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Lista skraéenica i akronima

Reagensi i rastvaraci

DMP — Dimetil ftalat (engl. Dimethyl phthalate)

DEP — Dietil ftalat (engl. Diethyl phthalate)

DnBP — Di-n-butil ftalat (engl. Di-n-butyl phthalate)
BBP — Benzilbutil ftalat (engl. Benzyl butyl phthalate)
DEHP — Di(2-etilheksil) ftalat (engl. Bis(2-ethylhexyl) phthalate)
DnOP — Di-n-oktil ftalat (engl. Di-n-octyl phthalate)
DINP — Diizononil ftalat (engl. Di-isononyl phthalate)
DIDP — Diizodecil ftalat (engl. Di-isodecyl phthalate)
DIBP — Diizobutil ftalat (engl. Diisobutyl phthalate)
BPA — bisfenol A (engl. Bisphenol-A)

BBz — Benzil benzoate (engl. Benzil benzoate)

DBA — Dibutil adipat (engl. Dibutyl adipate)

THF — Tetrahidrofuran (engl. Tetrahidrofuran)

Metaboliti

MEHP — Mono-2-etilheksil ftalat (engl. Mono(2-ethylhexyl) phthalate)

MMP — Monometil ftalat (engl. Monomethyl phthalate)

MBP — Mono-n-butil ftalat (engl. Mono-n-butyl phthalate)

MBzP — Monobenzil ftalat (engl. Monobenzyl phthalate)

MEHP — Mono(2-etilheksil) ftalat (engl. Mono(2-ethylhexyl) phthalate)

MnOP — Mono-n-oktil ftalat (engl. Mono-n-octyl phthalate)

MCPP — Mono-(3-karboksipropil) ftalat (engl. Mono-(3-carboxypropyl) phthalate)
MEOHP (50x0-MEHP) — Mono(2-etil-5-oksoheksil) ftalat (engl. Mono(2-ethyl-5-
oxohexyl) phthalate)

MCPeP — Mono-(5-karboksi-n-pentil) ftalat (engl. mono-(5-carboxy-n-pentyl) phthalate)
MECPP (5cx-MEPP) — Mono(2-etil-5karboksipentil) ftalat (engl. Mono(2-ethyl-5-
carboxypentyl) phthalate)

MEHHP (50H-MEHP) — Mono(2-etil-5-hidroksiheksil) ftalat (engl. Mono(2-ethyl-5-
hydroxyhexyl) phthalate)

MCMHP (2cx-MMHP) — Mono(2-karboksimetilheksil) ftalat (engl. Mono 2-
carboxymethylhexyl phthalate)



MCMP — Monokarboksimetil ftalat (engl. Mono-carboxymethyl phthalate)

MCHpP — Mono-(7-karboksi-n-heptil) ftalat (engl. Mono-(7-carboxy-n-heptyl) phthalate)
MHOP — Mono-7-hidroksi-n-oktil ftalat (engl. Mono-(7-hydroxy-n-octyl) phthalate)
MOOP — Mono-(7-okso-n-oktil) ftalat (engl. Mono-(7-oxo-n-octyl) phthalate)

Oznake plastike i plasti¢nih artikala

PVC — polivinil hlorid (engl. Polyvinyl chloride)

PET (PETE) — polietilentereftalat (engl. Polyethylene terephthalate)

HDP (HDPE) — polietilen visoke gustine (engl. High-density polyethylene)

LDPE — polietilen male gustine (engl. Low-density polyethylene)

PP — polipropilen (engl. Polypropylene)

PS — polistiren (engl. Polystyrene)

PC — polikarbonat (engl. Polycarbonate)

FCM — ambalazni materijal koji je u kontaktu sa hranom (engl. Food Contact Material)
FP — artikli koji sluze za pakovanje hrane (engl. Food Packaging)

FHE — artikli koji sluze za pripremu hrane (engl. Food Handling Equipment).

PCM — materijali i predmeti koji dolaze u kontakt sa farmaceutskim proizvodima (engl.

Pharmaceutical Contact Materials)
Konstante

Kow —koeficijent ravnotezne raspodele ftalata izmedu oktanola i vode
Koa —koeficijent ravnoteZzne raspodele ftalata izmedu oktanola 1 vazduha
Kaw — koeficijent ravnotezne raspodele ftalata izmedu vazduha i vode

Krn — koeficijent raspodele plastika/heksan
Masena spektrometrija

GC — Gasna hromatografija (engl. Gas Chromatography)

HPLC — Te¢na hromatografija visoke performanse (engl. High Performance Liquid
Chromatography)

LLE — Te¢no-te¢na ekstrakcija (engl. Liquid-liquid extraction)

SPE — Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. Solid phase extraction)

SPME — Mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. Solid phase microextraction)

MAE — Ekstrakcija pomoc¢u mikrotalasa (engl. Microwave assisted extraction)
DLLME - Disperzivna te¢no-te¢na mikroekstrakcija (engl. Dispersive liquid-liquid

microextraction)



MS — Maseni spektrometar (engl. Mass spectrometar)

FID — plameno-jonizacioni detektor (engl. Flame lonisation detection)

ECD — Detektor sa zahvatom elektrona (engl. Electron capture detection)
DAD - Detektor sa nizom diode (engl. Diode-Array Detection)

El — Elektronska jonizacija (engl. Electron Impact)

PCI — Pozitivna hemijska jonizacija (engl. Positive chemical ionisation)

SIM — Rezim pracéenja jednog jona (engl. Single lon Monitoring)

FS — Rezim pracenja odgovarajuceg opsega masa (engl. Full Scan Monitoring)
m/z — odnos mase i naelektrisanja

IS — Interni standard
Infracrvena spektroskopija

FTIR — Infracrvena spektroskopija sa Fourier-ovom transformacijom (engl. Fourier

Transform Infrared Spectroscopy)
Grani¢ne vrednosti

MADL — Maksimalno dozvoljena doza (engl. Maximum Allowable Dose Level)

NOAEL — Nivo kod kog nije primeéen nezeljeni efekat (engl. No observed adverse effect
level)

LOAEL — Najmanja koli¢ina koja izaziva nezeljene efekte (engl. Lowest Adverse Effect
Level)

TDI — Tolerantni dnevni unos (engl. Tolerable daily Intake)

OML - Ukupna granica migracije (engl. Overall Migration Limits)

SML — Specifi¢na granica migracije (engl. Specific Migration Limits)

QL — Maksimalna dozvoljena koli¢ina (engl. Maximum Permitted Quantity)
Administracije i organizacije

NTP-CERHR - Centar za procenu rizika reprodukcije ljudi u okviru Nacionalnog
toksikoliskog programa (engl. Center for the Evaluation of Risks to Human Reproduction
of the National Toxicology Program)

WHO - Svetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization)

FDA — Administracija za hranu i lekove (engl. Food and Drug Administration)

REACH - Registracija, evaluacija, autorizacija i kontrola hemikalija (engl. Registration,
Evaluation, Authorization and Restriction of Chemicals)

ECHA — Evropska agencija za hemikalije (engl. European Chemicals Agency)



FAO — Organizacija Ujedinjenih nacija za hranu i poljoprivredu (engl. Food and Agriculture
organization of the United Nations)

CAC — Komisija za Codex Alimentarius (engl. Codex Alimentarius Commission),
RAPEKS - Sistem za brzu razmenu informacija o opasnim potrosackim proizvodima
izuzimajué¢i hranu, lekove i medicinske uredaje (engl. The Rapid Alert System for Non-
Food Products)

APQOS — Asocijacija potrosaca Srbije

ISS — Institut za standardizaciju Srbije

SRM - Sertifikovani referentni materijal

EFSA — Evropska agencija za sigurnost hrane (engl. European Food Safety Authority)
Validacija metode

LOD — Granica detekcije (engl. Limit of Detection)
LOQ — Granica kvantifikacije (engl. Limit of Quanitation)
S/N — Odnos signal/sum (engl. Signal/Noise Ratio)



Danica S. Bogdanovic Sadrzaj Doktorska disertacija

Sadrzaj

L6 LY@ B PO UU R TPTOTR TP 1
TEORIISKI DEO ...ttt )
Lo FTALAT ot b bbb bbb st E bbb e bbbt b ettt b st 6
1.1. Opste informacije 0 ftalatima..........ccocveriiiiiiiiice e 6

1.2. Fizi¢ko-hemijske Karakteristike ftalata...........ccccoivereriiiiie i 8
1.2.2. Dugodometni transport ftalata kroz Zivotnu sredinu ..........ccccecvvinenienienenie e 10

1.2.3. Degradacija ftalata U Zivotnoj STEAINi . .....covierveiierieiiiiieiese s 11

1.2.4. Bioakumulacija i biomagnifikacija ftalata............c.ccoceiriiiiiiiiii e, 12

1.3. Primena ftalata i izloZenost ljudi ftalatima............cccccoiirininiiiii 13
1.3.1. MediCiNSKa OPFEIMA ....oviieiiiteieeiiite ettt ettt ettt bbb e bbb e 14

1.3.2. Ambalazni materijal za pakovanje RIane............ccocooeriiiriiieienen e 16

1.3.3. DECJE 1TACKE. .. .iiuiiiiieiiie ittt et r e nne s 18

1.3.4. KOZMEICKI PIEPATALL ... eeveevieieerisieestiestee st ettt sttt sne e r e b e s e sreenneenas 19

1.4, Metabolizam ftalata .............cccoiiiiiiiiii 20

1.5. Uticaj ftalata na zdravlje [JUi........cccooieeiiiii i 22

2. PLASTICNI MATERIJALI - VRSTE, PRIMENA | NJIHOVA UPOTREBA ........cc.cocoovvneinnnnn, 25
3. FTALATI U PLASTICNOJ AMBALAZL........civviiiiiieiineeesneessssssassssessssssssssssssssssssssssssssssnees 28
3.1. Plasti¢na ambalaza kao izvor ftalata ...........c.coirieiiiiiii 28
3.1.1. Plasticna ambalaza koja je u kontaktu sa hranom ...........cccceeeririniniiinicce e 28

3.1.2. Plasti¢na ambalaza koja se koristi U medicinSKOj Opremi .......ccocoveveiineiieiencnenesee 29

3.1.3. PlastiCne deCje 1rACKE .......oiieiieiiiiiiiie ettt 30

3.2, MiIQraCija flalata..........ccceeiieieeie et ra e nreens 31

3.3.  Vazeca legislativa za upotrebu ftalata u proizvodima namenjenim za ljudsku upotrebu............. 33
3.3.1. Vazeca legislativa u oblasti prisustva ftalata u prehrambenim proizvodima...................... 34

3.3.2. Vazeca legislativa u oblasti koriscenja ftalata za proizvodnju decjih igracaka................... 36

3.3.3. Vazeca legislativa u oblasti koriS¢enja ftalata za proizvodnju medicinske opreme ........... 36

4, METODE ODREDIVANJA FTALATA ..ottt 38
4.1, GC-MS TBNNIKA ....c.eiviieiiiteieeeste ettt b et b e nn 39

4.2, FTIRTBRNIKA ...oeeiiiitiic bbbt 42

4.3. Priprema uzoraka hrane i plasti¢nih artikala za analizu odredivanja ftalata ................c.coceneee. 43

5. VALIDACIJA ANALITICKE METODE ...........coccocoiiiiiiiiioeeseeeeeeeeee s 45
5.1. Definicija parametara koji se koriste prilikom validacije metode...........ccccoevvvvevieiencriniinninnnnnnns 45
5.1.1. Linearnost analiticke MEIOAE........ccccviirieieieiere e 45

5.1.2. Selektivnost/Specifi¢nost analitiCke MEtOde ..........cuvvvvrirrieiierieie e 46



Danica S. Bogdanovic Sadrzaj Doktorska disertacija

5.1.3. Preciznost analitiCKe MEtOA@ .......c.eruiriiiiiiiiiieiie ettt s 46

5.1.4. Tacnost analitiCKe METOAE .......c.eeiuiriiiiiiiie ettt s 48

5.1.5. Osetljivost analiticke MEtOde ..........cuervirieeiieriiii e 48

5.1.6. Granica detekcije i granica kvantifikacije analiticke Metode .........c.cocvvevrvcvinninicneiennenn 48
EKSPERIMENTALNI DEO ...ttt 50
6. CILJ | PROGRAM EKSPERIMENTALNOG RADA ......ocotiiiiirei e 51
6.1. Hemikalije kori§¢ene u eksperimentalnom radu...........ccooeiiireinineise e 54

6.2. Instrumentacija i parametri rada Na iNStrUMENTIMA..........ccoiviivieeiieieie e 54

6.3. Mere predostroznosti i smanjenje kontaminacije uzoraka ftalatima ..........ccc.ccoovvrivniiiinieeneenne. 56

6.4. Priprema standardnih rastvora kori$¢enih pri odredivanju ftalata GC-MS tehnikom.................. 56

6.5. Priprema standardnih rastvora koris¢enih za odredivanje ftalata FTIR tehnikom .............c......... 57

B.6.  UZOTCE NIANE......eiiiiteieeic bbb bbbt b e bbb r et et nr e b e 57

6.6.1. Uzorci mleka i mle¢nih proizvoda za optimizaciju i validaciju te¢no-te¢ne ekstrakcije

FLAALA. ..o 57

6.6.2. Uzorci alkoholnih pic¢a za optimizaciju te¢no-tecne ekstrakcije ftalate............ccccvrvennne 58
6.6.2.1.  UZOrci Delin rakija .......ccccoveiiiiicceece e 58

6.6.2.2.  Uzorci SINtEtiCKOZ VINA ...cuviiiiiiieiieiieiesie e 58

6.7. Uzorci plasti¢nih artikala u cilju odredivanja sadrzaja ftalata ............ccoccovriiniiiiiiinniien, 59
6.7.1. Artikli PCM-a za optimizaciju metode odredivanja ftalata FTIR tehnikom ...................... 59
6.7.2. Artikli PCM-a i plasti¢ne igracke za odredivanje ftalata GC-MS tehnikom..................... 59

6.8. Uzorci plasti¢nih artikala u cilju prac¢enja migracije ftalata...........cccccoovrininiiiicninens 62
6.8.1. Artikli FCM-a i PCM-a u cilju pracenja migracije ftalata u model recipijent.................... 62

6.8.2. Uzorci hrane i plasti¢ni ambalazni materijal za ispitivanje uticaja faktora na migraciju
ftalata iz plasticnog materijala U hranu..........cccoooeiiiriiiiiii e 64
6.8.3. Decje igracke u cilju pracenja migracije ftalata u model recipijent i vestacku pljuvacku.. 64

6.8.4. Decje igracke u cilju ispitivanja uticaja faktora na migraciju ftalata u vestacku pljuvacku65

6.9. Odredivanje ftalata t Rrani.........cooeiiiiiiii e 65
6.9.1. Razvoj i validacija metode odredivanja ftalata u mle¢nim proizvodima..............ccocvrvvneee. 65
6.9.2. Razvoj metoda odredivanja ftalata u alkoholnim pi¢ima ............coeereiineriiieniieneneee 66

6.9.2.1.  BEIE FAKIJE...ocueiiiie et e 66
6.9.2.2.  SINtELICKO VINO ..ottt e s 67

6.10. Odredivanje ftalata u plastiénom materijaltl ..........cccceviiiiiiiiiiic s 69
6.10.1. Razvoj metode odredivanja ftalata u PCM-u FTIR tehnikom........cccccoovviveicrencniviecnenen, 69
6.10.2. Odredivanje ftalata u PCM-u i igratkama GC-MS tehnikom ........c.ccccocvviininniinenn, 69

6.11. Odredivanje ftalata u veStaCkoj plUVACKI ........cvvviieiiiicres e 70

6.12. Pracenje migracije ftalata iz plasticnog materijala...........ccoovvvrviieiininenesee e 70
6.12.1. Pracenje migracije ftalata iz PCM-a i FCM-a u model recipijent ..........ccccccveveenincnnnenn. 70
6.12.2. Pracenje uticaja faktora na migraciju ftalata iz plasticnog artikla u mle¢ne proizvode...... 71

6.12.3. Pracenje migracije ftalata iz plasticnih igracaka u model recipijent i vestacku pljuvacku. 72



Danica S. Bogdanovic Sadrzaj Doktorska disertacija

6.12.4. Pracenje uticaja faktora na migraciju ftalata iz PVC igracaka u model recipijent i vestacku

PHUVACKUL ...t e e 73
REZULTATI I DISKUSIIA ..o 75
7. REZULTATI ODREDPIVANJA FTALATA U MLECNIM PROIZVODIMA ........ccovuevenrereverennenes 76
7.1. Rezultati optimizacije te¢no-te¢ne ekstrakcije ftalata iz uzoraka hrane............cccocoveviinciennn, 76

7.2. Validacija metode odredivanja ftalata u mlecnim proizvodima...........cocevverieerinieniesiee e 79
7.2.1. Linearnost analiticke Metode...........cvviiiiiiiiiiiiiii 79

7.2.2. Selektivnost/Specificnost analitiCke MEtOde ..........cvvvvvriirieiieiiie e 82

7.2.3. Preciznost analiticke Metode .........ocoviiiiiiiiiiii 84

7.2.4. Tacnost analiticke MELOAE ..........coiriiiiiiieie e 86

7.2.5. Osetljivost analitiCke MELOAE ..........cviiriiieiiiiir e 88

7.2.6. Granica detekcije i KvantifiKaCije ..........cooiiiiiiiiicic e 88

7.3. Efikasnost ekstrakcije ftalata iz mle¢nih proizvoda validovanom metodom ..........c.ccceeevervenenns 89

8. REZULTATI ODREPIVANJA FTALATA U ALKOHOLNIM PICIMA ......ocovuveurenenrereeneeanennans 90
8.1. Rezultati odredivanja ftalata u belim alkoholnim picima ...........ccccovviiriinienieniee e, 90

8.1.1. Rezultati optimizacije te¢no-tecne ekstrakcije ftalata iz uzoraka belih alkoholnih pica .... 90

8.1.2. Efikasnost optimizovane te¢no-tecne ekstrakcije ftalata iz uzoraka rakija ..............cce.ee. 93

8.2. Rezultati odredivanja ftalata u SIntetiCKOM VINU.........cccoiiriiiiiiiiiccse e 94

8.2.1. Rezultati optimizacije te¢no-tecne ekstrakcije ftalata iz uzoraka sintetickog vina............. 94

8.2.2. Efikasnost ekstrakcije ftalata iz uzoraka sintetiCkog vina .........c.covvvevveeenenenineseeene 106

9. REZULTATI ODREPIVANJA FTALATA U PCM ARTIKLIMA I PVC IGRACKAMA. ........ 107

9.1. Rezultati odredivanja ftalata u PCM artiklima FTIR tehnikom ..........cccccooeviiiiiiiiinciiicnne, 107

9.2. Rezultati odredivanja ftalata u PCM artiklima i igratkama GC-MS tehnikom ......................... 116
9.2.1. Validacioni parametri GC-MS metode odredivanja ftalata u PCM artiklima i PVC

T@LACKAITIA ...ttt n etttk e e nn e en e r e ene s 116

9.2.1.1. Linearnost analiticke Metode ............cvriririiierienie e 116

9.2.1.2.  Selektivnost / Specificnost analiticke metode.........ccocvevivereriiiienieiie e 117

9.2.1.3. LOD/LOQ analiticke Metode........cceereeiuieieririieiie e e e eeie s 120

9.2.2. Rezultati GC-MS analize PCM artikala ..., 120

9.2.3. Rezultati GC-MS analize PVC igracaka ..........c.ccooeiviireriiiniiiiineise e 121

10.REZULTATI ODREPIVANJA MIGRACIJE FTALATA IZ FCM-A, PCM-A 1 IGRACAKA U
RAZLICITE MATRIKSE .....cceuitieeeeetetesesesesesssssesssssssesssssesssesssessssssssssssssssssssnssesssssssssssases 122
10.1. Rezultati odredivanja migracije ftalata iz PCM-a i FCM-a u model recipijent ...........cc.cccvnee. 122

10.2. Rezultati odredivanja uticaja faktora na migraciju ftalata iz plasti¢nog artikla u mle¢ne proizvode



Danica S. Bogdanovic Sadrzaj Doktorska disertacija

10.4. Rezultati odredivanja uticaja faktora na migraciju ftalata iz PVC igra¢aka u model recipijent i

VEAEKU PLUVATKU . .....vveoveoceeeeee e s e es s ee s enssee s nsssen s s ssen e 134
7.8 (& U0 1 607N OO 137
LITERATURA ..ottt 143
BIOGRAFIJA.......ooeoeeeeeeeeesee s ass st 158
BIBLIOGRAFIJA.......ooeeeeeeeeveeeees e veeeeeeees s sessass s nsann e 161

IZIAVE AUTORA ..o 166



Danica S. Bogdanovic Uvod Doktorska disertacija

UvOD




Danica S. Bogdanovic Uvod Doktorska disertacija

Ftalati, dialkil ili alkil-aril estri ftalne kiseline, najcesce se koriste kao plastifikatori,
za postizanje fleksibilnosti plasticnih materijala, povecanja elasti¢nosti, dugotrajnosti i
transparentnosti plastike. Isparljive su, providne i sirupaste te¢nosti, koji se zbog svoje
nepolarnosti ne rastvaraju u vodi, ali se dobro rastvaraju u nepolarnoj sredini. Nisu vezani
hemijskom vezom za polimer, ve¢ su samo inkorporirani u strukturu polimera, tako da pod
odredenim uslovima mogu da migriraju iz plastike, pri cemu dolazi do kontaminacije okolne
sredine ftalatima. Pod uticajem temperature, ultrazvuka, ultravioletnog zracenja, mehanicke
sile, ili u kontaktu sa nepolarnom sredinom, dolazi do migracije ftalata iz plastike. Prilikom
migracije ftalata iz plasti¢nih artikala koji su u kontaktu sa hranom — FCM (engl. Food
Contact Material), iz plasti¢nih artikala koji su u kontaktu sa medicinskim i farmaceutskim
proizvodima — PCM (engl. Pharmaceutical Contact Materials), iz igra¢aka i kozmetic¢kih
preparata, moze do¢i do kontaminacije hrane i prehrambenih proizvoda, krvi, farmaceutskih
proizvoda, ili do direktne kontaminacije ljudi ftalatima koris¢enjem navedenih artikala.
Procena Svetske zdravstvene organizacije je da ¢ovek mozZe biti kontamiran ftalatima
koris¢enjem slede¢ih plasticnih artikala namenjenim svakodnevnoj upotrebi: kuhinjske
folije i druga plasti¢na ambalaza koja se koristi u prehrambenoj industriji, medicinska
oprema (setovi za dijalizu, transfuziju i infuziju sainjeni od kesa sa rastvorima i
odgovarajucih cevi), kozmeticka sredstva, plasti¢ne decje igracke, itd. S obzirom na to da
ftalati mogu da cine i do 50% mase plasti¢nog artikla, da zbog svojih fizi¢ko-hemijskih
osobina lako migriraju iz plasti¢nih artikala, 1 da izlaganje ftalatima moze da dovede do
brojnih zdravstvenih poremecaja (alergijske bolesti, astma, poremecaji endokrinog sistema,
oStecenje jetre i bubrega, itd.), od velikog interesa je detekcija i odredivanje koncentracije
ftalata u proizvodima namenjenim svakodnevnoj upotrebi i ispitivanje njihove migracije iz
plasti¢e ambalaze u konzumacione proizvode.

Za odredivanje ftalata u hrani, alkoholnim pi¢ima i drugim medijumima uglavnom
se koriste analiticke tehnike te¢ne i gasne hromatografije sa razli¢itim detektorima, kao §to
su maseni spektrometri ili ultraljubicasti (UV) (engl. Ultraviolet) spektrofotometri. 1zbor
odgovarajuce tehnike je uglavnom baziran na osnovu fizi¢ko-hemijskih svojstava ftalata,
sloZenosti matriksa, cene analize, vremena analize 1 drugih parametara.

Priprema uzorka predstavlja vazan korak u analizi ftalata. Ftalati se ekstrahuju iz
nemasnih te¢nih uzoraka nepolarnim organskim rastvara¢ima i Cesto se odreduju bez
dodatnog preciS¢avanja, Sto je slucaj za vodu, bezalkoholna ili alkoholna pica. Za izdvajanje

ftalata iz ovih matriksa uglavnom se primenjuje tecno-tecna ekstrakcija (LLE) (engl.
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Liquid-liquid extraction) i ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (SPE) (engl. Solid phase extraction).
Rastvaraci koji se uglavnom upotrebljavaju su n-heksan, n-heptan, hloroform ili izooktan.
U slucaju masnih uzoraka hrane primenjuju se rastvaraci kao $to je acetonitril za vise
selektivnu ekstrakciju ftalata iz hrane koja se zasniva na slaboj rastvorljivosti masti u
acetonitrilu.

Glavna tehnika za odredivanje ftalata je gasna hromatografija sa masenim
spektrometrom kao detektorom (GC-MS) (engl. Gas chromatography-mass spectrometry).
Za hromatografsko odvajanje analita se koriste kolone sa stacionarnom fazom niske
polarnosti. Temperaturni programi se razlikuju u zavisnosti od slozenosti razdvajanja. Za
GC-MS se obi¢no koristi jonizacija elektronom (engl. Electron Impact) i reZim praéenja
jednog jona. Nakon jonizacije elektronom na 70 eV, glavni fragmentni jon ftalata jeste pik
m/z 149, koji potice od protonovanog jona anhidrida ftalne kiseline i pik m/z 163 specifican
za dimetil ftalat. Ovi joni se obi¢no koriste za kvantifikaciju ftalata u analiziranim uzorcima.

Odredivanje ftalata vrSi se i pomoc¢u tehnike Infracrvene spektroskopije sa
Fourier-ovom transformacijom (FTIR) (engl. Fourier Transform Infrared Spectroscopy).
Ftalati imaju specifi¢an orto-supstituisan aromati¢ni prsten i ova Orto-aromati¢na grupa
pokazuje specifiénu i jaku apsorpciju na oko 743 cm™. Takode, postoji jo§ nekoliko
specificnih apsorpcionih traka u apsorpcionom infracrvenom spektru koje sluze za
kvalitativno 1 kvantitativno odredivanje ukupne koli¢ine ftalata u nekoj ambalazi.

Sveprisutnost nekih ftalata izaziva ozbiljne probleme u odredivanju njihovog
sadrzaja u razli¢itim medijumima i zato je potrebno sprovesti posebne mere u cilju

smanjenja nivoa ftalata u pozadini.

Savitljivost, dugotrajnost, elasti¢nost, providnost su osobine plastike koje su
obezbedene dodavanjem ftalata kao plastifikatora polimerima, i plastika kao takva Kkoristi
se za pravljenje FCM-a, PCM-a, plasti¢nih igracaka. Imajuci u vidu da pomenuti artikli
sadrZe ftalate Stetne po zdravlje ljudi, od velike je vaZnosti ispitati na koji nacin ftalati mogu
da migriraju u hranu, krv, pljuvacku, itd. Zbog fizicko-hemijskih svojstava ftalata i same
plastike, usled nepravilnog skladiStenja, nepravilnog koris¢enja, usled dejstva odredenih
spoljaSnjih faktora (temperatura, UV zraenje), u sluaju dugog vremena ekspozicije
plastike ovim faktorima, moze do¢i do migracije ftalata iz plasticnog artikla. Takode,
prilikom proizvodnje samih prehrambenih proizvoda moZe do¢i do kontaminacije ftalatima

prilikom kontakta hrane sa delovima aparature koja sadrzi plasticne delove koji sadrze
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ftalate. Na taj na¢in moze biti ugrozeno zdravlje ljudi koji koriste proizvode kontaminirane
ftalatima.

Zbog kontaminacije proizvoda ftalatima usled njihove migracije iz plasti¢nog
materijala i navedenih potencijalnih zdravstvenih rizika prilikom koriS¢enja FCM-a,
PCM-a i plasti¢nih igracaka, cilj ove doktorske disertacije je optimizacija efikasnih, brzih i
pouzdanih metoda za odredivanje ftalata u razli¢itim matriksima hrane, kao i u plasticnom
materijalu i odredivanje uslova pri kojima dolazi do migracije ftalata iz plasticne ambalaze.
Takode, cilj ovog istrazivanja je da se utvrdi koja plastika bi bila bezbedna za koris¢enje i
pod kojim uslovima, odnosno doprinos pojedinih faktora sredine na stepen migracije ftalata
iz plasti¢nih artikala u hranu 1 pljuvacku.

U cilju realizacije postavljenih ciljeva, program rada je koncipiran tako da je vrSena
optimizacija i validacija metode za odredivanje koncentracije ftalata u uzorcima mleka i
mle¢nih proizvoda, optimizacija metoda za odredivanje koncentracije ftalata u alkoholnim
pi¢ima, optimizacija metode odredivanja koncentracije ftalata u razli¢itim vrstama plasti¢ne
ambalaze 1 ispitivanje migracije ftalata iz odredenog plasti¢nog artikla u uzorke mleka i
vestacku pljuvacku pod odgovaraju¢im uslovima.

U ovoj studiji izvrSena je analiza sadrZaja ftalata i njihovog potencijala migracije iz
44 razlicita plasti¢na artikla napravljenih od 7 razlicitih polimera plastike koji se koriste kao
FCM i PCM. Uzimajuc¢i u obzir dozvoljene i zabranjene ftalate od strane Evropske agencije
za sigurnost hrane — EFSA (engl. European Food Safety Authority) i o¢ekivane visoke
potencijalne migracije, u ovom istrazivanju pracena su sledec¢a 3 ftalata male molekulske
mase: DMP, DnBP, BBP i 2 ftalata visoke molekulske mase: DEHP i DnOP.

Metoda odredivanja ftalata FTIR tehnikom je razvijena i uporedena sa GC-MS
tehnikom i gravimetrijskim odredivanjem ftalata. Istrazivanje je pokazalo da ova brza
metoda skrininga ftalata FTIR tehnikom predstavlja jednostavnu metodu koja se moze
koristiti kao alternativna metoda metodi odredivanja ftalata koris¢enjem GC-MS tehnike.

Potencijali migracije ftalata iz plasti¢nih artikala odredeni su u kontaktnim
eksperimentima po scenariju koji obezbeduje $to veéi stepen migracije ftalata iz plasti¢nih
artikala upotrebom n-heksana kao rastvaraca recipijenta ftalata u uslovima koji obezbeduju
veci faktor mogucnosti izlaganja ljudi ftalatima, kao sto su ultrazvuk, sobna temperatura,

produzeno vreme kontakta i meSanje.
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1. FTALATI

1.1.  Opste informacije o ftalatima

Ftalati su jedinjenja koja nastaju esterifikacijom ftalnog anhidrida dugolan¢anim
alkoholima (obi¢no sa 7 do 10 ugljenikovih atoma) (Slika 1.). Reakcija dobijanja ftalata
odvija se u dva koraka: prvi korak je dobijanje monoestra ftalne kiseline, pri ¢emu se
reakcija odvija brzo, dok je drugi korak dobijanja diestra ftalne kiseline spor i reverzibilan
proces i odreduje brzinu cele reakcije. Potrebna je povisena temperatura za pocetak reakcije,
ali je reakcija dalje egzotermna (LORz et al., 2005). U zavisnosti od alkohola koji uc¢estvuje
u procesu esterifikacije ftalati se nazivaju dialkil ili alkil-aril estri ftalne kiseline
(1,2-benzendikarboksilne kiseline), gde su dve estarske grupe u orto- polozaju. Kada su
estraske grupe u meta- i para- polozaju, tada se govori o izoftalatima i tereftalatima (EARLS
etal., 2003).
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Slika 1. Hemijska reakcija dobijanja ftalata
Ftalati nalaze najSiru primenu u vidu plastifikatora, koji sluZze za omeksavanje,
povecanje savitljivosti, za produzenje veka trajanja i radi stabilizacije mirisa plasticnih
materijala, 1 kao plastifikatori mogu cCiniti 1 do 50% mase plasticnog proizvoda (EARLS et
al., 2003). Imajuéi u vidu globalnu proizvodnju plasti¢nih materijala, dolazi se do podatka
o koli¢ini proizvodnje ftalata u iznosu od osam miliona tona u 2011. godini (NET et al.,
2015).
Najcesce korisceni ftalati su:
- Dimetil ftalat (DMP) (engl. Dimethyl phthalate);
- Dietil ftalat (DEP) (engl. Diethyl phthalate);
- Di-n-butil ftalat (DnBP) (engl. Di-n-butyl phthalate);
- Benzilbutil ftalat (BBP) (engl. Benzyl butyl phthalate);
- Di(2-etilheksil) ftalat (DEHP) (engl. Bis(2-ethylhexyl) phthalate);
- Di-n-oktil ftalat (DnOP) (engl. Di-n-octyl phthalate);
- Diizononil ftalat (DINP) (engl. Di-isononyl phthalate);
- Diizodecil ftalat (DIDP) (engl. Di-isodecyl phthalate).
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Na Slici 2. su prikazane strukturne formule DMP-a, DnBP-a, BBP-a, DEHP-a i
DnOP-a.
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Slika 2. Strukturne formule DMP-a, DnBP-a, BBP-a, DEHP-a i DnOP-a

Od nabrojanih ftalata, DEHP je zbog svoje trZiSne cene najc¢eS¢e upotrebljavan
plastifikator, pa je po podacima iz 1987. godine globalna godisnja proizvodnja DEHP-a
iznosila 1 — 4 miliona tona (WAMS et al., 1987), 1997. godine je proizvodnja DEHP-a u
Zapadnoj Evropi iznosila 595000 tona, dok noviji podaci govore da je proizvodnja
DEHP-a opala na 221000 tona u 2004. godini u celoj Evropi (JRC, 2008). lako se
proizvodnja DEHP-a smanjuje sa vremenom, DEHP i dalje spada u ,,najvece* zagadujuce

supstance, jer plastika moze da sadrzi od 1 do 40% toksi¢cnog DEHP-a (RUDEL et al., 2008).
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1.2.  Fizi¢ko-hemijske karakteristike ftalata

Ftalati predstavljaju grupu jedinjenja sa slicnom hemijskom strukturom, pri ¢emu
svako jedinjenje odlikuju jedinstvene osobine 1 specificna toksicnost. Svi ftalati su bezbojne
sirupaste te¢nosti na sobnoj temperaturi, sa visokim vrednostima temperature klju¢anja od
230 do 486 °C i temperaturama topljenja od -58 do 5,5 °C. Upravo ove niske tacke topljenja
i visoke tacke kljucanja doprinose upotrebi ftalata u vidu plastifikatora. U Tabeli 1. su
navedene osnovne fizi¢ko-hemijske osobine za neke od ¢eSc¢e koriséenih ftalata, njihova
molarna masa i CAS broj.

Tabela 1. Fizicko-hemijske osobine ftalata (STAPLES et al., 1997; Cousins et al., 2003)

Hemijska Molarnamasa  Temperatura ~ Temperatura  Gustina

formula (g mol?) klju¢anja (°C)  topljenja (°C) (g cm?) CAS broj

DMP  CioH1004 194,18 283 55 1,19 131-11-3
DnBP  Ci6H204 278,34 340 -35 1,05 84-74-2
BBP  Ci9H2004 312,37 370 -35 1,12 85-68-7

DEHP  CuH3304 390,56 384 -46 0,99 117-81-7
DnOP  Cu4H3304 390,56 387 25 0,98 117-84-0

Ftalati su slabo rastvorljivi u vodi i dobro rastvorljivi u mastima. Rastvorljivost
ftalata u vodi opada sa porastom molekulske mase ftalata, odnosno sa porastom duZine
odnosu na DEHP i DnOP, koji su prakti¢no nerastvorljivi u vodi zbog velike molekulske
mase i razgranate strukture, koje doprinose njihovoj jakoj rastvorljivosti u nepolarnoj
sredini kao §to su masti.

Ftalati nisu vezani hemijskom vezom za polimer, ve¢ su inkorporirani u njemu i
svojom izrazenom izluzljivoséu lako dospevaju u Zivotno okruZenje, posebno u nepolarnu
sredinu kao $to je masna hrana, §to ima za posledicu Stetno dejstvo na zdravlje coveka. Da
bi se pojasnila raspodela ftalata u zivotnoj sredini, a samim tim razumeo uticaj ftalata na
zdravlje ¢oveka, uvedene su vrednosti koeficijenata raspodele ftalata u zivotnoj sredini i to:
koeficijent ravnotezne raspodele ftalata izmedu oktanola i vode — Kow, koeficijent
ravnotezne raspodele ftalata izmedu vazduha i vode — Kaw, kao i Kkoeficijent ravnotezne
raspodele ftalata izmedu oktanola i vazduha — Koa. U Tabeli 2. navedene su vrednosti
rastvorljivosti ftalata u vodi, Henrijeva konstanta, pritisak pare, Kow, Kaw i Koa (COUSINS
et al., 2003).
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Tabela 2. Rastvorljivost ftalata i koeficijenti raspodele ftalata u zivotnoj sredini na 25°C

] Rastvorljivost Henrijeva .
Naziv ] Pritisak
logKow LogKoa LogKaw u vodi konstanta
ftalata pare (Pa)
(mgL?) (Pa m® mol?)
DMP 1,61 7,01 -5,40 5,22 x 10° 9,78 x 103 0,26
DnBP 4,27 8,54 -4,27 9,90 0,13 4,73 x 10°®
BBP 4,70 8,78 -4,08 3,80 0,21 2,49 x 103
DEHP 7,60 10,53 -2,80 2,70x 10°® 3,95 2,52 x 10°
DnOP 8,10 10,53 -2,80 2,20 x 10 3,95 2,52 x 10°
1.2.1. Raspodela ftalata u Zivotnoj sredini

Navedene fizi¢ko-hemijske osobine ftalata uti¢u na raspodelu ftalata u zivotnoj
sredini i odreduju njihovu postojanost. Rastvorljivost ftalata u vodi je jedno od vaznijih
svojstava koje uti¢e na raspodelu ftalata u Zivotnoj sredini, biorazgradnju i potencijal
bioakumulacije ftalata, samim tim utice i na toksi¢nost ftalata na vodene organizme i ostale
ucesnike u lancu ishrane.

Ravnoteznu raspodelu supstance izmedu vazduha i vode karakteriSe koeficijent Kaw
ili Henrijeva konstanta, koji ukazuju na tendenciju date supstance da prelazi iz vode u
atmosferu. S obzirom na to da je Kaw direktno proporcionalan pritisku pare, a obrnuto
proporcionalan rastvorljivosti date supstance u vodi, o¢ekivalo bi se da ftalati budu
okarakterisani visokim vrednostima Kaw, §to nije slucaj za ftalate male molekulske mase.
Ftalati male molekulske mase, kao $to je DMP, iako imaju veliki pritisak pare, zbog velike
rastvorljivosti u vodi, imaju niske vrednosti Kaw, §to znaci, da iako lako isparavaju iz Cistog
stanja, slabo isparavaju iz vodenih rastvora. Sa povecanjem duzine alkilnog lanca u
ftalatima, rastvorljivost ftalata u vodi se smanjuje brze nego pritisak pare ftalata, pa samim
tim sa povecanjem molekulske mase ftalata rastu i vrednosti Kaw. Takode, povecanje
vrednosti logKaw sa porastom molekulse mase ftalata ne znaci nuzno i vece isparavanje
ftalata, jer se isparljivosti ftalata umanjuje sorpcijom ftalata sa ve¢om molekulskom masom
na suspendovanim materijama u povrSinskim vodama, Sto je uslovljeno njihovom
hidrofobnoscu. 1z toga proisti¢e da su koncentracije ftalata u vazduhu niske, ¢esto ispod
granice detekcije, u rangu izmedu 1 i 100 ng m= (KAvLOCK et al., 2002).

Hidrofobnost ftalata je odredena koeficijentom raspodele supstace izmedu oktanola

i vode (Kow), koji se koristi za odredivanje ocekivane raspodele suspstance u Zivotnoj
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sredini izmedu zivotinjskih/biljnih lipida 1 vode, kao i1 izmedu sedimenta/organske materije
tla i vode. Kow za ftalate se povecava sa povcanjem molekulske mase ftalata ili sa
povecanjem molarne zapremine ftalata Sto ukazuje na hidrofobnost ftalata, jer je logKow za
veéinu ftalata veéi od 4,50 (jedino odstupanje pokazuje DMP ¢ije je vrednost logKow 1,61).
Istrazivanja su pokazala da je rastvorljivost ftalata u oktanolu manje osetljiva na promenu u
molarnoj zapremini nego rastvorljivost ftalata u vodi i vazduhu, jer se rastvorljivost ftalata
u oktanolu smanjuje za jedan red veliCine, dok se rastvorljivost ftalata u vodi smanjuje za
Sest redova veli¢ine idu¢i od DMP-a do DEHP-a (CousiNs et al., 2003). 1z toga sledi da je
razlog za povecanje Kow ftalata sa porastom duzine alkilnog lanca taj $to se rastvorljivost
ftalata u vodi smanjuje vie po jedinici zapremine nego rastvorljivost u oktanolu. Visoke
vrednosti Kow vecine ftalata ukazuju na veliki potencijal sorpcije ftalata na sedimentu,
organskoj materiji, biljnom i zivotinjskom svetu Koji su u ravnotezi sa vodom.

Koeficijent raspodele organske supstance izmedu oktanola i vazduha (Koa) se
koristi za odredivanje ocekivane raspodele organske supstance izmedu vazduha 1 organskih
faza u zemljistu, biljkama i atmosferskim aerosolima. S obzirom na to da merenja Koa
vrednosti za ftalate nisu izvrSena, za prora¢un Koa vrednosti se koristi odnos Kow/Kaw.
Izracunate vrednosti za Koa se kre¢u od 7,01 do 10,53 (idu¢i od DMP-a do DEHP-a) sto
ukazuje na povecanje njihovih vrednosti sa porastom duzine alkilnog lanca ftalata, kao i

veliku teZnju raspodele ftalata na aerosolima, biljkama i tlu u ravnotezi sa vazduhom.
1.2.2. Dugodometni transport ftalata kroz Zivotnu sredinu

IstraZivanja pokazuju da ftalati nisu izloZeni znaajnom dugodometnom transportu
kroz Zivotnu sredinu, zbog toga Sto ftalati sa velikom molekulskom masom imaju visoke
vrednosti Koa, §to znaci da se sa ovom vredno$éu povecava sklonost ftalata za sorpciju na
vegetaciji 1 zemljiStu, ¢ime se smanjuje potencijal za dugodometni transport ftalata kroz
zivotnu sredinu. Zbog niske isparljivosti ftalata i slabe rastvorljivosti u vodi, koncentracioni
nivoi ftalata u vazduhu su niski. Sa povecanjem temperature vazduha dolazi do povecanja
koncentracije ftalata u vazduhu. Ftalati ¢e u atmosferi biti apsorbovani na aerosolnim
Cesticama 1 biti uklonjeni atmosferskim padavinama iz atmosfere, Sto predstavlja joS jedan

razlog za niske koncentracione nivoe DEHP-a u vazduhu (CDC, 2009).
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1.2.3. Degradacija ftalata u Zivotnoj sredini

U aerobnim uslovima u vodenim okruzenjima (voda/sediment), anaerobnim
uslovima u otpadnim vodama iz postrojenja i zemljistu kontaminiranom ftalatima dolazi do
biorazgradnje ftalata, pa je radi definisanja biogeohemijskog ciklusa ftalata i odredivanja
njihove postojanosti i transportabilnosti, vazno definisati stopu degradacije ftalata.
PredloZeno je vreme poluraspada ftalata u razli¢itim medijumima zivotne sredine na osnovu
ispitivanja izvrSenih nad ftalatima pod odgovaraju¢im uslovima.

Pod odgovaraju¢im uslovima, anaerobna degradacija ftalata predstavlja dominantan
mehanizam eliminisanja ftalata iz otpadnih voda. Ftalati bivaju razgradeni pod uticajem
Sirokog spektra bakterija. Ispitivanja su pokazala da se 50% ftalata podvrgnutih razgradnji
biodegradiraju u periodu od 28 dana (STAPLES et al., 1997).

Poluzivoti ftalata prilikom biorazgradnje u povrSinskim i morskim vodama mogu
iznositi manje od jednog dana do dve nedelje, dok poluZivot ftalata na tlu mozZe biti manji
od nedelju dana do nekoliko meseci (STAPLES et al., 1997).

Poluzivot ftalata se povecava sa porastom duzine alkilnog lanca kada je u pitanju
biorazgradnja. Kada se govori o poluzivotu ftalata usled oksidacije vazduhom, red je obrnut,
sa porastom molekulske mase smanjuje se vreme poluZivota (COUSINS et al., 2002). Na
duZinu poluZivota pored aerobnih i anaerobnih uslova, uticu i drugi faktori, kao $to su
postojanje hranljivih materija u okruZenju i temperatura. Sto je podru¢je bogatije hranljivim
materijama 1 temperatura viSa, poluzivot se smanjuje. DuZi poluzivot se ocekuje u
anaerobnom, hladnom okruZenju siromasnom hranljivim materijama (STAPLES et al., 1997).

Pored toga $to u atmosferi ftalati bivaju apsorbovani na aerosolima, a potom bivaju
isprani atmosferskim padavinama, u atmosferi moze do¢i 1 do razgradnje ftalata gde je
dominantan put degradacije fotodegradacija napadom slobodnih radikala (indirektna
fotoliza), gde je predviden poluZivot oko 1 dan za vecinu ispitivanih ftalata (CousIns et al.,
2002; STAPLES et al., 1997).

Hidroliza ftalata pod normalnim uslovima Zivotne sredine ne predstavlja znacajan
proces u sudbini ftalata, jer poluzivot ftalata u slucaju hidrolize iznosi od 3 do 2000 godina,

idu¢i od DMP-a do DEHP-a (STAPLES et al., 1997).

11
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1.2.4. Bioakumulacija i biomagnifikacija ftalata

Biokoncentracioni faktor (BCF) i bioakumulacioni faktor (BAF) su vrednosti koje
pokazuju tendenciju hemijske supstance da se akumulira u zivim organizmima i vrednosti
ovih faktora se smanjuju za organizme sa naprednijim metabolickim sposobnostima.
Razlika izmedu procesa biokoncentracije i bioakumulacije ftalata se ogleda u tome §to
biokoncentracija podrazumeva procese povecanja koncentracije ftalata u vodenim
organizmima sorpcijom preko koze i respiratorne povrSine, dok se pod procesom
bioakumulacije ftalata podrazumeva povecanje nivoa koncentracije ftalata u vodenim
organizmima i usled unosa hrane u organizam. Ukoliko su faktori BAF ili BCF ve¢i od 5000
za vodene organizme, smatra se da je ta hemijska supstanca bioakumulativna, a ukoliko
nedostaju podaci o0 vrednostima BAF i BCF, onda je granica koja odreduje da li je supstanca
bioakumulativna logKow > 5 (GOBAS et al., 2003). Uzimajuci u obzir veliku hidrofobnost
ftalata na osnovu visokih vrednosti logKow, o¢ekuje se visok potencijal biokoncentracije i
bioakumulacije ftalata u vodenim organizmima. Bioakumulacija ftalata, po¢ev od nizih do
visih karika u lancu ishrane, je ipak ograni¢ena zbog procesa biotransformacije ftalata koja
se odvija u ekosistemu, a progresivno raste sa nivoom lanca ishrane (trofickim nivoom).
Vrednosti BCF za ftalate pokrivaju tri reda veli¢ine (STAPLES et al., 1997), npr. srednje
vrednosti logBCF za DEHP iznose od 2 do 4 za bioakumulaciju u ribama i beski¢menjacima
(CDC, 2009). Ove vrednosti proistic¢u iz velike tendencije DEHP-a za sorpciju na zemljistu,
sedimentu i zivim organizmima.

Biomagnifikacija  ftalata  predstavlja  povecanje  koncentracije  ftalata
bioakumuliranih u nizim karikama lanca ishrane, proporcionalno sa nivoom lanca ishrane.
Znacaj biomagnifikacije ftalata se ogleda u tome da su organizmi na vrhu lanca ishrane
izloZeni koncentracijama ftalata koje su vec¢e od onih na niZim nivoima lanca ishrane.
Biomagnifikacijom ftalata kroz lanac ishrane moze do¢i do prenosa ftalata sa akvati¢nih na
kopnene vrste prisutne u lancu ishrane, pa bi na taj nacin potencijalno bili ugrozeni i ljudi
koji jedu ribu u kojoj su bioakumulirani ftalati iz vodene sredine. Medutim, na osnovu
terenskih i laboratorijskih ispitivanja ustanovjeno je da se ftalati ne biomagnifikuju u lancu
ishrane u vodenim ekosistemima (GoBAs et al., 2002). Navedeno istrazivanje je ukazalo na
nesaglasnost BAF i Kow vrednosti za DMP, jer je dokazano da DMP ima vecu teznju za
bioakumulacijom u odnosu na to §to pokazuje koeficijent Kow, dok BAF vrednosti za ftalate
vece molekulske mase pokazuju tendenciju smanjenja sa porastom nivoa u trofickom

sistemu. Objasnjenje ove pojave se ogleda u tome $to su ftalati ve¢e molekulske mase manje
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bioraspolozivi, odnosno manja je njihova tendencija za apsorpciju preko koze vodenih
organizama, ve¢ je glavni put unosa ftalata kod njih putem ishrane, pa iz tog razloga
vrednosti BAF nisu u korelaciji sa vrednostima Kow. Do biomagnifikacije ftalata ne dolazi
najverovatnije zbog brzog metabolizma ftalata u vodenim organizmima na visem trofickom

nivou (GoBAS et al., 2002).

1.3. Primena ftalata i izloZenost ljudi ftalatima

Ftalati ulaze u sastav velikog broja polimernih materijala s obzirom na to da se zbog
navedenih fizicko-hemijskih osobina najc¢esce koriste kao plastifikatori. 1z tog razloga mogu
se detektovati u velikom broju polivinil hlorid proizvoda — PVC (engl. Polyvinyl chloride):
kablovima, zicama, cevima, ploficama, tapetama, samolepljivim trakama, ambalaznom
materijalu koji je u kontaktu sa medicinskim i farmaceutskim proizvodima — PCM (engl.
Pharmaceutical Contact Material), de¢jim igrackama, ambalaznom materijalu za pakovanje
hrane ili koji je u kontaktu sa hranom — FCM (engl. Food Contact Material), itd. U ovu
svrhu se najcesce koriste ftalati ve¢e molekulska mase (DEHP, DINP, DnOP), dok se ftalati
male molekulske mase (DMP, DEP, DnBP) koriste ¢eS¢e u proizvodima za licnu negu, kao
rastvaraci i stabilizatori ovih proizvoda (HAUSER et al., 2005). U Tabelama 3a. i 3b. su
prikazani glavni izvori izlozenosti ljudi odredenim ftalatima (SAEIDNIA, 2014; IPCS, 2005;
WALLACE et al., 2005; IPCS, 1999; EPA, 2020; EPA, 2000; Green et al., 2005).

Tabela 3a. Upotreba ftalata i izvori izloZenosti ljudi najéesée koris¢enim ftalatima

DEP DnBP BBP
- kozmeti¢ki preparati - kozmeticki preparati (lakovi - igracke
(parfemi, lakovi za za nokte, parfemi, itd.) - FCM
kosu, lakovi za nokte, -FCM - industrijski rastvaraci
itd.) - enterijer za automobile - PVC podne plocice
- Stamparske boje - nitrocelulozni lakovi, - podne obloge
- povrsinske obloge za eksplozivi, ¢vrsta raketna - boje i lepkovi
farmaceutske proizvode goriva - tkanina, tekstil 1 koza
- FCM - Stamparske boje i lepkovi
- insekticidi
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Tabela 3b. Upotreba ftalata i izvori izlozenosti ljudi najcesce koris¢enim ftalatima

DMP DEHP DnOP
- ¢vrsta raketna goriva - PCM - kozmeticki preparati
- lakovi i premazi - igracke - igracke
- insekticidi i pesticidi - FCM
- igracke - kozmeticki preparati

- podne i zidne obloge
- tus zavese

- kiSne kabanice

Svetska zdravstvena organizacija— WHO (engl. World Health Organization) u svom
izvestaju navodi slede¢e (WHO, 1996):

- Upotrebom hrane koja predstavlja primarni izvor ftalata odrasli ¢e biti
kontaminirani sa oko 200 pg ftalata na dnevnom nivou;

- Do kontaminacije ftalatima kori§¢enjem pitke vode gotovo da i ne dolazi, jer su
nivoi ftalata u pitkoj vodi zanemarljivi, ali ipak treba biti oprezan zbog
dugoro¢nog korisc¢enja flasirane mineralne vode;

- Takode, udisanjem vazduha koji je kontaminiran sa 50 ng m? ftalata, dnevno
izlaganje ¢e biti manje od 1 pg, tako da je 1 ovaj uticaj zanemarljiv;

- Medutim, korisS¢enjem medicinske opreme, dijalizni bolesnici, pri svakom
tretmanu mogu dobiti i do 90 mg ftalata, a takode prilikom transfuzije krvi moze

do¢i do velike kontaminacije ftalatima.
1.3.1. Medicinska oprema

S obzirom na krutost i lomljivost neplastificiranog PVC-a, kako bi se obezbedila
fleksibilnost i mekoc¢a medicinskoj opremi napravljenoj od PVC-a, Cesto se takvoj vrsti
svrhe je DEHP. Tako plastificirani PVC je pogodan za izradu Sirokog spektra medicinske
opreme koja se koristi za leCenje hroni¢nih 1 kriticno obolelih pacijenata primenom
odgovarajueg medicinskog tretmana. Medicinski tretmani pri kojima se koristi PVC
oprema su: hemodijaliza, transfuzija krvi, trombocita ili plazme, vantelesna oksigenacija,
kardiopulmonarni bajpas, davanje intravenskih te¢nosti, enteralna i parenteralna ishrana.
Takode respiratorna terapija (veStacka ventilacija) koristi opremu napravljenu od PVC-a.

Dakle, u PVC medicinsku opremu spadaju setovi za dijalizu i transfuziju sa odgovaraju¢im
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kesama i cevima, katetri i dr. Kapsule, filmovi i drugi tipovi obloga farmaceutskih preparata
takode mogu sadrzati ftalate (KAvLOCK et al., 2002; FDA, 2001). S obzirom na prirodu veze
izmedu DEHP-a i PVC-a, DEHP moze lako da migrira iz PVC medicinske opreme u okolnu
sredinu — krv, plazmu, intravensku te¢nost, pri ¢emu pacijent koji koristi odgovarajuci
medicinski tretman moze biti izlozen dejstvu DEHP-a. Obim izlozenosti DEHP-u ¢e zavisiti
od medicinske opreme koja se koristi, vrste i duzine trajanja tretmana.

Transfuzija krvi je jedan od glavnih izvora izlozenosti dece 1 odraslih DEHP-u, jer
se DEHP izluzuje u krv iz PVC kese u kojoj je skladiStena. Prema literaturnim podacima
koncentracija DEHP-a u krvi iz PVC kese iznosi do 115 mg L DEHP-a i do 5 mg L
mono-2-etilheksil ftalata — MEHP-a (engl. mono(2-ethylhexyl) phthalate) $to zavisi od
uslova skladistenja, tokom koga dolazi do metabolizma DEHP-a do MEHP-a (LATINI et al.,
2000).

Bubrezni bolesnik tokom hemodijalize je izlozen DEHP-u iz PVC medicinske
opreme i izmerena koli¢ina ekstrahovanog DEHP-a tokom procesa jedne hemodijalize
iznosi u proseku 75,26 mg. Koli¢ina DEHP-a koju pacijent zadrzi tokom jednog tretmana
iznosi od 3,6 do 59,6 mg, §to dovodi do podatka da godiSnja izloZzenost takvih pacijenata
DEHP-u nije zanemarljiva imaju¢i u vidu ponovljivost postupka hemodijalize (tri puta
nedeljno) i iznosi od 6,91 do 30,76 g DEHP-a, dok je prose¢na vrednost 11,74 g DEHP-a
(FAouzi et al., 1999).

Mehanizmi karcinogeneze 1 reproduktivne toksi¢nosti su razli€iti za ljude 1 Zivotinje,
pa se istrazivanja koja su spovedena nad Zivotinjama ne mogu ekstrapolirati na ljude, a
studije za procenu toksicnosti kod ljudi izloZenih ftalatima nisu sprovedene. Ipak postoji
zabrinutost za zdravlje ljudi, posebno dece i pacijenata zbog koli¢ina DEHP-a kojim su
navedene grupe izlozene tokom odgovaraju¢ih medicinskih tretmana. Nivo DEHP-a koji je
posledica medicinskih tretmana kod dece je isti kao nivo DEHP-a koji uzrokuje
malformacije u muskom reproduktivnom sistemu kod laboratorijskih Zivotinja (SHEA et
al., 2003). Iz tog razloga preporuka Centra za procenu reproduktivnih rizika kod ljudi —
CERHR-a (engl. Center for the Evaluation of Reproductive Risks to Humans) je da se
sagleda odnos rizika i koristi pri koris¢enju medicinske opreme napravljene od PVC-a i
njihove alternative. S obzirom na to da DEHP daje vazna svojstva plastici koja se koristi u
ovu svrhu, potrebno je dizajnirati alternativu koja je toksikoloski sigurnija, funkcionalno

efikasna i u cenovnom rangu sli¢na kao i PVC medicinska oprema (KAvLOCK et al., 2002).
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1.3.2. AmbalaZni materijal za pakovanje hrane

Hrana, voda i alkoholna pi¢a kontaminirana ftalatima putem lanca ishrane,
migracijom ftalata iz plastike prilikom proizvodnog procesa hrane i iz plasticnog
ambalaznog materijala tokom skladistenja, predstavljaju glavni izvor izlozenosti ljudi ovom
kontaminantu (EC, 2002). Najvec¢i doprinos kontaminaciji hrane i pi¢a ftalatima pripada
migraciji ftalata iz plasticnog ambalaznog materijala pri odredenim uslovima (vreme,
temperatura, sunceva svetlost). Istrazivanja su pokazala da sveza namirnica sadrzi
minimalne koli¢ine ftalata, dok preradena, upakovana i skladiStena hrana sadrze znatne
koli¢ine DEHP-a.

S obzirom na to da mleko predstavlja hranu koju ljudi koriste od samog rodenja,
vazno je pratiti koncentracije ftalata u njemu, kao i uslove u kojima se vr$i pakovanje i
skladiStenje mleka. Kontaminacija mleka ftalatima iz FCM-a moze da potice od plasti¢ne
opreme za muzu, pumpi za izmlazavanje mleka, ambalaze u koju se mleko pakuje.
IstraZivanje sprovedeno od strane Casjuana 1 saradnika je pokazalo da je doSlo do
kontaminacije uzoraka kravljeg mleka prilikom koriS¢enja opreme za muzu izradene od
PVC materijala (CASIUANA et al., 2004). Takode, istrazivanje u kome su analizirani uzorci
humanog mleka je pokazalo da su nivoi monoestara ftalata visi u mleku koje je dobijeno
izmlazavanjem pomoc¢u plastiénih pumpica, u odnosu na mleko dobijeno ru¢nim
izmlazavanjem bez kori$¢enja pumpica (MORTENSEN et al., 2005). Analiza komercijalnog
mleka pakovanog u razliCite vrste plastike i sa razli¢itim nacinom pripreme mleka je
pokazala da se koncentracije ftalata kre¢u u opsegu od 0,97 do 85,3 pg ftalata po kg mleka,
da su od ispitana Cetiri ftalata (DMP, DEP, DnBP i BBP) koncentracije DEP-a najvise i da
su koncentracije ftalata u uzorcima mleka priblizno iste za sve vrste pakovanja, sa izuzetkom
DnBP-a ¢ije su najvece koncentracije detektovane u uzorcima Sterilizovanog mleka
upakovanog u HDPE ambalazu. Razlog za to je najverovatnije taj §to se kod mleka
upakovanog u HDPE ambalaZu sterilizacija vr$i u samoj boci, pri ¢emu temperatura koja se
koristi za ovaj proces pospeSuje migraciju ftalata iz plastike, dok se UHT sterilizacija mleka
upakovanog u tetrapak ambalazu odvija pre flasiranja mleka (CASJUANA et al., 2004).

Takode je vazno pracenje kontaminacije mineralne vode za pice flasirane u plasti¢ne
boce. Analizirana je mineralna voda upakovana u boce napravljenim od polietilen tereftalata
— PET (engl. Polyethylene terephthalate). Voda koja je stajala skladistena 5 meseci sadrzi
20% vise DnBP-a u odnosu na vodu ¢iji sastav je analiziran odmah nakon flaSiranja, $to

ukazuje na Cinjenicu da tokom vremena skladistenja raste sadrzaj DnBP-a zbog njegove
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migracije iz plasti¢cne ambalaze (CRIADO et al., 2005). Takode, analizirana je migracija
ftalata iz PET ambalaze u razliCite vrste bezalkoholnih pi¢a ukljucujuci i mineralnu vodu,
sa razlic¢itim pH vrednostima, i ustanovljeno je da se migracija ftalata odvija, da je izrazenija
sa smanjenjem pH vrednosti, i da najveéi stepen migracije pokazuje DMP, za kojim slede
DnBP i DEHP. Koncentracije ftalata koje su detektovane u uzorcima ne prekoracuju
maksimalnu dozvoljenu koncentraciju — MADL (engl. Maximum Allowable Dose Level)
od 6 pg L vode (EPA, 2009), pa samim tim i ne predstavljaju rizik za zdravlje ljudi
(BoSNIR et al., 2007). Ipak, s obzirom na veliku potro$nju pi¢a iz plasti¢éne ambalaze, briga
o koli¢ini ftalata koja na taj nac¢in moze dospeti do oveka, ne sme biti zanemarena.

Interes za pracenje koncentracije ftalata u bezalkoholnim i alkoholnim pi¢ima je
takode veliki, s obzirom na to da navedena pi¢a mogu biti konzumirana u koli¢ini koja moze
biti Stetna po zdravlje, ukoliko se radi o pi¢ima koja sadrze velike doze ftalata. Alkoholna
pica dele se u tri grupe — Zestoka pica, pivo i vino. Alkoholna pi¢a se mogu kontaminirati
ftalatima na viSe nacina: tokom procesa proizvodnje prilikom kontakta alkoholnog pica sa
PVC materijalom u razli¢itim fazama proizvodnje, tokom skladistenja alkoholnih pica
ukoliko se za pakovanje koriste plasti¢ne boce, itd. S obzirom na ve¢ navedeno nepostojanje
hemijske veze izmedu ftalata i plastike, oni ¢e lako migirati u alkohol koji je dobar rastvarac
za ftalate, stoga plastika obogacena ftalatima predstavlja vazan izvor kontaminacije
ftalatima. Istrazivanje je pokazalo da su koncentracije migriranih ftalata iz plasticne
ambalaze u bezalkoholna pica visestruko vece (od 5 do 40 puta) u odnosu na migraciju
ftalata iz iste takve ambalaZe u mineralnu vodu. Razlog za to je razlika u pH vrednosti
uzoraka, pH vrednosti za mineralnu vodu su veée od 5, dok su pH vrednosti bezalkoholnih
pi¢a manje od 5 (BOSNIR et al., 2007). Pravilnikom o Glavnom kodeksu za namirnice u
zemljama koje su ¢lanice EU odredena je maksimalno dozvoljena zbirna koncentracija za
DBP i DEHP u alkoholnim pié¢ima i iznosi 0,7 pg mL™? (JURICA et al., 2013). Alkoholna
pi¢a mogu biti kontamirana ftalatima koji migriraju iz ambalaZe, a mogu biti kontamirana i
tokom procesa proizvodnje alkoholnih pica. Istrazivanje koje je sprovedeno radi utvrdivanja
koncentracija ftalata u vinima utvrdilo je koncentracije ftalata od 2,7 do 15 ug L, pri ¢emu
je DnBP najzastupljeniji ftalat, za kim slede DEHP i DEP (CARRILLO et al., 2008). U
navedenom istrazivanju kao izvor kontaminacije alkoholnih pi¢a ftalatima se navodi
tehnoloski proces proizvodnje alkoholnih pica, s obzirom na to da su analizirana vina
razli¢itog geografskog porekla, da su koriS¢ene razli€ite vrste Cepova 1 razliCite vrste

ambalaze (plasti¢na i staklena), a ipak medu ovim vinima nije pronadena znacajna razlika u
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koncentraciji ftalata. U istrazivanju sprovedenom radi detekcije i kvantifikacije DEP-a u
neregistrovanim alkoholnim pi¢ima, utvrdena je koncentracija DEP-a u dva alkoholna pi¢a
sa poreklom iz Litvanije u iznosu od 210 i 608 mg L™, pri ¢emu se ova visoka koncentracija
ne moze prepisati migraciji DEP-a iz plasti¢ne ambalaze. Ova visoka koncentracija DEP-a
se objaSnjava time da su ova alkoholna pica, iako su kori$¢ena za ljudsku upotrebu, zapravo
deklarisana kao parfem ili kolonjska voda radi izbegavanja oporezivanja i kao takva sadrze
DEP kao sredstvo za denaturaciju (LEITZ et al., 2009).

U Danskoj su radi procene rizika i izlozenosti ljudi ftalatima sprovedene studije.
Jedna studija je pokazala da su najveci izvori ftalata u ishrani sledeci: lisnate biljke (53%),
korenasto bilje (13%), mleko (12%) i riba (10%). Procenjen je ukupan dnevni oralni unos
ftalata na regionalnom nivou i iznosi 26 pg kg™ telesne mase na dan kod dece uzrasta od
prve do Seste godine, 11 pg kg telesne mase na dan kod dece uzrasta od sedme do
etrnaeste godine i 4,5 ug kg? telesne mase na dan kod odraslih (MULLER et al., 2003).
Druga sprovedena studija je pokazala da je Covek prosecne telesne mase od 70 kg, dnevno
izlozen ftalatima u iznosu od 0,19 do 0,3 mg po danu, odnosno da je dnevni unos ftalata
2,7 — 4,3 ug kgt telesne mase na dan kod odraslih. U studiji je na osnovu maksimalne
odredene koncentracije DEHP-a u hrani, izracunato da odrastao ¢ovek od 70 kg telesne mase
moze da unese ¢ak 1,1 mg DEHP-a po danu, $to je ekvivalentno 15,7 ug kg telesne mase
na dan (PETERSEN et al., 2000).

Zbog svih navedenih studija, postoji preporuka da se hrana upakovana u plasti¢ni
ambalazni materijal ne podgreva u mikrotalasnoj peénici, da se plasticni ambalazni materijal
ne pere U masini za sudove, da se §to je viSe moguce koristi staklena ambalaza i da se prati

sastav plastike na deklaraciji proizvoda (SAEDNIA, 2014).
1.3.3. Decje igracke

Kao plastifikatori ftalati se dodaju i PVC-u od kog se dalje proizvode deéje igracke
i proizvodi namenjeni decjoj upotrebi — cucle, flasice za bebe, glodalice. Od ftalata se u tu
svrhu najéesc¢e koriste DEHP, BBP i DINP (SAEIDNIA, 2014). Postoji velika zabrinutost
zbog koris¢enja ovih proizvoda, posebno proizvoda kao $to su glodalice 1 druge igracke koje
se mogu stavljati u usta, zbog intenzivnije migracije ftalata iz plastike usled mehanickog
pritiska zubima. Zbog velike izloZenosti dece ftalatima iz navedenih proizvoda i brzog
metabolizma i nedovoljne fizioloske zrelosti dece, doneseni su zakoni o zabrani upotrebe

odredenih ftalata, kao 1 ograni¢enje upotrebe drugih ftalata.
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DesetogodiSnje istrazivanje sprovedeno nad decom je pokazalo da je izlozenost
DnBP-u, BBP-u i DEHP-u smanjena od 2001. do 2010. godine, dok je izloZenost DINP-u i
diizobutil ftalatu (DIBP) (engl. Diisobutyl phthalate) poveéana zato $to su DINP i DIBP
postali zamena za ftalate koji su u potpunosti zabranjeni. Takode je utvrdeno da je razlika u
koncentraciji metabolita DEHP-a i DIDP-a bila ve¢a na pocetku istrazivanja, dok se ova
razlika smanjivala sa vremenom istraZivanja, pri ¢emu su uvek koncentracije navedenih
ftalata veée kod dece zbog njihove vece izlozenosti ftalatima usled koriS¢enja decjih
igracaka (ZOTA et al., 2010). Drugo istrazivanje je ipak pokazalo da ne postoji veza izmedu
detektovane koncentracije metabolita ftalata kod dece 1 koriS¢enja plasticnih igraCaka
(SATHYANARAYANA et al., 2008).

I pored toga Sto ipak ne postoje specificni podaci koji ukazuju na to da su plasti¢ne
igracke znacCajan izvor izloZenosti kod dece Americka akademija za pedijatriju (engl.
American Academy of Pediatrics) je podrzala ideju o pove¢anim nivoima metabolita ftalata
kod dece usled Zvakanja plasticnih igracaka (SHEA et al., 2003). Iz tog razloga se za
proizvodnju decjih igracaka preporucuju polietilen i polipropilen, plastike koje ne sadrze

ftalate i ne ispustaju druge Stetne materije u svoje okruzenje.
1.3.4. Kozmeticki preparati

Pored primene ftalata u vidu plastifikatora, ftalati se koriste i u druge svrhe, dodaju
se razli¢itim proizvodima radi stabilizacije preparata i pobolj$anja mirisa. Iz tog razloga se
ftalati mogu pronaci u kozmetickim preparatima i preparatima za li¢nu negu: lakovima za
nokte, Samponima, lakovima i gelovima za kosu, teénim sapunima, gelovima za tusiranje,
senkama za oci, parfemima, dezodoransima za telo, sredstvima za ¢iS¢enje, deterdzentima
itd. (HouLIHAN et al., 2002). Najcesce korisceni ftalati u kozmetici su DnBP koji se najcesce
koristi u lakovima za nokte radi postizanja fleksibilnosti tankog sloja laka i za stabilizaciju
boje (ECHA, 2010; YOUNG et al., 2018) i DEP koji se koristi kao komponenta u mirisnim
proizvodima za stabilizaciju mirisa, i retko je oznacen kao sastojak na etiketama proizvoda
(CHINGIN et al., 2008).

Istrazivanje sprovedeno od strane tima istrazivaca je pokazalo da se ftalati mogu
pronaci u velikom broju ispitivanih kozmetickih preparata na ¢ijim etiketama nije bilo
oznaceno prisustvo ftalata. Od 72 ispitana kozmeticka proizvoda, pronadeno je prisustvo
bar jednog ftalata u 52 proizvoda (HOULIHAN et al., 2002). Ove rezultate je potvdilo i
istrazivanje sprovedeno od strane Administracije za hranu i lekove — FDA (engl. Food and

Drug Administration) uz nekoliko izuzetaka. Cilj istrazivanja od strane FDA je bio razvoj
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analiticke metode za detekciju 1 kvantifikaciju ftalata u kozmetickim preparatima kao i
analiza odredenih kozmetickih proizvoda kako bi se odredio doprinos ftalata iz kozmetickih
preparata ukupnoj izlozenosti ljudi ftalatima. 67% od 48 ispitanih proizvoda sadrzalo je bar
jedan od analiziranih pet ftalata (DMP, DEP, DnBP, DEHP, BBP), pri ¢emu je DEP
detektovan u 27 od 48 proizvoda. Takode, utvrdeno je da su najvisi nivoi ftalata prisutni u
lakovma za nokte, dok se na drugom mestu po sadrzaju ftalata nalaze parfemi. FDA je
utvrdila da ne postoji rizik po zdravlje ljudi usled koriséenja kozmetickih preparata koji
sadrze ftalate (HUBINGER et al., 2006) Ipak, ono $to je zabrinjavajuce su rezultati
istrazivanja koji pokazuju znacajnu vezu izmedu koris¢enja preparata za negu dece (losiona,
pudera u prahu i Sampona) 1 koncentracije metabolita ftalata u urinu kod beba. Veza izmedu
ovih parametara je izrazenija kod mladih beba, zbog nezrelosti njihovog metabolizma, kao

i zbog povecane doze po jedinici povrsine tela (SATHYANARAYANA et al., 2008).

1.4. Metabolizam ftalata

Ftalati koji se unesu u organizam ne bivaju akumulirani u telu, ve¢ se brzo eliminiSu
iz tela i to putem urina, fecesa i drugih telesnih te¢nosti: maj¢inog mleka, krvi, sline, itd. U
organizmu se brzo razlazu na svoje metabolite — monoestre, koji su i odgovorni za toksicni
efekat ftalata. Oni se dalje mogu razgraditi i daljom oksidacijom pretvoriti u sekundarne
metabolite (ANDERSON et al., 2001).

Metabolizam ftalata se odvija u dve faze kao Sto je prikazano na Slici 3.
(FREDERIKSEN et al., 2007):

- Faza | je faza hidrolize diestra ftalne kiseline u monoestre ftalne kiseline.
Time ftalati prelaze u svoj aktivniji oblik;

- Faza Il je faza konjugacije u kojoj nastali hidrofilni konjugat glukuronida
biva lako izluZen kroz urin iz organizma.

Monoestri kratko razgranatih ftalata kao Sto su DMP, DnBP, BBP, se odmah
izlu¢uju iz organizma putem urina, dok monoestri ftalata sa duzim alkilnim lancima prolaze
kroz dalju biotransformaciju u organizmu, ukljucuju¢i oksidaciju 1 hidroksilaciju
monoestara. Na osnovu literaturnih podataka u Tabeli 4. su navedeni metaboliti DMP-a,
DnBP-a, BBP-a, DEHP-a i DnOP-a (ECHA, 2010; FREDERIKSEN et al., 2007; KocH et al.,
2004; KocH et al., 2006).

20



Danica S. Bogdanovié¢

Teorijski deo

Doktorska disertacija

o/
0 s»"
F azal F aza Il
o Q(“
Diestar ftalat Monoestar flalat % 8 Eﬁl}?l:lri:][ld a
) @1.
o
o,
bl
Slika 3. Metabolizam ftalata (FREDERIKSEN et al., 2007)
Tabela 4. Ftalati i njihovi metaboliti
Ftalat Metabolit Skraéenica metabolita
DMP Monometil ftalat MMP
DnBP  Mono-n-butil ftalat MBP
BBP Monobenzil ftalat MBzP
Mono(2-etilheksil) ftalat MEHP
Mono(2-etil-5-hidroksiheksil) ftalat MEHHP ili 50H-MEHP
DEHP  Mono(2-etil-5-oksoheksil) ftalat MEOHP ili 50xo-MEHP
Mono(2-etil-5karboksipentil) ftalat MECPP ili 5¢cx-MEPP
Mono(2-karboksi-heksil) ftalat MCMHP ili 2cx-MMHP
Mono-n-oktil ftalat MnOP
Mono-(3-karboksipropil) ftalat MCPP
Monokarboksimetil ftalat MCMP
DnOP  Mono-(5-karboksi-n-pentil) ftalat MCPeP
Mono-(7-karboksi-n-heptil) ftalat MCHpP
Mono-7-hidroksi-n-oktil ftalat MHOP
Mono-(7-okso-n-oktil) ftalat MOOP
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1.5.  Uticaj ftalata na zdravlje ljudi

S obzirom na to da ftalata ima u gotovo svemu §to nas okruzuje, bitno je govoriti i 0
njihovom efektu na zdravlje ljudi, uzimaju¢i u obzir da svaki ftalat odlikuje jedinstven
toksikoloski profil. Takode, treba imati u vidu da su ftalati aditivni, tj. da ftalati u
kombinaciji sa drugim ftalatima i drugim hemikalijama mogu da daju negativne ,.koktel*
posledice (WARING et al., 2011). Dakle, prilikom postavljanja bezbedonosnih standarda za
ftalate, potrebno je razmotriti i njihovu medusobnu interakciju i kumulativni efekat ftalata
u datom proizvodu ili viSe proizvoda koji se koriste istovremeno, kako se ne bi potcenio
realni rizik kori$¢enja kontaminiranih proizvoda ftalatima po zdravlje ljudi.

Kada se govori o populaciji koja je ugrozena pod uticajem ftalata, svakako u
najriziéniju grupu spadaju deca i muskarci. Zbog poveéene upotrebe kozmetickih preparata
od strane Zena, s obzirom na ¢injenicu da su DEP i DnBP sveprisutni u kozmetici i
proizvodima li¢ne nege, u rizi¢nu populaciju od Stetnog dejstva ftalata se ubraja i Zenska
populacija. Ipak, najosetljivija grupa su deca koja su izlozena ftalatima jo§ od intrauterinog
perioda, preko postpartalnog perioda (perioda nakon porodaja) kada su ftalati prisutni u
majc¢inom mleku, perioda detinjstva kada su deca izloZena ftalatima iz razli€itih plasti¢nih
igracaka do perioda puberteta kada je uticaj ftalata na hormone najveci. Takode, treba imati
u vidu 1 da je metabolizam dece znatno brzi od metabolizma odrasle osobe.

Izlaganje ftalatima moZe da izazove razne endokrinoloske 1 metabolicke
poremecaje, jer ftalati negativno uti¢u na rad Zlezda koje lu¢e hormone. Ftalati kao takvi
spadaju u endokrine disruptore i doprinose razli¢itim ishodima kada je zdravlje ¢oveka u
pitanju:

1) Studije koje su radene na pacovima dokazuju dejstvo ftalata na promenu nivoa
hormona koji dalje uzrokuju brojne malformacije reproduktivnog sistema kod
muskaraca: nerazvijene ili odsutne reproduktivne organe, promene na tkivu
testisa koje uti¢u na smanjenu proizvodnju sperme. Na taj nacin ftalati uzrokuju
neplodnost kod muskaraca 1 dovode do vece feminiziranosti muskaraca. Krajn;ji
ishod takve malformacije moze da bude rak testisa (GRAY et al., 2000).
Istrazivanje sprovedeno na ljudima je dovelo u vezu koncentraciju ftalata u
majéinim serumima iz 12 nedelje trudnoce i veli¢inu testisa, kvalitet sperme i
reproduktivnih hormona kod 112 ispitanih adolescenata. Pokazano je da visi
nivoi metabolita DEHP-a i DINP-a u prenatalnom periodu negativno uti¢u na

reproduktivno zdravlje adolescenata (AXELSSON et al., 2015).
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2)

3)

4)

5)

6)

Takode, istrazivanja ukazuju da postoji veza izmedu izloZenosti ftalatima i

endokrinog poremecaja koji dovodi do pojave raka dojke (WARING et al., 2011).

Broj istrazivanja o povezanosti dejstva ftalata i pojave raka dojke je ogranicen,

ali dovoljan razlog da se ftalati u potpunosti izbace iz proizvoda licne nege.

Usled izlaganja DEHP-u moze do¢i do funkcionalnog oStecenja jetre, menja se

njena morfologija, enzimska aktivnost i menja se metabolizam ugljenih hidrata

i lipida (WHO, 1996).

Takode, usled izlaganja ftalatima dolazi i do promene u funkcionisanju §titne

zlezde, dolazi do smanjenja lu¢enja T4 hormona (HINTON et al., 1986).

Bubrezni bolesnici koji su podvrgnuti hemodijalizi su znatno izlozeni DEHP-u

iz medicinske opreme. Izmerena doza DEHP-a u urinu ovih pacijenata je znatna

iutice na smanjenje mase bubrega, funkciju bubrega i pojavu cisti (RAWDHHWAL

et al., 2018).

Postoji povezanost izmedu izlaganja ljudi ftalatima iz PVC proizvoda prisutnih

u kudi i pojave alergijskih bolesti i astme.

- Japanska studija je pokazala da moze do¢i do upale disajnih puteva i
alergijskog dermatitisa kod odraslih dolazi usled konstantne izloZenosti
DEHP-u iz vazduha, iako je koncentracija DEHP-a u vazduhu niska.
Pronadena je veza izmedu pojave bronhijalne astme kod odraslih 1
izlozenosti DINP-u i veza izmedu izlozenosti DMP-u i pojave alergijskog
rinitisa kod dece. Studija je pokazala da su deca podloznija dobijanju
odredene alergijske bolesti usled dejstva DINP-a, DEHP-a, DnBP-a i
BBP-a iz kué¢nog vazduha i prasine, u odnosu na odrasle (AIT BAMAI et al.,
2014).

- Svedska studija je takode pronasla vezu izmedu pojave astme i izloZzenosti
DEHP-u, i vezu izmedu alergijskih bolesti i izloZenosti BBP-u (BORNEHAG
etal., 2004).

- Studija sprovedena od strane Jahreisa i saradnika je pokazala da su deca
podloznija alergijskoj astmi ukoliko je majka bila izloZzena ftalatima tokom

trunoce i dojenja (JAHREIS et al., 2017).
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U izvestaju Svetske zdravstvene organizacije navedeni su rezultati ispitivanja

sprovedenih na ljudima (WHO, 1996):

Posledice doziranja dva muska dobrovoljca sa 10 g DEHP-a su blage zeludac¢ne
smetnje i umerena katarza. Doza od 5 g DEHP-a nije davala nikakve efekte;
Ispitivanjem jetre dijaliznih bolesnika je ustanovljeno da mesec dana intravenske
dijalize ne dovodi do morfoloskih promena na jetri, medutim nakon godinu dana
hemodijalize dolazi do znatnih promena na jetri;

Ispitivanjem industrijskih radnika koji su bili izlozeni ftalatima, utvrdena je
pojava polineuropatije (oStecenje perifernih zivaca);

U jednom ispitivanju od 221 radnika izlozenog DEHP-u u periodu od 3 meseca
do 24 godine, doslo je do smrti 8 radnika, jedan radnik oboleo je od karcionoma
pankreasa a jedan od papiloma besike. Medutim, ova studija je bila nedovoljna

da pruzu dokaz o povezanosti izlaganja DEHP-u i krajnjeg ishoda.
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2.  PLASTICNI MATERIJALI — VRSTE, PRIMENA | NJIHOVA
UPOTREBA

Plastiku kao materijal karakteriSu sledeCe osobine: transparentnost, bezmirisnost,
nelomljivost, fleksibilnost, stabilnost, otpornost na vodu i vec¢inu hemikalija, otpornost na
visoke temperature, mala tezina, dug vek trajanja, jednostavna proizvodnja uz nisku cenu
proizvodnje, itd. Zbog navedenih karakteristika i zbog mogucnosti oblikovanja plasti¢nog
sferama ¢ime je potisnuo druge prirodne materijale (drvo, kamen, kozu, papir, metal, staklo,
keramiku).

Zbog svoje Siroke primene, plastika je materijal koji ¢ini glavni deo materijala 1
proizvoda definisanih kao Materijali i predmeti koji dolaze u kontakt sa hranom — FCM.
Tako u ovu grupu spadaju: kutije za prevoz hrane, masine za obradu hrane, materijali za
pakovanje hrane, kuhinjsko posude i pribor. FCM je materijal koji bi trebalo da bude
dovoljno inertan, odnosno da ingredijenti tog materijala ne uticu Stetno na zdravlje
potroSaca.

Pored toga plastika kao materijal dolazi u kontakt i sa sa farmaceutskim
proizvodima, odnosno ¢ini znac¢ajan deo materijala i proizvoda definisanih kao Materijali i
predmeti koji dolaze u kontakt sa farmaceutskim proizvodima — PCM (engl. Pharmaceutical
Contact Materials).

Danas se velika paZnja posvecuje 1 proizvodima kojima su izloZena deca od
najranijeg zZivota. To su proizvodi za kozmetiku 1 negu, proizvodi koji se koriste u ishrani
poput plasti¢nih cucli, glodalica, plasticnog pribora za jelo, decje igracke, i dr.

Plastiku ¢ine polimeri (70 — 99%), makromolekuli sacinjeni od velikog broja
ponovljenih jedinica, i aditivi koji obezbeduju plastici potrebne osobine i omogucéavaju joj
funkcionalnost. U zavisnosti od polimera koji ulazi u sastav plastike razlikuje se sedam
tipova plasti¢ne ambalaze koji su navedeni u Tabeli 5. U tabeli su pored naziva polimera od
kog je sacinjena plastika navedeni i reciklabilni kodovi, koji predstavljaju brojeve koji se
Stampaju na plasticnoj amabalazi kako bi ukazali korisnicima od kog polimera je
napravljena plastika i radi lakSe klasifikacije prilikom recikliranja. Plastika se obi¢no
definiSe brojevima od 1 do 7, pri ¢emu se odgovarajuci broj pojavljuje u sredini strelica na

etiketi koja se nalazi na proizvodu ili utisnuta na samom plasti¢cnom proizvodu (ACC, 2011).
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Tabela 5. Vrste plasti¢éne ambalaze, njihove skracenice i reciklabilni kodovi

Naziv polimera Skraéenica Reciklabilni kod
polietilentereftalat PET ili PETE
A A
(engl. Polyethylene terephthalate) - )
PETE PET
polietilen visoke HDP ili HDPE
_ R AN ANN .
gustine (engl. High-density polyethylene) . il |
HDPE PE-HD

polivinil hlorid PVC
O

(engl. Polyvinyl chloride)

polietilen male gustine LDPE c’\ c’\ c’\

(engl. Low-density polyethylene)

polipropilen PP
& &

(engl. Polypropylene)

polistiren PS
&6 &

(engl. Polystyrene) b & b
PS PS
polikarbonat PC (engl. Polycarbonate)
P A
J J
OTHER 0

PET je zbog svojih osobina jedna od najéesce koriséenih plastika: providna, jaka,
otporna, predstavlja dobru barijeru za gasove i vlagu. lako u svom nazivu nosi ime ftalata,
ovaj materijal ne sadrzi ftalate kao plastifikatore. Ova plastika je namenjena za jednokratnu
upotrebu i najcesce se koristi za pakovanje voda, sokova, hrane. Moze se lako reciklirati.

HDPE je ¢vrsta plastika sa velikom otpornos¢u na vecinu rastvaraca. Imajuci u vidu
njenu jacinu i izdrzljivost koristi se za proizvodnju gradevinskih materijala. Takode, koristi
se za proizvodnju amabalaze za pakovanje proizvoda sa kratkim rokom trajanja kao $to su
mle¢ni proizvodi i za pakovanje kuénih i industrijskih hemikalija, Sampona, sredstava za
¢iS¢enje. Velika gustina ove plastike €ini je ¢vr§¢om 1 tvrdom od drugih plastika sli¢ne
tezine, Sto dovodi do upotrebe HDPE plastike za proizvodnju ¢epova boca. Ova plastika je
najsigurnija plastika, jer ne ispusta nikakve hemikalije u okolnu sredinu. Moze se lako
reciklirati.

PVC je krta, ¢vrsta, jaka plastika sa dobrom hemijskom otpornoséu, poseduje

stabilna fizicka i elektri¢na svojstva, §to ga ¢ini dugotrajnim, i kao takav PVC se koristi u
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gradevinarskoj industriji, za proizvodnju vrata, prozora, cevi, itd. Ukoliko se PVC-u dodaju
plastifikatori, on dobija fleksibilnost i mekocu i kao takav dobija joS§ Siru upotrebu. Kao
fleksibilan se koristi u proizvodnji medicinske opreme (dijalizne kese, kese za transfuziju,
cevCice, kapilare i creva koje povezuju ovu opremu), ambalaze, providnih celofana,
igracaka za decu i kuéne ljubimce, kablova u elektronici. Najpoznatiji plastifikatori koji se
dodaju PVVC-u radi postizanja njegovih pogodnih osobina su ftalati. PVC se moze reciklirati
za izradu novih PVC proizvoda.

LDPE je plasti¢ni materijal koji je fleksibilan, poluprovidan, zilav, jak, koristi se za
izradu jednokratnih plasticnih ambalaza za namirnice kao Sto su kafa, hleb, kesa za noSenje,
obloga za tetrapake u koje se pakuje sok, igra¢aka. Cvrsti LDPE se moze reciklirati, dok je
fleksibilni LDPE ¢esto kontaminiran proizvodom koji pakuje, pa ga je teze reciklirati.

PP je poluprozirni plasti¢ni materijal, ¢esto i bele boje, ¢vrst, lagan, ne reaguje sa
vec¢inom hemikalija, ima visoku tacku topljenja, $to ga ¢ini otpornim na topoltu. Upotreba
ove plastike se bazira na proizvodnji pakovanja za prehrambene i neprehrambene proizvode,
kao $to su Casa za jogurt i kiselo mleko, pakovanja za margarin, posuda za dostavu hrane,
plasticnog posuda za hranu za visekratnu upotrebu, bocica za lekove, Cepove za boce i
zatvaraCe. Takode, koristi se 1 za proizvodnju laboratorijske opreme. PP se moze reciklirati.

PS je proziran, lagan, ¢vrst ili penast, lako lomljiv materijal, od koga se izraduje
stiropor, zastitni materijal za pakovanje, ambalaza za hranu, kartoni za jaja, ¢aSice za kafu
za jednokratnu upotrebu, plastican pribor za jelo. Medutim, ova plastika pod uticajem
temperature ispusta stiren koji je kancerogen. PS se obi¢no ne reciklira.

PC je prozirna, ¢vrséa plastika u odnosu na druge, spada u najlosije plastike jer sadrzi
hemikaliju bisfenol A — BPA (engl. Bisphenol-A), koju i ispusta u okolnu sredinu. Ipak,
PC se koristi u izradi flasica za bebe, boca koje se koriste pri rekreaciji i posuda za spremanje
hrane. Reciklabilni kod 7 ukljucuje sve ostale vrste plastike, koje ne spadaju ni u jednu od
prethodno Sest navedenih vrsta plastike, $to ukljuuje i kombinacije akrila, najlona,
polikarbonata, itd.

Od nabrojanih sedam vrsta plastike, plastiéne mase koje ne otpustaju hemikalije u
okolnu sredinu su HDPE, LDPE i PP, dok ostale vrste plastike ispustaju hemikalije koje su

Stetne po zdravlje ljudi.
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3. FTALATI U PLASTICNOJ AMBALAZI

3.1 Plasti¢na ambalaza kao izvor ftalata

Imajué¢i u vidu Siroku primenu ftalata u skoro svim sferama zivota, njihovu
isparljivost i moguénost migracije iz polimera, svaki plastiéni materijal u kom su ftalati
inkorporirani moze predstavljati izvor ftalata. Ftalati u Zivotnu sredinu mogu da dospeju na
viSe nacCina: proizvodnjom i korisS¢enjem polimera koji sadrze ftalate, njihovim odlaganjem
na industrijske i komunalne deponije, insineracijom otpada. Takode, ljudi mogu biti izloZeni
ftalatima putem hrane, upotrebom decijih igrataka kao i putem koriS§¢enja odredenog
medicinskog tretmana.

Iako se ftalati kao aditivi obi¢no dodaju PVC-u, ftalati se koriste kao deo katalizatora
(Ziegler-Natta katalizator) tokom procesa polimerizacije PP-a, PE-a i PS-a (KIssIN et al.,
2008). Iz tog razloga su ftalati pronadeni i u materijalima koji sluze za pakovanje hrane,

iako nisu napravljeni od PVC-a (BACHA et al., 2012).
3.1.1. Plasti¢éna ambalaZa koja je u kontaktu sa hranom

Sprovedene studije pokazuju da je jedan od glavnih izvora ftalata hrana pakovana u
plasti¢ni materijal, i to posebno masnija hrana poput ulja, mleka, putera, mesa, ribe i dr.
(FIERENS et al., 2012). Do kontaminacije hrane ftalatima dolazi usled njihove migracije pri
odgovaraju¢im uslovima iz ambalaze u kojoj je hrana spakovana (CDC, 2009). Medutim,
prehrambeni proizvodi mogu biti kontaminirani ftalatima migracijom iz polimera i tokom
obrade hrane iz opreme za njenu proizvodnju, ali takode 1 tokom skladiStenja hrane.
Tsumara i saradnici su u svom istrazivanju pokazali da sveza neobradena piletina sadrzi
DEHP u koli¢ini 0,08 mg kg, dok se ova koli¢ina DEHP poveéava na 13,1 mg kg™ nakon
przenja piletine u teflonskom tiganju, a daljim pakovanjem piletine koncentracija DEHP
raste na 16,9 mg kg* hrane (TSUMARA et al., 2001a). Plastiéna ambalaza, koja se koristi za
pakovanje hrane, prilikom zagrevanja ili kuvanja u mikrotalasnoj pe¢nici takode predstavlja
izvor ftalata, a sprovedena studija je pokazala da pod uticajem visoke temperature ftalati
lako migriraju iz ambalaze u masnu hranu i na taj nacin uzrokuju visoku ftalatnu
kontaminaciju (MOREIRA et al., 2014). Od najveéeg interesa je praenje kontaminacije
mleka 1 mle¢nih proizvoda, s obzirom na to da mleko predstavlja primarni izvor hrane za
decu (SORENSEN et al., 2006). Istrazeno je da kravlje mleko moze biti kontaminirano iz
opreme za muzu (CASAJUANA et al., 2004), kao i humano mleko koje biva kontaminirano

ftalatima takode koriS¢enjem pumpi za dojenje (MORTENSEN et al., 2005). Istrazivanje,
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sprovedeno radi detektovanja ftalata u alkoholnim pi¢ima, dalo je podatke o zanemarljivoj
migraciji ftalata iz plasti¢ne ambalaze u alkoholna pi¢a koja su registrovana, s obzirom na
to da iako je vec¢ina uzoraka u ovoj analizi bila pakovana u plasti¢ne boce, detektovane
koncentracije ftalata su bile niske (LEITz et al., 2009). Takode, istrazivanje sprovedeno od
strane Carrilo i saradnika govori o tome da posledica povecane koncentracije ftalata u
alkoholima nije rezultat plasticne ambalaze koja je u kontaktu sa alkoholnim pi¢ima, ve¢
posledica migracije ftalata tokom tehnoloskog procesa (CARRILO et al., 2008).
Uporedivanjem rezultata odredivanja ftalata u rakiji od S$ljive pakovane u staklenu i
plasti¢nu ambalazu, dobijaju se podaci koji ukazuje na to da do migracije ftalata iz plasti¢ne
ambalaZe u alkoholna pica ne dolazi jer ne postoji znacajna razlika u koncentraciji ftalata
izmedu rakije pakovane u razli¢itu ambalazu (JURICA et al., 2016). Ipak, i pored rezultata
ovih istrazivanja, treba napomenuti da se radi o relativno malom broju uzoraka i da se ne
moze na osnovu njih doneti zakljucak o kontaminaciji alkoholnih pica ftalatima usled

njihove migracije iz plasticne ambalaze.
3.1.2. Plasti¢na ambalaZa koja se koristi u medicinskoj opremi

Postoji znatna izlozenost ljudi ftalatima iz medicinske opreme, napravljene od
PVC-a, samim tim postoji i zdravstveni rizik po pacijente koji su u kontaktu sa navedenom
medicinskom opremom. U medicinku opremu napravljenu od PVC-a spadaju: kese za
transfuziju, kese koje sadrze krvnu plazmu i intravenske te¢nosti, kese za hemodijalizu,
cevcice 1 creva povezane sa navedenim kesama, kese za parenteralnu ishranu, enteralne cevi
za hranjenje, pupcani katetri, respiratorne maske, nazogastri¢ne sonde, rukavice, itd.
Istrazivanja su pokazala povezanost izmedu izloZenosti ftalatima sa upotrebom katetera,
rukavica i odgovarajuéih cevi (GREEN et al.; 2005; TSUMARA et al., 2001a; TSUMARA et al.,
2001b).

Centar za procenu rizika reprodukcije ljudi u okviru Nacionalnog toksikoliskog
programa - NTP-CERHR (USA) je procenio da je izlozenost bolesne dece DEHP-U iz
medicinskih uredaja tokom odgovaraju¢eg medicinskog tretmana od 1,8 — 3,3 mg kg™ na
dan (McKEE et al., 2004). Medutim, nove procene izlozenosti od strane FDA donose
podatak za izloZenost bolesne dece DEHP-u od 12 mg kg* na dan putem odgovarajué¢ih
medicinskih tretmana i koris¢enjem odredenih medicinskih cevi (MCKEE et al., 2004). Nivo
DEHP kod kog nije primecen nezeljeni efekat (NOAEL) (engl. No observed adverse effect
level) po NTP-CERHR iznosi 3,7 — 14 mg kg* na dan, dok noviji podaci daju vrednost za
NOAEL od 60 mg kg™ na dan (McCKEE et al., 2004). FDA je takode odredila tolerantni
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dnevni unos — TDI vrednosti (engl. Tolerable daily Intake) za DEHP koji dospeva do
organizma na dva nacina — enteralnim i parenteralnim unosom, na osnovu dostupnih
podataka o toksi¢nosti. Vrednost TDI za parenteralni unos iznosi 0,6 mg kg™ na dan dok za
enteralni unos iznosi 0,4 mg kg* na dan (FDA, 2001). Odrasli ljudi mogu biti izloZeni
DEHP-u iz medicinske opreme na vise nacina. Putem hemodijalize izloZzenost DEHP iznosi
0,36 mg kg* na dan, dok se DEHP putem transfuzije unese u koncentraciji od 8,5 mg kg™
na dan (FDA, 2001). Na osnovu ovih podataka dolazi se do ¢injenice da putem medicinskih
tretmana, izlozenost ljudi DEHP-u prelazi TDI vrednosti.

3.1.3. Plasti¢ne decje igracke

Plasticne decje igracke koje sadrze ftalate, posebno igracke koje su dizajnirane za
stavljanje u usta, predstavljaju potencijalni izvor ftalata. Zbog kontakta sa navedenim
igraCkama, zbog brzog metabolizma i male telesne mase deca su izlozena dejstvu ftalata iz
plasti¢nih igracaka i to u najranijoj fazi svog razvoja. U eksperimentu koji je sprovela
Greenpeace Research laboratorija ispitana je 71 igracka iz 17 zemalja (63 igracke su
napravljene od PVC-a). Najzastupljeniji detektovan ftalat u ovom istrazivanju bio je
DINP — od 63 igracke 40 igracaka je sadrzalo DINP kao pretezni ftalat. U osam od 63
igracke DEHP je bio pretezni ftalat, dok je u preostalim bio prateci ftalat. U ovim igrackama
su ftalati saCinjavali znacajni deo od ukupne tezine igracke (10 — 40%). Od preostalih 8
igracaka koje nisu napravljene od PVC samo jedna je sadrzala ftalat u tragovima, pa se
pretpostavilo da se radi o kontaminaciji uzorka iz spoljasnje sredine (STRINGER, 1997).
Takode, u jednoj studiji je 60% ispitanih igracaka i 77% ispitanih plastelina za decu sa

podru¢ja Libana sadrZalo odredene ftalate (KORFALI et al., 2013).
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3.2.  Migracija ftalata

Migracija je proces u kojem dolazi do prelaza odredene materije iz odgovarajuceg
materijala u odredeni medijum 1 obratno. Ovaj proces je kombinacija difuzije 1 sorpcije.
Stepen migracije zavisi od po¢etne koncentracije ftalata u plastici i proporcionalan je datoj
koncentraciji. Na taj nacin, migracija je odredena difuzionim koeficijentom u plastici.
Ftalati se iz plastike kre¢u u skladu sa padom koncentracionog gradijenta, tj. difuzijom iz
medijuma u kome su prisutni sa ve¢om koncentracijom prema medijumu u kome su prisutni
u nizoj koncentraciji. Sa povrSine materijala, bivaju desorbovani od strane odgovarajuceg
medijuma. Takode usled pada koncentracionog gradijenta, sledi difuzija u unutrasnjost
medijuma. Konstantnom migracijom ftalata, plastika gubi vremenom svoja pocetna svojstva
i postaje krta i lomlljiva.

S obzirom na to da su ftalati samo pomesani sa polimerom, oni se lako oslobadaju u
svoje okruzenje. Tako ftalati lako migriraju pod odgovaraju¢im uslovima u zemljiSte,
prasinu, atmosferu, vodu, hranu, pljuvacku, krv, itd. Bivaju adsorbovani u sedimentima i
Cesticama aerosola 1 bioakumuliraju se u beski¢menjacima, ribama i biljkama. Putem lanca
ishrane dolazi do zagadenja hrane i prehrambenih proizvoda, bioakumulacije u tkivima 1
njihovog daljeg prenosa. U vazduhu, DEHP-a ima u niskim koncentracijama, zbog njegove
niske isparljivosti 1 slabe rastvorljivosti u vodi. Pod uticajem sunceve svetlosti 1 viSih
temperatura vazduha, dolazi do veceg isparenja, odnosno migracije ftalata, samim tim i do
povecane koncentracije ftalata u vazduhu (RUDEL et al., 2008).

Za razliku od migracije ftalata iz plastike u atmosferu, migracija ftalata iz plasticne
ambalaze u teCne proizvode kao $to je hrana sa poviSenim sadrzajem masti, je daleko
izrazenija. Migracija ftalata u hranu iz materijala koji je u kontaktu sa hranom (FCM)
predstavlja veliki problem. Po direktivi Evropske unije (Commision directive (EU) No
2002/72/EC) dobavlja¢i FCM moraju da pokazu da su njihovi materijali u skladu sa
odgovaraju¢im ograni¢enjima (EUROPEAN UNION, 2002) definisanim kroz sledece
vrednosti:

- Ukupna granica migracije — OML (engl. Overall Migration Limits)
- Specifi¢na granica migracije — SML (engl. Specific Migration Limits)
- Maksimalna dozvoljena koli¢ina — QM (engl. Maximum Permitted Quantity)

OML je najveca dozvoljena ukupna koli¢ina neisparljivih supstanci koje mogu preci
iz FCM u hranu. Ova vrednost se odreduje tako Sto se dati ambalazni materijal izlaze

hemijskom simulatoru hrane odredeno vreme nakon koga se ekstrahovani ostatak osusi i
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odmeri. Ovom vredno$éu se odreduje inertnost ambalaZe, izrazava se u mg dm povriine
dodira sa hranom, dok se za decu i odoj¢ad izrazava kao mg kg™ hrane. Zakonodavstvo
Evropske unije je postavilo vrednost ukupne granice migracije za plasti¢ni materijal od
10 mg dm2 ili 60 mg kg.

SML je najveca dozvoljena koli¢ina odredene materije koja moze preci iz FCM u
hranu. To je sigurnosna granica izvedena iz toksikoloskih studija. Prisustvo ovih supstanci
u hrani ili simulatorima hrane se odreduje pouzdanim analitickim metodama. Izrazava se u
mg kg hrane. Ukoliko za neku supstancu nije utvrdena SML vrednost, podrazumeva se
ukupna granica migracije u iznosu od 60 mg kg hrane. Za pojedine ftalate je utvrdena SML
vrednost, dok je za one ftalate za koje nije utvrdena, utvrdena je SML(T) vrednost ili totalna
specifi¢na granica migracije, koja se odnosi na grupu sli¢nih supstanci.

QM je najveéa dozvoljena koli¢ina vrste ili grupe zaostalih nakon migracije materija
u FCM. Izrazava se u mg kg™* FCM. Kada se ova vrednost izrazi u mg dm2 povrsine koja

je u kontaktu sa hranom, QM se naziva QMA.
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3.3.  VaZeca legislativa za upotrebu ftalata u proizvodima

namenjenim za ljudsku upotrebu

U cilju zastite ljudi osnovano je nekoliko zakonodavnih tela, kako bi se zabranila ili

ogranicila upotreba odredenih supstanci koje imaju Stetan zdravstveni uticaj:

Zakonodavstvo Evropske Unije je jedno od najrigoroznijih zakonodavstava na
svetu u oblasti kori$¢enja i upravljanja hemikalijama. Ovo zakonodavstvo je
poznatije kao REACH (engl. Registration, Evaluation, Authorization and
Restriction of Chemicals), odnosno Registracija, evaluacija, autorizacija i
ograni¢avanje hemikalija.

Evropska agencija za hemikalije — ECHA (engl. European Chemicals Agency)
je oformljena od strane REACH regulative. To je telo koje nadgleda upravljanje
hemikalijama na Evropskom nivou.

Organizacija Ujedinjenih nacija za hranu i poljoprivredu - FAO (engl. Food and
Agriculture organization of the United Nations) i Svetska zdravstvena
organizacija — WHO su 1963. godine zajednicki osnovale specijalizovanu
medunarodnu organizaciju za hranu pod nazivom Komisija za Codex
Alimentarius — CAC (engl. Codex Alimentarius Commission), ¢ije je krace
uobicajeno ime Codex. Osnovni cilj ove komisije je donoSenje standarda i
srodnih dokumenata (uputstva, preporuke, pravila dobre prakse, itd.) kako bi se
zastitilo zdravlje potroSaca i olakSala medunarodna trgovina hranom.

U okviru Evropske unije osnovan je sistem RAPEKS (engl. The Rapid Alert
System for Non-Food Products) sa ciljem brze razmene informacija o opasnim
potroSackim proizvodima izuzimajuci hranu, lekove i medicinske uredaje. To je
sistem koji ukljucuje proizvodace, trgovce, distributere, potroSace i drzavne
organe sa ciljem spreCavanja plasmana na trziste i upotrebu proizvoda koji

predstavljaju opasan rizik po zdravlje i bezbednost potrosaca.

U naSoj zemlji zabrinutost oko Stetnih sastojaka u predmetima Siroke potrosnje se

javila tek nedavno. Asocijacija potrosaca Srbije — APOS ima cilj da se upozna sa

procedurom uvoza proizvoda opsSte upotrebe i merama koje nadlezni drZzavni organi

preduzimaju za kontrolu zdravstvene ispravnosti istih. Republi¢ka grani¢na sanitarna

inspekcija i zdravstvene laboratorije redovno prate i ispituju robu napravljenu od PVC-a i

pokusavaju da se usaglase sa evropskom regulativom. Referentna institucija u Srbiji za
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Codex Alimentarius je Institut za standardizaciju Srbije — ISS, koji se bavi usaglasavanjem
standarda o sigurnosti hrane i propisa o hrani koji vaze u EU 1 Srbiji, zbog razlika u tradiciji

i kulturi.

3.3.1. Vazeca legislativa u oblasti prisustva ftalata u

prehrambenim proizvodima

U cilju zastite potroSaca propisana su pravila od strane zakonodavnih tela koja ¢ine
tim stru¢njaka, a ticu se materijala koja su u kontaktu sa prehrambenim proizvodima i koji
treba da budu napravljeni tako da ne dolazi do migracije nezeljenih supstanci iz datog
materijala u hranu koja ¢e biti konzumirana. Migracija nezeljenih supstanci moze da dovede
do promena u sastavu i organolepti¢kim osobinama tog konzumacionog proizvoda. Bitno je
napomenuti da je svaka interakcija ambalaznog materijala i hrane specificna i zahteva
posebno proucavanje.

U zakonodavstvu koje se odnosi na plastiéne ambalaZzne materijale koji dolaze u
kontakt sa hranom (,,food-contact” zakonodavstvo) ustanovljena su dva tipa migracija:
specificne 1 opste. Specifi¢ne migracije se odnose na migraciju supstanci koje su prisutne i
u niskim koncentracijama predstavljaju opasnost za zdravlje konzumera, pa je neophodna
njihova rigorozna kontrola. Globalne migracije se odnose na migraciju sastojaka koji ne
predstavljaju veliki rizik za zdravlje potrosaca ali su ipak nepozeljni. Evropska unija je
donela okvirne smernice s ciljem da materijali i predmeti, koji dolaze u kontakt s hranom,
ne bi ni po koli¢ini ni po sastavu ugrozili zdravlje potrosaca ili uticali na promenu hrane
odnosno na senzorska svojstva. Smernice koje obuhvataju plasticne ambalazne materijale
predstavljaju tzv. specificne smernice koje tretiraju problematiku pojedinog polimernog
materijala. Kako je ve¢ navedeno, svaki polimerni materijal treba posmatrati kao posebnu
problematiku, ali ipak je prema zakonskoj regulativi doneto da je ukupni limit migracije
svih kontaminanata iz plastiénog materijala u namirnicu 60 mg kg™ hrane ili 10 mg dm
povrsine materijala koji je u kontaktu sa hranom (CDC, 2009). Specifi¢ni limit migracije se
odreduje za svaki ftalat ponaosob. Commission Regulation (EU) No 10/2011 (Dopuna
regulativama Commission Regulation (EU) No 2002/72/EC i No 2007/19/EC) definiSe
grani¢ne vrednosti specificne migracije (SML) za pojedine ftalate, kao i grani¢nu vrednost
za grupu ftalata (SML(T)). Tako, vrednosti SML za DnBP, DEHP i BBP su 0,3, 1,51 30 mg
kg™ hrane, redom. Dok je vrednost SML(T) za skupinu ftalata 60 mg kg* hrane (EUROPEAN
UNION, 2011).
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Takode, regulativa daje 1 ograniCenja i specifikacije za svaki ftalat ponaosob

(EUROPEAN UNION, 2011):

DnBP se koristi samo kao: (a) plastifikator u materijalima i predmetima za
viSekratnu upotrebu koji dolaze u dodir s nemasnom hranom; (b) agens tehnicke
potpore u poliolefinima u koncentracijama do 0,05% u kona¢nom proizvodu;
DEHP se koristi samo kao: (a) plastifikator u materijalima i predmetima za
viSekratnu upotrebu koji dolaze u dodir s nemasnim hranama; (b) agens tehnicke
potpore u koncentracijama do 0,1% u kona¢nom proizvodu;

BBP Samo za primenu kao: (a) plastifikator u materijalima i predmetima za
visekratnu upotrebu; (b) plastifikator u materijalima i predmetima za
jednokratnu upotrebu koji dolaze u dodir s nemasnom hranom, osim za hranu za
dojencad i malu decu u skladu s Direktivom 2006/141/EZ ili preradenu hranu na
bazi zitarica i hranu za dojencad i malu decu u skladu s Direktivom
2006/ 125/EZ.

Za navedene ftalate je postavljen tolerantni dnevni unos — TDI:

Za DnBP TDI iznosi 0,01 mg kg™ telesne tezine, gde je TDI izvedena iz LOAEL
vrednosti (engl. Lowest Adverse Effect Level) od 2 mg kg™ telesne teZine na dan
(SiLano et al., 2019). LOAEL vrednost je najmanja koli¢ina koja izaziva
nezeljene efekte. Takode je navedeno da je izlozenost DnBP-u iz hrane u
okvirima tolerantnog dnevnog unosa;

Za DEHP TDI iznosi 0,05 mg kg™ telesne tezine, gde je TDI izvedena je iz
NOAEL vrednosti od 5 mg kg? telesne tezine na dan (SILANO et al., 2019).
NOAEL vrednost je vrednost koja ne izazviva nezeljene efekte. Takode,
komisija navodi da izlozenost DEHP-u putem hrane u okvirima tolerantnog
dnevnog unosa;

Za BBP TDI iznosi 0,5 mg kg™ telesne tezine, gde je TDI izvedena iz NOAEL
vrednosti od 50 mg kg? telesne tezine na dan (SILANO et al., 2019). Takode,
komisija navodi da izlozenost BBP-u putem hrane moze da doprinese 1%

vrednosti TDI.
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3.3.2. Vazeca legislativa u oblasti koriS¢enja ftalata za

proizvodnju decjih igracaka

Kada je re€ o plasti¢énim de¢jim igrackama, zbog osetljivosti dece na dejstvo ftalata
iz igraCaka, regulativa takode postoji. Evropska komisija (REACH) je ogranicila upotrebu
DEHP-a, DnBP-a i BBP-a kao plastifikatora u de¢ijim igratkama i proizvodima za negu
dece, dok se ograni¢enje upotrebe DINP, DIDP i DnOP odnosi samo na igracke koje deca
mogu staviti u usta. Po direktivi 1907/2006/EC ne smeju se stavljati na trziSte proizvodi koji
sadrze preko 0,1% DEHP-a, DnBP-a i BBP-a (pojedinac¢no ili zajedno) u odnosu na masu
plasticnog proizvoda. Takode, ova direktiva zabranjuje stavljanje na trziSte plasticne
proizvode koje deca mogu staviti u usta, a sadrze DINP, DIDP i DnOP u koncentraciji iznad
0,1% mase (EUROPEAN UNION, 2006). U Sjedinjenim Ameri¢kim drzavama je 2008. godine
usvojen zakon u kome je zabranjena proizvodnja decijih igracaka kod kojih je koli¢ina
DEHP-a, DnBP-a ili BBP-a vec¢a od 0,1% mase u plasticnom delu igracke, i proizvodnja
igraaka koje se mogu staviti u usta a koje sadrze DINP, DIDP i DnOP u koncentracijama
ve¢cim od 0,1% (U.S. CONGRES, 2008). | pored ovih regulativa, prema podacima
RAPEKS-a, u zemljama EU u prvih pet meseci 2007. godine sa trziSta su povucena 453
proizvoda koji predstavljaju odredeni rizik po zdravlje potrosaca, izmedu ostalog sadrze
toksi¢ne supstance tipa ftalata (POTROSACKI REPORTER, 2007). Evropska komisija RAPEKS
svake nedelje prilaze izvesStaj sa upozorenjima o opasnim proizvodima koji se nalaze na

trzistu (EC, http://ec.europa.eu/rapex).

3.3.3. Vazeca legislativa u oblasti koriS¢enja ftalata za

proizvodnju medicinske opreme

Po direktivi 2007/47/EC koja se odnosi na upotrebu medicinske opreme, medicinska
oprema mora biti proizvedena na nacin da se minimalizuje rizik od supstanci koje se izlu¢uju
iz iste. Posebna pazZnja se posvecuje kancerogenim i mutagenim supstancama, pri ¢emu se
odredbe odnose na razvrstavanje, pakovanje i oznacavanje opasnih supstanci. Ako delovi
medicinske opreme namenjeni za primenu i/ili uklanjanje leka, ili medicinska oprema za
prenos specifiénih tecnosti ili za uklanjanje telesnih te¢nosti iz tela, kao 1 medicinska oprema
za skladiStenje takvih telesnih tecnosti i lekova, sadrze ftalate klasifikovane kao
kancerogene, mutagene i supstance koje uti¢u na reproduktivnost, takva medicinska oprema
se mora oznaciti kao proizvod koji sadrzi ftalate. Ako se takva medicinska oprema ukljucuje

u lecenje dece ili trudnica i1 dojilja, proizvoda¢ mora dati posebno opravdanje za upotrebu
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takve opreme unutar tehniCke dokumentacije 1 unutar uputstva za upotrebu, sa

informacijama o merama opreza i moguéim rizicima (EUROPEAN UNION, 2007).
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4. METODE ODREDIVANJA FTALATA

Kvalitativno i kvantitativno odredivanje ftalata u razlic¢itim matriksima zahteva
analiticku tehniku dovoljno selektivnu za identifikaciju ftalata u prisustvu drugih aditiva iz
plasticnog materijala. Ovaj zahtev ispunjavaju analiticke tehnike te¢ne i gasne
hromatografije kuplovane sa odgovaraju¢im detektorima. U zavisnosti od slozenosti
ispitivanog analita, vremena potrebnog za analizu, troskova analize, fizicko-hemijskih
svojstava ispitivanih ftalata i drugih faktora primenjuju se razlicite tehnike odredivanja
ftalata.

Najcesce koris¢ene metode za kvantifikaciju ftalata su: gasna hromatografija — GC
(engl. Gas Chromatography) (QAIN et al., 2018; MiLoikoviC et al., 2015) i te¢na
hromatografija visoke performanse — HPLC (engl. High Performance Liquid
Chromatography) (DURAL, 2020). Kao detektori koji se koriste u kombinaciji sa GC
najéesce se koristi maseni spektrometar — MS (engl. Mass spectrometar), dok se znatno rede
koristi plameno-jonizacioni detektor — FID (engl. Flame lonisation detection) (CHEN et al.,
2005) i detektor sa zahvatom elektrona — ECD (engl. Electron capture detection) (JAWOREK
et al, 2013). U kombinaciji sa HPLC najces¢e se koriste slede¢i detektori:
UV-spektrofotometar (L1 et al., 2008; MONAKHOVA et al., 2011), detektor sa nizom dioda
DAD (engl. Diode-Array Detection) (SHEN et al., 2007; ZAATER et al., 2014) ili kvadrupulni
maseni spektrometar - MS/MS u odabranom rezimu pracenja (JEON et al., 2018). Pored ovih
tehnika, infracrvena spektroskopija sa Fourier-ovom transformacijom — FTIR (engl. Fourier
Transform Infrared Spectroscopy) je tehnika koja ima mnogo prednosti u poredenju sa
tradicionalnim analitickim metodama (ANDPELKOVIC et al., 2021; PETERSEN et al., 2010;
HIGGINS, 2013; LowRy et al., 2011).

Za pripremu uzoraka najcesce koriS¢ene tehnike su: tecno-te¢na ekstrakcija — LLE
(engl. Liquid-liquid extraction) (HADIMOHAMMADI et al., 2012), ekstrakcija na ¢vrstoj fazi
— SPE (engl. Solid phase extraction) (XIN GAO et al., 2014), mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi
— SPME (engl. Solid phase microextraction) (AMANZADEH et al., 2016), Soksletova
ekstrakcija (VISSER, 2009), ultrazvucna ekstrakcija (ZHou et al., 2012; BoGDANOVIC et al.,
2019), ekstrakcija pomo¢u mikrotalasa — MAE (engl. Microwave assisted extraction)
(LIANG et al., 2010) i disperzivna teéno-te¢na mikroekstrakcija — DLLME (engl. Dispersive
liquid-liquid microextraction) (AMIN et al., 2018).
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Postoje mnogobrojne studije koje su se bavile ispitivanjem ftalata u hrani, pri ¢emu
je najéeSce ispitivan ftalat i najcesce detektovan ftalat je DEHP, dok drugo i tre¢e mesto po

ucestalosti ispitivanja pripadaju DnBP-u i BBP-u (WARING et al., 2011).

4.1. GC-MS tehnika

Najcesce korisc¢ena tehnika za odredivanje ftalata je gasna hromatografija kuplovana
sa masenim spektrometrom kao detektorom — GC-MS (engl. Gas chromatography-mass
spectrometry) (GIMENO et al., 2014). Kolone koje se koriste prilikom gasno-masenog
odredivanja ftalata sadrze stacionarnu fazu niske polarnosti. U zavisnosti od sloZenosti
razdvajanja ftalata menja se i temperaturni rezim. Jonizacija koja se najcesce koristi u
GC-MS analizi je elektronska jonizacija— EI (engl. Electron Impact) (SABLAYROLLES et al.,
2005), dok je njena alternativa pozitivna hemijska jonizacija — PCI (engl. Positive chemical
ionisation) (SANZzo et al., 2015). Primenom metana i amonijaka kao reagens gasa pri PCI
stvara se maseni spektar koji sadrzi pikove molekulskih jona pojedinacnih ftalata, koji
omogucava bolju identifikaciju i razlikovanje ftalata. Primena PCI je narocito korisna u
analizi kompleksnih smesa izomernih ftalata.

U GC-MS analizi se obi¢no primenjuje rezim pracenja jednog jona — SIM (engl.
Single lon Monitoring). Drugi rezim monitoringa U GC-MS analizi je rezim praéenja
odgovarajuceg opsega masa — FS (engl. Full Scan Monitoring), gde opseg masa ide od
m/z 50 do 350, a moze biti i veéi. Identifikacija i kvantifikacija ftalata zasniva se na
relativnom retencionom vremenu, prisustvu glavnog fragmentnog jona (target jona) i
kvalifikacionih jona, kao i njihovim relativnim intenzitetima u odnosu na intenzitet internog
standarda.

Interni standard (IS) je hemijska supstanca koja je po hemijsko-fizi¢im osobinama
veoma sli¢na analitu koji se odreduje i koja se ne o¢ekuje u matriksu. Koristi se za
poboljSanje preciznosti kvantitativne analize. Poznata koncentracija IS se dodaje
standardnim rastvorima, slepim probama i uzorcima pri ¢emu se GC-MS analiza vr$i u istim
eksperimentalnim uslovima. Nakon toga se vrsi izraCunavanje faktora odziva za svako
jedinjenje, odnosno odnos povrsine pika IS i povrSine pika analita uporeduje se sa odnosom
koncentracije 1S i koncentracije analita. Ovaj faktor se kasnije koristi za izraCunavanje
koncentracija pojedinih komponenti u nepoznatom uzorku. Kao interni standard u analizi
ftalata se najcesce koriste benzil benzoat (BBz) (CARRILLO et al., 2007), izotopi ftalata
(KonDo et al., 2010) i dibutil adipat (DBA) (Guo et al., 2010).
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U Tabeli 6. nevedeni su glavni fragmentni joni DMP-a, DnBP-a, BBP-a, DEHP-a i
DnOP-a koji se koriste prilikom kvantifikacije, kao 1 kvalifikacioni joni koji sluze za

kvalitetniju identifikaciju ftalata.

Tabela 6. Kvalifikacioni i kvantifikacioni joni ftalata

Analit Molekulska masa (g/mol)  Joni (m/z)

DMP 194 163", 50, 77

DnBP 278 149", 167, 205, 223
BBP 312 1497, 91, 206
DEHP 390 149°, 167, 279
DnOP 390 149, 167, 261, 279

* Target joni, joni za kvantifikaciju

Na Slici 4a. prikazana je fragmentacija ftalata (YINON, 1988). Dva glavna
fragmentna jona (a) i (b) su detektovana na masenim spektrima DnBP-a, BBP-a, DEHP-a,
DnOP-a, sa izuzetkom DMP-a, kod kog se detektuje samo jon (b). Jon (a) nastaje usled
McLafferty premestanja i transfera vodonika, dok jon (b) nastaje usled gubitka alkoksi
radikala. EI masene spektre svih ispitivanih ftalata, osim DMP-a, karakterise glavni
fragmentni jon m/z 149 koji je protonovani jon ftalnog anhidrida. Ovaj jon, kao S$to je
prikazano i na Slici 4b. se formira kroz Cetiri alternativna puta. Glavni fragmentni jon za
DMP je jon m/z 163.
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4.2. FTIR tehnika

Infracrvena spektroskopija sa Fourier-ovom transformacijom (FTIR) je tehnika kod
koje su kompjuterski spojene dve klasicne metode — interferometrija i Fourier-ova
transformacija (matematicka transformacija dobijenog interferograma direktno daje IR
spektar uzorka, odnosno intenzitet propustenog zraka od frekvencije). Prednosti FTIR
spektrofotometra u odnosu na klasi¢ni spektrofotometar su: brze snimanje spektara zbog
istovremenog detektovanja svih elemenata izvora, veca osetljivost (omogucen rad sa
tragovima i uzorcima veoma malih dimenzija), $iri spektralni opseg, mogucnost ponavljanja
interferograma, vecéa preciznost frekvencija i velika mo¢ razlaganja, naknadna popravka
spektara, moguénost poredenja snimljenih spektara sa spektrima iz biblioteke racunara.

Svaki FTIR spektar je okarakterisan apsorpcionim maksimumom, apsorpcionim
trakama, oblas¢u spektra nazvanom ,otisak prsta molekula®. Karakterizacijom FTIR
spektra, odnosno identifikacijom funkcionalnih grupa, vrsi se kvalitativna i kvantitativna
analiza.

FTIR metoda je nasla primenu u odredivanju razli¢itih analita, zbog toga $to je ovo
nedestruktivna tehnika, ne zahteva posebnu pripremu uzoraka, brza je i pouzdana, i nije
skupa u odnosu na druge metode, npr. GC-MS metodu. Zbog ovih karakteristika moze se
koristiti u kombinaciji sa drugim analitickim tehnikama radi dobijanja dodatnih informacija
o strukturi i sastavu uzorka. U veéini slucajeva vreme analize je obi¢no manje od jednog
minuta, $to omogucava veliku propusnost uzorka i brzu povratnu informaciju.

FTIR metoda se moze Koristiti i u detektovanju ftalata u razli¢itim uzorcima
plasti¢ne ambalaze, ali 1 pored velikih prednosti, ova metoda se za tu svrhu do sada nije
koristila tako Cesto. Analizom uzoraka PVC plastike se dobijaju FTIR spektri sa
karakteristiénim apsorpcionim trakama za ftalate: 743 cm™, 1579 cm™ i 1599 cm™. Na
osnovu intenziteta apsorpcije i povrsine apsorpcione trake moze se izvrsiti 1 kvantitativna
analiza uzorka. Nedostatak ove analize je u tome $to se na ovaj nacin vrs$i kvantifikkacija

svih ftalata prisutnih u uzorku, jer nije moguce izvrsiti njihovu separaciju.
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4.3.  Priprema uzoraka hrane i plasti¢nih artikala za analizu

odredivanja ftalata

Uzorke hrane, pica, ulja ili drugi vid uzoraka je potrebno cuvati u originalnoj
ambalazi na hladnom, jer bi prebacivanje uzorka u drugu ambalazu dodatno kontaminiralo
uzorak. Prvi korak u analizi hrane je homogenizacija uzoraka. Uzorci pica (voda, alkohol,
sokovi) su homogeni i pre ekstrakcije ne zahtevaju posebnu pripremu. Uzorci te¢ne hrane
se pre bilo kog sledeceg koraka najpre homogenizuju muckanjem i meSanjem, dok se
¢vrstim uzorcima hrane pri mesanju dodaje i destilovana voda ili polarni organski rastvarac
kako bi olakSao proces homogenizacije. Sledeé¢i korak je ekstrakcija ftalata iz uzoraka
nepolarnim organskim rastvarac¢em. Kada su u pitanju nemasni te¢ni uzorci kao $to je voda,
alkohol, sokovi, nema potrebe za dodatnim prec¢iS¢avanjem ekstrakata. Kod ovih uzoraka se
primenjuje tecno-te¢na ekstrakcija za ekstrakciju ftalata iz matriksa i najcesc¢e koriséeni
organski rastvaraci za tu svrhu su: n-heksan, n-heptan, cikloheksan, hloroform ili izooktan.
Takode, kod ovih uzoraka se primenjuje i ekstrakcija na ¢vrstoj fazi. Za ekstrakciju ftalata
iz nemasne Cvrste hrane koristi se acetonitril ili meSavina acetonitrila i vode. Pri analizi
Cvrste masne hrane najpre se vrsi ekstrakcija ftalata zajedno sa mastima pomocu rastvaraca
kao $to su dihlormetan, meSavina dihlormetana sa cikloheksanom, n-heksan, kao 1 meSavina
n-heksana sa acetonom, ili acetonitril. Acetonitril je selektivniji rastvara¢ u odnosu na ostale
zbog slabe rastvorljivosti masti u acetonitrilu. Kod ¢&vrstih uzoraka se i kori$éenje
ultrazvucne ekstrakcije 1 ekstrakcija pomocu mikrotalasa pokazalo kao dobro (WENZL,
2009).

Priprema uzoraka plasti¢nih artikala za odredivanje ftalata u njima, kao i za pracenje
migracije ftalata iz plasti¢nih artikala u razli¢ite medijume ne zahteva posebnu pripremu.

Ono o ¢emu dodatno treba voditi ratuna je kontaminacija uzoraka pri analizi, zbog
sveprisutnosti ftalata. Potrebno je sprovesti odredene mere kako bi nivoi ftalata u pozadini
bili niski 1 konstantni. Posude koje se koristi u analizi bi trebalo da bude iskljucivo stakleno,
nikako plasti¢no. S obzirom na to da ¢ak staklo i aluminijumska folija mogu sadrzati ftalate,
potrebne su i dodatne mere kao $to su termicka obrada stakla, ispiranje stakla rastvara¢ima.
Takode treba voditi ratuna 1 o kontaminaciji organskih rastvaraca, i ukoliko je potrebo
ponovo raditi njihovu destilaciju.

Iz razloga kontaminacije uzoraka pri svakoj analizi paralelno sa ispitivanjem
uzoraka treba raditi i blank uzorke (slepe probe) i prilikom obrade rezultata analize uzimati

u obzir blanko koncentraciju. Blanko koncentracija je koncentracija analita koja potice iz
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reagenasa, mernog uredaja ili samog procesa odredivanja i doprinosi povecanju
koncentracije analita iz ispitivanog matriksa odredenog odgovaraju¢om analitickom

tehnikom. Paralelnom analizom blanko koncentracije se drze pod kontrolom i na

minimumu.
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5. VALIDACIJA ANALITICKE METODE

Validacija analiticke metode je postupak kojim se potvrduje pouzdanost i moguénost
primene date metode za rutinske analize. Validirane metode osiguravaju pouzdanost i
tanost analitiCkih podataka.

Prema kriterijumima i preporukama Evropske komisije (Europian commission
decision 2002/657/EC) validacija metode odredivanja GC-MS tehnikom podrazumeva
definisanje njenih kvalitativnih i kvantitativnih parametara.

U kvalitativne parametre spada:

- molekularna identifikacija u odnosu na vreme zadrzavanja (retenciono
vreme),

- odnos jona na GC-MS hromatogarmu.
U kvantitativne parametre spada:

- linearnost,

- procenat prinosa analitiCkog postupka (Recovery),

- tacnost u smislu istinitosti i1 preciznosti, gde je preciznost izrazena kao

unutardnevna ponovljivost (repetabilnost) i intermedijarna preciznost,

- analiti¢ke granice (granica odlu¢ivanja (CCa) i sposobnost detekcije (CCp)).

5.1. Definicija parametara koji se koriste prilikom

validacije metode
51.1. Linearnost analiticke metode

Opseg linearnosti je opseg kalibracione krive u okviru kojeg odziv instrumenta
ostaje linearan u odnosu na koncentraciju analita. Linearnost se definiSe kao mogu¢nost da
se u datom opsegu detektuje signal koji je direktno proporcionalan koncentraciji ili kolic¢ini
analita. Parametri koji karakteriSu linearnost su:

- Koeficijent korelacije ili regresioni koeficijent, R, koji predstavlja stepen

rasturanja tacaka oko idealne prave linije i priblizan je jedinici za ve¢inu analita
i izrazava se kao R?:

- Odsecak na ordinati, y, u linearnom opsegu ne treba znacajno da odstupa od

nule;

- Nagib prave predstavlja osetljivost metode, tj. vec¢i nagib pokazuje da mala

promena u koli¢ini analita rezultuje velikom promenom u odgovoru sistema.
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Graficki prikaz linearnosti moze biti normalan-normalan, log-normalan ili log-log.
U gornjim i donjim granicama ove oblasti (gornje i donje granice kvantifikacije), javlja se
odstupanje od linearnosti. Linearni opseg analiticke metode jeste interval izmedu gornjeg i
donjeg nivoa koncentracije u kome se analiza moze vrsiti sa odredenom tacnoscu,

preciznoscu 1 linearnoscu.
5.1.2. Selektivnost/Specifi¢nost analiticke metode

Selektivnost predstavlja mogucnost izdvajanja analitickog odgovora za odredenu
komponentu u odnosu na druge komponente u matriksu, a specifi¢nost metode se odnosi na
dobijanje analitickog odgovora samo jedne ciljane komponente u prisustvu drugih
komponenata u matriksu. Metoda kojom se moze odredivati vise komponenata istovremeno,
ali pod uslovom da te komponente pri odredivanju ne smetaju jedna drugoj, naziva se
selektivnom. Metoda je specifi¢na ukoliko odgovor detektora poti¢e samo od komponente
od interesa. Hromatografske tehnike se odlikuju dobrom specificno$¢u zato $to

omogucavaju razdvajanje komponenata smese pre njihove detekcije.
5.13. Preciznost analiticke metode

Preciznost analiticke metode predstavlja slaganje izmedu vrednosti niza merenja
izvedenih iz istog homogenog uzorka pod propisanim uslovima. Velika preciznost ne
garantuje 1 veliku tacnost. IzraCunava se kao standardno odstupanje rezultata testa, gde je
manja preciznost odredena velikim odstupanjem 1 obrnuto.

Parametri preciznosti su:

- ponovljivost (repetabilnost) — preciznost odredena u uslovima ponovljivosti u
kra¢em vremenskom intervalu (jedan dan);

- intermedijarna preciznost — preciznost odredena u uslovima ponovljivosti u
duzem vremenskom intervalu (npr. 15 dana);

- obnovljivost (reproduktivnost) — preciznost odredena u razli¢itim uslovima
eksperimenta (drugi instrument, drugi analiticar).

Preciznost se najcesce izrazava kao:

- standardna devijacija,
- varijansa ili

- relativna standardna devijacija.
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Za odredivanje standardne devijacije merenja, o, ili standardnog odstupanja velikog

broja merenja koristi se formula (1). Kadan — coondajex = pu.

1)

Standardna devijacija ograni¢enog broja merenja, S, izrazava Se U istim jedinicama
kao 1 merna veliCina 1 za njeno odredivanje koristi se formula (2), n predstavlja ogranicen

broj merenja, n-1 broj stepena slobode, x # u.

()

3):
(% —x) 3)

n-1
Relativna standardna devijacija, RSD, ili koeficijent varijacije, CV, se izra¢unava

koris¢enjem formule (4):

S
(%) =100
X
(4)
Standardna devijacija srednje vrednosti se izracunava kori$¢enjem formule (5):
S
S. =— (5)

" Jn

Preciznost se prema instrukcijama Europian commission decision 2002/657/EC
izrazava preko koeficijenta varijacije (CV). Koeficijent varijacije za ponovljenu analizu
standardnog ili obogacenog (spajkovanog) uzorka, pod uslovima ponovljivosti, ne sme
prelaziti nivo izraCunat pomocu Horwitz-ove jednacine (6). Horwitz-ova jednacina je
empirijski postavljena i predstavlja vezu izmedu preciznosti analiticke metode i

koncentracije analita.
C\/=2(1-05l0gC) (6)
¢ — koncentracija analita izrazena kao udeo mase (npr. 1 mg g* je 10%) i predstavlja

bezdimenzionu veli¢inu.
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5.1.4. Tacnost analiticke metode

Tacnost analiticke metode je stepen saglasnosti izmedu dobijene vrednosti u
analitickom postupku i stvarne vrednosti (referentne vrednosti). Odredivanje ta¢nosti se vrsi
poredenjem dobijenih rezultata sa rezultatima dobijenim kori§¢enjem standardne referentne
metode ili koriS¢enjem sertifikovanog referentnog materijala (SRM). Kada SRM nije
dostupan mogu se koristiti standardni uzorci sa poznatom koli¢inom analita. Koncentracije
standardnih uzoraka treba da budu u opsegu od interesa, a najmanje jedan standardni uzorak
treba da ima koncentraciju blisku granici kvantitativnog odredivanja. Dobijena tacnost u

velikoj meri zavisi od nacina pripreme uzoraka, matriksa i koncentracije uzoraka.
5.15. Osetljivost analiticke metode

Osetljivost je sposobnost metode ili instrumenta da detektuju analit u tac¢no
odredenoj koncentraciji. Nagib odreduje osetljivost metode. Sto je nagib prave veéi, to je

metoda osetljivija.

5.1.6. Granica detekcije i granica kvantifikacije analiti¢ke

metode

Granica detekcije

Granica detekcije — LOD (engl. Limit of Detection) je najmanja koli¢ina analita u
uzorku koju je moguce odrediti uz razumnu statistiCku verovatno¢u. LOD se obicno
odreduje u oblasti gde je odnos signal/Sum veci od 5. Za granicu detekcije se obi¢no uzima
vrednost koncentracija koje daju S/N = 3 ili S/N = 2. Granice detekcije matriksa, metode i
analita su specifi¢ne.

LOD se moze izraCunati na slede¢i nacin:

- LOD je numericki jednak trostrukoj standardnoj devijaciji srednje vrednosti

slepih proba (n>20) ili
LOD =3,3x Se/a ()

gde je Sgstandardna devijacija odgovora, a a nagib kalibracione prave na nivoima
bliskim limitu.

Standardna devijacija odgovora se moze odrediti na osnovu slepe probe, standardne
devijacije reziduala regresione prave ili standardne devijacije odsecka regresione prave.

Odnos signal/Sum, S/N (engl. Signal/Noise Ratio)

Odnos S/IN je bezdimenziona veli¢ina koja pokazuje relativnu jacinu (snagu)

analitickog signala (S) u odnosu na prose¢nu snagu Suma u pozadini (N) u odredenom
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uzorku i usko je povezan sa granicom detekcije. Bazirano na vrednosti odnosa signala prema
Sumu poredi se mereni signal koji poti¢e od uzorka sa poznatom niskom koncentracijom
analita sa blank uzorkom (bez analita) i procenjuje se minimalna koncentracija na kojoj
analit moze biti pouzdano detektovan, tj. kvantifikovan.

Granica kvantifikacije

Granica kvantifikacije ili donja granica kvantitativnog odredivanja — LOQ (engl.
Limit of Quanitation) je nivo iznad kojeg se mogu dobiti kvantitativni rezultati sa odredenim
stepenom poverenja. To je najniza koncentracija analita koja se moze odrediti prihvatjivom
ponovljivos¢u i tatnos¢u. Odreduje se analogno odredivanju detekcionog limita, koriste¢i
S/N=10. LOQ matriksa, metode i analita je specifi¢an.

LOQ se moze izraunati na slede¢i nacin:

- Ako su i tacnost i preciznost konstantne u koncentracionom rasponu oko granice
detekcije, tada je granica kvantifikacije numericki jednaka Sesterostrukoj ili
deseterostrukoj standardnoj devijaciji srednje vrednosti slepih proba (n > 20)

LOQ =10 x Sg/a (8)
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EKSPERIMENTALNI
DEO
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6.

CILJ | PROGRAM EKSPERIMENTALNOG RADA

Imajuéi u vidu raspostranjenost ftalata u okruzenju, njihovu Siroku primenu,

mogucnost izlaganja ljudi njihovom uticaju, Stetnom uticaju koji imaju na ljude, kao 1

njihove fizicko-hemijske karakteristike, cilj istrazivanja ove doktorske disertacije je razvoj

metoda odredivanja ftalata u hrani i plasti¢nim artiklima, kao i ispitivanje stepena migracije

ftalata iz plasticnih artikala pod uticajem razlicitih faktora.

Predmet ovog nau¢nog istrazivanja obuhvata sledece:

Ftalate: dimetil ftalat (DMP), di-n-butil ftalat (DnBP), benzil butil ftalat (BBP),
di-(2-etilheksil) ftalat (DEHP) i di-n-oktil ftalat (DnOP);

Hranu i pi¢e: mleko i mle¢ne proizvode, alkoholna pic¢a — bele rakije i sinteticko
Vvino;

Plasticne artikle sacinjene od slede¢ih polimera: polivinil-hlorida (PVC),
polietilentereftalata (PET), polietilena visoke gustine (HDPE), polietilena niske
gustine (LDPE), polipropilena (PP), polistirena (PS) i polikarbonata (PC)).

U ovom radu su kao ciljana jedinjenja izabrana nabrojana pet ftalata: DMP, DnBP,
BBP, DEHP i DnOP.

Jedan od razloga za ovakav izbor jeste ucestalost detekcije ovih ftalata u
flagiranoj vodi, posebno u zemljama poput Srbije, Hrvatske, Ceske, Tajlanda,
Saudijske Arabije, Kine, Pakistana itd. (LUoO et al., 2018). Takode, ispitivanja
mlecnih proizvoda pokazuju isti trend detekcije navedenih ftalata (FIERENS et
al., 2013). S obzirom na to da su u radu analizirani plasti¢ni artikli iz domena
ove primene, praéen je isti izbor ftalata koji je naveden u literaturi.

Drugi kriterijum za odabir ovih pet ftalata je bio odabir ftalata koji mogu
pokazati kako povecanje duzine funkcionalnih grupa i njihova voluminoznost
utiu na potencijal migracije ftalata. Iz grupe ftalata koja je odobrena za upotrebu
u plasticnom materijalu koji je u kontaktu sa hranom — DnBP, BBP, DEHP,
DINP i DIDP (SiLANO et al., 2019), u ovom radu je fokus na tri ftalata iz ove
grupe, uz dodatak dva ftalata koja su van ove grupe — DMP i DnOP. Iz opsega
istrazivanja su izuzeti DINP i DIDP, koji su klasifikovani kao supstance koje ne
pokazuju Stetan uticaj. Uprkos €injenici da postoji trend da se DEHP zameni
DINP/DIDP-om u upotrebi plastifikatora u Evropskoj Uniji, DEHP i ostatak od
tih 5 ciljanih ftalata i dalje se Siroko primenjuju, posebno u zemljama koje su

navedene u radu (Luo et al., 2018).
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Na osnovu navedenih literaturnih podataka u poglavlju 4.1. i potreba eksperimenata,
izmedu benzil benzoata, izotopa ftalata i dibutil adipata (DBA), kao interni standard izabran
je DBA. Po svojim osobinama je sli¢an ispitivanim ftalatima (te¢nost, nerastvoran u vodi,
rastvoran u nepolarnim rastvara¢ima, molekulske mase (M=258,35 g mol™?), temperature
klju¢anja (Tk=183°C)), ne ometa odredivanje ftalata i nema ga u matriksu koji se analizira.
Glavni fragmenti jon koji suzi za kvantifikaciju DBA je m/z 185, dok su kvalifikacioni joni
m/z 1291 111.

Program ove doktorske disertacije koncipiran je tako da se sastoji iz tri faze, a svaka
faza je metodoloski detaljnije obradena u okviru ovog poglavlja (od 6.1. do 6.12.). Na
Slici 5. je dat Sematski prikaz programa eksperimentalnog rada.

Prva faza. lzvrSen je razvoj i optimizacija metoda za odredivanje koncentracije
ftalata u uzorcima hrane razli¢itog stepena masnoce: vodi, alkoholnim pi¢ima, mleku.
Razvijena je efikasna metoda te¢no-tene ekstrakcije za tri razlicita tipa matriksa hrane —
visoko masnu hranu, nisko masnu hranu 1 bezmasnu hranu, §to je potvrdeno kvantifikacijom
ftalata u uzorcima hrane pomoc¢u GC-MS tehnike.

Druga faza. IzvrSen je razvoj i optimizacija metoda za odredivanje koncentracije
ftalata u uzorcima PVC plasti¢nih artikala (PCM-a i igracaka) koris¢enjem GC-MS i FTIR
tehnike. Razvijena je nova metoda kvantifikacije ftalata u plasticnim artiklima pomocu
FTIR tehnike.

Treca faza. IzvrSeno je ispitivanje stepena migracije ftalata iz FCM-a, PCM-a i PVC
igracaka u razli€ite recipijente (N-heksan kao model recipijent, mlecne proizvode, vestacku
pljuvacku). IzvrSeno je 1 analiziranje razlicitih faktora uticaja na migraciju ftalata iz
plasticnih artikala, uticaj temeprature, ultrazvuka, i procenta masno¢e mleka 1 mlecnih
proizvoda. Takode, izvrSena je i1 analiza migracije ftalata iz PVC igracaka u vestacku
pljuvacku, kao i uticaj UV-A i UV-C svetlosti na promenu u strukturi PVC igracaka, nakon
Cega je ispitana dalja migracija ftalata iz ozracenih PVC igra¢aka u model recipijent i
vestacku pljuvacku.

Realizacijom programa doktorske disertacije kroz navedene faze izvrSena je
ekstrakcija ftalata optimizovanim metodama, njihova detekcija i kvantifikacija u razli¢itim
matriksima hrane, alkoholnim pi¢ima i plastiénim artiklima GC-MS i FTIR tehnikom i
odreden je stepen migracije ftalata pod odgovaraju¢im uslovima iz plasti¢nih artikala u

uzorke mleka, mle¢nih proizvoda i veStacku pljuvacku.
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Slika 5. Sematski prikaz programa eksperimentalnog rada
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6.1. Hemikalije koriS¢ene u eksperimentalnom radu

U radu su korisc¢eni standardi dimetil ftalata (DMP), di-n-butil ftalata (DnBP),
benzilbutil ftalata (BBP), di(2-etilheksil)ftalata (DEHP), di-n-oktil ftalata (DnOP), 99,7%
Cisto¢e, proizvodaca Sigma—Aldrich (St. Louis, MO, USA). Dibutiladipat (DBA)
proizvodaca Fluka (Buchs, Switzerland) je koris¢en kao interni standard.

Rastvara¢i HPLC c¢istoce kori$éeni pri eksperimentalnom radu su sledeéi: n-heksan,
aceton, acetonitril, etanol, etil-acetat proizvodaca Carlo Erba (France), tetrahidrofuran
proizvodaca Zdravlje (Srbija), metanol, izopropil alkohol proizvodaca Baker (Netherlands),
dihlormetan, hloroform, dihloretan, cikloheksan, trihloretan proizvodaca Fisher Chemical
(USA), t-butilmetil etar proizvodaca Carl Roth (Germany). U Tabeli 7. su navedene
vrednosti gustine i tacaka klju¢anja rastvaraca koriS€enih pri ekstrakciji ftalata iz
odgovarajuc¢ih uzoraka.

Tabela 7. Fizi¢ke osobine rastvaraca

Tip ekstrakcionog sredstva  Gustina (g mL™?)  Ta¢ka kljucanja (°C)

n-Heksan 0,659 69
Dihlormetan 1,330 41
Cikloheksan 0,779 81
Etil-acetat 0,902 77
Hloroform 1,490 61
t-Butilmetil etar 0,740 55

Od hemikalija p.a. Cistoce koriséeni su: NaCl (Zdravlje, Srbija), etanol (96 v/v%)
(Reahem, Srbija), vinska kiselina (99,8%) (Sigma-aldrich, Germany), NaOH (Sineks
laboratorija, Srbija), HCI (Sigma—Aldrich, USA).

6.2.  Instrumentacija i parametri rada na instrumentima

Gasno hromatografska analiza uzoraka hrane (mle¢nih proizvoda) i uzoraka
alkoholnih pica (rakije) izvrSena je na gasnom hromatografu 6890 (Hewlett—Packard, USA)
povezanim sa masenim detektorom (MSD) 5973 (Hewlett—Packard, USA) i autosemplerom
7683 (Agilent, USA). Kolona koris¢ena za ove analize je DB-5 MS kapilarna kolona (30 m
x 250 mm x 0,25 mm). Kori$¢ena je elektronska jonizacija (voltaze 70 eV), dok je gasni
hromatograf radio u split less modu injektiranja. Temperaturni program je bio sledeci:

pocetna temperatura 60 °C (1 min) do 220 °C (1 min) sa brzinom rasta temperature od
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20 °C mint i nakon toga do 280 °C (4 min) sa brzinom rasta temperature od
5°C min™. Ukupno vreme snimanja je 26 min. MSD je radio u rezimu praéenja jednog jona
(SIM). Identifikacija i kvantifikacija ftalata zasnivala se na relativnom retencionom
vremenu, prisustvu target jona i njihovim relativnim intenzitetima. Target jon za DnBP,
BBP i DEHP je m/z 149 dok je za DMP m/z 163. Target jon za DBA je m/z 185. Pomoc¢u
softvera Agilent MSD ChemStation® D.02.00.275 je izvrSeno prikupljanja i obrada
podataka.

Gasno hromatografska analiza uzoraka alkoholnih piéa (sinteti¢ko vino), plasti¢nih
artikala, kao i analiza migracije ftalata iz plastike u razli¢ite matrikse, je izvrSena na gore
navedenom gasnom hromatografu, s tim $to je koriS¢ena druga kolona i drugacdiji
temperaturni rezim. Kolona kori$é¢ena u ovoj analizi je SGE 25QC2/BPX5 0,25 kapilarna
nepolarna kolona (25 m x 0.22 mm x 0,25 pm). Temperaturni program je bio sledeci:
pocetna temperatura 90 °C (0 min) do 280 °C (4 min) sa brzinom rasta temperature od
20 °C min%, uz opciju post run na 300 °C (2 min). Ukupno vreme snimanja je 15,5 min.

U analizi plasticnih materijala, u cilju dobijanja FTIR spektara, koris¢en je
infracrveni spektrofotometar sa Fourier-ovom transformacijom (BOMEM Hartman &
Braun — Michelson MB series 100).

U analizama su kori$ceni i sledeéi aparati:

- Centrifuga Jouan C4l Benchtop (Termo Fisher) za odvajanje precipitata od
alikvota;

- Amalgamator (Wig-L-Bug) za miksanje praha KBr i PVC precipitata dobijenih
u analizi plasti¢nih materijala;

- Ru¢na hidrauli¢na presa (Graseby Specac), u cilju dobijanja KBr tableta za
snimanje na FTIR instrumentu;

- Analiticka vaga Kern (CA) za merenje sa tacnos¢u +0,00001 g;

- Vortex Genie (Scientific Industries, USA);

- UV fotoeraktor (Philips, Holandija);

- UV komora.
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6.3. Mere predostroznosti i smanjenje kontaminacije

uzoraka ftalatima

Da bi se izbegla kontaminacija uzoraka ftalatima, najpre su svi reagensi i voda
ispitani na prisustvo ftalata. Takode, laboratorijsko posude koriS¢éeno u radu je bilo
iskljucivo stakleno, isprano vodom i deterdzentom za posude, potom destilovanom vodom,
zatim smeSom acetona i n-heksana, nakon ¢ega je suseno na 200 °C u su$nici (FANKHAUSER-
NoTI et al., 2007).

6.4.  Priprema standardnih rastvora koris¢enih pri
odredivanju ftalata GC-MS tehnikom

U svrhu odredivanja linearnosti najpre je izvrSena kalibracija GC-MS instrumenta
crtanjem kalibracione prave sa najmanje pet tacaka — pet standardnih rastvora ¢ija se
koncentracija kretala u opsegu od 80 do 120% od ocekivane koncentracije ftalata u
uzorcima.

Pocetni, intermedijerni, radni i standardni rastvori ispitivanih ftalata (DMP-a,
DnBP-a, BBP-a, DEHP-a, DnOP-a) su pripremljeni u n-heksanu. Postupak pripreme
standardnih rastvora je sledeci:

- Najpre su napravljeni pojedina¢ni pocetni rastvori svakog ftalata vecih
koncentracija, koji su razblazeni u cilju dobijanja intermedijernog rastvora u kom je
koncentracija svakog ftalata ponaosob 100 pug mL™;

- Visestrukim razblazivanjem intermedijernog rastvora dobijen je radni rastvor u kom
je koncentracija svakog ftalata ponaosob 1,00 pg mL™?;

- Rastvori su ¢uvani na 4 °C. Pocetni rastvori su stabilni jedan mesec, radni rastvori
su stabilni 10 dana;

- Standardni rastvori koncentracije 0,25, 0,50, 1,00, 1,50 i 2,50 pg mL™ su dobijeni
odgovaraju¢im razblazenjem intermedijernog rastvora i1 dodavanjem DBA kao
internog standarda u koncentraciji od 1 pg mL>

- Svaki standardni rastvor je koris¢enjem GC-MS tehnike snimljen tri puta, kako bi

se obezbedila preciznost.
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6.5.  Priprema standardnih rastvora koris$¢enih za
odredivanje ftalata FTIR tehnikom

U svrhu kalibracije FTIR instrumenta pripremljeni su standardni rastvori DEHP-a
Cija se koncentracija kre¢e u opsegu od 80 do 120% od ocekivane koncentracije DEHP-a u
plasticnim artiklima. Priprema kalibracionih standarda za FTIR analizu podrazumeva
spajkovanje  DEHP-om PVC-artikla iz koga su prethodnom metodom
rastvaranja/precipitacije uklonjeni svi prisutni ftalati. Odmereni precipitat koji ne sadrzi
ftalate (0,01 g) je rastvoren u THF-u i spajkovan sa DEHP-om tako da svaki spajkovani
precipitat sadrzi 0 mas%, 5 mas%, 10 mas%, 20 mas%, 30 mas%, 40 mas% i 50 mas%
DEHP-a. Na ovaj nain pripremjeni kalibracioni rastvori u THF-u su stavljeni u
evaporacione sudove, kako bi se nakon susSenja i uparavanja THF-a dobili kalibracioni

standardi u vidu polimernih diskova za snimanje koris¢enjem FTIR tehnike.

6.6. Uzorci hrane

6.6.1. Uzorci mleka i mle¢nih proizvoda za optimizaciju i

validaciju te¢no-te¢ne ekstrakcije ftalata

U cilju optimizacije te¢no-tecne ekstrakcije ftalata iz uzoraka mle¢ne hrane,
pripremljeni su slede¢i uzorci mle¢nih proizvoda: sirovo kravlje mleko, komercijalno
pasterizovano kravlje mleko, surutka, humano mleko i jogurt.

- Uzorci kravljeg mleka su nabavljeni na farmi krava na jugu Srbije. Kontakt mleka
sa plasticnim materijalom je izbegnut koriS¢enjem staklene ambalaze. Mleko je
ispitivano kao sirovo, neobradeno i nepasterizovano.

- U istoj mlekari u kojoj je nabavljeno sveze kravlje mleko, nabavljena je surutka,
koja je nus-produkt u procesu proizvodnje sira.

- Uzorci humanog mleka su nabavljeni od Zene starosti 35 godina, pet nedelja nakon
porodaja. Ispumpavanje mleka je izvrSeno ru¢no direktno u staklenu posudu koja je
namenjena za tu svrhu, sa prethodnim ispiranjem grudi i ruku.

- Uzorci komercijalnog kravljeg mleka nabavljeni su u mlekari na trzistu Srbije i
koris¢eni su bez dodatne prerade. Radi se o pasterizovanom mleku flaSiranom u
plasti¢nu bocu (PET ambalaza). Mleko je koris¢eno u roku trajanja (10 dana nakon

pakovanja).
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- Navedeno komercijalno kravlje mleko je zamrznuto u originalnom pakovanju u
trajanju od 24 h, nakon ¢ega je odmrznuto, i mleko dobijeno nakon odmrzavanja je
korisS¢eno u daljoj analizi kao nova vrsta mleka, da bi se u cilju optimizacije
ekstrakcije uzeo u obzir i efekat zamrzavanja uzoraka.

- Jogurt od kravljeg mleka pakovan u plasticnu bocu (PET ambalaza), nabavljen je u
marketu na trziStu Srbije.

Uzorci sirovog mleka, surutke i humanog mleka su ¢uvani u staklenoj flasi, dok su

uzorci jogurta i komercijalnog mleka ¢uvani u originalnom pakovanju, u frizideru na 4 °C.

6.6.2. Uzorci alkoholnih pi¢a za optimizaciju te€no-te¢ne

ekstrakcije ftalate

U ovom radu izvrSena je analiza rakija, koje spadaju u grupu zestokih pica i

predstavljaju destilovane napitke koji sadrze etanol u visokom procentu, i sintetickog vina.
6.6.2.1.  Uzorci belih rakija

U cilju optimizacije te¢no-te¢ne ekstrakcije ftalata iz uzoraka rakije korisceni su
slede¢i uzorci belih rakija:

- Bela rakija od jabuke nabavljena je u domacoj vinariji na teritoriji Srbije i
kori§¢ena je bez prethodne obrade. Ova rakija je nabavljena u staklenoj
ambalazi i ¢uvana u originalnom pakovanju pre analiziranja. Sadrzaj etanola
u rakiji od jabuke iznosi 46 v/iv%.

- Votka je kupljena u marketu na teritoriji Srbije. Ovo belo zestoko alkoholno
pice je nabavljeno u staklenoj ambalazi i kao takvo je cuvano u originalnom
pakovanju bez dodatne obrade pre analize. Sadrzaj etanola u votki iznosi
40 viv%.

6.6.2.2.  Uzorci sinteti¢kog vina

U cilju optimizacije te¢no-teéne ekstrakcije ftalata iz uzoraka vina koris¢eno je
sintetiCko vino pripremljeno po instrukciji navedenoj u literaturi (Duca et al., 2012).
Sinteti¢ko vino (1 L) je 15 v/v% rastvor 96 v/v% etanola i 6 g vinske kiseline (99,8%), pri

gemu je pH vrednost vina podesena na 3,5 pomo¢u 5 mol L™ NaOH.
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6.7.  Uzorci plasti¢nih artikala u cilju odredivanja sadrzaja

ftalata

6.7.1. Artikli PCM-a za optimizaciju metode odredivanja ftalata
FTIR tehnikom

U cilju odredivanja ftalata u plasticnoj ambalazi FTIR tehnikom kori$¢eni su artikli
koji se koriste u medicinske svrhe (PCM artikli). PVC PCM artikali koji su analizirani u
radu, a koji se koriste prilikom procesa infuzije, peritonealne dijalize i transfuzije su:
- cevi za infuziju (engl. Infusion Tubing),
- dijalizna kesa (engl. Dialysis bag) sa odgovaraju¢im cevima za dijalizu (engl.
Dialysis Tubing),
- set za transfuziju koji se sastoji od razli¢itih kesa — kesa za prenos krvi (engl.
Transfer bag), kvadrupolna kesa (engl. Quadrupole blood bag), kesa za prijem krvi
(engl. Sag-M blood collection bag) sa odgovaraju¢im cevima za transfuziju (engl.
Transfusion Tubing).
Ovi plasti¢ni artikli koji dolaze u kontakt sa farmaceutskim proizvodima i time
dolaze u kontakt i sa obolelim osobama koje koriste odgovarajuéi tretman, su nabavljeni u

Klinickom centru Ni$ (Srbija).

6.7.2. Artikli PCM-a i plasti¢ne igracke za odredivanje ftalata
GC-MS tehnikom

U cilju odredivanja ftalata u plasticnim artiklima GC-MS tehnikom kori$¢eni su
slede¢i PVC artikli: artikli koji se koriste u medicinske svrhe (PCM) (navedeni u poglavlju
6.7.1.) i PVC igracke.

Analiziranih 19 igracaka je nabavljeno u marketu u NiSu (Srbija) bez jasno nazna¢ne
deklaracije o sastavu. U pitanju su igracke namenjene najmladoj populaciji — bebama, koje
te igratke mogu stavljati u usta. Na Slikama 6a i 6b. su prikazane ispitivane igracke,

numerisane od 1-19, pri ¢emu ¢e se data numeracija koristiti u daljem radu.
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lgracka 1. Igracka 2. Igracka 3.

Igracka 4. Igracka 5. Igracka 6.

Igracka 7. Igracka 8. Igracka 9.

Igracka 10. Igracka 11. Igracka 12.

Slika 6a. Ispitivane PVC igracke
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Igracka 13. Igracka 14. Igracka 15.

Igracka 16. Igracka 17. Igracka 18.

Igracka 19.
Slika 6b. Ispitivane PVC igracke
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6.8.  Uzoreci plasti¢nih artikala u cilju pra¢enja migracije

ftalata

6.8.1. Artikli FCM-a i PCM-a u cilju pra¢enja migracije ftalata

u model recipijent

Za ispitivanje migracije ftalata iz plasticnih materijala koji dolaze u kontakt sa
hranom 1 farmaceutskim proizvodima koris¢eno je 44 razlicitih plasti¢nih artikala. Plasti¢ni
artikli koji dolaze u kontakt sa hranom (FCM) mogu se podeliti u dve grupe: artikli koji
sluze za pakovanje hrane — FP (engl. Food Packaging) i artikli koji sluze za pripremu hrane
— FHE (engl. Food Handling Equipment). FCM (35 artikala) razli¢itih proizvodaca je
nabavljeno u marketima na teritoriji Srbije. PCM su nabavljeni u Klini¢kom centru Ni§
(Srbija) (poglavlje 6.7.1.). Svih 44 artikala koris¢enih u ovoj analizi, njihov broj, kao i vrsta

polimera od kog su napravljeni, su navedeni u Tabeli 8.
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Tabela 8. Opis 44 plasti¢nih artikala koris¢enih u analizi migracije ftalata

Broj analiziranih

Ti
p- Namena artikla Ime artikla razli¢itih komercijalnih
polimera
plasti¢nih artikala
Peritonealna Kesa za dijalizu, cevi za )
dijaliza dijalizu
Kesa za prenos krvi,
PVC ~ kvadrupolna kesa, kesa za
Transfuzija y ) _ 4
prijem Krvi, cevi za
transfuziju
Infuzija Cevi za infuziju 1
o Flasa za mleko, flasa za
Artikli za ) .
) jogurt, flasa za mineralnu
pakovanje hrane
PET vodu, 15
Artikli za Plasti¢na kutija za hranu za
pripremu hrane  jednokratnu upotrebu
Artikli za Kesa za mleko, ¢asa za
o pakovanje hrane jogurt, ¢asa za kiselo mleko 1
Artikli za Daska za secenje hrane, kesa
pripremu hrane  za zamrzivac
oS Artikli za Tanjir za jednokratnu 5
pripremu hrane  upotrebu, kutija za jaja
Artikli za )
PC ] Kesa za pakovanje 1
pripremu hrane
Artikli za .
Celofan ) Folija 1
pripremu hrane
Artikli za )
HDPE ) Kesa za odlaganje, granulat 2
pripremu hrane
Artikli za Kesa za odlaganje sa zipom, )
pripremu hrane  granulat
LDPE
Parenteralna Boca za rastvor za ,

infuzija

parenteralnu infuziju
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6.8.2. Uzorci hrane i plasti¢éni ambalazni materijal za ispitivanje
uticaja faktora na migraciju ftalata iz plasti¢nog

materijala u hranu

Za analiziranje uticaja temperature, ultrazvuka i sadrzaja masti u hrani na migraciju
DEHP-a iz plasti¢ne ambalaze u hranu, koriS¢eni su slede¢i mle¢ni proizvodi: mleko u
prahu, surutka u prahu, infant formula, koji su nabavljeni u marketu na trziStu Srbije.
Izabrani su uzorci mleka sa razli¢itim sadrzajem masti. Nutritivne vrednosti ovih uzoraka
mleka su date u Tabeli 9. Takode, izvr$eno je i ispitivanje migracije DEHP-a u vodu, koja

je uzeta kao referentni recipijent koji je polaran i bez sadrzaja masti.

Tabela 9. Nutritivne vrednosti infant formule, mleka u prahu i surutke u prahu
Masti (%)  Laktoza (%) Proteini (%)

Infant formula 22,8 39,0 10,1
Mileko u prahu 20,0 55,0 9,0
Surutka u prahu 2,0 61,0 11,0

Kao pouzdan izvor DEHP-a je koris¢ena dijalizna kesa (Baxter, USA) poznatog
sadrzaja DEHP-a. Ispitivana kesa sadrzi 35,8% DEHP u odnosu na svoju masu (KosTiC et
al., 2017).

6.8.3. Decje igracke u cilju praéenja migracije ftalata u model

recipijent i vestacku pljuvacku

U cilju pracenja migracije ftalata iz plastiénih deéjih igracaka u model recipijent
(n-heksan) i vestacku pljuvacku koris¢ene su dve vrste decjih igracaka sa poznatim
sadrzajem DEHP-a, koji je odreden GC-MS tehnikom. Za ispitivanje migracije kori$¢ene
su Igracka 8 i1 Igracka 12, navedene u poglavlju 6.7.2.

Vestacka pljuvacka je pripremljena po standardnoj proceduri Evropske komisije
(EC, 2015). U 1 L destilovane vode rastvorene su navedene koli¢ine soli u Tabeli 10., pH
vrednost je podeSena na 6,8 pomocu hlorovodoni¢ne kiseline i na ovaj nacin pripremljena

vestacka pljuvacka je cuvana u mraku.
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Tabela 10. Soli kori$¢ene u pripremi vestace pljuvacke

Jedinjenje I\/IOIekulskaT Koli¢ina soliu L
formula soli rastvora (mmol)
Magnezijum-hlorid MgCl> 0,82
Kalcijum-hlorid CaCl; 1,00
Dikalijumhidrogen-fosfat K2HPO4 3,30
Kalijum-karbonat K2COs3 3,80
Natrijum-hlorid NaCl 5,60
Kalijum-hlorid KCI 10,00
6.8.4. Decje igracke u cilju ispitivanja uticaja faktora na

migraciju ftalata u vestac¢ku pljuvacku

Radi pracenja uticaja UV-A i UV-C svetlosti na strukturu polimera od kog su
napravljene decje igracke, samim tim i na migraciju ftalata iz plastike, koris¢ene su takode

Igracka 8 i Igracka 12, navedene u poglavlju 6.7.2.

6.9. Odredivanje ftalata u hrani

6.9.1. Razvoj i validacija metode odredivanja ftalata u mle¢nim

proizvodima

Svi navedeni uzorci mleka i mle¢nih proizvoda (poglavlje 6.6.1.) korisc¢eni su za
razvoj optimalnog postupka te¢no-tecne ekstrakcije ftalata iz hrane. Ispitano je Cetrnaest
razli¢itih ekstrakcionih postupaka i u svakom su primenjivani razli¢iti uslovi: vrsta
ekstrakcionog sredstva, vreme ekstrakcije, nacin agitacije, isoljavanje, odnos zapremine
rasvaraca prema zapremini uzorka. Parametri koji su posmatrani prilikom izbora optimalnog
postupka ekstrakcije su: mogucnost odvajanja faza, vidljivost granice faza, bistrina
ekstrakata, stvaranje emulzija, dostupnost reagenasa, trajanje ekstrakcije.

Rastvara¢i koris¢eni kao ekstrakciona sredstva su: etil-acetat, n-heksan,
cikloheksan, acetonitril, dihlorometan, dihloretan i trihloretan. Zapreminski odnos
ekstrakcionog sredstva prema uzorku mleka bio je 2:1, agitacija je izvrSena u ultrazvu¢nom
kupatilu u trajnaju od 1 h i ruénim muckanjem u trajanju od 1 h. Kao ekstrakciona sredstva
koris¢eni su 1 polarniji rastvara¢i u odnosu na prethodno navedenu grupu rastvaraca: aceton,
etanol, metanol 1 izopropil alkohol. Ovi rastvaraci su pomesani sa uzorcima mleka u istom

zapreminskom odnosu. Vrsta agitacije je meSanje u ultrazvucnoj kadi 1 h. Pored cistih
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rastvaraca, primenjivane su i smeSe rastvaraca: aceton/n-heksan u zapreminskom odnosu
1:1 i metanol/n-heksan sa zapreminskim odnosom 1:3. Efekat isoljavanja je ispitan
koriS¢enjem acetonitrila sa dodatkom NaCl do zasi¢enja. Kod ovih sistema je takode odnos
ekstrakcionog sredstva prema zapremini uzorka bio 2:1, dok je tip agitacije bio ru¢no
muckanje u trajanju od pola sata. Svi ekstrakcioni sistemi su ostavljeni preko no¢i, kako bi
se razdvojili slojevi.

U cilju validacije metode kvantifikacije ftalata u uzorcima mleka, koris¢eno je samo
komercijalno mleko, koje je razblazeno vodom od 0 do 50 v/v%, pri ¢emu se na taj nacin
uzima u obzir efekat matriksa (sadrzaj masti u mleku). Da bi se utvrdila veza izmedu
sadrzaja masti i efikasnosti metode ekstrakcije za svaki ftalat ponaosob, razblazeni uzorci
komercijalnog mleka sa razliitim nivoima razblazenja su spajkovani ftalatima

koncentracije 3i 6 pug L™

6.9.2. Razvoj metoda odredivanja ftalata u alkoholnim pi¢ima
6.9.2.1. Bele rakije

Optimizacija metode tecno-teéne ekstrakcije (LLE) pet ftalata (DMP-a, DnBP-a,
BBP-a, DEHP-a, DnOP-a) iz belih rakija (poglavlje 6.6.2.1.) izvrSena je ispitivanjem
razli¢itih ekstarkcionih postupaka u kojima su se menjali slede¢i uslovi: nacin agitacije,
vreme trajanja ekstrakcije ftalata iz rakije, broj ponovljenih ekstrakcija, prisustvo etanola u
uzorcima rakija. Parametri koji su praceni prilikom izbora optimalnog postupka ekstrakcije
su: odvajanje faza, vidljivost granice faza, dostupnost reagenasa.

Kao ekstrakciono sredstvo koris¢en je n-heksan, pri ¢emu se uzimalo u obzir da
ekstrakcija n-heksanom moze biti manje efikasna s obzirom na dobru rastvorljivost ftalata
u etanolu i delimi¢nu rastvorljivost n-heksana u etanolu. Radi ispitivanja efekta prisustva
etanola na Recovery vrednost ekstrakcije ftalata iz rakije, izvrSeno je uklanjanje etanola iz
rakija uparavanjem rakije u zagrejanom vodenom kupatilu pre postupka ekstrakcije ftalata
n-heksanom.

Uzorci belih rakija (10 mL) su spajkovani sa 25 pg svakog ispitivanog ftalata. U
cilju Sto boljeg rastvaranja spajkovanih ftalata u rakiji, koriS¢ena je ultrazvuc¢na kada. Nakon
rastvaranja ftalata u rakiji, analiza uzoraka rakije se odvijala u dva pravca — analiziranje
rakije sa datim zapreminskim procentom etanola (10 mL) i analiziranje rakije sa uklonjenim
sadrzajem etanola (nakon uparavanja ostaje oko 5 mL rakije). Kao nain agitacije U

ekstrakcionim postupcima koris¢eno je ruéno muckanje u trajanju od 5 minuta i agitacija
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ultrazvu¢nim talasima u ultrazvu¢noj kadi u trajanju od 10, 20 i 30 minuta. Na ovaj nacin je
ispitan efekat uparavanja etanola iz uzoraka rakije, uticaj nacina agitacije i uticaj vremena
ekstrakcije na efikasnost ekstrakcije ftalata iz belih rakija n-heksanom.

Pored ispitivanja uticaja navedenih parametara, prilikom analiziranja uzoraka votke
primenjen je i postupak ponovljene ekstrakcija u cilju optimizacije te¢no-teéne ekstrakcije
ftalata iz uzoraka belih rakija. Nakon spajkovanja votke, dodavanja n-heksana i
odgovarajuce agitacije, uklonjen je sloj n-heksana, a u uzorak votke je dodata nova koli¢ina
n-heksana i izvr$ena je ponovna ekstrakcija. Ponovljanje ekstrakcije je izvrseno Cetiri puta.
Nakon odvajanja i sakupljanja n-heksanskih slojeva, izvrSeno je isuSivanje n-heksanskog
sloja obogacenog ftalatima kroz filter papir sa anhidrovanim slojem natrijum-sulfata.

Kontaminacija uzoraka pracena je ispitivanjem slepih uzoraka — uzoraka rakije koji
nisu spajkovani ftalatima i koji su tretirani na isti nacin kao i ostali uzorci.

Kvantifikacija ftalata u belim rakijama izvrSena je GC-MS tehnikom. Svaka analiza

je ponovljena tri puta i odredivanje GC-MS tehnikom ponovljeno dva puta.
6.9.2.2.  Sinteti¢ko vino

U cilju optimizacije tecno-teCne ekstrakcije ftalata iz sintetickog vina izvrSeno je
ispitivanje razli¢itih ekstrakcionih postupaka. Uslovi koji su ispitivani u ekstrakcionim
postupcima su sledec¢i: pH vrednost vina, procenat SeCera u vinu, vrsta ekstrakcionog
sredstva, tip agitacije.

Priprema uzorka sintetiCkog vina je vrSena na nacin opisan u poglavlju 6.6.2.2.
Sinteti¢ko vino (10 mL) spajkovano je ftalatima tako da koncentracija svih ftalata u uzorku
vina bude 0,5 ug mL%, 1,0 pg mLti 2,0 ug mL* tako $to je odmereno 50, 100 i 200 pl
ftalata koncentracije 100 ug mL™.

Ispitivanje uslova ekstrakcionog postupka:

1) Tip agitacije

Ispitivana su dva tipa agitacije koja se primenjuju radi efikanijeg postupka
ekstrakcije ftalata iz vina: ru¢no muckanje 1 ultrazvucni talasi u ultrazvuénom kupatilu u
trajanju od 10 minuta, kao ikombinacija ruénog muckanja i ultrazvu¢nih talasa u trajanju od
20 minuta, pri ¢emu je n-heksan primenjivan kao ekstrakciono sredstvo. Analiza je izvrSena

za tri nivoa spajka (0,5, 1,0 i 2,0 pg mL™?) pri pH vrednosti 3,42.
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2) pH vrednost

Ekstrakcija ftalata iz 10 mL uzorka sintetickog vina je vrSena sa 5 mL n-heksana kao
ekstrakcionim sredstvom, pri ¢emu je vrSena promena pH vrednosti vina. pH vrednost vina
je podesavana pomocéu 5 mol L™? NaOH na sledeée vrednosti: 3,42, 4,74, 5,60. Kao tip
agitacije koris¢eno je ru¢no muckanje i ultrazvucni talasi u ultrazvucnoj kadi, dok je vreme

ekstrakcije 10 minuta.

3) Ekstrakciono sredstvo

U cilju optimizacije metode ekstrakcije vrSen je izbor najefikasnijeg ekstrakcionog
sredstva primenom razli¢itih rastvarac¢a u ovu svrhu: n-heksana, etilacetata, cikloheksana, t-
butil-metiletra, hloroforma, dihlormetana. Nakon podeSavanja pH vrednosti sintetickog
vina na 5,60 i spajkovanja, dodato je 5 mL ekstrakscionog sredstva. Na taj nacin ispitano je

6 razlicitih ekstrakcionih postupaka.

4) Sadrzaj sec¢era u vinu

Ispitivan je uticaj procenta Secera U vinu na ekstrakciju ftalata iz vina, promenom
sastava vina dodavanjem Secera tako da sadrzaj Secera u vinu iznosi: 0, 30, 50, 1001 150 g
L. Nakon dodavanja Seéera, izvrSena je ekstrakcija n-heksanom uz agitaciju ru¢nim

muckanjem 1 koriS¢enjem ultrazvuénih talasa.

5) Procenat etanola u vinu

Ispitivan je uticaj procenta alkohola u vinu na ekstrakciju ftalata iz vina, promenom
sastava vina dodavanjem etanola tako da procentni sastav etanola u vinu iznosi 0, 6, 9, 12,
15, 18 i 21 viv%. Kao ekstrakciono sredstvo je korisé¢en n-heksan, a analiza je izvrSena za

jedan nivo spajka — 0,5 pg mL™.

6) Zapreminski odnos ekstrakcionog sredstva i uzorka
Ispitivana su dva odnosa ekstrakcionog sredstva i uzorka — 1:2 i 1:1, tako Sto je
spajkovano 10 mL uzorka kome je dodavavano 5 mL ekstrakcionog sredstva, i tako §to je

spajkovano 5 mL uzorka kome je dodavavano 5 mL ekstrakcionog sredstva.

7) Reekstrakcija

Uticaj reekstrakcije je ispitan tako S$to je ekstrakcija ftalata iz vina ponovljena tri
puta sa 5 mL ekstrakcionog sredstva.

Nakon odgovaraju¢e pripreme uzoraka uz primenu svih navedenih uslova
ekstrakcije, izvrSena je analiza pripremljenih uzoraka GC-MS tehnikom. Priprema svakog

uzorka ponovljena je tri puta, dok je snimanje pomocu GC-MS tehnike izvrSeno dva puta.
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6.10. Odredivanje ftalata u plasticnom materijalu

6.10.1. Razvoj metode odredivanja ftalata u PCM-u FTIR

tehnikom

Navedeni PVC artikli u poglavlju 6.7.1. su izmereni (0,01 g) i rastvoreni u 4 mL
THF-a. Rastvaranje plastike je ubrzano zagrevanjem uz paznju da ne dode do isparavanja i
gubitka THF. Nakon $to je plastika rastvorena u THF-u, THF rastvori plastike su stavljeni
u evaporacione sudove, kako bi se nakon suSenja i isparavanja THF-a dobili odgovarajuci
polimerni diskovi za snimanje FTIR tehnikom. Analiza svakog artikla je obavljena tri puta.

U cilju dobijanja PVC precipitata koji ne sadrze ftalate, dodato je 10 mL n-heksana
u THF rastvore (0,01 g plasti¢nog artikla rastvorenog u 4 mL THF-a). Nakon dodavanja
n-heksana doslo je do reprecipitacije PVC artikala pri ¢emu su ftalati ostali rastvoreni u
supernatantu iznad PVC precipitata. Pomocu centrifuge (3500 rpm) je izvrSeno odvajanje
slojeva, nakon ¢ega je PVC precipitat suSen na 80°C. Osuseni PVC precipitat je pomesSan
sa KBr-om u amalgamatoru i pomo¢u hidrauli¢ne prese su dobijene tablete od polimera bez
ftalata koje su dalje snimljene FTIR tehnikom. Analiza svakog artikla je obavljena tri puta.

Dodatno je izvrSeno gravimetrijsko odredivanje ftalata pomocu analiticke vage sa
tacnosc¢u od + 0,00001 g. Izmerena je masa PVC artikla pre rastvaranja u THF-u i masa
dobijenih PVC precipitata nakon suSenja na 80°C (bez ftalata koji su ostali u supernatantu).
Sadrzaj ftalata je odreden na osnovu razlike u masi izmedu mase PVC artikla i mase
dobijenog PVC precipitata nakon uklanjanja ftalata. Takode je gravimetrijskom metodom
odredena i masa ftalata u supernatantu, tako Sto je osuSen i uparen n-heksan-THF iz
supernatanta, usled ¢ega je dobijen polimerni film. Masa polimernog filma je jednaka masi
ftalata u PVC artiklu.

Umesto n-heksana, kao sredstva za precipitaciju, koriS¢en je i metanol, kako bi se

uporedila dva sredstva za precipitaciju plasticnog polimera.

6.10.2.  Odredivanje ftalata u PCM-u i igratkama GC-MS
tehnikom

U cilju potvde da se radi o PVC igrackama, 19 igracaka navedenih u poglavlju 6.7.2.
rastvoreno je u THF-u. Rastvaranje igracaka je ubrzano koris¢enjem ultrazvucne kade uz
blago zagrevanje. Od 19 igracaka, 18 se rastvorilo u THF-u, dok je jedna igracka ostala
nerastvorena, iz Cega sledi da nerastvorena igracka nije napravljena od PVC-a. Preostalih

18 PVC igracaka, rastvorenih u THF-u, analizirano je na sadrzaj ftalata GC-MS tehnikom.
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Navedenih 7 PVC medicinskih artikala u poglavlju 6.7.1. i 18 PVC dec¢jih igracaka
je izmereno (0,01 g) i rastvoreno u 4 mL THF. U cilju precipitacije polimera, dodato je
10 mL n-heksana u THF rastvore svakog plasti¢nog artikla. Nakon centrifugiranja dobijenih
mutnih rastvora na 3500 rpm i filtriranja supernatanta kroz 0,45 pm PTFE mikrofilter,
otpipetirana je tacna zapremina n-heksan-THF rastvora svakog artikla (10 pl) i razlazena
n-heksanom do 1 mL uz dodatak DBA kao internog standarda, nakon ¢ega je izvrSena
analiza navedenih artikala GC-MS tehnikom.

U analizi PCM artikala precipitacija je takode izvrSena i metanolom, na isti na¢in
kao n-heksanom, nakon Cega je izvrSena kvantifikacija ftalata u metanol-THF rastvoru

PCM artikala pomoc¢u GC-MS tehnike.

6.11. Odredivanje ftalata u vestackoj pljuvacki

U cilju pracenja migracije ftalata iz PVC igracaka u vestaku pljuvacku, najpre je
izvrSena optimizacija metode odredivanja koncentracije ftalata u vestackoj pljuvacki.
Vestacka pljuvacka (5 mL) pripremljena po proceduri opisanoj u poglavlju 6.8.3.
spajkovana je sa 5 analiziranih ftalata, tako da teorijska koncentracija ftalata u vestackoj
pljuvacki iznosi 1, 2, 3, 4 i 6 ng mL™. Postavljeni uslovi i parametri LLE su slede¢i:
n-heksan kao ekstrakcionog sredstva i vreme ekstrakcije i nacin agitacije — 10 min ru¢no
muckanje, a potom 10 min agitacije u ultrazvu¢noj kadi ultrazvu¢nim talasima.

Nakon primenjenog tipa agitacije i nakon bistrenja slojeva, otpipetiran je sloj

n-heksana, i izvr$eno je odredivanje koncentracije ftalata pomocu GC-MS tehnike.

6.12. Praéenje migracije ftalata iz plasticnog materijala

6.12.1.  Pracenje migracije ftalata iz PCM-a i FCM-a u model
recipijent

Potencijal migracije ftalata je ispitivan iz 44 razlicitih plasti¢nih artikala koji su u
kontaktu sa hranom ili farmaceutskim proizvodima, napravljenih od 7 razlicitih tipova
plastike, navedenih u poglavlju 6.7.1. 1 6.8.1. U cilju postizanja Sto veceg stepena migracije
ftalata iz plasticne ambalaze kao recipijent ftalata odabran je rastvarac¢ n-heksan.

Svaki plasti¢ni artikal je iseden na paréi¢e povrsine oko 0,5 cm? koji su potom
izmereni na analitickoj vagi sa tatnos¢u £+ 0.00001 g. Masa svakog parceta plasticnog artikla
navedene povrsine je iznosila oko 0,02 g. Svakom parcetu plasticnog artikla u staklenoj viali

je dodato 5 mL n-heksana, u cilju izluzivanja ftalata iz ovih artikala u n-heksan kao
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recipijent pod razli¢itim uslovima. Uslovi koji su postavljeni su slede¢i: ultrazvuk na sobnoj
temperaturi, produzeno vreme kontakta i muckanje u odgovarju¢em vremenskom intervalu.

Migracija ftalata je pracena u razli¢itim vremenskim periodima: 6, 15 i 30 dana.
Nakon ovih vremenskih perioda, u 900 pl n-heksanskog rastvora obogaéenog ftalatima
dodat je DBA kao interni standard. Kvantitativno odredivanje ftalata se izvrSilo kori§¢enjem
GC-MS tehnike. U cilju dobijanja pouzdanih rezultata sa odredenom standardnom

devijacijom, analiza svakog artikla je izvrSena tri puta.

6.12.2.  Pradenje uticaja faktora na migraciju ftalata iz plasti¢nog

artikla u mleéne proizvode

Priprema uzoraka mleka je izvrSena po instrukciji proizvodaca: u 1 L vode je
rastvoreno mleko u prahu (45 g), surutka u prahu (65 g) i infant formula (45 g). Nakon
odabira pouzdanog izvora DEHP-a (poglavlje 6.8.2.), dijalizna kesa je iseCena na parcice
veli¢ine oko 1 cm?. Svakom uzorku dijalizne kese povrsine 1 cm? dodato je 35 mL navednih
uzoraka mleka. Na ovaj nacin je odnos mase plasticne ambalaZe prema zapremini uzorka
mleka isti kao odnos mase cele dijalizne kese prema zapremini celokupne te¢nosti sadrzane
u kesi.

Nakon pripreme uzoraka mleka kao recipijenata i plasti¢cnog amabalaznog materijala
kao izvora DEHP-a, postavljeni su uslovi za migracione testove. Analiziran je:

1) uticaj vremena izlaganja uzorka plasti¢noj ambalazi na odredenoj temperaturi

izlaganjem pripremljenog uzorka sa plastiénom ambalazom temperaturi od 60°C
60 minuta, sa krajnjim ukupnim vremenom izlaganja od 60 h i

2) uticaj vremena izlaganja uzorka plasti¢noj ambalazi pod dejstvom ultrazvuka

kao dodatnog efekta ve¢ postavljenog migracionog testa na temperaturi od 60°C.

Uticaj temperature na migraciju DEHP-a je izvrSen na slede¢i nacin: uzorci mleka
sa plasticnom ambalazom su meSani na magnetnoj mesSalici 1 zagrevani do temperature od
60°C. Nakon 60 min zagrevanja, uzorci su hladeni na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega su
filtrirani. U filtrirane uzorke je dodavano 20 mL n-heksana kao pogodnog ekstrakcionog
sredstva. Nakon ekstrakcije ftalata iz uzorka uz ru¢no muckenje u trajanju od 15 minuta 1
dodatnu agitaciju u ultrazvucnoj kadi u trajanju od 30 min, ekstrakti su ostavljeni da se
izbistre. n-Heksanski ekstrakt je koncentrovan do zapremine od 1 mL, nakon ¢ega je dodat
interni standard DBA tako da njegova koncentracija u uzorku iznosi 1 pug mL™. Tako
pripremljen uzorak je sniman GC-MS tehnikom. Komadi plasti¢ne ambalaze koji su bili

izlozeni dejstvu temperature i uzocima mleka, su podvrgnuti ponovnim migracionim
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testovima, kako bi se obezbedilo ukupno vreme izlaganja uzoraka temperaturi od 60 h.
Migracija je vrSena do postizanja platoa na krivoj m = f(t), gde je m masa migriranog
DEHP-a i t vreme izlaganja.

Uticaj ultrazvuka kao dodatnog efekta temperaturi na migraciju DEHP-a iz plasti¢ne
ambalaze je izvrSen na prethodno naveden nacin, S tom razlikom da je mesanje izvrSeno u
ultrazvuénom kupatilu pod uticajem ultrazvuka.

Ovom analizom je izvrSeno i pracenje uticaja sadrzaja masti u mle¢nim proizvodima
na migraciju ftalata iz plasticne ambalaze u navedene mlec¢ne proizvode.

Svaki migracioni test je izvrSen tri puta na istom uzorku mleka, dok je kvantifikacija
svakog uzoraka pomocu GC-MS tehnike izvrSena dva puta. Kako bi se u obzir uzela
kontaminacija uzoraka u laboratoriji, analizirani su blanko uzorci, uzorci mleka bez komada

plastike koji tretirani na isti nacin kao uzorci mleka sa plasticnom ambalazom.

6.12.3.  Pradenje migracije ftalata iz plasti¢nih igra¢aka u model

recipijent i vestacku pljuvacku

Pracenje migracije ftalata iz Igracke 8 i Igracke 12 navedenih u poglavlju 6.7.2. je
izvrSeno postavljanjem migracionih testova. Kao recipijent ftalata odabran je n-heksan i
vestacka pljuvacka, kako bi se uporedio maksimalni stepen migracije ftalata iz plasticne
ambalaze u n-heksan i realni scenario migracije ftalata u vestacku pljuvacku, jer su
ispitivane igracke igracke koje deca mogu stavljati u usta.

1) Migracija ftalata iz PVC igracaka u model recipijent

Odabrane PVC igracke su ise¢ene na paréiée povrsine oko 0,5 cm?, pri ¢emu je masa
svakog artikla za analizu iznosila oko 0,02 g, pri ¢emu je merenje vrSeno sa ta¢no$c¢u od
+ 0,00001 g. Svakom ise¢enom i izmerenom plastiénom artiklu je dodato 5 mL n-heksana
nakon ¢ega se vrsio postupak praé¢enja migracije ftalata iz PVC igra¢aka u model recipijent
n-heksan u trajanju od 6, 15 i 30 dana, tako Sto je nakon 6 dana otpipetirana zapremina
recipijenta (250 L) i razblaZena 4 puta n-heksanom, a onda je od tog rastvora otpipetirano
10 pL, dodato 100 puL DBA (10 pg mL™1) i 890 mL n-heksana. Tako pripremljen rastvor je
analiziran GC-MS tehnikom. Analiza je ponovljena i nakon izvrSenih migracionih testova
u trajanju od 15 i 30 dana. U cilju dobijanja pouzdanih rezultata sa odredenom standardnom
devijacijom, analiza svakog artikla je izvrSena tri puta.

2) Migracija ftalata iz PVC igracaka u vestacku pljuvacku

Odabrane PVC igracke su podvrgnute slede¢im migracionim testovima:
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- PVC igracka, povrsine oko 1 cm?, prelivena je vestackom pljuvackom (5 mL).
Izvr$eno je energi¢no muckanje koris¢enjem Vortex Genie u trajanju od
10 minuta. Zatim je isto parée PVC igracke preliveno novom zapreminom
vestacke pljuvacke (5 mL), nakon Cega je ponovljeno energicno muckanje
koris¢enjem Vortex Genie u trajanju od 10 minuta. IzvrSeno je skupljanje 10 mL
vestacke pljuvacke, koje je dalje podvrgnuto optimizovanoj LLE ekstrakciji sa
n-heksanom po postupku opisanom u poglavlju 6.11. Ovaj test simulira realne
uslove u kojima dete 20 minuta energi¢no zva¢e PVC igracku, pri ¢emu dolazi
do potencijalne migracije ftalata iz PVC igracke u pljuvacku deteta, ¢ime dete
moze biti izlozeno dejstvu ftalata;

- PVC igragka, povrsine 0,5 cm?, prelivena je sa 5 mL vestacke pljuvacke.
Migracioni test se odvijao u okviru 5, 15 i 30 dana. Nakon 5, 10, odnosno 30
dana vestacka pljuvacka koja je potencijalno kontaminirana ftalatima je dalje
bila podvrgnuta optimizovanoj LLE ekstrakciji sa n-heksanom. Ovaj test je
eksperimentalan, s obzirom na to da ne simulira realne uslove pri kojima dolazi
do migracije ftalata iz PVC igrac¢aka u pljuvacku, i postavljen je radi poredenja

rezultata dobijenih nakon migracije ftalata.

6.12.4.  Pracenje uticaja faktora na migraciju ftalata iz PVC

igracaka u model recipijent i vestacku pljuvacku

Dve igracke (Igracka 8 i Igracka 12), u kojima je odreden sadrzaj DEHP-a u
prethodnom istrazivanju, navedene u poglavlju 6.7.2., ozracene su UV-A svetloséu i UV-C
svetlos¢u odredeni vremenski interval, u cilju analize uticaja UV-A i UV-C svetlosti na
promenu u strukturi polimera PVC artikala, a samim tim i na migraciju ftalata iz navedenih
PVC artikala. Za zracenje UV-A svetlos¢u talasne duzine 365 nm korisc¢ena je UV komora.
Kao izvor UV-C zracenja koriséen je UV fotoeraktor sa zivinim lampama niskog pritiska,
snage 28 W, sa maksimumom zra¢enja na 254 nm, proizvodaca Philips (Holandija), pri
¢emu su igracke postavljene na udaljenosti od 5 cm od navedenih lampi. Ispitivanjem
UV-A zracenja se donekle oponasa sunceva svetlost, dok se ispitivanjem UV-C zracenja
postavlja eksperimentalni ogled u cilju poredenja uticaja ova dva zracenja na migraciju
ftalata iz PVC igracaka.

UV-A svetlos¢u su zracene PVC igracke u trajanju od 1, 2, 4, 6, 12, 24 h, dok su

UV-C svetlos¢u zracene PVC igracke u trajanju od 112 h.
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Da bi se odredio procenat migracije ftalata iz ozracenih igracaka, pre migracionih
testova je izvrSena je kvantifikacija ftalata, odnosno kvantifikacija DEHP-a, u ozra¢enim
PVC igrackama na nacin opisan u poglavlju 6.10.2.

Nakon odgovarajuéeg zracenja UV-A 1 UV-C svetlo$c¢u postavljeni su migracioni
testovi:

- Uslovi za migraciju ftalata iz ozra¢enih PVC igracaka u model recipijent
(n-heksan) su isti kao i za migraciju ftalata iz neozracenih igracaka (poglavlje
6.12.3.);

- Migracija ftalata iz ozraCenih PVC igracaka u vesStaCku pljuvacku je takode
izvedena na isti nacin kao 1 migracija ftalata iz neozracenih igracaka u vesStacku

pljuvacku (poglavlje 6.12.3.).

74



Danica S. Bogdanovic Rezultati i diskusija Doktorska disertacija

REZULTATI1
DISKUSIJA

75



Danica S. Bogdanovic Rezultati i diskusija Doktorska disertacija

7. REZULTATI ODREPIVANJA FTALATA U MLECNIM
PROIZVODIMA

7.1.  Rezultati optimizacije te¢no-tecne ekstrakcije ftalata iz

uzoraka hrane

Optimizacija ekstrakcionog postupka je izvrSena ispitivanjem sledecih operativnih
parametara:
- vrsta ekstrakcionog sredstva,
- odnos zapremine ekstrakcionog sredstva prema zapremini uzorka,
- vreme ekstrakcije,
- nacin agitacije,
- isoljavanje i
- vrsta mleka.
IzvrSena je analiza 14 ekstrakcionih postupaka za ekstrakciju ftalata iz uzoraka
mleka. Optimalno ekstrakciono sredstvo potrebno je da ima:

visoku tacku kljucanja i1 nizak pritisak pare u cilju smanjenja rizika od
isparavanja,
- nerastvorljivost rastvaraca u uzorcima mleka za prevenciju gubitka rastvaraca,
- adekvatan odziv pri hormatografskoj analizi i
- visok koeficijent razdvajanja analita (visoku selektivnost).

Na osnovu navedenih kriterijuma 1 zbog Cinjenice da mleko formira stabilne
emulzije sa velinom rastvaraca, svi ispitivani ekstrakcioni postupci su okarakterisani
izgledom ekstrakta i rafinata, bistrinom ekstrakata, moguénoséu dobrog definisanja fazne
granice, dobrim faznim odvajanjem, moguénos$¢u stvaranja emulzija. Od ispitivanih
ekstrakcionih sredstava, prikazanih u Tabeli 11 a. i 11 b., n-heksan se pokazao kao najbolje
ekstrakciono sredstvo zbog Cinjenice da daje homogeni i bistri ekstrakt sa jasno definisanom
granicom izmedu faza i dobrim odvajanjem faza.

U cilju povecanja efikasnosti ekstrakcije vrSena je agitacija uzoraka ekstrakcionim
sredstvima: ru¢nim muckanjem i meSanjem u ultrazvucnoj kadi pod uticajem ultrazvuka,
kako se ne bi stvarale stabilne emulzije bez vidljive granice faza i bez mogucnosti odvajanja

faza.
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Analizirano je vreme ekstrakcije potrebno za postizanje stabilnog stanja sistema.

Vreme ekstrakcije je varirano u opsegu od 10 do 60 minuta. Kao najpovoljnije vreme

ekstrakcije odabrano je 15 min.

Tabela 11 a. Ispitivani ekstrakcioni postupci za ekstrakciju ftalata iz mle¢nih proizvoda

Ekstrakciono sredstvo

Izgled

ekstrakta

rafinata

Granica faza

Odvajanje

faza

Aceton:n-heksan

1000 mL razblazenog mleka je
izmes$ano sa 10 mL acetona i 10 mL
n-heksana. IzvrSeno je rucno
muckanje od 1 h za obogacivanje
ekstrakta. Nakon stajanja preko noci,
uzeta je n-heksan/aceton faza koja je
uparavana do suva i rastvorena u

n-heksanu.

Heterogen,

kremast

Zut,

neproziran

Nije
definisana

Acetonitril:NacCl

1000 mL razblazenog mleka je
izmeSano sa 20 mL acetonitrilai 20 g
NaCl. Izvrseno je ru¢no muckanje od
1 h za obogacivanje ekstrakta. Nakon
stajanja preko noéi, uzeta je faza
acetonitrila koja je uparena do suva i

rastvorena u n-heksanu.

Homogen,

jasan

Precipitat

Dobro

definisana

Metanol:n-hexane

1000 mL razblazenog mleka je
izme$ano sa 5 mL metanola i 15 mL
n-heksana. IzvrSeno je rucno
muckanje od 1 h za obogacivanje
ekstrakta. Nakon stajanja preko noci,
uzeta je faza metanol/n-heksan koja
je uparena do suva i rastvorena u

n-heksanu.

Heterogen,

neproziran

Voluminoz

ni precipitat

Nije
definisana
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Tabela 11 b. Ispitivani ekstrakcioni postupci za ekstrakciju ftalata iz mleénih proizvoda

_ Izgled ) Odvajanje
Ekstrakciono sredstvo i Granica faza
ekstrakta rafinata faza
Acetonitril
500 mL razblazenog mleka je
pomeSano sa 20 mL acetonitrila.
Agitacija: 1 h na ultrazvu¢nom
kupatilu i 1 h ruénog muckanja. .
] Voluminoz B
Ekstrakt je podvrgnut novom uzorku  Heterogen, ) Nije
ni -
(500 mL) radi obogacdivanja ekstrakta, zut o definisana
precipitat
sa kona¢nim odnosom ekstraktanta i
rastvaraca  1:50.  Mikstura je
ostavljena preko noci, a kombinovani
ekstrakt je uparen do suva i ponovo
rastvoren u n-heksanu.
Etilacetat Homogen, Sjedinjen, Dobro
+
Ista procedura kao kod acetonitrila jasan kremast definisana
Cikloheksan Homogen, Penast Dobro
+
Ista procedura kao kod acetonitrila jasan precipitat definisana
n-Heksan Homogen, o Dobro
o ) Precipitat o +
Ista procedura kao kod acetonitrila jasan definisana
Dihlormetan Heterogen, o Dobro
o . Precipitat L +
Ista procedura kao kod acetonitrila neproziran definisana
Trihloretan Heterogen, o Dobro
o . Precipitat L +
Ista procedura kao kod acetonitrila neproziran definisana
Dihloretan Heterogen, o Dobro
o . Precipitat L +
Ista procedura kao kod acetonitrila neproziran definisana
Ekstrakciona sredstva rastvorena u Izgled ekstrakta i Interfacijalna Odvajanje
uzorcima mleka rafinata granica faza
Metanol o -
Heterogen, koloidni N
Etanol ) Nije -
) rastvor, voluminozan o
Isopropil alkohol o definisana -
precipitat
Aceton -

Isoljavanje meSavine mleka i organskog rastvaraca koji se mesa sa vodom (u ovom
slu¢aju acetonitril) izaziva bolje odvajanje rastvaraca od uzorka mleka i stvaranje dvofaznog
sistema. Na ovaj nacin nastaje jasno definisana granica faza, ali i adhezija mle¢nih kapljica

na zidovima posuda, $to ¢ini ovu metodu nepogodnom.
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Literaturni podaci navode da je najbolji odnos rastvaraca prema uzorku na nivou
20:1 (PERez-PALAcCIOS et al., 2012). Da bi se utvrdila optimalna koli¢ina rastvaraca
neophodna za efikasnu ekstrakciju, na osnovu izgleda ekstrakta, granice faza i mogucnosti
odvajanja faza, kori§¢eni su razli¢iti odnosi zapremine rastvaraca prema zapremini uzorka.
Ustanovljeno je da je zbog razblazenja mleka zadovoljavaju¢i odnos rastvaraca prema
zapremini uzorka 1:50, pri ¢emu se ekstrakt podvrgava viSestepenom dodavanju novih
zapremina uzorka. Na ovaj nac¢in dolazi do vece koncentracije analita i smanjenja potroSnje
rastvaraca.

Analiziranje uticaja vrste mleka je pokazalo da svi uoceni efekti kod komercijalnog
mleka, vaze i za preostalih pet analiziranih vrsta mleka i mle¢nih proizvoda — sirovo kravlje
mleko, surutka, jogurt, humano mleko i odmrznuto komercijalno mleko.

Rezultati dobijeni ispitivanjem 14 razli€itih ekstrakcionih postupaka pokazuju da je
najefikasniji slede¢i ekstrakcioni postupak: n-heksan kao ekstrakciono sredstvo, odnos
zapremine rastvaraca i zapremine uzorka 2:1, pri ¢emu se vr$i obogacivanje ekstrakta
podvrgavanjem ekstrakta novoj zapremini rastvaraca, radi dobijanja kona¢nog odnosa
zapremine rastvaraca prema zapremini uzorka 1:50, i vreme ekstrakcije od 15 do 30 minuta,

uz ru¢no muckanje kao nacin agitacije.

7.2.  Validacija metode odredivanja ftalata u mle¢nim

proizvodima

Nakon optimizacije te¢no-teCne ekstrakcije 1 odabira pogodnih parametara za
ekstrakciju ftalata iz uzoraka hrane (mleka i mle¢nih proizvoda) izvrSena je validacija
metode odredivanja ftalata u hrani. U svrhu validacije ove metode koris¢eno je komercijalno
mleko, razblazeno destilovanom vodom od 0 do 50 v/v%. Sukcesivno razblazivanje
komercijalnog mleka je izvrSeno zbog uticaja sadrzaja masti u mleku na efikasnost
ekstrakcije ftalata. Pod uticajem poviSenog procenta masti u mleku moze do¢i do smanjenja
analiticke osetljivosti, preciznosti i odgovora hromatografskog sistema. Ispitani su sledeci
parametri validacije: linearnost, selektivnost/specifi¢nost, preciznost, tacnost, osetljivost,

granica detekcije i kvantifikacije.
7.2.1. Linearnost analiticke metode

Prema preporukama Europian commission decision 2002/657/EC u cilju validacije
metode, ispitana je linearnost metode. Dobijene kalibracione prave instrumentalne metode

su linearne u opsegu koncentracije ftalata od 0,25 do 2,50 ug mL™ sa koeficijentima
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korelacija ve¢im od 0,990 za svaki ftalat i prikazane su na Slici 7. Linearni dinamicki opseg
je §iri i obuhvata opseg koncentracije ftalata od 2,50 do 50 pg mL™. U Tabeli 12. se nalaze
podaci vezani za kalibracione prave instrumentalne metode odredivanja ftalata Koji
ukljucuju vrednosti iseCka, nagiba i koeficijenta korelacije kalibracionih prava za DMP,
DnBP, DEHP i BBP.
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Slika 7. Kalibracione prave instrumentalne metode odredivanja: a) DMP-a, b) DnBP-a,
c) BBP-a, d) DEHP-a. Pa i Pis predstavljaju povrsine hromatografskih pikova analita i
internog standarda respektivno

Tabela 12. Vrednosti odsecka, nagiba i koeficijenta korelacije kalibracionih prava
instrumentalnih metoda odredivanja DMP-a, DnBP-a, DEHP-a i BBP-a

Jednagina prave Koeficijent korelacije (R?)
DMP  y = (3,180 + 0,026) x — (0,019 + 0,036) 0,099
DnBP  y = (12,883 + 0,152) x — (0,570 + 0,213) 0,099
DEHP y = (1,992 + 0,055) x — (0,050 + 0,078) 0,097
BBP  y = (0,905 + 0,017)x + (0,048 + 0,024) 0,999
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Kalibracione prave matriksa dobijene su spajkovanjem razblazenih uzoraka mleka
(0, 2, 15 i 50 v/v%) sa cCetiri ispitivana ftalata (DMP, DnBP, BBP, DEHP) u pet
koncentracionih nivoa. Svaka serija je ponovljena Sest puta. Dobijene kalibracione prave
matriksa su prikazane na Slici 8. i linearne su u opsegu koncentracija ftalata od 0 do 5 pug
mL? sa kalibracionim koeficijentima visim od 0,985 za svaki ftalat. U Tabeli 13. su
navedene jednacine dobijenih prava i koeficijenti korelacije za svaki ftalat i nivo razblazenja

mleka ponaosob.
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Slika 8. Kalibracione prave matriksa za svaki ispitivani ftalat: a) DMP, b) DnBP,
c) BBP and d) DEHP. Pa i Pis predstavljaju povrsinu pika na hromatogramu koji poticu od

analita i internog standarda
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Tabela 13. Jednacine prave matriksa i koeficijenti korelacije za DMP, DnBP, DEHP i BBP

Razblazenje Koeficijent
mleka (v/v%) Jednacina prave korelacije
(R?)

0 y = (0,396 + 0,003) x — (0,007 + 0,007) 0,999

OMP 2 y = (0,267 + 0,001)x + (0,001 + 0,003) 0,999
15 y = (0,142 + 0,005) x — (0,012 + 0,013) 0,997

50 y = (0,021 + 0,001) x — (0,001 + 0,002) 0,998

0 y = (9,176 + 0,065)x + (0,183 + 0,136) 0,999

R 2 y = (7,676 £ 0,034)x + (0,047 £+ 0,093) 0,999
15 y = (4,350 + 0,023) x — (0,056 + 0,060) 0,999

50 y = (0,282 + 0,006) x — (0,008 + 0,01) 0,998

0 y = (1,407 £ 0,009) x — (0,021 £+ 0,018) 0,997

DEHP 2 y = (1,136 £ 0,003) x — (0,004 £+ 0,007) 0,999
15 y = (0,764 + 0,014) x — (0,034 £+ 0,035) 0,999

50 y = (0,099 £+ 0,001) x — (0,002 + 0,003) 0,999

0 y = (0,753 +£ 0,007)x — (0,021 + 0,016) 0,999

BBP 2 y = (0,638 + 0,004)x — (0,015 + 0,011) 0,999
15 y = (0,349 £ 0,011) x — (0,031 £+ 0,028) 0,998

50 y = (0,037 £ 0,002)x — (0,003 + 0,006) 0,994

7.2.2. Selektivnost/Specifi¢nost analiticke metode

Selektivnost metode je odredena snimanjem standarda ftalata, internog standarda i
uzoraka koji sadrze ftalate od interesa u rezimu potpunog skeniranja (FS). Identifikacija
ciljanih jedinjenja je zasnovana na prisustvu pika target i kvalifikacionih jona na odredenom
relativnom retencionom vremenu i njihovim intenzitetima. Selektivnost zahteva
zadrzavanje relativnih retencionih vremena za svaki ftalat u uzorku, za koje je u ovoj analizi
utvrdeno da su u okviru odstupanja od 2,5% u poredenju sa standardima. Pored toga, prac¢en
je i odnos intenziteta target i kvalifikacionih jona za svaki ftalat. Svi odnosi su bili u okviru
preporucenih tolerancija u poredenju sa standardima kako to zahteva Europian commission
decision 2002/657/EC iz ¢ega proizilazi da je ispitivana metoda selektivna.

Specificnost je pretezno funkcija merne tehnike, ali to varira u zavisnosti od klase

jedinjenja koja se analiziraju kao i od matriksa, i predstavlja sposobnost metode da razlikuje
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analit koji se odreduje od ostalih supstanci prisutnih u uzorku. Specifiénost GC-MS metode
je ispitivana za sve analizirane ftalate po instrukcijama Europian commission decision
2002/657/EC. Analiziran je Cist rastvara¢ (n-heksan), standardni rastvor Cetiri ftalata u n-
heksanu, standardni rastvor internog standarda (DBA), standardni rastvora Cetiri ftalata i
DBA, blank uzorci i spajkovani uzorci sa ispitivanim ftalatima. Snimanje je izvrSeno u dva
rezima rada: rezim potpunog skeniranja (FS) i rezim pracenja selektovanog jona (SIM). Na
FS GC-MS hromatogramima nisu primeéene nikakve smetnje (signali, pikovi, tragovi jona)
u oblasti koji je od interesa, gde se pojavljuju ftalati i interni standard, iz ¢ega proizilazi da
je ispitivana metoda specifi¢na. U SIM rezimu rada je izvrSena detekcija ftalata na osnovu
vrednosti m/z i dobijen GC-MS hormatogram standardnog rastvora koji sadrzi DMP, DnBP,
BBP i DEHP u koncentraciji 0,25 pg mL™ i DBA u koncentraciji 1 ug mL™ je prikazan na
Slici 9. Kao osnovni (target) pikovi ispitivanih ftalata odabrani su m/z 149 za DnBP, BBP i
DEHP i m/z 163 za DMP za dalje istrazivanje, dok je osnovni jon za DBA m/z 185. Pored
ovih target jona karakteristi¢ni su i kvalifikacioni joni koji sluZe za dodatnu karakterizaciju
GC-MS hromatograma. Vrednosti m/z target i kvalifikacionih jona i retenciona vremena

ftalata su dati u Tabeli 14.
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Slika 9. GC-MS hromatogram standardnog rastvora koji sadrzi DMP, DnBP, BBP i DEHP
u koncentraciji 0,25 pug mL™* i DBA u koncentraciji 1 pg mL™? (SIM rezim rada)
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Tabela 14. Target i kvalifikacioni joni sa retencionim vremenima za ispitivane ftalate

Retenciono Pocetno vreme
Ftalat m/z% ] ]

vreme (min) (min)
DMP 163, 194 8,03 7,80
DnBP 149, 150, 223, 205 11,57 11,20
BBP 149, 91, 206, 238 16,02 15,50
DEHP 149, 167, 279, 150 18,39 17,90
DBA 185, 129, 111 9,95 9,70

a Target joni su boldirani

7.2.3. Preciznost analiticke metode

Za odredivanje repetabilnosti treba uraditi najmanje pet analiza. Repetabilnost je
odredena snimanjem spajkovanih uzoraka razblazenog mleka sa dve razlicite koncentracije
svakog ftalata pet puta (n=5) u toku jednog dana u uslovima ponovljivosti.

Preciznost, izrazena kao koeficijent varijacije, u uslovima ponovljivosti unutar
jednog 1 vise dana, data je u Tabeli 15 a. i 15 b. za sve ispitivane ftalate sa navedenim
koncentracijama za Cetiri nivoa razblazenja mleka (0, 2, 15 i 50 v/v%). Izraunate vrednosti
za repetabilnost se krecu od 1,54 do 4,73 za sve analizirane ftalate. Ove vrednosti su nize
od predvidene vrednosti izradunate pomoéu Horwitz-ove jednadine 4,793 za 3 pug Lt i 4,320
za 6 pg L2, kao §to je predlozeno od strane Europian commission decision 2002/657/EC,

pa se smatra da je metoda prihvatljiva po pitanju preciznosti za odredivanje Cetiri ftalata.
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Tabela 15 a. Preciznost i tatnost metode odredivanja ftalata u matriksima mleka

Razblazenje =~ Koncentracija .
Recovery Repetabilnost

Analit mleka ftalata
(%) (n=5)
(VIV%) (ug mLY)
0 3 14,00 442
6 10,65 1,73
) 3 7,10 2,48
6 10,01 1,61
DMP
3 13,83 4,05
15
6 11,64 3,12
3 11,76 3,47
50
6 9,33 2,76
0 3 75,00 3,28
6 79,04 3,69
) 3 60,86 1,81
6 63,23 1,54
DnBP
3 34,04 4,73
15
6 43,87 2,29
3 4,41 4,56
50
6 5,07 3,54
0 3 125,00 3,70
6 135,00 3,45
5 3 92,34 1,54
6 84,80 1,60
BBP
3 46,81 4,34
15
6 66,19 1,79
3 8,66 4,29
50
6 9,33 3,86
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Tabela 15 b. Preciznost i ta¢nost metode odredivanja ftalata u matriksima mleka

Razblazenje =~ Koncentracija .
Recovery Repetabilnost

Analit mleka ftalata
(%) (n=5)
(VIvor) (ug mLY)
0 3 135,00 4.06
6 119,84 3,78
) 3 69,22 1,89
6 77,11 2,01
DEHP

3 60,00 1,46

15
6 59,28 2,28
3 10,95 1,99

50
6 10,94 1,58

7.2.4. Tacnost analiticke metode

Tacnost se najéeSce izrazava kao procenat prinosa analitickog postupka (Recovery)
za poznatu dodatu koli¢inu analita u uzorak. Za odredivanje tacnosti treba koristiti najmanje
tri razlicite koncentracije analita u uzorcima i analizu ponoviti tri puta.

Tacnost metode je ispitana spajkovanjem uzoraka razblazenog mleka (0, 0,5, 2, 3,
6, 10, 15, 30, 50 v/v%) sa tri razli¢ite koncentracije ftalata, pri ¢emu je svaka analiza
povoljena pet puta. Dobijen je srednji prinos (iskoris¢enje) ove metode izrazen kao
Recovery vrednosti. Na Slici 10. dat je graficki prikaz smanjenja Recovery vrednosti sa
povecanjem procenta masnoce mleka za DnBP, BBP i DEHP, i konstantnost Recovery
vrednosti za DMP, kada su uzorci razblazenog mleka spajkovani sa 6 pg mL™? svakog
ftalata. U Tabeli 16. prikazane su Recovery vrednosti za metodu odredivanja ftalata u

razblazenim uzorcima mleka spajkovanih sa 3 pug mL svakog ftalata.
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Slika 10. Recovery vrednosti (%) metode odredivanja ftalata u razblazenim uzorcima

mleka spajkovanih sa 6 pg mL* svakog ftalata: a) DMP, b) DnBP, ¢) BBP and d) DEHP

Tabela 16. Recovery vrednosti metode odredivanja ftalata u razblazenim uzorcima mleka

spajkovanih sa 3 ug mL™ svakog ftalata: a) DMP, b) DnBP, ¢) BBP and d) DEHP

Sadrzaj mleka (v/iv%) DMP  DnBP BBP DEHP
0 14,00 75,00 125,00 135,00
0,5 10,82 62,30 89,51 73,61
2 7,10 60,86 92,34 69,22
3 10,12 61,78 90,18 68,00
6 13,10 54,14 72,41 65,00
10 13,10 41,72 57,24 71,03
15 13,83 34,04 46,81 60,00
30 13,33 25,45 37,27 45,00
50 11,76 4,41 8,66 10,95
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7.2.5. Osetljivost analiticke metode

Poredenjem vrednosti nagiba kalibracionih prava za Cetiri ispitivana ftalata (Slika
8., Tabela 13.) koje se odnose na standardne rastvore i razliCite matrikse (razli¢iti nivoi
razblazenja mleka) zakljuCuje se da je metoda odredivanja ftalata u mle¢nim proizvodima
najosetljivija za DnBP, potom sledi DEHP i BBP, redom, dok je najmanje osetljiva za DMP.
Vrednosti nagiba krive pokazuju da je odziv hromatografskog sistema najnizi za uzorak
vodi. Ovo je i dovelo do razvoja strategije za eliminaciju efekta matriksa razblazivanjem
uzoraka mleka, posebno kada se vrsi odredivanje hidrofobnijih ftalata. Na osnovu nagiba se
dolazi i do podatka da ¢e koncentracije ftalata analiziranih u uzorcima mleka biti uopSteno
nize, $to pokazuje negativan efekat matriksa na odredivanje ftalata, ¢ine¢i manje stabilan

odziv hromatografskog sistema i nizu analiticku osetljivost.
7.2.6. Granica detekcije i kvantifikacije

Na osnovu navedenih formula u poglavlju 5.1.6. izracunate su vrednosti LOD i LOQ

ispitivanih ftalata za datu metodu i dobijene vrednosti su date u Tabeli 17.

Tabela 17. LOD i LOQ za DMP, DnBP, BBP i DEHP
LOD (ug mL?)  LOQ (ug mL™)

DMP 0,04 0,12
DnBP 0,01 0,05
BBP 0,02 0,08
DEHP 0,04 0,12
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7.3.  Efikasnost ekstrakcije ftalata iz mle¢nih proizvoda

validovanom metodom

Nakon izbora najoptimalnijih parametara za ekstrakciju ftalata iz mle¢nih proizvoda
i izvrSene validacije metode odredivanja ftalata u mleku utvrdena je efikasnost ekstrakcije
ftalata iz mleka. Svaki razblazeni uzorak komercijalnog mleka sa razli¢itim nivoima
razblaZenja je spajkovan sa dve koncentracije ftalata, sa 3 i 6 pug L™, ponaosob, na osnovu
Cega je odredivan stepen efikasnosti ekstrakcije predstavljen u vidu Recovery vrednosti.

Efikasnost ekstrakcije DnBP, BBP i DEHP raste sa procentom razblazenja mleka,
kao $to je i o¢ekivano. Tako su dobijene Recovery vrednosti za veca razblaZzenja mleka vece
za oko 60 — 80% u poredenju sa razblazenjem mleka od 50 v/v% (Slika 10., Tabela 16.).
Niska Recovery vrednost (oko 10%) za uzorak sa 50% udela mleka je takode ocekivana,
uzrokuje manji prelaz ftalata iz mleka u nepolarni ekstrakt. Recovery vrednosti za ftalate u
uzorcima vode (0 v/iv% mleka) su o¢ekivano najveci, kreéu se u opsegu od 75 do 135%, sto
je u korelaciji sa prethodnim ispitivanjima komercijalnih uzoraka flasirane vode
(MiLoJskovic et al., 2014; MiLoJkovic et al., 2014).

Ova metoda se pokazala kao neefikasnom za ekstrakciju DMP, $to pokazuju niske
Recovery vrednosti, koje su posledica toga $to je DMP ftalat sa najmanjom molarnom
masom, sa jednim ugljenikovim atomom u bo¢nom lancu ugljovodonika, sa najve¢om
rastvorljivoséu u vodi od ostalih ispitivanih ftalata i sa najmanjom vrednosc¢u koeficijenta
ravnotezne raspodele ftalata izmedu oktanola i vode (Tabela 1.). Kao takav, tezi da ostane
u polarnijoj sredini kao §to je razblazeno mleko, u odnosu na nepolarni n-heksan.

Isti trend smanjenja Recovery vrednosti je primecen i za spajk sa nizom
koncentracijom ftalata od 3 pug L™ (Tabela 16.) i za spajk sa visom koncentracijom ftalata
od 6 pg L, kao $to je prikazano na Slici 10.
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8. REZULTATI ODREDPIVANJA FTALATA U ALKOHOLNIM
PICIMA

8.1.  Rezultati odredivanja ftalata u belim alkoholnim
pi¢ima
8.1.1. Rezultati optimizacije te¢no-tec¢ne ekstrakcije ftalata iz

uzoraka belih alkoholnih pic¢a

S obzirom nato da se ftalati dobro ratvaraju u n-heksanu, kao sredstvo za ekstrakciju
ftalata iz alkoholnih pica se obi¢no koristi upravo ovaj organski rastvarac. lako se n-heksan
mesa sa etanolom prisutnim u rakiji, odvajanje slojeva alkohola i n-heksana i migracija
ftalata iz rakije u n-heksan se izvrsila usled prisustva vode u rakiji. Sa aspekta razdvajanja
dva sloja (alkoholnog i n-heksanskog) koje se odvilo jasno i vidljivo, potvrden je dobar
izbor ekstrakcionog sredstva.

Nakon odgovarajuée pripreme uzoraka belih rakija opisane u poglavlju 6.9.2.1.,
vrSena je optimizacija razli¢itih uslova tecno-te¢ne ekstrakcije (vreme ekstrakcije, nacin
agitacije, ponovljena ekstrakcija, uklanjanje etanola iz uzoraka rakije), a zatim je izvr$eno
snimanje pripremljenih uzoraka GC-MS tehnikom. Na osnovu rezultata Recovery testova
ponovljenih tri puta i datih u Tabelama 18-21., dobijeni su optimalni uslovi ekstrakcije
ftalata iz belih rakija.

Efekat ponovljene ekstrakcije je ispitivan samo za uzorke votke i podaci iz Tabela
18. i 19. pokazuju da ponovljena ekstrakcija ne uti¢e znacajno na povecanje Recovery
vrednosti za DnBP, BBP, DEHP i DnOP i u slucaju uparene i neuparene votke. Povecéanje
Recovery vrednosti iznosi 1,58 - 6,52% nakon druge ekstrakcije, 2,60 - 11,20% nakon trece
ekstrakcije, 9,87 - 21,32% nakon ¢etvrte ekstrakcije. Ipak, kada je u pitanju DMP, Recovery
vrednosti rastu: 3,44 - 12,64% za uparenu votku i 14,47 - 35,33% za neuparenu votku.
Imajuéi u vidu da je povecanje Recovery vrednosti za Cetiri ispitivana ftalata malo u
poredenju sa vremenom potrebnim za svaku ponovljenu ekstrakciju, kao i sa cenom analize,
postupak optimizacije LLE ekstrakcije u daljoj analizi ¢e biti sproveden bez ponavljanja
ekstrakcije.

Poredenjem rezultata dobijenih ekstrakcijom ftalata iz neuparenih uzoraka rakija
navedenih u Tabelama 19. i 21., uvida se da su Recovery vrednosti za DMP manje u odnosu

na Recovery vrednosti za ostale ispitivane ftalate, $to je u skladu sa ¢injenicom da je DMP
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najpolarniji ftalat od preostalih ispitivanih ftalata, i da kao takav ima najvecu tendenciju
rastvaranja u etanolu, a samim tim i manju tendenciju migracije u n-heksan. Uporedivanjem
Recovery vrednosti za DMP za neuparene uzorke rakije od jabuke i votke, zakljucuje se da
su Recovery vrednosti za DMP manje za uzorke rakije od jabuke u odnosu na uzorke votke,
Sto je u skladu sa procentnim sadrzajem etanola u ispitivanim rakijama. Rakija od jabuke
sadrzi 46 v/v% etanola, dok votka sadrzi 40 v/v% etanola, pa je tendencija migracije DMP
veca kod votke, jer je kod nje veéi procenat vode koja je odgovorna za migraciju ftalata iz
rakije u n-heksan. Recovery vrednosti za ostale ispitivane ftalate su sli¢ne i ve¢e u odnosu
na Recovery vrednosti za DMP za neuparenu rakiju od jabuke i neuparenu votku, zbog vece
tendencije migracije ovih ftalata iz uzoraka rakije u n-heksan kao nepolarnijem rastvaracu
u odnosu na etanol.

Tabela 18. Recovery vrednosti ekstrakcije ftalata iz uparene votke

Recovery (%) (Srednja vrednost £ SD)

ekslt?l,’;clljcija DMP DnBP BBP DEHP DnOP
1 7553+1,88 43,10+155 52,63+4,08 4576+217 87,02+1,70
2 78,13+1,02 4420+0,96 54,96+1,24 48,21+3,79 88,40+ 2,56
3 82,41+0,62 4531+0,64 5596+124 5221+379 89,28+0,52
4 85,08+0,15 52,29+1,12 5796+124 5521+3,79 94,21+0,98

Tabela 19. Recovery vrednosti ekstrakcije ftalata iz neuparene votke
Recovery (%) (Srednja vrednost £ SD)
Broj

ekstrakcija DMP DnBP BBP DEHP DnOP
1 27,75+251 5490+156 54,74+298 57,33+2,12 88,45+0,36
2 30,85+1,57 56,56+0,62 58,06+4,70 59,03+566 94,22+0,74
3 32,17+0,31 58,61+0,56 60,87+6,82 60,53+2,12 95,88+0,42
4 3549+047 60,32+0,63 63,14+579 6501+283 98,04+145

Kada se uporede rezultati dobijeni ekstrakcijom ftalata iz uparenih uzoraka rakije u

n-heksan, dati u Tabelama 18. i 20., razlike izmedu Recovery vrednosti su male, i one poti¢u

od razli¢itog tipa uzoraka rakija, odosno od razli¢itih konstituenata ispitivanih belih rakija.
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Dalje je izvrSena analiza uticaja nacina agitacije, kao i vremena ekstrakcije ftalata iz
uparenih i neuparenih uzoraka rakije od jabuke poredenjem Recovery vrednosti prikazanih
u Tabelama 20. i 21.

Tabela 20. Recovery ekstrakcije ftalata iz uparene rakije od jabuke

Recovery (%) (Srednja vrednost + SD)

Nadin
o DMP DnBP BBP DEHP DnOP
agitacije
10 min
76,89 + 2,01 61,05+9,32 69,78+0,56 4751+547 68,93+ 3,57
ultrazvuka
20 min
78,44 +227 4928+1266 64,38+329 3767+855 61,12+6,34
ultrazvuka
30 min
78,37 +1,08 40,77+6,27 57,13+853 3530+190 62,75+8,41
ultrazvuka

5 min rué¢nog
110,78 +6,16 6253+3,68 74,81+235 66,01+4,03 105,38+4,18
muckanja

Tabela 21. Recovery ekstrakcije ftalata iz neuparene rakije od jabuke

Recovery (%) (Srednja vrednost + SD)

Nacin

o DMP DnBP BBP DEHP DnOP
agitacije
10 min
21,97+080 66,64+947 66,23+10,63 69,71+790 104,67 +0,47
ultrazvuka
20 min
21,39+0,13 7467+3,78 61,05+252 69,71+3,24 109,96+ 2,98
ultrazvuka
30 min
2161+084 7259+896 57,72+502 4655+6,74 67,19+7,06
ultrazvuka

5 min ru¢nog
27,31+0,22 7160+190 66,38+1,68 65,60+518 90,95+4,19
muckanja

Najveca Recovery vrednost za DMP se dobija primenom sledec¢ih uslova: ru¢no
muckanje u trajanju od 5 minuta i uklanjanjem etanola iz uzorka rakije u viSku. Ovaj rezultat
se objaSnjava ¢injenicom da je DMP najpolarnije ftalat u poredenju sa ostalim ftalatima 1
najvise rastvorljiv u etanolu. U slu¢aju neuparenih uzoraka rakije od jabuke, DMP ostaje
rastvoren u etanolu iz rakije i ne migrira u nepolarni n-heksan, dok kod uparenih uzoraka
rakije, etanol biva uklonjen, Sto ubrzava migraciju DMP u n-heksan. S druge strane, DnOP

je ftalat sa najve¢om Recovery vredno$c¢u, $to je posledica toga da je DnOP ftalat sa
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najve¢om molekulskom masom, najvoluminozniji i nepolaranniji u odnosu na ostale
ispitivane ftalate. Kao takav, DnOP ima najvecu tendenciju migracije iz rakije u n-heksan.
Uparavanje etanola iz rakije ne utice na ekstarkciju DnOP iz rakije, zbog gore navedenih
razloga. DnBP, BBP i DEHP imaju sli¢nu rastvorljivost u vodi (Tabela 2.), $to je u vezi sa
njihovom slicnom strukturom, veli¢inom 1 polarnos¢u, Sto uzrokuje slicne Recovery
vrednosti ekstrakcije ftalata iz rakije u n-heksan.

Rezultati, prikazani u Tabelama 20. i 21., pokazuju da uticaj efekta vremena trajanja
ekstrakcije u slucaju primene ultrazvucnih talasa u ultrazvucnoj kadi, kao nacina agitacije,
ne uti¢e na migraciju ftalata iz rakije u n-heksan. Takode, ovi rezultati ukazuju na to da
nacin agitacije uti¢e na ekstrakciju ftalata iz rakije, pri ¢emu ru¢no muckanje obezbeduje
bolje uslove u odnosu na drugi tip agitacije — ultrazvucne talase, zbog toga Sto se tokom
ultrazvucnog tretmana u ultrazvuénoj kadi stvaraju emulzije koje onemogucéavaju potpuno

rastvaranje ftalata u n-heksanu. Ovi rezultati se odnose na sve ftalate.

8.1.2. Efikasnost optimizovane te¢no-te¢ne ekstrakcije ftalata iz

uzoraka rakija

Gore navedeni rezultati pokazuju da je najbolji ekstrakcioni postupak za ekstrakciju
ftalata iz uzoraka rakije sa n-heksanom kao ekstrakcionim sredstvom sledeéi: ru¢no
muckanje kao nacin agitacije, vreme ekstrakcije 5 minuta bez ponavljanja ekstrakcije. Pri
ovim uslovima ekstrakcije, uparavanje etanola iz uzoraka rakija uti¢e na povecanje
efikasnosti ekstrakcije DMP-a, dok na efikasnost ekstrakcije DnBP-a, BBP-a, DEHP-a i

DnOP-a uparavanje etanola nema uticaja.
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8.2.  Rezultati odredivanja ftalata u sintetickom vinu

8.2.1. Rezultati optimizacije te¢no-tec¢ne ekstrakcije ftalata iz

uzoraka sintetickog vina

Nakon izvrSenog snimanja pripremljenih uzoraka sintetickog vina uz postavljanje
odgovarajucih uslova ekstrakcionih postupaka opisanih u poglavlju 6.9.2.2., pomocu
GC-MS tehnike, dobijeni su rezultati u vidu Recovery vrednosti koje ukazuju na efikasnost

navedenih ekstrakcionih postupaka.
1) Tip agitacije

Poredenjem rezultata ekstrakcije ftalata iz sintetickog vina n-heksanom primenom
dva tipa agitacije — ru¢nog muckanja i ultrazvucnih talasa i njihove kombinacije, u vidu
Recovery vrednosti prikazanih u Tabeli 22., moze se videti da ne postoji zna¢ajna razlika
izmedu vrednosti dobijenih kada su primenjeni ruéno muckanje i ultrazvuéni talasi, kao i
njihova kombinacija, kao tip agitacije.

Recovery vrednosti za DMP su manje od Recovery vrednosti za ostale ftalate kada
se primenjuje n-heksan kao ekstrakciono sredstvo, zbog toga $to je polarniji od drugih
ispitivanih ftalata i kao takav ima najmanju teznju da migrira u nepolarni rastvara¢ kakv je

n-heksan.

Tabela 22. Recovery vrednosti (%) ekstrakcije ftalata iz sintetickog vina primenom

razli¢itog tipa agitacije

Koncentracija Recovery vrednosti (%)
Tip ftalata
o DMP DnBP BBP DEHP DnOP

agitacije (ug mLY)

0,5 63,24 7756 7528 80,25 76,50
Rucno

1,0 66,77 7890 7890 82,14 78,64
muckanje

2,0 62,65 81,22 78227 84,25 77,50

0,5 62,88 71,72 7847 80,60 76,92
Ultrazvuk 1,0 61,86 73,14 79,06 77,14 76,74

2,0 58,82 76,70 74,48 76,98 73,94
Ru¢no 0,5 59,67 75,22 7856 7856 75,67
muckanje i 1,0 58,28 7163 76,89 7654 78,61
ultrazvuk 2,0 64,31 7423 79,86 79,41 76,75
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2) pH vrednost

Promenom pH vrednosti vina i primenom n-heksana kao ekstrakcionog sredstva,
dobijene su Recovery vrednosti date u Tabelama 23. i 24. ¢ijim poredenjem se zapaza sledeci
trend:

Recovery vrednosti za DMP, BBP, DEHP, DnOP sa porastom pH sintetickog vina
opadaju;

Recovery vrednosti za DnBP sa porastom pH sintetickog vina rastu za sva tri
ispitivana nivoa spajka.

Ovaj trend se ponavlja za oba ispitivana tipa agitacije, Sto se moze videti i na Slikama
11.1 12. iz Cega se moze zakljuciti da je pH vrednost sintetickog vina 3,42 vrednost koja
odgovara najefikasnijoj ekstrakciji svih ftalata.

Tabela 23. Recovery vrednosti ekstrakcije ftalata iz vina u funkciji pH vrednosti vina, tip

agitacije ru¢no muckanje

Koncentracija pH
Ftalat ftalata 3,42 4,74 5,60
(ug mL?) Recovery vrednosti (%)
0,5 63,24 49,70 43,33
DMP 1 66,77 47,71 41,58
2 62,65 47,71 40,83
0,5 77,56 90,03 99,11
DnBP 1 78,90 93,40 96,51
2 81,22 102,12 108,22
0,5 75,28 63,4 49,48
BBP 1 78,90 72,23 55,46
2 78,27 72,59 61,95
0,5 80,25 72,23 65,14
DEHP 1 82,14 74,69 66,47
2 84,25 75,63 68,14
0,5 76,50 56,30 40,71
DnOP 1 78,64 55,85 41,07
2 77,50 62,84 45,25
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Tabela 24. Recovery vrednosti ekstrakcije ftalata iz vina u funkciji pH vrednosti vina, tip

agitacije ultrazvucni talasi

Koncentracija pH
Ftalat ftalata 3,42 4,74 5,60
(ug mLY) Recovery (%)
0,5 62,88 47,96 20,65
DMP 1 61,86 49,43 25,36
2 58,82 47,20 29,13
0,5 71,72 81,88 76,70
DnBP 1 73,14 82,56 88,15
2 76,70 95,15 105,33
0,5 78,47 57,28 44,34
BBP 1 79,06 65,11 54,13
2 74,48 60,00 45,00
0,5 80,60 66,37 58,15
DEHP 1 77,14 65,89 56,41
2 76,98 63,54 53,14
0,5 76,92 53,36 44,34
DnOP 1 76,74 49,69 41,33
2 73,94 52,67 45,64
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3) Tip ekstrakcionog sredstva

Na osnovu lakoce odvajanja faza, jasnoce granice faza, lakoc¢e izvodenja ekstrakcije
i dobijenih rezultata u vidu Recovery vrednosti, izvrSen je izbor najefikasnijeg
ekstrakcionog sredstva za ekstrakciju ftalata iz sintetickog vina. Imajuci u vidu vrednosti
gustine svakog ispitivanog ekstrakcionog sredstva, dihlormetan i hloroform su rastvaraci
koji ¢e nakon odvajanja slojeva biti u donjem sloju, dok ¢e alkohol biti u gornjem sloju. Za
ostala Cetiri rastvaraca vazi obrnut odnos. Zbog ovog odnosa, koris¢enje dihlormetana i
hloroforma, iziskuje dodatni korak isusivanja organskoj sloja, koji je nakon ekstrakcije
obogacen ftalatima, pomo¢u MgSOQas. Slojevi t-butilmetiletar-alkohol se teZe odvajaju i nije
jasna granica faza. Rezultati ekstrakcije ftalata razli¢itim ekstrakcionim sredstvima u vidu

Recovery vrednosti su prikazani u Tabeli 25. i na Slici 13.

DMP
DnBP
BBP
100 _ DEHP
] DnOP
804 o = 1L
=2 — _
2. 60 _
o = | m
Q.) —
é ] -
S 40-
D
ot
20+

0 T y y T y T y T ' T
] 2 3 4 5 6
Tip rastvaraca

Slika 13. Efekat razlicitih tipova ekstrakcionih sredstava na Recovery vrednosti
ekstrakcije, pri ¢emu je 1 — heksan, 2 — dihlormetan, 3 — cikloheksan, 4 — etilacetat,

5 — hloroform i 6 — t-butilmetil etar
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Tabela 25. Recovery vrednosti ekstrakcije ftalata u funkciji tipa ekstrakcionog sredstva

Tip Spajk
ekstrakcionog koncentracija ~ DMP DnBP BBP DEHP DnOP
sredstva (ug mL™Y)
0,5 63,24 77,56 75,28 80,25 76,50
n-Heksan 1 66,77 78,90 78,90 82,14 78,64
2 62,65 81,22 78,27 84,25 77,50
0,5 46,20 74,14 82,01 85,93 82,02
Dihlormetan 1 45,20 74,46 81,73 82,02 80,28
2 49,72 72,97 78,71 83,92 80,03
0,5 52,04 79,44 79,44 73,33 51,67
Cikloheksan 1 50,75 73,33 78,61 63,89 43,33
2 46,53 77,32 79,36 70,00 60,00
0,5 63,89 88,89 98,33 95,19 86,67
Etil-acetat 1 59,32 80,83 89,17 96,39 96,67
2 61,14 83,15 95,01 96,43 99,18
0,5 53,85 58,11 48,89 51,11 42,22
Hloroform 1 48,59 57,22 50,00 40,83 32,22
2 56,51 59,14 55,36 42,15 42,13
0,5 43,83 76,67 87,22 76,74 87,78
t-Butilmetil etar 1 47,79 80,83 85,00 80,28 87,22
2 43,75 77,16 84,56 79,96 86,14

Od svih ispitivanih rastvaraca n-heksan, pored toga §to je davao dobre Recovery

vrednosti, predstavlja rastvarac ¢ija se gustina najvise razlikuje od gustine vode, pri ¢emu

daje i bolju separaciju. Etil acetat ima slicnu gustinu gustini vode, pa je i separacija losija.

Iz tog razloga je n-heksan uzet kao optimalno ekstrakciono sredstvo.
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4) Sadrzaj se¢era u sintetickom vinu

Promenom sadrZaja $eéera u vinu u intervalu od 0 do 150 g L™ dolazi i do promene
Recovery vrednosti prilikom ekstrakcije ftalata iz sintetickog vina, koje su prikazane u
Tabeli 26.

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 26. vidi se da sa porastom sadrzaja Secera
u sintetickom vinu, Recovery vrednosti za sve ispitivane ftalate opadaju, Sto je prikazano 1
graficki na Slici 14. Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima istrazivanja sprovedenim
radi odredivanja ftalata u Sampanjcu, crvenom i belom vinu GC-MS tehnikom, koji su
ukazali na uticaj faktora sadrzaja Secera na odredivanje ftalate u vinima (KrRyLoV et al.,
2018). Po ovom istrazivanju uticaj sadrzaja Secera moze da preceni ili potceni Stvarnu

koncentraciju ftalata u vinima za 1 do 2 reda veli¢ine.

Tabela 26. Recovery vrednosti ekstrakcije ftaata iz sintetickog vina u funkciji sadrzaja

Secera u sintetickom vinu

Ftalat Nivo spajka Sadrzaj $eéera u vinu (g L?)

(ug mL™Y) 0 30 50 100 150
OMP 0,5 43,33 30,47 25,08 22,20 20,20

1,0 41,58 3534 29,79 23,13 20,63

0,5 99,11 93,06 87,71 80,06 75,62
DnBP

1,0 96,51 92,11 84,31 76,94 72,16
BBP 0,5 4948 3532 28,36 20,84 18,46

1,0 55,46 38,48 58,77 23,558 20,33

0,5 65,14 58,77 49,14 43,36 38,25
DEHP

1,0 66,47 59,8 51,32 42,66 39,14

0,5 40,71 3521 32,36 26,78 23,66
DnOP

1,0 41,07 36,36 31,20 28,20 24,36
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5) Procenat etanola u vinu

Promenom procentnog sastava etanola u vinu dolazi do promene Recovery vrednosti
ekstrakcije ftalata iz vina n-heksanom, §to je prikazano u Tabeli 27. Porastom sadrzaja
etanola u sintetickom vinu od 0 do 21 v/v%, Recovery vrednosti za ekstrakciju svih ftalata
iz vina opadaju neznatno. Ovaj pad je prikaza i graficki na Slici 15. Krylov i saradnici su
prilikom odredivanja koncentracije ftalata u Sampanjcu, crvenom i belom vinu ustanovili da
pored uticaja sadrzaja Secera, na tacnost odredivanja koncentracije ftalata u vinu utice i
sadrzaj alkohola u vinu 1 da izmerena koncentracija ftalata moze da varira za 1 do 2 reda
veli¢ine od stvarne koncentracije (KRYLOV et al., 2018). Takode, usled mesanja n-heksana
i etanola iz sintetickog vina, smanjuje se zapremina dostupnog n-heksana za migraciju
ftalata, pa se usled toga javlja efekat smanjenja migracije u vidu smanjenja Recovery
vrednosti.

Tabela 27. Recovery vrednosti u funkciji sadrzaja alkohola u vinu

Sadrzaj etanola Recovery vrednosti (%)

u alkoholu DMP DnBP  BBP DEHP  DnOP
0 63,24 7756 7528 80,25 76,50

6 62,52 7502 73,71 78,67 74,34

9 61,36 73,81 7221 7743 73,76

12 59,87 72,85 715 75,34 72,09

15 58,37 72,52 70,74 74,34 71,07

18 5757 72,42 70,40 73,90 70,80

21 56,36 71,26 69,68 72,23 69,16

100 5

70 <

Recovery | %

65

60—

55

50 . . . . . . .

Sadrzaj alkohola / v/iv%
Slika 15. Recovery u funkciji sadrzaja alkohola u vinu
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6) Zapreminski odnos ekstrakcionog sredstva i uzorka

U Tabeli 28. prikazane su Recovery vrednosti ekstrakcije ftalata, kada je odnos

zapremina ekstrakcionog sredstva i uzorka 1:2 i 1:1. Prikazanih podaci pokazuju da ne

postoji razlika u efikasnosti ekstrakcije prilikom primene ova dva odnosa.

Tabela 28. Recovery vrednosti ekstrakcije ftalata iz sintetickog vina u funkeciji

zapreminskog odnosa ekstrakcionog sredstva i uzorka

Zapreminski Recovery vrednosti (%)
Nivo odnos
PH spajka ekstrakcionog
vrednost DMP DnBP BBP DEHP DnOP
(ug mLY) sredstva i
uzorka
0,5 1:2 63,24 77,56 75,28 80,25 76,50
1:1 61,74 77,22 7511 75,56 74,44
1,0 1:2 66,77 7890 78,90 82,14 78,64
3 1:1 65,48 78,33 75,00 78,61 76,89
2,0 1:2 62,65 81,22 78,27 84,25 77,50
1:1 61,44 79,50 77,17 79,42 75,56
0,5 1:2 49,70 90,03 71,40 72,23 56,30
11 48,63 88,44 67,20 71,67 55,44
1,0 1:2 47,71 93,40 72,23 74,69 55,85
o 11 46,99 89,22 70,17 72,28 54,00
2,0 1:2 47,71 96,51 72,59 75,63 62,84
1:1 46,98 90,56 70,14 76,14 57,33
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7) Reekstrakcija

Poredenjem rezultata dobijenih primenom ponovljene ekstrakcije, koji su dati u

Tabeli 29., primecuje se neznatni porast Recovery vrednosti za sve ftalate, za oba nivoa
spajka. Porast za DMP se krec¢e u opsegu 0od 5,41 do 11,16%, za DnBP od 1,03 do 9,04%,
za BBP od 9,53 do 12,55%, za DEHP od 7,20 do 14,09%, za DnOP od 8,64 do 14,66%.

Tabela 29. Recovery vrednosti ekstrakcije ftalata iz sintetickog vina primenom ponovljene

ekstrakcije
oH Nivo Recovery vrednosti (%)
) spajka Reekstrakcija
vina DMP DnBP BBP DEHP DnOP
(ng mL™)
- 61,86 73,14 79,06 77,14 76,74
L0 + 65,21 80,85 88,33 84,28 8352
342 - 58,82 76,7 74,48 76,98 73,94
20 + 62,47 8364 8245 8536 80,33
- 4943 8226 6511 6589 49,69
L0 + 54,91 89,22 71,32 71,22 5546
1 - 4720 9515 60,00 6354 52,67
20 + 52,47 99,41 6587 7097 5741
- 2536 88,15 54,13 56,41 41,33
Lo + 28,10 97,44 59,41 60,47 4597
>0 - 29,13 10533 4500 5314 4564
20 + 32,11 108,11 50,65 60,63 52,33

105



Danica S. Bogdanovic Rezultati i diskusija Doktorska disertacija

8.2.2. Efikasnost ekstrakcije ftalata iz uzoraka sintetickog vina

Na osnovu dobijenih rezultata odredivanja ftalata u sintetickom vinu u vidu
Recovery vrednosti izvrSen je izbor najoptimalnijih parametara za ekstrakciju ftalata iz
sintetickog vina. Uslovi (parametri) koji obezbeduju najefikasniji ekstrakcioni postupak za
ekstrakciju ftalata iz uzoraka sintetickog vina su sledeci:

- n-heksan kao ekstrakciono sredstvo s obzirom na to da obezbeduje najbolje
odvajanje slojeva sinteti¢ko vino/organski sloj uz dobijene Recovery vrednosti u
opsegu 62,65 — 84,25%. Recovery vrednosti oko 62,65% se odnose na DMP, iz
razloga $to je DMP najpolarniji ftalat u odnosu na ostale ispitivane ftalate i kao takav
pokazuje najmanju teznju da prelazi u nepolaran rastvaraé, kao §to je n-heksan;

- pH vrednost sintetickog vina od 3,42 je izabrana kao pH vrednost pri kojoj se odvija
najefikasnija ekstrakcija DMP-a, BBP-a, DEHP-a, DnOP-a iz sintetickog vina, jer
Recovery vrednosti ekstrakcije navedenih ftalata sa porastom pH sinteti¢kog vina
opadaju. S obzirom na to da Recovery vrednosti ekstrakcije DnBP-a sa porastom pH
sintetiCkog vina rastu, pH vrednost od 5,60 je vrednost koja je odabrana za
najefikasniju ekstrakciju DnBP-a iz sintetickog vina. Ovaj trend se ponavlja za sva
tri ispitivana nivoa spajka i za oba ispitivana tipa agitacije;

- Uticaj odnosa zapremine ekstrakcionog sredstva i uzorka je neznatan, jer dobijene
Recovery vrednosti ekstrakcije ftalata, primenom razli¢itog odnosa zapremina
ekstrakcionog sredstva 1 uzorka (1:2 1 1:1) su sli¢ne;

- Takode, primenom reekstrakcije dobija se neznatni porast Recovery vrednosti za sve
ftalate, za oba nivoa spajka, pa s obziorm na to, primena reekstrakcije moze biti
iskljuCena, jer se time skracuje vreme analize;

- Saporastom sadrzaja Secera u sintetickom vinu, Recovery vrednosti za sve ispitivane
ftalate opadaju. Sa porastom sadrzaja etanola u sintetickom vinu od 0 do 21 v/v%
Recovery vrednosti za ekstrakciju svih ftalata iz vina opadaju, ali neznatno;

- Poredenjem tri tipa agitacije (ru¢no muckanje, ultrazvuéni talasi, kao i njihova
kombinacija) ustanovljeno je da tip agitacije ne uti¢e na povecanje ili smanjenje
Recovery vrednosti. Dobijene vrednosti su sli¢ne za sva tri primenjena tipa agitacije,
i ovaj trend je isti i pri primeni drugih uslova (parametara) ekstrakcije. Takode, trend
ostaje isti za sve ftalate, pa tako Recovery vrednosti za DMP ostaju najmanje, dok
su Recovery vrednsoti za ostale ftalate u opsegu od 71,63 do 84,25%.
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9. REZULTATI ODREDIVANJA FTALATA U PCM
ARTIKLIMA | PVC IGRACKAMA

9.1.  Rezultati odredivanja ftalata u PCM artiklima FTIR

tehnikom

Nakon opisane pripreme uzoraka PVC plasti¢nih artikala koji dolaze u kontakt sa
farmaceutskim proizvodima (PCM) u poglavlju 6.10.1. snimljeni su FTIR apsorpiconi
spektri polimernih diskova svakog od navedenih artikala. FTIR apsorpcioni spektri
polimernih diskova dobijenih nakon rastvaranja PCM-a u THF-u i isparavanja THF-a dati
su na Slikama 16a.-16g. Na svakom FTIR spektu se uocavaju apsorpcione trake za
identifikaciju ftalata. Korisni opseg za infracrvenu analizu ftalata je opseg apsorpcije na
743 cm, koji potice od orto- supstituisanog aromati¢nog prstena ftalata. Dublet koji se
pojavljuje na 1579 cm™ i 1599 cm™, kao posledica vibracije istezanja aromati¢nog prstena
ftalata, takode identifikuje ftalate. Frekvenca i intenzitet ovih traka u infracrvenom spektru
zavise od supstitucije aromati¢nog prstena ftalata. Ostale korisne apsorpcione trake na FTIR
spektru plasti¢nih artikala koje karakterisu ftalate su: 2960 cm™ (za -CH vezu), 1718 cm™
(za ftalatni ester), 1450 cm™ (za -CH.- i -CHz), 1278 cm™ (za -CH>-), 1073 cm™ (za -CH3).
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1.2 1
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Slika 16a. FTIR spektar cevi za transfuziju sa karakteristicnim apsorpcionim

trakama
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Slika 169. FTIR spektar kese za prijem krvi sa karakteristicnim apsorpcionim

trakama
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Na Slici 17. su date dve oblasti FTIR spektara PVC PCM artikala koje
nedvosmisleno ukazuju na prisustvo ftalata u njima: 720 — 760 cm™ i 1560 — 1610 cm™.
Navedene oblasti na FTIR spektrima kvalitativno pokazuju koji PVC artikli sadrze najvise
ftalata. Cevi za transfuziju sadrze najvec¢u koncentraciju ftalata, a zatim slede cevi za
infuziju, kvadrupolna kesa za transfuziju, kesa za prenos krvi, cevi za dijalizu, dijalizna kesa
i kesa za prijem krvi, redom.

(1) cevi za transfuziju
(2) cevi za infuziju

08 (a) ! (3) kvadrupolna kesa
0.7 1 (4) kesa za prenos krvi
< 0.6 (5) cevi za dijalizu
% 0s ] N (6) dijalizna kesa
.-g =] N (\7) kesa za prijem krvi
E_ 0.4 —_ 7 - \ 7
<034 = ~
| —— \\-
0.2 T T T T T T T T T T ‘ — T
0.3 - 730 735 740 745 750 755 760
1 (b
03l ®
g 0.2
§ .
£0.2-
2.
Z01-
0.1 - | - | - | - |
1590 1595 1600 1605 1610

Talasni broj / cm™

Slika 17. FTIR spektar PVC PCM artikala: a) oblast 720 — 760 cm™
b) oblast 1560 — 1610 cm™

Apsorpicone trake na FTIR spektru su posledica apsorpcije svih prisutnih ftalata na
datoj talasnoj duzini, iz ¢ega proizilazi da FTIR metoda nije specifi¢na/selektivha metoda,
jer se njom ne moze odrediti svaki ftalat prisutan u PVC artiklima ponaosob, ve¢ se njom
dobijaju podaci o ukupnoj koli¢ini ftalata u PVC artiklu. S obzirom na to da je GC-MS
analizom utvrdeno prisustvo samo DEHP-a u ispitivanim PVC artiklima (poglavlje 9.2.2.),
ukupni sadrzaj ftalata odreden FTIR metodom odgovara ukupnom sadrzaju DEHP-a. Zato
se u daljem tekstu govori o odredivanju DEHP-a FTIR metodom.

U ciju kvantitativnog odredivanja DEHP-a u PVC artiklima FTIR metodom, najpre
su na FTIR instrumentu snimljeni kalibracioni standardi u vidu polimernih diskova,
dobijenih spajkovanjem THF rastvora PVC precipitata bez sadrzaja ftalata i naknadnim

uparavanjem THF-a u evaporacionim sudovima. Snimanjem kalibracionih standarda ¢iji je
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sadrzaj DEHP-a u rasponu koncentracija od 0 do 50 mas% i izracunavanjem povrsine
apsorpcionih traka u dve navedene oblasti na FTIR spektru (720 — 760 cm™ i
1560 — 1610 cm™) dobijene su kalibracione prave predstavljene na Slici 18. Dobijene
kalibracione prave koje predstavljaju funkciju povrSine apsorpcionih traka u odnosu na
masenu koncentraciju DEHP-a u PVC artiklu su linearne u rasponu koncentracija od 0 do

50 mas% DEHP-a, sa koeficijentima odredivanja i jedna¢inama prave navedenim u Tabeli
30.

20 4 —=—720-760 cm’" e
8 1 ——1560—1610cm’
16 -
14 4
<
% 4
8 124
<
.g 1
A 10 -
>
(@)
A g
6_
44
2 T T T T

0 | 10 | 20 | 30 | 40 | 50
Koncentracija (DEHP) / mas %
Slika 18. Kalibracione prave za DEHP za razlicite oblasti na FTIR spektu: 720 — 760 cm™

i 1560 — 1610 cm™

Tabela 30. Jednacina prave i koeficijent odredivanja za dve oblasti na FTIR spektru

Koeficijent
Oblast Jednacina prave

odredivanja, R?
720-760cmT  y =(2,80 £ 0,77) + (0,34 + 0,03)x 0,997
1560 - 1610 cm™  y = (2,17 £ 0,65) + (0,24 + 0,02)x 0,996

Nakon uradene kalibracije, na osnovu kalibracionih prava dobijenih za dve oblasti
na FTIR spektru: 720 — 760 cm™ i 1560 — 1610 cm™ i na osnovu povrsina pikova u ovim
oblastima FTIR spektara ispitivanih PVC artikala u obliku polimernog diska, izracunata je
koncentarcija DEHP-a izrazena u masenim procentima u svakom PVC artiklu. Podaci

kvantitativnog odredivanja DEHP-a FTIR metodom su dati u Tabeli 31,
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Radi dokazivanja efikasnosti metode precipitacije za potpuno uklanjanje ftalata iz
PVC artikla snimljene su KBr tabete na FTIR instrumentu, sa¢injene od PVC precipitata
dobijenog nakon dodavanja n-heksana ili metanola u THF rastvor PVC artikla. Snimanjem
KBr tableta FTIR tehnikom dobijeni su FTIR spekti koji pokazuju odsustvo karakteristi¢nih
apsorpcionih traka za ftalate: 743 cm™, 1579 cm™, 1599 cm™. Na Slici 19. dat je FTIR
spektar kese za prenos krvi nakon precipitacije plasticnog polimera bez ftalata dobijenog
gore opisanom metodom. Osim odsustva specifi¢nih apsorpcionih traka, FTIR spektar KBr
tablete pokazuje i smanjen intenzitet apsorpcije ostalih apsorpcionih traka. Dati podaci
ukazuju na efikasnost metode precipitacije n-heksanom, odnosno da se ovom metodom u

potunosti uklanjaju ftalati iz PVC artikala.

0.4 - H

2960.15

“ 2858.91

Apsorbanca
o]
[§%]
|

1718.24

0.1 4

0.0+

I T I T I T I T I T I T I T 1
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Talasni broj / cm’ ]
Slika 19. FTIR spektar KBr tablete sac¢injene od kese za prenos krvi nakon uklanjanja

ftalata n-heksanom

Identican FTIR spektar se dobija i snimanjem polimernog diska dobijenog
uparavanjem THF iz rastvora dobijenog rastvaranjem precipitata bez ftalata u THF. Kao jos
jedan dokaz oslobadanja ftalata iz PVC artikala jeste i nefleksibilnost i krutost polimernog
diska nastalog na ovaj nacin.

Takode, sli¢ni rezulati se dobijaju 1 kada se metanol koristi kao sredstvo za

precipitaciju PVC polimera bez ftalata, Sto je predstavljeno Slikom 20.
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Slika 20. FTIR spektar polimernog diska sacinjenog od kese za transfer krvi nakon
uklanjanja ftalata metanolom

Gravimetrijskom metodom je utvrdena masa istalozenog PVC polimera nakon
dodavanja n-heksana u THF rastvor PVC artikla. Razlika u masi izmedu PVC artikla i
dobijenog PVC polimera bez ftalata koji se nalazi u obliku precipitata, predstavlja masu
ftalata koja je uklonjena iz PVC artikla.

Takode, gravimetrijskom metodom je utvrdena masa ftalata u PVC artiklima nakon
uparavanja THF/n-heksan-a iz supernatanta u kom se nalaze rastvoreni ftalati. Nakon
uparavanja ovog rastvora, dobija se polimerni film koji je jako elasti¢an 1 fleksibilan, S$to
ukazuje na prisustvo ftalata. Podaci gravimetrijskog odredivanja ftalata nalaze se u
Tabeli 31.
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9.2.  Rezultati odredivanja ftalata u PCM artiklima i
igrackama GC-MS tehnikom

9.2.1. Validacioni parametri GC-MS metode odredivanja ftalata
u PCM artiklima i PVC igrackama

9.2.1.1. Linearnost analiticke metode

U cilju dobijanja kalibracionih prava instrumenta najpre su pomoc¢u GC-MS tehnike
snimljeni standardni rastvori analiziranih ftalata (DMP, DnBP, BBP, DEHP i DnOP) ¢ije se
koncentracije krecu u opsegu 0,25 do 2,50 pg mL?. Dobijene kalibracione prave
instrumenata linearne su u ovom opsegu koncentracija sa kalibracionim koeficijentima
visim od 0,990 za svaki ftalat i date su na Slici 21. U Tabeli 32. su date jednac¢ine dobijenih
kalibracionih prava za DMP, DnBP, BBP, DEHP i DnOP sa vrednostima koeficijenata
korelacije.

- 25 4
14 - - .
12 - 20 //
10 7
" -
= 8 w 154 /
q = a =
\w 6‘ - = \‘ 1 /
o ) a” 104 -
24 . . 5 /_../
04 -
T T T T T 0 T T T T T
0.0 05 1.0 1.5 20 25 0.0 0.5 1.0 15 20 25
. f -1 . . -
koneentracija (DMP) / ug mL 94 koncentracija (DnBP) / ug mL
51 ] 8d ™
44 /// 7] -
/// 64 § /"/
e 3 '/-'/ e 54 .’.___/
R - 5,4 s
a” P el a” 34 /l//
! P - 24 /-/..
[ 1] —~=
0 1 -
T T T T T 0 T T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25
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koncentracija (DnOP) / pg mL”
Slika 21. GC-MS kalibraciona prava u opsegu koncentracija 0,25 — 2,5 ug mL™* za:
a) DMP, b) DnBP, c) BBP, d) DEHP i €) DnOP
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Tabela 32. Jednacine kalibracionih prava za DMP, DnBP, BBP, DEHP i DnOP sa

vrednostima koeficijenata korelacije

Ime ftalata  Jednacine kalibracionih prava R?

DMP y = (6,219 + 0,225)x — (0,751 £ 0,316) 0,995
DnBP y =1(9,753 + 0,149)x — (0,881 + 0,208) 0,999
BBP y = (2,037 + 0,032)x — (0,222 + 0,044) 0,999
DEHP y = (3,418 + 0,044)x — (0,275 + 0,062) 0,999
DnOP y = (2,121 + 0,024)x — (0,129 + 0,034) 0,999

9.2.1.2.  Selektivnost/Specifi¢nost analiticke metode

Pomoc¢u FS i SIM GC-MS hromatograma je izvrSeno ispitivanje specifi¢nosti i
selektivnosti metode. Hromatogram standardnog rastvora ispitivanih ftalata i DBA kao
internog standarda, snimljen u SIM modu na GC-MS instrumentu, dat je na Slici 22 a. Ovaj
hromatogram pokazuje dobro odvajanje pet ftalata i DBA u toku vremena od 13,5 min.
Identifikacija DMP, DnBP, BBP, DEHP i DnOP je izvrSena na osnovu prisustva pika target
1 kvalifikacionih jona na odredenom retencionom vremenu, kao i na osnovu njihovih
intenziteta. Kao target jon za sve ispitivane ftalate, osim za DMP, odabran je jon m/z 149,
dok je za DMP odabran jon m/z 163. Target jon za DBA je m/z 185. Vrednosti m/z target i
kvalifikacionih jona i retenciona vremena ftalata su dati u Tabeli 33.

Na Slici 22 b. dat je SIM GC-MS hromatogram PCM artikla — kese za prenos Kkrvi
prilikom transfuzije, koji na osnovu hromatograma standardnog rastvora pet ftalata
predstavljenog na Slici 22 a. i na osnovu podataka datih u Tabeli 33. ukazuje na prisustvo
samo jednog ftalata. Na retencionom vremenu 10,03 se u standardnom rastvoru javljao
DEHP, §to je potvrda da se u analiziranom uzorku PCM artikla javlja samo DEHP. GC-MS
metoda je selektivna s obzirom na to da je relativno retenciono vreme zadrzano za DEHP u

uzorku u poredenju sa standardnim rastvorom.
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Slika 22. a) SIM GC-MS hromatogram standardnog rastvora ftalata i DBA, u koncentraciji
1,50 pg mL? i 1,00 pg mL?; b) SIM GC-MS hromatogram PCM artikla (kese za prenos

Krvi)

Tabela 33. Target i kvalifikacioni joni analiziranih ftalata i retenciono vreme na

GC-MS hromatogramu

Retenciono vreme (min)  Target jon (m/z)

Kvalifikacioni joni (m/z)

DMP
DnBP
BBP
DEHP
DOP

4,64
7,47
9,35
10,03
11,16

163
149
149
149
149

50, 77,194

167, 205, 223, 278
91, 206, 312

167, 279, 390
167, 261, 279, 390

FS GC-MS hromatogram standardnog rastvora DEHP-a u koncentraciji od 1,50 g

mL* je dat na Slici 23 a. i na datom hromatogramu nisu primeéene nikakve smetnje (signali,

pikovi, tragovi jona) u regionu gde se pojavljuje DEHP, iz ¢ega proizilazi da je ispitivana

metoda specificna. Takode, odnos intenziteta target jona 1 kvalifikacionih jona za DEHP na

FS GC-MS hromatogramu u standardnom rastvoru i uzorcima je u okviru preporucenog od

strane Europian commission decision 2002/657/EC iz ¢ega takode proizilazi da je metoda

selektivna, kao $to je prikazano na Slikama 23 a. 1 23 b. Isti trend vazi i za odnos target jona
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i kvalifikacionih jona za DEHP kada se koristi rezim pracenja jednoj jona (SIM rezim), kao

Sto je prikazano na Slikama 24 a. 124 b.
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Slika 23. a) FS GC-MS hromatogram standardnog rastvora DEHP-a u koncentraciji
1,50 pg mL%; b) MS-FS GC-MS hromatogram standardnog rastvora DEHP-a u
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Slika 24. a) SIM GC-MS hromatogram standardnog rastvora DEHP-a u koncentraciji
1,50 pg mL; b) MS-SIM GC-MS hromatogram standardnog rastvora DEHP-a u

koncentraciji 1,50 ug mL™*
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9.2.1.3. LOD/LOQ analiticke metode

Granica odredivanja (LOD) i granica kvantifikacije (LOQ) izra¢unati su iz odnosa
odnosa signal/sum koji su pomnozeni sa faktorima 3 i 10, respektivno (LONG et al., 1983) i
ove vrednosti su date u Tabeli 34.

Tabela 34. Granica odredivanja i granica kvantifikacije analiticke metode

LOD LOQ RSD (%)
(ugmL?Y)  (ugmL™) (n=3)
DMP 0,03 0,10 7,14
DnBP 0,03 0,10 10,00
BBP 0,03 0,10 6,67
DEHP 0,03 0,10 6,67
DnOP 0,06 0,20 12,50

9.2.2. Rezultati GC-MS analize PCM artikala

Nakon odgovaraju¢e pripreme uzoraka opisane u poglavlju 6.7.2. izvrSeno je
odredivanje ftalata u 7 PVC PCM artikala pomocu GC-MS tehnike. Dobijeni su
hromatogrami svakog analiziranog PVC PCM artikla i na Slici 22 b. je dat hromatogarm
jednog PCM artikla — kese za prenos krvi prilikom medicinskog tretmana transfuzije.
Prikazani hromatogram ukazuje na prisustvo DEHP-a u navedenom PCM artiklu, pri ¢emu
odsustvo pikova na retencionom vremenu 4,64, 7,47, 9,35 i 11,16 ukazuje na odsustvo
ostalih ispitivanih ftalata u PCM artiklu. Ovaj trend je zapazen i kod ostalih ispitivanih PCM
artikala (dijalizne kese, cevi za dijalizu, kese za prijem krvi, kvadrupolne kese, cevi za
tranfuziju i cevi za infuziju). Na osnovu uradene kalibracije (poglavlje 9.2.1.1.) izvrSena je
kvantifikacija DEHP-a u PVC PCM artiklima. Rezultati kvantifikacije DEHP-a u PCM
artiklima koji su dobijeni precipitacijom polimera n-heksanom i metanolom i prelaskom
DEHP-a u supernatant, prikazani u masenim% DEHP-a u PCM artiklima u opadaju¢em nizu
u Tabeli 31.
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9.2.3.

Rezultati GC-MS analize PVC igra¢aka

Nakon odgovarajuce pripreme 18 PVC igracaka opisane u poglavlju 6.7.2. izvrSeno

je odredivanje koncentracije ftalata u uzorcima pomoc¢u GC-MS tehnike. Od pet analiziranih

ftalata, detektovan je samo DEHP. Na osnovu uradene kalibracije, izvrSena je kvantifikacija

DEHP-a i rezultati kvantifikacije DEHP-a u 18 analiziranih igra¢aka prikazani su u

Tabeli 35.

Tabela 35. Rezultati kvantifikacije DEHP-a u PVC igrackama GC-MS tehnikom

DEHP (mgg?) DEHP (mas%)

Igracka 1 532,42 £27,20 53,24 £2,72
Igracka 2 430,01 +£ 9,40 43,00 + 0,94
Igracka 3 406,89 £ 9,19 40,69 £ 0,92
Igracka 4 402,38+ 11,19 40,24 +1,12
Igracka 5 400,05+ 19,46 40,01 +1,95
Igracka 6 373,55+ 18,54 36,87 + 1,61
Igracka 7 368,72 + 16,07 36,87 + 1,61
Igracka 8 368,21 +11,73 36,82+ 1,17
Igracka 9 364,38 £ 6,43 36,44 £ 0,64
Igracka 10 31342+11,12 31,34+111
Igracka 11 295,02 £ 6,31 29,50 + 0,63
Igracka 12 270,35+£19,21  27,04+£1,92
Igracka 13 102,68 + 3,06 10,27 £ 0,31
Igracka 14 1,34 +£ 0,09 0,13+0,01

Igracka 15 1,20 £ 0,20 0,12 + 0,02

Igracka 16 0,83 £ 0,09 0,08 + 0,01

Igracka 17 0,47 £ 0,02 0,05+ 0,00

Igracka 18 0,45+ 0,08 0,05+ 0,01
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10. REZULTATI ODREDIVANJA MIGRACIJE FTALATA 1Z
FCM-A, PCM-A I IGRACAKA U RAZLICITE MATRIKSE

10.1. Rezultati odredivanja migracije ftalata iz PCM-a i

FCM-a u model recipijent

Nakon odgovarajuce pripreme 44 platicnih artikala opisane u poglavlju 6.12.1. i
izvrSene migracije ftalata iz FCM i PCM artikala u n-heksan kao model recipijent u
razli¢itim vremenskim intervalima (6, 15 i 30 dana) izvrSeno je snimanje pripremljenih
uzoraka pomocu GC-MS tehnike. Dobijeni hromatogrami model recipijenata pokazuju
odsustvo DMP-a, DnBP-a, BBP-a i DnOP-a u svih 44 artikala. Hromatogramima je takode
potvrdeno prisustvo DEHP-a u 7 model recipijenata u kojima su bili uronjeni PVC artikli i
odsustvo DEHP-a u presotalih 37 model recipijenata u kojima su bili uronjeni plasti¢ni
artikli koji nisu PVC. Na osnovu ¢injenice da ni nakon 30 dana migracionog testa nije doslo
do detekcije analiziranih 5 ftalata zakljucuje se da 37 plasti¢nih artikala napravljenih od
PET, LDPE, HDPE, PP, PS i PC polimera ne sadrze nijedan od ispitivanih ftalata. Rezultati
analize migracije ftalata iz FCM i PCM artikala GC-MS tehnikom prikazani su u Tabeli 36.
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Tabela 36. GC-MS odredivanje ftalata u FCM i PCM artiklima

Redni Tip Koncentracija ftalata u artiklu (mg g%
Ime uzorka
broj polimera  DMP DnBP BBP DEHP DnOP
FCM
1. Flasa za mleko PET n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
2.-3. Kesa za mleko PP n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
4.-14.  FlasSa za jogurt PP n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
15.-21. Casa za jogurt PP nd. nd nd nd n.d.
22. Casa za kiselo mleko PP n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
23.-24. Flasa za mineralnu vodu PP n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
25. Kuhinjska folija celofan n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
26 Kuhinjska daska za secenje HDPE n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
217. Kutija za jednokratnu upotrebu PET n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
28. Tanjir za jednokratnu upotrebu  PS n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
29. Kutija za jaja PS n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
30 Kesa za zamrzivaé PET/PP n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
31. Kesa za jednokratnu upotrebu  HDPE n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
32. Kesa sa zipom LDPE n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
33. Kesa za pakovanje proizvoda  PC n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
34. Granulat HDPE n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
35. Granulat LDPE n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
PCM

36. Cevi za transfuziju PVC n.d. n.d. nd. 287,58 n.d.
37 Dijalizna kesa PVvC n.d. n.d. nd. 188,14 n.d.
38 Cevi za infuziju PVC n.d. n.d. nd. 263,60 n.d.
39. Kesa za prenos krvi PVC n.d. n.d. nd. 251,68 n.d.
40. Cetvorostruki sistem kesa PVC n.d. n.d. nd. 257,21 n.d.
41, Kesa za prijem krvi PVC n.d. n.d. nd. 51,90 n.d.
42. Cevi za dijalizu PVC n.d. n.d. nd. 20571 n.d.
43.-44. Boca za infuziju LDPE n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

*n.d. — nije detektovano

Koli¢ina migriranog DEHP-a

iz PVC artikala u odnosu na period trajanja

migracionog testa sa standardnom devijacijom (n=3) je data u Tabeli 37. Prikazani rezultati

pokazuju da se koncentracija migriranog DEHP-a u n-heksan krec¢e od 5,19 do 28,76 mas%

u odnosu na masu PVC artikla nakon 30 dana izluZivanja.
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Tabela 37. Koncentracija migriranog DEHP (mg g) iz PVC artikala nakon

razli¢itog perioda migracionog testa (6, 15 i 30 dana)

Koncentracija migriranog DEHP (mg g})

Trajanje migracionog testa (dan)

PVC artikal
6 15 30

Cevi za transfuziju 139,40 + 1,278 177,80 + 3,44° 287,58 £ 7,67°
Cevi za infuziju 127,35+ 1,200 161,43+ 1,76° 263,60 + 6,36°
Cetvorostruki sistem kesa 119,45+ 1,48 152,60 + 2,21° 257,21 + 5,95°
Kesa za prenos Krvi 120,20 £ 0,57%° 154,62 + 7,35° 251,68 + 3,79°
Cevi za dijalizu 101,45 + 1,342 109,91 + 4,412 205,71 +7,23°
Dijalizna kesa 91,50+2,97% 100,33 +4,98% 188,14 + 6,87°
Kesa za prijem Krvi 23,60 £0,71° 26,37 £2,16% 51,90 £ 0,14°

a—c vrednosti oznaéene istim slovom u redu se statisticki ne razlikuju znac¢ajno za nivo p < 0.05 (Tukey's HSD test)

Da bi se utvrdilo da li postoji znacajna razika izmedu rezultata dobijenih nakon
razli¢itog perioda migracije (6, 15 i 30 dana), dobijene koncentracije DEHP date u Tabeli
37. su uporedene koris¢enjem Tukey's HSD testa (engl. Honest significant difference).
Vrednosti znacajne razlike (HSD) za svaki par rezultata su izraCunate pomocéu programa
Origin®, za p <0,05, i uporedene su sa tabli¢nom vrednoséu 4,34 (HAMPTON et al., 2006).
Dobijeni rezultati pokazuju da postoji znacajna razlika u migraciji DEHP-a nakon 6, 15 30
dana za slede¢e PVC artikle: cevi za transfuziju, cevi za infuziju, kvadrupolne kese i kese
za prenos Krvi. Za preostala tri analizirana PVC artikla ne postoji znaajna razlika u
migraciji DEHP-a za period od 6 i 15 dana, dok postoji razlika u migraciji DEHP-a za period
od 30 dana u odnosu na 6 i 15 dana migracije.

U cilju uporedivanja migracije ftalata iz razli¢itih plasti¢nih artikala definisan je
potencijal migracije ftalata za svaki proizvod, koji je predstavljen koeficijentom raspodele
plastika/heksan, KpH. Ovim koeficijentom je predstavljen odnos mase ftalata u plasticnom
materijalu (masa dobijena GC-MS analizom ftalata u supernatantu nakon talozenja polimera
n-heksanom) i mase ftalata migrirane u recipijent nakon 6 i 15 dana. Veca vrednost Kp/n
pokazuje da ftalati teze migriraju iz plastike u recipijent. Oc¢ekuje se da potencijal
izluzivanja ftalata iz plastike zavisi od njihove molekulske mase, voluminoznosti,
polarnosti, rastvorljivosti, hemijske veze, tacke kljucanja, kao 1 od pocetne koncentracije u
plastici, ali takode zavisi i od svojstava samog plasticnog materijala. Ftalati male

molekulske mase imaju visok potencijal izluZivanja zbog svojih niskih tacki kljucanja i
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malih veli¢ina molekula, jer im je time omoguceno lakse kretanje kroz plasticni materijal.
Ftalati ve¢e molekulske mase, zbog veceg broja atoma ugljenika u grupama estra, uticu na
povecenje tacke kljucanja ftalata, kao i na povecanje njihove voluminoznosti, pa s tim u
vezi imaju vecu vrednost Kp/H.

S obzirom na to da je iz analiziranih PVC artikala migrirao samo DEHP,
uporedivanjem vrednosti Kpy za DEHP koje su date u Tabeli 38., uporedeni su plasti¢ni
PVC artikli i uticaj vremena migracije. DEHP teze migrira iz cevi za dijalizu, dijalizne kese
i kese za prijem krvi prilikom tretmana transfuzije, u poredenju sa ostalim PVC artiklima,
iako su razlike veoma male. Sa porastom vremena trajanja migracionog testa, jacina veze
izmedu DEHP i plastike opada, pa migracija DEHP-a ide lakSe, pa su zato vrednosti za Kp/n
manje nakon vremena trajanja migracionog testa od 15 dana u poredenju sa vrednostnima
KpH za 6 dana.

Tabela 38. Koeficijenti raspodele plastika/heksan, Kp/n, za razli¢ito vreme trajanja

migracionog testa

Kp/H
PVC artikal Period migracionog testa (dani)
6 15 30

Cevi za transfuziju 2,07 1,62 1,00
Cevi za infuziju 2,05 1,62 0,99
Kvadrupolna kesa 2,11 1,65 0,98
Kesa za prenos krvi 2,06 1,61 0,99
Cevi za dijalizu 2,15 1,98 1,06
Dijalizna kesa 2,19 2,00 1,06
Kesa za prijem Krvi 2,21 1,98 1,00
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10.2. Rezultati odredivanja uticaja faktora na migraciju

ftalata iz plasti¢nog artikla u mle¢ne proizvode

Cilj ove analize bio je poredenje uticaja sledecih faktora: (1) vremena izlaganja
uzoraka mleka i mle¢nih proizvoda plasti¢énoj ambalazi kao izvoru DEHP-a na temperaturi
od 60°C 60 minuta, sa krajnjim ukupnim vremenom izlaganja od 60 h i (2) vremena
izlaganja uzoraka mleka i mle¢nih proizvoda plasti¢noj ambalazi pod dejstvom ultrazvuka
kao dodatnog efekta ve¢ postavljenog migracionog testa na temperaturi od 60°C (poglavlje
6.12.2). Takode, izvrSeno je i poredenje mle¢nih proizvoda kao recipijenata DEHP-a u
funkeciji sadrzaja masti u navdenim proizvodima. Najpre je utvrdeno da je sadrzaj DEHP-a
u uzorcima mleka ispod granice detekcije nakon Cega su izvrSeni migracioni testovi.
Dobijeni rezultati migracionih testova i analize GC-MS tehnikom navedeni su u Tabeli 39.

Tabela 39. Uticaj faktora na migraciju DEHP-a u uzorke mle¢nih proizvoda

Masa Masa Ukupno Maksimalna Procenat
Recipijent difalizne D-I%H-P-a u \-/reme-z' lfol?éina migriranog

Kese (g) dijaliznoj migracije migriranog DEHP-a
kesi (g) (min) DEHP-a (ug) (%)
Voda 1,7410 0,6233 2500 135,67+1,23 0,02
O Surutka u prahu 1,6113 0,5768 2950 311,83+1,40 0,05
Mleko u prahu 1,6200 0,5800 2900 384,66+3,61 0,07
Infant formula 1,4560 0,5212 3000 601,29+2,73 0,12
Voda 1,4709 0,5266 1450 292,16+1,37 0,06
) Surutka u prahu 1,4924 0,5343 2700 559,45+0,78 0,10
Mleko u prahu 1,6049 0,5745 2800 1170,33+1,96 0,20
Infant formula 1,4502 0,5192 2700 1323,36+1,87 0,25

Uporedujuci razlicite uzorke mlecnih proizvoda kao recipijenata DEHP-a iz
plasti¢nog artikla, mle¢ni proizvod sa najvis§im procentom masti bio je najbolji recipijent za
migrirani DEHP, jer je DEHP nepolarni molekul sa najvecom tendencijom prelaska u
nepolani medijum kao S$to je masna hrana. S obzirom na to da infant formula sadrzi 22,80%
mle¢ne masti, to je ujedno i ispitivani mlec¢ni proizvod koji se pokazao kao najbolji
recipijent DEHP-a. Potom sledi mleko u prahu sa 20% sadrzaja mle¢ne masti, surutka u
prahu sa 2% sadrzaja mle¢ne masti i voda bez sadrzaja mle¢ne masti. Isti trend migracije
DEHP-a ustanovljen je u oba postavljena eksperimenta, i u uslovima migracije pod

dejstvom poviSene temperature i u uslovima potpomognute migracije ultrazvukom, s tim da
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migracija potpomognuta ultrazvu¢nim talasima ima veci efekat na migraciju DEHP-a (Slika
25.). Maksimalna koli¢ina migriranog DEHP-a je bila 601,29 ug, 384,66 ug, 311,83 ug i
135,67 pg za infant formulu, mleko u prahu, surutku u prahu i vodu, redom. Istim redom
opada i masa migriranog DEHP-a pod dejstvom ultrazvuka, pri ¢emu su koli¢ine migriranog
DEHP-a sledece: 1323,36 pug, 1170,33 pg, 559,45 pg i 292,16 ug.
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Slika 25. Uticaj temperature i ultrazvuka na migraciju DEHP-a iz plasti¢éne ambalaze u

matrikse hrane razli¢itog procenta masnoce

Ispitivanje vremena izlaganja plastiéne ambalaze navedenim uticajima pokazalo je
da sa poveéenjem vremena izlaganja navedenog plasti¢nog artikla povecanoj temperaturi ili
ultrazvuku raste i masa migriranog DEHP-a u mle¢nim proizvodima. Masa linearno raste
sa vremenom, nakon ¢ega dolazi do zasi¢enja, Sto ukazuje pojava platoa na krivo} m =
f(t), gde je m masa migriranog DEHP-a a t vreme izlaganja uticaju razlicitih faktora. Ovaj

plato pokazuje da se pod uticajem temperature i ultrazvuka posle odredenog vremena ne
odvija migracija (Slika 26. i 27.).
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Slika 26. Masa migriranog DEHP sa porastom vremena izlaganja plasti¢ne ambalaze
uticaju temperature u mle¢ne proizvode: a) vodu, b) surutku u prahu, c) mleko u prahu,

d) infant formulu

128



Danica S. Bogdanovi¢

Rezultati i diskusija

Doktorska disertacija

350
a) I 600 B m
L e e
300 y{/',.l-*f* L ™ " =
’ 0 500
@ 7 = P
2 2504 " g P
-] | | =0} i p
F ;// = 400 é-/
T 200 o o //
a " &0 300 S
cgn 150 4- § /7‘
= - ‘T 200 4 /
"D 100 o = ya
é” F. g 4
o
g 50 F g 100 .
=] a =
= " I
0 " o4 "
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Vreme migracije / min Vreme migracije / min
1200 ] o
o 1400 o
"
1000 E =
2 oy 1200 s
- £ s
n? 800 - o 1000 /
= & Ve
) w8004
e 600 a /
] // & 7/
g % S 600 {//
B 400 Vi £ y
z P 5 400 V
3 / £ Vi
£ 2004 . o (
s - »’ 2 200 '.‘-‘
o = | .
o o o *
T T T T v T : T . T r ! T T v T T L T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Vreme migracije / min

Vreme migracije / min

Slika 27. Masa migriranog DEHP sa porastom vremena izlaganja plasti¢ne ambalaze

uticaju temperature potpomognutim uticajem ultrazvuka u mle¢ne proizvode: a) vodu,

b) surutku u prahu, ¢) mleko u prahu, d) infant formulu

Sa dobijenih grafika se vidi da je maksimalna koli¢ina migriranog DEHP-a

postignuta brze zahvaljuju¢i kombinovanom efektu povecane temperature i ultrazvuka u

poredenju sa efektom samo temperature na migraciju DEHP-a. Primena ultrazvuka kao

dodatnog efekta na migraciju DEHP-a u vodu je smanjila vreme izlaganja plasticnog

ambalaznog materijala sa 2500 min na 1450 min, zasi¢enje je postignuto 1000 min brze

(Tabela 39.). Vreme izlaganja plasticnog ambalaznog materijala je skraceno i za ostale

recipijente DEHP-a pod uticajem ultrazvuka za 100 do 300 minuta u odnosu na vreme

izlaganja tog materijala samo uticaju temperature. Razlog za ovu razliku u vremenima

izlaganja je taj Sto je voda, kao polarni molekul, samo ,skinula“ molekule DEHP-a sa

povrsine plastike, dok nepolarni uzorci mleka mogu da rastvaraju DEHP iz plasti¢nih

materijala 1 za to je potreban duzi period.
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Kada se posmatra kriva rasta migriranog DEHP sa vremenom izlaganja (m = f(t))

primecuje se da je navedeni odnos mase i vremena izlaganja linearan u prvom vremenskom

periodu od 450 min (Slika 28. i 29.) sa ve¢im nagibom krive, $to pokazuje da sa malim

porastom vremena dolazi do veée promene u masi izluzenog DEHP-a. Takode se na osnovu

tabelarnih podataka vidi da se u ovom periodu dogodi 30% migracije DEHP-a (Tabela 40.).
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Slika 28. Masa migriranog DEHP pod uticajem temperature a) u vremenskom periodu

Masa migriranog DEHP-a DEHP / pg

od 3500 minuta, b) u vremenskom periodu od 450 minuta
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Slika 29. Masa migriranog DEHP pod uticajem temperature potpomognutom sa

uticajem ultrazvuka a) u vremenskom periodu od 3500 minuta, b) u vremenskom

periodu od 450 minuta

130



Danica S. Bogdanovic Rezultati i diskusija Doktorska disertacija

Tabela 40. Masa migriranog DEHP-a pod uticajem temperature i uktrazvuka u razli¢itim

vremenskim intervalima

Masa migriranog DEHP-a u uzorke mle¢nih proizvoda (1)

o _ _ Vremenski interval izlaganja
Vremenski interval izlaganja . ' o
. _ o plasti¢nog artikla uticaju
plasti¢nog artikla uticaju )
temperature sa dodatnim efektom

temperature Ultrazvuka
450 min 3000 min 450 min 3000 min
Voda 37,99 142,93 110,35 275,75
Surutka u prahu 67,45 315,59 142,35 582,73
Mleko u prahu 104,91 385,72 193,83 1247,18
Infant formula 199,81 601,72 283,71 1376,69

Ukoliko se uporede efekti temperature i ultrazvuka, u bilo kom vremenskom periodu
migracija DEHP-a je veéa pod uticajem ultrazvuka kao dodatnog efekta temperature. Stepen
migracije DEHP-a u mleko u prahu kao recipijenta pod uticajem poveéene temperature i
dejstva ultrazvuka porastao je za 223,34%, 128,79% za infant formulu, 92,93% za vodu,
84,65% za surutku u prahu.

Povecana efikasnost migracije DEHP-a je posledica snage i energije koju stvaraju
oscilacije proizvedene ultrazvukom. Pod uticajem energije ultrazvuka, dolazi do migracije
DEHP-a najpre sa povrsine plastike, nakon ¢ega se kasnije usled koncentracionog gradijenta

javlja i migracija DEHP-a iz unutrasnjih slojeva PVC plasti¢nog artikla.
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10.3. Rezultati odredivanja migracije ftalata u model

recipijent i vestacku pljuvacku

Nakon odgovaraju¢e pripreme uzoraka i razvoja metode te¢no-te¢ne ekstrakcije
ftalata iz vestacke pljuvacke opisane u poglavlju 6.11., pripremljeni uzorci su snimljeni
koris¢enjem GC-MS tehnike i rezultati kvantitativnog odredivanja ftalata su prikazani u
Tabeli 41.

Tabela 41. Recovery vrednosti ekstrakcije ftalata iz vestacke pljuvacke optimizovanom

metodom
Nivo spajka Recovery (%)
(Mg LY DMP DBP  BBP DEHP DOP
1 79,44 63,16 91,11 77,15 82,23
2 76,30 66,27 9564 73,12 7921
3 64,20 60,18 86,31 76,89 80,36
4 71,11 64,98 90,60 77,10 79,32
6 66,57 65,41 90,52 80,91 82,10

Srednja vrednost Recovery vrednosti za DEHP sa standardnom devijacijom iznosi
(77,03 £ 2,76)%. Ovo je vrednost koja ¢e se koristiti za propracun stepena migracije DEHP-
a iz PVC igracaka u vestacku pljuvacku, s obzirom na to da je u PVC igrackama detektovan
I kvantifikovan samo DEHP.

Nakon odgovaraju¢e pripreme uzoraka PVC igracaka 1 postavljanja migracinih
testova opisanih u poglavlju 6.12.3. izvrSeno je odredivanje ftalata u model recipijentu
nakon 6, 15 i 30 dana trajanja migracionog testa pomo¢u GC-MS tehnike. Na osnovu
poznatog masenog% DEHP-a u analiziranim igrackama, izraunat je procenat migracije
ftalata iz svake analizirane igracke u model recipijentu nakon 6, 15 i 30 dana trajanja
migracionog testa i podaci su prikazani u Tabeli 42.

Na osnovu podataka prikazanih u Tabeli 42. zakljucuje se da je procenat migracije
DEHP-a ve¢i kod Igracke 7 nakon svakog migracionog testa, u razliitim vremenskim
periodima. Razlog za to je najverovatnije taj Sto su PVC igracke seene na parcic¢e povrSine
0,5 cm?, a s obzirom na to da je parée Igracke 12 veée debljine, povrsina od 0,5 cm? je
samim tim i ve¢e mase. Kontakt model recipijenta i DEHP-a u plasticnom materijalu je
verovatniji i manje vremena je potrebno da dode do migracije DEHP-a u model recipijent

kada je u pitanju artikal Igracka 8.

132



Danica S. Bogdanovic Rezultati i diskusija Doktorska disertacija

Tabela 42. Procenat migracije DEHP-a u odnosu ha masu DEHP-a u PVC igracki

u n-heksan

Masa DEHP-a % migracije u odnosu na masu ftalata u
PVC Masa PVC

u PVC igracki PVC igracki
igracka  igracke (Q)
(ng) 6 dana 15 dana 30 dana
Igracka8  0,0246 9057 64,70 77,29 85,92
Igracka 12 0,0426 11519 60,97 73,26 80,63

Uzimajuéi u obzir Recovery vrednost za efikasnost ekstrakcije DEHP-a iz vestacke
pljuvacke nakon optimizacije LLE metode u iznosu od (77,03 + 2,76)% i rezultate dobijene
oCitavanjem koncentracije DEHP-a migriranog u vestacku pljuvacku nakon migracionih
testova u trajanju od 6, 15 i 30 dana i migracionog testa koji simulira realnu situaciju
zvakanja igracke u ustima od strane deteta u toku 1 dana u trajanju od 20 minuta, dobijaju
se podaci prikazani u Tabeli 43. i 44.

Rezultati pokazuju da do migracije gotovo da i ne dolazi. Stepen migracije za DEHP
se kre¢e od 0,005 do 0,028% za Igracku 8, dok se za Igracku 12 ovaj stepen kreé¢e od
0,014 do 0,030%. Ukoliko pratimo trend migracije u toku jednog dana, odnosno migracije
koja se odvija u ,,realnim* uslovima (20 minuta Zvakanja oponasa 20 minuta Vortexa), masa
DEHP-a koja se izluzi je 3,25 ug za Igracku 8, a 6,21 za Igracku 12 pg. Masa migriranog
DEHP-a u odnosu na masu deteta od 10 kg u tom uzrastu iznosi 0,325 pg kg, odnosno
0,621 ug kg, sto je dalako ispod TDI vrednosti za DEHP koja iznosi 0,05 mg kg™.

Tabela 43. Procenat migracije DEHP-a u vestacku pljuvacku u odnosu na masu DEHP-a u

Igracki 8

Igracka 8

o Masa DEHP-a Maksimalna Stepen
Trajanje  Masa PVC

S uPVCigracki koli¢ina migriranog migracije
migracije  igracke (Q)

(ng) DEHP-a (ug) DEHP-a (%)
1 dan 0,1661 61158 3,25 0,005
6 dana 0,0389 14324 1,62 0,011
15 dana 0,0388 14286 2,14 0,015
30 dana 0,0183 6738 1,86 0,028
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Tabela 44. Procenat migracije DEHP-a u vestacku pljuvacku u odnosu na masu DEHP-a u
Igracki 12

Igracka 12

o Masa DEHP-a Maksimalna Stepen
Trajanje  Masa PVC

] L uPVCigracki koli¢ina migriranog migracije
migracije  igracke (Q)

(ng) DEHP-a (ug) DEHP-a (%)
1 dan 0,1632 44129 6,21 0,014
6 dana 0,0491 13276 2,10 0,016
15 dana 0,0441 11924 2,14 0,018
30 dana 0,0415 11221 3,36 0,030

10.4. Rezultati odredivanja uticaja faktora na migraciju
ftalata iz PVC igracaka u model recipijent i veStacku
pljuvacku

Nakon zraéenja PVC Igracke 8 i Igracke 12, povrsine 1 cm?, UV-A i UV-C svetloséu
odredeni vremesnki period (UV-A -1, 2, 4, 6, 12, 24 h, UV-C -1 2 h), kao faktora uticaja
na promenu u strukturi polimera a samim tim i na migraciju DEHP-a iz navedenih artikala,
odreden je stepen migracije DEHP-a iz navedenih plasti¢nih igracaka. Stepen migracije je
izraCunat nakon izvodenja slede¢ih migracionih testova: migracije DEHP-a u model
recipijent (nakon 6,15 i 30 dana) i migracije DEHP-a u vestacku pljuvacku (nakon 6, 15 i
30 dana i u toku jednog dana) i izvodenjem te¢no-tecne ekstrakcije DEHP-a iz vesStacke
pljuvacke optimizovanom metodom.

Najpre je izvrSena kvantifikacija DEHP-a u ozrafenim igrackama rastvaranjem
igracaka u THF-u po optimizovanoj metodi i snimanjem uzoraka pomoc¢u GC-MS tehnike,
kako bi se na osnovu mase DEHP-a u ozra¢enim igratkama izraCunao stepen migracije
DEHP-a. Rezultati kvantifikacije su dati u Tabeli 45. Prikazani rezultati pokazuju uticaj
UV-A i UV-C svetlosti na svojstva PVC igracaka po pitanju sadrzaja DEHP-a. Zracenjem
igracaka, dolazi do slabljenja jaCine interakcije izmedu DEHP-a i polimera i dolazi do
migracije DEHP-a u atmosferu, $to utice na smanjenje mas% DEHP-a u igrackama sa
poveéanjem vremena zracenja. Maseni procenti DEHP-a u Igracki 12 opadaju od vrednosti

27,04 do vrednosti 19,58 mas%, dok je ovaj raspon za Igracku 8 od 36,82 do 30,81 mas%.
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UV-A zraCenje u trajanju od 2 h dovodi do najznacajnije promene u procentnom sastavu
PVC igracaka, dok se daljim zracenjem procentni sastav DEHP-a smanjuje postepeno.
Takode, u Tabeli 45. nalaze se i rezultati migracionih testova DEHP-a u model
recipijent nakon 6, 15 i 30 dana trajanja migracije DEHP-a. Za razliku od migracije
DEHP-a iz neozracenih igracaka gde je procenat iznosio 80,63% za Igracku 12 i 85,92% za
Igracku 8 nakon 30 dana, procenat migracije nakon zracenja igracaka raste na 97,25% za
Igracku 12 1 99,41% za Igracku 8 u odnosu na masu igracke. Isti trend vazi i za migracione
testove u trajanju od 6 i 15 dana, S$to potvrduje da zracenje narusava veze koje postoje
izmedu DEHP-a i polimera u PVC igratkama, ¢ime se omogucava lakSa migracija

DEHP-a.

Tabela 45. Stepen migracije DEHP-a iz ozracenih PVC igracaka u model recipijent

Vreme % izluzenog ftalata u odnosu na
PVC Vrsta DEHP ) )
zracenja masu ftalata u PVC igracki
igracka zraenja (mas%)
(h) 6 dana 15dana 30 dana

- 0 27,04+1,92 60,972 73,26%° 80,63°

2 21,87+2,25  65,60° 80,46*° 87,14°

4 21,45+1,08 66,19 81,372P 88,01°

UV-A 6 20,75+2,46  67,76° 81,66*° 89,49°

Igracka 12

12 21,67+1,12  70,87% 83,30%° 90,44°
24 21,13+1,13  71,52% 84,45%P 91,59°
1 20,03+0,11 75,68 88,86%° 96,47°

uv-C
2 19,58+0,17  76,25° 90,492P 97,25°
- 0 36,82+1,17 64,70 77,2920 85,92°
1 33,75+0,21 67,73 84,982° 90,69°
2 33,32+0,75 71,39 83,8420 86,92°
4 33,59+1,02  68,48° 84,8430 91,72°

UV-A
Igracka 8 6 33,50+1,98 72,022 83,2320 87,14°
12 33,04+1,41 73,75 84,750 91,61°
24 33,39+1,12 75,08 86,30*° 90,27°
1 31,22+0,17 79,562 90,442° 99,16°

uv-C

2 30,81+0,19 79,672 91,812P 99,41°

a—b vrednosti oznacene istim slovom u redu se statisticki ne razlikuju znacajno za nivo p < 0.05 (Tukey's HSD test)

U cilju odredivanja znacajne razlike izmedu rezultata dobijenih nakon razli¢itog

perioda migracije (6, 15 i 30 dana), dobijene masene koncentracije DEHP-a navedene u
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Tabeli 45. uporedene su koris¢enjem Tukey's HSD testa. Vrednosti znacajne razlike (HSD)
za svaki par rezultata su izradunate pomoéu programa Origin®, za p <0,05, i uporedene su
sa tablicnom vrednoscu 3,70 (HAMPTON et al., 2006). Dobijeni rezultati pokazuju da postoji
znacajna razlika u migraciji DEHP-a nakon 6 i 30 dana za sve analizirane igracke. Znacajna
razlika u migraciji DEHP-a nakon 6 i 15 dana migracije, kao i nakon 15 i 30 dana ne postoji.

U Tabeli 46. nalaze se rezultati izvrSenih migracionih testova u trajanju od 6, 15 i
30 dana, kao i u toku jednog dana, u kojima dolazi do migracije DEHP-a iz ozracenih
igraaka u vestacku pljuvacku. Rezultati pokazuju da ne dolazi do znacajne migracije
DEHP-a u vestacku pljuvacku, Sto je slucaj i sa neozracenim igrackama. Razlog za to je
polarnost recipijenta (vestatka pljuvacka je polarna), za razliku od n-heksana gde je
migracija DEHP-a znacajna jer se radi o nepolarnom rastvaracu.

Tabela 46. Stepen migracije DEHP-a iz ozra¢enih PVC igracaka u vestacku pljuvacku

Vreme % izluzenog ftalata U odnosu na masu ftalata
PVC Vrsta
. _ zratenja U toku
igracka zratenja 6dana  15dana 30 dana
(h) dana
— 0 0,01 0,01 0,02 0,03
1 0,02 0,04 0,02 0,02
2 0,01 0,02 0,04 0,02
4 0,01 0,02 0,03 0,02
UV-A
Igracka 8 6 0,01 0,03 0,03 0,02
12 0,01 0,02 0,03 0,02
24 0,02 0,01 0,03 0,02
1 0,01 0,02 0,02 0,02
Uv-C
2 0,01 0,01 0,01 0,02
— 0 0,01 0,02 0,02 0,03
2 0,02 0,02 0,03 0,02
4 0,02 0,03 0,05 0,02
UV-A
6 0,02 0,03 0,03 0,02
Igracka 12
12 0,01 0,02 0,02 0,02
24 0,01 0,01 0,02 0,02
1 0,01 0,03 0,08 0,02
Uv-C
2 0,01 0,02 0,02 0,02
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ZAKLJUCAK
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U cilju realizacije postavljenih ciljeva istrazivanja, primenjene su slede¢e metode i
tehnike:

- Tecno-tecna ekstrakcija (LLE) u cilju ekstrahovanja ftalata iz matriksa hrane u
odgovarajuci rastvarac ili smesu rastvaraca, pri ¢emu je izvrSen izbor najboljeg
ekstrakcionog sredstva radi dobijanja bistrog i homogenog ekstrakta u cilj postizanja
najvece Recovery vrednosti.

- Gasna hromatografija kuplovana sa masenom spektrometrijom (GC-MS) u cilju
detekcije 1 kvantifikacije ftalata, pri ¢emu je koriS¢ena kolona niske polarnosti,
jonizacija elektronom 1 rezim pracenja jednog jona. Jon koji se Kkoristi za
identifikaciju i kvantifikaciju DnBP-a, BBP-a, DEHP-a i DnOP-a je m/z 149, dok se
za identifikaciju i kvantifikaciju DMP-a koristi jon m/z 163.

- Infracrvena spektroskopija sa Fourier-ovom transformacijom (FTIR) u cilju
odredivanja ftalata u PVC plasti¢nim artiklima.

Na osnovu prezentovanih rezultata i diskusije, moZze se zakljuciti sledece:

1) Optimizovana je i validovana metoda za ekstrakciju i odredivanje ftalata u

uzorcima mleka i mle¢nih proizvoda

Metoda ekstrakcije ftalata iz uzoraka mleka n-heksanom je brza i jednostavna,
Recovery vrednosti za sve ispitivane ftalate i relativna standardna devijacija ovih vrednosti
pokazuju dobru tac¢nost 1 preciznost metode. Ekstrakcioni postupak sadrzi sledece
karakteristike: n-heksan kao ekstrakciono sredstvo, odnos zapremine rastvaraca i zapremine
uzorka 2:1, pri ¢emu se vrsi obogadivanje ekstrakta podvrgavanjem ekstrakta novoj
zapremini rastvaraca, radi dobijanja kona¢nog odnosa zapremine rastvaraca prema
zapremini uzorka 1:50, 1 vreme ekstrakcije od 15 do 30 minuta, uz ru¢no muckanje kao
nacin agitacije.

Efikasnost ekstrakcije DnBP-a, BBP-a i DEHP-a raste sa procentom razblaZenja
mleka, pri ¢emu su Recovery vrednosti za veca razblaZzenja mleka vece za 60-80% u
poredenju sa razblazenjem mleka od 50 v/v% . Niska Recovery vrednost (oko 10%) za
globulama mle¢ne masti $to dalje uzrokuje manji prelaz ftalata iz mleka u nepolarni ekstrakt.
Recovery vrednosti za ftalate u uzorcima vode (0 v/v% mleka) su najvece, krecu se u opsegu
od 75 do 135%.

Ova metoda se pokazala neefikasnom za ekstrakciju DMP-a, $to pokazuju niske

Recovery vrednosti, koje su posledica toga $to je DMP ftalat sa najmanjom molarnom
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masom, sa jednim ugljenikovim atomom u bo¢nom lancu ugljovodonika, sa najve¢om
rastvorljivos¢u u vodi od ostalih ispitivanih ftalata i sa najmanjom vrednos¢u koeficijenta
ravnotezne raspodele ftalata izmedu oktanola i vode.

Isti trend smanjenja Recovery vrednosti je primecen i za spajk sa nizom

koncentracijom ftalata od 3 pg L™ i za spajk sa visom koncentracijom ftalata od 6 pg L.

2) Optimizovana je metoda za ekstrakciju i odredivanje ftalata u uzorcima
alkoholnih pica — rakijama i vinu

Metoda ekstrakcije ftalata iz belih rakija — votke i rakije od jabuka je brza i pouzdana
1 na osnovu rezultata parametri za najefikasniji postupak ekstrakcije su sledeci: koris¢enje
n-heksana kao ekstrakcionog sredstva, ru¢no muckanje u trajanju od 5 min kao tip agitacije,
bez ponavljanja ekstrakcije. Uklanjanje veceg dela etanola iz rakija pre ekstrakcije ima
znacaj kod odredivanja DMP-a, na §ta ukazuje povecanje Recovery vrednosti za DMP od
27 na 110%. Kada su u pitanju DnBP, BBP, DEHP i DnOP, uklanjanje etanola iz rakija
nema uticaj na povecanje Recovery vrednosti. Recovery vrednosti za ova Cetiri ftalata iznose
od 62 do 110% za evaporisane bele rakije i od 27 do 90% za neevaporisane bele rakije.

Metoda ekstrakcije ftalata iz sintetickog vina je brza i pouzdana i na osnovu
dobijenih Recovery vrednosti ekstrakcije ftalata iz sintetickog vina moze se zakljuciti da je
najefikasnije sredstvo za ekstrakciju ftalata n-heksan, pH vrednost pri kojoj se odvija
najefikasnija ekstrakcija DMP-a, BBP-a, DEHP-a, DnOP-a je 3,42, a pH vrednost za
najefikasniju ekstrakciju DnBP-a je 5,60. Povecanjem procenta sadrzaja Secera, kao i
povecanjem procenta sadrzaja alkohola u sintetickom vinu, efikasnost ekstrakcije ftalata se
smanjuje. Primena reekstrakcije, kao i promena odnosa zapremine ekstrakcionog sredstva
prema zapremini uzorka, nema uticaja na efikasnost ekstrakcije. Takode, ustanovljeno je da
primenjena tri tipa agitacije ne uticu na povecanje ili smanjenje Recovery vrednosti i ovaj
trend je isti pri primeni drugih uslova ekstrakcije. Ovaj trend ostaje isti za sve ftalate, pa
tako Recovery vrednosti za DMP ostaju najmanje (62,65-63,24%) bez obzira na primenjen
tip agitacije, dok su Recovery vrednosti za BBP, DEHP i DnOP u opsegu 75,28 — 84,25%
pri pH 3,42, a Recovery vrednosti za DnBP u opsegu 96,51 — 108,22% pri pH 5,60.

3) Optimizovana je metoda za odredivanje ftalata u PCM-u i PVC igrackama
GC-MS i FTIR tehnikama analize
Razvijena je metoda odredivanja ukupnog sadrzaja ftalata u PCM artiklima i PVC

igratkama primenom GC-MS tehnike. Utvrdeno je da analizirani PCM artikli sadrze DEHP
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u znatnoj koli¢ini, od 5,19 do 28,75 mas%, 1 da PVC igracke sadrze DEHP u koli¢ini od
10,27 do 53,24 mas%.

Takode, razvijena je i metoda kvalitativnog 1 kvantitativnog odredivanja ukupnog
sadrzaja ftalata u PCM artiklima primenom FTIR tehnike. Rezultati kvantitativne analize
koris¢enjem FTIR tehnike pokazuju da se ukupni sadrzaj ftalata u PCM artiklima krece u
rasponu od 4,98 do 27,50 mas%, $to je u slaganju sa odredivanjem ftalata GC-MS tehnikom.

Metoda odredivanja FTIR tehnikom je brza, pouzdana, efikasna, jeftinija i zahteva
manje koraka u pripremi u odnosu na GC-MS tehniku. Nedostatak ove metode je taj §to se
ovom metodom odreduje ukupan sadrzaj ftalata, bez identifikacije svakog ftalata ponaosob,
dok se GC-MS analizom vrsi potuno odvajanje ftalata. Iz tog razloga, FTIR se moze koristiti
kao preliminarna tehnika za odredivanje sadrzaja ftalata u PVC proizvodima, nakon ¢ega se
moze obaviti i GC-MS analiza ukoliko rezultati dobijeni FTIR tehnikom budu pozitivni.

Takode, ovim istraZivanjem je pokazano da je metoda rastvaranja PVC artikala u
THF-u, potom taloZenja polimera n-heksanom ili metanolom, efikasna u uklanjanju ftalata

iz PVC artikala, ¢iji je krajnji rezultat ¢vrsta i kruta neplastificirana plastika.

4) Odreden je stepen migracije ftalata iz PCM-a u model recipijent

Rezultati migracionih testova ftalata iz PCM artikala u model recipijent nakon 30
dana pokazuju da se koncentracija izluzenog DEHP u n-heksan krece od 5,19 do
28,76 mas% u odnosu na masu PVC artikla.

U radu je izvrSeno poredenje potencijala migracije ftalata iz plasti¢nih artikala,
odnosno pracen je koeficijent raspodele ftalata izmedu plastike i heksana, Kpn, pri ¢emu
veca vrednost Kp/H pokazuje da ftalati teze migriraju iz plastike u recipijent. S obzirom na
to da je u ovoj plastici GC-MS tehnikom utvrdeno prisustvo samo DEHP-a, ovde nije
izvrSeno poredenje potencijala migracije vise ftalata, ve¢ je pracena promena potencijala
migracije sa vremenom migracije.

DEHP teze migrira iz cevi za dijalizu, dijalizne kese i kese za prijem krvi iz seta za
transfuziju, u poredenju sa ostalim PCM artiklima, pri ¢emu su razlike veoma male. Sa
porastom vremena migracije, migracija DEHP se odvija brze 1 lakSe, jer jaCina veze izmedu
DEHP i polimera opada, na $ta ukazuju vrednosti za Kp+ Koje su manje nakon vremena

migracije od 15 dana u poredenju sa vrednostnima Ke/n za 6 dana.

5) Odreden je stepen migracije ftalata iz FCM-a u model recipijent

Postavljanjem scenarija koji obezbeduje $to veéi stepen migracije ftalata upotrebom
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n-heksana kao recipijenta ftalata i daljom analizom migracije ftalata iz PET, LDPE, HDPE,
PP, PS i PC plastike utvrdeno je da do migracije iz ovih ne-PVC artikala ne dolazi, tako da

su ispitivani FCM artikli bezbedni za koris¢enje.

6) Utvrden je uticaj temperature i ultrazvuc¢nih talasa na migraciju ftalata iz
plasticnog artikla u mlecne proizvode

Masa migriranog DEHP-a iz plasti¢nog artikla u mleéne proizvode linearno raste u
prvih 450 min izlaganja povecanoj temperaturi i ultrazvucntim talasima, nakon ¢ega dolazi
do formiranja platoa na krivi zavisnosti mase migriranog DEHP-a u funkciji vremena.
Uporedujuci efekte temperature i ultrazvuénih talasa na migraciju, zakljucak je da je uticaj
ultrazvuénih talasa na migraciju DEHP-a iz plasti¢nog artikla u mle¢ne proizvode jaéi od
uticaja temperature, zato Sto ultrazvuk narusava strukturu plasticnog materijala i ubrzava
difuziju i oslobadanje ftalata. Ovaj trend vazi za sve ispitivane mle¢ne proizvode. Takode,
utvrdeno je da se masa migriranog DEHP-a menja u zavisnosti od sadrzaja masti u mle¢nim
proizvodima. Migracija DEHP-a opada sa smanjenjem sadrzaja masti u mle¢nim
proizvodima, $to se deSava ovim redosledom — infant formula > mleko u prahu > surutka u

prahu > voda.

7) Odreden je stepen migracije ftalata iz PVC igracaka u model recipijent i vestacku
pljuvacku

Rezultati postavljenih migracionih testova pokazuju da do migracije DEHP-a u
vestacku pljuvacku gotovo i da ne dolazi. Stepen migracije za DEHP se kre¢e u opsegu od
0,005 do 0,030 mas%. Migracionim testom koji simulira “realne uslove” Zzvakanja deéje
igracke od strane deteta uzrasta oko jedne godine, izra¢unata ja masa migriranog DEHP-a
iz analiziranih igracaka u odnosu na masu deteta od 10 kg u navedenom uzrastu i iznosi
0,325 pg kg, odnosno 0,621 pg kg™, sto je dalako ispod TDI vrednosti za DEHP koja
iznosi 0,05 mg kg™.

8) Utvrden je uticaj UV-A i UV-C radijacije na migraciju ftalata iz PVC igracaka

u model recipijent i vestacku pljuvacku

ZraCenjem PVC igrataka UV-A i UV-C svetlos¢u dolazi do slabljenja jadine
interakcije izmedu DEHP-a i polimera i dolazi do oslobadanja DEHP-a u atmosferu, $to

uti¢e na smanjenje mas% DEHP-a u igratkama sa pove¢anjem vremena zracenja.
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Takode, rezultati migracionih testova DEHP-a iz ozracenih igracaka u model
recipijent nakon 6, 15 i 30 dana trajanja migracije DEHP-a pokazuju da procenat migracije
nakon zracenja igracaka raste na 97,25% za Igracku 12 1 99,41% za Igracku 8 u odnosu na
masu igracke, $to potvrduje da UV-A i UV-C zraCenje narusava veze koje postoje izmedu
DEHP-a i polimera u PVC igrackama, ¢ime se omoguc¢ava lakSa migracija DEHP-a.

Rezultati izvrSenih migracionih testova pokazuju nizak stepen migracije DEHP-a iz
ozracenih igracaka u vestacku pljuvacku, Sto je slucaj i sa neozracenim igraCkama. Razlog
za to je polarnost recipijenta (vestacka pljuvacka je polarna), za razliku od n-heksana gde je

migracija DEHP-a znacajna jer se radi o nepolarnom rastvaracu.
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H3JABA O AYTOPCTBY

H3jaBbyjem na je JOKTOpcKa AMCEpTalMja, NoA HaCI0BOM

KOHTAMHHAIHJA XPAHE ®TAJIATHMA YCIIEJ bUXOBE MHUT'PAIIHJE
N3 NJIACTUYHE AMBAJIAKE

Koja je onbparseHa na [Ipupoano-matematuukoM dakynrety YHusepsutera y Hunry:

¢ DPE3IYJTAT CONCTBCHOI HCTPAKHUBAUKOI paja;

® a OBY AMCEpTalMjy, HH Y LUEIUHU, HUTH Y AENOBHMA, HUCAM MpHjaB/bHBAIA Ha
ApyruM GaKynTeTuMa, HUTH YHUBEP3HTETUMA;

® ]a HMCaM MOBpeaW/ia ayTopcka Mpapa, HUTU 3J10yNoTpeOHO/Na HHTENEKTYalHy
CBOjUHY APYTHX JIMLA.

Jlo3zBospaBaM fa ce objaBe MOjJH JIMUHM MOJALH, KOJH Cy Yy BE3H Ca ayTOPCTBOM M
noOMjareM aKaJIEeMCKOT 3Ba-a JOKTOPa HayKa, Kao 1ITO CY MME H NPE3UME, TOAAHHA H MECTO
pohemsa W parym onbpaHe pama, M To Yy Katanory bubGnwnoreke, JlururaiHom
penozutopujyMy YHusepsutera y Humy, xao u y ny6bnaukaumjama Yuusepsurera y Huury.

V Humy, A2.4 2021,

IMoTnuc ayTopa AHCepTalHje:

oo
damuwa  Gorga etk
ﬁémuua CyBornaHoauh




WU3JABA O HCTOBETHOCTH ILITAMITAHOT Y ENEKTPOHCKOI OBJIUKA
JIOKTOPCKE IUCEPTALIMIE

Hacnos aucepraumje:

KOHTAMMHAIUJA XPAHE ®TAJIATUMA YCIEJA lhbHXOBE MHI'PALIMJE
U3 NJNACTHYHE AMBAJIAXKE

H3jaBmyjeM Na je enekTpoHCKHM OONMK MOje AOKTOpCKE AvcepTaumje, Kojy cam
Npefaia 3a yHouwerwe y JJMruTannun penosnropujym Yunusepsurtera y Huury, ucroseran
LITaMIAaHOM OOJHKY.

V Humy, 2.4 2021,

IloTnuc ayTopa AMCEepTaLHm)e:

Jauutm @;:Tf’a#sM

S Manuud C. Boraanosuh




U3JABA O KOPUILLREDY

Ogenamhyjem Ynusepsutercky GuGnmnoreky ,,Hukona Tecna* pa y ururannu
peno3uTopujyM Yuusepzutera Yy Huwy yHece MOjy [OKTOPCKY AMCEpTauujy, Moj
HacJIOBOM:

KOHTAMUWHAIMJA XPAHE ®TAJIATUMA YCJIEA lhUXOBE MUI'PALIUJE
N3 IIVIACTUYHE AMBAJIAXKE

JlucepTaLmjy ca CBMM NPUIO3HMA MIpe/iaia CaM Y eJIEKTPOHCKOM 001Ky, NOrOAHOM
3a TPajHO apXMBUpaILE.

Mojy NOKTOPCKY AMCEpPTaLnjy, YHETY Y JIUrMTanHu peno3uTopujym Y HHUBEp3UTETa
y Humy, Mory xkopucTuTH CBM Koju nowityjy oapeade caipikaHe y oJabpaHOM TUMY
muenue Kpearusue 3ajequuue (Creative Commons), 3a KOjy €aM Ce€ OLTy4HIa.

1. Aytopcteo (CC BY)

2. AyropctBo — HekoMepumjanHo (CC BY-NC)

l 3. AyropcrBo — Hexomepuujaano — 6e3 npepaae (CC BY-NC-ND) J

4. AyTOpCTBO — HeKOoMepUujanHo — AenutH o uctum yenosuma (CC BY-NC-SA)

5. Ayropcteo — 6e3 npepane (CC BY-ND)

6. Ayropcteo — aenatu oA uctum ycrosuma (CC BY-SA)

Y Humy, {2.4. 2024,

[Tlornuc ayTopa gucepraumje:

dapuua Z’orf’ayaM

aHuLa CpBomaHoauh




