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STANOVENI OBSAHU HYDROXYANALOGU D, L-METHIONINU

(HMTBA) METODOU HPLC

1 Rozsah a ucel

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni hydroxyanalogu D,L-methioninu (HMTBA)
v krmivech.

Poznamky

1 HMTBA je hydroxyanalogem esencialni aminokyseliny D,L-methioninu. Chemicky

2

se jedna o kyselinu 2-hydroxy-4-(methylthio) maselnou. HMTBA se dodadva jako 88%,
vztazeno na obsah celkové kyseliny, ovsem prakticky jde o smés mono-, di-, tri-
a oligomerii. Pripravou vzorku pred nastiikem do HPLC se oligomery hydrolyzou
kvantitativné prevedou na monomer, jehoz obsah se stanovuje.

Princip

Obsah hydroxyanalogu D,L-methioninu (HMTBA) se stanovi po extrakci vzorku smési
voda-acetonitril a ndsledné hydrolyze vysokoucinnou kapalinovou chromatografii na reverzni
fazi s pouzitim UV detekce.

Mez stanovitelnosti metody zavisi na matrici vzorku stejné jako na pouZitém pfistroji.

3

Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1
2
3

Methanol ¢istoty HPLC.
Acetonitril ¢istoty HPLC.
Hydroxid draselny, KOH, roztok, ¢(KOH) = 500 g/I.

Ptiprava: V kadince o objemu 1000 ml se rozmicha 500 g KOH ve vod¢ (6)
apo vychladnuti se kvantitativné prevede do 1000ml odmérné banky a doplni
po znacku.

Kyselina fosfore¢na, H3POu, koncentrovana, p(H3POs) = 1,69 g/ml.
Kyselina fosforecna, H3POa, roztok, c(H3PO4) = 0,03 mol/l.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky s vodou (6) se ptida 2,047 ml kyseliny fosforecné
(4), promicha se a doplni vodou (6) po znacku.

Voda destilovana ¢i deionisovana, ¢istoty HPLC.
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7 Hydroxid sodny, NaOH, roztok, c(NaOH) = 500 g/I1.

Ptiprava: V kédince o objemu 1000 ml se rozmicha 500 g NaOH ve vod¢ (6)
apo vychladnuti se kvantitativné pievede do 1000ml odmérné banky a doplni
po znacku.

8 Extrakéni smés: Acetonitril + voda, (10 + 90) (v/v).

Ptiprava: V 1000ml odmérné batice se smicha 100 ml acetonitrilu (2) a 900 ml vody (6).
Vznikly roztok se promicha a odvzdus$ni v ultrazvukové lazni.

9 Mobilni faze.

Ptiprava: 90 obj. dild roztoku kyseliny fosforecné (5) se smichd s 10 obj. dily methanolu
(1) a ptipadné se upravi roztokem hydroxidu sodného (7) na hodnotu pH 2,5.

10 Hydroxyanalog D,L-methioninu (HMTBA), zdkladni latka, napt. 2-hydroxy-4-
(methylthio)butyric acid calcium salt, CAS N. 4857-44-7.

11 Hydroxyanalog D,L-methioninu (HMTBA), zakladni standardni roztok.
Ptiprava: Do 250ml odmérné banky se navazi ptiblizné 15 mg hydroxyanalogu D,L-
methioninu (10), doplni po znacku extrak¢ni smési (8) a promicha.

1 ml zakladniho standardniho roztoku obsahuje asi 0,05 mg HMTBA (podle navazky).

4 Pristroje a pomiicky

1 Léazen ultrazvukova nebo tfepacka laboratorni.

2 Odsttedivka vhodné konstrukce s ptisluSenstvim.

3 Vysokoucinny kapalinovy chromatograf's UV detekeci.
5 Postup

5.1 Extrakce

Do 250ml konické banky se navazi pro premixy dopliikovych latek 1 g a pro krmné smési 10 g
vzorku. Ptida se 100 ml extrakéni smési (8) a extrahuje se 10 min v ultrazvukové 1azni nebo
na mechanické tfepacce (1). Potom se obsah baiiky necha sedimentovat a extrakt se filtruje pies
suchy skladany filtr do suché podlozené nadoby, pfipadné se natfedi. K dalSi hydrolyze
se odpipetuji 3 ml ¢irého supernatantu, pfidd se 86 ul roztoku hydroxidu draselného (3)
a protifepava se asi 10 s. Potom se ptida 86 pl kyseliny fosfore¢né (4) a znovu protiepe. Roztok
se odstfed’'uje (2) pti 8 000 ot/min po dobu asi 5 min nebo se pieCisti pies membranovy filtr
0,45 pm.

Poznamky

2 Extrakt zkuSebniho vzorku je treba zméFit co nejdiive, protoze neni stabilni
ani pri uchovavani v lednici.
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5.2  Kalibrace pristroje
5.2.1 Prtiprava kalibracniho roztoku

Do sady 25ml odmérnych ban¢k se postupné pipetuje (10; 15; 20) ml zakladniho standardniho
roztoku HMTBA (11) a doplni po znacku extrakéni smési (8). Koncentrace kalibrac¢nich
roztoku je (20; 30; 40) pg HMTBA/mI. Jednotlivé standardy se museji, stejné jako vzorek,
hydrolyzovat. Do zkumavky se odpipetuji 3 ml kalibra¢niho roztoku HMTBA, ptida se 86 ul
roztoku hydroxidu draselného (3) a protiepe. Potom se ptida 86 pl kyseliny fosfore¢né (4)
a znovu protiepe. Takto pfipravené kalibracni roztoky se precisti pies membranovy filtr
a potom se nastiikuji na chromatografickou kolonu.

5.2.2 Stanoveni metodou HPLC

Ptipravené kalibrac¢ni roztoky a extrakty vzorki se méfi metodou RP-HPLC pfi vlnové délce
214 nm. Podminky méfeni zaviseji na pouzitém pfistroji a je tieba ho optimalizovat v souladu
s pokyny vyrobce a pro méfenou matrici.

Tabulka 1. Pfiklad podminek méreni.

Kolona SymmetryShield™ RPg, naplii 4um, 150 mm x 3,9 mm nebo obdobna
Mobilni faze viz (9)

Teplota kolony (20-25) °C

Pratok 0,8 ml/min

Detekce UV, vinova délka 214 nm

Nastiik 20 ul

Doba analyzy (10 — 12) min. pro uvedené podminky

Po ekvilibraci kolony pfistroje HPLC (3) se nastfikuje kalibraéni roztok i roztok zkousené¢ho
vzorku dvakrat, pficemz odezvy po sobé jdoucich nastiikd museji byt v toleranci nejvyse 2 %
a bazi odezvy je plocha piku.

Z prumérnych hodnot odezvy kalibra¢niho roztoku a jeho koncentrace se sestroji kalibra¢ni
kiivka.

Poznamky

3 Pri zkouSeni krmnych smési je nutno pred kazdym dalsim ndstrikem zajistit, aby z kolony
byly odstranény slozky, jejichz retencni casy jsou nékdy dvoj- aZ trojndsobné vyssi
nez retencni cas monomeru hydroxyanalogu. Vycisteni kolony lze zajistit bud
dostatecnym casovym odstupem mezi jednotlivymi nastriky nebo proplachnutim kolony
smési acetonitril-voda (8).
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6 Vypocet a vyjadreni vysledku
Koncentrace analytu v roztoku zkuSebniho vzorku se vypocte z kalibra¢ni rovnice. Tento
vypocet provadi ptimo vyhodnocovaci program pfistroje.

Obsah HMTBA, vyjadieny jako monomer hydroxyanalogu, v mg/kg (X) se vypocitd podle
vztahu

_CxFxV
m

X
kde

je koncentrace monomeru zjisténa z kalibracniho grafu pg/ml,
faktor fedéni,

hmotnost navazky zkusebniho vzorku v g,

<~ 3 "0

objem extraktu v ml.

Poznamky

4 V pripade pozadavku na vyjadreni vysledku stanoveni jako suma methioninu
a hydroxyanalogu methioninu se sectou vysledky stanoveni methioninu (podle
JPP UKZUZ, postup ¢. 10021.1) a hydroxyanalogu methioninu (podle JPP UKZUZ,
postup 10330.1).
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