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STANOVENI OBSAHU THEOBROMINU METODOU HPLC

1 Ucel a rozsah
Metoda specifikuje podminky pro stanoveni theobrominu v krmivech.

Theobromin patfi do skupiny rostlinnych alkaloidd. V krmivech se hodnoti jako skodliva
piimés — jeho obsah v kompletnim krmivu je limitovan.

2 Princip

Obsah theobrominu se stanovi po extrakci vzorku smési rozpoustédel chloroform — amoniak
metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) na reverzni fazi s pouzitim UV
detekce.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1 Chloroform.

2 Moftsky pisek.

3 Amoniak, roztok 20%.
Piiprava: 400 ml koncentrovaného amoniaku se smicha se 100 ml vody (5)
a promicha.

4 Acetonitril pro HPLC.

Voda (deionizovana nebo demineralizovana).
6 Octan sodny, roztok, ¢ = 0,01 mol/I.

Piprava: 0,8203 g pevného octanu sodného se rozpusti ve vodé v 1000ml odmérné
baiice a doplni po znacku.

7 Theobromin, min 99%.

8 Mobilni faze, pH = 4, octan sodny + acetonitril.
Pfiprava: Octan sodny (6) a acetonitril (4) se smichaji v poméru 9 + 1 (V/V).
Hodnota pH se zkontroluje na pH metru. Pokud pH neodpovida pozadované hodnotg,
upravi se pomoci kyseliny octoveé (10).

9 Theobromin, zakladni standardni roztok, ¢ = 0,1 g/I.
Piiprava: 100 mg theobrominu se rozpusti v 1000ml odmérné barce v cca 500 ml

vody za pouziti ultrazvukové lazn€. Po rozpuSténi a vytemperovani se doplni
po znacku vodou.

10 Kyselina octova, koncentrovana.
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Piistroje a pomiicky

Ultrazvukova lazei.

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s UV detektorem.
Extrak¢ni zafizeni podle Soxhleta nebo Twisselmanna.
Zmydelnovaci banky, 250 ml.

Extrak¢ni patrony, cca (30 x 90) mm.

Nasttikovy filtr Nylon, 0,45 pm.
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5 Postup
5.1 Extrakce
Krmné suroviny

Do nizké kadinky o objemu 150 ml se navédzi asi 30 g motského pisku (2) a 1 g
zhomogenizovaného vzorku. Obsah kadinky se dobie promichd a pifevede do extrakéni
patrony. Zbytky na sténach kéadinky se dikladné setfou vatou, kterd se poté pouzije
na uzavieni extrakéni patrony. Obsah patrony se pfed uzavienim zvlhéi 5 ml roztoku
amoniaku (3) a patrona se ponecha v uzaviené nadob¢ pies noc.

Patrona se vlozi do extrakéniho zafizeni (3) a extrahuje se 150 ml chloroformu (1) po dobu
7 h. Poté se rozpoustédlo odpaii do sucha a jeho zbytky se odstrani proudem dusiku. Odparek
se rozpusti ve 100 ml mobilni faze (8) v ultrazvukové lazni pii 60 °C a zfiltruje pfes husty
filtr. Pfed nastfikem na kolonu se jesté podle potieby nafedi a pak piefiltruje pfes nastiikovy
filtr.

Krmné smési

Do extrakéni patrony se navazi 5 g az 10 g zhomogenizovaného vzorku. Zvlhéi se 10 ml
roztoku amoniaku (3) a uzavie vatovou zatkou. Patrona se ponecha v uzaviené¢ nadobé pies
noc.

Patrona se vlozi do extrak¢niho zafizeni a extrahuje se 150 ml chloroformu (1) po dobu
7 h. Poté se rozpoustédlo odpaii do sucha a jeho zbytky se odstrani proudem dusiku. Odparek
se rozpusti ve 100 ml mobilni faze (8) v ultrazvukové lazni pii 60 °C a zfiltruje pfes husty
filtr. Pfed nastfikem na kolonu se jesté podle potieby nafedi a pak prefiltruje pres nastiikovy
filtr.

5.2 Chromatografické stanoveni

Kalibrace

Do sady 100ml odmérnych bangk se pipetuje postupné (5; 10; 20; 30; 40) ml zakladniho
standardniho roztoku theobrominu (9), doplni se vodou (5) po znacku a promicha. Sada
kalibra¢nich roztoki odpovida koncentraci theobrominu (5; 10; 20; 30; 40) mg/l. Takto
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piipravené roztoky se nastfikuji na kolonu HPLC. Primérné hodnoty jim odpovidajicich
ploch pikt slouzi k sestrojeni kalibra¢ni kiivky.
Separaéni podminky HPLC

Kalibracni roztoky i extrakty zkuSebnich vzorkli se méii za nasledujicich separacnich
podminek chromatografického systému (tab. ¢. 1). Uvedené podminky jsou doporucené,
mohou byt pouzity i jiné podminky za ptedpokladu, ze poskytnou rovnocenné vysledky.

Tabulka 1. Pfiklad podminek chromatografického stanoveni.

Kolona Cis-reverzni faze, Gemini C1g, 5 um,
(150 x 4,6) mm nebo obdobna

Mobilni faze (8)

Pratok mobilni faze 1,0 ml/min

Teplota kolony Laboratorni teplota

Detektor UV 280 nm

Objem nastiiku 20 pl

Retencni ¢as pfi laboratorni teploté 4,4 min

Pro separaci na analytické kolon¢ se pozaduji valida¢ni parametry uvedené v tabulce 2.

Tabulka 2. Valida¢ni parametry pro separaci na analytické koloné.

Kapacitni faktor k>25
Tailing faktor ta<1,35
6 Vypocet
Obsah theobrominu (X) vyjadieny v mg/kg se vypocita podle vztahu
xV xR
x="2"2
m

koncentrace theobrominu ve zkuSebnim vzorku, zjisténa z kalibra¢niho grafu (mg/l),
objem mobilni faze, ve kterém je rozpustén odparek (ml),

hmotnost zkusebniho vzorku (g),
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fedéni.
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