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STANOVENI OBSAHU NIKARBAZINU METODOU HPLC

1 Rozsah a ucel

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni nikarbazinu v krmivech a premixech. Soucasné
umoziuje zjisténi nevyhnutelné kiizové kontaminace necilového krmiva nikarbazinem.

2 Princip

Obsah nikarbazinu se stanovi po extrakci ze vzorku extrakénim roztokem acetonitril — voda

a nafedéni mobilni fazi metodou HPLC na kolon¢ C18 a UV detekci pii vinové délce A =
351 nm.

Mez stanovitelnosti metody zavisi na matrici vzorku stejné jako na pouzitém piistroji.

3 Chemikalie
Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
1 Acetonitril, ¢istota pro HPLC.

2 Extrak¢ni roztok acetonitrilu.
Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se odméti 800 ml acetonitrilu (1), doplni vodou
(3) po znacku a promicha.

Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovana).

4 Mobilni faze (acetonitril : voda), (570 : 430), (V/v).
Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se odméti 570 ml acetonitrilu (1), doplni vodou
(3) po znacku a promicha.

5 Kalibra¢ni standard nikarbazin, zakladni latka, C19H1sNsOs.
Piiprava zékladniho standardniho roztoku nikarbazinu: Do 100ml odmérné banky
senavazi 10 mg nikarbazinu, rozpusti se asi v 50 ml extrakéniho roztoku (2)
V ultrazvukové lazni. Po rozpusténi a vytemperovani na laboratorni teplotu se doplni
extrakénim roztokem (2) po znaCku a promicha. Vyslednd koncentrace odpovida
0,1 mg nikarbazinu v 1 ml.

Piistroje a pomiicky

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s fluorescen¢nim a UV detektorem.
Ultrazvukova lazen.

Mikrostiikacka, 50 ul, 100 pl, 250 pl, napt. Hamilton.

Laboratorni tiepacka, napf. horizontalni, 150 Kyvi/min.

Analytické vahy s pfesnosti 0,0001 g.
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Automaticka pipeta (0,1 — 5,0) ml.
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5 Postup

5.1  Priprava kalibra¢nich roztoki

Kalibra¢ni roztoky pro premixy a krmné smési

Do sady 25ml odmérnych banck se pipetuje (0,5; 1,0; 2,0; 5,0) ml zdkladniho roztoku
nikarbazinu (5) a doplni po znacku mobilni fazi (4). Ziskd se sada pracovnich roztoki
0 koncentraci (2,0; 4,0; 8,0; 20,0) mg/l nikarbazinu.

Kalibraéni roztok pro kontaminace

Do 25ml odmérné baiky se mikrostiikackou (3) odméti 50 ul zékladniho standardniho
roztoku nikarbazinu (5), doplni se mobilni fazi (4) po znacku a promicha. Kalibra¢nich urovni
se docili nastfikem davkovace pristroje. 1 ml vysledného kalibra¢niho roztoku obsahuje
0,2 pg nikarbazinu. Ostatni kalibra¢ni roztoky se pfipravi nastfikem stroje podle tabulky 1.

Tabulka 1. Koncentrace kalibra¢nich drovni nastiikem stroje.

Nastiik (ul kalibra¢niho
Kalibra¢ni Groven roztoku pro kalibrace) Koncentrace (pg/ml)
1 100 2
2 50 1
3 10 0,2
4 5 01
Poznamky
1 Je také pripravit si jednotlivé kalibracni urovné samostatné a pouzit stejny objem
nastriku strojem
2 Kalibrace se provadi pred kazdym mérenim.
3 Kalibracni roztoky se pripravuji vidy cCerstvé a rozsah kalibracni kiivky se pouzije

podle deklarované hodnoty analytu.

5.2 Vlastni stanoveni nikarbazinu
Extrakce

Premixy doplitkovych latek

Do 250ml Erlenmeyerovy banky se zabrusem se navazi 1 g zkusebniho vzorku, pfida se
100 ml extrak¢niho roztoku (2), bailkka se uzavie zatkou a tfepe se 60 min na laboratorni
trepaCce. Poté se banka vlozi na 5 min do ultrazvukové lazn€. Obsah banky se necha ustat
a extrakt se filtruje pfes suchy husty skladany papirovy filtr do suché podloZené nadoby.
Prvnich 5 ml filtratu se nepouZije. Podle deklarovaného obsahu nikarbazinu se extrakt nafedi
mobilni fazi (4) na koncentraci (2 — 20) mg/I.
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Krmné smési

Do 250ml Erlenmeyerovy bailky se zabrusem se navéazi 20 g zkuSebniho vzorku, ptfida se
100 ml extrakcniho roztoku (2), bailkka se uzavie zatkou a tiepe se 60 min na laboratorni
tiepacce. Poté se banka vlozi na 5 min do ultrazvukové 1azné. Obsah banky se necha ustat
a extrakt se filtruje pres suchy husty skladany papirovy filtr do suché podlozené nadoby.
Prvnich 5 ml filtratu se nepouzije.

Kontaminace

Do 250ml Erlenmeyerovy batiky se zdbrusem se navazi 25 g zkuSebniho vzorku krmné smési
nebo premixu, piida se 100 ml extrakéniho roztoku (2), banikka se uzavie zatkou a tifepe se
60 min na laboratorni tfepacce. Poté se baika vlozi na 5 min do ultrazvukové lazn¢. Obsah
banky se necha ustat a extrakt se filtruje pfes suchy husty skladany papirovy filtr do suché
podlozené nadoby. Prvnich 5 ml filtratu se nepouzije.

Poznamky

4 Roztoky a extrakty nikarbazinu se museji chranit pred primym slunecnim svétlem a UV
zarenim. Za umélého osvétleni jsou roztoky stabilni.

Stanoveni nikarbazinu metodou HPLC

Kalibra¢ni roztoky i extrakty zkuSebnich vzorkli se méfi za nasledujicich separacnich
podminek chromatografického systému, které jsou doporucené. Mohou se pouzit jiné
podminky za ptedpokladu, Ze poskytuji rovnocenné vysledky.

Tabulka 2. Piiklad separa¢nich podminek kapalinového chromatografu.

Kolona Discovery HS C18 4,6 mm x 150 mm (SUPELCO) nebo ekvivalentni
Mobilni faze 4)

Pratok 0,8 ml/min

Teplota 40 °C

Objem nastiiku

10 ul

Retencni ¢as

3,8 az 3,9 min

Doba analyzy

20 min

UV detektor

UV A =351 nm
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Tabulka 3. Gradient pumpy.

Gradient pumpy
Cas (min) Prttok (ml/min) Voda (%) Acetonitril (%)
0 0,8 43 57
8 0,8 43 57
8,1 0,8 10 90
15 0,8 10 90
15,1 0,8 43 57
20 0,8 43 57
Poznamky
5 Tento gradient je zvolen z ditvodu promyvani kolony.
6 Vypocet a vyjadieni vysledki

Obsah nikarbazinu (X) vyjadieny v mg/kg se vypocte podle vztahu

kde

)

Ma

7

_chxR

m

X

a

je koncentrace odectena z kalibra¢ni kiivky v mg/1,

objem extraktu v ml,

fedéni resp zakoncentrovani vzorku,

hmotnost zkusebniho vzorku v g.
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