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7.3

¢)  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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Ucel a rozsah

Tato metoda umoznuje stanoveni obsahu lasalocidu v krmivech a premixech. Mez detekee je 5 mg/kg, mez
kvantifikace 10 mg/kg.

Princip

Lasalocid se extrahuje ze vzorku okyselenym methanolem a stanovi se vysokodcinnou kapalinovou
chromatografii (HPLC) na reverzni fdzi s pouzitim spektrofluorimetru.

Chemikdlie

Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,PO,).

Kyselina fosforecnd, w (wjw) = 85 %.

Roztok kyseliny fosforecné, ¢ = 20 %.

23,5 ml kyseliny fosfore¢né (3.2) se doplni vodou na 100 ml.

6-methyl-2-heptylamin (1,5-dimethylhexylamin), w (w/w) = 99 %.

Methanol, pro HPLC.

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

Fosfitovy tlumivy roztok, ¢ = 0,01 mol/l.

V 500 ml vody (3.11) se rozpusti 1,36 g KH,PO, (3.1), pfidd se 3,5 ml kyseliny fosfore¢né (3.2) a 10,0 ml
6-methyl-2-heptylaminu (3.4). Hodnota pH se upravi roztokem kyseliny fosfore¢né (3.3) na 4,0 a doplni se
vodou (3.11) na 1 000 ml.

Okyseleny methanol.

Do 1 000 ml odmérné bariky se odméfi 5,0 ml kyseliny chlorovodikové (3.6), doplni se methanolem (3.5) po
znacku a promichd. Tento roztok se pfipravuje Cerstvy pied pouzitim.

HPLC mobilni féze, roztok fosfitového tlumivého roztoku a methanolu 5 + 95 (V + V).

Smichd se 5 ml fosfitového tlumivého roztoku (3.7) a 95 ml methanolu (3.5).

Standardni latka lasalocid, sodnd sil s deklarovanou ¢istotou, Cs4Hs30gNa (sodnd stil polyetherové karboxylové
kyseliny produkované Streptomyces lasaliensis), E 763.

Zékladni standardni roztok lasalocidu, 500 pg/ml

Do 100 ml odmérné banky se navazi 50 mg lasalocidu (3.10) s piesnosti na 0,1 mg a rozpusti se v okyseleném
methanolu (3.8), doplni se jim po znacku a promicha. Tento roztok se musi pfipravovat Cerstvy pied pouZitim.

Pracovni standardni roztok lasalocidu, 50 pg/ml

10,0 ml zdkladniho standardniho roztoku (3.10.1) se odpipetuje do 100 ml odmérné bariky, doplni se po
znacku okyselenym methanolem (3.8) a promicha. Tento roztok se musi pfipravovat Cerstvy pred pouzitim.
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3.10.3  Kalibraéni roztoky

Do fady 50 ml odmérnych banék se odpipetuje 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 a 10,0 ml pracovniho standardniho roztoku
(3.10.2). Doplni se po znacku okyselenym methanolem (3.8) a promichd. Tyto roztoky odpovidaji 1,0, 2,0, 4,0,
5,0 a 10,0 pg lasalocidu na ml. Tyto roztoky se musi pripravovat Cerstvé pred pouzitim.

3.11 Voda, pro HPLC.

4. Pistroje a pomdcky

4.1 Ultrazvukové ldzen (nebo vodni tfepaci ldzen) s kontrolou teploty.

4.2 Membranové filtry, 0,45 pm.

4.3 Zafizeni HPLC s ddvkovacim systémem na 20 pl.

43.1 Kolona pro kapalinovou chromatografii 125 mm x 4 mm, reverzni fize Cyg, ndpli 5 pm nebo obdobna.
432 Spektrofluorimetr s nastavitelnou excitaéni i emisni vlnovou délkou.

5. Postup

5.1 Obecné pokyny

5.1.1 Slepy vzorek krmiva

Pro provedeni zkousky na vytéznost (5.1.2) se provede zkouska slepého vzorku krmiva pro kontrolu, Ze neni
piitomen ani lasalocid ani jiné rusivé latky. Slepy vzorek krmiva méd podobné slozeni jako zkouseny vzorek
a nenf zjistén lasalocid ani jiné rusivé latky.

5.1.2 Zkouska na vytézinost

Zkouska na vytéznost se provede na slepém vzorku krmiva, ke kterému bylo pfidano takové mnozstvi lasalocidu,
které odpovidd mnozstvi lasalocidu ve zkouseném vzorku. Pro obohaceni na obsah 100 mg/kg se piidd 10,0 ml
zdkladntho standardniho roztoku (3.10.1) do 250 ml kénické baniky a roztok se odpaif na objem asi 0,5 ml.
Potom se piidd 50 g slepého vzorku krmiva. Dikladné se promichd, nechd se 10 minut stit a pfed zahdjenim
extrakce (5.2) se znovu nékolikrdt promichd.

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 prida piiblizné stejné
mnozstvi lasalocidu, jaké je ve vzorku jiz obsazeno. Obohaceny vzorek se potom zkousi spolecné se vzorkem
neobohacenym a vytéznost se vypocte odectenim.

5.2 Extrakce
5.2.1 Krmiva

Do 250 ml kénické bariky se zdtkou se navazi 5-10 g vzorku s piesnosti na 0,01 g. Pipetou se pfidd 100,0 ml
okyseleného methanolu (3.8). Barika se volné uzavie zdtkou a promichd krouzZenim. Potom se vlozi na 20 minut
do ultrazvukové ldzn¢ (4.1) pii teploté asi 40 °C. Pak se barika vyjme a ochladi na laboratorni teplotu. Nechd se
stt asi hodinu, aby se usadily suspedované &éstice, a potom se alikvotni ¢ast prefiltruje pfes membranovy filtr
0,45 pm (4.2) do vhodné nadoby. Déle se pokracuje se stanovenim HPLC (5.3).

522 Premixy

Do 250 ml odmérné banky se navdzi asi 2 g nemletého vzorku premixu s pfesnosti na 0,001 g. Pridd se
100,0 ml okyseleného methanolu (3.8) a promichd krouzenim. Potom se vlozi na 20 minut do ultrazvukové
ldzné (4.1) pii teploté asi 40 °C. Pak se barika vyjme a ochladi na laboratorni teplotu. Doplni se po znacku
okyselenym methanolem (3.8) a dikladné promichd. Nechd se stdt asi hodinu, aby se usadily suspendované
¢astice, a potom se alikvotni ¢ast prefiltruje pres membranovy filtr 0,45 pm (4.2). Vhodny objem ¢irého filtrdtu
se nafedi okyselenym methanolem (3.8) na kone¢nou koncentraci asi 4 pg/ml lasalocidu. Déle se pokracuje se
stanovenim HPLC (5.3).
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Stanoveni HPLC
Parametry

Nasledujici podminky jsou doporucené; mohou byt pouzity jiné podminky za ptedpokladu, Ze poskytuji
rovnocenné vysledky:

Kolona pro kapalinovou 125 mm x 4 mm, reverzni fize Cyg, ndplii 5 pm nebo obdobnd
chromatografii (4.3.1):

Mobilni fize (3.9): smés fosfitového tlumivého roztoku (3.7) a methanolu (3.5), 5 + 95 (V + V)
Priitok: 1,2 ml/min
Detekéni vinovd délka:
excitace: 310 nm
emise: 419 nm
Objem nastiiku: 20 pl

Stabilita chromatografického systému se kontroluje opakovanym néstiikem kalibra¢niho roztoku (3.10.3), ktery
obsahuje 4,0 pg/ml, dokud se nedosdhne konstantnich vysek (nebo ploch) pika a konstantnich reten¢nich cast.

Kalibra¢ni kfivka
Kazdy kalibra¢ni roztok (3.10.3) se nastiikuje nékolikrdt a zméii se vysky (plochy) pikii pro kazdou koncentraci.

Kalibra¢ni kfivka se vytvori vynesenim prameérnych hodnot vysek nebo ploch pikii kalibra¢nich roztokt proti
piislusnym koncentracim v pg/ml.

Roztok vzorku

Extrakt ze vzorku 5.2.1 nebo 5.2.2 se nastiikuje nékolikrdt za pouziti stejného objemu jako v piipadé
kalibra¢niho roztoku a zjistuje se primérna hodnota vysek (ploch) pika lasalocidu.

Vypocet a vyjadieni vysledki

Z pramérné hodnoty vysky (plochy) piku v roztoku vzorku (5.3.3) se porovndnim s kalibra¢ni kiivkou stanovi
koncentrace lasalocidu v pg/ml.

Krmiva

Obsah lasalocidu (w) v mg/kg ve vzorku se vypocita podle nasledujictho vzorce:

_ c X V1
w=—_— (mglkg)

kde:

¢ = koncentrace lasalocidu v roztoku vzorku (5.2.1) v pg/ml
V; = objem extraktu vzorku podle 5.2.1 v ml (tj. 100 ml)
m = hmotnost navdzky vzorku v g.

Premixy

Obsah lasalocidu (w) v mg/kg ve vzorku se vypocitd podle ndsledujiciho vzorce:

kde:

¢ = koncentrace lasalocidu v roztoku vzorku (5.2.2) v pg/ml
V, = objem extraktu vzorku podle 5.2.2 v ml (. 250 ml)

f = faktor fedéni podle 5.2.2

m = hmotnost navazky vzorku v g.

Ovéfeni vysledki
Identita

Metody zalozené na spektrofluorimetrické detekci jsou méné nachylné na interference nez metody s UV detekei.
Identita analytu maZze byt potvrzena opakovanym stanovenim s piidavkem (co-chromatography).
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7.3

Opakované stanoveni s pfidavkem (co-chromatography)

K extraktu vzorku (5.2.1 nebo 5.2.2) se pfidd vhodné mnozstvi kalibra¢niho roztoku (3.10.3). Pfidané mnozstvi
lasalocidu musi odpovidat obsahu lasalocidu v extraktu vzorku. Pidavek se projevi pouze zvySenim piku
lasalocidu, a to tmérné k pfidanému mnozstvi lasalocidu a fedéni extraktu. Sitka piku v poloviné maximéln{
vysky se muze odchylovat od $itky piivodniho piku v neobohaceném extraktu vzorku nejvyse o +10 %.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u stejného vzorku nesmi prekrocit:
— 15 % relat. z hodnoty vyssiho vysledku pro obsah lasalocidu v rozmezi od 30 mg/kg do 100 mg/kg,
— 15 mgkg pro obsah lasalocidu v rozmezi od 100 mg/kg do 200 mg/kg,

— 7,5 % relat. z hodnoty vyssiho vysledku pro obsah lasalocidu nad 200 mg/kg.
Vyitéznost

Pro obohaceny (slepy) vzorek krmiva je vytéznost nejméné 80 %. Pro obohacené vzorky premixi je vytéZnost
nejméné 90 %.

Vysledky kruhovych testi

Kruhové testy (*) byly provedeny se 2 vzorky premixt (vzorky 1 a 2) a 5 vzorky krmiva (vzorky 3-7) ve 12
laboratofich. U kazdého vzorku byly provedeny dvé zkousky. Vysledky jsou uvedeny v ndsledujici tabulce:

Vzorek 3 Vzorek 4
Vzorek 1 Vzorek 2 Krmnd Krmnd Vzorek/S Vzorek,é Vzorek 7
Premix pro | Premix pro smés pro smés pro Krmnd Krmnd Krmnd smés
kurata kraty kraty pele- kurata srrll(es; tpl‘O (simeg P r/i pro drubez B
tovand sypka ity ribez
L 12 12 12 12 12 12 12
n 23 23 23 23 23 23 23
Erﬁmér (mg/ 5050 16 200 76,5 78,4 92,9 48,3 32,6
g

s, (mg/kg) 107 408 1,71 2,23 2,27 1,93 1,75
CV, (%) 2,12 2,52 2,24 2,84 2,44 4,00 537
sr (mgfkg) 286 883 3,85 7,32 5,29 3,47 3,49
CVy (%) 5,66 5,45 5,03 9,34 5,69 7,18 10,70
Deklarovany 5000 (*) | 16 000 (*) 80 (¥ 105 (*) 120 (*) 50 (**) 35 (**)
obsah (mg/kg)

()  Obsah deklarovany vyrobcem.
(**) Krmivo pfipravené v laboratofi.

L = pocet laboratoif

n = pocet jednotlivych hodnot

s, = standardni odchylka opakovatelnosti

sg = standardni odchylka reprodukovatelnosti

CV, = varia¢ni koeficient opakovatelnosti v %
variacni koeficient reprodukovatelnosti v %.

@)
<
=
Il

(*) Analyst, 1995, 120, s. 2 175-2 180.
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