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1. Uvod
Nikarbazin (nicarb, nicoxin, nicrazin, obr. 1) se pouziva v kombinaci s narasinem jako
ucinné antikokcidikum fadové v obsazich 40 — 50 mg/kg finalniho krmiva'. Jeho aktivita jako

antikokcidika bylajiz popsana.
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Obr. 1: Strukturni vzor ec nikar bazinu

2. Chemické a fyzikalni vlastnosti

Nikarbazin je ekvimolarni komplex 1,3-bis-(4-nitrofenyl) mocoviny
a4,6-dimethylpyrimidin-2-olu, CAS = [330-95-0], sumarniho vzorce Ci9H1sNsOs
o molekulové hmotnosti 426,38 g.mol ™. Absorpéni maximum je| ma = 298 nm (H.SO,),
| max = 351 nm (acetonitril — voda; obr. 2), teplota tani 265-275°C, nerozpustny ve vode,
rozpustny v kyselinach. Suché krystaly jsou velmi siln¢ elektrostatické a velmi obtizné

misitelné.
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Obr. 2: Absor péni spektrum nikarbazinu v roztoku acetonitril — voda, ¢ = 8 mg/I.

3. Literarni reserse

Pro stanoveni nikarbazinu v krmivech byla doporuc¢ena sdruzenim Association
of Official Analytical Chemists (AOAC) v roce 1970 spektrofotometricka metoda,
po predchozi chromatografii na oxidu hlinitém a je platna dodnes®. Po extrakci nikarbazinu
dimethylformamidem se extrakt precisti na neutralnim oxidu hlinit¢tm (promyvaci systém —
dimethylformamid, elucni systém - ethanol). Precistény extrakt se naredi akoholickym
roztokem hydroxidu sodného, absorbeni maximum je 344 nm. Nitrofurazon, furazolidon
a dalsi nitroderivaty davaji pozitivni chyby. VSechny operace sroztoky nikarbazinu musi byt
provadény za nepristupu denniho svétla.

Polarograficka metoda stanoveni v premixech byla popsina Kvapilem®. Nikarbazin
dava katodickou vinu v akalickém prostiredi acetonu (aceton - 1M NaOH) spalvinnym
potencialem Ey, = — 0,930V (proti SKE). Ke zvyseni citlivosti metody a snizeni meze
stanovitelnosti byly vyuzity techniky diferencni pulsni polarografie.*>

Vsechny nevyhody predchozich metod stanoveni byly odstranény zavedenim HPLC
metod stanoveni a to nejprve ve zvitecich tkanich a produktech®’ pozdgji i s pouzitim
LC-MS?. Porovnani metody pulsni polarografie ametody HPLC bylo provedeno Knuppem
a spolupracovniky °. Acetonitrilovy extrakt ze zvifecich tkani a vajicek byl podroben analyze
obéma metodami, jejichz vysledky byly porovnany. Polarograficka metoda poskytuje
detekéni limit 50 nmg/kg a vytéznost metody 79 %. HPLC metoda s el ektrochemickou detekci
slimitem detekce 1 ng/kg, vyhodnoceni se provadi na zakladé vnitfniho standardu nifursolu.
Ob¢ metody poskytuji vysledky v dobré shodg.
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Metoda HPLC stanoveni nikarbazinu v krmivech a premixech byla poprvé popsana
v roce 1987%°. Nikarbazin se extrahuje 15 minut dimethylformamidem pii 100°C, extrakt
Se po odstiedéni anayzuje na reverzni fazi C18 (Bondapak C18) za pouziti mobilni faze
methanol — voda (7+3) sUV detekci | = 365 nm. Byla popsina i metoda stanoveni
nikarbazinu pro nizké obsahy tadové v my/kg.™! Nikarbazin je extrahovan acetonitrilem
a extrakt je precistén na bazickém oxidu hlinitém a poté je extrakt analyzovan na reverzni fazi
(Wakosil 5C18-200) s mobilni fazi acetonitril — voda (1+1). Vytéznost metody pro obsahy
od 0,1 do 1,0 ng/kg je 104,8 % (smérodatna odchylka 5,0 %). Byla popsana rovnéz mikro-
HPL C metoda stanoveni nikarbazinu v kurecich tkanich, vajickach, krmivech pro brojlery
a kuiecich vykalech.'? Metoda je pomérng univerzalni — nikarbazin se extrahuje opakovang
acetonitrilem a poté se nikarbazin reextrahuje do dichlormethanu v ptitomnosti pevného
chloridu sodného. Organicka faze dichlormethanu se vysusi prefiltrovanim pres vrstvu
bezvodého siranu sodného a extrakt je odpaien za vakua k suchu pri teploté 45 - 50°C.
Odparek se prevede do centrifugacni zkumavky, rozpusti se ve 2 ml roztoku methanol-
acetonitril - voda (5+3+2), prida se 1 ml hexanu a 4krat 1 ml acetonitrilu a opét se odpari
k suchu pri teploté 50° C proudem dusiku. Odparek se opét rozpusti ve 2 ml smési methanol-
acetonitril - voda (5+3+2), piida se 0,5 ml hexanu a extrakt se odstiedi a k analyze se pouzije
vodna faze. Analyzuje se na reverzni fazi C18 (Supelcosil LC-18, 300x1,0 mm) za pouziti
mobilni faze acetonitril + 0,1 M octanovy pufr pH 4,8 (7+3) pti priatoku 0,03 ml/min
sUV detekci pri | = 340 nm. Vytéznost metody je 76,8-95,9% a detekeni limit je 25 pg/kg.
Ke stanoveni residui nikarbazinu v krmivech, vaickach a tkanich byla pouzita také
superkriticka fluidni extrakce™ oxidem uhligitym pii teploté 85°C atlaku 28 MPa. Extrakt
byl analyzovan na reverzni fazi (APEX ODS) za pouziti mobilni faze acetonitril — voda
(55+45) sUV detekci | =344 nm. Mez stanovitelnosti je 0,4 mg/kg a vytéznost metody
93 — 110 %. Véice jednoducha metoda stanoveni nikarbazinu v krmivech bez piecisténi
matrice byla popsina v roce 2000 (cit.*). Nikarbazin byl extrahovan extrakénim roztokem
acetonitril — voda (4+1) a extrakt byl po filtraci pfimo analyzovan na reverzni fazi C18 s UV
detekci pii | = 340 nm. Detekeni limit je 0,25 mg/kg a mez stanovitelnosti je 0,5 mg/kg.
Vytéznost metody se pohybuje v rozmezi od 95,2 do 101,8 %.

Byla rovnéz vyvinuta a testovana velmi rychla simultanni metoda stanoveni clopidolu
a nikarbazinu v krmivech.™ Obg kokcidiostatika jsou extrahovana vodnym dimethylformami-
dem a takto ziskany extrakt je precistén technikou SPE na bazickém oxidu hlinitém. Eluat je
pak piimo analyzovan na reverzni fazi Cl8 za pouziti mobilni faze acetonitril —

0 mM acetatovy pufr pH 4,6 sUV detekci pii | =265 nm pro clopidol al =345 nm



pro nikarbazin. Vytéznost metody je pro nikarbazin 95 % pro rozsah obsahu 2 az 150 mg/kg.
Vytéznost metody je pro clopidol 98 % pro rozsah obsahu 5 az 150 mg/kg. Mez
stanovitelnosti je 2 mg/kg pro nikarbazin a5 mg/kg pro clopidol.

4. Experimentalni ¢ast
4.1 Princip metody
Nikarbazin se extrahuje smésnym rozpoustédlem acetonitril - voda. Extrakt se primo

pouzije k analyze nareverzni fazi C18 s UV detekci pii | = 351 nm.

4.2 Pristroje a zarizeni

Extrakce vzorkt byla provedena na laboratorni trepacce LT 2 (Laboratorni pristroje,
Ceska republika). Odstredéni extraktu bylo provedeno na laboratorni odstiedivce Hermle
Z 230 MR (Hermle, Gosheim, SRN). Vsechna me¢reni byla provedena na kapalinovém
chromatografu, ktery se sklada zvysokotlaké pumpy W515 (Waters, Milford, USA),
autosampleru W717 Plus Autosampler (Waters, Milford, USA), spektrofotometrického
detektoru W486 (Waters, Milford, USA) a datastanice PC Compaq nebo na chromatografu,
ktery se sklada z vysokotlaké pumpy Costametric 3500 (LDC Analytical-Watrex), detektoru
diode array SpectroMonitor 5000 (LDC Analytical-Watrex), autosampleru Hewlett Packard
1100 a datastanice PC 1000. K separaci byla pouzita chromatograficka kolona Symmetry
Shield C18, 5mm, 3,0 x 150 mm (Waters, Milford, USA), nebo XTerra RP18, 5 nm,
3,9 x 150 mm (Waters, Milford, USA).

4.3 Chemikalie

Acetonitril HPLC grade (J.T. Baker, USA) a acetonitril p.a. (FLUKA, Svycarsko).
Extrakéni roztok byl pripraven smisenim 800 ml acetonitrilu a 200 ml vody. Mobilni faze
k separaci nikarbazinu na analytické kolon¢ byla pripravena smisenim 570 ml acetonitrilu
a430 ml demineralizované vody (Milli-Q systém, Millipore, Bedford, MA, USA).

Kalibrasni roztoky o koncentraci 2,0; 4,0; 8,0 a 20,0 mg.I™ byly ptipraveny postupnym
redénim zakladniho roztoku nikarbazinu (Eli Lilly, USA) v methanolu o koncentraci

200 mg.l'1 mobilni fazi.



4.4 Vybér vzorkua

Analyzy byly provadény na realnych vzorcich finalnich krmiv odebranych v ramci
statniho odborného dozoru, zakon o krmivech §16 a §17 (cit.*®) a na modelovych vzorcich
krmiv s pridavkem nikarbazinu. Vsechny vzorky se upravily homogenizaci a mletim na
castice o velikosti 0,5 mm tak, aby se zabranilo prehiati vzorku.

4.5 Pracovni postup

2 az 20 g zkusebniho vzorku se extrahuje 100 az 200 ml extrakéni smési 60 minut
v 500 ml Erlenmayerové baince na laboratorni trepacce a pak 10 minut na ultrazvukové lazni.
Takto ziskany extrakt se po odstiredéni pii 5 000 ot./min pouzije piimo k anayze
na chromatografické kolon¢. HPLC podminky jsou uvedeny v tabulce ¢. 1.

Chromatogram separace je ukazan naobr. 3.

Tabulka ¢. 1- HPLC podminky

Parametr Hodnota

Kolona XTerraRP18, 5nm, 3,9 x 150 mm nebo Symmetry C18, 5 nm,
3,0 x 150 mm

Pratok mobilni faze 0,8 ml/min

Teplota kolony okoli

Objem nastiiku 10 m

Detektor UV 351 nm
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Obr. 3: Separace nikarbazinu na chromatografické koloné Symmetry C18.
Chromatografické podminky jsou uvedeny v tabulce ¢.1. Krmna smés pro brojlery,
obsah nikarbazinu 40 mg/kg. Separaé¢ni charakteristiky: N =6 285, k = 1,70, t; = 1,31,

T =40°C.



5. Vysledky a diskuse

5.1 Volba kalibraéniho modelu

Pii linearni kalibraci byla testovana volba vhodného kalibraéniho modelu a vypocet
odhadu jeho parametrti a vypocet smeérodatné odchylky. Pii vypoctu hodnot koeficientt
a, b se vychazelo z platnosti modelu regresni zaviglosti, ktery predpoklada konstantni rozptyl
pro vsechny hodnoty zavisle proménné - pouziti metody ngmensich ¢tverci. Byly vypocteny
hodnoty koeficienti a = 4 083,4 (smérodatna odchylka 28,81) a b = 57 831 (smérodatna
odchylka 261,9) pro hladinu vyznamnosti P = 0,95. Korela¢ni koeficient r = 0,99998.
Smeérodatna odchylkas,y, ktera charakterizuje rozptyleni kolem regresni piimky, byla
vypoctena sy, = 3 657,0.
Porovnani odhadt koeficienta a, b se skutecnymi hodnotami parametri a, b, bylo provedeno
pouzitim Studentova t-testu pri testovani proa = 0 ab = 1. Vypoctené t-hodnoty Studentova
rozdéleni jsou pro t, = 1,417 aty = 220,8. Protoze t, < t(P = 0,95; f = 4,303) je rozdil
koeficientu a od nuly statisticky nevyznamny a muze predpokladat zavislost typu y = box.
Testovanim regresniho koeficientu b proti ocekavané hodnoté b =1 plati
t,>t(P=0,95; f=4303)ab? 1.
Vypoctené hodnoty by zavislosti typu y = bgx, smeérodatna odchylka s,x’, ktera charakterizuje
rozptyleni kolem regresni primky pro piedpoklad a = 0 a testovani rozptylt obou koeficienti
b pomoci F-testu jsou nasledujici: b = 58 118,2, s,x" = 4 227,7 a F = 7 347. Pro kalibracni

piimku plati, ze F > F(n1 =1, np,=m-2; 18,513) aplati zavislost typuy = a + bx.

5.2 Piresnost a shodnost

Vzhledem k tomu, Zze nejsou dostupné certifikované referencni materialy, byla
piesnost metody (tésnost shody ziskané hodnoty shodnotou skutecnou) ovérena analyzou
modelovych vzorki. Spravnost byla dale zjistovana testem vytéznosti, kdy k presné navazce
vzorku se zjisténym obsahem uréované latky bylo postupné piidavano razné mnozstvi ¢isté
latky ( ve tiech raznych hladinach piidavku — 40, 80 a 120 %) a zpétné vypocitana vytéznost.
Pro kazdou koncentracni hladinu byl vzorek analyzovan 3 krat. Vysledky a vypocétené
statistické parametry jsou uvedeny v tabulce ¢. 2. Celkova vytéznost metody pro koncentracni
hladiny 100,0 az 220,0 mg.kg™je (101,8 + 4,2 ) %. Nalezen¢ hodnoty modelového vzorku
byly s ocekavanymi hodnotami srovnany pomoci t-testu.
Shodnost metody (mira tésnosti shody mezi vzajemné nezavislymi vysledky zkousek
za predem specifikovanych podminek) byla pouze omezena na vypocet opakovatelnosti, ktera
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byla vypoctena ze smérodatné odchylky rozpéti obou paralelnich stanoveni realnych vzorki
krmiv, jegichz celkovy pocet byl 8. Opakovatelnost analytické metody vypoctené pomoci
programu Effi Validation 3.0' je 0,7646 jednotek, tj. 0,74 % relativnich pro obsahy obsahy
100,0 az 220,0 mg/kg nikarbazinu. S pouzitim Cochranova testu nebyla nalezenauroven,

na které je rozptyl méreni vétsi, nez na ostatnich urovnich.

Tabulka ¢. 2 — ovéreni vytéznosti nikarbazinu

Deklarovana | Naméiena Vytéznost Pridavek Interval spolehlivosti
hodnota hodnota (%) (mg/kg) (mg/kg)
(mg/kg) (mg/kg)

140,57 142,77 101,6

140,57 140,91 100,2 37,092 36,1922 — 39,8084
140,57 140,76 100,1

181,14 183,24 101,2

181,14 181,24 100,1 77,662 75,4199 — 85,5575
181,14 187,43 103,5

221,72 235,07 106,0

221,72 229,88 103,7 118,242 115,1480 — 135,9600
221,72 222,16 99,8

5.3 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce a mez stanovitelnosti byly vypocéteny z kalibracniho modelu. Mez
detekce odpovida hodnoté koncentrace, pro kterou je dolni mez (1-a)%niho intervalu
spolehlivosti predikce signalu z kalibraéniho modelu rovna kritické urovni a mez
stanovitelnosti je nggmensi hodnota signalu, pro kterou je relativni smérodatna odchylka
predikce z kalibragniho modelu dostatecns mala a obycejné se poklada hodnoté 0,1 (cit.'®).

Mez detekce ma hodnotu 0,69 mg.l'l, tj. pro standardni operacni proceduru 3,46 mg.kg'l
amez stanovitelnosti ma hodnotu 0,73 mg.I'l, tj. pro standardni operacni proceduru

3,67 mg.kg'l.



5.4 Optimalizace mobilni faze

Mobilni faze byly optimalizovany tak, aby retencni faktor byl k 3 1,5, pocet
teoretickych pater N 3 5 000 a asymetricky faktor t, £ 1,4. V mobilni fazi byl sledovan vliv
koncentrace organického rozpoustédla na retencni faktor. VIiv koncentrace organického
rozpoustédla j v mobilni fazi na retencni faktory chromatografované latky kbyl popsan
rovnici:*°

k=k,10™™
kde retencni faktor k, je retencéni faktor v ¢isté vodeé jako eluentu, ziskany extrapolaci
experimentalnich tudaja a m je parametr piimo zavisly na sile organického solventu a povaze
solutu. V logaritmické forme piejde rovnice natvar
logk =logk, - mj
a logaritmy retencnich faktora klesgji sklesgjici koncentraci organického rozpoustédia
v mobilni fazi. Experimentalné byla zjisténa linearni zavislost mezi koncentraci acetonitrilu
(v koncentraénim rozmezi j = 0,56 az 0,66) alogaritmem retencniho faktoru (obr. 4)
arovnice pro mobilni fazi ma tvar
log k = 2,2993 — 3,4325

korelacni koeficient r = - 0,9993.
Retence solutu srostouci teplotou klesa alog k je linearni funkci pievracené hodnoty teploty
T. Tento zavér odpovida obecnému tvaru van't Hoffovych zavislosti pro chromatograficky

proces?®:

- DH +DS +|nV_S:A+E
RV, T

Ink =

kde DH®, DS° jsou ental pie a entropie solutu v daném chromatografickém systému,

R je plynova konstanta a A, B jsou konstanty zavislé na chromatografickém systému.
Experimentalni zavislosti jsou v dobré shodé stémito zaveéry (obr. 5) a ze zavidosti byly
vypocteny konstanty A =-4,7327, B = 1 646,6 skorelacnim koeficientem r = 0,9995

(pro teplotni rozsah 25 az 50 °C).



0,45

0,40

0,35

logk *

0,30

0,05

0,00
0,56 0,58 0,60 0,62 0,64 0,66

w, ACN

Obr. 4: Zavidost logaritmu kapacitniho poméru k na koncentraci acetonitrilu
v mobilni fazi
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Obr. 5: Teplotni zavidost logaritmu kapacitniho pomér u.
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6. Revalidace metody
6.1 Stabilita standardu

Zakladni roztok standardu nikarbazinu je nutné piipravovat vzdy cerstvy.

Kriteria prorevalidaci systému — limity pro p¥ijeti metody

4 vytéznost metody pro obsah 40 mg/kg > 95 % (ovéreni extrakce).

4 aéinnost kolony musi vyhovovat parametram: N3 5000, k3 1,5at, £ 1,4 (uprava
mobilni faze, zména kolony).

4 mez stanovitelnosti (vypoctena z kalibracni primky) musi lezet v intervalu (0,7 -1,0)

mg/l.
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Stanoveni nizkych obsahua robenidinu v kr mivech metodou HPLC

Michal Dousa
Ustiredni kontrolni a zkusebni ustav zemédélsky; Regionalni labor ator ni oddéleni Plze,
Slovanska algj 20, 317 60 Plzen,

Uvod

Robenidin (obr.1), 1,3-bis-(p-chlorbenzilidenamino)guanidin hydrochlorid, se pouziva jako
ucinné antikokcidikum ve vykrmu kuiat a krat'at a odchovu kuric a bazanti radoveé v obsazich
30 az 66 mg/kg finalniho krmiva a ochranna lhiita je 5 dnii. Jeho aktivita jako antikokcidika

bylajiz popsand'.

Cl CH:N-NHﬁ:.NH-N:CH Cl
NH.HCI

Obr. 1: Strukturni vzorec robenidinu

Chemické a fyzikalni vliastnosti

Robenidin je po chemické strance derivatem guanidinu (1,3-bis-(p-chlorbenzilidenamino)-
guanidin hydrochlorid), CAS = [25875-51-8], sumarniho vzorce CisH14Cl3Ns 0 molekulové
hmotnosti 370,67 g/mol. Absorpéni maximu jel 1=232,1 ,=352 nm (obr. 2).
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550 nm a pii stejné vinové délce v prostiedi kyseliny trichloroctové. Vysledna absorbance je
vypoctena z rovnice A = Axonado - Aconsso - (Atcaado - Arcasso) @ obsah robenidinu se vypocte
z kaibracni kiivky. Jednoduchou spektrofotometrickou metodu stanoveni, zalozenou na
podobném principu, popsal Bories’. Po extrakci robenidinu kyselym acetonem je extrakt
precistén na tenké vrstvé silikagelu v chromatografickém systému  chloroform-methanol
(95+5). Skvrna robenidinu je identifikovana UV svétlem pii 265 nm (Re = 0,75), skvrna je
prenesena do definovan¢ho objemu dimethylformamidu a po pridavku 0,1 ml 1 mol.I”* NaOH
je po 15 minutach zmétrena intensita zlutého zbarveni pii 464 nm. Hodnota molarniho
absorpeniho koeficientu e = 7,6.10%. Vytéznost metody byla vypoctena na 92-100 % a
smérodatna odchylka na 4,4 %. Spektrofotometrické metody nejsou prilis specifické a citlivé
a proto se pouzivaji predevsim metody HPLC. Automatizovanou HPLC metodu stanoveni
robenidinu publikovali Zagar a spol.” Chromatograficky systém pouziva jako mobilni fazi o
dozeni methanol + kyselinaoctova + dichlormethan (90 + 10 + 900) a stacionarni fazi
silikagel. Extrakce robenidinu je uskutecnovana dvéma zpusoby. Prvni zpasob vyuziva
manualni extrakce robenidinu ze vzorku methanolem a po naredéni roztokem kyselina octova-
dichlormethan (10 + 990) je anayzovan. Druhy zpasob vyuziva automatické extrakcni
jednotky SolidPrep Il spojené on-line schromatografickym systémem. Kapacita tohoto
systému je asi 10 vzorkt/hodinu. Separace probiha na chromatografické koloné pii pratoku
mobilni faze 1 ml/min a UV detekci pii 280 nm. Praimérna hodnota vytéznosti byla vypoctena
na 101,4 %. Nevyhodou metody je vysoka mez stanovitelnosti z divodu nizké citlivosti
pouzité UV detekce pii vinové délce 280 nm. Vhodnéjsi vinova délka UV detekce je pii 352

nm"". Robenidin je extrahovan z navazky 10 g vzorku 100 ml chloroformu, po predchozim
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smiseni navazky s 1 g fosfore¢nanu sodného a2 ml vody, 20 minut. Po extrakci se odpipetuje
20 ml extraktu, ktery se odpati k suchu a odparek se rozpusti ve 100 ml acetonitrilu. Takto
pripraveny extrakt se davkuje na chromatografickou kolonu a robenidin se separuje na
reverzni fazi C18 za pouziti mobilni faze acetonitril + voda + 25 mM-KH,PO, (72,5 + 22,5 +
5) o pratoku 1,5 ml/min aUV detekci pii 352 nm. Vytéznost robenidinu v zavidosti na druhu
vzorku se pohybuje v pomérné sirokém rozmezi 57,1 az 97,7 %. HPLC metody sUV detekci
jsou pomerné malo citlivé a selektivni a proto byla publikovana HPLC metoda stanoveni
robenidinu sfluorescencni detekci po piedchozi derivatizaci robenidinu dansylchloridem.
Vznikly derivat je separovan na silikagelu za pouziti mobilni faze chloroform + hexan +
tetrahydrofuran + methanol (50 + 50 + 2 + 1) pii pratoku 2 ml/min s fluorescencni detekci pri
485 nm sexcitacni vinovou délkou 320 nm"". Vyt&znost byla vypoctena na 96,6 % se
smérodatnou odchylkou 1,26 % ( pro pocet opakovani 4). Mez detekce je 0,4 mg/l (8 ng pri
objemu nastiiku 20 m).

Na zakladé pozadavki zakona o krmivech §7 (cit."") Ministerstvo zemedélstvi Ceské
republiky uklada monitorovani vyskytu nezadoucich dopliikovych latek, mezi které robenidin
patii, u vyrobkd krmiv uvadénych do obéhu. V souladu s koncepci pro monitorovani
nezadoucich doplnkovych latek bylo proto nutno vyvinout rychlou a spolehlivou analytickou
metodu, ktera by byla dostatecné selektivni a citliva pro koncentracni hladiny robenidinu

fadoveé v ng/kg.

Experimentalni ¢ast
Princip metody

Robenidin se extrahuje smésnym rozpoustédlem ethylester kyseliny octové — dichlormethan.
Extrakt se preCisti na pevné fazi slikagelu a takto precistény extrakt je rozpustén
v definovaném objemu mobilni faze. Robenidin se stanovi na reverzni fazi C18 siontovymi
pary aUV detekci pii 314 nm.

Pristroj e a zarizeni

Extrakce vzorkt byla provedena na laboratorni tiepaice LT 2 (Laboratorni pristroje, Ceska
republika). Precisténi extraktu bylo provedeno na separacni jednotce BAKER spe 12G
System (J.T. Baker, USA) na kolonkach Sep-Pak Plus Cartridges Silica (Waters, Milford,
USA). Zakoncentrovani extraktu bylo provedeno na koncentratoru vzorkt Termovap (ECOM,
Ceska republika). Odstiedéni extraktu bylo provedeno na laboratorni odstiedivce Hermle Z
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230 MR (Hermle, Gosheim, SRN). Vsechna méteni byla provedena na kapalinovém
chromatografu, ktery se sklada zvysokotlaké pumpy W515 (Waters, Milford, USA),
autosampleru W717 Plus Autosampler (Waters, Milford, USA), spektrofotometrického
detektoru W486 (Waters, Milford, USA) a datastanice PC Compag. K separaci byla pouzita
chromatograficka kolona XTerra RP18, 4 nm, 3,0 x 150 mm (Waters, Milford, USA). pH
roztoki bylo méreno na pH-metru pH 526 (WTW, SRN) skombinovanou sklenénou
elektrodou a pH-metr byl kalibrovan na ftalatovy pufr CertiPUR pH 4,01 a boratovy pufr pH
9,18 (MERCK, SRN).

Chemikalie

Methanol HPLC grade (J.T. Baker, USA), dichlormethan HPLC grade (J.T. Baker, USA),
acetonitril (J.T. Baker, USA) sodna sil kyseliny 1-hexansulfonové cistoty 98+ % (Sigma-
Aldrich, USA), triethylamin p.a. (FLUKA, Svycarsko), ethylester kyseliny octové p.a
(Lachema Neratovice, Ceska republika). Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), kysdlina
chlorovodikova a kyselina fosfore¢na ¢istoty UltraPure (MERCK, SRN). Extrakéni roztok byl
pripraven smisenim 200 ml ethylesteru kyseliny octové a 800 ml dichlormethanu. K extrakci
na pevné fazi bylo pouzito promyvaci ¢inidlo, které bylo pripraveno smisenim 10 ml
ethylesteru kyseliny octové a 90 ml dichlormethanu a elu¢ni ¢inidlo, které bylo piipraveno
smisenim 12 ml methanolu a 88 ml dichlormethanu.

Mobilni faze | k separaci robenidinu na analytické koloné byla ptipravena smisenim 660 ml
methanolu, 334 ml demineralizované vody (Milli-Q systém, Millipore, Bedford, MA, USA),
4 ml kyseliny fosforecné a 2 ml triethylaminu. V takto pripravené mobilni fazi se rozpusti
1,8822 g sodné soli kyseliny 1-hexansulfonové (0,01 mol.I™) a pH mobilni faze se upravi tri-
ethylaminem na hodnotu pH 3,5. Mobilni faze 11 k separaci robenidinu na analytické koloné
byla pripravena smisenim 640 ml acetonitrilu a 360 ml 50 mM roztoku TRIS. pH takto pfi-
pravené mobilni faze bylo upraveno na hodnotu pH 9,0 kyselinou chlorovodikovou. Mobilni
faze 111 k separaci robenidinu na analytické koloné byla pripravena smisenim 420 ml aceto-
nitrilu, 574 ml demineralizované vody, 4 ml kyseliny fosforecné a2 ml triethylaminu. V takto
pripravené mobilni fazi se rozpusti 1,8822 g sodné soli kyseliny 1-hexansulfonové (0,010
mol.I™") a pH mobilni faze se upravi triethylaminem na hodnotu pH 3,5.

Kalibratni roztoky o koncentraci 1,0; 2,0; 4,0 a 10,0 mg.I"™* byly ptipraveny postupnym feds-
nim zakladniho roztoku robenidinu (Rothel, SRN) v methanolu o koncentraci 50 mg.l'1 mo-

bilni fazi.
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Vybér vzorki

Anayzy byly provadény na realnych vzorcich finalnich krmiv odebranych v ramci statniho
odborného dozoru, zakon o krmivech §16 a §17(cit. ") a na modelovych vzorcich krmiv o
slozeni: 45 % psenice, 15 % jecmen, 12 % sojovy extrahovany srot, 8 % masokostni moucka,
5 % krevni srot, 5 % ususky picnin, 4 % vapenec a 1 % premix mineralnich latek a vitamini
s piidavkem robenidinu o koncentracni hlading 0,4; 0,8; 1,6; 4,0 a 8,0 mg.kg™. Dale byly
pripraveny modelové vzorky robenidinu o koncentracni hladiné 2 a 4 mg/kg naredénim a
homogenizaci krmné smési pro brojlery o obsahu robenidinu 60 mg/kg (Doagra as.,
Domazlice) psenicnou krmnou moukou. Tyto piipravené vzorky byly pouzity
k mezilaboratornim porovnavacim zkouskam. Vsechny vzorky se upravi homogenizaci a

mletim na castice o velikosti 0,5 mm tak, aby se zabranilo prehrati vzorku.

Pracovni postup

45 g zkusebniho vzorku se extrahuje 150 ml extrakéni smési 30 minut v 500 ml konické
bance na laboratorni tiepacce a pak 2 minuty na ultrazvukové lazni. Takto ziskany extrakt se
precisti preseparaci na pevné fazi silikagelu.

Precisténi extraktu extrakci na pevné fazi

Na kolonku Sep-Pak Plus Silica, kondicionovanou 4 ml promyvaciho cinidla, se od-
meii 10,0 ml prefiltrovaného extraktu. Kolonka se promyje 2 krat 3 ml promyvaciho ¢inidla a
robenidin se eluuje 8 ml elu¢niho cinidla do vialky na10 ml. Eluat se odpaii pod proudem
dusiku k suchu pii teploté 50 °C. Odparek se rozpusti ve 2,0 ml mobilni faze na ultrazvukové
lazni (1 minutu), promicha a vytemperuje na laboratorni teplotu. Takto pripraveny extrakt se
odstiedi 5 minut pii 10 000 otmin® a davkuje nachromatografickou kolonu. HPLC pod-

minky jsou uvedeny v tabulce |. Chromatogram separace je ukazan naobr. 3.
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Obr. 3: Chromatogram separace robenidinu. Slepy pokus modelového vzorku bez
piridavku robenidinu (A), modelovy vzorek (koncentrace robenidinu 4,0 mg/kg) (B).
HPL C podminky jsou uvedeny v tabulcel.

Tabulkal : HPLC podminky

Parametr Hodnota

Kolona XTerraRP18, 4 mm, 3,0 x 150 mm
Pratok mobilni faze 1,0 ml/min

Mobilni faze mobilni faze |

Teplota kolony okoli

Objem nastiiku 10 m

Detektor UV 314 nm
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Vysedky a diskuse

Piesnost a shodnost

Vzhledem ktomu, Ze nejsou dostupné certifikované referenéni materialy, byla presnost
metody (tésnost shody ziskané hodnoty s hodnotou skutecnou) ovérena analyzou modelovych
vzorku. Pro kazdou koncentracni hladinu byl vzorek analyzovan 5 krat. Vysledky a vypoctené
statistické parametry (hladina vyznamnosti P=0,95) jsou uvedeny v tabulce Il. Celkova
vyt&znost metody pro koncentracni hladiny 0,4 az 8,0 mg.kg™ je (101,2 + 6,5) %. Nalezené
hodnoty modelového vzorku byly socekavanymi hodnotami srovnany pomoci linearni
regrese. Ocekavané hodnoty byly povazovany za nezavisle proménné, nalezené hodnoty za
zavisle proménné. Konstanta a regresniho vztahu (konstantni soustavna odchylka) ma
hodnotu 0,0411 + 0,3373 a statisticky se nelisi od nuly. Konstanta b regresniho vztahu
(proporcionalni soustavna odchylka) ma hodnotu 0,9976 + 0,0832 a nelisi se statisticky od
jednicky. Metoda poskytuje presné vysledky.

Shodnost metody (mira tésnosti shody mezi vzajemné nezavislymi vysledky zkousek
za piredem specifikovanych podminek) byla pouze omezena na vypocet opakovatelnosti, ktera
byla vypoctena ze smérodatné odchylky rozpéti obou paralelnich stanoveni realnych vzorki
krmiv, jgjichz celkovy pocet byl 15. Po vylouceni odlehlych vysledka (Cochraniv test) pro
obsahy 0,40 az 4,50 mg/kg ma opakovatelnost hodnotu 0,09 mg/kg.

Tabulka Il: Vytéznost metody — vysledky méreni a vypoétené statistické parametry pro
vzorky krmnych smési

Statistické parametry

Oc¢ekavana hodnota [mg/kg] 0,40 0,80 1,60 3,95 7,96
Nalezena hodnota [mg/kg] 0,41 0,78 1,59 4,23 7,87
Vytézek metody [%0] 100,7 97,8 99,3 107,1 98,9
Interval spolehlivosti 31 15 24 11 1,1
Relativni smérodatna odchylka [%o] 0,25 1,66 0,25 1,21 1,14
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M ez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce a mez stanovitelnosti byly vypocteny z kalibracnino modelu. Mez detekce
odpovida hodnot¢ koncentrace, pro kterou je dolni mez (1-a)%niho intervalu spolehlivosti
predikce signalu z kalibratniho modelu rovna kritické arovni a mez stanovitelnosti je
ngmensi hodnota signalu, pro kterou je relativni smérodatna odchylka predikce
z kalibratniho modelu dostatecns mala a obysejné se poklada hodnots 0,1 (cit.”). Mez
detekce ma hodnotu 0,38 mg.l'l, tj. pro standardni operacni proceduru 0,25 mg.kg'1 a mez

stanovitelnosti ma hodnotu 0,62 mg.l'l, tj. pro standardni operacni proceduru 0,40 mg.kg'l.

Optimalizace mobilni faze

Mobilni faze byly optimalizovany tak, aby retencni faktor byl k 3 2,0, pocet teoretickych
pater N 3 5 000 a asymetricky faktor t £ 1,4. Vypoctené separacni charakteristiky u vsech tii
mobilni fazi jsou uvedeny v tabulce Ill. Vevsech mobilnich fazich byl sledovan vliv
koncentrace organického rozpoustédla a u mobilni faze | vliv pH mobilni faze, koncentrace

protiiontu a teploty separace naretencni faktor.

Tabulka lll: Separaéni charakteristiky robenidinu pro rizné mobilni faze

M obilni faze tr (mMin) k N ta
I 5,76 3,12 6 100 1,00
[l 4,30 2,07 6 300 1,09
Il 4,17 2,01 5500 1,33

Blizsi vysvétleni v textu.

Vliv  koncentrace organického rozpoustedla j v mobilni fazi na retenéni faktory
chromatografované latky k byl popsan rovnici:*

k=k,210"™

kde retencni faktor k, je retencéni faktor v cisté vodeé jako eluentu, ziskany extrapolaci
experimentalnich udaji a m je parametr ptimo zavisly na sile organického solventu a povaze
solutu. V logaritmické forme piejde rovnice natvar

logk =logk, - mj
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a logaritmy reten¢nich faktoro klesgji sklesgjici koncentraci organického rozpoustédia
v mobilni fazi. Experimentalné byly zjistény linearni zavislosti mezi koncentraci organického
rozpoustédla alogaritmem retencniho faktoru a vypoctené parametry jsou uvedeny v

tabulce IV.

Tabulka IV: Vypoctené parametry zavisosti koncentrace organického rozpoustédlia
v mobilni fazi na retenéni faktory

M obilni faze koncentraéni rozsah (j ) Ka m r
I 0,55-0,75 19230 -5,79 -0,9989
I 0,55-0,70 498,1 -3,80 -0,9995
[l 0,35-0,50 3615 -1,23 -0,9980

Blizsi vysvétleni v textu.

Pti sledovani vlivu pH mobilni faze | (v rozsahu pH 3,0- 5,0) na retencni faktor robenidinu
bylo pH mobilni faze upraveno vzdy triethylaminem resp. kyselinou fosforecnou na
pozadovanou hodnotu pH. Byla zjisténa polynomicka zavislost 3. fadu mezi pH mobilni faze
a retenc¢nim faktorem. Jako optimalni pH mobilni faze jsme zvolili pH 3,5, které lezi v oblasti
pH, kdy je zména retence robenidinu nggméné zavisla na pH mobilni faze.

Vliv koncentrace protiiontu naretencni faktor byl sledovan pro latkové mnozstvi 2,5; 5,0; 7,5;
10 a 12,5 mmol.I"* sodné soli kyseliny 1-hexansulfonové v mobilni fazi. Podle predpokladu
retence robenidinu roste skoncentraci protiiontu (obr. 4). Jako optimalni byla zvolena
koncentrace 10 mmol.I™, kdy se retence méni jiz ngjméng.

Retence solutu s rostouci teplotou klesa alog k je linearni funkci pievracené hodnoty teploty,
T. Tento zavér odpovida obecnému tvaru van't Hoffovych zavidlosti pro chromatograficky

i xii.

proc

kde DH°, DS° jsou entalpie a entropie solutu v daném chromatografickém systému, R je
plynova konstanta a A, B jsou konstanty zavisé na chromatografickém systému.
Experimentalni zavisdosti jsou v dobré shodé stémito zavéry a ze zavidosti byly vypocteny
konstanty A = -6,2639, B = 2397,0 skorelacnim koeficientem r = 0,9983.

S prihlédnutim k ziskanym vysledkim byla zvolena mobilni faze | jako optimalni z hlediska
selektivity a ucinnosti separace. V mobilni fazi 11 dochazi k rozkladu robenidinu z dtivodu
vyssiho pH této mobilni faze.
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Obr. 4: Vliv koncentrace protiiontu sodné soli 1-hexansulfonové kyseliny v mobilni fazi
naretenéni faktor robenidinu.

Optimalizace presepar ace extraktu na pevné fazi

Desorpce robenidinu byla sledovana na modelovém roztoku robenidinu v extrakénim roztoku
pii takové koncentraci, ktera odpovidala 8 mg/kg robenidinu ve finalnim krmivu. Spotieba
desorpcniho cinidla je patrna z elucniho profilu robenidinu z pevné faze Silica. Mérenim bylo
zjisténo, ze k desorpci robenidinu postacuje 4 ml elucniho ¢inidla. Pri optimalizaci separace
na pevné fazi byl sledovan vliv obsahu tuku v krmivu tak, ze se k modelovém roztoku
robenidinu ptidal roztok kafilerniho tuku, ktery odpovidal obsahu tuku 20 a 80 g/kg ve
finalnim krmivu (obr. 5). Se zvysujicim se obsahem tuku stoupa spotieba desorpeniho cinidla
nutna ke kvantitativni desorpci robenidinu az na 5 ml ¢inidla, proto byl zvolen objem 8 ml
z duvodu dokonalé desorpce a kvantifikace.
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Obr. 5. Eluéni profil robenidinu z kolonky Sep Pak Silica (vytéznost R, objem
desor péniho ¢inidla V). A — 0 g/kg tuku; B — 20 g/kg tuku; C — 80 g/kg tuku. Blizsi
vysvétleni v textu.
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Revalidace metody

Stabilita standardu

Zakladni roztok standardu robenidinu je nutné piipravovat vzdy cerstvy.
Kriteria prorevalidaci systému — limity pro p¥ijeti metody

4 vytéznost metody pro obsah 2 mg/kg > 95 % (ovéreni extrakce).
4 Gc¢innost kolony N3 5000, k3 1,5at, £ 1,4 (aprava mobilni faze, zmeéna kolony).
4 mez stanovitelnosti (vypocteny z kalibracni primky) 0,6 mg/l
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Stanoveni obsahu nifursolu v krmivech metodou HPLC

Michal Dousa
Ustiredni kontrolni a zkusebni ustav zemédélsky ; Regionalni labor ator ni oddéleni Plzei,
Slovanska algj 20, 317 60 Plzei,

Uvod

Nifursol (obr. 1) je derivat kyseliny 3,5 dinitrosalicylové (3,5-dinitro-2"-(5-nitrofufuryli-
den)salicylohydrazid) a pouziva se k prevenci histaminozy krat jako chemoterapeutikum a je
stimulatorem rastu v davce kolem 50-75 mg/kg!

CONHN=CH o NO,,

Obr. 1: Strukturni vzorec nifur solu

Chemické a fyzikalni vliastnosti

Nifursol je derivat kyseliny 3,5 dinitrosalicylové (3,5-dinitro-2’-(5-nitrofufuryli-
den)salicylohydrazid, CAS = [16915-70-1]; (obr.1); sumarniho vzorce Ci;2H7NsOg 0
molekulové hmotnosti 365,21 g/mol). Dobie rozpustny vV tetrahydrofuranu, acetonu,
acetonitrilu, dimethylformamidu, méné rozpustny ve vodé, nerozpustny v hexanu, etheru.

Absorpéni maximum 383 nm (rozpoustédlo tetrahydrofuran+voda, 1+1).

Literarni reserse
Podle oficialnich metodik sdruzeni AOAC se nifursol v krmivech stanovi po extrakci
do dimethylformamidu a  precisténi  extraktu na  bazickém oxidu  hlinitém

spektrofotometricky®®. Nifursol se detekuje po reakci sfenylhydrazinen za vzniku 5-

nitrofurfuralfenylhydrazonu. Reakéni produkt se extrahuje do toluenu a stanovi se
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spektrofotometricky pri 555 nm po pridavku hydroxidu hyaminu. Publikované vysledky
mezilaboratorni porovnavaci zkousky® stanoveni nifursolu davaji pramérnou vytéznost
101,4 % a smérodatna odchylka dosahuje 7,9 %. Sdruzeni Analytical Methods Committee
doporucuje ke spektrofotometrickému stanoveni vinovou délku 510-515 nm?. V této praci
jsou publikovany vysledky mezilaboratorni porovnavaci zkousky pro tii koncentracni hladiny
nifursolu v krmivech — 50, 75 a 100 mg/kg. Primérna hodnota vytéznosti se pohybovala od
93 do 96 % a smerodatna odchylka od 3,8 do 4, 8 %. Ke stanoveni nifursolu v krmivech byla
pouzita rovnéz plynova chromatografie’. Nifursol se extrahuje acetonitrilem a extrakt se
piecisti promyvanim sulfidem uhli¢itym Kk odstranéni interferenci. Molekula nifursolu se
hydrolyzuje za vzniku 3,5-dinitrosalicylové kyseliny, ktera se esterifikuje na methylester
kyseliny 3,5-dinitrosalicylové. K detekci se pouziva detektor elektronového zachytu. Tato
metoda je velmi citliva a specificka, ale vyzaduje predkolonovou derivatizaci a specialni
chromatografické podminky. Za zminku stoji rovnéz polarograficka metoda® stanoveni
nifursolu v krmivech, zalozena na redukci piitomné nitroskupiny, bohuzel metoda je velmi
malo specificka.

HPLC metody jsou specifické bez nutnosti derivatizace a poskytujici spravné vysledky. Prvni
HPLC metoda’ stanoveni nifursolu v krmivech byla publikovana v roce 1981. Nifursol je
extrahovan acetonitrilem pii teplot¢ 70 °C po dobu 45 minut ak odstranéni interferenci se
pouziva sulfid uhlicity. Extrakt se analyzuje nachromatografické ionexové kolon¢ (Zipax
SAX) sUV detekci pri 365 nm. Jako mobilni faze se pouziva 0,4 % vodny chloristan sodny —
acetonitril (1+1). Vytéznost metody se pohybuje pro obsahy od 25 do 100 mg/kg od 103,8 %
do 98,1% a smérodatna odchylka od 4,6 % do 2,8 %. Pramérna hodnota vytéznosti je
100,6 % a smérodatna odchylka 3,5 %. V metodice sdruzeni Analytical Methods Committee®
je nifursol extrahovan acetonitrilem v Soxhletové aparature po dobu 3 hodin s12 cykly za
hodinu. Takto piipraveny extrakt se odpati za vakua asi ha 1/3, potom se nafedi mraven¢anem
amonnym (pufr pH 3,5) a analyzuje se na chromatografické koloné C18 (mBondapak) s UV
detekci pri 365 nm. Byla porovnana vytéznost metody pro extrakci dimethylformamidem a
acetonitrilem. Oba zpuasoby extrakce jsou srovnatelné, extrakce dimethylformamidem
poskytuje ponékud nizsi vysledky, u granulovanych krmiv extrakce dimethylformamidem
poskytuje naopak vyssi vysledky. Bylo zjisténo, ze granulaci dochazi zigimé k rozkladu
nifursolu nebo nedokonaé extrakci nifursolu vlivem jeho obdukce béhem granulace.
Mezilaboratorni porovnavaci zkousky se zacastnilo 7 laboratoii, pramérny vytézek extrakce
je 95 £ 14 % (P=0,95). Velmi specificka HPLC metoda stanoveni nifursolu v premixech a

krmnych smésich byla publikovana v roce 1994 (cit.%). Nifursol je extrahovan
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tetrahydrofuranem v pritomnosti  butylhydroxytoluenu jako antioxidantu. Extrakt se po
naredéni roztokem tetrahydrofuran — voda (1+1) analyzuje na koloné¢ C18 (Zorbax ODS,;
4,6x250 mm) za pouziti mobilni faze voda-acetonitril (525+475) pH 3,5 upravené kyselinou
mravencéi a amoniakem sUV detekci pri 380 nm. Mez stanovitelnosti je 1-2 mg/kg a
vytéznost metody je vyssi nez 98 %. Autori sledovali stabilitu roztoka nifursolu a zjigtili, ze
na stabilitu roztoka ma vliv pH roztoku a citlivost na svétlo. Pri rozpusténi nifursolu
v mobilni fazi (pH 3,5) dochazi k hydrolyze nifursolu, dokonce i ve tmé¢ a dostavame nizsi
vysedky nez ocekavame. K rozkladu nedochazi ve smésnych rozpoustédlech voda —
tetrahydrofuran. K zamezeni rozkladu nifursolu autoti pouzili butylhydroxytoluen a pifi
koncentraci 100 ng/ml jsou roztoky nifursolu stabilni nggméné 24 hodin. Byly porovnany
rovnéz rizné zpusoby extrakce raznymi organickymi rozpoustédly, jako zcela nevhodné se
ukazalo pouziti zpisobu extrakce acetonitrilem v Soxhletovs aparatuie popsané v metods®,
kdy dochazi k rozkladu pii naredéni extraktu v mobilni fazi pH 3,5.

V souladu s koncepci pro monitorovani nezadoucich doplnkovych latek bylo proto nutno
vyvinout rychlou a spolehlivou analytickou metodu, ktera umoziuje stanoveni nifursolu ve
stopovych koncentracich radové v nmg/kg a zaroven snizuje pravdépodobnost interference

matrice.

Experimentalni ¢ast
Princip metody

Nifursol se extrahuje ze vzorku krmné smési smésnym rozpoustédlem tetrahydrofuran +
acetonitril + voda (400+200+400, V+V+V), ze vzorku premixu tetrahydrofuranem za
piitomnosti butylhydroxytoluenu a po pripadném naredéni se analyzuje metodou HPLC na
reverzni fazi C18 s UV detekci pii 383 nm.

Pristroj e a zarizeni

Extrakce vzorkt byla provedena na laboratorni tiepaice LT 2 (Laboratorni pristroje, Ceska
republika). Vsechna méieni byla provedena na kapalinovém chromatografu, ktery se sklada
z vysokotlaké pumpy W515 (Waters, Milford, USA), autosampleru W717 Plus Autosampler
(Waters, Milford, USA), spektrofotometrického detektoru W486 (Waters, Milford, USA) a
datastanice PC Compag. Byla pouzita chromatograficka kolona NovaPak Cig, 4 nm, 4,6 X

250 mm (Waters, Milford, USA). pH roztoku bylo méteno na pH-metru pH 526 (WTW,
SRN) a pH-metr byl kalibrovan na ftalatovy pufr CertiPUR pH 4,01.
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Chemikalie

Acetonitril, kyselina trifluoroctova byly &istoty pro HPLC (FLUKA, Svycarsko);
tetrahydrofuran, hydroxid sodny p.a. (Lachema Neratovice, Ceska republika); ostatni
chemikalie cistoty pro analys (Merck, SRN).

Mobilni faze byla pripravena smisenim 380 ml acetonitrilu a 610 ml deionizované vody
(Milli-Q systém, Millipore, Bedford, MA, USA), prida se 10,0 ml kyseliny trifluoroctové a
pH tohoto roztoku se upravi vodnym roztokem hydroxidu sodného o koncentraci 12 mol.I"™ na
hodnotu pH =4,5.

Extrakéni roztok pro krmné smeési byl pripraven smisenim 400 ml tetrahydrofuranu, 200 ml
acetonitrilu a400 ml vody.

Kalibratni roztoky o koncentraci 4,0; 8,0; 16,0 a 40,0 mg.I™ byly pripravené postupnym
redénim zakladniho roztoku nifursolu (Solvay Pharmaceuticals) v tetrahydrofuranu

0 koncentraci 100 mg.l'1 extrakénim roztokem pro krmné smési.

Vybér vzorki

Anayzy byly provadény na realnych vzorcich finalnich krmiv odebranych v ramci statniho
odborného dozoru, zakon o krmivech §16 a §17(cit.*°) a na modelovych vzorcich krmiv o
slozeni: 45 % psenice, 15 % jecmen, 12 % sojovy extrahovany srot, 8 % masokostni moucka,
5 % krevni srot, 5 % ususky picnin, 4 % vapenec a 1 % premix mineralnich latek a vitamina
s piidavkem nifursolu o koncentrasni hlading 5 000, 10 000, 15 000, 20 000 a 30 000 mg.kg™.
Vsechny vzorky se upravi homogenizaci a mletim na ¢astice o velikosti 0,5 mm tak, aby

se zabranilo prehrati vzorku.

Pracovni postup

Pro krmné smési: 20 g zkusebniho vzorku se extrahuje 100 ml extrakéni smési 30 minut ve
250 ml konické bance na laboratorni tiepacce a pak 10 minut na ultrazvukové lazni. Takto
ziskany extrakt se pouzije primo k HPLC analyze.

Premixy doplikovych latek: 2 g vzorku se extrahuje 150 ml tetrahydrofuranu v odmeérné
bance na 250 ml 30 minut a poté jesté 10 minut na ultrazvukové lazni. Prida se 80 ml vody,
vytemperuje na laboratorni teplotu a doplni vodou po znacku a promicha. Extrakt se
prefiltruje, popripadé naredi na koncentraci asi 15 mg/l extrakéni smési pro krmné smés a
pouzije K HPLC anayze. V piipadé, ze je extrakt zakaeny, odstiedi se 5 minut pfi
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10 000 ot.min™ a davkuje nachromatografickou kolonu. HPLC podminky jsou uvedeny

v tabulce I. Chromatogram separace je ukazan naobr. 2.
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Obr. 2: Chromatogram separ ace nifursolu. Vzorek premix Aminovitan KR1-AV Plus.
Separ a¢ni charakteristiky: k = 1,52, N = 5300, t, = 1,43.

Tabulkal : HPLC podminky

Parametr Hodnota

Kolona NovaPak C18, 4 nm, 4,6 x 250 mm
Pratok mobilni faze 0,8 ml/min

Teplota kolony 40°C

Objem nastiiku 10 m

Detektor UV 383 nm
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Vydedky a diskuse

Volba kalibraéniho modelu

Pti linearni kalibraci byla testovana volba vhodného kalibracnihno modelu a vypocet odhadu
jeho parametri a vypocet smérodatné odchylky. Pri vypoctu hodnot koeficienta a, b se
vychazelo z platnosti modelu regresni zaviglosti, ktery piedpoklada konstantni rozptyl pro
vsechny hodnoty zavise proménné - pouziti metody nejmensich ¢tverci. Byly vypocteny
hodnoty koeficientd a = 2 103,4 (smérodatna odchylka 5907,0) a b = 51154,0 (smérodatna
odchylka 268,5) pro hladinu vyznamnosti P=0,95. Korelacni koeficient r = 0,99997.
Smeérodatna odchylka sy, ktera charakterizuje rozptyleni kolem regresni primky, byla vypoc-
tena sy = 7498,8.

Porovnani odhadt koeficienta a, b se skutecnymi hodnotami parametri a, b, bylo provedeno
pouzitim Studentova t-testu pri testovani proa = 0 ab = 1. Vypoctené t-hodnoty Studentova
rozdéleni jsou pro t; = 0,356 a tp, = 190,5. Protoze t, < t(P = 0,95;f=4,303) je rozdil
koeficientu a od nuly statisticky nevyznamny a muze se predpokladat zavislost typu y = box.
Testovanim regresniho koeficientu b proti ocekavané hodnot¢ b = 1 plati t, > t(P =
0,95;f=4,303) ab* 1.

Vypoctené hodnoty by zavislosti typu y = bgx, smeérodatna odchylka s,x’, ktera charakterizuje
rozptyleni kolem regresni primky pro piedpoklad a = 0 a testovani rozptylt obou koeficienti
b pomoci F-testu jsou nasledujici: by = 51227,9, sx" = 6313,8 a F = 950,8. Pro kalibracni

piimku plati, ze F > F(n1 =1, n,=m-2; 18,513) aplati zavislost typuy = a + bx.

Piesnost a shodnost

Vzhledem ktomu, Ze nejsou dostupné certifikované referenéni materialy, byla presnost
metody (tésnost shody ziskané hodnoty s hodnotou skutecnou) ovérena analyzou modelovych
vzorku. Pro kazdou koncentracni hladinu byl vzorek analyzovan 5 krat. Vysledky a vypoctené
statistické parametry (hladina vyznamnosti P=0,95) jsou uvedeny v tabulce Il. Celkova
vyt&znost metody pro koncentragni hladiny 5 000 az 30 000 mg.kg’ je (104,3 + 3,0) %.
Nalezené hodnoty modelového vzorku byly socekavanymi hodnotami srovnany pomoci
linearni regrese. Ocekavané hodnoty byly povazovany za nezavisle proménné, nalezené
hodnoty za zavisle proménné. Konstanta a regresniho vztahu (konstantni soustavna odchylka)

ma hodnotu 280,1 + 319,5 a statisticky se nelisi od nuly. Konstanta b regresniho vztahu
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(proporcionalni soustavna odchylka) ma hodnotu 1,0197 + 0,0171 a nelisi se statisticky od
jedni¢ky. Metoda poskytuje piesné vysledky.

Tabulkall: Vytéznost metody — vysledky méieni a vypoctené statistické parametry pro
vzorky premixi

Statistické parametry

Oc¢ekavana hodnota [mg/kg] 5128 10256 |15384 |20515 |30768
Nalezena hodnota [mg/kg] 5345 [11075 (16072 (20785 (31796
Vytézek metody [%] 1042 1080 (1045 |101,3 |103,3
Interval spolehlivosti 3,4 4,0 9,0 7,5 8,6
Relativni smérodatna odchylka[%] (1,4 1,6 3,6 3,0 35

Shodnost metody (mira tésnosti shody mezi vzajemné nezavislymi vysledky zkousek
za piredem specifikovanych podminek) byla pouze omezena na vypocet opakovatelnosti, ktera
byla vypoctena ze smérodatné odchylky rozpéti obou paralelnich stanoveni realnych vzorki
krmiv, jgjichz celkovy pocet byl 25. Po vylouceni odlehlych vysledka (Cochraniv test) pro
obsahy 33 az 74 mg/lkg ma opakovatelnost hodnotu 4,6 mg/kg, pro obsahy 2000 az
30 000 mg/kg ma opakovatelnost hodnotu 6,7 % relat. Reprodukovatelnost metody byla

stanovena mezilaboratorni porovnavaci zkouskou.

M ezilabor ator ni porovnavaci zkouska

Mezilaboratorni porovnavaci zkousky se zucastnilo 7 laboratoii za podminek normy SO
5725-1986 (cit™) a bylo provedeno vyhodnoceni ukazatele opakovatelnosti a
reprodukovatelnosti dané metody. Ke statistickému testovani odlehlosti hodnot byl pouzit
Cochranav jednostranny test odlehlosti a Grubbsiv test v kombinaci stimto postupem:

- je-li P>5 %, tj. je-li testovana charakteristika Grubbsova nebo Cochranova testu mensi
nez jgi pétiprocentni kriticka hodnota, povazuje se testovana hodnota za spravnou

-jeli 5%3 P>1 %, tj. lezi-li testovana charakteristika mezi jednoprocentni a pétiprocentni
kritickou hodnotou, nazve se testovana hodnota hodnotou vybocujici a ozna¢i se jednou
hvézdickou

- je-li PE 1%, tj. je-li testovana charakteristika Grubbsova nebo Cochranova testu vétsi nez
jeji jednoprocentni kriticka hodnota, nazve se testovana hodnota hodnotou odlehlou a

. - - TRV L KE
oznacuje se dvéma hvézdickami ),
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Vysledky mezilaboratorniho kruhového testu jsou sestaveny do tabulky I1l. Z vysledkt
mezilaboratorni porovnavaci zkousky je zigimé, ze ukazatel opakovatelnosti stanoveni
nifursolu metodou HPLC pro obsahy 50 az 70 mg/kg dosahuje hodnoty 2 az 16 % relativnich
a ukazatel reprodukovatelnosti se pohybuje v rozmezi 4 az 17 % relativnich, pro obsahy 2 000
az 12 000 mg/kg dosahuje ukazatel opakovatelnosti 3,5 az 16 % relat. a ukazatel
reprodukovatelnosti 13 % relat.

M ez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce a mez stanovitelnosti byly vypocteny z kalibratnihno modelu. Mez detekce
odpovida hodnoté¢ koncentrace, pro kterou je dolni mez (1-a)%niho intervalu spolehlivosti
predikce signalu z kalibracniho modelu rovna kritické arovni a mez stanovitelnosti je
ngmensi hodnota signalu, pro kterou je relativni smérodatna odchylka predikce
z kalibratniho modelu dostatedn mala a obysejné se poklada hodnots 0,1 (cit.?). Mez

detekce ma hodnotu 1,6 mg.l'l, tj. pro standardni operacni proceduru 8 mg.kg'1 a mez

stanovitelnosti ma hodnotu 1,8 mg.l'l, tj. pro standardni operacni proceduru 9 mg.kg'l.

Optimalizace mobilni faze

Mobilni faze byly optimalizovany tak, aby retencni faktor byl k 3 1,5, pocet teoretickych
pater N 3 5 000 a asymetricky faktor t; £ 1,4 (obr.2). V mobilni fazi byl sledovan vliv
koncentrace organického rozpoustédla, vliv pH mobilni faze, koncentrace pufru a teploty
separace naretencni faktor.
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Tabulka lll: Vysledky mezilaborator ni por ovnavaci zkousky.

Vzorek
L abor ator ¢&. 1 2 3 4 5
Pramér [mg/kq]

9 49,7*) 63,9 54,5 10750 2035

2 52,1 70,7 60,5 11824 | 1755*%)

12 52,6 67,6 56,3 11 689 1978

3 53,0 70,3 59,5 11 206 1945

8 53,4 70,5 58,7 12 056 1965

16 54,0 71,5 59,9 12 002 2021

5 57,3%) 75,7 61,5 |[13181*)| 1919
Pramérna hodnota [mg/kg] 53,0 70,0 58,7 11 588 1977
Pocet neodlehlych laboratori 5 7 7 6 6
s, [mg/kg] 0,30 30 106 | 21108 | 12103
sk [Mg/kg] 0,80 4,2 11,3 | 271384 | 8032
r [mg/kg] 0,90 8,5 91 407 308
R [mg/kg] 2,20 11,8 9,4 1459 251

S - Smérodatna odchylka opakovatel nosti, sz - smeérodatna odchylka reprodukovatel nosti, r -
ukazatel opakovatelnosti, R - ukazatel reprodukovatelnosti. Blizsi vysvétleni v textu.

V tabulce jsou uvedeny pouze primeéry dvou paralelnich stanoveni, které jsou k nahlédnuti u
autora.

Vliv  koncentrace organického rozpoustédla j v mobilni fazi na retenéni faktory
chromatografované latky k byl popsan rovnici:*3
k=k,210™™
kde retencni faktor k, je retencéni faktor v ¢isté vodeé jako eluentu, ziskany extrapolaci
experimentalnich adaja a m je parametr piimo zavisly na sile organického solventu a povaze
solutu. V logaritmické forme piejde rovnice natvar
logk =logk, - mj
a logaritmy retencnich faktora klesaji sklesgjici koncentraci organického rozpoustédia
v mobilni fazi. Experimentalné byla zjisténa linearni zavislost mezi koncentraci acetonitrilu
(v koncentracnim rozmezi | = 0,36 az 0,42) a logaritmem retencniho faktoru a rovnice pro
mobilni fazi ma tvar: log k = 1,7885 — 4,0607 ] skorelacnim koeficientem r = - 0,9867.
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Pti sledovani vlivu pH mobilni faze v rozsahu pH 3,0- 5,0 na reten¢ni faktor nifursolu bylo
pH mobilni faze upraveno vzdy hydroxidem sodnym na pozadovanou hodnotu pH. Jako
optimalni pH mobilni faze jsme zvolili pH 4,5, kdy je retencni faktor (k = 1,52) a ucinnost
kolony vyjadiena jako pocet efektivnich pater (ng = 1900) nejvyssi a (obr. 3).

Vliv koncentrace pufru na retencéni faktor a uc¢innost kolony byl sledovan pro latkové
mnozstvi 15, 30, 75, 150 a 200 mmol.I™* trifluoroctové kyseliny v mobilni fazi. pH mobilni
faze bylo upraveno vzdy na hodnotu pH = 4,5. Podle predpokladu retence nifursolu klesa a
ucinnost kolony roste srostouci koncentraci pufru (obr. 4). Jako optimalni byla zvolena
koncentrace pufru 150 mmol.I™, kdy se retence i uginnost kolony meéni jiz minimalné a

zastava konstantni.

1,55

1,50

1,45

1,40

Obr. 3: Vliv pH mobilni faze na retenéni faktor k.
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5,0 6000

2,0 r 5000
k N
4,0 | - 4000
3,0 + 4 3000
2,0 F 4 2000
O’O 1 1 1
0,0 50,0 100,0 150,0 200,0

¢, mmol /I

Obr. 4: Vliv koncentrace trifluoroctové kyseliny naretenéni faktor k a ac¢innost
kolony N.

Retence solutu s rostouci teplotou klesa alog k je linearni funkci pievracené hodnoty teploty,
T. Tento zavér odpovida obecnému tvaru van't Hoffovych zavidosti pro chromatograficky
proces'**:

- DH +DS +|nV_S:A+E
RV, T

Ink =

kde DH®, DS’ jsou entalpie a entropie solutu v daném chromatografickém systému, R je
plynova konstanta a A, B jsou konstanty zavislé na chromatografickém systému.
Experimentalni zavisosti jsou v dobré shodé stémito zavéry a na obr. 5 jsou uvedeny
zavidosti logk na 1UT pro separaci nifursolu. Ze zavidosti byly vypoéteny konstanty
A =-3,2972, B = 1164,6 skorelacnim koeficientem r = 0,9989. S prihlédnutim k ziskanym
vysledkim byla zvolena mobilni faze jako optimalni z hlediska selektivity a ucinnosti

separace.
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Obr. 5: Zavidost logaritmu retenéniho faktoru nifur solu na teploté.

Kompatibilita chromatogr afickych kolon

1/50

Porovnani chromatografickych kolon ajejich chromatografickych parametrt je uvedeno

v tabulce tabulce V.

Tabulka IV
v oy o Pocet N
coona RIS S e | Aares
NovaPak C18 5,70 1,48 4 496 1,75
SymmetryShield RP8 6,11 3,89 7431 1,21
Agilent Eclipse XDB-C18 4,57 2,81 6 052 1,18
Agilent Zorbax Extend-C18 4,29 2,58 5470 1,26
Agilent Zorbax SB-C18 4,94 3,12 6 545 1,22
BDSHYPERSIL C18 2,06 0,71 1843 1,39
SUPELCOSIL ABZ+PLUS 411 2,42 3300 1,15
PHENOMONEX Prodigy ODS3 6,32 4,27 8 665 1,25
Symmetry C18 4,17 2,34 4088 1,30
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Vsechny testované kolony se ukazuji jako vhodné pro separaci nifursolu, jako nejvyhodnéjsi
se ukazuje kolona SUPELCOSIL ABZ'Plus a Agilent Eclipse XDB-C18, jako zcela
nevhodna kolona BDS HY PERSIL C18 na které ma nifursol nizky retencni faktor a aé¢innost

kolony.

Revalidace metody

Stabilita standardu

Zakladni roztok standardu avilamycinu je nutné pripravovat vzdy cerstvy.

Kriteria prorevalidaci systému — limity pro p¥ijeti metody
4 vytéznost metody pro obsah 20 mg/kg > 95 % (ovéreni extrakce).
4 ucinnost kolony N3 5000, k3 1,5at, £ 1,4 (Gpravamobilni faze, zména kolony).
4 mez stanovitelnosti (vypoéteny z kalibra¢ni primky) 1,8 mg/l
4 ukazatel opakovatelnosti > 20 % relat.
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