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L118/36 UREDNI VESTNIK EVROPSKYCH SPOLECENSTVI 6.5.1999

SMERNICE KOMISE 1999/27/ES
ze dne 20. dubna 1999,

kterou se stanovi analytické metody SpoleCenstvi pro stanoveni amprolia, diclazurilu a carbadoxu
v krmivech, méni smérnice 71/250/EHS a 73/46/EHS a zruSuje smérnice 74/203/EHS

(Text s vyznamem pro EHP)

KOMISE EVROPSKYCH SPOLECENSTVI,

s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského spolecenstvi,

s ohledem na smérnici Rady 70/373/EHS ze dne
20. Cervence 1970, kterou se zavadi metody odbéru vzorka
a analytické metody Spolecenstvi pro dfedni kontrolu
krmiv (!), naposledy pozménénou Aktem o pfistoupeni
Rakouska, Finska a Svédska, a zejména na ¢lanek 2 této smér-
nice,

(1) vzhledem k tomu, Ze podle smérnice 70/373[EHS se
tfedni kontroly krmiv za ucelem zjisténi, zda jsou
splnény pozadavky pravnich a sprdvnich predpisti na
jakost a slozeni krmiv, provddéji metodami odbéru
vzorkti a analytickymi metodami Spolecenstvi;

(2)  vzhledem k tomu, Ze podle smérnice Rady 70/524/EHS
ze dne 23. listopadu 1970 o doplikovych litkdch
v krmivech (%), naposledy pozménéné naiizenim Komise
(ES) ¢ 45/1999 (), musi byt pfi etiketovani uvddén
obsah amprolia a diclazurilu, pokud tyto litky byly
pfiddny do premixd nebo krmiv; Ze povoleni carbadoxu
jako doplikové latky ve vyzivé zvifat bylo zruseno nafi-
zenim Komise (ES) & 2788/98 ze dne 22. pro-
since 1998, kterym se méni smérnice Rady 70/524/EHS
o doplikovych ldtkich v krmivech s ohledem na
zruSeni povoleni urcitych ristovych stimuldtord (), a Ze
je nutnd ufedn{ kontrola mozného protipravniho pouziti
zakdzanych latek;

(3)  vzhledem k tomu, Ze je tfeba stanovit analytické metody
Spolecenstvi pro kontrolu téchto latek;

4y vzhledem k tomu, Ze prvni smérnici Komise
71/250/EHS ze dne 15. Cervna 1971, kterou se stanovi
analytické metody Spolecenstvi pro tfedni kontrolu
krmiv (°), naposledy pozménénou smérnici 98/54/ES (%),
se stanovi mimo jiné analytické metody pro hoici¢nou

() Ut vést. L 170, 3.8.1970, s. 2.

() Uk vést. L 270, 14.12.1970, s. 1.
() Uk. vést. L 6,12.1.1999, s. 3.

() Uk vést. L 347, 23.12.1998, 5. 31.
() Uk. vést. L 155,12.7.1971,s. 13.
() Ut. vést. L 208, 24.7.1998, s. 49.

silici a theobromin; Ze s ohledem na védecko-technicky
pokrok nejsou popsané metody jiz vhodné pro zamys-
leny acel, a proto je tieba je zrusit;

(50 vzhledem k tomu, Ze <ctvrtou smérnici  Komise
73/46/EHS ze dne 5. prosince 1972, kterou se stanovi
analytické metody Spolecenstvi pro tfedni kontrolu
krmiv ('), naposledy pozménénou smérnici 98/54/ES, se
stanovi mimo jiné analytické metody pro retinol
(vitamin A); Ze s ohledem na védecko-technicky pokrok
nejsou popsané metody jiz vhodné pro zamysleny ucel,
a proto je tfeba je zrusit;

(6)  vzhledem k tomu, 7Ze pdtou smérnici Komise
74[203/EHS ze dne 25. biezna 1974, kterou se stanovi
analytické metody Spolecenstvi pro twfedni kontrolu
krmiv (%), naposledy pozménénou smérnici
81/680/EHS (°), se stanovi analytické metody pro $krob
a produkty jeho odbouravani vysoké molekulové hmot-
nosti v krmivech obsahujicich fizky a vylouzené fizky
z fep, suSené fepné listy a fepny chrdst, bramborovy
rmut, suSené kvasnice, vyrobky obsahujici inulin nebo
skvarky, amprolium, ethopabdt, dinitolmid, nicarbazin
a menadion (vitami K3); Ze s ohledem na védecko-tech-
nicky pokrok vsechny popsané metody jiz nejsou
vhodné pro zamysleny acel, a proto je tieba je zrusit;

(7)  vzhledem k tomu, Ze opatfeni této smérnice jsou v sou-
ladu se stanoviskem Stdlého vyboru pro krmiva,

PRIJALA TUTO SMERNICE:

Cldnek 1

Clenské stdty stanovi, Ze analyzy pro tiedni kontrolu obsahu
amprolia, diclazurilu a carbadoxu v krmivech se provadéji
metodami popsanymi v pifloze.

(') Ut. vést. L 83, 30.8.1973,s. 21.

(%) Ur. vést. L 108, 22.4.1974,s. 7.

(°) Uf. vést. L 246, 29.8.1981, s. 32.
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Cldnek 2 Budou tyto pfedpisy pouzivat od 1. listopadu 1999.

Smérnice 71/250/EHS se méni takto: Tato opatieni pfijatd clenskymi stity musi obsahovat odkaz na
tuto smérnici nebo musi byt takovy odkaz ucinén pii jejich

1. V ¢&anku 1 se zruduji slova ,hoici¢né silice“ a ,theobro- Lo -5 ,Rebo M p - 1Pt
ufednim vyhlaseni. Zptsob odkazu si stanovi ¢lenské staty.

minu®,
2. Body 8 a 13 prilohy se zrusuji. y
Y PREOY ) Cldnek 6
Cldnek 3 Tato smérnice vstupuje v platnost dvacitym dnem po
Smérnice 73/46/EHS se ménf takto: vyhldSeni v Ufednim véstniku Evropskych spolecenstvi.

1. Cldnek 2 Suje. <
dnek 2 se zrusuje Clinek 7

2. Priloha II se zrusuje.
Tato smérnice je urcena ¢lenskym stattm.

Cldnek 4

Patd smérnice 74/203[EHS se zruuje.
V Bruselu dne 20. dubna 1999.

Cldnek 5
Za Komisi

Clenské stity uvedou v dcinnost pravni a sprdvni piedpisy Frans FISCHLER
ranz

nezbytné pro dosazeni souladu s touto smérnici nejpozdéji do
31. fijna 1999. Neprodlené o nich uvédomi Komisi. clen Komise
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3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

PRILOHA
CAST A
STANOVENI AMPROLIA
1-[(4-amino-2-propyl-pyrimidinyl)-metyl]-2-picoliniumchlorid hydrochlorid

Utel a oblast pouZiti

Tato metoda slouzi ke stanoveni amprolia v krmivech a premixech. Mez prokazatelnosti ¢ini 1 mg/kg, mez
stanovitelnosti 25 mg/kg.

Princip

Vzorek se extrahuje smési metanolu a vody. Po ziedéni mobilni fizi a membranové filtraci se obsah amprolia
stanovi vysoce t¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC) na katexovém materidlu s pouzitim ultrafialového
detektoru.

Cinidla

Metanol

Acetonitril &istoty pro HPLC

Voda &istoty pro HPLC

Roztok dihydrofosforecnanu sodného, ¢ = 0,1 mol/l

13,80 g dihydrofosfore¢nanu sodného se rozpusti ve vodé (3.3) v odmérné bance objemu 1 000 ml, doplni se
vodou (3.3) po rysku a promichd se.

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

224,74 g chloristanu sodného se rozpusti ve vodé (3.3) v odmérné barice objemu 1 000 ml, doplni se vodou
(3.3) po rysku a promicha se.

Mobilni fize pro HPLC (viz pozndmka 9.1)

Smés acetonitrilu (3.2), roztoku dihydrofosfore¢nanu sodného (3.4) a roztoku chloristanu sodného (3.5),
450 + 450 + 100 (V + V + V). Roztok se pfed pouzitim prefiltruje pres membranovy filtr (4.3) a zbavi
plynt (napf. v ultrazvukové ldzni (4.4) po dobu 15 minut).

Standardni substance: amprolium, €isté, 1-[(4-amino-2-propyl-5-pyrimidinyl)-metyl]-2-picoliniumchlorid hydro-
chlorid, E 750 (viz 9.2)

Zéakladni standardni roztok amprolia, 500 pg/ml

Do odmérné baiiky objemu 100 ml se s pfesnosti na 0,1 mg navdzi 50 mg amprolia (3.7), rozpusti se
v 80 ml metanolu (3.1) a postavi se na 10 minut do ultrazvukové lazné (4.4). Po pusobeni ultrazvuku se
roztok zchladi na pokojovou teplotu, doplni se vodou po rysku a promichd se. Roztok je pfi teploté 4 °C stdly
jeden mésic.

Pracovni standardni roztok amprolia, 50 pg/ml

5,0 ml zdkladniho standardniho roztoku (3.71) se napipetuje do odmérné banky objemu 50 ml, doplni po
rysku extrakéni smési (3.8) a promichd se. Roztok je pii teploté 4 °C stily jeden mésic.

Kalibra¢ni roztoky

Do odmérnych banék objemu 50 ml se napipetuje 0,5, 1,0 a 2,0 ml pracovniho standardniho roztoku (3.7.2),
doplni se po rysku mobilni fdzi (3.6) a promichd se. Tyto roztoky obsahuji 0,5, 1,0 a 2,0 pg amprolia v 1 ml.
Roztoky se musi ptipravovat Cerstvé pred pouZitim.
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3.8 Extrakéni smés

Smés metanolu (3.1) a vody 2 + 1 (V + V)

4, Pistroje a pomiicky
4.1 Zaiizeni pro HPLC se vstiikovacim systémem pro injektované objemy 100 pl

4.1.1  Separacni kolona pro katexovou chromatografii, zrnéni 10 pm, 125 mm x 4 mm, napf. Nucleosil 10 SA, 10
pm, nebo podobnd

4.1.2  Ultrafialovy detektor s ménitelnym nastavenim vlnové délky nebo diodovy array detektor
4.2 Membranovy filtr, materidl PTFE, velikost porti 0,4 um

4.3 Membranovy filtr, velikost périt 0,22 pm

4.4 Ultrazvukovid ldzen

4.5 Mechanicka tfepacka nebo magnetickd michacka
5. Postup

5.1 Obecné

5.1.1  Slepy pokus

Pro provedeni zkousek na vytéznost (5.1.2) by se mél provést slepy pokus za tcelem kontroly, Ze nejsou
piitomny ani amprolium ani rusici ldtky. Slepy vzorek by mél mit podobné sloZeni jako zkoumany vzorek
a amprolium nebo rusici litky by nemély byt prokazatelné.

5.1.2  Zkouska na vytéznost

Procentni vytézek se zjistuje analyzou slepého vzorku, ke kterému bylo pfidino mnozstvi amprolia odpovidajici
mnozstvi amprolia ve vzorku. Pro obohaceni na obsah 100 mg/kg se 10,0 ml zakladniho standardniho roztoku
(3.7.1) pfevede do Erlenmayerovy baiky objemu 250 ml a roztok se odpaii na pfiblizné 0,5 ml. Poté se piidd
50 g slepého vzorku. Diikladné se promichd, nechd se 10 minut stit a znovu se nékolikrdt promichd, nez se
zalne s extrakef (5.2).

Neni-li k dispozici slepy vzorek podobny zkoumanému vzorku (viz 5.1.1), Ize provést zkousku na vytéZnost
adi¢ni metodou. V tom piipadé se zkoumany vzorek obohati mnozstvim amprolia odpovidajicim mnozstvi
amprolia ve vzorku. Tento vzorek se zkouma spole¢né se vzorkem neobohacenym a procentni vytézek lze
zjistit odectenim.

5.2 Extrakee
5.2.1 Krmiva a premixy (obsah amprolia < 1 %)

Podle obsahu amprolia se do Erlenmayerovy bariky objemu 500 ml s pfesnosti na 0,01 g navdzi 5 az 40 g
vzorku a pfidd se 200 ml extrakéni smési (3.8). Na baniku se 15 minut piisobi v ultrazvukové lazni (4.4), poté
se 1 hodinu protfepdvd na tfepacce nebo michd magnetickou michackou (4.5). Alikvéta extraktu se zfedi
mobilni fazi (3.6) na obsah amprolia mezi 0,5 a 2 pg/ml a pomicha se (viz pozndmka 9.3). 5 az 10 ml tohoto
nafedéného roztoku se prefiltruje ptes membranovy filtr (4.2) a poté se pouzije ke stanoveni pomoci HPLC
(5.3).

5.2.2  Premixy (obsah amprolia 1 %)

Podle obsahu amprolia se do Erlenmayerovy banky objemu 500 ml s pfesnosti na 0,001 g navdzi 1 az 4 g
premixu a pfidd se 200 ml extrakéni smési (3.8). Na banku se 15 minut ptsobi v ultrazvukové ldzni (4.4) poté
se 1 hodinu protiepdvd na tiepacce nebo michd magnetickou michackou (4.5). Alikvéta extraktu se zfedi
mobilni fdzi (3.6) na obsah amprolia mezi 0,5 a 2 pg/ml a pomichd se. 5 az 10 ml tohoto nafedéného
roztoku se prefiltruje pfes membranovy filtr (4.2) a poté se pouzije ke stanoveni pomoci HPLC (5.3).

5.3 Stanoveni HPLC
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5.3.1 Parametry

Nize uvedené hodnoty jsou smérné hodnoty; lze pouzit jiné parametry, pokud vedou ke srovnatelnym
vysledkaim.

Separatni kolona pro katexovou 125 mm x 4 mm, napf. Nucleosil 10 SA, 10 pm nebo podobnd
chromatografii (4.1.1):

Mobiln{ fize (3.6): Smés acetonitrilu (3.2), roztoku dihydrofosfore¢nanu sodného (3.4)
a roztoku chloristanu sodného (3.5), 450 + 450 + 100 (V+V +V)

Pritokovd rychlost: 0,7 az 1 ml/min
Vlnovd délka detekee: 264 nm
Injektovany objem: 100 pl

Stabilita chromatografického systému se kontroluje nékolikandsobnym néstiikem kalibra¢niho roztoku (3.7.3)
obsahujictho 1,0 pg/ml, dokud se nedosdhne konstantnich vysek (ploch) piku a reten¢nich cast.

5.3.2  Sestrojeni kalibra¢ni kiivky

Kazdy kalibra¢ni roztok (3.7.3) se nastiikuje nékolikrdt a méif se stfedni vysky (plochy) pikt pfi jednotlivych
koncentracich. Kalibra¢ni kiivka se sestroji tak, Ze se na pofadnici vynesou stfedni vysky (plochy) pika kalibrac-
nich roztokt a na abscise jim odpovidajici koncentrace v pg/ml.

5.3.3  Stanoveni roztoku vzorku
Extrakt ze vzorku (5.2) se nastiikuje nékolikrdt, pficemz se pouZivd totéz mnozstvi jako pro ndstiik kalibra¢nich
roztokd. Zjistuje se stfedni vyska (plocha) piku amprolia.

6. Vypolet a vyjadieni vysledki

Ze stiedni vysky (plochy) piku amprolia u roztoku vzorku se podle kalibracni kiivky (5.3.2) stanovi koncentrace
roztoku vzorku v pg/ml.

Obsah amprolia w v mg/kg ve vzorku se vypocte podle vzorce:

V.9-f
w = [mg/kg]

kde

V= objem extrakéni smési se vzorkem v ml podle 5.2 (tj. 200 ml)
¥ = koncentrace amprolia v roztoku vzorku (5.2) v pg/ml

f = faktor fedéni podle 5.2

m = navazka vzorkuv g

7. Kontrola vysledki

7.1 Identita

Identitu analytt lze potvrdit kochromatografii nebo pomoci diodového array detektoru, pficemz se srovndvaji
spektra roztoku vzorku (5.2) a kalibra¢niho roztoku (3.7.3) obsahujictho 2,0 pg/ml.

7.1.1  Kochromatografie

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

Pii zohlednén{ pfidaného mnozstvi a fedéni extraktu smi byt zvétiend jen vyska piku amprolia. Sitka piku
v polovi¢ni vySce by se neméla od sitky ptvodniho piku amprolia v neobohaceném extraktu vzorku odchy-
lovat o vice nez + 10 %.
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7.1.2

7.2

7.3

Diodova array detekce

Vysledky se hodnoti podle nasledujicich kritérii:

a) Vlnova délka pfi maximdlni absorpci vzorku a standardniho spektra na vrcholu piku chromatogramu musi
souhlasit v oblasti, kterd je urcena rozliSovaci schopnosti detekéniho systému. Pro diodovou array detekci
tato oblast obvykle ¢ini + 2 nm.

b) Mezi 210 a 320 nm se spektrum vzorku a standardni spektrum na vrcholech pikti chromatogramu nesméji
v oblasti mezi 10 % a 100 % relativni absorpce lisit. Toto kritérium je splnéno, jestlize maxima jsou stejnd
a odchylka mezi obéma spektry nenf na Zddném misté vyssi nez 15 % absorpce standardnich analyti.

¢) Mezi 210 a 320 nm se spektra extraktu vzorku na Cele, vrcholu a tylu piku vzorku nesméji v oblasti
spektra mezi 10 % a 100 % relativni absorpce lisit. Toto kritérium je splnéno, jestliZe maxima jsou stejnd

a odchylka mezi obéma spektry neni na Zddném misté sledovéni vyssi nez 15 % absorpce spektra na vrcholu
piku.

Neni-li toto kritérium splnéno, povazuje se pfitomnost analytu za nepotvrzenou.
Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou soubéznych stanoveni u téhoz vzorku nesmi
— u obsahu amprolia mezi 25 mgfkg a 500 mg/kg piekrocit 15 % vyssiho vysledku,
— u obsahu amprolia mezi 500 mg/kg a 1 000 mg/kg pfekrocit 75 mg/kg,

— u obsahu amprolia vysstho nez 1 000/kg prekrocit 7,5 % vyssiho vysledku.
Procentni vytézek

U obohaceného (slepého) vzorku by procentni vytézek mél ¢init nejméné 90 %.

Vysledky hromadné analyzy

Pfi hromadné analyze byla zkoumadna tfi drabezi krmiva (vzorky 1 az 3), minerdlni krmivo (vzorek 4) a premix
(vzorek 5). Vysledky jsou shrnuty v niZe uvedené tabulce.

(Slz;zy,of,‘;];rlek) Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 4 Vzorek 5
L 14 14 14 14 15
A 56 56 56 56 60
Primérnd hodnota [mg/kg] - 45,5 188 5129 25140
s, [mg/kg] - 2,26 3,57 178 550
V. [%] - 4,95 1,90 3,46 2,20
sz [mg/kg] - 2,95 11,8 266 760
v, [%] - 6,47 6,27 5,19 3,00
zddany obsah [mg/kg] - 50 200 5000 25000
L:  pocet laboratoii
n:  pocet jednotlivych hodnot
5. standardni odchylka opakovatelnosti

CV,: variacni koeficient opakovatelnosti
s standardni odchylka srovnatelnosti
CV,: variaéni koeficient srovnatelnosti
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9.2

9.3

3.1

3.2

33

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.8.1

Pozndmky

Obsahuje-li vzorek tiamin, objevi se pik tiaminu v chromatografii kratce pfed pikem ambrolia. Pfi pouziti této
metody by se amprolium a tiamin mély oddélit. Nejsou-li amprolium a tiamin separovany kolonou (4.1.1)
pouzitou v této metod¢, by se mélo az 50 % acetonitrilového podilu mobilni fize (3.6) nahradit metanolem.

Podle britského Iékopisu vykazuje spektrum roztoku ambrolia (¢ = 0,2 molfl) v kyseliné¢ chlorovodikové
(c =01 mol/l) maxima pfi 246 nm a 262 nm. Absorpce by méla ¢init pfi 246 nm 0,84 a pii
262 nm 0,80.

Extrakt by se vzdy mél fedit mobilni fizi, jelikoZ jinak se reten¢ni ¢as piku ambrolia zna¢né posouvd zménami
iontové sily.

CAST B
STANOVENI DICLAZURILU
2,6-dichlor-alfa-(4-chlorofenyl)-4-(4,5-dihydro-3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2-(3-H)yl)benzenacetonitril
Utel a oblast pouziti
Tato metoda slouzi ke stanoveni diclazurilu v krmivech a premixech. Mez prokazatelnosti ¢inf 0,1 mg/kg, mez
stanovitelnosti 0,5 mg/kg.

Princip

Po pfidani interntho standardu se vzorek extrahuje metanolem okyselenym kyselinou chlorovodikovou. U krmiv
se alikvota extraktu Cisti extrakéni patronou s tuhou fizi C 18. Diclazuril ze z patrony eluuje smési metanolu
okyseleného kyselinou chlorovodikovou a vody. Po odpateni se zbytek rozpusti v DMF|vodé. U premixa se
extrakt odpafi a zbytek se rozpusti v DMF|vodé. Obsah diclazurilu se stanovi (CtyFslozkovou) gradientovou
vysoce ucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) s obrdcenou fézi a s pouzitim ultrafialového detektoru.
Cinidla

Voda ¢istoty pro HPLC

Octan amonny

Tetrabutylamoniumhydrosiran (TBHS)

Acetonitril &istoty pro HPLC

Metanol ¢istoty pro HPLC

N,N-dimetylformamid (DMF)

Kyselina chlorovodikové p,, = 1,19 g/ml

Standardni substance: diclazuril 1I-24: 2,6-dichlor-alfa-(4-chlorofenyl)-4-(4,5-dihydro-3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2-
(3-H)yl)benzenacetonitril, zarucené ¢isty, E 771

Zékladni standardni roztok diclazurilu, 500 pg/ml

Do odmérné bariky objemu 50 ml se s presnosti na 0,1 mg navazi 25 mg diclazurilu (3.8), rozpusti se v.DMF
(3.6), doplni se DMF (3.6) po rysku a promichd se. Odmérnd banka se obali hlinikovou félif (nebo se pouzije
odmérnd batika z hnédého skla) a uchovédvd se v chladnici. Roztok je pfi teploté 4 °C staly jeden mésic.
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3.8.2  Standardni roztok diclazurilu, 50 pg/ml

Do odmérné banky objemu 50 ml se prevede 5,00 ml zdkladniho standardniho roztoku (3.8.1), doplni se DMF
(3.6) po rysku a promichd se. Odmérnd banka se obali hlinikovou félif (nebo se pouZije odmérnd banka z hné-
dého skla) a uchovavé se v chladnici. Roztok je pii teploté 4 °C stdly jeden mésic.

3.9 Interni standardni substance: 2,6-dichloro-a-(4-chlorofenyl)-4-(4,5-dihydro-3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2-(3-H)-yl)-a-
metylbenzén-acetonitril

3.9.1 Interni zdkladni standardni roztok, 500 pg/ml

Do odmérné barnky objemu 50 ml se s pfesnosti na 0,1 mg navdz{ 25 mg interni standardni substance (3.9),
rozpusti se v DMF (3.6), doplni se DMF (3.6) po rysku a promichd se. Odmérnd barka se obali hlinikovou folif
(nebo se pouzije odmérnd banka z hnédého skla) a uchovavd se v chladnici. Roztok je pii teploté 4 °C stily
jeden mésic.

3.9.2 Intern{ standardni roztok, 50 pg/ml

Do odmérné banky objemu 50 ml se pfevede 5,00 ml interniho standardniho roztoku (3.9.1), doplni se DMF
(3.6) po rysku a promichd se. Odmérnd banka se obali hlintkovou f6lif (nebo se pouzije odmérnd barika z hné-
dého skla) a uchovdvd se v chladnici. Roztok je pfi teploté 4 °C stdly jeden mésic.

3.9.3  Interni standardni roztok pro premixy, p/1 000 mg/ml (p = zddany obsah diclazurilu v premixu v mg/kg)

Do odmérné banky objemu 100 ml se s pfesnosti na 0,1 mg navdzi p/10 mg interni standardni substance,
rozpusti se v.DMF (3.6) v ultrazvukové lazni (4.6), doplni DMF (3.6) po rysku a promichd se. Odmérnd banika
se obali hlintkovou f6lif (nebo se pouzije odmérnd banka z hnédého skla) a uchovavd se v chladnici. Roztok je
pii teploté 4 °C stély jeden mésic.

3.10  Kalibra¢ni roztok, 2 pg/ml

Do odmérné banky objemu 50 ml se napipetuje 2,00 ml standardniho roztoku diclazurilu (3.8.2) a 2,00 ml
internfho standardniho roztoku (3.9.2). Pfidd se 16 ml DMF (3.6), doplni se vodou po rysku a promichd se.
Tento roztok se pfipravuje Cerstvy pied pouzitim.

3.11  Extrakéni patrona s tuhou fézi C 18, sorpéni mnozstvi 100 mg, napt. Bond Elut
3.12  Extrakéni smés: metanol okyseleny kyselinou chlorovodikovou

Do 1 000 ml metanolu (3.5) se napipetuje 5,0 ml kyseliny chlorovodikové (3.7) a promicha se.
3.13  Mobilni faze pro HPLC

Elu¢ni rozpoustédlo A: roztok octanu amonného a tetrabutylamoniumhydrosiranu
3.13.1 5 g octanu amonného (3.2) a 3,4 g TBHS (3.3) se rozpusti v 1 000 ml vody a promichd se.
3.13.2 Eluéni rozpoustédlo B: acetonitril (3.4)

3.13.3 Elu¢ni rozpoustédlo C: metanol (3.5)

4, Piistroje a pomiicky
4.1 Mechanickd tiepacka

4.2 Zafizeni pro HPLC pro Ctyfslozkovy gradient

4.2.1 Separacni kolona pro chromatografii s obrdcenou fézi, zrnéni 3 pm, 100 mm x 4,6 mm, napi. Hypersil ODS
nebo podobny material

4.2.2  Ultrafialovy detektor s ménitelnym nastavenim vlnové délky nebo diodovy array detektor
4.3 Vakuova rotacni odparka

4.4 Membrénovy filtr, velikost port 0,45 pm
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4.5 Vakuové zaifzeni
4.6 Ultrazvukovd ldzen
5. Postup

5.1 Obecné

5.1.1  Slepy pokus

Mél by se provést slepy pokus za tcelem kontroly, Ze nejsou piitomny ani diclazuril ani rusici ldtky. Slepy
vzorek by mél mit podobné sloZeni jako zkoumany vzorek a diclazuril nebo rusici latky by nemély byt prokaza-
telné.

5.1.2 Zkouska na vytéznost

Procentni vytézek se zjistuje analyzou slepého vzorku, ke kterému bylo pfidino mnozstvi diclazurilu odpovida-
jici mnozstvi diclazurilu ve vzorku. Pro obohaceni na obsah 1 mgfkg se k 50 g slepého vzorku p#idd 0,1 ml
zdkladniho standardniho roztoku (3.8.1). Dtikladné se promichd, nechd se 10 minut stit a znovu se nékolikrdt
promichd, nez se zacne s extrakci (5.2).

Neni-li k dispozici slepy vzorek podobny zkoumanému vzorku (viz 5.1.1), lze provést zkousku na vytéznost
adi¢ni metodou. V tom piipadé se zkoumany vzorek obohati mnozstvim diclazurilu odpovidajicim mnozstvi ve
vzorku jiz obsazenému. Tento vzorek se zkoumd spole¢né se vzorkem neobohacenym a procentni vytézek lze
zjistit odectenim.

5.2 Extrakce
5.2.1 Krmiva

Do Erlenmayerovy bariky objemu 500 ml se s presnosti na 0,01 g navdzi 50 g vzorku. P¥idd se 1,00 ml inter-
niho standardniho roztoku (3.9.2) a 200 ml extrakéni smési (3.12) a barika se uzavie. Smés se pfes noc protie-
pévd na tiepacce (4.1) a poté se nechd 10 minut stit. Alikvota 20 ml supernatantu se prevede do vhodné skle-
néné nadoby a zfedi se 20 ml vody. Tento roztok se dd na extrak¢ni patronu (3.11) a prosaje se pomoci vakua
(4.5). Patrona se vymyje 25 ml smési z extrak¢ni smési (3.12) a vody, 65 + 35 (V + V). Sbirané frakce se
nepouziji, uc¢innd ldtka a interni standard se eluuji 25 ml smési z extrakéni smési (3.12) a vody, 80 + 20
(V + V). Tato frakce se v rotacni odparce (4.3) zahusti pfi 60 °C a za snizeného tlaku dosucha. Zbytek se
rozpusti v 1,0 ml DMF (3.6), pfidd se 1,5 ml vody (3.1) a promichd se. Roztok se piefiltruje pfes membranovy
filtr (4.4) a poté se pouzije ke stanoveni pomoci HPLC (5.3).

5.2.2  Premixy

Do Erlenmayerovy baiiky objemu 500 ml se s pfesnosti na 0,001 g navdzi 1 g vzorku. Pfidd se 1,00 ml inter-
niho standardniho roztoku (3.9.3) a 200 ml extrakéni smési (3.12) a barika se uzavie. Smés se pies noc protie-
pavéd na tiepacce (4.1) a poté se nechd 10 minut stit. Alikvota 10 000/p ml (p = zddany obsah diclazurilu
v premixu v mg/kg) supernatantu se prevede do kulaté baiiky vhodné velikosti. V rotacni odparce (4.3) se
zahust{ za snizeného tlaku pfi 60 °C dosucha. Zbytek se rozpusti v 10,0 ml DMF (3.6), piidd se 15,0 ml vody
(3.1) a promichd se. Poté se provede stanoveni pomoci HPLC (5.3).

5.3 Stanoveni HPLC
5.3.1 Parametry

Nize uvedené hodnoty jsou smérné hodnoty, lze pouZit jiné parametry, pokud vedou ke srovnatelnym
vysledktim:

— Kolona pro kapalinovou chro- 100 mm x 4,6 mm, ndpln Hypersil ODS, 3 pm, nebo podobny materidl
matografii (4.2.1):

— Mobilni faze: Eluéni rozpoustédlo A (3.13.1): vodny roztok octanu amonného a
tetrabutylamoniumhydrosiranu

Elu¢ni rozpoustédlo B (3.13.2): acetonitril

Elu¢ni rozpoustédlo C (3.13.3): metanol
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— Druh eluce: — linedrni{ gradientovd eluce
— vychozi podminky: A +B +C= 60+ 20+ 20 (V+V +V)

— po 10 minutdch gradientové eluce 30 minut do: A + B + C = 45
+ 20+ 35(V+V+YV)

10 minut vyplachovat B

— Priitokova rychlost: 1,5 az 2 ml/min
— Injektovany objem: 20 pl
— Vlnova délka detekce: 280 nm

Stabilita chromatografického systému se kontroluje nékolikandsobnym ndstiikem kalibra¢niho roztoku (3.10)
obsahujictho 2 pg/ml, dokud se nedosdhne konstantnich vysek (ploch) piku a reten¢nich casti.

Stanoveni kalibra¢niho roztoku

Nékolikrat se nastiikuje 20 pl kalibra¢niho roztoku (3.10) a stanovi se stiedni vyska (plocha) piku diclazurilu
a interniho standardu.

Stanoveni roztoku vzorku

Nékolikrat se nastiikuje 20 pl roztoku vzorku (5.2.1 nebo 5.2.2) a stanovi se stiedni vyska (plocha) piku dicla-
zurilu a interntho standardu.

6. Vypolet a vyjidfeni vysledki
6.1. Krmiva
Obsah diclazurilu w (mg/kg) ve vzorku se vypocte podle vzorce:
_—ds Hic Ydce k
Ve m o me/ke]
kde
hy, = vyska (plocha) piku diclazurilu v roztoku vzorku (5.2.1)
h;, = vyska (plocha) piku interniho standardu v roztoku vzorku (5.2.1)
hy. = vyska (plocha) piku diclazurilu v kalibra¢nim roztoku (3.10)
h,. = vyska (plocha) piku interntho standardu v kalibra¢nim roztoku (3.10)
9, = koncentrace diclazurilu v kalibra¢nim roztoku v pg/ml (3.10)
m = navazka vzorku v g
V= objem extrakéni smési podle 5.2.1 (tj. 2,5 ml)
6.2 Premixy

Obsah diclazurilu w (mg/kg) ve vzorku se vypocte podle vzorce:

_ hd,s' hi,c 8d,c’ 0,02 V- p
YT b ha. — [mg/kg]

o = vyska (plocha) piku diclazurilu v roztoku vzorku (5.2.2)
= vyska (plocha) piku interntho standardu v roztoku vzorku (5.2.2)
& = vyska (plocha) piku diclazurilu v kalibraénim roztoku (3.10)

= vyska (plocha) piku interniho standardu v kalibra¢nim roztoku (3.10)

1. = koncentrace diclazurilu v kalibra¢nim roztoku (3.10)

= navdzka vzorkuv g

m
V = objem extrakéni smési podle 5.2.1 (tj. 2,5 ml)

= 74dany obsah diclazurilu v mg/kg v premixu
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7.1

7.2

7.3

Kontrola vysledkda

Identita

Identitu analytt lze potvrdit kochromatografii nebo s pouzitim diodového array detektoru, pficemz se srovna-
vaji spektra extraktu vzorku (5.2.1 nebo 5.2.2) a kalibra¢niho roztoku (3.10).

Kochromatografie

K extraktu vzorku upravenému podle 5.2.1 nebo 5.2.2 se pfidd vhodné mnozstvi kalibra¢niho roztoku (3.10).
Pridané mnozstvi diclazurilu by mélo odpovidat obsahu diclazurilu v extraktu vzorku.

Pii zohlednén pfidaného mnozstvi a fedénf extraktu smi byt zvétsend jen vyska piku diclazurilu a vyska piku
interniho standardu. Sitka piku v polovi¢ni vysce by se neméla od sifky ptivodniho piku diclazurilu nebo piku
standardu neobohaceného extraktu vzorku odchylovat o vice nez + 10 %.

Diodova array detekce

Vysledky se hodnoti podle ndsledujicich kritérii:

a) Vlnova délka pfi maximdlni absorpci vzorku a standardniho spektra na vrcholu piku chromatogramu musi
souhlasit v oblasti, kterd je urcena rozliSovaci schopnosti detekéniho systému. Pro diodovou array detekei
tato oblast obvykle ¢ini + 2 nm.

b) Mezi 230 a 320 nm se spektrum vzorku a standardni spektrum na vrcholech pikti chromatogramu nesméji
v oblasti mezi 10 % a 100 % relativni absorpce lisit. Toto kritérium je splnéno, jestliZe maxima jsou stejnd
a odchylka mezi obéma spektry neni na Zddném misté vyssi nez 15 % absorpce standardniho analytu.

¢) Mezi 230 a 320 nm se spektra extraktu vzorku na Cele, vrcholu a tylu piku vzorku nesméji v oblasti
spektra mezi 10 % a 100 % relativni absorpce lisit. Toto kritérium je splnéno, jestliZe maxima jsou stejnd
a odchylka mezi obéma spektry neni na zddném misté¢ sledovani vyssi nez 15 % absorpce spektra na vrcholu

piku.
Neni-li toto kritérium splnéno, povazuje se piitomnost analytu za nepotvrzenou.
Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou soubéznych stanoveni u téhoz vzorku nesmi ptekrocit ndsledujici hodnoty:
— 30 % vyssiho vysledku u obsahu diclazurilu mezi 0,5 mg/kg a 2,5 mg/kg,
— 0,75 mg/kg u obsahu diclazurilu mezi 2,5 mglkg a 5 mg/kg,

— 15 % vyssiho vysledku u obsahu diclazurilu nad 5 mg/kg.
Procentni vytézek

U obohaceného (slepého) vzorku by procentni vytézek mél ¢init nejméné 80 %.

Vysledky hromadné analyzy

Pfi hromadné analyze bylo 5 vzorkt zkoumdno 11 laboratofemi. Tyto vzorky sestdvaly ze dvou smési premixi,
z nichZ jedna byla smisena s organickou (O 100) a druhd s anorganickou matrici (A 100). Teoreticky obsah
diclazurilu je 100 mg/kg. Tfi hotovd drabezi krmiva pochdzela od 3 rtiznych vyrobet (NL) (L1/Z1/K1). Teore-
ticky obsah diclazurilu je 1 mgfkg. Laboratofe byly povéteny, aby kazdy ze vzorka zkoumaly jednou nebo

s. 1359-1361.). Vysledky jsou shrnuty v niZe uvedené tabulce:
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Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 4 Vzorek 5
A 100 0 100 L1 Z1 K1

L 11 11 11 11 16

A 19 18 19 19 12

priumérna hodnota 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89

s, [mgkg] 5,88 7,64 0,15 0,02 0,03

CV, [%] 5,83 7,38 17,32 1,92 3,34

s [mg/kg] 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12

CV, [%] 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65

zddany obsah [mg/kg] 100 100 1 1 1

L:  pocet laboratofi
n:  pocet jednotlivych hodnot
s:  standardni odchylka opakovatelnosti

CV,: variacni koeficient opakovatelnosti

s standardni odchylka srovnatelnosti
CV,: variaéni koeficient srovnatelnosti

Pozndmky

Musi byt ptedem prokazdno, Ze signdl diclazurilu je v linedrni oblasti koncentrace.

CAST C

STANOVENI CARBADOXU

Metyl-3-(2-chinoxalinylmetylén)-carbazat-N!, N*-dioxid

Utel a oblast pouziti

Tato metoda slouzi ke stanoveni carbadoxu v krmivech, premixech a piipravcich. Mez prokazatelnosti ¢ini

1 mg/kg, mez stanovitelnosti 10 mg/kg.

Princip

Vzorek se piedupravi vodou a poté se extrahuje smési metanolu a acetonitrilu. U krmiv se alikvéta prefiltrova-
ného extraktu vycisti v koloné s oxidem hlinitym. U premixa a piipravka se alikvéta prefiltrovaného extraktu
piimo zfedi smési vody, metanolu a acetonitrilu na vhodnou koncentraci. Obsah carbadoxu se stanovi vysoce

ucinnou kapalinovou chromatografif (HPLC) s obricenou fizi s pouzitim ultrafialového detektoru.

Cinidla

Metanol

Acetonitril ¢istoty pro HPLC

Kyselina octovd, w = 100 %

Oxid hlinity: neutralni, stupen aktivity I

Smés metanolu a acetonitrilu 1 + 1 (V + V)

500 ml metanolu (3.1) se smisi s 500 ml acetonitrilu (3.2).

Kyselina octovd, 0 = 10 %

10 ml kyseliny octové (3.3) se smisi se 100 ml vody.

Octan sodny, CH,COONa
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3.8 Voda &istoty pro HPLC
3.9 Octanovy Gstojny roztok, ¢ = 0,01 mol/l, pH = 6,0

0,82 g octanu sodného (3.7) se rozpusti v 700 ml vody (3.8) a kyselinou octovou (3.6) se upravi pH na 6,0.
Roztok se prevede do odmérné banky objemu 1 000 ml, doplni se vodou (3.8) po rysku a promichd se.

3.10  Mobilni fize pro HPLC
825 ml octanového tdstojného roztoku (3.9) se smisi se 175 ml acetonitrilu (3.2). Roztok se prefiltruje pies
membrdnovy filtr s velikosti port 0,22 pm (4.5) a zbavi se plynt (napf. v ultrazvukové lizni po dobu
10 minut).

3.11  Standardni substance:
Carbadox, ¢isty, metyl-3-(2-chinoxalinylmetylén)-carbazat-N', N*-dioxid, E 850

3.11.1 Zakladni standardni roztok carbadoxu, 100 pg/ml (viz bod 5. Postup)
Do odmérné bariky objemu 250 ml se s pfesnosti na 0,1 mg navdz{ 25 mg carbadoxu (3.11) a v ultrazvu-
kové ldzni (4.7) se rozpusti ve smési metanolu a acetonitrilu. Po ptsobeni ultrazvuku se roztok zchladi na
pokojovou teplotu, doplni se smési metanolu a acetonitrilu (3.5) po rysku a promichd se. Baka se obalf hlini-
kovou félii (nebo se pouzije odmérnd banika z hnédého skla) a uchovévd se v chladnici. Roztok je pfi teploté
4 °C staly jeden mésic.

3.11.2 Kalibraéni roztoky
Do odmérnych banék objemu 100 ml se pfevede 2,0, 5,0, 10,0 a 20,0 ml zdkladniho standardniho roztoku
(3.11.1). Piidd se po 30 ml vody, doplni se po rysku smési metanolu a acetonitrilu a promichd se. Batika se
obali hlinikovou félif. Tyto roztoky obsahuji 2,0, 5,0, 10,0 a 20,0 pg carbadoxu v 1 ml. Kalibra¢ni roztoky se
musi pFipravovat Cerstvé pied pouzitim.

Pozndmka:

Pro stanoveni carbadoxu v krmivech obsahujicich méné nez 10 mg/kg se musi pfipravovat kalibra¢ni roztoky
koncentrace niz$f nez 2,0 pg/ml.

3.12.  Smés vody a smési metanolu a acetonitrilu (3.5), 300 + 700 (V + V)

300 ml vody se smisi se 700 ml smési metanolu a acetonitrilu (3.5).

4. Piistroje a pomiicky
4.1 Mechanickd tfepacka nebo magnetickd michacka

4.2 Filtra¢ni papir sklovldknity, napf. Whatman GF/A nebo podobny
4.3, Sklenénd kolona (délka 300 az 400 mm, svétlost pfiblizné¢ 10 mm) s fritou a vypoustécim kohoutem
Pozndmka:

Lze pouzit i sklenénou kolonu s kohoutem a kénicky zazenou sklenénou kolonu; v tom piipadé se do spodni
Casti kolony vlozi mald zétka ze sklenéné vaty.

4.4 Zaiizeni pro HPLC se vstiikovacim systémem pro injektované objemy 20 pl

4.4.1 Separacni kolona pro chromatografii s obrdcenou fdzi, zrnéni 10 pm, 300 mm x 4 mm, plnénd materidlem
C18

442 Ultrafialovy detektor s ménitelnym nastavenim vlnové délky nebo diodovy array detektor s méficim rozsahem
od 225 do 400 nm

4.5 Membranovy filtr, velikost p6rit 0,22 pm

4.6 Membranovy filtr, velikost périt 0,45 pm

4.7 Ultrazvukové lazen
5. Postup
Pozndmka:

Carbadox je svétlocitlivy. VSechny kroky je proto tieba provddét pifi tlumeném svétle nebo je tieba pouzit
hnédého skla resp. sklo obalit hlinikovou fdlii.

5.1 Obecné
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5.1.2

5.2

5.2.1

5.2.2

5.2.3

5.3

5.3.2

5.4

Slepy pokus

Pro provedeni zkousek na vytéznost (5.1.2) by se mél provést slepy pokus za tcelem kontroly, Ze nejsou
piitomny ani carbadox ani rusici létky. Slepy vzorek by mél mit podobné sloZeni jako zkoumany vzorek a car-
badox nebo rusici litky by nemély byt prokazatelné.

Zkouska na vytéZnost

Procentni vytéZek se zjistuje analyzou slepého vzorku (5.1.1), ke kterému bylo pfiddno mnozstvi carbadoxu
odpovidajici mnozstvi carbadoxu ve vzorku. Pro obohaceni na obsah 50 mg/kg se 5,0 ml zdkladniho standard-
niho roztoku (3.11.1) pfevede do Erlenmayerovy batiky objemu 200 ml. Roztok se v proudu dusiku odpaii na
piiblizné 0,5 ml. Pfidd se 10 g slepého vzorku, promichd se a nechd se 10 minut stdt, neZ se zacne s extrakci
(5.2).

Neni-li k dispozici slepy vzorek podobny zkoumanému vzorku (viz 5.1.1), Ize provést zkousku na vytéznost
adi¢ni metodou. V tom piipadé se zkoumany vzorek obohati mnozstvim carbadoxu odpovidajicim mnozstvi
carbadoxu ve vzorku jiz obsazenému. Tento vzorek se zkoumd spolecné se vzorkem neobohacenym a pro-
centni vytézek lze zjistit odectenim.

Extrakce
Krmiva

Do Erlenmayerovy bariky objemu 200 ml se s presnosti na 0,01 g navdzi 10 g vzorku. Pfidd se 15,0 ml vody,
promichd se a nechd se 5 minut stdt. Poté se piidd 35,0 ml smési metanolu a acetonitrilu (3.5), baika se
uzavie a poté se 30 minut protiepdvd na tiepacce nebo michd magnetickou michackou (4.1). Roztok se prefil-
truje pies sklovlaknity papirovy filtr (4.2) a takto je pfipraveny k ¢isténi (5.3).

Premixy (0,1 az 2,0 %)

Do Erlenmayerovy batiky objemu 200 ml se s pfesnosti na 0,001 g navdzi 1 g nemletého premixu. PFidd se
15,0 ml vody, promichd se a nechd se 5 minut stit. Poté se pfidd 35,0 ml smési metanolu a acetonitrilu (3.5),
banka se uzavie a 30 minut se protfepdvd na tiepacce nebo michd magnetickou michackou (4.1). Roztok se
piefiltruje pies sklovldknity papirovy filtr (4.2). Alikvéta filtrdtu se dd do odmérné bariky objemu 50 ml. Pfidd
se 15,0 ml vody, doplni se smési metanolu a acetonitrilu (3.5) po rysku a promichd se. Koncentrace carbadoxu
v hotovém roztoku by méla ¢init pFiblizné 10 pg/ml. Alikvéta se piefiltruje pfes membranovy filtr s velikosti
port 0,45 um (4.6) a poté se pouzije ke stanoveni pomoci HPLC (5.4).

Piipravky (> 2 %)

Do Erlenmayerovy banky objemu 250 ml se s pfesnosti na 0,001 g navdzi 0,2 g nemletého vzorku. PFidd se
45,0 ml vody, promichd se a nechd se 5 minut stit. Poté se pfidd 105,0 ml smési metanolu a acetonitrilu
(3.5). Uzaviend barnika se na 15 minut dd do ultrazvukové ldzné (4.7) a poté se 15 minut protfepdvd na
tiepacce nebo michd magnetickou michackou (4.1). Roztok se prefiltruje pres sklovldknity papirovy filtr (4.2).
Alikvota filtratu se zfedi smési metanolu a acetonitrilu (3.12), aby se ziskala koncentrace carbadoxu mezi 10
a 15 pg/ml (pro 10 % piipravek ¢ini faktor fedéni 10). Alikvéta se prefiltruje pfes membranovy filtr s velikosti
pora 0,45 um (4.6) a poté se pouzije ke stanoveni pomoci HPLC (5.4).

Cisteni

Piprava kolony s oxidem hlinitym

Do sklenéné kolony (4.3) se vpravi 4 g oxidu hlinitého (3.4).

Cisténi vzorku

Do kolony s oxidem hlinitym se vpravi 15 ml pfefiltrovaného extraktu (5.2.1) a prvni 2 ml eludtu se nepou-
zije. Nésledujicich 5 ml se zachycuje, alikvota z nich se piefiltruje pfes membranovy filtr s velikosti port 0,45
pm (4.6) a poté se pouzije ke stanoveni pomoci HPLC (5.4).

Stanoveni HPLC
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5.4.1

5.4.2

5.4.3

6.1

6.2

Parametry

Nize uvedené hodnoty jsou smérné hodnoty, lze pouzit jiné parametry, pokud vedou ke srovnatelnym
vysledktim:

Separacni kolona pro chromato- 300 mm x 4 mm, ndpli C18, 10 pm
grafii s obrdcenou fézi (4.1.1):

Mobilni fize (3.10): Smés octanového ustojného roztoku (3.9) a acetonitrilu (3.2), 825 +
175 (V +V)

Pratokovd rychlost: 1,5 az 2 ml/min

Injektovany objem: 20 pl

Vlnové délka detekce: 365 nm

Stabilita chromatografického systému se kontroluje nékolikandsobnym néstiikem kalibra¢niho roztoku (3.11.2)
obsahujictho 5,0 pg/ml, dokud se nedosdhne konstantnich vysek (ploch) piku a reten¢nich cast.

Kalibra¢ni kiivka

Kazdy kalibra¢ni roztok (3.11.2) se nastiikuje nékolikrdt a méfi se vysky (plochy) pika pii jednotlivych koncen-
tracich. Kalibracni kiivka se sestroji tak, Ze se na pofadnici vynesou stfedni vysky (plochy) pikt a na abscise jim
odpovidajici koncentrace v pg/ml.

Roztok vzorku

Extrakt ze vzorku [(5.3.2) pro krmiva, (5.2.2) pro premixy a (5.2.3) pro piipravky] se nastiikuje nékolikrdt
a zjistuje se stiedni vyska (plocha) piku carbadoxu.

Vypolet a vyjidieni vysledki

Ze stredni vysky (plochy) piku carbadoxu u roztoku vzorku se podle kalibracni kiivky (5.4.2) stanovi koncen-
trace roztoku vzorku v pg/ml.

Krmiva

Obsah carbadoxu w (mg/kg) ve vzorku se vypocte podle vzorce:

v
w =" [mg/kg|
kde
9 = koncentrace carbadoxu v extraktu vzorku (5.3.2) v pg/ml
V, = objem extrak¢ni smési (tj. 50 ml)

m = navazka vzorkuv g
Premixy a piipravky

Obsah carbadoxu w (mg/kg) ve vzorku se vypocte podle vzorce:

9V f
= k
—— [mg/kg]
kde
9 = koncentrace carbadoxu v extraktu vzorku (5.2.2 nebo 5.3.2) v pg/ml
V, = objem extrakéni smési (tj. 50 ml pro premixy; 150 ml pro pfipravky)

f = faktor fedéni podle 5.2.2 (premixy) nebo 5.3.2 (pfipravky)

m = navdzka vzorkuv g
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7.1

7.2

7.3

Kontrola vysledkda
Identita

Identitu analytl Ize potvrdit kochromatografii nebo pomoci diodového array detektoru, pficemz se srovndvaji
spektra extraktu vzorku a kalibra¢niho roztoku (3.11.2) obsahujictho 10,0 pg/ml.

Kochromatografie

K extraktu vzorku se pfidd vhodné mnozstvi kalibra¢niho roztoku (3.11.2.). Pfidané mnozstvi carbadoxu by
mélo odpovidat obsahu carbadoxu v extraktu vzorku.

Pii zohlednéni piidaného mnozstvi a fedéni extraktu smf byt zvétsend jen vyska piku carbadoxu. Sitka piku
v polovi¢ni vysce by se neméla od sitky pivodniho piku carbadoxu v neobohaceném extraktu vzorku odchy-
lovat o vice nez + 10 %.

Diodova array detekce

Vysledky se hodnoti podle ndsledujicich kritérii:

a) Vlnova délka pfi maximdlni absorpci spektra vzorku a standardu na vrcholu piku chromatogramu musi
souhlasit v oblasti, kterd je urcena rozliSovaci schopnosti detekéniho systému. Pro diodovou array detekei
tato oblast obvykle ¢ini + 2 nm.

b) Mezi 225 a 400 nm se spektrum vzorku a standardni spektrum na vrcholech pikti chromatogramu nesméji
v oblasti mezi 10 % a 100 % relativni absorpce lisit. Toto kritérium je splnéno, jestliZe maxima jsou stejnd
a odchylka mezi obéma spektry nenf na Zddném misté vyssi nez 15 % absorpce standardnich analyti.

¢) Mezi 225 a 400 nm se spektra extraktu vzorku na Cele, vrcholu a tylu piku vzorku nesméji v oblasti
spektra mezi 10 % a 100 % relativni absorpce lisit. Toto kritérium je splnéno, jestliZe maxima jsou stejnd

a odchylka mezi obéma spektry neni na Zddném misté sledovéni vyssi nez 15 % absorpce spektra na vrcholu
piku.

Neni-li toto kritérium splnéno, povazuje se piitomnost analytu za nepotvrzenou.
Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou soubéznych stanoveni nesmi u téhoz vzorku u obsahu carbadoxu 10 mg/kg
piekracovat 15 % vys3si hodnoty.

Procentni vytézek

U obohaceného (slepého) vzorku by procentni vytézek mél ¢init nejméné 90 %.

Vysledky hromadné analyzy

Pfi hromadné analyze bylo 6 krmiv, 4 premixy a 3 piipravky zkoumdno 8 laboratofemi. Kazdy vzorek byl

s. 484-490.). Vysledky (s vyjimkou extrémnich hodnot) jsou shrnuty v niZe uvedené tabulce:

Tabulka 1: Vysledky hromadné analyzy u krmiv

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 4 Vzorek 5 Vzorek 6

L 8 8 8 8 8 8

A 45 14 15 15 15 15
Primérnd hodnota [mg/kg] 50,0 47,6 48,2 46,9 46,9 49,7

s, [mg/kg] 2,90 2,69 1,38 1,55 1,52 2,12
v, [%] 5,8 5,6 2,9 3,1 3,2 43
s [mg/kg] 3,92 413 2,23 2,58 2,26 2,44
CV, [%] 7,8 8,7 4,6 52 4,8 4,9
zddany obsah [mg/kg] 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0
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Tabulka 2: Vysledky hromadné analyzy u premixt a piipravki
Premixy Pripravky
L 7 7 7 7 8 8 8
A 14 14 14 14 16 16 16
Primérnd hodnota [mg/kg] 8,89 9,29 9,21 8,76 94,6 98,1 104
s, [mg[kg] 0,37 0,28 0,28 0,44 4,1 5,1 7,7
CV, [%] 4,2 3,0 3,0 5,0 4,3 52 7,4
s [mg/kg] 037 | 028 | 040 | 055 5,4 6,4 7,7
CVi [%] 42 3,0 4,3 6,3 5.7 6,5 74
zadany obsah [g/kg] 10,0 10,0 10,0 10,0 100 100 100

L:  pocet laboratoyk
N:  pocet jednotlivzch hodnot

T

CV: variacnk koeficient opakovatelnosti

-

Sy standardni odchylka srovnatelnosti

CVy:

R

S:  standardni odchylka opakovatelnosti

variacnk koeficient srovnatelnosti




