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STANOVENI OBSAHU KOKCIDIOSTATIK METODOU LC-MS

1 Ugel a rozsah

Postup specifikuje podminky pro stanoveni diclazurilu, halofuginonu, lasalocidu, maduramicinu,
monensinu, narasinu, nikarbazinu, robenidinu, salinomycinu a semduramicinu vedle sebe v krmnych
smésich 1 v premixech metodou LC-MS. Timto postupem lze také stanovit nizké koncentrace
uvedenych latek. Mez stanovitelnosti metody zavisi na matrici vzorku stejné¢ jako na pouzitém
ptistroji.

2 Princip

Vzorky premixti a krmnych smési se extrahuji vodnym roztokem methanolu. Nafedéné extrakty
se analyzuji na reverzni fazi C18 metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni
detekci.

3 Chemikalie
Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
1 Methanol, CH3OH, ¢istota HPLC.
2 Acetonitril C2HsN, ¢istota HPLC.
3 Ultracista voda pro HPLC, 18,2 MQ/cm.
4 Kalibra¢ni standardy analytd s deklarovanou Cistotou.
Diclazuril, C17HaN4O2Cls, M, = 407,64 g/mol.
Halofuginon, C16H17BrClOs, M = 414,7 g/mol.
Lasalocid A, sodna stl, CzsHs30gNa, My = 612,78 g/mol.
Maduramicin, C47Hg3017, M = 934,16 g/mol.
Monensin monohydrat, CazsHe1O1:Na-H>0, M, = 710,88 g/mol.
Narasin, C43H72011, M, = 765,05 g/mol.
Nikarbazin, C19H18NsOs, Mr = 426,38 g/mol.
Robenidin, C1sH13Ci2Ns, M, = 334,21 g/mol.
Salinomycin, bezvoda forma, C42He9O1:Na, M = 772,99 g/mol.
Semduramicin, C4sH75016Na, M, = 895 g/mol.
5  Methanol, CH3OH, 90% roztok.

Piiprava: Smicha se 900 ml methanolu (1) a 100 ml ultracisté vody (3). Vznikly roztok
se promichd, odvzdusni v ultrazvukové lazni a vytemperuje na laboratorni teplotu.
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6 Methanol, CH3OH, 50% roztok.
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Piiprava: Smicha se 500 ml methanolu (1) a 500 ml ultracisté vody (3). Vznikly roztok
se promichd, odvzdusni v ultrazvukové lazni a vytemperuje na laboratorni teplotu.

Acetonitril, CoHsN, 80% roztok.

Piiprava: Smicha se 800 ml acetonitrilu (2) a 200 ml ultradisté vody (3). Vznikly roztok
se promichd, odvzdusni v ultrazvukové lazni a vytemperuje na laboratorni teplotu.

Mobilni faze A: methanol : voda (25 : 75) (v : v) + 0,1% kyselina mravenci.

Ptiprava: Smicha se 250 ml methanolu (1), 750 ml ultracisté vody (3) a 1 ml kyseliny mravenci
(10). Vznikly roztok se promichd, odvzdusni v ultrazvukové l4zni a vytemperuje na laboratorni
teplotu.

Mobilni faze B: methanol + 0,1% kyselina mravenci.

Piiprava: Smicha se 1000 ml methanolu (1) a 1 ml kyseliny mravenéi (10). Vznikly roztok
se promichd, odvzdusni v ultrazvukové lazni a vytemperuje na laboratorni teplotu.

Kyselina mraven¢i, HCOOH, 98%, ¢istota pro hmotnostni spektrometrii.

Piistroje a pomiicky

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s MS/MS detekci.
Separa¢ni kolona, napt. KINETEX RP C18, 5 um, (150 x 4,6) mm.
Analytické vahy s pfesnosti 0,0001 g.

Ultrazvukova lazen.

Laboratorni tiepacka, (150 — 180) kmiti/s.

Laboratorni odsttedivka, 1500 g.

Vialky sklenéné, 1,5 ml.

Postup

Piiprava kalibracnich roztoku

Kalibrace se provadi vzdy pfed kazdym métenim. Pfipravi se zasobni roztoky jednotlivych analyth
ajejich smésné pracovni roztoky. Pro kazdy analyt se pfipravi vlastni zadsobni roztok o koncentraci
0,5 g/1.

Zasobni roztok diclazurilu

Navazi se 25 mg diclazurilu (4) s piesnosti 0,1 mg, ptevede se do tmavé 50ml odmérné banky a doplni
acetonitrilem (2) po znacku. Pfi vypoctu piesné koncentrace analytu v zasobnim roztoku se bere
v uvahu také Cistota standardu. Tento roztok je stabilni nejméné 1 rok pii uchovani ve tm¢ pfi teploté
(4-18)°C.
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Zasobni roztok nikarbazinu

Navazi se 25 mg nikarbazinu (4) s piesnosti 0,1 mg, pievede se do tmavé 50ml odmérné banky
a doplni 80% acetonitrilem (7) po znacku. Pfi vypoctu pfesné koncentrace analytu v zasobnim roztoku
se bere v uvahu také Cistota standardu. Tento roztok je stabilni nejméné 1 rok pii uchovani ve tmé
pfi teploté (4 — 8) °C.

Zasobni roztoky kokcidiostatik (halofuginon, lasalocid, maduramicin, monensin, narasin, robenidin,
salinomycin, semduramicin)

Navazi se 25 mg jednotlivych analytd (4) s pfesnosti 0,1 mg, pfevede se do tmavych 50ml odmérnych
banék a doplni methanolem (1) po znacku. Pfi vypoctu piesné koncentrace analytu v zasobnim roztoku
se bere v avahu také Cistota standardu. Tento roztok je stabilni nejméné 1 rok pii uchovani ve tmé
pti teploté (4 — 8) °C.

Smésny pracovni roztok I c(analyt) = 50 mg/l.

Do tmavé 50ml odmérné banky se odméii takové mnozstvi jednotlivého zdsobniho roztoku analytu,

aby vysledna koncentrace byla 50 mg/l a doplni se po znacku methanolem (1). Tento roztok je stabilni
nejméné 1 rok pii uchovani ve tmé pii teploté (4 — 8) °C.

Smésny pracovni roztok Il c(analyt) = 10 mg/I.

Do 10ml odmémé baiky se odméii 2 ml pracovniho roztoku I a doplni po znacku methanolem (1).
Tento roztok se pfipravuje vzdy Cerstvy.

Smésny pracovni roztok 11 c(analyt) = 0,1 mg/I.

Do 25ml odmérné banky se odméfi 0,25 ml pracovniho roztoku II a doplni po znacku methanolem (1).
Tento roztok se ptipravuje vzdy cerstvy.

5.2 Externi kalibrace

Externi kalibrace se pouziva pfi analyzach krmnych smési i premix. Do 25ml odmérnych banck
se odm&ii podle tabulkyl odpovidajici objemy pracovniho roztoku Ill. Po promichani
a vytemperovani se doplni roztokem methanolu (6) a pfevede do vialek a pevné se uzavie. Takto
natedéné kalibracni roztoky odpovidaji koncentracim (0,0002 — 0,01) mg/l. Na chromatografickou
kolonu se davkuje 50 pl kalibracnich roztokd. Z primérnych ploch pikli pro kaZzdou koncentraci
se sestroji kalibrac¢ni kifivka. Podle ocekavaného obsahu analytu ve vzorku se pouZiji nejméné
3 kalibra¢ni body z tabulky 1.

Tabulka 1. Rozpis pro sestrojeni externi kalibraéni kiivky.

25ml odmérna barnka 1 2 3 4 5 6 7

Pracovni roztok Il (ml) 0,05 0,1 0,5 1,00 1,50 2,00 2,50

Koncentrace (mg/l) 0,0002 | 0,0004 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01
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53 Interni kalibrace

Interni kalibrace se pouziva predevSim pii analyzach spornych vzorkii s extrémnim matri¢nim
efektem, protoze na rozdil od externi kalibrace 1épe postihuje vlivy matrice vzorku na ionizaci a tim
i na celkovou odezvu signalu.

Do c¢tyf 25ml odmérnych ban¢k se pipetuje odpovidajici mnozstvi extraktu vhodné matrice krmné
smési bez obsahu analytu (blank). Prvni (P0O) baiika se ponecha bez ptidavku standardd, do zbyvajicich
ban¢k (P1; P2 a P3) se podle tabulky 2 pfida odpovidajici mnozstvi pracovniho roztoku Ill a doplni
se po znacku roztokem methanolu (6).

Na chromatografickou kolonu se davkuje 50 pl kalibrac¢nich roztokid. Z primérnych ploch pika
pro kazdou koncentraci se sestroji kalibra¢ni kiivka.

Poznamky
1 Jako vhodna matrice krmné smési bez obsahu analytu (blank) se zpravidla pouziva hladka
mouka.

Tabulka 2. Rozpis pro sestrojeni interni kalibraé¢ni kiivky.

25ml odmérna banka PO P1 P2 P3
Extrakt (ml) 0,25 0,25 0,25 0,25
Pracovni roztok Il (ml) — 0,1 1,0 2,0
Koncentrace (mg/l) 0 0,0004 0,004 0,008

5.4 Extrakce vzorku

Do 50ml banky se navazi 1 g zkusebniho vzorku krmné smési nebo premixu S piesnosti 0,1 mg
aprelije se 25 ml roztoku methanolu (5). Baika se uzavie zatkou a tfepe na laboratorni tfepacce
60 min pii (50 — 180) kmiti/s. Ziskany extrakt se poté odstiedi 15 min pii 1500 g a vytemperuje se
na laboratorni teplotu. K vlastnimu stanoveni se pouZzije supernatant, ktery se nafedi podle tabulky 3
roztokem methanolu (6), pfevede do vialky a pevné se uzavie.

Slepy pokus se pfipravi stejnym zpiisobem bez navazky vzorku.

Tabulka 3. Redéni extraktii krmnych smési a premixi.

Deklarace (mg/kg) Redéni
Krmna smés/premix <10 100
10 - 100 1000
> 100 10 000
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5.5 Stanoveni

MEéii se za separacnich podminek chromatografického systému, které jsou uvedeny v tabulkach 4 az 8.
Uvedené parametry plati pro sestavu vysokoucinného kapalinového chromatografu LC-MS/MS
Premium Waters a slouzi jako ptfiklad nastaveni instrumentace. V kazdé sérii stanoveni se provede

stanoveni slepého pokusu a vhodného IRM.

MS podminky

Pro identifikaci jednotlivych analyti se pouziva MRM (Multiple Reaction Monitoring) mod
sledovanim dvou produktovych iontl pochazejicich z jednoho prekurzorového iontu. Nalezené
optimalni parametry MS detektoru, pii kterych je intenzita daného dcefiného iontu maximalni, jsou

uvedeny v tabulce 8. Nastaveni MRM parametru jednotlivych piechodt je uvedeno v tabulce 7.

Tabulka 4. Nastavované parametry chromatografu.

Kolona napt. KINETEX C18, 5 um, (150 x 4,6) mm
Teplota kolony 30°C
Teplota autosampleru 20 °C

Mobilni faze gradient mobilni faze A (8), mobilni faze B (9) dle tabulky 5
Pratok mobilni faze 0,5 ml/min
Objem nastiiku 50 pl

Tabulka 5. Gradientovy program pro analyzu.

Cas (min) Mobilni faze A (%) Mobilni faze B (%)
0-1,8 100 0
2,0 75 25
10-15 0 100
16-20 100 0
5

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, Ph.D., feditel NRL

Platné od: 10. 12. 2015




‘ Ustiedni kontrolni a zkugebni stav zemé&délsky Strana 6

. . Narodni referen¢ni laborator

U K Z U Z r r A4 r L3 , ,
Jednotné pracovni postupy — zkouseni krmiv Vydani 1

10620.1 — Stanoveni obsahu kokcidiostatik metodou LC-MS | Revize 2

Tabulka 6. Reten¢ni ¢asy jednotlivych analytii za uvedenych podminek.

Analyt Retencni ¢as (min)
Diclazuril 12,6
Halofuginon 8,5
Lasalocid 15,0
Maduramicin 15,3
Monensin 14,9
Narasin 15,9
Nikarbazin 12,3
Robenidin 10,9
Salinomycin 15,5
Semduramicin 14,5
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Tabulka 7. MRM parametry.
Prekurzorovy iont (m/z) Produktovy iont (m/z) | Kolizni energie (eV)
Diclazuril 404,9 334,0 23
406,9 336,0 23
Halofuginon 416,1 100,1 35
120,1 35
Lasalocid 613,2 377,2 37
577,4 33
Maduramicin 939,2 877,2 50
719,3 70
Monensin 693,4 461,2 50
479,2 55
Narasin 787,6 431,2 50
279,1 55
Nikarbazin 301,0 137,0 20
107,0 50
Salinomycin 773,3 431,3 50
265,2 55
Semduramicin 895,3 833,6 40
705,5 60
Robenidin 334,1 138,1 18
155,2 24
;
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Tabulka 8. Parametry MS detektoru.

Ioniza¢ni mod ESI+ a ESI-
Capilary voltage 3,15 kv

Cone voltage 3BV

Source temperature 120 °C
Desolvation temperature 350 °C
Desolvation gas flow 600 I/h

Cone gas flow 100 I/h

CID gas argon, p = 2,4 x 10° mbar

6 Vypocet a vyjadirovani vysledkii

Obsah diclazurilu, halofuginonu, lasalocidu, maduramicinu, monensinu, narasinu, nikarbazinu,
robenidinu, salinomycinu a semduramicinu (X) vyjadfeny v mg/kg se vypocita podle vztahu

_CtxV xR
m

X

je koncentrace doplnkové latky ve zkusebnim vzorku, zjisténa z kalibra¢niho grafu v mg/l,
objem extrak¢éni smési v ml (25 ml pro tento postup),
hmotnost zkusebniho vzorku v g (1 g pro tento postup),

a3 < ©°

fedéni.
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