
72 

VYUŽITÍ CHROMATOGRAFICKÝCH KOLON S NÍZKÝM ZRNĚNÍM PŘI ANALÝZE REZIDUÍ 
β-LAKTAMOVÝCH A TETRACYKLINOVÝCH ANTIBIOTIK 

THE USE OF SUB-2 µM CHROMATOGRAPHIC COLUMNS 
IN THE ANALYSIS OF β-LACTAM AND TETRACYCLINE ANTIBIOTIC RESIDUES 

Eva Dadáková1 – Kateřina Matějková1 – Hana Kadlecová1 
Simona Janoušek Honesová2 – Eva Samková2 

1Katedra aplikované chemie, Fakulta zemědělská a technologická, Jihočeská univerzita v Českých 
Budějovicích, Studentská 1668, 37005 České Budějovice 

2Katedra potravinářských biotechnologií a kvality zemědělských produktů, Fakulta zemědělská 
a technologická, Jihočeská univerzita v Českých Budějovicích, Studentská 1668, 

37005 České Budějovice 
_______________________________________________________________________________________ 
https://doi.org/10.11118/978-80-7509-996-9-0072 

ABSTRAKT 

Studie testovala možnost náhrady klasických chromatografických kolon kolonou s nízkým zrněním nosiče 

stacionární fáze (sub-2 μm kolona) při analýze vybraných antibiotik. Pro testování byly vybrány penicilin G 

a cefoxitin jako zástupci skupiny β-laktamových antibiotik a tetracyklin jako reprezentant skupiny 

tetracyklinových antibiotik. Pro testování byla zvolena chromatografická kolona SB-C18 s parametry 

4,6 x 50 mm se zrněním náplně 1,8 μm (Phenomenex). Použitá kolona umožnila podstatné zkrácení doby 

analýzy (u penicilinu G a cefoxitinu o 45–74 %; u tetracyklinu o 50 %) při zachování kvalitativních parametrů 

získaných dat. Použití sub-2 μm kolony bylo možné bez podstatné změny chromatografických parametrů 

u testovaných konkrétních metod.
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ABSTRACT 

The study tested the possibility of replacing classic chromatographic columns with a column with a low 

granularity of the stationary phase carrier (sub-2 μm column) in analyzing selected antibiotics. Penicillin G 

and cefoxitin were selected for testing as representatives of the β-lactam group, and tetracycline 

as a representative of the tetracycline antibiotic group. A chromatographic column SB-C18 with parameters 

4.6 x 50 mm and a filling grain size of 1.8 μm (Phenomenex) was chosen for testing. The column substantially 

reduced the analysis time (β-lactam 45–74%; tetracycline 50%,) while maintaining the qualitative parameters 

of the data obtained. A sub-2 μm column was possible without a substantial change in the chromatographic 

parameters for the specific methods tested. 

Keywords: liquid chromatography, penicillin, cefoxitin, tetracycline, sub-2 μm columns 

ÚVOD / INTRODUCTION 

Problematika výskytu reziduí inhibičních látek, zejména antibiotik, které se mohou vyskytovat 

v zemědělských produktech, je všeobecně známá. Je tedy velmi důležité mít kvalitní analytické metody, které 
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umožní sledovat tyto látky a poskytovat spolehlivé výsledky. Kapalinová chromatografie (LC; liquid 

chromatography) je v současné době nejrozšířenější instrumentální technikou široce využívanou pro analýzu 

netěkavých přírodních (Eshavu a Ghalsasi, 2023) i syntetických látek (Sanusi et al., 2023). Klasická 

chromatografická instrumentace využívá nejčastěji jako separační prostředí kolony o délce 15–25 cm, které 

jako nosič stacionární fáze obsahují částice o velikosti 3–5 μm (Snyder et al., 1997). Zkrácené kolony 

(5–10 cm) s podstatně nižší velikostí nosiče (<2 μm) představují inovovaný typ separačního prostředí, který 

se v současné době stává standardem v oblasti LC (Zhao a Jiang, 2010). 

Antibioticky účinné sloučeniny představují skupinu chemicky velmi nesourodých látek, u nichž je nutné 

chromatografické podmínky testovat individuálně a použité metody pečlivě validovat. Pro analýzu 

β-laktamových a tetracyklinových antibiotik se nejčastěji používají kolony s reverzní stacionární fází, 

nejčastěji C18 (viz kapitola Výsledky a diskuse). Mobilní fáze bývá složena z acetonitrilu nebo methanolu 

a jsou používány kyselé pufry (Lara et al., 2012). Spotřeba rozpouštědel při této instrumentaci je poměrně 

vysoká a většina metod je také značně dlouhá. Navíc starší typ kolon je v kyselé oblasti méně stabilní (Lopez, 

2020). Hlavní výhodou použití sub-2 μm kolon je podstatné zkrácení doby analýzy při zachování kvalit 

separačního procesu, a tím snížení množství spotřebovaných rozpouštědel, což jsou efekty pozorované 

v dosud publikovaných aplikacích. 

Cílem studie bylo ověřit vhodnost použití konkrétního typu sub-2 μm kolony pro analýzu penicilinu G, 

cefoxitinu a tetracyklinu technikou LC. Penicilin G (benzylpenicilin) je jedno ze základních β-laktamových 

antibiotik. Cefoxitin (cefoxitin sodium) je cefalosporinové antibiotikum 2. generace odvozené od cefamycinu. 

Tetracyklin je polosyntetické širokospektrální antibiotikum. Všechny tyto látky jsou ve veterinárním lékařství 

poměrně často využívané. 

MATERIÁL A METODIKA / MATERIAL AND METHODS 

Chemikálie: 

Penicilin G draselná sůl, 1600 U/mg, cefoxitin sodná sůl, ˃98%, tetracyklin hydrochlorid, ˃90% (P-Lab, 

Česká republika), methanol p.a., šťavelová kyselina p.a., Na2HPO4 * 2 H2O p.a. (Penta, Česká republika), 

acetonitril pro chromatografii (Merck, Germany). 

Zásobní roztoky penicilinu G a cefoxitinu o koncentraci 1 mg/ml byly připraveny v 50% methanolu. Zásobní 

roztok tetracyklinu o koncentraci 1 mg/ml byl připraven v methanolu. Roztoky byly stálé při 6 °C jeden měsíc 

a byly použity jako testovací standardy. 

Pro přípravu roztoků a mobilních fází byla podle potřeby použita redestilovaná voda (Premier Systems, 

Phoenix, AZ, USA). 

Instrumentace: 

Pro všechny analýzy byla použita kolona Zorbax SB-C18, 4,6 × 50 mm, 1,8 μm (Agilent Technologies, USA) 

v kapalinovém chromatografu RRLC 1200 (Agilent, USA) s DAD (detektor diodového pole). 
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Analýza β-laktamových antibiotik: 

Při sledování β-laktamových antibiotik byly posouzeny zejména analytické možnosti pro stanovení penicilinu 

G (benzylpenicilinu) a skupiny příbuzných cefalosporinů, kam patří cefoxitin. Všechny tyto látky patří do 

skupiny β-laktamových antibiotik s příbuzným strukturním základem a v metodách jsou obvykle sledovány 

současně. Analytické podmínky vycházely z práce Cámara et al. (2013). Mobilní fáze měly složení: 

A: 25 mM fosfátový pufr, pH 3,4 a B: acetonitril 100 %. Schéma gradientu: 0–2 min. 15 % B, 2–10 min. 

15–75 % B, 10–13 min. 75 % B, 13–15 min. 15 % B, 15–20 min. 15 % B. Analyty byly odečítány při vlnové 

délce 210 nm, teplota na koloně byla udržována na hodnotě 25 °C. Velikost nástřiku vzorku byla 5 µl a průtok 

mobilní fáze 1 ml/min. 

Analýza tetracyklinu: 

Analytické podmínky vycházely z publikované práce Samanidou et al. (2007). Mobilní fáze měly složení: 

A: 0,01 M šťavelová kyselina a B: acetonitril 100 %. Schéma gradientu: 0 min. 12 % B, 2 min. 20 % B, 4 min. 

27 % B, 5 min. 12 % B, 10 min. 12 % B. Analyty byly odečítány při vlnové délce 355 nm, teplota na koloně 

byla udržována na hodnotě 25 °C. Velikost nástřiku vzorku byla 5 µl a průtok mobilní fáze 1 ml/min. 

VÝSLEDKY A DISKUZE / RESULTS AND DISCUSSION 

Rezidua antibiotik jsou pomocí LC systematicky sledována od konce minulého století (např. Lee a Lee, 1990, 

Hong a Kondo, 1997). Od té doby doznala instrumentace v této oblasti chromatografie podstatných změn. 

Postupně se objevil inovovaný typ krátkých chromatografických kolon, které využívají jako nosiče stacionární 

fáze částice s velmi nízkou velikostí zrna, obvykle nižší než 2 µm a jsou používány ve vysokotlakých 

systémech (RRLC – Agilent, UHPLC – Waters). Tyto instrumentační změny umožňují zejména zkrátit dobu 

analýzy při současném zachování kvality získaných dat a objevují se zejména v oblasti analýzy přírodních 

látek, životního prostředí a farmaceutických aplikacích. 

Všechny tři sledované látky (penicilin G, cefoxitin, tetracyklin) byly analyzovány na koloně Zorbax SB-C18 

(délka 50 mm, průměr 4,6 mm, velikost částic 1,8 µm, Agilent Technologies). Tato kolona je vhodná zejména 

pro použití s kyselými mobilními fázemi a objevila se i jako výhodná instrumentace při farmaceutických 

analýzách (Al-Kahdi et al., 2023). Při analýze reziduí antibiotik se však tento typ kolon zatím příliš neobjevuje. 

Pro testování kolony byly zvoleny chromatografické podmínky totožné s podmínkami již publikovanými 

(Cámara et al., 2013, Samanidou et al., 2007). Dosažené retenční časy byly oproti původním publikacím 

podstatně zkrácené (Tab. 1a). U konkrétních pokusů v rámci naší studie došlo ke zkrácení retenčních časů 

u testovaných antibiotik v rozmezí 50 až 75 %. Ve srovnání s ostatními publikovanými výsledky (Tab. 1b) je

zkrácení retenčních časů mnohem významnější. Zkrácení retenčního času znamená pro analytickou praxi

podstatnou úsporu používaných rozpouštědel a také časovou úsporu, jak ukazují i výsledky ojedinělé studie

(Gros et al., 2013), kde byla pro analýzu stejných antibiotik použita chromatografická kolona 50 × 2,1 mm

a se zrnitostí 1,8 um.
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Tabulka 1: Retenční časy penicilinu G (PEN G), cefoxitinu (CEF) a tetracyklinu (TC) stanovených: 
a) metodou UPLC za použití krátké separační kolony C18 dle naší studie

Rozměr 
(mm) 

Zrnitost 
(μm) Mobilní fáze 

Retenční čas tR (min.) 
PEN G CEF TC 

50 × 4,6 1,8 
0,025 M fosfátový pufr (pH=3,4)/acetonitril 5,5 – – 
0,025 M fosfátový pufr (pH=3,4)/acetonitril – 2,3 – 

0,02 M  šťavelová kys./acetonitril – – 3,1 

b) metodou HPLC za použití separačních kolon C18 dle dostupné odborné literatury

Zdroj Rozměr 
(mm) 

Zrnitost 
(μm) Mobilní fáze 

Retenční čas tR (min.) 
PEN G CEF TC 

Cámara et al., 2013 150 × 4,6 5 25 mM fosfátový pufr (pH=3,4)/acetonitril 7,5 4,5 – 

Martínez-Huelamo et al., 2009 125 × 4,6 5 voda + 0,1 % mravenčí kys./ 
acetonitril + 0,1 % mravenčí kys. 9,5 – – 

Hong a Kondo, 1997 300 × 3,9 4 0,1 M fosfátový pufr/acetonitril 19 – – 
Sørensen et al., 1997 150 × 3,9 4 0,1 M fosfátový pufr (pH=9)/acetonitril 26,5 – – 
Moats a Romanowski, 1998 150 × 3,9 5 0,01 M fosfátový pufr/acetonitril 25 – – 
Mohebi et al., 2020 150 × 3 2,7 voda + 0,1 % mravenčí kys./methanol 15,5 – – 
Bilandžič et al., 2011 150 × 4,6 5 acetonitril, methanol, ternární fosfátový pufr 20 – – 
Karageorgou et al., 2018 250 × 4 2,5 0,05 M amonium acetát/acetonitril 7,9 6,5 – 
Denooz a Charlier, 2008 250 × 4 5 fosfátový pufr (pH=7,4)/acetonitril – 12–18 – 
Gros et al., 2013 50 × 2,1 1,8 voda + 0,1 % mravenčí kys./acetonitril 2,1 1,3 – 

Abbasi et al., 2011 

250 × 4,6 5 

methanol (10 %), acetonitril (20 %), 
0,05 M šťavelová kys. (70 %) – – 6,5

Brandšteterová et al., 1997 methanol (17,5 %), acetonitril (17,5 %), 
0,01 M šťavelová kys. (65 %) – – 4,5

Mamani et al., 2009 acetátový pufr (pH=7)/methanol (75 %), acetonitril (25 %) – – 22
Samanidou et al., 2007 0,01 M šťavelová kys./acetonitril – – 5,5
Shalaby et al., 2011 0,03 M šťavelová kys./acetonitril – – 10
Moudgil et al., 2019 acetátový pufr (pH=7)/methanol (75 %), acetonitril (25 %) – – 22
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ZÁVĚR / CONCLUSIONS 

V provedené studii bylo zjištěno, že je možný přechod na sub-2 μm kolony při zachování ostatních parametrů 

metody také při analýze vybraných antibiotik ze skupiny β-laktamových a tetracyklinových antibiotik. 

Při testování vhodnosti kolony byly zachovány původní podmínky chromatografické separace (totožná 

mobilní fáze a schéma gradientu) jako ve výchozích publikacích. Studie prokázala podstatné snížení 

retenčních časů pro všechna tři sledovaná antibiotika. Pokud budou podobné kolony používány pro 

diskutované analýzy, výrazným způsoben se sníží spotřeba rozpouštědel používaných pro mobilní fáze. 
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