i izopropiltioksanton.?
Istrazivanja su pokazala da benzofenon ima slabu estrogenu aktivnost. Povezuje se s pove¢anim
rizikom od raka dojke, estrogenim djelovanjem na reproduktivni sustav, kosti i jetru.??’
Benzofenon je do sada odredivan u ambalazi za hranu, kozmeti¢kim proizvodima, urinu, tkivu
posteljice, otpadnim i1 povrSinskim vodama te morskoj vodi. U svim navedenim slu¢ajevima
separacija je provedena na koloni Cig, a detekcijske tehnike bile su apsorpcija UV-zracenja i
spektrometrija masa.?8:30-31

Proizvodaci termokromnih boja objavljuju samo minimalno potrebne podatke o
njihovom sastavu. Pregledom literature ustanovljeno je da do sada nije objavljen niti jedan rad
o analizi toksi¢nih komponenti u termokromnim bojama kao §to su npr. bisfenol A, benzofenon
i njihovi derivati. Takoder, nisu pronadeni podaci o istrazivanju moguéeg prijenosa bisfenola
A s tiskane povrSine termokromne boje u hranu ili na kozu ljudi kao niti o razgradnji toksi¢nih
komponenti termokromnih boja u okolisu. Ekstrakcija bisfenola A s papira istrazivana je u
termalnom papiru za printanje, indigo papiru, nov¢anicama i drugim vrstama papira.
Primijenjene separacijske i detekcijske tehnike bile su plinska kromatografija s plameno-
ionizacijskom detekcijom i spektrometrijom masa te tekucinska kromatografija s
UV-detekcijom, fluorescencijskom detekcijom i tandemnom spektrometrijom masa.3?-%
U literaturi nisu pronadeni podaci o istrazivanju ekstrakcije bisfenola A s otisaka termokromnih
boja na papiru.

Bisfenol A je u tlu do sada odredivan u vrlo malom broju radova u odnosu na ukupan
broj objavljenih radova. Primijenjene separacijske i detekcijske tehnike bile su plinska
kromatografija spregnuta s tandemnom spektrometrijom masa te tekucinska kromatografija uz
UV ili fluorescencijsku detekciju ili spregnuta sa spektrometrijom masa.®’~*° U literaturi nisu
pronadeni podaci o analizi ostataka bisfenola A u tlu tijekom razgradnje papira s otiskom

termokromne boje.
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§ 1. Uvod 5

1.1. Svrhaicilj rada

Svrha ovog rada bila je razviti selektivnu tekuéinskokromatografsku metodu za odredivanje
bisfenola A u termokromnim tiskarskim bojama kako bi se mogle identificirati boje koje ga
sadrze. Primjena metode dodatno je proSirena i na odredivanje benzofenona koji je pronaden u
nekim uzorcima. Sljede¢i korak bio je razviti osjetljivu i selektivnu tekuc¢inskokromatografsku
metodu za odredivanje bisfenola A u papiru s otiskom termokromne boje koja sadrzi
bisfenol A te u modelnim otopinama ljudskog znoja nakon ekstrakcije s papira. Cilj je bio
odrediti maksimalnu koli¢inu bisfenola A u raznim vrstama papira s termokromnim otiscima te
istraziti mogucnost prijenosa ovog spoja s papira na kozu ljudi. Zadnji dio istrazivanja bio je
razviti osjetljivu i selektivnu tekuéinskokromatografsku metodu za odredivanje bisfenola A u
tlu tijekom anaerobne razgradnje papira s termokromnim otiscima kako bi se procijenilo

zaostajanje bisfenola A u tlu u anaerobnim uvjetima.
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2.1. Termokromne boje

Tinte za printanje koje mijenjaju boju pod odredenim uvjetima nazivaju se kromogene tinte.
Promjenu boje mogu uzrokovati razliciti vanjski utjecaji kao $to su temperatura (termokromne
boje), tlak (piezokromne boje), biokemijske reakcije (biokromne boje), svjetlo (fotokromne
boje), elektri¢no polje (elektrokromne boje) ili pH-vrijednost (halokromne boje). Od navedenih
naj$iru primjenu imaju termokromne boje.!?

Termokromne boje su bojila (smjese) koje grijanjem ili hladenjem pri odredenoj
temperaturi mijenjaju boju. Promjena moze biti iz obojenog u bezbojno stanje ili iz jedne boje
u drugu. Takoder, promjena boje moze biti reverzibilna i ireverzibilna. Temperatura pri kojoj
se dogada promjena boje zove se aktivacijska temperatura i adekvatnim odabirom komponenti
boje moze se podesiti na to¢no odredeno temperaturno podrucje. Termokromne boje postoje u
dva oblika: kao tekudi kristali i leuko-boje.2*! U Tablici 2.1 navedeni su primjeri aktivacijskih

temperatura i primjene termokromnih boja proizvoda¢a Sun Chemical.*

Tablica 2.1. Primjeri aktivacijskih temperatura i primjene termokromnih boja

Komercijalna oznaka  Aktivacijska temperatura Primjena
/°C

Arctic -18 Duboko smrzavanje
Freeze -10 Smrzavanje

Ice 0 Lediste

Cold 10 Hladna pica
Cellar 15 Bijelo vino
Room 20 Crveno vino
Touch 28 Kontakt s kozom
Warm 40 Topli napitci

Hot 60 Voskovi za depiliranje
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2.1.1. Termokromne boje na bazi tekucih kristala

Za razliku od vecine obojenih supstancija koje apsorbiraju dio spektra, termokromne boje na
bazi tekucih kristala reflektiraju upadnu svjetlost u prili¢no uskom spektralnom podrucju. To je
posljedica selektivne refleksije svjetla na kiralnim centrima u molekuli koji mijenjaju
konformaciju ovisno o temperaturi. Reflektirano svjetlo daje monokromatsku prelijevajuc¢u
boju sli¢nu dugi koja se S temperaturom kontinuirano mijenja od crvenog do plavog dijela
spektra. Ovaj efekt poznat je kao ,,igra boja“ (Slika 2.1).! Prednost termokromnog efekta
tekuc¢ih kristala je da se dogada u prili¢no uskom temperaturnom podrucju, od oko 3 do 5 °C.

tijekom uporabe. Nedostatak efekta je slaba vidljivost §to se moze poboljSati nanoSenjem na

crnu povrsinu.t

Slika 2.1. Termokromna boja na bazi tekucih kristala (A) i termokromne leuko-

boje (B). Preuzeto s: www.hwsands.com/category/110.aspx

2.1.2. Termokromne leuko-boje

Termokromne leuko-boje sastoje se od tri komponente: bojila osjetljivog na promjenu
pH-vrijednosti, proton-donora koji ima ulogu razvijaca i hidrofobnog, nehlapljivog otapala.
Nosioci boje obi¢no su elektron-donirajuc¢e leuko-boje kao npr. spirolaktoni, fluorani,
spiropirani i fulgidi. S promjenom boje tih spojeva mijenja se i pH-vrijednost te se moze reci
da je efekt i halokroman. Cesto je koristena kombinacija kristalno-ljubi¢astog laktona (engl.

crystal violet lactone) i timolftaleina. Kao razvija¢i obi¢no se Kkoriste tipi¢ne slabe kiseline kao
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sto su bisfenol A, galati, fenoli, hidroksibenzoati i derivati hidroksikumarina. Alkoholi i esteri
se preferiraju kao razvijaci, no mogu se koristiti i druga polarna otapala. Taliste otapala
odreduje temperaturu na kojoj se mijenja boja.?3

Reverzibilna promjena boje dogada se uslijed dviju kompetitivnih reakcija: izmedu
boje i razvijaca te izmedu razvijaca i otapala. Prva prevladava na temperaturama nizim od
aktivacijske temperature (ta) kada je otapalo u krutom stanju te nastaje obojeni kompleks

nosioca boje i razvijac¢a. Na temperaturi vi$oj od ta otapalo prelazi u tekuce stanje i u njemu se

otapa razvija¢ zbog ega se obojeni kompleks raspada i obezboji (Slika 2.2).23

OBOIJENO BEZBOJNO
Nosilac boje t<t <t Nosilac boje
Razvijac _ A > Razvuaé ..........
Otapalo (s) Otapalo )

Slika 2.2. Shematski prikaz djelovanja termokromnih boja

Otapalo je obi¢no hidrofobna supstancija s dugim ugljikovodi¢nim lancem. Po kemijskom
sastavu to je najces¢e masna kiselina, amid ili alkohol. Zbog relativno niskog talista otapalo
ima ulogu medija u kojemu nosilac boje i razvijac¢ reagiraju. Ako je smjesa dobro formulirana,
trenutna promjena boje iz obojenog u bezbojno dogada se pri grijanju smjese iznad taliSta
otapala. Originalna boja vra¢a se nakon hladenja ispod temperature taljenja. Promjena omjera
komponenti kao i uporaba razliCitih otapala pokazale su uvijek isti efekt: promjenu boje
odredenu taliitem otapala.*

Tipi¢ne formulacije termokromnih boja sadrze kiseli razvija¢ i bojilo na bazi
spirolaktona, spirooksazina i spiropirana. Promjena boje, odnosno obojenje dogada se kad se
prstenasta forma, koja je bezbojna, otvori te nastane obojenje. Kod nekih molekula kao §to su
bis-spiropirani prsten se moze otvoriti na dva mjesta pri razli¢itim temperaturama pa nastaju
dvije razli¢ite boje. Otvaranje prstena moZe se posti¢i adicijom protona ili povecanjem
polarnosti ili afiniteta prema vezanju protona u okolini. Reakcija je potpuno reverzibilna.?*

Fazna promjena ima glavnu ulogu u mehanizmu termokromizma. U rastaljenom

stanju nema obojenja jer su nosilac boje i razvija¢ otopljeni u otapalu. Okoli§ kromogene
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supstancije je relativno nepolaran §to podupire laktonizaciju te je ravnoteza na strani bezbojne
spirolaktonske strukture sa zatvorenim prstenom. Hladenjem se smanjuje topljivost nosioca
boje i razvijaca te se na kraju ove komponente odjeljuju od monodisperznog sustava prijelazom
u kruto stanje. U ovoj fazi nosilac boje je u polarnijem okruzenju i kontaktu s razvijatem §to
rezultira otvaranjem prstena i nastankom obojenja. Ponovnim grijanjem kruta i tekuca faza se
spajaju i nosilac boje se vra¢a u bezbojnu spirolaktonsku formu.?#

Razvija¢ mora biti dovoljno topljiv u primijenjenom otapalu da se potpuno otopi, ali
slabo topljiv u hladnom kompozitu da fazno razdjeljenje bude maksimalno. Takoder, mora biti

1 odgovarajuce bazi¢nosti. Bojilo mora biti kompatibilno s razvijacem jer ¢e se ina¢e kompleks

tih dvaju spojeva raspasti nakon skruc¢ivanja smjese i time uzrokovati gubitak boje.*

2.1.3. Primjena termokromnih boja

Jedna od prvih komercijalnih primjena ireverzibilnih termokromnih boja bila je u papirima za
telefaks, a termalni papir za printanje i dalje je najzastupljeniji proizvod u kojemu se
primjenjuju. Prva uporaba reverzibilnih leuko-boja bila je u tzv. ,,prstenima raspolozenja“ koji
su mijenjali boju ovisno o tjelesnoj temperaturi.*** U pocgetku su termokromne boje koristene
prvenstveno za bojanje plastike i tekstila, dok se danas primjenjuju na svim vrstama povrsina
razli¢itim na¢inima tiska.*142

Tekuéi kristali upotrebljavaju se u proizvodnji termometara, a leuko-boje u raznim
vrstama ,,pametne* ambalaze (indikatori svjeZine i temperature proizvoda), za sigurnosni tisak
(¢ekovi, ulaznice, recepti za lijekove, potvrda identiteta proizvodaca), u komercijalne svrhe
(promotivni materijali, dekorativne svrhe, dizajnerska rjeSenja) te za razliCite vrste
temperaturnih indikatora (Slika 2.3).14

Podru¢je primjene ovih boja znatno je prosireno primjenom mikroinkapsulacije kako
bi se sustav zastitio od neZeljenih utjecaja okolisa. Svaka kapsula ili tzv. pigment leuko-boje
sadrzi sve komponente potrebne za promjenu boje. Termokromna tinta mjeSavina je
termokromnih pigmenata i veziva. Veli¢ina mikrokapsula je od 2 pm do 10 pum za leuko-boje
te od 10 um do 15 um za tekuce kristale $to je oko 10 puta vece od standardnih pigmenata,
pa je sloj boje deblji i grublji. Mikrokapsule moraju biti otporne na postupke koji se provode

tijekom mijesanja i aplikacije. Cesta je uporaba melaminformaldehida za proizvodnju tvrdih,
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termostabilnih granula, netopljivih u veéini otapala, ali propusnih. Ako se mikroinkapsulacija
unisti, gube se termokromna svojstva.341:42

Opcenito, kaze se da se termokromna tinta sastoji od pigmenta (mikrokapsula) i
nosioca koji prenosi i veze pigment na supstrat. Nosilac moze sadrzavati smolu, vosak, lak ili
neki drugi polimer, reducense, poliglikolna otapala, povrSinski aktivne tvari, uguscivace,
higroskopne tvari, UV-inhibitore, manganove i kromove spojeve. Tvari koje mogu narusiti

termokromni efekt, odnosno inkapsulaciju, su alkoholi (dioli), aldehidi, ketoni, amino-smole,

8.42

kiseline, amonijak, aromati te opcenito otopine pH-vrijednosti nize od 6 1 viSe od

Obzirom na matricu i nadin suSenja, na trziStu postoje tri vrste termokromnih boja: na bazi
otapala, na bazi vode i UV-susece boje. UV-susece boje osim ve¢ navedenih komponenti sadrze
predpolimere, monomere i fotoinicijatore. Boje se suse djelovanjem UV-zracenja pri ¢emu
teku¢i monomeri i predpolimeri potaknuti djelovanjem fotoinicijatora prave kruti polimerni
film. Molekule koje proizvodaci koriste kao fotoinicijatore, zbog zaStite patenata obi¢no se
navode pod Siframa, medutim poznato je da se mogu Koristiti benzofenon, 4-metilbenzofenon
i izopropiltioksanton.?+43

*Preuzeto s: www.hunedrangwala.com/screen-printing-inks.html
inkwithfeelings.wordpress.com/2012/10/06/thermochromic-inks-what-they-are-how-they-are-and-why-they-are-
way-cool/
http://v-doc.co/nano-sandbox/upgrade/jupgrade/authentication-products/security-printing-consumables/security-
printing-inks#thermochromic
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Obzirom na vrstu tiska postoje boje za sitotisak, ofsetni tisak, fleksotisak i duboki
tisak. Reverzibilne termokromne boje mogu se tiskati na najvise nacina (fleksotiskom,
sitotiskom i ofsetnim tiskom), dok se ireverzibilne termokromne leuko-boje mogu nanositi
samo sitotiskom. Boje na bazi tekuéih kristala mogu se tiskati sitotiskom i dubokim tiskom.**

Trajnost (sirovih) termokromnih boja je od 3 do 6 mjeseci, no nakon tiska mogu
trajati godinama. Otiske mogu ostetiti agresivna otapala, temperature iznad 120 °C te izlozenost
UV-zracenju $to je glavni razlog zasto se ne koriste na oglasnim panoima i kao boje za
automobile.*! Kako bi se poboljsala otpornost termokromnih boja na UV-zragenje istraZeni su
su razni tipovi stabilizatora. Spojevi za komercijalnu uporabu koji sadrze apsorbirajuce skupine
podijeljeni su prema literaturnim podacima ili u Cetiri skupine: derivati cimetne Kiseline, esteri
fenola, hidroksifenilbenzotriazoli i 2-hidroksifenoni,** ili u tri skupine: benzotriazoli,
benzofenoni i cijanoakrilati.*® Derivati benzofenona §tite boju od UV-zradenja apsorpcijom i
pretvorbom u toplinsku energiju, koja se tros$i na brzu tautomerizaciju vodikovog atoma s

hidroksilne na keto-skupinu.*

2.1.4. Sigurnost uporabe termokromnih boja

Informacije o sigurnosti uporabe termokromnih tinti u prehrambenoj industriji vrlo su
ograniene. Za dobivanje odobrenja za koriStenje Europskoj agenciji za sigurnost hrane
(engl. European Food Safety Agency, EFSA) potrebno je dostaviti dokumentaciju o
komponentama boje te se zatim testira njihova migracija prema propisanim kriterijima.*:
Proizvoda¢ Sun Chemical navodi moguénost migracije toksi¢nih spojeva iz
termokromnih tinti te da zato treba izbjegavati izravan kontakt s hranom. Treba ih nanositi na
staklo ili metal, a upitna je primjena na plastici. Proizvoda¢ CTI (Chromatic Technologies, Inc.)
takoder tvrdi da ne smije biti izravnog kontakta termokromnih tinti s hranom te da mora
postojati ,,barijera® kao $to su metal ili staklo. Papir i plastika smatraju se nedovoljnima da
sprijeCe migraciju. Proizvoda¢ LCR Hallcrest tvrdi da testiraju materijal koji ¢e se moci
primjenjivati i u izravnhom kontaktu s prehrambenim proizvodima bez barijere.
Ipak, odgovornost za sukladnost sa ¢lankom 3 uredbe EC No 1934/2004 je na proizvodacu

ambalaze, a ne boje.*!
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Europska udruga za tiskarske tinte (engl. European Printing Ink Association, EuPIA)
tvrdi da se i tinte koje joS nisu odobrene za primjenu na ambalaZzi i u direktnom kontaktu s
hranom, mogu Koristiti ako se dokaze da je migracija toksi¢nih komponenti niza od dozvoljene.
Prema njihovim smjernicama, procjenjuje se migracija spojeva molekulske mase manje od
1000 Da. Ako je migracija manja od 10 ppb tvar se moze upotrebljavati. Ako je migracija veca
od 10 ppb, a manja od 50 ppb treba procijeniti njenu genotoksi¢nost te se moze upotrebljavati
samo ako nije genotoksi¢na. 14546

Proizvodaci pakiranja trebaju testirati proizvode kako bi dokazali da su termokromne
boje pogodne za uporabu u kontaktu s prehrambenim proizvodima. Europska komisija odrzava
bazu podataka s tvarima koje mogu biti koristene u kontaktu s hranom.*’

Veéina termokromnih boja sadrzava barem jednu tvar nuznu za postizanje
termokromnog efekta koja je toksi¢na ili kancerogena kao $to su: soli teskih metala, leuko-boje
koje mogu sadrzavati bisfenol A, derivati diazapentalena, politiofeni ili polidiacetileni. To je
najveéa prepreka za uporabu termokromnih boja u medicini i prenrambenoj industriji.*®

Dosad su objavljeni podaci samo o jednom netoksiénom i nekancerogenom
termokromnom kompozitu.*® Sintetiziran je kao polimer mlije¢ne kiseline u kombinaciji s
prirodnom bojom cijanidin-kloridom i aditivima dodecil-galatom i heksadekanskom kiselinom.
Mogu¢énost primjene ovakvog kompozita vrlo je ograni¢ena zbog slabo vidljive promjene boje
1z vinsko crvene u ljubicastu.

Proizvoda¢i termokromnih boja objavljuju minimalne podatke o sastavu
termokromnih boja, vjerojatno zbog patentne zastite. Pregledom dostupne literature
ustanovljeno je da do sada nije objavljen niti jedan rad o analizi toksicnih komponenti u
termokromnim bojama kao $to su npr. bisfenol A, benzofenon i njihovi derivati. Fotoinicijatori
2-izopropiltioksanton (ITX), benzofenon i 4-metilbenzofenon pronadeni su do sada u mlijeku
u prahu i zitaricama te je ustanovljeno da se radilo 0 njihovoj migraciji iz boja koje su nakon
toga zabranjene za uporabu u prehrambenoj industriji.*® Nisu pronadeni podaci o ispitivanju
migracije bisfenola A s tiskane povrSine termokromne boje u hranu ili na kozu kao niti

razgradnji toksi¢nih komponenti termokromnih boja u okoliSu.
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2.2. Bisfenol A

2.2.1. Svojstva i uporaba bisfenola A

Bisfenol A (2,2'-bis(4-hidroksifenil)propan ili 4,4'-izopropildendifenol, BPA) prvi je put
sintetiziran 1905. godine. Molekulska formula mu je CisHi602 (Mr = 228,29 g mol™?), a
strukturna je prikazana na Slici 2.4. Slabo je topljiv u vodi (oko 300 mg L™ na sobnoj
temperaturi), a dobro u organskim otapalima. Vrijednost konstante disocijacije (pKa) mu je
od 9,9 do 10,2.%°

HsC CHa

HO OH

Slika 2.4. Strukturna formula bisfenola A

Bisfenol A komercijalno je najvazniji razvija¢ za termokromne boje jer daje zarke boje i
promjene s velikim kontrastom.?®* Osim u termokromnim bojama bisfenol A se u molekulskom
obliku Kkoristi i u drugim tintama te kao antioksidans u ljepilima i plastici. Bisfenol A se kao
sirovina koristi za proizvodnju polikarbonatne plastike, epoksi smola, nezasi¢enih poliestera i
polisulfona.” Trenutni prihvatljivi dnevni unos (engl. Tolerable Daily Intake, TDI) mu je
0,05 pg po kilogramu tjelesne teZine, no vode se rasprave i o Stetnosti nizih doza.5?>3
Polimeri na bazi bisfenola A Kkoriste se za proizvodnju plasti¢nih posuda, ukljucujuéi i bocice
za djecju hranu, medicinski pribor za dijalizu 1 oksigenaciju krvi, za prevlaenje unutarnjeg
sloja limenki za prehrambene proizvode te za plombe u stomatologiji. Globalna proizvodnja
bisfenola A je nekoliko milijuna tona godiSnje, a najvise se proizvodi u SAD-u."*
Zbog Siroke uporabe bisfenol A je sveprisutan oneciS¢iva¢ okoliSa. U rije¢nim vodama
pronaden je u koncentracijama od 1 ng L™ do 628 ng L, u sedimentu od 3,94 ng g
do 2,2 x 10% ng g suhe mase, u postrojenjima za obradu otpadnih voda od 10 ng L™
do 80 ng L te u kanalizacijskom mulju od 0,42 ng g do 25,6 pug g suhe mase.

Utvrdeno je da ispusti iz postrojenja za obradu otpadnih voda povecavaju koncentraciju BPA u

rijeénim vodama za faktor 3,8.%*
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2.2.2. Toksi¢nost bisfenola A

Estrogeno djelovanje bisfenola A otkriveno je jos 1936. godine® no njegovo §tetno djelovanje
kao endokrino aktivne tvari primije¢eno je mnogo kasnije. Godine 1996. Europska komisija
proglasila je bisfenol A §tetnim za ljudsko zdravlje.’

Nedavne studije pokazale su da postoji nekoliko mehanizama toksi¢nosti bisfenola A
te da njegovi toksi¢ni u¢inci mogu biti jednaki udincima 17-8-estradiola.®® Zbog djelovanja kao
endokrino aktivna tvar koja je karcinogena, mutagena i reproduktivno toksi¢na, francuska
agencija REACH (engl. Registration, Evaluation, Authorization and Restriction of Chemicals)
predlaze da se bisfenol A klasificira kao supstancija vrlo visokog rizika (engl. substance of very
high concern, SVHC). Istrazivanja su pokazala da bisfenol A ima agonisticko djelovanje na
receptore estrogena te je klasificiran kao ksenobiotik koji ometa hormonsku ravnotezu kod ljudi
i zivotinja.>® Smatra se da ima estrogeno djelovanje i u vrlo niskim koncentracijama
od 1 ng L%, a najosjetljivije skupine su fetusi, dojenéad i djeca.” Rana izloZenost bisfenolu A
povezuje se s povecanim rizikom raka prostate i dojke.®® Studije na Zivotinjama pokazale su
da bisfenol A utje¢e na promjene u prostati i urinarnom traktu,®’ na razvoj mozga®
te na metabolizam masti §to poveéava rizik od dijabetesa i pretilosti.>® Niske doze bisfenola A
kod zivotinja ubrzale su pocetak puberteta u Zenki, narusile kvalitetu sperme, povezane su s
pretiloS¢u i1 razinama reproduktivnih hormona. Novija istrazivanja pokazuju da izlozenost
bisfenolu A moze poveéati rizik kardiovaskularnih bolesti i dijabetesa i kod ljudi.®

Bisfenol A u hranu i okoli§ moze dospjeti s proizvoda u kojima je u molekulskom
obliku te Iucenjem s polikarbonata i drugih polimera kroz dva procesa: difuzijom ostatnog
bisfenola A u polikarbonatu nakon procesa proizvodnje 1 hidrolizom polimera koja se moze
katalizirati hidroksidom.5! Zbog toksi¢nosti zabrinjavajuéa je sveprisutnost bisfenola A u
okoliSu. U Europskoj uniji je od 2011. zabranjena njegova uporaba u proizvodnji djecjih bocica.
Neke zemlje EU, kao $to su Belgija, Svedska, Danska i Francuska progirile su zabranu
koristenja na materijale koji dolaze u kontakt s hranom. Francuska je zabranila uporabu
bisfenola A u svim materijalima za pakiranje hrane. Zbog estrogene aktivnosti regulatorne
agencije prate koriStenje bisfenola A, pa su proizvodaci poceli uvoditi strukturne analoge o
¢ijim toksi¢nim ucincima se malo zna. Odnedavno se 0sim unosa hranom i pi¢em istrazuju i

drugi putevi ljudske izloZenosti bisfenolu A kao $to je npr. unos preko koze.®*
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2.2.3. Metode odredivanja bisfenola A

Broj objavljenih radova koji ukljuc¢uju bisfenol A zadnjih je godina u porastu. Na Slici 2.5

prikazan je broj radova po godinama od 2000. prema bazi podataka Science Direct.
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Slika 2.5. Broj radova u kojima se proucava bisfenol A po godinama od 2000. do
2018. prema bazi podataka Science Direct

Koncentracija bisfenola A do sada je odredivana u Sirokom spektru matrica kao §to su plasti¢ne
bocice za dje¢ju hranu, hrana i napitci u limenkama, gotova jela, alkoholna i bezalkoholna piéa,
mlijeko, med, polikarbonatna plastika, papir za printanje, gel za tusiranje, urin, ljudsko mlijeko,
krv, krvni serum, kanalizacijski mulj, morska i rijeéna voda, voda za pice te tlo.> %

Obzirom na strukturu i konstantu disocijacije, bisfenol A se u razli¢itim
matricama najéeS¢e odreduje tekuc¢inskom kromatografijom obrnutih faza s nepokretnom
fazom Cig 10-2162-65

Kao pokretna faza uglavnom se koriste smjese acetonitrila i vode te metanola i vode
koje imaju sli¢nu selektivnost, a pH-vrijednost im je neSto ispod 7, §to je znatno nize od
pKa vrijednosti bisfenola A. U nekim slu¢ajevima pH-vrijednost eluensa podesena je puferom
na nize vrijednosti, npr. 31 ili 55 Najéeséa detekcijska tehnika je apsorpcija

ultraljubicastog zracenja pri nekoliko razli¢itih valnih duljina: 224 nm, 226 nm, 275 nm i
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280 nm sto je u skladu s dva apsorpcijska maksimuma bisfenola A na oko 226 nm i 275
nm. 13162034y nekim je slucajevima koristen UV-detektor s nizom fotodioda i sniman cijeli
apsorpcijski spektar.’% Pri odredivanju bisfenola A u vruéoj vodi u polikarbonatnim bocama
primijenjena je derivatizacija klenbuterolom i detekcija pri 410 nm Sto je povecalo granicu
detekcije za 2,5 puta u odnosu na UV-detekciju bez derivatizacije.®®

Sljedeca po zastupljenosti je fluorescencijska detekcija koja je obi¢no znatno
osjetljivija. Primjeri kombinacija valnih duljina ekscitacije i emisije su 350 nm i 475 nm,*®
275 nm i 300 nm?! te 235 nm i 317 nm.**

Za vrlo osjetljivo i specificno odredivanje koristen je i elektrokemijski detektor™
te multielektrodni elektrokemijski detektor kojim su postignute vrlo niske granice detekcije
za izravno odredivanje bisfenola A u vodi (0,01 pg L) i krvnom serumu (0,05 pug L™).%

Zadnjih godina se za vrlo osjetljivo odredivanje bisfenola A u sloZenim matricama
najviSe koristi tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti spregnuta s tandemnom
spektrometrijom masa,111214.17.19.226266.67 7, 1oholjsanje osjetljivosti i selektivnosti koriste se
razli¢iti na¢ini priprave uzoraka kao $to su ekstrakcija na &vrstoj fazilt1417%8 j t]a¢na ekstrakcija
otapalom.?? U nekim slu¢ajevima bisfenol A je derivatiziran s piridin-3-sulfonil-kloridom sto
omogucava veéu osjetljivost pri odredivanju uz pozitivnu ionizaciju elektrorasprsenjem.!t12
Kao nepokrenta faza najéesée su koristene kolone Cg i C15.14%2%687 U nekim slucajevima
koristene su kolone s polarnijom nepokretnom fazom pentafluorfenil-propilom,'*12 fenil-
heksilna kolona!®®? te hibridna etil-amidna kolona.l” Kao pokretna faza koristene su smjese
acetonitrila i vode te metanola i vode uz dodatak reagensa za poboljsanje ionizacije. Ovisno o
naéinu ionizacije koristen je amonijev formijat,**1” mravlja kiselina,**2 amonijev acetat!’1%6¢
i amonijak.??®” Bisfenol A je obzirom na strukturu najée$ée odredivan uz negativnu
ionizacijul#t7 1922628687 ogim  y  sluajevima kad je derivatiziran piridin-3-sulfonil-
kloridom.11? U slu¢aju negativne ionizacije karakteristiéni fragmenti tj. molekulski prijelazi
koji su koristeni za kvantifikaciju i potvrdu identiteta bili su m/z 227 => m/z 211 i m/z 227 =>
m/z 133.1922626667 1J pekim slucajevima za kvantifikaciju su koristeni izotopno oznaceni
standardi dg-BPA, d1s-BPA i 1*C12-BPA ¢ime se eliminira utjecaj matrice, ali poveéava cijena
analize.!121922 Granice odredivanja i detekcije ovise o vrsti matrice i naginu priprave uzoraka,
no uobicajeno se tandemnom spektrometrijom masa postizu nize vrijednosti nego detekcijom

BPA apsorpcijom ultraljubicastog zracenja.
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Pregledom dostupne literature utvrdeno je da nema objavljenih radova o analizi bisfenola A u
termokromnim bojama niti drugim vrstama boja kao niti u uzorcima sa sli¢cnom matricom
visoke viskoznosti i visokim koncentracijama ugljikovodika. Ekstrakcija bisfenola A s papira
istrazivana je do sada u najve¢em broju radova u termalnom papiru za tiskanje,*%>=° te u
brojnim drugim papirnatim predmetima (karte, novéanice, ubrusi),* ali nisu pronadeni radovi
o odredivanju BPA u papirima S otiscima termokromne boje i mogucnosti njegova
transdermalnog prijenosa. U do sada objavljenim metodama za odredivanje bisfenola A u
okoliSu analizirani su uzorci rijeCnih, morskih i otpadnih voda, sedimenta, kanalizacijskog
mulja i tla.?>2 Od svih navedenih matrica, najmanije je objavljenih radova o analizi bisfenola

A u tlu, svega Sest do 2015. godine, te postoji potreba za daljnjim istrazivanjem razgradnje

bisfenola A u tlu.

2.3. Benzofenon

2.3.1. Svojstva i uporaba benzofenona

Benzofenon (difenil-keton, difenil-metanon, BFN) bijela je kristaliniéna supstancija

molekulske formule C13H100 (M, = 182,22). Strukturna formula prikazana je na Slici 2.6.

O

Slika 2.6. Strukturna formula benzofenona

Topljivost u vodi mu je 137 mg L pri 25 °C $to je manje od topljivosti bisfenola A.
Benzofenon je odli¢no topljiv u acetonu, octenoj kiselini, ugljikovu disulfidu te dobro topljiv u
benzenu i metanolu.®® Kisik na benzofenonu protonira se tek pri pH-vrijednosti nizoj od 3 te je
stoga za njegovo odredivanje pogodna tekuc¢inska kromatografija obrnutih faza jer je BFN

neutralna molekula pri za tu tehniku uvobic¢ajenim pH-vrijednostima pokretne faze od 3 do 9.
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Benzofenon je kemikalija koja se proizvodi u velikim koli¢inama. U SAD proizvodi se npr. oko
500 tona godisnje. BFN ima vrlo veliku industrijsku uporabu u sintezi raznih spojeva. Koristi
se kao fotoinicijator u UV-suse¢im bojama, apsorbens UV-zra¢enja u raznim proizvodima,
npr. sun¢anim naocalama, prozirnoj plastici, kremama za zaStitu od sunca; sirovina je u
industriji ljepila i brtvila; nalazi se u tonerima, antihistaminicima, hipnoticima i insekticidima.
Supstituirani derivati benzofenona oksibenzoni i dioksibenzoni koriste se takoder kao zastita

od UV-zradenja, a benzofenon u njihovoj proizvodnji.®

2.3.2. Toksi¢nost benzofenona

Benzofenon moze u¢i u organizam preko koze, hranom i inhalacijom. Najznacajnijim se smatra
rizik unoSenja hranom, jer UV-suse¢e boje u kojima se koristi u znatnim koli¢inama kao
fotoinicijator, mogu do¢i u kontakt s hranom i pi¢em. Zabiljezena je migracija srodnog spoja
4-metilbenzofenona s kartonske ambalaze u Zitarice.?® Europska agencija za sigurnost hrane
postavila je grani¢nu vrijednost za migraciju benzofenona s ambalaze od 0,6 mg kg1, a ako je
u kombinaciji sa svojim derivatom 4-metilbenzofenonom ukupna migracija oba spoja mora biti
manja od navedene vrijednosti.?®4

IstraZzivanja na Zivotinjama pokazala su da benzofenon ima slabu estrogenu
aktivnost, no u vodi pod djelovanjem UV-zracenja 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, estrogenim djelovanjem na
reproduktivni sustav, kosti i jetru.?-?’

Benzofenoni opcenito imaju kriti¢na svojstva za kontaminaciju okolisa: jako su
lipofilni, otporni i akumuliraju se u okoli$u i zivim organizmima. Dokazano je da $tetno utjecu
na reprodukciju i hormonalnu ravnotezu u riba.”® Benzofenon ima jade estrogeno i
antiandrogeno djelovanje od svojih derivata. U prisutnosti nekih derivata, kao §to je
2-hidroksi-4'-metoksibenzofenon (BP-3) estrogeno djelovanje mu se poja¢ava. Benzofenoni se
mogu u organizmu konjugirati s p-D-glukuronidom i sulfatom $to im smanjuje bioaktivnost i

poti¢e izlu¢ivanje urinom.’"2
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2.3.3. Metode odredivanja benzofenona

Benzofenon, 4-metilbenzofenon i 7 srodnih spojeva koji se takoder koriste kao fotoinicijatori
analizirani su u raznim pakiranjima hrane teku¢inskom kromatografijom obrnutih faza uz
uporabu UV-detektora s nizom fotodioda.?® Koristena je kolona Cig dimenzija
250 mm x 4,6 mm. Analiti su eluirani gradijentno smjesom vode i acetonitrila. Maksimum
apsorpcije benzofenona bio je pri 256 nm, a postignuta je granica detekcije od 0,046 mg L™
i granica odredivanja od 0,14 mg L. Identitet analita potvrden je analizom plinskom
kromatografijom spregnutom sa spektrometrijom masa. Od 46 analiziranih uzoraka benzofenon
je pronaden u vise od pola, a 4-metilbenzofenon u 30 % uzoraka. Benzofenon i
4-metilbenzofenon nisu detektirani u istim uzorcima §to sugerira da se medusobno zamjenjuju.

Razvijena je metoda za odredivanje benzofenona i tri njegova derivata koji se koriste
kao filtri UV-zracenja u realnim uzorcima: morskoj vodi, otpadnim vodama, kozmetickim
proizvodima i urinu.®® Kako bi se postigla dovoljna koncentracija analita u ovom su radu
optimirani uvjeti i adsorbensi za mikroekstrakciju uzoraka na Stapi¢u (magnetskom mijesalu)
presvucenom prikladnim adsorbensom nakon cega je slijedila desorpcija u metanolu i
acetonitrilu. Ekstrakt je uparen do suha, a ostatak otopljen u 200 puL metanola. Uzorci su
analizirani tekuc¢inskom kromatografijom uz primjenu UV-detektora s nizom fotodioda.
Analiti su odijeljeni na koloni Cig uz eluiranje smjesom metanola i vode. Benzofenon je
detektiran pri valnoj duljini od 250 nm. Granica detekcije za benzofenona bila je 10 ug L,
a granica odredivanja 33 pg L1, Od navedenih uzoraka benzofenon je pronaden jedino u
otpadnim vodama u koncentraciji do 2,5 ug L™

Hidroksilirani derivati benzofenona, koji se koriste kao UV-apsorberi, analizirani su
u povrSinskim vodama teku¢inskom kromatografijom spregnutom s tandemnom
spektrometrijom masa.®! Uzorci su ukoncentrirani ekstrakcijom na &vrstoj nepolarnoj fazi,
eluirani metanolom, injektirani na kolonu C1g i gradijentno eluirani smjesom vode i metanola.
Analiti su ionizirani elektroraspr§enjem, a snimani su pozitivni i negativni ioni jer je analizirano
Sest derivata benzofenona s raznim funkcionalnim skupinama. U radu je istrazen utjecaj mravlje
kiseline i amonijevog acetata kao modifikatora pokretne faze. Snimanjem odziva
karakteristi¢nih iona produkata svakog analita postignute su granice odredivanja od 0,2 pg L™
do 4 pg Lt uuzorku. Analizom povrsinskih i otpadnih voda detektirani su derivati benzofenona

¢ime je dokazana njihova sveprisutnost u okoliSu.

Kristinka Vinkovié¢ Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 23

Derivati benzofenona odredivani su i u ljudskoj posteljici tekuéinskom
kromatografijom spregnutom s tandemnom spektrometrijom masa.?® Analiti su iz uzoraka
ekstrahirani etil-acetatom, a kao unutarnji standard koristen je dio-BFN. Analiti su odijeljeni na
koloni C1g uz uporabu vode i metanola za gradijentno eluiranje te dodatak od 0,1 % amonijaka.
Sniman je odziv pozitivnih iona zbog vece osjetljivosti za sve analite. Za svaki analit pracena
su dva karakteristicna fragmenta, jedan za kvantifikaciju, a drugi za potvrdu te su postignute
granice detekcije od 0,07 ng g* do 0,3 ng g~X. Metoda je primijenjena na 16 uzoraka tkiva
posteljice u kojima je pronadeno od jednog do tri derivata benzofenona u masenim udjelima

do9,8ngg™

2.4. Bisfenol A u papiru

Bisfenol A Cesti je sastojak papira za termalno tiskanje (racuni, potvrde i sl.) gdje ima funkciju
ireverzibilnog razvijada termokromne boje nanesene na papir.>® Takoder, moZe biti sastojak
reverzibilne termokromne boje otisnute na novcanice, etikete, karte i sl. (Slika 2.3) ili na njih
dospjeti uslijed prijenosa tijekom kontakta s termalnim papirom za tiskanje. Tragovi BPA mogu
se pronaéi u recikliranom papiru u koji dospijevaju tijekom postupka recikliranja.®"

Zbog estrogene aktivnosti regulatorne agencije prate koristenje bisfenola A.
Odnedavno se osim preko plastiénih materijala istrazuju 1 drugi putevi ljudske izloZenosti
bisfenolu A. Termalni papiri za tiskanje i termokromne boje znacajan su izvor kontaminacije
jer je u njima bisfenol A najce$¢i razvija¢ s masenim udjelom do nekoliko postotaka. Dnevna

5253 3 Europska granica specifi¢ne

prihvatljiva doza bisfenola A je 0,05 pg kg tjelesne teZine,
migracije iz ambalaze prehrambenih proizvoda u hranu je 0,06 mg kg.” Koli¢ina bisfenola A
koriStena u termalnom papiru za printanje u EU npr. u razdoblju 2005/2006 bila je 1890 t.
Dakle, radi se o ogromnim koli¢inama bisfenola A koje preko papira mogu do¢i u kontakt s
kozom, hranom i okolisem. U termokromnim bojama bisfenol A je prisutan u molekulskom
obliku i zato se lako otpusta u okolis. U recikliranom papiru moze biti prisutan u znatno manjoj
koli¢ini jer u njega dospijeva tijekom postupka recikliranja s termalnog papira za tiskanje.
Procjenjuje se da 30 % termalnog papira dospijeva u proces recikliranja.®® U termalnim
papirima do sada su pronadeni maseni udjeli bisfenola A do 42,6 mg g, a u recikliranom papiru

oko 1000 puta manje, do 46 pg g1.% U prosincu 2016. Europska komisija stavila je bisfenol A
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na popis supstancija s ogranicenom uporabom te se od 2020. zabranjuje uporaba bisfenola A u
termalnom papiru za tiskanje u masenim udjelima ve¢im od 0,02 %. Kao reakcija proizvodaca
o¢ekuje se uporaba sli¢nih spojeva koji jo$ nisu na popisu zabranjenih, od kojih se trenutno
najvise upotrebljava bisfenol S. Problem je $to i ti spojevi mogu imati ili je ve¢ dokazano da

imaju estrogeno djelovanje.®

2.4.1. Transdermalna izlozenost bisfenolu A

Termalni papir koji se Kkoristi za tiskanje (racuni, potvrde, karte) sastoji se od dva sloja:
osnovnog papira uobiCajenog sastava 1 termo-osjetljivog sloja koji sadrzi tri glavne
komponente: termokromnu boju, razvija¢ koji je obicno slaba kiselina (najcesc¢e bisfenol A)
i otapalo (obi¢no dugolancana alifatska molekula kao $to su masne kiseline, amidi i alkoholi).
Kada se termo-osjetljivi sloj tijekom tiskanja zagrije iznad taliSta otapala, bisfenol A reagira s
termokromnom bojom tako da joj donira protone Sto otvara prsten molekule boje, povecava
konjugiranost sustava te nastaje obojenje.?

Transdermalni prijenos smatra se moguéim izvorom ljudske izloZzenosti bisfenolu A."
Do sada je apsorpcija bisfenola A preko koZze dokazana na govedim vimenima, ali bez
kvantifikacije”™ te u svinjskoj kozi.”® Istrazivanje na svinjskoj kozi napravljeno je in vitro
pomocu Franzove difuzijske celije. Nakon 10 h izloZenosti otopini bisfenola A, 54 %
primijenjene doze pronadeno je u epidermisu, 8,8 % u dermisu i 0,7 % u otopini s unutrasnje
strane koze. Istrazivanje je prekinuto nakon 10 h jer je eksperiment simulirao transdermalnu
izlozenost tijekom radnog vremena.’”® U nekoliko radova je do sada istrazivana dermalna
izloZenost bisfenolu A radnika na blagajnama i odredena je dnevna izlozenost do 218,3 pg
dnevno.%® Prijenos bisfenola A s termalnog papira na prste istrazen je pod razli¢itim uvjetima.
Odredeno je da tijekom 5 sekundi s raCuna na suhe prste prijede otprilike 1,13 png BPA te da
prisutnost vlage i masnoce povecava ekstrakciju vise od 10 puta, a etanol pospjeSuje upijanje u
kozu. Ako je bisfenol A nanesen na kozu u otopini etanola, odmah nakon nanosenja moglo se
ekstrahirati 95 % bisfenola A, dok je nakon 60 min bilo moguce ekstrahirati samo 10 % $to
dokazuje apsorpciju BPA ukozu.*® Jo§ se razmatra utjeée li transdermalna izloZenost na ukupnu
unutarnju izloZenost bisfenolu A. Jo$ nije dokazano ostaje li bisfenol A apsorbiran u kozi dok

se taj sloj koZe ne potrosi ili migrira kroz dermis u organizam. Do sada je o tome napravljen
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mali broj studija s kontradiktornim rezultatima.®® Trenutno je prihvatljivi transdermalni dnevni
unos bisfenola A (engl. tansdermal Tolerable Daily Intake, t-TDI) 4 pg kg tjelesne tezine™
Sto je npr. dva reda veli¢ine vise od procijenjenog dnevnog unosa (engl. Estimated Daily Intake,
EDI) za unos prehrambenim proizvodima koji iznosi 44,6 ng kg™ tjelesne tezine dnevno za
odraslu populaciju u SAD-u.”’

Uobicajena praksa u toksikoloskim istrazivanjima koja do sada nije primijenjena na
ekstrakciju bisfenola A s papira je odredivanje u odgovaraju¢oj modelnoj otopini kao §to su
urin, znoj i slina. Na primjer transdermalna izlozenost ftalatima, koji su kao i bisfenol A
aromatski spojevi s kisikom, preko papirnatih pelena istrazivana je u modelnim uzorcima urina
i znoja,’”® dok je migracija ftalata s djecjih igracaka istrazivana u modelnoj otopini sline i
znoja.”*®0

Postoji veliki broj komercijalno dostupnih modelnih otopina znoja obzirom na
namjenu, klimatsko podrucje, vrstu analize i dr. Ekstrakcija u modelnim otopinama cesto je
opisana normiranim metodama, a otopine se nabavljaju ve¢ pripravljene od proizvodaca koji
ne navode to¢an kemijski sastav nego samo normiranu metodu ili namjenu.”® U ovom radu
odabrane su dvije, Cesto upotrebljavane modelne otopine propisane prema normama
ISO 3160-2 i EN 1811.8%2 Odabrane otopine medusobno se razlikuju po pH-vrijednosti i
koncentraciji soli, pa se moze vidjeti utjecu li ti uvjeti na ekstrakciju.

Vrijeme ekstrakcije obi¢no se odreduje obzirom na ocekivano vrijeme kontakta. Na
primjer, kod ispitivanja transdermalne izloZenosti ftalatima preko papirnatih pelena, vrijeme
ekstrakcije modelnom otopinom urina i znoja bilo je 8 h, dok je kod ispitivanja ekstrakcije
ftalata s djecjih igrataka u modelnoj otopini sline vrijeme ekstrakcije bilo 30 min u ultrazvucnoj
kupelji.”®"® Ekstrakcija ftalata iz dje¢jih igra¢aka u modelnu otopinu znoja ispitivana je na

rotacijskoj mijesalici tijekom 120 min pri 40 °C.%
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2.4.2. Odredivanje bisfenola A u papiru

16.20,32,33,358384 te |y drugim vrstama

Bisfenol A odredivan je u termalnom papiru za tiskanje
papirnatih proizvoda kao §to su papirnata ambalaza koja dolazi u kontakt s hranom,® papir za
kopiranje,®* novéanice,™ izvorni i reciklirani papir za tiskanje, ¢asopisi, letci, karte za javni
prijevoz, omotnice, papirnate maramice, ubrusi, toaletni papir i dr.64%8% Primijenjene
separacijske i detekcijske tehnike bile su plinska kromatografija s plamenoionizacijskom

6164 i tekucinska

detekcijom uz derivatizaciju analita® te sa spektrometrijom masa
kromatografija s UV-detekcijom,*2°*0 fluorescencijskom detekcijom®®°® i spregnuta s
tandemnom spektrometrijom masa.8’%

U objavljenim radovima u kojima je uglavnom odredivan bisfenol A u termalnim
papirima za tiskanje primijenjeno je nekoliko ekstrakcijskih postupaka s otapalima umjerene
polarnosti: acetonitrilom,® metanolom,3-3."4 j etanolom.328788 \/olumeni otapala bili su od
5 mL do 100 mL ovisno o masi uzorka koja je bila od 15 mg do 1000 mg. Metode su koristile
razli¢ito trajanje ekstrakcije, od 20 min do vise sati preko no¢i. Ekstrakcijske tehnike bile su
muckanje na 35 °C, mijeSanje pomocu vortex-mijesalice, ekstrakcija pomognuta ultrazvukom
I mikroekstrakcija na kapi. Pokazano je da se bisfenol A brzo ekstrahira u otapala jednostavnim
ekstrakcijskim tehnikama kao §to su muckanje, vorteksiranje ili ultrazvuéna
ekstrakcija.16,3L36,56,74,84,87

Dvjesto dva uzorka razli¢itih vrsta papira i papirnatih proizvoda analizirano je
tekuc¢inskom kromatografijom spregnutom s tandemnom spektrometrijom masa uz negativnu
ionizaciju elektrorasprsenjem.®® Sto tri uzorka bili su termo-papiri, a ostali su podijeljeni u
sljede¢e skupine: letci, Casopisi, karte za javni prijevoz, omotnice, novine, ambalaza za
prehrambene proizvode, papiri za tiskanje, posjetnice, papirnate maramice, ubrusi i toaletni
papir. Uzorci su pripravljani tako da je alikvot uzorka od oko 17 mg narezan na komadice i
ekstrahiran 3 puta u metanolu muc¢kanjem tijekom 30 min: prvi put s 5 mL metanola, a drugi i
tre¢i s 3,5 mL metanola. Nakon toga, uzorak je uparen u struji dusika na 10 mL, te razrijeden u
omjeru 1:2000 s metanolom te je dodan *Ci>-BPA kao unutarnji standard. Termalni papiri
sadrzavali su najvise bisfenola A, do 13,9 mg g%, no niski maseni udjeli do 14,4 pg g
pronadeni su i u svim drugim vrstama papira. Uz istu pripravu i instrumentaciju odredivan je i

maseni udjel bisfenola A u novéanicama.”® Detektirani udjeli BPA bili su od 0,001 pg g
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do 82,7 ug g1, a granica detekcije bila je 0,5 ng g*. Pretpostavlja se da bisfenol A na novéanice
dospijeva tijekom kontakta s termalnim papirom racuna.

Bisfenol A odredivan je u termalnim papirima i teku¢inskom kromatografijom uz
UV-detekciju pri 280 nm uz primjenu mikroekstrakcije na kapi.'® Cilj je bio izbjeéi ekstrakciju
analita s velikim volumenom metanola ili etanola Sto je bio slu¢aj u ranijim radovima.
Primijenjena tehnika omogucila je ekstrakciju, koncentriranje i unos uzorka u jednom koraku
Sto je utjecalo na nizu cijenu analize i zanemarivu potroSnju otapala. Bisfenol A je najprije
ekstrahiran iz uzoraka u 2 %-tnoj otopini NaOH nakon ¢ega je primijenjen 1-oktanol kao
ekstrakcijsko otapalo. Uzorci su pripravljani tako da je odvagano oko 0,1 g papira i narezano
na komadic¢e. Dodano je 10 mL 2 %-tnog NaOH te je uzorak ekstrahiran u ultrazvucnoj kupelji
3 h uz temperaturu od 25 °C. Nakon ekstrakcije pH-vrijednost uzoraka pode$ena je na 7
s otopinom HCI. Dodana je voda da volumen uzorka bude 25 mL. Po 10 mL tako pripravljenih
otopina uzoraka preneseno je u bocicu u kojoj je provedena mikroekstrakcija na kapi. Uzorci
su ekstrahirani u NaOH jer alkalni medij povecava topljivost BPA u vodenoj otopini. Razvijena
metoda primijenjena je za odredivanje bisfenola A u 7 vrsta termalnih papira. Rezultati su bili
u rasponu od 0,53 mg g~ do 20,9 mg g 1.1

U termalnom i indigo papiru bisfenol A je odredivan tekué¢inskom kromatografijom
obrnutih faza uz UV-detekciju pri 275 nm.3* Uzorci su analizirani prema dva protokola:
digestija (za odredivanje ukupnog masenog udjela BPA) i migracija (za procjenu dermalne
izlozenosti). Za ispitivanje digestije 200 mg uzorka stavljeno je u 20 mL metanola tijekom 3 h
na sobnoj temperaturi. Otopina je nakon toga profiltrirana u bocicu i analizirana. Migracija je
ispitana tako da je vateni Stapi¢ namocen metanolom. Vlazni Stapic je prevucen preko povrsine
termotermalnog papira od 200 mg. Stapi¢ je stavljen u 20 mL metanola tijekom 3 h na sobnoj
temperaturi. Otopina je nakon toga profiltrirana i analizirana.

U radu Babu i suradnika® bisfenol A takoder je odredivan u ra¢unima otisnutim na
termalnom papiru tekué¢inskom kromatografijom obrnutih faza uz UV-detekciju pri 234 nm.
Pokretna faza bila je smjesa vode i acetonitrila, a eluiranje gradijentno. Uzorci su pripravljeni
ekstrakcijom u acetonitrilu preko noé¢i na 50 °C. Identitet BPA u uzorcima dodatno je potvrden
plinskom kromatografijom spregnutom sa spektrometrijom masa. Bisfenol A sadrzavalo je 168
od 170 uzoraka u rasponu od 0,4 % do 4,25 %. Granica detekcije bila je 22,5 pg g*.

Dermalna izlozenost bisfenolu A s termalnog papira pracena je tekucinskom

kromatografijom obrnutih faza s fluorescencijskom detekcijom uz vodu i acetonitril kao
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eluens.®® Granica odredivanja u ekstraktu bila je 5 pg L™t. Maseni udjel bisfenola A u termalnim
papirima odreden nakon ekstrakcije u metanolu preko noéi na 60 °C bio je od 8 mg g* do
17 mg g 1. Masa bisfenola A prenesena s termalnih papira na prste tijekom 5 s bila je 0od 0,2 pg
do 6 pg.

U istrazivanju provedenom u Turskoj maseni udjel bisfenola A u termalnim papirima
bio je 0d 0,11 mg g * do 21,65 mg g *.8* Uzorci su pripravljeni tako da je 20 mg papira narezano
na komadice i ekstrahirano 60 min u 50 mL c¢iste vode na sobnoj temperaturi. Uzorci su
analizirani teku¢inskom kromatografijom na koloni C1g uz fluorescencijsku detekciju. Granica
detekcije u ekstraktu bila je 3,3 ug L1,

Za odredivaje bisfenola A u otpadnom papiru iz domacinstava primijenjena je
tekuc¢inska kromatografija spregnuta s tandemnom spektrometrijom masa uz pokretnu fazu
vodu i metanol 8" Uzorci su pripravljeni tako da je od 1 g do 4 g papira ekstrahirano u 100 mL
etanola 1 h pod refluksom. Granica detekcije BPA bila je 0,02 ug gt za sve papire osim
termalnih u kojima je bila 2 ug g . Maseni udjel bisfenola A u otpadnim papirima kuéansta bio
je od 0,31 pg gt do 17600 pg g*. Najvisi maseni udjel BPA pronaden je u papiru raduna
(8300 pg g1) i termalnom papiru (17600 pg g4).

Osim odredivanja teku¢inskom kromatografijom s UV i fluorescencijskom detekcijom
ili spregnutom sa spektrometrijom masa, bisfenol A je u papirima odredivan 1 plinskom
kromatografijom uz plameno-ionizacijsku detekciju te detekciju spektrometrijom masa.®>8’

U radu u kojemu je primijenjena plinska kromatografija s plamenoionizacijskom
detekcijom, bisfenol A je u uzorcima termalnog papira pronaden u masenim udjelima do
17 mg g .32 Postignute su granice detekcije od 0,9 mg g te odredivanja od 2,6 mg g*.
Uzorci su pripravljeni tako da je 200 mg uzorka ekstrahirano uz muckanje u 20 mL bezvodnog
etanola na 35 °C tijekom 1 h. Ovisnost djelotvornosti o vremenu ekstrakcije istrazena je
do 24 h, ali potvrdeno je da je ekstrakcija potpuna nakon 1 h. Etanolni ekstrakt odvojen je od
papira i uparen nakon Cega je suhi ostatak uzorka otopljen u piridinu i derivatiziran.

Vinggaard i suradnici®’ analizirali su bisfenol A u 20 vrsta kuhinjskih ubrusa od kojih
je 9 bilo od recikliranog papira. U uzorcima je najprije in vitro kvalitativno odredena estrogena
aktivnost testom sa stanicama kvasca koje nose aktivne gene za ljudski receptor estrogena a.
Prisutnost estrogeno-aktivnih tvari odredena je u devet uzoraka od kojih je sedam bio reciklirani
papir. Uzorci koji su pokazali estrogenu aktivnost podvrgnuti su kvantitativnoj analizi plinskom

kromatografijom spregnutom sa spektrometrijom masa i plinskom kromatografijom s
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plamenoionizacijskim detektorom. Za plinskokromatografsku (GC) analizu uzorci su
pripravljeni tako da je 5 g uzorka zagrijavano u 160 mL etanola uz refluks tijekom 1 h. Uzorak
je koncentriran uparavanjem etanola do volumena od 1 mL za GC analizu. Bisfenol A je
pronaden u sedam uzoraka recikliranog papira u masenim udjelu od 0,6 ng g do 24 pg g2,
dok ga uzorci izvornog papira nisu sadrzavali. Pretpostavlja se da su uzorci izvornog papira bili
pozitivni na estrogenu aktivnost zbog prisutnosti propil-parabena.

Za odredivanje bisfenola A u papirima u kontaktu s hranom, uzorci su ekstrahirani
metanolom dva puta po 30 min.®® Ekstrakti su podvrgnuti ekstrakciji s metil-tert-butil-eterom
nakon Cega je uslijedila ekstrakcija na ¢vrstoj fazi radi procis¢avanja. Ekstrakt s ¢vrste faze je
uparen, derivatiziran i analiziran tekuéinskom kromatografijom ultra-visoke djelotvornosti
spregnutom s tandemnom spektrometrijom masa. Granica odredivanja BPA bila je 0,3 ng g ..
Bisfenol A je pronaden u 82 % uzoraka papira u rasponu od granice odredivanja do 83 ng g 1.

Za sada ne postoji standardizirana metoda za odredivanje bisfenola A u papiru. Glavni
nedostatak plinske kromatografije s plamenoionizacijskom detekcijom je derivatizacija koja
zahtijeva dodatno vrijeme i optimiranje uvjeta. Odredivanje teku¢inskom kromatografijom uz
mikroekstrakciju na kapi ukljuéuje priliéno dugotrajan postupak priprave uzorka. Tekucinska
kromatografija spregnuta s tandemnom spektrometrijom masa superiorna je radi svoje
osjetljivosti 1 selektivnosti, ali se radi 0 slozenoj i teze dostupnoj instrumentaciji.
Za odredivanje visokog sadrzaja bisfenola A u termalnim papirima prikladne su sve
primijenjene tehnike, a tekuéinska kromatografija s UV-detekcijom je optimalna tehnika.
Za odredivanje niskih masenih udjela bisfenola A, npr. u recikliranom papiru ili za procjenu
transdermalnog prijenosa potrebne su tehnike vece osjetljivosti medu kojima prednost obzirom
na dostupnost i1 jednostavnost izvedbe ima tekucinska kromatografija s fluorescencijskom

detekcijom.
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2.5. Bisfenol A u tlu

2.5.1. Izvori zagadenja i razgradnja bisfenola A

Bisfenol A u okoli§ moze dospjeti tijekom proizvodnje samog spoja te materijala i predmeta u
¢ijem se sastavu nalazi. Mogu ga sadrzavati otpad i otpadne vode postrojenja u kojima se
sintetizira ili koristi. [zvor zagadenja moze biti 1 transport bisfenola A i1 materijala u kojima se
nalazi. Takoder, u okoli§ moze dospijeti i nakon uporabe materijala i predmeta u kojima se
nalazi preko otpada, komunalnih otpadnih voda, ispiranjem kontaminiranog tla, npr. odlagalista
otpada, spaljivanjem otpada, razgradnjom plastike 1 drugih materijala koji ga sadrze u
molekulskom ili polimernom obliku.

Raspodjela organskih tvari u okoli§u moze se predvidjeti prema njihovoj topljivosti u
vodi, tlaku para i koeficijentu razdjeljenja izmedu n-oktanola i vode. Hlapljivost i topljivost u
vodi bisfenola A vrlo su niske. Kao lipofilan spoj moze biti apsorbiran preko koze ili sluznice
i nakupljati se u tkivima. Koeficijenti razdjeljenja upucuju da je bisfenol A sklon adsorpciji na
organsku tvar.>* Smatra se da je umjereno sklon bioakumulaciji, ali njegove razgradne puteve,
bioakumulaciju i toksi¢nost u okoliSu jo§ treba istraziti. Utvrdeno je npr. da je vrijeme
poluraspada bisfenola A na zraku uz fotooksidaciju samo 0,2 dana. Usprkos brzoj razgradnji
tragovi bisfenola A pronadeni su u mnogim uzorcima iz okolisa: vodi, tlu i zraku te tkivima
biljaka, Zivotinja 1 ljudi. Bisfenol A se u vodi odreduje ve¢ oko 25 godina o ¢emu je objavljeno
najvise radova. Pronaden je u koncentracijama do 370 pg L%, a najzastupljenije analiticke
tehnike bile su plinska i tekuéinska kromatografija spregnute sa spektrometrijom masa. Po
ucestalosti slijedi analiza sedimenta s 50 objavljenih radova do 2015. te analiza kanalizacijskog
mulja s 20 radova. O¢ekivano, u kanalizacijskom mulju pronadeni su najvisi maseni udjeli
bisfenola A u okolisu: od 10 pg kg™ do 10 000 pg kg™ suhe tvari. U svim ispitivanim uzorcima
utvrdena je vrlo brza razgradnja i znatno opadanje masenog udjela bisfenola A tijekom nekoliko
dana.®089

BPA je u zemlji analiziran znatno rjede nego u ostalim matricama iz okolisa.
O sadrzaju BPA u tlu objavljeno do 2015. godine samo $est radova.®® 1zvori kontaminacije tla
bisfenolom A bili su kanalizacijski mulj, navodnjavanje otpadnim vodama, procjedivanje s
odlagalista otpada i odlaganje i recikliranje elektronickog otpada. Maseni udjeli BPA u tlu
varirali su nekoliko redova veli¢ine, od 0,01 pg kg do 1 000 pg kg*.3738868 Utyrdeno je da
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je bisfenol A u tlu slabo mobilan zbog visokog koeficijenta razdjeljenja izmedu tla i vode ¢iji
je raspon od 314 do 1524. Bisfenol A s komponentama tla pravi stabilne spojeve koji se ne
mogu ekstrahirati, a vrijeme poluraspada u tlu mu je oko 3 dana, kao i u vodi.?*?3 Sorpcija u tlo
i sediment jako ovisi o koli¢ini organske tvari u zemlji i veli¢ini estica.®® Bisfenol A se moze
ionizirati samo u ekstremnim uvjetima ako se pH-vrijednost zemlje priblizi njegovoj pKa
vrijedosti od oko 10. U tom se sluaju moze iz tla isprati u podzemne vode. Transport i
bioraspoloZivost aniona bisfenola A i njegovih spojeva s komponentama tla nisu jo§ dovoljno
istrazeni.23:37:38.86,89,90
Utvrdeno je da se mnoge bakterije mogu razmnozavati koriste¢i bisfenol A kao jedini
izvor ugljika i energije. One mogu biti Gram-pozitivne i Gram-negativne, aerobne i anaerobne.
Predlozeno je vise slozenih mehanizama biorazgradnje bisfenola A u tlu.%

Razgradnja bisfenola A u tlu praéena je izotopno obiljezenim *C-BPA u aerobnim
laboratorijskim uvjetima prema medunarodnim smjernicama na &etiri razli¢ita uzorka zemlje.?
Utvrdeno je da bisfenol A u zemlji prelazi u pet razli¢itih metabolita kao i da se znatna koli¢ina
veze na postojece organske spojeve u tlu koji zaostaju u tlu i nakon visestruke ekstrakcije
organskim otapalima. Napravljena je korelacijska analiza koja je pokazala da je glavna
komponenta za apsorpciju bisfenola A organska tvar u tlu koju su ispitivani uzorci sadrzavali u
masenim udjelima od 1,5 % do 3,63 %, tj. preracunano na organski ugljik od 0,92 %
do 2,11 %. Svojstvo uspostavljanja veza s organskim tvarima karakteristi¢cno je za fenole,
aniline i mnoge pesticide, a udio vezanja moze biti i do 90 %. Utvrdeno je da se mnogi od tih
spojeva vezu kovalentnim vezama s organskim tvarima u tlu, a neki ¢ak i polimeriziraju ili se
vezu kationskom izmjenom. Ovako ¢vrsto vezani bisfenol A tesko se prenosi dalje u okolis, ali
se ipak moze ako se ubrza mineralizacija organske tvari u tlu npr. oranjem ili dodavanjem
supstrata s ugljikom kao pri gnojenju umjetnim gnojivima. Nakon 120 dana razgradnje
14C-BPA u laboratorijskim uvjetima izmjerena je znatna doza radioaktivnosti, oko 20 % od
pocetne u obliku *CO,. Udjeli radioaktivnosti tvari koje se iz zemlje ekstrahiraju u smjesu
metanola i vode, radioaktivnosti preostale krute tvari nakon ekstrakcije i radioaktivnosti CO;
bili su podjednaki za sve uzorke bez obzira na sastav tla. Eksperimenti su pokazali da se
radioaktivnost krute tvari koju nije moguce ekstrahirati S vremenom smanjuje, a radioaktivnost
14CO;, povecava pa se pretpostavlja da bisfenol A, &vrsto vezan na organsku tvar u zemlji, S

vremenom prelazi u CO,.2
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Za *C-BPA odredeni su visoki koeficijenti sorpcije normalizirani na udjel organskog
ugljika u tlu (Koc) srednje vrijednosti Koc = 796 te se prema uobicajenoj klasifikaciji McCalla i
suradnika iz 1980. BPA smatra slabo mobilnim u svih testiranim tlima. Nakon $to je
prou¢avanim vodenim suspenzijama tla dodan biocid HgCly, transformacija bisfenola A i
ugradnja u matricu tla je usporena $to znaci da procesu doprinose bakterije.

Za procjenu mogucénosti prijenosa antropogenog otpada iz tla u zive organizme
analizirane su gliste koje su zivjele u poljoprivrednom tlu gnojenjem kontaminiranom sa
77 toksi¢nih tvari, ukljucujudi i bisfenol A. Nakon 4 mjeseca provedenih u takvom tlu, u tkivu
glista nije pronaden bisfenol A, pa nije bilo mogude izraCunati njegov bioakumulacijski faktor,
koji je ogito bio vrlo nizak.%

Put biorazgradnje bisfenola A proucavan je u soju Gram-negativne aerobne bakterije
izolirane iz mulja u proc€istacu otpadnih voda postrojenja za proizvodnju plastike. I ova bakterija
koristila je bisfenol A kao jedini izvor ugljika i energije. Utvrdeno je da je 60 % bisfenola A
razgradeno do COg, 20 % je ugradeno u bakterijsku masu, a 20 % je prevedeno u topljive
organske spojeve. Identificirana su cetiri glavna metabolita tijekom razgradnje bisfenola A:
4-hidroksibenzojeva Kkiselina, 4-hidroksiacetofenon, 2,2-bis(4-hidroksifenil)-1-propanol i
2,3-bis(4-hidroksifenil)-1,2-propandiol koji se razgraduju do CO- ili ugraduju u bakterijsku
biomasu.®® Jo§ jedno istraZivanje bakterijske razgradnje bisfenola A Gram-negativnim
aerobnim bakterijama potvrdilo je da su glavni razgradni produkti 4-hidroksibenzojeva kiselina
i 4-hidroksiacetofenon, koji nastaju oksidativnim pregradnjama u molekuli.** Zhang i
suradnici®® proucavali su razgradnju bisfenola A sojem Gram-negativnih aerobnih bakterija
Achromobacter xyilosoxidans koji je izoliran iz procjednih voda komunalnog odlagalista
otpada. Glavni razgradni produkti u ovom sluc¢aju bili su 4-hidroksibenzaldehid,
4-hidroksibenzojeva kiselina i p-hidrokinon. Dodgen i suradnici®® istrazivali su razgradnju BPA
u modelnim uzorcima zagadenog tla i kao razgradne produkte detektirali
4-hidroksibenzaldehid, 4-hidroksibenzojevu kiselinu i 4-hidroksiacetofenon.

Usporedena je brzina razgradnje bisfenola A u rije¢noj i morskoj vodi.?* U rijeénoj
vodi u koju je dodano 1000 pg L bisfenola A, ve¢ nakon 5 dana razgradnje koncentracija je
bila ispod granice detekcije od 0,5 pg L' uz znatan porast broja bakterija. Vrijeme
polurazgradnje bilo je, kao i u zemlji oko 3 dana. Koncentracija bisfenola A mjerena je u
autoklaviranoj i neautoklaviranoj morskoj vodi. U autoklaviranoj vodi je koncentracija BPA

bila konstantna tijekom svih 60 dana eksperimenta. U neautoklaviranoj morskoj vodi
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koncentracija bisfenola A bila je konstantna 30 dana tijekom kojih se smanjio broj bakterija.
Koncentracija se snizila tek nakon 40 odnosno 60 dana uz porast broja bakterija. Utvrdeno je
da se bisfenol A znatno sporije razgraduje u morskoj vodi, jer sastav morske vode vjerojatno
ometa razgradnju i razmnoZzavanje bakterija.

Proucavanjem bakterijske razgradnje bisfenola A u vodi utvrdeno je da u nekim
bakterijama prelazi u glikozid koji se moze akumulirati u biljkama i algama.* Prehranom moze
dospjeti u zZivotinjsko crijevo gdje ga f-glikozidaza moze razgraditi ponovo u bisfenol A. Zbog
ovoga se smatra da je za procjenu utjecaja ispustanja bisfenola A u okoli§ potrebno obratiti
dodatnu paznju na koncentraciju glikozida bisfenola A, a ne samo na brzo snizavanje
koncentracije izvornog spoja.

Za buduce istrazivanje razgradnje papira s termokromnim otiscima korisna
informacija moze biti da lakaza, izozim iz gljive Grifola frondosa, efikasno razgraduje
sinteti¢ke boje i bisfenol A.%" Glavni produkt razgradnje bisfenola A je 4-izopropenilfenol.
Lakaza je ligninolitski enzim koji ima veliki kapacitet oksidiranja spojeva sli¢nih ligninu kao 1
bisfenola A, policiklickih aromatskih ugljikovodika i sintetskih boja. Zbog toga moze biti

korisna za bioremedijaciju, osobito u sluc¢aju razgradnje termokromnih boja s bisfenolom A.

2.5.2. Metode analize bisfenola A u tlu

Pregledom literature utvrdeno je da je bisfenol A u kanalizacijskom mulju i rije¢nom sedimentu,
koji su matrice donekle slicne zemlji, odredivan iskljucivo tekucinskom kromatografijom
spregnutom s tandemnom spektrometrijom masa i detektiran uz negativnu ionizaciju
elektrorasprSenjem. Najniza granica detekcije postignuta u objavljenim radovima bila je
0,004 ng g, no uobicajena vrijednost bila je u podru¢ju nekoliko ng g 1. Za ekstrakciju je
koriSten 1 g ili manje suhih uzoraka koji su najceS¢e ekstrahirani etil-acetatom, smjesom
metanola i vode ili acetonom uz pomo¢ ultrazvuka, mikrovalova ili tlaka. U nekim slu¢ajevima
primijenjena je ekstrakcija na ¢vrstoj fazi za uklanjanje interferencija, a u nekima je ekstrakt
odmah uparavan te je zatim suhi ostatak otapan, najces¢e u 0,5 mL pokretne faze. To¢nosti
metoda bile su najviSe uz primjenu ekstrakcije etil-acetatom, od 87 % do 107 %, dok su uz

druga otapala bile nize.?%%
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U radu u kojemu je istrazivan utjecaj veli¢ine Cestica na adsorpciju bisfenola A u tlu, za analizu
je primijenjena tekucéinska kromatografija s fluorescencijskom detekcijom te
UV-detekcijom za uzorke s viSom koncentracijom BPA. Granica detekcije BPA uz
fluorescencijsku detekciju bila je 20 pg L. Uzorci su injektirani na kolonu Cis i eluirani
smjesom vode i acetonitrila kao pokretnom fazom.* Fluorescencijska detekcija primijenjena je
1 u prac¢enju razgradnje bisfenola A u rije¢noj i morskoj vodi gdje je granica detekcije bila
0,5 pg LY, te takoder u istrazivanju adsorpcije bisfenola A na sediment gdje su analizirani
modelni uzorci vise koncentracije i nije navedena granica detekcije. U oba slu¢aja koristena je
kolona Cis te voda i acetonitril kao pokretna faza.?%

U radu koji je proucavao put transformacije i uklanjanja bisfenola A iz tla, uzorci
ekstrakta su koncentrirani iz velikog volumena otapala od ¢ak 1200 mL vode s 5 % metanola,
ekstrahirani na ¢vrstoj fazi te uparavani na volumen od 250 uL. Analizirani su na koloni Cis,
eluirani pokretnom fazom sastavljenom od vode i acetonitrila te detektirani apsorpcijom
UV-zrafenja. Granica detekcije nije navedena obzirom da se i ovdje radilo o modelnim
uzorcima s visokom koncentracijom bisfenola A od 10 mg L u otopini koja je injektirana na
kolonu.*®

Bisfenol A odredivan je u tlu i plinskom kromatografijom spregnutom sa
spektrometrijom masa.l® Tijekom razvoja metode usporedena je djelotvornost ekstrakcije iz
tlas vise otapala: acetonom, metanolom, etil-acetatom i diklormetanom. Aceton i etil-acetat bili
su podjednako djelotvorna otapala. Ekstrakcija je pomognuta ultrazvukom i provodena 4 puta
po 15 min sa 4 do 5 mL otapala dodanih na 5 g tla. Nakon ekstrakcije otapalom primijenjena je
ekstrakcija na ¢vrstoj fazi radi uklanjanja interferencija. Ekstrakt s ¢vrste faze uparen je do
malog volumena, a analit je derivatiziran N-metil-N-(tert-butildimetilsilil)trifluoracetamidom.
Granica odredivanja BPA u tlu bila je 0,4 ng g%, a to¢nost metode 94,5 + 2,5 % uz 0,2 ug g *
BPA u tlu. Metoda je primijenjena za analizu BPA u tlu s golf terena u juznoj Kaliforniji koji
je zalijevan recikliranim otpadnim vodama. Maseni udio bisfenola A u navedenom tlu bio je od
0,55 ng gt do 9,08 ng g* suhe zemlje.

U tlu razli¢itih podru¢ja Spanjolske bisfenol A je takoder odredivan plinskom
kromatografijom spregnutom sa spektrometrijom masa.%* Uzorci su pripravljeni tako da je 5 g
tla ekstrahirano u 5 mL etil-acetata u uzltrazvu¢noj kupelji po 15 min u dva navrata. Ekstrakt
je zatim uparen u struji duSika na volumen od 1 mL nakon ¢ega je slijedila derivatizacija s N,O-

bis(trimetilsilil)trifluoracetamidom. Tocnost metode bila je od 88,1 % do 107,7 %.

Kristinka Vinkovié¢ Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 35

Granica detekcije BPA bila je 0,03 ng g%, a odredivanja 0,12 ng g *. Metoda je primijenjena za
analizu BPA u viSe tipova poljoprivrednog i industrijskog tla u Spanjolskoj. Maseni udjel
bisfenola A u poljoprivrednom tlu bio je od 0,7 ng g* do 4,6 ng g, a u industrijskom od
0,2nggtdo44,5ngg.

Prijenos bisfenola A proucavan je i u tlu odlagalista elektronickog otpada u juznoj
Kini.3” Uzorci su analizirani plinskom kromatografijom spregnutom sa spektrometrijom masa.
Pripravljeni su tako da je 10 g tla ekstrahirano sa 150 mL etil-acetata u uredaju po Soxhletu
tijekom 48 h. Svaki uzorak je uparen na 1 mL pri snizenom tlaku te zatim prociséen
ekstrakcijom na c¢vrstoj fazi uz primjenu NaxSOgs, silikata i neutralnog aluminija kao
adsorbensa. Uzorak je ekstrahiran s 20 mL etil-acetata te uparen na 200 pL. Dodani su izotopno
obiljezeni analiti kao interni standardi i uzorak je derivatiziran. To¢nost odredivanja BPA bila
je od 91,6 % do 106 %, a granica odredivanja 0,10 ng g 1. Na mjestima gdje je elektronicki
otpad spaljivan pronadeno je od 38,02 ng g~! do 182,04 ng g* bisfenola A u tlu, na mjestima
gdje je otpad rastavljan od 11,34 ng g* do 34,1 ng g%, a na mjestima gdje je samo odlozen od
1,89 ng gt do 7,92 ng g . U ovom podrugju je i okoli§ bio kontaminiran bisfenolom A, pa je
u tlu rizinih polja pronadeno od 1,44 ng g ! do 5,60 ng g * bisfenola A, a u sedimentu jezera od
0,93nggtdo1,74ngg.

U Francuskoj je bisfenol A odredivan u sklopu analize steroida, veterinarskih i
humanih lijekova u tlima tretiranim gnojem ili muljem.*® Analiza je provedena tekué¢inskom
kromatografijom spregnutom s tandemnom spektrometrijom masa. Uzorci su pripravljeni po
principu metodologije QUEChERS (engl. quick, easy, cheap, effective, rugged and safe) tako
da je 5 g tla ekstrahirano 10 mL vode i 15 mL acetonitrila muc¢kanjem na Vortex-mijesalici.
Zatim je dodan acetatni pufer i suspenzija u tikvici promuc¢kana je ru¢no, pomocu Vortex-
mijeSalice i homogenizatora uzorka. Uzorak je centrifugiran nakon ¢ega je odvojeno 10 mL
ekstrakta i upareno do suha u struji dusika. Suhi ostatak je otopljen u smjesi limunske Kkiseline
I metanola te je uzorak prociS¢en ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi uz primjenu anionsko-
izmjenjivackog i polimernog sorbensa. Ekstrakt je zatim ponovo uparen do suha i otopljen u
200 pL smjese metanola i vode. Uzorci su analizirani na koloni Cig. Pokretna faza bila je smjesa
metanola, vode i mravlje kiseline, a eluiranje gradijentno. Granica detekcije bisfenola A u tlu
bila je 0,52 ng g%, a granica odredivanja 0,94 ng g*. To¢nost metode bila je od 47 % do 82 %

§to je vjerojatno posljedica jakog supresijskog utjecaja matrice koja je bila od —55 % do —67 %.
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Metoda je primijenjena za analizu BPA u Sest tala tretiranih muljem i razli¢itim vrstama
prirodnog gnoja. Bisfenol A nije pronaden niti u jednom uzorku.

Postoji 1 sluzbena metoda medunarodne organizacije za standardizaciju ASTM
International (engl. American Society for Testing and Materials, ASTM) za odredivanje
bisfenola A u tlu tekuc¢inskom kromatografijom spregnutom s tandemnom spektrometrijom
masa.%? Prema dostupnim podacima uzorci se pripravljaju tlacnom ekstrakcijom otapalom, a

granica detekcije BPA u tlu je 2,8 ng g
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO
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3.1. Kemikalije

Bisfenol A standard 99,8 % (Dr. Ehrenstorfer Gmbh, Augsburg, Njemacka), benzofenon 99 %
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD), acetonitril i metanol za tekuéinsku kromatografiju
te fosforna kiselina 85 % (J. T. Baker, Deventer, Nizozemska), etil-acetat za tekucinsku
kromatografiju (Fisher Scientific, Leicestershire, UK), aceton p.a. (Avantor Performance
Materials, Center Valley, PA, SAD), voda (destilirana i deionizirana, otpor manji od 18,2 MQ
pri 25 °C), natrijev acetat, natrijev klorid, natrijev hidroksid, amonijev klorid, urea i mlije¢na
kiselina min. w = 88 %, sve p. a. (Kemika, Zagreb, Hrvatska), octena kiselina min. w = 99,5 %
p. a. (Odczynniki Chemiczne s.a., Gliwice, Poljska), natrijev dihidrogenfosfat monohidrat p. a.
(Merck, Darmstadt, Njemacka), otopina amonijaka 25 % p. a. (TTT d.0.0. Sveta Nedelja,
Hrvatska), pH-standardi pH = 7,00 + 0,02 i pH = 4,01 + 0,02 (Mettler Toledo, Schwerzenbach,
Svicarska), dusik 99,999 % (Messer, Bad Soden, Njemacka)

3.2.  Instrumenti i pribor

e Tekucinski kromatograf 1220 Infinity LC sastavljen od linijskog otplinjaca, binarne pumpe,
automatskog uzorkivaca, termostatiranog prostora za kolonu i UV-detektora (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, SAD)

e Modularni tekucinski kromatograf Agilent 1100 sastavljen od linijskog otplinjaca, dvije
binarne pumpe, automatskog uzorkivaca, termostatiranog prostora za kolonu i UV-detektora
s nizom fotodioda (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, SAD)

e Modularni tekucinski kromatograf Agilent 1200 sastavljen od otplinjaca, dvije binarne
pumpe, automatskog uzorkivaca i UV-detektora s nizom fotodioda spregnut sa
spektrometrom masa 6420 triple quad LC-MS (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, SAD)

e Magnetska mijesalica IKA-KMO (IKA-Werk, Staufen, Njemacka)

e Analiticka vaga AT 261 DeltaRange (Mettler, Schwarzenbach, Svicarska)

e Tehnicka vaga Adventurer Pro (OHAUS, Parsippany, NJ, SAD)

e Digitalni pH-metar MP220 (Mettler, Schwerzenbach, Svicarska)

e Susionik ST-05 (Instrumentaria, Zagreb, Hrvatska)

e Centrifuga 10-72 (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija)
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e Ultrazvuc¢ne kupelji Soonis 4 (Iskra pio d.o.o0., Ljubljana, Slovenija) i Sonorex RK 510H

(Brandelin, Berlin, Njemacka)

e Tresilica Vibromix 403 EVT (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija)
e Uredaj za uparavanje pod snizenim tlakom Laborota 4000 efficient (Heidolph, Schwabach,

Njemacka)

e Generator dusika N110DR (Peak Scientific, Glasgow, UK)

e PTFE filtri veli¢ine pora 0,22 um (Marcherey-Nagel, Diiren, Njemacka)

e Automatski pipetori Pipet — Lite XLS, Rainin (Mettler Toledo, Schwerzenbach Svicarska)
e Kolone za tekuc¢insku kromatografiju:

1. Zorbax Eclipse XDB Cig, 150 mm x 4,6 mm (unutarnji promjer, u. p.) s predkolonom
dimenzija 10 mm x 4,6 mm, punilo oktadecilsilicijev dioksid C1s, veli¢ina estica 5 pm,
pH podrucje od 2 do 9 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, SAD)

2. Zorbax Eclipse XDB Cig, 75 mm x 4,6 mm u. p., punilo oktadecilsilicijev dioksid Cis,
promjer Cestica 3,5 um (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, SAD)

3.3. Programi za upravljanje instrumentima i obradu podataka

e ChemStation for LC, 3D Systems B.03.02-SR2 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
SAD)

e OpenLab CDS c.01.05[35] (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, SAD)

e Excell 14.0.4760.1000 (Microsoft, Redmond, SAD)

e Masshunter B.04.00 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, SAD)
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3.4. Uzorci

3.4.1. Uzorci termokromnih boja

Maseni udio bisfenola A i benzofenona analiziran je u petnaest uzoraka termokromnih boja triju
razli¢itih proizvodaca. Prema proizvodacu, na¢inu suSenja i tiska, uzorci su podijeljeni u sedam
skupina s jednim do Cetiri predstavnika po skupini (Tablica 3.1).

Svi uzorci imaju oblik gusce ili rjede paste viskoznosti od 18 Pas do 200 Pas. Neki
uzorci se stajanjem razdvajaju na rjedu i guS¢u komponentu te ih je prije uzorkovanja bilo
potrebno dobro promijesati. Uzorci mogu u vecoj koli€ini sadrZavati mijeSane ugljikovodike
(10 % — 20 %), bisfenol A (1 % — 10 %), petrolej (1 % — 10 % ), izotridekanol (1 % — 10 %),
fenol, melamin, galnu kiselinu, benzofenon i hidroksikumarin, a u manjoj formaldehid
(< 0,07 %), manganove spojeve (0,3 % — 0,5 %), kobaltove spojeve (0,3 % — 0,4 %), glikolni
eter (0,2 % — 0,4 %).

Tablica 3.1. Uzorci termokromnih tinti analizirani u ovom radu

ill(#a Uzorak Oznaka uzorka Proizvoda¢  SuSenje Tisak
I 1.1. Offset blue Chameleon 27 °C T™MCW Zrak Ofset
1 2.1. Magenta room voda-UV Sun Chemical UV Nepo-

2.2. Blue-cold znato
Il 3.1 Offset burgundy to blue 63 °C CTI® Zrak Ofset
3.2. Offset green to yellow
v 4.1. Wet offset blue 45 °C CTI Zrak Mokri
4.2. Wet offset magenta 31 °C ofset
\% 5.1. UV purple to pink 31 °C CTI uv Nepo-
5.2. UV orange to yellow 12 °C znato
Vi 6.1. Screen UV blue 31 °C CTI uv Sitotisak
6.2. Screen UV red 31 °C
6.3. Screen UV black 15 °C
6.4. Screen UV magenta 31 °C
VII 7.1. Flexo UV magenta 15 °C CTI uv Flekso
7.2. Flexo UV aqua green 15 °C

@) Thermochromic Measurements Ltd.
@ Chromatic Technologies Inc.
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3.4.2. Uzorci papira s otiskom termokromne boje

Boja 1.1. Offset blue Chameleon 27 °C koja sadrzi bisfenol A u masenom udjelu od 1,96 %
otisnuta je na sedam vrsta papira: navigator, bezdrvni premazani, bezdrvni nepremazani,
reciklirani 100 %, reciklirani 33 %, voluminozni i sinteticki (Slika 3.1). Karakteristike papira
prikazane su u Tablici 3.2. Na papiru navigator napravljene su dvije vrste otiska: N, i
tch-1-cme. U ovim uzorcima odredena je koli¢ina bisfenola A ekstrahiranog s povrsine otiska u
modelne otopine znoja prema standardima EN 1811 i ISO 3160-2 te maksimalna koli¢ina

bisfenola A ekstrakcijom metanolom.

Slika 3.1. Papiri s otiskom termokromne boje Offset blue Chameleon
27 °C: navigator (1), bezdrvni nepremazani (2), bezdrvni premazani (3),
reciklirani 100 % (4), reciklirani 33 % (5), sinteticki (6) i voluminozni (7)
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Tablica 3.2. Vrste papira na kojima su napravljeni otisci termokromne boje

Specificna

Br. Vrstapapira Oznaka Proizvoda¢ o 5 Opis
teZina /g m
1 Navigator N Navigator 80 Uredski papir bez
drvenjace
2 Bezdrvni BP Maxi Satin 115 Papir s premazom,
premazani visokokvalitetni
3 Bezdrvni BN Amber 80 Papir bez premaza
nepremazani Graphic
4 100 % reciklirani 100R Evercopy / 80 Sadrzi 100 %
Clairfontaine recikliranih vlakana
5 33 % reciklirani 33R Mondi 80 Sadrzi 33 %
recikliranih vlakana
6 Sinteticki S Yupo 73 Otisnut od granula
polipropena
7 Voluminozni \Y Munken Print 80 Sadrzi pulpu bez

White

drvenjace i vise od
10 % mehanicke
pulpe s drvenjacom

Sest vrsta papira (bezdrvni premazani, bezdrvni nepremazani, reciklirani 100 %, reciklirani

33 %, voluminozni i sinteticki) s otiskom termokromne boje podvrgnuto je anaerobnoj

razgradnji u zemlji. Uzorci papira dimenzija 4 cm x 5 cm stavljeni su u staklenku izmedu dva

sloja zemlje uzete sa Sumske lokacije u Samoborskom gorju. Tlo je navlazeno tako da vlaznost

u svim staklenkama bude oko 20 %. Staklenke su hermeticki zatvorene i pohranjene na sobnoj

temperaturi. Za svaku vrstu papira anaerobna razgradnja prekinuta je nakon 14, 32, 50, 80 i 150

dana. Papiri su izvadeni i o¢is¢eni od ostatka zemlje (Slika 3.2) te je u njima odreden preostali

maseni udjel bisfenola A. Uzorci su izmedu prekida anaerobne razgradnje i analize pohranjeni

na —15 °C. Otiske termokromne boje na razli¢itim vrstama papira 1 simulaciju anaerobne

razgradnje napravila je dr. sc. Marina Vukoje na Grafickom fakultetu.

Kristinka Vinkovié¢

Doktorska disertacija



§ 3. Eksperimentalni dio 44

Slika 3.2. Papiri s otiskom termokromne boje tijekom 150 dana anaerobne
razgradnje: sinteticki (1), voluminozni (2), bezdrvni premazani (3),

bezdrvni nepremazani (4) reciklirani 33 % (5), reciklirani 100 % (6)

3.4.3. Uzorci tla nakon anaerobne razgradnje papira s otiskom termokromne boje

Papiri s otiskom boje 1.1. Offset blue Chameleon 27C koja sadrzi bisfenol A podvrgnuti su
anaerobnoj razgradnji u tlu uzetom sa Sumske lokacije u Samoborskom gorju. Vrijednost pH
tla bila je 7,6, udio humusa 8,4 %, vlaga 13,3 %, a gubitak mase Zarenjem na 1000 °C
51,4 %. Razgradnja u anaerobnim uvjetima ispitana je na Sest vrsta papira s termokromnim
otiskom: sintetickom, voluminoznom, recikliranom 33 %, recikliranom 100 %, bezdrvnom
premazanom i bezdrvnom nepremazanom. Za svaku vrstu papira simulirana je anaerobna
razgradnja tijekom 14, 32, 50, 80 i 150 dana. Pojedina¢ni eksperiment anaerobne razgradnje
proveden je tako da je papir s termokromnim otiskom, veli¢ine 4 cm x 5 cm, stavljen u
staklenku izmedu dva sloja tla. Tiskana strana svih papira bila je okrenuta prema gore. Tlo je
navlaZzeno tako da vlaznost bude oko 20 %. Staklenke su hermeticki zatvorene i pohranjene na

sobnoj temperaturi. Nakon zaustavljanja anaerobne razgradnje u definiranom vremenu posebno
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je prikupljen sloj tla iznad otiska, a posebno ispod kako bi se vidjela razlika u raspodjeli
bisfenola A. Masa papira podvrgnutih anaerobnoj razgradnji bila je od 170 mg do 260 mg,
a masa tla u kojem su trulili od 88 g do 177 g. Uzorci su do suSenja odnosno analize pohranjeni
na temperaturi od —18 °C. Simulaciju anaerobne razgradnje napravila je dr. sc. Marina Vukoje

na Grafi¢kom fakultetu.

3.5.  Razvoj metode za odredivanje bisfenola A i benzofenona u

termokromnim bojama

3.5.1. Priprava standardnih otopina i uzoraka za razvoj metode

Izvorna otopina (IOB) bisfenola A i benzofenona nazivne koncentracije 400 mg L
pripravljena je otapanjem 10 mg standarda bisfenola A i benzofenona u 25 mL smjese
acetonitrila i vode [¢(CH3CN) = 0,5]. Otapanje je pospjeSeno djelovanjem ultrazvuka tijekom
10 min. Otopine za kalibraciju pripravljene su razrjedivanjem izvorne otopine otapalom kao $to

je prikazano u Tablici 3.3.

Tablica 3.3. Priprava standardnih otopina za razvoj metode

V(IOB)/  Ukupni volumen / Nazivna koncentracija

Otopina mL mL y/mgL?
BPA BFN

SB1 0,25 25 4 4

SB2 0,50 10 20 20

SB3 1,50 10 60 60

Otopine uzoraka pripravljene su tako da je u odmjernu tikvicu od 25 mL odvagano oko
50 mg uzorka, dodano oko 15 mL smjese acetonitrila i vode [¢(CH3CN) = 0,5] i stavljeno
30 min u ultrazvuénu kupelj. Nakon hladenja otopine, tikvica je dopunjena otapalom, a otopina

uzorka profiltrirana kroz PTFE-filtar u bocicu za analizu.
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3.5.2. Uyvjeti tekuéinskokromatografske analize bisfenola A i benzofenona

Bisfenol A i benzofenon su od ostalih komponenti uzorka razdvojeni na koloni Zorbax Eclipse
XDB Cgsg, 150 mm % 4,6 mm. uz uporabu predkolone s istom nepokretnom fazom. Temperatura
kolone i predkolone bila je 30 °C, volumen injektiranja bio je 5 uL, a vrijeme analize bilo je
28 min. Analize su provedene pomocu tekuéinskih kromatografa Infinity LC 1220 1 1100.
uz detekciju analita apsorpcijom ultraljubicastog zracenja pri 226 nm za bisfenol A 1 254 nm za
benzofenon te potvrdu identiteta analita snimanjem apsorpcijskih spektara. Pokretna faza bila
je ultracista voda u kanalu A i acetonitril u kanalu B uz gradijentno ispiranje opisano u

Tablici 3.4. Protok pokretne faze bio je 1 mL min™,

Tablica 3.4. Uvjeti gradijentnog ispiranja pri analizi bisfenola A i

benzofenona na koloni Zorbax Eclipse XDB Cig (150 mm x 4,6 mm)

. Sastav pokretne faze Ispiranie
t/ min o(A) /% o(B)/ % piranj
0-3 53 47 Izokratno
3-11 53-25 47 - 75 Linearni gradijent
11-23 25 75 Izokratno
23-235 25— 53 75— 47 Linearni gradijent
23,5-28 53 47 Izokratno

3.5.3. Priprava otopina za optimiranje ekstrakcije bisfenola A i benzofenona iz

termokromnih boja

3.5.3.1. Ekstrakcija smjesom acetonitrila i vode i smjesom acetonitrila i pufera

Pripravljen je acetatni pufer koncentracije 0,1 mol L™ te mu je pH-vrijednost podesena na 5.
U osam odmjernih tikvica od 25 mL odvagano je oko 50 mg uzorka boje 1.1. Offset blue
Chameleon 27 °C. U prve Cetiri dodano je po 15 mL smjese acetonitrila i vode [¢(CH3CN) =
0,5], a u preostale 15 mL smjese acetonitrila i acetatnog pufera (pH = 5) [¢(CHsCN) = 0,5].
Po jedan pripravljeni uzorak sa svakim od otapala ekstrahiran je u ultrazvuénoj kupelji tijekom
15, 30, 45 1 60 min. Nakon hladenja tikvice su dopunjene otapalom do oznake 1 profiltrirane

kroz PTFE-filtre u bo¢ice za analizu.
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3.5.3.2. Ekstrakcija acetonitrilom i acetonom

U Sest odmjernih tikvica od 25 mL odvagano je oko 100 mg uzorka
boje 1.1. Offset blue Chameleon 27 °C. U prve Cetiri dodano je 15 mL acetonitrila, a u preostale
dvije 15 mL acetona. Tikvice s acetonitrilom stavljene su u ultrazvuc¢nu kupel;j tijekom 15, 30,
45 i 60 min, a tikvice s acetonom tijekom 30 i 60 min. Nakon hladenja tikvice su dopunjene
pocetnim otapalom do oznake. Po 5 mL svake otopine uzorka pipetirano je u odmjernu tikvicu
od 10 mL i1 dopunjeno vodom do oznake radi uskladivanja s pocetnim uvjetima eluiranja
tijekom tekuc¢inskokromatografske analize. Dodatkom vode u otopinama uzoraka nastaje talog.
Nakon mijesanja i slijeganja nastalog taloga, otopine su profiltrirane kroz PTFE-filtre u bocice

za analizu.

3.5.3.3. Ekstrakcija acetonom uz uparavanje

U cetiri staklene ¢ase od 50 mL odvagano je oko 50 mg uzorka boje 1.1. Offset blue Chameleon
27 °C, dodano je 25 mL acetona i stavljeno u ultrazvuc¢nu kupelj tijekom 15, 30, 45 1 60 min.
Dobivene otopine kvantitativnho su prelivene u kivete i centrifugirane 10 min na 560 g.
Supernatanti su dekantirani u ¢ase i uparavani u vodenoj kupelji na oko 60 °C dok aceton nije
potpuno ispario. U ¢ase je zatim dodano oko 15 mL smjese acetonitrila i vode [¢(CH3CN) =
0,5]. Case su stavljene u ultrazvu¢nu kupelj tijekom 10 min. Otopine uzoraka prelivene su u
odmjerne tikvice od 25 mL, ¢aSe su dodatno isprane s 5 mL otapala te su odmjerne tikvice
dopunjene  otapalom do oznake. Otopine uzoraka su  profiltrirane  kroz

PTFE-filtre u bocice za analizu.

3.5.3.4. Ekstrakcija acetonitrilom i metanolom uz optimiranje priprave uzorka opisane pod
3.5.3.2.

U osam odmjernih tikvica od 50 mL odvagano je oko 100 mg uzorka boje 1.1. Offset blue
Chameleon 27 °C. U Cetiri je dodano 30 mL acetonitrila, a u ¢etiri 30 mL metanola. Uzorci su
ekstrahirani u ultrazvué¢noj kupelji tijekom 15, 30, 45 i 60 min. Nakon hladenja otopine tikvice
su dopunjene vodom do oznake. Nakon hladenja i slijeganja taloga uzorci su profiltrirani kroz

PTFE-filtre u bocice za analizu.
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3.5.3.5. Priprava otopina za optimiranje ekstrakcije bisfenola A i benzofenona

Napravljeno je po Sest odvaga uzoraka boja 1.1. Offset blue Chameleon 27 °C, 2.1. Magenta
room voda-UV i 2.2. Blue-cold u odmijerne tikvice od 50 mL. U svaku tikvicu dodano je po
30 mL metanola te su uzorci ekstrahirani u ultrazvu¢noj kupelji do 150 min u intervalima od
30 min. Nakon hladenja odmjerne tikvice su dopunjene vodom do oznake. Nakon dodatnog

hladenja i slijeganja taloga otopine uzoraka profiltrirane su kroz PTFE-filtre u boCice za analizu.

3.6. Validacija metode za odredivanje bisfenola A i benzofenona u

termokromnim bojama

3.6.1. Priprava uzoraka i standardnih otopina za kalibraciju

U procesu validacije i analize uzoraka, uzorci su pripravljeni tako da je oko 100 mg uzorka
termokromne boje odvagano u odmjernu tikvicu od 50 mL i otapano u 30 mL metanola u
ultrazvuénoj kupelji tijekom 120 min. Nakon hladenja, tikvica je dopunjena vodom do oznake.
Nakon dodatnog hladenja i slijeganja taloga otopina uzorka profiltrirana kroz PTFE-filtre u
bocice za analizu.

Izvorna otopina pripravljena je tako da je u odmjernu tikvicu od 25 mL odvagano oko
10 mg bisfenola A i benzofenona i otapano u metanolu u ultrazvuénoj kupelji tijekom 10 min
(otopina 10B nazivne koncentracije 400 mg L' BPA i BFN). Otopine za kalibraciju
pripravljene su razrjedenjem izvorne otopine smjesom metanola i vode [¢p(CH3sCN) = 0,5] kao

Sto je prikazano u Tablici 3.5.

Tablica 3.5. Priprava kalibracijskih otopina za odredivanje bisfenola A i benzofenona

Ukupni Nazivna koncentracija
Otopina VAOB) 7\ Glumen / y/mg Lt
mL
mL BPA BFN
CB1 0,25 (CB3) 10 1 1
CB2 0,25 10 10 10
CB3 1,00 10 40 40
CB4 2,50 10 100 100

Kristinka Vinkovié¢ Doktorska disertacija



§ 3. Eksperimentalni dio 49

3.6.2. Priprava otopina za odredivanje selektivnosti teku¢nskokromatografske analize

Otopine za provjeru razlucivanja analita pripravljene su tako da je 470 uL otopina uzorka boja
3.2. Offset green to yellow, 4.2. Wet offset magenta 31 °C, 5.1. UV purple to pink 31 °C, 6.2.
Screen UV red 31 °Ci 7.1. Flexo UV magenta 15 °C pomije$ano s 30 uL izvorne otopine
nazivne koncentracije 400 mg L ! bisfenola A i benzofenona.

3.6.3. Priprava standardnih otopina za odredivanje linearnosti odziva UV-detektora
Izvorna otopina (IOB) pripravljena je tri puta otapanjem po 20 mg bisfenola A i benzofenona
u 50 mL metanola. Od svake izvorne otopine napravljeno je devet razrjedenja u Smjesi metanola

i vode [¢p(CH3OH) = 0,5] kao $to je prikazano u Tablici 3.6.

Tablica 3.6. Priprava otopina bisfenola A i benzofenona za odredivanje

linearnosti odziva UV-detektora

Ukupni Nazivna koncentracija
Otopina V(10B)/ volumen / y/mgL—
mL
mL BPA BFN
CB1 0,125 100 0,5 0,5
CB2 0,125 50 1 1
CB3 0,25 50 2 2
CB4 0,25 25 4 4
CB5 0,25 10 10 10
CB6 0,5 10 20 20
CcB7 1,0 10 40 40
CB8 1,5 10 60 60
CB9 2,5 10 100 100

3.6.4. Priprava otopina za odredivanje to¢nosti metode

U jednu odmjernu tikvicu od 50 mL odvagano je 19,92 mg bisfenola A, a u drugu 19,30 mg
benzofenona te otopljeno u metanolu. Napravljeno je Sest odvaga uzorka boje 2.2. Blue-cold te
tri odvage uzorka boje 4.1. Wet offset blue 45 °C. U tri odvagana uzorka boje 2.2. Blue-cold
dodano je 5 mL otopine bisfenola A i 10 mL otopine benzofenona, a u preostale tri 1,5 mL

Kristinka Vinkovié¢ Doktorska disertacija



§ 3. Eksperimentalni dio 50

otopine bisfenola A i 4 mL benzofenona. Odvaganim uzorcima boje 4.1. Wet offset blue 45 °C
dodano je po 0,5 mL otopina bisfenola A i benzofenona. Uzorcima je dodan metanol do
ukupnog volumena od 30 mL te su stavljeni u ultrazvuénu kupelj tijekom 120 min. Tikvice su

dopunjene vodom, a otopine uzoraka profiltrirane kroz PTFE-filtre u bocice za analizu.

3.6.5. Priprava otopina za odredivanje granice detekcije i odredivanja

Otopina za potvrdu granice odredivanja pripravljena je mijesanjem 900 uL otopine uzorka boje
4.1. Wet offset blue 45 °C, pripravljenog prema postupku 3.6.1., sa 100 uL standardne otopine
»(BPA) =9,79 mg L, »(BFN) = 9,83 mg L 1. Otopina za potvrdu granice detekcije u uzorcima
pripravljena je mijeSanjem 965 pL otopine istog uzorka s 35 pL gore navedene standardne
otopine te razrjedenjem 300 puL. dobivene otopine sa 600 uL otapala. Kona¢ne koncentracije
bisfenola A i benzofenona u otopini za potvrdu granice odredivanja bile su 0,98 mg L7,

a u otopini za potvrdu granice detekcije 0,11 mg L.

3.6.6. Analiza termokromnih boja vezanim sustavom tekuéinska kromatografija -

tandemna spektrometrija masa

Uzorci termokromnih boja analizirani su na koloni Zorbax Eclipse XDB pri sobnoj temperaturi.

Volumen injektiranja bio je 10 pL, a vrijeme analize 18 min. Analize su provedene pomocu

tekucinskog kromatografa Agilent 1200 spregnutog sa spektrometrom masa 6420 triple quad.
Pokretna faza bila je ultracista voda u kanalu A i metanol u kanalu B uz gradijentno

ispiranje opisano u Tablici 3.7. Protok pokretne faze bio je 0,3 mL min.

Tablica 3.7. Uvjeti gradijentnog ispiranja pri analizi bisfenola A i benzofenona
na koloni Zorbax Eclipse XDB (75 mm x 4,6 mm)

. Sastav pokretne faze irani
t/ min o(A) ] % o(B) | % Ispiranje
0-8 40-0 60 — 100 Linearni gradijent
8-15 0 100 Izokratno
15-15,1 0-40 100 - 60 Linearni gradijent
15,118 40 60 Izokratno
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Za detekciju spojeva koriStena je ionizacija elektrorasprSenjem u pozitivnom i negativhom
na¢inu rada. Temperatura ionskog izvora bila je 300 °C, a napon kapilare 3000 V. Plin za
nebulizaciju bio je dusik (30 psi). Dusik pri tlaku od 3,5 bara koriSten je kao kolizijski plin.
Uvijeti ionizacije i fragmentiranja optimirani su za svaki analit. Potencijal fragmentora pri
analizi bisfenola A iznosio je 135 V, a pri analizi benzofenona 100 V. Odgovarajuce kolizijske
energije bile su 20 eV, odnosno 10 eV. Pretrazno vrijeme za oba analita bilo je 100 ms.
Od pocetka analize do 9,5 min biljeZeni su negativno nabijeni ioni, a od 9,2 do kraja analize

pozitivno nabijeni ioni ¢ime je povecana osjetljivost odredivanja.

3.7. Razvoj metode za odredivanje bisfenola A u otiscima termokromne

boje na papiru

3.7.1. Uvjeti tekuc¢inskokromatografske analize BPA ekstrahiranog iz papira s

termokromnim otiscima

Bisfenol A je od ostalih komponenti uzoraka razdvojen na koloni Zorbax Eclipse XDB Cis
(75 mm x 4,6 mm) uz uporabu predkolone s istom nepokretnom fazom. Temperatura kolone i
predkolone bila je 30 °C, volumen injektiranja bio je 50 uL, a vrijeme analize je bilo 28 min.
Analize su provedene pomocu tekucinskih kromatografa Infinity LC 1220 1 1100 uz detekciju
analita apsorpcijom ultraljubiCastog zracenja pri 226 nm.

Pokretna faza bila je ultracista voda u kanalu A i acetonitril u kanalu B uz gradijentno

ispiranje opisano u Tablici 3.8. Protok pokretne faze bio je 1 mL min,

Tablica 3.8. Uvjeti gradijentnog ispiranja pri analizi bisfenola A na koloni
Zorbax Eclipse XDB (150 mm x 4,6 mm)

Sastav pokretne faze

i Ispiranje
t/ min o(A) ] % o(B) % piran)
0-3 53 47 Izokratno
3-11 53-25 47 - 75 Linearni gradijent
11-25 25 75 Izokratno
25-25,5 25-53 75— 47 Linearni gradijent
25,528 53 47 Izokratno
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3.7.2. Priprava uzoraka za odabir otapala i optimiranje vremena ekstrakcije

Uzorci za optimiranje vremena ekstrakcije i odabir najboljeg otapala pripravljeni su tako da je
napravljeno 15 odvaga papira navigator s termokromnim otiskom i tri odvage papira navigator
bez boje mase od 25 mg do 35 mg. Odvagani uzorci papira narezani su na komadice veli¢ine
0ko 2 mm x 2 mm u odmjerne tikvice od 10 mL. Uzorci su podijeljeni u tri skupine. U svakoj
skupini bio je po jedan papir bez boje i pet papira s bojom. Svakoj skupini uzoraka dodano je
po 6 mL odgovaraju¢eg otapala: metanola, acetona ili acetonitrila. Uzorci su stavljeni u
ultrazvucnu kupelj. Tikvice s papirima bez boje bile su u ultrazvu¢noj kupelji tijekom 150 min,
a ostale tijekom 30, 60, 90, 120 i 150 min za svako otapalo. Nakon hladenja tikvice su
dopunjene vodom do oznake, a otopine uzoraka profiltrirane u bocice za analizu kroz
PTFE-filtre.

Uzorci za optimiranje vremena ekstrakcije u modelnim otopinama znoja prema
normama EN 1811%° i 1ISO 3160-28182 pripravljeni su tako da je napravljeno 10 odvaga papira
Navigator s termokromnim otiskom mase od 30 mg do 35 mg. Uzorci papira narezani su na
komadicée dimenzija 0ko 2 mm x 2 mm u odmjerne tikvice od 10 mL. U pet odmjernih tikvica
dodano je 6 mL modelne otopine znoja prema normi EN 1811, a u pet prema normi
ISO 3160-2. Svaka serija uzoraka ekstrahirana je u ultrazvuénoj kupelji do 150 min s
intervalima od 30 min. Nakon hladenja tikvice su dopunjenje odgovaraju¢im otopinama znoja,

a uzorci profiltrirani kroz PTFE-filtre u boc¢ice za analizu.

3.7.3. Priprava modelnih otopina znoja

Modelna otopina znoja prema normi EN 1811 (DIN V 53160-2) pripravljena je tako da je u
odmjernoj tikvici od 500 mL u vodi otopljeno 2,5 g NaCl, 0,5 g uree i 0,47 mL 88 %-tne
mlije¢ne kiseline. Vrijednost pH podesena je na 6,5 = 0,1 s 1 %-tnom otopinom amonijaka.°

Modelna otopina znoja prema ISO 3160-2 standardu pripravljena je tako da je u
odmjernoj tikvici od 500 mL u vodi otopljeno 10 g NaCl, 8,8 g NH4Cl, 2,5 mL ledene octene
kiseline i 7 mL 88 %-tne mlije¢ne kiseline. Vrijednost pH podesena je na 4,7 + 0,1 s 3 mol L™
otopinom NaOH.81:82
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3.7.4. Priprava uzoraka za ispitivanje ekstrakcije s papira uzimanjem brisa

Uzorci za ispitivanje ekstrakcije uzimanjem brisa s povrSine papira pripravljeni su tako da je
odvagan uzorak veli¢ine oko 3 cm x 3 ¢cm (oko 100 mg). Povr$ina uzorka obrisana je vatenim
Stapi¢em prethodno namocenim u metanol. Kraj Stapica s vatom odrezan je i stavljen u
odmjernu tikvicu od 5 mL u kojoj je bilo 3 mL metanola. Nakon ekstrakcije u ultrazvuénoj
kupelji tijekom 45 min tikvica je dopunjena vodom i uzorak profiltriran kroz PTFE-filtar u

bocdicu za analizu.

3.7.5. Priprava uzoraka za ispitivanje ekstrakcije s papira mu¢kanjem

Uzorci za ekstrakciju bisfenola A u modelne otopine znoja u tresilici pri sobnoj temperaturi
pripravljeni su tako da je odvaga od oko 30 mg papira narezana na komadiée u odmjernu tikvicu
od 25 mL. Dodano je 9 mL odgovarajuce otopine znoja i stavljeno na tresilicu 1 h na 125 Hz.
Nakon ekstrakcije otopina je preko cjedila i lijevka prenesena u odmjernu tikvicu od 10 mL,
dopunjena odgovaraju¢om otopinom znoja do oznake i profiltrirana kroz PTFE-filtar u boc¢icu

za analizu.

3.8. Validacija metode za odredivanje bisfenola A u otiscima

termokromne boje na papiru

3.8.1. Priprava uzoraka

Uzorci za ultrazvucénu ekstrakciju bisfenola A metanolom i modelnim otopinama znoja
pripravljeni su tako da je oko 30 mg papira narezano na komadice veli¢ine oko 2 mm x 2 mm
u odmjernu tikvicu od 10 mL. Dodano je 6 mL medija te su uzorci ekstrahirani u ultrazvuénoj
kupelji tijekom 60 min. U slu¢aju ekstrakcije metanolom, tikvice su nakon hladenja dopunjene
vodom, a u slucaju ekstrakcije S modelnim otopinama znoja, odgovaraju¢om otopinom.

Svi uzoreci su profiltrirani kroz PTFE-filtre u bocice za analizu.
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3.8.2. Priprava standardnih otopina za kalibraciju i odredivanje linearnosti odziva
UV-detektora

Za svaku ekstrakcijsku otopinu (metanol, znoj EN 1811 i znoj 1SO 3160-2) napravljene su po
tri odvage bisfenola A od 10 mg u odmjernu tikvicu od 50 mL i otopljene u metanolu (I0P1,
IOP2 i IOP3). Od svake izvorne otopine napravljeno je osam razrjedenja u smjesi metanola i
vode [¢(CH30OH) = 0,5] kao $to je prikazano u Tablici 3.9. Za modelne otopine znoja standardne
otopine za Kkalibraciju pripravljene se razrjedenjem izvorne otopine s odgovaraju¢om

modelnom otopinom. Pripravljena su sva razrjedenja prikazana u Tablici 3.9 osim CP4.

Tablica 3.9. Priprava kalibracijskih otopina bisfenola A za ispitivanje linearnosti

. . Pipetirani L Ukupni Nazivna
Kallbra_cuska voFI)umen/ Plpetl_rana volurr?en/ koncentracija
otopina otopina
mL mL »(BPA) / mg L
CP1 1,00 CP4 10 0,005
CpP2 2,00 CP4 10 0,010
CP3 4,00 CP4 10 0,020
CP4 0,25 CP8 25 0,050
CP5 0,20 CP8 10 0,100
CP6 1,00 CP8 10 0,500
CP7 2,00 CP8 10 1,000
CP8 0,625 IOP 25 5,000

3.8.3. Priprava otopina za odredivanje to¢nosti

Otopine za odredivanje to¢nosti metode prepravljene su dodatkom standardne otopine bisfenola
A u uzorke za ekstrakciju na tri koncentracijska nivoa. Za svaku ekstrakcijsku otopinu i za
svaku koncentraciju pripravljena su po tri uzorka. Za ispitivanje djelotvornosti ekstrakcije
metanolom pripravljene su tri odvage papira reciklirani 33 % bez termokromnog otiska i Sest
odvaga istog papira s termokromnim otiskom. Svi uzorci narezani su na komadi¢e u odmjerne
tikvice od 10 mL. U prve tri tikvice (papir bez otiska) dodano je 0,2 mL standardne otopine
bisfenola A u metanolu masene koncentracije 5 mg L™, u sljede¢e tri dodan je po 1 mL,
a u zadnje tri 5 mL. Zatim je u prve tri tikvice dodano 5,8 mL metanola, u sljedece tri 5 mL,

a u zadnje tri 1 mL tako da ukupni volumen otapala za ekstrakciju bude 6 mL.
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Za ispitivanje djelotvornosti ekstrakcije s modelnim otopinama znoja pripravljeno je Sest
odvaga papira reciklirani 100 % bez termokromnog otiska te 12 odvaga istog papira S
termokromnim otiskom. Svi uzorci narezani su na komadi¢e u odmjerne tikvice od 10 mL.
U svaku tikvicu dodana je standardna otopina bisfenola A masene koncentracije 5 mg L™
pripravljena u odgovaraju¢im modelnim otopinama znoja. U uzorke papira bez termokromnog
otiska dodano je 0,2 mL standardne otopine bisfenola A u modelnoj otopini znoja prema normi
EN 1811, a u tri 0,2 mL standardne otopine u modelnoj otopini znoja prema normi
ISO 3610-2. Svakom uzorku dodano je po 5,8 mL odgovaraju¢e modelne otopine znoja.
Za ispitivanje to¢nosti metode na srednjem koncentracijskom nivou, u tri uzorka papira s
termokromnim otiskom dodan je 1 mL standardne otopine bisfenola A u odgovarajucoj
modelnoj otopini znoja te 5 mL iste modelne otopine. Za ispitivanje to¢nosti metode na
najvisem koncentracijskom nivou, U tri uzorka papira s termokromnim otiskom dodano je 4 mL
standardne otopine bisfenola A u odgovarajuc¢oj modelnoj otopini znoja i 2 mL iste modelne
otopine.

Tako pripravljeni uzorci stavljeni su u ultrazvuénu kupelj 1 h te zatim dopunjeni
odgovaraju¢im otapalom (metanolom ili modelnim otopinama znoja) i profiltrirani kroz

PTFE-filtre u bocice za analizu.

3.8.4. Priprava otopina za odredivanje granice detekcije i odredivanja

Za odredivanje granice detekcije uzorak papira bez termokromnog otiska pripravljen je prema
postupku opisanom pod 3.8.1. Otopini uzorka dodana je otopina standarda koncentracije
0,01 mg Lt u volumnom omjeru 1:4 da se dobije masena koncentracija od 0,0025 mg L u
otopini odnosno w(BPA) = 0,0008 mg g~* u uzorku. Otopina za odredivanje granice odredivanja
pripravljena je tako da je uzorak papira bez termokromnog otiska pripravljen kao $to je opisano
pod 3.8.1. Otopini uzorka dodana je otopina standarda koncentracije 0,1 mg L™ u volumnom
omjeru 3:37 (30 puL otopine standarda + 370 uL slijepi uzorak). Masena koncentracija bisfenola

A u otopini bila je 0,0075 mg L™, a maseni udjel u uzorku 0,0025 mg g*.
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3.9. Razvoj metode za odredivanje bisfenola A u tlu

3.9.1. Uvjeti tekuéinskokromatografske analize BPA ekstrahiranog iz tla

Bisfenol A je od ostalih komponenti uzorka razdvojen na koloni Zorbax Eclipse XDB Cis
(150 mm x 4,6 mm) uz uporabu predkolone s istom nepokretnom fazom. Temperatura kolone
i predkolone bila je 30 °C, volumen injektiranja bio je 100 uL, a vrijeme analize je bilo 38 min.
Analize su provedene pomocu tekucinskih kromatografa Infinity LC 1220 1 1100 uz detekciju
analita apsorpcijom ultraljubicastog zracenja pri 226 nm. Pokretna faza bila je ultraCista voda
u kanalu A i acetonitril u kanalu B uz gradijentno ispiranje opisano u Tablici 3.10. Protok

pokretne faze bio je 1 mL min2.

Tablica 3.10. Uvijeti gradijentnog ispiranja pri analizi bisfenola A na koloni
Zorbax Eclipse XDB C1g (150 mm x 4,6 mm)

. Sastav pokretne faze rani
t/ min o(A) ] % o(B)/ % Ispiranje
0-3 53 47 Izokratno
3-11 53-20 47 - 80 Linearni gradijent
11-35 20 80 Izokratno
35-355 20 - 53 80 — 47 Linearni gradijent
35,538 53 47 Izokratno

3.9.2. Priprava uzoraka uz uparavanje pri sniZenom tlaku

3.9.2.1. Odabir otapala prikladnog za ekstrakciju

U Sest odmjernih tikvica od 50 mL odvagano je oko 5 g suhog tla. U dvije tikvice dodano je
25 mL metanola, u dvije 25 mL acetona i u dvije 25 mL etil-acetata. Uzorci su ekstrahirani u
ultrazvucnoj kupelji tijekom 30 min, ekstrakt je od taloga odvojen centrifugiranjem 10 min na
1258 g te zatim oddekantiran, uparen do suha na rotirajuéem isparivacu pri snizenom tlaku.
Suhi ostatak otopljen je u 1,5 mL metanola i 1,5 mL vode uz pomo¢ ultrazvuka te profiltriran

kroz PTFE-filtar u bo¢icu za analizu.
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3.9.2.2. Priprava modelnih uzoraka za odredivanje djelotvornosti visekratne ekstrakcije

U 6 odmjernih tikvica od 50 mL odvagano je po 5 g suhog tla koje nije bilo u doticaju s papirima
s termokromnim otiscima. U svaku tikvicu dodano je 100 puL standardne otopine bisfenola A
koncentracije 5,47 mg L™ i 2,5 mL etil-acetata. Nastala suspenzija s tlom promijesana je i
ostavljena na zraku 24 h da se osusi. Nakon suSenja, u tri je tikvice dodano 15 mL, a u tri
25 mL etil-acetata. Sve tikvice su stavljene u ultrazvuc¢nu kupelj tijekom 30 min. Ekstrakt iz
tikvica s 15 mL etil-acetata je oddekantiran te je dodano jo§ 10 mL etil-acetata. Tikvica je
ponovo stavljena u ultrazvu¢nu kupelj 30 minuta nakon ¢ega su ekstrakti spojeni. Sve otopine
centrifugirane su 10 min na 1258 g. Ekstrakti u etil-acetatu preneseni su u okrugle tikvice od
100 mL i upareni do suha. Preostala suha tvar otopljena je u 1,5 mL metanola i

1,5 mL vode u ultrazvucnoj kupelji te profiltrirana kroz PTFE-filtar u bocicu za analizu.

3.9.2.3. Priprava modelnih uzoraka za ispitivanje utjecaja volumena etil-acetata na
djelotvornost ekstrakcije

U 9 odmijernih tikvica od 50 mL odvagano je po 5 g suhog tla koje nije bilo u doticaju s
papirima s termokromnim otiscima. U svaku tikvicu dodano je 100 pL standardne otopine
bisfenola A koncentracije 547 mg L™ i 2,5 mL etil-acetata. Nastala suspenzija s tlom
promijesana je i ostavljena na zraku 24 h da se osusi. Nakon susenja u tri je tikvice dodano po
15 mL etil-acetata, u tri po 25 mL te u tri po 35 mL. Sve tikvice su stavljene u ultrazvuénu
kupelj 30 min. Sve su otopine centrifugirane 10 min na 1258 g. Ekstrakti u etil-acetatu
preneseni su u okrugle tikvice od 100 mL i upareni do suha. Preostala suha tvar otopljena je
u 1,5 mL metanola i 1,5 mL vode u ultrazvuc¢noj kupelji te profiltrirana kroz PTFE-filtar u

bodicu za analizu.

3.9.2.4. Priprava modelnih uzoraka za odabir otapala za otapanje suhog ostatka nakon
uparavanja ekstrakta

U 9 odmjernih tikvica od 50 mL odvagano je po 5 g suhog tla koje nije bila u doticaju s papirima
s termokromnim otiscima. U svaku tikvicu dodano je 100 pL standardne otopine BPA
koncentracije 4,86 mg L' i 2,5 mL etil-acetata. Nastala suspenzija s tlom promijesana je i
ostavljena na zraku 24 h da se osu$i. Nakon susSenja, u sve tikvice dodano je po 25 mL
etil-acetata te su tikvice stavljene u ultrazvuénu kupelj 30 min. Nakon ekstrakcije, sadrzaj svake

tikvice je centrifugiran 10 min na 1258 g. Ekstrakti u etil-acetatu su preneseni u okrugle tikvice
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od 100 mL i upareni do suha. Preostala suha tvar u prve tri tikvice otopljena je u 2,5 mL acetona,
u druge tri u 25 mL metanola, a u zadnje tri u 2,5 mL acetonitrila. Nakon
2 min otapanja suhe tvari u ultrazvu¢noj kupelji u sve je tikvice dodano po 2,5 mL vode, te je
ponovljena ekstrakcija u ultrazvuc¢noj kupelji tijekom 2 min. Otopine uzoraka profiltrirane su

kroz PTFE-filtre u bo¢ice za analizu.

3.9.2.5. Priprava modelnih uzoraka za optimiranje volumena otapala za otapanje suhog ostatka
nakon uparavanja ekstrakta

U 9 odmjernih tikvica od 50 mL odvagano je po 5 g suhog tla koje nije bila u doticaju s papirima
s termokromnim otiscima. U svaku tikvicu dodano je 100 uL standardne otopine bisfenola A
koncentracije 4,86 mg L' i 2,5 mL etil-acetata. Nastala suspenzija s tlom promijesana je i
ostavljena 24 h na zraku da se osusi. Nakon susenja u sve tikvice dodano je po 25 mL
etil-acetata te su tikvice stavljene u ultrazvuénu kupelj 30 min. Nakon ekstrakcije, sadrzaj svake
tikvice centrifugiran je 10 min na 1258 g. Ekstrakti u etil-acetatu preneseni su u okrugle tikvice
od 100 mL i upareni do suha. Preostala suha tvar u prve tri tikvice otopljena je u 1,5 mL
metanola i 1,5, mL vode, sljedece tri tikvice u 2 mL metanola i 2 mL vode, a u zadnje tri tikvice
u 2,5 mL metanola i 2,5 mL vode. Otopine uzoraka profiltrirane su kroz PTFE-filtre u bocice

za analizu.

3.9.2.6. Priprava standardnih otopina za ispitivanje utjecaja matrice na odziv UV-detektora

Kako bi se skupio dovoljni volumen ekstrakta tla za pripravu standardnih otopina u matrici dva
su uzorka tla, koje nije bilo u kontaktu s papirima, ekstrahirana prema kona¢nom definiranom
postupku za pripravu uzoraka opisanom pod 3.10.1. Izvorna otopina bisfenola A (102)
pripravljena je otapanjem 5 mg standarda u 25 mL metanola (y(BPA) = 200 mg L1). Standardna
otopina (SOZ) bisfenola A masene koncentracije 5 mg L pripravljena je razrjedenjem
0,625 mL izvorne otopine na 25 mL sa smjesom metanola i vode [¢(CH3OH) = 0,5]. Standardne
otopine za kalibraciju u pripravljene su razrjedenjem otopine SOZ smjesom metanola i vode
kao §to je prikazano u Tablici 3.11. Standardne otopine za kalibraciju u matrici pripravljene su

razrjedenjem otopine SOZ i otopine MSZ4 s matricom kao §to je prikazano u Tablici 3.12.

Kristinka Vinkovié¢ Doktorska disertacija



§ 3. Eksperimentalni dio 59

Tablica 3.11. Priprava standardnih otopina bisfenola A za ispitivanje utjecaja
matrice na odziv UV-detektora

Pipetirani : Nazivna
Standardna volumen SOZ Ukupni volumen koncentracija
otopina / mL

/ pL y(BPA)/ mg L™
SZ1 20 10 0,01
SZ2 40 5 0,04
SZ3 200 5 0,20
SZ4 500 5 0,50
SZ5 1000 5 1,00

Tablica 3.12. Priprava standardnih otopina bisfenola A u ekstraktu zemlje (matrici)

Pipetirani . .. Nazivna
Standardna | & . Pipetirana Vol-umen koncentracija
otopina otopina matrice / pLL
pL y(BPA) / mg L
MSZ1 25 MSZ4 475 0,01
MSZz2 100 MSZ4 400 0,04
MSZ3 40 SOz 960 0,20
MSz4 50 SOz 450 0,50
MSZ5 100 SOZ 400 1,00

3.10. Validacija metode za odredivanje bisfenola A u tlu

3.10.1. Priprava ekstrakta tla

U odmijernu tikvicu od 50 mL odvagano je 5 g suhog tla. Dodano je 25 mL etil-acetata i
stavljeno u ultrazvuc¢nu kupelj 30 min. Nakon ekstrakcije sadrzaj svake tikvice je centrifugiran
10 min na 1258 g. Supernatant je oddekantiran u okruglu tikvicu od 100 mL i uparen do suha
pri snizenom tlaku pomocu rotirajuceg isparivaca. Preostala suha tvar otopljena je u 1,5 mL
metanola tijekom 2 min u ultrazvu¢noj kupelji nakon ¢ega je dodano 1,5 mL vode i ponovo
otapano 2 min u ultrazvu¢noj kupelji. Otopina je profiltrirana kroz PTFE-filtar u bocCice za

analizu.
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3.10.2. Priprava standardnih otopina za kalibraciju i odredivanje linearnosti odziva
UV-detektora

Izvorna otopina bisfenola A (I0Z) pripravljena je otapanjem 5 mg bisfenola A u 25 mL smjese
metanola i vode [p(CHsOH) = 0,5]. Standardna otopina (SOZ) koncentracije 5 mg L
pripravljena je tako da je 0,625 mL izvorne otopine razrijedeno na 25 mL smjesom metanola i
vode. Standardne otopine za kalibraciju pripravljene su razrjedenjem otopine SOZ kao $to je

prikazano u Tablici 3.13.

Tablica 3.13. Priprava standardnih otopina za odredivanje bisfenola A u tlu

Kalibracijska PeUrani pootirana UKUPDE o mpaY)  w(BPAVtI0) /
otopina volumen / otopina volumen / mg L1 ng gl
pL pL
SZ1/8 2500 s1 5 000125  0,00075
sZ1/4 2500 s1 10 0,0025 0,0015
sz1 20 SOz 10 0,0100 0,0060
522 0  soz 5 0,0400 0,0240
573 200  SOZ 5 0.2000 01200
s74 500  SOZ 5 0,5000 0.3000
SZ5 1000  SOZ 5 1,0000 0.6000

3.10.3. Priprava ekstrakta modelnih uzoraka tla za odredivanje preciznosti metode

U 6 odmjernih tikvica od 50 mL odvagano je 5 g suhog tla koje nije bilo u doticaju s papirima
s termokromnim otiscima. U svaku tikvicu dodano je 100 pL otopine standarda bisfenola A
koncentracije 5 mg L™ i 2,5 mL etil-acetata. Nastala suspenzija s tlom je promijesana i
ostavljena na zraku 24 h da se osuSi. Nakon suSenja, u sve je tikvice dodano 25 mL
etil-acetata te su tikvice stavljene u ultrazvu¢nu kupelj 30 min. Nakon ekstrakcije sadrzaj
svake tikvice je centrifugiran 10 min na 1258 x g. Ekstrakti u etil-acetatu preneseni su u
okrugle tikvice od 100 mL i upareni do suha. Preostala suha tvar otopljena je u 1,5 mL
metanola i 1,5 mL vode u ultrazvuénoj kupelji te je otopina profiltrirana kroz PTFE-filtre u

bodice za analizu.
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3.10.4. Priprava ekstrakta modelnih uzoraka tla za odredivanje to¢nosti metode

U 9 odmjernih tikvica od 50 mL odvagano je 5 g suhog tla koja nije bilo u doticaju s papirima
s termokromnim otiskom. U prve tri tikvice dodano je 60 pL standardne otopine SZ4 masene
koncentracije 0,5 mg L. U sljedece tri tikvice dodano je 60 pL otopine SOZ masene
koncentracije 5 mg L, a u zadnje tri 500 pL iste otopine. Priprava standardnih otopina
opisana je pod 3.10.2. U sve tikvice dodano je po 2,5 mL etil-acetata. Nastale suspenzije tla
su promijeSane i ostavljene 24 h na zraku da se osuSe. Nakon susenja, U sve tikvice je dodano
25 mL etil-acetata te su tikvice stavljene u ultrazvuc¢nu kupelj 30 min. Nakon ekstrakcije
sadrzaj svake tikvice je centrifugiran 10 min na 1258 x g. Ekstrakti u etil-acetatu preneseni su
u okrugle tikvice od 100 mL i upareni do suha. Preostala suha tvar otopljena je u 1,5 mL
metanola i 1,5 mL vode u ultrazvuénoj kupelji. Otopina je profiltrirana kroz

PTFE-filtar u bodicu za analizu.
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4.1. QOdredivanje bisfenola A i benzofenona u termokromnim bojama

Cilj ovog dijela rada bio je razviti i1 validirati metodu kojom ¢e se moci odrediti sadrzi 1i neka
termokromna boja bisfenol A i benzofenon i u kojoj kolicini, kako bi se kasnije znalo u kojim
se otiscima boje na papiru i uzorcima tla mogu oc¢ekivati ovi analiti.

Tekuc¢inska kromatografija obrnutih faza na koloni C1g uz UV-detekciju odabrana je za
analizu BPA i benzofenona u termokromnim bojama na temelju velikog broja radova u kojima
su bisfenol A i benzofenon ve¢ odredivani ovom tehnikom,10:13-16.18.20.21,2830.34,63-65 gekjvani
maseni udjeli oba analita u termokromnim bojama su prema literaturi reda veli¢ine postotka pa
osjetljivost odredivanja u ovom slucaju nije bila kriticna.>® Trebalo je obratiti paznju da
razrjedenje uzorka bude takvo da koncentracija analita ne preopterecuje kolonu i da je u
linearnom podrucju odziva detektora. Koliko nam je poznato, do razvoja ove metode nije bilo
objavljenih radova u kojima su bisfenol A i benzofenon simultano odredivani. Takoder, nije
bilo objavljenih radova o analizi toksi¢nih komponenti termokromnih boja. Usprkos velikom
broju objavljenih radova o analizi bisfenola A, nije bilo radova o njegovoj analizi u sli¢nim
matricama velike viskoznosti i s visokim udjelom raznih uglikovodika.

Za ovo istrazivanje odabran je uzorak od petnaest termokromnih boja renomiranih
svjetskih proizvodaca. Prema proizvodacu, nacinu susenja i tiska boje su podijeljene u sedam
skupina s jednim do Cetiri predstavnika po skupini kao §to je prikazano u Tablici 3.1. Zbog
patentne zaStite te stoga Sto se ne radi o prehrambenim niti farmaceutskim proizvodima,
proizvodaci ne navode i nisu obavezni navoditi to¢an kemijski sastav tremokromnih boja.
O vrlo sloZenim uzorcima proizvodaci navode samo okvirne informacije. Jedino je za uzorak
1.1. Offset blue Chameleon 27 °C bio dostupan podatak da sadrzi 2 % bisfenola A §to je

koristeno kao ciljana vrijednost tijekom razvoja metode.

4.1.1. Razvoj metode

4.1.1.1. Uzorkovanje i otapanje uzoraka
Prvi problem u razvoju metode bilo je kvantitativno uzorkovanje. Zbog velike viskoznosti
(18 Pas do 200 Pas) uzorke nije bilo moguce prenijeti u odmjernu tikvicu uobicajenim

metodama npr. spatulom ili pipetom, ¢ak niti nakon zagrijavanja uzorka do temperature od
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oko 60 °C. Uzorkovanje boje rijeseno je pomocu plasti¢ne brizgalice od 1 mL u koju se uvuce
mala koli¢ina uzorka, vanjska strana brizgalice se obriSe od ostatka uzorka stani¢evinom i
uzorak se unese u odmjernu tikvicu. Uzorak se dodaje kap po kap do Zeljene mase. Zbog mase
kapi viskoznog uzorka koja je bila oko 30 mg, priprava je podesena tako da se oko
100 mg uzorka odvaze u odmjernu tikvicu od 50 mL. To je bila minimalna masa pri kojoj su
odvage uzoraka bile ujednacene (od 85 mg do 115 mg). Volumen otapala u kojemu su uzorci
otapani uskladen je obzirom na koncentraciju analita u uzorku i optimalnu koli¢inu uzorka 1
analita koja se moze injektirati na kolonu.

Sljedeci korak bio je odabir odgovarajuceg otapala i optimalnih uvjeta pri kojima ¢e
se bisfenol A i benzofenon ekstrahirati iz boje u otopinu. U prvoj seriji pokusa topljivost
uzoraka ispitana je u acetonitrilu, smjesi acetonitrila i vode [¢(CH3CN) = 0,5] te u acetonu uz
obradu u ultrazvucnoj kupelji tijekom 30 min. Aceton se u pocetku ¢inio kao bolje otapalo jer
prema literaturi razara melaminsku inkapsulaciju termokromne boje unutar koje se nalazi
razvijac¢ bisfenol A i postojala je mogucnost da razaranje inkapsulacije utjece na ucinkovitost
ekstrakcije BPA.*? Neki uzorci su se potpuno degradirali u svim ispitanim otapalima, dok je
kod nekih otapanjem u acetonitrilu i smjesi acetonitrila i vode [¢(CH3CN) = 0,5] u otopini
zaostala grudasta nakupina nepolarnog materijala. Analize su pokazale da su kromatogrami
uzoraka otopljenih u acetonitrilu i u acetonu jednaki osim velike kromatografske krivulje
acetona na pocetku kromatograma stoga je acetonitril bio prikladnije otapalo za HPLC analizu
bez potrebe dodatnog uparavanja uzorka i otapanja u pokretnoj fazi.

Ispitana je topljivost uzoraka i u smjesi acetonitrila i fosfathog pufera (pH = 3)
[¢(CH3CN) = 0,5] zbog eventualnog utjecaja razaranja inkapsulacije na djelotvornost
ekstrakcije BPA.*? Navedeni pufer primijenjen je i kao polarna komponenta pokretne faze, no
kromatografske krivulje su bile vrlo razvucene i asimetri¢ne.

U uzorcima koji su otopljeni samo u acetonitrilu ili acetonu, dodatkom vode nastao
je talog zbog Cega je konacni sastav otopine uzorka trebalo prilagoditi po¢etnom sastavu
pokretne faze. PoCetna priprava uzoraka i kalibracijskih otopina otapanjem boje u smjesi
acetonitrila i vode opisana je pod 3.5.1. Uz navedenu pripravu maseni udio bisfenola A u
uzorku 1.1. Offset blue Chameleon 27 °C bio je oko 0,5 %. Ova priprava koristena je za
podesavanje kromatografskih uvjeta kako bi se postigla odgovarajuca selektivnost analize

bisfenola A i drugih komponenata uzoraka.
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4.1.1.2. Optimiranje kromatografskih uvjeta

Metoda za odredivanje bisfenola A i benzofenona u termokromnim bojama razvijena je na
koloni Zorbax Eclipse XDB Cig (150 x 4,6 mm). Uz standardni protok pokretne faze od
1 mL min™ te podesavanje gradijentnog eluiranja smjesom vode i acetonitrila dobiveni su
kromatogrami u kojima je bisfenol A potpuno razlucen od drugih komponenti i dovoljno
udaljen od vremena zadrzavanja nezadrzanog sastojka. Blizu vremena zadrzavanja
benzofenona u nekim se uzorcima eluiraju dvije neidentificirane komponente, ali s razli¢itim
maksimumima apsorpcije UV-zracenja (Slike 8.2 do 8.8 u Dodatku). Nizom eksperimenata
modifikacije gradijentnog eluiranja dokazano je da uz kolonu ove selektivnosti nije moguce
posti¢i bolje razdvajanje. Gradijentno eluiranje podeseno je tako da se sve jako zadrzane
komponente eluiraju s kolone u optimalnom vremenu od 28 min.

Temperatura kolone bila je 30 °C §to je malo iznad sobne temperature kako bi se
osigurala ujednacenost tijekom svih analiza. Visa temperatura nije bila potrebna jer je
razlu¢ivanje bisfenola A dobro uz optimalno trajanje analize, a znatnije povi$enje temperature
utjece i na trajnost kolone. Obzirom da se u termokromnim bojama odreduju maseni udjeli
bisfenola A i benzofenona u postotcima, dovoljna koli¢ina analita unesena je u kolonu relativno
malim volumenom injektiranja od 5 pL. Valna duljina detekcije bisfenola A bila je 226 nm §to
je u skladu s podacima iz literature,?® a benzofenona 254 nm $to je blizu podacima pronadenim
u literaturi gdje je benzofenon odredivan pri 256 nm i 250 nm.?3® Obje valne duljine detekcije
odredene su snimanjem UV-spektra pomocu detektora s nizom fotodioda tijekom analize ¢ime
je obuhvacen i utjecaj matrice koja moze malo utjecati na promjenu valne duljine apsorpcijskog
maksimuma. Snimanjem UV-spektara tijekom cijele analize svih uzoraka, ustanovljeno je da
niti jedan uzorak ne sadrzi u znacajnoj koncentraciji komponente koje bi zbog bliskog
maksimuma apsorpcije ometale analizu bisfenola A i benzofenona. U vise je navrata tijekom
analize primijeceno eluiranje komponenata s maksimumom apsorpcije pri valnoj duljini niZoj
od 200 nm $to odgovara deklariranom sastavu uzoraka koji sadrze od 10 % do 20 % mijeSanih
ugljikovodika. Ove bi komponente mogle podizanjem osnovne linije ometati odredivanje vrlo
niskih koncentracija analita.

Pokretna faza sastavljena od vode i acetonitrila bila je jednostavna za pripravu i
prikladna za odrzavanje kolone i instrumenta te za naknadnu analizu tekuéinskom
kromatografijom spregnutom sa spektrometrijom masa. Vrijednost pH ove pokretne faze bila

je oko 6,5 i pri njoj su oba analita u neutralnom obliku, pogodnom za odredivanje
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kromatografijom obrnutih faza. Takoder, uz odabranu pokretnu fazu sve su kromatografske
krivulje bile simetri¢ne, dok su uz uporabu fosfatnog pufera pH-vrijednosti 3 kromatografske
krivulje bile razvucene i asimetri¢éne. Kromatografski uvjeti primjenjeni za daljni razvoj i
validaciju metode opisani su pod 3.5.2. Nakon podeSavanja optimalnih kromatografskih uvjeta
pristupilo se daljnjoj razradi uvjeta ekstrakcije bisfenola A iz uzorka boje 1.1. Offset blue
Chameleon 27 °C kako bi se postiglo da analizirana vrijednost bude sto bliza deklariranoj.
Napravljen je niz eksperimenata s otapalima tipicnim za kromatografiju obrnutih faza u kojima

je topljivost analita bila dobra.

4.1.1.3. Optimiranje priprave uzoraka za odredivanje bisfenola A i benzofenona

Udio bisfenola A u uzorku boje 1.1 Offset blue Chameleon 27 °C odreden uz poéetnu pripravu
bio je 0,5 %, dok u drugim uzorcima nije pronaden ni bisfenol A niti benzofenon. Prema
sigurnosno-tehnickom listu i informaciji dobivenoj od proizvodaca Thermochromic
Measurments Ltd. uzorak 1.1. Offset blue Chameleon 27 °C sadrzi oko 2 % bisfenola A. Zbog
razlike deklariranih podataka i rezultata analize dodatno je provjerena djelotvornost ekstrakcije
bisfenola A razliCitim otapalima.

Ultrazvuc¢na ekstrakcija bisfenola A iz uzorka boje 1.1. Offset blue Chameleon 27 °C
provedena je s vise razli¢itih otapala te smjesama otapala uz razli¢ito trajanje ekstrakcije.
Odabrana otapala bila su acetonitril, smjesa acetonitrila i vode, smjesa acetonitrila i acetatnog
pufera, aceton i metanol. Acetonitril i metanol odabrani su kao tipi¢na otapala u tekucinskoj
kromatografiji, a aceton i acetatni pufer pH-vrijednosti 5 na temelju literaturnih podataka da
ketoni i pH-vrijednost niza od 6 razaraju inkapsulaciju termokromnih boja.*? Nedostatak
otapanja uzoraka u acetatnom puferu i acetonu je apsorpcija ultraljubiastog zraenja obiju
komponenti zbog ¢ega je na pocetku kromatograma ovih uzoraka zabiljezena velika dodatna
kromatografska krivulja. Zbog toga je za ekstrakciju uzoraka acetonom napravljen i
eksperiment s uparavanjem acetona te otapanjem suhog ekstrakta u pokretnoj fazi. Ova priprava
uzorka bila je vrlo dugotrajna, a rezultati nizi od rezultata postignutih bez uparavanja acetona
ili ekstrakcije u metanolom (Tablica 4.1).

Tijekom optimiranja ekstrakcije acetonitrilom i metanolom pojednostavljena je
priprava uzoraka. Uzorci boje odvagani su u odmjernu tikvicu od 50 mL umjesto od 25 mL i
ekstrakcija je provedena s ve¢im volumenu otapala, 30 mL umjesto 15 mL. Stavljanjem uzorka

u tikvicu veceg volumena i dopunjavanjem vodom nakon ekstrakcije otapalom izbjegava se
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naknadno razrjedivanje uzorka vodom u posebnoj tikvici $to pojednostavljuje i skracuje vrijeme
priprave. Ujedno je i ekstrakcija analita u¢inkovitija zbog veceg volumena primijenjenog
otapala.

Rezultati ekstrakcije bisfenola A iz uzorka boje u razli¢itim otapalima prikazani su u
Tablici 4.1. Rezultati najblizi deklariranoj vrijednosti od 2 % bisfenola A izmjereni su nakon
ultrazvucne ekstrakcije acetonom i metanolom u trajanju od 60 min. Zbog ve¢ navedenog
nedostatka priprave uzorka ekstrakcijom s acetonom, eksperimenti s duljim vremenom
ultrazvuc¢ne ekstrakcije napravljeni su samo za otapala acetonitril i metanol. Bisfenol A
najdjelotvornije se ekstrahirao metanolom uz ekstrakciju u ultrazvuénoj kupelji tijekom
120 min. Maseni udio BPA u uzorku boje 1.1. Offset blue Chameleon 27 °C bio je 1,87 % $to

je blizu vrijednosti od 2 % koju navodi proizvodac.

Tablica 4.1. Maseni udio bisfenola A u uzorku boje 1.1. Offset blue Chameleon 27 °C

odreden ultrazvu¢nom ekstrakcijom s razli¢itim otapalima i uz razli¢ito vrijeme ekstrakcije

W(BPA) / %
tekstrakcije / min
15 30 45 60 75 90 105 120

Otapalo Postu-  yuzorak /
pak gL?

Acetonitril 5544 33 053 064 107 127 - - - -
i voda
Acetatni
pufer i 3.5.3.1. 3,3 051 0,77 083 0,88 _ _ _ _
acetonitril
Aceton 3.5.3.2. 6,7 - 1,69 - 1,75 _ _ _ _

Aceton+ 3533 20 103 1,22 129 110 - -  _  _
uparavanje

Acetonitril  3.5.3.2. 6,7 040 117 143 15 152 162 158 1,58

Acetonitril  3.5.3.4. 3,3 105 154 15 161 - — - -
Metanol 3.5.3.5. 3,3 139 149 171 178 1,79 185 183 1,87

Nakon odabira najdjelotvornijeg postupka za ekstrakciju bisfenola A iz uzorka boje
1.1. Offset blue Chameleon 27 °C, uzorci svih ostalih boja ekstrahirani su metanolom i
analizirani uz optimalne kromatografske uvjete. Bisfenol A pronaden je i u uzorcima
2.1. Magenta room voda-UV i 2.2. Blue-cold proizvodaca Sun Chemical u kojima je takoder
pronaden i benzofenon kao fotoinicijator u bojama koje se suse uz djelovanje UV-zradenja.?*

Obzirom na toksi¢nost benzofenona, koji uopce nije naveden u deklaraciji proizvodaca

Kristinka Vinkovié¢ Doktorska disertacija



4, Rezultati i rasprava 70
§ p

primjena razradene metode proSirena je i na odredivanje benzofenona. Usporedena je
djelotvornost ekstrakcije bisfenola A i benzofenona metanolom iz tri uzorka boja postignuta uz
vrijeme ekstrakcije od 30 do 150 minuta. Rezultati su prikazani na Slici 4.1. Ovim
eksperimentom potvrdeno je da je optimalno vrijeme ekstrakcije bisfenola A 120 min, dok je
za ekstrakciju benzofenona dovoljno i krace vrijeme. U nastavku rada vrijeme ekstrakcije

analita iz uzoraka bilo je 120 min.

2,5 1
o X X
S 20 - a ¥ g o o
£) U " §
=y " o011 BPA
S m2.1. BPA
E A2.1.BFN
1,0 - x2.2. BPA
A N A A o X22.BFN
0,5 1
X X X X X
0,0 T T T T T
0 30 60 90 120 150

t/ min
Slika 4.1. Ovisnost djelotvornosti ultrazvuéne ekstrakcije bisfenola A i
benzofenona metanolom iz uzoraka 1.1. Offset blue Chameleon 27 °C, 2.1.

Magenta room voda-UV i 2.2. Blue-cold o vremenu

4.1.2. Validacija metode za odredivanje bisfenola A i benzofenona u termokromnim

bojama

Nakon optimiranja kromatografskih uvjeta i priprave uzoraka, metoda je validirana prema
smjernicama medunarodnih organizacija kako bi se potvrdili i dokazali svi potrebni pokazatelji
primjenjivosti metode. 103104

Selektivnost metode podesena je tako da je bisfenol A teku¢inskom kromatografijom
u potpunosti razdvojen od drugih komponenti uzoraka. Uz benzofenon koeluiraju dvije
komponente, ali s maksimumom apsorpcije UV-zra¢enja na nizim valnim duljinama (230 nm

te nize od 200 nm), dok se pri 254 nm moze detektirati samo benzofenon (Slike 8.1 do 8.8 u

Kristinka Vinkovié¢ Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava 71

Dodatku). Uz kromatografske uvjete navedene pod 3.5.2. vrijeme zadrzavanja bisfenola A bilo
je 4,4 min, a benzofenona 9,7 min. Specifi¢nost odredivanja analita razvijenom metodom
potvrdena je snimanjem apsorpcijskih UV-spektara bisfenola A i benzofenona u otopini
standarda i otopinama uzoraka (Slike 4.2 do 4.4). Identitet analita u uzorcima dodatno je
potvrden analizom tekuc¢inskom kromatografijom spregnutom s tandemnim spektrometrom
masa ¢ime je potvrdeno postojanje signala odgovarajué¢ih molekulskih iona i karakteristi¢nih

fragmenata analita u spektrima masa standarada i uzoraka $to ¢e biti opisano pod 4.1.3.

DAOLA Sg223 10RE=33) 100 (ERAA18114 Sy UATRD MOHAN6Q1-1411-41-30053230L0)

U] BPA A=226 nm
404
3
©
[o X
3
8 BFN
22
N
o
O 5]
10q
SH/L—J
o]
N T T T T Y T
D01, SigrZ5h I0RF=GE0 100 (EA01B0114 S/ FORD MOHAU6Q1-14 11412010
o] BEN A =254 nm
m,
Co)
(@]
<
L]
[5)
o
>
.;33,
ge]
@]
m,
o BPA
0,
o 5 Ty s Ty 7 T tlmin

Slika 4.2. Kromatogrami standardne otopine BPA i BFN pri valnim
duljinama 226 nm i 254 nm, y(BPA) =10 mg L%, y(BFN) =10 mg L?
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Slika 4.3. UV-apsorpcijski spektar bisfenola A masene koncentracije

10 mg L™! u smjesi vode i acetonitrila [¢(H20) = 0,53] (pokretna faza)
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Slika 4.4. UV-apsorpcijski spektar benzofenona masene koncentracije

10 mg L™t u smjesi vode i acetonitrila [¢(H20) = 0,3] (pokretna faza)

Obzirom da nije bilo moguce dobiti podatke o tocnom kemijskom sastavu termokromnih boja,
nije bilo moguée jednoznac¢no opisati matricu te pripraviti univerzalnu otopinu za provjeru
razlucivanja bisfenola A 1 benzofenona od ostalih komponenti uzorka. Za uzorke koji sadrze
bisfenol A 1 benzofenon, selektivnost metode potvrdena je promatranjem razlu€ivanja
kromatografskih krivulja bisfenola A i benzofenona u odnosu na ostale kromatografske krivulje
u kromatogramima. Tijekom razvoja metode i analize svih uzoraka uocena je sli¢nost matrice
u uzorcima grupiranim po proizvodacu, nacinu tiskanja i susenja kao S$to je napravljeno u
Tablici 3.1. Za uzorke koji ne sadrze bisfenol A i benzofenon selektivnost je potvrdena

dodatkom standardne otopine bisfenola A i benzofenona u uzorak jednog predstavnika svake
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grupe. Kromatogrami uzoraka boje 1.1. Offset blue Chameleon 27 °C i 2.1. Magenta room
voda-UV, koji sadrze odredivane analite, prikazani su na Slikama 4.5 i 4.6. Na Slici 4.7
prikazan je kromatogram uzorka 5.1. UV purple to pink 31 °C Koji je sastavom matrice
najslozeniji i ne sadrzi ciljane analite, pa mu je dodana otopina standarda bisfenola A i
benzofenona. Kromatogram uzorka 2.2. Blue-cold te kromatogrami po jednog uzorka tipi¢nog
za svaku skupinu (111-V11) kao i UV-spektri koji odgovaraju karakteristicnim kromatografskim
krivuljama prikazani su na Slikama 8.1 do 8.8 u Dodatku. Faktori razlucivanja bisfenola A i
benzofenona u odnosu na najblize kromatografske krivulje matrice prikazani su po skupinama
uzoraka u Tablici 4.2. U svim je slucajevima razlucivanje kromatografskih krivulja analita u
odnosu na okolne kromatografske krivulje bilo je zadovoljavajuce, tj. faktor razlucivanja bio je

veéiod 1,5.
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Slika 4.5. Kromatogrami uzorka 2.1. Magenta room voda-UV, pri
226 1 254 nm, w(BPA) = 1,9 %, w(BFN) = 0,77 %
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Slika 4.6. Kromatogram uzorka 1.1. Offset blue Chameleon 27 °C
pri 226 nm, w(BPA) = 2,0 %
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Slika 4.7. Kromatogrami uzorka 5.1. UV purple to pink 31 °C u Koji je
dodana standardna otopina BPA i BFN pri 226 nm i 254 nm. w(BPA)
=1,2%, w(BFN)=1,2%
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Tablica 4.2. Razlucivanje krivulja bisfenola A i benzofenona u kromatogramima otopina

uzoraka koji sadrze ciljane analite i otopinama u koje su analiti dodani radi provjere

razluCivanja
Skupina Oznaka Uzorak Rs(BPA) Rs(BFN)
| 1.1. Offset blue Chameleon 27 °C 47 -
I 2.2.  Blue-cold 4,9 24,5
i 3.2. Offset green to yellow 2,8 1,8
v 4.2. Wet offset magenta 31 °C 29 1,8
Vv 5.1. UV purple to pink 31 °C 2,9 1,5
VI 6.2. Screen UV red 31 °C 2,7 1,7
Vil 7.1. Flexo UV magenta 15 °C 2,9 1,7

Podrucje ispitivanja linearnog odziva detektora i primjene metode odabrano je obzirom na
ciljani maseni udio bisfenola A u uzorku od 2 % te Cinjenicu da za druge uzorke nema
definirane ciljane vrijednosti, pa je podru¢je odredivanja znatno proSireno na viSe i nize
vrijednosti. Linearnost odziva detektora potvrdena je u rasponu masenih koncentracija obaju
analita od 0,5 mg L do 100 mg L%, odnosno masenih udjela u uzorku boje od 0,025 % do
5,00 %. Obzirom na $irok raspon koncentracija, za potvrdu linearnosti pripravljene su i
analizirane po tri standardne otopine BPA i BFN na devet koncentracijskih nivoa. Bazdarni

pravci prikazani su na Slikama 4.8 i 4.9.
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Slika 4.8. Ovisnost povrSine kromatografske krivulje bisfenola A

0 masenoj koncentraciji bisfenola A, N = ukupni broj mjerenja
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Slika 4.9. Ovisnost povrsine kromatografske krivulje benzofenona

0 masenoj koncentraciji benzofenona, N = ukupni broj mjerenja

Odziv UV-detektora bio je linearan u cijelom ispitivanom podrucju koncentracija. Jednadzba
bazdarnog pravca za odredivanje bisfenola A bila je y = 17,133 x — 2,8915, a koeficijent
korelacije r = 0,9994. Faktori odziva detektora za bisfenol A, izrazeni kao omjer povrsine
kromatografske krivulje i masene koncentracije, bili su u rasponu od 15,3 do 17,7. Srednja
vrijednost faktora odziva bila je 16,6 s relativnom standardnom devijacijom od 4,4 %.
Jednadzba bazdarnog pravca za odredivanje benzofenona bila je y = 26,698 x — 6,2802,
a koeficijent korelacije r = 0,9994. Faktori odziva detektora za benzofenon bili su u rasponu od
22,6 do 27,6 sa srednjom vrijedno$¢u od 25,2 i relativnom standardnom devijacijom

od 6,0 %.

Preciznost kromatografskog mjerenja bisfenola A i benzofenona u termokromnim
bojama odredena je na temelju Sest uzastopnih injektiranja uzorka 2.2. Blue-cold koji sadrzi
oba analita. Preciznost odredivanja (ponovljivost priprave uzorka) bisfenola A i benzofenona
odredena je na temelju rezultata izmjerenih u Sest uzastopno pripravljenih uzoraka iste boje.
Medupreciznost (intermedijarna preciznost) odredena je analizom Sest uzastopno pripravljenih
uzoraka iste boje, koje je pripravio drugi analiticar. Ti su uzorci analizirani na drugom
instrumentu i koloni i drugi dan u odnosu na uzorke za ispitivanje preciznosti odredivanja.
Preciznost mjerenja izrazena je kao relativna standardna devijacija povrSine kromatografske
krivulje analita, a preciznost odredivanja kao relativna standardna devijacija izmjerenih

masenih udjela analita u uzorku. Medupreciznost je izrazena kao razlika rezultata
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eksperimenata ponovljivosti i medupreciznosti podijeljena srednjom vrijednoscu rezultata oba

eksperimenta (Tablice 4.3 do 4.5).

Tablica 4.3. Preciznost

kromatografskog mjerenja

bisfenola A i benzofenona u uzorku 2.2. Blue-cold

Br. injektiranja

Povrsina krivulje/ rel. jedinice

BPA BFN

1 684,1 141,3

2 689,0 143,8

3 703,0 143,2

4 691,8 141,4

5 704,0 142,1

6 688,7 141,1

Srednja vrijednost 693,4 1422

RSD / % 1.2 0,8

Tablica 4.4. Ponovljivost odredivanja (priprave uzorka)

bisfenola A i benzofenona u uzorku 2.2. Blue-cold

Priprava w(BPA)/ %  w(BFN)/ %
1 1,84 0,35
2 1,82 0,35
3 1,88 0,36
4 1,85 0,35
5 1,85 0,35
6 1,86 0,35
Srednja vrijednost 1,85 0,35
RSD / % 1,1 0,9

Tablica 4.5. Medupreciznost odredivanja bisfenola A i

benzofenona u uzorku 2.2. Blue-cold

Priprava w(BPA) /%  w(BFN)/%
1 2,00 0,38
2 1,94 0,38
3 1,91 0,38
4 1,91 0,38
5 1,93 0,38
6 1,93 0,38
Srednja vrijednost 1,94 0,38
RSD / % 1,8 0,3
Medupreciznost / % 48 8,2
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Preciznost mjerenja i priprave uzorka bila je vrlo visoka za bisfenol A i za benzofenon. Metoda
je pokazala odlicnu medupreciznost bez obzira na slozenost uzorka, te probleme s

homogenos$¢u i kvantitativnim uzorkovanjem.

Toc¢nost odredivanja bisfenola A i benzofenona u termokromnim bojama odredena je na tri
koncentracijska nivoa koji obuhvaéaju podru¢je primjene metode. Za svaki koncentracijski
nivo pripravljena su po tri uzorka u koje je dodana standardna otopina bisfenola A i
benzofenona. Za nisko koncentracijsko podru¢je odabran je uzorak boje 4.1. Wet offset
blue 45 °C, koja ne sadrzi niti jedan analit, a za srednje i visoko koncentracijsko podrucje uzorak
boje 2.2. Blue-cold koji sadrzi 1,96 % bisfenola A i 0,35 % benzofenona. To¢nost odredivanja
izracunana je kao omjer izmjerenog i dodanog masenog udjela bisfenola A odnosno

benzofenona i izrazena u postotcima. Rezultati su prikazani u Tablici 4.6.

Tablica 4.6. To¢nost odredivanja bisfenola A i benzofenona u termokromnim bojama

Uzorak w(BPA) / % Tocnost / wW(BFN) / % Tocnost /

PO P+D® AG % P P+D A %
41 0,24 0,26 98 0,23 0,22 93
Wet offset 0,00 0,19 0,23 102 0,00 0,19 0,19 96
blue 45 °C 0,18 0,21 103 0,18 0,17 95
2,52 2,52 100 1,81 1,82 101
2,60 2,52 102 2,01 2,05 102
2,57 2,54 103 1,94 1,95 100

2:2. 1,96 0,34
Blue-cold 4,00 3,89 103 4,31 4,38 102
4,01 3,98 106 4,32 4,42 102
4,10 4,07 105 4,49 4,47 100
Srednja vrijednost 102 Srednja vrijednost 99
RSD / % 2,3 RSD / % 3,4

(@ Pocetni maseni udio analita
 Dodani maseni udio analita
() Maseni udio analita odreden analizom

Tocnost odredivanja bila je u rasponu od 98 % do 106 % za bisfenol A sa srednjom
vrijednos$cu od 102 %, te od 93 % do 102 % za benzofenon sa srednjom vrijednosc¢u od 99 %

Sto je zadovoljavajuca to¢nost za odredivanje obaju analita.
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Granica odredivanja bisfenola A i benzofenona odredena je dodatkom standardne
otopine bisfenola A i benzofenona uzorku 4.1. Wet offset blue 45 °C tako da je koncentracija
analita u otopini bila 1 mg L™ $to odgovara masenom udjelu u uzorku od 0,05 %. Pripravljena
otopina injektirana je u kromatografsku kolonu sest puta. Omjeri visine kromatografske krivulje
i Suma osnovne linije (S/N) i rezultati preciznosti mjerenja pri granici odredivanja prikazani su
u Tablici 4.7, a reprezentativni kromatogrami na Slici 4.10.

Tablica 4.7. Preciznost kromatografskog mjerenja na granici
odredivanja, y(BPA) = y(BFN)=1mg L™

Br. BPA BEN

injektiranja  povysina krivulje SN Povrsina krivulje S/N
1 17,0 20 25,4 38
2 16,6 16 25,1 39
3 16,6 16 25,2 30
4 16,8 15 25,1 23
5 17,2 17 25,5 22
6 16,7 15 255 25

Srednja 16,8 17 253 30

vrijednost

RSD / % 0,2 1,9 0,2 75

Granica detekcije odredena je takoder dodatkom standardne otopine BPA i BFN uzorku 4.1.
Wet offset blue 45 °C tako da je konac¢na koncentracija analita u otopini uzorka bila
0,1 mg L%, odnosno maseni udio u uzorku boje 0,005 %. Pri navedenoj koncentraciji omjer
visine kromatografske krivulje i suma osnovne linije bio je 2,8 za bisfenol A te 3,5 za
benzofenon (Slika 4.11).

Granica detekcije odredena je po uobicajenim parametrima za validaciju analitickih
metoda da je omjer signala analita i Suma osnovne linije oko 3. Pokazatelji koji definiraju
granicu detekcije pri ispitanoj koncentraciji u otopini odnosno masenom udjelu analita u boji
zadovoljavaju taj zahtjev. Obzirom da je u uzorcima ocekivani maseni udio analita u postotcima

nije bilo potrebno postic¢i nizu vrijednost.
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Slika 4.10. Kromatogrami uzorka termokromne boje 4.1. Wet offset blue 45
°C kojem su dodani bisfenol A i benzofenon u masenom udjelu jednakom

granici odredivanja, y(BPA) = y(BFN) =1 mg L.

Podrugje primjene metode definirano je obzirom na masene koncentracije analita u otopljenim
uzorcima te podatke o linearnosti, preciznosti i to¢nosti metode za odredivanje bisfenola A i
benzofenona. Za oba je spoja metoda primjenjiva u rasponu masenih udjela od 0,05 % do

5,00 % u uzorcima termokromnih boja (Tablica 4.8).

Tablica 4.8. Granice detekcije i odredivanja BPA i BFN te podrucje primjene metode

(?rani(_:_a Gra.n ica. Podrucje primjene

etekcije odredivanja

y(BPA) / mg L™ 0,1 1,0 1,0-100,0

»(BFN) / mg L™ 0,1 1,0 1,0 —100,0
w(BPA) / % 0,005 0,05 0,05-5,00
w(BFN) / % 0,005 0,05 0,05 -5,00
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Slika 4.11. Kromatogrami uzorka termokromne boje 4.1. Wet offset blue 45 °C

7(
|

kojem su dodani bisfenol A i benzofenon u masenom udjelu jednakom granici
detekcije, y(BPA) = y(BFN) = 0,1 mg L.

Robusnost metode ispitana je variranjem kromatografskih uvjeta koji su relativno lako podlozni
promjenama ili manjim pogreSkama, a mogli bi utjecati na rezultat mjerenja. Varirani su
temperatura kolone, te protok i sastav pokretne faze. Temperatura kolone i protok mijenjani su
za £+ 10 %, a sastav pokretne faze za + 5 %. Promatrano je vrijeme zadrzavanja i razlu€ivanje
analita u odnosu na susjedne kromatografske krivulje u kromatogramu uzorka
4.1. Wet offsetblue 45 °C kojem je dodana standardna otopina bisfenola A i benzofenona.
Vrijednosti u Tablici 4.9 pokazuju da manje promjene u temperaturi kolone, protoku i sastavu

pokretne faze ne utjeu znatno na djelotvornost i selektivnost kromatografske analize.
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Tablica 4.9. Ovisnost vremena zadrzavanja bisfenola A i benzofenona te razluéivanja o

temperaturi kolone, protoku i sastavu pokretne faze

Kromatografski uvjeti BPA BFN

t(kolone Protok / Sastav . .

( /°C : mL min  pokretne faze tr/ min Rs tr/ min Rs
30 1,0 4,4 53 9,4 15
27 1,0 4.5 54 9,5 15
33 1,0 Prema 3.5.2. 4,3 4,9 9,3 2,9
30 0,9 49 54 10,5 1,8
30 1,1 4,0 4,7 8,9 1,6
30 1,0 +5 9% CH3CN 3,9 3,9 8,7 2,0
30 1,0 +5 % H>O 5,0 54 10,2 2,1

Kako bi se utvrdilo koliko je dugo nakon priprave moguée Koristiti kalibracijske otopine i

otopine uzoraka, provjerena je njihova stabilnost tijekom 288 sati (Tablice 4.10 i 4.11).

Tablica 4.10. Stabilnost standardne otopine bisfenola A i benzofenona: ovisnost

povrsine kromatografskih krivulja o vremenu proteklom od priprave

BPA BFN
t/h Povriina Povriina u odnosuna pgyrsina Povrsina u odnosu
pocetnu / % na pocetnu / %

0 367,4 - 562,1 _

24 372,6 101 564,3 100

48 372,7 101 564,6 100
120 371,3 101 557,7 99
144 3745 102 560,3 100
168 363,3 99 554,8 99
288 370,5 101 548,1 98

Tablica 4.11. Stabilnost otopine uzorka: ovisnost povrSine kromatografskih

krivulja o vremenu proteklom od priprave

BPA BFN
t/h Povrsina PovrSina uodnosuna pgyrsina Povrsina u odnosu
pocetnu / % na pocetnu / %
0 762,7 — 518,8 _
24 762,8 100 520,1 100
48 770,5 101 523,5 101
120 764.,4 100 533,7 103
144 755,5 99 533,5 103
168 759,0 100 547,3 105
288 773,8 101 557,9 108
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Period u kojemu su otopine stabilne odreden je na temelju promjene povrsine kromatografske
krivulje analita od 5 % u odnosu na poc¢etnu. Dokazano je da je otopina standarda stabilna na
sobnoj temperaturi 288 sati, odnosno 12 dana od priprave. Otopina uzorka je na sobnoj

temperaturi stabilna 168 sati, tj. 7 dana od priprave.

Svi validacijski parametri metode za odredivanje bisfenola A i benzofenona u
termokromnim bojama bili su zadovoljavaju¢i. U Tablici 4.12 rezultati validacije usporedeni
su s opéim validacijskim smjernicama za farmaceutsku i prehrambenu industriju.103104
Svi rezultati validacije metode zadovoljavaju ¢ak i ove znatno stroze kriterije nego §to je

potrebno za analizu komponenata termokromne boje.

Tablica 4.12. Validacijski parametri i rezultati validacije metode za odredivanje BPA i BFN

u termokromnim bojama

Validacijski Kriterij prihvatljivosti Validacijski rezultati
parametar Bisfenol A Benzofenon
Selektivnost Rs>1,5 Rs>1,5 Rs>1,5
Linearnost r>0,997 r =0,9994 r =0,9994
RSDrF? < 10 % RSDrr=4,4 % RSDgrr = 6,0 %
Preciznost Ponovljivost: RSD<5% RSD=1,1% RSD =0,9 %
Medupreciznost: < 10 % RSD =4,8% RSD =8,2 %
Tocnost Analitic¢ki povrat 98 % — 106 % 93 % - 102 %
90 % 110 %
Granica SIN>10 SIN=17;w*=0,05% S/N=230;w=0,05%
odredivanja RSD<1% RSD =0,2 % RSD =0,2 %
Granica SIN>3 SIN =2,8; SIN = 3,5;
detekcije w® =0,005 % w = 0,005 %

RF: faktor odziva = y(analita) / povrSina krivulje

bmaseni udio analita na granici odredivanja
°maseni udio analita na granici detekcije
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4.1.3. Analiza termokromnih boja vezanim sustavom tekudinska kromatografija -

tandemna spektrometrija masa

Kako bi se nedvojbeno identificirali ciljani analiti, bisfenol A i benzofenon, ekstrakti
termokromnih boja analizirani su vezanim sustavom tekucinska kromatografija - spektrometrija
masa. Snimljeni su kromatogrami ukupne ionske struje otopine standarda bisfenola A i
benzofenona i zabiljezeni pripadni spektri masa (Slika 4.12). Bisfenol A (to¢na molekulska
masa = 228,1) sniman je uz negativnu ionizaciju te je signal jednostruko nabijenog molekulskog
iona zabiljezen pri m/z 226,9. Signal benzofenona (to¢na molekulska masa = 182,1) snimljenog
uz pozitivnu ionizaciju uocen je pri m/z 183,1. Spektri masa standarda snimljeni tandemnom
spektrometrijom masa prikazani su na Slici 4.13, a predloZzene sheme fragmentiranja na Slikama
4.1414.15.
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Slika 4.12. ESI-MS spektri otopine standarda BPA i BFN snimljeni uz negativnu (A)
i pozitivnu (B) ionizaciju. Signali jednostruko nabijenih molekulskih iona uoceni su

pri m/z = 226,9 za bisfenola A te pri m/z = 183,1 za benzofenon

U MS/MS spektru masa bisfenola A uoceni su signali iona produkata pri vrijednostima m/z 211,
1331 93. lon m/z = 211 nastaje cijepanjem veze uz heteroatom i gubitkom mase 16. Ako se
cijepa C—C veza izmedu fenila i ugljikovog atoma u premostenju, te ovisno o tome koji
fragment zadrZava naboj, nastaju ioni fragmenta vrijednosti m/z 133 i 93. Nastali ioni produkti

u skladu su s podacima objavljenim u ranijim istrazivanjima vezanim za odredivanje BPA u
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krvi, urinu, morskoj vodi, papirima i drugim matricama.!12262666788 prj fragmentiranju
benzofenona puca veza izmedu fenilnog prstena i karbonilnog ugljikovog atoma te nastaju ioni
¢iji signali su pri vrijednostima m/z 77 i 105, $to je takoder u skladu s podacima objavljenim u
literaturi za cijepanje hidroksiliranih i alkoksiliranih benzofenona. Produkt ion m/z 105 prac¢en
je 1 tijekom odredivanja hidroksiliranih derivata benzofenona u apsorbensima UV-zra¢enja u
vodi te u tkivu posteljice.?®3! Na temelju intenziteta signala u MS/MS-spektrima odabrani su

optimalni uvjeti snimanja i izbor iona prekursora, odnosno iona produkta (Tablica 4.13).
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Slika 4.13. MS/MS-spektar bisfenola A uz negativnu ionizaciju i kolizijsku
energiju od 20 eV(A) i benzofenona uz pozitivnu ionizaciju i kolizijsku energiju
od 10 eV (B).
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Slika 4.14. Pedlozeni mehanizam fragmentacije bisfenola A (ESI-)
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Slika 4.15. Predlozeni mehanizam fragmentacije benzofenona (ESI+)

Tablica 4.13. Molekulski ioni i fragmenti (ioni produkti) BPA i BFN

BPA BFN
Mr 228 182
m/z 227 183
lonizacija - +
MRM1 227 — 133 183 — 105
MRM2 227 — 211 -

Kromatografski uvjeti podeseni su tako da se bisfenol A i benzofenon eluiraju s kolone u
optimalnom vremenu do 18 min. Uz uvjete navedene pod 3.6.6. vrijeme zadrzavanja BPA bilo
je 8,5 min, a BFN 10,6 min. Radi osjetljivijeg odredivanja snimanje je podeseno tako da se od
pocetka analize do 9,2 min biljeZe samo negativni ioni za odredivanje BPA, a od 9,2 min do

kraja analize samo pozitivni ioni za odredivanje BFN. Protok pokretne faze bio je
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0,3 mL min! obzirom da je analiticka kolona bila manjih dimenzija, a manji volumen otapala
doprinosi 1 brzem uparavanju pri ulasku u spektrometar masa. Zbog smanjenog protoka
povecan je volumni udio metanola u pokretnoj fazi kako bi se analiti i ostale komponente
uzoraka ispirali s kolone u optimalnom vremenu. Metanol je primijenjen umjesto acetonitrila
kao nepolarnija komponenta pokretne faze, jer se pokazalo da je odziv spektrometra masa za
benzofenon znatno veci nego Uz acetonitril, vjerojatno zbog izvora iona za protoniranje s
metanola. Kromatogram uzorka boje 2.2. Blue-cold, koji sadrzi oba analita, prikazan je na Slici
4.16. BPA i BFN detektirani su na temelju vrijednosti m/z, a potvrdeni na temelju odgovarajucih
iona produkata koji su bili u skladu s literaturnim podacima. Kromatogrami uzoraka
1.1. Offset blue Chameleon 27 °C i 2.1. Magenta room voda-UV prikazani su na Slikama 8.9
i 8.10 u Dodatku.
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Slika 4.16. Kromatogram ukupne ionske struje uzorka 2.2. Blue-cold, y(BPA)otopina = 42 mg
Lil, W(BPA)uzorak = 1,96 %, y(BFN)otopina =2 mg Lil, W(BFN)uzorak = 0,34 % (A) MRM
kromatogram bisfenola A (B i C) i benzofenona (D). Uvjeti analize opisani su pod 3.6.6. 1|

prijelaz izmedu negativne i pozitivne ionizacije.
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Za kvantifikaciju analita u uzorcima termokromnih boja tekucinskom kromatografijom
spregnutom sa spektrometrijom masa presudan ograni¢avajuci faktor bio je utjecaj matrice.
Pokazalo se da matrice nekih uzoraka povecavaju (engl. enrichment), ili smanjuju (engl.
suppression) odziv detektora i to ne jednako za svaki analit. Npr. snimljen je kromatogram
ukupne ionske struje otopine s koncentracijom obaju analita od 80 mg L pripravljen u matrici
uzorka 6.1. Screen UV blue 31 °C koji izvorno ne sadrzi te analite. U ovoj matrici krivulja
benzofenona potpuno se deformirala (Slika 8.11 u Dodatku). Ovaj rezultat nije neoc¢ekivan
obzirom da je sastav matrica termokromnih boja izuzetno slozen. Snimanje kromatograma
potvrdilo je da uzorci boja istih proizvodaca i nacina susenja imaju sli¢an sastav matrice, ali da
izmedu grupa postoje znatne razlike. Moze se zakljuciti da bi za kvantitativno odredivanje BPA
i BFN u uzorcima boja trebalo primijeniti metodu standardnog dodatka ili koristiti izotopno
oznacene standarde za svaki uzorak ili skupinu uzoraka.

Dodatno je procijenjena moguca granica odredivanja analita u smjesi metanola i vode
injektiranjem otopine masene koncentracije 0,1 mg L bisfenola A i benzofenona. Omjer
signala i Suma osnovne linije bio je za bisfenol A bolji za molekulski prijelaz m/z 227— m/z
133 nego za m/z 227— m/z 211 i iznosio je 15,5. Pri analizi benzofenona omjer signala i Suma
osnovne linije bio je 23,6 za molekulski prijelaz m/z 183— m/z 105. Obzirom na omjer signala
i Suma osnovne linije te mogucénost povecanja volumena injektiranja, vjerojatno je da se mogu
posti¢i granice odredivanja na razini pg Lt $to je koristan podatak za eventualno odredivanje

BPA i BFN u uzorcima koji imaju ujednaceniju matricu kao §to su je npr. papir.
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4.1.4. Analiza uzoraka termokromnih boja

Nakon uspjesno provedene validacije, metodom za odredivanje bisfenola A i benzofenona
analizirano je svih petnaest uzoraka termokromnih boja. Bisfenol A pronaden je u tri, a
benzofenon u dva uzorka. Rezultati odredivanja prikazani su u Tablici 4.14. Benzofenon je u

skladu s teorijskim podacima pronaden u uzorcima koji se suse pomoc¢u UV-zracenja.

Tablica 4.14. Maseni udjeli bisfenola A i benzofenona u uzorcima termokromnih boja
Suse- Ww(BPA)/ w(BFN)/

Uzorak Oznaka uzorka Proizvodacd

nje % %
1.1.  Offset blue Chameleon 27 °C TMCW zrak 1,95 -
2.1. Magenta room voda-UV ~ Sun Chemical UV 1,78 0,66
2.2. Blue-cold Sun Chemical UV 1,96 0,34

@ Thermochromic Measurments Ltd.

Kromatogrami uzoraka 1.1. Offset blue Chameleon 27 °C i 2.1. Magenta room voda-UV
prikazani su na Slikama 4.5 i 4.6. Kromatogram uzorka 2.2. Blue-cold te kromatogrami po
jednog predstavnika za svaku od preostalin skupina boja nalaze se na Slikama 8.1 do 8.6
u Dodatku.

Tijekom analize uzoraka termokromnih boja snimljeni su apsorpcijski UV-spektri svih
krivulja koje se pojavljuju u svim uzorcima. Pokazalo se da boje unutar jedne skupine imaju
iste karakteristicne komponente. Primije¢eno je da krivulje nepoznatih komponenti s istim
vremenom zadrzavanja imaju iste UV-spektre u svim uzorcima i ako se radi o razli¢itim
proizvoda¢ima i nacinima suSenja uzoraka. Ucestalost i pregled pojavljivanja poznatih i
nepoznatih komponenti u uzorcima termokromnih boja prikazana je u Tablici 8.1, a UV-spektri
karakteristi¢nih krivulja prikazani su na Slikama 4.3 i 4.4, te 8.7 i 8.8 u Dodatku. Primije¢eno
je i da neke krivulje s razli¢itim vremenima zadrzavanja imaju vrlo sliéne UV-spekire.
Najznacajnije su sli¢nosti UV-spektra spoja s vremenom zadrzavanja 9,6 min [Slika 8.7 (F)] s
UV-spektrom bisfenola A (Slika 4.3) te UV-spektra spoja s vremenom zadrzavanja 8,2 min
[Slika 8.7 (E)] i UV-spektra benzofenona (Slika 4.4). Primijeceno je da svi uzorci u kojima nije
detektiran bisfenol A sadrze nepolarniju komponentu (tr = 9,6 min) sa slicnim spektrom
(Tablica 8.1 u Dodatku). Moguce je da se radi o nekom derivatu bisfenola A koji umjesto njega

ima ulogu razvijaca. Takoder, sve boje koje se suse uz djelovanje UV zracenja, a ne sadrze
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benzofenon imaju polarniju komponentu koja eluira na 8,2 min sa spektrom vrlo sli¢énim
benzofenonu (Slika 8.7 i Tablica 8.1 u Dodatku). U ovom je slu¢aju mogucée da se radi o spoju
srodnom benzofenonu koji ima ulogu fotoinicijatora. U objavljenim radovima vec¢ je primijecen
trend zamjene do sad najzastupljenijih pseudoestrogena njihovim srodnim spojevima kao §to
su bisfenol S, bisfenol E, bisfenol B, 4-metilbenzofenon, 2-hidroksibenzofenon i
drugi.111222.28.56.71,72,83,88,98

Obzirom na patentnu zastitu i namjenu proizvodaci ne navode i nisu obavezni navesti
toCan kemijski sastav tremokromnih boja. Takoder, vjerojatno zbog toga Sto je bisfenol A vec
registriran kao endokrino aktivna tvar, a benzofenon ima taj potencijal te u vodi prelazi u 3-
hidroksibenzofenon i 4-hidroksibenzofenon sa znatno jac¢im endokrinim djelovanjem,?%’
proizvodaci nastoje u formulacije ugraditi srodne spojeve koji jo§ nisu na popisu opasnih tvari.
Prema Europskoj udruzi za tiskarske tinte mogu¢nost migracije toksi¢nih komponenti s tinte u
prehrambene proizvode treba testirati proizvoda¢ pakiranja,*® ali nema propisa o ispitivanju
migracije toksi¢nih komponenti na kozu kao niti o njihovoj razgradnji u razli¢itim uvjetima u
okolisu.

Metoda za odredivanje bisfenola A i benzofenona u uzorcima termokromnih boja
razvijena je kako bi se znalo u kojim papirima s termokromnim otiscima treba pratiti maseni
udjel, migraciju i razgradnju tih analita. U buducnosti metoda se moze koristiti u sustavu
kontrole kvalitete proizvodaca termokromnih boja, ambalaZe 1 drugih korisnika koji bi trebali
voditi rauna o toksi¢énim komponentama pri donosenju odluke o aplikaciji i zbrinjavanju viska

boje i proizvoda s apliciranim bojama.
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4.2. QOdredivanje bisfenola A u razli¢itim vrstama papira s termokromnim

otiskom

Cilj ovog dijela rada bio je odrediti ukupni maseni udjel bisfenola A u papirima s
termokromnim otiskom kako bi se mogao pratiti njegov sadrzaj u papirima tijekom anaerobne
razgradnje i ispitati ekstrakcija bisfenola A s otisaka termokromne boje na papiru u modelne
otopine znoja kao doprinos procjeni dermalne izlozenosti. Termokromna boja 1.1. Offset blue
Chameleon 27 °C koja sadrzi bisfenol A, otisnuta je na sedam vrsta papira (Slika 3.1, Tablica
3.2). U literaturi nisu pronadena istrazivanja koja ispituju ekstrakciju bisfenola A s otisaka
termokromnih boja u bilo kojem mediju. U usporedbi s do sada objavljenim radovima o
odredivanju bisfenola A u uzorcima papira, u ovom radu ispitana je ekstrakcijom metanolom
te s dvije modelne otopine znoja pripravljene prema normama 1SO 3160-2 i EN 1811.87-8°
Sest vrsta papira s termokromnim otiskom (sve osim uredskog papira Navigator) stavljeno je u
tlo te je pracena anaerobna razgradnja tijekom 150 dana. Tekuéinska kromatografija obrnutih
faza s UV-detekcijom bila je tehnika izbora za analizu uzoraka s relativno visokim masenim

udjelom bisfenola A obzirom da je veé¢ i primjenjivana za analizu papira.1®-348

4.2.1. Razvoj metode

4.2.1.1. Podesavanje kromatografskih uvjeta

Obzirom da je maseni udjel bisfenola A u papirima bio znatno nizi nego u termokromnim
bojama volumen injektiranja otopine uzorka u kromatografsku kolonu povecan je na 50 pL.
Vrijeme eluiranja uz visok udio acetonitrila u pokretnoj fazi malo je produljeno zbog jace
zadrzanih komponenti uzorka koje se ekstrahiraju iz papira tijekom priprave, pa je ukupno
vrijeme analize bilo 30 minuta. Kromatogrami su snimani samo na valnoj duljini od 226 nm jer
je na razliCite vrste papira tiskana termokromna boja 1.1. Offset blue Chameleon 27 °C koja

sadrzi samo bisfenol A.

4.2.1.2. Odabir otapala i vremena ekstrakcije pomognute ultrazvukom
Obzirom na podatke u literaturi,3>3436617383 75 odredivanje maksimalne koncentracije BPA u

uzorcima ispitana je ucinkovitost ekstrakcije BPA s povrSine otiska termokromne boje na
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papiru metanolom, acetonom i acetonitrilom tijekom 150 min u vremenskim intervalima od po
30 min. Paralelno je napravljena i ekstrakcija papira bez otiska termokromne boje sa svim
otapalima tijekom maksimalnog vremena, kao slijepa proba. Pokazalo se da u papirima bez
otiska termokromne boje nema tragova bisfenola A. Takoder ispitana je i djelotvornost
ekstrakcije bisfenola A s modelnim otopinama znoja uz razli¢ito trajanje ekstrakcije. Rezultati
izrazeni u miligramima ekstrahiranog bisfenola A u odnosu na masu uzorka papira tijekom

vremena prikazani su na Slici 4.17.
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Slika 4.17. Ovisnost djelotvornosti ultrazvucne ekstrakcije bisfenola A s razli¢itim

otapalima iz uzoraka papira s termokromnim otiskom o vremenu

Na temelju rezultata prikazanih na Slici 4.17 moze se zakljuciti da je najdjelotvornija
ekstrakcija bisfenola A metanolom. Nakon odabira metanola kao najboljeg otapala,
eksperiment ekstrakcije ponovljen je s vise vrsta papira kako bi se odredilo vrijeme potrebno
za potpunu ekstrakciju. Vrijeme ekstrakcije od 1 h u ultrazvucnoj kupelji pokazalo se dovoljnim
za tri vrste papira s razli¢itim masenim udjelima bisfenola A. Rezultati su prikazani na
Slici 4.18. Vrijeme najdjelotvornije ekstrakcije podudara se s optimalnim vremenom
ekstrakcije BPA s etanolom iz uzoraka termalnih papira.®? U vise objavljenih radova optimalno

vrijeme ekstrakcije nije ispitano.16:3436.7484
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Slika 4.18. Ovisnost djelotvornosti ultrazvuc¢ne ekstrakcije bisfenola A s

metanolom iz uzoraka papira s termokromnim otiskom o vremenu

Koli¢ina ekstrahiranog bisfenola A s modelnim otopinama znoja povecavala se i nakon
60 minuta trajanja ekstrakcije. BPA je bilo moguce detektirati ve¢ nakon 15 i manje minuta.
Medutim, uz kratko vrijeme ekstrakcije tesko je posti¢i zadovoljavaju¢u ponovljivost, jer utom
slucaju i kratko vrijeme tijekom priprave, kada su neki uzorci dulje, a neki krace u kontaktu s
otopinom, znatno utjece na rezultat. Za modelne otopine znoja, sline i sl. vrijeme ekstrakcije se
obi¢no odreduje prema namjeni, odnosno ocekivanom vremenu kontakta s predmetom na
kojemu se ispituje ekstrakcija, npr. pelene, dje¢je igratke, metalni predmeti i sl.”8%!
U ovom slucaju to nije bilo moguce definirati, jer je ovo prvo istrazivanje ekstrakcije BPA s
termokromnih otisaka kojima namjena nije odredena. U ovom je istrazivanju vrijeme
ultrazvuéne ekstrakcije od 60 minuta za termokromne otiske modelnim otopinama znoja

odabrano kao referentna tocka, koja je usporedena s maksimalnom koli¢inom bisfenola A

ekstrahiranom metanolom tijekom istog vremena.

4.2.1.3. Ekstrakcija bisfenola A s povrsine papira uzimanjem brisa

Ispitana je mogucnost odredivanja bisfenola A ekstrahiranog s povrsine otiska uzimanjem brisa
pomocu vatenog Stapi¢a prethodno namocenog u metanol prema postupku opisanom u
literaturi.>* Utvrdeno je da se uzimanjem brisa s papira veli¢ine oko 3 x 3 cm ekstrahira koli¢ina

bisfenola A koju je moguce detektirati, no ponovljivost priprave uzorka nije bila
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zadovoljavaju¢a. Rezultati analize BPA u Sest priprava istog uzorka varirali su od
0,0224 mg g* do 0,0406 mg g* uz relativnu standardnu devijaciju od 24 % (Tablica 4.15).
Uzrok tome vjerojatno je premala povrsina s koje se uzima bris. Medutim, za uzorkovanje s

vecée povrsine papira i daljnji razvoj ovog postupka nije bilo dovoljno uzoraka.

Tablica 4.15. Ponovljivost odredivanja BPA uzimanjem

brisa s povrsine papira i ekstrakcijom metanolom

Mijerenje w(BPA)/ mg g
1 0,0406
2 0,0251
3 0,0344
4 0,0281
5 0,0242
6 0,0224
Sr. vrijednost 0,0291
RSD / % 24

4.2.1.4. Ekstrakcija bisfenola A s papira muckanjem u modelnim otopinama znoja

Cilj ovog eksperimenta bio je ispitati ekstrakciju BPA modelnim otopinama znoja pri blazim
uvjetima od ekstrakcije u ultrazvuénoj kupelji. Ekstrakcija uzorka papira narezanog na
komadic¢e u 9 mL medija u odmjernoj tikvici ve¢eg volumena (25 mL) omogucila je efikasnije
muckanje. Nakon muékanja ekstrakt je procijeden u odmjernu tikvicu od 10 mL i dopunjen do
volumena od 10 mL kako bi se papiri s otiskom termokromne boje odvojili od otopine i
ekstrakcija zaustavila.

U svim ranijim eksperimentima koristene su svjeze pripravljene modelne otopine
znoja, no uz muckanje pri sobnoj temperaturi tijekom 60 min ekstrahirana koli¢ina BPA iz
vecine uzoraka bila je vrlo niska. Daljnjim eksperimentima ispitana je koli¢ina ekstrahiranog
bisfenola A svjeze pripravljenim modelnim otopinama znoja i modelnim otopinama starim 40
dana uz 1 h muckanja na sobnoj temperaturi. Koli¢ina bisfenola A ekstrahirana svjeze
pripravljenim modelnim otopinama bila je vrlo niska, u nekim ekstraktima i ispod granice
detekcije. Koncentracija bisfenola A ekstrahiranog tijekom 1 h muckanja na sobnoj temperaturi
modelnim otopinama znoja starim 40 dana bila je reda veliCine koncentracije bisfenola A
ekstrahiranog metanolom. Rezultati ekstrakcije bisfenola A modelnim otopinama znoja

razli¢ite starosti prikazani su u Tablici 4.16. Pretpostavka je da se stajanjem modelnih otopina
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znoja razvijaju bakterije te se svojstva otopina mijenjaju Sto nije mogucée detektirati niti
kontrolirati, a pridonosi ekstrakciji bisfenola A. Mjerenjem pH-vrijednosti modelnih otopina
znoja starih 40 dana utvrdeno je da se pH-vrijednost modelne otopine pripravljene prema
normi EN 1811 snizila sa 6,5 na 5,3, dok je pH-vrijednosti modelne otopine pripravljene prema
normi 1ISO 3160-2 ostala podjednaka 4,7 + 0,1.

Tablica 4.16. Usporedba masenih udjela bisfenola A ekstrahiranog s papira modelnim

otopinama znoja uz muckanje i pomocu ultrazvuka

Modelna w(BPA)muckanse / mg gt w(BPA)uzv
otopina Papir Svjeza Otopina stara  kupeLs /
Znoja otopina 40 dana mg g*
ISO 3160-2 Navigator < GDW 0,122 0,158
Navigator tcb 1cm?® <GO®@ 0,105
Voluminozni 0,036 0,108
Sinteti¢ki <GD 0,096 0,073
Reciklirani 100 % <GD 0,089
Reciklirani 33 % 0,057 0,083
Bezdrvni nepremazani < GD 0,044 0,064
Bezdrvni premazani <GD 0,049 0,122
EN 1811 Navigator 0,0023 0,111 0,167
Voluminozni <GO
Sinteticki <GO 0,093 0,076

W Granica detekcije

@ Granica odredivanja
Dodatno su usporedene djelotvornosti ekstrakcije bisfenola A tijekom vremena iz otiska na
papiru navigator tcb-1-cm® s obje modelne otopine znoja i ekstrakcije iz otiska na papiru
bezdrvni premazani za koji je u modelnoj otopini znoja pripravljenoj prema normi 1ISO 3160-2
odreden najnizi maseni udjel BPA. KoriStene su modelne otopine stare 4 tjedna, a ovisnost

djelotvornosti ekstrakcije tijekom vremena prikazana je na Slici 4.19.
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Slika 4.19. Ovisnost djelotvornosti ekstrakcije BPA iz papira s termokromnim

otiskom muckanjem s modelnim otopinama znoja o0 vremenu

Ispitana je i preciznost priprave uzoraka u svjezoj modelnoj otopini znoja prema normi 1SO
3160-2 te u modelnoj otopini znoja prema normi EN 1811 staroj 4 tjedna. Preciznost priprave
bila je zadovoljavajuca, 5,7 % u svjezoj modelnoj otopini i 9,3 % u modelnoj otopini staroj
4 tjedna. Medutim, obzirom da se svjeZim modelnim otopinama iz vecine uzoraka nije
ekstrahirala dovoljna koli¢ina BPA tijekom 60 min, a promjene otopina stajanjem nije bilo

moguce specificirati i korelirati s rezultatima, ekstrakcija bisfenola A muckanjem nije dalje

ispitivana.

4.2.2. Validacija metode

Svi kriti¢ni parametri metode razvijene za odredivanje BPA u metanolnom ekstraktu papira s
termokromnim otiskom kao i ekstraktu pripravljenom u dvije modelne otopine znoja validirani

su prema smjernicama medunarodnih regulatornih agencija.103104

4.2.2.1. Selektivnost i specificnost
Tipi¢ni kromatogrami BPA ekstrahiranog iz uzoraka papira metanolom i modelnim
otopinama znoja prikazani su na Slikama 4.20 do 4.22. Identitet BPA potvrden je usporedbom

njegova vremena zadrzavanja u kromatogramima otopina uzorka i standarda te snimanjem
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UV-spektra analita tijekom kromatografske analize pomocu detektora s nizom fotodioda

(Slika 4.23).
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Slika 4.20. Kromatogram BPA ekstrahiranog metanolom iz uzorka papira

bezdrvni premazani s termokromnim otiskom, w(BPA) = 0,122 mg g*
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Slika 4.21. Kromatogram BPA ekstrahiranog iz uzorka papira navigator s

termokromnim otiskom modelnom otopinom znoja pripravljenom prema normi

EN 1811, w(BPA) = 0,167 mg g%
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Slika 4.22. Kromarogram BPA ekstrahiranog iz uzorka papira navigator s
termokromnim otiskom modelnom otopinom znoja pripravljenom prema normi ISO

3160-2, w(BPA) = 0,158 mg g*
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Slika 4.23. UV-spektar BPA ekstrahiranog metanolom iz uzorka papira

navigator s termokromnim otiskom, pokretna faza: smjesa vode i

acetonitrila [¢(H20) = 0,53]

Analize BPA u ekstraktima svih uzoraka papira pokazale su da je gradijentno ispiranje
prethodno razvijeno za analizu termokromnih boja odgovarajuce i za analizu termokromnih
otisaka na papiru. Sve kromatografske krivulje koje su se pojavljivale u kromatogramima

ekstrakata papira s termokromnim otiscima bile su potpuno razlu¢ene od krivulje bisfenola A.
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4.2.2.2. Linearnost

Kako bi se provjerila linearnost odziva UV-detektora za odredivanje bisfenola A u metanolnom
ekstraktu papira analiziran je niz od 24 standardne otopine, tj. po tri priprave na osam
koncentracijskih razina u rasponu masenih koncentracija bisfenola A u otopini od
0,005 mg L do 5 mg L, odnosno masenih udjela od 0,0017 mg g* do 1,7 mg gL
Linearnost metode za odredivanje ekstrakcije bisfenola A u modelnim otopinama znoja ispitana
je pripravom standardnih otopina u istom rasponu masenih koncentracija odnosno masenih
udjela kao i za ekstrakciju metanolom. U ovom sluc¢aju za svaku modelnu otopinu znoja
napravljene su po tri priprave na sedam koncentracijskih razina. Ovisnosti povrsine
kromatografske krivulje BPA o masenoj koncentraciji u standardnim otopinama prikazane su
na Slikama 4.24 do 4.26. Odziv detektora bio je podjednak za iste koncentracije bisfenola A u

svim ekstrakcijskim otopinama.
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Slika 4.24. Ovisnost povrsine krivulje bisfenola A 0 masenoj
koncentraciji u standardnim otopinama pripravljenim u smjesi vode i

metanola [¢(H20) = 0,5], N = ukupni broj mjerenja
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Slika 4.25. Ovisnost povrsine krivulje bisfenola A o masenoj koncentraciji u modelnoj

otopini znoja pripravljenoj prema normi ISO 3160-2, N = ukupni broj mjerenja
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Slika 4.26. Ovisnost povrsine Krivulje bisfenola A o masenoj koncentraciji u modelnoj

otopini znoja pripravljenoj prema normi EN 1811; N = ukupni broj mjerenja.

Jednadzbe bazdarnih pravaca, koeficijenti korelacije, srednje vrijednosti i relativne standardne
devijacije faktora odziva prikazane su u Tablici 4.17. Faktori odziva izraZeni su kao omjer
povrsine kromatografske krivulje i masene koncentracije bisfenola A u otopini. Rezultati
ispitivanja linearnosti odziva detektora podjednaki su za sve ekstrakcijske otopine BPA i

zadovoljavajuci za primjenu metode u ispitivanom koncentracijskom podrucju.
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Tablica 4.17. Parametri ispitivanja linearnosti odziva detektora za odredivanje BPA u

razli¢itim ekstrakcijskim otopinama

Ekstrakcijska Koeficijent Rr-srednja RSD(RF)/

Jednadzba pravca

otopina korelacije vrijednost %
Metanol 0,9999 y=175,1x-0,560 173 3,9
Znoj 1SO 3160-2 0,9976 y=179,7 x-0,0237 184 7,6
Znoj EN 1811 0,9969 y = 188,6 x + 0,294 197 8,4

R = faktor odziva

4.2.2.3. Preciznost

Preciznost mjerenja bisfenola A ekstrahiranog iz papira s termokromnim otiskom metanolom i
modelnim otopinama znoja odredena je na temelju Sest uzastopnih injektiranja otopine uzorka
u kromatografsku kolonu i izrazena kao relativna standardna devijacija povrSine
kromatografske krivulje. Ponovljivost priprave uzorka odredena je na temelju rezultata
izmjerenih analizom Sest priprava istog uzorka i izrazena kao relativna standardna devijacija
masenih udjela bisfenola A. Za ispitivanje preciznosti odredivanja BPA ekstrakcijom
metanolom koristen je papir navigator s termokromnim tiskom tch-1-cm?, a za ispitivanje
preciznosti ekstrakcijom modelnim otopinama znoja papir navigator sa standardnim

termokromnim otiskom. Rezultati su prikazani u Tablicama 4.18 i 4.19.

Tablica 4.18. Preciznost kromatografskog mjerenja bisfenola A ekstrahiranog

iz papira s termokromnim otiskom metanolom i modelnim otopinama znoja

Povrsina krivulje BPA

Mjerenje Metanol  Znoj ISO 3160-2  Znoj EN 1811
1 323,9 87,1 109,3
2 3234 86,7 111,0
3 323,7 87,0 108,2
4 323,7 86,0 109,0
5 323.9 87,0 110,8
6 3249 86,7 108,3
Sr. vrijednost 323,9 86,9 109,4
RSD / % 0,2 0,2 11

Kristinka Vinkovié¢ Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava 102

Tablica 4.19. Ponovljivost priprave uzorka za odredivanje bisfenola A u papiru

s termokromnim otiskom ekstrakcijom metanolom i modelnim otopinama znoja

w(BPA)parIR / mg gt

Priprava Metanol Znoj 1SO 3160-2  Znoj EN 1811
1 0,678 0,143 0,161
2 0,652 0,160 0,172
3 0,649 0,147 0,164
4 0,650 0,169 0,164
5 0,642 0,172 0,169
6 0,637 0,158 0,171
Sr. vrijednost 0,652 0,158 0,167
RSD / % 2,2 73 2,7

4.2.2.4. Tocnost

Toc¢nost metode za odredivanje BPA u termokromnim otiscima na papiru ekstrakcijom
metanolom ispitana je na uzorcima 33 % recikliranog papira s termokromnim otiskom i bez
njega. To¢nost metode za odredivanje BPA ekstrahiranog s papira modelnim otopinama znoja
ispitana je na uzorcima 100 % recikliranog papira s termokromnim otiskom i bez njega. Za
svaku ekstrakcijsku otopinu pripravljeno je po devet uzoraka u koje je dodana standardna
otopina bisfenola A na tri koncentracijske razine koje pokrivaju podrucje primjene metode. Za
odredivanje najnize koncentracije BPA koriSten je papir bez otiska boje, a za odredivanje
srednje i visoke koncentracije papir s otiskom boje. To¢nost metode za odredivanje BPA
ekstrahiranog s otiska boje na papiru metanolom bila je od 88 % do 109 % s prosje¢nom
vrijednos¢u od 98 %. Toc¢nost metode za odredivanje BPA u modelnoj otopini znoja
pripravljenoj prema normi ISO 3160-2 bila je od 89 % do 100 % s prosje¢nom vrijedno$cu od
93 %, a to¢nost u modelnoj otopini znoja pripravljenoj prema normi EN 1811 od 83 %

do 92 % s prosjecnom vrijednoscu od 88 %. Rezultati su prikazani u Tablicama 4.20 i 4.21.
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Tablica 4.20. To¢nost metode za odredivanje BPA ekstrahiranog s

papira s termokromnim otiskom metanolom

w(BPA)/ mg g

Priprava Dodano Mjereno To¢nost / %
1 0,032 0,034 107
2 0,032 0,035 109
3 0,033 0,036 109
4 0,540 0,482 89
5 0,527 0,466 89
6 0,540 0,474 88
7 1,048 1,015 97
8 1,034 1,010 98
9 1,079 1,015 94

Srednja vrijednost 98
RSD / % 8,9

Tablica 4.21. To¢nost metode za odredivanje BPA ekstrahiranog s papira s

termokromnim otiskom modelnim otopinama znoja

ISO 3160-2 EN 1811
Priprava w(BPA) / mg g Toénost / w(BPA)/ mg g Toénost /

Dodano  Mjereno % Dodano  Mijereno %

1 0,031 0,031 100 0,032 0,029 92
2 0,031 0,030 95 0,035 0,032 91
3 0,032 0,030 96 0,032 0,026 83
4 0,242 0,228 94 0,278 0,250 90
5 0,237 0,217 92 0,257 0,226 88
6 0,238 0,216 91 0,263 0,238 91
7 0,755 0,668 89 0,785 0,673 86
8 0,735 0,667 91 0,772 0,665 86
9 0,745 0,685 92 0,797 0,689 87
Srednja vrijednost 93 Srednja vrijednost 88

RSD / % 3,6 RSD / % 3,3

4.2.2.5. Granica detekcije i odredivanja

Pripravljen je ekstrakt papira bezdrvni nepremazani bez otiska termokromne boje u koji je

dodana otopina standarda BPA. Masena koncentracija BPA u otopini za odredivanje granice

detekcije bila je 0,0025 mg L™ §to odgovara w(BPA) = 0,0008 mg g u uzorku papira (Slika

4.27). Masena koncentracija BPA u otopini za ispitivanje granice odredivanja bila je

0,0075 mg L $to odgovara W(BPA) = 0,0025 mg g~! u uzorku papira. Otopina s masenom
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koncentracijom analita na granici odredivanja injektirana je u kromatografsku kolonu sest puta.
U Tablici 4.22 prikazane su povrsine krivulja BPA i omjeri signala i Suma osnovne linije te
njihove relativne standardne devijacije. Standardne devijacije povrsine Kkrivulja na granici

kvantifikacije su u skladu sa zahtjevima manje od 10 %.

VIACLA WAk g2z miINOIC 2070 ZBERA K 2017006 2201702 SHBOT AP0

o3
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e [ ] g

Odziv detektora
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&

BPA

@

054

1 i g 8 ) t/ min
Slika 4.27. Kromatogram metanolnog ekstrakta otopine uzorka papira koncentracije BPA
na granici detekcije, y(BPA) = 0,0025 mg L%, w(BPA) = 0,0008 mg g ! (S/N = 3,4)

Tablica 4.22. Povrsina krivulje BPA i omjeri signala i Suma
osnovne linije (S/N) u kromatogramu metanolnog ekstrakta

uzorka papira koncentracije BPA na granici odredivanja metode

Redni br. injektiranja  Povrsina krivulje  S/N

1 1,24 13,0

2 1,22 12,7

3 1,17 14,7

4 1,20 10,5

5 1,02 15,6

6 1,18 13,2
Srednja vrijednost 1,17 13,4
RSD / % 7,5 13,2

Za odredivanje granice detekcije i odredivanja BPA ekstrahiranog iz papira modelnim
otopinama znoja pripravljene su otopine 100 % recikliranog papira bez termokromnog otiska
u koje je dodana odgovarajuc¢a koncentracija otopine standarda. Ovaj uzorak papira odabran je

zato $to je na pocetku kromatograma zabiljezena najveca kromatografska krivulja sto moze
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interferirati odredivanju BPA. Granica detekcije BPA u obje modelne otopine znoja bila je ista
kao i granica postignuta ekstrakcijom metanolom, 0,0025 mg L BPA u otopini, odnosno
0,0008 mg gt u uzorku papira (Slika 4.28). Granice odredivanja BPA takoder su bile iste kao
i za ekstrakciju metanolom, 0,0075 mg L bisfenola A u otopini uzorka odnosno
0,0025 mg g u uzorku papira (Slika 4.29). Pokazalo se da komponente modelnih otopina znoja
¢ije se kromatografske krivulje pojavljuju u kromatogramima ne smanjuju omjer signala i Suma
osnovne linije i ne interferiraju s krivuljom bisfenola A. Otopine s masenom koncentracijom
analita na granici odredivanja injektirane su u kromatografsku kolonu Sest puta. U Tablici 4.23
prikazane su povrsine kromatografskih krivulja bisfenola A i omjeri signala i Suma osnovne
linijje te njihove relativne standardne devijacije. Standardne devijacije povrSine
kromatografskih krivulja na granici kvantifikacije zadovoljavaju zahtjev da su manje od 10 %.
Relativna standardna devijacija vrijednosti S/N nesto je veca od 10 %, ali to nije Kriterij

prihvatljivosti za potvrdu granice odredivanja.

\WIDLA Wadlerg=226 rm(KUNKOVC .. ZBEPA K 2DI70E0L EN IS0 ACC; EXTRZ017.0801 155238051 6101.0)

B

B

BPA

Odziy detektora

ol

Lt/ min.
Slika 4.28. Uvecani dio kromatograma BPA ekstrahiranog iz uzorka papira
modelnom otopinom znoja pripravljenom prema normi ISO 3160-2; masena
koncentracija BPA dodana otopini uzorka na granici detekcije: y(BPA) = 0,0025
mg L%, w(BPA) = 0,0008 mg g* (S/N=4,1)
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Slika 4.29. Uvecani dio kromatograma BPA ekstrahiranog iz uzorka papira
modelnom otopinom znoja pripravljenom prema normi ISO 3160-2; masena
koncentracija BPA dodanog otopini uzorka na granici odredivanja: y(BPA) = 0,0075
mg L%, w(BPA) = 0,0025 mg g (S/N = 13,3)

Tablica 4.23. Povrsina kromatografskih krivulja BPA i omjeri signala i Suma
osnovne linije (S/N) u kromatogramina uzoraka papira ekstrahiranog modelnim

otopinama znoja pri koncentraciji BPA na granici odredivanja

_ 1SO 3160-2 EN 1811
_Redni br. Povrsina Povrsina
injektiranja krivulje S/N krivulje S/N
1 1,16 13 1,20 12
5 1,20 13 1,16 13
3 1,18 15 1,13 15
4 1.16 10 1,15 14
5 1,13 16 1,17 11
6 1,16 14 1,19 12
Srednja 117 13 1,17 13
vrijednost
RSD / % 2,0 13 2,2 13

4.2.2.6. Robusnost

Robusnost metode ispitana je variranjem uvjeta tekuc¢inskokromatografske analize koji su
relativno lako podloZni promjenama ili manjim pogreskama, a mogli bi utjecati na rezultat
mjerenja. Varirani su temperatura kolone, protok i sastav pokretne faze za + 10 %. Promatrano
je vrijeme zadrzavanja i razlu¢ivanje analita u odnosu na pocetnu krivulju u kromatogramima

koja je ujedno bila i najbliza. Analizirane su otopine uzoraka papira navigator s otiskom boje.
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Vrijednosti u Tablici 4.24 pokazuju da manje promjene u temperaturi kolone, protoku i sastavu
pokretne faze ne utjeCu znatno na djelotvornost i selektivnost kromatografske analize niti za

jednu ekstrakcijsku otopinu.

Tablica 4.24. Robusnost metode za odredivanje BPA u papiru s otiskom termokromne boje
ekstrakcijom metanolom i modelnim otopinama znoja normama ISO 3160-2 i EN 1811

Ekstrakcijska otopina Metanol ISO 3160-2 EN 1811
Kromatografski uvjeti

tr(BPA)/ tr(BPA)/ tr(BPA)/

t(kolone) Protok/ SﬁStaV min Rs min Rs min Rs

/°C  mL min! pokretne

faze
30 1,0 4.4 9,1 4.4 14,8 4.4 14,4
Prema

30 0,9 371 49 6,8 49 14,8 49 14,9

30 1,1 S 4,0 7.8 4.0 145 4.0 14.6

30 1,0 + 10 % H,0 6,1 27,3 6,1 21,6 6,1 22,0

30 1,0 +10% CHsCN 3,4 6,1 3,4 9,2 3,4 10,7

27 1,0 Prema 45 16,7 45 14,1 45 14,9

33 1,0 3.7.1. 43 6,9 43 13,7 43 14,0

4.2.2.7. Stabilnost otopina

Stabilnost analiziranih otopina BPA ispitana je analizom otopine standarda koncentracije
1 mg Lt i ekstrakata uzorka papira navigator s termokromnim otiskom metanolom i modelnim
otopinama znoja. Otopine su tijekom ispitivanja pohranjene u automatskom uzorkiva¢u na
sobnoj temperaturi i nisu bile izloZene svjetlu. Kriterij za stabilnost otopine je promjena
povrsine kromatografske krivulje manja od 5 % u odnosu na pocetnu. Otopina standarda
pripravljena u smjesi metanola i vode bila je stabilna tijekom svih 212 h pokusa (8,8 dana),
a otopina uzorka tijekom 165 h (6,9 dana). Rezultati su prikazani u Tablici 4.25.
Otopine standarda u obje modelne otopine znoja bile su stabilne tijekom svih 330 h sati
ispitivanja (13 dana i 18 h, tj. skoro 2 tjedna). Ekstrakt uzorka papira u modelnoj otopini
pripravljenoj prema normi ISO 3160-2 bio je stabilan tijekom svih 215 sati ispitivanja,
a ekstrakt uzorka papira u modelnoj otopini znoja pripravljenoj prema normi EN 1811 tijekom
78 h ispitivanja nakon c¢ega je pokus prekinut zbog premale koli¢ine uzorka. Rezultati su

prikazani u Tablicama 4.26 i 4.27.

Svi rezultati validacije metode bili su zadovoljavajuci i metoda je primijenjena za analizu

BPA u papiru s termokromnim otiscima.
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Tablica 4.25. Stabilnost BPA u otopini standarda i metanolnog
ekstrakta uzorka papira s termokromnim otiskom pri sobnoj temperaturi

Standard Uzorak
t/h  p@PAy Zepofetme pp,y % poletne
povrsine povrsine

0 174,6 100,0 340,3 100,0
43 1764 101,0 341 100,2
116 176,4 100,0 341,8 100,2
165 1767 100,2 345,3 100,9
212 1777 100,6 _

*povrina kromatografske krivulje BPA

Tablica 4.26. Stabilnost standardnih otopina BPA u modelnim otopinama

znoja pri sobnoj temperaturi

Otopina znoja prema normi

SO 3160-2 EN 1811

t/h  P(BPA)* % pocletne povrSine P(BPA) % pocetne povrsine

0 176,8 100,0 175,4 100,0
24 176,7 99,9 174,6 99,5
42 178,6 101,0 1749 99,7
62 176,1 99,6 175,5 100,1
90 175,8 99,4 175,8 100,2
186 176,9 100,1 175,2 99,9
211 175,7 99,4 176,2 100,5
236 1774 100,3 177,9 1014
258 178,1 100,7 179,3 102,2
330 177,9 100,6 179,4 102,3

“ povrsina kromatografske krivulje BPA

Tablica 4.27. Stabilnost BPA ekstrahiranog iz uzorka papira s termokromnim

otiskom modelnim otopinama znoja pri sobnoj temperaturi

Otopina znoja prema normi

1ISO 3160-2 EN 1811
t/h P(BPA)* % pocetne povrsine P(BPA) % pocetne povrSine
0 84,3 100,0 77,5 100,0
19 84,2 99,9 76,3 98,5
46 84,6 100,4 78,2 100,9
142 84,3 100,0 78,1 100,8
166 84.4 100,1
193 85,1 100,9
215 84,5 100,2

" povrsina kromatografske krivulje BPA
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4.2.3. Analiza uzoraka papira s otiscima termokromne boje

4.2.3.1. Papiri bez otisaka boje

Uzorci svih vrsta papira bez otiska termokromne boje analizirani su razvijenom metodom. Niti
u jednom uzorku koncentracija bisfenola A nije bila visa od granice odredivanja, ukljucujucéi i
reciklirani papir. Ovime je dokazano da rezultatima izmjerenim ekstrakcijom bisfenola A s

otiska termokromne boje na papiru ne doprinose eventualni tragovi bisfenola A koje je moguce
..... 87’88

4.2.3.2. Odredivanje bisfenola A ekstrahiranog s papira s termokromnim otiskom

Validirana metoda primijenjena je za odredivanje maksimalnog masenog udjela bisfenola A u
razli¢itim vrstama papira s termokromnim otiskom ekstrakcijom metanolom, a ekstrakcija
modelnim otopinama znoja za ispitivanje moguceg prijenosa BPA s papira na kozu ljudi.
Svaki uzorak pripravljen je u duplikatu, a kao konacni rezultat uzeta je srednja vrijednost dviju
analiza. Rezultati su prikazani u Tablici 4.28. Usporedba ekstrakcije bisfenola A s metanolom
i modelnim otopinama znoja pokazuje da se metanolom ekstrahira prosjecno 4 puta vise
bisfenola A nego modelnim otopinama znoja (Tablica 4.29.). Najmanja razlika izmedu
ekstrakcije metanolom i modelnim otopinama znoja uocena je za bezdrvni premazani papir koji
ima najmanji udio bisfenola A. Znojem se iz tog papira ekstrahiralo oko 2 puta manje BPA
nego metanolom. Razlika u ekstrakciji najveca je za voluminozni papir i papir navigator, iz
kojih se znojem ekstrahiralo oko 5 puta manje BPA nego metanolom. Ne moze se pouzdano
tvrditi je li u¢inkovitost ekstrakcije modelnim otopinama znoja proporcionalna masenom udjelu
bisfenola A u papiru s termokromnim otiskom jer voluminozni papir sadrzi znatno manje
bisfenola A od papira navigator, a ekstrahirani udio je podjednak. Medutim, voluminozni papir
sadrzi znatno viSe bisfenola A od bezdrvnog premazanog papira pa ucinkovitost ekstrakcije
ovisi 0 masenom udjelu bisfenola A u papiru, ali i o vrsti papira. Ekstrakcijom bisfenola A
modelnim otopinama znoja pripravljenim prema normama EN 1811 i ISO 3160-2 dobivaju se
podjednaki rezultati (Tablica 4.29).
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Tablica 4.28. Ekstrakcija bisfenola A s otiska termokromne boje na razli¢itim

vrstama papira metanolom i modelnim otopinama znoja

w(BPA)/ mg g
Otopina znoja prema

Br. Uzorak Metanol ISO 3160-2 EN 1811
1  Navigator N 0,778 0,158 0,167
2 Navigator TCB 1 cm® 0,652 0,122 0,167
3 Bezdrvni premazani 0,126 0,064 0,047
4 Bezdrvni nepremazani 0,346 0,089 0,081
5 Reciklirani 100 % 0,354 0,083 0,098
6 Reciklirani 33 % 0,381 0,108 0,103
7 Voluminozni 0,373 0,073 0,076
8  Sinteticki 0,460 0,151 0,175

Tablica 4.29. Usporedba djelotvornosti ekstrakcije bisfenola A iz papira s

termokromnim otiskom metanolom i modelnim otopinama znoja

w(BPA)1 / w(BPA)2*
Br Uzorak Metanol/ Metanol/ ISO 3160-2/
' ISO 3160-2 EN 1811 EN 1811

1 Navigator N 4,9 4,7 1,0
2  Navigator TCB 1 cm® 5,3 3,9 0,7
3 Bezdrvni premazani 2,0 2,7 1,4
4 Bezdrvni nepremazani 3,9 4,7 1,1
5 Reciklirani 100 % 4,3 3,6 0,9
6 Reciklirani 33 % 3,5 3,7 1,1
7 Voluminozni 51 4,9 1,0
8 Sinteticki 3,1 2,6 0,9

Srednja vrijednost 4,0 3,9 1,0

* omjer masenih udjela BPA u navedenim otapalima

Moze se zakljuciti da razli¢ita pH-vrijednost i ionska jakost dviju modelnih otopina znoja ne
utjecu na koli¢inu bisfenola A ekstrahiranog s papira s termokromnim otiskom. Maseni udjeli
bisfenola A u papirima analiziranim u ovom radu znatno su visi od do sada odredenih u
uzorcima recikliranih i svih drugih vrsta papira, osim termalnih papira za tiskanje. Visoki
maseni udjeli bisfenola A ekstrahiranog s povrsine termokromnog otiska na papiru znojem
mogu predstavljati rizik za ljudsko zdravlje preko transdermalne izloZenosti, kao i termalni
papiri. U slu€aju tiskanja termokromne boje s bisfenolom A na papir za neku konkretnu
namjenu potrebno je dodatno ispitati moguénost njegova prijenosa s papira na kozu ljudi

obzirom na uvjete i vrijeme izloZenosti.
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4.2.3.3. Odredivanje bisfenola A u papirima s otiskom termokromne boje tijekom anaerobne

razgradnje u tlu

Razvijena i validirana metoda primijenjena je za odredivanje bisfenola A u otiscima

termokromne boje na Sest vrsta papira tijekom 150 dana anaerobne razgradnje papira u tlu $to

je simuliralo uvjete razgradnje na deponiju smec¢a. Komadi papira stavljeni su izmedu dva sloja

tla vlaznosti oko 20 % i zatvoreni u posude. Nakon 14, 32, 50, 80 i 150 dana papiri su izvadeni

iz posuda, ociS¢eni od tla i analizirani. Vidljive promjene papira tijekom razgradnje prikazane

su na Slici 3.2. Rezultati odredivanja masenih udjela bisfenola A u papirima tijekom anaerobne

razgradnje u tlu prikazani su u Tablici 4.30 i na Slici 4.30.

Tablica 4.30. Maseni udio bisfenola A u 5 vrsta papira s termokromnim otiscima

tijekom 150 dana anaerobne razgradnje u tlu

Vrijeme

w(BPA)/ mg g

. . . Bezdrvni Bezdrvni Recikli- Recikli-
razgradnje  Sinte- Volumi- . )
/ dan ticki  nozni prema- nepre- rani rani

zani mazani 33% 100 %

0 0,460 0,373 0,126 0,346 0,381 0,354

14 0,429 0,302 0,066 0,254 0,270 0,251

32 0,373 0,196 0,047 0,206 0,172 0,173

50 0,239 0,095 0,013 0,092 0,053 0,053

80 0,110 0,049 0,012 0,025 0,020 0,030

150 0,045 0,014 < GO* 0,009 0,012 0,009

*GO = granica odredivanja
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Slika 4.30. Graficki prikaz ovisnosti masenog udjela bisfenola A u papiru s

termokromnim otiscima o vremenu anaerobne razgradnje u tlu

Vidljivo je da se maseni udjel bisfenola A tijekom 150 dana razgradnje u svim papirima
konstantno snizava do vrlo niskih vrijednosti bliskih granici odredivanja. Ve¢ nakon 32 dana
anaerobne razgradnje u tlu udio bisfenola A u papirima snizio se na prosje¢no 51 % pocetne
vrijednosti (od 37 % do 81 %). Nakon 80 dana prosje¢na preostala koli¢ina bisfenola A u
papirima bila je 11 % (od 5 % do 24 %). Na kraju razdoblja od 150 dana anaerobne razgradnje
u tlu prosjecna vrijednost bisfenola A preostalog u papirima s termokromnim otiscima bila je
4 % pocetne vrijednosti (od < GO do 10 %). Snizenje masenog udjela BPA bilo je najbrze u
bezdrvnom premazanom papiru koji je sadrzavao najmanje bisfenola A, a najsporije u
sintetickom papiru koji je sadrZzavao najviSe bisfenola A. Sporija razgradnja sinteti¢kog papira
moze biti uzrokovana i njegovim porijeklom. To je jedini od ispitivanih papira koji ne sadrzi
celulozu nego je proizveden od polipropena. Na Slici 3.2 vidljivo je da se tijekom razgradnje
jedino sinteti¢ki papir nije raspao na manje komadice. Analiza uzoraka tla pokazat ¢e je li BPA

ostao u tlu u nepromijenjenom obliku ili se mozda razgradio ili povezao s organskom tvari.
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U Tablici 4.31. usporedene su granice detekcije i odredivanja BPA postignute u ovom radu s

podacima u objavljenim radovima postignutim razli¢itim analitickim tehnikama. Dodan je i

pregled vrsta uzoraka koji su analizirani te rasponi pronadenih koncentracija ili masenih udjela

bisfenola A.

Tablica 4.31. Pregled analiti¢kih tehnika, granica detekcije i odredivanja i izmjerenih

masenih udela bisfenola A u raznim vrstama papira

Litera-
turnarefe- Tehnika GD* GO** Uzorci i rezultati
rencija
Ovajrad HPLC-UV y=25ugL? y=7,5pgL?t  Otisci TKB na papiru
w=08ugg? w=25pgg! (0,126-0,778)mgg
16 HPLC-UV Termalni papiri
(0,53-20,9) mgg?
34 HPLC-UV y=06mgL! y=2mgL? Raéuni
10mg gt
83 HPLC-UV w=225ugg? Racuni
(45-425)mgg*
35 HPLC-FD y=5pg L1 Racuni
8-17)mgg™
84 HPLC-FD y»=33pgL?! Termalni papiri
(0,11-21,65) mg g
74 LC- w=0,5ngg* Termalni papiri
MS/MS (0,014 — 13,6) mg g*
Novcanice
(0,001-82,7) g g™
88 LC- w=0,02 ng g* Otpadni papir u
MS/MS domacinstvu
(0,31 — 17600) pg g
85 LC- w=0,3ngg?! Papirnata ambalaza za
MS/MS hranu
<GO-28,2ngg
32 GC-FID w=09mgg! w=26mgg Termalni papiri
dol17mgg™
87 GC-MS w=4ngg? Reciklirani papir

(06-24)pggt

*GD = granica detekcije

**G0O = granica odredivanja

Kristinka Vinkovié¢

Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava 114

Granice detekcije i odredivanja BPA u papiru s termokromnim otiskom postignute u ovom radu
znatno su bolje od ranije postignutih granica uz analizu tekué¢inskom kromatografijom s
UV-detekcijom i usporedive s rezultatima postignutim uz znatno osjetljiviju fluorescencijsku
detekciju.34*>88 Tekuéinska kromatografija spregnuta s tandemnom spektrometrijom masa i
dalje je znatno osjetljivija analiti¢ka tehnika kojom su postignute tri do Cetiri reda veli¢ine nize
granice detekcije i odredivanja.”3®8 Plinskom kromatografijom uz plamenoionizacijski
detektor postignute su oko 300 puta vise granice detekcije i odredivanja, dok je uz upotrebu
spektrometra masa kao detektora ova tehnika znatno osjetljivija i omogucava granicu
odredivanja BPA oko 600 puta nizu od granice postignute metodom razvijenom u ovom
radu.3287

Usporedeni su rezultati odredivanja bisfenola A u papirima s termokromnim otiscima
i raznim drugim papirima. Maseni udjeli bisfenola A u papirima ra¢una bili su znatno visi nego
u papirima s otiscima termokromne boje.3*358 Maseni udjeli bisfenola A u termalnom papiru
podjednaki su udjelima bisfenola A u papirima s termokromnim otiskom,6:327384 dok je u
nov¢anicama, papirnatoj ambalaZi za hranu i recikliranom papiru maseni udjel BPA bio znatno

niii.73'87'88
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4.3. Odredivanje bisfenola A u tlu tijekom anaerobne razgradnje papira

4.3.1. Razvoj metode

Tekucinska kromatografija obrnutih faza s UV-detekcijom bila je jedina dostupna analiticka
tehnika za pracenje koli¢ine bisfenola A u uzorcima tla tijekom anaerobne razgradnje papira s
termokromnim otiskom, no pronaden je i literaturni podatak da je ova metodologija veé
koriStena za analizu modelnih uzoraka tla s visim masenim udjelom bisfenola A.28% U svim
objavljenim radovima o analizi tla teku¢inskom kromatografijom bisfenol A je od ostalih
komponenti uzorka odjeljivan na koloni Cis. Takoder, u svim analizama uz primjenu optickih
detektora (fluorescencijski i UV) pokretna faza bila je smjesa vode i acetonitrila, kao i u metodi
primijenjenoj u ovom radu,?1:38:39.0

Na osnovi rezultata odredivanja masenog udjela bisfenola A u papirima izracunana je
masa bisfenola A koja je mogla dospjeti u tlo tijekom anaerobne razgradnje papira. Ako nije
bilo bakterijske razgradnje, masa bisfenola A prenesenog u tlo mogla je biti od 0,0321 mg do
0,0845 mg. Izracunan je teorijski raspon masenih udjela bisfenola A u tlu tako da je masa
bisfenola A podijeljena s ukupnom masom suhog tla u staklenci. Moguci maseni udjeli u sluc¢aju
potpunog prijenosa BPA s papira u tlo bili su u rasponu od 0,235 pg g* do 1,389 pg gt
Najmanja masa bisfenola A u uzorku tla od 5 g u slucaju potpunog prijenosa (bez razgradnje)
bila je 1,175 pg. Nakon §to se uzorak tla ekstrahira etil-acetatom, ekstrakt upari do suha i suhi
ostatak otopi u malom volumenu otapala, teorijska masena koncentracija bisfenola A u otopini
uzorka koji se injektira u kolonu bila je oko 0,40 mg L. Ova vrijednost znatno je visa od
granice odredivanja postignute metodom za analizu bisfenola A u papiru, koja je bila 0,0075
mg L 1. Za dodatno povedéanije osjetljivosti, volumen injektiranja poveéan je s S0 uL na 100 pL.
Procijenjeno je da je odredivanje bisfenola A tekuéinskom kromatografijom s UV-detekcijom
dovoljno osjetljivo za odredivanje BPA u tlu tijekom anaerobne razgradnje papira jer je
najmanja oCekivana koncentracija u otopini za injektiranje u slucaju potpunog prijenosa
bisfenola A s papira u tlo bila oko 100 puta visa od ranije granice odredivanja. Smatralo se da
ova razlika ostavlja dovoljno prostora za pracenje postupnog prijelaza s papira i razgradnje
bisfenola A u tlu.

U slucaju priprave uzorka ekstrakcijom 5 g tla, ali bez uparavanja ekstrakta najniza

koncentracija bisfenola A u otopini za injektiranje bila bi u slu¢aju potpunog prijelaza BPA u
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tlo 0,0235 mg L ! $to je samo tri puta vise od granice odredivanja i ne ostavlja puno prostora
za pracenje koncentracije bisfenola A tijekom anaerobne razgradnje papira. Stoga je u nastavku
rada u pripravu uzoraka nakon ekstrakcije ukljuen postupak koncentriranja uzoraka
uparavanjem pri snizenom tlaku.

Pocetni kromatografski uvjeti podeseni za odredivanje bisfenola A u termokromnim
bojama i papirima pokazali su se zadovoljavaju¢im i za analizu tla. Produljeno je ispiranje
kolone pokretnom fazom s visokim udjelom acetonitrila. Maksimalni udio acetonitrila u
pokretnoj fazi povecan je na 80 % kako bi se s kolone isprale sve jako zadrzane komponente.

Pregled literature o analizi tla pokazao je da su uzorci tla za analizu BPA suseni od
3 hna 100 °C do 24 h na sobnoj temperaturi.?2233940.101102 \j oyom radu uzorci tla suseni su u
susioniku na 60 °C nekoliko sati do konstantne mase kao u radu Dorival-Garcie i suradnika.??
Bisfenol A je termicki stabilan, tali se na 158 °C, pa je suSenje na blago poviSenoj temperaturi
smatrano prihvatljivim. PoviSena temperatura odabrana je kako bi vrijeme susenja bilo $to krace
da bi se izbjegla razgradnja bisfenola A u tlu. Utvrdeno vrijeme poluraspada BPA u tlu je oko
3 dana.® Nakon susenja, tlo je prosijano kroz sito veli¢ine pora 1 mm da se dobije homogeni
uzorak. Prije 1 nakon suSenja uzorci su pohranjeni u hladnjaku na —18 °C.

Za analizu kromatografijom standardnih  dimenzija (engl. standard-bore
chromatography) najéesce je koristena masa od 5 g tla.*®1%11 Tq je bila optimalna masa i u
ovom radu obzirom na ukupnu dostupnu masu uzoraka. Ultrazvu¢na ekstrakcija provodena je
jednokratno ili visekratno od 5 do 15 min, a etil-acetat bio je najcesce otapalo.®®190191 Tijekom
razvoja metode u ovom radu najbolje otapalo za ekstrakciju odabrano je izmedu otapala
koristenih u ranijim metodama (metanol, etil-acetat i aceton).® Ispitano je vrijeme potrebno
za ekstrakciju te utjecaj dvokratne ekstrakcije na njenu djelotvornost. Nakon ekstrakcije, uzorci
su centrifugirani i uparavani pri snizenom tlaku uz zagrijavanaje na 40 °C pomocu rotirajuceg
uparivaéa §to je takoder veé opisano u literaturi.3” Volumen i vrsta otapala u kojemu je otopljen

suhi ostatak nakon uparavanja ekstrakta takoder su optimirani tijekom razvoja metode.

U prvoj fazi optimiranja priprave uzoraka uz uparavanje odredeno je otapalo prikladno
za ekstrakciju bisfenola A iz tla. Pripravljene su po dvije priprave istog uzorka tla za ekstrakciju
metanolom, acetonom i etil-acetatom. Koli¢ina bisfenola A ekstrahiranog metanolom i
etil-acetatom bila je podjednaka (Tablica 4.32), no kromatogram uzorka ekstrahiranog

metanolom imao je na pocetku znatno vise komponenti koje bi mogle interferirati pri analizi

Kristinka Vinkovié¢ Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava 117

bisfenola A. U slucaju ekstrakcije etil-acetatom na pocetku kromatograma ekstrakta bilo je
znatno manje eluiranih komponenti. Stoga je etil-acetat odabran kao pogodno otapalo za
ekstrakciju BPA iz tla.

Tablica 4.32. Usporedba djelotvornosti ekstrakcije BPA iz tla razli¢itim otapalima

Otapalo W(BPA) / pg g*

Metanol 0,47
Aceton 0,42
Etil-acetat 0,48

U nastavku je ispitana ovisnost djelotvornosti ekstrakcije bisfenola A o vremenu ekstrakcije od
15 do 120 minuta. Ekstrahiran je uzorak tla nakon anaerobne razgradnje papira bezdrvni
premazani u vremenu od 150 dana. Maksimalna ekstrakcija postignuta je veé¢ nakon
30 minuta (Slika 4.31)

0,006
0,005

0,004

0,003 o
0,002

w(BPA) /ng g™

0,001

0,000 .

0 30 60 90 120
t/ min

Slika 4.31. Ovisnost djelotvornosti ekstrakcije bisfenola A iz tla etil-acetatom o vremenu

Tijekom pocetnih eksperimenata razvoja metode pokazalo se da nece biti dovoljno realnih
uzoraka za razvoj i validaciju metode. Ostatak razvoja i validacije metode napravljen je na
modelnim uzorcima koji su pripravljeni tako da je uzorku tla s iste lokacije, a koji nije bio u
kontaktu s papirom s termokromnim otiskom dodana standardna otopina bisfenola A. Maseni
udio bisfenola A u tlu koji treba posti¢i dodatkom standardne otopine BPA u modelnim
uzorcima procijenjen je u odnosu na podrucje o¢ekivanih masenih udjela na oko 0,1 pg g

suhog tla.
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Tijekom razvoja metode ispitan je utjecaj visekratne ekstrakcije tla etil-acetatom na rezultate
odredivanja BPA (Tablica 4.33). Napravljen je t-test neovisnih uzoraka: t-vrijednost bila je 0,57
Sto je manje od f-vrijednosti koja je 2,132 za a = 0,05 i 4 stupnja slobode. Prema tome srednje
vrijednosti rezultata odredivanja BPA u tlu dobivenih jednokratnom i dvokratnom ekstrakcijom
etil-acetatom statisticki Se znacajno ne razlikuju. Razvoj metode nastavljen je uz jednokratno
ekstrahiranje tla etil-acetatom. U rac¢unu su usporedivane povrsine Krivulje bisfenola A, jer je u
sve uzorke tla dodana ista koli¢ina analita i na kraju su sve priprave otopljene u istom volumenu

otapala.

Tablica 4.33. Usporedba jednokratne i dvokratne ekstrakcije tla

etil-acetatom s obzirom na rezultat odredivanja BPA

. : « Srednja
Ekstrakcija  Priprava P(BPA) vrijednost
Dvokratna 1 21,9 23,2

2 24,1
3 23,7
Jednokratna 1 20,7 22,5
2 23,9
3 23,0

* povrSina kromatografske krivulje BPA
U nastavku je ispitan utjecaj volumena otapala za ekstrakciju na rezultat odredivanja BPA u
tlu. Modelni uzorci tla ekstrahirani su s 15, 25 i 35 mL etil-acetata. Rezultati su prikazani u

Tablici 4.34.

Tablica 4.34. Utjecaj volumena otapala na ekstrakciju bisfenola A iz tla

V(Et-Ac) / Priprava w(BPA_)Fo / ng S_r_ed nja
mL g vrijednost
15 1 0,0778 0,077
2 0,0792
3 0,0743
25 1 0,0888 0,091
2 0,0912
3 0,0924
35 1 0,0947 0,091
2 0,0918
3 0,0863
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Ekstrakcijom s 15 mL otapala odredeni su znatno nizi maseni udjeli BPA u tlu nego
ekstrakcijom s veéim volumenom otapala. Znacajna razlika potvrdena je neovisnim t-testom.
Izracunana t-vrijednost bila je 26,7 §to je znatno viSe od f-vrijednosti koja je 2,132 za « = 0,05
i 4 stupnja slobode. Srednja vrijednost masenih udjela BPA odredenih ekstrakcijom s 25 mL i
35 mL etil-acetata je ista, pa je zakljueno da je volumen od 25 mL otapala dovoljan za
djelotvornu ekstrakciju.

Razvoj metode nastavljen je odabirom najboljeg otapala za otapanje suhog ostatka
nakon uparavanja ekstrakta. Ispitano je otapanje u acetonu, metanolu i acetonitrilu. Volumen
otapala bio je 2,5 mL Sto je viSe nego u prethodnim eksperimentima (u kojima je koriSten
1,5 mL metanola i 1,5 mL vode) da bi se dodatno pospjesila topljivost bisfenola A i preostale
suhe tvari. Kako bi se sastav otapala ujednacio s poéetnim udjelom vode u pokretnoj fazi, nakon
otapanja suhe tvari u otapalu dodano je 2,5 mL vode $to je uzrokovalo nastajanje taloga. Zbog
toga su otopine za analizu profiltrirane kroz PTFE-filtre u bocice za analizu. PovrSine i visine

kromatografskih krivulja BPA u pripadnim kromatogramima prikazane su u Tablici 4.35.

Tablica 4.35. Utjecaj otapala za otapanje suhog ostatka nakon uparavanja ekstrakta

na povrsinu i visinu kromatografske krivulje bisfenola A ekstrahiranog iz tla

: « Srednja s Orednja
Otapalo Priprava P(BPA) vrijednost h(BPA) vrijednost
Aceton 1 28,3 27,4 3,5 3,5
2 27,5 3,6
3 26,4 3,4
Metanol 1 26,1 26,9 3,5 3,6
2 27,4 3,6
3 27,3 3,4
Acetonitril 1 28,0 28,2 2,8 2,9
2 28,1 2,9
3 28,7 2,9

* povr$ina kromatografske krivulje bisfenola A

** visina kromatografske krivulje bisfenola A

U usporedbi s otapanjem suhog ostatka u metanolu ili acetonu, otapanje u acetonitrilu rezultira
krivuljom BPA veée povrsine, ali 20 % manje visine, tj. krivulja bisfenola A u acetonitrilu
znatno je sira od krivulja BPA otopljenog u acetonu i metanolu. Obzirom da je visina krivulje
bitna za omjer signala i Suma osnovne linije tj. za utvrdivanje granice odredivanja, acetonitril

nije bio prikladno otapalo za nastavak eksperimenata. U kromatogramima uzoraka otopljenih u
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acetonu pojavljuje se mala krivulja koeluirajueg sastojka S§to nije zabiljezeno u
kromatogramima uzoraka otopljenih u metanolu. Metanol je potvrden kao najbolje otapalo
suhog ostatka nakon uparavanja ekstrakta zemije.

U nastavku je ispitan optimalni volumen otapala za suhi ostatak nakon uparavanja
ekstrakta. Volumen otapala trebao je biti ¢im manji radi postizanja nize koncentracije analita,
ali dovoljan da se njime moze isprati okrugla tikvica od 100 mL i otopiti preostala suha tvar
zajedno s analitom. Takoder, ukupni volumen otopine morao je biti dovoljan za filtraciju kroz
PTFE-filtar. Na svaki pocetni volumen metanola dodan je jednaki volumen vode kako bi se
sastav otopine prilagodio pocetnom sastavu pokretne faze ¢ime se sprjeCava talozenje

nepolarnih komponenti na koloni. Rezultati analize prikazani su u Tablici 4.36.

Tablica 4.36. Ovisnost rezultata odredivanja bisfenola A u tlu o

volumenu otapala za otapanje suhog ostatka nakon uparavanja ekstrakta

Volumen . m(BPA) / Srednja
Priprava ..
otapala mg vrijednost
1,5 mL metanol 1 0,40 0,41
+ 1,5 mL voda 2 0,41
3 0,41
2,0 mL metanol 1 0,41 0,41
+ 2,0 mL voda 2 0,40
3 0,43
2,5 mL metanol 1 0,36 0,38
+ 2,5 mL voda 2 0,38
3 0,39

Rezultati prikazani kao masa bisfenola A detektirana u pojedinom uzorku pokazuju da je ukupni
volumen otapala od 3 mL (1,5 mL metanol + 1,5 mL voda) dovoljan za otapanje bisfenola A i
suhe tvari zaostale nakon uparavanja ekstrakta. Manji volumen otapala nije bio dovoljan za
efikasno ispiranje tikvice od 100 mL. Vrijeme otapanja suhe tvari u definiranom volumenu
otapala u ultrazvuc¢noj kupelji uz rotiranje tikvice bilo je 2 min u metanolu i 2 min u vodi kako
bi se suha tvar $to bolje otopila. Dulje otapanje pomognuto ultrazvukom nije bilo moguce, jer
se otopina zagrijava i pocinje isparavati $to znatno utje¢e na toc¢nost i ponovljivost mjerenja

BPA obzirom na mali volumen otapala.
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U nekim je istrazivanjima utvrdeno da prisutnost huminskih kiselina u ekstraktu tla
smanjuje odziv UV-detektora.!® Da bi se ispitao utjecaj matrice uzorka na odziv detektora za
bisfenol A u ovom su radu pripravljene standardne otopine u ekstraktu tla i otapalu te je

usporeden odziv UV-detektora za BPA u tim otapalima. Rezultati su prikazani na Slici 4.32.
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Slika 4.32. Ovisnost povrsine krivulje BPA 0 masenoj koncentraciji u

standardnim otopinama pripravljenim u smjesi metanola i vode (ravna

linija) i u ekstraktu tla (isprekidana linija)

Jednadzba bazdarnog pravca za otopine pripravljene u smjesi metanola i vode bila je
y = 330,62x + 1,0258 s koeficijentom korelacije 0,9997, a jednadzba bazdarnog pravca za
otopine pripravljene u ekstraktu tla y = 324,86x + 0,9427 s koeficijentom korelacije 0,9998.
Slika 4.32 i razlika u koeficijentima smjera bazdarnih pravaca pokazuju da matrica uzorka nema
znacajan utjecaj na odziv UV-detektora za BPA te da se standardne otopine za odredivanje BPA

u tlu mogu pripravljati u smjesi metanola i vode.
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4.3.2. Validacija metode za odredivanje bisfenola A u tlu

Metoda razvijena za odredivanje BPA u tlu validirana je prema smjericama medunarodnih

regulatornih agencija kako bi se dokazalo da je odgovarajuéa i pouzdana za primjenu. 103104

4.3.2.1. Selektivnost i specificnost

Tipi¢ni kromatogram ekstrakta uzorka tla pripravljenog prema postupku opisanom pod 3.10.1.
prikazan je na Slikama 4.33 i 4.34. Identitet bisfenola A potvrden je usporedbom njegova
vremena zadrzavanja u kromatogramima otopine uzorka i standarda te snimanjem UV-spektra

analita tijekom kromatografske analize pomocu detektora s nizom fotodioda (Slika 4.35).

VDL A W elengh226 miKVINKOVIC Z01BLPCBERA K 20180008 20180208 1541-0NES 170L.0)

BPA

Odziv detektora

§ b 5 D 5 D 27 min.
Slika 4.33. Kromatogram ekstrakta gornjeg sloja tla u kojemu je bio voluminozni

papir 150 dana, w(BPA) = 0,0152 ug g*
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Slika 4.34. Uvecani dio kromatograma ekstrakta gornjeg sloja tla u kojemu je bio

voluminozni papir 150 dana, w(BPA) = 0,0152 ug g*

*DAD1, 4.607 (6.1 mAU, - ) Ref=4.533 & 4.653 of UZ10_2.D
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Slika 4.35. UV-apsorpcijski spektar bisfenola A ekstrahiranog iz
uzorka gornjeg sloja tla u kojemu je bio voluminozni papir 150 dana;

pokretna faza: smjesa voda i acetonitrila [¢(H20) = 0,53]

U kromatogramima ekstrakata svih uzoraka tla razlucivanje krivulje bisfenola A u odnosu na

okolne krivulje bilo je zadovoljavajuce, tj. veée od 1,5.
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4.3.2.2. Linearnost

Linearnost odziva UV-detektora za odredivanje bisfenola A u uzorcima tla ispitana je analizom
standardnih otopina pripravljenih u smjesi metanola i vode na sedam koncentracijskih nivoa.
Pripravljena su tri seta standardnih otopina BPA iz tri izvorne otopine. Masene koncentracije
BPA u standardnim otopinama bile su u rasponu od 0,00125 mg L do 1,0 mg L ! bisfenola A,
$to odgovara masenim udjelima BPA u tlu od 0,75 ng g* do 0,6 pg g*. Ovisnost povrsina

krivulja BPA o masenoj koncentraciji u standardnim otopinama prikazana je na Slici 4.36.

400 -

N=21

O T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

y(BPA) / mg L
Slika 4.36. Ovisnost povrsine Krivulje BPA 0 masenoj koncentraciji u standardnim

otopinama pripravljenim u smjesi metanola i vode, N = ukupni broj mjerenja.

Jednadzba bazdarnog pravca bila je y = 340,81 x + 1,0308, a koeficijent korelacije 0,9995.
Relativna standardna devijacija faktora odziva izrazenih kao omjer povrsine kromatografske

krivulje i masene koncentracije bisfenola A u otopini bila je 9,8 %.

4.3.2.3. Preciznost

Preciznost mjerenja bisfenola A ekstrahiranog iz tla odredena je na temelju Sest uzastopnih
injektiranja otopine uzorka u kromatografsku kolonu i izrazena kao relativna standardna
devijacija masenog udjela BPA. Ponovljivost priprave uzorka odredena je na temelju rezultata
izmjerenih analizom Sest priprava modelnog uzorka i izrazena kao relativna standardna

devijacija masenih udjela BPA odredenih u tlu. Rezultati prikazani u Tablicama 4.37 i 4.38.
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Tablica 4.37. Preciznost kromatografskog mjerenja
bisfenola A ekstrahiranog iz tla

Mjerenje W(BPA/tlo) / pg g™
1 47,2
2 46,6
3 46,8
4 46,5
5 46,6
6 46,6
Sr. vrijednost 46,7
RSD / % 0,6

Tablica 4.38. Ponovljivost priprave uzorka za

odredivanje bisfenola A u tlu

Priprava w(BPA/tlo) / pg gt
1 0,0754
2 0,0813
3 0,0824
4 0,0846
5 0,0849
6 0,0844
Sr. vrijednost 0,0822
RSD / % 44

4.3.2.4. Tocnost

To¢nost metode ispitana je na modelnim uzorcima u koje je dodana otopina standarda bisfenola
A na tri koncentracijska nivoa koji pokrivaju podrucje primjene metode. To€nost metode za
odredivanje bisfenola A u tlu bila je od 72,5 % do 90,1 % s prosje¢nom vrijednoséu od
82,5 %. Tocnost je u svim sluc¢ajevima bila manja od 100 % Sto pokazuje da se tijekom sloZenog
procesa priprave uzorka gubi dio analita, no postignuta to¢nost je i dalje zadovoljavajuca za

primjenu metode. Rezultati su prikazani u Tablici 4.39.
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Tablica 4.39. To¢nost metode za odredivanje bisfenola A u tlu

w(BPA) /pg g™

Priprava . Tocnost / %
Dodano Mjereno

1 0,0063 0,0046 73
2 0,0063 0,0046 73
3 0,0062 0,0056 90
4 0,0629 0,0534 85
5 0,0626 0,0513 82
6 0,0623 0,0523 84
7 0,5248 0,4144 79
8 0,5255 0,4733 90
9 0,5211 0,4563 88
Srednja vrijednost 83

RSD / % 8,1

4.3.2.5. Granice detekcije i odredivanja
Granica detekcije odredena je tijekom analize realnih uzoraka te definirana kao maseni udio
bisfenola A u uzorku tla od 0,0009 pg gt pri kojem je omjer signala i suma osnovne linije 3

kao u kromatogramu uzorka prikazanom na Slici 4.37.

WAVt +ZemRNCICISIBEAK DIBNB0B BIZXGRID
N I

5

Ll

Odziv detektora

]

- S A 17¥

Slika 4.37. Uvecani dio kromatograma ekstrakta uzorka gornjeg sloja tla u kojemu je

bio sinteticki papir s termokromnim otiskom tijekom 50 dana, w(BPA) = 0,0009 ug g*
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Granica odredivanja takoder je odredena analizom realnih uzoraka kao maseni udio bisfenola

A u tlu od 0,0028 pg gt (Slika 4.38). Povrsine kromatografskih krivulja bisfenola A i

vrijednosti S/N u kromatogramima ekstrakta uzorka gornjeg sloja tla u kojemu je bio papir

reciklirani 33 % s termokromnim otiskom tijekom 50 dana prikazane su u Tablici 4.40.

VADIAVAdagh2BmUINOIC I8RIBBA K BRI I8 136800

)

Odziv detektora

g

T T
1 2

T
3

T
4

T
5

" T/ min

Slika 4.38. Uvecani dio kromatograma ekstrakta uzorka gornjeg sloja tla u kojemu je

bio papir reciklirani 33 % tijekom 50 dana, w(BPA) = 0,0028 pg g*

Tablica 4.40. Povrsina krivulje BPA i vrijednosti S/N u
kromatogramima ekstrakta tla s masenim udjelom BPA na

granici odredivanja, W(BPA) = 0,0028 nug g*

Povrs$ina

Redni br. injektiranja krivuli S/IN
rivulje

1 1,26 12,1

2 1,32 12,6

3 1,38 13,7

4 1,24 11,2

5 1,21 10,9

6 1,28 13,2

Srednja vrijednost 1,28 12,3

RSD / % 4,7 9,0
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4.3.2.6. Robusnost

Robusnost metode ispitana je variranjem uvjeta kromatografske analize koji su relativno lako
podlozni promjenama ili manjim pogreSkama, a mogli bi utjecati na rezultat mjerenja. Varirani
su temperatura kolone, protok i1 sastav pokretne faze za + 10 %. Promatrano je vrijeme
zadrzavanja i razluCivanje Krivulje analita u odnosu na najblizu lijevu i desnu krivulju u
kromatogramu. Analiziran je jedan od modelnih uzoraka pripravljen za ispitivanje preciznosti
mjerenja BPA ekstrahiranog iz tla. Vrijednosti u Tablici 4.41 pokazuju da manje promjene u
temperaturi kolone 1 protoku pokretne faze ne utjeCu znatno na djelotvornost i selektivnost
metode. Jedino je povecanje pocetnog volumnog udjela acetonitrila u pokretnoj fazi za 10 %
smanjilo razlu¢ivanje krivulje bisfenola A u odnosu na prethodnu krivulju ispod 1 te stoga treba

voditi racuna o to¢nim pocetnim uvjetima eluiranja.

Tablica 4.41. Robusnost metode za odredivanje bisfenola A u tlu

Uvjets REPAT Ry Rs(D)®
Prema 3.9.1. 4,5 3,1 2,7
Protok 0,9 mL min! 50 3,0 3,3
Protok 1,1 mL min! 41 2,9 2,5
+ 10 % H.0 6,2 2,1 2,2
+ 10 % CH3CN 3,5 0,9 19
t(kolone) =27 °C 4.6 1,6 1,8
t(kolone) =33 °C 4.4 2,9 2,3

W Rs(L) razlu¢ivanje u odnosu na najblizu krivulju lijevo
@ Rs(D) razlugivanje u odnosu na najblizu krivulju desno

4.3.2.7. Stabilnost otopina

Stabilnost otopina ispitana je na standardnoj otopini koncentracije BPA 0,2 mg L i na otopini
ekstrakta uzorka donjeg sloja tla u kojemu je bio voluminozni papir tijekom 150 dana. Otopine
su tijekom ispitivanja bile u automatskom uzorkivacu na sobnoj temperaturi i nisu bile izlozene
svjetlu. Kriterij za stabilnost otopina je promjena povrsine krivulje do 5 % u odnosu na pocetnu.
Otopina standarda pripravljena u smjesi metanola i vode bila je stabilna tijekom 267 h
ispitivanja (11 dana), a otopina ekstrakta uzorka tijekom 60 h (2,5 dana). Rezultati su prikazani
u Tablicama 4.42 i 4.43.
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Tablica 4.42. Stabilnost BPA u standardnoj otopini za analizu tla

t/h Povrsina krivulje % pocetne povrSine
0 65,7
23 66,0 100,5
28 66,1 100,6
54 66,7 101,5
76 67,2 102,3
83 67,7 103,0
111 68,2 103,8
120 66,9 101,8
245 68,3 104,0
267 67,2 102,3
395 74,5 113,4

Tablica 4.43. Stabilnost BPA u otopini ekstrakta uzorka tla

t/h Povr§ina krivulje % pocetne povrsine
0 34

24 3,4 100,0

47 3,5 102,9

60 3,5 102,9

143 3,8 111,8

Rezultati validacije metode za odredivanje bisfenola A u tlu bili su zadovoljavajuci za primjenu
metode. U Tablici 4.44 usporedeni su parametri metode razvijene u ovom radu s parametrima

metoda objavljenih u literaturi.

Tablica 4.44. Usporedba validacijskih parametara metoda za odredivanje bisfenola A u tlu

Literaturna . Granica Granica «
. Tehnika . . Tocnost
referencija detekcije odredivanja
Ovaj rad HPLC-UV  0,9ngg? 28nggt (72,5-90,1) %
1,5pug Lt 45pug Lt
38 HPLC-FD 20 ug Lt
100 GC-MS 0,4ngg? 94,5 % +2,5 %
101 GC-MS 0,03ngg? 0,12ngg?!  (88,1-107,7) %
37 GC-MS 0,10ng g! (91,6 — 106) %
40 HPLC- 0,52ngg? 0,94ngg? (47 -82) %
MS/MS
102 HPLC- 28nggt
MS/MS
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U literaturi nisu pronadeni podaci o granici detekcije i odredivanja te tocnosti metode za
odredivanje BPA u tlu teku¢inskom kromatografijom uz UV-detekciju. Granica detekcije BPA
metodom razvijenom u ovom radu niza je 13 puta od granice detekcije za odredivanje bisfenola
A u modelnim uzorcima tla tekuéinskom kromatografijom s fluorescencijskom detekcijom.3®
U navedenom radu proucavana je sorpcija bisfenola A u tlu i sedimentu razlicitih veli¢ina
Cestica. Analizirani su modelni uzorci visoke koncentracije BPA (do 4 mg L) pa vjerojatno
nije bilo potrebe za razvojem metode veée osjetljivosti.?® Granice odredivanja bisfenola A u tlu
plinskom kromatografijom spregnutom sa spektrometrijom masa i tekucinskom
kromatografijom spregnutom s tandemnom spektrometrijom masa nize su od tri do trideset puta
od granice odredivanja postignute metodom razvijenom u ovom radu. Ocekivano je da
tekucinskokromatografska odjeljivanja uz detekciju analita spektrometrijom masa rezultiraju
nizim granicama odredivanja nego uz UV-detekciju. Metodom razvijenom u ovom radu
postignuta je izuzetno niska granica detekcije BPA za ovu tehniku. To¢nost metode razvijene
u ovom radu nesto je manja nego u metodama s primjenom plinske kromatografije spregnute
sa spektrometrijom masa, ali i bolja od to¢nosti deklarirane za primjenu tekuéinske

kromatografije spregnute s tandemnom spektrometrijom masa.

U Tablici 4.45 usporedeni su najbitniji parametri validacije metoda za odredivanje BPA u sve
tri matrice: termokromnim bojama, papirima s termokromnim otiskom i tlu. Svim metodama
postignuta je zadovoljavajuca selektivnost i potvrdena specificnost analize. Koeficijent
korelacije za bazdarni pravac bio je podjednak za sve metode. Relativna standardna devijacija
faktora odziva povecavala se s porastom kompleksnosti matrice i priprave uzorka te
snizavanjem koncentracijskog podru¢ja primjene metode. Ponovljivost priprave takoder je niza
za sloZenije matrice i nize koncentracijsko podrucje, no u svim je metodama prihvatljiva.
Tocénost metode oc¢ekivano je manja za odredivanje bisfenola A u tlu zbog slozenog postupka
priprave uzorka i niskih masenih udjela analita. Granica odredivanja bisfenola A u tlu bila je
0,0028 ng g sto je vrlo niska vrijednost, osobito bez koraka ekstrakcije na ¢vrstoj fazi radi

uklanjanja interferencija.
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Tablica 4.45. Usporedba rezultata validacije metoda za odredivanje BPA u termokromnim

bojama, papirima s termokromnim otiskom i tlu tijekom anaerobne razgradnje papira

Validacijski  Termokromne Papiri s otiskom termokromne boje

. : ; Tlo
parametar boje Znoj prema  Znoj prema
Metanol 15531602  EN 1811
Selektivnost >1,5 >1,5 > 1,5 > 1,5 > 15
Linearnost, r
RSDrr? 0,9994 0,9999 0,9976 0,9969 0,9995
4,4 % 3,9 % 7,6 % 8,4 % 9,8 %
Ponovljivost
priprave 1,1% 2,2% 7,3% 2,7% 4,4 %
uzorka, RSD
Tocénost 98% —-106% 88 % —109% 89% —100% 83% —92% 73 % —90 %
Granica
odredivanja, 0,05 % 0,0025 mg g 0,0028 pg g*
Wb
Granica
detekcije, 0,005 % 0,0008 mg g* 0,0009 pg g*
WC
Podrucje 1
primjene, 0,05 - 5,00 % 0,0017mggt-17mgg? 9%02 HEE

RF: faktor odziva = y(analita) / povrSina krivulje
bmaseni udjel BPA na granici odredivanja
°maseni udjel BPA na granici detekcije

4.3.3. Analiza uzoraka tla nakon anaerobne razgradnje papira s termokromnim otiskom

Uzorci tla pripravljeni su u duplikatu i analizirani validiranom metodom. Izmjerena masena
koncentracija bisfenola A u ekstraktu tla prerac¢unana je na maseni udio u gornjem i donjem
sloju suhog tla. Zatim je za svaku vrstu papira izraCunana masa bisfenola A u gornjem i donjem
sloju tla da bi se utvrdilo je li vise bisfenola A preslo u gornji ili donji sloj. Nakon izracuna
raspodjele mase bisfenola A izmedu slojeva tla odredena je ukupna masa bisfenola A
detektiranog u tlu nakon odredenog vremena razgradnje pojedine vrste papira. IzraCunana masa
usporedena je s maksimalnom masom bisfenola A koja je mogla biti odredena u tlu obzirom na
masu papira stavljenog na truljenje i maseni udio bisfenola A u toj vrsti papira. Rezultati za sve

vrste papira prikazani su u Tablicama 4.46 do 4.51.
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Tablica 4.46. Maseni udjel BPA u tlu tijekom anaerobne razgradnje sintetickog papira S

termokromnim otiskom

vrijeme g0 WBPAY m(tla) mBPA)Y mBPA)® MBPA)A? Wera(tlo/papir)®
razgradnje "y, ngg /g / ng / ng / ng %
/ dani
14 gornji 0,071 24,62 0,1754 0,3891 78,89 0,49
donji  0,0036 59,57 0,2137
32 gornji  0,0121 32,88 0,3964 0,3964 76,96 0,52
donji <GO® 64,32 <GO
50 gornji  0,0052 83,56 0,4337 0,4337 84,46 0,51
donji <GO 66,26 <GO
80 gornji 0,01 38,17 0,3830 0,3830 76,27 0,50
donji <GD® 41,24 <GD
150 gornji  0,0351 33,04 1,1595 1,3353 79,99 1,67

donji 0,072 24,56 0,1759

@ m(BPA)z = masa BPA u uzorku tla

@m(BPA)uk = ukupna masa BPA u gornjem i donjem sloju tla

&) m(BPA)pap = masa BPA u papiru s termokromnim otiskom podvrgnutom anaerobnoj razgradnji
)
)
)

@ wepa(tlo/papir) = maseni udjel BPA analiziranog u tlu u odnosu na masu BPA u papiru s termokromnim otiskom
% GO = granica odredivanja
® GD = granica detekcije

—~

Tablica 4.47. Maseni udjel BPA u tlu tijekom anaerobne razgradnje voluminoznog papira s

termokromnim otiskom

Vrijeme o1 WBPA)Y m(tla) m(BPAZY m(BPAYK® mMBPA)Rar® Wapa(tlo/papir)®

razgradnje | i ) / / / Iy

dani tla ngg g ng ng ng 0
14 ornji <GO® 38,56 <GO
donji <GO 4590 < GO

32 gornji  0,0038 42,40 0,1598 0,1598 66,43 0,24
donji <GO 56,68 <GO

50 gornji  0,0031 38,08 0,1199 0,6074 69,04 0,88
donji  0,0065 75,27  0,4875

80 gornji  0,0048 59,85 0,2882 0,5412 66,54 0,81
donji  0,0064 39,34  0,2530

150 gornji  0,0152 43,52 0,6604 0,9098 63,60 1,43

donji  0,0058 42,84 0,2494

4 m(BPA)z = masa BPA u uzorku tla

@ m(BPA)uk = ukupna masa BPA u gornjem i donjem sloju tla

©® m(BPA)pap = masa BPA u papiru s termokromnim otiskom podvrgnutom anaerobnoj razgradnji

) wegpa(tlo/papir) = maseni udjel BPA analiziranog u tlu u odnosu na masu BPA u papiru s termokromnim otiskom
® GO = granica odredivanja
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Tablica 4.48. Maseni udjel BPA u tlu tijekom anaerobne razgradnje bezdrvnog nepremazanog

papira s termokromnim otiskom

vrijeme o WBPA)Y m(tla) mBPA)ZY mBPA)K® M(BPA)AY wesa(tlo/papin)®
razgradnje ngg /g / ng / ng / ng %
dani
14 gornji 0,00297 43,82 0,1301 0,1301 60,86 0,21
donji <GO® 4491 <GO
32 gornji 0,00278 53,50  0,1487 0,1487 60,34 0,25
donji <GO 45,11 < GO
50 gornji  0,0040 85,77 0,3456 0,3456 62,80 0,55
donji <GO 45,40 <GO
80 gornji 0,00883 53,89 0,4758 0,7905 60,76 1,30
donji 0,00626 50,24  0,3147
150 gornji 0,01784 32,25 0,5753 1,1521 62,04 1,86

donji  0,01328 43,42 0,5767

4 m(BPA)z = masa BPA u uzorku tla

@ m(BPA)uk = ukupna masa BPA u gornjem i donjem sloju tla

© m(BPA)pap = masa BPA u papiru s termokromnim otiskom podvrgnutom anaerobnoj razgradnji
)
)

@ wgpa(tlo/papir) = maseni udjel BPA analiziranog u tlu u odnosu na masu BPA u papiru s termokromnim otiskom

®) GO = granica odredivanja

Tablica 4.49. Maseni udjel BPA u tlu tijekom anaerobne razgradnje bezdrvnog premazanog

papira s termokromnim otiskom

Vrijeme g0 WBPA)Y m(tla) mBPA)Y MBPA)K® MBPA)? Wepa(tlo/papir)®

razgradnje I 1 ) / / / Y

dani tla  pgg ¢ ng ng ng 0

14 gornji  0,00418 22,09 0,0922 0,2471 32,34 0,76
donji  0,00285 54,41  0,1549
32 ornji <GO® 52,71 <GO

g J <GO 31,90 <GO
donji <GO 83,09 <GO

50 gornji <GO 6237 <GO 0,2182 32,10 0,68
donji  0,00363 60,20  0,2182

80  gornji 0,00883 42,59 0,3762 0,5082 32,32 1,57
donji  0,00240 55,14  0,1321

150 gornji 0,00321 51,56 0,1653 0,5808 32,92 1,76

donji  0,00624 66,61 0,4155

@) m(BPA)z = masa BPA u uzorku tla

@ m(BPA)uk = ukupna masa BPA u gornjem i donjem sloju tla

© m(BPA)pap = masa BPA u papiru s termokromnim otiskom podvrgnutom anaerobnoj razgradnji
)
)

) wegpa(tlo/papir) = maseni udjel BPA analiziranog u tlu u odnosu na masu BPA u papiru s termokromnim otiskom

® GO = granica odredivanja
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Tablica 4.50. Maseni udjel BPA u tlu tijekom anaerobne razgradnje papira recikliranog 33 %

s termokromnim otiskom

Vrijeme g0 w@PA)Y m(tla) m(BPA)Z®Y m(BPA)K® MBPA)ar® Wepa(tlo/papin)®
razgradnje/ nggt /g / ng / ng / ng %
dani
14 gornji  <GO® 2562 < GO < GO 72,31 <GO
doniji <GO 4293 <GO
32 gornji  0,00373 57,07 0,2130 0,2130 69,42 0,31
doniji <GO 66,99 <GO
50 gornji  <GO 49,28 <GO 0,1939 72,54 0,27
donji  0,00284 68,2 0,1939
80 gornji  0,00331 59,81 0,1980 0,5603 73,11 0,77
donji  0,00499 72,62 0,3622
150 gornji  0,00708 48,39 0,3427 0,6604 74,71 0,88

donji  0,00710 44,77 0,3177

4 m(BPA)z = masa BPA u uzorku tla

@ m(BPA)uk = ukupna masa BPA u gornjem i donjem sloju tla

© m(BPA)pap = masa BPA u papiru s termokromnim otiskom podvrgnutom anaerobnoj razgradnji

@ wgpa(tlo/papir) = maseni udjel BPA analiziranog u tlu u odnosu na masu BPA u papiru s termokromnim otiskom
)

®) GO = granica odredivanja

Tablica 4.51. Maseni udjel BPA u tlu tijekom anaerobne razgradnje papira recikliranog 100 %

s termokromnim otiskom

Vrijeme - qi  W(BPA)Y m(tla) m(BPA)Y MEBPA)K?® M(BPA)ar?  wWepa(tlo/papir)®
razgradnje/ nggt /g / ng / ng / ng %
dani
14 gornji 0,00321 4447  0,1429 0,1429 69,21 0,21
donji <GO® 58,99 <GO
32 gornji  0,00582 45,98 0,2674 0,4272 65,07 0,66
donji  0,00247 64,75 0,1598
50 gornji  0,00626 63,56 0,3978 0,5997 65,24 0,92
donji  0,00327 61,83 0,2019
80 gornji  0,00949 31,78 0,3015 0,5573 67,97 0,82
donji  0,00443 57,75 0,2558
150  gornji 0,00806 46,17  0,3719 0,6953 66,41 1,05

donji  0,00500 64,63 0,3234

@ m(BPA)z = masa BPA u uzorku tla

@ m(BPA)uk = ukupna masa BPA u gornjem i donjem sloju tla

@ m(BPA)pap = masa BPA u papiru s termokromnim otiskom podvrgnutom anaerobnoj razgradnji

® wepa(tlo/papir) = maseni udjel BPA analiziranog u tlu u odnosu na masu BPA u papiru s termokromnim otiskom
)

®) GO = granica odredivanja

Kristinka Vinkovié¢ Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava 135

Podaci u tablicama pokazuju da je masa bisfenola A u gornjem sloju tla u veéini uzoraka veca
nego u donjem sloju. Obzirom da su svi papiri stavljeni u tlo tako da je strana s termokromnim
otiskom bila okrenuta prema gore, ovi rezultati su o¢ekivani. U manjem broju uzoraka masa
bisfenola A je ipak bila ve¢a u donjem sloju. U tim sluc¢ajevima je djelovanje gravitacije ocito
nadjacalo utjecaj kapilarnosti i viSe koncentracije bisfenola A na gornjoj strani papira.
Raspodjela bisfenola A izmedu gornjeg i donjeg sloja tla mogla bi se bolje prouciti da su papiri
razrezani na dva dijela te da je pola papira tijekom razgradnje bilo okrenuto prema gore, a pola
prema dolje.

Maseni udjel bisfenola A odreden u uzorcima tla tijekom anaerobne razgradnje papira
s termokromnim otiskom bio je znatno manji od maksimalnog udjela izra¢unanog za slu¢aj da
sav bisfenol A prijede iz papira u tlo. Maseni udjeli BPA u tlu bili su u rasponu od ispod granice
odredivanja do najvise 1,86 %. U vecini uzoraka masa bisfenola A u tlu pravilno se povecavala
s vremenom razgradnje. Jedino odstupanje bio je uzorak tla u kojemu je razgradivan bezdrvni
premazani papir tijekom 32 dana. Izmjereni maseni udjel bisfenola A je u ovom uzorku bio nizi
od granice odredivanja, tj. bisfenol A je detektiran, ali nije kvantificiran. U ovom slucaju radilo
se 0 papiru u kojemu je maseni udio bisfenola A bio najnizi, a oko papira stavljena je relativno
velika masa tla (oko 135 g) zbog ¢ega krivulja BPA u analiziranom ekstraktu nije bila dovoljno
velika za kvantifikaciju. Najvisi maseni udijeli bisfenola A u tlu tijekom razgradnje svih vrsta
papira izmjereni su nakon 150 dana i bili su u rasponu od 3,21 ng g do 35,1 ng g §to odgovara
od 0,88 % do 1,86 % mase bisfenola A sadrzane u papiru s termokromnim otiskom. Najvisi
maseni udio bisfenola A u uzorcima tla nakon 150 dana razgradnje papira je ocekivan, jer se u
tom periodu papir skoro potpuno raspadne (Slika 3.2), a preostali maseni udio bisfenola A u
takvom papiru je minimalan (Tablica 4.31, Slika 4.30). To znaci da je nakon 150 dana
maksimalna koli¢ina bisfenola A presla s papira u tlo. Cinjenica da je u tlu pronadeno samo do
1,86 % bisfenola A od maksimalno raspolozive mase potvrduje zakljucke ranijih istrazivanja

da se bisfenol A u tlu brzo veze na organsku tvar i bakterijski razgraduje.?!:2339.92-9

Bakterije brzo razgraduju veéinu bisfenola A do CO; i drugih manje toksi¢nih spojeva.3%93:9496
Dio bisfenola A brzo se kovalentno veze na organsku tvar u tlu® no pitanje je koliko dugo
ostaje vezan i pod kojim uvjetima se moze osloboditi. Neka istrazivanja ve¢ upucuju na
mogucénost oslobadanja kovalento vezanog bisfenola A iz glikozida u probavnom sustavu
nakon §to u prehrambeni lanac ude iz tla preko biljaka.®® U svim objavljenim radovima o

razgradnji bisfenola A u tlu istrazivana je aerobna razgradnja.?**°%%% Prema dostupnim
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podacima ovo je prvo istrazivanje anaerobne razgradnje bisfenola A u tlu i prvo istrazivanje
razgradnje papira s termokromnim otiscima. Anaerobni uvjeti odabrani su jer simuliraju uvjete
u dubljim slojevima otpada na odlagalistu.

Maseni udjeli bisfenola A u tlu nakon 150 dana razgradnje papira s termokromnim
otiskom u rasponu od 3,21 ng g * do 35,1 ng g * nizi su od masenih udjela bisfenola A odredenih
u tlu ilegalnog odlagalista elektroni¢kog otpada u Kini gdje su bili u rasponu od 1,89 ng g* do
182,04 ng g ¥ U poljoprivrednom zemljistu u Spanjolskoj nadeno je od 0,7 ng g do
4,6 ng g* bisfenola A, a u industrijskom od 0,2 ng g do 44,5 ng g $to je usporedivo s
vrijednostima izmjerenim u ovom radu.!®* Moze se zakljuditi da se bisfenol A tijekom 150 dana
anaerobne razgradnje papira s termokromnim otiscima u tlu znatno razgradio. Preostala
koli¢ina bisfenola A manja je od 2 % od pocetne mase BPA u svih Sest ispitivanih vrsta papira.
Maseni udio bisfenola A u tlu nakon 150 dana razgradnje papira reda je veli¢ine masenih udjela
koji se mogu detektirati u industrijskim tlima u Europi. Trebalo bi istraziti opada li daljnjom
razgradnjom maseni udio bisfenola A u tlu na jo$ nize vrijednosti. U slu¢aju daljnje razgradnje
bisfenola A, tlo u kojemu su razgradivani otisci papira s termokromnim bojama moglo bi se
nakon vremena potrebnog za potpunu razgradnju Koristiti i u poljoprivredne svrhe. Za sigurnu
uporabu tla onecis¢enog bisfenolom A potrebno je dodatno istraziti i uvjete pod kojima se

kovalentno vezani bisfenol A moze osloboditi iz organske tvari u tlu.
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U ovom radu razvijena je i validirana metoda za odredivanje endokrino aktivnih tvari bisfenola
A i benzofenona u termokromnim tiskarskim bojama. Razvijenom metodom analizirano je
petnaest termokromnih boja razli¢itih proizvodaca i nacina suSenja. Bisfenol A pronaden je u
tri uzorka s masenim udjelom oko 2 %. Benzofenon je pronaden u dva uzorka s masenim
udjelom od 0,34 % i 0,66 %. Uzorci u kojima je pronaden benzofenon suse se pomocu
UV-zra¢enja te BFN u njima ima ulogu fotoinicijatora. Metoda za odredivanje bisfenola A i
benzofenona u uzorcima termokromnih boja razvijena je kako bi se znalo u kojim papirima s
termokromnim otiscima treba pratiti maseni udjel, migraciju i razgradnju tih analita.
U buduénosti se razvijena metoda moze koristiti u sustavu kontrole kvalitete proizvodaca
termokromnih boja, ambalaze i drugih korisnika koji bi trebali voditi racuna o toksi¢nim
komponentama pri donosenju odluke o aplikaciji i zbrinjavanju viska boje i proizvoda s
apliciranim bojama.

Razvijena je i validirana metoda za odredivanje bisfenola A u otiscima termokromne
boje na papiru ekstrakcijom metanolom. Metoda je primijenjena za odredivanje udjela BPA u
otiscima termokromne boje na razli¢itim vrstama papira. Maksimalna ekstrahirana koli¢ina
BPA metanolom usporedena je s koli¢inom esktrahiranom pri istim uvjetima u modelne otopine
znoja pripravljene prema normama ISO 3160-2 i EN 1811. Utvrdeno je da je koli¢ina BPA
ekstrahiranog s papira metanolom oko cetiri puta veéa od koli¢ine ekstrahirane modelnim
otopinama znoja. Djelotvornost ekstrakcije s dvije razlic¢ite modelne otopine znoja se ne
razlikuje bez obzira na razli¢itu pH-vrijednost i ionsku jakost otopina.

Ispitivanje ekstrakcije bisfenola A s otiska termokromne boje u modelne otopine znoja
uz muckanje pri sobnoj temperaturi pokazalo je da se svjezim modelnim otopinama tijekom
60 min ne ekstrahira koli¢ina bisfenola A koja se mozZe detektirati u svim uzorcima. Dermalna
izloZzenost bisfenolu A na osnovi rezultata ekstrakcije modelnim otopinama znoja u
ultrazvuénoj kupelji ne moze se izraCunati, jer nije poznata uporaba otisaka termokromne boje
na papirima pa se ne moze odrediti o¢ekivano vrijeme kontakta. U ovom radu napravljena su
preliminarna istrazivanja kojima je pokazano da postoji moguénost pijelaza BPA s
termokromnog otiska na kozu.

Ispitana je i moguénost odredivanja ekstrakcije bisfenola A u modelnim otopinama pri
blaZim uvjetima. Uzimanjem brisa vatenim Stapi¢em namocenim u metanol s povrSine

termokromnog otiska ekstrahirana je koli¢ina bisfenola A koju je bilo moguce detektirati no
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raspoloziva koli¢ina papira bila je premala da bi se bris mogao uzeti s dovoljno velike povrSine
za reproducibilno odredivanje.

Metoda za odredivanje bisfenola A u papirima primijenjena je za odredivanje masenog
udjela bisfenola A u papiru tijekom anaerobne razgradnje papira s termokromnim otiskom u
tlu. Dokazano je da se udio bisfenola A u papirima tijekom anaerobne razgradnje brzo snizava
i nakon 150 dana priblizava vrijednosti granice odredivanja od 0,0025 mg g 2.

Zadnji dio istrazivanja bio je razvoj i validacija metode za odredivanje bisfenola A u
tlu tijekom anaerobne razgradnje papira s termokromnim otiscima. Za analizu je primijenjena
tekucinska kromatografija obrnutih faza s UV-detekcijom. Obzirom na djelotvornost i moguce
interferencije najbolji rezultati postignuti su ekstrakcijom tla etil-acetatom. Radi povecanja
osjetljivosti metode etil-acetatni ekstrakt tla je uparen, a suhi ostatak je za kromatografsku
analizu otopljen u malom volumenu metanola i vode. Postignuta granica detekcije BPA bila je
1,5 pg L u injektiranoj otopini, odnosno 0,9 ng g! u tlu. Granica odredivanja bila je
4,5 ug Lt bisfenola A u otopini, odnosno 2,8 ng g* u tlu. Granice detekcije i odredivanja
postignute u ovom radu uz UV-detekciju analita vise su nego pri analizi uzoraka tekuc¢inskom
kromatografijom spregnutom s tandemnom spektrometrijom masa ili plinskom
kromatografijom spregnutom sa spektrometrijom masa. Medutim, osjetljivost razvijene metode
bila je zadovoljavajuca za odredivanje bisfenola A u tlu tijekom anaerobne razgradnje papira s
termokromnim otiskom. Uzorci tla analizirani su tijekom anaerobne razgradnje Sest vrsta papira
s termokromnim otiscima u vremenskim intervalima od 14, 32, 50, 80 i 150 dana.
Rezultati analiza pokazali su da se maseni udio bisfenola A u tlu povecava s vremenom
razgradnje. Maksimalni udjeli bisfenola A u tlu, nakon 150 dana razgradnje, bili su od
3,21 ng gt do 35,1 ng g*. Omjer izmjerenih masenih udjela BPA u tlu i pojedinom papiru
podvrgnutom razgradnji pokazao je da je u tlu pronadeno od 0,88 % do 1,86 % mase BPA
sadrzanog u papiru s termokromnim otiskom. Ove niske vrijednosti u skladu su s dosadasnjim
saznanjima objavljenim u literaturi o brzoj bakterijskoj razgradnji bisfenola A i brzom vezanju

na organsku tvar u zemlji.
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ASTM

BPA
BFN
CTI
EFSA

EuPIA

GC
GC-FID
GC-MS
HPLC

HPLC-FD

HPLC-UV
ITX
LC-MS/MS

MS/MS
MRM
m/z
REACH

SDME
SVHC
ta

TDI
t-TDI

Americko drustvo za testiranje i materijale (engl. American Society for
Testing and Materials)

bisfenol A

benzofenon

(engl. Chromatic Technologies Inc.)

Europska agencija za sigurnost hrane (engl. European Food Safety
Agency)

Europska udruga za tiskarske tinte (engl. European Printing Ink
Association)

Plinska kromatografija (engl. Gas Chromatography)

Plinska kromatografija s plamenoionizacijskim detektorom

Plinska kromatografija spregnuta sa spektrometrijom masa
Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High
Performance Liquid Chromatography)

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti s fluorescencijskom
detekcijom

Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti s UV-detekcijom
2-izopropiltioksanton

Tekucinska kromatografija spregnuta s tandemnom spektrometrijom
masa

Tandemna spektrometrija masa

Pracenje visestrukih reakcija (engl. Multiple Raction Monitoring)
Omjer mase i naboja

Registracija, evaluacija, autorizacija i restrikcija kemikalija (engl.
Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals)
Mikro-ekstrakcija u kapi (engl. single-drop microextraction)
Supstancija vrlo visokog rizika (engl. substance of very high concern)
Aktivacijska temperatura

Prihvatljivi dnevni unos (engl. tolerable daily intake)

Prihvatljivi transdermalni dnevni unos (engl. transdermal tolerable

daily intake)
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§ 8. Dodatak Xix

8.1. Kromatogrami uzoraka termokromnih boja

Uzorci su pripremljeni prema postupku opisanom pod 3.6.1. i analizirani prema

kromatografskim uvjetima opisanim pod 3.5.2.
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Slika 8.1. Kromatogrami uzorka termokromne boje 2.2. Blue-cold pri 226
nm i 254 nm, w(BPA) = 2,0 %, w(BFN) = 0,34 %
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Slika 8.3. Kromatogrami uzorka termokromne boje 4.2. Wett
offset magenta 31 °C pri 226 nm i 254 nm
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Slika 8.6. Kromatogrami uzorka termokromne boje 7.1. Flexo UV magenta
15 °C pri 226 nm i 254 nm.
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8.2. UV spektri karakteristi¢nih kromatografskih krivulja i analiza njihove ucestalosti

Tijekom analize uzoraka termokromnih boja snimljeni su apsorpcijski UV-spektri svih krivulja
koje se pojavljuju u svim uzorcima. Primijeceno je da nepoznate krivulje s istim vremenom
zadrzavanja imaju imaju iste UV-spektre u svim uzorcima, ¢ak ako se radi o razli¢itim
proizvodac¢ima i nafinima suSenja uzoraka. Primije¢eno je i da neke krivulje s razli¢itim
vremenima zadrzavanja imaju vrlo slicne UV-spektre. Najznacajnijom su se smatrale sli¢nosti
UV-spektra krivulje s viemenom zadrzavanja 9,5 min [Slika 8.7(F)] s UV-spektrom bisfenola
A (Slika 43) i slicnost UV-spektra krivulje s vremenom zadrzavanja
8,2 min [Slika 8.7(E)] s UV-spektrom benzofenona (Slika 4.4).
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Slika 8.7. Apsorpcijski UV-spektri kromatografskih krivulja s vriemenom zadrzavanja
2,3 min (A), 3,1 min (B), 3,5 min (C), 3,7 min (D), 8,2 min (E) i 9,6 min (F)




§ 8. Dodatak

XXiV

*DAD1,9.809 (505 mAU, - ) Ref=6.543 & 10.156 0f 018-2201.D *DAD1, 10.333 (106 mAU, - ) Ref=9.146 & 11.559 0f 017-2101.D
mAU mAU B
] A 100 o
400 o 1
] 80 -
g ] g "]
o 1 Q 4
X0 ] h: 7
300 —
2] L 60
[} i a 4
< ] 9 J
= = i
N200 | N
38 | § "
100 o 20 -
0 | 0
° T T T T T T T T T T T T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 340 360 A / NMnm 220 240 260 280 300 320 340 360 A_Lﬂm
*DADI, 11.580 (146 mAU,-) Ref=11.087 & 11.940 of 024-2801.D *DAD1,12.275 (23.5 mMAU Apx) Ref=12.141 & 12.488 0f 016-2001.D
mAU mAU

Odziv detektora |
Il Il Il Il Il Il Il Il
;O
QOdziv detektora
‘ 7 7 7 7
O

T T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 340 360

7 T T T T T T T T B
J /nm 220 240 260 280 300 320 340 360 A / nm

*DAD1,16.283 (1.6 mMAU,-)Ref=16.083 & 16.830 0f011-1501.D

*DAD1,17.171 (22.8 mAU,-)Ref=16.971 & 17.558 0f 012-1601.D

3
>
<

w
o
B

T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 340

Odziv detektora
R R S S S
fﬂ
Odzideetektora R
I T ST NS NI NS S N ST R H T

NG|
~|
B
=

T T T T T
220 240 260 280 300 320 340 360

*DAD1,18.971 (10.2 mAU,-)Ref=18.678 & 19.251 0f 014-1801.D
mAU
10 H

QOdziv detektora
T T 7 T
f)

220 24‘0 260 280 300 320 340 3é0

AThm

Slika 8.8. Apsorpcijski UV-spektri kromatografskih krivulja s vriemenom zadrzavanja
9,8 min (A), 10,3 min (B), 11,6 min (C), 12,3 min (D), 16,6 min (E), 17,2 min (F) i
19,0 min (G)




Tablica 8.1. Broj i vremena zadrzavanja kromatografskih krivulja spojeva detektiranih u kromatogramima termokromnih boja

Uzo- Proiz- SuSe-

tr karakteristi¢nih krivulja / min

rak da¢ nje Tisak
vodac J 23 31 35 37 440 820 963 974 98 103 11,2 116 12,3 16,6 17,3 19,0
1.1. CTI Zrak Ofset +
21 Sun + + +
2.2 Chemical Uv + + +
1. + + +
3.1 TMC Zrak Ofset
3.2. + o+ + +
4.1. Mokri + + 4
4.2. T™e Zrak ofset + +
1. + + + + + +
51 TMC uv *
5.2. + + 4+ + + + + +
6.1. + + + + + + +
2. ito- + + + + + + +
62 tmc  uyy Si -
6.3. tisak + + + + + + +
6.4. + + + + + + +
L + + + + +
71 TMC UV Flekso
7.2. + + + + +
Br. uzoraka u kojima se 3 1 4 3 3 8§ 12 2 10 7 71 2 1 4 3 7
krivulja pojavljuje
225 225 255 226 230 < 310 <210 230 220 <210
AMAX 265 265 220 935 278 290 5gp 254 <210 <210 515 93p 300 280 270 300

D Bisfenol A s

@ Spoj srodan benzofenonu
® Spoj srodan bisfenolu A
) Benzofenon pmmm
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8.3. HPLC-ESI-MS kromatogrami uzoraka termokromnih boja
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Slika 8.9. Kromatogram ukupne ionske struje uzorka 1.1. Offset blue Chameleon 27
°C y(BPA)ot = 46 mg L1, w(BPA)y; = 1,95 % (A). MRM kromatogram bisfenola A
(B i C) i benzofenona (D). Uvijeti analize opisani su pod 3.6.6. ![? prijelaz izmedu

negativne i pozitivne ionizacije.
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Slika 8.10. Kromatogram ukupne ionske struje uzorka 2.1. Magenta room voda-UV
y(BPA)or =33 mg L%, W(BPA)u, = 1,78 %, y(BFN)or = 12 mg L%, w(BFN),, = 0,66 %
(A). MRM kromatogram bisfenola A (B i C) i benzofenona (D). Uvjeti analize opisani

su pod 3.6.6. !|? prijelaz izmedu negativne i pozitivne ionizacije.
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Slika 8.11. Kromatogram ukupne ionske struje otopine standarda bisfenola A i
benzofenona u otopini uzorka 6.1. Screen UV blue 31 °C, y(BPA) = 80 mg L%, y(BFN) =
20 mg L (A). MRM kromatogram bisfenola A (B i C) i benzofenona (D). Uvijeti analize

opisani su pod 3.6.6. 1|7 prijelaz izmedu negativne i pozitivne ionizacije.
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§ 9. Zivotopis XXXI

Kristinka Vinkovi¢ rodena je 25. prosinca 1974. u Karlovcu gdje je zavrsila osnovnu $kolu i
Gimnaziju prirodoslovno-matematickog usmjerenja. Studij kemije na Prirodoslovno-
matematiCkom fakultetu u Zagrebu upisala je 1993. godine te tijekom studija polozila sve
predmete sa smjerova dipl. ing. i prof. kemije. Diplomirala je 2000. godine s radom ,,Kristalna
struktura kompleksa piromelitne kiseline i 4,4'-dipiridil-N,N'-dioksida“ pod mentorstvom prof.
dr. sc. Zorice Popovi¢ uz neposredno vodstvo izv. prof. dr. sc. Draginje Mrvo§ Sermek.
Poslijediplomski studij na Prirodoslovno-matemati¢kom fakultetu u Zagrebu, smjer kemija,
polje analiticka kemija upisala je 2001. godine. Magistarski rad s naslovom ,,Odredivanje azida
u proteinskim uzorcima ionskom kromatografijom* obranila je 2007. godine pod mentorstvom
prof. dr. sc. Vlaste Drevenkar.

0d 1999. do 2003. godine bila je zaposlena u Medicinskoj Skoli u Karlovcu, od 2003. do 2008.
u Pliva — istrazivanje i razvoj te od 2008. do 2012. u tvrtci Kemolab d.o.0. Od 2013. godine
ponovo radi kao profesor kemije u srednjoj $koli, trenutno u Skoli za modu i dizajn u Zagrebu.
Doktorski studij kemije, smjer analiticka kemija upisala je 2015. godine uz mentorstvo prof. dr.
sc. Nives Gali¢. Tijekom studija sudjelovala je u izvodenju viSeg praktikuma iz analiticke
kemije i bila neposredni voditelj diplomskog rada jednoj studentici.

Tijekom 2016.12017. godine bila je na znanstvenom usavr$avanju na Institutu za farmaceutsku
kemiju u Grazu kao dobitnica jednomjesecnih stipendija u okviru mreze za razmjenu studenata

CEEPUS. Clanica je Hrvatskog kemijskog drustva.
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