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Seznam pouzitych zkratek a symboli

Symboly:
A
Abs

?N‘mh‘

viv

Wh

Zkratky:
ACN

CE
ELISA
GFC
HPLC

MECC

PBPs

RIA
RP-HPLC

plocha piku

absorbance

vyska piku

vyskovy ekvivalent teoretického patra
retenéni faktor

vlnova délka

délka kolony

rozdélovaci koeficient oktanol/voda
pocet teoretickych pater

relativni retence, separacni faktor
rozliSeni pro latky 1 a 2

retenni Cas latky

mrtvy retenéni Cas

objemovy podil

Sitka elucni k¥ivky pii zékladné

acetonitril

kapilarni elektroforéza (Capillary Electrophoresis)

enzymové imunostanoveni (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
gelova filtraéni chromatografie

vysokoucinna kapalinova chromatografie (High-Performance Liquid
Chromatography)

micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie (Micellar
Elektrokinetic Capillary Chromatography)

penicilin vézici proteiny (Penicillin Binding Proteins)
radioimunochemické stanoveni (Radioimmunoassay)

vysokoucinnd kapalinova chromatografie s obracenymi fazemi

(Reversed-Phase High-Performance Liquid Chromatography)



1 Uvod

1.1 Antibiotika a jejich vliv na zivotni prostredi

Antibiotika jsou nezbytnou soucasti naseho Zivota. Existuje nepfeberna Skéla latek
s antibiotickymi U¢inky, ale jen maly podil z nich se uplatiiuje na trhu. Pfi uzivani antibiotik se
¢ast z nich v téle vstieba, ¢ast se pfeméni na metabolity a zbyvajici dil se z organismu vylouci
do prostiedi. Takto vylouCené latky mohou byt toxické pro mnohé organismy a mohou mit
negativni vliv na Zivotni prostfedi. Nejen diky tomu jsou v posledni dobé v laboratofich hojné
zkoumanym materialem.

Mezi bézné piedepisované léky patfi mimo jiné i amoxicilin, ktery lze zafadit do skupiny
B-laktamovych antibiotik. Stanovit jej lze pomoci mnoha analytickych i biochemickych metod,
jejichZ neustaly vyvoj vede ke zjiStovani novych poznatkl o vlastnostech, chovani a vlivu
na Zivotni prostiedi.

Cilem této bakalaiské prace je ovéfit podminky pro stanoveni amoxicilinu a zjistit jeho

stabilitu v ¢ase metodou RP-HPLC.



2 Teoreticka cast

2.1 B-laktamova antibiotika

Charakteristickym rysem této vyznamné skupiny antibiotik z hlediska chemické struktury je
B-laktamovy kruh kondenzovany s heterocyklem. Podobnd struktura odrézi spoleény ucinek,
jimz je inhibice syntézy peptidoglykani bunééné sté€ny bakterii, coZz mé za nésledek smrt
mikroorganismu.

Peniciliny a cefalosporiny patii mezi vyznamné zastupce téchto antibiotik. Mezi dal$i druhy
B-laktamovych antibiotik se fadi monobaktamy, inhibitory [-laktamas a karbapenemy. UZzsi

rozdéleni 3-laktamovych antibiotik uvadi tab. 1.

Tab. 1 Rozdéleni B-laktamovych antibiotik'

Skupina Podskupina Vyznamné analogy
peniciliny benzylpeniciliny sodna sul penicilinu G, klemizol-penicilin G
fenoxypeniciliny penicilin V, propicilin

aminobenzylpeniciliny ampicilin, amoxicilin, bakampicilin

acylaminopeniciliny
karboxypeniciliny
izoxazolylpeniciliny

amidopeniciliny

azlocilin. piperacilin, apalcilin
karbenicilin, tikarcilin, temocilin
oxacilin, kloxacilin, flukloxacilin

mecilinam

cefalosporiny

skupina cefazolinu
skupina cefuroximu
skupina cefoxitinu
skupina cefotaximu
skupina ceftazidimu
skupina cefalexinu

skupina cefiximu

cefazolin. cefazedon

cefuroxim, cefamandol, cefotiam

cefoxitin, cefotetan, cefmetazol, flomoxef
cefotaxim, ceftizoxim, cefodizim, ceftriaxon
ceftazidim, cefpirom, cefepim

cefalexin, cefaklor, cefadroxil, cefprozil

cefixim, cefdinir, ceftibuten

karbapenemy

imipenem/cilastatin, meropenem, biapenem

monobaktamy

aztreonam

inhibitory 3-laktamas

kyselina klavulanov4, sulbaktam, tazobaktam




Mechanismus G¢inku B-laktamovych antibiotik spociva v zastavé ristu citlivych mikrobl
nahrazenim substratu potfebného k vystavbé bakterialni stény. Mista, kde k této vazbé dochazi,
jsou oznacovana jako PBPs (Penicillin Binding Proteins) a je jich n€kolik. Dojde-li v takovém
misté k biochemické zméné bilkoviny, pak se zde antibiotikum nenavaze a mikrob se stava
na toto antibiotikum rezistentnim.> Velkou piekazkou ve vyzkumu je, Ze svyvojem novych
B-laktamovych antibiotik roste i pocet enzymu (P-laktamas), které rusi jejich uéinky tim,
Ze hydrolyzuji B-laktamovy kruh. Odolnost vici pB-laktamasam je jednim z dilezitych faktort
v rozliSovani G¢inkl jednotlivych penicilinll (tab. 2) a cefalosporini. Neméné vyznamné jsou
1 rozdilna afinita k bunéénym receptorim a schopnost pronikat ptes bakterialni bunéénou sténu

(krypticita).'

Tab. 2 Klinicky uéinek vybranych penicilinovych antibiotik'

penicilin G~ amoxicilin mezlocilin  oxacilin  amoxicilin /
penicilin V klavulanové k.
statylokoky I++! ++ + ++ ++
bez penicilinasy
stafylokoky 0 0 0 I++! ++
s penicilinasou
pneumokoky ++! ++ ++ ++ ++
a streptokoky
enterokoky + I++! I++! 0 ++
E. coli 0 ++ I++! 0 I++!
Klebsiella 0 0 + 0 +
Proteus mirabilis 0 I++! ++ 0 +++
Proteus vulgaris 0 0 [++! 0 +
Pseudomonas 0 0 + 0 0
aeruginosa
Haemophilus 0 ++ ++ 0 I++!
Serratiu 0 0 + 0 0

maircescens

Pozn.: !++! = hlavni indikace, ++ = vétSinou ucinny, + = ¢aste¢né uinny, 0 = vétSinou neucinny



Z tab. 2 lze vycist, Ze zadné z uvedenych antibiotik nemé dostate¢né silnou aktivitu proti
v8em bakteriim. Soucasnost ale ptinasi vyvoj novych ptipravki se stale $irSim spektrem ucéink?.

Kombinaci antibiotik lze dosdhnout vyrazného zesileni UCinku (synergismu) obou latek.
Podstatou synergismu muiZe byt inhibice enzymatické inaktivace (amoxicilin s kyselinou
klavulanovou), dale také zvySeni priniku antibiotika do bakterie (kombinace [-laktamového
antibiotika s aminoglykosidem). V nékterych pfipadech vSak kombinace vedou naopak
ke snizeni vysledného uU€inku. K tomu dochazi pii soufasném podavani bakteriostatickych
a baktericidnich antibiotik, protoze u¢inek baktericidnich antibiotik je zavisly na aktivnim
mnozeni mikroorganizmt a dale také pfi soucasném podavani antibiotik, které silné indukuyji
B-laktamasy (imipenem, cefoxitin a ampicilin).3

Vyvijeni novych lé€iv je doprovazeno i1 nepfiznivymi aspekty. Bakterie se stdvaji stale
odolngjsi vic¢i vétsimu poctu antibiotik, jsou rezistentnéj$i. DalSim zdvaznym problémem je

1 vyluéovani antibiotik z organismu, coZ piispiva ke zneéi§téni Zivotniho prostiedi.



2.1.1 Amoxicilin

Amoxicilin byl poprvé popsan pracovniky firmy Beecham Co. v roce 1972 a nasledujici rok
byl zaveden do terapie.*

Amoxicilin, jehoz struktura je vyobrazena na obr. 1, je aminopenicilin, ktery je komeréné
dostupny jako trihydrat. Patfi mezi Sirokospektrd antibiotika a v kombinaci s klavulanovou

kyselinou, kterd je [B-laktamasovym inhibito-

HO. o~
‘l 1 i H H rem, si zachovava ucinek antibiotika 1 u kment
N . .8 [ . et v ouz . .
oY ﬁm@‘*s produkujicich penicilinasy. Pfi této kombinaci
NH N CH : o y e
2 o 4 3 je antibiotikum ve formé sodné soli, inhibitor
COOH . . , C e
laktamas jako stl draselna.* Amoxicilin je
bily krystalicky prasek rozpustny ve vodé
y Kry y p pustiny
Obr. 1 Chemicka struktura amoxicilinu a ethanolu a téméf nerozpustny v chloroformu
pustny

a etheru. Z dalSich chemickych vlastnosti lze
uvést jeho vysokou hydrofilnost (log P = 0,87). V porovnani s ampicilinem dosahuje pii stejné
davce mnohem vyssi sérové koncentrace a rychlej§iho baktericidniho u¢inku.

Podava se prevazné ordln€é ve formé rlznych tablet a roztokli. Vylu€ovani probiha
glomerularni filtraci i tubulérni sekreci. Pfi oralnim podani se pfiblizné 60 % z davky vylouci
v nezménéné formé mocéi a 20 % se pieméni na inaktivni metabolity. Parenterdlni podani
ve srovnani s oralnim je aplikovano v mnohem niz$i mite."*

Toto antibiotikum je aplikovéno pfi lé¢be infekci zplisobenych bakteriemi (bronchitida, zapal
plic. listeridoza) a infekei usi, nosu, mo€ovych cest a klize.

Pfi uzivani se mohou objevit béZzné nezadouci ucinky jako nevolnost, prijem a zvraceni,

ale 1 dal$i uc¢inky vazné€jsiho charakteru (¢asté krvaceni, kozni vyrazky).
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2.2 Metody stanoveni amoxicilinu

Na pocatku vSech analyz je velmi dualezity vybér vhodné metody. Amoxicilin byl
v minulosti analyzovan podle ucelu stanoveni rozsahlou Skalou metod mikrobiologickych,
biochemickych i analytickych.

Ke stanoveni pfitomnosti -laktamovych antibiotik v matricich typu mléko, maso, voda aj.
byly vyuzity imunometody (ELISA, RIA aj.)’.

Jednoducha kolorimetrickd metoda se vyuZziva ke stanoveni koncentrace amoxicilinu v lécich.
Je zaloZzena na reakci oxida¢niho produktu kyseliny askorbové (kyselina dehydroaskorbova)
s pfislusnymi penicilinovymi kyselinami ziskanymi degradaci antibiotik.®

Kapilarni elektroforéza (CE) s UV detekci byla také pouzita pro analyzu amoxicilinu v 1écich.
Ve srovnani s vysokou€innou kapalinovou chromatografii (HPLC) je rychl4, levna a spotieba
organickych rozpoustédel je mala. Nevyhodou je nizky injektovany objem vzorku, ktery snizuje
piesnost kvantifikace.” Metodou MECC (Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie)
se podarilo stanovit amoxicilin a kompletné oddélit neéistoty.8 K separaci necistot byla téz
pouzita gelova filtrani chromatografie (GFC).”

Déle byla zkoumana jednoducha a rychla UV/VIS spektrofotometrickd metoda, ktera nabizi
vyhody citlivosti a Sirokého rozsahu stanoveni bez potieby extrakce. Spektrofotometrie neni
ovlivnéna mirnou zménou experimentalnich podminek napt. acidity.'®'"!?

Dalsimi vhodnymi technikami jsou potenciometricka titrace'” a polarografie'*.

VysokotUc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) patiila v poslednich desetiletich mezi
hojné zkoumané a rozvijené metody. V dneSni dobé se fadi mezi vysoce vyvinuté analytické

15,16,17

techniky. Z literarnich poznatki je znadmo, Ze amoxicilin byl stanoven pomoci HPLC

v matricich typu sérum a plasma, mléko aj. V mnoha studiich byla pro toto stanoveni pouzita

kombinace HPLC s jinymi metodami.'?'*!®



2.3 HPLC

Vysokou¢inna kapalinova chromatografie, nékdy téz nazyvand vysokotlakd kapalinova
chromatografie ma zna¢nou vyhodu v Sirokém rozsahu pouzitelnosti. Pomoci této techniky lze

analyzovat az 85 % veskerych zndmych latek.

2.3.1 Princip separace

Mezi zékladni principy separace se v kapalinové chromatografii fadi adsorpce, rozdélovani
mezi dvé nemisitelné fadze na zakladé rizné rozpustnosti. iontovd vymeéna, biospecifické
interakce a sitovy efekt. Z uvedenych typl hraje v soucasnosti velkou roli rozdélovaci
chromatografie, kterd vyuzivé separace na chemicky vézanych fazich.

Jednim z kritérii pro volbu separa¢niho modu je molekulovd hmotnost analytd. Dulezitym
kriteriem je i jejich rozpustnost ve vodé a v organickych rozpoustédlech. 19

Efektivnost separace je ddna mnoha faktory, nejvyznamnéj$imi z nich jsou teplota kolony,
pratokova rychlost mobilni faze a objem davkovaného vzorku. Vysoky tlak také ptispiva
ke zlepSeni ucinnosti déleni.

Vyznamnou veli€inou pro chromatograficky systém je reten¢ni faktor &, pro ktery plati

t, —1
k: Rt M . (1)
A

kde tg je retencni Cas latky a tv je mrtvy retenéni ¢as.
Retence latek zavisi na poétu teoretickych pater » danych vztahem

L
n= )

kde L je délka kolony a H je vyskovy ekvivalent teoretického patra.
Selektivita latek 1 a 2 se uddva pomoci poméru jednotlivych retenénich faktorti, tento pomér se

nazyva relativni retence 7| ; nebo a; ;. Plati tedy
, (3)
Fijo= —. J
kl

V realnych systémech se zjist'uje hodnota rozliSeni pro latky 1 a 2 R) ,, kterd je definovana

2([,3,2 - [R,I)

Wyt W,

R/_g = (4)

kde wy ; je Sitka eluéni kiivky pfi zakladné.
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Za zakladni chromatograficky vztah je povaZovan

R,=Xt. 02 % (5)

Cilem chromatografie je vZzdy dosdhnout nejvy3si mozné ucinnosti. Ze vztahu (5) plyne,
Ze nejjednodussi cestou ke zvySeni u€innosti je zvySeni poctu teoretickych pater. Nevyhodou této
zmény je prodlouzeni doby analyzy. K lepS§imu rozliSeni mize pomoci 1 zména relativni retence,
pficemz je nutné upravit sloZzeni mobilni nebo staciondrni faze. Pii malych hodnotéch retenéniho

faktoru k- je rozliSeni Spatné.

2.3.2 Volba stacionarni faze

Typ stacionarni faze se voli podle uzivané techniky. Tvar, velikost, porozita a ¢astecna
mira distribuce podptirného materialu jsou diileZitymi vSeobecnymi charakteristikami stacionarni
faze.

Jako naplné kolon se diive pouzivaly zcela porézni ¢astice pravidelného kulovitého tvaru.
Jejich nevyhodou byla nizkd mechanickd odolnost pfi vysokych tlacich. Postupem ¢asu byly
nahrazoviny odolnéj$imi pelikularnimi naplnémi. Vys$i G¢innost a rychlost analyzy dnes
zajistuji naplné nepodrovité. Stabilitou a velkou odolnosti vi¢i zmé€nam pH se vyznacuji
monolitické sorbenty, nékdy téz oznaCované ,staciondrni faze ctvrté generace”. U slozZitych
smési se vyuzivaji vti§téné polymery.

Za nejrozsitengjsi typ sorbentu v HPLC lze povazovat silikagel. Tuto pozici zaujima diky
svym  vyznamnym  vlastnostem. Vyznafuje se mechanickou stabilitou, snadnou
modifikovatelnosti povrchu a vysokou porozitou. Na povrchu silikagelu se nachéazi silanolové
skupiny Si-OH, diky nimz je celd molekula polarni. Pfitomnost téchto skupin je dilezita
pro separaci. Reverzni faze na bazi silikagelu jsou dnes nejbéznéji pripravovany reakci vhodného
monofunkéniho organosilanu se silikagelem. Kovalentné vazany alifaticky fetézec, kterym
je nejcastéji oktadecylovd nebo oktylova skupina, udéluje vzniklé staciondrni fazi hydrofobni

charakter.”’ Nevyhodou tohoto sorbentu je jeho nestabilita ve vysoce kyselém ¢&i bazickém

prostiedi.
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2.3.3 Volba mobilni faze

Mobilni laze se v kapalinové chromatografii vyznamné podili na rozdéleni latek. Separaci
Ize ovlivnovat nejen zménou zastoupeni riznych rozpoustédel v mobilni fazi, ale i zménou pH,
iontové sily, ptfidanim ¢inidel, kterd se soluty tvoii iontové pary, komplexy apod.22 Neméné
dilezité jsou i vlastnosti z hlediska detekce, mobilni faze by méla poskytovat co nejmensi signal.

Optimalni mobilni faze by se méla vyznacovat nizkymi hodnotami viskozity, stlacitelnosti,
hrany absorpce ultrafialového zéfeni a toxicity. Separace téz zavisi na selektivité a elucni sile.
Rozpoustedla sefazend podle polarity tvoti eluotropni fadu.

Slozeni mobilni faze miZe byt béhem separaéniho procesu proménlivé nebo konstantni

(gradientova nebo isokratickd metoda).

2.3.4 Detekce

Detektory jsou vyznamnou sou¢ésti chromatografického systému. Jsou znamy dva zakladni
typy detekce, bud’ mohou byt detekovany vlastnosti mobilni faze (index lomu) nebo vlastnosti
analytu (UV absorpce, fluorescence).

Mezi nejcastéji pouzivané se fadi spektrofotometrické detektory. Tyto detektory jsou
spolehlivé, citlivé a selektivni. PouZivaji se detektory pro méfeni v UV a UV-VIS oblasti. Velmi
dokonalé jsou rychlé spektrofotometry fizené mikropocitatem. Lze tak ziskat trojrozmérné
zaznamy signalu detektoru, kde slozky chromatografované smeési jsou rozdéleny v doménach
Casu a vinové délky.*

Citlivejsim a selektivnéjsim detektorem je detektor fluorimetricky.

Univerzalni, ale pfesto méalo pouzZivany je detektor refraktometricky. Je to zpdsobeno nizsi
citlivosti a zavislosti odezvy na teploté.

Mezi metody uzivané k elektrochemické detekci patii konduktometrie, coulometrie,
polarogralfic. voltametrie a potenciometrie.22 Vyhodou je mozZnost regulace selektivity zménou

potencialu pracovni elektrody.
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3 Experimentalni Cast

3.1 Chemikalie

K ptipravé mobilnich fazi byly pouzity nasledujici chemikalie: acetonitril (ACN),
R CHROMASOL V for HPLC, Sigma-Aldrich, Némecko; deionizovana voda, Milli Q,
Millipore.  Milford, USA; dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného (NaH,PO42H,0),
Lachema, Neratovice, CR; kyselina trifluoroctovd (CF;COOH), Romil Chemicals, UK
a k upravé pH 85% kyselina fosfore¢na (H;POs), Lachema, Neratovice, CR.

Analyzovanym vzorkem byl amoxicilin ((25,5R,6R)-6-[[(2R)-amino(4-hydroxyfenyl)acetyl]
amino]-3.3—dimethyl-7—oxo0—4-thio—1-azobicyklo[3.2.0]heptan—2—karboxylova kyselina) firmy

Sigmau-Aldrich, Némecko.

3.2 Pristroje

Hlavni c¢ast meéfeni byla provadéna na kapalinovém chromatografu sestavajiciho se
z vysokotlaké pumpy PU 4015 firmy Pye Unicam, Velka Britanie, UV detektoru UV PU 4020
taktéz od firmy Pye Unicam a dévkovade Rheodyne, Cotati, California, USA se smyckou
o objemu 20 pl. Data byla vyhodnocena pocitatovym programem CSW 32, Data Apex, Praha,
CR. Dale byla pouzivana kolona Cjg s reverzni fazi (150 mm x 4.0 mm, ID 5 pm), Purospher,
LiChroCART. Merck, Némecko.

Vzorky byly navaZzeny na analytickych vahach Precisa, 262 SMA-FR, Svycarsko a
davkovany injekéni sttikatkou 25 ul, Hamilton, Svycarsko. Mobilni faze byla odvzdu$néna
v ultrazvuku ULTRASONIC LC 30H, P-LAB, Ceska republika a pH pufru bylo upraveno
pomoci pH-metru 3510 JENWAY, Velka Britéanie.

K mcieni stability byl déle pouzit spektrofotometr PU 8800 UV/VIS, Pye Unicam, Velka
Britanie s kifemennymi kyvetami (1 cm).

Grafy byly vyhodnoceny programem Origin 7.0, OriginLab Corporation, USA.



4 Vysledky, diskuze

4.1 Slozeni mobilni faze

Na ziklade literarnich L'1daj1°1|3‘23‘24 byla pro separaci amoxicilinu zvolena C3 kolona
s reverzni [dzi a vinova délka detekce 210 nm.

Jako prvni byla proméfovana mobilni faze ACN/H,O a byl sledovan vliv obsahu ACN
na retenci amoxicilinu v rozsahu 60 - 20 obj. %.

Volba tohoto sloZeni nebyla zcela vhodnd, jelikoz analyt eluoval ve velmi kratkém case.
Reten¢ni Cas analytu nebyl piili§ odliSny od mrtvého casu kolony, amoxicilin koeluoval
se systémovym pikem (obr. 2). Ani sniZeni obsahu ACN v mobilni fazi nevedlo k prodlouZeni
eluce.

Amoxicilin obsahuje n€kolik ionizovatelnych skupin, z nichz karboxylovd a hydroxylova
skupina jsou kyselého charakteru. V systému ACN/voda jsou pravdépodobné deprotonizované,

coz piispiva k velmi rychlé eluci latky z kolony.

600 —

odezva detektoru, mV

t, min

Obr. 2 Separace amoxicilinu v mobilni fazi ACN/voda
Separa¢ni podminky: mobilni faze 20/80 (v/v) ACN/H,O

pratok 0,7 ml/min, A =210 nm.
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V dalsim méfeni byla zdivodu S3patné separace od mrtvého casu deionizovand voda
zaménéna za fosfatovy pufr. Fosfatovy pufr byl pfipraven jako 0,01 M roztok dihydratu
dihydrogenfosfore¢nanu sodného (NaH,PO4-2H,0) a pH bylo upraveno na hodnotu 3,5.

Pii volbé mobilni faze ACN/fosfatovy pufr v poméru 80/20 (v/v) se neprojevila Zadna zména
v separaci, analyt eluoval prakticky s mrtvym ¢asem. V dusledku toho byl obsah pufru v mobilni
fazi postupné zvySovan na 40, 60 a 80 obj. %. Pii 80 obj. % fosfatového pufru se rozliseni mirné
zlepsilo (viz obr. 3), ale toto zastoupeni mélo negativni vliv na reten¢ni ¢as analytu, jez byl kratsi
nez mrtvy retencni ¢as.

Volba lostatového pufru se ukazala jako nevhodna.

500 -

odezva detektoru, mV

Obr. 3 Sceparace amoxicilinu v mobilni fazi ACN/fosfatovy pufr
Separa¢ni podminky: mobilni faze 20/80 (v/v) ACN/fosfatovy pufr (pH 3,5),
prutok 0,7 ml/min, A =210 nm.
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Vzhledem k p#ili§ kratkému retenénimu ¢asu analytu byl fosfatovy pufr nahrazen kyselinou
trifluoroctovou (TFA) o koncentraci 0,1 %. Z literatury je znamo, Ze vyS$S$i koncentrace se
z diivodu ochrany kolony nedoporucuje a nebyl prokdzan pozitivni vliv na separaci pii vyS$§im
obsahu TFA nez 0,1 %,

Byl proméfen pribéh separace amoxicilinu v rdznych pomérech ACN/0,1% TFA, a to
postupné se vzristajicim obsahem 0,1% TFA v rozsahu 40 — 85 % obj.

Diky tvorbé iontového paru amoxicilinu a TFA byla polarita analytu sniZena, a tim mohl byt
siln€ji zadrzovan na nepolarni stacionéarni fazi. V dasledku tohoto efektu doslo pii zvySovani
obsahu TFA v mobilni fazi k prodluZovani reten¢niho ¢asu analytu, coZ uvadi mimo jiné tab. 3.

Byla nalezena optimalni mobilni faze ACN/0,1% TFA 15/85 % obj. (obr. 4).

400

300 —

200 —

odezva detektoru, mV

-100 H

-200 H

Obr. 4 Separace amoxicilinu za pritomnosti 0,1% TFA v mobilni fazi
Separacni podminky: mobilni faze 15/85 (v/v) ACN/0,1% TFA.,
pritok 0,7 ml/min, A =210 nm.

Tab. 3 Vliv obsahu 0,1%TFA na retenc¢ni ¢as analytu a na asymetrii piku

Obsah 0,1% TFA (obj.%) tr (min) Asym
40 1,21 3,300
60 1,72 0,684
80 2,86 1,667
85 4,00 1,667
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4.2 Kalibrac¢ni zavislosti

Za optimalizovanych separa¢nich podminek byla proméfena kalibra¢ni zavislost ploch
a vy$ek pikil na vzristajici koncentraci amoxicilinu v rozsahu 5 — 250 pug/ml. Z obr. 5 plyne,
Ze pii tomto rozsahu koncentraci byla kiivka pro plochy pikl linedrni. V piipadé vySek pika
(obr. 6) byla kiivka vyhodnocena pouze do koncentrace 175 pg/ml, jelikoZ pfi vy$$im obsahu
amoxicilinu se projevila zna¢na nelinearita. Pomoci smérodatnych odchylek jednotlivych bodt

byly vymezeny chybové usecky a pas spolehlivosti.

|

20000 y=73,5663x + 48,033

] R?=0,9999

A, mV.s

16000

12000

8000

4000

I
250
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Obr. 5 Kalibraé¢ni kiivka amoxicilinu vyhodnocovana z ploch piki
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< i y = 4,326x + 27,418
750 — R?=0,9962
600 —
450
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Obr. 6 Kalibraéni kfivka amoxicilinu vyhodnocovana z vysek piki
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4.3 Mez detekce a mez stanovitelnosti
Mez detekce byla vypoéitdna z trojnasobku amplitudy Sumu a mez stanovitelnosti
z desetindsobku amplitudy Sumu. Jestlize amplituda Sumu zékladni linie byla 2,0298 mV,
pak trojnasobku Sumu odpovida 6,0894 mV a desetinasobku 20,2980 mV.
Rovnice linearni regrese kalibraéni kiivky z vysek piki:
y=4,326x +27.418 (6)
Z rovnice (6) byla po zanedbani useku 27,418 vypocitana mez detekce, kterd odpovidala

koncentraci 1,41 pg/ml a analogicky mez stanovitelnosti, jeZ byla rovna hodnoté 4,69 pg/ml.

4.4 Stabilita amoxicilinu mérena metodou HPLC

Byly vybrany dvé koncentrace amoxicilinu (100 pg/ml a 10 pg/ml) pro stabilitni studii.

Pfi optimalizovanych separa¢nich podminkach (mobilni faze ACN/0,1% TFA 15/85 (v/v),
pritok 0.7 ml/min, A = 210 nm) byly nejprve proméfeny Cerstvé pfipravené roztoky obou
koncentraci.

Pro stabilitni studii byla zvolena tfi rizna prostiedi, ve kterych byly vzorky o koncentracich
100 pg/ml a 10 pg/ml uloZeny. Prvnim prostfedim bylo dobie osvétlené misto pii pokojové
teploté, tytéz roztoky o stejné koncentraci byly umistény do temna taktéZ za pokojové teploty a
posledni dva vzorky byly uchovavany v temnu pti 4 °C.

Stabilita byla proméfovana po 3, 7, 14, 21 a 86 dnech.

4.4.1 Stabilita amoxicilinu na svétle pri pokojové teploté

Amoxicilin se vyznacuje fyzikalni a chemickou nestabilitou ve vodé. Jeho B-laktamové jadro
je velice labilni a citlivé na svétlo, teplo a vlhkost.

Tab. 4 ukazuje, Ze antibiotikum o koncentraci 0,1 mg/ml se pfi udanych podminkéch zacalo
rozkladat jiz po tfech dnech. Zhruba po tfech tydnech v roztoku prevazovaly rozkladné produkty
nad plvodnim amoxicilinem. Vzorek byl naposledy prométen po tfech mésicich, resp. po 86
dnech. pficemz se ukézalo, Ze plivodni amoxicilin byl zcela rozloZen. Na obr. 7 je vidét srovnani
stabilitnich krivek ¢erstvého amoxicilinu, dale amoxicilinu po 7 a 86 dnech.

Z naméienych hodnot lze dale pozorovat, Ze plocha piku pivodniho amoxicilinu neodpovida
sou¢tu ploch pikd amoxicilinu proméfovaného v dalSich dnech (viz tab. 4, 5, 6 a 7). Je to
pravdépodobné zpusobeno tim, ze rozkladné produkty maji jiné absorpcni spektrum.
nez puvodni analyt tzn., Ze molarni absorpéni koeficienty pii dané vinové délce 210 nm jsou

nizsi.
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Tab. 4 Stabilita amoxicilinu (0,1 mg/ml) na svétle pri teploté 22 °C

b Amoxicilin Rozkladné produkty amoxicilinu
ny
frR(min) | AmV.s) | fr(min) | A(mV.s) | fr(min) | A(mV.s) | tr(min) | A(mV.s)
0 4,23 7367,92 -—-- -—-- ---- - -—-- -—--
3 4,10 7016,79 2,88 214,88 3,54 100,48 -—-- ----
7 4,19 5214,37 2,91 1060,63 3,58 268,11 -—-- -—--
14 4,08 1858,86 2,90 2052,28 3,45 195,91 4,72 124,38
21 4,14 520,42 2,83 2185,67 3,50 138,44 4,95 257,40
%6 2,73 17,81 3,62 128,64 5,18 1210,23
6,63 476,11 9,01 1200,38 -—-- -—--
Pozn.: ---- = zadna odezva detektoru
>
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Obr. 7 Stabilita amoxicilinu (0,1 mg/ml) v ¢ase (HPLC)
Separa¢ni podminky: mobilni faze 15/85 (v/v) ACN/0,1% TFA,

pritok 0,7 ml/min, A =210 nm.

Kftivka 1: ¢erstvé pfipraveny amoxicilin; kiivka 2: po 7 dnech; kfivka 3: po 86 dnech.
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Tab. 5 ukazuje taktéz stabilitu amoxicilinu na svétle a pii pokojové teploté. Jedinym rozdilem
je koncentrace amoxicilinu 0,01 mg/ml. Pfi srovnani vysledkl stab. 4 je vidét, Ze pfi niZsi
koncentraci amoxicilinu bylo mozné detekovat rozkladné produkty az po 14 dnech, zatimco u

koncentrace 0.1 mg/ml jiZ po 3 dnech.

Tab. 5 Stabilita amoxicilinu (0,01 mg/ml) na svétle p¥i teploté 22 °C

Dny Amoxicilin Rozkladné produkty amoxicilinu
[r(min) | A(mV.s) | fr(min) | AmV.s) | fr(min) | AmV.s) | fr(min) | A(mV.s)
0 4.24 684,78 - o - e ---- -
3 4,12 687,83 ---- ---- S - ---- -
7 4,19 683,23 - - - ---- -—-- -
14 4,02 569,11 2,72 63,32 3,43 7,77 e -
21 - ---- 2,95 342,42 3,32 154,89 -—-- -
86 e - e e 3,21 209,10 5,22 118,61
Pozn.: ---- = zddnd odezva detektoru

4.4.2 Stabilita amoxicilinu v temnu pri pokojové teploté

V tab. 6 lze pozorovat, Ze pokojova teplota ma na rozklad B-laktamového jadra amoxicilinu
znacny vliv. Ochrana vzorkd pied svétlem zpomalila degradaci jen mirné. Po 86 dnech byl
pivodni amoxicilin taktéz zcela rozlozen.

Pii prométovani niZ§i koncentrace amoxicilinu (0,01 mg/ml) bylo mozné detekovat prvni

degradac¢ni produkty aZ po 14 dnech, obdobné jako tomu bylo v prostiedi svétla a 22 °C.

Tab. 6 Stabilita amoxicilinu (0,1 mg/ml) v temnu p¥i teploté 22 °C

Dny Amoxicilin Rozkladné produkty amoxicilinu
fr(min) | A(mV.s) | tr(min) | A(mV.s) | fr(min) | A(mV.s) | fr(min) | A(mV.s)
0 4,23 7367,92 - - ---- ---- ---- ----
30 4,08 7229,35 2,88 164,66 | 3,52 68,92 - -
7 4,15 6813,71 2,89 481,21 3,55 99,60 ---- -—--
14 4,05 5115,60 2,89 799,80 | 3.45 112,93 - e
21 4,26 1533,34 2,94 | 2393,70 | 3.62 219,65 5,07 154,92
86 ---- - 2,95 759,41 3,48 129,60 4,95 950,87
Pozn.: ---- = zadné odezva detektoru
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4.4.3 Stabilita amoxicilinu v temnu p¥i teploté 4 °C

Viditelnd zména nastala pii uchovéavani vzorku v lednici pii 4 °C. Pti proméfovani roztoku
amoxicilinu postupné po 3, 7, 14 a 21 dnech se sniZovala koncentrace jen minimélné. Zhruba
po tiech mésicich se objevily prvni rozkladné produkty amoxicilinu. Z tab. 7 plyne, Ze analyt
je vtomto prostiedi vysoce stabilni, po 86 dnech zlstalo ve vzorku 94,5 % pavodniho

amoxicilinu.

Obdobny pribéh méla i nizsi koncentrace 0,01 mg/ml uchovavana v tomto prostiedi.

Tab. 7 Stabilita amoxicilinu (0,1 mg/ml) v temnu p¥i teploté 4 °C

Dny Amoxicilin Rozkladné produkty amoxicilinu
fx(min) | A(mV.s) | r(min) | A(mV.s) | (r(min) | A(mV.s) | fr(min) | A(mV.s)
0 423 7367,92 - - - - - -
3 4,09 7372,39 - e - -—-- - -
7 4,13 7363,54 - e - e -—-- -
14 4,11 7321,53 e e e ---- ---- -—--
21 422 7299.,36 - - - - --- -
86 4,08 6959,79 2,81 303,05 3,24 27,56 - -
Pozn.: ---- = Zadné odezva detektoru
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4.4.4 Srovnani chovani amoxicilinu v riznych prostredich

Pti porovnani nameéfenych hodnot v prostfedich svétlo pii 22 °C a temno pii 22 °C bylo
zjisténo, ze rozdily ve vysledcich jsou minimalni. Z obr. 8 lze vycist, Ze pribéh degradace
v techto dvou prostfedich byl velice podobny. Markantni zména nastala v prostfedi temna

pii 4 °C.
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Obr. 8 Srovnani rozkladu piivodniho amoxicilinu (0,1 mg/ml) v riznych
prostiredich (HPLC)
Separacni podminky: mobilni faze 15/85 (v/v) ACN/0,1% TFA,
pratok 0,7 ml/min, A =210 nm.
Kiivka 1: Degradace amoxicilinu v temnu a pii 4 °C.
Ktivka 2: Degradace amoxicilinu v temnu a pii 22 °C.

Ktivka 3: Degradace amoxicilinu na svétle a pti 22 °C.



4.5 Stabilita amoxicilinu mérena spektrofotometricky

Spektrofotometrické sledovani stability amoxicilinu bylo zvoleno jako dopliikova orienta¢ni
metoda. Tato metoda byla pro sledovéni stability hojné vyuzivana v minulosti, v dnesni dobé
je nahrazovana metodou HPLC, ktera se stala stéZejni ¢asti této prace.

Z hlediska skute¢nosti, Ze spektrofotometrickd metoda byla brana pouze jako dopliikova, byly
vzorky o koncentraci 100 pg/ml proméfeny pouze ve dvou casovych intervalech, a to jako
cerstve piipravené (0 dni) a po 3 mésicich pii jejich ulozeni na vySe uvedend mista (obr. 9-12).
Spektrum bylo méfeno v rozsahu vlnovych délek 190 az 1100 nm. Blankem byla zvolena
deionizovana voda. Ve viditelné oblasti analyt neabsorboval, jelikoz roztok amoxicilinu v H,O je
bezbarvy.

Na obr. 9 je vidét prib&h spektra Cerstvé pfipraveného roztoku amoxicilinu. Z grafu byla

odectena lokalni maxima amoxicilinu 193 a 230 nm.

1.4

Abs

200 250 300 350 400 450 500
A,nm

Obr. 9 Prubéh UV/VIS spektra Cerstvé pripraveného roztoku amoxicilinu
v H,O(0,1 mg/ml)
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Obr. 10 ukazuje pribéh spektra amoxicilinu uloZzeného 3 mésice v lednici pii 4 °C. Z tohoto
obrazku lze vy¢ist lokalni maxima amoxicilinu taktéZ 193 a 230 nm. Toto spektrum bylo odli$né
od spektra Cerstvého roztoku jen minimalné€, coZ je mozné odvodit i z tab. 7, z niZ je vidét, Ze

plivodni amoxicilin i po 86 dnech pievazuje nad degrada¢nimi produkty.
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Obr. 10 Pribéh UV/VIS spektra roztoku amoxicilinu v H,O (0,1 mg/ml) po 3 mésicich

skladovani v temnu a pri 4 °C

Nasledujici spektrum (obr. 11) pfedstavuje prostfedi temna pii 22 °C, kde je mozZné vidét
podstatné zvy3Seni lokalniho maxima pfi vlnové délce 350 nm a naopak mirné sniZeni absorbance
pii 230 nm. Tato skute¢nost objasiiuje jiZ dfive zminénou nerovnost v sou¢tu ploch — degradacni

produkty amoxicilinu absorbuji ve vétsi mite pfi 350 nm.

Abs

200 250 300 350 400 450 500

Obr. 11 Prubéh UV/VIS spektra roztoku amoxicilinu v H,O (0,1 mg/ml) po 3 mésicich

skladovani v temnu pfi 22 °C
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Nejvétsi zastoupeni rozkladnych produktli amoxicilinu obsahoval vzorek o koncentraci
0,1 mg/ml uloZeny na svétle a pfi pokojové teploté, coz odrazi i absorpéni spektrum (obr. 12).
Ve srovnani s piedchozim spektrem (obr. 11) se absorbance pii vinové délce 350 nm jesté mirné

zvysila.
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Obr. 12 Prubéh UV/VIS spektra roztoku amoxicilinu v H,O (0,1 mg/ml) po 3 mésicich

skladovani na svétle a 22 °C
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5 Zavér

Cilem této bakalatské prace bylo ovéfeni podminek pro vhodnou separaci amoxicilinu
metodou RP-HPLC a zjisténi jeho stability v rlznych prostfedich po urcitych casovych
intervalech.

Na pocatku byly zvoleny z literatury zndmé parametry. a to kolona C,g sreverzni fazi
a vinova délka 210 nm. Vhodné separace amoxicilinu bylo docileno postupnymi zménami
ve slozeni mobilni faze. Nejprve byla testovana mobilni faze ACN/H,O v riznych
procentuédlnich pomérech. Bylo zjisténo, Ze tato mobilni faze nemd pfiznivy vliv na retenéni ¢as
analytu. Ddle bylo pfedpokladano, Ze zdména vody za fosfatovy pufr v mobilni fazi rozdéleni
pikt zlepsi. Nevyhodou této zmény bylo posunuti retenéniho ¢asu analytu pfed mrtvy cas
kolony. Vzhledem ktémto vysledkim byl fosfatovy pufr nahrazen 0,1% kyselinou
trifluoroctovou, ktera diky svym vlastnostem vice zadrzuje analyty v koloné. Podminky separace
byly proméfeny v né€kolika rGznych pomeérech mobilni faze ACN/TFA. Vysledkem bylo
nalezeni vhodnych podminek pro separaci amoxicilinu metodou RP-HPLC: mobilni faze:
ACN/0,1% TFA 15/85 (v/v), pratokova rychlost: 0,7 ml/min a vlnova délka: 210 nm.

Z proméienych kalibra¢nich zavislosti vyplyva, Ze pro urceni linedrniho rozsahu koncentraci
je presnéjsi vyuzit vySek pikd, kde se nelinearita projevila drive. Z kalibraéni kiivky pro vysky
pikl byly vypoc¢itany hodnoty pro mez detekce (1.41 pg/ml) a mez stanovitelnosti (4,69 pg/ml)
amoxicilinu.

Daéle byla provedena stabilitni studie amoxicilinu metodou RP-HPLC a spektrofotometricky.
Z naméfenych vysledkli bylo zjisténo, Ze k nejrozsahlejsi degradaci amoxicilinu dochdzi
pfi pokojové teploté a na svétle. Pii stejné teploté¢ a v temnu byl rozklad témét srovnatelny,
jen mirn¢ pomalejsi. Prostiedim, ve kterém byl roztok amoxicilinu nejstabilngjsi, bylo temno
a teplota 4 °C. V tomto prostfedi se vzorek zacal rozkladat az po tfech mésicich, kdezto roztok
amoxicilinu uloZeny na svétle a pii pokojové teploté jiz po 3 dnech. Ve vzorku (0,1 mg/ml)
uloZeném v prostiedi temna pii 4 °C zlstalo po 86 dnech 94,5 % pivodniho amoxicilinu.

Tyto vysledky byly ovéfeny doplitkovou spektrofotometrickou metodou.

Z hlediska zivotniho prostredi 1ze z této stabilitni studie vyvodit, ze k rychlejSimu rozkladu

antibiotik v fi¢ni vodé dochézi v letnim obdobi, kdy teplota vod stoupé k 20 °C.
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