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1. UvOD

Arsen (As) je kemijski element koji je prirodno prisutan u okoliSu i u zemljinoj kori, a
kemijskim procesima ispiranja i erozije minerala se oslobada u prirodu, ponajvise u vode.
Izlozenost arsenu smatra se globalnom opasnosti za ljudsko zdravlje, a glavni izvor je konzumacija
vode i hrane. Razumijevanje kemijskih i biokemijskih reakcija specija arsena pruza informacije o
toksi¢nosti. Osim akutne toksi¢nosti, dugotrajna izloZenost pojedinim arsenovim specijama moze

uzrokovati kardiovaskularne i neuroloske bolesti, lezije na kozi i rak.

Postoji vise od 100 razli¢itih vrsta arsenovih spojeva koji su prisutni u okoli$u i bioloskim
sustavima, a njihova toksi¢nost ovisi o njihovom kemijskom obliku i oksidacijskom stanju. 1z
navedenog razloga vrlo je vazno imati moguc¢nost zasebno kvantificirati svaku pojedinu speciju
arsena kako bi se bolje razumjela njihova distribucija, transformacija, toksi¢nost, metabolizam i

utjecaji na zdravlje.

Instrumentna tehnika koja se najcesce koristi za provodenje elementne specijacijske analize
arsena je vezani sustav tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti sa spektrometrijom masa
uz induktivno spregnutu plazmu (HPLC-ICP-MS). Tekuéinska kromatografija visoke
djelotvornosti (HPLC) ima vrlo vaznu funkciju jer razdvaja specije arsena kako bih se mogla
provesti njihova kvantifikacija na odgovaraju¢em detektoru. Detektor koji se naj¢es¢e koristi je
upravo spektrometrija masa uz induktivno spregnutu plazmu (ICP-MS) zbog svojstava kao §to su
visoka ionizacijska efikasnost, mogucnosti uklanjanja interferencija, selektivnost i veliki
dinamicki raspon. Jedini nedostatak navedenog vezanog sustava je to Sto ne daje informaciju o
molekuli specije ve¢ identifikacija pojedine specije ovisi o usporedbi retencijskih vremena sa

komercijalno dostupnim standardima.

U zadnjih nekoliko godina sve se vise koristi instrumentna tehnika spektrometrija masa uz
ionizaciju elektrorasprSenjem (ESI-MS) u kombinaciji sa tehnikom HPLC-ICP-MS za
identifikaciju i kvantifikaciju novih arsenovih specija. Spektrometrija masa uz ionizaciju
elektrorasprSenjem daje informaciju o fragmentaciji molekule i o molekulskom ionu u svrhu

odredivanja nepoznatih arsenovih specija.
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2.SPECIJE ARSENA

2.1 Kemizam specija arsena i distribucija u okolisu
Arsen (As) se u prirodi javlja u etiri oksidacijska stanja (-3, 0, +3 i +5). Navedene razlicita
oksidacijska stanja omogucuju veliku kemijsku reaktivnost zbog vrlo visokog afiniteta vezanja sa

ostalim kemijskim elementima. Najbitnije kemijske specije arsena prikazane su na Slici 1.
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Slika 1. Najzatupljenije specije arsena u okolisu, preuzeto [2]

Arsenove specije se dijele u dvije skupine, anorganske specije (iAs) i organske specije
(0As). Najzastupljenije anorganske specije u prirodi su arsenit (As(I11)) i arsenat (A(V)). Arsenit

prevladava u redukcijskim okoliSnim uvjetima, a arsenat u okolisnim uvjetima bogatim kisikom.
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Vecina organskih specija nastaje bioloSkom aktivno$¢u u bioloSkim sustavima, osim arsenobetaina
(AsB), arsenokolina (AsC), trimetilarsin oksida (TMAO) i arsenoCecera (AsS) koji nastaju
reakcijom anorganskog arsena (iAs) sa organskim tvarima u okoliSu. Preostale organske specije,
monometilarsonska kiselina (MMA) i dimetilarsinska kiselina (DMA), najzastupljenije su u

vodenom okolisu.?

2.2. Toksi¢nost arsenovih specija

Arsen je 1980. godine svrstan u ljudske kancerogene od strane Medunarodne agencije za
istrazivanje raka (IARC). Anorganske specije (iAs) arsenit (As(I11)) i arsenat (As(V)) svrstani su
po klasifikaciji u grupu 1 (kancerogene tvari), dok su metilirane organske specije MMA i DMA
svrstane u grupu 2 (potencijalno kancerogene tvari). Kroni¢na izloZenost visokim koncentracijama
arsena moze imati Stetan ucinak na ljudsko zdravlje kao $to je razvoj raka (rak urinarnog trakta,
koze, jetre ili plu¢a), respiratorne probleme (bronhiektazije), kardiovaskularne probleme i lezije
koze (keratoze), dok kroni¢na izlozenost malim koncentracijama moze uzrokovati
hiperpigmenaciju koZze, gastrointestinalne probleme ili dijabetes.®

Pretpostavlja se da metilirani As spojevi nastaju iz anorganskog arsena mehanizmima
detoksikacije jer metilacija potice izluCivanje metala iz organizma. Postoje istrazivanja koja
pokazuju da zbog navedenog metabolizma pretvorbe MMA u DMA takoder moze do¢i do razvoja
raka §to je povezano sa akutnom toksi¢nosti DMA koja u visokim koncentracijama moze biti
kancerogena. U nekim in vivo i in vitro testovima pokazalo se da je MMA'"' vige toksi¢an od As'"
Sto dovodi u pitanje hipotezu da je metilacija anorganskog arsena proces detoksikacije organizma.

Arsenobetain iarsenoSeceri smatraju se manje opasnim za ljudsko zdravlje. Arsenobetain
se brzo izlu¢uje nepromijenjen iz ljudskog organizma putem urina, a pretpostavlja se da u vodenom
okoliSu nastaje raspadanjem arsenoSecera nakon ¢ega slijedi metilacija i oksidacija. Arsenoseceri
se prvo metaboliziraju u DMA, a zatim izlucuju iz organizma $to pokazuje da DMA nastaje i
biotransformacijom arsenoSecera i arsenolipida, a ne samo kao rezultat metilacije anorganskog
arsena. Analiza urina, nakon konzumacije skoljaka koje su bogate arsenoSecerima, pokazala je da
2/3 izlu¢enog arsena korelira sa koncentracijom DMA. In vivo i in vitro testovi pokazali su da
konzumacija arsenoSecera povecava oksidativni stres, uzrokuje oste¢enja DNA u krvi i
hipokampusu i vjerojatno je odgovorna za motoricka i1 kognitivna oStecenja kod miseva.

Arsenolipidi (AsL) i njihova toksi¢nost nije jo§ dovoljno istrazena (Slika 2.). Razlog tome

je Sto njihova struktura nije jos dovoljno poznata, a karakteristike (bioraspolozivost, transport i
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metabolizam) se vrlo tesko evaluiraju. Trenutno dostupne informacije govore o tome da se
arsenolipidi vrlo brzo apsorbiraju kroz stijenke probavnog sustava, no za razliku od arsenobetaina,
metaboliziraju se prije izlu¢ivanja iz organizma. Sumnja se da bi arsenolipidi mogli imati

potencijalni citotoksi¢ni u¢inak kao As(III).*

CH,4
|
O=
TSW\/\/\/\/\/YG Arsenolipidi
CH, OH

Slika 2. Struktura arsenolipida (AsL), preuzeto [4]

3. PRISUTNOST ARSENOVIH SPECIJA U HRANI

3.1 Zakonodavstvo i regulativa europske unije

Europska agencija za sigurnost hrane (EFSA) 2021. godine izdala je izvjestaj o kroni¢noj
izlozenosti anorganskom arsenu kroz hranu. Napravljena je procjena na temelju 13 608 dostupnih
rezultata za anorganski arsen, 7 623 za vodu i 5985 za razliite matrice hrane. Najzastupljenija
kategorija hrane bila je ,,Zitarice i hrana na bazi Zitarica® s naglaskom na rizu i proizvode na bazi
rize. Zakljuceno je da najveci izvor izlozenosti anorganskom arsenu riza i proizvodi na bazi rize,
zitarice 1 proizvodi na bazi zitarica koji ne sadrzavaju rizu te pitka voda. Utvrdeno je da su
najugrozenija skupina upravo djeca zbog hrane namijenjenoj dje¢joj populaciji (hrana na bazi
zitarica za dojencad 1 malu djecu, keksi, dvopeci i1 kolaci¢i za djecu, pocetna hrana za dojencad,
prijelazna hrana za dojencad, hrana za posebne medicinske potrebe namijenjena dojenc¢adi i maloj
djeci te hrana i voéni sokovi za malu djecu).

Temeljem toga EFSA nastavlja sa preporukama za monitoringom, uvodenjem validiranih
analitickih metoda koje su dovoljno osjetljive za kvantifikaciju anorganskog arsena i pra¢enjem
ostalih specija arsena u ostalim kompleksnim matricama hrane kao $to gljive, morske trave i
alge.>®

U skladu sa prethodno navedenim Europska komisija (EC) kao glavno regulatorno tijelo
donijela je novu Uredbu komisije (EU) 2023/465 o izmjeni Uredbe (EZ) br. 1881/2006 u pogledu
najve¢ih dopustenih koli¢ina arsena u odredenim vrstama hrane sa proSirenim matricama i

najve¢im dopustenim koli¢inama (NDK). Nove matrice i NDK vrijednosti prikazane su u Tablici
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1. Iste godine donesena je i nova Uredba komisije (EU) 2023/915 o najvecim dopuStenim
koli¢inama odredenih kontaminanata u hrani o stavljanju izvan snage Uredbe (EZ) br. 1881/2006
unutar koje su obuhvaéene sve izmjene vezane uz nove matrice i NDK vrijednosti za anorganski
i ukupni arsen (Tablica 1.).”8

Tablica 1. Najveée dopustene koli¢ine (NDK) arsena u razli¢itim matricama hrane

Anorganski arsen (As'"' + AsY) NDK (mg/kg
mokre tezine)
Zitarice i proizvodi od Zitarica
Nepretkuhana valjana riza (polirana ili bijela) 0,15
Pretkuhana 1 ljustena riza 0,25
Rizino brasno 0,25
RizZini vafli, riZine oblate, rizini krekeri, rizini kolaci¢i, rizine pahuljice i 030
napuhana riza za dorucak ’
RiZa namijenjena proizvodnji hrane za dojencad i malu djecu 0,10
Bezalkoholna pica na bazi rize 0,030
Pocetna hrana za dojencad, prijelazna hrana za dojencad i hrana za posebne
medicinske potrebe namijenjena dojenc¢adi i maloj djeci te hrana za malu
djecu
— stavljena na trziste kao prah 0,020
— stavljena na trZiSte kao tekuéina 0,010
Djecja hrana 0,020
Voéni sokovi, rekonstituirani koncentrirani voéni sokovi i voéni nektari 0,020
Ukupan arsen (UAs)

Sol 0,50

3.2 Hrana i prisutnost specija arsena

Urbanizacija i industrijalizacija su jedni od glavnih puteva kojima ¢ovjek u danasnje
vrijeme tezi u svrhu razvoja, medutim antropogenim aktivnostima i prirodnim pojavama doveo je
do stvaranja razli¢itih kontaminanata koji zagaduju okolis, a jedan od njih je i arsen. Kvaliteta tla
je od velike vaznosti (u kontekstu sadrzaja arsena) jer je direktno povezana sa sigurnos¢u hrane,
uzgojem biljnih vrsta, produktivnosti i zdravlju covjeka. Uzgojem usjeva u tlu kontaminiranom
arsenom dolazi do njegova transporta preko sustava unosa minerala i ulaza u jestive dijelove ¢ijom
konzumacijom dolazi do opasnosti za ljudsko zdravlje. Osim usjeva, moguci unos arsena je putem
kontaminirane vode, hrani na bazi morskih plodova i proizvoda Zivotinjskog porijekla. Proizvodi
kao sto su mlijeko, meso, jaja, riba i ostali mlije¢ni proizvodi i proizvodi na bazi peradi takoder su

moguéi izvori ako se Zivotinje hrane usjevima i vodom koji su kontaminirani arsenom.®
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3.2.1 Riza

Riza je jedna od glavnih i osnovnih namirnica za pola populacije u svijetu. Arsen u rizi
predstavlja jednu od glavnih opasnosti i zabrinutosti za zdravlje milijuna ljudi u ¢itavom svijetu
kojima je to osnovna namirnica u prehrani s obzirom da je izvrstan izvor ugljikohidrata, minerala
i esencijalnih vitamina. Preporuca se ljudima koji boluju od celijakije jer ne sadrzi gluten. Takoder
je prva namirnica koja se daje dojencadi zbog svoje palatabilnosti i vrlo male vjerojatnosti
izazivanja alergijskih reakcija.

Anaerobni uvjeti uzgoja na velikim poplavljenim poljima i specificna fiziologija
omogucuje biljci da apsorbira veliku koncentraciju arsena iz tla koji se akumulira u razli¢itim
dijelovima zitarice i to ¢ak do 10 puta vise nego bilo koja druga komercijalna Zitarica (npr.
Kukuruz). Razlog tome je brza mobilizacija arsenita (As(I11)) iz kontaminiranog tla uzrokovano
otapanjem Zeljezovog oksida ili hidroksida reakcijom redukcije u anaerobnim uvjetima i vrlo
efikasnim Si transportom (Slika 3.).

Koncentracija ukupnog arsena (uAs) u rizi (listovi i stabljika) u linearnoj je korelaciji sa
koncentracijom arsena u tlu i vodi. Medutim, koncentracija nije jednaka u svim dijelovima biljke,
najvise arsena nalazi se u zitarici, a najmanje u korijenu. Mljevenje i poliranje rize smanjuje
koncentraciju ukupnog arsena $to se vidi i toga da smeda riza sadrzi najvece koncentracije arsena,
zatim slijedi tehnoloSki obradena smeda riza, bijela riza i zatim sa najmanjom koncentracijom
arsena tehnoloski obradena bijela riza.

Kada govorimo o prisutnim specijama arsena u rizi, najzastupljenija specija je anorganski
arsen (iAs), zbroj arsenita (As(l11)) i arsenata (As(V)). Anorganski arsen u prosjeku ¢ini 70 %
ukupnog arsena u rizi, a u smedoj rizi ¢ini i do 80 % ukupnog arsena. Prije pripreme za jelo
preporuca se oprati rizu u vodi 1 dobro procijediti jer se na taj nacin moze ukloniti cak do 60 %
ukupnog sadrzaja arsena. Navedena metoda preporuca se za sve vrste riza, neovisno o njenom
podrijetlu i vrsti.

Neke vrste riza kao Sto su Basmati riza i Jasmin riza sadrze nize koncentracije arsena nego
ostale vrste. Ukupan sadrzaj u kuhanoj rizi moze ovisiti i o sadrZaju arsena u vodi koja je sluzila

za kuhanje i samom na¢inu kuhanja.°
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Slika 3. Put izloZenosti covjeka arsenu kroz sustav tlo-voda-usijev-hrana, preuzeto [10]

Korijen > Ovojnica > Stabiljka > Zitarica

3.2.2 Hrana za dojencad i malu djecu na bazi rize

Namirnice koje se naj¢esce koriste za prehranu dojencadi i male djece su riza i djecja hrana
na bazi rize. Razlog tome je blagi okus, prisutnost zeljeza i vrlo mala vjerojatnost za pojavu
alergijske reakcije. Kod dojencadi i male djece omjer konzumacije hrane prema tjelesnoj masi je
puno veci nego kod odrasle osobe, $to dovodi to toga da je izloZenost arsenu ve¢a nego kod opce
populacije. Smeda riza kao integralna Zitarica posjeduje vece koncentracije ukupnog arsena (uAs),
a time i anorganskog arsena (iAs) i kada se koristi za proizvodnju hrane da dojencad i malu djecu
dodatno se povecava izloZzenost anorganskom arsenu.

U zadnje vrijeme sve je popularnija i riza iz organskog uzgoja koja posjeduje vece
koncentracije anorganskog arsena (iAs) od rize neorganskog porijekla. Veliki broj proizvodaca
dje¢je hrane prelazi na hranu organskog porijekla jer se smatra da je takva hrana zdravija i ima
vecu nutritivnu vrijednost. Istrazivanja su pokazala da u velikom broju zemalja u svijetu djeca i
dojencad su izloZena pove¢anim koncentracijama arsena iz hrane za dojencad i malu djecu §to je

zabrinjavajuce.!
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populacijskih grupa kod kojih bi trebalo posvetiti najviSe paznje kada se biraju prehrambeni
proizvodi za konzumaciju. Hrana za dojencad se u proslosti uvijek vrlo pomno birala i pripremala
kod kuce, no u danasnje vrijeme brzog i modernog Zivota sve se vise bira komercijalno dostupna
hrana. 12

Istrazivanje i unutarnja analiza provedene u Americi pokazale su da svakih 50-60 grama
rize koja se doda u obrok povecava koncentraciju arsena u urinu ¢ak 14 puta. [zloZenost arsenu u
ranijoj dobi povezana je sa utjecajem na rast i razvoj djece i te ostalim negativnim posljedicama
kao sto je visoki krvni tlak i neispravan rad bubrega te povecan rizik od razvoja raka. Vazno je i
naglasiti da se ukupna koncentracija arsena u rizi ne smanjuje prilikom industrijske obrade u
komercijalni oblik hrane te na kraju zavrSava u kona¢nom proizvodu u punoj koncentraciji.
Preporuka je da se djeci daje maksimalno 1 obrok rize tjedno i1 da se poveca raznolikost obroka

putem drugih Zitarica koje sadrze arsen u manjim koncentracijama.®

3.2.3 Pi¢a na biljnoj bazi

Pic¢a na biljnoj bazi su u posljednjih par godina postala vrlo popularan proizvod. Broj takvih
proizvoda koji nudi prehrambena industrija se u proteklih par godina drasti¢no poveéao. Glavni
razlog konzumaciji navedenih proizvoda je intolerancija na sastojke Zivotinjskog porijekla kao $to
je laktoza ili mlije¢ni proteini iz kravljeg mlijeka. Drugi razlog su trendovi i teznja prema zdravijoj
prehrani gdje se iskljuCuju pojedine namirnice Zivotinjskog porijekla. Temeljem toga prehrambena
industrija polako je zamijenila masovnu proizvodnju mlijeka sa pi¢ima na biljnoj bazi ¢iji glavni
sastojak su kokos, zob, soja, proso, riza, bademi, lje$njaci ili konoplja.

Koncentracija arsena u takvim proizvodima ovisi upravo o glavnom sastojku koji prolazi
kroz postupak natapanja, izbjeljivanja ili guljenja nakon prethodnog usitnjavanja u svrhu
postizanja homogenosti sastojka. Najvece koncentracije arsena pronadene su proizvodima gdje je
glavni sastojak riza 1 kombinacija rize sa kokosom. Nakon toga slijede pi¢a na bazi prosa, soje i
zobi. Najmanja koncentracija arsena utvrdena u pi¢ima na bazi badema te su ona najsigurnija za
konzumaciju. Kada govorimo o specijama arsena u takvim proizvodima, najzastupljenije su
anorganske specije arsenit i arsenat, i to najviSe u pi¢ima na bazi rize, zatim slijede pi¢a na bazi
rize 1 kokosa te pi¢a na bazi prosa. Najmanje anorganskih specija uoceno je u pi¢ima na bazi soje,
badema i zobi. Nije uofena prisutnost organskih specija arsena kao $to su MMA, DMA,

arsenokolin ili arsenobetain.*
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3.2.4 Hrana morskog porijekla

Morski organizmi su vazan izvor osnovne i funkcionalne hrana ali isto tako su izvor
izloZenosti ukupnom arsenu. Hrana morskog porijekla obuhvaca Siroku grupu morskih organizama
kao Sto su mekusci, Skoljke , ribe i alge. lako postoje dokazi da imaju pozitivan utjecaj na ljudsko
zdravlje kada se konzumiraju u umjerenim koli¢inama postoje i rizici i negativni utjecaji zbog
izloZenosti arsenu koji je prisutan u tim organizmima kao kontaminant u obliku organskih specija.

Postoje 1 iznimke jer neki morski organizmi imaju povecanu koncentraciju 1 anorganskog
arsena (iAs). Kao primjer takvih organizama je jestiva morska trava Hijiki (Hizikia fusiformis),
slatkovodne ribe sa Tajlanda, i plava dagnja iz Norveske. Morske alge i Skoljke su zapravo izvori
raznolikih specija arsena. Toksi¢nost arsena, bioakumulacija i mobilnost najvise ovise o
kemijskom obliku i stupnju metilacije.

Mikroalge su glavi izvor anorganskog arsena (1As) u morskom okoliSu u predstavljaju vrlo
vazan put u migraciji arsena kroz prehrambeni lanac. Anorganski arsen se apsorbira iz morske
vode u obliku arsenata (AsY) i zatim metabolizira u algama u razne organske specije arsena, sa
naglaskom na arsenosecere (AsS). U podruc¢jima kao §to je Azija izlozenost arsenosecerima je vrlo
velika s obzirom da su njihove prehrambene navike bazirane na morskoj travi. Trenutna
epidemioloska istrazivanja nisu dala indikacije da konzumacija morske trave dovodi do akutne i
kroni¢ne toksi¢nost. Alge kao $to su spirulina koja ima velike nutritivne beneficije moze
akumulirati 1 neesencijalne elemente kao Sto je arsen. Vrlo Cesto se koristi kao dodatak prehrani u
velikim koli¢inama kroz duzi period Sto povecava rizik od izloZenosti toksi¢nim oblicima
arsenovih specija.

Masene koncentracije anorganskih i organskih specija variraju ovisno o morskom
organizmu. Skampi i ribe uglavnom sadrze manji broj arsenovih specija gdje uglavnom dominira
organska specija arsenobetain, dok alge i Skoljke pokazuju spektar razli¢itih organskih i

anorganskih arsenovih specija (Slika 4.).°
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Kelp
Gujdake s$koljka
Spirulina
Losos iz uzgoja
Divlji losos

§kampi iz uzgoja

Divlji §kampi

0% 20% 40% 60% 80% 100%
EiAs BDMA BAsB EAsSugar-OH BAsSugar-PO4 OAsSugar-S03 O AsSugar-S04 O Unknown
Slika 4. Relativni maseni omjeri arsenovih specija u postotcima za razlicite morske organizme, preuzeto [15]

3.2.5 Dodatci prehrani

Prema definiciji EFSA-e dodatci prehrani su koncentrirani izvori nutrijenata (ili drugih
tvari) sa nutritivnim ili fizioloskim efektom. Uzimaju se u obliku tableta ili kapsula (slicno kao
lijekovi) ali nisu namijenjeni za lijecenje ili sprjecavanje specifi¢nih bolesti ve¢ im je glavna
funkcija dovoljan unos nutrijenata ili drugih tvari za fizioloSke funkcije u organizmu. Njihova
primjena je opravdana u slu¢aju kada postoji nedostatak nutrijenta ili tvari u organizmu, no u vecini
slu¢ajeva potreba za nutrijentima je zadovoljena dobro balansiranim i raznolikim prehrambenim
navikama. Neovisno o tome, konzumacija dodatka prehrani sve vise raste, kako kod odraslih tako
i kod djece.

Dodatci prehrani mogu biti sintetskog porijekla kao $to su proizvodi na bazi minerala 1
vitamina koji su proizvedeni od sirovine ¢ija kvaliteta je certificirana ili mogu biti proizvedene od
sirovina biljaka ili Zivotinja kao §to su biljke, gljive, alge, liSajevi ili ribe. Svrha sintetskih dodataka
prehrani je unos esencijalnih vitamina, minerala ili elemenata u tragovima kod nedostatka istih u
organizmu. Svrha ,,prirodnih“ dodatak prehrani je puno Sira. Brusnice se koriste za sprjecavanje
upale urinarnog trakta, kurkuma preko kurkuminoida umanjuje simptome artritisa, a proizvodi na
bazi ashwagandhe se koriste kod povecanog stresa. Najveci udio trzista trenutno ¢ine proizvodi na

bazi vitamina i minerala, no sve je viSe u porastu primjena ,,prirodnih® dodataka prehrani,
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pogotovo dodataka prehrani na bazi algi gdje dominiraju spirulina i klorela. Glavni razlog primjene
tih dviju algi je to $to su velik izvor proteina, masnih kiselina, vitamina (B12, C i E) i elemenata
kao sto su kalcij, magnezij, fosfor, cink i zeljezo.

Kada se govori o izlozenosti arsenu preko navedenih dodataka prehrani, najvecu
koncentraciju arsena sadrze upravo dodatci prehrani na bazi morskih organizama kao §to su alge
(spirulina i korela) jer alge imaju svojstvo akumuliranja metala. Ono $to takoder povecava
1zlozenost toksi¢nim elementima je to $to se ponekad istovremeno konzumira nekoliko prirodnih

dodataka prehrani istovremeno $to je u porastu u zadnjih par godina.®

4. ELEMENTNA SPECIJACIJSKA ANALIZA ARSENA

4.1 Priprema uzoraka

Prije odabira odgovarajuce metode razdvajanja arsenovih specija od interesa, potrebno je
odabrati odgovarajuéu metodu pripreme uzoraka ovisno o fizikalno-kemijskim svojstvima
trazenih specija 1 matrici hrane. S obzirom na veliki broj razli¢itih arsenovih specija, odabir
odgovaraju¢e metode za pripremu uzoraka koja ¢e omoguciti dobru ekstrakciju i ne¢e dovesti do
medukonverzije specija vrlo je izazovno. Kako bi se sprijecila konverzija specija jedne u drugu
potrebno je primijeniti blaze metode ekstrakcije.

Otapala koja se smatraju blazim ekstrakcijskim otapalima su smjesa metanol-voda ili
acetonitril-voda. Kombinacija metanol-voda (polarno otapalo) se Kkoristi za ekstrakciju polarnih
arsenovih specija, dok se smjesa metanol-kloroform ili heksan koristi za ekstrakciju nepolarnih
specija. Osim pravilnog odabira smjese otapala vrlo je bitan i njihov omjer u smjesi zbog direktnog
utjecaja na ekstrakciju arsenovih specija iz uzorka. Otapalo u obliku 1 M fosforne kiseline se
pokazalo vrlo dobro u ekstrakciji arsenovih specija iz uzorka tla.

Matrica koja se analizira vrlo ¢esto moze zakomplicirati razdvajanje i detekciju arsenovih
specija. Ponekad je potrebno napraviti i postupak prociS¢avanja nakon ekstrakcije kako bi se
smanjio utjecaj matrice prilikom instrumentne analize uzoraka. To se naj¢es¢e provodi na kratkim
kolonama sa stacionarnom fazom kao 1 glavna analiticka kolona kako bi se zadrzali analiti od

interesa, a isprale interferirajuée tvari iz matrice.

Bernardo Marciu§ Kemijski seminar |



13

4.2 Instrumentne tehnike za razdvajanje specija arsena

4.2.1 Tekucinska kromatografija s anionskom izmjenom

Tekuc¢inska kromatografija s anionskom izmjenom se Koristi u analizi velikog broja
arsenovih specija, ukljucujuéi arsenit (As(lll)), arsenat (As(V)), monometilarsonska kiselina
(MMA), dimetilarsinska kiselina (DMA), arsenobetain (AsB), arsenokolin (AsC) i za poneke
arsenoSecere (AsS), kao Sto su okso-arsenoseceri i tio-arsenoseceri.

Pri neutralnoj pH vrijednosti anorganska arsenova kiselina (As(V)), monometilarsonska
kiselina (MMA) i dimetilarsinska kiselina (DMA) se deprotoniraju i formiraju anionsku speciju
na temelju njihovih fizikalno kemijskog svojstva pKa vrijednosti, a anorganska arsenova kiselina
(As(11)) postoji kao neutralna specija. Navedena svojstva omogucéuju njihovo razdvajanje
teku¢inskom kromatografijom sa anionskom izmjenom.

Za specijaciju arsena najceSce se koristi kolona sa jakom anionskom izmjenom (npr. PRP-X100)
gdje je redoslijed eluiranja As(l1l), DMA, MMA, i As(V) u skladu sa njihovim relativnim pKa

vrijednostima (Slika 5.)*

10000
8000 As(III)

6000 DMA
MMA As(V)

Intenztitet As (CPS)

0 100 200 300 400 S00 600
Vrijeme zadrZavanja(s)

Slika 5. Primjer kromatograma na PRP-X100 anionskoj koloni sa vremenima zadriavanja pojedinih specija arsena, preuzeto

[1]
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4.2.2 Tekucinska kromatografija s kationskom izmjenom
Tekucinska kromatografija s kationskom izmjenom uglavnom se koristi za specijacijsku
analizu arsenovih specija sa pozitivnim nabojem kao §to su arsenobetain (AsB), arsenokolin
(AsC), trimetilarsin oksid (TMAO) i tetrametilaronijev ion (TMA) (Slika 6.)
Specija arsena Struktura 0
CH,4

AsB CH;— As—CH; o

CHj

CH,

H3C—As+\/\
| OH

CHj

AsC

CH,
TMA HaC—— As—— CHj
CH,
0
TMAQ H3C—— As—— CHi
CH,

Slika 6. Specije arsena sa pozitivnim nabojem AsB, AsC, TMAO i TMA, preuzeto [1]

Ova vrsta teku¢inske kromatografije funkcionira na vrlo sli¢nom principu kao i anionska, jedina
razlika je ta Sto je stacionarna faza negativno nabijena kako bi mogla reagirati sa kationskim
analitima. Vrijeme zadrzavanja arsenovih specija u direktnoj je korelaciji sa nabojem, §to je

pozitivni naboj jaéi to je retencija specije veca.t
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4.2.3 Tekucinska kromatografija obrnutih faza

Tekucinska kromatografija obrnutih faza uglaznom se koristi za razdvajanje arsenolipida
(AsL), kao sto su ugljikovodici, masne kiseline i fosfolipidi sa sadrzajem arsena u svojoj strukturi.
Koriste se Cys ili Cg analiticke kolone gdje se arsenolipidi razdvajaju na temelju broja ugljikovih
atoma, broju dvostrukih veza i ostalih funkcionalnih grupa u molekuli. Ova vrsta kromatografije
u kombinaciji sa tehnikama ICP-MS i ESI-MS vrlo ¢esto se koristi se u odredivanju i identifikaciji

arsenolipida prisutnih u ribama i algama (Slika 7).t

Fosfolipidi koji sadrZe arsen (AsPLs)

HO (H 0 . )
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Slika 7. Arsenolipidi identificirani u ribama i morskoj travi, preuzeto [1]

4.2.4 Tekucinska kromatografija ionskih parova

Tekuc¢inska kromatografija ionskih parova ima prednost jer moZe istovremeno razdvajati
ionske i neutralne specije i ima vrlo Siroku primjenu u specijaciji arsena. Koristi se analiticka
kolona obrnutih faza (C1g) i mobilna faza sa reagensom koji sadrzi ionski par. lonski par sadrzi
grupu sa nabojem koja stupa u interakciju sa analitom i hidrofobnu regiju koja stupa u interakciju
sa stacionarnom fazom. Najces¢i reagensi od interesa koji sadrze ionske parove od interesa za
specijaciju anionskih i neutralnih specija arsena su tetrametilamonijak, tetrabutilamonijak i
tetraetilamonijak, dok se za specijaciju kationskih i neutralnih arsenovih specija koriste

heksansulfonska kiselina i 1-pentan sulfonska kiselina.*
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4.2.5 Tekucinska kromatografija hidrofilnih interakcija (HILIC)

Tekuéinska kromatografija hidrofilnih interakcija je kromatografija s normalnim fazama
gdje se koristi mobilnu faza koja se inace primjenjuje kod kromatografije obrnutih faza. Hidrofilna
stacionirana faza je oblozena slojem vode iz mobilne faze, a retencija analita ovisi o njihovom
prelasku u vodeni sloj ili adsorpciji na polarnu stacionarnu fazu. S obzirom da je stacionarna faza
polarna, ova vrste kromatografije omoguéuje istovremeno razdvajanje neutralnih, anionskih i
kationskih specija. Navedeno ima veliku prednost upravo kod razdvajanje arsenovih specija s
obzirom da unutar jedne matrice mogu biti prisutne specije svih navedenih karakteristika.*

4.3. Instrumentne tehnike za detekciju i identifikaciju arsenovih specija

Spektrometrija masa uz induktivno spregnutu plazmu je instrumentna tehnika koja se
najcesce koristi za detekciju arsenovih specija zbog svojih svojstava kao Sto je visoka osjetljivost
i selektivnost te veliki dinamicki raspon. Takoder ovu tehniku karakterizira i primjena reakcijsko
kolizijske ¢elije (CRC) za uklanjanje izobarnih interferencija koje su dosta zastupljene upravo pri
masi 75 na kojoj se odreduje arsen. Celija funkcionira na principu uvodenja kolizijskog plina
(Helija), reaktivnih plinova (kisika ili vodika) ili smjese navedenih plinova u ICP-MS. Primjenom
tehnika kao $to je ICP-QQQ sa trostrukim kvadrupolom (kvadrupol-CRC-kvadrupol) osim
uklanjanja izobarnih interferencija, smanjuje se pozadinski Sum i1 povecava se selektivnost
prevodenjem arsena u molekulski oblik koji se zatim detektira na drugoj masi.

Spektrometrija masa uz ionizaciju elektrorasprSenjem je instrumentna tehnika koja se
najcesce koristi za identifikaciju arsenovih specija na temelju fragmentacije molekula arsenovih
specija. Kada se koristi u kombinaciji sa HPLC-ICP-MS tehnikom omoguéuje identifikaciju
nepoznatih arsenovih specija i otkrivanje njihove strukture. Takoder moze sluziti kao detektor za
arsenove specije kada eluiraju sa sli¢nim vremenima zadrzavanja $to nije moguce kada se koristi

samo ICP-MS.!
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5. NOVA SAZNANJA U PODRUCJU SPECIJACIJE ARSENA

5.1 Vezani sustav ionske kromatografije s mikrovalno induciranom dusikovom plazmom
pri atmosferskom tlaku uz spektrometriju masa (IC-MICAP-MS)

U proteklih nekoliko godina razvijeno je nekoliko razli¢itih mikrovalno induciranih plazma
izvora (MIP) u svrhu analize metala u tragovima. Vecina ih se koristi kao atomska emisijska
spektroskopija. Prvi takvih sustavi su bazirani na plinovima kao $to su argon (Ar) ili helij (He) i
takve plazme s obzirom na malu snagu su imale problema sa niskom osjetljivoséu, loSom
tolerancijom na teZe matrice te slabom atomizacijom. Kasnije su razvijeni MIP ionski izvori sa
dusikom (N2) koji imaju vecu snagu.

Najnoviji takav izvor je N2-MICAP koji moZe uspostaviti plazmu snage od 1000 W do
1500 W u zraku ili dusiku. Njegova primjena je zanimljiva kao dio vezanog sustava ionske
kromatografije sa spektrometrijom masa u specijacijskoj analizi za odredivanje elemenata koji su
podlozZni interferencijama koje nastaju uslijed argonove plazme. To se prvenstveno odnosi na
matrice koje su bogate kloridom koji sa argonom tvori navedene interferencije. Glavni element
koji je najvise podlozan spomenutim interferencijama je upravo arsen zbog interferencije “°Ar®CI*
pri °As”,

Kod analize uzoraka soli, koje su bogate kloridom, svoju prednost nad standardnom ICP-
MS tehnikom pokazuje upravo MICAP-MS. Navedeni instrumenti ne pokazuju utjecaj matrice na
kvantifikaciju do koncentracije soli od 0,1 % m/m. Pri ve¢im koncentracijama soli kada se koristi
ICP-MS dolazi do lazno uve¢anog o¢itanja koncentracije °As* zbog interferencije “°Ar®*CI*, a
koristenjem MICAP-MS dolazi do supresije signala zbog lako ionizirajuceg natrija. Problematika
se kod ICP-MS analize rjesava reakcijsko-kolizijskom ¢elijom i raznim matemati¢kim
korekcijama, a kod MICAP-MS analize rjeSenja su adicija standarda, interna standardizacija i
kalibracija matricom.

Svaka instrumentna tehnika ima svoje prednosti i mane. Prednost tehnike MICAP-MS je
to Sto nisu potrebne kompleksne i vrlo skupe procedure kao $to su reakcijskog kolizijska celija,
instrumenti visoke rezolucije, matematicke korekcije kako bi se nadvladale interferencije pri
analizi arsena. Osim $to je manja cijena instrumenta, manja je cijena i duSika u usporedbi sa
argonom. Takoder, MICAP-MS mogao bi se koristiti i u analizi bioloskih uzoraka kao $to su nokti,
krvi i urin. Takoder, idealna primjena bila bi i za “°Ca*, %Fe* i 8°Se* koji imaju interferencije sa

OArt, “Are0* “Ar; ionima u standardnoj argon plazmi.t’
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5.2. Vezani sustav plinske kromatografije s spektrometrijom masa uz induktivno spregnutu
plazmu (GC-ICP-MS)

Analiza uzoraka u plinovitom stanju 1 stanju gdje je plin preveden u tekuci oblik joS$ je
uvijek izazov iako je analiza specija arsena moguc¢a na raznim instrumentnim tehnikama. Glavna
instrumentna tehnika za analizu takvih uzoraka je vezani sustav plinske kromatografije sa
spektrometrijom masa uz induktivno spregnutu plazmu (GC-1CP-MS) sa tri razli¢ite metode.

Prva metoda je direktna analiza koja se koristi za odredivanje ukupnog arsena i specija
arsena bez koraka ukoncentriravanja §to se postize sa 2 medusobno povezana ventila za Unos
uzorka. Kroz jedan ventil prolazi uzorak inertnom linijom za odredivanje ukupnog arsena, dok
kroz drugi ventil uzorak prolazi analiticku kolonu za specijaciju u svrhu odredivanja specija arsena
(Slika 8). Navedena metoda Stedi vrijeme, vrlo je prakti¢na i se moze koristiti za specijaciju Zive

istovremenao.

A
()
Ventil
za plin Analiza
1 ukupnog
e = ”
Kolona za spec As As
| P
e £ Analiza specija
A} ennl > \9, E As
za plin ol
2 Inertna linija i /\
=
Vrijeme zadrZavanja

Plinoviti uzorak /plin u tekucem stanju

Slika 8. Prikaz vezanog sustava GC-ICP-MS za istovremeno odredivanje ukupnog arsena i specija As, preuzeto[18]

Druga metoda je povecanje osjetljivosti i uklanjanje interferencija postupkom
ukoncentriravanja preko slabe anionske kolone za ekstrakciju na ¢vrstoj fazi (SPE) prije analize
na GC-ICP-MS. To je vrlo znacajno kod kompleksnih matrica (npr. riblja ulja).

Tre¢a metoda je koriStenje kriogene stupice (CT) ¢ime se povecava osjetljivost i
diferencijacija hlapivih organskih specija. Takve specije se prvo prevedu u hidridni oblik, a zatim
se love u kriogenu stupicu. Laganim povecanjem temperature, specije se oslobadaju na temelju
temperatura vrelista, dodatno razdvajaju na plinskoj kromatografiji, a zatim detektiraju na ICP-

MS. Navedeni proces moguée je i potpuno automatizirati.'8
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5.3. Kapilarna elektroforeza (CE)

U usporedbi sa tehnikama kao §to su HPLC i GC, elektroforeza u kapilarama i
mikrokanalima (CE i u-CE) pokazuje veliki analiti¢ki potencijal u elementnoj specijaciji arsena
kada je dostupna vrlo mala koli¢ina uzorka. Ima i vrlo dobru sposobnost i efikasnost razdvajanja
te u vezanom sustavu sa tehnikom ICP-MS je vrlo jaki alat u provedbi elementne specijacije.
Koristenjem odgovarajucih pufera, koncentracija, pH vrijednosti i napona moze se posti¢i bolja
efikasnost razdvajanja od nekoliko trenutno dostupnih metoda za odredivanje specija arsena u rizi
i zitaricama na bazi rize (As(lll), As(V), DMA i MMA) baziranih na tekuéinskoj kromatografiji.

Kod vezanja kapilarne elektroforeze u vezani sustav sa tehnikom ICP-MS najbitnija je
dobra izvedba sucelja koje zahtjeva transport visoke efikasnosti 1 ujednacen protok. Trenutno
najpopularnija izvedba je ,,sheath flow-based* sucelje gdje je kapilarna elektroforeza direktno
povezana putem rasprSivaca na ICP-MS. Nedostatak takvog sucelja je veliki mrtvi volumen i
varijacija u protoku ,,sheath flow“ tekuc¢ine. Trenutno postoji nekoliko razli¢itih modifikacija
sucelja s kojima su se uspjeli ukloniti takvi nedostaci. Jedan od takvih je mikrofluidna kapilarna
elektroforeza na bazi Cipa (uchip-CE) vezana na HG-MIP-OES putem T-sucelja za diferencijalnu
analizu As"' i AsV kojom se smanjuje potro$nja uzorka (25 pL) i ostalih kemikalija potrebnih za

analizu.®®
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5.4. Nanomaterijali u specijacijskoj analizi arsena

Prema kemijskom sastavu nanometerijali se svrstavaju u dvije skupine, anorganski i
organski nanomaterijali. U zadnjih nekoliko godina napravljeni su takozvani organsko-anorganski
hibridi koji posjeduju svojstva funkcionalnosti organskih spojeva i stabilnost anorganskih
materijala. Kada govorimo o nanomaterijalima metala, najpopularnije su nanocestice srebra i zlata
koji imaju vrlo jaki afinitet za anorganske i organske specije zive. Metalni oksidi nude visoku
temperaturnu, mehanic¢ku i kemijsku stabilnosti. Amfoterni oksidi Al203, TiO2 i ZrO; pri razli¢itim
uvjetima pokazuju svojstva kationske ili anionske izmjene. Nanomaterijali na bazi silicija
posjeduju svojstva netoksi¢nosti, velike dodirne povrSine, visoke temperature i mehanicke
stabilnosti ali su niske selektivnosti. U svrhu specijacije uzoraka iz okolisa najéeSc¢e se koriste
ugljikove nanocijevcice i grafen. Funkcionalizacijom sa kemijskim skupinama kao §to su -COOH,
-OH ili NH2 povecava se adsorpcijski kapacitet prema teskim metalima. Spajanje nanomaterijala
sa materijalima koja imaju magnetska svojstva takoder ima veliki utjecaj na tehnike razdvajanja.
Zeljezov oksid kao $to je magnetit (FesO4) Koristi se u obliku nano&estica magnetskih svojstava.

Sorpcijski materijali se uglavnom Koriste za specijaciju elemenata rali¢itih oksidacijskih
stanja kao $to su arsen, krom, ziva, antimon i selen. U nekim postupcima jedna specija se
selektivno adsorbira na nanomaterijal ili obje specije se zadrzavaju na istom sorbensu pri razli¢itim
eksperimentalnim uvjetima (pH vrijednost, dodatak agensa koji kompleksira). Selektivna sorpcija
moze se provoditi i metodama protocnog injektiranja.

Kada govorimo o primjeni nanomaterijala za specijaciju arsena, veliku ulogu imaju
ugljikove nanostrukture. Modificirane visezidne ugljikove nanocijev¢ice kao adsorbent mogu se
Kkoristiti za istovremenu specijaciju As, Se i Cr u vodama u okolisu. Pri pH vrijednosti 2,2
selektivno adsorbiraju se specije As(V), Cr(VI1) i Se(VI), dok As(I1I), Cr(l11) i Se(IV) samo produ
kroz mikrokolonu. Karboksilirani nanoporozni grafen pokazuje visoki afinitet za speciju As(V)
pri pH vrijednosti 3,5 dok je za speciju As(I11) afinitet vrlo malen. Najnoviji razvoj po pitanju ne
kromatografske specijacije arsena je primjena modificiranih magnetskih nanocestica u ,,on-line*
izvedbi. Sustav se sastoji od dva FesO4 kemijski funkcionalizirana reaktora. Adsorpcija pojedine
specije ovisi 0 pH vrijednosti (3 do 4 za As¥ i 8 do 10 za As'""). Provodi se eluiranje i preredukcija,
a zatim odredivanje ukupnog arsena. Koncentracija As(V) dobije se oduzimanjem koncentracije
As(111) od ukupnog arsena. Sustav je potpuno automatizirani i moze analizirati do 14 uzoraka vode

po satu sa vrlo niskim granicama detekcije (ng/L).%°
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6. ZAKLJUCAK

Arsen se u prirodi javlja u razli¢itim oksidacijskim stanjima koja mu omogucuju veliku
kemijsku reaktivnost i afinitet vezanja. Njegove specije dijele se u skupinu anorganskih specija u
koju spadaju arsenit i arsenat, te organskih specija u koje spadaju arsenobetain, arsenokolin,
trimetilarsin oksid, arsenoSeceri, monometilarsonska kiselina, dimetilarsinska Kkiselina i
arsenolipidi. Anorganske specije smatraju se kancerogenima, dok se neke organske smatraju
potencijalno kancerogenima.

Europsko zakonodavstvo temeljem dostupnih podataka o negativnom utjecaju arsenovih
specija kroz godine donijelo je uredbe koje definiraju najveéu dopustenu koli¢inu anorganskog
arsena u razliitim matricama hrane. Isto tako donesene su i preporuke za obavezno pracenje
ostalih specija arsena koje su prisutne u razli¢itim matricama hrane kako bi se u budu¢nosti kroz
nove uredbe uredile nove NDK vrijednosti za ostale specije arsena. Hrana koja se najvise
konzumira i sadrzi razli¢ite specije arsena su riza koja je bogata uglavnom specijama anorganskog
arsena, hrana za dojencad i malu djecu na bazi rize koja zbog sve veéeg organskog uzgoja sirovine
(riza) sadrzi takoder povecane koncentracije anorganskih specija, pi¢a na bazi biljaka i rize, hrana
morskog porijekla koja u svom sastavu sadrzi vrlo Sirok spektar anorganskih i organskih specija
arsena te dodaci prehrani na prirodnoj bazi.

U svrhu analize takvih matrica potrebna je odgovaraju¢a metoda pripreme uzoraka koja ¢e
omoguciti dobru ekstrakciju bez medukonverzije specija. U tu svrhu idealna su blaga ekstrakcijska
otapala kao $to su kombinacija metanol-voda ili metanol-kloroform ovisno o tome da li se vrsi
ekstrakcija polarnih ili nepolarnih specija. Osim odabira pravilne metode pripreme uzorka, vrlo je
bitan i pravilan odabir instrumentne tehnike koja ¢e posti¢i dobro razdvajanje specija od interesa 1
njihovu detekciju. U tu svrhu najcesée se koriste razli¢iti oblici tekucinskih kromatografija
vezanih uz ICP-MS kao $to su tekuéinska kromatografija sa anionskom izmjenom (analiza As'",
DMA, MMA i AsY), sa kationskom izmjenom (analiza arsenovih specija sa pozitivnim nabojem),
tekucinska kromatografija obrnutih faza (za analizu arsenolipida), tekucinska kromatografija
ionskih parova (za istovremenu analizu ionskih i neutralnih specija) te tekuéinska kromatografija
s hidrofilnim reakcijama (za istovremenu analizu neutralnih, anionskih i kationskih specija). Kao
detektor za kvantifikaciju se naj¢esce koristi ICP-MS, a za identifikaciju specija ESI-MS.

U zadnje vrijeme sve se viSe razvijaju i primjenjuju 1 druge metode za detekciju 1

razdvajanje specija arsena kao $to je IC-MICAP-MS, GC-ICP-MS, CE i nanometerijali.
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