Stanoveni obsahu meticlorpindolu metodou HPLC v premixech afindnich krmivech

STANQVENI' OBSAHU METICLORPINDOLU METODOU HPLC V PREMIXECH
DOPLNKOVYCH LATEK A FINALNICH KRMIVECH

1. Uéd aprincip metody

Meticlorpindol (clopidol, coyden) se stanovi se po extrakci vzorku horkym methano-

lem metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie na reverzni fazi Cig sUV detekci pii

265 nm. Metoda je pouZitelna pro obsahy od 15 mg/kg do 250 g/kg.

2. Chemikalie

2.1 Methanol, HPLC grade

2.2 Dihydrogenfosforesnan draselny KH,PO,4, M, = 136,091

2.3 Hydrogenfosforesnan sodny dihydrét, Na,HPO4, M, = 177,99

24 Meticlorpindol, C;H7CI,NO , M, = 192,06, standardni substance o 100 % Gginnosti

2.4.1 Meticlorpindol, zékladni roztok: Do odmérné banky na 250 ml se odvé&zi 50 mg stan-
dardni substance meticlorpindolu (2.4) s presnosti 0,1 mg, rozpusti v methanolu (2.1),
doplni po znatku a promicha
1 ml tohoto z&kladniho standardniho roztoku obsahuje 0,2 mg meticlorpindolu

25 Mobilni faze: Do odmerné banky na 1000 ml se navé&zi 0,5051 g hydrogenfosforecnanu
sodného (2.3) a 0,6018 g dihydrogenfosforecnanu draselného (2.2), rozpusti v asi 200 ml
vody, pfida se 250 ml methanolu (2.1), doplni vodou po znacku a promicha. Roztok musi
mit pH = 6,7.

2.6  Extrakeni roztok | (80 % methanol): Do odmérné banky na 1000 ml se odmgti 200,0 ml
vody, ptida se 700 ml methanolu, vytemperuje na laboratorni teplotu, doplni methanolem
po znacku a promicha.

2.7 Extrakeni roztok 11 (95 % methanol): Do odmérné baiky na 1000 ml se odmeti 50,0 ml

vody, piida se 800 ml methanolu, vytemperuje na laboratorni teplotu, doplni methanolem
po znactku a promich&

2.8 Kolona SPE, Alumina B Cartridges, napi. Sep-Pak, Waters Cat.No. WAT020505

3. Pracovni postup

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

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

3.1 Extrakce

Do kuzelové baiky na 250 ml se navazi 25 g krmné smési a prida se presné 100,0 ml

extrakéniho roztoku I (2.7) nebo 1 az 5 g premixu dopliikovych |atek podle tabulky ¢. 1 a
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piida se presné¢ 100,0 ml extrakéniho roztoku | (2.6). Konecna koncentrace meticlorpindolu
musi byt ngjvySe 400 mg/I a hmotnost zkuSebniho vzorku nekleslapod 0,5 g.

Premixy doplikovych latek se extrahuji za tepla: kuzelova baika se zvaZi s presnosti
na 0,01 g (hmotnost my) a poté se extrahuje pii teplots 72 a2 75 °C na vodni 1azni 30 minut
pod zpétnym chladicem a potom asi 5 minut na ultrazvukové lazni piicemz je nutno obsah
béhem extrakce na vodni lazni nékolikrat ru¢né rozmichat. Banka se odstavi a ponecha
v klidu, aby pevna ¢ast vzorku sedimentovala a vytemperovala na laboratorni teplotu, opét se
zvé@Zi s presnosti na 0,01 g a rozdil hmotnosti se upravi methanolem na ptivodni hmotnost
(hmotnost m1). Poté se obsah banky filtruje do suché podloZzené nadoby suchym skladanym
filtrem.

Krmné smési se extrahuji za studena: banka se umisti na laboratorni trepacku a extra-
huje se 30 minut, poté se extrahuje na ultrazvukove lazni 10 minut. Baika se odstavi a pone-
chav klidu, aby pevna ¢ést vzorku sedimentovala a poté se obsah baiky filtruje do suché pod-

loZené nadoby suchym skladanym filtrem.

3.2 Vlastni stanoveni

3.2.1 Premixy dopliikovych latek

Filtrdt extraktu zkouSeného vzorku, ziskany podle ¢l. 3.1 se ihned po filtraci extraktu,
nafedi mobilni fazi na koncentraci 10 mg/l. Extrakt se odstiedi 3 minuty pii 9 000 ot./min

atakto pripraveny extrakt se pouZije k nastriku na chromatografickou kolonu o objemu 10 m .
3.2.2 Krmné smési — separ ace na pevné fazi Alumina B

Kolonka Alumina B (2.8) se kondicionuje 4 ml extrak¢niho roztoku Il (2.7). Poté
se nakolonku podie obsahu meticlorpindolu nanese 1,0 az 5,0 ml extraktu (¢l. 3.1) a obsah
kolonky se eluuje do odmérné bainky na 10 ml extrakénim roztokem 11 (2.7) as 1 cm
pod znacku. Obsah banky se odfouka pod proudem dusiku pii 55 °C na objem asi 0,5 ml. Od-
parek se rozpusti v mobilni fazi na ultrazvukové lazni (asi 1 minuta) a poté se odmérna banka
doplni mobilni fazi (2.5) po znatku. Obsah se promichd, extrakt se odstiedi 3 minuty pfi
9000 ot./min a takto pripraveny extrakt se nandSi na chromatografickou kolonu o objemu
10 m.
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4. Kalibrace a chromatogr afické podminky

Do sady odmérnych ban¢k na 25 ml se postupné pipetuje 0,5 - 1,0 - 2,0 a5,0 ml z&
kladniho roztoku meticlorpindolu (2.4.1), doplni mobilni fazi (2.5) po znacku a promicha
Takto pripravena sada kalibratnich roztokt odpovida koncentraci 4,0 - 8,0 - 16,0 a40,0 mg/I

meticlorpindolu.

Vlastni meéteni, jak kalibracnich roztoku tak i extraktia zkuSebnich vzorka, se provadi
zanadedujicich separacnich podminek chromatografického systému:

Kolona: Cyg-reverzni faze, Nova-Pak Cig4 nm, 150x3,9 mm
Prlitok: 0,8 ml/min

Teplota: okoli nebo 38 °C

UV-detektor: 265 nm

Objem nastfiku: 10 m

RetTime: 3,4 min (pro uvedenou kolonu a teplotu 38 °C)

5. Vypocet

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

kde c je koncentrace meticlorpindolu odetena z kalibracni kiivky v mg/l
m, hmotnost zkusebniho vzorku v g

V objem extraktu v ml
R tedéni, resp. zakoncentrovani
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