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-

detekciju i potvrdu povišenih kon-
centracija tekućinska kromatografi-
ja kombinirana sa spektrometrijom 

-

U ovom radu koncentracije ostata-
ka sulfonamida sulfametazina, sulfa-
merazina, sulfisoksazola, sulfadiazina 
i sulfakloropiridazina određivane su 
primjenom imunoenzimske meto-
de u mišićnom tkivu odnosno mesu, 
mesnim proizvodima kao što su ko-
basice, paštete i šunka te u tkivu riba 
i jajima.  

Materijal i metode

Uzorkovanje
Sakupljani su uzorci svih vrsta 

odnosno kobasica (srijemska, bečka, 

-
blike Hrvatske. Uzorci su držani na 
hladnom do dolaska u laboratorij, a 
zatim su homogenizirani i zamrznuti 

Kemikalije 
Za analizu sulfonamida ELISA me-

todom korišten je test Multi-Sulfona-
-

zvođača Euro Proxima B.V. (Arnhem, 
Nizozemska) opremljen sa: mikroti-

konjugata (sulfonamid vezan peroksi-
dazom), liofilizirana antitijela anti-sul-
fonamid, supstrat/kromogen otopina 
(tetrametilbenzidin), pufer za razrije-

SO ) 
i koncentrirani pufer za ispiranje. 

Standardi sulfametazina, sulfa-
merazina, sulfisoksazola, sulfadiazi-

na i sulfakloropiridazina nabavljeni 
su od proizvođača Sigma (St. Louis, 
Sjedinjene Države). Metanol, natrij 

O i natrij klorid 
nabavljeni su od Kemike (Zagreb, Hr-
vatska). Dušik 5,5 nabavljen je od SOL 
spa (Monza, Italija). Etil acetat, kalij di-
hidrogenfosfat, izooktan i kloroform 
nabavljeni su od Mercka (Darmstadt, 
Njemačka). Pufer za ekvilibraciju uzor-
ka (Multi Sulfonamide Sample Equili-
bration Buffer) nabavljen je od Euro 
Proxime, B.V. (Arnhem, Nizozemska).

 
Otopine standarda sulfonamida 

(sulfametazin, sulfamerazin, sulfisok-
sazol, sulfadiazin ili sulfakloropirida-
zin) pripremane su tjedno otapanjem 
u metanolu. Radne otopine standar-
da za obogaćivanje uzoraka mišićnog 
tkiva i jaja pripremane su otapanjem 
u metanolu na različitim koncentraci-
jama prije svake analize. 

U analizama je korištena ultračista 
-

Water Technologies, Osijek, Hrvatska). 

Aparatura
U pripremi uzoraka korišteni su 

slijedeći uređaji: mješalica Ultra-

(Hettich zentrifugen, Tuttlingen, Nje-
mačka), vodena kupelj GFL model 

mbH, Burgwedel, Njemačka), pH me-
tar inoLAB WTW (Wiilheilm, Njemač-
ka) i uparivač dušikom N-EVAP model 
111 (Orgamonation Associates Inc., 
Berlin, Sjedinjene Države). 

Mikročitačem Tecan model Sunrise 
(Tecan Austria GmbH, Austrija) kori-
šten je za očitavanje vrijednosti ap-
sorbance ELISA metode.  

Priprema uzoraka tkiva i 
jaja 
Odvaže se 1 g homogeniziranih 

uzoraka jaja i tkiva i miješa sa 5 mL 
acetonitrila te miješa vorteksom na-

Određivanje ostataka sulfonamida u mesu, 
mesnim proizvodima, ribi i jajima

Bilandžić N.1, I. Varenina1, B. Solomun Kolanović1, B. Šimić2 

znanstveni rad

Sažetak
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Table 1. Rezultati iskorištenja i preciznosti ELISA metode za određivanje sulfona-

mida u uzorcima mesa i jajima.

Metoda
Dodana 

koncentracija (µg/
kg)

Izmjerena 
koncentracija (µg/

kg)

Iskorištenje
(%)

Standardna
devijacija

CV
(%)

Mišićno 
tkivo

18,5

Srednja vrijednost

jaja

Srednja vrijednost

Uvod
Farmakološki aktivne tvari se još 

od njihovog otkrića koriste u širokom 
spektru kako u humanoj, tako i veteri-
narskoj medicini. Tijekom posljednjih 
desetljeća njihova intezivna primje-
na uzrokovala je popratne pojava na 
zdravlje ljudi te ekosustav (Kümme-

-
kološke tvari koriste se za suzbijanje 
bolesti u svim vrstama životinja što 
za posljedicu ima prisutnost njihovih 
ostataka u tkivima životinja namije-
njenim za prehranu te u proizvodima, 
mlijeku i jajima. Ulaskom u hranidbe-
ni lanac farmakološke tvari, odnosno 
njihovi ostaci, poslijedično mogu 
izazivati i poticati alergijske reakcije 

njihovo korištenje dovodi do pojave 
rezistencije pojedinih patogenih bak-
terija, što može rezultirati ozbiljnijim 
zdravstvenim problemima (Choma i 

Sulfonamidi su strukturni analozi 
i kompetitivni antagonisti para-ami-

nobenzojeve kiseline i onemogućuju 
njeno korištenje u sintezi folne kiseli-
ne. Zamjene u amidnoj skupini (NH ) 
imaju različite učinke na antibakte-
rijsku aktivnost molekule sulfona-

su desetljećima bili primjenjivani u 
humanoj medicini za tretman razli-
čitih vrsta infekcija. Ove sintetičke 
kemijske tvari imaju široki spektar 
djelovanja protiv većine gram-po-
zitivnih i mnogih gram-negativnih 
mikroorganizama. Prema kategori-
zaciji veterinarski aktivnih supstanci 
prema njihovoj važnosti u primjeni 
protiv bolesti, sulfonamidi su uz ami-
loglikozide, makrolide cefalospori-
ne, peniciline, tetracikline i kinolone 
svrstani u kritično važne farmako-
loški akrtivne tvari (FAO/WHO/OIE, 

količinama primjenjuju za tretiranje 
i prevenciju respiratornih infekcija, 
infekcija genitalo-urinarnog trakta, 
infekcija trbušnog i mekog tkiva, uk-
ljučujući razne infekcije, te difterije u 
domaćih životinja (Hormazabal i sur., 

Prednost sulfonamida je i u njihovoj 
niskoj cijeni te se naširoko koriste 
kao promotori rasta i antimikrobio-
loški agensi u stočarstvu (Hela i sur., 

kombinaciji s diaminopirimidinimom 
trimetoprimom zbog sinergističkog 

Primjenu sulfonamida karakterizira 
kratko djelovanje, biotransformcija u 
jetri postupcima acetiliranja ili gluku-
ronizacije, te brzo izlučivanje iz orga-
nizma, čime se maksimalno moguće 
osigurava minimalna opasnost od tok-
sičnosti. Neželjeni potencijalni učinci 
u ljudi su poremećaj urinarnog trak-
ta, porfirija i reakcija preosjetljivosti. 
Sulfonamidi oštećuju i homeopatski 
sustav odnosno izazivaju trombocito-
peniju, anemiju, leukopeniju i različite 

U svrhi određivanja sulfonamida 
danas se primijenjuju mikrobiološke 

-

. Koncentracije sulfonamida (mg/kg) u mesu, mesnim proizvodima, ribi 

i jajima. 

Koncentracije sulfonamida (mg/kg)

Proizvod Broj uzoraka Minimum Maksimum Srednja  vrijednost Standardna devijacija

jaja

riba

meso

kobasica

pašteta 13

šunka 8
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Supernatanti se prebace u epruvete 
-
-

tatnog supernatanta u čistu epruve-
tu  te se otapalo otpari do suhoga u 

oC. Ostatak 
u epruveti otopi se u 1 mL fosfatnog 

-
masti dodatkom 1 mL smjese izook-

vorteksom nekoliko sekundi i centri-

-

ELISA test
Prije analize sve kemikalije se tem-

-
peraturi. Koncentrat pufera za ispira-
nje priprema se prije upotrebe (1 mL 

-
rane vode). Koncentrat enzimskog 

-
kođer, liofilizirano antitijelo rekonsti-

razrjeđivanje te dobro promiješa. 

Postupak testa provodi se slijede-
ćim redosljedom dodavanja reage-

otopine uzoraka u duplikatu. Zatim 

μL pripremljene otopine antitijela u 
svaku jažicu. Ploča se dobro zatvori 
te snažno protrese (1 minutu) te in-

se ukloni otopina iz ploče i ispere tri 
puta sa puferom za ispiranje (tri puta 

otopine za ispiranje na novi čisti upi-
jajući papir, do kraja se isprazne jažice 
lupkajući pločicom o njega. Doda se 

u svaku jažicu i dobro promiješa. In-

otopine u svaku jažicu i dobro pro-
mućka. Vrijednosti apsorbance očita-

Validacija ELISA metode
Validacija metode provodena je 

prema kriterijima direktive Europske 

-
-

raka mišićnog tkiva i jaja. Sposobnost 
dokazivanja CCβ određena je obo-

te je izračunata kao zbroj izračunate 
vrijednosti granične koncentracije 
CCα i standardne devijacije uzoraka 

-
centracija CCα za ELISA metodu odre-
đena je kao zbroj srednje vrijednosti 
koncentracije slijepih uzoraka i stan-
dardne devijacije odgovora slijepih 

Iskorištenje i preciznost metode 
određeni su obogaćivanjem uzoraka 
tkiva odnosno jaja otopinom sulfona-
mida u tri serije na 3 koncentracijske 

Statistička analiza
Statistička analiza provedena je 

programom StatisticaÒ Ò, 
Inc., Tulsa, Sjedinjene Države). Kon-
centracije sulfonamida određene u 
mesu, proizvodima, ribi i jajima izra-
žavane su kao minimalna i maksimal-
na određena koncentracija, srednja 
vrijednost ± standardna devijacija. 

Rezultati i diskusija
 Ostaci sulfonamida, kao sastojaka 

farmaceutskih pripravaka primijenji-
vanih u veterini, putem prehrambe-
nog lanca mogu se naći u mesu, pro-
izvodima odnosno jajima te izazvati 
neželjene utjecaje u čovjeka. U svrhu 
zaštite zdravlja potrošača u državama 
Europske Unije provodi se kontrola 
ostataka sulfonamida u namirnica-
ma životinjskog podrijetla. Najveće 
dopuštene količine ostataka (NDK) 
svih tvari iz skupine sulfonamida u 
jestivim tkivima (mišić, jetra, bubreg, 
masno tkivo) svih vrsta životinja koje 

se koriste za proizvodnju hrane te 

-

utemeljene granične koncentracije 
sulfonamida pa uzorci jaja ne smiju 
sadržavati ostatatke ovih tvari. Iz tog 
razloga koriste se osjetljive analitičke 
metode koje su  sposobne detektira-
ti pojedine supstance pri vrlo niskim 
koncentracijskim razinama.

U ovome radu primijenjena je imu-
noenzimksa metoda za koju se odre-
đeni rezultati iskorištenja odnosno 
točnosti prikazani u Tablici 1. Validaci-
jom metode utvrđeno je ukupno isko-

mišićnog tkiva odnosno za jaja od 

nije značajno što pokazuju koefici-

za obje vrste uzorka. Granica određi-

Utvrđena je sposobnost dokazivanja 
-

vrijednosti CCβ su ispod zadanih NDK 
vrijednosti za tkiva, odnosno vrijed-
nosti iskorištenja za obje vrste uzorka 

-
ma za provođenje analitičkih metoda 

Koncentracije sulfonamida u uzor-
cima mesa, mesnih proizvoda (koba-
sice, šunke, paštete), ribe i jaja prika-

-

Maksimalna vrijednost sulfonamida 

jaja. Dobiveni rezultati ukazuju da 
nije zabilježena zloupotreba korište-
nja sulfonamida odnosno da se pri-
likom njihove primjene pri liječenju 
životinja pazi na propisanu karenciju 
lijeka te time nije upitna upotreba 
mesa i mesnih proizvoda u čovjeko-
voj prehrani.

Praćenjem količina sulfonamida u 
Italiji od ukupnog broja pretraženih 

-

te je u jednom uzorku jetre prelazio 

utvrđene u jetri peradi (Weiss i sur., 
-

u 5 uzoraka ribe iz uzgajališta riba u 
Sloveniji, a među njima jedan uzorak 

radu najviša određena koncentracija 
sulfonamida u uzorcima mišićnog tki-

Kontrola sulfonamida u proizvodi-
ma mora u Koreji pokazala je povi-

uzorka, ali s vrijednostima ispod NDK 
-

tim, u jednom uzorku jegulje odre-
đen je sulfametaksol u koncentraciji 

Sustavom brzog uzbunjivanja za hra-
nu i hranu za životinje u Europskoj 
Uniji (RASFF,  engl. Rapid Alert System 
for Food and Feed
godine prijavljeno je 13 slučaja povi-
šenih koncentracija sulfonamida od 

a samo jedan uzorak rakova iz uzgoja 

Sulfonamidni se i dalje u velikoj 
mjeri koriste, te ponovo dobivaju na 
interesu u slučajevima infekcija iza-
zvanih bakterijama rezistentnim na 
druge antibiotike i dalje se primje-
njuju u tretmanu životinja važnih u 
čovjekovoj prehrani. Stoga je njihova 
kontrola primjenom osjetljivih me-
toda neminovna. Dobiveni rezultati 
ukazuju da nije zabilježena zloupo-
treba korištenja sulfonamida jer nije 
utvrđen niti jedan uzorak s koncen-

-
gerira da se pri njiihovoj primjeni u 
liječenju životinja pazi na propisanu 
karenciju lijeka te time nije upitno 
korištenje mesa i mesnih proizvoda u 
čovjekovoj prehrani.

Zaključak
U ovome radu koncentracije sul-

fonamida određivane su validiranim 
imunoenzimskom metodom. Vali-
dacijom metode utvrđena je granica 
određivanja sulfonamida u jajima od 

-
nom tkivu, te sposobnost dokazivanja 

Koncentracije sulfonamida u mesu, 
mesnim proizvodima (kobasice, pa-
štete, šunke), te ribi i jajima kretale su 

µg/kg. Nije utvrđen niti jedan uzorak 
sa koncentracijom iznad najviše do-

Određene niske koncentracije sulfo-
namida ukazuju na ispravno korište-
nje ovih antibiotika te su ispitivani 
uzorci prikladni za konzumaciju. 
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Bestimmung von Sulfonamidresten in Fleisch, Fleischerzeugnissen, Fisch und Eiern
Zusammenfassung

Zur Bestimmung von Sulfonamidresten wurden aus allen Gebieten der Republik Kroatien Muster von Fleisch (n=350), Fleischerzeug-

nissen (n=59), Pasteten (n=13) und Schinken (n=8), Fisch (n=46) und Eiern (n=278) gesammelt. Die Konzentrationen von Sulfonamid 

wurden mittels validierten immunoenzymen Methode bestimmt. Die Grenze der Bestimmung von Sulfonamid wurde festgesetzt,  in 

Eiern von 1,7 μg/kg bzw. 2,1 μg/kg im Muskelgewebe, und die Beweisungsfähigkeit der Methode (CCß) für Eier beträgt 4,9 μg/kg bzw. 

für Muskel 59,9 μg/kg. Die Konzentrationen von Sulfonamid in Fleisch und Fleischerzeugnissen, in Fisch und Eiern, bewegten sich in 

der Spanne von Minimalwert 0,001 bis Maximalwert 84,9 μg/kg. In keinem der kontrollierten Muster wurde höhere Konzentration als 

genehmigte Konzentration von 100 μg/kg vorgefunden.   Die festgestellten niedrigen Konzentrationen von Sulfonamid weisen darauf 

hin, dass kein Missverbrauch von Sulfonamid stattfand, bzw. dass bei dessen Anwendung bei Tierpflege und Tiergenesung die vor-

geschriebene Karenz des Medikamentes beachtet wurde, womit der Verbrauch von Fleisch und Fleischerzeugnissen in menschlicher 

Ernährung nicht in Frage gestellt wird.

Schlüsselwörter: Sulfonamide, Fleisch, Fleischerzeugnisse, Fisch, Eier, ELISA

Determinazione di residui di sulfonamidi nella carne, prodotti di carne,  nel pesce e le uova
Somario

Volendo determinare i residui di sulfonamidi, da tutte le parti della Repubblica di Croazia sono stati presi i campioni di carne (n=350), 

e dei prodotti di carne – salsicce (n=59), pâté (n=13) e prosciutto (n=46), ma anche pesce (n=46) e uova (n=278). Le concentrazioni di 

sulfonamidi sono state determinate con un validato metodo imunoenzimatico. È stato determinato il confine di determinazione di 

sulfonamidi nelle uova di 1,7 μg/kg  cioè di 2,1 μg/kg nel tessuto muscolare, e l’abilità d’approvazione del metodo (CCβ) 4,9 μg/kg per 

le uova, cioè 59,9 μg/kg per il mucolo. Le concentrazioni di sulfonamidi nella carne e nei suoi prodotti, e nel pesce e le uova, variava-

no dal valore minimo di 0,001 a quello massimo di 84,9 µg/kg. Non c’era nemmeno un campione che sovrapassava la determinata 

concentrazione permessa di 100 µg/kg. Le determinate basse concentrazioni di sulfonamidi sono la prova del loro corretto uso ed è 

evidente che si presta l’attenzione alla carenza prescritta del medicamento durante la loro applicazione nella cura di animali, e perciò 

non bisogna dubitare dell’uso di carne e dei prodotti di carne nell’alimentazione dell’uomo.

Parole chiave: sulfonamidi, carne, prodotti di carne, pesce, uova, ELISA

Determination of sulfonamide residues in meat, meat products, fish and eggs
Summary

For the purpose of controlling sulfonamides, samples of meat (n=350), then meat products such as sausages (n=59), pates (n=13) 

and hams (n=8) and also fish (n=46) and eggs (n=278)  were collected from all areas of the Republic of Croatia. The concentration 

of sulfonamides was determined using validated enzyme immunoassay. The method detection limit was 1.7 μg/kg for egg and 2.1 

μg/kg for meat, and the detection capability (CCβ) was 4.9 μg/kg for eggs and 59.9 μg/kg for meat. Determination of sulfonamide 

concentrations in meat, meat products, fish and eggs ranged from the minimum value of 0.001 to the maximum value of 84.9 μg/

kg. There is no concentration exceeding the maximum residue levels (MRL) of 100 μg/kg determined in any of the samples tested. 

Considering the low concentrations of sulfonamides established, it can be concluded that there is no misusage of sulfonamides and 

that when animals are treated, drug withdrawal period is taken into account and in that way usage of the controlled meat is suitable 

for consumption.

Key words: sulfonamides, meat, meat products, fish, egg, ELISA

Učinak dodatka selena u hranu 
na kakvoću mesa peradi

Pušić1, I., L. Kozačinski2, B. Njari2, Ž. Cvrtila Fleck2 

pregledni rad

Sažetak
Kakvoća mesa procjenjuje se na osnovi nekoliko objektivnih, uglavnom vanjskih obilježja. Pa su tako uz količinske pokazatelje tržišne 
i preradbene vrijednosti mesa, značajna i ona  svojstva koja neposredno utječu na ocjenu njegove kakvoće, prvenstveno senzorička 
i tehnološko-preradbena svojstva. Jedan od prihvaćenih pristupa očuvanja navedenih svojstava mesa jest i dodatak antioksidansa, 
poput selena ili vitamina E, direktno u stočnu hranu ili tijekom tehnološkog procesa obrade. Brojna istraživanja potvrđuju pretpostav-
ku kako upotreba organskog selena dovodi do povećanja ukupne količine selena u mesu peradi uz istovremeno povećanje senzorič-
kih, prehrambenih i preradbenih svojstava mesa u smislu očuvanja zdravstvene ispravnosti tijekom pohrane u različitim temperatur-
nim i vremenskim uvjetima. Meso peradi se pokazalo kao važan izvor selena u prehrani ljudi posebno u zemljopisnim područjima čija 
su tla siromašna selenom gdje se ubraja i područje Republike Hrvatske dok se u nekim područjima obavlja i gnojidba poljoprivrednih 
površina sa preparatima selena.
Ključne riječi: selen, kakvoća mesa peradi
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Uvod
Selen (Se), esencijalni element u 

tragovima, važan je čimbenik zdrav-
lja sisavaca jer utječe na rast, imuni-
tet, mišićnu i neuromišićnu funkciju, 
plodnost, a očituje i antikanceroge-
no djelovanje. Svakodnevno uzima-
nje Se ima bitnu ulogu u zaštiti od 
karcinoma prostate, kolona, pluća 

i u razvoju imunološkog sustava or-
-

Može štititi od toksičnog učinka teš-
kih metala, dima cigarete, alkohola, 
oksidacije masti, a posebno od ošte-
ćenja živom i kadmijem (lazarus i sur., 

obliku selenocisteina, aminokiseline 
koja je sastavni dio brojnih enzima i 
neenzimskih molekula koje se zbog 
svoje građe nazivaju selenoproteini. 
Pri tome najvažniji su enzim glutation 
peroksidaza, tireodoksin reduktaza, 
selenoprotein P, jodotironin dejodi-
naze, seleno-fosfat sintetaza i seleno-

Spomenuti razlozi ukazuju kako 
je potreba za unosom selena u or-
ganizam velika, te se osim upotrebe 
dnevnih dodataka organskog selena 
(tablete), smatra kako je hrana (meso, 
mlijeko, jaja) obogaćena selenom 
u tom smislu najvrednija (Rayman, 

Republici Hrvatskoj povrće siromaš-
no selenom, pa su jaja, meso i mesni 
proizvodi najbolji izvor tog mikroele-

Nema sumnje da su za uspjeh uz-
goja životinja ključni dobar prirast 
uz povoljnu konverziju obroka i ni-
ski mortalitet. Za klaoničare je uvi-
jek značajan visoki prirast mesa, te 
ujednačenost trupova sa što manjim 
gubicima nastalim zbog oštećenja pri 
klaoničkoj obradi. S druge, pak, stra-
ne trgovački lanci žele što više udo-
voljiti željama potrošača koji traže po-
željnu boju i dobar izgled obrađenih 
trupova uz povoljan odnos mesa i ko-
stiju, a posebno sočnost, dobar miris 
i okus mesa ili proizvoda od mesa. S 

obzirom na veliku količinu višestru-
konezasićenih masnih kiselina koje 
se tijekom pohrane  u kontaktu s ki-
sikom razlažu na kratko lančane spo-
jeve poput (aldehida, ketona, kiselina 
i alkohola) što u konačnici dovodi do 
kvarenja te time i do smanjene pre-
hrambene vrijednosti i ekonomskih 
gubitaka.

Osim količinskih pokazatelja tržiš-
ne i preradbene vrijednosti mesa, bit-
na su i ona svojstva koja neposredno 
utječu na ocjenu njegove kakvoće, 
prvenstveno senzorička i tehnološ-
ko-preradbena svojstva. Kakvoća 
mesa procjenjuje se na osnovi neko-
liko objektivnih, uglavnom vanjskih 
obilježja. Ovdje treba svakako nave-
sti boju, nježnost odnosno žilavost i 
sočnost mesa pri čemu su promjena 
boje mesa i stupanj oksidacije masti 
svakako vrlo važni u ocjeni kakvoće 
mesa. Važni su također i količina mi-
šićne mase, sposobnost vezanja vode 
što je naročito važno za preradu, kao 
i gubitak vode kuhanjem (Živković, 


