CH 6.5.
STANOVENIE TIAMULINU METODOU HPLC

1. ROZSAH POUZITELNOSTI METODY

Skusobnd metoda je pouziteI'nd na stanovenie tiamulinu v kfmnych premixoch.
Tiamutin hydrogén fumarét sa pouziva na individudlnu a hromadna lieCebno - ochrannu a
liecebnu aplikéciu v krmive.

2. PRINCiP METODY

Zriedené a upravené vzorky sa analyzuji reverznofazovou HPLC s UV detekciou s vlnovou
dizkou 210 nm.

3. PRISTROJE A POMOCKY

* Ultrazvukovy vodny kapel

* Centrifiga

* Milli-Q-Plus, systém na precistenie destilovanej vody

* HPLC s UV detektorom

* Analyticka kolona: LiChroCART 250-4, Purospher 100 RP 18e (5um) s predkolonou RP 18
* Predvazky a analytické vahy

* Injek¢na striekacka 100 pl

+ Kalibrované odmerné sklo

4. CHEMIKALIE A ROZTOKY

Pokial’ nie je uvedené inak, pouzivaju sa chemikélie Cistoty p.a.:
* Acetonitril — UvaSolv, gradient grade

* Kyselina orto - fosfore¢na

* HPLC voda

* Referencny materidl (RM): tiamulin hydrogén fumarat

5. PRACOVNY POSTUP PRiPRAVY VZORIEK

Vzorka premixu sa dokladne zhomogenizuje v trecej miske a z takto upravenej vzorky sa
navazi 1 g do centrifugacnej skumavky. Ku vzorke sa pridd mobilna faza a sonikuje sa
Vv ultrazvukovom kupeli. Potom sa vzorka centrifuguje 5 min pri 25000t/min. Supernatan sa
prefiltruje cez filtraény papier do odmernej banky.

Takto pripravena vzorka sa davkuje na chromatograficku kolonu.



SVPU Bratislava gtandardn}'/ pracovny postup | ¢. metddy: €. 760
Strana ¢. : 2/4

- . Stanovenie tiamulinu Zmena ¢.:
Oddelenie: detekcie . o
CudZOI’Od}'ICh latok metodou HPLC Plati od:
6. HPLC STANOVENIE
* Analyticka kolona: LiChroCART 250-4, Purospher 100 RP 18e (5um) s
predkolonou RP18 (5um), 4x4
* Mobilné faza: A =voda okyslena 0,04 % kyselinou orto — fosfore¢nou
B = acetonitril
* Zlozenie mobilnej fazy: izokraticka elticia 95 % Aa5%B

* Rychlost’ prietoku mobilnej fazy: 0,8 ml/min.

* Objem néstreku: 10 pl
* Teplota kolony: 40°C
* Detekecia: UV pri 210 nm

Vzorky pripravené postupom uvedenym v Kkapitole 5. kvantifikujeme kvapalinovym
chromatografom.

7. SPRACOVANIE NAMERANYCH UDAJOV A VYHODNOTENIE VYSLEDKOV

Po ukonceni série analyz vzoriek je potrebné spracovat’ jednotlivé analytické behy, ktorych
data st ulozené v adresari DATA .

Pritomnost’ a mnoZstvo tiamulinu kvantifikujeme pomocou multikalibracného programu, ktory
je sucast’ou programového vybavenia.

Po prebehnuti kalkulacie a vytlaceni vysledkov analyzy sa urobi prepocet koncentracie analytu
vo vzorke na riedenie, ndvazku a vytaznost. Hodnota vysledku je vyjadrend v g/100g vzorky.
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