Stanoveni avilamycinu wremixech a krmnych smeésich metodou HPLC

STANOVENI OBSAHU AVILAMYCINU V PREMIXECH A KRMNYCH SMESICH
METODOU HPLC

1. Uvod

Avilamycin, , se stanovi po extrakci ze zkuSebniho vzorku chloroformem a precisténim ex-

traktu na pevné fézi Silica, nareverzni fzi C18 gradientovou eluci aUV detekci pii 295 nm.

2. Chemikalie a pomiicky
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Chloroform, CHCl3, p.a

Acetonitril, CH3CN, HPLC grade

Aceton, p.a

Dichlormethan, CH,Cl,, p.a.

Methanol, p.a.

Octan sodny trihydréat, CH3;COONa.3H,0O, M, = 136,08 g/mol

Promyvaci roztok SPE: Do odmérné bailky na 500 ml se odméti 75 ml acetonu (2.3),
doplni dichlormethanem (2.4) po znacku a promicha.

Redici roztok: Do odmérné baiiky na’500 ml se odméii 200 ml vody ve které se rozpus-
ti 1,36 g octanu sodného (2.6), piida se 180 ml acetonitrilu a doplni vodou po znacku a
promicha.

Mobilni faze: Solvent A: acetonitril (2.2); Solvent B: V odmérné baice na 1000 ml se
rozpusti ve vodé 2,041 g octanu sodného (2.6), doplni vodou po znacku a promicha. pH
takto pfipraveného roztoku se upravi na hodnotu pH 7,2 hydroxidem sodnym (4 mol/l).

Avilamycin, zakladni substance,

Avilamycin, zakladni roztok: V odmérné bance na 200 ml se rozpusti v methanolu (2.5)
0,0578 g avilamycinu (2.10), doplni methanolem po znacku a promicha.

1 ml obsahuje mg slozky B a mg slozky A

Avilamycin, pracovni roztok: Do odmérné barnky na 50 ml se odpipetuje 10,0 ml z&
kladniho roztoku a doplni acetonem (2.3) po znacku.

1 ml obsahuje mg slozky B a mg slozky A
Kolonky Silica pro SPE, napt. Waters - Sep-Pak Plus Cartridges Silica, WAT020520
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3. Pracovni postup

Vzorek se upravuje homogenizaci a mletim na ¢astice o velikosti 1,0 az 0,5 mm tak, aby se
zabrénilo prehidti vzorku béhem homogenizace a Srotovani a Uprava vzorku se provédi tésné
pied jeho extrakci a dalSim zpracovanim, aby se zabranilo ztratam avilamycinu.

3.1 Extrakce

Do koénické barky na 250 ml se zébrusem se navézi takové mnoZzstvi zkuSebniho vzorku, aby
obsahoval asi 0,2 aZz 25 mg avilamycinu s piesnosti na 0,001 g (Tabulka ¢.1). ZkuSebni vzorek
krmné smési se prelije 100,0 ml az 200,0 ml chloroformu (2.1), barka se uzavie zatkou a tiepe
se na laboratorni trepacce 30 minut. Poté se necha rozpoustét 1 minutu na ultrazvuku a nasledné
se filtruje suchym skladanym filtrem do suché podloZené nadoby, piicemZ prvnich 5 ml filtrétu

Se nepouzije.
3.2 Vlastni stanoveni

3.2.1 Cista latka, triturat a premixy dopliikovych latek (obsah > 500 mg/kg)

Extrakt ziskany podle ¢l. 3.1 se pipetuje takové mnozstvi, aby odpovidal koncentraci asi 10
mg/l, do odmérné baiiky na 10 ml az 100 ml, odpati se pod proudem dusiku k suchu a doplni
fedicim roztokem (2.8) po znacku, 1minutu se rozpousti na ultrazvuku a promich&
Pred nésttikem na chromatografickou kolonu se extrakt odstiedi na laboratorni odstredivce
po dobu 3 minut pii 12 000 ot/min nebo se piefiltruje pres membranovy filtr.

3.2.2 Krmné smési (obsah 2 - 500 mg/kg) - precisténi na pevné fazi - SPE Silica

Kolonky Silica se kondicionuji 5ml dichlormethanu (2.2) a na kolonku se nanese 1,0 az
10,0 ml extraktu podle deklarovaného obsahu avilamycinu ziskaného podle ¢l. 3.1. Extrakt se
neché vsaknout a promyva se 10 ml promyvaciho roztoku (2.7). Avilamycin se eluuje 10 ml ace-
tonu (2.3) do vialek na 10 ml. Extrakt se odpaii pod proudem dusiku pri teploté 50 °C do suchaa
odparek se rozpusti v definovaném objemu fediciho roztoku (2.8) na ultrazvuku. Pred néstrikem
na chromatografickou kolonu se extrakt odstredi na laboratorni odstiedivce po dobu 5 minut pri

12 000 ot/min nebo se piefiltruje pres membranovy filtr.
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3.3 Stanoveni a kalibrace HPLC

Do sady odmérnych banék na25 ml se postupné pipetuje 1,0 - 2,0 - 5,0 a 10,0 ml pracov-
niho roztoku avilamycinu (2.12), rozpoustédlo se odstrani odparenim pod proudem dusiku pri
teplote 50 °C. Odparek se rozpusti na ultrazvuku v fedicim roztoku (2.8), doplni fedicim rozto-

kem po znacku a promichaji. Ziské se sada kalibra¢nich roztoka o koncentraci (mg/l):

Slozka avilamycinu 1,0 mi 2,0 ml 5,0 ml 10,0 ml
Avilamycin B 0,263568 0,527136 1,317840 2,635680
Avilamycin A 1,736312 3,472624 8,681560 17,363120

Vlastni méteni, jak kalibracnich roztoka tak i extrakta zkusebnich vzorkad, se provadi za na-

sledujicich separacnich podminek chromatografického systému:

Kolona: Symmetry Cig 5 mm, 150x3,9 mm
Mobilni faze: Solvent A: acetonitril (2.1)

Solvent: mobilni faze (2.9)

Gradientova tabulka:

# Cas (min) Pratok (ml) %A %B Curve
1 0,0 1,0 35,0 65,0
2 12,0 1,0 65,0 35,0 7
3 15,0 1,0 65,0 35,0 6
4 17,0 1,0 35,0 65,0 6
5 19,0 1,0 35,0 65,0 6

Teplota kolony: 38 °C

Objem naéstfiku: 75 m

Detektor UV: 295 nm

RunTime: 19 minut (pro uvedenou kolonu a teplotu)

RetTime : Avilamycin B: 7,1 minut

Avilamycin A: 9,4 minut
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4. Vypocet
Obsah avilamycinu (X) vyjadieny v mg/kg se vypocita podle vzorce:

kde c je koncentrace avilamycinu odettena z kalibracni kiivky v mg/l
m, hmotnost zkusebniho vzorku v g
V  objem extraktu v ml
fedéni, resp. zakoncentrovani
F  faktor fedéni F=m,/V.R
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