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STANOVENI OBSAHU ROBENIDINU METODOU HPLC

1 Ugel a rozsah

Postup specifikuje podminky pro stanoveni obsahu robenidinu v krmivech a premixech.
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Obrazek 1. Robenidin hydrochlorid.

2 Princip

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

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

Acetonitril, CH3CN, pro HPLC.
Methanol, CH3OH, pro HPLC.
Voda, H>O, pro HPLC.

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

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se odméii asi 800 ml methanolu (2), ptida se
8,0 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové (4), doplni methanolem (2) po znacku
a promicha. Roztok se pfipravuje Cerstvy pred pouzitim.

6 Oxid hlinity, Al2O3, kysely, stupen aktivity 1.
Ptiprava: 100 g oxidu hlinitého se navazi do vhodné nadoby a ptidaji se 2,0 ml vody (3).
Zazatkuje se a protfepava ru¢né piiblizn¢ 20 min. Skladuje se v dobfe uzaviené nadobé.

7 Molekularni sito. Typ 3A, 8 — 12 mesh; (1,6 — 2,5) mm perlicky krystalického
hlinitokfemicitanu, primér péra 0,3 mm.
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8 Dihydrogenfosfore¢nan draselny, KH>POs, roztok, ¢ = 0,025 mol/l.
Ptiprava: 0,85 g dihydrogenfosforecnanu draselného se rozpusti ve vod¢ (3)
v 250ml odmérné bance, doplni se vodou (3) po znacku a promicha.
9 Hydrogenfosfore¢nan sodny, Na;HPOs, roztok ¢ = 0,025 mol/l.
Ptiprava: 0,89 g bezvodého (nebo 1,11 g dihydratu, nebo 2,24 g dodekahydratu)
hydrogenfosfore¢nanu sodného se rozpusti ve vodé (3) v 250ml odmérné bance, doplni
se vodou (3) po znacku a promicha.
10 Mobilni faze HPLC.
Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se smicha 650 ml acetonitrilu (1), 250 ml vody
(3), 50ml roztoku dihydrogenfosfore¢nanu draselného (8) a 50 ml roztoku
hydrogenfosfore¢nanu sodného (9) a promicha se.
Prefiltruje se pfes membranovy filtr o velikosti pora 0,22 um a odplyni v ultrazvukové
lazni nejméné 15 min.
11 Robenidin, 1,3-bis[(4-chlorobenzyliden)amino]guanidin hydrochlorid, (CAS: 25875-
50-7).
12 Zakladni standardni roztok robenidinu, ¢ = 300 mg /1.
Piiprava: Do 100ml odmérné banky se s piesnosti na 0,1 mg navazi 30 mg robenidinu
(11), poté se rozpusti pomoci ultrazvuku v extrakénim roztoku (5) a vytemperuje
na laboratorni teplotu, doplni extrakénim roztokem (5) po znacku a promicha.
13 Pracovni standardni roztok robenidinu, ¢ = 30 mg/I.
Piiprava: Do 25ml odmérné bainky se prevede 2,5 ml zakladniho standardniho
roztoku (12), doplni se extrakénim roztokem (5) po znacku a promichd. Roztok
se pfipravuje Cerstvy pred pouZitim.
14 Kalibra¢ni roztoky.
Ptiprava: Do sady 25ml odmérnych ban€k se pipetuje postupné (1,0; 2,5; 5,0; 10,0) ml
pracovniho standardniho roztoku robenidinu (13), doplni se mobilni fazi (10) po znacku
a promicha. Sada kalibrac¢nich roztokt odpovida obsahu robenidinu (1,2; 3,0; 6,0; 12,0)
mg/l. Takto pfipravené roztoky se pouziji k nastfiku do HPLC a pfipravuji se vzdy
cerstve.
Poznamky
1 Robenidin je citlivy na denni svetlo, proto je tFeba chranit jeho roztoky pred primym dennim
zdrenim.
2 Misto sypané kolony s oxidem hlinitym kyselym (stupen aktivity I) je mozné pouzit i SepPak
kolonky.
4 Pristroje a pomucky
1 Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s piislusenstvim.
2 Rotacéni vakuové odparka.
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3 Laboratorni tiepacka s rozsahem napft. 10 az 300 kmitt/min.
4 Membranovy filtr, velikost pért 0,45 um.
5 Membranovy filtr, velikost pori 0,22 um.
6 Ultrazvukova lazen.
7 Skladany filtr stfedni hustoty.
5 Pracovni postup

Pii zpracovani vzorku je nutno zabranit pfehfati vzorku béhem homogenizace. Vzorek
se homogenizuje na ¢astice o velikosti 1,0 mm a mensi. Vzorek se homogenizuje a upravuje
bezprostiedné pred extrakei a dal§im zpracovanim, aby se zabranilo ztratdm robenidinu. Extrakt
vzorku se musi analyzovat nejpozdé&ji do 24 h po jeho piiprave.

Extrakce

Do 250ml Erlenmayerovy baiiky se navazi asi 15 g zkuSebniho vzorku krmné smési s presnosti
0,01 nebo asi 1 g vzorku premixu s presnosti 0,001 g. K navazce se ptida presné¢ 100,0 ml
extrakéniho roztoku (5). Baika se uzavie zatkou a tfepe se 1 h na tfepacce pii asi
130 kmitech/min. Poté se ptida 7,5 g molekularniho sita (7), banka se zazatkuje a necha 5 min
tiepat. Potom se ihned prefiltruje ptes suchy skladany filtr stfedni hustoty do podloZené nadoby
a tento roztok se pouzije k precisténi.

Premixy doplikovych latek

Premixy se nafedi na pozadovanou koncentraci mobilni fazi (10). Pfed néstfikem do pfistroje
se extrakt vzorku prefiltruje pfes membranovy filtr o velikosti pora 0,45 pum.

Krmné smési

Pro krmiva je nutné extrakt pred nastfikem na chromatografickou kolonu precistit extrakci
na tuhé fazi.

Ptiprava kolonky: Chromatograficka pfed¢ist'ovaci kolona (sklenéna chromatograficka kolona,
opatfend ve spodu uzaviracim kohoutem, priméru 10 mm az 15 mm, délka 250 mm) se pfipravi
bezprostifedné pted pouzitim tak, Ze na dno této chromatografické trubice umisténé vertikalng,
se vlozi smotek vaty, upéchuje se a na ni se nasype 11 g oxidu hlinitého (6) pokud mozno
s minimalni ¢asovou prodlevou. Oxid hlinity se v naplnéné koloné setfese lehkym poklepem
na dolni konec kolony.

Na pfipravenou piedc¢iStovaci kolonu se odpipetuje 5 ml pripraveného roztoku vzorku, Spicka
pipety se piitom opie o sténu kolony. Roztok se nechd Upln€ vsdknout do néplné kolony
a eluyje se z kolony 100 ml methanolu (2) do 250ml odpatovaci banky s kulatym dnem
pfi pritoku 2 az 3 ml/min. Barka se pak vlozi do vakuové rotacni odparky a obsah se necha
pii teploté asi 40 °C odpaftit do sucha. Odparek se rozpusti piesné€ v 5,0 ml mobilni faze (10),
nechd se chvili rozpustit v ultrazvukové lazni a pted néstfikem do pfistroje se prefiltruje
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pies membranovy filtr o velikosti péra 0,45 um, aby nedoslo k mozné kontaminaci ¢asticemi

oxidu hlinitého v sedimentu.

Stanoveni HPLC

Podminky chromatografického stanoveni uvedené v tabulce 1 jsou doporucené, mohou byt
pouzity jiné podminky za piedpokladu, Ze poskytuji rovnocenné vysledky.

Tabulka 1. Podminky chromatografického stanoveni — priklad nastaveni.

Kolona pro kapalinovou chromatografii

Symmetry C18, Sum, 150 mm x 3,9 mm
nebo podobna

Mobilni faze viz (10)

Druh eluce isokraticka
Pritok (0,8 —2,0) ml/min
Objem nastiiku 20 ul

Vlnova délka detektoru 317 nm

6 Vypocet a vyjadreni vysledku

Kalibrac¢ni kiivka se sestroji vynesenim primérnych hodnot ploch pika kalibra¢nich roztokii

proti jejich koncentracim v mg/I1.

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

cxV xR
X=——
Kde
c je koncentrace robenidinu ve vzorku v mg/l,
V objem extraktu po rozpusténi odparku v ml (tj. 5 ml),
R faktor fedéni,
m hmotnost vzorku v g.
Literatura

1 Natizeni komise (ES) ¢.152/2009 s uplatnénim ptilohy II, C tohoto Naftizeni.
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