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STANOVENI NIFURSOLU VE FINALNICH KRMIVECH A PREMIXECH DOPLNKOVYCH
LATEK METODOU HPLC

1. Definice

Nifursol (3,5-dinitro-2"-(5-nitrofufuryliden)salicylohydrazid) se stanovi po extrakci ze vzorku
tetrahydrofuranem resp. smésnym rozpoustédlem tetrahydrofuran-acetonitril-voda. Po pripadném
naredéni extraktu se nifursol stanovi metodou RP-HPLC sisokratickou eluci na kolon¢ Cig s UV
detekci pri vinové délce 383 nm.

2. Chemikalie a zkuZebni pomiicky

2.1 Acetonitril, HPLC grade

2.2 Tetrahydrofuran, p.a.

2.3 Extrakeni roztok: tetrahydrofuran (2.2) + acetonitril (2.1) + voda (400+200+400, V+V+V)
2.4 Trifluoroctovakyselina, HPLC grade, C;HF;0,, M, = 114,03 g/mol

2.5 Hydroxid sodny, roztok 10 mol/I

2.6 Mobilni faze: Do kadinky na 1000 ml se odméti 380 ml acetonitrilu, prida se 10 ml kyseli-
ny trifluoroctové a 450 ml vody a pod pH metrem se upravi pH hydroxidem sodnym na
hodnotu 5,0. Poté se mobilni faze prevede do odmérné baitky na 1000 ml a doplni se po
znacku vodou.

2.7 Butylhydroxytoluen (BHT), Ci5H240, M, = 220,4 g/mol
2.8 Nifursol, zékladni latka, CioH7NsOg, M, = 365,21 g/mol

2.8.1 Nifursol, zakladni roztok: Do odmérné bainky na 100 ml se navéZi takové mnoZstvi
nifursolu (2.8), aby vysledna koncentrace byla 0,2 mg/ml, piida se 50 mg BHT (2.7),
rozpusti se v asi 80 ml tetrahydrofuranu (2.2) na ultrazvukové lazni. Po rozpusténi a
vytemperovani na laboratorni teplotu se doplni tetrahydrofuranem (2.2) po znatku a
promicha.

3. Pracovni postup

Pfi zpracovani vzorku se vyhneme prehiéti vzorku béhem jeho homogenizace. Vzorek se ho-
mogenizuje na ¢éstice o velikosti 0,5 mm a mensi. Homogenizace a Uprava vzorku se provéadi, po-
kud je to mozné, tésné pi‘ed jeho zpracovanim, aby se zabranilo ztratdm. Je nutné se vyhnout pii-

meému slunecnimu svétlu (pracovat pri tlumeném svétle).

3.1 Extrakce

3.1.1 Premixy dopliikovych latek

Do odmeérné baiky na 250 ml se zdbrusem se navaZi 2 g zkuSebniho vzorku, prida se 150 ml
tetrahydofuranu (2.2), asi 100 mg butylhydroxytoluenu (2.7), baiika se uzavie zatkou a tiepe se 30
minut nalaboratorni trepacce. Poté se baika vlozi na 10 minut do ultrazvukové lazn¢. Pak se prida

70 ml resp. 90 ml vody, vytemperuje na laboratorni teplotu a poté doplni vodou po znacku. Obsah
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baiky se necha ustat a extrakt se filtruje pies suchy husty skladany papirovy filtr do suché podiozené
nadoby. Prvnich 5 ml filtrétu se nepouzije. Podle obsahu nifursolu se extrakt naredi extrakénim roz-

tokem (2.3) nakoncentraci asi 10- 20 mg/I.

3.1.2 Krmné smesi

Do kénické banky na 250 ml se navézi 20 g vzorku krmné smési, 100 mg BHT (2.7), piida se
100 ml extrakéniho roztoku (2.3) a tiepe se na laboratorni tiepa¢ce 30 minut a pak se jesté rozpousti
10 minut na ultrazvuku. Obsah baiky necha ustat a extrakt se filtruje pres suchy husty skladany papi-

rovy filtr do suché podlozZené nadoby. Prvnich 5 ml filtrétu se nepouZzije.

3. 2 HPLC stanoveni

3.2.1 Chromatografické podminky

Pred néstiikem na chromatografickou kolonu se ziskany extrakt podle ¢l. 3.1 filtruje pres mem-
brénovy filtr 0,45 mm nebo se odstiedi na laboratorni odstiedivce 3 minuty pii 8000 ot./min.
Na chromatografickou kolonu se nasttikuje objem 10 m extraktu. Vlastni méteni, jak kalibracnich
roztoki tak i extrakti zkuSebnich vzorki, se provadi za nasledujicich separacnich podminek chro-

matografického systému:

Kolona: C18 - reverzni faze, NovaPak 4 mm, 250x4,6 mm (Waters)
Mobilni faze: (2.6)
Pritok: 0,8 ml/min

Teplota kolony: 40 °C
UV-detektor: 383 nm
Objem nastfiku: 10 m

3.2.2 Kalibrace

Do sady odmérnych ban¢k na 25 ml se postupné pipetuje 0,5 - 1,0 - 2,0 a 5,0 ml z&kladniho roz-
toku nifursolu (2.8.1), odmérné baiky se doplni extrakéni smési (2.3) po znacku a promichgji. Ziska
se sada pracovnich roztoka o koncentraci 4,0 - 8,0 -16,0 a 40,0 mg/l nifursolu. Kalibracni kiivka se
piipravuje vZdy cerstva.

Pracovni roztoky nifursolu se po ekvilibraci kolony (asi 10 kolonovymi objemy) nanasi na chro-
matografickou kolonu (10 m) a ze ziskanych prameérnych ploch jim odpovidajicim pikam se sestroji

kalibrac¢ni kfivka.
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4. Vypocet
Obsah nifursolu (X) v mg/kg se vypocita podle vzorce:

_CV.R
m

a

X

kde ¢ je koncentrace nifursolu odeitena z kalibragni kiivky v mg/l
vV objem extraktu v ml
R fedéni

m,  hmotnost zkuSebniho vzorku v g
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