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STANOVENI OBSAHU DIMETRIDAZOLU METODOU HPLC

1 Ukel a rozsah
Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu dimetridazolu v krmivech a premixech.
Poznamky

1 Dimetridazol se pouziva jako chemotherapeutikum. Po chemické strance se jedna
0 1,2-dimethyl-5-nitro-imidazol (sumdrniho vzorce CsH7N3O2, My = 141,1 g/mol).

2 Princip

Obsah dimetridazolu se stanovi po extrakci vzorku 90% methanolem. Nésledné se precisti
na pevné fazi a stanovi vysokouéinnou kapalinovou chromatografii HPLC na reverzni fazi
s UV detekei pii 309 nm.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

Methanol, HPLC grade.

Acetonitril, HPLC grade.

Extrak¢éni smés, methanol (1) + voda (8), (9 + 1).

Mobilni faze, acetonitril (2) + voda (8), (7 + 3).

Dimetridazol (dale jen DMT), zakladni latka, napt. Riedel-deHaén 46223.
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Dimetridazol, zakladni roztok.

Ptiprava: Do 250ml odmérné banky se navazi presné asi 50 mg dimetridazolu (5),
rozpusti v asi 180 ml methanolu (1) na ultrazvukové lazni a po rozpusténi
a vytemperovani na laboratorni teplotu se doplni vodou (8) po znacku a promicha.

1 ml tohoto roztoku obsahuje 0,2 mg DMT.
Kolona SPE, Alumina B Cartridges, napt. Sep-Pak, Waters cat.n. WAT 020505.

Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovana).
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4 Piistroje a pomucky
Chromatograf kapalinovy vysokouc¢inny (dale jen HPLC) s piislusenstvim a UV
detektorem.
2 Laboratorni tfepacka.

Membréanovy filtr 0,45 um.

Laboratorni odstfedivka.

5 Pracovni postup
51  Extrakce

Do 250ml konické baniky se zdbrusem se navadzi takové mnozstvi zkuSebniho vzorku
(nejméné 2 g zkuSebniho vzorku, nejvice 20 g), aby po extrakci a nasledném fedénim byla
koncentrace dimetridazolu (4 — 40) ug/ml. Pak se ptida presné¢ 100,0 ml extrakéni smési (3)
a konicka baika se uzavie zatkou se zdbrusem. Obsah se promicha a extrahuje na laboratorni
tiepacce (2) po dobu 30 min. Poté se obsah banky necha ustat a extrakt se filtruje pies suchy
husty skladany papirovy filtr do suché podlozené nadoby. Prvnich 5 ml filtratu se nepouzije.
Je-li tieba, extrakt se nafedi na pozadovanou koncentraci extrakénim roztokem.

Krmné smési

Pfi analyze krmnych smési se odstrani balastni latky extrakci na pevné fazi. Kolonka SPE (7)
se ptipoji k polyetylénové injekéni stiikacce o objemu 5 ml, do které se odliji asi 3 ml
extraktu ziskaného podle prvniho odstavce 5.1. Na kolonku se nanese asi 1 ml extraktu
anecha se 20s kondicionovat. Potom se extrakt pomalu protla¢i ptipojenou kolonkou,
piicemz prvni podil extraktu (0,1 ml) se nezachycuje a dalsi podil se pouzije k nastiiku
na chromatografickou kolonu. Na chromatografickou kolonu se nastfikuje objem 10 pl
extraktu.

Premixy

Extrakt ziskany podle 5.1 se nafedi extrakénim roztokem (3) na koncentraci asi 10 mg/kg.
Pted nastfikem na chromatografickou kolonu se ziskany extrakt filtruje pfes membranovy filtr
(3) nebo se odstiedi na laboratorni odstiedivce (4) pii 10000 ot/min. Na chromatografickou
kolonu se nasttikuje objem 10 pl extraktu.

5.2  Chromatografické stanoveni
Kalibrace

Do sady 25ml odmérnych ban¢k se postupné pipetuje (0,5; 1,0; 2,0; 5,0) ml zakladniho
roztoku DMT (6), odmérné banky se doplni extrakéni smési (3) po znacku a promichaji. Ziska
se sada pracovnich roztoki o koncentraci (4; 8; 16; 40) ug/ml DMT.
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Kalibra¢ni roztoky dimetridazolu (10 pl) se po ustaveni rovnovahy na kolon¢ nasttikuji
na chromatografickou kolonu a ze ziskanych primérnych ploch jim odpovidajicim pikiim
se sestroji kalibra¢ni graf.

Separaéni podminky HPLC

Kalibracnich roztoky i extrakty zkuSebnich vzorkd se méfi za nasledujicich separacnich
podminek chromatografického systému.

Uvedené podminky jsou doporuc¢ené. Mohou byt pouzity jiné podminky za pfedpokladu, ze
poskytnou rovnocenné vysledky.

Pozadované valida¢ni parametry pro separaci na analytické kolon¢

Kapacitni faktor k > 2,5; Tailing faktor t. < 1,3.

Tabulka 1. Separacni podminky chromatografického systému.

Kolona Reverzni faze Cig, 4 pm, (150 % 3,9) mm NovaPak nebo podobna
Mobnilni faze (4)

Prutok 0,75 ml/min

UV-detektor 309 nm

Objem nastiiku 10

Teplota Laboratorni

Retencni Cas Asi 2,4 min pro uvedenou kolonu

6 Vypocet a vyjadreni vysledku
Obsah dimetridazolu (X) vyjadieny v mg/kg se vypocita podle vztahu

cxV xR
X=—
m
kde
c je koncentrace dimetridazolu ve zkuSebnim vzorku, zjisténa z kalibracniho grafu
v mg/l,
\Y/ objem extraktu v ml,
m hmotnost zkuSebniho vzorku v g,
R fedéni.
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