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DVANASTA SMERNICA KOMISIE 93/117[ES
zo 17. decembra 1993,
ktorou sa stanovuji analytické metédy spoloCenstva na dradnd kontrolu krmiv

KOMISIA EUROPSKYCH SPOLOCENSTIEV,
so zretefom na Zmluvu o zaloZeni Eurépskeho spolocenstva,

so zretelom na smernicu Rady 70/373/EHS z 20. jila 1970
o zavedeni metdd spolocenstva pre odber vzoriek a analyzu
na Ucely dtradnej kontroly krmiv ('), naposledy zmenent
a doplnent nariadenim (EHS) ¢ 3768/85 (%), a najmid na jej
clanok 2,

kedze, smernica 70/373/EHS vyZzaduje, aby tradné kontroly
krmiv s cielom kontroly siladu s poziadavkami, ktoré vznikli
na zaklade ustanoveni tykajucich sa kvality a zloZenia stanove-
nych zdkonom, inym pravnym predpisom alebo spravnym
opatrenim, sa musia vykondvat s pouzitim metdd vzorkovania
a analytickych metdd spolocenstva;

kedZe, sa maju ur¢it analytické metddy spolocenstva pre dopln-
kové litky robenidin a metylbenzoquat urcené na kontrolu
stladu s podmienkami jeho pouzivania v krmivach;

kedZe opatrenia uvedené v tejto smernici st v sulade so stano-
viskom Staleho vyboru pre krmiva,

PRIJALA TUTO SMERNICU:

Cldnok 1

Clenské 3taty budd pozadovat, aby sa analyzy vykonané pocas
tiradnych kontrol krmiv s cielom identifikdcie obsahu robeni-
dinu a metylbenzoquatu vykondvali pomocou metdd popisa-
nych v prilohe k tejto smernici.

0, 3.8.1970, s. 2.
2,31.12.1985, 5. 8.

W =
(=]

Cldnok 2

Clenské stity uvedd do Gcinnosti zékony, iné pravne predpisy
a spravne opatrenia potrebné na dosiahnutie sdladu s touto
smernicou najneskor do 30. novembra 1994 a bezodkladne to
ozndmia Komisii.

Clenské stity uvedd priamo v prijatych ustanoveniach alebo
pri ich dradnom uverejneni odkaz na tdto smernicu. Podrob-
nosti o odkaze upravia clenské Stdty.

Cldnok 3

Tato smernica nadobiida G¢innost treti deit po jej zverejneni
v Uradnom vestniku Eurdpskych spolocenstiev.

V Bruseli 17. decembra 1993

Za Komisiu
René STEICHEN

clen Komisie
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PRILOHA

1. STANOVENIE ROBENIDINU
1,3-bis (4-chlérbenzylidenamino) guanidin hydrochlorid

Predmet metédy

Tato met6da je urcend na stanovenie robenidinu v krmivach, dolnd medza stanovitelnosti je 5 mg/kg.

Podstata met6dy
Vzorka sa extrahuje s okyslenym roztokom metanolu Extrakt sa vysusi a alikvotnd Cast sa podrobi Cisteniu na
koléne s oxidom hlinitym. Robenidin sa vymyva z kolény metanolom, zakoncentruje sa a doplni sa na vhodny

objem mobilnou fizou. Obsah robenidinu sa stanovi pomocou vysoko u¢innej kvapalinovej chromatografie
s obrdtenymi fizami (HPLC) a pouzitim UV detektora.

Chemikdlie
Metanol

Kysleny metanol
Do 500 ml odmernej banky sa napipetuje 4,0 ml kyseliny chlorovodikovej (P,,c, 1,18 g/ml), doplni po znacku
s metanolom (3.1) a premiesa. Tento roztok sa Cerstvo pripravi pred pouZitim.

Acetonitril, cistoty HPLC

Molekulové sito

Typ 3A, sklené gulicky 8 — 12 meSov (sklené gulicky 1,6 — 2,5 mm, krystalicky hlinitokremicitan, priemer pérov
0,3 mm)

Oxid hlinity: kysly: aktivita triedy I pre stlpcovii chromatografis

Do vhodnej nddoby sa navdzi 100 g oxidu hlinitého a pridd sa 2,0 ml vody. Zazitkujte a trepte po dobu
priblizne 20 mintt. Uchovavajte v dobre uzatvorenej nadobe.

Roztok dihydro- fosforecnanu draselného, ¢ = 0,025 mol/l

V 1000 ml odmernej banke sa rozpusti 3, 40 g dihydro- fosfore¢nanu draselného vo vode (Cistoty HPLO),
doplni sa po znacku a premiesa.

Roztok hydro fosforecnanu disodného, ¢ = 0,025 mol/l

V 1000 ml odmernej banke sa rozpusti 3,55 g bezvodého (alebo 4,45 g dihydritu alebo 8,95 g dodekahy-
drdtu) hydrofosfore¢nanu disodného vo vode (CistotyHPLC), doplni sa po znacku a premiesa.

Mobilnd fdza HPLC

Zmieaji sa spolu nasledovné chemikalie:

650 ml acetonitrilu (3.3),

250 ml vody (Cistoty HPLC),

50 ml roztoku dihydrofosfore¢nanu draselného (3.6),

50 ml roztoku hydrofosforecnanu disodného (3,7),

Mobilnd fiza sa prefiltruje cez 0,22 pm filter (4.6) a roztok sa odplyni (napr. vystavenim ti¢inkom ultrazvuku po
dobu 10 mintit).

Standardnd ldtka

Cisty robenidin 1.3-bis [(4-chlérbenzylidénamino]-guanidin hydrochlorid, E 750.
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3.9.1. Zakladny standardny roztok robenidinu 300 pg/ml:
Navézi sa s presnostou na 0,1 mg, 30 mg Standardnej ldtky robenidinu (3.9). Rozpusti sa v kyslomo metanole
(3.2) v 100 ml odmernej banke, doplni po znacku tym istym rozpustadlom a premiesa. Banka sa zabali do hlini-
kovej folie a skladuje na tmavom mieste.

3.9.2. Pracovny standardny roztok robenidinu: 12 pg/ml:

Do 250 ml odmernej banky sa napipetuje 10,0 ml zdkladného Standardného roztoku (3.9.1), doplni sa po
znacku mobilnou fézou (3.8) a premiesa. Banka sa zabali do hlinikovej f6lie a skladuje na tmavom mieste.

3.9.3. Kalibra¢né roztoky
Do sady 50 ml odmernych baniek sa napipetuje 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 a 25,0 ml pracovného Standardného

roztoku (3.9.2.). Doplnia sa po znacku mobilnou fizou (3.8) a zmieSaju. Tieto roztoky zodpovedaji koncentracii
rebenidinu 1,2, 2,4, 3,6, 4,8, resp. 6,0 pg/ml. Tieto roztoky musia byt erstvo pripravené pred pouzitim.

4. Pristroje

4.1.  Sklenend kolona

Vyrobend z tmavého skla ukonend uzatviracim kohdtom a zdsobnikom s obsahom priblizne 150 ml,
vnitorny priemer 10 — 15 mm, dlzka 250 mm.

4.2.  Laboratérna trepacka
4.3.  Rotacnd vdkuovd odparka

4.4, Zariadenie na HPLC s UV detektorom s nastavitelnou vinovou dizkou alebo s diéde array detektorom pracujiici v rozsahu
250 az 400 nm.

4.4.1. Koléna na kvapalinovii chromatografiu: 300 mm x 4 mm, C,, 10 mm ndpli alebo ekvivalentnd.
4.5.  Filtracny papier zo skleneného vidkna (Whatman GF/A alebo ekvivalentny)

4.6.  Membrdnové filtre, 0,22 mm

4.7. Membrdnové filtre, 0,45 mm

5. Postup

Pozndmka: Robenidin je citlivy na svetlo. Pri vSetkych operdcidch sa musi pouzivat laboratérne sklo zo Zzltého
hlinikokremic¢tého skla.

5.1. Vseobecné

5.1.1. Musi sa vykonat analyza slepej vzorky s ciefom skontrolovat, Ze vo vzorke nie je pritomny ani robenidin a ani
interferujtce latky.

5.1.2. Skaska ndvratnosti sa musi vykonat analyzovanim krmiva bez robenidinu — slepej vzorky(5.1.1.), ktory sa obohati
pridavkom takého mnozstva robenidinu, ktoré je podobné mnozstvu pritomnému vo vzorke. S cielom oboha-
tenia na Grovenl 60 mg/kg sa prenesie 3,0 ml zdkladného Standardného roztoku (3.9.1) do 250 ml Erlenmeye-
rovej banky. Roztok sa odpari na objem cca 0,5 ml pradom dusika. Pridd sa 15 g slepej vzorky, premiesa
a pockd 10 mindt pred extrakciou. (5.2)

Pozndmka: pre ucely tejto metddy, slepd vzorka musi byt druhovo podobnd vzorke a pri analyze nesmie byt
zisteny robenidin.

5.2.  Extrakcia

S presnostou na 0,01 g sa navazi priblizne 15 g pripravenej vzorky. Prenesie sa do 250 ml Erlenmeyrovej
banky a pridd sa 100,0 ml okysleného metanolu (3.2), zazitkuje sa a trepte jednu hodinu v trepacke (4.2).
Roztok sa prefiltruje cez filtra¢ny papier so sklenenymi vldknami (4.5) a cely filtrdt sa zachyti do 150 ml Erlen-
meyerovej banky. Pridd sa 7,5 g molekulového sita (3.4), zazdtkuje a trepe pat minat. Okamzite sa prefiltruje
cez filtra¢ny papier so sklenenymi vlaknami. Tento roztok sa ponechd na Cistenie (5.3.).
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5.3.

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

7.1.

Precistovanie

. Priprava kol6ny s oxidom hlinitym

Na dno sklenej kolony (4.1) sa vlozi mald zdtka zo sklenenej vaty a utlaci sa pomocou sklenenej ty¢inky. Navdzi
sa 11,0 g pripraveného oxidu hlinitého (3.5) a prenesie sa na kolonu. Musi sa dbat nato, aby vystavenie Gi¢inkom
atmosféry pocas tohoto kroku bolo minimélne. Jemne sa klepne na naplnent kolénu v jej spodnej Casti tak, aby
sa oxid hlinity usadil.

. Precistenie vzorky

Napipetuje sa 5,0 ml extraktu vzorky pripravenej podla (5.2)a nanesie na kolénu. Hrot pipety sa oprie tesne
o stenu kolény a roztok sa nechd vsiaknut do oxidu hlinitého. Robenidin sa vymyva z kolény pouzitim 100 ml
metanolu (3.1), pri rychlosti prietoku 2 — 3 ml/mindtu a eludt sa zachytdva do 250 ml banky s gulatym dnom.
Roztok metanolu sa odparf do sucha pri znizenom tlaku pri teplote 40°C pomocou rotacnej vdkuovej odparky
(4.3). Odparok sa rozpusti v 3 — 4 ml mobilnej fizy (3.8) a kvantitativne prenesie do 10 ml odmernej banky.
Banka sa vypldchne niekolkymi 1 az 2 ml ddvkami mobilnej fizy a tieto vyplachovacie roztoky sa prenesi do
odmernej banky. Doplni sa po znacku tym istym rozptstadlom a premiesa. Alikvotnd Cast sa potom prefiltruje
cez membranovy filter 0,45 pm (4.7). Tento roztok sa pouzije na HPLC stanovenie(5.4)

HPLC stanovenie
Parametre

Pontknuté st nasledujice podmienky; je mozné pouzit iné podmienky za predpokladu, Ze poskytni ekvivalentné
vysledky:

Koléna na kvapalinova chromatografiu (4.4.1)

Mobilnd fdza HPLC (3.8)

Prietok 1,5 az 2 ml/mindtu

VInové dlzka detektora 317 nm

Objem néstreku 20 az 50 ul

Stabilita chromatografického systému sa skontroluje tym, Ze sa nastrekne niekolkokrat kalibra¢ny roztok (3.9.3)
obsahujuci 3,6 mg/ml, dovtedy kym sa nedosiahne konstantnd vyska pikov a konstantné retencné casy.

Kalibracn4 krivka

Nastrekne sa kazdy kalibracny roztok (3.9.3) niekolkokrt a zmeria sa vyska (plocha) pikov pre kazda koncen-
traciu. Zostrojte kalibracnti krivku pouzitim priemernych vysok alebo ploch pikov kalibracénych roztokov na ordi-
nitu a zodpovedajice koncentrdcie v mg/ml na abscisu.

Roztok vzorky

Extrakt vzorky (5.3.2) sa niekolkokrdt nastrekne s pouzitim rovnakého objemu aky ste pouzili na kalibracné
roztoky a stanovte priemerntd vysku (plochu) piku pre piky robendinu.

Vypocet vysledkov

Z priemernej vysky (plochy) pikov robenidinu v roztoku vzorky sa stanovi koncentracia roztoku vzorky v mg/
ml s pouzitim kalibra¢ného grafu (5.4.2).

Obsah robenidinu w (mg/kg) vo vzorke sa vypocita nasledovnym vzorcom:.
_ €x200
m
v ktorom je:
¢ = koncentrécia robenidinu v roztoku vzorky v mg/ml,

m = hmotnost vzorky v gramoch.

Validécia vysledkov

Identita

Identita stanovovanej litky sa dd potvrdif ndslednou chromatografiou, alebo pouzitim detektora pomocou
ktorého sa porovnaji spektrd extraktu vzorky a kalibra¢ného roztoku (3.9.3) obsahujticeho 6 pg/ml.
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7.1.1.

7.2.

7.3.

Ndslednd chromatografia

Extrakt vzorky sa obohati pridanim prislusného mnozstva kalibra¢ného roztoku (3.9.3). MnozZstvo pridaného
robenidinu musi byt podobné ako predpokladané mnozstvo robenidinu zistené v extrakte vzorky.

Vysku piku robenidinu sa musf zvysit ak sa zoberd do Gvahy pridané mnozstvo a zriedenie extraktu. Sirka piku
v polovici jeho maximadlnej vysky musi tvorit priblizne 10 % povodnej sirky.

. Detekcia

Vysledky sa vyhodnotia v stlade s nasledovnymi kritériami:

a) vlnové dlzka maximalnej absorpcie vzorky a Standardného spektra, zaznamenand na vrchole piku na chroma-
tograme, musi byt rovnakd v rozmedzi stanovenom rozliSovacou schopnostou detekéného systému. V pri-
pade detekcie je typickou hodnotou priblizne 2 nm

b) medzi 250 az 400 nm, sa spektrd vzorky a Standardu zaznamenané na vrchole piku na chromatograme
nesmu liit pre tieto Casti spektra v rozmedzi 10 az 100 % relativnej absorbancie. Toto kritérium bude
splnené vtedy, ak sa objavia rovnaké maximd a ked v Ziadnom pozorovanom bode neprekro¢i odchylka
medzi dvoma spektrami 15 % absorbancie $tandardu stanovovanej latky

¢) medzi 250 az 400 nm, spektrd vzostupnej Casti, vrcholu a zostupnej Casti piku vytvorené extraktom vzorky
sa nesmu lisit pre tieto Casti spektra v rozmedzi 10 az 100 % relativnej absorbancie. Toto kritérium bude

splnené vtedy, ak sa objavia rovnaké maximd a ked vo vsetkych zistenych bodoch neprekro¢i odchylka medzi
dvoma spektrami 15 % absorbancie spektra vrcholu piku

Ak niektoré z tychto kritéril nebude splnené, tak pritomnost analyzovanej litky sa nepotvrdila.

Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni tej istej vzorky nesmie prekrocit 10 % relativnych
z vy$ej hodnoty vysledku v pripade obsahu robenidinu vyssieho ako 15 mg/kg.

Ndvratnost

V pripade slepej vzorky do ktorej bol pridany robenidin musi byt ndvratnost najmenej 85 %.

Vysledky medzilaboratérnej Stadie

Spolo¢nt stidiu zorganizovalo spolocenstvo v rdmci ktorej dvandst laboratérii analyzovalo $tyri vzorky krmiva
pre hydinu a krdliky, sypké alebo granulované. Z kazdej vzorky sa vykonali duplicitné analyzy. Vysledky st
uvedené v nasledujicej tabulke:

Hydina Krélik

sypké krmivo granule sypké krmivo granule
Priemer mg/kg 27,00 27,99 43,6 40,1
S, (mg/kg) 1,46 1,26 1,44 1,66
CV. (%) 5,4 4,5 3,3 4,1
Sy (mg/kg) 4,36 3,36 4,61 3,91
CVy (%) 16,1 12,0 10,6 9,7
Navratnost (%) 90,0 93,3 87,2 80,2
S, = smerodajnd odchylka opakovatelnosti
CV. = varia¢ny koeficient opakovatelnosti
Sk = smerodajnd odchylka reprodukovatelnosti

CV, = varia¢ny koeficient reprodukovatelnosti
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

4.1.

2. STANOVENIE METYLBENZOQUATU
7-benzyloxy-6-butyl-3-metoxycarbonyl-4chinolin

Predmet metédy

Této metdda je urcend na stanovenie methylbenzoquatu v krmivach. Dolnd medza stanovitelnosti je 1 mg/kg.

Podstata metédy

Methylbenzoquat sa extrahuje zo vzorky metanolovym roztokom kyseliny metdnsulfonovej Extrakt sa precisti
dichlérmetdnom, s pouZitim iénovo-vymennej chromatografie a potom znovu dichlérmetdnom. Obsah metyl-
benzoquatu sa stanovi pomocou vysoko tcinnej kvapalinovej chromatografie s reverznymi fizami (HPLC) a pou-
zitim UV detektora.

Chemikailie

Dichlérmetdn

Metanol, ¢istoty HPLC

Mobilnd fiza pre HPLC

zmes metanolu (3.2) a vody (Cistoty HPLC) 75 + 25 (v + v),

prefiltruje sa cez 0,22 pm filter (4.5) a roztok sa odplyni (t. j. vystavenim d¢inkom ultrazvuku po dobu 10
mindt).

Roztok kyseliny metdnsulfénovej, 6 = 2 %

zriedte 20,0 ml kyseliny metdnsulfénovej metanolom na 1 000 ml (3.2).

Roztok kyseliny chlorovodikovej, 6 = 10 %

100 ml kyseliny chlorovodikovej sa zriedi (P,, c. 1,18 g/ml) vodou na 1 000 ml.
Katexovd Zivica Amberlite-CG 120 (Na), 110 az 200 siete

Zivicu treba pred pouZitim upravit: zo 100 g Zivice sa pripravi suspenzia v 500 ml roztoku kyseliny chlorovodi-
kovej (3.5) a za stileho mieSania chyba AT sa privedie do varu zahrievanim na hordcej platni. Nechd sa
vychladnit a kyselina sa dekantuje. Prefiltruje sa cez filtratny papier za zniZeného tlaku. Zivica sa premyje
dvakrdt 500 ml ddvkami vody a potom 250 ml metanolu (3.2). Zivica sa oplichne v dalsou 250 ml ddvkou
metanolu a vysusi pridenim vzduchu cez filtra¢ny kold¢. Vysusend Zivica sa skladuje v zazdtkovanej banke.

Standardnd ldtka: Gisty metylbenzoquat (7-benzyloxy-6-butyl-3-methoxycarbonyl-4-chinolén)

. Zékladny $tandardny roztok metylbenzoquatu, 500 pg/ml

S presnostou na 0,1 mg sa navazi 50 mg Standardu (3.7), rozpusti v roztoku kyseliny metansulféonovej (3.4)
v 100 ml odmernej banke, doplni po znacku a premiesa.

. Pracovny standardny roztok metylbenzoquatu, 50 pg/ml

Do 50 ml odmernej banky sa napipetuje 5,0 ml zdkladného Standardného roztoku metylbenzoquatu (3.7.1),
doplni sa po znacku metanolom (3.2) a zmie3a.

. Kalibra¢né roztoky

Do sady 25 ml odmernych baniek sanapipetuje 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 a 5,0 ml pracovného $tandardného roztoku
metylbenzoquatu (3.7.2). Doplni sa po znacku mobilnou fizou (3.3) a zmiesa. Tieto roztoky maji koncentracie
2,0, 4,0, 6,0, 8,0, resp. 10,0 pg/ml metylbenzoquatu. Tieto roztoky musia byt Cerstvo pripravené pred pouzitim.

Pristroje

Laboratdrna trepacka
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4.2.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.5.

4.5.

5.2.

5.3.

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

Rotaénd vdkuovd odparka

Sklenend koléna (250 mm x 15 mm) s uzatvdracim kohiitom a zdsobnikom s obsahom priblizne 200 ml
HPLC pristroj s ultrafialovym detektorom s nastavitelnou vinovou dizkou alebo s diddovym detektorom.
Koléna na kvapalinovi chromatografiu 300 mm x 4 mm, C-18,10 pum ndpli alebo ekvivalentnd

Membrdnové filtre, 0,22 pym

Membrdnové filtre, 0,4 pm

Pracovny postup

V3seobecne

. Musi sa vykonat analyza slepej vzorky, s cielom skontrolovat, Ze vo vzorke nie je pritomny metylbenzoquate

a ani interferujice latky.

. Skuiska ndvratnosti sa musi vykonat analyzovanim krmiva bez robenidinu — slepej vzorky robenidinu. Skuska

ndvratnosti sa musi vykonat analyzovanim krmiva bez metylbenzoquatu — slepej vzorky (5.1.1.), ktory sa obohati
pridavkom takého mnozstvo metylbenzoquatu, ktoré je podobné mnozstvu pritomnému vo vzorke. S cielom
obohatenia na trovni 15 mg/kg sa pridd 600 pl zdkladného $tandardného roztoku (3.7.1) k 20 g slepej vzorky,
premiesa sa a pred extrakciou (5.2) tak sa pockd 10 mindit.

Pozndmka: pre tcely tejto metddy, slepd vzorka musi byt druhovo podobnd vzorke a pri analyze nesmie byt
zisteny benzoquat.

Extrakcia

S presnostou na 0,01 g sa navdzi priblizne 20 g pripravenej vzorky a prenesie do 250 ml Erlenmeyerovej
banky. Pridd sa 100,0 ml roztoku kyseliny metdnsulfénovej (3.4) a mechanicky trepe (4.1) 30 mindt. Roztok sa
prefiltruje cez filtracny papier, filtrdt sa zachyti a pouzije pri extrakcii kvapalina-kvapalina (5.3)

Extrakcii kvapalina-kvapalina

25,0 ml filtrdtu ziskaného podla (5.2) sa Prenesie do 500 ml oddelovacieho lievika obsahujiceho 100 ml
roztoku kyseliny chlorovodikovej (3.5) do lievika sa pridd 100 ml dichlérmetdnu (3.1) a trepe jednu mindtu.
Vrstvy sa nechaji oddelit a spodnd vrstva (dichlérmetdn) sa vypusti do 500 ml banky s gulatym dnom. Extrakcia
vodnej fazy sa zopakuje s dvomi dalsimi 40 ml ddvkami dichléormetdnu a extrakty sa spoja v banke s gulatym
dnom s prvym extraktom. Extrakt dichléormetdnu sa odpari dosucha na rotacnej odparke (4.2) pracujicej pri
znizenom tlaku pri teplote 40 °C. ZvySok sa rozpustiti v 20 az 25 ml metanolu (3.2), banka sa zazdtkuje a celé
mnozstvo extraktu sa odlozi a pouZije na iénovo- vymennti chromatografiu (5.4)

I6novo-vymennd chromatografia
Priprava katexovej kolony

Do spodnej Casti sklenenej kolony (4.3)sa vlozi zitka zo sklenenej vaty. Pripravi sa suspenzia 5,0 g upravenej
katexovej Zivice (3.6) a 50 ml kyseliny chlorovodikovej (3.5), naleje sa do sklenej kolony a nechd sa usadit.
Prebytocnd kyselina sa vypusti na troven tesne nad povrchom Zivice a koléna sa premyva vodou, az kym filtrat
nebude neutrdlny na lakmus. 50 ml metanolu (3.2) sa nanesie na kolénu a nechd sa stiect k povrchu Zivice.

Stlpcova chromatografia

Pomocou pipety sa opatrne prenesie ziskany extrakt (5.3) na kolonu. Banka s gulatym dnom sa vypldchne dvoma
ddvkami 5 az 10 ml metanolu (3.2) a tieto roztoky sa prenesti na kolonu. Extrakt sa nechd stiect k povrchu
zivice a kolona sa premyje 50 ml metanolu tak, aby sa zabezpecilo, Ze prietok nepresiahne hodnotu 5 ml za
mindtu. Vytekajici roztok vylejte. Etyl benzoquat sa z kolény vymyva 150 ml roztoku kyseliny metansulfénovej
(3.4) a eludt z kolony sa zachyti do 250 ml Erlenmeyrovej banky.
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5.5.

5.6.

5.6.1.

5.6.2.

5.6.3.

7.1.

Extrakcia kvapalina-kvapalina

Eludt ziskany podla (5.4.2) sa prenesie do oddelovacieho lievika o objeme 1 liter. Erlenmeyerovd banka sa
preplachne 5 — 10 ml metanolu (3.2) a roztoky sa spoja s obsahom oddelovacieho lievika. Pridd sa 300 ml
kyseliny chlorovodikovej (3.5) a 130 ml dichlérmetdnu (3.1). Trepe sa jednu mintitu. a fizy sa nechaji oddelit.
Spodnt vrstvu (dichlérmetdn) sa vypusti do 500 ml banky s gulatym dnom. Extrakciu vodnej fizy sa zopakuje
s dvomi dalsimi 40 ml ddvkami dichlérmetdnu a extrakty sa spoja v banke s gulatym okrthlym dnom s prvym
extraktom.

Dichlérmetdnovy extrakt sa odpari dosucha na rotacnej odparke (4.2) pracujicej pri znizenom tlaku pri teplote
40 °C, zvySok sa rozpusti v banke s priblizne 5 ml metanolu (3.2) a tento roztok sa prenesie kvantitativne do
10 ml odmernej banky. Banku s okrihlym dnom sa vyplichne dalsimi dvomi ddvkami 1 aZz 2 ml metanolu
a tieto roztoky sa prenesti do odmernej banky. Doplni sa po znacku metanolom a premiesa alikvotnd Cast sa
prefiltruje cez membranovy filter (4.6). OdloZte tento roztok k HPLC stanoveniu (5.6).

HPLC stanovenie
Parametre

Ponutknuté st nasledujice podmienky; je mozné pouzit iné podmienky za predpokladu, Ze poskytni ekvivalentné
vysledky:

— Kolbna na kvapalinovi chromatografiu (4.4.1),

— Mobilné fiza pre HPLC zmes metanol-voda (3.3),

— prietok 1 az 1,5 ml/mindtu

— vlnové dfzka detekcie: 265 nm

— Objem ndstreku 20 az 50 pl

Stabilita chromatografického systému sa skontroluje, tym, Ze sa nastreknete niekolkokrdt kalibracny roztok
(3.7.3) obsahujtci 4 pg/ml, dovtedy kym sa nedosiahnu konstantné vysky alebo plochy pikov a konstantné
retencné casy.

Kalibra¢nd krivka

Nastrekne sa kazdy kalibra¢ny roztok (3.7.3) niekolkokrdt a zmeraji sa vysky (plochy) pikov pre kazdd koncen-
trdciu. Zostroji sa kalibra¢nd krivka s pouzitim priemernych vySok alebo ploch pikov kalibra¢nych roztokov na
ordindtu a prislusné koncentrdcie v pg/ml na abscisu.

Roztok vzorky

Extrakt vzorky (5.5) sa niekolkokrat nastrekne s pouzitim rovnakého objemu aky sa pouzil na kalibra¢né roztoky
a stanovi sa strednti vysku (plochu) piku pre piky metyl benzoquatu.
Vypocet vysledkov

Stanovi sa koncentrdcia roztoku vzorky v pg/ml z priemernej vysky (plochy) pikov metylbenzoquate v roztoku
vzorky s pouzitim kalibra¢ného grafu (5.6.2).

Obsah metylbenzoquatu w (mg/kg) vo vzorke je dany nasledovnym vzorcom:

_ cx40
m

v ktorom je:

¢ = koncentricia metylbenzoquatu v roztoku vzorky v pg/ml,

m = navazka vzorky v gramoch.

Validicia vysledkov

Identita

Identita stanovovanej litky sa dd potvrdif ndslednou chromatografiou, alebo pouzitim detektora pomocou
ktorého sa porovnaji spektrd extraktu vzorky a kalibra¢ného roztoku (3.7.3) obsahujiceho 10 pg/ml.
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7.1.1. Nésledna chromatografia

7.2.

7.3.

Do extraktu vzorky sa pridd prislusné mnozstvo pracovného $tandardného roztoku s faktorom (3.7.2). Mnozstvo
pridaného metylbenzoquatu musi byt podobné ako predpokladané mnoZzstvo metylbenzoquatu v extrakte
vzorky. iba vyska piku metylbenzoquatu sa musi zvysit ak sa zoberie do tGvahy pridané mnozstvd a zriedenie
extraktu. Sirka piku v polovici jeho maximdlnej vysky musi tvorit priblizne 10 % povodnej girky,

7.1.2. Detekcia

a) vlnov dlzka maximalnej absorpcie vzorky a standardného spektra, zaznamenand na vrchole piku na chroma-
tograme, musi byt rovnakd v rozmedzi stanovenom rozliSovacou schopnostou detekéného systému. V pripade
detekcie je typickou hodnotou priblizne 2 nm.

b) medzi 220 az 350 nm, sa spektrd vzorky a Standardu zaznamenané na vrchole piku na chromatograme
nesmu IiSit pre tieto Casti spektra v rozmedzi 10 az 100 % relativnej absorbancie. Toto kritérium bude splnené
vtedy, ak sa objavia rovnaké maximd a ked' v Ziadnom pozorovanom bode neprekro¢i odchylka medzi dvoma
spektrami 15 % absorbancie $tandardnej analyzovanej latky.

¢) medzi 220 az 350 nm, spektrd vzostupnej Casti, vrcholu a zostupnej Casti piku vytvorené extraktom vzorky
sa nesmu li§it pre tieto Casti spektra v rozmedzi 10 az 100 % relativnej absorbancie. Toto kritérium bude
splnené vtedy, ak sa objavia rovnaké maximd a ked vo vsetkych pozorovanych bodoch neprekro¢i odchylka

. Vysledky sa vyhodnotia v stlade s nasledovnymi kritériami:

medzi dvoma spektrami 15 % absorbancie spektra vrcholu.

¢) Ak niektoré z tychto kritérii nebude splnené, tak pritomnost analyzovanej latky sa nepotvrdila.

7.2. Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych na tej istej vzorke nesmie prekrocit: 10 % relativnych

vzhladom na vyssi vysledok pre obsahy metylbenzoquatu od 4 a 20 mg/kg.

7.3. Navratnost

V' pripade obohatenej slepej vzorky musi byt ndvratnost najmenej 90 %.

8. Vysledky medzilaboratérnej Studie.

Pit vzoriek bolo analyzovanych v 10 laboratéridch. V kazdej vzorky sa vykonali duplicitné analyzy.

Vysledky
slepy pokus sypké i( rmivo granule 1 sypké 12< rmivo granule 2

priemer mg/kg n.d. 4,50 4,50 8,90 8,70
S, (mg/kg) — 0,30 0,20 0,60 8,50
CV_ (%) — 6,70 4,40 6,70 5,70
Se (mgfkg) — 0,40 0,50 0,90 1,00
CVy (%) — 8,90 11,10 10,10 11,50
ndvratnost (%) — 92,00 93,00 92,00 89,00

nd. = nezistené

S, = smerodajnd odchylka opakovatelnosti
CV. = varia¢ny koeficient opakovatelnosti

Sk = smerodajnd odchylka reprodukovatelnosti
CV, = varia¢ny koeficient reprodukovatelnosti




