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Dimetridazol, deriv·t nitroimidazolu (obr. 1), se pouûÌ-
v· jako chemoterapeutikum v krmivech pro kr˘ty v d·vce
90 mg.kg-1 fin·lnÌho krmiva1 k prevenci a terapii histomoni·-
zy. Jeho p¯Ìprava, struktura a aktivita byly jiû pops·ny2-6.

Pro stanovenÌ dimetridazolu byla vyvinuta ¯ada metod.
Jednoduch· kolorimetrick· metoda stanovenÌ dimetridazolu
v krmivech7 byla doporuËena sdruûenÌm Association of Offi-
cial Analytical Chemists jako metoda ofici·lnÌ8, p¯estoûe me-
toda stanovenÌ je ruöena ¯adou dalöÌch l·tek, kterÈ jsou p¯Ìtom-
ny v krmivech. Vzhledem k p¯Ìtomnosti funkËnÌ nitroskupiny
v molekule dimetridazolu byly aplikov·ny rovnÏû polaro-
grafickÈ metody9,10, kterÈ byly modifikov·ny ¯adou autor˘
s detekËnÌm limitem od 0,05 mg.kg-1 (cit.11) do 2,0 mg.kg-1

(cit.12). Polarografick· metoda pak byla rovnÏû doporuËena
Analytical Methods Committeee jako jedna z nejlepöÌch metod
stanovenÌ dimetridazolu v krmivech13. Pro stanovenÌ dimetrida-
zolu v krmivech v koncentraËnÌm rozsahu 20aû 200 mg.kg-1 byla
takÈ pops·na metoda plynovÈ chromatografie14.

Jako alternativnÌ metoda k polarografick˝m metod·m se
jevÌ metoda vysoko˙ËinnÈ kapalinovÈ chromatografie. Meto-
da HPLC vyvinuta Buizerem a Severijnenem15 vyûaduje p¯Ìliö
dlouhou celkovou dobu anal˝zy, zejmÈna co se t˝Ëe vlastnÌ
p¯Ìpravy extraktu, kter· vyûaduje reextrakci dimetridazolu
z vodnÏ-methanolickÈho roztoku do chloroformu a vlastnÌ
chromatografick· separace se prov·dÌ na norm·lnÌ f·zi Silica
za pouûitÌ mobilnÌ f·ze chloroformñmethanol s UV detekcÌ.
Jones a spolupracovnÌci vyvinuly jednoduchou metodu stano-
venÌ HPLC po extrakci zkuöebnÌho vzorku smÏsn˝m rozpou-
ötÏdlem acetonitrilñvoda p¯Ìmou anal˝zou na reverznÌ f·zi
s UV detekcÌ. Bohuûel doch·zÌ k interferencÌm furazolidonu
a 3,5-dinitro-o-toluamidu, kterÈ se mohou kombinovat spoleË-
nÏ s d·vkovan˝m dimetridazolem16.

ÿada publikovan˝ch pracÌ se soust¯eÔuje p¯edevöÌm na

stanovenÌ dimetridazolu a jeho hlavnÌho metabolitu ñ 2-hydro-
xymethyl-1-methyl-5-nitroimidazolu10 a to p¯edevöÌm ve zvÌ-
¯ecÌch tk·nÌch, plazmÏ a v˝kalech. StanovenÌ dimetridazolu
a jeho metabolitu v praseËÌch tk·nÌch s elektrochemickou
detekcÌ publikoval Carignan a spolupracovnÌci17. V˝hodou
elektrochemickÈ detekce je velmi nÌzk· mez detekce, kter· se
pohybuje kolem 0,1 µg.kg-1. StanovenÌ dimetridazolu a hydro-
xydimetridazolu v mase metodou HPLC na reverznÌ f·zi s UV
detekcÌ p¯i 318 nm s pouûitÌm dvou internÌch standard˘ (2-(2-
-methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)ethanol a 1-ethyl-2-methyl-
-5-nitroimidazol) publikovali Rychener a spolupracovnÌci18.
Vzhledem k matrici vzorku se pouûÌv· sloûitÈ p¯eËiötÏnÌ ethyl-
acet·tovÈho extraktu a to reextrakcÌ do 0,25 mol.l-1 HCl a po
˙pravÏ pH opÏtovnou extrakcÌ do dichlormethanu, odpa¯enÌ
k suchu a rozpuötÏnÌ ve vodnÈm roztoku 50 % methanolu.
V p¯ÌpadÏ pozitivnÌch n·lez˘ je pak obsah dimetridazolu po-
tvrzen metodou GC-MS. Metodu stanovenÌ ipronidazolu, ro-
nidazolu a dimetridazolu a jejich metabolit˘ vedle sebe ve
vajÌËk·ch, plazmÏ a v˝kalech publikoval Aerts a spolupracov-
nÌci19. P¯eËiötÏnÌ vodnÈho extraktu se prov·dÌ na kolon·ch
Extrelut (Merck, Darmstadt, SRN), n·slednou elucÌ isookta-
nem a p¯evedenÌm do mobilnÌ f·ze, vlastnÌ separace se prov·dÌ
na reverznÌ f·zi C18 s UV detekcÌ p¯i 313 nm.

Experiment·lnÌ Ë·st

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

Dimetridazol se stanovÌ po extrakci ze vzorku smÏsn˝m
rozpouötÏdlem methanolñvoda a p¯eËiötÏnÌm extraktu na pev-
nÈ f·zi (v krmn˝ch smÏsÌch) resp. jeho na¯edÏnÌm na poûa-
dovanou koncentraci (premixy doplÚkov˝ch l·tek), metodou
RP-HPLC na C18 s UV detekcÌ p¯i vlnovÈ dÈlce 309 nm.

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 sest·val z vysokotlakÈ pumpy W515 (Waters, Milford,
USA), autosampleru W717 Plus Autosampler (Waters, Mil-
ford, USA), spektrofotometrickÈho detektoru W486 (Waters,
Milford, USA) a datastanice PC Compaq. Byla pouûita chro-
matografick· kolona NovaPak C18, 4 µm, 3,9◊150 mm (Wa-
ters, Milford, USA).

C h e m i k · l i e

Methanol a acetonitril byly Ëistoty HPLC grade (J. T. Ba-
ker, USA).

MobilnÌ f·ze byla p¯ipravena smÌsenÌm 300 ml acetonitrilu
a 700 ml demineralizovanÈ vody (Milli-Q systÈm, Millipore,
Bedford, MA, USA) .

KalibraËnÌ roztoky o koncentraci 4,0; 8,0; 16,0 a 40,0
mg.l-1 byly p¯ipravenÈ postupn˝m ¯edÏnÌm z·kladnÌho roz-
toku dimetridazolu v methanolu (Riedel-deHaÎn, SRN) o kon-
centraci 200 mg.l-1extrakËnÌm roztokem methanolñvoda, kte-
r˝ byl p¯ipraven smÌsenÌm 100 ml demineralizovanÈ vody
a 900 ml methanolu.Obr. 1. StrukturnÌ vzorec dimetridazolu
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Z p ˘ s o b m Ï ¯ e n Ì
( s t a n d a r d n Ì o p e r a Ë n Ì p r o c e d u r a )

Vzorek se upravuje homogenizacÌ a mletÌm na Ë·stice
o velikosti 0,5 mm tak, aby se zabr·nilo p¯eh¯·tÌ vzorku bÏhem
homogenizace a mletÌ. 5 aû 20 g zkuöebnÌho vzorku podle
obsahu dimetridazolu se extrahuje 100 ml extrakËnÌho roztoku
methanolñvoda 30 minut v 250 ml kÛnickÈ baÚce na labora-
tornÌ t¯epaËce.

P¯i anal˝ze krmn˝ch smÏsÌ se odstranÌ balastnÌ l·tky ex-
trakcÌ na pevnÈ f·zi alumina B. Kolonka se p¯ipojÌ k polyethy-
lenovÈ 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 nezachycuje a dalöÌ podÌl se pouûije
k n·st¯iku na chromatografickou  kolonu (takto  p¯eËiötÏn˝
elu·t je nutnÈ promÌchat).

P¯i anal˝ze premixu doplÚkov˝ch l·tek se extrakt pouze
na¯edÌ extrakËnÌm roztokem na koncentraci asi 20 mg.l-1.

HPLC podmÌnky jsou uvedeny v tabulce I.

Tabulka I
HPLC podmÌnky

Parametr Hodnota

Kolona NovaPak C18, 4 µm, 3,9◊150 mm
Pr˘tok mobilnÌ f·ze 0,7 ml.min-1

Teplota kolony okolÌ
Detektor UV 309 nm
Objem n·st¯iku 10 µl

V˝sledky a diskuse

V ˝ b Ï r v z o r k ˘

Na anal˝zy byly pouûitÈ re·lnÈ vzorky krmn˝ch smÏsÌ
odebran˝ch v r·mci st·tnÌho kontroly, z·kon o krmivech po-
dle20 ß16 a ß17.

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-
nÌho modelu dostateËnÏ mal· a obyËejnÏ se pokl·d· hodnotÏ21

0,1. Mez detekce m· hodnotu 0,4 mg.l-1, tj. pro danou stan-
dardnÌ operaËnÌ proceduru 1,9 mg.kg-1 a mez stanovitelnosti
m· hodnotu  0,6 mg.l-1, tj. pro danou standardnÌ operaËnÌ
proceduru 2,9 mg.kg-1.

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 promÏ¯enÌm kali-
braËnÌch roztok˘ p¯ipraven˝ch s matricÌ vzorku (obr. 2a) a po
p¯eËiötÏnÌ matrice (obr. 2b) na pevnÈ f·zi Alumina B. Testo-
v·nÌm Studentov˝m t-testem koeficient˘ regresnÌ rovnice b
(s matricÌ vzorku) proti b¥ (po p¯eËiötÏnÌ matrice vzorku) je
vypoËten· hodnota t = 14,758. Porovn·nÌm t ≥ t(P = 0,95;
f = 3) dospÏjeme k z·vÏru, ûe tento rozdÌl je statisticky v˝-
znamn˝. Byl prok·z·n vliv matrice vzorku a je vûdy nutnÈ
provÈst p¯eËiötÏnÌ matrice na pevnÈ f·zi.

Obr. 2. Vliv matrice vzorku na separaci dimetridazolu: a ñ bez p¯eËiötÏnÌ matrice, b ñ p¯eËiötÏnÌ matrice na pevnÈ f·zi Alumina B; reverznÌ
f·ze C18, 4 µm, 3,9◊150 mm, UV detekce: 309 nm, mobilnÌ f·ze ñ acetonitril + voda (300+700, V+V), pr˘tok: 0,7 ml.min-1, objem n·st¯iku: 10 µl
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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 hodnotou skuteËnou) ovÏ¯ena anal˝zou modelov˝ch
vzork˘. Byly p¯ipraveny modelovÈ vzorky krmiva (40 % pöe-
nice, 30 % jeËmen, 10 % sojov˝ extrahovan˝ örot, 10 % ma-
sokostnÌ mouËka, 5 % ˙suöky pÌcnin a 5 % v·penec) s p¯Ì-
davkem dimetridazolu o koncentraËnÌ hladinÏ 50, 100, 150
a 210 mg.kg-1 a pro kaûdou koncentraËnÌ hladinu byl vzorek
analyzov·n 5 kr·t jako vzorek krmnÈ smÏsi. V˝sledky a vy-
poËtenÈ statistickÈ parametry (hladina v˝znamnosti P = 0,95)
jsou uvedeny v tabulce II. Celkov· v˝tÏûnost metody pro
koncentraËnÌ hladiny 50 aû 210 mg.kg-1 je (99,0±1,2) %. Na-
lezenÈ hodnoty modelovÈho vzorku byly s oËek·van˝mi hod-
notami 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 ñ0,208±4,827 a sta-
tisticky se neliöÌ od nuly, konstanta b regresnÌho vztahu (pro-
porcion·lnÌ soustavn· odchylka) m· hodnotu 0,9993±0,0335
a neliöÌ se statisticky od jedniËky. Metoda poskytuje spr·vnÈ
v˝sledky.

D·le byly p¯ipraveny modelovÈ vzorky krmiva (50 %
pöenice, 10 % jeËmen a 40 % v·penec) s p¯Ìdavkem dimetri-
dazolu o koncentraËnÌ hladinÏ 1 000, 5 000, 15 000 a 31 000
mg.kg-1 a pro kaûdou koncentraËnÌ hladinu byl vzorek analy-
zov·n 5 kr·t jako vzorek premixu doplÚkov˝ch l·tek. V˝-
sledky a vypoËtenÈ statistickÈ parametry (hladina v˝znamnos-
ti P = 0,95) jsou uvedeny v tabulce III. Celkov· v˝tÏûnost
metody pro koncentraËnÌ hladiny 1000 aû 31000 mg.kg-1 je
(99,2±0,4) %. NalezenÈ hodnoty modelovÈho vzorku byly
s oËek·van˝mi hodnotami srovn·ny pomocÌ line·rnÌ regrese.
OËek·vanÈ hodnoty byly povaûov·ny za nez·visle promÏn-
nÈ, nalezenÈ hodnoty jako z·visle promÏnnÈ. Konstanta a re-
gresnÌho vztahu (konstantnÌ soustavn· odchylka) m· hodnotu
ñ9,096±110,6 a statisticky se neliöÌ od nuly, konstanta b re-
gresnÌho vztahu (proporcion·lnÌ soustavn· odchylka) m· hod-
notu 0,9929±0,006 a neliöÌ se statisticky od jedniËky. 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 omezena na v˝poËet opakovatelnosti, kter· byla
vypoËtena ze smÏrodatnÈ odchylky rozpÏtÌ obou paralelnÌch
stanovenÌ re·ln˝ch vzork˘. Celkov˝ poËet vzork˘, kter˝ byl
pouûit k v˝poËtu, je 92 a po vylouËenÌ odlehl˝ch v˝sledk˘
(Cochran˘v test) pro obsahy 20 aû 190 mg.kg-1 m· opakova-
telnost hodnotu 4,0 mg.kg-1.

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 (stanovenÌ dimetrida-
zolu v premixech) se z˙Ëastnilo 14 laborato¯Ì za podmÌnek
normy  International  Organization for Standardization ISO
5725-1986 (cit.22) a bylo provedeno vyhodnocenÌ ukazatele
opakovatelnosti a reprodukovatelnosti danÈ metody. Ke sta-
tistickÈmu testov·nÌ odlehlosti hodnot byl pouûit Cochran˘v
jednostrann˝  test  odlehlosti  a Grubbs˘v  test  v kombinaci
s tÌmto postupem:

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

OËek·van· hodnota [mg.kg-1] 52,0 105 157 210
Nalezen· hodnota [mg.kg-1] 52,8 104 156 211
V˝tÏûek metody [%] 100,7 99,1 99,4 100,2
Interval spolehlivosti 8,7 3,6 5,2 1,9
RelativnÌ smÏrodatn· 3,50 1,43 2,10 0,76

odchylka [%]

Tabulka III
V˝tÏûnost metody ñ v˝sledky mÏ¯enÌ a vypoËtenÈ statistickÈ
parametry pro vzorky premix˘

OËek·van· hodnota [mg.kg-1] 1 030 5 100 15 500 31 100
Nalezen· hodnota [mg.kg-1] 1 025 5 057 15 440 30 870
V˝tÏûek metody [%] 99,5 98,9 99,1 99,3
Interval spolehlivosti 1,2 1,5 1,4 2,3
RelativnÌ smÏrodatn· 0,48 0,62 0,55 0,93

odchylka [%]

Tabulka IV
V˝sledky mezilaboratornÌho testu ñ premix P1

Laborato¯ Opakov·nÌ 1 Opakov·nÌ 2 Pr˘mÏr

7 26 201 25 425 25 813*,a

6 25 640 26 465 26 053*,a

1 26 675 27 165 26 920
2 26 915 27 097 27 006
4 27 798 26 714 27 256

11 26 992 27 530 27 261
5 27 625 27 350 27 488

14 28 352 27 262 27 807
15 27 975 27 657 27 816

9 28 070 28 227 28 149
12 27 874 28 876 28 375
10 28 642 28 826 28 734

3 28 439 29 075 28 757
8 28 929 28 680 28 805

Pr˘mÏrn· hodnota [mg.kg-1] 27 864
PoËet neodlehl˝ch laborato¯Ì 12
Odhad smÏrodatnÈ odchylky opakovatelnosti sr 439
Odhad smÏrodatnÈ odchylky reprodukovatelnosti sR 760
Ukazatel opakovatelnosti r 1 230
Ukazatel reprodukovatelnosti R 2 127

a BliûöÌ vysvÏtlenÌ v textu

ñ je-li P > 5 %, tj. je-li testovan· charakteristika Grubbsova
nebo Cochranova testu menöÌ neû jejÌ pÏtiprocentnÌ kritic-
k· 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
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se testovan· hodnota hodnotou vyboËujÌcÌ a oznaËÌ se
jednou hvÏzdiËkou *,

Tabulka V
V˝sledky mezilaboratornÌho testu ñ premix P2

Laborato¯ Opakov·nÌ 1 Opakov·nÌ 2 Pr˘mÏr

7 15 891 15 571 15 731*,a

1 16 475 15 825 16 150*,a

14 16 456 16 302 16 379*,a

9 16 418 17 109 16 764
5 16 335 17 250 16 793
2 16 933 16 844 16 889

15 16 949 17 222 17 086
11 17 109 17 082 17 096

6 17 154 17 042 17 098
12 17 535 17 083 17 309
10 17 047 17 826 17 437

8 17 812 17 485 17 649
4 17 757 17 617 17 687
3 18 089 19 239 18 664*,a

Pr˘mÏrn· hodnota [mg.kg-1] 17 180
PoËet neodlehl˝ch laborato¯Ì 10
Odhad smÏrodatnÈ odchylky opakovatelnosti sr 343
Odhad smÏrodatnÈ odchylky reprodukovatelnosti sR 411
Ukazatel opakovatelnosti r 959
Ukazatel reprodukovatelnosti R 1 150

a BliûöÌ vysvÏtlenÌ v textu

Tabulka VI
V˝sledky mezilaboratornÌho testu ñ premix P3

Laborato¯ Opakov·nÌ 1 Opakov·nÌ 2 Pr˘mÏr

7 24 850 24 172 24 511**,a

5 26 574 26 370 26 472
12 26 671 26 813 26 742

8 26 684 26 888 26 786
4 27 673 26 630 27 152
6 27 080 27 518 27 299
9 27 496 27 387 27 442

10 28 113 28 035 28 074
2 28 261 28 093 28 177
1 28 425 28 225 28 325

11 28 408 28 727 28 568
15 29 398 28 219 28 809

3 30 652 31 417 31 035*,a

14 34 294 34 238 34 266**,a

Pr˘mÏrn· hodnota [mg.kg-1] 27 622
PoËet neodlehl˝ch laborato¯Ì 11
Odhad smÏrodatnÈ odchylky opakovatelnosti sr 367
Odhad smÏrodatnÈ odchylky reprodukovatelnosti sR 845
Ukazatel opakovatelnosti r 1 027
Ukazatel reprodukovatelnosti R 2 365

a BliûöÌ vysvÏtlenÌ v textu

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

dvou koncentraËnÌch hladin·ch (cca 18 000 a 28 000 mg.kg-1),
kterÈ byly homogenizov·ny a na vzorcÌch byl proveden test
homogenity.

V˝sledky jsou sestaveny do tabulek IV aû VI. Z v˝sledk˘
mezilaboratornÌho testu je z¯ejmÈ, ûe ukazatel opakovatelnosti
stanovenÌ dimetridazolu metodou HPLC pro premixy p¯i ob-
sahu 17 000 a 28 000 mg.kg-1 dosahuje hodnoty 5 % relativ-
nÌch a ukazatel reprodukovatelnosti se pohybuje v rozmezÌ
7ñ9 % relativnÌch.

Z·vÏr

Metoda stanovenÌ dimetridazolu v krmivech poskytuje
spr·vnÈ a p¯esnÈ v˝sledky. Byla stanovena hodnota opako-
vatelnosti a v˝tÏûnost metody pro koncentraËnÌ hladinu dime-
tridazolu 50 aû 31 000 mg.kg-1. Pro aplikaci metody v oblasti
krmiv byla provedena optimalizace p¯eËiötÏnÌ extraktu na
pevnÈ f·zi Alumina B z hlediska odstranÏnÌ p¯Ìsluön˝ch inter-
ferent˘ matrice, kterÈ majÌ vliv na separaci dimetridazolu na
z·kladnÌ linii, a to z d˘vodu p¯esnÈ kvantifikace.
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M. Douöa (Cenure Institute Supervising and Testing in
Agriculture Brno, Regional Laboratory, PlzeÚ): Determina-
tion of Dimetridazol in Animal Feedingstuffs and Additive

Premixes by HPLC with UV Detection. Interlaboratory
Comparison Test of the Method

An HPLC method of determination of dimetridazol in
premixes of additives and feedingstuffs was developed. Di-
metridazol is extracted from a fodder sample with aqueous
methanol and, after purification of the extract on Sep-Pak
Alumina B, it is determined by HPLC on C18 reverse phase
with UV detection at 309 nm. The determination limit is 2.9
mg.kg-1, repeatability for the 20ñ190 mg.kg-1 contents is 4.0
mg.kg-1 and the yield of the method is 99 %. From interlabo-
ratory cyclic tests of determination of dimetridazol in premi-
xes at the 17ñ28 g.kg-1 contents, the repeatability index was
calculated reaching 5 rel. % and the reproducibility index ran-
ging from 7 to 9 rel. %.
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