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IZNANSTVENI RADOVI Md

Etilenglikol i dietilenglikol u zubnim
pastama na hrvatskom trzistu

IVONA VIDIC STRAC', IRENA ZUNTAR?, NINO DIMITROV', MAJA PUKLEK?

"Hrvatski zavoda za javno zdravstvo, Sluzba za zdravstvenu ekologiju,
Odjel za predmete opce uporabe i medicinske proizvode;
2Farmaceutsko-biokemijski fakultet Sveugilista u Zagrebu

Ethylene glycol and diethylene glycol in toothpaste
on Croatian market

A bstract— Diethylene glycol (DEG) (CAS 111-46-6) is a highly
toxic organic solvent that may cause nausea, dizziness, kidney failure, breath-
ing problems, convulsions and even coma when ingested. The potential health
risks from chronic exposure to DEG are a particular concern in specific
vulnerable populations such as childven and consumers with kidney or liver
disease. DEG is forbidden as cosmetic ingredient but can be present as an
impurity in glycerol and polyethylene glycols, common ingredients in oral
care ])roa'uftx. Maximum ])ermittcd concentration as impurity is 0.1 % mim.
The objective of this study was to determine the presence of diethylene glycol
in toothpaste on the Croatian market using a gas chromatography—mass
spectrometry method. Linearity of the response of mass detector was tested by
analyzing standard solutions with increasing concentrations of ethylene gly-
col (EG) and diethylene glycol. Regression analysis of chromatographic data
indicates that linearity of response in the detector was within the examined
concentration area 0.5-50 mg/L, with correlation coefficients >0.998. Limit
of detection (LOD) for DEG was < 6 mglkg, and for EG < 4 mglkg. Testing
was conducted on 30 samples of roothpaste produced and marketed in Cro-
atia and EU. Obtained results were significantly below the permitted thres-
hold of 0.1 % thus assuring consumer safety.

('Croatian National Institute of Public Health, Zagreb, Croatia; *Faculty of
Pharmacy and Biochemistry, University of Zagreb, Croatia)

UVOD

Etilenglikol i dietilenglikol su tekuée industrijske kemikalije $iroke primjene.
Tako je najpoznatija uporaba etilenglikola u sredstvima protiv zamrzavanja. (popu-
larno nazvan antifriz), a dietilenglikol se koristi kao otapalo, sredstvo za ovlaZivanje,
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u proizvodnji eksploziva i poliesterskih smola. Kako je etileglikol slatkastog okusa i
kemikalija iz ku¢nog okolisa tako su se biljezila slucajna otrovanja $to je primjerice
rijeSeno dodavanjem gorkih tvari u proizvod.

Tijekom povijesti zabiljezeno je vise masovnih otrovanja dietilenglikolom sa
smrtnim ishodom veéeg broja ljudi, a prvi takav slu¢aj poznat je pod nazivom »Inci-
dent Massengill«. Tom prigodom prvi put je otkrivena sli¢nost simptoma otrovanja
etilenglikolom i dietilenglikolom. »Incident Massengill« dogodio se 1937. u Sjedinje-
nim Americkim Drzavama te se smatra jednim od najznacajnijih masovnih otrovanja
20. stolje¢a. Uzrok tome bio je lijek pod nazivom »The Elixir Sulfanilamides, pripra-
vak tekuce formulacije koji je sadrzavao sulfanilamid kao djelatnu tvar te dietilengli-
kol kao otapalo, u koli¢ini od 72 %. Lijek su konzumirale 353 osobe, od kojih je 105
umrlo (34 djece i 71 odrasli). 100 od 105 pacijenata koji su umirli, lijek je uzimalo
prema preporuci lije¢nika (1).

Dva posljednja velika otrovanja dietilenglikolom, 2007. i 2008. godine, uklju-
¢ivala su proizvode za oralnu higijenu, $to je dovelo do potrebe za ve¢om kontrolom
njegove razine u zubnim pastama (2).

Dietilenglikol se ne dodaje namjerno u proizvode za oralnu higijenu, nego se u
njima moze pojaviti kao posljedica koristenja sirovina u kojima se nalazi kao onecis-
enje, najée$ée u glicerolu i polietilenglikolima. Upravo zbog toga $to se pojavljuje
kao onecis¢enje u sirovinama koje se upotrebljavaju za izradu proizvoda za oralnu
higijenu, ponekad se ne moze izbjedi njegova prisutnost u zavrsnom proizvodu. Prema
Pravilniku o zdravstvenoj ispravnosti predmeta Siroke potrosnje (3), dietilenglikol je
svrstan na Listu tvari koje je zabranjeno stavljati u kozmeticke proizvode te na Listu
tvari koje kozmeticki proizvodi ne smiju sadrzavati osim pod navedenim uvjetima,
gdje je njegova maksimalna koncentracija u kozmetickim proizvodima ograni¢ena na
0,1 % te je odredeno da se u kozmeti¢kim proizvodima moze pojaviti samo kao one-
¢is¢enje u okvirima sastojaka, $to je takoder propisano i u zemljama EU (1).

S obzirom na navedeno, jako je vazno uspostaviti analiticki sustav za analizu i
kvantifikaciju dietilenglikola i etileglikola u zubnim pastama u smislu procjene zdrav-
stvene ispravnosti proizvoda, u skladu s propisima.

Etilenglikol

Etilenglikol (1,2-etandiol, EG, CAS br. 107-21-1) JC viskozna tekuéina slatkas-
tog okusa, bez boje i mirisa. Kao otapalo nalazi se u velikom broju kucanskih proizvoda,
a najpoznatija primjena mu je u sredstvu protiv zamrzavanja (antifriz). Upravo zbog
njegove lake dostupnosti i slatkastog okusa, koristio se kao ‘alkohol za siromasne’ te je
Cest uzrok otrovanja zbog predoziranja, bilo slu¢ajnog, najcesée djece, ili namjernog
u pokusaju samoubojstva (4-7).

Do otrovanja dolazi nakon oralnog uzimanja etilenglikola. Minimalna toksi¢na
doza nije ustanovljena, a ozbiljnost otrovanja ovisi o koli¢ini progutanog etilenglikola,
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o njegovoj koncentraciji u uzetoj tekudini te o tjelesnoj tezini pacijenta (Jolliff i Sivi-
lotti, 2004.). Smatra se da je minimalna letalna doza 1,4 mL/kg te se smrt moze javi-
ti unutar 24 sata od konzumacije zbog o$teéenja sredidnjeg Zivéanog sustava (SZ.S) ili
moze nastupiti sporije (8—12 dana) zbog zatajenja bubrega (4,6,8). Maksimalnu kon-
centraciju u krvi postize 1 do 4 sata nakon apsorpcije, ne veze se za proteine plazme,

a volumen distribucije (V) mu je 0,5 do 0,8 L/kg (5).

Bududi da ima nizak tlak para, pri normalnim uvjetima rada s otopinom etilen-
glikola ne dolazi do otrovanja, osim u slu¢aju zagrijavanja kemikalije kada moze do¢i
do udisanja acrosola. Etilenglikol ima i nadrazuju¢i uc¢inak na odi, kozu i sluznice
osjetljivih osoba. Kod uzimanja vise doza, ciljni organ toksi¢nosti su bubrezi. Etilen-
glikol nije genotoksican, a studije na misevima i $takorima su pokazale da nije karci-
nogen. Sto se ti¢e reproduktivne toksi¢nosti, etilenglikol se na animalnim studijima
pokazao embriotoksi¢nim i teratogenim nakon oralne primjene vrlo visokih doza
(7,9), visih od 500 mg/kg tjelesne tezine/dan (10). Etilenglikol ulazi u okoli§ kao
rezultat odlaganja industrijskih i potrosackih proizvoda koji ga sadrze u svom sastavu.
Prvenstveno odlazi u povrsinske i podzemne vode, ali se niti u jednom mediju ne
zadrzava dugo te je prakticki netoksi¢an za vodene organizme. Medutim, u slucaju
izlijevanja ve¢ih koli¢ina u okoli§, moze lokalno $tetno djelovati na vodu i vodene
organizme (4).

Metabolizam se odvija u jetri kroz niz uzastopnih oksidacija (slika 1.), a najzna-
¢ajni produkt su oksalati koji s kalcijevim ionima tvore netopljive kristale kalcijevog
oksalata monohidrata, koji se taloze u bubregu, miokardu, mozgu i drugim tkivima
te se nalaze i u urinu otrovane osobe. U bubrezima se kristali kalcijevog oksalata
odlazu u proksimalne tubule, uzrokuju njihovu opstrukciju i posljedi¢nu akutnu
tubularnu nekrozu te dovode do akutnog oliguri¢nog i anuri¢nog zatajenja bubrega.
Kao rezultat svakog koraka oksidacije etilenglikola nastaje NADH (nikotinamid ade-
nin dinukleotid), koji poti¢e pretvorbu piruvata u laktat Sto pridonosi metaboli¢koj
acidozi kojoj je glavni uzrok glikolna kiselina, a nakuplja se zbog zasi¢enosti enzima
pretvorbe u glioksilnu kiselinu (4-9). Na stani¢noj razini, meduprodukti metabol-
izma etilenglikola (glikolaldehid, glikolna kiselina i glioksilna kiselina) dovode do
inhibicije oksidativne fosforilacije, metabolizma glukoze, Krebsovog ciklusa, sinteze
proteina, sinteze RNA i replikacije DNA, $to pridonosi o$te¢enju tkiva i poremecaju
funkcije organa (6,7).

Etilenglikol i njegovi metaboliti se izlu¢uju putem bubrega, a poluvrijeme elimi-
nacije (ty/y) je 2,5 do 3 sata (5). Zbog brzog metabolizma i eliminacije, etilenglikol se
ne akumulira u organizmu te u slu¢aju ponavljane izloZenosti malim koli¢inama ne
uzrokuje pojavu otrovanja (4).

Otrovanje etilenglikolom lije¢i se suportivnim mjerama za lijec¢enje kardiorespira-
torne depresije, intravenskim davanjem natrijevog bikarbonata za korekciju acidoze,
primjenom kalcijevog glukonata za korekciju hipokalcemije, primjenom inhibitora

321



1. Vidi¢ Strac, 1. Zuntar, N. Dimitrov, M. Puklek:
Etilenglikol i dietilenglikol u zubnim pastama na hrvatskom trZiStu, Farmaceutski glasnik 69, 5/2013

OH o] (o]

ADH AIDH
HO HO H HO OH
Etilen glikol Glikolaldehid Glikolna kiselina

1DH ili oksidaza glikolne kiseline
Mg R P
Glicin <—— — Mravlja kiselina ~-—---» CO.
Piridoksin 2
H OH
Glioksilna kiselina
mmy X.DH ili AO

o-Hidroksi-B-ketoadipinska Q O

Can
.. ——> (Ca-oksalat
kiselina

HO OH

Oksalna kiselina

Slika 1. Shematski prikaz metabolizma etilenglikola (priredeno prema referencama 4-9).
ADH ~ alkohol dehidrogenaza; ALDH - aldehid dehidrogenaza; LDH - laktat dehidrogenaza; AQ — aldehid oksidaza

ADH za sprjecavanje razgradnje etilenglikola na toksi¢ne metabolite te ubrzavanjem
eliminacije etilenglikola i njegovih metabolita iz organizma (6-8). Lije¢enje se provodi
uporabom inhibitora ADH, etanola ili fomepizola, i hemodijalizom, a kao dopuna
mogu se koristiti i vitamini (vitamin B6 i vitamin B1). Aktivni ugljen nije se pokazao
ucinkovitim jer veze etilen glikol na sebe u malim koli¢inama, nedovoljnim za sprje-
Cavanje toksi¢nih udinaka, a praznjenje Zeluca takoder je upitne ucinkovitosti (5,7).

Dietilenglikol

Dietilenglikol (2,2’-oksidietanol, DEG, CAS 111-46-6) je bezbojna, viskozna,
vrlo higroskopna tekuéina bez mirisa i slatkastog je okusa. Koristi se kao otapalo,
sredstvo za ovlazivanje, u proizvodnji eksploziva i poliesterskih smola, a koristio se i
kao zamjena za glicerol. Pojavljuje se kao meduprodukt u proizvodnji polimera i tri-
etilen glikola, koristen je u antifrizu, u tekuéini za ko¢nice, kod dehidratacije prirod-
nog plina te kao tvar za ovlazivanje duhana. Kori$ten je i kao zasladiva¢ vina u Austriji
i Njemackoj 1985., pri ¢emu nije prijavljeno niti jedno otrovanje, ali je milijun boca
vina uklonjeno s trzista. Uporaba dietilenglikola u prehrambenoj industriji nije dozvo-
ljena zbog nedostatka znanstvenih podataka koji dokazuju njegovu sigurnost za pero-
ralnu primjenu (1).

Do otrovanja dietilenglikolom dolazi nakon oralnog uzimanja. Minimalna letalna
doza nije ustanovljena ve¢ se procjenjuje na temelju slu¢ajeva masovnih otrovanja iz
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proslosti. Kao najbolje procijenjena letalna doza uzima se doza od 1,6 mg/kg tjelesne
tezine/dan, ustanovljena u masovnom otrovanju na Haitiju 1995., koja je u korelaciji
s dozom od 1,2 mg/kg tjelesne tezine/dan, ustanovljenoj pri otrovanju eliksirom sulfa-
nilamida iz 1937. godine (1). Budu¢i da ima nizak tlak para, pri normalnim uvjetima
rada s otopinom dietilenglikola ne dolazi do otrovanja, osim u sluéaju zagrijavanja
kemikalije kada moze do¢i do udisanja acrosola. Dietilenglikol, kao i etilenglikol, ima
i nadrazujudi u¢inak na o¢i, kozu i sluznice osjetljivih osoba. Ciljni organ toksi¢nosti
dietilenglikola su bubrezi i neuroloski sustav. Otrovane osobe obi¢no razviju akutno
zatajenje bubrega i teSku metabolicku acidozu. Manjak podataka o kratkoro¢nim i
dugoroénim uéincima dietilenglikola povezan je s nedostatkom podataka o toénom
mehanizmu njegove razgradnje i eliminacije nakon ingestije te s nedostatkom poda-
taka o na¢inu na koji uzrokuje specifi¢ne ucinke na krajnje organe. Dietilenglikol nije
genotoksi¢an, a studije na miSevima i $takorima su pokazale da nije karcinogen. Sto
se ti¢e reproduktivne toksi¢nosti, na animalnim studijima dietilenglikol se nije poka-
zao embriotoksi¢nim i teratogenim (1). Dietilenglikol ulazi u okoli§ kao rezultat odla-
ganja industrijskih i potrosackih proizvoda koji ga sadrze u svom sastavu. Prvenstveno
odlazi u povrsinske i podzemne vode, ali se niti u jednom mediju ne zadrzava dugo te
je prakticki netoksi¢an za vodene organizme. Medutim, u sludaju izlijevanja vec¢ih
koli¢ina u okoli$, moze lokalno $tetno djelovati na vodu i vodene organizme.

[strazivanja na zivotinjama pokazuju da se dietilenglikol brzo i gotovo potpuno
apsorbira nakon oralne primjene. Brzo se raspodjeljuje u tkiva proporcionalno njihovoj
prokrvljenosti, i to najviSe u bubrege, zatim u mozak, slezenu, jetru, misi¢e i masno
tkivo (1,11).

Metabolizira se u jetri oksidacijom u dva koraka (slika 2.), oba ovisna o nikoti-
namid adenin dinukleotidu (NAD*/NADH). Bududi da pri razgradnji dietilengli-
kola nastaje NADH, koji potiée pretvorbu piruvata u laktat, dolazi do nakupljanja
laktata u organizmu (11).

U urinu otrovane osobe mogu se nadi kristali kalcijevog oksalata, medutim ne
postoje naznake niti dokazi da se dietilenglikol u organizmu cijepa u etilenglikol te
dalje metabolizira (1,4). Pojava kristala kalcijevog oksalata pripisuje se malim kolii-
nama etilenglikola koji se ¢esto moze na¢i u dietilenglikolu kao onecis¢enje (1).

Nakon oralne primjene, izmedu 40 % i 70 % doze dietilenglikola izlu¢uje se
nepromijenjeno putem urina, a dio, priblizno 10 % doze, se izlucuje kao 2-hidroksi-
etoksiacetat (1,4). Poluvrijeme eliminacije procjenjuje se na 3,6 sati (SCCP, 2008.).
Dietilen glikol ubrzava vlastitu eliminaciju indukcijom osmotske diureze (11).

Za razliku od etileglikola, mehanizam toksi¢nosti dietilenglikola nije jo§ sasvim
razja$njen. Neki autori pretpostavljaju da je za toksi¢nost odgovoran dietilenglikol i
njegov metabolit 2-hidroksietoksiacetat (11). Pojedini smatraju da je prvenstveno 2-hi-
droksietoksiacetat nefrotoksi¢an i neurotoksic¢an (1), dok tre¢i spominju i diglikolnu
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Slika 2. Shematski prikazmetabolizma dietilenglikola (priredeno premareferencama 1,4,8.11)
ADH ~ alkohol dehidrogenaza

kiselinu kao metabolit koji je, uz 2-hidroksietoksiacetat, odgovoran za razvoj nefro-
toksi¢nosti (8). Za metaboli¢ku acidozu je odgovoran 2-hidroksietoksiacetat (8,11) te
u manjoj mjeri nakupljanje laktata u organizmu (11). Pretpostavlja se da do nefrotok-
si¢nosti dolazi zbog higroskopnog oticanja parenhimskih stanica i posljedi¢ne opstruk-
cije lumena bubreznih tubula. To¢an mehanizam neurotoksi¢nosti nije opisan, ali se
smatra da je tome glavni uzrok 2-hidroksietoksiacetat. Pri otrovanju moze do¢i i do
razvoja hepatotoksi¢nosti zbog akumulacije 2-hidroksietoksiacetata unutar stanica,
$to dovodi do staniéne lize jetrenih stanica i stanica bubreznih tubula (1).

Smrtnost kod otrovanja dietilenglikolom je 70 % do 100 % te u nekim slucaje-
vima ne pomazu ni intenzivna njega niti hemodijaliza. Pacijentima sa zatajenjem bub-
rega, koji prezive otrovanje, bubrezna se funkcija obi¢no vrati na normalnu razinu (11).

Kod otrovanja dietilenglikolom ne postoji specifi¢ni antidot niti dokazani tera-
peutski pristup te su metode lije¢enja iste kao i kod otrovanja etilenglikolom. Odmah
nakon ingestije provodi se dekontaminacija gastrointestinalnog sustava. Pacijent mora
biti na odijelu za intenzivnu njegu te se primjenjuju suportivne mjere za lije¢enje kar-
diorespiratorne depresije. Kao i kod otrovanja etilenglikolom, cilj lije¢enja je korek-
cija metaboli¢ke acidoze intravenskim davanjem natrijevog bikarbonata, sprjecavanje
nastajanja toksi¢nih metabolita dietilenglikola te potpuna eliminacija dietilenglikola
i njegovih metabolita iz organizma. Za sprjecavanje razgradnje dietilenglikola i nasta-
janja njegovih toksi¢nih metabolita, primjenjuju se inhibitori ADH (fomepizol ili
etanol), bududi da je taj enzim kljucan za razvoj toksi¢nosti. Fomepizol se kao inhibi-
tor ADH u dosada$njim slucajevima otrovanja pokazao korisnim, pogotovo u kom-
binaciji s hemodijalizom. Hemodijaliza se kod otrovanja dietilenglikolom primje-
njuje odmah, kod svih otrovanih pacijenata, a pogotovo u onih pacijenata kod kojih
je doslo do acidoze i zatajenja bubrega. Na taj se nacin dietilenglikol uklanja iz orga-
nizma prije no $to dode do njegove razgradnje. Nije poznato da li se hemodijalizom
iz organizma uklanjaju i toksi¢ni metaboliti dietilenglikola, 2-hidroksietoksiacetat i
diglikolna kiselina (8,11).
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CIL] RADA

Ciljevi ovog rada bili su uspostavljanje analitickog sustava i odredivanje sadrzaja
etilenglikola i dietilenglikola u zubnim pastama s hrvatskog trzista i procjena njihove
zdravstvene ispravnosti u skladu s propisima.

MATERIJALI I METODE

Etilenglikol i dietilenglikol analizirani su i kvantificirani u 30 uzoraka zubnih
pasta, razlicitih proizvodaca iz Hrvatske i zemalja Europske unije, tehnikom plinske

kromatografije sa spektometrijom masa (GC-MS) (12).

Otopine koristene u eksperimentalnim postupcima bile su analiticke i HPLC
Cistoce. k

Priprema uzoraka

Pri pripremi uzoraka, prvih 1-2 cm zubne paste istisnuto je iz tube. Odvagano
je priblizno 0,5 grama uzorka u plasti¢ne epruvete za centrifugiranje. Dodano je 5 mL
metanola, zatim je uzorak mijesan elektri¢cnom mijesalicom, a daljnja ekstrakcija pro-
vedena je u ultrazvu¢noj vodenoj kupelji na sobnoj temperaturi tijekom 15 minuta.
Nakon ekstrakcije, dodano je priblizno 400 mg bezvodnog natrijevog sulfata, pro-
muckano se centrifugira na 3500 rpm 10 minuta, potom filtrira kroz 0,2 pm mikro-
filtar, a zavr$ni ekstrakt napuni u staklene bo¢ice.

Prije nanosenja uzoraka, na kapilarnu kolonu GC-MS injektirane su unaprijed
pripremljene standardne otopine radi izratunavanja kalibracijske krivulje za etileng-
likol i dietilenglikol. Uzorci za svaku zubnu pastu izradeni su u triplikatu te je svaki
primjerak u tri navrata injektiran na kapilarnu kolonu GC-MS. Kolona je prije
nanosenja uzoraka i izmedu svakog injektiranja uzorka tri puta ispirana metanolom.

Priprema standardnih otopina i izrada kalibracijskih krivulja

Za pripravu standardnih otopina kupljene su sljedece kemikalije: standard etil-
englikola ¢isto¢e 99,5 % (CAS 107-21-1; Dr.Ehrenstorfer GmbH) i standard dietil-
englikola ¢isto¢e 99,0 % (CAS 111-46-6; Dr.Ehrenstorfer GmbH).

Pripremljena je temeljna standardna otopina u metanolu koncentracije 1 g/L i
¢uvana u hladnjaku na 7 °C. Radne standardne otopine priredene su u 5 razlicitih
koncentracija, 5-50 mg/L, te je za njih takoder nacinjena i kalibracijska krivulja.

Kalibracijske krivulje za etilenglikol i dietilenglikol izradene su na nacin da su
prethodno pripremljene standardne otopine razli¢itih koncentracija analizirane na

GC-MS instrumentu.

GC-MS tehnika za analizu etilenglikola i dietilenglikola

Kvantitativna analiza etilenglikola i dietilenglikola u zubnim pastama provedena
je plinsko-kromatografskom metodom odjeljivanja na kapilarnoj koloni uz selektivni
detektor masa (GC-MS) pri ¢emu su praceni karakteristi¢ni ioni (12).
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Princip odjeljivanja i detekcije upotrebom GC-MS je da se uzorak nanosi na
kolonu putem grijanog sustava za ustrcavanje gdje ispari. Plinovita mobilna faza pro-
lazi kroz grijanu kolonu prevuéenu teku¢om stacionarnom fazom te dolazi do odjelji-
vanja sastojaka smjese u skladu s vremenom provedenim na stacionarnoj fazi (13).

Odijeljeni sastojci zatim jedan po jedan, ovisno o vremenu prolaska kroz kolonu,
dolaze u ionizacijsku komoru detektora masa gdje su bombardirani snopom elektrona
pri ¢emu se analizirani spoj razdvaja na fragmente pozitivnog naboja. Tako nastali
pozitivni ioni ubrzavaju se velikom razlikom elektri¢nog potencijala, a brzina koju
poprimaju ovisi o njihovoj masi. Snop brzih iona ulazi u analizator, koji se sastoji od
magneta izmedu ¢ijih polova prolaze ioni. Magnetsko polje djeluje na naboj u kreta-
nju na nadin da se putanje iona zakrivljuju (otklanjaju), a otklon je najveéi za ione
male mase, te samo odredeni ioni mogu pro¢i kroz izlaznu pukotinu i biti detektirani
na detektoru. Kako se mijenja jakost magnetskog polja, mijenjaju se polumjeri zakriv-
ljenosti iona te se ioni razli¢itih masa redom fokusiraju na ionskom detektoru. Ispis
detektora, maseni spektar, slijed je signala koji odgovaraju omjeru mase jedinke prema
njezinom naboju (m/z), a visine signala daju njihovu selektivnu zastupljenost (14).

Mjerenja su izradena na instrumentu Shimadzu QP2010 Plus, s kapilarnom kolo-
nom ZB FFAP (dimenzije 30m/0,32mm/0,25um) i s MS detektorom, uz pripadaju-
¢e racunalo i Lab Solution programski paket. Maseni spektri etilenglikola i dietilen
glikola usporedeni su s bibliotekom spektara koji su sastavni dio programskog paketa
instrumenta.

REZULTATII RASPRAVA

Uzorci zubnih pasta s hrvatskog trzista anlizirani su na sadrzaj etilenglikola i
dietilenglikola primjenom GC-MS tehike uz specifi¢ne plinsko-kromatografske uv-
jete i uvjete analiziranja u spektrometru masa.

Uspostavljeni plinsko-kromatografski uvjeti bili su sljede¢i:

Nacin unosa uzorka: sa cijepanjem (split)

Temperatura injektora: 200 °C

GC-kolona: ZB-FFAP (30 m x 0,25 mm ID x 0,25 um film)

Protok: 2,19 ml He/min

Temperaturni program: 100 °C Imin / 10 °C min™" / 150 °C 8 min

Vrijeme analize: 14 min

Uspostavljeni uvjeti analiziranja u spektrometru masa bili su sljededi:
Nacin i energija ionizacije: snopom elektrona 70 eV (EI)
Temperatura ionskog izvora: 220 °C

Napon detektora: 1.30 kV

Nacéin snimanja: potpuni spektri

Podru¢je snimanja: od 25 do 600 Da

Interval snimanja: 0.5 s

Brzina snimanja: 1250 Da/s
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Dobiveni karakteristi¢ni maseni spektri, karakteristi¢ni ioni, zajedno sa struk-
turnim formulama za etilenglikol i dietilenglikol prikazani su na slici 3. Identifikacija
je radena s jednim ciljnim ionom (m/z 43), dva konfirmacijska iona za etilenglikol
(m/z 31 i m/z 33) i jednim konfirmacijskim ionom za dietilenglikol (m/z 45), uz
poznata vremena zadrzavanja (8,21 min za etilenglikol i 11,94 min za dietilenglikol).
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Slika 3. Karakteristicni maseni spektri i strukturne formule za etilenglikol (gore} i dietilenglikol (dolje).

Karakteristi¢an kromatogram za etilenglikol i dietilenglikol prikazan je na slici
4. Identifikacija etilenglikola i dietilenglikola je provedena usporedbom njihovih
spektara masa dobivenih detekcijom na MS s bibliotekom spektara instrumenta.
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Slika 4. Karakteristi¢ni kromatogram za etilenglikol (EG) i dietilenglikol (DEG).
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Kalibracijske krivulje za etilenglikol i dietilenglikol izradene su na nacin da su
pripremljene standardne otopine razli¢itih koncentracija (5-50 mg/L) analizirane na
GC-MS instrumentu. Iz dobivenog kromatograma o¢itane su vrijednosti povrsine
pikova za svaku pojedinu koncentraciju etilenglikola i dietilenglikola. Koristenjem tih
podataka nacinjen je graficki prikaz signala nastalog analizom (povrsina ispod pikova)
u ovisnosti o poznatim koncentracijama analita u standardnim otopinama. Kalibra-
cijske krivulje za etilenglikol i dietilenglikol su linearne krivulje izradene kori$tenjem
vanjskog standarda te nisu forsirane (ne prolaze kroz ishodiste). Izradene su u koncen-
tracijskom rasponu 5-50 mg/L te su prikazane na slikama 5. i 6. Izrac¢unata je grani-
ca detekcije (eng. limit of detection, LOD) koja iznosi za etilenglikol < 4 mg/kg, a za
dietilen glikol < 6 mg/kg.
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Slika 5. Kalibracijska krivulja za etilenglikol u rasponu 5-50 mg/L.
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Slika 6. Kalibracijska krivulja za dietilenglikol u rasponu 5-50 mg/L.
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Analizirano je 30 zubnih pasti razli¢itih proizvodaéa iz Hrvatske i iz zemalja
Europske unije. Svaki uzorak zubne paste raden je u triplikatu te je za svaki primjerak
mjerenje provedeno tri puta. Za svaki uzorak dobiveni su kromatogrami koji prikazu-
ju promjenu signala instrumenta (povrsina ispod pikova) u ovisnosti o vremenu izla-
zenja komponenata u uzorku iz kapilarne kolone. Od 30 analiziranih uzoraka zubnih
pasti, samo 5 uzoraka dalo je mjerljive rezultate i oni su prikazani u tablici 1., dok su
sva ostala mjerenja bila u razini Suma instrumenta tj. LOD, te oni nisu prikazani u
tablici 1. U 5 uzoraka izmjeren je dietilenglikol, dok je u ostalim uzorcima bio ispod

LOD.

Tablica 1. Mjerljive koncentracije dietilenglikola (DEG) u uzorcima zubnih pasti dobivene tehnikom GC-MS.

Broj uzorka Cpgg U metanolu Cpgg U zubnoj pasti %peg U zubnoj pasti
(mg/kg) (mg/kg)
1* 5,62 0,028 0,005
2* 5,76 0,029 0,005
4* 5,86 0,029 0,005
5* 5,64 0,028 0,005
6* 6,56 0,033 0,006

* — uzorak zubne paste proizveden je u Republici Hrvatskoj

Koncentracije dietilenglikola u uzorcima izracunate su pomocu kalibracijskih
krivulja iz signala dobivenih GC-MS-om te su iznosile izmedu 5,62 i 6,56 mg/kg. Iz
tako dobivenih koncentracija izracunate su koncentracije dietilenglikola u odvaganim
uzorcima zubnih pasti te su iznosile izmedu 0,028 i 0,033 mg/kg. Provedenom ana-

lizom zubnih pasti GC-MS dobiveni rezultati pokazuju dietilenglikol u rasponu od
0,005 % do 0,006 %.

Nedavni incidenti masovnog otrovanja dietilenglikolom s izrazito visokom sto-
pom smrtnosti te incidenti koji su ukljucivali koncentracije od ¢ak 7-8,3 % dietilen-
glikola u proizvodima za oralnu higijenu (1), ukazali su na nuznost provedbe analize
zubnih pasti na trZi$tu radi kontrole njihove zdravstvene ispravnosti i sigurnosti
potrosaca. ‘

Analiza je provedena uporabom plinske kromatografije sa selektivnim detekto-
rom masa (GC-MS), nakon prethodne ekstrakcije glikola iz zubne paste metanolom
te se kori$tena metoda pri tom istrazivanja pokazala kao brza i jednostavna za detek-
ciju glikola.

Analizirano je ukupno 30 zubnih pasti s hrvatskog trzista koje su bile proizve-
dene u Republici Hrvatskoj i u zemljama Europske unije. Etilenglikol nije detektiran
niti u jednom uzorku, $to znaci da je njegova koli¢ina u analiziranim zubnim pastama

ispod granice detekcije, dakle manja od 4 mg/kg. Dietilenglikol je detektiran u 5

329



I, Vidic: Strac, 1. Zuntar, N. Dimitrov, M. Puklek:
Etilenglikol i dietilenglikol u zubnim pastama na hivatskom trZiStu, Farmaceutski glasnik 69, 5/2013

uzoraka zubnih pasti, od kojih je svih 5 proizvedeno u Republici Hrvatskoj. Od tih 5
uzoraka, u 4 uzorka je koncentracija dietilenglikola bila neposredno ispod granice
detekcije, a samo u jednom uzorku je dietilenglikola bilo u mjerljivim koli¢inama,
to¢nije 6,56 mg/kg, $to je jednako 0,006 % dietilenglikola u toj zubnoj pasti $to je
daleko ispod maksimalno dopustene granice.

Iz rezultata ovog istrazivanja mozemo zakljuditi da su u svim uzorcima vrijedno-
sti etilenglikola i dietilenglikola ispod propisanih, $to upucuje da su zubne paste na
hrvatskom trziStu na taj parametar zdravstveno ispravne. Dobiveni podaci u skladu su
s podacima koje je proveo i nacionalni laboratorij u Austriji u sklopu nadzora trzista
gdje je naden samo jedan neispravan uzorak (15).

Takoder, s obzirom na to da je Europskom farmakopejom definirana gornja
granica dietilenglikola od 0,1 % kao oneci$¢enja u glicerolu, te 0,4 % za zbroj etilen-
glikola i dietilenglikola kao oneéis¢enja u polietilen glikolima (1), dobiveni rezultati
pokazuju da proizvodaci analiziranih zubnih pasti koriste ispravne sirovine kontroli-
ranog podrijetla.

ZAKLJUCAK

Na temelju provedene analize etilenglikola i dietilenglikola u zubnim pastama,
u svrhu kontrole njihove zdravstvene ispravnosti, doneseni su sljede¢i zakljuéci:
* Uspostavljani analiticki sustav (GC-MS tehnika) pokazao se brzim i jednostavnim

za detekciju glikola.

* Primjenjena GC-MS tehnika ima granice detekcije (LOD) za etilenglikol < 4 mg/kg,
a za dietilenglikol < 6 mg/kg.

* Etilenglikol nije naden niti u jednom analiziranom uzorku.

* Maksimalna izmjerena koncentracija dietilenglikola bila je 6,56 mg/kg $to je daleko
nize od maksimalno dozvoljene koncentracije u zubnim pastama.

* Proizvoda¢i analiziranih zubnih pasti koriste zdravstveno ispravne sirovine.

* Zubne paste na hrvatskom trzi$tu u pogledu sadrzaja etilenglikola i dietilenglikola
mogu se smatrati zdravstveno ispravnim.
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