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Amprolium (obr. 1, I), 1-[4-amino-2-propylpyrimidin-5-yl)-
methyl]-2-methylpyridinium-chlorid, se pouûÌv· jako ˙ËinnÈ
antikokcidikum ve v˝krmu ku¯at a kr˘ùat a odchovu ku¯ic
a baûant˘ ¯·dovÏ v obsazÌch 62,5ñ125 mg.kgñ1 fin·lnÌho krmi-
va1; ochrann· lh˘ta je 3 dny.

StanovenÌ amprolia v krmivech, kterÈ bylo takÈ zapraco-
v·no do metod sdruûenÌ Association of Official Analytical
Chemists (AOAC), bylo zaloûeno na pr·ci SzalkowskÈho2,3.
KritickÈ zhodnocenÌ tÈto pr·ce v roce 1970 bylo publikov·no
Br¸gemannem4, kter˝ pozdÏji pouûil k p¯eËiötÏnÌ extraktu
kolonovÈ chromatografie na iontomÏniËÌch. PozdÏjöÌ modifi-
kace metody, kter· byla testov·na na krmn˝ch smÏsÌch, byla
pops·na Severjinenem5. Ze zkuöebnÌho vzorku krmiva se am-
prolium extrahuje smÏsÌ methanol/voda (2/1) a po ˙pravÏ pH
hydroxidem sodn˝m na hodnotu pH 8 je reextrahov·no do
dichlormethanu a n·slednÏ je tento extrakt p¯eËiötÏn na kyse-
lÈm oxidu hlinitÈm. Amprolium se po reakci v alkalickÈm
prost¯edÌ hydroxidu sodnÈho s 2,7-dihydroxynaftalenem za
p¯Ìtomnosti kyanidu draselnÈho a hexakyanoûelezitanu dra-
selnÈho stanovÌ spektrofotometricky p¯i 530 nm. SmÏrodatn·
odchylka stanovenÌ byla vypoËtena na 4 % relat. a nebyly
zjiötÏny û·dnÈ interference matrice. V˝öe popsan· metoda
byla zapracov·na rovnÏû do metodik (AOAC) (cit.6). Nev˝ho-
dou metody je vysok· hodnota slepÈho pokusu a nÌzk˝ rozsah
linearity5. V˝tÏûnost metody je silnÏ z·visl· na kyselosti po-
uûitÈho oxidu hlinitÈho7. Fluorometrick· metoda stanovenÌ

amprolia zaloûen· na vzniku amprochromu reakcÌ s hexakya-
noûelezitanem draseln˝m v p¯Ìtomnosti hydroxidu sodnÈho je
rovnÏû ofici·lnÌ metodu AOAC. Vznikl˝ fluoreskujÌcÌ deriv·t
se extrahuje do butan-1-olu a mÏ¯Ì se p¯i 455 nm s excitaËnÌ
vlnovou dÈlkou 400 nm (cit.8). Jsou-li p¯Ìtomna antibioti-
ka, doch·zÌ ke zkreslenÌ v˝sledk˘. PolarografickÈ stanovenÌ
amprolia v premixech popsali Stolejda a R˘ûiËka9. Ampro-
lium je extrahov·no ethanolem a po p¯evedenÌ do elektrolytu
0,1 M-HCl + 0,1 M-LiCl poskytuje katodickou vlnu v poten-
ci·lovÈm rozmezÌ od ñ0,8 V do ñ1,4 V (proti SKE). K vyhod-
nocenÌ obsahu amprolia  byla  pouûita vzhledem  k  matrici
vzorku metoda standardnÌho p¯Ìdavku.

Ke stanovenÌ amprolia v krmivech byly pops·ny metody
HPLC, kdy k separaci amprolia byla pouûita iontov· chroma-
tografie10 nebo separace na norm·lnÌ f·zi silikagelu11. V roce
1988 byla publikov·na metoda, p¯i nÌû bylo k separaci ampro-
lia poprvÈ vyuûito iontov˝ch p·r˘ (dioktyl-sulfosukcin·t) na
reverznÌ f·zi C18 s UV detekcÌ p¯i 270 nm (cit.12). Amprolium
se extrahuje smÏsn˝m rozpouötÏdlem methanolñvoda (2/1)
obsahujÌcÌm dioktyl-sulfosukcin·t (5 mM) a chlorid v·penat˝
(10 mM). K p¯eËiötÏnÌ extraktu se vyuûÌv· tuh· f·ze ñ kysel˝
oxid hlinit˝. V˝tÏûnost metody byla vypoËtena na 100,1 %
a mezilaboratornÌ smÏrodatn· odchylka stanovenÌ vypoËten·
z mezilaboratornÌho porovn·vacÌho testu je 3,2 %. VyuûitÌ
separace iontov˝ch p·r˘ s dioktyl-sulfosukcin·tem bylo pouûi-
to i v dalöÌch metod·ch HPLC (cit.13,14). Ke stanovenÌ nÌzk˝ch
obsah˘ amprolia a jeho reziduÌ byla vyuûita reakce amprolia
s hexakyanoûelezitanem draseln˝m v p¯Ìtomnosti hydroxidu
sodnÈho za vzniku fluoreskujÌcÌho deriv·tu ñ amprochromu
(obr. 1, II). Reakce probÌh· za kolonou, detekËnÌ limit je
3 µg.kgñ1 a metoda byla aplikov·na na stanovenÌ amprolia ve
vajeËnÈm ûloutku15.

Na z·kladÏ poûadavk˘ ß7 z·kona o krmivech16 Minister-
stvo zemÏdÏlstvÌ »eskÈ republiky ukl·d· i u v˝robk˘ uv·dÏ-
n˝ch do obÏhu monitorov·nÌ v˝skytu neû·doucÌch doplÚko-
v˝ch l·tek, mezi nÏû pat¯Ì amprolium. V souladu s koncepcÌ
pro monitorov·nÌ neû·doucÌch doplÚkov˝ch l·tek bylo proto
nutno vyvinout rychlou a spolehlivou analytickou metodu,
kter· by byla dostateËnÏ selektivnÌ pro koncentraËnÌ hladiny
amprolia v µg.kgñ1.

Experiment·lnÌ Ë·st

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). P¯eËiötÏnÌ ex-
traktu bylo provedeno na separaËnÌ jednotce BAKER SPE
12G (J. T. Baker, USA) na kolonk·ch Sep-Pak Plus Cartridges
Silica (Waters, Milford, USA). Zakoncentrov·nÌ extraktu bylo

Obr. 1. DerivatizaËnÌ reakce amprolia hexakyanoûelezitanem draseln˝m v prost¯edÌ hydroxidu sodnÈho
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Tabulka I
PodmÌnky HPLC

Parametr Hodnota

Kolona SymmetryShield RP8, 4 µm, 3,9◊150 mm
Pr˘tok mobilnÌ f·ze 0,8 ml.minñ1

MobilnÌ f·ze sloûenÌ je uvedeno v textu
Pr˘tok derivatizaËnÌho Ëinidla 0,6 ml.minñ1

Objem derivatizaËnÌ smyËky 1000 µl
Teplota derivatizaËnÌ smyËky 45±1 ∞C
Teplota kolony laboratornÌ
Objem n·st¯iku 10 µl
Detektor fluorescenËnÌ excitaËnÌ vlnov· dÈlka 365 nm, emisnÌ vlnov· dÈlka 470 nm

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

Parametr Hodnota

OËek·van· hodnota [mg.kgñ1] 0,545 2,145 5,095
Nalezen· hodnota [mg.kgñ1] 0,570 2,163 5,132
V˝tÏûek metody [%] 104,6 100,8 100,7
Interval spolehlivosti 2,110 3,700 1,850
RelativnÌ smÏrodatn· odchylka [%] 0,30 0,46 0,44

provedeno na koncentr·toru vzork˘ Termovap (ECOM, »esk·
republika). Odst¯edÏnÌ extraktu bylo provedeno na laboratornÌ
odst¯edivce Hermle Z 230 MR (Hermle, Gosheim, SRN).
Vöechna mÏ¯enÌ byla provedena na kapalinovÈm chromato-
grafu, kter˝ se skl·d· z vysokotlakÈ pumpy W515, autosam-
pleru W717 Plus Autosampler a fluorimetrickÈho detektoru
W470 (vöe Waters, Milford, USA) a datastanice PC Compaq.
DerivatizaËnÌ smyËka RXN 1000 Coil Kit (Waters, Milford,
USA) byla umÌstÏna do termostatu Column Temperature Con-
trol SystÈm (Waters, Milford, USA) a byla za¯azena mezi
chromatografickou kolonu a detektor pomocÌ smÏöovacÌ ko-
m˘rky Mixer Cartridge 50 µl (Supelco, USA). K derivatizaci
byla  pouûita  vysokotlak·  pumpa W515 (Waters, Milford,
USA). K separaci byla pouûita chromatografick· kolona Sym-
metryShield RP8, 4 µm, 3,9◊150 mm (Waters, Milford, USA).
pH roztoku bylo mÏ¯eno pH-metrem pH 526 (WTW, SRN)
s kombinovanou sklenÏnou elektrodou a p¯Ìstroj byl kalibro-
v·n na ftal·tov˝ pufr pH 4,01.

C h e m i k · l i e

Acetonitril a kyselina octov· byly Ëistoty HPLC grade
(J. T. Baker, USA), sodn· s˘l kyseliny hexan-1-sulfonovÈ Ëis-
toty 98 % (Sigma-Aldrich, USA), triethylamin p.a. (FLUKA,
äv˝carsko), dichlormethan, methanol, hydroxid sodn˝ a he-
xakyanoûelezitan draseln˝ p.a. (Lachema Neratovice, »esk·
republika), kyselina fosforeËn· Ëistoty UltraPure (MERCK,
SRN), demineralizovan· voda (Milli-Q systÈm, Millipore,
Bedford, USA), z·kladnÌ roztok amprolia (Riedel-de-HaÎn,
SRN).

ExtrakËnÌ  smÏs pro  extrakci amprolia  byla p¯ipravena
smÌsenÌm 100 ml methanolu a 900 ml dichlormethanu.

MobilnÌ f·ze byla p¯ipravena smÌsenÌm 80 ml acetonitrilu,
910 ml demineralizovanÈ vody, 5 ml kyseliny fosforeËnÈ
a 5 ml triethylaminu. V mobilnÌ f·zi bylo rozpuötÏno 1,42 g
sodnÈ soli kyseliny hexan-1-sulfonovÈ (0,0075 mol.lñ1) a jejÌ
pH bylo upraveno roztokem triethylaminu na hodnotu 3,0.

DerivatizaËnÌ roztok k postkolonovÈ derivatizaci byl p¯i-
praven rozpuötÏnÌm 37,5 g hydroxidu sodnÈho ve 200 ml
vody, po p¯Ìdavku 15 ml 1% roztoku hexakyanoûelezitanu
draselnÈho ve vodÏ a vytemperov·nÌ roztoku na laboratornÌ
teplotu byl objem roztoku doplnÏn vodou na 250 ml.

KalibraËnÌ roztoky o koncentraci 0,4; 0,8; 2,0 a 4,0 mg.lñ1

byly p¯ipraveny postupn˝m ¯edÏnÌm z·kladnÌho roztoku am-
prolia v methanolu o koncentraci 200 mg.lñ1 mobilnÌ f·zÌ.

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

Amprolium se extrahuje ze vzorku extrakËnÌm Ëinidlem
methanolñdichlormethan (100/900) a takto zÌskan˝ extrakt se
p¯eËistÌ extrakcÌ na pevnÈ f·zi silikagelu. Amprolium se sta-
novÌ metodou vysoko˙ËinnÈ kapalinovÈ chromatografie na
reverznÌ f·zi C8 s iontov˝mi p·ry s postkolonovu derivatizacÌ
hexakyanoûelezitanem draseln˝m v alkalickÈm prost¯edÌ hy-
droxidu sodnÈho s fluorescenËnÌ detekcÌ. Metoda je pouûiteln·
pro obsahy amprolia od 0,1 mg.kgñ1.

S t a n d a r d n Ì o p e r a Ë 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. 45 g
zkuöebnÌho vzorku se extrahuje 150 ml extrakËnÌ smÏsi 30 mi-
nut v kÛnickÈ baÚce objemu 500 ml na laboratornÌ t¯epaËce
a pak 2 minuty na ultrazvukovÈ l·zni; takto zÌskan˝ extrakt se
p¯eËistÌ na pevnÈ f·zi silikagelu.

P ¯ e Ë i ö t Ï n Ì e x t r a k c Ì n a p e v n È f · z i

Na kolonku Sep-Pak Plus Silica kondicionovanou 5 ml
extrakËnÌho Ëinidla se odmÏ¯Ì 10,0 ml p¯efiltrovanÈho extrak-
tu. Extrakt se nech· vs·knout tak, aby nedoölo k vyschnutÌ
kolonky, potÈ se promyje 10 ml prom˝vacÌho Ëinidla. Kolonka
se nech· 25 minut pros·vat vzduchem do odstranÏnÌ zbytk˘
extrakËnÌho roztoku. Amprolium se eluuje do odmÏrnÈ baÚky
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objemu 2 ml mobilnÌ f·zÌ po znaËku. Takto p¯ipraven˝ extrakt
se odst¯edÌ 5 minut p¯i 10 000  ot.minñ1 a d·vkuje se na
chromatografickou kolonu. PodmÌnky pro HPLC jsou uvede-
ny v tabulce I.

V˝sledky a diskuse

S p r · v n o s t a p ¯ e s n o s t

Vzhledem k tomu, ûe certifikovanÈ referenËnÌ materi·ly
nejsou dostupnÈ, byla spr·vnost metody (tÏsnost shody zÌ-
skanÈ hodnoty s hodnotou skuteËnou) ovÏ¯ena anal˝zou mo-
delov˝ch vzork˘. Byly p¯ipraveny modelovÈ vzorky krmi-
va (45 % pöenice, 25 % jeËmen, 12 % sojov˝ extrahovan˝
örot, 8 % masokostnÌ mouËka, 5 % ˙suöky pÌcnin a 5 % v·-
penec) s p¯Ìdavkem amprolia o koncentraËnÌ hladinÏ 0,5; 2,0
a 5,0 mg.kgñ1. Pro kaûdou koncentraËnÌ hladinu byl vzorek
analyzov·n 5◊. V˝sledky a vypoËtenÈ statistickÈ parametry
(hladina v˝znamnosti P = 0,95) jsou uvedeny v tabulce II.
Celkov· v˝tÏûnost metody pro koncentraËnÌ hladiny 0,5 aû
5,0 mg.kgñ1 je (102,0±5,5) %. NalezenÈ hodnoty modelovÈho
vzorku byly srovn·ny s oËek·van˝mi hodnotami pomocÌ li-
ne·rnÌ regrese. OËek·vanÈ hodnoty byly povaûov·ny za nez·-
visle promÏnnÈ, nalezenÈ hodnoty za z·visle promÏnnÈ. Kon-
stanta a regresnÌho vztahu (konstantnÌ soustavn· odchylka) m·
hodnotu 0,0186±0,0088 a statisticky se neliöÌ od nuly. Kon-
stanta b regresnÌho vztahu (proporcion·lnÌ soustavn· odchyl-
ka) m· hodnotu 1,0031±0,0028 a neliöÌ se statisticky od jed-
niËky. Metoda 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 pouze omezena na v˝poËet opakovatelnosti, kter·
byla vypoËtena ze smÏrodatnÈ odchylky rozpÏtÌ obou paralel-
nÌch stanovenÌ re·ln˝ch vzork˘, jejichû celkov˝ poËet byl 15.
Po vylouËenÌ odlehl˝ch v˝sledk˘ (Cochran˘v test) m· pro
obsahy amprolia od 0,1 do 5,0 mg.kgñ1 opakovatelnost hod-
notu 0,10 mg.kgñ1.

Reprodukovatelnost metody nebylo moûnÈ stanovit bez
provedenÌ mezilaboratornÌch porovn·vacÌch test˘.

P¯i prekoncentraci amprolia na silikagelu byla sledov·na
vhodnost pouûitÈho prom˝vacÌho Ëinidla (eluce interferent˘),
spot¯eba desorpËnÌho Ëinidla a v˝tÏûek extrakce na pevnÈ f·zi.
K eluci interferent˘ bylo zvoleno extrakËnÌ Ëinidlo. Polarita
extrakËnÌho Ëinidla je dostateËn· k odstranÏnÌ interferent˘
a ani p¯i objemu 15 ml Ëinidla nedoch·zÌ k desorpci amprolia.
Spot¯eba desorpËnÌho Ëinidla (mobilnÌ f·ze) je patrn· z eluË-
nÌho profilu amprolia z pevnÈ f·ze (obr. 2). MÏ¯enÌm bylo
zjiötÏno, ûe k desorpci amprolia postaËujÌ 2 ml desorpËnÌho
Ëinidla. Vliv matrice a obsahu tuku na desorpci amprolia nebyl
d·le studov·n.

O p t i m a l i z a c e m o b i l n Ì f · z e

MobilnÌ f·ze byla optimalizov·na tak, aby retenËnÌ faktor
byl k ≥ 2,5, poËet teoretick˝ch pater N ≥ 5 000 a asymetrick˝
faktor ta ≤ 1,3 (obr. 3). Mrtv˝ retenËnÌ objem byl urËen jako
retenËnÌ objem acetonu po odeËtenÌ mimokolonov˝ch obje-
mov˝ch p¯ÌspÏvk˘. Ve zkouman˝ch mobilnÌch  f·zÌch  byl
sledov·n vliv koncentrace acetonitrilu, koncentrace iontovÈho
p·ru (protiiontu) a pH mobilnÌ f·ze na retenËnÌ faktor.

Vliv koncentrace organickÈho rozpouötÏdla ϕ (vyj·d¯en˝
jako mol·rnÌ zlomek) v mobilnÌ f·zi na retenËnÌ faktor chro-
matografovanÈ l·tky k byl pops·n rovnicÌ17:

k = ka

kde ka je retenËnÌ faktor v ËistÈ vodÏ jako eluentu zÌskan˝
extrapolacÌ experiment·lnÌch ˙daj˘ a m je parametr p¯Ìmo
z·visl˝ na sÌle organickÈho rozpouötÏdla a povaze rozpouötÏnÈ
l·tky. V logaritmickÈ formÏ p¯ejde rovnice na tvar

log k = log ka ñ mϕ

10
−mϕ

Obr. 3. Separace amprolia na chromatografickÈ kolonÏ Symme-
tryShield RP8 (4 µm, 3,9◊150 mm) s postkolonovou derivatizacÌ
hexakyanoûelezitanem draseln˝m v prost¯edÌ hydroxidu sodnÈ-
ho. PodmÌnky HPLC jsou uvedeny v tabulce I. VypoËtenÈ eluËnÌ
charakteristiky: retenËnÌ faktor k = 2,58, asymetrick˝ faktor ta = 1,22,
poËet teoretick˝ch pater N = 6 900

Obr. 2. EluËnÌ profil amprolia na pevnÈ f·zi Sep-Pak Silica (v˝tÏû-
nost R, objem desorpËnÌho Ëinidla V)
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a logaritmy retenËnÌch faktor˘ se zvyöujÌ s klesajÌcÌ koncen-
tracÌ organickÈho rozpouötÏdla v mobilnÌ f·zi. Experiment·lnÏ
byla zjiötÏna line·rnÌ z·vislost mezi koncentracÌ acetonitrilu
(v koncentraËnÌm rozmezÌ ϕ = 0,06 aû 0,1) a logaritmem
retenËnÌho faktoru, a rovnice pro mobilnÌ f·zi m· potom tvar

log k = 0,7736 ñ 7,1710 ϕ

KorelaËnÌ koeficient r = ñ0,9955.
Vliv koncentrace protiiontu na retenËnÌ faktor byl sle-

dov·n pro koncentrace 2,5; 5,0; 7,5; 10 a 12,5 mmol.lñ1 sod-

nÈ soli kyseliny hexan-1-sulfonovÈ v mobilnÌ f·zi. Podle p¯ed-
pokladu  retence  amprolia  roste  s koncentracÌ  protiiontu
(obr. 4). Jako optim·lnÌ byla zvolena koncentrace protiiontu
7,5 mmol.lñ1.

P¯i sledov·nÌ vlivu pH mobilnÌ f·ze na retenËnÌ faktor
amprolia bylo pH mobilnÌ f·ze upraveno vûdy triethylaminem
nebo kyselinou fosforeËnou na poûadovanou hodnotu. pH
mobilnÌ f·ze v oblasti 2,5ñ3,5 nem· vliv na retenci amprolia,
pouze doch·zÌ ke zmÏnÏ asymetrickÈho faktoru, aû ke ötÏpenÌ
pÌku amprolia.

Teplota separace nebyla optimalizov·na.

L i n e a r i t a

Nezn·mÈ koncentrace byly vyhodnocov·ny z kalibraËnÌ
p¯Ìmky. P¯i v˝poËtu hodnot regresnÌch koeficient˘ a, b se
vych·zelo z platnosti modelu regresnÌ z·vislosti, kter˝ p¯ed-
pokl·d· konstantnÌ rozptyl pro vöechny hodnoty z·visle pro-
mÏnnÈ, pouûitÌm metody nejmenöÌch Ëtverc˘. Rovnice kalib-
raËnÌ p¯Ìmky m· tvar:

A = (20 017±22 093) + (2 124 383±10 257) c

kde A je plocha pÌku, c je koncentrace (mg.lñ1), korelaËnÌ
koeficient r = 0,99999. KalibraËnÌ p¯Ìmka je line·rnÌ v rozsahu
4,0ñ40,0 µg.

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 byly vypoËteny z kali-
braËnÌho modelu. Mez detekce odpovÌd· hodnotÏ koncentra-
ce, pro kterou je dolnÌ mez (1ñα)-procentnÌho intervalu spo-
lehlivosti predikce sign·lu z kalibraËnÌho modelu rovna kri-
tickÈ ˙rovni a mez stanovitelnosti je nejmenöÌ hodnota sign·lu,
pro kterou je relativnÌ smÏrodatn· odchylka predikce z kalib-
raËnÌho modelu dostateËnÏ mal· a obyËejnÏ se pokl·d· rovn·
hodnotÏ 0,1 (cit.18). Byly vypoËteny n·sledujÌcÌ hodnoty: mez
detekce 0,045 mg.lñ1, tj. pro dan˝ standardnÌ operaËnÌ postup
0,030 mg.kgñ1, a mez stanovitelnosti 0,086 mg.lñ1, tj. pro dan˝
standardnÌ operaËnÌ postup 0,060 mg.kgñ1.

O p t i m a l i z a c e d e r i v a t i z a Ë n Ì r e a k c e

Byl sledov·n vliv pr˘toku derivatizaËnÌho Ëinidla a teploty
na odezvu detektoru. P¯i pr˘toku mobilnÌ f·ze 0,8 ml.minñ1 je
optim·lnÌ pr˘tok derivatizaËnÌho Ëinidla 0,6 ml.minñ1 (obr. 5).
Optim·lnÌ teplota derivatizaËnÌ smyËky je 45 ∞C, se zvyöujÌcÌ
se teplotou odezva detektoru kles· (obr. 6). Vliv koncentrace
hexakyanoûelezitanu draselnÈho a hydroxidu sodnÈho nebyl
studov·n.

Z·vÏr

Metoda HPLC stanovenÌ amprolia v krmivech poskytuje
spr·vnÈ a p¯esnÈ v˝sledky. Byla stanovena hodnota opakova-
telnosti a v˝tÏûnost metody pro koncentraËnÌ hladinu amprolia
0,1 aû 5 mg.kgñ1. Metoda je rychl· a celkov· doba anal˝zy je
asi 90 minut. Pro aplikaci metody v oblasti krmiv byla prove-
dena optimalizace prekoncentrace a preseparace na pevnÈ f·zi
Silica, a to z d˘vodu odstranÏnÌ p¯Ìsluön˝ch interferent˘ mat-

Obr. 4. Vliv koncentrace (c) protiiontu sodnÈ soli hexan-1-sulfo-
novÈ kyseliny v mobilnÌ f·zi na retenËnÌ faktor (k) amprolia

Obr. 5. Vliv pr˘toku (v) derivatizaËnÌho Ëinidla na odezvu detek-
toru vyj·d¯enou jako plocha (P) pÌku amprolia

Obr. 6. Vliv teploty (t) derivatizaËnÌ smyËky na odezvu detektoru
vyj·d¯enou jako plocha (P) pÌku amprolia
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rice. Vzhledem k pouûitÌ postkolonovÈ derivatizace a fluores-
cenËnÌ detekce je metoda velmi selektivnÌ.
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L. DudÌkov·a, D. Nen·hlov·a, A. Breburdov·a, and
M. Douöab (Central Institute for Supervising and Testing in
Agriculture, aPrague and bPlzeÚ): Optimization of the
HPLC Method with Postcolumn Derivatization for Deter-
mination of Amprolium in Fodders at Contents Lower
than 5 mg.kgñ1

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
(III) 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 µg.kgñ1, the re-
peatability 0.1 mg.kgñ1 and the yield of the method was
102±5.5 % at amprolium concentrations 0.5ñ5 mg.kgñ1. The
repeatability was determined on real samples of final fodders.
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