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Uvod

Lasalocid (obr. 1), ionoforni polyetherickd monokarboxy-
lovd kyselina, se pouzivd jako ucinné antikokcidikum ve
vykrmu kufat a krifat a odchovu kufic a bazanti fadové
v obsazich 75 az 125 mg/kg findlniho krmiva'a ochrannd lhiita
je 5 dnii. Jeho objev?, struktura®™ a aktivita®’ jako antikokci-
dika byly jiZ popsdny.

Jako oficidlni metoda zkougeni v Ceské republice i v &len-
skych stdtech Evropské unie se dosud pouzivd difuzni plotno-
vd metoda na zdkladé inhibi¢niho ucinku na rist testovaciho
mikroorganismu Bacillus subtilis ATCC 6633 (cit.}). Obdob-
nou oficidlni metodou je metoda sdruzeni Association of
Official Analytical Chemists’ (AOAC). Spektrofluorimetric-
ka metoda stanoveni lasalocidu v krmivech je rovnéz meto-
dikou AOAC, kters je relativn& rychld a poskytuje reproduk-
ovatelné vysledky i pfes slozZitou matrici a fadu pouzivanych
Cisticich kroki extraktu v této metodé. Lasalocid je extrahovan
octanem ethylnatym v pfitomnosti acetdtového pufru o pH 4,7
a takto ziskany extrakt je precistén extrakci s kyselinou chlo-
rovodikovou a ndsledné s hydroxidem sodnym. Korekce po-
zad{ se provadi prevedenim lasalocidu do komplexu kyselina
boritd—lasalocid, pficemz dochdzi k posunuti maxima emisni-
ho spektra k nizSim vlnovym délkdm z 430 nm na 419 nm
a sou¢asné dochazi k hypochromnimu efektu''. Vlivem pii-
davku hydroxidu sodného béhem piipravy vzorku dochdzi
k retroaldolovému Stépen{ lasalocidu® a v zavislosti na mnoz-
stvi hydroxidu klesd rychle vytéznost metody.
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Obr. 1. Strukturni vzorec lasalocidu
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Stanoveni lasalocidu v premixech a krmnych smésich
metodou HPLC s fluorescenéni detekci je poprvé popsdno
v metodé'?, kterd je velmi rychld a mez detekce se pohybuje
od 3 do 15 mg/kg v zdvislosti na matrici vzorku, kdy vyznam-
nou tlohu hraje vliv pfitomnych karotenoidt. Lasalocid je
extrahovan mobilni fdzi a separace lasalocidu probihd na
reverzni fazi. Vysledky jsou v dobré shodé s metodou spek-
trofotometrickou'’. HPLC metoda vyhodné spojuje selektivitu
separacniho procesu s velmi selektivni a citlivou detekci. Ddle
byla popsdna fada praci stanoveni lasalocidu v riiznych zviie-
cich tkanich a krvi®'% kdy tyto publikace vychazely z jiz
zvefejnéné prace'?, byla viak nutnd modifikace extrakce lasa-
locidu ze vzorku (ethyl-acetdt/acetonitril) a ddle pak separace
na chromatografické koloné na silikagelu tak, aby vzhledem
k jiné matrici vzorku dochdzelo k separaci piku lasalocidu na
zékladni linii. VytéZnost metody'® dosahuje v zvislosti na
obsahu lasalocidu pouhych 30 % az 90 %; u metody'® se mez
detekce pohybuje kolem 25 pg/kg a vytéZnost metody okolo
70 % pro obsahy lasalocidu 25 pg/kg az 1 mg/kg. Metoda
HPLC stanoveni lasalocidu s postkolonovou derivatizaci'’,
kterd vyuzivd derivatiza¢ni reakce hydroxyskupiny molekuly
polyetherovych monokarboxylovych kyselin s aromatickym
aldehydem (vanilinem) v prostiedi kyseliny sirové pfi teploté
95 °C za vzniku barevného aduktu. Metoda umoziuje stano-
veni monensinu, salinomycinu, narasinu a lasalocidu vedle
sebe. Prednosti metody je zanedbatelny vliv matrice vzorku
a pomérné vysoka selektivita detekce; nevyhodou je mald
citlivost metody a vysokd mez stanovitelnosti. Derivatiza¢ni
reakce karboxylové funkcni skupiny molekuly lasalocidu byly
vyuZity i pti pfedkolonové derivatizaci a nasledném stanoveni
metodou HPLC s fluorescencni detekci. Jako ¢inidla se pouZzi-
vaji 1-(bromacetyl)pyren v acetonitrilu v alkalickém prostfed{
triethgylaminu za pfitomnosti katalyzatoru kryptofixu K-222
(cit."®) nebo 9-anthryldiazomethan'®. Nevyhodou obou uve-
denych metod je velkd experimentdlni ndrocnost, celkovd
doba analyzy a nizkd reprodukovatelnost vysledkt. Derivati-
zace karboxylové skupiny 1-(bromacetyl)pyrenem18 vyzaduje
dvoji precisténi extraktu na silikagelu — jednak precisténi
extraktu pred vlastni derivatizaci a ndsledné i vlastniho deri-
vétu. Derivatizace 9-anthryldiazomethanem' ? naopak vyzadu-
je acetylaci lasalocidu jesté pred vlastni derivatizacni reakci.

Na zdkladé pozadavkl zdkona o krmivech §7 (cit.>%) Mi-
nisterstvo zem&délstvi Ceské republiky uklid4 monitorovani
vyskytu nezddoucich doplitkovych ldtek u vyrobkti uvddénych
do obéhu. V souladu s koncepci pro monitorovani nezadou-
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cich dopliikkovych ldtek bylo proto nutno vyvinout rychlou
a spolehlivou analytickou metodu, kterd umoziuje stanoveni
lasalocidu ve stopovych koncentracich a zdroven sniZuje prav-
dépodobnost interference matrice.

s vz

Experimentalni ¢ast
Piistroje a zafizeni

Extrakce vzorkd byla provedena na laboratorni tiepacce
LT 2 (Laboratorni piistroje, Ceskd republika) a piecisténi
extraktu bylo provedeno na separa¢ni jednotce BAKER spe
12G System (J. T. Baker, USA) na kolonkdch Sep-Pak Plus
Cartridges Silica (Waters, Milford, USA). Zakoncentrovani
extraktu bylo provedeno na koncentritoru vzorkt Termovap
(ECOM, Ceskd republika). Odstfedéni extraktu bylo provede-
no na laboratorni odstiedivce Hermle Z 230 MR (Hermle,
Gosheim, SRN). VSechna méfeni byla provedena na kapali-
novém chromatografu, ktery se skldda z vysokotlaké pumpy
W515 (Waters, Milford, USA), autosampleru W717 Plus Au-
tosampler (Waters, Milford, USA), fluorescenc¢niho detektoru
W474 (Waters, Milford, USA) a datastanice PC Compagq. Byla
pouzita chromatografickd kolona NovaPak C,q, 4 um, 3,9x
150 mm (Waters, Milford, USA). pH roztoku bylo méfeno na
pH-metru pH 526 (WTW, SRN).

Chemikadlie

Methanol, dichlormethan, kyselina octovd byly Cistoty pro
HPLC (J.T. Baker, USA); hexan a octan ethylnaty Cistoty p.a.
(Lachema Neratovice, Ceska republika); ostatni chemikalie
Cistoty pro analysi (Merck, SRN).

Extrak¢ni smés byla pfipravena smisenim 200 ml octanu
ethylnatého a 800 ml hexanu. Promyvaci ¢inidlo pro extrakci
na silikagelu bylo pfipraveno smisenim 8 ml acetonu a 192 ml
dichlormethanu. Eluénf ¢inidlo pro extrakci na silikagelu bylo
pfipraveno smisenim 12 ml methanolu a 188 ml dichlorme-
thanu.

Mobilni faze byla pfipravena smisenim 200 ml octanové-
ho pufru o pH 4,0 s s 800 ml methanolu. Octanovy pufr byl
pripraven rozpusténim 3,402 g trihydratu octanu sodného
v deionizované vodé (Milli-Q systém, Millipore, Bedford,
MA, USA), ptidanim 5,0 ml kyseliny octové a doplnénim na
1 litr. pH tohoto roztoku bylo upraveno kyselinou fosforecnou
na hodnotu pH 4,0.

Kalibracni roztoky o koncentraci 1,0; 2,0; 4,0a 10,0 mg.l’1
byly pfipraveny postupnym fedénim zdkladniho roztoku lasa-
locidu (Riedel-deHaén, SRN) v methanolu o koncentraci
200 mg.I"" mobilni fézi.

Vybér vzorki

Pro analyzy byly pouzité redlné vzorky krmnych smési
odebranych v ramci statniho odborného dozoru, zakon o krmi-
vech §16 a §17 (cit.?).

Pracovni postup

Vzorek se upravi homogenizaci a mletim na ¢dstice o ve-
likosti 0,5 mm tak, aby se zabrdnilo piehfati vzorku. 45 g
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zkuSebniho vzorku se extrahuje 150 ml extrakéni smési 30 mi-
nut v 500 ml koénické baiice na laboratorni tfepacce. Na
kolonku Spe-Pak Plus Silica, kondicionovanou 4 ml dichlor-
methanu, se odméii 10,0 ml prefiltrovaného extraktu. Kolonka
se promyje 3 krdt 3 ml promyvaciho cinidla a lasalocid se
eluuje 8 ml elu¢niho ¢inidla do vialky na 10 ml. Eludt se odpai{
pod proudem dusiku do sucha pii teploté 50 °C. Odparek se
rozpusti ve 2,0 ml mobiln{ faze, promichd a vytemperuje na
laboratorni teplotu. Takto pfipraveny extrakt se odstfedi 5 mi-
nut pii 8 000 ot.min"' a nan4si na chromatografickou kolonu.
HPLC podminky jsou uvedeny v tabulce L.

Tabulka I
HPLC podminky
Parametr Hodnota
Kolona NovaPak C18, 4 um, 3,9x150 mm
SloZeni mobilni faze methanol—octanovy pufr
pH 4,0 (800+200)
Pritok mobilni faze 1 ml.min™"
Teplota kolony okol{
Objem ndsttiku 10 pl

excita¢ni vlnovd délka: 310 nm,
emisni vlnova délka: 430 nm

Detektor fluorescenéni

Vysledky a diskuse

Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce a mez stanovitelnosti byly vypocteny z kali-
bra¢niho modelu. Mez detekce odpovida hodnoté koncentra-
ce, pro kterou je dolni mez (1-o.)%niho intervalu spolehlivosti
predikce signdlu z kalibra¢niho modelu rovna kritické drovni
a mez stanovitelnosti je nejmensi hodnota signdlu, pro kterou
je relativni smérodatnd odchylka predikce z kalibra¢niho mo-
delu dostate¢né mald a oby&ejné rovnd hodnoté 0,1 (cit.?").
Mez detekce md hodnotu 0,04 mg.l’l, tj. pro standardn{ op-
eracni proceduru 30 ug.kg’1 amez stanovitelnosti md hodnotu
0,08 mg.l’l, tj. pro standardn{ opera¢ni proceduru 50 ug.kg’l.

Sprdvnost a pfresnost

Pri prekoncentraci lasalocidu na silikagelu byla sledovana
vhodnost pouzitého promyvaciho ¢inidla (eluce interferentti),
spotfeba desorpcniho ¢inidla a vytézek extrakce na pevné fazi.

K eluci interferenti byly zvoleny dva promyvaci systémy
— dichlormethan a promyvaci ¢inidlo dichlormethan—aceton
(192+8). Pri pouziti dichlormethanu byly odstranény pouze
latky s nizs{ polaritou nez samotny lasalocid (s nejveétsi prav-
dépodobnosti pfirodni barviva). Pfi pouZziti druhého promyva-
ciho systému byly odstranény latky s vyssi polaritou soucasné
s barvivy a lipidy. Rozdil v pouzitych promyvacich systémech
je patrny z chromatogramu na obr. 2.

Spotieba desorpcniho ¢inidla je patrnd z elu¢niho profilu
lasalocidu z pevné faze Silica (obr. 3). Méfenim bylo zjisténo,
Ze k desorpci lasalocidu postacuje 6 ml elu¢niho ¢inidla, ptesto
byl vSak zvolen objem 8 ml a to z divodu dokonalé desorpce
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Obr. 2. HPLC separace lasalocidu po predchozi prekoncentraci na kolonce Sep-Pak Silica pri pouziti promyvaciho ¢inidla dichlorme-
than—aceton (192+8) (a) a dichlormethanu (b); HPLC podminky jsou uvedeny v tabulce I
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Obr. 3. Elu¢ni profil lasalocidu z kolonky Sep Pak Silica (vytéznost
R, objem desorp¢niho ¢inidla V)

Tabulka IT
Vytézek metody — vysledky méfeni a vypoctené statistické
parametry

Statistické parametry Hodnota

Ocekdvand hodnota [mg/kg] 0,50 1,00 2,50 5,00
Nalezend hodnota [mg/kg] 048 092 243 4,79
Vytézek metody [%] 96,4 91,6 972 95,8
Interval spolehlivosti 0,01 0,01 0,03 0,11
Relativni smérodatna 1,66 1,20 092 1,92

odchylka [%]

a kvantifikace lasalocidu a proménlivosti matrice. V1iv matri-
ce na desorpci lasalocidu nebyl ddle studovan.
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Vzhledem k tomu, Ze neexistuji certifikované referencni
materidly, byla spravnost metody (t€snost shody ziskané hod-
noty s hodnotou skutecnou) ovéfena analyzou modelovych
vzorkl. Byly pfipraveny modelové vzorky krmiva (40 % pse-
nice, 30 % je¢men, 10 % sojovy extrahovany Srot, 10 % ma-
sokostni moucka, 5 % tsusky picnina 5 % vdpenec) s obsahem
lasalocidu 0,5, 1,0, 2,5 a 5,0 mg/kg. Pro kazdou koncentra¢n{
hladinu byl vzorek analyzovan 5 krét. Vysledky a vypoctené
statistické parametry (hladina vyznamnosti P = 0,95) jsou
uvedeny v tabulce II. Celkova vytéznost metody pro koncen-
tracni hladiny 0,5 az 5,0 mg/kg je (95,0+3,6) %. Nalezené
hodnoty modelového vzorku byly s ocekdvanymi hodnotami
srovndny pomoci linedrni regrese. Konstanta a regresniho
vztahu (konstantni soustavna odchylka) md hodnotu —-0,0131+
0,1162 a statisticky se neli$i od nuly. Konstanta b regres-
niho vztahu (proporciondlni soustavna odchylka) md hodnotu
0,9647+0,0408 a nelisi se statisticky od jednicky. Metoda
tudiZ poskytuje spravné vysledky.

Presnost metody (mira tésnosti shody mezi vzajemné ne-
zavislymi vysledky zkousek za predem specifikovanych pod-
minek) byla pouze omezena na vypocet opakovatelnosti, kterd
byla vypoctena ze smérodatné odchylky rozpéti obou paralel-
nich stanoveni redlnych vzorku, jejichz celkovy pocet byl 35.
Po vylouceni odlehlych vysledkt (Cochrantiv test) pro obsahy
0,2 az 5,0 mg/kg ma opakovatelnost hodnotu 0,10 mg/kg.
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M. Dousa (Central Institute for Supervising and Testing
in Agriculture Brno, Regional Laboratory Department,
Plzeri): 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 acetate—hexane and, after purifica-
tion of the extract with silica gel, it is determined by HPLC on
areverse C,gphase with fluorescence detection. The determi-
nation limit (50 pg/kg), repeatability (0.1 mg.kg™) and yield
of the method (95 %) were found for lasalocid concentrations
0.5-5 mg/kg. The repeatability was determined for real sam-
ples of final fodders.
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