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ABSTRAKT

Analiti~ki metod koj se bazira na kvantitativno opredeluvawe so te~na hromatografija so fluores-
centen detektor, na kogo mu prethodi proces na pro~istuvawe koristej}i imunoafinitetni koloni, e
iskoristen za monitoring na makedonskoto vino koe poteknuva od najpoznatato, Tikve{ko vinogorje.
Izvr{ena e validacija na analiti~kiot metod i utvrdena e linearnost vo koncentracisko podra~je od
0,1 do 60 ng/ml so zadovolitelen koeficient na korelacija od 0,9976. Limitot na detekcija i kvantifi-
kacija iznesuvaat 0,043 ng/ml i 0,141 ng/ml, soodvetno. To~nosta na metodot be{e opredelena preku me-
todot na standarden dodatok koristej}i dve koncentracii, 0,1 ng/ml i 1,0 ng/ml. Dobieni se vrednosti
za analiti~kiot prinos od 100,66% i 106,83% za crveno vino (za dvete predlo`eni koncentracii).
Vrednostite za analiti~kiot prinos za belo vino, (98,50% i 93,31% za istite koncentracii), se isto
taka zadovolitelni i ja potvrduvaat to~nosta na metodot. Vrednosta za RSD, i za beli i za crveni vi-
na, za dvete predlo`eni koncentracii, be{e zadovolitelna i se dvi`i vo granici od 7,13% do 10,41%
za crveno, odnosno od 3,96% do 8,77% za belo vino. Monitoring be{e napraven na 31 primerok na fla-
{irano vino. Od niv, samo 16 primeroci (51,61%) bea so koncentracija na OTA nad limitot na detek-
cija, no so vrednost mnogu pomala za da istite pretstavuvaat rizik za konsumentite na vino. 

Klu~ni zborovi: ohratoksin A, vino, Tikve{ko vinogorje, imunoafinitetni koloni, LC-FD

VOVED

Ohratoksin A (OTA) e mikotoksin koj voglav-
no go produciraat nekoi vidovi od rodot As-
pergillus i Penicillium (1). Toj e nefrotoksi~en
(bubrezite se glavniot target organ), no isto
taka projavuva i imunotoksi~no, teratogeno,
genotoksi~no, mutageno i kancerogeno dejstvo
pri visoki dozi (2); zatoa pretstavuva serio-
zen rizik po humanoto zdravje. OTA e povrzan
i so etiologijata na endemi~nata fatalna
bolest karakteristi~na za ju`na i jugoisto~-
na Evropa, poznata kako balkanska endemska

nefropatija povrzana so tumori na gorniot
urinaren trakt (3). Zatoa Internacionalnata
Agencija za istra`uvawe na Rakot (Internatio-
nal Agency for Research on Cancer, IARC) go
vklu~uva OTA vo grupata na mo`ni kancero-
geni supstancii kaj lu|eto (grupa 2B). 

Glaven izvor na OTA se `itaricite, no is-
to taka toj mo`e da se najde i vo drugi namir-
nici (vino, pivo, grozdov sok, kafe, kakao i
negovi proizvodi, kako i vo svinskoto meso)
(4). Iako nivoto na OTA vo sekoja od gore spo-
menatite namirnici e naj~esto nisko, sepak
vnesot na razli~ni kontaminirani vidovi na
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hrana i pijaloci, mo`at da obezbedat vkupno
koli~estvo na OTA od blizu 100 ng/kg teles-
na te`ina, koe pretstavuva provizoren tole-
ranten nedelen vnes (provisional tolerable
weekly intake, PTWI) odreden od Svetskata
Zdravstvena Organizacija (5). Maksimalno
dozvolenata koncentracija (maximum residual
level, MRL) za OTA e regulirana so Evropskata
Direktiva EC No.123/2005) (6) i istata se
dvi`i vo granici od 0,5 do 10 µg/kg za razli~-
ni namirnici. Na{ata zemja gi ima prifateno
evropskite regulativi od dekemvri 2005 go-
dina (7).

Za kontaminacijata na vinoto so ohratok-
sin A e zboruvano mnogu (8) imaj}i go vo pred-
vid faktot deka istoto e na vtoroto mesto,
vedna{ po `itaricite i u~estvuva so 13%
kako  izvor na OTA (9). Vinoto e proizvod koj
e mnogu zna~aen za evropskata ekonomija i
populacija i istoto bara, sekoja EU zemja iz-
voznik na vino, da obezbedi kontinuiran i
sistematski monitoring za da se osigura deka
nejzinoto vino e bezbedno, bez prisustvo na
ohratoksin A vo nego. 

Postojat razli~ni analiti~ki postapki za
opredeluvawe na OTA vo vino (10). Te~nata
hromatografija so fluorescentna detekcija
(LC-FD) e najkoristena tehnika (11). Edna od
najsigurnite, visoko osetlivi i to~ni metodi
e metodot predlo`en od Visconti et al. (12), koj
prepora~uva upotreba na imunoafinitetni
koloni (IAC) za postapkata za pro~istuvawe
na primerocite, po koe sledi kvantifikacija
so LC-FD. Upotrebata na imunoafinitetni
koloni za pro~istuvawe vo postapkata za op-
redeluvawe na OTA pretstavuva vrv vo ana-
litikata, so mnogu prednosti vo odnos na dru-
gite koristeni koloni za pro~istuvawe: se-
lektivnost, preciznost, to~nost i efikasnost
za dobivawe na eluat koj }e bide osloboden od
interferira~kite, fluorescentni materii
koj bi vlijaele na krajniot rezultat (13).

Celta na ovoj trud be{e da se napravi mo-
nitoring na makedonskoto vino od najpozna-
tiot vinski region vo Makedonija, Tikve{ko-
to vinogorje, primenuvaj}i imunoafinitetni
koloni vo postapkata na pro~istuvawe i LC-
FD kvantifikacija.  Kolku {to ni be{e poz-
nato, sistematski monitoring na makedon-

skoto vino vo odnos na prisustvoto na OTA vo
nego ne e napraven, so isklu~ok na �screen-
ing�-ot za prisustvo na OTA so primena na
fluorometriski metod (14).Imaj}i gi vo
predvid naporite na proizvoditelite za
izvoz na makedonskoto vino na evropskiot
pazar, smetame deka ovoj trud na nekoj na~in
mo`e da ja pomogne i olesni ovaa ekonomska
aktivnost.

MATERIJAL I METODI

EKSPERIMENTALEN DEL     

Hemikalii  materijali
Rastvoruva~ite so HPLC ~istota (metanol,

acetonitril, voda), p.a. hemikaliite (benzen,
NaCl, NaHCO3) i 100% glacijalna ocetna ki-
selina (suprapur) bea nabaveni od Merck
(Darmstadt, Germany). PEG 8000 be{e nabaven
od Biochemica, Fluka. 

Imunoafinitetnite OchraTest® koloni (Vi-
cam, USA) bea koristeni za postapkata na
pro~istuvawe na primerocite. Standardot
OTA be{e nabaven od Supelco (50 µg/ml, ras-
tvoren vo benzen: ocetna kiselina (99:1)).
Rabotniot standarden rastvor (2 µg/ml), e
podgotven od standardot OTA so rastvorawe
na alikvotot so miksot na rastvoruva~i i e
~uvan na temperatura od +2-8OC. 1,5 ml od ra-
botniot standarden rastvor se prefrla vo
silaniziran vijal i se uparuva pod struja od
azot. Suviot ostatok se rastvora vo 1,5 ml LC
mobilna faza (filtrirana niz 0,20 µm fil-
ter) i kvantitativno se prefrla vo volumet-
riski sad od 25,0 ml. Se dopolniva do marka-
ta so filtrirana mobilna faza. Krajnata
koncentracija na OTA iznesuva  100 ng/ml. Od
ovoj rastvor, spored oficijalniot AOAC me-
tod (15), se podgotvuvaat 6 rabotni standardi
so koncentracija od 0,6 do 60 ng/ml. No imaj}i
gi vo predvid na{ite prethodni, prelimi-
narni �screening� istra`uvawa (14) spored
koi ne se o~ekuva tolku visoka koncentraci-
ja na OTA vo makedonskoto vino, re{ivme da
go pro{irime kalibraciono podra~je do kon-
centracija od 0,1 ng/ml taka da koristevme
vkupno devet kalibracioni rastvori.  
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Instrumenti
Be{e koristen Perkin Elmer (PE) HPLC sis-

tem opremen so binarna pumpa (PE LC-250),
manuelen injektor (tip PE Rheodyne 7125) i
fluorescenten detector (PE LC-240). Hroma-
tografskoto razdeluvawe be{e napraveno na
sobna temperatura na Supelcosil kolona (150
mm x 4.6 mm, 5 µm), vrzana za za{titna (Su-
pelcguardTM LC-18, 2 cm cartridge) kolona. Mo-
bilnata faza be{e smesa na acetonit-
ril:voda:ocetna kiselina (99:99:2, V/V/V),
prethodno degazirana vo ultrazvu~no kupa-
tilo. Protokot be{e postaven na 1,0 ml/min, a
volumenot na injektirawe be{e 100 µl. Bra-
novite dol`ini na apsorpcija i emisija bea
333 i 460 nm, soodvetno.  

Primeroci na vino
Vkupno 31 (14 beli i 17 crveni) fla{irano

vino, proizvedeno vo Tikve{kiot region, be-
{e nabaveno ili od lokalnite prodavnici
ili direktno od vinariite (5 razli~ni vina-
rii). Primerocite na vino bea ~uvani vo niv-
nata originalna ambala`a vo fri`ider na
temperatura od 2-8OC, se do analizata. Site
primeroci bea raboteni vo duplikati. Za
analizata na analiti~ki prinos bea koris-
teni primeroci na belo i crveno vino koi vo
prethodnite analizi (so HPLC-FD metod) ne
poka`aa prisustvo na OTA. Se koristea dve
koncentracii, 0,1 i 1,0 ng/ml. 

Podgotovka na primerocite
Pred po~etokot na analizata, site prime-

roci na vino bea degazirani vo ultrazvu~no
kupatilo 20 min. Alikvot od 10 ml vino se
rastvora so rastvor za rastvorawe koj sodr-
`i 5% NaHCO3 i 1% PEG 8000 i silno se me-
{a. Vrednosta na rN se doteruva do 8,5 so 1M
NaOH. Rastvorot se filtrira niz mikrofi-
ber filterna hartija. 10 ml od filtratot
(ekvivalentno na 5 ml vino) se propu{ta niz
imunoafinitetnata kolona so brzina na pro-
tok od okolu 1 kapka/sec. Preporaka na pro-
izvoditelot e da ne se dozvoli kompletno
isu{uvawe na imunoafinitetnata kolona.
Postapkata na miewe na kolonata e so 5 ml
rastvor koj sodr`i 2,5% NaCl i 0,5% NaHCO3,
a potoa kolonata se plakne i so 5 ml voda.
Mieweto se izveduva so brzina na protok od

okolu 1-2 kapki/sec. Potoa kolonata se su{i
so propu{tawe na vozduh niz nea. OTA se
eluira so 2 ml metanol. Metanolniot rastvor
se su{i pod struja na azot na temperatur od
50OC. Suviot ostatok se rastvora vo 250 µl
filtrirana mobilna faza i se ~uva vo fri-
`ider s# do HPLC-FD analizata.   

REZULTATI I DISKUSIJA

Validacija na HPLC-FD metodot
Kalibracionata kriva za kvantifikacija

na OTA, konstruirana od devet kalibracioni
rastvori vo koncentracisko podra~je od 0,1
do 60 ng/ml be{e linearna so koeficient na
korelacija od 0,9976 (y = 98184x + 19209). 

Limitot na detekcija (LOD) iznesuva 0,043
ng/ml, presmetan kako 3,3xSD/nagib na kriva
(presmetano sprema ICH-regulativite za va-
lidacija na analiti~ki metodi:Q2) (16) Nagi-
bot na krivata se presmetuva od kalibracio-
nata kriva vo poniskoto koncentracisko
podra~je, a SD e standardna devijacija na iz-
mereni deset slepi probi. Limitot na kvan-
tifikacija (LOQ) iznesuva 0,131 ng/ml, pres-
metan kako 10xSD/nagib na kriva, na ist na-
~in kako i limitot na detekcija.

To~nosta i preciznosta na metodot bea op-
redeleni preku opredeluvawe na analiti~-
kiot prinos i povtorlivosta (izrazena kako
RSD vrednost), soodvetno. Za taa cel bea ko-
risteni primeroci na belo i crveno vino koi
vo prethodnite analizi ne poka`ale pri-
sustvo na OTA (so HPLC-FD metod). Analizite
bea vr{eni so dvete predvideni koncentra-
cii od 0,1 i 1,0 ng/ml. Validacionite para-
metri se dadeni vo Tabela 1.

Vrednostite za analiti~kiot prinos kaj
crvenoto vino iznesuvaat 100,66% i 106,83%
za dvete predlo`eni koncentracii i istite
se malku povisoki vo odnos na vrednostite za
analiti~kiot prinos kaj beloto vino (98,50%
i 93,31%). Preciznosta, izrazena preku RSD
vrednosta e zadovolitelna i se dvi`i vo
granici od 7,13% do 10,41% za crveno, od-
nosno od 3,96% do 8,77% za belo vino. Do-
bienite vrednosti se dokaz za to~nosta i
preciznosta na analiti~kiot metod.  

Preciznosta pak na sistemot, be{e opre-
delena i preku analiza na {est serii od de-
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vette kalibracioni rastvori. Rezultatite se
pomesteni vo Tabela 2. Mo`e da se zabele`i
deka vrednosta za RSD se dvi`i vo granici
od 1,93 do 11,43%, {to uka`uva na dobra i
zadovolitelna povtorlivost na sistemot.  

Dobienite hromatogrami se ~isti, so ramna
bazna linija, mal matriks efekt, bez vlija-
nie na OTA pikot, prakti~no bez ne~istotii,
neidentifikuvani pikovi i drugi interfe-
rira~ki, fluorescentni supstancii (Slika 1).
Seto ova e rezultat na visokata selektiv-
nost i specifi~nost na imunoafinitetnite
koloni. 

Monitoring na makedonskoto vino od 
Tikve{koto vinogorje
Op{to zemeno, niedno od ispitanite make-

donski vina od Tikve{koto vinogorje ne ja
nadminuva MRL vrednosta za OTA (2 µg/ml).
Naprotiv, od vkupno ispitan 31 primerok na
vino, 15 primeroci (48,39%) se se OTA kon-
centracija pod limitot na detekcija (Tabela
3). 16 primeroci (51,61%) se so OTA koncen-
tracija nad LOD. Bea ispitani 10 razli~ni

vidovi na grozje; 5 vidovi na belo (Temjanika,
Chardonnay, Sauvignon blanc, Rein Riesling i
Traminec) kako i 5 vidovi na crveno grozje
(Vranec, Cabernet sauvignon, Merlot, Pinot Noir i
Ros#. Najvisokata najdena vrednost za OTA

be{e 0,233 ng/ml (Rein Riesling) i 0,302 ng/ml
(Vranec) za belo i crveno vino, soodvetno.
Dvete vina se od ista godina na berba, 2005.

Slika 1. HPLC-FD hromatogrami na
primeroci belo vino na koi im e dodaden
standarden dodatok od 0,1 i 1,0 ng/ml OTA
standard

OTA koncentracija (ng/ml) na kalibracionite rastvori

0,1 0,2 0,5 1,0 2,0 6,0 20,0 40,0 60,0

Opredelena OTA koncentracija (ng/ml)

1 0,09 0,19 0,45 1,05 1,93 5,58 21,24 41,23 57,11

2 0,08 0,19 0,46 1,21 1,99 5,53 20,10 42,10 58,52

3 0,08 0,20 0,48 1,20 1,98 6,30 21,30 42,25 56,71

4 0,10 0,21 0,55 1,15 2,05 6,25 20,07 42,64 60,26

5 0,11 0,19 0,54 1,22 2,19 5,64 21,35 41,14 59,42

6 0,10 0,18 0,45 0,99 1,94 5,57 20,33 40,53 58,32

h 0,09 0,19 0,49 1,14 2,01 5,81 20,73 41,65 58,39

SD 0,01 0,01 0,05 0,10 0,10 0,36 0,63 0,80 1,34

RSD (%) 11,43 5,34 9,29 8,44 4,79 6,21 3,02 1,93 2,30

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5

t (min) 

OTA 
1 ng/ml 

0.1 ng/ml 

Parametar Crveno vino Belo vino

0.1 ng/ml 1.0 ng/ml 0.1 ng/ml 1.0 ng/ml

RSD (%) 10,41 7,13 8,77 3,96

Analiti~ki prinos (%) 100,66 106,83 98,50 93,31

Linearnost 0,9976

LOD (ng/ml) 0,043

LOQ (ng/ml) 0,131

Tabela 1. Validacioni parametri

Tabela 2. Podatoci za preciznosta na HPLC sistemot

A
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Najvisokata najdena OTA koncentracija vo
na{ite istra`uvawa, e mnogu poniska vo spo-
redba so mnogu avtori (17, 18, 19), kako i vo
sporedba so srednata evropska vrednost za
OTA koj iznesuva 0,357 ng/ml (9).  

Niskite vrednosti za OTA vo makedonsko-
to vino ne pretstavuvaat potencijalen rizik
za prose~nite konsumenti na vino. Imeno, ako
makedonski konsument, so prose~na telesna
te`ina od 70 kg, pie vo prosek po 200 ml vino
dnevno (edna ~a{a) i toa od vinoto so najviso-
ko detektirana koncentracija na OTA (0,302
ng/ml), }e ima dneven vnes na OTA vo svojot
organizam od 0,86 ng/kg telesna te`ina, {to e
mnogu pomalku od prose~nata, o~ekuvana,
dnevna izlo`enost na OTA koja iznesuva 2-3
ng/kg telesna te`ina dnevno za prose~ni kon-
sumenti i 6-8 ng/kg telesna te`ina dnevno za
poseben vid konsumenti (na primer onie na
vino) (18). Ovie podatoci govorat deka make-
donskoto vino od Tikve{koto vinogorje, barem
{to se odnesuva do prisustvoto na OTA vo ne-
go, po ni{to ne zaostanuva zad vinata prisutni
na evropskiot i svetski pazar.

ZAKLU^OCI

Metodot koj koristi PEG-NaHCO3 vo pos-
tapkata na ekstrakcija i imunoafinitetni
koloni vo postapkata na pro~istuvawe na
primerocite, e brz i siguren metod, koj obez-
beduva visoki vrednosti za analiti~ki pri-
nos vo predvidenoto koncentracisko podra~-
je, so prifatlivi vrednosti za preciznosta
kako i visok stepen na selektivnost i efi-
kasnost. 

Edinstvena pre~ka vo koristewe na imu-
noafinitetnite koloni bi bila nivnata vi-
soka cena i nemo`nosta za nivno povtorno
koristewe, {to rezultira so visoka cena i na
samite analizi.

Opredeluvaweto na OTA e mnogu va`no za
procesite na istra`uvawa na rizicite po
zdravjeto na lu|eto i zatoa sekoja zemja treba
da sproveduva monitoring na svoite vina, a
posebno ako saka da bide konkurenten izvoz-
nik na pazarot. 

Spored dobienite rezultati, makedon-
skoto vino e mnogu pobezbedno za piewe od
ona na drugite zemji i zatoa treba da se vlo-
`uvaat pove}e napori i sredstva za razvoj i
unapreduvawe preku sozdavawe na brend, so
cel prepoznavawe na makedonskoto vino na
evropskata i svetska trpeza.

Tabela 3. Koncentracija na ohratoksin A vo vinata

Objekt (vinarija) Broj na primeroci na vino Najdena OTA koncentracija

pod LOD nad LOD
belo crveno

belo crveno belo crveno

Vinarija 1 4 4 4 2 - 2
Vinarija 2 3 4 1 - 2 4
Vinarija 3 3 5 3 2 - 3
Vinarija 4 1 1 1 - - 1
Vinarija 5 3 3 1 1 2 2

14 17 10 5 4 12
Vkupno

31 15 (48,39%) 16 (51,61%)
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ABSTRACT

An analytical method based on immunoaffinity column (IAC) clean-up and quantitative determination with liquid
chromatography - fluorescence detection (LC-FD) was used to determine the occurrence of ochratoxin A (OTA) in
Macedonian wines originated from the most famous, Tikve{, wine producing region. The linearity of the method
was checked, and a good coefficient of correlation (0.9976) was found, over wide concentration range of 0,1 to 60
ng/ml. The limit of detection and quantification were 0,043 ng/ml and 0,131 ng/ml, respectively. The accuracy of
the method was determined with spiked OTA free samples at the concentration levels of 0.1 ng/ml and 1.0 ng/ml.
The recoveries for red wine were found to be 100,66% and 106,83 %, for the proposed spiking levels. The recov-
eries for white wine were satisfactory (98,50% and 93,31%) too, in the same spiking levels. RSD values for both,
red and white wine samples, for the proposed concentration level was satisfactory, in the rang of 7,13% to 10,41%
for red wine and 3,96% to 8,77% for white wine samples. A survey was done on 31 bottled wine samples. Among
them, 16 samples (51,61%) were with OTA concentration over the LOD. However, the determined concentrations
were too low to present a risk for wine consumers. 

Keywords: ochratoxin A, wine, Tikve{ wine producing region, immunoaffinity columns, LC-FD
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