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uvoD

Arsen (lat. Arsenium) (As) je metaloid koji se pojavljuje u razli¢itim organskim i anorganskim oblicima.
Siroko je rasprostranjen kao okoli$ni kontaminant prirodnog podrijetla, ali i kao posljedica djelovanja ¢ovjeka.
Najrasprostranjeniji je u litosferi, a nalazi se i u vodama, atmosferi te u Zivim organizmima. Anorganski As [iAs,
zbroj arsenita — As(lll) i arsenata — As(V)] toksi¢niji je u odnosu na organski As (arsenobetain, arsenosecere,
arsenolipide itd.) te je stoga i od veéeg interesa za procjenu rizika (EFSA, 2009; HAH, 2014). Anorganske kemijske
vrste As najcesée se mogu pronadi u visokim razinama u vodi za pice, ukoliko podzemne vode dolaze u dodir s
depozitima koji sadrze As u poviSenoj koncentraciji. Visoka koncentracija As u vodi za pice zabiljezena je na
nekoliko lokacija u Hrvatskoj, tocnije u Isto¢noj Slavoniji. ZabiljeZeni su i slu¢ajevi industrijskog zagadenja vode i
tla, kao i povisene razine zbog nekadasnjeg rasirenog koristenja pesticida na bazi spojeva As, koji su danas
zabranjeni u Europskoj uniji (EU). Namirnice s visokim sadrZajem iAs najcesc¢e su biljnog podrijetla (Zitarice,
narocito riza te klice i mekinje) uzgojene na kontaminiranome tlu, kao i neke vrste jestivih morskih trava i njihovih
proizvoda. Ribe i Skoljkasi uglavhom nakupljaju organske spojeve As, te su kao takvi najveci izvor ukupnog As iz
prehrane (EFSA, 2014; Vasi¢-Racki i sur., 2010).

Kod ljudi se topljivi iAs brzo i gotovo u potpunosti apsorbira nakon konzumacije hrane koja ga sadrzi te
se nakon toga distribuira do prakticki svih organa, a lako prolazi i placentalnu membranu. Uocene su velike razlike
medu vrstama Zivih organizama, ali i unutar populacije te na individualnoj razini po pitanju metabolizma As i
toksikokinetike. Smatra se da toksi¢nost As uvelike proizlazi iz kapaciteta metilacije organizma, a ovisi o starosti,
spolu, nutritivnom statusu i genetskim predispozicijama. Kroni¢na izloZzenost iAs kod ljudi povezana je s
promjenama na kozi (hiperkeratoze, rak koze), neurotoksi¢noséu, kardiovaskularnim bolestima, abnormalnim
metabolizmom glukoze i dijabetesom. Takoder, sve je viSe dokaza o negativnom utjecaju na razvoj fetusa, ali i
novorodencadi, posebno u pogledu smanjene porodajne teZine (EFSA, 2009; HAH 2014; Vasi¢-Racki i sur., 2010).
Medunarodna agencija za istrazivanje raka (engl. The International Agency for Research on Cancer, 1ARC),
klasificirala je As i arsenove anorganske spojeve kao , kancerogene za ljude®, te ih svrstala u Grupu 1 (IARC, 2012).

EFSA u svom znanstvenom misljenju o arsenu u hrani (2009. god.) navodi kako iAs nema izravnog
utjecaja na DNK te da postoji Citav niz ostalih mehanizama kancerogenosti, poput oksidativnih ostecenja,
epigenetskih ucinaka, smetnji mehanizma popravka oste¢ene DNK itd., a za koje bi se pojedina¢no mogli utvrditi
pragovi Stetnog djelovanja. Medutim, zbog visoke razine nesigurnosti u odnosu izmedu doze i odgovora, EFSA je
smatrala da nije prikladno uspostaviti prihvatljivi dnevni ili tjedni unos za As, nego je predlozila da se kao
metodoloski pristup pri procjeni rizika koristi granica izloZzenosti (engl. Margin of Exposure, MOE) na temelju
utvrdenih referentnih tocaka dobivenih iz podataka na ljudima i procijenjene prehrambene izlozenosti iAs-u
unutar populacije (EFSA, 2009). Stoga je uspostavila BMDLo: izmedu 0,3 i 8 ug/kg t.m./dan za povecan rizik od
raka pluca, koze i mokraénog mjehura, kao i koznih lezija.

U prethodno spomenutom znanstvenom misljenju, EFSA je napravila procjenu rizika za As u hrani na
temelju viSe od 100 000 analitickih rezultata od kojih se 98% odnosilo na ukupni As. Uz mnogobrojne
pretpostavke vezane za doprinos iAs-a ukupnom As-u, EFSA je procijenila da izloZzenost iAs-u iz hrane i vode za

pice u 19 europskih zemalja u prosjeku varira izmedu 0,13 i 0,56 pg/kg t.m./dan. Jedan od zakljucaka te procjene
1
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rizika je da izloZzenost iAs-u putem prehrane treba smanjiti. Osim toga, preporucuje se prikupljanje podataka koji
¢e razlikovati organski od anorganskog arsena u razli¢itim prehrambenim proizvodima, radi preciznije procjene
prehrambene izloZenosti, a samim time i preciznije procjene rizika za iAs. Medutim, analize koje pruzaju
informacije o vrsti As tesko su izvedive te ih obavlja relativno mali broj laboratorija. Zbog toga se vedina
prikupljenih podataka odnosi na ukupni As, bez razlikovanja njegovih vrsta. Potreba za razlikovanjem vrsta As
pogotovo je znadajna za hranu koja potjece iz mora, a kod koje je As uglavnom prisutan kao organski As, tj. kao
manje toksicni oblik (EFSA, 2009).

Zbog otezane analitike i podataka o kolicini iAs u Sirokom spektru namirnica, najvece dopustene kolicine
(NDK) za iAs inicijalno su postavljene jedino za riZu i proizvode od rize (Uredba Komisije (EU) 2015/1006 od 25.
lipnja 2015. o izmjeni Uredbe (EZ) br. 1881/2006 u pogledu najvecih dopustenih koli¢ina anorganskog arsena u
hrani). NDK se kreéu od 0,1 mg/kg za rizu namijenjenu proizvodnji hrane za dojencad i malu djecu do 0,3 mg/kg
za rizine vafle, oblatne krekere i kolaci¢e. Tek nakon Sto je uspostavljena pouzdana analiticka metoda, donesen je
plan monitoringa koji ¢e se odvijati od 2016. do 2018. godine. U tu svrhu Europska komisija je izdala Preporuku
(EU) 2015/1381 od 10. kolovoza 2015. o pracenju As u hrani kojom se drzave ¢lanice pozivaju na aktivno praéenje
prisutnosti As u hrani. Odredivanjem iAs pored ukupnog omogucilo bi znacajne i vazne procjene zdravstvenog
rizika u vezi s prehrambenom izloZenosti As. Stoga se u ovoj Preporuci preporuca analiza As, po mogucénosti
odredivanjem sadrzaja iAs i ukupnog As, koristec¢i se metodom analize za koju je dokazano da donosi pouzdane
rezultate u Sirokom rasponu prehrambenih proizvoda odredenih potrosackim navikama neke zemlje (EC, n.d.).

Slijedom navedenog, Znanstveni odbor za kemijske opasnosti Hrvatske agencije za hranu (ZOKO) na 5.
sjednici odrzanoj u prosincu 2015. god. kao jedan od prijedloga za plan rada HAH-a za 2016. god. navodi i
istraZivanje o odredivanju iAs u razli¢itim vrstama hrane iz prehrambenog lanca. Isti prijedlog je i usvojen na 11.
sjednici Upravnog vijeca HAH-a.

Ovo znanstveno izvjeS¢e donosi rezultate tog istrazivanja, kao i saZzetu procjenu rizika uslijed izloZenosti

anorganskom arsenu podrijetlom iz hrane.
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ODREDIVANJE ANORGANSKOG ARSENA

Arsen (As) je Siroko rasprostranjen kontaminant, koji se pojavljuje u razli¢itim organskim i anorganskim
oblicima od kojih su potonji toksi¢niji i od veceg interesa za procjenu rizika. Rezultati analize namirnica se
vecinom iskazuju kao ukupni As, a takvi podaci rezultiraju s dosta nesigurnosti i nepreciznosti u samoj procjeni
rizika. Stoga je Europska Komisija izdala Preporuku (EU) 2015/1381 od 10. kolovoza 2015. o pracenju arsena u
hrani u kojoj poziva drzave ¢lanice da aktivno sudjeluju u prac¢enju razina As u Sirokom rasponu namirnica radi
tocne procjene izloZzenosti te da po moguénosti odreduju sadrzaj anorganskog i ukupnog As.

Stoga je cilj ovog istrazivanja bio kvantitativno odredivanje anorganskog oblika As u razli¢itim vrstama
hrane iz prehrambenog lanca, posebice u Zitaricama i proizvodima od Zitarica (bez rize), mlijeku i mlijeénim

proizvodima te ribi i mekuscima. Odabrane namirnice su bile podrijetlom iz Republike Hrvatske.

Uzorkovanije i odredivanje kontaminanta

Plan uzorkovanja je odreden na temelju EFSA-inog znanstvenog izvje$¢a (2014) u kojem je objedinjeno
ukupno 103 773 podatka o koncentracijama As u razli¢itim namirnicama. Ti podaci obuhvacaju razdoblje od
2003. do 2012. god. te potjecu iz ukupno 21. zemlje. Na osnovi tih podataka, a sukladno raspoloZivim novc¢anim
sredstvima dodijeljenim za ovo istrazZivanje, proporcionalno se odredilo vrste namirnica koje ¢e se uzorkovati,
odnosno u obzir su uzete namirnice za koje u EFSA-inom izvje$¢u postoji najvise podataka.

Hrvatski veterinarski institut (HVI) je sukladno prethodno utvrdenom planu uzorkovanja (Tablica 1)
proveo uzorkovanje u nacionalnim trgovackim lancima na podrucju grada Zagreba.

U Tablici 1 analizirani uzorci su razvrstani po tzv. FoodEx razinama (L2 i L3), odnosno po EFSA-inom

standardiziranom sustavu za klasifikaciju i opis hrane (EFSA, 2015).
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Tablica 1 Plan uzorkovanja

FoodEx L2* FoodEx L3** Broj uzoraka
1. | Kruhi peciva PSenicni kruh i peciva 7
2. | Zitarice za dorucak Kukuruzne pahuljice (cornflakes) 5
Proizvodi od mljevenog kukuruza
(brasno) 2
Proizvodi od mljevenog kukuruza
3. | Proizvodi od mljevenih Zitarica 3
(krupica)
Proizvodi od mljevene psenice (brasno) 6
Proizvodi od mljevene pSenice (griz) 2
Ukupno 25
1. | Tekuce mlijeko Kravlje 10
2. | Koncentrirano mlijeko Mlijeko u prahu (kravlje) 5
3. | Fermentirani mlije¢ni proizvodi Jogurt od kravljeg mlijeka 5
4. | Sir Svjezi kravlji sir 5
Ukupno 25
Skusa 5
Srdela 5
1. | Riblje meso
Osli¢ 5
Som 5
2. | Mekusci Lignje 5
Ukupno 25
Ukupno 75

* FoodEx L2 — level 2
** FoodEx L3 —level 3

Odredivanje iAs provedeno je primjenom tekudinskog kromatografskog sustava vezanog na maseni
spektrometar s induktivno spregnutom plazmom (LC-ICP-MS) nakon ekstrakcije u vodenoj kupelji. Postupak
ekstrakcije doveo je do potpune oksidacije As(lll) u As(V) Sto je rezultiralo i dobro separiranim pikom u LC-ICP-
MS kromatogramu. Za samu metodu su primjenjivani kriteriji Uredbe Komisije (EU) 2016/582 od 15. travnja
2016. o izmjeni Uredbe (EZ) br. 333/2007 u pogledu analize anorganskog arsena, olova i policikli¢kih aromatskih
ugljikovodika i odredenih izvedbenih kriterija za analizu (EC, 2016).

Sto se ti¢e postupka pripreme uzorka, odvagano je oko 1,0 g svjeZeg uzorka (neliofiliziranog) ili 0,3 g
liofiliziranog uzoraka u 50 ml polipropilenske epruvete (npr. Falcon). Nakon toga dodano je 10 ml 1% (v/v), HNOs
i 1% (v/v) otopine H20: i ostavljeno je da odstoji preko noéi pri sobnoj temperaturi (pred-digestija). Zatim su
epruvete stavljene u vodenu kupelj na 95 °C tijekom 1 sata uz blagu tresnju. Uzorci su ohladeni na sobnoj
temperaturi te centrifugirani na 10 000 (ili manje) okretaja u minuti tijekom najmanje 10 minuta (temperatura

4
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centrifuge na 4 °C). Nakon toga sakupljen je bistri supernatant pomoc¢u 3 ml plasticne Pasteurove pipete u 15
mL polipropilenske epruvete nakon filtriranja kroz 0,22 um filter. U slu¢aju kada je filtracija bila posebno teska,
povecano je vrijeme centrifugiranja, a filtracija s 0,22 um filterom je zamijenjena s 0,45 um filterom. U slucéaju
kada se ekstrakt nije analizirao odmah nakon filtracije, bio je uskladisten na temperaturi od -20 °C do analize.

Analiza je provodena pomocu, prethodno spomenutog, LC-ICP-MS sustava, 1260 Infinity HPLC i 7900
ICP-MS (Agilent, SAD). Kromatografsko razdjeljivanje provedeno je pomoc¢u kolone Hamilton PRPX-100 elucijom
u izokratnom modu mobilnom fazom 10 mM NH4H2PO4+NH4NOs 2% CH3OH (pH=5,5). Ukupno vrijeme analize za
svaki uzorak je bilo 30 minuta.

Anorganski As identificiran je kao As (V) usporedbom vremena retencije kromatografskog pika uzoraka
s pikom dobivenim pomocu obogacivanja ekstrakta uzorka sa standardnom otopinom As (V). Kvantifikacija je
temeljena na mjerenju pikova primjenom eksterne kalibracijske krivulje izradene od najmanje tri tocke.
Uspostavljena granica kvantifikacije (LOQ) je iznosila 10 pg/kg.
Uzorkovanje i analize napravljene su u Laboratoriju za odredivanje rezidua u Hrvatskom veterinarskom institutu
u Zagrebu.

Bududi da je istraZivanje temeljeno na Preporuci 2015/1381, u kojoj se izmedu ostalog poziva drzave
Clanice da redovito dostavljaju EFSA-i podatke o pradenju As u formatu elektroni¢kog izvjeséivanja (EFSA's

Guidance on Standard Sample Description — SSD for Food and Feed?), rezultati su poslani EFSA-i.

! Dostupno na sljedeéem linku: http://www.efsa.europa.eu/en/datex/datexsubmitdata.htm
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Rezultati istrazivanja

U Tablici 2 su prikazani rezultati istraZivanja anorganskog As u razli¢itim vrstama hrane dostupnih na

trzistu i podrijetlom iz RH.

Tablica 2 Rezultati istrazivanja anorganskog As u hrani

Koncentracija

Broj analiziranih iAs
FoodEx L2 FoodEx L3
uzoraka [Srednja vrijednost
(ng/kg) + SD*]
1. | Kruhi peciva PSenicni kruh i peciva 7 <10
Zitarice za dorucak Kukuruzne pahuljice
2. 5 13,20+ 1,48
(cornflakes)
Proizvodi od mljevenog
2 <10
kukuruza (brasno)
Proizvodi od mljevenog
3 <10
3. | Proizvodi od mljevenih kukuruza (krupica)
Zitarica Proizvodi od mljevene psenice
6 <10
(brasno)
Proizvodi od mljevene psenice
2 <10
(griz)
Ukupno 25
1. | Tekuée mlijeko Kravlje 10 <10
2. | Koncentrirano mlijeko Mlijeko u prahu (kravlje) 5 <10
Fermentirani mlije¢ni Jogurt od kravljeg mlijeka
3. 5 <10
proizvodi
4. | Sir Svjezi kravlji sir 5 <10
Ukupno 25
Skusa 5 <10
Srdele 5 <10
1. | Riblje meso
Osli¢ 5 <10
Som 5 <10
2. | Mekusci Lignje 5 <10
Ukupno 25
Ukupno 75

* SD — standardna devijacija
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PROCIENA RIZIKA

1. Identifikacija opasnosti

Arsen (As) je metaloid koji se pojavljuje u razli¢itim organskim i anorganskim vrstama, od kojih su potonje
toksicnije. Kada govorimo o vrstama As, on se prvenstveno dijeli na organski i anorganski (iAs). Anorganski arsen
se u okoliSu nalazi prvenstveno u +3 i +5 oksidativnom stanju, odnosno kao tio spojevi ili primarno kao oksoanioni
arsenit [As(lll)] i arsenat [As(V)]. As je najrasprostranjeniji u litosferi, a nalazi se i u vodama, atmosferi i u
organizmima. Opisuje se kao metaloid jer pokazuje svojstva koja su izmedu metala i nemetala. U periodnom
sustavu se nalazi u 15. skupini, zajedno s dusSikom i fosforom Sto znaci da podlijeze slicnim kemizmima kao i ova
dva esencijalna elementa. Ove slicnosti mogu biti razlog sto su u morskim organizmima zabiljezene visoke
koncentracije ukupnog As. Npr. arsenat (anorganski ion) se pojavljuje u morskoj vodi zajedno sa strukturno slicnim
fosforom. Morske alge ih nisu u stanju razlikovati te unosom esencijalnog fosfora unose i potencijalno toksicni
arsenat. Osim toga, arsenobetain je strukturno slican glicin betainu kojeg akvaticni organizmi koriste kao osmolit
radi odrZzavanja osmotske ravnoteze. Npr. pri uvjetima kada je visok salinitet okoline, razine glicin betaina u
organizmu su takoder povisene. Strukturna sliénost izmedu arsenobetaina i glicin betaina mozda objasnjava
¢injenicu da su razine arsenobetaina mnogo viSe u morskim organizmima, nego u slatkovodnim. Obzirom da
prehrambeni proizvodi od kopnene flore i faune u pravilu sadrzavaju niske razine ukupnog As, njihov sadrzaj iAs
je takoder nizak. Riza je, medutim, iznimka zbog toga $to sadrzi znacajne koncentracije iAs koje se kre¢u izmedu
0,1i0,4 mg/kg suhe tvari, a ponekad i znacajno vise. lako akvati¢ni organizmi imaju visoke koncentracije ukupnog
As (obi¢no izmedu 2 i 60 mg/kg suhe tvari, njihove razine iAs su obi¢no ispod 0,2 mg/kg suhe tvari. Medutim, i
ovdje postoji iznimka, a to su jestive morske alge hijiki (lat. Hizikia fusiformis) koje mogu sadrZavati iAs u
koncentracijama veéim od 60 mg/kg te plave dagnje (lat. Mytilus edulis) u kojima su utvrdene koncentracije do

30 mg/kg suhe tvari (EFSA, 2009).

Toksokinetika

Svaki oblik As ima razlicita fizikalno — kemijska svojstva i bioraspoloZivost. Apsorpcija unesenih iAs vrsta
varira, ovisno o topljivosti arsenovih spojeva (Sto je bolja topljivost u vodi, veca je apsorpcija), o pojavnosti drugih
sastojaka hrane u gastrointestinalnom traktu, kao i o samom sastavu hrane (EFSA, 2009).

U krvotoku, As se distribuira izmedu plazme i eritrocita u kojima se veze na globin hemoglobina. Arsenit
i arsenat se lako prenose u stanice, prvi pomocu odredenih glikoproteina koji obi¢no sluze za prijenos vode i
glicerola, a drugi pomocu fosfatnih transportera. Kod veéine vrsta, nakon konzumacije arsenovih vrsta, razine
ostataka su povisene u jetri, bubrezima, slezeni i plu¢éima. Medutim, nakon nekoliko tjedana, As prelazi u kosu,
nokte i koZu zbog visokih koncentracija proteina koji sadrze sumpor u tim tkivima (EFSA, 2009).

As lako prolazi kroz placentu sisavaca, ukljucujudi i ljude, sto rezultira sli¢nim razinama izloZenosti kod

fetusa i majke. S druge strane, vrlo malo As se izlu¢uje majc¢inim mlijekom (EFSA, 2009).
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Kod vedine sisavaca, ukljucujuéi i ljude, iAs se u velikoj mjeri biotransformira i izlucuje u obliku
metabolita. Arsenat ulazi u stanice pomocu sustava nosaca fosfata i moze se biotransformirati (50 - 70 %) u
reaktivniji arsenit pomocu glutation reduktaze i takoder pomocu purin-nukleozid-fosforilaze (PNP). Arsenit dalje
biva podvrgnut oksidativnoj metilaciji u jetri dodatkom metilne skupine iz S-adenozilmetionina, sto u konacnici
daje metilarsonat. Cijela reakcija je katalizirana arsen-metiltransferazom. Arsenat u metilarsonatu se nakon toga
reducira u arsenit. Dok se formiranje peterovalentnih metiliranih arsenovih metabolita moZe smatrati
detoksikacijom, stvaranje trovalentnog metilarsonata smatra se bioaktivacijom, gdje ovaj proces, ako se odvija u
znacajnoj mjeri, doprinosi toksi¢nosti arsenita (EFSA, 2009).

As i njegovi metaboliti se lako izlu¢uju primarno putem urina (gdje je dimetilarsinat glavni urinarni
metabolit) i u manjoj mjeri preko zuci. Ovdje je bitno napomenuti da se uvelike razlikuju profili izlu¢ivanja izmedu,
ali i unutar vrsta sisavaca. Sastav arsenovih metabolita u urinu varira od osobe do osobe ovisno o ucinkovitosti
metilacije As, gdje se uobicajeni profil metabolita sastoji od 10 do 30 % iAs, 10 do 20 % metilarsonata i 60 do 70
% dimetilarsinata (EFSA, 2009).

Dugotrajna izloZzenost iAs kod ljudi se povezuje s lezijama na kozi, rakom, neurotoksi¢nosti,
kardiovaskularnim bolestima, poremecajem u metabolizmu glukoze i dijabetesom. Takoder postoje i dokazi
negativnog utjecaja na razvoj fetusa i novorodencadi, Sto se prvenstveno olituje u smanjenoj porodajnoj masi
(EFSA, 2009).

IzvjeSc¢a o akutnom (pojedinacna doza) i subakutnom (izloZenost u trajanju 2 do 3 tjedna) trovanju iAs
ukazuju na to da gotovo svi fizioloski sustavi organizma mogu biti zahvaéeni, posebice gastrointestinalni,
kardiovaskularni, renalnii Ziv€ani sustavi, a u manjoj mjeri respiratorni, hepaticki, hematoloski i dermalni sustavi.
Podaci koji se odnose na ljude vazni su za klinicke studije trovanja, ali generalno ne pruzaju podatke o odnosu
izmedu doze i odgovora za procjenu rizika. Osim toga, pokazuju razlike po pitanju unesenih doza, kao i po pitanju
razina pri kojima je svaki od sustava zahvacéen. lako nedostaju adekvatni podaci, zabiljezene su smrtonosne doze
od 100 do 300 mg (Sto odgovara dozama od 1 do 5 mg As/kg t.m.). Ostali vazni ucinci subkroni¢ne povisene
izloZenosti (u trajanju od 30 do 90 dana) na As odnose se na gastrointestinalne, hematoloske i dermalne ucinke.
Raspon LOAEL-a je priblizno izmedu 0,05 - 0,1 mg/kg t.m./dan (EFSA, 2009).

Sto se tice kroniénih uéinaka As, poznato je da on uzrokuje maligne promjene kod ljudi. IARC ga je jo$
1987. god. klasificirao kao kancerogenu tvar. Odluka se temeljila na dokazima o nastanku raka koZe nakon
primjene Fowlerove otopine (1 % natrij arsenita ili arsenova trioksida) te raka pluéa uslijed profesionalne
izloZzenosti u rudnicima i talionicama. U 2004. god. IARC je ponovno evaluirao As iz vode za ljudsku potros$nju i
potvrdio uzrocno — posljedi¢nu vezu s rakom koze (IARC, n.d.).

Radna grupa IARC-a je takoder 2004. god. svrstala izloZenost As iz vode za ljudsku potrosnju u kategoriju
kancerogena za mokracni mjehur, pluca i kozu, uz ograni¢ene podatke za rak bubrega, jetre i prostate. Procjena
se temeljila na nekoliko studija koje su povezale povecane koncentracije As u vodi s poveéanim rizikom od
nastanka raka razlicitih organa kod odredenih podgrupa populacije (IARC, n.d.).

KoZne (dermalne) lezije kao Sto su kozna hiperpigmentacija i palmoplantarne hiperkeratoze (zadebljanje
povrsinskog sloja dlanova i tabana) indikatori su kroni¢nog unosa iAs jer je nekoliko epidemioloskih studija

povezalo niZe razine iAs iz vode (<100 ug/l) s ovim oboljenjima (EFSA, 2009).
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Razvojna toksic¢nost As dokazivana je u nekoliko studija na ljudima, ali kako se tu radilo prvenstveno o
preciznije procjene. Ipak, zabiljezen je povedani rizik od spontanih pobacaja, mrtvorodencadi, prijevremenog
poroda i neonatalnih smrtnih slucajeva kao posljedica konzumacije vode s povecanim koncentracijama As.
Takoder, zabiljezeni su i deformiteti kod novorodencadi. Prihvatljivije dizajnirane studije su ukazale na smanjenu
porodajnu masu (prosjek As u vodi je bio 40 pg/l), ali nisu zabiljeZile ostale negativne ucinke niti pri veéim
koncentracijama (oko 100 pg/l). Postoje sve bolji dokazi da izloZzenost As u ranim stadijima Zivota utjece na rast
fetusa i novorodencadi, prvenstveno zbog epigenetskih ucinaka, koji kasnije tokom Zivota mogu uzrokovati
kroni¢ne bolesti (EFSA, 2009).

Sto se ti¢e neurotoksi¢nosti, periferna neuropatija tipi¢no je obiljeZje akutne i kroni¢ne izloZenosti iAs-
u. Klinicki simptomi kod ljudi su utrnulost ruku i stopala te osjec¢aj bockanja, a zabiljezena je i slabost misiéa te
smanjena osjetljivost na podrazaje (EFSA, 2009).

Po pitanju uc¢inaka As na centralni Zivéani sustav, Cesto se javlja encefalopatija (poremecaj i ostecenje
funkcija velikoga mozga) uslijed profesionalnih izloZzenosti iAs-u putem respiratornog sustava. Medutim,
encefalopatija je zabiljezena i uslijed akutnog unosa iAs u veéim koli¢inama (obi¢no >2 mg/kg t.m.), ali nije
karakteristicna za kroni¢nu izloZzenost. As uzrokuje i razvojnu neurotoksi¢nost. Naime, u dobro opisanom
incidentu trovanja As dojencadi u Japanu iz 1955. god., koncentracije As u mlijeku za dojencad su bile izmedu 4
do 7 mg/l, $to odgovara dnevnim dozama od 500 ug/kg t.m. te su ove koncentracije dovele do ozbiljnih stetnih
ucinaka po dojencad, uklju¢ujuéi i smrtne slu¢ajeve. U sljedeéih 15 do 50 godina, zabiljezeno je da su prezivjele
Zrtve bolovale od poremecaja centralnog Ziv€éanog sustava kao $to su epilepsija, minimalna ostecenja mozga ili
mentalna retardacija, Sto ukazuje na cinjenicu da je As razvojni neurotoksin (Yamashita i sur., 1972; Grandjean i
Murata, 2007; Dakeishi i sur., 2006).

Povezanost izmedu izloZzenosti As-u putem vode za ljudsku potrosnju i kardiovaskularnih bolesti
ispitivana je u mnogobrojnim studijama. Zabiljezeno je nekoliko krajnjih ucinaka: bolest crnog stopala, povecan
broj perifernih vaskularnih bolesti, povecan broj koronarnih bolesti srca s posljedichnom smrtnosti, posebice
infarkt miokarda, povecan broj sr¢anih udara s posljedi¢nom smrtnosti (EFSA, 2009).

Nekoliko studija je istrazivalo potencijalne ucinke As iz vode za ljudsku potrosnju na rizik od dijabetesa
ili poremecaja metabolizma glukoze. Studije u kojima se proucavao dio populacije izloZzen visokim
koncentracijama As ukazale su na dodatni rizik, iako i dalje postoje nepoznanice o utjecaju As na pojavnost
dijabetesa tipa 2, a takoder nema dovoljno podataka iz kojih se moze uspostaviti odnos izmedu doze i odgovora

pri nizim razinama izloZzenosti (Navas-Acien i sur., 2006).

2. Karakterizacija opasnosti

Jedan od najtezih problema, koji se pojavljuje u podrucju sigurnosti hrane, je kako procijeniti potencijalni
rizik po zdravlje ljudi kada se radi o spojevima koji su i kancerogeni i genotoksi¢ni, a ¢ija se prisutnost u hrani ne

moze u potpunosti eliminirati ili izbjeéi. Tijekom razvoja procjene rizika kao znanosti, koristilo se nekoliko pristupa
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koji su uzimali u obzir Cinjenicu da se genotoksi¢ni kancerogeni razlikuju u svom potencijalu, odnosno u
vjerojatnosti da induciraju tumore pri odredenoj dozi ili izlozenosti. Medutim, koristenje razlicitih pristupa dovelo
je i do razli¢itih zakljucaka za isti spoj, zavisno od modela koji se koristio.

Da bi se izbjegle daljnje nesigurnosti i razli¢ita tumacenja rizika, medunarodna savjetodavna tijela i
institucije su se usuglasili oko koristenja jedinstvenog pristupa, tzv. pristupa granice izloZzenosti (engl. Margin of
Exposure approach ili MOE pristup). Ovaj pristup usporeduje odnos izmedu doze ili izloZzenosti koja uzrokuje rak
kod Zivotinja ili ljudi s procijenjenom izlozenosti ljudi toj tvari ili spoju. Pri tome se koristi referentna tocka, obicno
dobivena iz studije na laboratorijskim Zivotinjama kojima se davao kancerogeni spoj tijekom Citavog njihovog
Zivota. Referentna tocka (ili vrijednost) odgovara dnevnoj dozi koja uzrokuje nisko, ali mjerljivo povecanje u
pojavnosti tumora. Ova referentna tocka se zatim dijeli s procijenjenom ljudskom izlozenosti putem prehrane na
tvar od interesa da bi se dobio bezdimenzionalni omjer, odnosno MOE. Nekoliko MOE-a moZze biti izraCunato za
pojedinu tvar, ako procjena izloZzenosti varira medu ljudskom populacijom (ILSI, 2009).

JECFA je tijekom svog rada nekoliko puta procjenjivala vrijednosti koje se temelje na zastiti zdravlja (engl.
Health Based Guidance Values, HBGVs) od As. Tako je 1983. god. procijenila da se koncentracije As u vodi za
ljudsku potrosnju, koje se kre¢u oko 1000 pug/l, mogu povezati s nekim stetnim ucincima kao $to su hiperkeratoze,
kroni¢ni kasalj, Raynauldov sindrom (bolest koja uzrokuje stezanje arteriola u nekim dijelovima tijela) i kroni¢ne
dijareje koje su zabiljezene kod pacijenata oboljelih od hiperpigmentacije i bolesti crnog stopala. Osim toga, JECFA
je zaklju¢ila da koncentracije As od 100 pg/l mogu biti povezane s nekim znakovima toksi¢nosti. Pod
pretpostavkom da je prosje¢na dnevna konzumacija vode 1,5 |, JECFA je zakljuéila da ¢e unos iAs od 1,5 mg/dan
najvjerojatnije rezultirati s kroni¢nom toksi¢nosti, dok koncentracije od 0,15 mg/dan mogu takoder biti toksi¢ne
uslijed dugotrajne izloZzenosti kod odredenog postotka populacije. Na osnovi ovih zaklju¢aka i pretpostavki,
uspostavili su privremeni najvecéi podnosljivi dnevni unos (engl. Provisional Maximum Tolerable Daily Intake,
PMTDI) od 2 ug/kg t.m. Naknadno je JECFA potvrdila ovu procjenu, ali i pretvorila PMTDI u PTWI ili privremeni
podnosljivi tjedni unos od 15 pg/kg t.m. za iAs (FAO/WHO, 1983; 1989).

Medutim, kako je u meduvremenu IARC zakljucio da postoji dovoljno dokaza koji povezuju izloZzenost As
s pojavnosti raka mokraénog mjehura, pluca i koze kod ljudi te ogranic¢enih podataka o pojavnosti raka bubrega,
jetre i prostate, CONTAM odbor je zaklju¢io da PTWI viSe nije adekvatan, kao referentna vrijednost za zastitu
zdravlja. Stoga se CONTAM odbor u svojoj procjeni bazirao na mogucde ucinke iAs pri relativno niskim razinama
izlozenosti te na krajnje ucinke s dovoljno dokaza o uzro¢nosti kod ljudi. Podatke dobivene iz studija na
eksperimentalnim Zivotinjama nisu smatrali adekvatnima zbog velikih razlika izmedu vrsta, posebno zbog
nedovoljno dokaza o kancerogenosti iAs na eksperimentalnim Zivotinjama. Osim toga, zbog niza nesigurnosti iz
epidemioloskih studija izloZzenosti, CONTAM odbor je utvrdio raspon vrijednosti za nizu granicu 95 %-tnog
intervala pouzdanosti od 1 %-tnog povecanja rizika (BMDLo1), umjesto samo jedne referentne tocke. U tu svrhu
je smatrao da su podaci iz studija o raku mokra¢nog mjehura, pluéa i koZe, koje su uzro¢no povezane s oralnom
izloZenosti iAs, kao i podaci o koznim lezijama, dobar temelj za uspostavu raspona referentnih tocaka (EFSA,

2009).
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NajniZa izra¢unata BMDLo: vrijednost se odnosi na rak pluéa te iznosi 0,34 pg/kg t.m/dan. S druge pak
strane, najviSa vrijednost BMDLo: se odnosi na rak mokraénog mjehura i iznosi 7,5 pug/kg t.m/dan. Dakle, raspon
vrijednosti BMDLo: se kretao od 0,3 do 8 ug/kg t.m./dan (zaokruzeno na cijeli broj) (EFSA, 2009).

CONTAM odbor je napomenuo i da iAs nema izravnog utjecaja na DNA, nego da postoji jos nekoliko
predloZenih mehanizama kancerogenosti, gdje se za svaki moZe uspostaviti granica sigurnog unosa. Medutim,
uzimajudi u obzir nesigurnosti s obzirom na odnos izmedu doze i odgovora, odnosno neadekvatne podatke, nije
se smatralo prikladnim iz studija na ljudima procijeniti dozu iAs koja ne bi predstavljala znatan ili mjerljiv rizik po
zdravlje, odnosno podnosljivi dnevni ili tjedni unos. Stoga se MOE mora racunati izmedu prethodno spomenutog
raspona referentnih tocaka, tj. BMDL-ova iz studija na ljudima te procijenjene izloZzenosti na iAs Europljana putem

prehrane (EFSA, 2009).

3. Procjena izloZenosti

Vazniji izvori As u okoliSu su vulkanske aktivnosti, otapanje minerala u podzemnim vodama, izgaranje
fosilnih goriva, rudarenje, uporaba u drvnoj i tekstilnoj industriji, a u proslosti i uporaba u proizvodnji zastitnih
sredstava u poljoprivredi. Medutim, u ovom znanstvenom izvjes¢u procjena izloZenosti se temelji samo na hrani
kao izvoru As.

Kako je navedeno pod podnaslovom ,Rezultati istrazivanja“, ukupno je bilo 75 uzoraka koji su
ravnomjerno raspodijeljeni u 3 glavne kategorije prema FoodEx kategorizaciji namirnica: Zitarice i proizvodi na
bazi Zitarica, mlijeko i mlije¢ni proizvodi te riba i ostala morska hrana. U uzorcima mlijeko i mlije¢ni proizvodi te
riba i ostala morska hrana iAs nije kvantificiran. U uzorcima Zitarica za dorucak, kukuruzne pahuljice (cornflakes),
u ukupno 5 uzoraka kvantificiran je u sljedeé¢im koncentracijama: 14, 15, 13, 11 i 13 pg/kg, odnosno u srednjoj
vrijednosti od 13,20 pg/kg uz standardnu devijaciju od 1,48, sto je takoder blizu granice kvantifikacije. To znaci
da je u ukupno 6,67 % uzoraka iz kategorija hrane koje su obuhvacene ovim istraZivanjem iAs kvantificiran, a u
93,33 % nije. Dodatno se mora istaknuti da se opéenito radilo o manjem broju uzoraka (svega 75), te da se svi
uzorci u kojima je iAs kvantificiran nalaze u istoj kategoriji, StoviSe radi se o istom proizvodu, a to su kukuruzne
pahuljice.

Usporedbe radi, u prethodno spomenutom EFSA-inom znanstvenom izvjes¢u o izloZenosti iAs europske
populacije putem hrane (2014. god.), zabiljezeno je ukupno 41,9 % uzoraka ispod granice kvantifikacije. Ovdje
valja napomenuti da su u tome ZI-u zabiljeZene razli¢ite LOQ vrijednosti, od najnize 0,02 ug/kg do najvise 1000
ug/kg, ali rezultati s LOQ-om veéim od 200 pg/kg nisu uzimani u obzir. Na Slici 2 vide se kretanja LOQ vrijednosti
zabiljezene na podrucju EU za tri grupe namirnica koje su imale najvedi broj uzoraka te se moze zakljuciti da su

LOQ vrijednosti iz EU usporedive s LOQ vrijednosti ustanovljenoj u ovom istrazivanju.
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Slika 2 Distribucija LOQ vrijednosti unutar 3 kategorije namirnica s najve¢im brojem uzoraka (Box-plot: 5., 25.,

50., 75. i 90. percentila) (EFSA, 2014)

Usporeduju¢i dalje rezultate iz ove studije s rezultatima na razini EU, bitno je za napomenuti
metodologiju pomocu koje je EFSA racunala pojavnost iAs u namirnicama s obzirom da su u velikoj mjeri
raspolagali samo s podacima o ukupnom As.

Ukupno su imali prijavljeno 103773 rezultata, od ¢ega su 101020 bili dostavljeni kao ukupni As, a 2753
kao iAs. Da bi dobili procjenu izloZenosti iAs-u, koristili su faktor konverzije te su pretpostavili da od ukupnog As
70 % otpada na iAs, osim u kategoriji riba i ostale morske hrane gdje su koristili samo podatke o iAs. Osim toga,
koristili su standardnu metodologiju za izracune kada su u pitanju podaci ispod LOQ-a te su u tu svrhu koristili tri
scenarija: lower bound ili LB u kojem su vrijednostima <LOQ pridruzivali 0; middle bound ili MB u kojem su
vrijednostima <LOQ pridruZivali %2 LOQ-a te upper bound ili UB gdje su koristili stvarnu vrijednost LOQ. Smatra se
da prvi scenarij podcjenjuje pojavnost, a treéi da precjenjuje, dok je drugi najrealniji. Stoga se MB scenarij koristio
u daljnjim prikazima i izra¢unima, kako u podacima iz EU, tako i u podacima iz ove studije.

U Tablici 3 i Slici 2 prikazana je usporedba rezultata pri MB scenariju dobivenih u EU s rezultatima iz RH.
Kako je vecina rezultata iz RH bila ispod granice LOQ-3, za njih je koristena % LOQ-a koja iznosi 5 pg/kg. Vidljivo
je da su u velikoj vecini slucajeva prosje¢ne koncentracije iAs u EU veée, nego u RH gdje je najveca razlika
zabiljeZzena izmedu srdela (34,6 ug/kg u EU u odnosu na 5 pg/kg u RH; Tablica 3). Jedini uzorci u RH koji su bili
iznad LOQ-a (Zitarice za dorucak; kukuruzne pahuljice) su imale gotovo identi¢ne prosjecne vrijednosti kao u EU

(12,9 pg/kg u EU u odnosu na 13,20 pg/kg u RH).
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Tablica 3 Usporedbe vrijednosti koncentracija iAs pri MB scenariju u EU i RH

EU (RH) [ug/kgl

FoodEx L2 FoodEx L3 Br. uzoraka Prosjek EU (RH) | Prosjek cijele grupe
[ng/kg] priMB | pri MB
Kruh i peciva PSeni¢ni kruh i peciva | 337 (7) 14,3 (5) 14,3 (5)
Zitarice za doruéak Kukuruzne pahuljice | 15 (5) 12,9 (13,20) 12,9 (13,20)
(cornflakes)
Proizvodi od | 21 (5) 24,7 (5)
mljevenog kukuruza
Proizvodi od mljevenih
(brasno) 19,25 (5)
Zitarica
Proizvodi od mljevene | 536 (8) 13,8 (5)
pSenice (brasno)
Tekuce mlijeko Kravlje 3056 (10) 4,1 (5) 4,1 (5)
Koncentrirano mlijeko Mlijeko u  prahu | 111 (5) 12,1 (5) 12,1 (5)
(kravlje)
Fermentirani mlijecni | Jogurt od kravljeg | 482 (5) 7,34 (5) 7,34 (5)
proizvodi mlijeka
Sir Svjezi kravlji sir 1278 (5) 8,6 (5) 8,6 (5)
Skusa 89 (5) 7,7 (5)
Srdele 20 (5) 34,6 (5)
Riblje meso 22,4 (5)
Osli¢ 14 (5) 24,9 (5)
Som -(5) -(5)
Mekusci Lignje 10 (5) 16,5 (5) 16,5 (5)
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Slika 3 Usporedbe vrijednosti koncentracija iAs pri MB scenariju u EU i RH

4. Karakterizacija rizika

Uzimajuci u obzir najvecéu i opéenito jedinu izmjerenu koncentraciju iAs i to u kukuruznim pahuljicama u
vrijednosti od 13,20 pg/kg te najnizu uspostavljenu vrijednost za BMDLo: od 0,3 pg/kg t.m./dan, mozZe se
izracunati da bi osoba od 70 kg trebala pojesti dnevno 1,6 kg kukuruznih pahuljica da bi dosegla tu vrijednost
BMDL-a, Sto ne predstavlja realni scenarij. S obzirom da je vrijednost iAs u ostalim namirnica obuhvaéenim ovim
istrazivanjem bila ispod granice kvantifikacije, one nisu uopce uzete u obzir prilikom procjene izlozenosti.

Ovdje je potrebno napomenuti da na nesigurnost dobivenih rezultata najvise utjeCe mali broj uzoraka unutar
pojedinih skupina hrane.

Osim toga, prema neobjavljenim podacima HAH-a o prehrambenim navikama stanovniStva RH,
prosjetna konzumacija kukuruznih pahuljica iznosi 99,38 g/dan te bi uslijed konzumacije pahuljica s
koncentracijama od 13,20 ug iAs/kg bilo dosegnuto tek 6,2 % od prethodno spomenute vrijednosti BMDLoz.

Stoga se moze zakljuciti da je rizik od iAs iz ispitivane hrane zanemariv, odnosno da konzumacija te hrane
ne moze znacajnije doprinijeti ukupnoj izloZzenosti iAs-u. Iz toga razloga nije bilo potrebno detaljnije racunati

izloZenost niti koristiti MOE pristup.
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ZAKuUCal

arsen (lat. Arsenium) (As) je metaloid koji se pojavljuje u razli¢itim organskim i anorganskim oblicima od
kojih su potoniji toksicniji i samim time od veceg interesa za procjenu rizika po zdravlje ljudi

kod ljudi, topljivi anorganski As se brzo i gotovo u potpunosti apsorbira nakon konzumacije hrane te se
nakon toga uvelike distribuira do prakticki svih organa, a lako prolazi i placentalnu membranu

kroni¢na konzumacija anorganskog As kod ljudi je povezana s promjenama na koZi (hiperkeratoze pa i
rak koZe), neurotoksi¢nosti, kardiovaskularnim bolestima, abnormalnim metabolizmom glukoze i
dijabetesom. Takoder, sve je vise dokaza o negativnom utjecaju na razvoj fetusa, ali i novorodencadi,
posebno u pogledu smanjene porodajne teZine

EFSA je uspostavila BMDLo: izmedu 0,3 i 8 ug/kg t.m./dan za povedani rizik od raka pluda, koze i
mokra¢nog mjehura, kao i koznih lezija kao referentnu tocku

Europska komisija je izdala Preporuku (EU) 2015/1381 od 10. kolovoza 2015. o praéenju As u hrani kojom
se drzave Clanice pozivaju na aktivno praéenje prisutnosti As u hrani. Posebno je ukazana potreba za
pracenjem anorganskog arsena

laboratorijske analize razlicitih vrsta As tesko su izvedive i obavlja ih relativno mali broj laboratorija, stoga
je ovo istrazivanje bilo prvo ovog opsega u RH te je pridonijelo uspostavi precizne metode za odredivanje
iAs

iAs odreden je u ukupno 75 uzoraka hrane podrijetlom iz RH pomocu tekuéinskog kromatografskog
sustava vezanog na maseni spektrometar s induktivno spregnutom plazmom (LC-ICP-MS), uz utvrdeni
utvrdeni LOQ od 10 pg/kg

u ukupno 70 uzoraka nije kvantificiran iAs, a u 5 uzoraka kukuruznih pahuljica je odreden u tek nesto
vec¢im koncentracijama od LOQ-a (prosje¢no 13,20 pg/kg)

koncentracije iAs su u velikoj vecini sluc¢ajeva nize ili nekoliko puta nize od prosje¢nih koncentracija
pronadenih u EU, a u slucaju kukuruznih pahuljica su gotovo identi¢ne

da bi osoba od 70 kg dosegla nizu razinu ustanovljenog BMDLo1 od 0,3 pg/kg t.m./dan, trebala bi pojesti
dnevno 1,6 kg kukuruznih pahuljica u kojima je koncentracija iAs 13,20 pg/kg

uz prosje¢nu konzumaciju kukuruznih pahuljica, koja prema neobjavljenim podacima HAH-a o
prehrambenim navikama stanovnistva RH iznosi 99,38 g/dan, dosegnut ce se 6,2 % vrijednosti BMDLox
od 0,3 pg/kg t.m./dan

prema gore spomenutim izraCunima moZe se zakljuciti da je rizik po zdravlje odrasle populacije

zanemariv
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Kako su ovim istrazivanjem bile obuhvacene samo tri glavne skupine namirnica, u bliskoj buduénosti bi
se istrazivanje trebalo prosiriti i na ostale skupine ne bi li se na taj na¢in mogla procijeniti ukupna izlozenost od
iAs putem hrane i vode.

Sto se ti¢e podataka o tetnim ucdincima As na zdravlje ljudi, ve¢inom su dobiveni iz studija koje su se
provodile na stanovniStvu iz Azije i to najéesée iz ruralnih dijelova, odnosno razli¢itih mikrolokacija. EFSA je zbog
toga ustvrdila ¢itav niz nesigurnosti vezano za podatke o toksi¢nosti As, jer su utvrdene razlike u bioraspoloZivosti
As izmedu ljudi. Stoga bi epidemioloski podaci na europskoj populaciji bili svrsishodniji za utvrdivanje preciznijeg

odnosa izmedu doze i odgovora, a samim time i uspostave referentnih tocaka.
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