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STANOVENI ETHOPABATU V KRMNYCH SMESICH A PREMIXECH METODOU
HPLC

1. Definice

Ethopabate je po chemické strance methylester 4-acetamido-2-ethoxybenzoové kyseliny a po-
uziva se v kombinaci s amproliem jako antikokcidikum. Stanovi se po extrakci methanolem a piecis-
téni na aluming (SPE) metodou HPLC nareverzni fazi Cqg s fluorometrickou detekci pii vinové délce

268 nm (excitacni) a 350 nm (emisni).
2. Chemikalie a zkuSebni pomiucky

21 Methanol, HPLC grade

2.2 Acetonitril, HPLC grade

2.3 Kolona SPE, Alumina B Cartridges, (Sep-Pak, Waters Cat.No. WAT020505)
2.4  Mobilni faze, voda + acetonitril (2.2) (700+300, V+V)

25 Ethopabat, C12H1sNO,4 standardni substance, FLUKA, Cat.No. 00275

2.5.1 Ethopabat, zakladni roztok: Do odmeérné barky na 250 ml se navazi 50,0 mg (nebo podie
Cistoty adekvatni mnozstvi) ethopabatu (2.5), rozpusti ve 100 ml methanolu (2.1) a po
rozpusténi se doplni methanolem po znac¢ku a promicha.

2.6  Extrakeni roztok: Do odmérné baiky na 1000 ml se odméii 200 ml vody, doplni metha-
nolem (2.1) po zna¢ku a po vytemperovani nalaboratorni teplotu promicha.

3. Pracovni postup

Pri zpracovani vzorku (mechanické Upraveé) se vyhneme prehiéti vzorku béhem jeho homo-
genizace. Vzorek se homogenizuje na ¢éstice o velikosti 1,0 mm a mensi. Homogenizace a Upra
va vzorku se provédi tésné pred jeho extrakci a dalSim zpracovanim, aby se zabranilo piipadnym
ztrétam ethopabatul.

3.1 Extrakce

Do konické barnky na 250 ml se zébrusem se navézi: 5 g pro premixy doplnkovych latek a25 g
zkusebniho vzorku pro krmné smési. Prida se 100,0 ml methanolu (2.1) pro extrakci krmnych smeési
nebo 100,0 ml extrak¢niho roztoku (2.6) pro premixy doplnkovych latek, uzavie se zatkou a trepe se
na laboratorni trepacce po dobu 30 minut. Poté se obsah barky nechd ustét, a extrakt se filtruje pies
suchy husty skladany papirovy filtr do suché podlozené nadoby. Prvnich 5 ml filtrdtu se nepouzije.
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3.2 Premixy dopliikovych latek

Extrakt pripraveny podle ¢l. 3.1 se nafedi methanolem (2.1) na poZzadovanou koncentraci asi

0,16 mg/l. Nachromatografickou kolonu se nasttikuje objem 5 ml naredéného extraktu.
3.3 Krmné smési

Extrakt ptipraveny podle ¢l. 3.1 se naredi methanolem (2.1) na poZzadovanou koncentraci (asi
0,16 mg/l).Takto naredény extrakt se precisti extrakci na pevné fazi pres kolonu SPE AluminaB (2.3)
tak, Ze se kolona aluminaB (2.4) piipoji k polyethylenové injekeni stifkacce o objemu 5 ml, do které
seodlije asi 3 ml naredéného extraktu ziskaného podle prvniho odstavce ¢l. 3.3 a na kolonu se protla-
Ci pistem asi 1 ml extraktu a kolonka se necha 5 sekund kondicionovat a pak se extrakt pomalu pro-
tlaci pripojenou kolonou. Prvni podil extraktu (0,1 ml) se nezachycuje a dalSi podil se pouZije k n&
stiiku na chromatografickou kolonu (extrakt po separaci na tuhé fézi je nutné dokonale promichat !).
Pred nastiikem na chromatografickou kolonu se takto ziskany extrakt odstiedi 5 minut na laboratorni
odstredivce pri 8000 ot/min. Na chromatografickou kolonu se nastiikuje objem 5 m extraktu.

3.4 Stanoveni metodou HPLC

Vlastni méteni, jak kalibracnich roztoka tak i extrakta zkuSebnich vzorki, se provédi za na
sledujicich separa¢nich podminek chromatografického systému:
Kolona: Cyg - reverzni faze, NovaPak 4 nm, 150x3,9 mm (Waters)
Elucni roztok: Voda-acetonitril (700+300, V+V)
Prlitok: 1,0 ml/min
Teplota: okoli nebo 38 °C
FL-detektor: Excitacni: 268 nm; Emisni: 350 nm
Objem nastfiku: 5

RetTime: asi 3,5 min (pro uvedenou kolonu)

3.3 Kalibrace

Do odmérné banky na 100 ml se napipetuje 1,0 ml zékladniho roztoku ethopabéatu (2.5.1),
doplni methanolem (2.1) po znatku a promichd takto se ziska pracovni roztok o koncentraci
0,002 mg/l. Do sady odmérnych banék na 25 ml se postupné pipetuje 0,5 - 1,0 - 2,0 a 4,0 ml pracov-
niho roztoku ethopabétu, odmeérné baiky se doplni methanolem (2.1) po znacku a promichgji. Ziska

se sada pracovnich roztoku o koncentraci 0,04 - 0,08 - 0,16 a0,32 mg/l. Kalibracni roztoky ethopabé
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tu se po ekvilibraci kolony nastikuji na chromatografickou kolonu /5 m / a ze ziskanych priamérnych

ploch jim odpovidajicim pikam se sestroji kalibra¢ni kiivka.
4. Vypocet
Obsah ethopabéatu (X) v mg/kg se vypocita podle vzorce:

cV.R
m

a

X =

kde ¢ jekoncentrace ethopabatu odectend z kalibracni kiivky v mg/l
Vv objem extraktu v ml
R fedéni
Mg hmotnost zkusebniho vzorku v g
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