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PRILOHA VIII

METODY ZKOUSENI PRO KONTROLU NEPRIPUSTNE PRITOMNOSTI JIZ NEPOVOLENYCH DOPLNKOVYCH

LATEK V KRMIVECH

DULEZITE UPOZORNENT:

Pro zji§téni nepiipustné pfitomnosti jiz nepovolenych dopliikovych latek v krmivech lze pouzit citlivéjsi metody
zkouseni, nez jsou metody zkouseni uvedené v této priloze.

Metody zkouseni uvedené v této piiloze se pouziji pro tcely potvrzovani.
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A.  STANOVEN[ OBSAHU METHYLBENZOCHATU

2-methyl-7-benzyl-oxy-6-butyl-1,4-dihydro-4-oxychinolin-3-karboxyldt

Ucel a rozsah

Tato metoda umoziuje stanoveni obsahu methylbenzochétu v krmivech. Mez kvantifikace je 1 mg/kg.

Princip

Methylbenzochét se extrahuje ze vzorku pomoci methanolového roztoku kyseliny methansulfonové. Extrakt se
piecisti dichlormethanem, ionexovou chromatografii, a ndsledné pak znovu dichlormethanem. Obsah
methylbenzochdtu se stanovi metodou vysokouicinné kapalinové chromatografie (HPLC) na reverzni fizi s UV
detekei.

Chemikdlie

Dichlormethan.

Methanol, pro HPLC.

Mobilni fize HPLC.

Smés methanolu (3.2) a vody (pro HPLC) 75 + 25 (v + V).

Prefiltruje se filtrem 0,22 pm (4.5) a roztok se odplyni (napf. vystavi se ultrazvuku po dobu 10 minut).
Roztok kyseliny methansulfonové, ¢ = 2 %.

20 ml kyseliny methansulfonové se zfedi v 1 000 ml methanolu (3.2).
Roztok kyseliny chlorovodikové, ¢ = 10 %.

100 ml kyseliny chlorovodikové (p, 1,18 g/ml) se ziedi v 1 000 ml vody.
lIonex Amberlit CG — 120 (Na), 100-200 mesh.

100 g ionexu se rozmichd v 500 ml roztoku kyseliny chlorovodikové (3.5) a za stdlého michéni se zahfeje na
topné desce k varu. Po ochlazeni se kyselina dekantuje. Filtruje se pres papirovy filtr za vakua. lonex se
proplachne dvakrdt 500 ml vody a potom 250 ml methanolu (3.2). Potom se ionex proplachne dalsimi 250 ml
methanolu a vysusi se prosdvanim vzduchu pfes filtracni kold¢. Vysuseny ionex se uchovava v uzaviené 1ahvi.



L 54/110

Utedni véstnik Evropské unie

26.2.2009

3.7

4.1

4.2

4.3

4.4

4.4.1

4.5

4.6

5.1

5.1.1

5.2

5.3

Standardni latka: ¢isty methylbenzochdt (2-methyl-7-benzyl-oxy-6-butyl-1,4-dihydro-4-oxychinolin-3-karboxy-
lat).

Zékladni standardni roztok methylbenzochdtu, 500 pg/ml

Navazi se 50 mg standardni latky (3.7) s pfesnosti na 0,1 mg, rozpusti se ve 100 ml odmérné bance v roztoku
kyseliny methansulfonové (3.4), doplni se ji po znacku a promicha.

Pracovni standardni roztok methylbenzochdtu, 50 pg/ml

Do 50 ml odmérné baiiky se odpipetuje 5,0 ml zdkladniho standardniho roztoku methylbenzochatu (3.7.1),
doplni se methanolem (3.2) po znacku a promichd.

Kalibra¢ni roztoky

Do sady 25 ml odmérnych banék se odpipetuje 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 a 5,0 ml pracovniho standardniho roztoku
methylbenzochétu (3.7.2). Doplni se po znacku mobilni féz{ (3.3) a promichd. Tyto roztoky maji koncentrace
2,0, 4,0, 6,0, 8,0 a 10,0 pg/ml methylbenzochdtu. Tyto roztoky se pfipravuji Cerstvé pied pouZzitim.

Pfistroje a pomicky

Laboratorni michac{ zaiizeni.

Rota¢ni odparka.

Sklenénd kolona (250 mm x 15 mm) vybavend uzaviracim kohoutkem a nddrzkou s kapacitou asi 200 ml.
Zafizeni HPLC s ultrafialovym detektorem s nastavitelnou vinovou délkou nebo s detektorem diodového pole.
Kolona pro kapalinovou chromatografii: 300 mm x 4 mm, C;5, ndplii 10 pm nebo obdobnd.

Membranové filtry, 0,22 pm.

Membranové filtry, 0,45 pm.

Postup
Obecné pokyny

Provede se zkouska slepého vzorku krmiva, aby se prokdzalo, Ze v ném neni pfitomen ani methylbenzochit, ani
jiné rusivé latky.

Provede se zkouska na vytéznost u slepého vzorku krmiva, ke kterému bylo pfiddno takové mnozZstvi
methylbenzochétu, které odpovidd mnoZstvi ve vzorku. Pro obohaceni na tdroven 15 mglkg se pfidd ke
20 g slepého vzorku krmiva 600 pl zdkladniho standardniho roztoku (3.7.1), promichd se a po 10 minutdch se
zacne s extrakei (5.2).

Pozndmka: slepy vzorek krmiva pro tcel této metody je podobného typu jako vzorek a pii jeho zkousce nesmi
byt zjistén methylbenzochat.

Extrakce

Do 250 ml kénické banky se navazi s presnosti na 0,01 g asi 20 g upraveného vzorku. Pfidd se 100 ml roztoku
kyseliny methansulfonové (3.4) a mechanicky se tfepe (4.1) po dobu 30 minut. Roztok se prefiltruje pfes
papirovy filtr a filtrdt se pouzije na extrakci kapalina-kapalina (5.3).

Extrakce kapalina-kapalina

Do 500 ml délici nélevky obsahujici 100 ml roztoku kyseliny chlorovodikové (3.5) se pfidd 25,0 ml filtrétu, ktery
byl ziskdn postupem uvedenym v bodé 5.2. Dile se do nélevky pfidd 100 ml dichlormethanu (3.1) a tiepe po
dobu jedné minuty. Potom se nechaji vrstvy separovat a spodni vrstva (dichlormethanu) se odpusti do 500 ml
barky s kulatym dnem. Extrakce vodné fize se opakuje se dvéma dal§imi 40 ml ddvkami dichlormethanu a ty se
spoji s prvnim extraktem v banice s kulatym dnem. Extrakt dichlormethanu se odpaif do sucha na rota¢ni
odparce (4.2) pfi snizeném tlaku a teploté 40 °C. Odparek se rozpusti v 20-25 ml methanolu (3.2), banka se
zazétkuje a cely extrakt se pouzije pro chromatografii s iontovou vyménou (5.4).
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Chromatografie s iontovou vyménou

Pfiprava ionexové kolony

Do dolniho konce sklenéné kolony (4.3) se vlozi tampon ze skelné vaty. Pipravi se suspenze z 5,0 g upraveného
ionexu (3.6) a z 50 ml kyseliny chlorovodikové (3.5). Tato smés se nalije do sklenéné kolony a nechd se usadit.
Prebytecnd kyselina se odpusti aZ tésné nad hladinu ionexu a kolona se promyva vodou, dokud protekly eludt

neni neutrdlni na lakmusovy papir. Potom se do kolony se nalije 50 ml methanolu (3.2) a nechd se stéci az
k povrchu ionexu.

Kolonovd chromatografie

Na kolonu se opatrné napipetuje ziskany extrakt (5.3). Baika s kulatym dnem se vyplachne dvéma dévkami
5-10 ml methanolu (3.2) a vyplachy se také ptevedou na kolonu. Kolona se promyje 50 ml methanolu tak, aby
pritok nepfesahoval 5 ml za minutu. Protekld kapalina se odstrani. Methylbenzochdt se eluuje z kolony 150 ml
roztoku kyseliny methansulfonové (3.4) a eludt se jimd do 250 ml kénické banky.

Extrakce kapalina-kapalina

Ziskany eludt (5.4.2) se pievede do 1 000 ml délici ndlevky. K6nickd barika se proplichne 5-10 ml methanolu
(3.2) a vyplach se piidd do délici ndlevky. Déle se do délici ndlevky pfidd 300 ml roztoku kyseliny chlorovodikové
(3.5) a 130 ml dichlormethanu (3.1). Tfepe se po dobu jedné minuty a potom se nechaji fize separovat. Spodni

vrstva (dichlormethanu) se odpusti do 500 ml barky s kulatym dnem. Extrakce vodné faze se opakuje se dvéma
dal§imi 70 ml ddvkami dichlormethanu a tyto extrakty se smisi s prvnim extraktem v batice s kulatym dnem.

Extrakt dichlormethanu se odpafi do sucha v rota¢ni odparce (4.2) pii snizeném tlaku a teploté 40 °C. Odparek
v barice se rozpusti v pfiblizné 5 ml methanolu (3.2) a tento roztok se kvantitativné prevede do 10 ml odmérné
barky. Banka s kulatym dnem se vyplichne dvéma dalsimi ddvkami 1-2 ml methanolu a opét se prevede do
odmérné banky. Barika se doplni po znacku methanolem a promichd. Alikvotni Cist se prefiltruje pies
membrénovy filtr (4.6). Tento roztok se pouzije pro stanoveni HPLC (5.6).

Stanoveni HPLC

Parametry

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

—  kolona pro kapalinovou chromatografii (4.4.1),
—  mobilni fize HPLC: smés methanolu a vody (3.3),
—  priitok: 1-1,5 ml/min,

—  vlnova délka detektoru: 265 nm,

—  objem ndstfiku: 20-50 pl.

Stabilita chromatografického systému se kontroluje opakovanym néstiikem kalibra¢niho roztoku (3.7.3)
obsahujictho 4 pg/ml, dokud se nedosahne konstantnich vysek nebo ploch pikt a konstantnich reten¢nich cast.

Kalibra¢ni ktivka
Provede se nékolikrat nastiik kazdého kalibracniho roztoku (3.7.3) a zméii vysky (plochy) piki pro kazdou

koncentraci. Kalibra¢ni kfivka se vytvoii vynesenim pramérnych hodnot vysek nebo ploch piki kalibra¢nich
roztokt proti piislusnym koncentracim v pg/ml.

Roztok vzorku

Opakované se nastfikuje extrakt vzorku (5.5) s pouzitim stejného objemu, jaky byl pouzit pro kalibra¢ni roztoky,
a urd¢i se prumérnd hodnota vysky (plochy) pikit methylbenzochatu.

Vypocet a vyjadieni vysledki

Z pramérnych hodnot vysek (ploch) pikd methylbenzochdtu v roztoku vzorku se stanovi koncentrace v roztoku
vzorku v pg/ml porovnanim s kalibra¢ni kiivkou (5.6.2).
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Obsah methylbenzochdtu (w) ve vzorku v mgfkg se vypocitd podle ndsledujictho vzorce:

c x 40
W=
m
kde:
¢ = koncentrace methylbenzochdtu v roztoku vzorku v g/ml
m = hmotnost navazky vzorku v gramech.
Ovéfeni vysledkd
Identita

Identita analytu muaZe byt potvrzena opakovanym stanovenim s p¥idavkem nebo pomoci detektoru diodového
pole, ktery umoziuje porovnani spektra extraktu vzorku se spektrem kalibra¢cniho roztoku (3.7.3) obsahujictho
10 pg/ml methylbenzochdtu.

Opakované stanoveni s pfidavkem (co-chromatography)

Extrakt vzorku se obohati pfidinim vhodného mnozZstvi pracovniho standardniho roztoku (3.7.2). MnoZstvi
piidaného methylbenzochdtu musi byt podobné jako odhadovany obsah methylbenzochdtu v extraktu vzorku.

Pridavek se projevi pouze zvySenim piku methylbenzochdtu, a to tmérné k pfidanému mnozstvi a fedéni
extraktu. Sftka piku v poloviné maximdlni vysky se mfize odchylovat od $ftky pavodntho piku nejvyse o 10 %.

Detektor diodového pole

Vysledky jsou posuzovany podle nésledujicich kritérif:

a)  pfi vlnové délce maximdlni 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 vinové délce mezi 220 a 350 nm se nesmi zdznam spektra ve zkouSeném vzorku a standardu
zaznamenany ve vrcholu piku chromatogramu lisit od ostatnich ¢sti 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;

¢)  pii vlnové délce mezi 220 a 350 nm se nesmi spektrum vzestupné &sti, vrcholu a sestupné Casti piku
zkouseného vzorku lisit od ostatnich v této ¢sti 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 nikde 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 u stejného vzorku nesmi piekrocit: 10 % relat.
z hodnoty vyssiho vysledku pfi obsahu methylbenzochitu od 4,0 do 20 mg/kg.

Vyitéznost

Vytéznost pro obohaceny vzorek musi byt nejméné 90 %.

Vysledky kruhovych testi

V deseti laboratofich bylo zkouseno pét vzorkd. U kazdého vzorku byly provedeny dvé zkousky.

Slepy vzorek | Sypké krmivo Pelety 1 Sypké krmivo Pelety 2
rmiva 1 aey 2 eey
priimér (mg/kg) ND 4,50 4,50 8,90 8,70
s, (mg/kg) — 0,30 0,20 0,60 0,50
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Slepy vzorek | Sypké krmivo Pelety 1 Sypké krmivo Pelety 2
rmiva 1 2
CV, (%) — 6,70 4,40 6,70 5,70
sg (mg/kg) — 0,40 0,50 0,90 1,00
CVy (%) — 8,90 11,10 10,10 11,50
Vytéznost (%) — 92,00 93,00 92,00 89,00

ND = nezjisténo

s, = standardni odchylka opakovatelnosti
CV, = varia¢ni koeficient opakovatelnosti v %
s = standardni odchylka reprodukovatelnosti

CVy = variaéni koeficient reprodukovatelnosti v %.

B.  STANOVENI OLACHINDOXU

2-[N-2"~(hydroxyethyl)karbamoyl]-3-methylchinoxalin-N1,N*-dioxid

Ucel a rozsah

Tato metoda umoziuje stanoveni obsahu olachindoxu v krmivech. Mez kvantifikace je 5 mg/kg.

Princip

Vzorek se extrahuje smési vody a methanolu. Obsah olachindoxu se stanovi vysokot¢innou kapalinovou
chromatografii (HPLC) na reverzni fdzi za pouziti UV detektoru.

Chemikilie

Methanol.

Methanol, pro HPLC.

Voda, pro HPLC.

Mobilni fize pro HPLC.

Smés vody (3.3) a methanolu (3.2), 900 + 100 (V + V).

Standardni ldtka: ¢isty olachindox 2-[N-2'-(hydroxyethyl)karbomoyl]-3-methylchinoxalin-N',N*-dioxid, E 851.
Olachindox, zdkladn{ standardni roztok, 250 pg/ml

Do 200 ml odmérné baiiky se navdzi 50 mg olachindoxu (3.5) s pfesnosti na 0,1 mg a piidd se asi 190 ml vody.
Barika se postavi na 20 minut do ultrazvukové 1dzné (4.1). Po vyjmuti z ultrazvukové ldzné se roztok ochladi na
laboratorni teplotu, doplni vodou po znacku a promichd. Bafika se obali hlintkovou f6lif a uschovd v chladnicce.
Tento roztok se musi pfipravovat Cerstvy kazdy mésic.

Olachindox, pracovni standardni roztok, 25 pg/ml

10,0 ml zdkladniho standardniho roztoku (3.5.1) se pfevede do 100 ml odmérné bariky, doplni se po znacku
mobilni fizi (3.4) a promichd. Banka se obali hlinikovou folif a uschovd v chladni¢ce. Tento roztok se musi
piipravovat denné Cerstvy.

Kalibra¢ni roztoky

Do sady 50 ml odmérnych banék se odpipetuje 1,0, 2,0, 5,0, 10,0, 15,0 a 20,0 ml pracovniho standardniho
roztoku (3.5.2). Doplni se po znacku mobilni fézi (3.4) a promichd. Bariky se obali hlinikovou f6lif. Tyto roztoky
odpovidaji 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 7,5 a 10,0 pg/ml olachindoxu.

Tyto roztoky se musi pfipravovat denné Cerstvé.
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