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Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych na stejném vzorku tymz laborantem nesmi
piekrogit:

— 5 mg/kg v absolutni hodnoté¢ u obsahti pfislusného stopového prvku do 50 mg/kg,
— 10 % z vyssiho vysledku u obsaht piislusného stopového prvku od 50 do 100 mg/kg,
— 10 mg/kg v absolutni hodnoté u obsaht piislusného stopového prvku od 100 do 200 mg/kg,

— 5% z vysstho vysledku u obsaht prislusného stopového prvku nad 200 mg/kg.

Pozndmka

Pritomnost velkého mnozstvi fosfitd mize ovliviiovat stanoveni Zeleza, manganu a zinku. Proto musi byt
piiddvén roztoku chloridu lanthanitého (3.11). Pokud je véhovy pomér (Ca + Mg)/P ve vzorku > 2, nemusi se do
roztoku pro zkousku ani do kalibra¢nich roztoka pfiddvat roztok chloridu lanthanitého (3.11).

D. STANOVENI OBSAHU HALOFUGINONU

DL-trans-7-brom-6-chlor-3-[ 3-(3-hydroxy-2-piperidyl)acetonyl]-quinazolin-4-(3H)-1-hydrobromid

Ucel a rozsah

Tato metoda umoznuje stanoveni obsahu halofuginonu v krmivech. Mez kvantifikace je 1 mg/kg.

Princip

Obsah halofuginonu se stanovi jako volnd baze po extrakci horkou vodou do ethylacetdtu a ndsledné se rozdéli
jako hydrochlorid do vodného kyselého roztoku. Extrakt se precisti na ionexové chromatografické koloné. Obsah
halofuginonu se stanovi metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) na reverzni fazi s UV detekei.

Chemikilie

Acetonitril, pro HPLC.

Amberlit XAD-2 ionexové pryskyfice.
Octan amonny.

Ethylacetat.

Kyselina octovd, ledova.

Halofuginon, standardni latka (DL-trans-7-brom-6-chlor-3-[3-(3-hydroxy-2-piperidyl)acetonyl]-quinazolin-4-
(3H)-1-hydrobromid, E 764).

Halofuginon, standardni zdsobni roztok, 100 pg/ml

Do 500 ml odmérné bariky se navdzi 50 mg halofuginonu (3.6) s pfesnosti na 0,1 mg, rozpusti se v tlumivém
roztoku octanu amonného (3.18), doplni po znacku tlumivym roztokem a promichd. Tento roztok je staly tii
tydny pii teploté 5 °C, je-li skladovan ve tmé.

Kalibra¢ni roztoky

Do fady 100 ml odmérnych banék se odpipetuje 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 a 6,0 ml standardniho zdsobniho roztoku
(3.6.1). Doplni se po znacku mobilni fdzi (3.21) a promichd. Roztoky maji koncentrace halofuginonu 1,0, 2,0,
3,0, 4,0 a 6,0 pg/ml. Tyto roztoky se musi pfipravovat Cerstvé pred pouzitim.



26.2.2009

Utedni véstnik Evropské unie

L 54/77

3.7

3.8

3.9

3.19

3.20

3.21

4.1

4.2

43

44

4.4.1

4.5

4.6

Kyselina chlorovodikova (p,o pfiblizné 1,16 g/ml).

Methanol.

Dusi¢nan stiibrny.

Askorbit sodny.

Uhlicitan sodny.

Chlorid sodny.

EDTA (disodnd stil kyseliny ethylendiaminotetraoctové).

Voda, pro HPLC.

Uhli¢itan sodny, roztok, ¢ = 10 g/100 ml.

Uhli¢itan sodny, roztok, saturovany chloridem sodnym, ¢ = 5 g/100 ml.

50 g uhli¢itanu sodného (3.11) se rozpusti ve vodé, doplni se na 1 000 ml a pfiddva se chlorid sodny (3.12), az
k nasyceni roztoku.

Kyselina chlorovodikovd, pfiblizné 0,1 mol/l.

10 ml HCI (3.7) se ziedi vodou na 1 000 ml.

Tlumivy roztok octanu amonného, piiblizné 0,25 mol/l.

19,3 g octanu amonného (3.3) a 30 ml kyseliny octové (3.5) se rozpusti ve vodé (3.14) a zfedi se na 1 000 ml.
lonexové pryskyfice Amberlit XAD-2 — p¥iprava.

Piiméfené mnozstvi amberlitu (3.2) se promyva ve vodé, aZ se odstrani vSechny chloridové ionty, coz se prokaze
zkouskou pomoci dusi¢nanu stifbrného (3.20) na odstranované vodni fazi. Pak se pryskyfice promyje 50 ml
methanolu (3.8), ktery se odstrani, a pryskyfice se ulozi pod ¢erstvy methanol.

Dusic¢nan stifbrny, roztok piiblizné 0,1 mol/l.
0,17 g dusi¢nanu stitbrného (3.9) se rozpusti v 10 ml vody.
Mobilni fize HPLC.

Smichd se 500 ml acetonitrilu (3.1), 300 ml tlumivého roztoku octanu amonného (3.18) a 1 200 ml vody
(3.14). pH se upravi na 4,3 za pouziti kyseliny octové (3.5). Pefiltruje se filtrem 0,22 pm (4.8) a roztok se
odplyni (napf. tim, Ze se vystavi ultrazvuku po dobu 10 minut). Tento roztok je stdly jeden mésic, je-li skladovan
ve tmé a v uzaviené nddobé.

Pfistroje a pomicky

Ultrazvukovd lazen.

Rotacni odparka.

Odstiedivka.

Zafizeni HPLC s ultrafialovym detektorem s nastavitelnou vlnovou délkou nebo s detektorem diodového pole.
Kolona pro kapalinovou chromatografii, 300 mm x 4 mm, C;g, ndplii 10 pm, nebo obdobnd kolona.
Sklenéné kolony (300 mm x 10 mm) opatiené filtrem z kiemicitého skla a uzaviracim kohoutem.

Filtry ze sklenénych vldken, primér 150 mm.
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4.7 Membranové filtry, 0,45 pm.
4.8 Membranové filtry, 0,22 pm.
5. Postup

Pozndmka: Halofuginon jako volnd baze je nestdly v alkalickych roztocich a v roztocich ethylacetdtu. Nesmi
ziistat v roztoku ethylacetdtu déle nez 30 minut.

5.1 Obecné pokyny

5.1.1 Slepy vzorek krmiva se pfedem podrobi zkousce pro kontrolu, zda neobsahuje halofuginon nebo jiné rusivé
latky.

5.1.2 Provede se zkouska na vytéznost u slepého vzorku krmiva, které bylo obohaceno piiddnim takového mnozstvi

halofuginonu, které odpovidd jeho obsahu ve vzorku. Pro obohaceni na troven 3 mglkg se pfidd 300 pl
standardniho zdsobniho roztoku (3.6.1) k 10 g slepého vzorku krmiva, promichd se a vyckd 10 minut, potom se
pokracuje v extrakénim postupu (5.2).

Pozndmka: Pro Gcely této metody je slepy vzorek krmiva podobného druhu jako vzorek a pfi zkousce neni
zjistén halofuginon.

5.2 Extrakce

Do odstiedivkové zkumavky o obsahu 200 ml se navézi 10 g upraveného vzorku s piesnosti na 0,1 g, pfidd se
0,5 g askorbatu sodného (3.10), 0,5 g EDTA (3.13) a 20 ml vody a promichd se. Zkumavka se umisti na 5 minut
do vodni ldzn¢ (80 °C). Po vychladnuti na laboratorni teplotu se pfidd 20 ml roztoku uhli¢itanu sodného (3.15)
a promichd se. Thned se pfidd 100 ml ethylacetdtu (3.4) a ru¢né se 15 sekund intenzivné tiepe. Pak se zkumavka
s uvolnénou zdtkou umisti na tfi minuty do ultrazvukové ldzné (4.1). Odstiedi se dvé minuty a ethylacetdtova
faze se odlije pres filtr ze sklenénych vldken (4.6) do 500 ml separacni ndlevky. Extrakce vzorku se opakuje
s dalsimi 100 ml ethylacetdtu. Kombinované extrakty se promyvaji jednu minutu 50 ml roztoku uhli¢itanu
sodného saturovaného chloridem sodnym (3.16) a poté se vodnd vrstva odstrani.

Organickd vrstva se extrahuje po dobu jedné minuty 50 ml kyseliny chlorovodikové (3.17). Spodni kyselinova
vrstva se vypusti do 250 ml separacni nalevky. Organickd vrstva se znovu extrahuje 1,5 minuty s dal$imi 50 ml
kyseliny chlorovodikové a kyselinové vrstva se spoji s prvnim extraktem. Spojené kyselinové extrakty se tfepou
piiblizné 10 sekund s 10 ml ethylacetdtu (3.4).

Vodnd vrstva se kvantitativné pfevede do 250 ml bariky s kulatym dnem a organickd féze se odstrani. Pomoci
rota¢ni odparky (4.2) se z kyselého roztoku odpaii viechen zbyvajici ethylacetdt. Teplota vodni ldzné nesmi
presahnout 40 °C. Ve vakuu pfiblizné 25 mbar se vSechen zbyvajici ethylacett odstrani béhem 5 minut pii
teploté 38 °C.

5.3 Precisténi
53.1 Piiprava amberlitové kolony

Pro kazdy extrakt vzorku se pfipravi kolona s XAD-2. Do sklenéné kolony (4.5) se pfenese 10 g pripraveného
amberlitu (3.19) spolu s methanolem (3.8). Na horni konec pryskyficové kolony se vlozi mald zitka ze skelné
vaty. Methanol z kolony se odstrani a kolona se promyje 100 ml vody. P¥ivod vody se zastavi, jakmile tekutina
dosdhne horniho konce pryskyficové kolony. Pred pouzitim se kolona nechd 10 minut ekvilibrovat. Kolona
nesmi nikdy vyschnout.

5.3.2 Pfecisténi vzorku

Extrakt (5.2) se kvantitativné pfevede na horni ¢ast pfipravené amberlitové kolony (5.3.1) a eluuje se, pficemz se
eludt odstranuje. Rychlost promyvéni nesmi pfesdhnout 20 ml/min. Barika s kulatym dnem se vyplachne 20 ml
kyseliny chlorovodikové (3.17) a tato tekutina se pouzije k promyti pryskyticové kolony. Zbytek kyselého
roztoku se z kolony odstrani proudem vzduchu. Promyvaci roztok se také odstrani. Na kolonu se piidd 100 ml
methanolu (3.8) a vypusti se asi 5-10 ml eludtu do 250 ml baiiky s kulatym dnem. Zbyvajici methanol se nechd
10 minut ustit na koloné a potom se pokracuje v promyvani rychlosti, kterd nepfesdhne 20 ml/min. Eludt se
shromazduje v téze bance s kulatym dnem. Methanol se odpaii na rota¢ni odparce (4.2), teplota vodni ldzné
nesmi presihnout 40 °C. Odparek se pomoci mobilni fize (3.21) kvantitativné pfevede do 10 ml odmérné
baniky. Doplni se mobilni féz{ po znacku a promichd. Alikvotni ¢ést se filtruje membrdnovym filtrem (4.7). Tento
roztok se uschovd pro stanoveni HPLC (5.4).
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Stanoveni HPLC
Parametry

Nésledujici podminky jsou doporucené, lze pouzit i jiné podminky, pokud zajidtuji srovnatelné vysledky:
Kolona pro kapalinovou chromatografii (4.4.1).

HPLC mobilni fize (3.21).

Pratok: 1,5-2 ml/min.

Detekéni vinovd délka: 243 nm.

Objem néstiiku: 40-100 pl.

Stdlost chromatografického systému se kontroluje opakovanym nastiikem kalibra¢niho roztoku (3.6.2), ktery
obsahuje 3,0 pg/ml halofuginonu. Opakuje se nékolikrat, az se dosihne konstantni vysky (plochy) pika
a konstantnich retenc¢nich casu.

Kalibra¢ni kfivka

Provede se nékolikrat néstiik kazdého kalibra¢niho roztoku (3.6.2) a zméii se vysky (plochy) pikd pro kazdou
koncentraci. Kalibracni kfivka se vytvoii vynesenim primérnych hodnot vysek nebo ploch piki kalibra¢nich
roztokdl proti pislusnym koncentracim v pg/ml.

Roztok vzorku

Provede se nékolikrat ndstiik roztoku vzorku (5.3.2), pficemz se pouZije stejny objem jako pro kalibra¢ni roztoky
a zjisti se primérnd hodnota vysky (plochy) halofuginonovych pikd.

Vypocet a vyjidfeni vysledki

Koncentrace halofunginonu v roztoku vzorku v pg/ml se stanovi podle primérné hodnoty vysky (plochy)
halofuginonovych pikii v roztoku vzorku porovnanim s kalibra¢ni kiivkou (5.4.2).

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

cx 10
W=
m

kde:

¢ : koncentrace halofuginonu v roztoku vzorku v pg/ml

m : hmotnost navazky vzorku v gramech.

Ovéfeni vysledkit
Identita

Identita analytu mtze byt potvrzena opakovanym stanovenim s pfidavkem (co-chromatography) nebo vyuzitim
detektoru diodového pole, pficemz se porovndvaji spektra extraktu vzorku a kalibracniho roztoku (3.6.2)
obsahujictho 6,0 pg/ml halofuginonu.

Opakované stanoveni s pfidavkem (co-chromatography)

K extraktu vzorku se piidd vhodné mnozstvi kalibra¢niho roztoku (3.6.2). Mnozstvi piidaného halofuginonu
mus{ odpovidat odhadovanému obsahu halofuginonu v extraktu vzorku.

Pr{davek se projevi pouze zvySenim piku halofuginonu, a to imérné k pfidanému mnozstvi a fedéni extraktu.
Sitka piku v poloviné maximélni vysky se mize odchylovat od siiky pvodniho piku nejvyse o +10 %.
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7.1.2

7.2

7.3

Detektor diodového pole

Vysledky jsou posuzovany podle nésledujicich kritérif:

a)

pii vlnové délce maximdlni absorpce vzorku i standardu musi byt zdznam spektra zaznamenany ve
vrcholu piku na chromatogramu stejny s nepiesnosti danou rozliSovaci schopnosti detekéniho systému.
Pro detektor diodového pole se udava +2 nm;

pii vinové délce mezi 225 a 300 nm se nesmi zdznam spektra ve zkouSeném vzorku a standardu
zaznamenany ve vrcholu piku chromatogramu lisit od ostatnich ¢asti spektra v rozsahu 10-100 %
relativni absorbance. Tohoto kritéria je dosazeno, jestlize jsou vykdzana stejnd maxima a jestlize odchylka
mezi dvéma spektry nikde nepfesahuje 15 % absorbance standardniho analytu;

pii vlnové délce mezi 225 a 300 nm se nesmi spektrum vzestupné &asti, vrcholu a sestupné ¢asti piku
zkouseného vzorku lisit od ostatnich ¢asti spektra v rozsahu 10 az 100 % relativni absorbance. Tohoto
kritéria je dosaZeno, jestliZe jsou vykdzdna stejnd maxima a jestlize ve viech sledovanych bodech odchylka
mezi spektry nepfesahuje 15 % absorbance spektra ve vrcholu piku.

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

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych na stejném vzorku nesmi pfekrocit 0,5 mg/kg pii
obsahu halofuginonu do 3 mg/kg.

Vyitéznost

Vytéznost pro obohaceny slepy vzorek krmiva musi byt nejméné 80 %.

Vysledky kruhovych testi

Pfi kruhovych testech (') byly osmi laboratofemi zkouseny tii vzorky.

Vysledky
Vzorek A
(slepy) Vzorek B (mouka) Vzorek C (pelety)
pii pievzeti
pii pfevzeti po dv§1c.1hmési— pii pievzeti po dvou mésicich

primér (mg/kg) ND 2,80 2,42 2,89 2,45
Sk (mgfkg) — 0,45 0,43 0,40 0,42
CVy (%) — 16 18 14 17
Rec. (%) 86 74 88 75

ND
Sk
CVi
Rec.

E.

= nezjiSténo

standardni odchylka reprodukovatelnosti
= variacni koeficient reprodukovatelnosti (%)
vytéznost (%).

STANOVENI OBSAHU ROBENIDINU

1,3-bis[(4-chlorobenzyliden) amino]guanidin hydrochlorid

Ué¢el a rozsah

Tato metoda umozZiuje stanoveni obsahu robenidinu v krmivech. Mez kvantifikace je 5 mg/kg.

(") The Analyst 108, 1983, s. 1 252-1 256.
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