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STANOVENI OBSAHU AMPROLIA METODOU HPLC

Ucel a rozsah

Postup specifikuje podminky pro stanoveni obsahu amprolia v krmivech a premixech.
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Obrazek 1. Amprolium hydrochlorid.

Princip

Obsah amprolia se stanovi po extrakci ze vzorku extrakénim roztokem a nafedénim mobilni
fazi metodou HPLC na koloné¢ s katexem a s pouzitim UV detekce.
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Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

A OW N =

Methanol, CH30H, pro HPLC.

Acetonitril, CH3CN, pro HPLC.

Voda, H>O, pro HPLC.

Dihydrogenfosfore¢nan sodny, monohydrat, NaH,PO4H>O, roztok, ¢ = 0,1 mol/I.

Ptiprava: 6,90 g dihydrogenfosfore¢nanu sodného se rozpusti ve vodé (3) v 500ml
odmérné bance, doplni se vodou (3) po znacku a promicha.

Chloristan sodny, monohydrat, NaClO4H>O, roztok, ¢ = 1,6 mol/I.

Ptiprava: 22,47 g chloristanu sodného se rozpusti ve vode (3) ve 100ml odmérné barice,
doplni se vodou (3) po znacku a promicha.

Mobilni faze pro HPLC.

Ptiprava: Pfipravi se potfebny objem smési acetonitrilu (2), methanolu (1), roztoku
dihydrogenfosfore¢nanu sodného (4) a roztoku chloristanu sodného (5) tak, aby pomér
jednotlivych komponent ve smési byl (250 + 200 + 450 + 100), (V +V +V + V). Smés
se pred pouZitim prefiltruje pfes membranovy filtr o velikosti port 0,22 pm a odplyni
v ultrazvukové lazni nejméné 15 min.
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Extrakcni roztok.
Ptiprava: Ptipravi se 900 ml smési methanolu (1) a vody (3), 600 + 300 (V + V).

Amprolium hydrochlorid, standardni latka, (C14H19N4CI'HCI), 1-[(4-amino-2-propyl-
pirimidinyl)methyl]-2-picoliniumchlorid hydrochlorid, (CAS: 137-88-2), E750.

Zékladni standardni roztok amprolia, ¢ = 500 mg/I.

Ptiprava: Do 100ml odmérné bariky se s piesnosti na 0,1 mg navazi 50 mg amprolia (8),
rozpusti se v 80 ml methanolu (1) a vlozi se na 10 min do ultrazvukové 1azné. Po vyjmuti
z ultrazvukové lazné se roztok ochladi na laboratorni teplotu, doplni se vodou (3)
po znacku a promicha. Pfi uchovani ve tmé a v chladu pfi teploté (4 — 8) °C je staly jeden
mésic.

Pracovni standardni roztok amprolia, ¢ = 50 mg/1.

Ptiprava: Do 50ml odmérné banky se napipetuje 5,0 ml zakladniho standardniho roztoku
(9), doplni se po znacku extrak¢énim roztokem (7) a promicha. Pii uchovani ve tmé
a v chladu pfi teploté (4 — 8) °C je staly jeden mésic.

Kalibraéni roztoky.

Ptiprava: Do sady 50ml odmérnych ban¢k se napipetuje (0,5; 1,0; 2,0) ml pracovniho
standardniho roztoku (10), doplni se po znacku mobilni fazi (6) a promicha. Ziska se sada
kalibra¢nich roztoki o koncentraci (0,5; 1,0; 2,0) mg/l amprolia. Takto pfipravené
roztoky se pouziji k nastfiku do HPLC a pfipravuji se vZdy Cerstvé.

Pristroje a pomiicky

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s ptislusenstvim.
Membranovy filtr, material PTFE, velikost pora 0,45 pm.
Membranovy filtr, velikost port 0,22 pm.

Ultrazvukova lazen.

Laboratorni tfepacka s rozsahem napft. 10 az 300 kmiti/min.

Skladany filtr stfedni hustoty.

Pracovni postup

Pii zpracovani vzorku je nutno zabranit ptfehfati vzorku béhem homogenizace. Vzorek
se homogenizuje na ¢astice o velikosti 1,0 mm a menS$i a upravuje se tésné¢ pied extrakci
a dalSim zpracovanim, aby se zabranilo ztratdm analytu.
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Krmiva a premixy (obsah amprolia < 1 %)

Podle obsahu amprolia se do 250ml Erlenmayerovy banky navazi asi (1 — 25) g vzorku
s presnosti na 0,01 g a ptida se 100 ml extrakéniho roztoku (7).

Premixy (obsah amprolia > 1 %)

Podle obsahu amprolia se do 500ml Erlenmayerovy banky navazi asi (1 — 4) g premixu
s presnosti na 0,001 g a ptida se 200 ml extrak¢niho roztoku (7).

Extrakce

Baiika se vloZzi do ultrazvukové 14zn€ na 15 min, poté se vyjme a 1 h se tfepe na tfepacce pfi asi
130 kmitech/min. Extrakt se zfiltruje pfes suchy sklddany filtr stfedni hustoty do suché
podloZzené nadoby, natedi se na pozadovanou koncentraci kalibracni kiivky mobilni fazi (6)
a nafedény roztok se ptefiltruje pfes membranovy filtr o velikosti pért 0,45 pm do vialky
a pouZije se k nastfiku do HPLC.

Poznamka

1 Extrakt by se mel vzdy redit mobilni fazi, jinak se retencni cas piku amprolia znacné posouva
zménami iontové sily.

Stanoveni HPLC

Podminky chromatografického stanoveni uvedené v tabulce 1 jsou doporucené, mohou byt
pouzity jiné podminky za pfedpokladu, ze poskytuji rovnocenné vysledky.

Tabulka 1. Podminky chromatografického stanoveni — priklad nastaveni.

Kolona pro kapalinovou chromatografii 125 mm x 4 mm, katex Nucleosil 10 SA,
naplit 5 pm, nebo obdobna

Mobilni faze viz (6)

Druh eluce isokraticka

Pritok (0,7 = 1,0) ml/min

Objem nastiiku 50 ul

Vlnova délka detektoru 264 nm
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6 Vypocet a vyjadieni vysledki

Kalibrac¢ni kfivka se sestroji vynesenim pramérnych hodnot ploch pikii kalibracnich roztoka
proti jejich koncentracim v mg/1.

Obsah amprolia (X) v mg/kg ve vzorku se vypocte podle vztahu

V xR
X = Cc X X
m
Kde
c je koncentrace amprolia v extraktu vzorku v mg/l,
14 objem extrakéniho roztoku v ml,
R faktor fedéni,
m hmotnost vzorku v g.
Poznamky

2 Podle britského Ilékopisu vykazuje spektrum roztoku amprolia (c = 0,02 mol/l) v kyseliné
chlorovodikové (c = 0,1 mol/l) maxima pri 246 nm a 262 nm. Absorbance by méla byt 0,84
pri 246 nm a 0,80 p7i 262 nm.
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