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3.4

3.5

3.5.1

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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4. Pfistroje a pomiicky

4.1 Ultrazvukovd lazen.

4.2 Mechanické michaci zafizeni.

4.3 Zatizeni HPLC s UV detektorem s nastavitelnou vlnovou délkou nebo s detektorem diodového pole.
431 Kolona pro kapalinovou chromatografii, 250 mm x 4 mm, C;g, néplii 10 pm nebo obdobna.

4.4 Membréanové filtry, 0,45 pm.

5. Postup

Pozndmka: Olachindox je citlivy na svétlo. Vsechny postupy se musi provddét pii tlumeném svétle nebo
v nddobéch z tmavého skla.

5.1 Obecné pokyny
5.1.1 Provede se zkouska slepého vzorku krmiva pro kontrolu, zda neobsahuje olachindox nebo jiné rusivé latky.
5.1.2 Zkouska na vytéznost se provede na slepém vzorku krmiva, ke kterému bylo pfidino takové mnozstvi

olachindoxu, které odpovidd obsahu ve vzorku. Pro obohaceni na drovern 50 mg/kg se odpipetuje 10,0 ml
zdkladniho standardniho roztoku (3.5.1) do 250 ml kénické barky a roztok se odpaii na objem asi 0,5 ml. Pfidd
se 50 g slepého vzorku krmiva, fddné se promichd a nechd se 10 minut odstdt, pficemz se jesté nékolikrdt
promicha. Déle se pokracuje s extrakei podle bodu 5.2.

Pozndmka: Pro Géely této metody je slepy vzorek krmiva podobného typu jako zkouseny vzorek a nesmi byt
zjistén olachindox.

5.2 Extrakce

Navézi se piiblizné 50 g vzorku s presnosti na 0,01 g. Pfenese se do kénické bariky o obsahu 1 000 ml, pfidd se
100 ml methanolu (3.1) a barika se umisti na pét minut do ultrazvukové ldzné (4.1). Pfidd se 410 ml vody
a ponechd se v ultrazvukové 1azni dalich 15 minut. Bafika se vyjme z ultrazvukové ldzné, ddle se tfepe 30 minut
na michacim zafizeni (4.2) a potom se prefiltruje sloZzenym filtrem. 10,0 ml filtrdtu se pfenese do 20 ml
odmérné bariky, doplni se vodou po znacku a promicha. Pomérnd &dst se prefiltruje membranovym filtrem (4.4).
(viz bod 9 Pozndmka). Déle se pokracuje se stanovenim HPLC (5.3).

5.3 Stanoveni HPLC
5.3.1 Parametry:

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

Analytickd kolona smés vody (3.3) a methanolu (3.2), 900 + 100 (V + V)

4.3.1)

Mobilni fize (3.4):

Priitok: 1,5-2 ml/min
Detekéni vinova délka: 380 nm
Objem nastiiku: 20 pl-100 pl

Stabilita chromatografického systému se kontroluje opakovanym néstiikem kalibracniho roztoku (3.5.3), ktery
obsahuje 2,5 pg/ml, dokud se nedosdhne konstantnich vysek pika a konstantnich reten¢nich cast.

5.3.2 Kalibra¢ni kfivka
Provede se nékolikrat ndstiik kazdého kalibracniho roztoku (3.5.3) a zméfi se primérnd hodnota vysky (plochy)

pikt pro kazdou koncentraci. Kalibra¢ni kiivka se vytvoii vynesenim priimérnych hodnot vysek (ploch) pika
kalibra¢nich roztoka proti piislusnym koncentracim v pg/ml.

5.3.3 Roztok vzorku

Provede se nékolik ndstiika extraktu vzorku (5.2) pii pouziti stejného objemu jako u kalibracnich roztokd
a zméH se primérnd hodnota vysky (plochy) pikil olachindoxu.
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6.

7.1

7.2

7.3

Vypocet a vyjadieni vysledki

Z prumérné hodnoty vysky (plochy) piki olachindoxu v roztoku vzorku se stanovi koncentrace v roztoku
vzorku v pg/ml porovndnim s kalibra¢ni kiivkou (5.3.2).

Obsah olachindoxu ve vzorku (w) v mg/kg se vypocitd podle ndsledujictho vzorce:

¢ x 1000
w=s——
m

kde:

¢ = koncentrace olachindoxu v extraktu vzorku (5.2) v pg/ml

m = hmotnost navdzky vzorku v g (5.2).

Ovéfeni vysledki
Identita

Identita analytu mize byt potvrzena opakovanym stanovenim s pfidavkem (co-chromatography) nebo vyuzitim
detektoru diodového pole, pficemz se porovnavaji spektra extraktu vzorku (5.2) a kalibracniho roztoku (3.5.3),
obsahujictho 5,0 pg/ml.

Opakované stanoveni s pridavkem (co-chromatography)

Extrakt vzorku (5.2) se obohati piidavkem pfiméfeného mnozstvi kalibra¢niho roztoku (3.5.3). Mnozstvi
piidaného olachindoxu musi odpovidat mnozstvi olachindoxu nalezeného v extraktu vzorku.

Pridavek se projevi pouze zvySenim piku olachindoxu, a to imérné k pfidanému mnozstvi a Fedéni extraktu.
Sitka piku v poloviné jeho vysky musi byt v rozmezi £10 % ptvodni $itky piku olachindoxu v neobohaceném
extraktu vzorku.

Detektor diodového pole

Vysledky jsou posuzovany podle ndsledujicich kritérif:

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

b)  pii vlnové délce mezi 220 a 400 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 vykdzdna stejnd maxima a jestlize odchylka
mezi dvéma spektry nikde nepfesahuje 15 % absorbance standardntho analytu;

¢)  pii vlnové délce mezi 220 a 400 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 na stejném vzorku nesmi presahnout 15 % relat.
z vysstho vysledku pii obsahu olachindoxu mezi 10 a 200 mg/kg.

Vytéznost

Vytéznost pro obohaceny slepy vzorek krmiva musi byt nejméné 90 %.
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3.4

Vysledky kruhovych testi

V rdmci ES byly provedeny kruhové testy, pfi nichz az 13 laboratoii zkouselo ¢tyii vzorky krmiva pro selata,
véetné jednoho slepého vzorku. Vysledky jsou uvedeny v ndsledujici tabulce:

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 4

L 13 10 11 11
n 40 40 44 44
pramér (mg/kg) — 14,6 48,0 95,4
S: (mg/kg) — 0,82 2,05 6,36
Sr (mgfkg) — 1,62 4,28 8,42
v, (%) — 5,6 43 6,7
CVi (%) — 11,1 8,9 8,8
Deklarovany obsah
(mg/kg) — 15 50 100
vytéznost % — 97,3 96,0 95,4

= pocet laboratoi{
n = pocet jednotlivych hodnot
S, = standardni odchylka opakovatelnosti
Sg = standardni odchylka reprodukovatelnosti

CV, = variacni koeficient opakovatelnosti
CVy = varia¢ni koeficient reprodukovatelnosti.

Pozndmka

Ackoliv tato metoda nebyla ovéfena pro krmiva obsahujici vice nez 100 mg/kg olachindoxu, je mozné obdrzet
uspokojivé vysledky mensi navdzkou vzorku a/nebo ziedénim extraktu (5.2) tak, aby se dosdhlo koncentrace
v rozsahu kalibra¢ni kiivky (5.3.2).

C.  STANOVENI OBSAHU AMPROLIA

1-[(4-amino-2-propyl-pyrimidinyl)-metyl]-2-picoliniumchlorid hydrochlorid

Ué¢el a rozsah

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

Princip

Vzorek se extrahuje smési methanolu a vody. Po zfedéni mobilni fézi a membranové filtraci se obsah amprolia
stanovi vysokotcinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) s vyménou kationtd a UV detekci.

Chemikilie

Methanol.

Acetonitril, pro HPLC.

Voda, pro HPLC.

Roztok dihydrogenfosfore¢nanu sodného, ¢ = 0,1 mol/l.

13,80 g dihydrogenfosforecnanu sodného se rozpusti ve vodé (3.3) v odmérné bafice o objemu 1 000 ml, doplni
se vodou (3.3) po znacku a promichd.
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