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Lasalocid (obr. 1), ionofornÌ polyetherick· monokarboxy-
lov·  kyselina,  se  pouûÌv·  jako  ˙ËinnÈ antikokcidikum  ve
v˝krmu ku¯at a kr˘ùat a odchovu ku¯ic a baûant˘ ¯·dovÏ
v obsazÌch 75 aû 125 mg/kg fin·lnÌho krmiva1a ochrann· lh˘ta
je 5 dn˘. Jeho objev2, struktura3ñ5 a aktivita6,7 jako antikokci-
dika byly jiû pops·ny.

Jako ofici·lnÌ metoda zkouöenÌ v »eskÈ republice i v Ëlen-
sk˝ch st·tech EvropskÈ unie se dosud pouûÌv· difuznÌ plotno-
v· metoda na z·kladÏ inhibiËnÌho ˙Ëinku na r˘st testovacÌho
mikroorganismu Bacillus subtilis ATCC 6633 (cit.8). Obdob-
nou ofici·lnÌ metodou  je  metoda sdruûenÌ  Association of
Official Analytical Chemists9 (AOAC). Spektrofluorimetric-
k· metoda stanovenÌ lasalocidu v krmivech je rovnÏû meto-
dikou AOAC10, kter· je relativnÏ rychl· a poskytuje reproduk-
ovatelnÈ v˝sledky i p¯es sloûitou matrici a ¯adu pouûÌvan˝ch
ËistÌcÌch krok˘ extraktu v tÈto metodÏ. Lasalocid je extrahov·n
octanem ethylnat˝m v p¯Ìtomnosti acet·tovÈho pufru o pH 4,7
a takto zÌskan˝ extrakt je p¯eËiötÏn extrakcÌ s kyselinou chlo-
rovodÌkovou a n·slednÏ s hydroxidem sodn˝m. Korekce po-
zadÌ se prov·dÌ p¯evedenÌm lasalocidu do komplexu kyselina
borit·ñlasalocid, p¯iËemû doch·zÌ k posunutÌ maxima emisnÌ-
ho spektra k niûöÌm vlnov˝m dÈlk·m z 430 nm na 419 nm
a souËasnÏ doch·zÌ k hypochromnÌmu efektu11. Vlivem p¯Ì-
davku hydroxidu sodnÈho bÏhem p¯Ìpravy vzorku doch·zÌ
k retroaldolovÈmu ötÏpenÌ lasalocidu3 a v z·vislosti na mnoû-
stvÌ hydroxidu kles· rychle v˝tÏûnost metody.

StanovenÌ  lasalocidu v premixech a krmn˝ch smÏsÌch
metodou HPLC s fluorescenËnÌ detekcÌ je poprvÈ pops·no
v metodÏ12, kter· je velmi rychl· a mez detekce se pohybuje
od 3 do 15 mg/kg v z·vislosti na matrici vzorku, kdy v˝znam-
nou ˙lohu hraje vliv p¯Ìtomn˝ch karotenoid˘. Lasalocid je
extrahov·n  mobilnÌ  f·zÌ a separace  lasalocidu probÌh· na
reverznÌ f·zi. V˝sledky jsou v dobrÈ shodÏ s metodou spek-
trofotometrickou10. HPLC metoda v˝hodnÏ spojuje selektivitu
separaËnÌho procesu s velmi selektivnÌ a citlivou detekcÌ. D·le
byla pops·na ¯ada pracÌ stanovenÌ lasalocidu v r˘zn˝ch zvÌ¯e-
cÌch tk·nÌch a krvi13ñ16, kdy tyto publikace vych·zely z jiû
zve¯ejnÏnÈ pr·ce12, byla vöak nutn· modifikace extrakce lasa-
locidu ze vzorku (ethyl-acet·t/acetonitril) a d·le pak separace
na chromatografickÈ kolonÏ na silikagelu tak, aby vzhledem
k jinÈ matrici vzorku doch·zelo k separaci pÌku lasalocidu na
z·kladnÌ linii. V˝tÏûnost metody13 dosahuje v z·vislosti na
obsahu lasalocidu pouh˝ch 30 % aû 90 %; u metody16 se mez
detekce pohybuje kolem 25 µg/kg a v˝tÏûnost metody okolo
70 % pro obsahy lasalocidu 25 µg/kg aû 1 mg/kg. Metoda
HPLC stanovenÌ lasalocidu s postkolonovou derivatizacÌ17,
kter· vyuûÌv· derivatizaËnÌ reakce hydroxyskupiny molekuly
polyetherov˝ch monokarboxylov˝ch kyselin s aromatick˝m
aldehydem (vanilinem) v prost¯edÌ kyseliny sÌrovÈ p¯i teplotÏ
95 ∞C za vzniku barevnÈho aduktu. Metoda umoûÚuje stano-
venÌ monensinu, salinomycinu, narasinu a lasalocidu vedle
sebe. P¯ednostÌ metody je zanedbateln˝ vliv matrice vzorku
a pomÏrnÏ vysok· selektivita detekce; nev˝hodou je mal·
citlivost metody a vysok· mez stanovitelnosti. DerivatizaËnÌ
reakce karboxylovÈ funkËnÌ skupiny molekuly lasalocidu byly
vyuûity i p¯i p¯edkolonovÈ derivatizaci a n·slednÈm stanovenÌ
metodou HPLC s fluorescenËnÌ detekcÌ. Jako Ëinidla se pouûÌ-
vajÌ 1-(bromacetyl)pyren v acetonitrilu v alkalickÈm prost¯edÌ
triethylaminu za p¯Ìtomnosti katalyz·toru kryptofixu K-222
(cit.18) nebo 9-anthryldiazomethan19. Nev˝hodou obou uve-
den˝ch  metod je velk· experiment·lnÌ n·roËnost, celkov·
doba anal˝zy a nÌzk· reprodukovatelnost v˝sledk˘. Derivati-
zace karboxylovÈ skupiny 1-(bromacetyl)pyrenem18 vyûaduje
dvojÌ p¯eËiötÏnÌ extraktu na silikagelu ñ jednak p¯eËiötÏnÌ
extraktu p¯ed vlastnÌ derivatizacÌ a n·slednÏ i vlastnÌho deri-
v·tu. Derivatizace 9-anthryldiazomethanem19 naopak vyûadu-
je acetylaci lasalocidu jeötÏ p¯ed vlastnÌ derivatizaËnÌ reakcÌ.

Na z·kladÏ poûadavk˘ z·kona o krmivech ß7 (cit.20) Mi-
nisterstvo zemÏdÏlstvÌ »eskÈ republiky ukl·d· monitorov·nÌ
v˝skytu neû·doucÌch doplÚkov˝ch l·tek u v˝robk˘ uv·dÏn˝ch
do obÏhu. V souladu s koncepcÌ pro monitorov·nÌ neû·dou-

Obr. 1. StrukturnÌ vzorec lasalocidu
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cÌch doplÚkov˝ch l·tek bylo proto nutno vyvinout rychlou
a spolehlivou analytickou metodu, kter· umoûÚuje stanovenÌ
lasalocidu ve stopov˝ch koncentracÌch a z·roveÚ sniûuje prav-
dÏpodobnost interference matrice.

Experiment·lnÌ Ë·st

P ¯ Ì s t r o j e a z a ¯ Ì z e n Ì

Extrakce vzork˘ byla provedena na laboratornÌ t¯epaËce
LT 2 (LaboratornÌ p¯Ìstroje, »esk· republika) a p¯eËiötÏnÌ
extraktu bylo provedeno na separaËnÌ jednotce BAKER spe
12G System (J. T. Baker, USA) na kolonk·ch Sep-Pak Plus
Cartridges Silica (Waters, Milford, USA). Zakoncentrov·nÌ
extraktu bylo provedeno na koncentr·toru vzork˘ Termovap
(ECOM, »esk· republika). Odst¯edÏnÌ extraktu bylo provede-
no na laboratornÌ odst¯edivce Hermle Z 230 MR (Hermle,
Gosheim, SRN). Vöechna mÏ¯enÌ byla provedena na kapali-
novÈm chromatografu, kter˝ se skl·d· z vysokotlakÈ pumpy
W515 (Waters, Milford, USA), autosampleru W717 Plus Au-
tosampler (Waters, Milford, USA), fluorescenËnÌho detektoru
W474 (Waters, Milford, USA) a datastanice PC Compaq. Byla
pouûita chromatografick· kolona NovaPak C18, 4 µm, 3,9◊
150 mm (Waters, Milford, USA). pH roztoku bylo mÏ¯eno na
pH-metru pH 526 (WTW, SRN).

C h e m i k · l i e

Methanol, dichlormethan, kyselina octov· byly Ëistoty pro
HPLC (J.T. Baker, USA); hexan a octan ethylnat˝ Ëistoty p.a.
(Lachema Neratovice, »esk· republika); ostatnÌ chemik·lie
Ëistoty pro analysi (Merck, SRN).

ExtrakËnÌ smÏs byla p¯ipravena smÌsenÌm 200 ml octanu
ethylnatÈho a 800 ml hexanu. Prom˝vacÌ Ëinidlo pro extrakci
na silikagelu bylo p¯ipraveno smÌsenÌm 8 ml acetonu a 192 ml
dichlormethanu. EluËnÌ Ëinidlo pro extrakci na silikagelu bylo
p¯ipraveno smÌsenÌm 12 ml methanolu a 188 ml dichlorme-
thanu.

MobilnÌ f·ze byla p¯ipravena smÌsenÌm 200 ml octanovÈ-
ho pufru o pH 4,0 s s 800 ml methanolu. Octanov˝ pufr byl
p¯ipraven  rozpuötÏnÌm  3,402  g trihydr·tu  octanu  sodnÈho
v deionizovanÈ vodÏ (Milli-Q systÈm, Millipore, Bedford,
MA, USA), p¯id·nÌm 5,0 ml kyseliny octovÈ a doplnÏnÌm na
1 litr. pH tohoto roztoku bylo upraveno kyselinou fosforeËnou
na hodnotu pH 4,0.

KalibraËnÌ roztoky o koncentraci 1,0; 2,0; 4,0 a 10,0 mg.lñ1

byly p¯ipraveny postupn˝m ¯edÏnÌm z·kladnÌho roztoku lasa-
locidu (Riedel-deHaÎn, SRN) v methanolu o koncentraci
200 mg.lñ1 mobilnÌ f·zÌ.

V ˝ b Ï r v z o r k ˘

Pro anal˝zy byly pouûitÈ re·lnÈ vzorky krmn˝ch smÏsÌ
odebran˝ch v r·mci st·tnÌho odbornÈho dozoru, z·kon o krmi-
vech ß16 a ß17 (cit.20).

P r a c o v n Ì p o s t u p

Vzorek se upravÌ homogenizacÌ a mletÌm na Ë·stice o ve-
likosti 0,5 mm tak, aby se zabr·nilo p¯eh¯·tÌ vzorku. 45 g

zkuöebnÌho vzorku se extrahuje 150 ml extrakËnÌ smÏsi 30 mi-
nut  v 500  ml kÛnickÈ baÚce  na laboratornÌ t¯epaËce. Na
kolonku Spe-Pak Plus Silica, kondicionovanou 4 ml dichlor-
methanu, se odmÏ¯Ì 10,0 ml p¯efiltrovanÈho extraktu. Kolonka
se promyje 3 kr·t 3 ml prom˝vacÌho Ëinidla a lasalocid se
eluuje 8 ml eluËnÌho Ëinidla do vialky na 10 ml. Elu·t se odpa¯Ì
pod proudem dusÌku do sucha p¯i teplotÏ 50 ∞C. Odparek se
rozpustÌ ve 2,0 ml mobilnÌ f·ze, promÌch· a vytemperuje na
laboratornÌ teplotu. Takto p¯ipraven˝ extrakt se odst¯edÌ 5 mi-
nut p¯i 8 000 ot.minñ1 a nan·öÌ na chromatografickou kolonu.
HPLC podmÌnky jsou uvedeny v tabulce I.

Tabulka I
HPLC podmÌnky

Parametr Hodnota

Kolona NovaPak C18, 4 µm, 3,9◊150 mm
SloûenÌ mobilnÌ f·ze methanolñoctanov˝ pufr

pH 4,0 (800+200)
Pr˘tok mobilnÌ f·ze 1 ml.minñ1

Teplota kolony okolÌ
Objem n·st¯iku 10 µl
Detektor fluorescenËnÌ excitaËnÌ vlnov· dÈlka: 310 nm,

emisnÌ vlnov· dÈlka: 430 nm

V˝sledky a diskuse

M e z d e t e k c e a m e z s t a n o v i t e l n o s t i

Mez detekce a mez stanovitelnosti byly vypoËteny z kali-
braËnÌho modelu. Mez detekce odpovÌd· hodnotÏ koncentra-
ce, pro kterou je dolnÌ mez (1ñα)%nÌho intervalu spolehlivosti
predikce sign·lu z kalibraËnÌho modelu rovna kritickÈ ˙rovni
a mez stanovitelnosti je nejmenöÌ hodnota sign·lu, pro kterou
je relativnÌ smÏrodatn· odchylka predikce z kalibraËnÌho mo-
delu dostateËnÏ mal· a obyËejnÏ rovn· hodnotÏ 0,1 (cit.21).
Mez detekce m· hodnotu 0,04 mg.lñ1, tj. pro standardnÌ op-
eraËnÌ proceduru 30 µg.kgñ1 a mez stanovitelnosti m· hodnotu
0,08 mg.lñ1, tj. pro standardnÌ operaËnÌ proceduru 50 µg.kgñ1.

S p r · v n o s t a p ¯ e s n o s t

P¯i prekoncentraci lasalocidu na silikagelu byla sledov·na
vhodnost pouûitÈho prom˝vacÌho Ëinidla (eluce interferent˘),
spot¯eba desorpËnÌho Ëinidla a v˝tÏûek extrakce na pevnÈ f·zi.

K eluci interferent˘ byly zvoleny dva prom˝vacÌ systÈmy
ñ dichlormethan a prom˝vacÌ Ëinidlo dichlormethanñaceton
(192+8). P¯i pouûitÌ dichlormethanu byly odstranÏny pouze
l·tky s niûöÌ polaritou neû samotn˝ lasalocid (s nejvÏtöÌ prav-
dÏpodobnostÌ p¯ÌrodnÌ barviva). P¯i pouûitÌ druhÈho prom˝va-
cÌho systÈmu byly odstranÏny l·tky s vyööÌ polaritou souËasnÏ
s barvivy a lipidy. RozdÌl v pouûit˝ch prom˝vacÌch systÈmech
je patrn˝ z chromatogram˘ na obr. 2.

Spot¯eba desorpËnÌho Ëinidla je patrn· z eluËnÌho profilu
lasalocidu z pevnÈ f·ze Silica (obr. 3). MÏ¯enÌm bylo zjiötÏno,
ûe k desorpci lasalocidu postaËuje 6 ml eluËnÌho Ëinidla, p¯esto
byl vöak zvolen objem 8 ml a to z d˘vodu dokonalÈ desorpce
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Tabulka II
V˝tÏûek metody ñ v˝sledky mÏ¯enÌ a vypoËtenÈ statistickÈ
parametry

StatistickÈ parametry Hodnota

OËek·van· hodnota [mg/kg] 0,50 1,00 2,50 5,00
Nalezen· hodnota [mg/kg] 0,48 0,92 2,43 4,79
V˝tÏûek metody [%] 96,4 91,6 97,2 95,8
Interval spolehlivosti 0,01 0,01 0,03 0,11
RelativnÌ smÏrodatn· 1,66 1,20 0,92 1,92
odchylka [%]

a kvantifikace lasalocidu a promÏnlivosti matrice. Vliv matri-
ce na desorpci lasalocidu nebyl d·le studov·n.

Vzhledem k tomu, ûe neexistujÌ certifikovanÈ referenËnÌ
materi·ly, byla spr·vnost metody (tÏsnost shody zÌskanÈ hod-
noty s hodnotou skuteËnou) ovÏ¯ena anal˝zou modelov˝ch
vzork˘. Byly p¯ipraveny modelovÈ vzorky krmiva (40 % pöe-
nice, 30 % jeËmen, 10 % sojov˝ extrahovan˝ örot, 10 % ma-
sokostnÌ mouËka, 5 % ˙suöky pÌcnin a 5 % v·penec) s obsahem
lasalocidu 0,5, 1,0, 2,5 a 5,0 mg/kg. Pro kaûdou koncentraËnÌ
hladinu byl vzorek analyzov·n 5 kr·t. V˝sledky a vypoËtenÈ
statistickÈ parametry (hladina v˝znamnosti P = 0,95) jsou
uvedeny v tabulce II. Celkov· v˝tÏûnost metody pro koncen-
traËnÌ hladiny 0,5 aû 5,0 mg/kg je (95,0±3,6) %. NalezenÈ
hodnoty modelovÈho vzorku byly s oËek·van˝mi hodnotami
srovn·ny pomocÌ line·rnÌ regrese. Konstanta a regresnÌho
vztahu (konstantnÌ soustavn· odchylka) m· hodnotu ñ0,0131±
0,1162 a statisticky se neliöÌ od nuly. Konstanta b regres-
nÌho vztahu (proporcion·lnÌ soustavn· odchylka) m· hodnotu
0,9647±0,0408 a neliöÌ se statisticky od jedniËky. Metoda
tudÌû poskytuje spr·vnÈ v˝sledky.

P¯esnost metody (mÌra tÏsnosti shody mezi vz·jemnÏ ne-
z·visl˝mi v˝sledky zkouöek za p¯edem specifikovan˝ch pod-
mÌnek) byla pouze omezena na v˝poËet opakovatelnosti, kter·
byla vypoËtena ze smÏrodatnÈ odchylky rozpÏtÌ obou paralel-
nÌch stanovenÌ re·ln˝ch vzork˘, jejichû celkov˝ poËet byl 35.
Po vylouËenÌ odlehl˝ch v˝sledk˘ (Cochran˘v test) pro obsahy
0,2 aû 5,0 mg/kg m· opakovatelnost hodnotu 0,10 mg/kg.
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Obr. 3. EluËnÌ profil lasalocidu z kolonky Sep Pak Silica (v˝tÏûnost
R, objem desorpËnÌho Ëinidla V)
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PlzeÚ): Determination of Lasalocid in Aminal Feeds by
Fluorescence Detection for Contents Lower than 5 mg/kg

An HPLC method of determination of lasalocid was deve-
loped for fast monitoring of its content as an undesirable
additive in final fodders. Lasalocid is extracted from a sample
with a mixed solvent ethyl acetateñhexane and, after purifica-
tion of the extract with silica gel, it is determined by HPLC on
a reverse C18 phase with fluorescence detection. The determi-
nation limit (50 µg/kg), repeatability (0.1 mg.kgñ1) and yield
of the method (95 %) were found for lasalocid concentrations
0.5ñ5 mg/kg. The repeatability was determined for real sam-
ples of final fodders.
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