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STANOVENI OBSAHU SEMDURAMICINU METODOU HPLC

1 Rozsah a ucel

Postup specifikuje podminky pro stanoveni obsahu semduramicinu v krmivech metodou
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) v koncentra¢nim rozsahu (2 — 30) mg/kg.

2 Princip

Semduramicin se extrahuje ze vzorku acetonitrilem a stanovi se separaci na chromatografické
kolon¢ s reverzni fazi a po postkolonové derivatizaci s N, N'-dimethyl-p-aminobenzaldehydem
(DMABA) se detekuje UV-detektorem.
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Obr. 1. Strukturni vzorec semduramicinu.

3 Chemikalie

PouZivaji se pouze chemikalie analytické ¢istoty, pokud neni uvedeno jinak.
Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovand), podle CSN ISO 3696.
Acetonitril, CH3CN, ¢istota pro HPLC.

Methanol, CH3OH, ¢istota pro HPLC.

Mravencan amonny, HCOONHeg, Cistota pro HPLC.

Mravencan amonny, roztok, c(HCOONH.) = 100 mmol/Il, pH = 3,00.

Piiprava: Navazi se 6,30 g mravencanu amonného (4) s piesnosti 0,01 g a rozpusti se asi
v 900 ml vody (1). pH roztoku se upravi na hodnotu 3,00 pomoci kyseliny mravenci (8)
a prevede se kvantitativné do 1000ml odmérné baiiky. Objem se doplni vodou (1) po znacku
a promichd. Pii uchovani v laboratornich podminkéach je roztok je stabilni minimalné 28 dni.
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Kyselina sirova, H.SO4, koncentrovand, p = 1,84 g/ml.

Dimethyaminobenzaldehyd (DMABA), Cistota nejméné 99 %.

Kyselina mraven¢i HCOOH, ¢istota nejméné 98 %.

Derivatizac¢ni Cinidlo.

Ptiprava: Do odmérné baiikky o objemu 500 ml se odméii 250 ml methanolu (3), opatrné
se za chlazeni (napf. proudem studené vody) pfida 15,0 ml kyseliny sirové (6). V této smési
se rozpusti 15 g (navazeného s piesnosti na 0,1 g0 DMABA (7), obsah banky se ochladi
na laboratorni teplotu, dopIni methanolem (3) po zna¢ku a promicha. Roztok se prefiltruje pod
tlakem za pouziti filtratniho pfistroje. Pfi uchovani ve tm¢ pfi teploté¢ do 8 °C (v chladnicce)
je derivatiza¢ni ¢inidlo stabilni minimalné 28 dni.

Mobilni faze.

Pfiprava: Smicha se methanol (3) a roztok mraven¢anu amonného (5) v poméru 90 + 10 (v +
V). Vznikly roztok se odvzdusni v ultrazvukové lazni a prefiltruje se pod tlakem za pouZiti
filtracniho pfistroje.

Semduramicinat sodny CasH75016Na; CAS €.:119068-77-8, My = 895,1; minimalni Cistota
standardu 93 % (vyjadieno jako semduramicin).

Semduramicin, standardni roztok, ¢ = 1 mg/ml.

Piiprava: Do 10ml odmérné banky se spfesnosti 0,1 mg navazi 10 mg standardu
semduramicinatu sodného (11), rozpusti se v methanolu (3) a doplni methanolem (3)
po znacku. Pti uchovani ve tmé pfi teploté asi od 4 °C do 8 °C (v chladniéce) je standardni
roztok semduramicinu stabilni minimaln¢ 1 rok.

Ptesna koncentrace semduramicinu ve stan(rlﬁlrdnim roztoku se vypocte podle vztahu
C;=—xP

10
Cs piesna koncentrace semduramicinu ve standardnim roztoku v mg/ml;
P Cistota standardu (11) vyjadfena jako semduramicin v %,
m hmotnost navazky standardu semduramicinatu sodného v mg (11).

Piistroje a pomiicky

Analytické vahy s ptesnosti na 0,001 g.

Vysokouéinny kapalinovy chromatograf's UV detekci (HPLC).
Zatizeni pro postkolonovou derivatizaci.

Laboratorni tfepacka, (150 — 180 kmitd/s).

Stiikackové filtry, velikost port 0,45 um, Nylon; nebo podobné.
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6 pH metr.

Homogeniza¢ni mlyn.

8  Filtracni systém pro rozpoustédlo, celosklenény filtra¢ni pfistroj vhodny pro 47mm filtry.

5 Postup
5.1 Priprava vzorku
Vzorky se upravi podle JPP 60010.1 Postupy Uprav zkuSebnich vzorku jednotlivych druht krmiv.

Vzorek se homogenizuje a upravuje na ¢astice o velikosti (0,5 — 1,0) mm tak, aby se zabranilo
prehiati vzorku. Vzorek se upravuje bezprostfedné pied extrakci a dalSim zpracovanim, aby
nedoSlo ke ztratdm semduramicinu. Vzorky krmiv se museji chranit pfed pfimym slune¢nim
zéatfenim a UV svétlem.

5.2 Priprava pozitivnich a negativnich kontrolnich vzorku
Do kazdé série vzorkl se zaradi pozitivni kontrolni vzorek (PKV) a negativni kontrolni vzorek
(NKV).

Pro piipravu PKV se navazi 5,0 g + 0,1 g krmiva bez obsahu semduramicinu, ke kterému se pfida
50 pl az 130 ul standardniho roztoku semduramicinu (12), tj. asi 10 mg/kg az asi 26 mg/kg.
Vzorek se dikladné promicha a ptidavek standardu se necha penetrovat do krmiva nejméné 1 h
pied extrakci.

Pro ptipravu NKV se navazi 5,0 g + 0,1 g krmiva bez obsahu semduramicinu.

5.3 Extrakce

Do 50ml plastové centrifuga¢ni tuby s uzavérem se navazi asi 5 g upraveného vzorku (podle 5.1)
s piesnosti na 0,1 g. Pfida se 15,0 ml acetonitrilu (2), tuba se pevné uzavie a zkontroluje se jeji
tésnost. Dukladné se rucné protiepe, aby se vytvofila suspenze vzorku v rozpoustédle. Potom
se tiepe 30 min na rota¢ni tiepacce pii (150 — 180) kmitl/s.

Pozitivni kontrolni vzorky a negativni kontrolni vzorky se extrahuji spole¢né v sérii se vzorky.

Extrakt se vyjme z tiepacky, necha se usadit a suprenatant se piefiltruje ptes nylonovy sttikackovy
filtr 0,45 um. Takto pfipraveny roztok se nastfikne do HPLC pfistroje.

5.4 Kalibrace
Piiprava kalibra¢nich roztoki

Do série 25ml odmérnych banék se pipetuje (13; 25; 38; 60; 160; 260; 360; 460) ul standardniho
roztoku semduramicinu (12), doplni se po znacku acetonitrilem (2) a promicha. Tyto roztoky
odpovidaji koncentracim (0,52; 1,0; 1,52; 2,4; 6,4; 10,4; 14,4; 18,4) mg/l semduramicinu.
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S ohledem na oc¢ekavany obsah semduramicinu je mozné kalibra¢ni kiivku upravit.
Pfi uchovani pfi teploté do 8 °C (v chladni¢ce) jsou kalibra¢ni roztoky stalé minimalné 1 tyden.

Na chromatografickou kolonu se po ustaleni systému postupné davkuje 100 ul jednotlivych
kalibracnich roztokli s postupné zvySujici se koncentraci. Z namétenych hodnot ploch piki
je sestrojena kalibra¢ni k¥ivka pomoci validovaného software (HPLC).

5.5 Meéreni obsahu semduramicinu

Kalibracni roztoky i extrakty =zkusebnich vzorkii se méfi za separa¢nich podminek
chromatografického systému - postkolonova deprivatizace, které uvadi tabulka 1. Tyto podminky
jsou doporucené. Mohou se pouzit i jiné podminky za ptredpokladu, ze poskytuji rovnocenné
vysledky.

Tabulka 1. Chromatografické podminky — piiklad.

Kolona DISCOVERY HS - C18, 5 um, (150 x 4,6) mm
nebo podobna
Pratok mobilni faze 0,7 ml/min
Teplota kolony 38°C
Pratok derivatizaéniho ¢inidla 0,9 ml/min
Objem derivatiza¢ni smycky 1400 pl
Teplota  derivatizacniho  postkolonového | (90 + 2) °C
systému
Detektor UV 598 nm
Objem nastiiku 100 pl
Reten¢ni ¢as semduramicinu 8,12 min
Doba analyzy 25 min

V kazdé sérii vzorkid se provede i stanoveni pozitivniho i negativni kontrolniho vzorku
a vhodného IRM.
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6 Vypocet

Obsah semduramicinatu sodného vyjadieného hmotnostnim zlomkem v mg/kg (wp) se vypocte
podle vztahu

cxV xR
Wo =— (mg/kg)
m

kde
¢ koncentrace semduramicinu odeétena z kalibra¢niho grafu (mg/l),
V  objem odmérné banky se zasobnim roztokem vzorku (ml), pro tento postup 15 ml,
R faktor fedéni,
m navazka vzorku (g), pro tento postup 5 g.

Za vysledek se povazuje primérna hodnota ziskand ze dvou paralelnich stanoveni. Vysledek
se zaokrouhluje na 2 desetinna mista.
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