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STANOVENI HALOFUGINONU VE FINALNICH KRMIVECH A PREMIXECH DOPLNKOVYCH
LATEK METODOU HPLC

1. Definice

Halofuginon  (trans-7-bromo-6-chloro-3-[ 3-(3-hydroxy-2-pyperidyl)-acetonyl]-4(3H)-chinazoli-
don hydrobromid) se stanovi po extrakci ze vzorku okyselenym naredénym vodnym roztokem
methanolu a po naredéni metodou RP-HPLC sisokratickou eluci na kolon¢ Cg s UV detekci pii vi-

nové délce 243 nm.

2. Chemikalie a zkuZebni pomiéicky

2.1 Methanol, HPLC grade
2.2 Kyselinaoctova, HPLC grade, &istota 100 %, CHsCOOH, r = 1,05 g.cm™
2.3 Qctan sodny trihydrét, CH3COONa.3H,0, M, = 136,08 g/mol

2.4 Extrakeni roztok pro premixy dopliikovych latek: V odmeérné barce na 1000 ml se smicha
350 ml methanolu, 20 ml kyseliny octové a doplni vodou po znacku a promiché

2.5 Mobilni féze: Do odmérné banky na 1000 ml se odméii 250 ml methanolu, pfida se 1,36 g
octanu sodného (2.3) a doplni vodou po znacku. pH mobilni faze se upravi kyselinou
octovou (2.2) na hodnotu pH 5,0.

2.6 Halofuginon hydrobromid, z&kladni latka, CiH1sN;03Br,Cl, M, = 495,6 g/mol

2.6.1 Halofuginon, z&kladni roztok: Do odmérné baiky na 250 ml se navézi takové mnoZstvi
halofuginonu (2.6), aby vysledna koncentrace byla 0,08 mg/ml, rozpusti se v asi 150 ml
methanolu (2.1) na ultrazvukové lazni. Po rozpusténi a vytemperovani na laboratorni
teplotu se doplni methanolem (2.1) po znacku a promicha

3. Pracovni postup

Pfi zpracovani vzorku se vyhneme prehréti vzorku béhem jeho homogenizace. Vzorek se
homogenizuje na castice o velikosti 0,5 mm a mensi. Homogenizace a Uprava vzorku se provadi,
pokud je to mozné, tésné pired jeho zpracovanim, aby se zabrénilo ztratam. Je nutné se vyhnout
piimému slune¢nimu svétlu (pracovat pri tlumeném svétle).

3.1 Extrakce

3.1.1 Premixy dopliikovych latek

Do odmeérné banky na 250 ml se zébrusem se navézi 5 g zkuSebniho vzorku, prida se 100 ml
extrakéniho roztoku (2.4), banka se uzavie zatkou a tiepe se 30 minut nalaboratorni trepacce. Poté se
baika vlozi na’5 minut do ultrazvukové lazné. Obsah barky se necha ustét a extrakt se filtruje pies
suchy husty skladany papirovy filtr do suché podloZzené nadoby. Prvnich 5 ml filtratu se nepouZzije.

Podle obsahu halofuginonu se extrakt naredi extrakénim roztokem (2.4) na koncentraci asi 4 - 10

mg/l.
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3. 2 HPLC stanoveni

3.2.1 Chromatografické podminky

Pred nastiikem na chromatografickou kolonu se ziskany extrakt podle ¢l. 3.1 filtruje pres
membrénovy filtr 0,45 nm nebo se odstiedi na laboratorni odstiedivce 3 minuty pii 10 000 ot./min.
Na chromatografickou kolonu se nasttikuje objem 10 m extraktu. Vlastni méteni, jak kalibracnich
roztoki tak i extrakti zkuSebnich vzorki, se provadi za nasledujicich separacnich podminek chro-

matografického systému:

Kolona: C18 - reverzni faze, NovaPak 4 nm, 250x4,6 mm (Waters)
Mobilni faze: (2.5)
Pritok: 1,0 ml/min

Teplota kolony: 40 °C
UV-detektor: 243 nm
Objem nastfiku: 10 m

3.2.2 Kalibrace

Do sady odmérnych banék na 25 ml se postupné pipetuje 0,5 - 1,0 - 2,0 a 5,0 ml zakladniho
roztoku halofuginonu (2.6.1), odmérné baiiky se doplni extrakénim roztokem (2.4) po znacku a
promichaji. Ziské se sada pracovnich roztoku o koncentraci 1,6 - 3,2 - 6,4 a 16,0 mg/l halofuginonu.
Kalibracni kiivka se pripravuje vZdy cerstva.

Pracovni roztoky halofuginonu se po ekvilibraci kolony (asi 10 kolonovymi objemy) nanasi na
chromatografickou kolonu (10 ml) a ze ziskanych pramérnych ploch jim odpovidagjicim pikim se
sestroji kalibracni kiivka.

4. Vypocet
Obsah halofuginonu (X) v mg/kg se vypogcita podle vzorce:

_CV.R
m

X

a

kde ¢ je koncentrace nifursolu odectena z kalibra¢ni kiivky v mg/l
V  objem extraktu v ml
R fedéni

m,  hmotnost zkuSebniho vzorku v g
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