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SAZETAK:

ODREDIVANJE UMJETNOG BOJILA (QUINOLINE YELLOW) U
PREHRAMBENIM PROIZVODIMA

U ovom radu odredivane su koncentracije umjetnog bojila QY u raznim prehrambenim
proizvodima metodom UV/VIS spektrofotometrije. Spektrofotometrijsko mjerenje je
provedeno u destiliranoj vodi pri pH 7. Odredivanje koncentracije QY provodilo se sa dvije
metode (pomocu krivulje umjeravanje i metodom standardnog dodatka) u 2 tipa uzoraka
(pi¢ima, bombonima, tabletama). Usporedbom ovih dviju metoda vidimo da su veoma male

razlike u dobivenim rezultatima, a §to se uzoraka ti¢e najvece koncentracije su pronadene u

Cedeviti grejp (81,374 mg/L) i Lizi (169,606mg/L).

KLJUCNE RIJECI: azo bojila, spektrofotometrijsko odredivanje, quinoline yellow



ABSTRACT:

DETERMINATION OF ARTIFICIAL DYES (QUINOLINE YELLOW) IN FOOD
PRODUCTS

In this work, concentrations of artificial color QY were determined in various food products
by UV [/ VIS spectrophotometry. Spectrophotometric measurements was performed in
distilled water at pH 7. Determination of QY concentration was performed using two methods
(using calibration curves and standard additive method) in 2 types of samples (beverages,
candies, tablets). By comparing these two methods, we see that there are very small
differences in the results obtained, with samples of the highest concentration being found in
cedeviti Grapefruit (81.374 mg / L) and Lysis (169.606 mg / L).

Keywords: azo dye, spectrophotometric method, quinoline yellow
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UvOD



Organska sintetska bojila danas predstavljaju jedan od nezaobilaznih aditiva, a nalazimo ih u
hrani, odje¢i, kozmetici, lijekovima, proizvodima za osobnu higijenu, te u mnogim drugim.1
Industrija bojila i intermedijera za njihovu proizvodnju dozivjela je impresivan rast u

proteklih nekoliko godina, zbog njihove sve veée i sve Sire upotrebe.?

Upotreba bojila datira jo$ iz vremena starih Egip¢ana, oko 5000 godine prije Krista, a bojila
koja su se tada koristila bila su, naravno, prirodnog podrijetla.® Prva sintetska bojila razvijena
su sredinom 19. stoljea te je tada upotreba prirodnih bojila u potpunosti potisnuta.
Proizvodnja sintetskih bojila je puno jeftinija, nijanse su svjetlije, bojila se lakSe vezu na
povrSinu tvari koja se boji. Medutim, pocetkom 20. stolje¢a primjeceno je da pojedina
sintetska bojila imaju izrazito nepovoljan utjecaj na ljudsko zdravlje te se zapocinje s
izbacivanjem iz upotrebe nekih bojila koja su okarakterizirana kao $tetna.* Osim nepovoljnih
ucinaka na zdravlje, poput kancerogenosti ili mutagenosti, sintetska bojila dospjela u okolis iz
industrije ili iz nasih domova, ve¢ pri izrazito niskim koncentracijama (10-50 mg/l) utje¢u
nepovoljno i na okoli§. Quinoline yellow je umjetno Zuto bojilo, natrijeva sol disulfonske
Kiseline. Istrazivanja su pokazala da moze izazvati alergiju i dermatitis, a na njegovo

djelovanje posebno su osjetljive osobe koje boluju od alergije i astme.



1. OPCI DIO



1.1 Bojila

Boja je u uzem smislu osjet vida $to ga izaziva nadrazaj mreznice oka elektromagnetskim
zra¢enjem valne duljine izmedu 380 i 760 nm. Prema ovoj definiciji boja nije svojstvo svijetla
ni predmeta, tj. nije svojstvo fizickog svijeta ve¢ psihicki dozivljaj izazvan fizickim uzorkom,
Ipak se u tehnici kao 1 u obi¢nom Zivotu govori i 0 boji svjetla, razumijevajuci time njegov
spektralni sastav, 1 o boji tijela, misleéi pri tom na boju svjetla koja se od njih odrzava ili kroz
njih prolazi. Boja koju dozivljava promatra¢ komplementarna je boji apsorbiranog svjetla,
npr. ako tvar apsorbira modro svjetlo, valne duljine 480 nm, ona (osvijetljena bijelim
svjetlom) izgleda narancasto zuta. Tvari ¢ije molekule apsorbiraju fotone valnih duljina izvan
podruc¢ja vidljivog svjetla, bilo u ultraljubi¢astom (valna duljina ispod 380 nm), bilo u
infracrvenom podru¢ju (iznad 760nm ), za ljudsko oko su bezbojne, ali se energija apsorpcije
ili zraenja moze mjeriti odgovaraju¢im instrumentima. Jednu od najranijih teorija o vezi
konstitucije bojila i boje iznio je 1878. godine O.Witt.> Prema toj teoriji, koja u
modificiranom obliku i danas jos vrijedi, apsorpcija svjetla u navedenom podrucju, a prema
tome i boja organskih spojeva, uvjetovana je prisutno$¢u odredenih skupina, tzv. kromofora,

te se bojila mogu podijeliti prema ovom Kriteriju.

L | _c _ —N=N-
C=C— —C=0 -C=C- - N=N- I
0
etilenska karbonilna acetilenska azo skupina azoksi skupina
skupina skupina skupina
O S
~-NH=C- N Ne O N7
I N T Ng
0
karboiminska nitro skupina  nitrozo skupina tiocianat benzen
skupina skupina
HC =CH CH
Oex we(Dro T
HC =CH ~c
X=0, Nili 0 CH3
naftalen kinoidna kinoniminska dimetilfulven (ciklopentadien -
skupina skupina izobutilen)



Kromoforne skupine sadrzavaju dvostruke i trostruke veze, $to znaCi da su obojene tvari
uvijek nezasié¢eni spojevi. Naknadno je utvrdeno da molekule nekog organskog spoja, da bi on
bio obojen, moraju sadrzavati odredeni broj kromofora povezanih medusobno tako da su im
dvostruke veze konjugirane. Tvari koje u molekuli sadrze kromofore nazvane su
kromogenima. One ne moraju nuzno biti obojene. Witt je pokazao da neke skupine koje mogu
tvoriti soli, kao npr., -NH;, -NHR, -NR;, -OH, -SO3H gdje je R alkilni ili arilni ostatak, ne
mogu same po sebi uvjetovati obojenost, ali mogu izazvati obojenost bezbojnog kromogena
ili produbiti obojenost nekog obojenog spoja. Ove su skupine nazvane auksokromima.”

1.1.1 Podjela bojila

Bojila dijelimo prema podrijetlu na prirodna i sintetska. Prirodna dijelimo na biljna,
zivotinjska 1 mineralna, dok se klasifikacija sintetskih bojila vr§i na osnovu njihovih

svojstava, vezanih uz sami nacin bojenja, te na osnovu njihovog kemijskog karaktera.

Prema svojstvima bojenja, odnosno prema mogucnostima primjene, sintetska bojila se dijele

na:

e Bojila topljiva u vodi (kisela, bazna, supstrantivna ili direktna, itd.)

e Bojila netopljiva u vodi (disperzna, redukcijska, bojila topljiva u mastima i uljima,
itd.)

e Bojila koja se grade na vlaknu (bojila tipa naftola AS, oksidacijska bojila i bojila za
fotografije u boji). ®

Gotovo sve boje koje se danas rabe u komercijalne svrhe su sintetskog podrijetla, ¢ime se
postiglo zadovoljenje kriterija ekonomske isplativosti, uz poboljSanje postojanosti boja i

ucinkovitosti bojenja.

1.1.2 Razvoj organskih sintetskih bojila

Tijekom povijesti, razli¢ita bojila i pigmenti bili su jedan od glavnih proizvoda kojima se
trgovalo. Proizvodnja gotovo svih komercijalnih proizvoda u nekoj fazi ukljucuje bojenje za
koje se danas koristi preko 9 000 razli¢itih bojila s 50 000 komercijalnih imena. Industrija

bojila odigrala je vrlo bitnu ulogu u razvoju strukturne organske kemije, koja je zauzvrat



pruzila znanstvenu podlogu industriji bojila. William H. Perkin 1856. godine slucajno je
sintentizirao prvo komercijalno sintetsko bojilo, mauve ili mauvein. lako ovo bojilo nije bilo
dugo u upotrebi, otvorilo je put sintezi brojnih novih bojila, prvenstveno baziranih na
spojevima dobivenima destilacijom iz katrana. Metodom pokuSaja i promasaja, reakcijama
spojeva iz katrana dobivena su brojna nova bojila. Osobiti napredak u proizvodnji novih
bojila omogucéilo je otkri¢e strukture dobro poznatih prirodnih bojila, Sto je postignuto
zahvaljujuéi objasnjenju prirode benzenskog prstena i otkri¢u Cetverovalentnosti ugljika u
organskim spojevima. Razvoj petrokemijske industrije tridesetih godina 20. stoljeca
omoguéio je daljnji napredak u industriji bojila.” Prve restrikcije za bojila koristena u hrani
uvedene su ve¢ 1906. u Sjedinjenim Americkim Drzavama, a sljede¢ih 30 godina odvijao se
proces daljnjeg izbacivanja iz upotrebe bojila za koja se smatralo da imaju negativan utjecaj
na ljudsko zdravlje. Do 1938. godine preostalo je samo 15 sintetskih bojila dopustenih za
upotrebu u hrani, za razliku od njih 80 koliko ih se koristilo na samom pocetku stolje¢a. Od
tada do danas puno toga se promijenilo u svijetu sintetskih bojila. Brojna nova su otkrivena, a
jos ih je viSe zabranjeno za daljnju upotrebu. Uvedene su mnoge restrikcije i zakonske
regulative kako bi se upotreba sintetskih bojila, osobito upotreba u hrani, stavila pod kontrolu.
Na primjer, u danasnje vrijeme je od strane FDA (Food and Drug Administration) odobreno

svega 7 bojila za upotrebu u hrani u SAD-u.

1.1.3 Upotreba organskih sintetskih bojila

Organska sintetska bojila razvijena su ponajvise zahvaljujuéi tekstilnoj industriji i njezinom
razvoju u 19. stolje¢u.” Medutim, danas se ova bojila upotrebljavaju u mnogim podrugjima
poput kemijske industrije, medicine, u proizvodnji plasticnih masa, industriji bojila 1 tinte, u
proizvodnji gume, farmaceutskoj, kozmetickoj 1 prehrambenoj industriji.e’8 Kao $to je vec
spomenuto, proizvodnja gotovo svih komercijalnih proizvoda u nekoj fazi ukljucuje bojenje,

zbog Cega bi se moglo re¢i da su bojila prisutna u svim sferama Zivota.



1.1.4 Negativan utjecaj organskih sintetskih bojila na zdravlje i okoli$

Nije poznato koliko se to¢no sintetskih bojila proizvodi u svijetu, medutim, prema
financijskim izvjeStajima za 2008. godinu proizvodnja je procjenjena na 7 x 10° tona i
vrijednost od 11 milijardi americ¢kih dolara. Buduéi da je ova industrija u stalnom porastu,
danas su ove brojke sigurno jos i vece. Iz ovoga je lako zakljuciti da zajedno s porastom
proizvodnje sinetskih bojila, raste 1 ugrozenost ljudi i okolisa. Opasnost od sintetskih bojila
toliko je velika iz razloga $to je teSko kontrolirati upotrebu svih tih novih bojila koja se
neprestano sintentiziraju. Za svako novo bojilo, budu¢i da predstavlja potpuno novi spoj,
nitko ne zna kako ¢e to¢no utjecati na okolis i ljudsko zdravlje. Naravno, svako od njih mora
proéi odgovarajucu evaluaciju kako bi se vidjelo je li pogodno za upotrebu i bezopasno za
ljude, ali Cesto se tek nakon duljeg vremena manifestira i uvida njihova Stetnost. Osim toga,
vedina sintetskih bojila ima aromatsku strukturu benzenskog i/ili naftalenskog tipa. Poznato je
da su mnogi spojevi s takvom strukturom kancerogeni. Opéenito se moze reci da toksi¢nost
spojeva raste zajedno s brojem benzenskih prstenova u strukturi molekule. Kako bi bojilo
moglo ispunjavati svoju funkciju, ono mora biti stabilno, a zajedno sa stabilnos¢u ¢esto dolazi
I perzistentnost i bioakumulativnost. Budu¢i da se radi o umjetnim spojevima, sintetska bojila
su po prirodi ksenobiotici (ksenobiotik je supstanca koja je prisutna u organizmu, ali se u
njemu ne proizvodi niti se oCekuje da bude prisutna), a uz to su i slozenih struktura. Upravo
zbog toga, u okoliSu se teSko razgraduju i gube obojenost te ih je nuzno ukloniti prije
ispusStanja u okoli§. Medutim, proces uklanjanja takvih spojeva dugotrajan je, slozen 1 skup
prije svega, zbog Cega je tvornicama (osobito onima tekstilne industrije, koje su najgori
onecisc¢ivaci, uz samu proizvodnju bojila) lakSe i puno jeftinije ispustiti oneciS¢ene vode
izravno u vodne resurse. Industrijske otpadne vode najéesc¢e se neodgovarajuce proc¢iscavaju i
kao takve zavrSavaju u gradskoj kanalizaciji. 1z ovih podataka moZe se zakljuciti kako ce se
sintetska bojila iz razli¢itih proizvoda koji se upotrebljavaju u kucanstvima 1 industriji u
velikom postotku naéi u okoliSu, pa tako 1 ona iz gelova za tuSiranje, sapuna i Sampona.
Uzevsi u obzir 1 Stetnost po ljudsko zdravlje, njihov globalni utjecaj ni u kojem slucaju nije

zanemariv.



1.1.5 Azo bojila

Azo bojila su najveca, najvaznija i najraznovrsnija skupina umjetnih bojila s ukupno 3000
razli¢itih spojeva. Procjenjuje se da 70 % mase svih bojila koja se proizvedu otpada na azo
bojila, stoga su to ujedno bojila s kojima ljudi najces¢e dolaze u kontakt i koja najcesce
mozemo naci u okoliSu. Uzrok tako Siroke upotrebe je lagana i jeftina sinteza, njihova
stabilnost i velika raznolikost nijansi u odnosu na prirodna bojila.® To su bojila koje
karakterizira jedna ili viSe azo skupina ( -N=N- ) koje se mogu nalaziti unutar benzenskog ili
naftalenskog prstena ili izmedu njih, a kao auksokromne skupine sadrze hidroksilne,
sulfonske ili amino skupine. Budu¢i da se radi o duSikovim derivatima, kao produkt
razgradnje mogu nastati kancerogeni aromatski amini. Ova bojila nerijetko izazivaju
kontroverze u javnosti buduéi da su neka od njih toksi¢na, kancerogena, mutagena te izazivaju
razli¢ite smetnje u organizmu ili alergijske reakcije. Mnoge studije povezale su konzumaciju
bojila (od kojih je veéina azo tipa) u slatkiSima i napicima sa hiperaktivnoséu i drugim

poremecajima ponasanja kod djece.10

Primjer strukture azo bojila:

HO

Sunset Yellow FCF S0;Na

Slika 1. Kemijska struktura Sunset Yellow™



1.2 E104 Kinolinsko zZuto, Quinoline Yellow

Umjetno zuto bojilo, natrijeva sol disulfonske kiseline. U kombinaciji s benzojevom
kiselinom (E210) moze uzrokovati sindrom hiperaktivnosti kod djece. Odlukom Europskog
parlamenta koja je od 2010. godine obvezujuca za sve zemlje Clanice Europske unije, na
deklaraciji namirnica koje sadrze jedno od sljedeé¢ih bojila: E102, E104, E110, E122, E124,

E129, mora stajati upozorenje: ,,Moze uzrokovati poremecaj aktivnosti i paznje djece”.

Izbjegavati!**
0
X=1,2,3
O (SO5Na),

Slika 2. Kemijska struktura Quinoline Yellow **

1.2.1 Quinoline Yellow u namirnicama

Quinoline Yellow najvise se koristi u bojenju hrane i lijekova, a smatra se da moze uzrokovati
promjene na kozi te je njegova upotreba u hrani i1 pi¢u zabranjena u Australiji, Japanu,
Norveskoj 1 SAD-u. Takoder je dokazano kako ljudi s povecanom osjetljivoS¢u na bojilo

Sunset Yellow, u pravilu pokazuju osjetljivost i na Quinoline Yellow.



Tablica 1. Dopustena koli¢ina Quinoline Yellow u odredenim namirnicama:**

DOPUSTENA UPOTREBA KOLICINA

dzem, pekmezi, domac¢a marmelada i sli¢ni

voéni pripravci 100 mg /kg

smrznuti aromatizirani deserti (sladoledi),
deserti, ukljucujuci aromatizirane mlijecne 150 mg /kg
proizvode

neka alkoholna pic¢a, aromatizirana pica na

osnovi vina, aromatizirani vinski koktelski 200 mg /L

proizvodi

dekoracije, ukrasi i preljevi

500 mg /kg

1.3 Tehnika odredivanja

Izraz spektroskopija s povijesnog se glediSta odnosio na granu znanosti koja se bavila
svjetloséu (tj. vidljivim zraenjem) razlu¢enome u komponente, valne duljine, koje tvore
spektar. Spektar je imao vaznu ulogu u razvoju suvremene atomske teorije. U posljednje
vrijeme spektrofotometrija je postala neizostavna tehnika za brojne analize. Ultraljubicasta
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(UV) i vidljiva apsorpcijska (VIS) spektroskopija primjenjuje se za kvantitativnu,
ali i za kvalitativnu analizu. To je naj¢e$¢e primjenjivana tehnika, a danas je proSirena i na

tehnike kao S$to su masena, elektronska i akusticka spektroskopija.

Instrumentalne metode za odredivanje boje pruzaju objektivne podatke, a ne subjektivni

dozivljaj te uz odgovarajuée odrzavanje i umjeravanje daju vrlo precizne i toéne rezultate.
Vecina je spektroskopskih uredaja sastavljena od pet osnovnih dijelova:

e stabilnog izvora energije zracenja,

e selektora valnih duljina koji omogucuju izdvajanje odredenog valnog podrucja,

e jednoga ili viSe spremnika za uzorke,

e detektora zracenja ili pretvornika energije zraenja u mjerljivi signal (najéesce
elektricni), te

. . . . ", .1
e procesora signala i uredaja za njegovo ogitanje.™®

monochromator detector

sample
cuvette

lamp amplifier —| readout

1926 CHP

Slika 3. Shematski prikaz dijelova spektrofotometar **
1.3.1 UV/VIS spektroskopija

Najvazniji pojmovi u spektrofotometriji su transmitacija i apsorbancija.

Transmitacija (T) otopine definira se kao dio upadnog zracenja koji je proSao kroz otopinu:
T=P/P,

gdje je P ulazna snaga snopa svjetlosti, a P snaga snopa svjetlosti nakon apsorpcije.

Transmitacija se Cesto izraZzava U postotcima.

11



lzvor Uzorak Detektor

Slika 4. Prigusivanje snopa zradenja kao rezultat apsorpcije u otopini™®

Na slici 4. prikazan je snop paralelnog zracenja prije i nakon prolaza kroz sloj otopine
debljine b (cm) 1 koncentracije ¢ vrste koja apsorbira. Posljedica medudjelovanja fotona i

Cestica koje apsorbiraju jest smanjenje snage snopa s Pg na P.
Apsorbancija (A) se definira jednadzbom:
A=-1ogl0 T=-log (P/Po)=1log (Po/P)

Nasuprot transmitaciji, apsorbancija otopine se povecava s prigusenjem osnovnog snopa. Ova

jednadzba zahtjeva logaritamsku apsorbancijsku ljestvicu.

Odnos izmedu veli¢ine mjerene apsorpcijskom metodom i one koja se odreduje (koncentracija

C) poznat je kao Lambert - Beerov zakon:
A=log (Po/P)=a-bc

gdje je a konstanta proporcionalnosti, apsorptivnost (apsorpcijski koeficijent), b duljina puta

zracenja kroz uzorak, a c je koncentracija apsorbirajuce vrste.

Budu¢i da je apsorbancija veli¢ina bez dimenzija, jedinice za apsorpcijski koeficijent

odreduju se uz pretpostavku da je lijeva strana jednad’be bezdimenzijska. **

12



2. EKSPERIMENTALNI DIO



Kemijkalija i uzorci:
Pri izradi ovoga rada koristena je slijedece kemikalija:

Quinoline yellow Zuékasto zelenkaste boje, topljiv u vodi, molarne mase 477,38 g/mol. *°

Destilirana voda
Te 7 realnih uzoraka (kupljenih u lokalnoj prodavaonici):

e Strepsils

e Haribo Quaxi — nije deklarirana prisutnost QY

e Haribo Goldbaren — nije deklarirana prisutnost QY
e Liza

e Isodrink

e Fanta limun

e Cedevita grejp

2.1 Priprava otopina

2.1.1 Priprava otopine standarda Quinoline Yellow :

Pri pripravi standardne otopine Quinoline Yellow, 0,25 g je otopljeno u 250 ml destilirane
vode (y =1g/L ). Od ove standardne otopine napravljene su otopine slijede¢ih koncentracija: 5
mg/L, 10 mg/L i 50 mg/L. Sva razrjedenja su pripravljena u 100 mL destilirane vode i to na

sljede¢i nacin:
1mLiz1lg/L — 10 mg/L
5mLiz1g/L — 50 mg/L

10 mL iz 50 mg/L — 5 mg/L

14



2.2 Metoda odredivanja

U ovom radu se odredivanje QY radilo sa dvije metode:

e Pomocu krivulje umjeravanja

e Metodom standardnog dodatka

KRIVULJA UMJERAVANJA:

Kalibracijski, bazdarni ili radni dijagram prikazuje ovisnost signala prema koli¢ini analita
(koncentraciji) dobiven mjerenjem signala serije standarda (standardnih otopina) pri to¢no
odredenim uvjetima. Kalibracijski dijagrami nisu uvijek linearni, ¢esto su kod niskih ili
visokih koncentracija krivulje, a linearni je dio negdje u sredini takovog dijagrama. Takav
linearni dio odnosa signala prema koncentraciji ¢esto nazivamo dinamickim podru¢jem.
Dinamicki dio kalibracijske krivulje moze se prikazati jednadzbom pravca:

y =a+ bx

gdje je y signal dobiven s instrumenta, a je signal slijepe probe (tj. odsjeCak na osi signala
(y), b je nagib pravca za ispitivani sustav (signal vs. koncentracija) koji odgovara osjetljivosti
postupka, a x je koncentracija analita. Ako se instrument bazdari na jednu ¢vrstu tocku sa
slijepom probom, najcesce jednaku nuli, jednadzba, postaje jednadzba pravca kroz ishodiste a
kalibracijski pravac postaje pravac kroz ishodiste. Kalibracijska krivulja je najbolja metoda
kalibracije ukoliko je utjecaj matrice zanemariv i ne ovisi o koncentraciji analita. Osim toga

v . . . .. .. [ |
nuzno je da su instrumenti na kojima se mijeri stabilni. *°

80 5 y=52.357x+0.6286
0 r =0.9997
o 60 4
w
& 50
Q
w
0 40 -
E 30
£
J 20
B
£ 10 -
0 I | T T T T 1

0 02 0.4 0.6 08 1 1.2 1.4

Concentration /mg L

Slika 5. Grafi¢ki prikaz za krivulju umjeravanja *’
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METODA STANDARDNOG DODATKA:

Metoda standardnog dodatka sastoji se od najmanje tri koraka. Prvi je mjerenje signala
analita iz uzorka, drugi dodavanje poznate koncentracije analita a tre¢i ponovljeno mjerenje
signala analita. Sa samo jednim dodatkom poznate koncentracije analita (drugi i tre¢i korak)
nuzna je pretpostavka da smo u linearnom dijelu odnosa signala i koncentracije analita.
Slijede¢i dodaci standardne otopine analita omogucuju vecu preciznost i dokazuju ili
opovrgavaju naSu pretpostavku o linearnosti odziva prema koncentraciji. Najprecizniji
rezultati se dobiju ako je koncentracija prvog dodatka jednaka najmanje dvostrukoj
koncentraciji analita u uzorku. Metoda standardnog dodatka je posebno korisna kada je utjecaj
matrice na odredivanje analita znatan ili kada su koncentracije analita u uzorku vrlo blizu
granice odredivanja. Metodom standardnog dodatka utjecaj matrice znaci postoji ali je
konstantan za sva mjerenja. | kod ovog postupka kalibracije vazna je stabilnost mjernog

instrumenta.

3. Extrapolate to
zero signal; this
must be zero
concentration also.

2. Spike sample, measure
- at concentrations x+A,
x+B, x+C.
|
-— ‘ 1. Measure signal at concentration x.

X
4. Read /' Concentration

concentration x
from calibrated
plot.

Slika 6. Grafigki prikaz za metodu standardnog dodatka *®
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Krivulja umjeravanja je dobivena mjerenjem apsorbancije (na prethodono odredenoj valnoj
duljini). Literaturno je pronadeno da pri pH=7, valna duljina iznosi 412 nm."* Sedam
razli¢itih koncentracija QY je pripravljeno razrijedivanjem standardnih otopina, prema

omjerima prikazanim u tablici 2.
Tablica 2. Koncentracije standardnih otopina quinoline yellow-a za krivulju umjeravanja

Standardna | Koncentracija = Volumen V(H,0)(mL) | c(QY)u Apsorbancija

otopina standardne standardne tikvici
otopine QY otopine QY
(mL)
1. 1g/L 2 98 20 mg/L 1,6077
2. 1g/L 1 99 10 mg/L 0,8525
3. 50 mg/L 10 90 5 mg/L 0,4210
4. 50 mg/L 6 94 3 mg/L 0,2590
5. 10 mg/L 10 90 1 mg/L 0,0881
6. 5 mg/L 10 90 0,5 mg/L 0,0425
7. 5 mg/I 4 96 0,2 mg/L 0,0178

Valna duljina je odredena “skeniranjem” otopine QY koncentracija 0,2 - 20 mg/L kroz cijelo
valno podrucje. Utjecaj destilirane vode na apsorbanciju kroz cijelo valno podrucje je
SLIJEPA PROBA. Za odredivanje QY u realnim uzorcima koriStena je i metoda standardnog
dodatka. U tu svrhu se u odredeni volume otopine realnog uzorka dodavala standardna

otopina kao §to je prikazano u tablici 3.

Tablica 3. Postupak pripreme otopina za metodu standardnog dodatka

Standardna Volumen Volumen V(H,0) (mL) c(standardne
otopina otopljenog standardne otopine QY u
uzorka otopine QY tikvici)
c(QY)=10mg/L

1. 0 40 0

2. 2,5 37,5 0,5

3. 10 5 35 1

4. 10 30 2

5. 20 20 4
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Svi kruti uzorci su otopljeni u 100 mL destilirane vode i to na sljede¢i nacin:

Tableta Strepsils — tableta je smrvljena u tarioniku i potom izvagano 2,0143 g te
otopljeno u destiliranoj vodi.

Haribo Quaxi (HQ) — izvagano je 2,0050 g bombona, te otopljeno u destiliranoj vodi,
uz zagrijavanje (zbog prisustva zelatine).

Haribo Goldbaren (HG) — izvagano je 1,9895 g bombona, te otopljeno u destiliranoj
vodi, uz zagrijavanje (zbog prisustva Zelatine).

Liza — liza je smrvljena u tarioniku i potom izvagano 2,0007 g te otopljeno u
destiliranoj vodi.

Cedevita (grejp) — izvagano je 2,0016 g Cedevite, te otopljeno u destiliranoj vodi.

Priprava teku¢ih uzoraka:

Fanta limun — uzorak se najprije zagrijava, kako bi se otpustio ugljikov (IV) oksid
(CO2) Nakon s$to se sav (CO, ) otpustio, otpipetirano je 25 mL uzorka., otopljeno u
ultracistoj vodi i nadopunjeno do oznake u tikvici od 100 mL.

Isodrink — negazirani napitak. Odpipetirano je 25 mL uzorka i prebaceno u tikvicu od

100 mL koja je nadopunjena do oznake.
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3. REZULTATI | RASPRAVA



3.1 Spektrofotometrijsko odredivanje Quinoline Yellow — a

Prikazan je scan za seriju standarda poznatih koncentracija. Prema literaturnim podatcima,

valna duljina pri kojoj se javlja pik, iznosi 412 nm pri pH=7. **

3.0

Abs

I I I |
350 400 450 500 550
Wavelength (nm)

Slika 7. Prikaz scan-a u podru¢ju valne duljine od 350 — 550 nm za sljedeée koncentracije
QY:05;1,15;2,25mg/L

Iz rezultata je vidljivo da se pikovi javljaju na valnoj duljini od 411 i 413 nm, §to odgovara
literaturnim podatcima. Nakon dobivenog scan-a, pripravljeni standardi su podvrgnuti

spektrofotometrijskom mjerenju s ciljem dobivanja krivulje umjeravanja.
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Tablica 4. Koncentracije standardnih otopina quinoline yellow-a za krivulju umjeravanja

Standardna c(QY)u Apsorbancija
otopina tikvici
1. 20 mg/L 1,6077
2. 10 mg/L 0,8525
3. 5 mg/L 0,4210
4, 3 mg/L 0,2590
5. 1 mg/L 0,0881
6. 0,5 mg/L 0,0425
7. 0,2 mg/L 0,0178

Krivulja umjeravanja

==
o 00
1 ]

y =0,0807x +0,0122

Lol
N D

@ Standardi

o o
o o0

Apsorbancija
O <
SN

o
)

o

0 5 10 15 20 25
Koncentracija mg/L

Slika 8. Krivulja umjeravanja standardnih otopina

Iz ovako dobivene krivulje umjeravanja, odredene su koncentracije QY u pripravljenim

otopinama realnih uzoraka

Iz prethodonog grafa (Slika 8.), pomoc¢u jednadzbe pravca, izraCunate su koncentracije

Abs —0,0122

ispitivanih uzoraka prema sljede¢em izrazu: y = 00807
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Tablica 5. Odredene koncengtracije QY u pripravljenim otopinama realnih uzoraka

Uzoreci

Haribo Goldbaren

Liza

Fanta

i

Apsorbancija

0,0945

0,2871

0,2440

Masena koncentracija mg/L

1,0198

3,4064

i

2,8723

Iz Tablice 5. i Slike 8.,vidljivo je da se koncentracije realnih uzoraka nalaze u podrucju

koncentracija pripravljenih standarda.

Koncentracija QY u realnim uzorcima je utvrdena i metodom standardnog dodatka i to u

otopinama koje su pripravljene kako je i opisanu u eksperimentalnom dijelu.
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Tablica 6. Metoda standardnog dodatka za Strepsils. Volumen otopine realnog uzorka je 10

mL.
Standard ¢ (QY) u tikvici iz otopine Apsorbancija
standarda mg/L
1. 0,0 0,0070
2. 0,5 0,0524
3. 1 0,0930
4. 2 0,1792
5. 4 0,3467
Strepsils
0,4 -
0,35 - y =0,0847x + 0,0086
s 03 R? = 10,9999
S 0,25
8 02
g 0,15 @ strepsils
< o1
0,05
0
0 1 2 3 4 5
Koncentracija QY dodana putem standarda, mg/L

Slika 9. Metoda standardnog dodatka za Strepsils

Na osnovu ovih podataka izracunata je koncentracija QY koja se nalazi u uzorku Strepsils

tablete (m=2,0143g) odnosno u jednom kg.

A=0,0847 xy +0,00866

0,00866

ZaA=0 — Y= 0,0847

= 0,102 mg/L

0,102 x50

=0,102 x5 = 0,511 mg/L

YQY u pripravljenoj otopini uzorka =

m=yxV=0,511x0,1=0,05mg
23



m(Strepsils) = 2,0143 g
2,0143 ~ 0,05 mg

1000 ~ X

YQY u Strepsils — 25,386 mg/kg

Tablica 7. Metoda standardnog dodatka za Haribo Quaxi. Volumen otopine realnog uzorka je
10 mL.

Standard ¢ (QY) u tikvici iz otopine Apsorbancija
standarda mg/L
2. 0,5 0,0516

4. 2 0,1763

Haribo Quaxi

0,35 -~
0,3
0,25

y =0,0795x + 0,0142
R*=0,9993

e
[N}

0,15
@ Haribo Quaxi

Apsorbancija

e
=y

0,05
0

0 1 2 3 4 5
Koncentracija QY dodana putem standarda, mg/L

Slika 10. Metoda standardnog dodatka za Haribo Quaxi

Na osnovu ovih podataka izra¢unata je koncentracija QY koja se nalazi u uzorku Haribo

Quaxi (m=2,0050g) odnosno u jednom Kg.
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A=0,0795 x y +0,0142

0,0142

ZaA=0 — Y= 0,0795

= 0,1785 mg/L

Y QY u pripravljenoj otopini uzorka — 0,1785 x5 = 0,893mg/L
m = 0,893 mg/L % 0,1 =0,0893 mg
2,0050 g ~ 0,0893 mg

1000 ~ X

Y QY uikgHQ = 44,522 mg/kg

Tablica 8. Metoda standardnog dodatka za Haribo Goldbaren. Volumen otopine realnog

uzorka je 10 mL.

Standard ¢ (QY) u tikvici iz otopine Apsorbancija

standarda mg/L

0,5 0,0560

4. 2 0,1776

Haribo Goldbaren
0.4 =10,0791x + 0,0169
03 R? =0,9994

@ Haribo Goldbaren

Apsorbancija
o
N

0 2 4 6
Koncentracija QY dodana putem standarda, mg/L

Slika 11. Metoda standardnog dodatka za Haribo Goldbaren
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Na osnovu ovih podataka izracunata je koncentracija QY koja se nalazi u uzorku Haribo

Goldbaren (m=1,9895g) odnosno u jednom kg.
A=0,0791 x vy + 0,0169 — y = 0,214 mg/L

Y QY u pripravljenoj otopini uzorka = 1,069 mg/L
m(HG) = 1,9895¢g

m = 1,069 x 0,1 = 0,1069 mg

1,9898 g ~0,1069 mg

1000 ~ X

YQYui1kgHG = 53,732 mg/kg

Tablica 9. Metoda standardnog dodatka za Lizu. Volumen otopine realnog uzorka je 10 mL.

Standard ¢ (QY) u tikvici iz otopine Apsorbancija
standarda mg/L
1. 0,0 0,0574
2. 0,5 0,1004
3. 1 0,1456
4, 2 0,2306
5. 4 0,4003
Liza
0,5 -
04 - y = 0,0857x + 0,0583
g 0,3
)
802 ol
o iza
<01
0
0 1 2 3 4 5
Koncentracija QY dodana putem standarda, mg/L

Slika 12. Metoda standardnog dodatka za Lizu

26



A =0,0857 xy+0,0583 — y =0,681

YQY u pripravljenoj otopini uzorka = 3,404 mg/L
m(Lize) = 2,007g

m = 3,404 x 0,1 = 0,3404 mg

2,007 g ~ 0,3404 mg

1000 ~ X

YQY u 1kgLize =169,606 mg/L

Tablica 10. Metoda standardnog dodatka za Isodrink. VVolumen otopine realnog uzorka je 10

mL.

Standard ¢ (QY) u tikvici iz otopine Apsorbancija
standarda mg/L

0,5 0,1108

2 0,2358

Isodrink

e
(2]
)

y =0,0837x + 0,0681
R?=0,9999

’

e o
N W

@ Isodrink

Apsorbancija

o
o K

0 1 2 3 4 5
Koncentracija QY dodana putem standarda, mg/L

Slika 13. Metoda standardnog dodatka za Isodrink
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A =0,0838 x vy +0,0681 — y = 0,8122 mg/L

V(lIsodrinka) = 10 mL

YQyu pripravljenoj otopini uzorka = 4,061 mg/L

4,061 x0,1
= oo = 16,24 mg/L

YQY u 1L Isodrinku

Tablica 11. Metoda standardnog dodatka za Fantu limun. Volumen otopine realnog uzorka je

10 mL.

Standard ¢ (QY) u tikvici iz otopine

standarda mg/L

2. 0,5

Apsorbancija

0,0852

0,2093

i

Fanta limun

0,4 -~
0,35 -
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

y =0,0842x + 0,041
R2=1

Apsorbancija

@ Fanta limun

0 1 2 3 4

Koncentracija QY dodana putem standarda, mg/L

Slika 14. Metoda standardnog dodatka za Fantu limun
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A=0,0842 X v+ 0,041 -y = 0,4866 mg/L

V(Fante limun) = 10 mL
YQY u pripravljenoj otopini uzorka — 2,433 mg/L

YQYu 1L Fantelimun — 9,732 mg/L

Tablica 12. Metoda standardnog dodatka za Cedevitu grejp. Volumen otopine realnog uzorka
je 10 mL.

Standard ¢ (QY) u tikvici iz otopine | Apsorbancija
standarda mg/L

2. 0,5 0,0699

4. 2 0,1943

i

Cedevita grejp

0,4 - y =0,0845x + 0,0275
R?=0,9998

Apsorbancija
o
N

@ Cedevita grejp

0 1 2 3 4 5
Koncentracija QY dodana putem standarda, mg/L

Slika 15. Metoda standardnog dodatka za Cedevitu grejp
A=0,0845 xvy+ 0,0275 -y = 0,326 mg/L
YQyu pripravljenoj otopini uzorka = 1,629 mg/L

YQYu 1L Cedevite grejp — 81,374 mg/L
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4. ZAKLJUCAK



Nakon provedenog mjerenja ustanovljeno je da umjetnog bojila QY ima u svim
uzorcima, pa ¢ak i u onim uzorcima na kojima to nije navedeno na deklaraciji.
Odredivanje koncentracije QY provodilo se sa dvije metode (pomocu krivulje
umjeravanje i metodom standardnog dodatka) u 2 tipa uzoraka, krutim i tekuc¢im
(pi¢ima, bombonima, tabletama).

Usporedbom ovih dviju metoda vidili smo da su male razlike u dobivenim rezultatima.
Najvece koncentracije su pronadene u Cedeviti grejp — 81,374 mg/L i Lizi - 169,606
mg/ kg.

Spektrofotometrijski dobivene koncentracije za krute i tekuce uzorke, ulaze u
Pravilnikom (NN 62/2010) dopustene vrijednosti. 2 Dopustena koncentracija QY u
bezalkoholnim aromatiziranim pi¢ima je do 200 mg/L, kao i za grickalice, dok je za

medicinske pripravke ona znatno manja i iznosi 50 mg/kg.
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