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STANOVENI_AMPROLIA METODOU HPLC V KRMIVECH A PREMI-
XECH DOPLNKOVYCH LATEK

1. Definice

Amprolium je derivatem pyrimidinu. Stanovi se po extrakci vzorku smésnym rozpoustédiem
methanol-voda (80+20) a precisténim extrakci na tuhé fazi Alumina A, metodou RP-HPLC

siontovymi pary nareverzni fézi C;3 sUV detekci pri vinové délce 270 nm.
2. Chemikalie a zkusebni pomicky

2.1 Acetonitril, HPLC grade

2.2 Kysdlinafosforesnd, HsPOs, M, = 98,0, r = 1,71 g.cm™

2.3 Reagent iontovych part (1-HSA Na) - sodnasil kyseliny hexansulfonové, M,=188,22
CH3(CH3)sSO3Na

2.4 Triethylamin, (C;Hs)3N, M, = 101,19 /TEA/, ¢istotamin. 99,5 %

2.5 Mobilni faze: Do odmérné baiky na 1000 ml se odmgti piesné 80 ml acetonitrilu (2.1),
pridadse 1,42 g 1-HSA Na (2.3), 6 ml kyseliny fosforecné (2.2) a6 ml triethylaminu
(2.4), doplni vodou po zna¢ku a po vytemperovani nalaboratorni teplotu a promichani
se upravi pH roztoku triethylaminem (2.4) na hodnotu pH = 3,0.

2.6 Extrakeni roztok premixy doplnkovych latek: Do odmérné baiky na 1000 ml se odme-
i 150 ml acetonitrilu (2.1), pfida se 5 ml kyseliny fosforecné (2.2) a 5 ml triethylami-
nu (2.4) doplni vodou a po vytemperovani na laboratorni teplotu se objem doplni vodu
po znacku a promich&

2.7 Amprolium, M, = 315,25, C14H20N4Cl>, napi. Riedel-de Haén Cat.No. 46016

2.7.1 Amprolium, zakladni roztok: Do odmérné barky na 250 ml se navézi as 50 mg z&
kladni I&tky (2.8), pridase asi 80 ml acetonitrilu(2.1) a po rozpusténi se doplni ace-
tonitrilem (2.1) po znatku apromich& 1 ml roztoku obsahuje asi 0,2 mg amprolia

2.8 KolonaSPE, AluminaA Cartridges, napi. Sep-Pak fa. Waters, Cat.No.
WATO020500

2.9 Methanol HPLC grade
2.10 Extrakéni roztok krmné smési: methanol-voday v objemovém poméru 800+200

3. Pracovni postup

Pri zpracovani vzorku se vyhneme prehiati vzorku béhem jeho homogenizace. Vzorek se

homogenizuje na ¢astice o velikosti 1,0 mm amensi.

3.1 Extrakce
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Do konické baiky na 250 ml se navéZi - 5 g pro premixy doplikovych latek a 25 g pro krmné
smési. Prida se 100,0 ml extrakéniho roztoku (2.10), pro extrakci krmnych smési nebo 100,0 ml ex-
trakéniho roztoku (2.6) pro premixy doplikovych I&tek, banka se uzavie zatkou a protiepévé se na
tiepacce po dobu 30 minut. Potom se obsah baiky necha sedimentovat a extrakt sefiltruje pies husty
suchy skladany filtr do suché podloZzené nadoby.

3.1.1 Premixy dopliikovych latek

Extrakt pro premixy doplikovych létek, ziskany podle ¢l. 3.1, se naredi ha koncentraci asi 15
mg/I mobilni fazi (2.5).

3.1.2 Krmné smési

Pro krmné smési je nutno extrakt pred nastiikem na chromatografickou kolonu precistit ex-
trakci na pevné fazi. Tato operace se provede pripojenim patrony Sep-Pak Alumina A (2.8)
k extrakeni jednotce, na patronu se nasadi injekeni stiikacka objemu 5 ml a patrona se kondicionuje 5
ml methanolu. Poté se nanese 3,0 ml extraktu, ziskaného podle ¢l. 3.1 a extrakt sejimé do vialky na
10 ml, patrona se propléchne 3 krét 2 ml methanolu (2.1) aobsah se odpati pod proudem dusiku pri
teplots 50 °C k suchu a odparek se rozpusti v 3,0 ml mobilni faze (2.5) a rozpoudti se 30 s na ultra-
zvukové lazni. Extrakt se odstiedi 3 minuty pti 8 000 ot/min a takto pripraveny extrakt se pouZije

k néstiku na chromatografickou kolonu.
3.2 Kalibrace

Do sady odmérnych ban¢k na 25 ml se postupné pipetuje 0,5 - 1,0 - 2,0 a 5,0 ml z&kladniho
roztoku amprolia (2.7.1), doplni mobilni fazi (2.5) po znacku a promicha Takto pripravena sada od-
povida koncentracim 4,0 - 8,0 - 16,0 a40,0 mg/l amprolia. Kalibracni roztok se nanési na chroma-
tografickou kolonu o objemu 20 m . Z pramérnych hodnot jim odpovidajicich ploch pika se sestro-
ji kalibragni kiivka.

3.3 Chromatogr afické podminky HPLC

Vlastni meieni, jak kalibraénich roztoku tak i extrakta zkuSebnich vzorki, se provadi za na-

sledujicich separacnich podminek chromatografického systému:

Kolona: SymmetryShielda RPg, 4nm, 150x3,9 mm
Mobilni faze: viz 2.6
Pritok: 0,8 ml/min

Teplota: okoli
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UV-detektor: 270 nm
Objem nastfiku: 20 m

RetTime: 4,1 min (pro uvedenou kolonu)
4. Vypocet

Obsah amprolia (X) vyjédieny v mg.kg'1 se vypocita podle vzorce:
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