CH 6.4.
Stanovenie tylozinu A v premixoch a kimnych zmesiach metédou HPLC

1.Urcenie metody

Metdda je vhodna na stanovenie tylozinu A vo vzorkach krmiv.

2. Princip metody

Vzorky sa po homogenizacii a extrakcii extrakénou zmesou analyzuji HPLC metédou na
RP-C18 koldonach a detegujii sa DAD detektorom pri 290 nm. Nasnimané spektra v intervale
250 — 340 nm sa porovnavaju s kalibraénymi spektrami.

3.Pristroje a pomécky

- ultrazvukovy kupel

- analytické vahy

- pH meter

- trepacka

- kvapalinovy chromatograf s DAD detektorom

- kolona Nova-Pak® C18, 3,9 x150 mm, Waters, alebo ekvivalentny typ kolony
- automatické pipety s nastaviteI'nym objemom, jednokanalové
- filtrany papier

- striekackové filtre

- mraznicka

- chladnicka

3. Chemikalie a roztoky

- metanol pre HPLC

- metanol p.a.

- acetonitril pre HPLC

- redestilovana voda pre HPLC

- chloristan sodny, p.a

- dihydrogénfosfore¢nan draseny
- hydroxid sodny

- kyselina chlorovodikova, p.a.

- Standard: Tylosin A tartrat

Fosfatovy pufor : pH 6,0 KH;PO,, NaOH
Extrak¢na zmes: fosfatového pufra pH 6,0 metanol
2M roztok chloristanu sodného

Mobilna faza: 2M NaClO, acetonitrilu



4. Pracovny postup

- krmivo, s vynimkou premixov, tesne pred navazovanim dobre premiesat, pomliet’ a znovu
dobre premiesat’, premixy dobre premiesSat’

- S presnost'ou na 1 mg navazit’ 2,5 g kimnej zmesi, resp. 50 mg premixu, do 100ml odmerne;j
banky (v zavislosti od realnej vzorky moze byt navazka vicsia)

pridat’ 50, resp. 25 ml extrakénej zmesi , Sonikovat’ v ultrazvukovom kupeli 5 minut

trepat’ zakryté na trepacke 60 min

doplnit’ extrakénou zmesou po znacku

prefiltrovat’ cez papierovy filter, prvé podiely vyliat

prefiltrovant vzorku precistit’ cez striekackovy membranovy filter

- aplikovat’ vzorku na HPLC meranie

5. Podmienky merania

Kolona: Nova-Pak Cig, 150 x 3,9 mm, 4 um

Mobilna faza : NaClOy, acetonitrilu

Prietok mobilnej fazy : 1,3 ml/min

Detekcia DAD pri 290 nm (290/16, 500/100), snimanie spektier: 250 —
340 nm

Objem nastreku : 20 pl

Teplota kolony: 35°C
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