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Uvod

Mezi ionoforové polyetherové monokarboxylové
kyseliny' patfi monensin, salinomycin, narasin, lasalocid,
semduramicin a maduramicin. VSechny se pouzivaji jako
stimulatory ristu nebo antikokcidika ve vykrmu hospodai-
skych zvifat, pficemz nejvétsi vyznam maji v soucasné
dobé¢ prvni tfi jmenované. Monensin (obr. 1a) a jeho jed-
notlivé majoritni slozky v antibiotickém komplexu byly
izolovany ze Streptomyces cinnamonensis. Mikrobiologic-
ka aktivita monensinu B a C byla stanovena vzhledem ke
slozce monensinu A, které byla pritazena aktivita 1000 pg
monensinu na mg slozky A. Salinomycin (obr. 1b) a jeho
derivat narasin (obr. 1b), jehoz Ctyfi majoritni slozky (A,
B, D, I) v antibiotickém komplexu byly izolovény ze
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Streptomyces aureofacies, se pouzivaji jako stimulatory
ristu ve vykrmu prasat resp. jako chemoterapeutika ve
vykrmu kufat, kufic a krit. Jejich antibiotické aktivity byly
jiz popsany”.

Ke stanoveni téchto antibiotik se pouzivaji zejména
mikrobiologické metody, které vSak nejsou dostatecné
selektivni a specifické. Stanoveni se mize provadét difuz-
ni nebo turbidimetrickou metodou. Kline a spol. popsali
metodu stanoveni monensinu v premixech a krmnych smé-
sich®, kterd se pouZiva jako oficialni metoda stanoveni’.
Byly rovnéz popsany metody stanoveni polyetherovych
antibiotik v krmivech pomoci tenkovrstvé chromatografie.
K detekei se vyuziva predevsim bioautografie nebo barev-
na reakce s vanilinem. Semikvantitativni metoda stanoveni
monensinu v krmivech metodou TLC byla popsana v roce
1983 (cit.”). Pozdgji byla popsana soudasna detekce mo-
nensinu, narasinu, salinomycinu a lasalocidu ve vzorcich
krmiv a premixt na TLC desce s oxidem hlinitym®. Golab
a spol. publikovali spektrofotometrickou metodu stanoveni
monensinu’, kterd je alternativou k mikrobiologickym
metodam. Po extrakci monensinu methanolem se vyuziva
jeho Dbarevnd reakce s3% vanilinem (4-hydroxy-3-
-methoxybenzaldehyd) v prostiedi 0,5% kyseliny sirové za
vzniku intenzivné zbarvené¢ho produktu (Ay.x = 520 nm).
Barevnd reakce vanilinu s vy$8imi alkoholy je obecné zna-
ma jako Komarowského reakce®, jejiz mechanismus byl
popsan pozd&ji’. Pouziti postkolonové derivatizace pro
stanoveni salinomycinu HPLC v krmivech navrhli v roce
1984 Goras a Lacourse'’. Salinomycin se po extrakci he-
xanem analyzuje na normalni silikagelové fazi s pouzitim
mobilni fize o sloZeni ethylacetat — 2,2, 4-trimethylpentan
— kyselina octova — triethylamin (750:250:4:2). Jako post-
kolonové derivatizacni ¢inidlo byl pouzit vanilin
s pridavkem kyseliny sirové. Z této prace vychazeli také
Blanchflower a spol."", ktefi pouzili postkolonové derivati-
zace ke stanoveni monensinu, salinomycinu a narasinu
v krmivech. K separaci pouzili reverzni fazi C18 a jako
mobilni fazi smés methanol — voda — kyselina octova
(940:59:1). Technika na reverzni fazi se pak stala nejpou-

’,

Obr. 1. Strukturni vzorce monensinu (a) a salinomycinu a narasinu (b); monensin A (a, R'= CH,CH;, R* = H, R*= H); monensin B
(a, R'= CHj3, R*=H, R*=H); monensin C (a, R'= CH,CHs, R* = H, R*= CH3); salinomycin (b, R* = OH, R’ = CH;, R® = COOH,
R’= H); narasin A (b, R* = OH, R’ = CH;, R® = COOH, R’= CHj); narasin B (b, R* = O, R® = CH3, R® = COOH, R’= CHj); narasin D (b,
R*= OH, R’ = CH,CH3, R®* = COOH, R’= CHj3); narasin I (b, R* = OH, R’ = CH;, R® = COOCH3, R’= CH3)
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zivan€j$i metodou pro stanoveni polyetherovych antibiotik
v premixech a krmivech'>™. Metoda HPLC byla v roce
1997 akceptovana jako oficialni metoda AOAC
(Association of Official Analytical Chemists) pro stanove-
ni monensinu v krmivech'®. Pii stanoveni HPLC s predko-
lonovou derivatizaci se vyuzivaji reakce s 1-(bromacetyl)-
pyrenem'’, dansylchloridem' nebo 9-anthryldiazometha-
nem'’. Jinou moznosti detekce polyetherovych antibiotik
je spojeni HPLC s hmotnostni spektrometrii (LC-MS)*
nebo pouziti refraktometrické detekce (RD*.

K extrakei ionoforii ze vzorku se pouziva methanol'',
aceton’, methanol-voda (90:10)* nebo hexan-ethylacetat
(90:10)'"'?. Zadny ze ziskanych extrakti nebyl dale pie-
¢istovan a byl pouzit ptimo k analyze HPLC. Mez stanovi-
telnosti metod HPLC se pohybuje pro monensin od 0,25
do 0,5 mgkg™" a pro salinomycin a narasin 0,5-1,0 mg.kg™'
a vytéznost metody od 95 do 108 % (cit.'"), od 92,1 do
103, % (cit.'?) resp. od 97,5 do 103,3 % (cit.").

K postkolonové derivatizaci ionofort se vyuziva jako
derivatizacni Cinidlo 4-(dimethylamino)benzaldehyd s ab-
sorpénim maximem pii 583—-600 nm a vanilin s absorp-
¢nim maximem pii  520-522 nm. Reakce probihd
v prostiedi kyseliny sirové pii teploté 95 °C. Citlivost meto-
dy zavisi na nékolika faktorech jako je teplota reaktoru'®™'?,
pritok mobilni faze a derivatiza¢niho ¢inidla, doba zdrzeni
v reaktoru' """ rozméry reakéni kapilary, koncentrace
derivatizaéniho ¢inidla'"'? a vinova délka.

V predkladané praci je vénovana pozornost optimali-
zaci extrakce ionofort, pteciSténi a zakoncentrovéani ex-
traktu, HPLC stanoveni, postkolonové derivatizace i de-
tekce z hlediska vysoké robustnosti metody a jeji selektivi-
ty a sniZzeni meze stanovitelnosti. Ke snizeni meze stanovi-
telnosti jsme se pokusili nalézt i nové derivatizacni Cinidla.

Experimentalni ¢ast

Ptistroje a zatizeni

Extrakce vzorktl byla provedena na laboratorni tie-
pagce LT 2 (Laboratorni piistroje, Ceské republika). Pre-
Cisténi extraktu bylo provedeno na separacni jednotce Ba-
ker SPE 12G System (J. T. Baker, USA) na kolonkach
Sep-Pak Plus Cartridges Silica 500 mg (Waters, Milford,
USA). Zakoncentrovani a odstfedéni extraktu bylo prove-
deno na koncentratoru vzorki Termovap (Ecom, Ceska
republika) a na laboratorni odstfedivce Hermle Z 230 MR
(Hermle, Gosheim, SRN). VSechna méfeni se uskutecnila
na kapalinovém chromatografu, ktery se skladal
z vysokotlakého Cerpadla W515, autosampleru W717 Plus
Autosampler, spektrofotometrického detektoru W486 (vSe
Waters, Milford, USA) a datastanice PC Compaq. Deriva-
tizatni smycka RXN 1000 Coil Kit o celkovém vnitfnim
objemu 1000 ml byla umisténa do termostatu Column
Temperature Control System (vSe Waters, Milford, USA)
a byla zafazena mezi chromatografickou kolonu NovaPak
C18, 4 pm, 3,9 x 150 mm (Waters, Milford, USA) a de-
tektor pomoci sméSovaci komurky Mixer Cartridge 50 pl
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(Supelco, USA). K postkolonové derivatizaci byla pouzita
vysokotlakd pumpa W515 (Waters, Milford, USA).

Chemikalie

Methanol, dichlormethan, a octova kyselina (vSe Cis-
toty pro HPLC, J. T. Baker, USA), ethylacetat, hexan p.a.,
kyselina sirova 98% chemicky cist4 (Lachema Neratovice,
Ceska republika), ostatni chemikalie p.a. (Sigma-Aldrich,
USA).

Extrak¢ni smés byla pfipravena smisenim 200 ml
ethylacetatu a 800 ml hexanu. Promyvaci ¢inidlo pro pte-
Cisténi na kolonkach Sep-Pak Plus Silica bylo pfipraveno
smisenim 5 ml acetonu a 95 ml dichlormethanu. Elu¢ni
¢inidlo pro precisténi na kolonkach Sep-Pak Plus Silica
bylo pfipraveno smisenim 8 ml methanolu a 92 ml dichlor-
methanu. Mobilni fize byla pfipravena smisenim 75 ml
5% roztoku octové kyseliny a 925 ml methanolu. Redici
roztok byl pfipraven smisenim 100 ml deionizované vody
a 900 ml methanolu. Kalibra¢ni roztoky o koncentraci 1,0;
2,0; 4,0 a 10,0 mg.I"" byly piipraveny postupnym fedénim
smésného zakladniho roztoku monensinu (Eli Lilly, USA),
salinomycinu (Hoechst Roussel Vet, SRN) a narasinu (Eli
Lilly, USA) v methanolu o koncentraci 200 mg.I™" fedicim
roztokem. Derivatiza¢ni ¢inidlo bylo pfipraveno smisenim
100 ml methanolu a 15 ml konc. kyseliny sirové za chlaze-
ni, poté bylo v této smési rozpusténo 20,0 g 4-(dimethyl-
amino)benzaldehydu (DMBA) a objem byl doplnén
methanolem na 500 ml.

Vybér vzorku

Pro analyzy byly pouZity realné vzorky krmnych smé-
si odebranych v ramci statniho odborné¢ho dozoru, zakon
o krmivech §16 a §17 (cit.”?) a modelové vzorky krmiv
o slozeni: 45 % pSenice, 15 % jeCmen, 12 % sojovy extra-
hovany Srot, 8 % masokostni moucka, 5 % krevni Srot,
5 % ususky picnin, 5 % psSeni¢né klicky mackané, 4 %
vapenec a 1 % premix minerdlnich latek a vitamind

Tabulka I

Podminky HPLC analyzy

Parametr Hodnota

Kolona NovaPak C18, 4 um,

3,9 x 150 mm

Mobilni faze 5% octova kyselina-

methanol (75 : 925)

Priitok mobilni faze 0,6 ml.min~"'
Prittok derivatiza¢niho Ginidla 0,8 ml.min"
Objem derivatizacni smycky 1000 pl
Teplota derivatizaéni smycky 90+ 1 °C
Teplota kolony 38°C
Objem néstiiku 50 pl
Detektor UV 598 nm
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s pridavkem ionoford 1,0; 2,0 a 5,0 mg.kg_l.

Pracovni postup

VSechny vzorky se upravily homogenizaci a mletim
na Castice o velikosti 0,5 mm tak, aby se zabranilo prehtati
vzorku. 30 g zkuSebniho vzorku se extrahovalo 100 ml
extrakéni smési 30 min v 250 ml konické barice na labora-
torni tfepacce. Na kolonku Sep-Pak Plus Silica, kondicio-
novanou 5 ml extrakéni smési, se odméfilo 10,0 ml prefil-
trovaného extraktu. Kolonka se promyla tfikrat 3 ml pro-
myvaciho Cinidla a ionofory se eluovaly 8 ml elu¢niho
¢inidla do vialky na 10 ml. Eluat se odpafil pod proudem
dusiku k suchu pii teploté¢ 50 °C. Odparek se rozpustil
v 1,0 ml fediciho roztoku, promichal, vytemperoval na
laboratorni teplotu, odstfedil se 5 min pii 10 000 ot.min™
a davkoval se na chromatografickou kolonu. HPLC pod-
minky jsou uvedeny v tabulce 1.

Vysledky a diskuse

Optimalizace pfedbé&zné
na tuhé fazi

Keluci interferentli na tuhé fazi kolonek Sep-Pak
Plus Silica byl zvolen promyvaci systém dichlormethan-
aceton (95:5). Desorpce ionoforl byla sledovana na mode-
lovém roztoku ionofori v extrakénim roztoku pti koncent-
raci, ktera odpovidala 4 mg.kg™" ionofort ve finalnim kr-
mivu. Bylo zji$téno, Ze k desorpci ionoford postacuje 6 ml
elucniho ¢inidla, ale z diivodu dokonalé desorpce a pro-
ménlivosti matrice byl zvolen objem 8 ml.

seéparacce

Optimalizace mobilni faze
a teploty pfti HPLC

Mobilni faze byly optimalizovany tak, aby retenéni
faktor byl & > 1,0, rozliSeni jednotlivych slozek R;, > 1,5
(a soucasn¢ se rozdéloval monensin A a monensin B), pocet
teoretickych pater N > 5000 a asymetricky faktor £, < 1,3
(obr. 2). V mobilni fazi byl sledovan vliv koncentrace or-
ganického rozpoustédla na retencni faktor.

Vliv objemové frakce organického rozpoustédla ¢
v mobilni fazi na retencni faktory chromatografované latky
k lze popsat rovnici®:

(1)

kde k, je retencni faktor v Cisté vodé€ jako mobilni fazi,
ziskany extrapolaci experimentalnich tidaji a m je parame-
tr pfimo zavisly na sile organického rozpoustédla a povaze
solutu.

Rovnice (/) mé (v rozmezi ¢ = 0,85 az 0,925) tvar
pro monensin A: log k£ = 5,5612 — 6,0949¢ (r = — 0,9996);
pro salinomycin: log k = 6,3315 - 6,7663¢ (r =—0,9998);
pro narasin: log k = 6,9589 — 7,3301¢ (» = — 0,9997). Jako
optimalni mobilni faze byla zvolena mobilni faze o slozeni
5% octova kyselina-methanol (75 :925), kdy se rozdéli
vSechny sledované ionofory a doba analyzy je 8 min.

Retence solutu s rostouci teplotou klesd a log £ je
linearni funkei ptevracené hodnoty teploty 7. Tento zavér

logk =logk, —mg
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Obr. 2. Separace monensinu, salinomycinu a narasinu na
chromatografické koloné NovaPak C18; chromatografické
podminky jsou uvedeny v tabulce I. 1 — monensin B, 2 — mo-
nensin A, 3 — salinomycin, 4 — narasin. Rozliseni Ry, = 2,23; R, 3
= 2,83, R3,4 = 2,50

odpovida obecnému tvaru van’t Hoffovych zavislosti pro
chromatograficky proces*":

o o
lnk:—AH +£+lnﬁ:A+£ @
RT Vs T

kde AH°, AS® jsou standardni entalpie a standardni entropie
solutu v daném chromatografickém systému, Vs a Vy je
objem stacionarni resp. mobilni faze, R je plynova konstanta
a A,B jsou konstanty zavislé na chromatografickém procesu.
Pro teplotni rozsah 25 az 50 °C byly vypocteny konstanty
pro monensin: 4 = — 5,5265, B = 1679,1 (r = 0,9975); pro
salinomycin 4 = — 4,0539, B = 1323,6 (r = 0,9920) a pro
narasin: 4 = — 4,0895, B = 1408,6 (r = 0,9933). Zménou
teploty se neméni selektivita systému, rozliSeni R, i pii
teploté 50 °C je vétsi nez 1,75. Jako optimalni teplota byla
zvolena 40 °C.

Detekce

K detekci vSech ionoforti byla zvolena vinova délka
598 nm, ktera je absorpénim maximem vzniklého derivatu
pro salinomycin a narasin. Pro monensin, ktery ma ab-
sorpéni maximum pii 583 nm, je i pfi této vinové délce
detekce dostatecné citliva.

Na dobu zdrzeni v pritokovém kapilarnim reaktoru
ma vliv geometrie reaktoru a pratoky mobilni faze a deri-
vatiza¢niho ¢inidla. Protoze byl pouzit komeréné dodany
pritokovy kapilarni reaktor o celkovém objemu 1000 pl,
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Tabulka II
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Vliv objemového prutoku mobilni faze a derivatiza¢niho ¢inidla na plochu piku (a.u.) monensinu A

Priitok mobilni faze [ml.min"']

Priitok derivatizagniho ¢inidla [ml.min™']

0,6 0,8 1,0 1,2
0,6 4160 857 4189 615 3943 947 3690 341
0,8 2 267 044 2 505 589 2574759 2543 162
1,0 1204 908 1468 855 1 626 362 1694 876
1,2 661 336 879 505 1 040 029 1141780

A10°,
a.u.

Obr. 3. Vliv koncentrace Kyseliny sirové v derivatiza¢nim ¢ini-
dle na plochy piku monensinu A p¥i konstantni koncentraci
4-(dimethylamino)benzaldehydu (30 g.I™'); koncentrace kyse-
liny sirové: A—20 g1, 0 —40 g1, 0 -60 gI", O -80 gl
X —100 g.I™!

byla doba zdrzeni v reaktoru ovlivnéna pouze zménou
prutoku mobilni faze a derivatiza¢niho ¢inidla. Byl sledo-
van vliv prutoku mobilni faze a derivatizac¢niho cinidla
(pro prutoky 0,6; 0,8; 1,0 a 1,2 ml.min") na odezvu detek-
toru. Z vysledki méfeni byl jako optimalni pratok vybran
prutok mobilni faze 0,6 ml.min" a derivatiza¢niho ¢inidla
0,8 ml.min"" (tabulka II; data jsou uvedena pro monensin,
pro salinomycin a narasin jsou obdobna), kdy je odezva
detektoru nejvyssi, coZ je v souladu se zavéry prace'.

Déle byl sledovan vliv koncentrace derivatizatniho
¢inidla a kyseliny sirové na plochu piku ionoford a smérni-
ci kalibra¢ni pfimky. Byla pfipravena derivatizacni ¢inidla
o koncentraci 30 g.1"' DMBA s péti riiznymi koncentraéni-
mi hladinami kyseliny sirové (20, 40, 60, 80 a 100 g.1™")
a byla sledovana zavislost plochy piku (pro ¢tyfi koncentrac-
ni hladiny vSech tfi ionofort; 1,0; 2,0; 4,0 a 10,0 mg.l") na
koncentraci kyseliny sirové. Na obr. 3 je ukazan vliv kon-
centrace kyseliny sirové na plochu piku monensinu A.
Zavislost pro salinomycin a narasin je obdobna. Obdob-
nym zpusobem se postupovalo pii sledovani vlivu koncen-
trace DMBA pfi konstantni koncentraci kyseliny sirové
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na plochy piku; bylo pfipraveno derivatizacni cinidlo
o koncentraci 80 g.1”' H,SO, s péti riiznymi koncentraéni-
mi hladinami DMBA (10, 20, 30, 40, 60 g.I™") a bylo
postupovano stejnym zpasobem jako pfi sledovani vlivu
koncentrace kyseliny sirové. Tvar zavislosti plochy piku
na koncentraci DMBA v derivatizacnim cinidle pro mo-
nensin A pii konstantni koncentraci kyseliny sirové (80 g.I"")
je obdobny.

Z vysledku je patrné, Ze s rostouci koncentraci obou
¢inidel roste i smérnice kalibracnich pfimek. Na obr. 4 je
ukazén vliv koncentrace kyseliny sirové na smérnici kalib-
racnich pfimek pro monensin A. Jako optimalni se jevi
koncentrace 40 g.1”' DMBA a 60 g.I"! kyseliny sirové.

Novéd derivatizac¢ni ¢inidla

Dosud byla pouzita k derivatizacni reakci pouze dvé
derivatizacni c¢inidla — vanilin (4-hydroxy-3-methoxy-
benzaldehyd) a 4-(dimethylamino)benzaldehyd. K deriva-
tizaci byly proto pouzity dals§i aromatické aldehydy, které
poskytuji barevny produkt vyuZitelny k detekci, a to sa-
licylaldehyd (2-hydroxybenzaldehyd), thiofen-2-karb-
aldehyd, anisaldehyd (4-methoxybenzaldehyd), syring-
aldehyd (4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzaldehyd) a ethyl-

Tabulka III
Absorpéni maxima derivati pro rizna derivatizacni ¢inidla

Cinidlo Absorp¢ni maximum [nm]
monensin  salinomycin  narasin
Salicylaldehyd 476 496 496
Thiofen-2- 486 488 488
-karbaldehyd
Syringaldehyd 534 538 538
Ethylvanilin 520 522 522
Vanilin 519 521 521
4-(Dimethyl- 583 598 598
aminobenzaldehyd)
Anisaldehyd 492 495 495
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Tabulka IV
Smérnice kalibra¢nich pfimek, meze detekce a meze stanovitelnosti pro riizna derivatiza¢ni ¢inidla
Cinidlo Monensin Salinomycin Narasin

b Xo? Xs° b Xo? Xs° b Xo° X
Vanilin 151746 0,46 1,53 44684 0,3 1,00 43685 0,43 1,43
DMBA 153842 0,07 0,23 50061 0,1 0,33 48801 0,17 0,57
Ethylvanilin 148072 0,14 0,47 43793 0,09 0,30 42519 0,12 0,40
Ssyringaldehyd 142656 0,29 0,97 41387 0,12 0,40 40555 0,07 0,23
Thiofen-2-karbaldehyd 100220 0,18 0,60 24622 0,28 0,93 24195 0,1 0,33
Anisaldehyd 160567 0,13 0,43 43705 0,08 0,27 42423 0,09 0,30
Salicylaldehyd 72661 0,21 0,70 19480 0,89 2,97 18211 0,8 2,67

b — smérnice kalibraénich pfimek (AU.s.l.mg™"), ® Xp — mez detekce (mg.I™"), ° Xs— mez stanovitelnosti (mg.1™")

16
b.10*

Obr. 4. Vliv koncentrace kyseliny sirové v derivatizaénim
¢inidle na smérnice kalibra¢nich pfimek monensinu A p¥i
konstantni koncentraci 4-(dimethylamino)benzaldehydu;

A — monensin, O — salinomycin, O — narasin

Tabulka V

Vysledky testu piesnosti metody regresni rovnici; a — kon-
stantni soustavna chyba, b — proporcionalni soustavna
chyba, #, a t,, jsou vypoctené hodnoty Studentova rozdéleni

Parametry Monensin  Salinomycin Narasin
a —-0,1473 -0,6106 -0,001
b 1,00011 1,00348 0,99404
ty 0,492 4,702 0,003
t 0,02 1,535 0,983
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vanilin (4-hydroxy-3-ethoxybenzaldehyd). Absorpéni ma-
xima piisluSnych derivatl byla ziskéna spektrofotometric-
ky metodou zastaveného toku (tabulka III). Byly sestroje-
ny kalibrac¢ni pfimky a vypocétena mez detekce a mez sta-
novitelnosti pro jednotlivé ionofory (tabulka IV). Jako
nejvhodnéjsi Cinidlo se jevi DMBA, které ma nejvyssi
citlivost, nejniz8§i mez stanovitelnosti a dalsi vyhodou je
jeho pomérna stabilita v roztoku oproti ostatnim derivati-
zatnim Cinidlim. Z novych derivatiza¢nich ¢inidel se
osvédcil anisaldehyd, ktery je v parametrech citlivosti
ameze stanovitelnosti vyhodnéj$i nez dosud pouzivany
vanilin.

Koeficienty rovnice kalibracnich ptimek a meze de-
tekce a meze stanovitelnosti vypoctené jako trojnasobek
resp. desetindsobek Sumu zékladni linie jsou uvedeny
v tabulce IV. Kalibrac¢ni pfimky jsou linearni pfi nastiiku
50 pl v rozsahu 0,05-2,0 pg.

Pftesnost a shodnost

Vzhledem k tomu, Ze nejsou dostupné certifikované
referencni materialy, byla pfesnost metody (t€snost shody
ziskané hodnoty s hodnotou skute¢nou) ovétena analyzou
modelovych vzorkl. Pro kazdou koncentra¢ni hladinu byl
vzorek analyzovan 5x. Vysledky a vypoctené statistické
parametry (hladina vyznamnosti P=0,95) jsou uvedeny
v tabulce V. Celkova vytéznost metody pro koncentra¢ni
hladiny 1,0 az 5,0 mg.kg ™' je pro monensin (99,0 + 8,4) %,
pro salinomycin (97,0 + 6,0) % a pro narasin (99,2 £ 5,1)
%. Nalezené hodnoty modelového vzorku byly
s oekavanymi hodnotami srovnany linearni regresi. Kon-
stanty a (konstantni soustavna odchylka) a konstanty b
(proporcionalni soustavna odchylka) regresniho vztahu se
nelisi statisticky vyznamné od nuly resp. jednicky (tabulka
VI). Metoda tudiz poskytuje spravné vysledky.

Shodnost metody (mira tésnosti shody mezi vzajemné
nezavislymi vysledky zkouSek za pfedem specifikovanych
podminek) byla pouze omezena na vypocet opakovatel-
nosti, kterd byla vypoctena ze smérodatné odchylky rozpé-
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Tabulka VI

Laboratorni pfistroje a postupy

Parametry metody HPLC stanoveni monensinu, salinomycinu a narasinu

Statistické parametry Stanoveni latky
monensin salinomycin narasin

Ocekavana hodnota, 1,04 2,00 4,91 1,05 2,00 5,14 0,86 2,00 4,20
mg kg™

Nalezena hodnota, 0,99 2,03 4,93 0,99 1,96 5,08 0,84 2,03 4,13
mg kg™

Vytézek metody, % 95,2 101,5 100,4 94,0 98,0 98,8 97,8 101,5 983
Relativni smérodatna 1,28 2,84 0,48 1,62 2,21 1,56 2,70 3,08 0,60

odchylka, %

ti obou paralelnich stanoveni realnych vzorku, jejichz cel-
kovy pocet byl 50. Po vylouceni odlehlych vysledki
(Cochrantv test) pro obsahy 0,2 az 5,0 mg.kg™' mé4 opako-
vatelnost hodnotu 0,08 mgkg' pro monensin
a 0,06 mg.kg™' pro salinomycin a narasin.

Vypocet celkového obsahu
monensinu

Pti separaci antibiotického komplexu monensinu na
chromatografické kolon¢ se rozdé€li jeho dvé majoritni
slozky — monensin B a monensin A, ptfi¢emz slozka B ma
28 % biologické aktivity slozky A. Koncentrace ostatnich
minoritnich slozek antibiotického komplexu monensinu
i narasinu je zanedbatelna, a proto se s nimi pii kvantifika-
ci nepocitd. Pfi vypoctu celkového obsahu monensinu se
obsah monensinu B odecitd z kalibra¢ni pfimky pro mo-
nensin A a jeho obsah se prepocte na jeho biologickou

DV 3)

m

X =

(cy+cy3.0,28)

aktivitu. Celkovy obsah monensinu se pak vypocte souc-
tem obsahtl obou slozek monensinu:

kde cp je koncentrace slozky monensinu A odectena
z kalibraéni piimky vmgl™, cap je koncentrace slozky
monensinu B odecétena z kalibracni pfimky pro monensin
Av mg.lfl, D je fedéni, V je objem extraktu vzorku v ml,
m je hmotnost zkusebniho vzorku v g a 0,28 je pfepocita-
vaci koeficient na biologickou u¢innost monensinu B
vzhledem k monensinu A.

Zavér

Byla vyvinuta HPLC metoda stanoveni monensinu,
salinomycinu a narasinu v krmivech pro koncentrace fado-
vé vugkg™. Byla optimalizovana piedb&znd separace,
HPLC separace i detekce vSech ionoforl. Byla zjiSténa
opakovatelnost metody na zakladé¢ statistického vyhodno-
ceni paralelnich zkouSek na redlnych vzorcich krmiv. Me-
toda je rychla a celkova doba analyzy je asi 90 min. Vzhle-
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dem k postkolonové derivatizaci je tato metoda velmi se-
lektivni a robustni a po mirnych Gpravach extrakce je pou-
zitelnd i pro sledovani pruniku ionoforti do zvitecich tka-
ni, télnich tekutin i vykala.
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Determination of Ionophoric Polyether Monocarbo-
xylic Acids in Feedstuffs by HPLC with Post-Column
Derivatization
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Laboratorni pfistroje a postupy

A fast HPLC method for determination of low con-
tents of monensin, salinomycin and narasin in feedstuff
was developed and validated. The ionophores were ex-
tracted from samples with a hexane — ethyl acetate mixture
and, after purification on a Sep-Pak Silica column, they
were determined by HPLC on Cl18 reverse phase using
post-column derivatization with 4-(dimethylamino)benz-
aldehyde and UV detection at 598 nm. The preseparation,
separation and derivatization reaction of the ionophores
were optimized. New derivatization reagents (salicyl-
aldehyde, thiophene-2-carbaldehyde, 4-methoxybenz-
aldehyde, 4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzaldehyde and
ethylvanilin) were tested. For monensin, salinomycin and
narasin, the respective parameters were as follows: deter-
mination limit 7.5, 266 and 503 pg.kg™'; repeatability 0.08
and 0.06 mg.kg™' (content 0.2—-5 mg.kg™"); recovery 99.0
+£8.4,97.0+6.0and 99.2 + 5.1 % (content 1-5 mg.kg ™).



