Stanoveni_olachindoxu metodou HPL C v krmivech a premixech dopliikovych |atek

STANOVEN|I OLACHINDOXU METODOU HPLC V KRMIVECH A
PREMIXECH DOPLNKOVYCH LATEK

1. Definice

Olachindox jako chemické létka je hydroxyderivét chinoxalinu (N-1-hydroxyethyl)-3-methyl-

2-chinoxalin-carboxamid-1,4-dioxid sumarniho vzorce CioH13N>O4, M, = 249,24,

2. Princip

Olachindox se extrahuje ze zkusebniho vzorku smésnym rozpoustédlem aceton voda, extrakt
se vyceri Carrezovymi cinidly a precisti se hexanem. V alikvotni ¢asti extraktu se stanovi olachindox
metodou HPLC s UV-detekci pii vinoveé délce 372 nm. Metodou se stanovi olachindox v krmivech i
premixech od 3 mg/kg ucinné [atky.

3. Zku&ebni pomicky a chemikalie

31 Acetonp.a
3.2 Methanol, HPLC grade
3.3 Smesné rozpoudtédio aceton + voda, (900 + 100, V + V)

34  Carrezovo ¢inidlo I: Do odmérné baiky na 1000 ml se odvazi 219 g dihydrétu octanu
zinecnatého, prida se asi 500 ml vody a po roz pusténi se doplni po znacku a promichéa

3.5  Carrezovo ¢inidlo II: Do 1000 ml odmérné baiky se odvazi 106 g trihydrétu hexakya-
nozeleznatanu draselného, prida se 3 ml ledové kyseliny octové, doplni po znatku a
promicha.

3.6 Hexanp.a
3.7 Kysdlina octova, HPLC grade, ¢ = 1 % : V odmgrné baiice na 1000 ml se smisi 800 m

vody /HPLC grade/ a 9,5 ml kyseliny octové /HPLC grade, 100 %, r = 1,05 g.cm™?/,
vytemperuje nalaboratorni teplotu, vodou se doplni po znacku a promicha.

3.8 Mobilni faze: Kysdlina octova (3.7) - methanol (3.2), (900 + 100, V + V)
3.9  Olachindox, standardni substance

3.9.1 Olachindox, zakladni roztok: Do odmérné baiky na 250 ml se navazi 50 mg olachindo-
Xu (3.9) s presnosti na 0,1 mg, rozpusti ve vodg, doplni po znatku a pro micha. Po-
mamka: Olachindox v roztoku je velmi fotolabilni.

1 ml tohoto roztoku obsahuje 0,20 mg olachindoxu.
4. Pracovni postup

Pri zpracovani vzorku se vyhneme prehiéti vzorku béhem jeho homogenizace. Vzorek se ho-
mogenizuje na ¢astice o velikosti 0,5 mm a mensi. Vzorek se nemele, ae pouze se roztira v porcel&
nové misce. Homogenizace a Uprava vzorku se provadi tésné pied jeho extrakci a dalSim zpracové

nim, aby se zabrénilo ztrdtdm olachindoxu. Roztoky olachindoxu se musi chranit pied ptimym slu-
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necnim svétlem a UV svétlem (roztoky se chréni hlinikovou folii nebo se uchovévaji ve skle nebo v

jiném materidu, které nepropousti UV -zéreni).
4.1 Extrakce

4.1.1 Krmné smés

Do kénické barky na 250 ml se zdbrusem se navézi takové mnozstvi zkuSebniho vzorku, aby
obsahoval asi 0,2 mg olachindoxu s presnosti na 0,001 g, 20 g pro krmné smési. ZkuSebni vzorek se
pielije 90 ml extrakéni smési (3.3), banka se uzavie zétkou a 2 hodiny se intenzivné tiepe na labora-
torni tiepacce. Potom se prida pomalu 5 ml Carrezova cinidlal (3.4) apak 5 ml Carrezova cinidla Il
(3.5), smés se promicha a filtruje pies skladany papirovy filtr stiedni hustoty. Prvnich 5 ml filtratu se
nepouzije.

50,0 ml ¢irého filtrdtu se pipetuje do varné baiky s kulatym dnem na 250 ml a na rotacnim
vakuovém odpaiovéku za snizeného tlaku pii teplots maximélné 50 °C se odpaii na objem asi 5 ml.

Odparek se rozpusti ve 15 ml vody a pievede se kvantitativné pomoci dalSich 20 ml vody do
délici ndlevky na 250 ml, prida se 50 ml hexanu (3.6). Délici ndlevka se uzavie zétkou, protiepe se a
po rozdéleni fazi se vodna faze kvantitativné pirevede do druhé délici nalevky. Postup se opakuje s 50
ml hexanu (3.6), pti¢emz po rozdéleni fézi se vodni féze odpusti do odmeérné baiiky na 50 ml. K od-
stran¢éni zbytkt hexanu se odmérna banka kréatce zahteje na vodni 1azni pod proudem dusiku pii teplo-

t& mensi nez 50 °C, baiika se ochladi nalaboratorni teplotu, doplni vodou po znatku a promicha.

4.1.2 Premixy dopliikovych latek

Do konickeé baiiky na 250 ml se zébrusem se navazi takové mnozstvi zkusebniho vzorku, aby
obsahoval asi 10 mg olachindoxu s piesnosti na 0,001 g, pro premixy 5 g zkusebniho vzorku. Zku-
Sebni vzorek se prelije 100,0 ml mobilni faze (3.8), baiika se uzavie zatkou a 1 hodinu se intenzivné
tiepe na laboratorni tiepacce. Extrakt se necha ustét a pak se filtruje pres suchy husty filtracni papir do
suché podlozené nadoby, pricemz prvnich 5 ml filtratu se nepouZzije. Podle deklarovaného obsahu

olachindoxu se extrakt naredéni vodou na vyslednou koncentraci asi 20 mg/I.

Pred néstitikem na chromatografickou kolonu se roztok filtruje pies membranovy filtr (0,45

nm) nebo se odstredi na laboratorni odstiedivce po dobu 2 minut pri 8000 ot/min.
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4.2 Stanoveni metodou HPLC

Vlastni méieni, jak kalibraénich roztoka tak i extraktt zkuSebnich vzorkd, se provéadi za na-

sledujicich separacnich podminek chromatografického systému:

Kol ona: Cis-reverzni féaze, Nova-Pak Cg4 nmm 150x3,9 mm

Pr at ok: 1 mM/mn

Tepl ot a: 38 oC

UV- det ekt or: 372 nm

Obj em nast ri ku: 20 ni

Ret Ti me: 3,1 mn (pro uvedené chromatografickeé podni nky)

Run Ti me: 8,0 min (pro uvedené chromatografické podmni nky)
4.3 Kalibrace

Do sady odmérnych banék na 25 ml se pipetuje 0,5 - 1,0 - 2,0 a 5,0 ml z&kladniho roztoku
olachindoxu (3.9.1), doplni vodou po znacku a promich& Takto naredéné pracovni roztoky odpovida-
ji koncentraci 4,0 - 8,0 - 16,0 a40,0 mg/l. Na chromatografickou kolonu se nanasi 20 m pracovniho

roztoku. Z pramérnych hodnot jim odpovidajicich ploch piki se sestroji kalibracni kiivka

5. Vypocet

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

kdec jekoncentrace olachindoxu odectena z kalibracni kiivky v mg/l
m, hmotnost zkusebniho vzorkuv g

V  objem extraktu v ml
R  tedéni
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