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1. UVOD

Etilen oksid, poznat jo§ i kao oksiran ili epoksietan, tro¢lani je ciklicki eter kemijske
formule (CH2)20. Na sobnoj temperaturi on je bezbojan i zapaljiv plin koji u kontaktu sa
zrakom stvara eksplozivnu smjesu. Taliste etilen oksida je na temperaturi -112,5°C, a vreliste
na temperaturi 10,4°C. Industrijski se dobiva reakcijom kataliticke oksidacije etilena (Vrsaljko,

2018). Spoj je topljiv u vodi, acetonu, benzenu, etanolu i dietil eteru (Lide, 1991).

Prvi puta etilen oksid je proizveden 1914. godine u procesu proizvodnje klorohidrina, u
kojemu se etilen klorohidrin pripravlja reakcijom etilena s hipoklornom kiselinom te se prevodi
u etilen oksid reakcijom s kalcijevim oksidom (Cawse 1 sur., 1980). Od 1931. ovaj se proces
modernizirao radi bolje iskoristivosti reakcije, procesom direktne oksidacije plinovitog etilena
u prisutstvu zraka ili kisika uz srebro kao katalizator pri povisSenom tlaku 1-3 MPa i temperaturi

200-300°C (Rebsdat i Mayer, 1987; Berglund 1 sur., 1990).

Slika 1. Trodimenzionalni model molekule etilen oksida (preuzeto iz Raos, 2021)



1.1. Primjena etilen oksida

NajraSireniju i ujedno najznacajniju primjenu etilen oksid ima u sterilizacijskom postupku
pri sobnoj temperaturi koji se obi¢no primjenjuje prilikom sterilizacije termolabilnih namirnica
i tvari te kao takav predstavlja ,,zlatni standard* za sterilizaciju pri niskim temperaturama. U
procesu sterilizacije upotrebljava se kao fumigant za prehrambene proizvode i tekstil, kao
sterilizacijsko sredstvo za kirurSke instrumente, a primjenu je pronasao i kao sirovina za
industrijsku proizvodnju akrilonitrila, etanilamina, etilen glikola 1 neionskih povr$inski aktivnih

tvari (Hrvatska enciklopedija, 2021).

1.2. Toksi¢nost

Unato¢ svim prednostima koje ovakav oblik sterilizacije sa sobom donosi, valja
napomenuti kako upravo ovaj spoj izaziva zabrinutost u znanstvenim krugovima zbog svojih
toksi¢nih u€inaka, kako na covjeka, tako i na okolis. Na temelju razli¢itih dokumenata i uredbi,
etilen oksid je okarakteriziran kao karcinogena, mutagena i reproduktivno toksi¢na tvar, stoga

zahtjeva poseban oprez kao 1 odredene grani¢ne vrijednosti u namirnicama i drugim sirovinama.

Na bioloskoj razini, etilen oksid djeluje kao alkiliraju¢i agens za DNA molekulu ¢ime
onemogucuje njezinu daljnju replikaciju a time i zivot same stanice. Kako ovakav ucinak
djeluje na mikroogranizme koje industrija ima za cilj unistiti, tako treba biti vrlo oprezan u
pogledu zastite krajnjih korisnika sirovine jer je djelovanje etilen oksida na mikrobe analogno

djelovanju istog u ljudskim stanicama.

Postoje brojni prijavljeni slucajevi malignih oboljenja koji se mogu povezati s kroni¢nom
izloZzenos$¢u etilen oksidu iz okolisa u kojem su se nalazili pacijenti. Tako se za primjer mogu
navesti tri slucaja leukemije koji su se pojavili izmedu 1972. 1 1977. u §vedskoj tvornici u kojoj
se primjenjivao etilen oksid za sterilizaciju medicinske opreme. U procesu sterilizacije koristila
se smjesa etilen oksida 1 metil formata u jednakim omjerima. Dvije pacijentice, kod jedne je
dijagnosticirana kroni¢na mijeloidna leukemija dok je kod druge dijagnosticirana akutna
mijeloidna leukemija, bile su izloZene parama etilen oksida prosje¢no 8 sati dnevno u skladistu
u kojem su radile. Tre¢i slucaj je bio dijagnoza primarne mikroglobulinemije kod pacijenta koji
je bio upravitelj te iste tvornice od 1965. te je bio izlozen parama etilen oksida prosje¢no 3 sata
tjedno (Hogstedt i sur., 1979b). U jednoj drugoj studiji istog autora ispitivan je ucinak etilen
oksida na pojavnost karcinoma kod radnika u Svedskoj tvornici za sterilizaciju medicinskog
pribora u kojoj se etilen oksid proizvodio u klorohidrinskom procesu. Ovo kohortno istrazivanje

ukljucivalo je 89 zaposlenika koji su kontinuirano bili izlozeni etilen oksidu, 86 zaposlenika u
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odrzavanju koji su bili isprekidano izloZeni te 66 zaposlenika koji nisu bili izloZeni uc¢inku etilen
oksida. Svi zaposlenici bili su izlozeni ili zaposleni bez izlaganja etilen oksidu minimalno
godinu dana. Prosjecna izloZzenost u razdoblju od 1941.-1947. procijenjena je na ispod 25
mg/m?, uz povremeno odstupanje od ¢ak 1300 mg/m>. 1963. godine proizvodnja etilen oksida
je prestala, medutim sam spoj se nastavio koristiti u industrijskim postupcima zbog ¢ega se u
odredenim uzorcima izabranima nasumic¢no pokazalo kako sadrze etilen oksid prosjecno 1-10
mg/m’, uz povremeni porast koncentracije. Od preostalih kemikalija, ispitanici su bili izloZeni
1 kloralu, DDT-u, kloroformu, etilen-glikolu i drugima. Skupina je prac¢ena u periodu od sijecnja
1961. do prosinca 1985. Izlaganje etilen oksidu rezultiralo je smréu 34 zaposlenika 1 to svih
onih koji su bili neprekidno izloZeni spoju. Medu njima, 14 ispitanika je umrlo od karcinoma
od kojih je 5 imalo karcinom Zeluca, a 2 ispitanika imala su leukemiju. Medu ispitanicima koji
su bili isprekidano izloZeni kao 1 medu onima koji nisu bili izloZeni, nije bilo smrtnih slucajeva

(Hogstedt 1 sur., 1988).

1.3. Znakovi upozorenja i piktogrami koji se koriste kod opasnosti za etilen oksid

X

Slika 2. Piktogrami koji se koriste pri upozoravanju na opasnost od etilen oksida

Na gore navedenoj slici nalaze se znakovi upozorenja koji se koriste prilikom
oznaCavanja prostorija, ambalaze 1 sl. u kojima se nalazi opasnost od Stetnog ucinka etilen
oksida. Redom s lijeva na desno: ,,Zapaljivo “; ,,Nagrizajuce ; ,,Akutna toksicnost“ 1,,Opasnost

‘

od aspiracije, karcinogeno, mutageno, reproduktivno toksicno “.



1.4. Strategije EU u smanjivanju Stetnih u¢inaka EO na ljude

Referirajuci se na brojne studije o Stetnosti etilen oksida, Europska agencija za lijekove
(engl. European Medicinal Agency, EMA) je donijela poseban dokument koji to¢no i precizno
odreduje uvjete pod kojima je dozvoljena sterilizacija sirovina ovim spojem. Proces sterilizacije
etilen oksidom potrebno je izvoditi i uskladiti s Ph. Eur. 5.1.115.1.2. Ovakav oblik sterilizacije
je mogué samo u slu¢ajevima kada niti jedan drugi predvideni postupak nije moguce ostvariti.
Procjena rizika bi trebala ukljuciti rezidue poznatih genotoksi¢nih spojeva (ukljucujuci etilen
oksid 1 halogenirane etilenhidrine). Ovo bi trebalo biti evaluirano u skladu sa zahtjevima ICH
M7 ,,Procjena i kontrola DNA reaktivnih (mutagenih) necistoc¢a u farmaceutskim sirovinama s
ciljem ograniCavanja potencijalnog rizika nastanka karcinoma®, osim u slucajevima kada

sirovina o kojoj se radi nije u domeni ovih smjernica (EMA, 2019).

Tablica 1. Granicne vrijednosti za toksi¢ne rezidue nakon sterilizacije etilenom kod materijala
1 sirovina kod kojih se ICH M7 grani¢ne vrijednosti ne primjenjuju

Materijal Etilen Etilen klorohidrin (ili bilo koji drugi
oksid halogenirani etilenhidrin
Sirovine lpg/g 50pg/g

Gotovi proizvodi (ako se koristi | 1pg/g 50pg/g
na gotovom proizvodu)
Spremnik Ipg/ml 50pg/ml

,Uredbom (EU) br. 231/2012 predvideno je da se etilen oksid ne smije upotrebljavati za
sterilizaciju prehrambenih aditiva. Medutim, ne postoji grani¢na koli¢ina prisutnosti etilen
oksida u pogledu svih prehrambenih aditiva. U skladu s tom uredbom grani¢na vrijednost od
najvise 0,2 mg/kg etilen oksida utvrdena je samo za prehrambene aditive u ¢ijoj se proizvodnji
upotrebljava etilen oksid“ (UREDBA KOMISIJE (EU) 2022/1396, 2002). Kasnije su se pravila
vezana za dopustene razine etilen oksida dodatno postrozila ¢ime se donosi i novi dokument na
temelju kojega grani¢ne vrijednosti etilen oksida (kao zbroj etilen oksida i 2-kloretanola
izrazeni kao etilen oksid) ne smiju prelaziti 0,1 mg/kg za odredene prehrambene aditive kao i

za njihove mjesavine (UREDBA KOMISUJE (EU) 2022/1396, 2022).

Na temelju prethodno donesenih zakljuc¢aka te prikupljenih spoznaja i cjelokupnog znanja
o etilen oksidu, moZze se zakljuciti kako je stroga kontrola sadrZaja etilen oksida od krucijalnog
znaaja za zdravlje 1 sigurnost potroSaca. Javnost je ve¢ dulji period upoznata s ovom
problematikom preko razli¢itih medija preko kojih se nerijetko prikazuju vijesti vezane za

povlagenje brojnih namirnica i drugih sirovina s trZiSta zbog prisutnosti rezidua etilen oksida



koje prelaze minimalne dozvoljene koncentracije u samom proizvodu. U tom pogledu

zahvacene su brojne industrije, kako prehrambena tako i1 farmaceutska, tekstilna i brojne druge.

1.5. Dodaci prehrani

Dodaci prehrani pripravei su proizvedeni iz koncentriranih izvora hranjivih tvari ili
drugih tvari s hranjivim ili fizioloskim uc¢inkom te im je svrha dodatno obogatiti uobicajenu
prehranu. Oni nisu namijenjeni lije¢enju bolesti, nego o¢uvanju zdravlja. Praksa pokazuje kako
je pacijentima nejasna granica izmedu bezreceptnog lijeka 1 dodatka prehrani; a hoce li neki
proizvod biti registriran kao prvo ili drugo, Cesto ovisi samo o dozi aktivnih tvari u proizvodu.
Medutim, dodaci prehrani ne prolaze postupak odobravanja kao lijekovi i njihova je legislativa
opisana u Zakonu o hrani te je u nadleZnosti Ministarstva zdravlja, dok su bezreceptni lijekovi
u nadleZznosti HALMED-a (Hrvatske agencije za lijekove 1 medicinske proizvode) 1 regulirani
su Zakonom o lijekovima. Nadalje, dok za sve lijekove, ukljucujuéi one s bezreceptnim
statusom, postoji razvijen sustav obaveznog prijavljivanja i pracenja nuspojava (i nakon §to se
ve¢ nadu na trZiStu), za dodatke prehrani ne postoji takva obaveza te sigurnost njihove primjene
nije pod stalnim nadzorom. To znaci da kontrola kvalitete dodataka prehrani seze do analize
zdravstvene 1 sanitarne ispravnosti, no ne i do dokazivanja djelotvornosti kao kod ,,pravih*
lijekova (Batisti¢, 2020). Zdravstvene 1 prehrambene tvrdnje koje se koriste pri oznacavanju i
reklamiranju dodataka prehrani moraju biti regulirane kako bi se zastitilo zdravlje potroSaca,
ali 1 njihova prava na informiranost. Uredba br. 1924/2006. Europskog parlamenta i Vijeca
postavila je osnovu za izradu javnog registra prehrambenih i zdravstvenih tvrdnji. Registar
sadrzi sve tvrdnje za koje je predan zahtjev za odobrenje od strane Komisije, zajedno s
informacijama o njihovom odobrenju i uvjetima koristenja (http://ec.europa.eu/nuhclaims/).
Proizvodaci su duzni pri predaji zahtjeva za odobrenje tvrdnje priloZiti znanstvene dokaze

(Salapié¢, 2015).

Zahtjeve za odobrenje tvrdnji zaprimaju nacionalne nadlezne institucije, $to je u slucaju
Republike Hrvatske Ministarstvo zdravlja. Ministarstvo je duZzno obavijestiti Europsku
agenciju za sigurnost hrane o zaprimanju zahtjeva te ustupiti sve dokumente koje zahtjev sadrzi
(NN/39/2013). Agencija donosi misljenje o zaprimljenom zahtjevu te moZe postaviti dodatne
uvjete 1 ogranic¢enja za koriStenje tvrdnje. Odluku o odobrenju donosi Europska komisija te se
ona moze razlikovati od misljenja Agencije, no u tom slucaju Komisija treba obrazloZziti

razli¢ito miSljenje od Agencije (EC 1924/2006).



Medu biljkama koje se koriste za izradu dodataka prehrani za lijeCenje upalne bolesti
crijeva postoji nekoliko razli¢itih vrsta koje pokazuju u¢inak u borbi protiv Crohnove bolesti i

ulceroznog kolitisa. Neke od njih su:

o Aloe vera, Xanthorrhoeaceae — aloe vera

o Andrographis paniculata, Acanthaceae — kineski androfagis
o Artemisia absinthium, Asteraceae — gorki pelin

e Boswellia serrata, Burseraceae — indijski tamjanovac

e Cannabis sativa, Cannabaceae — indijska konoplja

e Curcuma longa, Zingiberaceae — kurkuma

Aloe vera je tropska biljka koju ljudi koriste od davnina, ponajvise radi zamijeenog
protuupalnog ucinka koji daje sok/gel iz listova ove biljke. Gel koji se koristi 1 u kozmeticke
svrhe sadrzi acetilirane manane, polimanane, antrakinonske C-glikozide, antrone, emodin i
lektine koji imaju bioloski u¢inak. U istom istraZzivanju otkriveno je da je kromon aloesin
klju¢an za kontrolu upalnog procesa u crijevima. Uz njega, utvrdeno je da i aloin, kao 1 aloj-
emodin, imaju funkciju inhibicije aktivnosti mijeloperoksidaze (MPO) koja je uklju¢ena u
aktivnost neutrofila koji su jedan od bitnih faktora upalnog procesa kod IBD-a (Algieri 1 sur.,

2015).

/ e

Slika 3. Polisaharidni gel iz listova biljke Aloe vera (preuzeto iz Sachar, 2018)

Andrographis paniculata je biljka koja se moZe pronaéi uglavnom u Indiji i na Sri Lanki,
te u nekim dijelovima Jugoisto¢ne Azije, gdje se ekstrakti ove biljke koriste za lijeCenje upalnih

procesa u ljudi. Fitokemijske analize ove biljne droge pokazale su da klju¢nu ulogu u



protuupalnom odgovoru imaju diterpenski laktoni, od kojih je najznacajniji andrografolid.
Pretpostavljeni mehanizam djelovanja andrografolida temelji se na inhibiciji transkripcijskog
faktora NF-kB koji je bitan za sintezu proupalnih citokina i ostalih medijatora upale kod IBD
(Algieri i sur., 2015).

Arthemisia absinthium biljka je poznata Sirom svijeta te se nerijetko koristi u medicinske
svrhe za lijecenje razli¢itih upalnih procesa u tijelu. Gorki pelin je opisan u brojnim svjetskim
farmakopejama, a prema njima, ljekoviti dijelovi biljke su listovi 1 stabljike. Dva razlicita
klinicka istrazivanja pokazala su pozitivan u¢inak gorkog pelina na lijeCenje Crohnove bolesti.
Smatra se da je TNF-a klju¢an upalni medijator kod imunosnog odgovora u pacijenata s
Crohnovom bolesti. Istrazivanje je pokazalo da flavonoidi iz ove biljke, poput 5,6,3'5'-
tetrametoksi 7,4'-hidroksiflavona (p7F), pokazuju znacajni protuupalni ucinak, djelomi¢no

inhibicijom COX-2 1 iNOS u stimuliranim imunosnim stanicama (Algieri i sur., 2015).

Smola dobivena ekstrakcijom iz biljke Boswellia serrata, kod nas poznate kao Indijski
tamjanovac, tradicionalno se koristi u Ajurvedskoj medicini u lijjeCenju upalnih bolesti,
poglavito ulceroznog kolitisa. Prema nekim ¢lancima objavljenima u Njemackoj, ¢ak 36 %
pacijenata s upalnom bolesti crijeva koristi ovu biljku u terapijske svrhe te se kod svih
pacijenata pokazalo da ekstrakt indijskog tamjanovca ima pozitivan ucinak na ublazavanje
simptoma ulceroznog kolitisa. Pretpostavlja se da triterpeni, od kojih su najzastupljenije
bosveli¢ne kiseline, imaju glavnu ulogu u smanjenju upalih reakcija uzrokovanih pojavom
ulceroznog kolitisa. /n vivo pokusi na Stakorima s ulceroznim kolitisom pokazali su da triterpeni
ove biljke imaju antioksidativan ucinak te da smanjuju lipidnu peroksidaciju u stanicama

crijeva, sto je djelomicno odgovorno za nastanak upalne bolesti crijeva (Algieri i sur., 2015).

Cannabis sativa, kod nas poznata kao indijska konoplja, je biljka koja se ve¢ duze vrijeme
koristi 1 u Hrvatskoj za ublazavanje tegoba poput kroni¢ne boli kod pacijenata s multiplom
sklerozom 1 karcinomima razli¢itih tipova. Nadalje, Cesto se koristi za lijeCenje razli¢itih
gastrointestinalnih bolesti, poput anoreksije, povracanja, abdominalne boli, proljeva 1
dijabetiCke gastropareze. Na temelju razli¢itih istraZivanja, pokazalo se da indijska konoplja
sadrzi preko 60 razli¢itih kanabinoida koji imaju ljekovito djelovanje. Otkriveno je da sustav
kanabinoidnih receptora u ljudi ima bitnu ulogu u regulaciji imunoreakcije, uklju¢ujuéi i u
gastrointestinalnom sustavu. Na tragu takve spoznaje, moZe se zakljuciti kako kanabinoidi,
predvodeni kanabidiolom (CBD), mogu imati terapijski potencijal kod pacijenata s upalnim

bolestima crijeva (Algieri i sur., 2015).



HO

Slika 4. Kemijska struktura kanabidiola — jednog od glavnih aktivnih sastojaka biljke
Cannabis sativa (preuzeto iz Zuna, 2018)

Curcuma logna biljka je iz porodice dumbirovki, podrijetlom iz Indije, ¢iji se podanak od
davnina koristi u terapijske svrhe ponajprije u Ajurvedskoj medicini i to za lije€enje upalnih
stanja. Glavni aktivni sastojak ove biljke je kurkumin koji je u novije doba postao predmetom
istrazivanja, iz ¢ega su doneseni zakljucci kako ovaj spoj ima izrazeno antioksidativno,
antifungalno, antimikrobno, antikancerogeno i protuupalno djelovanje. Izmedu ostalog,
pokazalo se da kurkumin ima pozitivan u¢inak na prevenciju i lijeCenje stanja povezanih s
upalnim bolestima crijeva. Pretklini¢ka istrazivanja pokazala su da kurkumin ima povoljan
ucinak na lije¢enje razli¢itih vrsta kolitisa. Takoder, smatra se da antioksidativno djelovanje
kurkumina, u vidu neutralizacije slobodnih radikala u stanicama crijeva, igra bitnu ulogu u

sprjeCavanju razvoja upalnih bolesti crijeva (Algieri i sur., 2015).
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Slika 5. Kemijska struktura kurkumina (preuzeto iz Soletti i sur., 2022)



2. OBRAZLOZENJE TEME

Etilen oksid kemijski je spoj koji je, izmedu ostalog, pronasao znacajnu primjenu u
sterilizacijskom postupku, ponajvise za sterilizaciju medicinskih instrumenata i farmaceutskih
sirovina za izradu lijekova 1 dodataka prehrani. Glavna prepreka koja koc¢i $iru primjenu ovog
sterilizacijskog agensa jest njegova citotoksi¢nost, to¢nije genotoksicnost, koja je ve¢ davnije
otkrivena kao bitan problem. Shodno tome doneseni su brojni zakoni i regulative diljem svijeta
pa tako iu EU s ciljem odredivanja minimalnih vrijednosti rezidua etilen oksida u sirovinama,
gotovim proizvodima 1 spremnicima koji se koriste u medicinske i prehrambene svrhe. Opca
javnost sve je viSe informirana o Stetnom djelovanju ovog spoja te mediji kao glavni oglasivaci
pokusavaju osvijestiti ozbiljnost problema koji sa sobom etilen oksid donosi, zbog ¢ega gradani
mogu svjedociti brojnim povlacenjima namirnica i ostalih proizvoda s polica ljekarni i trgovina

radi nedozvoljenih vrijednosti koncentracije etilen oksida u njima.

Cilj ovog diplomskog rada je, na primjeru dodataka prehrani koji se koriste za lijeenje
upalne bolesti crijeva sakupljenih iz razli¢itih dijelova svijeta, istraziti postoji li zaista
opravdana zabrinutost stru¢njaka u pogledu kontaminacije tih proizvoda etilen oksidom. U
istrazivanje su ukljucena 53 uzorka razli¢itih dodataka prehrani koji dolaze u razlicitim
dozirnim oblicima iz razli¢itih dijelova svijeta. Bitna zadaca jest 1 utvrditi u kojem od

farmaceutskih oblika se nalazi ve¢a koli¢ina oneciS¢enja etilen oksidom.



3. MATERIJALI I METODE

3.1. Opis istrazivanja

U istrazivanje su bila uklju¢ena 53 dozirna oblika komercijalno dostupnih dodataka
prehrani (S1-S35) i sastojaka dodataka prehrani (S36-S51) napravljeni na bazi kurkume,
indijskog tamjana, kineskog androfagisa i crnog papra dobivenih iz razli¢itih lokalnih ljekarni,
trgovina zdrave prehrane i internetskih trgovina. Uzorci su Sifrirani i skladiSteni prema uputama
proizvodaca. Na svim uzorcima provedena je analiza kojom se utvrdila to¢nost roka valjanosti
proizvoda. Detaljan opis svih uzoraka nalazi se na Tablici 2, a napravljen je na temelju
informacija koje se nalaze na pakiranju svakog od dodataka prehrani. Medu analiziranim
uzorcima, 25 njih dolazi u obliku tvrdih kapsula (S1-S25), 4 u obliku mekih kapsula (S26-S29),
6 u obliku tableta (S30-S35), dok su 2 uzorka dobivena iz dodatka prehrani napravljenog u
obliku tinkture (S52 1 S53). Ostatak koji ¢ini 16 uzoraka potjeCe od dodataka prehrani
napravljenih u formi praha korijena, praha lista, ekstrakta smole 1 uljne smole. Ovi proizvodi
su napravljeni u 37 razliCitih tvornica koje potjeCu iz 15 razli¢itih zemalja u svijetu. Rokovi
valjanosti svih proizvoda varirali su izmedu 2023. 1 2024. godine te je svaki uzorak testiran
prije isteka roka valjanosti odgovaraju¢eg dodatka prehrani. Dodaci prehrani medusobno su se
razlikovali s obzirom na dio biljke od kojeg su nacinjeni, odnosno s obzirom na oblik iscrpine
biljne droge, stoga se mogu razlikovati suhi ekstrakt, polusuhi ekstrakt, tekuci ekstrakt, smola,
liofilizat i micelarna otopina. Medu uzorcima, 19 njih je sadrzavalo ekstrakte jedne biljke, dok

je 16 njih sadrzavalo ekstrakte nekoliko razlicitih biljaka.

Tablica 2. Podatci od proizvodaca koji se nalaze na oznaci dodataka prehrani.

Broj
Net
Oznaka | Formulacija | Biljna | Preporucena | dozirnih teiilfa Zemlja
uzorka uzorka vrsta dnevna doza | jedinica u ] podrijetla
. . | proizvoda
pakiranju
Kurkuma,
tvrde .
S1 Crni 2 kapsule 60 24 ¢ Hrvatska
kapsule
papar
t
S2 vrde Kurkuma 2 kapsule 60 30g Hrvatska
kapsule
" -
S3 vrde Kurkuma 2 kapsule 60 m{e Italija
kapsule oznaceno
Kurkuma
t " | 1 kapsul
s4 vrde Crni apsuia uz 30 19g Austrija
kapsule jelo
papar
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Kurkuma,

t 2 kapsul
S5 vrde Crni apsuie 1z 60 3522¢ | Hrvatska
kapsule jelo
papar
Kurkuma, | 6 kapsula 45 .
tvrde ) ) .. nije nema
S6 Crni min. prije 60 9 . .
kapsule oznaceno | informacija
papar obroka
tvrd
S7 viee Kurkuma 1 kapsula 66 77 g Kanada
kapsule
Kurkuma
" | 2 kapsul
S8 tvrde Crni apsweuz | o, 30g | Nizozemska
kapsule obrok
papar
tvrde Kurkuma, nife
S9 v Crni 6 kapsula 60 9 Tajland
kapsule oznaceno
papar
tvrde 3 kapsule nife
S10 Kurkuma poslije 100 Jv Tajland
kapsule oznaceno
obroka
TndisKi v
S11 tvrde ndijski | apsule 60 e Indija
kapsule tamjan oznaceno
12 tvrde Indl_]‘Skl 2 kapsule uz 60 Ill]ve Indija
kapsule tamjan obrok oznaceno
vrd ndiski =
S13 vree NEUSEL ) kapsule 60 nwe UK
kapsule tamjan oznaceno
vrd ndiski ~
S14 Vrae NAUSKL 5 Kapsule 60 e Indija
kapsule tamjan oznaceno
315 tvrde Indl_]‘Skl 1 kapsula uz 60 mjve Hrvatska
kapsule tamjan obrok oznaceno
S16 tvrde Indl_]‘Skl 2 kapsule uz 20 mjve Hrvatska
kapsule tamjan obrok oznaceno
vrd Kinoski =
S17 viee nes 1. 1 kapsula 60 mjve Indija
kapsule androfagis oznaceno
vrd Kinoski =
S18 viee nes 1. 2 kapsule 30 mjve Indija
kapsule androfagis oznaceno
319 tvrde Klneskl‘ 4 kapsule uz 60 1’11JV e Tajland
kapsule androfagis obrok oznaceno
Kurkuma
t " | 1 kapsul ij
S20 vrde Kineski apstra tz 60 e Indija
kapsule . obrok oznaceno
androfagis
Kurkuma, 2 kapsule
tvrde . ..
S21 Crni poslije 60 30g Hrvatska
kapsule
papar obroka
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Kurkuma,

t 2 kapsul
S22 vrde Indijski apsue Uz 60 588g | Hrvatska
kapsule s obrok
tamjan
tvrde Kurkuma, nije
$23 Kineski | 2 kapsule 60 9 SAD
kapsule . oznaceno
androfagis
Kurkuma, ..
24 tvrde Kineski 6 kapsula uz 60 nljve SAD
kapsule . obrok oznaceno
androfagis
tvrde Kurkuma, nife
A%
S25 Indijski 3 kapsule 60 JV SAD
kapsule s oznaceno
tamjan
meke Kurkuma, 1 kapsula nije
z
S26 Crni psuia 30 JV Hrvatska
kapsule obrok oznaceno
papar
meke
2 Kurk kapsul Belgij
S27 kapsule urkuma 8 kapsula 60 55¢ elgija
meke 1 kapsula uz
2 Kurk 4 AD
S28 kapsule urkuma obrok 30 384¢g S
meke 1 kapsula uz
S29 Kurkuma 30 17,8 g Hrvatska
kapsule obrok
Kurkuma, 2 tablete nije nije
i
S30 tablete Crni . Jv JV Tajland
prije obroka | oznafeno | oznaceno
papar
1 tableta uz
S31 tablete Kurkuma 30 49 g SAD
obrok
$32 tablete | Kurkuma | 2 tablete e e UK
oznaceno | oznaceno
Kurkuma,
S33 tablete Crni 10 tableta 300 g Njemacka
papar
Indijski 2 tablet
S34 tablete nagst avete iz 40 67,2 ¢ SAD
tamjan obrok
Kurkuma
’ 2 tablet Nijj
S35 tablete Indijski | = oo 60 Je SAD
) prije obroka oznaceno
tamjan
Kurkuma,
Indijski niie nife
S36 prasak tamjan, JV JV 100 g Indija
. oznaceno oznaceno
Crni
papar
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Kurkuma,

S37 prasak Crni mJVe mjve 27 g Nizozemska
papar oznaceno oznaceno
Tndiski = = ;
$38 prasak HAlskt e He 100 g Indija
tamjan oznaceno oznaceno
$39 prasak eskd e He 100 g Indija
androfagis | oznaceno oznaceno
Kinoski = T
S40 prasak eskd e He 100 g Indija
androfagis oznaceno oznaceno
Kinoski ~ ~
S41 prasak eskd e e 100 g Indija
androfagis oznaceno oznaceno
S42 prasak Crmi e e 100 g Indija
papar oznaceno oznaceno
S43 prasSak Kurkuma mJVe mjve 200 g Hrvatska
oznaceno oznaceno
S44 prasak Kurkuma m{e mjve 100 g Njemacka
oznaceno oznaceno
S45 prasak Kurkuma m{e mjve 100 g Hrvatska
oznaceno oznaceno
S46 prasak Kurkuma nuve ngve 100 g Hrvatska
oznaceno oznaceno
S47 prasak Kurkuma nuve ngve 100 g Austrija
oznaceno oznaceno
S48 prasak Kurkuma nuve ngve S0g Hrvatska
oznaceno oznaceno
ndiski ~ ~
$49 smola nagskt e e 100 g Grika
tamjan oznaceno oznaceno
ndiiski = =
S50 smola ! IJ.S ' mJVe mjve 200 g Turska
tamjan oznaceno oznaceno
351 <mola Indijski nije nije 100 g Nema
tamjan oznaceno oznaceno informacija
S52 tinktura Kurkuma 1,2 ml mjve 50 mL Bugarska
oznaceno
S53 tinktura Kurkuma 60 kapi mjve 50 mL Hrvatska
oznaceno
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3.2. Standardne otopine i priprema uzoraka

S obzirom na veliku reaktivnost etilen oksida, ispitivane otopine pripremale su se na
niskim temperaturama. Takoder, svi reagensi kao i ispitivane otopine cuvali su se na hladnom
prije upotrebe. Otvoreno je 20 dozirnih jedinica svakog uzorka tvrdih kapsula (S1-S25) kako bi
se skupio praSak te su uzorci samljeveni ukoliko je bilo potrebno. Takoder, 20 dozirnih jedinica
svakog od uzoraka tableta samljeveno je u porculanskom tarioniku pistilom (S30-S35). Od
preparata prasaka i smole uzeto je po 100 g te je samljeveno u fini prasak (S36-S51). Dodaci
prehrani koji su bili u teku¢im formulacijama prije uzorkovanja su dobro promuckani radi
homogenizacije uzorka (S52 1 S53). Nadalje, po 2 g svakog od homogeniziranih uzoraka
dodano je u polipropilensku epruvetu nakon ¢ega je u svaku epruvetu dodan unutarnji standard
(2-kloretanol D4) te smjese acetonitrila 1 ultradiste vode u volumnom omjeru 9:1. Tako
pripremljeni uzorci homogenizirani su na homogenizatoru (Mini GTM 1600, Spex Sample
Prep, SAD) te centrifugirani 10 min na 5000 x g na temperaturi od -10°C uz koriStenje
centrifuge (Z 32 HK, Hermle, Gosheim, Njemacka). U zavrSnom koraku, uzorci su se otparavali
uz primjenu rotacijskog evaporizatora (model EV311H by LabTech S.R.L., Sorisole, Italija).
Na posljetku, uzorci su se rekonstituirali otapanjem u acetonitrilu te su prebaceni u bocice za

GC-MS/MS analizu.

3.3. Postupak analize

Analiza uzoraka provedena je spregnutom tehnikom plinske kromatografije s
tandemskom masenom spektrometrijom (GC-MS/MS TQ8050, Shimadzu, Kyoto, Japan) i DB-
17MS kapilarom (duzine 20 m, promjera 0,18 mm te debljine filma 0,18 pum) od Agilent
Technologies (Santa Clara, California, SAD). Prilikom plinske kromatografije primjenjivana je
gradijentna metoda uz pocetnu temperaturu pecnice 50°C 2 minute, te postupno podizanje
temperature za 15°C/min do 250°C. Ionizacija analita je provedena na temperaturi izvora od
230°C. Rezultati su detektirani koriste¢i tandemsku masenu spektrometriju uz visestruki nacin
pracenja reakcija (MRM) uz pracenje 2-kloretanola: 80,0 = 31,0 (kvantifikator) i 82,0 = 31,0
(kvalifikator). Unutarnji standard 2-kloretanol D4 pratio se: 84,0 = 33,0 (kvantifikator) i 86,0
- 33,0 (kvalifikator). Prikupljanje podataka kao i njihova kasnija obrada provedeni su

primjenom LabSolution Software Version 4,52 (Shimadzu, Kyoto, Japan).
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4. REZULTATI

4.1. Validacija metode

Validacija analiticke metode je postupak kojim se odreduje i dokumentira da je analiticka
metoda prikladna za odredenu primjenu. Validacija osigurava da ¢e se u propisanim uvjetima
primjenom validirane metode dobiti valjani rezultati. Prema regulatornim zahtjevima dobre
proizvodacke i laboratorijske prakse (engl. Good Manufacturing Practice, GMP i engl. Good
Laboratory Practice, GLP) postupci validacije analitickih postupaka postali su obveza i
provode se prema ICH smjernicama (engl. International Conference on Harmonisation of
Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use, ICH) ¢lanak Q2.
Potrebno ju je provesti pri razvoju 1 uvodenju nove metode te kod promjene bilo kojeg dijela

ve¢ validirane analiticke metode (Ahuja, 2001).

Validacija optimiranog analitickog postupka provedena je sukladno ICH smjernicama Q2
(R2). Ispitani su sljedeci validacijski parametri: linearnost, granica dokazivanja (engl. Limit of

Detection, LOD), granica odredivanja (engl. Limit of Quantitation, LOQ), to¢nost 1 preciznost.

Linearnost analiticke metode jest njezina moguénost da wunutar odredenog
koncentracijskog raspona daje odazive koji su izravno proporcionalni koncentraciji analita u
uzorku (ICH, 2005). Utvrduje se mjerenjem na pet koncentracijskih razina pri ¢emu se svaka
razina ispituje u triplikatu. U ovom radu ispitano je linearno podru¢je metode za odredivanje
etilen oksida u rasponu od 0,02 ppm do 0,2 ppm. U navedenom podrucju postignuta je izvrsna

linearnost metode (Tablica 3).

Granica identifikacije (LOD) najniza je koncentracija analita koja se moze sa sigurnos¢u
identificirati, ali ne 1 odrediti pri zadanim uvjetima metode. Granica odredivanja (LOQ)
predstavlja najnizu koncentraciju analita u uzorku koju je moguée odrediti s prihvatljivom

tocnoscu 1 preciznos$cu pri propisanim uvjetima metode (ICH, 2005).

Prema ICH smjernicama LOD i1 LOQ moguce je odrediti na nekoliko razli¢itih nacina.
Jedan od nacina je razrjedivanje standardne otopine dok se ne dobije otopina kod koje je omjer
signala analita 1 Suma za LOD u omjeru 3:1 ili 2:1, a za LOQ u omjeru 10:1. Nadalje, LOD 1
LOQ mogu se odrediti iz standardne devijacije signala i nagiba kalibracijskog pravca. U
provedenom istraZivanju koristena je tehnika razrjedivanja standardne otopine, a vrijednosti
LOD i LOQ koje su dobivene za ispitivane analite prikazane su u Tablici 3. Niske vrijednosti

LOD i LOQ ukazuju na prikladnu osjetljivost metode.
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Tablica 3. Podaci dobiveni validacijom GC/MS/MS metode.

) Reit.encq sko Linearnost .. 3 LOD LOQ
Analit | vrijeme (tg, ’ Pravac regresije r 4 5

min/RSDY,%) (ppm) (ppm)” | (ppm)
2-CE 2,80 0,02-0,2 | y=16470x+44,757 | 0,996 | 0,003 0,009
Analit Preciznost (RSD,%)°® Toénost (obnovljivost i RSD, %)’
Ponovljivost | Srednja preciznost Niska Srednja Visoka

(n=5) (n=10) (n=3) (n=3) (n=3)

2-CE 2,60 7,24 97,11 94,13 103,88

Preciznost analiticke metode sluZi kako bi se moglo procijeniti podudaranje izmedu niza
ponovljenih mjerenja dobivenih viSestrukim uzorkovanjem istog homogenog uzorka pri
propisanim uvjetima. MoZe se izraziti kao ponovljivost (engl. repeatability), srednja preciznost
(engl. intermediate precision) 1 obnovljivost (engl. reproducibility). Ponovljivost izrazava
podudaranje rezultata dobivenih istim analitickim postupkom, pod istim uvjetima i u kratkom
vremenskom rasponu. Srednja preciznost oznacava odstupanje rezultata dobivenih pod
razli¢itim uvjetima u istom laboratoriju (analize provedene kroz dulji vremenski period, razli¢iti
analiticari ili instrumenti). Obnovljivost oznacava odstupanje rezultata dobivenih u razlic¢itim
laboratorijima (ICH, 2005). U ovom istrazivanju preciznost je procijenjena kroz ponovljivost 1
srednju preciznost. Ponovljivost je procijenjena analizirajuci pet individualnih uzoraka radnih
otopina gdje je razina ponovljivosti 0,1 ppm, u istom danu. Srednja preciznost je ispitana i
odredena na temelju pet razliCitih uzoraka tijekom dva dana. Podatci za odredivanje preciznosti

su izrazeni kao relativne standardne devijacije.

1 RSD- (engl. Relative Standard Deviation) relativna standardna devijacija

2 Linearnost je ispitana na minimalno pet koncentracijskih razina u trima individualno pripremljenim standardnim
otopinama iz kojih je napravljen zajednicki pravac regresije.

3 r- koeficijent korelacije

4 LOD- (engl. Limit of Detection) limit detekcije

> LOQ- (engl. Limit of Quantitation) limit kvantifikacije

® Ponovljivost je procijenjena analizirajuéi pet individualnih uzoraka radnih otopina (razina ponovljivosti je 0,1
ppm) u istom danu, dok je srednja preciznost ispitana i odredena na temelju pet razlicitih uzoraka tijekom dva
dana. Podatci su izrazeni kao relativne standardne devijacije.

" To¢nost metode ispitana je analizom standardnih otopina u triplikatu na tri koncentracijske razine (niska: 0,02
ppm; srednja: 0,1 ppm; visoka: 0,2 ppm). Podatci su izraZeni kao analiticki prinos i relativne standardne devijacije.
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Toc¢nost analitickog postupka (engl. accuracy) pokazuje podudaranje srednje vrijednosti
dobivenih rezultata sa stvarnim ili prihvaéenim referentnim vrijednostima (ICH, 2005). U ovom
eksperimentu to¢nost metode je ispitana analizom standardnih otopina u triplikatu na tri
koncentracijske razine (niska: 0,02 ppm; srednja: 0,1 ppm; visoka: 0,2 ppm). Podatci analize

to¢nosti izrazeni su kao analiticki prinos i relativne standardne devijacije.

4.2. Analiza uzoraka

Problem koji je ve¢ dugo vremena poznat u znanstvenim krugovima jest kontaminacija
biljnog materijala patogenim bakterijama 1 gljivicama, a pripisuje se okoliSnim ¢imbenicima
kao 1 uvjetima uzgoja 1 skladiStenja biljnog materijala. Takoder, bitan ¢imbenik u rastu
patogenih mikroorganizama jest 1 nedostatak dobre proizvodacke prakse prilikom uzgoja biljnih

sirovina, §to se moZe pripisati pojedinim uzgajivac¢ima biljaka 1 biljnih sirovina.

Kao §to je ve¢ prethodno spomenuto, upravo je sterilizacija etilen oksidom jedna od
najboljih metoda sterilizacije pri niskim temperaturama biljnog materijala u kojem se nalaze
djelatne sastavnice koje imaju termolabilan karakter. Takoder, pakiranja koja ulaze u sastav
dodataka prehrani spadaju pod materijale koje je se preporuca sterilizirati ovom metodom
sterilizacije. Na Zalost, ovakav oblik sterilizacije postaje sve viSe ogranicavajuc¢i zahvaljujuci
genotoksicnom ucinku etilen oksida kod ljudi koji su izloZzeni njegovim Stetnim utjecajima
tijekom obrade sirovina. Upravo iz ovog razloga, etilen oksid postaje sve ¢eS¢a tema rasprave
u stru¢nim krugovima. Od nedavno je kontaminacija biljnih dodataka prehrani etilen oksidom
postala iznimno velik problem za farmaceutsku industriju; iznimno visoke koncentracije
njegovih rezidua zamijec¢ene su prilikom analiza nekih dodataka prehrani. U skladu s prethodno
citiranim najnovijim smjernicama EK za maksimalne moguce koncentracije etilen oksida u
farmaceutskim proizvodima koje iznose 0,1 mg/kg, provedena je analiza dodataka prehrani koji
u ovom kontekstu predstavljaju opasnost ponajprije za pacijente koji pate od upalne bolesti
crijeva. Primijenjena je analiza spregnutim tehnikama plinske kromatografije i tandemske
masene spektrometrije kako bi se odredila koncentracija etilen oksida u Evrstim i teku¢im
dozirnim oblicima kao i u odredenim popratnim sastojcima dodataka prehrani poput polimernih
ovojnica od kojih se izraduju kapsule za dodatke prehrani. Uzorci obuhvacaju i biljne sirovine
koje se koriste u izradi dodataka odnosno kao ekvivalenti etilen oksida ili kao zbir etilen oksida
1 njegovog nusprodukta 2-kloretanola dobivenog reakcijom acetaldehida s kloridnim ionom

(Tablica 4).
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Tablica 4. Sadrzaj etilen oksida izraZzen kao EOrotal u dozirnim oblicima dodataka prehrani 1

biljnim sirovinama koje se koriste u izradi dodataka prehrani.

Incidencija Srednia Raspon
[%]! Broj » J Medijan kvantificiranih
Vrsta uzorka P vrijednost . .
kvantificiranih (mg/kg) (mg/kg) vrijednosti
uzoraka g (mg/kg)
Tvrda kapsula 52,00 (13) 0,61 0,14 0,02-3,29
Meka kapsula 25,00 (1) 0,05
Tableta 66,66 (4) 0,42 0,04 0,02-1,58
Biljne sirovine 43,75 (7) 0,37 0,02 0,02-0,09
Tinktura 0 (0) e o s
primjenjivo primjenjivo primjenjivo
Incidencija=[(broj kvantificiranih uzoraka)/(ukupan broj uzoraka)] x 100
(x 10000)
[20.00>31.00 W
52.00>31.00
5 -
- t
H J,‘l \
— w‘ '\ I
04— == " —
2.75 3.00 3.25 time (min)

Slika 6. GC/MS/MS kromatogram uzorka S35.

Izneseni rezultati istrazivanja prikazuju kako su myjerljive razine EOtoai zamijeéene u

gotovo polovici uzoraka. Najvecu zabrinutost pokazuje ¢injenica da je ¢ak 8 uzoraka sadrzavalo

razine etilen oksida koje su iznad dopustenih razina za ovaj spoj u EU. Bitno je naglasitiito da

su svi proizvodi kupljeni u dozirnim oblicima kakvi se koriste za dodatke prehrani (7 njih u

obliku tvrdih kapsula i 1 u formi tableta).

Na temelju ovog istrazivanja postoji osnovana sumnja da se izvor nedozvoljenih

koncentracija etilen oksida nalazi u pakiranjima samih dodataka prehrani koji su u neposrednom
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kontaktu s djelatnom tvari, a to se ponajprije odnosi na kapsule (polimerne ovojnice) i blistere.
Ovo saznanje ima za cilj osvijestiti regulatorna tijela Europske unije na ¢injenicu da je potreba
za regulativom rezidua etilen oksida iznimno bitna i velika. Nadalje, najalarmantnija
informacija jest ta da su razine EO u pojedinim uzorcima (S15 i S22) bile ¢ak i preko 30 puta
vec¢e od onih koje su dozvoljene u EU. U ovom trenutku, ovakva otkri¢a stvaraju ¢vrsti temelj
za jos stroze i temeljitije kontrole rezidua ovog toksi¢nog agensa u farmaceutskim proizvodima,

njihovim pakiranjima, kao i sirovinama iz kojih se oni izraduju.
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5. RASPRAVA

Na temelju provedenog istrazivanja namece se glavno pitanje, a to je pitanje sigurnosti,
kako pacijenata, tako i1 svih potrosaca koji koriste proizvode koji se u svojem postupku
proizvodnje obraduju/steriliziraju etilen oksidom. Samo istrazivanje daje na uvid ¢injenicu da
unatoc strogoj regulativi od strane EMA-e i dalje postoji mogucnost da se na podrucju Europske
unije moze pronaéi/naruciti proizvod (u ovom sluc¢aju dodatak prehrani) koji sadrzi
nedozvoljene koncentracije rezidua etilen oksida te se na taj naCin znaajno moze ugroziti
zdravlje kako pojedinca tako i cijele jedne populacije pacijenata, a to su u ovom sluc¢aju ranjive
skupine bolesnika koji pate od upalne bolesti crijeva. Zdravstvene organizacije Sirom svijeta
trebale bi moc¢i poraditi na ovoj temi te blize 1 temeljitije suradivati kako ne bi dolazilo do
ovakvih otkri¢a koja zaista imaju bitan u€inak na svijest populacije i njihovu bojazan od

toksi¢nosti razli¢itih kemikalija koje se koriste u proizvodnim procesima.

Sljedece pitanje koje je moguce postaviti jest pitanje podrijetla samog etilen oksida u
dodatcima prehrani. Kada bi se pojednostavilo, pitanje je u kojoj od sirovina koje se koriste u
procesu proizvodnje ovih dodataka prehrani postoji najveca zastupljenost rezidua etilen oksida.
Odgovor na to daje analiza dodataka prehrani razli¢itih formulacija te se na temelju toga moglo
odrediti koja formulacija ima veci postotak rezidua etilen oksida, a u kojim formulacijama ne
dolazi do odstupanja od grani¢nih vrijednosti. Nakon razmatranja rezultata GC/MS/MS
metodom moze se zakljuciti kako tvrde kapsule, kao i sastojci dodataka prehrani sadrze najveci
udio nedopustene koncentracije etilen oksida, §to je vidljivo iz Tablice 4. Na tragu ovakvih
rezultata moZe se otvoriti rasprava u kojoj struka treba istraziti je li problem zaista u polimernim
ovojnicama u koje se stavlja praSak dodatka prehrani ili je mozda problem u samom pakiranju
kao $to su blisteri kapsula ili vanjsko pakiranje samog dodatka prehrani. Nakon provedenih
istrazivanja otvara se mogucnost bolje regulacije sterilizacijskog procesa pojedinih sastojaka i

sirovina etilen oksidom.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju istrazivanja koje je provedeno na bazi 53 razlicita uzorka dodataka prehrani
iz razli¢itih dijelova svijeta, ukljucujuc¢i Europu, SAD te Juznu i Jugoisto¢nu Aziju, moguce je
zakljuciti kako su rezultati odredivanja koncentracije rezidua etilen oksida u tim uzorcima
porazavajuci, gdje ¢ak vise od 50 % analiziranih uzoraka sadrzi mjerljive razine etilen oksida,
dok 8 uzoraka sadrzi koncentracije etilen oksida koje su vise od onih dozvoljenih u EU (0,1
mg/kg). Jo§ viSe zabrinjava ¢injenica da su ¢ak dva uzorka (S15 1 S22) medu testiranima imala
koncentracije etilen oksida i do 30 puta vece od onih koje su dozvoljene u EU. Unato¢ svim
uredbama koje reguliraju dopustene koli¢ine ovog spoja, zaklju€ak ovog rada jest taj da je
potrebno te iste mjere temeljitije provoditi u praksi. Prijedlog je i taj da se internet trgovina,
preko koje je dio dodataka prehrani kupljen, treba stroze kontrolirati i uskladiti s opéim
odredbama donesenim od strane EMA-e kako bi se ovakvi slu¢ajevi koji ukazuju na opasnost
za ljudsko zdravlje mogli Sto lakSe izbje¢i. Svakako bi i1 uskladivanje regulativa razliitih
zdravstvenih regulatornih tijela iz cijelog svijeta znac¢ajno doprinijelo uklanjanju poteskoca i

opasnosti za zdravlje populacije.
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7. POPIS KRATICA, OZNAKA I SIMBOLA

CBD - kanabidiol

COX-2 — (engl. Cyclooxygenase type 2) ciklooksigenaza tipa 2

DDT - diklorodifeniltrikloroetan

DNA — (engl. DeoxyriboNucleic Acid) deoksiribonukleinska kiselina
EK — Europska komisija

EMA — (engl. European Medical Agency) Europska agencija za lijekove
EO — etilen oksid

EOrotal — koncentracija etilen oksida

EU — Europska unija

GC/MS/MS — spregnuta tehnika plinske kromatografije s tandemskom masenom

spekrtometrijom

GMP — (engl. Good Manufacturing Praxis) dobra proizvodacka praksa
GLP — (engl. Good Laboratory Praxis) dobra laboratorijska praksa
HALMED - Hrvatska agencija za lijekove 1 medicinske proizvode
IBD — (engl. Inflammatory Bowell Disease) upalna bolest crijeva

ICH — (engl. he International Council for Harmonisation of Technical Requirements for

Pharmaceuticals for Human Use) Medunarodna organizacija za harmonizaciju
INOS — (engl. Inducibile NO-synthase) inducibilna NO-sintaza

LOD — (engl. Limit of Detection) granica dokazivanja

LOQ — (engl. Limit of Quantitation) granica odredivanja

MPa — megapaskal

MPO — mijeloperoksidaza

MRM - tandemska masena spektrometrija uz viSestruki na¢in pracenja reakcija

NF- kB — nuklearni faktor kB
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Ph. Eur. — Europska farmakopeja
r — koeficijent korelacije
RSD — (engl. Relative Standard Deviation) relativna standardna devijacija

TNF-a — (engl. Tumor Necrosis Factor a) faktor tumorske nekroze o
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9. SAZETAK/SUMMARY

Etilen oksid kemijski je spoj otkriven jo§ pocetkom 20. stoljeca te se od tada njegova
primjena pocela Siriti, a glavnu ulogu pronaSao je u niskotemperaturnom sterilizacijskom
procesu koji se primjenjuje za sterilizaciju medicinske opreme, farmaceutskih i prehrambenih
sirovina i materijala. Polovicom 20. stolje¢a postalo je jasno kako ovaj spoj nije bezopasan te
da se njegova primjena i koncentracija u sirovinama mora strogo regulirati. Brojne znanstvene
studije ukazuju na to da etilen oksid ima karcinogeno, mutageno i reproduktivno toksi¢no
djelovanje zbog Cega je javnost postala sve viSe zabrinuta 1 skepti¢na u pogledu primjene ovog

sterilizacijskog agensa.

Istrazivanje, koje je provedeno na Zavodu za analitiku 1 kontrolu lijekova Farmaceutsko
— biokemijskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu, temelji se na analizi 53 razli¢ita uzorka
dodataka prehrani nabavljenih u Europi i ostatku svijeta. Rezultati istrazivanja su, na zalost,
porazavajuci jer je Cak preko polovine analiziranih uzoraka sadrzavalo detektabilne razine
etilen oksida, dok je 8 uzoraka sadrzavalo razine etilen oksida vece od 0.1mg/kg, Sto je gornja
dozvoljena granica koncentracije rezidua etilen oksida u Europskoj uniji. Cak 2 uzorka

sadrzavala su 30 puta vece razine etilen oksida od dopustenih.

Ovo istrazivanje ima za cilj ukazati regulatornim tijelima Europske unije i cijelog svijeta
na Stetnost ovog spoja i potrebu za strozim nadzorom farmaceutskih, prehrambenih, tekstilnih

1 drugih sirovina kod kojih se koristi oblik sterilizacije etilen oksidom.
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Ethylene oxide is chemical compound that is discovered at the begining of 20th century
and, since that, its application started spreading, but the main application it found in low-
temperature sterilisation process that is used for sterilisation of medical equipment,
farmaceutical materials and food products. At the half of 20th century, people found out that
this compound is not so safe for human health, so health organisations started exercise control
of concentrations of ethylene oxide in raw materials that were sterilised with this compund.
Numerous scientific researchs indicate that ethylene oxide has carcinogenic and mutagenic
impact, and also is considered as reproductive toxic agent. That is the reason why so many

people are concerned about using ethylene oxide as sterilisation agent.

Research, that is conducted on the Institute for drug analysis and control on Faculty of
Pharmacy and Medical Biochemistry of the University of Zagreb, is based on the analysis of
53 different samples of dietary supplements that are found in Europe and in the rest of the world.
Results of the research are, unfortunately, devastating because there were more than a half of
53 samples that had detectabile ethylene oxide concentrations in their composition. 8 of them
had ethylene oxide concentrations that are more than allowed in the European Union
(0.1mg/kg). Furthermore, 2 of the samples had ethylene oxide concentrations that were 30 times

more than allowed in the EU.

The purpose of tihs research is to indicate to the regulatory authorities of the EU and the
rest of the world that ethylene oxide is very toxic compound and that there should be stricter
surveillance of pharmaceutical, textile, food and other materials that pass through ethylene

oxide sterilisation process.
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