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Sazetak

Prema Uredbi (EZ) br. 178/2002 hrana je: ,svaka tvar ili proizvod preraden, djelomi¢no
preraden ili nepreraden, a namijenjen je konzumaciji ili se moze opravdano ocekivati da ¢e ga ljudi
konzumirati”. Kao jedan od najvaznijih alata za osiguranje zdravstvene ispravnosti hrane, zakoni
I propisi o hrani precizno definiraju maksimalne dopustene razine za pojedine kontaminante u
hrani bez stete po ljudsko zdravlje. Neki od najées$ée spominjanih i analiziranih kontaminanata su
mikotoksini te ostaci pesticida, ¢ija je kontrola nedvojbeno vazna za sigurnost i kvalitetu hrane.
Vodec¢i se zakonima i propisima, razvijene su metode za utvrdivanje prisutnosti odredenih tvari u
hrani, primjerice primjenom tekuc¢inske kromatografije s tandemskom spektrometrijom masa (LC-
MS/MS), pri ¢emu se posebna paznja usmjerava na pripremu uzorka za odredene skupine spojeva
uz koristenje validiranih analitickih metoda, provjerenih kako bi se dokazala njihova u¢inkovitost
i uskladenost sa zakonskim propisima.

Kljuéne rijeci: hrana, zdravstvena ispravnost, kontrola, LC-MS/MS, validacija



Summary

According to Regulation (EC) no. 178/2002 food is: "any substance or product processed,
partially processed or unprocessed, and intended for consumption or can be reasonably expected
to be consumed by humans”. As one of the most important tools for ensuring food safety, food
laws and regulations precisely define the maximum permissible levels for certain contaminants in
food without harming human health. Some of the most frequently mentioned and analyzed
contaminants are mycotoxins and pesticide residues, the control of which is undoubtedly important
for food safety and quality. Guided by laws and regulations, methods have been developed to
determine the presence of certain substances in food, for example using liquid chromatography
with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS), whereby special attention is focused on sample
preparation for certain groups of compounds using validated analytical methods, verified in order
to prove their effectiveness and compliance with legal regulations.

Key words: food, health safety, control, LC-MS/MS, validation



Popis koristenih kratica

LC-MS/MS — eng. Liquid Chromatography - Tandem Mass Spectrometry, tekucinska
kromatografija s tandemskom spektrometrijom masa

MRL — eng. Maximum Residue Level, maksimalna (dozvoljena) razina ostatka

ELISA —eng. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, enzimsko imunokemijska metoda
QQqQ - trostruki kvadrupolni analizator masa

MRM - eng. Multiple Reaction Monitoring, pracenje visestrukih reakcija

CID —eng. Collision Induced Dissociation, kolizijski inducirana disocijacija

API — eng. Atmospheric Pressure lonization, tehnika ionizacije pri atmosferskom tlaku
IAC — eng. Immunoaffinity Columns, imunoafinitetne kolone

QUEChERS - eng. Quick-Easy-Cheap-Effective-Rugged-Safe, brza jednostavna jeftina efektivna
robusna i sigurna (metoda)

QuPPe — eng. Quick Polar Pesticide Extraction, brza ekstrakcija polarnih pesticida

dSPE — eng. Dispersive Solid Phase Extraction, disperzivna ekstrakcija na ¢vrstoj fazi
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1. Uvod

Prema Uredbi (EZ) br. 178/2002 hrana je: ,,svaka tvar ili proizvod preraden, djelomi¢no
preraden ili nepreraden, a namijenjen je konzumaciji ili se moze opravdano ocekivati da ¢e ga ljudi
konzumirati”. Pi¢a, zvakace gume, voda i ostale druge stvari, koje se namjerno ugraduju u hranu
tokom njezine proizvodnje, pripreme ili prerade takoder se svrstavaju pod pojam hrane. Na trziste,
prema istoj uredbi, nije dozvoljeno stavljati nesigurnu hranu, a takva hrana je ona koja je stetna za
zdravlje ili neprikladna za konzumaciju [1].

Zakonom o hrani (NN 018/2023) propisana je zabrana stavljanja zdravstveno neispravne hrane
na trziSte, a samim time i njezina konzumacija. Zdravstveno neispravnom hranom smatra se,
izmedu ostalog, hrana koja ne zadovoljava mikrobioloSke kriterije sigurnosti hrane, hrana koja
sadrzi patogene mikroorganizme, hrana koja potje¢e od ili sadrzi nedozvoljene genetski
modificirane organizme, hrana koja sadrzi prehrambene aditive i arome Cije koli¢ine prelaze
maksimalno dozvoljenu granicu, hrana koja sadrzi kontaminante poput mikotoksina koji prelaze
najvece dopustene koli¢ine, 0dnosno hrana u kojoj su sadrzane rezidue pesticida u koli¢inama koje
predstavljaju rizik za ljudsko zdravlje [2].

Stalne kontrole koriStenjem dokazanih analitickih metoda i tehnika kao $to su spregnuta
tekuc¢inska kromatografija i tandemska spektrometrija masa (LC-MS/MS) potrebne su kako bi se
utvrdila sukladnost sirovina i prehrambenih proizvoda sa zakonskim propisima vezanima za hranu.
Mikotoksini i rezidue pesticida medu naj¢es¢im su kontaminantima koji se analiziraju u hrani,
posebice u prehrambenim sirovinama kao $to su Zitarice [3], a strogo definirani propisi koji ih
zakonski reguliraju jesu u prvom redu Uredba Komisije (EU) 2023/915 0 najve¢im dopustenim
koli¢inama odredenih kontaminanata u hrani [4], Preporuka Komisije 2013/165/EU o prisutnosti
toksina T-2 i HT-2 u zitaricama i proizvodima od zitarica [5], te Uredba (EZ) br. 396/2005 o
maksimalnim razinama ostataka pesticida u ili na hrani i hrani za Zivotinje biljnog i Zivotinjskog

podrijetla [6].



2. Mikotoksini i rezidue pesticida

2.1. Mikotoksini

Mikotoksini su spojevi male molekulske mase koji nastaju tijekom sekundarnog metabolizma

nekih vrsta plijesni, a imaju toksican ucinak na zdravlje ljudi i zivotinja pri niskim

koncentracijama. Vrlo su ¢esti onecisc¢ivaci hrane koji izazivaju brojne Stete u gospodarstvu, te je

prema istrazivanjima ¢ak do 80% svjetskih usjeva kontaminirano mikotoksinima [7]. Poznato je

vise stotina mikotoksina od kojih je prema gore navedenoj zakonskoj regulativi Europske Unije

(EU) regulirano samo nekoliko. U Tablici 1. prikazani su neki regulirani mikotoksini s

pripadaju¢im najveéim dozvoljenim vrijednostima u pojedinim namirnicama [4].

Tablica 1. Najvece dopustene koli¢ine odredenih mikotoksina u pojedinim namirnicama, izvor:

prilagodeno iz [4].

Naziv mikotoksina

Namirnica

Najveca dopuStena koli¢ina

(ng/kg)

Aflatoksin B1

Suseno voce koje se sortira ili
drugacije fizikalno obraduje
prije stavljanja na trziSte za

krajnjeg potroSaca

50

Bademi, pistacije 1 jezgre
marelice koji se sortiraju ili
drugacije fizikalno obraduju
prije stavljanja na trziste za

krajnjeg potroSaca

12,0

Zitarice i proizvodi dobiveni

od Zitarica, osim kukuruza

2,0

Dumbir (suSeni)

50

Djecja hrana i preradena hrana
na bazi Zitarica za dojencad 1

malu djecu

0,10

Suseni zacini:
Cili, papar, muskatni oras¢i¢,

kurkuma

50




Tablica 1. nastavak

Najveca dopuStena koli¢ina

Naziv mikotoksina Namirnica
(ng/kg)

Okratoksin A Nepreradena zrna zitarica, | 5,0
sjemenke suncokreta i bu¢ine
sjemenke
Kakao prah 3,0
Vino, aromatizirano vino 2,0
Djecja hrana i preradena hrana | 0,50
na bazi Zitarica za dojencad i
malu djecu

Patulin Voéni sokovi, alkoholna pic¢ai | 50
fermentirana pi¢a dobivena od
jabuke

Deoksinivalenol Nepreradena zrna zitarica | 1250
osim tvrde psenice i kukuruza
Tjestenina 750
Kruh, keksi 1 Zitarice za | 500
dorucak

Zearalenon Nepreradena zrna Kukuruza 350
Snack proizvodi na bazi | 100
kukuruza

Fumonizini Nepreradena zrna kukuruza 4000
Kukuruzno brasno koje se ne | 2000
stavlja na trZiSte za krajnjeg
potrosaca
Djecja hrana koja sadrzava | 200
kukuruz

Citrinin Dodaci prehrani na bazi rize | 100
fermentirane kvascem
Monascus purpureus

Alkaloidi glavice razi Proizvodi meljave jecma, | 100

pSenice, pira i zobi




Mikotoksini su prilicno stabilni i dugo ostaju u biljnim i Zzivotinjskim proizvodima te
predstavljaju veliku prijetnju za zdravlje ljudi i zivotinja u mnogim zemljama, posebice zemljama
u razvoju. Bolesti uzrokovane mikotoksinima nazivaju se mikotoksikoze, a jesu li akutne ili
kroni¢ne mikotoksikoze, ovisi o dozi i trajanju izloZenosti organizama tim mikotoksinima. Kod
akutnih mikotoksikoza tijelo je izlozeno visokim koncentracijama mikotoksina tijekom kratkog
vremenskog razdoblja i moze rezultirati iznenadnim oSteCenjem organa, pa ¢ak i smrcu, dok je
kod kroni¢nih mikotoksikoza tijelo izlozeno mikotoksinima kroz dulje vremensko razdoblje [7].

Obzirom na navedene zdravstvene implikacije, potrebno je kontrolirati koncentraciju
mikotoksina u prehrambenim proizvodima, ali i sirovinama kako bi se pravovremeno mogle
poduzeti mjere za sprjeavanje kontaminacije te naposljetku konzumacije zdravstveno neispravne
hrane. Sto se ti¢e pojave mikotoksina u Republici Hrvatskoj, istraZivanja na Zitaricama pokazuju
da prevladavaju mikotoksini koje proizvode plijesni roda Fusarium te da je pojava mikotoksina
opéenito povezana s klimatskim promjenama, posebice temperaturom i vlagom, ali i primjenom
agrotehnickih mjera i sl. Tako se visoka pojavnost Fusarium mikotoksina (deoksinivalenola) u
hrvatskim Zitaricama veze uz umjerene temperature zraka s razdobljima visoke vlaznosti, dok se
pojavnost Asperigllus mikotoksina (aflatoksina) veze uz ekstremno vruca i suha vremenska
razdoblja tijekom kriti¢nih faza rasta biljke [3,8].

Posebnu pozornost izaziva €injenica da prehrambene sirovine i proizvodi mogu istovremeno
biti kontaminirani s vise razli¢itih kontaminanata, iste ili druge vrste. Primjerice, Cesto je
zabiljeZena i supojavnost mikotoksina u zitaricama [8], kao i istovremena prisutnost mikotoksina,
teskih metala i rezidua pesticida [3], Sto upucuje na vaznost kontrole usjeva, ali i opcenito hrane

namijenjene za ljudsku ili zivotinjsku konzumaciju.



2.2. Pesticidi

Pesticidi se opcenito mogu definirati kao tvari koje se koriste za suzbijanje, iskorjenjivanje i
spreCavanje pojave organizama koji se smatraju Stetnima [9]. Sastavni su dio konvencionalne
poljoprivredne proizvodnje zbog svoje vazne uloge u smanjenju gubitaka. Prema procjenama,
bez upotrebe pesticida doslo bi do gubitka u proizvodnji voc¢a od €¢ak 78%, u proizvodnji Zitarica
32%, te povrca od 54% [10].

Ipak, pesticidi imaju i Sirok raspon Stetnih svojstava za zivotinje, ljude i okolis. Jednom
aplicirani, rijetko ostaju u obliku u kojem su bili koriSteni. Posljedica njihove postojanosti je
kruzenje u prirodi (Slika 1), a prenositi se mogu pomocu vjetra, oborina, podzemnih i
povrsinskih tokova, ali 1 bioloskim putem, odnosno hranidbenim lancem. Osim §to zagaduju tlo,
takoder unistavaju i mikrofloru tla, a samim time otezavaju rast i razvoj biljaka. U ljudsko tijelo
mogu doprijeti kroz kozu, udisanjem i oralno, a simptomi koji se pojavljuju kod trovanja ovise o

koncentraciji pesticida i vremenu izlaganja djelovanju pesticidima [11].

Nosenje
vjetrom )
Isparavanje 2 éd ¢4 ¢ Oborine
d 4
Foto-
razgradnja

Pesticidi

b LoV

‘ alt. 0@
Sorpcija glinom i
organskim tvarima

Otjecanje u
jezera

Upijanje preko biljaka

. Mikrobna
Kemijska :
) razgradnja
razgradnja

Slika 1. Ciklus kruzenja pesticida u prirodi. Izvor: prilagodeno prema [11].
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Primijenjeni pesticidi, iako imaju benefite u poljoprivrednoj proizvodnji i zaStiti usjeva,
izazivaju i zabrinutost obzirom da mogu ostaviti svoje i rezidue u prehrambenim sirovinama i
proizvodima. Stoga su unutar EU-a zakonski propisane maksimalne dozvoljene razine ostataka
(MRL) pesticida u 1 na hrani 1 hrani za zivotinje biljnog 1 Zivotinjskog porijekla Uredbom (EZ) br.
396/2005 [6]. Takoder, od strane Europske komisije uspostavljena je i EU baza pesticida

(https://food.ec.europa.eu/plants/pesticides/eu-pesticides-database _en) radi lakseg pretrazivanja

informacija o aktivnim tvarima pesticida te MRL-ovima u pojedinim proizvodima kako bi se lakse

ocjenjivala sukladnost, a time i zdravstvena ispravnost analiziranih sirovina i proizvoda.


https://food.ec.europa.eu/plants/pesticides/eu-pesticides-database_en

2.3. Tehnike i metode analize

S obzirom na niske zakonski propisane dozvoljene vrijednosti, te same toksi¢nosti spomenutih
kontaminanata ve¢ pri niskim koncentracijama, potrebne su pouzdane analiticke metode analize,
a kako bi se oc¢uvalo ljudsko zdravlje te smanjile ekonomske $tete u poljoprivredi. Opcéenito se
analiza kontaminanata sastoji od nekoliko koraka, ukljuuju¢i inicijalnu pripremu uzorka,
ekstrakciju analita iz uzorka i eventualnu manipulaciju dobivenog ekstrakta (procis¢avanje,
koncentriranje ili razrjedivanje), te identifikaciju i kvantifikaciju spoja od interesa. Metode analize
se opéenito dijele u orijentacijske i potvrdne, a osim toga dijele se 1 na kvalitativne i kvantitativne.
Pomoc¢u orijentacijskih metoda dokazuje se prisutnost neke tvari ili vrste tvari na razini
znacajnosti, a odlikuje ih jednostavnost i mogucénost brze obrade velikog broja uzoraka. Jedna od
najcescih orijentacijskih metoda je ELISA, enzimsko-imunokemijska metoda. S druge strane,
potvrdne metode su selektivne metode koje zahtijevaju skupu laboratorijsku opremu za dobivanje
podataka o kemijskoj strukturi analita, a najpoznatije su one koje se temelje na tehnikama poput
teku¢inske i plinske kromatografije s razli¢itim konvencionalnim detektorima, odnosno u
kombinaciji sa spektrometrijom masa kao detekcijskom tehnikom. Kvalitativnim metodama se
utvrduje sama prisutnost ispitivanog spoja u uzorku, dok se kvantitativnim metodama utvrduje i
njegova koncentracija. Za ove je metode vazno da granica detekcije/kvantifikacije bude dovoljno
niska, tj. da je metoda dovoljno osjetljiva za odredivanje niskih koncentracija analita te da

omogucuje prihvatljivu upotrebu analiticke metode [12-14].

Za odredivanje rezidua pesticida i kontaminanata opcenito najpozeljnija metoda je ona koja
koristi spregnutu tehniku tekucinske kromatografije i tandemske spektrometrije masa (LC-
MS/MS), buduci da ovaj sustav omogucuje razdvajanje smjese na komponente i njihovu analizu
na temelju omjera mase i naboja (m/z) nabijenih ¢estica. LC-MS/MS omoguéuje kvantitativnu i
kvalitativnu analizu, ukljucuju¢i odredivanje molekulske mase spoja, snimanje spektra uzorka,
analizu fragmentacije pojedinog molekulskog iona te odredivanje prekursora odredenog fragmenta

[14]. Primjer spregnutog sustava LC-MS/MS prikazan je na Slici 2.



Slika 2. LC-MS/MS sustav (Agilent 1290 Infinity 11 — Sciex QTRAP 6500+), izvor:
https://uapv.vscht.cz/research/equipment/21913



https://uapv.vscht.cz/research/equipment/21913

3. Spregnuta tehnika LC-MS/MS

3.1. Princip rada LC-MS/MS-a

Kromatografija je fizikalno-kemijska metoda za odvajanje slozenih smjesa tvari koju je otkrio
ruski botani¢ar Tswet i opisao kao fenomen separacije koja se bazira na razli¢itom afinitetu
razli¢itih molekula za interakcije s povr§inom adsorbensa [14]. Prema na¢inu odvajanja i mobilnoj
fazi razlikuje se nekoliko vrsta kromatografije, primjerice kod tekucinske kromatografije (LC)
mobilna faza je tekucina. Tekucinski kromatograf (shematski prikazan na Slici 3) sastoji se od
sustava za dobivanje mobilne faze, sustava za injektiranje, analiticke kolone i njenog kudista,

detektora i sustava za prikupljanje podataka i kontrolu [14].

Uzorak
A
Mobilna faza [ Pumpa —> Injektor [ Kolona —»  Detektor |— Racunalo
Otpad

Slika 3. Blok shema tekuc¢inskog kromatografa, izvor: preuzeto iz [14].

Kombinirajuci separaciju teku¢inskom kromatografijom sa detekcijom pomocu spektrometrije
masa, pospjesuje se razdvajanje i detektiranje komponenata. Tekuc¢inska kromatografija posjeduje
sposobnost razdvajanja komponenata smjese, dok strukturnu identifikaciju komponenata smjese
sa visokom molekularnom preciznos$éu i osjetljivoséu omogucuje spektrometrija masa [14].
Pojednostavljena blok shema spregnutog sustav LC-MS prikazana je na Slici 4. Meduspoj, kojim
su povezani tekucinski kromatograf i spektrometar mada, omogucuje otparavanje tekuce faze koja
dolazi iz tekucinskog kromatografa, ionizaciju neutralnih molekula analita te njihovo uvodenje u
analizator (masa) spektrometra masa koji razdvaja ione sa razli¢itim m/z omjerom, nakon ¢ega

slijedi prevodenje nastalih iona u mjerljivi signal u detektoru [14,15].



Tekuéinski Izvor iona . Analizator Detektor . Pf*ocesn“anje
kromatograf masa i kontrola

A A

Spektrometar
masa

Slika 4. Blok shema spregnutog sustava LC-MS, izvor: preuzeto iz [14].

Najcesca vrsta ionizacije u spregnutom sustavu LC-MS je elektrosprejna ionizacija (ESI),
jedna od tehnika ionizacije pri atmosferskom tlaku (API). ESI se smatra ,,mekom* ionizacijskom
tehnikom jer se relativno malo energije prenosi analitu u usporedbi s nekim drugim vrsta

ionizacije, te se odvija mali broj fragmentacija u izvoru iona [10]. Princip rada ESI-a prikazan je

Plin za
raspriivanje

Struja kapljica

otapala \

na Slici 5.

Ioni

Zagrijani plin za suSenje

o n{; /ﬁ

n & a4 Ay a0 A A day
& & 1 -

Slika 5. Princip ESI tehnike, izvor: prilagodeno iz [15].

Ulaz u kapilaru

Najces¢i analizatori masa koji se koriste u rutinskim kontrolama zdravstvene ispravnosti hrane
su trostruki kvadrupolni analizatori masa (QgQ) koji se koriste u tzv. MRM nacin rada, a $to se
odnosi na istovremeno prac¢enje barem dviju tranzicija iona spoja od interesa, odnosno njegovog
kvantifikacijskog i potvrdnog iona. Nacelo rada QqQ analizatora masa i MRM nacina prikazan je
na Slici 6. U prvom kvadrupolu (Q1), prekursorski ion (najces¢e protonirana ili deprotonirana
molekula analita), odabire se na temelju m/z vrijednosti, dok se u drugom kvadrupolu (Q2)
prekursorski ion fragmentira u sudaru s inertnim plinom (kolizijski inducirana disocijacija) te
rezultira stvaranjem produktnih iona koji se dalje prate i odabiru uz pomo¢ treceg kvadrupola (Q3),

davajuci tako strukturnu informaciju molekularnog iona. U kvantitativnim analizama odredenih
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spojeva postize se Vvisoka osjetljivost zbog visoke selektivnosti koja je uklju¢ena u MRM nacin
rada [15,16].

Kolizijski inducirana disocijacija

' rsssssmssssmasesirme
tiukusirart Selekcija . . Selekcija e
okusiranje prekursorskog ragmentacija produktnog iona etektor
iona

Slika 6. Princip QqQ analizatora masa i MRM nacina rada, izvor: preuzeto iz [14].
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3.2. Priprema uzoraka za LC-MS/MS analizu

Priprema uzoraka vazan je korak u analizi spojeva od interesa, a koji prethodi instrumentalnom
odredivanju. Zapocinje homogenizacijom i usitnjavanjem uzoraka, nakon Cega slijedi ekstrakcija
odabranim otapalom ili smjesom otapala, te prema potrebi prociS¢avanje ekstrakta uzorka,
koncentriranje ili razrjedivanje. Opcenito izbor metode pripreme uzoraka ovisi o vrsti analita i
njegovoj koncentraciji, vrsti uzorka (matrici), ali i instrumentalnoj tehnici kojom se vrsi mjerenje
[14].

Kad se radi o odredivanju mikotoksina, posebno za istovremeno odredivanje veéeg broja
spojeva, naglasak je na minimalistiCkom pristupu, bez posebnih tehnika proc¢is¢avanja, uz
primjenu tzv. razrijedi i mjeri principa, prikazanom na Slici 7, koji se bazira na jednostavnoj
ekstrakciji analita iz uzorka te razrjedenju dobivenog ekstrakta u prikladnom omjeru. Iako ,,cuva“
analite, ovakav pristup ,,Cuva“ i komponente uzorka $to moze dovesti do znacajnog utjecaja

matrice prilikom LC-MS/MS odredivanja $to ima posljedicu na izvedbene zna¢ajke metode [17].

R o [ RN .....

A

79/20/1 20/79/1
acetonitril/voda/mravlja kiselina acetonitril/voda/mravlja
90 min kiselina
1:1

Slika 7. Razrijedi i mjeri postupak za odredivanje mikotoksina, izvor: prilagodeno iz [14].

Za specificno odredivanje uglavnom manjeg broja spojeva, koriste se antitijela imobilizirana u
koloni, tzv. imunoafinitetne kolone (IAC), koje selektivno vezu odredeni spoj prilikom prolaska
kroz kolonu, koji se nakon ispiranja nezeljenih tvari matrice i drugih spojeva eluiraju s kolone
nekim organskim otapalom. QUEChERS postupak (eng. Quick-Easy-Cheap-Effective-Rugged-
Safe), izvorno razvijen za analizu visestrukih ostataka pesticida, takoder se koristi u analizi
mikotoksina, gdje se mora obratiti pozornost na vrstu spoja koji se odreduje. U pripremi uzorka

QUEChERS (Slika 8), analit se ekstrahira iz uzorka otapalom (acetonitril) u prisutnosti smjese soli
12



(magnezijev sulfat i natrijev klorid), a zatim se proc¢is¢ava disperzivnom ekstrakcijom na ¢vrstoj

fazi (d-SPE) s odgovaraju¢om smjesom soli [14].

}?roEiEéava nje |

dSPE soli
Otapalo

Quechers soli

Slika 8. Princip QuEChERS pripreme, izvor: prilagodeno iz 14].

lako relativno brza i jednostavna metoda, QUEChERS priprema nije univerzalna te se ne moze
koristiti za primjerice spojeve visoke polarnosti poput pesticida glifosata. U pripremi uzoraka za
analizu takvih spojeva primjenjuje se tzv. QuPPe (eng. Quick Polar Pesticide Extraction) metoda
pripreme koja se bazira na ekstrakciji analita iz uzorka (Slika 9) zakiseljenim metanolom prije LC-
MS/MS odredivanja [18].

Slika 9. Primjer QuPPe ekstrakata uzoraka biljnog porijekla, izvor: preuzeto iz [14].
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4, Validacija analitickih metoda

Cilj validacije analiticke metode je dokazati njenu prikladnost za namjeravanu uporabu, pri
¢emu treba jasno definirati i metodu i njezinu namjenu sto znaci da se metoda mora u potpunosti
razviti i optimizirati prije pokretanja postupka validacije metode. Zbog iznimne vaznosti u kontroli
kontaminanata, performanse koristene metode moraju biti u skladu sa zakonski postavljenim
kriterijima kvalitete [19]. Za svrhu sluZbenih analiza, EU je putem Odluke o provodenju
analitickih metoda i tumacenju rezultata 2002/657/EZ dala naputke za postupke validacije
analitickih metoda te parametre ucinkovitosti koje je potrebno provjeriti [20]. Kad se radi o
konkretnim analizama spomenutih mikotoksina i rezidua pesticida, Uredba Komisije (EZ) br.
401/2006 o utvrdivanju metoda uzorkovanja i analize za sluzbenu kontrolu razina mikotoksina u
hrani propisuje kriterije ucinkovitosti metoda za odredivanje mikotoksina [21], dok SANTE
dokument 11312/2021 daje smjernice za kontrolu kvalitete i validaciju metoda za odredivanje

rezidua pesticida [22].

Sama validacija treba biti opsezna u mjeri da se zadovolji podrucje primjene metode, a proces
op¢enito ukljucuje definiranje svrhe i opsega koristenja metode, definiranje izvedbenih znacajki 1
granica (kriterija) prihvatljivosti, provjeru uskladenosti sa zahtjevima pomoc¢u odabrane metode i

izjavu o valjanosti metode za odredenu svrhu [19].

Pod pojmom izvedbenih znacajki metode podrazumijevaju se specificnost i selektivnost,
osjetljivost metode (granica detekcije i kvantifikacije), mjerno podruéje i linearnost, robusnost,
mjerna preciznost (ponovljivost, medupreciznost, obnovljivost) te mjerna istinitost. Specifi¢nost
se moze definirati kao moguénost nedvosmislenog odredivanja samo jednog analita u slozenoj
matrici uzoraka, a selektivnost je svojstvo multikomponentnih metoda analiza da istovremeno
identificira nekoliko analita. Robusnost je obiljezje pouzdanosti analitickih postupaka kod malih
promjena radnih uvjeta metode. Granica detekcije i kvantifikacije se odnose na najnizu
koncentraciju analita koja se moze kvantitativno i kvalitativno odrediti, a linearnost jest svojstvo
metode koje daje linearan odnos odziva o koncentraciji analita unutar definiranog mjernog
podrucja. Mjerna preciznost odnosi se na rasipanje rezultata dobivenih mjernih vrijednosti u danim
uvjetima dok se mjerna istinitost odnosi na stupanj podudarnosti rezultata mjerenja i prihvacene
referentne vrijednosti. Uz navedene znacajke, u LC-MS/MS metodama u kojima utjecaj na proces
ionizacije imaju i ekstrahirane komponente matrice, kao izvedbena znaajka se navodi i tzv. utjecaj

matrice [13,19].
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Po provedenom postupku validacije, dobiveni rezultati ispitivanih izvedbenih znacajki
usporeduju se s uspostavljenim kriterijima prihvatljivosti (u¢inkovitosti) baziranima na zakonski
uspostavljenim zahtjevima, od kojih su neki navedeni u Tablici 2. Na temelju provedene usporedbe

donosi se sud o valjanosti metode, odnosno njenoj prikladnosti za predvidenu namjenu.

Tablica 2 Neki Kriteriji ué¢inkovitosti za pojedine izvedbene znacajke metode i analite,

izvor: prilagodeno iz [21,22].

] Ponovljivost
) Razina Iskoristenje ]
Analit metode, Propis
ng/kg metode %
RSD %
> 100 60-110 <20
Deoksinivalenol
> 500 70-120 <20 Uredba
L <500 60-120 <30 Komisije
Fumonizini
> 500 70-110 <20 (EZ) br.
<1 50-120 <40 401/2006
Okratoksin A
>1 70-110 <20
Sve SANTE
Ostaci pesticida testirane 70-120 <20 dokument
razine 11312/2021
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5. Zakljucak

Hrana jest osnovno sredstvo za zivot i kao takva zahtjeva strogo regulirane parametre Svoje
zdravstvene ispravnost, koja ¢e omoguciti odsutnost Stetnog utjecaja na zdravlje. Neki od naj¢es¢ih
kontaminanata u hrani koji mogu naruSiti njenu zdravstvenu ispravnost jesu mikotoksini i
pesticidi, a njihova je maksimalna dopustena koncentracija regulirana zakonskim propisima.

U svrhu kontrole stupnja kontaminacije mikotoksinima, pesticidima i drugim tvarima, odnosno
provjere uskladenosti sa zakonskim propisima, razvijaju se suvremene metode koje pruzaju
mogucénost nedvojbenog dokazivanja kontaminanata, a uglavnom se temelje na primjeni spregnute
tehnike tekucinske kromatografije i tandemske spektrometrije masa, uz odgovarajucu pripremu
uzorka prije instrumentalnog odredivanja.

Kako bi se takve metode mogle implementirati, posebno kad se radi o sluzbenim analizama,
potrebno ih je validirati, odnosno utvrditi njihovu prikladnost za koriStenje u odredenu svrhu.

Konstantnom i kontinuiranom analizom uzoraka prehrambenih sirovina i proizvoda sprjecava
se znacajna pojava kontaminanata, osigurava zdravstvena ispravnost te smanjuje opasnost za

ljudsko zdravlje prilikom konzumacije.
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