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Stanoveni namorenosti obilovin

Pavla Tieffova, Petra Kosubova

Usttedni kontrolni a zku$ebni tstav zemedelsky, Narodni referencni laboratof,
Regionalni odd¢leni Brno, Hroznové 2, 656 06 Brno
pavla.tieffova@ukzuz.cz, petra.kosubova@ukzuz.cz

1 Uvod

Cilem prace bylo vypracovat postup pro posouzeni kvality namoienosti osiva na zakladé
analytického rozboru a stanovit obsah U¢innych latek z pouzitého pesticidniho piipravku

ve vzorcich mofeného osiva.

Motici ptipravky k ochrané osiva proti Skiidcim a houbovym chorobdm obsahuji velké
mnozstvi riznorodych slozek, vedle vlastni u¢inné latky i vystrazné barvivo, rozpoustédla
a emulgatory. Pfipravky schvélené k aplikaci na urc¢itou plodinu maji pfedepsané sloZeni
apostup pro jejich spravné pouziti. Aby bylo mozné ovéfit dodrZzeni téchto piedpist
a kontrolovat identitu a spravné pouziti piipravkd, je nutné vypracovat metodu vhodnou

pro identifikaci a kvantitativni stanoveni riznych Gc¢innych latek v namofeném osivu.

Od roku 2011 UKZUZ, Oddéleni osiva a sadby Praha, opét pozaduje u vybranych vzorkt
namoteného osiva kontrolu deklarovaného pouziti moticich ptipravkd chemickou analyzou.
Postupy stanoveni byly v NRL-RO Brno zkouSeny a ovéfovany v roce 2007. V soucasné dobé&
laboratot disponuje novym pfistrojovym vybavenim, a proto je nutné aktualizovat a rozsitit

metodu pro stanoveni namorenosti.

Normovany postup kvantitativni analytické metody pro stanoveni namotfenosti neni

k dispozici.



2 Princip stanoveni

Uginné latky se z celych namofenych zrn extrahuji do acetonu pomoci sonifikace vzorku
V ultrazvukové lazni. Zfiltrovany extrakt se pouzije pro piipravu ziedénych roztoka

pro koncové LC-MS a GC-MS stanoveni.

3 Material a metody

Podrobny postup ptipravy vzorku, seznam pouzitych chemikalii i pfistrojového vybaveni

je uveden v piislugnych kapitolach Jednotnych pracovnich postupt UKZUZ (1, 2).

Pro koncové stanoveni a kvantifikaci obsahu stanovovanych latek v pfipraveném extraktu
byly pouZity chromatografické pfistroje s hmotnostné selektivnim detektorem. Pro GC-MS
stanoveni sestava Trace GC Ultra/ITQ 1100 (Thermo), pro LC-MS stanoveni sestava UPLC-
MS/MS XEVO TQ (Waters).

4 Vyhodnoceni namérenych dat

4.1  Vypocet a vyjadreni vysledki

Podrobny postup méfeni a zpracovani dat je uveden v Jednotnych pracovnich postupech,

Testovani odrud (1, 2).

Po proméfeni upraveného extraktu vzorku se z vyhodnocovaciho programu meéficiho piistroje
ziska hodnota b (ng/ml) koncentrace stanovovaného analytu v proméfovaném extraktu.
Po pfepoctu na navazku vzorku a fedéni extraktu se ziskd hodnota X (mg/kg) obsahu Uc¢inné
latky moticiho pfipravku v namofeném vzorku.
‘= b-V,-F F_ Vs
m Vv,
kde x je obsahucinné pesticidni latky v namofeném vzorku (mg/kg),
b koncentrace analytu v proméfovaném roztoku (ng/ml), odeétena z kalibrace,
F zfed’ovaci faktor,
\' objem zasobniho extraktu (ml); V1 =5 ml,
Vs objem aliqutniho podilu ze zasobniho extraktu (ul); napt. Vo =10 pl,
V3 objem prométfovaného extraktu ve 2ml vialce (pl); V3= 1000 pl,

m navazka vzorku v mg.



Je-li to pozadovano, vypocte se i hodnota namoienosti N, kterda udava mnozstvi tcinné latky

na vysevni jednotku (VJ). Neni-uvedeno jinak, tak 1 \VJ = 100 000 zrn.

N =x-HVJ]-107°

kde N je namotenost vzorku (g/VJ),
X obsah uc¢inné pesticidni latky v namofeném vzorku (mg/kg),

HVJ hmotnost vysevni jednotky (kg).

4.2 Mez stanovitelnosti

Detekéni limit (LOD) pro stanoveni koncentrace b zjistovanych analytd je dan nejniz§im
bodem kalibra¢ni pfimky. Zasobni extrakt V; po vyextrahovani namofenych zrn je nutné
mnohonasobné ziedit, a proto se podle pouzitého zied'ovaciho faktoru F vyznamné zvySuje
mez stanovitelnosti (LOQ). Pro LC-MS metodu je dosazitelna LOQ = 0,1 mg/kg, pro GC-MS
metodu LOQ = 0,5 mg/kg osiva.

4.3 Odhad ocekavaného obsahu ucinnych latek v namoreném osivu

Pro odhad ocekavaného obsahu stanovovanych ucinnych latek je potifeba znat deklarované
slozeni moticiho pfipravku a pouzité davkovani motidla. Ob¢ informace lze zjistit z etikety
mofticiho pFipravku. Piiklady pro mofidla testovana v obilovinach (vzorky 2011-2012) jsou

uvedeny v tabulce 1.



Tabulka 1. O¢ekavany obsah u¢innych latek ve vybranych moficich p¥ipravcich.

Ge oo fne s Deklarovany obsah Davka Ocekavany obsah
Morici pripravek Ucdinna latka /) (It osiva) (mg/kg osiva)
Fludioxonil 25 37,5
Celest Extra Difenoconazole 25 1,5 37,5
Dividend 030FS Difenoconazole 30 2 60
. Prochloraz-CuCl, 60 90
Kinto Duo Triticonazole 20 15 30
Prothioconazole 250 50
Lamardor 400FS Tebuconazole 150 0,2 30
. Cyproconazole 6,25 12,5
Maxim Star 025 | i, dioxonil 18,75 2 375
Orius 6 Tebuconazole 60 0,5 30
. . Iprodione 250 15 375
Premis Universal |1 jticonazole 25 ’ 37,5
Raxil 060FS Tebuconazole 60 0,5 30
. Tebuconazole 15 30
Raxil Extra 515FS | 1hiram 500 2 1000
. Tebuconazole 20 20
Raxil TNT Triazoxide 20 1 20
Fluoxastrobin 37,5 37,5
Scenic 080FS Prothioconazole 37,5 1 37,5
Tebuconazole 5 5
) Carboxin 200 500
Vitavax 2000 Thiram 200 2,5 500

4.4 Posouzeni namorenosti osiva

Metoda pro stanoveni namotenosti osiva je vhodna k ovéfeni pouziti deklarovaného motidla

a ke zjiSténi piipadné ptitomnosti dalSich uc¢innych latek, vzniklé zaménou piipravkli nebo

kontaminaci v moficim zafizeni. Analyzou namofeného osiva lze kvalitativné 1 kvantitativné

stanovit obsaZené ucinné latky, ale nelze zpétné zjistit presnou koncentraci téchto latek

Vv aplikovaném pfipravku ani pouZitou aplikaéni davku.

Nejistota vysledku je ddna kombinaci vice faktorti, miize kolisat homogenita namotenosti zrn,

jednotlivé slozky ptipravku nemuseji byt vazany na povrch zrna stejné siln€ a navic proces

rozkladu uéinnych latek pii skladovani, pfipravé vzorku i vlastni analyze miiZze byt rozdilny.

Na nejistotu vysledkt ma vliv i velikost navazky vzorku (pouhych 10 zrn) osiva k analyze

a nasledny prepocet vysledku na vysevni jednotku (10° zrn).
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4.5 Analyza realnych vzorki

V roce 2011 byla série 20 vzorkl proméfena obéma postupy s koncovym stanovenim LC-MS
a GC-MS. Pii porovnani vysledki byla zjisténa dobrd shoda pii pouziti obou technik,
primérnd smérodatnd odchylka porovnavanych vysledkt byla 3,6 %. Nevyhodou GC-MS
stanoveni je jeho omezeny rozsah, nékteré analyty (napft. thiram, triazoxid, fluoxastrobin) jsou

stanovitelné jen LC-MS technikou.
V roce 2012 byla cela série vzorki analyzovana jenom metodou LC-MS.

Z celkového poctu analyzovanych vzorkdi motfené¢ho osiva 89 % obsahovalo u¢inné latky
deklarovaného pfipravku, v priméru stanovené obsahy odpovidaly 74% namotenosti.
4 vzorky z této skupiny obsahovaly jesté dalsi G¢inné latky (nalez nad 1 mg/kg), 4 vzorky
byly oznaceny jako nevyhovujici, protoze neobsahovaly ucinné latky odpovidajici ptislusné

deklaraci.

5 Z.avér

Byl ovéten postup extrakce ucinnych latek z namofeného osiva, optimalizovany jiZ
v pfedchozi etapé¢ vyvojového ukolu a byla zavedena LC-MS a GC-MS méfici
a vyhodnocovaci metoda pro stanoveni namoienosti pro aktualni pfistrojové vybaveni
laboratofe. Byly sepsany a publikovany dvé kapitoly do Jednotnych pracovnich postupt
UKZUZ (1, 2) s podrobnym postupem piipravy vzorku, proméfeni, zpracovani a vyhodnoceni
nameétenych dat.

Postupy pro stanoveni namotenosti bylo v roce 2011 a 2012 analyzovano 43 vzorki

motenych obilovin.
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1 Souhrn

V roce 2011 EURL-AP in feedingstuffs pozadala vSechny ptislusné NRL ¢lenskych zemi EU,
aby si zajistily moZnost kvantitativni analyzy znackovaci latky GTH v odpadnich
produktech zivocisného pivodu. Postup pro oznaCovani rizikovych surovin latkou GTH
(glycerol-triheptanoat) a jeji stanoveni metodou GC-MS je uveden v provadéci studii (1)
laboratofi IRMM, Geel, Belgie (2006). Na zaklad¢ postupu uvedeného v této studii byla
v laboratofi  pro rezidualni  analyzy RO  Brno zavedena metoda  stanoveni
glycerol-triheptanoatu (GTH) metodou GC-MS v Zivo¢isném tuku a krmnych surovinach
zivocisného pivodu. Metoda byla validovana, akreditovana a bude ovéfena ucasti

V mezinarodnim porovnavacim testu EUPT-AP.

2 Uvod

Vedlejsi produkty zivocisného ptivodu vznikaji zejména pii porazeni zvirat k lidské spotiebe,
pfi vyrobé produkti zivoc€iSného plvodu, pii neSkodném odstraiovani mrtvych zvirat
abéhem opatfeni pro tlumeni nakaz. Bez ohledu na plivod znamenaji tyto produkty
potencialni zdravotni riziko pro lidi a zvifata i pro Zivotni prostfedi. Tyto produkty, pfestoze
nejsou urceny k lidské spotiebé, jsou potencialnim zdrojem rizik, ktera se v poslednich letech

projevila formou epidemii pfenosnych chorob (BSE, slintavka, kulhavka) a také vyskytem
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toxické kontaminace krmiv 1 potravin (zamofeni dioxiny). Neskodné odstraniovani vSech
vedlej$ich produktl zivocisného ptivodu je ekonomicky neudrzitelné, a proto bezpecné

a vhodné vyuzivani téchto produktl je v zajmu spole¢nosti i ochrany Zivotniho prostiedi.

Nové technologie rozsifily mozné vyuziti vedlejSich produkt zivoc¢isného piivodu na velké
mnozstvi odvétvi, od krmivarského, farmaceutického a kozed€Iného primyslu az po vyrobu
energie. Hygienickd a veterindrni pravidla pro sbér, prepravu, manipulaci, oSetfeni,
zpracovani, skladovani a uvadéni na trh jsou podrobné uvedena v Nafizeni Evropského
Parlamentu a Rady (ES) ¢.1069/2009 (2) a v pfislusném provadécim dokumentu, v natizeni
¢. 142 z roku 2011 (3). Podle legislativy je zavedena klasifikace téchto produkti do tii
kategorii podle miry rizika spojené¢ho s témito produkty. Ve zpracovatelskych zafizenich,
kterda produkuji a dale zpracovavaji rizikovy material 1. a 2. kategorie, museji byt tyto
produkty trvale oznaceny glycerol-triheptanoatem (GTH) zptisobem popsanym v provadécim
natfizeni (3). GTH se do rizikového materidlu ptfiddva v pribéhu tepelného zpracovani
pti teploté alespont 80 °C v minimdalni koncentraci 250 mg GTH na kg tuku. Zpracovatelé
I kontrolni organy musi byt schopné ovéfit dodrzovani pfedepsaného oznaceni rizikovych

produktt.

Vyvojem vhodného postupu oznafovani téchto surovin a optimalizaci analytické metody
pro kvantifikaci znaCkovaci latky bylo povéfeno vyzkumné stiedisko Komise JRC
Vv laboratofich IRMM v belgickém Geelu. V fijnu 2006 byla zvetejnéna zavéreéna studie (1)
s validovanou analytickou metodou pro GC-MS stanoveni GTH v odpadnich surovinach
zivo¢isného pavodu. Vroce 2012 mély byt referencnim laboratofim pro stanoveni
zivociSnych proteinit EURL-AP rozeslany vzorky na prvni porovnavaci test EUPT-AP-GTH

01 na stanoveni této oznacovaci latky.

3 Pracovni postup

31 Ul

Postup je urCen pro chromatografické stanoveni s hmotnostné selektivni detekci (GC-MS)

glycerol-triheptanoatu (GTH) v masokostni moucce a v odpadnim kafilernim tuku.
Glycerol-triheptanoat je synteticky triglycerid kyseliny n-heptanové, ktery se podle nafizeni
(ES) ¢.142/2011 pridava do odpadniho zivoc¢isného materialu pii zpracovani rizikovych

surovin (1. a 2. kategorie) v koncentraci 250 mg/kg tuku.



3.2 Princip

GTH se ze vzorku extrahuje do n-hexanu a extrakt se precisti pres komer¢né dostupné Cistici
(SPE) kolonky s aminosorbentem. K extraktu se piida vnitini standard, rozpoustédlo
se odpafi, odparek se pfevede do isooktanu a obsah GTH se stanovi plynovou chromatografii

s hmotnostné selektivni detekci (GC-MS).

Vysledek se vyjadii v mg GTH/kg tuku, stanovené¢ho postupem pro stanoveni tuku

v krmivech, uvedenym v nafizeni (ES) 152/2009 (4).

3.3 Chemikalie

Pouzita rozpoustédla jsou cistoty minimalné p.a., jejich dostacujici kvalita se ovétuje

promé&ienim slepého vzorku.

1 n-Hexan.

2 Isooktan.

3 Dietyléter.

3.1 Elu¢ni ¢inidlo, 15% diethyléter v n-hexanu.

Pfiprava: Do 1000ml odmérné banky se odméii 150 ml dietyléteru (3) a doplni se
n- hexanem (1) po znacku.

3.2 Promyvaci ¢inidlo, 50% diethyléter v n-hexanu.
Ptiprava: Do 1000ml odmérné bariky se odméii 500 ml dietyléteru (3) a doplni se
n-hexanem (1) po znacku.

4 Glycerol-triheptanoat, GTH, (1,2,3-trienanthoylglycerol), CAS 620-67-7, C24H440s,
M, = 428,6 g/mol; napt. Aldrich 92855.

4.1 Zasobni roztok GTH, ¢ =1 mg/ml.
Piiprava: Do 50ml odmérné banky se navazi (50 = 0,1) mg GTH (4) a doplni
se isooktanem (2) po znacku.

4.2 Pracovni roztok (A) GTH, ¢ = 10 pg/ml.
Piiprava: Do 50ml odmérné banky se odméti 0,5 ml zasobniho roztoku GTH (4.1)
a doplni se isooktanem (3.3.2) po znacku.

4.3 Pracovni roztok (B) GTH, ¢ =1 pg/ml.
Ptiprava: Do 10ml odmérné banky se odméfi 1 ml pracovniho roztoku (A) GTH

(4.2) a doplni se isooktanem (2) po znacku.



5.1

5.2

5.3

3.4

5a. Cholestan, CAS 481-21-0, Cy7Hsg, M, =372,7 g/mol, napi. Acros 16560 nebo
Fluka C8003.

Zasobni roztok cholestanu, ¢ = 1 mg/ml.

Pfiprava: Do 50ml odmérné banky se navazi (50 = 0,1) mg cholestanu (5) a doplni
se isooktanem (2) po znacku.

Pracovni roztok (A) cholestanu, ¢ = 10 pg/ml.

Ptiprava: Do 50ml odmérné banky se odméfi 0,5 ml zasobniho roztoku cholestanu
(5.1) a doplni se isooktanem (2) po znacku.

Pracovni roztok (B) cholestanu, ¢ = 1 pg/ml.

Piiprava: Do 10ml odmérné banky se odméii 1 ml pracovniho roztoku cholestanu

(5.2) a doplni se isooktanem (2) po znac¢ku.

Pristroje a laboratorni vybaveni

Plynovy chromatograf s hmotnostnim detektorem (GC-MS/MS), napt.:

Trace Ultra/ITQ 1100; software Xcalibur (Thermo).

Kapiléarni analyticka kolona s nepoldrni stacionarni fazi; stabilni do 350 °C, napf-.:

DB XLB 30 m x 0,25 mm x 0,25 um (J&W Scientific),

DB5 MS 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm (J&W Scientific),

VF5 MS 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm (Varian).

Centrifuga s rozsahem otacek nad 4500 ot/min, pro objemy do 100 ml, napt. 2-16K
(Sigma), centrifugac¢ni zkumavky se Sroubovacim vickem, PP, 50 ml.

SPE manifold.

SPE kolonky samino sorbentem, 500mg, 3ml, napt.: Bond Elut NH2 (Agilent
Technologies) nebo Cleanert NH2 (Bonna-Agela Technologies).

Zatizeni pro odpafovani proudem inertniho plynu, napt. Termovap (Ecom), reakéni
vialky pro Termovap, sklo, 5 ml.

Laboratorni tfepacka.

Vialky sklenéné, 2 ml a 20 ml, Sroubovaci vicko, septum s teflonovym povrchem.



3.5 Priprava a CiSténi extraktu

Pomleta surovina masokostni moucka (MKM) se nemusi dale upravovat. Obsahuje-li vzorek
velké ¢astice, pomele se v mlynku se sitem o velikosti ok 3 mm.

Vzorky tuku a oleje neni nutné dale upravovat, tuhé vzorky lze pred navazovanim rozpustit
pii 70 °C.

Do centrifugac¢ni zkumavky se navazi (10,00 + 0,01) g vzorku MKM nebo (1,00 +0,001) g
vzorku tuku. Pfida se 20 ml hexanu, dobie se promichd a necha se tfepat v laboratorni
ttepacce 20 min s rychlosti 200 kyv/min. Po tfepani se zkumavka odstfedi 10 min
pii 6000 ot/min, (resp. pii maximalné dosazitelné rychlosti).

Do 5ml reakéni vialky se napipetuje 1 ml pracovniho roztoku vnitinitho standardu (1 pg
cholestanu). Do SPE manifoldu se upevni Cistici kolonky a kondicionuji se 6 ml hexanu,
promyvaci hexan se nesbird. Na pfipravenou kolonku se nanese 200 pl odstiedéného extraktu
a GTH se z kolonky vymyje 3 ml elu¢niho ¢inidla do pfipravené 5ml vialky s vnitinim
standardem. Eluat se odpaii k suchu pod mirnym proudem dusiku a odparek se rekonstituuje
do 2 ml isooktanu. Dikladné se rozpusti pomoci ultrazvuku nebo michadla Vortex a 1,5 ml

se ptevede do 2ml vialky ke koncové analyze.

3.6 GC-MS analyza vzorku

3.6.1 Chromatografické podminky

Nosny plyn Helium; 2 ml/min

Teplota injektoru 250 °C

Teplota MS (TL/1Z) 280/220 °C

Teplotni program 120 °C (1 min)-45 °C/min-260 °C(10 min)-45 °C/min-300 °C(2 min)
Objem nasttiku 2 ul

SSL time 0,75 min

Retencni Cas GTH = 7,9 min, 5a-cholestan = 11,2 min
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3.6.2

Podminky pro hmotnostni spektrometrii

Elektronova ionizace (EI) pti 70 eV, méfeni v plném skenu (FS) nebo v rezimu snimani

vybranych iontli (SIM). Pro stanovované latky se sleduji nejméné tii fragmenty m/z, Q1

pro kvantifikaci, Q2 a Q3 pro konfirmaci.

Tabulka 1. Vybrané ionty pro kvantifikaci a identifikaci stanovovanych latek

GTH ISTD (5a-cholestan)
m/z Pomeér iontl (%) m/z Pomeér iontd (%)
Q1 299 100 217 100
Q2 228 36,7 357 65,4
Q3 185 30,3 372 44,2

3.6.3

Kalibrace a méreni

Pfed analyzou se zkontroluje aktualni stav MS (typické odezvy pozadi, tésnost systému

na hmotach pro vodu a vzduch, odezva na kalibra¢ni plyn). Citlivost systému se oveéfi

kalibra¢nich roztokli, promyvaci rozpoustédlo, série redlnych vzorkli a na zavér opét

kalibra¢ni roztoky.

Tabulka 2. Rozpis pro pripravu kalibrac¢ni rady.

L V(ul)
Kalibra¢ni
o c(g/ml) [TISTD(5.2) | GTH(4.2) | GTH(4.3) | Isooktan (2)
uroven
c=10pug/ml | c=10 pg/ml | ¢c=1 pg/ml (ul)
1 5 50 0 5 945
2 50 50 0 50 900
3 100 50 0 100 850
4 1000 50 100 0 850
5 1250 50 125 0 825
6 1500 50 150 0 800
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Linearita (R?>0,995) byla ovéfena v koncentradnim rozsahu 5 ng az 7500 ng GTH/mI
isooktanu, s vnitinim standardem o koncentraci 500 ng/ml. Postacujici kalibra¢ni rozsah
pro kvantifikaci vzorkt je 5ng az 1500 ng GTH/ml, to za podminek danych postupem
odpovida 1 az 300 mg GTH/kg tuku ve vzorku.

3.6.4  Vypocet a vyjadiovani vysledki

Z poméru ploch kvantifikacnich iontd Q1 pro GTH a vnitini standard se vypocte relativni
odezva GTH a sestroji se kalibra¢ni ptfimka, prolozena osovym pocatkem (vyhodnocovaci

program ptislusné MS metody).

Obsah GTH v proméfovaném extraktu se vypocte ze smérnice kalibra¢ni piimky, sestrojené

ze vSech namétenych kalibra¢nich bodt pro danou sérii vzorkt.

Vysledek se vyjadii v mg GTH/kg tuku a vypocte se podle vztahu

c=2F ¢ F=Y1Ve 109
m-w V,
kde C je obsah GTH ve vzorku v mg/kg tuku,
b obsah GTH odecteny z kalibra¢ni pfimky v ng/ml,
m navazka vzorku v g,
w obsah tuku ve vzorku v %,
F zied'ovaci faktor,
Vi objem extra¢niho hexanu v ml; V; =20 ml,
V; objem isooktanu v ml; V,=2 ml,
V3 alikvot naneseny na SPE kolonku v ml; V3= 0,2 ml.

4 Vysledky a diskuse

4.1  Optimalizace postupu

Postup UKZUZ je zaloZen na metodé JRC (1). Zakladni pokyny pro pfipravu extraktu, jeho
¢isténi a promeéteni byly dodrzeny. Byly optimalizovany predev$im chromatografické
podminky, ptidavek vnitiniho standardu a fedéni extraktu vzorku.

Chromatografické podminky

Analyza byla odzkouSena na GC-MS pfistroji s MS analyzatorem typu iontova past (ITQ
1100) s 30m analytickou kolonou DB XLB. Teplotni program byl upraven tak, aby zustal
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dostatecn¢ rychly, Setrny k analytické koloné¢ a umoznil separaci zajmovych slozek (GTH

a cholestanu) od hlavnich rusivych pika (siloxany ze septa a kolony).

Podminky pro hmotnostni spektrometrii
Pro obé latky bylo zméteno MS spektrum v Sirokém rozsahu m/z a byly vybrany nejvhodné;jsi
hmotnostni fragmenty pro kvantifikaci i konfirmaci stanovované latky v optimalnim rozsahu

m/z od 180 do 380.

Obrazek 1. Porovnani MS spekter v rozdilném skenovacim rozsahu m/z.
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2. rozsah m/z = 50-550

Pfi meéfeni vrozsahu 50-550 stanovovana latka GTH poskytovala nejvy$si fragment
m/z =112,9. Tato nizka hmota ale neni dostate¢né selektivni a Sum pozadi je vysoky.
Z0zenim rozsahu na 180-380 se vyrazné snizil Sum a hmota nejintenzivnéjSiho fragmentu
m/z =299,1 je dostateéné selektivni a umozni s potfebnym odstupem signal/Sum stanovit

GTH v roztoku o koncentraci 5 ng/ml.

Pfi vybéru vhodnych konfirmaénich fragmentt (pro GTH byly hodnoceny m/z 185, 228, 255,
285 a pro 5-a cholestane m/z 357, 372; FS 180-380) byla zohlednéna intenzita i stabilita
fragmentu (smérnice kalibra¢ni pfimky a korelacni koeficient pro ovéfovany fragment). Jako
nejlepSi byly pro GTH vybrany fragmenty 228 a 285, ale rozdily mezi hodnocenymi
fragmenty nebyly vyrazné.

Ovéfena byla rovnéz moznost snimani spekter v MS/MS reZimu po sekundarni fragmentaci

Z rodiovskych iontlh m/z 299 a 217, ale dcefiné spektrum neposkytovalo vyznamné ionty.

Priprava extraktu a jeho ¢iSténi na SPE

Puvodni postup JRC (1) byl optimalizovan pro stanoveni GTH v rozsahu 10 mg a 100 mg
GTH/kg vzorku, ale podle stavajici platné legislativy se GTH ptidava ke vzorku v koncentraci
250 mg/kg tuku. Proto byly navazky i dalsi fedéni extraktu vzorku v nove navrzeném postupu
pozménény. Navazka vzorku byla upravena tak, aby extrakt obsahoval pfiblizn¢ 50 mg
tuku/ml extrak¢niho hexanu, tedy navazka 1 g tuku a 10 g MKM (10% tuk) do 20 ml hexanu.
Potom alikvot 0,2 ml ¢istény ptes SPE obsahuje maximalné 10 mg tuku (JRC postup 15 mg).
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Optimalni ptidavek vnitiniho standardu (ISTD) byl 500 ng/ml proméiovanych roztokt
(JRC 600 ng/ml).

Nebyla testovana maximalni kapacita SPE kolonky, pouze byla ovéfena vytéznost Cisticiho
kroku pro alikvot 0,2 ml (spike na hladiné 25 a 250 ppm do MKM a tuku) a dostate¢nost
eluce. Vytéznost tohoto kroku byla v priméru 98 % a pti dalSim promyti kolonky uz GTH
nalezeno nebylo. Rovnéz byla ovéfena moznost opakovaného pouziti SPE naplné. Pouzita
kolonka byla promyta 10 ml promyvaciho c¢inidla (3.2), kondicionovana 6 ml hexanu
avysuSena proudem vzduchu. Pfi opakovaném pouziti byly vytéznosti shodné s daty
ziskanymi z novych kolonek.

Dalsi zména byla provedena pii fedéni vycisténého extraktu. Podle JRC postupu se extrakt
s ptidavkem ISTD po SPE fedil do 5 ml isooktanu a Cast se prevedla do 2ml vialky
pro GC-MS stanoveni. Vhodnéjsi je pfidat jen 1 ug ISTD a 2 ml isooktanu, po rozpusténi
prevést 1,5 ml do vialky pro koncové stanoveni.

V ptipadé potieby dosdhnout niz§i meze stanovitelnosti (stanoveni stop GTH v krmné smési)
lze snizit zied'ovaci faktor zvySenim alikvotu pro SPE ¢isténi a snizenim objemu isooktanu

pro rekonstituci odparku po SPE.

Koncentra¢ni rozsah

Linearita byla ovéfovana v Sirokém rozsahu koncentrace od 5ng do 10000 ng GTH/ml,
do 7500 ng/ml byla zavislost relativni odezvy linearni, R%<0,995. Prakticky rozsah kalibrace
byl zvolen od 5ng do 1500 ng/ml, coz pii zied'ovacim faktoru F =200 odpovida rozsahu
1 mg az 300 mg GTH/kg tuku ve vzorku. Matricovy efekt nebyl vyznamny a kvantifikace

obsahu mohla byt provedena na solventovou kalibraci.

4.2  Validace postupu

Postup byl ovéten analyzou 3 riznych vzorkl ve dvou opakovanich, obohacenych ptidavkem
standardu GTH na hladin¢ 25 ppm a 250 ppm, vztaZzeno na obsah tuku ve vzorku. Z extraktu
takto pfipravenych vzorkl byly odebrany 4 alikvotni podily pro SPE ¢isténi, podily A, B byly
¢istény pres nové kolonky, podily C, D pies kolonky pouzité a Cisténé. Vnitini standard byl
pfidan do vialky po SPE v mnozstvi 500 ng/ml isooktanu. Vytéznost vSech vzorkl

(A, B, C, D) byla srovnatelna.
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Tabulka 3. Piridavky standardi k matrici testovanych vzorki.

25 ppm 250 ppm
Matrice LS¢. Tuk (%) Navazka (g)
GTH (pg) GTH (pg)
Tuk 1276/K 06 100 1 25 250
MKM 1 445/K 10 14,9 10 37 371
MKM 2 806/K 10 7,3 10 18 182

Daéle byly proméfeny slepé vzorky testovanych matric, byla ovéfena stabilita retenc¢nich cast

a vliv matricového efektu. Byla sepséna a doloZena podrobna validacni zprava.

5 Z.avér

Navrzend metoda byla ovéfena opakovanou analyzou vzorkii masokostni moucky
a zivo€iSného tuku, obohacenych piidavkem standardu GTH na dvou koncentracnich
hladinach 250 ppm a 25 ppm, tj. na trovni ocekavané koncentrace a na desetin¢ této hodnoty.
Detekéni limity byly stanoveny proméfenim nejniZ§i Grovné kalibra¢ni pfimky na hladiné
5ng GTH/ml. Za podminek danych postupem Ize dosdhnout meze stanovitelnosti
LOQ =1 mg GTH/Kkg tuku.

Relativni opakovatelnost metody byla 5,40 % (6,34 % na hladiné 25 mg/kg a 4,27 %
na hladiné 250 mg/kg). Vytéznost postupu byla v povoleném rozmezi (80 — 110) %.

Postup byl zpracovan jako metoda 660 JPP-ZK UKZUZ (5), validovan a akreditovan podle
ISO 17025 v RO Brno jako zkouska ¢. 356.
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Uprava mineraliza¢niho postupu rostlinného materialu

na suché cesté pro rozklad lesnich vegetativnich organt

Viclav Rypl, Iveta Dvoidkova, LibuSe Tiimovad

Usttedni kontrolni a zkuSebni tstav zemedelsky, Narodni referencni laboratof,
Regionalni oddéleni Plzen, Slovanska alej 20, 326 00 Plzen
vaclav.rypl@ukzuz.cz

1 Uvod

Pti analyze asimila¢nich orgéni lesnich dfevin pomoci rozkladu na suché cesté je vytéznost
pfi stanoveni manganu nizka. Je ptedpoklad, ze pfi¢inou je nedostatecné rozpousténi popela
v kyselin¢ dusi¢né. Cilem prace je ovétit moznost zlepSeni prevodu manganu do roztoku

pomoci kyseliny chlorovodikové a poté metodu verifikovat.

2 Material a metody

2.1 Princip

Navazka vzorku se spaluje v muflové peci postupnym zvySovanim teploty tak, aby nedoSlo
ke ztratam analytt, tj. je odstranéna organicka matrice vzorku a vznikly popel je nasledné
rozpustén ve ziedéné kyselin€ dusi¢né. Vyhodou tohoto postupu je moZnost pouZiti vysokych
navazek vzorku tj. dosaZeni nizkych detek¢nich limitd a také stanoveni mnoha prvk, coZ €ini
dany postup zna¢né univerzalnim. Vznikly mineralizat je pfiveden do Ar/Ar plazmatu (ICP-

OES), kde na zaklad¢€ emise charakteristickych kvant energie je ur¢eno sloZeni vzorku.

2.2 Chemikalie

Kyselina chlorovodikova, HCI, koncentrovana.
Kyselina dusi¢na, HNOg3, koncentrovana.

Voda, destilovana.

A W N

Kyselina chlorovodikova, zfedéna, 1 : 1, (V : V).

Ptiprava: 100 ml koncentrované HCI (1) se zfedi vodou na celkovy objem 200 ml.
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5 Kyselina dusi¢na, HNOs, ¢(HNO3) = 10 mol/l.

Priprava: 692 ml koncentrované kyseliny dusi¢né (2) se ziedi na celkovy objem

1000 ml.

6 Kyselina dusi¢na, HNO3, ¢(HNO3) = 0,1 mol/I.
Ptiprava: 6,9 ml koncentrované kyseliny dusi¢né (2) se zfedi na celkovy objem
1000 ml.

7 Peroxid vodiku, H,0,, 30%.

8 Kyselina dusi¢na, HNO3, c(HNOg3) =2 mol/I.
Ptiprava: 138 ml koncentrované kyseliny dusi¢né (2) se zfedi na celkovy objem
1000 ml.

9 Smésny standardni roztok c(Me) = 100 mg/1 (napt. od firmy Analytica Praha).

(Me = Al, As, B, Ba, Be, Bi, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb,
Se, Sr, Ti, Tl, V, Zn).

2.3 Pristoje a pomiicky

Muflova pec, LM 112.10, VEB ELEKTRO.
Topna deska, 44A, CERAN 500°, HARRY GESTIGKEIT GMBH.
ICP-OES Spectro Arcos, Spectro, Kleve, Némecko.

Laboratorni nadobi — keramické spalovaci kelimky.

g A W N P

Laboratorni vahy, A200 S, Sartorius.

2.4 Mineralizace

Byly pouzity tfi typy mineralizaci:

Plivodni mineralizace na suché cest¢ (2.4.1),
Upravena mineralizace suché cesté (2.4.2),
Mineralizace na mokré cesté (2.4.3).

Puvodni mineralizace na suché cesté je postup popsany v Jednotnych pracovnich postupech —
Analyza rostlinného materialu, kapitola 2.2.3 Mineralizace na suché cesté. Naplni této prace
je uprava tohoto postupu tak, aby se pomoci kyseliny chlorovodikové zvysila vytéznost
manganu. Tteti typ mineralizace je popsan v Jednotnych pracovnich postupech — Analyza

rostlinného materialu, kapitola 2.2.1 Mineralizace kyselinou dusi¢nou a peroxidem vodiku.
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Tento postup nizkou vytéznosti manganu netrpi, a proto s vysledky ziskanymi timto postupem

byly porovnany vysledky ziskané prvnimi dvéma metodami.

24.1 Pivodni mineralizace na suché cesté s HNO; (zkracené HNQ; vyluh)

5 g vzorku se zpopelni béhem 6 h pii 500 °C. K popelu se piida 10 ml HNO3 (5) a smés se asi
I min povaii pfi 220 °C. Mineralizat se dale ptevede do 50ml odmérné banky a doplni

po znacku HNOj3 (6). Obsah bariky se druhy den prefiltruje do uzaviratelné plastové lahvicky.

2.4.2  Upravena mineralizace na suché cesté s HCI a nasledné s HNO3

(zkracené HCI vyluh)
5 g vzorku se zpopelni béhem 6 h pii 500 °C. K popelu se ptida 2 ml HCI (4) a pii 120 °C
se kyselina odpafi. Poté se k popelu ptida 10 ml HNOj3 (5) a smés se asi 1 min povaii
pti 220 °C. Mineralizat se dale ptevede do 50ml odmérné banky a doplni po znacku HNO;
(6). Obsah bariky se druhy den ptefiltruje do uzaviratelné plastové lahvicky.

24.3  Mineralizace na mokré cesté s H,O, a HNO3 (zkracené S vyluh)

K 1 g vzorku se pfida 8 ml HNO3 (2) a necha se stat pies noc. Poté se vzorek vaii pii 120 °C
a postupné se piida 15 ml H,O, (7) do vycefeni roztoku. Mineralizat se ptevede do 50ml
odmérné banky a doplni po znatku HNO; (6). Obsah banky se druhy den prefiltruje

do uzaviratelné plastové lahvicky.

2.5  Podminky méreni

Mangan byl méfen na ¢afe Mn (II) 257,611 nm. Vzorky byly méfeny pomoci externi
kalibrace a kalibra¢ni kiivka byla sestavena z bodu (0; 1; 4; 10; 20; 40) mg/l Mn tak,
ze ze smésného standardniho roztoku (9) ¢(Me) = 100 mg/I se pipetuje (0; 1; 4; 10; 20; 40) ml
do 100ml banky a doplni se 2M HNO3.

Mg¢fici parametry ICP-OES: ptikon 1350 W, cooling gas 13,5 I/min, auxilary gas 1 I/min,

nebulizer gas 0,8 I/min, add gas 0,3 I/min, pfivod vzorku 2 ml/min.
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3 Vysledky a diskuze

Pf#i mineralizaci na suché cesté za normalniho tlaku v muflové peci se vzorek oxidaci zbavuje
organické matrice. V piipad¢ vzorkl vegetativnich organti lesnich dfevin s vysokym obsahem
manganu Vv fadu az tisici mg/kg dochazi pii spalovani také ke vzniku oxidu manganicitého,
ktery je ovSem nerozpustny v kyselin¢ dusi¢né. V dusledku toho neptechéazi veskery mangan
do roztoku. Po spéleni je proto nutné ke vzorku piidat asi 2 ml kyseliny chlorovodikové
a odpafit, ¢imz se zredukuje oxid manganiCity na chlorid manganaty. Dale se jiz postupuje

rozpusténim upraveného popela v kyselin€ dusi¢né podle pivodniho postupu (2.4.1).

Upraveny postup mineralizace na suché cesté (2.4.2) byl ovéfovan porovnanim s vysledky
Z mineralizace na mokré cest¢ v kyseliné dusi¢né s peroxidem vodiku (2.4.3), ktery nizkou
vytéznosti manganu netrpi. Porovnani bylo provedeno na asi 60 realnych vzorcich jehli¢i
alisti a 4 internich referen¢nich materialech 9102 — jehli¢i, 9107 — malina, 9041 — javor

a 9116 — caj. Pomoci téchto vzorki byla provedena verifikace metody.

Mn - korelacni zavislost
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Obr. 1. Mn — korela¢ni zavislost. x HCI-vyluh vs S-vyluh, + HNO3-vyluh vs S-vyluh.
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Byla vypocitana vytéznost a jako referencni byly pouzity hodnoty ziskané postupem 2.4.3
(S vyluh) a porovnavany byly hodnoty ziskané postupy 2.4.2 (HCI vyluh) a 2.4.1 (HNO3
vyluh). Vytéznosti se pohybovaly pro upraveny postup 2.4.2 (HCI1 vyluh) v intervalu 89,9 %
az 103,6% a pro pitvodni postup 2.4.1 (HNOj3 vyluh) v intervalu 22,1 % az 101,6 %.

Upraveny postup byl verifikovan pomoci aplikace EffiValidation. Krokem omezeny
koncentra¢ni rozsah - referen¢ni material k dispozici, byly porovnany stfedni hodnoty
internich  referen¢nich materiald  irm9102, irm9107, irm9116, 1irm9041 ziskané
v mezilaboratornich porovnavacich zkouskach s hodnotami ziskanymi upravenym postupem

(2.4.2) a byla potvrzena shoda téchto dat.
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E:EE] _‘h ANALYTICKA METODA: 10/2012 - Rostliny: asimilaéni organy lesnich dfev
Chem ,
VALIDACE: Plna validace

younr caiclandiom soliwsine

PARAMETR: Spravnost: Omezeny koncentraéni rozsah - referenéni material k dispozici

VALIDOVANA VLASTNOST Mn - HCI+HNO3 vyluh

VYHODNOCENI: ) .
Hypotézao  Hypotéza o
Urovefi Popis Referentni hodnota Naméfeno Vytéznost Referentnipfesnost Presnost n pFesnosti spravnosti
1 irm9116 &aj 1300  1408,075 108,31346 138,71 7,71163 4 Pfijata Pfijata

Zavér: Analyticka metoda poskytuje pro vsechny referenéni materialy statisticky spravné vysledky.

EEE]. _"h ANALYTICKA METODA: 10/2012 - Rostliny: asimila&ni organy lesnich diev
Chem
VALIDACE: PIna validace

o wa il ation sl e

PARAMETR: Spravnost: Omezeny koncentraéni rozsah - referenéni material k dispozici

VALIDOVANA VLASTNOST Mn - HCI+HNO3 vyluh

VYHODNOCENI: ) i
Hypotézao  Hypotéza o
Urovefi Popis Referenéni hodnota Naméfeno V/yt&Znost Referenénipfesnost Presnost n  pfesnosti spravnosti
1 irm9107 malina 997,77 977,475 97,96596 42,23 14,14387 4 Pfijata Prijata

Zaver: Analyticka metoda poskytuje pro vSechny referenéni materialy statisticky spravné vysledky.

Eﬂl _"h ANALYTICKA METODA: 10/2012 - Rostliny: asimilagni organy lesnich diev
A1em .
VALIDACE: PIna validace

youir il atian sofi e

PARAMETR: Spravnost: Omezeny koncentracni rozsah - referencni material k dispozici

VALIDOVANA VLASTNOST Mn - HCI+HNO3 vyluh

VYHODNOCENI: . .
Hypotéza o Hypotéza o
Uroven Popis Referen¢ni hodnota Naméreno VytéZnost Referenénipfesnost Presnost n presnosti spréavnosti
1 irm9102 jehlici 1687,27 1765,25 104,62167 84,27 12,44655 4 Prijata Prijata

Zavér: Analyticka metoda poskytuje pro vsechny referencni materialy statisticky spravné vysledky.

Efﬁ _"h ANALYTICKA METODA: 10/2012 - Rostliny: asimilaéni organy lesnich dfev
,nem _
VALIDACE: PIna validace

CULTEL W S FE TR S.I'Jll W

PARAMETR: Spravnost: Omezeny koncentraéni rozsah - referenéni material k dispozici

VALIDOVANA VLASTNOST Mn - HC+HNO3 vyluh

VYHODNOCENI: i )
Hypotéza o Hypotéza o
Urovefi Popis Referenéni hodnota Naméfeno VytéZnost Referenénipfesnost Presnost n presnosti spravnosti
1 irm9041 javor 89,86 96,6156 107,51725 3,86 2,13419 4 Prijata Prijata

Zavér: Analyticka metoda poskytuje pro vSechny referenéni materialy statisticky spravneé vysledky.

Obr. 2. Vyhodnoceni spravnosti pomoci aplikace EffiValidation.
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Dale byla vyhodnocena opakovatelnost, nejistota a mez stanovitelnosti.

Tab. 1. Valida¢ni parametry.

Koncentrac¢ni hladina Opakovatelnost Nejistota
(mg/kg) (%) (%)
<50 7,5 15
50 — 1500 7 13
> 1500 5 10

Mez stanovitelnosti je 0,5 mg/kg.

4 Z.avér

Byla vypracovana upravena metoda pro rozklad asimilacnich organti lesnich difevin. Touto
metodou je mozné zlepsit pfevod manganu do roztoku a ziskat tak spravné a presné vysledky.

Metoda byla verifikovana a je mozné ji doporucit laboratotim, které analyzuji tyto materialy.

5 Literatura
1. Analyza rostlinného materidlu — jednotné pracovni postupy, 2005, 25 — 26, 29 — 30.
2. P. Mader, J. Székovd, D. Miholova, Classical dry ashing of biological

and agricultural materials. Part 1l. Losses of analytes due to their retention in an
insoluble residue, Analusis, 1998, 26, 121 — 129.
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Prevedeni metod stanoveni doplnkovych latek na pristroj

UHPLC (Dionex UltiMate 3000)

Marta Madlova Pniokova, Radmila VarmuZovad, Eva Egersdorfova

Usttedni kontrolni a zkuSebni tstav zemedelsky, Narodni referencni laboratof,
Regionalni oddéleni Praha, Za Opravnou 4, 150 06 Praha
marta.pniokova@ukzuz.cz

1 Uvod

Na regionalni oddéleni Praha byl zakoupen kapalinovy chromatograf Dionex UltiMate 3000,
firmy Thermo Scientific. Toto zafizeni se 1isi od dosud pouzivaného ptistroje (Agilent 1100,
firmy HPST) vykonngjsim fluorescenénim detektorem a ovladacim softwarem. Ukolem bylo
oba pfistroje porovnat pii stanoveni doplikovych latek v krmivech, zjistit moznosti pfenosu
metod, podle ziskanych zkuSenosti optimalizovat vyuziti obou pfistroji a zaroven verifikovat

metody na novém pfistroji.

2 Pracovni postup

Byly aplikovany nize uvedené JPP UKZUZ pouzivané pro stanoveni doplitkovych latek
v krmivech. Analyty byly méfeny na novém zafizeni. Vysledky byly statisticky zpracovany,
byly vyhodnoceny pracovni charakteristiky, pfistroj byl verifikovan a byl porovnan

S pracovnimi charakteristikami dosud pouzivaného pfistroje.

10023.1 Stanoveni obsahu tryptofanu,

10330.1 Stanoveni obsahu hydroxyanalogu D,L-methioninu (alimetu) metodou HPLC,
10335.1 Stanoveni obsahu kyseliny benzoové metodou HPLC,

10360.1 Stanoveni obsahu nikarbazinu metodou HPLC,

10380.1 Stanoveni obsahu vitaminu A a vitaminu E metodou HPLC,

10389.1 Stanoveni obsahu robenidinu,

10401.1 Stanoveni obsahu lasalocidu,

10635.1 Stanoveni obsahu nifursolu metodou HPLC
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2.1 Pristroje a laboratorni vybaveni

1 Kapalinovy chromatograf s DAD a FLD detekci (Dionex UltiMate 3000).
2 Kapalinovy chromatograf s DAD a FLD detekci (Agilent 1100).
3 Dalsi vybaveni viz ptislusné JPP UKZUZ.

2.2 Postup priprava a ¢iSténi extraktu

Pro jednotlivé analyty podle piislusného JPP UKZUZ.

2.3 HPLC analyza vzorku

Pro jednotlivé analyty podle ptislusného JPP UKZUZ.

2.4  Zkratky
DAD Diode array detector
DL Dopliikkové latky

EURL FA  European Union Reference Laboratory for feed additives
FLD Fluorescenc¢ni detektor

HMTBa Hydroxyanalog D,L-methioninu

JPP Jednotné pracovni postupy
MPZ Mezilaboratorni porovnavaci zkouSky
PT Testy zptisobilosti (Proficiency testing)

UHPLC Ultra High Pressure Liquid Chromatography
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3 Vysledky a diskuse

3.1 Porovnani technickych parametri pristroji

Tabulka 1. Technické parametry pristroji Agilent a Dionex.

Agilent 1100 Dionex UltiMate 3000

DAD rozsah (190 — 950) nm (190 —800) nm
FLD rozsah (200 — 700/200 — 700) nm (200 — 800/220 — 900) nm
Rychlost sbéru dat 36 Hz (28 ms) DAD az 100 Hz, FLD 200 Hz

max. tlak az 400 baru max. tlak az 620 baru
Tlaky az do prutokd 5 ml/min az do prutokid 10 ml/min

max. tlak az 200 bart

az do prutokt 10 ml/min

Nastiik (0,1 -100) pul

Termostat kolon (15-80) °C (5-80) °C
Pumpy Kvartérni gradientové

+ pfepinaci ventil na kolony
+ RS (Rapid separation)
Ovladaci program ChemStation Chromeleon 7.0

Technické parametry piistroji jsou srovnatelné, s vyjimkou fluorescen¢niho detektoru, ktery
ma veEtsi rozsah vinovych délek a vyssi rychlost sbéru dat. Dalsi vyhodou pfistroje Dionex
je moznost prace piivysSich tlacich, tedy zkraceni doby analyzy a nizs§i spotieby
rozpoustédel. Pfistroj Dionex UltiMate 3000 ma ovladaci program Chromeleon 7.0, ktery
je odlisny od programu ChemStation K pfistroji Agilent 1100. Plynuly pfechod na novy
systém byl zvladnut bez vétsich potizi diky dobré piehlednosti programu. Ten se ukazal jako

uzivatelsky velmi ptijemny.
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3.2 Porovnani valida¢nich parametra jednotlivych analyti

3.2.1  Relativni opakovatelnost

Tabulka 2. Porovnani relativni opakovatelnosti (%0).

Agilent 1100 DIONEX UltiMate 3000
Nikarbazin 3,36 2,02
Robenidin 9,10 8,82
Lasalocid 7,40 7,48
Vitamin A 5,88 2,41
Vitamin E 4.80 1,21
Kyselina benzoova 2,30 2,10
HMTBa 2,96 1,87

Pro analyty nikarbazin, robenidin, vitamin A, vitamin E a HMTBa jsou namétfené hodnoty

opakovatelnosti lep$i pro pfistroj Dionex.

Pro vitamin A a vitamin E je rozdil

v opakovatelnosti vyznamny. Kyselina benzoova a lasalocid maji hodnoty opakovatelnosti

srovnatelné pro oba piistroje.
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3.2.2

Tabulka 3. Porovnani meze detekce.

Mez detekce

Parametr Agilent 1100 DIONEX UltiMate 3000
mg/l mg/kg mg/l mg/kg
Nikarbazin 0,027 0,11 0,040 0,16
Robenidin 0,820 5,47 0,688 4,59
Lasalocid 0,546 10,92 0,386 7,72
Vitamin A 0,043 (mj./ml) | 943 (mj./kg) | 0,042 (mj./ml) | 937 (mj./kg)
Vitamin E 0,16 3,55 0,28 6,22
0,06 * 1,39 *
Kyselina benzoova 45,48 4548 16,64 1664
HMTBa 2,81 28,07 0,668 6,68
Nifursol 0,24 1,19 0,42 2,10

* snizena kalibra¢ni kiivka

3.2.3

Mez stanovitelnosti

Tabulka 4. Porovnani meze stanovitelnosti.

Parametr Agilent 1100 DIONEX UltiMate 3000
mg/l mg/kg mg/l mg/kg
Nikarbazin 0,031 0,13 0,047 0,19
Robenidin 0,953 6,35 0,800 5,33
Lasalocid 0,634 12,96 0,448 8,97
Vitamin A 0,049 (mj./ml) | 1095 (mj./kg) | 0,049 (mj./ml) 1087 (mj./kg)
Vitamin E 0,186 4,13 0,33 7,33
0,07 * 1,61~*
Kyselina benzoova 52,85 5285 26,14 2614
HMTBa 3,261 32,61 0,776 7,76
Nifursol 0,28 1,38 0,49 2,44

* snizena kalibra¢ni kiivka
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Mez detekce a stanovitelnosti byly ziskany z kalibra¢nich kiivek sloZenych ze stejnych
koncentracnich hladin pro oba pfistroje. Protoze se jednalo o porovnani dvou pfiistrojii, byly
pouzity hladiny bézné pouzivané v analyzach, tedy vétSinou urené k zjisténi davkovaného
obsahu analytu.

Pro robenidin, lasalocid, kyselinu benzoovou a HMTBa byla mez detekce imez
stanovitelnosti niz§i u Dionexu. Pro nikarbazin, vitamin E a nifursol jsou meze u Dionexu

vys$si a vitamin A ma meze srovnatelné.

Nevyhoda vysSich hodnot mezi detekce a stanovitelnosti u vitaminu E byla odstranéna
zménou rozsahu kalibraéni kiivky. Po zatazeni kalibracnich bodu s niz8i koncentraci se meze
vyrazng snizily pfi zachovani linearity kalibra¢ni kiivky, viz idaje s hvézdickou.

3.24  Citlivost

Tabulka 5. Porovnani citlivosti.

Agilent 1100 DIONEX UltiMate 3000
Nikarbazin 58,49 0,59
Robenidin 74,67 0,94
Lasalocid 19,21 261473
Vitamin A 74,00 1,08
Vitamin E 16,33 658759
Kyselina benzoova 2,66 0,033
HMTBa 12,84 0,165
Nifursol 27,73 0,28

Udaje o citlivosti u jednotlivych pfistrojti nejsou porovnatelné, protoze plocha piki

je udavana v rozdilnych jednotkach (u Dionexu se lisi jednotky i u DAD a FLD).
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3.25  Potvrzeni spravnosti pro pristroj Dionex analyzou vzorka z mezilaboratornich

porovnavani.

Tabulka 6. Porovnani z-score z MPZ a ALVA.

Parametr MPZ 2011 MPZ 2012 MPZ 2013 ALVA 2013
z-score
Agilent | Dionex | Agilent | Dionex | Agilent | Dionex | Agilent | Dionex

Lasalocid-KS 0,43 0,32
Lasalocid-PX -0,74 | -0,80
Robenidin-KS 1,31 1,15 0,78 0,26
Robenidin-PX -0,75 | -1,48 | -0,79 | -1,83
Nikarbazin-KS -0,28 | -0,40
Nikarbazin-PX -0,75 | -0,63
Vitamin A-KS 0,35 -0,89 1,95 1,46 1,27 1,29
Vitamin A-PX 1,15 1,12 1,75 1,55
Vitamin E-KS 0,02 1,05 0,04 0,23 -1,13 | -1,27
Vitamin E-PX 0,16 -0,21 -0,48 | -0,64
Tryptofan -1,28 | -1,12

Spravnost vysledki uvedenych postupli pro oba pristroje byla potvrzena analyzou vzorka
z mezilaboratornich porovnavacich zkousek. Dosazené hodnoty z-score jsou Vv dobré shodé

pro oba pfistroje.
4 Zavér

Pristroje Agilent 1100 a Dionex UltiMate 3000 byly porovnany jak po technické, tak
po analytické strance. VSechny uvedené postupy, verifikované na ptistroji Agilent 1100, bylo
mozné piimo pouZit pro piistroj Dionex UltiMate 3000. Uprava postupu byla provedena

pouze u stanoveni vitaminu E, kde se vyuzila kalibra¢ni kiivka s niz§imi koncentra¢nimi

body.
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Pti verifikaci postupti na pfistroji Dionex UltiMate 3000 byly ziskany vyhovujici pracovni
charakteristiky. Z tabulky 7 je patrné, ze valida¢ni parametry jsou lepsi pro pfistroj Dionex
UltiMate 3000.

Tabulka 7. Hodnoceni valida¢nich parametra pro piistroj Dionex UltiMate 3000.

DIONEX UltiMate 3000 Opakovatelnost Mez stanovitelnosti
(detekce)

Nikarbazin + -
Robenidin + +
Lasalocid = +
Vitamin A ++ —
Vitamin E ++ |+
Kyselina benzoova = +
HMTBa + +
+ lepsi hodnota
++  vyrazné lepsi hodnota
= shoda hodnot
- horsi hodnota

Oba pfistroje jsou plné zastupitelné a to je umoziuje vyuZivat podle aktualni potieby.
Jedinym omezenim vyuziti pfistroje Dionex UltiMate 3000 je, Ze neni pfipojen k derivatizaéni

jednotce, a neni tedy moznost stanoveni ionofort.
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