CH 6.26. Konfirmac¢né stanovenie ionoféorovych a neionoférovych
kokcidiostatik v potravinach Zivo¢iSneho povodu a krmivach metédou
LC/MS/MS.

1.P6vod metody:
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-neionoforové kokcidiostatika
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Metodika CRL pre rezidué veterindrnych lie¢iv v Berline, Nemecko, Dr. Petra Gowik.

2. Princip metody:

- ionoforové kokcidiostatika

Metoda je zalozenda na extrakcii polyéterickych antibiotik (monenzinu-MON,
salinomycinu-SAL, narazinu-NAR, maduramycinu-MAD, semduramycinu-SEM a
lasalocidu-LAS) z biologickej vzorky a naslednom precisteni na SPE kolonkach Si alebo
polymérového typu.

- neionofdrové kokcidiostatika
Metoda je zaloZzend na principe extrakcie diklazurilu-DIC (obchodny nazov Clinacox),
nikarbazinu-NIC, halofuginonu-HAL a robenidinu-ROB  a naslednym precistenim extraktu
na tuhej faze (SPE) s napliiou C-18 alebo polymérového typu.

3. Pouzité pristroje
Viéhy,
Trepacka,
Centriftga,
Ultrazvukova lazen,
Rotac¢né vakuova odparka,
Centrifugacné skimavky,
Pipety,
Polgul'ové banky,
Filtraéné lieviky,

Filtra¢né papiere,

SPE kolonky C18, Si (500 mg, 3 ml), strata-X (100 mg, 6 ml)

SPE manifold,

Kvapalinovy chromatograf s triple quadrup6lom (Quattro Micro, Waters).

4. Zoznam chemikalii
Redestilovana voda HPLC kvality,
Metanol g.g.,



Metanol p.a.,

N,N-dimetylformamid p.a., (DMF)
Tetrabutylaménium hydrogén p.a.,
Acetonitril g.g.,

Octan amonny p.a.,

Kyselina chlorovodikova (36-38 %),
Octan etylnaty p.a.,

Izooktan p.a.,

Ladova kyselina octova

5. Priprava Standardov

-ionoforové kokcidiostatika
Zasobny roztok kazdého kokcidiostatika sa pripravi s koncentraciou 0,5 mg/mL
V metanole. Pracovny roztok sa nariedi tak, ze vyslednd koncentracia kazdého
kokcidiostatika bola 0.002, 0.005, 0.010, 0.020,0.030, 0.40, 06 mg/L v metanole.

-neionoforové kokcidiostatika
Zasobny roztok diklazurilu sa pripravi s koncentraciou 0,5 mg/L v N,N-dimetylformamide,
nikarbazinu, halofuginonu a robenidinu s koncentraciou 0,5 mg/L v metanole . Pracovné
roztoky sa nariedia v metanole tak, aby po rozpusteni bola ich vysledna koncentracia
0.002, 0.005, 0.010, 0.020,0.030, 0.40, 06 mg/L .

Okysleny metanol: pripravi sa pridanim 5 ml kys. chlorovodikovej ku 995 ml metanolu
6. Priprava vzoriek pre stanovenie :

-ionoforové kokcidiostatika na SPE kolonke Si:
Svalovina, pecen, oblicka, tuk,vajcia:

5 g zhomogenizovanej vzorky sa extrahuje 10 ml zmesi izooktan/octan etylnaty (9/1
v/v) po dobu 30 minut Zmes sa zleje cez bezvody siran sodny a zvySny sediment sa eSte dva
krat extrahuje 10 ml zmesi izooktan/octan etylnaty (v pripade vytvorenia sa emulzie sa extrakt
preleje do centrifugacnej skimavky a scentrifuguje 5 min pri 3000 ot/min).

SPE kolonka Si sa kondiciuje 5 ml zmesi izooktan/octan etylnaty (9/1 v/v). Na
kolonku sa pripevni rezervoar a extrakt sa necha prejst’ kolonkou. Koldnka sa premyje 5 ml
dichlérmetanu a vysus$i cca 5 min. Analyt sa eluuje z kolonky 2 x 3 ml zmesi dichlormetan
/metanol (9/1 v/v) a odpari sa dosucha pri 40 °C . Odparok sa rozpusti v 1 ml metanolu.

-neionoforové kokcidiostatika na SPE kolonke C18:

Zivo&isne matrice (sval, peceii, vajce):

8 g zhomogenizovanej vzorky sa zaleje 40 ml okysleného metanolu, umiestni sa na 10
min do ultrazvuku a nasledne vytrepava na trepacke 30 min alebo neché stat’ cez noc.
Extrakt sa centrifuguje 10 min pri 3000 ot/min, prefiltruje a zakoncentruje na rotacnej
vakuovej odparke pri 35 °C na cca 10 ml. Supernatant sa rozpusti v 10 ml
redestilovanej vody.

SPE kolonka C-18 sa aktivuje 3 ml metanolu, nasledne 5 ml vody. Na kolonku sa nanesie
extrakt. Kolonka sa preplachne 10 ml zmesi okysleny metanol/voda 65/35 v/v. Diclazuril sa
Z kolonky eluuje 10 ml zmesi okysleny metanol/voda 80/20 v/v. Eluat sa odpari dosucha pri
30 °C. Odparok sa rozpusti v 1 ml metanolu.V pripade potreby sa tento roztok prefiltruje cez
chemicky rezistentny mikrofilter.



Priprava vzoriek pre stanovenie kokcidiostatik vedl’a seba na SPE kolonke Strata-X:
Svalovina, pecen, oblicka, tuk,vajcia pre analyzu LC/MS/MS:

2 g zhomogenizovanej vzorky sa extrahuje 10 ml acetonitrilu 15 minuat v ultrazvuku a
nasledne 30 minat na trepacke. Extrakt sa scentrifugeje 10 min pri 4° C a 3000 ot/min a
odpari pod dusikom (Zymark, 55 °C). Odparok sa rozpusti v5 ml redestilovanej vody a
umiestni sa na 5 minut do ultazvuku

SPE kolonka Strata-X sa kondiciuje 3 ml metanolu, nasledne 3 ml vody. Extrakt sa
necha prejst’ kolonkou. Kolonka sa premyje 3 ml vody a vysusi cca 5 min. Kokcidiostatika
sa eluuju z kolonky 5 ml metanolu a odparia sa na 1 ml pri 40 °C(Zymark).

krmiva:

Diklazuril

10 g zhomogenizovanej vzorky (v pripade premixov 1g) sa zaleje 200 ml okysleného
metanolu, umiestni sa na 10 min do ultrazvuku a nasledne sa vytrepava sa na trepacke 30 min

alebo necha stat’ cez noc. Extrakt sa prefiltruje a odpari na rota¢nej vakuovej odparke dosucha
pri 40 °C. Odparok sa rozpusti v 2 ml DMF a prida sa k nemu 3 ml redest.vody. Pred HPLC
analyzou sa tento roztok prefiltruje cez chemicky rezistentny mikrofilter a uz sa d’alej neriedi.

Robenidin, Nikarbazin, Halofuginon

10 g zhomogenizovanej vzorky (v pripade premixov 1g) sa zaleje 200 ml okysleného
metanolu, umiestni sa na 10 min do ultrazvuku a nasledne sa vytrepava sa na trepacke 30 min
alebo necha stat’ cez noc. Extrakt sa prefiltruje, odmeria sa objem a riedi sa 10-krat.

ITonoforové antikokcidika

10 g zhomogenizovanej vzorky (v pripade premixov 1g) sa extrahuje 50 ml zmesi
metanol/voda 9/1 v/v na trepacke po dobu 60 minut. Extrakt sa prefiltruje a odmeria sa objem
filtratu, ktory sa zapiSe. Pred injektdzou sa krmiva zriedia 500-krdat — OKREM
MADURAMYCINU. Krmiva na stanovenie maduramycinu sa riedia 10-kr4t.

7. Podmienky stanovenia
-ionoforové kokcidiostatika

LC system
Koloéna: C - 18 endcapped (Luna.Phenomenex 125x2, pum)
Mobilna faza: metanol/voda/konc. kys. octova 990/99/1 v/v/v

Prietok mobilnej fazy: 0,4 ml / min
Teplota na koléne : 40 °C

Teplota vzoriek: 10 °C

Injekovany objem: 10 pl.

Cas analyzy: 8 min

MS/MS system
Detekcia: Triple quadrupole Quattro Micro Waters
Moébd: ESI+, MRM mode

monenzin 693.4—5461.3, 693.4—-675.8



salinomycin  773.7—431.5, 773.7—531
narazin 787.5—431.3, 787.5—531
maduramycin 939,48—877,48, 939,48—895,5
semduramycin 895,3—833,6 895,3—851,5
lasalocid 614.3—378

Capillary (kV) 3,5

Extractor(V) 1

RF Lens (V) 0

Source temperature (°C) 100

Desolvation temperature (°C) 400

Desolvation gas flow (I/h) 600

Cone gas flow (I/h) 50

MRM Cone (V) Collision energy(eV)
693.4—461.3 65 55
693.4—675.8 65 45
773.7—431.5 65 50
773.7—531 65 45
787.5—431.3 70 50
787.5—531 70 45
939,48—877,48 41 55
939,48—895,5 41 55
895,3—833,6 35 36
895,3—»851,5 35 42
614.3—378 55 38

-neionoforové kokcidiostatika
LC system
Koléna: Symmetry C - 18 (4,6x 75 mm, 3,5 um, Waters)
Mobilna faza: A: metanol/voda/konc. kys. octova 990/99/1 v/v/v
B: metanol/voda/konc. kys. octova 700/299/1 viviv

Cas %A %B
0 0 100
2 0 100
3,5 100 0
5,0 100 0

Prietok mobilnej fazy: 0,4 ml / min
Teplota na koléne : 40 °C

Teplota vzoriek: 10 °C

Injekovany objem: 10 ul.

Cas analyzy: 5 min



