Stanoveni obsahu methylbenzochatu metodou HPLC v premixech a finalnich krmivech

STANOVENI OBSAHU METHYLBENZOCHATU METODOU HPLC

V PREMIXECH DOPLNKOVYCH LATEK A FINALNICH KRMIVECH

1. U¢d aprincip metody

Methylbenzochat je chemické strance antikokcidikum o sloZzeni 2-methyl-7-benzyl-

oxy-6-butyl-1,4-dihydro-4-oxychinolin-3-karboxyl &t.

Methylbenzochat se stanovi po extrakci vzorku horkym methanolem (premixy dopli-

kovych latek) nebo horkym dichlormethanem (krmné smési), po extrakci na pevné fazi Silica

(krmné smési), metodou vysokoUcinné kapalinové chromatografie na reverzni fézi Cig

sfluorescencni detekci (excitacni vinova délka: 265 nm ; emisni vinova délka: 390 nm). Me-
toda je pouzitelna pro obsahy od 0,1 mg/kg do 100 000 mg/kg.

2. Chemikalie

2.1 Methanol, HPLC grade

2.2 Dichlormethan, CHoCl,, Mr =84,93,r =1,32 g.cm'3

2.3 Extrakeni roztok (80 % methanol): Do odmérné baiky na 1000 ml se odmeéti 200,0 ml
vody, pfida se 700 ml methanolu, vytemperuje na laboratorni teplotu, doplni methano-
lem po znacku a promicha.

24  Kysdinafosforesnd, HsPO4, M, = 98,0, r = 1,71 g/ml

25 Mobilni faze: Do odmérné bariky na 1000 ml se odméii 280 ml vody, ptida se 1 ml ky-
seliny fosforecné (2.4), doplni methanolem (2.1) po znacku a promich&

2.6 Methylbenzochét, z&kladni substance (Rhéne Mérieux), ¢istota: 96,9 %

2.7 Methylbenzochét, zakladni standardni roztok: Do odmérné barky na 1000 ml se odvézi
podie deklarované cistoty 0,0206 g standardni substance methylbenzochdtu (2.6)
s presnosti na 0,1 mg, rozpusti zateplav methanolu (2.1), doplni po znacku a promicha
1 ml tohoto zakladniho standardniho roztoku obsahuje 0,02 mg methylbenzochatu

2.8 Aceton; gistoty > 99,5 %, CH3COCH3, M, = 58,1

2.9 Promyvaci roztok dichlormethan-aceton (88+12): Do odmérné banky na 200 ml se od-
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meti 24 ml acetonu (2.8) a doplni se po znacku dichlormethanem a promicha

2.10 Patrony Silicapro SPE, napr. Waters - Sep-Pak Plus Cartridges Silica, WAT020520

3. Pracovni postup

Pt zpracovani vzorku se vyhneme prehidti vzorku béhem jeho homogenizace. Vzorek

se homogenizuje na ¢astice o velikosti 1,0 mm amensi.

3.1 Extrakce

3.1.1 Premixy dopliikovych latek

Do kuzelové banky na 250 ml se navazi 1 az 5 g premixu dopliikovych latek podle
tabulky ¢. 1 a prida se piesné 100,0 (nebo 200,0) ml extrakéniho roztoku (2.3). Banka se zvazi
s presnosti na 0,01 g (hmotnost m;) a poté se extrahuje pii teploté 65 — 70 °C na vodni |&zni
30 minut pod zpétnym chladi¢em a potom asi 5 minut na ultrazvukové lazni piicemz je nutno
obsah béhem extrakce na vodni 1&zni nekolikrat ru¢né rozmichat. Baika se odstavi a ponecha
v klidu, aby pevna ¢ast vzorku sedimentovala a vytemperovala nalaboratorni teplotu, opét se
zvazi s presnosti na 0,01 g a rozdil hmotnosti se upravi methanolem na pavodni hmotnost
(hmotnost m4). Poté se obsah banky filtruje do suché podlozené nadoby suchym skladanym

filtrem.

3.1.2 Krmné smési pro obsah 0,1 az 100 mg/kg

Do kuzelové banky na 250 ml se navazi 20 g aZz 25 g krmné smési podle tabulky ¢. 2
aprida se presné¢ 100,0 ml dichlormethanu (2.2) Barka se zvaZi s presnosti na 0,01 g (hmot-
nost m;) a poté se extrahuje pii teploté 45 °C na vodni 1&zni 30 minut pod zp&tnym chladicem
a potom asi 5 minut na ultrazvukové lazni piicemz je nutno obsah béhem extrakce na vodni
l&zni n¢kolikrat ru¢né rozmichat. Baika se odstavi a ponecha v klidu, aby pevna ¢ast vzorku

sedimentovala avytemperovala na laboratorni teplotu, opét se zvazi s presnosti na 0,01 g a
rozdil hmotnosti se upravi dichlormethanem (2.2) na piavodni hmotnost (hmotnost m). Poté

se obsah bariky filtruje do suché podlozZzené nadoby suchym skladanym filtrem.
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3.2 Vlastni stanoveni

3.2.1 Premixy dopliikovych latek

Z filtratu extraktu zkouseného vzorku, ziskaného podle ¢l. 3.1.1 se odpipetuje podle
tabulky ¢. 1 piisusny objem V; do odmérné bainky o objemu V, a doplni mobilni fazi
poznacku a 1 minutu se rozpousti na ultrazvukové lazni. Extrakt se odstredi 3 minuty
pii 8 000 ot./min atakto ptipraveny extrakt se pouZije k nasttiku na chromatografickou kolo-
nu.

Tabulka &. 1 Redéni premixa doplitkovych latek

Obsah Hmotnost zkudebniho Redéni Zpaisob Fedéni V4/V
[mg/kg] vzorku/ Objem extrak¢- [mil/ml]
niho ¢inidla [g/ml]
do 750 5,0/100 12,5 2/25
od 750do 1500 2,0/100 12,5 2/25
od 1500 do 4000 1,0/100 12,5 2/25
od 4000 do 8000 1,0/200 25 1/25
nad 8 000 b b b

3.2.2 Krmné smési pro obsah 0,1 az 100 mg/kg

Na extrakeni jednotku se nasadi kolonka Silica pro SPE (2.10), kondicionuje se 5 mi
dichlormethanu (2.2) a poté se na kolonku nanese 1 ml az 10,0 ml extraktu (ziskaného podle
¢l. 3.1.2) podle tabulky ¢. 2 (objem V7). Extrakt se necha vsaknout tak, aby nedodlo k vy-
schnuti kolonky, promyje se 3krét 5 ml dichlormethanu-aceton (2.9) a poté se kolonka necha
prosavat 25 minut vzduchem. Methylbenzochét se eluuje podle tabulky ¢. 2 do odmérné ban-
ky na2 ml a2 10 ml mobilni fézi (2.5) po znacku (objem V;). Obsah odmérné banky se pro-

michd, rozpusti na ultrazvuku (30 s) a pred nasttikem na chromatografickou kolonu se extrakt
odstiedi nalaboratorni odstiedivce po dobu 3 minut pii 10 000 ot/min.

! Hmotnost zkugebniho vzorku se zvolf takova, aby koncentrace po extrakci byla vysledna koncentrace

50 mg/l, hmotnost zkuSebniho vzorku neklesla pod 0,5 g a po naredéni byla koncentrace asi 2 mg/l.
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Tabulka &. 2 Redéni krmnych smési pro obsah 0,1 aZ 100 mg/kg

Obsah Hmotnost zkudebniho vzorku/ | Redéni | Zpisob Fe- Faktor
[mg/kg] Objem extrakéniho ¢inidla déni V1/Vo redéni F
[g/ml] [ml/ml]

od0,1do 2 25/100 0,2 10/2 1,25
od2do5 25/100 0,4 512 0,625
od 5do 15 20/100 1 5/5 0,2
od 15 do 25 20/100 25 2/5 0,08
od 25 do 50 20/100 5 15 0,04
od 50 do 100 20/100 10 1/10 0,02

4. Kalibrace a chromatogr afické podminky

Do sady odmérnych banék na25 ml se postupné pipetuje 0,5 - 1,0 - 2,0 a4,0 ml pra-
covniho roztoku methylbenzochatu, doplni mobilni fazi (2.5) po znacku a promicha Takto
ptipravena sada odpovida koncentracim 0,4 - 0,8 —1,6 a3,2 mg/l methylbenzochétu.

Vlastni meéteni, jak kalibracnich roztoku tak i extraktia zkuSebnich vzorkad, se provadi
za nasedujicich separacnich podminek chromatografického systému:

Kol ona: Cyg-reverzni féze, Nova-Pak Cgg 4 mm 150x3,9 nm
Mobi I ni faze: viz ¢l. 2.5

Pratok: 1,0 m/mn

Tepl ot a: okoli nebo 38 °C

FL detektor: EX 265 nmEM 390 nm

bj em nast #i ku: 5 ni

RetTime: 4,5 min (pro uvedenou kolonu a teplotu 38 °C)

5. Vypocet

Obsah methylbenzochétu v mg/kg (X) se vypocita podle vzorce:

_CcV.R
m,

X

Strana4 ze 4


http://www.fineprint.cz

Stanoveni obsahu methylbenzochatu metodou HPLC v premixech a finalnich krmivech

kde c je koncentrace methylbenzochétu odectena z kalibracni kiivky v mg/I
mg hmotnost zkuSebniho vzorku v g

V objem extraktu v ml
R fedeni, resp. zakoncentrovani
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