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Abstrakt

Tato bakalgska prace je zafhena na nalezeni optimalnich segafah podminek
ve vysokodinné kapalinové chromatografii pro &sétyr zastupa tetracyklinovych
antibiotik — tetracyklinu, chlortetracyklinu, doxygdinu a oxytetracyklinu. B vyvoji
metody byly pouzitytyfi rizné chromatografické kolony s oktadecylovou staminnfazi
v mobilnich fazich otzném sloZzeni v reverznim modu s izokratickou el&¥i.pouZziti
dvou kolon (Astec C18 a Atlantis C18 |.) se pidldarozseparovat testovanou &sn
tetracyklimi na z&kladni linii. Nejvhodf)Simi separ&nimi podminkami jsou kolona
Atlantis C18 I. s mobilni fazi o sloZzeni ACN/0,1%sklina mraveti 15/85 (v/v) pii
pratoku mobilni faze 2 ml/min. Za¢thto optimalizovanych podminek doslo k rotemhi

vSech¢tyi analyti na zakladni linii do 27,5 minut.

Kli¢ova slova: vysokatinna kapalinova chromatografie, reverzni méd, tgtkhnova

antibiotika, optimalizace separace



Abstract

The aim of this work is to develop and to optimizBLC method for separation of a
set of four tetracycline antibiotics - tetracyclinghlortetracycline, oxytetracycline, and
doxycycline. Four different reversed octadecylesilstationary phases in various mobile
phase compositions were examined in isocraticalufihe baseline resolution of all the
analytes was obtained by using two columns - A48 and Atlantis C18 I. The
optimized separation system consisted of Atlanfi8 C column, ACN/0.1% formic acid
15/85 (v/v) as the mobile phase and flow rate ahiZnin. The baseline resolution was
achieved and the analysis time did not exceed 2ih&tes.

Key words: high performance liquid chromatograplhgyerse mode, tetracycline

antibiotics, optimization of separation.
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Seznam pouzitych zkratek a symbol a:

Zkratka Nazev

A faktor symetrie

ACN acetonitril

ADTC 2-acetyl-2-dekarboxyamidotetracyklin

ATC anhydrotetracyklin

CTC chlortetracyklin

DAD detekce diodovym polem (diode array detection)

DC doxycyklin

DMC demeclocyklin

DMF N,N - dimethylformamid

DMTC dimethyltetracyklin

EATC 4-epianhydrotetracyklin

ETC 4-epitetracyklin

GC plynova chromatografie (gas chromatography)

GIT gastrointestinélni trakt

HPLC vysoko&inna kapalinova chromatografie (high performanqaiti
chromatography)

k retereni faktor

LC-MS-MS kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnogisktsometrii
(liquid chromatography-mass spectrometry)

MC minocyklin

MCC meclocykKlin

MeOH metanol

MF mobilni faze

M, relativni molekulova hmotnost

MTC methacyklin

oTC oxytetracyklin

PAD pulzni ampérometricka detekce (pulsed amperomadtection)

RP-HPLC chromatografie s obracenymi fazemi (reversed phageperformance
liquid chromatography)

Rs rozliSeni

SF stacionarni faze

TC tetracyklin

tr reteréni ¢as

tRNA transferova ribonukleova kyselina

uv ultrafialova oblast spektra (ultraviolet)

VIS viditelna oblast spektra (visible)




1 Uvod

Tetracykliny byly objeveny a uvedeny do praxe v &dech 20. stoleti, avSak jiz
v 60. letech 20. stoleti byla zj#ia rezistence bakteri&higella dysenteriaevici
tetracyklinu.

| pres tento fakt se tetracykliny &y uzivat v humanni medicirproti infelk¢nim
onemocgnim dychacich cest a gastrointestinalniho traktejigh (€inek bylo mozno
vyuZzit i v hospodéstvi, kde slouzily pedevSim k profylaxi a jakaistové stimulatory.

V dnesni dob nejsou tetracykliny v humanni medi€iprilis uzivany, tak, jako
ve 20. stoleti, fedevsim kili rezistenci a nezadoucintiakim na organizmus,ipsto si
stadle zachovavaji Uzké poleigpbnosti zejména ve zvlaStnich indikacich. Uziti ve
veterinarni medicintak markantniho poklesu nenabralo a i zde jsoik#@ne, které imo
vyZaduji I€bu €mito antibiotiky. Situace v hospoitvi je jiz dana zakonem.

Nadnmeérné uzivani tetracyklinovych antibiotik méa za nésle jednak rezistenci
bakterii, tak jejich kolo&h v Zivotnim prosedi. A proto jeieba, aby byl tento problém
bran vaza a byly vyvijeny vhodné metody, kterymi lze jednédwzjistit gitomnostci
negitomnost tetracyklith nag. ve vrstvach fidy, ve stojatych nebo odpadnich vodach.

Cilem prace bylo nalezeni optimalnich podminek peparacictyi uzivanych
tetracyklini pomoci metody vysok@inné kapalinové chromatografie. Vzhledem k polarni
povaze latek bylo uzito reverzniho modu. Byla podxana separace n&nych kolonach

a @i raizném slozeni mobilni faze.



2 Antimikrobialni latky

Antimikrobialni latky neboli antibiotika, jsou &k pasobici bakteriostatickyti
baktericid proti mikroorganizmdim (nag. bakterie, ricketsie, mykobakterie, houby).
Bakteriostaticka antibiotika zastavuiist bakterii, avSak baktericidni antibiotikumiilky
mikroorganizmu vetné spor usmrti. Tyto dva #goby ®&inku maji jisté vymezené
hranice, picemz zalezi fedevSim na daném mikroorganizmu, pouzité antimiéaiob
latce a jeji koncentraci a na celkové delxpozice [1].

Bylo objeveno desetitisice antimikrobialnich latekySak pouze desitky z nich
muzeme uZivat v humannii veterinarni medicih a jedna se o latky jakiijpodniho
puvodu, tak latky (semi)syntetické. Antibiotikateme dlit do nekolika skupin dle
raznych vlastnosti — né@p podle mivodu, mechanizmu dinku ¢i biologické aktivity,

nejvice pohodinédeni je podle chemické struktury [2].

2.1 Tetracyklinova antibiotika

Prvni izolovany tetracyklin byl chlortetracyklin 448, Streptomyces aureofacigns
ktery byl zarove jako prvni uveden do praxe. DalSim izolovanym byitetracyklin
(Streptomyces rimosus v roce 1953 byl katalytickou dehalogenaci oxbtracyklinu
piipraven tetracyklin, ktery byl nasleglizolovan zeStreptomyces viridofacilys, 4].

Z mikrobiologického hlediska jsou tetracykliny bekobstaticky msobici latky se
Sirokym spektrem dinku proti gram-pozitivnim/gram-negativnim i aeraivanaerobnim
bakteriim, dale proti virm, chlamydiim¢i prvokam. Producenti tetracyklinjsou iizné
kmeny roduStreptomycespraw z €chto girodnich tetracyklin jsou gipraveny derivaty
pomoci chemickéiemeny (doxycyklin, minocyklin) [2].

Z chemického hledisk&gadime tetracykliny mezi organické polycyklické wdiky
(derivaty oktahydrotetracenu) étyii Sestélenné lineara kondenzované cykly tw¥o
molekulu tetracykli@ [5,3]. Obrdzek 1 ukazuje zakladni chemickou dgtruk
tetracyklini.
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Obr. 1. Z&kladni chemickd struktura tetracyklin

Stereochemie tetracyklinovych latek je pon¢ slozZita. Charakter substituce udava
pocet chiralnich center, kterychibe byt v jedné molekule az Sest. Je pravidlematiey |
jak piirodniho mivodu, tak latky semisyntetické obsahuji pouze jademer [3].

Hlavni podminkou zachovani aktivit§chto antibiotik je zakladni skelet, ktery vytva
dva chromoforni keto-enol systémy na uhlicich-CC, a dale na €— Cp,. Tyto dva
skelety davaji tetracykliom jejich zluté zabarveni. Naopak na uhlicich G, C; a G lze
bez vyznamného ovliwmi antimikrobialni struktury za#émovat vodik, methyl,
hydroxylovou skupinui nagiklad chlor [3].

Vzhledem k rezistenci bakterii je s@snou snahou substituce v poloze 9 a to
dimethylglycylamino-skupinou diky pomalejSimu mettidkému odbouravani této latky
rezistentnimi bakterialnimi kmeny [3].

2.1.1 Struktury tetracyklin a

Studovana sis tetracyklimi byla tvdena ¢tyimi zastupci, jeZz ukazuji nasledujici
obrazky.

Obr. 2. Tetracyklin
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Obr. 3. Oxytetracyklin

Obr. 4. Chlortetracyklin

Obr. 5. DoxycykKlin

2.1.2 Vlastnosti vybranych tetracyklin

V tabulkdch 1 a 2 jsou shrnuty zakladni chemick&ikélni a farmakokinetické

vlastnosti tetracyklinovych antibiotik.

Tab. 1. Fyzikalre — chemické vlastnosti [6]

Nazev M Barva
Tetracyklin 444,43 tmav Zluta
Oxytetracyklin 460,44 béZzova
Chlortetracyklin 478,88 Zluta

Doxycyklin 462,46 svtle Zluta
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Tab. 2. Farmakokinetické vlastnosti [7, 8, 9]

NAzev Vaz_ba na Eliminaéni Vyluéovaci Generace
proteiny [%]  polo&as t, [h] cestd?

Tetracyklin 50 - 60 8,5 L>Z 1.

Oxytetracyklin 20 -35 9 L=2Z 1.

Chlortetracyklin 47 - 65 5-6 Z>L 1.

Doxycyklin 90 18 Z>L 2.

Z — vylwovani zI&i, L- vylugovani ledvinami

Tetracykliny byvaji ¥tSinou dostupné ve form hydrochloridh — jsou kyselé
povahy a stabilni (krogn chlortetracyklinu). Volné tetracykliny jsou ve wodmalo
rozpustné, krystalické amfoterni latky. Velmi oafotvori chelaty s kovy M a také

z tohoto divodu je nepiznivé ovlivnéna absorpce ainnost daného tetracyklinu [4].

2.1.3 Mechanizmus U ¢éinku, rezistence

Mechanizmem ¢&inku tetracyklinovych antibiotik je inhibice syntézbilkovin
(proteosyntézy), kdy se tetracykliny vazi na riboaini podjednotku 30S,Figemz ji
deformuiji, a tim zfisobuji nemoznost vazby aminoacyl-tRNA k akceptonmyénistu A —
zabraiuji tedy vazk aminokyseliny na rostouci peptid [4].

Rezistence u tetracyklin zpisobuje sniZzeny transport k ribozom a aktivuje
burgény eflux. Nejvyznam&sSim mechanizmem rezistence je expulzni pumpa. adarh
k tomu, Ze protein pumpy je kédovan plazmideniZzense zde uplatnitienos transdudni
konjugaci. Problém je roZéh o fakt, Ze tyto plazmidy koduji dalSi geny resise i Wici
jinym latkam (nap. sulfonamidy, chloramfenikoly) — rezistenc&vtetracyklinu funguje
jako tzv. marker mnohonasobné rezistence [4, 10].

2.1.4 NeZzéadouci a toxické u €inky, kontraindikace

Pfi obvyklych davkadch se mohou vyskytnout nezadousinky. P vysokych
davkach a tedyip vysokych plazmatickych koncentracich se mohoukyy®ut (Einky

! Pri vylucovani Zl&i se velmicasto uplatuje mechanizmus enterohepatélni cirkulace.
2 Je patrné, Ze u cesty vytmni latky z organizmu zéleZi natgpbu podani dané latky.
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toxické. U tetracyklid jsou nezadoucidinky vyvolany gimym toxickym misobenimgi
naruSenim mikrobiélni fléry [4].
Oba ®&inky jsou pro skupinu tetracyklin velmi podobné. Vyskytuji se néklad
gastrointestinalni potize, hepatotoxicita, nefratiba, nizné alergi€i fotosenzitizace [11].
Kontraindikovany jsou &i do osmi let, &hotné a kojici Zeny Kili moznosti ukladani
do zuhi, kosti a do noyvytvorené tkas [11].

2.1.5 Vyuziti tetracyklinovych antibiotik

Humanni medicina

Jak jiz byloteceno v Uvodu, v dnesni dolsi tetracyklinova antibiotika své pouziti
zachovala, ale pouze ve zvlastnich indikacich amtknaci s jinymi antimikrobialnimi
latkami.

Pouziti nachézeji u infekci @pobenych bakterii Mycoplasma pneumoniae
Chlamydia Ricketsia¢i Spirocheta Dale u duodenalnichiedovych chorob zjsobenych
bakterii Heliobacter pylori Entamoeba histolytica Plasmodium falciparunzpasobuji
protozodlni infekce a prév zde nalezneme terapeutické uziti tetracyk|[m.

Tetracyklin se uziva ip cholge (diky znemoZni pienosu infekce z infikovaného
jedince), ovdem i ip cholerovych epidemiich se objevila rezistenéeninoglykosidy’
v kombinaci s tetracyklinovymi antibiotiky jsou wany @ moru, tularemii¢i bruceloze.
Dale jsou uzivany k tée¢ akné, lymské hoedky ¢i leptospirdzy [4].

Tetracykliny — jako kazdé jiné d&é pripravky, jsou oznsvany pod komenimi

nazvy, které se zpravidla liSi od ndzshemickych.

Tab. 3. Tetracyklinova antibiotika a jejich koman nazvy [8]

Chemicky nazev Komegni nazev

Tetracyklin Achromycin, Sustamycin, Tetrachel
Oxytetracyklin Terramycin

Chlortetracyklin Aureomycin

Doxycyklin Doxybene, Monodox, Vibrymycin

¥ Aminoglykosidy jsou Sirospektraini antibiotikéigobici proti gramnegativnim bakteriim. UZivaji
se zejménaipzavazgjSich indikacich.
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Veterindrni medicina, hospodstvi

Uziti ve veterinarni medicénje u tetracyklinu, oxytetracyklinu a chlortetratipik
podobné. VyuZivaji se zejména k& mastitid, puerperalnich infekei infekci dychaciho
a traviciho Ustroji telati drabeze a dale ip septickych stavech u miat. Lokalr® se
vyuziva k infekcim zevniho zvukovodi ktize. Doxycyklin se uziva k #¢ respirgnich
infekci a infekci GIT, dale k tdb¢ dermatitidy a metritidy. Bhem podavani doxycyklinu
v krmné snisi je poteba zajistit jeho stabilitu technologickou Upraydl

Cely problém nespravného uzivani tetracyklinovyotibéotik v hospodsstvi vznikl
pied zhruba 50-ti lety, kdy se pgavozmohlo uzivani tetracyklinke zvySeni zivéisné
produkce. Problém je zvyrasmo fakt, Ze uZivané tetracyklinystavaji ponirné dlouhou
dobu gitomny v Zivotnim prosedi a jak bylo zmino v Uvodu, pr& proto dochazi
k jejich kolokzhu. V dnesni dabje jiz uzakowno uzivani antibiotik, nelosituace byla
témet neudrzitelna. Jako updrprvni byl zakazan chlortetracyklin fivbdu stalé pdgeby
pouzivani pro lidi a zvata ve speciélnich indikacich [9, 12].

V Ceské republice je zakon zakazujici uZivani aniibiktristové stimulaci platny
od 30. z& 2003* zZakaz byl postupnrozsten do mkterych evropskych zemi, avdak od
1. ledna 2006 plati v celé Evropské Unii a nejeidmaci tetracyklinovych antibiotik, ale

v ramci antimikrobialnich latek jako celku [13].

* ZAKON ¢. 129/2003 Sb., VYHLASKA 325/2003 Sb.
® Smérnice Evropského parlamentu a Rady 2001/82/ES
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3 Metody stanoveni tetracyklinovych antibiotik

Tetracykliny Ize stanovit nejen metodou vysokioaé kapalinové chromatografie, ale
I jinymi chromatografickymi technikami (plynova @dmatografie) [14].

DalSi slibnou a rozvijejici se technikou je spojeddpalinové chormatografie
s tandemovou hmotnostni spektormetrii, coiZen @inést nové moznosti u analyz
tetracyklini [15].

V tabulce 4 jsou uvedenyfiiglady HPLC podminek pouzitych fip analyzach

tetracyklini.

3.1 RP-HPLC

V RP-HPLC je mobilni faze polé&gsi a stacionarni faze vice nepolarni.

Separace technikou reverzni chromatografie je wamd pro térs vSechny typy
slowenin [16].

Dalsi vyhodou RP-HPLC je vyuZzititiznych metod pro detekci — ndidad
spektrofotometricka, fluorimetricka, elektrochenéckdetekce, ¢i detekce pomoci
hmotnostni spektrometrie [17].

V dnesdni dob je RP-HPLC nejvice uzivanym typem chromatograéiespojeni s UV
detekci prav pro analyzy tetracyklinovych antibiotik [15].

3.2 Chromatografické veli ¢€iny a vzorce

Retergni velitiny charakterizuji danou metodu z hlediska jak kok&ho, tak
dynamického.

NiZze jsou uvedeny zakladni vzorce, igbiné pro vypéet pozadovanych velin
uvedenych v kapitole Vysledky a diskuze.

Retergni faktor je jednou ze zakladnich charakteristikoamatografického systému,
udéva, kolikrat delSi dobu stravi latka ve stacinhzi nez ve fazi mobilni.

Retergni faktor, k:

trz [min] charakterizuje reté&ni ¢as daného analytutg [min] mrtvy ¢as kolony
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RozliSeni charakterizuje miru vzajemnéhiekpyvani dvou sousednich ik
RozliSeni, R:

_ 2 (tR,Z - tR,l)
W, + wy

Rs

tr2[min]; tgi[min] jsou retewni c¢asy pozdji; drive eluujici slozky,w,[min] a
w;[min] jsou Siky piku daného analyturipzakladre

Faktor symetrie je parametr, ktery slouzi k posaunearu piku.

Faktor symetrie, A

a; [min] — Sika piku v 10% jeho vysky z n&né stranyp; [min] — Sika piku v 10%

jeho vysSky z druhét@sto chvostujici) strany
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Tab. 4. Podminky HPLC pouZzité pro analyzu tetracyilin

¢.  Kolona Mobilni faze Analyt Metoda Ref.
Zorbax SB-Gg MeOH/ACN/0,01M (COOH), pH 3 (A/B/C)(v/vIvY TC, OTC, CTC, MC, MTC, DMC, DC HPLC-UV [18]
Alltima Cg 0,1M (COONH),/DMF/0,2M (NH,)sPO; (680:270:50s//vA)  ADTC, DMTC, CTC, ETC, EATC, ATC  HPLC-DAD [19]
ZORBAX SB - Gg 0,01M (COOH), pH 4,0/MeOH/ACN (70:10:20/v/\) TC, OTC, CTC, DC HPLC-UV [20]
i Bondapak @[21]  0,05M KHPO,, pH 2,5/ACN (21:3/A) X?g;?ﬁ&% €, DMC, MTC, MG, 1p 1 ¢ 3$2i£‘;met”‘3ké

0,1M (COOHY}, pH 2/MeOH/ACN (A/B/C)VIV/vY
Apex | ODS silica [22] TC a jeho degradai produkty v MeOH HPLC
0,2M CRCOONH,, pH 2,5/MeOH/ACN (A/B/C)Vv/vVIVf

MS detekce

UV/VIS detekce [2]

Chromospher §[23]  ACN/0,01M (COOH), pH 2 (A/B) (VIV} TC, ETC, ATC, EATC HPLC gle“t’é‘;ige“m

Kromasil ODS [24] MeOH/ACN/0,02M (COOWR)pH 3 (20/20/6@//vA) TC, OTC, CTC, DC HPLC-DAD [15]
Xterra MS Gg 0,1% HCOOH/ACN (A/B)v/v)*° TC, OTC, DMC, CTC, DC, MCC HPLC-MS-MS [25]
Inertsil-ODS3 Gg 0,01M fosfatovy pufr, pH 2,5/ACN (80:20v) TC, OTC, CTC, DC HPLC-PAD [17]

®Program gradientové eluce: 0 min A/B/C = 7:8:85nii6 A/B/C = 10:20:70,

"Program gradientové eluce: 0 min A/B/C = 85:10%n3in A/B/C = 47,5:22,5:30

8program gradientové eluce: 0 min A/B/C = 85:10Gdin A/B/C = 25:30:45

°Program gradientové eluce: 0-5 min A/B = 20:8065a1in A/B = 40:60; 17 min A/B = 30:70

Y%program gradientové eluce: 0 min A/B = 100:0; 26 B = 89:11; 29 min A/B = 85,5:14,5; 49 min A/B78:22; 50 min A/B = 100:0
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4 Experimentalni c¢ast

4.1 Pouzité p Fistroje a pom ucky

Molekulova absorgni spektrometrie
Spektrometr Heos a, firma Chromspec, Prah@eska republika
Kiemenné kyvety

Software Vision 32, verze 1.10

Vysokoudinna kapalinova chromatografie:
Pumpa Delta Chroff SDS 030, firma Watrex®, Prah@eska republika
Detektor Spectra 100, firma Thermo Separation RipdNew Jersey, USA
Davkovaci ventil Rheodyne s davkovaci skou 20ul, Cotati, CA, USA
Pasitatovy program Clarity, verze 2.1, Watrex®, Prafiaska republika

Kolony:

Symmetry® C18, roziry 4,6 x 75 mm, velikostastic 3,5um, firma Waters,
Milford, MA, USA

Astec C18, rozrry 4,6 x 250 mm, velikostastic Jum, firma Astec, Whippany, USA

Atlantis C18, rozmary 4,6 x 150 mm, velikostastic 5um, firma Waters, Milford,
MA, USA

Atlantis C18, rozrary 2,1 x 50 mm, velikostastic 5um, firma Waters, Milford, MA,
USA

DalSi ponicky:
Injekeni stikatka o objemu 25, firma Hamilton, Bonaduz AG, Bonaduz, Svycarsko
Ultrazvukova laze Ultrasonic LC 30, ELMA, Nmecko
Vahy Mettler AE 240, Greifensee, Svycarsko
pH metr PHM 240, Radiometr Analytical SAS, Villearine Cedex, Francie

Patitatovy program Origin, verze 6.1
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4.2 Pouzité chemikalie

Deionizovana voda, Uprava pomocitizani Ultrapur pro fipravu ultracisté vody
deionizaci, vyrobce Watrex®, Praltzeska republika

Methanol Chromasolv® for high-performance liquidamatography a Acetonitril R
Chromasolv® for liquid chromatography, oba vyrob&gma-Aldrich®, Steinheim,
Némecko

Kyselina mraveti 98%, Lachema, Brn@;eska republika

Tetracyklin, Statni Gstav pro kontroluié, PrahaCeskéa republika

Oxytetracyklin, Chlortetracyklin a Doxycyklin, SigmAldrich®, Buchs, Svycarsko

4.3 Priprava vzork u

Vzorky jednotlivych tetracyklifi byly pfipraveny rozpugnim navazeného mnozstvi
latky v metanolu, pcemz pozadovana koncentrace vysledného roztokulogig/ml. Pro

separaci sisi byly jednotlivé vzorky smichany v jednotkovérmmou.

4.4 Pouzité mobilni faze a kolony

Tabulka 5 shrnuje slozeni pouzitych mobilnich fazicharakteristiku kolon. Pro
piipravu mobilnich fazé. 7-12 byla pouzita 98% kyselina mraérze které byl fipraven
jeji 0,1% vodny roztok v celkovém objemu 1l. Kgraw tohoto roztoku byla pouzita
deionizovana voda. Pomoci pH-metru bylo¢temo pH roztoku 0,1% kyseliny mravgn
(pH 2,68). Kazda mobilni faze bylagal uvedenim na kolonu odvzdega v ultrazvukové

l[azni.



Tab. 5. SloZeni mobilnich fazi a charakteristika pouzititolon

» Mobilni faze Kolona ) Rozméry kolon
' Vacn [%] Vioda [%] (8 x d[mm]; velikost ¢astic[um])
1. 40 60 Symmetry C18 4,6 X 75; 3,5
2. 20 80 Symmetry C18 4,6 x75; 3,5
3. 80 20 Astec C18 4,6 x 250; 5
4, 60 40 Astec C18 4,6 x 250; 5
5. 40 60 Astec C18 4,6 x 250; 5
6. 20 80 Astec C18 4,6 x 250; 5
7. 15 85 Astec C18 4,6 x 250; 5
5 Mobilni faze <olona Rozméry kolon
' Vacn [%] Vo1 9% Heoon [%] (8 x d[mm]; velikost ¢astic[um])
8. 20 80 Astec C18 4,6 x 250; 5
9. 15 85 Astec C18 4,6 x 250; 5
10. 20 80 Atlantis C18 4,6 x 150; 5
11. 15 85 Atlantis C18 I. 4,6 x 150; 5
12. 15 85 Atlantis C18 II. 2,1x50;5
13. 10 90 Atlantis C18 II. 2,1x50;5
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1 Pro dal3i ozngeni této kolony bude pouzit symbidinska I. Diky mozné za#ng s druhou kolonou Atlantis C18, ktera ma ale jioEnery. Pro tu bude uZito oztianiiimska 1.
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4.5 Podminky separace v HPLC

Separace tetracyklinbyla provadna v reverznim modu vysok&ané kapalinové
chromatografie za laboratorni teploty i yinové délce 265 nm. Pramou veltinou byl
pratok, jehoz rozmezi se pohybovalo od 1 ml/mitiesp 1,5 mli/min az do 2 ml/min.
V zavislosti na slozeni pouzité mobilni faze seedaknil i tlak vyvijeny na kolonu

(do 200 bar). Eluce probihala v izokratickém modu.
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Molekulové absorp €ni spektrometrie v UV/VIS oblasti

Jednotlivé roztoky tetracyklinbyly promeéieny v oblasti spektra o vinovych délkach
200-600 nm za pouzititf&€mennych kyvet. Bylotéba roztoky #edit metanolem na
koncentraci Jug/ml kvili platnosti Lambert-Beerova zakona. Obrazek 6 ujazysledny
graf prongienych spekter pro ziskani optimalni vinové délkyo Raslednou HPLC

analyzu byla zvolena vinova délka 265 nm.

- — Chlortetracyklin
0,201 —— Doxycyklin

1 Oxytetracyklin
0,18+ —— Tetracyklin

0,16—.
0,14—.
0,12—.
0,10—.
0,08—.
0,06—.
0,04—.
0,02—.

0,00

'0, 02 T I T I T I T I 1
200 300 400 500 600

A (nm)

Obr. 6. Absorgni spektra tetracyklin
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5.2 RP-HPLC

Nejprve byla pouZita kolona Symmetry CGi8v mobilnich fazich o sloZeni
ACN/voda(v/v) 40/60 (v/v) a 20/80(v/v), za uvedenych sep&rdch podminek nedoslo
k interakci vSech studovanych antibiotik se sta&rah fazi. Analyty eluovaly v oblasti
mrtvého ¢asu kolony. Pro dalSi analyzy byly zvoleny dalikblony s tSi velikosti
castic a kolona Symmetry C18 se jiz dale nepouzivala

Dale byla zvolena kolona Astec C18. Analyzy byhoyadiny v mobilnich fazich
o slozeni 80% ACN — 15% ACN a slouzZily k&eni jednak zachytu latek na kolonu a
k urceni elgniho pdadi tetracyklii. Separani paadi latek v mobilni fazi ACN/voda
(v/v) bylo ukeno takto: prvni eluujici latkou byl oxytetracyklidale tetracyklin, pak
nasledoval doxycyklin a jako posledni eluoval ctdtracyklin. Smis byla davkovana az
od sloZeni mobilni faze v pamu ACN/voda 20/8Qv/v). Obrazky 7 a 8 ukazuji analyzy na
této kolore.

1
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Obr. 7. Chromatogram separace tetracyklikolona Astec C18, mobilni faze 20% ACN,
pritok 1 ml/min,A=265 nm, sepatai paadi: 1 — oxytetracyklin, 2 — tetracyklin, 3 + 4 —
doxycyklin a chlortetracyklin

12 Rozmry véech kolon jsou uvedeny vyse v tabulce 5.
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Z obrazkw. 7 je patrné, Ze separace &ehto podminek nebylariis dokonala a bylo
tieba prodlouZzit dobu analyzy z&ealem lepSi separace analyzovanych latek. Obrazek 8

ukazuje analyzu na téze kotoma znénénych podminek separace.
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Obr. 8. Chromatogram separace tetracyklikolona Astec C18, mobilni faze 15% ACN,
pratok 1 ml/min,A=265 nm, sepatai paadi: 1 — oxytetracyklin, 2 — tetracyklin, 3 + 4 —
doxycyklin a chlortetracyklin

Za tchto podminek lze pozorovat mirného pokroku v sapaprvnich dvou
eluujicich slozek, avsSak u latek s@&lim pdadim 3 a 4 oft k Uplnému rozéleni nedoslo,
I pies vyrazné zvysSeni doby separace. Z tohatmdu bylo zndnéno slozeni mobilni faze
— jeji cisté vodné slozky za vodny roztok 0,1% kyseliny vergi. Piidavkem kyseliny
mravergi do mobilni faze doslo k zuZeni jednotlivychfgikniZilo se rozmyti piku vzadu a
zamenilo se pdadi eluujicich latek oproti pouziti mobilni fazeist¢ vodnou sloZkou.
Vymeéna se tykala latky. 3 — doxycyklinu a latky. 4 — chlortetracyklinu. V nasledujicich
chromatogramech je tedyide eluujici slozka chlortetracyklin oproti doxydiyki, jak
tomu bylo u mobilnich fazi bez kyseliny mratenObrazky 9 a 10 ukazuji analyzy

s pouzitim 0,1% kyseliny mravéinv mobilni fazi.
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Obr. 9. Chromatogram separace tetracyklinkolona Astec C18, mobilni faze
ACN/0,1% kyselina mravei 20/80 (v/v), pratok 1 ml/min,1=265 nm, sepatai paadi:
1 — oxytetracyklin, 2 — tetracyklin, 3 — chlortety&lin, 4 — doxycyklin
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Obr. 10. Chromatogram separace tetracyklinkolona Astec C18, mobilni faze
ACN/0,1 % kyselina mravein 15/85 (v/v), pritok 1 ml/min,1=265 nm, sepatai paadi:
1 — oxytetracyklin, 2 — tetracyklin, 3 — chlortety&lin, 4 — doxycyklin
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Z obrazku 9 a 10 je patrné, Ze se jiz latky 3 aztily. Kvuli ptili§ dlouhému trvani

analyzy (viz Obr. 10. — 95 minut) byl zvolen vy&stitok mobilni faze (1,5 mil/min)

za jinak konstantnich podminek separace. Bylo teatyleno kratSi analyzy za s@sného
odctleni vSech slozek sfai.
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Obr. 11. Chromatogram separace tetracyklinkolona Astec C18, mobilni faze
ACN/0,1% kyselina mravein 15/85(v/v), pritok 1,5 ml/minA=265 nm, sepatai paadi:
1 - oxytetracyklin, 2 — tetracyklin, 3 — chlortetydlin, 4 — doxycyklin

Pro dalSi optimalizaci sep@rdch podminek byla pouzita kratSi kolona Atlantik3G.
Studovana antibiotika byla nejprve na kolonu Atlgr@18 I. davkovana odtere kvili
ovéreni zachytu latek na této kokan

Tabulka 6 uvadi hodnoty ret&riho ¢asu, retetniho faktoru a faktoru symetrie za
danych sepataich podminek, jak je uvedeno v legéndbulky.

Tab. 6. Hodnotytg, k, a Apro kolony Astec C18 a Atlantis C18 ki gloZeni mobilni faze
ACN/voda 20/8Qv/v) a @i pratoku 1 ml/min, vzorky byly davkovany na kolonu @étihe

Kolona Astec C18 Kolona Atlantis C18 I.
tr[min] k A tr[min] k A
Oxytetracyklin 6,917 1,614 8,433 3,940 1,553 4,081
Tetracyklin 9,123 3,374 6,977 5,533 1,999 4,500
Doxycyklin 17,480 3,916 6,574 10,610 5,122 5,258
Chlortetracyklin 19,893 6,357 3,634 11,057 5771 10,322
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Na kolonu byla davkovana smlatek a sloZzeni mobilni faze bylo voleno tak, aby
latky rozctlily. KratSi kolona byla zvolena zigtodu ¢asové narénosti jedné analyzy na
kolon¢ Astec C18 za optimalizovanych podminek separabeor@atogram separace &n

tetracyklini na kolort Atlantis C18 I. ukazuje obrazek 12.
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Obr. 12. Chromatogram separace tetracyklirkolona Atlantis C18 1., mobilni faze
ACN/0,1% kyselina mravein 15/85 (v/v), praitok 1 ml/min, =265 nm, sepatai paadi:
1 — oxytetracyklin, 2 — tetracyklin, 3 — chlortety&lin, 4 — doxycyklin

Dale bylo pouze manipulovano se zvySovaniritgku mobilni faze (a tim s dobou
analyzy) na kolo& Atlantis C18 I., pi pouziti mobilni faze ACN/0,1% kyselina mrawén
15/85(v/v), jak ukazuji obrazky 13 a 14.
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Obr. 13. Chromatogram separace tetracyklirkolona Atlantis C18 1., mobilni faze
ACN/0,1% kyselina mravei 15/85(v/v), praitok 1,5 ml/minA=265 nm, sepatai paadi:
1 — oxytetracyklin, 2 — tetracyklin, 3 — chlortety&lin, 4 — doxycyklin
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Obr. 14. Chromatogram separace tetracyklirkolona Atlantis C18 1., mobilni faze
ACN/0,1% kyselina mravei 15/85 (v/v), pritok 2 ml/min,A=265 nm, sepatai paadi:
1 — oxytetracyklin, 2 — tetracyklin, 3 — chlortety&lin, 4 — doxycyklin
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Pi pouZziti kolony Atlantis C18 I. se potil® snizit dobu analyzy na 27,5 minuti p
zachovani separace vSech analgl zakladni linii. Podminky separace jsou uvedeny
v legend u obrazku 14 a hodnoty charakteristiky separaoa o srovnani uvedeny
v tabulce 7.

Tab. 7. Hodnotytg, Rs, @ Apro kolonu Atlantis C18 l.ipsloZzeni mobilni faze ACN/0,1%
kyselina mrave#i 15/85(v/v) a i zménach péitoku mobilni faze

Kolona Atlantis C18 I.

Pratok 1 ml/min Patok 1,5 ml/min Piitok 2 ml/min
tr[mMin] Rs A tr[min] Rs A tr[min] Rs A
OoTC 7,297 - 1,377] 5,080 - 1,829 3,723 - 1,854

TC 10,020 2,948 1,203 6,913 2,923 1,73¢ 5,107 3,139 1,707
CTC 29,830 8,117 0,894 20,257 8,420 1,508 15,180 8,960 2,156
DC 48,630 3,781 1,103 32,850 4,005 2,234 24,103 3,862 2,932

Dale byla vyzkouSena kratSi a uzSi kolona Atlatis8 Il. Mobilni faze o slozeni
ACN/0,1% kyselina mravei 15/85 (v/v) slouZzila ke zji&ni, zda-li se analyza na tak
kratké kolor vibec zd#é a zda—li nebude piba prodlouzit dobu analyzy & moznému
piekryti pika.

Vzhledem k tomu, Ze reténi ¢asy analyi byly za vySe uvedenych podminek tak
nizké, ze k pekryti prvni a druhé eluujici slozky doSlo, byi@ha pouZzit mobilni fazi
s niz8im obsahem acetonitrilu — tedy ACN/0,1% kipsemravesii 10/90 (v/v). Obrazek

15 zachycuje analyzu za vySe uvedenych podminek.
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Obr. 15. Chromatogram separace tetracyklirkolona Atlantis C18 Il., mobilni faze
ACN/0,1% kyselina mravei 10/90 (v/v), praitok 1 ml/min,A=265 nm, sepatai paadi:
1 — oxytetracyklin, 2 — tetracyklin, 3 — chlortety&lin, 4 — doxycyklin

Z obrazku 15 je patrné, Ze prvniedétky nejsou filiS dokonale odéleny a naopak
latka eluujici jako posledni je oproti ostatnim lgpam velmi rozmytd. Zgna pfitoku
mobilni faze za &hto podminek by situaci jiz nijak pozitigmeovlivnila, proto tato
kolona nebyla déle pouzivana pro separaci tetraoykjch antibiotik. Pouziti mobilni

faze s vySSim obsahem vody by jiz bylo riskantadiizodu mozného kolapsu stacionarni
faze.
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5.2.1 Optimalizované podminky

Tabulka 8 shrnuje optimalizované podminky separacgsi tetracyklinovych
antibiotik v ramci jednotlivych kolon, na kterycle gpodailo vSechny separované latky
rozclit (Astec C18, Atlantis C18 I.) a podstatrzkratit dobu analyzy a dale shrnuje
celkové podminky optimalizace sgi tetracyklini.

Pokud vezmeme v avahu cely optimatiaa proces jako celek je jasné,
Ze nejvyhodyjSi podminky pro separaci g8i tetracyklinovych antibiotik v co nejkratSim
¢ase a za Uplného rofdni latek nam poskytuje kolona Atlantis C18 l.eagro tuto
analyzu nejvhod¥si ze vSech pouzitych kolon. Podminky separacéailare Atlantis
C18 1. jsou taktéz uvedeny v tabulce 9.

Tab. 8. Optimalizované podminky separace jednotlivych kolo

Charakteristika Astec C18 Atlantis C18 I.
Slozeni mobilni faze ACN/0,1%

15/85 15/85
k. mravenéi (v/v)
Pratok mobilni faze [ml/min] 15 2
ViInova délka [nm] 265 265
Davkovany objem snési [ul] 20 20

V tabulce 9 jsou uvedeny reten faktory latek jak pro kolonu Astec C18, tak pro

kolonu Atlantis C18 1.

Tab. 9. Reterni faktory latek obsazenych v separovan&sntetracyklini pro kolony

Astec C18 a Atlantis C18 I. a celkova doba analyzy

Kolona Astec C18 Atlantis C18 I.
Latka Retergni faktor
Oxytetracyklin 3,419 2,991
Tetracyklin 5,110 4473
Chlortetracyklin 18,251 15,270
Doxycyklin 30,812 24,834
Celkova doba analyzy [min] 70 27,5

Tabulka 10 shrnuje charakteristiky separace prorkolAtlantis C18 I. za optimalnich

podminek separace a obrazek 14 ukazuje chromatogeparace sési tetracyklimi za

optimalnich sepataich podminek.
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Tab. 10. Hodnoty tr, k, Rs, @ A pro kolonu Atlantis C18 1. ip slozeni mobilni faze
ACN/0,1% kyselina mravei 15/85(v/v) a @ pratoku 2 ml/min

Latka tr[min] K Rs A
Oxytetracyklin 3,720 2,991 - 1,854
Tetracyklin 5,107 4,473 3,139 1,707
Chlortetracyklin 15,223 15,270 8,960 2,156

Doxycyklin 24,103 24,834 3,862 2,932
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6 Zaveér

Separace s#ési  tetracyklinovych  antibiotik  (oxytetracyklin,  tecyklin,
chlortetracyklin, doxycyklin) metodou HPLC byla \WauSena nactyirech fznych
chromatografickych kolonach s oktadecylovou stainoh fazi v reverznim modu. Byl
zkouman vliv sloZeni mobilni faze na retenci a sageaanalyt.

Kolony Symmetry C18 a Atlantis C18 Il. neposkythpldou separaci analyt
v testovanych mobilnich fazich.

Za optimalizované podminky lze povazovat v ramadinglivych kolon jednak
separaci na kolanAstec C18 fi sloZzeni mobilni faze ACN/0,1% kyselina mraveh5/85
(v/v) pti pratoku mobilni faze 1,5 ml/min. Za&dthto podminek se potie rozseparovat
vSechny analyty az na zakladni linii, ale dobaymnabyla dlouha — 70 minut.

Nejvice se pro danou separaci @a kolona Atlantis C18 I. f pouziti mobilni
faze ACN/0,1% kyselina mravén15/85 (v/v) a @i pratoku 2 ml/min. Za uvedenych
podminek se pod#o zkratit dobu analyzy na 27,5 minutiachovani ,baselinové*

separace. Pro dalSi snizeni doby analyzy by byioénpouzit gradientovou eluci.
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