Stanoveni semduramicinu v premixech a krmnych smésich metodou HPL C s postkolonovou derivatizaci

STANOVENT SEMDURAMICINU A MADURAMICINU V PREMIXECH A
KOMPLETNICH KRMIVECH METODOU HPLC S POSTKOLONOVOU
DERIVATIZACI

1.Definice

Semduramicin a maduramicin se fadi mezi ionophorni polyetherické monokarboxylo-
vé kyseliny (ddle jen PEs). Pouzivaji jako doplnkove latky k prevenci kokcidiozy dribeze

ado krmnych smesi jsou piidavany ve forme svych soli v obsazich 5-25 mg/kg.
2. Princip

Semduramicin a maduramicin je extrahovan smésnym rozpoustédlem hexan-octan
ethylnaty a extrakt je precistén na pevné fazi silica a takto precistény extrakt je rozpusten
v definovaném objemu rozpoustédla voda-acetonitril, separovan na chromatograficke kolong s
reverzni fazi C1g apo postkolonové derivatizaci s p-dimethylaminobenzaldehydem pii 90 °C

detekovan UV -detektorem pii vinoveé délce 598 nm.

3. Chemikalie

3.1 Octan ethylnaty; gistoty > 99,5 %, C4HgO,, M, = 88,11
3.2 Hexan; ¢istoty > 90 %, CgH14, M, = 86,18

3.3 Extrakeni roztok 20 % octanu ethylnatého v hexanu: Do odmérné banky na 1000 ml se
odmeii 200 ml octanu ethylnatého (3.1), doplni n-hexanem (3.2) po znatku a promicha.

3.4 Dichlormethan; gistoty > 99,5 %, CH,Cl,, M, = 84,9
3.5 Aceton; ¢istoty > 99,5 %, CH3COCH3, M, = 58,1

3.6 Promyvaci roztok aceton-dichlormethan (4 %; 960+40): Do odmérné banky na 250 ml se
odmeii 10 ml acetonu (3.5) adoplni se po znacku dichlormethanem (3.4) a promichéa.

3.7 Methanol, HPLC grade

3.8 Elucni roztok — 6 % roztok methanolu v dichlormethanu: Do odmérné baiiky na 500 ml se
odmeii 30 ml methanolu (3.7) , doplni dichlormethanem (3.4) po znatku a promicha.

3.9 Acetonitril, HPLC grade
3.10 Tetrahydrofuran, HPLC grade
3.11 Kyselinafosforecnd, H3PO485 %, r =1,71 g.cm'3

3.12 Mobilni faze: Do odmérné barky na 1000 ml se odméti 190,0 ml vody, piida se 100,0 ml
tetrahydrofuranu (3.10), 2,0 ml kyseliny fosforecné (3.11), doplni acetonitrilem (3.9) po
znatku a promicha

3.13 70 % acetonitril ve vodé: V odmerné baice na 500 ml se smicha 350 ml acetonitrilu (3.9)
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a 200 ml vody a po vytemperovani nalaboratorni teplotu se doplni vodou po znacku.

3.14 Extrakéni roztok premixy: Do odmérné banky na 1000 ml se odméii 200 ml vody, ptida
se 700 ml methanolu (3.7) a po vytemperovani na laboratorni teplotu se doplni methano-
lem (3.7) po znactku a promich&

3.15 p-N,N’-dimethylaminobenzaldehyd /p-DMBA/, CoH11NO, M, = 149,2, Sigma, D-8904,
(light sensitive)

3.16 Kysdlinasirova, H,SO,, r = 1,83 g.cm>, Mr = 98,07, HPLC grade nebo ch.¢.

3.17 Derivatizacni ¢inidlo: Do odmérné baiky na 500 ml se odmeti 250 ml methanolu (3.1),
opatrné se prida 15,0 ml kyseliny sirove (3.3) /chlazeni !/ av této smési se rozpusti 15 g
p-DMBA (3.10), ochladi se na laboratorni teplotu, doplni methanolem (3.1) po znatku a
promicha Smés se uchovava v chladu (pii teplots do 10 °C) ave tmg. Stabilni maximalng
28 dni.

3.18 Maduramicin, 95,5 %, sodna sil Cs7H79017Na, M, = 934,17
3.19 Semduramicin, 98 %, C4sH75016, M, = 895, PFIZER

3.20 Z&kladni roztok PEs: Do odmérné baiky na 100 ml se navé&Zi takové mnoZstvi zakladni
substance maduramicinu (3.18) a semduramicinu (3.19), aby vysedna koncentrace byla
200 mg/l. Rozpusti se v methanolu (3.7), doplni po znacku a promicha.

3.21 Patrony Silicapro SPE, napt. Waters - Sep-Pak Plus Cartridges Silica, WAT020520

4. Pracovni postup

Vzorek se upravuje homogenizaci a mletim na ¢éstice o velikosti 1,0 az 0,5 mm tak,
aby se zabranilo prehiati vzorku béhem homogenizace a Srotovani a Uprava vzorku se provadi
tésné pied jeho extrakci a dalSim zpracovanim, aby se zabranilo ztrdtam semduramicinu. Roz-

toky semduramicinu se musi chranit pied piimym slunecnim svétlem aUV.

4.1 Extrakce

Do konické baiky na 250 ml se zabrusem se navazi takové mnozstvi zkuSebniho vzor-
ku, aby obsahoval asi 0,5 mg semduramicinu nebo maduramicinu s piesnosti na 0,001 g:

- 0,5 g pro zakladni substanci atriturét
- 2 a7 10 g pro premixy doplnkovych latek
- 30 g pro krmné smési.

Pro extrakci zékladni I&tky nebo triturdtu se prida 200 ml extrakéniho roztoku (3.14),
pro extrakci premixa doplnkovych latek se prida 100,0 ml extrakéniho roztoku (3.14) a pro
extrakci krmnych smési se prida se 100,0 ml extrakéniho roztoku hexan - octan ethylnaty
(3.3).

Strana2z 2

PDF byl vytvofen zkuSebni verzi FinePrint pdfFactory Pro http://www.fineprint.cz



http://www.fineprint.cz

Stanoveni semduramicinu v premixech a krmnych smésich metodou HPL C s postkolonovou derivatizaci

Baika se uzavie zétkou a tiepe se na laboratorni trepacce 30 minut. Poté se filtruje suchym

skladanym filtrem do suché podloZené nadoby, pricemz prvnich 5 ml se nepouZzije.
4.2 Precisténi extraktu na pevné fazi Silica - krmné smési

Na extrakéni jednotku se nasadi kolonka Silica (3.21), kondicionuje se 4 ml extrakeni-
ho roztoku 20 % octanu ethylnatého (3.3) a poté se na kolonku nanese 10,0 ml extraktu ziska
ného podle ¢l. 4.1. Extrakt se necha vsaknout tak, aby nedodo k vyschnuti kolonky, promyje
se 2 krat 4 ml promyvaciho roztoku (3.6) a poté se PEs eluuje do 10 ml vialky 10 ml elu¢niho
roztoku (3.8). Eluét se odpaii na koncentratoru vzorkii pod proudem dusfku pii 50 °C, odpa-
rek se zalije 2,0 ml 70 % acetonitrilu (3.13), promicha, rozpusti na ultrazvuku (30 s) a vytem-
peruje nalaboratorni teplotu. Pred néstiikem na chromatografickou kolonu se extrakt odstiedi
na laboratorni odstiedivce po dobu 5 minut pii 10 000 ot/min.

4.3 7akladni substance, trituraty a premixy dopliikovych latek

Podle deklarovaného obsahu semduramicinu nebo maduramicinu se extrakt ziskany
podle¢l. 4.1 naredéni 70 % acetonitrilem (3.13) na koncentraci asi 25 mg/I.
Pred nasttikem na chromatografickou kolonu se extrakt odstredi na laboratorni odstie-

divce po dobu 3 minut pii 8000 ot/min.

5. Kalibrace a chromatografické podminky

Do sady odmérnych banék na 25 ml se pipetuje 0,25 — 0,5 — 1,0 — 2,0 a 5,0 ml z&
kladniho roztoku PEs (3.20), doplni 70 % acetonitrilem (3.13) po znatku a promicha. Takto
naredéné pracovni roztoky odpovidaji koncentraci 2,0- 4,0 - 8,0 - 16,0 a 40,0 mg/l. Na
chromatografickou kolonu se nanési 150 M pracovniho roztoku. Z pramérnych hodnot jim
odpovidajicich ploch piki se sestroji kalibracni kiivka.

Vlastni meteni, jak kalibraénich roztoka tak i extraktt zkuSebnich vzorku, se provadi
za nasledujicich separacnich podminek chromatografického systému - postkolonova derivati-

Zace:

Kolona: poZadované validaéni parametry pro separaci na analytické koloné : kapacitni faktor k 3 2,5,
tailing faktor t, £ 1,3, rozlieni R1,2 3 1,5. Doporucena kolona: Cig-reverzni faze, Nova-Pak
Cig4 mm, 50x3,9 mm

Prlitok mobilni faze: 0,6 ml/min
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Teplota kolony: 38 °C

Prlitok derivatizaCniho Cinidla: 0,8 ml/min
Objem derivatizacni smycky: 1000 m
Teplota systému: 90 + 2 °C

Detektor UV: 598 nm

Objem nastfiku: 100 n

6. Vypocet
Obsah PEs (X) vyjadieny v mg/kg se vypocita podle vzorce:

_CcV.R
m

X

a

kde c je koncentrace PEs odectena z kalibraCni kfivky v mg/I
m, hmotnost zkuSebniho vzorku v g
objem extraktu v ml

R fedéni, resp. zakoncentrovani

Strana4 z 4

PDF byl vytvofen zkuSebni verzi FinePrint pdfFactory Pro http://www.fineprint.cz



http://www.fineprint.cz

