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STANOVENI OBSAHU LASALOCIDU METODOU HPLC

Ucel a rozsah

Postup specifikuje podminky pro stanoveni obsahu lasalocidu v krmivech a premixech.
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Princip

Obsah lasalocidu se stanovi po extrakci vzorku a nafedéni metodou vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC) na reverzni fazi s fluorescencni detekci pii excitacni vinové délce 310
nm a emisni vlnové délce 430 nm.

Mez stanovitelnosti metody zavisi na matrici vzorku stejn€ jako na pouZzitém pfistroji.
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Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
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Octan sodny trihydrat, CH3COONa-.3H:O.

Kyselina octova, CH3;COOH, p(CH3COOH) = 1,05 g/ml, ¢istota pro HPLC.
Methanol, ¢istota pro HPLC.

Kyselina fosfore¢na, H3PO4, 85%, p(H3PO4) = 1,71 g/ml.

Tlumivy octanovy roztok.

Ptiprava: Do kadinky o objemu 1000 ml se navazi 3,402 g octanu sodné¢ho (1), piida se
900 ml vody (8) a 5,0 ml kyseliny octové (2). Kyselinou fosfore¢nou (4) se upravi pH
pomoci pH-metru (7) na hodnotu pH 4,0. Pfevede se do 1000ml odmérné banky, doplni
vodou (8) po znacku a promicha.

Mobilni faze.

Ptiprava: V 1000ml odmérné bance se smicha 200,0 ml tlumivého roztoku (5), pfida se
methanol (3), vytemperuje na laboratorni teplotu, doplni methanolem po znacku
a promicha.

Lasalocid A, sodna stl, C3sHs303Na, min. 98%.
Zakladni standardni roztok lasalocidu.

Ptiprava: Do 250ml odmérné banky se navazi takové mnoZstvi standardni substance
lasalocidu (7) s ptesnosti 0,1 mg, aby vysledna koncentrace byla 0,1 mg lasalocidu
v 1 ml, doplni se methanolem (3) po znacku a promicha.

1 ml standardniho roztoku obsahuje 0,1 mg lasalocidu.

Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovana).
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4 Pristroje
1 Zatizeni pro HPLC s fluorescencni detekci.
2 Membranovy filtr, material PTFE, velikost pori 0,45 pm.
3 Membranovy filtr, velikost port 0,22 pm.
4 Ultrazvukova lazen.
5 Mechanicka tfepacka nebo magnetickd michacka.
6 Odstredivka.
7 pH-metr.
5 Pracovni postup

5.1  Uprava vzorku

Uprava vzorki se provadi podle CSN EN ISO 6498 Krmiva - Pokyny pro ptipravu vzorku
a JPP 60010.1 Postupy uprav zkusebnich vzorka jednotlivych druhd krmiv.

Vzorek se homogenizuje a mele na ¢astice o velikosti 0,5 mm az 1,0 mm tak, aby se zabranilo
prehrati vzorku béhem homogenizace a Srotovani. Vzorek se upravuje tésné pied extrakci
a dal$im zpracovanim, aby se zabranilo ztratdm lasalocidu. Roztoky a extrakty lasalocidu
se museji chranit pred pfimym slune¢nim svétlem a UV svétlem. Za umélého osvétleni jsou
roztoky stabilni.

5.2  Extrakce lasalocidu (krmné smési a premixy)

Do koénické baiky na 250 ml az 500 ml se zabrusem se navazi takové mnozstvi zkuSebniho
vzorku, aby obsahoval asi 1 mg az 20 mg lasalocidu s ptfesnosti na 0,001 g (obvykle 5 g
pro premixy doplitkovych latek a 25 g pro krmné smési). ZkuSebni vzorek se prelije podle
obsahu lasalocidu 100,0 ml az 200,0 ml mobilni faze (6), baiikka se uzavie zatkou a tiepe se
na laboratorni ttepacce (5) 30 min. Poté se filtruje ptes suchy skladany filtr do suché podlozené
nadoby, pfiCemz prvnich 5 ml filtratu se nepouZije.

53  Redéni

Extrakt zkuSebniho vzorku ziskany podle 5.2 se natedi mobilni fazi (6) na koncentraci asi
10 mg/l. Pfed nastfikem na chromatografickou kolonu se roztok odstiedi na laboratorni
odsttedivce (6) po dobu 3 min. pii 10 000 ot/min nebo se roztok prefiltruje pres nastiikovy filtr
(2, 3).

5.4  Chromatografické stanoveni

Kalibra¢ni roztoky i extrakty zkusebnich vzorki se méti za nasledujicich separacnich podminek
chromatografického systému.
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Pozadované valida¢ni parametry pro separaci na analytické koloné
Kapacitni faktor k > 2,5,
Tailing faktor ta < 1,35.
Tabulka 1. Separa¢ni podminky chromatografického systému.
Kolona Nova-Pak Cig 4 um, (150 % 3,9) mm nebo podobna
Pritok 1 ml/min
Teplota Laboratorni nebo 38 °C
Fluorescen¢ni detektor Extinkce 310 nm, emise 430 nm
Objem nastiiku 5ul
Retencni ¢as 4,2 min (pro uvedenou kolonu a teplotu okoli)

Podminky jsou doporuc¢ené, mohou byt pouzity i jiné podminky za ptedpokladu, ze poskytnou
rovnocenn¢ vysledky.

5.5 Kalibrace

Do sady 25ml odmérnych banck se pipetuje (0,5; 1,0; 2,0; 4,0) ml zakladniho roztoku
lasalocidu. Doplni se mobilni fazi (6) po znacku a promicha. Takto nafedéné pracovni roztoky
odpovidaji koncentraci (2,0; 4,0; 8,0; 16,0) mg/l. Na chromatografickou kolonu se nanasi 5 pl
pracovniho roztoku. Z primérnych hodnot jim odpovidajicich ploch piki se sestroji kalibracni
kiivka.

Poznamky

1 K extrakci Ize misto mobilni faze pouZit i jiné extrakcni cinidlo.
Priprava: Do 1000ml odmerné baiiky se odmeéri 10 ml kyseliny fosforecné (4), prida se
150 ml vody (8), doplni methanolem (3) po znacku a promicha.

6 Vypocet
Obsah lasalocidu (X) vyjadreny v mg/kg se vypocita podle vztahu

y o &x V xR
m
kde
c je koncentrace lasalocidu odectena z kalibrac¢ni kiivky v mg/l,
m hmotnost zkusebniho vzorku v g,
V objem extraktu v ml,
R fedéni, resp. zkoncentrovani.
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Provadéci natizeni komise (ES) ¢. 2024/771 , Ptiloha IV G, s uplatnénim piilohy II C,
tohoto Naftizeni.
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