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Sazetak

Svrha ovog istrazivanja bila je ispitati ucinak B-adrenergickog agonista raktopamina na kemijski sastav svinjskog mesa te uvrditi
razine ostataka koji se u njemu kumuliraju nakon primjene anaboli¢kog tretmana na svinjama kao pokusnim Zivotinjama.Raktopa-
min je primjenjen peroralno u subkronicnoj dozi od 0,1 mg/kg tjelesne tezine svakodnevno tijekom 28 dana. Po zavrsetku tretmana,
u uzorcima mesa uzorkovanim od tretiranih Zivotinja prvog, treeg i osmog dana nakon primjene, te uzorcima kontrolnih Zivotinja,
ispitan je kemijski sastav odredivanjem udjela vode bjelancevina, masti i kolagena. Primjenom imunoenzimske metode u uzorci-
ma mesa odredene su i koncentracije ostataka raktopamina. Rezultati istraZivanja nisu ukazali na znacajne promjene u kemijskom
sastavu mesa tretiranih Zivotinja te je utvrdena slaba kumulacija ostataka raktopamina u mesu sa vrsnim srednjim vrijednostima
koncentracija od 391162 ng/kg i 450+65 ng/kg prvog dana nakon primjene. Treceg i osmog dana koncentracije raktopamina u svim
analiziranim uzorcima imale su vrijednosti podjednake limitu detekcije (300 ng/kg) ispitne metode ili ostaci nisu detektirani.
Kljucne rijeci: raktopamin, anabolicki tretman, svinje, kemijski sastav mesa, ostaci u mesu

Uvod

Raktopamin je farmakoloski aktiv-
na tvar iz skupine B-adrenergickih
agonista koja aplikacijom na Zivoti-
njama ostvaruje anaboli¢ki ucinak
vezujuéi se na specificne BAA re-
ceptore smjestene na membranama
stanica ciljnih tkiva tovnih Zivotinja
(Elliott i sur., 1993). Fiziloska aktiv-
nost tvari iz skupine B-agonista ovi-
si 0 njihovoj aktivnosti vezivanja za
specificne receptore te apsorpciji,
metabolizmu, eliminaciji i distribuciji
do ciljnih tkiva u organizmu (Smith,
1998).

IstraZivanja kumulacije i deplecije
raktopamina, kao anabolika novije
generacije iz grupe B-adrenergickih

agonista, vrlo su aktualna u svijetu i
izazivaju brojne polemike. Uporaba
raktopamina na svinjama u zavrs-
nom tovu s ciljem povecanja prino-
sa rezultira promjenama u sastavu
proizvedenog mesa (Gonzales i sur.,
2010). Istrazivanja govore da tako
proizvedenom mesu, ovisno o tre-
tmanu i vrsti Zivotinja, mogu biti pro-
mijenjena organoleptic¢kih svojstva
kao i njegova kvaliteta (Schinckel i
sur., 2003; Dunshea i sur., 2005).

Ucinak raktopamina kod Zivotinja
za proizvodnju mesa ostvaruje se
povecanim zadrzavanjam dusika i
sintezom proteina (Anderson i sur.,
1989; Bergen i sur., 1987) te lipoli-
zom, odnosno pove¢anom razgrad-

njom masti (Merkel i sur., 1987). Pre-
ma podacima u literaturi primjena
raktopamina u koli¢ini od 10 do 20
mg/kg u hrani za Zivotinje tijekom
28 do 35 dana rezultira znacajno
boljim senzornim svojstvima mesa
(Watkins i sur, 1990; Armstrong i
sur., 2004). Raktopamin se kao tvar s
anaboli¢ckim uc¢inkom moze zloupo-
rabiti tijekom tova Zivotinja, osigu-
ravajuci vecu misi¢nu masu a time i
vece prinose u stocarskoj proizvod-
nji. Istrazivanja potvrduju da rakto-
pamin ima pozitivni utjecaj na rast
zZivotinja i svojstva mesa. Tako dopri-
nosi ve¢em profitu u stocarstvu bez
povecanja broja uzgojnih Zivotinja i
promjene ostalih uvjeta uzgoja (Cro-
me i sur., 1996).
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Dugogodisnja istrazivanja govore
0 nizu toksi¢nih ucinaka sa znako-
vima akutnih intoksikacija i utjecaja
na razne metabolicke procese po-
jedinih B-agonista, a koji su uzro-
kovani ponajvise zlouporabom kle-
nbuterola kao jednog od najcesce
koristenih anabolika (Martinez-Na-
varro, 1990; Pulce i sur., 1991; Garay
i sur, 1997; Brambilla i sur, 1997;
Woodward, 2005). Uporaba raktopa-
mina u anaboli¢ke svrhe dozvoljena
je u SAD-u odredujuc¢i maksimalne
koli¢ine njegovog ostatka u tkivima
i bioloskim teku¢inama (Mitchell i
Dunnavan, 1998), dok je od 1986.
godine njegova uporaba u zemlja-
ma Europske unije, zajedno s ostalim
[B-adrenergickim agonistima, strogo
zabranjena. U Republici Hrvatskoj na
snazi je Naredba o zabrani primje-
ne odredenih beta-agonista te tvari
hormonskog i tireostatskog ucin-
ka na farmskim Zivotinjama (N.N.
112/2008), a kontrola njihove zlou-
porabe provodi se u okviru progra-
ma monitoringa rezidua.

Budud¢i da primjena raktopami-
na kod razli¢itih Zivotinjskih vrsta
posljedicno uzrokuje nakupljanje
ostataka u proizvodima zivotinjskog
podrijetla, uporaba u anabolicke svr-
he moze predstavljati rizik za zdrav-
lje Zivotinja ali i potrosaca. Stoga je
od velike vaznosti provodenje su-
stavnog nadzora, odnosno kontrole
ostataka ovog kontaminanta u svim
fazama proizvodnje hrane Zivotinj-
skog podrijetla primjenom specific-
nih i selektivnih analitickih metoda u
detekciji i kvantifikaciji (Smith i Shel-
ver, 2002).

Cilj nadeg istrazivanja bio je ispi-
tati uc¢inak tretmana raktopaminom
na kemijski sastav svinjskog mesa te
odrediti koncentracije odnosno razi-
ne ostataka u mesu tretiranih Zivoti-
nja nakon primjene anaboli¢ke doze
raktopamina od 0,1 mg/kg tjelesne
tezine dnevno tijekom 28 dana pe-
roralnim putem.

Materijali i metode

Pokus na zivotinjama

Pokus je proveden na ukupno 12
farmskih svinja, muzjaka u tipu hibri-
da zegersa, starosti 90 dana i tezine
oko 60 kg. Zivotinje su podijeljene
u dvije skupine. U prvoj je skupini
9 svinja bilo tretirano raktopamin
hidrokloridom u dozi od 0,1 mg/
kg tjelesne tezine svakodnevno ti-
jekom 28 dana peroralnim putem.
Drugu skupinu od tri Zivotinje Cinila
je kontrolna skupina koja je bila ne-
tretirana i hranjena jednakom dnev-
nom koli¢cinom hrane i pi¢a. Nakon
primjene zadnje doze lijeka Zivotinje
su zrtvovane u skupinama po tri, i to
neposredno nakon aplikacije zadnje
doze (prvi dan) te tre¢eg i osmog
dana nakon tretmana. Od svih zZivo-
tinja uzorkovani su uzorci misi¢a m.
longissimus i m. semitendinosus, te su
pohranjeni na -20°C do analize. Po-
kus na zivotinjama proveden je su-
kladno odredbama Zakona o zastiti
zivotinja (NN 135/2006).

Odredivanje kemijskog

sastava mesa

U uzorcima mesa ispitivan je udio
vode, bjelancevina, masti i kolage-
na (%, w/w). Uzorci su pripremani
homogenizacijom na analitickom
mlinu (Grindomix GM 200, Retsch)
te analizirani primjenom standar-
dnih akreditiranih analitickih me-
toda. Udio bjelancevina odredivan
je metodom po Kjeldahl-u (HRN
ISO 937:1999) uz uporabu bloka za
razaranje (Unit 8 Basic, Foss/Teca-
tor) i uredaja za destilaciju (Kjeltec
8400, Foss). Kolicina masti ispitiva-
na je metodom po Soxhlet-u (HRN
ISO 1443:1999) uz ekstrakciju masti
eterom na uredaju za ekstrakciju
(Soxtherm 2000, Gerhardt). Odre-
divanje udjela vode provedeno je
gravimetrijskim odredivanjem (ISO
1442:1997) uz uporabu termostata
(Epsa 2000, Ba-Ri). Spektrofotome-
trijsko ocitavanje apsorbancija u
analizama hidroksiprolina odno-
sno kolagena (HRN ISO 3496:1999)

provedeno je na spektrofotometru
(DR/4000U, Hach).

Odredivanje koncentracije

raktopamina u mesu

Koncentracija raktopamina u uzor-
cima mesa odredena je imunoen-
zimskim postupkom (ELISA) prema
naputcima proizvodaca kita R-Biop-
harm (Darmstadt, Njemacka). Kit se
sastojao od mikrotitracijske plocice
sa 96 jazica, standardnih otopina
raktopamina koncentracije 0, 100,
300, 900, 2700 i 8100 ng/mL, perok-
sidaza konjugiranog raktopamina,
anti-raktopamin antitijela, otopine
supstrata/kromogena  (tetrametil-
benzidin), stop otopine (1M sulfatna
kiselina) te pufera za razrjedivanje
uzoraka i pufera za ispiranje (10 mM
fosfatni pufer, pH=7,4). Standard
raktopamin hidroklorida za tretman
Zivotinja i obogacivanje uzoraka pri
validacijskom postupku nabavljen
je od Sigma-Aldrich-Chemie (Stein-
heim, Njemacka). ELISA postupak je
proveden koristenjem automatskog
uredaja ChemWell (Awareness Tech-
nology Inc., USA).

Validacija analitickih

metoda

Analiticke metode za odrediva-
nje osnovnog kemijskog sastava
validirane su odredivanjem valida-
cijskih parametara u ovisnosti o ka-
rakteristikama ispitne metode i to
odredivanjem ponovljivosti mjere-
nja i ponovljivosti pripreme uzorka,
unutarlaboratorijske  obnovljivosti,
istinitosti, robusnosti, linearnosti,
stabilnosti otopina uzoraka i matriks
efekta. Pritom su koristeni certifici-
rani referentni materijali konzervira-
nog mesa s certificiranom kolicinom
vode, dusika (bjelanc¢evina), masti i
hidroksiprolina (kolagena).

Imunoenzimska metoda validira-
na je odredivanjem limita detekcije
(LOD) i limita kvantifikacije (LOQ)
te iskoriStenja i ponovljivosti ispit-
ne metode uz primjenu kontrolnih
uzoraka mesa obogacenih standar-
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Tablica 1. Prosje¢an kemijski sastav (srednja vrijednost + SD) smjese za svinje
Table 1 Average chemical composition (mean + SD) of swine feed

Parametar/ Parameter Udio / Content (%)

Voda/ Moisture
Protein/ Protein
Masti/ Fat
Pepeo/ Ash
Kalcij/ Calcium
Fosfor/ Phosphorus
Natrij/ Sodium

12,4 +0,07
15,44 +£ 0,04
4,25 + 0,06
5,46 = 0,06
1,12+ 0,01
0,52 +0,01
0,27 +0,02

dnom otopinom raktopamina kon-
centracije 10 ng/mL na razini od 50,
100 500 ng/kg.

Za odredivanje koncentracije osta-
taka raktopamina u mesu koristena
je validirana ELISA metoda s limitom
detekcije od 300 ng/kg i limitom
kvantifikacije od 400 ng/kg. Koncen-
tracije raktopamina korigirane su za
utvrdenu prosje¢nu vrijednost isko-
ristenja (75%).

Statisticka analiza

Statisticka analiza provedena je
koristenjem programa Statistica Ver.
7 software (StatSoft Inc. Tulsa, OK,
1984-2004, USA). Za odredivanje ra-
zlike u kvantitativnim vrijednostima
kemijskog sastava mesa i koncen-
tracije ostataka raktopamina primi-
jenjen je t-test, a statisticki znacajne
razlike odredivane su na razini vjero-
jatnosti 0,05.

Rezultati i raprava

U naSem je istrazivanju, nakon
primjene anabolickog tretmana
raktopamina, ispitan utjecaj na ke-
mijski sastav mesa te su odredene
koncentracije ostataka raktopamina
u mesu kontrolnih i tretiranih svinja.
Literaturni podaci govore da doza
primijenjena u ovom istrazivanju,
u ovisnosti o brojnim ¢imbenicima,
moze uzrokovati povecani rast zivo-
tinja u tovu, a time i vecu proizvod-
nju mesa (Haasnoot i sur., 1994; Elliot
i sur., 1998).

Prije pokusa odreden je prosjecan
kemijski sastav smjese za svinje ko-
jom je hranjena tretirana skupina uz
dodatak raktopamina te kontrolna
skupina Zivotinja (Tablica 1).

Nakon Zrtvovanja, prvog, treceg i
osmog dana nakon tretmana, ispi-
tan je kemijski sastav mesa odredi-
vanjem udjela vode, bjelanc¢evina i
masti te kolagena. Rezultati ispitiva-
nja sastava mesa misi¢nog tkiva m.

longissimus i m. semitendinosus kon-
trolnih i tretiranih Zivotinja prikazani
su u Tablici 2.

Prvog, tre¢eg i osmog dana nakon
tretmana nisu odredene statisticki
znacajne (p>0,05) razlike u kemij-
skom sastavu mesa tretiranih Zivoti-
nja u odnosu na kontrolnu skupinu.
Literaturni podaci pokazuju da do-
datak raktopamina u hranu za svinje
u koli¢ini od 5 mg/kg pri zavrsnom
tovu rezultira manjim unaprjede-
njem rasta Zivotinja, dok koli¢ina od
10 do 20 mg/kg raktopamina u hrani
i duze razdoblje njegove aplikacije
(28-35 dana) rezultira znacajnijim
povecanjem dnevnog prinosa zivo-
tinja. Pri takvom tretmanu postize
se bolji odnos izmedu unosa hrane
i prirasta zivotinja i poboljsanja svoj-
stva svinjskog mesa u smislu vece
koli¢cine misi¢cnog a manje koli¢ine
masnog tkiva (Watkins i sur.,, 1990).
Rezultati naseg istrazivanja pokazali
su da primijenjena doza od 0,1 mg/
kg tjelesne tezine zivotinja tretiranih
peroralnim putem tijekom 28 dana
ne uzrokuje promjene u kemijskom
sastavu mesa.

Prosjec¢ne vrijednosti ostataka rak-
topamina u mesu po danima nakon
tretmana prikazane su u Slici 1. Re-
zultati istraZivanja pokazali su slabu
kumulaciju ostataka raktopamina
u obje vrste misi¢nog tkiva vec pr-
vog dana nakon tretmana, kada su

Tablica 2. Kemijski sastav (srednja vrijednost + SD) mesa kontrolnih i tretiranih Zivotinja
Table 2 Chemical composition (mean * SD) of meat from control and treated animals

Skupina  Dani nakon
Zivotinja/  tretmana/ Voda/ Moisture (%) Mast/ Fat (%) Protein/ Protein (%) Kolagen/ Colagen (%)
Group of  Day after
animals  withdrawal U1 U2 U1 (V)] U1 V)] U1 U2
Kontrolna/
Control - 73,62+1,35 73,8+1,42 481+1,56 2,86+1,88 20,04+0,75 22,81+1,05 0,68+0,18 0,87+0,09
(n=3)
1 74,07£1,96 74,17%£1,65 6,49+2,14 4,15%+2,75 19,75+0,84 21,91+0,92 1,11+0,39 0,51+0,17
Pokusna/
Treated 3 74,07£1,59 74,33+£1,37 6,67+2,41 3,62+1,47 19,09+0,28 21,77+1,08 1,21+0,26 0,51+0,07
(n=9) 8 74,63+0,87 74,90£1,41 4,76x1,19 2,97+0,89 20,28+0,62 22,32+0,44 1,08+0,42 0,49+0,10

U1/ uzorak 1 /sample 1 = m. longissimus

U2/ uzorak 2 /sample 2 = m. semitendinosus
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Slika 1. Koncentracija raktopamina (srednja vrijednost + SD) u uzorcima mesa na-

kon prestanka anabolickog tretmana
Figure 1 Concentration of ractopamine (mean + SD) in meat samples after the
treatment discontinuation

utvrdene vrine koncentracije rak-
topamina od 39162 ng/kg (uzorak
1) i 450165 ng/kg (uzorak 2). Treceg
i osmog dana nakon tretmana kon-
centracije odredene u svim uzorcima
bile su podjednake limitu detekcije
(300 ng/kg) ispitne metode ili ostaci
nisu dokazani.

Deplecija raktopamina iz tkiva
svinja je vrlo brza a razine ostataka
u tkivu bubrega i jetre veée su nego
u mesu i masnom tkivu (Qiang i sur.,
2007). U istrazivanju Dalidowicz i
sur. (1992.), ve¢ 24 h nakon tretma-
na u misi¢nom tkivu nisu detektira-
ni ostaci raktopamina, ukazujuci na
njegovu vrlo brzu depleciju iz tkiva
Zivotinja za proizvodnju mesa. Rezul-
tati naseg rada srodni su s podacima
istrazivanja u kojem su, neposredno
nakon Sestodnevnog tretmana svi-
nja putem hrane koja je sadrzavala
15 mg/kg raktopamina, odredeni
ostaci raktopamina u misi¢u od 1
ng/g (Turberg i sur., 1995). U detek-
ciji zlouporabe raktopamina stoga

su prikladniji drugi matriksi i to tkivo
bubregai jetra u kojima ostaci perzi-
stiraju duze razdoblje nakon tretma-
na, u ovisnosti o primijenjenoj dozi
(Thompson i sur., 2008; Qiang i sur.,
2007).

Stoga je izvjesno da konzumiranje
svinjskog mesa od Zivotinja na koji-
ma je primijenjen raktopamin u nizoj
anaboli¢koj dozi (0,1 mg/kg), zbog
niskih razina ostataka ovog kontami-
nanta ne moze uzrokovati Stetne po-
sljedice za zdravlje ljudi koji bi takvo
meso konzumirali, no i da pri dozi
primijenjenoj u ovom radu ne dolazi
do promjena u sastavu mesa, a time
ni povecanog prinosa zivotinja. Tek
primjenom znacajnijih anabolickih
doza mogu se ocekivati povecani
prinosi kod Zivotinja u tovu, ali i pri-
sutnost ostataka u bioloskim tkivi-
ma, odnosno mesu tretiranih zivoti-
nja $to zasigurno moze imati Stetne
posljedice na zdravlje potrosaca.

Zakljucak

Subkroni¢na primjena raktopami-

na na svinjama u dozi od 0,1 mg/kg
tjelesne tezZine nije znacajno utjecala
na promjene u kemijskom sastavu
odnosno kakvodi svinjskog mesa, s
obzirom da nisu utvrdene statisticki
znacajne razlike u udjelu vode, bje-
lancevina i masti te kolagena tretira-
ne skupine u odnosu na kontrolnu
skupinu Zivotinja.

Prvog dana nakon primjene utvr-
dene su koncentracije raktopamina
nesto vece od limita detekcije ispit-
ne metode. Tre¢eg i osmog dana
nakon primjene u svim analiziranim
uzorcima koncentracije raktopamina
imale su vrijednost podjednaku limi-
tu detekcije od 300 ng/kg ili ostaci
nisu detektirani, ukazujuci na slabu
kumulaciju ostataka raktopamina u
mesu.

Za ocekivati je da bi anabolicki
uc¢inak raktopamina na Zivotinjama
za proizvodnju mesa bio ostvaren
tek primjenom vecih doza, a $to bi
zasigurno imalo za posljedicu i vec¢u
razinu ostataka u mesu tretiranih zi-
votinja $to bi moglo imati Stetne po-
sljedice na zdravlje potro3aca koji bi
takvo meso konzumirali.
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Summary

The effect of subchronic ractopamine treatment on chemical composition
and levels of remains in pig meat

The aim of this paper was to research the effect of 3-adrenergic antagonist ractopamine on chemical composition of pig meat and to
determine the level of accumulated remains after applying anabolic treatment on pigs as experimental animals. The treatment was
conducted by oral use of subchronic dose of ractopamine of 0.1 mg/kg of body weight daily during the period of 28 days. At the end
of the treatment, a chemical composition was researched by determining shares of water, raw proteins, fat and collagen in the meat
sampled from the treated animals on the first, third and eighth day after the treatment and on samples of control animals as well, by
using standard methods of analysis. By using a validated immunoenzymatic method in meat samples, concentrations of ractopa-
mine remains were determined. Research results haven't pointed to significant changes in the chemical composition of meat of the
treated animals and a weak cumulation of ractopamine remains in meat with peak mean concentration values from 391+62 ng/kg
and 450+65 ng/kg on the first day after the treatment. On the third and eighth day dfter the treatment, ractopamine concentration
values in all the analyzed samples were equal to detection limit (300 ng/kg) of the test method or the remains weren't detected.

Key words: ractopamine, anabolic treatment, pigs, chemical composition of meat, remains in meat
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