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STANOVENI OBSAHU MONENSINU, SALINOMYCINU A NARASINU
METODOU HPLC

1 Ucel a rozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni monensinu, salinomycinu a narasinu vedle
sebe v krmivech metodou HPLC.
Mez stanovitelnosti metody zavisi na matrici vzorku stejné jako na pouzitém piistroji.

2 Princip

Obsah monensinu, salinomycinu a narasinu se stanovi po extrakci vzorku smésnym
rozpoustédlem a precisténi na pevné fazi metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie na
reverzni fazi s postkolonovou derivatizaci dimethylaminobenzaldehydem (DMBA) a UV
detekei pii 598 nm.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

Voda, ¢istota HPLC.

Methanol, CH3OH, ¢istota HPLC.

Dichlormethan, CH>Cl,, p(CH2Cl2) = 1,32 g/ml.

Kyselina sirova, H2SO4, p(H2SO4) = 1,83 g/ml, ¢istota HPLC nebo p. a.
Octan ethylnaty, C4HzOo.

n-Hexan, CsHi4.

Aceton, CH3;COCHs.

Kyselina octova, ¢istota HPLC, CH3COOH, p(CH3COOH) = 1,05 g/ml.
Kyselina octova, CH;COOH, roztok.
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Ptiprava: Ve 100ml odmérné baiice se smisi 70 ml vody a 5,0 ml kyseliny octové (8),
vytemperuje na laboratorni teplotu, vodou se doplni po znacku a promicha.

10 Mobilni faze.

Ptiprava: V 1000ml odmérné bance se smisi asi 925 ml methanolu (2) a 75,0 ml
kyseliny octové (9), vytemperuje na laboratorni teplotu, doplni methanolem (2)
po znacku a promicha.

11 p-N,N’-dimethylaminobenzaldehyd (DMBA), CoH;iNO, minimalni ¢istota 99 %.
Je citlivy na svétlo.

12 Derivatizacéni ¢inidlo.

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, PhD., feditel NRL
Platné od: 2.1.2025



Narodni referen¢ni laboratof Strana 2

Jednotné pracovni postupy — zkouSeni krmiv = Vydani 2

10350.1 — Stanoveni obsahu monensinu, salinomycinu

a narasinu metodou HPLC Revize 0

Ptiprava: Do 500ml odmérné banky se odméti 250 ml methanolu (2), opatrné se prida
15,0 ml kyseliny sirové (4) (chlazeni!) a v této smési se rozpusti 17,5 g DMBA (11),
vytemperuje se na laboratorni teplotu, doplni methanolem (2) po znac¢ku a promicha.
Sm¢és se uchovava pii teploté do 10 °C a ve tmé. Stabilni je nejvyse 21 dni.

13 Monensin, sodnd stl, monohydrat, C3sHe1O11Na-H2O, M, = 710,88, CAS 22373-78-0,
standardni substance.

14 Salinomycin, sodnd sul, hydrat, C42HeO1:1Na.2,5H>0, nebo salinomycin, sodné stil,
bezvoda forma,Cs2HeoO11Na, M, = 772,99, CAS 55721-31-8.

15 Narasin, C43H72011, M, = 765,05, CAS 55134-13-9.

16 Zakladni roztok, smésny.
Piiprava: Do 100ml odmérné banky se navazi postupné takové mnozstvi monensinu
(13), salinomycinu (14) a narasinu (15), aby vysledné koncentrace odpovidala 0,2 mg
sodnych soli monensinu a salinomycinu a 0,2 mg narasinu v 1 ml. Baiika se doplni
methanolem (2) po znacku a promichd. Ptipravuje se kazdy mésic Cerstvy. Uchovava se
v lednici. Pfi ptipravé a skladovani se minimalizuje pfistup svétla.

17 Kolonky pro SPE 500 mg Silica, napf. Waters - Sep-Pak Plus Cartridges Silica,
WATO020520.

18 Methanol, vodny roztok.
Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se odméti 100,0 ml vody, pfida se 800 ml
methanolu (2), promicha, vytemperuje na laboratorni teplotu, doplni methanolem (2) po
znacku a promicha.

19 Extrakéni roztok.
Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se odméii 200 ml octanu ethylnatého (5), doplni
n-hexanem (6) po znacku a promicha.

20 Promyvaci roztok pro SPE.
Ptiprava: Do 250ml odmérné banky se odméii 12,5 ml acetonu (7), doplni
dichlormethanem (3) po znacku a promicha.

21 Elucni roztok pro SPE.
Ptiprava: Do 500ml odmérné bainky se odméti 40,0 ml methanolu (2), doplni
dichlormethanem (3) po znac¢ku a promicha.

Poznamky

1 Po prokazatelném odzkouseni se pouziva i p-N,N ‘- dimethylaminobenzaldehyd

minimalni cistoty 98 %.
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4 Pristroje

1 Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s UV detekci a se zafizenim na postkolonovou
derivatizaci.

Tiepacka mechanicka laboratorni.
Koncentrator vzorkd.
Ultrazvukova lazen.

Odstredivka laboratorni.
Extrakéni jednotka.

Nasttikovy filtr, napt. nylon 0,45 pm, 17 mm.
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Analytické védhy s miniméalni ptesnosti 0,1 mg.

5 Postup
5.1  Uprava vzorku

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

Vzorek se homogenizuje a upravi na ¢astice o velikosti 0,5 mm az 1,0 mm tak, aby se zabranilo
prehrati vzorku. Vzorek se upravuje tésné pied jeho extrakci a dal§im zpracovanim, aby se
zabrédnilo ztrdtdm monensinu, salinomycinu a narasinu. Roztoky monensinu, salinomycinu
a narasinu se museji chranit pted ptimym slune¢nim svétlem a UV svétlem. Roztoky se chrani
hlinikovou folii nebo se uchovavaji ve skle nebo v jiném materidlu, které nepropousti UV
zéafeni. Za umélého osvétleni jsou roztoky stabilni.

5.2  Extrakce a preciSténi extraktu na pevné fazi

Do 250ml konické banky se zabrusem se navazi takové mnoZstvi zkuSebniho vzorku,
aby obsahoval asi 0,1 mg aZ 100 mg monensinu, salinomycinu a narasinu s pfesnosti na 0,001 g
(0,5 g zakladnich substanci a triturati; 5 g pro premixti doplitkkovych latek; 20 g az 30 g
krmnych smési). ZkuSebni vzorek trituratu se prelije 200,0 ml vodného roztoku methanolu (18),
zkuSebni vzorek premixu se pielije 100,0 ml vodného roztoku methanolu (18) a zkuSebni
vzorek krmné smési se prelije 100,0 ml extrakéniho roztoku (19). Banka se uzavie zatkou a
tiepe se 30 min na laboratorni tfepacce (2). Poté se filtruje pies suchy skladany filtr do suché
podlozené nadoby, pfi¢emz prvni 2 ml az 5 ml se nepouzije.

Krmné smési

Na extrakeéni jednotku (6) se nasadi kolonka Silica (17), kondicionuje se 4 ml extrakéniho
roztoku (19) a poté se na kolonku nanese takové mnozZstvi extraktu, aby vysledna koncentrace
byla v rozmezi 3 mg/l aZ 25 mg/l, nejvysSe vSak 5 ml extraktu ziskaného podle 5.2. Extrakt
se necha vsaknout tak, aby nedo$lo k vyschnuti kolonky, promyje se 2 x 4 ml promyvaciho
roztoku (20) a poté se monensin, salinomycin a narasin eluuji 8 ml elu¢niho roztoku (21)
do 10ml vialky. Eludt se odpaii na koncentratoru vzorkl (3) pod proudem dusiku pii 50 °C,
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odparek se zalije 2,0 ml az 5,0 ml vodného roztoku methanolu (18) tak, aby vysledna
koncentrace byla vrozmezi 4 mg/l az 40 mg/l. Extrakt se promicha, rozpusti se
30 s vultrazvukové lazni (4) a vytemperuje na laboratorni teplotu. Pred nastiikem
na chromatografickou kolonu se extrakt odstiedi na laboratorni odstiedivce (5) po dobu 5 min
pti 10 000 ot/min nebo se prefiltruje pres nastiikovy filtr (7).

Trituraty a premixy doplitkovych latek

Podle deklarovaného obsahu monensinu, salinomycinu a narasinu se extrakt ziskany podle 5.2
nafedi vodnym roztokem methanolu (18) tak, aby vyslednd koncentrace lezela v oblasti
kalibraéni kiivky. Pfed nastfikem na chromatografickou kolonu se extrakt odstiedi
na laboratorni odstfedivce (5) podobu 3 min pifi 10000 ot/min nebo se prefiltruje
pres nasttikovy filtr (7).

Poznamky

2 U vzorkii s obsahem monensinu, salinomycinu a narasinu pod 5 mg/kg se SPE kolonka
kondicionuje 5 ml extrakcniho roztoku (19). Poté se na kolonku nanese 10 ml extraktu
ziskaného podle 5.2 (pro krmné smési). Extrakt se necha vsaknout tak, aby nedoslo
k vyschnuti kolonky, promyje se 2 % 6 ml promyvaciho roztoku (20) a poté se monensin,
salinomycin a narasin eluuji 8 ml elucniho roztoku (21) do 10ml vialky. Ddle se
postupuje stejné jako u krmnych smési.

5.3 Kalibrace

Do sady 25ml odmérnych banck se pipetuje (0,5; 1,0; 2,0; 5,0) ml zékladniho roztoku
monensinu, salinomycinu a narasinu (16), doplni vodnym roztokem methanolu (18) po znacku
a promicha. Takto nafedéné pracovni roztoky odpovidaji koncentraci (4,0; 8,0; 16,0; 40,0) mg/1.
Na chromatografickou kolonu se nanasi 50 pl kalibraénich roztoki. Z primérnych hodnot jim
odpovidajicich ploch piki se sestroji kalibra¢ni kiivka.

54 Stanoveni metodou HPLC

Kalibra¢ni roztoky i extrakty zkuSebnich vzorkl se méfi za nasledujicich separa¢nich podminek
chromatografického systému. Uvedené podminky jsou doporu¢ené, mohou byt pouzity 1 jiné
podminky za piedpokladu, Ze poskytnou rovnocenné vysledky.
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Tabulka 1. Pfiklad separa¢nich podminek chromatografického systému.

Kolona Cis-reverzni faze, Nova-Pak Cig, 4 um,
(150 x 3,9) mm nebo obdobné

Mobilni faze (10)

Pritok mobilni faze 0,6 ml/min

Teplota kolony 38 °C nebo laboratorni teplota
Pritok derivatiza¢niho ¢inidla 0,8 ml/min
Objem derivatizacni smycky 1000 pl

Teplota deprivatizacniho
postkolonového systému

(90 — 95)°C 2 °C

Detektor UV

598 nm

Objem nastiiku

50 ul

Retenéni Casy pfti laboratorni teploté

4,8 min — monensin

5,6 min — salinomycin

6,5 min — narasin

Teplota derivatizace musi byt zachovana. Pritok mobilni fdze a derivatiza¢niho ¢inidla musi
byt takovy, aby tlak na pumpéch byl ptiblizné€ stejny nebo u derivatiza¢niho ¢inidla niz§i nez

u mobilni faze.

Tabulka 2. Pozadované valida¢ni parametry pro separaci na analytické koloné.

Kapacitni faktor k>25
Tailing faktor ta< 1,35
Rozliseni monensin B/monensin A -R>14

monensin A/salinomycin - R > 1,5

salinomycin/narasin - R > 1,5.
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6 Vypocet

Obsah monensinu (Xm) vyjadifeny v mg/kg se rovna souctu obsahu monensinu A a B, které
se vypoctou podle vztahu

exV x Rx|1+ 2 x Fp
X, = -t
ma
kde ¢ je koncentrace monensinu A odectena z kalibracni kfivky pro standard
monensinu A (mg/1),

Ma hmotnost zkusebniho vzorku (g),

V objem extraktu (ml),

R zied’ovaci faktor,

Fp korelacni faktor pro mikrobiologickou aktivitu monensinu B; Fp = 0,28,

Aump plocha piku monensinu B,

Ama plocha piku monensinu A.

Obsah salinomycinu (Xs) a narasinu (Xn) vyjadfeny v mg/kg se vypocte podle vztahu

cxV xR
X S(N) —
ma
kde ¢ je koncentrace salinomycinu nebo narasinu ode¢tend z kalibra¢ni kiivky
(mg/l),

Ma hmotnost zkuSebniho vzorku (g),

V objem extraktu (ml),

R zied’'ovaci faktor.
7 Literatura
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