Stanoveni dimetridazolu ve finalnéh krmivech a premixech dopliikovych latek metodou HPLC

STANOVENI DIMETRIDAZOLU VE FINALNICH KRMIVECH A PREMIXECH DOPLNKOVYCH LATEK
METODOU HPLC

1. Definice
Dimetridazol se stanovi po extrakci ze vzorku smésnym rozpoustédlem methanol-voda. Extrakt

krmnych smeésich se precisti na pevné fazi Alumina B, extrakt premixt doplikovych latek naredi a
dimetridazol se stanovi metodou RP-HPLC na kolon¢ C;5 s UV detekci pii vinové délce 309 nm.

2. Chemikalie a zku3ebni pomiicky

2.1 Methanol, HPLC grade

2.2 Extrakeni roztok: methanol (2.1) + voda (650+350, V+V)

2.3 Mohbilni faze, voda + methanol (2.1), (700+300, V+V)

2.4 Dimetridazol /IDMD/, zakladni latka, CsH7N3O,,M, = 141,1, Riedel-deHaén 46223

2.4.1 Dimetridazol, z&kladni roztok: Do odmérné banky na 250 ml se navézi asi 50 mg dimetri-
dazolu (2.5), rozpusti v asi 180 ml methanolu (2.1) na ultrazvukove l&zni a po rozpusténi a
vytemperovani nalaboratorni teplotu se doplni vodou po zna¢ku a promicha.

1 ml tohoto roztoku obsahuje 0,2 mg DMT
2.5 Kolona SPE, Alumina B Cartridges, napi. Sep-Pak, Waters Cat.No. WAT020505

3. Pracovni postup
Pri zpracovani vzorku se vyhneme pirehiati vzorku béhem jeho homogenizace. Vzorek se ho-
mogenizuje na ¢astice o velikosti 0,5 mm a mensi. Homogenizace a Uprava vzorku se provédi, pokud

jeto mozné, tésné pred jeho zpracovanim, aby se zabranilo ztratam.

3.1 Extrakce

Do konické banky na 250 ml se zdbrusem se navézi takové mnozstvi zkuSebniho vzorku, aby po
extrakci a naslednym fedénim byla koncentrace dimetridazolu 4 az 40 mg/l - hmotnost a objem ex-
trak¢niho ¢inidla se voli podle tabulky ¢. 1. NavaZzka vzorku se pielije definovanym objemem ex-
trak¢niho roztoku (2.2) a konicka banka se uzavie zétkou se zabrusem, obsah se promicha a extrahuje
na laboratorni trepacce po dobu 60 minut. Poté se obsah barky nechd ustéat, a extrakt se filtruje pies
suchy husty skladany papirovy filtr do suché podlozZené nadoby. Prvnich 5 ml filtratu se nepouZije.

3.2 Krmné smési - separace na pevné fazi Alumina B
Pri analyze krmnych smési se odstrani balastni latky extrakci na pevné féazi. Kolonka aluminaB
(2.5) se pripoji k polyethylenové injekéni stiikacce o objemu 5 ml, do které se odlije as 3 ml extraktu

ziskaného podle ¢l. 3.1. Na kolonku se nanese asi 1 ml extraktu a ta se nechd asi 5 sekund kondicio-
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novat. Pak se extrakt pomalu protlaci ptipojenou kolonkou, pri¢emz prvni podil extraktu (0,1 ml) se

nezachycuje a dalSi podil se pouZzije k nastfiku na chromatografickou kolonu (takto precistény extrakt

je nutné promichat).

3.3 Premixy doplikovych latek

Extrakt, ziskany podle ¢l. 3.1 se naredi na poZadovanou koncentraci extrakénim roztokem

(2.2) na koncentraci asi 20 mg/l. Pred nésttikem na chromatografickou kolonu se ziskany extrakt fil-

truje ptes membranovy filtr 0,45 nm nebo se odstiedi na laboratorni odstiedivce 3 minuty pii 8000

ot./min. Na chromatografickou kolonu se nastiikuje objem 10 m  extraktu.

3.4 Chromatografické podminky

Vlastni méieni, jak kalibracnich roztoku tak i extraktu zkusebnich vzorka, se provadi za nasledu-

jicich separacnich podminek chromatografického systému:

Kolona:
Mobilni faze A:
Mobilni faze B:

Pritok:

Cyg - reverzni faze, NovaPak 4 mm, 150x3,9 mm (Waters)

methanol (2.1)
voda-methanol (700+300, V+V)

1,0 ml/min

Gradientova tabulka

Time Préitok %A %B KFivka

1 0,00 1,00 0,0 100,0 6
2 9,00 1,00 0,0 100,0

3 10,00 1,00 100,0 0,0 6
4 16,00 1,00 100,0 0,0 6
5 17,00 1,00 0,0 100,0 6
6 26,00 1,00 0,0 100,0 6
7 27,00 1,00 100,0 0,0 6
8 57,00 1,00 100,0 0,0 6
9 58,00 0,00 100,0 0,0 6

Teplota: 38 °C nebo teplota okoli

UV-detektor:
Objem nastfiku:

RetTime:

309 nm
10 m

asi 6,0 min (pro uvedenou kolonu a teplotu 38 °C)
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3.5 Kalibrace
Do sady odmérnych banék na 25 ml se postupné pipetuje 0,5 - 1,0 - 2,0 a 5,0 ml z&kladni-
ho roztoku dimetridazolu (2.4.1), odmérné baiky se doplni extrakéni smési (2.2) po znacku a promi-

chaji. Ziska se sada pracovnich roztoka o koncentraci 4,0 - 8,0 -16,0 a 40,0 mg/| dimetridazolu.

Pracovni roztoky dimetridazolu se po ekvilibraci kolony (asi 10 kolonovymi objemy) nanasi na
chromatografickou kolonu (10 m) a ze ziskanych pramérnych ploch jim odpovidagjicim pikam se se-
stroji kalibraéni kiivka.

4. \/ypocet
Obsah dimetridazolu (X) v mg/kg se vypocita podle vzorce:

kde ¢ jekoncentrace dimetridazolu odettena z kalibragni kiivky v mg/l
V objem extraktu v ml
R tedéni

m, hmotnost zkuSebniho vzorku v g
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