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F.  STANOVENI DICLAZURILU

2,6-dichlor-alfa-(4-chlorofenyl)-4-(4, 5-dihydro-3, 5-dioxo- 1,2,4-triazin-2-(3-H)ylbenzenacetonitril

Ucel a rozsah

Tato metoda umoziuje stanoveni obsahu diclazurilu v krmivech a premixech. Mez detekce je 0,1 mg/kg, mez
kvantifikace 0,5 mg/kg.
Princip

Po pfidéni interniho standardu se vzorek extrahuje okyselenym methanolem. U krmiv se alikvotni ¢dst extraktu
piecisti na SPE patroné Cy. Diclazuril se z patrony eluuje smésf okyseleného methanolu a vody. Po odpafeni se
zbytek rozpusti v roztoku DMF/voda. U premixi se extrakt odpaii a zbytek se rozpusti v roztoku DMF/voda.
Obsah diclazurilu se stanovi vysokoti¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC) na reverzni fizi s terndrnim
gradientem s UV detekci.

Chemikilie

Voda, pro HPLC.

Octan amonny.

Tetrabutylamonium hydrogensiran (TBHS).
Acetonitril, pro HPLC.

Methanol, pro HPLC.
N,N-dimethylformamid (DMF).

Kyselina chlorovodikovd, py = 1,19 g/ml.

Standardni ltka: diclazuril 1I-24: 2,6-dichlor-alfa-(4-chlorofenyl)-4-(4,5-dihydro-3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2-(3-H)
yl)benzenacetonitril, deklarované ¢istoty, E 771.

Zikladni standardni roztok diclazurilu, 500 pg/ml

Do 50 ml odmérné bariky se navdzi 25 mg diclazurilu (3.8) s pfesnosti na 0,1 mg, rozpusti se v DMF (3.6),
doplni se DMF (3.6) po znacku a promichd. Odmérnd barika se obali hlintkovou félif nebo se pouzije odmérnd
banka z tmavého skla a uchovava se v chladnicce. Roztok je pii teploté < 4 °C stdly jeden mésic.

Pracovni standardni roztok diclazurilu, 50 pg/ml

Do 50 ml odmérné banky se pfevede 5,00 ml zdkladniho standardniho roztoku (3.8.1), doplni se DMF (3.6) po
znacku a promichd. Odmérnd banka se obali hlinikovou folif nebo se pouzije odmérnd banka z tmavého skla
a uchovava se v chladnicce. Roztok je pii teploté < 4 °C stdly jeden mésic.

Interni standardni substance: 2,6-dichloro-a-(4-chlorofenyl)-4-(4,5-dihydro-3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2-(3-H)-yl)-
a-metylbenzen-acetonitril.

Interni zdkladni standardni roztok, 500 pg/ml

Do 50 ml odmérné banky se navdzi 25 mg interni standardni substance (3.9) s pfesnosti na 0,1 mg, rozpusti se
v DMF (3.6), doplni se DMF (3.6) po znacku a promichd. Odmérnd banka se obali hlinikovou f6lii nebo se
pouzije odmérnd barika z tmavého skla a uchovavi se v chladnicce. Roztok je pfi teploté < 4 °C stély jeden mésic.

Interni standardni roztok, 50 pg/ml

Do 50 ml odmérné banky se pfevede 5,00 ml interniho zdkladniho standardniho roztoku (3.9.1), doplni se DMF
(3.6) po znacku a promichd. Odmérnd barka se obali hlinikovou f6lif nebo se pouzije odmérnd barika z tmavého
skla a uchovdva se v chladnicce. Roztok je pii teploté < 4 °C stdly jeden mésic.
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Interni standardn{ roztok pro premixy, p/1 000 mg/ml
(p = deklarovany obsah diclazurilu v premixu v mg/kg)

Do 100 ml odmérné banky se navdzi p/10 mg intern{ standardni substance s pfesnosti na 0,1 mg, rozpusti se
v DMF (3.6) v ultrazvukové ldzni (4.6), doplni DMF po znacku a promichd. Odmérnd barika se obali hlinikovou
folif nebo se pouzije odmérnd banka z tmavého skla a uchovéva se v chladnicce. Roztok je pii teploté < 4 °C staly
jeden mésic.

Kalibra¢ni roztok, 2 pg/ml

Do 50 ml odmérné banky se odpipetuje 2,00 ml standardniho roztoku diclazurilu (3.8.2) a 2,00 ml interntho
standardniho roztoku (3.9.2). Pfidd se 16 ml DMF (3.6), doplni se vodou po znacku a promichd. Tento roztok se
piipravuje Cerstvy pred pouzitim.

SPE patrona Cyg, napf. Bond Elut, velikost: 1 ml, sorpéni hmotnost: 100 mg.

Extrakéni smés: okyseleny methanol.

Do 1 000 ml methanolu (3.5) se napipetuje 5,0 ml kyseliny chlorovodikové (3.7) a promicha.
Mobilni fize pro HPLC.

Slozka (eluent) A: roztok octanu amonného a tetrabutylamonium hydrogensiranu.

5 g octanu amonného (3.2) a 3,4 g TBHS (3.3) se rozpusti v 1 000 ml vody a promichd se.
Slozka (eluent) B: acetonitril (3.4).

Slozka (eluent) C: methanol (3.5).

Pfistroje a pomiicky

Mechanické michaci zafizeni.

Zafizeni pro HPLC s terndrnim gradientem.

Kolona pro kapalinovou chromatografii, Hypersil ODS, ndpla 3 pm, 100 mm x 4,6 mm nebo obdobnd.
UV detektor s nastavitelnou vinovou délkou nebo detektor diodového pole.

Rotacni odparka.

Membranovy filtr, 0,45 pm.

Vakuové zafizeni.

Ultrazvukova lazen.

Postup

Obecné pokyny

Slepy vzorek krmiva

Za ticelem kontroly toho, Ze slepy vzorek krmiva neobsahuje ani diclazuril, ani jiné rusivé ldtky, se provede slepd

zkouska. Slepy vzorek krmiva md podobné slozeni jako zkouseny vzorek a neni zji§tén diclazuril ani jiné rusivé
latky.

Zkouska na vytéznost

Zkouska na vytéznost se provede na slepém vzorku krmiva, ke kterému bylo pfidino takové mnozstvi
diclazurilu, které odpovidd mnozstvi diclazurilu ve zkouseném vzorku. Pro obohaceni na obsah 1 mgfkg se
k 50 g slepého vzorku krmiva piidd 0,1 ml zdkladniho standardniho roztoku (3.8.1). Diikladné se promicha,
nechd se 10 minut stdt a pred zahdjenim extrakce (5.2) se znovu nékolikrdt promicha.
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Neni-li k dispozici slepy vzorek krmiva podobného slozeni jako zkouseny vzorek (viz 5.1.1), Ize provést zkousku
na vytéznost metodou standardntho piidavku. V tom piipadé se ke zkousenému vzorku p¥idéd piiblizné stejné
mnozstvi diclazurilu, jaké je ve vzorku jiz obsazeno. Obohaceny vzorek se potom zkousi spole¢né se vzorkem
neobohacenym a vytéznost se vypocte odectenim.

Extrakce
Krmiva

Do 500 ml kénické banky se navazi 50 g vzorku s pfesnosti na 0,01 g. Pfidd se 1,00 ml interniho standardniho
roztoku (3.9.2) a 200 ml extrakéni smési (3.12) a barka se uzavie. Smés se pres noc tiepe na michacim zafizeni
(4.1). Poté se nechd 10 minut usadit. 20 ml supernatantu se pfevede do vhodné sklenéné nadoby a zfedi se 20 ml
vody. Tento roztok se nanese na extrakéni patronu (3.11) a prosaje se pomoci vakua (4.5). Patrona se promyje
25 ml smési slozené z extrakéni smési (3.12) a vody, 65 + 35 (V + V). Spojené frakce se odstrani, G¢innd litka
a intern{ standard se eluuji 25 ml smési sloZené z extrakéni smési (3.12) a vody, 80 + 20 (V + V). Tato frakce se
v rota¢ni odparce (4.3) odpaif pfi 60 °C do sucha. Odparek se rozpusti v 1,0 ml DMF (3.6), pfidd se 1,5 ml vody
(3.1) a promichd. Roztok se prefiltruje pfes membranovy filtr (4.4). Dale se pokracuje se stanovenim HPLC (5.3).

Premixy

Do 500 ml kénické barky se navazi 1 g vzorku s presnosti na 0,001 g. Pfid4 se 1,00 ml interniho standardniho
roztoku (3.9.3) a 200 ml extrakéni smési (3.12) a banika se uzavie. Smés se pfes noc tfepe na tfepacce (4.1). Poté
se nechd 10 minut usadit. 10 000/p ml (p = deklarovany obsah diclazurilu v premixu v mg/kg) supernatantu se
pievede do banky s kulatym dnem vhodné velikosti. V rotacni odparce (4.3) se odpaif za snizeného tlaku pfi
60 °C do sucha. Odparek se rozpusti v 10,0 ml DMF (3.6), pfidd se 15,0 ml vody (3.1) a promichd. Déle se
pokracuje se stanovenim HPLC (5.3).

Stanoveni HPLC

Parametry

Nize uvedené podminky jsou doporucené, 1ze pouzit jiné podminky, pokud poskytuji rovnocenné vysledky.
Kolona pro kapalinovou 100 mm x 4,6 mm, Hypersil ODS, ndpli

chromatografii (4.2.1): 3 pm nebo obdobnd

Mobilni féze: Slozka A (3.13.1): vodny roztok octanu amonného a tetrabu-

tylamonium hydrogensiranu
Slozka B (3.13.2): acetonitril
Slozka C (3.13.3): methanol

Druh eluce: —  linedrni gradientové eluce
—  vychozi podminky: A + B+ C =60+ 20+ 20 (V+V+V)
—  po 10 minutdch gradientova eluce po dobu 30 minut do: A + B + C =45 + 20 +

35 (V+V+V)

10 minut proplachovat slozkou B
Pratok: 1,5-2 ml/min
Objem néstiiku: 20 pl

Vlnova délka detektoru: 280 nm

Stabilita chromatografického systému se kontroluje opakovanym ndstiikem kalibra¢niho roztoku (3.10), ktery
obsahuje 2 pg/ml, dokud se nedosdhne konstantnich vysek piki a konstantnich reten¢nich cast.

Kalibrac¢ni roztok

Nekolikrat se nastikuje 20 pl kalibra¢niho roztoku (3.10) a stanovi se primérnd hodnota vysky (plochy) piku
diclazurilu a interniho standardu.

Roztok vzorku

Nekolikrdt se nastiikuje 20 pl roztoku vzorku (5.2.1 nebo 5.2.2) a stanovi se primérnd hodnota vysky (plochy)
piku diclazurilu a interniho standardu.
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Vypocet vysledki
Krmiva

Obsah diclazurilu (w) v mgfkg ve vzorku se vypocte podle ndsledujiciho vzorce:

hdsXhic Cdc><10 V/
P k
Y by < m ek

hgs = vyska (plocha) piku diclazurilu v roztoku vzorku (5.2.1)

hi; = vyska (plocha) piku interntho standardu v roztoku vzorku (5.2.1)
hy. = vyska (plocha)

hi. = vyska (plocha) piku interniho standardu v kalibra¢nim roztoku (3.10)
cac = koncentrace diclazurilu v kalibratnim roztoku v pg/ml (3.10)
hmotnost navazky vzorku v g

piku diclazurilu v kalibratnim roztoku (3.10)

m
V = objem extrakéni smési podle 5.2.1 (tj. 2,5 ml).

Premixy

Obsah diclazurilu (w) v mgfkg ve vzorku se vypocte podle ndsledujiciho vzorce:

_hagx i cqe x 002V xp

hie % by m (mg/kg)
kde:
hg. = vyska (plocha) piku diclazurilu v kalibra¢nim roztoku (3.10)
h;. = vyska (plocha) piku interniho standardu v kalibra¢nim roztoku (3.10)
hys = vyska (plocha) piku diclazurilu v roztoku vzorku (5.2.2)

his = vyska (plocha) piku interntho standardu v roztoku vzorku (5.2.2)
cac = koncentrace diclazurilu v kalibratnim roztoku v pg/ml (3.10)

m = hmotnost navazky vzorku v g

V = objem extrakéni smési podle 5.2.2 (tj. 25 ml)

deklarovany obsah diclazurilu v premixu v mg/kg.

a=}
1l

Ovéfeni vysledki
Identita

Identitu analytt Ize potvrdit opakovanym stanovenim s piidavkem (co-chromatography) nebo vyuzitim
detektoru diodového pole, pficemz se srovndvaji spektra extraktu vzorku (5.2.1 nebo 5.2.2) a kalibra¢niho
roztoku (3.10).

Opakované stanoveni s pfidavkem (co-chromatography)

K extraktu vzorku (5.2.1 nebo 5.2.2) se pfidd vhodné mnozstvi kalibra¢niho roztoku (3.10). Pfidané mnozstvi
diclazurilu musi odpovidat obsahu diclazurilu v extraktu vzorku.

Pidavek se projevi pouze zvySenim piku diclazurilu a piku interntho standardu, a to Gmérné pfidanému
mnoZstvi a fedéni. Sitka piku v poloviné maximdlni vysky se mize odchylovat od sitky ptivodniho piku
diclazurilu nebo piku interniho standardu v neobohaceném extraktu vzorku nejvyse o + 10 %.

Detektor diodového pole

Vysledky jsou posuzovany podle nasledujicich kritérif:

a)  pii vlnové délce maximalni absorpce vzorku i standardu musi byt zdznam spektra zaznamenany ve
vrcholu piku na chromatogramu stejny s presnosti danou rozlisovaci schopnosti detekéniho systému. Pro
detektor diodového pole se uddva obvykle +2 nm;

b)  pii vlnové délce mezi 230 a 320 nm se nesmi zdznam spektra zkouSeného vzorku a standardu
zaznamenany ve vrcholu piku chromatogramu lisit od ostatnich ¢dsti spektra v rozsahu 10-100 %
relativni absorbance. Tohoto kritéria je dosazeno, jestlize jsou vykdzana stejnd maxima a jestlize odchylka
mezi dvéma spektry nikde nepiesahuje 15 % absorbance standardniho analytu;
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¢)  pii vinové délce mezi 230 a 320 nm se nesmi spektrum vzestupné &sti, vrcholu a sestupné Casti piku
zkouseného vzorku lisit od ostatnich ¢asti spektra v rozsahu 10-100 % relativni absorbance. Tohoto
kritéria je dosazeno, jestliZe jsou vykdzdna stejnd maxima a jestlize ve viech sledovanych bodech odchylka
mezi spektry nepfesahuje nikde 15 % absorbance spektra ve vrcholu piku.

Jestlize nékteré z téchto kritérii neni splnéno, piitomnost analytu neni potvrzena.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u stejného vzorku nesmi prekrocit:
— 30 % relat. z hodnoty vyssiho vysledku u obsahu diclazurilu mezi 0,5 mg/kg a 2,5 mg/kg,
— 0,75 mgfkg u obsahu diclazurilu mezi 2,5 mg/kg a 5 mg/kg,

— 15 % relat. z hodnoty vyssiho vysledku u obsahu diclazurilu nad 5 mg/kg.

Vytéznost

Pro obohaceny (slepy) vzorek musi byt vytéZnost nejméné 80 %.

Vysledky kruhovych testi

Pi mezilaboratornich zkouskdch bylo zkouseno 5 vzorkd 11 laboratofemi. Tyto vzorky sestivaly ze dvou
premixd, z nichZ jeden byl smisen s organickou (O 100) a druhy s anorganickou matrici (A 100). Teoreticky
obsah diclazurilu je 100 mg/kg. Tii krmné smési pro driibez pochédzely od 3 rtiznych vyrobet (NL) (L1/Z1/K1).
Teoreticky obsah diclazurilu je 1 mg/kg. Laboratofe byly povéfeny, aby kazdy ze vzorkd podrobily jedné nebo

vivs

1994, s. 1 359-1 361). Vysledky jsou shrnuty v niZe uvedené tabulce.

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 4 Vzorek 5

A 100 O 100 L1 Z1 K1
L 11 11 11 11 6
n 19 18 19 19 12
Pramér 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89
S, (mg/kg) 5,88 7,64 0,15 0,02 0,03
v, (%) 5,83 7,38 17,32 1,92 3,34
Sy (mgfkg) 7,59 7,64 017 011 0,12
CVy (%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65
Deklarovany obsah 100 100 1 1 1
(mg/kg)
L = pocet laboratoif
n = pocet jednotlivych hodnot
S, = standardni odchylka opakovatelnosti
CV, = varia¢ni koeficient opakovatelnosti
Sk = standardni odchylka reprodukovatelnosti

CVy = varia¢ni koeficient reprodukovatelnosti.

Pozndmky

Musi byt predem prokdzdno, ze odezva diclazurilu je méfena v linedrni oblasti koncentrace.

G.  STANOVENI OBSAHU LASALOCIDU

Sodnd siil polyetherové karboxylové kyseliny produkované Streptomyces lasaliensis
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