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A N N A K O Z A K , H E N R Y K A W I Ś N I E W S K A - D M Y T R O W 

Oznaczanie pozostałości lasalocidu w tkankach zwierząt 
Zakład Farmakologii i Toksykologii Instytutu Weterynarii, ul. Partyzantów 57, 24-100 Puławy 

S u m m a r y 

Determination of lasalocid residues in animal tissues 

A method for the determination of lasalocid residues in 
animals tissues (muscles and livers) has been developed. 
Lasalocid was extracted from tissues with acetonitrile. The 
extract was washed with hexane, the hexane then was 
discarded and acetonitrile was evaporated under nitrogen. 
Residues were partitioned hetween water saturated during 
the liquid chromatography mobile phase and a mobile 
phase. Lasalocid was determined by łiquid chromatograp­
hy with a fluorescence detector (excitation at 310 m, 
emission at 4440 nm) and a RP C 18 column. The method 
permits the detection of 0.02 pg of lasalocid in 1 g of 
tissue, recovery being about 85%. 

Lasalocid (Avatec). o wzorze sumarycznym C.tąH.sjOHNa, 
jest antybiotykiem polieterowym wytwarzanym na drodze 
fermentacji z hodowli szczepu Streptomyc.es lasaliensis. W 
praktyce weterynaryjnej jest stosowany głównie do zwalcza­
nia kokcydiozy. Oddzialywujc na wczesne stadia kokcydiów 
poprzez wybiórcze blokowanie transportu j o n ó w C a 2 + , M g 2 + 

oraz jonów jednow artos'ciowych (2, 10). Lek jest dodawany 
do mieszanek paszowych przeznaczonych dla kurcząt i in­
dyków rzeźnych w dawce 75 mg/kg oraz dla kurcząt ho­
dowlanych do 16 tyg. życia w dawce 75-125 mg/kg (okres 
karencji 5 dni). Podawany w zalecanych dawkach wykazuje 
wysoką skuteczność, a j ednocześn ie jest nietoksyczny, jak 
również nie działa teratogennie. Podawany w nadmiarze może 
stać się przyczyną zatruć i pozos tawać w żywności zwierzę­
cego pochodzenia, a tym samym dos tawać się do organizmu 
człowieka. Lasalocid stosowany jest również jako stymulator 
wzrostu w wielkostadnej hodowli bydła (4, 12). 

Lasalocid jest związkiem nielotnym i nie absorbuje pro­
mieniowania w zakresie światła U V , co ogranicza liczbę 
technik chemicznych pozwala jących na jego oznaczanie. W 
latach s iedemdziesiątych najczęściej stosowanymi metodami 
oznaczania leku były: bioautografia (11 , 15), chromatografia 
cienkowarstwowa (7, 15), metody speklrofluorymetryczne (1) 
oraz chromatografia gazowa (9. 14, 16). W piśmiennictwie 
z ostatnich lat ukaza ło się szereg prac analitycznych, w 
których opisano oznaczanie lasalocidu me todą wysoko spraw­
nej chromatografii cieczowej (HPLC) z detekcją U V (3) i 
detekcją fluorescencyjną (5, 6, 8, 9, 13). 

We wcześniej opublikowanej pracy przedstawiono metodę 
chromatografii cienkowarstwowej (TLC) oznaczania kokcy-
diostatyków jonoforowych, w tym również lasalocidu, w 
mieszankach paszowych (7). W praktyce stwierdzano nawet 
kilkakrotnie wyższe od zalecanych stężenia lasalocidu w 
paszach. Ponieważ przedawkowanie może być przyczyną za­
truć zwierząt, a ponadto istnieje możl iwość przechodzenia 
antybiotyku do tkanek (17), konieczne jest stałe kontrolowa­

nie poziomu tego leku w żywności zwierzęcego pochodzenia 
(2, 4, 10). 

W pracy opisano opracowaną na podstawie piśmiennictwa 
i badań własnych metodę chromatografii cieczowej oznacza­
nia lasalocidu w tkankach zwierząt (mięśnie, wątroby). 

Z a s a d a m e t o d y 

Lasalocid ekstrahuje się z tkanek zwierząt (mięśnie, wą­
troby) acetonitrylem. Ekstrakt odtłuszcza się heksanem. War­
stwę acetoni trylową, po odparowaniu w strumieniu azotu, 
rozpuszcza się w wodzie nasyconej fazą ruchomą do HPLC. 
Po wymieszaniu i odwirowaniu, górną fazę organiczną ana­
lizuje się j akośc iowo i i lośc iowo w chromatografie cieczo­
wym z detektorem fluorescencyjnym i kolumną z odwróconą 
fazą Ci8-

A p a r a t u r a i s p r z ę t l a b o r a t o r y j n y 

1. Butla ze sprężonym azotem. 
2. Chromatograf cieczowy f-my LDC, model 1202, pompa 

Constametric I I G , detektor fluorescencyjny FS 970 f-my 
Schoeffel, kolumna Partisil PXS 10/25 (250 x 4,6 mm), 
dozownik Rheodyne 7125, pętla 20 | i l lub podobne. 

3. Homogenizator laboratoryjny (Polytron, itp ). 
4. Łaźnia wodna. 
5. Mieszadło laboratoryjne typu Vortex. 
6. Odparowywacz obrotowy. 
7. Wirówka laboratoryjna oraz typowy sprzęt laboratoryjny. 

O d c z y n n i k i 

1. Acetonitryl , cz.d.a. 
2. Alkohol metylowy, cz.d.a. 
3. Amoniak, 25% roz twór cz.d.a. 
4. Telrahydrofuran, cz. 
5. Heksan, cz.d.a. 
6. Lasalocid (sól sodowa), wzorzec z Hoffman-La Roche, 

Products Ltd. 
a) Roztwór podstawowy, 1000 (J.g/ml: odważyć w łódeczce 

z fol i i aluminiowej ki lkanaście mi l igramów soli sodowej 
lasalocidu, przenieść do kolbki ze szlifem i rozpuścić w 
równoważnej ilości ml tetrahydrofuranu. 

b) Roztwory robocze: 
- roz twór roboczy A , 100 (ig/ml: rozcieńczyć 5 ml roz­

tworu podstawowego do 50 ml tetrahydrofuranem 
- roztwór roboczy B, 50 ( ig/ml: rozcieńczyć 25 ml roztworu 

roboczego A do 50 m l tetrahydrofuranem 
- roz twór roboczy C, 25 pg/ml ; rozcieńczyć 25 ml roztworu 

roboczego B do 50 ml tetrahydrofuranem. 
Roztwory wszystkich wzorców przechowywać w szczelnie 

zamkniętych kolbkach w temp. 0°C lub niższej. Roztwór 
podstawowy zachowuje t rwałość 5 miesięcy, roztwory robo­
cze dwa tygodnie. 

Wszystkie używane w analizie rozpuszczalniki powinny 
być redestylowane. 
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P o s t ę p o w a n i e 

1. Przygotowanie fazy ruchomej do HPLC 
W rozdzielaczu sporządzić mieszaninę rozpuszcza ln ików: 

heksan f tetrahydrofuran + alkohol metylowy + amoniak 
(840+120+50+10, V/V). Wymieszać dokładnie i pozostawić , 
aż górna warstwa będzie klarowna (około 1 godz.). Dolną 
warstwę odrzucić. Fazę ruchomą p r z e c h o w y w a ć w szczelnie 
zamkniętym naczyniu. Faza ruchoma jest trwała 1 tydzień. 

2. Przygotowanie wody nasyconej fazą ruchomą do HPLC 
Do rozdzielacza wlać 50 ml wody (dejonizowanej, desty­

lowanej) i 100 ml fazy ruchowej do HPLC. Wytrząsać ener­
gicznie przez 30 - 40 sek. M i e s z a n i n ę pozos t awić do 
rozdzielenia. Dolną warstwę pobierać bezpośrednio przed 
użyciem. Mieszaninę sporządzać świeżą każdego dnia. 

3. Przygotowanie próbek do analiz 
Próbki do oznaczeń pozostałości lasalocidu powinny być 

przechowywane w stanie zamrożonym. Przed rozpoczęciem 
analiz należy każdą próbkę rozmrozić , rozdrobnić i dokładnie 
wymieszać. 

Do przygotowania kontrolnych próbek z dodatkiem wzorców 
(wzmocnionych) należy używać mięśni lub wątrób uprzednio 
oznaczonych, wolnych od lasalocidu. W celu wzmocnienia do 
próbek (100 g) dodaje się po 0.1 m l roz tworów roboczych 
lasalocidu A. B i C; końcowe stężenia wynoszą odpowiednio 
1,0, 0.5 i 0.25 Hg/g. 

4. Ekstrakcja i oczyszczanie 
Do probówki wirówkowej o poj. 100 ml odważyć 10 g 

rozmrożonej , częśc iowo rozdrobnionej tkanki (mięśnie, wą­
troby ). Dodać 30 ml acctonitrylu i homogen izować 1 5 - 3 0 
sek. Następnie wirować przez 10 min. z szybkością 2000 -
2500 obr./min. Wars twę acetoni l ry lową przenieść do kolby 
F.rlenmaycra. a tkankę homogen izować ponownie z 30 ml 
acetonitrylu. Po odwirowaniu połączyć warstwy acetonitry-
lowe. Do dalszej analizy do rozdzielacza pobrać 30 ml ekstra­
ktu (odpowiada to 5 g tkanki). D o d a ć 30 ml heksanu i 
A tiznsnć energicznie przez 15 - 20 sek Oczyszczanie he­
ksanem powtórzyć. Wars twę acetoni t ry lową przenieść do 
k" lhki odparowywacza obrotowego i zagęścić do objętości 
0.5 ml w temp 45 - 6fl°C. Pozostałość przenieść i lościowo 
trzema porcjami po 2 ml acetonitrylu) do 15 ml probówki 

wirówkowej i z a g ę ś c i ć Jo 0.5 ml w strumieniu azotu, dodać 
I ml wody nasyconej fazą ruchomą do HPLC. Mieszać na 
Vortexie przez 15 - 20 sek. Następnie dodać 2 ml fazy 
ruchomej do HPLC i ponownie mieszać 15 - 20 sek. Wirować 
przez 10 min. z szybkością 1500 - 2000 obr./min. Klarowną 
córną warstwę anal izować w chromatografie cieczowym. 

5. Analiza chromatograficzna 
Kolumna - Partisil PXS 10/25 (250 x 4,6 mm) Whatman 
Faza ruchoma, heksan + tetrahydrofuran + alkohol mety­

lowy + amoniak (840 + 120 + 30 + 10, V / V . 
Przepływ - 1.5 ml/min, 
Czułość detektora - 0.01. 
Długość fali wzbudzenia - 310 nm, d ługość fali emisji 

440 nm 
Dozowana objętość - 20 p l . 
Prędkość przesuwu papieru - 0,5 cm/min. 
Przy powyższych parametrach oznaczania czas retencji 

lasalocidu wynosi 6 min. 

O b l i c z e n i a 

Identyfikację lasalocidu przeprowadzić przez porównanie 
czasów retencji piku występującego w badanych ekstraktach 
z pikiem roztworów wzorcowych. Dla próbek wzmocnionych 
A. B i C, w których stężenie lasalocidu wynosi yA = 1,0, 
yti = 0,5 i yc = 0,25 pg/g należy zmierzyć wysokości pików 

lasalocidu XA, xn i xc. Nas tępnie obl iczyć współczynniki 
równania regresji m i b wg wzoru: 

n X x y - E x ! y , S y - m l x 

n I x 2 - ( Z x ) 2 n 

gdzie: 
m - nachylenie krzywej, 
b - punkt przecięcia krzywej z osią Y , 
n - liczba próbek wzmocnionych (n = 3). 
Zawartość lasalocidu w badanej próbce y (w pg/g) obl iczyć 

podstawiając do równania regresji liniowej y = mx + b 
zmierzoną wysokość piku x oraz obliczone wcześniej współ­
czynniki m i b. 

Poprawność oznaczeń sprawdzić obliczając błąd oznacza­
nia wg następującego wzoru: 

(n-2>[lć-M] 

Błąd powinien mieć wartość <0,02. 

W y n i k i i o m ó w i e n i e 

Wartość stosowanej procedury analitycznej sprawdzono w 
warunkach wewnąt rz labora tory jnych przeprowadzając ozna­
czenia w 10 próbkach mięśni i 10 próbkach wątrób, które 
wzmocniono znanym s tężeniem lasalocidu - 0,100 pg/g. 
Rozrzut uzyskanych wyników wahał się od 0,076 do 0,096 
pg/g dla mięśni i od 0,094 do 0,102 pg/g dla wątrób. Od­
chylenie standardowe wynosi ło odpowiednio 0.005 pg/g i 
0,004 pg/g. zaś odzysk 85,8% i 98,6%. Wartość współczyn­
nika zmienności mieści ła się w granicach uznawanych dla 
oznaczeń me todą wysoko sprawnej chromatografii cieczowej 
(< 10%) i wynosi ła: dla mięśni - 4,6% i dla wątrób - 3,5%. 

Otrzymane wyn ik i pozwala ją określ ić opracowaną metodę 
jako wystarczająco precyzyjną, dokładną i czulą. Metoda 
pozwala wykryć 0.02 pg lasalocidu w 1 g tkanki. 
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