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STANOVENI OBSAHU NIFURSOLU METODOU HPLC

Rozsah a ucel

Postup specifikuje podminky pro stanoveni obsahu nifursolu v krmivech metodou vysokoucinné
kapalinové chromatografie s UV detekci.

2

Princip

Nifursol se stanovi po extrakci ze vzorku smésnym rozpoustédlem tetrahydrofuran — acetonitril — voda
metodou HPLC na reverzni fazi s pouzitim UV detekce.

3

Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
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Voda (deionizovana, demineralizovand nebo destilovand) odpovidajici stupni 1 podle
EN ISO 3696.

Acetonitril, Cistota pro HPLC.

Kyselina trifluoroctova, CF3COOH, HPLC grade.
Kyselina octova, CH;COOH.

Hydroxid sodny, pevny, NaOH.

Tetrahydrofuran, (CH»)40.

Hydroxid sodny, NaOH, roztok, ¢(NaOH) = 10 mol/l.

Piiprava: 40 g hydroxidu sodného (5) se rozpusti ve vodé (1), ptevede do 100ml odmérné banky
a doplni po znacku.

Mobilni faze.

Ptiprava: Do 1000ml kadinky se odméti 380 ml acetonitrilu (2), ptfida se 1 ml kyseliny
trifluoroctové (3), 9 ml kyseliny octové (4) a 450 ml vody (1). pH tohoto roztoku se upravi
vodnym roztokem hydroxidu sodného (7) na hodnotu 5,0 a roztok se ptevede do 1000ml odmérné
bariky a doplni se vodou (1) po znacku.

Extrakéni roztok.

Ptiprava: V 1000ml kéadince se smicha se 400 ml tetrahydrofuranu (6), 200 ml acetonitrilu (2)
a 400 ml vody (1). Roztok se pievede do uzaviratelné lahve.

Butylhydroxytoluen (BHT), C15sH240, M: = 220,4 g/mol.
Nifursol, standardni latka, Ci12H240, M; = 365,21 g/mol.
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12 Zékladni standardni roztok nifursolu, ¢ = 200 mg/1.

Ptiprava: Do 100ml odmémé baiiky se navazi 0,02 g nifursolu (11) s pfesnosti na 0,0001 g, ptida
se 50 mg BHT (10) a rozpusti se v asi 80 ml tetrahydrofuranu (6) na ultrazvukové lazni. Po
rozpusténi a vytemperovani na laboratorni teplotu se doplni tetrahydrofuranem (6) po znacku a
promicha se.

Poznamky

1 Se v§emi rozpoustédly a roztoky se pracuje vyhradnée v digestori. PouZivaji se bezpecnostni bryle,
ochranny odeév a je nutné vyhnout se kontaktu s pokozkou.

4 Pristroje a pomiicky

1 Chromatograf kapalinovy vysokoucinny s UV detekci.
2 pH-metr.

3 Analytické vahy s ptfesnosti 0,0001 g.

4 Ultrazvukova lazen.

5 Laboratorni tfepacka horizontalni.

6 Laboratorni odstiedivka.

7 Membranové filtry 0,45 pm, PTFE 25 mm.

8 Husté skladané papirové filtry.

5 Postup

5.1 Uprava zkusebniho vzorku

Zkusebni vzorek se upravi podle CSN EN ISO 6498 Krmiva - Pokyny pro piipravu vzorku a JPP
UKZUZ 60010.1 Postupy tprav zkusebnich vzorkl jednotlivych krmiv.

Vzorek se homogenizuje a upravuje na ¢astice o velikosti (0,5 — 1,0) mm tak, aby se zabranilo prehati
vzorku a ptisobeni pfimého slune¢niho svétla béhem ptipravy. Upravuje se tésné€ pied jeho zpracovanim,
aby se zabranilo ztratam analytu.

5.2  Extrakce
5.2.1 Premixy dopliikovych latek

Do 250ml zabrusové koénické bailkky se navdzi 2 g vzorku s ptesnosti 0,1 mg, piida se 150 ml
tetrahydrofuranu (6) a asi 100 mg BHT (10). Baiika se uzavie zatkou a tiepe se 30 min na laboratorni
trepacce (130 — 140) kmitld/min. Poté se banika vlozi na 10 min do ultrazvukové 1azné. Obsah banky
se ptfevede pomoci asi 90 ml vody (1) do 250ml odmérné baiiky, vytemperuje na laboratorni teplotu,
doplni vodou po znacku a promichd. Obsah bailky se necha ustat a extrakt se prefiltruje ptes husty
skladany papirovy filtr do suché nddoby. Prvnich 5 ml filtratu se nepouzije. Podle pfedpokladané¢ho
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obsahu nifursolu se extrakt nafedi extrakénim roztokem (9) na koncentraci asi (4 — 40) mg/l,
pfes membranovy filtr 0,45 um se prefiltruje asi 1 ml a filtrat se pouzije k nasttiku do HPLC systému.

Poznamky

2 Misto membranové filtrace Ize extrakt odstredit 3 min pri 5000 ot/min.

5.2.2 Krmné smési

Do konické 250ml banky se navazi 20 g zkuSebniho vzorku, pfida se asi 100 mg BHT (10) a 100 ml
extrak¢niho roztoku (9). Banka se tifepe 30 min na laboratorni tfepacce (130 — 140) kmitli/min a pak
se vlozi na 10 min do ultrazvukové 1azné. Obsah baiky se necha ustat a extrakt se piefiltruje ptes husty
skladany papirovy filtr do suché nddoby. Prvnich 5 ml filtratu se nepouzije. Asi 1 ml ziskaného extraktu
se filtruje ptes membranovy filtr 0,45 pm a pouzije k néstiiku do HPLC systému.

5.3  Priprava kalibraé¢nich roztoki
Externi kalibrac¢ni kiivka
Kalibrac¢ni roztoky se piipravuji vzdy Cerstvé.

Do série péti 25ml odmérnych ban€k se odpipetuje (0; 0,5; 1,0; 2,0; 5,0) ml zakladniho standardniho
roztoku nifursolu (12), doplni po znacku extrakénim roztokem (9) a promicha se. Tyto roztoky
odpovidaji koncentracim (0; 4; 8; 16; 40) mg/1 nifursolu.

Kalibra¢ni kiivka se sestroji z hodnot ploch pikli odpovidajicich jednotlivym kalibra¢nim bodim.

54 Stanoveni HPLC

Kalibra¢ni roztoky i extrakty zkuSebnich vzorkli se méfi za nasledujicich separac¢nich podminek
chromatografického systému.

Nasledujici podminky jsou doporu¢ené, mohou byt pouZity jiné podminky, za ptedpokladu, Ze poskytuji
rovnocenné vysledky.

Tabulka 1. Chromatografické podminky.

Kolona Symmetry Shield C18, 5 um, (4,6 x 250) mm nebo obdobna
Mobilni faze Mobilni faze (8)

Pritok mobilni faze 1,0 ml/min

Teplota kolony 40 °C

Detektor UV 383 nm

Objem nastiiku 10 pl

RT nifursolu 8,0 min (pro uvedenou kolonu)

Doba analyzy 12 min
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Stabilita chromatografického systému se kontroluje nastiikem kalibra¢niho roztoku, dokud neni
dosazeno konstantnich ploch piki a retenénich ¢as.

V kazdé¢ sérii vzorki se provede i stanoveni slepého pokusu a vhodného IRM.

6 Vypocet vysledki
Obsah nifursolu (X) ve vzorku (mg/kg) se vypocita podle vztahu

y o &X V xR
m
c koncentrace nifursolu ve zkouSeném vzorku (mg/l) odectend z kalibra¢ni kiivky,
V objem extraktu vzorku (ml),
m hmotnost zkusebniho vzorku (g),
R faktor fedéni.
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