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Stanovenı obsahu nikarbazinu v krmivech metodou HPLC

Michal Dousaa, 
Lydie Dudıkova b, Katerina Boudova b , Alena Breburdova b,, Danus e Nena hlova b, 
a  U strednı kontrolnı a zkusebnı ustav zeme de lsky , regionalnı laboratornı odde lenı
Plzen, Slovanska alej 20, 317 60 Plzen
b U strednı kontrolnı a zkusebnı ustav zeme de lsky , Regionalnı laboratornı
odde lenı Praha, Za opravnou 4, 150 06 Praha 5 - Motol, e-mail:
lydie.dudikova@ukzuz.cz

1. U vod
Nikarbazin (nicarb, nicoxin, nicrazin, obr. 1) se pouzıva  v kombinaci s narasinem jako

– cinnč antikokcidikum radove v obsazıch 40 ° 50 mg/kg fina lnıho krmiva1. Jeho aktivita jako

antikokcidika byla jiz popsana.

Obr. 1: Strukturnı vzorec nikarbazinu

2. Chemick– a fyzikalnı vlastnosti

Nikarbazin je ekvimola rnı komplex 1,3-bis°(4-nitrofenyl) mocoviny 

a 4,6-dimethylpyrimidin-2-olu, CAS = [330-95-0], suma rnıho vzorce C19H18N6O6 

o molekulovč hmotnosti  426,38 g.mol-1. Absorpcnı maximum je λmax = 298 nm (H2SO4), 

λmax = 351 nm (acetonitril ° voda; obr. 2), teplota tanı 265-275ČC, nerozpustny  ve vode,

rozpustny  v kyselinach. Suchč krystaly jsou velmi silne elektrostatickč a velmi obtızne

mısitelnč.
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Obr. 2: Absorpcnı spektrum nikarbazinu v roztoku acetonitril ů voda, c = 8 mg/l.

3. Literarnı reserse
Pro stanovenı nikarbazinu v krmivech byla doporucena sdruzenım Association 

of Official Analytical Chemists (AOAC) v roce 1970 spektrofotometricka  metoda, 

po predchozı chromatografii na oxidu hlinitčm a je platna  dodnes2. Po extrakci nikarbazinu

dimethylformamidem se extrakt precistı na neutra lnım oxidu hlinitčm (promy vacı systčm °

dimethylformamid, elucnı systčm - ethanol). Precisteny  extrakt se naredı alkoholicky m

roztokem hydroxidu sodnčho, absorbcnı maximum je 344 nm. Nitrofurazon, furazolidon 

a dalsı nitroderiva ty davajı pozitivnı chyby. Vsechny operace s roztoky nikarbazinu musı by t

provadeny za neprıstupu dennıho svetla.

Polarograficka  metoda stanovenı v premixech byla popsana Kvapilem3. Nikarbazin

dava  katodickou vlnu v alkalickčm prostredı acetonu (aceton - 1M NaOH) s pulvlnny m

potencia lem E1/2 = ° 0,930 V (proti SKE). Ke zvy senı citlivosti metody a snızenı meze

stanovitelnosti byly vyuzity techniky diferencnı pulsnı polarografie.4,5

 Vsechny nevy hody predchozıch metod stanovenı byly odstraneny zavedenım HPLC

metod stanovenı a to nejprve ve zvırecıch tkanıch a produktech6,7 pozdeji i s pouzitım 

LC-MS8. Porovnanı metody pulsnı polarografie a metody HPLC bylo provedeno Knuppem 

a spolupracovnıky 9. Acetonitrilovy  extrakt ze zvırecıch tkanı a vajıcek byl podroben analy ze

obema metodami, jejichz vy sledky byly porovnany. Polarograficka  metoda poskytuje

detekcnı limit 50 µg/kg a vy teznost metody 79 %. HPLC metoda s elektrochemickou detekcı

s limitem detekce 1 µg/kg, vyhodnocenı se provadı na zaklade vnitrnıho standardu nifursolu.

Obe metody poskytujı vy sledky v dobrč shode.
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Metoda HPLC stanovenı nikarbazinu v krmivech a premixech byla poprvč popsana

v roce 198710.  Nikarbazin se extrahuje 15 minut dimethylformamidem pri 100ČC, extrakt 

se po odstredenı analyzuje na reverznı fazi C18 (Bondapak C18) za pouzitı mobilnı faze

methanol ° voda (7+3) s UV detekcı λ = 365 nm. Byla popsana i metoda stanovenı

nikarbazinu pro nızkč obsahy radove v µg/kg.11  Nikarbazin je extrahovan acetonitrilem 

a extrakt je precisten na bazickčm oxidu hlinitčm a potč je extrakt analyzovan na reverznı fazi

(Wakosil 5C18-200) s mobilnı fazı acetonitril ° voda (1+1). Vy teznost metody pro obsahy 

od 0,1 do 1,0 µg/kg je 104,8 % (smerodatna  odchylka 5,0 %). Byla popsana rovnez mikro-

HPLC metoda stanovenı nikarbazinu v kurecıch tkanıch, vajıckach, krmivech pro brojlery 

a kurecıch vy kalech.12 Metoda je pomerne univerza lnı ° nikarbazin se extrahuje opakovane

acetonitrilem a potč se nikarbazin reextrahuje do dichlormethanu v prıtomnosti pevnčho

chloridu sodnčho. Organicka  faze dichlormethanu se vysusı prefiltrovanım pres vrstvu

bezvodčho sıranu sodnčho a extrakt je odparen za vakua k suchu pri teplote 45 - 50ČC.

Odparek se prevede do centrifugacnı zkumavky, rozpustı se ve 2 ml roztoku methanol-

acetonitril - voda (5+3+2), prida  se 1 ml hexanu a 4kra t 1 ml acetonitrilu a opet se odparı

k suchu pri teplote 50Č C proudem dusıku. Odparek se opet rozpustı ve 2 ml smesi methanol-

acetonitril - voda (5+3+2), prida  se 0,5 ml hexanu a extrakt se odstredı a k analy ze se pouzije

vodna  faze. Analyzuje se na reverznı fazi C18 (Supelcosil LC-18, 300x1,0 mm) za pouzitı

mobilnı faze acetonitril + 0,1 M octanovy  pufr pH 4,8 (7+3) pri prutoku 0,03 ml/min 

s UV detekcı pri λ = 340 nm. Vy teznost metody je 76,8-95,9% a detekcnı limit je 25 pg/kg. 

 Ke stanovenı residuı nikarbazinu v krmivech, vajıckach a tkanıch byla pouzita takč

superkriticka  fluidnı extrakce13 oxidem uhlicity m pri teplote 85ČC a tlaku 28 MPa. Extrakt 

byl analyzovan na reverznı fazi (APEX ODS) za pouzitı mobilnı faze acetonitril ° voda

(55+45) s UV detekcı λ = 344 nm. Mez stanovitelnosti je 0,4 mg/kg a vy teznost metody 

93 ° 110 %. Velice jednoducha  metoda stanovenı nikarbazinu v krmivech bez precistenı

matrice byla popsana v roce 2000 (cit.14). Nikarbazin byl extrahovan extrakcnım roztokem

acetonitril ° voda (4+1) a extrakt byl po filtraci prımo analyzovan na reverznı fazi C18 s UV

detekcı pri λ = 340 nm. Detekcnı limit je 0,25 mg/kg a mez stanovitelnosti je 0,5 mg/kg.

Vy teznost metody se pohybuje v rozmezı od 95,2 do 101,8 %.

Byla rovnez vyvinuta a testovana velmi rychla  simultannı metoda stanovenı clopidolu

a nikarbazinu v krmivech.15 Obe kokcidiostatika jsou extrahovana vodny m dimethylformami-

dem a takto zıskany  extrakt je precisten technikou SPE na bazickčm oxidu hlinitčm. Elua t je

pak prımo analyzovan na reverznı fazi C18 za pouzitı mobilnı faze acetonitril °

0 mM aceta tovy  pufr pH 4,6 s UV detekcı pri λ = 265 nm pro clopidol a λ = 345 nm 
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pro nikarbazin. Vy teznost metody je pro nikarbazin 95 % pro rozsah obsahu 2 az 150 mg/kg.

Vy teznost metody je pro clopidol 98 % pro rozsah obsahu 5 az 150 mg/kg. Mez

stanovitelnosti je 2 mg/kg pro nikarbazin a 5 mg/kg pro clopidol.

4. Experimentalnı cast
4.1 Princip metody

Nikarbazin se extrahuje smesny m rozpoustedlem acetonitril - voda. Extrakt se prımo

pouzije k analy ze na reverznı fazi C18 s  UV detekcı pri λ = 351 nm.

4.2 Prıstroje a zarızenı

Extrakce vzorku byla provedena na laboratornı trepacce LT 2 (Laboratornı prıstroje,

Ceska  republika). Odstredenı extraktu bylo provedeno na laboratornı odstredivce Hermle 

Z 230 MR (Hermle, Gosheim, SRN). Vsechna merenı byla provedena na kapalinovčm

chromatografu, ktery  se sklada  z vysokotlakč pumpy W515 (Waters, Milford, USA),

autosampleru W717 Plus Autosampler (Waters, Milford, USA), spektrofotometrickčho

detektoru W486 (Waters, Milford, USA) a datastanice PC Compaq nebo na chromatografu,

ktery  se sklada  z vysokotlakč 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,  5µm, 3,0 x 150 mm (Waters, Milford, USA), nebo XTerra RP18,  5  µm,

3,9 x 150 mm (Waters, Milford, USA).

4.3 Chemikalie

Acetonitril HPLC grade (J.T. Baker, USA) a acetonitril p.a. (FLUKA, Svy carsko).

Extrakcnı roztok byl pripraven smısenım 800 ml acetonitrilu a 200 ml vody. Mobilnı faze

k separaci nikarbazinu na analytickč kolone byla pripravena  smısenım 570 ml acetonitrilu 

a 430 ml demineralizovanč vody (Milli-Q systčm, Millipore, Bedford, MA, USA).

Kalibracnı roztoky o koncentraci 2,0; 4,0; 8,0 a 20,0 mg.l-1 byly pripraveny postupny m 

redenım zakladnıho roztoku nikarbazinu (Eli Lilly, USA) v methanolu o koncentraci

200 mg.l-1 mobilnı fazı.
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4.4 Vy be r vzork˚

Analy zy byly provadeny na rea lny ch vzorcıch fina lnıch krmiv odebrany ch v ramci

sta tnıho odbornčho dozoru, zakon o krmivech ť16 a ť17 (cit.16) a na modelovy ch vzorcıch

krmiv  s prıdavkem nikarbazinu. Vsechny vzorky se upravily homogenizacı a mletım na

castice o velikosti 0,5 mm tak,  aby se zabranilo prehra tı vzorku.

4.5 Pracovnı postup

2 az 20 g zkusebnıho vzorku se extrahuje 100 az 200 ml extrakcnı smesi 60 minut 

v  500 ml Erlenmayerove ban ce na laboratornı trepacce a pak 10 minut na ultrazvukovč lazni.

Takto zıskany  extrakt se po odstredenı pri 5 000 ot./min pouzije prımo k analy ze 

na chromatografickč kolone. HPLC podmınky jsou uvedeny v tabulce c. 1. 

 Chromatogram separace je ukazan na obr. 3.

Tabulka c. 1 -  HPLC podmınky

Parametr Hodnota

Kolona
XTerra RP18,  5 µm, 3,9 x 150 mm nebo Symmetry C18, 5 µm,

3,0 x 150 mm

Prutok mobilnı faze 0,8 ml/min

Teplota kolony okolı

Objem nastriku 10 µl

Detektor UV 351 nm
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Obr. 3: Separace nikarbazinu na chromatografick– kolone  Symmetry C18.
Chromatografick– podmınky jsou uvedeny v tabulce c.1. Krmna sme s pro brojlery,
obsah nikarbazinu 40 mg/kg. Separacnı charakteristiky: N = 6 285, k = 1,70, ta = 1,31,
T = 40 žC.
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5. Vy sledky a diskuse

5.1 Volba kalibracnıho modelu

Pri linea rnı kalibraci byla testovana volba vhodnčho kalibracnıho modelu a vy pocet

odhadu jeho parametru a vy pocet smerodatnč odchylky. Pri vy poctu hodnot koeficientu 

a, b se vychazelo z platnosti modelu regresnı zavislosti, ktery  predpoklada  konstantnı rozptyl 

pro vsechny hodnoty zavisle promennč - pouzitı metody nejmensıch ctvercu. Byly vypocteny

hodnoty koeficientu a = 4 083,4 (smerodatna  odchylka 28,81) a b = 57 831 (smerodatna

odchylka 261,9) pro hladinu vy znamnosti P = 0,95. Korelacnı koeficient r = 0,99998.

Smerodatna  odchylka syx, ktera  charakterizuje rozpty lenı kolem regresnı prımky, byla 

vypoctena syx = 3 657,0.

Porovnanı odhadu koeficientu a, b se skutecny mi hodnotami parametru α, β, bylo provedeno

pouzitım Studentova t-testu pri testovanı pro α = 0 a β = 1. Vypoctenč t-hodnoty Studentova

rozdelenı  jsou pro ta = 1,417 a tb = 220,8. Protoze ta < t(P = 0,95; f = 4,303) je rozdıl

koeficientu α od nuly statisticky nevy znamny  a muze predpokladat zavislost typu y = b0x.

Testovanım regresnıho koeficientu b proti ocekavanč hodnote  β = 1 platı 

tb > t( P = 0,95;  f = 4,303 ) a b ≠ 1.

Vypoctenč hodnoty b0 zavislosti typu y = b0x, smerodatna  odchylka syx…, ktera  charakterizuje

rozpty lenı kolem regresnı prımky pro predpoklad α = 0 a testovanı rozptylu obou koeficientu

b pomocı F-testu jsou nasledujıcı: b0 = 58 118,2, syx… = 4 227,7 a F = 7 347. Pro kalibracnı

prımku platı, ze F > F(ν1 = 1, ν2 = m-2; 18,513) a platı zavislost typu y = a + bx.

5.2 Presnost a shodnost

Vzhledem k  tomu, ze nejsou dostupnč certifikovanč referencnı materia ly, byla

presnost metody (tesnost shody zıskanč hodnoty s hodnotou skutecnou) overena analy zou

modelovy ch vzorku. Spravnost byla da le zjis±ovana testem vy teznosti, kdy k presnč navazce

vzorku se zjisteny m obsahem urcovanč la tky bylo postupne pridavano ruznč mnozstvı cistč

la tky ( ve trech ruzny ch hladinach prıdavku ° 40, 80 a 120 %) a zpetne vypocıtana  vy teznost.

Pro kazdou koncentracnı hladinu byl vzorek analyzovan 3 kra t. Vy sledky a vypoctenč

statistickč parametry jsou uvedeny v tabulce c. 2. Celkova  vy teznost metody pro koncentracnı

hladiny 100,0 az 220,0 mg.kg-1 je (101,8 „ 4,2 ) %. Nalezenč hodnoty modelovčho vzorku

byly s ocekavany mi hodnotami srovnany pomocı t-testu.

Shodnost metody (mıra tesnosti shody mezi vza jemne nezavisly mi vy sledky zkousek

za predem specifikovany ch podmınek) byla pouze omezena na vy pocet opakovatelnosti, ktera
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byla vypoctena ze smerodatnč odchylky rozpetı obou paralelnıch stanovenı rea lny ch vzorku

krmiv, jejichz celkovy  pocet byl 8. Opakovatelnost analytickč metody vypoctenč pomocı

programu Effi Validation 3.017 je 0,7646 jednotek, tj. 0,74 % relativnıch pro obsahy obsahy

100,0 az 220,0 mg/kg nikarbazinu. S pouzitım Cochranova testu nebyla nalezena – roven , 

na kterč je rozptyl merenı vetsı, nez na ostatnıch – rovnıch.

Tabulka c. 2 ů ove renı vy te znosti  nikarbazinu

Deklarovana

hodnota

(mg/kg)

Name rena

hodnota

(mg/kg)

Vy te znost

(%)

Prıdavek 

(mg/kg)

Interval spolehlivosti

(mg/kg)

140,57 142,77 101,6

140,57 140,91 100,2

140,57 140,76 100,1

37,092 36,1922 ° 39,8084

181,14 183,24 101,2

181,14 181,24 100,1

181,14 187,43 103,5

77,662 75,4199 ° 85,5575

221,72 235,07 106,0

221,72 229,88 103,7

221,72 222,16 99,8

118,242 115,1480 ° 135,9600

5.3 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce a mez stanovitelnosti byly vypocteny z kalibracnıho modelu. Mez

detekce odpovıda  hodnote koncentrace, pro kterou je dolnı mez (1-α)%nıho intervalu

spolehlivosti predikce signa lu z kalibracnıho modelu rovna kritickč – rovni a mez

stanovitelnosti  je nejmensı hodnota signa lu, pro kterou je relativnı smerodatna  odchylka

predikce z kalibracnıho modelu dostatecne mala  a obycejne se poklada  hodnote 0,1 (cit.18).

Mez detekce ma  hodnotu 0,69 mg.l-1, tj. pro standardnı operacnı proceduru 3,46 mg.kg-1 

a mez stanovitelnosti ma  hodnotu 0,73 mg.l-1, tj. pro standardnı operacnı proceduru

3,67 mg.kg-1.
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5.4 Optimalizace mobilnı faze

Mobilnı faze byly optimalizovany tak, aby retencnı faktor byl k ≥ 1,5, pocet

teoreticky ch pater N ≥ 5 000 a asymetricky  faktor ta ≤ 1,4. V mobilnı fazi byl sledovan vliv

koncentrace organickčho rozpoustedla na retencnı faktor. Vliv koncentrace organickčho

rozpoustedla ϕ v mobilnı fazi na retencnı faktory chromatografovanč la tky k byl popsan

rovnicı:19

ϕm
akk −= 10

kde retencnı faktor ka je retencnı faktor v cistč vode jako eluentu, zıskany  extrapolacı

experimenta lnıch – daju a m je parametr prımo zavisly  na sıle organickčho solventu a povaze

solutu. V logaritmickč forme prejde rovnice na tvar

ϕmkk a −= loglog

a logaritmy retencnıch faktoru klesajı s klesajıcı koncentracı organickčho rozpoustedla

v mobilnı fazi. Experimenta lne byla zjistena linea rnı zavislost mezi koncentracı acetonitrilu

(v koncentracnım rozmezı ϕ = 0,56 az 0,66) a logaritmem retencnıho faktoru (obr. 4) 

a rovnice pro mobilnı fazi ma  tvar

log k = 2,2993  ° 3,4325ϕ

korelacnı koeficient r = - 0,9993.

Retence solutu s rostoucı teplotou klesa  a log k je linea rnı funkcı prevracenč hodnoty teploty

T. Tento zaver odpovıda  obecnčmu tvaru van…t Hoffovy ch zavislostı pro chromatograficky

proces20,21:

T
BA

V
V

R
S

RT
Hk

M

S
oo

+=+
∆

+
∆

−= lnln

kde ∆Ho, ∆So jsou entalpie a entropie solutu v dančm chromatografickčm systčmu, 

 R je plynova  konstanta a A, B jsou konstanty zavislč na chromatografickčm systčmu.

Experimenta lnı zavislosti jsou v dobrč shode s temito zavery (obr. 5) a ze zavislosti byly

vypocteny konstanty  A = -4,7327, B = 1 646,6 s korelacnım koeficientem  r = 0,9995 

 (pro teplotnı rozsah 25 az 50 ČC).
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Obr. 4: Zavislost logaritmu kapacitnıho pome ru k na koncentraci acetonitrilu
v mobilnı fazi

Obr. 5: Teplotnı zavislost logaritmu kapacitnıho pome ru.
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6. Revalidace metody
6.1 Stabilita standardu

Zakladnı roztok standardu nikarbazinu je nutnč pripravovat vzdy cerstvy .

Kriteria pro revalidaci syst–mu ů limity pro prijetı metody

4 vy teznost metody pro obsah 40 mg/kg > 95 % (overenı extrakce).

4 – cinnost kolony musı vyhovovat parametrum: N ≥ 5 000, k ≥ 1,5 a ta ≤ 1,4 (– prava

mobilnı faze, zmena kolony).

4 mez stanovitelnosti (vypoctena  z kalibracnı prımky) musı lezet v intervalu (0,7 -1,0)

mg/l.
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Cl

NH.HCl

CH=N-NH.C.NH-N=CHCl

Stanovenı nızky ch obsah˚ robenidinu v krmivech metodou HPLC

Michal Dousa
U strednı kontrolnı a zkusebnı ustav zeme de lsky ; Regionalnı laboratornı odde lenı Plzen,
Slovanska alej 20, 317 60 Plzen,

U vod

Robenidin (obr.1), 1,3-bis-(p-chlorbenzilidenamino)guanidin hydrochlorid, se pouzıva  jako

– cinnč antikokcidikum ve vy krmu kurat a kru±at a odchovu kuric a bazantu radove v obsazıch

30 az 66 mg/kg fina lnıho krmivai a ochranna  lhuta je 5 dnu. Jeho aktivita jako antikokcidika

byla jiz popsanaii.

Obr. 1: Strukturnı vzorec robenidinu

Chemick– a fyzikalnı vlastnosti

Robenidin je po chemickč strance deriva tem guanidinu (1,3-bis-(p-chlorbenzilidenamino)-

guanidin hydrochlorid),  CAS = [25875-51-8], suma rnıho vzorce C15H14Cl3N5 o molekulovč

hmotnosti 370,67 g/mol. Absorpcnı maximu je λ 1=232, λ 2=352 nm (obr. 2).
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Obr. 2 Absorpcnı spektrum robenidinu v methanolu.
Literarnı reserse

Ke stanovenı obsahu robenidinu v krmivech se pouzıvajı metody spektrofotometrickč nebo
metody chromatografickč. Spektrofotometrickč stanovenı robenidinu je zalozeno na rozdılu
absorbancı v kyselčm a alkalickčm prostredı po predchozı chromatografii na oxidu hlinitčmiii.
Robenidin je extrahovan acetonem okyseleny m kyselinou chlorovodıkovou a po precistenı na
oxidu hlinitčm je zmerena absorbance v ethanolickčm roztoku hydroxidu draselnčho pri 440 a

550 nm a pri stejnč vlnovč dčlce v prostredı kyseliny trichloroctovč. Vy sledna  absorbance je

vypoctena z rovnice A = AKOH440 - AKOH550  - (ATCA440 - ATCA550) a obsah robenidinu se vypocte

z kalibracnı krivky. Jednoduchou spektrofotometrickou metodu stanovenı, zalozenou na

podobnčm principu, popsal Boriesiv. Po extrakci robenidinu kysely m acetonem je extrakt

precisten na tenkč vrstve silikagelu v chromatografickčm systčmu chloroform-methanol

(95+5). Skvrna robenidinu je identifikovana UV svetlem pri 265 nm (RF = 0,75), skvrna je

prenesena do definovančho objemu dimethylformamidu a po prıdavku 0,1 ml 1 mol.l-1 NaOH

je po 15 minutach zmerena intensita zlutčho zbarvenı pri 464 nm. Hodnota mola rnıho

absorpcnıho koeficientu ε = 7,6.104. Vy teznost metody byla vypoctena na 92-100 % a

smerodatna  odchylka na 4,4 %. Spektrofotometrickč metody nejsou prılis specifickč a citlivč

a proto se pouzıvajı predevsım metody HPLC. Automatizovanou HPLC metodu stanovenı

robenidinu publikovali Zagar a spol.v Chromatograficky  systčm pouzıva  jako mobilnı fazi o

slozenı methanol + kyselina octova  + dichlormethan (90 + 10 + 900) a staciona rnı fazi

silikagel. Extrakce robenidinu je uskutecn ovana dvema zpusoby. Prvnı zpusob vyuzıva

manua lnı extrakce robenidinu ze vzorku methanolem a po naredenı roztokem kyselina octova -

dichlormethan (10 + 990) je analyzovan. Druhy  zpusob vyuzıva  automatickč extrakcnı

jednotky SolidPrep II spojenč on-line s chromatograficky m systčmem. Kapacita tohoto

systčmu je asi 10 vzorku/hodinu. Separace probıha  na chromatografickč kolone pri prutoku

mobilnı faze 1 ml/min a UV detekci pri 280 nm. Prumerna  hodnota vy teznosti byla vypoctena

na 101,4 %. Nevy hodou metody je vysoka  mez stanovitelnosti z duvodu nızkč citlivosti

pouzitč UV detekce pri vlnovč dčlce 280 nm. Vhodnejsı vlnova  dčlka UV detekce je pri 352

nmvi. Robenidin je extrahovan z navazky 10 g vzorku 100 ml chloroformu, po predchozım
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smısenı navazky s 1 g fosforecnanu sodnčho a 2 ml vody, 20 minut. Po extrakci se odpipetuje

20 ml extraktu, ktery  se odparı k suchu a odparek se rozpustı ve 100 ml acetonitrilu. Takto

pripraveny  extrakt se davkuje na chromatografickou kolonu a robenidin se separuje na

reverznı fazi C18 za pouzitı mobilnı faze acetonitril + voda + 25 mM-KH2PO4 (72,5 + 22,5 +

5) o prutoku 1,5 ml/min a UV detekci pri 352 nm. Vy teznost robenidinu v zavislosti na druhu

vzorku se pohybuje v pomerne sirokčm rozmezı 57,1 az 97,7 %. HPLC metody s UV detekcı

jsou pomerne ma lo citlivč a selektivnı a proto byla publikovana HPLC metoda stanovenı

robenidinu s fluorescencnı detekcı po predchozı derivatizaci robenidinu dansylchloridem.

Vznikly  deriva t je separovan na silikagelu za pouzitı mobilnı faze chloroform + hexan +

tetrahydrofuran + methanol (50 + 50 + 2 + 1) pri prutoku 2 ml/min s fluorescencnı detekcı pri

485 nm s excitacnı vlnovou dčlkou 320 nmvii. Vy teznost byla vypoctena na 96,6 % se

smerodatnou odchylkou 1,26 % ( pro pocet opakovanı 4). Mez detekce je 0,4 mg/l (8 ng pri

objemu nastriku 20 µl).

Na zaklade pozadavku zakona o krmivech ť7 (cit.viii) Ministerstvo zemedelstvı Ceskč

republiky uklada  monitorovanı vy skytu nezadoucıch dopln kovy ch la tek, mezi kterč robenidin

patrı, u vy robku krmiv uvadeny ch do obehu. V souladu s koncepcı pro monitorovanı

nezadoucıch dopln kovy ch la tek bylo proto nutno vyvinout rychlou a spolehlivou analytickou

metodu, ktera  by byla dostatecne selektivnı a citliva  pro koncentracnı hladiny robenidinu

radove v µg/kg.

Experimentalnı cast

Princip metody

Robenidin se extrahuje smesny m rozpoustedlem ethylester kyseliny octovč ° dichlormethan.

Extrakt se precistı na pevnč fazi silikagelu a takto precisteny  extrakt je rozpusten

v definovančm objemu mobilnı faze. Robenidin se stanovı na reverznı fazi C18 s iontovy mi

pa ry a UV detekcı pri 314 nm.

Prıstroje a zarızenı

Extrakce vzorku byla provedena na laboratornı trepacce LT 2 (Laboratornı prıstroje, Ceska

republika). Precistenı extraktu bylo provedeno na separacnı jednotce BAKER spe 12G

System  (J.T. Baker, USA) na kolonkach Sep-Pak Plus Cartridges Silica (Waters, Milford,

USA). Zakoncentrovanı extraktu bylo provedeno na koncentra toru vzorku Termovap (ECOM,

Ceska  republika). Odstredenı extraktu bylo provedeno na laboratornı odstredivce Hermle Z
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230 MR (Hermle, Gosheim, SRN). Vsechna merenı byla provedena na kapalinovčm

chromatografu, ktery  se sklada  z vysokotlakč pumpy W515 (Waters, Milford, USA),

autosampleru W717 Plus Autosampler (Waters, Milford, USA), spektrofotometrickčho

detektoru W486 (Waters, Milford, USA) a datastanice PC Compaq. K separaci byla pouzita

chromatograficka  kolona XTerra RP18,  4 µm, 3,0 x 150 mm (Waters, Milford, USA). pH

roztoku bylo mereno na pH-metru pH 526 (WTW, SRN) s kombinovanou sklenenou

elektrodou a pH-metr byl kalibrovan na ftala tovy  pufr CertiPUR pH 4,01 a bora tovy  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  sul kyseliny 1-hexansulfonovč cistoty 98+ % (Sigma-

Aldrich, USA), triethylamin p.a. (FLUKA, Svy carsko), ethylester kyseliny octovč p.a.

(Lachema Neratovice, Ceska  republika). Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), kyselina

chlorovodıkova  a kyselina fosforecna  cistoty UltraPure (MERCK, SRN). Extrakcnı roztok byl

pripraven smısenım 200 ml ethylesteru kyseliny octovč a 800 ml dichlormethanu. K extrakci

na pevnč fazi bylo pouzito promy vacı cinidlo, kterč bylo pripraveno smısenım 10 ml

ethylesteru kyseliny octovč a 90 ml dichlormethanu a elucnı cinidlo, kterč bylo pripraveno

smısenım 12 ml methanolu a 88 ml dichlormethanu.

Mobilnı faze I k separaci robenidinu na analytickč kolone byla pripravena  smısenım 660 ml

methanolu, 334 ml demineralizovanč vody (Milli-Q systčm, Millipore, Bedford, MA, USA),

4 ml kyseliny fosforecnč a 2 ml triethylaminu. V takto pripravenč mobilnı fazi se rozpustı

1,8822 g sodnč soli kyseliny 1-hexansulfonovč (0,01 mol.l-1) a pH mobilnı faze se upravı tri-

ethylaminem na hodnotu pH 3,5. Mobilnı faze II k separaci robenidinu na analytickč kolone

byla pripravena  smısenım 640 ml acetonitrilu a 360 ml 50 mM roztoku TRIS. pH takto pri-

pravenč mobilnı faze bylo upraveno na hodnotu pH 9,0 kyselinou chlorovodıkovou. Mobilnı

faze III k separaci robenidinu na analytickč kolone byla pripravena  smısenım 420 ml aceto-

nitrilu, 574 ml demineralizovanč vody, 4 ml kyseliny fosforecnč a 2 ml triethylaminu. V takto

pripravenč mobilnı fazi se rozpustı 1,8822 g sodnč soli kyseliny 1-hexansulfonovč (0,010

mol.l-1) a pH mobilnı faze se upravı triethylaminem na hodnotu pH 3,5.

Kalibracnı roztoky o koncentraci 1,0; 2,0; 4,0 a 10,0 mg.l-1 byly pripraveny postupny m rede-

nım zakladnıho roztoku robenidinu (Ro thel, SRN) v methanolu o koncentraci 50 mg.l-1 mo-

bilnı fazı.



17

Vy be r vzork˚

Analy zy byly provadeny na rea lny ch vzorcıch fina lnıch krmiv odebrany ch v ramci sta tnıho

odbornčho dozoru, zakon o krmivech ť16 a ť17(cit. viii) a na modelovy ch vzorcıch krmiv o

slozenı: 45 % psenice, 15 % jecmen, 12 % sojovy  extrahovany  srot, 8 % masokostnı moucka,

5 % krevnı srot, 5 % – susky pıcnin, 4 % vapenec a 1 % premix minera lnıch la tek a vitaminu

s prıdavkem robenidinu o koncentracnı hladine 0,4; 0,8; 1,6; 4,0 a 8,0 mg.kg-1. Da le byly

pripraveny modelovč vzorky robenidinu o koncentracnı hladine 2 a 4 mg/kg naredenım a

homogenizacı krmnč smesi pro brojlery o obsahu robenidinu 60 mg/kg (Doagra a.s.,

Domazlice) psenicnou krmnou moukou. Tyto pripravenč vzorky byly pouzity

k mezilaboratornım porovnavacım zkouskam. Vsechny vzorky se upravı homogenizacı a

mletım na castice o velikosti 0,5 mm tak, aby se zabranilo prehra tı vzorku.

Pracovnı postup

45 g zkusebnıho vzorku se extrahuje 150 ml extrakcnı smesi 30 minut v  500 ml k␀nickč

ban ce na laboratornı trepacce a pak 2 minuty na ultrazvukovč lazni. Takto zıskany  extrakt se

precistı preseparacı na pevnč fazi silikagelu.

Precistenı extraktu extrakcı na pevnč fazi

Na kolonku Sep-Pak Plus Silica, kondicionovanou 4 ml promy vacıho cinidla, se od-

merı 10,0 ml prefiltrovančho extraktu. Kolonka se promyje 2 kra t 3 ml promy vacıho cinidla a

robenidin se eluuje 8 ml elucnıho cinidla do vialky na 10 ml. Elua t se odparı pod proudem

dusıku k suchu pri teplote 50 oC. Odparek se rozpustı ve 2,0 ml mobilnı faze na ultrazvukovč

lazni (1 minutu), promıcha  a vytemperuje na laboratornı teplotu. Takto pripraveny  extrakt se

odstredı 5 minut pri 10 000 ot.min-1 a davkuje na chromatografickou kolonu. HPLC pod-

mınky jsou uvedeny v tabulce I. Chromatogram separace je ukazan na obr. 3.
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Obr. 3: Chromatogram separace robenidinu. Slepy  pokus modelov–ho vzorku bez
prıdavku robenidinu (A), modelovy  vzorek (koncentrace robenidinu 4,0 mg/kg) (B).
HPLC podmınky jsou uvedeny v tabulce I.

Tabulka I : HPLC podmınky

Parametr Hodnota

Kolona XTerra RP18,  4 µm, 3,0 x 150 mm

Prutok mobilnı faze 1,0 ml/min

Mobilnı faze mobilnı faze I

Teplota kolony okolı

Objem nastriku 10 µl

Detektor UV 314 nm
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Vy sledky a diskuse

Presnost a shodnost

Vzhledem k tomu, ze nejsou dostupnč certifikovanč referencnı materia ly, byla presnost

metody (tesnost shody zıskanč hodnoty s hodnotou skutecnou) overena analy zou modelovy ch

vzorku. Pro kazdou koncentracnı hladinu byl vzorek analyzovan 5 kra t. Vy sledky a vypoctenč

statistickč parametry (hladina vy znamnosti P=0,95) jsou uvedeny v tabulce II. Celkova

vy teznost metody pro koncentracnı hladiny 0,4 az 8,0 mg.kg-1 je (101,2 „ 6,5) %. Nalezenč

hodnoty modelovčho vzorku byly s ocekavany mi hodnotami srovnany pomocı linea rnı

regrese. Ocekavanč hodnoty byly povazovany za nezavisle promennč, nalezenč hodnoty za

zavisle promennč. Konstanta a regresnıho vztahu (konstantnı soustavna  odchylka) ma

hodnotu 0,0411 ± 0,3373 a statisticky se nelisı od nuly. Konstanta b regresnıho vztahu

(proporciona lnı soustavna  odchylka) ma  hodnotu 0,9976 ± 0,0832 a nelisı se statisticky od

jednicky. Metoda poskytuje presnč vy sledky.

Shodnost metody (mıra tesnosti shody mezi vza jemne nezavisly mi vy sledky zkousek

za predem specifikovany ch podmınek) byla pouze omezena na vy pocet opakovatelnosti, ktera

byla vypoctena ze smerodatnč odchylky rozpetı obou paralelnıch stanovenı rea lny ch vzorku

krmiv, jejichz celkovy  pocet byl 15. Po vyloucenı odlehly ch vy sledku (Cochranuv test) pro

obsahy 0,40 az 4,50 mg/kg ma  opakovatelnost hodnotu 0,09 mg/kg.

Tabulka II: Vy te znost metody ů vy sledky me renı a vypocten– statistick– parametry pro
vzorky krmny ch sme sı

Statistick– parametry

Ocekavana  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

Vy tezek metody [%] 100,7 97,8 99,3 107,1 98,9

Interval spolehlivosti 3,1 1,5 2,4 1,1 1,1

Relativnı smerodatna  odchylka [%] 0,25 1,66 0,25 1,21 1,14
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Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce a mez stanovitelnosti byly vypocteny z kalibracnıho modelu. Mez detekce

odpovıda  hodnote koncentrace, pro kterou je dolnı mez (1-α)%nıho intervalu spolehlivosti

predikce signa lu z kalibracnıho modelu rovna kritickč – rovni a mez stanovitelnosti je

nejmensı hodnota signa lu, pro kterou je relativnı smerodatna  odchylka predikce

z kalibracnıho modelu dostatecne mala  a obycejne se poklada  hodnote 0,1 (cit.ix). Mez

detekce ma  hodnotu 0,38 mg.l-1, tj. pro standardnı operacnı proceduru 0,25 mg.kg-1 a mez

stanovitelnosti ma  hodnotu 0,62 mg.l-1, tj. pro standardnı operacnı proceduru 0,40 mg.kg-1.

Optimalizace mobilnı faze

Mobilnı faze byly optimalizovany tak, aby retencnı faktor byl k ≥ 2,0, pocet teoreticky ch

pater N ≥ 5 000 a asymetricky  faktor ta ≤ 1,4. Vypoctenč separacnı charakteristiky u vsech trı

mobilnı fazı jsou uvedeny v tabulce III. Ve vsech mobilnıch fazıch byl sledovan vliv

koncentrace organickčho rozpoustedla a u mobilnı faze I vliv pH mobilnı faze, koncentrace

protiiontu a teploty separace na retencnı faktor.

Tabulka III: Separacnı charakteristiky robenidinu pro r˚zn– mobilnı faze

Mobilnı faze tR (min) k N ta

I 5,76 3,12 6 100 1,00

II 4,30 2,07 6 300 1,09

III 4,17 2,01 5 500 1,33

Blizsı vysvetlenı v textu.

Vliv koncentrace organickčho rozpoustedla ϕ v mobilnı fazi na retencnı faktory

chromatografovanč la tky k byl popsan rovnicı:x

ϕm
akk −= 10

kde retencnı faktor ka je retencnı faktor v cistč vode jako eluentu, zıskany  extrapolacı

experimenta lnıch – daju a m je parametr prımo zavisly  na sıle organickčho solventu a povaze

solutu. V logaritmickč forme prejde rovnice na tvar

ϕmkk a −= loglog
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a logaritmy retencnıch faktoru klesajı s klesajıcı koncentracı organickčho rozpoustedla

v mobilnı fazi. Experimenta lne byly zjisteny linea rnı zavislosti mezi koncentracı organickčho

rozpoustedla a logaritmem retencnıho faktoru a vypoctenč parametry jsou uvedeny v 

tabulce IV.

Tabulka IV: Vypocten– parametry zavislosti koncentrace organick–ho rozpouste dla
v mobilnı fazi na retencnı faktory

Mobilnı faze koncentracnı rozsah (ϕ) ka m r

I 0,55-0,75 19 230 -5,79 -0,9989

II 0,55-0,70 498,1 -3,80 -0,9995

III 0,35-0,50 3 615 -7,23 -0,9980

Blizsı vysvetlenı v textu.

 Pri sledovanı vlivu pH mobilnı faze I (v rozsahu pH 3,0- 5,0) na retencnı faktor robenidinu

bylo pH mobilnı faze upraveno vzdy triethylaminem resp. kyselinou fosforecnou na

pozadovanou hodnotu pH. Byla zjistena polynomicka  zavislost 3. radu mezi pH mobilnı faze

a retencnım faktorem. Jako optima lnı pH mobilnı faze jsme zvolili pH 3,5, kterč lezı v oblasti

pH, kdy je zmena retence robenidinu nejmčne zavisla  na pH mobilnı faze.

Vliv koncentrace protiiontu na retencnı faktor byl sledovan pro la tkovč mnozstvı 2,5; 5,0; 7,5;

10 a 12,5 mmol.l-1 sodnč soli kyseliny 1-hexansulfonovč v mobilnı fazi. Podle predpokladu

retence robenidinu roste s koncentracı protiiontu (obr. 4). Jako optima lnı byla zvolena

koncentrace 10 mmol.l-1, kdy se retence menı jiz nejmčne.

Retence solutu s rostoucı teplotou klesa  a log k je linea rnı funkcı prevracenč hodnoty teploty,

T. Tento zaver odpovıda  obecnčmu tvaru van…t Hoffovy ch zavislostı pro chromatograficky

procesxi,xii:

T
BA

V
V

R
S

RT
Hk

M

S
oo

+=+
∆

+
∆

−= lnln

kde ∆Ho, ∆So jsou entalpie a entropie solutu v dančm chromatografickčm systčmu, R je

plynova  konstanta a  A, B jsou konstanty zavislč na chromatografickčm systčmu.

Experimenta lnı zavislosti jsou v dobrč shode s temito zavery a ze zavislosti byly vypocteny

konstanty A = -6,2639, B = 2397,0 s korelacnım koeficientem r = 0,9983.

S prihlčdnutım k zıskany m vy sledkum byla zvolena mobilnı faze I jako optima lnı z hlediska

selektivity a – cinnosti separace. V mobilnı fazi II dochazı k rozkladu robenidinu z duvodu

vyssıho pH tčto mobilnı faze.
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Obr. 4: Vliv koncentrace protiiontu sodn– soli 1-hexansulfonov– kyseliny v mobilnı fazi
na retencnı faktor robenidinu.

Optimalizace preseparace extraktu na pevn– fazi

Desorpce robenidinu byla sledovana na modelovčm roztoku robenidinu v extrakcnım roztoku

pri takovč koncentraci, ktera  odpovıdala 8 mg/kg robenidinu ve fina lnım krmivu. Spotreba

desorpcnıho cinidla je patrna  z elucnıho profilu robenidinu z pevnč faze Silica. Merenım bylo

zjisteno, ze k desorpci robenidinu postacuje 4 ml elucnıho cinidla. Pri optimalizaci separace

na pevnč fazi byl sledovan vliv obsahu tuku v krmivu tak, ze se k modelovčm roztoku

robenidinu pridal roztok kafilernıho tuku, ktery  odpovıdal obsahu tuku 20 a 80 g/kg ve

fina lnım krmivu (obr. 5). Se zvysujıcım se obsahem tuku stoupa  spotreba desorpcnıho cinidla

nutna  ke kvantitativnı desorpci robenidinu az na 5 ml cinidla, proto byl zvolen objem 8 ml

z duvodu dokonalč desorpce a kvantifikace.
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Obr. 5:  Elucnı profil robenidinu z kolonky Sep Pak Silica (vy te znost R, objem
desorpcnıho cinidla V). A ů 0 g/kg tuku; B ů 20 g/kg tuku; C ů 80 g/kg tuku. Bliz sı
vysve tlenı v textu.
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Revalidace metody

Stabilita standardu

Zakladnı roztok standardu robenidinu je nutnč pripravovat vzdy cerstvy .

Kriteria pro revalidaci syst–mu ů limity pro prijetı metody

4 vy teznost metody pro obsah 2 mg/kg > 95 % (overenı extrakce).
4 – cinnost kolony N ≥ 5 000, k ≥ 1,5 a ta ≤ 1,4  (– prava mobilnı faze, zmena kolony).
4 mez stanovitelnosti (vypocteny  z kalibracnı prımky) 0,6 mg/l
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Stanovenı obsahu nifursolu v krmivech metodou HPLC

Michal Dousa
U strednı kontrolnı a zkusebnı ustav zeme de lsky  ; Regionalnı laboratornı odde lenı Plzen,
Slovanska alej 20, 317 60 Plzen,

U vod

Nifursol (obr. 1) je deriva t kyseliny 3,5 dinitrosalicylovč (3,5-dinitro-2…-(5-nitrofufuryli-

den)salicylohydrazid) a pouzıva  se k prevenci histamin␀zy krut jako chemoterapeutikum a je

stimula torem rustu v davce kolem 50-75 mg/kg1

Obr. 1: Strukturnı vzorec nifursolu

Chemick– a fyzikalnı vlastnosti

Nifursol je deriva t kyseliny 3,5 dinitrosalicylovč (3,5-dinitro-2…-(5-nitrofufuryli-

den)salicylohydrazid, CAS = [16915-70-1]; (obr.1); suma rnıho vzorce C12H7N5O9 o

molekulovč hmotnosti 365,21 g/mol). Dobre rozpustny  v tetrahydrofuranu, acetonu,

acetonitrilu, dimethylformamidu, mčne rozpustny  ve vode, nerozpustny  v hexanu, etheru.

Absorpcnı maximum 383 nm (rozpoustedlo tetrahydrofuran+voda, 1+1).

Literarnı reserse

Podle oficia lnıch metodik sdruzenı AOAC se nifursol v krmivech stanovı po extrakci

do dimethylformamidu a precistenı extraktu na bazickčm oxidu hlinitčm

spektrofotometricky2,3. Nifursol se detekuje po reakci s fenylhydrazinem za vzniku 5-

nitrofurfuralfenylhydrazonu.   Reakcnı    produkt   se  extrahuje   do   toluenu   a   stanovı    se
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spektrofotometricky pri 555 nm po prıdavku hydroxidu hyaminu. Publikovanč vy sledky

mezilaboratornı   porovnavacı   zkousky3   stanovenı   nifursolu  davajı  prumernou  vy teznost

101,4 % a smerodatna  odchylka dosahuje 7,9 %.  Sdruzenı Analytical Methods Committee

doporucuje ke spektrofotometrickčmu stanovenı vlnovou dčlku 510-515 nm4. V tčto praci

jsou publikovany vy sledky mezilaboratornı porovnavacı zkousky pro tri koncentracnı hladiny

nifursolu v krmivech ° 50, 75 a 100 mg/kg. Prumerna  hodnota vy teznosti se pohybovala od

93 do 96 % a smerodatna  odchylka od 3,8 do 4, 8 %. Ke stanovenı nifursolu v krmivech byla

pouzita rovnez plynova  chromatografie5. Nifursol se extrahuje acetonitrilem a extrakt se

precistı promy vanım sulfidem uhlicity m  k odstranenı interferencı. Molekula nifursolu se

hydrolyzuje za vzniku 3,5-dinitrosalicylovč kyseliny, ktera  se esterifikuje na methylester

kyseliny 3,5-dinitrosalicylovč. K detekci se pouzıva  detektor elektronovčho zachytu. Tato

metoda je velmi citliva  a specificka , ale vyzaduje predkolonovou derivatizaci a specia lnı

chromatografickč podmınky. Za zmınku stojı rovnez polarograficka  metoda6 stanovenı

nifursolu v krmivech, zalozena  na redukci prıtomnč nitroskupiny, bohuzel metoda je velmi

ma lo specificka .

HPLC metody jsou specifickč bez nutnosti derivatizace a poskytujıcı spravnč vy sledky. Prvnı

HPLC metoda7 stanovenı nifursolu v krmivech byla publikovana v roce 1981. Nifursol je

extrahovan acetonitrilem pri teplote 70 ČC po dobu 45 minut a k odstranenı interferencı se

pouzıva  sulfid uhlicity . Extrakt se analyzuje na chromatografickč ionexovč kolone (Zipax

SAX) s UV detekcı pri 365 nm. Jako mobilnı faze se pouzıva  0,4 % vodny  chloristan sodny  °

acetonitril (1+1). Vy teznost metody se pohybuje pro obsahy od 25 do 100 mg/kg od 103,8 %

do  98,1 %  a   smerodatna   odchylka   od  4,6 %  do  2,8 %.  Prumerna   hodnota  vy teznosti je

100,6 % a smerodatna  odchylka 3,5 %. V metodice sdruzenı Analytical Methods Committee8

je nifursol extrahovan acetonitrilem v Soxhletove aparature po dobu 3 hodin s 12 cykly za

hodinu. Takto pripraveny  extrakt se odparı za vakua asi na 1/3, potom se naredı mravencanem

amonny m (pufr pH 3,5) a analyzuje se na chromatografickč kolone C18 (µ-Bondapak) s UV

detekcı pri 365 nm. Byla porovnana vy teznost metody pro extrakci dimethylformamidem a

acetonitrilem. Oba zpusoby extrakce jsou srovnatelnč, extrakce dimethylformamidem

poskytuje ponekud nizsı vy sledky, u granulovany ch krmiv extrakce dimethylformamidem

poskytuje naopak vyssı vy sledky. Bylo zjisteno, ze granulacı dochazı zrejme k rozkladu

nifursolu nebo nedokonalč extrakci nifursolu vlivem jeho obdukce behem granulace.

Mezilaboratornı porovnavacı zkousky se z– castnilo 7 laboratorı, prumerny  vy tezek extrakce

je 95 ± 14 % (P=0,95). Velmi specificka  HPLC metoda stanovenı nifursolu v premixech a

krmny ch   smesıch   byla     publikovana    v   roce   1994  (cit.9).   Nifursol    je    extrahovan
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tetrahydrofuranem v prıtomnosti butylhydroxytoluenu jako antioxidantu. Extrakt se po

naredenı roztokem tetrahydrofuran ° voda (1+1) analyzuje na kolone C18 (Zorbax ODS;

4,6x250 mm) za pouzitı mobilnı faze voda-acetonitril (525+475) pH 3,5  upravenč kyselinou

mravencı a amoniakem s UV detekcı pri 380 nm. Mez stanovitelnosti je 1-2 mg/kg a

vy teznost metody je vyssı nez 98 %. Autori sledovali stabilitu roztoku nifursolu a zjistili, ze

na stabilitu roztoku ma  vliv pH roztoku a citlivost na svetlo. Pri rozpustenı nifursolu

v mobilnı fazi (pH 3,5) dochazı k hydroly ze nifursolu, dokonce i ve tme a dostavame nizsı

vy sledky nez ocekavame. K rozkladu nedochazı ve smesny ch rozpoustedlech voda °

tetrahydrofuran. K zamezenı rozkladu nifursolu autori pouzili butylhydroxytoluen a pri

koncentraci 100 µg/ml jsou roztoky nifursolu stabilnı nejmčne 24 hodin. Byly porovnany

rovnez ruznč zpusoby extrakce ruzny mi organicky mi rozpoustedly, jako zcela nevhodnč se

ukazalo pouzitı zpusobu extrakce acetonitrilem v Soxhletove aparature popsanč v metode8,

kdy dochazı k rozkladu pri naredenı extraktu v mobilnı fazi pH 3,5.

V souladu s koncepcı pro monitorovanı nezadoucıch dopln kovy ch la tek bylo proto nutno

vyvinout rychlou a spolehlivou analytickou metodu, ktera  umozn uje stanovenı nifursolu ve

stopovy ch koncentracıch radove v µg/kg a za roven  snizuje pravdepodobnost interference

matrice.

Experimentalnı cast

Princip metody

Nifursol se extrahuje ze vzorku krmnč smesi smesny m rozpoustedlem tetrahydrofuran +

acetonitril + voda (400+200+400, V+V+V), ze vzorku premixu tetrahydrofuranem za

prıtomnosti butylhydroxytoluenu a po prıpadnčm naredenı se analyzuje metodou HPLC na

reverznı fazi C18 s UV detekcı pri 383 nm.

Prıstroje a zarızenı

Extrakce vzorku byla provedena na laboratornı trepacce LT 2 (Laboratornı prıstroje, Ceska

republika). Vsechna merenı byla provedena na kapalinovčm chromatografu, ktery  se sklada

z vysokotlakč pumpy W515 (Waters, Milford, USA), autosampleru W717 Plus Autosampler

(Waters, Milford, USA), spektrofotometrickčho detektoru W486 (Waters, Milford, USA) a

datastanice PC Compaq. Byla pouzita chromatograficka  kolona NovaPak C18,  4 µm, 4,6 x

250 mm (Waters, Milford, USA). pH roztoku bylo mereno na pH-metru pH 526 (WTW,

SRN) a pH-metr byl kalibrovan na ftala tovy  pufr CertiPUR pH 4,01.
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Chemikalie

Acetonitril, kyselina trifluoroctova  byly cistoty pro HPLC (FLUKA, Svy carsko);

tetrahydrofuran, hydroxid sodny  p.a. (Lachema Neratovice, Ceska  republika); ostatnı

chemika lie cistoty pro analysi (Merck, SRN).

Mobilnı faze byla pripravena  smısenım 380 ml acetonitrilu a 610 ml deionizovanč vody

(Milli-Q systčm, Millipore, Bedford, MA, USA), prida  se 10,0 ml kyseliny trifluoroctovč a

pH tohoto roztoku se upravı vodny m roztokem hydroxidu sodnčho o koncentraci 12 mol.l-1 na

hodnotu pH = 4,5.

Extrakcnı roztok pro krmnč smesi byl pripraven smısenım 400 ml tetrahydrofuranu, 200 ml

acetonitrilu a 400 ml vody.

Kalibracnı roztoky o koncentraci 4,0; 8,0; 16,0 a 40,0 mg.l-1 byly pripravenč postupny m

redenım zakladnıho roztoku nifursolu (Solvay Pharmaceuticals) v tetrahydrofuranu

o koncentraci 100 mg.l-1 extrakcnım roztokem pro krmnč smesi.

Vy be r vzork˚

Analy zy byly provadeny na rea lny ch vzorcıch fina lnıch krmiv odebrany ch v ramci sta tnıho

odbornčho dozoru, zakon o krmivech ť16 a ť17(cit.10) a na modelovy ch vzorcıch krmiv o

slozenı: 45 % psenice, 15 % jecmen, 12 % sojovy  extrahovany  srot, 8 % masokostnı moucka,

5 % krevnı srot, 5 % – susky pıcnin, 4 % vapenec a 1 % premix minera lnıch la tek a vitaminu

s prıdavkem nifursolu o koncentracnı hladine 5 000, 10 000, 15 000, 20 000 a 30 000 mg.kg-1.

Vsechny vzorky se upravı homogenizacı a mletım na castice o velikosti 0,5 mm tak, aby

se zabranilo prehra tı vzorku.

Pracovnı postup

Pro krmnč smesi: 20 g zkusebnıho vzorku se extrahuje 100 ml extrakcnı smesı 30 minut ve 

250 ml k␀nickč ban ce na laboratornı trepacce a pak 10 minut na ultrazvukovč lazni. Takto

zıskany  extrakt se pouzije prımo k HPLC analy ze.

Premixy dopln kovy ch la tek: 2 g vzorku se extrahuje 150 ml tetrahydrofuranu v odmernč

ban ce na 250 ml 30 minut a potč jeste 10 minut na ultrazvukovč lazni. Prida  se 80 ml vody,

vytemperuje na laboratornı teplotu a doplnı vodou po znacku a promıcha . Extrakt se

prefiltruje, poprıpade naredı na koncentraci asi 15 mg/l extrakcnı smesı pro krmnč smesi a

pouzije  k HPLC   analy ze.  V   prıpade,   ze   je  extrakt   zakaleny ,   odstredı  se  5  minut  pri
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10 000 ot.min-1 a davkuje na chromatografickou kolonu. HPLC podmınky jsou uvedeny

v tabulce I. Chromatogram separace je ukazan na obr. 2.

Obr. 2: Chromatogram separace nifursolu. Vzorek premix Aminovitan KR1-AV Plus.
Separacnı charakteristiky: k = 1,52, N = 5300, ta = 1,43.

Tabulka I :  HPLC podmınky
Parametr Hodnota

Kolona NovaPak C18,  4 µm, 4,6 x 250 mm

Prutok mobilnı faze 0,8 ml/min

Teplota kolony 40 ČC

Objem nastriku 10 µl

Detektor UV 383 nm
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Vy sledky a diskuse

Volba kalibracnıho modelu

Pri linea rnı kalibraci byla testovana volba vhodnčho kalibracnıho modelu a vy pocet odhadu

jeho parametru a vy pocet smerodatnč odchylky. Pri vy poctu hodnot koeficientu a, b se

vychazelo z platnosti modelu regresnı zavislosti, ktery  predpoklada  konstantnı rozptyl pro

vsechny hodnoty zavisle promennč - pouzitı metody nejmensıch ctvercu. Byly vypocteny

hodnoty koeficientu a = 2 103,4 (smerodatna  odchylka 5907,0) a b = 51154,0 (smerodatna

odchylka 268,5) pro hladinu vy znamnosti P=0,95. Korelacnı koeficient r = 0,99997.

Smerodatna  odchylka syx, ktera  charakterizuje rozpty lenı kolem regresnı prımky, byla vypoc-

tena syx = 7498,8.

Porovnanı odhadu koeficientu a, b se skutecny mi hodnotami parametru α, β, bylo provedeno

pouzitım Studentova t-testu pri testovanı pro α = 0 a β = 1. Vypoctenč t-hodnoty Studentova

rozdelenı  jsou pro ta = 0,356 a tb = 190,5. Protoze ta < t(P = 0,95;f=4,303) je rozdıl

koeficientu α od nuly statisticky nevy znamny  a muze se predpokladat zavislost typu y = b0x.

Testovanım regresnıho koeficientu b proti ocekavanč hodnote  β = 1 platı tb > t(P =

0,95;f=4,303) a b ≠ 1.

Vypoctenč hodnoty b0 zavislosti typu y = b0x, smerodatna  odchylka syx…, ktera  charakterizuje

rozpty lenı kolem regresnı prımky pro predpoklad α = 0 a testovanı rozptylu obou koeficientu

b pomocı F-testu jsou nasledujıcı: b0 = 51227,9, syx… = 6313,8 a F = 950,8. Pro kalibracnı

prımku platı, ze F > F(ν1 = 1, ν2 = m-2; 18,513) a platı zavislost typu y = a + bx.

Presnost a shodnost

Vzhledem k tomu, ze nejsou dostupnč certifikovanč referencnı materia ly, byla presnost

metody (tesnost shody zıskanč hodnoty s hodnotou skutecnou) overena analy zou modelovy ch

vzorku. Pro kazdou koncentracnı hladinu byl vzorek analyzovan 5 kra t. Vy sledky a vypoctenč

statistickč parametry (hladina vy znamnosti P=0,95) jsou uvedeny v tabulce II. Celkova

vy teznost metody pro koncentracnı hladiny 5 000 az 30 000 mg.kg-1 je (104,3 „ 3,0) %.

Nalezenč hodnoty modelovčho vzorku byly s ocekavany mi hodnotami srovnany pomocı

linea rnı regrese. Ocekavanč hodnoty byly povazovany za nezavisle promennč, nalezenč

hodnoty za zavisle promennč. Konstanta a regresnıho vztahu (konstantnı soustavna  odchylka)

ma  hodnotu 280,1 ± 319,5 a statisticky se nelisı od nuly. Konstanta b regresnıho vztahu
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(proporciona lnı soustavna  odchylka) ma  hodnotu 1,0197 ± 0,0171 a nelisı se statisticky od

jednicky. Metoda poskytuje presnč vy sledky.

Tabulka II: Vy te znost metody ů vy sledky me renı a vypocten– statistick– parametry pro
vzorky premix˚
Statistickč parametry

Ocekavana  hodnota [mg/kg] 5 128 10 256 15 384 20 515 30 768

Nalezena  hodnota [mg/kg] 5 345 11 075 16 072 20 785 31 796

Vy tezek metody [%] 104,2 108,0 104,5 101,3 103,3

Interval spolehlivosti 3,4 4,0 9,0 7,5 8,6

Relativnı smerodatna  odchylka [%] 1,4 1,6 3,6 3,0 3,5

Shodnost metody (mıra tesnosti shody mezi vza jemne nezavisly mi vy sledky zkousek

za predem specifikovany ch podmınek) byla pouze omezena na vy pocet opakovatelnosti, ktera

byla vypoctena ze smerodatnč odchylky rozpetı obou paralelnıch stanovenı rea lny ch vzorku

krmiv, jejichz celkovy  pocet byl 25. Po vyloucenı odlehly ch vy sledku (Cochranuv test) pro

obsahy  33  az  74 mg/kg   ma     opakovatelnost  hodnotu   4,6 mg/kg,  pro   obsahy  2 000   az

30 000 mg/kg ma  opakovatelnost hodnotu 6,7 % relat. Reprodukovatelnost metody byla

stanovena mezilaboratornı porovnavacı zkouskou.

Mezilaboratornı porovnavacı zkouska

Mezilaboratornı porovnavacı zkousky se z– castnilo 7 laboratorı za podmınek normy ISO

5725-1986 (cit.11) a bylo provedeno vyhodnocenı ukazatele opakovatelnosti a

reprodukovatelnosti danč metody. Ke statistickčmu testovanı odlehlosti hodnot byl pouzit

Cochranuv jednostranny  test odlehlosti a Grubbsuv test v kombinaci s tımto postupem:

     - je-li P>5 %, tj. je-li testovana  charakteristika Grubbsova nebo Cochranova testu mensı

nez jejı petiprocentnı kriticka  hodnota, povazuje se testovana  hodnota za spravnou

     - je-li 5 % ≥ P>1 %, tj. lezı-li testovana  charakteristika mezi jednoprocentnı a petiprocentnı

kritickou hodnotou, nazve se testovana  hodnota hodnotou  vybocujıcı a oznacı se jednou

hvezdickou *)

     - je-li P≤ 1%, tj. je-li testovana  charakteristika Grubbsova nebo Cochranova testu vetsı nez

jejı jednoprocentnı kriticka  hodnota, nazve se testovana  hodnota hodnotou odlehlou a

oznacuje se dvema hvezdickami **).
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Vy sledky mezilaboratornıho kruhovčho testu jsou sestaveny do tabulky III. Z vy sledku

mezilaboratornı porovnavacı zkousky je zrejmč, ze ukazatel opakovatelnosti stanovenı

nifursolu metodou HPLC pro obsahy 50 az 70 mg/kg dosahuje hodnoty 2 az 16 % relativnıch

a ukazatel reprodukovatelnosti se pohybuje v rozmezı 4 az 17 % relativnıch, pro obsahy 2 000

az 12 000 mg/kg dosahuje ukazatel opakovatelnosti 3,5 az 16 % relat. a ukazatel

reprodukovatelnosti 13  % relat.

Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce a mez stanovitelnosti byly vypocteny z kalibracnıho modelu. Mez detekce

odpovıda  hodnote koncentrace, pro kterou je dolnı mez (1-α)%nıho intervalu spolehlivosti

predikce signa lu z kalibracnıho modelu rovna kritickč – rovni a mez stanovitelnosti je

nejmensı hodnota signa lu, pro kterou je relativnı smerodatna  odchylka predikce

z kalibracnıho modelu dostatecne mala  a obycejne se poklada  hodnote 0,1 (cit.12). Mez

detekce ma  hodnotu 1,6 mg.l-1, tj. pro standardnı operacnı proceduru 8 mg.kg-1 a mez

stanovitelnosti ma  hodnotu 1,8 mg.l-1, tj. pro standardnı operacnı proceduru 9 mg.kg-1.

Optimalizace mobilnı faze

Mobilnı faze byly optimalizovany tak, aby retencnı faktor byl k ≥ 1,5, pocet teoreticky ch

pater N ≥ 5 000 a asymetricky  faktor ta ≤ 1,4 (obr.2). V mobilnı fazi byl sledovan vliv

koncentrace organickčho rozpoustedla, vliv pH mobilnı faze, koncentrace pufru a teploty

separace na retencnı faktor.
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Tabulka III: Vy sledky mezilaboratornı porovnavacı zkousky.
Vzorek

1 2 3 4 5Laborator c.

Pr˚me r [mg/kg]

9 49,7*) 63,9 54,5 10 750 2035

2 52,1 70,7 60,5 11 824 1 755*)

12 52,6 67,6 56,3 11 689 1 978

3 53,0 70,3 59,5 11 206 1 945

8 53,4 70,5 58,7 12 056 1 965

16 54,0 71,5 59,9 12 002 2 021

5 57,3*) 75,7 61,5 13 181*) 1 919

Prumerna  hodnota  [mg/kg] 53,0 70,0 58,7 11 588 1 977

Pocet neodlehly ch laboratorı 5 7 7 6 6

sr  [mg/kg] 0,30 3,0 10,6 21 108 12 103

sR [mg/kg] 0,80 4,2 11,3 271 384 8 032

r [mg/kg] 0,90 8,5 9,1 407 308

R [mg/kg] 2,20 11,8 9,4 1 459 251

sr - Smerodatna  odchylka opakovatelnosti, sR - smerodatna  odchylka reprodukovatelnosti, r -
ukazatel opakovatelnosti, R - ukazatel reprodukovatelnosti. Blizsı vysvetlenı v textu.
V tabulce jsou uvedeny pouze prumery dvou paralelnıch stanovenı, kterč jsou k nahlčdnutı u
autora.

Vliv koncentrace organickčho rozpoustedla ϕ v mobilnı fazi na retencnı faktory

chromatografovanč la tky k byl popsan rovnicı:13

ϕm
akk −= 10

kde retencnı faktor ka je retencnı faktor v cistč vode jako eluentu, zıskany  extrapolacı

experimenta lnıch – daju a m je parametr prımo zavisly  na sıle organickčho solventu a povaze

solutu. V logaritmickč forme prejde rovnice na tvar

ϕmkk a −= loglog

a logaritmy retencnıch faktoru klesajı s klesajıcı koncentracı organickčho rozpoustedla

v mobilnı fazi. Experimenta lne byla zjistena linea rnı zavislost mezi koncentracı acetonitrilu

(v koncentracnım rozmezı ϕ = 0,36 az 0,42) a logaritmem retencnıho faktoru a rovnice pro

mobilnı fazi ma  tvar: log k = 1,7885  ° 4,0607 ϕ s korelacnım koeficientem r = - 0,9867.
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Pri sledovanı vlivu pH mobilnı faze v rozsahu pH 3,0- 5,0 na retencnı faktor nifursolu bylo

pH mobilnı faze upraveno vzdy hydroxidem sodny m na pozadovanou hodnotu pH. Jako

optima lnı pH mobilnı faze jsme zvolili pH 4,5, kdy je retencnı faktor (k = 1,52) a – cinnost

kolony vyjadrena  jako pocet efektivnıch pater (nef  = 1900) nejvyssı a (obr. 3).

Vliv koncentrace pufru na retencnı faktor a – cinnost kolony byl sledovan pro la tkovč

mnozstvı 15, 30, 75, 150 a 200 mmol.l-1 trifluoroctovč kyseliny v mobilnı fazi. pH mobilnı

faze bylo upraveno vzdy na hodnotu pH = 4,5. Podle predpokladu retence nifursolu klesa  a

– cinnost kolony roste s rostoucı koncentracı pufru (obr. 4). Jako optima lnı byla zvolena

koncentrace pufru 150 mmol.l-1, kdy se retence i – cinnost kolony menı jiz minima lne a

zustava  konstantnı.

Obr. 3: Vliv pH mobilnı faze na retencnı faktor k.
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 Obr. 4: Vliv koncentrace trifluoroctov– kyseliny na retencnı faktor k a ucinnost
kolony N.

Retence solutu s rostoucı teplotou klesa  a log k je linea rnı funkcı prevracenč hodnoty teploty,

T. Tento zaver odpovıda  obecnčmu tvaru van…t Hoffovy ch zavislostı pro chromatograficky

proces14,15:

T
BA

V
V

R
S

RT
Hk

M

S
oo

+=+
∆

+
∆

−= lnln

kde ∆Ho, ∆So jsou entalpie a entropie solutu v dančm chromatografickčm systčmu, R je

plynova  konstanta a  A, B jsou konstanty zavislč na chromatografickčm systčmu.

Experimenta lnı zavislosti jsou v dobrč shode s temito zavery a na obr. 5 jsou uvedeny

zavislosti  log k na  1/T  pro   separaci   nifursolu.   Ze  zavislosti   byly   vypocteny  konstanty

A = -3,2972, B = 1164,6 s korelacnım koeficientem r = 0,9989. S prihlčdnutım k zıskany m

vy sledkum byla zvolena mobilnı faze jako optima lnı z hlediska selektivity a – cinnosti

separace.
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Obr. 5: Zavislost logaritmu retencnıho faktoru nifursolu na teplote .

Kompatibilita chromatograficky ch kolon

Porovnanı chromatograficky ch kolon a jejich chromatograficky ch parametru je uvedeno

v tabulce tabulce IV.

Tabulka IV

Kolona Retencnı cas
(min)

Retencnı
faktor (kř)

Pocet
teoreticky ch

pater (N)

Asymetricky
faktor (ta)

NovaPak C18 5,70 1,48 4 496 1,75

SymmetryShield RP8 6,11 3,89 7 431 1,21

Agilent Eclipse XDB-C18 4,57 2,81 6 052 1,18

Agilent Zorbax Extend-C18 4,29 2,58 5 470 1,26

Agilent Zorbax SB-C18 4,94 3,12 6 545 1,22

BDS HYPERSIL C18 2,06 0,71 1 843 1,39

SUPELCOSIL ABZ+PLUS 4,11 2,42 3 300 1,15

PHENOMONEX Prodigy ODS3 6,32 4,27 8 665 1,25

Symmetry C18 4,17 2,34 4 088 1,30

0,30

0,36

0,42

0,48

0,54

0,60

0,66

1/25 1/30 1/35 1/40 1/45 1/50

1/T (1/K)

ln
 k
�
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Vsechny testovanč kolony se ukazujı jako vhodnč pro separaci nifursolu, jako nejvy hodnejsı

se ukazuje kolona SUPELCOSIL ABZ+Plus a Agilent Eclipse XDB-C18, jako zcela

nevhodna  kolona BDS HYPERSIL C18 na kterč ma  nifursol nızky  retencnı faktor a – cinnost

kolony.

Revalidace metody

Stabilita standardu

Zakladnı roztok standardu avilamycinu je nutnč pripravovat vzdy cerstvy .

Kriteria pro revalidaci syst–mu ů limity pro prijetı metody

4 vy teznost metody pro obsah 20 mg/kg > 95 % (overenı extrakce).

4 – cinnost kolony N ≥ 5 000, k ≥ 1,5 a ta ≤ 1,4  (– prava mobilnı faze, zmena kolony).

4 mez stanovitelnosti (vypocteny  z kalibracnı prımky) 1,8 mg/l

4 ukazatel opakovatelnosti > 20 % relat.
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