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W pracy zaprezentowano elektroforetyczng metode wykrywania i iloSciowego
oznaczania wybranych sulfonamidow w tkankach jadalnych drobiu z za-
stosowaniem ekstrakcji do fazy statej (SPE). Przedmiotem badan byty: mieénie,
nerki, watroba, plucka, serca, zotadki oraz skéra z ttuszczem. Przedstawione
metody charakteryzujg sie dobrg wydajnoscia, powtarzalnoscig i doktadnoscig
oznaczenia, a naktad pracy jest relatywnie mniejszy od tych opisanych w litera-
turze.

Hasta kluczowe: pozostatosci w tkankach drobiu, sulfonamidy, elektroforeza
kapilarna.
Key words: residues in poultry tissues, sulfonamides, capillary electrophoresis.

Wsrod wielu zagrozeh, ktbre moga nies¢ ze soba produkty spozywcze po-
chodzenia zwierzecego, kluczowe znaczenie majq pozostatosci lekbw weterynaryj-
nych (gtdwnie chemioterapeutykdw i substancji o charakterze anabolicznym) oraz
ryzyko zwigzane z farmakoterapia zwierzat hodowlanych. Sulfonamidy stanowig
jedna z pieciu najczesciej stosowanych grup chemioterapeutykbw w hodowli
zwierzat zarowno w celach leczniczych, jak rowniez profilaktycznych. Popularnost
zawdzieczajg szerokiemu spektrum aktywnosci przeciwbakteryjnej i stosunkowo
niskiej cenie w poroéwnaniu z innymi chemioterapeutykami. Podawane najczesciej
w dos¢ wysokich dawkach osiggaja znaczne stezenia w tkankach migzszowych
zwierzat. Skutkiem ich pozostatosci w tkankach jadalnych i zywno5ci pochodzenia
zwierzecego moga by€ reakcje alergiczne, odczyny toksyczne u ludzi oraz rozwoj
zjawiska lekoopornosci bakterii chorobotworczych. Niektore z sulfonamidow
wykazuja rbwniez dziatania kancerogenne (1, 2). Ze wzgledu na zdolnosci
gromadzenia sie tej grupy zwiazkow w tkankach zwierzat oraz stosunkowa trwatos¢
prawdopodobienstwo znalezienia ich pozostatosci w zywnosci jest stosunkowo
duze. Zalecane okresy karencji dla zwierzat, ktbrym podawano preparaty zawiera-
jace sulfonamidy wynosza: od 6 (dla drobiu) do 18 dni (dla bydta, swih i owiec).
Jednakze nieprzestrzeganie tych okresow lub niewtasciwe uzycie preparatbw moze
powodowat wystepowanie pozostatosci powyzej ustalonych wartosci.

Rozporzadzenie Komisji Unii Europejskiej Nr 2377/90 EEC (bedace podstawa
prawng oceny bezpieczehstwa zywnosci) obliguje laboratoria do statego nadzoru
nad produktami pochodzenia zwierzecego. Normy unijne okreslaja rowniez warto-
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Sci najwyzszej dopuszczalnej pozostatosci MRL (ang. maximum residue limit),
ktora nie powinna przekraczat 100 ug/kg (ng/g) dla sumy wszystkich sulfo-
namidbw w nerkach, migsniach, watrobie, thuszczu oraz w mleku. Do oceny ryzyka
pozostatosci substancji przeciwbakteryjnych w zywnosci przez wiele lat byly
stosowane jedynie testy mikrobiologiczne, ktore sa mato selektywne i moga
prowadzi¢ do btednej interpretacji wynikow. Najczesciej stosowang metodg ozna-
czania sulfonamidbw jest wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) w po-
faczeniu ze spektrometrig mas (MS) (3) lub tandemowa spektrometrig (MS/MS)
(4-6). Jednakze wysoki koszt detektora MS oraz koniecznos¢ uzyskania do analizy
wyjatkowo czystych ekstraktow prob tkankowych sprawia, ze zastosowanie go do
rutynowych oznaczeh jest ograniczone w wielu laboratoriach. Odzyski uzyskiwane
po czasochtonnej, wieloetapowej procedurze przygotowania prob nie zawsze s3
zadowalajace a na dodatek czesto roznia sie wielkoscia. Stad poszukiwane sg nowe,
lepsze pod wzgledem selektywnoéci i czutosci oznaczenia metodologie oznaczania
pozostatosci lekbw w zywnosci. Ostatnio coraz wigksza role w analizie pozostato-
Sci odgrywa oznaczanie sulfonamidow w produktach zywnosciowych za pomoca
CE przy uzyciu detektora UV (7, 8) i z matryca fotodiodowa (DAD) (9, 10).
W pracy zaproponowano uzycie zautomatyzowanej aparatury do elektroforezy
kapilarnej (CE), ktbra znacznie ogranicza zuzycie czesto toksycznych i kosztow-
nych rozpuszczalnikbw organicznych.

MATERIAL | METODY

Materiat badany. Tkanki jadalne drobiu pozyskano z gospodarstwa rolnego
w Ruszkowie (woj. mazowieckie). W trakcie chowu kurczeta otrzymywaty trady-
cyjnag karme oraz miaty zapewniony staty dostep do wody, wolnej od jakichkolwiek
stymulatorow wzrostu i substancji przeciwbakteryjnych. Po osiggnieciu masy ciata
ok. 2 kg zwierzeta ubijano, pobierajac stosowne tkanki jadalne, ktore stanowity
materiat bazowy do opracowania krzywych kalibracji. Do czasu procedury przygo-
towania probek przechowywano je w temp. —20°C. Materiatem, ktory postuzyt do
pracy byly takze tkanki jadalne indykow i kur pochodzace z marketdw z terenu
Trojmiasta. Majac na uwadze niewielkie, wrecz §ladowe ilosci analitow, procedury
przeprowadzono przy uzyciu prob tkankowych wzbogaconych w znane, okreSlone
ilosci analizowanych zwigzkdw. Jednocze$nie analizie poddawano probki rzeczy-
wiste.

Procedura ekstrakcyjna tkanek drobiowych. Analizie poddano
tkanki indycze i kurze: watrobe, nerki, ptucka, serca, migsnie piersi i uda oraz skore
wraz z tluszczem. Pobrane tkanki zhomogenizowano i odwazono po 3 probki
z kazdego homogenatu w ilosci 3,0 g. Do kazdej probki dodano wzorzec
wewnetrzny (sulfanilamid) i 6 cm?® acetonitrylu. Otrzymana mieszaning wytrzasano
mechanicznie, a nastgpnie na tazni ultradzwiekowej. Probki odwirowano, a warst-
we acetonitrylowa znad osadu odparowano do sucha na tazni wodnej w temp.
45-50°C. Pozostatost rozpuszczono w 0,2 cm® wody dejonizowanej i poddano
ekstrakcji typu ciecz-ciato state (SPE) na kolumnach LiChrolut RP-C18. Po
przeptukaniu kolumn woda dejonizowang, analizowane sulfonamidy wyeluowano
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za pomocg 0,3 cm® metanolu, ktory nastepnie odparowano, a sucha pozostatosc
rozpuszczono w 0,2 cm? buforu elektrolitycznego. Po odwirowaniu (7 min., 10000
), proébki przechowywano w temp. —20°C do czasu analizy.

Badania przeprowadzone zostaty na aparacie do elektroforezy kapilarnej
— P/ACE 2100 firmy Beckman (Fullerton, USA) wyposazonym w detektor UV ze
zmienng dlugosciag fali oraz system akwizycji danych. Do analiz wykorzystano
niemodyfikowana kapilare krzemionkowa o Srednicy 75 um i catkowitej dtugosci
57 cm (efektywna dlugost 51 cm). Parametry analizy elektroforetycznej byty
nastepujace: napiecie 20 kV, temp. ukfadu 22°C, czas nastrzyku 2 s. Zastosowano
bufor elektrolityczny o sktadzie 20% (v/v) metanolu 25 mmol/dm?® dodecylan sodu
oraz 10 mmol/dm?® boraks (tetraboran sodu). Dla kazdego z badanych sulfonamidow
stwierdzono doSwiadczalnie liniowa zaleznoSt przyrostu wysokosci pikbw ozna-
czanych zwiazkbw od stezenia, wyznaczono krzywa kalibracji (w zakresie
0,025-1,0 ng/g), a nastepnie przystapiono do oznaczeh stezeh leku w poszczeg6l-
nych tkankach jadalnych. Stezenia substancji leczniczej w analizowanych probach
obliczono z rbwnah regresji, przy wspbdtczynniku regresji (r)>0,999. Oceng
statystyczng wynikbw zebrano w tab. |. Parametry: CCa (limit decyzyjny wartosci
granicznej) oraz CCP (limit/zdolnoS¢ oznaczania), stuzace do interpretacji wyni-
kow badah pozostatosci zwiazkbw chemicznych w produktach zywnoSciowych,
wyznaczono zgodnie z PN-ISO 11843-2. Wykazano rbwniez stabilnos¢ prob
biologicznych zawierajacych wszystkie sulfonamidy (test zamrazania i rozmrazania
przeprowadzono po 1 i po 3 miesigcach). Uzyskane wyniki walidacji metody
w petni odpowiadaja wymogom stawianym oznaczeniom ilosciowym.

Tabela I. WartoSci precyzji, odzyskow i ocena statystyczna wynikow otrzymanych dla sulfonamidéw oznaczanych
w migéniach drobiu za pomoca CE; r>0,999; (n=6)

Table I. Quantitative performance test for CE. Summary of precision, recovery and validation data for sulfonamides
in poultry muscle obtained with CE calibrations; r>0.999; (n=6)

Parametry mStl;IL?/ha erl;I;?/ha fﬁllfjall?c;l me?c?llfsae;zol ﬁglzfce)ll-
Zakres kalibracji (ug/g) 0,025-1,0
Nachylenie 1,726 1,948 2,422 2,495 2,460
Przecigcie —-0,0065 | —0,0005 | —0,0015 | —0,0046 0,0047
LOD limit detekciji, (ng/g) 7,3 7,1 6,5 7,0 7,0
LOQ limit oznaczalnosci (ng/g) 24,2 23,6 21,9 23,2 23,6
CCa, limit decyzyjny (ng/g) 3,3 10,2 10,8 8,9 18,2
CCB, zdolnos¢ oznaczania (ng/g) 10,1 17,8 19,5 18,4 27,7
nos ) 50 ng/g 7.4 9,3 8,0 7,7 7.4
;3":?;;:522%2%"(% | 100 nglg | 7.0 6.7 7.1 6.6 6.1
500 ng/g 3,5 31 31 2,4 3,2
o o osmch 50 ng/g 9,4 10,0 9,8 9,1 9,4
uarzanott e [ioongg [ 78 |75 |75 | 69 | 6o
500 ng/g 4,1 3,8 4,0 2,9 3,5
Calkowity odzysk (%) 94,5 92,8 94,5 97,3 86,2
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WYNIKI | ICH OMOWIENIE

Z uwagi na odmienne podstawniki w budowie strukturalnej, sulfonamidy
posiadajg zroznicowane wiasciwosci fizyko-chemiczne (rozpuszczalnose, stopieh
jonizacji, rézne wartosci pKa miedzy 4,8 a 10,4). To sprawia, ze stanowia grupe
lekbw, sprawiajaca niekiedy analitykom wiele trudnoSci, zwiaszcza w trakcie
procesu ich wyizolowania ze skomplikowanych matryc biologicznych. Odpowiedni
dobér rozpuszczalnika odbiatczajacego i sposob ekstrakcji odgrywat kluczowa role
przy oznaczaniu Sladowych iloSci tych zwigzkbw. W pracy podjeto probe za-
stosowania dwoch typdw ekstrakcji: ciecz—ciecz (ang. LLE - liquid-liquid extrac-
tion) z uzyciem chloroformu oraz ekstrakcji do fazy statej (ang. SPE — solid phase
extraction) z uzyciem kolumienek C-18. Analizy wykazaly, Zze pierwszy typ
umozliwit wykrycie i oznaczenie znacznie wiekszej liczby analitow (tj. sulfakar-
bamid, czy sulfacetamid), jednakze uzyskiwane odzyski byty z reguty dwukrotnie
nizsze (ok. 40—45%). Jedynie w przypadku sulfametazyny i sulfamerazyny uzys-
kano porownywalne wartosci odzyskéw dla obu typéw ekstrakcji. Zastosowanie
SPE i metanolu jako eluentu pozwolito na selektywna ekstrakcje pieciu sulfon-
amidbw, a wydajnost procesu wynosita powyzej 86%. W celu separacji wszystkich
analizowanych zwiazkow, bufor analityczny zostat zmodyfikowany przez dodanie
metanolu 20% (v/v), co znacznie poprawito selektywno$t rozdziatu. Pomimo
stosunkowo prostej procedury oczyszczania prob, nie zaobserwowano w obrazie
elektroforetycznym interferencji pikdw oznaczanych lekdw, wzorca wewnetrznego
i pikbw pochodzacych z matrycy biologicznej (ryc. 1).

Istotnym elementem pracy byta analiza prob tkankowych pochodzacych z lokal-
nych sklepbw. Badania pozostatosci sulfonamidéw przeprowadzono na probkach
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Czas analizy CE

Ryc. 1. Elektroferogram probki drobiowej tkanki migsniowej, zawierajacej wzorzec wewnetrzny (1.S.),
o0 stez. 1 ug/g oraz oznaczane sulfonamidy, o stez. 0,2 pg/g proby tkankowej; 1.S. — sulfanilamid,
1 - sulfametazyna, 2 — sulfamerazyna, 3 — sulfafurazol, 4 — sulfametoksazol, 5 - sulfatiazol.

Fig. 1. Electropherogram of poultry muscle sample containing internal standard (I.S.) at concentration
1 pg/g and analysed sulfonamides at concentration 0,2 pg/g of sample; 1.S. — sulfanilamide,
1 - sulfamethazine, 2 — sulfamerazine, 3 — sulfafurazole, 4 — sulfametoxazol, 5 — sulfatiazole.
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tkanek kurzych i indyczych (migéni piersi i uda, watroby, ptuckach, sercach,
zokadkach oraz skorze wraz z tluszczem) nabytych w kilku marketach na terenie
Trojmiasta. Wstepna analiza prob komercyjnych, w porébwnaniu z probami po-
chodzacymi z hodowli eksperymentalnej, wykazata wigksza zawartoSt tluszczu
w tkankach komercyjnych. Zastosowanie acetonitrylu, petnigcego role zarbwno
ekstrahenta i czynnika usuwajacego tluszcz, nie wptyneto na procedure przygotowa-
nia prébek biologicznych, pochodzacych z roznych zrodet. Analiza tkanek nabytych
z marketow wykazata generalnie brak pozostatosci analizowanych sulfonamidow
powyzej granicy ich wykrywalnosci. Jedynie w dwoch probkach watroby i migsni
piersiowych wykryto Sladowe ilosci sulfamerazyny na poziomie nie przekraczajacym
limitu oznaczalnosci ilosciowej (25 ng/g). Ponadto, obraz elektroforetyczny wykazat
piki nielicznych substancji o charakterze drobnoczasteczkowym, Swiadczace o obec-
nosci prawdopodobnie niewielkich ilosci konserwantow.

W przestawionej pracy zaprezentowano procedure oznaczenia pieciu sulfon-
amidow (sulfametazyny, sulfamerazyny, sulfafurazolu, sulfametoksazolu, sulfa-
tiazolu) w tkankach jadalnych drobiu za pomoca elektroforezy kapilarnej. Za-
proponowana metodyka z powodzeniem nadaje sie do oznaczeh seryjnych, nie
wymaga skomplikowanych procesbw oczyszczania prob, a koszt pojedynczej
analizy w porbwnaniu z innymi metodami jest znacznie mniejszy. Niewielka ilos¢
ekstraktu potrzebnego do analizy i rozpuszczalnikéw organicznych dodatkowo
przemawiaja za wykorzystaniem CE do oznaczeh pozostatosci ze wzgledow
ekonomicznych. Ponadto, wyjatkowa transparentnost szklanej kapilary, w ktorej
nastepuje separacja elektroforetyczna, umozliwia wykrywanie sulfonamidéw zna-
cznie ponizej wartosci MRL, a sprawnos¢ i rozdzielczos¢ uktadu umozliwia
separacje nawet Kilkunastu sktadnikbw w ciggu kilku minut. Przedstawiona
procedura oznaczania pozostatosci sulfonamidow moze by€ z powodzeniem wyko-
rzystana w praktyce jako badanie monitoringowe pozostatosci tej grupy lekow
w tkankach jadalnych zwierzat oraz w pozyskiwanych z nich produktach zywnos-
ciowych.

P. Kowalski

IDENTIFICATION AND QUANTITATION OF SULFONAMIDE RESIDUES
IN POULTRY TISSUES BY CAPILLARY ELECTROPHORESIS

Summary

A simplified method of capillary electrophoresis (CE) with UV detection based on solid-phase
extraction (SPE) was optimised and validated for simultaneous determination of sulfonamide residues in
edible poultry tissues (muscle, kidney, liver, lung, heart, stomach, skin with fat). The extraction
procedure enables quantitative determination of five sulfonamides used most frequently in veterinary
medicine at concentrations far below the maximum residue limit of 25 pug/kg. The method was validated
by evaluation of: linearity, trueness, precision, specificity, decision limit and detection capability as well
as the limit of detection and quantitation. The recovery for all samples was better than 86%. Compared to
the chromatographic method, the presented procedure is less expensive and much easier to perform for
screening detection of sulfonamides in poultry tissues. Another advantage of CE used for sulfonamide
analysis is that expensive organic solvents are no longer necessary.
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