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Stanoveni virginiamycinu metodou HPLC
1. Definice

Virginiamycin je viceslozkovy komplex produkovany Streptomyces virginae s
majoritni slozkou virginiamycinu M; a S;.

Pouzivaji jako ristovy stimulator dribeze, prasat a telat. Do krmnych smési je
pfidavan v obsazich 5-80 mg/kg. Stanovi se po extrakci dichlormethanem a po precisténim na
pevné fazi silica a pfevedeni do mobilni faze na reverzni fazi C;s s UV a fluorescenéni (FL)

detekcei on-line.

2. Chemikalie

2.1 Acetonitril HPLC grade

2.2 Djchlormethan; &istoty > 99,5 %, CH,Cl,

2.3 Aceton; &istoty > 99,5 %, CH3COCH3

2.4 Promyvaci roztok: Do odmérné banky na 500 ml se odmé&ii 40,0 ml acetonu (2.3) a
doplni dichlormethanem (2.2) po znacku a promicha.

2.5 Kyselina fosfore¢na, koncentrovana 85 %, p = 1,71 g.cm'3

2.6 Mobilni faze: Do odmérné baniky na 1000 ml se odméti 480 ml acetonitrilu (2.1), ptida
se 250 ml vody a 1 ml H3POy4 (2.5), doplni vodou po znacku a promicha.

2.7 Redici roztok: Do odmémé baiiky na 1000 ml se odmé&ii 700 ml acetonotrilu (2.1),
doplni vodou po znacku a promicha.

2.8 Patrony Silica pro SPE, (Waters - Sep-Pak Plus Cartridges Silica, WAT020520)

2.9 Standardni substance virginimycinu

2.10 Zakladni roztok: Do odmérné banky na 250 ml se navazi takové mnozstvi standardni

substance virginimycinu aby 1 ml roztoku obsahoval 0,2 mg virginimycinu v sumé
slozek M a Sy, rozpusti v acetonitrilu, doplni acetonitrilem po znacku a promicha.

3. Pracovni postup

Vzorek se upravuje homogenizaci a mletim na ¢astice o velikosti 1,0 az 0,5 mm tak,
aby se zabranilo prehtati vzorku béhem homogenizace a Srotovani a iprava vzorku se provadi
tésné pied jeho extrakci a dal$im zpracovanim, aby se zabranilo ztratam virginiamycinu.

3.1 Extrakce

Do koénické baniky na 250 ml se zabrusem se navazi takové mnozstvi zkusebniho
vzorku, aby obsahoval asi 0,5 az 25 mg virginiamycinu s piesnosti na 0,001 g. ZkuSebni
vzorek krmné smési se prelije 100,0 ml dichlormethanu (2.2), banka se uzavie zatkou a tfepe
se na laboratorni tfepacce 45 minut. Poté se necha rozpoustét 5 minut na ultrazvuku a
nasledné se filtruje suchym skladanym filtrem do suché podlozené nadoby, pticemz prvnich 5
ml se nepouZije.

3.2 Vlastni stanoveni
3.2.1 Cista latka, triturat a premixy dopliikovych latek (obsah > 600 mg/kg)

Z extraktu ziskaného podle Cl. 3.1 se napipetuje do odmérné banky na 10 ml az 25 ml
tak, aby vysledna koncentrace byla asi 10 mg/l. Odpaii se pod proudem dusiku k suchu a
doplni fedicim roztokem (2.7) po znacku, 1 minutu se rozpousti na ultrazvuku a promicha.
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Pied nastiikem na chromatografickou kolonu se extrakt odstfedi na laboratorni odstfedivce
po dobu 3 minut pii 10 000 ot/min nebo se prefiltruje pies membranovy filtr.

3.2.2 Krmné smeési - precisténi na SPE Silica

Patrony Silica se kondicionuji 5 ml dichlormethanu (2.2) a na patronu se nanese 1,0
az 10,0 ml extraktu ziskaného podle ¢l. 3.1. Extrakt se necha vsdknout a promyva se 3krat 4
ml promyvaciho roztoku (2.4). Patrona se necha 20 minut prosavat dusikem nebo vzduchem.

Virginiamycin se eluuje do odmérné baiiky na 2,0 az 10,0 ml elu¢nim roztokem (2.7)
po znacku tak, aby vyslednd koncentrace byla asi 10 mg/l. Pred nastiikem
na chromatografickou kolonu se extrakt odstiedi na laboratorni odstfedivce po dobu 3 minut
pii 10 000 ot/min nebo se prefiltruje pfes membranovy filtr.

3.3 Stanoveni HPLC
3.3.1 Chromatografické podminky

Vlastni méfeni, jak kalibra¢nich roztoki tak i extraktl zkuSebnich vzorki, se provadi
za nasledujicich separac¢nich podminek chromatografického systému:

Kolona: Nova-Pak Cig,4 um, 250x4,6 mm
Mobilni faze: Eluent A: acetonitril (2.1)
Eluent B: mobilni fdze (2.6)

Gradientova tabulka:

2

# Cas Pritok $A $B
(ml1)

1 0,00 1,00 0,0 100,0

2 1,00 1,00 0,0 100,0

3 12,00 1,00 0,0 100,0

4 12,50 1,40 100,0 0,0

5 18,50 1,40 100,0 0,0

0 19,00 1,00 0,0 100,0

7 24,00 1,00 0,0 100,0

8 29,00 1,00 0,0 100,0

9 30,00 1,00 100,0 0,0

10 150,00 1,00 100,0 0,0

11 151,00 0,00 100,0 0,0
Teplota kolony: 45 °c
Objem nastriku: 20 pl
Detektor **) Uv: 235 nm

FL: excitacni: 311 nm; emisni: 427 nm

RunTime: 24 minut (pro uvedenou kolonu a teplotu)
RetTime : Virginiamycin M; 4,4 minut

Virginiamycin S; 8,9 minut

. x
Pozndmka: )

3.3.2 Kalibrace

Oba detektory jsou zapojeny on-line
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Do sady odmérnych ban¢k na 50 ml se postupné pipetuje 0,5 - 1,0 - 2,0 a 5,0 ml
zakladniho roztoku virginiamycinu (2.10), odmérné banky se doplni fedicim roztokem (2.7)
po znacku a promichaji. Ziska se sada pracovnich roztokli o koncentraci 2 az 20 mg/l.

Na chromatografickou kolonu se nanasi 20 pl pracovniho roztoku. Z primémych
hodnot jim odpovidajicich ploch pikl se sestroji kalibra¢ni kiivka.

4. Vypocet
Obsah virginiamycinu (X) vyjadfeny v mg/kg se vypocita podle vzorce:

_c¢V.R
m

a

X

kde ¢ je koncentrace VGM odectena z kalibra¢ni kiivky v mg/1
m, hmotnost zkuSebniho vzorku v g
V  objem extraktu v ml
R fedéni, resp. zakoncentrovani



