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SAZETAK

Nitrati su spojevi koji se u prirodi pojavljuju kao dio ciklusa dusika u sustavu tlo-biljka-atmosfera i imaju
vaznu ulogu u ishrani i funkcioniranju biljaka. U prirodi se nitrati pretvaraju u nitrite i obrnuto. Dusik
koji se u tlo unosi primjenom gnojiva sudjeluje u mnogim bioloskim procesima i moZe biti asimiliran
putem mikroorganizama tvoreci tako oblike hranjivih tvari koje su na raspolaganju biljkama nakon
procesa mineralizacije organske tvari. Visoke razine nitrata u tlu su u korelaciji sa njihovim vecéim
sadrzajem u listovima zelenih biljaka dok je u sjemenkama i gomoljima njihov sadrzaj nizi. Dodatno,
nitrati i nitriti su lako topivi u vodi i pokretljivi u okoliSu te se mogu nadi u vodotocima, a time i vodi za
pi¢e. Kao prehrambeni aditivi, nitrati i nitriti imaju Siroku primjenu i u mesnoj industriji jer poboljSavaju
kvalitetu, trajnost i sigurnost proizvoda, posebice zbog inhibicije rasta i razmnoZavanja bakterija.
Nitrati sami po sebi pokazuju vrlo malo toksi¢no djelovanje za ljudski organizam, no njegovi metaboliti
i produkti reakcija (npr. nitrozoamini) u probavnim organima mogu predstavljati zabrinutost za zdravlje.
Unos nitrata kod ljudi uglavnom se odvija probavnim traktom konzumacijom voéa, povréa, mesa i pitke
vode. Prema Europskoj agenciji za sigurnost hrane - EFSA (2008), putem povréa i voéa se unosi od 11
do 41 % dnevnog unosa nitrata. lako je povrce jedno od glavnih izvora nitrata, zbog dokazane dobrobiti
za zdravlje, unos razli¢itog povréa se uvelike preporuca. Svjetska zdravstvena organizacija — WHO
(2003b) preporuca dnevni unos povréa zajedno s vocem u koli¢ini od 400 g, podijeljeno u vise obroka.
Na razini Europske unije najveée dopustene koli¢ine (NDK) nitrata u povréu propisane su Uredbama
Komisije (EZ) br. 1881/2006 i 1258/2011 za svjeiZi, preradeni i duboko smrznuti ili smrznuti Spinat,
svjezu zelenu salatu (Lactuca sativa L.), zelenu salatu sorte , Iceberg”, rukolu te preradenu hranu na
bazi Zitarica i hranu za dojencad i malu djecu.

Hrvatska agencija za hranu (HAH) je tijekom 2012. i 2013. godine provela istrazivanje na podrucju Cetiri
grada u RH (Zagreb, Osijek, Rijeka, Split) o prisutnosti nitrata u razli¢itim vrstama povréa cija je najveca
dopustena kolicina propisana zakonom (Spinat, salata, rukola), ali i onim vrstama koje nemaju
propisane vrijednosti (kelj, blitva, kupus, brokula, celer, hren, koraba). Niti jedan uzorak nije bio iznad
NDK. Kako bi se procijenio rizik od nitrata iz razli¢itih vrsta povréa na trzistu, za sve dobivene rezultate
napravljena je procjena izloZzenosti u odnosu na njihov prihvatljiv dnevni unos (engl. Acceptable daily
intake, ADI) od 0 do 3,7 mg/kg tjelesne mase. Za izracun procjene izloZenosti je koristen racunalni
model ,,Improrisk” (Improvast, 2016), koji je kombinirao podatke dobivene iz neobjavljene studije HAH-
a o prehrambenim navikama stanovniStva RH, te podatke o koli¢inama nitrata dobivenih ovim
istrazivanjem. Procjenom izloZenosti utvrdeno je kako u 0,4 % populacije konzumenata dolazi do
prekoracenja toksikoloSke granice (ADI-a), iako vrijednosti nitrata nisu prelazile zakonski propisan NDK.
Konzumacija povréa obuhvaéenog ovim istrazivanjem temelj je prehrane koja tijelu osigurava
optimalan unos kalorija, vitamina, minerala i tekudine, te optimalan omjer bjelancevina, ugljikohidrata
i masti. Zadovoljavanje potreba organizma za gradivnim, energetskim i zastitnim tvarima, u ovom
sluéaju ima vecu vrijednosti nego Stetni utjecaj od nitrata.

KLJUCNE RIJECI
Nitrati, povrce, procjena izloZzenosti, sigurnost hrane
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SUMMARY

Nitrates are the compounds that occur in nature as part of the nitrogen cycle, in the soil-plant-
atmosphere system and play important role in the nutrition and functioning of plants. Nitrates are
naturally converted into nitrites and vice versa. Nitrogen which enters in the soil by application of
fertilizers participate in many biological processes and may be assimilated by microorganisms, creating
a form of nutrients available to the plants after the organic substances mineralization process. High
levels of nitrate in the soil are in the correlation with their higher content in the leaves of green plants
and in seeds and tubers the content is lower. Furthermore, nitrates and nitrites are easily soluble in
water, mobile in the environment and can be found in waterways and therefore in drinking water. As
food additives, nitrates and nitrites are widely used in the meat industry to improve quality, durability
and safety of the product, in particular inhibit the bacterial growth and reproduction.

Nitrates themselves have relatively low toxicity to the human body, but their metabolites and reaction
products (eg. nitrosamines) in the digestive tract can pose health concerns. Intake of nitrate in humans
usually occurs through digestive tract by eating fruits, vegetables, meat and drinking water. According
to the European Food Safety Authority - EFSA (2008) vegetables and fruits contribution in daily intake
of nitrates range between 11 % to 41 %. Although the vegetables are one of the main sources of
nitrates, because of theirs proven health benefits, intake of various vegetables are highly
recommended. The World Health Organization - WHO (2003b) recommended daily intake of
vegetables and fruits of 400 g splitted into several servings. On the EU level, maximum levels (ML) of
nitrates in vegetables are laid down in Commission Regulation (EC) No. 1881/2006 and 1258/2011 for
fresh, processed and deep frozen spinach, fresh lettuce (Lactuca sativa L.), lettuce varieties "lceberg",
rucola, processed cereal-based foods and foods for infants and young children.

Croatian Food Agency (CFA) during 2012 and 2013, conducted a survey in four Croatian cities (Zagreb,
Osijek, Rijeka, Split) on the presence of nitrates in various types of vegetables whose MLs are
prescribed by regulations (spinach, lettuce, rucola), but also in those types which don’t have regulated
MLs (kale, chard, cabbage, broccoli, celery, horseradish, kohlrabi). There were no samples with content
of nitrates above the maximum levels. In order to assess the risk of nitrates from different types of
vegetables in the market and in relation to their acceptable daily intake (Eng. Acceptable Daily Intake,
ADI) from 0 to 3,7 mg/kg body weight, for all results an assessment of exposure was conducted. To
calculate the exposure assessment, a computer model "Improrisk" (Improvast, 2016) was used. The
model combined data from unpublished CFA’s study on dietary habits of the population in Croatia and
data for occurrence of nitrates obtained by this survey. Exposure assessment determined that although
the value of nitrates did not exceed the legally prescribed maximum level, 0,4% of Croatian consumers
exceed toxicological limits (ADI).

Consumption of vegetables included in this research is the foundation of the diet that provides
optimum intake of calories, vitamins, minerals and fluids, and the optimal ratio of protein,
carbohydrates and fats in human body. Satisfying the needs of the human body in relationship to
building, energy and protective substances, in this case, has a higher value than the harmful effects of
nitrates.

KEY WORDS
Nitrates, vegetables, exposure assessment, food safety
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ZAHVALE

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

Cilj istraZivanja je utvrditi koli¢ine nitrata u povrcu za koje su zakonski propisane najvece dopustene
koli¢ine (NDK), salata, Spinat i rukola, te osobito u ostalim vrstama povréa koje takoder mogu biti izvori
nitrata u hrani, a za koje nije propisana NDK, kao Sto su kelj, blitva, kupus, koraba, komorac, hren,
brokula i celer. Na temelju dobivenih rezultata, napravit ¢e se procjena izloZzenosti i karakterizacija
rizika.

uvoD

Gotovo 80 % zemljine atmosfere sastoji se od dusika kao najzastupljenijeg kemijskog elementa. Dusik
je kljuéna komponenta esencijalnih biomolekula poput aminokiselina, vitamina, hormona, enzima i
nukleotida. U Zivim tkivima, dusik je zastupljen kao Cetvrti najceséi element, iza ugljika, kisika i vodika.
Sastavni je dio ciklusa dusika, u kojem se kontinuirano vrsi izmjena dusika izmedu organizama i okolisa.
Nitrati su soli dusi¢ne kiseline i sadrze tri kisikova atoma i u prirodi se pretvaraju u nitrite i obratno.
Nitriti sadrze dva atoma kisika.

Nitrati su prisutni u okoliSu i stoga se mogu pronadi u zraku, hrani (najvise u voéu i povréu) i vodi.
Njihova prisutnost je rezultat tzv. kruZenja dusika u prirodi u kojem bakterije koriste dusik iz nitrata za
sintezu proteina u biljkama. Takoder, nitrati se koriste kao hranjiva u poljoprivredi te kao aditivi u hrani.
Osim u okolisu, u probavnom sustavu ljudi mikroorganizmi dovode do pretvorbe nitrata u nitrite.
Ljudi su nitratima izloZeni prvenstveno putem prehrane i to najvise iz povrca, konzerviranog mesa i
vode za pice. Prema AESAN-u (2011) povréem se unese 80 — 85 % od ukupne dnevne unesene koli¢ine
nitrata, iako unos nitrata ovisi i o drugim faktorima kao sto su prehrambene navike te zemljopisni
polozaj (JECFA, 1995.). Sadrzaj nitrata u povréu krece se u Sirokom rasponu (1 - 10 000 mg/kg) te ovisi
o vrsti, podrijetlu, nacinu uzgoju i uvjetima skladistenja povréa (JECFA, 1995). Visoke koncentracije
nitrata mogu se pronadi u rukoli, svim vrstama zelene salate i Spinatu (Tablica 1).

S druge strane, koli¢ine nitrita u svjezem vocu i povréu su puno nize (1 - 20 mg/kg) te se smatra da je
glavni izvor nitrita endogena pretvorba iz nitrata (Thomson, 2004; Greer i Shannon, 2005; EFSA, 2008).
Nitrati su prosli niz procjena od strane Zajedni¢kog FAO/WHO stru¢nog odbora za prehrambene aditive
(JECFA) (JECFA, 1995, 2002, 2003), Znanstvenog odbora za hranu (SCF) (OUS, 1992) i Europske agencije
za sigurnost hrane (EFSA) (EFSA 2008, 2010). Procjena EFSA-e (2008) o rizicima koji proizlaze iz
prisutnosti nitrata u povréu uzela je u razmatranje razlicite scenarije izloZzenosti, obrasce potrosnje i
koli¢ine nitrata u nekoliko vrsta povrca. Rezultati su pokazali kako je kritiéni element izloZenosti vrsta
povrca i kolicina nitrata u njima, a ne koli¢ina povréa koja se konzumira.
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Tablica 1. Koli¢ina nitrata u lisnatom povréu (EFSA, 2008)

Prosje€na koli¢ina Prosjec€na koli¢ina
Vrsta povrcéa (mg/kg) Vrsta povréa (mg/kg)

Rukola 4677 Belgijska endivija 1465
Amarant 2167 Zelena salata 1324
Matovilac 2104 Rimska salata 1105
Mije$ana salata 2062 Spinat 1066
Puterica 2026 Salata kristalka 875
Cikla 1852 Maslacak (listovi) 605
Blitva 1690 Endivija 523
Kovrcava salata 1601 Radi¢ 355
Salata ,,Hrastov list” 1534 Dragusac 136

Nitrati su spojevi koji se ¢esto pojavljuju u prirodi, a posebice u povréu. Prirodno se pojavljuju u Zivim
te propadajuc¢im tkivima biljaka, Zivotinja i ljudi (Mensinga i sur., 2003; Lundberg i sur., 2004 i 2008;
Camargo i Alonso, 2006). Nitrati se takoder koriste u poljoprivredi kao gnojivo koje zamjenjuje
tradicionalno koristenje sto¢nog gnojiva, kao i u preradi hrane u obliku odobrenih dodataka (aditiva).
Nitrati su sami po sebi relativno netoksi¢ni, no njihovi metaboliti nitriti, dusikov oksid (NO) i N - nitrozo
spojevi, zbog svojih potencijalno Stetnih utjecaja na zdravlje, imaju regulatornu vaznost. S druge strane,
neka istrazivanja (McKnight i sur.,, 1999) pokazuju kako pretvorba nitrata u nitrite igra vaznu
antimikrobnu ulogu u Zelucu (bez NO nema ucinkovitog uniStenja gastrointestinalnih patogena u
Zelucanoj kiselini), dok drugi metaboliti nitrata imaju vazne fizioloSke uloge: vazodilatacija i snizavanje
krvnog tlaka, antimikrobno djelovanje u ustima (Gilchrist i sur., 2009), te poticanje izlucivanja sluzi u
Zelucu i time gastroprotektivno djelovanje (Lundberg i sur., 2004 , 2006 i 2008; Bryan i sur., 2005). Osim
toga, NO utje¢e na metabolizam trombocita Sto u konaénici moZe pozitivho djelovati na prevenciju i
lijeCenje arterioskleroze. Postoje dokazi da redukcija nitrita u NO poboljSava otpornost na
ishemiju/reperfuzijsku ozljedu srca, mozga, jetre i bubrega, ali su to¢ni mehanizmi djelovanja
nepoznati. Suplementacija natrij nitratom se koristi i kod sportasa za postizanje boljih rezultata Sto su
dokazale i neke studije (Gilchrist i sur., 2009).

Prva medunarodna procjena rizika povezana s unosenjem nitrata i nitrita provedena je od strane JECFA-
e 1961. godine (FAO/WHO, 1962). Navedeni Odbor preispitao je toksikoloski u¢inak nitrata i nitrita i
uspostavio 1990. godine prihvatljiv dnevni unos (engl. Acceptable daily intake, ADI) od O do 3,7 mg/kg
tjelesne teZine za nitrate (EC, 1992). Vrijednost ADI-a 1995. godine ostala je nepromijenjena, a izvedena
je ivrijednost ADI-a od 0 do 0,06 mg/kg za nitrite (EC, 1997). JECFA je svoju posljednju reviziju zavrsila
2002. godine i potvrdila ADI od 0 do 3,7 mg/kg tjelesne teZine za nitrate i uspostavila ADI od 0 do 0,07
mg/kg tjelesne teZine za nitrite (FAO/ WHO, 20034, b). Nitrati uglavhom ulaze u ljudsko tijelo egzogeno
konzumacijom povrca, vode i ostale hrane, ali se u ogranic¢enoj koli¢ini stvaraju i endogeno (Lundberg
i sur., 2004 i 2008). Neke vrsta povrca, posebice lisnato povrée, sadrze relativno visoke razine nitrata,
ali su posljedice za sigurnost hrane nejasne. U cilju pruZanja znanstvene osnove za dugorocnu strategiju
upravljanja rizicima iz hrane, EFSA je 2008. godine objavila znanstveno misljenje o rizicima od prisustva
nitrata u povréu, istrazujudi razlicite scenarije izloZzenosti i koristeéi razli¢ite prehrambene modele s
nekoliko vrsta povréa.
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PROCJENA RIZIKA

1. Identifikacija opasnosti

Nitratni ion predstavlja anorganski spoj koji se sastoji od atoma dusika i tri atoma kisika (NO3’).
Molekularne je teZine 62 g/mol. S razlicitim kationima mozZe tvoriti soli koje se veéinom koriste kao
hranjiva poput natrijevog nitrata, kalijevog nitrata, amonijevog nitrata, kalcijevog nitrata i
magnezijevog nitrata.

Nitrati su vazan metabolit kruZenja dusika u prirodi. Stvaraju se pri oksidaciji nitrita (NOz’) uzrokovanoj
djelovanjem dusi¢nih bakterija (Nitrobacter). Nitrati se prirodno nalaze u tlu i biljkama te kao uobicajeni
produkt metabolizma sisavaca. Prisustvo u tlu i povrSinskim vodama povezuje se s mineralizacijom
organske tvari i koriStenjem hranjiva (IPCS, 1999).

1.2 Faktori koji utjec¢u na koli¢inu nitrata u biljkama

Dusik je esencijalni element za rast i odrZavanje biljaka. Nitrati se najces¢e nalaze u stani¢nim
vakuolama odakle se transportiraju u ksileme. Ksilemi prenose vodu i hranjive tvari iz korijena do lis¢a,
dok floemi prenose produkte fotosinteze od lis¢a prema tockama rasta biljke. Navedeni proces nadalje
utjeCe na distribuciju nitrata izmedu lis¢a i skladiSnih organa kao Sto su sjemenke ili plodovi. Stoga
lisnati usjevi kao Sto su kupus, salata i Spinat imaju relativno visoke koli¢ine nitrata za razliku od
krumpira, mrkve, poriluka, luka, graha, graska i mahunarki. Sustav ovakvog prijenosa rezultira time da
mladi listovi imaju manju koli¢inu nitrata od starijih listova. Takav odnos se najbolje moze zamijetiti kod
biljke kupusa s najveCom koli¢inom nitrata u vanjskim listovima i puno manjom koli¢inom u
unutrasnjosti (Greenwood i Hunt, 1986).

Dusik u mineraliziranom obliku nitrata i amonijaka glavni je faktor rasta vecine poljoprivrednih kultura
te se gnojiva na bazi dusika koriste u svrhu postizanja poboljSanih prinosa.

Koli¢ina nitrata u zelenom lisnatom povrcu ovisi o nizu ¢imbenika, ukljucujuci godi$nje doba, intenzitet
svjetla, temperaturu, uvjete rasta, nacin koristenja gnojiva i skladistenje (Dich i sur., 1996). Zbog nizZeg
intenziteta svjetla i manje dnevnih sati u sjevernim zemljopisnim Sirinama na podrucju Europe i tijekom
zime, nitrati su uglavnom prisutni u ve¢im koli¢inama.

Nadalje, sadrzaj nitrata ovisi i o uvjetima okolisa koji ukljucuju:

e Karakteristike tla
Akumulacija nitrata ovisi o vrsti tla i njegovom mineralnom sastavu. S obzirom da se oni kreéu iz dubljih
slojeva prema povrsini i korijenskom sustavu biljaka putem konvekcije, kretanje im uslijed nedostatka
vode moze biti ograni¢eno. Prekomjerna vlaZznost moze razrijediti sadrzaj nitrata u tlu, ograniciti rast
biljaka i dovesti do gubitka nitrata denitrifikacijom.

e Koristenje gnojiva
Intenzivna poljoprivreda mozZe dovesti do koristenja velikih koli¢ina gnojiva koji su izvor nitrata.
Dusi¢na gnojiva mogu sadrzavati dusik u obliku nitrata, amonijaka ili uree te povremeno i drugih oblika
koji se u konacnici pretvaraju u nitrate. Primjena dusi¢nih gnojiva poveéava koli¢inu nitrata u ksilemu i
nema utjecaj na koli¢inu u floemu. Kao odgovor na dusi¢nu gnojidbu, lisnato povrée poput salate ili
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kupusa sadrzava vedu koli¢inu nitrata osim kod mladih listova. Grasak i grah, biljke koje se hrane putem
floema sadrze manje, a korijenasto povrée najmanje koli¢ine nitrata.

Uslijed nepridrzavanja dobre poljoprivredne prakse, nekontrolirana primjena dusi¢nih gnojiva moze
dovesti do povecane koli¢ine anorganskih dusi¢nih spojeva u tlu i povrSinskim vodama.

e Intenzitet svjetlosti

Intenzitet svjetlosti je klju¢ni faktor koli¢ine nitrata u lisnatom povrcéu kao posljedica asimilacije dusika
i transporta elektrona pri procesu fotosinteze u lis¢u. Tako na primjer, razlike u intenzitetu svjetla
tijekom razlic¢itih mjeseci mogu pri uzgoju salate u podrucju zapadne Europe izazvati ¢ak trostruke
promjene u sadrZaju nitrata (Van Eysinga, 1984). Zimski usjevi opc¢enito sadrze vecu koli¢inu nitrata od
ljietnih uzgajanih u istom okruzenju. Takoder, biljke koje se uzgajaju u podrucju sjeverne Europe sadrze
vecéu razinu nitrata u odnosu na podrucja juzne Europe (Weightman i sur., 2006). Navedene razlike
mogu se objasniti ¢injenicom kako vecée osvjetljenje ljeti smanjuje sadrzaj nitrata u korist povecanja
rasta biljaka (Kanaan i Economakis, 1992). Stoga protokoli za uzorkovanje u Velikoj Britaniji sugeriraju
izbjegavanje uzorkovanja salate tijekom oblacnih vremenskih uvjeta ili tijekom odredenog doba dana
(Anonymous, 2002). Voce i povrce iz staklenickog uzgoja ima vecéi sadrZaj nitrata zbog manjeg
intenziteta svjetla i ve¢e mineralizacije okruZenja u kojem rastu (Gangolli i sur., 1994).

e Uvjeti uvanja

Sadrzaj nitrata u svjezem povréu moZe opadati Cuvanjem na sobnoj temperaturi. S druge strane, ovisno
o vrsti povrca, razina nitrata moZe i rasti pod utjecajem specificnog endogenog djelovanja enzima
nitratne reduktaze ili utjecajem mikroorganizama. Pri cuvanju povréa u hladnjaku (7 dana na
temperaturi od 5 °C), sadrZaj nitrata ostaje nepromijenjen Sto upucuje na cinjenicu kako nitrat
reduktaza u navedenim uvjetima postaje neaktivna (Pate, 1973; Andrews, 1986; Wallace, 1986), te
kako je aktivnost mikroorganizama smanjena (Phillips, 1968; Ezeagu i Fafunso, 1995; Ezeagu, 1996;
Chung i sur., 2004). Razlicita istrazivanja o sadrzaju nitrata u Spinatu (Phillips, 1968; Chung i sur., 2004),
nigerijskom lisnatom povréu (Ezeagu i Fafunso, 1995; Ezeagu, 1996) i kineskom kupusu (Chung i sur.,
2004) pri sobnoj temperaturi, navode kako sadrZaj nitrata opada dok se sadrzaj nitrita s vremenom
povecdava. Ovaj proces se ubrzao kad je proizvod bio pripremljen u obliku pirea. Sdnchez-Echaniz i sur.
(2001) su u svojim istraZivanjima ustanovili visoke razine nitrita u pireu pripremljenom u kuéanstvu
nakon hladnog skladiStenja od 12 i viSe sati. Isti autori navode kako je ova pojava vjerojatno povezana
s oslobadanjem nitrat reduktaze koja uzrokuje stvaranje nitrita, posebice u povréu koje sadrzi visoku
razinu nitrata poput Spinata i blitve. Autori stoga preporucuju kako bi djecju hranu od Spinata i blitve
trebalo upotrijebiti odmah nakon pripreme ili cuvati zamrznutu ukoliko je potrosnja odgodena za vise
od 12 sati.

e Prerada
Pranje
Nitrati su topivi u vodi i pranje lisnatog povrca (salate, matovilca, endivije) moZe smanijiti razinu nitrata
za 10-15 % (Dejonckheere i sur., 1994). Mozolewski i Smoczynski (2004) svojim su istraZivanjima
pokazali da su se razine nitrata i nitrita u krumpiru nakon obrade (pranje, ljustenje i ispiranje) smanijile
od 18 do 75 %. Brojna druga istrazivanja pokazuju slicne rezultate (Czarniecka-Skubina i Golaszewska,
2001; Golaszewska i Zalewski, 2001).
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Gulienje

Istrazivanje, koje su proveli Rytel i sur. (2005) pokazuje kako je sadrzaj nitrata u dvije sorte krumpira,
Inovator i Santana, prije guljenja iznosio 258 odnosno 349 mg/kg suhe tvari te je tijekom procesa
proizvodnje przenih krumpira (pomfrit) znatno smanjen. Oko 30 % nitrata uklonjeno je tijekom
ljustenja. Rezanjem i predprZzenjem umanjio se za daljnjih 20 %, a blanSiranjem za 30 %. Nakon termicke
obrade (przenje) sadrzaj nitrata iznosio je 5-6 % (16-18 mg/kg) od poletnog sadrzaja suhe tvari.

1.3 Uzorkovanje i metode analize

1.3.1 Uzorci
Istrazivanje prisutnosti nitrata u povréu trajalo je 2 godine. U 2012. godini analizirano je zeleno lisnato

povrée: salata, Spinat, kelj, blitva, kupus i rukola, dok je u 2013. godini obuhvaéeno sljedeée povrée:
salata, Spinat, blitva, kupus i rukola, komorag, korabica, celer, brokula i hren.

Prema postojec¢im zakonskim propisima, NDK za nitrate naveden je za salatu (zelena i kristalka), Spinat
i rukolu, dok za ostale vrste povréa NDK nije propisan. Ostale vrste povréa takoder mogu biti izvor
nitrata te se odredivanjem njegove koli¢ine moZe provesti procjena izlozenosti konzumenata.

1.3.2 Uzorkovanje
Uzorkovanje uzoraka provedeno je tijekom proljeca i jeseni 2012. i 2013. godine. Provedeno je na svim

dostupnim mjestima na trziStu (trgovacki centri, trznice), metodom slucajnog uzorka. TeZina
uzorkovanog uzorka iznosila je minimalno 1 kg. Uzorkovanje su proveli stru¢ni djelatnici Nastavnog
zavoda za javno zdravstvo ,Dr. Andrija Stampar®. Svi su uzorci, nakon uzorkovanja, pohranjeni u
prijenosne rashladne uredaje, te u najkraéem roku dostavljeni u laboratorij za analizu, gdje su,
postujuci «hladni lanac» do analize, skladisteni na niskim temperaturama.

Tijekom 2012. godine uzorci salate, Spinata, kelja, blitve, kupusa i rukole su uzorkovani na Cetiri lokacije
na podrucju Republike Hrvatske: Rijeka, Zagreb, Osijek i Split.

U proljetnom periodu ukupno je uzorkovano 100 uzoraka zelenog lisnatog povréa, po 25 uzoraka na
svakoj lokaciji (po 5 uzoraka salate, Spinata, kelja, blitve te kupusa).

U jesenskom periodu takoder je uzorkovano 100 uzoraka zelenog lisnatog povréa, po 25 uzoraka na
svakoj od predvidenih lokacija (po 5 uzoraka salate, $pinata, kelja, blitve i 5 uzoraka rukole koja je
uzorkovana umjesto uzoraka kupusa iz proljetnog perioda).

Tijekom 2013. godine uzorkovano je na cCetiri lokacije na podrucju Republike Hrvatske: Rijeka, Zagreb,
Osijek i Split. U proljetnom periodu sveukupno je uzorkovano 120 uzoraka zelenog lisnatog povréa, po
30 uzoraka na svakoj lokaciji (po 5 uzoraka salate, $pinata, blitve, kupusa, rukole, te po 5 uzoraka ostalih
vrsta povrca: koraba, celer, hren i brokula, koje je bilo dostupno u vremenu uzorkovanja).

U jesenskom periodu uzorkovano je takoder 120 uzoraka zelenog lisnatog povréa, po 30 uzoraka na
svakoj od predvidenih lokacija (po 5 uzoraka salate, Spinata, kupusa, blitve, rikule, te gomoljastog
povrca). Vecina uzoraka pripremljena je unutar 24 sata od uzorkovanja, a oni uzorci koji nisu
pripremljeni u istom danu kada su i uzorkovani, pohranjeni su u zamrzivac.

Sveukupno, tijekom cijelog razdoblja uzorkovanja sa Cetiri lokaliteta na podrucju RH, uzorkovano je
ukupno 440 uzoraka povréa.

Postupak uzorkovanja, transport uzoraka do laboratorija te priprema uzoraka za analizu, proveden je u
skladu sa zahtjevima Pravilnika o planu uzorkovanja i metodama analiza za sluzbenu kontrolu koli¢ina
nitrata u hrani (NN 42/08) koji je tada bio na snazi.
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1.3.3. Analiticki parametri i metode
Svi uzorci uzorkovani u svrhu provedbe ovog Projekta, analizirani su na prisutnost nitrata. U vrijeme

provodenja istrazivanja najvece NDK nitrata bile su propisane Pravilnikom o najveéim dopustenim
koli¢inama kontaminanata u hrani (NN 154/2008. NN 78/2011.), a prikazane su u Tablici 2.

Tablica 2. Najvece dopustene koli¢ine nitrata (izvadak)

Hrana Najveée dopustene koli¢ine (mg NO3/kg)

1 Svjesi &pinat (Spinacia Ubran od 1. listopada do 31. oZujka 3000
oleracea) Od 1. travnja do 30 rujna 2500
Preraden duboko

1.2. smrznut ili smrznut 2000

Spinat

Ubrana od 1 listopada do 31. oZujka:
SvjezZa zelena salata

_ Zelena salata uzgojena u stakleniku 4500
(LaCtL"CG sativa L.) Zelena salata uzgojena na 4000
(uzgojena u otvorenom

stakleniku i na

1.3. . Ubrana od 1. travnja do 30 rujna:
otvorenom) izuzev

Zelena salata uzgojena u stakleniku 3500
zelene salate i
Zelena salata uzgojena na 2500
navedene pod ‘
tockom 1.4. otvorenom
Zelena salata uzgojena u stakleniku
Zelena salata vrste i 2500
1.4. Zelena salata uzgojena na
«lceberg» 2000
otvorenom
Rukola (Eruca sativa,
Diplotaxis sp, Brassica Ubrana od 1. listopada do 31. 2000
1.5* tenuifolia, ozujka:
Sisymbrium Ubrana od 1. travnja do 30 rujna:
6000

tenuifolium)
*- jzvadak iz Commission Regulation (EU) No 1258/2011, of 2 December 2011.

Ulaskom RH u ¢lanstvo EU dopustene koli¢ine nitrata su regulirane Uredbom Komisije (EZ) br.
1881/2006 o utvrdivanju najveéih dopustenih koli¢ina odredenih kontaminanata u hrani. U njoj su,
pored vrijednosti NDK za odredeno povrce (Tablica 2), navedene i vrijednosti za preradenu hranu na
bazi Zitarica i hrane za dojenéad i malu djecu (200 mg NO3/kg). S obzirom da koli¢ine nitrata u rukoli
nisu regulirane spomenutom Uredbom, u Tablicu 2 je nadodan NDK prema Uredbi 1258/2011.
Odredivanje koli¢ine nitrata u uzorcima zelenog lisnatog povrca, provedeno je HPLC tehnikom prema
HRN EN 12014-2:1998, a koja je akreditirana u skladu s Normom HRN EN ISO/IEC 17015.
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1.3.4 Priprema uzorka
Nakon homogenizacije uzorka, odvagano je 10 £ 0,05 g u odmjernu tikvicu od 500 mL, dodano 400 mL

vode (temperature >80°C) te homogenizirano pomoc¢u magnetske mijesalice. Nakon hladenja uzorka,

sadrzaj je profiltriran kroz membranski filter nakon ¢ega je provedeno odredivanje koli¢ine nitrata HPLC

tehnikom. SvjeZi pripremljeni su za analizu unutar 24 sata od uzorkovanja. Kada to nije bilo moguée

provesti, uzorak se zamrznuo i ¢uvao zamrznut, ali ne dulje od 6 tjedana.

Koli¢ina nitrata u uzorku odredena je metodom vanjskog standarda koristedéi kalibracijski pravac. Da bi

se pripremio kalibracijski pravac odredena je povrsina pikova za 24 razli¢ita koncentracijska nivoa

(podrucje metode) te najmanje s tri ponavljanja za svaki koncentracijski nivo.

Uzorci pripremljeni za kromatografsku analizu postavljeni su u automatski uzorkiva¢ HPLC-a.

Uvjeti kromatografske analize:
- mobilna faza — 10 g/L KH,PO4 pH 3,0
- protok mobilne faze — 1 mL/min

- temperatura —sobna
- detektor — UV 214 nm
- volumen analiziranog uzorka — konstantan 20 pL

Rezultati su izrazeni u mg/kg prema formuli: mg/kg = a(mg/kg) x b(mL)/odvaga(g)

a = koli¢ina ocitana s kromatograma

b = razrjedenje

1.3.5 Rezultati analize

Tablica 3. Srednje vrijednosti nitrata prema mjestu i periodu uzorkovanja (2012. godina)

Srednja vrijednost Srednja vrijednost
Vrsta uzorka Mjesto uzorkovanja nitrata (mg/kg) nitrata (mg/kg)

PROLJECE JESEN

Zagreb 877 2198
SALATA Osijek 481 729
Rijeka 666 756

Split 790 1376

Zagreb 306 1408

SPINAT Osijek 673 2866
Rijeka 1216 1657

Split 630 2121
Zagreb 523 641

KELJ Osijek 326 1537
Rijeka 354 640

Split 1209 1908

Zagreb 1049 2260
BLITVA Osijek 831 714
Rijeka 1572 876
Split 437 249
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Zagreb 394 -
KUPUS Osijek 392 -
Rijeka 553 -
Split 1523 -

Zagreb - 4900

RUKOLA Osijek - 4408

Rijeka - 4344

Split - 3767

Tablica 4. Zbirni prikaz srednjih vrijednosti koli¢ine nitrata (2012. godina)

Vrsta uzorka Koli¢ina nitrata u mg/kg PROLJECE Koli¢ina nitrata u mg/kg JESEN
SALATA 703 1264
SPINAT 706 2013
KELJ 603 1181
BLITVA 972 1024
KUPUS 718 -
RUKOLA - 4354

Rezultati u Tablici 3 prikazuju srednje vrijednosti nitrata s obzirom na vrstu povréa uzorkovanog na

lokacijama Rijeka, Zagreb, Osijek i Split, tijekom proljeca i jeseni 2012. godine.

Iz dobivenih rezultata prikazanih u Tablici 3 vidljivo je da su se prosjecne koli¢ine nitrata u pojedinim

vrstama povrca kretale u rasponu od 306 mg/kg (odredeno u Spinatu na podrucju Zagreba) do 4900

mg/kg (u rukoli, takoder na podrucju Zagreba). Prema Tablici 4, ustanovljene su vece koli¢ine nitrata u

jesenskom periodu, a opéenito su u salati odredene najnize koli¢ine, a u rukoli najvece.

Sve utvrdene koli¢ine ne prelaze NDK propisane zakonodavstvom.

Tablica 5. Srednje vrijednosti nitrata prema mjestu i periodu uzorkovanja (2013. godina)

Vrsta uzorka

Mjesto uzorkovanja

Srednja vrijednost
nitrata (mg/kg)

Srednja vrijednost
nitrata (mg/kg)

PROLJECE JESEN
Zagreb 608 486
Osijek 698 697
SALATA Rijeka 672 811
Split 803 696

Zagreb 1619 1370
Osijek 404 372
SPINAT Rijeka 251 293
Split 467 510

Zagreb 591 1080

Osijek 956 1511
BLITVA Rijeka 1603 809
Split 518 981
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Zagreb 217 193
Osijek 459 467
KUPUS Rijeka 444 431
Split 803 299
Zagreb 2573 3833
Osijek 2055 3262
RUKOLA Rijeka 4460 2889
Split 5146 3345
Zagreb 1007 1021
Osijek 773 705
KORABA Rijeka 959 957
Split 1091 1037
Zagreb 893 567
Osijek 388 419
KOMORAZ Rijeka 1116 1149
Split - -
Zagreb - -
Osijek - -
HREN Rijeka 125 115
Split - -
Zagreb - -
Osijek 879 949
BROKULA Rijeka - -
Split 838 -
Zagreb - -
Osijek 55 74
CELER Rijeka - -
Split 527 611

Tablica 6. Zbirni prikaz srednjih vrijednosti koli¢ine nitrata (2013. godina)

Vrsta uzorka Koli¢ina nitrata (mg/kg) PROLJECE Koli¢ina nitrata (mg/kg) JESEN
SALATA 695 658
SPINAT 687 659
BLITVA 897 1042
KUPUS 481 342
RUKOLA 3558 3335
OSTALO POVRCE 816 853
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Rezultati ovoga istrazivanja, prema lokacijama uzorkovanja za 2013. godinu prikazani su u Tablicama 5
i 6. U njima su prikazane srednje vrijednosti nitrata u analiziranim uzorcima zelenog lisnatog povréa i
gomoljastog povréa.

Iz dobivenih rezultata prikazanih u Tablici 5 vidljivo je da su se prosje¢ne koli¢ine nitrata u pojedinim
vrstama povrca kretale u rasponu od 55 mg/kg (izmjereno u celeru s podrucja Osijeka) do 5146 mg/kg
(u rukoli s podrucja Splita). Prema Tablici 6, za 2013. godinu se pokazalo da su u proljetnom periodu u
prosjeku zabiljezene vece kolicine nitrata kod svog povrca (izuzev blitve i kategorije , ostalo povrée”) u
odnosu na jesenski period. Osim toga, vidljivo je da su najveée prosjecne koli¢ine i u ovoj godini
zabiljezene za rukolu, dok su najnize ovaj puta zabiljezene za kupus.

Tijekom 2013. godine takoder nisu zabiljezene koli¢ine nitrata veée od zakonski dopustenih.

Tablica 7. Zbirni prikaz srednjih vrijednosti koli¢ine nitrata za 2012. i 2013. godinu

Vrsta povrca Koli¢ina nitrata (mg/kg) | Koli¢ina nitrata | Prosjecna kolicina
PROLJECE (mg/kg) JESEN nitrata (mg/kg)

SALATA 699 961 830

SPINAT 696 1336 1016

KELJ 603 1181 892

BLITVA 934 1033 983

KUPUS 599 342 471

RUKOLA 3558 3845 3702

OSTALO POVRCE 816 853 835

Prema rezultatima u Tablici 7 kolicina nitrata veca je u jesenskim uzorcima povréa od proljetnih, osim
u sluéaju kupusa. Isto tako, najnize koli¢ine nitrata su odredene u kupusu, a najvece u rukoli. Slicne
vrijednosti nitrata dobivene su za salatu, Spinat, kelj i blitvu.
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RASPRAVA

Sli¢no istrazivanje na podrucju EU provela je EFSA u svrhu izrade Znanstvenog misljenja o nitratima u
povréu (Scientific Opinion of the Panel on Contaminants in the Food chain - Question No. EFSA-Q-2006-
071) (EFSA, 2008). EFSA je prikupila podatke od 20 zemalja ¢lanica ukljucujuéi i Norvesku. U periodu od
2000. do 2007. godine ukupno je prijavljeno i obradeno 41 969 analitickih podataka. Utvrden je Sirok
raspon varijacija srednjih vrijednosti, od niskih 1 mg/kg (u grasku i kelju pupcaru) do visokih 4800
mg/kg (u rukoli). Prikaz rezultata uzoraka povrcéa i koli¢ine nitrata koji se navode u EFSA-inom
znanstvenom misljenju (EFSA, 2008), a koji su bili obuhvaceni i istraZivanjem trzista u RH prikazani su u
Tablici 8.

Tablica 8. Usporedba rezultata nitrata u povréu iz EFSA-inog znanstvenog misljenja (EFSA, 2008) i ovog
istrazivanja

Vrsta povrca Koli¢ina nitrata (mg/kg) EFSA | Koli¢ina nitrata (mg/kg) RH

SALATA 1324 830
SPINAT 1066 1016
KELJ 324 892
BLITVA 1690 983
KUPUS 311 471
RUKOLA 4800 3702
OSTALO POVRCE 670 835

Usporedbom rezultata s istrazivanjem provedenim u RH moze se uociti kako su u nasoj zemlji veée
srednje vrijednosti zabiljeZzene u uzorcima kelja, kupusa i ostalog povréa (celer, koraba, komorac, hren
i brokula), dok su za ostalo istraZzivano povrée srednje vrijednosti manje.

Spanjolska Agencija za sigurnost hrane i ishranu (AESAN) objavila je 2011. godine rezultate istraZivanja
nitrata u Spinatu i blitvi (od 2000. do 2009. godine) na ukupno 1018 uzoraka. Srednja vrijednost koli¢ine
nitrata iznosila je 1526 mg/kg za blitvu odnosno 816 mg/kg za Spinat, $to je u odnosu na nase
istrazivanje vise za blitvu, ali niZe za Spinat.

2. Karakterizacija opasnosti

2.1 Apsorpcija, distribucija, metabolizam i ekskrecija — ADME

Nitrati se iz sirovog ili termicki obradenog povréa ucinkovito apsorbiraju, Sto rezultira njihovom visokom
bioraspolozZivos¢u od gotovo 100 % (van Velzen i sur.,, 2008). Unosom putem hrane nitrati se brzo
apsorbiraju kroz proksimalno podrucje tankog crijeva, nadalje se kreéu kroz krvotok i distribuiraju tako
da se najvece koncentracije nitrata u ljudi mogu naci u serumu, slini i urinu (JECFA, 2003). Nakon
distribucije aktivno se prenose iz krvotoka u slinu sto je uoceno i kod ljudi i kod nekoliko vrsta pokusnih
Zivotinja (osim Stakora). Kod ljudi, oko 25 % svih unesenih nitrata se izlu€uje u slini. S druge strane, od
tih 25 % nitrata izlu€enih u slini, 20 % njih su reducirani u nitrite zbog prisustva stabilne populacije
nitratno-reducirajucih bakterija koje se nalaze u podnozju jezika (Gangolli i sur., 1994) (JECFA, 2003).
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Kao krajnji rezultat, oko 5 % do 7 % svih unesenih nitrata se u slini zdravih odraslih osoba mogu
detektirati kao nitriti (EFSA, 2008).

Nitrati se mogu reducirati do nitrita djelovanjem crijevnih bakterija ili pomo¢u enzima nitrat-reduktaze
kojeg posjeduju sisavci. U kiseloj sredini zeluca, nitriti prisutni u slini se brzo pretvaraju u dusi¢nu
kiselinu koja se nadalje raspada do dusikovog oksida (NO). NO je vaZna signalna i antimikrobna
molekula koja u organizmu normalno nastaje djelovanjem NO sintaza (NOS) iz L-arginina i kisika.
Prilikom hipoksije, NO nastaje redukcijom iz nitrata i nitrita. Vec¢ina apsorbiranih nitrata se izlucuje u
mokradi, no stalno je prisutna selektivna reapsorpcija iz bubrega i recirkulacija u Zuci i slini (EFSA, 2008).
Bartolome;j i Hill (1984) u svom radu isticu da se oko 65 % do 70 % nitrata izlucuje urinom.

2.2 Toksi¢nost

Nitrati imaju relativno nisku toksi¢nost za ljude. Medutim, metaboliti koji se tvore u ljudskom
organizmu kao Sto su nitriti, dusikov oksid i N-nitrozo spojevi mogu biti povezani sa zdravstvenim
problemom kao sto je methemoglobinemija ili karcinogenezom. Uobicajena stopa pretvorbe nitrata u
nitrite je izmedu 5 % i 7 %, iako u pojedinim slucajevima moZe iznositi i do 20 % (JECFA, 1995, 2002)
(EFSA, 2008). Toksi¢nost nitrata i njegovih metabolita procijenjena je u nekoliko navrata i od strane
JECFA-e i EFSA-e. Istaknuto je kako se za procjenu trebaju koristiti eksperimentalne Zivotinje kod kojih
je proces pretvorbe nitrata u nitrite slican kao onaj u ljudskoj populaciji (JECFA, 2002). S tim u vezi,
studije metabolizma nitrata i toksikokinetika kod Zivotinja potvrdile su kako Stakori, na primjer, nisu
dobar model jer se kod njih ne vrsi transport nitrata putem sline te je stoga proces konverzije nitrata u
nitrite ogranicen.

2.2.1 Akutna toksicnost
Provedena istraZzivanja ukazuju na podatak kako je akutna oralna toksi¢nost nitrata kod ispitivanih

Zivotinja opcenito niska, s vrijednostima LDso u rasponu od 300 mg/kg t.m./dan u svinja do 9000 mg/kg
t.m./dan kod $takora. Sto se ti¢e nitrita, opaZeni rezultati pokazuju da je toksi¢nost natrijevog nitrita
daleko vecéa od natrijevog nitrata, uz vrijednosti LDso u rasponu od 180 mg/kg t. m. (kod Stakora) i 214
mg/kg t. m. (kod miseva) (EFSA, 2008).

Slu¢ajevi methemoglobinemije, kao jedne od najc¢eséih posljedica akutne toksi¢nosti kod ljudi,
zabiljezeni su kod odraslih osoba nakon sluéajnih konzumacija visokih doza nitrata ili kao posljedica
lijeCenja. Smrtni slucajevi su zabiljeZzeni nakon pojedinacnog unosa od 4 do 50 g nitrata (Sto je
ekvivalent od 67 do 833 mg nitrata/kg t.m.). Medutim, mnogi od tih smrtnih slu¢ajeva su zabiljezeni
kod ljudi sa smanjenom kiselosti Zeluca, koji su i oznaceni kao rizicna skupina. Toksi¢na doza za sve
ostale (temeljena na stvaranju methemoglobina) se krece izmedu 2 i 9 g (ekvivalent je od 33 do 150
mg nitrata/kg t.m.). U kontroliranoj studiji (Speijers i sur., 1989) oralna doza od 7 do 10,5 g amonijevog
nitrata te intravenozna doza od 9,5 g natrij nitrata nije uzrokovala povecanje razina methemoglobina
kod odraslih, ali je doSlo do povracanja i proljeva (WHO, 2011).

Sluc¢ajna otrovanija ljudi su zabiljeZzena kao rezultat pojave nitrita u hrani. Oralna smrtonosna doza za
ljude je procijenjena na 33 do 250 mg nitrita/kg t.m. pri ¢emu se donja granica odnosi na djecu i starije.
Toksi¢na doza koja uzrokuje methemoglobinemiju se kreée izmedu 0,4 i 200 mg/kg t.m.
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Jos jedan izvor informacija vezanih za toksi¢nost nitrita kod ljudi je upotreba natrij nitrata kao lijeka za
vazodilataciju ili kao protuotrova kod trovanja cijanidom. Za doze izmedu 30 i 300 mg/osobi (ekvivalent
je od 0,5 do 5 mg/kg t.m.) nije zabiljezeno da uzrokuju toksi¢ne uc¢inke (WHO, 2011).

2.2.2 Kronicna toksi¢nost; karcinogenost
S toksikoloskog stajaliSta, nitrati sudjeluju u formiranju nitrozamina, te stoga mogu biti potencijalni

karcinogeni (AESAN, 2008) iako su istraZivanja karcinogenosti u veéini slu€ajeva bila negativna, osim
kod iznimno visokih doza nitrata. Medunarodna agencija za istrazivanje raka (IARC) je nitrate i nitrite
unesene putem prehrane, svrstala u grupu 2A, Sto znaci da su u slucaju ljudi vjerojatno kancerogeni
(IARC, 2010). Brojne epidemioloske studije (JECFA, 1995, 2002; EFSA, 2008) na ljudima nisu dokazale
povezanost izloZenosti nitratima hranom ili vodom i formiranja tumora, no prema IARC - u (2010)
postoji ograni¢en broj dokaza o kancerogenosti nitrita prisutnih u hrani te ih se povezuje s pove¢anom
stopom incidencije raka Zeluca kod ljudi. U pogledu N-nitrozo spojeva, ne postoje kvantitativni dokazi
njihovog endogenog formiranja iz nitrita i N-nitrozo spojeva unesenih putem prehrane. Stoga se
endogeno formiranje N-nitrozo spojeva ne smatra prikladnim za procjenu rizika od nitrita (JECFA,
2002). Nadalje, kada se nitrati konzumiraju putem uobicajene raznolike prehrane koja sadrzi povrce,
istovremeno se unose i druge bioaktivne tvari koje djeluju kao antioksidansi (na primjer vitamini Ci E)
koji mogu inhibirati formiranje nitrozamina (EFSA, 2010). NOAEL od 500 mg/kg t.m./dan natrij nitrata
odgovara kolicini nitrata od 370 mg/kg t.m. koji je dobiven na temelju dugotrajnih studija na Stakorima
te studije subkroni¢ne toksi¢nosti na psima. Primjenom faktora nesigurnosti od 100, dobio se ADl od 0
do 5 mg/kg t.m./dan za natrij nitrat te od 0 do 3,7 mg/kg t.m./dan za nitrate.

Prihvatljivi dnevni unos (ADI) za nitrate od 3,7 mg/kg t.m./dan, odgovara unosu od 222 mg nitrata po
danu za odraslu osobu od 60 kg kojeg je EFSA-in CONTAM odbor potvrdio na temelju JECFA-inog
izvjeséa iz 2002. godine.

2.2.3 Genotoksi¢nost
Rezultati dobiveni u studijama genotoksi¢nosti pokazuju kako nitrati sami po sebi nisu genotoksicni te

ih nije potrebno klasificirati kao takve (JECFA, 2002).

2.2.4 Methemoglobinemija
Akutna toksi¢nost nitrata se uglavnom pripisuje redukciji nitrata u nitrite. Nitriti uzrokuju oksidaciju

hemoglobina (Hb) u crvenim krvnim zrncima, stvaraju¢i methemoglobin (MHb) Sto posljedicno moze
uzrokovati pojavu methemoglobinemije. Methemoglobinemija se pojavljuje kada brzina oksidacije Hb
u MHb premasi sposobnost enzima NADH-citokroma b5 methemoglobin reduktaze da reducira MHb u
Hb (Sanchez-Echaniz i sur., 2001; Pérez-Caballero i sur., 2005), ili kada je navedeni enzim nedostatan
(kongenitalna methemoglobinemija) (Da Silva i sur., 2003, Laporta Baez i sur., 2008). Bolest je poznata
pod nazivom "sindrom plave bebe" i karakterizira je plavo-siva koza dojenceta (Herranz i Clerigué,
2003). U uobicajenim okolnostima novorodencad ima opticajnu razinu MHb od 2 %, dok je kod prerano
rodene djece razina 2- 3 % (Greer i Shannon, 2005). Kod odraslih razina iznosi <2 % (Goémez Lumbreras
i sur., 2008). Nekoliko autora navodi kako je najveda stopa incidencije methemoglobinemije, u
na oksidaciju u MHb uslijed visoke izloZenosti nitritima. Nadalje, visoki pH Zeluca pogoduje rastu
nitratno-reducirajucih bakterija i stoga povecava transformaciju nitrata u nitrite u probavnom traktu,
Sto moZe uzrokovati gastroenteritis popracen povecanim stvaranjem nitrita. Osjetljivost dojencadi
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vremenom nestaje jer se smanjuju ostaci fetalnog hemoglobina i razine enzima postaju sliéne onima u
odraslih (Herranz i Clerigué, 2003; Greer i Shannon, 2005; Gdmez Lumbreras i sur., 2008).

AESAN (2010) navodi kako su u Spanjolskoj tijekom nekoliko godina zabiljeZeni slucajevi
methemoglobinemije. Kao glavni uzrok navedena je potrosnja domacdeg povréa s visokim razinama
nitrita pohranjenog u neodgovaraju¢im uvjetima ili mijeSanjem dojenacke formule s vodom koja se
koristila za kuhanje povrca. lako je razina nitrita u sirovom, neoste¢enom povréu opcenito vrlo niska,
razine se mogu povecati tijekom skladiStenja zbog redukcije nitrata i smanjenja sadrzaja vode. Ovaj
proces se ubrzava kad je povrée pripremljeno u obliku pirea (Chung i sur., 2004). Autori Alonso Vega i
sur. (2007), Laporta Baez i sur. (2008) su izvijestili o slucajevima methemoglobinemija djece starosti 8
do 9 mjeseci sa simptomima cijanoticnih usana i bljedila ekstremiteta nakon konzumacije kasica od
mjesSovitog povrca koje je sadrZavaloi blitvu ili pirea od blitve. Obrok nakon pripreme nije bio pohranjen
u hladnjaku, a konzumiran je nakon nekoliko sati stajanja. Prema svemu navedenom moze se zakljuciti
kako neprimjereno ili produljeno skladistenje kuhanog povréa povecava rizik za nastanak
methemoglobinemije.

Bududi da nitrati nakon redukcije u nitrite mogu potencijalno izazvati methemoglobinemiju i to vec
putem jednog obroka, EFSA je zakljucila kako bi bilo dobro da se odredi vrijednost akutne referentne
doze (ARfD) sa svrhom procjene razina sigurnosti za akutnu izloZenost nitratima, ali za to joS uvijek
nema dovoljno eksperimentalnih studija. Prema navodima EFSA—e (2010), temeljem dostupnih
podataka istraZzivanja na Zivotinjama i prijavljenim humanim intoksikacijama, razine MHb nisu povisene
kod djece ili djece iznad tri mjeseca kada je izloZenost nitratima putem vode za piée i povréa manja od
15 mg/kg t. m./dan. Uzimajudi u obzir ovu preporuéenu vrijednost ARfD-a, a prema najvecoj utvrdenoj
koli¢ini nitrata u Spinatu (3412 mg/kg u jesen u Osijeku) i/ili blitvi (3752 mg/kg, takoder u jesen u
Osijeku) dijete od 10 kg t. m. smjelo bi odjednom unijeti 44 g Spinata ili 40 g blitve.
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3. Procjena izloZenosti

Procjena izloZzenosti napravljena je pomoéu racunalnog modela,, Improrisk 1.3.1“ koji je ugraden u ,,MS

III

Excel” te se koristi za izraCun izloZzenosti populacije odredenim kontaminantima (Improvast, 2016). Ovaj
model kombinira podatke o prehrambenim navikama ispitanika (konzumacija hrane) s podacima o
prisutnosti pojedinog kontaminanta u hrani, dobivenih iz odredenog istraZivanja, te racuna stopu
izloZenosti za promatranu populaciju. Za izracune se koriste svi zabiljeZzeni unosi hrane jer se
pretpostavlja da je svaka osoba, pri svakom obroku (zabiljeZenom unosu hrane) izloZzena kontaminantu.
Podaci o prehrambenim navikama dobiveni su iz neobjavljene studije o prehrambenim navikama HAH-
a (koristeni su samo podaci za ispitanike koji su prijavili konzumaciju namirnica na kojima su utvrdene
koli¢ine nitrata u ovom istraZivanju). Rezultati dobiveni koristenjem ovog modela o ukupnoj izloZenosti

populacije nitratima iz povréa prikazani su u Tablici 8 i 9 te Slikama 1 2.

Tablica 8. Ukupna izlozenost populacije

Prosjecna izloZenost 420,262
Medijan izloZenosti 190,701
95. percentil 1601,731

Postotak IZNAD toksikoloSke granice | 0,4%

Tablica 9. Odabrani statisticki parametri za promatranu populaciju

N=1501

Statistika izloZenosti (ng/kg t.m./dan)
Najmanja 0,592
Najveca 5717,92
Medijan 190,701
Prosjecna izloZzenost 420,26
St. devijacija izloZzenosti 608,919

IzloZenost populacije u usporedbi s ADI-em

Broj ispitanika ispod ADI-a 1495
Broj ispitanika IZNAD ADI-a 6
Postotak ispitanika IZNAD ADI-a 0,4%

Iz Tablice 8 i 9 je vidljivo da je ukupan broj ispitanika koji su prijavili konzumaciju povréa iz ove studije
bio 1501 (ukupno je bio obuhvacen 1971 ispitanik). Prosjecna izloZenost nitratima kod konzumacije
povréa iz studije je 420,26 ug/kg t.m., dok je maksimalna zabiljeZena izloZenost iznosila 5717,92 pg/kg
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t.m. Ukupno 6 ispitanika ili 0,4 % premasuje uspostavljenu ADI vrijednost za nitrate koja iznosi 3700
ug/kg t.m.

Na Slici 1 se moze vidjeti koliki udio populacije konzumenata spada u odredeni raspon izloZzenosti (npr.
u rasponu od 0,59 do 333,82 pg/kg t.m. izloZenosti nalazi se 61,6% konzumenata itd.). Na Slici 2 vidljivo
je da je 99,6 % populacije konzumenata ispod ADI vrijednosti.

Distribucija vjerojatnosti izloZzenosti
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Slika 2. Kumulativna distribucija izloZzenosti
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Tablica 10. Usporedba izloZzenosti prema spolu (ug/kg t.m.)

Ukupni br. ispitanika=1501 _

N 715 786
Najmanja 0,59 0,76
Najveca 5085,64 5717,92
Medijan 187,81 196,43
Prosjecna izlozenost 396,35 442,01
St. devijacija izlozenosti 562,32 648,00
St. pogreska 21,030 24,234

IzloZenost populacije u usporedbi s ADI-em

Broj ispitanika ispod ADI-a 713 782
Broj ispitanika IZNAD ADI-a 2 4
Postotak ispitanika IZNAD ADI-a 0,3% 0,5%

Tablica 11. Odredivanje statisti¢ki znacajne razlike izmedu spolova

Usporedba izmedu MUSKIH i ZENSKIH
T - test za nezavisne uzorke

Zdruzena st. devijacija 608,69
t vrijednost -1,451
p vrijednost 0,147
Cohenov D 0,08
Rezultat

NE postoji statisticki znacajna razlika u prosje¢nim vrijednostima
izloZzenosti [ug/kg t.m.] izmedu muskog i Zenskog spola pri nivou
signifikantnosti od 5%

Cohenov D smjernice*

D ~ 0,20 -> mala razlika

D ~ 0,50 -> umjerena razlika
D > 0,80 -> velika razlika

*Cohen J (1977). Statistical power analysis for the behavioral sciencies.
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U Tablici 10 prikazana je izloZenost nitratima u muskoj i Zenskoj populaciji, dok su u Tablici 11 prikazani
podaci o statisticki znacajnoj razlici izmedu spolova. Vidljivo je da na nivou signifikantnosti od 5% nema
statisticki znacajne razlike medu spolovima, odnosno ne moZze se reci da je jedan od spolova vise izloZen
nitratima od drugog.

Tablica 12. Statisticki pokazatelji prema geografskom podruéju (ug/kg t.m)

Istra,

Ukupan Zagrebi | Sjeverna | Likai Primorje i

broj=1501 okolica Hrvatska | Banovina | Slavonija | Dalmacija | Gorski Kotar

N 379 278 115 241 308 180

Najmanja 0,59 0,96 0,61 0,85 0,79 0,94

Najveca 2580,14 | 3089,08 | 4181,61 | 2472,32 5085,64 5717,92

Medijan 254,43 124,58 173,91 140,26 283,09 226,97

Prosjecna

izloZenost 399,77 279,29 452,59 326,78 582,45 508,09

St. devijacija

izloZenosti 439,18 433,34 721,70 466,37 826,17 719,76

St. greska 22,56 25,99 67,30 30,04 47,08 53,65
% NiZa granica 355,56 228,35 320,69 267,90 490,19 402,94
a Visa granica 443,99 330,23 584,50 385,67 674,72 613,24

95% pogreska 44,22 50,94 131,90 58,88 92,27 105,15

UKUPNA Istra,

I1ZLOZENOST u Zagreb i Sjeverna | Likai Primorje i

usporedbi s ADI okolica Hrvatska | Banovina | Slavonija | Dalmacija | Gorski Kotar

Broj osoba

izloZenih ispod

ADI-a 0 0 1 0 4 1

Ukupna izloZenost

IZNAD ADI-a 0% 0% 1% 0% 1% 1%

Ukupna izloZzenost

ISPOD ADI-a 100% 100% 99% 100% 99% 99%

Prema Tablici 12, nitratima su u prosjeku najvise izloZzeni konzumenti s podrucja Dalmacije (582,45
ug/kg t.m.), dok su najnizZe izloZeni konzumenti iz Sjeverne Hrvatske (279,29 ug/kg t.m.). Takoder, iz
Dalmacije je i najvise konzumenata koji su nitratima izloZeni iznad ADI vrijednosti (iako se radi o svega
4 ispitanika).
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Prosjeéna izloZzenost prema PODRUCIIMA
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Zagreb i okolica Sjeverna Lika i Banovina Slavonija Dalmacija Istra, Primorje i
Hrvatska Gorski Kotar
Podrucje

Slika 3. Prosjecna izlozenost prema podrucjima
Slika 3 prikazuje prosjec¢nu izlozenost ispitanika prema geografskim podrucjima. , Crta pogreske” na
stupcima predstavljaju niZu i viSu granicu za 95%-tni interval pouzdanosti prave prosjecne izloZenosti.

4. Karakterizacija rizika

Na temelju rezultata procjene izloZenosti moZe se vidjeti da iako vrijednosti nitrata u istrazivanom
povréu nisu prelazile zakonom propisan NDK, u 0,4 % populacije konzumenata bi moglo do¢i do
prekoracenja toksikoloske granice (ADI) od 3,7 mg/kg t. m.

Medutim, bitno je navesti nesigurnosti vezane za ovu procjenu rizika. Prilikom izra¢una izloZenosti
nitratima, ImproRisk uzima u obzir prosje¢nu vrijednost koli¢ine nitrata u grupi povréa, a ne
pojedinacno po vrsti. Prosjec¢na koli¢ina nitrata u povrcu izracunata je kao srednja vrijednost bez obzira
koliki je udio tog povréa prema prehrambenim navikama. Npr. rukola utje¢e na poveéanje srednje
vrijednosti jer je u njoj odredena najveca koli¢ina nitrata, a rjede se konzumira u odnosu na ostalo
povrée. Prema tome, moZe se zakljuciti da vrsta povréa vise doprinosi povecanju izloZzenosti, nego
koli¢ina unesene hrane $to je zakljucila i EFSA (2010).

S obzirom da su ovo rezultati za sirovo povrée, a nitrati se u odredenoj koli¢ini gube uobicajenim
postupcima pripreme (pranje, guljenje, ljustenje, termicke obrade i sl.), vrlo je vjerojatno da se niti kod
tih potroSaca nece pojaviti Stetni utjecaj na zdravlje.
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ZAKLJUCCI

Nitrati su utvrdeni u svom ispitivanom povrcu, u razli¢itim kolicinama, ali ispod NDK (za ono povrce za
koje je propisan).

U povrcu za koje je propisan NDK (Spinat, blitva i rukola), vrijednosti nitrata su bile puno veée nego u
ostalom povrcu. Stoga se moZe zakljuciti kako te vrste povréa najvise doprinose izloZenosti nitratima.
Uobicajenom praksom pripreme povrca (pranje, guljenje, ljustenje, termicke obrade i dr.), smanjuje se
koli¢ina nitrata, stoga je stvarni unos nitrata znatno manji od koli¢ina utvrdenih u sirovom povrcu.
Koli¢ine nitrata u istrazivanom povrcu slicne su vrijednostima koje su utvrdene u istom povréu u ostalim
zemljama EU te se moZe prihvatiti EFSA-in zaklju¢ak kako su koristi od konzumacije raznolikog povréa
vece od potencijalnog rizika Stetnog djelovanja nitrata.

U skladu s procjenom izlozenosti, rizik od Stetnog djelovanja nitrata iz ispitivanog povréa na zdravlje je
zanemariv.

Konzumacija povréa obuhvaéenog ovim istrazivanjem temelj je prehrane koja tijelu osigurava
optimalan unos kalorija, vitamina, minerala i tekuéine, te optimalan omjer bjelancevina, ugljikohidrata
i masti. Zadovoljavanje potreba organizma za gradivnim, energetskim i zastitnim tvarima, u ovom
sluéaju ima vecu vrijednosti nego Stetni utjecaj od nitrata.

PREPORUKE

Zbog nedovoljno podataka o kolicinama nitrata u hrani spremnoj za konzumaciju, preporuca se
provodenje takve vrste istraZivanja kako bi se to€nije mogla utvrditi izloZenost. Osim toga, preporuca
se nastavak istraZivanja koje bi obuhvatilo i drugo povrce i voce (osobito sljive), a gdje bi se rezultati
mogli primijeniti i na populaciju vegetarijanaca i djece, koji nisu bili obuhvaceni u ovoj procjeni, s
obzirom da za njih trenutno ne postoje podaci o prehrambenim navikama.

Nadalje, rezultati ovakvih istraZivanja mogu doprinijeti i nadopuni postojece legislative, odnosno
postavljanju NDK za nitrate za vrste povréa i voca za koje trenutno nisu postavljeni.
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