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Ethopab·t (obr. 1), methylester 4-acetamido-2-ethoxy-ben-
zoovÈ kyseliny, se pouûÌv· v krmivech v kombinaci s ampro-
liem jako prevence proti kokcidiÛze dr˘beûe v d·vce 8 mg.kgñ1

fin·lnÌho krmiva1 a jeho ochrann· lh˘ta ËinÌ 3 dny. Jeho
p¯Ìprava, struktura2 a jeho aktivita3 jako antikokcidika byly jiû
pops·ny.

Pro stanovenÌ ethopab·tu v krmivech bylo pops·no nÏko-
lik metod, kterÈ jsou vöak pomÏrnÏ zdlouhavÈ a experiment·l-
nÏ n·roËnÈ. SzalkowskÈho spektrofotometrick· metoda4 je
velmi ËasovÏ n·roËn· i kdyû je pouûiteln· v p¯Ìtomnosti dal-
öÌch antibiotik nebo stimul·tor˘ r˘stu, kterÈ toto stanovenÌ
d·le neruöÌ. Metody plynovÈ chromatografie jsou pouûitelnÈ
po p¯edchozÌ p¯edkolonovÈ derivatizaci ethopab·tu5,6. Ofici·l-
nÌ metodikou sdruûenÌ Association of Official Analytical Che-
mists (AOAC) je rovnÏû spektrofotometrick· metoda7. Auto¯i
po extrakci ethopab·tu hydrolyzujÌ amid na voln˝ amin, kter˝
je diazotov·n dusitanem sodn˝m a n·slednÏ podroben kopu-
laci s N-(1-naftyl)ethylendiaminem za vzniku azoderiv·tu.
Ten je extrahov·n do butanolu a jeho absorpËnÌ maximum je
p¯i 555 nm. Schronk a spol.8 pouûili k p¯eËiötÏnÌ matrice
kolonovou chromatografii (neutr·lnÌ oxid hlinit˝), k sepa-
raci ethopab·tu HPLC na reverznÌ f·zi C18 a UV detekci p¯i
280 nm.

N·sledujÌcÌ metoda vych·zÌ z jiû publikovanÈ HPLC me-
tody8, avöak je modifikov·na p¯edbÏûn· separace a ke zv˝öenÌ
selektivity a citlivosti metody je pouûita fluorimetrick· detek-
ce.

Experiment·lnÌ Ë·st

P r i n c i p m e t o d y

Ethopab·t se stanovÌ po extrakci zkuöebnÌho vzorku me-
thanolem a p¯eËiötÏnÌ extraktu na bazickÈm oxidu hlinitÈm,

metodou HPLC na reverznÌ f·zi C18 s fluorimetrickou detekcÌ
p¯i vlnovÈ dÈlce 268 nm (excitaËnÌ) a 350 nm (emisnÌ).

P ¯ Ì s t r o j e a z a ¯ Ì z e n Ì

Extrakce vzork˘ byla provedena na laboratornÌ t¯epaËce
LT 2 (LaboratornÌ p¯Ìstroje, »esk· republika) a p¯eËiötÏnÌ
extraktu bylo provedeno na kolonk·ch Sep-Pak Plus Cartrid-
ges Alumina B (Waters, Milford, USA). Kapalinov˝ chroma-
tograf se skl·dal z vysokotlakÈ pumpy W515 (Waters, Mil-
ford, USA), autosampleru W717 Plus Autosampler (Waters,
Milford, USA), fluorimetrickÈho detektoru W474 (Waters,
Milford, USA) a datastanice PC Compaq. Jako kolona byla
pouûita chromatografick· kolona NovaPak C18, 4 µm, 3,9◊
150 mm (Waters, Milford, USA).

C h e m i k · l i e a p o m ˘ c k y

Methanol a acetonitril byly Ëistoty pro HPLC (J. T. Baker,
USA). MobilnÌ f·ze byla p¯ipravena smÌsenÌm 300 ml aceto-
nitrilu a 700 ml deionizovanÈ vody (Milli-Q systÈm, Millipore,
Bedford, MA, USA) . KalibraËnÌ roztoky o koncentraci 40;
80; 160 a 400 µg.lñ1 byly p¯ipravenÈ postupn˝m ¯edÏnÌm
z·kladnÌho roztoku ethopab·tu v methanolu (Fluka, äv˝car-
sko) o koncentraci 200 mg.lñ1 methanolem. Extrakty vzork˘
byly filtrov·ny skl·dan˝m papÌrov˝m filtrem MN 280¼ (Ma-
cherey-Nagel, SRN).

V ˝ b Ï r v z o r k ˘

Na anal˝zy byly pouûitÈ re·lnÈ vzorky krmn˝ch smÏsÌ
a premix˘ odebran˝ch v r·mci st·tnÌ kontroly, z·kon o krmi-
vech podle ß16 a ß17 (cit.9).

P r a c o v n Ì p o s t u p

Vzorek se upravÌ homogenizacÌ a mletÌm na Ë·stice o ve-
likosti 0,5 mm tak, aby se zabr·nilo p¯eh¯·tÌ vzorku bÏhem
homogenizace a mletÌ. 5 aû 25 g zkuöebnÌho vzorku, podle
deklarovanÈho obsahu ethopab·tu, se extrahuje 100 ml metha-
nolu po dobu 30 minut ve 250 ml uzav¯enÈ kÛnickÈ baÚce na
laboratornÌ t¯epaËce. Po extrakci se extrakt zfiltruje.

P¯i anal˝ze krmn˝ch smÏsÌ se odstranÌ balastnÌ l·tky ex-
trakcÌ na kolonce Sep-Pak Alumina B po p¯edchozÌm na¯edÏnÌ
extraktu na poûadovanou koncentraci methanolem. Kolonka

Obr. 1. StrukturnÌ vzorec ethopab·tu
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se p¯ipojÌ k polyethylenovÈ injekËnÌ st¯ÌkaËce o objemu 5 ml,
do kterÈ se odlije asi 4 ml p¯efiltrovanÈho extraktu, na kolonku
se nanese asi 1 ml extraktu a kolonka se nech· 5 sekund
kondicionovat. Pak  se extrakt  pomalu  protlaËÌ  p¯ipojenou
kolonkou, p¯iËemû prvnÌ podÌl elu·tu (asi 0,2 ml) se nezachy-
cuje a dalöÌ podÌl se pouûije k n·st¯iku na chromatografickou
kolonu. Takto p¯eËiötÏn˝ elu·t je nutnÈ promÌchat.

P¯i anal˝ze premix˘ doplÚkov˝ch l·tek se extrakt pouze
na¯edÌ methanolem na koncentraci asi 80 µg.lñ1.

HPLC podmÌnky jsou uvedeny v tabulce I.

V˝sledky a diskuse

M e z d e t e k c e a m e z s t a n o v i t e l n o s t i

Mez detekce a mez stanovitelnosti byla vypoËtena z kali-
braËnÌho modelu, kdy mez detekce odpovÌd· hodnotÏ koncen-
trace, pro kterou je dolnÌ mez (1-α)%nÌho intervalu spolehli-
vosti predikce sign·lu z kalibraËnÌho modelu rovna kritickÈ
˙rovni a mez stanovitelnosti je nejmenöÌ hodnota sign·lu, pro
kterou je relativnÌ smÏrodatn· odchylka predikce z kalibraË-

a b

c d

Obr. 2. HPLC separace ethopab·tu na modelovÈm vzorku. Slep˝ pokus bez p¯eËiötÏnÌ matrice a) a po p¯eËiötÏnÌ matrice b), modelov˝ vzorek
(koncentrace ethopab·tu 5,33 mg.kgñ1) bez p¯eËiötÏnÌ matrice c) a po p¯eËiötÏnÌ matrice d) na kolonce Sep-Pak Alumina B. HPLC podmÌnky
jsou uvedeny v tabulce I
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Tabulka I
HPLC podmÌnky

Parametr Hodnota

Kolona NovaPak C18, 4 µm, 3,9◊150 mm
SloûenÌ mobilnÌ f·ze acetonitrilñvoda (300 + 700)
Pr˘tok mobilnÌ f·ze 1,0 ml.minñ1

Teplota kolony okolÌ
Objem n·st¯iku 5 µl
Detektor excitaËnÌ vlnov· dÈlka 268 nm,
fluorimetrick˝ emisnÌ vlnov· dÈlka 350 nm

Tabulka II
Parametry fluorescenËnÌ detekce ethopab·tu (excitaËnÌ vlnov·
dÈlka/emisnÌ vlnov· dÈlka)

Parametra FluorescenËnÌ detekce
268 nm/350 nm 300 nm/350 nm

a 166087 45763
b 19658 8763
r 0,9999 0,9999

XS 3,2 15,1

a a, b ñ koeficienty regresnÌ rovnice, r ñ korelaËnÌ koeficient,
XS ñ mez stanovitelnosti (µg.lñ1)

Tabulka III
V˝tÏûnost metody ñ v˝sledky mÏ¯enÌ a vypoËtenÈ statistickÈ
parametry pro vzorky krmn˝ch smÏsÌ

StatistickÈ parametry Hodnota

OËek·van· hodnota [mg.kgñ1] 1,33 2,67 5,33 10,67
Nalezen· hodnota [mg.kgñ1] 1,30 2,64 5,44 10,90
V˝tÏûek metody [%] 97,7 98,9 102,1 102,2
Interval spolehlivosti [%] 3,0 1,2 0,6 0,8
RelativnÌ smÏrodatn· 1,85 0,76 0,37 0,52
odchylka [%]

nÌho modelu dostateËnÏ mal· a obyËejnÏ je rovna hodnotÏ 0,1
(cit.10). Mez detekce m· hodnotu 1,3 µg.lñ1, tj. pro dan˝ pra-
covnÌ postup 7 µg.kgñ1 a mez stanovitelnosti m· hodnotu 3,2
µg.lñ1, tj. pro dan˝ pracovnÌ postup 15 µg.kgñ1.

R o b u s t n o s t m e t o d y ñ v l i v m a t r i c e
v z o r k u

Vliv matrice vzorku jsme prokazovali jednak promÏ¯enÌm
extraktu p¯ipravenÈho modelovÈho vzorku (33 % pöenice,
30 % jeËmen, 20 % sojov˝ extrahovan˝ örot, 5 % masokostnÌ
mouËka, 5 % ûitnÈ otruby, 4 % v·penec a 3 % ˙suöky pÌcnin)
bez p¯Ìdavku ethopab·tu za podmÌnek metody bez p¯eËiötÏnÌ
(obr. 2a) a po p¯eËiötÏnÌ extraktu vzorku (obr. 2b) na kolonce
Sep-Pak Alumina B (slep˝ vzorek) a promÏ¯enÌm kalibraËnÌch

roztok˘ p¯ipraven˝ch bez p¯eËiötÏnÌ (obr. 2c) a po p¯eËiötÏnÌ
vzorku (obr. 2d) na kolonce Sep-Pak Alumina B. Testov·nÌm
Studentov˝m t-testem koeficient˘  regresnÌ  rovnice b (bez
p¯eËiötÏnÌ) proti bí (po p¯eËiötÏnÌ matrice vzorku) je vypoËten·
hodnota t = 14,185. Porovn·nÌm t ≥ tkrit. (P = 0,95; f = 3)
dospÏjeme k z·vÏru, ûe tento rozdÌl je statisticky v˝znamn˝,
je vûdy nutnÈ prov·dÏt p¯eËiötÏnÌ.

R o b u s t n o s t m e t o d y

Parametry fluorescenËnÌ detekce jsme sledovali promÏ-
¯enÌm kalibraËnÌch roztok˘ ethopab·tu p¯i emisnÌ vlnovÈ dÈl-
ce 350 nm a dvou r˘zn˝ch excitaËnÌch vlnov˝ch dÈlk·ch ñ
268 nm a 300 nm (obr. 3). V˝sledky a vypoËtenÈ statistickÈ
parametry kalibrace  (hladina  v˝znamnosti P = 0,95) jsou
uvedeny v tabulce II. Kalibrace za tÏchto podmÌnek tÈto
metody (excitaËnÌ vlnov· dÈlka 268 nm) vykazuje vyööÌ citli-
vost a niûöÌ mez stanovitelnosti.

S p r · v n o s t a p ¯ e s n o s t

Vzhledem k tomu, ûe neexistujÌ certifikovanÈ referenËnÌ
materi·ly, byla spr·vnost metody (tÏsnost shody zÌskanÈ hod-
noty s jeho hodnotou skuteËnou) ovÏ¯ena anal˝zou modelo-
v˝ch vzork˘. Byly p¯ipraveny modelovÈ vzorky krmiva s p¯Ì-
davkem ethopab·tu o koncentraËnÌ hladinÏ 1,33; 2,67; 5,33
a 10,67 mg.kgñ1 a pro kaûdou koncentraËnÌ hladinu byl vzorek
analyzov·n 5◊ jako vzorek krmnÈ smÏsi. V˝sledky a vypoË-
tenÈ statistickÈ parametry (hladina v˝znamnosti P = 0,95) jsou
uvedeny v tabulce III. Celkov· v˝tÏûnost metody pro koncen-
traËnÌ hladiny 1,33 aû 10,67 mg.kgñ1 je (100,2±3,6) %. Nale-
zenÈ hodnoty modelovÈho vzorku byly s oËek·van˝mi hodno-
tami srovn·ny pomocÌ line·rnÌ regrese. OËek·vanÈ hodnoty
byly povaûov·ny za nez·visle promÏnnÈ, nalezenÈ hodnoty
jako z·visle promÏnnÈ. Konstanta a regresnÌho vztahu (kon-
stantnÌ soustavn· odchylka) m· hodnotu ñ 0,079±0,117 a sta-
tisticky se neliöÌ od nuly, konstanta b regresnÌho vztahu (pro-
porcion·lnÌ soustavn· odchylka) m· hodnotu 1,0297±0,0191
a neliöÌ se statisticky od jedniËky. Metoda tudÌû poskytuje
spr·vnÈ v˝sledky.

P¯esnost metody (mÌra tÏsnosti shody mezi vz·jemnÏ ne-
z·visl˝mi v˝sledky zkouöek za p¯edem specifikovan˝ch pod-
mÌnek) byla omezena na v˝poËet ukazatele opakovatelnosti.
Ukazatel opakovatelnosti byl vypoËten ze smÏrodatnÈ odchyl-

Obr. 3. Porovn·nÌ kalibraËnÌch p¯Ìmek fluorescenËnÌ detekce p¯i
emisnÌ vlnovÈ dÈlce 350 nm a excitaËnÌ vlnovÈ dÈlce 268 nm (A)
a 300 nm (B)
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Tabulka IV
V˝sledky mezilaboratornÌho testu. StanovenÌ ethopab·tu metodou HPLC v premixech a krmn˝ch smÏsÌch

Parametr Laborato¯ Pr˘mÏr [mg.kgñ1] ve vzorku
P1 P2 S1 S2

5 2 292 1 443 6,62 5,74
6 2 333 1 475 6,80 5,65
8 2 424 1 541 6,95 6,20
9 2 463 1 448 7,20 6,15

10 2 335 1 453 8,90** 5,61
11 2 094 1 376 7,15 5 ,64
12 2 123 1 358 7,10 5,25
15 2 459 1 853** 9,13** 8,01**

Pr˘mÏrn· hodnota [mg.kgñ1] 2 315 1 442 6,97 5,70
PoËet neodlehl˝ch laborato¯Ì 8 7 6 7
SmÏrodatn· odchylka opakovatelnosti sr [mg.kgñ1] 44 33 0,33 0,26
SmÏrodatn· odchylka reprodukovatelnosti sR [mg.kgñ1] 145 65 0,33 0,37
Ukazatel opakovatelnosti r [mg.kgñ1] 122 91 0,93 0,74
Ukazatel reprodukovatelnosti R [mg.kgñ1] 407 183 0,93 1,05

V tabulce jsou uvedeny pouze pr˘mÏry dvou paralelnÌch stanovenÌ, kterÈ jsou k nahlÈdnutÌ u autora; dalöÌ vysvÏtlenÌ v textu

ky rozpÏtÌ obou paralelnÌch stanovenÌ re·ln˝ch vzork˘ pro
premixy doplÚkov˝ch l·tek i fin·lnÌ krmiva. Celkov˝ poËet
vzork˘ pro fin·lnÌ krmiva, kter˝ byl pouûit k v˝poËtu, je 40
a po vylouËenÌ odlehl˝ch v˝sledk˘ (Cochran˘v test) pro ob-
sahy 2,0 aû 8,0 mg.kgñ1 m· ukazatel opakovatelnosti hodnotu
0,63 mg.kgñ1. Celkov˝ poËet vzork˘ pro premixy doplÚkov˝ch
l·tek, kter˝ byl pouûit k v˝poËtu, je 20 a po vylouËenÌ odleh-
l˝ch v˝sledk˘ (Cochran˘v test) pro obsahy 1200 aû 2400
mg.kgñ1 m· ukazatel opakovatelnosti hodnotu 120 mg.kgñ1.

Reprodukovatelnost metody byla stanovena mezilabora-
tornÌm porovn·vacÌm testem.

M e z i l a b o r a t o r n Ì k r u h o v ˝ t e s t

MezilaboratornÌho kruhovÈho testu se z˙Ëastnilo 8 labo-
rato¯Ì za podmÌnek normy ISO 5725ñ1986 (cit.11) a bylo
provedeno vyhodnocenÌ ukazatele opakovatelnosti a reprodu-
kovatelnosti danÈ metody. Ke statistickÈmu testov·nÌ odleh-
losti hodnot byl pouûit Cochran˘v jednostrann˝ test odlehlosti
a Grubbs˘v test v kombinaci s tÌmto postupem:
ñ je-li P > 5 %, tj. je-li testovan· charakteristika Grubbsova

nebo Cochranova testu menöÌ neû jejÌ pÏtiprocentnÌ kri-
tick· hodnota, povaûuje se testovan· hodnota za spr·vnou,

ñ je-li 5 % ≥ P > 1 %, tj. leûÌ-li testovan· charakteristika mezi
jednoprocentnÌ a pÏtiprocentnÌ kritickou hodnotou, nazve
se testovan· hodnota hodnotou vyboËujÌcÌ a oznaËÌ se
jednou hvÏzdiËkou *),

ñ je-li P ≤ 1 %, tj. je-li testovan· charakteristika Grubbsova
nebo Cochranova testu vÏtöÌ neû jejÌ jednoprocentnÌ kritic-
k· hodnota, nazve se testovan· hodnota hodnotou odlehlou
a oznaËuje se dvÏma hvÏzdiËkami **).
Jako vzorky byly pouûity komerËnÏ vyr·bÏnÈ premixy na

dvou koncentraËnÌch hladin·ch ñ 1 400 a 2 400 mg.kgñ1 a na
dvou vzorcÌch fin·lnÌch krmiv o p¯ibliûnÈ koncentraci 8 mg.kgñ1.
Vzorky byly upraveny mletÌm, n·slednÏ byly zhomogenizo-
v·ny a na vzorcÌch byl proveden test homogenity (ANOVA).

V˝sledky mezilaboratornÌho kruhovÈho testu jsou sesta-

veny do tabulky IV. Z v˝sledk˘ mezilaboratornÌho testu je
z¯ejmÈ, ûe ukazatel opakovatelnosti stanovenÌ ethopab·tu me-
todou HPLC pro premixy p¯i obsahu 1 400 a 2 400 mg.kgñ1

dosahuje hodnoty 5 aû 6 % relativnÌch a ukazatel reproduko-
vatelnosti se pohybuje v rozmezÌ 12 aû 18 % relativnÌch.
Ukazatel opakovatelnosti pro fin·lnÌ krmiva dosahuje hodnoty
13 % relativnÌch a ukazatel reprodukovatelnosti se pohybuje
v rozmezÌ 13 aû 18 % relativnÌch.

Z·vÏr

Metoda stanovenÌ ethopab·tu v krmivech poskytuje spr·v-
nÈ a p¯esnÈ v˝sledky. Byla stanovena hodnota ukazatele opa-
kovatelnosti pro koncentraËnÌ hladinu ethopab·tu 2,0 aû 2 400
mg.kgñ1, kter· je 5 aû 6 % relativnÌch. V˝tÏûnost metody pro
koncentraËnÌ hladinu ethopab·tu 1,3 aû 10,7 mg.kgñ1 je (100,2±
3,6) %. Byly srovn·ny hodnoty opakovatelnosti zÌskanÈ pouze
v naöÌ laborato¯i a hodnoty opakovatelnosti vypoËtenÈ z v˝-
sledk˘ mezilaboratornÌho kruhovÈho testu. ObÏ hodnoty opa-
kovatelnosti jsou v dobrÈ shodÏ. Pro aplikaci metody stanove-
nÌ ethopab·tu v oblasti krmiv byla provedena optimalizace
p¯eËiötÏnÌ extraktu na kolonk·ch Sep-Pak Alumina B.
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M. Douöa (Central Institute for Supervising and Testing
in Agriculture Brno, Regional laboratory PlzeÚ): Determina-

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 µg.kgñ1), repeatability
(0.63 mg.kgñ1) and the yield of the method (100.2±3.6 %)
were determined in the ethopabate concentration range 1.3ñ
10.7 mg.kgñ1. 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 5ñ6 % at 2ñ2400 mg.kgñ1. The reproducibility
index ranges between 13 and 18 %.
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