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Uvod

Robenidin (obr. 1), 1,5-bis-(4-chlorbenzyliden)karbon-
imidohydrazid, se v soucasné dobé pouziva jako ucinné
antikokcidikum ve vykrmu kufat a krit'at i odchovu kufic
a bazantt v obsazich 30 az 66 mg kg™ finalniho krmiva'
a jeho ochrannd lhata ¢ini 5 dnt. Jeho aktivita jako anti-
kokcidika byla jiZz popsana®.

Ke stanoveni obsahu robenidinu v krmivech se pouzi-
vaji metody spektrofotometrické nebo chromatografické.
Spektrofotometrické stanoveni robenidinu je zaloZeno
na rozdilu absorbanci v kyselém a alkalickém prostiedi po
predchozim precisténi extraktu sloupcovou chromatografii
na oxidu hlinitém®*. Dnes se pouZivaji predeviim metody
HPLC. Automatizovanou HPLC metodu stanoveni robeni-
dinu publikovali Zagar a spol.” Autofi pouzivaji mobilni
fazi methanol — octova kyselina — dichlormethan (90 :
10 : 900) pii pritoku 1 ml min~' stacionarni fazi silikagel
a UV detekcei pii 280 nm. Extrakce robenidinu je uskutec-
fovana dvéma zplsoby: manudln€ methanolem (po nate-
déni roztokem kyselina octova — dichlormethan 10 : 990 je
vzorek analyzovédn) a automaticky pomoci extrakéni jed-
notky SolidPrep II spojené on-line s chromatografickym
systémem. Nevyhodou metody je nizkd citlivost pouZzité
UV detekce pti vinové délce 280 nm. Vhodnéjsi vinova
dé¢lka je 352 nm (cit.é). Po extrakci robenidinu chlorofor-
mem a prevedeni do acetonitrilu se extrakt analyzuje na
reverzni fazi C18 za pouZiti mobilni faze acetonitril — voda
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Obr. 1. Strukturni vzorec robenidinu
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- 25 mM-KH,PO, (72,5 : 22,5 : 5) o prtoku 1,5 ml min™"
a UV detekce pfi 352 nm. Déle byla popséna citlivejsi
HPLC metoda stanoveni robenidinu s fluorescencni detek-
ci po predchozi derivatizaci robenidinu dansylchloridem.
Vznikly derivat je separovan na silikagelu za pouziti mo-
bilni faze chloroform — hexan — tetrahydrofuran — metha-
nol (50 : 50 : 2 : 1) pi pritoku 2 ml min™" a fluorescenéni
detekce pii 485 nm s excitacni vinovou délkou 320 nm
(cit.”). Mez detekee je 0,4 mg I (8 ng pfi objemu nastiiku
20 ul).

Na zékladé pozadavki zékona o krmivech §7 (cit.®)
Ministerstvo zem&délstvi Ceské republiky ukladd monito-
rovani vyskytu nezadoucich doplnkovych latek, mezi které
robenidin patfi, u vyrobkt krmiv uvadénych do obéhu.
V souladu s koncepci pro monitorovani nezadoucich do-
plitkovych latek bylo proto nutno vyvinout rychlou a spo-
lehlivou analytickou metodu, ktera by byla dostatecné
selektivni a citlivd pro koncentra¢ni hladiny robenidinu
tadové v mg kg™
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Experimentalni ¢ast

Ptistroje a zatizeni

Extrakce vzorkll byla provedena na laboratorni tfe-
pagce LT 2 (Laboratorni pfistroje, Ceské republika) a pie-
¢iSténi extraktu na separacni jednotce Baker SPE 12G
System (J. T. Baker, USA) na kolonkach Sep-Pak Plus
Cartridges Silica (Waters, Milford, USA).
K zakoncentrovani extrakti se pouZzival koncentrator vzor-
ki Termovap (Ecom, Ceska republika). Odsttedéni extrak-
tu bylo provedeno na laboratorni odstfedivce Hermle
Z 230 MR (Hermle, Gosheim, SRN). VSechna méfeni byla
uskutecnéna na kapalinovém chromatografu, ktery se skla-
dal ze dvou vysokotlakych cerpadel W515, z nichz jedno
bylo pouzito k postkolonové derivatizaci, autosampleru
W717 Plus Autosampler, spektrofotometrického detektoru
W486 (vse Waters, Milford, USA) a datastanice PC Com-
paq. Derivatizacni smyc¢ka RXN 1000 Coil Kit byla umis-
téna do termostatu Column Temperature Control System
(vSe Waters, Milford, USA) a byla zatazena mezi chroma-
tografickou kolonu a detektor pomoci sméSovaci komurky
Mixer Cartridge 50 ml (Supelco, USA). Byla pouzivana
kolona XTerra RP18, 4 pum, 3,0 x 150 mm (Waters, Mil-
ford, USA). pH roztokt bylo méfeno na pH-metru pH 526
(WTW, SRN) s kombinovanou sklenénou elektrodou
a pH-metr byl kalibrovan na ftalatovy pufr CertiPUR pH
4,01 a boratovy pufr pH 9,18 (Merck, SRN).

Chemikalie

Methanol, dichlormethan a acetonitril (vSe HPLC
grade; J.T. Baker, USA) sodna sul kyseliny hexan-1-sulfo-
nové (98+ %; Sigma-Aldrich, USA), triethylamin (p.a.;
Fluka, Svycarsko), ethylacetat a hydroxid sodny (p.a.;
Lachema Neratovice, Ceska republika). Tris(hydroxy-
methyl)aminomethan (TRIS), kyselina chlorovodikova
a kyselina fosforecna (vSe Cistoty UltraPure; Merck, SRN).
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Extrakéni roztok byl ptipraven smisenim 200 ml ethyleste-
ru kyseliny octové a 800 ml dichlormethanu. K extrakci na
tuhé fazi bylo pouzito promyvaci ¢inidlo o slozeni ethyla-
cetat — dichlormethan (10:90, V/V), a eluc¢ni ¢inidlo o slo-
zeni methanol — dichlormethan (12:88, V/V).

Derivatiza¢ni roztok k postkolonové derivatizaci byl
pripraven rozpusténim 30,0 g hydroxidu sodného v 1000
ml vody.

Kalibra¢ni roztoky o koncentraci 1,0; 2,0; 4,0
a 10,0 mg I"' byly piipraveny postupnym fedénim zéklad-
niho roztoku robenidinu (Roéthel, SRN) v methanolu
o koncentraci 50 mg I"' mobilni fazi.

Vybér vzorku

Analyzy byly provadény na realnych vzorcich final-
nich krmiv odebranych v rdmeci statniho odborného dozoru
(zdkon o krmivech® §16 a §17) a na piipravenych modelo-
vych vzorcich krmiv o slozeni: 45 % pSenice, 15 % jec-
men, 12 % sojovy extrahovany Srot, 8 % masokostni
moucka, 5 % krevni Srot, 5 % Gsusky picnin, 5 % pSenicné
klicky mackané, 4 % vapenec a 1 % premix mineralnich
latek a vitaminii s pfidavkem robenidinu o koncentracni
hladiné 0,4; 0,8; 1,6; 4,0 a 8,0 mg kg’l. Dale byly pfipra-
veny modelové vzorky robenidinu o koncentracich 2
a 4 mg kg™' nafedénim a homogenizaci krmné smési pro
brojlery o obsahu robenidinu 60 mg kg™ (Doagra a.s.,
Domazlice) pSeni¢nou krmnou moukou. Tyto pfipravené
vzorky byly pouzity k mezilaboratornim porovnavacim
zkouskam.

Pracovni postup

Vsechny vzorky se upravi homogenizaci a mletim na
Castice o velikosti 0,5 mm tak, aby se zabranilo prehrati
vzorku. 45 g zkuSebniho vzorku se extrahuje 150 ml ex-
trakéni smési 30 min v 500 ml konické bance na labora-
torni tfepacce a pak 2 min na ultrazvukové lazni. Takto

Tabulka I
Slozeni optimalizovanych mobilnich fazi

Slozeni Mobilni faze

I 1I I
Methanol, ml 660 - —
Acetonitril, ml — 640 420
Voda, ml 334 360 574
Kyselina fosfore¢na, ml 4 - 4
Triethylamin, ml 2 - 2
Tris(hydroxymethyl) - 2,180 -
aminomethan, g
Natrium-hexan-1-sulfonat, g 1,8822 - 1,8822
pH 3,5° 9,0° 3,5

Laboratorni pfistroje a postupy

ziskany extrakt se ptrecisti na silikagelu.

PftecisSténi extraktu a vlastni
separace

Na kolonku Sep-Pak Plus Silica, kondicionovanou
4 ml promyvaciho ¢inidla, se odméfi 10,0 ml prefiltrova-
ného extraktu. Kolonka se promyje dvakrat 3 ml promyva-
ciho ¢inidla a robenidin se eluuje 8 ml elu¢niho cinidla
do vialky na 10 ml. Eluat se odpaii pod proudem dusiku
k suchu pii teploté 50 °C. Odparek se rozpusti ve 2,0 ml
mobilni faze I (viz tabulka I) na ultrazvukové lazni
(1 min), promicha a vytemperuje na laboratorni teplotu.
Takto pripraveny extrakt se odstiedi 5 minut pti 10 000
ot min"' a 10 pl extraktu se davkuje na temperovanou
(35 °C) chromatografickou kolonu pti prutoku mobilni
faze 1 ml min"' a UV detekci 314 nm. SloZeni mobilni
faze je uvedeno v tabulce 1.

Vysledky a diskuse

Optimalizace pfedbézné separace
extraktu na tuhé fazi

K eluci interferentt ze silikagelu byly zvoleny dva
promyvaci systémy: dichlormethan — ethylacetat (80 : 20)
a dichlormethan — ethylacetat (90 : 10). Desorpce robenidi-
nu byla sledovdna na modelovém roztoku robenidinu
v extrakénim roztoku pii takové koncentraci, ktera odpovi-
dala 8 mg kg' robenidinu ve findlnim krmivu. Pfi pouZiti
promyvaciho ¢inidla dichlormethan — ethylacetat (80 : 20)
se robenidin desorboval jiz od 8 ml proteklého ¢inidla, pfi
pouziti promyvaciho ¢inidla dichlormethan — ethylacetat
(90 : 10) se vSak nedesorboval ani pfi pouziti 15 ml ¢ini-
dla, a proto byl zvolen tento promyvaci systém. Méfenim
bylo zjisténo, ze k desorpci robenidinu postacuji 4 ml eluc-
niho Cinidla. Pii optimalizaci separace na tuhé fazi byl
sledovan vliv obsahu tuku v krmivu tak, ze se
k modelovém roztoku robenidinu pfidal roztok kafilerniho
tuku, ktery odpovidal obsahu tuku 20 a 80 g kg™' ve final-
nim krmivu. Se zvySujicim se obsahem tuku stoupa spotie-
ba desorpcniho ¢inidla nutnd ke kvantitativni desorpci
robenidinu az na 5 ml ¢inidla, proto byl zvolen objem 8 ml
zarucujici dokonalou desorpci a kvantifikaci.

Tabulka IT
Separacni charakteristiky robenidinu pro optimalizované
mobilni faze

Mobilni g [min]® K nd A
faze*
I 5,76 3,12 6 100 1,00
Il 4,30 2,07 6 300 1,09
111 4,17 2,01 5500 1,33

“pH upraveno triethylaminem, °pH upraveno kyselinou
chlorovodikovou

% Slozeni viz tab. I; ® fg — retendni das; & — retendni faktor;
41 — pocet teoretickych pater; ¢ 45— asymetricky faktor
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Obr. 2. Chromatogram robenidinu; a — slepy pokus modelového vzorku bez ptidavku robenidinu, b — modelovy vzorek (koncentrace
robenidinu 4,0 mg kg™"); HPLC podminky jsou uvedeny v textu; mobilni faze I (viz tab. I)

Optimalizace mobilni féaze

Mobilni faze byly optimalizovany tak, aby retencni
faktor byl k = 2,0, pocet teoretickych pater n > 5000 a asy-
metricky faktor As < 1,4 (chromatogram je uveden na
obr. 2). Vypoctené separacni charakteristiky u vSech tii
mobilni fazi jsou uvedeny v tabulce II. Vzdy byl sledovan
vliv objemové frakce organického rozpoustédla a u mobil-
ni faze I vliv koncentrace protiiontu a teploty na retenc¢ni
faktor.

Vliv objemové frakce organického rozpoustédla ¢
v mobilni fazi na reten¢ni faktory chromatografované latky
k byl popsan rovnici’:

logk =loghk, —me (1)
kde reten¢ni faktor k, je reten¢ni faktor v Cisté vodé jako
eluentu, ziskany extrapolaci experimentalnich udaji a m je
parametr piimo zavisly na sile organického solventu
a povaze solutu. Experimentalné byly zjiStény linedrni
zavislosti mezi objemovou frakei rozpoustédla a logarit-
mem retencniho faktoru a vypoctené parametry jsou uve-
deny v tabulce III.

Vliv koncentrace protiiontu na retenc¢ni faktor byl
sledovan pro latkové mnozstvi 2,5; 5,0; 7,5; 10 a 12,5
mmol 1! sodné soli kyseliny hexan-1-sulfonové v mobilni
fazi. Podle ptredpokladu retence robenidinu roste
s koncentraci protiiontu (obr. 3). Jako optimalni byla zvo-
lena koncentrace 10 mmol 1™, kdy se retence méni nejmé-
né.

Retence solutu s rostouci teplotou klesa a log k je

511

Tabulka IIT

Vypoctené parametry zavislosti logaritmu reten¢niho fak-
toru na objemovém zlomku organického rozpoustédla
v mobilni fazi

Mobilni objemovy zlomek  k,° -md r

faze * o
1 0,55-0,75 19230 5,79  -0,9989
11 0,55-0,70 498,1 3,80 —0,9995
111 0,35-0,50 3615 7,23 -0,9980

* Slozeni viz tab. I; * ¢ — objemovy zlomek organického
rozpoustédla v mobilni fazi; © k, — retenéni faktor v Cisté
vodé jako mobilni fazi; ¢ m — smémice zavislosti log k na
@; °r — korelaéni koeficient zavislosti log & na ¢

linearni funkci pfevracené hodnoty teploty 7. Tento zaver

odpovida obecnému tvaru van’t Hoffovych zavislosti pro

chromatograficky proces'®'":

AS? )
R

o
lnk:—AH

kde AH®, AS° jsou standardni entalpie a standardni entro-
pie solutu v daném chromatografickém systému, R je ply-
nova konstanta a A, B jsou konstanty zavislé na chromato-
grafickém systému. Experimentalni zavislosti jsou v dobré
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Obr. 3. Zavislost reten¢niho faktoru robenidinu & na koncent-
raci protiiontu sodné soli hexan-1-sulfonové kyseliny c
v mobilni fazi

shodé s témito zavéry a pro rovnici (2) byly vypocteny
konstanty 4 = —6,2639 a B = 2397,0 s korelacnim koefici-
entem » = 0,9983.

S pfihlédnutim k ziskanym vysledkiim byla zvolena
jako optimalni mobilni faze I.

Detekce

Na absorpéni spektrum robenidinu ma vliv pH pro-
sttedi. V kyselém prostfedi je absorpéni maximum 314
nm, se stoupajicim pH se maximu batochromné posouva
na 347-348 nm, v siln¢ alkalickém prostfedi hydroxidu
sodného pak vznika barevny produkt s maximem absor-
bance pii 464 nm (cit.*). Tento fakt byl vyuzit ke zvy3eni
selektivity detekce. Reakce s hydroxidem sodnym byla
provedena za kolonou a optimélni podminky jsou uvedeny
v tabulce IV. Pfi derivatizacni reakci za kolonou byla opti-
malizovana teplota, prutok derivatiza¢niho ¢inidla a kon-
centrace hydroxidu sodného.

Déle bylo zjiSténo, Ze teplota v rozmezi 20-70 °C
nema vliv na odezvu detektoru vyjadienou jako smérnice

Tabulka IV
Podminky pro postkolonovou derivatizaci hydroxidem
sodnym

Parametr Hodnota

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

Prittok mobilni faze 0,8 ml min~"'

Mobilni faze
Priitok derivatiza¢niho ¢inidla 0,4 ml min™

mobilni faze 11

Objem derivatiza¢ni smycky 1000 ul
Teplota derivatiza¢ni smycky laboratorni
Teplota kolony 35°C
Objem nastiiku 50 pl
Detektor UV 406 nm

Laboratorni pfistroje a postupy
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Obr. 4. Vliv koncentrace hydroxidu sodného na kalibrac¢ni
pFimKky po postkolonové derivatizaci; (] 0,25 M-NaOH,
O 0,50 M-NaOH, A 0,75 M-NaOH

Tabulka V
Vliv pritoku derivatizacniho ¢inidla na kalibraéni zavis-
losti

Pritok derivatizaéniho A*? B® r¢
ginidla [ml min™']
0,2 -8037 91 700 0,9999
0,4 - 6350 93 900 0,9999
0,6 - 1230 86460 0,9999
1,0 —11110 77220 0,9999

Chromatografické podminky jsou uvedeny v tab. IV; 4 —
smérnice kalibratni zavislosti (uV smg™1); ® B — usek
kalibraéni zavislosti (uV s); “r — korela¢ni koeficient

kalibra¢ni pfimky.

Pii pratoku derivatizaéniho &inidla 0,4 ml min™ je
smérnice kalibra¢ni pfimky nejvys$si, se zvySujicim se
pritokem klesa (viz tabulka V).

Déle bylo zjiSténo, Ze citlivost detekce stoupa se zvy-
Sujici se koncentraci hydroxidu sodného (obr. 4).

Pfesnost a shodnost

Vzhledem k tomu, ze nejsou dostupné certifikované
referencni materidly, byla pfesnost metody (t€snost shody
ziskané hodnoty s hodnotou skute¢nou nebo pfijatou refe-
renéni hodnotou) ovéfena analyzou modelovych vzorkd.
Pro kazdou koncentra¢ni hladinu byl vzorek analyzovan
pétkrat. Vysledky a vypoctené statistické parametry
(hladina vyznamnosti p = 0,95) jsou uvedeny v tabulce VI.
Celkova vytéznost metody pro koncentra¢ni hladiny 0,4 az
8,0 mg kg™ je (101,2 + 6,5) %. Nalezené hodnoty modelo-
vého vzorku byly s ofekdvanymi hodnotami srovnany
linearni regresi. Ocekavané hodnoty byly povaZovany za
nezavisle proménné, nalezené hodnoty za z4visle promén-
né. Konstanta a regresniho vztahu (konstantni odchylka)
ma hodnotu 0,0411 + 0,3373 a statisticky se nelisi od nuly.
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Tabulka VI

Statistické hodnoceni HPLC stanoveni robenidinu v modelovych vzorcich krmnych smési (n = 5)

Statistické parametry

Ocekavana hodnota, mg kg™ 0,40 0,80 1,60 3,95 7,96
Nalezena hodnota, mg kg’1 0,41 0,78 1,59 4,23 7,87
Vytézek metody, % 100,7 97,8 99,3 107,1 98,9
Interval spolehlivosti, % 3,1 1,5 2,4 1,1 1,1
Relativni smérodatna odchylka, % 0,25 1,66 0,25 1,21 1,14

Konstanta b regresniho vztahu (proporcionalni odchylka)
ma hodnotu 0,9976 + 0,0832 a nelisi se statisticky od jed-
nicky. Metoda poskytuje presné vysledky.

Shodnost metody (mira tésnosti shody mezi vzajemné
nezavislymi vysledky zkouSek za pfedem specifikovanych
podminek) byla pouze omezena na vypocet opakovatel-
nosti, ktera byla vypoétena ze smérodatné odchylky rozpé-
ti obou paralelnich stanoveni realnych vzorkd krmiv, je-
jichz celkovy pocet byl 15. Po vylouceni odlehlych vysled-
ki (Cochrantiv test) ma opakovatelnost pro obsahy 0,40 az
4,50 mg kg™ hodnotu 0,09 mg kg™

Mezilaboratorni
zkouska
Reprodukovatelnost metody byla stanovena mezila-
boratorni porovnavaci zkouskou. Mezilaboratorni porov-
navaci zkouSky se zGcCastnilo 7 laboratofi za podminek

porovnavaci

normy ISO 5725-1986 (cit.'?) a bylo provedeno vyhodno-

ceni ukazatele opakovatelnosti a reprodukovatelnosti dané

metody. Ke statistickému testovani odlehlosti hodnot byl
pouzit Cochraniv jednostranny test odlehlosti a Grubbsiv
test v kombinaci s timto postupem:

— je-llip>5%,t. je-li testovana charakteristika Grubb-
sova nebo Cochranova testu mensi nez jeji pétipro-
centni kritickd hodnota, povaZuje se testovand hodno-
ta za spravnou

- jelli5%= p>1%,t. lezi-li testovana charakteristi-
ka mezi jednoprocentni a pétiprocentni kritickou hod-
notou, oznaci se testovana hodnota jako odlehla

- je-lip<1%,t. je-li testovana charakteristika Grubb-
sova nebo Cochranova testu vét$i nez jeji jednopro-
centni kriticka hodnota, oznaci se testovana hodnota
jako odlehla.

Tabulka VII
Vysledky mezilaboratorni porovnavaci zkousky
Laboratot Vzorek

1 2

1 mgkg™ 4mgkg™

F 1,91° 3,08
G 1,42 3,14
D 1,33 3,22
E 1,16 3,74
C 1,54 4,06
B 1,55 4,24
A 1,45 4,40
Primérné hodnota, mg kg_1 1,41 3,70
Pocet neodlehlych laboratoti 6 7
Smérodatna odchylka opakovatelnosti s, , mg kg™’ 0,01 0,06
Smérodatna odchylka reprodukovatelnosti sz, mg kg™' 0,03 0,34
Ukazatel opakovatelnosti , mg kg™ 0,29 0,67
Ukazatel reprodukovatelnosti R, mg kg™ 0,46 1,62

? Hodnota byla ozna¢ena jako odlehla
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Jako vzorky byly pouzity modelové vzorky o koncen-
traci 1 a4 mg kg™

Vysledky mezilaboratorni porovnavaci zkousky jsou
sestaveny do tabulky VIIL. Je zfejmé, Ze ukazatel opakova-
telnosti stanoveni robenidinu metodou HPLC pro obsahy 1
a 4 mg kg™ dosahuje hodnoty 18 az 20 % rel. a ukazatel
reprodukovatelnosti se pohybuje v rozmezi 32 az 44 %
rel.

Mez detekce a mez
stanovitelnosti

Mez detekce a mez stanovitelnosti byly vypocteny
jako trojnasobek resp. desetinasobek Sumu zakladni linie.
Mez detekce méa hodnotu 0,13 mg 1", tj. pro pracovni po-
stup 90 pg kg a mez stanovitelnosti ma hodnotu
0,43 mg I"', tj. pro standardni operaéni postup 0,30 mg kg "

Zavér

Byla vyvinuta HPLC metoda stanoveni robenidinu
v krmivech pro koncentrace fadu mg kg™'. Byla optimali-
zovana predseparace, separace i detekce robenidinu tak,
robenidinu a ziskané vysledky byly shodné a presné. Byla
stanovena hodnota opakovatelnosti a reprodukovatelnosti
metody na zéklad¢ statistického vyhodnoceni mezilabora-
tornich porovnévacich zkousek. Metoda je rychla a celko-
va doba analyzy je asi 90 min.
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M. Dousa (Central Institute for Supervising and Test-
ing in Agriculture Brno, Regional Laboratory, Plzen):
HPLC Determination of Robenidine in Feedstuffs

An HPLC method of determination and fast monitor-
ing of low concentrations of robenidine in feedstuffs was
developed. Robenidine is extracted from sample with
a dichloromethane — ethyl acetate mixture and, after purifi-
cation of the extract on a Sep-Pak Silica column, is deter-
mined by ion-pair HPLC on CI18 reverse phase with UV
detection at 314 nm. The preseparation and separation of
robenidine were optimized. The limit of determination,
repeatability and recovery of the method are 400 pg kg™,
90 ug kg and 101.2 + 6.5 %, respectively, at robenidine
concentrations 0.4-4.5 mgkg™. In the interlaboratory
comparison tests of the method at the 1 and 4 mgkg™
levels, the repeatability and reproducibility indexes were
calculated, ranging from 18 to 20 % and from 32 to 44 %,
respectively.



