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1  Uvod

Tato préce se vénuje stanoveni kyseliny indolylmaselné a kyseliny indolyloctové, které
patii mezi nejcastéjSi prirodni auxiny a pouzivaji se jako Uginné latky ve stimulétorech rastu.
Metody zkouSeni téchto latek nejsou publikovany v prisludné Vyhlasce MZe CR 475/2000 Sb.
ze dne 13.12. 2000 o odbérech a chemickych rozborech vzorki hnojiv.

Cilem préace je navrZzené metody stanoveni obsahu stimul&tori odzkouset, optimalizovat
podminky stanoveni stimulétort ristu metodou HPLC a po ovéteni zahrnout do metod zkouSeni
a Standardnich opera¢nich postupis UKZUZ.

Testovanym pripravkem byl vyrobek Rhizopon, ktery je uréen pro stimulaci zakorenovani

vétsiny rostlin a aplikuje se ve formeé présku nebo roztoku (vodorozpustné tablety).

2 Stanoveni kysdliny 3-indolyloctoveé a 3-indolylméaselné

ve stimulatorech rastu metodou HPLC

2.1 Ucel arozsah

Posup specifikuje podminky pro stanoveni obsahu kyseliny 3-indolyloctové a
3-indolylmaselné kyseliny v hnojivech. Pro Ucely této metody se pouZiva tato definice: obg¢
kyseliny se pouZivaji jako (¢inné slozky pro stimuldory rastu, pouZivané v okrasném

zahradnictvi k vegetativnimu rozmnozovani rostlin.
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2.2

Chemicky se jednao:

‘ N
oy,
CHZCOOH

kyselina indolylméaselna

CH,CH,CH,COOH

kyselina indolyloctova

kyselina 3-indolyloctova kyselina 3-indolylmaselné
(1H-Indole-3-acetic acid, C;0HgNO,),  (1H-Indole-3-butyric acid, C12H13NO,),
Mr = 175,18 g.mol™ Mr = 203,23 g.mol™

Princip

Obsah kyseliny 3-indolyloctové a 3-indolylméselné se stanovi po  extrakci

70 % methanolem, metodou vysokouc¢inné kapalinové chromatografie na reverzni fazi s UV

detekci pii vinové délce L = 265 nm.

2.3

231
232
233
234
235

2.3.6
2.3.7

Chemikélie

Kyselina 3-indolyloctova— standardni latka

Kyselina 3-indolylméaselna — standardni latka

Kyselina octova, 100 % roztok Cchscoony =1 mol/l (5,7 ml do 100 ml H2O)

Methanol, HPLC grade

Mobilni faze: 285 ml methanolu + 150 ml vody + 50 ml 1 M roztoku kyseliny octové.

Po vytemperovéani na laboratorni teplotu se upravi pH mobilni féze pomoci 0,1 M roztoku
NaOH na hodnotu 4,6.

Extrakeni roztok methanol/voda= 70 : 30 (V/V)

Hydroxid sodny, roztok cneony = 0,1 mol/l (0,4 g do 100 ml H,0)



2.4  Pristroje apomicky

2.4.1 Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s UV detekci
2.4.2 Rotatni odparka

2.4.3 Laboratorni michatka nebo tiepacka

2.4.4 Membranovy filtr 0,45 um

245 Odgiedivka

2.5 Pracovni postup
251 Extrakce

Do konickeé banky se odvézi 1 g vzorku a ptida se 100 ml extrakéniho roztoku (2.3.6).
Mich& se na magnetické michacce (nebo se tiepe na laboratorni tiepacce) 30 minut, poté se smés
necha sedimentovat a posléze se Zfiltruje pres sklédany filtr. Ciry filtrét se odpaii navakuové
rotacni odparce témet k suchu. Odparek se pomoci 5 ml methanolu (2.3.4) pievede do zkumavky
aroztok se odgiedi. Takto pripraveny vzorek se pouZije k néstriku na chromatografickou kolonu.

Doporucuje se precistit pied nastiikem na membranovém filtru 0,45 mm.

252 Kalibrace

Zakladni standardni roztok kyseliny 3-indolyloctové a 3-indolylméselné (2.3.1 a2.3.2):
Do odnmé¢rné bainky na 10 ml se navézi asi 100 mg standardnich latek spresnosti na 0,1 mg
adoplni se po znacku methanolem (2.3.4).
1 ml tohoto z&kladniho roztoku obsahuje 10,0 mg kyseliny 3-indolyloctové 10,0 mg kyseliny
3-indolylméaselné.
Z tohoto z&kladniho standardniho roztoku pripravime pracovni standardni roztok 10-ti ndsobnym
ziedénim. Do sady odmeérnych banék o objemu 10 ml se postupné pipetuje (0,1; 0,2; 0,4) ml
obou pracovnich standardt, doplni se methanolem po znacku a promicha se. Takto piipravena
sada odpovida koncentracim (10,0; 20,0; 40,0) mg/ml kyseliny 3-indolyloctové a kyseliny

3-indolylméaselné.

25.3 Chromatografické podminky HPL C stanoveni
Vlastni meteni jak kalibra¢nich roztoka, tak i extraktt zkuSebnich vzorka, se provédi
zanasledujicich separa¢nich podminek chromatografického systému:



Kolona Symmetry Shield RP8, 4 mm, (150 x 3,9) mm, Waters, piipadné je mozno

pouzit i kolonu C18 jiného vyrobce

Mobilni faze: 235
Pratok: 0,6 ml/min
Teplotakolony:  25°C

UV detektor: | =265nm

Objem nastriku: 10 mi
Reten¢ni ¢as: kyselina 3-indolyloctova— 4,5 min
kyselina 3-indolylmaselnd— 7,8 min

Run time: 12 min pro uvedenou kolonu

2.6 Vypocet

Obsah jednotlivych kyselin (X) vyjadieny v mg/kg se vypocita podle vzorce:

'WOR
X =S
m,

c jsou koncentrace jednotlivych kyselin odectenych z kalibra¢niho grafu v mg/I
V  objem extrakeniho cinidlav mi

m, hmotnost zkugebniho vzorku v g

R faktor redéni

2.7 Poznamka

Tato metodika je shodna sjiZz ovéirenou a validovanou metodou pro stanoveni kyseliny
nikotinové a a-naftyloctové. V podstaté je mozno metit soucasné ctyti kyseliny, které se pridavaji
jako stimulétory rastu. Pri dodrZeni uvedenych chromatografickych podminek maji jednotlivé
kyseliny nasledujici retencni ¢as.



Kyselina nikotinova 2,6 min

Kyselina 3-indolyloctova 4,5min
Kyselina a-naftyloctova 7,0 min
Kyselina 3-indolylméaselna 7,8 min
3 | nter pretace validaénich parametri

3.1 Optimalizace parametri pro HPL C stanoveni
3.1.1 Vlivvinovédélky

Jako prvni faktor, ktery byl ovérovan, byl vliv vinové délky na velikost a tvar
stanovovanych pikia. Pomoci spektralni analyzy se ukézalo, Ze ob¢ stanovované latky maji
maximum pii stejné vinove délce. Spektrum bylo skenovéno v rozmezi | = (225 — 265) nm.
Pii vinové délce | = 225 nm vykazovaly stanovovaneé latky sice nejvétsi odezvu, ale zaroven se
projevoval vliv mobilni faze, coz zhor&uje kvalitu nulové linie a Sumu.
Jako optimalni byla zvolena vinova délkal = 265 nm, pri které byly odezvy obou komponent
velmi dobré. (viz obrézek ¢. 1).

Na obréazku ¢. (2 — 3) je ukazana detailni informace o picich kyseliny indolyloctové
akyseliny indolylméselné.
Kapacitni faktor, ktery charakterizuje pouzity chromatograficky systém vzhledem k jeho
mrtvému objemu, ma byt podle FDA vétsi nez 2.
Faktor chvostovani, ktery charakterizuje stupen chvostovani pikia v chromatografii, ma byt
podle obecného poZadavku mensi nez 2.
Pocet teoretickych pater, ktery charakterizuje separacni schopnost pouZité chromatografické
kolony, ma mit hodnotu N vétsi nez 2000.
RozliSeni, které charakterizuje stupen separace sousednich pika v chromatografii, ma mit podle
FDA hodnotu R vétSi nez 1,5.

Ob¢ stanovované latky splfiuji tyto podminky za dodrZeni chromatografickych podminek
uvedenych v odstavci 2.5.3



Parametr Teorie I ndolyloctova I ndolylméaselna
kyselina kyselina
Kapacitni faktor >2 3,159 7,280
Faktor chvostovani <2 1,404 1,155
Pocet teoretickych pater > 2000 2311 3559
RozliSeni >15 6,65 6,65

3.1.2 Vliv pH a doZeni mobilni faze

Pri tomto pokusu byl ovérovan vliv pH a sloZzeni mobilni faze na velikost atvar pika.
Zakladni sloZeni mobilni faze bylo (2.3.6):
285 ml methanolu + 150 ml vody + 50 ml roztoku 1 M kyseliny octové. Po vytemperovani
na laboratorni teplotu se upravi pH mobilni faze pomoci 0,1 M roztoku NaOH na hodnotu 4,6
(zk. 4). Pri dalSich zkouskéch bylo pH této zakladni mobilni féze upraveno na hodnotu pH = 4,0
(zk.5) a pH =5,2 (zk. 6). Vysledky jsou zobrazeny naobr.¢. 4.
Jako optimalni se ukdzala hodnota pH = 4,6. P¥i vySSim pH se prodlouZil ¢as analyzy vic nez
dvojnéasobn¢ a pii niZz8im pH se sniZila intenzita signalu.
Néasledovneé byly pouzity 3 rizné mobilni faze o rizném sloZeni, ale stejném pH = 4,6:
1. mobilni faze (zk.¢. 4) - 285 ml methanolu + 150 ml vody + 50 ml roztoku 1 M kyseliny octoveé
2. mobilni faze (zk.¢. 7) - 250 ml methanolu + 185 ml vody + 50 ml roztoku 1 M kyseliny octové
3. mobilni faze (zk.¢. 8) - 320 ml methanolu + 115 ml vody + 50 ml roztoku 1 M kyseliny octové
Vysledky jsou znézornény naaobr. ¢. 5.
SloZeni mobilni faze neovliviiovalo ani velikost ani tvar pika, pouze se ménila doba analyzy.
Byla tedy zvolena mobilni faze ¢. 1, protoZe u mobilni faze ¢. 2 byla sice kratSi doba analyzy, ale
pii vétSich necistotéch by mohlo dojit k horSi separaci jednotlivych pika. U mobilni faze ¢. 3

se doba analyzy zbytecné prodlouZila vic neZz dvojnasobng.



3.1.3 Vliv teploty

Pri zachovani zakladnich podminek: vinova délka A = 265 nm, nastiik 10 pl, mobilni faze
¢. 1, byly provedeny zkousky ¢. (9 — 12), kdy se meénila pouze teplota na kolon¢ v hodnotéch (25;
30; 40; 50) °C. Vzhledem k tomu, Ze teplota piili$ neovliviiovala vysledek analyzy, byla zvolena
teplota 25 °C, viz obr. 6.

3.1.4 Vybér kolony
Zkousky ¢. 4 a (13 — 16) byly provedeny za Ucelem zjidténi optimalni kolony.
Bylo pouzito 5 kolon od raznych vyrobci na bézi reverzni faze:
1. Zorbax Eclipse XDB — C18, (4,6 x 150) mm, 5 pm— firmy Agilent
2. Nova Pack C18, (3,9 x 150) mm, 5 um — firmy Waters
3. X-Terra™ RP18, (3,9 x 150) mm, 5 um — firmy Waters
4. Symmetry Shield RPS, (3,9 x 150) mm, 5 um — firmy Waters
5. Zorbax Eclipse XDB — C8, (4,6 x 150) mm, 5 pm — firmy Agilent

Jako naprosto nevyhovujici se prokazala kolona ¢. 2 Nova Pack C18 (viz obr.¢. 7), na které
nedochézi k dobrému rozdéleni obou latek, které je potiebné pro spolehlivou kvantifikaci
vysledkii. Zvolenym poZadavkim na separaci nejlépe vyhovovala kolona ¢. 1 Zorbax Eclipse
XDB — C18. Vemi podobné vysledky jsme ziskali i nakolon¢ ¢.4 Symmetry Shield RP8, ktera
byla pouzita pro validaci metody. Na obr.¢. 8 je porovnani vhodné (Zorbax Eclipse XDB-C18) a
nevhodné (Nova Pack C18) kolony.

3.2 Citlivost
Citlivogt je podle IUPAC dana zménou signalu, vyvolanou zménou validované vlastnosti
(tj. smérnici kalibraéni primky). V tabulce ¢. 1 jsou uvedeny naméiené hodnoty kalibra¢ni

piimky.



Tabulkaé. 1

Kalibraéni Groven

Kyselina indolyloctova

Kyselina indolylméselna

(ng/ml) plocha (ngy/ml) plocha
1 4,28 37,05 4,18 25,98
2 10,69 91,40 10,45 60,09
3 21,38 177,62 20,90 119,97
4 42,76 363,22 41,80 242,56
5 106,90 921,39 104,50 630,87
6 213,80 1885,24 209,00 1305,46

Citlivost analytické metody dana smérnici kalibracni ptimky je pro jednotlivé analyty tato:

Pro kyselinu indolyloctovou je hodnota 8,823 (plocha/mg).

Pro kyselinu indolylméaselnou je hodnota 6,257 (plocha/mg).

3.3 Linearita

Linearita, podobn¢ jako citlivost, byla uréena z hodnot naméienych v kalibracni piimce
uvedenych vtabulce ¢. 1. Ke statistickému vyhodnoceni linearity bylo pouzito QC testu.

Vypoctené hodnoty jsou uvedeny v tabulce ¢. 2.

Tabulka €. 2

Parametr Kyselinaindolyloctova | Kyselinaindolylmaselna
Vypocteny R 0,9999 0,9998

R k testovani 0,9900 0,9900
Vypocteny QC 1,46 2,34

QC k testovani 5,0 5,0

U obou latek byla na zékladé hodnot korelacniho a QC koeficientu prokézana linearita metody.



3.4 Mezstanovitelnosti a mez detekce

Mez detekce je Urovei, nad kterou Ize odezvu vzorku odlisit od odezvy slepého pokusu.

Mez stanovitelnosti je Uroven, nad kterou Ize vérohodné provést kvantitativni stanoveni. Tyto

hodnoty byly vypocteny programem EffiValidation z hodnot uvedenych v tabulce ¢. 1.
Vysledky jsou shrnuty v tabulce ¢. 3.

Tabulka €. 3
Kyselina indolyloctova Kyselina indolylméselna
(mg/kg) (mg/kg)
Mez detekce 38,4 41,6
Mez stanovitelnosti 76,0 82,9
Rozsah 75—2000 80— 2000

3.5 Opakovatelnost

Opakovatelnost charakterizuje rozptyleni validované vlastnosti kolem stiedni hodnoty,
které zpasobuji nahodné chyby. Stanoveni opakovatelnosti bylo provedeno na jednom vzorku

hnojiva z desetinasobného meteni. Nameiené hodnoty jsou v tabulce ¢. 4.

Tabulka ¢. 4
e Kyselina Kyselina
Méreni &idlo indolyloctova indolylmaselna

(mg/kg) (mg/kg)
1 4146,7 5135,3
2 4082,2 5072,0
3 3854,0 4865,7
4 41348 5126,4
5 3979,2 5012,5
6 3982,7 5049,3
I 4331,2 5270,7
8 4246,3 5268,6
9 4658,1 5365,1
10 41239 5211,7




Po vyhodnoceni programem EffiValidation vy3ly hodnoty opakovatelnosti pro:

Kyselinu indolyloctovou 5,34 % rel.

Kyselinu indolylmaselnou 2,90 % rél.

U obou analytt byla potvrzena hypotéza o normalité dat.

3.6 Spravnost

Spravnost charakterizuje shodnost vysledki méieni validované vliastnosti s deklarovanou
referen¢ni hodnotou. Spréavnost byla déle zjistovana testem vytéznosti. K piesné navézce vzorku
se zjisténym obsahem uréované latky bylo postupné pridavano stanovované mnozstvi cisté latky
ve tiech riznych hladinach piidavku, a sice (40; 80; 120) % a zpétné vypocitana vytéZnost.
Vysledky jsou uvedeny v tabulkéch €. 5 - 6.

Tabulka ¢. 5 — ovéreni vytéznosti kyseliny indolyloctové

Uroveii| PiedloZeno Naméieno Vytéznost n t-vypoéet | t-kritické
(mg/kg) (mg/kg) (%)
1 6159,65 6151,91 99,87 3 0,13217 4,303
2 8158,65 8134,73 99,71 3 0,50828 4,303
3 10157,65 10104,33 99,48 3 1,70527 4,303
Tabulka ¢. 6 — ovéreni vytéznosti kyseliny indolylmaselné
Uroveii| PiedloZeno Naméieno Vytéznost n t-vypoéet | t-kritické
(mg/kg) (mg/kg) (%)
1 7210,28 6998,46 97,06 3 3,95637 4,303
2 9264,28 8819,94 95,20 3 3,76626 4,303
3 11318,28 10889,67 96,21 3 3,09754 4,303

Analyticka metoda poskytuje statisticky spravné vysledky.
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4 Souhrnnévydedky validace

Validaéni parametr

Validaéni hodnota

Kyselina indolyloctové

Kyselina indolylmaselna

Opakovatelnost (% rel.)

5,34

2,90

Reprodukovatelnost* (% rel.)

10,68

5,80

Sprévnost Spravnost metody prokazéna
Linearita Linearita metody prokézana
Rozsah (mg/kQg) 75— 2000 80 — 2000
M ez detekce (mg/kg) 38,4 41,6

M ez stanovitelnosti (mg/kg) 76,0 82,9
Selektivita Selektivita metody prokazéna
Citlivost (plocha/mg) 8,822 6,257
Negjistota (% rel.) 21 12

* vnitrolaboratorni odhad
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5 Zavér

V ramci té&to préce byly stanoveny tyto validacni parametry :

a) opakovatelnost

b) spréavnost

C) selektivita

d) linearita

e) citlivost

f) mez stanovitelnosti
g) mez detekce

h) nejistota

Zji&ené validacni parametry prokazaly zpusobilost ovérované metody k pouzivani v ramci

laboratorniho odboru ajeji zahrnuti do Standardnich operacnich postupi UKZUZ.
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Citlivost a mez detekce pri separaci v HPLC

Michal Dousa
Ecochem a.s,, DolgjSkova 3, 182 00 Praha
michal.dousa@ecochem.cz

1 Uvod

U separacnich metod se pouZiva k vypoétu meze detekce prevazné velikost hodnoty signélu
slepého pokusu. Podminkou je, Ze je k dispozici chromatogram slepého pokusu a smérnice
kalibracni primky v kombinaci s nasledujicim postupem: z chromatogramu slepého pokusu se
uréi maximalni kolisani zakladni linie - Sum (hmax) v Oblasti dané 20-ti nasobkem poloSitky piku
stanovovaného analytu. Pro odezvu meze detekce plati: yp = 3hma @ pro koncentraci na mezi

detekce:
Xp = y% o

Je nutné uvést, Ze smernice kalibracni piimky b; musi byt z koncentragni zavisosti y = bx, kde'y
je vyska chromatografického piku, nikoli plocha, jak je obvyklé. Rozborem rovnice (1) je tedy
ziejmé, Ze snizenim Sumu zakladni linie hma (0br. 1) a zvy3enim citlivosti b; maZzeme sniZit mez

detekce. Jinak feceno, ¢im vyssi je odstup signdlu od Sumu, tim niZsi je mez detekce.

h > 3*Sum

Obr. 1 Sum a drift zakladni linie
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2 VIivsumu zakladni linie

Sum z&kladni linie je zpaisobeny predevdm pouZitou instrumentaci (pumpy a parametry
detektoru) a mobilni fazi. Korekce Sumu na z&kladni linii je pomérné dozity problém a jeho
pricinou muze byt kontaminace kolony, samotné mobilni faze, in-line vstupniho filtru mobilni
féze nebo in-line filtrd mobilni faze v systému nebo cely detektoru. Dalsi pricinou maze byt
nedostatecn¢é ekvilibrovana kolona nebo netésnost v systému. Korekce téchto jeva neni
predmétem tohoto piispévku a je feSen jinde [1]. Za zminku stoji je¢ nevhodné pouZiti raznych
aditiv a modifik&tori mobilni faze. Je napt. zndmo, Ze octanové a mravencanové pufry zpasobuji

vySSi Sum mobilni faze (oproti napt. fosfatovym pufram) zejména piii gradientoveé eluci.

3 Vlivdetekce

Zvyseni citlivogti (a selektivity) metody HPLC miZeme dosahnout zménou podminek
detekce nebo detekce viibec. NejjednodusSi a klasicky piiklad je pouZiti fluorescenéni detekce
namisto detekce UV-VIS, ktera je daleko méng citliva a selektivni. V piipadé, Ze nemame tuto
moznost, pak druhou moZnosti je optimalizace vinové délky ze znalosti absorpeni kiivky dané
ldky v daném rozpoudtédle. Mnohdy pouziti absorpéniho maxima se nejevi jako idedlni.
Vhodn¢jsi je pouziti (je-li k dispozici) druhého ¢i tietiho absorpéniho maxima posunutého
zeiména k vySS§im vinovym délkam, i kdyZ molérni absorpéni koeficient je niz&i. Posunuti
absorpcniho maxima k vysSim vinovym délkam ma vétSinou za nasledek i snizeni Sumu na

z&ladni linii. BliZe je mozné nalézt v publikaci [2].

4 Vlivretence solutu

Citlivost a mez detekce v kapalinové chromatografii krome citlivosti a meze detekce
vlastniho detektoru zavisi i na rozmyti eluéni zony, kterd je charakterizovana Sitkou
chromatografického piku Y, (v objemovych jednotkach). Mira rozmyti elu¢ni zény je obecné
mirou G¢innosti systému. Proto predpokladejme, Ze ndS chromatograficky systém je dostatecné
acinny. Co se bude dit selu¢ni zonou béhem chromatografického procesu a pii prichodu zony

celou detektoru? Béhem separace dochézi ke zied’ovani solutu (v cele je koncentrace asi 0 dva
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tady nizSi koncentrace solutu nez pii néstriku na kolonu) a k rozSifovani elucni zony solutu.
Ziedéni solutu Z pii prachodu kolonou Ize definovat jako pomér Sitky elucniho zony
(v objemovych jednotkéch) Yy k pivodnimu objemu vzorku V,

Z :%Vi 2
atoto je prvni limitujici faktor ovliviujici koncentraci solutu v cele detektoru.

Elu¢ni ktivka ma tvar Gaussova rozdéleni, kdy maximélni koncentrace slozky bude prave pii
elucnim objemu Vk. Znamena to, Ze vySka piku bude zaviset na ldkovém mnoZstvi solutu
nastiiknutém na kolonu a na smérodatné odchylce (s rostouci smérodatnou odchylkou poroste
Sitka piku a klesa vy3ky piku). Cim bude elu¢ni zona Sirsi (bude mit vétsi objem, vzorek bude
vice redény), tim mendi bude koncentrace solutu v cele detektoru pii prichodu maxima elué¢ni
zOny detektorem.

Pro Sitku elu¢ni zony mazeme odvodit vyraz:

X =4t ®
pricemZ elu¢ni objem Vg se muZe vyjadiit vztahem Vg = tr.Fr a objemovarychlost Fr, jako Fr, =
u.p?. er, kde u je stredni linedrni rychlost, pro kterou plati u = L/ty. Vyjédii-li se reten¢ni ¢as
pomoci kapacitnino poméru k, pak doganeme tg = ty . (1+k) a po dosazeni do rovnice (3)
dogtaneme
_Lopod? e {1+K)

Jn

a odtud dosazenim do (2) plati pro ziredéni solutu:

_Lop>d? e, L+k) -
V, x/n

Z rovnice (5) vyplyva, Ze ziedéni vzorku se potlaci zvySenim ucinnosti kolony (pouZziti ndplni

X (4)

Z

s malym zrnénim (er) a praci v blizkosti minima kiivky zavislosti vy3ky teoretického patra H na
stiedni linedrni rychlosti H ~ u), zmenSenim rozméra kolony, ato jak jeji délky (L), tak zeména
praméru kolony (do). ZmenSeni délky kolony je v&k na ukor sniZeni G¢innosti kolony (n).
Ziedeéni vzorku Ize potlacit praci v systému, kde mé ldtka malou retenci (maly kapacitni pomer k)

a zvétSenim nastiiku vzorku Vi. Za vhodné zvolenych chromatografickych podminek |ze
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dosdhnout toho, aby ziedéni analytu bylo minimdlni (Z < 1) a dochazi tak k obohaceni analytu

piimo na chromatografické mikrokolong.

Upravime-li rovnici a zavedeme pojem redukované vysky teoretického patra h, pak

dogtaneme vyraz:

>d ?|Lhd |2 1+K
P § i)im&%ﬂ ©

kde d, je velikost ¢astecek néplné. Z této rovnice (6) je popis parametra majici vliv na ziedeni

solutu prakaznéjsi. Ziedéni solutu se sniZuje zeména se zmensujicim se pramérem kolony d. a
porozitou ndplné er a zvyaujici se eluéni silou mobilni faze (k). VIiv délky kolony (L) a velikosti
céstedek d, na ziedéni solutu neni jiz tak patrny.

Ke zcela seinym zavéram lze dospét i jinym zpisobem. Vyjdeme-li z teorie
chromatografického patra, dospéjeme k zaveru, Ze ma elu¢ni kiivka tvar Poissonova rozdéleni,
které pri velkém poctu pater maZe byt nahrazeno rozdélenim Gaussovym. Lze odvodit z&kladni

rovnici pro koncentraci solutu Crax V maximu eluéni zony:

n

Co =——2— @
Sy *X2p
kde no je ldtkové mnoZstvi solutu naneseného na chromatografickou kolonu a sy, je smérodatna

odchylka v objemovych jednotkéch a vyjadiuje vlastné G¢innost chromatografického procesu:

V 2
n=-R~R (8)
sy
Upravou (7) pak dostaneme
VR
Sy = ﬁ 9)

Vyjédiime-li eluéni objem Vg z&kladni retencni rovnici, dostaneme vyraz

V. n 1
Cooy = Co—n|=— —— (10)
V, V2p 1+k
kde ¢ je ldkova koncentrace solutu naneseného na chromatografickou kolonu v objemu

naneseného vzorku V..
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Z rovnice (10) je patrné, Ze se zmenSujicim se mrtvym objemem stoupé koncentrace v maximu
eluéni zény. Pro mrtvy objem kolony |ze napsat:
_P 2
Vv, = " Le,d; (112)
adosazenim (11) do rovnice (10) dostavame:

V. 2J2n 1

c_=c
™ P Led? p¥? 1+k

(12)

Koncentrace solutu Crnax Vmaximu elucni zény se zvy3uje sobjemem néstiiku vzorku V;,
zkracujici se délkou kolony (L) a snizenim jejiho vnitiniho priméru d. a zvy3ujici se elu¢ni silou
mobilni faze (k). K témto zavéram jsme dosli uz pti rozboru rovnice (6).

Pro lepsi predstavivos je vliv chromatografické kolony na citlivost a mez detekce pribliZzen
na praktickém piikladu. Prvni aproximace, kterou musime pii této Uvaze pouZzit, je zachovéani
acinnogti kolony n, coZz je predpoklad umgly, ale ne nedosaZitelny. V tomto pripadé pak
zkracenim délky kolony z 15 cm na 10 cm koncentrace solutu Crax V maximu eluéni zény vzroste
1,5 krét. ZvySime-li elu¢ni silu mobilni faze, vyjadienou kapacitnim pomeérem k tak, Ze kapacitni
pormer klesne o 50 %, vzroge koncentrace solutu cmax 1,25 krét. V obou uvedenych pripadech se
ale zmeni (snizi) i Gcinnost systému (n) a zvySeni koncentrace solutu Cmax V maximu eluéni zény
nebude tak vyrazné. Za predpokladu, Ze G¢innost kolony klesne z n = 10 000 nan = 6 000 (tj.
1,66 kréa), klesne koncentrace solutu cmax 1,30 kré. ProtoZze vsak Gcinnost kolony roste
sklesajicim pramérem ndplné chromatografické kolony, |ze U¢innost kolony zachovat sniZzenim
praméru castecek sorbentu (d,) chromatografické kolony z obvyklé hodnoty 5 nm na 3 mm.
Daleko lepSich vysledki se dosahne zménou vnitiniho prameru kolony d., kdy U¢innost systému
(n) zastane zachovana. ZmenSenim vnitiniho prameéru dc: z 3,9 na 2,1 mm stoupne koncentrace
Cmax 3,44 kr&t.

5 Zavér
Z uvedeného rozboru je vidét, Ze k ovlivnéni citlivosti a meze detekce pii separaci v HPLC
méame pomerné velké mnozstvi néstroji, které nemusi byt ani priliS finanéné nérocné.

Optimalizaci chromatografické separace pak mazeme zlepsit validacni parametr, ktery se nazyva
mez detekce.
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Strategie vypocta ngjistot méireni a navaznost méreni

na zakladé analyzy certifikovaného referencninho materialu

Michal Dousa
Ecochem a.s,, DolgjSkova 3, 182 00 Praha
michal.dousa@ecochem.cz

Jaroslava Petrova

Ustiedni kontrolni a zkudebni tstav zemédglsky Brno, Narodni referencni laborator, Za Opravnou
4, 150 06 Praha 5

jaroslava petrova@ukzuz.cz

1 Uvod

Nejistota meieni je v soucasné dob¢ definovana jako ,parametr pridruzeny k vysledku
méteni, ktery charakterizuje miru rozptyleni hodnot, jez by mohly byt davodné prisuzovany
meiené velicing”. Vyhodnoceni nejistoty meteni dle 1SO tedy definiéné zahrnuje vSechny vlivy,
at’ jiz ndhodné ¢i nekorigovatelné systematické, které mohou mit na vztah vysledku ke skutecné
hodnoté vyznamny vliv. Prvni pristupy, které rozpracovavaly strategii nejistot meéteni podle 1SO,
kladly hlavni diaraz na vyhodnocovani nejistot méteni po jednotlivych krocich (slozkach)
postupem nazyvanym ,,zdola nahoru“ budovanim rozboru nejistot méreni. Dosavadni zkuSenosti
ztéo oblasti vSak ukazuji, Ze pouZiti Udajt zvalidacnich sudii, zejména analyzou
certifikovanych referen¢nich materidt, miZe byt daleko efektivnéjSim postupem odhadu nejistot
méteni. Tento postup je nepomeérné ¢asove i finanéné méne naro¢ny ve srovnani s hloubkovou
studii. Analyza certifikovaného referencniho materidlu nabizi vhodna data pro odhad nejistoty
méteni, protoZe poskytuje informace o kombinovaném vlivu fady potencidlnich zdroji nejistoty
meéfeni a umoziuje doplnit bilanci negjistoty o prispévek zahrnujici vychyleni vysledka pouzitého
analytického postupu. Tento postup je nazyvan ,shora doli“. Je zaloZen na sdruZovani
jednotlivych slozek nejistot meieni do parametra, které odpovidaji celkové vykonnosti metody.
Nedostatkem tohoto postupu je to, Ze nedokaze urcit relativni pomér jednotlivych elementarnich
sloZzek nejistoty meteni a tudiz poskytnout informaci, jaké slozky nejistoty meieni maji nejvetsi
prispévek k celkové nejistoté mereni.
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Navaznost je vlastnost vysledku meieni nebo hodnoty etalonu (standardu), kterou maze byt
uréen vztah k uvedenym referencim, zpravidla ndrodnim nebo mezindrodnim etalonaim
(standardiim), progtiednictvim nepreruseného ftetézce porovnavani, jejichz nejistoty jsou
uvedeny. Navaznost je v chemické analyze koncepci pomérné novou a jeji uplatnéni narézi na
specificnost chemické analyzy, zejména pii analyze realnych matric. Zde kazda premeéna vzorku
(rozpou&eni, hydrolyza, separace) znamena faktické preruSeni fetézce porovnavani, jak vyplyva
z definice navaznosti. Negjistota prisluggjici matricnimu vlivu zvySuje vzdy nejistotu ndvaznosti.
V hierarchii referenci ndvaznogti je nejvyse postavena jednotka S, v chemické analyze latkové
mnoZzstvi (mol). Na ngj Ize vztahovat prostrednictvim vérohodné definovanych cistych latek
s vérohodnym odhadem nejistoty obsahu dané latky. Ne vzdy ale typ stanovované slozky (napr.
vlaknina, &krob, dusikaté latky), charakter analyzovaného vzorku a vlastnosti pouZité metody
takové zgjisteni navaznosti umozni. V takovém pripadé je dalSi pouzitelnou referenci matri¢ni
referencni materidl, cozZ je postup nejvhodnéjsi. Zde stoji za pripomenuti nékolik zakladnich
skutecnosti tykajicich se ndvaznosti:

- navaznost miZe vykazovat pouze hodnota, v Zzadném pripadé metoda, laborator,
instrument,

- navaznost miZe nabyvat pouze dvou hodnot: bud’ je nebo neni,

- nejduleZitéjSim parametrem ndvaznosti je jeji negjistota. Je-li nejistota piilis velka, pak

je hodnota nepouZitelna.

Cilem tohoto piispévku je ukazat na praktickych piikladech moZnosti a zpuisob vypoctu
nejistoty meéieni a prokazani névaznosti vysledka na referencni materidl pii jeho analyze.
V pomerné krétkém casovém obdobi a pii nizké financni zatéZi dostdvame data, kterd jsou
pouZitelna pro zamyslené vypocty a navic jsou tato validatni data pouZitelnd pro vypocet

spravnosti a presnosti metody.

2 Prakticke aspekty vyhodnoceni ngjistoty svyuzitim
certifikovanych referenénich materiala

Vyhodnoceni nejistoty svyuZitim certifikovanych referen¢nich materidlt by mélo uvazovat

nasledujici pigpevky:
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a) negjistotareferencniho materidlu (Ure)
b) opakovatelnost meteni referencniho materialu (ug)
C) ngjistotavytéZnosti (Ure)

Pro kombinovanou nejistotu pak plati

L{::\/l’é +Uf, +L§ 2.1)

kde hodnoty u jsou standardni nejistoty.

2.1 Nejistotareferenéniho materialu

Chyba certifikované hodnoty referencniho materidlu je nejéastéji vyjadiena na certifikétu
smérodatnou odchylkou, intervalem spolehlivosti nebo nejnovéji nejistotou  referencniho
materidlu. V piipadé, Ze je chyba vyjédiena nejistotou, pak se pocita primo stouto nejistotou po
pirevedeni této nejistoty na standardni nejistotu. V pripadé, Ze je chyba vyjadiend bez dalSich
Udaju ve formé y = x * tol, pak se musi tento Udaj prevést na smérodatnou odchylku tak, Ze se

pocita s rovnomeérnym rozdélenim a pro vypocet smérodatné odchylky se pouzije

s=1% 57U 2.2)
kdetol je hodnota chyby.

V ptipadé, Ze je chyba vyjadiena ve form¢ smérodatné odchylky, pak je nejistota hodnoty
referen¢niho materialu rovna uvedené smérodatné odchylce a plati urer = S.

Priklad ¢.1: Chyba referencniho materidlu je vyjadiena jako (47,90 + 2,6) mg/kg s koeficientem
rozsiteni k = 2. Pak pro standardni nejistotu uy plati:

4 =295 =13
V pripadé, Ze by nebyl uveden koeficient rozSiteni a platil by pouze Udaj (47,90 + 2,6) mg/kg,
pak pro vypocet standardni nejistotu uy plati:

o= =2
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2.2 Opakovatelnost méieni referenéniho materiélu

Opakovatelnost metreni referencniho materidlu se vyjadiuje jako smérodatnd odchylka

stanoveni s
1% © 1y ’
= |= a = |— & 2.3
x \/ng(x ) \/n_lg(x ) 23

Smeérodatnou odchylku miZeme povaZovat za Udaj 0 mife tésnosti shody mezi vzgemné
nezavidymi [1] vysledky zkouSek za piedem specifikovanych podminek a pak se nazyvéa
prresnost metody. K pievedeni na standardni nejistotu ug plati:

_S
=7 (2.4

kde n je pocet mereni.

Priklad ¢. 2: Métenim referencniho materidlu v péti opakovanich (n = 5) byla ziskéna hodnota
46,14 mg/kg se smérodatnou odchylkou stanoveni s, = 1,47 mg/kg.
Pak pro sandardni nejistotu ur plati:

" :147[5:%6

2.3 Negistota vytéznosti

Tésnost shody zji&ené stredni hodnoty referenénino materidlu X” s jeho hodnotou prijatou
(certifikovanou) referen¢ni hodnotou X« je definovana jako spravnost metody. Mezi stiedni
hodnotou referencniho materidlu x° (pramérnd hodnota zn paralelnich métreni) a prijatou
(certifikovanou) hodnotou referencniho materidlu x« bude existovat vzdy rozdil, ktery lze

vyjédiit odchylkou (bias) a:
A=Xy-X (2.5)

Mezi zji&énou stredni hodnotou X a hodnotou referenéniho materidlu Xt déle existuje vztah,
ktery je definovan pomérem namérené hodnoty X* k prijaté referenéni hodnoté X« a nazyva se

vytéZznost (recovery) amizeme je povaZzovat za miru spravnosti metody:
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= 2.6
Xt (20)

Hodnota vytéZnogti se vyjadiuje nej¢astéji v procentech:
R{%9 =R.100 2.7)

Ke zji&eni, zda mezi zjisténou stiedni hodnotou X", uréenou z n paralelnich stanoveni, a
prijatou referencni hodnotou X« existuje statisticky vyznamny rozdil, se testuje tento rozdil

Studentovym t-testem. Pro toto testovani plati:

X -X
t= *ef—|ﬁ (2.8)

Sy

Jestlize plati:
t3 t (P=0,95; f=n-1), pak rozdil je statisticky vyznamny a je prokézana soustavna chyba.
VytéZznost by se méla zapocitavat do vysledku.

t£t(P=0,95; f=n-1), pak seliSi namérena hodnota x” pouze o ndhodnou chybu.

Pro nejistotu vytéZnosti uge plati:

2
} &_92 + amref 9
n&xts X &
kde vSechny symboly maji obvyklé (jiz uvedené) vyznamy.

uRe:|1- Re| (2.9)

V pripadé, Ze plati |a| 3 U, , pak se do celkove kombinované nejistoty u. mize zahrnout korekce

na vytéZnost podle nasledujiciho schématu:
- korekce na vytéZznost se nezahrne do vypoctu a pak se do celkové nejistoty pocita
sodchylkou a,
- korekce na vytéZznost se zahrne do vypoétu a pak se do celkové nejistoty pocita

S nejistotou vytéZnosti ug.

Pii analyze certifikovanych referencnich materidlt a naslednych vypoctt plati nasledujici

akceptacni kriteria:
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a) Pocet paralelnich opakovani k uré¢eni smérodatné odchylky s, pro danou koncentracni hladinu
musi byt minimélné Sest a relativni smérodatnd odchylka RSDy musi byt dostatecné mala pro
kazdou koncentra¢ni hladinu.

b) Referencni materidly museji pokryvat cely predpokladany koncentracni obsah analytu a
koncentraéni hladina by meéla odpovidat (50 — 200) % nomindni koncentrace analytu
ve vzorku; obvykle se voli minimalng tiéi koncentracni hladiny.

c) V pripadé, Ze neni k dispozici referenéni materiadl, miZe se pouzit referencni hodnota ziskana

jinou nezavislou metodou.

Priklad ¢. 3: Mezi certifikovanou hodnotou referenéniho materidlu Xt = 47,90 mg/kg a zjisténou
stiedni hodnotou X = 46,14 mg/kg je odchylka

a=47,90- 46,14=1,76
Pro nejistotu vytéZnosti uge plati (n = 5; sc= 1,47; urw = 1,3 viz piiklad ¢. 1 a 2):

_ 4614
4790

=096:

+ =0,0295
5&46145 e47,90z

Pro testovani, zda je vytéZnost 100 %, plati:

t—%Z§J§ 2677

0961/13&47 § ael3 g

Protoze tyit = 2,776 aplati 2,677 £ 2,776(P = 0,95; f = n-1) a pak zji&e¢na stiedni hodnota x"se
[iSi pouze o0 nahodnou chybu a korekce na vytéZznost se nemusi zapocitavat do vysledku. Pak
maZzeme celkovou kombinovanou nejistotu vypocitat podle vztahu (2.1), ale namisto nejistoty

vytéZnosti uge Se v3ak pouzije hodnota odchylky (bias) a:

U, =|(066" +(13" +(17¢" =228
V pripadé, Ze by se vytéZnost R. zapocitavala do vysledku meéieni, pak se celkova nejistota snizi a

pouZije se ¢igty vztah (2.1):

U, = .Josa * +(00205° =213
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Nevyhody tohoto postupu jsou nésledujici: z jednoho CRM se ziskaji pouze hodnoty nejistot
pro omezené koncentracni hladiny a matrice, coz ma za nasledek vysSi néklady na validaci

metody, protoZe se musegji nejistoty stanovit na vice referencnich materialech.

3 Navaznost méreni na certifikovany referenéni material

Podminkou k ur¢eni ndvaznosti méieni je dostupnost referenéniho materidlu s referencni
hodnotou (xr) a deklarovanou nejistotou meéieni (Ure) Nebo smérodatnou odchylkou referenéni
hodnoty (s«). Pii tomto postupu vyhodnoceni museji byt dodrzena nasledujici kriteria

(A) opakovan¢ se analyzuje referencni materidl v poctu 6 az 8 opakovani (!). VySSi pocet

opakovani nezgjisti ziskani spréavnéjsi ani presnéjsi hodnoty;

(B) vypocte se smérodatné odchylka (s) a giedni hodnota (X);

(C) vypoctena stiedni hodnota (X)) se porovna sreferenéni hodnotou (X&), pricemZ pro

statistické vyhodnoceni se pouZiva nékolik pristupt:

a) Porovnani intervalu referencni hodnoty X« a smérodané odchylky referenéni hodnoty

(S«) se stredni hodnotou (x). Pokud plati nerovnost: X, - 2S, £ X £ X, +2s,]€

navaznost vysledku na referencni material (pro danou matrici a koncentracni Uroven)
prokézana. Tuto nerovnost je mozné nahradit intervalem spolehlivosti, ve kterém musi
lezet stiedni hodnota x”. Nevyhodou tohoto vyhodnoceni je, Ze nezahrnuje chybu stiedni
hodnoty x'.

b) Porovnani intervalu referenc¢ni hodnoty .« a smérodatné odchylky referencni hodnoty S
sintervalem siedni hodnoty (X)) a opakovatelnosti meéieni referenéniho materiau
vyjadiené jako smerodatna odchylka meéieni (s,). Pokud dojde k praniku mnoZin

X4 *£2s, CX=*2s, jenavaznost vysledku nareferencni material (pro danou matrici a

koncentra¢ni Uroven) prokézana.

c) Vypocet E, cida (skore), pro které plati:

|X¢_ Xref

E =
" Ju? +u?, ) 3.1)

kde u. je standardni nejistota ziskané hodnoty referencniho materidlu X a uy¢ je standardni

nejistota referencni hodnoty referencniho materidlu .. Pro podminku névaznosti pak
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mazZzeme psat: 0 < E, < 2 ndvaznost prokdzana, 2 < E, < 3 podezielé vydedky a

v piipadé, Ze E, > 3 navaznost nebyla prokazana.

Nevyhodou tohoto zpusobu prokézani navaznosti méreni je to, Ze je tieba pouzit tolik
referencnich materidlt, aby se pokryl cely koncentraéni rozsah a vSechny matrice, na které se
metoda pouZiva.

Cel& problematika vypoctu nejistot anavaznosti maze byt osvétlena na praktickych piikladech

niZze. Ziskana data jsou realna data ziskané pii validaci analytickych metod.

Priklad ¢. 4: Byl analyzovén certifikovany referenéni materid margarinu BCR122 na obsah
retinolu a a-tokoferolu metodou HPLC. Certifikované hodnoty s chybou referencniho materidlu
pro a-tokoferol a retinol jsou nésledujici: retinol = (7,3 £ 1) mg/kg; a-tokoferol = (241 + 12)
mg/kg. Podle vztahu (2.2) pro standardni nejistotu retinolu plati us = 0,6 mg/kg a pro standardni
nejistotu a-tokoferolu plati ue = 6,9 mg/kg. Ziskana a vypoétena data pro a-tokoferol a retinol

jsou uvedena v tabulce:

M éreni a-tokoferol (mg/kg) Retinol (mg/kg)
1 245,0 7,6
2 239,0 7,8
3 219,3 71
4 232,0 75
5 240,0 79
6 259,0 7,7
7 227,0 7,3
8 227,0 7,1
Stiedni hodnotax 241,6 7,5
Smerodatna odchylka meieni s, 15,2 0,3
Standardni nejistota ug (vztah 2.4) 3,6 0,1
Vytéznost (Ro) (vztah 2.6) 1,002 1,027
Odchylka (bias) a (vztah 2.5) 0,6 0,2
Standardni nejistota vytéZnosti uge (vVztah 2.9) 0,003 0,008
Celkova kombinovana ngjistota u. (vztah 2.1) 7.8 0,6

ProtoZe do vypoctu neni bréna do Uvahy korekce na vytéZznost, pak se do celkové nejistoty

poc¢ita s odchylkou a.



Ze ziskanych nejistot |ze pak prokazat nédvaznost ziskanych hodnot na hodnoty certifikovaného

referencniho materidlu. Pro a-tokoferol plati:

£ :|X¢~ X o _|2416- 241/
" Ju+u? ) J78 +69° )

apro retinol plati:

¢_ Xref

_ 73- 7.5 —02
Ju? +u?, ) Joe?+06?)
aob¢ hodnoty z validatni studie prokézaly navaznost na hodnoty certifikovaného referen¢niho

materiéu.

Priklad ¢. 5: Byl analyzovan certifikovany referencni materidl BCR381 na obsah vépniku.
Certifikovana hodnota s chybou referencniho materialu pro vapnik je nésledujici: certifikovana
hodnota vépniku 0,221 %, smérodatnd odchylka 0,007 %. ProtoZe je chyba obsahu vpniku
vyjédiena ve form¢ smérodatné odchylky, pak je nejistota hodnoty referen¢niho materidlu rovna
uvedené smerodatné odchylce a plati urer = s = 0,007 %.

Ziskané a vypoctena data pro obsah vapniku jsou uvedena v tabulce:

M &keni Vapnik (%)
1 0,244
2 0,231
3 0,245
4 0,240
Stiedni hodnotax 0,240
Smerodatna odchylka meieni s, 0,006
Standardni nejistota ug (vztah 2.4) 0,003
Vytéznost (Ry) (vztah 2.6) 1,086
Odchylka (bias) a (vztah 2.5) 0,019
Standardni nejistota vytéZnosti uge (vVztah 2.9) 0,003
Celkova kombinovana ngjistota u. (vztah 2.1) 0,020

ProtoZe do vypoctu neni bréna do Uvahy korekce na vytéZznost, pak se do celkové nejistoty
poc¢ita s odchylkou a.
Za povSimnuti stoji pomerné vysokda nejistota stanoveni obsahu vapniku (0,020 %, coz je 17,1 %
rel.), kteraje dana vysokou hodnotou vytéZnosti (108,6 %).
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Ze ziskanych nejistot 1ze pak prokézat navaznost hodnoty obsahu vapniku na referenéni hodnotu.
Plati:

_[x® % _[0,240- 0,221 _
5 Ju? +u?, ) % (0,020 +0,007?) o3

a vypocétena hodnota E, z valida¢ni studie prokazaly navaznost na hodnoty certifikovaného

referen¢nino materidu.

Priklad ¢. 6: Byl analyzovan certifikovany referenéni materidl BCR380 na obsah tuku po
hydrolyze. Certifikovana hodnota schybou referenéniho materidlu pro tuk je nasedujici:
certifikovana hodnota 26,87 %, sm¢rodatna odchylka 0,40 %. ProtoZe je chyba obsahu tuku
vyjédiena ve form¢ smérodatné odchylky, pak je nejistota hodnoty referen¢niho materidlu rovna
uvedené smerodatné odchylce a plati urer = s = 0,40 %.

Ziskana a vypoctenda data pro obsah tuku jsou uvedena v tabulce:

M éreni Tuk (%)
1 24,39
2 24,70
3 25,30
4 24,53
Stiedni hodnotax 24,730
Smerodatna odchylka meieni s, 0,401
Standardni nejistota ug (vztah 2.4) 0,200
Vytéznost (Ro) (vztah 2.6) 0,92
Odchylka (bias) a (vztah 2.5) 2,140
Standardni nejistota vytéZnosti uge (vVztah 2.9) 0,001
Celkova kombinovana ngjistota u. (vztah 2.1) 2,186

ProtozZe je standardni nejistota vytéZznosti ure mensi nez odchylka a, byla pouZita pii vypoétu
nejistoty vzata do Uvahy pravé odchylka a. Ze ziskanych nejistot Ize pak prokézat ndvaznost

hodnoty na referen¢ni hodnotu tuku certifikovaného referen¢niho materialu. Plati:

_|24,73- 26,87 =10
Juz+uz) V(2186 +0,40%)

avypoctena hodnota E, z validacni studie prokézaly ndvaznost na hodnoty certifikovaného

E :|X¢_ Xref

referen¢nino materidu.
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Zde si je mozné opét vamnout pomeérné vysoke nejistoty stanoveni obsahu tuku (2,186 %, cozZ je
17,7 % rel.). Z tohoto divodu byla také prokézana ndvaznost na CRM, protoZe nejistota Uja, »

Uret. TULO Nejistotu by Slo jedte sniZit zvySenim vytéZnosti metody.

4 Navaznog interniho referenéniho materialu na CRM

PouZziti certifikovaného referencniho materidlu v laboratorni praxi ma dva vyznamné
limitujici faktory. Prvnim faktorem je vysoka cena a druhym faktorem je malé mnozstvi CRM,
které se komeréné dodava. Proto ma laborator snahu do svého systému fizeni kvality zavadet
interni referencni materialy (IRM), které jsou pro laborator dostupnéjsi. Aby v3ak pouZziti
interniho referencniho materidlu mélo smysl, musi byt tento materidl navézan na certifikovany
referen¢ni material a ziskané hodnoty analyti IRM museji mit prifazenu svou nejistotu, ktera je
spravné vypoctena. Navaznost IRM ma v3ak své omezeni. K navaznosti musi byt pouzit CRM
podobného sloZeni a koncentratni Uroven analytt vCRM i IRM musi byt srovnatelna
NejvyhodnéjSi postup je ten, Ze se v ramci validacni studie vedle sebe analyzuje CRM i IRM.
Strategie névaznosti a vypocet ngjistot pak byla popsana jiz vySe stim, Ze do celkové
kombinované nejistoty ujrm Se musi zahrnout i nejistota CRM ure (1):

Uy = Uy @

kde urwm je nejistota meieni IRM ziskaného z validacni studie. Jak vyplyvé z definice navaznodti,
kterA musi spliiovat podminku nepreruSeného fetézce porovnavani, hodnotu nejistoty
referencniho materidlu nelze v Zadném pripadé vypustit.

5 Zavér

Pouziti certifikovaného referencniho materialu ve validaéni studii prinasSi fadu vyhod. Jeho
analyzou ziskame fadu validacnich charakteristik v pomeérné kratkém ¢asu a finanéni ndro¢nost
se odviji od ceny referencniho materidlu, typt matric, které je nutno analyzovat a rozsahu
koncentraci, které museji byt pokryty. PouZziti matri¢niho certifikovaného referenéniho materidlu

umoziuje vyhodnotit ¢i vylougit systematickou chybu metody. Na druhé stran¢ je referencni
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materidl ve forme, ktera nevyZaduje dalSi Upravy vzorku (déleni, homogenizace, mleti).
Prigpévky nejistot téchto operaci mohou byt daleko vysSi nez prispévky nejistot, které ziskame
vlastni analyzou a proto je nutné tyto prispévky posoudit oddéleng. Proto je vhodné do celkové
nejistoty zaclenit prispévek dlouhodobé opakovatenosti, kterd se ziska analyzou dvou paralelnich
opakovani vzorka a pogtihuje pravé nehomogenitu materialu. Pres tyto omezeni jsou obvykle

informace z analyzy referencniho materidlu velmi hodnotnym zdrojem Udaja pro odhad nejistot.
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Ovérovaci (konfirmaéni) metody pro stanoveni doplikovych
|atek metodou LC/MSM S

Michal Halama
Ustiredni kontrolni a zkuSebni Gstav zemédélsky, NRL- RO Praha, Zaopravnou 4,
150 06 Praha 5 — Motol, michal. halama@ukzuz.cz

Uvod
Pogtup specifikuje podminky pro stanoveni monensinu, salinomycinu a narasinu

v krmnych smésich a premixech pro obsahy od 0,2 mg.kg™.

Monensin, salinomycin a narasin patii do skupiny polyetherickych antibiotik
produkovanych rodem Streptomyces. Jedna se o pomeérné velké molekuly s molekularni
hmotnosti 671; 751; 765 pro monensin, salinomycin, narasin. V jegjich struktuie je obsaZzena
karboxylova skupina na jednom konci a hydroxy- skupina na opacném konci, ochotné tvori
cyklické komplexy s kationty, zvla®¢ se sodikem a maji schopnost pronikat biologickou
membranou. Polyetherova antibiotika se aplikuji ve vétsing pripadech jako prevence ve formg
krmiva. Do krmnych smési jsou pridavany ve formg sodnych soli v obsazich (15 — 100) mg.kg™.
Urcitym omezenim jejich klinického pouZivani jsou jejich toxické vlastnosti a déle vznik
bakteridiné rezistentnich kmenu, ae i environmentdni znecisténi v podobé jejich rezidui
v Zivocisnych produktech pii jejich nesprévném pouzivéni. VSechny tii se pouZivaji jako
chemoterapeutika ve vykrmu kurat, kutic a krat. Salinomycin a monensin jsou zarovei riastovymi
stimul&ory prasat.

Cilem té&o préace byl prevod stavajici HPLC metody na hmotnostni detektor, dde
zjednoduSeni pripravy vzorku a priprava multielementéarni metody pro kontrolu kontaminaci

vzorka krmiv.

1 Prevod HPL C metody

Pro prevod metody byla pouZita metoda stanoveni monensinu salinomycinu a narasinu SOP
¢.18(1).

39


mailto:michal.halama@ukzuz.cz

1.1 Chromatografické podminky

ProtoZze primy prevod uvedené metody neni vzhledem k pouZiti fosfatového pufru
v mobilni fézi pti pouZiti MS detekce vhodny, nebot’ se jedna o netékavou slouceninu, ktera
zpusobuje zana%eni iontového zdroje hmotnostniho spektrometru, byl fosfatovy pufr nahrazen
piidavkem 0,1 % Kkyseliny mravenci v mobilni fazi methanol/voda (85 : 15). PouZita kolona
(Symmetry C18, 50 mm x 2,1 mm) byla vybrana s ohledem na optimdlni pratok mobilni féze pri
ionizaci elektrosprejem a diky dobré separaci vSech latek oproti kolon¢ Xterra RP18, na které
dochézelo k chvostovani piki. Na uvedené koloné je mozno separovat monensin (2,74 min),
lasalocid (3,23 min), salinomycin (4,08 min) a narasin (5,68 min) za nasledujicich podminek.
Kolona: RP C-18 Symmetry Shield C18 5 um, 50 mm x 2,1 mm (Waters)
Teplota kolony: 30°C
Mobilni faze: methanol/voda (85/15 v/v) + 0,1% kyselina mravenci
Pritok mobilni faze: 0,3 ml.min™
Objem nasttiku: 2 ul

1.2 Podminky MS

Polyetherické ionophory obsahuji ve své molekule na jednom konci karboxylovou
skupinu, na druhém konci hydroxy skupinu, diky ¢emuz snadno pii ionizaci od&épuji molekulu
CO; nebo HyO. Proto dochézi ke snadné ionizaci v kladném médu elektrospreje, kterd je
podporovéna v kyselém prostiedi. V zdporném mddu je ionizace podstatné méné Ucinng, proto
byl pro ionizaci zvolen kladny méd ionizace elektrospreje. lonizace pomoci chemické ionizace
(APCI) za atmosférického tlaku, popsané Schliisener a kol (2) pro salinomycin a dalSi antibiotika
je mozna, ale podstatné méné intenzivni ve srovnéni s elektrosprejem. Optimalizace podminek
ionizace elektrospreje byla provédéna pomoci infuze roztoku standarda jednotlivych ionophoru
(0,1ng.mlI™) do proudu mobilni faze o stejném pratoku, ktery se pouZiva pii spojeni HPLC/MS,
aby bylo moZno nalézt optimdni napéti na kapildie (capilary voltage) a napéti na vstupu do
hmotnostniho analyzéoru (cone voltage) tak, aby intenzita iontd [M+Na]™ byla maximalni.
Teplota iontového zdroje (source temperature), teplota desolvacniho plynu (desolvation
temperature) pratok desolvacniho plynu (desovation gas flow), pratok plynu na vstupu do
iontového zdroje (cone gas flow) a tlak kolizniho plynu (argon) v kolizni cele (CID gas) byly

nastaveny dle doporucenych hodnot v manudlu ptistroje s ohledem na pratok mobilni faze. Dale
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byla optimalizovéana poloha ionizagni kapilary i celého iontového zdroje vzhledem ke vstupu do

iontového zdroje. Nalezené optimalni podminky jsou uvedeny v tabulce ¢. 1.

Tabulka ¢.1: Nalezené optimalni podminky

I onizaéni mod ESI+
Capilary voltage 3,15 kV
Cone voltage 3BV
Source temperature 120 °C
Desolvation temperature 300 °C
Desolvation gas flow 500 I.h™*
Cone gas flow 50 .h"

CID gas argon, p = 2,5 mbar

Pro identifikaci IMPA byl pouzit MRM (multiple reaction monitoring) mod, sledovanim dvou
produktovych ionti pochézejicich z jednoho prekurzorového iontu, ¢imz je spinéna podminka
European Union Commission Decision 2002/657/EC (3) k identifikaci analytu pomoci MS/MS.
Pii optimalizaci MS/IMS parametri byla nastavena takova hodnota kolizni energie, pii které byla
intenzita daného dcefiného iontu maximalni. Nastaveni MRM parametri jsou uvedeny v tabulce
&. 2. Ukézky MS a MS? spekter jednotlivych latek jsou uvedeny v obr. 3, u hledanych ionti je

uvedena hodnota poméru m/z.

Tabulka ¢.2: MRM parametry pro analyzu salinomycinu, monensinu a narasinu

Prekurzorovy iont | Produktovy iont |Kolizni energie (eV)
(m/2) (m/2)
Salinomycin 773,5 431,2 60
265,2 65
Monensin 693,4 461,2 60
479,2 65
Narasin 787,5 431,2 60
531,2 65
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1.3 Kalibrace

K vyhodnoceni obsahu jednotlivych ionophora byla pouZita externi kalibrace v rozsahu
(0,04 — 2) ng.ml™. ProtoZe pro tuto skupinu latek neni zndm Zadny stabilni a snadno dostupny
interni standard, bylo zkouSeno ke vzorkim pridévat standard lasalocidu, coZz se neosvédcilo
z davodu rizné odezvy signadlu lasalocidu v raznych matricich vzorka krmiv.

1.4 Interpretacevalidaénich parametru
Pro validaci metody byly pouZzity vzorky krmiv a premixt uvedenych v tabulce ¢. 3.

Tabulka €.3: Krmiva a premixy pouZité pro validaci metody

Krmnéa smés Premix
Monensin ObilaBR2 AM kompletni krmnasmés | Minerdni dopliikoveé krmivo pro skot
pro brojlerova kurata, TURMIX,
Obilaas. Tekro sr.o.
Narasin Kompletni krmné smeés pro vykrm Aminovitan BR2+,
brojleri BR1, premix pro brojlery,
Primagraas. Biofaktory Prahas.r.o.
Salinomycin | Gilpatrinkets complete, kompletni Aminovitan P1, premix pro predvykrm
krmivo pro dospélé psy, prasat (18 — 35) kg,
Petra Conway Biofaktory Prahas.r.o.

14.1 Opakovatelnost

Opakovatelnost charakterizuje rozptyleni validované vlastnosti kolem stiedni hodnoty,
které zpisobuji nahodné chyby. Stanoveni opakovatelnosti bylo provedeno z deviti stejnych
navazek jednoho vzorku krmiva pro kazdou stanovovanou latku.

Nametené hodnoty jsou uvedeny v tabulce ¢. 4.
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Tabulka &.4: Opakovatelnosti, nalezeny obsah v mg.kg™ pro jednotlivé analyty

Uroveii 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Monensin PX 1827,7) 21125 21714 19345 23479 2280,3| 2190,9( 2099,1| 2400,0
KS 122,68| 115,62 114,37| 113,45 105,30 111,79| 106,90 108,04 109,52
Narasin PX [16412,8/16230,7|17062,5| 16900,8| 18036,2| 18425,5/18582,0| 15890,9|16709,4
KS 42,60 43,73 3759 41,89 4125 40,06 43,60 40,67 41,76
Salinomycin PX [10416,7| 9286,1|10238,6| 9048,8| 10586,7(10096,3/10249,7| 9958,1(10390,1
KS 3454 34,46 3229 3354 3348 34,09] 3358 34,29 32,52

V tabulce ¢. 4 uvedena data neprokazala pii pouziti Cochranova, Dixonova a Grubsova

testu pritomnost odlehlych boda, statistické parametry opakovatelnosti vypocitané pomoci

programu Effi validation 3.0 jsou uvedeny v tabulce ¢. 4.a

Tabulka ¢.4.a: Statistické parametry

Pramér | Opakovatelnost | Rel. opakovatelnost| n

Monensin PX 2151,6 185,4 8,62 9
KS 111,96 534 477 9

Narasin PX 17087 939,3 5,50 9
KS 41,46 1,90 4,58 9

Salinomycin | PX 10030 525,2 524 9
KS 33,71 0,79 2,35 9

1.4.2 Spravnost

Sprévnost charakterizuje shodnost vysledka meieni validované viastnosti s deklarovanou

referencni hodnotou. Spravnost byla dale zjistovana testem vytéZznosti, kdy k piesné znamé

navazce vzorku se zji&énym obsahem urcovane Iatky byl pridan ¢isty standard stanovované latky

v mnozstvi odpovidajicimu (40; 80; 120) % obsahu analytu v pavodnim vzorku. Z naméienych

dat byla zpétné vypocétena vytéZnost celé metody. t — test prokézal norméni rozdéleni dat

uvedenych v tabulce ¢. 5 (premixy), ¢. 7 (krmné smési) a nebyla prokazéna piitomnost odlehlych

bodii pri pouZiti Cochranova, Dixonova a Grubsova testu. Statistické parametry vypocitané




pomoci programu Effi validation 3.0 jsou uvedeny v tabulce ¢. 6 pro premixy a pro krmné smési
v tabulce ¢. 8.

Tabulka ¢.5: Naméiené hodnoty pro spravnost v premixech

Analyt Hladina|Predlozeno Nalezeno (mg.kg™)
(mgkg™)
Monensin 1 2946,5 2910,5 2757,3 2727,2
2 37413 3781,9 3464,2 3403,9
3 4536,2 4541,6 4472,9 4390,3
Narasin 1 22766 21899 22999 24257
2 28663 28488 30649 29888
3 34019 35953 39426 33991
Salinomycin 1 14006 15456 12360 14298
2 17982 17480 18241 18809
3 21958 23108 19961 23288
Tabulka ¢.6: Statistické parametry pro spravnost v premixech
Tabulka ¢.6.a: Monensin
Hladina | PiedloZeno | Nalezeno | VytéZznost Presnost |n| t—vyp. |t—krit.| Hypotéza
(mgkg™) | (mgkg?) (%) | (mg.kg?)
1 2946,5 2798,3 94,97 98,3 |3| 2,6108| 4,303 Prijata
2 37413 3550 9489 2031 |[3| 1,632 | 4,303 Prijata
3 4536,2  4468,3 98,5 75,76 1,553 | 4,303 Prijata
Tabulka €.6.b: Narasin
Hladina | PredloZeno | Nalezeno | Vytéznost | Presnost | n | t —vyp. | t —Kkrit. | Hypotéza
(mgkg™) | (mgkg™) | (%) | (mgkg?)
1 22766 23052 101,3 1180| 3 | 0,4194| 4,303 Prijata
2 28663 29675 103,5 1096| 3| 1,599| 4,303 Prijata
3 34019 36457 107,17 2752| 3| 1,534 4,303 Prijata




Tabulka €.6.c: Salinomycin

Hladina | PredloZzeno | Nalezeno | Vytéznost | Presnost t—vyp. | t—krit. | Hypotéza
(mgkg™) | (mgkg™) (%) | (mgkg™)
1 14006 14038 100,2| 1564 0,03543| 4,303 Prijata
2 17982 18176 101,1 666,8 0,5056 | 4,303 Prijata
3 21958 22119 100,7| 1871 0,1491 | 4,303 Prijata
Tabulka ¢.7: Naméiené hodnoty pro spravnost v krmnych smésich
Analyt Hladina | Pitedlozeno Nalezeno (mg.kg™)
(mgkg™)
Monensin 1 160,15 161,96 173,22 168,25
2 208,33 217,44 220,22 205,11
3 256,51 241,41 245,57 264,69
Narasin 1 62,30 62,17 61,26 59,33
2 83,14 79,47 83,35 80,68
3 103,98 109,24 103,22 107,05
Salinomycin 1 50,07 51,78 50,36 52,65
2 66,43 69,07 67,21 71,06
3 82,78 78,59 81,56 81,7
Tabulka ¢.8: Statistické parametry pro spravnost krmnych smési
Tabulka ¢.8.a: Monensin
Hladina | PredloZeno | Nalezeno | Vytéznost | Presnost t—vyp. | t —krit. | Hypotéza
(mgkg?) | (mgkg?) | (%) | (mgkg?)
1 160,15| 167,81 104,78 5,643 2,351 | 4,303 Prijata
2 208,33| 214,257 102,84 8,042| 3| 1,276 | 4,303 Prijata
3 256,51 250,557 97,68| 12,42 0,8305| 4,303 Prijata




Tabulka ¢.8.b: Narasin

Hladina | PfedloZeno | Nalezeno | Vytéznost | Presnost | n | t —vyp. | t —krit. | Hypotéza
(mgkg™) |(mgkg?)| (%) | (mgkg?)
1 62,3 60,92 97,79 1,450| 3| 1,648 4,303 Prijata
2 83,14 81,17 97,63 1,985 3| 1,722| 4,303 Prijata
3 103,98 106,5 102,43 3,047 3| 1,434| 4,303 Prijata
Tabulka €.8.c: Salinomycin
Hladina | PredloZeno | Nalezeno | VytéZznost | Presnost | n | t—vyp. | t —Kkrit. | Hypotéza
(mgkg™) | (mgkg’) | (%) | (mgkg?)
1 50,07 51,6 103,1 1,156| 3| 2,287| 4,303 Prijata
2 66,43 69,11 104,0 1,925| 3| 2414| 4,303 Prijata
3 82,78 80,62 97,39 1,756| 3| 2,133| 4,303 Prijata
14.3 Linearita

Linearita urcuje miru linearni zavislosti mezi koncentraci a plochou piku, ktera je uréena
velikogti korelacniho koeficientu a Quality Control (QC) koeficientu. Namérené hodnoty
jednotlivych kalibracnich kiivek jsou uvedeny v tabulce ¢. 9, statistické parametry vypocitané
pomoci programu Effi validation 3.0 jsou uvedeny v tabulce ¢. 10. Test normality prokézal

normélni rozdéleni nameétenych hodnot. Grafické zavislost je uvedenav obr. ¢. 1.

Tabulka ¢.9: Linearita kalibraéni kiivky

1 2 3 4 5 6
Monensin mg.I™" 1,926 0963 0,385 0,193 0,096 0,039
plocha | 22830 11497| 4766,4] 2529,6] 1236,6] 591,2
Narasin mg.| ™" 207 1035 0414 0207 0103 0,041
plocha | 45351,2| 22764,6| 9404,8] 48764 2612 1089
Salinomycin | mg.I” 1,925 0962 0385 0,193 0,09 0,038
plocha | 54152,8] 279772 114204 5704,4] 3110,6] 19945
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Tabulka ¢.10:

Statistické parametry linearity

Vypoéteny Testovany korelaéni | Vypoéteny QC | Testovany QC [Hypotéza

korelaéni koeficient koeficient
Monensin 1 0,99 0,81187 5 Prijatal
Narasin 1 0,99 0,55408 5 Prijatal
Salinomycin 1 0,99 1,84906 5 Prijatal

1.4.4 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce je nejmenSi koncentrace analytu, nad kterou lze spolehlivé provest

kvalitativni stanoveni. Mez stanovitelnogti je nejmensi koncentrace analytu, nad kterou lze

spolehlivé provést kvantitativni stanoveni.Vypocitané meze detekce a meze stanovitelnosti

z kalibra¢ni kiivky jsou uvedeny v tabulce 11.

Tabulka ¢.11: Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce | Mez stanovitelnosti
(mgkg™) (mgkg™)
Monensin 0,0177 0,03187
Narasin 0,0129 0,02331
Salinomycin 0,0408 0,07353
15 Zavér

Z naméienych hodnot vyplyva, Ze pievod stavajici metody uvedené v SOP. ¢. 18 na

HPLC-MS/MS je mozny s minimanimi modifikacemi. Vzhledem k vySSi cené stanoveni oproti

UV detekci je vhodné pouZivat MS detekci hlavné u stanoveni nizkych koncentraci kontaminaci,

kdy je tieba i jednoznacn¢ identifikovat dany analyt, coZ pri pouziti UV detektoru s diodovym

polem nebyva zcela dostatecné.
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2 ZjednoduSena metoda

2.1 Pripravavzorku

Po Uspesném prevodu stévagjici metody jsme zkouseli zjednodusit a zkrétit piipravu vzorku
azaroven zvysit pocet analyti, které by bylo mozné soucasné stanovit v krmivech, podobné jako
je popséno v jinych matricich (vejce, maso) (4,5). Byla zkouSena metoda pripravy vzorku krmiv,
kterd je zaloZena na postupu popsaném Canavan et al. (6) pro stanoveni nicarbazinu v krmivech.
Do koénické baiky o objemu 250 ml se zébrusem bylo navaZzeno 20 g vzorku krmiva a pridano
100 ml extrakéniho roztoku methanol/voda (90 : 10). Poté byla banka uzaviena a trepana na
l[aboratorni tiepacce po dobu 30 minut pii 150 kmitech za minutu. 10 ml extraktu bylo prevedeno
do centrifugacni banky a odsttedéno po dobu 10 minut pri 1500 g. 1ml tohoto roztoku byl 10 x
naredén vodnym methanolem (methanol/voda, 75 : 25), prefiltrovan pies membrénovy filtr
Milipore 0,45 mm a pieveden do vialky. Vysledky spravnosti a opakovatelnosti ziskané pri
pouZiti té&to metody na blank vzorku krmiva s pridavkem jednotlivych standardi odpovidajicich
obsahu analytu (0,6; 6; 20) mg.kg™ jsou uvedeny v tabulkéch ¢. 16 a 17, vysledky spravnosti a
opakovatelnosti na blank vzorku krmiva s pridavky odpovidajici obsahu analytu (0,2; 0,5; 2) mg.
kg™ jsou uvedeny v tabulkéch ¢. 18 a 19.

Tato metoda byla zkouSena smodifikacemi — precisteni extraktu pres SPE kolonky,
odpateni extraktu pod proudem dusiku, které viak nepiinesly o¢ekavané sniZzeni vlivu matrice na

ionizaci analytu atimi na stanoveny obsah analytu ve vzorcich krmiv.

2.2 Chromatografické podminky

Chromatografické podminky byly shodné s podminkami uvedenymi pii prevodu metody.
Dale bylo testovano poufZiti gradientové separace z duvodu otestovani a omezeni vlivu tzv. ,echo
piku“, které se mazou u krétkych izokratickych analyz vzorka v komplikovangjSich matricich
vyskytovat. Gradient 1 (tabulka ¢. 12) byl vytvaren s poZzadavkem na zachovani rychlé analyzy
michanim mobilnich fazi A aB.

A —methanol/voda (25 : 75 v/v) + 0,1% kyselina mravenci

B — methanol + 0,1% kyselina mravenci
Pritok mobilni faze byl zachovan stejny jako pii izokratickych separacich 0,3 ml.min™.



Tabulka €.12: gradient 1.

T (min) A (%) B (%)
0 100 0
3 0 100
6 0 100
6,5 100 0

Cas na ekvilibrovani kolony na po¢étesni podminky byl 3,5 minuty; celkova doba analyzy
10 minut; retencni ¢asy jednotlivych analyti jsou uvedeny v tabulce ¢. 14. Vzhledem k pomérné
velké strmosti gradientu a velikosti zpozdéni gradientu (0,315 ml) vzhledem k pratoku dochézelo
k eluci 1&ek v rozmezi 6. a 7. minuty. Rozdéleni latek nespliiuje poZzadavky kladené na HPLC-
UV metody, ale pii pouZziti selektivnino hmotnostnino detektoru, ktery umoZziuje rozdéleni
jednotlivych koeluujicich latek neni nedokonalé rozdéleni tak kritickym parametrem, jako pri
pouZiti UV detektoru.

ProtoZe pii souc¢asném sledovani vétSiho mnozstvi deefinych fragmeta pomoci MRM pirechodu
dochézi pii koeluci laek k prodiouZeni doby, kterd je nutna pro ziskani alespon minimalniho
poc¢tu bodi pro spravnou integraci piku a nebo pri zkréceni doby sledovani kazdého MRM
prechodu k celkovému sniZeni citlivosti metody. Z téchto divodi byl pouzity gradient 2 (tabulka
¢. 13), ktery umoziuje lepSi separaci latek, i kdyZ u maduramycinu a salinomycinu stéle dochazi
ke kodluci, tak je mozné soucasné sledovat niZsi pocet analyti souc¢asné a tim dosahnout vysSi

citlivosti metody.

Tabulka €.13: gradient 2

T (min) A (%) B (%)
0 100 0
2 25 75
10 0 100
12 0 100
125 100 0

Cas na ekvilibrovani kolony na pogatesni podminky byl 3,5 minuty, celkova doba analyzy

16 minut,

retencni casy jednotlivych analyti jsou uvedeny v tabulce ¢.
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rekonstruovaného chromatogramu pro jednotlivé 1&ky separované gradientem 1 je uvedena na
obr. 2.

Tabulka ¢.14: Retenéni ¢asy ionophor i

Gradient 1 Gradient 2

t (min) t (min)
Halofuginon 3,29 3,26
Semduramycin 6,21 8,17
Monensin 6,45 8,85
Maduramycin 6,64 9,66
Salinomycin 6,73 9,73
Narasin 6,94 10,42

2.3 MSpodminky
Nastaveni podminek na hmotnostnim spektrometru bylo shodné s podminkami uvedenymi pfi
pievodu metody v tabulce ¢. 1, pouze dodo k rozSireni po¢tu sledovanych I&tek. Na obr. 3 jsou

uvedeny MS aMS? spektra s vyznatenim vdech dalezitych iontd.
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Tabulka ¢.15:

Prekurzorovy iont | Produktovy iont |Kolizni energie (eV)
(m/2) (m/2)
Salinomycin 773,5 431,2 60
265,2 65
Monensin 693,4 461,2 60
479,2 65
Narasin 787,5 431,2 60
531,2 65
Semduramycin 895,4 8334 40
705,5 65
Maduramycin 939,8 8775 50
719,5 70
Halofuginon 416 100,3 35
120 35

24 Kalibrace

ProtoZe se pouZiti externi kalibrace piiliS neosvédcilo, a protoZe pro tuto skupinu latek
neni zndm vhodny a dostupny interni standard, byly obsahy jednotlivych slozek pocitany pomoci
standardniho pridavku standardu v mnozstvi priblizné odpovidajicim piedpoklddanému obsahu
stanovovane léky.

2.5 Interpretace validaénich parametri
25.1 Validace salinomycinu, monensinu, narasinu pomoci zjednodu3ené piipravy

Validace metody byla provedena na vzorku krmiva —COS kompletni krmna smés pro
selata nad 8 kg Zivé hmotnosti (zemédélské zasobovani a nakup Décin). Toto krmivo neobsahuje
Z&dny z uvedenych ionophortii, a proto bylo pouZzito jako blank, ke kterému byly pridany piidavky
Cistych standardii salinomycinu, monensinu, narasinu v mnozstvi odpovidajicimu (0,6; 6; 20)

mg.kg™. Vzorky byly piipraveny podle vySe uvedeného postupu extrakci v extrakénim roztoku
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methanol/voda (90 : 10), odstiedény, nafedény na koncentraci vhodnou pro nastiik do MS a
analyzovany pomoci HPLC-MS/MS sledovanim vybranych produktovych ionti. Pomoci
programu Effi validation 3.0 byla vyhodnocena spravnost (tabulka ¢. 16) a opakovatelnost meteni

(tabulka . 17).

Tabulka €.16: Spravnost metody

Tabulka €.16.a: Salinomycin

Hladina | PredloZzeno | Nalezeno |VytéZnost| Presnost t—vyp. | t—krit. | Hypotéza
(mgkg™) | (mgkg?) | (%) | (mgkg?)
0,65274| 0,565429 86,62 | 0,022953| 6 | 9,317 2,571| Zamitnuta
2 6,5274 | 6,37899 97,73| 0,5423 0,6703| 2,571| Prijata
3 21,758 | 30,13317 138,49 | 6,422 3,194 2,571| Zamitnuta
Tabulka €.16.b: Monensin
Hladina | PredloZeno | Nalezeno | VytéZznost | Presnost t—vyp. | t—krit. | Hypotéza
(mg.kg") |(mg.kg?)| (%) | (mg.kg?)
1 0,645| 0,6696 103,81| 0,8518 0,07066| 2,571| Prijata
2 6,451 5,913 91,66 0,5668| 6| 2,325 2,571| Prijata
21,504| 26,06 121,21 4,4205| 6| 2,527 2,571| Prijata
Tabulka €.16.c: Narasin
Hladina | PredloZzeno | Nalezeno |VytéZnost| Presnost t—vyp. | t—krit. | Hypotéza
(mg.kg") | (mg.kg?) | (%) | (mg.kg?)
1 0,621| 0,640346|103,1153 | 0,83784 0,056559| 2,571| Prijata
2 6,21 5,861625 | 94,39009 | 0,567134 1,504657| 2,571| Prijata
3 20,7 25,0213 |120,8758 | 4,423324 2,392992| 2,571| Prijata
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Tabulka ¢.17: Opakovatelnost méieni jednotlivych ionophor i

Hladina | Pramér | Opakovatelnost | Rel. opakovatelnost n
(mg.kg?) | (mg.kg™) (%)

Salinomycin 1 0,669575 0,851878 127,2267 6
2 5,912954 0,566826 9,586179| 6

3 26,06502 4,420587 16,95984 | 6

Monensin 1 0,323095 0,082202 2544207 | 5
2 5,912954 0,566826 9,586179| 6

3 26,06502 4,420587 16,95984 | 6

Narasin 1 0,640333 0,83794 130,8599 6
2 5,861667 0,567098 9,674691 6

3 25,02117 4,423302 1767824 | 6

2.5.2 Validace zjednoduSené pripravy pro 6 latek

Validace metody pro vice laek byla provedena na vzorku krmiva pro testovani
homogenity lasalocidu. Toto krmivo obsahujici mouku, vapenec a lasalocid a bylo vybrano
z divodu ovéieni moznosti stanoveni kontaminaci ionophora v piitomnosti jiné 1atky. Uvedené
krmivo neobsahuje Zadny ze stanovovanych ionophort, a proto bylo pouZito jako blank,
ke kterému byly pridany pridavky c¢istych standardi salinomycinu, monensinu, narasinu
v mnoZstvi odpovidajicimu (0,2; 0,6; 2) mg.kg™. Vzorky byly pripraveny podle vySe uvedeného
postupu extrakci v extrakénim roztoku methanol/voda (90 : 10), odstredény, nafedény na
koncentraci vhodnou pro néstiik do MS a analyzovany pomoci HPLC-MS/MS sledovanim
vybranych produktovych ionti. Pomoci programu Effi validation 3.0 byla vyhodnocena
spravnogt (tabulka¢. 19) aopakovatelnost meteni (tabulka ¢. 18).

53



Tabulka ¢.18: Opakovatelnost

Hladina| Pramér | Opakovatelnost | Rel. opakovatelnost n
(mgkg?) | (mgkg™) (%)
Salinomycin 1 0,2647 0,1679 63,42 6
2 1,308 0,368 2815 | 6
3 4,923 0,679 13,79 6
Monensin 1 0,1188 0,09414 79,22 6
2 0,4138 0,08740 21,12 | 6
3 2,883 0,31311 10,86 6
Narasin 1 -0,001804 0,0003581 19,85 6
2 1,03004 0,09385 9,112 6
3 6,4316 0,3181 4,946 6
Semduramycin 1 0,3820 0,03792 9,926 6
2 0,76458 0,06348 8,302 6
3 2,298 0,1939 8,436 6
Maduramycin 1 0,1374 0,04686 3411 | 6
2 0,8685 0,1497 1724 | 6
3 4,090 0,09550 2,335 6
Halofuginon 1 -0,08165 0,01392 17,04 | 6
2 0,1414 0,01709 1209 | 6
3 1,192 0,04497 3,773 6
Tabulka ¢.19: Spravnost
Tabulka €.19.a: Salinomycin
t—
Hladina | PiedloZeno | Nalezeno | VytéZznost | Piesnost | n | t—vyp. | krit. | Hypotéza
(mgkg™) | (mgkg’) | (%) | (mgkg?)
1 0,21758| 0,264726| 121,67 0,1679 0,688 | 2,571| Frijata
2 0,54395| 1,3085 240,5484| 0,3683| 6 | 5084 | 2,571 Zamitnuta
3 2,1758 | 4,923 226,271 0,6791 9,9104| 2,571| Zamitnuta




Tabulka ¢.19.b: Monensin

Hladina | PredloZeno | Nalezeno | Vytéznost | Presnost t—vyp. | t—krit. | Hypotéza
(mgkg?) | (mgkg?) | (%) | (mgkg?)
1 0,21504| 0,1188 55,265| 0,09415 2,5027| 2,571 Prijata
2 0,5376 0,4138 76,976| 0,08740| 6 | 3,7470| 2,571 Zamitnuta
3 2,1504 2,8832 134,078 0,31311 6,1923| 2,571 Zamitnuta
Tabulka €.19.c: Narasin
Hladina | PiredloZeno | Nalezeno | Vytéznost | Piesnost t—vyp. | t—krit. | Hypotéza
(mgkg™) | (mgkg’) | (%) | (mgkg?)
1 0,207 | -0,001804| -0,8715| 0,0003581| 6 |1428,161 | 2,571| Zamitnuta
2 0,5175| 1,03004 | 199,04 0,09385 14,4487 2,571| Zamitnuta
3 2,07 | 64316 | 310,70 0,31809 33586 | 2,571| Zamitnuta
Tabulka €.19.d: Semduramycin
Hladina | PredloZeno | Nalezeno | VytéZznost | Presnost t—vyp. | t—krit. | Hypotéza
(mgkg™) | (mgkg’) | (%) | (mgkg?)
1 0,198| 0,3820 192,95| 0,03792 12,839 2,571 Zamitnuta
2 0,495| 0,7646 154,46| 0,06347| 6| 11,236 2,571 Zamitnuta
1,98 2,2981 116,07 0,1938 4,342\ 2,571 Zamitnuta
Tabulka €.19.e: Maduramycin
Hladina | PredloZeno | Nalezeno | Vytéznost | Presnost t—vyp. | t—krit. | Hypotéza
(mgkg?) | (mgkg™) | (%) | (mgkg?)
1 0,1878| 0,1373 73,15| 0,04685 2,8466| 2,571 Zamitnuta
2 0,4695| 0,8684 184,99| 0,14976| 6 | 7,0484| 2,571 Zamitnuta
3 3,559 4,0900 114,91| 0,09550 13,608| 2,571 Zamitnuta
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Tabulka €.19.f: Halofuginon

Hladina | PredloZeno | Nalezeno | Vytéznost | Presnost | n | t—vyp. | t—Kkrit. | Hypotéza
(mgkg™) | (mgkg’) | (%) | (mgkg?)

1 0,198 | -0,08165 -41,24| 0,01392 | 6| 5316| 2571 Zamitnuta

2 0,495| 0,1414 2856| 0,01709 | 6| 54,75, 2571 Zamitnuta

3 1,98 | 1,1920 60,20| 0,044974| 6 | 46,35| 2571 Zamitnuta
26 Zavér

Z vysledku ziskanych pri validaci zjednodugené piipravy vzorku vyplyva, Ze ji je mozno
pouZit pro identifikaci jednotlivych analyti, ale vzhledem k pomérné sloZité matrici ve vzorcich

krmiv dochézi k silngym matri¢nim vlivim pii ionizaci na elektrospreji, které se vzhledem

¥ vrw

k raznému slozeni liSi u kazdého druhu krmiva ¢imz je kvantifikace latek obtiznejsi.
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Obr. 2: Rekonstruovany chromatogram separace halofuginonu, sesmduramycinu,
monensinu, maduramycinu, salinomycinu a narasinu pri pouziti gradientu 1 (tabulka 12).
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