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Uvod

Dimetridazol, derivét nitroimidazolu (obr. 1), se pouZzi-
vd jako chemoterapeutikum v krmivech pro krity v ddvce
90 mg.kg™' findlniho krmiva'k prevenci a terapii histomonid-
zy. Jeho piiprava, struktura a aktivita byly jiz popsany”®.

Pro stanoveni dimetridazolu byla vyvinuta fada metod.
Jednoduchd kolorimetrickd metoda stanoveni dimetridazolu
v krmivech’ byla doporugena sdruzenim Association of Offi-
cial Analytical Chemists jako metoda oficidlni®, prestoze me-
toda stanovenf je rusena fadou dal$ich latek, které jsou pritom-
ny v krmivech. Vzhledem k pfitomnosti funkéni nitroskupiny
v molekule dimetridazolu byly aplikovdny rovnéz polaro-
grafické metody”!®, které byly modifikovany fadou autord
s detekénim limitem od 0,05 mgkg™ (cit.') do 2,0 mg.kg
(cit."). Polarografickd metoda pak byla rovn&Z doporucena
Analytical Methods Committeee jako jedna z nejlepsich metod
stanoveni dimetridazolu v krmivech'?. Pro stanoveni dimetrida-
zolu v krmivech v koncentraénim rozsahu 20 az 200 mg kg™ byla
také popsdna metoda plynové chromatograﬁe”.

Jako alternativni metoda k polarografickym metodam se
jevi metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie. Meto-
da HPLC vyvinuta Buizerem a Severijnenem15 vyzaduje pfilis
dlouhou celkovou dobu analyzy, zejména co se tyce vlastn{
piipravy extraktu, kterd vyzaduje reextrakci dimetridazolu
z vodné-methanolického roztoku do chloroformu a vlastni
chromatograficka separace se provadi na normdlni fdzi Silica
za pouZiti mobilni faze chloroform—methanol s UV detekeci.
Jones a spolupracovnici vyvinuly jednoduchou metodu stano-
veni HPLC po extrakci zkuSebniho vzorku smésnym rozpou-
Stédlem acetonitril-voda pfimou analyzou na reverzni fazi
s UV detekci. BohuZel dochdzi k interferencim furazolidonu
a 3,5-dinitro-o-toluamidu, které se mohou kombinovat spolec-
né s divkovanym dimetridazolem'®.

Rada publikovanych praci se soustieduje piedeviim na
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Obr. 1. Strukturni vzorec dimetridazolu
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stanoveni dimetridazolu a jeho hlavniho metabolitu — 2-hydro-
xymethyl-1-methyl-5-nitroimidazolu'® a to pfedevsim ve zvi-
fecich tkdnich, plazmé a vykalech. Stanoveni dimetridazolu
a jeho metabolitu v prasecich tkdnich s elektrochemickou
detekei publikoval Carignan a spolupracovnici!’. Vyhodou
elektrochemické detekce je velmi nizkd mez detekce, kterd se
pohybuje kolem 0,1 ng.kg!. Stanoveni dimetridazolu a hydro-
xydimetridazolu v mase metodou HPLC na reverzni fazi s UV
detekci pfi 318 nm s pouZitim dvou internich standardd (2-(2-
-methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)ethanol a 1-ethyl-2-methyl-
-5-nitroimidazol) publikovali Rychener a spolupracovnici'®,
Vzhledem k matrici vzorku se pouziva slozité precisténi ethyl-
acetatového extraktu a to reextrakci do 0,25 mol.I" HCI a po
upravé pH opétovnou extrakci do dichlormethanu, odpafeni
k suchu a rozpusténi ve vodném roztoku 50 % methanolu.
V ptipadé pozitivnich ndlezi je pak obsah dimetridazolu po-
tvrzen metodou GC-MS. Metodu stanoveni ipronidazolu, ro-
nidazolu a dimetridazolu a jejich metabolitd vedle sebe ve
vajickdch, plazmé a vykalech publikoval Aerts a spolupracov-
nici'®. Pre¢isténi vodného extraktu se provadi na kolondch
Extrelut (Merck, Darmstadt, SRN), ndslednou eluci isookta-
nem a pievedenim do mobilni faze, vlastni separace se provad{
na reverzni fazi C ;s UV detekei pfi 313 nm.

s vz

Experimentalni ¢ast

Princip metody

Dimetridazol se stanovi po extrakci ze vzorku smésnym
rozpoustédlem methanol-voda a precisténim extraktu na pev-
né fazi (v krmnych smésich) resp. jeho nafedénim na poza-
dovanou koncentraci (premixy doplitkovych ldtek), metodou
RP-HPLC na C,¢s UV detekef pfi vinové délce 309 nm.

Piistroje a zafizeni

Extrakce vzorkd byla provedena na laboratorni tiepacce
LT 2 (Laboratorni piistroje, Ceskd republika) a piecisténi
extraktu bylo provedeno na kolonkach Sep-Pak Plus Cartrid-
ges Alumina B (Waters, Milford, USA). Kapalinovy chroma-
tograf sestdval z vysokotlaké pumpy W515 (Waters, Milford,
USA), autosampleru W717 Plus Autosampler (Waters, Mil-
ford, USA), spektrofotometrického detektoru W486 (Waters,
Milford, USA) a datastanice PC Compaq. Byla pouzita chro-
matografickd kolona NovaPak C,q, 4 um, 3,9x150 mm (Wa-
ters, Milford, USA).

Chemikalie

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

Mobilni faze byla pfipravena smisenim 300 ml acetonitrilu
a 700 ml demineralizované vody (Milli-Q systém, Millipore,
Bedford, MA, USA) .

Kalibra¢ni roztoky o koncentraci 4,0; 8,0; 16,0 a 40,0
mg.I"! byly pfipravené postupnym fedénim zakladniho roz-
toku dimetridazolu v methanolu (Riedel-deHaén, SRN) o kon-
centraci 200 mg.l'l extrakénim roztokem methanol-voda, kte-
ry byl pfipraven smisenim 100 ml demineralizované vody
a 900 ml methanolu.
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Zplisob méfeni
(standardni operac¢ni procedura)

Vzorek se upravuje homogenizaci a mletim na cdstice
o velikosti 0,5 mm tak, aby se zabrdnilo prehiati vzorku béhem
homogenizace a mleti. 5 az 20 g zkuSebniho vzorku podle
obsahu dimetridazolu se extrahuje 100 ml extrakéniho roztoku
methanol-voda 30 minut v 250 ml kénické bance na labora-
tornf tfepacce.

Pii analyze krmnych smési se odstrani balastni latky ex-
trakei na pevné fazi alumina B. Kolonka se pfipoji k polyethy-
lenové injekeni stifkacce o objemu 5 ml, do které se odlije asi
4 ml piefiltrovaného extraktu, na kolonku se nanese asi 1 ml
extraktu a kolonka se nechd 5 sekund kondicionovat. Pak se
extrakt pomalu protla¢i pfipojenou kolonkou, pficemz prvn{
podil eludtu (asi 0,2 ml) se nezachycuje a dalsi podil se pouzije
k ndstiiku na chromatografickou kolonu (takto precistény
eludt je nutné promichat).

Pii analyze premixu dopliikovych litek se extrakt pouze
nafedi extrak&nim roztokem na koncentraci asi 20 mg.1'".

HPLC podminky jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka I
HPLC podminky
Parametr Hodnota
Kolona NovaPak C18, 4 um, 3,9x150 mm
Pratok mobilni faze 0,7 ml.min"!
Teplota kolony okoli
Detektor UV 309 nm
Objem ndstiiku 10 pl
a T T T
-y
0,10 - -
AU, A
0,08 _
0,06 + —
0,04 Vj -
0,02 —
0,00 J -
1 I I
1,0 2,0 3,0 4,0
R,, min
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Vysledky a diskuse

Vybér vzorkt

Na analyzy byly pouzité redlné vzorky krmnych smési
odebranych v ramci stitniho kontroly, zakon o krmivech po-
dle* §16 a §17.

Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce a mez stanovitelnosti byla vypoctena z kali-
bra¢niho modelu, kdy mez detekce odpovidd hodnoté koncen-
trace, pro kterou je dolni mez (1-o)%niho intervalu spolehli-
vosti predikce signdlu z kalibra¢niho modelu rovna kritické
drovni a mez stanovitelnosti je nejmensi hodnota signdlu, pro
kterou je relativni smérodatnd odchylka predikce z kalibrac-
niho modelu dostate¢né mald a oby&ejné se poklada hodnoté?!
0,1. Mez detekce ma hodnotu 0,4 mg.l’], tj. pro danou stan-
dardni opera¢ni proceduru 1,9 mg.kg'1 a mez stanovitelnosti
md hodnotu 0,6 mg.I", tj. pro danou standardni operaéni
proceduru 2,9 mg.kg ™.

Robustnost metody — vliv matrice vzorku

Vliv matrice vzorku jsme prokazovali proméfenim kali-
bracnich roztoki pfipravenych s matrici vzorku (obr. 2a) a po
precisténi matrice (obr. 2b) na pevné fazi Alumina B. Testo-
vanim Studentovym t-testem koeficient regresni rovnice b
(s matrici vzorku) proti b~ (po precisténi matrice vzorku) je
vypoctend hodnota ¢t = 14,758. Porovnanim ¢ = #(P = 0,95;
f=3) dospéjeme k zdvéru, Ze tento rozdil je statisticky vy-
znamny. Byl prokdzdn vliv matrice vzorku a je vzdy nutné
provést precisténi matrice na pevné fdzi.
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Obr. 2. Vliv matrice vzorku na separaci dimetridazolu: a — bez precisténi matrice, b — precisténi matrice na pevné fazi Alumina B; reverzn{

faze C

18

4 um, 3,9x150 mm, UV detekce: 309 nm, mobilni fize — acetonitril + voda (300+700, V+V), prtitok: 0,7 ml.mjn’l, objem nastriku: 10 pl
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Sprdvnost a pfesnost

Vzhledem k tomu, Ze neexistuji certifikované referencni
materidly byla spravnost metody (tésnost shody ziskané hod-
noty s hodnotou skutec¢nou) ovéfena analyzou modelovych
vzorkul. Byly piipraveny modelové vzorky krmiva (40 % pSe-
nice, 30 % je¢men, 10 % sojovy extrahovany Srot, 10 % ma-
sokostni moucka, 5 % ususky picnin a 5 % vdpenec) s pii-
davkem dimetridazolu o koncentra¢ni hladiné 50, 100, 150
a 210 mg.kg"! a pro kazdou koncentraéni hladinu byl vzorek
analyzovdn 5 krat jako vzorek krmné smési. Vysledky a vy-
poctené statistické parametry (hladina vyznamnosti P = 0,95)
jsou uvedeny v tabulce II. Celkovd vytéZnost metody pro
koncentraéni hladiny 50 az 210 mg kg™ je (99,0+1,2) %. Na-
lezené hodnoty modelového vzorku byly s ocekdvanymi hod-
notami srovndny pomoci linedrni regrese. O¢ekdvané hodnoty
byly povazovany za nezdvisle proménné, nalezené hodnoty
jako zdvisle proménné. Konstanta a regresniho vztahu (kon-
stantni soustavnd odchylka) md hodnotu —0,208+4,827 a sta-
tisticky se nelisi od nuly, konstanta b regresniho vztahu (pro-
porciondlni soustavnd odchylka) md hodnotu 0,9993+0,0335
a nelis{ se statisticky od jednicky. Metoda poskytuje spravné
vysledky.

Déle byly ptfipraveny modelové vzorky krmiva (50 %
pSenice, 10 % je¢men a 40 % vépenec) s piidavkem dimetri-
dazolu o koncentra¢ni hladiné 1 000, 5 000, 15 000 a 31 000
mg.kg! a pro kazdou koncentra¢ni hladinu byl vzorek analy-
zovdn 5 krat jako vzorek premixu dopliikovych ldtek. Vy-
sledky a vypoctené statistické parametry (hladina vyznamnos-
ti P = 0,95) jsou uvedeny v tabulce III. Celkovd vytéZnost
metody pro koncentra¢ni hladiny 1000 az 31000 mg.kg™ je
(99,2+0,4) %. Nalezené hodnoty modelového vzorku byly
s o¢ekdvanymi hodnotami srovndny pomoci linedrni regrese.
Ocekdvané hodnoty byly povaZovdny za nezdvisle promén-
né, nalezené hodnoty jako zdvisle proménné. Konstanta a re-
gresniho vztahu (konstantni soustavnd odchylka) ma hodnotu
-9,096+110,6 a statisticky se nelisi od nuly, konstanta b re-
gresniho vztahu (proporciondlni soustavnd odchylka) ma hod-
notu 0,9929+0,006 a nelis{ se statisticky od jedni¢ky. Metoda
poskytuje spravné vysledky.

Presnost metody (mira tésnosti shody mezi vzdjemné ne-
zavislymi vysledky zkousek za piedem specifikovanych pod-
minek) byla omezena na vypocet opakovatelnosti, kterd byla
vypoctena ze smerodatné odchylky rozpéti obou paralelnich
stanoveni redlnych vzorkt. Celkovy pocet vzorki, ktery byl
pouzit k vypoctu, je 92 a po vylouceni odlehlych vysledkd
(Cochraniiv test) pro obsahy 20 az 190 mg.kg™! m4 opakova-
telnost hodnotu 4,0 mg.kg ™.

Reprodukovatelnost metody byla stanovena mezilabora-
tornim porovndvacim testem.

Mezilaboratorni kruhovy test

Mezilaboratorniho kruhového testu (stanoveni dimetrida-
zolu v premixech) se zicastnilo 14 laboratoii za podminek
normy International Organization for Standardization ISO
5725-1986 (cit.??) a bylo provedeno vyhodnoceni ukazatele
opakovatelnosti a reprodukovatelnosti dané metody. Ke sta-
tistickému testovani odlehlosti hodnot byl pouzit Cochrantiv
jednostranny test odlehlosti a Grubbsiiv test v kombinaci
s timto postupem:

Laboratorni pfistroje a postupy

Tabulka II

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

Ocekdvand hodnota [mg.kg'] 52,0 105 157 210
Nalezend hodnota [mgkg™'] 52,8 104 156 211

Vytézek metody [%] 100,7 99,1 99,4  100,2
Interval spolehlivosti 8,7 3,6 5,2 1,9
Relativni smérodatnd 3,50 1,43 2,10 0,76

odchylka [%]

Tabulka IIT
Vytéznost metody — vysledky méfeni a vypoctené statistické
parametry pro vzorky premixd

Ocekdvand hodnota [mg.kg'] 1030 5100 15500 31100
Nalezend hodnota [mg.kg’l] 1025 5057 15440 30870
Vytézek metody [%] 99,5 98,9 99,1 99,3
Interval spolehlivosti 1,2 1,5 1.4 2,3
Relativni smérodatna 0,48 0,62 0,55 0,93
odchylka [%]
Tabulka IV
Vysledky mezilaboratorniho testu — premix P1
Laboratof Opakovani 1 Opakovdni 2 Primér
7 26 201 25425 25813"*
6 25 640 26 465 26 053"
1 26 675 27 165 26 920
2 26915 27 097 27 006
4 27798 26714 27256
11 26 992 27 530 27 261
5 27 625 27 350 27 488
14 28 352 27 262 27 807
15 27975 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
Primérnd hodnota [mg.kg™] 27 864
Pocet neodlehlych laboratori 12
Odhad smérodatné odchylky opakovatelnosti s, 439

Odhad smérodatné odchylky reprodukovatelnosti s, 760
Ukazatel opakovatelnosti r 1230
Ukazatel reprodukovatelnosti R 2127

4 BliZsi vysvétleni v textu

— je-li P>5 %, tj. je-li testovand charakteristika Grubbsova
nebo Cochranova testu mensi nez jeji pétiprocentni kritic-
ka hodnota, povazuje se testovand hodnota za spravnou,

— je-li5%=P>1 %,tj.lezi-li testovand charakteristika mezi
jednoprocentni a pétiprocentni kritickou hodnotou, nazve
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se testovand hodnota hodnotou vybocujici a oznaci se
. v v *
jednou hvézdickou ,

Tabulka V
Vysledky mezilaboratorniho testu — premix P2

Laboratof Opakovani 1 Opakovani 2 Primér
7 15 891 15571 157317
1 16 475 15 825 16 150"
14 16 456 16 302 16 379"
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
Priimérnd hodnota [mg.kg”] 17 180
Pocet neodlehlych laboratort 10
Odhad smérodatné odchylky opakovatelnosti s, 343

Odhad smérodatné odchylky reprodukovatelnosti s, 411
Ukazatel opakovatelnosti r 959
Ukazatel reprodukovatelnosti R 1150
4 Blizsi vysvétleni v textu
Tabulka VI
Vysledky mezilaboratorniho testu — premix P3
Laborator Opakovdni 1 Opakovani 2 Primér
7 24 850 24172 245117
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 27152
6 27 080 27518 27299
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 28219 28 809
3 30 652 31417 31035
14 34294 34238 34266
Priimérnd hodnota [mgkg”'] 27622
Pocet neodlehlych laboratort 11
Odhad smérodatné odchylky opakovatelnosti s, 367
Odhad smérodatné odchylky reprodukovatelnosti s, 845
Ukazatel opakovatelnosti r 1027
Ukazatel reprodukovatelnosti R 2 365

4 Bliz&i vysvétleni v textu
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je-li P <1 %, tj. je-li testovand charakteristika Grubbsova
nebo Cochranova testu vétsi neZ jeji jednoprocentni kri-
tickda hodnota, nazve se testovana hodnota hodnotou od-
lehlou a oznacuje se dvéma hvézdickami *.

Jako vzorky byly pouzity komercné vyrabéné premixy na
dvou koncentra¢nich hladindch (cca 18 000 a 28 000 mg.kg™),
které byly homogenizovany a na vzorcich byl proveden test
homogenity.

Vysledky jsou sestaveny do tabulek IV az VI. Z vysledki
mezilaboratorniho testu je zfejmé, Ze ukazatel opakovatelnosti
stanoveni dimetridazolu metodou HPLC pro premixy pfi ob-
sahu 17 000 a 28 000 mg.kg™! dosahuje hodnoty 5 % relativ-
nich a ukazatel reprodukovatelnosti se pohybuje v rozmez{
7-9 % relativnich.

Zavér

Metoda stanoveni dimetridazolu v krmivech poskytuje
spravné a presné vysledky. Byla stanovena hodnota opako-
vatelnosti a vytéZnost metody pro koncentra¢ni hladinu dime-
tridazolu 50 az 31 000 mg.kg™". Pro aplikaci metody v oblasti
krmiv byla provedena optimalizace preciSténi extraktu na
pevné fazi Alumina B z hlediska odstranénf pfislusnych inter-
ferentd matrice, které maji vliv na separaci dimetridazolu na

zdkladni linii, a to z divodu presné kvantifikace.
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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!, repeatability for the 20—190 mg.kg™! contents is 4.0
mg kg™ and the yield of the method is 99 %. From interlabo-
ratory cyclic tests of determination of dimetridazol in premi-
xes at the 17-28 g.kg’I contents, the repeatability index was
calculated reaching 5 rel. % and the reproducibility index ran-
ging from 7 to 9 rel. %.



