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SAZETAK

UV filteri predstavljaju aktivne supstance u kozmetickim proizvodima za zastitu od suncevog
zraCenja. Rasprostranjenost ovih supstanci u Zivotnoj sredini dovela je do porasta interesovanja
javnosti usled njihovih potencijalno negativnih uticaja na zdravlje ljudi i negativnih bioloskih
dejstava na vodene organizme. U okviru ove doktorske disertacije razvijene su i validirane
hromatografske metode za analizu UV filtera u cilju procene rizika usled njihovog prisustva u vodi
i kozmetickim proizvodima. Istrazivanja su obuhvatila razvoj hromatografskih metoda, validaciju
razvijenih metoda, optimizaciju tehnika pripreme uzoraka, analizu uzoraka kao i procenu rizika
usled prisustva ovih jedinjenja u razlic¢itim matricama. Primenom razvijene i validirane, metode
tecne hromatografije u komercijalnim kremama za zastitu od suncevog zracenja identifikovani su
oktokrilen, etilheksil metoksicinamat, etilheksil salicilat i homosalat. Na osnovu detektovanih
koncentracija UV filtera u kozmeti¢kim proizvodima procenjen je zdravstveni rizik, kao i zbirni
zdravstveni rizik usled prisustva vise UV filtera u istom proizvodu. U drugom delu istrazivanja,
primenom optimizovane tehnike pripreme uzoraka i LC/MS-MS metode dobijena je metoda sa
granicom detekcije u opsegu od 0,1 do 5 pg/L i relativnom standardnom devijacijom ne vecom od
19%. Ovako razvijena metoda koriS¢ena je za odredivanje sadrzaja 11 UV filtera u Savskom jezeru
(Ada Ciganlija). Na osnovu izmerenih koncentracija zakljuceno je da prisustvo UV filtera, njihova
distribucija 1 potencijalni ekoloski 1 zdravstveni rizik u velikoj meri zavise od rekreativnih
aktivnosti koje se odvijaju na jezeru.

Kljuéne reéi: UV filteri, zagadenje vode, kozmeticki preparati, tecna hromatografija-tandem
masena spektrometrija, ekstrakcija na Cvrstoj fazi, disperzivna tecno-teCne ekstrakcija,
DerindZerova funkcija poZeljnosti, Boks-Benken dizajn, Plaket-Burman dizajn, procena
zdravstvenog rizika

Naucna oblast: InZenjerstvo zaStite Zivotne sredine



ABSTRACT

UV filters are active substances in cosmetic products that provide protection against solar
radiation. Due to their increasing presence in the environment, public interest has grown,
particularly regarding their potential adverse effects on human health and harmful biological
impacts on aquatic organisms. This doctoral dissertation focuses on developing and validating of
chromatographic methods for the analysis of UV filters, aimed at assessing risks associated with
their presence in water and cosmetic products. The research involved the development and
validation of chromatographic methods, optimization of sample preparation techniques, sample
analysis, and risk assessment for these compounds across different matrices. Using the newly
developed liquid chromatography method, the UV filters octocrylene, 2-ethylhexyl-4-
methoxycinnamate, ethylhexyl salicylate, and homosalate were detected in commercial
sunscreens. Health risks were assessed based on detected concentrations in cosmetic products,
including cumulative health risks from the simultaneous presence of multiple UV filters within the
same product. In the second phase of the research, an optimized sample preparation technique and
an LC/MS-MS method were applied, achieving a detection limit between 0.1 and 5 pg/L and a
relative standard deviation under 19%. This method was employed to quantify 11 UV filters in
Sava Lake (Ada Ciganlija). Findings suggested that the presence, distribution, and potential
ecological and health risks of UV filters were closely linked to recreational activities at the lake.

Keywords: UV filters, water pollution, cosmetic products, liquid chromatography-tandem mass
spectrometry, solid-phase extraction, dispersive liquid-liquid microextraction, Derringer
desirability function, Box-Behnken design, Plackett-Burman design, health risk assessment

Scientific Field: Environmental Engineering
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uvoD

Poslednjih decenija primeceno je znacajno povecanje ultraljubicastog (engl. ultraviolet, UV)
zracenja koje dospeva do povrsine Zemlje, usled oSte¢enja ozonskog omotaca u stratosferskom
sloju. Povec¢ano UV zracenje za posledicu ima porast broja obolelih od razli¢itih o¢nih bolesti (npr.
katarakte), melanoma, nemelanomskih tumora koze, itd. Prepoznavanje Stetnih efekata UV
zracenja pokrenulo je razvoj supstanci (UV filtera) koje mogu da apsorbuju ili reflektuju UV
zraCenje i na taj nacin umanje negativne efekte koje ono ispoljava. U zavisnosti od svojstava i
predvidenog stepena zastite, Sirok spektar kombinacija UV filtera se proizvodi kao zaStita od
oStecenja koze izazvanih UV zracenjem.

Brojna istrazivanja sprovedena poslednjih decenija potvrdila su toksi¢nost pojedinih UV filtera
usled penetracije kroz kozu 1 izazivanja Stetnih efekata poput kontaktne 1 fotokontaktne alergije,
kao i ometanja rada hormona (Kwon and Choi, 2021;Chisvert and Salvador, 2018). Usled
negativnog delovanja ovih supstanci na zdravlje coveka propisane su maksimalno dozvoljene
koncentracije koje kozmeticki preparat moze sadrzati. UV filteri razli¢ito doprinose potencijalnim
zdravstvenim rizicima, pa je neophodno proceniti i kombinovani rizik koji zavisi od izlozenosti
ljudi razli¢itim UV filterima iz kozmetickih proizvoda i zivotne sredine.

Pojedini UV filteri svrstavaju se u emergentne zagadujuce materije (engl. emerging contaminants).
Emergentne zagadujuce materije definiSu se kao supstance koje se mogu detektovati u Zivotnoj
sredini, a koje nisu ukljucene u redovne monitoring programe i ¢ija svojstva, toksi¢nost i vreme
zadrZavanja u zivotnoj sredini jo§ uvek nisu u potpunosti poznati, a osnovano se smatra da imaju
manje ili vi$e izraZen negativan uticaj na nju. Sirok spektar UV filtera otkriven u vodi i sedimentu
Sirom sveta izazvao je zabrinutost usled postojanosti ovih jedinjenja, kao i Stetnih bioloskih efekta
metoda kojima se moze odrediti niska koncentracija ovih supstanci (ug/L), pri ¢emu je neophodno
uzetu u obzir uticaj kompleksnosti matrice, kada se radi o uzorcima iz Zivotne sredine, kao i
bioloSkim uzorcima. Brojna istraZivanja potvrdila su da postoji rizik od Stetnih uticaja po ljudsko
zdravlje usled prisustva UV filtera u vodi (Mitchelmore et al., 2019;Tsui et al., 2014;Fagervold et
al., 2019), mada je utvrdeno da je potencijalni zdravstveni rizik u najve¢oj meri javlja prilikom
direktnog izlaganja koze kozmeti¢kim proizvodima za zastitu od sunéevog zracenja (Raslan et al.,
2020). Na teritoriji Republike Srbije do sada nisu zabelezena ispitivanja koja za cilj imaju
odredivanje koncentracija UV filtera u uzorcima iz zivotne sredine i procenu zdravstvenog i
ekoloskog rizika.

Cilj istrazivanja ove doktorske teze je razvoj i primena novih, osetljivih metoda baziranih na
primeni te¢ne hromatografije sa tandem masenom spektrometrijom ili sa detektorom diodnog niza
za analizu odabranih UV filtera u kozmetickim proizvodima i vodenim uzorcima. Za analizu su
odabrani organski UV filteri koji se najceSce koriste u kozmetickim proizvodima za zastitu od
suncevog zracenja i najcesce se detektuju u zivotnoj sredini. Doktorska teza takode obuhvata
razvoj i optimizaciju procedura za pripremu uzoraka. Na osnovu dobijenih rezultata i toksikoloskih
podataka iz literature izvrSena je procena rizika usled prisustva UV filtera u navedenim matricama.
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1. TEORIJSKI DEO

1.1. Ultraljubicasto zracenje

Suncevi zraci na planetu Zemlju dospevaju u vidu elektromagnetnog zracenja koje je na osnovu
vrednosti talasnih duzina kategorisano u nekoliko spektralnih opsega. Spektar Suncevog zracenja
obuhvata elektromagnetno zradenje u rasponu od 0,1 nm za gama zrake do 2x10% nm za radio
talase, pri cemu je najveci deo u infracrvenoj, vidljivoj i ultraljubicastoj oblasti (Romanhole et al.,
2015;Dupont et al., 2013). Elektromagnetno zracenje sadrzi energetske Cestice, koje se nazivaju
fotonima, Cija je energija proporcionalna frekvenciji, a obrnuto proporcionalna talasnoj duzini.
Energija fotona se izraunava pomocu Plankove jednacine:

h-c
— . —_— — 1
E=h-v 7 (1)

gde je E - energija fotona [J],
h — Plankova konstanta [J-s]
v — frekvencija elektromagnetnog zracenja [Hz],
¢ — brzina svetlosti [m-s™],

A — talasna duzina [nm].

Ultraljubicasto zracenje je sastavni deo nejonizujuceg dela elektromagnetnog spektra i nalazi se u
opsegu talasnih duzina 100-400 nm i deli se na tri oblasti:

e UVC oblast od 100 nm do 280 nm,
e UVB oblast od 280 nm do 315 nm,
e UVA oblast od 315 nm do 400 nm.

Najveci procenat (95%) ultraljubicastog zracenja koje dospeva do povrSine Zemlje nalazi se u
opsegu UVA zrafenja, dok preostali deo (5%) dolazi u vidu UVB zracenja. Gornji delovi
atmosfere 1 ozonski omotac efikasno apsorbuju UVC oblast zra¢enja. Mnogobrojni faktori uticu
na koli¢inu UV zracenja koje dospeva do Zemljine povrsine, a najvec¢i uticaj imaju doba dana,
godisnje doba, geografska Sirina, nadmorska visina i atmosferska transparentnost (Preto and
Gomes, 2018;Young et al., 2017).

Intenzitet zracenja (1) predstavlja fizicku veli¢inu kojom se izrazava snaga zracenja po jedinici
povriine i izraZava se u jedinicama W/m?. Intenzitet UV zradenja predstavlja integral funkcije
raspodele zracenja po intervalu talasnih duzina od 250-400 nm (UVA i UVB oblast). U cilju
jednostavnije prezentacije intenziteta zracenja usvojena nova internacionalna jedinica intenziteta
UV zracenja, UV indeks. UV indeks opisuje nivo suncevog UV zraCenja na povrsini Zemlje kao i

njegov efekat na ljudsko zdravlje. Vrednost UV indeksa rac¢una se prema sledecoj formuli (WHO,
2002):
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400 nm
UvVI = k,, - f Ey - S, (A)dA 2)

250 nm

gde je: ker — konstanta za dobijanje UV indeksa kao bezdimenzionalne veli¢ine, iznosi 40 m?-W-
Ex — intenzitet zracenja u funkciji talasne duzine
Ser(A) — eritemski spektar UV zracenja u odredenom opsegu talasnih duzina
dA — interval talasnih duzina (250-400 nm).

Vrednosti UV indeksa kre¢u se od nule pa navise. Veca vrednost UV indeksa ukazuje na vecu
mogucnost za nastanak negativnih efekata (crvenilo koze, opekotine i sl.) 1 krace vreme izlaganja
suncevom zracenju koje dovodi do oSteCenja koze. U tabeli 1 prikazana je podela intenziteta
zracenja na osnovu vrednosti UV indeksa.

Tabela 1. Nivoi zracenja na osnovu vrednosti UV indeksa

UV indeks Nivo zradenja
0-2 Niski nivo
3-5 Srednji nivo
6-7 Visoki nivo
8-10 Vrlo visoki nivo
11+ Ekstremno visoki nivo

Pored intenziteta zraCenja dejstvo UV zracenja na kozu zavisi 1 od vremena izlaganja koze
zracenju. Crvenilo koze javlja se kada je koza izloZzena UV zracenju odredeni vremenski period.
Pojam doze zraCenja u opStem slucCaju predstavlja proizvod intenziteta zracenja i vremena
izlaganja zra¢enju. Minimalna eritemska doza (engl. minimal erythema dose, MED) definisana je
kao najniza doza UVA ili UVB zracenja koja izaziva crvenilo celokupnog dela koze koji je bio
izlozen zracenju(Boer et al., 2025). Prilikom odredivanja minimalne eritemske doze neophodno je
testiranje vrSiti na kozi koja prethodno nije izlagana direktnom Sun¢evom zracenju.

Zrafenje u UVA oblasti izaziva pigmentaciju koze dok izlaganje UVB zracenju pored
pigmentacije moZe dovesti do nastanka crvenila i opekotina usled zracenja vece energije (Lukic et
al., 2021). Na slici 1 prikazani su nivoi prodiranja UV zra¢enja u kozu.
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Krzno - Dermis

Potkozno tkivo - Hipodermis

Slika 1. Nivo prodiranja UV zracenja u kozu (Prilagodeno prema (Verma et al., 2024)

Kao s§to je prikazano na slici 1, UVA zracenje prodire u dublje slojeve koze u odnosu na UVB
zracenje. KoZa sadrzi razli¢ite makromolekule uklju¢uju¢i RNK, DNK 1 protein koji efikasno
apsorbuju UVB fotone i stoga gotovo svi UVB fotoni bivaju apsorbovani u epidermisu. Ovi
molekuli imaju manju efikasnost pri apsorpciji UVA zracenja i kao rezultat toga UVA prodire
kroz epidermis u dermis (Holick, 2016). UVC zracenje ne dospeva do povrsine koze jer biva
apsorbovano u ozonskom omotacu.

1.2. UV filteri

UV filteri predstavljaju aktivne komponente proizvoda za zastitu od suncevog zracenja (Kunze et
al., 2021). To su supstance koje imaju sposobnost da apsorbuju, reflektuju i/ili rasejavaju UV
zracenje 1 tako zastite ljudsku kozu od direktnog izlaganja Stetnom delu spektra suncevog zracenja.
Podela je izvrSena na neorganske 1 organske UV filtere, dok se prema nacinu delovanja UV filtere

svrstavaju u hemijske i fizicke. Na slici 2 prikazani su nacini delovanja organskih i neogranskih
UV filtera.

Oslobadanje toplote

Emisija zracenja visokih
talasnih duzina

Refleksija

Rasejavanje

Apsorpcija
psorpel) promene u molekulu

@ Neorganski UV filter

— Organski UV filter

Slika 2. Nacini delovanja UV filtera (Prilagodeno prema (Manaia et al., 2013))
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Neorganski UV filtri spre¢avaju da UV zracenje prodre u kozu tako $to apsorbuju, rasipaju i/ili
odbijaju sunceve zrake. To su najceSce neprozirne Cestice koje neselektivno odbijaju i rasejavaju
UV i vidljivo zracenje. Stepen zastite u slucaju neorganskih filtera zavisi od brojnih faktora, a
najvazniji su veli€ina Cestice i debljina sloja koja je naneta na kozu. NajceS¢e upotrebljivani
neorganski UV filteri su titanijum-dioksid (TiOz2) i cink-oksid (ZnO).

Delovanje organskih filtera ogleda se u hemijskim promenama unutar samog molekula. Kada
prime energiju od UV fotona, organski UV filtri mogu da deluju na tri nacina:

1. podlezu konformacionim promenama molekula,
2. emituju zracenje vecih talasnih duzina ili

3. energiju koju su primili oslobadaju u vidu toplote (Veselinovi¢, 2016).

1.2.1. Organski UV filteri

UV filteri se kao aktivne supstance prvenstveno koriste u kozmetickim proizvodima cija je
osnovna namena zastita od Stetnog uticaja od Suncevog zracenja. Medutim, u novije vreme se UV
filteri dodaju i u kozmeti¢ke poizvode ¢ija osnovna namena nije zastita od Suncevog zrafenja
(Chaiyabutr et al., 2021;Hodge et al., 2025). Na primer, UV filteri se dodaju u proizvode za negu
kose kako bi se oCuvala boja farbane kose, losione za upotrebu nakon brijanja, pudere, ruzeve i sl.

Organski UV filteri su aromati¢na jedinjenja formirana od jednog ili viSe benzenovih prstenova.
Najcesce u orto ili para polozaju aromati¢nog prstena sadrze grupu koja donira elektrone (npr.
amin ili metoksil). Zajednicka karakteristika organskih UV filtera je prisustvo aromaticnog dela
sa bofnim lancem sa razli¢itim stepenom nezasicenosti. Jedinjenja poput 4-metilbenziliden
kamfora (4MBC), 2-etilheksil-4-metoksicinamata (EHMC) i oktokrilena (OC) su hiralna
jedinjenja. Organski UV filteri naj¢esce su lipofilnog karaktera. Podela organskih UV filtera prema
hemijskoj strukturi izvrSena je na sledee grupe: derivati benzofenona, cinamati, derivati p-
aminobenzoeve kiseline, salicilati, derivati dibenzoilmetana, derivati kamfora, triazini, krileni,
benzotriazoli, benzimidazoli i benzalmalonati. Grupe UV filtera ¢ije je prisustvo u zivotnoj sredini
najéescée ispitivano jesu derivati benzofenona (49%), derivati kamfora (16%), cinamati (10%),
krileni (8%), i druge supstance (Carve et al., 2021).

U daljem tekstu detaljnije su opisane grupe najpoznatijih, odnosno najcesc¢e analiziranih grupa
organskih UV filtera prema dosadas$njoj literaturi, a UV filteri koji su odabrani za analizu prikazani
su u tabeli 2. To su jedinjenja koja pripadaju grupi derivata benzofenona, krilena, cinamata,
kamfora, salicilata, i p-aminobenzoeve Kiseline.
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Tabela 2. Odabrani UV filteri

. Qrgpa_ Trivijalni naziv Hemijski (IUPAC) naziv CAS broj
jedinjenja
© Benzofenon 1 (BP1) Difenilmetanon 119-61-9
g
E Benzofenon 3 (BP3) (2-hidroksi-4-metoksifenil)-fenilmetanon 131-57-7
c
5]
! . . . .
= Benzofenon 4 (BP4) 5-ben20|I-4-h|drok5|-_2-m_etok5|benzensulfonska 4065-45-6
2 kiselina
D
a -hi i -
4-hidroksi kﬁgiofenon (“ (4-hidroksifenil)-fenilmetanon 1137-42-4
@
= £
S5 o
S NG Avobenzon (AVO) Butil metoksidibenzoilmetan 70356-09-1
[a) (8]
%
g g
g % Oktokrilen (OC) 2-Cijano-3,3-difenil akrilna kiselina 6197-30-4
X
Etilheksil metoksicinamat . . -
- (O - - - -
§ g (EHMC) 2-Etilheksil 4-metoksicinamat 5466-77-3
5
S Izoamil metoksicinamat . .
(IAMC) I1zopentil-4-methoksicinamat 71617-10-2
o
2 4-metilbenziliden kamfor . .
g &E" (4-MBC) 3-(4-Metilbenziliden)-d-1 kamfor 38102-62-4
fict
it
'S Homosalat (HMS) 3,3,5-trimetilcikloheksil salicilat 118-56-9
E
B
% Etilheksil salicilat (2ES) 2-etilheksil 2-hidroksibenzoat 118-60-5
a
LS
=
S O . . . _
258 | Oktildimetil PABA (OD 2-Etilheksil 4-(dimetilamino) benzoat 21245-02-3
g X PABA)
o % >

Derivati benzofenona su najpoznatija i najces¢e primenjivana grupa UV filtera. Imaju veliku
sposobnost apsorpcije sun¢evog zracenja, i U UVA i u UVB oblasti. Sinteza ove grupe UV filtera
je jednostavna i jeftina $to je jedan od glavnih razloga njihove Siroke upotrebe. Njihovu strukturu
¢ine dva benzenova prstena spojena karbonilnom grupom (Ramos et al., 2015). Prisustvo elektron
donorske grupe omogucava elektronsku delokalizaciju unutar molekula. Najpoznatiji predstavnik
ove grupe jedinjenja je benzofenon 3 (BP3), ¢ija je strukturna formula prikazana na slici 3.


http://www.commonchemistry.org/ChemicalDetail.aspx?ref=119-61-9
https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=1137-42-4
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Slika 3. Strukturna formula benzofenona 3

Iz grupe derivata krilena (aromaticnih akrilata) najpoznatiji UV filter jeste oktokrilen (OC), a
njegova strukturna formula prikazana je na slici 4. OC je detektovan u gotovo svim vrstama
vodenih organizama koje su do sada ispitivane (Huang et al., 2021).

! 0
SASS R
C
M HaC

N

Slika 4. Strukturna formula oktokrilena

Cinamati su grupa UV filtera imaju vrlo sli¢nu strukturu kao derivati benzofenona. Kod cinamata
je za aromaticni prsten sa jedne strane vezana elektron donorska grupa (OCHs), dok je sa druge
strane vezana estarska grupa dalje konjugovana dvostrukom vezom (elektron akceptorska grupa).
Najpoznatiji predstavnik ove grupe jedinjenja je etilheksil metoksicinamat (EHMC), slika 5.

0
NN O/\CA
Q)
Slika 5. Strukturna formula etilheksil metoksicinamata

Derivati p-aminobenzoeve kiseline (PABA) sastoje se od jednog benzenovog prstena
supstituisanog amino grupom i karboksilne grupe na para poziciji. Polozaj elektron donorske
grupe u odnosu na elektron akceptorsku grupu omogucava efikasnu elektronsku delokalizaciju. Na
slici 6 prikazana je strukturna formula oktil dimetil PABA (ODPABA).
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Slika 6. Strukturna formula oktil dimetil PABA

Salicilati su soli ili estri salicilne kiseline, najpoznatiji predstavnik je homosalat (HMS) ¢ija je
strukturna formula prikazana na slici 7. Ova grupa UV filtera Cesto se primenjuje kao stabilizator
drugih UV filtera u odredenom kozmeti¢kom proizvodu (Holt et al., 2020).

Slika 7. Strukturna formula homosalata

Derivati dibenzoilmetana su jedinjenja podlozna keto-enolnoj tautomerizaciji. Apsorbuju u UVA
oblasti. Najpoznatiji UV filter iz ove grupe je avobenzon (AVO) (slika 8). Zbog nedovoljne

fotostabilnosti ovaj UV filter se viSe ne koristi kao aktivna supstanca u kozmetickim proizvodima
za za$titu od suncevog zracenja.

\O O

Slika 8. Strukturna formula avobenzona

Apsorpcija UV zracenja moze prouzrokovati promene unutar molekula UV filtera poput cis/trans
izomerizacije, keto-enolnog tautomerizma i rotacije oko jednostruke veze. Primera radi, na slici
19 prikazana je izomerizacija molekula EHMC. Rotamer E je stabilniji oblik u odnosu na rotamer
Z do ¢ijeg formiranja dolazi usled zradenja.
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Slika 9. Cis/trans izomerizacija molekula EHMC (Kockler et al., 2012)

Molarni apsorpcioni kapacitet rotamera Z je znatno manji od molarnog apsorpcionog kapaciteta
rotamera R $to za posledicu ima smanjenu efikasnost UV filtera koji pripadaju grupi cinamata
(Koji¢, 2020).

Keto-enolna tautomerizacija i izomerizacija oko jednostrukih veza karakteristitne su za
avobenzon. Na slici 10 prikazana je struktura tatutomera avobenzona. U sastav kozmetic¢kih
proizvoda za zaStitu od negativnog suncevog zracenja ulazi samo enolni oblik avobenzona iz
razloga $to keto oblik apsorbuje u UVC oblasti.

_H
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T O ®
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Slika 10. Enolni (a) i keto (b) oblik tautomera avobenzona

Efikasnost delovanja organskih UV filtera direktno je povezana na fotohemijskom stabilnosc¢u 1
rastvorljivosc¢u. Prilikom apsorpcije 1 prelaska molekula u visi energetski nivo moze do¢i do
raskidanja molekulskih veze S§to dovodi do stvaranja produkta degradacije, u pitanju je
ireverzibilan proces. Ova pojava dovodi do smanjenja efikasnosti kozmetickih sredstava U cilju
Sto bolje zastite od suncevog zracenja, kozmeticki proizvodi najcesce sadrze vise od jednog UV
filtera.

1.2.2. Fizickohemijska svojstva odabranih UV filtera

Osnovna fizickohemijska svojstva organskih UV filtera koji su odabrani za analizu prikazana su u
tabeli 3.
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Tabela 3. Osnovna fizickohemijska svojstva odabranih UV filtera

Molarna | Temperatura | Rastvorljivost
~ Grupa Uv masal | klju¢anja’ u vodi® logKou?
jedinjenja filter .
(g/mol) (°C) (g9/L)
g BP1 182,22 306 0,14 3,18
[
[«5)
N BP3 228,24 150 0,21 3,79
g
E BP4 308,31 491 0,65 0,37
o}
a 4-HB 198,22 260 0,126 3,07
[«5)
= E
S = g
= Q c 6
S5c S AVO 310,40 463 2,7-10 451
03X
=
== 9 <
8Sc<| ocC 361,50 218 2.10™ 6,9
§ é EHMC 290,41 382 0,15 5,8
g 8
03 IAMC 248,32 343,5 0,06 4,78
> Y—
= £ © 3
] © g o| 4-MBC 254,37 371,9 51-10 59
g £ HMS | 262,34 295,1 0,02 6,16
‘=8
L =
o3 2ES 250,33 181 0,028 5,97
&S
> (3]
g8 o< i
Sogg OD 277,40 325 2,1.10% 5,8
5= ©Z| PABA
ag =~

1- PubChem; https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
2- European Chemical Agency (ECHA) (2024), https://echa.europa.eu/
3- Chemical Book baza podataka; https://www.chemicalbook.com/

Fizickohemijska svojstva u kombinaciji sa faktorima iz Zivotne sredine daju informacije o
distribuciji, postojanosti UV filtera, kao i potencijalnim negativnim efektima koje mogu izazvati.
Pored pretpostavke o sudbini UV filtera nakon ispustanja u Zzivotnu sredinu poznavanje
fizickohemijskih svojstava ima znacajnu ulogu prilikom izbora analiticke metode za odredivanje
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njihove koncentracije u uzorcima. Znacajna svojstva u pogledu detekcije UV filtera u Zivotnoj
sredini jesu rastvorljivost u vodi, koeficijent raspodele u sistemu oktanol-voda i ta¢ka kljucanja
(Ramos et al., 2015). Rastvorljivost u vodi daje bitne informacije o mogucoj distribuciji UV filtera
izmedu razli¢itih delova Zivotne sredine $to je vrlo znaajno prilikom utvrdivanja potencijalno
negativnog uticaja na zivotnu sredinu ili ljude. Na osnovu podataka o rastvorljivosti u vodi, UV
filteri iz grupe triazina, benzotriazola i krilena svrstavaju se u neznatno rastvorna jedinjenja.
Navedene grupe UV filtera se zbog neznatne rastvorljivosti mogu retko detektovati u vodenim
uzorcima. Pojedini derivati benzofenona (BP4 i BP5) svrstavaju se u veoma rastvorna jedinjenja
u vodi Sto za posledicu ima Cestu detekciju ovih UV filtera u vodenim uzorcima. Vrednosti
koeficijenta rastvorljivosti pojedinih UV filtera mogu se smatrati maksimalnim koncentracijama
ovih jedinjenja koje se mogu detektovati u vodenim uzorcima iz zivotne sredine. Ovaj podatak
bitan je prilikom ispitivanja toksi¢nosti UV filtera jer se rastvorljivost hemijskog jedinjenja moZze
koristiti za procenu relevantnih nivoa doza u testovima toksi¢nosti. IspusStanje mnogih organskih
zagadujuc¢ih materija u vodenu sredinu moze dovesti do adsorpcije na ¢vrstu materiju. Verovatnoca
da ¢e se organska zagadujuc¢a materija adsorbovati na ¢vrstu materiju moze se predvideti na osnovu
hidrofobnosti hemikalije, to je jedan od vaznijih parametara relevantan za procenu rizika po
zivotnu sredinu. Hidrofobnost se Cesto izraZzava kao koeficijent raspodele oktanol/voda (Kow),
odnosno kao logaritamska vrednost koeficijenta raspodele (logKow). UV filteri sa vrednostima
logKow < 1 su jedinjenja veoma rastvorljiva u vodi, za razliku od UV filtera sa vrednostima logKow
> 4 koja su hidrofobna. Jedinjenja sa visim vrednostima logKow imaju tendenciju da se adsorbuju
na C¢vrstu materiju ili bioakumuliraju usled lipofilnog karaktera. Koeficijent raspodele
oktanol/voda predstavlja pouzdan parametar na osnovu kog se moze predvideti distribucija
organskih UV filtera ili mogu¢nost bioakumulacije (National Academies of Sciences, Engineering,
2022). Prosecna vrednost tacke kljuc¢anja UV filtera odabranih za analizu u ovom radu iznosi oko
300°C sto ih klasifikuje kao polu isparljiva jedinjenja (Ramos et al., 2015). Pojedini UV filteri
prikazani u tabeli 3 svrstavaju se u slabo isparljiva jedinjenja. Isparljivost organskih UV filtera je
bitna za predvidanje distribucije ovih jednjinjenja u Zivotnoj sredini, ali ima i veoma bitnu ulogu
pri izboru analiticke metode za analizu UV filtera.
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1.3. UV filteri u Zivotnoj sredini

Upotreba mnogobrojnih kozmetickih proizvoda koji sadrze UV filtere za rezultat ima Sikor spektar
mogucénosti unosa UV filtera u Zivotnu sredinu. U dosada$njim istraZivanjima potvrdeno je
prisustvo UV filtera u uzorcima Zivotne sredine poput re¢ne i morske vode, otpadne vode,
¢esmenske vode, sedimenta, suspendovanih materija i sl. (Brausch and Rand, 2011;Tsui et al.,
2015;Huang et al., 2016;Astel et al.,2020;Teo et al., 2015). Na slici 11 dat je Sematski prikaz
glavnih puteva unosa UV filtera u zivotnu sredinu.

1]
Proizvodni proces UV filtera Ispust industrijskih otpadnih voda i
1
N '
Upotreba P| Zaostali proizvod u ambalazi > Deponija _h Procedne ?':Ode s
: deponije !
| A
A4 i
Primena kozmetickih sredstava Zajtita povrsina osetljivih na UV zraCenje
na koZi i kosi (tekstil, ambalazni materijali i sl.)
A 4 A 4 A 4 A 4
I 1
! Spiranje tok livanj ! Spiranje sa odete, irani o
; plra"nj.e okom plivanja . ; piran) 5 Spvl'ran].e tokom‘ Prodiranje u koZu
H (reke, jezera, mora, bazeni) : peskira i sl. tusiranja/kupanja
Ekskrecija
v ~
i
Kanalizaciona mreza Pi Ispust netretirane otpadne vode §
i

v

Postrojenja za tretman otpadnih
voda

¢ i

Frakcija mulja/Rastvorna frakcija .
i

Slika 11. Putevi unosa UV filtera u zivotnu sredinu (prilagodeno prema (Giokas et al., 2007))

UV filteri u Zivotnu sredinu dospevaju tokom rekreativnih aktivnosti poput plivanja u bazenima i
otvorenim kupalistima, surfovanja, ronjenja i sl. UV filteri tokom ovih aktivnosti u vodu dospevaju
spiranjem sa koze. Na koli¢inu UV filtera unetu ovim putem uti¢u mnogobrojni faktori kao §to su
koliCina proizvoda naneta na kozu i u€estalost primene proizvoda za zastitu od suncevog zracenja,
trajanje rekreativnih aktivnosti i sl. Ispust otpadne vode (industrijske i komunalne) u
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vodoprijemnik je takode znacajan put unosa UV filtera u zivotnu sredinu (Luki¢ et al., 2021a).
Industrijska voda koja sadrzi UV filtere nastaje u toku proizvodnih procesa poput proizvodnje
kozmetic¢kih proizvoda, proizvodnje ambalaze za kondiktorske proizvode i sl., dok UV filteri u
komunalnu otpadnu vodu dospevaju ekskrecijom urina, pranjem odece ili tuSiranjem/kupanjem.
Pored toga §to ulaze u sastav proizvoda za zastitu od suncevog zracenja, UV fiteri se javljaju i u
proizvodima za svakodnevnu upotrebu poput Sampona, losiona nakon brijanja, lakova za nokte,
regeneratora, ruzeva, pudera itd. (Luki¢ et al., 2022). Svakodnevna primena kozmetic¢kih
proizvoda koji sadrze UV filtere proizvoda dovela je do svakodnevnog unosa ovih supstanci u
povrsinske vode putem ispusta netretirane otpadne vode u prirodne vodotokove, kao i ispustanjem
otpadne vode tretirane neadekvatnim postupcima prerade vode. Postrojenja za tretman otpadnih
voda u okviru kojih se izvodi samo primarni tretman otpadne vode pokazala su se kao neefikasna
kada je re¢ o uklanjanju UV filtera iz otpadnih voda(Alonso and Reboso, 2025). Za razliku od njih,
u postrojenjima sa sekundarnim tretmanom voda koncentracija UV filtera se smanji i do 13 puta
vise nego prilikom primarnog tretmana (Tsui et al., 2014). UV filteri usled svoje lipofilnosti i niske
biorazgradljivosti naj¢e$¢e dospevaju u mulj koji nastaje tokom procesa preciS¢avanja otpadnih
voda (Gago-Ferrero et al., 2011). Ukoliko se ovaj mulj koristi u poljoprivredi ili odlaze na deponije
moze do¢i do zagadenja podzemnih voda. IspuSanjem tretirane otpadne vode, koja sadrzi UV
filtere, u prirodne vodotokove dolazi do bioakumulacije ovih jedinjenja u vodenim zivim
organizmima ili do zadrzavanja na sedimentu (Cadena-Aizaga et al., 2020). Koncentracije UV
filtera u Zivotnoj sredini variraju u zavisnosti od lokacije na kojoj je vrSeno uzorkovanje, godisnjeg
doba, fizickohemijskih osobina supstanci koje se analiziraju i sl. (Kaiser et al., 2012;Gago-Ferrero
etal., 2013a;Verhagen et al., 2025). U dosadasnjim istrazivanjima najvise koncentracije UV filtera
u povrSinskim vodama (reke, jezera i mora) zabelezene su u letnjim periodima, narocito u
popodnevnim ¢asovima. Ova cinjenica objaSnjava se povecanom upotrebom kozmetickih
proizvoda za zastitu od sunéevog zraenja u ovom periodu.

1.4. Negativan uticaj UV filtera na Zivotnu sredinu i zdravlje ljudi

Zabrinutost usled negativnog uticaja UV filtera na zdravlje ljudi i Zivotnu sredinu raste iz dana u
dan. Obzirom da se UV filteri u zivotnoj sredini najceS¢e nalaze u vodi, brojne studije bave se
ispitivanjem mogucnosti bioakumulacije i toksi¢nosti po ljude i vodene organizme.

Postoje dva nacina proucavanja toksikoloSkih efekata u vodenim organizmima: odredivanjem
koncentracije UV filtera u odredenom organizmu koji je bio izlozen potencijalno toksi¢noj
supstanci ili kroz izlaganje organizma odredenom opsegu koncentracija potencijalno toksi¢nim
supstancama. U slucaju bioakumulacije, UV filter pored toga Sto moZe imati negativan efekat na
vodeni organizam ulazi i u lanac ishrane(Gandar et al., 2025). Znacajan broj studija potvrdio je
negativne efekte UV filtera na ljude i razliCite vrste vodenih organizama poput riba, dagnji,
rakova, algi, korala i morskih jezeva (Gadelha et al., 2019;Bordalo et al., 2020;Science et al., 2013;
Mitchelmore et al., 2021;Svigruha et al., 2025). Na primer, neki UV filteri dovode do poremecaja
enzimske aktivnosti i neplodnosti riba kao i do uginué¢a korala. Brojna istrazivanja pokazala su da
ve¢ina organskih UV filtera inhibira rast bakterija (Huang et al., 2021; Gu et al., 2025).
Citotoksi¢nost benzofenona 3 na A. Fischeri potvrdena je studijom sa vredno$¢u ECso oko 100
mg/L. Studija u kojoj je ispitivana toksi¢nost UV filtera na 7 razli¢itih vrsta bakterija pokazala je
da BP-3, EHMC, OC, 4MBC i HMS inhibiraju njihov rast pri koncentraciji od 1 mg/L, pri ¢emu
se kao najtoksicniji izdvojio EHMC.
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Zabrinutost zbog mogucéeg negativnog uticaja na zdravlje ljudi javila se nakon §to su studije
potvrdile da UV filteri mogu da prodru kroz kozu i dospeju u krvotok (Klimova et al., 2015; Souza
& Maia Campos, 2017; Hojerovaetal., 2017). U dosada$njim istrazivanjima potvrden je negativan
uticaj UV filtera na rad $titne Zlezde kao i drugi efekti poput citotoksi¢nosti, promene ponasanja i
neurotoksi¢nosti (Wai et al., 2016). Studijom sprovedenom od strane Val-Sistakai saradnika
(2016) ispitana je mogucnost prodiranja UV filtera u placentu. U okviru studije analizirano je pet
UV filtera koji pripadaju grupi derivata benzofenona. Zakljuceno je da benzofenon-4 ima najveéu
tendenciju da se u placenti akumulira, i to u opsegu koncentracija od 0,25 ng/g do 5,41 ng/g (Valle-
Sistac et al., 2016). Sto se tide citotoksi¢nosti, HMS je izazvao negativan uticaj na razvoj ljudske
placente tokom rane trudnoce $to ukazuje na potencijalnu pretnju po zdravlje trudnice (Huang et
al., 2021). Prilikom ispitivanja genotoksi¢nosti, BP-3 je izazvao ostecenje DNK nakon $to je
uveden u ¢elije epitela dojke kod ljudi. Ovaj negativni uticaj ispitivan je i kasnije potvrden i na
epitelnim ¢elijama dojke kod miseva (Majhi et al., 2020). Izomer UV filtera, trans-EHMC je
izazvao oStecenje DNK, dok je cis-EHMC imao 7 puta veci indeks opasnosti od trans-EHMC u
mati¢nim c¢elijama ljudske jetre (Sharma et al., 2017).

Uprkos tome §to ulaze u sastav preparata za negu i zastitu koze od sun¢evog zracenja, poznato je
da se pojedini UV filteri klasifikuju kao alergeni koji izazivaju fotoalegrijski kontaktni dermatitis
(Gilbert et al., 2013). Fotoalergijski kontaktni dermatitis je kozna alergijska reakcija na svetlost
posredovana kontaktom sa nekim hemijskim jedinjenjima. Korelacija izmedu fotoalergijskog
kontaktnog dermatitisa 1 upotrebe organskog UV filtera u proizvodima za zastitu od negativnog
uticaja sunc¢evog zracenja ispitivana je jos 2010. godine od strane Kera i Fergusona (Kerr and
Ferguson, 2010). Brojna istrazivanja imaju za cilj pronalazak alternativnih reSenja za zastitu od
suncevog zracenja kako bi se smanjile koncentracije UV filtera koje dospevaju u Zivotnu sredinu.
Osnovni razlog odredivanja koncentracija UV filtera u uzorcima iz Zivotne sredine jesu procena
rizika usled toksi¢nosti i Stetni efekti poput estrogenih aktivnosti koju pojedini UV filteri izazivaju.

1.5. Zakonska regulativa

Mnogobrojna istrazivanja pokazala su da pojedini UV filteri mogu prouzrokovati niz poremecaja
u reproduktivnom i endokrinom sistemu organizama koji su im izloZeni. U cilju zastite ljudskog
zdravlja i nesmetanog trziSta kozmeti¢kim proizvodima na teritoriji Evropske Unije doneta je
Uredba Evropske komisije (engl. European Commission, EC) 1223/2009 kojom je regulisana
upotreba UV filtera u kozmetickim proizvodima i kojom su propisane maksimalno dozvoljene
koncentracije. Prema navedenoj uredbi, UV filteri su definisani kao supstance koje su iskljucivo
ili u najveCoj meri namenjene zastiti koze od odredenog UV zracenja putem apsorpcije,
reflektovanja ili rasipanja UV zracenja. U Republici Srbiji upotreba UV filtera regulisana je
Pravilnikom o kozmeti¢kim proizvodima (,, Sluzbeni glasnik RS", broj 21/2023), koja se u skladu
sa Uredbom Evropske komisije. U okviru poglavlja IV (Ograni¢enja za odredene supstance) ovog
pravilnika navedene su supstance ¢ija je upotreba u kozmetickim proizvodima ogranicena ili
zabranjena. Prilog VI daje informacije o UV filterima ¢ija je upotreba u kozmetickim proizvodima
dozvoljena, kao i uslovi pod kojim je dozvoljeno koristiti UV filtere navedene u samom prilogu.
U tabeli 4 prikazani su UV filteri dozvoljeni za upotrebu, kao i uslovi pod kojima se mogu koristiti.
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Tabela 4. UV filteri dozvoljeni za upotrebu u kozmeti¢kim proizvodima u Republici Srbiji

Naziv UV Tip kozmetickos proizvoda Maksimalna koncentracija u
filtera 'p KOZIMEUCKOE prowzv proizvodu (%)
HMS Proizvodi za lice osim pr0¥zvoda za raspriivanje u 7.34
spreju
a) Proizvodi za lice, ruke i usne, osim za proizvode 6
u formi aerosola i sprejeva
BP3 b) Proizvodi za telo, ukljucujuci i proizvode u 2:2
formi aerosola i sprejeva
¢) Ostali proizvodi 0.5
AVO 5
oc a) Proizvodi u formi aerosol i sprejeva 9
b) Ostali proizvodi 10
EHMC 10
IAMC 10
4-MBC 4
2ES 5
OD- PABA 8
BP4 5

Razli¢iti zakonski propisi o kozmetickim proizvodima ukazuju na jedinjenja koja su odobrena t;.
koja se mogu koristiti kao UV filteri, kao i na maksimalno dozvoljenu koncentraciju svakog od
njih u gotovom proizvodu. Izmene zakona donose se na osnovu novih saznanja o bezbednosti usled
upotrebe UV filtera, a odstupanja medu pravilnicima postoje u razli¢itim drZzavama.
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1. 6. Metode analize organskih UV filtera u razli¢itim matricama

1.6.1. Tehnike pripreme uzoraka za analizu UV filtera

1.6.1.1. Priprema uzoraka kozmetickih proizvoda

Nacin pripreme kozmetic¢kih proizvoda za analizu UV filtera zavisi od vrste uzorka, pre svega
njegove konzistencije, zatim od ciljanih analita kao i tehnike kojom ¢e se UV filteri analizirati.
Standardu SRPS EN 17156:2019 propisuje dve slicne procedure za prepremu kozmetickih
proizvoda, a odabir procedure zavisi od toga da li se analiziraju UV filteri rastvorljivi u vodi ili
mastima. Procedure se zasnivaju na rastvaranju uzoraka u etanolu, ali se prilikom analize UV
filtera rastvorljivin u vodi dodaje i acetatni pufer. Zbog visokih koncentracija UV filtera u
kozmetickim proizvodima za zaStitu od Suncevog zraCenja priprema uzoraka ne zahteva
predkoncentrisanje uzoraka, ali je vazno u §to ve¢oj meri ukloniti matri¢ne smetnje koje znac¢ajno
mogu uticati na prinos. Prvi korak prilikom pripreme jeste rastvaranje uzorka u odgovaraju¢em
rastvaracu, najcesce je to etanol, metanol, etil acetat ili voda (Narloch and Wejnerowska, 2021).
Sledec¢i korak jeste homogenizacija koja je najceS¢e izvodi primenom ultrazvucnog kupatila,
vorteksa ili magnetne mesSalice (Nyeborg et al., 2010; Daryanavard et al., 2021). Nakon
homogenizacije sledi centrifugiranje kako bi se odvojio supernatant u kome su ekstrahovani UV
filteri. Poslednji korak u procesu pripreme uzoraka kozmeti¢kih proizvoda jeste filtriranje
supernatanta nakon ¢ega se uzorak smatra spremnim za analizu. Ovakvim naéinom pripreme
uzoraka u slucaju kompleksnih matrica prilikom analize dolazi do pojave matri¢nih smetnji Sto
predstavlja jedan od glavnih problema prilikom analize sadrzaja UV filtera u kozmetickim
proizvodima (Luki¢ et al., 2023). U ovom radu je kao metoda za preciS¢avanje uzoraka
kozmeti¢kih proizvoda koriS¢ena disperzivna te¢no-te¢na mikroekstrakcija. DLLME metoda
primenjena je nakon centrifugiranja i odvajanja supernatanta, kako bi se maksimalno uklonile
matri¢ne smetnje.

Disperzivna te¢no-te¢na mikroekstrakcija

Disperzivna te¢no-te¢na mikroekstrakcija je novija tehnika koja se koristi za ekstrakciju UV filtera
iz vodenih uzoraka. Ekstrakcija se postize disperzijom smese organskih rastvaraca u vodenu fazu.
Na ovaj nacin dolazi do nastanka emulzije 1 prelaska analita iz vodene u organsku fazu. Smesu
organskih rastvaraca ¢ine jedan rastvarac koji se ne mesa sa vodom (ekstraktant) i jedan rastvarac
koji se mesa za vodom (disperzno sredstvo). Najcesce se koriste organski rastvaraci vece gustine
u odnosu na vodu. U ovom slucaju Cest problem predstavlja korak odvajanja organske faze iz
konusnog dela epruvete za centrifugu. Ovaj problem mogucée je izbe¢i primenom organskih
rastvara¢a manje gustine u odnosu na vodu (npr. undekanol) koji se nakon centrifugiranja izdvaja
(pluta) na povrsini vode. Ukoliko organski ekstraktant ima nisku ta¢ku mrznjenja sa povrsine vode
se moze izdvojiti hladenjem uzorka ispod tacke mrznjenja nakon cega se spatulom odvaja Cvrsta
faza. Navedeni korak izdvajanja organskog ekstraktanta u literaturi naziva se ocvrScavanje
plutaju¢e organske kapljice (engl. Solidification of Floating Organic Droplet, SOFD).
Kuplovanjem DLLME 1 SFOD dobija je nacin pripreme kojim se smanjuje mogucénost greske
usled neadekvatnog izdvajanja organske faze (Mansour and Danielson, 2017). Na slici 12
prikazana je Sema pripreme uzorka tehnikom DLLME-SFOD.
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Slika 12. Sematski prikaz DLLME-SFOD tehnike

Nakon podesavanja pH vrednosti i jonske jaCine vodenog uzorka, dodaje je odgovarajuca
zapremina organskog ekstaktanta. Disperzija ekstraktanta moze se vrsiti muckanjem ili pomocu
ultrazvuka. Kako bi se odvojile organska i vodena faza vrsi se centrifugiranje, a zatim i hladenje
rastvora ispod taCke mrznjenja organskog ekstraktanta. Nakon o¢vrs¢avanja Cvrsta faza se izdvoji
I otopi na sobnoj temperaturi u cilju dalje analize.

Prinos DLLME ekstrakcije zavisi od velikog broja promenljivih (vrsta rastvaraca, pH vrednost
uzorka, jonska jacina, zapremine ekstraktanta i disperznog sredstva itd.). Obzirom na veliki broj
promenljivih neophodno je pazljivo izvrsiti njihovu optimizaciju, tj. odabir optimalnih vrednosti
eksperimentalnih promenljivih (Bezerra et al., 2019;Mousavi et al.,, 2018;Tadi¢ et al.,
2022;Slavkovi¢-Beskoski et al., 2022 ). U poredenju sa ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi, prilikom
primene DLLME tehnike koristi se znatno manja zapremina ogranskog rastvaraca, ekonomski je
isplatljivija, efikasnost ekstrakcije je veoma sli¢na, a uticaj matrice je umanjen (Cadena-Aizaga et
al., 2020;Rutkowska et al., 2019). Nedostatak ove tehnike u odnosu na SPE jesu niza osetljivost i
preciznost (Ramos et al., 2015). Cesto se primenjuje pre HPLC merenja (He and Concheiro-
Guisan, 2019;Liao et al., 2020), a svoju primenu nasla je i u analizi UV filtera. (Benedé et al.,
2014;Ramos et al., 2019;Medina et al., 2020).

1.6.1.2. Priprema uzoraka vode

Pri odredivanju tragova organskih UV filtera iz uzoraka zivotne sredine moze se javiti nekoliko
problema. Jedan od glavnih problema jeste kontaminacija uzorka usled prisustva UV filtera u
brojnim preparatima za svakodnevnu upotrebu. 1z tog razloga veoma je vazno pri uzorkovanju i
analizi uzoraka izbe¢i upotrebu proizvoda koji ih sadrze. Za uzorkovanje vodenih uzoraka koristi
se tamna staklena ambalaza. Ukoliko se analiza ne vrsi neposredno nakon uzorkovanja, uzorci se
filtriraju 1 ¢uvaju u frizideru na tamnom mestu kako bi se sprecila fotodegradacija analita.
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Prilikom analize UV filtera u uzorcima iz zivotne sredine veoma bitan korak ¢ini priprema uzorka
usled kompleksnosti matrice i niskih koncentracija odredivanih analita. Adekvatnim nac¢inom
pripreme uzorka postize se uklanjanje jedinjenja koja mogu ometati dalju analizu, kao i
predkoncentrisanje uzorka koje ima veoma vaznu ulogu kada se radi o veoma niskim
koncentracijama analita koji se odreduju. Kada su koncentracije UV filtera veoma niske,
najoptimalnija tehnika za pripremu uzoraka vode je ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (Allinson et al.,
2018;Cadena-Aizaga et al., 2020).

Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi

Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. Solid phase extraction, SPE) je najce$ée primenjivani nacin
pripreme vodenih uzoraka za analizu UV filtera. Ovakav nacin pripreme uzorka podrazumeva
propustanje teCnog uzorka kroz ¢vrstu fazu (sorbent) koja ima veliki afinitet prema analitu.
Prilikom propustanja uzorka dolazi do vezivanja analita za sorbent (nalazi se u kertridzu). Nakon
nanoSenja uzorka sorbent je susi pod vakumom. Kod kompleksnih matrica poZeljno je isprati
sorbent rastvorom koji nece eluirati analit sa sorbenta. Analit se sa ¢vrste faze eluira pogodnim
rastvaracem. Na slici 13 dat je Sematski prikaz ekstrakcije na ¢vrstoj fazi.

Komercijalni kertridzi koji se najceS¢e koriste za ekstrakciju UV filtera su Oasis HLB (Waters,
SAD) i Strata-X (Phenomenex, Velika Britanija) (Cadena-Aizaga et al., 2022). Pogodni su
primenu u Sirokom opsegu pH-vrednosti, pri ekstrakciji istovremeno omogucavaju i pre€iS¢avanje
ekstrakta. Primenom komercijalnih kertridza za pripremu vodenih uzoraka za analizu UV filtera
mogu se ostvariti solidni prinosi uz visok stepen predkoncentrisanja (Tsui et al., 2014;Chavez-
Moreno et al., 2018). Pored odabira pogodnog sorbenta veoma je vazan odabir polarnog rastvaraca
koji efikasno eluira UV filtere sa sorbenta, ali ne i necistoce.

1. Kondicioniranje 2. Uravnotezavanje 3. Propustanje uzorka 4. Ispiranje 5. Eluiranje

&

Analit » Matriéne smetnje

Slika 13. Sematski prikaz ekstrakcije na &vrstoj fazi
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Prednosti ove metode pripreme su visok faktor predkoncentrisanja, jednostavnost i kratko vreme
trajanja postupka ekstrakcije. Glavni nedostatak ekstrakcije na ¢vrstoj fazi jeste velika zapremina
uzorka kao i upotreba organskih rastvaraca (metanol, acetonitril, etil acetat, dihlormetan i sl.). Da
bi se postigle najbolje analiticke performanse, proces ekstrakcije na ¢vrstoj fazi treba da bude
optimizovan (Da Silva et al., 2013;Chavez-Moreno et al., 2018).

1.7. Instrumentalne metode za odredivanje koncentracije UV filtera u razli¢itim
matricama

Za kvantifikaciju niskih koncentracija UV filtera iz vodenih uzoraka pretezno se koriste dve
instrumentalne metode. Jedna je gasna hromatografija sa masenom spektrometrijom (GC-MS)
(Pereira et al., 2015;Ramos et al., 2019), koja ima ogroman potencijal za identifikaciju analita i
visoku selektivnost pri njihovom razdvajanju. Metoda GC-MS zahteva prethodnu derivatizaciju
uzorka, koja za cilj ima smanjenje polarnosti analita (Ramos et al., 2015). Druga tehnika je te¢na
hromatografija sa tandem masenom spektrometrijom (LC-MS/MS) (Chiriac et al., 2020;L.i et al.,
2020;Cadena-Aizaga et al., 2022), koja se odlikuje izuzetnom osetljivoscu | veoma je pogodna za
analizu niskoisparljivih i razgradivih UV filtera. Razvojem ove tehnike omogucen je razvoj
metoda za analizu UV filtera u vodi, sedimentu, vodenim organizmima, urinu, krvi, mleku i prasini
(Gago-Ferrero et al., 2013b).

Literaturni regled metoda pripreme uzorka, metoda analize i detektovanih koncentracija odabranih
UV filtera u uzorcima iz zivotne sredine dat je u tabeli 5.

Tabela 5. Pregled metoda analize i detektovanih koncentracija odabranih UV filtera u uzorcima
iz zivotne sredine

Analit Matrica Metoda Metoda Detektovana Ref
ekstrakcije analize koncentracija (ng/dm?) '
BP1 BP1: 127—166
BP3 BP3: 86—116
BP4 BP4: 80—95
< : (Tsui et
HMS Re¢na voda SPE LC-MS/MS HMS: 29-59 al., 2014)
4-MBC 4-MBC: <LOD
ocC
OC: 153—205
IAMC
IAMC: <LOD
BP1 BP1: n.d.—7,54
BP3 . BP3: n.d—37,8 (Gago-
Recna voda On line-SPE LC-MS/MS Ferrero et
BP4 BP4: 30,4862 al., 2013b)
4-HB 4-HB: n.d.
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Tabela 5. (Nastavak)

BP1 BP1: 12,6
BP2 BP2: 34,7
Re¢na voda SPE LC-MS/MS (Wuetal,
BP3 BP3: 30 2017)
BP4 BP4: 131,1
BP1: n.d.—24,6
BP1
BP2: n.d.—7,66
5P & (Wu et al.
BP3 Reéna voda SPE LC-MS/MS BP3: 68,5—5010 2018)
BP4 BP4: 16,9-88,3
ES BP3: 595390
BP3 4-MBC: 105790 -
Reéna voda SPME GC-MS (lelé)ig;il.,
4-MBC 0C: 29-5180
ocC
ES: 8-5620
BP1 BP1: <LOQ—17000
BP2 Reéna voda (uzvodno UPLC- BP2: <LOQ—1000 (I‘}]<a§iprzyk-
od PPOV) SPE MS/MS ordern et
BP3 BP3: <LOQ—43000 al., 2009)
BP4
BP4: <LOQ—144000
BP1 BP1: <LOQ—13000
BP2 Re¢na voda (nizvodno SPE UPLC- BP2: <LOQ—26000 (rt(azpl’zyk-
od PPOV) MS/MS ordern et
BP3 BP3: <LOQ—44000 al., 2009)
BP4
BP4: <32000—323000
BP1 BP1: 0,929
BP2 BP2: <LOQ—6,7 :
Recna voda SPE LC-MS/MS éllec(l)(]_%t)
BP3 BP3: <LOQ—47 ”
BP4
BP4: 511980
BP3 BP3: 5668
BP4 _
BP4: n.d.
4-MBC Re¢na voda SPE GC-MS a(IFEZn(;le(;)
EHMC 4-MBC: 12—17
EHMC: 6

20



Jelena Stojakovi¢ Doktorska disertacija

Tabela 5. (Nastavak)

BP3

BP3: n.d.—178
BP4
4-MBC Recna voda SPE LC-MS/MS al., 2010)
EHMC 4-MBC: n.d.—106 "
EHMC: n.d.—41
EHMC EHMC: 150
BP3 BP3: 83
Jezerska voda MEPS GC-MS (I\floz%eroet
4-MBC 4-MBC: 2351 al., 2010)
OoC OoC: 71
BP1 BP1:n.d—1,9
BP2 BP2: n.d.
BP3 BP3:0,64—7,9 (Gago-
Podzemna voda On-line SPE LC-MS/MS Ferrero et
BP4 BP4:1,1-3,8 al., 2013a)
4-HB 4-HB: n.d—0,38
4-MBC
4-MBC: n.d—6,7
BP1 BP1: n.d. (Ho and
BP3 Podzemna voda SPE GC-MS BP3: n.d. Ding,
BP8 BP8: n.d. 2012)
oC OC: n.d.—419,9
AVO Morska voda LLE LC-MS AVO: n.d.-309 (Labille et
al., 2020)
BP3 BP3: <LOD -78,3
ES ES: 440—880
BP3 BP3: <LOQ—308
4-MBC 4-MBC: <LOD—220 (Bened
Benedé et
oC Morska voda DLLME GC-MS
OC: <LOQ—317 al., 2014)
HMS
HMS: 157-310
EHMC
EHMC: 91-260
IAMC
IAMC: 118-280

SPE — ekstrakcija na ¢vrstoj fazi;

SPME — mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi;

DLLME — disperzivna te¢no-te¢na mikroekstrakcija;

MEPS — mikroekstrakcija sa upakovanim sorbentom;

MALLE — membranska te¢no-te¢na ekstrakcija;

LC-MS/MS — teéna hromatografija -tandem masena spektrometrija;

GC-MS — gasna hromatografija-sa masenom spektrometrijom;

UPLC-MS/MS - te¢na hromatografija ultra perfomansi-tandem masena spektrometrija;
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Tehnika izbora za razdvajanje i kvantifikaciju UV filtera u kozmeti¢kim proizvodima je te¢na
hromatografija visokih performansi (HPLC) sa detektorom diodnog niza (DAD) (Chisvert and
Salvador, 2018;Narloch and Wejnerowska, 2021). Primenom te¢ne hromatografije moguce je
istovremeno hromatografski razdvojiti znac¢ajan broj UV filtera (Vosough et al., 2017;Wharton et
al., 2015;Chang et al., 2015). U tabeli 6 dat je prikaz metoda analize i detektovanih koncentracija
odabranih UV filtera u kozmetickim proizvodima.

Tabela 6. Metoda analize i detektovane koncentracije odabranih UV filtera u kozmeti¢kim
proizvodima

Analit Metoda analize Detektovana koncentracija (%, w/w) Ref.

BMBM 0,06-5,11
EHMC 0,11-8,63
oC 1,03-9,86 (Manova
BMT HPLC-DAD 0,41-4,74 etal.,
HMS 1,91-9,12 2013)
BP-3 1,03-5,06
ED-PABA 2,37-6,05
BP-3 0,54*
oC 0.51-11.6 .
EHMC HPLC-UV 2,31-7.8 (Cerllz}/.ert
HMC 4,89-8,8 2013;
2ES 2,83-5,1
4MBC 1,05-4,5
oC 1,25-10,40
EHMC 2,64-4,11
HMC 3,72-6,12 (Rastogi,
BP3 HPLC-DAD 0,01-5,26 2002)
4MBC 0,92-5,74
OD-PABA 2,67*
oC 3,28-10,57
EHMC 0,34-10,0 (Ding et
2ES LTP-MS 2,83-5,80 al.,
4AMBC 0,71-10 2018)
BP3 1,80-6,00
EHMC 3,08-8,16
IAMC 0,33-7,79 .
2ES PLCLY 1,78-533 (K;T et
4AMBC 2,01-4,96 20 1’1)
BP3 3,04-5,37
oC 1,13-6,75

* — analit detektovan samo u jednom uzorku

LTP-MS — Masena spektrometrija sa jonizacijom pri niskim temperaturama plazme
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1.8. Procena rizika usled prisustva UV filtera u razli¢itim matricama

Glavni izazovi kada je re¢ o UV filterima jesu njihova fotostabilnost, uticaj na Zivotnu sredinu i
toksi¢nost po ljude. Fotostabilnost je sustinski vazan uslov koji jedinjenje treba da ispuni kako bi
obezbedilo dugotrajnu zastitu koze. Jedinjenja koja prilikom apsorpcije UV zraenja prelaze u vise
energetske nivoe, oslobadaju energiju pri ¢emu moze doc¢i do izomerizacije ili raskidanja veza
unutar molekula. Prilikom ovog procesa mogu nastati nusproizvodi koji smanjuju fotostabilnost
preparata za zaStitu od Sun¢evog zracenja, a mogu biti 1 toksi¢ni po ljudsko zdravlje. Na primer,
istrazivanja fotostabilnosti avobenzona pokazala su da pri razli¢itim uslovima usled apsorpcije UV
zracenja nastaje do 10 razli¢itih nusproizvoda fotodegradacije (Jesus et al., 2022). Komercijalni
preparati za zastitu od suncevog zracenja sadrZe jednu ili nekoliko razli¢itih UV filtera, organske
ili neogranske prirode. Kreme za suncanje najcesS¢e sadrze kombinaciju nekoliko organskih UV
filtera. S obzirom na sve vecu rasprostranjenost organskih UV filtera ne samo u vodi, ve¢ i u
sedimentu, zemljiStu, prasini, rizik po zdravlje ljudi usled njihovog prisustva sve ¢eSc¢e predstavlja
predmet istrazivanja.

1.8.1. Procena zdravstvenog rizika

Prema zakonskim propisima Republike Srbije 1 Pravilniku o kozmetickim proizvodima (,, Sluzbeni
glasnik RS", broj 21/2023) na osnovu kvalitativnog i kvantitativnog sastava vr$i se procena
bezbednosti kozmetickog proizvoda. Kada je re¢ o ¢lanicama Evropske unije, Nau¢ni odbor za
bezbednost potrosaca (engl. Scientific Committee on Consumer Safety, SCCS) ocenjuje
bezbednost kozmetickih sastojaka datih u okviru pravilnika na teritoriji Evropske unije. Navedeni
odbor daje misljenja o pitanjima koja se ti€u novih ili novoidentifikovanih rizika po zdravlje i
zivotnu sredinu. Procena rizika po ljudsko zdravlje je sloZeni proces kojim se procenjuje
verovatnoca za pojavu Stetnih efekata na zdravlje ljudi usled trenutnog ili buduceg izlaganja
stresorima, a najcesce se sastoji iz Cetiri faze:

identifikacija hazarda (opasnosti)
procena odnosa doza-odgovor
procena izlozenosti i
karakterizacija rizika.

robhdRE

U prvoj fazi procene rizika utvrduje da li izlaganje potencijalno toksi¢noj supstanci moze dovesti
do negativnih efekata po ljudsko zdravlje. Procena se vr$i na osnovu podataka iz literature, vezanih
za rezultate monitoringa ovih supstanci, kao 1 na osnovu terenskih ispitivanja i testova toksicnosti.
Slede¢im korakom utvrduje se veza izmedu koncentracije zagadujuc¢ih materija 1 intenziteta
nezeljenog uticaja na receptore, na osnovu koje se moze utvrditi koja doza izaziva nezeljene efekte.
Najznacajniji podatak koji proizilazi iz ove faze jeste odredivanje najvise doze koja ne izaziva
nezeljeni efekat (engl. No-observed-adverse-effect level, NOAEL). NOAEL se takode moze
definisati kao nivo izlozenosti na kojem nema statisticki ili bioloSki znacajnog povecanja
ucestalosti ili tezine Stetnih efekata izmedu izloZene populacije i kontrolne grupe. Pojedini efekti
se mogu javiti 1 pri dozi NOAEL, ali samo u slu¢aju da se ne smatraju Stetnim ili nisu prekursor
za nastajanje Stetnih efekata. Nakon identifikacije opasnosti i odredivanja maksimalne doze koja
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ne dovodi do Stetnih efekata sledi analiza izlozenosti. Bitni faktori u analizi izloZenosti jesu putevi
izlozenosti ¢oveka analiziranim supstancama (npr. dermalno, oralno, inhalaciono), koncentracija
ispitivanih sastojaka i koli¢ina proizvoda koji se koristi pri svakoj primeni. Kada su u pitanju
aktivne supstance iz kozmetickih proizvoda, vazni faktori su i vrsta kozmeti¢kog proizvoda, nacin
primene koji je neophodno Sto detaljnije razmotriti kao 1 da li se nakon primene proizvod ispira ili
ostaje na kozi (SCCS, 2021). Poslednja faza u proceni rizika je karakterizacija rizika. Na osnovu
prikupljenih podataka iz prethodnih faza proracunava se verovatnoca pojave rizika kao 1 priroda
rizika.

Od strane Nauc¢nog komiteta za bezbednost potroSaca odobrena je procena zdravstvenog rizika na
osnovu procene magrine bezbednosti (engl. Margin of Safety, MoS). Navedeni parametar moze se
odredivati za viSe razliitih supstanci (procena kombinovanog rizika) ili za pojedina¢ne supstance
u cilju odredivanja ukupne izloZenosti ljudi. Nivo rizika mozZe se izraziti pomoc¢u vrednosti
parametra MoS koji se izraCunava kao odnos najviSe doze koja ne izaziva nezeljeni efekat
(NOAEL) i doze sistemske izlozenosti (engl. Systemic Exposure Dose, SED) (Marinovich et al.,
2014):

NOAEL 3)

Vrednosti doze sistemske izloZenosti izraCunavaju se prema jednacini:

SED = Epro % (€/100) x (DA,/100) (4)

gde je Epro — procenjena dnevna izloZenost proizvodu za zastitu od suncevog zracenja
(mg/kg tm/dan), pri ¢emu se tm odnosi na telesnu masu,

C — koncentracija supstance u krajnjem proizvodu, izraZena u procentima (%),

DA, — procenat supstance apsorbovan putem koze (%).

1.8.2. Procena ekoloskog rizika

Procena ekoloskog rizika (engl. ecological risk assessment, ERA) je postupak kojim se procenjuje
verovatnoca da se mogu pojaviti ili se javljaju Stetni ekoloski efekti kao rezultat izloZenosti jednom
ili viSe stresora (hemikalije, bolesti, invazivne vrste 1 sl).

Postoji nekoliko metoda kojima se moZe proceniti nivo ekoloSkog rizika (Guidelines for
Ecological Risk Assessment, 1998):

e opservacijske studije kod kojih se mere bioloske promene u prirodnom okruzenju
usled izlozenosti stresoru,

e kategoricka rangiranja koriste¢i kategorije nizak, srednji i visok nivo rizika,

e poredenje izloZenosti u jednoj tacki i procene efekta (odnos izmedu koncentracije
kojoj je receptor izlozen i koncentracije koja izaziva negativni efekat),

e poredenje koje ukljuCuje celokupni odnos reakcije stresa, primenom krive koja
povezuje nivo stresa sa veli¢inom odgovora,
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e uklju¢ivanje varijabilnosti u procene izlozenosti i/ili efekata, matemati¢ki modeli
koji se delimi¢no ili u potpunosti oslanjaju na teorijske aproksimacije izlozenosti i
efekata.

Jedan od naj¢esc¢ih nacina za procenu ekoloskog rizika je kategoricko rangiranje rizika. Koeficijent
rizika (engl. risk quotients, RQ) se izraCunava kao odnos maksimalno izmerenih koncentracija
stresora u zivotnoj sredini (engl. Measured Environmental Concentration, MEC) 1 predvidenih
koncentracija bez efekata (engl. predicted no effect concentration, PNEC). Zbirni koeficijent rizika
izraCunava se prema jednacini 3, kao zbir odnosa izmerenih koncentracija Ci 1 predvidenih
koncentracije bez efekata:

JRQ = Z;(Ci /PNEC)) ®)

Nivo ekoloskog rizika se na osnovu vrednosti RQ svrstava u 3 kategorije:

RQ <0,1 nizak ekoloski rizik
0,1 <RQ < 1 umeren ekoloski rizik
RQ > 1 visok ekoloski rizik

Procena ekoloskog rizika neophodna je kako bi se identifikovali grani¢ni nivoi zagadenja koji
mogu izazvati nezeljene efekte. Na osnovu dobijenih rezultata moguée je upravljati rizikom
odnosno predloziti mere prevencije koje obezbeduju o¢uvanje zivotne sredine.
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2. EKSPERIMENTALNI DEO

2.1. Standardi odabranih organskih UV filtera, rastvaraci i reagensi

Za izvodenje eksperimenata kori$¢eni su analiticki standardi 11 UV filtera visoke Cistoce (>98%,
Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemacka). Organski rastvaraci (metanol i acetonitril) bili su LC-MS
Cisto¢e (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemacka). Osnovni rastvori standarda (1000 mg/L)
pripremljeni su rastvaranjem u metanolu i ¢uvani su u mraku na temperaturi od 4°C. Dejonizovana
voda (18,2 MQ-cm) pripremljena je pomoc¢u Simplicity ultrapure water sistema (Millipore,
Bedford, MA, SAD).

2.2. Optimizacija HPLC-DAD metode

Za analizu sadrzaja UV filtera u kozmeti¢kim proizvodima je zbog visokih koncentracija ovih
supstanci za metodu analize odabrana HPLC-DAD metoda. Analiza UV filtera vrSena je na
Thermo Finnigan HPLC sistem (Thermo Scientific, Waltham, SAD). Hromatografsko razdvajanje
vr$eno je pomocu Phenomenex Kinetex EVO C18 kolone (duzine 25 c¢m, unutrasnjeg prec¢nika
4,6 mm, veli¢ina Cestica 5 um). Za optimizaciju hromatografskog razdvajanja odabranih UV filtera
ispitivani su razli€iti protoci i sastavi mobilne faze saCinjene od dejonizovane vode i metanola.
Dodatkom mravlje kiseline u dejonizovanu vodu podesavana je pH vrednost mobilne faze. U tabeli
7 dat je sastav mobilne faze kori$¢en pri optimizaciji hromatografskog razdvajanja.

Tabela 7. Optimizacija sastava mobilne faze

R. br. pH %MeOH %H.0
1 6,5 60 40
2 4,5 60 40
3 2,7 60 40
4 6,5 70 30
5 4,5 70 30
6 2,7 70 30
7 6,5 80 20
8 4,5 80 20
9 2,7 80 20

Zapremina injektovanih standarda bila je 10 pL. Temperatura kolone bila je 30°C. Protok mobilne
faze bio je izokratski, 1 mL/min. Obrada dobijenih podataka izvr§ena je pomocu softvera Xcalibur
2.2. Optimizacija je vrSena tako $to je smeSa standardnih rastvora UV filtera analizarana pri
sastavima mobilne faze navedenim u tabeli 7, svaka analiza uradena u triplikatu. Nakon dobijenih
hromatograma odabran je sastav faze pri kom je dobijen optimalan hromatogram tj. optimalno
razdvajanje analita.

26



Jelena Stojakovi¢ Doktorska disertacija

2.3. Razvoj LC-MS/MS metode

Analiza odabranih UV filtera iz uzoraka vode izvrSena je na Thermo Fisher Scientific (Thermo
Scientific, Waltham, SAD) sistemu koji se sastoji od Dionex Ultimate 3000 te¢nog hromatografa
opremljnog Accucore™ aQ C-18 kolonom (duzine 10 cm, unutra$njeg precnika 2,1 mm, veli¢ina
Cestica 2,6 um) i LTQ XL masenog spektrometra sa linearnim jonskim trapom. Standardni rastvori
pojedinac¢nih analita koncentracije 10 pg/mL unoSeni su u tok mobilne faze koja se sastojala od
70% metanola, 29% vode i 1% HCOOH (0,1% v/v). U cilju kvantitativnog odredivanja UV filtera
izvrSena je selekcija karakteristicnih reakcija fragmentacije prekursor jona u najintenzivniji
fragmentni jon za svaki pojedina¢ni analit. Za svaki UV filter snimljeni su maseni spektri u opsegu
m/z 50-1000. Kao tehnika jonizacije koriS¢ena je elektrosprej jonizacija. U masenom spektru
svakog analita odabran je najintenzivniji jon, a zatim je izvrSena optimizacija kolizione energije
dobijanje najintenzivnijeg i najstabilnijeg fragmentnog jona. Maseni spektri analita su obradeni
pomoc¢u Xscalibur Ver. 3.0 softvera. Nakon optimizacije hromotografskog razdvajanja i MS/MS
parametara razvijena metoda podeljena je u segmente u cilju maksimalne osetljivosti metode.

2.4. Opis ispitivanih uzoraka
2.4.1 Uzorci kozmetickih proizvoda

Ukupno 23 kozmeticka proizvoda za zastitu od suncevog zracenja u obliku krema, gelova i losiona
sa razli¢itim faktorima zaStite kupljena su na teritoriji Beograda. Uzorci kozmetickih proizvoda,
njihova konzistencija kao i sastav UV filtera prikazani su u tabeli 8. Prema deklaraciji proizvoda
svi uzorci sadrzali su minimum jedan UV filter ili kombinaciju nekoliko UV filtera. U sastav
uzoraka prema deklaraciji ulazila su 4 (OC, EHMC, 2-ES i HMS) od ukupno 11 analiziranih UV
filtera.
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Tabela 8. Uzorci kozmeti¢kih proizvoda

Broj uzorka Naziv SPF Konzistencija OC| EHMC |2ES |HMS
1 Uzorak br.1 | 50 Sprej v vV | Vv
2 Uzorak br.2 | 50 Losion v
3 Uzorak br.3 | 50 Gel v
4 Uzorak br. 4 | 50 Losion v
5 Uzorak br.5 | 40 Melem v
6 Uzorak br.6 | 50 Gel v v |V
7 Uzorak br. 7 | 50 Kkrema
8 Uzorak br.8 | 40 Melem v
9 Uzorak br.9 | 50 Gel v |V
10 Uzorak br. 10 | 50 Losion v
11 Uzorak br. 11 | 50 Krema v
12 Uzorak br. 12 | 50 Losion v
13 Uzorak br. 13 | 50 Melem v v
14 Uzorak br. 14 | 50 Losion v v v | Vv
15 Uzorak br. 15 | 50 Mileko za telo v v v
16 Uzorak br. 16 | 30 Mleko za telo v
17 Uzorak br. 17 | 50+ Gel-krema v
18 Uzorak br. 18 | 30 krema v
19 Uzorak br. 19 | 30 | krema—mleko zatelo | v v v
20 Uzorak br. 20 | 50+ krema v
21 Uzorak br. 21 | 50+ krema v
22 Uzorak br. 22 | 50+ krema v v
23 Uzorak br. 23 | 50 krema v

2.4.2. Uzorci Savskog jezera

Savsko jezero poznatije kao Ada Ciganlija nastalo je pre oko 50 godina. Duzina jezera je oko 4,4
km, prosecna Sirina 250 m, a prose¢na dubina je 4,5 m (Trbojevi¢ et al., 2021). Zapremina jezera
je oko 4 miliona m?, a povrsina iznosi priblizno 1,0 km?. Sa leve strane je mali ogradeni bazen
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povezan sa rekom Savom iz kojeg se voda pumpa u Savsko jezero, dok se sa desne strane voda iz
jezera ispusta u Cukaricki potok. Uzorkovanje je izvrseno u avgustu 2021. godine. Uz obalu i na
sredini Savskog jezera uzeto je ukupno 28 uzoraka. Na slici 13 prikazana je mapa uzorkovanja.
Uzorci su uzeti 10 cm ispod povrsine vode, ¢uvani na 4°C u tamnim staklenim bocama i analizirani
u roku od 24h. Pre merenja LC-MS/MS, svi uzorci su podvrgnuti ekstrakciji na ¢vrstoj fazi
primenom Oasis® HLB 6 mL Vac kertridza sa 100 mg sorbenta po kertridzu (Waters Corp.,
Milford, MA, SAD).
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Slika 14. Mapa uzorkovanja Savskog jezera

2.5. Optimizacija pripreme uzoraka
2.5.1. Optimizacija procedure za pripremu uzoraka kozmetickih proizvoda

Analiticki standardi oktokrilena, 2-etilheksil 4-metoksicinamata, 2-etilheksil salicilata i
homosalata rastvoreni su u metanolu kako bi se dobio osnovni rastvor standarda koncentracije
1000 mg/L. Osnovni standardni rastvor ¢uvan je u tamnoj staklenoj ambalazi i neposredno pre
analize razblazivan do zeljene koncentracije.

Uzorci kozmetickih proizvoda pripremani su tako $to je u kivetu za centrifugu zapremine 50 mL
odmerena masa uzorka od 0,3 g, a zatim dodato 25 mL metanola i 5 mL vode (pH = 3). Voda je
prethodno zakiSeljena dodatkom 0,1 M HCI. Uzorak je homogenizovan primenom vorteksa (LBX
instruments, VORX-005-001, Spanija) u trajanju od 60 s, a zatim primenom ultrazvuénog kupatila
(Skymen model JP-031S, Narodna Republika Kina) u trajanju od 10 min i na temperaturi 40 °C.
Nakon homogenizacije uzorci su ohladeni i centrifugirani 5 min na 8000 obrtaja. U Ciste staklene
kivete za centrifugu odmereno je po 3 mL supernatanta nakon ¢ega su razlazeni dejonizovanom
vodom do 30 mL. Nakon razblaZivanja usledila je procedura te¢no-te¢ne mikroekstrakcije.
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Prinos te¢no-tecne mikroekstrakcije zavisi od velikog broja faktora. Uticaj faktora kao i intenziet
njihovog uticaja moze biti razli¢it. Primenom eksperimentalnog dizajna se istovremeno ispituje
uticaj pojedinac¢nih faktora, kao i njihovih medusobnih interakcija na odgovor sistema. Njihovom
optimizacijom postize se maksimalna vrednost prinosa metode pripreme uzorka. Deset
eksperimentalnin DLLME faktora (Tabela 7), ukljucujuc¢i zapreminu (Vdisp) 1 tip (Disp)
disperzivnog rastvaraca, zapreminu (Vekst) rastvaraca za ekstrakciju (undekanola), pH vrednost
uzorka, vortex/ultrazvuk (Vor/US), temperaturu (T), brzinu centrifugiranja (rcentr), sadrzaj soli
(NaCl) i vreme centrifugiranja (tcentr) su optimizovani pomoc¢u dva uzastopna eksperimentalna
dizajna za skrining i optimizaciju. U toku optimizacije kao disperzivni rastvaraci kori$¢eni su
acetonitril (ACN) i metanol (MeOH).

Prvi korak optimizacije DLLME procesa predstavljala je optimizacija faktora u cilju istovremene
mikroekstrakcije UV filtera koris¢enjem Plaket-Burman dizajna (engl. Plackett-Burman desing,
PBD). U tabeli 9 prikazane su minimalne i maksimalne vrednosti faktora koji su oprimizovani
primenom PBD dizajna.

Tabela 9. Eksperimentalni domen

F Jedinica Nivo -1 Nivo +1
aktor
Di - ACN MeOH
isp
24
Vi puL 600 00
Ve ulL 150 900
0
NaCl % 0 10
pH - 3 11
S - UsS Vor
foat min 1 5
T °C 20 40
c rpm 2000 8000
centr
min 2 10
tcentr

Disp- Tip disperzivnog rastvaraca, ACN- Acetonitril;
MeOH- Metanol; Vg~ Zapremina disperzionog
rastvaraca; Vs~ Zapremina ekstraktanta; NaCl- Sadrzaj
soli; pH- pH vrednost uzorka; S- Nac¢in homogenizacije;
US- Ultrazvuk; Vor- Vortex; test- Trajanje ekstrakcije; T-
Temperatura uzorka; reenr- Broj obrtaja; teenr- Trajanje
cenrifugiranja;

U tabeli 10 dat je prikaz Plaket-Burman eksperimentalnog dizajna sa realnim vrednostima
promenljivih. PodeSena je pH vrednost svakog uzorka, a zatim dodata adekvatna koli¢ina NaCl
kako bi se podesila jonska jacina. SmeSa rastvora za ekstrakciju 1 disperziju dodata je u uzorke ¢ija
¢ija je temperatura podeSena na osnovu eksperimentalnog dizajna. Uzorci su homogenizovani
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dejstvom ultrazvuka ili votreksa, a zatim centrifugirani. Nakon centrifugiranja, uzorci su hladeni
sve dok se na povrini nije formirala &vrsta faza (undekanol). Cvrsta faza prebadena je u vijalu
zapremina 2 mL i nakon topljenja na sobnoj temperaturi, rastvorena je do 500 pl rastvaratem za
rekonstituciju i filtriran pomo¢u teflonskog (PTFE) $pric filtera (veli¢ina pora 0.45 um). Kona¢no,
10 pl rastvora je ubrizgano u HPLC-UV sistem za analizu. Kao rastvara¢ za rekonstituciju koris¢en
je metanol LC-MS Ccistoce.

Tabela 10. Plaket-Burman eksperimentalni dizajn za optimizaciju mikroekstrakcije

R. br. Disp Visp Vestr ~ NaCl pH S Tekstr T Fcentr Teentr
1 ACN 600 900 10 11 us 5 45 2000 10
2 MeOH 600 900 0 3 us 5 45 8000 2
3 MeOH 600 900 10 3 Vor 1 25 2000 10
4 ACN 600 150 10 11 Vor 1 45 8000 2
5 MeOH 2400 150 10 11 us 5 25 2000 2
6 ACN 2400 150 0 3 Vor 5 45 2000 10
7 MeOH 2400 900 0 11 Vor 1 45 2000 2
8 MeOH 2400 150 10 3 us 1 45 8000 10
9 MeOH 600 150 0 11 Vor 5 25 8000 10

10 ACN 2400 900 10 3 Vor 5 25 8000 2
11 ACN 600 150 0 3 us 1 25 2000 2
12 ACN 2400 900 0 11 uUs 1 25 8000 10

Disp- Tip disperzivnog rastvaraéa, ACN- Acetonitril; MeOH- Metanol; Visp- Zapremina disperzionog
rastvarata; Vewst- Zapremina ekstraktanta; NaCl- Sadrzaj soli; pH- pH vrednost uzorka; S- Nacin
homogenizacije; US- Ultrazvuk; Vor- Vortex; test- Trajanje ekstrakcije; T- Temperatura uzorka; reent-
Broj obrtaja; teens- Trajanje cenrifugiranja;

Kako bi se izracunali prinosi, u uzorke kozmetickih proizvoda koje ne sadrZe analizirani UV filter
dodata je poznata koncentracija analita. Uzorak u koji je dodata poznata koncentracija UV filtera
pripremljen je na isti nacin kao ostali uzorci. U cilju sprecavanja degradacije UV filtera tokom
eksperimenata koriS¢eno je tamno staklo.

Dobijeni rezultati su analizirani pomocu analize varijanse (ANOVA), a statisticka znacajnost je
odredena pomocu F-testa. Tri faktora sa najveéim uticajem na efikasnost DLLME procesa
optimizovana su primenom Boks-Behnken dizajna koji se naj¢esc¢e koristi prilikom RSM metode
Shrivastava 1 Daharwal, 2022; Moussa et al., 2021).

2.5.2. Optimizacija procedure za pripremu uzoraka vode

Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi odabrana je kao najpogodina tehnika za pripremu vodenih uzoraka
Savskog jezera. Obzirom da je cilj bila istovremena analiza 11 UV filtera, pripremi uzoraka
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prethodila je optimizacija faktora koji uti¢u na efikasnost procesa ekstrakcije. Optimizovani su
sledec¢i parametri: pH vrednost uzorka, zapremina eluenta (Ve), vrsta eluenta (Eluent), zapremina
uzorka (Vu), udeo metanola u rastvoru za ispiranje (%MeOH) i zapremina rastvora za ispiranje
(Vi). Nivoi koji definiSu vrednost faktora prikazani su u tabeli 11.

Tabela 11. Eksperimentalni domen za optimizaciju pripreme vodenih uzoraka

.. Nivo

Faktor Jedinica 1 0 1
pH 2 5 8
Ve mL 5 10 15
Eluent CHsOH CHsCN EtOAC
Vu mL 50 100 150
%MeOH % 0 5 10
Vi mL 5 10 15

gde su: CH3OH- Metanol, CH3CN- Acetonitril, EtOAc- Etil Acetat, Ve- Zapremina eluenta,
Vu- Zapremina uzorka, Vi- Zapremina rastvora za ispiranje

Kako bi se odredili najznajacniji faktori primenjen je Plaket-Buranov dizajn. U tabeli 12 dat je
prikaz Plaket-Burmanovog dizajna za optimizaciju ekstrakcije na ¢vrstoj fazi, sa realnim

vrednostima.

Tabela 12. Plaket-Burman dizajn, realne vrednosti

Ve,

R. br. pH mL. Eluent Vu, mL % CH30OH, % Vi mL
1 2 5 CHsOH 50 0 5
2 2 15 CHsOH 50 0 15
3 2 5 CHsOH 150 10 15
4 8 5 EtOAc 50 0 5
5 5 10 CHsCN 100 5 10
6 5 10 CHsCN 100 5 10
7 2 15 EtOAC 150 0 15
8 8 5 CHsOH 50 10 15
9 8 15 EtOAC 50 10 15
10 2 5 EtOAc 150 10 5
11 8 15 CHsOH 150 0 5
12 8 15 CHsOH 150 10 5
13 8 5 EtOAC 150 0 15
14 2 15 EtOAc 50 10 5
15 5 10 CHsCN 100 5 10
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Vodeni uzorci koris¢eni tokom optimizacije dobijeni su razblazivanjem standarda pojedinacnih
UV filtera. Krajnja koncentracija UV filtera u uzorcima iznosila je 1,0 pg/L svakog pojedina¢nog
analita. Uticaj pH vrednosti uzorka vode ispitan je u opsegu od 2-8, a pH vrednost uzoraka
podesavana je dodatkom rastvora hlorovodoni¢ne kiseline koncentracije 0,1 M ili dodatkom
rastvora natrijum hidroksida iste koncentracije. Nakon podeSavanja odgovaraju¢e pH vrednosti
sledi kondicioniranje Oasis HLB kertridza propustanjem 5 mL eluenta i 5 mL dejonizovane vode
odgovarajuc¢e pH vrednosti. Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi odvijala se pri protoku od oko 1 mL/min.
Nakon nanoSenja celokupne zapremine uzoraka usledilo je ispiranje smeSom vode i metanola kako
bi se uklonile zaostale necisto¢e na adsorbentu. Susenje je izvodeno pod vakuumom u trajanju od
10 min. Eluiranje je vrS§eno odgovaraju¢om vrstom i1 zapreminom eluenta na osnovu tabele 9.
Dobijeni ekstrakti uparavani su pod strujom azota, a zatim rekonstituisani u 0,5 mL metanola. Svi
pripremljeni uzorci su profiltrirani kroz PTFE filtere (veli¢ina pora 0,22 pm) pre LC-MS analize.

Obzirom da je podjednako vazna analiza svih 11 UV filtera odnosno njihova maksimalna
efikasnost ekstrakcije u fazi pripreme vodenih uzoraka uzet je u obzir zbirni odgovor. Primenom
Deringerove funkcije pozeljnosti (engl. Derringer's desirability function) svi odgovori sistema
transformisani su u jedan zbirni odgovor kako bi se dobio njegov maksimum.

U ovom slucaju nije pretpostavljena razlika u vaznosti za pojedinacne odgovore tako da su D
vrednosti izraCunate smatrajuci sve pojedinacne odgovore podjednako vaznim. Dakle, vrednosti
za di su maksimizirane i kretale su se od 0 do 1, dok su vrednosti pojedina¢nih koeficijenata ri bile
fiksne (ri =1).

2.6. Procena zdravstvenog rizika usled prisustva UV filtera u kozmetickim
proizvodima

Procena zdravstvenog rizika usled prisustva UV filtera u kozmeti¢kim proizvodima izvrSena je
prema Uputstvu za analizu sastojaka kozmetickih proizvoda i ocenu njihove bezbednosti
(SCCS/1628/21, 2021), a zasniva se na proceni granice bezbednosti. Granice bezbednosti (MoS)
za svaki analit odredivane su poredenjem izracunatih SED vrednosti sa makimalnom dozom UV
filtera koja ne izaziva neZeljeni efekat (NOAEL) (jednacina 3). Zdravstveni rizik se na ovaj na¢in
procenjuje poredenjem pojedinacnih vrednosti MoS za svaki analit sa propisanom granicnom
vrednosti propisanom od strane SCCS.

Primenom Monte Karlo simulacije za procenu zdravstvenog rizika dobija se preciznija procena
rizika u odnosu na prethodni pristup. Monte Karlo simulacijom se umesto pojedina¢nih vrednosti
granica bezbednosti dobija raspodela verovatno¢a ukupnih MoS vrednosti za sva Cetiri analita.
Nakon odredivanja pojedina¢nih 1 ukupnih MoS vrednosti za pojedinacne analite, u cilju
odredivanja najznacajnijih faktora koji uticu na zdravstveni rizik i mere nesigurnosti uradena je
kvantitativna analiza osetljivosti

2.7. Procena zdravstvenog rizika usled prisustva UV filtera u Savskom jezeru

Procena zdravstvenog rizika izvrSena je na dva nacina, primenom deterministi¢kog pristupa i
Monte Karlo simulacijom (Ghaderpoori et al., 2020; Tokumura et al., 2020; Li et al., 2021,
Necasova et al., 2017, Garcia-Hidalgo et al., 2018). Deterministicki pristup podrazumeva
poredenje izmerenih koncentracija sa PNEC vrednostima za pojedinacni analit. PNEC vrednosti
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koriS¢ene prilikom procene zdravstvenog rizika deterministiCkim pristupom prikazane su u tabeli

13.

Tabela 13. PNEC vrednosti organskih UV filtera

. PNEC Referenca
UV filter (Lg/L)
IAMC 0,69
OD-PABA 0,3 Norman
BP-4 380
BP-1 0,28
4-MBC 2,0
rve et al.
oC 3,18 (Cazoezi)a :
4-HB 9,99
EHMC 0,4
AVO 1,95
HMS 400 ECHA
ng et al.
BP-3 73,3 (Juzgzel)a '

Vrednosti parametara izlozenosti koris¢ene za procenu zdravstvenog rizika primenom Monte
Karlo simulacije prikazane su u tabeli 14.

Tabela 14. Parametri izloZenosti kori$¢eni za procenu rizika Monte Karlo simulacijom (EPA)

Parametar Dete
Odrasla
. - 1
Naziv Jedinica Oznaka osoba (11-14 godina)

Unos vode ingestijom (I/n) IR 0,025 0,05
Period izlozenosti (dogadaj/god) SF 120 120
Ucestalost izloZenosti (h/dogadaj) ST 1,3 1,7
Prosecna telesna masa (kg) BW 71,75 48,2
Povrsina koze izlozena UV filterima (cm?) SA 18150 14200
Trajanje izloZenosti (dan/god) AT 365 365
Biodostupnost / BI 100% 100%

34



Jelena Stojakovi¢ Doktorska disertacija

1. Srednja vrednost parametara za odraslog muskarca i odraslu Zenu

Pojedini faktori izlozenosti poput ucestalosti plivanja, trajanje plivanja, povrSina koze i telesna
masa prate razliite oblike raspodele. Period i ucestalost izlozenosti su parametri sa trougaonom
raspodelom, prosecna telesna masa ima log-normalnu raspodelu kao i sve koncentracije analita
osim BP4. Ovaj analit najbolje slaganje pokazuje sa Vejbulovom krivom (eng. Weibull curve).

Parametri neophodni za izracunavanje zdravstvenog rizika usled apsorpcije UV filtera dermalnim
putem prikazani su u tabeli 15.

Tabela 15. Parametri za izraCunavanje zdravstvenog rizika usled apsorpcije UV filtera
dermalnim putem (EPA)

Parametar Skraéenica Jednacine
Koeficijent permeabilnosti (cm/h) Ko
Koeficijent oktanol/voda Kow log Kp=-2,80+0,66log Kow -0,0056-MW
Molekulska masa (g/mol) MW
Bezdimenziona veli¢ina B? B=KpV(MW/2,6)
Efektivni koeficijent difuzije kroz roznati sloj (cm?/h) Dsc log (Ds/lse) = -2,80 —0,0056MW
Debljina roznatog sloja (cm) lsc lsc= 0,01 cm
Vreme odlaganja (h) . t=1,2/(6Dsc) = 0,105-1000058M)
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3. REZULTATI | DISKUSIJA

3.1. Razvoj analiticke metode za odredivanje UV filtera u kozmeti¢kim
proizvodima

3.1.1. Optimizacija hromatografskog razdvajanja

Za odredivanje koncentracije UV filtera u kozmetickim proizvodima koriS¢ena je HPLC-DAD
metoda. Analizom hromatograma dobijenih primenom razli¢itih sastava mobilne faze utvrdeno je
da se najbolje hromatografsko razdvajanje analita postiZe pri sastavu mobilne faze 70% metanola
I 30% dejonizovane vode, sa pH-vrednos¢éu 4,5. Na slici 15 dat je hromatogram dobijem
snimanjem smeSe standardnih rastvora UV filtera koncentracije 10 mg/L. Protok mobilne faze bio
je 1 mL/min.

BP-4
BP-1

4-HB

10000- 4MBC

OD-PABA

8000

6000

uAlU

4000

2000

T

Vreme (min)

Slika 15. Hromatografsko razdvajanje UV filtera pri sastavu mobilne faze 70% metanola i 30%
vode

Obzirom da su uzorci kozmetickih sredstava za analizu UV filtera sadrzali kombinaciju
maksimalno ¢etiri analita (OC, EHMC, 2ES i HMS) optimizovano je i hromatografsko razdvajanje
samo ovih analita kako bi se smanjilo vreme trajanja metode i1 utroSak rastvaraca koji ulaze u sastav
mobilne faze. Optimalno razdvajanje OC, EHMC, 2ES i HMS postignuto je sastavom mobilne
faze koju ¢ini 80% metanola i 20% dejonizovane vode (pH-vrednost mobilne faze bila je 4,5).
Hromatogram standarda UV filtera dobijen pri navedenom sastavu mobilne faze prikazan je na
slici 16.

36



Jelena Stojakovi¢ Doktorska disertacija

0oC
100000 EHMC
80000
2 ] 2-ES
40000
20000-
0III[III]III[]II]IiI|III|l]|||]||i|l|il|
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Vreme (min)

Slika 16. Hromatogram smese Cetiri UV filtera prisutna u kozmetickim proizvodima pri
sastavu mobilne faze koju je ¢inilo 80% metanola i 20% dejonizovane vode (pH=4,5)

Promena sastava mobilne faze odnosno povecanje udela organskog rastvara¢a u mobilnoj fazi
doprinelo je smanjenju retencionog vremena svakog od analita, a samim tim i smanjilo vreme
trajanja metode.

3.1.2. Optimizacija metode pripreme uzoraka

U cilju §to vece efikasnosti te€no-te¢ne mikroekstrakcije izvrSena je optimizacija metode pripreme
uzorka. Nakon 12 eksperimenata definisanih Plaket-Burman eksperimentalnim dizajnom
prikazanim u Tabeli 3 u prilogu i analize dobijenih ekstrakata primenom Derindzerove funkcije
pozeljnosti odredeni su parametri sa najve¢im uticajem na prinos ekstrakcije. Primenom jednacine
7 1izraCunat je zbirni odgovor Derindzerove funkcije pozeljnosti za Cetiri UV filtera (OC, HMS,

EHMC, 2ES).
n N/ Xri
(.. 0
i=1

o)
Il

Naslici 17 prikazani su pojedinac¢ni odgovori za svaki UV filter, kao 1 zbirni odgovor Derindzerove
funkcije pozeljnosti.
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Optimum Disp Vdisp kst Macl pH S tekst T Feentr

High MeOH 2400.0 3000 10,0 11.0 vor 5.0 40,0 8000.0
cur MeOH [600.0] [300.0] [10.0] [11.0] Vor [1.0] [40.0] [8000.0]
Predvideno Low ACN 600.0 50.0 0.0 3.0 us 1.0 200 2000.0

Zbirni . H\\\ - | . — || —]
odgovor
D: 0.9100

D: 0.9100

T

HMS
Maksimum
¥ = 1964357
d = 1.0000

— I

2ES
Maksimum
¥ = 5878447
d= 087462

EHMC
Maksimum
y = 2064808
d= 087174

T

i I '

Iy

oc
Maksimum
y = 7829842
d = 0.89957

Slika 17. Pojedinacni i zbirni odgovor Derindzerove funkcije pozeljnosti za Cetiri UV filtera

Prinosi te¢no-te¢ne mirkoekstrakcije za sva Cetiri UV filtera bili su visi kada je kao disperzno
sredstvo kori§¢en metanol. Povecanje zapremine disperznog sredstva nepovoljno je uticalo na
efikasnost ekstrakcije, dok je povecanje zapremine ekstrakcionog rastvara¢a imala povoljan
efekat. Dodatak soli je znacajno uticao na povecéanje prinosa ekstrakcije sva Cetiri analita.

Znacajnost efekta svakog pojedinacnog parametra odredena je primenom Pareto dijagrama koji je
prikazan na slici 18.

D
J
Z
K Oznaka Parametar
E A Disp
B V disp
G c Vekst
D NacCl
A E pH
F S
H G tekst
H T
B J Tcentr
E K t centr
0.8 1.0

Slika 18. Pareto dijagram - Prikaz uticaja pojedinac¢nih parametara na efikasnost ekstrakcije

38



Jelena Stojakovi¢ Doktorska disertacija

Na osnovu prikazanog dijagrama moze se zakljuciti da je nac¢in meSanja prilikom ekstrakcije
parametar koji ima najmanji uticaj na krajnji rezultat pripreme uzorka. Dodatak soli i broj obrtaja
prilikom centrifugiranja izdvojili su se kao najznacajniji, odnosno promena vrednosti ovih
parametara ima najveci uticaj na efikasnost ekstrakcije sva cetiri UV filtera.

Matematickim modelom opisan je odnos izmedu parametara (nezavisno promenljivih) i odgovora
(zavisno promenljivih). U tu svrhu primenjena je analiza varijanse (ANOVA test). Procena
rezultata primenom ANOVA testa podrazumeva ispitivanje rasipanja (disperzije) rezultata. Znacaj
parametara je predstavljen F-vrednostima i p-vrednostima. Promenljive sa visim F-vrednostima i
nizim p -vrednostima predstavljaju parametre sa veéim uticajem na proces te¢no-te¢ne
mikroekstrakcije. Rezultati analize varijanse su sumirani u tabeli 16.

Tabela 16. Rezultati analize varijanse

Izvor varijacije Stepen Zbir kvadrata, Sredina zbira F- p-vrednost
slobode SS kvadrata, vrednost

Model 10 0,7789 0,0779 13,1 0,098

Disp 1 0,0192 0,0192 3,2 0,089

Vgiso 1 0,2682 0,2682 45,3 0,032

Vegstr 1 0,0110 0,0110 2,1 0,091

NaCl 1 0,1560 0,1560 26,5 0,039

pH 1 0,0028 0,0028 1,6 0,095

S 1 0,0387 0,0387 7,4 0,084

tewstr 1 0,0445 0,0445 8,7 0,083

T 1 0,0171 0,0171 3,5 0,089

I centr 1 0,0871 0,0871 15,2 0,077

teentr 1 0,1342 0,1342 23,4 0,042
Greska 1 0,5896 0,5896

Zbir 11 1,3685

Na osnovu rezultata prikazanih u tabeli, uticaj pH-vrednosti (F-vrednost = 1,6; p-vrednost =
0,095), temperature (F-vrednost = 3,5; p-vrednost = 0,089) i vreme ekstrakcije (F-vrednost = 8,7;
p -vrednost = 0,083) na efikasnost ekstrakcije mnogo manji od uticaja koji imaju zapremina
ekstraktanta (F-vrednost = 45,3; p-vrednost = 0,032), dodatak NaCl (F-vrednost = 26,5; p-vrednost
= 0,039) i vreme centrifugiranja (F-vrednost) = 23,4; p-vrednost = 0,032). Shodno tome, uticaj
varijabli se moze rangirati prema slede¢em rastuc¢em redosledu: pH < Vekstr < T < DiSp < S < tekstr
< reentr < teentr < NaCl < Vuisp.

Promene pH-vrednosti izazvale su najmanji efekat na proces mikroekstrakcije, Sto se pripisuje
nepolarnoj prirodi prouc¢avanih UV filtera. Naime, ove supstance imaju visoke koeficijente
raspodele oktanol/voda sto ukazuje na afinitet ovih jedinjenja ka organskoj fazi. Kao rezultat toga,
manje interakcije vodonika i hidroksilnih jona sa UV filterima su prisutne u sistemu pa se efekat
promene pH-vrednosti moze zanemariti. Varijacije u zapremini rastvaraca za ekstrakciju (Vekstr),
temperaturi (T), tipu disperznog sredstva (Disp) i meSanju (S), vremenu ekstrakcije (tekstr) i brzini
centrifugiranja (rcentr) izazvale su neznatne promene u prinosu te¢no-tec¢ne mirkoekstrakcije.
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Analiza varijanse izdvojila je zapreminu disperznog sredstva (Vdisp) kao znacajnu promenljivu.
Na osnovu rezultata dobijenih primenom Derindzerove funkcije pozeljnosti i analize varijanse
promenljive Vdisp, NaCl i reentr koriséene kao ulazni podaci za drugi korak optimizacije u kojem je
primenjen Boks-Behnken dizajn (BBD). Eksperimentalni podaci koriS¢eni za optimizaciju
primenom Boks-Behnken dizajna prikazani su u tabeli 17.

Tabela 17. Boks-Behnen dizajn, realne vrednosti

Faktor Jedinica Nivo -1 Nivo +1
Disp - MeOH
Visp ul 50 200 350
Vekstr ul 300
NaCl % 5 10 15
pH - 7
S - Vor
tekstr min 1
T °C 40
Feentr rpm 4000 6000 8000
teentr min 5

Disp- Tip disperzivnog rastvaraca, ACN- Acetonitrile; MeOH- metanol;
Visp- Zapremina disperzionog rastvaraca; Vexs- Zapremina ekstraktanta;
NaCl- Sadrzaj soli; pH- pH vrednost uzorka; S- Nacin homogenizacije;
US- Ultrazvuk; Vor- Vortex; tes- Trajanje ekstrakcije; T- Temperatura
uzorka; reent- Broj obrtaja; teent- Trajanje cenrifugiranja;

Promenljive Vdisp, NaCl 1 reentr varirane su prema navedenom dizajnu u opsezima: Vdisp = S0—
350 pL, NaCl = 5-15%, and rcentr = 4000—8000 rpm. Nakon serije od 15 eksperimenata, rezultati
su potvrdili zakonitosti koje su utvrdene prethodnim korakom optimizacije. Efikasnost ekstrakcije
se povecala se sa smanjenjem dodate zapremine disperznog sredstva. Dodatak soli poboljsao je
efikasnost ekstrakcije zbog efekta isoljavanja koji moze uticati na smanjenje rastvorljivosti analita
u vodenoj fazi. Radi lakSeg tumacenja dobijenih rezultata za njihovu inetrpretaciju koris¢en je
metod odgovora povrSina (engl. response surface methodology - RSM). Eksperimentalni podaci
su predstavljeni koris¢enjem polinomne jednacine drugog reda:
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D = Ay + B1X; + ByXy + B3X5 + Cy X1 Xy + CsX1 X3 + CeXo X3 + Dy X7 + DgX% + DoX3 6)

gde X1, X2 1 X3 oznacavaju Vdisp, NaCl 1 teentr, respektivno. Ao je konstanta, Bi, B2 1 B3 su linearni
koeficijenti, Cs4, Cs 1 Cs su koeficijenti interakcije, a D7, Ds 1 D9 su koeficijenti drugog reda.
Koeficijenti (Ao - D9) su procenjeni nelinearnim modelovanjem. U tabeli 18 date su polinomne
jednacine drugog reda za svaki od analita.

Tabela 18. Polinomne jednacine drugog reda

Analit Jednacina
HMS Drims=434- 4,89-Vyispt 29,2:NaCl+ 0,245 reeng+ 0,00418-Vgisp- Vaisp- 7,02-NaCl-NaCl- 0,000035-r
centr'rcentr+ 0,086'Vdisp'NaC|+ 0,000331‘Vdisp'rcentr +0,01162 NaCI'rcentr
2ES Daes = 452 - 3,21-Visp + 23,5-NaCl + 0,039 rcentr + 0,00247 - Visp* Vaisp - 3,81-NaCl-NaCl
= 0,000012' rcemr‘ rcentr + 0,0355' Vdisp 'NaCI + 0,000307' Vdisp . rcen[r + 0,00565'NaC|- rcen[r
EHMC Denmc = 297 - 3,46 Visp - 20,2:NaCl + 0,145: reeny + 0,00328: Visp - Vaisp - 1,85-NaCl-NaCl
- 0,000020' rcentr . rcentr + 0,1008' Vdisp 'NaCI + 0,000202‘ Vdisp . rcentr + 0,00548'N&C|' rcentr
OC DOC = 59 = 0,652 Vdisp + 4,8N8.C| + 0,0258 rcen[r + 0,000528 Vdisp " Vdisp - O,872NaCINaCI

- 0,000004 rcen[r " rcen[r + 0,0108 Vdisp NaCI + 0,000049 Vdisp . rcentr + 0,00130NaC| rcentr

Veza izmedu promenljivih i odgovora tj. efikasnosti ekstrakcije moze se prikazati i graficki (Slika

19).
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Slika 19. Dijagrami odgovora povrSina kod disperzivne te¢no-te¢ne mikroekstrakcije: a)
efikasnost DLLME u funkciji Vdisp i NaCl; b) efikasnost DLLME u funkciji Vdisp 1 rcentr; C)
efikasnost DLLME u funkciji NaCl i reentr

Na osnovu vrednosti D funkcije i grafickog prikaza rezultata donet je zaklju¢ak da smanjenje
zapremine disperznog sredstva povoljno uti¢e na povecanje efikasnosti ekstrakcije sva Cetiri UV
filtera. Kao optimalna vrednost ovog parametra odabrano je najniza ispitivana zapremina tj. 50 pl
disperznog sredstva. Povec¢anjem koli¢ine udela soli u uzorku iznad 10% smanjena je efikasnost
ekstrakcije svakog pojedinacnog UV filtera. Na osnovu dobijenih rezultata kao optimalna vrednost
udela NaCl odabrana je srednja vrednost (10%). Najbolje razdvajanje faza postignuto je
centrifugiranjem uzoraka na 6000 obrtaja po minuti, u trajanju od 5 minuta. U tabeli 19 prikazane
su sve krajnje vrednosti promenljivih optimizovane u cilju $to bolje efikasnosti DLLME.

42



Jelena Stojakovié

Doktorska disertacija

Tabela 19. Vrednosti promenljivih nakon optimizacije DLLME

Faktor Jedinica Vrednost
Disp - MeOH
Vdisp },lL 50
Vekstr },lL 300
NacCl % 10

pH : .
S ) \Vor
Tekstr min 1
T °C 40
l'centr rpm 6000
tcentr min 5

Disp- Tip disperzivnog

Zapremina

disperzionog

rastvaraca,  Vdisp-
rastvaraca;  Vekst-

Zapremina ekstraktanta; NaCl- Sadrzaj soli; pH-
pH vrednost uzorka; S- Nad¢in homogenizacije;
tekst- Trajanje ekstrakcije; T- Temperatura uzorka;
reentr- Broj obrtaja; teentr- Trajanje cenrifugiranja;

3.1.3. Validacija DLLME-HPLC-UV metode

Nakon optimizacije hromatografskog razdvajanja analita i optimizacije pripreme uzoraka izvrSena
je validacija metode. Validacija metode izvrSena je dodatkom standardnih rastvora UV filtera u
kozmeticki proizvod za zastitu od suncevog zracenja koji prema deklaraciji ne sadrzi konkretan
UV filter. Na slici 20 prikazan je hromatogram standardnog rastvora smese UV filtera u metanolu
koncentracije 10 mg/L, hromatogram ekstrakta uzorka kome je dodata smesa standardnih rastvora
UV filtera kocentracije 10 mg/L, kao i hromatogrami ekstrakta uzoraka koji ne sadrze EHMC i
OC, a kojima su dodati pojedina¢ni standardni rastvori ovih analita koncentracije 10 mg/L,

respektivno.
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Slika 20. Hromatogrami OC, EHMC, 2ES i HMS koncentracije 10 mg/L: a) standardni rastvor

smese UV filtera u metanolu; b) dodatak smese standarda u proizvod koji ne sadrzi ni jedan od

analiziranih UV filtera; ¢) 1 d) dodatak standarda EHMC 1 OC u proizvode koji ne sadrze ovaj
UV filter, respektivno

Sa hromatograma se moze videti da je postignuto dobro razdvajanje proucavanih UV filtera. U
okviru validacije metode odredeni su slede¢i parametri: opseg linearnosti, retenciono vreme,
granica detekcije metode (engl. method detection limit, MDL), presek i nagib kalibracione krive,
koeficijent determinacije, prinos i ponovljivost metode (izrazena preko relativne standardne
devijacije, RSD). Parametri validacije metode prikazani su u tabeli 20:
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Tabela 20. Parametri validacije HPLC-UV metode

Parametar Jedinica oC EHMC 2ES HMS
Linearni opseg % 0,05-22 0,04-20 0,08-17 0,10-15
Retenciono vreme min 7,01 10,44 12,62 12,90
MDL % 0,015 0,012 0,024 0,031
Odsecak (mAU min) 44 -36 78 167
Nagib (mAU min 2539 3013 1249 1047
Koeficijent - 0,9974 0,9991 0,9962 0,9957
determinacije
Prinos. % 95 98 90 105
RSD' % 4,6 2,4 6,6 8,0
Prinos’ % 96 102 93 94
RSD’ % 3,7 3,0 45 7,2

! _ optimizovana metoda
2 _ standardna metoda (SRPS EN 17156:2019)

Kalibracione krive za sva ¢etiri UV filtera konstruisane su na osnovu rezultata analize standardnih
rastvora koncentracija od 10 mg/L do 150 mg/L, $to odgovara opsegu koncentracija UV filtera
o¢ekivanih u kozmeti¢kim proizvodima. Rezultati prikazani u tabeli 20 ukazuju na dobru
linearnost u opsegu od 0,04-22% masenog udela. Koeficijent determinacije bio je u opsegu od
0,9957 do 0,9991. Najniza vrednost koeficijenta determinacije zabelezena je u slucaju HMS i
iznosila je 0,9957. Granice detekcije na krecu se u opsegu od 0,01-0,03%, dok se granice
kvantifikacije krecu u opsegu od 0,04-0,10% UV filtera u proizvodu za zastitu od suncevog
zraCenja. Relativna standardna devijacija za sve proucavane UV filtere bila je do 8,0% cime je
potvrdena dobra ponovljivost optimizovane metode. Istinitost metode izrazena je kroz prinos i
varirala je u opsegu od 90-105%.

Optimizovana i validirana metoda uporedena je sa standardnom metodom za identifikaciju i
kvantitativno odredivanje 22 UV filtera u kozmetickim proizvodima (SRPS EN 17156:2019).
Primenom t-testa potvrdena je dobra podudarnost prinosa standardne i razvijene metode, P-
vrednosti pojedina¢nih UV filtera bile su vece od kriti¢nog nivoa a = 0,05 §to ukazuje da nema
statisticki znacajnih razlika izmedu prinosa standardne 1 razvijene metode. Relativna standardna
devijacija ima vrednosti manje ili jednako 8 za sva Cetiri ispitana UV filtera, pri cemu izmedu RSD
razvijene i RSD standardne metode nema znacajnih odstupanja. Standardna metoda (SRPS EN
17156:2019) pokazuje sli¢ne ili neSto bolje performanse u odnosu na razvijenu metodu poput
manje relativne standardne devijacije za vec¢inu analiziranih UV filtera. Dodatkom malih koli¢ine
organskih rastvaraca se koriste prilikom precis¢avanja uzorka (ukupno 400 uL) dobija se izuzetno
Cist ekstrakt za HPLC analizu. Ovako dobijen ekstrakt znacajno je ¢istiji u odnosu na ekstrakt koji
se dobija primenom standardne procedure za pripremu uzorka (SRPS EN 17156:2019). Priprema
uzorka primenom DLLME predstavlja ekoloski prihvatljiviju metodu u odnosu na pripremu
predvidenu standardnom metodom.
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3.2. Analiza uzoraka kozmetickih proizvoda
Razvijena DLLME metoda za pripremu uzoraka primenjena je na 23 kozmeticka proizvoda za

zaStitu od negativnog uticaja suncevog zracenja. Pripremljeni uzorci analizirani su razvijenom
HPLC-UV metodom, a dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 21.

Tabela 21. Koncentracije UV filtera u kozmeti¢kim proizvodima

Broj OC,% EHMC,% 2ES, % HMS, %
Uzorka

1 5,2 4 3.1 6,2
3,3 3,4 n.d. n.d.
3 3,8 6,2 n.d. n.d.
4 n.d. 1,4 n.d. n.d.
5 8,7 19 n.d. n.d.
6 3,5 6,2 3,7 8,2
7 3 2,3 1,9 3,5
8 45 9,6 n.d. n.d.
9 n.d. 3.4 2,8 8,1
10 n.d. 2,7 1,1 3,4
11 1,7 2 11 nd
12 7,4 79 1,9 1,7
13 2,7 2,8 4,2 n.d
14 3,9 5,6 2,2 5,3
15 3,1 3,6 1,7 3,8
16 1,2 2,2 n.d. n.d.
17 4.4 3,8 n.d. n.d.
18 2,1 5,2 2,1 3
19 3 10 3,2 41
20 11 10 n.d. 6
21 3,8 3,3 n.d. 5,2
22 2,6 n.d. 2 8,3
23 n.d. 2,1 n.d. 6,9

n.d. — nije detektovano

U 8 od ukupno 23 uzorka kozmetickih proizvoda detektovana su sva 4 analizirana UV filtera. Po
3 UV filtera detektovana su u 7 uzoraka, dok je uzorak broj 4 sadrzao samo EHMC. EHMC je
najc¢esce detektovan UV filter u analiziranim kozmetickim proizvodima, ovaj UV filter nije
sadrzao samo uzorak broj 22. UV filter 2ES detektovan je u 13 uzoraka i to je najrede detektovan
UV filter u analiziranim kozmetickim proizvodima.
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U cilju lakSeg tumacenja rezultata koncentracije UV filtera sumirane su primenom deskriptivne
statistike. U tabeli 22 prikazane su srednja (SV), minimalna (Min) i maksimalna vrednost (Maks)
koncentracija, kao i relativna standardna devijacija (RSD), simetrija (engl. Skewness, S) i
spljostenost (engl. Kurtosis, K). Simetrija i spljostenost predstavljaju veli¢inu koja opisuje oblik
distribucije tj. njenu simetriju i ,,spljostenost” u odnosu na normalnu distribuciju.

Tabela 22. Deskriptivna statistika koncentracija UV filtera u kozmeti¢kim proizvodima.

UV Filter| SV RSD Min Maks S K
ocC 4,2 2,4 1,2 11 1,7 2,7
EHMC 53 4 1,4 19 54 2,1
2ES 3,2 2,1 1,1 11 9,0 2,7
HMS 52 19 1,7 8,2 -0,96 0,11

SV- Srednja vrednost; RSD- Relativna standardna devijacija; Min- Minimalna
vrednost; Maks - Maksimalna vrednost; S- simetrija (engl. Skewness); K-
spljostenost (engl. Kurtosis)

Koncentracije UV filtera u analiziranim kozmetickim proizvodima kretale su se od 1,1 do 11%. U
tr1 uzoraka izmerene koncentracije OC, EHMC 1 2ES bile su iznad maksimalno dozvoljenih
kocentracija (10%) propisanih uredbom Evropske Unije 1223/2009 kojom je regulisana upotreba
UV filtera u kozmetickim proizvodima. NajviSa vrednost izmerene koncentracije UV filtera u
kozmeti¢kim proizvodima zabelezena je u slu¢aju EHMC-a (19%). Ovaj UV filter takode ima i
najveci opseg koncentracija (1,4—19%). Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima studije
(Chaiyabutr et al., 2021) u kojoj je ispitivano prisustvo UV filtera u preko 5000 uzoraka
kozmetickih preparata. U obe studije EHMC je bio prisutan u najve¢em broju uzoraka i u najvisim
koncentracijama. Ve¢ina uzoraka sadrzala je viSe od jednog UV filtera, a dobijeni rezultati
poredeni su sa rezultatima drugih studija (Tabela 22). Maksimalno izmerena koncentracija EHMC
(19%) premasuje vrednosti maksimalnih koncentracija ovog analita u drugim studijama. Izmerene
koncentracije OC 1 HMS nalaze se u opsegu koncenracija izmerenih u studijama ¢iji su rezuati
prikazani u tabeli 23.
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Tabela 23. Poredenje rezltata sa podacima iz literature

R br.| OC(%) EHMC (%) 2ES(%) HMS (%) Referenca
1 051-116  213-78 28351 48988  (Tovar-Sanchez etal., 2013)
2 1,0-10 2,0-5,0 n.a. 2,5-5,0 (Pawlowski et al., 2021)
3 1,03-9,86 0,11-8,63 0,07-5,26 1,91-9,12 (Manova et al., 2013)
4 1,7 7,0 n.a. n.a. (Raslan et al., 2020)
5 1,13-6,75 3,08-8,16  1,78-5,33 n.a. (Kim et al., 2011)
6 0,8-10 4,7-10 n.a. n.a. (De Orsi et al., 2006)
7 1,248-10,36 2,637-4,11 n.a. 3,721-6,118 (Rastogi, 2002)
9 3,28-10,57  0,34-10,0 2,83-5,80 n.a. (Ding et al., 2018)
10 1,2-11 1,4-19 1,1-11 1,7-8,2 Rezultati disertacije

n.a. — nije analizirano

Na osnovu prikazanih maksimalnih koncentracija Cetiri organska UV filtera moze se zakljuciti da
koncentracije OC u nekoliko studija premasuju vrednost maksimalno dozvoljene koncentracije od
10%. Orsi 1 Ding sa saradnicima (2006) u okviru svojih istraZivanja izmerili su koncentracije
EHMC koje su na granici maksimalno dozvoljene vrednosti (10%). Vecina izmerenih
koncentracija OC i EHMC bile su u opsegu koncentracija propisanih uredbom Evropske Unije, a
koncentracije 2ES 1 HMS su u prikazanim studijama bile niZe od maksimalno dozvoljenih.
Rezultati dobijeni istrazivanjem u okviru ove doktorske disertacije pokazuju da samo HMS sa
maksimalnim udelom od 8,2% ni u jednom uzorku nije imao viSu vrednost koncentracije od
maksimalno dozvoljene.

3.3. Procena zdravstvenog rizika usled prisustva UV filtera u kozmetickim
proizvodima

Primenom kozmetickih preparata koji sadrZze organske UV filtere ljudi ova jedinjenja u ogranizam
mogu uneti dermalnim putem, inhalacijom i ingestijom. Doza sistemske izloZenosti i granica
bezbednosti (MoS) izraCunate su na osnovu rezultata analize kozmetickih preparata i nacina
njihove primene (nacina nanoSenja proizvoda na kozu, vremena kontakta izmedu proizvoda i koze,
koli¢ine nanetog proizvoda na kozu i sl.). Srednje vrednosti doze sistemske izloZenosti (SED)
racunate su prema jednacini (4), gde je za Epro uzeta vrednost od 123,2 mg/kg tm/dan koja je kao
i vrednosti za koncentraciju analita koji se apsorbuje kroz kozu (DAp) uzeta iz Uputstva za analizu
sastojaka kozmetic¢kih proizvoda i ocenu njihove bezbednosti (SCCS/1628/21, 2021).

Izraunate prosecéne vrednosti doze sistemske izloZenosti i granice bezbednosti prikazane su u
tabeli 24.
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Tabela 24. 1zracunate vrednosti doze sistemske izloZenosti i granice bezbednosti

ocC EHMC 2ES HMS
DA; (%) 10 10 0,5 2,0
SED (mg/kg tm/dan) 0,52 0,61 0,020 0,079
NOAEL (mg/kg tm/dan) 153 450 250 100
MoS 296 738 1260 3160

DA,- Koncentracija analita koja se apsorbuje kroz kozu; SED- sistemska doza izlozenosti; NOAEL-
makimalna doza UV filtera koja ne izaziva nezeljeni efekat; MoS- Granica bezbednosti;

Prosecne vrednosti MoS za pojedinacne UVF kretale su se u opsegu od 296 do 3160 Sto znaci da
su znacajno vece od grani¢ne vrednosti (100) koju preporucuje SCCS. Preciznija procena
verovatnoce zdravstvenog rizika dobija se primenom Monte Karlo simulacije, gde se za procenu
rizika umesto srednje vrednosti kocentracije analita (jedna tacka), dobijene slucajnim
uzorkovanjem, bira neka od koncentracija iz funkcije distribucije, za svaku promenljivu. Na slici
21 prikazana je raspodela verovatno¢a ukupnih MoS vrednosti za sva Cetiri analita.
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Slika 21. Raspodela verovatno¢a ukupnih MoS vrednosti
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Srednja vrednost ukupne MoS vrednosti za sva Cetiri analita iznosi 342, dok su vrednosti za ukuni
MoS za 10. i 90. percentil 119 i 441, respektivno. Pojedina¢ne i ukupna vrednost MoS za sva Cetiri
analita prikazane su u tabeli 25.

Tabela 25. Pojedinaéne i ukupna vrednost granice bezbednosti

MoSoc MoSenmc MoSzes MoSHms MoSiot
SV 206 1020 5540 1380 342
90% 796 1850 34900 8690 441
10% 154 345 2550 578 119

MoSoc- granica bezbednosti za OC. MoSgnmc- granica bezbednosti za EHMC; MoSzes- granica
bezbednosti za 2ES; MoShwms- granica bezbednosti za HMS; MoSq- ukupna vrednost granice bezbednosti

Prema preporukama SCCS, minimalna vrednost MoS da bi se proizvod mogao deklarisati kao
bezbedan mora iznositi minimum 100. Vrednosti pojedina¢nih, kao 1 ukupne MoS vrednosti
znacajno su veée od propisane granice bezbednosti. Medutim, procena rizika u slucaju
kozmetickih proizvoda koji sadrze vec¢i broj UV filtera ukazuje na to da 5. procentil izraCunatih
MoS vrednosti ne prelazi minimalnu granicu bezbednosti. Ovi rezultati ukazuju na zabrinutost
usled primene kozmetickih proizvoda u ¢iji sastav ulazi veci broj organskih UV filtera, narocito
za osobe koje primenjuju razli¢ite vrste proizvoda za zastitu od suncevog zracenja.

U cilju odredivanja najznacajnijih faktora koji utiCcu na procenjeni zdravstveni rizik kao i
nesigurnost ovih rezultata uradena je kvantitativna analiza osetljivosti. Rezultati analize prikazani
graficki (slika 22). Grafik prikazuje dobijene rezultate za svaku izlaznu promenljivu, a one su
poredane prema uticaju od najviSeg ka najmanjem.

MoS,
0.00E+00 1.00E+02 2.00E+02 3.00E+02 4 00E+02 5.00E+02

2 846
3 1.13
4
[0 Downside
5 M Upside

Slika 22. Grafic¢ki prikaz analize osetljivosti pri proceni zdravstvenog rizika. 1- koncentracija
OC, 2-Epro, 3-Koncentracija EHMC, 4-Koncentracija 2ES, 5- DAp vrednost za OC
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Duz x-ose ucrtane su MoS vrednosti. Vrednosti levo i desno u odnosu na centar predstavljaju
rezultate za 90. 1 10. percentil, respektivno. Koncentracija OC u kozmetickim proizvodima
izdvojila se kao najuticajnija promenljiva prilikom procene zdravstvenog rizika usled dermalne
izlozenosti. Procenjena vrednost dnevne izloZzenosti Epro ima manji uticaj u odnosu na
koncentraciju OC. Najmanji uticaj od navedenih promenljivih zabelezen je u sluaju dermalne
apsorpcije OC. Promenljive prikazane na slici 22 doprinose krajnjem rezultatu procene rizika sa
99,9%.

3.4. Razvoj analiticke metode za odredivanje UV filtera u vodi
3.4.1. Razvoj LC-MS/MS metode

Optimizaciji hromatografskog razdvajanja analita u cilju LC-MS/MS analize prethodilo je
snimanje masenih spektara. Maseni spektri dobijeni su koris¢enjem LTQ XL (Thermo Fisher
Scientific, Voltam, SAD) masenog spektrometra sa linearnim jonskim trapom, a kao jonizaciona
tehnika koriS¢ena je elektronsprej jonizacija. U cilju dobijanja $to intenzivnijeg i stabilnijeg
prekursor jona maseni spektri snimani su unosenjem standardnih rastvora analita u tok mobilne
faze. Dodatak mravlje kiseline u mobilnu fazu koja se sastojala od 70% metanola i 30%
dejonizovane vode pozitivno je uticao na proces jonizacije analita. Maseni spektri svih analita osim
BP-4 i HMS snimani su u pozitivnom rezimu. Na slici 23 prikazani su maseni spektri BP-4 snimani
iz rastvora metanola koncentracije 10 pg/L.
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Slika 23. Maseni spektri BP-4 snimani iz rastvora metanola pri koncentraciji od 10 mg/L:
a) ESI(-)MS; b) ESI(-)MS? [M-H]~
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Maseni spektri ostalih analita prikazani su na slikama datim u prilogu. Na osnovu dobijenih
masenih spektara za kvantifikaciju svakog analita odabrana je karakteristicna reakcija
fragmentacije prekursor jona u najintenzivniji i najstabilniji fragmentni jon, uz optimizovanu
kolizionu energiju. Rezultati su prikazani u tabeli 26.

Tabela 26. Optimizovani MS/MS parametri

UV filter P.rekursor Koliéong Fragmentni
jon, m/z energija, % jon, m/z

BP-4 307 [M—H] 30 227
4-HB 199 [M + H]* 25 121
BP-1 183 [M + H]* 28 105
BP-3 229 [M + H]* 25 151
IAMC 249 [M + H]* 18 179
4-MBC 255[M + H]* 25 237
HMS 261 [M—H] 25 137
oC 362 [M + HJ]* 25 250
OD-PABA | 278 [M + HJ" 27 166
EHMC 291 [M + H]* 15 179
AVO 311 [M + H]* 25 161

Hromatografsko razdvajanje odabranih UV filtera izvrSeno je na Thermo Fisher Scientific
(Thermo Scientific, Waltham, SAD) sistemu koji se sastoji od Dionex Ultimate 3000 te¢nog
hromatografa opremljnog Accucore™ aQ C18 kolonom (duzine 10 ¢cm, unutras$njeg precnika 2,1
mm, veli¢ina ¢estica 2,6 um) i LTQ XL masenog spektrometra sa linearnim jonskim trapom. Za
optimizaciju hromatografskog razdvajanja koriS¢eni su razli¢iti protoci 1 sastavi mobilne faze
saCinjene od dejonizovane vode i metanola ili acetonitrila, kao i mravlje kiseline kao aditiva.
Optimalno razdvajanje UV filtera ostvareno je primenom kombinacije dejonizovane vode,
metanola i mravlje kiseline, a optimalni sastav i protok mobilne faze prikazani su u tabeli 27.

Tabela 27. Sastav i protok mobilne faza za hromatografsko razdvajanje UV filtera

Retenciono vreme,  Protok, H-0, MeOH, HCOOH,
min mL/min % % %
0 0,250 29 70 1
3 0,250 29 70 1
5 0,250 0 99 1
10 0,250 0 99 1
15 0,250 29 70 1
20 0,250 29 70 1
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Primenom kolone manjeg pre¢nika u odnosu na kolonu Phenomenex Kinetex EVO C18 smanjen
je protok mobilne faze sa 1 mL/min na 0,250 mL/min, a samim tim i potro$nja rastvarac¢a tokom
analize. Uz konstantan protok mobilne faze, sa gradijentom mobilne faze navedenim u tabeli 26 i
primenom optimalnih MS/MS parametara dobijen je maseni hromatogram smese 11 UV filtera
(slika 24). Zapremina injektovanih standarda bila je 20 pL.

] ; TIC FiTMS -c ESISRM ms2
] BP-4 307.00@cid32.00
509 [226.0022800]
] TIC F:THS + CESISRM ms2
] g 193.00@cd25 00
504 4-HB [120.00-122.00]
o
]
g
5

TIC F:MMS + cESISRM ms2
] 228.00@6d25.00
50 BP-3 [150.00-152.00]

TIC F.MMS + cE 51 SRM ms2

] 255 00@5d25 00
s0] 4-MBC [236.00 238.00]

e
TICF-THS - cE 51 SAM
] ms2261,00@5425.00
504 HMS [136.00-138.00)
1007
] TICF: TS + CESISAM
] ms2 362.00@5425.00
504 Qc [249.00-251.00]
1047
5] OD-PABA
1007
] TICF-THS + cESISAM
] ms2291,00@5d15.00
] ) [178.00-180.00]
50 EHMC
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Slika 24. Maseni hromatogrami standardnog rastvora smese odabranih UV filtera u metanolu
koncentracije 300 pg/L
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3.4.2. Optimizacija metode pripreme uzoraka vode

U prvom koraku optimizacije metode pripreme uzoraka vode optimizovani su: pH vrednost
uzorka, zapremina eluenta (Ve), vrsta eluenta (Eluent), zapremina uzorka (Vu), udeo metanola u
rastvoru za ispiranje (%MeOH) i zapremina rastvora za ispiranje (Vi). Nakon serije od 15
eksperimenata definisanih Plaket-Burman eksperimentalnim dizajnom rezultati su predstavljeni
pomocu Pareto dijagrama (Slika 25) kako bi se utvrdila znacajnost pojedinac¢nih parametara.

C -

A i

E - Oznaka Parametar
A pH

B B Ve
C Eluent
D Vu

F - E %MeOH
F Vi

o |

0.0 05 10 15 20 25 30

Slika 25. Pareto dijagram - Prikaz uticaja pojedina¢nih parametara na efikasnost SPE

Vrsta rastvaraca za eluiranje pokazala se kao najznacajnija za efikasnost ekstrakcije UV filtera iz
vodenih uzoraka. pH-vrednost vodenog uzorka i procenat metanola u rastvoru za ispiranje imali
su takode bitan uticaj na efikasnost, dok su se ostali ispitivani parametri pokazali kao manje vazni.
Na osnovu rezultata konstruisan je dijagram glavnih efekata uticaja ispitivanih parametara (slika
26) koji detaljnije objasnjava njihov uticaj.
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Slika 26. Dijagram glavnih efekata uticaja ispitivanih parametara na efikasnost ekstrakcije
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Kao §to se na dijagramu moze videti, povecanje zapremine uzorka i zapremine rastvora za eluiranje
pozitivno uti¢e na porast prinosa ekstrakcije. Iako je na osnovu Pareto dijagrama utvrdeno da
navedeni parametri nemaju znacajan uticaj na efikasnost, na osnovu dijagrama sa slike 26 moze
se zakljuciti koju vrednost datih parametara treba usvojiti kao optimalnu. Povecanje pH-vrednosti,
procenta metanola u rastvoru za ispiranje i zapremine ovog rastvora ima negativan uticaj na prinos
ekstrakcije. Najveca razlika u prinosu postignuta je primenom etilacetata kao rastvora za eluiranje
u odnosu na metanol. Etil-acetat usvojen je kao optimalna vrsta rastvaraca, a dalja optimizacija
odnosila se na odabir optimalnog procenta metanola u rastvoru za ispiranje i oprimalne pH-
vrednosti uzorka. U tabeli 28 prikazani su uslovi definisani centralnim kompozitnim dizajnom.

Tabela 28. Uslovi optimizacije prema centralnom kompozitnom dizajnu

R. br. pH %MeOH
1 0.8 5.0
2 5.0 0.8
3 2.0 8.0
4 5.0 5.0
5 5.0 9.2
6 5.0 5.0
7 8.0 2.0
8 2.0 2.0
9 5.0 5.0
10 8.0 8.0
11 9.2 5.0
12 5.0 5.0
13 5.0 5.0

Eksperimenti su radeni prema centralnom kompozitnom dizajnu jer je ovaj model pozeljan ukoliko
se optimizuje manji broj promenljivih. Rezultati dobijeni nakon serije od 13 eksperimenata
graficki su prikazani dijagramom odgovora povrsina (Slika 27).
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Slika 27. Dijagram odgovora povrsSina prinosa UV filtera u funkciji pH-Vrednosti i %MeOH

Sa grafika se moze zakljuciti da odgovor sistema tj. efikasnost ekstrakcije dostize svoj maksimum
pri uslovima koji su priblizno jednaki srednjoj vrednosti opsega u kome su parametri varirani.
Kako bi se odredila tacna optimalna vrednost za pojedinane parametre izracunata je i graficki
predstavljena DerindZzerova funkcija pozeljnosti (slika 28). Eksperimentalni podaci su
predstavljeni koris¢enjem polinomne jednacine drugog reda:

Optimum pH i eCH
, High 58,2426 89,2426
D: 03187 [5.1286] [4.7857]
Predvideno Low 07574 0.7574
D
Maksimum
y =00
d = 0.31867

Slika 28. Derindzerova funkcija pozeljnosti
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Na osnovu rezultata prikazanih pomoc¢u Derindzerove funkcije pozeljnosti optimalna pH-vrednost
uzorka vode iznosi 5,1. Vrednosti bliske krajnje ispitivanim granicama znacajno uti€u na
smanjenje efikasnosti ekstrakcije na ¢vrstoj fazi. Metanol koji se dodaje rastvoru za ispiranje
kertridZa nakon nanoSenja uzorka ima za cilj uklanjanje matricnih smetnji. Medutim, rezultati
CCD optimizacije pokazali su da ukoliko je procenat metanola veci od 5% dolazi do smanjenja
efikasnosti ekstrakcije. Ovakav rezultat se moZe objasniti potencijalnim spiranjem analita sa
sorbenta nakon primene rastvora sa viSim sadrzajem metanola. Optimalna vrednost udela metanola
na osnovu rezultata optimizacije iznosi 4,8%. Konacni rezultat optimizacije pripreme uzorka jeste
ekstrakcija UV filtera iz 150 mL vodenog uzorka ¢ija je pH-vrednost dodatkom 0,1M HCI
podesena na 5,1. Nakon kondicioniranja kertridza i nanoSenja uzorka vrsi se suSenje kertridza, a
zatim ispiranje kertridza 4,8% rastvorom metanola. Eluiranje se izvodi sa 15 mL etil-acetata. Sema
optimizovane procedure za pripremu uzoraka vode za LC-MS/MS analizu UV filtera prikazana je
na slici 29.
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150 ml uzorka, pH= 5,1

OASIS HLB 100 mg/ 6 ml
v

5 ml EtOAc
5 ml H,O
5 ml H,O (pH=5,1)

v

NanoSenje uzorka

v

SuSenje kolone, 10 min

v
Ispiranje: 5 ml rastvora MeOH (4,8%)

v
Eluiranje: 15 ml EtOAc

v
Uparavanje do suva
v
Rekonstituisanje: 0,5 ml MeOH

v
Filtriranje: PTFE filter (0,22 pm)

Slika 29. Sema optimizovane SPE metode za pripremu uzorka vode

Razvijena i optimizovana metoda analize uzoraka vode validirana je tako $to su analizirani uzorci
dejonizovane vode u koje su dodati standardni rastvori 11 analita tako da koncentracija svih analita
u uzorcima iznosi 1, 10 i 100 mg/L. Eksperimenti su izvedeni analizom 6 proba odnosno sa 6
ponavljanja. Odredeni su slede¢i parametri validacije metode: granice kvantifikacije (LOQ),
linearnost metode, koeficijent determinacije (R?), prinosi analita, ponovljivost metode (izrazena
preko relativne standardne devijacije, RSD). Prinosi analita odredivani su pri koncentraciji od 50
mg/L pojedinac¢nih UV filtera. Dobijeni rezultati su predstavljeni u tabeli 29.
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Tabela 29. Parametri validacije metode

LOQ Linearnost , Prinos RSD

R
Y wen ox 0 ()

BP-4 0,11 856-x 0.9953 66 9,9

4-HB 1,6 1150-x 0.9964 69 14
BP-1 4.4 558-x 0.9989 81 16
BP-3 0,04 2490-x 0.9975 77 8,7

IAMC 0,03 2500-x 0.9968 69 18

HMS 1,0 1372-x 0.9951 47 19
4-MBC 1,2 1536-x 0.9959 91 7,8
oC 1,7 680-x 0.9980 94 10

OD-PABA 0,01 11806-x  0.9978 86 14
EHMC 1,7 1532-x 0.9993 82 17
AVO 3,6 646-Xx 0.9986 100 8,8

Prinosi optimizovane metode kretali su se u opsegu od 47% do 100%. Prihvatljive vrednosti
prinosa (70-120%) dobijene su za 7 od ukupno 11 analiziranih organskih UV filtera u opsegu
koncentracija od 1 do 100 pg/L. Najnizi prinos dobijen je u slu¢aju HMS-a, UV filtera kod kog je
zabelezena 1 najviSa vrednost relativne standardne devijacije (19%). Relativna standardna
devijacija iznosila je manje od 20% za sve analite, $to potvrduje dobru ponovljivost optimizovane
metode. Dobra linearnost metode u ispitivanom opsegu moze se potvrditi koeficijentom
determinacije koji je u opsegu od 0,9951-0,9993. Granice kvantifikacije iznose od 0,03 pg/L do
4,4 pg/L. Niske vrednosti granica kvantifikacije za sve analite ukazuju na dobru osetljivost
razvijene metode.

3.5. Analiza realnih uzoraka vode

Primenom razvijene metode za analizu UV filtera u uzorcima vode po prvi put analiziran je sadrzaj
UV filtera u Savskom jezeru. Uzorci su prethodno pripremljeni optimizovanom SPE metodom.
Izmerene koncentracije pojedina¢nih UV filtera u uzorcima Savskog jezera prikazane su u tabeli
30. Od ukupno jedanaest analiziranih UV filtera, devet je detektovano u svim uzorcima. Prose¢ne
koncentracije OD-PABA i IAMC su znacajno niZe u odnosu na ostale analizirane UV filtere u
Savskom jezeru i iznose 0,4 pg/L i 0,3 pg/L, respektivno.
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Tabela 30. Koncentracije pojedinacnih UV filtera u Savskom jezeru (ug/L)

BP-1 | 4-HB | BP-3 | BP-4 | IAMC | HMS M4B-C ocC Pi[é'A EHMC | AVO
1 ] 19 59 | 218 | 22 0,1 1,4 116 | 106 0,4 6,2 5,4
2 | 25 6,1 | 231 | 18 0,1 1,5 11,4 | 118 0,4 8,4 5,7
3 | 29 41 | 183 | 17 0,2 1,4 9,5 10,2 0,2 6,2 7.8
4 | 18 51 | 166 | 14 0,1 1,2 5,7 10,5 0,4 8,4 43
5 | 23 43 | 170 | 19 0,1 15 7,6 12,0 0,3 8,9 8,7
6 | 15 35 | 169 | 35 0,1 1,4 7.3 9,4 0,6 8,6 8,5
7 1,7 2.4 11,2 2.8 0,1 1,3 6,9 11,5 0,2 8,0 7,1
8 | 2.7 45 | 204 | 19 0,1 1,2 8,1 9,6 1,7 5,5 44
9 | 24 47 | 216 | 21 0,1 1,4 11,6 9,8 0,5 6,6 6,5
10 | 2,6 40 | 175 | 18 0,2 1,1 12,4 4,2 0,1 7.8 3,3
11 | 42 58 | 233 | 120 0,2 6,7 574 | 134 | 01 93,8 35
12 | 71 80 | 650 | 16,2 05 | 200 | 605 | 547 0,1 378,1 | 47,2
13 | 6,2 80 | 81,7 | 129 09 | 405 | 3537 | 57,7 0,8 583,6 | 555
14 | 74 97 | 550 | 138 1,0 | 328 | 2216 | 57,1 0,6 519,8 | 505
15 | 76 85 | 420 | 146 15 | 334 | 3181 | 46,6 0,9 4424 | 421
16 | 67 73 | 334 | 56 0,2 2,3 252 | 12,1 0,1 17,0 34
17 | 49 84 | 362 | 37 0,2 2,2 19,3 | 16,6 0,2 14,3 48
18 | 317 44 | 203 | 16 0,1 1,1 10,3 8,2 0,2 5,1 3,7
19 | 83 | 121 | 661 | 118 0,4 7.1 644 | 325 0,4 60,4 | 18,9
20 | 81 | 111 | 571 | 131 0,4 75 779 | 373 0,6 53,3 | 19,2
21 | 35 48 | 341 | 247 0,2 3,0 278 | 26,7 0,3 14,5 5,1
22 | 92 88 | 56,7 | 247 05 | 103 | 889 | 267 0,5 1265 | 14,1
23 | 57 6,1 | 347 | 45 0,2 2,6 281 | 22,2 0,2 9,8 5,5
24 | 55 70 | 312 | 70 0,2 2,9 302 | 193 0,3 12,2 | 103
25 | 58 52 | 340 | 75 0,2 2,2 257 | 193 0,2 7,7 2,6
26 | 63 57 | 342 | 62 0,2 3,0 342 | 234 | 04 10,5 5,7
27 | 92 95 | 528 | 134 06 | 226 | 1148 | 331 0,6 3825 | 340
28 | 85 | 10,1 | 56,7 | 148 05 | 224 | 1246 | 30,2 0,5 3675 | 384

“-vrednosti koncentracija nize od granice kvantifikacije za dati analit
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Najcesce detektovan UV filter sa proseénom koncentracijom od 113 pg/L je EHMC. Obzirom da
je ovaj analit bio najcesce detektovan u kozmetickim preparatima za zastitu od Suncevog zracenja
koji se nalaze ne trziStu Republike Srbije ocekivano je da ¢e prose¢na koncentracija ovog UV
filtera u Savskom jezeru biti najvisa. Koncentracije UV filtera u jezeru kre¢u od 0,1 pg/L za IAMC
do 583,6 pg/L za EHMC. Uzorci u kojima su izmerene najvise koncentracije UV filtera poticu iz
dela jezera u kome je intenzivnija aktivnost ljudi (plivanje/kupanje) u odnosu da ostale delove
jezera. Na slici 30 dat je prikaz hromatograma dobijenog analizom uzorka broj 20.

BP-4 TIC F: ITMS - ¢ ESI SRM ms2
307.00@cid30.00 [226.00-226.00]

TIC F:ITMS + c ESI SRM ms2
50% A 4-HB 199.00@cid25.00 [120.00-122.00]
— —

A TIC F- ITMS + c ESI SRM ms2
BP-1 183.00@cid28.00 [104.00-106.00]
BP.3 TIC F: ITMS + ¢ ESI SRM ms2
50 e - 229.00@cid25.00 [150.00-152.00]

TIC F: ITMS + ¢ ESI SRM ms2
N-MBC 255.00@cid25.00 [236.00-238.00]

Relative Abundance

TIC F:ITMS + ¢ ESI SRM ms2
HMS 261.00@cid25.00 [136.00-138.00)

e e .

. oC

-
TIC F: ITMS + ¢ ESI SRM ms2
50 OD-PABA 278 00@cid27 00 [165.00-167.00]

/7 EHMC 257, 00Mcia15.00 [176.00.190.00

Slika 30. Hromatogram dobijen LC-MS/MS analizom uzorka broj 20
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U tabeli 31 prikazana je deskriptivna statistika koncentracija UV filtera u Savskom jezeru (srednja,
minimalna i maksimalna vrednost) kao i parametri distribucije (simetrija i spSljostenost).

Tabela 31. Deskriptivna statistika koncentracija UV filtera u Savskom jezeru

UV Filter SV RSD Min Maks S K
BP-1 50 2,6 15 9,2 0,2 -14
4-HB 6,6 2,5 2,4 12 0,5 -0,6
BP-3 35 19 11 82 0,8 -0,3
BP-4 8,2 6,9 1,4 25 1,0 0,2
IAMC 0,3 0,3 0,09 15 2,2 5,0
HMS 8,4 11 11 40 1,7 1,7

4-MBC 63 91 5,6 354 2,3 4,8

ocC 23 16 4,2 58 1,1 0,2

OD-PABA 04 0,3 0,13 1,7 2,4 7,8
EHMC 113 183 51 584 1,6 0,9
AVO 15 16 2,6 55 14 0,6

SV- Srednja vrednost; RSD- Relativna standardna devijacija; Min-
Minimalna vrednost; Maks - Maksimalna vrednost; S- simetrija (engl.
Skewness); K- spljostenost (engl. Kurtosis)

Najveca prosecna izmerena koncentracija UV filtera je 113 mg/L i odnosi se na prisustvo EHMC-
a, dok su najmanje prisutni UV filteri u Savskom jezeru IAMC i OD-PABA, sa prose¢nim
koncentracijama od 0,3 pg/L i 0,4 pg/L, respektivno. Najvisa varijacija odnosno razlika u
koncentraciji UV filtera medu uzorcima zapazena je u slu¢aju EHMC-a §to se moze zakljuciti i na
osnovu RSD vrednosti (91%). Vrednosti parametara distribucije pozitivne vrednosti pokazatelja
simetrije ukazuju na prisustvo blage ,iskrivljenosti” u desnu stranu. Sve vrednosti ovog
pokazatelja, osim u sluaju BP-1, BP-3 i 4-HB, su vec¢e od 1,0 §to potvrduje odstupanje od
simetri¢ne distribucije. UV filteri sa negativnom vrednos$¢u S (BP-1, BP-3 i 4-HB) imaju i
negativnu vrednost pokazatelja spljostenosti pa se moze zakljuciti da je njihova distribucija
platikurti¢na (spljoStena). Platikurti¢na distribucija je ravnijih (tanjih) repova sto znaci da su
odstupanja medu rezultatima retka.

Kako bi se utvrdila korelacija pojedina¢nih UV filtera u uzorcima Savskog jezera izraCunat je
Pirsonov koeficijent korelacije. Dobijene vrednosti prikazane su u tabeli 32.
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Tabela 32. Pirsonova korelaciona matrica

BP-1 4-HB BP-3 BP-4 IAMC HMS 4-MBC OC OD-PABA EHMC
4-HB 0,872
BP-3 0,846 0,846
BP-4 0,700 0,578 0,709
IAMC 0,649 0,606 0,665 0,573
HMS 0,610 0,578 0,754 0,557 0,913
4-MBC 0,551 0,526 0,690 0,508 0,926 0,950
OoC 0,715 0,692 0,878 0,685 0,832 0,883 0,815
OD-PABA | 0,102 0,165 0,179 0,074 0,360 0,344 0,395 0,226
EHMC 0,590 0,553 0,736 0,540 0,870 0,989 0,894 0,868 0,307
AVO 0,607 0612 0,790 0,533 0,848 0,959 0,852 0,915 0,301 0,969

Najvisa vrednost koeficijenta korelacije je u slu¢aju HMS i EHMC (0,989). Vrednosti
korelacionog koeficijenta bliske jedinici ukazuju na veoma veliku linearnu povezanost ispitivanih
analita. Pored EHMC, dobra povezanost HMS potvrdena je i sa4-MBC, AVO i IAMC. Povezanost
ovih elemenata mozZe se objasniti njihovim poreklom. Kombinacija ovih UV filtera najcesce se
koristi u proizvodima za zaStitu od Stetnog uticaja suncevog zracenja. OD-PABA i BP-1 imaju
najnizu vrednost korelacionog faktora (0,102) tako da se moze zakljuciti da su ova dva analita
potpuno nezavisna. Takode, niske vrednosti korelacionog koeficijenta u slucaju ispitivanja
povezanosti OD-PABA i ostalih analita ukazuju na potpunu nezavisnost ovog UV filtera. Na
osnovu Prisonove korelacione matrice moze se zakljuciti postoji znacajna medusobna povezanost
izmedu ostalih ispitivanih analita.

Radi boljeg tumacenja 1 razumevanja sli€nosti izmedu koncentracija UV filtera u odnosu na
lokaciju uzorkovanja izvedena je klasterska analiza za svih 11 ispitivanih analita na 28 razli¢itih
lokacija. Na slici 31 predstavljen je dendrogram koji je diferencirao uzorke prema prostornoj
sli¢nosti uzoraka vode na 28 razlicitih lokacija u okviru Savskog jezera.
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Slika 31. Dendrogram klasterske analize koji prikazuje prostorno grupisanje uzoraka sa lokacija
u jezeru u odnosu na sli¢nosti u sadrzaju UV filtera

Iz dendrograma prikazanog naslici 29, moze se videti da su uzorci grupisani u Cetiri klastera prema
slicnosti u odnosu na koncentracije organskih UV filtera. Klasterske grupe su formirane prema
mestima uzorkovanja koja se medusobno razlikuju prema koli¢ini UV filtera koju sadrze. Prvi
klaster sacinjen je iz dve podgrupe. Prva podgrupa sacinjena je od uzoraka sa lokacija 1-101 18, a
druga obuhvata uzorke 16, 17, 21, 23. 24, 25 i 26. Prva podgrupa predstavlja grupu uzoraka gde
su rekreativne aktivnosti ljudi izuzetno malog intenziteta jer se radi o lokacijama na sredini jezera
1 lokaciji 18 na kojoj rekreativne aktivnosti nisu dozvoljene. Drugi klaster ¢ine uzorci sa lokacija
koje su u blizini nepristupacnih mesta i na kojima u vreme uzorkovanja nisu zabeleZene znacajne
rekreativne aktivnosti. Tre¢i klaster obuhvata tri lokacije (12, 27 1 28) koje su na malom rastojanju
u odnosu na lokacije koje pripadaju ¢etvrtom klasteru (13,14 i 15). Na lokacijama koje obuhvata
Cetvrti klaster u vreme uzorkovanja zapaZene su najintenzivnije rekreativne aktivnosti kao i
prisustvo najveceg broja posletilaca. Uzorci sa ovih lokacija specifi¢ni su po visokom sadrzaju
pojedinih UV filtera Sto ih izdvaja i razlikuje od ostalih lokacija na kojima je uzorkovanje izvrseno.
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3.6. Procena ekoloskog rizika usled prisustva UV filtera u vodi

Na osnovu koncentracija UV filtera izmerenih u Savskom jezeru izvrSena je procena ekoloskog
rizika usled njihovog prisustva u vodi. Za procenu ekoloskog rizika primenjen je deterministicki
pristup koji podrazumeva izracunavanje koeficijenta rizika na osnovu izmerenih koncentracija i
PNEC vrednosti za svaki pojedina¢ni UV filter. U eksperimentalnom delu je data tabela 13 sa
PNEC vrednostima analiziranih UV filtera. Za izraCunavanje koeficijenta rizika kori§¢ene su
PNEC vrednosti koje se odnose na koncentracije UV filtera u slatkoj vodi. Koeficijenti rizika
pojedinac¢nih UV filtera i ukupni koeficijent rizika za svaki pojedina¢ni uzorak prikazani su u tabeli
3 u prilogu. Ukupni koeficijent rizika dobijen je sabiranjem pojedinacnih RQ vrednosti svih UV
filtera u uzorku. Na slici 32 graficki je prikazan udeo pojedina¢nih UV filtera u ukupnom
ekoloskom riziku (XRQ) procenjenom za svaki uzorak Savskog jezera.
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Slika 32. Udeo pojedina¢nih UV filtera u ukupnom ekoloskom riziku

Najveci udeo u ukupnom ekolo§kom riziku u svim uzorcima ima EHMC, a zatim 4-MBC, BP-1 i
OC. Doprinos ostalith UV filtera na vrednost ukupnog koeficijenta rizika moze se smatrati
zanemarljivim. Ukupni koeficijent rizika za uzorke 12, 13, 14, 16, 27 i 28 ima vrednosti RQ > 1
Sto ukazuje na visok ekoloski rizik usled prisustva UV filtera na ovim lokacijama uzorkovanja.
Navedeni uzorci sa visokim RQ vrednostima mogu se podeliti u dve grupe. Najvisa RQ vrednost
(1,71) dobijena je procenom ekoloSkog rizika usled prisustva UV filtera u uzorku broj 13. Visok
ekoloski rizik na lokacijama na kojima su uzorkovani uzorci broj 13, 14 1 15 moze se objasniti
najve¢im brojem kupaca i rekreativaca koji su bili prisutni u ovom delu jezera za vreme
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uzorkovanja. Najniza zbirna RQ vrednost na Savskom jezeru (0,4) dobijena je analizom uzorka
broj 18 koji je uzorkovan na lokaciji na kojoj plivanje i druge rekreativne aktivnosti nisu
dozvojene. Prosecna vrednost zbirnog koeficijenta rizika iznosi 0,35 i ukazuje na umeren nivo
ekoloskog rizika.

Na slici 33 mogu se uoditi etiri znacajne oblasti (A, B, C, D). Ove oblasti su u korelaciji sa brojem
posetilaca na Savskom jezeru. U oblasti A nalaze se lokacije na kojima je izvrSeno uzorkovanje
uzoraka 12, 13, 141 15. Za oblast A karakteristicne su najviSe izmerene koncentracije UV filtera i
izraCunate najvise RQ vrednosti. Oblast B obuhvata lokacije na kojima su uzorkovani uzorci 27 i
28. Na ovim lokacijama je kao i u sluc¢aju oblasti A procenjen visok ekoloski rizik (RQ > 1). Uzorci
koji su uzorkovani na lokacijama obuhvacenim oblastima A i B su pokazali sli¢nost i prilikom
klasterske analize (slika 32).

zra [ Wl

0 02 04 06 08 1 12 14 16 18 2 22

Slika 33. Geostaticka distribucija £RQ u Savskom jezeru

Oblasti C i B obuhvataju lokacije na kojima su uzorkovani uzorci broj 19, 20 i 22. U ovim
oblastima izmerene su nize vrednosti koncentracija UV filtera, a samim tim je i procenjen nizi
ekoloski rizik u odnosu na oblasti A 1 B. Koncentracija UV filtera u uzorcima prikupljenim na
sredini jezera, kao i sa leve i desne strane (na osnovu slike 33), je oc¢ekivano niska obzirom na
zabranu rekreativnih aktivnosti u ovim delovima jezera.

3.7. Procena zdravstvenog rizika usled prisustva UV filtera primenom Monte Karlo
simulacije

Obzirom da se koncentracije UV filtera znacajno razlikuju u zavisnosti od lokacije na kojoj je
izvrSeno uzorkovanje u cilju procene zdravstvenog rizika nije poZeljno koristiti deteministicki
model jer se u tom slucaju rizik iskazuje kao pojedinacni broj (Astuti et al., 2022)(Dehghani et al.,
2022). U ovom sluc¢aju Monte Karlo simulacija omogucava da se na osnovu distribucije
koncentracija i parametara izlozenosti UV filterima preciznije i sa ve¢om sigurnoséu proceni
zdravstveni rizik. Monte Karlo simulacijom procenjen je zdravstveni rizik usled slu¢ajne ingestije
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i apsorpcijom UV filtera kroz kozu tokom plivanja u Savskom jezeru. Obzirom da UV filteri
predstavljaju slabo isparljiva jedinjenja udisanje UV filtera tokom rekreativnih aktivnosti u vodi
je malo verovatno i zbog toga nije procenjivan rizik po ljudsko zdravlje ovim putem unosa UV
filtera u ogranizam (Lu et al., 2017). Rezultati procene zdravstvenog rizika Monte Karlo
simulacijom za decu i odrasle prikazani su u tabeli 33.

Tabela 33. Procena zdravstvenog rizika za decu i odrasle primenom Monte Karlo simulacije

Parametar Jedinica Procen ?na vrednost
Odrasli Deca
Broj proba 1000 1000
Osnovni slucaj (ng/kg-dan) 46,77 72,94
Srednja vrednost (ng/kg-dan) 53,05 81,96
Medijana (ng/kg-dan) 17,34 27,58
Standardna devijacija (ng/kg-dan) 431,80 655,72
Varijanse (ng/kg-dan)®> 186450 429969
Simetrija 25,71 25,29
Spljostenost 730,07 707,59
Koeficijent varijacije 8,14 8,00
Minimum (ng/kg-dan) 8,79 13,50
Maksimum (ng/kg-dan) 12643 19030
Opseg 12634 19017
Srednja standardna greska 13,65 20,74
0% 8,79 13,50
10% 12,68 20,11
20% 13,94 21,96
30% 15,18 23,82
40% 16,13 25,55
50% 17,33 27,57
60% 19,07 29,95
70% 22,17 34,59
80% 29,04 46,33
90% 47,47 77,54
100% 12643 19030
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Ve¢irizik po zdravlje ljudi usled apsorpcije kroz kozu u odnosu na ingestiju izazivaju svi analiti
osim derivata benzofenona. Rizik po zdravlje dece je veci nego kod odraslih osoba $to se moze
objasniti odnosom telesne mase i povrSine koze izlozene UV filerima. Na slici 34 prikazana je
distribucija izloZenosti odraslih 1 dece UV filterima.
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Slika 34. Analiza verovatnoce i osetljivosti izlozenosti UV filterima: a) odrasli; b) deca

Sa histogram prikazanog na slici se moze videti da ukupna doza izlozenosti odraslih (£Da) u
iznosi 47,5 ng/kg-dan dok ukupna doza izlozenosti dece (XDc) iznosi 77,5 ng/kg-dan, kada se
posmatra 90. percentil. Srednja vrednost ukupnih doza izloZenosti kod odraslih i dece iznosi 47,47
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ng/kg-dan i 81,96 ng/kg-dan, respektivno. Visa doza izlozenosti u sluc¢aju dece potvrduje da su
deca izloZena ve¢em riziku u odnosu na odrasle osobe. Za precizniju procenu zdravstvenog rizika
neophodno je dobijene vrednosti uporediti sa referentnom dozom za UV filtere. Usled nedostatka
ovih vrednosti, Stetan uticaj UV filtera usled njihovoj izloZenosti moze se proceniti poredenjem sa
sliécnim sustancama poput parabena. Zajednicki ekspertski komitet Svetske zdravstvene
organizacije (engl. World Health Organization, WHO) i Organizacije za hranu i poljoprivredu
(engl. Food and Agriculture Organization of the United Nations, FAO) i Organizacije Ujedinjenih
nacija za aditive u hrani (engl. The Joint Expert Committee on Food Additives, JECFA) predlozili
su referentnu dozu od 10 mg/kg/tm/dan parabena (Li et al., 2021). Na osnovu ovog poredenja
dobijenih rezultata sa navedenom referentnom dozom za parabene moze se zakljuciti da postoji
zanemarljiv rizik po ljudsko zdravlje. 1zmerene koncentracije UV filtera u vodi Savskog jezera
mogu smatrati prihvatljivim ukoliko se izuzmu lokacije koje pripadaju oblastima A i B prikazanim
na slici 33.
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4. ZALJUCAK

Cilj ove doktorske disertacije je razvoj i primena analitiCke metode za odredivanje UV filtera u
razli¢itim matricama, kao i procena rizika usled njihovog prisustva. Ispitivano je 11 UV filtera
organskog porekla. UV filteri odabrani za analizu predstavljaju analite koji su naj¢esce detektovani
u zivotnoj sredini, kao i UV filtere koji kao aktivne supstance ulaze u sastav kozmetickih proizvoda
za za$titu od Sunevog zracenja koji se nalaze na trziStu Republike Srbije.

Prvi deo istraZivanja odnosio se na analizu sadrzaja organskih UV filtera u kozmetickim
proizvodima za zaStitu od suncevog zracenja 1 procenu zdravstvenog rizika. Za odredivanje
sadrzaja UV filtera primenjena je HPLC-UV metoda. Optimizovano je hromatografsko
razdvajanje 4 organska UV filtera (OC, EHMC, 2ES i HMS) koja ulaze u sastav analiziranih
kozmetickih proizvoda. Kao tehnika pripreme uzoraka kozmetickih sredstava u cilju Sto bolje
ekstrakcije analita 1 uklanjanja matricnih smetnji odabrana je 1 optimizovana disperzivna te¢no-
tecna mikroekstrakcija. Tokom optimizacije tehnike pripreme uzoraka primenjivani su
eksperimentalni dizajn 1 razli¢iti matematicki modeli kako bi se izveo S§to manji broj
eksperimenata, smanjila potro$nja hemikalija i dobili optimalni rezultati. Nakon optimizacije
hromatografskog razdvajanja analita kao i optimizacije DLLME izvrSena je validacija DLLME-
HPLC-UV metode. Validirana metoda primenjena je za analizu 23 uzorka kozmetickih proizvoda
nakon Cega je izvrSena procena zdravstvenog rizika.

U drugom delu istrazivanja razvijena je i optimizovana pouzdana analiticka metoda za odredivanje
11 organskih UV filtera pomoc¢u te¢ne hromatografije u sprezi sa tandem masenom
spektrometrijom. Nakon toga optimizovan je i postupak ekstrakcije na ¢vrstoj fazi u cilju efikasne
pripreme uzoraka vode iz Zivotne sredine. Kao i u prvom delu istraZivanja, za optimizaciju
postupka pripreme koris¢eni su eksperimentalni dizajn i matematicki modeli. Razvijenom LC-
MS/MS metodom analizirano je 28 uzoraka Savskog jezera, a zatim je izvrSena procena ekoloskog
I zdravstvenog rizika usled njihovog prisustva u vodi.

Analizom dobijenih rezultata u ovom radu moZe se izvesti sledeci zakljuccei:

e Optimalno razdvajanje OC, EHMC, 2ES i HMS postignuto je pomoc¢u Phenomenex
Kinetex EVO C18 kolone (duzine 25 cm, unutrasnjeg pre¢nika 4,6 mm, veli¢ina Cestica 5
um) i mobilne faze koju ¢ini 80% metanola i 20% dejonizovane vode. pH-vrednost mobilne
faze bila je 4,5 1 podeSena je dodatkom mravlje kiseline.

¢ Najbolji prinosi nakon DLLME dobijaju se primenom 50 puL metanola kao disperznog
sredstva, dok je optimalna zapremina ekstrakcionog sredstva 300 pL. Za optimalnu
vrednost sadrzaja soli izabrana je vrednost od 10%, a za optimalnu pH-vrednost uzorka
izabrano je pH=7. Optimalno razdvajanje faza postignuto je centrifugiranjem na 6000
obrtaja po minuti, u trajanju od 5 minuta.

¢ Dobijeni prinosi nakon optimizacije bili su u opsegu od 95 do 105%. Relativna standardna
devijacija iznosila je manje od 8 za sva Cetiri analita. Dobijena je dobra linearnost
kalibracionih krivih.

e Razvijena, optimizovana i validirana metoda je primenjena na uzorke kozmetickih
proizvoda za zaStitu od sunevog zracenja u cilju odredivanja sadrzaja 4 organska UV
filtera i procene zdravstvenog rizika.
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e Analizirano je 23 kozmeticka proizvoda za zastitu od sunc¢evog zracenja koji se nalaze na
trzistu Republike Srbije. U 8 uzorka detektovana su sva 4 analizirana UV filtera. Najcesce
detektovan UV filter u uzorcima je EHMC, ovaj analit nije detektovan samo u jednom
uzorku. U tri uzorka detektovane su koncentracije UV filtera koje premasuju maksimalno
dozvoljenu koncentraciju (10%).

e Procena zdravstvenog rizika izvrSena je na osnovu granice bezbednosti (MoS) za svaki
analit i primenom Monte Karlo simulacije. Prose¢ne vrednosti granice bezbednosti za
pojedina¢ne UV filtere kretale su se u opsegu od 296 do 3160 sto znaci da su znacajno vece
od grani¢ne vrednosti (100). Primenom Monte Karlo simulacije dobijena je srednja
vrednost ukupne MoS za sva Cetiri analita koja iznosi 342, dok su vrednosti za ukupni MoS
za 10. 1 90. percentilu 119 i 441, respektivno. Sve navedene vrednosti premasuju grani¢nu
vrednost od 100. Kvantitativnom analizom osetljivosti kao najuticajnija promenljiva
prilikom procene zdravstvenog rizika izdvojila se koncentracija oktokrilena u kozmetickim
proizvodima.

e Optimizaciji hromatografskog razdvajanja analita u cilju LC-MS/MS analize prethodilo je
snimanje masenih spektara. Kao prekursor joni za sve UV filtere odabrani su protonovani
molekuli, [M+H]+, osim za BP-4 i HMS koji su snimani u negativnom modu.

e Hromatografsko razdvajanje odabranih UV filtera izvrSeno je na Thermo Fisher Scientific
(Thermo Scientific, Waltham, SAD) sistemu koji se sastoji od Dionex Ultimate 3000
tecnog hromatografa opremljnog Accucore™ aQ C18 kolonom (duzine 10 cm, unutrasnjeg
precnika 2,1 mm, veli¢ina Cestica 2,6 um) 1 LTQ XL masenog spektrometra sa linearnim
jonskim trapom.

e Maseni hromatogram smese 11 UV filtera dobijen je pri konstantnom protoku mobilne faze
(0,250 mL/min) koja se sastojala od metanola i vode, sa gradijentom mobilne faze
primenom optimalnih MS/MS parametara.

e Konacni rezultat optimizacije pripreme uzorka jeste ekstrakcija UV filtera iz 150 mL
vodenog uzorka ¢ija je pH-vrednost dodatkom 0,1M HCI podesena na 5,1. Optimalno
ispiranje kertridza postize se sa 4,8% rastvorom metanola. Eluiranje se izvodi sa 15 mL
etil-acetata.

e Prinosi optimizovane metode kretali su se u opsegu od 47% do 100%. Prihvatljive
vrednosti prinosa (70-120%) dobijene su za 7 od ukupno 11 analiziranih organskih UV
filtera. Relativna standardna devijacija iznosila je manje od 20% za sve analite. Dobijena
je dobra linearnost kalibracionih krivih, $to potvrduje koeficijent determinacije u opsegu
od 0,9951-0,9993. Granice detekcije iznose od 0,03 pg/L do 4,4 pg/L. Niske vrednosti
granica detekcije ukazuju na dobru osetljivost razvijene metode.

e Razvijena, optimizovana 1 validirana metoda je primenjena na 28 realnih uzoraka
povrsinske vode (Savsko jezero). Od ukupno jedanaest analiziranih UV filtera, devet je
detektovano u svim uzorcima. Koncentracije UV filtera u jezeru kre¢u od 0,1 pg/L za
TAMC do 583,6 pg/L za EHMC koji predstavlja i najces¢e detektovan UV filter u Savskom
jezeru. Ovaj rezultat je u saglasnosti sa rezultatima dobijenim prilikom analize sadrzaja UV
filtera u kozmetickim proizvodima sa trziSta Republike Srbije gde je EHMC detektovan u
22 od ukupno 23 analizirana uzorka.

e Povezanost izmedu UV filtera u uzorcima Savskog jezera utvrdena je izraCunavanjem
Pirsonovog koeficijenta korelacije. Najvisa vrednost koeficijenta korelacije dobijena je u
slu¢aju HMS 1 EHMC (0,989). Pored EHMC, dobra povezanost HMS potvrdena je 1 sa 4-
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MBC, AVO i IAMC. Povezanost ovih UV filtera moze se objasniti njihovim poreklom,
obzirom da se njihove kombinacije koriste u proizvodima za zastitu od Stetnog uticaja
suncevog zracenja.

e Klasterskom analizom za svih 11 ispitivanih analita na 28 razli¢itih lokacija uzorci su
podeljeni u Cetiri klastera prema sli¢nosti u odnosu na koncentracije organskih UV filtera.
Prva dva klastera ¢ine uzorci sa lokacija na kojima je plivanje zabranjeno i lokacija koje su
gotovo nepristupacne kupacima. Tre¢em i ¢etvrtom klasteru pripadaju uzorci sa lokacija na
kojima je zabelezen znacajno veci broj kupaca u odnosu na lokacije iz prethodna dva
klastera. Na lokacijama koje pripadaju ¢etvrtom klasteru u vreme uzorkovanja zapazZene su
najintenzivnije rekreativne aktivnosti kao i prisustvo najveceg broja posetilaca, a uzorke sa
ovih lokacija karakteriSu visoke kocentracije pojedinih UV filtera.

e Na osnovu izmerenih koncentracija UV filtera u Savskom jezeru izracunati su pojedinacni
1 ukupni koeficijenti ekoloSkog rizika. Ukupni koeficijent rizika za uzorke iz treceg i
cetvrtog klastera ima vrednosti RQ > 1 $to ukazuje na visok ekoloski rizik usled prisustva
UV filtera na ovim lokacijama uzorkovanja. U svim uzorcima utvrdeno je da EHMC ima
najve¢i pojedina¢ni uticaj u ukupnom koeficijentu rizika. Najveci koeficijent ekoloSkog
rizika (RQ = 1,71) dobijen je u slucaju uzorka broj 13 koji pripada Cetvrtom klasteru
odnosno oblasti jezera u kojoj je primecen najveéi broj posetilaca. Prosecna vrednost
ukupnog RQ iznosi 0,35 1 ukazuje na umeren nivo ekoloskog rizika.

e Procena zdravstvenog rizika izvrSena je primenom Monte Karlo simulacije. Na osnovu
dobijenih rezultata moze se zakljuciti da svi analiti osim derivata benzofenona izazuvaju
veci rizik po zdravlje ljudi usled apsorpcije kroz kozu u odnosu na ingestiju. Rizik po
zdravlje dece je vec¢i nego kod odraslih osoba $to se moze objasniti odnosom telesne mase
1 povrsine koze izloZzene UV filerima. Usled nedosataka vrednosti za referentnu dozu sa
kojima je neophodno porediti rezultate dobijene Monte Karlo simulacijom, procena
zdravstvenog rizika utvrdena je poredenjem sa referentnom dozom za parabene. Na osnovu
ovog poredenja moze se zakljuciti da postoji zanemarljiv rizik po ljudsko zdravlje.

e Izmerene koncentracije UV filtera u vodi Savskog jezera mogu smatrati prihvatljivim
ukoliko se izuzmu lokacije koje pripadaju treCem i etvrtom klasteru. Prisustvo UV filtera
u Savskom jezeru dugorocno moze imati negativne posledice na ljudsko zdravlje, a moguéi
rizik po zdravlje mogu izazvati i produkti degradacije UV filtera ¢iji uticaj na zdravlje ljudi
jos uvek nije dovoljno ispitan. Procena ekoloSkog rizika pokazala je da na mestima na
kojima postoji povecana rekreativna aktivnost postoji i rizik po ljudsko zdravlje koji se
moze smatrati prihvatljivim. Prisustvo UV filtera u Savskom jezeru dugoro¢no moze imati
negativne posledice na ljudsko zdravlje, a moguéi rizik po zdravlje mogu izazvati i produkti
degradacije UV filtera ¢iji uticaj na zdravlje ljudi jo$ uvek nije dovoljno ispitan.
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Tabela P1. Pojedinacne i zbirne vrednosti koeficijenta rizika pri proceni ekoloskog rizika u
Savskom jezeru.

Br. 4- OD-
uzorka BP-1  4-HB BP-3 BP-4 IAMC HMS MBC oC PABA EHMC AVO  XRQ
1 0,0068 0,0006 0,0003 0,0000 0,0002 0,0000 0,0058 0,0033 0,0014 0,0155 0,0027 0,0367
2 0,0089 0,0006 0,0003 0,0000 0,0002 0,0000 0,0057 0,0037 0,0012 0,0211 0,0029 0,0447
3 0,0104 0,0004 0,0003 0,0000 0,0002 0,0000 0,0048 0,0032 0,0006 0,0155 0,0040 0,0393
4 0,0066 0,0005 0,0002 0,0000 0,0002 0,0000 0,0028 0,0033 0,0012 0,0210 0,0022 0,0380
5 0,0082 0,0004 0,0002 0,0000 0,0001 0,0000 0,0038 0,0038 0,0009 0,0223 0,0045 0,0442
6 0,0054 0,0004 0,0002 0,0000 0,0002 0,0000 0,0036 0,0030 0,0019 0,0214 0,0044 0,0404
7 0,0061 10,0002 0,0002 0,0000 0,0002 0,0000 0,0035 0,0036 0,0007 0,0200 0,0037 0,0380
8 0,0095 0,0005 0,0003 0,0000 0,0001 0,0000 0,0040 0,0030 0,0057 0,0138 0,0023 0,0391
9 0,0086 0,0005 0,0003 0,0000 0,0002 0,0000 0,0058 0,0031 0,0018 0,0165 0,0033 0,0401
10 0,0093 0,0004 0,0002 0,0000 0,0002 0,0000 0,0062 0,0013 0,0005 0,0196 0,0017 0,0394
11 0,0150 10,0006 0,0003 0,0000 0,0002 0,0000 0,0287 0,0042 0,0005 0,2344 0,0018 0,2857
12 0,0252 0,0008 0,0009 0,0000 0,0007 0,0001 0,0302 0,0172 0,0004 0,9452 0,0242 1,0450
13 0,0221 0,0008 0,0011 0,0000 0,0012 0,0001 0,1769 10,0181 0,0027 1,4590 0,0285 1,7106
14 0,0264 0,0010 0,0008 0,0000 0,0015 0,0001 0,1108 0,0180 0,0019 1,2995 0,0259 1,4858
15 0,0271 0,0009 0,0006 0,0000 0,0021 0,0001 0,1591 0,0147 0,0031 1,1059 0,0216 1,3351
16 0,0239 0,0007 0,0005 0,0000 0,0003 0,0000 0,0126 0,0038 0,0004 0,0425 0,0017 0,0865
17 0,0175 10,0008 0,0005 0,0000 0,0003 0,0000 0,0097 0,0052 0,0008 0,0356 0,0025 0,0730
18 0,0111 0,0004 0,0003 0,0000 0,0002 0,0000 0,0052 0,0026 0,0007 0,0128 0,0019 0,0350
19 0,0296 0,0012 0,0009 0,0000 0,0006 0,0000 0,0322 0,0102 0,0013 0,1511 0,0097 0,2370
20 0,0289 0,0011 0,0008 0,0000 0,0005 0,0000 0,0390 0,0117 0,0020 0,1332 0,0098 0,2271
21 0,0126 0,0005 0,0005 0,0001 0,0003 0,0000 0,0139 0,0084 0,0009 0,0362 0,0026 0,0759
22 0,0329 0,0009 0,0008 0,0001 0,0008 0,0000 0,0445 0,0084 0,0017 0,3163 0,0072 0,4134
23 0,0202 0,0006 0,0005 0,0000 0,0003 0,0000 0,0141 0,000 0,0008 0,0245 0,0028 0,0708
24 0,0196 0,0007 0,0004 0,0000 0,0003 0,0000 0,0151 0,0061 0,0010 0,0306 0,0053 0,0791
25 0,0206 0,0005 0,0005 0,0000 0,0003 0,0000 0,0129 0,0061 0,0005 0,0192 0,0013 0,0617
26 0,0224 0,0006 0,0005 0,0000 0,0003 0,0000 0,0171 0,0074 0,0013 0,0262 0,0029 0,0788
27 0,0327 0,0010 0,0007 0,0000 0,0009 0,0001 0,0574 0,0104 0,0020 0,9563 0,0174 1,0788
28 0,0303 0,0010 0,0008 0,0000 0,0008 0,0001 0,0623 0,0095 0,0018 0,9188 0,0197 1,0449
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Master akademske studije na TehnoloSko-metalurSkom fakultetu Univerziteta u Beogradu,
studijski program InZenjerstvo zastite Zivotne sredine, upisala je 2017. godine, a zavrSila ih je
2018. godine sa prose¢nom ocenom 9,14/10.

Skolske 2018/19. godine upisala je doktorske akademske studije na Tehnolosko-metalurikom
fakultetu u Beogradu, smer InZenjerstvo zastite zivotne sredine, pod rukovodstvom komentora dr
Tatjane DPurkié¢, redovnog profesora Tehnolosko-metalurSkog fakulteta i dr Antonija Onjie,
redovnog profesora Tehnolosko-metalurskog fakulteta. Na doktorskim studijama je polozila sve
ispite predvidene planom i programom sa prose¢nom ocenom 9,33 i odbranila zavr$ni ispit.

Od marta 2019. godine zaposlena je u Inovacionom centru Tehnolosko-metalurskog fakulteta. Bila
je angazovana na projektu Ministarstva nauke, tehnoloskog razvoja i inovacija Republike Srbije
pod nazivom ,,Razvoj i primena metoda i materijala za monitoring novih zagaduju¢ih materija i
teskih metala“ (evidencioni br. Ol 172007). Od novembra 2022. godine do januara 2025. godine
bila je angazovana kao ¢lan tima na projektu ,,Serbian Industrial Waste towards Sustainable
Environment: Resource of Strategic Elements and Removal Agent for Pollutants” (br. 7743343) u
okviru programa ,,IDEJE”.

Iz dosadasnjih istrazivanja publikovala je sedam (7) nau¢nih radova u vrhunskim medunarodnim
Casopisima kategorije M20, od cega pet (5) naucnih radova u vrhunskim medunarodnim
Casopisima kategorije M21, jedan (1) nauc¢ni rad u istaknutom medunarodnom ¢asopisu kategorije
M22, jedan (1) naucni rad u istaknutom medunarodnom ¢asopisu kategorije M23, kao i dva (2)
naucna rada u Casopisima nacionalnog znacaja kategorije M51. Takode, Jelena D. Stojakovi¢ je
autor i koautor dvanaest (12) saopstenja sa medunarodnih i nacionalnih skupova.
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Izjava o autorstvu

Ime i prezime autora Jelena D. Stojakovié
Broj indeksa 4011/2018
Izjavljujem

Da je doktorska disertacija pod naslovom

Razvoj i primena LC-MS/MS metode za analizu organskih UV filtera i procena
rizika usled njihovog prisustva u razlicitim matricama

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada;

e da disertacija u celini ni u delovima nije bila predlozena za sticanje druge diplome prema
studijskim programima drugih visokoskolskih ustanova;

e da su rezultati korektno navedeni i

e da nisam krsilo/la autorska prava i koristio/la intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis autora

U Beogradu, 30.01. 2025, Jt’\.xc‘m C;:;qcc“(’;cf\
i
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Izjava o koriS¢enju

Ovlaséujem Univerzitetsku biblioteku ,,Svetozar Markovi¢®“ da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

Razvoj i primena LC-MS/MS metode za analizu organskih UV filtera i procena rizika usled
njihovog prisustva u razli¢itim matricama

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno
arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u Beogradu i
dostupnu u otvorenom pristupu mogu da koriste svi koji postuju odredbe sadrzane u odabranom
tipu licence Kreativne zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucio/la.

1. Autorstvo (CC BY)
2. Autorstvo — nekomercijalno (CC BY-NC)
@ Autorstvo — nekomercijalno — bez prerada (CC BY-NC-ND)
4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima (CC BY-NC-SA)
5. Autorstvo — bez prerada (CC BY-ND)
6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima (CC BY-SA)

(Molimo da zaokruzite samo jednu od Sest ponudenih licenci.
Kratak opis licenci je sastavni deo ove izjave).

Potpis autora

u Beogradu, . ‘Z)C‘__(J\f _é\lj —— J‘e\.(",ﬁ:{ C;:;\ch_ C‘@,d\
]
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1. Autorstvo. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saop$tavanje dela, i prerade, ako se
navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence, ¢ak i u komercijalne
svrhe. Ovo je najslobodnija od svih licenci.

2. Autorstvo — nekomercijalno. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i1 javno saopstavanje
dela, 1 prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence.
Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

3. Autorstvo — nekomercijalno — bez prerada. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime
autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca ne dozvoljava
komercijalnu upotrebu dela. U odnosu na sve ostale licence, ovom licencom se ograni¢ava najveci
obim prava kori$¢enja dela.

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje,
distribuciju 1 javno saopsStavanje dela, 1 prerade, ako se navede ime autora na nac¢in odreden od
strane autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom licencom. Ova
licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada.

5. Autorstvo — bez prerada. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saop$tavanje dela,
bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime autora na nacin
odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na na¢in odreden od strane autora ili davaoca
licence i ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom licencom. Ova licenca dozvoljava
komercijalnu upotrebu dela i prerada. Slicna je softverskim licencama, odnosno licencama
otvorenog koda.
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Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktorskog rada

Ime i prezime autora Jelena D. Stojakovié
Broj indeksa 4011/2018
Studijski program Inzenjerstvo zastite zivotne sredine

Naslov rada Razvoj i primena LC-MS/MS metode za analizu organskih UV

filtera i procena rizika usled njihovoq prisustva u razli¢itim matricama

Mentor dr Tatjana Purki¢ i dr Antonije Onjia

Izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji koju sam predao/la
radi pohranjena u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji licni podaci vezani za dobijanje akademskog naziva doktora nauka, kao §to
su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi li¢ni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u elektronskom katalogu i u
publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis autora

UBeogradu, 50| 2815,

Teven Goojae ploch
g
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OCENA IZVESTAJA O PROVERI ORIGINALNOSTI DOKTORSKE DISERTACIJE

Na osnovu Pravilnika o postupku provere originalnosti doktorskih disertacija koje se brane na
Univerzitetu u Beogradu i nalaza u izvestaju iz programa iThenticate kojim je izvrSena provera
originalnosti doktorske disertacije ,,Razvoj i primena LC-MS/MS metode za analizu organskih
UV filtera i procena rizika usled njihovog prisustva u razli¢itim matricama®, autora Jelene
(rod. Luki¢) Stojakovi¢, master inZ. tehnologije, konstatujem da utvrdeno podudaranje teksta
iznosi 17%. Ovaj procenat podudarnosti je posledica upotrebe struénih termina i naziva koris¢enih
metoda 1 njihovih skracenica i instrumenata koji se nalaze u navedenoj tezi, kao i prethodno
publikovanih rezultata doktorandovih istrazivanja, koji su proistekli iz njene disertacije, Sto je u
skladu sa ¢lanom 9. Pravilnika.

Na osnovu svega iznetog, a u skladu sa ¢lanom 8. stav 2. Pravilnika o postupku provere
originalnosti doktorskih disertacija koje se brane na Univerzitetu u Beogradu, izjavljujem da
izvestaj ukazuje na originalnost doktorske disertacije, te se propisani postupak pripreme za njenu
odbranu moze nastaviti.

U Beogradu, 20.03.2025.

. Mentori
oo NI t

Dr Tatjana DBurki¢, redovni profesor

Univerzitet u Beogradu, Tehnolosko-metalurski fakultet

(D~

/.
Dr Antonije Onjia, redovni professor

Univerzitet u Beogradu, Tehnolosko-metalurski fakultet
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