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Sazetak

Okratoksini su podgrupa mikotoksina koje stvaraju pli-
jesniiz roda Aspergillus ochraceus i Penicillium viridica-
tum. Najpoznatiji je i najtoksicniji okratoksin A, manje
je toksic¢an okratoksin B, a okratoksin C dobiven je sa-
mo u laboratorijskim uvjetima. Na pokusnim Zivotinja-
ma dokazan je nefrotoksican, karcinogen, teratogen te
imunosupresivan ucinak okratoksina A, a novija istrazi-
vanja dokazuju da ima i Stetan ucinak na reproduktiv-
no zdravlje ljudi. Najcesée se stvara na usjevima nakon
Zetve ako govorimo o Zitaricama, ali predstavlja znatan
zdravstveni te gospodarski problem i u proizvodniji, pre-
radi, skladiStenju i distribuciji drugih kultura kao Sto su
zacini, kava, mahunarke, orasasti plodovi, vino, pivo,
suseno voce i sl.

S obzirom na to da sadrzi niz vrijednih hranjivih tvari
(polifenoli, vlakna, vitamini, minerali, Seceri i sl.), su-
Seno se voce proizvodi diljem svijeta pa u mnogim ze-
mljama cini znatan udio u poljoprivrednoj proizvodnji
i gospodarstvu opcenito. Pojava plijesni, a posljedi¢no
i okratoksina A predstavlja najveci problem u uzgo-

ju, proizvodniji i distribuciji ovakve vrste hrane. Valja
imati na umu da zastita proizvoda od pojave plijesni i
stvaranja mikotoksina zapocinje ve¢ na samoj planta-
Zi i potrebno ju je kontinuirano provoditi kroz razlicite
proizvodne i manipulativne faze (prilikom dozrijevanja
ploda, pri berbi, kod susenja, transportiranja, skladiste-
njaitd.).

Udio mikotoksina u susenom vocu, kao i u ostaloj hrani
koja se stavlja na trziste, odreduje se osjetljivim anali-
tickim metodama, ponajprije testom ELISA, koji je ori-
jentacijska metoda, te HPLC-om i LC-MS/MS-om, koji su
potvrdne metode. Vjerodostojnost analiticke metode
usko je povezana s uzimanjem uzorka na ispravan na-
¢in, kao i njegovom dobrom homogenizacijom.
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1. Uvod

Plijesni su velika skupina mikroskopskih gljivica cije je
tijelo gradeno od gustog sustava cjevastih stanica bez
klorofila, hifa, koje su nitaste grade i obi¢no bezbojne.
Isprepletene niti hifa tvore micelij koji se kao paucina-
sta, pradnjava prevlaka rasprostire po podlozi. Razmno-
Zavaju se ve¢inom s pomodu spora, iako se mogu raz-
mnozavati i vegetativno, gdje nove kolonije nastaju od
fragmenata hifa.1

Plijesni imaju gospodarsku vaznost za Covjeka, neke se
upotrebljavaju u proizvodnji antibiotika i u prehrambe-
noj industriji, primjerice u proizvodniji sira ili odredenih
fermentiranih suhomesnatih proizvoda. Medutim, pli-
jesni ve¢inom uzrokuju Stete u gospodarstvu. Danas je
poznato oko 100 000 vrsta plijesni. Od njih se vise od
400 vrsta smatra toksi¢nima, a za 5 % je poznato da pro-
izvode toksi¢ne tvari, koje se nazivaju mikotoksinima, a
koje imaju nezeljen ucinak kako na Zivotinje tako i na
Covjeka.”? Prema Organizaciji za hranu i poljoprivredu
Ujedinjenih naroda (FAO, engl. Food and Agriculture Or-
ganisation of the United Nations), pretpostavlja se da
je 25 % usjeva diljem svijeta kontaminirano plijesnimai
posljedicno mikotoksinima te se gubici mjere u milijar-
dama dolara.?

Plijesni su klasificirane kao drugi po Stetnosti uzro¢nik
propadanja proizvoda tijekom skladistenja, odmah
nakon insekata i drugih Stetocina.* Tako je u nekim
saveznim drzavama SAD-a procijenjen gubitak od 100
milijuna dolara do ukupno 1,6 milijardi dolara zbog
kontaminacije plijesnima i mikotoksinima. Africka po-
ljoprivreda pretrpi godisnje gubitke od 670 milijardi do-
lara zbog medunarodnih barijera i zabrana u plasmanu
mikotoksinima kontaminirane hrane.?

Podjela plijesni s obzirom na vrijeme i mjesto kontami-
nacije na biljkama i plodovima:

1. plijesnis polja

2. plijesni u skladistima

3. plijesni uznapredovalog kvarenja.
Mikotoksini (gré. mykes - gljiva, toxicon - otrov) su tok-
si¢ni, sekundarni metaboliti plijesni za koje se smatra
da nemaju ulogu u rastu i razvoju plijesni, nego im sluze
kao obrana od drugih mikroorganizama.® Bolesti koje

uzrokuju mikotoksini nazivaju se mikotoksikoze. Miko-
toksikoze su, dakle, alimentarna trovanja ljudi i Zivoti-

nja toksi¢nim proizvodima plijesni (mikotoksinima) ¢ija
tezina ovisi o toksi¢nosti samog mikotoksina, trajanju
izlozenosti, dobi, spolu te dosta slabo razjasnjenim si-
nergistickim ucincima koji ukljucuju genske predispo-
zicije i medudjelovanja s ostalim toksi¢nim tvarima.
Takoder los vitaminski status, malnutricija, ekscesivno
uzimanje alkohola te trenutacne infekcije mogu biti
¢imbenici koji utjecu na tezinu klinicke slike mikotok-
sikoze. Isto tako, mikotoksikoze mogu povecati osjetlji-
vost na mikrobne infekcije, pogorsati posljedice malnu-
tricije ili sinergisticki djelovati s drugim toksinima.®

Od 60-ih godina proslog stoljeca do danas otkriveno
je oko 400 razli¢itih mikotoksina. U ljudi i Zivotinja mi-
kotoksini mogu imati akutnu ili kroni¢nu toksi¢nost.
Kroni¢na toksi¢nost moze se manifestirati kao karci-
nogeni, mutageni i teratogeni ucinak. Sa zdravstvene
strane, vazni mikotoksini koji se mogu nalaziti u hrani
jesu: aflatoksini, okratoksini, trihoteceni, fumonizini,
zearalenon.” S akutnim mikotoksikozama povezuju se
aflatoksini, fumonizini i ergot alkaloidi, kako u covje-
ka tako i kod stoke. Buduci da su mikotoksini opéeni-
to dosta male molekule, one ne aktiviraju imunoloski
sustav, stoga je ljudski organizam trajno nezastic¢en od
mikotoksina.® Mikotoksikoze, posebno akutne, ¢eSce su
u veterinarskoj praksi zbog toga $to se Zivotinje u uzgo-
ju hrane krmivom koje je biljnog podrijetla, a kontami-
nirano je mikotoksinima. Dok Zzivotinje direktno obole
uzimajudi takvu oneciséenu hranu, ljudi obole indirek-
tno hranedi se proizvodima Zivotinja koji sadrze miko-
toksine (mlijeko, meso, jaja) ili putem disSnog sustava.

Mikotoksikoze se odlikuju sljedec¢im znacajkama:
» nisu kontagiozne (ne prenose se na ljude i Zivo-
tinje)
uvijek su povezane s hranom
ne lijece se antibioticima
sli¢ne su avitaminozama.!

2. Okratoksin A

Okratoksin A (OTA) jedan je od najviSe proucavanih mi-
kotoksina, kako zbog razlicitih vrsta hrane u kojima se
pojavljuje tako i zbog njegove rasprostranjenosti diljem
svijeta.8,9 Umjereno je stabilan te u odredenoj mjeri
moze podnijeti vedinu postupaka u preradi hrane. Za-
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Slika 1. Put mikotoksina u hranidbenom lancu
Izvor: http://www.hah.hr/sto-su-mikotoksini/

jednicki je naziv za bolesti izazvane negativnim ucinci-
ma okratoksina okratoksikoze.

Prisutnost okratoksina A utvrdena je u mnogim vrstama
hrane Sirom svijeta kao $to su mahunarke,® Zitarice,!*
hrana Zivotinjskog porijekla,’® kakao,* sok od grej-
pa,'®? zelena kava,® kruh,** suseno voce,* vino, pivo
te voéni sokovi.'* Od zemalja iz kojih postoje izvjesc¢a o
pojavi okratoksina A navode se Spanjolska,’” Nizozem-
ska,'® Francuska,” Tunis,® Ceska, Egipat,”* Argentina,?
Maroko?® i Australija.?* Osim kroz sazetak navedenih i
nedvojbeno utvrdenih negativnih ucinaka po ljudsko
zdravlje, provedena su neka istrazivanja koja pobuduju
sumnju da konzumiranje hrane kontaminirane okratok-
sinom A u trudnoci i/ili tijekom djetinjstva mozZe izazvati
pojavu karcinoma testisa tijekom puberteta.?3!

S obzirom na to da su bubrezi jedni od ciljnih organa sto
se tice djelovanja okratoksina A, potrebno je spomenuti
balkansku endemsku nefropatiju (BEN), kao i pove-
¢anu pojavnost tumora mokraénog sustava, za koje se
sumnja da su takoder izazvani utjecajem spomenutog,
premda za to jo$ uvijek nedostaje epidemioloskih do-
kaza koji bi nedvojbeno utvrdili odgovornost okratok-
sina A.26 Premda novija istraZzivanja vezana za BEN u
drugi plan stavljaju okratoksin A i znatnu prednost Sto
se ti¢e nastanka spomenute bolesti daju aristolohi¢noj
kiselini, tvari koja se nalazi u stabljicii listu biljke iz roda
Aristolochia (vucja stopa), sinergijske ucinke koje ta dva
spoja zajedno s ostalim ¢imbenicima (okolisni, genski,
prehrambene navike i sl.) mogu izazvati u pojavnosti
balkanske endemske nefropatije ne bi trebalo u potpu-
nosti odbaciti.27,28

Ochratoxin A

QI X

Ochratoxin C MCH,
cl

Ochratoxin B CH,

Slika 2. Prikaz struktura razli¢itih vrsta
okratoksina
Izvor: http://www.mdpi.com/2072-6651/8/4/111/htm

2.1. Novija istrazivanja povezana
s okratoksinom A u susenom vocu

U radu objavljenom 2015. godine Palumbo i sur. u ra-
znim su dijelovima SAD-a u razdoblju od 2012. do 2014.
godine istrazivali pojavu okratoksina A u susenom vocu
i orasastim plodovima. Pritom je analizirano 665 uzo-
raka uzetih u malim trgovinama ili velikim trgovackim
centrima u originalnom pakiranju ili u rasutom obliku
(rinfuzno). Okratoksin A utvrden je u 48 uzoraka groz-
dica, Cetiri uzorka smokava i u jednom uzorku datulja.
Razine OTA u spomenutim uzorcima bile su u rasponu
od 0,28 do 15,34 ng/g. Metodom PCR (engl. Polymerase
Chain Reaction) utvrdena je prisutnost razlic¢itih vrsta
aspergilusa u proizvodima u kojima su nadene povise-
ne razine okratoksina A. Najucestaliji tip bio je Asper-
gillus carbonarius. Rezultati istraZivanja sugeriraju da
su grozdice CeS¢e od ostalog susenog voca kontamini-
rane niskim razinama okratoksina A nastalim djelova-
njem razlicitih vrsta aspergilusa.?®

U radu objavljenom 2013. godine o istraZivanju koje je
provela Kollia sa suradnicima analizirano je 26 uzora-
ka suSenog grozda s grckog trzista. Primjenom metoda
ELISAiHPLC utvrdena je prisutnostokratoksina Au svim
uzorcima. Prosjecna razina kontaminanta u uzorku bila
je 47,2 ug/kg. Sest uzoraka bilo je kontaminirano viso-
kim razinama (medijan 120,6 ug/kg), u 18 uzoraka pre-
masen je MDK kod zakonske regulative EU-a (10 pg/kg).*®

U istrazivanju Nayebpoora i suradnika sa sveucilista u
Sharekordu objavljenom 2013. godine, prvom takve vrste
koje je provedeno u Iranu, utvrdena je prisutnost okratok-
sina A u sirovom i suhom vocu te orasastim plodovima.
Ukupno je uzeto 134 uzorka grozdica i suhih smokava u
velikim trgovackim centrima u jednoj pokrajini. Analiza je
provedena metodom HPLC, a utvrdeno je da je OTA bio
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prisutan u 10,41 % uzoraka grozdica (pet uzoraka) odno-
sno u 14,73 % uzoraka suhih smokava (17 uzoraka). Za-
klju¢eno je da taj podatak predstavlja veliki javnozdrav-
stveni problem, a istodobno prisutnost okratoksina A u
hrani znatno smanjuje njezinu hranjivu vrijednost.*

lako to nije primarna tema ovog rada, u Zelji da se $to
viSe priblizi i naglasi raSirenost problema vezanih uz
OTA, ali i uz mikotoksine opcenito, uz navedena nije na
odmet spomenuti i sljedede istrazivanje. Naime, u radu
koji je objavljen 2015. godine Solfrizzo je sa suradnici-
ma istraZzivao prisustvo okratoksina A u tropu vinove
loze s obzirom na to da se sve viSe upotrebljava kao
vrijedna sirovina u proizvodnji biljnih dodataka pre-
hrani, prehrambenih bojila i tartarata. Pritom je vazno
napomenuti da postoji znatan rizik prisutnosti okratok-
sina A u spomenutoj sirovini. U provedenom istraZiva-
nju analizirano je 24 uzorka biljnih dodataka prehrani i
13 prehrambenih bojila dobivenih od vinove loze.?> OTA
je pronaden u 75 % uzoraka biljnih dodataka prehrani
u razinama od < 1,16 do 20,23 pg/kg i u 69 % uzoraka
prehrambenih bojila u razinama od < 1,16 do 32,00 pg/
kg. U Cetiri komercijalna dodatka prehrani s laksativnim
u¢inkom OTA nije utvrden. U osam uzoraka prikupljenih
u dvije vinarije koje upotrebljavaju trop i vinski talog za
dobivanje tartarata i drugih proizvoda OTA je utvrden u
razinama od < 1,16 do 240,93 pug/kg. Ucestala pojavnost
okratoksina A u navedenim proizvodima dobivenima
od spomenutih sirovina dovodi do potrebe za utvrdiva-
njem najvisih dopustenih razina mikotoksina u njima.*

Kanapitsasisur. u radu iz 2016. godine opisali su ucinak
gama-zracenja u dozama od 10 kGy na stvaranje okra-
toksina A od plijesni Aspergillus carbonarius na grozdi-
cama. Utvrdeno je da gama-zracenje u spomenutoj dozi
reducira kontaminaciju razine od 100 ng okratoksina A
za priblizno 88 % u usporedbi s neozracenim uzorcima
grozdica. Izlaganje zradenju vrSeno je nakon 12 dana
inkubacije plijesni. Prisutnost okratoksina A analizirana
je metodom HPLC s fluorescentnim detektorom (FD).
IskoriStenje metode bilo je 104 %, granica detekcije bila
je 0,26 ng/g i granica kvantifikacije bila je 0,51 ng/g. Ra-
zvijanje rjeSenja u tom pravcu u cilju smanjenja razine
kontaminiranosti u prehrambenim proizvodima od su-
Senog voc¢a moglo bi u znatnoj mjeri ublaziti posljedice
koje trpe subjekti u poslovanju s hranom zbog $teta iza-
zvanih opcenito mikotoksinima.*

2.2. Okratoksin A u susenom vocu

Suseno je voée prehrambeni proizvod iz kojeg je pri-
rodnim ili pak umjetnim putem uklonjena voda u cilju

da ga se sacuva od kvarenja odnosno da mu se produzi
rok trajanja. Zbog svojeg okusa, sadrzaja hranjivih tva-
ri i trajnosti razne vrste suSenog voc¢a smatraju se vrlo
cijenjenom namirnicom. Na nasem trzistu postoji velik
broj takvih proizvoda. Neki su od njih grozdice, brusni-
ce, smokve, banane, Sljive, marelice, datulje i sl.

Proizvodnja susenog voca ima vrlo dugu tradiciju i seze
unazad 6000 godina u podrucje Mezopotamije. S obzi-
rom na prethodno spomenuto valja naglasiti da uzgoj
i proizvodnja suSenog voca ¢ini znatan udio u poljopri-
vrednoj proizvodnji, a time ukupno i u gospodarstvima
mnogih zemlja, zato je od iznimne vaznosti osigurati da
spomenuti proizvodi na trziste dodu kao sigurni, to jest
da ne ugroZavaju zdravlje potro$aca te da budu priklad-
ni za ljudsku potrosnju. lako su se u proslosti uzgoj, pro-
izvodnja i izvoz suSenog voca povezivali s podrucjem
Mediterana, u danasnje su se vrijeme uzgoj i proizvod-
nja spomenutih proizvoda prosirili i u druge dijelove
svijeta (grafikon 3).

Premda plodovi suSenog voéa zbog svojeg sastava
(visoka kiselost i udio Secera te nizak udio vode) nisu
skloni bakterioloskom kvarenju, podrzavaju rast i razvoj
raznih plijesni, od kojih neke mogu proizvesti mikotok-
sine. Stoga mozemo zakljuditi da su plijesni najvazniji
c¢imbenik u ugrozi sigurnosti spomenutih prehrambenih
proizvoda, a time i izravno u stvaranju velikih ekonom-
skih Steta. Tome u prilog govori i nizizvjeS¢a u kojima se
otkriva ucestalo pojavljivanje visokih razina kontamina-
cije tih prehrambenih proizvoda mikotoksinima, $to za
posljedicu ima velike gospodarske gubitke.*

Broj prijava u sustav RASFF takoder nam moze pribliziti
razmjere problema izazvanih mikotoksinima (grafikon 1).

Pojava gljivicne infekcije na plodovima moguca je u ra-
zli¢itim proizvodnim i manipulativnim fazama (prilikom
dozrijevanja ploda, pri berbi, kod suSenja, transporti-
ranja, skladistenja itd.).**¢ Rast plijesni te posljedi¢no
stvaranje mikotoksina u plodu ovisi o slozenom medu-
djelovanju kako unutarnjih (sadrzaj vlage, aktivitet vo-
de, pH-vrijednost, redoks-potencijal, sadrzaj hranjivih
tvari, osmotski tlak) tako i vanjskih ¢imbenika (fizicka
ostecenja, utjecaj okoline). Slijedom navedenog dolazi-
mo do zakljuCka da ucinkovita borba u cilju smanjiva-
nja plijesni, kao i njihovih metabolita opcenito, pociva
u medudisciplinarnoj suradnji razli¢itih struka (agro-
noma, prehrambenih tehnologa, djelatnika sanitarnih
struka, lijecnika, biologa, kemicara i sl.) te aktivnoj pri-
mjeni uc¢inkovitih mjera, pocevsi od samog nasada dok
je plod jo$ na drvetu te nadalje kroz postupke berbe,
prebiranja oStecenih plodova, susenja prirodnim meto-
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Portal RASFF — OTA u suSsenom vocu
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Grafikon 1. Pojavnost okratoksina A u posljednjih nekoliko godina
* Napomena: Ve¢ u prvoj polovini 2018. godine pojavio se statisti¢cki znac¢ajan broj prijava na portalu RASFF.
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Grafikon 3. Broj prijava u sustav RASFF od 2013. do 2018. godine po drzavama podrijetla



238 Kecerin R. i sur. Kontrola okratoksina A u susenom vocu. J. appl. health sci. 2018; 4(2): 233-247

dama, zastite od Stetnika, transporta, skladiStenja te na
kraju samoga kupca.

Takoder je vazno istaknuti da kvalitetno uspostavljena
dobra poljoprivredna praksa (GAP), dobra proizvodac-
ka praksa (GMP), dobra higijenska praksa (GHP), dobra
distribucijska praksa (GDP) te njihov racionalno uspo-
stavljen meduodnos objedinjen adekvatno uspostav-
lienim sustavom HACCP nedvojbeno umanjuju rizike
po zdravlje populacije, kao i znatne gospodarske Stete
izazvane negativnim djelovanjem mikotoksina.*

) "y

Slika 3. Izgled smokava zahvaéenih plijesnima
Izvor: https://olfactoryobsessed.wordpress.com/2011/11/17/my-
unpleasant-experience-with-aftelier-fig/

3. Materijali i metode

3.1. Materijali

Od svih koraka u analizi, tj. analitickom procesu, uzor-
kovanje zauzima vrlo vazno mjesto. Nacin uzimanja
uzorka moze znatno utjecati na cijeli analiticki postu-
pak, kao i tocnost dobivenog rezultata. Stoga je veoma
vazno voditi racuna o njegovoj reprezentativnosti jer
¢e u suprotnom rezultat analize sadrzavati sustavnu
pogresku. Da bi uzorak bio reprezentativan te da bi se
mogla utvrditi stvarna koncentracija okratoksina A u
suSenom vocu, potrebno je ispravno provesti postupak
uzimanja uzoraka. Iz tog razloga bitno je postupak uzi-
manja uzorka u potpunosti uskladiti s Uredbom komi-
sije (EZ) br. 401/2006. o utvrdivanju metoda uzorkova-
nja i analize za sluzbenu kontrolu razina mikotoksina u
hrani.

Uzorkovanije na trzistu iskljucivo se provodi u:

proizvodnji
preradi
veleprodaji

vV vVv.v Vv

skladistima gdje se nalaze cijeli lotovi/Sarze (i u
hipermarketima).

3.1.1. Postupak uzorkovanja susenog voca
u rasutom obliku

S obzirom na to da su mikotoksini opcenito prilicno ras-
prseni (heterogeni) u seriji te nestruc¢no ili nepravilno
uzimanje uzoraka moze dovesti do netocnih rezultata
laboratorijskih analiza, kod ovakvog nacina uzimanja
uzorka od iznimne je vaznosti postivati zahtjeve Uredbe
komisije (EZ) br. 401/2006. Stoga je potrebno posebnu
paznju posvetiti samom postupku uzimanja uzoraka
koristeci se pritom odgovarajuéom opremom i vodedi
racuna da se svaki pojedinacni uzorak zasebno paki-
ra u odgovarajuce oznacenu vrecicu. Sve pojedinacne
zasebno pakirane vrecice potrebno je transportirati do
laboratorija zasti¢ene od svjetlosti.

Slika 4. Umjerena vaga za vaganje uzoraka pri

uzorkovanju
Izvor: Jagi¢, Kecerin (2018.)

Slika 5. Sonda za uzimanje rasutog uzorka
Izvor: Jagi¢, Kecerin (2018.)
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Slika 6. Pribor za uzimanje susenog voéa u

rasutom obliku
Izvor: Jagi¢, Kecerin (2018.)

Slika 7.

Izvor: Jagi¢, Kecerin (2018.)

Slika 8.

Izvor: Jagi¢, Kecerin (2018.)

Slike 7, 8 i 9 prikazuju sredstva za osobnu zastitu prili-
kom uzimanja rasutih uzoraka.

Slika 10. Naljepnice i vreéice za pakiranje i

oznacavanje pojedinaénih uzoraka
Izvor: Jagi¢, Kecerin (2018.)

3.1.2. Postupak uzorkovanja susenog voca
u pojedinacnim pakiranjima

Nacin uzorkovanja u pojedina¢nim pakiranjima tako-
der je odreden Uredbom komisije (EZ) br. 401/2006. Pri-
likom uzorkovanja pojedinacnih pakiranja valja voditi
racuna da je rijeC o istoj seriji, Sarzi, lotu, datumu pro-
izvodnje ili roku valjanosti. UCestalost uzimanja uzorka
u pojedinac¢nom pakiranju odredena je formulom:

tezina serije (kg) x tezina
pojedinacnog uzorka (kg)

Ucestalost uzorkovanja (SF) n=
tezina skupnog uzorka (kg) x tezina

pojedinacnog pakiranja (kg)

3.1.3. Priprema uzorka za laboratorijsku
obradu

Prema Pravilniku o planu uzorkovanja i metodama ana-
liza za sluzbenu kontrolu kolicina mikotoksina u hrani
(NN 45/08) i Uredbi (EZ) br. 401/2006, masa rasutog uzor-
ka (rinfuza) koja se uzima za serije do 15 tona za analizu
iznosi 30 kg. Skupni se uzorak mijesa u tri jednaka labora-
torijska uzorka (ili poduzorka) od 10 kg. Svaki laboratorij-
ski uzorak od 10 kg mora se posebno fino usitniti i dobro
promijesati kako bi se postigla dobra homogenizacija.*

Da bi se olakSalo homogeniziranje velikih kolicina uzo-
raka dodaje se voda u omjeru uzorak:voda=1:1,5. Na-
kon toga svaki pojedinacni uzorak od 10 kg dijeli se na
tri laboratorijska uzorka, odvaguje u kolic¢ini od 200 g i
stavlja se u sterilnu PVC ambalazu.

*  Napomena: Kada govorimo o susenom vocu, susene smokve pred-

stavljaju svojevrsnu iznimku jer zahtijevaju (ovisno o kolicini serije) uzi-
manje poduzoraka. Taj zahtjev za druge vrste suSenog voca ne postoji.
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Slika 11. Uredaj i oprema za homogenizaciju
Izvor: Bodnir i sur. (2014.), Uzorkovanje hrane i laboratorijske analize
kontaminanata u svrhu procjene zdravstvene ispravnosti, Uvod u
sigurnost hrane, Institut za sanitarno inzenirstvo Slovenije

Laboratorije koji obavljaju analize mikotoksina u svrhu
sluzbenih kontrola mora ovlastiti Ministarstvo poljopri-
vrede. Laboratorij mora biti akreditiran za HRN EN 1SO/
IEC 17025 za najmanje jednu vrstu mikotoksina u vezi s
analitickom tehnikom, a za sve ostale mikotoksine mo-
ra sudjelovati u programima medulaboratorijskih uspo-
redbi te imati provedenu validaciju metoda.

Validacijom se potvrduje da je odabrana analiticka me-
toda prikladna za namijenjenu joj svrhu. To je postupak
kojim se odreduje i dokumentira prikladnost analitic-
kog sustava za odredenu namjenu.

Akreditacija laboratorija (prema normi HRN EN ISO/IEC
17025) jest nepristran postupak koji vodi trec¢a strana
(Hrvatska akreditacijska agencija (HAA) te strani i do-
maci strucni ocjenitelji) kojim se potvrduje kompeten-
tnost za provedbu ispitivanja.

U skladu s Uredbom (EZ) br. 401/2006, akreditirani labo-
ratorij mora imati odgovaraju¢u opremu za pripremu,
obradu i homogenizaciju uzoraka.*

3.2. Metode

S obzirom na svojstva mikotoksina u smislu njihova po-
javljivanja pri loSem skladistenju na velikim koli¢inama
hrane, na njihovu heterogenost u uzorcima te u pravilu
velike kolicine koje se uzorkuju, prije analize valja do-
bro homogenizirati uzorak. Nakon toga primjenjuje se
test ELISA (engl. Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
kao orijentacijska metoda koja nam moze dati lazno
pozitivne rezultate. 1z tog se razloga uzorci pozitivni na
testu ELISA moraju analizirati nekom potvrdnom meto-
dom kao Sto su tekudinska kromatografija visoke dje-
lotvornosti (HPLC) ili tekucinska kromatografija s tan-
demskim spektrometrom masa (LC-MS/MS).

3.2.1. TestELISA

ELISA je imunoenzimski test kojim se odreduje koncen-
tracija mikotoksina na nacelu vezanja antigen - protu-
tijelo. Komplet za odredivanje mikotoksina u svojem
pakiranju sadrzi plasti¢ne jaZice, standarde, reagense

PODJELA LABORATORIJSKIH UZORAKA:

Homogenizirani
uzorak

Uzorak za analizu u
laboratoriju

Uzorak za SPH
ukoliko Zeli drugo
misljenje

Uzorak u slucaju
potrebe za analizom
u Referentnom
laboratoriju

Slika 12. Shematski prikaz podjele homogeniziranog uzorka (Uredba komisije (EZ) br. 401/2006. o

utvrdivanju metoda uzorkovanja i analize za sluzbenu kontrolu razina mikotoksina u hrani)
Izvor: Martina Ivesic (2015.)
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za provodenje testa te radne upute. Prije same imuno-
loske reakcije antigen - protutijelo potrebno je pripre-
miti uzorak. Nakon homogenizacije i odvage, uzorku se
dodaje otopina metanol : voda (70 : 30). Smjesu je tada
potrebno staviti na tresilicu tri minute. Poslije homoge-
nizacije uzorak se mora taloziti dvije do tri minute.

Da bismo smanijili nezeljene ucinke (interferencije)
pojedinih sastojaka analiziranog uzorka (engl. matrix
effect), npr. visoka razina Secera u susenim smokvama,
ekstrakt je potrebno profiltrirati kroz filtar (Whatman
No. 1). Taj se ekstrakt zajedno s konjugatom stavlja u
jazicu na ¢ijem se dnu nalazi antigen. Nakon inkubacije
od 15 minuta na sobnoj temperaturi jazice se isprazne
te se dodaje supstrat koji uzorke oboji u plavo. Vazno je
napomenuti da je intenzitet obojenosti uzorka obrnuto
proporcionalan koli¢ini analita. Inkubacija traje pet mi-
nuta u mraku na sobnoj temperaturi. Poslije toga doda-
je se stop-otopina te se tako pripremljeni uzorak snima
spektrofotometrijski. Kalibracijska se krivulja radi sa
svakom serijom uzoraka, a koncentracija okratoksina A
u uzorku ocita se iz kalibracijskog pravca.

3.2.2. Primjena HPLC-a u analizi
okratoksina A

Tekudinska kromatografija visoke djelotvornosti (me-
toda HPLC) jest kromatografska tehnika u kojoj se kao
pokretna faza koristi tekucina, a nepokretna je faza kru-
tina razli¢ite polarnosti. Komponente smjese razdvajaju
se putovanjem kroz kolonu zbog kemijskih interakcija
izmedu tvari koja se analizira i nepokretne (stacionar-
ne) faze u koloni. Pokretna (mobilna) faza jest tekucina
visokog tlaka koja utjece na interakcije analita i nepo-
kretne faze te se u analizama najceSée upotrebljava
gradijentna promjena sastava pokretne faze. Najcesée
su koriStena otapala voda, metanol i acetonitril, koji-
ma se dodaju razliciti puferi ili neke druge komponente
koje pogoduju razdvajanju analiziranih komponenata
medusobno ili njihovom odvajanju od ostalih kompo-
nenata iz uzorka. Vrijeme zadrzavanja komponenata
ovisi o prirodi tvari koja se analizira i karakteristicno je
za odredenu tvar. Primjena visokog tlaka povecava li-
nearnu brzinu i daje komponentama manje vremena za
zadrzavanje, $to poboljSava rezoluciju kromatograma i
smanjuje vrijeme analize, uz ustedu otapala.

3.3. Priprema uzorka

Analizi na instrumentu prethodi priprema uzorka. Prva
je faza homogenizacija uzorka uz dodatak vode. Nakon
homogenizacije napravi se odvaga odredene kolicine

homogeniziranog uzorka u Erlenmayerovu tikvicu uz
dodatak metanola + 0,1 molL* fosforne kiseline da se
olaksa ekstrakcija. SadrZaj se 15 minuta mijesa na ma-
gnetskoj mijesalici te se filtrira kroz filtarski papir. Na-
kon toga se u laboratorijsku ¢asu se otpipetira potreb-
na kolicina filtrata i razrijedi fosfatnim puferom (PBS).
Razrijedeni se ekstrakt propusti kroz imunoafinitetnu
kolonu (IAC), a protok se podesi prema uputama pro-
izvodaca kolona. Propustanjem ekstrakta kroz imuno-
afinitetnu kolonu OTA (antigen) se veze na protutijela
na ¢vrstom nosacu te ostaje u koloni. Vazno je naglasiti
da se punilo kolone ne smije osusiti nakon prolaska ek-
strakta. Nakon $to ekstrakt u potpunosti prode, kolona
se ispire destiliranom vodom te se osusi u vakuumu.
Okratoksin A eluira se propustanjem metanola. Eluat se
skuplja u epruvetu i upari do suhog u struji zraka.

Ovom se metodom u krakom vremenu procis¢avanja
uzorka dobiva dobra preciznost, toCnost i osjetljivost za
daljnju analizu, a takoder valja spomenuti i nastajanje
manjih kolicina organskih otapala, kao i smanjenu izlo-
Zenost zaposlenika koji izvode pripremu uzorka njihovu
Stetnom djelovanju.®

Nakon pripreme uzorka slijedi analiza na tekuc¢inskom
kromatografu - HPLC (Agilent 1100) koji se sastoji od ot-
plinjaca, termostatiranoga automatskog uzorkivaca, bi-
narne pumpe i FLD detektora (engl. fluorescence detecti-
on) te sustava za racunalnu obradu podataka (slika 13).

Slika 13. HPLC uredaj Agilent 1100
Izvor: https://gmi-inc.com/media/product/f47/agilent-1100-hplc-
system-vwd-with-quaternary-pump-949.jpg
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Uvjeti kromatografiranja

Kromatografirano je na reverzno-faznoj koloni ispunje-
noj punilom tipa C18 (Luna 2,0 x 150 mm, veli¢ina Cesti-
ca 3 ym i promjera pora 100 A; Phenomenex, Torrance,
SAD). Pocetni sastav pokretne faze bio je 35 % otopine
mravlje kiseline u vodi (0,2 %) i 65 % acetonitrila uz pro-
tok od 0,2 mL/min. Tijekom analize postotak acetonitrila
povecavan je do 90 %. Temperatura kolone bila je 40 °C,
a volumen injektiranja 30 pL. Nakon razdvajanja kompo-
nente su detektirane na FLD-u, ekscitacijska valna dulji-
na bila je 247 nm, a emisijska valna duljina bila je 480 nm.

3.4. Kontrola kvalitete rezultata analize

Zbog vaznosti koju ima vjerodostojnost ispitnih rezulta-
ta, kao i Steta koje mogu proizadi iz pogresnih rezultata,
svaki laboratorij mora voditi brigu o osiguravanju kva-
litete ispitnih rezultata koje daje. Svi referentni labora-
toriji za analizu mikotoksina duzni su svoje poslovanje i
aktivnosti uskladiti sa zahtjevima navedenima u normi
HRN EN ISO/IEC 17025. U spomenutoj normi navedene
su odredene metode s pomocu kojih se moze osigura-
ti zadovoljavajuca razina kvalitete. Ako laboratorij ima
za cilj dokazati osposobljenost u radu, odnosno vjero-
dostojnost dobivenih rezultata, mora udovoljiti nizu
uvjeta koji se odnose na sustav upravljanja (upravljacki
zahtjevi), kao i tehnicke zahtjeve.

Upravljacki zahtjevi:
» odgovarajuca organizacija (definirane odgovornosti)
» sprjecavanje sukoba interesa
» uspostavljena odgovarajuca zastita u pogledu
povijerljivosti
» strucnostisigurnost osoblja i informacija.
Tehnicki zahtjevi:
» osoblje
> uvjeti smjestajai okolisa
ispitne i umjerne metode i njihova validacija
oprema
mjerne sljedivosti
uzorkovanja
» rukovanje predmetima za ispitivanje i umjeravanje.

v vyYvyy

Postoji velik broj nacina kojima je moguce osigurati od-
nosno kontrolirati zadovoljavajucu razinu kvalitete u
odredenom laboratoriju. Navedimo samo neke:

» ispitivanja osposobljenosti (PT)

» medulaboratorijska ispitivanja (MLU)

» uporaba certificiranih referentnih materijala (CRM)

» uporaba referentnih materijala (RM).

Ispitivanja osposobljenosti jesu ispitivanja koja orga-
niziraju tvrtke akreditirane za tu djelatnost. Pripremaju
uzorak s analitima ovisno o vrsti testa i Salju ga u labo-
ratorije prijavljene na test. Usporedba ovako dobivenih
rezultata provodi se kako bi se postigli sljededi ciljevi:

» validacija ispitnih postupaka i odredivanje nesi-
gurnosti rezultata

» procjena pouzdanosti rezultata ispitivanja onih
laboratorija koji sudjeluju u medulaboratorij-
skim ispitivanjima.

Organizacija ispitivanja osposobljenosti provodi se
ovisno o zeljenim ciljevima. Zahtjevi su propisani me-
dunarodnim standardima (ISO 5725-2, ISO Guide 35,
ISO 13528). Svi su rezultati povjerljivi, tako da nijedan
laboratorij ne bi trebao imati rezultate drugih. Da bi is-
pitni laboratoriji mogli dokazati svoju mjeriteljsku spo-
sobnost, moraju sudjelovati u usporedbenim mijerenji-
ma, kako bi vidjeli kolika je mjerna nesigurnost ispitnih
rezultata. Na temelju individualno dobivenih rezultata
laboratoriji odlu¢uju o mogucim popravnim radnjama
kako bi se unaprijedili postupci ispitivanja.

Medulaboratorijska ispitivanja laboratoriji organizi-
raju medusobno prema istim pravilima kao Sto se or-
ganiziraju i ispitivanja osposobljenosti, a ciljevi su im
uglavnom isti. Primjenjuju se najvise kada nema orga-
niziranih ispitivanja osposobljenosti za Zeljene analite
ili vrstu uzoraka u nekim udruzenjima laboratorija kao
$to su policijski i vojni laboratoriji ili u nekim drugim
specifi¢nim slu¢ajevima.*

Referentni materijal (RM): materijal ili tvar ¢ija je jedna
ili viSe vrijednosti karakteristika dovoljno homogena i
dobro utvrdena da se moze primjenjivati za kalibriranje
instrumenta, ocjenu metoda mjerenjaili dodjelu vrijed-
nosti materijalima.

Certificirani referentni materijal (CRM): referentni ma-
terijal s prilozenim certifikatom ¢ija je jedna ili vise vri-
jednosti karakteristika certificirana postupkom kojim se
utvrduje njegova sljedivost do precizne realizacije jedi-
nice u kojoj su izrazene vrijednosti karakteristika, a Cija
je svaka certificirana vrijednost popracena nesigurnoséu
na navedenoj razini pouzdanosti. Pripravu certificiranih
referentnih materijala provode ,proizvodadi referentnih
materijala” (engl. reference material producers).*’

Unutarnja kontrola kvalitete
Injektiranje otopine radnog standarda (RS)

Radni standardi prireduju se odgovaraju¢im razrje-
divanjem primarnog standarda pogodnim otapalom
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(acetonitril) u odmjernim tikvicama od 10 ml. Tako
pripremljen radni standard ¢uva se u hladnjaku za re-
ferentne materijale u ambalazi od tamnog stakla. Pro-
vjera stabilnosti radnih standarda vrsi se dugoro¢nim
praéenjem varijabilnosti mjerenja. To¢ne koncentraci-
je, razrjedenja te oznake standarda, kao i brojevi Sarzi
potvrdenih referentnih materijala i njihov rok trajanja
upisuju se u laboratorijski dnevnik priprave standarda.

Injektiranje otopine radnog standarda vrsi se svaki dan
prije pocCetka mjerenja. U softver se upisuje koncen-
tracija i datum pripreme standarda. Radni standard
potrebno je injektirati do ustaljivanja retencijskog
vremena (vrijeme zadrzavanja pika dva uzastopna
injektiranja ne razlikuje se vise od +2,5 %, prema od-
luci Komisije o primjeni Direktive Vije¢a 96/23/EZ o
provodenju analitickih metoda i tumacenju 2002/657/
EC, tocka 2.3.5.1). Povrsine dobivene kao rezultat dva
uzastopna injektiranja i vremena zadrzavanja upisuju
se u kontrolnu kartu i moraju se nalaziti unutar dva
standardna odstupanja odziva RS-a (t 2s) injektiranog
kroz odredeni period (preporuka: najmanje 30 radnih
dana). U suprotnom se priprema nova otopina RS-a.
Ako je odziv novog RS-a izvan propisanih granica, utvr-
duje se razlog odstupanja.

Validacija metode

Parametri validacije i kriteriji prihvatljivosti preuzeti su
iz Uredbe komisije (EZ) br. 401/2006 o utvrdivanju meto-

da uzorkovanjaianalize za sluzbenu kontrolu razina mi-
kotoksina u hrani, toc¢ka 4.3.1. i navedeni su u tablici 1.

Svi navedeni parametri ispitani su tijekom validacije
metode u laboratoriju i dobiveni su zadovoljavajudi re-
zultati, ¢ime je dokazana osposobljenost za provodenje
ovih ispitivanja.

4. Rasprava

Premda su proizvodi od suSenog voéa glavna tema
ovog rada, nije na odmet spomenuti i ostale vrste hra-
ne u kojima OTA svojom prisutnosc¢u negativno djeluje
kako na kvalitetu prehrambenog proizvoda tako i na
njegovu sigurnost te posljedi¢no na zdravlje populacije.
Prisutnost okratoksina A potvrdena je u mnogim vrsta-
ma hrane kao $to su mahunarke, zZitarice, suhomesnati
i fermentirani proizvodi, kakao, sok od grejpa, zelena
kava, kruh, vino, pivo te vo¢ni sokovi. Dobar dio nabro-
jenih prehrambenih proizvoda svakodnevno je zastu-
pljen u prehrani stanovnika u Republici Hrvatskoj. 1z to-
ga mozemo zakljuciti da postoji opravdana bojazan za
zdravlje potrosaca koje mozZe biti naruseno nedvojbeno
negativnim utjecajem okratoksina A.

Tablica 1. Parametri validacije i kriteriji prihvatljivosti za metodu odredivanja okratoksina A u hrani

Iskoristenje

<1pgkg!= 50do 120 %°
1do 10 pg kg = 50 do 110 %"

Preciznost mjerenja

RSD <5 %P

Preciznost pripreme uzorka

<1pgkg! = RSD, <40 %°
1-10 ug kg' = RSD, =20 %?

Linearnost

k=0,999

Granica kvantifikacije

<MDK/2 (ug kg?)
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Posljedice su djelovanja okratoksina A na ljudski orga-
nizam visestruke. Nepobitno je dokazan nefrotoksican,
genotoksican i karcinogeni ucinak okratoksina A na
pokusnim i domadim Zivotinjama. Kod ljudi izloZzenost
niskim razinama okratoksina A zajedno s drugim vrsta-
ma mikotoksina, Sto je najcesdi slucaj, moze rezultirati
sinergijskim ili aditivnim ucincima u konacnici izaziva-
judi genotoksi¢nost i/ili karcinogenost te time ozbiljno
utjecati na zdravlje.®®

U tom kontekstu potrebno je posebno istaknuti balkan-
sku endemsku nefropatiju (BEN). Balkanska endemska
nefropatija kroni¢na je tubulointersticijska nefropatija
udruZzena s karcinomima gornjeg dijela urotela. Nai-
me, iako postoje prijepori u stru¢nim krugovima glede
uzroka spomenute bolesti, Sto je vec ranije spomenu-
to, uloga okratoksina A i mikotoksina opéenito nije u
potpunosti odbacena. Tome u prilog treba spomenuti i
mnoga istrazivanja kojima je dokazana povisena razina
okratoksina A u krvi stanovnika zahvacenog podrucja
(Podunavlje i Brodska Posavina). U tim je regijama po-
java tumora gornjeg dijela urotela oko 55 puta veca ne-
go u drugim dijelovima Hrvatske.*

lako je vaznost mikotoksina opéenito u smislu sigur-
nosti hrane i zdravlja potrosaca prepoznata te dobrim
dijelom kvalitetno popracena zakonskom regulativom,
ipak postoji potreba da se to podrucje znatno bolje
uredi. Jedan su od primjera koji idu u prilog toj tvrdnji
i razne vrste suSenog voca. Naime, zakonodavstvo EU-
a propisuje MDK za okratoksin A samo u suSenim groz-
dicama, najviSe granice za ostale vrste susenog voca
nisu zakonski odredene. U tom slucaju, s obzirom na
nedvojbeno negativan utjecaj mikotoksina opcenito na
ljudsko zdravlje, primjenjuje se Nacelo predostroznosti
navedeno u Zakonu o hrani (NN 81/13). Takva situacija
u kontekstu prili¢no ucestalih obavijesti putem RASFF-a
(grafikon 1) koje se odnose na suseno voce, prosjecnih
godisnjih srednjih vrijednosti okratoksina A u susenom
vocu (grafikon 2), kao i spomenuta zakonska neure-
denost za veliki broj vrsta susenog voca osim grozdica
predstavlja veliki izazov za sve zainteresirane strane.

S obzirom na prethodno spomenuti negativni ucinak
okratoksina A na ljudsko zdravlje, problem se pokusava
rijeSiti postavljanjem privremeno dopustenog tjednog
unosa - PTWI (engl. the provisional tolerable weekly inta-
ke) kojiiznosi 100 ng po kilogramu tjelesne mase. Tu razi-
nu postavila je JECFA (The Joint FAO / WHO Expert Com-
mittee on Food Additives).”? Europska agencija za hranu
EFSA (engl. European Food Safety Authority) preporucuje
nesto vecu granicu od 120 ng po kilogramu tjelesne ma-
se. U kontekstu neuredenosti legislative valja spomenuti

i tradicionalne suhomesnate proizvode koji su znatno
zastupljeni u prehrambenim navikama stanovnika Re-
publike Hrvatske, a poglavito u podrucjima zahvacenima
balkanskom endemskom nefropatijom. Hrvatska agen-
cija za hranu 2016. godine izradila je procjenu izloZenosti
okratoksina A u tradicionalnim suhomesnatim proizvo-
dima (kulen, panceta, slavonska kobasica, dimljena Sun-
ka, dimljena rebra). Zakljuceno je da je TWI premasen
jedino u slucaju pancete (0,8 % populacije), dok za ostale
proizvode ne postoji vjerojatnost izlozenosti ljudi iznad
vrijednosti tjednog unosa (TWI).*

Novije analize prehrambene izloZenosti okratoksinu A
odraslih potro$aca u Europi pokazale su da je tjedna izlo-
Zenost u rasponu od 15 do 60 ng okratoksina A po kilogra-
mu tjelesne tezine tjedno. Srecom, ta je izlozenost ispod
TWI vrijednosti od 120 ng po kilogramu tjelesne mase,
medutim postojeée baze podataka o potrosnji EFSA-e ne
uklju¢uju dojencad i djecu. Stoga je EFSA-in panel CON-
TAM u svojem znanstvenom misljenju zakljucio da ¢e vi-
Se podataka biti potrebno za procjenu stope izlozenosti
ovog segmenta potrosaca, uzimajudi u obzir njihove pre-
hrambene sklonosti.*® Takoder je potrebno napomenuti
da neke kategorije hrane nisu dovoljno opisane i analizi-
rane na prisutnost okratoksina A, ukljucujuci vo¢ne so-
kove (osim soka od grozda) te stoga nisu uzete u obzir u
spomenutom EFSA-inu misljenju o procjeni zbog njihove
niske razine zagadenja okratoksinom A (0,1 0,01 pg/kg).
Sli¢no tome, suho voce i zacini nisu uzeti u obzir zbog nji-
hove niske potrosnje od 2,9 0,5 grama dnevno.*

5. Zakljucak

Svakako bi bilo potrebno provesti istrazivanje o pre-
hrambenim navikama stanovnika EU-a da se utvrdi
zastupljenost suhog voéa u ukupnoj prehrani u cilju
postavljanja MDK-a za trenutacno nedefinirane vrste
susenog voca. No u tome postoji niz poteskoca koje su
povezane s podnebljem, navikama ili kulinarskom tra-
dicijom pojedinih regija ili drzava unutar EU-a. Spome-
nute razlike zasigurno bi utjecale na kvalitetu, to¢nost i
primjenjivost dobivenih rezultata u nekoj buducdoj pro-
cjeni rizika koja bi bila temelj za odredivanje grani¢nih
vrijednosti za navedene proizvode.

Premda tijekom tog procesa postoji niz prepreka, treba

nastojati da se spomenuta problematika s$to je moguce
prije rijesi i uvrsti u pripadajucu zakonsku regulativu,
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iako je to ponekad vrlo trnovit put jer veliki proizvodaci
uvijek preko lobistickih skupina ometaju takve namjere
te uvijek teZze da MDK bude $to je mogude visi.

Unatoc¢ svim tim izazovima, kroz kvalitetan rad unutar
zemalja ¢lanica EU-a u smislu kontinuiranog praéenja
nereguliranih mikotoksina, suradnju nacionalnih i me-
dunarodnih institucija kako bi se osigurale nuzne in-
formacije u svrhu donosenja kvalitetnih i mjerodavnih
zakljuéaka, kvalitetno provedene procjene rizika, kvali-
tetno praéenje trendova razlicitih mikotoksina u hrani i
praéenja prehrambenih navika stanovnistva odredenog
podrucja mogude je pomiriti razli¢ite grupacije i njihove
interese te u konacnici osigurati da hrana s trziSta EU-a
bude sigurna za zdravlje potrosaca.
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Summary

Ochratoxins are a subgroup of mycotoxins produced by
molds of the genera Aspergillus ochraceus and Penicil-
lium viridicatum. The most examined and most toxic
is ochratoxin A (OTA), while less toxic are ochratoxin B
and ochratoxin C, obtained only in laboratory. Experi-
mental tests on animals have proven nephrotoxic, car-
cinogenic, teratogenic and immunosuppressive effects
of ochratoxin A, and recent studies have shown that it
causes adverse effects on reproductive health of hu-
mans. OTA is most commonly produced on crops after
harvest of cereals, but it also represents a significant
health problem and economic loss in production, pro-
cessing, storage and distribution of other crops such as
spices, coffee, legumes, nuts, wine, beer, dried fruit, etc.

Because of a lot of important nutrients (polyphenols,
fibers, vitamins, minerals, etc.), dried fruit is produced
around the world, so in many countries it makes a sig-
nificant share in the agricultural production and in the
economy. The appearance of mold, and consequently

ochratoxin A, is the biggest problem in the cultivation,
production and distribution of this type of food. The
protection of the product from the appearance of mold
and mycotoxins begins on the plantation itself, and it is
necessary to carry it continuously through various pro-
duction and manipulative phases (harvesting, drying,
transporting, storage etc.).

For determination of mycotoxins in dried fruit and pre-
vention of any potential safety threats in food being
placed on the market, sensitive analytical methods for
their detection and quantification, preferably the ELISA
test as a screening method or HPLC as a confirmatory
method are used. For most accurate data obtained in
laboratory analyses, it is necessary to take the sample
properly, and perform the analysis from well homog-
enized laboratory sample.

Keywords: mycotoxins, ochratoxin A, dried fruit, HPLC.






