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1. UvOD

1.1. VLAZNE MARAMICE

Vlazne maramice su navlazeni pravokutni komadi papira ili tkanine koji se naj¢esce rabe za
¢isc¢enje ili dezinfekciju. Njihova prednost i glavni razlog siroke potrosnje je jednostavnost
primjene koja je postala ocita ve¢ pedesetih godina prosloga stolje¢a kada su ljudi ljudi poceli
vise putovati i trebali su brzi nain ¢iSéenja, prvenstveno ruku. Danas su vlazne maramice

sveprisutne na globalnom trziStu i mogu se grubo podijeliti u tri kategorije:

1.) Maramice za osobnu higijenu (dje¢je maramice, maramice za uklanjanje $minke,
maramice za intimnu higijenu, maramice za uklanjanje laka za nokte, vlazni toalet
papir itd.)

2.) Maramice za kucanstvo (maramice za ¢iS¢enje kuhinjskih povrSina, maramice za
¢iS¢enje kupaonice, maramice za ¢iS¢enje poda, maramice za brisanje stakla itd.)

3.) Industrijske maramice za c¢iS¢enje (maramice za odmaséivanje, dezinfekcijske

maramice itd.)

1.1.1. Kemijski sastav vlaznih maramica

Osnova maramica su vlakna svile, pamuka, poliestera, vune (izbjegava se u djecjim
maramicama zbog iritacijskog ucinka) koja se ili isprepli¢u ili komprimiraju pod tlakom kako
bi formirala tanki sloj. Glavni sastojak otopine za vlaZzenje je voda koja sluzi kao nosac i
otapalo za sve ostale sastojke. U dezinfekcijskim maramicama i maramicama za ciS¢enje
povrsina Cest je 1 alkohol (etanol ili izopropanol), koriSten zbog svojstava otapanja polarnih
supstancija, bakteriostatskog i konzerviraju¢eg ucinka. Kao sredstva za emulgiranje necistoca
koriste se razne povrSinski aktivne tvari (anionske koje imaju najja¢i ucinak ciScenja ili
neionske 1 amfoterne u maramicama namijenjenima dje¢joj kozi zbog manjeg iritacijskog
potencijala). Glicerol, propilenglikol i butilenglikol najces¢i su humektansi koji odrzavaju

vlaZnost maramice i sprjecavaju isusivanje, a djeluju i kao ovlazivaci koZe nakon primjene.



Dodatno, neke maramice namijenjene primjeni na kozu sadrze biljna ili mineralna ulja kao $to
su lanolin, bademovo ulje, maslinovo ulje ili silikoni koji djeluju kao emolijensi - formiraju
tanki, umjereno propustan sloj na kozi koji ogranicava gubitak vode iz koze i tako sprecavaju
pretjerano uklanjanje lipida s povrSine koZe i neugodan osje¢aj nakon primjene. Velik udio
vode u maramicama osigurava izvrsnu podlogu za rast mikroorganizama (bakterije, plijesan,
kvasci) pa su za odrzavanje sigurnosti i kakvo¢e proizvoda nuzni konzervansi (Lee i sur.,
2014). Najcesce koristeni su alkil-parabeni, fenoksietanol, natrijev benzoat, benzilni alkohol
ili metilizotiazolinon koji sprje¢avaju mikrobni rast. Cesto se za osiguravanje kakvoce dodaje
i kelator — Na-EDTA koji veze metalne katione (Ca, Mg) i sprjeCava formiranje netopljivih
soli te na taj nadin osigurava fizicku stabilnost proizvoda. Emocionalnu vrijednost
maramicama daju mirisi i arome koji su, uz konzervanse, naj¢es¢i alergeni u maramicama

koje se primjenjuju na kozu.

1.1.2. Zakonska regulativa

Vlazne maramice koje se ubrajaju u kozmetiCke proizvode moraju ispunjavati zahtjeve
Uredbe (EZ) br. 1223/2009 o kozmetickim proizvodima uz naglasak na kontrolu sadrzaja
alergena metilizotiazolinona. Uskladenost s Uredbom temeljni je zahtjev za stavljanje
sigurnog proizvoda na trziSte. Takoder moraju ispunjavati zahtjeve pratecih propisa kao $to su
Pravilnik o zdravstvenoj ispravnosti predmeta Siroke potro$nje (NN/125/2009), Pravilnik o
posebnim uvjetima za proizvodnju 1 stavljanje na trZiSte predmeta opce uporabe

(NN/82/2010), Pravilnik o ambalazi i ambalaznom otpadu (NN/97/2005).



1.2 PLINSKA KROMATOGRAFIJA

Plinska kromatografija (engl. Gas Chromatography, GC), osmisljena davne 1950. godine, je
analiticka separacijska tehnika koja se koristi za identifikaciju i kvantitativno odredivanje
hlapljivih supstancija u uzorku. Temelji se na razdiobi hlapljivih analita iz uzorka izmedu
pokretne plinovite i nepokretne tekuce ili ¢vrste faze. Razlika u kemijskim karakteristikama
molekula u uzorku i njihovom relativnom afinitetu prema stacionarnoj fazi promovira
separaciju tih molekula. Separacija se odvija u koloni u koju se ustrcava uzorak koji pri tome
ispari. Kroz kolonu sa stacionarnom fazom prolazi plinovita faza (plin nosa¢) pod tlakom i
eluira analite koji izlaze u razli¢itim vremenima (vrijeme zadrzavanja) ovisno o interakcijama
sa stacionarnom fazom. Analit koji najvise vremena provede u stacionarnoj fazi eluirat ¢e
posljednji. (Nigovi¢, 2014). Plinska kromatografija moze se podijeliti u dvije kategorije s
obzirom na prirodu stacionarne faze: plinsko - ¢vrstu i plinsko - tekuéinsku kromatografiju.
(Luterotti, 2002).

Instrument za provedbu analize metodom plinske kromatografije naziva se plinski
kromatograf, a njegovi osnovni dijelovi su prikazani shematski na Slici 1.

Slika 1. Shematski prikaz plinskog kromatografa (www.guccishoesuk2014.com)
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Kromatografski proces zapocinje injektiranjem male koli¢ine uzorka (0,5 - 2 uL) u kolonu
koriStenjem zagrijanog sustava za injektiranje pri ¢emu uzorak trenutno ispari. Injektor je
najéeS¢e mikrolitarska Sprica s iglom koja probija gumenu membranu spremnika uzorka
(Eiceman, 2006). Temperatura sustava za injektiranje prilagodava se ovisno o hlapljivosti
ispitivanih analita u uzorku (naj¢esc¢e od 150-250 °C) i mora se paZzljivo optimizirati — mora
biti dovoljno visoka da trenutno upari uzorak, a da istovremeno ne dovede do razgradnje
analita ili kontaminacije kolone. U ovom koraku je vazno da volumen injektiranog uzorka
bude izuzetno mali kako ne bi doslo do Sirenja zona prilikom analize te da isparavanje uzorka

zaista bude trenuta¢no — svi analiti u isto vrijeme.

Osigurati mali volumen injektiranog uzorka prilikom koristenja kapilarnih kolona za analizu
moguce je primjenom tzv. ,,split“ injektora pri ¢emu se uzorak ne nanosi u cjelosti na kolonu
(,,Splitless®), nego se podijeli na dva dijela — manji se nanosi na kolonu a ve¢i odventilira.
Omjeri mogu biti od 10:1 do 100:1. Tako se sprjecava Sirenje pikova i njihova asimetrija zbog
ekspanzije otapala u kojemu je otopljen uzorak (Nigovic¢, 2014).

Pokretna faza, odnosno plin nositelj prenosi molekule iz uzorka kroz kolonu. Plin mora biti
inertan 1 ne smije dolaziti u interakcije s analitom, Sto znaci da se selektivnost GC separacije
moze pripisati isklju¢ivo stacionarnoj fazi. Kao plinovi nositelji upotrebljavaju se helij, dusik
i vodik visoke Cistoce, takoder uzimajuc¢i u obzir koristenu vrstu detektora (Piantanida i sur.,
2014).

Optimizirana kromatografska separacija pocinje s kolonom. Kolone se mogu podijeliti na
punjene i kapilarne. Punjene su cijevi izradene najceSc¢e od nehrdajuceg celika, stakla, ili
ponekad teflona, unutarnjeg promjera 2-5 mm. Punjenje je inertni ¢vrsti nosa¢ velike
specificne povrSine (kalcijev silikat) impregniran tankim slojem tekuce nepokretne faze
razli¢ite polarnosti (makrogol, polietilenglikol, polisiloksani). U svrhu smanjenja adsorpcije

polarnih supstancija na ¢vrsti nosac, on se silanizira, ¢cime mu se smanjuje polarnost. Druga



vrsta kolona su kapilarne. Gradene su od izvucena kvarca, a Unutrasnji promjer je izmedu 0,15
mm i 0,5 mm. Trenutan izbor komercijalno dostupnih unutrasnjih promjera kapilarnih kolona
na trziS§tu omogucava balans izmedu dva faktora: ucinkovitosti odjeljivanja i kapaciteta za
uzorak (koli¢ina bilo koje komponente uzorka koja se moze primijeniti na kolonu bez da se
zeljeni pik preoptereti — engl. ,,peak overload“ $to bi rezultiralo asimetri¢nim pikom na
kromatogramu) (www.sigmaaldrich.com). Unutrasnju stijenku kolone prekriva tanki sloj
nepokretne faze (0,1 - 5 um), kemijski vezane na silanolne grupe stijenke. Kao nepokretna

faza najCesce se koriste razlicito supstituirani siloksani.

Osnovni nedostaci punjenih kolona su manja sposobnost razlu¢ivanja i osjetljivost na
temperature vec¢e od 280 °C pri ¢emu dolazi do isparavanja tekuce faze (Nigovi¢, 2014).
Danas se najceS¢e rabe kapilarne kolone zbog vece djelotvornosti i podnoSenja vecih

temperatura.

Prilikom odabira odgovaraju¢e kapilarne kolone za analizu, najvaznije je razmotriti koja bi

bila najbolja moguca stacionarna faza. Vrlo korisne karakteristike stacionarne faze koje mogu

pomo¢i pri izboru su selektivnost i polarnost, ¢esto koriSteni kao sinonimi, iako to nisu.
Selektivnost je odredena fizikalno-kemijskim interakcijama molekula iz uzorka i stacionarne
faze, dok je polarnost odredena strukturom stacionarne faze. lako polarnost ima utjecaj na
separaciju, samo je jedna od mnogo svojstava stacionarne faze koji utjeCu na razdvajanje
pikova. Selektivno$¢u se moze smatrati sposobnost stacionarne faze da razlikuje dvije
molekule na temelju njihovih kemijskih ili fizikalnih svojstava. Ako su ta svojstva druk¢ija,
drukéije su i interakcije sa stacionarnom fazom zbog Cega dolazi do separacije (Aglient

Technologies, 2016).

Kolona za kromatografiju nalazi se u peénici S ventilatorom koji osigurava ravnomjernu
raspodjelu topline. Peénica mozZe termostatirati kolonu na dva nacina — izotermalno
(konstantna temperatura do kraja analize) ili promjenjivo (programirano povisenje
temperature). Druga opcija se koristi za separaciju uzoraka Sireg raspona vrelista, ali i kako bi
se omogucilo injektiranje uzorka pri niZoj temperaturi i onda naglo poviSenje temperature za

trenutno isparavanje na vrhu kolone (Watson, 2012).

Zadnji  korak analize plinskom kromatografijom je detekcija eluiranih analita. Neki od

najéeSce koristenih detektora su:



e Plameno ionizacijski detektor (engl. Flame lonisation Detector, FID)

U detektoru se nalazi elektroda koja biljezi pojacanje struje do kojeg dovode ionski
meduprodukti i elektroni nastali sagorjevanjem organskih supstancija u plamenu (Nigovic,
2014). Najbolju detekciju postize za molekule s ugljikovim i vodikovim atomima, dok

heteroatomi poput kisika smanjuju odgovor detektora.
e Detektor apsorpcije elektrona (engl. Electron Capture Detector, ECD)

Kod ovog tipa detektora radioaktivni izbor (beta emiter) ionizira plin nositelj pri ¢emu nastaju
slobodni elektroni koji generiraju stabilnu, konstantnu struju. Ako uzorak koji se eluira sadrzi
organske molekule s elektronegativnim grupama (halogeni, fosfatne i nitro skupine), oni ¢e
vezati te elektrone i struja ¢e se smanjiti. Smanjenje u toku elektrona proporcionalno je

sadrzaju elektrofilnih komponenata uzorka.
e Detektor toplinske vodljivosti (engl. Thermal Conductivity Detector, TCD)

Dolazi do promjene toplinske vodljivosti struje plina nositelja zbog prisutnosti analita.
Najcesce se koristi za odredivanje vode u uzorku. U odnosu na FID detektor relativno je

neosjetljiv na organske komponente (Watson, 2012).
e Maseni detektor (engl. Mass Spectrometer, MS)

Nakon $to analiti napuste GC kolonu, ioniziraju se u vakuumu ili prije ulaska u vakuum
koriste¢i eletronske ili kemijske ionizacijske izvore. lonizirane molekule ubrzavaju kroz

analizator instrumenta i razdvajaju se na temelju razli¢itih omjera mase i naboja.

1.2.1. Plinska kromatografija s headspace injektiranjem

Plinska kromatografija s headspace injektiranjem (engl. Head Space Sampling, HSS) je
metoda pripreme uzoraka za odredivanje ostatnih otapala 1 hlapljivih onec¢is¢enja u krutim ili
teku¢im uzorcima. NajéeSce se dijeli na statinu i dinami¢nu, iako je danas u upotrebi i
varijanta dinami¢nog uzorkovanja nazvana mikroekstrakcijom na ¢vrstoj fazi (engl. Solid
Phase Microextraction, SPME). Kromatografija sa staticnim headspace injektiranjem klasi¢ni

je i najjednostavniji oblik ovakve analize pri ¢emu se uzorak u staklenoj vijali s gumenim
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¢epom ostavlja na kontroliranoj temperaturi dok se ne uspostavi ravnoteza izmedu plinovite i
tekuce ili krute faze. Nakon toga, plin nositelj uvodi fiksan volumen plinovite faze u GC
kolonu. Ako se koristi kapilarna kolona za analizu, primjenjuje se split injektiranje.

Drugi naéin ovakve analize je dinami¢na (purge trap) headspace analiza koja ukljucuje
propuhivanje tekuceg uzorka pomocu plina nositelja i adsorpciju strujom plina noSenih
hlapivih analita na polimerni adsorbens. Na taj nacin dolazi do ,zarobljavanja“ i
ukoncentriravanja analita na adsorbensu. Nakon adsorpcije slijedi desorpcija poviSenjem
temperature te prenoSenje uzorka na kolonu plinskog kromatografa. Ova metoda je metoda
izbora za analizu izuzetno niskih koncentracija (ppb i ppm) hlapljivih organskih supstancija u
vodenim uzorcima (Watson, 2012).

1.2.2 Prednosti i ogranicenja plinske kromatografije

Osnovna prednost plinske kromatografije kao metode odjeljivanja i kvantifikacije je velika
tocnost 1 preciznost, ¢emu posebno pridonosi uporaba unutarnjeg standarda pri analizi.
Koristenjem kapilarnih kolona, mo¢ odjeljivanja plinskom kromatografijom postaje veca od
one tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti. Nadalje, metoda je automatizirana i time
relativno jednostavna za koriStenje, a Siroki izbor detektora omogucuje odjeljivanje brojnih
vrsta spojeva, ukljuujuc¢i one bez kromofora. Kao mobilna faza koriste se plinovi koji za
razliku od organskih otapala ne zahtjevaju posebne nacine odlaganja, a i puno su jeftiniji od

organskih otapala, posebice helij.

S druge strane, metoda zahtjeva od analita da budu termostabilni i lakohlapljivi, $to nije
uvijek slucaj, zbog Cega je ponekad potrebna i derivatizacija. Postupak derivatizacije analita
povecava broj koraka analize, kao 1 opasnost od mogucih interferencija. Volumen uzorka za
analizu, kao $to je ve¢ spomenuto, mora biti izrazito mali (0,5 - 2 pL), §to moze predstavljati
problem prilikom kvantitativne analize. Vodene otopine i soli nije moguce injektirati u
instrument (Watson, 2012).



1.2.3. Headspace tehnika pripreme uzorka

Headspace plinska kromatografija nije nova tehnika; koristi se od ranih pocetaka plinske
kromatografije, no interes za nju i dalje ne jenjava. Uzrok tome je vjerojatno potreba za
minimalizacijom troSkova u analiti¢kim laboratorijima, a $to se moze posti¢i automatizacijom
Sto veceg broja koraka u analitickom postupku (Kolb i Ettre, 2006). Unato¢ automatizaciji
same analize, priprema uzorka u velikom broju slu¢ajeva ostaje vremenski zahtjevan zadatak.
Vecina uzoraka mora biti modificirana kako bi udovoljila specificnim zahtjevima odredenih
analitickih tehnika. Mnoge od tih modifikacija ukljucuju nekakvu vrstu inicijalne ekstrakcije,
poput tekucinsko — tekucéinske ekstrakcije (engl. Liquid—liquid extraction, LLE), ekstrakcije
¢vrstom fazom (engl. Solid phase extraction, SPE) ili ¢ak ekstrakcije superkriticnim fluidom
(engl. Supercritical fluid extraction, SFE). Medutim, ako nas zanimaju hlapljivi analiti, u tu
svrhu se moze koristiti inertni plin kao idealno otapalo s kojim je relativno lako rukovati i koji
je dostupan u puno vecem stupnju Cistoce od vecine organskih otapala, $to je vrlo vazno za

analite u vrlo malim koncentracijama, ili analite u tragovima.



2. OBRAZLOZENJE TEME

Kozmeticki proizvodi i proizvodi za osobnu higijenu su od velike vaznosti za ljude svih
dobnih skupina diljem svijeta. U posljednjih nekoliko desetlje¢a broj kozmetickih proizvoda
dostupnih na trzi$tu iznimno raste, a medu njima i vlazne maramice razlicitih tipova i
razli¢itih namjena. Takvi proizvodi se primjenjuju izravno na kozu, a u svom sastavu mogu
imati 1 nekoliko desetaka razliCitih tvari zbog cega njihove sigurnosne procjene moraju
ukljucivati direktan utjecaj na kozu prilikom kontakta, kao i sistemsku izlozenost za molekule
koje penetriraju kroz kozu. Te stavke dolaze posebno do izrazaja kod novorodenéadi i male
djece kod kojih se proizvodi primjenjuju na velikoj povrsini koze, koja je ujedno vece
propusnosti od koze odraslih osoba. Osim toga, vazno je uzeti u obzir i malu masu
novorodenceta te posljedicno veliku sistemsku koncentraciju potencijalno Stetnih tvari ako

dode do njihove apsorpcije putem koze.

U ovom radu nastojalo se ispitati moguénost primjene jednostavne i ekonomski isplative
HSS-GC-FID analiticke metode za odredivanje odabranih hlapljivih organskih otapala kao
potencijalnih Stetnih sastojaka u vlaznim maramicama, imajuc¢i na umu mogucnost izazivanja
ili pojacavanja intenziteta koznih reakcija, kao Sto su kontaktni dermatitis ili pelenski osip kod

djece, kao i moguci sistemski utjecaj nakon apsorpcije.



3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Kemikalije i plinovi

2-propanol, ¢istoce za tekuéinsku kromatografiju (Merck, Darmstadt, Njemacka)
Aceton (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Acetonitril, Cistoce za tekucinsku kromatografiju (Merck, Darmstadt, Njemacka)
Etanol, Cistoce za tekucinsku kromatografiju (Merck, Darmstadt, Njemacka)
Etil-acetat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Metanol, ¢istoce za tekuc¢insku kromatografiju (Merck, Darmstadt, Njemacka)
Benzen (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Propilenglikol (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Vodik 5,0 (Messer, Gumpoldskirchen, Austrija)

3.1.2. Uzorci

Becutan dje¢je vlazne maramice (Alkaloid, Makedonija, Skopje)

3.1.3. Pribor

Automatske pipete, (0,5 uL — 10 mL) (Rainin Instrument LLC, Oakland, CA, SAD)

Bocice za uzorkovanje headspace tehnikom s aluminijskim ¢epom, 20 mL (Agilent

Technologies, Santa Clara, CA, SAD)
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Kolona za plinsku kromatografiju, DB-624, dimenzija 30 m x 0,53 mm, debljina filma 3 um
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD)

Otvara¢ bocica s aluminijskim ¢epom (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD)

Zatvarac bocica s aluminijskim ¢epom (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD)

3.1.4. Instrumenti

Analiticka vaga, model AG245 (Mettler Toledo, Greifensee, Svicarska)
Kompresor zraka, model ZAO35A (PEAK Scientific, Renfrewshire, UK)
Plinski kromatograf, model 6850 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD)
Sustav za pro¢i$cavanje vode WaterPro (Labconco, Kansas City, MI, SAD)

Uredaj za headspace uzorkovanje, model G1888 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
SAD)

3.1.5. Programski paketi

GC ChemStation, Rev. A. 10 02 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD)

Microsoft Office Excel 2003 (Microsoft, Seattle, WA, SAD)
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3.2. METODE

3.2.1. Priprema standardnih otopina

Standardna otopina pripremljena je razrjedivanjem acetona, etanola, etil-acetata, 2-propanola i
metanola s ultracistom, deioniziranom vodom do koncentracije 10 % (v/v). Dodavana su po 2
ML te otopine izravno na uzorak maramice neposredno nakon unoSenja uzorka u boéicu za
uzorkovanje. Kao unutarnji standard koriSten je acetonitril, a dodavano je po 2 pL u svaki

uzorak.

3.2.2. Priprema uzorka vlaznih maramica

Vlazne maramice su ispitivane bez prethodne obrade, rezanjem Skarama na masu od otprilike
2 g (to¢na odvaga je zabiljezena), nakon Cega su stavljane u vijale od 20 mL. Vazno je
maramice ne gurati silom jer moze do¢i do cijedenja i curenja tekuéine kojom su natopljene.
Maramice se spustaju na dno vijale, pri ¢emu volumen koji zauzimaju ne bi smio biti veci od
2/3 vijale. Neposredno nakon dodavanja 2 puL smjese standarda ispitivanih otapala i 2 pL
unutrasnjeg standarda izravno na odvagani uzorak, bocice za uzorkovanje su hermeticki

zatvorene

Slika 2. Primjer vijale s uzorkom
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3.2.3. Headspace uzorkovanje i GC-FID analiza

Nakon pripreme uzoraka, oni se prenose u instrument za HSS analizu. Za pocetne uvjete
analize odabrana je metoda ve¢ prethodno razvijena na Zavodu za analitiku i kontrolu lijekova
Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta u Zagrebu. Uzorak se zagrijava bez tresnje odredeni
broj minuta (temperatura i vrijeme varirani pri pokusaju optimizacije metode). Nakon toga se
u periodu od 1 minute uzorak unosi u plinski kromatograf pri temperaturi od 115 °C, a
temperatura injektora iznosi 230 °C. Kao plin nosa¢ koristi se dusik, brzine protoka 5,0
mL/min. Kako bi se postiglo optimalno razludivanje analita, kolona se termostatira
programiranim povisenjem temperature uz pocetnu temperaturu kolone od 40 °C tijekom
dvije minute. Temperatura se gradijentno povecava za 15 °C, dok ne dostigne maksimum od
180 °C. Za detekciju eluiranog analita koristi se plameno-ionizacijski detektor pri temperaturi
od od 300 °C.

Za analizu je koriSten plinski kromatograf Agilent 6850 te kromatografska kolona DB-624
(Agilent Technologies) za razdvajanje analita, dimenzija 30 m x 0,53 mm, debljina filma 3

um.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. ANALIZA UZORKA

Plinska kromatografija odabrana je kao metoda analize hlapljivih analita u vlaznim
maramicama S ciljem razvoja jednostavne i brze metode koja bi eliminirala potrebu za
pripremom uzorka ili ekstrakcijom analita iz maramica. Nakon pretrazivanja literature
utvrdeno je da zaista postoje razvijene metode za analizu vlaznih maramica, medutim sve
ukljucuju ekstrakciju analita iz uzorka, §to nije samo vremenski, nego i1 ekonomski
zahtjevnije. Takav nedostatak podataka u literaturi o direktnoj kvalitativnoj i kvantitativnoj
analizi maramica jasno ukazuje na temeljni problem i izazov u razvoju metode za analizu

sastava maramica: ¢vrsto stanje uzorka.

Pregledom literature pronadeno je da je u Koreji razvijena metoda za odredivanje
alkoksialkohola u vlaznim maramicama headspace plinskom kromatografijom u kojoj je
uzorak pripremljen cijedenjem paketa maramica u vijalu od 15mL (Lee i sur., 2014). Metoda
se pokazala uspjeSnom, ali ima vazan ograni¢avajuc¢i ¢imbenik — neke vrste maramica
nemoguce je ocijediti tako da se dobije dovoljna koli¢ina uzorka za analizu, odnosno metoda
nije univerzalna za sve vrste maramica. Nadalje, u jednom je radu analizirano 6 vrsta
maramica pri ¢emu su identificirani alkoholi, esteri, ketoni, aldehidi, kiseline i dr.
(Alimzhanova i sur., 2016). Analiza sastava vlaznih maramica provedena je koriStenjem
mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi spregnute s GC-MS tehnikom u kojoj su maramice rezane na
masu od 1g i analizirane. Sli¢na metoda, uz iznimku koristenja plinske umjesto tekuéinske
kromatografije, koriStena je za karakterizaciju hlapljivih supstancija u jabukama (takoder

¢vrsti uzorak) u Portugalu (Ferreira i sur., 2009).

Prema podacima u literaturi, sve do sad razvijene metode analize uklju¢uju komplicirane
metode pripreme uzorka i ekstrakcije analita. Metode bazirane na HPLC-u spregnutom s
masenom spektrometrijom su kompleksne i zahtjevaju velike volumene organskih otapala za
mobilnu fazu, dok SPME ukljuuje posebnu aparaturu koja nije uvijek dostupna ili je

financijski zahtjevna. Stoga je cilj ovoga rada bio ispitati moguénost primjene jednostavne i
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ekonomski isplative HSS-GC-FID analiticke metode za odredivanje hlapljivih organskih tvari

u vlaznim maramicama.

S obzirom na rastu¢u popularnost vlaznih maramica i njihovu neizostavnu ulogu u
svakodnevnoj higijeni koze, pitanje sastava i sigurnosti se namece kao nuzno, pogotovo
imajuci na umu da sadrze velik broj supstancija koje imaju potencijal izazivanja iritacije koze
i alergijskih reakcija, a s posebnim naglaskom na dje¢ju kozu. U tu svrhu od posebnog
interesa su svakako 1 razli¢iti konzervansi 1 alergeni koji se mogu na¢i u ovim uzorcima, §to

¢e biti predmet nekih bududih istrazivanja.

Analiti koji su odabrani za ovu analizu su etanol, metanol, etil-acetat, aceton i 2-propanol. U
prvim pokusSajima su bili dodani jo§ i benzen 1 propilenglikol, no pri odabranim uvjetima i s
ovom tehnikom nije bilo moguce dobiti simetri¢ne pikove te ponovljivost rezultata za ta dva
analita pa su u daljnjim analizama izostavljeni (Slika 3.). Ve¢ i prilikom pripreme otopine
standarda bilo je upitno hoce li se benzen i propilenglikol mo¢i analizirati ovom metodom.
Uzrok tome je slabo mijeSanje benzena i vode i velika viskoznost propilenglikola zbog ¢ega je

bilo teSko pripraviti homogenu standardnu otopinu te otpipetirati dio u boc¢icu s uzorkom.

S obzirom na fizikalno-kemijska svojstva ispitivanih spojeva, izabrana je DB-624 kolona za
plinsku kromatografiju koja je svakako kolona izbora za organske zagadivace u okolisu i

ostatna otapala.
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Slika 3. Kromatogram uzorka maramice uz dodatak 10% - tne standardne otopine koja

ukljucuje benzen 1 propilenglikol, uz unutan;ji standard acetonitril

Analizom uzorka koji je sadrzavao 1,9170 g Becutan vlazne maramice, 2 pL 10 %-tne
standardne otopine pripremljene prema uputama iz poglavlja 3.2.1. i 2 pL unutarnjeg
standarda acetonitrila, dobiven je kromatogram s jasno odjeljenim pikovima kojima se lako
mogao pripisati pojedini analit usporedbom vremena zadrzavanja uzorka i kontrole (otopina
standarda s acetonitrilom, bez maramice). Iz kromatograma na Slici 4 se moze ocitati da prvi
eluira metanol (vrijeme zadrzavanja 2,617 min), zatim etanol (tr = 3,311 min), aceton (tr =
3,687 min), izopropanol (tr = 3,806 min) i etil-acetat (tr = 5,203 min). Unutarnji standard
acetonitril eluira nakon 3,939 minuta. Kako je klju¢ni korak osigurati potpunu ekstrakciju
analita iz uzorka, posebna je pozornost posvecena optimizaciji ekstrakcijskih uvjeta na HSS

uredaju. Ispitan je utjecaj temperature predinkubacije, a zatim 1 vremena uravnotezavanja.

16



FID1 A, (MARAMICEMARAMD 1200
. :
—
4p
2
20
™
a
Lo |
o
109 ks
0o
- 8
— o
= | -
L)
£ Egos
3 |ﬂ- L L —'—'_P?‘-\—\_l_h L o=
o T T T
T T I I I I
2 4 g g 10 12

Slika 4. Kromatogram uzorka maramice uz dodatak 10% - tne standardne otopine i unutarnjeg

standarda acetonitrila

Za prvi eksperiment pripremljena su 4 uzorka kao sto je opisano u poglavlju METODE
(3.2.1.) i provedene su 4 analize uz razli¢ite temperature predinkubacije uzorka: 60 °C, 70
°C, 90 °C i 100 °C. Podaci iz dobivenih kromatograma su statisticki obradeni u programu
Microsoft Office Excel 2010. Na Slici 5 prikazana je ovisnost omjera povrsina ispod pikova
analita i povrsine ispod pika unutarnjeg standarda o temperaturi predinkubacije. Za cetiri
analita: metanol, etanol, izopropanol i aceton, ovisnost je gotovo linearna, i povecanjem
temperature vidimo da se povrSina pika povecava, §to znaci da je veca koliina analita
ekstrahirana. No, za etil-acetat omjer povrSine pika etil-acetata i povrSine pika unutrasnjeg

standarda se smanjuje povecanjem temperature predinkubacije.
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Slika 5. Krivulje ovisnosti omjera povrsine pika analita i povrsine pika unutarnjeg standarda o

temperaturi predinkubacije

U drugom eksperimentu ispitan je utjecaj vremena uravnotezavanja u HSS-u na uspjesnost

ekstrakcije. Ovaj put je pripremljeno 5 uzoraka kao $to je opisano u poglavlju 3.1.1., a uvjeti

analize su podeseni kao u poglavlju 3.2.3., uz vremena uravnotezavanja od 5 min, 10 min, 15

min, 20 min i 25 min. Nakon statisti¢ke obrade podataka dobivenih analizama, konstruirana je

ovisnost omjera povrsina pika analita i unutrasnjeg standarda o vremenu uravnotezavanja

(Slika 6.)
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Slika 6. Krivulje ovisnosti omjera povrsina ispod pikova analita i unutarnjeg standarda o

vremena uravnoteZavanja

Kako bi se ispitala ponovljivost metode, drugi eksperiment je ponovljen s novim uzorcima,
pri jednakim uvjetima analize. Ponovnom obradom rezultata dobiven je graf sa Slike 7. Jasno
je izrazena razlika u konstruiranim grafovima (Slika 6. u odnosu na Sliku 7.), prvenstveno za

krivulje koje odgovaraju etanolu i etil-acetatu.
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Slika 7. Krivulje ovisnosti omjera povrsina ispod pikova analita i unutarnjeg standarda i

vremena uravnotezavanja

Na temelju zadnje dvije analize moguce je zakljuciti da ponovljivost ovih pokusa, unatoc
primjeni unutarnjeg standarda, nije dobra. Statistickom obradom podataka dobivenih u
navedena dva pokusa izracunate su RSD vrijednosti navedene u Tablici 1. (uzimajuéi u obzir
korigirana vremena zadrzavanja) i Tablici 2. (uzimajuéi u obzir korigirane povrsine ispod
pikova analita). Iz dobivenih RSD vrijednosti moze se zakljuciti da je ponovljivost analize
relativno dobra ako se RSD ra¢una na temelju vremena zadrzavanja, dok su RSD vrijednosti
dobivene na temelju povrsina ispod pikova vrlo varijabilne, ponajviSe za metanol, $to dovodi

u pitanje moguénost uspjeSne kvantifikacije analita ovom metodom.

Potrebno je dalje ispitati da li je izazov u malim volumenima standardnih otopina ili
unutarnjeg standarda koji se dodaju u uzorak, odnosno greski analiticara koji izvodi pokus, U
neponovljivosti  postupka headspace uzorkovanja, ili u samoj analizi plinskom

kromatografijom.
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vrijeme

uravnotezavanja Metanol Etanol Aceton Izopropanol Etil-acetat
(min)
5 11.54% 6.15% 1.83% 1.92% 13.25%
10 0.50% 0.22% 0.11% 0.02% 0.45%
15 0.44% 0.18% 0.08% 0.01% 0.40%
20 0.39% 0.14% 0,72% 0,36% 0.33%
25 0.57% 0.28% 0.09% 0.03% 0.46%
Tablica 1. RSD vrijednosti dobivene iz korigiranih vremena zadrzavanja analita
vrijeme
uravnotezavanja Metanol Etanol Aceton Izopropanol Etil-acetat
(min)
5 46.21% 44.20% 4.18% 25.22% 0.60%
10 53.36% 16.67% 3.56% 3.61% 2.19%
15 49.47% 11.93% 10.94% 4.75% 8.45%
20 32.49% 3.36% 2.50% 3.58% 1.59%
25 53.48% 20.65% 15.49% 14.33% 13.46%

Tablica 2. RSD vrijednosti dobivene iz korigiranih povrsina ispod pikova analita

Dodatno su jo§ obradeni rezultati analize 1z prvog eksperimenta na nacin da je konstruiran

graf ovisnosti povrsine pikova analita o temperaturi predinkubacije, ovaj put bez korekcije

povrsina pikova analita s povr§inom pika unutarnjeg standarda. Graf je prikazan na Slici 8., a

vidljivo je da se s povecanjem temperature povecava koli¢ina svih ekstrahiranih analita, s

maksimumima na temperaturi od 90 °C, $to potvrduje da je to temperatura izbora za ovu

metodu. Medutim, rezultati dobiveni ovom obradom, bez korekcije s unutarnjim standardom,

ne poklapaju se s onima dobivenima nakon korekcije, §to mozda moze ukazivati na problem s

precizno$¢u u koli¢ini odpipetiranog unutarnjeg standarda.
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4.2. RASPRAVA O REZULTATIMA | KRATKI PREGLED
SPME

Razmatrajué¢i dodatno mogucée uzroke loSe ponovljivosti rezultata dobivenih koriStenom
metodom, potrebno je ponovno istaknuti ve¢ navedeno ¢vrsto agregatno stanje uzorka, koje
iako ne eliminira potpuno moguénost identifikacije i kvantifikacije analita, smanjuje
pouzdanost u ovu metodu zbog promjenjivih rezultata mjerenja. Takve rezultate nije u
potpunosti moguée opravdati fizikalno-kemijskim svojstvima analita i neodgovaraju¢im
uvjetima analize zato $to je slican postupak veé proveden istom metodom, sa istim analitima i
na istom instrumentu, na uzorcima maslinovog ulja u jednom diplomskom radu 2017. godine
(Bosnjak, 2017).

Za pocetak se potrebno zapitati o strukturi vlaznih maramica i o tome do kojeg stupnja
isprepletena vlakna maramica otezavaju uspostavljanje ravnoteze izmedu Cvrste faze
(odnosno tekuée ako uzmemo u obzir da su analiti otopljeni u otopini za impregnaciju
maramica, a ne vezani na sama vlakna) i plinovite faze. U pokusaju optimizacije temperatura
predinkubacije i vremena uravnotezavanja pokazalo se da te varijacije nemaju toliki utjecaj na
same povrsine ispod pikova analita — one su relativno konstantne, a tek kada se stave u omjer
s povrSinom ispod pika unutarnjeg standarda vide se jasne nepravilnosti u odnosu na teorijska
ocekivanja, Sto dovodi u pitanje vjerodostojnost metode. Takoder, moguce je 1 da priprema
uzorka, iako minimalna, utjeCe na rezultate. U ovoj metodi maramice su najprije rezane na
otprilike 2 grama (rezanje pa vaganje), dodavan je unutarnji standard i standardna otopina i
onda je tek vijala zatvarana. Kao prvi moguci problem u pripremi javlja se mogucénost
gubitaka hlapljivih analita (velika povrsina tankih, poroznih maramica je izlozena zraku) te
razli¢ita vremena utroSena na pripremu uzoraka — ljudski faktor mora biti uracunat. Isto tako,
maramice najcesce nisu pakirane pojedinacno - tako i u ovom slucaju, pa se dovodi u pitanje
konzistentnost njihova sastava u paketu: ima li maramica na vrhu identi¢an sastav kao i ona
na dnu i1 hoce li ponavljano otvaranje paketa dovesti do malog, ali zamjetnog gubitka analita
koji je lako detektirati ovako osjetljivom metodom? Kao dodatni problem javlja se pakiranje
maramica u vijale — masa od dva grama je izabrana zbog male koncentracije analita u uzorku:
u manjoj Kolic¢ini bi ih bilo jako tesko, gotovo nemoguce kvantificirati. Medutim, takva masa
zahtjeva motanje i ,,guzvanje* maramica prilikom stavljanja u vijalu, $to je nije moguce

izvesti identi¢no za svaki uzorak, a i ponovno povlaci pitanje uspostavljanja ravnoteza izmedu

23



faza, odnosno hoce li molekule u sredini smotka jednako uspjesno ispariti kao one na povrsini

u zadanom vremenu predinkubacije i pri zadanoj temperaturi.

Ideja ovoga rada bila je optimirati univerzalnu metodu koja bi mogla detektirati i odrediti 5
izabranih analita u bilo kojim vlaznim maramicama. Kao §to je navedeno u samom uvodu, na
trziStu postoji izrazito velik broj razli¢itih vrsta maramica (razli¢iti materijali, sastav, debljina,
volumen i vrsta otopine za impregnaciju, pakiranje i dr.) i upitno je bi li ovakva metoda uopcée
mogla biti primjenjiva za sve postojece tipove. Prvi problem bi se mogao pojaviti ve¢ pri
rezanju na masu od 2 g — neke maramice bi potencijalno imale preveliki volumen za opisano
polaganje u dostupne vijale, a ako su jako natopljene, moguce je i curenje tekuceg dijela |
gubitak analita prilikom pripreme uzorka.

Uzimajuéi u obzir sve ¢imbenike navedene u prethodna dva odlomka, slijede¢i korak u
sluc¢aju daljnjeg razvoja opisane metode bila bi analiza nakon prethodne ekstakcije analita.
Priprema uzorka koriste¢i tekucinsko - tekucinsku ekstrakciju (engl. Liquid — liquid
extraction, LLE) bila bi dugotrajna i zahtjevna. Svaki korak, posebice ukoncentriravanje,
moze dovesti do greSaka i gubitaka, pogotovo hlapivih analita. Osim toga bilo bi potrebno
razmotriti na¢ine odlaganja velike koli¢ine koriStenih tekucih otapala. Moguca je i ekstrakcija
na ¢vrstoj fazi (engl. Solid — phase extraction, SPE), za koju je potrebna manja koli¢ina
otapala, ali je jednako vremenski zahtjevna i ukljucuje veliki broj koraka. Najnoviji pristup u
pripremi uzorka je mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi (SPME) koja je osmisljena 1989.g. u cilju
prevladavanja ograni¢enja SPE i LLE. SPME skra¢uje vrijeme pripreme uzorka i smanjuje
gubitke otapala, a moZe i poboljsati granice detekcije. Instrument za SPME je jednostavan i
izgleda kao modificirana Sprica. Sastoji se od tankog vlakna silikagela prekrivenog tankim
polimernim filmom (npr. polidimetilsiloksan) i drZza¢a vlakna. Prilikom uzorkovanja, igla §titi
vlakno od zraka i sluzi za probijanje gumenog zatvaraca vijale. Kada ga probije, igla se
povlaci i1 polimerni apsorbens postaje izlozen unutrasnjosti vijale. Polimer djeluje kao spuzva,
koncentrira analite u kontinuiranom procesu apsorpcije i desorpcije. Nakon uzorkovanja,
vlakno s asdorbiranim analitima se uvlaci natrag u iglu i prenosi u kromatograf, najcesce
plinski, gdje se igla ponovno povlaci i vlakno s apsorbensom postaje izloZeno. U vru¢em GC

injektoru dolazi do termalne desorpcije analita (Vas i Vekey, 2004).
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Slika 9. Shematski prikaz uredaja za SPME (Vas i Vekey, 2004)

U prilog ovoj metodi kao metodi izbora za analizu hlapljivih analita u ¢vrstom uzorku ide i
¢lanak objavljen 2004. godine u kojemu je usporedena osjetljivost staticke headspace plinske
kromatografije, SPME 1 dinamicke headspace plinske kromatografije, koju autori ¢lanka
nazivaju direkthom termalnom desorpcijom (engl. Direct thermal desorption, TDS)
(Pfannkoch i Whitecavage, 2004). Nekoliko ¢vrstih uzoraka je odabrano za usporedbu
metoda, primjerice suhi i svjezi listovi bosiljka, iglice bora, zrna kave te polietilenski omot
koriSten za pakiranje tvrdog diska za racunala. Sve analize provedene su na istom GC uredaju,
s istim plameno-ionizacijskim detektorom. Uvjeti kolone i detektora su bili konstantni.
Usporedbom rezultata mjerenja svih uzoraka, staticka headspace GC se jasno istaknula kao
najmanje osjetljiva tehnika, dok je SPME u prosjeku pokazala 10 - 50 puta vecu osjetljivost
za razli¢ite uzorke. Jedan primjer je analiza provedena na svjezim listovima bosiljka, gdje je
staticka headspace GC pruzila samo ograni¢ene informacije o analitima prisutnima u listu, a
SPME je pokazala ¢ak 50 - 100 puta vecu osjetljivost za jednaku veli¢inu uzorka. Na rezultate
analize dobivene koriste¢ci SPME nije utjecala niti prisutnost vode u uzorku, za razliku od
analize koja je ukljucivala stati¢ko headspace uzorkovanje, gdje je utjecaj vode iz listova na

dobiveni kromatogram jasno vidljiv.
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5. ZAKLJUCAK

Provedno istrazivanje ispituje primjenu plinske kromatografije u kombinaciji s HSS tehnikom
uzorkovanja kao metode izbora za analizu lakohapljivih sastavnica vlaznih maramica. U
ispitanim maramicama primjenom navedene metode identificirane su ciljane lakohlapljive
polarne sastavnice: metanol, etanol, aceton, 2-propanol i etil-acetat, no ponovljivost rezultata
mjerenja se pokazala upitnom. Nakon opseznog pregleda literature i razmatranja nedostataka
primjene odabrane metode na ¢vrsti uzorak, identificirani su moguéi uzroci lose ponovljivosti
rezultata i predlozene su alternativne metode mjerenja, s naglaskom na pripremu uzorka

suvremenom tehnikom mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi (SPME).

Zbog iznimne vaznosti poznavanja sastava lako dostupnih kozmetickih proizvoda koji su
¢esto u upotrebi, poput vlaznih maramica, namece se potreba za ponavljanjem svih mjerenja i
daljnjim pokuSajima optimizacije uvjeta ove metode, ili razvojem potpuno nove metode

analize u budu¢im istrazivanjima.
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7. SAZETAK

Brojni kozmeti¢ki oblici danas su dostupni u obliku vlaznih maramica pakiranih u plasti¢ne
omote. Vlazne maramice za jednokratnu uporabu koriste se za njegu djec¢je koze, pranje ruku,
intimnu higijenu, uklanjanje Sminke, ¢iS¢enje u kucanstvu i dr., a vecina se ubraja u
kozmetic¢ke proizvode. Samim time, zakonom su regulirane samo neke od sastavnica, dok za

ostale ve¢inom nema informacija o koli¢ini i potencijalnoj $tetnosti na zdravlje.

U ovom radu istrazuje se mogucnost primjene metode headspace plinske kromatografije s
plamenoionizacijskim detektorom za identifikaciju 1 kvantitativno odredivanje pet odabranih
lakohlapljivih sastavnica u maramicama: metanol, etanol, aceton, izopropanol i etil-acetat.
Njihova prisutnost u maramicama je dokazana usporedbom vremena zadrzavanja analita u
uzorku i u standardnoj otopini. Zbog slabe ponovljivosti rezultata mjerenja metoda se nije
pokazala pouzdanom za odredivanje sadrzaja, i daljnja istrazivanja treba usmjeriti ka
otkrivanju potencijalnih greSaka u analizi, dodatnoj optimizaciji uvjeta ili razvoju sasvim

nove metode.

Mjerenja provedena u sklopu ovoga rada otvaraju raspravu o problematici analize sastava
¢vrstog uzorka bez prethodne ekstrakcije analita i namecu razmatranje uvodenja dodatnih
koraka u analizu, $to bi mogao biti predmet nekih buducih istrazivanja. Kao jedan od
navedenih dodatnih koraka posebno se istiCe moguéa priprema uzorka metodom
mikroekstrakcije na Cvrstoj fazi (SPME), Sto svakako ostavlja prostora za istrazivanja koja

slijede.
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SUMMARY

Numerous cosmetic products are available today in the form of wet wipes packed in plastic
wraps. Single-use wet wipes are used for baby skin care, hand washing, intimate hygiene,
makeup remover, household cleaning, and most of which are listed as cosmetic products.
Consequently, only some of the constituents are regulated by law, while for the rest, there is
no information on quantity and potential health hazard.

This paper investigats the possibility of using a previously developed HSS-GC-FID method to
determine the presence and content of five selected analytes in wipes: methanol, ethanol,
acetone, isopropanol and ethyl acetate. Their presence in wipes was demonstrated by
comparing retention times of analytes in the sample and in the standard solution. Due to the
poor reproducibility of measurement results, the method did not show any reliability for the
determination of content, and further research should focus on detecting potential errors in

analysis, additional optimization of conditions, or development of a completely new method.

Measurements carried out within this paper open the discussion on the problem of solid
sample composition analysis without previous analytical extraction and require consideration
of the introduction of additional steps in the analysis, which could be the subject of some
future research. As one of the above mentioned steps, the possible preparation of the sample
by the solid phase microextraction method (SPME) is particularly emphasized, which leaves

space for further research.
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