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Uvod

Amprolium (obr. 1, 1), 1-[4-amino-2-propylpyrimidin-5-yl)-
methyl]-2-methylpyridinium-chlorid, se pouZzivd jako dic¢inné
antikokcidikum ve vykrmu kufat a kriitat a odchovu kufic
abazantd fadové v obsazich 62,5-125 mg.kg ™" findlniho krmi-
va'; ochrannd Ihiita je 3 dny.

Stanoveni amprolia v krmivech, které bylo také zapraco-
vdno do metod sdruZeni Association of Official Analytical
Chemists (AOAC), bylo zaloZeno na préci Szalkowského™>.
Kritické zhodnoceni této prace v roce 1970 bylo publikovano
Briigemannem?*, ktery pozdéji pouzil k piecisténi extraktu
kolonové chromatografie na iontoménicich. Pozd€jsi modifi-
kace metody, kterd byla testovdna na krmnych smésich, byla
popséna Severjinenem’. Ze zkuiebniho vzorku krmiva se am-
prolium extrahuje smési methanol/voda (2/1) a po dpravé pH
hydroxidem sodnym na hodnotu pH 8 je reextrahovdno do
dichlormethanu a ndsledné je tento extrakt precistén na kyse-
lém oxidu hlinitém. Amprolium se po reakci v alkalickém
prostiedi hydroxidu sodného s 2,7-dihydroxynaftalenem za
pritomnosti kyanidu draselného a hexakyanozelezitanu dra-
selného stanovi spektrofotometricky pii 530 nm. Smérodatna
odchylka stanoveni byla vypoctena na 4 % relat. a nebyly
zjistény zadné interference matrice. VySe popsand metoda
byla zapracovdna rovnéz do metodik (AOAC) (cit.%). Nevyho-
dou metody je vysokd hodnota slepého pokusu a nizky rozsah
linearity®. Vytéznost metody je silné zavisld na kyselosti po-
uzitého oxidu hlinitého’. Fluorometrickd metoda stanoveni
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amprolia zaloZend na vzniku amprochromu reakci s hexakya-
nozelezitanem draselnym v pfitomnosti hydroxidu sodného je
rovnéz oficidlni metodu AOAC. Vznikly fluoreskujici derivat
se extrahuje do butan-1-olu a méif se pfi 455 nm s excitacni
vilnovou délkou 400 nm (cit.g). Jsou-li pfitomna antibioti-
ka, dochazi ke zkresleni vysledki. Polarografické stanoven{
amprolia v premixech popsali Stolejda a Rizi¢ka®. Ampro-
lium je extrahovano ethanolem a po pievedeni do elektrolytu
0,1 M-HCI + 0,1 M-LiCl poskytuje katodickou vInu v poten-
cidlovém rozmezi od —0,8 V do —1,4 V (proti SKE). K vyhod-
noceni obsahu amprolia byla pouzita vzhledem k matrici
vzorku metoda standardniho ptidavku.

Ke stanoveni amprolia v krmivech byly popsany metody
HPLC, kdy k separaci amprolia byla pouzita iontovad chroma-
tografie]0 nebo separace na normdlni fazi silikagelu1 'V roce
1988 byla publikovana metoda, pfi nizZ bylo k separaci ampro-
lia poprvé vyuzito iontovych pdrd (dioktyl-sulfosukcinét) na
reverzni fizi C18 s UV detekei pii 270 nm (cit.'%). Amprolium
se extrahuje smésnym rozpoustédlem methanol-voda (2/1)
obsahujicim dioktyl-sulfosukcindt (5 mM) a chlorid vdpenaty
(10 mMm). K precisténi extraktu se vyuzivd tuhd faze — kysely
oxid hlinity. VytéZnost metody byla vypoctena na 100,1 %
a mezilaboratorni smérodatnd odchylka stanoveni vypoctend
z mezilaboratorniho porovndvaciho testu je 3,2 %. VyuZit
separace iontovych pdrt s dioktyl-sulfosukcindtem bylo pouzi-
to i v dalich metoddch HPLC (cit.'>!'*). Ke stanoveni nizkych
obsahti amprolia a jeho rezidui byla vyuZzita reakce amprolia
s hexakyanoZzelezitanem draselnym v prfitomnosti hydroxidu
sodného za vzniku fluoreskujiciho derivdtu — amprochromu
(obr. 1, II). Reakce probihd za kolonou, detekéni limit je
3 ug.kg’l a metoda byla aplikovdna na stanoveni amprolia ve
vaje¢ném Zloutku'’.

Na zdkladé pozadavkl §7 zdkona o krmivech'® Minister-
stvo zemédélstvi Ceské republiky uklddd i u vyrobki uvadé-
nych do obéhu monitorovani vyskytu nezddoucich dopliiko-
vych latek, mezi néz patii amprolium. V souladu s koncepci
pro monitorovani nezddoucich doplitkovych latek bylo proto
nutno vyvinout rychlou a spolehlivou analytickou metodu,
kterd by byla dostate¢né selektivni pro koncentra¢ni hladiny
amprolia v ug.kg ™.

Experimentalni ¢ast
Piistroje a zafizeni

Extrakce vzorki byla provedena na laboratorni tiepacce
LT 2 (Laboratorni pfistroje, Ceska republika). Precisténi ex-
traktu bylo provedeno na separa¢ni jednotce BAKER SPE

12G (J. T. Baker, USA) na kolonkdch Sep-Pak Plus Cartridges
Silica (Waters, Milford, USA). Zakoncentrovani extraktu bylo

CH,

Obr. 1. Derivatiza¢ni reakce amprolia hexakyanozZelezitanem draselnym v prostiedi hydroxidu sodného
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Tabulka I
Podminky HPLC

Parametr Hodnota

Kolona SymmetryShield RPg, 4 um, 3,9x150 mm

Pritok mobilni faze 0,8 ml.min™"'

Mobilni faze sloZenf je uvedeno v textu

Pratok derivatiza¢niho ¢inidla 0,6 ml.min""

Objem derivatizacni smycky 1000 pl

Teplota derivatiza¢ni smycky 45+1 °C

Teplota kolony laboratorni

Objem ndstiiku 10 ul

Detektor fluorescen¢ni excitacni vlnova délka 365 nm, emisni vinova délka 470 nm
Tabulka II Extrakéni smés pro extrakci amprolia byla piipravena

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

Parametr Hodnota
Ocekavana hodnota [mg.kg_l] 0,545 2,145 5,095
Nalezend hodnota [mg.kg’l] 0,570 2,163 5,132
Vytézek metody [%] 104,6 100,8 100,7
Interval spolehlivosti 2,110 3,700 1,850
Relativni smérodatnd odchylka [%] 0,30 0,46 0,44

provedeno na koncentratoru vzorkd Termovap (ECOM, Cesk4
republika). Odstfedéni extraktu bylo provedeno na laboratorni
odstfedivce Hermle Z 230 MR (Hermle, Gosheim, SRN).
Vsechna méfeni byla provedena na kapalinovém chromato-
grafu, ktery se sklada z vysokotlaké pumpy W515, autosam-
pleru W717 Plus Autosampler a fluorimetrického detektoru
W470 (vse Waters, Milford, USA) a datastanice PC Compagq.
Derivatizacni smycka RXN 1000 Coil Kit (Waters, Milford,
USA) byla umisténa do termostatu Column Temperature Con-
trol Systém (Waters, Milford, USA) a byla zafazena mezi
chromatografickou kolonu a detektor pomoci sméSovaci ko-
miirky Mixer Cartridge 50 ul (Supelco, USA). K derivatizaci
byla pouzita vysokotlakd pumpa W515 (Waters, Milford,
USA). K separaci byla pouZita chromatografickd kolona Sym-
metryShield RPg, 4 um, 3,9x150 mm (Waters, Milford, USA).
pH roztoku bylo méfeno pH-metrem pH 526 (WTW, SRN)
s kombinovanou sklenénou elektrodou a pristroj byl kalibro-
vén na ftaldtovy pufr pH 4,01.

Chemikalie

Acetonitril a kyselina octova byly cistoty HPLC grade
(J. T. Baker, USA), sodnd stl kyseliny hexan-1-sulfonové Cis-
toty 98 % (Sigma-Aldrich, USA), triethylamin p.a. (FLUKA,
SV}?Carsko), dichlormethan, methanol, hydroxid sodny a he-
xakyanoZelezitan draselny p.a. (Lachema Neratovice, Ceskd
republika), kyselina fosfore¢nd cistoty UltraPure (MERCK,
SRN), demineralizovand voda (Milli-Q systém, Millipore,
Bedford, USA), zdkladni roztok amprolia (Riedel-de-Haén,
SRN).
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smisenim 100 ml methanolu a 900 ml dichlormethanu.
Mobilni fize byla pfipravena smisenim 80 ml acetonitrilu,
910 ml demineralizované vody, 5 ml kyseliny fosforecné
a 5 ml triethylaminu. V mobiln{ f4zi bylo rozpusténo 1,42 g
sodné soli kyseliny hexan-1-sulfonové (0,0075 mol.1™") a jeji
pH bylo upraveno roztokem triethylaminu na hodnotu 3,0.
Derivatiza¢ni roztok k postkolonové derivatizaci byl pfi-
praven rozpusténim 37,5 g hydroxidu sodného ve 200 ml
vody, po piidavku 15 ml 1% roztoku hexakyanozelezitanu
draselného ve vodé a vytemperovani roztoku na laboratorn{
teplotu byl objem roztoku doplnén vodou na 250 ml.
Kalibra¢ni roztoky o koncentraci 0,4; 0,8; 2,0 a 4,0 mg.l'l
byly pfipraveny postupnym fedénim zdkladniho roztoku am-
prolia v methanolu o koncentraci 200 mg.I™' mobilni fizi.

Princip metody

Amprolium se extrahuje ze vzorku extrakénim cinidlem
methanol-dichlormethan (100/900) a takto ziskany extrakt se
precisti extrakei na pevné fazi silikagelu. Amprolium se sta-
novi metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie na
reverzni fazi C8 s iontovymi pary s postkolonovu derivatizaci
hexakyanoZelezitanem draselnym v alkalickém prostiedi hy-
droxidu sodného s fluorescen¢ni detekci. Metoda je pouZitelnd
pro obsahy amprolia od 0,1 mg.kg™".

Standardni operac¢ni postup

Vzorek se upravi homogenizaci a mletim na Cdstice o ve-
likosti 0,5 mm tak, aby se zabrdnilo piehfati vzorku. 45 g
zku$ebniho vzorku se extrahuje 150 ml extrakéni smési 30 mi-
nut v kénické baiice objemu 500 ml na laboratorni tfepacce
a pak 2 minuty na ultrazvukové ldzni; takto ziskany extrakt se

precisti na pevné fazi silikagelu.
Precisténi extrakci na pevné fdzi

Na kolonku Sep-Pak Plus Silica kondicionovanou 5 ml
extrakéniho ¢inidla se odméti 10,0 ml prefiltrovaného extrak-
tu. Extrakt se nechd vsdknout tak, aby nedoslo k vyschnuti
kolonky, poté se promyje 10 ml promyvaciho ¢inidla. Kolonka
se nechd 25 minut prosdvat vzduchem do odstranéni zbytkt
extrakéniho roztoku. Amprolium se eluuje do odmérné baiky
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objemu 2 ml mobiln{ fazi po znacku. Takto pfipraveny extrakt
se odstiedi 5 minut pii 10 000 ot.min™' a ddvkuje se na
chromatografickou kolonu. Podminky pro HPLC jsou uvede-
ny v tabulce L.

Vysledky a diskuse
Sprdvnost a pfesnost

Vzhledem k tomu, Ze certifikované referencni materidly
nejsou dostupné, byla spravnost metody (tésnost shody zi-
skané hodnoty s hodnotou skutecnou) ovérena analyzou mo-
delovych vzorkd. Byly pfipraveny modelové vzorky krmi-
va (45 % pSenice, 25 % jecmen, 12 % sojovy extrahovany
Srot, 8 % masokostni moucka, 5 % ususky picnin a 5 % va-
penec) s ptidavkem amprolia o koncentra¢ni hladiné 0,5; 2,0
a5,0mg.kg . Pro kazdou koncentra¢ni hladinu byl vzorek
analyzovdn 5x. Vysledky a vypoctené statistické parametry
(hladina vyznamnosti P = 0,95) jsou uvedeny v tabulce II.
Celkovd vytéznost metody pro koncentra¢ni hladiny 0,5 az
5,0 mg.kg ™! je (102,0+5,5) %. Nalezené hodnoty modelového
vzorku byly srovndny s ocekdvanymi hodnotami pomoci li-
nedrni regrese. Oc¢ekdvané hodnoty byly povazovany za neza-
visle proménné, nalezené hodnoty za zdvisle proménné. Kon-
stanta a regresniho vztahu (konstantni soustavnd odchylka) ma
hodnotu 0,0186+0,0088 a statisticky se nelisi od nuly. Kon-
stanta b regresniho vztahu (proporciondlni soustavnd odchyl-
ka) ma hodnotu 1,0031+0,0028 a nelisi se statisticky od jed-
nicky. Metoda poskytuje spravné vysledky.

Presnost metody (mira tésnosti shody mezi vzdjemné ne-
zavislymi vysledky zkousek za predem specifikovanych pod-
minek) byla pouze omezena na vypocet opakovatelnosti, kterd
byla vypoctena ze smérodatné odchylky rozpéti obou paralel-
nich stanoven{ redlnych vzorki, jejichz celkovy pocet byl 15.
Po vylouceni odlehlych vysledkli (Cochrantv test) md pro
obsahy amprolia od 0,1 do 5,0 mg.kg" opakovatelnost hod-
notu 0,10 mg.kg™".

Reprodukovatelnost metody nebylo mozné stanovit bez
provedeni mezilaboratornich porovndvacich testt.

Pti prekoncentraci amprolia na silikagelu byla sledovdna
vhodnost pouzitého promyvaciho ¢inidla (eluce interferentti),
spotfeba desorpcniho ¢inidla a vytézek extrakce na pevné fazi.
K eluci interferentd bylo zvoleno extrakéni ¢inidlo. Polarita
extrakéniho Cinidla je dostatecnd k odstranéni interferentti
a ani pfi objemu 15 ml ¢inidla nedochazi k desorpci amprolia.
Spotieba desorpcniho ¢inidla (mobilni faze) je patrnd z eluc-
niho profilu amprolia z pevné faze (obr. 2). Méfenim bylo
zjisténo, Ze k desorpci amprolia postacuji 2 ml desorpcniho
¢inidla. V1iv matrice a obsahu tuku na desorpci amprolia nebyl
déle studovdn.

Optimalizace mobilni fdze

Mobilni faze byla optimalizovéna tak, aby reten¢ni faktor
byl k > 2.5, pocet teoretickych pater N > 5 000 a asymetricky
faktor ¢, < 1,3 (obr. 3). Mrtvy retencni objem byl urcen jako
retencni objem acetonu po odecteni mimokolonovych obje-
movych piispévki. Ve zkoumanych mobilnich fizich byl
sledovan vliv koncentrace acetonitrilu, koncentrace iontového
paru (protiiontu) a pH mobilni fdze na retencni faktor.
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Vliv koncentrace organického rozpoustédla ¢ (vyjadfeny
jako molarni zlomek) v mobiln{ fazi na retencni faktor chro-
matografované latky k byl popsén rovnici'”:

k=k, 107"
kde k, je retencni faktor v Cisté vodé jako eluentu ziskany
extrapolaci experimentdlnich udaji a m je parametr pfimo
zavisly na sile organického rozpoustédla a povaze rozpousténé

latky. V logaritmické formé pfejde rovnice na tvar

log k =1log k,— m@
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Obr. 2. Eluéni profil amprolia na pevné fazi Sep-Pak Silica (vytéz-
nost R, objem desorp¢niho ¢inidla V)
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Obr. 3. Separace amprolia na chromatografické koloné Symme-
tryShield RP (4 um, 3,9x150 mm) s postkolonovou derivatizaci
hexakyanoZelezitanem draselnym v prostfedi hydroxidu sodné-
ho. Podminky HPLC jsou uvedeny v tabulce I. Vypoctené eluc¢ni
charakteristiky: reten¢ni faktor k = 2,58, asymetricky faktor z, = 1,22,
pocet teoretickych pater N = 6 900
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Obr. 4. Vliv koncentrace (c) protiiontu sodné soli hexan-1-sulfo-
nové Kkyseliny v mobilni fizi na retenc¢ni faktor (k) amprolia
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Obr. 5. Vliv pritoku (v) derivatiza¢niho ¢inidla na odezvu detek-
toru vyjadienou jako plocha (P) piku amprolia
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Obr. 6. Vliv teploty () derivatizacni smyc¢ky na odezvu detektoru

vyjadrenou jako plocha (P) piku amprolia

a logaritmy retencnich faktort se zvysuji s klesajici koncen-
traci organického rozpoustédla v mobilni fazi. Experimentdlné
byla zjisténa linedrni zdvislost mezi koncentraci acetonitrilu
(v koncentracnim rozmezi ¢ = 0,06 az 0,1) a logaritmem
reten¢niho faktoru, a rovnice pro mobilni fazi md potom tvar

log k=0,7736 - 7,1710 @
Korela¢ni koeficient r = -0,9955.

Vliv koncentrace protiiontu na retencni faktor byl sle-
dovén pro koncentrace 2,5; 5,0; 7,5; 10 a 12,5 mmol.I"! sod-
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né soli kyseliny hexan-1-sulfonové v mobilni fazi. Podle pfed-
pokladu retence amprolia roste s koncentraci protiiontu
(obr. 4). Jako optimdlni byla zvolena koncentrace protiiontu
7,5 mmol.I"\.

Pfi sledovdni vlivu pH mobilni fdze na reten¢ni faktor
amprolia bylo pH mobilni fiaze upraveno vzdy triethylaminem
nebo kyselinou fosfore¢nou na poZzadovanou hodnotu. pH
mobilni faze v oblasti 2,5-3,5 nema vliv na retenci amprolia,
pouze dochdzi ke zméné asymetrického faktoru, az ke St€pen{
piku amprolia.

Teplota separace nebyla optimalizovana.

Linearita

Nezndmé koncentrace byly vyhodnocovdny z kalibraéni
ptimky. Pfi vypoctu hodnot regresnich koeficientd a, b se
vychdzelo z platnosti modelu regresni zdvislosti, ktery pied-
poklada konstantni rozptyl pro vSechny hodnoty zdvisle pro-
ménné, pouzitim metody nejmensich ¢tvercd. Rovnice kalib-
racni pfimky m4d tvar:

A =(20017£22093) + (2 124 383x10257) ¢

kde A je plocha piku, ¢ je koncentrace (mg.I™"), korelaéni
koeficient »=0,99999. Kalibra¢ni pfimka je linedrni v rozsahu
4,0-40,0 pg.

Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce a mez stanovitelnosti byly vypocteny z kali-
bra¢niho modelu. Mez detekce odpovida hodnoté koncentra-
ce, pro kterou je dolni mez (1—ot)-procentniho intervalu spo-
lehlivosti predikce signdlu z kalibra¢nitho modelu rovna kri-
tické drovni a mez stanovitelnosti je nejmensi hodnota signdlu,
pro kterou je relativni smérodatnd odchylka predikce z kalib-
racniho modelu dostate¢né mald a obycejné se poklddad rovnd
hodnot& 0,1 (cit.'®). Byly vypocteny ndsledujici hodnoty: mez
detekce 0,045 mg.I™", tj. pro dany standardni opera&ni postup
0,030 mg.kg™!, a mez stanovitelnosti 0,086 mg.I"}, tj. pro dany
standardni operaéni postup 0,060 mg.kg ™.

Optimalizace derivatizacni reakce

Byl sledovan vliv priitoku derivatiza¢niho ¢inidla a teploty
na odezvu detektoru. Pii pritoku mobilni fize 0,8 ml.min"" je
optimdlni prittok derivatizaéniho ¢inidla 0,6 ml.min™" (obr. 5).
Optimadlni teplota derivatizacni smycky je 45 °C, se zvySujici
se teplotou odezva detektoru klesa (obr. 6). Vliv koncentrace
hexakyanoZelezitanu draselného a hydroxidu sodného nebyl
studovdn.

Zavér

Metoda HPLC stanoveni amprolia v krmivech poskytuje
spravné a presné vysledky. Byla stanovena hodnota opakova-
telnosti a vytéznost metody pro koncentracni hladinu amprolia
0,1 az 5 mg.kg™". Metoda je rychld a celkovd doba analyzy je
asi 90 minut. Pro aplikaci metody v oblasti krmiv byla prove-
dena optimalizace prekoncentrace a preseparace na pevné fazi
Silica, a to z diivodu odstranéni pfislusnych interferenti mat-
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rice. Vzhledem k pouZiti postkolonové derivatizace a fluores-
cencni detekce je metoda velmi selektivni.
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L. Dudikov4®, D. Nenahlova®, A. Breburdova®, and
M. Dousa (Central Institute for Supervising and Testing in
Agriculture, “Prague and °Plzeri): Optimization of the
HPLC Method with Postcolumn Derivatization for Deter-
mination of Amprolium in Fodders at Contents Lower
than 5 mg.kg'1

An HPLC method was developed and validated for rapid
determination of amprolium as an undesirable additive to final
fodders. Amprolium is extracted from a sample with a mixture
of methanol and dichloromethane and, after purification of the
extract on a silica gel column, determined by ion-pair reverse-
-phase chromatography on C8 with fluorescent detection after
postcolumn derivatization with potassium hexacyanoferrate
(I1) in alkaline medium. The separation of amprolium on the
C8 reverse phase and its postcolumn derivatization were opti-
mized. The limit of determination was 86 pgkg™, the re-
peatability 0.1 mg.kg™ and the yield of the method was
102+5.5 % at amprolium concentrations 0.5-5 mg.kg™'. The
repeatability was determined on real samples of final fodders.
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