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STANOVENI OBSAHU MADURAMICINU METODOU HPLC

Rozsah a ucel

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni maduramicinu v krmivech a premixech metodou
vysokoucinné kapalinové chromatogratie (HPLC).

Poznamky

1 Pro ucely této metody se pouziva tato definice: Amonnd sill maduramicinu je monoglykosidni
polyetherové ionoforove antibiotikum sumarniho vzorce C47Hs3NOjy.

2 Obvykla koncentrace maduramicinu v krmivech je 5 mg/kg, v premixech 500 mg/kg. Pri validaci
normované metody byla urcena mez stanovitelnosti 2 mg/kg a mez detekce 0,5 mg/kg. Danym
postupem miize byt dosazeno nizsi meze stanovitelnosti, ale musi byt validovana uZivatelem.

2 Princip

Obsah maduramicinu se stanovi po extrakci vzorku extrakéni smési, nasledném ptecisténi na pevné fazi
a postkolonové derivatizaci metodou vysokotc¢inné kapalinové chromatografie HPLC na reverzni fazi
s pouzitim UV detekce.

3

Chemikalie

Pouzivaji se pouze chemikalie zarucené analytické Cistoty, neni-li ur€eno jinak.

1

[V, I S US T 9]

Voda, stupeni 1 podle EN ISO 3696.
Methanol, CH30H, cistota HPLC.

Octan ethylnaty, C4HgO», Cistota > 99,5 %.
Hexan, CsH14, Cistota > 90 %.

Extrak¢ni roztok pro krmné smési.

Piiprava: Do 1000ml odmérné baiiky se odméti 200 ml octanu etylnatého (3), doplni se hexanem
(4) po znacku a promicha se.

Dichlormethan, CH>Cl,, ¢istota > 99,5 %.
Aceton, CH3COCH3;, ¢istota > 99,5 %.
Promyvaci roztok aceton — dichlormethan.

Ptiprava: Do 250ml odmérné baiikky se odméii 10 ml acetonu (7) a doplni se po znacku
dichlormethanem (6) a promicha.

Eluc¢ni roztok — roztok methanolu v dichlormethanu.

Ptiprava: Do 500ml odmérné baiiky se odméii 30 ml methanolu (2), doplni dichlormethanem (6)
po znacku a promicha.
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10 1,5- dimethylhexylamin, CH3(CH2)4CH>N(CH3)s.

11 Kyselina fosforecnd, H3POys, Cistota pfiblizn€ 85 % objemovych, p(H3PO4) = 1,71 g/ml.

12 Kyselina fosfore¢na, zfedéna.
Ptiprava: 10 ml kyseliny fosforecné (11) se doplni na objem 100 ml vodou (1).

13 Dihydrogenfosforec¢nan draselny, KH2POs.

14 Fosforecnanovy tlumivy roztok, KH2PO4 = 10 mmol/l, pH 4,0.
Ptiprava: Rozpusti se 1,36 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného (13) v 500 ml vody (1). Ptida se
3,0 ml kyseliny fosforecné (11) a 10 ml 1,5-dimethylhexylaminu (10). Upravi se pH na 4,0
ziedénou kyselinou fosfore¢nou (12) a doplni se vodou (1) na objem 1 000 ml. Roztok mtize byt
skladovéan nékolik tydni, ale v ptipad¢ mikrobidlniho nardstu se musi pfipravit novy.

15 Mobilni faze.
Ptiprava: Do 1000ml odmérné baiiky se odméti 100 ml fosfore¢ného tlumivého roztoku (14),
doplni se methanolem (2) po znacku a promicha.

16 Kyselina sirova, H>SO4, p(H2SO4) = 1,83 g/ml.

17 Dimethylaminobenzaldehyd (DMBA), CoH1NO, (citlivy na svétlo), minimalni Cistota 99 %. Po
ovéieni se mize pouzit i DMBA s Cistotou 98 %.

18 Derivatizaéni ¢inidlo.
Ptiprava: Do 500ml odmérné baiiky se odméti 250 ml methanolu (2), opatrné se piida 15,0 ml
kyseliny sirové (16) (chlazeni!) a v této smési se rozpusti 15 g DMBA (17), ochladi se
na laboratorni teplotu, doplni methanolem (2) po znacku a promicha. Smés se uchovava v chladu
pfi teploté do 10 °C a ve tmé&. Je stabilni nejvyse 28 dni.

19 Maduramicin, amonna sil, C47Hg3NO17, ¢istota min. 95,5 %.

20 Maduramicin, zékladni standardni roztok, 100 pg/ml.
Ptiprava: Do 100ml odmérné bariky se navazi takové mnoZstvi zdkladni substance maduramicinu
(19), aby vysledna koncentrace byla 100 pg/ml. Rozpusti se v methanolu (2), doplni po znacku
a promicha. Skladuje se pfi teploté pod 4 °C. Ptipravuje se Cerstvy kazdy mésic.

21 Maduramicin, pracovni standardni roztok, 10 pg/ml.
Ptiprava: Do 100ml odmérné banky se odméfi 10 ml zasobniho standardniho roztoku (20)
a doplni se methanolem (2) po znacku a promicha. Skladuje se pii teploté pod 4 °C. Pripravuje
se Cerstvy kazdy tyden.

Poznamky

3 Se v§emi rozpoustédly a roztoky se pracuje jen v digestori. PouzZivaji se bezpecnostni bryle,
ochranny odev a je nutné vyhnout se kontaktu s kiizi.

4 Maduramicin je velmi toxicky. Je treba vyhnout se vdechnuti a expozici toxického standardniho
materialu a jeho roztokii.

5 Roztoky maduramicinu se musi chranit pred primym svétlem.
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4 Pristroje a pomiicky

1 Kapalinovy vysokoucinny chromatograf s prislusenstvim a UV detekci (dale jen piistroj HPLC).

2 Laboratorni tfepacka horizontalni.

3 Extrak¢ni jednotka — SPE Manifold.

4 Koncentrator vzorkd.

5 Patronky Silica pro extrakci na pevné fazi (SPE), napt. Waters Sep-Pak Plus Cartriges Silica,
WAT 020520.

6 Zatizeni pro postkolonovou derivatizaci (dvojitd pumpa nebo dvé jednoduché pumpy)
se smeSovaci komorou, reakéni smyckou z inertniho materialu (napt. Teflon® nebo Peek®)
pro préci pii 95 °C, 7,0 m, ID = 0,33 mm a vodni 14zni nebo reaktorem pro préci pii 95 °C.

7 Ultrazvukova lazen.

8 Laboratorni odstfedivka.

9 Membranovy filtr, PTFE, primér port v rozmezi 0,20 pm — 0,45 pm.

Poznamky
6 V postkolonovém reaktoru a detektoru nesméji byt pouzity nerezové ocelové trubice.
5 Postup

5.1  Ptiprava zkuSebniho vzorku

Uprava vzorki se provadi podle CSN EN ISO 6498 Krmiva - Pokyny pro piipravu vzorku a JPP 60010.1
Postupy tuprav zkusebnich vzorki jednotlivych druhti krmiv.

Vzorek se homogenizuje a upravuje na castice o velikosti 0,5 mm aZ 1,0 mm tak, aby se zabranilo
prehrati vzorku béhem ptipravy. Vzorek se upravuje tésné pied jeho extrakci a dalSim zpracovanim, aby
se zamezilo ztratdm maduramicinu.

5.2 Extrakce
5.2.1 Krmiva

Do 250ml odmérné banky se navazi 30 g umletého vzorku (velikost ¢astic < 1 mm) s piesnosti
na nejblizsi 0,01 g. Ptida se 100 ml extrak¢niho roztoku pro krmné smési (5). Baikka se vhodnym
zpusobem uzavie a umisti se na 20 min do ultrazvukové lazné pifi 50 °C. Dikladné se protiepe
na tfepacce, v prub¢hu asi 15 min se nechd vychladnout na laboratorni teplotu. Alikvotni Cast
se odstfed’uje 1 min az 2 min nebo se zfiltruje pres suchy skladany filtr do suché podlozené nadoby,
pfi¢emz prvnich 5 ml se nepouZije.

5.2.2 Premixy

Do 250ml odmérné banky se navazi 2 g az 10 g umletého vzorku (velikost ¢astic < 0,5 mm) s piesnosti
na nejblizsi 0,01 g a pfidd se 100 ml methanolu (2). Baiika se uzavie a umisti se na 20 min do
ultrazvukové 1azné pii 50 °C. Neché se vychladnout na laboratorni teplotu, potom se dikladné protiepe
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na tfepacce a ponecha se na nékolik minut v klidu. Alikvotni podil ¢irého supernatantu se zfedi na
potfebnou koncentraci methanolem. Alikvotni ¢ast se odstfed’'uje 1 min az 2 min nebo se zfiltruje pies
suchy skladany filtr do suché podlozené naddoby, pfi¢emz prvnich 5 ml se nepouzije.

Po membranové filtraci se 100 ul tohoto roztoku nastiikne do HPLC pfistroje.
Poznamky

7 Navazka zkusebniho vzorku premixu doplnkovych latek nema byt nizsi nez 1 g. Pri deklarovaném
obsahu maduramicinu v premixu napr. 1 mg/g se navazuje 1,5 g. Pokud byl deklarovan vyssi
obsah maduramicinu, je treba extrakt po vytrepani redit methanolem (2) na pozadovanou
koncentraci priblizné 6 ug/ml. Navazka zkusebniho vzorku krmné smési nema byt nizsi nez 25 g.
Pokud byl deklarovan vyssi obsah maduramicinu, je tFeba extrakt po vytrepadni redit methanolem
na vhodnou koncentraci.

8 Vzorek po extrakci je stabilni p7i teplote 4 °C po dobu asi 48 h.

5.3  PreliSténi na pevné fazi

Na extrakéni jednotku se nasadi kolonka Silica, kondicionuje se 4 ml extrakéniho roztoku pro krmné
smesi (5) a poté se na kolonku nanese 10,0 ml extraktu ziskaného podle 5.2.1. Extrakt se nechd vsdknout
tak, aby nedoSlo k vyschnuti kolonky, promyje se 2 x 4 ml promyvaciho roztoku (8) a poté
se maduramicin eluuje do 10ml vialky 10 ml elu¢niho roztoku. Eludt se odpafi na koncentratoru vzorkt
pod proudem dusiku pti 50 °C, odparek se zalije 2,0 ml methanolu (2), promichd, rozpusti 30 s v
ultrazvukové lazni a vytemperuje na laboratorni teplotu.

Po membréanové filtraci (9) se 100 pl tohoto roztoku nastiikne do HPLC pfistroje.

Poznamky
9 Postup 5.3 se pouzije pouze pro krmné smési.

10 Extrakt vzorku se také miiZe zbavit tuku tak, Ze se ochladi po dobu (2 — 3) h na minus 18 °C.

5.4  Priprava kalibracnich roztoku

Do série 50ml odmérnych ban€k se prenese (1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 8,0; 10) ml pracovniho
standardniho roztoku (21). Banky se doplni po znacku methanolem (2) a promichaji. Koncentrace téchto
roztokli odpovidaji (0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2; 1,6; 2,0) ug maduramicinu/l1 ml. Alternativné se muze
pouzit 5 kalibra¢nich roztokt s koncentracemi (0,4; 0,7; 1,0; 1,5; 2,0) pg maduramicinu/1 ml. Kalibra¢ni
roztoky se musi pfipravit v den analyzy.

Poznamky
11 Byla také overena kalibracni kiivka v rozsahu (2,0 — 40,0) ug/ml.

Do sady 25ml odmeérnych banék se pipetuje (0,5; 1,0; 2,0; 4,0, 10,0) ml zdakladniho roztoku
maduramicinu (20), doplni se roztokem methanolu (2) po znacku a promicha. Takto naredené
pracovni roztoky odpovidaji koncentraci (2,0; 4,0, 8,0, 16,0; 40,0) mg/l. Na chromatografickou
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kolonu se nanasi 100 ul kalibracniho roztoku. Z primernych hodnot jim odpovidajicich ploch
pikii se sestroji kalibracni krivka.

5.5 Stanoveni HPLC

Kalibra¢ni roztoky i extrakty zkuSebnich vzorkd se méti za nasledujicich separacnich podminek
chromatografického systému — postkolonova derivatizace.

Nasledujici podminky jsou doporucené, mohou byt pouzity jiné podminky, za ptedpokladu, Ze poskytuji
rovnocenné vysledky.

Pozadované valida¢ni parametry pro separaci na analytické kolong¢:
Kapacitni faktor k > 2,5.

Tailing faktor ta < 1,3.

Rozliseni R1,2 > 1,5.

Tabulka 1. Chromatografické podminky.

Kolona C 18-reverzni faze, Nova-Pak C18,4 um, 50 mm x 3,9 mm
nebo podobna

Mobilni faze (15)

Priitok mobilni faze 0,6 ml/min

Teplota kolony 40 °C nebo laboratorni teplota

Pritok derivatiza¢niho ¢inidla | 0,8 ml/min (0,4 ml/ml)

Objem derivatizani smycky | 1000 pl

Teplota systému (95+2)°C
Detektor UV 598 nm
Objem nastiiku 100 pl
Poznamky
12 Pro stanoveni maduramicinu lze pouzit i fluorometrické detekce: excitacni vinova délka

Ex = 224 nm, emisni vinova délka Em = 515 nm.

Stabilita chromatografického systému se kontroluje nékolikandsobnym nésttikem kalibraéniho roztoku
obsahujicitho 1,0 pg/ml, dokud neni dosazeno konstantnich ploch piki a reten¢nich cCasti. Prace
v popsanych podminkach umoznuje oddéleni maduramicinu od ostatnich ionofort jako salinomycin,
narasin, monensin a sesmduramicin na zakladni linii.
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6 Vypocet vysledki
Pro vypocet hmotnostniho zlomku maduramicinu (X) ve vzorku (mg/kg) se pouzije vztah
CxV xR

m

X =

koncentrace maduramicinu ve zkouseném vzorku (pg/ml) zjisténa z kalibra¢niho grafu,

C
V objem extraktu vzorku (ml),
R faktor fedéni,

m hmotnost navazky zkusSebniho vzorku (g).

Vysledkem stanoveni je aritmeticky primér vysledka dvou paralelnich stanoveni.
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