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Sažetak – Legislativa Europske unije propisuje sve strože granične vrijednosti na azo bojila obzirom na toksičnost i potencijalnu kancerogenost bojila i njihovih elektrofilnih razgradnih produkata koji mogu reagirati sa nukleofilnom DNA. Europskom normom EN 14362-2 propisana je jedna od metoda za detekciju nekih tekstilnih azo bojila odnosno za određivanje nekih aromatskih amina derivniranih iz azo bojila. EN 14362-2 definira više mogućih postupaka detekcije aromatskih amina propisanih direktivom 2002/61/EC: TLC, HPLC (DAD ili MSD), GC (FID ili MSD) i CE (DAD). U Zavodu za tekstilno-kemijsku tehnologiju i ekologiju Tekstilno-tehnološkog fakulteta provedena je analiza uvezenih obojenih uzoraka na HPLC Shimadzu sustavu, serija LC-10, sa kolonom EC 250/4.6 Nucleosil 100-5 C6H5 ec. Dobivena retencijska vremena i baždarni dijagrami standardnih otopina aromatskih amina, obzirom na propisanu normu, omogućuju kvantitativnu i kvalitativnu analizu aromatskih amina ekstrahiranih sa tekstilnih proizvoda. 
Abstract – European Union legislation statues lower, stricter and more severe threshold values for azo dyes regarding toxicity and potential carcinogenic influence of  dyes and their electrophilic metabolite products, which may engage reactions with the molecule of DNA. European standard EN 14362-2 statues one of the methods for detection of some azo textile dyes and determination of some aromatic amines derived from azo dyes. EN 14362-2 defines several optional methods of aromatic amines detection set by following directive 2002/61/EC: TLC, HPLC (DAD or MSD), GC (FID or MSD) and CE (DAD). Analysis of imported dyed samples was carried out at Department of Textile Chemistry and Ecology using Shimadzu HPLC system of LC-10 series with EC 250/4.6 Nucleosil 100-5 C6H5 ec column. Obtained retention times and calibartional diagrams of standard solutions, regarding set standard, enable both quantitative and qualitative analysis of aromatic amines extracted from textile products. 

I. UVOD
Sve do 1970. godine u javnosti se vrlo malo znalo o toksičnosti bojila i njihovom štetnom utjecaju na čovjeka, kao i na okoliš. Vodeći svjetski proizvođači bojila su radi osiguranja sigurnosti proizvodnje, zaštite zdravlja proizvođača i krajnjih potrošača te zaštite okoliša osnovali ETAD, Ekološko i toksikološko udruženje industrije za proizvodnju bojila (engl. Ecological and Toxicological Association of the Dyestuffs Manufacturing Industry) sa sjedištem u Baselu, Švicarska. Danas ETAD okuplja najveći dio proizvođača bojila i organskih pigmenata u Europi, Japanu, SAD-u i u Indiji. Prema istraživanjima ETAD-a manje od 10 % bojila pripada skupini za zdravlje opasnih ili toksikoloških proizvoda. Osim toga, u sve većoj mjeri provode se i ispitivanja knacerogenog i alergijskog djelovanja bojila. Početkom pedesetih godina dokazano je da benzidin, intermedijer kod sinteze azo bojila, uzrokuje karcinom krvi. Dokazano je da neka azo bojila, ukoliko imaju slabu postojanost na znoj, silaze s vlakna, prodiru kroz epitel kože u krv, gdje, ovisno o kemijskog građi bojila, može doći do redukcije azo skupina te nastaju kancerogeni amino spojevi. Zbog alergijskog i kancerogenog djelovanja više od 40 bojila je povučeno iz primjene [1-3].

Međunarodna agencija za istraživanje karcinoma IARC (International Agency for Research on Cancer), obzirom na toksičnost razgradih komponenata napravila je klasifikaciju spojeva po grupama: 1 – karcinogeni, 2A – upitno karcinogeni, 2B – potencijalno karcinogeni, 3 – spojevi čije djelovanje nije u potpunosti potvrđeno (alergije i slično) i 4 – ne karcinogeni spojevi [1].
Osim ove klasifikacije, u Republici Hrvatskoj se, sukladno Pravilniku o zdravstvenoj ispravnosti predmeta široke potrošnje te zdravstvenoj ispravnosti i sigurnosti igračaka, odjeće i ostalog, a u cilju osiguravanja zaštite krajnjih potrošača, zahtijeva kontrola obojenih proizvoda s naglaskom na azo bojila. Da bi se izbjegle neželjene posljedice potrebno je tekstil i kožu ispitati prema važećim normama EN 14362-1, EN 14362-2 i ISO/TS 17234 za kožu. U tom kontekstu, preporučuje se da se, ukoliko je količina aromatskih amina po komponenti > 30 mg/kg, obojeni uzorak zabranjuje koristiti. Obzirom na ozbiljnost problematike, kompetentnost laboratorija i institucija akreditacije istih postaje presudna pri analizi kvalitete obojenih tekstilnih materijala koji dolaze na tržište [4-6].
U ovom radu pristupilo se analizi obojenog pamučnog i poliamidnog tekstilnog materijala. Ekstrakcija i analiza bojila sa uzoraka provedena je prema normi EN 14362-2 „Tekstil – Metode za određivanje nekih aromatskih amina deriviranih iz azo bojila“.
II. METODIKA
Ispitivanja su provedena na trgovačkim obojenim uzorcima dječjih čarapa sljedećih karakteristika:
TABLICA I
KARAKTIERISTIKE ISPITIVANIH OBOJENIH TEKSTILNIH UZORKA

	Sirovinski 
	Koloristički parametri obojenih uzoraka

	sastav
	L
	C
	h

	pamuk
	53,16
	55,44
	28,23

	poliamid
	71,64
	25,08
	241,82


1. Ekstrakcija bojila

Ekstrakcija bojila sa tekstilnih materijala provedena je u otopini klorbenzena prema normi EN 14362-2. Dobiveni ekstrakt se upari na vakuumskom rotacijskom isparivaču do male količine te kvantitativno prenese u reakcijsku posudu. Dodatkom natrij ditionita provede se redukcija azo skupina bojila.Reducirana otopina propusti se kroz kolonu diatomejske zemlje i ispere t-butil metil eterom koji se naknadno ukloni na vakuumskom rotacijskom isparivaču [5]. 
Prije HPLC analize uzorci su profiltrirani su kroz 0,45 (m filter (Chromafil PET-45/25, Macherey-Nagel). 
2. Detekcija aromatskih amina

Detekcija amina provedena je Shimadzu Calss-VP HPLC sustavom, serija LC-10A, koji je opremljen binarnom pumpom, vakuum otplinjivačem, termostatirnim automatskim injektorom, komorom za termostatiranje kolone i UV/VIS DA-detektorom. 
Analiza je provedena pri temperaturi 30°C, na koloni Nucleosil 100-5 C6H5 ec, veličine čestica 5 m, duljine 250 mm i unutarnjeg promjera 4,6 mm. Za ova ispitivanja volumen uzorka iznosio je 15 l. uz protok 0,6 ml/min i vrijeme analize 70 minuta.
Kao mobilna faza korišten je binarni sustav metanol i pufer (amonij dihidrogen fosfat / dinatrij hidrogen fosfat. Gradijent mobilne faze: na početku  10 % metanola, linearno povećavanje na 50 % unutar 50 min; linearno povećavanje do 100 % unutar 20 min. Detekcija je provedena kod valne duljine 240 nm [5]. 
U svrhu kvalitativne analize prisutnih zabranjenih aromatskih amina prethodno su snimljeni kromatogrami aromatskih amina propisanih direktivom 2002/61/EC (standardni spojevi), najzastupljeniji u tekstilnim bojilima. Dobivene Rf vrijednosti prikazane su u tablici 2.
TABLICA II
Rf VRIJEDNOSTI NEKIH AROMATSKIH AMINA 
PROPISANIH DIREKTIVOM 2002/61/EC
	Naziv amina
	Rf (min)

	4-aminobifenil
	48,73

	benzidin
	37,87

	4-kloro-o-toluidin
	41,98

	2-naftilamin
	12,54

	4-kloroanilin
	37,72

	4,4'-metilendianilin
	43,60

	3,3'-dimetoksibenzidin
	47,60

	4,4'-metilen-bis-(2-kloro-anilin)
	12,52

	o-toluidin
	13,09

	4-metil-m-fenilendiamin
	20,72

	4-aminoazobenzen
	55,27


III. ANALIZA REZULTATA
Kompetentnost laboratorija jedna je od mjera predostrožnosti koje potrošača osiguravaju od potencijalno neželjenih posljedica pri nošenju obojenih tekstilnih proizvoda. Silaženje bojila s materijala može bit uzrokovano znojem, odnosno slinom u djece, što može dovesti do razgradnje bojila već  u ustima. Činjenica je da se o ponašanju razgradnih produkata i međuprodukata bojila dobivenih redukcijom ne zna dovoljno. Mnoga dosadašnja znanstvena istraživanja temeljena su na analizi azo bojila za koja su date i liste štetnih aromatskih amina kao potencijalnih uzročnika kancerogenih i alergijskih oboljenja. Međutim, zasigurno postoje i druga bojila čiji su razgradni produkti štetni ali do sada nisu dokazani. 
Rezultati kvalitativne HPLC/DAD analize uzoraka ekstrahiranog bojila sa pamučnog i poliamidnog materijala dobivenih prema normi EN 14362-2 prikazani su kromatogramima na slikama 1 i 2.
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Sl. 1. HPLC kromatogram bojila ektrahiranog sa pamučnog uzorka 

Na kromatogramu uzorka bojila ekstrahiranog sa crveno obojenog pamučnog materijala (sl. 1) uočava se, prema tablici 2, prisutnost 4-metil-m-fenilendiamina (Rf  20,72) koji prema IARC-u spada u skupinu 2B.
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Sl. 2. HPLC kromatogram bojila ektrahiranog sa poliamidnog uzorka

Na kromatogramu uzorka bojila ekstrahiranog sa plavog poliamidnog materijala (sl. 2) uočavaju se dva izražajna pika koji, na temelju analize standarda (tab. 2), odgovaraju aromatskim aminima 4,4'-metilendianilin (Rf 43,60) i 3,3'-dimetoksibenzidin (Rf  47,60),a prema IARC-u spadaju u skupinu 2B.
Na oba HPLC kromatograma (sl. 1 i 2) dobiveni su pikovi manjeg intenziteta sa Rf vrijednošću 55,30 koji upućuju na prisutnost 4-aminoazobenzena. Na sl. 2 se uočava moguće preklapanje pikova u 55,30 i 57,39 minuti što dodatno potvrđuje kompleksnost određivanja toksičnih aromatskih amina. Također, na HPLC kromatogramima oba obojena uzorka pikovi sa Rf vrijednostima > 60 minuta koji nisu definirani normom EN 14362-2 potvrđuju prisutnost u potpunosti neistraženih razgradnih produkata.
IV. ZAKLJUČAK

Dokazivanje samo aromatskih amina prema normi EN 14362-2 može dovesti do sumnje u samo bojilo, jer ostali razgradni produkti nisu do sada ispitani. Nameće potreba za primjenom drugih analitičkih metoda (IR, GC, MS). Ovo potvrđuju dobivene Rf vrijednosti uzoraka ispitanih HPLC analizom iznad 60 minuta koje nisu definirane ovom normom. Stoga, kompetentnost laboratorija za određivanje toksičnih spojeva se mora temeljiti na visokoj stručnoj izobrazbi. 
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