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SAZETAK

Odredivanje pseudoestrogenih spojeva u realnim uzorcima termokromnih boja

Cilj ovog rada bio je odrediti maseni udio trazenih analita, bisfenola A, benzofenona 1 4,4'-(4-
metilpentan-2,2-diil)difenola u uzorcima termokromnih boja te u uzorcima otisaka
termokromne boje na papir kao i u uzorcima otisaka termokromne boje na papiru nakon

izlaganja uvjetima anaerobne razgradnje u tlu.

U ovom radu analizirani su uzorci Cetiri termokromne boje: Green curing flexo 25C UV, Red
75/80 irreversible, Magenta MB 60 1 Blue-2 W50-0. Od navedenih uzoraka odredeno je da
samo boja Green curing flexo 25C UV sadrZi traZeni analit 4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenol
u masenom udjelu od 0,1 % te takoder sadrzi 0,7 % bisfenola A. U ostalim uzorcima nisu
pronadeni trazeni analiti. Potom je slijedila analiza uzorka Offset green to yellow otisnutog na
viSe vrsta papira, bezdrvni premazani (BP), bezdrvni nepremazani (BN), te 33 % reciklirani
(R33). Ovi uzorci bili su izloZeni anaerobnoj razgradnji u tlu tako da je za svaku vrstu papira
provedena analiza za sljede¢i broj dana trajanja anaerobne razgradnje u tlu: 14, 32, 50 te 80
dana. Ovom analizom utvrdeno je da udio analita 4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenola raste u

opisanim uvjetima anaerobne razgradnje u tlu.

Kljuéne rijeci: termokromna boja, bisfenol A, benzofenon, 4,4'-(4-metilpentan-2,2-
diil)difenol, anaerobna razgradnja, tlo, utjecaj na okolis, upravljanje
otpadom, ljudsko zdravlje



SUMMARY

Determination of pseudoestrogenic compounds in real samples of thermochromic

printing inks

The aim of this work was to determine concentration of selected analytes which are bisphenol
A, benzophenone and 4,4'-(4-methylpentane-2,2-diyl)diphenol in thermochromic printing inks

and in their prints on papers which have also been exposed to anaerobic decomposition in soil.

In this analysis four samples of thermochromic printing ink have been analyzed: Green curing
flexo 25C UV, Red 75/80 irreversible, Magenta MB 60 and Blue-2 W50-0. From the analysis
of these samples it was found that only sample Green curing flexo 25C UV has selected
analytes: 4,4'-(4-methylpentane-2,2-diyl)diphenol in mass fraction of 0,1 % and 0,7 % of
bisphenol A. Other samples were found to be free from selected analytes. Then the analysis of
thermochromic prints on paper using Offset green to yellow ink followed. The prints were made
on various types of papers: wood-free coated (BP), wood-free uncoated (BN) and 33 % recycled
(R33). Samples of these printed papers were subjected to anaerobic decomposition in soil,
which was terminated at different time periods: 14, 32, 50 and 80 days. In these analyses, it was
found that concentration of analyte 4,4'-(4-methylpentane-2,2-diyl)diphenol rises in described

conditions of anaerobic decomposition in soil.

Key words: thermochromic ink, bisphenol A, benzophenone, 4,4'-(4-methylpentane-2,2-
diyl)diphenol, anaerobic decomposition, soil, environmental impact, waste
management, human health
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1. UVOD

Termokromne boje imaju sposobnost promjene boje pri odredenoj aktivacijskoj temperaturi.
Termokromne leuko-boje su trokomponentne boje koje su sastavljene od otapala, bojila te
razvijaca. Aktivacijska temperatura ovisi o temperaturi taliSta otapala termokromne boje. Kao
otapalo najviSe se koriste alkoholi i1 esteri. Bojila u leuko-bojama su elektron-donorske
molekule poput spirolaktona, fluorana, spiropirana i fulgida. Razvijaci su slabe kiseline poput

bisfenola A. [1, 2, 3]

Termokromne boje se koriste kao indikatori temperature. Na primjer ukazuju na dovoljno
rashladenu bocu pi¢a pomocu otisnute termokromne boje na etiketi koja promjeni boju prilikom
hladenja na definiranu temperaturu. Medutim, one predstavljaju problem zbog uporabe
bisfenola A i njemu sli¢nih spojeva, kao Sto su benzofenon i 4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenol
koji kao 1 bisfenol A imaju pseudoestrogeno djelovanje na ¢ovjeka. [3, 4, 5] Pseudoestrogeni
ucinak bisfenola A i njemu sli¢nih spojeva objaSnjen je interakcijom bisfenola A s receptorima
estrogena o 1 S §to dovodi do promjena stanica poput brzine rasta ili stani¢ne smrti, a svi ti
ucinci olaksavaju odnosno omogucuju razvoj neoplazme. Bisfenol A takoder pokazuje
interakciju i s androgenim receptorima, pa tako osim raka dojke 1 jajnika, izlaganje bisfenolu A
moze uzrokovati 1 rak prostate. [6] Uporaba Bisfenola A ve¢ je strogo regulirana, no novi
spojevi sli¢ne strukture jo$ nisu dovoljno istrazeni, pa ni regulirani, a svakim danom pojavljuje

se sve vise spojeva sli¢nih bisfenolu A. [1, 7]

lako je bisfenol A podlozan procesima raspadanja u prirodi, zbog neprestane primjene u
proizvodnji plasticnih smola kontinuirano se unosi u okoli§ te mu je prisutnost u okoliSu
pseudo-konstantna. [8] Za spojeve slicne bisfenolu A nije istrazeno podlijezu li istim procesima
raspadanja kao 1 bisfenol A te su oni potencijalno opasniji ako dode do njihovog nagomilavanja

u prirodi. [9]

U ovom radu odreduje se prisutnost bisfenola A, 4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenola te
benzofenona u termokromnim tiskarskim bojama te u papirima s termokromnim otiscima
tijekom anaerobne razgradnje papira u tlu pomocu tekucinske kromatografije visoke

ucinkovitosti (eng. High-performance liquid chromatography, HPLC).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Termokromne boje

Termokromne boje su boje koje mijenjaju boju s promjenom temperature. Promjena boje moze
biti reverzibilna ili ireverzibilna. Postoje razliCite vrste termokromnih boja: leuko boje, boje na
bazi tekuéih kristala, termokromni pigmenti te fotokromne boje. Leuko boje postoje u dva
stanja, bezbojnom ili “leuko” stanju te obojenom. Do promjene iz bezbojnog stanja u obojeno
dolazi prilikom povecanja temperature. Suprotno, hladenjem iz obojenog stanja prelazi u
bezbojno stanje. Boje na bazi tekucih kristala mijenjaju boju prilikom manje promjene
promjene boje dolazi zbog promjene u apsorpciji 1 emisiji svjetla na molekuli ili kristalu
prilikom promjene temperature. Primjeri uporabe prikazani su na Slici 1. Prikazani primjeri
pokazuju razli¢ite nacine na koje se termokromne boje moze primijeniti u svakodnevnom zivotu
kako bi se unaprijedilo iskustvo korisnika 1 poboljSala ucinkovitost razli¢itih procesa. Na
primjer, naljepnice na bocama koje mijenjaju boju kada je pi¢e dovoljno hladno mogu biti
korisne u restoranima i barovima gdje se brzo posluzuju napitci, omogucujuci osoblju da brzo
prepozna koji su napitci spremni za posluzivanje. Trake za indikaciju temperature akvarija
mogu pomo¢i vlasnicima kuénih ljubimaca da odrzavaju optimalnu temperaturu u akvariju, sto
je klju¢no za zdravlje riba 1 drugih vodenih organizama. Smjese nalik plastelinu namijenjene za
igru mogu biti korisne u razli¢itim obrazovnim 1 terapijskim okruzenjima za razvijanje
kreativnosti, finih motori¢kih sposobnosti 1 smanjenje stresa. Ovi primjeri samo su neki od
mnogih nacina na koje tehnologija moZze biti primijenjena u razli¢itim sektorima kako bi se
unaprijedila kvaliteta Zivota ljudi. Cesto se u takvim bojama nalaze $tetni spojevi koji spadaju
po svom ucinku na ¢ovjeka u pseudoestrogene spojeve, poput bisfenola A, benzofenona te 4,4'-

(4-metilpentan-2,2-diil)difenola. [3]

Pseudoestrogeni spojevi su poznati po svojoj sposobnosti da se vezu za receptore estrogena u
tijelu 1 izazovu negativan ucinak po zdravlje ljudi i Zivotinja. Ovo moze dovesti do razli¢itih
zdravstvenih problema, uklju¢ujué¢i smanjenje plodnosti, probleme u trudnoci, razvoj raka
dojke 1 drugih hormonski ovisnih tumora, kao i poremecéaje u pubertetu i razvoju
reproduktivnog sustava kod muskaraca i zena. Stoga je vazno biti svjestan prisutnosti ovih
spojeva u proizvodima koje koristimo te provjeriti sastojke prije nego Sto ih upotrijebimo kako
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bi se izbjegli zdravstveni rizici. Pronalazimo ih u razli¢itim proizvodima npr. u plasticnim
masama, pesticidima te proizvodima za osobnu njegu. Odredivanje pseudoestrogenih spojeva
u realnim uzorcima bitno je podrucje istrazivanja jer nam pomaze identificirati izvore izlaganja
te postaviti odgovarajuce regulative za uporabu spojeva s tim uc¢inkom. Termokromne boje
obradene u ovom radu su Green curing flexo 25C UV, Thermosil Red 75/80 irreversible, Screen

ink magenta MB 60 te W50-0 Blue-2. [3]

Slika 1. Primjeri uporabe termokromnih boja [10,11,12]

Bisfenol A 1 njegovi srodni spojevi u termokromnim bojama sluze kao razvijaci boje. Smjesa
termokromne boje sastoji se od bisfenola A i termokromnog pigmenta od kojih su mnogi
spirolaktoni. Na primjer ¢esto se koristi kristalni ljubicasti lakton (eng. Crystal violet lactone,
CVL) koji je u osnovnom stanju bezbojan. Kada se termokromni sloj zagrije otapalo se rastali
1 otopi ostale komponente te dolazi do mijeSanja bisfenola A i kristalnog ljubicastog laktona Sto
dovodi do protoniranja laktonskog prstena ¢ime se povecava konjugacija sustava te
termokromni sloj postaje obojen plavo, $to je prikazano na Slici 2. Shematski prikaz kako
funkcionira otiskivanje pomoc¢u termokromne boje prikazano je na Slici 3. Iako su Stetni u€inci
bisfenola A ve¢ neko vrijeme poznati 1 dalje ima Siroku uporabu zbog svoje efikasnosti,

dostupnosti i cijene. [3, 13]
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Slika 2. Prikaz protoniranja kristalnog ljubicastog laktona [13]
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Slika 3. Shematski prikaz mehanizma otiskivanja pomocu termokromne boje [13]

Za pracenje navedenih pseudoestrogenih spojeva u uzorcima iz okoliSa i drugima najbolje je

koristiti kromatografske metode zbog visoke ucinkovitosti razdvajanja komponenti iz smjesa.

2.2. Kromatografija

Kromatografija je analiticka metoda odjeljivanja smjesa, identifikaciju te kvantitativno
odredivanje tvari temeljena na razli¢itom afinitetu tvari na prikladnom sorbensu. Njome se
smjesa uspjeSno razdvaja na svoje individualne komponente. Postoji mnogo razlicitih vrsta
kromatografije, no sve djeluju na istom principu: smjesa koja se razdvaja se otapa u pokretnoj
fazi koja vodi smjesu kroz nepokretnu fazu. Svaka komponenta smjese putuje kroz nepokretnu
fazu razlic¢itom brzinom $to rezultira odvajanjem smjese na individualne komponente. Tijekom
analize ispitivani spoj je u dinamickoj ravnotezi izmedu te dvije faze, pokretne i nepokretne.

Zbog razli¢itog afiniteta pojedinih tvari u ispitivanoj smjesi prema nepokretnoj fazi dolazi do
4



razdjeljivanja smjese na njene komponente. Kromatografske tehnike prema ravnotezi izmedu
pokretne i1 nepokretne faze dijelimo na razdjelnu, adsorpcijsku, afinitetnu, kromatografiju
isklju¢enjem te ionsku kromatografiju. Takoder, kromatografske tehnike mozemo razvrstati po
vrsti pokretne, odnosno nepokretne faze. Prema vrsti pokretne faze postoji plinska, tekuéinska
te fluidna kromatografija u superkriticnim uvjetima. Prema obliku nepokretne faze postoji
plosna te kromatografija na stupcu odnosno u koloni. Kao rezultat kromatografije dobiva se
kromatogram iz kojeg je moguce identificirati i kvantificirati trazeni analit. Na Slici 4 shematski

je prikazan kromatografski sustav visoke djelotvornosti. [14]

Slika 4. Shematski prikaz kromatografskog sustava visoke djelotvornosti [14]
a-kontrola mijeSanja komponenti pokretne, faze b-pumpa, c-uredaj za unosenje uzorka,

d-pretkolona/kolona, e-detektor, f-racunalo

2.2.1. Teku¢inska kromatografija visoke u€inkovitosti

Tekucinska kromatografija visoke ucinkovitosti, kao $to joj ime ukazuje, razdvaja tekuce
uzorke na sastavne komponente te koristi pumpu visokog tlaka kako bi izgurala pokretnu fazu
kroz kolonu ispunjenu sorbensom odnosno nepokretnom fazom. Pokretna faza je tekucina, a
nepokretna faza je sorbens. Ovisno o prirodi sorbensa govori se o kromatografiji normalnih 1
obrnutih faza. Kromatografija normalnih faza sadrzi sorbens koji je polaran, na primjer silikagel
ili aluminijev oksid, a pokretna faza je nepolarna odnosno radi se o organskom nepolarnom
otapalu. Kromatografija obrnutih faza sadrzi sorbens koji je nepolaran, na primjer modificirani
silikagel, a kao pokretna faza koristi se polarno otapalo koje je esto smjesa vode i polarnog
organskog otapala. Ucinkovitost odnosno moguénost razdjeljivanja smjese tekucinskom

kromatografijom ovisi o temperaturi, brzini protoka, duljini kolone, veli¢ini ¢estica sorbensa te



o radnom tlaku sustava. Kako komponente smjese iskazuju razlicite afinitete prema sorbensu
dolazi do razdvajanja smjese te pojedine komponente izlaze iz kolone u razlic¢itom vremenu $to
omogucava identifikaciju i1 kvantifikaciju komponenata smjese. HPLC ima Siroku uporabu u

farmaceutskoj, prehrambenoj i kemijskoj industriji za analizu i proc¢iSéavanje smjesa.[ 14]

2.2.2. Detektori koriSteni u kromatografiji

Ovisno o potrebi u kromatografskim sustavima moguce je koristiti razli¢ite detektore. Postoji
osnovna podjela na univerzalne 1 specificne detektore u HPLC sustavima. Primjer univerzalnog
detektora je refraktometar koji mjeri indeks refrakcije mobilne faze. Jednostavan je 1 jeftin, no
ima slabu osjetljivost te je primjenjiv samo pri analizi komponenata koje imaju izrazito veliku
razliku indeksa refrakcije od mobilne faze. Specifi¢ni detektori su rasprostranjeniji i daju vise
informacija od refraktometara. Medu njih spadaju detektori UV/Vid, fluorescentni (eng.
fluorescence detector, FLD), detektor s nizom dioda (eng. diode array detector, DAD) i
konduktometrijski te spektrometar masa. UV/Vid (eng. ultraviolet/visible, UV/Vis) detektori
mjere apsorbanciju ultraljubicastog ili vidljivog elektromagnetskog zraCenja analiziranih
komponenti te imaju $iroku uporabu u analizi lijekova i1 organskih tvari koje imaju moguénost
apsorbirati elektromagnetsko zracenje odgovarajuc¢ih valnih duljina, od 200 do 800 nm.
Fluorescentni detektori (FLD) mjere fluorescenciju emitiranu od komponente nakon $to je
komponenta pobudena odgovaraju¢im elektromagnetnim zracenjem. Ovi detektori su jako
osjetljivi 1 selektivni no primjenjivi su samo na komponente koje fluoresciraju. Detektori
spektrometrije masa identificiraju i kvantificiraju komponente na osnovu njihovog omjera
masa-naboj. Visoko su osjetljivi 1 selektivni te istovremeno kompleksni 1 skupi.
Konduktometrijski detektori mjere vodljivost, jednostavni su 1 jeftini, ali imaju slabu
osjetljivost 1 primjenjivi su u analizama samo kada postoji velika razlika u vodljivosti izmedu

komponente i1 pokretne faze. [14]

Medutim, svaka kromatografska metoda bez obzira na detektor, nepokretnu i pokretnu fazu te

analit 1 uzorak prije uporabe mora se validirati.

2.2.3. Razvoj kromatografske metode

Razvoj kromatografske metode je proces dizajniranja i optimiranja kromatografske metode za

specificnu analizu. Sastoji se od odabira prikladne kromatografske kolone, pokretne faze te
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detektora za analizu Zeljenog analita. Cilj razvoja metode je posti¢i najviSu mogucéu

ucinkovitost razdvajanja 1 osjetljivost te istovremeno svesti vrijeme 1 troSak analize na

minimum. Koraci pri razvoju kromatografske metode su sljedeci:

1. Definirati cilj analize kao i karakteristike komponenata koje se analiziraju.

2. Odabrati prikladan tip kromatografske kolone i nepokretne faze na temelju fizikalno-
kemijskih svojstava komponenti koje se analiziraju.

3. Odabrati pokretnu fazu uzimajuci u obzir topljivost i1 stabilnost svih komponenti koje se
analiziraju.

4. Optimirati protok i temperaturu kolone kako bi se postigla $to bolja ucinkovitost
razdvajanja.

5. Odabrati prikladan detektor te optimirati ga obzirom na osjetljivost 1 selektivnost.

6. Validirati metodu kako bi parametri to¢nosti, preciznosti, reproducibilnosti, granice
detekcije, granice kvantifikacije, selektivnost te linearnost bili zadovoljavajuci. [15]

2.3. Validacija

Validacija je postupak koji se provodi prilikom razvoja nove metode za odredivanje analita.

Takoder ju je vazno provesti bilo nakon modifikacije ili servisa uredaja, kao i1 kada se provodi

analiza analita izvan prethodno validiranog podrucja mjerenja. Tim postupkom dokazujemo je

li metoda za odredivanje analita prikladna za njegovo precizno odredivanje. Prilikom

provodenja validacije potrebno je odrediti granicu detekcije (eng. limit of detection, LOD),

granicu kvantifikacije (eng. limit of quantification, LOQ), to¢nost, preciznost, linearnost,

podrucje primjene, selektivnost te robusnost. U Tablici 1 prikazane su izvedbene znacajke ili

validacijski parametri koji se odreduju kod pojedine vrste analitickog odredivanja: kvalitativna

(detekcija i identifikacija) i/ili kvantitativna analiza. [16, 17]



Tablica 1. Evaluacija validacijskih karakteristika [16]

Vrsta analitickog odredivanja

Karakteristika ) . Detekcija necistoc¢a Kvantitativni

Identifikacija .

Kvantitativno Limit Testovi

To¢nost Ne odreduje se Odreduje se Ne odreduje se Odreduje se
Preciznost Ne odreduje se Odreduje se Ne odreduje se Odreduje se
Selektivnost Odreduje se Odreduje se Odreduje se Odreduje se
Granlc.z'l Ne odreduje se | Ne odreduje se Odreduje se Ne odreduje se
detekcije
Granica . . . .
kvantifikacije Ne odreduje se Odreduje se Ne odreduje se | Ne odreduje se
Linearnost Ne odreduje se Odreduje se Ne odreduje se Odreduje se
Raspon Ne odreduje se Odreduje se Ne odreduje se Odreduje se

2.3.1. ToCnost

Tocnost je definirana kao mjera podudarnosti izmedu izmjerenog rezultata pomocu analiticke
metode 1 prave vrijednosti. Ispitivanje tocnosti provodi se na najmanje 9 mjerenja na najmanje
3 koncentracijska nivoa. Toc¢nost se izrazava u postotcima gdje 100 % predstavlja idealnu
podudarnost izmedu mjerenog rezultata i prave koncentracije. [16, 17] To se moze izraziti

formulom:

|lizmjerena vrijednost — stvarna vrijednost|

Tocnost = 1 (1)

stvarnavrijednost

2.3.2. Preciznost

Preciznost analiticke metode definirana je kao stupanj podudaranja izmedu individualnih
mjerenja na vecem setu homogenih uzoraka na istom uredaju provedenih od strane analiticara.
Preciznost se uglavnom iskazuje pomocu relativne standardne devijacije (RSD). Opcenito RSD

ne bi smio biti ve¢i od 2 %. [16, 17] Na Slici 5 prikazana je razlika izmedu to€nosti i preciznosti.



Mala toénost, mala preciznost Velika toénost, mala preciznost Mala to¢nost, velika preciznost  Velika tonost, velika preciznost

Slika 5. Prikaz razlike izmedu to¢nosti i preciznosti [ 18]

2.3.3. Selektivnost

Selektivnost metode je karakteristika koja govori o moguénosti odredivanja zeljenog analita u
uvjetima oc¢ekivanih necistoca koje se mogu pronac¢i u matici bilo da je rije¢ o onecis¢enjima iz
samog izvora uzorka ili o produktima raspada Zeljenog analita ili drugih oneciS¢ivala. U

kromatografskim metodama mjera selektivnosti je rezolucija pikova. [16, 17]

2.3.4. Linearnost

Linearnost metode odnosi se na svojstvo analitickih metoda da pokazuju linearnu vezu izmedu
koncentracije analita i njihovog odziva na detektoru. To znaci da se promjena u koncentraciji
analita proporcionalno odrazava kao promjena u mjerenoj veli¢ini, kao Sto je apsorbancija u
spektrofotometriji. Prihvatljiva linearnost sustava je ona kojoj regresijski pravac udovoljava

uvjetu da je koeficijent korelacije R $to blizi vrijednosti 1. [16, 17]

2.3.5. Granica detekcije 1 granica kvantifikacije

Granica detekcije (LOD) opisana je kao najniza koncentracija analita koja se u uzorku moze
detektirati te je mjera osjetljivosti metode, a granica kvantifikacije (LOQ) je najniza
koncentracija analita u uzorku koju mozemo pouzdano kvantitativno odrediti te je mjera
osjetljivosti i preciznosti metode. LOD je definiran kao omjer signal/Sum u omjeru 3:1, a LOQ

kao omjer signal/Sum 10:1. [16, 17]

Jednadzbe za odredivanje LOD 1 LOQ pomocu jednadZbe umjernog pravca glase:

LOD = 3,3;SD (2)
LOQ — 10;SD (3)



gdje je SD standardna devijacija, a b nagib umjernog pravca.

2.3.6. Koncentracijski raspon primjene metode

Raspon metode je koncentracijski raspon unutar kojeg razvijena metoda zadovoljava uvjete
linearnosti, to¢nosti 1 preciznosti. Raspon je specifican za svaki analit i maticu uzorka koji se
analizira. Raspon treba pokrivati linearno podrucje koncentracija analita koje se mogu o¢ekivati

u uzorku. [16, 17]

2.4. Bisfenol A

Molekulska formula bisfenola A (eng. Bisphenol A, BPA) je Ci1sHis02 (M = 228,29 g/mol) s
prikazanom strukturom na Slici 6. Dolazi u obliku bijelog ili blijedo smedeg praha, gustoce p
= 1,2 g/cm® Temperatura vrenja bisfenola A iznosi 7y = 360,5 °C, a temperatura taljenja 71 =
153 °C. Topljivost bisfenola A u vodi pri 25 °C iznosi 300 mg/L, tj. slabo je topljiv u vodi.
Medutim, dobro je topljiv u alkoholima poput metanola i etanola te je dobro topljiv i u acetonu.
Konstanta disocijacije bisfenola A iznosi pKa = 9,6. BPA je kemikalija koja ima Siroku uporabu
u proizvodnji plasticnih masa, ukljucujuci polikarbonatne plastike te epoksidne smole. Ve¢ se
dugi niz godina primjenjuje u proizvodnji ambalaze za hranu i pi¢a. BPA je u posljednje vrijeme
intenzivno istrazivan zbog svojeg negativnog utjecaja na zdravlje. Studije su pokazale
postojanje BPA u okolisu te da posjeduje pseudoestrogeni ucinak u tijelu koji dovodi do
negativnog utjecaja na zdravlje. Zbog toga su mnoge drzave ograniile uporabu BPA te su

razvijene alternativne komponente kako bi ga se zamijenilo.[19]

Slika 6. Strukturni prikaz bisfenola A [19]
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2.5. 4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenol

Molekulska formula 4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenola glasi CigsH220> (M = 270,4 g/mol) s
prikazanom strukturom na Slici 7. Temperatura taljenja mu je 71 = 154 °C. Konstanta
disocijacije je pretpostavljena na pKa = 10,24 + 0,10, te je dobro topljiv u metanolu. Strukturno
je jako slican bisfenolu A (BPA). Razlikuju se po tome $to 4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenol

ima izobutilnu skupinu vezanu na ugljikov atom koji spaja dva difenola umjesto metilne.[20]

4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenol spada pod klasu spojeva koji se nazivaju bisfenoli te se
koristi kao monomer u sintezi polimera, kao intermedijer u proizvodnji drugih kemikalija.
Poput ostalih bisfenola predmet je istraZzivanja zbog potencijalnog negativnog utjecaja na
zdravlje. Poput BPA pokazuje pseudoestrogeni u¢inak u tijelu sto dovodi do negativnog utjecaja

na zdravlje.

Slika 7. Strukturni prikaz 4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenola [20]

2.6. Benzofenon

Molekulska formula benzofenona je Ci13Hi0O (M = 182,22 g/mol), a strukturna se moze vidjeti
na Slici 8. Dolazi u obliku bijele krutine sa slatkim floralnim mirisom s temperaturom vrenja
Ty =305 °C 1 temperaturom taljenja 71 = 47,8 °C. Topljivost u vodi je slaba te iznosi 137 mg/L
pri 25 °C, te je kao 1 bisfenol A dobro topljiv u alkoholima poput metanola i etanola, te acetonu

i benzenu. [21]
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Benzofenon se koristi kao sirovina u proizvodnji drugih spojeva, te kao komponenta nekih
kozmetickih proizvoda poput krema za zastitu od sunca. Medunarodna agencija za istrazivanje
raka (eng. International Agency for Research on Cancer, IARC) klasificirala ga je kao tvar s
mogué¢im kancerogenim ucinkom na ljude, a Europska agencija za kemikalije (eng. The
European Chemicals Agency, ECHA) kao tvar s toksi¢nim u¢inkom na reproduktivne organe.
Neka istrazivanja indiciraju da izlaganje benzofenonu moze imati negativan uc¢inak na zdravlje

poput iritacije koze, alergijskih reakcija te poremecaja hormonske ravnoteze. [22]

Slika 8. Strukturni prikaz benzofenona [21]

2.7. Toksi¢nost bisfenola A i njemu analognih spojeva

Zbog stroge kontrole uporabe BPA u industriji se pojavljuju analogni spojevi koji ne garantiraju
nizu toksi¢nost za okoli§ i1 ¢ovjeka. Zbog iznimno brzog razvoja takvih analognih spojeva
regulativa nije u stanju pratiti sve nove spojeve koji se pojavljuju u industriji te ih adekvatno
kategorizirati. Tako kontrola novog spoja 4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenola postaje sve veca
zbog njegovog znacajnog pseudoestrogenog djelovanja na covjeka. Slicno djelovanje ima
vec¢ina analoga bisfenola A. Bisfenol A i njegovi analozi su tvari koje mogu narusiti normalan
rad endokrinog sustava zbog slicnog ucinka koji ima estrogen u ljudskom tijelu. Izlaganje
bisfenolu A kod zena moze utjecati na kvalitetu oocite. Bisfenol A ima citotoksic¢no djelovanje,
ali ne 1 genotoksicno. Istrazivanje na miSevima pokazalo je da je izlaganje ploda tijekom
gestacije niskim koncentracijama bisfenola A momentalno i dugotrajno djelovalo na mRNA u
mozgu 1 druStveno ponasanje jedinki. Ovaj ucinak primijecen je i u narednim generacijama.

[23, 24]

Svjetska zdravstvena organizacija (eng. World Health Organization, WHO) klasificira BPA kao

potencijalno kancerogenu tvar. Europska unija klasificira BPA kao “tvar posebno
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zabrinjavajucih svojstava”. Nasuprot tome, americka Uprava za hranu i lijekove (eng. Food
and Drug Administration, FDA) odredila je da je BPA siguran za uporabu u ambalazi hrane i
pica pri trenutnim razinama izlaganja. Da bi potencijalni rizik koji predstavlja izlaganje BPA i

njemu analognih spojeva bio jasniji potrebno je provesti vise istrazivanja. [25]

2.8. Anaerobna razgradnja bisfenola A

Anaerobna razgradnja BPA odnosi se na raspadanje BPA u sustavu odsutnosti kisika gdje biva
razgraden pomoc¢u mikroorganizama poput bakterija i1 gljivica. Ovaj proces moze se provesti u

anaerobnom mediju poput tla ili vode te je bitan put uklanjanja BPA iz okoliSa. [3]

Studije su pokazale da anaerobna razgradnja BPA pomocu mikroorganizama ovisi o uvjetima u
kojima se provodi. Razli¢iti uvjeti pokazali su da brzina razgradnje ovisi o specificnim
mikroorganizmima te okolisSnim uvjetima. Potrebno je provesti dodatna istrazivanja kako bi se
bolje razumio mehanizam i faktori koji utjeCu na anaerobnu razgradnju BPA kako bi se razvila

metoda uklanjanja BPA iz okolisa. [3, 26, 27]
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Kemikalije

Sve kemikalije koriStene u ovom radu navedene su u Tablici 2.

Tablica 2. Kemikalije koriStene u ovom radu

Naziv Molekulska formula | Cistoéa Proizvoda¢
) i -Aldrich
Bisfenol A Ci5Hi602 97 % Slgmg AanC ’
4 4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenol C1sHnOs . Slgmg‘/flljdmh’
Sigma-Aldrich,
Benzofenon Ci3H100 p.a. SAD
Acetonitril CHsN H PL,C Kemika
¢istoce
Metanol CH3;0H E{ PL,C J..T.Baker,
¢istoce Nizozemska
.. HPLC Milipore
Ultra Cista voda H;0 gisto¢e | Corporation, USA

3.2. Instrumenti

3.2.1. Analiticka vaga

Za potrebu preciznog vaganja koriStena je analiticka vaga americkog proizvodaca Mettler
Toledo modela XA105 prikazana na Slici 9. Visoko precizna vaga XA105 dizajnirana je za

Sirok raspon primjene, ukljucujuéi istrazivanje i razvoj, kontrolu kvalitete te proizvodnju.
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Slika 9. Analiticka vaga Mettler Toledo XA 105

3.2.2. Ultrazvuéna kupelj

Za pripremu otopina koriStena je ultrazvucna kupelj njemackog proizvodaca Bandelin model

Sonorex digital 10 P prikazana na Slici 10.

Slika 10. Ultrazvucna kupelj Bandelin Sonorex digital 10 P

3.2.3. HPLC Varian ProStar

HPLC sustav koji se koristio za odjeljivanje uzoraka bio je americkog proizvodaca Varian,
model ProStar 500, prikazan na Slici 11. Ovaj uredaj ima Sirok raspon primjene, ukljucujuci
analizu farmaceutskih preparata, kemikalija 1 uzoraka iz okoliSa. Osim toga, ima moguénost
detektiranja putem razli¢itih detektora poput UV/Vid, FLD-a i refraktometra, te ugradeni auto-

sampler koji omogucuje obradu velikog broja uzoraka s minimalnim nadzorom uredaja. Sustav
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se sastoji od ProStar 230 tercijarne pumpe, ProStar 500 termostatiranog kucista za kolonu, DAD
detektora ProStar 330 te boce s pokretnom fazom i otpadom. Ovaj instrument je povezan na

racunalo te se sustavom upravlja pomocu programa STAR verzije 5.2.

Slika 11. HPLC sustav Varian ProStar

Za kromatografiju je koristena kolona americkog proizvodaca Agilent modela Eclipse XDB-
C18, 5 um, serijskog broja USKHO010800, Slika 12. Ova kolona pripada kolonama za HPLC
kromatografiju obrnutih faza. Napravljena je od sferi¢nih Cestica silicijevog dioksida visoke
¢istoce na koje su pricvrs¢eni C18 ugljikovodi¢ni lanci koji ¢ine nepokretnu fazu. Dizajn kolone
omogucava odjeljivanje velikog broja spojeva ukljucuju¢i male molekule, peptide 1 proteine.
C18 nepokretna faza je visoko nepolarna i ima visok afinitet za nepolarne spojeve, $to Cini

kolonu dobrim odabirom za odvajanje takve vrste spojeva. [28]

Slika 12. Kolona ameri¢kog proizvodaca Agilent model Eclipse XDB-C18
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3.3. Upravljacki programi i programi za obradu podataka

e Star Chromatography Workstation verzija 5.2
e OpenChrom 1.5.0

e Microsoft Excel

3.4. Uzorci

3.4.1. Uzorci termokromnih boja

U Tablici 3 prikazane su fotografije termokromnih boja s njihovim nazivima koje su koriStene

tijekom eksperimentalnog istrazivanja u ovom radu.

Tablica 3. Uzorci termokromnih boja

Green curing flexo 25C UV

Red 75/80 irreversible

Magenta MB 60

Blue-2 W50-0
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3.4.2. Uzorci papira

3.4.2.1. Uzorci papira s otiskom termokromne boje Offset green to yellow

U ovom radu koristili smo razli¢ite vrste papira kako bismo testirali njihovu sposobnost
zadrzavanja pseudoestrogenih spojeva koji se nalaze u termokromnim bojama. Papiri su
odabrani zbog njihove raznolikosti u sastavu i teksturi te kako bismo mogli testirati njihovu
sposobnost zadrzavanja kemikalija. Bezdrvni premazani i nepremazani papir su odabrani zbog
svoje Siroko rasprostranjene upotrebe u tiskanju 1 pakiranju. Takoder smo ukljucili 1 33 %
reciklirani papir kako bismo testirali njegovu sposobnost zadrzavanja trazenih analita nakon

recikliranja.

Uzorci papira iz Tablice 4 s otiskom termokromne boje su podvrgnuti anaerobnoj razgradnji u
tlu kako bi simulirali uvjete u kojima se ti papiri mogu razgraditi u prirodi. Razgradnja je
prekidana nakon 14, 32, 50 i 80 dana kako bi vidjeli kako se trazeni analiti iz termokromne boje
zadrzavaju na razli¢itim vrstama papira tijekom anaerobne razgradnje u tlu. Ovaj rad
omogucava bolje razumijevanje kako vrsta papira utjeCe na zadrzavanje pseudoestrogenih
spojeva u stvarnim uvjetima, te kako se trazeni analiti iz termokromne boje razgraduju nakon

odlaganja u prirodi.

Tablica 4. Uzorci papira s otiskom termokromne boje Offset green to yellow

Vrsta papira Oznaka Proizvoda¢  |SPecificna teZina, Opis
g/m?
. Papir s premazom,
Bezdrvni BP Maxi Satin 115
: visokokvalitetni
premazani
Bezdrvni BN Amber Graphic 80 Papir bez premaza
nepremazani
33 % reciklirani R33 Mondi 80 Sadrzi 33 % reciklirana
vlakna
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3.5. Priprava otopina

3.5.1. Priprava standardne otopine za analizu uzoraka termokromnih boja

Standardna otopina priprema se tako da u odmjernu tikvicu od 25 mL odvazemo po 10 mg
standarada bisfenola A, 4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenola 1 benzofenona, potom se tikvica
dopunjuje do oznake s metanolom te se stavlja u ultrazvucnu kupelj na 10 minuta. Takvom
pripravom dobivamo standardnu ili izvornu otopinu s masenom koncentracijom y = 400 mg/L

za svaki standard.

3.5.2. Priprava kalibracijskih otopina za odredivanje uzoraka termokromnih boja

Od izvorne otopine pripremamo cetiri kalibracijske otopine tako da pipetiramo volumen
izvorne otopine u odmjerne tikvice od 10 mL te tikvice dopunjujemo do vrha s otopinom
metanola i vode u omjeru 1:1. Volumeni za pripravu kalibracijskih otopina prikazani su u

Tablici 5.

Tablica 5. Prikaz pipetiranih volumena za pripravu kalibracijskih otopina

Volumen dodane .
. . Ukupan volumen, Koncentracija
Otopina standardne otopine,
mL standarda, mg/L
mL
CBI 0,25 (CB3) 10 1
CB2 0,25 10 10
CB3 1 10 40
CB4 2,5 10 100

Potrebno je pripremiti i slijepu probu za analizu, ovdje je slijepa proba pripremljena kao otopina

metanola i vode u omjeru 1:1.

3.5.3. Priprava otopina uzoraka termokromnih boja za kromatografsku analizu

U odmjernu tikvicu od 50 mL odvaze se 100 mg uzorka termokromne boje pomocu Sprice ili

Spatule, ovisno o viskoznosti boje. Za viskoznije boje koristi se Spatula, a za manje viskozne
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boje Sprica. Potom se u tikvicu doda 30 mL metanola te se stavlja u ultrazvucnu kupelj na 120
minuta. Pazi se da se ultrazvu¢na kupelj ne pregrije. Nakon §to se otopina ohladi na sobnu
temperaturu tikvica se dopuni ultra ¢istom vodom do oznake. Tikvica se zbog dodatka vode

zagrijava i zamuti. Kada se ohladi na sobnu temperaturu filtrira se kroz PTFE filtar u vialu.

3.5.4. Priprava kalibracijskih otopina za analizu uzoraka termokromne boje Offset green to

yellow otisnute na papir

U odmjernu tikvicu od 50 mL odvaze se 10 mg bisfenola A 1 10 mg 4,4'-(4-metilpentan-2,2-
diil)difenola 1 otopi u metanolu. Tako pripremljena otopina je izvorna otopina (IOP). Daljnja
razrjedenja rade se u smjesi metanola i vode u volumnom omjeru 1:1 kao Sto je prikazano u

Tablici 6.

Tablica 6. Priprava kalibracijskih otopina za odredivanje analita u otiscima uzorka
termokromne boje na papiru

Kalibracijska Pipetirani Pipetirana Ukupni Nazivna .
otopina volumen, mL otopina volumen, mL koncentracija
’ ’ y(analit), mg/L
CP4 0,25 CP8 25 0,050
CP5 0,20 CP8 10 0,100
CP7 2,00 CP8 10 1,000
CP8 0,625 10P 25 5,000
CP9 5 CP8 10 2,500

3.5.5. Priprava otopina za analizu uzorka termokromne boje Offset green to yellow otisnute

na papir

Odvagati uzorak papira s otiskom termokromne boje mase 30 mg, narezati odvagani uzorak na
komadic¢e veli¢ine 2 mm x 2 mm te prenijeti u odmjernu tikvicu od 10 mL. Dodati 6 mL

metanola te staviti u ultrazvuénu kupelj na 60 minuta. Nakon ultrazvu¢ne kupelji tikvice se
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trebaju ohladiti na sobnu temperaturu te nakon hladenja dodati vodu do oznake. Tako

pripremljena otopina filtrira se kroz PTFE-filtre u bocice za analizu.

3.5.6. Priprava otopina za odredivanje tocnosti

Za pripravu otopina za odredivanje tocnosti pripravljeno je 7 otopina s papirom R33 bez otiska
boje. Otopine su pripravljene prema Tablici 7. U pripravi koristena je otopina CP8 pripravljena
prema Tablici 6. Oko 30 mg papira R33 narezanog na komadi¢e 2 mm x 2 mm odvagan je u
odmjernu tikvicu od 10 mL. U tikvice dodana otopina CP8 1 metanol kako je prikazano u
Tablici 7. Tikvice su stavljene u ultrazvu¢nu kupelj na 60 minuta, ohladene na sobnu
temperaturu i dopunjene vodom do oznake. Tako pripremljene otopine filtrirane su kroz PTFE-

filtre u bocice za analizu.

Tablica 7. Priprava otopina za odredivanje to¢nosti

Pipetirani Pipetirani Nazivna
Ukupni
Masa volumen volumen koncentracija
Uzorci volumen,
papira, mg CP8 metanola, L y(analit),
m
otopine, mL mL mg/L
1 0 6 10 0
2-4 30 0,5 5,5 10 0,25
5-7 2 4 10 1

3.5.7. Priprava otopina za odredivanje preciznosti

Ispitivanje preciznosti priprave otopine i odredivanja analita kromatografskom metodom
ukljucivalo je analizu Sest uzastopno pripremljenih otopina uzorka otiska termokromne boje na
papiru R33. Za procjenu preciznosti kromatografskog mjerenja, jedna otopina uzorka R33 je

injektirana Sest puta za redom.
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3.6. Kromatografski uvjeti

Kolona: Zorbax Eclipse XDB Cig, 150 mm % 4,6 mm, 5 um ili sli¢na Cis kolona
Temperatura kolone: 30 °C ili sobna

Vrijeme analize: 28 min

1

Protok pokretne faze: | mL min™

Pokretna faza: ultracista voda u kanalu A 1 acetonitril u kanalu B uz gradijentno ispiranje $to

je prikazano u Tablici 8.

Tablica 8. Gradijentno ispiranje za analizu termokromnih boja

tr, min o(A), % o(B), % Ispiranje
0-3 53 47 [zokratno
3-11 53-25 47-75 Linearni gradijent
11-23 25 75 Izokratno
23-23,5 25-53 75-47 Linearni gradijent
23,5-28 53 47 Izokratno

Pri analizi uzoraka termokromnih boja volumen injektiranja iznosi 5 pL, dok kod analize
uzoraka termokromnih boja otisnutih na papiru volumen injektiranja iznosi 50 pL. Za
odredivanje bisfenola A 1 4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenola mjerimo apsorbanciju pri 226

nm, dok za odredivanje benzofenona mjerimo apsorbanciju pri 254 nm.
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3.7. Shematski prikaz eksperimentalnog rada

Na Slici 13 prikazana je shema redoslijeda eksperimentalnog rada, gdje se moZze vidjeti da su
prvo analizirani uzorci termokromnih boja pomoc¢u prethodno konstruiranih kalibracijskih
krivulja za njihovo odredivanje. Potom je slijedila analiza uzoraka otisnutih termokromnih
boja na papiru za koju je takoder konstruirana zasebna kalibracijska krivulja kako bi mogli
odrediti traZzene analite. Prisutnost analita u uzorcima provjerena je koriStenjem programa Star

Chromatography Workstation verzije 5.2, koji je omogucéio precizno i pouzdano mjerenje

karakteristi¢nih parametara boja.

Slika 13. Shematski prikaz redoslijeda rada
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Kalibracijske krivulje za odredivanje pseudoestrogenih spojeva u uzorcima boje

Prije primjene bilo koje metode za analizu istrazivanih analita u bilo kojoj vrsti uzoraka nuzno
je metodu nakon postupka optimizacije validirati. Validacija metode za odredivanje 4,4'-(4-
metilpentan-2,2-diil)difenola u termokromnim bojama je provedena u diplomskom radu G.
PriS¢an. Validacija, kao $to je ve¢ ranije istaknuto, podrazumijeva odredivanje parametara koji
¢e potvrditi je li izabrana metoda adekvatna za zeljenu svrhu. Parametri metode koje se uvijek
odreduju su linearnost odnosno odredivanje raspona koncentracije analita kojeg moZemo
odrediti izabranom metodom. Potom se odreduju obavezno granica detekcije i1 granica

kvantifikacije, ponovljivost metode, iskoristivost, robusnost ili otpornost metode i drugo. [28]

U podruc¢ju linearnosti, odredenom u diplomskom radu G. PriS¢an, izabrane su Cetiri
koncentracijske tocke. Prema tim toCkama konstruirane su umjerne krivulje kako bi se mogle
odrediti koncentracije trazenih analita u analiziranim bojama. Da bi dobivene umjerne krivulje
bile prihvaéene moraju zadovoljavati kriterij prihvatljivosti §to je u ovom sluc¢aju R? > 0,99. U
ovom istrazivanju umjerni pravci su odredeni metodom vanjskog standarda i za sva tri
ispitivana analita umjerni pravci zadovoljavaju zadani kriterij da je R* > 0,99. Umjerni pravac
pri analizi bisfenola A ima R*>= 0,9985, za benzofenon R*>= 0,9959, te za 4,4'-(4-metilpentan-
2,2-diil)difenol R? = 0,9994. Podatci iz kromatograma za bisfenol A i 4,4'-(4-metilpentan-2,2-
diil)difenol ocitavani su na 226 nm, dok za benzofenon pri 254 nm. Razlog snimanja
kromatograma pri razliitim valnim duljinama je razli¢ita vrijednost maksimuma apsorpcije
elektromagnetskog zracenja (4max). Benzofenon ima maksimalnu apsorbanciju pri Amax = 254
nm dok bisfenol A 14,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenol imaju Amax = 226 nm $to se moze vidjeti
u Tablici 9. U Tablici 10 prikazane su pripadajuce vrijednosti granice detekcije (LOD), granice

odredivanja (LOQ) te jednadzbe umjernih pravaca za svaki trazeni analit. [28]

U Tablici 9 prikazani su kromatogrami i spektri trazenih analita kao i prosjecna vremena
zadrzavanja, pri ¢emu su spektri 1 vrijeme zadrzavanja koriSteni kao kvalitativni parametri za

detekciju ispitivanih analita.
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Tablica 9. Kromatogrami, spektri te prosjecno vrijeme zadrzavanja ispitivanih analita

IR,
Analit Kromatogram Spektar
min
Bisfenol A | 4,24 |
00
b =
.
s =
4’4'-(4- -103 o s %o b5
metilpentan-
B 8,81
2,2-diil) I
difenol
TE |
Benzofenon | 9,04 | = o)
o o s P b
Tliat
L v T -
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U Tablici 10 prikazani su umjerni pravci za svaki specifi¢ni analit koji se koriste u procesu

odredivanja uzoraka termokromnih boja.

Tablica 10. Parametri za odredivanje koncentracije analita u termokromnim bojama

Granica Granica
Jednadzba
Analit Umjerni pravac detekcije, | odredivanja,
pravca
mg/L mg/L
15
2
g 10
g y=0,1217x
Bisfenol A z 2 0,0907 0,2751
g +0,145
0
0,000 50,000 100,000
masena koncentracija, mg/L
10
2 8
4,4'-(4- 5
£ 6
metilpentan- || % =0,0843x
P : 4 g 0,0577 0,1749
2,2- g 2 +0,0507
diil)difenol 0
0,000 50,000 100,000
masena koncentracija mg/L
20
215
g 10 _
E y =0,1494x
Benzofenon z 5 0,1496 0,4534
3 +0,3106
0
0,00 50,00 100,00
masena koncentracija, mg/L

4.2. Rezultati analize uzoraka termokromnih boja

U Tablici 11 prikazani su rezultati mjerenja iz kojih se vidi da u uzorku #1 odnosno uzorku

Green curing flexo 25C UV postoji bisfenol A s masenim udjelom w(bisfenol A) = 0,7 % te
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4.4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenolu s masenim udjelom  w(4,4'-(4-metilpentan-2,2-
diil)difenolu) = 0,1 %. U uzorku #2 to jest uzorku Red 75/80 irreversible i uzorku #3 odnosno
uzorku Magenta MB 60 nije pronaden ni jedan od trazenih analita, te u posljednjem uzorku #4
odnosno Blue-2 W50-0 nije pronaden ni jedan od trazenih analita, ali su uocene srodne
komponente sli¢ne bisfenolu A 1 4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenolu koje su prikazane na Slici
14. Komponenta sli¢na bisfenolu A pokazuje vrijeme zadrzavanja od tr = 6,613 min te time
ukazuje na polarniji karakter naspram bisfenola A, dok komponenta nalik 4,4'-(4-metilpentan-
2,2-diil)difenolu ima r = 7,253 min te time ukazuje da je ova komponenta manje polarna

naspram 4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenola.

r—.‘ 35
— 5 e & B
-~ 44-(4-metilpentan-2,2-diil)difenol Bisfenol A
J Bisfenol A W] R 4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenol
| L N SR :
Uf\_‘u__u____ #w ]—/ T e Noso L
’ " " - - - 00 28 250 275 ‘3&

Slika 14. Kromatogram uzorka Blue-2 W50-0 snimljen na 226 nm te spektri srodnih spojeva
bisfenolu A 1 4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenolu
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Tablica 11. Rezultati analize uzoraka termokromnih boja

. o o w(4,4'-(4-metilpentan-2,2-
Uzorak w(bisfenol A), % | w(benzofenon), % diil)difenol), %
Green
. 0,7 <GD 0,1
curing flexo
25C UV
Red 75/80
<GD <GD <GD
irreversible
Magenta
<GD <GD <GD
MB 60
Blue-2
<GD <GD <GD
W50-0

Boje u kojima je koncentracija analita ispod granice detekcije oznac¢ene su oznakom < GD

4.3. Rezultati verifikacije metode za odredivanje 4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenola i

analize uzoraka papira s termokromnim otiscima

U Tablici 12 i Slici 15 prikazani su parametri dobiveni za odredivanje analita 4,4'-(4-

metilpentan-2,2-diil)difenola u papiru s termokromnim otiskom. R? vrijednost umjernog pravca

iznosi 0,9997 te zadovoljava kriterij prihvatljivosti.

Tablica 12. Linearnost za odredivanje analita 4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenola u uzorcima

papira s termokromnim otiskom

Analit

JednadZzba pravca

Granica detekcije,

mg/L

Granica odredivanja,

mg/L

4,4'-(4-metilpentan-
2,2-diil)difenol

y=129,4x - 2,034

0,0007

0,0021
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Slika 15. Umjerni pravac za odredivanje analita 4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenola u

uzorcima otisnute boje

U Tablici 13. prikazani su rezultati mjerenja tocnosti metode za analit 4,4'-(4-metilpentan-2,2-

diil)difenol.

Tablica 13. Rezultat mjerenja toCnosti za analit 4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenol

Nazivna
Uzorak koncentracija Toénost, %
analita, mg/L
2 107,84
3 0,25 105,57
4 102,84
5 95,49
6 1,00 98,52
7 96,62

U Tablicama 14 i 15 prikazan je parametar preciznosti u obliku relativne standardne

devijacije. Tablica 14 prikazuje parametar preciznosti priprave otopina uzorka papira R33 s
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termokromnim otiskom boje Offset green to yellow. Tablica 15 prikazuje parametar

preciznosti kromatografske analize tako da se jedna otopina injektirala Sest puta uzastopno.

Parametri za preciznost priprave otopina i kromatografske analize prihvatljivih su vrijednosti.

Tablica 14. Preciznost priprave otopina

Uzorak Prosjecna vrijednost povrSine
krivulje, mAUxs
1 172,5
2 176,5
3 180
4 189,5
S 1745
6 170,5
RSD, % 418

Tablica 15. Preciznost kromatografske analize

Injektiranje Prosjefna vrijednost povrsine
krivulje, mAUxs
1 191
2 191
3 190
4 189
S 191
6 191
RSD, % 0,44

U uzorcima otiska termokromne boje Offset green to yellow, koja prema ranijem odredivanju

sadrzi 0,25 % spoja 4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenola,

na papiru utvrdena je prisutnost
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analita 4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenola tako da je za kvantitativnu analizu ovog uzorka

odreden umjerni pravac s odgovarajué¢im kriterijem prihvatljivosti koji iznosi R*> = 0,9997.

Prema tom umjernom pravcu odredeni su maseni udjeli analita 4,4'-(4-metilpentan-2,2-

diil)difenola u papiru tijekom 80 dana anaerobne razgradnje u tlu te su prikazani u Tablici 16,

promjene masenog udjela tijekom vremena anaerobne razgradnje prikazane su i na Slici 16. Iz

ovih podataka vidljivo je da se zastupljenost analita 4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenola

povecala tijekom 80 dana, §to bi sugeriralo da analit ne podlijeze anaerobnoj razgradnji u tlu,

no potrebno je provesti dodatna ispitivanja kako bi ovo mogli tvrditi sa sigurnoscu.

Tablica 16. Promjena masenog udjela analita 4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenola u razli¢itim

uzorcima papira s termokromnim otiskom boje Offset green to yellow tijekom 80 dana
anaerobne razgradnje u tlu

Uzorak | (0 dana), % | o(14 dana), % | ®(32 dana), % | ®(50 dana), % | ®(80 dana), %

BN

0,044

0,044

0,059

0,060

0,068

BP

0,027

0,023

0,028

0,029

0,034

R33

0,061

0,068

0,082

0,079

0,082

o, %

0,09
0,08
0,07
0,06
0,05
0,04
Q03_+
0,02
0,01
0,00

20

40

60

t, dani

80 100

+BN
+BP

R33

Slika 16. Graficki prikaz promjene masenog udjela analita 4,4'-(4-metilpentan-2,2-
diil)difenola u razli¢itim uzorcima papira tijekom 80 dana anaerobne razgradnje u tlu
BP — bezdrvni premazani, BN — bezdrvni nepremazani, R33 — 33 % reciklirani,
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5. Zakljucak

Glavni cilj ovog rada je utvrditi prisutnost pseudoestrogenih spojeva, bisfenola A i njegovih
analoga u uzorcima termokromnih boja te utvrditi podlijezu li trazeni analiti anaerobnoj
razgradnji u tlu. Pseudoestrogeni spojevi su vrsta spojeva koji imitiraju djelovanje estrogena u
tijelu. Pronalazimo ih u raznim proizvodima od plastike, pesticidima te proizvodima za osobnu
njegu. Pseudoestrogeni spojevi su tvari koje mogu narusSiti normalan rad endokrinog sustava,
Sto znaci da ometaju normalnu funkciju hormonskog sustava. Zbog toga su uzrok brojnih

zdravstvenih problema ukljucujuéi rak te probleme s reproduktivnim organima.

Odredivanjem prisutnosti pseudoestrogenih spojeva u termokromnim bojama pomazemo
identificirati potencijalne izvore izlaganja tim spojevima te procijeniti potencijalni rizik za
ljudsko zdravlje. Ove informacije pomazu regulatornim tijelima donijeti ispravne odluke o

ograni¢avanju uporabe ovih spojeva u cilju zastite zivota i okolisa.

Vazno je naglasiti da potencijalni rizik pseudoestrogenih spojeva u termokromnim bojama nije
potpuno razjasnjen te je potrebno provesti jo§ dodatnih ispitivanja kako bi se potpuno razumjela

prijetnja koju predstavljaju ovi spojevi na covjekovo zdravlje i okolis.

Provedena je verifikacija metode odredivanja analita 4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenola kako
bi osigurali da su mjerenja u skladu s prethodno razvijenom metodom za odredivanje analita
BPA. Verifikacijom je utvrdeno da razvijena metoda primjenjiva do masene koncentracije

analita 4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenola u iznosu od 1,00 mg/L.

Prvo su analizirana Cetiri uzorka termokromnih boja kako bi se utvrdila prisutnost traZenih
analita, bisfenola A, 4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenola ili benzofenona. Od Cetiri analizirane
boje, kao §to je prikazano u Tablici 11, samo boja Green curing flexo 25C UV sadrzi razvijace
termokromnih boja bisfenol A kao i 4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenol u sljede¢im razinama
w(bisfenol A) = 0,7 % te w(4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenola) = 0,1 %. Analiti su razdvojeni
pomocu kromatografije obrnutih faza pomocu HPLC sustava Varian ProStar uz koriStenje

kolone Zorbax Eclipse XDB C18 te detektirani pomocu DAD detektora.

Nakon utvrdivanja da boja Green curing flexo 25C UV sadrZi razvija¢ 4,4'-(4-metilpentan-2,2-
diil)difenol analizirani su otisci navedene boje na razliCitim vrstama papira, navedenim u

Tablici 4, koji su podvrgnuti anaerobnoj razgradnji u tlu tijekom 80 dana. Uzorci anaerobne
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razgradnje papira s otiskom termokromne boje prekidani su na 14, 32, 50 1 80 dana. Iz grafickih
prikaza rezultata na Slici 16 vidi se trend porasta koncentracije 4,4'-(4-metilpentan-2,2-

diil)difenola s vremenom koji treba provijeriti daljnjim istrazivanjem.
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7. Dodatci

7.1 Popis slika

Slika 1. Primjeri uporabe termokromnih boja

Slika 2. Prikaz protoniranja kristal violet laktona

Slika 3. Shematski prikaz mehanizma otiskivanja pomoc¢u termokromne boje

Slika 4. Shematski prikaz kromatografskog sustava visoke djelotvornosti

Slika 5. Prikaz razlike izmedu to¢nosti 1 preciznosti

Slika 6. Strukturni prikaz bisfenola A

Slika 7. Strukturni prikaz 4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenola

Slika 8. Strukturni prikaz benzofenona

Slika 9. Analiticka vaga Mettler Toledo XA105

Slika 10. Ultrazvucna kupelj Bandelin Sonorex digital 10 P

Slika 11. HPLC sustav Varian ProStar

Slika 12. Kolona ameri¢kog proizvodaca Agilent model Eclipse XDB-C18

Slika 13. Shematski prikaz redoslijeda rada

Slika 14. Kromatogram uzorka Blue-2 W50-0 snimljen na 226 nm te spektri srodnih spojeva
bisfenolu A 1 4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenolu

Slika 15. Umjerni pravac za odredivanje analita 4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenola u
uzorcima otisnute boje

Slika 16. Graficki prikaz promjene masenog udjela analita 4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenola
u razli¢itim uzorcima papira tijekom 150 dana anaerobne razgradnje u tlu

7.2 Popis tablica

Tablica 1. Evaluacija validacijskih karakteristika

Tablica 2. Kemikalije koriStene u ovom radu

Tablica 3. Uzorci termokromnih boja

Tablica 4. Uzorci papira s otiskom termokromne boje Offset green to yellow

Tablica S. Prikaz pipetiranih volumena za pripravu kalibracijskih otopina

Tablica 6. Priprava kalibracijskih otopina za odredivanje analita u otiscima uzorka na papiru
Tablica 7. Priprava otopina za odredivanje to¢nosti

Tablica 8. Gradijentno ispiranje za analizu termokromnih boja

Tablica 9. Kromatogrami, spektri te prosjecno vrijeme zadrzavanja ispitivanih analita

Tablica 10. Parametri za odredivanje koncentracije analita u termokromnim bojama

Tablica 11. Rezultati analize uzoraka termokromnih boja

Tablica 12. Parametar linearnosti za odredivanje analita 4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenola u
uzorcima otisnute boje na razli¢itim papirima

Tablica 13. Rezultat mjerenja tocnosti za analit 4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenol

Tablica 14. Preciznost priprave otopina

Tablica 15. Preciznost kromatografske analize

Tablica 16. Promjena masenog udjela analita 4,4'-(4-metilpentan-2,2-diil)difenola u razli¢itim
uzorcima papira tijekom 150 dana anaerobne razgradnje u tlu
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