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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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Roztok chloristanu sodného, ¢ = 1,6 mol/l.

224,74 g chloristanu sodného se rozpusti ve vodé (3.3) v odmérné bance o objemu 1 000 ml, doplni se vodou
(3.3) po znacku a promichd.

Mobilni fize pro HPLC (viz pozndmka 9.1).

Smés acetonitrilu (3.2), roztoku dihydrogenfosfore¢nanu sodného (3.4) a roztoku chloristanu sodného (3.5),
450 + 450 + 100 (v + v + v). Roztok se pfed pouzitim prefiltruje pres membranovy filtr 0,22 pm (4.3) a od-
plyni (napf. v ultrazvukové ldzni (4.4) po dobu nejméné 15 minut).

Standardni ldtka: amprolium, ¢isté, 1-[(4-amino-2-propyl-5-pyrimidinyl)-methyl]-2-picoliniumchlorid hydro-
chlorid, E 750 (viz 9.2).

Zékladni standardni roztok amprolia, 500 pg/ml

Do 100 ml odmérné banky se s presnosti na 0,1 mg navdzi 50 mg amprolia (3.7), rozpusti se v 80 ml
methanolu (3.1) a vlozi se na 10 minut do ultrazvukové 14zné (4.4). Po vyjmuti z ultrazvukové ldzné se roztok
ochladi na laboratorni teplotu, doplni vodou po znacku a promicha. Roztok je pii teploté < 4 °C stdly jeden
mésic.

Amprolium, pracovni standardni roztok, 50 pg/ml

Do 50 ml odmérné banky se napipetuje 5,0 ml zdkladniho standardniho roztoku (3.7.1), doplni se po znacku
extrakéni smési (3.8) a promichd. Roztok je pii teploté < 4 °C stily jeden mésic.

Kalibra¢ni roztoky

Do sady 50 ml odmérnych banék se napipetuje 0,5, 1,0 a 2,0 ml pracovniho standardniho roztoku (3.7.2).
Doplni se po znac¢ku mobilni fézi (3.6) a promichd. Tyto roztoky obsahuji 0,5, 1,0 a 2,0 ug amprolia v 1 ml. Tyto
roztoky se musi pfipravovat Cerstvé pred pouZitim.

Extrakéni smés.

Smés methanolu (3.1) a vody, 2 + 1 (v + v).

Pfistroje a pomiicky

Zafizeni HPLC s ddvkovacim systémem pro injektované objemy 100 pl.

Kolona pro kapalinovou chromatografii, 125 mm x 4 mm, katex Nucleosil 10 SA, néplii 5 nebo 10 pm, nebo
obdobna.

UV detektor s nastavitelnou vinovou délkou nebo detektor diodového pole.
Membrénovy filtr, materidl PTFE, velikost port 0,45 pm.

Membranovy filtr, 0,22 pm.

Ultrazvukovd lazen.

Mechanické nebo magnetické michaci zafizeni.

Postup

Obecné pokyny

Slepy vzorek krmiva

Pro provedeni zkousky na vytéznost (5.1.2) se provede zkouska slepého vzorku krmiva za Gi¢elem kontroly, Ze ve

vzorku neni pfitomno amprolium ani jiné rusivé latky. Slepy vzorek krmiva je podobného slozeni jako zkouseny
vzorek a nesmi byt zji§téno amprolium ani rusivé latky.
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Zkouska na vytéznost

Zkouska na vytéZnost se provede na slepém vzorku krmiva, ke kterému bylo pfiddno takové mnozstvi amprolia,
které odpovidd mnozstvi amprolia ve zkouSeném vzorku. Pro obohaceni na obsah 100 mglkg se prevede
10,0 ml zdkladniho standardniho roztoku (3.7.1) do 250 ml kénické banky a roztok se odpaif na piiblizné
0,5 ml. Poté se pfidd 50 g slepého vzorku krmiva. Dukladné se promichd, nechd se 10 minut stit a pred
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 standardniho piidavku. V tom piipadé se ke zkousenému vzorku pfidd piiblizné stejné
mnozstvi amprolia, jaké je ve vzorku jiz obsazeno. Obohaceny vzorek se potom zkousi spole¢né se vzorkem
neobohacenym a vytéZnost se vypocte odectenim.

Extrakce
Krmiva a premixy (obsah amprolia < 1 %)

Podle obsahu amprolia se do 500 ml kénické banky navazi 5-40 g vzorku s pfesnosti na 0,01 g a pfidd se
200 ml extrakéni smési (3.8). Barika se vlozi na 15 minut do ultrazvukové 1dzné (4.4). Poté se vyjme a 1 hodinu
tiepe nebo michd na magnetickém michacim zafizeni (4.5). Alikvotni ¢ést extraktu se zfedi mobilni féz{ (3.6) na
obsah amprolia 0,5-2 pg/ml a promichd se (viz pozndmka 9.3). 5-10 ml tohoto nafedéného roztoku se
piefiltruje pfes membranovy filtr (4.2). Déle se pokracuje se stanovenim HPLC (5.3).

Premixy (obsah amprolia > 1 %)

Podle obsahu amprolia se do 500 ml kénické banky navazi 1-4 g premixu s presnosti na 0,001 g a pridd se
200 ml extrakéni smési (3.8). Barika se vlozi na 15 minut do ultrazvukové 14zné (4.4). Poté se vyjme a 1 hodinu
tiepe nebo michd na magnetickém michacim zafizeni (4.5). Alikvotni ¢ast extraktu se zfedi mobilni fdzi (3.6) na
obsah amprolia mezi 0,5-2 pg/ml a promichd se. 5-10 ml tohoto zfedéného roztoku se prefiltruje pies
membranovy filtr (4.2). Déle se pokracuje se stanovenim HPLC (5.3).

Stanoveni HPLC
Parametry:

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

Kolona pro kapalinovou chro- 125 mm x 4 mm, katex Nucleosil 10 SA, ndplii 5 nebo 10 pm nebo obdobnd
matografii (4.1.1):

Mobilni fize (3.6): smés acetonitrilu (3.2), roztoku dihydrogenfosfore¢nanu sodného (3.4)
a roztoku chloristanu sodného (3.5), 450 + 450 + 100 (v + v + v).

Pritok: 0,7-1 ml/min

Detekéni vinovd délka: 264 nm

Objem nastiiku: 100 pl

Stabilita chromatografického systému se kontroluje opakovanym néstiikem kalibra¢niho roztoku (3.7.3), ktery
obsahuje 1,0 pg/ml, dokud se nedosdhne konstantnich vysek pika a konstantnich retencnich cast.

Kalibraéni kfivka
Provede se nékolikrdt ndstiik kazdého kalibra¢niho roztoku (3.7.3) a zméfi se primérnd hodnota vysek (ploch)

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

Roztok vzorku

Provede se nékolik ndstiiki extraktu vzorku (5.2) pfi pouziti stejného objemu jako u kalibra¢nich roztokd a zjisti
se pramérnd hodnota vysek (ploch) pikii amprolia.

Vypolet a vyjidfeni vysledki

Z pramérné hodnoty vysky (plochy) piki amprolia u roztoku vzorku se podle kalibra¢ni kiivky (5.3.2) stanovi
koncentrace roztoku vzorku v pg/ml.
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Obsah amprolia (w) v mg/kg ve vzorku se vypocte podle nésledujiciho vzorce:

kde:

v

C

objem extrakéni smési (3.8) v ml podle 5.2 (tj. 200 ml)

koncentrace amprolia v extraktu vzorku (5.2) v pg/ml
f = faktor fedéni podle 5.2
m = hmotnost navdzky vzorku v g.

Ovéfeni vysledkit
Identita
Identitu analytti Ize potvrdit opakovanym stanovenim s piidavkem (co-chromatography) nebo pomoci detektoru

diodového pole, pficemz se porovndvaji spektra roztoku vzorku (5.2) a kalibracniho roztoku (3.7.3)
obsahujictho 2,0 pg/ml.

Opakované stanoveni s pfidavkem (co-chromatography)

K roztoku vzorku (5.2) se pfidd vhodné mnozstvi kalibra¢niho roztoku (3.7.3). Pfidané mnozstvi amprolia musi
odpovidat obsahu amprolia v extraktu vzorku.

Piidavek se projevi pouze zvysenfm piku amprolia, a to imérné k ptidanému mnozstvi a fedéni extraktu. Sitka
piku v poloviné maximalni vysky se mutze odchylovat od sitky ptvodnitho piku amprolia v neobohaceném
extraktu vzorku nejvyse o +10 %.

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 presnosti danou rozlisovaci schopnosti detekéniho systému. Pro
detektor diodového pole se udavd obvykle +2 nm;

b)  pii vinové délce mezi 210 a 320 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;

¢)  pfi vinové délce mezi 210 a 320 nm se nesmi spektrum vzestupné Casti, vrcholu a sestupné ¢asti piku
zkouseného vzorku lisit od ostatnich ¢dsti spektra v rozsahu 10-100 % relativni absorbance. Tohoto
kritéria je dosazZeno, jestliZe jsou vykdzdna stejnd maxima a jestlize ve viech sledovanych bodech odchylka
mezi spektry nepfesahuje nikde 15 % absorbance spektra ve vrcholu piku.

Neni-li nékteré z téchto kritérii splnéno, pfitomnost analytu neni potvrzena.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u téhoz vzorku nesmi piekrocit
— 15 % relat. z hodnoty vyssiho vysledku u obsahu amprolia mezi 25 mg/kg a 500 mg/kg,
— 75 mg[kg u obsahu amprolia mezi 500 mgfkg a 1 000 mg/kg,

— 7,5 % relat. z hodnoty vyssiho vysledku u obsahu amprolia vysstho nez 1 000 mg/kg.

Vyitéznost

Pro obohaceny (slepy) vzorek musi byt vytéznost nejméné 90 %.
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Vysledky kruhovych testi

Pii kruhovych testech byla zkousena tfi krmiva pro dribez (vzorky 1-3), minerdlni krmivo (vzorek 4) a premix
(vzorek 5). Vysledky jsou shrnuty v nize uvedené tabulce.

vzorek 1
(slepé vzorek 2 vzorek 3 vzorek 4 vzorek 5

krmivo)
L 14 14 14 14 15
n 56 56 56 56 60
primér (mg/kg) — 45,5 188 5129 25 140
s, (mg/kg) — 2,26 3,57 178 550
CV; (%) — 4,95 1,90 3,46 2,20
s (mgfkg) — 2,95 11,8 266 760
CVy (%) — 6,47 6,27 5,19 3,00
Deklarovany obsah (mg/kg) — 50 200 5000 25 000
L = pocet laboratoif
n = pocet jednotlivych hodnot
s, = standardni odchylka opakovatelnosti

CV, = variacni koeficient opakovatelnosti

sg = standardni odchylka reprodukovatelnosti

CVy = varia¢ni koeficient reprodukovatelnosti.

Pozndmky

Obsahuje-li vzorek thiamin, objevi se pik thiaminu v chromatogramu krétce pred pikem amprolia. Pfi pouziti
této metody by se amprolium a thiamin mély oddélit. Nejsou-li amprolium a thiamin separovany kolonou (4.1.1)
pouzitou pfi této metodé, upravi se mobilni fize (3.6) nahrazenim az 50 % acetonitrilu methanolem.

Podle britského 1¢kopisu vykazuje spektrum roztoku amprolia (¢ = 0,02 mol/l) v kyseliné chlorovodikové (c =
0,1 mol/l) maxima p#i 246 nm a 262 nm. Absorbance by méla ¢init 0,84 pfi 246 nm a 0,80 pfi 262 nm.

Extrakt by se vZdy mél fedit mobilni fdzi, jelikoZ jinak se retencni ¢as piku amprolia zna¢né posouvd zménami
iontové sily.

D. STANOVENI OBSAHU CARBADOXU

Methyl-3-(2-chinoxalinylmethylen)-carbazat-N',N*-dioxid

Ucel a rozsah

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

Princip

Vzorek se zvlhéi vodou a poté se extrahuje smési methanolu a acetonitrilu. U krmiv se alikvotn{ ¢4st extraktu po
filtraci precisti na koloné s oxidem hlinitym. Extrakt z premixt a piipravkd se piimo fedi na vhodnou
koncentraci smési vody, methanolu a acetonitrilu. Obsah carbadoxu se stanovi vysokotcinnou kapalinovou
chromatografii (HPLC) na reverzni fdzi s UV detekei.

Chemikilie
Methanol.

Acetonitril, pro HPLC.
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