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STANOVENI OBSAHU ROBENIDINU METODOU HPLC

Ucdel a rozsah

Postup specifikuje podminky pro stanoveni robenidinu v krmivech a premixech.
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Princip

Obsah robenidinu se stanovi po extrakci vzorku okyselenym roztokem methanolu, piecisténi
na pevné fazi, metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie HPLC na reverzni fazi
s pouzitim UV detekce.

Mez stanovitelnosti metody zavisi na matrici vzorku stejné jako na pouzitém pfistroji.
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Chemikalie

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

Methanol, HPLC grade.

Kyselina chlorovodikova, HCI, koncentrovana, p(HCI) = 1,18 g/ml.
Extrakéni roztok.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se odméii asi 800 ml methanolu (2), ptida se
8 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové (3), doplni methanolem po znacku
a promicha. Tento roztok se pfipravuje Cerstvy pied pouZzitim.

Reagent iontovych part (1-HSA Na) - sodna siil kyseliny hexansulfonové.
Kyselina fosfore¢na, H,PO,, koncentrovana 85%, p(H,PO,) = 1,71 g/ml.

Triethylamin, (C2Hs)sN.
Mobilni faze.

Ptiprava: V 1000ml odmérné barice se ve 300 ml methanolu (2) a 300 ml acetonitrilu
(1) rozpusti 0,9411 g sodné soli kyseliny hexansulfonové (5), ptida se 5 ml kyseliny
fosforecné (6) a 5 ml triethylaminu (7), doplni vodou po znacku a promicha.

Robenidin, zakladni latka 96% min.
Robenidin, zakladni standardni roztok.

Ptiprava: Do 250ml odmérné banky se navazi takové mnozstvi robenidinu (9), aby
vysledna kocentrace byla 200 pg v 1 ml. Navazka se rozpusti v methanolu (2)
a po rozpusténi (ultrazvuk) se vytemperuje na laboratorni teplotu, doplni methanolem
(2) po znacku a promicha.

1 ml tohoto zakladniho standardniho roztoku obsahuje 200 pug robenidinu.
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Kolona SPE, Alumina A Cartridges, napt. Sep-Pak fa. Waters, Cat. No. WAT020500.

Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovana).

Poznamky
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Robenidin je citlivy na denni svétlo, proto je treba chradnit jeho roztoky pred primym
dennim zarenim.

Misto SepPak kolonek je mozno pouzit i sypanou kolonu s oxidem hlinitym kyselym,
stupen aktivity 1.

Priprava: Chromatograficka predcistovaci kolona (sklenéna chromatograficka
kolona, opatrena ve spodu uzaviracim kohoutem, pruméru 10 mm az 15 mm, délka
250 mm) se pripravi tak, Ze na dno této chromatografické trubice umisténé vertikalne,
se vlozi smotek skelné vaty, upéchuje se a na ni se nasype 11 g oxidu hlinitého (oxid
hlinity alkalicky, stupen aktivity I) pokud mozno tak, aby napln kolony nebyla prilis
vystavena volné atmosfére. Na pripravenou kolonu se odpipetuje 5 ml zasobniho
roztoku zkouseného vzorku, necha se uplné vsdaknout do naplné kolony a eluuje se
z kolony 100 ml methanolu (2) do 250ml odparovaci banky s kulatym dnem
pri pritoku 2 az 3 ml/min. Banka se pak viozZi do vakuové rotacni odparky a obsah
se necha pri teploté 40 °C odparit do sucha. Odparek se rozpusti v presné odmérenych
5 ml mobilni faze. Pred nastrikem do kolony pristroje se doporucuje roztok odstredit,
aby nedoslo k mozné kontaminaci casticemi oxidu hlinitého v sedimentu.

Piistroje a pomiicky

Chromatograf kapalinovy vysokouc¢inny s ptisluSenstvim.
Odparka vakuova, rotacni.

Ttepacka laboratorni.

Membranovy filtr 0,45 pm.

Pracovni postup

Pfi zpracovani vzorku je nutno zabranit pfehfati vzorku béhem homogenizace. Vzorek
se homogenizuje na ¢astice o velikosti 0,5 mm a mensi. Vzorek se homogenizuje a upravuje
tésné pred extrakci a dal$im zpracovanim, aby se zabranilo ztratam robenidinu. Roztoky
robenidinu se museji chranit pted pfimym slune¢nim svétlem a UV svétlem. Chrani se proto
hlinikovou folii nebo se uchovévaji ve skle nebo v jiném materialu, které nepropousti UV-
zéateni. Extrakt vzorku se musi zpracovat nejpozdéji do 24 h po jeho piiprave.

Poznamky
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Z duvodu reprezentativnosti vzorku se nedoporucuje navazovat méné nez 1 g. Extrakt
je nutno vhodné naredit methanolem tak, aby 1 ml zasobniho roztoku zkouseného
vzorku obsahoval teoreticky 5 ug robenidinu.
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5.1 Extrakce

Do koénické 250ml banky se navazi takové mnozstvi vzorku, aby koncentrace robenidinu
v extraktu byla asi 5 ug robenidinu v 1 ml, tj. obvykle 25 g zkuSebniho vzorku krmné smési,
nebo 6 g zkuSebniho vzorku premixu dopliikovych latek. Ke vzorku krmné smési se prida
presné 100,0 ml extrakéniho roztoku (4), ke vzorku premixu doplikové latky 150,0 ml
extrak¢niho roztoku (4). Baiika se uzavie zatkou a tiepe se 30 min na laboratorni tfepacce (3).
Poté se rozpousti 5 min na ultrazvukové 1azni. Pak se obsah v barice nechd usadit a filtruje se
pies suchy husty skladany filtr do suché podlozené nadoby, pficemz prvni podil filtratu
se nezachycuje.

Premixy doplitkovych latek

Premixy dopliikovych latek se nafedi na pozadovanou koncentraci kalibracni piimky
(10 mg/l) mobilni fazi (8). Pied nastiikem na chromatografickou kolonu se extrakt odstfed’'uje
3 min pii 10 000 ot/min nebo se filtruje pfes membranovy filtr (4).

Krmné smési

Pro krmné smési je nutno extrakt pred nastiikem na chromatografickou kolonu precistit
extrakci na tuhé fazi. Kolonka Sep-Pak Alumina A (10) se pfipoji k extrakéni jednotce,
na kolonku se nasadi injekéni stiikacka o objemu 5 ml a patrona se kondicionuje 5 ml
methanolu (2). Poté se na kolonku nanese 2,0 ml extraktu ziskaného podle 5.1 a extrakt
se jima do odpafovaci banky nebo vialky na 10 ml. Kolonka se proplachne 3 x 3 ml
methanolu (2) a obsah barky se odpafii pod proudem dusiku pfi teploté 50 °C nebo na rotaéni
vakuové odparce k suchu a odparek se rozpousti 30 s ve 2,0 ml mobilni faze (8)
na ultrazvukové ldzni. Extrakt se odstfedi 3 min pfi 10 000 ot/min nebo se filtruje
pfes membranovy filtr (4). Takto pripraveny extrakt se pouzije k nastiiku
na chromatografickou kolonu. Koncentrace robenidinu v roztoku zkouseného vzorku se zjisti
z kalibra¢niho grafu.

5.2  Chromatografické stanoveni

Kalibrace

Do sady 25ml odmérnych banck se pipetuje postupné (0,5; 1,0; 2,0; 5,0) ml zékladniho
standardniho roztoku robenidinu (9), doplni se mobilni fazi (8) po znacku a promicha. Sada
kalibra¢nich roztokii odpovida obsahu robenidinu (4,0; 8,0; 16,0; 40,0) ug/ml. Takto
piipravené roztoky se nanaseji na kolonu HPLC. Primérné hodnoty jim odpovidajicich ploch
piki slouzi k sestrojeni kalibraéni kiivky.

Separacni podminky HPLC

Kalibracnich roztoky i extrakty zkuSebnich vzorkd se méfi za nasledujicich separacnich
podminek chromatografického systému.

Uvedené podminky jsou doporucené. Mohou byt pouzity jiné podminky za piedpokladu,
7e poskytnou rovnocenné vysledky.

Pozadované valida¢ni parametry pro separaci na analytické koloné

Kapacitni faktor k > 2,5; Tailing faktor ta. < 1,3.
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Tabulka 1. Separaé¢ni podminky stanoveni.

Kolona Symmetry Cig, Sum, 150 mm x 3,9 mm nebo podobna
Mobnilni faze (8)

Pritok 1,0 ml/min

UV-detektor 314 nm

Objem nastiiku 10 pl

Teplota Laboratorni nebo 38 °C

Retenc¢ni ¢as 5,0 min

Doba analyzy 8,0 min

6 Vypocet a vyjadieni vysledku

Obsah robenidinu (X) vyjadieny v mg/kg se vypocita podle vztahu

Y= cxV xR
m
kde
c je koncentrace robenidinu ve zkusebnim vzorku, zjisténa z kalibra¢niho grafu v mg/I,
\ objem extraktu v ml,
m hmotnost zkuSebniho vzorku v g,
Riedéni.
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