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1 UVOD



Samponi, kupke i gelovi za tudiranje spadaju u svakodnevnu njegu tijela i danas je
tesko zamisliti zivot bez njih. Njihova osnovna uloga je CiS¢enje koze i1 kose od necistoca,
sebuma, znoja i mikroorganizama te uklanjanje odumrlih koZznih stanica (1). Prvom
upotrebom, barem jednog od navedenih proizvoda, zapocinje se ve¢ medu prvim danima
zivota. Prema WHO smjernicama prvo kupanje novorodenceta trebalo bi biti Sest sati nakon
rodenja te se savjetuje koriStenje same mlake vode (2). Medutim, utvrdeno je da koriStenje
blagih preparata za ¢iS¢enje ucinkovitije uklanja urin, izmet i mikroorganizme s povrsine koze
(3, 4). Takoder je u pojedinim studijama dokazano kako blaga sredstva za ¢iS¢enje nisu gora
od vode, odnosno da podjednako dovode do isuSivanje te mijenjanja pH na povrsini koZze (5,
6). S obzirom na navedeno, americke smjernice savjetuju koriStenje blagih preparata s

odgovaraju¢im pH vrijednostima (5.5 - 7.0) za kupanje novorodencadi (3).

No problem za roditelje ve¢inom nije odluka hoce li koristiti Sampone i1 kupke za djecu
ili ne, ve¢ odluciti se koji proizvod koristiti, a da ne naStete djetetu. S obzirom na posebne
karakteristike koZe u novorodencadi, beba 1 djece, proizvodi namijenjeni njihovoj higijeni i
zaStiti zahtijevaju posebnu formulaciju (7, 8). Danas kozmeticke tvrtke imaju Siroku ponudu
preparata za ¢iS¢enje 1 njegu koze namijenjenu za djecu. Takoder postoje i izdvojene linije za
osjetljivu kozu te za atopijski dermatitis koje se ¢esto deklariraju kao vrlo blaga sredstva. No
problem je $to ne postoje internacionalne smjernice kojima bi se utvrdila blagost deterdZenta
te se moze dogodi da upravo takve linije sadrze agresivne komponente koje mogu nastetiti
djecjoj kozi (9, 10). Poznato je da sredstva za c¢iS¢enje mogu opetovano oStecivati kozu
dovodec¢i do denaturacije proteina, delipidizacije te do pokretanja upalnih reakcija (11). Zbog
toga je jako bitno citati deklaracije navedenih proizvoda te znati razluciti koje su komponente
Stetne, a koje ne ili barem koje su manje Stetne od drugih. Namjera ovog diplomskog rada je
ispitati vjerodostojnost deklaracija na dje¢jim Samponima i kupkama te istaknuti komponente

koje bi trebalo izbjegavati, a mogu se pronaci u njihovu sastavu.

1.1 Djecja koza

Koza je najve¢i ljudski organ izuzetno vaZan za cjelokupno zdravlje organizma jer
obavlja nekoliko bitnih zadaca: djeluje kao prva linija obrane tijela protiv bakterija i virusa,
sprjecava isuSivanje tijela, pomaze u regulaciji tjelesne temperature te sluzi kao skladiSte
masti i vode (1, 12). Njena zaStitna uloga zapocinje odmah pri rodenju te kod zdravih
novorodencadi ona je dobro formirana i funkcionalna, dok nedonos¢ad takvu razinu zastitne

barijere doseze tek nakon dva do tri tjedna (13). Medutim, iako je koZa u novorodencadi
2



kompetentna i zdrava, ona se uvelike razlikuje od odrasle po strukturi, funkciji i sastavu te se

ona najvise mijenja i sazrijeva do prve godine zivota (14-17).

Jedna od razlika izmedu koze odraslih i novorodencadi je pH vrijednost na njenoj
povrsini, odnosno koncentracija vodikovih iona. Kozu odraslih karakterizira blago kiseo pH
(pH < 5) $to predstavlja kljucni zaStitni mehanizam protiv mikroorganizama (18, 19). Pri
rodenju pH koze kre¢e se prema neutralnijim vrijednostima (pH = 6,3 - 7,5), no ve¢ nakon

prva dva tjedna zivota spusta se na vrijednost od priblizno 5,0 (pH = 5,0) (19-21).

Osim po kiselosti, bebina koza razlikuje se i prema debljini koja iznosi tek jednu
petinu debljine koze odraslih (15). Ipak, djecja koZa ima isti broj slojeva kao 1 odrasla ali je
koza mekana 1 njezna jer je i vanjski sloj epiderme, stratum corneum (roznati sloj), mnogo
tanji u djece nego kod odraslih (16). Stanice u roZnatom sloju medusobno su povezane
epidermalnim lipidima (kolesterol, masne kiselina, ceramidi) koji stvaraju zastitnu barijeru i
vezuju vlagu, a epiderma je pokrivena emulzijom vode i lipida poznatom pod nazivom
hidrolipidni film (23, 24). Za udio lipida zasluzne su izlucevine iz zlijezda znojnica i lojnica
¢ija aktivnost u djece jo$ nije u potpunosti razvijena (25). Upravo zbog navedenog djecja kozZa
ima slabije razvijen hidrolipidni sloj te manje epidermalnih lipida zbog cCega je sklonija

isuSivanju.

Koza u odraslih
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Slika 1 Prikaz strukturne grade odrasle 1 bebine koZe.



Medu specificnosti dje¢je koze treba takoder ubrojiti 1 veliku povrSinu tijela u odnosu
na malu tjelesnu masu. S obzirom na odraslu, relativna povrSina novorodenceta gotovo sedam
puta je veca. Zbog vece relativne povrSine zajedno s ve¢om propusnosti djecje koze, kod
djece se javlja 1 veca apsorpcija pri lokalnoj primjeni te postoji rizik 1 od sistemske toksi¢nosti
(22, 26). Navedeno treba imati na umu pri izlaganju djeteta svakodnevnoj kozmetici kao Sto

su upravo Samponi, kupke te gelovi za tuSiranje.

Tablica 1. Strukturne i funkcionalne razlike izmedu koze u dojencadi i odraslih (12, 30).

Dojencéad Odrasli
STRUKTURNE RAZLIKE
Debljina epiderma Tanja Deblja
Lipidi Manje Vise
Melanin Manje Vise
Poveznaost epidermalnih stanica Manje Vise
FUNKCIONALNE RAZLIKE
Znoj Manje Vise
Udio vode Veci Manyji
pH | Vedi (samo novorodencad) Manji
Transepidermalni gubitak vode Veci Manji
Funkcija koZe kao barijera Kompetentna Kompetentna

S obzirom na navedeno vidimo da je i zdrava djecja kozZa vrlo osjetljiva i da zahtjeva
posebnu njegu i oprez. No u djecjoj dobi Cesto se javljaju koZne bolesti koja zahtjevaju jos
vecu brigu. Jedna od takvih je atopijski dermatitis (poznat i pod nazivima neurodermitis ili
atopijski ekcem) koji zahvaca oko 20% djece na svjetskoj razini (27, 28). Kod tre¢ine
sluc¢ajeva bolest se povuce tijekom djetinjstva, ali kod drugih se moze nastaviti i u odrasloj
dobi. Karakterizira ga suha koza sklona ljustenju, svrbeZ te pojava ekcema s razdobljima
poboljsanja i pogorSanja. Smatra se da bolest nastaje zbog nedostatka vaznih lipida i prirodnih
¢imbenika zadrZavanja vlage (kao Sto su urea i1 aminokiseline) zbog Cega je zaStitni sloj

njihove koZe oslabljen, gubitak vlage povecavan Sto €ini koZzu skloniju isuSivanju (29).
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Zastitni sloj dodatno oSte¢uje grebanje koze zbog svrbeza ¢ime se omogucava lakse
prodiranje Stetnih tvari poput alergena, iritansa, bakterija i virusa. Zbog navedenog Cesto se
javljaju dodatne komplikacije kao §to su sekundarne infekcije koje zahtijevaju posebno
lijeenje (1). U tretmanu atopijskog dermatitisa vaznu ulogu ima odabir odgovarajuce
kozmetike koja ¢e kozu odrzavati hidratiziranom, obogatiti lipidima, smanjiti prodor
alergenima i iritansima te time smanjiti i potrebu za kortikosteroidima koji su osnovna terapija

u fazama pogorsanja bolesti.

1.2 Tenzidi

Tenzidi ili surfaktanti su povrSinski aktivne tvari, tj. tvari koje smanjuju povrSinsku
napetost kapljevine, odnosno smanjuju sile $to djeluju na granicnim plohama izmedu dviju
faza, ¢ime se omogucuje nastajanje pjene, stvaranje vodene emulzije s kapljevinama s kojima
se voda inace ne mijesa (npr. s uljem) te vodene suspenzije s tvarima koje voda inace ne kvasi
(npr. s masno¢om) (31). Koriste se u Samponima i kupkama kao sredstva za uklanjanje
necistoca te predstavljaju manje agresivnu zamjenu za sapune. Molekule tenzida sastoje se od
hidrofilne i hidrofobne dugolanc¢ane ugljikovodi¢ne skupine. Hidrofobna skupina veze se za
masne necisto¢e 1 sebum, dok se hidrofilna orijentira prema vodi i time omogucava lakse
ispiranje masnih necistoa vodom (32). Ovisno o naboju hidrofilnoga dijela molekule,
dijelimo ih na anionske, kationske, neionske te amfoterne (33). Shematski prikaz molekule

tenzida prikazan je na slici 3.
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Slika 2. Prikaz djelovanja tenzida. Kapljica ulja u vodi okruZena ionima tenzida (lijevo);

odvajanje Cestica organskih necistoc¢a s povrsine krutine djelovanjem tenzida (desno).
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Slika 3. Shematski prikaz molekula tenzida.

1.2.1 Anionski tenzidi disociraju u vodenim otopinama na anion koji je povrSinski
aktivan 1 kation, najc¢eS¢e natrij ili kalij. Negativni naboj potjece od hidrofilnih skupina kao
Sto su karboksilna, sulfatna ili fosfatna. Povijesno su najstariji ali jo§ uvijek najkoriSteniji
zbog toga S§to imaju najvecu mo¢ cCiS¢enja, dobra svojstva vlaZzenja i pjenjenja te zbog
povoljne cijene. Medutim, anionski tenzidi smatraju se potentnim iritansima (34). Najcesce
koriSteni anionski tenzidi su alkil sulfat, alkil etoksi sulfat, alkil glutamat, alkil taurat te alkil
sulfosukcinat (33-35). Najpoznatiji 1 najkoriSteniji u kozmetici je natrijev lauril sulfat, (engl.
sodium lauryl sulphate, SLS) te pod drugim imenom natrijev dodecil sulfat (engl. sodium
dodecyl sulfate, SDS). Dobro proizvodi pjenu i lako se ispire, medutim, za njega je dokazano
da djelyje iritiraju¢e na koZzu oStecujuci lipidnu barijeru te da moze potaknuti alergijske
reakcije (34, 36, 37). U Samponima, gelovima za pranje i kupkama najce$¢e se moZe pronaci
njegov derivat natrijev lauril etersulfat (engl. sodium lauryl ether sulfate ili sodium laureth
sulfate, SLES). Iako i on djeluje kao iritans, u pojedinim studijama dokazano je da djeluje

blaze iritiraju¢e od svoga prethodnika (38, 39).

1.2.2 Kationski tenzidi imaju pozitivno nabijenu hidrofilnu skupinu. NajceSce su to
kvarterni amonijevi spojevi koji sadrze barem jedan hidrofobni ugljikovodi¢ni lanac vezan za
pozitivno nabijen duSikov atom, dok se druge alkilne skupine, kao metil ili benzil grupe,
ponasaju kao supstituenti. Imaju nisku mo¢ c¢iS¢enja i slabo tvore pjenu, ali imaju dobra
antimikrobna i baktericidna svojstva zbog Cega se koriste za dezinfekciju. Takoder djeluju
iritiraju¢e na koZu i sluznice (34, 36). Primjer jednog kationskog tenzida je cetilpiridinijev

klorid, CPC.



1.2.3 Neionski tenizidi ne disociraju u vodenoj otopini. Njihove funkcionalne skupine
imaju jak afinitet prema vodi (33). Imaju slabu mo¢ ¢iS¢enja, ali, kako nemaju naboj, mogu se
kombinirati s ionskim tenzidima. Siroko se koriste kao emulgatori, sredstva za vlaZenje i
stabilizaciju pjene. Smatra se da imaju najmanje iritiraju¢i u€inak na kozu 1 sluznice (34).
Ipak, neki autori primijetili su da neionski tenzidi mijenjaju kozni sloj lipida viSe nego
anionski jer mogu otopiti masne kiseline i kolesterol u kozi (35). U ovu skupinu spadaju alkil-
poliglikozidi kao $to su kokosov glukozid, lauril glukozid i decil glukozid. Medu neionske

tenzide ubrajamo i dietanolamin kokosove masne kiseline.

1.2.4 Amfoterni tenizidi povrSinski su aktivne tvari koje ioniziraju u vodenoj otopini.
Ukoliko se nalaze u kiseloj sredini, ponasat ¢e se kao kationske povrsinski aktivne tvari, a ako
se nalaze u luznatoj sredini, ponaSat ¢e se kao anionske povrSinski aktivne tvari. Njihovo
djelovanje ovisi o pH vrijednosti otopine. Takoder sadrze hidrofobni i hidrofilni dio molekule,
kationski dio se Cesto sastoji od kvaterne amonijeve soli, a anionski dio ¢ine karboksilne
sulfatne ili sulfonske skupine. Cesto se koriste derivat betaina, primjerice kokamidopropil
betain (33). Smatraju se blazim tenzidima od anionskih, imaju manju mo¢ ¢is¢enja, ali dobro
proizvode pjenu. Cesto se koriste u dje&jim $amponima i kupkama jer je za djecu dovoljna
njihova mo¢ uklanjanja necisto¢a zbog toga $to ne proizvode mnogo sebuma, a prednost im je
Sto ne izazivaju peckanje o¢iju. Medutim, treba biti oprezan jer oni zapravo otupljuju osjetila
sluznice kako bi smanjili osjecéa;j iritacije, ¢cime se ne iskljuuje moguce oStecenje sluznice

ukoliko dode do izravnog kontakta (40, 41).

1.3 Parabeni

Parabeni su najceS¢e koriSteni konzervansi u kozmetickoj, farmaceutskoj 1
prehrambenoj industriji (42). Koriste se u mnogim kozmetickim proizvodima pa tako 1 u
Samponima, kupkama i gelovima za pranje, a glavna im je funkcija sprijeciti 1 usporiti
mikrobioloSku kontaminaciju navedenih pripravaka. Po kemijskoj strukturi parabeni su alkilni
esteri p-hidroksibenzojeve kiseline (PHBA), a najceS¢e su koriSteni metilparaben, etilparaben,

propilparaben 1 butilparaben (43). (Slika 4)



By 0 Ox. 0. LCHy G O
;]:I/ “CH, E . i Z “"CH,
» OH b)  OH

¢y OH

Slika 4. Kemijska struktura a) metilparabena, b) etilparabena i ¢) propilparabena (44).

U upotrebi su jos od tridesetih godina 20. stoljeca, a u Sirokoj su upotrebi jer su jeftini,
bez boje 1 mirisa, djelotvorni u Sirokom rasponu pH i jer posjeduju Siroko antimikrobno
djelovanje. Smatrali su se potpuno sigurnim za ¢ovjeka sve dok pojedina istrazivanja nisu
ukazala na potencijalnu toksi¢nost. Prvi put na takvu moguénost ukazano je 1998. godine
kada je ispitana farmakodinamika parabena. Ustanovljeno je da parabeni djeluju kao
kompetitivni agonisti estrogenskih receptora i da mogu utjecati na razvoj karcinoma dojke
(44). Pojedina istrazivanja ukazala su i na moguéi negativni utjecan na muski reproduktivni
sustav. Medutim, u daljnjim istrazivanjima pokazano je da parabeni imaju mnogo niZi afinitet
vezanja za estrogenski receptor od samog estrogena te da su potrebne vrlo visoke
koncentracije parabena kako bi se stimulirao stani¢ni rast (45). No ipak, kada se postignu
dovoljne koncentracije, parabeni mogu djelovati jednako kao 1 estrogen na razvoj karcinoma
dojke (46). Estrogeni potencijal parabena raste porastom duljine alkilnog lanca, tako da se
najsigurnijim smatraju metilparaben 1 etilparaben. Nadalje, smatra se da jacu estrogensku
aktivnost imaju parabeni s razgranatim alkilnim lancem (izobutilparaben) te parabeni s
arilnom skupinom (benzilparaben) (44, 47, 48). Sukladno s navedenim, u pojedinim zemljama
dozvoljena je upotreba jedino metil- 1 etil- parabena, dok je kod nas dozvoljena upotreba
parabena (osim benzilparabena) kao konzervansa u kozmetickim proizvodima u

koncentracijama od 0,4% za pojedinacni ester ili 0,8 % za smjesu (49).

1.3.1 Farmakokinetika parabena ovisi o njihovoj kemijskoj strukturi, pa tako kroz

koZu bolje penetriraju parabeni s manjim alkilnim lancem (50). Upravo je transdermalni put

-----

kozmetickih proizvoda. Putem kozZe apsorbira se izmedu 0,03 i 4,13 mg/kg parabena dnevno
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(51). Medutim, u kozi i u potkoznom masnom tkivu nalaze se Cetiri tipa karboksilesteraza
koje metaboliziraju parabene te time sprjecavaju potpunu akumulaciju u organizmu. One
hidroliziraju parabene na p-hidroksibenzojevu kiselinu i postrani¢ni lanac. Supkutana
esteraza I ima veci afinitet za parabene kratkog lanca kao Sto je metilparaben, dok supkutana
esteraza II prema butilparabenu. U keratinocitima se nalazi esteraza III koja pokazuje veci
afinitet za butilparaben i njen je afinitet slabiji $to je lanac kraci (52). Nakon apsorpcije i
metabolizma, parabeni i njihovi metaboliti ve¢inom se izlu¢uju urinom u formi glukuronida ili

sulfata, a mali dio moze se izlucivati putem zuci i stolice (51).

Parabene, zbog njihove estrogenske aktivnosti, ubrajamo u ksenoestrogene. To su
sinteticki spojevi koji oponaSaju endogene estrogene vezuci se 1 aktivirajuéi estrogenske
receptore te ometajuéi im normalni metabolizam (53). U ovu skupinu ubrajamo i ftalate koji
se Cesto nalaze u kozmetickim pripravcima zajedno s parabenima, a o kojima ¢e biti rije¢ u

sljede¢em poglavlju (1.4. Ftalati).

14  Ftalati

Ftalati su diesteri 1,2-benzendikarboksilne kiseline, poznatije pod imenom ftalatna
kiselina, za koje se u zadnje vrijeme sve vise isti¢e negativan u¢inak na razvoj reproduktivnog
sustava u muzjaka laboratorijskih zivotinja (54). U Sirokoj su primjeni kao plastifikatori ili
omeksSivaci, a nalaze se u igrackama, vinilnim podovima, deterdZzentima, medicinskim
uredajima, farmaceutskim pripravcima, mnogim kozmetickim proizvodima pa tako i u
proizvodima za osobnu higijenu kao Sto su Samponi, kupke te gelovi za tuSiranje (55).
Djelovanje im se temelji na slabljenju medumolekularnih sila, Sto povecava slobodni volumen
i gibljivost makromolekula. NajceS¢e upotrebljavan je dietilheksilftalat, a u kozmetici se
danas upotrebljava samo dietilftalat. Zbog svojih fizicko-kemijskih svojstava, ftalati su vrlo
mobilni 1 lako migriraju iz plasti¢nih proizvoda u prostor koji ih okruZuje, pa su zbog toga
prisutni i u vodi, zraku i hrani zbog ¢ega je Covjek konstantno u doticaju s njima (56). Upravo
zbog takve sveprisutnosti, teSko je definirati toan izvor ftalata koji bi bio odgovoran za

potencijalni negativni u¢inak.
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Slika 5. Kemijska struktura ftalata.

Ftalati se unose u organizam ingestijom, inhalacijom i dermalnim izlaganjem, a smatra
se da do prvog izlaganja dolazi ve¢ i1 za vrijeme intrauterinog zivota (57, 58). Smatra se za
dietilftalat da je najce$¢i unos dermalnim putem ili inhalacijom. Nasuprot tome, ftalati koji se
koriste kao plastifikatori, kao sto je dietilheksilftalat, u organizam se najvise unose ingestijom
(59). Koristenje djecjih kozmeti¢kih proizvoda, kao $to su Samponi, puderi i losioni,
dovedeno je u vezu s povec¢anim koncentracijama ftalata, to¢nije njihovih metabolita u urinu
djece. Ta je povezanost bila najveca kod djece mlade od osam mjeseci (60). Ftalati se u
organizmu brzo metaboliziraju, a reakcije biotransformacije koje prolaze ovise o kemijskoj
strukturi ftalata. Oni s krac¢im alkilnim lancem, poput dietilftalata, zavrSavaju metabolizam
ve¢ u fazi 1 biotransformacije u kojoj se hidroliziraju do monoestera (61). Ftalati s duzim
alkilnim lancem mogu se dalje metabolizirati do oksidativnih spojeva njihovog lipofilnog
dijela lanca. Nastali monoesteri i oksidativni metaboliti ftalata mogu se izluciti urinom i

fecesom ili se mogu konjugirati s glukuronidom u fazi II biotransformacije (62).

U zadnje vrijeme sve viSe se upozorava na Stetnost ftalata, za koje se smatra da, kao i
parabeni, djeluju ksenoestrogenski (63, 64), §to znaci da remete ravnotezu hormona, a to u
konacnici uzrokuje sve vecu feminiziranost muzjaka. U pojedinim studijama ukazuje se na
mogucu povezanost izloZenosti ftalatima s malformacijama na tkivu testisa i slabiju plodnost
muske populacije, takoder je utvrdena povezanost povecanja anogenitalne udaljenosti kod
muske djece koja su bila izloZena ftalatima za vrijeme intrauterinog zivota (65). Nadalje, u
istrazivanju Lopez-Carrilla i sur. iz 2010. godine po prvi put je pokazana moguc¢a povezanost

izlaganja dietilftalatu s pove¢anim rizikom od zlo¢udnog raka dojke (63).
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S obzirom na navedeno, Europska Komisija razvrstala je pojedine ftalate u
reproduktivno toksi¢ne tvari (kategorija 1B) i time ogranicila njihovu primjenu (66), pa je
tako u kozmetici zabranjena upotreba diizopentilftalata, benzilbutilftalata, dibutilftalata,
dietilheksilftalata i dimetoksietilftalata (67). No jo$s uvijek ne postoji dovoljno dokaza o
Stetnom ucinku dietilftalata na ljudski reproduktivni sustav, pa tako ni njegova upotreba u

kozmetici nije zabranjena.

1.5 Iritansi i alergeni

1.5.1 Iritansi su sve tvari koje u dodiru s kozom u dovoljnoj koncentraciji i kroz
dovoljno dugo vrijeme mogu uzrokovati oStecenja, ve¢inom skidajuci s koze prirodne lipide
(68). Jaki iritansi mogu ve¢ nakon jednokratne izloZenosti uzrokovati vidljiva oStecenja,
odnosno akutni iritativni kontaktni dermatitis, dok slabi iritansi dovode do kroni¢nog
iritativnog kontaktnog dermatitis opetovanim osteé¢ivanjem koze kroz dulje vrijeme nakon
ponavljanih izlaganja (68, 69). No uc¢inak na koZu ovisi prvenstveno o koncentraciji iritansa,
tako da 1 jaki iritansi u niskim koncentracijama mogu djelovati kao slabi. U iritanse ubrajamo
ve¢ spomenute tenzide (1.2 Tenzidi), od kojih najjace iritirajuce djelovanje ima natrijev lauril
sulfat (SLS). U ovu skupinu takoder ubrajamo brojne konzervanse kao $to su 2-fenoksietanol,
metilizotiazolinon, metilkloroizotiazolinon i parabeni. No navedeni spojevi, osim iritiraju¢eg

ucinka, mogu djelovati i kao alergeni (70).

1.5.2 Alergeni su tvari na koje imunoloski sustav moZe razviti odredenu reakciju
nakon $to s njima dodete u kontakt i ta vrsta dermatitisa naziva se alergijski kontaktni
dermatitis (71). Nije poznato zasto ga neki ljudi koji su izloZeni ovim alergenima razviju, a
drugi ne. Ovakve tvari posebno je bitno izbjegavati kod djece s atopijskim dermatitisom, s
obzirom na to da mogu pojacati imunolosku reakciju i dovesti do egzacerbacije bolesti.
Poznato je da parfemi i etericna ulja takoder mogu pokrenuti alergijske reakcije, pa je zbog
toga pozeljno koristenje djecjih preparata koji ih ne sadrze ili barem u S§to manjim

koncentracijama (72).

Ve¢ spomenuti 2-fenoksietanol, koji moze djelovati kao iritans 1 alergen, Cest je
sastojak u kozmetickim pripravcima. To je aromaticni eter koji se koristi kao konzervans i
stabilizator u parfemima i Samponima (73). No u zadnje vrijeme, izlaganje 2-fenoksietanolu
sve se vise dovodi u vezu s raznim koZznim reakcijama kao §to su ekcemi, osip, pa sve do

anafilaksije (74, 75). Ekcemi se Cesto javljaju kod proizvoda koji sadrze 2-fenoksietanol u
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postotku od 1% ili viSe. Reakcija se javlja samo na podrucju koje je bilo izloZeno 1 povlaci se
ukoliko se prekine koristenje (74). U kozmetickim prepravcima upotreba 2-fenoksietanola
ograniCena je na koncentraciju do 1% za koju je pokazano da ne dovodi do iritacije (76).
Savjetuje se izbjegavanje kombinacije 2-fenoksietanola s parabenima jer takva kombinacija

moze pojacati alergeni uc¢inak 2-fenoksietanola (75).

O

Slika 6. Kemijska struktura 2-fenoksietanola.

Metilizotiazolinon (MI) je heterociklicki organski konzervans koji se ¢esto koristi u
teku¢im kozmetickim pripravcima kao $to su Samponi 1 kupke (77). Upotrebljava se sam u
koncentraciji do 0,0015% ili u kombinaciji s metilkloroizotiazolinonom (MCI), mjeSavina u
omjeru 3:1, takoder do 0,0015% (67, 78). Nazalost, oba izotiazolinonska konzervansa
ubrajamo u jake kontaktne alergene, s tim da se MCI smatra ja¢im alergenom (79). Medutim
sve se viSe javljaju alergijske reakcije uzrokovane i samim MI (77, 80) i to u tolikoj mjeri da
je upravo njega ameri¢ko druStvo za kontaktni dermatitis proglasilo alergenom godine za
2013. godinu (81). Nadalje, zabrinjavaju¢a je Cinjenica da se MI u pojedinim in vitro
istrazivanjima povezao sa znakovima neurotoksi¢nosti (77). Medutim, u istraZivanju na
zivotinjama, gdje je MI primjenjivan oralno, nisu se pokazali znacajni znakovi

neurotoksicnosti (77).

O
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S

Slika 7. Kemijska struktura metilizotaizolinona.
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1.6 Plinska kromatografija sa spektrometrom masa, GC-MS

Plinska kromatografija sa spektrometrom masa (engl. Gas chromatography - mass
spectrometry, GC-MS) smatra se zlatnim standardom u kvantitativnoj i kvalitativnoj analizi.
Predstavlja spoj plinsko-tekuéinske kromatografije, koja sluzi za odjeljivanje sastojaka iz
smjese te spektrometrije masa kojom se analiziraju pojedinacni sastojci (82). Spajanjem ovih
dviju vrsta instrumentalnih metoda poboljSava se osjetljivost 1 specificnost ¢ime se
omogucava najucinkovitije razdvajanje, identificiranje i kvantificiranje hlapljivih i

poluhlapljivih tvari.

Pod plinskom kromatografijom (engl. gas chromatography, GC) uobicajeno se
podrazumijeva plinsko-tekuéinska kromatografija (GLC) kojom se tvari razdjeljuju izmedu
mobilne (pokretne) plinovite i stacionarne (nepokretne) tekuce faze imobilizirane na inertnom
nosacu stijenki kapilarne cjevéice (kapilarne kolone). Kao mobilna faza koristi se inertni plin
(npr. helij, vodik, dusik, itd.) ¢ime se osigurava da nema interakcija s analitom. S obzirom na
to da se uzorak mora upariti prije injektiranja te zbog visokih temperatura u koloni (do 400
°C), plinska kromatografija pogodna je samo za termicki stabilne hlapljive spojeva te spojeve
koji se derivatizacijom mogu prevesti u hlapljivi oblik (83). Razdvajanje se temelji na
razli¢itoj brzini gibanja komponenti noSenih mobilnom fazom 1 posljedica je razli¢itog
afiniteta analita prema stacionarnoj fazi, zbog cega razdvojene komponente dolaze do

detektora u razli¢itom vremenu (retencijsko vrijeme) (84).

Kod GC-MS metode, nakon §to se komponente razdvoje u koloni, one prolaze kroz
maseni spektrometar (engl. mass spectrometry, MS) gdje dolazi do ionizacije uzorka te
nastaju molekulski ioni i nabijeni fragmenti koji potom ulaze u magnetski analizator (82). U
analizatoru dolazi do razdvajanja komponenti prema odnosu mase i naboja (m/z). Zavrs$ni
korak ukljucuje detekciju i analizu iona, pri ¢emu se pikovi komponenti pojavljuju kao
funkcija omjera mase i naboja (m/z). Visine pika proporcionalne su koli¢ini odgovarajuceg
spoja. SloZeni uzorak proizvest ¢e nekoliko razli¢itih pikova, a kona¢no ocitanje bit ¢e maseni
spektar koji se pohranjuje na racunalu gdje se usporeduje s masenim spektrometrima iz baze

podataka.
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Slika 8. Shematski prikaz osnovnih dijelova GC-MS tehnike.
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2  CILJISTRAZIVANJA
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Ciljevi ovog istrazivanja su:

1. Kvalitativnom analizom ispitati sastav Sampona 1 kupki za djecu.

2. Usporediti navode deklaracije s dobivenim rezultatima analize.

3. Kvalitativnom analizom odrediti prisustvo Stetnih sastojaka u dje¢jim Samponima i
kupkama primjenom GC-MS metode.

4. Usporediti navode deklaracija i prisutnost Stetnih sastojaka prema mjestu prodaje

ispitanih proizvoda (supermarketi, drogerije, specijalizirane trgovine i ljekarne).
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3 MATERIJALI I METODE
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3.1 Materijali

U ovom istrazivanju ispitano je 10 uzoraka dje¢jih kozmetickih pripravaka, od cega

devet Sampona i jedna kombinacija Sampona i kupke. Od kemikalija su koristeni kloroform,
etil acetat te n-heksan:

Kloroform, p.a., Merck, Darmstadt, Njemacka;
Etil acetat, p.a., Merck, Darmstadt, Njemacka;

Heksan p.a., Merck, Darmstadt, Njemacka;
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Slika 10. Uzorci poredani po laboratorijskom broju od 1 do 10.
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3.2 Postupak pripreme uzorka za analizu
Svi uzorci oznaceni su pripadajué¢im laboratorijskim brojem analize. Za pripremu
uzoraka koristene su staklene Petrijeve zdjelice. U svaku Petrijevu zdjelicu odvagano je 0,1 g

odgovarajuceg uzorka.

Slika 11. Uzorci (1-5) s pripadaju¢im Petrijevim zdjelicama.

-
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Slika 12. Tehni¢ka vaga s odvaganim uzorkom (0,1 g).

Odvagani uzorci prebaceni su u digestor gdje su ekstrahirani smjesom organskih
otapala te su potom postavljeni u digestor na suSenje u struji zraka. Potom su nekoliko puta
ispirani otapalom kako bi se cijeli uzorak otopio. Na prvom uzorku usporedeni su kloroform
kao samo otapalo te smjesa organskih otapala: kloroform:etila acetat:n-heksan u omjerima

(v/vlv =1:1:1). Istrazivanje je nastavljeno sa smjesom organskih otapala.
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Nakon §to su otopljeni, uzorci su filtrirani preko filter papira. Uzorci 7, 8 i 10 filtrirani
su dva puta. Nakon S$to bi isparavanjem otapala preostalo 1 ml otopljenog uzorka, prebaceni

su u staklene tubice za GC-MS analizu.

Slika 13. Uzorci u staklenim tubicama pripremljeni za GC-MS analizu.

3.3 Instrumentalna analiza i radni uvjeti GC-MS metode
U ovom istrazivanju za kvalitativnu analizu ispitivanih uzoraka koriSten je plinski

kromatograf s masenim spektrometrom: Shimadzu GCMS-QP2010 (Slika 14).

Slika 14. Plinski kromatograf sa spektrometrom masa, Shimadzu GCMS-QP2010.
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Kromatografska analiza pripremljenih ekstrakata izvedena je na plinskom
kromatografu sa spektrometrom masa, metodom koja omogucava istovremeno snimanje
ukupnog ionskog kromatograma (engl. Total ion chromatogram, TIC) u podrucju 40 - 700
m/z i snimanje samo odabranih iona (engl. Single ion monitoring, SIM). Optimiran je

temperaturni program.

— Radni uvjeti:
* volumen injektiranja: 1 pL (splitless)
* temperatura injektora: 250 °C
* protok plina nosioca: 1,5 mL/min
— Ukupno trajanje temperaturnog programa: 50,33 min
I. 90 °C (izotermno 3 min)
II. 15°C/mindo 270 °C (izotermno 5 min)
. 15 °C/min do 320 °C (izotermno 27 min)

Usporedba dobivenih kromatograma, odnosno kvalitativna analiza, izvedena je

koriste¢i spektre masa iz biblioteka referentnih spektara Wiley 9 i NIST 107.
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4 REZULTATI
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4.1 Usporedba kromatograma dobivenih s kloroformom i sa smjesom organskih
otapalom
Na uzorku broj jedan ispitan je utjecaj otapala na dobivene rezultate. Pomocu smjese
organskih otapala (kloroform:etila acetat:n-heksan) dobiven je kromatogram s jasnijim i
ve¢im signalima, ¢ime je pokazano da je smjesa organskih otapala pogodnija za analizu

ispitivanih uzoraka.
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Slika 15. Kromatogram usporedbe kloroforma kao otapala (crna linija) te smjese organskih
otapala kloroform:etila acetat:n-heksan (plava linija). Os x prikazuje vrijeme zadrZavanja
uzorka u koloni (retencijsko vrijeme, RT), dok os y prikazuje intenzitet signala proporcinalan

koncentraciji tvari.

4.2  Usporedba broja deklariranih tvari i tvari detektiranih GC-MS metodom
U tablici 2 prikazan je broj deklariranih tvari 1 broj detektiranih tvari dobivenih GC-

MS metodom po uzorku.
23



Tablica 2. Usporedba broja deklariranih tvari i tvari detektiranih GC-MS metodom.

Uzorak Broj deklariranih tvari Broj detektiranih tvari

1 22 30
2 12 24
3 16 54
4 15 27
5 22 26
6 25 33
7 20 19
8 12 48
9 18 26
10 23 26
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40 —+
=&—Broj deklariranih tvari

30 -+
Broj detektiranih tvari
- N e

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Broj uzorka

Broj tvari

10

Slika 16. Graficki prikaz usporedbe broja deklariranih 1 detektiranih tvari po uzorku.

Najveci broj detektiranih tvari (54) bio je u uzorku broj 3 (kromatogram prikazan na
slici 17), dok je najmanje tvari (19) detektirano u uzorku broj 7 (kromatogram prikazan na

slici 18).
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Slika 17. Kromatogram uzorka broj 3 kao primjer uzorka s najvise detektiranih komponenti.
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Slika 18. Kromatogram uzorka br