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SAZETAK

Hrvatska agencija za hranu (HAH) zaprimila je 9. sijecnja 2012. godine od Ministarstva poljoprivrede
(KLASA: 053-01/12-01/13; URBROJ: 525-13-2-0705/12-1) zahtjev za donoSenjem znanstvenog
misljenja o migraciji epoksidiranog ulja soje (ESBO) s poklopca staklenki koje sadrze tapenadu od
zelenih maslina iz Hrvatske.

Slijedom zahtjeva formirana je radna grupa za dono$enje znanstvenog misljenja. Radna grupa je
prilikom procjene i pregleda dostupnih dokumenta izradila trazeno znanstveno misljenje.

ESBO se koristi kao plastifikator (omeksalo) i stabilizator plastike kao Sto je poli(vinil-klorid), PVC.
Konkretno, koristi se za brtvljenje metalnih poklopaca za staklenke, gdje se moze nadéi u koli€ini do
40% mase brtve. Prema tome, postoji moguénost migracije u hranu tijekom procesiranja i Cuvanja.
ESBO se takoder koristi kao stabilizator omekSanih PVC prijanajuéih filmova za omatanje hrane.
Vrijednost dopustenog dnevnog unosa (TDI, 7olerable Daily Intake) za ESBO utvrdila je Europska
agencija za sigurnost hrane (EFSA, European Food Safety Agency). TDI za ESBO iznosi 1 mg/kg
tielesne mase (EFSA, 2004, 2006). Zakonodavstvo Europske unije (EU) i Republike Hrvatske navodi
granicu specifi€ne migracije (SML, spcific migration limif) za ESBO od 60 mg po kg hrane za sve
tipove hrane i 30 mg po kg za djecju hranu (EC 2002, 2005, 2007a, 2007b; Pravilnik 2009).

Procjenu migracije ESBO-a u hrani kao $to su umaci, zacini i proizvodi u ulju pakirani u staklenkama s
metalnim poklopcem prevuéenim PVC materijalom koji sadrzava ESBO, objavila je Radna grupa za
aditive u hrani, arome, procesna pomagala i materijale u dodiru sa hranom (AFC, Panel/ on Food
Additives, Flavourings, Processing Aids and Materials in Contact with Food) Europske agencije za
sigurnost hrane (EFSA, 2006).

Na osnovi prosjeéne koncentracije ESBO-a u upakiranoj hrani u staklenkama sa PVC prevucenim
poklopcima, potencijalno visoki dnevni unos kod odraslih osoba procijenjen je da iznosi 0.25 mg/kg

tielesne mase/dan.

KLJUCNE RIJECI

Epoksidirano ulje soje, ESBO, PVC, staklenke, tapenada od zelenih maslina
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SUMMARY

Croatian Food Agency (HAH) received on January 9, 2012, request for a scientific opinion concerning
the migration of epoxidised soybean oil (ESBO) from lids of jars containing green olive tapenade from
Croatia, from the Ministry of Agriculture (CLASS: 053-01/12-01/13; Reg: 525-13-2-0705/12-1).
Following the application, a Working Group for drafting the scientific opinion was established. Based
on the assessment of the relevant scientific documents and available data the working produced
required scientific opinion.

ESBO is used as a plasticiser and stabiliser for plastics such as poly(vinyl chloride) PVC. It is used in
particular in sealing gaskets of metal lids for glass jars, where it can be present at up to 40% of the
weight of the gasket. There is thus a potential for migration into the food both during processing and
storage. ESBO is also used as a stabiliser in plasticised PVC cling films for wrapping foods.

A tolerable daily intake (TDI) for ESBO has been established by the European Food Safety Authority
(EFSA). The TDI established for ESBO is 1 mg/kg body weight (EFSA, 2004, 2006). The European
Union (EU) and Croatian (RH) legislation has set a specific migration limit (SML) for ESBO of 60 mg
per kg food for general foods and 30 mg per kg infant foods (EC 2002, 2005, 2007a, 2007b; Pravilnik
2009).

The Scientific Panel on Food Additives, Flavourings, Processing Aids and Materials in Contact with
Food (AFC) evaluated the results of the surveys available on the migration of epoxidised soybean oil
(ESBO) into foodstuffs such as sauces, condiments and products in oil packaged in glass jar with
metal lids lined with polyvinyl chloride (PVC) containing ESBO (EFSA, 2006).

Based on average concentration levels of ESBO in foods packaged in glass jars with PVC lined lids,

the potential high dietary exposure of adults was estimated to be 0.25 mg/kg body weight (bw) /day.

KEY WORDS
Epoxidised soybean oil, ESBO, PVC, jars, green olive tapenade
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POZADINA SLUCAJA

Ministarstvo poljoprivrede (NKT) je kroz EU RASFF sustav zaprimilo obavijest ,2072.0011 Migraration
of epoxidised soybean oil (ESBO) from lids of jars containing green olive tapenade from Croatid* —
Migracija epoksidiranog ulja soje (ESBO) s poklopaca staklenki koji sadrze tapenadu od zelenih
maslina iz Hrvatske. U zahtjevu Ministarstva trazi se dostava znanstvenog misljenja s obzirom na
prirodu opasnosti i Cinjenicu da Pravilnikom o zdravstvenoj ispravnosti materijala i predmeta koji
dolaze u neposredan dodir s hranom (Pravilnik 2009; 2011) nije preuzeta Uredba Komisije EU br.
10/2011 (EC 2011) o plasti¢nim materijalima i predmetima koji dolaze u kontakt s hranom.

Uzimajuci u obzir navode iz zahtjeva formirana je radna grupa za donoSenje znanstvenog misljenja
koja je iste razmatrala i nakon pregleda dostupne literature, naknadno dostavljanih materijala na
zahtjev radne grupe o postupku analize ESBO-a te stru¢nih i znanstvenih dokumenata, donijela
znanstveno misljenje o migraciji epoksidiranog ulja soje (ESBO) s poklopca staklenki koje sadrze

tapenadu od zelenih maslina iz Hrvatske.

ZAHVALE

Hrvatska agencija za hranu zahvaljuje svim ¢lanovima Radne grupe na doprinosu u izradi ovog

znanstvenog misljenja.
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PROCIJENA RIZIKA

1. IDENTIFIKACIJA OPASNOSTI

1.1.Porijeklo ESBO

Epoksidirano ulje soje (ESBO) dobiva se iz sojinog ulja postupkom epoksidacije, primjenom octene
kiseline i vodikova peroksida. Sojino ulje pogodno je za epoksidaciju zbog velikog broja dvostrukih
veza. ESBO ima najSiru primjenu u polimernoj industriji gdje se naj¢eSce koristi kao omeksSavalo,
stabilizator ili kao akceptor klorovodi¢ne kiseline (HCI) zbog sadrzanih epoksida (Fantoni i Simoneau,
2003) i to posebice u proizvodnji PVC-a. Primjena ESBO-a kao stabilizatora temelji se na smanjivanju
UV degradacije PVC-a spre€avajuci na taj nacin pojavu krhkosti plastike (Fantoni i Simoneau, 2003).
Uporaba ESBO-a kao akceptora temelji se na djelovanju epoksidiranih masnih kiselina koje smanjuju
autolilticku degradaciju PVC-a tijekom starenja (Shepherd i Gilbert, 1981; Howell i sur. 1990; Ash i
Ash, 1999). ESBO se koristi kao omeksalo (plastifikator) u poli(vinil-kloridu), PVC, i to u brtvilu za
poklopce, u prijanjajucoj foliji za omatanje hrane te kod igra¢aka (Castle i sur. 1990; Hammarling i sur.
1998; Nestmann i sur. 2005; Pedersen i sur. 2008). ESBO moze biti sastavna komponenta lakova pa
se na taj nac¢in moze naci i u hrani u limenkama. ESBO se koristi i kao omekSavalo za transfuzijske

pripravke (cijevi i vrec€ice) izradene od PVC-a.

1.2.Koncentracija ESBO-a u hrani pakiranoj u staklenkama

Metalni poklopci za staklenke sadrzavaju brtvilo, koje osigurava hermeti¢nost zatvaranja, koje je
najceS¢e od PVC materijala plastisola. Poklopci sadrzavaju oko 1 g brtvene mase, od kojih se 250-
350 mg nalazi u izravhom kontaktu s hranom (Fankhauser-Noti i Grob 2006a). Budué¢i da PVC
sadrzava 35-45% omekSala, oko 100 mg omek3ala izlozeno je djelovanju hrane. Male koli€ine
slobodnog ulja (naj¢esée na povrsini hrane) dovoljne su za ekstrakciju omeksala iz brtvene mase koja
se u potpunosti moze ekstrahirati tijekom produljenog skladistenja. Medutim, kod prehrambenih
proizvoda u vodenom mediju (marmelade, hrana u otopini octa), ili ukoliko se radi o ¢vrstoj hrani Ciji
sadrzaj ne dolazi u dodir s poklopcem (senf) migracija je zanemariva. Migracija omekSala u masnu
hranu iznosi od 100 do 1000 mg/kg, 5to znatno premasuje zakonom dozvoljenu vrijednost ukupne

migracije (OML) od 60 mg/kg ili 10 mg/dm? i najéeSce premasuje i granicu specificne migracije (SML)
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odnosno granicu proizislu iz vrijednosti dopustenog dnevnog unosa (TDI) (Fankhauser-Noti i sur.
2005; Fankhauser-Noti i sur. 2006b).

EFSA (2006) je u svojoj studiji navela rezultate istraZzivanja, provedenih u viSe zemalja (Austrija,
Njemacka, Danska, Svicarska), na 222 uzorka masne hrane gdje se o&ekivao problem migracije
ESBO-a. Uzorci su uklju€ivali masne umake, kao $to je majoneza i zacinsko bilje (béarnaise-umak od
maslaca, zumanjka i zacinskog bilja; tartar, senf, hren itd.) umaci od povréa (pesto, rajcica, bosiljak,
namazi od maslina itd.), povrée u ulju (masline, artiCoke, patlidzan, ¢eSnjak, rajica suSena na suncu,
paprika, Sampinjoni, kapare, grah, povr¢e u octu), sirevi u ulju (feta, sir od kozjeg mlijeka itd.) i ribe u
ulju (sardine, tuna, dagnje, plodovi mora, sled, Skampi itd.). U istrazivanje nije bila uklju¢ena
bezmasna hrana buduéi da ESBO gotovo nije topiv u hrani bez masti i stoga se i ne oCekuje da
migrira u takvim proizvodima. Rezultati analize prikazani su u tablici 1 u vidu postotaka ispitivanih

uzoraka.

Tablica 1: Rezultati istrazivanja migracije ESBO-a u hrani u staklenkama (EFSA, 2006)
Table 1: Summary of data from surveys on ESBO levels in foods in glass jars (EFSA, 2006)

Umaci i zaCinsko bilje (a) (b) (c) (d)

Sauces and condiments (a)
Koncentracija u Masni Pesto Umak od Riba u Povrce u Sir u ulju
hrani umaci Pesfo rajcice ulju ulju Cheese
Concentration Fatty Sauce Tomato Fish in Vegetables in oil
in food Sauce (%) Sauce oil in oif (%)
(mg/kg) (%) (%) (%) (%)
0-5 50 0 41 39 15 25
6-30 43 13 38 0 18 17
31-60 7 17 12 17 11 25
61-100 0 10 3 11 16 8
101-200 0 40 6 11 23 25
201-300 0 13 0 6 10 0
301-400 0 3 0 17 7 0
401-500 0 0 0 0 0 0
501-600 0 0 0 0 0 0
601-700 0 3 0 0 0 0

Kada se govori o specifi€noj migraciji vrlo vazan je odnos kontaktne povrSine i volumena sadrzaja
(hrane) kako bi izrazavanje rezultata (mg/dm2 ili mg/kg hrane ili odgovaraju¢e modelne otopine hrane)
bilo $to vjerodostojnije. Ispitivanja se, Sto je princip zbog sigurnije zastite zdravlja potrosaca, provode
u uvjetima znatno strozijim od onih u stvarnoj primjeni. Tablica 1 (EFSA, 2006) tocno odreduje

postotak prekoracenih maksimalno dopustenih vrijednosti specificne migracije ESBO za pojedinu
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vrstu hrane. U tablici 2 (Fankhauser-Noti i sur., 2006a) navedena je zapremina (veliina) staklenke i
specifitna migracija ESBO-a. Iz navedenih tablica 1 i 2 moguce je zakljuditi da specificna migracija
ESBO-a ne ovisi samo o mediju (vrsti masne hrane) koji je u neposrednom dodiru s brtvom veé i o
veli¢ini staklenke koja odreduje veli€inu poklopca odnosno veli€inu povrSine brtve koja kontaktira s

hranom.

Tablica 2: Proizvodi s najve¢om koncentracijom ESBO-a (Fankhauser-Noti i sur., 2006a)
Table 2: Products with the highest ESBO concentrations (Fankhauser-Noti i sur., 2006a)

Proizvod Veli¢ina ESBO (mg/kg)
Product staklenke

Jar size (9)
1 Namaz od maslina/ Olive paste 180 1170
2 Paprike u ulju/Peppers in oil 180 840
3 Namaz od maslina/ Olive paste 100 740
4 Namaz od rajCice/ Tomafo paste 80 620
5 Namaz od bosiljka/Basi/ paste 90 610
6 Inc¢uni u ulju/Anchovies in oil 90 600
7 Brokula u ulju/Broccoli in oil 290 435
8 Arti€oke u ulju/Artichoke in oil 330 390
9 Tuna u ulju/ Tuna in oif 160 375
10 Masline u ulju/Olives in oil 460 320

1.3.Zakonodavni okvir

ESBO se nalazi na popisu dozvoljenih omeksala i stabilizatora za plastiku kao $to je PVC (Pedersen i
sur. 2008; EC, 2002). Utvrdena je TDI vrijednost od 1 mg/kg tjelesne mase (EFSA, 2004, 2006).
Zakonodavstvo EU i RH postavilo je granicu specificne migracije (SML) za ESBO od 60 mg/kg za svu
hranu i 30 mg/kg za djecju hranu (EC 2007b; Pravilnik 2009).

Materijali i predmeti koji dolaze u neposredan dodir s hranom u RH regulirani su Zakonom o
predmetima opce uporabe (NN 85/2006, NN 75/2009 i 43/2010) koji je objavljen prije Zakona o hrani
(NN 46/07) kao i Pravilnikom o zdravstvenoj ispravnosti materijala i predmeta koji dolaze u
neposredan dodir s hranom (NN 125/09) u kojemu je to€no navedena i specificirana maksimalno
dopustena vrijednost specificne migracije ESBO-a koja je u skladu i sa EU Uredbom (EC 2011).
ESBO je, dakle, reguliran zakonskim propisima pa samim time i postoji obveza ispitivanja specifi¢ne
migracije ovog spoja u okviru sluzbene kontrole. Proizvodaci ambalaze (poklopaca i brtvila) na osnovu

vrste i koli€ine hrane koja ¢e se pakirati u staklenke i kontaktne povrSine brtve s hranom mogu jedino

8

Znanstveno misijenje o migraciji epoksidiranog ulja soje (ESBO) s poklopca staklenki koje sadrZe tapenadu od zelenih maslina

iz Hrvatske



2
v
HRVATSKA AGENCLIA ZA HRANU

HRVATSKA AGENCIJA ZA HRANU

dati (i daju) primjenske preporuke. Navedene preporuke odnose se na veliinu brtve tj. koli¢inu
omeksSavala koja je upravo proporcionalna sa koli¢inom sadrzaja, jer je u staklenki s ve¢om koli¢inom

sadrzaja i veci poklopac i veéa brtva, pa i veca koli¢ina omekSavala u brtvi.

2. KARAKTERIZACIJA OPASNOSTI
2.1. Toksi¢nosti ESBO-a

2.1.1. Apsorpcija, raspodjela, metabolizam i izluéivanje ESBO-a

Esteri masnih kiselina, kao $to je ESBO, lako se hidroliziraju u probavnom traktu djelovanjem lipaze
gusterace. Nastale slobodne masne kiseline i gliceridi se lako apsorbiraju (JECFA, 1974). ESBO ima
vrlo malu akutnu oralnu toksi¢nost, LDso' od najmanje > 5 g/kg tjelesne mase Stakora. ESBO izaziva

laganu iritaciju koze i o€iju kod ze€eva (OECD, 2006).

2.1.2. Mehanizam toksi¢nosti ESBO-a

Hranjenjem Stakora u dozama ESBO-a do 5%, tijekom 15 tjedana, uo€eno je smanjenje rasta, a
povecanja jetre i bubrega uoceno je pri dozama vecim od 1.5%. Infiltracija masti u jetri uoCena je pri
dozi od i iznad 2.5% (~1.3 g/kg tjelesne mase na dan) (OECD, 2006).

2.1.3. Genotoksi¢nost, teratogenost i mutagenost ESBO-a

Istrazivanja su pokazala da nema indikacije o genotoksi¢nosti ESBO-a na osnovi bakterijskih testova
(EPA/OTS; 1987; Heath i Reilly, 1982), /n-vifro testovima na sisavcima (EPA/OTS; 2000) ili
embriotoksiCnosti i teratogenosti primjenom /n-vitro setom (battery) testova (Han i sur., 2000; Fantoni i
Simoneau 2003).

ESBO je pokazao negativan nalaz u nizu /n vifro testova na mutagenost i /in vifro testova za
kromosomalnu aberaciju. Zaklju¢eno je da nije za olekivati da ESBO bude genotoksi¢an (OECD,
2006; BIBRA 1988).

Skupina Stakora dobivala je hranom do 2.5% ESBO-a tijekom 2 godine (OECD, 2006). Prezivljavanje
nije bilo uvjetovano tretmanom. Pri najveéoj dozi uo¢eni su znaci toksi¢nosti. U navedenim tretmanima

nije bilo pokazatela o mogucéoj pojavi tumora kod Stakora. U ograni¢enoj studiji na Stakorima,

' LD50-koncentracija antimikrobnog agensa koji ubija 50% populacije
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hranjenih sa dozama ESBO do 5%, nije bilo pokazatelja karcinogenog ucinka ESBO-a (Larsen i sur.,
1960; OECD, 2006).

2.1.4. Procjena doza - ucinak (LOEL, NOEL, TDD i ADI) za oralno uzeti ESBO

Unosom ESBO-a u ishranu Stakora pri koncentracijama do 5% (1.25 g/kg tjelesne mase na dan),
tijekom 90 dana (OECD, 2006) uoCene su promjene u porastu tjelesne mase i unosu hrane pri viSim
dozama. Do porasta mase jetre doslo je i kod zenki i kod muzjaka Stakora, pri dozama od 1% i 5%.
Ucinci su uoceni i na bubrezima kod muzjaka pri dozi od 1% i 5%. LOAEL? vrijednost je 1% ESBO.
NOAELS je iznosio 0.2% (50 mg/kg tjelesne mase na dan). Privremeni usporeni rast te povecanje jetre
i bubrega uoceno je pri dozi vecoj od 1.5%. LOAEL je bio veci od 1.5%.

Unosom ESBO-a do 5%, tijekom 12 mjeseci, psi su, u skupini s velim dozama ESBO-a, pokazali
gubitak tezine i smanjeni unos hrane (Larsen i sur., 1960; OECD, 2006). Nisu primije¢eni drugi klini¢ki
znakovi, makroskopske ili histopatoloSke promjene, osim infiltracije masti u jetri kod jednog psa u
skupini hranjenih visokom dozom. LOAEL je iznosio 5% ESBO-a (1,250 mg/kg tjelesne mase na
dan). U nesto ograniCenoj studiji (15 zivotinja/oba spola/doze), Stakori su dobivali ESBO u dozama do
5% (1.25 g/kg tjelesne mase na dan) tijekom 2 godine (Larsen i sur., 1960; OECD, 2006). Do porasta
tezine doslo je pri najvisoj dozi. Masa jetre i bubrega se povecéala od srednje doze prema vecoj. Nisu
uoCene histopatoloSke promjene. NOAEL je iznosio 0.5 % (~120 mg/kg tjelesne mase na dan).
Skupina Stakora hranjena je s dozama ESBO-a do 2.5 % (1,000 mg/kg tjelesne mase na dan, kod
muzjaka) (OECD, 2006). Prezivljavanje nije ovisilo o tretmanu. Tjelesna masa je bila lagano povisena
kod muzjaka, a kod Zenki se smanjila u skupini s najvecom dozom ESBO-a. Kod iste skupine uoene
su i neke promjene u konzumaciji hrane i vode. U skupini s visokom dozom ESBO-a uoceni su udinci
na bubrezima i maternici (EFSA 2011).

2.2. Identifikacija

ESBO je bistra, viskozna tekucina, zute boje, slabo izrazenog mirisa koja je po svom sastavu smjesa
triglicerida u €ijem sastavu u prosjeku dominiraju masne Kiseline i to oko 11% palmitinske kiseline
(16:0), 4% stearinske kiseline (18:1), 23% oleinske kiseline (18:1), 55% linolne kiseline (18:2) i 8%
linoleinske kiseline (18:3) (Suman i sur. 2010). Upravo zbog svog lipofilnog karaktera, ali i namjene,
ESBO posjeduje znacajan migracijski potencijal kada je u neposrednom dodiru s masnom hranom.

Identifikacija ESBO-a zbog njegovog kompleksnog sastava i k tome namjene moze biti otezana, a

2 LOAEL-Najniza doza/koncentracija sa Stetnim u€inkom, tj. najniza razina pri kojoj se joS primjecuje Stetan ucinak.
3 NOAEL-Procjena odnosa doza za toksi¢nost pri ponovljenim dozama i toksi¢nost za razmnozavanje - ucinak i kad je
moguce, utvrduje se razina pri kojoj se viSe ne primjecuje Stetan ucinak.
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posebice kada se radi o identifikaciji u hrani, koja moze biti razli¢itog stupnja masnoce, pa se javljaju
razliGite interferencije.

Postupak identifikacije ESBO-a u hrani odgovaraju¢om analitickom tehnikom najéeS¢e ukljuCuje
reakcije transesterifikacije ESBO-a u epoksidirane metil-estere te derivatizaciju u stabilnije 1,3-
dioksolanske skupine masnih kiselina ESBO-a (Bueno-Ferrer i sur. 2009). U PVC-u ESBO moze biti
dodano kao glavno i jedino omekSavalo zbog ¢ega ga se vrlo lako moze identificirati. Kada se kao
akceptor koristi klorovodi¢na kiselina, koja se oslobada u postupku toplinske obrade otvrdnjavanja
plastisola (PVC masa za 7wist off poklopce i zatvarace), (Biedermann i sur. 2008b) ili kao stabilizator,
identifikacija mu je otezana. U tom se slu¢aju dodaje PVC-u u znatno manjim koli¢inama i pomijeSan
sa drugim omek38avalima kao Sto su poliadipati ili di-izodecil ftalat (DIDP) (Ezerskis i sur. 2007). Osim
toga moguce su i interakcije epoksidnih skupina s klorovodiénom kiselinom uz nastanak
klorohidrinskih derivata Sto joS dodatno otezava identifikaciju ESBO-a u hrani (Weller i sur. 2007).
Normirana metoda za odredivanje ESBO-a u brtvi poklopaca ili u hrani, kao i za veéinu parametara u
podru¢ju materijala i predmeta koji dolaze u neposredan dodir s hranom, ne postoji. Trenutno,
sluzbene metode ispitivanja ESBO-a, ali i drugih omek3avala u brtvi poklopaca kao i u hrani
utemeljene su na radovima objavljenim u relevantnim znanstvenim ¢asopisima. Ispitni laboratoriji u
EU akreditirali su navedene metode prema zahtjevima norme (EN ISO/IEC 17025:2007).

Europska Komisija je 2009. godine provela postupak medulaboratorijske usporedbe (Bratinova i sur.
2009) odredivanja omekSavala u masnoj modelnoj otopini sa ovlastenim nacionalnim laboratorijima u
EU, a u svrhu bolje kontrole na trzistu EU. Testna metoda ukljucivala je ispitivanja brtve i ulja
dobivenih od proizvodaga hrane i ambalaze. Sto se tiGe spornog uzorka poklopca staklenki koje
sadrze tapenadu od zelenih maslina, vidljivo je da su koriStene akreditirane metode ispitivanja
omekSavala (Fankhauser-Noti i sur. 2005; Biedermann i Grob 2006a; Biedermann i Grob 2006b;
Fankhauser-Noti i Grob 2006b).

2.2.1. Analiticke tehnike

Za odredivanje specificne migracije ESBO-a u hrani najcesce se koristi tehnika plinske kromatografije
- spektrometrije masa (GC-MS), kojom se odreduje koncentracija metil estera diepoksi linoleinske
kiseline iz koje se potom ra¢una koncentracija ESBO-a (Fankhauser-Noti i sur. 2006a; Biedermann i
sur. 2007, 2008a; Bueno-Ferrer i sur. 2009; Sannino 2009). Postoji i nekoliko modifikacija ove
metode, ovisno o vrsti hrane u kojoj se odreduje specifi¢na migracija ESBO-a uz uporabu unutrasnjeg
standarda.

Koriste se i neke metode koje nakon reakcije transesterifikacije izoliraju metil estere diepoksi
linoleinske kiseline uz uporabu dva unutradSnja standarda na tekucinskoj kromatografiji visoke
ucinkovitosti (HPLC), nakon ¢ega se odreduju tehnikom plinske kromatografije s plameno-

ionizacijskim detektorom, GC-FID, (Bueno-Ferrer i sur. 2009). Sinteza unutraSnjeg standarda je

11

Znanstveno misljenje o migraciji epoksidiranog ulja soje (ESBO) s poklopca staklenki koje sadrze tapenadu od zelenih maslina

iz Hrvatske



2
v
HRVATSKA AGENCLIA ZA HRANU

HRVATSKA AGENCIJA ZA HRANU

izrazito kompleksna i dugotrajna pa su razvijene neke modifikacije ove metode koje ne ukljucuju
uporabu unutrasnjeg standarda kao $to je na primjer brza i jednostavnija metoda odredivanja
specificne migracije ESBO-a, ali i drugih omek3avala (Bueno-Ferrer i sur. 2009). Tehnika GC-FID
pokazala se prikladna za odredivanje specificne migracije ESBO-a za vedinu razli¢itih tipova hrane
(Biedermann-Brem i sur. 2007). Kada se odreduje specificna migracija ESBO-a u masnoj hrani s
velikim brojem interferencija selektivhost i osjetljivost ée imati najvazniju ulogu pri dobivanju
reproducibilnih rezultata. U tom slucaju potrebno je koristiti puno osjetljivije i selektivnije tehnike kao
Sto je na primjer GC-MS u modu kemijske ionizacije Cl (Biedermann-Brem i sur. 2007) koji pogoduje
manjoj fragmentaciji iona uz moguénost kontrole izbora plina reagensa. Rothenbacher i Schwack
(2007) razvili su metodu odredivanja specificne migracije ESBO-a u hrani tehnikama GC-MS-a i
plinske kromatografije s tandemnom spektrometrijom masa GC-MS/MS uz uporabu stabilne izotopne
otopine sintetizirane iz etil 9,10,12,13-diepoksi oktadekanoata uz prethodnu epoksidaciju u metil-
estere diepoksi linolenske kiseline (Bueno-Ferrer i sur. 2009).

U slucaju kada se ESBO Kkoristi kao akceptor klorovodi¢ne kiseline moguce su reakcije epoksi skupina
s klorovodi¢nom kiselinom koje uklju€uju nastajanje derivata mono-, poliklorohidrina i/ili ostalih
ciklickih derivata (Suman i sur. 2010). Odredivanje ovih transformacijskih produkata ESBO-a direktno
iz triglicerida vrlo je teSko zbog kompleksnog matriksa pri ¢emu je potrebno koristiti vrlo osjetljive
analiticke tehnike i odgovarajuéu pripremu uzorka.

NajCeS¢e koriStena metoda za prociS¢avanje uzorka je tehnika kromatografije na gelu ili
kromatografije isklju¢enja po veli€ini (GPC, ge/ permeation ili SEC, size exclusion chromatography)
koja se kombinira sa GC-MS. Danas ova metoda predstavlja rutinsko odredivanje ESBO-a (slika 1),
(Weller i sur. 2007).

Kompleksni matriks uklju€uje i veliki broj razliitih kombinacija masnih kiselina na glicerolnim
skupinama pri ¢emu je neizbjezna reakcija transesterifikacije u metilne-estere (Suman i sur. 2010). Za
odredivanje ovih transformacijskih produkata najéeSc¢e se primjenjuje tehnika tekudinske
kromatografije visoke ucinkovitosti pod visokim tlakovima - tandemne spektrometrije masa s
ionizacijom elektrorasprSenjem u pozitivnom nacinu rada (UPLC-ESI(+)MS/MS) uz prethodnu
pripremu uzorka. Priprema uzorka uklju€uje nekoliko koraka kao Sto su ekstrakcija, transesterifikacija i
prociS¢avanje ekstrakcijom na Cvrstoj fazi (SPE) pri ¢emu se mogu identificirati i razdvoijiti Cetri
izomera 18-E-OHCI klorohidrina i osam izomera 18-20HCI klorohidrina (Suman i sur. 2010). Za sada
jo$ uvijek ne postoji sluzbena analiticka metoda za odredivanje ovih derivata direktno iz hrane, ali se
intenzivno radi na uspostavi kvantitativnog pristupa ovoj problematici uz razvoj referentnih i

unutrasnjih standarda klorohidrina (Suman i sur. 2010).
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Slika 1: Ciljana sekcija ukupne ionske struje (TIC, fofal ion currenl) uzorka (a) nakon GPC c&iSéenja i
(b) prije CiS¢enja. Iscrtkani okvir prikazuje uveéano podrucje tragova m/z 309, koji odgovara
najintenzivnijem ionskom fragmentu dvaju izomera ESBO derivata (Weller i sur. 2007)

Figure 1: Target section of the TIC of a sample (a) after GPC clean-up and (b) before sample clean-
up. The dashed box shows a magnified section of the trace of m/z 309, corresponding to the most
intensive fragment ion of thw two isomers of the ESBO derivative (Weller i sur. 2007)

2.2.2. Izrazavanje rezultata

Maksimalno dopustena vrijednost specificne migracije (SML) ESBO-a u hrani ili modelnoj otopini
hrane jednaka je maksimalno dopustenoj vrijednosti za globalnu migraciju i iznosi 60 mg/kg, a u
djecjoj hrani iznosi 30 mg/kg. U EU su ove vrijednosti propisane, pored ve¢ spomenutih zakonskih
akata (EC 2005; EC 2007a. 2007b), i Uredbom 10/2011 EZ (EC 2011) o plasticnim materijalima i
predmetima koji dolaze u neposredan dodir s hranom, a u RH Pravilnikom o zdravstvenoj ispravnosti
materijala i predmeta koji dolaze u neposredan dodir s hranom (Pravilnik 2009), kao i Pravilnikom o
hrani za dojencad i malu djecu te preradenoj hrani na bazi Zitarica za dojen¢ad i malu djecu (Pravilnik
2008). Uredba 10/2011 EZ (EC 2011) propisuje izrazavanje rezultata u mg/kg ukupne sume svih

omeksSavala koja mogu migrirati u hranu ili odgovaraju¢u modelnu otopinu hrane.
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RASPRAVA

Prema EU zakonodavstvu (EC 2007a; EC 2007b) poklopci za staklenke tretiraju se kao ekvivalenti
plastici. ESBO je prozirna, zuta viskozna tekucina i nalazi se na popisu dozvoljenih omek3ala i
stabilizatora za plastiku kao $to je PVC (EC, 2002).

Istrazivanja migracije ESBO-a, iz brtvene mase poklopca za zatvaranje staklenki, uz koridtenje ulja ili
alternativnih otopina simulanta hrane, rezultira izrazito velikim vrijednostima u odnosu na hranu s
malim ili srednjim udjelom masti zbog jake interakcije simulanta s brtvenom masom. Takvo
konvencionalno odredivanje najcesée rezultira prevelikim vrijednostima grani¢ne globalne i specificne
migracije u slu¢aju ESBO-a (Fankhauser-Noti i sur. 2005; Biedermann i sur. 2007; 2008a; 2008b).

U posljednje vrijeme uocen je zna¢ajan napor da se ESBO zamijeni drugim materijalima kao $to je
poliadipat, koji predstavlja zadovoljavaju¢u zamjenu za ESBO (Ezerskis i sur. 2007).

Procjenu migracije ESBO-a u hranu kao $to su umaci, zacini i proizvodi u ulju pakirani u staklenkama
s metalnim poklopcem prevucenim PVC materijalom koji sadrzava ESBO, objavila je Radna grupa za
aditive u hrani, arome, procesna pomagala i materijale u dodiru sa hranom (AFC, Panel/ on Food
Additives, Flavourings, Processing Aids and Materials in Confact with Food) Europske agencije za
sigurnost hrane (EFSA, European Food Safety Agency) (EFSA 2004; EFSA 2006).

Utvrdena je TDI vrijednost od 1 mg/kg tjelesne mase (bw) (SCF 1999; EFSA, 2004, 2006; Duffy i
Gibney 2007). Zakonodavstvo Europske unije (EU) i Republike Hrvatske (RH) postavilo je granicu
specifitne migracije (SML) za ESBO od 60 mg/kg za svu hranu i 30 mg/kg za djecju hranu (EC 2005;
EC 2007a. 2007b; Pravilnik 2009).

EFSA takoder navodi da ne postoji sluzbena metoda za odredivanje ESBO derivata, kao $to su ESBO
klorohidrini, izravno u hrani. Nadalje, takoder ne postoji niti dovoljno analitiCkih i toksikoloskih

podataka za davanje misljenja o njihovom utjecaju na zdravlje.

Prema dostavljenim informacijama Ministarstva za zdravje iz Ljubljane (e-poruka od 13.sije¢nja 2012.,
u prilogu), o predmetu ovog misljenja, koncentracija omeksala (specifi€na migracija, SML, iz poklopca)
je odredena u proizvodu pakiranom u staklenku, a ne u simulantu hrane. Rezultat istrazivanja
(2911/514) u tapenadi od zelenih maslina SML-a za ESBO prelazi zakonom (EC 2002, 2005, 2007a,
2007b; Pravilnik 2009) utvrdenu vrijednost od 60 mg/kg.

U zahtjevu Ministarstva poljoprivrede RH trazi se dostava znanstvenog misljenja obzirom na prirodu
opasnosti i €injenicu da Pravilnikom o zdravstvenoj ispravnosti materijala i predmeta koji dolaze u
neposredan dodir s hranom (Pravilnik 2009; 2011) nije preuzeta Uredba Komisije EU br. 10/2011 (EC

2011) o plasti€énim materijalima i predmetima koji dolaze u kontakt s hranom.
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Medutim, gore spomenutom Uredbom (EC 2011) ne mijenja se stav o migraciji ESBO-a u hrani u
odnosu na postojece zakonodavstvo (EC 2002, 2005, 2007a, 2007b; Pravilnik 2009) te je stoga

zahtjev po tom upitu bespredmetan.

ZAKLJUCCI

Specificna migracija ESBO-a u hranu nije nepoznata Cinjenica o ¢emu postoji dovoljno literaturnih
podataka iz provedenih znanstvenih istraZivanja. Kontaminacija proizvoda staklenki koje sadrze
tapenadu od zelenih maslina s ESBO predstavlja zdravstveni rizik u pogledu prekoracenja vrijednosti
dopustenog dnevnog unosa (TDI, Tolerable Daily Intake) utvrdenog od strane Europske agencije za
sigurnost hrane (EFSA, European Food Safety Agency) koja za ESBO iznosi 1 mg/kg tjelesne mase
(EFSA, 2004, 2006). Obzirom na sve navedeno i vazece zakonske propise, zaklju¢ak je da sporni

proizvod predstavlja zdravstveni rizik za potroSace.

PREPORUKE

Preporuka proizvodacima, koji pakiraju masnu hranu u staklenke s metalnim poklopcima koji sadrze
brtvilo od PVC-a ( 7wist off poklopci i zatvaradi) je da u kontaktu s proizvoda¢ima ambalaze pravilno
odaberu koju vrstu hrane ¢e pakirati u koju vrstu ambalaze kako bi izbjegli moguée Stetne udinke na
zdravlje potrosaca, a u konacnici i povlaenje proizvoda sa trzista.

Na trziStu postoje razliCite vrste omekSavala za brtvenu masu od PVC-a (plastisol) koja se koriste u
Twist off poklopcima i zatvaraCima. Ova omekSavala imaju razli¢iti migracijski potencijal i afinitet
prema odredenoj vrsti hrane (kisela, masna, neutralna) pri Eemu ¢e pravilan odabir znatno umanijiti
mogucénost prekoraenja maksimalno dopustenih vrijednosti specificnih migracija u hranu ili u
modelnu otopinu hrane.

U svrhu udovoljavanja zakonskih propisa potrebno bi bilo ishoditi sve certifikate od proizvodaca
ambalaze koji su u skladu sa svim trenutno vazec¢im propisima te uspostaviti sustav sljedivosti
ambalaze i ambalaznih materijala sa gotovim proizvodom. Sljedivost mora biti osigurana u svim
fazama radi lakSe kontrole, povlatenja proizvoda s greSkom, informiranja potro$aca i pripisivanja
odgovornosti kao i u svrhu dostupnosti informacija nadleznim tijelima na zahtjev. Svrha sljedivosti je i
uspostava odgovarajuéeg sustava identifikacije putem oznacavanja ili relevantne dokumentacije ili

informiranja.
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DODATAK

- elektroni¢ki odgovor-pojasnjenje analize ESBO iz Slovenije (Institut za varovanje zdravja Republike

Slovenije)

From: Suzana Poglajen [mailto:Suzana.Poglajen@gov.sil

Sent: Friday, January 13, 2012 3:43 PM

To: lvica Deli¢

Cc: Darko Mehiki¢; Andreja Mojskrc

Subject: FW: pojasnilo 2011/514 Fwd: FW: 2012.0011_MIGRATION OF EPOXIDISED SOYBEAN OIL
(ESBO)

Spostovani,

Posredujem vam odgovor laboratorija na vase vprasanje. Zaradi lazjega razumevanja je pripravljen v
angleSkem jeziku.

Lep pozdrav,

Suzana Poglajen

Ministrstvo za zdravje

Zdravstveni inSpektorat Republike Slovenije
Sektor za strategijo in planiranje

Parmova cesta 33

SI-1000 Ljubljana

Tel.: 01-28-03-828
Fax: 01-28-03-808

E-mail: suzana.poglajen@gov.si

http://www.zi.gov.si/

From: Andreja Zoric [mailto:Andreja.Zoric@ivz-rs.si]

Sent: Friday, January 13, 2012 3:33 PM

To: Suzana Poglajen

Cc: Viviana Golja

Subject: pojasnilo 2011/514 Fwd: FW: 2012.0011_MIGRATION OF EPOXIDISED SOYBEAN OIL
(ESBO)
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Spostovani,

posSiljamo pojasnilo k poro€ilu za vzorec namaza iz zelenih oliv 2011/514.

Concentration of plasticisers (namely specific migration from lid's gasket) was determined in food
which was packed in glass jars and not in simulant).
The sample of green olive tapenade (2011/514) was evaluated as not compliant with legislation
because of:

- Specific migration of epoxidised soybean oil (ESBO) exceeding the specific migration limit

value

According to directive 2007/19/EC (which is amending directive 2002/72/EC) specific migration limit
for ESBO is 60 mg/kg (of food or food simulant) and the manufacture and importation into Community
of plastic materials and articles which do not comply with this restriction is prohibited from 1 May 2009.
The product was imported after this date so it is incompliant with the above mentioned directive.

- Overall migration excceednig overall migration limit value
Overall migration limit value (defined as maximum permited total amount of non-volatile substances
released from a material) specified in directive 2002/72/EC is 60 mg/kg (or 10 mg/dm2 of the sample

contact surface). The sum of plasticisers determined in the sample exceeds this limit.

As the sample was taken for analysis on 18 February 2011 the compliance was evaluated according
then applicable legislation.

Regulation 10/2011 was not yet in force at the time the sample was taken.

We hope this explanation is satisfactory. If you need any additional information about the method
please contact us. It may take longer to obtain them because we have to get them from the laboratory

which analysed the sample.

Lep pozdrav,

Andreja Zori¢

Institut za varovanje zdravja Republike Slovenije
Oddelek za sanitarno kemijo

Grablovieva 44, Ljubljana 1000, Slovenija

tel.: 01 52 05 745

fax: 01 52 05 730
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