Stanovenilasalocidu ve finalnich krmivech a premixech doplikovych latek metodou HPLC

STANOVENI LASALOCIDU VE FINALNICH KRMIVECH A PREMIXECH DO-
PLNKOVYCH LATEK METODOU HPLC S FLUORESCENCNI DETEKCI

1. Definice a princip stanoveni

Lasalocid je extrahovén extrakénim smésnym rozpoustédiem (pro obsah vétsi nez 10
mg/kg) nebo smésnym rozpoustédiem hexan-octan ethylnaty (pro obsah mensi nez 10 mg/kg);
v piipadé obsahu mensi nez 10 mg/kg je extrakt je precistén na pevné fazi (silica) atakto pre-
Cisteny extrakt je rozpustén v definovaném objemu mobilni faze. Lasalocid je separovan na
chromatograficke koloné s reverzni fazi C1g a detekovan na fluorescencnim detektoru pii exci-

ta¢ni vinové délce 310 nm a emisni vinové délce 430 nm.

2. Chemikalie a zku3ebni pomficky

2.1 Qctan sodny trihydréat, CH;COONa.3H,0, M, = 136,08 g/mol

2.2 Kysdinaoctov4 r = 1,05g.cm>, HPLC grade

2.3 Methanol, HPLC grade

2.4 Kysdinafosforesnd, HaPO, 85 %, r = 1,71 g.cm’>

2.5 Qctan ethylnaty, ¢istoty > 99,5 %, C4HgO,, M, = 88,11 g/mol

2.6 Hexan, ¢istoty > 90 %, CgH14, M, = 86,18 g/mol

2.7 Dichlormethan, CH,Cl,, Mr =84,93,r =1,32 g.cm'3

2.8 Extrakeni roztok 1: Do odmérné bainky na 1000 ml se odméii 200 ml octanu ethylnaté-
ho (2.5), doplni n-hexanem (2.6) po znatku a promich&

2.9 Extrakeni roztok 11: Do odmérné banky na 1000 ml se odmeii 10 ml kyseliny fosforec-
né (2.4), prida se 150 ml vody a doplni methanolem po znacku a promicha.

2.10 Pufr octanovy: Do kadinky na 1 000 ml se navézi 3,402 g octanu sodného trihydrétu
(2.1), ptida se 900 ml vody a 5,0 ml kyseliny octové (2.2), pod pH-metrem se upravi
kyselinou fosfore¢nou (2.4) na pH = 4,0, prevede se do odmérné banky na 1000 ml,
doplni vodou po zna¢ku a promicha.

2.11 Mobilni faze: V odmérné barce na 1000 ml se smicha 200,0 ml pufru (2.10) a prida
methanol (2.3), vytemperuje na laboratorni teplotu, doplni methanolem po znatku a
promicha.

2.12 | asdocid A, natriumsalz, CyHs30gNa, M, = 612,78 g/mol, Riedel-deHaén,
VETRANAL, Cat.N0.46371, cistota min. 98 %
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2.12.1 Z&kladni roztok lasalocidu: Do odmérné barky na 250 ml se navézi 0,0255 g stan-
dardni substance lasalocidu (2.12), doplni methanolem po znac¢ku a promicha.
1 ml obsahuje 0,1 mg lasalocidu
2.13 Patrony Silica pro SPE, napt. Waters - Sep-Pak Plus Cartridges Silica, WAT020520
2.14 Elucni roztok pro SPE: Do odmérné barky na 500 ml se odméii 50,0 ml methanolu

(2.3), doplni dichlormethanem (2.7) po znatku a promicha
3. Pracovni postup

Vzorek se upravuje homogenizaci a mletim nacéstice o velikosti 1,0 az 0,5 mm tak, aby
se zabranilo prehiati vzorku béhem homogenizace a Srotovani a Uprava vzorku se provédi tésné
pied jeho extrakci a dalSim zpracovanim, aby se zabranilo ztratam lasalocidu. Roztoky a ex-
trakty lasalocidu se musi chranit pred pitimym slunec¢nim svétlem a UV svétlem. Za umeélého

osvétleni jsou roztoky stabilni.

3.1 Extrakce
3.1.1 Extrakce pFi obsahu lasalocidu > 10 mg/kg (krmné smési a premixy)

Do kénické banky na 250 ml se zdbrusem se navazi takové mnozstvi zkusebniho vzor-
ku, aby obsahoval asi 1 aZ 20 mg lasalocidu s piesnosti na 0,001 g — 5 g pro trituraty a premixy
doplnkovych latek, 25 g pro krmné smesi. Zkusebni vzorek se pielije podle obsahu lasalocidu
100,0 ml aZ 200 ml extrakéniho roztoku Il (2.9; viz tabulka ¢.1, 2), barka se uzavie zétkou a
tiepe se na laboratorni tiepacce 30 minut. Poté se filtruje suchym skladanym filtrem do suché

podloZené nédoby, piicemz prvnich 5 ml se nepouZije.

3.1.2 Extrakce pFi obsahu lasalocidu < 10 mg/kg

Do kénické bailky na 250 ml se zabrusem se navaZi 45 g zkusebniho vzorku. Zkusebni
vzorek se prelije 150,0 ml extrakéni smeési | (2.8), banka se uzavie zétkou atiepe se nalabora
torni tiepacce 30 minut. Poté se filtruje suchym skladanym filtrem do suché podloZené nédoby,

piicemz prvnich 5 ml se nepouZzije.
3.2.1 Krmné smési

Podle tabulky ¢. 1 se extrakt zkuSebniho vzorku ziskany podle ¢l. 3.1.1 nafedi mobilni
fézi (2.11) na pozadovanou vyslednou koncentraci a pied néstiikem na chromatografickou ko-

lonu se roztok odstredi na laboratorni odstiedivce po dobu 3 minut pii 8000 ot/min.

Strana 2z 2


http://www.fineprint.cz

Stanovenilasalocidu ve finalnich krmivech a premixech doplikovych latek metodou HPLC

Tab. & 1 Redéni extraktu krmnych smési

Obsah (mg/kg) Objem extrakéniho | Redéni R ZpGsob Fedéni | Faktor Fedéni
Cinidla (ml) (ml/ml) F
od 10 do 50 100 1 - 0,25
od 50 do 150 100 2,5 10/25 0,1
od 150 do 300 100 5 5/25 0,05

3.2.2 Premixy dopliikovych latek

Podle deklarovaného obsahu lasalocidu se extrakt ziskany podle ¢l. 3.1.1 naredéni mo-
bilni fazi (2.11) navyslednou koncentraci asi 10 mg/l podletab. ¢. 2.

Tab. €. 2. Redéni extraktu premix@ dopfikovych latek

Obsah (mg/kg) Objem extrakeéni- Redéni R Zplsob Fedéni | Faktor Fedéni
ho ¢inidla (ml) (ml/ml) F
od 300 do 1 000 100 5 5/25 0,01
od 1 000 do 5 000 100 25 1/25 0,002
od 5 000 do 10 000 100 50 1/50 0,001
od 10 000 do 20 000 200 50 1/50 0,0005
od 20 000 do 100 000 200 250 1/25 & 1/10 0,0001
od 100 000 do 150 000 250 625 1/25 & 1/25 0,000032
> 150 000 250 - na koncentraci -
10 mg/I

Pred nastiikem na chromatografickou kolonu se roztok odstiedi na laboratorni ods-

tiedivce po dobu 3 minut pri 8000 ot/min.

3.2.3 Stanoveni obsahu lasalocidu pro obsahy < 10 mg/kg

Na extrakeni jednotku se nasadi patrona Silica pro SPE (2.13), kondicionuje se 5 ml
extrakéniho roztoku | (2.8) a poté se na patronu nanese 10,0 ml hexan-octan ethylnatého ex-
traktu ziskaného podle ¢l. 3.1.2. Extrakt se necha vsaknout tak, aby nedodlo k vyschnuti patro-
ny, promyje se 3krét 5 ml dichlormethanu (2.7) a poté se lasalocid eluuje do vialky na 10 ml
3krat 3 ml 10 % roztokem methanolu v dichlormethanu (2.14). Eluét se odpaii na koncentréto-
ru vzorki pod proudem dusiku pri teploté 55 °C, odparek se rozpusti ve 2,0 ml mobilni faze
(2.11), promicha, rozpusti na ultrazvuku (30 s) a vytemperuje na laboratorni teplotu. Pred n&
stiikem na chromatografickou kolonu se extrakt odstiedi na laboratorni odstiedivce po dobu

3 minut pri 8000 ot/min.
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4. Stanoveni metodou HPLC

Vlastni méfeni, jak kalibra¢nich roztoku tak i extraktia zkuSebnich vzorka, se provadi za
nasledujicich separacnich podminek chromatografického systému:
Kolona: Nova-Pak Cy5,4 nm, 150x3,9 mm
Mobilni faze: viz ¢l. 2.11
Prltok: 1 ml/min
Teplota: 38 °C
FL-detektor: EX: 310 nm EM: 430 nm
Casova konstanta: 0,5 s
Objem nastfiku: 5 m
Retencni Cas: 4,6 min (pro uvedenou kolonu a teplotu okoli)

Kapacitni pomér k™ : 2,3

Run Time: 14,0 min (pro uvedenou kolonu a teplotu okoli)
4.1 Kalibrace

Do sady odmeérnych ban¢k na 25 ml se pipetuje 0,5 - 1,0 - 2,0 a4,0 ml zakladniho roz-
toku lasalocidu (2.12.1), doplni mobilni fazi (2.11) po znatku a promicha Takto naredéné
pracovni roztoky odpovidaji koncentraci 2,0 - 4,0 -8,0 a 16,0 mg/l. Na chromatografickou ko-
lonu se nanasi 5 M pracovniho roztoku. Z pramérnych hodnot jim odpovidgjicich ploch piku
se sestroji kalibracni kiivka.

5. Vypocet

Obsah lasalocidu (X) vyjadieny v mg/kg se vypogcita podle vzorce:

_CV.R_c

m F

a

X

kdec je koncentrace lasalocidu odectena z kalibracni kiivky v mg/I
ma hmotnost zkuSebniho vzorku v g
V' objem extraktu v ml
R fedéni, resp. zakoncentrovani

F faktor rédeni F = my/(C.V)
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