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Uvod

Ethopabat (obr. 1), methylester 4-acetamido-2-ethoxy-ben-
zoové kyseliny, se pouziva v krmivech v kombinaci s ampro-
liem jako prevence proti kokcidiéze dribeze v ddvce 8 mg.kg ™!
findlniho krmiva' a jeho ochranna lhiita ¢ini 3 dny. Jeho
piiprava, struktura® a jeho aktivita® jako antikokcidika byly jiz
popsdny.

Pro stanoveni ethopabdtu v krmivech bylo popsdno néko-
lik metod, které jsou vSak pomérné zdlouhavé a experimentdl-
né naro¢né. Szalkowského spektrofotometrickd metoda® je
velmi ¢asové ndrocnd i kdyz je pouzitelnd v piitomnosti dal-
Sich antibiotik nebo stimuldtort riistu, které toto stanoveni
dadle nerusi. Metody plynové chromatografie jsou pouzitelné
po piedchozi piedkolonové derivatizaci ethopabétuS. Oficial-
ni metodikou sdruzeni Association of Official Analytical Che-
mists (AOAC) je rovnéz spektrofotometrickd metoda’. Autofi
po extrakci ethopabdtu hydrolyzuji amid na volny amin, ktery
je diazotovéan dusitanem sodnym a ndsledné podroben kopu-
laci s N-(1-naftyl)ethylendiaminem za vzniku azoderivétu.
Ten je extrahovdn do butanolu a jeho absorpéni maximum je
pri 555 nm. Schronk a spol.8 pouzili k precisténi matrice
kolonovou chromatografii (neutrdlni oxid hlinity), k sepa-
raci ethopabdtu HPLC na reverzni fdzi C,; a UV detekci pfi
280 nm.

Nisledujici metoda vychdzi z jiz publikované HPLC me-
tody?®, aviak je modifikovéna predb&znd separace a ke zvyseni
selektivity a citlivosti metody je pouzita fluorimetrickd detek-
ce.

Experimentalni ¢ast
Princip metody

Ethopabit se stanovi po extrakci zkuSebniho vzorku me-
thanolem a precisténi extraktu na bazickém oxidu hlinitém,
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metodou HPLC na reverzni fzi C,g s fluorimetrickou detekef
pfi vinové délce 268 nm (excitacni) a 350 nm (emisni).

Piistroje a zafizeni

Extrakce vzorkid byla provedena na laboratorni tfepacce
LT 2 (Laboratorni piistroje, Ceskd republika) a piecisténi
extraktu bylo provedeno na kolonkdch Sep-Pak Plus Cartrid-
ges Alumina B (Waters, Milford, USA). Kapalinovy chroma-
tograf se skladal z vysokotlaké pumpy W515 (Waters, Mil-
ford, USA), autosampleru W717 Plus Autosampler (Waters,
Milford, USA), fluorimetrického detektoru W474 (Waters,
Milford, USA) a datastanice PC Compagq. Jako kolona byla
pouzita chromatografickd kolona NovaPak C s, 4 um, 3,9x
150 mm (Waters, Milford, USA).

Chemikdlie a pomtcky

Methanol a acetonitril byly ¢istoty pro HPLC (J. T. Baker,
USA). Mobiln{ fize byla ptipravena smisenim 300 ml aceto-
nitrilu a 700 ml deionizované vody (Milli-Q systém, Millipore,
Bedford, MA, USA) . Kalibra¢ni roztoky o koncentraci 40;
80; 160 a 400 pg.l™ byly piipravené postupnym fedénim
zdkladniho roztoku ethopabdtu v methanolu (Fluka, Svycar-
sko) o koncentraci 200 mg.1"" methanolem. Extrakty vzorki
byly filtrovdny skladanym papirovym filtrem MN 280% (Ma-
cherey-Nagel, SRN).

Vybér vzorkt

Na analyzy byly pouzité redlné vzorky krmnych smési
a premixti odebranych v ramci stdtn{ kontroly, zdkon o krmi-
vech podle §16 a §17 (cit.”).

Pracovni postup

Vzorek se upravi homogenizaci a mletim na ¢dstice o ve-
likosti 0,5 mm tak, aby se zabrdnilo pfehfdti vzorku béhem
homogenizace a mleti. 5 az 25 g zkuSebniho vzorku, podle
deklarovaného obsahu ethopabatu, se extrahuje 100 ml metha-
nolu po dobu 30 minut ve 250 ml uzaviené kénické barice na
laboratorni tiepacce. Po extrakci se extrakt zfiltruje.

P1i analyze krmnych smési se odstrani balastni ldtky ex-
trakci na kolonce Sep-Pak Alumina B po pfedchozim natedéni
extraktu na pozadovanou koncentraci methanolem. Kolonka

COOCH3

OC,H

275

HNCOCH3

Obr. 1. Strukturni vzorec ethopabatu
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Obr. 2. HPLC separace ethopabatu na modelovém vzorku. Slepy pokus bez precisténi matrice a) a po pieci$téni matrice b), modelovy vzorek

(koncentrace ethopabdtu 5,33 mg.kg’l) bez piecisténi matrice c) a po precisténi matrice d) na kolonce Sep-Pak Alumina B. HPLC podminky

jsou uvedeny v tabulce I

se pripoji k polyethylenové injekéni stifkacce o objemu 5 ml,
do které se odlije asi 4 ml prefiltrovaného extraktu, na kolonku
se nanese asi 1 ml extraktu a kolonka se nechd 5 sekund
kondicionovat. Pak se extrakt pomalu protlaci pfipojenou
kolonkou, pficemz prvni podil eludtu (asi 0,2 ml) se nezachy-
cuje a dalsi podil se pouZzije k ndstfiku na chromatografickou
kolonu. Takto pfecistény eludt je nutné promichat.

Pii analyze premixt dopliikovych litek se extrakt pouze
nafedi methanolem na koncentraci asi 80 pg.17".

HPLC podminky jsou uvedeny v tabulce 1.
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Vysledky a diskuse

Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce a mez stanovitelnosti byla vypoctena z kali-
bra¢niho modelu, kdy mez detekce odpovidd hodnoté koncen-
trace, pro kterou je dolni mez (1-a)%niho intervalu spolehli-
vosti predikce signdlu z kalibra¢niho modelu rovna kritické
drovni a mez stanovitelnosti je nejmensi hodnota signdlu, pro
kterou je relativni smérodatnd odchylka predikce z kalibrac-



Chem. Listy 95, 301 — 305 (2001)

Tabulka I

HPLC podminky

Parametr Hodnota

Kolona NovaPak C18, 4 um, 3,9x150 mm

Slozeni mobilni faze acetonitril-voda (300 + 700)

Pratok mobilni faze 1,0 ml.min™"

Teplota kolony okoli

Objem ndstiiku Sul

Detektor excita¢ni vlnova délka 268 nm,
fluorimetricky emisni vlnovd délka 350 nm

Tabulka IT

Parametry fluorescencni detekce ethopabatu (excitacni vinova
délka/emisni vinova délka)

Parametr® Fluorescen¢ni detekce
268 nm/350 nm 300 nm/350 nm
a 166087 45763
b 19658 8763
r 0,9999 0,9999
X 3,2 15,1

*a, b — koeficienty regresni rovnice, r — korela¢ni koeficient,
X —mez stanovitelnosti (ngl™

Tabulka IIT
Vytéznost metody — vysledky méfeni a vypoctené statistické
parametry pro vzorky krmnych smési

Statistické parametry Hodnota
Ocekdvand hodnota [mg. kg% 1 1,33 2,67 533 10,67
Nalezend hodnota [mg.kg™ '] 1,30 2,64 544 10,90
Vytézek metody [%] 97,7 989 102,1 1022
Interval spolehlivosti [%] 3,0 1,2 0,6 0,8
Relativni smérodatna 1,85 0,76 0,37 0,52

odchylka [%]

niho modelu dostatecné mald a obycejné je rovna hodnoté 0,1
(cit.'%). Mez detekce md hodnotu 1,3 ug.I™, tj. pro dany pra-
covni postup 7 ig.kg™' a mez stanovitelnosti ma hodnotu 3,2

ug.I™L, tj. pro dany pracovni postup 15 ug.kg ™.
Robustnost metody — vliv matrice
vzorku

Vliv matrice vzorku jsme prokazovali jednak proméfenim
extraktu pfipraveného modelového vzorku (33 % pSenice,
30 % jecmen, 20 % sojovy extrahovany $rot, 5 % masokostn{
moucka, 5 % zitné otruby, 4 % vdpenec a 3 % tsusky picnin)
bez piidavku ethopabdtu za podminek metody bez precisténi

(obr. 2a) a po precisténi extraktu vzorku (obr. 2b) na kolonce
Sep-Pak Alumina B (slepy vzorek) a proméfenim kalibracnich
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Obr. 3. Porovnani kalibra¢nich piimek fluorescen¢ni detekce pri
emisni vinové délce 350 nm a excitacni vinové délce 268 nm (A)
a 300 nm (B)

roztokl pripravenych bez precisténi (obr. 2¢) a po precisténi
vzorku (obr. 2d) na kolonce Sep-Pak Alumina B. Testovanim
Studentovym r-testem koeficientd regresni rovnice b (bez
precisténi) proti b’ (po precisténi matrice vzorku) je vypoctend
hodnota t = 14,185. Porovndnim ¢ = ¢, (P = 0,95; f = 3)
dospéjeme k zdvéru, Ze tento rozdil je statisticky vyznamny,

je vzdy nutné provadét precisténi.
Robustnost metody

Parametry fluorescencni detekce jsme sledovali promé-
fenim kalibra¢nich roztoki ethopabdtu pii emisni vlnové dél-
ce 350 nm a dvou rdznych excita¢nich vlnovych délkach —
268 nm a 300 nm (obr. 3). Vysledky a vypoctené statistické
parametry kalibrace (hladina vyznamnosti P = 0,95) jsou
uvedeny v tabulce II. Kalibrace za téchto podminek této
metody (excitacni vinova délka 268 nm) vykazuje vyssi citli-
vost a niz§i mez stanovitelnosti.

Sprdvnost a pfesnost

Vzhledem k tomu, Ze neexistuji certifikované referencni
materidly, byla spravnost metody (tésnost shody ziskané hod-
noty s jeho hodnotou skute¢nou) ovérena analyzou modelo-
vych vzorkt. Byly pfipraveny modelové vzorky krmiva s pii-
davkem ethopabdtu o koncentra¢ni hladiné 1,33; 2,67; 5,33
a 10,67 mg.kg "' a pro kazdou koncentraéni hladinu byl vzorek
analyzovan 5x jako vzorek krmné smési. Vysledky a vypoc-
tené statistické parametry (hladina vyznamnosti P =0,95) jsou
uvedeny v tabulce III. Celkova vytéznost metody pro koncen-
tracni hladiny 1,33 az 10,67 mg.kg’1 je (100,2+3,6) %. Nale-
zené hodnoty modelového vzorku byly s o¢ekdvanymi hodno-
tami srovndny pomoci linedrni regrese. Ocekdvané hodnoty
byly povazovdny za nezdvisle proménné, nalezené hodnoty
jako zdvisle proménné. Konstanta a regresniho vztahu (kon-
stantni soustavnd odchylka) ma hodnotu — 0,079+0,117 a sta-
tisticky se nelisi od nuly, konstanta b regresniho vztahu (pro-
porciondlni soustavnd odchylka) md hodnotu 1,0297+0,0191
a nelisi se statisticky od jednicky. Metoda tudiz poskytuje
spravné vysledky.

Ptesnost metody (mira té€snosti shody mezi vzdjemné ne-
zavislymi vysledky zkousek za predem specifikovanych pod-
minek) byla omezena na vypocet ukazatele opakovatelnosti.
Ukazatel opakovatelnosti byl vypocten ze smérodatné odchyl-
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Tabulka IV

Laboratorni pfistroje a postupy

Vysledky mezilaboratorniho testu. Stanoveni ethopabdtu metodou HPLC v premixech a krmnych smésich

Parametr Laborator Primér [mg.kg™'] ve vzorku
Pl P2 S1 S2
5 2292 1 443 6,62 5,74
6 2333 1475 6,80 5,65
8 2424 1 541 6,95 6,20
9 2463 1 448 720 6,15
10 2335 1453 8,90 5,61
11 2094 1376 7,15 5,64
12 2123 1358 7,10 525
15 2459 1853" 9,13" 8,01"
Priimérnd hodnota [mg.kg™'] 2315 1442 6,97 5,70
Pocet neodlehlych laboratort 8 7 6 7
Smeérodatnd odchylka opakovatelnosti s, [mg.kg_l] 44 33 0,33 0,26
Smeérodatnd odchylka reprodukovatelnosti sy [mgkg™] 145 65 0,33 0,37
Ukazatel opakovatelnosti r [mg.kg™'] 122 91 0,93 0,74
Ukazatel reprodukovatelnosti R [mg.kg™'] 407 183 0,93 1,05

V tabulce jsou uvedeny pouze priiméry dvou paralelnich stanovent, které jsou k nahlédnuti u autora; dalsi vysvétleni v textu

ky rozpéti obou paralelnich stanoveni redlnych vzorka pro
premixy doplitkovych ldtek i findlni krmiva. Celkovy pocet
vzorkl pro findlni krmiva, ktery byl pouzit k vypoctu, je 40
a po vylouceni odlehlych vysledkd (Cochrantiv test) pro ob-
sahy 2,0 a7 8,0 mg.kg™' md ukazatel opakovatelnosti hodnotu
0,63 mg.kg’l. Celkovy pocet vzorki pro premixy dopliikovych
latek, ktery byl pouzit k vypoctu, je 20 a po vylouceni odleh-
Iych vysledkti (Cochraniiv test) pro obsahy 1200 az 2400
mg.kg ™! md ukazatel opakovatelnosti hodnotu 120 mg.kg™".

Reprodukovatelnost metody byla stanovena mezilabora-
tornim porovndvacim testem.

Mezilaboratorni kruhovy test

Mezilaboratorniho kruhového testu se zicastnilo 8 labo-
ratoii za podminek normy ISO 5725-1986 (cit.' Ha bylo
provedeno vyhodnoceni ukazatele opakovatelnosti a reprodu-
kovatelnosti dané metody. Ke statistickému testovani odleh-
losti hodnot byl pouzit Cochraniiv jednostranny test odlehlosti
a Grubbstiv test v kombinaci s timto postupem:
je-li P>35 %, tj. je-li testovand charakteristika Grubbsova
nebo Cochranova testu mensi neZ jeji pétiprocentni kri-
tickd hodnota, povazuje se testovand hodnota za spravnou,
je-li5%=P>1 %,tj.lezi-li testovand charakteristika mezi
jednoprocentni a pétiprocentni kritickou hodnotou, nazve
se testovand hodnota hodnotou vybocujici a oznali se
jednou hvézdickou )
je-li P<1 %, tj. je-li testovand charakteristika Grubbsova
nebo Cochranova testu vétsi nez jeji jednoprocentni kritic-
kda hodnota, nazve se testovana hodnota hodnotou odlehlou
a oznacuje se dvéma hvézdickami *.

Jako vzorky byly pouzity komer¢né vyrabéné premixy na
dvou koncentra¢nich hladindch — 1 400 a 2 400 mg.kg ™' a na
dvou vzorcich findlnich krmiv o pfiblizné koncentraci 8 mg.kg_l.
Vzorky byly upraveny mletim, ndsledné byly zhomogenizo-
vany a na vzorcich byl proveden test homogenity (ANOVA).
Vysledky mezilaboratorniho kruhového testu jsou sesta-
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veny do tabulky IV. Z vysledkii mezilaboratorniho testu je
zfejmé, Ze ukazatel opakovatelnosti stanoveni ethopabatu me-
todou HPLC pro premixy pii obsahu 1 400 a 2 400 mg kg™’
dosahuje hodnoty 5 az 6 % relativnich a ukazatel reproduko-
vatelnosti se pohybuje v rozmezi 12 aZ 18 % relativnich.
Ukazatel opakovatelnosti pro findlni krmiva dosahuje hodnoty
13 % relativnich a ukazatel reprodukovatelnosti se pohybuje
v rozmezi 13 az 18 % relativnich.

Zavér

Metoda stanoveni ethopabdtu v krmivech poskytuje sprav-
né a presné vysledky. Byla stanovena hodnota ukazatele opa-
kovatelnosti pro koncentra¢ni hladinu ethopabatu 2,0 az 2 400
mg.kg™!, kterd je 5 az 6 % relativnich. Vyt&znost metody pro
koncentra¢ni hladinu ethopabdtu 1,3 az 10,7 mg.kg ™ je (100,2x
3,6) %. Byly srovnany hodnoty opakovatelnosti ziskané pouze
v nasi laboratofi a hodnoty opakovatelnosti vypoctené z vy-
sledkti mezilaboratorniho kruhového testu. Obé hodnoty opa-
kovatelnosti jsou v dobré shodé. Pro aplikaci metody stanove-
ni ethopabatu v oblasti krmiv byla provedena optimalizace
precisténi extraktu na kolonkdch Sep-Pak Alumina B.
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tion of Ethopabate in Admixture Premixes and in Animal
Feeds by HPLC with Fluorescence Detection. Interlabora-
tory Comparative Test of the Method

An HPLC method of determination of ethopabate for the
purpose of rapid monitoring its contents in admixture premi-
xes and in final fodders was developed. Ethopabate is ex-
tracted from a sample with methanol and after purification of
the extract on basic aluminium oxide it is determined by HPLC
on the C18 reverse phase with fluorescence detection. The
values of the determination limit (15 pg.kg™"), repeatability
(0.63 mgkg™) and the yield of the method (100.2+3.6 %)
were determined in the ethopabate concentration range 1.3—
10.7 mgkg™". The repeatability value was determined with
samples of real fodders. From the interlaboratory circular tests
of the determination, the repeatability index was calculated,
amounting to 5-6 % at 2-2400 mg.kg™'. The reproducibility
index ranges between 13 and 18 %.



