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1. ⁄vod

SalinomycÌn, narazÌn, monenzÌn a lasalocid (obr. 1) patria
medzi polyÈterovÈ antibiotik· (PA), ktorÈ reprezentuj˙ v˝-
znamn˙ skupinu ionofÛrnych zl˙ËenÌn, produkovan˝ch kmeÚ-
mi Streptomyces.

Ich antimikrobi·lne vlastnosti sa vyuûÌvaj˙ vo veterin·rnej
praxi pri lieËbe a prevencii kokcidiÛzy u hydiny a tieû pÙsobia
ako stimul·tory rastu u dobytka. Ako ich pomenovanie napo-
ved·, z·kladom chemickej ötrukt˙ry t˝chto zl˙ËenÌn s˙ cy-
klickÈ ÈterovÈ skupiny: tetrahydrofur·novÈ a tetrahydropy-
r·novÈ kruhy, ktorÈ s˙ navz·jom spojenÈ uhæovodÌkov˝m
reùazcom, priamou CñC v‰zbou, alebo spoloËn˝m Ël·nkom ñ
spiroatÛmom. SpoloËnou vlastnosùou PA je prÌtomnosù voænej
karboxylovej skupiny na konci molekuly, prevl·daj˙ci poËet
naviazan˝ch nepol·rnych etyl- a metylskupÌn, ako aj prÌtom-
nosù pol·rnych kyslÌkov˝ch skupÌn, umoûÚuj˙cich vznik elek-
troneutr·lnych  pseudo-makrocyklick˝ch  komplexov  s mo-
novalentn˝mi a divalentn˝mi katiÛnmi. Komplexy s˙ tvore-
nÈ intramolekulovou vodÌkovou v‰zbou medzi karboxylovou
skupinou na jednom konci a hydroxylovou skupinou na dru-
hom konci molekuly (obr. 2).

V‰Ëöina PA s˙ biele kryötalickÈ zl˙Ëeniny s molov˝mi
hmotnosùami v rozmedzÌ 600 aû 900 a s teplotami topenia
okolo 100ñ120 ∞C (cit.1). Z chemickÈho hæadiska ich moûno
zaradiù medzi slabÈ karboxylovÈ kyseliny s lipofiln˝mi vlast-
nosùami. S˙ nerozpustnÈ vo vode, ale rozpustnÈ vo v‰Ëöine
organick˝ch rozp˙öùadiel. Ich soli vykazuj˙ podobn˙ rozpust-
nosù ako voænÈ kyseliny.

Obr. 1. Chemick· ötrukt˙ra karboxylov˝ch polyÈterov˝ch antibiotÌk
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Tabuæka I
Toxicita polyÈterov˝ch antibiotÌk (v mg.kgñ1 v·hy zvieraùa)
podæa AmerickÈho v˝boru pre veterin·rnu toxikolÛgiu

Antibiotikum Toxicita

kone hov‰dzÌ ovce kurat·
dobytok

MonenzÌn 2 ñ3 20ñ80 12 200
SalinomycÌn 0,6 ñ ñ 44,3
Lasalocid 21,5 50ñ150 75ñ350 71,5

PolyÈterovÈ antibiotik· s˙ charakteristickÈ biologickou
aktivitou proti baktÈri·m kmeÚa kokcÌdia (druh protozoa bak-
tÈrii), ktorÈ parazituj˙ na epiteli·lnych bunk·ch zaûÌvacieho
traktu vt·kov a cicavcov1. PrÌËinou biologickej aktivity PA s˙
ich iÛnofÛrne vlastnosti, to znamen· schopnosù vytv·raù s iÛn-
mi alkalick˝ch kovov voænÈ komplexy, ktorÈ potom mÙûu
pren·öaù cez bunkovÈ steny baktÈrii, a tak nar˙öaù rovnov·hu
medzi vonkajöÌm prostredÌm a vn˙trom bunky.

PrÌprava a vlastnosti prv˝ch polyÈterov˝ch antibiotÌk boli
popÌsanÈ uû v 50. rokoch 20. storoËia (nigericÌn). V s˙Ëasnosti
sa odhaduje, ûe bolo pripraven˝ch asi 80 rÙznych polyÈtero-
v˝ch antibiotÌk, z ktor˝ch  vöak len malÈ mnoûstvo naölo
praktickÈ uplatnenie pri lieËbach chorÙb hospod·rskych zvie-
rat. Medzi komerËne najv˝znamnejöie patrÌ: salinomycÌn, mo-
nenzÌn, narazÌn a lasalocid. Z t˝chto antibiotÌk salinomycÌn
a monenzÌn maj˙ v s˙Ëasnosti aû 65ñ75 % podiel na celosve-
tovej spotrebe polyÈterov˝ch antibiotÌk. V‰Ëöina PA je pri-
pravovan· fermentaËn˝m procesom, salinomycÌn je produko-
van˝ kult˙rou Streptomyces albus a monenzÌn kult˙rou Strep-
tomyces cinnamonensis. Do medikovan˝ch k‡mnych zmesÌ sa
prid·vaj˙ na koncentraËnej ˙rovni 60ñ120 mg.kgñ1. UrËitÈ
obmedzenie klinickÈho pouûÌvania PA je spÙsobenÈ ich toxic-
k˝mi vlastnosùami (hodnota LD50 sa pohybuje v rozmedzÌ
1ñ60 mg.kgñ1). V tabuæke I s˙ uvedÈ toxickÈ koncentr·cie
monenzÌnu, salinomycÌnu a lasalocidu pre kone, dobytok,
ovce a kurat· podæa AmerickÈho v˝boru pre veterin·rnu toxi-
kolÛgiu2.

SalinomycÌn je uû v malej koncentr·cii toxick˝ pre kone

a morky, a negatÌvne ovplyvÚuje rast hydiny3 pri koncentr·-
ci·ch vyööÌch ako 100 mg.kgñ1. Z tohoto hæadiska je prirodzen·
potreba identifik·cie a kvantitatÌvneho stanovenia polyÈtero-
v˝ch antibiotÌk v medikovan˝ch krmiv·ch.

V dostupnej literat˙re je popÌsan˝ pomerne veæk˝ poËet
biologick˝ch a chemick˝ch analytick˝ch metÛd pre stanove-
nie komerËne pouûÌvan˝ch polyÈterov˝ch antibiotÌk. NajËas-
tejöÌmi aplik·ciami je anal˝za PA vo veterin·rnych produk-
toch, k‡mnych zmesiach a premixoch k‡mnych zmesÌ. PresnÈ
stanovenie obsahu v t˝chto zmesiach je dÙleûitÈ vzhæadom na
spomenutÈ toxickÈ ˙Ëinky vyööÌch koncentr·cii PA. Na druhej
strane nadmernÈ pouûÌvanie PA mÙûe viesù nielen k vzniku
bakteri·lne rezistentn˝ch kmeÚov, ale aj k environment·lne-
mu zneËisteniu v podobe ich reziduÌ v ûivoËÌönych produk-
toch. Moûno preto oËak·vaù stupÚuj˙ci sa tlak kontroln˝ch
˙radov na sledovanie reziduÌ PA v spotrebn˝ch produktoch.
NaprÌklad v s˙Ëasnosti je v Japonsku stanoven˝ maxim·lny
povolen˝ limit 0,05 µg salinomycÌnu v jednom grame ûivo-
ËÌöneho tkaniva4. V poslednej dobe sa aj z tohto dÙvodu st·le
viac publikovan˝ch pr·c zameriava pr·ve na rieöenie problÈ-
mov spoæahlivej anal˝zy rezÌduÌ PA v ûivoËÌönych produktoch
(v m‰se, peËeni, vajciach, mlieku, krvnej plazme a podobne).

2. MikrobiologickÈ stanovenie

MikrobiologickÈ stanovenie predstavuje pÙvodn˙, histo-
ricky najstaröiu metÛdu stanovenia PA. Biologick· ˙Ëinosù
antibiotika sa stanovuje porovnanÌm inhibÌcie rastu citliv˝ch
mikroorganizmov spÙsobenej zn·mymi koncentr·ciami tes-
tovanÈho antibiotika v analyzovanej vzorke. Stanovenie sa
vykon·va dif˙znou, alebo turbidimetrickou metÛdou. Pri sta-
novenÌ PA dif˙znou platÚovou metÛdou sa pouûÌva kmeÚ
Bacillus subtilis. V tomto  prÌpade sa ˙Ëinnosù antibiotika
vyhodnocuje na z·klade priemerov inhibiËn˝ch zÙn na platni
s naoËkovanou ûivnou pÙdou5. PrincÌpom turbidimetrickej
metÛdy je zase sledovanie z·kalu naoËkovanej ûivnej pÙdy po
urËitom Ëase inkub·cie. Pri stanovenÌ PA sa pouûÌva kmeÚ
Streptococcus faecalis6. Hoci sa mikrobiologickÈ stanove-
nia vyznaËuj˙ mnoûstvom nedostatkov (nÌzkou selektivitou,
pr·cnosùou, dlh˝m Ëasom anal˝z) st·le patria medzi metÛdy
stanovenia ˙Ëinnosti mnoh˝ch komerËne pouûÌvan˝ch PA
v krmiv·ch poûadovanÈ öt·tnymi autoritami a s˙ uvedenÈ
medzi metÛdami AOAC, ale aj naprÌklad vo VestnÌku Mi-
nisterstva pÙdohospod·rstva SR  (cit.7). Postupom Ëasu  s˙
nahr·dzanÈ modernejöÌmi metÛdami poskytuj˙cimi spoæahli-
vejöie v˝sledky za kratöÌ Ëas (napr. kvapalinov· chromatogra-
fia).

3. SpektrofotometrickÈ stanovenie

SpektofotometrickÈ stanovenie monenzÌnu bolo Golabom
a spol.8 navrhnutÈ ako n·hrada mikrobiologickÈho stanovenia.
MetÛda je zaloûen· na chemickej reakcii monenzÌnu s vanilÌ-
nom (4-hydroxy-3-metoxybenzaldehyd) v kyslom prostredÌ
za vzniku intenzÌvne sfarbenÈho produktu (λmax = 520 nm).
T·to farebn· reakcia je oznaËovan· ako KomarovskÈho a obec-
ne ide o reakciu vyööÌch alkoholov s aromatick˝mi aldehydmi
za vzniku farebn˝ch aldolov˝ch kondenzaËn˝ch produktov.
Pri stanovenÌ autori8 pouûili 3% metanolov˝ roztok vanilÌnu

Obr. 2. SchÈmatickÈ zobrazenie ötrukt˙ry sodnÈho komplexu mo-
nenzÌnu
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okyslen˝ kyselinou sÌrovou. Analyt extrahovali zo vzoriek
k‡mnych zmesÌ, premixov a fermentaËn˝ch pÙd do metanolu.
Autori popisuj˙ dobr˙ korel·ciu nameran˝ch hodnÙt s mikro-
biologick˝m stanovenÌm. Minim·lny limit stanovenia monen-
zÌnu je uveden˝ na ˙rovni 1 µg.mlñ1.

SpektrofotometrickÈ stanovenie salinomycÌnu v k‡mnych
zmesiach je uvedenÈ vo VestnÌku ministerstva pÙdohospod·r-
stva SR (cit.7) ako alternatÌvna metÛda mikrobiologickÈho
stanovenia. SpektrofotometrickÈ stanovenie m· oproti mikro-
biologick˝m metÛdam v˝hodu predovöetk˝m vo svojej r˝ch-
losti, no taktieû ako mikrobiologickÈ stanovenie m· nÌzku
öpecificitu, takûe nie je vhodnÈ pri anal˝zach vzoriek, ktorÈ
obsahuj˙ viacero PA. V tomto prÌpade je potrebnÈ pouûitie
selektÌvnejöÌch technÌk.

4. Tenkovrstvov· chromatografia (TLC)

Technika TLC predstavuje r˝chlu a selektÌvnu moûnosù
identifik·cie a semikvantitatÌvneho stanovenia PA a prÌbuz-
n˝ch l·tok v rÙznorod˝ch matriciach. Na ich detekciu sa
vyuûÌva predovöetk˝m bioautografia a chemick· reakcia s va-
nilÌnom poskytuj˙ca farebn˝ deriv·t. Martinez a Shimoda
v roku 1983 pouûili techniku TLC na semikvantitatÌvne sta-
novenie monenzÌnu vo vzork·ch krmÌv9 a kuracej a hov‰dzej
peËeni10. PrÌprava vzorky spoËÌvala v extrakcii monenzÌnu do
vodnÈho roztoku metanolu (80 % v/v), ktor˝ bol n·sledne
Ëisten˝ na kolÛne naplnenej oxidom hlinit˝m (alumina). Ana-
lyt bol reextraktrahovan˝ do dichlÛrmet·nu a preËisten˝ na
kolÛne naplnenej Sephadexom LH-20. Takto pripraven˙ vzor-
ku Martinez a Shimoda analyzovali na silikagÈlovej platni K-6
Whatman mobilnou f·zou dichlÛrmet·nñmetanol (9:1). Po-
uûitÌm bioautografickej detekcie kmeÚom Bacillus subtilis
dosiahli detekËn˝ limit 10 ng.gñ1 (ppb). V tom istom obdobÌ
popÌsal poæsk˝ autor Karkocha TLC stanovenie monenzÌnu
s vanilÌnovou detekciou v ûivoËÌönych vzork·ch, v m‰se hydi-
ny11, vo vajciach12 a v mlieku13. PouûitÌm dvojrozmernej eluË-
nej techniky, keÔ silikagÈlov˙ platÚu vyvÌjal najprv zmesou
chloroform:etanol:benzÈn (36:1:4) a n·sledne etylacet·tom,
sa mu podarilo v t˝chto vzork·ch detegovaù monenzÌn na
˙rovni 4ñ5 ng.gñ1. Simult·nna detekcia prÌtomnosti monezÌnu,
narazÌnu, salinomycÌnu a lasalocidu na TLC platni s nanese-
n˝m oxidom hlinit˝m (alumina) vo vzork·ch premixov a kr-
mÌv je popÌsan· v pr·ci Owlesa14. Bioautografickou detekciou
(Bacillus subtilis) sa mu podarilo 10 n·sobne znÌûiù detekËn˝
limit na hodnotu 3 µg.gñ1 (ppm), porovnanÌm s detekciou
pomocou vanilÌnovÈho Ëinidla (30 µg.gñ1). JaponskÌ autori
Asukabe a spol. publikovali v roku 1987 veæmi citlivÈ HPTLC
stanovenie deriv·tov salinomycÌnu, monezÌnu a lasalocidu15.
FluorescenËne aktÌvne pyrÈnacyl estery polyÈterov˝ch anti-
biotÌk pripravili pomocou 1-brÛmacetylpyrÈnu. Na separ·ciu
esterov autori pouûili vysoko˙ËinnÈ silikagÈlovÈ a reverznÈ
C18 f·zy. Spoæahlivosù stanovenia zv˝öili pouûitÌm intern˝ch
ötandardov, 18,19-dihydrosalinomycÌnu a 18,19-dihydro-20-
-ketosalinomycÌnu, ktorÈ boli synteticky pripravenÈ zo salino-
mycÌnu. FluorescenËn· detekcia umoûnila stanovenie antibio-
tÌk v rozsahu 2ñ14 ng, priËom hmotnostn˝ detekËn˝ limit
antibiotÌk bol len 100 pg. Okrem uveden˝ch detekËn˝ch spÙ-
sobov navrhli Blomkvist a spol. pri TLC stanovenÌ monenzÌnu
off-line detekciu hmotnostnou spektrometriou16. Po separ·cii
vzorky na silikagÈlovej TLC platni izolovali ökvrnu monenzÌ-

nu a analyt vymyli do metanolu. Antibiotikum ionizovali
bombardovanÌm r˝chlymi atÛmami xenonu s energiou 6 keV,
priËom sa sledoval vznik iÛnov pri m/e = 693 a 694. MonenzÌn
bol touto technikou stanoven˝ na ˙rovni 10 ng.gñ1.

TakÈ prednosti tenkovrstvovej chromatografie, ako s˙ r˝ch-
losù a dostupnosù anal˝z, zabezpeËili jej vyuûÌvanie aj v s˙Ëas-
nosti, hlavne pri identifik·cii a monitorovanÌ prÌtomnosti po-
lyÈterov˝ch antibiotÌk v krmiv·ch17ñ19 a ûivoËÌönych tkani-
v·ch20. V roku 1998 Landgraf a Ross pouûili TLC metÛdu na
dÙkaz prÌtomnosti monenzÌnu vo vzork·ch krmÌv urËen˝ch
pre kone17. Z metanolovÈho extraktu krmiva monenzÌn reex-
trahovali do hex·nu, a reextrakt preËistili na silikagÈlovej SPE
kolÛnke. PreËisten˙ vzorku analyzovali na silikagÈlovej TLC
platni, pouûitÌm etylacet·tu, dichlÛrmet·nu a amoniaku ako
mobilnej f·zy (17:3:0,5). MonenzÌn detegovali chemicky benz-
aldehydov˝mi Ëinidlami. Autori boli navrhnut˝m postupom
schopnÌ pozitÌvne dÙk·zaù prÌtomnosù monenzÌnu v krmiv·ch
s minim·lnou koncentr·ciou 10 µg.gñ1, priËom so stanovenÌm
neinterferovalo 36 in˝ch antibiotÌk. DetekËn˝ limit na tej-
to ˙rovni prezentoval aj Gafner, ktor˝ ale prÌtomnosù sali-
nomycÌnu, narazÌnu a monenzÌnu v krmiv·ch a v k‡mnych
premixoch detegoval bioautograficky, pouûitÌm kmeÚa Ba-
cillus subtilis18. Vyuûitie TLC metÛdy pri sledovanÌ prÌ-
tomnosti reziduÌ salinomycÌnu, monenzÌnu a lasalocidu vo
vzork·ch tkanÌv hydiny popÌsali vo svojej pr·ci VanderKop
a MacNeil20. SledovanÈ antibiotik·  extrahovali  zo vzoriek
tkaniva do metanolu a na preËistenie pouûili reextrakciu do
chloridu uhliËitÈho. Reextrakty analyzovali na silikagÈlovej
platni s mobilnou f·zou etylacet·t:acetonitril (1:1). Antibio-
tik· detegovali bioautograficky kmeÚom Bacillus subtilis.
Uveden˝m postupom sa im podarilo dok·zaù prÌtomnosù sa-
linomycÌnu  a  lasalocidu  na  ˙rovni  1 µg.gñ1 a monenzÌnu
0,45 µg.gñ1.

HlavnÈ obmedzenie tenkovrstvovej chromatografie je pre-
dovöetk˝m v nÌzkej spoæahlivosti pri kvantifik·cii analytov.
Preto sa v prÌpade potreby presnej kvantifik·cie pouûÌvaj˙
spoæahlivejöie metÛdy (napr. kolÛnov· kvapalinov· chroma-
tografia).

5. Vysoko˙Ëinn· kvapalinov· chromatografia
(HPLC)

Technika HPLC patrÌ v s˙Ëasnosti medzi najrozöÌrenejöie
metÛdy pouûÌvanÈ na potvrdenie prÌtomnosti a kvantitatÌvne
stanovenie polyÈterov˝ch antibiotÌk v komplexn˝ch matri-
ciach. Separ·cia sa v‰Ëöinou robÌ na analytick˝ch kolÛnach
naplnen˝ch silikagÈlom s chemicky viazanou nepol·rnou ok-
tylovou (C8) alebo oktadecylovou skupinou (C18). Vzhæadom
na lipofiln˝ charakter PA sa pri anal˝zach pouûÌvaj˙ mobilnÈ
f·zy s vysok˝m obsahom organickej zloûky (>90 obj.% me-
tanol, acetonitril). Kedûe v‰Ëöina PA vo svojej ötrukt˙re neob-
sahuje v˝raznÈ chromofÛry ani elektrochemicky Ëi fluorescen-
Ëne aktÌvne skupiny (okrem lasalocidu), na zv˝öenie citlivosti
detekcie sa pouûÌvaj˙ pred- alebo pokolÛnovÈ derivatizaËnÈ
reakcie. Cieæom vyuûitia t˝chto reakciÌ je prÌprava deriv·tu
s vyööou odozvou v UV alebo VIS oblasti, resp. deriv·tu
s fluorescenËne aktÌvnou skupinou. œalöÌm rieöenÌm je on-li-
ne spojenie kvapalinovej chromatografie s hmotnostnou spek-
trometriou (LC-MS). V niektor˝ch typoch vzoriek bola od-
sk˙öan· aj priama detekcia antibiotÌk refraktometricky alebo

Chem. Listy 97, 146 ñ 154 (2003) Refer·ty

148



spektrofotometricky v UV oblasti pri nÌzkych vlnov˝ch dÂû-
kach (neöpecifick· detekcia pri 200ñ220 nm). Refraktome-
trick˙ (RI) detekciu pouûili pri stanovenÌ salinomycÌnu HPLC
vo vzork·ch krmÌv a biomasy Dimenna a spol.21 Acetoni-
trilovÈ extrakty vzoriek analyzovali na analytickej kolÛne
s reverznou f·zou C8. Ako mobiln˙ f·zu pouûili zmes aceto-
nitrilu a vody okyslenej kyselinou fosforeËnou (85:15). Ana-
lyzovanÈ vzorky obsahovali salinomycÌn na koncentraËnej
˙rovni r·dovo g.kgñ1. V roku 1993 porovn·vali Beran a Zima
priamu UV detekciu pri 210 nm s RI detekciou pri stanovenÌ
monenzÌnu HPLC v produkËn˝ch fermentaËn˝ch pÙdach kul-
t˙ry Streptomyces cinnamonensis22. Na separ·ciu pouûili ko-
lÛnu s reverznou f·zou C18, analyty eluovali 88% metanolom.
Priama UV detekcia sa za pouûit˝ch podmienok uk·zala m·lo
vhodn·, kvantitatÌvne stanovenie ruöilo mnoûstvo interferuj˙-
cich zloûiek, ktorÈ mali absorbciu v sledovanej oblasti. Na
druhej strane tieto l·tky mali nÌzku odozvu pri detekcii RI, Ëo
umoûnilo kvantitatÌvne stanovenie monenzÌnu A a monenzÌnu
B. Koncentr·cia monenzÌnu v stanovovan˝ch vzork·ch sa
takisto pohybovala na ˙rovni g.kgñ1, priËom detekËn˝ limit
metÛdy bol 1 µg.mlñ1.

Hoci uvedenÈ typy detekcie nenaöli v s˙Ëasnosti öiröie
uplatnenie, predovöetk˝m kvÙli ich neöpecificite a malej cit-
livosti, predstavuj˙ jednoduch˙ alternatÌvu derivatizaËn˝ch
metÛd, predovöetk˝m pri analyzovanÌ vzoriek s vyööÌm obsa-
hom PA.

5 . 1 . H P L C s p o k o l Û n o v o u
d e r i v a t i z · c i o u

PokolÛnov· derivatiz·cia umoûÚuje zv˝öenie citlivosti a öpe-
cifickosti detekcie analytov po ich separ·cii na analytickej
kolÛne. Oproti beûnej HPLC inötrument·cii si t·to techni-
ka naviac vyûaduje samostatn˙ pumpu pre detekËnÈ Ëinidlo,
zmieöavaciu komoru a temperovan˙ reakËn˙ celu (obr. 3).

Pouûitie pokolÛnovej derivatiz·cie pri stanovenÌ salinomy-
cÌnu HPLC v krmiv·ch navrhli v roku 1984 Goras a Lacour-
se23. Analyty separovali na silikagÈlovej kolÛne s pouûitÌm
zmesi etylacet·tu, izookt·nu, kyseliny octovej a trietylamÌnu
(75:25:0,4:0,2) ako mobilnej f·zy. PokolÛnovÈ derivatizaËnÈ
Ëinidlo pozost·valo z etanolovÈho vanilÌnovÈho roztoku s prÌ-
davkom kyseliny sÌrovej. V prezentovanej pr·ci je veæk˝ prie-
stor venovan˝ optimaliz·cii pokolÛnovej detekcie z hæadiska
pomeru prietoku mobilnej f·zy a vanilÌnovÈho reagentu ako
aj z hæadiska teploty reakËnej cely. Je preuk·zanÈ, ûe so
zvyöuj˙cim sa prietokom reakËnÈho Ëinidla odozva salinomy-
cÌnu  st˙pala, aû dosiahla maximum pri pomere prietokov
mobilnej f·zy a reakËnÈho Ëinidla 2:1. œalöÌm zvyöovanÌm
prietoku odozva klesala. Tento jav je pripÌsan˝ nepriazniv˝m
pomerom koncentr·ciÌ Ëinidla a analytu pri niûöÌch prietokoch
a skr·tenÌm pobytu reagentov v reakËnej cele, a t˝m aj Ëasu
potrebnÈho na ukonËenie reakcie pri vyööÌch prietokoch. Po-
dobn· z·vislosù bola popÌsan· aj pri sledovanÌ vplyvu teploty
reakËnej cely, keÔ maxim·lna odozva salinomycÌnu bola pri
95 ∞C . Pri niûöÌch teplot·ch bola farebn· reakcia nedokonal·
a pri vyööÌch doch·dzalo k rozkladu farebnÈho produktu a tieû
k splyneniu reakËnej zmesi. Autori za uveden˝ch podmienok
dok·zali za 15 min˙t separovaù salinomycÌn od prÌbuzn˝ch
l·tok 20-deoxysalinomycÌnu a 20-oxosalinomycÌnu a monen-
zÌnu pri limite detekcie 10 µg.gñ1 .

Na t˙to pr·cu nadviazali o rok neskÙr Blanchflower a spol.24,

ktorÌ vo svojej pr·ci vyuûili pokolÛnov˙ detekciu pri HPLC
stanovenÌ monenzÌnu, narazÌnu a salinomycÌnu vo vzork·ch
krmÌv. Na rozdiel od predch·dzaj˙cich autorov Blanchflower
a spol. pouûili na separ·ciu analytov kolÛnu s reverznou f·zou
C18 a ako mobiln˙ f·zu pouûili zmes metanolu, vody a kyse-
liny octovej (94:5,9:0,1). SledovanÈ antibiotÌka detegovali pri
520 nm. PokolÛnov· reakcia prebiehala pri 70 ∞C poËas 2 mi-
n˙t, trvanie reakcie ale vzhæadom na rozm˝vanie pÌkov v dlhej
pokolÛnovej reakËnej cele neskÙr znÌûili na 1,1 min˙ty. Vyööiu
citlivosù  stanovenia  autori dosiahli zv˝öenÌm koncentr·cie
vanilÌnu na 100 g.lñ1 oproti 30 g.lñ1 pouûit˝m Gorasom a La-
coursom. Vyööiu citlivosù dosiahli aj pouûitÌm vyööej koncen-
tr·cie kyseliny sÌrovej v detekËnom Ëinidle; na druhej strane
t·to koncentr·cia (40 ml koncentrovanej H2SO4 na liter) rapÌd-
ne znÌûila stabilitu reakËnÈho Ëinidla, preto sa autori vr·tili
k pÙvodnej koncentr·cii 20 ml.lñ1. Okrem optimaliz·cie de-
tekËn˝ch podmienok sa Blanchflower a spol. zamerali na
optimalizovanie podmienok prÌpravy vzorky (extrakcia PA zo
vzoriek krmÌv). Antibiotik· boli v analyzovan˝ch krmiv·ch
prÌtomnÈ v koncentr·ci·ch 50ñ100 µg.gñ1. Na ich extrakciu
autori odsk˙öali nasledovnÈ organickÈ rozp˙öùadl·: metanol,
acetonitril, etanol, propanol, acetÛn a zmesi metanolu s vodou
(50ñ90 % v/v). Najlepöie v˝sledky dosiahli pouûitÌm ËistÈho
a 90% roztoku metanolu, keÔ sa v˝ùaûky extrakcie uveden˝ch
analytov pohybovali v rozmedzÌ 98ñ100 %, resp. 96ñ100 %.
Ako autori uv·dzaj˙, danou metÛdou dosahovali spoæahli-
vÈ v˝sledky stanovenia PA v koncentraËnom rozsahu 0,5ñ
125 µg.gñ1.

Technika  HPLC  na reverzn˝ch  f·zach  s pokolÛnovou
derivatiz·ciou vanilÌnov˝m reagentom sa stala v 90. rokoch
20. storoËia jednou z najpouûÌvanejöÌch metÛd na stanove-
nie veterin·rne pouûÌvan˝ch PA vo vzork·ch produkËn˝ch
fermentaËn˝ch pÙd25ñ27, krmÌv a premixov24,28ñ31. V pr·cach
z tohto obdobia s˙ v‰Ëöinou uvedenÈ optimaliz·cie separaË-
n˝ch podmienok a podmienok pokolÛnovej reakcie z hæadiska
aplik·cie metÛdy na stanovovanÈ l·tky a druh vzorky. Pod-
mienky pouûitÈ pri anal˝ze PA v jednotliv˝ch publikovan˝ch
pr·cach s˙ zhrnutÈ v tabuæke II.

MetÛda HPLC s pokolÛnovou derivatiz·ciou s vanilÌnom
bola v roku 1997 na z·klade spoloËnej pr·ce desiatich labora-
tÛriÌ akceptovan· ako ofici·lna metÛda AOAC na stanovenie
monenzÌnu v krmiv·ch a premixoch k‡mnych zmesÌ32. Pod-

Obr. 3. SchÈma HPLC prÌstroja s detekciou pokolÛnovou deriva-
tiz·ciou
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mienky metÛdy AOAC pre stanovenie PA boli aplikovanÈ
Rodewaldom a spol. aj pri stanovenÌ narazÌnu v krmiv·ch30

a taktieû aj pri stanovenÌ monenzÌnu v kuracÌch tkaniv·ch33.
V tomto prÌpade bol zvolen˝ in˝ postup prÌpravy vzorky, keÔ
metanolov˝ extrakt tkaniva bol eöte preËisten˝ reextrakciou
do tetrachlÛrmet·nu s jeho n·sledn˝m preËistenÌm na silika-
gÈlovej SPE kolÛnke pred anal˝zou HPLC.

Okrem stanovenia PA vo fermentaËn˝ch pÙdach a medi-
kovan˝ch krmiv·ch naöla metÛda HPLC s pokolÛnovou deri-
vatiz·ciou33ñ37svoje uplatnenie aj pri stanovovanÌ rezÌduiÌ PA
v ûivoËÌönych produktoch. Vzhæadom na nÌzku koncentr·ciu
stanovovanÈho analytu v t˝chto vzork·ch je veæmi dÙleûit˝m
krokom ˙prava vzorky, ktor· zah‡Úa zakoncentrovanie analy-
tu a odstr·nenie moûn˝ch interferuj˙cich zloûiek. Pre tento
˙Ëel sa pouûÌva viacn·sobn· kvapalinov· extrakcia do rozp˙ö-
ùadiel s rÙznou polaritou34, zakoncentrovanie a preËistenie
extraktov na SPE kolÛnkach36, alebo kombin·cia oboch t˝chto
technÌk33,35,37. Gerhard a spol. prezentovali aplik·ciu metÛdy
HPLC na sledovanie reziduiÌ monenzÌnu, salinomycÌmu, na-
razÌnu a lasalocidu v ûivoËÌönych tkaniv·ch36. Separ·ciu anti-
biotÌk robili na kolÛne s reverznou f·zou C18, ako mobiln˙
f·zu pouûili zmes metanolu a 0,01 M octanu amÛnneho (94:6).
Na detekciu antibiotÌk aplikovali du·lny detekËn˝ systÈm, keÔ
lasalocid detegovali priamo fluorescenËn˝m detektorom (ex-
cit·cia pri 300 nm, emisia pri 420 nm) a zvyönÈ antibiotik·
detegovali pokolÛnovou derivatiz·ciou s vanilÌnom. PrÌprava
vzorky spoËÌvala v extrakcii analytov do zmesi izookt·nñetyl-
acet·t a preËistenÌ extraktu na silikagÈlov˝ch SPE kolÛnkach.
Uveden˝m spÙsobom sa  im  v  priebehu  16  min. podarilo
detegovaù lasalocid, salinomycÌn a narazÌn na ˙rovni 5 ng.gñ1

a monenzÌn 2 ng.gñ1.
Okrem vanilÌnu boli pre pokolÛnov˙ derivatizaËn˙ reakciu

testovanÈ aj inÈ benzaldehydovÈ Ëinidl·. Fejglov· a spol.38 po-
rovn·vali pri stanovenÌ monenzÌnu, narazÌnu a salinomycÌnu
nasledovnÈ detekËnÈ Ëinidl·: vanilÌn, 4-dimetylaminobenz-
aldehyd, 3,4-dimetoxybenzaldehyd a salicylaldehyd. Z t˝chto
4-dimetylaminobenzaldehyd v porovnanÌ s vanilÌnom posky-
toval citlivejöiu reakciu so salinomycÌnom a narazÌnom. Prak-
tickÈ vyuûitie 4-dimetylaminobenzaldehydu pri stanovenÌ sa-
linomycÌnu v k‡mnych zmesiach3 a v kuracom m‰se a vajciach
popÌsali Akhtar a spol.34 Na extrakciu antibiotika pouûili mi-
krovlnov˙ extrakËn˙ jednotku, ËÌm sa im podarilo v˝razne
znÌûiù potrebn˝ Ëas extrakcie (2◊8 sek˙nd), v porovnanÌ s kla-
sick˝mi spÙsobmi (0,5ñ1 hod).

5 . 2 . H P L C s p r e d k o l Û n o v o u
d e r i v a t i z · c i o u

œalöÌm moûn˝m spÙsobom zv˝öenia citlivosti detekcie
PA je prÌprava vhodn˝ch deriv·tov pred samotnou separ·ciou.
V prÌpade polyÈterov˝ch antibiotÌk bolo odsk˙öan˝ch viacero
reakciÌ na zÌskanie deriv·tov aktÌvnych v UV oblasti, ako aj
fluorescenËne aktÌvnych deriv·tov.

V roku 1986 Dimmena a spol. navrhli detekciu salinomy-
cÌnu po oxid·cii hydroxylovej skupiny na tetrahydropyr·no-
vom kruhu na ketoskupinu, ktor· v konjug·cii so susednou
nenas˝tenou v‰zbou d·va siln˙ absorbciu ûiarenia pri 225 nm
(cit.39). Ako oxidaËnÈ Ëinidlo pouûili dvojchroman pyridÌnia.
L·tky, ktorÈ pri stanovenÌ interferovali, odstr·nili pouûitÌm
techniky prep·jania kolÛn (column-switching), samotn˙ sepa-
r·ciu robili na kolÛne s reverznou f·zou. Ako mobiln˙ f·zu

pouûili zmes acetonitrilu, tetrahydrofur·nu, vody a kyseliny
fosforeËnej  (900:40:60:0,1). DosiahnutÈ  medze  stanovenia
salinomycÌnu vo vzork·ch tkanÌv boli na ˙rovni 100 ng.gñ1.
MetÛda bola neskÙr aplikovan· aj na stanovenie salinomycÌnu
vo vzork·ch æudskej plazmy40. V polovici 90. rokov popÌsal
Mathur41 HPLC stanovenie salinomycÌnu v krmiv·ch. Na
zv˝öenie citlivosti detekcie vyuûil reakciu 2,4-dinitrofenylhy-
drazÌnu s voænou karbonylovou skupinou salinomycÌnu v pro-
stredÌ kyseliny chlÛrovodÌkovej41. Produktom reakcie bol fa-
rebn˝ hydrazÛn  salinomycÌnu s absobËn˝m maximom pri
419 nm, ktor˝ bol separovan˝ od Ëinidla na kolÛne s reverznou
f·zou C18. Modifikovan˝ postup bol pouûit˝ aj na stanovenie
salinomycÌnu, narazÌnu a monenzÌnu v krmiv·ch42.

Stanovenie veæmi nÌzkych koncentr·ciÌ (ng.gñ1) polyÈtero-
v˝ch antibiotÌk umoûÚuje pouûitie fluorescenËnej detekcie.
V druhej polovici 80. rokov boli publikovanÈ pr·ce, ktorÈ
popisovali HPLC stanovenie fluorescenËne aktÌvnych deriv·-
tov PA pripraven˝ch pomocou 9-antryldiazomet·nu43ñ46. Me-
tÛda bola pouûit· na stanovenie samotnÈho monenzÌnu44ñ46,
alebo zmesi monenzÌnu, salinomycÌnu, narazÌnu a lasolocidu
v ûivoËiön˝ch vzork·ch43. V pr·ci MartinÈza a Shimodu je
popÌsan· prÌprava deriv·tu lasalocidu priamou esterifik·ciou
s 9-antryldiazomet·nom a prÌprava deriv·tu monenzÌnu, sali-
nomycÌnu a narazÌnu, ktorÈ najprv acylovali anhydridom ky-
seliny octovej a aû potom esterifikovali 9-antryldiazomet·-
nom43. Deriv·ty boli n·sledne preËistenÈ na silikagÈlovej ko-
lÛne, separovanÈ na analytickej kolÛne s reverznou f·zou C8
a detegovanÈ pri 418 nm (exit·cia pri 365 nm). StanovovanÈ
koncentr·cie uveden˝ch analytov vo vzork·ch tkanÌv sa pohy-
bovali na ˙rovni 0,15 µg.gñ1.

ZaËiatkom 90. rokov bolo popÌsanÈ japonsk˝mi autormi
Asukabe a spol.47 a Miyakawa a spol.48 pouûitie 1-(brÛmace-
tyl)pyrÈnu pri prÌprave fluorescenËne aktÌvnych deriv·tov po-
lyÈterov˝ch antibiotÌk. PripravenÈ pyrÈnacyl estery salinomy-
cÌnu a monenzÌnu boli po preËistenÌ na SPE kolÛnke (Florisil)
analyzovanÈ na analytickej kolÛne s reverznou f·zou C18 za
pouûitia 94 obj.% metanolu ako mobilnej f·zy. Deriv·ty dete-
govali pri 450 nm (excit·cia pri 360 nm). Dosiahnut˝ limit
detekcie salinomycÌnu a monenzÌnu vo vzork·ch kuracieho
m‰sa48 bol len 0,05 µg.gñ1.

Medzi hlavnÈ nedostatky predkolÛnovej derivatiz·cie pat-
rÌ hlavne pr·cnosù a Ëas spojen˝ s prÌpravou a ËistenÌm de-
riv·tov, ako aj moûnosù nereprodukovateænosti derivatiz·cie
stopov˝ch koncentr·ciÌ analytov. Moûnou alternatÌvou stano-
venia nÌzkych koncentr·ciÌ bez potreby derivatiz·cie je spoje-
nie kvapalinovej chromatografie s hmotnostnou detekciou.

5 . 3 . H P L C s h m o t n o s t n o u d e t e k c i o u

Spojenie kvapalinovej chromatografie s hmotnostnou de-
tekciou on-line spÙsobom sa v posledn˝ch desiatich rokoch
stalo öiroko pouûÌvanou technikou na identifik·ciu a stanove-
nie rÙznych antibiotÌk49. Tento rozvoj bol umoûnen˝ v˝vojom
pomerne jednoduch˝ch a robustn˝ch LC-MS rozhranÌ (inter-
face) zaloûen˝ch na ioniz·cii analytu pri atmosferickom tlaku,
ktorÈ umoûÚuj˙ aplikovanie LC-MS techniky v rÙznych ana-
lytick˝ch oblastiach.

Svoje uplatnenie naöla t·to technika aj pri sledovanÌ sto-
pov˝ch koncentr·ciÌ polyÈterov˝ch antibiotÌk v ûivoËÌönych
produktoch50ñ51a v krmiv·ch52ñ54. Medzi prvÈ pr·ce popisuj˙-
ce vyuûitie LC-MS pri identifik·cii monenzÌnu, salinomycÌnu,
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narazÌnu50 a lasalocidu51 v svalovine, peËeni a vajciach dom·-
cej hydiny patria publik·cie Blanchflowera a Kennedyho z ro-
ku 1996, resp. 1995. V pr·ci z roku 1996 sa popisuje prÌpra-
va vzorky extrakciou analyzovan˝ch l·tok do zmesi meta-
nolñvoda (13:2) pomocou ultrazvuku. Po preËistenÌ analytov
reextrakciou do zmesi hex·nñtoluÈn (2:1) boli tieto separova-
nÈ na kolÛne s reverznou f·zou s pouûitÌm mobilnej f·zy
pozost·vaj˙cej z acetonitrilu, metanolu, tetrahydrofur·nu, ky-
seliny trifluoroctovej a vody (67:10:10:0,1:13). Na monitoro-
vanie a kvantifik·ciu antibiotÌk autori pouûili ich [M+ Na]
iÛny, pripravenÈ technikou elektrosprejovej ioniz·cie. Autori
popisuj˙ line·rnu z·vislosù stanovenia sledovan˝ch antibiotÌk
v oblasti 4ñ160 ng.gñ1, s detekËn˝m limitom 0,5ñ1 ng.gñ1.
O dva roky neskÙr navrhli Volmer a Lock r˝chle stanovenie
(~4 min) salinomycÌnu, lasalocidu, monenzÌnu A, monenzÌnu
B a narazÌnu A a narazÌnu I na kr·tkej kolÛne s reverznou f·zou
(ODS 3 µm, 50◊4 mm) (cit.52). Na kompletn˙ separ·ciu vöet-
k˝ch zloûiek pouûili tern·rny gradient pozost·vaj˙ci z okys-
lenej vody (3% kyselina mravËia), acetonitrilu a metanolu.
PolyÈterovÈ antibiotik· vo forme sodn˝ch komplexov frag-
mentovali elektrosprejovou ioniz·ciou, priËom pouûitÌm nÌz-
koenergetickej kolÌzne-indukovanej disoci·cie (CID) zÌskali
v‰ËöÌ poËet diagnostick˝ch iÛnov. Vyööiu öpecificitu detek-
cie sa im podarilo dosiahnuù pouûitÌm tandemovej MS/MS
techniky. Moûnosti navrhnutej metÛdy autori demonötrovali
pri stanovenÌ salinomycÌnu vo vzork·ch potravy pre maËky.
K vzorke pridali koncentr·ciu salinomycÌnu 1 µg.gñ1, na ex-
trakciu analytu aplikovali postup podæa Akhtara a Croteaua
(mikrovlnov· extrakcia)3 a pouûitÌm tandemovej MS detek-
cie dok·zali selektÌvne stanoviù aj tieto nÌzke koncentr·cie.
Harris a spol. separovali salinomycÌn, monenzÌn, narazÌn a la-
salocid na kolÛne s reverznou f·zou za cca 18 min˙t, keÔ ako
mobiln˙ f·zu pouûili zmes acetonitrilu, 20 mM octanu ammÛn-
neho a metanolu (3:1:1) (cit.53). Pri elektrosprejovej kvadru-
pÛlovej MS detekcii analytov pouûili techniku kÛnicko na-
p‰ùovo-riadenej fragment·cie, ËÌm tieû vytvorili viacero dia-
gnostick˝ch iÛnov, ktorÈ umoûnili spoæahlivejöiu identifik·ciu
antibiotÌk.

Z prezentovan˝ch v˝sledkov vypl˝va, ûe spojenie kvapa-
linovej chromatografie s hmotnostnou detekciou je vhodnÈ na
sledovanie reziduÌ polyÈterov˝ch antibiotÌk vo vzork·ch ûivo-
ËÌönych produktov a krmÌv. Na rozdiel od fluorescenËn˝ch
metÛd,  ktorÈ  sa  na  tento  ˙Ëel  taktieû  pouûÌvaj˙, prÌprava
vzoriek pre hmotnostn˙ detekciu je jednoduch·, nevyûaduje
si derivatiz·ciu a n·roËnÈ Ëistiace kroky. V˝hodou hmotnost-
nej detekcie je aj vyööia öpecifickosù, ktor· umoûÚuje identi-
fik·ciu a potvrdenie prÌtomnosti antibiotika vo vzorke na
z·klade jeho hmotnostnÈho spektra.

6. ImunochemickÈ metÛdy ñ ELISA

ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) patrÌ medzi
imunochemickÈ metÛdy, ktorÈ s˙ zaloûenÈ na selektÌvnej,
revezibilnej a nekovalentnej v‰zbe medzi antigÈnom a proti-
l·tkou. V imunochemick˝ch metÛdach sa striedaj˙ dva z·-
kladnÈ prÌstupy. KompetitÌvny prÌstup vyuûÌva s˙ùaû nezn·-
mÈho mnoûstva antigÈnu (napr. polyÈterovÈho antibiotika) so
zn·mym mnoûstvom antigÈnu znaËenÈho enz˝mom o v‰zob-
nÈ miesta na protil·tke viazanej v jamk·ch mikrotitraËn˝ch
platniËiek55. NekompetitÌvny (tzv. sendviËov˝) prÌstup vyuûÌ-

va v‰zbu stanovovanÈho antigÈnu na dve protil·tky, z ktor˝ch
jedna je viazan· na pevnom nosiËi (napr. stena mikrotitraËnej
platniËky), a druh· prolit·tka znaËen· enz˝mom je naviazan·
na antigÈn55ñ65. Posledn˝m krokom v oboch prÌpadoch je na-
viazanie substr·tu, ktor˝ spÙsobÌ merateæn˙ zmenu vlastnostÌ
reakËnÈho systÈmu, naprÌklad zmenu absorbancie, chemilu-
miniscencie Ëi fluorescencie.

Pr·ce zaoberaj˙ce sa öt˙diom pouûitia metÛd pri stanovenÌ
polyÈterov˝ch antibiotÌk boli v‰Ëöinou publikovanÈ v druhej
polovici dev‰ùdesiatych rokov, no prvÈ pr·ce sa objavili uû
koncom 80. rokov. Autori v publik·ci·ch z tohto obdobia po-
pisuj˙ stanovenie monenzÌnu55,59ñ61,63ñ64, salinomycÌnu4,56ñ58

a lasalocidu65 v biologick˝ch vzork·ch, vyuûÌvaj˙c v prevaû-
nej miere nekompetitÌvny, sendviËov˝ typ anal˝zy. Popisuje
sa taktieû prÌprava polyklon·lnych a monoklon·lnych protil·-
tok, ich znaËenie enz˝mami, z ktor˝ch najËastejöie sa vysky-
tuje chrenov· peroxid·za4,57ñ60,63 a v menöej miere alkalick·
fosfat·za64. Enzymatick· aktivita sa stanovuje viacer˝mi spÙ-
sobmi, z ktor˝ch sa popisuj˙ spektrofotometrickÈ4,57ñ60,63,65

fluorescenËnÈ56,62 a chemiluminiscenËnÈ metody61. PrÌprava
vzorky v metÛdach ELISA spoËÌva v jej homogeniz·cii v bio-
logick˝ch pufroch (napr. TRIS), priËom sa supernatant priamo
analyzuje. Typick˝mi analyzovan˝mi matricami s˙ tkaniv·
hydiny a dobytka, krvn· plazma a mlieko.

Koncentr·cie PA stanovovanÈ vo vzork·ch sa beûne po-
hybuj˙ na ˙rovniach µg.gñ1 aû ng.gñ1. Elissalde a spol.58 vy-
pracovali metÛdu ELISA, pri ktorej extrahovali salinomycÌn
zo vzoriek peËene z hydiny do tlmivÈho roztoku TRIS (pH
7,2), k extraktu pridali pripraven˙ protil·tku a po hodinovej
inkub·cii reakËn˙ platniËku premyli antisÈrom znaËen˝m per-
oxid·zou. Po hodinovej inkub·cii platÚu premyli 0,5% rozto-
kom tenzidu Tween 20 a enz˝mov˙ aktivitu stanovovali spek-
trofotometricky pomocou 2,2í-azinobis(3-etylbenztiazolÌn-6-
-sulfÛnovou kyselinou). Stanovenie bolo citlivÈ na prÌtomn˝
salinomycÌn v koncentr·cii 1,25ñ5 ng.gñ1 s n·vratnosùou 87 %.
Okrem salinomycÌnu bola pripraven· monoklon·lna protil·t-
ka citliv· aj pre narazÌn o koncentr·cii 0,34ñ1,17 ng/jamku.
In˝ typ prÌpravy vzorky pouûili Crooks a spol.60, keÔ monen-
zÌn vo vzork·ch peËene hydiny extrahovali do acetonitrilu,
extrakt zmieöali s 0,2 M-NaOH, a tento reextrahovali do zmesi
hex·nñdietylÈter (1:1). Po odparenÌ organickej zloûky vzorku
na anal˝zu pripravili rozpustenÌm v zmesi etanolu a 100 mM

octanu sodnÈho (2:18). Stanovenie prebiehalo v mikroplat-
niËk·ch, ktorÈ mali na steny naviazan˙ protil·tku. Na platniË-
ky sa pridala stanovovan· vzorka a monenzÌn znaËen˝ chre-
novou peroxid·zou a zmes sa inkubovala 90 min pri 37 ∞C.
Enzymatick· aktivita peroxid·zy sa stanovovala spektrofo-
tometricky pomocou tetrametylbenzidÌnu. Pri stanovenÌ autori
popisuj˙ line·rnu kalibraËn˙ krivku v rozmedzÌ 1ñ50 ng.gñ1,
s limitom detekcie 2,91 ng.gñ1. Crooks a spol.55 vyuûili metÛ-
du ELISA pri stanovenÌ rezÌduÌ monenzÌnu v krvnej plaz-
me dobytka; na stanovenie enzymatickej aktivity vyuûili fluo-
rescenciu, dosiahnut˝ limit detekcie a kvantifik·cie bol 14
a 26 ng.mlñ1. äiröie pouûitie stanovenia polyÈterov˝ch anti-
biotÌk metÛdou ELISA umoûnilo uvedenie komerËnej s˙pra-
vy urËenej na sledovanie prÌtomnosti salinomycÌnu v krmi-
v·ch a tkaniv·ch66 na trh v roku 1996 spoloËnosùou ARS &
Neogen Corp. Kedûe metÛdy ELISA patria medzi najcitlivej-
öie metÛdy stanovenia PA, ich hlavnÈ uplatnenie je pri stano-
venÌ stopov˝ch koncentr·ciÌ PA v biologick˝ch a krmovin·r-
skych matriciach.
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7. Z·ver

Vzhæadom na st˙paj˙ci trend pouûÌvania PA vo veteri-
n·rnej medicÌne vznikla potreba ich sledovania v mediko-
van˝ch krmiv·ch a vo vzork·ch biologick˝ch produktov. Ten-
to cieæ je moûnÈ dosiahnuù viacer˝mi analytick˝mi postupmi,
ktorÈ mÙûu byù zaloûenÈ na rozdielnych princÌpoch, z kto-
r˝ch najv˝znamnejöie s˙ stanovenia mikrobiologickÈ, spek-
trofotometrickÈ, imunochemickÈ alebo separaËnÈ. Mikrobio-
logickÈ stanovenia s˙ st·le pouûÌvanÈ pri urËenÌ ˙Ëinnosti
antibiotika, ale postupom Ëasu s˙ nahr·dzanÈ Ëasovo menej
n·roËn˝mi metÛdami. Techniky TLC a ELISA s˙ vhodnÈ pre-
dovöetk˝m na ˙Ëely zistenia prÌtomnosti a identifik·cie PA.
Technika kvapalinovej chromatografie sa presadila ako metÛ-
da pre potvrdenie prÌtomnosti analytu (confirmation) a v spo-
jenÌ s pokolÛnovou derivatiz·ciou benzaldehydov˝mi Ëinidla-
mi sa v s˙Ëasnosti stala najpouûivanejöou metÛdou pri ana-
l˝zach krmÌv, premixov a biologick˝ch produktov. Takisto
rozvoj techniky LC-MS v posledn˝ch rokoch umoûnil jej
öiröie pouûitie pri identifik·cii a kvantifik·cii PA na ˙rovniach
ng.gñ1.
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M. Blazsek (Research and Development Section, Biotika
Co., Slovensk· ºupËa, Slovak Republic): Review of Analyti-
cal Methods of Determination of Polyether Antibiotics

A review is presented on the current state of analytical
techniques used for determination of significant veterinary
polyether antibiotics (salinomycin, narasin, monensin and la-
salocid) in various matrices by spectrophotometric, microbio-
logical, enzyme-immobilized immunosorbent and chromato-
graphic methods. In particular high-performance liquid chro-
matography is discussed with special emphasis on various
detection methods for these antibiotics.
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