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SAZETAK

Pirolizidin alkaloidi (PA) prirodni su toksini koji nastaju kao sekundarni metaboliti u vise od
6000 bilinih vrsta koje spadaju u porodice Boraginaceae (ostrolisti), Compositae (Asteraceae)
(glavocCika) i Legquminosae (Fabaceae) (leptirnjace) te se smatraju najrasprostranjenijim prirodnim
toksinima. Biljke, kao Sto su gavez (Symphytfum), lopuh (Petasites hybridum L.) i podbijel ( Tussilago
farfara L.), a koje sadrze PA-ove, od davnina se koriste kao hrana, dodaci prehrani ili u medicinske
svrhe (kao ljekovito bilje). Medutim, glavni problem po pitanju ljudskog zdravlja su PA-ovi koji
kontaminiraju hranu koja ih prirodno ne sadrzi. Najvecu ulogu u trovanju hranom ljudi imaju vrste kao
Sto su borazinovke (Heliofropium) te krotalarija (Crofalaria). One su prisutne kao korov na poljima gdje
rastu Zitarice i mahunarke te se njihovo sjemenje moze slu€ajno pomijeSati s glavnim usjevom
prilikom same zetve, a isti problem nastaje i s biljikama koje se koriste kao Cajevi. Upravo su Cajevi
oznaceni kao prehrambeni proizvod koji bi mogao biti glavni izvor izloZenosti ovim kontaminantima.

Kod akutne izlozenosti, PA-ovi pri visokim dozama mogu dovesti do zatajenja jetre Sto moze
rezultirati i smrtnim ishodom. Medutim, akutna trovanja ljudi su izuzetno rijetka i slabo dokumentirana.
Uobi¢ajeni kroni¢ni u¢inak PA-ova ukljuuje Stetno djelovanje na jetru, ali i na plu¢a. Eksperimenti na
zivotinjama otkrili su kako neki PA-ovi mogu biti genotoksiéni kancerogeni te imati embriotoksi¢ne
ucinke, iako ne postoje konkretni dokazi o ovim Stetnim djelovanjima za ljude.

HAH je u suradnji s njemackim laboratorijem napravio analizu na 55 uzoraka razliCitih vrsta
Cajeva dostupnih na trzistu RH, na ukupno 30 razli¢itih PA-ova. PA-ovi su analizirani koristeci ,in —
house“ metodu koju je razvio BfR, ali preciznost metode u velikoj mjeri nije postignuta, $to je u
konacnici dovelo do dodatnih nesigurnosti u procjeni rizika. U 35 % uzoraka kvantificiran je barem
jedan PA. Jedan uzorak (€aj od mente) je imao ekstremno visoke koncentracije PA-ova u usporedbi s
ostalim uzorcima.

Pregledom literature napravljena je kratka procjena rizika za slu€aj konzumacije Caja s
ekstremno izmjerenim vrijednostima te je zakljuéeno da je moguénost akutnog trovanja zanemariva.
Temeljem procjene izlozenosti, zaklju€eno je kako je kod prosjeénih konzumenata ¢ajeva u RH rizik
od Stetnog utjecaja na zdravlje takoder zanemariv, dok €esti konzumenti mogu biti izloZzeni veéem
riziku od Stetnih posljedica po zdravlje, pogotovo ako konzumiraju proizvode s visokim udjelom PA-

ova tijekom duzeg vremenskog perioda.

KLJUCNE RIJECI

Pirolizidin alkaloidi, cajevi, procjena rizika, MOE pristup
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SUMMARY

Pyrrolizidine alkaloids (PAs) are natural toxins produced as secondary metabolite of more
than 6000 plant species, belonging to the families of Boraginaceae, Compositae (Asteraceae) and
Leguminosae (Fabacease) and occur world-wide. Plants which contain PAs, such as comfrey
(Symphytum officinale), Petasites hybridum L.) and coltsfoot (Tussilago farfara L. ) are used as food
and as food supplements or for medical purposes (as herbs) from ancient times. However, the main
problem in terms of human health are PAs that contaminate food that naturally does not contain them.
The plants most commonly reported as being associated with food poisoning in humans are
Heliotropium (in the family Boraginaceae ) and Crotalaria. These occur as weeds in cereal or legume
crops and the seeds are mixed accidentally with the main crop at harvest. The same problem can
occur with the plants that are used as teas. Because of that, tea herbs as food products can be major
source of exposure to these contaminants.

In acute exposure, PAs in high doses can lead to fatal liver failure. However, acute human
poisonings are extremely rare and poorly documented. Common toxic chronic effect of PAs include
harmful effects on the liver and the lungs. Tests on experimental animals have found that some PAs
can be genotoxic carcinogens and have embryotoxic effects, although there is no concrete evidence
of the harmful effects to humans.

Croatian Food Agency (CFA) in cooperation with the German laboratory performed analysis
on 55 samples of different types of teas available in Croatia on a total of 30 different PAs. PAs were
analysed with ,in-house® method developed by BfR, but precision of the method could not been
achieved in great manner, which ultimately led to additional uncertainties in the risk assessment. At
least one PA was quantified in 35% of the samples. One tea sample (mint tea) had an extremely high
concentration of PAs, compared to other concentrations in other samples.

Based on the available literature, a brief risk assessment was made for case of consumption
of tea with extreme concentration and it was concluded that the possibility of an acute toxicity is
negligible. Based on the exposure assessment, it was concluded that the risk for average consumers
of teas in Croatia is also negligible, while high consumers can be at increased risk of adverse health
effects, especially if they consume products with high proportion of PAs over an extended period of

time.

KEY WORDS

Pyrrolizidine alkaloids, herb teas, risk assessment, MOE approach
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ZAHVALE

Hrvatska agencija za hranu zahvaljuje svim ¢lanovima Znanstvenog odbora na doprinosu u izradi
ovog znanstvenog misljenja.

4

ZNANSTVENO MISLJENJE 0B-34-02



({AH

HRVATSKA AGENCIJA ZA HRANU O PIROLIZIDIN ALKALOIDIMA U CAJEVIMA NA TRZISTU RH
SADRZAJ
SAZETAK ....coeueeereesseeesesssseeesessssseesesssessesesssessesssssessesesesessesssesassesssesssnssnsessenssnsessnssesasssnsessnssnsesenses 2
SUMMARY ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaan 3
ZAHVALE .......ooeeieeeeeeeeteeeeeeeeeeeee e e ee e s eee e e s e se s eee e e ee e ee e ee e e e s e e e ee e e eeee e e e e e e e e e e e e e e e e R R EEEEEEEEREEEEEEErrrrRRrrrrrrrrnrrren 4
UV O D ... —_— 6
PROCUENA RIZIKA ... e e e e e e e e e e e aa e 7
1. Identifikacija i karakterizacija 0pasnOSti............cccuriiiii i 7
LU 1Y oo SRS 7
Toksikokinetika pirolizidin @lkaloida ...............uuuuuiiiiieiiiiieieieie e eeee e eaesreeeeeenreeersrnenrnrnnes 9
F (01 F= TR (0] o7 Lo SRR SS 10
TOKSICNOSt PONAVIAJUCIN AOZA ........oiiiiiiiiiiiiiee e e 10
Razvojna i reproduktivna toKSICNOST ............uuiiiiiiii e 11
T eTcT oo =T g o SO UPPOTPSPPPUPPR 11
Toksi€nost i trovanja KO Ui ............uuiiiiiiiiiiicee e e e e e s e s e e e e e e e enaans 12
b o (o Te 1T g r= W a (o= Lo T 15
Yoy 74 o 22 =T g o T { SRR 15
Analiticka metoda za odredivanje pirolizidin alkaloida...............ccceeeiiiiiiiiiiice e, 16
ProCIENa IZIOZENOST .....cciiiiiie ittt e e ra e et e e e e e 19
3. KarakterizacCijal MiZiKa ........ccoooeiiioeeeeiiiee e e e e e e e e n e e e e ean 26
ZAKLJUCC ] .. eeiiiseisieesesis bbb e bbb bbbt 29
PREPORUKE ........ciiicitirrriesisisssssssrrees s s s sssssnrsre s s s s s ssssssnss e esssssssssssnssnssssssssssssssnnessssssessnssnnneesssssannnnne 30
LITERATURA (REFERENCE)........co i 31
5

ZNANSTVENO MISLJENJE 0B-34-02



({AH

HRVATSKA AGENCIJA ZA HRANU O PIROLIZIDIN ALKALOIDIMA U CAJEVIMA NA TRZISTU RH

UvoD

Pirolizidin alkaloidi (PA) prirodni su toksini koji nastaju kao sekundarni metaboliti u biljkama. U
Republici Hrvatskoj (RH), ne provodi se monitoring ovih spojeva niti trenutno postoji laboratorij koji
ima mogucnosti za provesti analiticko ispitivanje. O potrebi za ispitivanjem odredenih prehrambenih
proizvoda biljnog podrijetla na trzistu RH na PA-ove, raspravljalo se na 2. sastanku Znanstvenog
odbora za kemijske opasnosti Hrvatske agencije za hranu (HAH), koji je odrzan 13. studenog 2014.
god. Ministarstvo zdravlja podrzalo je provodenje istrazivanja koje ¢e se provesti u skladu s
preporukom o procjeni rizika od strane Europske agencije za sigurnost hrane (EFSA; EFSA, 2011).
Dogovoreno je da HAH bude nositelj takvog istraZivanja u suradnji s nekim od inozemnih laboratorija,
a da se inicijalno istrazivanje provede na €ajevima, kao jednim od proizvoda gdje je moguce oCekivati
najvece koncentracije PA-ova.

EFSA je u dva navrata radila znanstvena midljenja o PA-ovima. Prvi puta 2007. godine
procjenu rizika za PA-ove u hrani za zZivotinje, a u 2011. su procjenu rizika prosirili i na hranu za ljude.
Zbog nedovoljno podataka, ograni€ili su se na med i proizvode od meda. Nedostatni podaci su jedan
od glavnih problema kada se govori o PA-ovima jer je provedeno vrlo malo istraZzivanja te su podaci
koji bi se mogli koristiti za adekvatnu i sveobuhvatniju procjenu rizika, malobrojni. Osim EFSA-e,
istrazivanje PA-ova proveo je i njemacki Federalni institut za procjenu rizika (BfR, njem. Bundesinstitut
fir Risikobewertung) koji je svoja istrazivanja fokusirao na biljne proizvode te na Cijem istrazivanju se
temelji i ovaj projekt (EFSA, 2007; 2011; BfR, 2013).

Na razini Europske unije (EU) ne postoji zakonski akt koji regulira pitanje PA-ova niti uspostavlja
najvece dopustene koncentracije. Nepozeljne tvari u hrani za zivotinje su regulirane Direktivom
2002/32/EZ Europskoga parlamenta i vije¢a od 7. svibnja 2002. o nepozeljnim tvarima u hrani za
zivotinje, no PA-ovi kao takvi nisu u popisu Priloga te Direktive. Medutim, nekoliko biljnih vrsta ili
specifi€nih biljnih dijelova koji sadrzavaju PA-ove, kao $to je krotalarija (Crotalaria) vrsta, kao i sjeme
korova i nemljeveno i nerazdroblieno voce koje sadrzi alkaloide, glukozide ili ostale toksi¢ne
supstance, odvojeno ili u kombinaciji, izriito su navedeni na listi nepozeljnih supstanci. Maksimalni
sadrzaj (relevantan za hranu za Zivotinje s udjelom vlage od 12%) za krotalarija vrste je 100 mg/kg, a
za sjeme korova i nerazdrobljeno voée je 3000 mg/kg za svu hranu. Valja napomenuti da ova
Direktiva (2002) ne odreduje granice za pojedinacne ili grupne PA-ove, nego se referira na sjeme
korova i nerazdrobljeno voée koje se moze odrediti mikroskopskim pregledom. Medutim, u nekoliko
europskih zemalja, na nacionalnoj razini, regulirane su toksi¢ne biljke i dijelovi biljaka koji sadrzavaju
PA-ove (EFSA, 2011).

Analiticki podaci dobiveni u ovom istrazivanju, dostaviti ¢e se EFSA-i te na taj nacin pridonijeti
zajednickoj bazi podataka o PA-ovima na razini EU. Ovo Znanstveno izvje$¢e ima za cilj prezentirati
prvu procjenu rizika o PA-ovima u RH te samim time pridonijeti blizem razumijevanju problematike
koja okruzuje ovu vrstu kemijskim spojeva. Takoder, cilj je i postaviti temelje za sva eventualna
buduéa istrazivanja i donoSenje nacionalnog zakonodavstva kojim bi se reguliralo ovo pitanje, otvoriti

mogucénost za edukaciju subjekata u poslovanju s hranom, kao i samih konzumenata.
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PROCJENA RIZIKA

1. Identifikacija i karakterizacija opasnosti

Uvod

Rije¢ ,alkaloid* je prvi poceo koristiti W. Meisner poCetkom 19. stolje¢éa za opis prirodnih
spojeva koji reagiraju kao baze, tj. alkalno. Alkaloidi su vrlo Cesti biljni metaboliti, a razvrstani su
prema tipi€nim strukturalnim karakteristikama (EFSA, 2007).

PA-ovi €ine grupu od preko 600 spojeva. Oni su sekundarni metaboliti viSe od 6000 biljnih
vrsta koje spadaju u porodice Boraginaceae (ostrolisti), Compositae (Asteraceae) (glavocCika) i
Leguminosae (Fabaceae) (leptirnjale) te se smatraju najrasprostranjenijim prirodnim toksinima.
Pretpostavlja se da oko 3% svih biljaka s cvjetovima, sadrzava barem jedan ili viSe PA-a, a na njihovu
pojavnost utjeCu i drugi ¢imbenici poput klimatskih uvjeta te karakteristika tla. Najéesce ih biljke
proizvode u svrhu obrane od biljojeda pa je stoga akutna intoksikacija stoke i divljih Zivotinja rijetka jer
zivotinje u pravilu izbjegavaju takve biljke. Osnovni alkaloidi se nakupljaju u sjemenju (gdje mogu biti u
koncentracijama i do 5% suhe tvari), a pripadajuci N-oksidi u zelenim dijelovima biljke (EFSA, 2011).

Bilike, kao $to su gavez (Symphytfum), lopuh (Petasites hybridum L.) i podbijel ( Tussilago

farfara L.), a koje sadrze PA-ove, od davnina se koriste kao hrana, dodaci prehrani ili u medicinske
svrhe (kao ljekovito bilje). Medutim, glavni problem po pitanju ljudskog zdravlja su PA-ovi koji
kontaminiraju hranu koja ih prirodno ne sadrzi. Najvecu ulogu u trovanju hranom ljudi imaju vrste kao
Sto su borazinovke (Heliofropium) te krotalarija (Crofalaria). One su prisutne kao korov na poljima gdje
rastu zitarice i mahunarke te se njihovo sjemenje moze slu€ajno pomijeSati s glavnim usjevom
prilikom same Zetve. Toksini prezivljavaju mljevenje, pecenje i ostale procese prerade. Situacija se
Cesto moze pogorSati zbog suse i drugih uvjeta povoljnih za rast korova, a na Stetu usjeva (EFSA,
2011).
Pcele koje za ispadu koriste bilike koje sadrzavaju PA-ove, prenose toksine u med i pelud, a time i
dodatke prehrani od peludi. Takoder, postoje ograniene studije koje govore da se PA-ovi mogu
prenijeti u mlijeko Zivotinja i jaja peradi, ako Zivotinja konzumira biljke kontaminirane PA-ovima
(Dickinson, 1976; Edgar i Smith, 2000; Erokstiz, 2003; Kempf, 2011).

Fizikalno kemijska svojstva pirolizidin alkaloida

Pojam ,pirolizidin“ je kemijski opis dva zbijena peteromembranska prstena s duSikovim atomom na
spoju, a ovakva kemijska struktura je karakteristicna za razne alkaloide koji se onda zajedni¢kim
imenom zovu pirolizidin alkaloidi (PA). Osim ovoga, za PA-ove je karakteristi¢no i sliedece:
e dvostruka veza na 1,2-poziciji pirolizidinskog prstena;
o esterifikacija hidroksimetilne skupine na C-1 u sustavu prstena ili (ako je prisutna) hidroksilne
skupine na C-7;

e racvanje alkilne strane lanca na barem jednoj od esterificiranih karboksilnih kiselina.

-
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PA-ovi su dakle heterocikliCki spojevi i veéina njih je derivirana iz 4 necinske baze: platinecin,
retronecin, heliotridin i otonecin (Slike 1-4). Retronecin i heliotridin su enantiomeri na C-7 atomu.
Vecina PA-ova koji se pojavljuju u prirodi su esferificirani necini ili alkaloid N-oksidi (izuzev alkaloida
tipa otonecin), a neesterificirani PA-ovi se rijetko mogu pronaci u biljkama. Esteri se mogu podijeliti u
monoestere, ne-makrociklicke diestere i makrociklicne diestere necinskih baza. 1,2-nezasi¢eni PA-ovi,
u koje se ubrajaju tipovi retronecin, heliotridin i otonecin, a koji su esterificirani s barem jednom
granom Cs-karboksilne kiseline, mogu se metabolizirati u jetri u reaktivne metabolite, tzv. pirolizine te
tako ispoljavati hepatotoksi¢ne, kancerogene ili mutagene ucinke. Opcenito se smatra da je ucinak
estera hidroksilmetilne skupine na C-1 (mono-ester) pojacan ako je sekundarna OH skupina prisutna
na poziciji C-7 necina. Nadalje, vjeruje se da se ucinak dodatno moze pojacati ako je OH skupina
takoder esterificirana (diester). Najjata toksiénost i kancerogeni ucinak povezani su s ciklickim
diesterima. Uz iznimku otonecin tipa, biljike koje se mogu naé¢i u Cajevima obi¢no sadrzavaju
kombinaciju slobodnih nezasi¢enih PA-ova s njihovim Afoksidima (tzv. PANO-oblik) (EFSA, 2011, BfR
2013).

Slika 1: Platinecin Slika 2: Retronecin

Slika 3: Heliotridin Slika 4: Otonecin

8
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Nekoliko je razloga velike raznolikosti ove skupine spojeva (preko 600 razli¢itih, trenutno
poznatih struktura). Naime, moze doéi do velikog broja kombinacija koje mogu nastati spajanjem
necinskih baza s jo§ vecom skupinom necinskih kiselina, moguée je formiranje monoestera na
razli€itim pozicijama (npr. na C-7 ili C-9 atomima) te otvorenih ili ciklickih diestera, a povrh svega toga,
mnogi PA-ovi ¢esto se mogu pronaci u 2 oblika; kao N-oksid (PANO) i kao tercijarna baza PA-ova
(EFSA 2011).

PANO-ovi su nabijene molekule koje su do odredenog stupnja topljive u vodi, ali takoder i u
polarnim organskim otapalima kao $to su metanol ili acetonitril. Tercijarni PA-ovi su topivi u polarnim
otapalima kao $to je metanol, ali i u viSe lipofilnim otapalima kao Sto je diklormetan. Pri niskim pH-
vrijednostima, tercijarni PA-ovi se protoniraju na dusikovom atomu te su do odredenog stupnja topivi u
vodi (EFSA 2011).

Sto se ti¢e stabilnosti, struktura PA-ova i kolig¢ina se mogu promijeniti tijekom analitickog
procesa. Priprema uzorka koja ukljuCuje toplinsku obradu moze utjecati na tercijarni PA/PANO omijer
te ukupni sadrzaj PA-ova u uzorku. A-oksidacija PA-ova je reakcija katalizirana enzimima, dok se
redukcija PANO-ova dogada spontano uz prisutnost kemijskih ili bioloskih reduciraju¢ih agensa.
Medutim, tercijarni PA-ovi i PANO-ovi su svejedno prisutni u lipofiliziranim biljnim materijalima nakon
skladistenja u tamnim i suhim uvjetima. S druge strane, zabiljeZena je potpuna biodegradacija PA-ova
u silazi ili u uvjetima u kojima nastaje kompost. Esteri PA-ova mogu se hidrolizirati u vodenim
otopinama pri pH-vrijednostima iznad 9. Da bi se izbjegla hidroliza, naj¢eSce se amonijak koristi za
podizanje pH-vrijednosti u veéini opisanih postupaka ekstrakcije. Pri blago kiselim uvjetima, veéina
PA-ova je stabilna, iako je epoksidna funkcionalnost, prisutha u nekim PA-ovima, osjetliiva na
halogene kiseline (EFSA 2011).

Toksikokinetika pirolizidin alkaloida

U pokusima na Zivotinjama, 1,2-nezasi¢eni PA-ovi, ukljuujudéi ridelin, brzo se apsorbiraju u
gastrointestinalnom traktu te se dalje distribuiraju u organizmu. Uneseni oralnim putem, PA-ovi
najvecu koncentraciju u plazmi dostizu unutar jednog sata, a smatra se da je oralna apsorpcija 20 do
50 puta veca od dermalne. Studije s nekoliko radiomarkiranih PA-ova pokazale su distribuciju
prvenstveno u crvenih krvnim stanicama, jetri, bubrezima, plué¢ima i plazmi, dok je uo&eno da se niske
razine mogu prenijeti i u mlijeko. Vezanje za bioloSke makromolekule je uoeno i u /in vitroi u in vivo
studijama. Nadalje, studije na Stakorima, pokazale su da postoje razlike u metabolizmu PA-ova, kako
(Wang i sur., 2011; Williams i sur., 2002).

PA-ovi se uglavhom metaboliziraju u jetri. Opéenito, odredena su tri glavna metaboli¢ka puta
za PA-ove, koja dovode ili do njihove detoksifikacije ili do stvaranja reaktivnih pirolskih vrsta; (+)6,7-
dihidro-7-hidroksi-1-hidroksimetil-5H-pirolizina (DHP) te ostalih srodnih estera (Slika 5). Potonji se
smatraju kao najaktivnije vrste odgovorne za toksi¢nost 1,2-nezasicenih PA-ova putem njihovog

potencijala da se pona$aju kao alkilacijski agensi prema proteinima i DNA. PA-ovi se metaboliziraju u

9
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pirolske derivate pomocu hidrolize, N-oksidacije i dehidrogenacije pirolizidinskog prstena. Za necinske
kiseline, otpustene tijekom hidrolize, smatra se da nemaju toksikoloSki znacaj. Svaki A+oksid
metabolit, koji se formira, vrlo je topiv u vodi i ekstremno brzo se izlu€uje iz organizma putem urina.
Stoga se ovaj metaboli¢ki put smatra putem detoksifikacije. Pretvorba nerascijepljenih estera na
toksicne pirolske estere u jetri, zbog razli€ite funkcionalnosti oksidaza, medutim, stvara toksicnu
reakciju. Piroli ovog tipa su visoko reaktivni alkilacijski agensi koji mogu, kao §to je vec receno,
reagirati s nukleofilnim skupinama nukleinskih kiselina i proteina te tvoriti aduktore pa se smatraju
aktivnim metabolitima koji su nositelji hepatotoksi¢nih, hepatokancerogenih i mutagenih ucinaka PA-
ova (EFSA, 2011; BfR, 2013).

Ravnoteza izmedu puteva detoksifikacije/aktivacije je vjerojatni uzrok razliCite osjetljivosti na
1,2-nezasi¢ene PA-ove koja je uoCena medu vrstama, rodovima i spolovima. Konkretno, /in vitro
Sliéne studije na domacim zivotinjama takoder ukazuju na znacajne razlike medu vrstama, po pitanju
metaboliCkih puteva. Medutim, /n vifro studije u kojima se odvija metabolizam ridelina do DHP-a i
ridelin-N-oksida, a sli¢no je i s nekim drugim PA-ovima, uz prisutnost ljudskih jetrenih mikrosoma u
usporedbi s jetrenim mikrosomima Stakora, ukazuju da studije na Stakorima o kancerogenim

svojstvima PA-ova, mogu biti bitne i za ljude (Fu i sur., 2007; Xia i sur., 2006; Wang i sur., 2006).

Akutna toksi¢nost

Po pitanju akutne toksicnosti, jetra i plu¢a su najizloZeniji organi laboratorijskih Zivotinja na
1,2-nezasi¢éene PA-ove. U studijama u kojima je odredivan LDso, laboratorijske zivotinje su bile
izlozene PA-ovima intraperitonealno i intravenozno. Ispitivana je letalna toksi¢nost desetak razliitih
tipova PA-ova te su uolene razliCite razine toksi¢nosti, zavisno o tipu, a zakljuCeno je da veliki
makrocikli¢ki diesteri (npr. retrorzin ili senecionin) imaju jau snagu u odnosu na monoestere (npr.
heliotrin; EFSA 2011). U novijoj studiji, Wang i sur. (2011) usporedivali su akutnu oralnu toksi¢nost
senecionina i adonifolina u miSeva te zakljuCili da je senecionin priblizno tri puta toksi¢niji od
adonifolina. Ova razlika u toksi¢nosti je povezana s razliCitim toksikokineti¢kim profilima ova dva
alkaloida. Osim razli€ite toksiCnosti prema tipu PA-a, kako je ve¢ reCeno, uoCena je razli¢ita toksi¢nost
i prema vrstama zivotinja, odnosno osjetljivost pojedine vrste, a koja je povezana s jetrenim razinama
formiranih pirola, Sto ukazuje da je niza metaboli¢ka aktivacija vjerojatno odgovorna za vecu otpornost
na akutnu toksi¢nost retrorzina kod nekih vrsta. WHO je 1988. god. zakljucio da su Stetni ucinci PA-

ova na jetru podjednaki ako su rezultat jedne doze (koja nije akutno smrtonosna) ili viSe manijih doza.

Toksiénost ponavljajuc¢ih doza

Postoji malo studija koje su ispitivale toksi¢nost s obzirom na ponavljajuée doze. One su
otkrile da 1,2-nezasiceni PA-ovi na laboratorijskim Zivotinjama najéeS¢e uzrokuju hepatotoksi¢nost,

koju karakterizira megalocitoza te ponekad centrilobularna nekroza, fibroza i hiperplazija zucovoda.
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Plu¢na toksi¢nost je takoder ponekad uolena kod 1,2-nezasi¢enih PA-ova (monokrotalin i fulvin
oznaceni kao najriziCniji). Strukturni zahtjevi za toksi¢nost u plu¢ima su jednaki kao i oni za toksi¢nost
u jetri, a uzrokuju ju metaboliti proizvedeni u hepatocitima. Plu¢na toksi¢nost se ocituje kao plu¢na

hipertenzija te moze dovesti do hipertrofije desnog ventrikula (EFSA, 2011).

Razvojna i reproduktivna toksi¢nost

Sto se tice razvojne i reproduktivne toksi¢nosti, neke ranije studije ukazuju na
hepatotoksi¢nost i uginuéa Stakora koji su sisali mlijeko majki koje su bile oralno ili intraperitorealno
izlozene odredenim tipovima PA-ov (Schoental, 1959). Nadalje, studije na skotnim Stakoricama,
kojima se intraperitorealno davao heliotrin, pokazale su fetalne malformacije koje su ukljucivale
retardaciju, misiéno-kostane defekte, rascjep nepca te pri visokim dozama (oko 300 mg/kg majc€ine t.
m.) prestanak rasta, nezrele fetuse i intrauterina uginuéa. Sto se tiée podataka o razvojnoj i
reproduktivnoj toksi¢nosti na ljude, podaci su rijetki te nema uvida u ovu kategoriju u€inaka (Green i
Christie, 1961).

Kancerogenost

Mehanizam odgovoran za kancerogene ucinke (direktne ili indirektne u€inke na DNA) jos
uvijek nije do kraja poznat. Cinjenica da PA-ovi takoder uzrokuju ekstrahepatiéne lezije, povezana je s
hidrolizom pirolskih estera, koji stvaraju pirolske alkohole kao Sto je DHP, a koji je toksi¢an za
reproduktivni sustav te kancerogen. Ovi spojevi imaju kraci poluzivot te su bolje topljivi u vodi, nego
pirolski esteri, $to u konac&nici znaci da se lakSe distribuiraju u organizmu (BfR, 2013).
Provodene su opsezne /in vitro i /n vivo studije o genotoksi¢nosti PA-ova. S razvojem naprednih
analitickih metodologija, koje su omogucile detaljno prouavanje mehanizma djelovanja, doSlo se do
zaklju¢ka da je metaboli¢ka aktivacija PA-ova u pirolske estere te posljedi¢no stvaranje DNA adukta
kljuéni metabolicki put koji dovodi do genotoksicnih ucinaka (Slika 5; EFSA, 2011). Jedna /n vifro
studija je ukazala na cijepanje DNA lanca pod utjecajem isatidin i monokrotalin tipova PA-ova (Silva-
Neto i sur., 2010). Pozitivni rezultati neplanske DNA sinteze su pronadeni za retrorzin, ridelin,
senecionin i senecifilin. Nadalje, pokazalo se da PA-ovi uzrokuju Stetu na kromosomima, a

mutagenost PA-ova se jasno dokazala na bakterijskim stanicama (EFSA, 2011).

11

ZNANSTVENO MISLJENJE 0B-34-02



({AH

HRVATSKA AGENCIJA ZA HRANU O PIROLIZIDIN ALKALOIDIMA U CAJEVIMA NA TRZISTU RH
C{OR
C{OR i ©)
a o
M
Retronecin/heliotridin tipovi PA estera
C OR’
JC(O)R (

/ Ck;lda:uﬂza
M-ocksigenacija
{CYP, FMIO) CIOR
LOR 4

Retronecin/heliotridin

PA M- Dksld
o

N/

Dihidropirclizin ester(i}

Slika 5: Glavni metaboliti PA-ova bitni za odredivanje u svrhu toksikokinetike (napomena: ester(i) PA-ova i

metabolita sastoje se ili od monoestera na 7. poziciji ili diestera na 7. i 9. poziciji) (EFSA, 2011)

Cilijna mjesta gdje dolazi do oCitovanja kancerogenosti djelovanjem PA-ova su najceSée jetra,
iako su tumori zabiljeZzeni i na mnogim drugim mjestima poput pluca, bubrega, koze, mokra¢nog
mjehura, mozga i ledne mozdine, gusteracCe i nadbubrezne Zlijezde (EFSA, 2011). Neki tipovi PA-ova
(lasioskarpin, monokrotalin i ridelin) su svrstani u kategoriju 2B (moguce kancerogeni spojevi za ljude)
prema IARC klasifikaciji kancerogenih spojeva, dok su retrorzin, senecifilin, senkirkin i jakobin svrstani

u skupinu 3 (nije ga moguce klasificirati prema kancerogenosti na ljude) (IARC, n.d.).

Toksi¢nost i trovanja kod ljudi

Dostupni su razli¢iti podaci o toksikologiji nezasi¢enih PA-ova, a koji se temelje na
zdravstvenim problemima kod ljudi, promatrani diliem svijeta, nastalih zbog konzumacije biljnih vrsta
koje su sadrzavale ove PA-ove. Bolesti jetre, sa smrtnim slu€ajevima, od kojih su neki epidemijskih
razmjera, zabiljezeni su u Pakistanu, Indiji i Afganistanu, uslijed konzumacije zitarica kontaminiranih
sa sjemenom borazinovke ili krotalarija vrste. Takoder, zabiljeZeni su sluajevi endemskog trovanja na
Jamajci od tzv. ,bush” Cajeva koji su sadrzavali dijelove krotalarije i glavo€ike. Toksi¢ni udinci
nezasi¢enih PA-ova konzumiranih u velikim dozama tijekom kratkog vremenskog perioda, kod ljudi se
prvenstveno ocituju u jetri u obliku venookluzivnih promjena (venookluzivna bolest, VOD). Znakovi
toksi¢nosti Cesto nisu zabiljezeni odmah, nego nakon nekoliko dana od izloZzenosti, $to znaci da je
Cesto teSko utvrditi izvor trovanja. Pocetni klinicki znakovi akutne i subakutne intoksikacije su
intenzivnija bol u gornjem dijelu trbusne Supljine, brzo nakupljanje vode u peritonealnoj Supljini s
oticanjem trbuha te katkad smanjena proizvodnja mokrace i oticanje nogu. Prateci sindromi mogu biti
mucnina i povracanje te rjede zZutica i visoka temperatura. Povecéanje i stvrdnjavanje jetre se obi¢no

uoci nakon nekoliko tjedana, ¢esto u kombinaciji s velikim pleuralnim izljevom. Izuzev VOD-a, neki
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PA-ovi (npr. monokrotalin), kao Sto je ve¢ re€eno, pokazuju znakove plu¢ne toksiénosti u vidu
pulmoralne arterijske hipertenzije (BfR, 2013).

Akutni oblik bolesti ima visok stupanj smrtnosti, kada smrt moze nastupiti unutar 2 tjedna ili do
nakon 2 godine od izloZzenosti. Potpuni oporavak od hepaticnog VOD-a je mogué. Kroniéni oblik
bolesti se moze razviti medu prezivjelima od akutnog oblika VOD-a ili uslijed dugotrajne izloZzenosti
manjim koli¢inama nezasi¢enih PA-ova te na kraju rezultirati s cirozom jetre. Uoceno je da su djeca
osjetljivija od odraslih, Sto potvrduju i neke studije na Stakorima (Mattock, 1986; NIH, 2003).

Kada se govori o trovanju ljudi, temeljem opisa slu€aja trovanja koji su nastali namjernim ili
sluéajnim unosom biljaka koje sadrze PA-ove, podaci su rijetki. Stoga su jedino moguéi ograni€eni
zaklju¢ci o dozama nezasi¢enih PA-ova koje mogu dovesti do toksi¢nosti kod ljudi uslijed kratkotrajne
ili dugotrajne izlozenosti. Po pitanju akutnih toksi¢nih doza, samo su dva slu¢aja opisana u literaturi, a
koja sadrzavaju precizne detalje oko doza koje se odnose na trovanje tijekom kratkotrajne izloZzenosti
(4 do 14 dana). U ovim slucajevima se radilo o bebama starima 2 i 6 mjeseci, koje su konzumirale
bilini ¢aj od vrste Senecio longilobus (jedna od vrsta glavocika, karakteristicna za Sjevernu Ameriku).
Kod jedne bebe je doSlo do nakupljanja vode u peritonealnoj Supljini ($to je dovelo do oticanja) te
pleuralnog izljeva, popracenog s fibrozom jetre nakon 2 mjeseca te u konacnici cirozom jetre nakon 6
mjeseci. Druga beba je patila od hematemeze (povracanja krvi), razvijene Zutice s naglaSenom
hepatomegalijom (povec¢anjem jetre), dolazilo je do pojave gréeva u srediSnjem zivéanom sustavu,
bradikardije (smanjenja otkucaja srca) te poremecaja u radu plu¢a (apnea), a sve je kulminiralo sa
smrtnim ishodom nakon 6 dana. Gledajuéi suhu tvar, konzumirani €ajevi su sadrzavali 0.3 % PA-ova
(najvise ridelina) te 1 % A-oksida (najviSe od retrorzina te nedto manje od senecifilina i senecionina) u
prvom slu€aju, a u drugom 0.5 % PA-ova te 1 % A-oksida. Na osnovu rezultata analiza te rasporeda
konzumacije, izraunato je da je prva beba unijela ukupno oko 70 do 147 mg PA-ova, §to je ekvivalent
12 do 25 mg/kg t. m. tijekom perioda od 2 tjedna (jer je beba tezila 6 kg), dok je druga beba unijela
ukupno 66 mg, Sto je ekvivalent 12 mg/kg t. m. PA-ova unutar perioda od 4 dana (beba je tezila 5,5
kg). Dalje preraCunato, ove doze mjeSavine PA-ova (s glavnim komponentama ridelinom i retrorzin-A-
oksidom) odgovaraju dnevnim dozama od 0.8 do 1.7 mg/kg t. m. za prvi te dnevnoj dozi od 3 mg/kg t.
m. za drugi sluc¢aj (BfR, 2013; Huxtable, 1980; Stillman i sur., 1977).

Vezano za toksi¢ne doze uslijed srednje i dugotrajne izlozenosti, literatura opisuje slucaj
VOD-a uslijed 4-mjeseCne konzumacije pripravka s listovima gaveza (bez detalja o to&noj vrsti) koji su
sadrzavali do 0,27 g alkaloida/kg. Izuzev toga, biljni ¢ajevi s PA-ovima konzumirali su se tijekom
duzeg vremenskog perioda. Autori su procijenili da se doza od 15 pg alkaloida/kg t. m./dan
konzumirala tijekom 6 mjeseci (glavni alkaloid je bio ehimidin). Ova pretpostavka se temelji na mnogo
nesigurnosti, posto je konzument bio izlozen PA-ovima iz vide razli€itih izvora (BfR, 2013; Ridker i
sur., 1985). Nadalje, 4 slu¢aja VOD-a, uz jedan smrtni ishod, zabiljezeni su kod konzumenata koji su
konzumirali biljne ¢ajeve od borazinovke (Heliotropium lasiocarpum) tijekom perioda od 19 do 46
dana. Procijenjeno je da su se konzumirale dnevne doze od 0.49 do 0.71 mg PA-ova (prvenstveno
heliotrina)/kg t. m. tijekom tog perioda (Culvenor i sur., 1986). JoS dva sluaja VOD-a su zabiljezena
gdje se tijekom 20 do 50 dana konzumirala borazinovka (Heliotropium eichwaldii) u medicinske svrhe
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te je procijenjena izlozenost bila oko 3.3 mg PA-ova (heliotrina)/kg t. m./dan (Datta i sur., 1978). U
Cestim slucajevima VOD-a u Afganistanu i Indiji uslijed konzumacije Zitarica kontaminiranih sa
sjemenjem koje sadrzi PA-ove, procijenjeno je da je dnevna doza od 0.033 ili 0.66 mg PA-ova/kg t.
m./dan bila konzumirana tijekom perioda od 2 do 6 mjeseci, a pretpostavlja se da su glavni alkaloidi
bili heliotrin ili krotananin i krotaburmin (Krishnamurthi i sur., 2013; Mohabbat i sur., 1976; Tandon i
sur., 1976).
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2. Procjena izlozenosti

Izvori izlozenosti

Kao Sto je ve¢ reCeno, PA-ovi su vjerojatno najrasprostranjenija vrsta prirodnih toksina koja
utjeCe na divlje i domace zivotinje te ¢ovjeka. Smatra se da preko 6000 biljnih vrsta sadrzi PA-ove,
iako se €ini da su izravna trovanja ljudi i zivotinja povezana samo s nekoliko vrsta. PA-ovi su iskljucivo
biljnog podrijetla $to znaci da bilo koja hrana ili hrana za Zivotinje, koja sadrzi (dijelove) biljaka s PA-
ovima, sama po sebi ¢e takoder sadrzavati PA-ove. Opce pravilo vrijedi da $to je hrana tijekom svog
puta ,od polja do stola“ vise u kontaktu s biljkama koje sadrze PA-ove, veca ¢e biti razina PA-ova u
krajnjem proizvodu. Stoga, najvece razine PA-ova je moguce pronadi u bilikama ili mjesavini bilja koje
sadrzavaju PA-ove, a koje se konzumiraju kao lijekovi na bazi bilja, dodaci prehrani, salate koje su
slu€ajno kontaminirane s biljkama ili siemenjem koje sadrzi PA-ove (EFSA, 2011).

Premda rijetki, slu€ajevi izravnog trovanja ljudi su dobro dokumentirani te se naj¢e$¢e odnose
na konzumaciju Zzitarica i proizvoda od Zitarica (brasno ili kruh) koji su kontaminirani sa sjemenjem
razliGitih vrsta korova koji sadrzavaju ove alkaloide. Ovi rijetki slu¢ajevi Cesto se pojavljuju kao
sizbijanja“ nakon susnog perioda koje ide u prilog razvoju korova u primarnom usjevu. PredloZeno je
da se intoksikacija mozZe dogoditi kao rezultat konzumacije mlijeka Zivotinja koje konzumiraju hranu s
PA-ovima, ali su koli¢éine PA-ova, koje se izluCuju u mlijeko, niske. Konzumacija meda od p&ela koje
su se hranile toksi¢nim biljnim vrstama, takoder se smatrala moguéim putem izloZzenosti, ali i ovdje su
promatrane razine niske te nije bilo zabiljezenih slu¢ajeva intoksikacije. Isto vrijedi i za jaja. Namjerno
koristenje toksicnih biljnih vrsta kao biljnih ¢ajeva ili u tradicionalnoj medicini, predstavlja jo$ jedan put
moguce izlozenosti te su slu€ajevi intoksikacije dobro dokumentirani i zna se da su imali smrtne
ishode (EFSA 2007; 2011; BfR, 2013).

Domace Zivotinje, posebice stoka, ovce, koze, konji, perad i svinje podlozne su trovanju, s
visokom stopom smrtnosti, dok su manje Zivotinje, kao Sto su zeCevi, manje podlozni. Postoje i
izvjestaji o intoksikaciji riba. Pojava otrovanja kod domadih Zivotinja uzrokuju ozbiljne ekonomske
gubitke za farmere i seoske zajednice, a uvijek postoji i opasnost od mogucéeg prijenosa toksina na
ljude (EFSA, 2007).

Poznato je preko 600 razliCitih PA-ova, a ta brojka neprestano raste. Takoder je poznato da
su prisutni u preko 6000 razli¢itih biljnih vrsta gdje glavni izvor predstavljaju porodice Boraginaceae
(oStrolisti, sve vrste), Asferaceae (glavoCika, od toga rodovi Senecioneae i Eupaforiae) te Fabaceae
(leptirnjace, od toga rod Crotalaria). Neke biljne vrste mogu sadrzavati nekoliko razli¢itih PA-ova, a
isto tako, neki PA-ovi su karakteristiéni za nekoliko biljnih vrsta. Toksini su obi¢no koncentrirani u
sjemenju te cvjetnim dijelovima bilja, dok su manje koli¢ine moguce u liS¢u, stabljici i korijenu. Vecina
biljaka proizvodi mjeSavinu PA-ova u razli€itim koncentracijama koje se krecu od manje od 0,001%
do 5% u odredenim biljnim sjemenkama. Neke biljke koje sadrzavaju PA-ove, koriste se kao biljke za
pokrov tla, poboljSanje kvalitete tla (leptirnjae), ukrasne biljke te za ishranu zivotinja. Neke, posebice
one iz porodice ostrolista su cijenjene zbog kvalitete meda koji se dobiva od njih (EFSA 2007; 2011;
BfR, 2013).
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Izuzev koristenja biljnih ¢ajeva i biljaka za medicinske svrhe, biljke koje su najées¢e povezane
s trovanjem hranom kod ljudi su Heliofropium (borazinovke) iz porodice oStrolista te krotalarija
(Crotalaria). One se pojavljuju kao korov u usjevima zitarica i mahunarki te moze doéi do slu¢ajnog
mijeSanja sjemenja s glavnim usjevom prilikom same Zetve. Toksini prezivljavaju mljevenje, pe€enje i
ostale procese prerade. Izbijanje epidemije veno-okluzivne bolesti te drugih poremecaja rada jetre bili
su zabiljezeni u dijelovima srediSnje Azije, Afganistana i Indije (EFSA 2007; 2011; BfR, 2013).

Trovanje zivotinja je zabiljezeno iz svih prethodno spomenutih izvora, s dobro poznatim
izbijanjima epidemija povezanih s borazinovkama, trihodermama, Senecio i krotalarija vrstama.
Opcenito, Zivotinje na ispasi ¢e izbjegavati biljke koje sadrze PA-ove, ali naravno, u uvjetima sude i
ogranienih pasnjaka, moze doci i do konzumacije toksi¢nih biljaka. Ako se za proizvodnju sijena i
silaze koriste usjevi kontaminirani korovom, zivotinje viSe neée biti u stanju razabrati toksiénu hranu
od netoksi¢ne zato Sto toksini prezivljavaju uvjete skladistenja te su u potpunosti izmijeSani s krmnim

biliem. U takvim slu€ajevima, zabiljezena smrtnost je vrlo visoka (EFSA 2011).

Analiti¢ka metoda za odredivanje pirolizidin alkaloida

Analiticka metoda za odredivanje PA-ova u €ajevima razvijena je i validirana ,in - house® pri
Saveznom institutu za procjenu rizika (BfR) kao dio istrazivatkog projekta (BfR, 2014). Kako u RH
trenutno ne postoji laboratorij koji se bavi analizama pirolizidin alkaloida, Hrvatska agencija za hranu
je ponude za suradnju poslala njemackim laboratorijima koji rade prema ovoj BfR-ovoj metodi. Sama
metoda, odnosno odredivanje PA-ova se temelji na sljedeéem postupku: uzorak biljnog materijala se
dvostruko obraduje ultrazvukom u vodenoj otopini sulfatne kiseline radi ekstrakcije PA-ova. Nakon
centrifugiranja, alikvot supernatanta se prociS¢ava ekstrakcijom na C&vrstoj fazi (SPE) pomocu
reverzne faze C18 materijala. PA-ovi se oslobadaju s patrone pomoéu metanola. Nakon toga, eluat se
upari do suhe tvari i rekonstruira u metanolu/vodi (po€etni HPLC uvijeti). Za kromatografsko odvajanje,
koristi se RP-HPLC kolona s binarnim gradijentom. Analiti se odreduju pomocu trostruke kvadrupolne
masene spektrometrije. Kvantifikacija PA-ova se postize pomocu kalibracije koja odgovara matriksu.

Analitiku je proveo Quality Services International GmbH-a (gs/) laboratorij iz Bremena.
Ukupno je analizirano 55 uzoraka na 30 razli¢itih PA-ova. Uzorci ¢ajeva su kupljeni u slobodnoj
prodaji u velikim trgovackim lancima, a odabir vrste i koli¢ina se temeljio na podacima o
prehrambenim navikama odrasle populacije RH (HAH) (Tablica 1). U suradnji sa Zavodom za javno
zdravstvo OsjecCko-baranjske Zupanije, uzorci su odvagani, upakirani u papirnate vrecice te poslani za

Njemacku.
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Tablica 1: Vrsta ¢ajeva' i broj uzoraka

Vrsta Caja Broj uzoraka
Sipak 15

Zeleni Caj 12

Kamilica 11

Menta 6

Sumsko voée | 4

Marelica 3

Brusnica 2

Crni ¢aj 2

UKUPNO: 55

Za 28 PA-ova postoji opis metode od strane BfR-a, a dodatna dva PA-a je gs/ - laboratorij

dodao (ridelin i ridelin-N-oksid) jer su u meduvremenu i za njih sintetizirani standardi. Sto se ti¢e

postignutih LOD i LOQ vrijednosti, kao $to je vidljivo u Tablici 2, one su u pravilu nekoliko puta vece

od onih koje je postigao BfR (za erucifolin je ¢ak 26 vedi). |1z laboratorija su pojasnili da su ovako

visoke LOQ vrijednosti rezultat primjene odredenog postupka pripreme uzorka, odnosno koristenja

metode koja je manje precizna od one koja se koristila u BfR-ovom istrazivanju Ovako visoke LOD i

LOQ vrijednosti znaCe i visok stupanj nesigurnosti.

Tablica 2: Usporedba postignutin LOD i LOQ vrijednosti BfR-a i Quality Services International GmbH-a (gsi)

Analit LOD (BfR) | LOD (gsi) | LOQ (BfR) | LOQ (gsi)
Echimidine 0,8 3,1 2,6 10
Echimidine-N-oxide 1,9 3,1 6,1 10
Erucifoline 0,6 15,6 1,9 50
Erucifoline-N-oxide 1,2 6,3 3,8 20
Heliotrine 0,5 3,1 1,7 10
Heliotrine-N-oxide 0,6 3,1 2,0 10
Lycopsamine 2,0 3,1 6,4 10
Lycopsamine-N-oxide | 1,5 3,1 4.9 10
Europine 0,7 3,1 2,1 10
Europine-N-oxide 0,7 3.1 2,3 10
Intermedine 1,0 3,1 3,1 10
7-acetylintermedine 1,2 3,1 3,8 10
Jacobine 1,3 15,6 4,0 50

1 Pravilno bi bilo pod pojmom ,&ajevi‘ oznadavati samo zeleni i crni &aj, dok bi svi ostali trebali biti biljni i voéni &ajevi. Medutim,

radi jednostavnosti, sve vrste su u ovom dokumentu oznacene pod pojmom ,Caj“.
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Jacobine-N-oxide 1,3 6,3 4,2 20
Senecionine 1,8 6,3 59 20
Senecionine-N-oxide 0,9 3,1 29 10
Seneci(o)phylline 1,3 6,3 4,0 20
Seneciphylline-N- 0,9 3.1 2,7 10
oxide

Senecivernine 1,7 6,3 53 20
Senecivernine-N- 0,8 6,3 2,6 20
oxide

Senkirkine 0,8 3,1 24 10
Monocrotaline 0,9 6,3 2,8 20
Monocrotaline-N-oxide | 1,7 6,3 54 20
Lasiocarpine 0,8 3,1 2,4 10
Lasiocarpine-N-oxide | 0,9 3,1 2,8 10
Retrorsine 0,8 6,3 2,7 20
Retrorsine-N-oxide 1,4 6,3 4,6 20
Riddelliine 15,6 50
Riddelline-N-oxide 6,3 20
Trichodesmine 1,0 3,1 3,1 10

Tablica 3: Broj i postotak uzoraka prema vrsti Cajeva kod kojih je kvantificiran barem jedan PA

Vrsta Caja Broj uzoraka > LOQ-a % uzoraka > LOQ-a
Sipak 0 0
Zeleni Caj 6 50
Kamilica 8 73
Menta 3 50
Sumsko voce 0 0
Marelica 0 0
Brusnica 1 50
Crni Caj 1 50
UKUPNO: 19 35
18
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Procjena izloZzenosti

Procjena izloZzenosti se temeljila na koncentracijama PA-ova u svim vrstama Cajeva koji su
ispitivani (Tablica 5) te podacima o konzumaciji (Tablica 8). Sve broj¢ane vrijednosti se odnose na
suhu tvar, a ne gotovi napitak. Kako su podaci o prehrambenim navikama, tj. konzumaciji ¢ajeva,
uklju€ivali podatke o gotovom ¢&aju [ml], iste je bilo potrebno preradunati na suhu tvar koristeéi
posebnu formulu i odredene pretpostavke, po uzoru na BfR-ovu procjenu rizika (BfR, 2013). Naime,
pretpostavilo se da jedna filter vrecica €aja sadrzi 2 g suhog lis¢a, odnosno da je potrebno 2 g suhog
liS¢a za pripravku 200 ml napitka. Takoder je pretpostavljeno da 100 % PA-ova migrira iz lis¢a u
tekuéinu. Vazno je za napomenuti kako ne postoje znanstvene studije koje govore u prilog tome da
zaista 100 % PA-ova migrira u okolni tekuéi medij (vrelu vodu) te ovakva pretpostavka poviladi za
sobom odredenu razinu nesigurnosti.

Procjena izlozenosti se racunala za odraslu populaciju od 18 do 64 godine starosti jer za ovaj
dio populacije postoji studija o prehrambenim navikama. Konzumacija se odnosi na ¢ajeve opcenito, a
ne na svaku vrstu posebno zbog malog broja podataka, odnosno zabiljezenih konzumenata. Za
izraun izloZzenosti koncentracijama PA-ova po kg tjelesne mase konzumenta, koriStena je
individualna tjelesna masa svakog ispitanika. Iskazane vrijednosti koncentracija PA-ova se odnose na
zbroj svih 30 ispitivanih pojedina¢nih PA-ova. Cetiri razliita scenarija za svaku vrstu ¢aja se odnose

na metode izraCuna, kako je to objadnjeno u pojasnjenju Tablice 4 i 5.
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Tablica 4: Koncentracije PA-ova prema vrstama €ajeva [ug/kg]

Vrsta €aja Metoda Broj Min Srednja Medijan Max

izraduna uzoraka vrijednost

1. scenarij' | 15 0 0 0 0
. 2. scenariz | 15 165,7 165,7 165,7 165,7
Sipak

3. scenari® | 15 265 265 265 265

4. scenarij* | 15 530 530 530 530

1. scenarij' | 12 0 73 9,5 320

2.scenariz | 12 165,7 233,8 173,7 476,4
Zeleni Caj

3. scenarij® | 12 265 329,5 272 570

4. scenarij* | 12 530 588,5 534,5 820

1. scenarij’ 11 0 69,5 13 310

2. scenariz | 11 165,7 229,8 175,6 463,3
Kamilica

3. scenari® | 11 265 325,82 273 555

4. scenarij* | 11 530 582,2 533 800

1. scenarij' | 6 0 3493,7 45 20 633

2.scenariz | 6 165,7 36495 206,1 20773,9
Menta

3. scenarij* | 6 265 3742,8 302,5 20 858

4. scenarij* | 6 530 3992 560 21083

1. scenarij' | 4 0 0 0 0
Sumsko 2.scenari2 | 4 165,7 165,7 165,7 165,7
voée 3. scenari? | 4 265 265 265 265

4. scenarij* | 4 530 530 530 530

1. scenarij’ 3 0 0 0 0

2. scenarijz | 3 165,7 165,7 165,7 165,7
Marelica

3. scenari® | 3 265 265 265 265

4. scenarij* | 3 530 530 530 530

1. scenarij’ 2 0 36 36 72

2. scenariz | 2 165,7 198,6 198,6 231,5
Brusnica

3. scenari® | 2 265 296 296 327

4. scenarij* | 2 530 556 556 582

1. scenarij' | 2 0 54 54 108

o 2.scenari2 | 2 165,7 216,6 216,6 267,5

Crni ¢aj

3. scenari® | 2 265 314 314 363

4. scenarij* | 2 530 574 574 618

Za vrijednosti < LOQ-a, uzima se 0; 2Za vrijednosti < LOQ-a, uzima se LOD; 3Za vrijednosti < LOQ-a, uzima se %2 LOQ; ¢Za

vrijednosti < LOQ-a, uzima se puni LOQ
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Tablica 5: Ukupne koncentracije PA-ova u ¢ajevima [ug/kg]

Metoda Broj o Srednja . )

) Minimum . Medijan P95 P99 Maksimum
izraduna uzoraka vrijednost

1. scenarij' | 55 0 414,2 0 260,3 9 664 20 633

2. scenarij?2 | 55 165,7 576,5 165,7 410,6 9813,3 | 20774

3. scenarij® | 55 265 673,5 265 501,1 9902,5 | 20858

4. scenarij* | 55 530 932,8 530 730 10 141 21083

1Za vrijednosti < LOQ-a, uzima se 0; 2Za vrijednosti < LOQ-a, uzima se LOD; 3Za vrijednosti < LOQ-a, uzima se ¥ LOQ; 4Za

vrijednosti < LOQ-a, uzima se puni LOQ

Tablica 6: Usporedba koncentracija PA-ova s podnosljivom dnevnom dozom (PDD)?2

Vrsta Caja PDD [ug] (za Srednja %-ak PDD-a | Medijan %-ak PDD-a
osobu od 70 vrijednost PA udjela PA u
kg) u jednoj jednoj vredici
vrecici  Caja Caja (2 g)
(29)°
0,49 1. scenarij' | 0 0 0 0
. 0,49 2. scenarijz | 0,33 68 0,33 68
Sipak
0,49 3. scenarij® | 0,53 108 0,53 108
0,49 4. scenarij* | 1,06 216 1,06 216
0,49 1. scenarij' | 0,15 31 0,02 4
0,49 2. scenarijz | 0,47 96 0,35 72
Zeleni Caj
0,49 3. scenarij® | 0,66 134 0,54 111
0,49 4. scenarij* | 1,17 239 1,07 218
0,49 1. scenarij' | 0,14 28 0,03 5
0,49 2. scenarijz | 0,46 94 0,35 72
Kamilica
0,49 3. scenarij® | 0,65 133 0,55 111
0,49 4. scenarij* | 1,16 238 1,07 217
0,49 1. scenarij' | 6,99 1427 0,09 18
0,49 2. scenarijz | 7,29 1487 0,41 84
Menta
0,49 3. scenarij® | 7,49 1527 0,61 123
0,49 4. scenarij* | 7,98 1629 1,12 229

2 QOva vrijednost je dobivena MOE pristupom, a akronim je izveden za potrebe ovog dokumenta. PDD iznosi 0,007 pg/kg

t.m./dan, $to znaci da osoba od 70 kg moze unijeti dnevno 0,49 pug PA-ova. Vise o MOE pristupu pogledati pod poglavljem 3.

Karakterizacija rizika.

3 Jedna vrecica ¢aja najéesée sadrzi 2 g osusenog &aja.
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0,49 1. scenarij' | 0 0 0 0
Sumsko 0,49 2. scenarijz | 0,33 68 0,33 68
voce 0,49 3. scenarij® | 0,53 108 0,53 108
0,49 4. scenarij* | 1,06 216 1,06 216
0,49 1. scenarij' | 0 0 0 0
0,49 2. scenarijz | 0,33 68 0,33 68
Marelica
0,49 3. scenarij® | 0,53 108 0,53 108
0,49 4. scenarij* | 1,06 216 1,06 216
0,49 1. scenarij' | 0,07 15 0,07 15
0,49 2. scenarij2 | 0,40 82 0,40 82
Brusnica
0,49 3. scenarij® | 0,59 121 0,59 121
0,49 4. scenarij* | 1,11 227 1,11 227
0,49 1. scenarij' | 0,11 22 0,108 22
0,49 2. scenarijz | 0,43 88 0,433 88
Crni Caj
0,49 3. scenarij® | 0,63 128 0,63 128
0,49 4. scenarij* | 1,15 234 1,15 234

Za vrijednosti < LOQ-a, uzima se 0; 2Za vrijednosti < LOQ-a, uzima se LOD; 3Za vrijednosti < LOQ-a, uzima se %2 LOQ; ¢Za

vrijednosti < LOQ-a, uzima se puni LOQ

Tablica 7: Pojedinacni uzorci koji prelaze PDD vrijednost

Vrsta €aja Koncentracija PA [ug/2 g]* %-ak PDD-a

Zeleni Caj 0,64 131

Kamilica 0,62 127
Menta 41,26 8420

Tablica 8: Konzumacija ¢ajeva prema podacima prehrambenih navika u RH, izrazene na suhu tvar

Udio Dugotrajna konzumacija (svi | Kratkotrajna konzumacija (samo
konzumenata | ispitanici) [g/kg t.m./dan] konzumenti) [g/kg t.m./dan]
unutar
. Srednja vrijednost P95 P95
populacije
Cajevi
18% 0,0061 0,036 0,11
ukupno
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Za procjenu dugotrajne izloZzenosti, koristilo se 6 razli¢itih scenarija:

1) ProsjeCna dugotrajna konzumacija C€ajeva i medijan* koncentracija PA-ova, koja oslikava
prosjecnog konzumenta koji ponekad pije Cajeve s viSim razinama kontaminacije, a ponekad s nizim.
2) Visoka dugotrajna konzumacija ¢ajeva (P95) i medijan koncentracija PA-ova, koja oslikava Cestog
konzumenta koji ponekad pije €ajeve s viSim razinama kontaminacije, a ponekad s nizim

3) Prosje¢na dugotrajna konzumacija Cajeva i visoka koncentracija PA-ova (P95), koja oslikava
prosje¢nog konzumenta koji pije samo €ajeve s visokim razinama kontaminacije

4) Prosje¢na dugotrajna konzumacija Cajeva i visoka koncentracija PA-ova (P99%), koja oslikava
prosjecnog konzumenta koji pije samo Cajeve s krajnje visokim razinama kontaminacije

5) Visoka dugotrajna konzumacija ¢ajeva (P95) i visoka koncentracija PA-ova (P95), koja oslikava
Cestog konzumenta koji pije samo &ajeve s visokim razinama kontaminacije

6) Visoka dugotrajna konzumacija ¢ajeva (P95) i visoka koncentracija PA-ova (P99), koja oslikava

Cestog konzumenta koji pije samo Cajeve s krajnje visokim razinama kontaminacije

Tablica 9: I1zracuni dugotrajne izloZzenosti prema razli¢itim scenarijima

Scenariji konzumacije Metoda izrauna* IzloZzenost PA-ovima [ug/kg t.m./dan]
1. scenarij 0
2. scenarij 0,0010
1) scenarij
3. scenarij 0,0016
4. scenarij 0,0032
1. scenarij 0
2. scenarij 0,0060
2) scenarij
3. scenarij 0,0095
4. scenarij 0,0191
1. scenarij 0,0016
2. scenarij 0,0025
3) scenarij
3. scenarij 0,0031
4. scenarij 0,0045
1. scenarij 0,0590
2. scenarij 0,0599
4) scenarij
3. scenarij 0,0604
4. scenarij 0,0619

4 Kada u skupu podataka postoji jedna ekstremna vrijednost (tzv. ,outlier®), kao §to je to u ovom sluéaju, gledano statisticki,
pravilnije je za izraCune uzeti u obzir vrijednost medijana, nego srednju vrijednost.
5 Inage nije uobicajeno koristiti vrijednosti na 99. percentili, ali ovdje se koristio podatak na toj percentili iz razloga $to 95.

percentila za ovakav skup podataka (distribuciju) ne obuhvaca i tu jednu ekstremnu vrijednost (,outlier®).
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1. scenarij 0,0094
2. scenarij 0,0148
5) scenarij
3. scenarij 0,0180
4. scenarij 0,0263
1. scenarij 0,3479
) 2. scenarij 0,3533
6) scenarij
3. scenarij 0,3565
4. scenarij 0,3651

1Za vrijednosti < LOQ-a, uzima se 0; 2Za vrijednosti < LOQ-a, uzima se LOD; 3Za vrijednosti < LOQ-a, uzima se ¥ LOQ; 4Za

vrijednosti < LOQ-a, uzima se puni LOQ

Sto se tide izratuna kratkotrajne izloZenosti, koristila su se sljedeéa tri scenarija:

1) Visoki konzumenti kratkotrajne konzumacije (P95) koji konzumiraju €ajeve s medijan vrijednostima
koncentracijama PA-ova

2) Visoki konzumenti kratkotrajne konzumacije (P95) koji konzumiraju Cajeve s visokim
koncentracijama PA-ova (P95)

3) Visoki konzumenti kratkotrajne konzumacije (P95) koji konzumiraju Cajeve s krajnje visokim

koncentracijama PA-ova (P99)

Tablica 10: Izracuni kratkotrajne izlozenosti prema razli€itim scenarijima

Scenariji konzumacije | Metoda izraduna* | IzloZzenost PA-ovima [pg/kg t.m./dan]
1. scenarij 0
) 2. scenarij 0,0182
1) scenarij
3. scenarij 0,0292
4. scenarij 0,0583
1. scenarij 0,0286
2. scenarij 0,0452
2) scenarij
3. scenarij 0,0551
4. scenarij 0,0803
1. scenarij 1,0630
2. scenarij 1,0795
3) scenarij
3. scenarij 1,0893
4. scenarij 1,1155

1Za vrijednosti < LOQ-a, uzima se 0; 2Za vrijednosti < LOQ-a, uzima se LOD; 3Za vrijednosti < LOQ-a,

uzima se % LOQ; 4Za vrijednosti < LOQ-a, uzima se puni LOQ
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Iz Tablice 3 je vidljivo da je u 35 % uzoraka kvantificiran barem jedan od PA-ova (gledajuci
pojedinacno po vrstama €ajeva, najvise u kamilici, 73 %), a priblizno 5 % (3/55) uzoraka bi bili rizi€ni
ako bi se dugotrajno konzumirali jer prelaze zadanu PDD vrijednost (Tablica 7). Osim ova tri uzorka,
valja istaknuti jos dva (1 zeleni €aj i 1 menta) koja nisu navedena u Tablici 7, a €ije su koncentracije
bile gotovo identi¢ne sa PDD-om (98 i 99 % PDU-a).

Sto se tice Tablica 4, 5 i 6, vidljivo je da su vrijednosti koncentracija PA-ova u ispitivanim
Cajevima visoke jer su i vrijednosti LOQ-a visoke te to samim time ima utjecaj na sumarne brojeve.
Kada se govori o sumarnim brojevima, misli se na ukupne koncentracije PA-ova po uzorku (zbroj 30
PA-ova) te ako se za sumarne izraCune kod svakog od tih 30 pojedina¢nih PA-ova koriste ovako
visoko zadane LOQ- vrijednosti, sami krajnji (sumarni) rezultati ¢e biti iznimno visoki. Upravo zbog
tako visokih LOQ vrijednosti, sumarne vrijednosti su Cesto i ve¢e od PDD vrijednosti (Tablica 6).
Laboratorij je dostavio izvjed¢e ili s brojCanim rezultatima (tamo gdje su analit mogli to¢no
kvantificirati) ili kao ,n.n.“ $to znaci da ga nisu uspjeli kvantificirati, tj. da je rezultat ispod razine LOQ-
a. Zbog takvog nacina prijave rezultata, nemoguce je iskljuciti moguénost da postoje koncentracije
izmedu LOD-a i LOQ-a, ali i da su one nula. Stoga su se za procjenu izlozenosti koristila 4 scenarija
kako je i pojasnjeno u fusnotama za svaki pojedini scenarij.

Jedan uzorak iz skupine ¢ajeva od mente ima ekstremne vrijednosti, Cak 20 633 ug PA/kg
(Tablica 4). To je provjereno s laboratorijem i oni jam€e za dobiveni rezultat te ujedno i napominju da
su ve¢ znali pronalaziti tako visoke koncentracije, medutim nikad u ¢aju od mente. Za svaki slucaj,
ponovili su mjerenje za taj uzorak i dobili gotovo identi¢ne vrijednosti.

Za procjenu izloZzenosti proiza$lu iz dugotrajne konzumacije, u obzir se uzimalo 6 razli€itih
scenarija (Tablica 9), od kojih je svaki takoder uklju€ivao 4 razli¢ita scenarija vezana za koncentracije
PA-ova, ukupno dajuéi 24 moguca scenarija. Po istom principu su se obradivali podaci za kratkotrajnu
izloZzenost gdje je bilo ukupno 12 mogucih scenarija (3x4) (Tablica 10).

KoriStenjem razli¢itih scenarija vezanih za koncentracije PA-ova, pokuSalo se simulirati $to
viSe situacija koje bi se mogle dogoditi u stvarnosti.

Zbog relativno malog broja uzoraka i konzumenata, nije bilo moguce detaljnije proanalizirati
izlozenost prema vrstama Cajeva pa je shodno tome procjena izlozenosti bila moguéa za Cajeve
opcenito (gdje se uzimaju u obzir sve vrste), a to u konacnici rezultira nesigurnostima proizaslim iz

precjenjivanja izlozenosti.
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3. Karakterizacija rizika

Kada govorimo o karakterizaciji rizika vezano za PA-ove, glavna zabrinutost se veze za
mogucée kancerogene ucinke koje PA-ovi imaju na ljudski organizam. Rizik od nastanka raka se pak
veze za procjene dugotrajne (kroniéne) konzumacije, ali takoder je potrebno procijeniti i potencijalne
rizike od akutne toksi¢nosti, npr. u slu€ajevima visoke kratkotrajne izlozenosti. Iz tek 2 dokumentirana
slu¢aja akutne toksi¢nosti beba (str. 9), moze se izraCunati sljedec¢e: u prvom slu€aju, najmanja
pretpostavljena izlozenost od 0.8 mg/kg t. m., odnosno 800 ug/kg t. m. je rezultirala sa Stetnim
ucincima. Ekstremna vrijednost izmjerena u jednom uzorku mente, iznosila je 41.26 yg/2 g proizvoda
(Tablica 7), Sto bi iznosilo 6.88 pg/kg t. m. (za bebu od 6 kg), a Sto bi pak bilo ispod 1 % od 800 ug/kg
t. m. Na temelju ovog izraCuna bi se mogla odbaciti mogucnost za akutnim trovanjem nakon
konzumacije ¢aja koji ima ovako ekstremno visoke razine PA-ova s obzirom na koncentracije u
ostalim uzorcima.

Za tvari koje pokazuju kancerogene ucinke, za procjenu rizika koristi se tzv. MOE pristup
(engl. Margin of exposure, MOE) te je unutar EU prihvaéeno da dobivene vrijednosti MOE-a koje su
iznad 10 000, ukazuju na nisku zabrinutost, tj. rizik. Da bi se postigla vrijednost od barem 10 000,
dnevno se ne bi smjelo konzumirati viSe od 0,007 ug PA/kg t.m., jer bi sve iznad toga moglo povecati
rizik po pitanju kancerogenih ucinaka. Koriste¢i MOE pristup, na ovaj nacin je izracunata i PDD
vrijednost, koja se spominje pod podnaslovom 2. Procjena izlozenosti.

Jos jedna Cinjenica koju je potrebno uzeti u obzir prilikom karakterizacije rizika je da se govori
o kumulativnom uc&inku PA-ova, a ne o svakom pojedina¢no. Stoga su Odbor za toksi¢nost (COT,
engl. Committee on Toxicity) Britanske agencije za sigurnost hrane (FSA, engl Food Standard
Agency) i BfR u svojim procjenama rizika za MOE pristup koristili BMDL10 dobiven za lasiokarpin, za
kojeg postoje najadekvatnije studije iz kojih se mogla izraCunati BMDL10 vrijednost, a koja u konaénici
iznosi 0,073 mg/kg t.m./dan. Dakle, preduvjet za ovu procjenu je da su moguci kancerogeni ucinci
lasiokarpina ekvivalent za sve detektirane PA-ove. Ovakav pristup koji uzima kumulativhu procjenu
cijele grupe spojeva moze precijeniti stvarni rizik, ali zbog toga $to trenutno nema dovoljno podataka,

nemoguce je usporediti kancerogene ucinke pojedinacnih PA-ova (BfR, 2013; COT, 2008).
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Tablica 11: Izratun MOE-a prema razli¢itim scenarijima dugotrajne izlozenosti

. . Unos PA-ova [ug/kg t. | MOE (temelien na BMDL10
Scenariji konzumacije | Metoda izracuna
m./dan] od 0,073 mg/kg t. m./dan
1. scenarij 0 Nema rezultata
2. scenarij 0,0010 73 000
1) scenarij
3. scenarij 0,0016 45 625
4. scenarij 0,0032 22 813
1. scenarij 0 Nema rezultata
2. scenarij 0,0060 12 167
2) scenarij
3. scenarij 0,0095 7 684
4. scenarij 0,019 3822
1. scenarij 0,0016 45 625
2. scenarij 0,0025 29 200
3) scenarij
3. scenarij 0,0031 23 548
4. scenarij 0,0045 16 222
1. scenarij 0,0590 1237
2. scenarij 0,0599 1219
4) scenarij
3. scenarij 0,0604 1209
4. scenarij 0,0619 1179
1. scenarij 0,0094 7 766
2. scenarij 0,0148 4932
5) scenarij -
3. scenarij 0,0180 4 056
4. scenarij 0,0263 2776
1. scenarij 0,3479 210
2. scenarij 0,3533 207
6) scenarij
3. scenarij 0,3565 205
4. scenarij 0,3651 200

Iz Tablice 11 je vidljivo da su vrijednosti MOE-a iznad 10 000 u slu€ajevima prosjecne
dugotrajne konzumacije i medijan vrijednosti koncentracije PA-ova [1) scenarij], donekle u slucaju
visoke dugotrajne konzumacije (P95) i medijan vrijednosti koncentracije PA-ova [2) scenarij] te u
slu¢aju prosjecne dugotrajne konzumacije Cajeva i visoke koncentracije PA-ova (P95) [3) scenarij].
Kao 5to je bilo i o¢ekivano, najgori moguéi scenarij [6) scenarij] koji predstavlja visoku konzumaciju
(P95) i krajnje visoku koncentraciju PA-ova (P99), ima najnize MOE vrijednosti. Medutim, valja
napomenuti da je ovaj scenarij (i sli¢ni), gdje osoba na dnevnoj bazi, tijekom duzem vremenskog
perioda, konzumira u visokim koli¢inama Cajeve koji sadrze visoke i krajnje visoke koncentracije PA-

ova, malo vjerojatan da ¢e se dogoditi u stvarnosti.
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Opcenito, razliCite nesigurnosti se moraju uzeti u obzir kada se procjenjuje unos PA-ova.
Prvo, u ovoj procjeni rizika ne postoje razlike izmedu konzumacije razli€itih vrsta ¢ajeva $to moze
dovesti do precjenjivanja ili podcjenjivanja konzumacije odredene vrste €aja. S druge pak strane,
moze se pretpostaviti da ne postoje vece razlike u koli¢inama ¢€aja koji se konzumira, posebno u
slu€aju Cestih konzumenata. Drugo, iako se pokuSalo uzorkovati $to reprezentativniji uzorak, takoder
se ne moze sa sigurnoscu znati ocrtavaju li izmjerene koncentracije stvarnu sliku o distribuciji PA-ova
u Cajevima na hrvatskom trziStu, pogotovo s obzirom na relativno mali broj uzoraka. Sadrzaj 1,2-
nezasi¢enih PA-ova izmjerenih u Cajevima iz razli€itih serija zna¢ajno se razlikuje kako kvalitativno,
tako i kvantitativno. Jedan od mogucéih razloga je taj da biljke, od kojih se prave Cajevi, rastu zajedno s
razli¢itim divljim biljnim vrstama koje sadrzavaju PA-ove Ciji dijelovi kontaminiraju ¢ajeve. U posljednje
je vrijeme primije¢eno povecéano Sirenje Senecio vrsta koje sadrze PA-ove u zonama umjerene klime

koje mogu kontaminirati i druge prehrambene namirnice (npr. salate) (BfR, 2013).
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ZAKLJUCCI

Na temelju trenutno dostupnih podataka i saznanja vezanih za metabolizam, mehanizme
aktivacije, stvaranje DNA aduktora, genotoksi¢nost i kancerogenost, moze se pretpostaviti da PA-ovi
mogu imati kancerogene ucinke po ljude. Medutim, nepotpuni podaci ne dozvoljavaju ¢vrsta stajalista
o razlikama izmedu pojedina¢nih PA-ova u smislu njihovog potencijala da izazovu rak te opcenito
njihove toksi¢nosti. TeSko je donijeti zaklju¢ak o tome ima li neki PA veéi kancerogeni potencijal od
drugog, odnosno medusobne usporedbe nisu u potpunosti moguce.

Procjena rizika temeljena na LDso dozama koje su mjerene intraperitorealnim unosom
pojedinacnih PA-ova kod Stakora, ne moze se smatrati prikladnom za procjenu dugotrajne izloZzenosti
na PA-ove niti za krajnje rizike (prvenstveno ne za kancerogene ucinke), jer se ne uzima u obzir
moguce razlike izmedu pojedinacnih PA-ova u smislu toksikokinetike nakon oralnog unosa te u smislu
toksikodinamike uslijed dugotrajne izloZzenosti. Stoga se, po uzoru na BfR-ovu procjenu rizika, na PA-
ove gleda kao na skupinu tvari s kumulativnim u€inkom §to se ti¢e kancerogenog ucinka. Medutim,
moguce je da ovakav pristup precjenjuje rizik. Koristio se MOE pristup za procjenu rizika od tvari s
genotoksi¢nim i kancerogenim svojstvima, odnosno pristup koji je trenutno standardan u EU, uz
pomo¢ izracunatog BMDL10-a za lasiokarpin od 0.073 mg/kg t. m./dan. Kako je ve¢ receno,
vrijednosti MOE-a koje su iznad 10 000, smatraju se od niskog rizika te se stoga moze zakljugiti da,
uzimajuéi u obzir unos PA-ova iz svih izvora, MOE ne bi trebao biti ispod 10 000. Medutim, ukupna
izlozenost na PA-ove iz svih namirnica treba se drzati Sto je nize moguca.

lako je u jednom uzorku &aja izmjerena neocCekivano visoka razina PA-ova s obzirom na
koncentracije u ostalim uzorcima, akutni rizik po zdravlje se smatra malo vjerojatnim. Temeljem
procjene izloZzenosti, opcenito se moze zakljuCiti da su Cesti konzumenti izlozeni veéem riziku od
Stetnih posljedica po zdravlje (posebice kancerogenosti), pogotovo ako konzumiraju proizvode s

visokim udjelom PA-ova tijekom duzeg vremenskog perioda.
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PREPORUKE

U pogledu genotoksi¢nih i kancerogenih u€inaka PA-ova, potreban je dodatni angazman u
svrhu smanjenja sadrzaja PA-ova u Cajevima radi umanjivanja pretpostavljenog vecéeg rizika od
nastanka raka kod Cestih konzumenata. Temeljem pregleda procjene rizika od strane BfR-a, moze se
zakljuciti da su djeca posebno osjetljiva populacija, no kako za djecu u RH jo$ ne postoji studija o
prehrambenim navikama, istu je potrebno napraviti u buduénosti. Osim toga, rizik ne predstavljaju
samo Cajevi, nego i drugi prehrambeni proizvodi, kao Sto je npr. med koji se €esto konzumira u
kombinaciji s ¢ajevima. Stoga je bitno subjektima u poslovanju s hranom ukazati na Stetnost PA-ova
koji se do sada nisu sustavno ispitivali. Do smanjenja sadrzaja PA-ova u prehrambenim proizvodima
moze doci ukoliko se provode botani¢ke analize biljnog materijala (jer je dobro poznato iz kojih biljnih
vrsta mogu doéi najvece koncentracije), poboljSanim metodama uzgoja, zetve te postupaka CiSéenja i
odvajanja. Kako je ovo bilo prvo istrazivanje PA-ova u RH, potrebno je nastaviti pratiti razine jer je
prema ovome inicijalnom istrazivanju uo¢eno da su ipak mogucée €ak i ekstremno visoke razine PA-
ova pa je nemoguce zanemariti postojanje odredenog rizika po zdravlje ljudi. Nadalje, u buducnosti bi
bilo pozeljno prosiriti istrazivanje i na druge prehrambene proizvode (npr. med), ali i na medicinske

proizvode koji su na biljnoj bazi.
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