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1. Uvod

Salinomycin, narazin, monenzin a lasalocid (obr. 1) patria
medzi polyéterové antibiotikd (PA), ktoré reprezentuju vy-
znamnu skupinu ionoférnych zlicenin, produkovanych kmen-
mi Streptomyces.

Ich antimikrobidlne vlastnosti sa vyuzivaju vo veterindrnej
praxi pri liecbe a prevencii kokcididzy u hydiny a tiezZ pdsobia
ako stimuldtory rastu u dobytka. Ako ich pomenovanie napo-
vedd, zdkladom chemickej Struktiry tychto zlicenin su cy-
klické éterové skupiny: tetrahydrofurdnové a tetrahydropy-
ranové kruhy, ktoré si navzdjom spojené uhlovodikovym
retazcom, priamou C—C vézbou, alebo spoloénym ¢lankom —
spiroatdomom. Spolo¢nou vlastnostou PA je pritomnost volnej
karboxylovej skupiny na konci molekuly, prevladajici pocet
naviazanych nepoldrnych etyl- a metylskupin, ako aj pritom-
nost polarnych kyslikovych skupin, umoziujicich vznik elek-
troneutrdlnych pseudo-makrocyklickych komplexov s mo-
novalentnymi a divalentnymi katiénmi. Komplexy su tvore-
né intramolekulovou vodikovou vdzbou medzi karboxylovou
skupinou na jednom konci a hydroxylovou skupinou na dru-
hom konci molekuly (obr. 2).

Vicsina PA su biele krystalické zliceniny s molovymi
hmotnostami v rozmedzi 600 aZ 900 a s teplotami topenia
okolo 100-120 °C (cit."). Z chemického hladiska ich mozno
zaradit medzi slabé karboxylové kyseliny s lipofilnymi vlast-
nostami. Su nerozpustné vo vode, ale rozpustné vo vicsine
organickych rozpustadiel. Ich soli vykazuji podobnu rozpust-
nost ako volné kyseliny.
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Obr. 1. Chemicka Struktiira karboxylovych polyéterovych antibiotik
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Obr. 2. Schématické zobrazenie Struktiiry sodného komplexu mo-
nenzinu

Tabulka I
Toxicita polyéterovych antibiotik (v mg.kg™' vihy zvierata)
podla Amerického vyboru pre veterinarnu toxikologiu

Antibiotikum Toxicita
kone hoviadzi ovce kurata
dobytok
Monenzin 2-3 20-80 12 200
Salinomycin 0,6 - - 443
Lasalocid 21,5 50-150 75-350 71,5

Polyéterové antibiotikd su charakteristické biologickou
aktivitou proti baktériam kmena kokcidia (druh protozoa bak-
térii), ktoré parazituju na epitelidlnych bunkdch zazivacieho
traktu vtdkov a cicavcov'. Pri¢inou biologickej aktivity PA si
ich i6noférne vlastnosti, to znamend schopnost vytvarat s ion-
mi alkalickych kovov volné komplexy, ktoré potom mozu
prendsat cez bunkové steny baktérii, a tak nardsat rovnovdhu
medzi vonkaj$im prostredim a vnitrom bunky.

Priprava a vlastnosti prvych polyéterovych antibiotik boli
popisané uz v 50. rokoch 20. storocia (nigericin). V sicasnosti
sa odhaduje, Ze bolo pripravenych asi 80 roznych polyétero-
vych antibiotik, z ktorych vSak len malé mnoZstvo naslo
praktické uplatnenie pri liecbach chordb hospoddrskych zvie-
rat. Medzi komercne najvyznamnejsie patri: salinomycin, mo-
nenzin, narazin a lasalocid. Z tychto antibiotik salinomycin
a monenzin maju v sticasnosti az 65-75 % podiel na celosve-
tovej spotrebe polyéterovych antibiotik. Vacsina PA je pri-
pravovand fermentacnym procesom, salinomycin je produko-
vany kultirou Streptomyces albus a monenzin kultirou Strep-
tomyces cinnamonensis. Do medikovanych kfmnych zmesi sa
priddvajui na koncentranej trovni 60-120 mg.kg™. Urcité
obmedzenie klinického pouzivania PA je spdsobené ich toxic-
kymi vlastnostami (hodnota LDy, sa pohybuje v rozmedzi
1-60 mg.kg™). V tabulke I si uvedé toxické koncentricie
monenzinu, salinomycinu a lasalocidu pre kone, dobytok,
ovce a kuratd podla Amerického vyboru pre veterinarnu toxi-
kol(’)giuz.

Salinomycin je uz v malej koncentrécii toxicky pre kone
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a morky, a negativne ovplyviiuje rast hydiny® pri koncentra-
cidch vyssich ako 100 mg.kg ™. Z tohoto hladiska je prirodzena
potreba identifikdcie a kvantitativneho stanovenia polyétero-
vych antibiotik v medikovanych krmivach.

V dostupnej literatire je popisany pomerne velky pocet
biologickych a chemickych analytickych metdd pre stanove-
nie komer¢ne pouzivanych polyéterovych antibiotik. Najcas-
tejSimi aplikdciami je analyza PA vo veterindrnych produk-
toch, kimnych zmesiach a premixoch kimnych zmesi. Presné
stanovenie obsahu v tychto zmesiach je dolezité vzhladom na
spomenuté toxické icinky vyssich koncentrdcii PA. Na druhej
strane nadmerné pouzivanie PA moze viest nielen k vzniku
bakteridlne rezistentnych kmenov, ale aj k environmentalne-
mu znecisteniu v podobe ich rezidui v ZivociSnych produk-
toch. Mozno preto ocakdvat stupnujici sa tlak kontrolnych
uradov na sledovanie rezidui PA v spotrebnych produktoch.
Napriklad v sicasnosti je v Japonsku stanoveny maximdlny
povoleny limit 0,05 pg salinomycinu v jednom grame Zivo-
¢isneho tkaniva®, V poslednej dobe sa aj z tohto dovodu stdle
viac publikovanych prac zameriava prave na rieSenie problé-
mov spolahlivej analyzy rezidui PA v Zivoc¢isnych produktoch
(v mise, peceni, vajciach, mlieku, krvnej plazme a podobne).

2. Mikrobiologické stanovenie

Mikrobiologické stanovenie predstavuje povodnd, histo-
ricky najstarSiu metédu stanovenia PA. Biologickd tcinost
antibiotika sa stanovuje porovnanim inhibicie rastu citlivych
mikroorganizmov spdsobenej zndmymi koncentrdciami tes-
tovaného antibiotika v analyzovanej vzorke. Stanovenie sa
vykondva difdznou, alebo turbidimetrickou metédou. Pri sta-
noveni PA difiznou platnovou metédou sa pouziva kmen
Bacillus subtilis. V tomto pripade sa ucinnost antibiotika
vyhodnocuje na zdklade priemerov inhibi¢nych z6n na platni
s naotkovanou Zivnou pddou’. Principom turbidimetrickej
metddy je zase sledovanie zakalu naockovanej Zivnej pody po
ur¢itom case inkubdcie. Pri stanoveni PA sa pouZiva kmen
Streptococcus faecalis®. Hoci sa mikrobiologické stanove-
nia vyznacuji mnozstvom nedostatkov (nizkou selektivitou,
pracnostou, dlhym ¢asom analyz) stédle patria medzi metédy
stanovenia ucinnosti mnohych komer¢ne pouzivanych PA
v krmivdch pozadované Stitnymi autoritami a su uvedené
medzi metédami AOAC, ale aj napriklad vo Vestniku Mi-
nisterstva podohospodarstva SR (cit.”). Postupom Gasu su
nahrddzané modernej$imi metédami poskytujicimi spolahli-
vejSie vysledky za kratsi ¢as (napr. kvapalinovd chromatogra-
fia).

3. Spektrofotometrické stanovenie

Spektofotometrické stanovenie monenzinu bolo Golabom
a spol.® navrhnuté ako nahrada mikrobiologického stanovenia.
Metdda je zaloZend na chemickej reakcii monenzinu s vanili-
nom (4-hydroxy-3-metoxybenzaldehyd) v kyslom prostredi
za vzniku intenzivne sfarbeného produktu (A, = 520 nm).
Tato farebnd reakcia je oznacovand ako Komarovského a obec-
ne ide o reakciu vys$sich alkoholov s aromatickymi aldehydmi
za vzniku farebnych aldolovych kondenza¢nych produktov.
Pri stanoveni autori® pouzili 3% metanolovy roztok vanilinu
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okysleny kyselinou sirovou. Analyt extrahovali zo vzoriek
kfmnych zmesi, premixov a fermentacnych pdd do metanolu.
Autori popisuju dobru koreldciu nameranych hodnot s mikro-
biologickym stanovenim. Miniméln?/ limit stanovenia monen-
zinu je uvedeny na trovni 1 pg.ml™.

Spektrofotometrické stanovenie salinomycinu v kimnych
zmesiach je uvedené vo Vestniku ministerstva podohospodar-
stva SR (cit.”) ako alternativna metéda mikrobiologického
stanovenia. Spektrofotometrické stanovenie ma oproti mikro-
biologickym metédam vyhodu predovsetkym vo svojej rych-
losti, no taktiez ako mikrobiologické stanovenie md nizku
Specificitu, takze nie je vhodné pri analyzach vzoriek, ktoré
obsahuju viacero PA. V tomto pripade je potrebné pouZzitie
selektivnejsich technik.

4. Tenkovrstvova chromatografia (TLC)

Technika TLC predstavuje rychlu a selektivnu moznost
identifikdcie a semikvantitativneho stanovenia PA a pribuz-
nych latok v roznorodych matriciach. Na ich detekciu sa
vyuziva predovSetkym bioautografia a chemicka reakcia s va-
nilinom poskytujica farebny derivdt. Martinez a Shimoda
v roku 1983 pouzili techniku TLC na semikvantitativne sta-
novenie monenzinu vo vzorkach krmiv’ a kuracej a hovidzej
peceni'®. Priprava vzorky spo&ivala v extrakcii monenzinu do
vodného roztoku metanolu (80 % v/v), ktory bol ndsledne
Cisteny na kolone naplnenej oxidom hlinitym (alumina). Ana-
Iyt bol reextraktrahovany do dichlérmetdnu a precisteny na
koléne naplnenej Sephadexom LH-20. Takto pripravenu vzor-
ku Martinez a Shimoda analyzovali na silikagélovej platni K-6
Whatman mobilnou fazou dichlérmetan—-metanol (9:1). Po-
uzitim bioautografickej detekcie kmeniom Bacillus subtilis
dosiahli detekény limit 10 ng.g™' (ppb). V tom istom obdobi
popisal polsky autor Karkocha TLC stanovenie monenzinu
s vanilinovou detekciou v zivoc¢isnych vzorkach, v mise hydi-
ny1 ! vo vajciach12 av mlieku'®. Pouzitim dvojrozmernej eluc-
nej techniky, ked silikagélovi platiu vyvijal najprv zmesou
chloroform:etanol:benzén (36:1:4) a ndsledne etylacetdtom,
sa mu podarilo v tychto vzorkdch detegovat monenzin na
trovni 4-5 ng.g”". Simultdnna detekcia pritomnosti monezinu,
narazinu, salinomycinu a lasalocidu na TLC platni s nanese-
nym oxidom hlinitym (alumina) vo vzorkach premixov a kr-
miv je popisand v praci Owlesa'*. Bioautografickou detekciou
(Bacillus subtilis) sa mu podarilo 10 ndsobne zniZit detek¢ny
limit na hodnotu 3 ].Lg.g’1 (ppm), porovnanim s detekciou
pomocou vanilinového ¢inidla (30 ug.g’l). Japonski autori
Asukabe a spol. publikovali v roku 1987 velmi citlivé HPTLC
stanovenie derivdtov salinomycinu, monezinu a lasalocidu’,
Fluorescen¢ne aktivne pyrénacyl estery polyéterovych anti-
biotik pripravili pomocou 1-brémacetylpyrénu. Na separaciu
esterov autori pouZzili vysokoucinné silikagélové a reverzné
C18 fazy. Spolahlivost stanovenia zvysili pouZitim internych
Standardov, 18,19-dihydrosalinomycinu a 18,19-dihydro-20-
-ketosalinomycinu, ktoré boli synteticky pripravené zo salino-
mycinu. Fluorescen¢nd detekcia umoznila stanovenie antibio-
tik v rozsahu 2-14 ng, pricom hmotnostny detek¢ny limit
antibiotik bol len 100 pg. Okrem uvedenych detekcnych spo-
sobov navrhli Blomkvist a spol. pri TLC stanoveni monenzinu
off-line detekciu hmotnostnou spektrometriou'®. Po separécii
vzorky na silikagélovej TLC platni izolovali $kvrnu monenzi-
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nu a analyt vymyli do metanolu. Antibiotikum ionizovali
bombardovanim rychlymi atémami xenonu s energiou 6 keV,
pri¢om sa sledoval vznik i6nov pri m/e = 693 a 694. Monenzin
bol touto technikou stanoveny na trovni 10 ng.g™".

Také prednosti tenkovrstvovej chromatografie, ako su rych-
lost a dostupnost analyz, zabezpecili jej vyuZzivanie aj v sucas-
nosti, hlavne pri identifikdcii a monitorovani pritomnosti po-
lyéterovych antibiotik v krmivach'’™" a Zivo¢isnych tkani-
vach®. V roku 1998 Landgraf a Ross pouzili TLC metédu na
dokaz pritomnosti monenzinu vo vzorkdch krmiv urcenych
pre kone'”. Z metanolového extraktu krmiva monenzin reex-
trahovali do hexdnu, a reextrakt precistili na silikagélovej SPE
kolonke. Precistent vzorku analyzovali na silikagélovej TLC
platni, pouzitim etylacetdtu, dichlérmetdnu a amoniaku ako
mobilnej fazy (17:3:0,5). Monenzin detegovali chemicky benz-
aldehydovymi ¢inidlami. Autori boli navrhnutym postupom
schopni pozitivne dokdzat pritomnost monenzinu v krmivach
s minimdlnou koncentraciou 10 ug.g'l, pri¢om so stanovenim
neinterferovalo 36 inych antibiotik. Detekcny limit na tej-
to urovni prezentoval aj Gafner, ktory ale pritomnost sali-
nomycinu, narazinu a monenzinu v krmivach a v kfmnych
premixoch detegoval bioautograficky, pouzitim kmena Ba-
cillus subtilis'®. Vyuzitie TLC met6dy pri sledovani pri-
tomnosti rezidui salinomycinu, monenzinu a lasalocidu vo
vzorkach tkaniv hydiny popisali vo svojej praci VanderKop
a MacNeil™. Sledované antibiotikd extrahovali zo vzoriek
tkaniva do metanolu a na precistenie pouzili reextrakciu do
chloridu uhli¢itého. Reextrakty analyzovali na silikagélovej
platni s mobilnou fdzou etylacetdt:acetonitril (1:1). Antibio-
tikd detegovali bioautograficky kmenom Bacillus subtilis.
Uvedenym postupom sa im podarilo dokdzat pritomnost sa-
linomycinu a lasalocidu na drovni 1 ug.g’1 a monenzinu
045 ug.g .

Hlavné obmedzenie tenkovrstvovej chromatografie je pre-
dovSetkym v nizkej spolahlivosti pri kvantifikdcii analytov.
Preto sa v pripade potreby presnej kvantifikdcie pouzivaju
spolahlivejSie metddy (napr. kolénova kvapalinovd chroma-
tografia).

5. Vysokoudinna kvapalinova chromatografia
(HPLC)

Technika HPLC patri v sic¢asnosti medzi najrozsirenejsie
metddy pouZzivané na potvrdenie pritomnosti a kvantitativne
stanovenie polyéterovych antibiotik v komplexnych matri-
ciach. Separdcia sa vic¢Sinou robi na analytickych kolénach
naplnenych silikagélom s chemicky viazanou nepolarnou ok-
tylovou (C8) alebo oktadecylovou skupinou (C18). Vzhladom
na lipofilny charakter PA sa pri analyzach pouZzivaji mobilné
fazy s vysokym obsahom organickej zlozky (>90 obj.% me-
tanol, acetonitril). Kedze vidcsina PA vo svojej Struktiire neob-
sahuje vyrazné chromofdry ani elektrochemicky i fluorescen-
¢ne aktivne skupiny (okrem lasalocidu), na zvySenie citlivosti
detekcie sa pouzivaju pred- alebo pokolénové derivatizacné
reakcie. Cielom vyuzitia tychto reakcif je priprava derivitu
s vys$Sou odozvou v UV alebo VIS oblasti, resp. derivdtu
s fluorescenéne aktivnou skupinou. Dal§im rie$enim je on-li-
ne spojenie kvapalinovej chromatografie s hmotnostnou spek-
trometriou (LC-MS). V niektorych typoch vzoriek bola od-
skusand aj priama detekcia antibiotik refraktometricky alebo
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spektrofotometricky v UV oblasti pri nizkych vinovych diz-
kach (nespecifickd detekcia pri 200-220 nm). Refraktome-
trickd (RI) detekciu pouzili pri stanoveni salinomycinu HPLC
vo vzorkdch krmiv a biomasy Dimenna a spol.?' Acetoni-
trilové extrakty vzoriek analyzovali na analytickej koldne
s reverznou fazou C8. Ako mobilnu fdzu pouzili zmes aceto-
nitrilu a vody okyslenej kyselinou fosforecnou (85:15). Ana-
lyzované vzorky obsahovali salinomycin na koncentracnej
tirovni ridovo g.kg™". V roku 1993 porovnavali Beran a Zima
priamu UV detekciu pri 210 nm s RI detekciou pri stanoven{
monenzinu HPLC v produkénych fermenta¢nych pddach kul-
tiry Streptomyces cinnamonensis®. Na separdciu pouzili ko-
16nu s reverznou fazou C18, analyty eluovali 88% metanolom.
Priama UV detekcia sa za pouzitych podmienok ukdzala mdlo
vhodnd, kvantitativne stanovenie rusilo mnozstvo interferuju-
cich zloziek, ktoré mali absorbciu v sledovanej oblasti. Na
druhej strane tieto latky mali nizku odozvu pri detekcii RI, ¢o
umoznilo kvantitativne stanovenie monenzinu A a monenzinu
B. Koncentrdacia monenzinu v stanovovanych vzorkdch sa
takisto pohybovala na trovni gkg™', pricom detekény limit
met6dy bol 1 ug.ml™.

Hoci uvedené typy detekcie nenasli v stcasnosti SirSie
uplatnenie, predovsetkym kvoli ich neSpecificite a malej cit-
livosti, predstavuji jednoduchu alternativu derivatiza¢nych
metdd, predovsetkym pri analyzovani vzoriek s vys$§im obsa-
hom PA.

5.1. HPLC s pokoldénovou
derivatizdciou

Pokolénova derivatizdcia umoziiuje zvySsenie citlivosti a Spe-
cifickosti detekcie analytov po ich separdcii na analytickej
kolone. Oproti beznej HPLC inStrumentécii si tdto techni-
ka naviac vyzaduje samostatnd pumpu pre detekcné cinidlo,
zmieSavaciu komoru a temperovanu reaként celu (obr. 3).

Pouzitie pokolonovej derivatizédcie pri stanoveni salinomy-
cinu HPLC v krmivdch navrhli v roku 1984 Goras a Lacour-
se”. Analyty separovali na silikagélovej koléne s pouzitim
zmesi etylacetdtu, izooktdnu, kyseliny octovej a trietylaminu
(75:25:0,4:0,2) ako mobilnej fazy. Pokolénové derivatizac¢né
¢inidlo pozostdvalo z etanolového vanilinového roztoku s pri-
davkom kyseliny sirovej. V prezentovanej praci je velky prie-
stor venovany optimalizécii pokolénovej detekcie z hladiska
pomeru prietoku mobilnej fazy a vanilinového reagentu ako
aj z hladiska teploty reak¢nej cely. Je preukdzané, Ze so
zvySujuicim sa prietokom reakéného ¢inidla odozva salinomy-
cinu stipala, aZ dosiahla maximum pri pomere prietokov
mobilnej fizy a reakéného ¢inidla 2:1. Dal§im zvySovanim
prietoku odozva klesala. Tento jav je pripisany nepriaznivym
pomerom koncentrécif ¢inidla a analytu pri nizsich prietokoch
a skratenim pobytu reagentov v reakcnej cele, a tym aj casu
potrebného na ukoncenie reakcie pri vys$sich prietokoch. Po-
dobnad zavislost bola popisand aj pri sledovani vplyvu teploty
reak¢nej cely, ked maximdlna odozva salinomycinu bola pri
95 °C . Pri nizsich teplotdch bola farebnd reakcia nedokonald
a pri vys$Sich dochddzalo k rozkladu farebného produktu a tiez
k splyneniu reak¢nej zmesi. Autori za uvedenych podmienok
dokdzali za 15 mindt separovaf salinomycin od pribuznych
latok 20-deoxysalinomycinu a 20-oxosalinomycinu a monen-
zinu pri limite detekcie 10 ug.g™" .

Na tito pracu nadviazali o rok neskor Blanchflower a sp01.24,

Referdty
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Obr. 3. Schéma HPLC pristroja s detekciou pokolénovou deriva-
tizaciou

ktori vo svojej préci vyuZzili pokolénovu detekciu pri HPLC
stanoveni monenzinu, narazinu a salinomycinu vo vzorkdch
krmiv. Na rozdiel od predchddzajicich autorov Blanchflower
a spol. pouZili na separdciu analytov kolénu s reverznou fazou
C18 a ako mobilni fdzu pouzili zmes metanolu, vody a kyse-
liny octovej (94:5,9:0,1). Sledované antibiotika detegovali pri
520 nm. Pokol6nova reakcia prebiehala pri 70 °C pocas 2 mi-
nit, trvanie reakcie ale vzhladom na rozmyvanie pikov v dlhej
pokolénovej reakénej cele neskor znizilina 1,1 mintty. Vyssiu
citlivost stanovenia autori dosiahli zvySenim koncentricie
vanilinu na 100 g.I"" oproti 30 g.I"" pouzitym Gorasom a La-
coursom. Vyssiu citlivost dosiahli aj pouzitim vys$Sej koncen-
tracie kyseliny sirovej v detek¢nom c¢inidle; na druhej strane
tato koncentrécia (40 ml koncentrovanej H,SO, na liter) rapid-
ne znizila stabilitu reakéného ¢inidla, preto sa autori vratili
k povodnej koncentrécii 20 mL1"". Okrem optimalizacie de-
tekénych podmienok sa Blanchflower a spol. zamerali na
optimalizovanie podmienok pripravy vzorky (extrakcia PA zo
vzoriek krmiv). Antibiotikd boli v analyzovanych krmivach
pritomné v koncentracidch 50-100 ug.g™'. Na ich extrakciu
autori odskusali nasledovné organické rozpustadld: metanol,
acetonitril, etanol, propanol, acetén a zmesi metanolu s vodou
(50-90 % v/v). Najlepsie vysledky dosiahli pouZitim cistého
a 90% roztoku metanolu, ked sa vytazky extrakcie uvedenych
analytov pohybovali v rozmedzi 98—100 %, resp. 96-100 %.
Ako autori uvddzajui, danou metédou dosahovali spolahli-
vé vysledky stanovenia PA v koncentra¢nom rozsahu 0,5—
125 ug.g™".

Technika HPLC na reverznych fazach s pokolénovou
derivatizaciou vanilinovym reagentom sa stala v 90. rokoch
20. storocia jednou z najpouzivanejSich metéd na stanove-
nie veterindrne pouzivanych PA vo vzorkich 1;produk(:nYCh
fermentacnych pod> ", krmiv a premixov>***!, V pricach
z tohto obdobia su vicsinou uvedené optimalizacie separac-
nych podmienok a podmienok pokolénovej reakcie z hladiska
aplikdcie metddy na stanovované latky a druh vzorky. Pod-
mienky pouzité pri analyze PA v jednotlivych publikovanych
pracach su zhrnuté v tabulke II.

Metéda HPLC s pokolénovou derivatizdciou s vanilinom
bola v roku 1997 na zdklade spolo¢nej prace desiatich labora-
torif akceptovand ako oficidlna metéda AOAC na stanovenie
monenzinu v krmivach a premixoch kimnych zmesi*%. Pod-



Referaty

Chem. Listy 97, 146 — 154 (2003)

pAyep[ezuaq(ourwe[1ouip)- — VEVINQ , ‘BIZ[P PAOU[A ‘B[20 PuReal ‘ejoda)  ‘uizereu — YVN ‘uyzusuour — NO ‘upoAwourfes - Tys ,

wu g6 AMn3 | _urepd ¢ FOSTH-W §L°0 VS
“uapys w 0L—0f uideu ‘ofouedU A wnl 6 ‘81D [_urwe i O 1916 VN
8¢ ‘wu [T ¢ D, SL SVAVINA-W 60 uoredog ‘wod [0XSS ‘BA0IO0 Y 9 ‘) [OUBIOUL - - ‘NOW
IS 4dS
TEE._E L0 81D SURIQULIONYDIP (BIOYRIIXIT
wu ()ZS QrourlowW A YQSTH %77 A wr ¢ ‘L edepuogn L L L0 ‘1:09:0t6 J[nAzenpn uru g
LE ww [xXuw ¢ D, 06 AT_E.wE 0€) uIIueA ‘o (¢ OX0E YOJEH BPOA:[OUR)OW J[ouejow 9,Gg ‘BIONRIXD OATURY) NOIW
wu (g6 AR1ns U €0 (U ¢0 AVN
‘uapys wi 7 yideu (A/A[M) GTTIGTS'6 wrl ¢ ‘¢-SA0 9:96 ‘(0% Hd) Auuoure IS 4dS fuIw ¢ X1 ‘116 “IVS
¢ ww 9 px0GT - D, 001 ‘[ouelour:rQSTH UI[IURA [Is)19U] ‘WO 7E0XST UBJO0 I [(°Q:[OUBIOW  JRI9JR[A1Q:UBIOOZI (BIOYRIX OAIURY) ‘NOIW
U £°0 IS 4dS
wu oS (A/AIM) C6'TE wi G ‘€-Sa0 (U L0 *1:09:096 “URIQULIO[YDIP [BIOYRNXIDL OATUEY])
S¢ ww [gxXw 19 £ D), 86 ‘[ourjoU:FQSTH UI[TURA [IsnIRd ‘WO 94 ()XST ‘BAO1O0 "Y:BPOA:[OULIOUL {BPOA[OURIOW (RIOYRI)XD ‘oI NOIN
LU 0l AVN
“(A/6/8) 061°0T°C U ¢0 g X6 “IVS
6C wu 06 qu ST £ D, S6 ‘[ouelour:FQSTH:UI[TUBRA (dH) 81D ‘Wd 9%°0%9 {116 BAOIOO Y 9,6 [ouRIOW )B100B[A19:URXAY BIOYRIX OATULDY ‘NOIW
(epojowr U L0
JVOV) wu 0ge (A/AIM) C6:TE wil ¢ ‘¢-SA0 U L0 *1:09:096 Y[ X
8T quz i), 86 ‘[ourjoU:FQSTH UI[TURA [1snred ‘wd 94 0XST ‘BAO1O0 "Y:BPOA:JOURIOUL ‘CPOA:[OURIOUI (RIONRI)XD OATULDY NOIN
L
wu )z (A/A/M) 00T€5€ w ¢ ‘sqo durey) (URUTWEGU] LT epod
Q7 W gzioXw gOc D, 0Z1 ‘[ourjoU:FQSTH UI[IUBA QNI SISAY ‘W GHOXS ‘ourour:(0‘c Hd) Y*OdCHYHN [ouR)OW :BIOMRNXD  PUQRIUIULIDJ NOIN
U L0 TvSs
wu Ogs (A/A/M) 86:T01 wri ¢ ‘e-SAo (U £°0 *1:65:076 VN
14 W GoXw 9/ LD, 0L ‘JouroUYQSTH UI[TUBA [1snred ‘wo 94 0XSg ‘BA0OJO0 "Y:BPOA:[OURJOW U | "XIW ‘oUW BIOYRNX OATULLY ‘NOW
(U LT0 (U ¥$0
wu Les ‘(A/A78) 067:01:ST TH0ST06L ‘WweA1aLn
€T ww GZIOXW L 1D, S6 ‘[our)a:FQSTH UI[IUBA IS XeqIoZ ‘Wd 94°0XST {BAOJOO Y:UBPIOOZI:IB)AIR[A)0 [ 7 "XIW ‘Upxay :eIoyenxo OATULDY VS
U ¥'0
wuzes (A/A/M) S16:S GG w ¢ “‘81-d 001 - 60 *T'8€:096 $ 8XT U[AOIYIW ‘iG]
¢ fww GFoxw O] £ D, 68 [OUBRWIFQSTHL VAVING  1oydsoIyory ‘wd 40Xy Hg ‘BAOIOO YBPOA:[LNIUOJAOE  ‘[0-g-uedoid:joue)o eroyenXxo OATULLY VS
yoyoud
N n_\Ecw_E@om ‘O[pIUIY 9A0UO[OYO] BUOOY BYONA[RUY yojoud ‘uonyg Ay10ZA eARIdLI BOLIRIA] HAreuy

NOIORZNEALIOP noAouo[oyod s ynoiquue yokao1dioA[od juorouels ) TdH YoAIORoIU AUarwpo]

I eynqer,

150



Chem. Listy 97, 146 — 154 (2003)

mienky metédy AOAC pre stanovenie PA boli aplikované
Rodewaldom a spol. aj pri stanoveni narazinu v krmivach
a taktieZ aj pri stanoveni monenzinu v kuracich tkanivach®.
V tomto pripade bol zvoleny iny postup pripravy vzorky, ked
metanolovy extrakt tkaniva bol eSte precisteny reextrakciou
do tetrachlérmetdnu s jeho ndslednym precistenim na silika-
gélovej SPE kolonke pred analyzou HPLC.

Okrem stanovenia PA vo fermenta¢nych pddach a medi-
kovanych krmivach nasla metéda HPLC s pokolénovou deri-
vatizaciou™ ¥ svoje uplatnenie aj pri stanovovani reziduii PA
v zivo¢iSnych produktoch. Vzhladom na nizku koncentraciu
stanovovaného analytu v tychto vzorkdch je velmi dolezitym
krokom uprava vzorky, ktord zahfiia zakoncentrovanie analy-
tu a odstranenie moznych interferujicich zloziek. Pre tento
ucel sa pouziva viacndsobnd kvapalinova extrakcia do rozpus-
tadiel s roznou polaritou®*, zakoncentrovanie a predistenie
extraktov na SPE kolénkach® 6, alebo kombindcia oboch tychto
technik®**>*7 Gerhard a spol. prezentovali aplikdciu metédy
HPLC na sledovanie reziduii monenzinu, salinomycimu, na-
razinu a lasalocidu v Zivo¢iSnych tkanivach?®. Separdciu anti-
biotik robili na koléne s reverznou fiazou C18, ako mobilnui
fdzu pouzili zmes metanolu a 0,01 M octanu aménneho (94:6).
Na detekciu antibiotik aplikovali dudlny detekény systém, ked
lasalocid detegovali priamo fluorescencnym detektorom (ex-
citdcia pri 300 nm, emisia pri 420 nm) a zvys$né antibiotika
detegovali pokolénovou derivatizaciou s vanilinom. Priprava
vzorky spocivala v extrakcii analytov do zmesi izooktdn—etyl-
acetdt a precisteni extraktu na silikagélovych SPE kolénkach.
Uvedenym spdsobom sa im v priebehu 16 min. podarilo
detegovat lasalocid, salinomycin a narazin na trovni 5 ng.g™"
a monenzin 2 ng.g .

Okrem vanilinu boli pre pokolénovi derivatizacnu reakciu
testované aj iné benzaldehydové &inidl. Fejglov a spol.*® po-
rovndvali pri stanoveni monenzinu, narazinu a salinomycinu
nasledovné detek¢né c¢inidld: vanilin, 4-dimetylaminobenz-
aldehyd, 3,4-dimetoxybenzaldehyd a salicylaldehyd. Z tychto
4-dimetylaminobenzaldehyd v porovnani s vanilinom posky-
toval citlivejSiu reakciu so salinomycinom a narazinom. Prak-
tické vyuZzitie 4-dimetylaminobenzaldehydu pri stanoveni sa-
linomycinu v kimnych zmesiach® a v kuracom mise a vajciach
popisali Akhtar a spol.** Na extrakciu antibiotika pouzili mi-
krovlnovu extrakénu jednotku, ¢im sa im podarilo vyrazne
znizif potrebny Cas extrakcie (2x8 sekind), v porovnani s kla-
sickymi sposobmi (0,5-1 hod).

5.2. HPLC s predkolénovou
derivatizdciou

Daliim moZnym spdsobom zvy3enia citlivosti detekcie
PA je priprava vhodnych derivdtov pred samotnou separdciou.
V pripade polyéterovych antibiotik bolo odskusanych viacero
reakcif na ziskanie derivdtov aktivnych v UV oblasti, ako aj
fluorescencne aktivnych derivatov.

V roku 1986 Dimmena a spol. navrhli detekciu salinomy-
cinu po oxiddcii hydroxylovej skupiny na tetrahydropyrano-
vom kruhu na ketoskupinu, ktord v konjugdcii so susednou
nenasytenou vidzbou ddva silnu absorbciu Ziarenia pri 225 nm
(cit. ). Ako oxidagné ¢inidlo pouzili dvojchroman pyridinia.
Latky, ktoré pri stanoveni interferovali, odstrdnili pouzitim
techniky prepdjania kolon (column-switching), samotnu sepa-
rdciu robili na koléne s reverznou fdzou. Ako mobilnu fazu
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pouzili zmes acetonitrilu, tetrahydrofurdnu, vody a kyseliny
fosforecnej (900:40:60:0,1). Dosiahnuté medze stanovenia
salinomycinu vo vzorkdch tkaniv boli na drovni 100 ng.g'l.
Metdéda bola neskor aplikovand aj na stanovenie salinomycinu
vo vzorkdch Tudskej plazmy40. V polovici 90. rokov popisal
Mathur* HPLC stanovenie salinomycinu v krmivich. Na
zvySenie citlivosti detekcie vyuzil reakciu 2,4-dinitrofenylhy-
drazinu s volnou karbonylovou skupinou salinomycinu v pro-
stredi kyseliny chlérovodikovej*!. Produktom reakcie bol fa-
rebny hydrazén salinomycinu s absobénym maximom pri
419 nm, ktory bol separovany od ¢inidla na kol6ne s reverznou
fazou C18. Modifikovany postup bol pouzity aj na stanovenie
salinomycinu, narazinu a monenzinu v krmivach*.

Stanovenie velmi nizkych koncentrécii (ng.g™") polyétero-
vych antibiotik umoznuje pouZzitie fluorescencnej detekcie.
V druhej polovici 80. rokov boli publikované préce, ktoré
popisovali HPLC stanovenie fluorescencne aktivnych derivé-
tov PA pripravenych pomocou 9-antryldiazometdnu** ¢, Me-
téda bola pouzitd na stanovenie samotného monenzfnu4446,
alebo zmesi monenzinu, salinomycinu, narazinu a lasolocidu
v Zivogisnych vzorkach®. V praci Martinéza a Shimodu je
popisand priprava derivdtu lasalocidu priamou esterifikdciou
s 9-antryldiazometdnom a priprava derivatu monenzinu, sali-
nomycinu a narazinu, ktoré najprv acylovali anhydridom ky-
seliny octovej a az potom esterifikovali 9-antryldiazometa-
nom™. Derivity boli ndsledne precistené na silikagélovej ko-
16ne, separované na analytickej koldne s reverznou fazou C8
a detegované pri 418 nm (exitdcia pri 365 nm). Stanovované
koncentrdcie uvedenych analytov vo vzorkach tkaniv sa pohy-
bovali na tirovni 0,15 pg.g”".

Zaciatkom 90. rokov bolo popisané japonskymi autormi
Asukabe a spol.47 a Miyakawa a spol.48 pouZitie 1-(brémace-
tyl)pyrénu pri priprave fluorescencne aktivnych derivdtov po-
lyéterovych antibiotik. Pripravené pyrénacyl estery salinomy-
cinu a monenzinu boli po precisteni na SPE koldnke (Florisil)
analyzované na analytickej koléne s reverznou fdzou C18 za
pouzitia 94 obj.% metanolu ako mobilnej fazy. Derivdty dete-
govali pri 450 nm (excitdcia pri 360 nm). Dosiahnuty limit
detekcie salinomycinu a monenzinu vo vzorkdch kuracieho
misa*® bol len 0,05 pg.g™".

Medzi hlavné nedostatky predkolénovej derivatizacie pat-
ri hlavne pracnost a Cas spojeny s pripravou a Cistenim de-
rivatov, ako aj moznost nereprodukovatelnosti derivatizdcie
stopovych koncentrécif analytov. MoZnou alternativou stano-
venia nizkych koncentracii bez potreby derivatizdcie je spoje-
nie kvapalinovej chromatografie s hmotnostnou detekciou.

5.3. HPLC s hmotnostnou detekciou

Spojenie kvapalinovej chromatografie s hmotnostnou de-
tekciou on-line spésobom sa v poslednych desiatich rokoch
stalo §iroko pouZzivanou technikou na identifikdciu a stanove-
nie roznych antibiotik*’. Tento rozvoj bol umozneny vyvojom
pomerne jednoduchych a robustnych LC-MS rozhran{ (inter-
face) zalozenych na ionizdcii analytu pri atmosferickom tlaku,
ktoré umoziuju aplikovanie LC-MS techniky v réznych ana-
lytickych oblastiach.

Svoje uplatnenie nasla tdto technika aj pri sledovani sto-
povych koncentrécii polyéterovych antibiotik v zivocisnych
produktoch®® ' a v krmivach®®>* Medzi prvé prace popisuji-
ce vyuzitie LC-MS pri identifikdcii monenzinu, salinomycinu,
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narazinu® a lasalocidu®' v svalovine, pe¢eni a vajciach doma-
cej hydiny patria publikdcie Blanchflowera a Kennedyho z ro-
ku 1996, resp. 1995. V préci z roku 1996 sa popisuje pripra-
va vzorky extrakciou analyzovanych latok do zmesi meta-
nol-voda (13:2) pomocou ultrazvuku. Po precisteni analytov
reextrakciou do zmesi hexdn—toluén (2:1) boli tieto separova-
né na koléne s reverznou fdzou s pouZitim mobilnej fazy
pozostdvajucej z acetonitrilu, metanolu, tetrahydrofurdnu, ky-
seliny trifluoroctovej a vody (67:10:10:0,1:13). Na monitoro-
vanie a kvantifikdciu antibiotik autori pouzili ich [M+ Na]
iony, pripravené technikou elektrosprejovej ionizacie. Autori
popisuju linedrnu zdvislost stanovenia sledovanych antibiotik
v oblasti 4-160 ng.g™', s detekénym limitom 0,5-1 ng.g™".
O dva roky neskor navrhli Volmer a Lock rychle stanovenie
(~4 min) salinomycinu, lasalocidu, monenzinu A, monenzinu
B anarazinu A anarazinu I na kréitkej koldne s reverznou fazou
(ODS 3 um, 50x4 mm) (cit.52). Na kompletnu separdciu vset-
kych zloziek pouzili terndrny gradient pozostdvajici z okys-
lenej vody (3% kyselina mravcia), acetonitrilu a metanolu.
Polyéterové antibiotikd vo forme sodnych komplexov frag-
mentovali elektrosprejovou ionizdciou, pricom pouZzitim niz-
koenergetickej kolizne-indukovanej disocidcie (CID) ziskali
VACST pocet diagnostickych idnov. Vyssiu Specificitu detek-
cie sa im podarilo dosiahnuf pouzitim tandemovej MS/MS
techniky. Moznosti navrhnutej metédy autori demonstrovali
pri stanoveni salinomycinu vo vzorkdch potravy pre macky.
K vzorke pridali koncentraciu salinomycinu 1 pug.g”’, na ex-
trakciu analytu aplikovali postup podla Akhtara a Croteaua
(mikrovlnovd extrakcia)® a pouzitim tandemovej MS detek-
cie dokazali selektivne stanovif aj tieto nizke koncentricie.
Harris a spol. separovali salinomycin, monenzin, narazin a la-
salocid na koldne s reverznou fazou za cca 18 mintt, ked ako
mobilnt fazu pouzili zmes acetonitrilu, 20 mM octanu ammaon-
neho a metanolu (3:1:1) (cit.53). Pri elektrosprejovej kvadru-
polovej MS detekcii analytov pouzili techniku koénicko na-
pitovo-riadenej fragmentdcie, ¢im tiez vytvorili viacero dia-
gnostickych iénov, ktoré umoznili spolahlivejsiu identifikaciu
antibiotik.

Z prezentovanych vysledkov vyplyva, Ze spojenie kvapa-
linovej chromatografie s hmotnostnou detekciou je vhodné na
sledovanie rezidui polyéterovych antibiotik vo vzorkach zZivo-
¢iSnych produktov a krmiv. Na rozdiel od fluorescen¢nych
metdd, ktoré sa na tento ucel taktiez pouZzivajd, priprava
vzoriek pre hmotnostni detekciu je jednoduchd, nevyzaduje
si derivatizdciu a ndrocné Cistiace kroky. Vyhodou hmotnost-
nej detekcie je aj vyssia Specifickost, ktord umoziuje identi-
fikdciu a potvrdenie pritomnosti antibiotika vo vzorke na
zdklade jeho hmotnostného spektra.

6. Imunochemické metody — ELISA

ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) patri medzi
imunochemické metddy, ktoré su zaloZené na selektivnej,
revezibilnej a nekovalentnej vidzbe medzi antigénom a proti-
latkou. V imunochemickych metdédach sa striedaji dva za-
kladné pristupy. Kompetitivny pristup vyuZiva sifaz nezna-
mého mnozstva antigénu (napr. polyéterového antibiotika) so
zndmym mnozstvom antigénu znaceného enzymom o vizob-
né miesta na protildatke viazanej v jamkdch mikrotitracnych
platniéiekSS. Nekompetitivny (tzv. sendvi¢ovy) pristup vyuzi-

152

Referaty

va vizbu stanovovaného antigénu na dve protildtky, z ktorych
jedna je viazand na pevnom nosici (napr. stena mikrotitracnej
platni¢ky), a druhd prolitdtka znacend enzymom je naviazand
na antigén®> % Poslednym krokom v oboch pripadoch je na-
viazanie substrétu, ktory sposobi meratelnd zmenu vlastnosti
reakéného systému, napriklad zmenu absorbancie, chemilu-
miniscencie ¢i fluorescencie.

Price zaoberajuce sa Stidiom pouzitia metdd pri stanoveni
polyéterovych antibiotik boli vicSinou publikované v druhej
polovici devifdesiatych rokov, no prvé prace sa objavili uz
koncom 80. rokov. Autori v publikdcidch z tohto obdobia po-
pisuju stanovenie monenziny>>>-61:63-64, salinomycfnu“’5 38
a lasalocidu® v biologickych vzorkdch, vyuZivajiic v prevaz-
nej miere nekompetitivny, sendvicovy typ analyzy. Popisuje
sa taktiez priprava polyklondlnych a monoklondlnych protild-
tok, ich znacenie enzymami, z ktorych najcastejSie sa vysky-
tuje chrenova peroxida’lza“'”#)‘63 a v mensej miere alkalickd
fosfatdaza®. Enzymaticka aktivita sa stanovuje viacerymi spo-
sobmi, z ktorych sa popisuju spektrofotometrické™ 7-60,63,65
fluorescencné™®®? a chemiluminiscenéné metody61. Priprava
vzorky v metédach ELISA spociva v jej homogenizdcii v bio-
logickych pufroch (napr. TRIS), priCom sa supernatant priamo
analyzuje. Typickymi analyzovanymi matricami st tkaniva
hydiny a dobytka, krvnd plazma a mlieko.

Koncentrdcie PA stanovované vo vzorkdach sa bezne po-
hybuji na drovniach pg.g™ a7 ng.g™". Elissalde a spol.”® vy-
pracovali metédu ELISA, pri ktorej extrahovali salinomycin
zo vzoriek pecene z hydiny do tlmivého roztoku TRIS (pH
7,2), k extraktu pridali pripravenu protilatku a po hodinovej
inkubdcii reak¢nu platnicku premyli antisérom znacenym per-
oxidazou. Po hodinovej inkubdcii platiiu premyli 0,5% rozto-
kom tenzidu Tween 20 a enzymovu aktivitu stanovovali spek-
trofotometricky pomocou 2,2’-azinobis(3-etylbenztiazolin-6-
-sulfénovou kyselinou). Stanovenie bolo citlivé na pritomny
salinomycin v koncentracii 1,25-5 ng.g”' s navratnostou 87 %.
Okrem salinomycinu bola pripravend monoklondlna protildt-
ka citlivd aj pre narazin o koncentracii 0,34-1,17 ng/jamku.
Iny typ pripravy vzorky pouzili Crooks a spol.”’, ked monen-
zin vo vzorkdch pecene hydiny extrahovali do acetonitrilu,
extrakt zmieSali s 0,2 M-NaOH, a tento reextrahovali do zmesi
hexdn—dietyléter (1:1). Po odpareni organickej zlozky vzorku
na analyzu pripravili rozpustenim v zmesi etanolu a 100 mMm
octanu sodného (2:18). Stanovenie prebiehalo v mikroplat-
nickdch, ktoré mali na steny naviazand protilatku. Na platnic-
ky sa pridala stanovovand vzorka a monenzin znaCeny chre-
novou peroxiddzou a zmes sa inkubovala 90 min pri 37 °C.
Enzymaticka aktivita peroxiddzy sa stanovovala spektrofo-
tometricky pomocou tetrametylbenzidinu. Pri stanoveni autori
popisuju linedrnu kalibra¢ni krivku v rozmedzi 1-50 ng.g ™",
s limitom detekcie 2,91 ng.g™". Crooks a spol.”® vyuzili met6-
du ELISA pri stanoveni rezidui monenzinu v krvnej plaz-
me dobytka; na stanovenie enzymatickej aktivity vyuzili fluo-
rescenciu, dosiahnuty limit detekcie a kvantifikdcie bol 14
a26 ng.ml’l. Sirsie pouzitie stanovenia polyéterovych anti-
biotik metédou ELISA umoZnilo uvedenie komerc¢nej stipra-
vy urcenej na sledovanie pritomnosti salinomycinu v krmi-
véch a tkanivach® na trh v roku 1996 spolo¢nostou ARS &
Neogen Corp. Kedze metédy ELISA patria medzi najcitlivej-
Sie met6dy stanovenia PA, ich hlavné uplatnenie je pri stano-
veni stopovych koncentracii PA v biologickych a krmovinar-
skych matriciach.
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7. Zaver

Vzhladom na stdpajici trend pouzivania PA vo veteri-
ndrnej medicine vznikla potreba ich sledovania v mediko-
vanych krmivdch a vo vzorkach biologickych produktov. Ten-
to ciel je mozné dosiahnuf viacerymi analytickymi postupmi,
ktoré mozu byt zalozené na rozdielnych principoch, z kto-
rych najvyznamnejsie su stanovenia mikrobiologické, spek-
trofotometrické, imunochemické alebo separa¢né. Mikrobio-
logické stanovenia su stdle pouZivané pri urceni tcinnosti
antibiotika, ale postupom ¢asu su nahrddzané casovo menej
narocnymi metddami. Techniky TLC a ELISA su vhodné pre-
dovsetkym na ucely zistenia pritomnosti a identifikdcie PA.
Technika kvapalinovej chromatografie sa presadila ako met6-
da pre potvrdenie pritomnosti analytu (confirmation) a v spo-
jeni s pokolénovou derivatizdciou benzaldehydovymi ¢inidla-
mi sa v sucasnosti stala najpouzivanejSou metédou pri ana-
lyzach krmiv, premixov a biologickych produktov. Takisto
rozvoj techniky LC-MS v poslednych rokoch umoznil jej
SirSie 1pouiitie pri identifikdcii a kvantifikdcii PA na drovniach
ng.g .
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M. Blazsek (Research and Development Section, Biotika
Co., Slovenskd Lupca, 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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