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1.UvVOoD



Arsen je metaloid Ciji se tragovi pronalaze u stijenama, tlu, vodi i zraku, dok se vece
koncentracije mogu pronaci u podrucjima antropogenih aktivnosti kao Sto su rudarstvo,
taljenje, izgaranje fosilnih goriva i koristenje pesticida (WHO, 2001).

Najvedi utjecaj na ljudsko zdravlje i izloZenost arsenu ima voda za pié¢e koja se uzima iz
razli¢itih izvora ovisno o podrucju te je tako mozemo podijeliti na: atmosfersku ili oborinsku
vodu, povrsinsku vodu (rijeke, jezera, mora) i podzemnu vodu (izvori, bunari). Upravo je za
podrucje istoéne Hrvatske karakteristicna podzemna voda koja dolazi u dodir s depozitima
koji sadrze visoke koncentracije arsena te je stoga moguce i u vodi za pi¢e pronaéi povecane
koncentracije arsena. Takve tvrdnje dokazuju i rezultati ispitivanja vode iz vodoopskrbnih
sustava isto€ne Hrvatskekoji pokazuju da pojedini analizirani uzorci vode za pic¢e sadrZe arsen
iznad maksimalno dopustenih koncentracija (10 pg/L) (Cavari sur., 2005; 2010; Bo3njak i sur.,
2008).

Takoder, vazno je naglasiti da se takve vode prisutne u isto¢noj Hrvatskoj koriste za
navodnjavanje poljoprivrednih povrsSina i pripremu hrane, stoga je prisutan i unos arsena
putem hrane i pica.

Konzumacija vode koja sadrzi tako visoke koncentracije arsena moze dovesti do razlicitih
problema sa zdravljem kao $to su diabetes mellitus, ishemija srca, hipertenzija, periferna
vaskularna oboljenja (Cavar i sur., 2005) i dr. te kroni€énim trovanjem arsenom moze do¢i i do
nastanka karcinoma. Upravo zbog navedenih rizika ova tema je vrlo aktualna u posljednje
vrijeme i izaziva zabrinutost sve veceg broja ljudi s podrucja isto¢ne Hrvatske (Andrijasevci,
Komletinci, Gare3nica, Osijek, Cepin, Nasice, i dr.). Uovom radu bit ée pokazane razlike u
izloZenosti arsenu studenata znanosti o hrani i nutricionizma Prehrambeno-tehnoloskog
fakulteta u Osijeku s obzirom na mjesto stanovanja (isto¢na Hrvatska i ostatak Hrvatske)

analizom ukupnog arsena iz uzoraka noznih noktiju.



2.TEORIJSKI DIO



2.1. ARSEN

Arsen je metaloid prisutan u cetiri oksidacijska stanja: As(-1ll) (arsin), As(0) (arsen),
As(+lll)(arsenit), As(V) (arsenat). Prirodno se nalazi u tlu, vodi, stijenama i zraku,a u okolis
dospijeva i kao nusproizvod poljoprivrednih i industrijskih procesa (Mandal i sur., 2002).
Izaziva mnogobrojne probleme sa zdravljem te se svrstava u skupinu spojeva koji su
karcinogeni za ljude (IARC, 2009). lako se ponekad moZe u prirodi pronadi u elementarnom
stanju, najcesce je dio kemijskih spojeva. Spojeve arsena mozemo podijeliti na 2 skupine s
obzirom na kemijske veze s drugim elementima:

Anorganski spojevi arsena (arsen kemijski vezan na druge elemente, osim ugljika):
najceS¢e u obliku arsenata i arsenita (Slika 1). Pronalazimo ga u industriji, vodi za pice
kontaminiranoj arsenom iz podzemnih depozita te biljnoj hrani zbog navodnjavanja
poljoprivrednih povrsina takvom vodom, toksi¢niji je i duze se zadrZava u organizmu te je

¢esto povezan s mnogim zdravstvenim problemima (Tchounwou i sur., 2012).
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Slika 1. Strukturna formula a) arsenata b) arsenita

Organski spojevi arsena (arsen kemijski vezan na ugljik i druge elemente): najcesce u
obliku arsenobetaina i arsenokolina (Slika 2). Manje su toksi¢ni i brie se izluCuju iz

organizma. Pronalazimo ih u hrani kao $to su riba i $koljkasi (Sarkanj i sur., 2010).
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Slika 2. Molekulska formula a) arsenobetaina, b) arsenokolina



S obzirom da najveéi doprinos unosu anorganskog arsena u isto¢noj Slavoniji daje

kontaminirana voda za piée (Cavar i sur., 2005), a zatim slijede Zitarice koje su karakteristi¢ne

za prehranu ovog podruéja, populacija je izloZena visokim koncentracijama arsena (Sarkanj i

sur., 2010). Stoga je vaino spomenuti neke od metoda prehrane i pripreme hrane koje mogu

doprinijeti redukciji izloZenosti arsenu:

Unos selena u preporuc¢enim dozama zbog interakcije s arsenom te zbog njegovog
antioksidativnog djelovanja (u vedini radova dokazano zastitno djelovanje, iako
nekoliko studija nije utvrdilo uinkovitost selena ili ¢ak opisuju pojacavanje Stetnog
djelovanja kod visoke izloZzenosti arsenu) (Klapec i sur.,1998; 2004),

Prehrana visokovrijednim bjelancevinama bogatim aminokiselinama sa sumporom
koje su prekursori u sintezi glutationa, endogenog antioksidansa koji ubrzava
izlu€ivanja arsena (Maiti i Chatterjee, 2001; Nandi i sur., 2005),

Adekvatan unos folata, lecitina, metionina, vitamina B12 i dr. zbog pospjeSivanja
metabolizma arsena (Nandi i sur., 2005; Bosnjak i sur., 2008),

Uklanjanje vanjske ovojnice Zitarica te njihovo rafiniranje (EFSA, 2009),

Namakanje Zitarica, kuhanje s vodom u suvisku te bacanje vode (redukcija arsena za
oko 60%) (EFSA, 2009),

Pranje i guljenje voca i povrca (EFSA, 2009).

Takoder, obrada voda je vrlo vazan skup procesa koji doprinosi smanjenju ili uklanjanju

arsena i nekoliko je najvaznijih:

Koagulacija i flokulacija koje se temelje na neutralizaciji i aglomeraciji ¢estica, Sto
omogucuje njihovo uklanjanje iz vode taloZzenjem ili filtracijom,

Membranske tehnike (osobito reverzna osmoza), pri ¢emu se selektivna membrana
primjenjuje za odjeljivanje Cestica do kojeg dolazi uslijed razlike u velicini, obliku ili
kemijskoj strukturi,

KorisStenje adsorbensa (zeoliti, aktivni ugljen, Zeljezov oksid, nanocestice
adsorbensa...),

lonsko-izmjenjivacke metode podrazumijevaju proces izmjene iona (vezanje iona) iz
otopine na kruti ionski izmjenjiva¢ koji otpusta stehiometrijski ekvivalentnu koli¢inu

iona istovrsnog naboja,



e Adsorpcija na otpadne materijale (trop grozda, ljuska kokosa, fungalna biomasa, riza,
mikroorganizmi...),

e Oksidacijske metode pretvorbe As(lll) u As(IV) koje se provode primjenom o0zona,
vodikovog peroksida, klora, suncevog svijetla uz feri ione...) (Habuda-Stani¢, 2016;

Klapec, 2016).

2.1.1. Apsorpcija

Apsorpcija arsena moguca je putem probavnog sustava, koZe i respiratornog sustava, iako
se zbog izlozenosti arsenu putem okolisa, glavnim putem apsorpcije smatra
gastrointestinalni trakt (Zheng i sur., 2002).

Jednom kada dode do ingestije topljivih oblika arsena, apsorpcija je brza te se stopa
apsorpcije krec¢e u rasponu od 40-100% (Saha i sur., 2010).

Moguca je i apsorpcija nekih oblika arsena (kao Sto je arsenitna kiselina, As(OH)s)
molekularnom mimikrijom koji zbog slicnosti u gradi s endogenim molekulama kao Sto je
glicerol koristi akvaporine (Slika 3) tj. kanale koji omogucuju vodi transport olakSanom
difuzijom preko stani¢nih membrana (Klapec, 2016). Apsorbirani arsen potom se krvlju

transportira do razli¢itih organa.

Akvaporin

== Stani¢cna membrana

Slika 3. Prikaz akvaporina (prilagodeno iz VOER, 2017)



Apsorpcija putem gastro-intestinalnog trakta

Arsen u GIT moZe dospjeti iz mnogih izvora kao $to su hrana, pic¢e, voda, lijekovi te kao
posljedica inhalacije i gutanja mukocilijarnog sadrzaja (Squibb i Fowler, 1983; WHO, 2001).
Takoder sama apsorpcija ovisi upravo o matrici u kojoj se arsen nalazi (hrana, voda i sl.),
topljivosti arsenovih spojeva, prisutnosti drugih sastojaka hrane i hranjivih tvari u GIT-u
(WHO, 2001).

Arsen topljiv u vodi lako se apsorbira putem GIT-a (Jarup, 2003) te ima toksi¢nije
djelovanje od netopljivih arsenovih spojeva iz hrane (Squibb i Fowler, 1983).

Apsorpcija putem plucéa

Do apsorpcije putem pluéa dolazi udisanjem CcCestica arsena prisutnih u zraku kao
posljedica industrijske aktivnosti kao Sto su taljenje ruda, rad u elektranama na ugljen i sl. te
kao posljedica udisanja duhanskog dima kod pusaca i osoba koje su izlozene duhanskom
dimu (WHO, 2001).

Inhalirane Cestice arsena se zatim taloze u diSnim putevima ili plu¢ima te se apsorbiraju
ovisno o kemijskom obliku arsena u kojem se nalazi (Zheng i sur.,2002) i veli¢ini Cestica
(Jarup, 2003). Tako je studija koju su proveli (Yager i sur., 1997) dokazala ovu tvrdnju bududi
da su izlu¢ene koncentracije arsena u urinu kod radnika na odrZavanju kotlova u elektrani na
ugljen (lebdedi pepeo u obliku kalcijevog arsenata) bile manje nego kod radnika u talionici
bakra (As;03) pri istoj izloZzenosti arsenu (WHO, 2001).

Apsorpcija putem koZe

Prema studijama koje je proveo (Smith, 2002) na djeci i odraslima koji su bili izlozeni
arsenu kupanjem u vodi koja sadrzi visoke razine arsena utvrdeno je da dolazi do niskog
stupnja apsorpcije putem kozZe te se smatra da koli¢ina arsena koja se unosi putem koze nije
zabrinjavajuca po zdravlje ljudi (Post, 2003).

Transport preko placente

Lugo i sur. (1969) te Bollinger i sur.(1992) dokazali su da arsenit lako prolazi kroz placentu
te da izaziva poveéanu smrtnost dojencadi kod majki koje su bile izlozene toksi¢nim dozama.
Takoder, primije¢ene su visoke razine arsenita u fetalnim organima i tkivima, te ekvivalentna
razina arsena u krvi majke i krvi pupkovine Sto predstavlja joS jedan dokaz da arsenit lako

prolazi placentu (Kagey i sur., 1977).



2.1.2. Raspodjela

Arsen se u tijelu uglavnom pronalazi vezan za tiolne skupine, stoga je pokusima na
Zivotinjama dokazano da je arsen vezan na proteine velike molekulske mase u razli¢itim
tkivima, iako dolazi do kontinuiranog oslobadanja arsena iz razli¢itih veznih mjesta
(Marafante i sur., 1981; Vahter i sur., 1982). Daljnjim istraZivanjima provedenim na sisavcima
najveca retencija anorganskog arsena primijec¢ena je u tkivima i organima poput koZe, kose,
noktiju, epitela gornjeg gastrointestinalnog trakta (usta,jezik, jednjak, Zeludac), Stitnjace,
kostiju i le¢e oka (Lindgren i sur., 1982; Vahter i sur., 1982). Kod ljudi koji su bili izloZeni
normalnim koncentracijama arsena iz okolisa primije¢ene su najvise koncentracije u kosi i
noktima te visoke koncentracije u kozi i plu¢ima (Liebscher i Smith, 1968; Cross i sur., 1979;
Das i sur., 1995, Karagas i sur., 2000). Stoga se smatra da se arsen koncentrira u tkivima s

visokim sadrzajem proteina koji sadrze cistein (IARC, 2012).

2.1.3. Metabolizam i izlucivanje

Metabolizam arsena i njegovih spojeva mogu se opisati kroz dvije glavne reakcije:

1. redukcija peterovalentnog arsena u trovalentni arsen,

2. oksidativna metilacija pri ¢emu dolazi do metilacije trovalentnog arsena i tvorbe mono-,
di- ili trimetiliranih produkata (Slika 4) uz S-adenozin metionin (SAM) kao donor metila i

glutation (GSH) kao esencijalni kofaktor (Styblo i sur., 1995; Vahter, 1999).
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Slika 4. Prikaz metilacije trovalentnog arsena a) MMA b) DMA c) TMA

Od navedenih reakcija najvaZnija je upravo oksidativna metilacija anorganskog arsena
koja pospjesuje njegovo izlu¢ivanje te se krajnji produkti MMA i DMA izlucuju u urin.
Takoder vaino je napomenuti da postoje razlike u metilaciji izmedu vrsta.Pojedine vrste,
poput ¢impanzi, zamoraca itd., pokazuju minimalnu ili nikakvu metilaciju, dok je kod ljudi
prisutna izrazena metilacija (Vahter i sur., 1984; Marafante, 1987; Yamauchi i sur., 1989).

Kod ljudi su nadalje prisutne razlike u metilaciji s obzirom na genetske predispozicije



(Schlebusch i sur., 2015), spol, dob, dozu arsena kojoj su izloZeni te razlike kod pusaca i
nepusaca. Tako su npr. djeca zbog smanjene metilacije podloZnija trovanju arsenu, dok je i
moguca inhibicija same metilacije kod izloZenosti visokim dozama (Concha i sur,,
1998a;1998b; Chung i sur., 2002).

Na metabolizam anorganskog arsena utjeCe i valentno stanje te je istrazivanjima na
Zivotinjama dokazana viSa pocetna razina trovalentnog anorganskog arsena u vecini tkiva u
obliku As;Os i arsenita nego Sto je u slucaju peterovalentnog anorganskog arsena. Bitno je i
naglasiti da je trovalentni anorganski arsen intenzivnije metiliran Sto dovodi do dugoro¢no
slicne ekskrecije (WHO, 2001).

Organski oblici arsena kao MMA, DMA i arsenobetain slabije se metaboliziraju i brze
izluuju urinom od anorganskog arsena i kod ljudi i kod Zivotinja te se stoga smatraju manje

toksi¢nim (WHO, 2001;Drobna i sur., 2009).

2.2. TOKSICNOST ARSENA

Toksi¢nost arsena moze se podijeliti u dvije glavne kategorije tj. toksicnost s obzirom na
duljinu izloZzenosti toksikantu i toksiénost s obzirom na tkiva ili organe koje ostecuje. Kod
toksi¢nosti s obzirom na duljinu izloZenosti toksikantu razlikuje se akutna toksi¢nost,
odnosno ona toksi¢nost koja nastupa odmah ili u kratkom vremenskom periodu od
izloZzenosti toksikantu i kroni¢na toksi¢nost, koja nastupa kada je osoba izloZzena toksikantu
kroz duzi vremenski period. Toksi¢nost s obzirom na tkiva ili organe koje ostecuje dijeli se na
respiratornu  toksiénost, kardiovaskularnu toksi¢nost, gastrointestinalnu toksi¢nost,

hepatotoksi¢nost, neurotoksi¢nost, i sl., od kojih ¢e neke biti opisane kasnije (2.2.2.).

2.2.1. Toksicnost s obzirom na duljinu izloZenosti arsenu

Akutna toksicnost

Akutno trovanje arsenom primjeéuje se ve¢ kroz 30 min i karakterizirano je metalnim
okusom i mirisom daha po cesSnjaku, suhim ustima i disfagijom. Kasnije se javlja mucnina,
povracanje, bolovi u abdomenu te bolne dijareje. Takoder, trovanje se ocituje sréanim
smetnjama koje dovode do kardijalnog Soka, neuroloskim problemima poput glavobolja,

konvulzija, vrtoglavica, nerijetko i same kome, osStecenja bubrega, te opadanja kose i
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stvaranja karakteristicnih Meesovih pruga (Slika 5) na noktima (2-3 tjedna nakon ingestije)

(Gorby, 1988; Hughes, 2002).

Slika 5. Prikaz Meesovih pruga na noktima

(Enchunisur., 2015)
Kroni¢na toksicnost
Kroni¢na toksi¢nost javlja se kod duZe izloZenosti arsenu te dovodi do koZnih oboljenja
poput hiperkeratoze, hiperpigmentacije, melanoze, Bowelove bolest, neuroloskih simptoma
tremora, degeneracije aksona, encefalopatije, mucnine, povracanja, dijareje te konacno do
gubitka tjelesne mase i anoreksije, osteéenja jetre i bubrega i hematoloSkih simptoma poput
anemije, leukopenije, trombocitopenije i ometanja metabolizma folata (Gorby, 1988;

Hughes, 2002).

2.2.2. Toksicnost s obzirom na zahvaceni organ ili tkivo koje osStecuje
Respiratorna toksi¢nost

IzloZzenost arsenu putem inhalacije dovodi do iritacije sluznice Sto moze uzrokovati rinitis,
laringitis, bronhitis i traheobronhitis, zaCepljen nos, kroni¢ni kasalj, promuklost i upalu grla
(Dekundt i sur., 1986, Orescanin i sur., 2011). Prema Gerhardssonu (1988) inhalacija
arsenovog trioksida uzrokuje traheobronhalnu mukoznu i submukoznu hemoragiju,
alveolarnu hemoragiju i pluéni edem te je takoder primijeCeno da su astma i kronicni

astmaticni bronhitis ¢eséi kod trovanja arsenom iz podzemnih voda (Saha, 1995, 2010).

Kardiovaskularna toksicnost

Mnoge epidemioloSkestudije (Axelson i sur., 1978; Wall, 1980;Lee-Feldstein, 1983)
pokazale su da kroni¢no izlaganje arsenu mozZe povecati rizik smrti od kardiovaskularnih
bolesti te je vec i istraZzivanje koje je proveo Zaldivar (1974) zabiljezeno nekoliko slucaja

infarkta miokarda i zadebljanja arterija kod djece koja su bila izloZzena arsenu putem vode.

10



Takoder dolazi do ostecenja vaskularnog sustava kao Sto je bolest crnih stopala koja je
karakteristi¢na za krajeve s visokim razinama arsena (Tseng, 1977; Orescanin, 2013). Studije
koje su proveli Cavar i sur.(2005; 2010) te Bo3njak i sur.(2008) pokazale su povezanost
izmedu izloZenosti visokim razinama arsena i razvoja kardiovaskularnih bolesti bududi da su
praéene razine antioksidativnih enzima poput glutation peroksidaze i katalaze, pogotovo kod

osoba s genetskim polimorfizmima te biomarkeri povezani s kardiovaskularnim bolestima.

Gastrointestinalna toksicnost

Gastrointestinalni problemi uglavnom su vezani za simptome akutne toksi¢nosti te se kod
visokih doza razvijaju mucnina, povracanje, dijareja, otezano gutanje i sl. (Morton i Caron,
1989; Cambell i sur., 1989; Goebel i sur., 1990; Saha, 2010). Uc¢inak same apsorpcije arsena u
probavnom traktu ovisi o njegovoj topljivosti te se smatra da je toksi¢nost uzrokovana

prvenstveno iritacijom sluznice, Sto dovodi do oStecenja epitelnih stanica (Tay i Seah, 1975).

Hemotoksicnost

Ucinci na ovaj sustav primijeé¢eni su i kod kratkoro¢ne i dugoroéne izloZzenosti arsenu
(Glanzener i sur., 1968;Armstrong i sur., 1978) kao Sto su leukopenija, anemija te su povezani
s citotoksi¢nim i hemolitickim djelovanjem na krvne stanice i supresijom eritropoeze (Kyle i
Pearse, 1965; Lerman, 1980). Bitno je uzeti u obzir i razluciti je li anemija nastala uslijed
arsenikoze ili je ona odgovor na malnutriciju s obzirom na neuhranjenost osoba koje Zive na

podrucjima s visokim koncentracijama arsena kao Sto su Indija i Banglades.

Hepatotoksicnost

Toksi¢ni ucinci arsena na jetru javljaju se uslijed sposobnosti jetre da akumulira arsen kod
ponovljenih izloZenosti. Natecenost, nadrazenost i visoke razine jetrenih enzima samo su
neki od simptoma opisanih kod pacijenata koji su dulje vrijeme uzimali lijekove koji sadrze
arsen. (Beckman i sur., 1977; Chakrabarty i Saha, 1987; Mazumdar i sur., 1988;Clarkson,
1991).
Nefrotoksi¢nost

Bubrezi takoder imaju svojstvo akumulacije arsena tijekom ponavljane izloZenosti te su
glavno mjesto pretvorbe peterovalentnog u trovalentni arsen koji je toksicniji i slabije topljiv.

Stoga ostedenja mogu nastati na kapilarama, glomerulu i tubulima bubrega (Schoolmeester i
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White, 1980; Squibb i Fowler, 1983; Winship, 1984). Takoder, brojne studije su pokazale
povezanost izmedu konzumacije vode koja sadrzi visoke razine arsena i raka mokra¢nog
mjehura i bubrega (Chen i sur., 1985, 1988a; Wu i sur., 1989; Chen i Wang, 1990; Tsai i sur.,
1999).

Dermotoksicnost

Poremecdaji na kozi opisani su u mnogim epidemioloskim studijama u podruéjima gdje
ljudi konzumiraju vodu s visokim koncentracijama arsena. Neki od simptoma koji se javljaju
su hiperkeratoza, bradavice i izbocine na dlanovima, stopalima te hiperpigmentacija lica,

vrata i leda (Tseng, 1977; Saha 2010; Ores¢anin i sur., 2011).

Mutagenost

Arsen moze inducirati oSte¢enje DNA i dovesti do razli¢itih genetskih promjena (Bosnjak i
sur., 2008). Ovakve promjene se ujedno mogu prenositi genetski na drugu generaciju ili
uzrokovati zdravstvene probleme u izloZzenoj generaciji (Hoffman, 1991). Usporedbom
izazvanih aberacija na kromosomima, trovalentni arsen se pokazao genotoksi¢niji od
peterovalentnog arsena (Chisholm, 1970; Nakamuro i Sayato, 1981; Nordenson, 1981;

Barrett i sur., 1989).

Karcinogenost

Karcinom se javlja kao najteza posljedica kroni¢nog izlaganja anorganskom arsenu. Prema
nekim epidemioloskim studijama smatra se da postoji evidentna veza izmedu profesionalne,
okolisne ili medicinske izloZenosti arsenu i pojavnosti karcinoma koze i pluéa (Fowler i
Weissburg, 1974;NAS, 1977; IARC, 2012; Leonard i sur., 1980; Lerman i sur., 1980;
Pershagen, 1981). Na temelju dugogodisnjih studija, IARC je zaklju¢io da su arsen i
anorganski spojevi karcinogeni za ljude (grupa 1), DMA i MMA moguci karcinogeni za ljude
(grupa 2B), dok se arsenobetain i drugi organski spojevi arsena ne Kklasificiraju kao

karcinogeni za ljude (grupa 3) (IARC, 2012).
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2.3. BIOMARKERI IZLOZENOSTI ARSENU

Postoji nekoliko definicija koje na slican nacin opisuju biomarkere, a smatraju se Sirokom
potkategorijom medicinskih znakova odnosno pokazatelja medicinskog stanja izvan pacijenta
ili indikatorima bioloskog stanja organizma. Jedna od najuvrjezenijih definicija je ona Svjetske
zdravstvene organizacije (WHO) kojom su biomarkeri opisani kao ,svaka tvar, struktura ili
proces koji se moze mijeriti u tijelu ili njegovim proizvodima i utjecati ili predvidjeti pojavu
ishoda ili bolesti " (Stimbu i Tavel, 2010).

Krv, urin, nokti i kosa su biomarkeri koji se koriste za dokazivanje izloZzenosti arsenu, a
ovisno o odabranom biomarkeru opisuju akutnu ili kroni¢nu izloZzenost (IARC, 2012).

Krv i urin se ubrajaju u indikatore akutne izloZenosti zbog kratkog zadrZavanja arsena u
ovom matriksu te su pokazatelji nedavne ili relativno visoke izloZzenosti. Arsen u krvi
predstavlja pogodan biomarker za intoksikaciju, no moze se koristiti u samo nekoliko dana
od trovanja dok se arsen u urinu moze promatrati kao ukupni arsen, anorganski arsen i suma
metabolita (anorganski + MMA + DMA),te takoder kao indikator akutne izloZenosti
(Marchiset-Ferlay i sur., 2012).

S obzirom da se arsen akumulira u kosu i nokte ugradnjom u keratin, zbog visokog
afiniteta za tiolnim skupinama, limitirana mu je mobilnost te je izoliran je od ostalih
metaboli¢kih aktivnosti. Zbog toga se kosa i nokti smatraju vrlo dobrim bioloskim
indikatorima koji dokazuju kroni¢nu izloZzenost arsenu i pri niskim koncentracijama (Takagi i
sur., 1988; Karagas i sur., 2000). Takoder, kosa i nozZni nokti spadaju u neinvazivne
biomarkere, lako se prikupljaju i daju ponovljive rezultate analize (Hinwood i sur., 2013).

Prosjecan rast dlake kose iznosi 1 cm mjese¢no Sto omogucava vremensko praéenje
izloZzenosti arsenu te razlikovanje akutnog i kroni¢nog trovanja (Koons i Peters, 1994).
Preporuka je uzimanje uzoraka kose okcipitalnog podrudja ili zatiljka, blize kozi glave zbog
manje okoliSne kontaminacije. Takoder je vazno voditi ra€una o vrsti kose ispitanika,
uCestalosti pranja kose i koriStenim sredstvima za pranje kose zbog moguceg utjecaja na
rezultate analize (de Peyster i Silvers, 1995).

Najboljim markerom dugorocne izloZzenosti arsenu smatraju se nozni nokti (Slika 6) koji su
i koristeni kao biomarkeri u ovom radu, zbog manje mogucénosti eksterne kontaminacije iz
zraka, vode, sapuna ili Sampona za razliku od kose i noktiju ruku koji s navedenim

kontaminantima ceSée dolaze u dodir (Takagi i sur., 1988; Hunter, 1990; Garald i sur., 1993;
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Karagas i sur., 1996). Svaki odrezak nokta predstavlja nekoliko tjedana rasta te, ukljucujuci

varijacije, smatra se da predstavljaju izloZenost kroz 2-12 mjeseci (Hunter, 1990).

- : . ~

Slika 6. Prikaz prikupljanja uzoraka noktiju

(Hagan, 2011)

2.4. ANALITICKE METODE ZA DETEKCIJU ARSENA

Povijesno gledano u determinaciji arsena koriStene su gravimetrijske i kolorimetrijske
metode koje su se pokazale neosjetljivima i pogodnim samo za djelomi¢nu kvantitativnu
analizu. Danas se koriste razlicite metode poput atomske apsorpcijske spektrometrije (AAS),
induktivno spregnute plazme u kombinaciji sa masenom spektrometrijom (ICP-MS) i
tekuéinskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC) ili micelarnom tekucinskom
kromatografijom (MLC), voltametrijske metode, radiokemijske metode, rendgenska
spektroskopija. U novije vrijeme glavna koristena metoda je ICP-MS zbog svoje selektivnosti i
osjetljivosti u analizi metala i nemetala (WHO, 2001).

Atomska apsorpcijska spektrometrija (AAS) je analiticka metoda kojom se kvalitativno i
kvantitativno odreduju elementi tako S$to se uzorci rastavljaju na atome procesom
atomizacije. Atomizacija se provodi tako da se otopina uzorka rasprsi, nebulizira u finu
maglicu, mijesa s gorivom i oksidansom te se unosi u plamen gdje otapalo ispari, a iz Cestica
nastaju atomi i ioni. Nakon atomizacije propusta se zraka svjetlosti to¢no iste valne duljine
kao $to je valna duljina koja odgovara rezonantnoj liniji arsena (Slika 7), dolazi do pobude u
atomskim spektrima te se mijeri intenzitet zrake svjetlosti prije i poslije prolaska kroz
apsorbiraju¢e nepobudene atome arsena te je koli¢ina apsorbirane energije proporcionalna

broju nepobudenih atoma. Dijelovi AAS su monokromator koji odabire specificne valne
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duljine svjetlosti koju apsorbira uzorak te iskljuCuje druge valne duljine. Svjetlost koju
odabere monokromator usmjerava se na detektor koji je uglavhom fotomutiplikatorna cijev,
¢ija je funkcija pretvaranje svjetlosnog signala u elektri¢ni signal proporcionalan intenzitetu

svjetlosti (Jakobek-Barron, 2016; Garcia i Baez, 2012).
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Slika 7. Prikaz mjerenja apsorbancije arsena pri 193,7 nm

U ovom radu koristena je grafitna tehnika kod koje se atomizacija provodi u grafitnoj
cijevi (Slika8). Cijev je otvorena na oba kraja te sadrzi Supljinu za unoSenje uzorka. Uzorak se
zagrijava u koracima do 3000°C, pri ¢emu dolazi do susSenja stoga se grafitna tehnika smatra
boljom metodom od plamene AAS. Vaino je napomenuti da se ovom metodom moze
odrediti samo ukupni arsen. Sama metoda ima mnogo prednosti: moguée je analizirati
otopine, suspenzije ili krute uzorke, ucinkovitija je atomizacija te smanjena moguénost

oksidacije uzorka direktnim unosom u grafitnu cijev (Garcia i Baez, 2012).

Slika 8. Prikaz grafitne cijevi (Jakobek-Barron, 2016)

Prije samog odredivanja ukupnog arsena na AAS-u nuzno je izvrsiti digestiju uzoraka

(Wilhem i sur., 1991). Priprema uzorka podrazumijeva primjenu temperature ili energije
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zracenja (mikrovalno, UV) i tehnike suhe ili mokre digestije. Kao metode pripreme uzoraka za
odredivanje arsena mogu se koristiti mokra digestija uz primjenu HNOsuz konvencionalno ili
mikrovalno zagrijavanje. Termalna mokra digestija pod tlakom omogudéuje digestiju
organskih i neorganskih materijala te omogudéuje potpuno razaranje matriksa uzorka, pri
¢emu se reduciraju ili uklanjaju neke interferencije. Ova metoda nije pogodna za uzorke koji
sadrze elemente u tragovima. U ovom radu koriStena je mikrovalna mokra digestije pod
tlakom ¢cije su prednosti u odnosu na termalnu efikasnost i brzina, dolazi do direktnog
zagrijavanja unutar uzorka te je moguce dobivanje visokih temperatura pri relativno niskim

tlakovima (Maleti¢, 2017).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. ZADATAK

Zadatak ovog rada je ispitati izloZzenost arsenu na populaciji studenata znanosti o hrani i
nutricionizma Prehrambeno-tehnoloskog fakulteta u Osijeku, akademskih godina od
2010./2011. do 2015./2016., odredivanjem koncentracije ukupnog arsena u uzorcima noznih
noktiju s ciljem usporedbe izloZenosti arsenu studenata s obzirom na mjesto stanovanja

(isto¢na Hrvatska i ostatak Hrvatske te neki dijelovi BIH).

3.2. MATERUALI | METODE

U ispitivanju je sudjelovalo 50 ispitanika u omjeru (Z:M=47:3) koji su podijeljeni u dvije
grupe s obzirom na mjesto prebivalista (istocna Hrvatska: ostatak Hrvatske i Bosna i
Hercegovina). Prema tim kriterijima 31 student ima prebivaliste u isto¢noj Hrvatskoj, dok njih
19 pripada grupi ostatak Hrvatske i neki dijelovi BIH. Raspon BMI vrijednosti kretao se od 17
do 28, te su sva 3 muska ispitanika iz isto¢ne Hrvatske. Studenti su prikupljali noZzne nokte
tijekom 4 mjeseca (od listopada do veljace) kroz pet akademskih godina (2010./2011.-
2015./2016.) te su nokti pripremljeni prema uputama Wilhema i suradnika (1991). Uz svaki
kodirani uzorak naveden je spol studenta, visina, masa, godina rodenja,mjesto stanovanja i
konacna izvagana masa noktiju koja je bila u rasponu od 0,03 do 0,35 g. Nokti su isprani prvo
s 2 % Triton-X 100 (Merck) u ultrazvuénoj kupelji kroz 20 min, zatim je slijedilo ispiranje s
demineraliziranom vodom (Simplicity 185,Millipore), acetonom (99,5 % p.a., T.T.T.) i opet
demineraliziranom vodom, nekoliko puta uz muckanje. Nakon susSenja preko noci uzorci su
digestirani u mikrovalnoj pe¢nici (MDS 2000, CEM) s 5 mL HNOs (suprapur, 65 %, Merck) kroz
30 min prema uputama za uporabu uredaja. Nakon digestije kivete su isprane
demineraliziranom vodom u ¢Ciste tikvice od 25 mL. Ukupni arsen je odreden grafitnom
tehnikom atomske apsorpcijske spektrometrije (Analyst 600/Zeeman, Perkin-Elmer)s Pd i
Mg(NOs), te je mjerena apsorpcija pri 193,7 nm. To¢nost metode je potvrdena koristenjem
ljudske kose kao referentnog materijala (GBW 07601, Institut za geofizicka i geokemijska
istrazivanja, Langfang, Kina). Sve analize su provedene u dvije paralele, a sva koriStena
oprema je oprana i ostavljena preko noc¢i u 10% nitratnoj kiselini te ponovno isprana
ultradistom vodom. Dobiveni rezultati su preracunati kao pg ukupnog arsena na masu
noktiju u g. Takoder treba napomenuti da su svi studenti u trenutku prikupljanja uzoraka

Zivjeli u Osijeku i okolici, ali s obzirom na nisku stopu rasta noznih noktiju (prosje¢no 0,03-
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0,05 mm/dan) uzorci su predstavljali izloZzenost preko ljeta, kada su studenti bili na mjestu
prebivalista. S obzirom na spori rast noktiju, procijenjuje se da uzorci predstavljaju vjerojatnu
izlozenost tijekom 3-9 mjeseci prije izrezivanja uzoraka noktiju (Slotnick i Nriagu, 2006;
Yaemesiri i sur., 2010).

Statisticka analiza je provedena u programu Statistica 12.0 (StatSoft), Excel 2016
(Microsoft) i Google tablicama. Normalnost distribucije podataka ispitana je Shapiro-Wilk W
testom. Razlike za normalno distribuirane podatke za isto¢nu Hrvatsku i ostatak Hrvatske
(uklju€ujuci Bosnu i Hercegovinu) ispitane su Studentovim T-testom, dok je kod nenormalne

distribucije koristen Mann-Whitneyev U test.
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4. REZULTATI | RASPRAVA



Na Slici 9 je karta koja prikazuje podrucje s najvisim koncentracijama arsena u noktima
oznaceno crvenom bojom koje obuhvada isto¢nu Hrvatsku s gradom Osijekom kao
srediStem. Geografski smjestaj kojim istoéna Hrvatska predstavlja juzni rub Panonskog
bazena zajedno sa susjednim zemljama Madarskom i Srbijom, ¢ini je podrucjem gdje su
zamijecene visoke razine arsena u vodi za pi¢e zbog prirodno prisutnog arsena u tlu (Romic i
sur., 2011). NiZe koncentracije arsena u noktima prikazane su zelenom bojom i obuhvadaju
sjevernu, srediSnju i juznu Hrvatsku te podrucéja oko gradova Mostara i Zenice u Bosni i
Hercegovini. Nisu sva podrucja Republike Hrvatske pokrivena, a razlog je ogranicen broj
sudionika s obzirom da se radi samo o populaciji studenata znanosti o hrani i nutricionizma

na Prehrambeno-tehnoloSkom fakultetu u Osijeku.
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Slika 9 . Karta koncentracija arsena u noktima studenata s obzirom na geografski polozaj

njihovog mjesta prebivalista

Navedene tocke na karti oznacavaju mjesta prebivaliSta studenata, a mogu se izdvojiti 4
razliCite regije u Hrvatskoj: sjeverna Hrvatska (podrucje Medimurske, Varazdinske,
Koprivni¢ko-krizevacke i Krapinsko-zagorske Zupanije), juzna Hrvatska (podrucje Sibensko-
kninske, Splitsko-dalmatinske i Dubrovacko-neretvanske Zupanije), srediSnja Hrvatska

(podrucje grada Zagreba, Karlovacke, Sisacko-moslavacke i Bjelovarsko-bilogorske Zupanije),
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istoCna Hrvatska (podrucje Osjecko-baranjske, Vukovarsko-srijemske, Brodsko-posavske i
PozZesko-slavonske Zupanije) te Bosna i Hercegovina (podrucje oko grada Mostara i Zenice)

kako je prikazano na (Slika 10).

Bosna i Hercegovina; 4; 8%

Sjeverna Hrvatska; 3; 6%

Istocna Hrvatska; 31; 62%

Juina Hrvatska; 6; 12%

Sredi$nja Hrvatska; 6; 12%

Slika 10. Distribucija uzoraka noktiju prema mjestu prebivaliSta studenata

Vedina studenata (62%) je iz istoCne Hrvatske te su oni, prema prethodnim istrazivanjima,
izloZeni visokim koncentracijama arsena iz vode za pice. Primjer su gradovi Osijek (37,88 ug/L
As), Nasice (0,14 ug/L As) te sela Andrijasevci (611,9 ug/L As) i Cepin (171,6 ug/L As) (Cavar i
sur., 2005; Habuda-Stani¢ i sur., 2007). Druge regije Hrvatske nemaju zabiljezene visoke
koncentracije arsena u podzemnim vodama i vodi za pice.

Prema dobivenim rezultatima nije bilo statisti¢ki znacajne razlike (p=0,90) izmedu dviju
grupa (isto¢na Hrvatska i ostatak Hrvatske) prema pracenim parametarima, ukljucujuci
indeks tjelesne mase (BMI) (Slika 12).

Vazino je napomenuti da ne postoji statisticki znacajna korelacija (p=0,226) izmedu BMI
vrijednosti i koncentracije arsena u uzorcima noznih noktiju (Slika 11), a trend ukazuje na
smanjenje koncentracije arsena s povec¢anjem BMI vrijednosti ispitanika. Takoder, inverzna
korelacija izmedu BMI vrijednosti i koncentracije arsena u noZznim noktima primijecena je i u

studijama koje su proveli Grashow i sur. (2014) te Yu i sur. (2014).

22



&

s

Fa

Koncentracija As u noZnim noktima fpugg?
- i

b T - o

2t ———— mrees o
o 5] TOrTe— —
R Bogp 8- 2T a

9 ol o & ¢ oo 08 ©
-2

18 8 2 22 24 28 28 30

BMIJ kgm™

Slika 11.Korelacija izmedu BMI vrijednosti ispitanika i koncentracije arsena u uzorcima
noznih noktiju studenata

Raspon koncentracija arsena u noznim noktima ispitanika iznosi (0,122-13,614 pug/g) od
Cega 15 ispitanika zadovoljava raspon normalnih razina arsena u noktima (0,02-0,5 pg/g)
prema zakljucku Takagia i sur. (1975) te Narange i sur. (1987). Prema Gruber i sur. (2012),
prikazane su koncentracije arsena u noktima s obzirom na izloZzenost razli¢itim
koncentracjama arsena u vodi (Tablica 1) koje potvrduju korelaciju izmedu normalnih razina
arsena u noktima i dozvoljenih razina arsena u vodi (10 pg/L). Vrijednosti koje prelaze
maksimalno dopustenih 10 pg/L arsena u vodi povecavaju rizik od nastanka razlicitih
zdravstvenih problema te nakupljanjem arsena u organizmu dolazi do kroni¢nog trovanja

(EFSA, 2009).

Tablica 1. Prikaz usporedbe koncentracija arsena u vodi i arsena u noktima (EFSA, 2009)

Koncentracija arsena u vodi [pg/L] Koncentracija arsena u noktima [pg/g]
<1 0,102+0,096
10 0,149+0,154
>10 0,292+0,297
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Slika 12. Usporedba distribucije BMI vrijednosti dvije podskupine studenata

Pri usporedbi podataka za kolicinu ukupnog arsena u noktima utvrdena je statisticki
znacajna razlika (p<0,001), sto dokazuje vecu izloZzenost arsenu studenata isto¢ne Hrvatska u

odnosu na ostatak Hrvatske i Bosnu i Hercegovinu (Slika 13).
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Slika 13.Usporedba distribucije koncentracija arsena u noZnim noktima dvije podskupine
studenata
Budu¢i da su primijecene vrlo visoke koncentracije arsena u noznim noktima troje
studenata, statisticka obrada je provedena i uz iskljuCivanje outliera tj. vrijednosti koje su
visestruko odstupale od srednje vrijednosti skupine (Slika 14), ali je analiza i dalje pokazivala

statisticki znacajnu razliku (p<0,001) izmedu dvije podskupine studenata.

24



(=)
(=

2.8 | ManrWhitey LHest no=28 0 Median
T U =58 —r— [Om=
ap 2E[ =45 T Min-dax
= ey = (0100
2, peoo0t
m
E 22}
E

2o
=] n=1%
E 18}
5 18
=]
E 1s
=2
w12t
p o
m oot
S
E [ S
£
S oagtl
£ g
2 ;

B
a4 . —
(Ostatak Hrvatske Istecna Hrvatska

Slika 14. Usporedba distribucije koncentracija arsena u noznim noktima dvije podskupine
studenata (bez outliera)

U skladu s EFSA-inim izvjes¢em, 0,5 pg/g arsena iz noznih noktiju odgovara kroni¢noj
konzumaciji vode s oko 10 pg/L arsena (EFSA, 2009). Ako se obje skupine usporede na osnovi
tog kriterija, 90% studenata isto¢ne Hrvatske i 37% drugih je izloZeno koncentraciji arsena od
10 pg/L ili viSoj. Obzirom na ¢imbenike rizika, ovim radom se nastojalo pokazati kako mjesto
prebivalista znatno utjece na izloZzenost arsenu putem vode za piée, zbog prirodno prisutnih
depozita arsena s kojima podzemne vode dolaze u dodir. Visoke razine arsena predstavljaju
problem mnogim zemljama kao Sto su Indija i Banglades gdje se u vise od 38% uzoraka
podzemnih voda mogu pronacéi koncentracije arsena >50ug/L (EFSA, 2009). Bitno je
napomenuti da bi uzorci trebali biti podjednako zastupljeni po spolu, Sto ovdje nije slucaj
bududi da je populacija studenata nutricionizma tijekom ovog istrazivanja imala 3 muska
ispitanika i 47 Zenskih ispitanika. Takva zastupljenost onemogucava razlikovanje u izloZzenosti
arsenu s obzirom na spol unutar podskupine (isto¢na Hrvatska) primjenom statistickih
testova.

Rezultati ukazuju da je potrebno provesti vece istrazivanje kako bi se iskljucila moguénost
razliCite izloZenosti s obzirom na privremenu promjenu mjesta stanovanja, bududéi da spori
rast noktiju (prosje¢no 1,62 mm/mjesec) omogucuje procjenu vjerojatne izlozenosti arsenu
tijekom 3-9 mijeseci prije izrezivanja uzoraka noktiju ako je veli¢ina noktiju 5 — 15 mm
(Yaemsiri i sur., 2010). Takoder, bilo bi poZeljno imati homogenu zastupljenost spolova kako

bi se mogle utvrditi eventualne razlike izmedu podskupina te razlike izmedu muskaraca i
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Zena unutar svake podskupine, no to zbog specificnosti studentske populacije Prehrambeno-
tehnoloskog fakulteta u Osijeku nije bilo moguce.

Vazno je napomenuti da ovim radom nije odredivan unos arsena putem hrane te da nisu
biljezene prehrambene navike niti su ispitanici imali prehrambena ogranicenja kroz 4
mjeseca prikupljanja uzoraka. Stoga se ne mogu dokazati utjecaji navodnjavanja
poljoprivrednih kultura vodom koja sadrzi visoke razine arsena i konzumacije od strane

stanovnika isto¢ne Hrvatske.
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5. ZAKLJUCAK

Na osnovi rezultata istraZivanja dobivenih ovim diplomskim radom mogu se donijeti sljededi
zakljucci:
1. Postoji statisticki znacajna razlika (p<0,001) u izloZzenosti arsenu izmedu dviju

ispitivanih skupina studenata, onih s prebivaliStem na podrucju isto¢ne Hrvatske i

onih iz ostatka Hrvatske te Bosne i Hercegovine;

2. Prema dobivenim rezultatima 90% studenata s prebivaliStem u isto¢noj Hrvatskoj i

37% drugih je izloZzeno koncentraciji arsena od 10 pg/L ili visoj;

3. Rezultati upucuju na povecéan unos arsena iz vode kao glavni razlog zbog kojeg osobe
iz istocne Hrvatske imaju visSe razine arsena u noktima u odnosu na ostatak Hrvatske i

dijelove BIH.
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