TIEU CHUAN VIET NAM

TCVN 8545 : 2010

THUC AN CHAN NUOI — XAC BINH HAM LUONG MONENSIN, NARASIN VA SALINOMYCIN —
PHUONG PHAP SAC Ki LONG VO'I DAN XUAT SAU cOT

Animal feeding stuffs — Determination of monensin, narasin and salinomycin contents — Liquid
chromatographic method using post-column derivatization

L&i néi dau
TCVN 8545:2010 hoan toan twong duong véi ISO 14183:2005;

TCVN 8545:2010 do Cuc Chan nubi bién soan, B Nong nghiép va Phat trién néng thén dé nghi,
Téng cuc Tiéu chuén Po lwdng Chéat lwgng thdm dinh, B6 Khoa hoc va Cong nghé cong bé.

THU'C AN CHAN NUOI - XAC BINH HAM LUQNG MONENSIN, NARASIN VA SALINOMYCIN
- PHUONG PHAP SAC Ki LONG VO'I DAN XUAT SAU COT

Animal feeding stuffs — Determination of monensin, narasin and salinomycin contents -
Liquid chromatographic method using post-column derivatization

1. Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay quy dinh phurong phéap séc ki 16ng hiéu nang cao (HPLC) dé xac dinh ham lwong
monensin, narasin va salinomycin trong thirc &n chan nubi, nguyén liéu bé sung (dang kho va
I6ng) va cac premix khoang. Phuong phap nay khéng ap dung doi véi cac premix thude (dugc
pham). Phurong phap nay khéng ap dung dé xac dinh lasalocid va semduramicin.

Gi6i han dinh lvgng déi v&i monensin, narasin va salinomycin twong trng khoang 1mg/kg,
2mg/kg va 2 mg/kg. Gigi han dinh lwgng thap hon ciing c6 thé dat dwoc nhwng phai dwoc tham
dinh b&i nguwoi str dung.

2. Tai liéu vién dan

Cac tai liéu vién dan sau rét can thiét cho viéc 4p dung tiéu chuén nay. Dai voi cac tai liéu vién
dan ghi nam cong bé thi 4p dung phién ban dwoc néu. Déi véi cac tai liéu vién dan khong ghi
nam cong bo thi 4p dung phién ban méi nhat, bao gom ca cac stra déi, bd sung (néu co).
TCVN 6952:2001 (ISO 6498:1998) Thikc &n chan nudi — Chudn bi mau tht.

3. Nguyén tic

Céc thé mang ion (ionophore) monensin, narasin va salinomycin dwoc chiét vai hdn hop
metanol/nuéc (90 + 10) bang may lac trong 1 h, sau dé dich chiét dugc loc. Cac thé mang ion
dwoc xac dinh bang séc ki 16ng hiéu nang cao (HPLC) pha dao st dung dan xuét sau cot voi
vanilin va phat hién & bwédc séng 520 mm. Cac mau duong tinh nghi ngdr & mikc vét va cac mau
thirc &n chan nudi b6 sung thudc tha y cé chira cac thé mang ion khong duw kién dwoc khéng
dinh bang céach chiét véi hexan hodc tao dan xuét sau cot vai dimetylaminobenzaldehyt (DMAB).

4. Thuoc thiv

Chi str dung cac thudc thir tinh khiét phan tich, trir khi c6 quy dinh khac.

4.1. Nwérc, loai dung cho HPLC hoac twong duong (vi du nuéc siéu sach Milli-Q).
4.2. Metanol (CH;0H), loai dung cho HPLC.

4.3. Axit sulfuric (H.SO4), 97 % dén 98 %.

4.4. Axit axetic (CH;COOH) bang, 97 % dén 98 %.

4.5. Natri hydrocacbonat (NAHCO3), do tinh khiét t6i thi€u 99 %.



4.6. Vanilin (4-hydroxy-3-metoxybenzaldehyt), do tinh khiét téi thi€u 99 %.
4.7. Dimetylaminobenzaldehyt (DMAB), dd tinh khiét tdi thi€u 99 %

4.8. Hexan [CHs(CH.),CHs], dwoc cét bang dung cu thiy tinh.

4.9. Dung mai chiét, metanol/nwéc (90 + 10).

Tron 1 800 ml metanol (4.2) va 200 ml nuéc (4.1) trong binh 2 lit, tron déu.
4.10. Pha dong

4.10.1. Hé théng phan trng sau co6t

Vira khudy va thém tir tir bang pipet 20 ml axit sulfuric (4.3) vao 950 ml metanol (4.2). D& ngudi,
vira khudy vira thém 30 g vanilin (4.6). Bao quan tranh anh sang. Chuan bi m&i trong ngay str
dung.

4.10.2. Co6t HPLC

H6n hop metanol (4.2)/nuéc (4.1)/axit axetic (4.4) (940 : 60 : 1). Loc bang chan khong vai hé
théng néu trong 5.7.

4.11. Metanol trung tinh

Thém 1,0 g natri hydrocacbonat (4.5) vao 4 lit metanol (4.2). Trén déu va loc qua gidy loc 11 m,
néu can (vi du gidy loc Whatman No.1)*. Xem Ch thich & 4.13.

4.12. Chat chuan

Thanh phan hodc néng dé cla tirng 16 chat chuan can dwoc biét.
4.12.1. Natri monensin?

4.12.2. Narasin®

4.12.3. Natri salinomycin?®

CANH BAO: Tranh bi hit vao ho#c tiép xtic vé&i cac chat chudn va dung dich chuan cé doc
tinh. Ludn lam viéc trong ti hat khoéi khi xtr li cac loai dung moi va dung dich thudc thtr.
Mang kinh an toan va quan ao bao ho.

4.13. Cac dung dich chuin gdc ionophore, khoang 0,50 mg/ml.

Can 25 mg moi loai chét chuén (ttr 4.12.1 dén 4.12.3), chinh xé&c dén 0,1 mg, vao cac binh dinh
mtrc 50 ml. Hoa tan bang metanol trung tinh (4.11) va dinh mdc dén vach. Chuén bi méi dung
dich chuén gbc hang thang. Bao quan trong tu lanh.

B&o quan cac dung dich chuén tranh sang ho&c chuén bi trong cac binh thly tinh sm mau.

CHU THICH: Viéc str dung metanol trung tinh chua dugc xac nhan déi v&i salinomycin. Néu chi phan tich riéng
monensin thi khéng yéu cau, nhwng la bat buéc néu phan tich narasin.

4.13.1. Dung dich chuan goc monensin
Chuén bi dung dich chuén géc monensin theo 4.13. Tinh néng d6 dung dich chuén géc dva vao
thanh phan chinh monensin A. Thanh phan phu monensin B trong mau thtr, dwgc rira gidi ngay

trwére khi rira gidi monensin A ¥, duoc xac dinh dwa vao monensin A. Sr dung thanh phan da
nhan biét clia chuan dwa theo chirng chi kém theo va tinh theo cong thirc:

! Pay la mét vi du vé san pham thich hop cé sén trén thi trudrng. Thong tin nay dua ra tao thuan tién cho ngudi str dung
tiéu chudn nay con 1SO khong &n dinh phai str dung ching

2 C6 san tai Lilly Research Laboratories, Lilly Corporate Center, Indianapolis, Indina 46285, USA

3Cosantai Alphama Inc., Animal Health Division, 1 Duggar Drive, Willow Island, WV, USA 26134-97111 va Hoechst
Roussel Vet, D-65926 Frankfurt am Main, Gebaude H 790, Germany
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Trong do:

0,5 la ndng doé clia dung dich chuén gdc (4.13), tinh bang miligam trén mililit (mg/ml), dwoc xac
dinh dén ba chir s6 c6 nghia;

Py & ndng do ctia monensin A trong dung dich chuén géc, tinh bang miligam trén mililit (mg/ml);
S,, lati 1é ctia monensin A trong chéat chudn ddi chiing néu trong chirng chi kém theo, tinh bang
phan tram (%).

Vi DU L6 chéat chudn RS0234 chira 93,71 % monensin A, tinh theo khéi luvgng.

4.13.2. Dung dich chuan g6éc salinomycin

Chuan bi dung dich chuén géc theo 4.13. Tinh ndng dé chudn g6c dwa vao néng do clia chuén
déi chirng ctia nha cung cap dua ra
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Trong dé:

P, 1a ndng dd ciia salinomycin trong dung dich chudn géc, tinh bang miligam trén mililit (mg/ml);
w & ham lvong clia chat chudn salinomycin do nha cung cép dwa ra, tinh bang microgam trén
miligam ( 9/mg).

Vi DU Béi v6i 16 WS-19B, ham lwgng chat chuén 14 986 g/mg

4.13.3. Dung dich chuan g6c narasin

Chuan bi dung dich chuén g6c theo 4.13. Tinh ndng d6 chuén gdoc dwa vao thanh phan chinh la
narasin A. Nhitrng thanh phan phu (narasin D va l), dwoc rira gidi sau narasin A ), dugc xac dinh
dwa vao chuén narasin A. S dung thanh phan clia chudn da biét dwa vao ching chi kém theo
va tinh theo cbng thirc.
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Trong dé:

Pn 12 nbng dd cua narasin A trong dung dich chuén géc, tinh bang miligam trén mililit (mg/ml);

Sy la ti 1& ctia narasin A trong chét chudn déi chirng néu trong chitng chi kém theo, tinh bang
phan tram (%).

Vi DU Déi v6i 16 chat chudn RS0234, ty 1é phan tram mdi thanh phan tinh theo khéi lvong la:
Narasin A = 85,4 %

NarasinD=1,9 %

Narasin 1 = 0,7 %

4.14. Dung dich hén hop chuén trung gian, chira monensin, salinomycin va narasin twong
wrng khoang 20 g/ml, 40 g/ml va4o0 g/ml,

Dung pipet lay 10,0 ml, 20,0 ml va 20,0 ml cac dung dich chuan gdc monensin, salinomycin va
narasin (4.13) twong trng cho vao binh dinh mirc 250 ml. Pha lodng dén vach bang dung moi
chiét (4.9). Trén déu. Chuan bi dung dich dé st¥ dung trong thang.



4.15. Dung dich hén hop chuan cho HPLC

Chuén bi mot day gom 5 dung dich hén hop chudn HPLC bang cach dung pipet I8y cac thé tich
hdn hop chuén trung gian (4.14) vao binh dinh mirc sAm mau dung tich 100 ml va pha loéng dén
vach bang dung méi chiét (4.9), nhw quy dinh trong Bang 1. Tron déu. Chuén bi dung dich dé st
dung trong thang.

Bang 1
Ki hiéu hdn hop | Thé tich hén hop Néng dé chudn cho HPLC g/ml
chuan HPLC chuén trung gian
(4.14) ml Monensin Salinomycin Narasin
A 1 0,2 0,4 0,4
B 5 1 2 2
C 10 2 4 4
D 25 5 10 10
E 50 10 20 20

4.16. Cac chuan riéng ré dung cho HPLC
4.16.1. Monensin, khoang 5 g/ml,

Dung pipet l&y chinh xac 1,0 ml dung dich chuén gdc monensin (4.13.1) vao binh dinh mc
100ml sdm mau. Pha lodng dén vach bang dung mai chiét (4.9). Trén déu. Chuén bi dung dich
dé st dung trong thang. Bao quan trong td lanh.

4.16.2. Salinomycin, khoang 10 g/ml

Dung pipet 1&y chinh xac 2,0 ml dung dich chuén goc salinomycin (4.13.2) vao binh dinh muirc
100ml sdm mau. Pha lodng dén vach bang dung mai chiét (4.9). Trén déu. Chuén bi dung dich
dé st dung trong thang. Bao quan trong td lanh.

4.16.3. Narasin, khoang 10 g/ml

Dung pipet l&y chinh xac 2,0 ml dung dich chuan géc narasin (4.13.3) vao binh dinh mdc 100 ml
sam mau. Pha loang dén vach bang dung mai chiét (4.9). Tron déu. Chuén bi dung dich dé st
dung trong thang. Bao quan trong td lanh.

5. Thiét bi, dung cu

S dung cac thiét bi, dung cu phong thir nghiém théng thwdng va cac thiét bi, dung cu cu thé
sau:

5.1. Hé thong HPLC, bao gom cac b phan sau:

5.1.1. Bom, da kh{r xung, téc do dong tlr 0,2ml/min dén 2,0 ml/min.

5.1.2. B6 phan boom mau, bang tay ho&c tw dong, c6 kha nang bom 100 | mau.

5.1.3. Detector UVIVIS, cé budc séng thay doi, cé thé do & bwdc song 520 nm va 592 nm.
5.1.4. B tich phan, hoac may tinh x& i di¥ liéu.

5.1.5. B6 phan phan trng sau c6t, v&i cudn day phan rng dung tich tlr 1,5 ml dén 2,0 ml, cé thé
gia nhiét & 98 °C.

Cudn day phan trng c6 thé mua san hoic lam bang 6ng loai 316 SS, dwéng kinh trong 0,5 mm,
chiéu dai tir 7,5 m dén 10 m, cudn lai cho vira v&i budng gia nhiét. Vi du, cé thé cudn 6ng phan
(rng trong gidy nhém dé vira khit vao bé phan gia nhiét va truyén nhiét tét. Loai cudn day ché tao
san thuworng duwoc wa dung. D& dam bao céac loai thudc thir tron 1an tét vai nhau, sir dung may lac




tron hoac dau ndi tron tinh (khéng phai dang ndi tron thong thuong) phia truéc cudn day phan
rng.

5.1.6. Bom thudc thitr sau cot, da khir xung, véi toc do tir 0,5ml/min dén 2,0 ml/min.

5.1.7. Cot phan tich.

CHU THICH: CAc loai c6t C18 5 m, Nucleosil 120A 25 x 0,46 cm, Partisil 5 ODS-3 hodc Waters
Nova Pak (4 m) hoac twong duwong da dwgc danh gia la phu hop®.

5.1.8. Cot bao vé, C18.
5.2. Thiét bi théi khi bang nito, dung dé thdi dung mai st dung dong khi nito.
5.3. May lac, dang tron hodc dang xoan.

5.4. Can: Can phan tich c6 thé can 10 g hoac I&n hon véi do chinh xac 0,1 mg va can c6 thé can
100 g hoac I&n hon véi do chinh xac 0,01 g.

5.5. Binh nén, dung tich 125 ml, 250 ml va 500 ml, c6 nap bang thay tinh.

5.6. Giay loc, Whatman No. 41 (15 cm), Whatman No. 42 (15 cm) va Whatman No. 1 (15 cm)
hoac twong dwong “.

5.7. B6 loc dung méi, hoan toan bang thay tinh, ding cho mang loc 47 mm va mang loc nylon
47 mm, cd 160,45 M

5.8. Bd loc mau, thiét bi dung mang loc nylon hodc PTFE ¢6 c& 16 0,45 M
5.9. Ray, c& 16 16 1 mm.
6. LAy mau

MAu gtri d&n phong thir nghiém phai dang 1a mau dai dién. Mau khéng bi hu hdng hoac thay ddi
trong su6t qua trinh van chuyén hodc bao quan.

Viéc 1dy mau khéng quy dinh trong tiéu chudn nay. Nén Iay mau theo TCVN 4325 (ISO 6497).
7. Chuén bi mau thr
Chu&n bi mau thir theo TCVN 6952 (ISO 6498).

Nghién mau phong thir nghiém (> 200 g) d€ lot qua ray c6 ¢& 16 1 mm. B&i véi cac mau ¢ lugng
vét thi nghién toan bd mau thtr. Tron Ki.

8. Cach tién hanh
8.1. Chuan bi mau kiém soat chat lwong
Nén sir dung cac mau kiém soat chét lwgng va cac biéu do kiém soat chéat luong.

Vé&i moi day, thém mot mau bd sung chudn c6 ham lwong monensin, salinomycin va narasin
twong trng khoang 100 mg/kg, 50 mg/kg va 50 mg/kg (d6i véi mau b6 sung thudc thd y) hodc véi
4 mg/kg, 6 mg/kg va 6 mg/kg (doi véi mau cé dang veét).

Vi DU 1 Thém 4,0 ml chudn g6¢c monensin vao 20 g mau dé c6 mau bd sung chudn 100 mg/kg

va thém 2,0 ml mbi dung dich chuén géc salinomycin va narasin vao 20 g mau b sung chuén
50mg/kg méi loai. T4t ca dung dich géc cé ndng dd xap xi nhw nhau (0,50 mg/ml, xem 4.13).

Vi DU 2: Thém 3,0 ml dung dich hdn hop chuén trung gian (4.14) vao 20 g mau dé c6 mau bd
sung chuén 3 mg/kg d6i véi monensin va 6 mg/kg déi véi salinomycin va narasin.

D9 thu hdi d6i véi mau bd sung thudc tha y (> 10 mg/kg) phai ndm trong khoang tir 95 % dén
108%. D6 thu hoi d6i v&i mau dang vét (< 10 mg/kg) phai nam trong khoang tir 90 % dén 110 %.

4 pay 1a cac vi du vé cac san pham thich hop c6 sdn. Thong tin nay dwa ra tao thuan tién cho ngwdi st dung tiéu chudn
nay con I1SO khéng an dinh phai str dung chiing



8.2. Chiét mau
8.2.1. Mau thire &n chin nudi khé va cac premix chira < 5000 mgl/kg

Can chinh xac 20 g mau thir vao binh nén 250 ml. Dé&i V@i cac premix khoang, thém 5 g natri
hydrocacbonat. Thém 100 ml dung méi chiét (4.9). Bay nap va lac manh trong 1 h bang may lac
(5.3).

8.2.2. Mau thire &n chdn nudi khé va cac premix chiva > 5000 mgl/kg

Can chinh xac 5 g mau vao binh nén 500 ml. B&i v6i mau premix khoang, thém 2 g natri ]
hydrocacbonat. Thém 200 ml dung méi chiét (4.9). Bay nap va lac manh trong 1 h bang may lac
(5.3).

8.2.3. Mau dang léng

Pong héa mau bang cach khudy mau trén may khudy tlr hodc may khudy tron. Lay 20 ml mau
dang léng cho vao mét 8ng dong chia dd 25 ml da biét khéi Ivgng. Can va chuy&n mau vao binh
nén 500 ml. Thém 180 ml metanol (4.2) (dung mét it dé trang 6ng dong). Pay nap binh nén va lac
manh trong 1 h bang may lac (5.3).

8.2.4. Loc dich chiét
Loc dich chiét qua gidy loc Whatman No.41 (5.6) vao mot binh nén 125 ml.

Dai v&i dich chiét c6 ndng dd khang sinh ionophore cao, pha lodng dén nong do twong dwong
v@i chuan D cho HPLC (4.15). Hé s6 pha lodng D c¢6 thé duoc tinh theo cong thirc sau:
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Trong doé:
W; la nbng dod khang sinh trong mau, tinh bang kilogam trén mililit (mg/kg);
P«a l& ndNg dé clia chudn dung cho HPLC, tinh bang microgam trén mililit (Mg/ml);
m; la khéi lwong phan mau thiy, tinh bang gam (g);
V. la thé tich dich chiét, tinh bang mililit (ml).
Loc dich chiét néi trén hodc rira gidi qua mang loc 0,45 m trwéc khi phan tich trén HPLC.
8.3. Phan tich HPLC
8.3.1. biéu kién sac ki

a) Cac théng sé phan tach biang HPLC

- cOt s&c ki: theo 5.1.7
- pha déng: theo 4.10.2
- toc d6 dong: 0,7 ml/min

- buwéc séng detector: 520 nm

- t6c do ghi: 0,5 cm/min
- thé tich bom: 100 ul
- cOt bao vé: theo 5.1.8 (cha y thworng xuyén thay méi cot bao vé, nhét la déi véi

mau dang vét)

- do nhay may ghi: dwoc diéu chinh dé c6 dwoc dd chéch tlr 50 % dén 60 % trén toan
thang do d6i v&i chuén B cho HPLC (4.15) d6i véi mau cé chira mirc
thap va chuan D cho HPLC d6i v&i mau bd sung thuéc tha y.



b) Piéu kién phan trng sau cot:

- b6 phan phan &ng sau cot: Theo 5.1.5
- pha déng : Theo 4.10.1
- t6c do dong: 0,9 ml/min

- nhiét dd budng phan &ng: 98 °C

Can dap rng cac tiéu chi vé s phll hgp clia hé thdng theo 8.3.2. Ca ba chat chuén ionophore va
cac thanh phan phu phai dugc phan giai tét trong diéu kién s&c ki, tuy nhién, thanh phan phu clta
salinomycin c6 thé xuét hién nhw mot pic bién dirng phia trudc pic narasin. St dung cét
Nucleosil (5.1.7) v&i cac diéu kién nhuw trén, thoi gian lwu twong (rng déi véi monensin B,
monensin A, salinomycin, narasin A va narasin (D + 1) phai xap xi 8,7 min, 9,8 min, 11,2 min,
12,8min va 14,6 min.

T6c do dong va pha dong doi véi cot phan tich co thé dao dong nhe, tuy nhién tdng toc dd dong
phai nam trong khoang ttr 1,5 ml/min dén 1,6 ml/min dé cho phép th&i gian phan ng it nhat 1a
1min. D nhay duoc xac dinh bdi cac diéu kién phan (rng va tin hiéu detecor/nhiéu.
Maduramicin 1& mot chat can tré chinh khi mau phan tich c6 dang vét déi véi salinomycin;
maduramicin duoc rira gidi khoang 0,3 min trwéc salinomycin. Semduramicin la chat can tré
chinh khi phan tich monensin; né dwoc rira giai khoang 0,4 min trué¢c monensin B. Ca
maduramicin va semduramicin cho thdy dd nhay thap va c6 thé xi li hiéu qua bang quy trinh
khang dinh trong Diéu 9.

8.3.2. Panh gia sw phu hop cua hé théng
8.3.2.1. b6 phan giai
Bom hdn hgp chuén D dung cho HPLC (4.15).

Tinh hé sb phan gidi Fr dbi v&i cac cap pic canh nhau nhw sau:

d, d
F.=2 W2 Wl
2

Trong do:

dn 1a khoadng céch trén dudng nén gitra diém bat dau cha sic dd va cuc dai clia pic, tinh bang
centimet (cm);

w, la do rong pic trén dwérng nén, tinh bang centimet (cm);
n la s6 cla pic (n=1 hoac 2).
Vi DU D liéu dé tinh dé phan giai git)a monensin B (1) va monensin A (2):
d.=10,38 cm, w; = 0,46 cm;
d>=11,98 cm, w, = 0,52 cm;
~ 11,98 10,38 ~

R=—¢— — — o —9O

0,46 0,52

Gia tri Fr phai I&n hon 1,4 d6i véi tat ca cac cap pic canh nhau. Néu tiéu chi nay khong duwoc dap
(rng, diéu chinh cac diéu kién HPLC d€ cai thién do phan giai, sau d6 13p lai viéc bom chuén va
tinh.

8.3.2.2. Hé so dubi pic

Tinh hé sb dudi pic Fr theo céng thirc sau:



