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ABSTRAKT

Studie testovala moznost nahrady klasickych chromatografickych kolon kolonou s nizkym zrnénim nosice
stacionarni faze (sub-2 um kolona) pii analyze vybranych antibiotik. Pro testovani byly vybrany penicilin G
a cefoxitin jako zastupci skupiny p-laktamovych antibiotik a tetracyklin jako reprezentant skupiny
tetracyklinovych antibiotik. Pro testovani byla zvolena chromatografickd kolona SB-C18 s parametry
4,6 x 50 mm se zrnénim naplné 1,8 pum (Phenomenex). Pouzita kolona umoznila podstatné zkraceni doby
analyzy (u penicilinu G a cefoxitinu o 45-74 %; u tetracyklinu o 50 %) pfi zachovani kvalitativnich parametri
ziskanych dat. Pouziti sub-2 pm kolony bylo mozné bez podstatné zmény chromatografickych parametri

u testovanych konkrétnich 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 um column) in analyzing selected antibiotics. Penicillin G
and cefoxitin were selected for testing as representatives of the [-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 um (Phenomenex) was chosen for testing. The column substantially
reduced the analysis time (B-lactam 45—-74%; tetracycline 50%,) while maintaining the qualitative parameters
of the data obtained. A sub-2 um column was possible without a substantial change in the chromatographic

parameters for the specific methods tested.
Keywords: liquid chromatography, penicillin, cefoxitin, tetracycline, sub-2 um columns

UVOD / INTRODUCTION
Problematika vyskytu rezidui inhibi¢nich latek, zejména antibiotik, které se mohou vyskytovat

v zemédélskych produktech, je vSeobecné znama. Je tedy velmi dilezité mit kvalitni analytické metody, které
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umozni sledovat tyto latky a poskytovat spolehlivé vysledky. Kapalinova chromatografie (LC; liquid
chromatography) je v souc¢asné dob¢ nejrozsitené€jsi instrumentalni technikou Siroce vyuzivanou pro analyzu
net¢kavych piirodnich (Eshavu a Ghalsasi, 2023) i syntetickych latek (Sanusi et al., 2023). Klasicka
chromatograficka instrumentace vyuziva nejcastéji jako separacni prostiedi kolony o délce 15-25 cm, které
jako nosi¢ stacionarni faze obsahuji Castice o velikosti 3—5 pum (Snyder et al., 1997). Zkracené kolony
(5—10 cm) s podstatné nizsi velikosti nosic¢e (<2 um) predstavuji inovovany typ separacniho prostiedi, ktery

se v soucasné dobé¢ stava standardem v oblasti LC (Zhao a Jiang, 2010).

Antibioticky u¢inné slouceniny predstavuji skupinu chemicky velmi nesourodych latek, u nichz je nutné
chromatografick¢é podminky testovat individudlné a pouzit¢ metody peclivé validovat. Pro analyzu
B-laktamovych a tetracyklinovych antibiotik se nejcastéji pouzivaji kolony s reverzni staciondrni fazi,
nejcasteji C18 (viz kapitola Vysledky a diskuse). Mobilni faze byva slozena z acetonitrilu nebo methanolu
a jsou pouzivany kyselé pufry (Lara et al., 2012). Spotieba rozpoustédel pfi této instrumentaci je pomérné
vysoka a vétSina metod je také znacné dlouhd. Navic starsi typ kolon je v kyselé oblasti méné¢ stabilni (Lopez,
2020). Hlavni vyhodou pouziti sub-2 um kolon je podstatné zkraceni doby analyzy pii zachovani kvalit
separacniho procesu, a tim sniZzeni mnozstvi spotfebovanych rozpoustédel, coz jsou efekty pozorované

v dosud publikovanych aplikacich.

Cilem studie bylo ovéfit vhodnost pouziti konkrétniho typu sub-2 um kolony pro analyzu penicilinu G,
cefoxitinu a tetracyklinu technikou LC. Penicilin G (benzylpenicilin) je jedno ze zékladnich B-laktamovych
antibiotik. Cefoxitin (cefoxitin sodium) je cefalosporinové antibiotikum 2. generace odvozené od cefamycinu.
Tetracyklin je polosyntetické Sirokospektralni antibiotikum. VSechny tyto latky jsou ve veterinarnim Iékatstvi

pomérné Casto vyuzivané.

MATERIAL A METODIKA / MATERIAL AND METHODS

Chemikalie:

Penicilin G draselnd stl, 1600 U/mg, cefoxitin sodnd sil, >98%, tetracyklin hydrochlorid, >90% (P-Lab,
Ceska republika), methanol p.a., §tavelova kyselina p.a., Na2HPO4 * 2 H20 p.a. (Penta, Ceska republika),

acetonitril pro chromatografii (Merck, Germany).

Zasobni roztoky penicilinu G a cefoxitinu o koncentraci 1 mg/ml byly pfipraveny v 50% methanolu. Zasobni
roztok tetracyklinu o koncentraci 1 mg/ml byl pfipraven v methanolu. Roztoky byly stalé pti 6 °C jeden mésic

a byly pouzity jako testovaci standardy.

Pro ptipravu roztoki a mobilnich fazi byla podle potieby pouzita redestilovanad voda (Premier Systems,

Phoenix, AZ, USA).

Instrumentace:
Pro vSechny analyzy byla pouzita kolona Zorbax SB-C18, 4,6 x 50 mm, 1,8 um (Agilent Technologies, USA)
v kapalinovém chromatografu RRLC 1200 (Agilent, USA) s DAD (detektor diodového pole).
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Analyza B-laktamovych antibiotik:

Pti sledovani B-laktamovych antibiotik byly posouzeny zejména analytické moznosti pro stanoveni penicilinu
G (benzylpenicilinu) a skupiny ptibuznych cefalosporinill, kam patii cefoxitin. VSechny tyto latky patii do
skupiny B-laktamovych antibiotik s pfibuznym strukturnim zakladem a v metodach jsou obvykle sledovany
soucasn¢. Analytické podminky vychéazely z prace Cémara et al. (2013). Mobilni faze mély slozeni:
A: 25 mM fosfatovy 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 odecitany pfi vlnové
délce 210 nm, teplota na kolon¢ byla udrzovana na hodnoté 25 °C. Velikost nésttiku vzorku byla 5 ul a pratok

mobilni faze 1 ml/min.

Analyza tetracyklinu:

Analytické podminky vychazely z publikované prace Samanidou et al. (2007). Mobilni fdze m¢ly sloZeni:
A: 0,01 M stavelova 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 odecitany pii vinové délce 355 nm, teplota na koloné

byla udrzovana na hodnot¢ 25 °C. Velikost néstfiku vzorku byla 5 ul a pratok mobilni faze 1 ml/min.

VYSLEDKY A DISKUZE / RESULTS AND DISCUSSION

Rezidua antibiotik jsou pomoci LC systematicky sledovana od konce minulého stoleti (napt. Lee a Lee, 1990,
Hong a Kondo, 1997). Od té doby doznala instrumentace v této oblasti chromatografie podstatnych zmén.
Postupné se objevil inovovany typ kratkych chromatografickych kolon, které vyuzivaji jako nosice stacionarni
faze Castice s velmi nizkou velikosti zrna, obvykle nizs$i nez 2 pm a jsou pouzivany ve vysokotlakych
systémech (RRLC — Agilent, UHPLC — Waters). Tyto instrumentacni zmény umoziuji zejména zkratit dobu
analyzy pii soucasném zachovani kvality ziskanych dat a objevuji se zejména v oblasti analyzy piirodnich

latek, zivotniho prostiedi a farmaceutickych aplikacich.

Vsechny tii sledované latky (penicilin G, cefoxitin, tetracyklin) byly analyzovany na kolon¢ Zorbax SB-C18
(délka 50 mm, pramér 4,6 mm, velikost ¢astic 1,8 pm, Agilent Technologies). Tato kolona je vhodna zejména
pro pouziti s kyselymi mobilnimi fazemi a objevila se i1 jako vyhodna instrumentace pii farmaceutickych

analyzach (Al-Kahdi et al., 2023). Pii analyze rezidui antibiotik se vSak tento typ kolon zatim pfili$ neobjevuje.

Pro testovani kolony byly zvoleny chromatografické podminky totozné s podminkami jiz publikovanymi
(Camara et al., 2013, Samanidou et al., 2007). Dosazené retencni ¢asy byly oproti piivodnim publikacim
podstatné zkracené (Tab. 1a). U konkrétnich pokusti v ramci nasi studie doslo ke zkraceni retenc¢nich Cast
u testovanych antibiotik v rozmezi 50 az 75 %. Ve srovnani s ostatnimi publikovanymi vysledky (Tab. 1b) je
zkraceni reten¢nich ¢asii mnohem vyznamnéj$i. Zkraceni retencniho ¢asu znamend pro analytickou praxi
podstatnou usporu pouzivanych rozpoustédel a také casovou usporu, jak ukazuji i vysledky ojedinélé studie
(Gros et al., 2013), kde byla pro analyzu stejnych antibiotik pouzita chromatograficka kolona 50 x 2,1 mm

a se zrnitosti 1,8 um.
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Tabulka 1: Retenc¢ni Casy penicilinu G (PEN G), cefoxitinu (CEF) a tetracyklinu (TC) stanovenych:

a) metodou UPLC za pouziti kratké separacni kolony C18 dle nasi studie

Rozmér Zrnitost
(mm) (pm)
50 x 4,6 1,8

Mobilni faze

0,025 M fostatovy pufr (pH=3,4)/acetonitril
0,025 M fostatovy pufr (pH=3,4)/acetonitril
0,02 M stavelova kys./acetonitril

b) metodou HPLC za pouziti separac¢nich kolon C18 dle dostupné odborné literatury

Zdroj

Camara et al., 2013
Martinez-Huelamo et al., 2009

Hong a Kondo, 1997
Serensen et al., 1997

Moats a Romanowski, 1998
Mohebi et al., 2020
Bilandzi€ et al., 2011
Karageorgou et al., 2018
Denooz a Charlier, 2008
Gros et al., 2013

Abbasi et al., 2011

Brandsteterova et al., 1997

Mamani et al., 2009
Samanidou et al., 2007
Shalaby et al., 2011
Moudgil et al., 2019

Rozmér
(mm)

150 x 4,6
125 x 4,6

300 x 3,9
150 x 3,9
150 x 3,9
150 x 3
150 x 4,6
250 x 4
250 x 4
50 x 2,1

250 x 4,6

Zrnitost
(um)

5
5
4
4
5

2,7
5
2,5
5
1,8

Mobilni faze

25 mM fosfatovy pufr (pH=3,4)/acetonitril
voda + 0,1 % mravenci kys./
acetonitril + 0,1 % mravenc¢i kys.
0,1 M fosfatovy pufr/acetonitril
0,1 M fosfatovy pufr (pH=9)/acetonitril
0,01 M fosfatovy pufr/acetonitril
voda + 0,1 % mravenci kys./methanol
acetonitril, methanol, ternarni fosfatovy pufr
0,05 M amonium acetat/acetonitril
fosfatovy pufr (pH=7,4)/acetonitril
voda + 0,1 % mravenci kys./acetonitril
methanol (10 %), acetonitril (20 %),
0,05 M stavelova kys. (70 %)
methanol (17,5 %), acetonitril (17,5 %),
0,01 M stavelova kys. (65 %)
acetatovy pufr (pH=7)/methanol (75 %), acetonitril (25 %)
0,01 M stavelova kys./acetonitril
0,03 M stavelova kys./acetonitril
acetatovy pufr (pH=7)/methanol (75 %), acetonitril (25 %)

75

Reten¢ni ¢as #r (min.)

PEN G
5,5

CEF

2,3

TC

3,1

Reten¢ni ¢as #r (min.)

PEN G
7,5

9,5

19
26,5
25
15,5
20
7,9

2,1

CEF
4,5

6,5
12-18
1,3

TC

6,5

4,5

22
5,5
10
22



ZAVER / CONCLUSIONS

V provedené studii bylo zjisténo, ze je mozny ptechod na sub-2 pm kolony pfi zachovani ostatnich parametrti
metody také pii analyze vybranych antibiotik ze skupiny B-laktamovych a tetracyklinovych antibiotik.
Pii testovani vhodnosti kolony byly zachovany pivodni podminky chromatografické separace (totozna
mobilni faze a schéma gradientu) jako ve vychozich publikacich. Studie prokazala podstatné snizeni
retencnich Casii pro vSechna tfi sledovanad antibiotika. Pokud budou podobné kolony pouzivany pro

diskutované analyzy, vyraznym zpiisoben se snizi spotieba rozpoustédel pouzivanych pro mobilni faze.
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