160 ,

Mecdycyna Wet. 51 (3) 1995

ANNA KOZAK, HENRYKA WISNIEWSKA-DMYTROW

Oznaczanie pozostatosci lasalocidu w tkankach zwierzat

Zaklad Farmakologii i Toksykologii Instytutu Weterynarii, ul. Partyzantéw 57, 24-100 Putawy

Summary
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 between water saturated during
the liquid chromatography mobile phase and a mobile
phase. Lasalocid was determined by liquid 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 C3sHs30gNa,
jest antybiotykiem polieterowym wytwarzanym na drodze
lermentacji z hodowli szczepu Streptomyces lasaliensis. W
praklyce weterynaryjnej jest stosowany gldwnie do zwalcza-
nia kokcydiozy. Oddzialywuje na wczesne stadia kokcydiéw
poprzez wybidrcze blokowanie transportu jonéw e Mg2+
oraz jonéw jednowartosciowych (2, 10). Lek jest dodawany
do mieszanek paszowych przeznaczonych dla kurczat i in-
dykéw rzeinych w dawce 75 mg/kg oraz dla kurczat ho-
dowlanych do 16 tyg. zycia w dawce 75-125 mg/kg (okres
karenc)i 5 dni). Podawany w zalecanych dawkach wykazuje
wysoka skuleczno$é, a jednoczesnie jest nietoksyczny, jak
réwnie7 nie dziala teratogennie. Podawany w nadmiarze moze
sta¢ sig przyczyna zatruc¢ i pozostawa¢ w Zywnosci zwierze-
cego pochodzenia, a tym samym dostawaé si¢ do organizmu
czlowieka. Lasalocid stosowany jest réwniez jako stymulator
wzrostu w wiclkostadne) hodowli bydla (4, 12).

Lasalocid jest zwigzkiem nielotnym i nie absorbuje pro-
micniowania w zakresie $wiatla UV, co ogranicza liczbg
technik chemicznych pozwalajacych na jego oznaczanie. W
latach siedemdziesiatych najczescie] stosowanymi metodami
oznaczania leku byly: bioautografia (11, 15), chromatografia
cienkowarstwowa (7, 15), metody spektrofluorymetrycene (1)
oraz chromatografia gazowa (9, 14, 16). W pismiennictwie
z ostatnich lat ukazalo si¢ szereg prac analitycznych, w
ktérych opisano oznaczanie lasalocidu metodg wysoko spraw-
nej chromatografii cieczowej (HPLC) z detekcja UV (3) i
detekcja fluorescencyjna (5, 6, 8, 9, 13).

We wczedniej opublikowanej pracy przedstawiono metode
chromatografii cienkowarstwowej (TLC) oznaczania kokcy-
diostatykéw jonoforowych, w tym réwniez lasalocidu, w
mieszankach paszowych (7). W praktyce stwierdzano nawet
kilkakrotnie wyzsze od zalecanych stgzenia lasalocidu w
paszach. Poniewaz przedawkowanie moze by przyczyna za-
wué zwierzgl, a ponadto istnieje mozliwos¢ przechodzenia
antybiotyku do tkanek (17), konieczne jest state kontrolowa-

nie poziomu tego leku w zywnogci zwierzecego pochodzenia
(2, 4, 10).

W pracy opisano opracowana na podstawie pismiennictwa
1 badan whasnych metod¢ chromatografii cieczowej oznacza-
nia lasalocidu w tkankach zwierzat (migénie, watroby).

Zasada metody

Lasalocid ekstrahuje si¢ z tkanek zwierzat (migénie, wa-
troby) acetonitrylem. Ekstrakt odtluszcza si¢ heksanem. War-
stwg acetonitrylowa, po odparowaniu w strumieniu azotu,
rozpuszcza si¢ w wodzie nasyconej fazg ruchoma do HPLC.
Po wymieszaniu i odwirowaniu, gérng faze organiczng ana-
lizuje si¢ jakosciowo i ilo§ciowo w chromatografie cieczo-
wym z detektorem fluorescencyjnym i kolumna z odwrocong
faza Cis.

Aparatura i sprzet laboratoryjny

1. Butla ze sprezonym azotem.

2. Chromatograf cieczowy f-my LDC, model 1202, pompa
Constametric IIG, detektor fluorescencyjny FS 970 f-my
Schoeffel, kolumna Partisil PXS 10/25 (250 x 4,6 mm),
dozownik Rheodyne 7125, petla 20 pl lub podobne.

. Homogenizator laboratoryjny (Polytron, itp.).

. LaZnia wodna.

. Mieszadto laboratoryjne typu Vortex.

. Odparowywacz obrotowy.

. Wiréwka laboratoryjna oraz typowy sprz¢t laboratoryjny.
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Odczynniki

. Acetonitryl, cz.d.a.

. Alkohol metylowy, cz.d.a.

. Amoniak, 25% roztwor cz.d.a.

. Tetrahydrofuran, cz.

. Heksan, cz.d.a.

. Lasalocid (sél sodowa), wzorzec z Hoffman-La Roche,
Products Ltd.

a) Roztw6r podstawowy, 1000 pg/ml: odwazy¢ w tédeczce
z folii aluminiowej kilkanascie miligraméw soli sodowej
lasalocidu, przenie$¢ do kolbki ze szlifem i rozpusci¢ w
réwnowaznej ilosci ml tetrahydrofuranu.

b) Roztwory robocze:

— roztwér roboczy A, 100 pg/ml: rozcieficzy¢ 5 ml roz-
tworu podstawowego do 50 ml tetrahydrofuranem

— roztwor roboczy B, 50 pg/ml: rozciericzy¢ 25 ml roztworu
roboczego A do 50 ml tetrahydrofuranem

— roztwdr roboczy C, 25 pg/ml; rozcieficzy¢ 25 ml roztworu
roboczego B do 50 ml tetrahydrofuranem.

Roztwory wszystkich wzorcéw przechowywad w szczelnie
zamknigtych kolbkach w temp. 0°C lub mizsze). Roziwor
podstawowy zachowuje trwalo§¢ 5 miesigcy, roztwory robo-
cze dwa tygodnie. ; :

Wszystkie uzywane w analizie rozpuszczalniki powinny
by¢ redestylowane.
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Postgpowanie

|. Przygotowanie fazy ruchomej do HPLC

W rozdzielaczu sporzadzi¢ mieszaning rozpuszezalnikow:
heksan + tetrahydrofuran + alkohol metylowy + amoniak
(840+120+30+10, VIV). Wymiesza¢ dokladnie i pozostawic,
as gorna warstwa bedzie klarowna (okoto 1 godz.). Dolng
warstwe odrzucic. Faze ruchomg przechowywaé w szczelnie
zamknigtym naczyniu. Faza ruchoma jest trwala | tydzien.

2. Praygotowanie wody nasyconej fazg ruchoma do HPLC

Do rozdzielacza wla¢ 50 ml wody (dejonizowanej, desty-
lowangj) i 100 ml fazy ruchowej do HPLC. Wytrzgsa¢ ener-
gicznie przez 30 - 40 sek. Mieszaning pozostawié¢ do
rozdzielenia. Dolng warstwe pobiera¢ bezposrednio przed
uzyciem, Mieszaning sporzgdzaé swiezg kazdego dnia.

3. Przygotowanie prébek do analiz

Prébki do oznaczen pozostatosci lasalocidu powinny by¢
przechowywane w stanie zamrozonym. Przed rozpoczgciem
anahiz nalezy kazda probkg rozmrozi¢, rozdrobnic i doktadnie
wymicszad.

Do przygotowania kontrolnych probek z dodatkiem wzorcow
(wzmocnionych) nalezy vzywaé migsni lub watréb uprzednio
oznaczonych, wolnych od lasalocidu. W celu wzmocnienia do
probek (100 g) dodaje sig po 0.1 ml roztworéw roboczych
lasalocidu A. B 1 C; koficowe stezenia wynoszg odpowiednio
1.0, 0.5 1 0.25 pg/g.

4. Ekstrakcja 1 oczyszczanie

Do probéwki wiréwkowe] o poj. 100 ml odwazyé 10 g
rozmrozonej, cz¢sciowo rozdrobnionej tkanki (migsnie, wa-
troby). Doda¢ 30 ml acctonitrylu i homogenizowad 15 - 30
sek. Nastgpnie wirowac przez 10 min. z szybkoscig 2000 -
2500 obr./min. Warstwe acetonitrylowa przenies¢ do kolby
Erlenmayera, a tkanke homogenizowaé ponownie z 30 ml
acetonitrylu. Po odwirowaniu polaczy¢ warstwy acetonitry-
lowe. Do dalszej analizy do rozdzielacza pobra¢ 30 ml ekstra-
ktu (odpowiada to 5 g tkanki). Doda¢ 30 ml heksanu i
vitrzgsad energicznie przez 15 - 20 sek. Oczyszczanie he-
Ksanem powtorzye. Warstwg acetonitrylowy przenies¢ do
Lalbkr odparowywacza obrotowego i zagesci¢ do objetosei
1.5 ml w remp. 45 - 60°C. Pozostalo$¢ przenie$c ilosciowo
(treema porcjami po 2 ml acetonitrylu) do 15 ml probéwki
wirowkowe) 1 zaggseic do 0.5 ml w strumieniu azotu, dodaé
I ml wody nasyconej fazqg ruchoma do HPLC. Mieszac¢ na
Vortexie przez 15 - 20 sek. Nastgpnie doda¢ 2 ml fazy
ruchomej do HPL.C | ponownie mieszaé 15 — 20 sek. Wirowac
przez 10 min. z szybkogscig 1500 - 2000 obr./min. Klarowng
gorna warstwe analizowadé w chromatografie cieczowym.

5. Analiza chromatograficzna

Kolumna - Partisil PXS 10/25 (250 x 4,6 mm) Whatman

Faza ruchoma. heksan + tetrabydrofuran + alkohol mety-
lowy + amoniak (840 + 120 + 30 + 10, V/V,

Przeptvw = 1.5 ml/min.

Czutos¢ detcktora — 0,01.

Dtugoséé fali wzbudzenia — 310 nm, diugo$é fali emisji
440 nm.

Dozowana objgtosé — 20 pl.

Predkosé przesuwu papieru — 0,5 cm/min.

Przy powyzszych parametrach oznaczania czas retencji
lasalocidu wynost 6 min.

Obliczenia

Identyfikacje lasalocidu przeprowadzi¢ przez poréwnanie
czasGw retencji piku wystgpujacego w badanych ekstraktach
z pikiem roziworéw wzorcowych. Dla prébek wzmocnionych
A, B i C, w ktorych stezenie lasalocidu wynosi ya = 1,0,
yB = 0,5 i yc = 0,25 pg/g nalezy zmierzy¢ wysokosci pik6w

lasalocidu xa, xB i xc. Nastepnie obliczyé wspélczynniki
réwnania regresji m i b wg wzoru:

_nZxy-IxZy Zy-mZXIx
- 2 7 b=
nZx" =(Zx) n

gdzie:

m - nachylenie krzywej,

b — punkt przecigcia krzywej z osia Y,

n — liczba pr6bek wzmocnionych (n = 3).

Zawarto$¢ lasalocidu w badanej prébee y (w pg/g) obliczyé
podstawiajac do réwnania regresji liniowej y = mx + b
zmierzong wysoko§¢ piku x oraz obliczone wczesniej wspot-
czynniki m i b,

Poprawnoé¢ oznaczen sprawdzi¢ obliczajac btad oznacza-
nia wg nastgpujacego wzoru:

2 { 12
Zy2 A m® [Ex2 e ]
n n

(n-2) [zx2 —%‘ﬁ]

Blad powinien mieé¢ warto$¢ <0,02.

Wyniki 1 omdéwienie

Warto$¢ stosowane]j procedury analitycznej sprawdzono w
warunkach wewnatrzlaboratoryjnych przeprowadzajac ozna-
czenia w 10 prébkach migéni i 10 prébkach watréb, ktére
wzmocniono znanym stgZzeniem lasalocidu - 0,100 pg/g.
Rozrzut uzyskanych wynikéw wahal si¢ od 0,076 do 0,096
pg/g dla miesni i od 0,094 do 0,102 pg/g dla wauréb. Od-
chylenie standardowe wynosito odpowiednio 0,005 pg/g i
0,004 pg/g. zas odzysk 85,8% 1 98,6%. Warto$§¢ wspolczyn-
nika zmiennosci miedcita si¢ w granicach uznawanych dla
oznaczeli metoda wysoko sprawnej chromatografii cieczowej
(< 10%) i wynosila: dla migéni — 4,6% i dla watréb - 3,5%.

Otrzymane wyniki pozwalaja okre§li¢ opracowang metodg
jako wystarczajaco precyzyjna, dokladng i czuly. Metoda
pozwala wykry¢ 0,02 pg lasalocidu w 1 g tkanki.
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