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STANOVENI OBSAHU DEKOCHINATU METODOU HPLC

1 Rozsah a ucel

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni dekochindtu metodou vysokoucinné
kapalinové chromatografie s fluorescencni detekci. Metoda je vhodnd pro kvantitativni
stanoveni obsahu dekochinatu v kompletnich krmnych smésich, doplitkkovych krmnych
smésich a premixech.

2 Princip

Dekochinat se extrahuje ze vzorkii roztokem 1% chloridu vapenatého v methanolu
na mechanické tiepacce nebo michacce po dobu 60 min. Po odstfedéni nebo filtraci nasleduje
analyza na HPLC s reverzni fazi a detekce fluorescencnim detektorem.

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

Poznamky

1 Pozitivni hladiny analytu ve vzorcich by meély byt potvrzeny analyzou na HPLC
S pouzitim alternativni vinové délky excitace.

3  Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
1 Methanol HPLC grade.

2 Methanol.

3 Chlorid véapenaty bezvody nebo dihydrat chloridu vapenatého.
4  HPLC ftedici roztok.

Ptiprava: Rozpusti se vapenatd sl (3) - ekvivalentné 10 g bezvodého chloridu
vapenatého v methanolu (1). Dobfe se promicha a doplni se na objem 1000 ml.

5 Extrak¢ni ¢inidlo.

Ptiprava: Rozpusti se vépenata stl (3) - ekvivalentné 10 g bezvodého chloridu
vapenatého v methanolu (2). Dobie se promicha a doplni na objem 1000 ml.

6 Referencni standard dekochinatu.
Cisty referencni standard naptf. od firmy Alpharma. Cistota musi byt uvedena
v certifikatu.
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Standardni roztok dekochinatu, cca 300 pug/ml.

Ptiprava: Navazi se 30 mg referencniho standardu dekochinatu (6) s piesnosti 0,1 mg
arozpusti se v fedicim roztoku (4). Po rozpusténi se prevede do 100ml odmérné banky
a doplni se po znacku. K rozpusténi se mize pouzit ultrazvukova lazen.

Pracovni standardni roztok, cca 6 pg/ml.

Ptiprava: Do 100ml odmérné baiiky se pipetuji 2 ml standardniho roztoku dekochinatu
a doplni se po znacku fedicim roztokem (4). Pfed kazdou sérii analyz vzorka se tento
roztok kontroluje. Absorbance standardniho roztoku dekochinatu naméfena pii 265 nm
proti fedicimu roztoku (4) ma byt v rozsahu 0,672 az 0,728.

Kalibra¢ni standardni roztoky, cca (0,15; 0.30; 0,60; 1.2) pg/ml.

Ptiprava: Podle tabulky 1 se pipetuji uvedend mnozstvi pracovniho standardniho roztoku
do uvedenych odmérnych banék, které se doplni po znacku fedicim roztokem (4).

Tabulka 1.
Standard Objem Objem odmérné | Redici factor Priblizna
pipetovaného banky koncentrace
pracovniho
roztoku
(ml) (ml) (ug/ml)
A 5 200 40 0,15
B 5 100 20 0,30
C 10 100 10 0,60
D 10 50 5 1,20

7 Mobilni faze.

Pfiprava: Rozpusti se vapenata stl (3) - ekvivalentné 10 g bezvodého chloridu
vapenatého ve smési methanol/voda (8). Pfed pouzitim se zfiltruje pomoci vakua (2).

8 Smés methanol : voda, 825 : 175 (v/v).
Piiprava: Smicha se 825 ml methanolu (1) a 175 ml vody (10).

9 Roztok pro vymyvani kolony.
Ptiprava: Smichd se 85 ml methanolu (1) a 15 ml vody (10). Kolona se vymyva
po skonceni analyz.

10 Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovana).
Poznamky

2 Pouzitelnost standardniho roztoku dekochindtu je 1 mesic. Skladuje se ve tmé
pri teplote 0 °C az 10 °C.

3 Vsechny pracovni roztoky dekochinatu se museji pripravovat cCerstve.
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4 Piistroje a pomucky
1 Mechanicka tfepacka nebo magnetickd michacka.
2 Filtra¢ni zatizeni pro filtr 0,45 um.
3 Odstredivka s tubami (50 ml).
4 Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s fluorescen¢nim detektorem a kolonou C18,

napt. C18 ACE, Luna, Waters: 5 um, (4,6 x 250) mm.

5  Postup
5.1 Krmné smési s obsahem dekochinatu (10 — 500) mg/kg

Do 250ml Erlenmayerovy baiky se navazi 10 g krmiva s pfesnosti 0.1 g. Pfida se 100 ml
extrak¢niho ¢inidla (5). Bafika se umisti na tfepacku nebo michacku (1) a tiepe se nebo micha
po dobu 1 h. Vzorek se pro usazeni pevnych ¢astic necha stat cca 10 min. K analyze se bere
Cisty alikvotni podil. Pokud je extrakt zakaleny, pfevede se nejméné 40 ml extraktu do 50ml
centrifugaéni tuby a odstiedi. Cisty extrakt se nafedi fedicim roztokem (4) tak, aby
se koncentrace pohybovala v rozmezi (0,3 — 0,6) pg/ml. Ziedény roztok se zfiltruje
pres membranovy filtr (2). Nasledné se roztok analyzuje na HPLC systému (4).

Poznamky

4 Pri extrakci mlécnych krmnych smési je nutna zvySend pozornost pri pridavani
extrakcniho cinidla. Mohou se vytvorit mensi ¢i vetsi shluky krmiva, ¢imZz dochadzi
K obdrzeni nizsich vysledkii. Extrakcni cinidlo je treba priddavat po malych davkdch
za soucasného promichani. Pokud se vytvori shluky krmiva, k rozpusténi je vhodné
pouzit ultrazvukovou ldzen po dobu 5 min.

5.2  Premixy a dopliikova krmiva s obsahem dekochinatu nad 500 mg/kg

Do 250ml Erlenmayerovy banky se navazi 0,5 g az 2 g vzorku dle deklarované hodnoty
s piesnosti 0,01 g. Ptida se 100 ml extrak¢éniho ¢inidla (5). Banka se umisti na tfepacku nebo
michacku (1) a tfepe se nebo miché po dobu 1 h. Vzorek se neché stat cca 10 min pro usazeni
pevnych castic. K analyze se bere Cisty alikvotni podil. Pokud bude extrakt zakaleny,
pfevede se nejméné 40 ml extraktu do 50ml centrifugatni tuby a odstiedi. Cisty extrakt
se nafedi fedicim roztokem (4) tak, aby se koncentrace pohybovala v rozmezi (0,3 — 0,6)
pg/ml. Ziedény roztok se zfiltruje ptes membranovy filtr (2). Nésledné se roztok analyzuje
na HPLC systému (4).

Poznamky

5 Pro koncentraci dekochinatu 1000 mg/kg se navazuji 2 g zkusebniho vzorku a redi
1 ml cistého extraktu do 100ml odmerné banky. Pro doplikovda krmiva s obsahem
dekochindtu 6 % se navazuje 0,5 g zkusebniho vzorku a redi v pomeru 1/400.
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5.3  Stopova analyza krmiv s obsahem dekochinatu pod 10 mg/kg

Do 250ml Erlenmayerovy baiiky se navazi 10 g krmiva s pfesnosti 0,1 g. Pfida se 100 ml
extrak¢niho ¢inidla (5). Batika se umisti na tiepacku nebo michacku (1) a tiepe se nebo micha
po dobu 1 h. Vzorek se necha stat cca 10 min pro usazeni pevnych ¢astic. K analyze se bere
Cisty alikvotni podil. Pokud je extrakt zakaleny, pfevede se nejmén¢ 40 ml extraktu do 50ml
centrifugatni tuby a odstfedi. Cisty extrakt se nafedi fedicim roztokem (4) tak, aby
se koncentrace pohybovala v rozmezi (0,3 — 0,6) pg/ml. Ziedény roztok se zfiltruje
pfes membranovy filtr (2). Nasledné se roztok analyzuje na HPLC systému (4).

5.4  Kontrola kvality - metoda standardniho pridavku

Do tmavé Erlenmayerovy banky se navazi 10 g krmiva, které neobsahuje dekochinat,
S presnosti 0,1 g.

K navézce se pfidd 1 ml standardniho roztoku dekochinatu (6) o koncentraci 300 pg/ml
a necha se stat 15 min. Poté se pfida 100 ml extrakéniho ¢inidla (5). Déle se postupuje podle
5.1. Vytéznost analytu se musi pohybovat v rozmezi (80 — 110) %. Timto postupem se ziska
krmivo s obsahem dekochinatu 30 mg/kg.

K navazce se ptida 15 ml pracovniho roztoku dekochinatu (6) o koncentraci 6 pg/ml a necha
stait 15 min. Poté se pfida 85 ml extrakéniho c¢inidla (5). Déale se postupuje podle 5.1.
Vytéznost analytu se musi pohybovat v rozmezi (70 — 110) %. Timto postupem se ziska
krmivo s obsahem dekochinatu 9 mg/kg.

5.5  Stanoveni metodou HPLC
Uvedené parametry HPLC jsou pouze orientacni.
Tabulka 2. Parametry HPLC.

Kolona Analyticka kolona ACE C18: 5 um, (4,6 x 250) mm
Teplota kolony Laboratorni teplota nebo 30 °C

Mobilni faze (7)

Objem nastiiku 20 ul

Pritok 0,5 ml/min

Excitacni vinova délka 330 nm

Emisni vinova délka 390 nm

Pti dodrZeni téchto HPLC podminek je reten¢ni ¢as dekochinatu 14 min az 17 min, kapacitni
faktor 5.

Po dokonceni analyz se systém vyc€isti vymyvacim roztokem (9).
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Analyza standardi a sestrojeni kalibracni kiivky

Linearita kalibracni kiivky se testuje v rozmezi 0,015 pg/ml az 1,5 pg/ml. Na zacatku
a na konci sekvence vzorkli se nastfikuji kalibracni standardni roztoky dekochinatu. Graf
kalibracni zavislosti se sestroji jako zavislost koncentrace dekochinatu v ug/ml a odpovidajici
plochy piku. Jako matematicky model zavislosti se pouziva linedrni regrese (y = ax + b).

Extrakt vzorku

Extrakt vzorku ziskany dle 5.1, 5.2, 5.3 nebo 5.4 se nastiikuje n¢kolikrat (pokud je to nutné)
tak, aby velikost nastfiku byla stejna jako u sestrojeni kalibracni kiivky. Zméii se plocha pika
dekochinatu ve vzorku.

Postup konfirmace (potvrzeni)

V ptipadé pochybnosti o identifikaci piku dekochinatu v roztoku vzorku musi byt pouZzita
potvrzujici excitacni vlnova délka 260 nm, emisni vinova délka je 390 nm. Kalibra¢ni
standardni roztoky dekochinétu a roztok vzorku museji byt nastiiknuty do systému pii téchto
(Ex =260 nm, Em = 390 nm) potvrzujicich podminkach.

6 Vypocet a vyjadieni vysledki

Ur¢i se plocha piku u nezndmého vzorku a porovnanim s kalibracni rovnici se urci
koncentrace dekochinatu v analyzovaném roztoku vzorku. Koncentrace dekochinatu A
ve vzorku v mg/kg se vypo¢ita podle vztahu

A— cx DF xV
m
kde
c je koncentrace dekochinatu ve vzorku (ng/ml),
\Y celkova koncentrace extrakéniho €inidla ptidand k navéazce zkuSebniho vzorku (ml),
m navazka zkusebniho vzorku (g),

DF fedici faktor.
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