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Kratica Puni naziv

ACN acetonitril
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DBP dibutil ftalat

DEHA bis (2-etilheksil) adipat

DEHP bis (2-etilheksil) ftalat

DINP diizononil ftalat

DOA dioctil-adipat

EFSA Europska agencija za sigurnost hrane
FT-IR infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom
GC-MS plinska kromatografija/masena spektrometrija
LOD granica detekcije

LOQ granica kvantifikacije

MCPP mono (3-karboksipropil) ftalat

MEP monoetil ftalat

PAEs ftalati

PE polietilen

PET polietilen tereftalat

PVA polivinil acetat

PVC polivinil klorid

T2D dijabetes tipa 11
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1. Uvod

PET ambalaza zbog svoje cijene i ekonomicnosti sve vise nalazi mjesta u pakiranju piva, iako
su ve¢ poznata njezina Stetna djelovanja na okolis i1 ljudsko zdravlje. Ftalati, poznati kao
plastifikatori, imaju dokazano djelovanje kao endokrini disruptori i najces¢e ulaze u ljudski
organizam putem hrane, odnosno mogu migrirati iz plasti¢nih dijelova opreme s kojom hrana
dolazi u dodir tijekom prerade te iz ambalaze. Ftalati se takoder mogu nac¢i u mikoplastici jer
mikrocestice plastike sluze kao vektor za razli¢ite kemikalije koje se mogu polako otpustati u
hranu i pi¢e. Europska agencija za sigurnost hrane mikroplastiku je definirala kao "heterogenu
mjesavinu materijala razli¢itog oblika koji se nazivaju fragmentima, vlaknima, sferoidima,
granulama, peletima, pahuljicama ili perlama, u rasponu od 0,1 do 5,0 um* (EFSA, 2016), a
sve viSe se obraca pozornost na njezin Stetan utjecaj i zastupljenost u okolisu. Ovo istrazivanje
stoga ima za cilj definirati tipove i koncentracije ftalata u trziSno dostupnim pivima koja su
pakirana u staklene boce, PET ambalazu i limenke, pomoc¢u GC-MS-a, §to ukljucuje pripremu
uzoraka, a uzorci ¢e se analizirati 1 pomocu FTIR tehnologije. Deset piva u aluminijskim
limenkama, Sesnaest u PET ambalazi i osamnaest u staklenim bocama kupljeno je u lokalnoj
trgovini i podvrgnuto GC-MS analizi kako bi se kvantificirali i kvalificirali ftalati i kemikalije

povezane sa mikroplastikom.
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2.1. FTALATI

Ftalati, ili skra¢eno PAEs, su esteri ftalne kiseline koji imaju mnoge industrijske primjene, ali
je njihova najpoznatija uloga kao plastifikatora u industriji polimera. Ovi sintetski spojevi, od
svoje prve upotrebe 1920-ih godina, postali su naj¢esce koriSteni plastifikatori za poboljSanje
mekoce, fleksibilnosti i rastezljivosti raznih plasti¢nih proizvoda (Hordk i OlSovska, 2020).
Uglavnom se dodaju razliCitim plasticnim materijalima, kao Sto su polivinil klorid, poznatiji i
kao PVC, polietilen tereftalat (PET), polivinil acetat (PVA) i polietilen (PE). Ftalati se obi¢no
dodaju mnogim proizvodima za opc¢u upotrebu, kao sto su igracke, a upravo najveéi doprinos
unosu kod djece su imale plasti¢ne igracke, pa je uporaba ftalata u njihovoj izradi zabranjena u
EU od 1999. godine; zatim proizvodi za osobnu njegu 1 ku¢anstvo, automobilska kozmetika,
otapala, ljepila, pesticidi, ambalaza za hranu, medicinski uredaji, elektronika, cijevi i

gradevinski materijali (Schettler, 2006).

Za ocuvanje boje i mirisa razli¢itih proizvoda, dodaju se ftalati nize molekularne mase kao
otapala (dietil ftalat i dibutil ftalat), dok oni viSe molekularne mase (bis (1-etilheksil) ftalat),
dodaju se za omekSavanje PVC proizvoda (Hordk i OlSovska, 2020). Budu¢i da su ftalati
podlozni bio-, foto- 1 anaerobnoj razgradnji, nisu otporni na uvjete okoliSa. S obzirom na duljinu
njihovih alkilnih skupina, ftalati pokazuju razli¢itu topljivost u vodi, §to znaci da ftalati s dugim
alkilnim ili aromatskim dijelovima u bo¢nim lancima imaju manju topljivost u vodi, dok duzi
lanci uzrokuju izraZenu lipofilnost, pa mnoge masne namirnice, kao $to su riba, meso, mlijecni
proizvodi 1 biljna ulja, mogu biti bogate tim spojevima (Jurica i sur., 2013). Najefikasniji nacin
na koji ftalati ulaze u ljudski organizam je putem hrane ili pi¢a. Ftalati su skloni migraciji u
hranu 1z plastificiranih PVC materijala (brtve poklopaca za staklenke, folije 1 papiri za pakiranje
hrane te kartonska ambalaZa), ali i iz laminata aluminijske folije 1 papira. Hrana i pi¢e postaju
kontaminirani tijekom proizvodnih operacija i transporta, ali 1 uporabom PVC rukavica pri

rukovanju hranom.

Buduci da su ftalati sadrzani u tiskarskim tintama i ljepilima na omotima hrane, odavde takoder
migriraju u hranu (Cao, 2010). Nedavna istrazivanja pokazuju kako se ftalati mogu naci i u
alkoholnim pi¢ima kao §to su vino, pivo, konjak i rakija (Jurica, 2016). Naime, etanol moze
poticati migraciju PAEs-a djeluju¢i kao otapalo za ekstrakciju PAEs-a. Plasti¢ni aditivi mogu
do¢i u kontakt s vinom tijekom svih faza proizvodnje vina: transport voca, drobljenje i
skladiStenje ukljucujuéi razlicite vrste opreme 1 materijala poput pumpi, crijeva, sredstava za

bistrenje i filtracije kod pakiranja (Plank i sur., 2018).
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Slika 1 u nastavku prikazuje opc¢enitu formulu ftalata, dok Slika 2 prikazuje Sest najces¢ih

zagadivaca od kojih su se neki nasli i u ovom istrazivanju.

COOR

COOR'
Slika 1 Opcenita formula ftalata (Horak i Olsovska, 2020)

Molekulska masa
I _
100 200 300 400

- g o .
o N 0 T ;D
n\ c-,\/ 0\/\/ (o]
| | 0 S
| Dimetil ftalat | | Dietil ftalat | |pj-n-butil ftalat] | Butil benzil Di-n-octil ftalat] | Di(2-etilheksil)
ftalat ftalat

Slika 2 Sest ftalata koji su primarni zagadiva¢i (prema Huang i sur., 2021)

Europska agencija za sigurnost hrane (EFSA) utvrdila je prihvatljive dnevne unose za ljude za
nekoliko ftalata, ukljucujucéi bis (2-etilheksil) ftalat (DEHP), dibutil ftalat (DBP), benzil butil
ftalat (BBP) i bis (2-etilheksil) adipat (DEHA). Medutim, od 2011. godine Europska unija nije
propisala maksimalnu koli¢inu ftalata u hrani i pi¢u, ve¢ samo regulira migraciju nekih ftalata
iz materijala koji dolaze u kontakt s hranom u hranu. To su male koli¢ine, s maksimalnim
granicama ostataka od 1,5 mg/kg za DEHP, 0,3 mg/kg za DBP, 30 mg/kg za BBP i 18 mg/kg za
DEHA (European Commission (EC). Commission Regulation (EU) No 10/2011 of 14 January
2011).

2.2. PET AMBALAZA

PET ambalaza stjece popularnost u Europi, ¢ak i u zemljama koje su odbijale uvesti ovaj tip
ambalaze, poput Ceske i Slovatke. Razlozi njihove popularnosti ukljuéuju pogodnost za
transport, manju tezinu u usporedbi sa staklenim bocama, dobra barijerna svojstva protiv
permeacije plinova te niZe troskove (Gagula i sur., 2020). Prema izvjes¢u Pira International Ltd.
(Page i sur.) u2015. godini u sredi$njoj i isto¢noj Europi upotrijebljeno je oko pet milijardi PET

boca na trziStu piva, u usporedbi sa zapadnom Europom, gdje je taj broj bio manji od jedne
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milijarde boca godisnje. Kvaliteta piva u PET bocama narusava se mnogo brze (3-4 mjeseca)
nego u aluminijskim limenkama ili staklenim bocama, ali najveci problem kod koriStenja PET
boca je prisutnost mikroplasticnog materijala (kemikalije povezane s mikroplastikom ili mikro-
1 nanocestice). Budu¢i da je mikroplastika oznacena kao materijal Stetan za zdravlje, sve veci
broj studija fokusira se na utvrdivanje utjecaja koji bi mogla imati na ljudsko i Zivotinjsko
zdravlje te moguénosti smanjenja i minimizacije takvih Cestica i kemikalija u hrani i okoliSu
(Rist 1 sur., 2018; Wright i Kelly, 2017; Habschied i sur., 2022). Zbog premaza limenki koji
sadrze plastiku, pivo u aluminijskim limenkama takoder moze sadrzavati ftalate (Nurlatifah i

Nakata, 2021).

U Hrvatskoj se oko 20% piva pakira u PET boce, 68% u staklene boce, 7% u limenke, a ostatak
u bac¢ve (Bicak, 2022). To pokazuje da PET boce zauzimaju znacajan dio trzista. Jasno je da je
takvo pivo popularno medu potrosac¢ima. 1z tog razloga, cilj ovog preliminarnog istrazivanja
bio je provesti pregled kemikalija povezanih s mikroplastikom, kao $to su ftalati, koji se mogu

naci u komercijalno dostupnim pivima pakiranim u PET boce.

2.3. PRISUTNOST FTALATA U ZIVIM ORGANIZMIMA

Ling Huang i sur. u svom istrazivanju otkrivaju prisutnost ftalata u razli¢itim dijelovima 60
biljnih vrsta i raznih algi (Slika 3). KoriStenjem GC/MS metode, ftalati su identificirani u
organskim ekstraktima odredenih biljaka, s udjelima koji se krecu od 1,0% do 32%. Vazno je
napomenuti da neki detektirani PAEs nisu uobi€ajeni u industriji, $to sugerira da bi mogli biti
rezultat biosinteze, a ne kontaminacije tla ili zraka. Ve¢ina PAEs otkrivena je u esencijalnim
uljima biljnog podrijetla, koja se mogu sintetizirati u svim dijelovima biljke (cvjetovi, pupoljci,
sjemenke, liS¢e, grancice, kora, biljke, drvo, plodovi 1 korijenje). Ova ulja mogu se ekstrahirati
koriste¢i tradicionalnu hidrodestilaciju, destilaciju organskim otapalima, hidrodestilaciju
parom, ekstrakciju ¢vrste faze (HS-SPME) i superkriticnu ekstrakciju teku¢im CO2 (CO2-
SFE). Esencijalna ulja imaju klju¢nu ulogu u mnogim fizioloskim i biokemijskim reakcijama,
te se Siroko koriste u farmaceutskoj, sanitarnoj, kozmetickoj, poljoprivrednoj i prehrambenoj
industriji. Prijavljeno je da 26 biljaka sadrzi PAEs, pri ¢emu je di-n-butil ftalat najzastupljeniji,

pronaden u osamnaest vrsta, s udjelima od 1,5% do 87,2%.
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Vrste bogate di-n-butil ftalatom ukljucuju:

® Radix pseudostellaria (87,2%),
o C(Clerodendrum inerme (59,3%),
e Pyrola rotundifolia (40,5%),

e  Osmanthus fragrans (15,1%) te

o Alocasia macrorrhiza (14,4%).

Di-n-butil ftalat 1 diizobutil ftalat najcesce su identificirani PAEs u lu¢evinama korijena biljaka
kao Sto su Solanum lycopersicum, Capsicum annuum, Zea mays, Solanum melongena, itd.
Cheng 1 Xu (2012) prikupili su lu¢evine korijena Lilium brownii, koje su otkrile da su ftalatni
esteri poput diizooktil ftalata (52,1%) i di(2-etilheksil) ftalata (41,0%) dominantni. Zhou i sur.
(2010) proucavali su luevine korijena cijepljenih patlidZana metodom namakanja korijena, $to
je dovelo do identifikacije di-n-butil ftalata (13,6%), diizobutil ftalata (1,9%) i diizononil ftalata
(0,8%). GC-MS analiza pokazala je da je u metanolskom ekstraktu izlu¢evina korijena Allium
fistulosum bilo jedanaest organskih spojeva, ukljucujuéi derivate ftalatnog estera, kao $to su

diizooktil ftalat (52,1%) i di(2-etilheksil) ftalat (41,0%).

lako je GC/MS postupak ucinkovit u detekciji PAEs-a, ima svoja ogranic¢enja. U nekim
studijama zanemarena je kalkulacija retencijskih indeksa (RI), $to je smanjilo toc¢nost
identifikacije PAEs-a. Tradicionalno, preparativno kromatografsko procis¢avanje sekundarnih
metabolita proizvedenih od strane biljaka ukljuCuje primjenu kromatografije na silika gel
stupcu, Sephadex LH-20 gel kromatografije, semi-preparativne HPLC, preparativne TLC, itd.
Tijekom ovog postupka, PAEs poput di-n-butil ftalata 1 diizobutil ftalata proc¢iS¢eni su iz
razlicitih biljnih vrsta. Liu 1 sur. (2011) izolirali su di-n-butil ftalat i diizobutil ftalat iz listova 1
stabljika Toona ciliata. Shi i sur. (2005) prvi su put dobili di-n-butil ftalat i diizobutil ftalat iz
C. basiretorsa pomocu spektroskopskih metoda. Kao sekundarni metaboliti, di-n-butil ftalat i
diizobutil ftalat takoder su izolirani iz cijelih biljaka C. fracta, korijena Croton lachynocarpus 1

plodova Pyrus bretschneideri.

Zaklju¢no, PAEs identificirani 1 pro€iS¢eni iz biljnih materijala ilustriraju da biljke mogu

sintetizirati ove spojeve do odredenog stupnja.
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7 ™
® dsystusia gangetica Di-n-butil ftalat
®  Lilivm brownii Diizobutil ftalat
®  Radix pseudostellaria Dietil ftalat
®  Solanum melongena Di (2-etilheksil) ftalat
. y
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®  Brevibacterium mchrelineri
® Helicobacier pylori Di-n-butil ftalat
@ o <Pt sk Di (2-etilheksil) ftalat
[ ] WMM Dietil ftalat
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Slika 3 Prirodna prisutnost PAEs-a u Zivim organizmima (prema Huang i sur., 2021)

Ftalatni spojevi kao bioaktivni prirodni proizvodi mogu biti proizvedeni ne samo od strane
biljaka, ve¢ i bakterija i gljiva. Keire i1 sur. (2001) su prvi put izvijestili o dietil ftalatu
proizvedenom od bakterije Helicobacter pylori, koja predstavlja novu klasu
imunomodulatornih agenasa. Aboobaker 1 sur. (2019) izolirali su di-n-butil ftalat kao glavni
bioaktivni spoj iz endofitske gljive Pelargonium sidoides, koja pokazuje zna€ajan inhibitorni
ucinak na Gram-pozitivne bakterije (Staphylococcus aureus 1 Enterococcus faecalis) i Gram-
negativne bakterije (Escherichia coli 1 Pseudomonas aeruginosa). Rajamanikyam i sur. (2017)
procistili su dva PAEs-a, di(2-etilheksil) ftalat i di-n-butil ftalat, iz Brevibacterium mcbrellneri;
oboje su prvi put izolirani iz ove bakterije. Di-n-butil ftalat je takoder izoliran iz Streptomyces
melanosporofaciens kao udinkovit inhibitor o-glukozidaze, §to moze pruziti korisne
informacije za dizajn novih uéinkovitih inhibitora glukozidaze. Nadalje, di(2-etilheksil) ftalat
je izoliran iz Streptomyces bangladeshensis 1 Penicillium olsonii. Stoga se oCekuje da se PAEs
mogu karakterizirati u razli¢itim mikroorganizmima, iako njihovi izvori ostaju nejasni (Huang

isur., 2021).

2.4. UCINCI NA LJUDSKO ZDRAVLJE

Glavni nacini izlozenosti ljudi ukljuc¢uju unos inhalacijom, kontaktom preko koze i intravenski
(Heudorf'1 sur., 2007). Najveca izlozenost javlja se kroz prehrambene proizvode kontaminirane
DEPH-om iz plasti¢nih posuda ili ambalaze. Karaconji i sur. (2017) navode kako izlozenost
putem vode za pice i zraka u okolini doprinosi samo u manjoj mjeri ukupnom dnevnom unosu.

Do sada je izlozenost PAEs-ima povezana s nizom zdravstvenih problema; ukljucujuéi
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endokrine 1 reproduktivne poremecaje, rani pubertet, endometriozu, spolne anomalije,
neplodnost, promijenjeni fetalni razvoj, rak dojke i koze, pretilost, dijabetes tipa II, poremecaj
paznje s hiperaktivnoSéu (ADHD), poremecaje iz spektra autizma, kardiotoksicnost,

hepatotoksi¢nost 1 nefrotoksi¢nost (Slika 4) (Giuliani i sur., 2020).

Vazno je napomenuti da djeca i odrasli razli¢ito reagiraju na izloZenost PAEs-ima, zbog djecje
navike da stavljaju ruke u usta, Sto bi ih lako moglo dovesti do unosa DEHP-a. Iako je
provedeno vrlo malo studija o njihovim neurotoksi¢nim ucincima, pretpostavlja se da ftalati
utjeCu na pojavu nekoliko neuroloSkih poremecaja. Primijeceno je da izloZenost PAEs-ima u
ranom zivotu (npr. DEHP, MEP 1 MCPP) moze negativno utjecati na kogniciju (IQ djece),
osobito u dobi od 3 godine, dok nije pronadena povezanost tijekom trudnoce ili kod djece starije

od 3 godine (Li i sur., 2019).

Druga studija pruZzila je dokaze o negativnom u¢inku DINP-a na psithomotorne vjestine djece
nakon prenatalne izloZenosti (Polanska i sur., 2014). Medutim, zbog zajednickih izvora i puteva
izlozenosti ljudi razli¢itim kemijskim spojevima, kao §to su npr. poliklorirani bifenili,
polibromirani difenil eteri, te trenutno koristenim pesticidima — organofosfatima i piretroidima,
bisfenolu A 1 ftalatima, izazovno je utvrditi koji je kemijski spoj ili metabolit odgovoran za
odredeni zdravstveni u¢inak (Karaconji i sur., 2017). Ftalati su opsezno povezani s nekoliko
ljudskih karcinoma, ukljucujuéi rak koze, jetre, prostate i dojke. Takoder, problemi sa
plodnosSc¢u u posljednjim desetlje¢ima, za koje se pretpostavlja da su povezane sa okoliSnim
uzrocima, izazivaju globalnu paznju znanstvenika, ali i opce populacije. Subplodnost
predstavlja zdravstveni i socijalni problem koji pogada sve ve¢i broj osoba, od kojih 25-30%

¢ine muskarci.

Zanimljivo je da je u studiji koju su proveli Minguez-Alarcon 1 suradnici analizirana korelacija
izmedu izloZenosti PAEs-ima i opadanja koncentracije spermija i broja spermija za 37%
odnosno 42% u specificnom vremenskom razdoblju (2000-2017). Kada govorimo o dijabetesu,
poznato je da je inzulinska rezistencija Cesta karakteristika mnogih bolesti, ukljucujuci dijabetes
tipa 2 (T2D), aterosklerozu i1 nealkoholnu masnu bolest jetre (Samuel 1 sur., 2012). Medu
ostalim spojevima, DEHP i njegovi metaboliti povezani su s po¢etkom i napredovanjem T2D-
a. U istrazivanju koje su proveli Dales i sur., (2018) autori su mjerili povezanost izmedu
izlozenosti PAEs-ima (iz urinskih metabolita PAEs-a) 1 niza parametara kao $to su razina
glukoze u krvi nataSte, razine glikoziliranog hemoglobina (HbA1C) i inzulina te su otkrili

mogucu povezanost izmedu izlozenosti PAEs-ima i povecane koncentracije markera povezanih
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s predijabetesom. PAEs se smatraju disruptorima endokrinog sustava, na nacin da ometaju

estrogen i hormone S§titnjace.

Ftalati s dugim alkilnim bo¢nim lancem u orto poziciji imaju potencijal za reproduktivne i
razvojne toksi¢ne uc¢inke na ljude. To ukljucuje DEHP > di-butil ftalat > benzil-butil ftalat (u
redoslijedu njihovog toksi¢nog potencijala), kao i1 di-izononil ftalat, di-n-heksil ftalat i di-
izobutil ftalat. Ftalati takoder pokazuju respiratornu toksi¢nost. IzloZenost ftalatima tijekom
djetinjstva Cesto je povezana s oSteCenjem funkcije pluca, rizikom od bronhijalne opstrukcije,
astmom 1 alergijama kod djece, te astmom kod odraslih. Plu¢a novorodenih Stakora izlozenih
DEPH-u pokazala su histoloske promjene slicne onima koje se primje¢uju u plu¢ima djece s
bronhopulmonalnom displazijom, kroni¢nom pluénom bolesti tipicnom za prijevremeno rodene

dojencad (Magliozzi i sur., 2003).

Piskanje, rinitis 1 astma kod djece mogli bi biti povezani s viSim koncentracijama benzil-butil
ftalata i DEHP-a u kuénoj praSini (Karaconji i sur., 2017). Hauser 1 sur. (2007) u svojoj studiji
iznose da su razine DEHP-a i dietil ftalata bile povezane s oSte¢enjem DNA spermija kod
izlozenih ljudi. Medutim, budu¢i da nisu bili dostupni podaci o karcinogenosti DEHP-a kod
ljudi, ali da postoje dovoljni dokazi o karcinogenosti DEHP-a kod eksperimentalnih Zivotinja,
klasificiran je kao moguéi karcinogen za ljude. Ftalati ¢ine skupinu ksenobiotika koji su
pokazali znacajne ucinke na imunoloski sustav, imitiraju¢i prirodne hormone odgovorne za
normalno funkcioniranje tijela, ukljuc¢ujuéi razvoj, reprodukciju, homeostazu i ponaSanje. Kada
je procijenjen utjecaj ftalata na imunoloske odgovore, nisu se pojavili dosljedni rezultati.
Naime, nekoliko studija izvijestilo je o pojacavanju imunoloskih odgovora ili upalnih reakcija,
dok druge studije nisu pokazale nikakav ucinak, a neke su prikazale inhibicijski ili imunoloski

supresivan ucinak (Giuliani i sur., 2020).
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Slika 4 Ucinci ftalata na ljudsko zdravlje (prema Giuliani i sur., 2020)

2.5. MIKROPLASTIKA

Plastika se moze podijeliti u tri glavne skupine prema veli¢ini Cestica. Svi plasti¢ni materijali
vec¢i od 5 mm smatraju se makroplastikom. Kada udu u morsko okruZenje, plasti¢ni proizvodi
i otpad mogu se potencijalno raspasti na manje komadiée, manje od 5 mm, koji se nazivaju
mikroplastika. Mikroplastika se obi¢no definira unutar pribliZnog raspona veli¢ine estica od
50 pm do 5 mm. Zapravo, oneciS¢enje koje uzrokuje ova skupina plastike smatra se prisutnijim
zbog njihovih vecih koli¢ina 1 malih veli¢ina cestica. EFSA je mikroplastiku definirala kao:
“mikroplastika je definirana kao heterogena mjeSavina materijala razlicitih oblika koji se
nazivaju fragmenti, vlakna, sferoidi, granule, peleti, pahuljice ili kuglice, u rasponu od 0,1 -
5.000 um. Razlikovanje se moZe napraviti izmedu primarne i sekundarne mikroplastike.
Primarna mikroplastika su plastike koje su izvorno proizvedene da budu te veli¢ine, dok

sekundarna mikroplastika potjece od fragmentacije vecih predmeta, npr. plasticnog otpada.”

Procjenjuje se da u svjetskim oceanima ima vise od 150 milijuna tona plasticnih materijala.
Velik dio tog zagadenja ¢ine veliki predmeti poput odbacenih boca za pice 1 plasti¢nih vrecica.
Medutim, sve se vise istrazuje koli¢ina mnogo manjih materijala, mikroplastike, u rijecnim 1
oceanskim sustavima, Sto predstavlja drugaciji tip problema za morski zivot (Robertson, 2015).
Razlic¢ite posljedice od gutanja makro-, mikro- i nano-plastike ili zaplitanja u makroplastiku
takoder su prijavljene i dobro dokumentirane za razlicite vrste, ukljucujuéi ptice, kornjace, larve

riba 1 morske sisavce (Steer, 2017). Posljedice takvog gutanja ukljucuju gusenje ili blokiranje

11
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probavnog trakta, Sto moze uzrokovati smrt (Gregory, 2009). Nekoliko studija provedenih na
amfipodima, krastavcima, morskim krastavcima i Skoljkama izlozenim mikroplastici pokazale
su da ove vrste imaju sklonost gutanju mikroplastike (Thompson i sur.,2004; Browne i sur.,

2008; Gouin 1 sur., 2008).

Godine 2014. nekoliko americkih saveznih drzava zabranilo je upotrebu mikroplastike u
kozmetickim formulacijama, a ve¢ina kozmetickih tvrtki dobrovoljno postupno ukida njihovu
uporabu. Infracrvena (IR) spektroskopija je etablirana tehnika za identifikaciju polimernih
materijala 1 Siroko se koristi za identificiranje velikih (preko 100 mikrometara) polimernih
materijala. Za mikroplastiku, veli¢ine do nekoliko mikrometara, moze se koristiti IR mikroskop
za otkrivanje i identifikaciju tih materijala (Robertson, 2015). Osim toga, kako bi se stabilizirao
polimer od degradacije uzrokovane prisutnos¢u UV svijetla ili zraka, u formulaciju polimera
dodaje se antioksidans poput butiliranog hidroksitoluena (BHT). Zbog slabog vezivanja izmedu
plasti¢nih aditiva 1 polimera, mnogi znanstvenici zabrinuti su za njihovu sposobnost ispiranja u
hranu 1 pic¢a, kao i u okoli$. Prijavljeno je da se ftalati ispiru u morsku vodu iz plasti¢nih
proizvoda poput polietilenskih vrecica i kablova od polivinil klorida. Medutim, malo je
informacija dostupno o vrstama polimera i koncentracijama plasti¢nih aditiva u premaznim

filmovima limenki proizvedenih u svijetu.

Nadalje, polimerni premazni film u ostacima limenki moze biti potencijalni izvor mikroplastike
nakon razgradnje u okoliSu. Nurlatifah 1 Haruhiko Nakata u svojoj studiji istrazuju vrste
polimera koriStene kao obloge i kemijske aditive sadrzane u plasti¢nim filmovima limenki kao
dodatnu referencu za mogucu prijetnju morskom okoliSu. U ovoj studiji analizirane su
aluminijske limenke piva. Ukupno 27 piva iz 16 zemalja u Aziji (Kina, Indonezija, Japan,
Mjanmar, Singapur, Tajland, Vijetnam), Europi (Belgija, Njemacka, Spanjolska, Norveska,
Rusija, Svedska, UK) i Sjevernoj Americi (Meksiko i SAD) nabavljeno je tijekom rujna i
listopada 2020. Ta piva su bila popularne marke, kao i domaca zanatska piva u svojim mati¢énim
zemljama. Osim toga, jedan uzorak limenke piva iz okolisa prikupljen je na obalnom podrucju
zaljeva Ariake, prefektura Kumamoto, a nova limenka iste marke prikupljena je za inspekciju
metalne limenke nakon vremenskih uvjeta. SadrZaj svih uzoraka je potom ispraZznjen, a
pakiranja limenki su isprana vodom i osuSena na zraku prije analize. Rezultati FTIR-a za
identifikaciju polimera u premaznom filmu limenke piva pokazali su raznolikost polimernih
materijala koriStenth u razli¢itim dijelovima limenke. FTIR (Fourierova transformacijska
infracrvena spektroskopija) je analiti¢ka tehnika koja identificira polimere na temelju njihovih

karakteristi¢nih infracrvenih spektralnih otisaka.

12
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Rezultati:

1. Poklopac limenke:

o Unutarnji sloj: najcesce je prekriven epoksidnom smolom ili PET-om.

o Vanjski sloj: epoksidna smola je takoder uobicajena, ali mogu se naci i drugi

polimeri ovisno o uzorku.

2. Tijelo limenke:

o Unutarnji sloj: epoksidna smola se koristi u svim analiziranim uzorcima,

pruzajuci dobru otpornost na koroziju i prianjanje.

o Vanjski sloj: poli(1,2-butandiol izoftalat) bio je Cesto koristen u europskim

limenkama, dok su u nekim sluc¢ajevima koristeni i drugi polimeri.

FTIR analiza ukazuje na to da iako je epoksidna smola dominantan polimer u vecini slojeva

limenki, postoje znacajne varijacije, posebno izmedu unutarnjih i vanjskih slojeva tijela i

poklopca limenke. Ova raznolikost u upotrebi polimera moZe biti povezana s razli¢itim

zahtjevima za zastitu i funkcionalnost premaza u razli¢itim dijelovima limenke. Na Slici 5

mozemo vidjeti sastav i vrstu polimera koje su prisutne u tijelu i poklopcu limenke.

Tijelo
Kontinent — —
Unutarnji sloj | Vanjski sloj | Unutarnji sloj | | Vanjski sloj |

Azija 33% 15%‘ @
(n=12)

7y

18%
E 27%
il WELE Y

73% ‘

Sjeverna 25% \
Amerika
(n=4) 50%

M Epoksidna smola M Polietilen tereftalat (PET)

Poli(etil-metakrilat) (PEMA)

Poli(1,2-butandiol izoftalat)

B Poli(butilen ftalat)

M Poli(dialil-ftalat)

Fenoksi smola

Poli(etilakrilat-ko-stiren)

B Akrilno ljepilo

Bl Poli(2,2-dimetil-1,3-propandiol ftalat)

B Ostalo

Slika 5 Sastav i vrsta polimera u vanjskom i unutarnjem sloju limenki piva (prema Nurlatifah

1 Nakata., 2021)
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1. Poklopac limenke:

e Unutarnji sloj:

(@]

Epoksidna smola: Cesto koriStena zbog svoje otpornosti na koroziju i odlicnog
prianjanja. Pruza zastitu unutarnjem sadrzaju limenke od kontakta s metalom.
Polietilen treftalat (PET): takoder koristen u nekim slucajevima, osobito u

europskim limenkama, zbog svoje izdrzljivosti 1 kemijske otpornosti.

e Vanjski sloj:

©)

Epoksidna smola: pretezito koriStena zbog svoje otpornosti na vremenske uvjete
1 dobru povezanost s metalnim povr§inama.

Poliester: u nekim slucajevima koriSten za dodatnu zastitu i izdrzljivost.
Akrilne smole: takoder mogu biti prisutne u vanjskim slojevima u odredenim

slu¢ajevima.

2. Tijelo limenke:

e Unutarnji sloj:

(@]

Epoksidna smola: uvijek prisutna zbog svoje sposobnosti da zastiti unutras$njost
limenke od kemijskih reakcija i korozije. Pruza dugotrajnu zastitu od interakcije
izmedu sadrzaja i metala limenke.

Fenolne smole: povremeno koriStene u azijskim i europskim limenkama zbog

njihove otpornosti na kemikalije.

e Vanjski sloj:

o

Poli(1,2-butandiol izoftalat): Cesto koristen u europskim limenkama zbog svoje
otpornosti na uvjete okolisa 1 dobar estetski izgled.

Poliester: moZze biti koriSten za poboljSanje izdrZljivosti i zaStite vanjskog sloja.
Akrilne smole: povremeno prisutne, osobito u limenkama koje zahtijevaju

dodatnu zastitu ili specifican izgled.

Polimeri koriSteni u premazima limenki piva variraju ovisno o dijelu limenke 1 specifiénim

zahtjevima zastite i funkcionalnosti. Epoksidna smola dominira u unutarnjim slojevima zbog

svojih izvanrednih svojstava otpornosti, dok se razne vrste polimera koriste za vanjske slojeve

kako bi se zadovoljili estetski i1 funkcionalni zahtjevi.

Takoder su analizirane kemikalije aditiva prisutne u tijelu i poklopcu limenki piva. DEHP je

detektiran u gotovo svim uzorcima s najvisSom koncentracijom od 5300 ng/g. BHT je detektiran

u dijelovima tijela svih limenki i gotovo u svim poklopcima s maksimalnom koncentracijom

od 520 ng/g. Tako je DOA imala nizu ucestalost detekcije, zabiljezena je koncentracija od ¢ak
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9600 ng/g u belgijskoj limenci piva. Opcenito, nije bilo specificnog obrasca koncentracije
aditiva u odnosu na zemlje proizvodnje limenki piva. Jedan oSte¢eni uzorak iz okoliSa
sadrzavao je jednu do dvije veliCine reda viSe koncentracije aditiva u usporedbi s novom
limenkom. S obzirom na visoku ucestalost metalnih ostataka u morskom okoliSu nakon
plasticnih ostataka, vazno je razumjeti da su materijali limenki 1 metalni 1 plasti¢ni, te da
predstavljaju potencijalni izvor mikroplastike u morskom okoli$u nakon raspadanja. Stovise,
potrebno je pratiti potencijalne Stetne ucinke mikroplastike i aditiva koji potje¢u iz metalnih

limenki na vodeni ekosustav (Nurlatifah 1 Nakata, 2021).

2.5.1. Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (FT-IR)

FT-IR je analiticka tehnika koja se koristi za dobivanje infracrvenih spektra apsorpcije ili
emisije uzoraka. Ova metoda omogucuje identifikaciju i kvantifikaciju razli¢itih kemijskih

spojeva na temelju njihovih karakteristi¢nih infracrvenih apsorpcijskih vrpci.

FT-IR spektroskopija koristi interferometar (obicno Michelsonov interferometar) za mjerenje
svih infracrvenih valnih duljina koje apsorbira ili emitira uzorak istodobno. Slika 6 prikazuje

princip FT-IR tehnologije.
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Stacionarno ogledalo
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Slika 6 Struktura Fourierovog infracrvenog spektrometra (izvor:
https://www.powerwaywafer.com/ftir.html)

Glavne komponente FT-IR spektrometra su:

e Izvor infracrvenog zraCenja: emitira Sirokopojasno infracrveno svjetlo.

e Interferometar: kombinira svjetlosne zrake iz izvora stvarajuci interferencijski uzorak.

e Detektor: mjeri intenzitet interferencijskog uzorka dok se zrcalo u interferometru
pomice, stvarajudi interferogram.

e Racunalna obrada: primjenjuje Fourierovu transformaciju na interferogram kako bi se

dobio infracrveni spektar.

FT-IR spektroskopija se koristi u razli¢itim podrucjima prirodnih znanosti; Identifikacija

organskih i1 anorganskih spojeva, proucavanje strukture proteina, lipida i drugih biomolekula,

vvvvv

analiza sastava 1 degradacije polimera.
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Prednosti FT-IR metode:

e Brzina: svi valni brojevi se mjere istodobno, §to omogucuje brzo dobivanje spektra.
e Visoka osjetljivost: FT-IR moze detektirati vrlo male koli¢ine tvari.

e Reproducibilnost: FT-IR spektrometri pruzaju visoko reproducibilne rezultate.
Ogranicenja FT-IR metode:

e Ograni¢enja u uzorcima: uzorci moraju biti kompatibilni s infracrvenim zracenjem, tj.
ne smiju potpuno apsorbirati infracrveno zracenje.
e Slozena interpretacija: spektri mogu biti kompleksni i1 zahtijevaju stru¢nost u

interpretaciji.

FT-IR spektroskopija s Fourierovom transformacijom je klju¢na metoda u analitickoj kemiji
zbog svoje brzine, osjetljivosti i moguénosti analize slozenih uzoraka. S obzirom na njezinu

svestranost, koristi se u mnogim znanstvenim i industrijskim podru¢jima (Smith, 2011; White,

1990).

2.5.2. GC/MS metoda odredivanja( Plinska kromatografija/masena

spektrometrija)

GC/MS (Gas Chromatography/Mass Spectrometry) je analiticka tehnika koja se koristi za
identifikaciju 1 kvantifikaciju razli¢itih spojeva u sloZzenim smjesama. Ova metoda kombinira
dva razli¢ita analiti¢ka pristupa: plinsku kromatografiju (koja odvaja i kvantificira pojedine
komponente uzorka) 1 spektrometriju masa (koja identificira svaku komponentu zasebno).
Povezivanjem ovih dviju tehnika znacajno se povecava njihova specificnost 1 osjetljivost, Sto
omogucuje analitiCkom kemicaru da istovremeno provede kvantitativnu i kvalitativnu analizu

otopine koja sadrZzi velik broj hlapljivih 1 poluhlapljivih komponenti (Skoog, 1999).

Slika 7 prikazuje shematski prikaz plinskoga kromatografa s masenim spektrometrom.
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Slika 7 Shematski prikaz plinskoga kromatografa s masenim spektrometrom (Pine, 1994)

Funkcioniranje GC/MS-a:

1. Plinska kromatografija (GC):

Nacelo: plinska kromatografija razdvaja komponente smjese na temelju njihove
hlapljivosti i interakcije sa stacionarnom fazom unutar kromatografske kolone. Smjesa
se najprije isparava i prenosi kroz kolonu pomocu inertnog plina (npr. helijem).
Kolona: stacionarna faza je unutar tanke kapilarne kolone, obloZene teku¢inom ili
polimernim materijalom. Komponente smjese prolaze kroz kolonu razli¢itim brzinama,
$to omogucava njihovu separaciju.

Detekcija: nakon §to se odvoje, komponente napustaju kolonu i1 ulaze u maseni

spektrometar.

2. Masena spektrometrija (MS):

Ionizacija: kada komponente udu u MS, one se ioniziraju (obi¢no pomocu elektronskog
udara) kako bi se stvorili molekularni ioni.

Fragmentacija: ovi ioni se zatim fragmentiraju u manje dijelove. Svaka molekula stvara
specifican obrazac fragmentacije, poznat kao maseni spektar.

Analiza: fragmenti se analiziraju na temelju omjera mase i naboja (m/z) u masenom

analizatoru. Ovo generira spektar koji sluZi kao "otisak prsta" za svaku molekulu.

3. Identifikacija i kvantifikacija:

Identifikacija: na temelju mase i1 obrazaca fragmentacije, moguce je identificirati
spojeve usporedujudi ih s referentnim spektrometrima u bazama podataka.
Kvantifikacija: koli¢ina svakog spoja moze se odrediti pomocu kalibracijskih krivulja i

usporedbom s poznatim standardima.
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Prednosti GC/MS metode:

Visoka preciznost: GC/MS pruza visoku preciznost u identificiranju i kvantificiranju
spojeva, omogucujuci vrlo detaljnu analizu slozenih smjesa.

Osjetljivost: ova metoda moze detektirati i najniZe koncentracije spojeva, $to je posebno
korisno u analizi tragova kontaminanata u okoliSu i bioloskim uzorcima.

Sirok raspon: GC/MS moze analizirati §irok raspon kemijskih spojeva, ukljudujuéi
organske molekule i njihove fragmente, Sto je korisno u razli¢itim znanstvenim

disciplinama.

Primjene GC/MS metode:

Analiza okolisa: koristi se za detekciju i kvantifikaciju zagadivaca poput pesticida,
teSkih metala i drugih kontaminanata u zraku, vodi i tlu.

Farmaceutska industrija: pomaze u razvoju i kontroli kvalitete lijekova, ukljucujuci
identifikaciju aktivnih sastojaka i pra¢enje njihovih metabolita.

Forenzika: koristi se u forenzickim istragama za identifikaciju droga, otrova i drugih
kemikalija prisutnih u bioloskim uzorcima poput krvi i urina.

Kemijska istrazivanja: pomaze u istrazivanju i razvoju novih materijala i kemikalija,

uklju€ujudi sintezu novih spojeva 1 analizu njihovih svojstava.

Ogranicenja GC/MS metode:

Priprema uzoraka: Za uspjes$nu analizu, uzorci moraju biti pripremljeni na specifican
nacin, §to moZe zahtijevati sloZene procedure za ¢iS¢enje 1 koncentraciju.
Kompleksnost: interpretacija rezultata moze biti sloZzena zbog velikog broja mogucih
fragmenta 1 njihovih spektralnih obrazaca, Sto zahtijeva visoku struc¢nost i1 upotrebu
referentnih baza podataka.

Neprikladnost za nehlapljive spojeve: GC/MS nije pogodna za analizu spojeva koji nisu
hlapljivi ili koji se ne mogu izloZiti plinskoj kromatografiji, kao $to su neki polimerni

materijali.

GC/MS metoda ostaje klju¢na u mnogim znanstvenim i industrijskim podru¢jima zbog svoje

sposobnosti da precizno identificira 1 kvantificira kemijske spojeve, usprkos odredenim

izazovima i ograni¢enjima (Skoog, 1999; Pine, 1994; Sparkman i sur. 2011).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Zadatak ovog istrazivanja je definirati tipove ftalata 1 njihove koncentracije u trzisno dostupnim
pivima pakiranim u razlicita pakiranja: staklene boce, PET boce i1 limenke. Ftalati u uzorcima
su analizirani koriStenjem GC-MS metode, Sto ukljucuje pripremu uzorka, takoder se provela

analiza limenki pomoc¢u FTIR tehnologije.

3.2. MATERIJALI I METODE

3.2.1. Proizvodnja piva

Postupak kuhanja piva za potrebe istrazivanja proveo se kako je opisan u diplomskom radu
Vuzem (2022). Stil piva koji je kuhan za ovo istrazivanje bio je ale, a fermentacija je provedena
kvascem Safale-US05 (Fermentis). Nakon fermentacije, pivo je stavljeno na hladenje (2 °C)
radi talozenja proteina, inaktivacije kvasca i njegovog taloZenja, gaziralo se, te se nakon

gaziranja punilo u PET boce zapremnine 2L. Pivo je do analize skladiSteno na 4 °C.

3.2.2. Priprema uzoraka za GC-MS analizu

Deset piva u aluminijskim limenkama (500 mL), 15 u PET bocama (2 L) i osamnaest u
staklenim bocama (500 mL) kupljeno je u lokalnoj trgovini i podvrgnuto GC-MS analizi za
kvantifikaciju 1 identifikaciju ftalata. Analiziran je i uzorak proizveden na PTFOS-u 1 pakiran u
PET ambalazu. Uzorci su do analize pohranjeni na hladnom i1 suhom mjestu. Uzorkovanje je
provedeno izravno iz boce nakon otvaranja, a analiza ftalata obavljena je prema sljede¢em

postupku.

Otprilike 5 mL uzorka, koji je prethodno bio dezintegriran u ultrazvucénoj kupelji tijekom 15
minuta, dodano je 5 mL acetonitrila (ACN) 15 mL vode, a zatim preneseno u staklenu epruvetu.
Smjesa je snazno protresena jednu minutu. Nakon toga, dodano je 3 g bezvodnog MgSO41i1 g

NaCl, a uzorak je ponovno protresen i centrifugiran 5 minuta.

Prema QuEChERS (eng. Quick Easy Cheap Effective Rugged Safe) postupku (Yadav i sur.,
2017; Carnol 1 sur., 2017), 1 mL ekstrakta proc¢is¢en je uz pomo¢ soli: 150 mg bezvodnog
MgS0O4, 50 mg PSA (primarni sekundarni amin) i 50 mg C18 (Bond Elut C18). Nakon
dodavanja soli za prociS¢avanje i snaznog protresanja jednu minutu, centrifugiranje je
obavljeno tijekom 5 minuta (5000 o/min). Cisti acetonitril ekstrakt prenesen je u GC bogcicu i

ubrizgan za analizu.
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3.2.3. GC-MS analiza

Identifikacija ftalata temeljila se na usporedbi vremena zadrZzavanja vrhova 1 ciljnih iona s
onima dobivenim iz standardne mjeSavine ftalata (standardi su isporuceni od strane proizvodaca
instrumenta). Kvantifikacija se temeljila na vanjskim kalibracijskim krivuljama pripremljenim

iz standardne otopine svakog od ispitivanih ftalata (Kartalovi¢ i sur., 2021).

Verifikacija vrhova izvrSena je na temelju vremena zadrzavanja, a ciljni ioni su usporedeni s
onima vanjskih ftalata. Analizirani su i kvantificirani otapala bez uzoraka, te su neki ftalati

pronadeni u tim uzorcima, ali koli¢ina je bila manja od LOQ (granica kvantifikacije).

Odredivanje je provedeno u splitless modu pri konstantnom protoku. Plin nosac bio je helij,

brzina: 35.698 cm/s; tlak: 7.0 psi.

Kalibracija

Standardi ftalata (PAE) koriSteni u ovom istrazivanju, i to dimetil ftalat (DMP; C10H1004), dietil
ftalat (DEP; C12H1404), diizobutil ftalat (DiBP; CisH2204), dibutil ftalat (DBP; CisH2204), bis
(2-etilheksil) ftalat (DEHP; C24H3304) 1 di-n-octil ftalat (DnOP; C24H3404), kupljeni su od Dr.
Ehrenstorfer™ GmbH (Augsburg, Njemacka); n-heksan je bio HPLC-kvalitete (Carlo Erba,
Milano, Italija). Otopine svakog ftalata pripremljene su u koncentracijama od 1 mg/mL.
Otopine ftalata u razli¢itim koncentracijama (0.005, 0.01, 0.1, 0.05, 0.5 pg/mL) pripremljene
su razrjedivanjem u n-heksanu. Otopine su pohranjene u boc¢icama na -20 °C. Kako bi se
izbjegla unakrsna kontaminacija zbog reagensa, materijala i laboratorijske opreme, provedena
je temeljita procedura ¢iS¢enja prije pripreme standarda: stakleno posude je namoceno i oprano
u acetonu 1 suSeno na 140 °C najmanje 4 sata. Sva otapala koriStena u analizi testirana su kako
bi se provjerila potencijalna prisutnost PAE kontaminacije, koriStenjem GC-MS analize.
Izuzetno cista voda proizvedena je pomocu Milli-Q sustava (Millipore, Bedford, MA, SAD)
(Kartalovi¢ i sur., 2021). Granica kvantifikacije (LOQ) i granica detekcije (LOD) za analizirane

ftalate prikazane su u Tablici 1, a kromatogram se moze vidjeti na Slici 8.

U ovoj studiji koriSten je instrument Agilent 7890B/5977A MSD (Slika 9) s fuzioniranom
silicijskom kolonom (30 m x 0.25 um film debljine HP-5M) od Agilent Technologies, Inc.
(Santa Clara, CA, SAD). Uvjeti instrumenta bili su sljedeéi: temperatura ubrizgavanja 280 °C,
MSD 280 °C; pecnica: pocetna temperatura 90 °C (drzana 1 min) do 210 °C pri 15 °C/min
(drZzana 2 min); zatim pri brzini od 5 °C/min do 240 °C (drZzana 5 min); nakon ¢ega slijedi

povecanje od 5 °C/min do 250 °C; i zatim povecanje od 25 °C/min do 300 °C i drzano 4 min.
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Tablica 1 Granica kvantifikacije (LOQ) 1 granica detekcije (LOD) za svaki analizirani ftalat.

Ftalat LOQ pg/mL LOD pg/mL
Dimetil ftalat 0.00469 0.00141
Dietil ftalat 0.00418 0.00030
Diizobutil ftalat 0.00101 0.00030
Dibutil ftalat 0.00101 0.00030
Bis (2-etilheksil) ftalat 0.00141 0.00032
Di-n-octil ftalat 0.001101 0.00031

Slika 9 Agilnt 7890B/5977A MSD (https://www.labx.com/item/agilent-7890b-5977a-gc-
ms/11960984)
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3.2.4. Priprema uzoraka za FTIR i analiza

Svi uzorcti bili su filtrirani u dvije paralele pomocu celuloznog filter papira promjera 70 mm s
veli¢inom pora od 11 pm (GE Whatman). Daljnja analiza radena je na FT-IR uredaju Perkin-
Elmer (Waltham, Massachusetts, SAD) Spectrum 10. Svi uzorci analizirani su u duplikatu kako

je opisano u diplomskom radu Sibali¢ (2023).

3.2.5. Statisticka analiza

Provedena je analiza varijance (ANOVA) i Fisherov test najmanje znacajne razlike (LSD), s
minimalnom statistickom znacajnos$¢u postavljenom na p<0.05. Statisticki program Statistica

13.1 (TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA, USA ) koriSten je za obradu ovog skupa podataka.
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4. Rezultati i rasprava

Prema Wittasseku i sur. (2011), ftalati su fizicki, a ne kovalentno, vezani za polimerne lance;
stoga se lako oslobadaju u znacajnim koli¢inama u okoli§. Zbog toga zavrSavaju u hrani i
pi¢ima. Jasno je da ftalati mogu dospjeti u pivo iz sirovina, spremnika i opreme za preradu, ali

se takoder mogu osloboditi iz plasti¢nih materijala koji su u izravnom kontaktu s pivom.

Ova istrazivanja imala su za cilj odrediti koli¢ine ftalata u pivima pakiranima u PET ambalazi,
limenkama i staklenim bocama. Dobiveni podaci prikazani su u Tablicama 2, 3 i 4. Rezultati
su donekle ocekivani; medutim, uocene su odredene razlike u odnosu na predvidanja. Pivo u
staklenim bocama i PET ambalazi sadrzavalo je znacajno (p<0,05) vece koliCine ftalata. Dimetil

ftalat i1 di-n-octil ftalat nisu otkriveni ni u jednom od uzoraka.

Tablica 2 Koncentracije analiziranih ftalata ( pg/L) u uzorcima piva pakiranima u PET

ambalazu
Usorak | Dimetil Dietil | Diizobutil | Dibutil | t]?l;;fs;l) Dincoetil | 5
ftalat ftalat ftalat ftalat fralat ftalat
P1 <L0Q 0.46p 17.28m 29730 15.46n <L0Q 62.93p
P2 <L0Q 5139 25.93¢ 41.75k 27.298i <L0Q 100.101
P3 <L0Q 9.16d 28.04¢ S1.44g 24,99k L0Q | 113.62h
P4 <L0Q 23.08a 25.97¢ 49.11h 29.11g <L0Q | 127279
P5 <L0Q 9.97¢ 43.30¢ 73.29¢ 53.13d L0Q | 179.69¢
P6 <L0Q 4.76] 273 37.68n 9.12p <L0Q 74.29
P7 <L0Q 4281 28 22¢ 61.10¢ 48 460 <L0Q 142.06f
P3 <L0Q 2.10n 25.46h 40,011 23.071 L0Q | 90.64m
P9 <L0Q 5.61f 30.24d 62.75d 85.74b LO0Q | 184.33b
P10 <L0Q 14216 43.72b 86.93b 74.96¢ L0Q | 219.82a
P11 <L0Q 463k 24.14i 54.65¢ 2520 <L0Q 108.64i
P12 <L0Q 4870 20,651 38.15m I1.150 <L0Q 74.82n
P13 <L0Q 4.95h 56.96a 92.17a 17.16m LO0Q | 171.24e
P14 <L0Q 129 26.88F 54.46f 95.06a LO0Q | 177.68d
P15 <L0Q 6.53¢ 24.00i 47611 28.49h LO0Q | 106.72k
P16 <L0Q 2.39m 2230k 44.65] 37.95¢ <L0Q 107.29i

*P Srednje vrijednosti triju mjerenja; vrijednosti s razli¢itim indeksima unutar retka znacajno se razlikuju (p<0.05);
LOQ-granica kvantifikacije.
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Tablica 3 Koncentracije analiziranih ftalata (ug/L) u uzorcima piva pakiranima u

aluminijskim limenkama

o - .. . oo Bis (2- . .

Dimetil Dietil Diizobutil Dibutil . . Di-n-octil .

Uzorak ftalat ftalat ftalat ftalat etﬂf?;l;fﬂ) ftalat Zbroj
Cl1 <LOQ 2.46bc 2.63a 2.95b 326.81a <LOQ 334.86a
C2 <LOQ 2.36¢ 2.39b 2.79¢ 313.15b <LOQ 318.64¢
C3 <LOQ 2.35¢ 2.35bc 2.49d 326.71a <LOQ 333.90a
C4 <LOQ 2.49b 2.75a 3.07a 313.15b <LOQ 321.47b
C5 <LOQ 1.72f 2.07¢ 2.22¢ 131.20g <LOQ 137.22h
C6 <LOQ 4.15a 2.75a 2.72¢ 241.26d <LOQ 250.89¢
C7 <LOQ 2.07d 2.22cd 4.41d 121.1%h <LOQ 127911
C8 <LOQ 1.95¢ 2.07¢ 2.22¢ 95.451 <LOQ 101.60j
C9 <LOQ 1.73f 2.11de 2.39d 141.05f <LOQ 147.28g
C10 <LOQ 1.84ef 1.92f 1.99¢g 229.62¢ <LOQ 235.38¢

%j Srednje vrijednosti triju mjerenja; vrijednosti s razli¢itim indeksima unutar retka znacajno se razlikuju (p<0.05);

LOQ-granica kvantifikacije.

Tablica 4 Koncentracije analiziranih ftalata (ug/L) u uzorcima piva pakiranima u staklene

boce
Usorak | Dimetil Dietil | Diizobutil | Dibutil | fl;fefs;l) Diinoctil | 5
ftalat ftalat ftalat ftalat fialat ftalat

Gl <L0Q 0.76m 429 3.99bcd 1.11b 2L0Q 10.14cd
G2 <L0Q 0.74m 4.15ab 3.55¢ 3.65a <L0Q 12.10a
G3 <L0Q 152i 3.99bc 3.42¢h 0.33hi <L0Q 9.26ef
G4 <L0Q 1.56i 3.90cd 3.60fe 0.39h <L0Q 9.45¢
G5 <L0Q 2.05¢ 2.80hi 3.05i] 0.35ghi <L0Q 8259
G6 <L0Q 2.55a 3.10¢ 2.90; 0.40g <L0Q 8.05f
G7 <L0Q 0.891 3.55¢f 4.10bc 1.01c <L0Q 9.55¢
G8 <L0Q 0.99k 2351 3.85de 0.87d <L0Q 8.06gh
Go <L0OQ 2.45b 2.75hij 4.45a 0.41g <L0Q 10.06d
G10 <L0Q 1.61hi 3.95bcd 420b 0.71e <L0Q 10.47¢
G11 <L0Q 1.89d 3.75de 3.950de 0.58F <L0Q 10.17cd
G12 <L0Q 1.72fg 2351 3.25hi 0.52f <L0Q 7.85h
G13 <L0Q 1 83de 2.85hi] 3.75¢f 0.73¢ <L0Q 9.06f
Gl4 <L0Q 2.5% 2.94gh 4.65 0.74¢ <L0Q 10.92b
G15 <L0Q 1.67gh 2,53kl 311 0.83d <L0Q 8 14gh
G16 <L0Q 1.77ef 333f 3.93cde 0.97¢ <L0Q 10.01d
G17 <L0Q 1.27; 2.65ik 2.88] 027 <L0Q 7.07
GI8 <LOQ 131] 2.45k1 3.07ij 0.40g <L0Q 7241

am Srednje vrijednosti triju mjerenja; vrijednosti s razli¢itim indeksima unutar retka znacajno se razlikuju (p<0.05);

LOQ-granica kvantifikacije.

Dietil ftalat je pronaden u svim uzorcima, s najviSom koncentracijom u PET bocama,

dosegnuvsi maksimalne vrijednosti u uzorku P4 s 23.08 pg/L. Najnize vrijednosti otkrivene su

u pivu pakiranom u staklenim bocama, s maksimalnom vrijedno$¢u u uzorku G3 od 1.511 pg/L,

dok su piva u limenkama opcéenito pokazala vrijednosti iznad 2 ng/L; uzorak C6 imao je najvisu

koli¢inu ove kemikalije, 4.15 pg/L, kao §to je prikazano u Tablici 5.

Diizobutil ftalat takoder je otkriven u svim uzorcima, s minimalnom vrijednos¢u od 17.28 pg/L

u uzorku P1, a maksimalna vrijednost iznosila je 56.96 ng/L u uzorku P13. Ovaj ftalat otkriven
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je iu pivima u limenkama (maksimalna vrijednost bila je 2.75 pg/L u dva uzorka, C4 i C6), s
vrijednostima nizim nego u pivima u staklenim bocama (¢ija je maksimalna vrijednost

otkrivena u uzorku G1, 4.29 pug/L).

Tablica 5 [zdvojene minimalne, maksimalne i prosjecne vrijednosti (ug/L) analiziranih ftalata

N _ .. . oo Bis (2- . .

Dimetil Dietil Diizobutil Dibutil . . Di-n-octil .
Uzorak ftalat ftalat ftalat ftalat etﬂf?;l;fll) ftalat Zbroj
MIN P <LOQ 0.46¢ 17.28a 27.73a 9.12b <LOQ 62.93b
MIN G <LOQ 0.74b 2.35b 2.83b 0.27¢ <LOQ 7.07¢
MIN C <LOQ 1.72a 1.92¢ 1.99¢ 95.45a <LOQ 101.60a
MAX P <LOQ 23.09a 56.96a 92.17a 95.06b <LOQ 219.82b
MAX G <LOQ 2.59¢ 4.29b 4.65b 3.65¢ <LOQ 12.10c
MAX C <LOQ 4.15b 2.75¢ 3.07¢c 326.90a <LOQ 334.86a
AVG P <LOQ 6.46a 29.12a 54.09a 37.90b <LOQ 127.57b
AVG G <LOQ 1.62¢ 3.20b 3.65b 0.79¢ <LOQ 9.27¢
AVG C <LOQ 2.31b 2.33¢ 2.52¢ 223.75a <LOQ 230.92a

¢ Srednje vrijednosti triju mjerenja; vrijednosti s razli¢itim indeksima unutar retka zna¢ajno se razlikuju (p<0.05);
LOQ-granica kvantifikacije

Dibutil ftalat pokazao je posebno visoke vrijednosti u PET ambalazi u usporedbi s limenkama
(Tablica 3) ili staklenim bocama (Tablica 4). Najvisa vrijednost ove kemikalije otkrivena je u
uzorku P13 s 92.17 png/L, dok je najniza vrijednost zabiljeZzena u uzorku P1, 29.73 ng/L. Kao
Sto se moze vidjeti iz Tablica 2 1 3, aluminijska limenka i staklena boca sadrzavale su znacajno
(p < 0.05) nize vrijednosti za dibutil ftalat, <3 pg/L za piva pakirana u aluminijske limenke 1

<4 ng/L za staklene boce.

Bis (2-etilheksil) ftalat takoder je pokazao znaajne razlike izmedu materijala za pakiranje,
kako je potvrdeno u Tablici 4. Naime, maksimalna koncentracija bis (2-etilheksil) ftalata bila
je 95.06 ng/L (P14) u pivu pakiranom u PET, dok je pivo pakirano u aluminijske limenke
sadrzavalo gotovo tri puta viSe vrijednosti, dosegnuvsi preko 300 ug/L u nekoliko uzoraka, C1-
C4. U usporedbi s tim, pivo pakirano u staklene boce imalo je niske vrijednosti ovog ftalata, s
maksimalnom vrijednoS¢u od 3.65 pg/L. Tako visoke koncentracije ove kemikalije u pivima iz
aluminijskih limenki podrZane su rezultatima objavljenim u studiji (Nurlatifah i Nakata, 2021).
Naime, otkrili su bis (2-etilheksil) ftalat kao pretezni aditiv u tijelima limenki (71%) i
poklopcima (89%).

Ukupna koli¢ina svih ftalata bila je najvisa u pivu iz aluminijskih limenki, dosegnuvsi 334.86
png/L u uzorku C1. Ve¢ina ukupne koli¢ine ftalata Cini bis (2-etilheksil) ftalat, jer je bio
najzastupljeniji ftalat u svim uzorcima. Uzorci C1 i1 C3 ne pokazuju statisticku razliku, ali svi

ostali uzorci pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0.05) medu pivima iz limenki. Pivo
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pakirano u staklene boce pokazalo je najnizu ukupnu koli¢inu ftalata, s maksimalnom

koncentracijom od 12.10 pg/L.

Nurlatifah 1 Nakata (2021) izvijestili su o visokim razinama ftalata u limenkama piva iz 27
zemalja, pri ¢emu je bis (2-etilheksil) ftalat dosegao 5300 ng/g u tijelu limenke. Ovo sugerira
da sadrzaj ftalata u pivu moze znacajno varirati izmedu zemalja, vjerojatno zbog razlika u
premazima aluminijskih limenki. Takoder, sadrzaj alkohola u pivu moze olaksati oslobadanje

ftalata u napitak (Carnol i sur., 2017; Ye 1 sur., 2009).

S obzirom na to da ne postoje zakonska ograni¢enja o maksimalnim razinama ftalata u hrani i
pi¢ima, potrebna su daljnja istrazivanja. Ova istrazivanja trebala bi se usredotoCiti na
razumijevanje kako razliciti ¢cimbenici, ukljuujuéi materijale pakiranja i uvjete skladistenja,

utjecu na razine ftalata u pivu.

Rezultati ovog istrazivanja podudaraju se s nekim prethodnim studijama, ali takoder otkrivaju
znacajne razlike. Carnol 1 sur. (2017) koji su istrazivali staklene boce, aluminijske limenke i
aluminijske boce, pronasli su znatno nize razine ftalata u aluminijskim limenkama piva u
usporedbi s nasim rezultatima. Konkretno, izvijestili su o maksimalnoj koncentraciji ukupnih
ftalata od 61,56 ng/L za aluminijske limenke piva, dok smo u nasem istrazivanju identificirali
koncentracije koje prelaze 300 pg/L. Osim toga, dok je bis (2-etilheksil) ftalat identificiran kao
najzastupljeniji ftalat u pivu opéenito, rijednosti koje je pronasao Carnol i sur. bile su znatno

niZe od onih u nasem istraZivanju, gdje su vrijednosti uglavnom bile ispod 1 pg/L.

Ove varijacije naglasavaju potrebu za nastavkom istrazivanja kako bi se istrazili ¢cimbenici koji

utjeCu na kontaminaciju ftalatima u pivu i uspostavili dosljedni standardi prihvatljivih razina.

Budu¢i da se pivo distribuira u razli¢ite dijelove svijeta (ima dugu distribucijsku mrezu) i
skladisti u razli¢itim uvjetima (ljetne/zimske temperature, izloZzenost UV svjetlu), vjerojatno je
da takve promjene utjecu na brzinu oslobadanja razlicitih ftalata iz pakiranja u pivo. U svakom

slu¢aju, mnogi ¢cimbenici mogu utjecati na koncentracije ftalata u pivu i trebaju se uzeti u obzir.

Tablica 5 prikazuje minimalne, maksimalne 1 prosjecne vrijednosti svih analiziranih uzoraka te
znacajne statisticke razlike medu njima. Oc¢ito postoji znacajna razlika (p < 0,05) izmedu svih
vrsta pakiranja. Najnize minimalne ukupne koncentracije ftalata pronadene su u staklenim
bocama (7,07 pg/L), dok su najvise vrijednosti utvrdene u limenkama, s vrijednoséu od 101,60
ng/L. Najvisa maksimalna vrijednost takoder je zabiljeZena u limenkama, dosegnuvsi 334,86
ng/L. PET boce su pokazale nizu maksimalnu vrijednost za ukupne ftalate (219,82 pg/L) u

usporedbi s limenkama, $to nije bilo ocekivano. U usporedbi s PET pakiranim i limenkama
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piva, staklene boce su pokazale niske vrijednosti za ukupne ftalate, s maksimalnom vrijednos¢u

od 12,10 pg/L.

Najvise minimalne 1 maksimalne vrijednosti za bis (2-etilheksil) ftalat pronadene su u pivu iz
aluminijskih limenki (95,45 pg/L 1 326,90 ng/L). Dibutil ftalat takoder je pokazao relativno

visoku maksimalnu vrijednost u PET-bocama, dosegnuvsi 92,17 pg/L.

Prosjec¢ne vrijednosti ukupnih ftalata takoder pokazuju znacajne statisticke razlike izmedu vrsta
pakiranja, pri ¢emu je najviSa vrijednost pronadena u pivu iz aluminijskih limenki (230,92
ng/L), dok je pivo u PET bocama imalo gotovo polovicu te koncentracije, 127,57 ng/L.
Prosjec¢na vrijednost piva u staklenim bocama bila je samo 9,27 pg/L. Treba imati na umu da je
96% ukupnih ftalata u pivu iz limenki poteklo od bis (2-etilheksil) ftalata (223,75 ug/L), dok je
za uzorke u PET bocama dibutil ftalat (54,09 pg/L) ¢inilo 43% ukupnih ftalata. Iz Tablice 4
moze se vidjeti da, iako su piva u limenkama sadrzavala vece koli¢ine ukupnih ftalata, piva u
PET bocama sadrzavala su znacajno (p < 0,05) vise koli¢ine diizobutil ftalata (29,12 pg/L).
Opcenito, ovo istrazivanje naglaSava vaznost mjerenja ftalata u pivu pakiranog u razlicite

materijale, a posebno u pivu iz limenki.

Analize uzoraka provedene na FT-IR uredaju rezultirale su velikom koli¢inom kemikalija, ali

isticale su se sljedece:

e Kklorirani polietilen,

o mikrokristalna celuloza — razli¢itih velic¢ina,
e polietilenimin celuloza,

e akrilonitril,

e poli(2,3-dihidrofuran),

e ctoksilirani polietilenimin te

e 2-akrilamido-2-metilpropan sulfonska kiselina (AMPS).

Neke od ovih kemikalija su dokazano direktno povezane sa mikroplastikom (npr. klorirani
polietilen, polietilenimin celuloza). Neke od ovih kemikalija, iako se ¢ine nepovezane sa
mikroplastikom, vjerojatno potje€u od raspadanja PET polimera tijekom skladiStenja ili
njihovog raspadanja na manje dijelove. U vecini uzoraka zabiljeZena je prisutnost neke
mikroplastike. Ovo istrazivanje bi svakako trebalo prosiriti i produbiti da bi se dobila potpunija

slika.
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Osim mikroplastike, na FT-IR uredaju je zabiljezena 1 prisutnost drugih kemikalija, kao Sto su
boje za drvo, lijekovi, detergenti. Primjer analiziranog uzorka na FT-IR uredaju, odnosno

graficki prikaz dobivenih rezultata moze se vidjeti na Slici 10.

2008-2008, Fiyeash Daz I.'anae-r‘ jement, Inc.. All Rights Reserved. - ot
S e e Description

Analyst 78  Sample 078 By Analyst Date Friday, May 12 2023

—__ AP0251  P0429.SP CELLULOSE, S0 MICRON AVG. PARTICLE SIZE, 9004-34.5
SC0030  CELLULOSE MICROCRISTALLIIN PH101.5P

— AP0252  P0430.SP CELLULOSE, 20 MICRON AVG. PARTICLE SIZE, 9004-34-6

SCo032 CELLULOSE MICROKRISTALLIJN PH102,5P GENFARMA 00F231-12593

AP0253  P0431.SP ALPHA-CELLULOSE, 99.5% PURE, 9004-34-6

APOT34  P0954.SP POLYETHYLENEIMINE CELLULOSE, 9032-36-4

AP0250  P0428.SP CELLULOSE, 100 MICRON AVG. PARTICLE SIZE, 9004-34-6

APD181  PO352.SP KIMWIPES

PO0354  CELLULOSA

AD0109  LEGNO DI PIOPPQ ROSSO -SPETTRO UATR

)

Slika 10 Primjer dobivenih rezultata analize u grafickom obliku
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5. Zakljucdci

Ova studija je potvrdila da se ftalati mogu naci u razli¢itim vrstama piva. Posebno visoke
koncentracije bis (2-etilheksil) ftalata pronadene su u pivu pakiranom u PET bocama, dok su
jos§ vise vrijednosti kvantificirane u pivu u aluminijskim limenkama. Op¢i rezultati ukazuju na
to da pivo u limenkama sadrzi vece razine ukupnih ftalata u usporedbi s pivom u PET bocama.
Ovo zahtijeva paznju, budu¢i da mnogi proizvodaci prelaze na limenke. Medutim, piva u
limenkama imala su visoke vrijednosti samo bis (2-etilheksil) ftalata, dok su pivau PET bocama
imala visoke vrijednosti diizobutil ftalata, dibutil ftalata i bis (2-etilheksil) ftalata. To bi moglo
biti rezultat slabijih veza izmedu PET matrice 1 ftalata, Sto rezultira lakSim oslobadanjem u pivo
u PET bocama. Pivo u staklenim bocama ¢ini se najsigurnijim gledano sa zdravstvenog aspekta,

jer sadrzi najnize koli¢ine ftalata.

Daljnja i detaljnija istrazivanja trebala bi biti provedena kako bi se potvrdili ovi nalazi. Takoder
bi trebalo dodatno istraziti razlike izmedu limenki iz razli¢itih zemalja, kao 1 utjecaj razli¢itih
uvjeta skladiStenja. U svakom slucaju, ovo je znacajan preliminarni nalaz, budué¢i da malo
studija izvjeStava o podacima o ftalatima u pivu. Ovo otvara moguénosti za nastavak

istrazivanja.
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