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ABSTRACT 
           The method for simultaneous determination residues of several penicillins at trace levels 
was recently developed [1]. Identification was validated in animal tissues such as muscle, liver, 
kidney and they were these penicillin compounds: benzylpenicillin, phenoxymethylpenicillin, 
ampicillin, amoxicillin, nafcillin, oxacillin, cloxacillin  and dicloxacillin. This method involves 
extraction of the penicillins with phosphate buffer pH 9 followed by cation exchange solid phase 
extraction clean-up. Extracted residues were derivatized with benzoic anhydride and  next with 
triazole/HgCl2 prior to reversed phase HPLC with mobile phase containing acetonitrile and with 
UV determination at 325 nm. The method detection limit is approximately 3 � 11 µg/kg and the 
limit of determination is lower then 25 µg/kg in line with criteria of the EU decision No. 
93/256/EEC [2].  
 
 
Úvod 
       Antibiotiká sú antimikrobiálne látky pôsobiace antibakteriálne, bakteriostaticky alebo 
baktericídne v takých koncentráciách, ktoré e�te nepo�kodzujú makroorganizmus. 
Antimikrobiálne látky sa �iroko pou�ívajú v mnohých oblastiach ná�ho �ivota. Najznámej�ie je 
ich terapeutické vyu�itie u ľudí a zvierat. Okrem toho majú svoje uplatnenie vo veterinárnej 
medicíne ako profylaktikum za účelom zabezpečenia optimálneho zdravia a na zvý�enie 
produktivity rastu zvierat a na technologické účely v potravinárskom priemysle. V krajinách EU a 
u nás sa pre nutričné účely pou�ívajú len také antibiotiká, ktoré sa nepou�ívajú v humánnej 
medicíne. 

Penicilín je vysokoúčinné antibiotikum so �irokou spoľahlivosťou v�eobecne pou�ívané 
vo veterinárnej medicíne. Je to organická kyselina � 6�aminopenicilánová, získaná z kultúr 
plesne Penicillium chrysogenum, ktorá keď sa pestuje dômyselným fermentačným postupom,  
produkujú sa veľké mno�stvá kľúčového intermediátu. Nov�ie deriváty sú pripravené pridaním 
postranných skupín v R polohe. Dôsledok týchto substitúcií zahŕňa :  
1. pokles lability kyseliny a teda zvý�enie gastrointestinálnej absorpcie                                     2. 
rezistenciu k de�trukcii penicilinázou (β-laktamázou) a 
3. roz�írenie spektra organizmov citlivých na zlúčeninu. 
 
 
Z týchto dôsledkov vyplývajú výhody, pre ktoré sa tieto beta-laktámové antibiotiká pou�ívajú vo 
veterinárnej medicíne :  
a) toxicita na nízkej úrovni 
b) účinnosť proti �irokému spektru mikroorganizmov citlivých na zlúčeninu 
c) mo�nosť orálnej a parenterálnej aplikácie v klinickej praxi. 
Táto ich �iroká aplikácia je v�ak potencionálnym a veľkým rizikom pre konzumentov z hľadiska 
perzistencie reziduí v potravinách �ivočí�neho pôvodu. Pre konzumenta produktov �ivočí�nej 
výroby je s ohľadom na vlastné zdravie dôle�itá informácia, či potrava, ktorú konzumuje, 
obsahuje reziduá liečiv resp. ak aj sú prítomné, či ich koncentrácia prekračuje maximálny 
zákonom stanovený limit. 
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Materiál a metodika 
  V oblasti analýzy penicilínov rozli�ujeme zhruba dve skupiny: 
1. screningové metódy zalo�ené na imunologických a mikrobiologických technikách, ktoré sú 

citlivé voči určitým skupinám penicilínov, ale nerozli�ujú ich 
2. metódy umo�ňujúce �pecifickú chemickú alebo fyzikálnu separáciu liečiv pre ich detekciu, 

identifikáciu a kvantifikáciu (chromatografické a elektroforetické). 
V oblasti analýzy reziduí penicilínov je najefektívnej�ou a mala by byť aj najroz�írenej�ou 
separačnou metódou vysokoúčinná kvapalinová chromatografia. Umo�ňuje separovať a 
kompletne kvantitatívne a kvalitatívne, často simultánne, analyzovať zlo�ky komplikovaných 
biologických systémov. 
 
 
Zvieratá a tkanivá 
 
           Pre stanovenie reziduí sa pou�ívajú vzorky tkanív potravinových zvierat, pri liečbe 
ktorých sa be�ne dávkujú penicilínové preparáty. Ide o hovädzí dobytok, ovce, kozy, o�ípané i 
hydinu. Mô�eme odobrať vzorky svalových tkanív, pečene a obličiek. 
Analytická metóda 
           Izolácia a identifikácia reziduí penicilínov takmer v stopových mno�stvách z biologického 
materiálu zahŕňa tieto komplikované nasledovné postupy, ktoré mô�eme  rozdeliť zhruba do 4 
fáz: 
a) Pufrová extrakcia 
Je to homogenizácia, extrakcia penicilínov fosfátovým tlmivým roztokom pH 9, centrifugácia. 
b) C18 kolónové čistenie 
Čistenie a koncentrovanie na kolóne, čo predstavuje extrakciu na pevnej fáze, ktorá je 
najúčinnej�í a najrýchlej�í spôsob izolácie. 
c) Predkolónová derivatizácia 
Nevyhnutná je derivatizácia  a to kombináciou 1,2,4-triazolu a HgCl2, eluovanie mobilnou fázou 
s acetonitrilom ako organickým rozpú�ťadlom a fosfátovým tlmivým roztokom. 
d) LC stanovenie 
Alikvót eluentu sa aplikuje na kolónu HPLC (s UV spektrofotometrickým detektorom) s pou�itím 
obrátenej (reverznej) fázy. Rýchlosť prietoku 1 ml/min. Pík rozsahu ka�dého z 8 penicilínov je 
mo�né detekovať pri 325 nm. 
 
 
Výsledky 

Metódu je mo�né úspe�ne aplikovať pre izoláciu, identifikáciu a kvantifikáciu reziduí 8 
penicilínov vo svalovom tkanive i orgánoch  o�ípaných, hovädzieho dobytka, oviec, kôz a 
hydiny. Priebe�ne sa �tuduje stabilita pracovných roztokov a derivatizovaných penicilínov pri 
rôznych podmienkach skladovania. Celý pracovný postup sa zvládne za 8-hodinový pracovný 
čas. Iné antibiotiká pri stanovení neinterferujú. Retenčné časy sú od 5,5 min. po 27,5 min. 
Detekčné limity sú v rozsahu od 3 do 11 µg/kg, limity kvantifikácie sú od 10 do 36 µg/kg. Limity 
stanovenia od 25 po 75 µg/kg a v�etky kore�pondujú s kritériami EU [1]. 
 
 
Záver 

Metódy HPLC stanovenia penicilínových reziduí vyvinuté v poslednom čase poskytujú veľmi 
citlivý a spoľahlivý postup pre simultánnu analýzu rozličných penicilínových preparátov 
v tkanivách rôznych druhov zvierat. Metódy sú vhodné pre nízky detekčný limit, vysokú 
selektivitu a mo�nosť identifikácie jednotlivých liečiv, rýchlosť a presnosť. 
 
Spracovanie príspevku bolo podporené grantom VEGA 1 / 7021 / 20. 
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