Stanoveni robenidinu metodou HPLC (IPC) v premixech dophikovych latek a finalnich krmivech

STANOVENI ROBENIDINU METODOU HPLC (IPC) V PREMIXECH DOPLNKO-
VYCH LATEK A FINALNICH KRMIVECH

1. Definice a princip metody

Robenidin je kokcidiostatikum, po chemické strance 1,3-bis-(p-chlorbenzilidenamino)-
guanidin hydrochlorid. Stanovi se po extrakci vzorku okyselenym roztokem methanolu (kyse-
linou chlorovodikovou), jeho precisténim na pevné fazi (kysely oxid hlinity - SepPak Alumina
A), metodou HPLC nareverzni fazi Ci3 metodou iontové parové chromatografie s UV -detekci

pii vinové délce 314 nm.

2. Chemikalie a zkusebni pomiicky

2.1  Acetonitril, HPLC grade
2.2  Methanol, HPLC grade
2.3 Kysdinachlorovodikova, koncentrovan, r = 1,18 g.cm™

2.4 Extrakéni roztok: Do odmérné baiky na 1000 ml se odmgii asi 800 ml methanolu
(2.2), prida se 8 ml koncentrované kyseliny chlorovodikoveé (2.3), doplni methanolem
po znacku a promicha.

2.5  Reagentiontovych pari (1-HSA Na) - sodna sil kyseliny hexansulfonove, M= 188,22
-3
2.6 Kysdinafosforezna (H,PO,), koncentrovana 85 %, r = 1,71 g.cm

2.7  Triethylamin, (CoHs)3

2.8 Mobilni faze: V odmérné baice na 1000 ml se ve 300 ml methanolu (2.2) a 300 mi
acetonitrilu rozpusti 0,9411 g sodné soli kyseliny hexansulfonové (2.5), piidase 5 ml
kyseliny fosforecné (2.6) a5 ml triethylaminu (2.7), doplni vodou po znacku a promi-
cha

2.9 Robenidin, z&kladni latka 96 % min., R6thel GmbH, SRN

2.9.1 Do odmérné barky na 250 ml se navazi 0,0521 g robenidinu (2.9), rozpusti se v met-
hanolu (2.2) a po rozpusténi (ultrazvuk) se vytemperuje nalaboratorni teplotu, doplni
methanolem po znacku a promicha

1 ml roztoku obsahuje 0,2 mg robenidinu.
2.10 KolonaSPE, AluminaA Cartridges, napr. Sep-Pak fa. Waters, Cat.No. WAT020500

3. Pracovni postup

Pri zpracovéni vzorku se vyhneme prehiéti vzorku béhem jeho homogenizace. Vzorek

se homogenizuje na castice o velikosti 0,5 mm a menSi. Homogenizace a Uprava vzorku se
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provadi tésn¢ pred jeho extrakci a dalSim zpracovanim, aby se zabranilo ztratam robenidinu.
Roztoky robenidinu se musi chranit pied primym slunecnim svétlem a UV svétlem (roztoky
se chrani hlinikovou folii nebo se uchovévaji ve skle nebo v jiném materidu, které nepropousti

UV-zéreni). Extrakt vzorku se musi zpracovat nejdéle do 24 hodin po jeho priprave.

3.1 Extrakce

Do koénické banky na 250 ml se navézi 25 g zkuSebniho vzorku krmné smési, pridase
presné 100,0 ml extrakéniho roztoku (2.4), nebo 6 g zkuSebniho vzorku premixu dopliiko-
vych latek, prida se 150,0 ml extrak¢niho roztoku (2.4). Barka se uzavie zatkou a tiepe
30 minut na laboratorni tiepacce a nésledné se rozpousti 5 minut na ultrazvukoveé lazni. Potom
se obsah v baice necha usadit a filtruje se suchym hustym skladanym filtrem do suché podlo-

Zené nédoby, pricemz prvni podil filtrétu se nezachycuje.

3.1.1 Premixy dopliikovych latek
Premixy dopliikovych latek se naredi na poZadovanou koncentraci kalibracni piimky
(10 mg/l) mobilni fazi (2.8). Pred nésttikem na chromatografickou kolonu se extrakt filtruje

membréanovym filtrem (0,45 mm) nebo se odstied’uje 3 minuty pii 8000 ot/min.

3.1.2 Krmné smési

Pro krmné smési je nutno extrakt pred nastiikem na chromatografickou kolonu precistit
extrakci na tuhé fézi. Tato operace se provede pripojenim kolonky Sep-Pak Alumina A (2.10)
k extrakeni jednotce, na kolonku se nasadi injekéni stiikacka objemu 5 ml a patrona se kondi-
cionuje 5 ml methanolu. Poté se nanese 2,0 ml extraktu, ziskaného podle ¢l. 3.1 a extrakt se
jima do odparovaci baiky nebo vialky na 10 ml, kolonka se proplachne 3 krét 3 ml methanolu
(2.2) a obsah bariky se odpaii pod proudem dusiku pfi teploté 50 °C nebo na rotanim vakuo-
vém odparovaku k suchu a odparek se rozpusti 30 sv 2,0 ml mobilni faze (2.8) na ultrazvuko-
vé |azni. Extrakt se odstiedi 3 minuty pii 8 000 ot/min atakto pripraveny extrakt se pouZije k

nastiiku na chromatografickou kolonu.

4. Kalibrace a separa€ni podminky HPLC

Do sady odmérnych banék na 25 ml se pipetuje postupné 0,5-1,0-20a5,0 ml
z&kladniho roztoku robenidinu (2.9.1), doplni se mobilni f&zi (2.8) po zna¢ku a promicha. Sada
kalibracnich roztoki odpovida obsahu robenidinu 4,0 - 8,0 - 16,0 a 40 mg/l. Takto piipravené
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roztoky se nanasi na kolonu HPLC a pramérné hodnoty jim odpovidajicich ploch pika slouzi

k sestrojeni kalibragni kiivky.

Separacni podminky HPLC:
Kolona: Symmetry Cig, 5mm, 150 x 3,9 mm

Pritok: 1,0 ml/min

UV-detektor: 314 nm

Objem nastfiku: 10 m

Teplota: 38 °C

RetTime: asi 5,0 min (pro uvedenou kolonu)

RunTime: 8 minut (pro uvedenou kolonu)

4. Vypocet

Obsah robenidinu (X) vyjéadieny v mg.kg™ se vypocita podle vzorce:

kde c je koncentrace amprolia ve zkuSebnim vzorku, zjisténa pomoci z kalibracniho grafu v
mg/l
V objem extraktu v ml
m, hmotnost zkuSebniho vzorku v g

R tedéni
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