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ABSTRAKT

Diplomova prace se =zabyva optimalizaci a validaci metody pro stanoveni
tetracyklinovych antibiotik (oxytetracyklin a tetracyklin) pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie s detektorem diodového pole (HPLC-DAD). Cilem prace bylo vytvofit robustni
metodu pro stanoveni téchto antibiotik v mléku po extrakci technikou DGT. Teoreticka Cast
prace se zabyva jednotlivymi skupinami antibiotik a jejich mechanismem ucinku, moznostmi
vyuziti a moznym vznikem rezistence. Nasledné je rozebrana legislativa, ktera oSettuje
povolené mnozstvi antibiotik v mléce. Detailn€ je popsana metoda HPLC a jednotlivé validacni
parametry. Experimentalni ¢ast je zaméfena na vytvoreni metody, jeji optimalizaci a validaci.
V ramci validace byly ovéfeny tyto parametry: volba mobilni a stacionarni faze, vinova délka
DAD, linearita, pfesnost metody, mez detekce a kvantifikace, robustnost. Jako nejvhodné;si
mobilni faze byla vyhodnocena smés 0,01 M kyseliny trifluoroctové, methanolu a acetonitrilu
v poméru 80:10:10. Jako optimalni vinova délka pro detekci tetracyklinovych antibiotik byla
zvolena 355 nm. Pfi stanoveni robustnosti metody se prokazalo, ze metoda je robustni,
statisticky vyznamny vliv na robustnost byl zjis§tén pouze pfi pouziti rozdilné stacionarni faze.

KLIiCOVA SLOVA

tetracyklinova antibiotika, oxytetracyklin, tetracyklin validace metody, HPLC-DAD



ABSTRACT

This diploma thesis focuses on optimization and validation of the method for a mixture
of tetracycline antibiotics (oxytetracycline, tetracycline) determination using high performance
liquid chromatography with a diode array detector (HPLC-DAD). The aim of this thesis was
to determine suitability of the system for the determination of these antibiotics in milk. The
theoretical part is focused on individual groups of antibiotics and their mechanism of action,
resistances and possibilities of use. Next point of this thesis is legislation, which describes
permitted amounts of antibiotics in milk. In this study, the HPLC method and validation
parameter is described in detail. The experimental part deals with creation and optimization of
the method and its validation. Following validation parameters were verified: system suitability,
linearity, method accuracy, limit of detection and quantification, robustness. The results
obtained indicate mostly suitable ratio of mobile phase of 0,01 M trifluoracetic
acid:methanol:acetonitrile = 80:10:10. The wavelength 355 nm was found as the most feasible
for this method after evaluating the result. Determination of robustness showed that the method
is robust, and the only significant effect on the robustness was observed in column changes.

KEYWORDS
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1 UVOD

Nejvyznamnéjs§i objev v historii antibiotik ucinil Alexandr Fleming, ktery objevil
doposud neznamou latku, a to penicilin. Tento krok odstartoval velkou éru antibiotik, ve které
jsou objevovana stale nova antibiotika. V soucasné dobé si bez antibiotik nedokazeme
predstavit zivot a vyuzivame je k 1écbé bakterialnich onemocnéni jak lidi, tak zvirat. Bohuzel
jejich nadmeérné uzivani antibiotik mize vést ke vzniku rezistence mikroorganismi k témto
latkdm, na kterou upozorfioval jiz Fleming.

Antibiotika Ize d€lit podle raznych kritérii. Nejpouzivanéjsi je déleni antibiotik podle
chemické struktury. Objev [B-laktamovych antibiotik patfi mezi nejvétsi uspéch od dob
Fleminga. Skupina [-laktamovych antibiotik predstavuje vice jak 65 % svétového trhu
s antibiotiky. Aminoglykosidova antibiotika maji hlavni vyhodu v jejich Sirokém bakterialnim
spektru a vicestupniovém ucinku na bakterie. Makrolidova antibiotika jsou v praxi vyuzivana
antibiotika proti infekcim dychacich cest, kiize a mékkych tkani. Linkosamidy se vyuZzivaji ve
veterinarni dermatologii, jelikoz dobie pronikaji do infikované pokozky. Polypetidova
antibiotika byla objevena nedavno. Pfirodni peptidy jsou produkovany v§emi druhy zivota jako
hlavni soucast obrannych molekul proti mikroorganismim v prostfedi. Mezi skupinu
tetracyklinu fadime oxytetracyklin a tetracyklin. Jejich zéakladni strukturou jsou Ctyfri
aromatické kruhy. V soucasné dobé je predepisovani farmak na bazi tetracyklinu omezené kvuli
nezadoucim G¢inkiim a vzrustajici rezistenci mikroorganismu. Avsak ve veterinarni mediciné
jsou to nejpouzivané]$i antibiotika. Hlavnimi vyuzitim je pfi respiracnich a koznich infekcich,
¢i zanétech moCovych cest. U prezvykavcu se vyuzivaji ve velké mife pfi 1éCbe mastitidy.

Mastitida je nejbézné€jsi onemocnéni krav v mlékarenském primyslu. Béhem 1écby
tohoto onemocnéni je mléko znehodnoceno antibiotiky, které jsou vyuzivany na lécbu.
Z mikrobialniho hlediska je téz nepfipustné. Tetracykliny jsou z antibiotik nejpouzivanéj§imi
na 1écbu mastitidy. AvSak léCeni antibiotiky muze zpusobit, ze se v mléce nebo mlécnych
vyrobcich objevi rezidua antibiotik. Antibiotika v mléce pfedstavuji problém nejenom z
hlediska zdravotniho, ale také zptsobuji problémy pii vyrobé mléénych produktd. Maximalni
mnozstvi oxytetracyklinu a tetracyklinu v mléce je 100 ugkg-1 dle nafizeni komise EU ¢.
37/2010 ze dne 22. prosince 2009.

Tato diplomova prace se veénuje vytvoreni a validaci metody pro stanoveni
oxytetracyklinu a tetracyklinu v mléku pomocé HPLC-DAD po extrakci technikou DGT.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Antibiotika

2.1.1Historie

Prvni antibiotikum, které v pfirodé¢ bylo nalezeno, byla kyselina mikofenolova
(Obréazek 1). Lékar a mikrobiologem Bartolomeo Gosio tuto latku popsal jako prvni roku
1893 [1]. Kyselina mikofenolova byla izolovana z Penicilium gluacum jako bila krystalicka
latka a bylo zjisténo, ze inhibuje rast Bacillus anthracis. Pozd€ji byl prokazan jeji protivirovy,
protiplisiiovy, protinadorovy ucinek a efekt proti lupénce. Struktura kyseliny mikofenolové
byla zcela objasnéna v roce 1952 v praci J. H. Brkinshawa [2]. Némecky 1ékat Paul Ehrlich
béhem prvni desetileti dvacatého stoleti predstavil prvni umélé antibakterialni cinidlo
tzv. arsfenamin (Obrazek 1) [3].

Nékolik mésici po objeveni se arsfenamin (neboli salvarsan) zacal pouzivat proti
syfilid€ a trypanozomii a byl to nejhojnéji vyuzivany lék do roku 1940. Mechanismus u¢inku
l1éku vsak zastaval nejasny. Ackoliv bylo znamé, ze se arsfenamin pfeméni na aktivni formu
v téle a je toxicky pro spritochety a jiné parazity [4].

0 OH CH; OH
\ L OH
/ﬁ( H,N As. /©:
o As NH,

O :©/
O
I HO

CH; ©OH
Obrazek 1: Kyselina mikofenolova a arsfenamin

Dalsi objevenou latkou s antimikrobialnimi G€inky byl sulfonamidchrysoidin objeveny
dvéma chemiky J. Klarerem (1898-1953) a F. Mietzchem (1896-1958). Avsak pouze diky usili
Domagka (1895-1964) bylo pfedstaveno prvni sulfa-antibiotikum Prontosil v roce 1932.
Prontosil sice nebyl prvnim antimikrobialnim pfipravkem, ale byl prvni, ktery se stal §iroce
znamym. Prontosil bylo 1é¢ivo, které bylo metabolizovano na sulfonilamid. Sulfonilamidy jsou
bakteriostaticka antimetabolitova 1éCiva, ktera indukuji inhibici folata [4].

V roce 1928, Alexander Fleming ucinil jeden z nejvyznamnéjSich objevii — objevil
penicilin [5]. Fleming se snazil spolupracovat s fadou védcl ve snaze izolovat neznamou latku,
ale bez uspéchu. Vroce 1939 zacal patolog H. W. Florey s biochemiky E. Borisem a
N. Heathym pracovat na izolaci zahadné latky. Po roce prace se jim podarilo latku otestovat na
mySich a ziskat fenomenalni vysledky. Penicilin byl poprvé vyuzit pro 1é¢bu infekce obliceje
zpusobujici sepse v roce 1941 na pacientovi Albertu Alexandrovi. V roce 1945 se penicilin stal
dostupnym pro vefejnost a ve stejném roce byla objasnéna struktura rentgenovou
krystalografickou analyzou (Obrazek 2). Coz umoznilo, aby byl klasifikovan jako prvni ¢len
rodiny B-laktama [3].
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Obrazek 2: Penicilin

V roce 1945 bylo nasyntetizovano prvni antibiotikum ze tfidy cephalosporini a to
cephalosporin C, ktery byl produkovan mikroorganismem Acremonium chrysogenum. Mezi
dalsi dulezité milniky ve vyvoji antibiotik patfi izolace tyrotricinu z Bacillus brevis popsané
v praci francouzského mikrobiologa René Duboseho [6]. Pozdé&ji bylo prokéazano, ze to byla
smes gramicidinu D a tyrocidinu [3]. V dalSich desetiletich se objevila cela fada jednotlivych
antibiotik (Obrazek 3).

Objeveni oxytetracyklinu
Objeveni erytromycinu
Objeveni vancomycinu
Objeveni kanamycinu

Objeveni sulfonamida
Objeveni gramicidinu

Pred rokem
1930 1930-1939 1940-1949 1950-1959 1960-1969

Objeveni penicilinu

Piedstaveni penicilinu
Objeveni streptomycinu
Objeveni bacitracinu
Objeveni cefalosporinu
Objeveni chloramfenikolu
Objeveni chlortetracyklinu

Piedstaveni methicilinu
Piedstaveni ampicilinu
Objeveni gentamycinu
Piedstaveni cefalosporinu
Piedstaveni vancomycinu
Piedstaveni doxycyklinu

Objeveni neomycinu

Piedstaveni rafimpicinu
Objeveni tobramycinu
Objeveni cefamycinu
Piedstaveni minocyklinu
Piedstaveni korimoxazolu
Piedstaveni amikacinu

1970-1979

Piedstaveni omoxicilin-clavulatu
Piedstaveni ciprofloxacinu

Piedstaveni azithromycinu
Piedstaveni quinupristinu/dalfopritinu

Piedstaveni linzolidu
Piedstaveni cefditorenu
Pidstaveni daptomycinu
Piedstaveni telithromycinu
Piedstaveni tigecyklilnu

Obrazek 3: casova osa objevii antibiotik [ 7]
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2.1.2Rozdéleni antibiotik

Antibiotika je mozné dé€lit do skupin podle mechanismu ucinku (inhibice syntézy
bunécné stény, poskozeni funkce cytoplazmatické membrany, poruchy syntézy bunécnych
bilkovin, poruchy metabolismu specifickych d&ji), sife antimikrobialniho spektra (antibiotika
s Sirokym/uzkym spektrem), podle chemické struktury (viz kapitola 2.1.2.1).

2.1.2.1Déleni podle chemické struktury

B-laktamova antibiotika

Objev B-laktamovych antibiotik patii mezi nejvetsi uspéchy moderni doby. Od
aplikace pfirodniho produktu jako chemoterapeutika. Skupina [-laktamovych antibiotik
obsahuje vice jak 50 prodavanych druhta (vCetné penicilinu, cefalosporinu, karbapenu,
manobaktamu atd.), coz predstavuje vice jak 65 % svétového trhu s antibiotiky [8].

Tato antibiotika produkuji eukaryotické houby, aktinomycety (nejcastéji Streptomyces)
a také bakterie (role jejich in vivo produkce doposud nebyla objasnéna) a velké mnozstvi
B-laktamovych antibiotik miZe byt také ptipraveno synteticky. Jejich vyhodou je nizka toxicita
pro eukaryotické bunky oproti vysoké toxicité vuci bakterialnim burikam. Tento selektivni
ucinek je spjat s predstavou, ze ucinek souvisi s jedine¢nou bakterialni slozkou a to bunécnou
sténou [9].

Tato skupina antibiotik ma baktericidni GiCinky, tedy ptisobi pouze na bakterie v ristové
tazi, protoze inhibuji syntézu bunécné stény. Zakladem je navazani na protein vazajici penicilin
(PBP, anglicky penicilin — binding proteins). Tyto proteiny (transpeptydazy, karoxypeptidazy,
endopeptidazy) jsou navazany na vnéjsi strané buriky, na které se vazi kovalentni vazbou
antibiotika. Jsou zodpoveédné za vzajemné propojeni peptidoglykanti v bunécné stén€. Buriky
s poskozenou bunéfnou sténou nejsou schopné branit se osmotickym zménam [10].
Inhibitorem téchto antibiotik jsou P - laktamazy (napf.: kyselina klavulanova) [11]. Tyto
enzymy pusobi hydroliticky na amidovou vazbu, ktera je charakteristicka pro Ctyiclenny

B-laktamovy kruh [12].
Jul

O

Obrazek 4: B - laktamovy kruh

Aminoglykosidy

Prvnim aminoglykosidovym antibiotikem byl streptomycin, ktery byl objeven
Slemanem Waksmanem. Tato latka byla dlouho hledanym lékem na tuberkulozu a stala se
Siroce popularni na konci 40. a 50. let. Kdyz byl streptomycin a dihydrostreptomycin pouzit
poprvé, méla fada pacientd trvalé poskozeni sluchu a rovnovahy. Nefrotoxicky (toxicky pro
ledviny) a ortotoxicky (toxicky pro hlavovy nerv, zpusobuje nedoslychavost) potencial
streptomycinu byl popsan kratce po jeho objeveni, beéhem jeho pocatecniho klinického
testovani [13].

11



Vsechny prirodni nebo semisyntetické aminglykosidy maji ve své struktufe nekolik,
vétsinou tfi kruhy (cyklity - nasycena struktura 6-uhlikatého kruhu) a pentézu nebo hexozu,
které jsou spojené glykosidickymi Vazbami (Obrazek 5) [14].

NH,
I\'::J\
o y NH,
Now NH,

OH
0
HC D \]/

NH,
OH CH;
Obrazek S: Priklad struktury aminoglykosidu na streptomycinu

Primarné je tato skupina latek vyuzivana pro lécbu gram-pozitivnich a gram-negativnich
bakterialnich infekci. Aminoglykosidy mohou byt vyuzity i v jiném kontextu. Ukézalo se, ze
inhibuji produkci HIV-1 blokovanim vazby virového regulacniho proteinu Rev. Také gen pro
aminoglykosidovou rezistenci je vyuzivan jako geneticka znacka eukaryot a prokaryot
v molekularni biologii [14].

Hlavni vyhodou téchto antibiotik je Siroké bakterialni spektrum a baktericidni vlastnosti
(tzn. jejich schopnost zabit bakterii i mimo fazi ristu). Jejich vicestupnovy ucinek na bakterie
zaCina na plazmatické membrané internalizaci (pfesunem molekuly z vnéjSiho prostredi do
buriky) a kon¢i ovlivnénim riznych intracelularnich procest [13]. Klicovym bodem piisobeni
antibiotik je vstup do buiky. To se déje vicefazovym mechanismem. Prvni krok je nezavisly
na energii. Zahrnuje pocatecni prichod latek vnéjsi membranou a periplazmatickym prostorem
u gram-negativnich organismt a prichodu bunécnou sténou u gram-pozitivnich bakterii.
Nasleduje vazba kationtového aminoglykosidu na wvnéj§i stranu bunécné membrany
elektrostatickymi interakcemi. Druhy krok je zavisly na energii. Pozitivné nabitd molekula
ziskava vstup do cytosolu. Proteinovy medidtor pro tento proces doposud nebyl objeven.
Energie pro d¢j se ziskava z transmembranového potencidlu. Tteti krok je rychly a zavisly na
energii. Aminoglykosid se navaze na ribozomy a dojde k akumulaci antibiotik v buiice. Velka
koncentrace antibiotik ma pleiotropni Uc¢inky: zpusobuji chybnou translaci mRNA, ztratu
integrity bunééné membrany vedouci ke zvySené permeabilité a inhibici replikace DNA [14].

Stejné jako u fady jinych antibiotik vedlo rostouci pouzivani aminoglykosida ke vzniku
rezistentnich bakterii. Prvnimi rezistentnimi bakteriemi byly kmeny M. tubeculosis, které byly
rezistentni na streptomycin. Ve vSech kmenech do§lo ke zméné rRNA a ribozomalnich
proteini. Mechanismus rezistence muze byt enzymaticky a neenzymaticky [15].

Makrolidova antibiotika

Makrolidova antibiotika maji velké vyuziti v klinické praxi jako 1é€ivo proti infekcim
gram-pozitivnich a nékterych gram-negativnich bakterii, napf.: Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae a Streptococcus pyogenes, Heamophilus inflluenzae. Tato
antibiotika jsou vyuzivana pii 1é¢bé€ infekci dychacich cest, kiize a mékkych tkani, a to zejména
u pacientt, ktefi jsou alergicti na penicilin [16]. Struktura makrolidovych antibiotik se sklada
z 14-16 uhlikatych laktonovych kruhi nesouci jeden nebo vice cukernych zbytka a dalsi
substituce na laktonovém kruhu (Obrazek 6) [17].
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Obrazek 6: Obecna struktura makrolidového antibiotika o 16¢leném laktonovém kruhu

Erytromycin A, ktery je ¢trnacti ¢lenny (Obréazek 7), byl prvnim klinicky vyuzivanym
makrolidovym antibiotikem. Je to metabolit mikroorganismu Streptomyces erythreus. Velky
problém pfi rozsifovani erytromycinu A predstavoval systém podavani 1ékt, protoze dana latka
byla nestabilni v kyselém prostiedi. Postupné se objevovaly nové generace antibiotik a s nimi
se zvySovala jejich stabilita v kyselém prostiedi a ife spektra vyuzitelnosti. U&innost t&chto
slouCenin byla vSak snizovana postupnou rezistenci mikroorganismi. Nejnovéjsi skupinou
makrolidovych antibiotik jsou ketolidy. Ty by mély byt Gc¢innéjs§i na odolné rezistentni
kmeny [17]. Makrolidova antibiotika mohou byt rozdélena do 4 zakladnich skupin podle poctu
uhliku v laktonovém kruhu. Prvni skupinou jsou antibiotika o dvanacti uhlicich, ktera maji
ketonovou skupinu na C — 7. Do této skupiny patfi napt.: metymycin, neomeymycin atd. Pouze
semisynteticka dvanactiuhlikova antibiotika maji klinicky u€inek. Druhou skupinou jsou latky
o ctrnacti  uhlicich v laktonovém kruhu. V této skupin€ nachazime erytromycin,
erythromycylamin a dalsi [18]. Nové objevenou skupinou ¢trnactiuhlikatych makrolida jsou
ketolidy (Obrazek 8). Hlavnim rozdilem ve struktufe je pfitomnost L-kladindzy a tfi
ketonovych skupin na ¢trnacti uhlikaté kostte slouCeniny [16]. Slouceniny o patnacti uhlicich
v laktonovém kruhu tvoii tfeti skupinu. Radime sem azitromycin, ktery ma zlepsenou aktivitu
proti gramnegativnim bakteriim a jehoz struktura byla odvozena od erytromycinu A. Pfirodni
makrolidova antibiotika o Sestnacti uhlicich byla chemicky modifikovana, aby byla zlepSena
jejich ucinnost proti nékterym rezistentnim mikroorganismim. Pouze nékolik molekul bylo
uspesnych, jako napf.: miocamycin a rokitamycin [18].
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Obrazek 8: Obecna struktura ketolidu [16]

Makrolidova antibiotika inhibuji proteinovou syntézu zacilenim na bakterialni ribozom.
Latky se navazi na ribozomalni exitovy tunel (NPET — nescent peptide exit tunnel, Obrazek 9).
NPET je cesta z ribozomu, kterou prochazi syntetizovany protein. Diive se ptfedpokladalo, ze
makrolidy zastavuji translaci jednoduse vyplnénim NPET, ¢imz zablokuji tvofeni novych
bilkovin. Nicméné v dnesni dobé se predpoklada, Zze antibiotika umoziuji priichod nékterym
bilkovinam a mohou naruSovat syntézu specifickym zptisobem [18]. Kannan aspol. [19] ve své
pract demonstruje, ze makrolidy jsou spiSe specifické inhibitory translace, jelikoz nékteré
proteiny mohou projit pfes NPET piestoze na ribozom pusobi makrolidové antibiotikum.
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antimikrobialnich latek v souCasnosti. Zaznamenany byly alergické reakce, lokalni podrazdéni,
ototoxicita, hepatotoxicita atd. Ztidka se vyskytly psychické problémy, hemolytickd anémie,
astma aj. Gastrointestinalni intolerance je nejcastéjSim vedlejSim efektem a zavisi na davce
antibiotika. Pfiznaky mohou byt bolesti bficha, kfeCe, prijem, nadymani, nevolnost a zvraceni.
Tento vedlejsi efekt byl zaznamenan u 20-50 % pacientt, ktefi uzivali erytromycin [16].

Bakterialni rezistence na makrolidova antibiotika byla objevena roku 1956 u
stafylokokd. Rezistence probiha tfemi zakladnimi mechanismy: zména cilového mista, zména
transportu antibiotik, modifikace antibiotik [16].

Nejbeéznéjsi mutaci bakterii je zména cilového mista. Mutace pifimo nebo alostericky
ovliviiuje vazbu makrolidi a zpusobuje rezistenci tim, Ze brani v navazani antibiotika na
ribozom. Mutace v ribozomalnich proteinovych genech jsou Castou pfiCinou rezistence na
léCivo, protoze k mutaci bun€k vi¢i makrolidu stac¢i jedna mutacni udalost. NejCastéji
nalezenym mechanismem modifikace vazebného mista makrolidu je demetylace jednoho
23S rRNA nukleotidu metyltransferazami. Demetylace vazebného mista makrolidu snizuje
afinitu léku, ¢imz Cini bakterie odolné vii¢i vysokym koncentracim antibiotik [20].

Druhou nejcastéjsi rezistenci je modifikace antibiotika bakteriemi. Muze odchazet
k esterovému S§tépeni makrolidového kruhu, makrolidové glykosylaci nebo makrolidové
fosforylaci. Glykosylace prekurzori hraje dulezitou roli v biosyntéze makrolida [21].

Tteti variantou je transport antibiotik ven z buriky. Transportéry mizeme rozlisit podle
toho, zda jsou pohanény protonmotivni silou nebo ATP. Také se daji rozliSit podle toho, zda
jsou to jednoduché prenaseCe v membrané nebo proteiny prenasejici vice 1é¢iv [21].

Linkosamidy

Linkosamidy jsou antibakterialni latky vychazejici z pfirodniho produktu linkomycinu
(Obrazek 10). Skupina antibiotik zahrnuje semisyntetické derivaty. V soucasné dobé jsou
linkosamidy vyuzivany k 1é€bé fady infekci. Jsou ui¢inné proti gram-pozitivnim bakteriim, ale
najdou vyuziti i u nékterych aerobnich gram-negativnich bakterii a protozoi [22]. Jsou
produkovany  nékolika druhy rodu  Streptomyces (S. lincolnensis, S. espinosus,
S. roseolus atd.) [23].
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Obrazek 10: Linkomicyn. Struktura likosamidii je sloZzena z aminokyseliny (kyseliny
propylhygrové) a sacharidové jednotky (metylthio-linkosamid)

Linkomycin a clindamycin (nejvyznamnéjsi semisynteticky derivat) jsou velmi dilezita
klinicka antibiotika. Clindamycin se fadi mezi 20 nejuzivanégjSich antibiotik na svété. Tato
antibiotika se pouzivaji v pripadech, kdy se oCekava puisobeni aerobnich i anaerobnich bakterii
(naptiklad prevence vnitrobfisni infekce po zakroku, stomatologicka infekce, anaerobni sepse,
infekce kosti a kloubtt). Linkosamidy jsou prvni volbou ve veterinarni dermatologii. Tyto latky
jsou pfi peroralnim podani dobfe absorbovany a dobfe pronikaji do infikované kiize. Hlavni
nevyhodou linkosamidu je rychle se rozsifujici rezistence bakterii a obCasné gastrointestinalni
problémy [23].

Linkosamidy patii ke skupiné antibiotik, ktera inhibuji proteinovou syntézu [23].

Polypeptidy

V poslednim pul stoleti jsou polypeptidova antibiotika v rozmachu. Jejich molekulova
hmotnost je mensi nez u proteind, pohybuje se mezi 350 a 3000. Nemusi byt slozeny vyhradné
z aminokyselin. Mohou obsahovat hydroxykyseliny, pyrimidiny, aminy, mastné kyseliny atd.
Peptidova antibiotika jsou rezistentni vici proteazam, které jsou produkovany zvifaty a
rostlinami [24]. De¢li se dvou tfid, non-ribozomalné syntetizované proteiny (napriklad
gramicidin, polymyxin, bacitracin, glykopeptidy) a ribozomalné€ syntetizované (pfirodni)
peptidy [25].

Non-ribozomaln¢ syntetizované proteiny obsahujici dvé nebo vice skupin odvozenych
od bilkovin jsou z velké ¢asti produkovany bakteriemi a nasledné modifikovany. Cylimycin,
derivat polymyxinu E je vyuzivan proti infekci plic zplsobenou bakterii Pseudomonas
aerufinosa a je dobfe snaSen. Gramicidin S je pomérné toxicky, jelikoz dochéazi k lyzi
erytrocytd pri koncentracich jen trojnasobné vyssich, nez je minimalni inhibi¢ni koncentrace
pro bakterie. Proto je uzivan pouze lokalné. Polymyxin B s gramicidinem S a bacitracinem jsou
vyuzivany v topickych ptipravcich [25].

Pfirodni peptidy jsou produkovany vSemi druhy zivota (vCetné bakterii) jako hlavni
soucast pfirozenych hostitelskych obrannych molekul. Byly objeveny pomérné nedavno jako
soucast vrozené imunity. Kazdy peptid je pak uzpusoben tak, aby optimalné€ pusobil proti
mikroorganismiim v prostiedi, ve kterém je produkovan. Tyto latky jsou Sirokospektralni, maji
pomérné nizkou minimalni inhibicni koncentraci a pisobi i na patogeny, které disponuji
rezistenci k antibiotikim. S témito antibiotiky teprve probihaji klinické studie [25].

Tetracykliny

Tetracykliny byly objeveny roku 1948 Benjaminem Duggarem [26], ktery zjistil, ze tyto
latky jsou produkovany bakteriemi kmene Streptomyces. Prvnimi popsanymi tetracyklinovymi
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antibiotiky byly chlortetracyklin (CTC) a oxytetracyklin (OTC). Tyto slouceniny jsou
sirokospektralni antibiotika, puisobi proti fadé mikrobi (G+ i G- bakterie, mykobakterie,
mykoplazmata, patogenni o — proteobakterie a n€kterd protozoa), coz je €ini atraktivnimi pro
farmaceuticky prumysl [[30]]. Postupem Casu se tato skupina tetracyklinovych antibiotik
rozrustala o dalsi antibiotika. Prvni rezistentnim mikroorganizmem na tetracyklin byla Shigella
dysenteriae, ktera byla izolovana v roce 1953. V roce 1955 byla izolovana multi-rezistenti
Shigella, ktera byla odolna vici tetracyklinu, chloramfenikolu a streptomycinu [27]. Od té doby
byla identifikovana cela fada bakterialnich kmenl rezistentnich wvici tetracyklindm.
Determinanty rezistence 1ze nalézt v genomech mikroflory zvitat a lidi, zivotniho prostfedi atd.
Tyto bakterie pak mohou pusobit jako prenaseCe geni pro rezistenci na patogenni
mikroorganismy [28].

Zakladem struktury tetracyklini jsou Ctyfi aromatické kruhy (Obrazek 11). Tetracykliny
jsou malo rozpustné ve vode, tedy jsou Casto davany do kyselych nebo zasaditych soli.
Tetracykliny jsou amfoterni 1éky a v roztocich tvofi smés kationtl a aniontt v zavislosti na pH.
Jsou pomérné stabilni ve fyziologickém pH s vyjimkou chlortetracyklinu [29]. Déli se do dvou
skupin. Mezi prvni skupinu (tzv. ,typické tetracykliny”) fadime tetracyklin, doxycyklin,
oxytetracyklin a mnohé dalsi. Tato skupina ma bakteriostaticky ucinek na urovni tvorby
bilkovin. Mezi druhou skupinu (tzv. ,atypické tetracykliny”) se fadi chelokardin,
anhydrotetracyklin a dalsi antibiotika pusobici na cytoplasmatickou membranu. Tyto
slouCeniny nejsou pro vyuziti ve farmacii nijak zajimavé a v Evropské Unii jsou zakézané [28].

H,C CH,
-
CH,OH N

OH OH O DH O

Obrazek 11: Struktura oxytetracyklinu

Obrazek 12: Struktura tetracyklinu

Tetracykliny se vazi na ribozomalni RNA, ¢imz zastavi translaci, jelikoz se nemtze
navazat tRNA v elongacni fazi. Tetracykliny se do gram-negativnich bunék dostavaji nejcastéji
jako hoteCnaté chelaty prostou pasivni difiizi pfes membranu. Dochazi k akumulaci chelatu
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v periplazmé. Nasledné se hofecnaty chelat disociuje a tim umoziuje slabé lipofilnimu a
nenabitému tetracyklinu prejit do cytoplasmy. Stejné je transportovana lipofilni a neutralni
molekula tetracyklinu pfes cytoplazmatickou membranu gram-pozitivnich bunék.
V cytoplazmé je tetracyklin opét komplexovan s hoi¢ikem a vaze se na ribozom. Vazba
tetracyklinu na ribozom je reverzibilni. Pfijem tetracyklinu je Castecné zavisly na energii a
zahrnuje pasivni difuzi, protonovou hybnou silu a hydrolyzu fosfatové vazby [31].

Jako mechanismy rezistence byly popsany: eflux (vyluCovani antibiotika z buriky),
ochrana ribozomu, enzymova inaktivace tetracyklini, rRNA mutace [31].

Nejbéznéj§imi efluxnimi pumpami pro tetracykliny jsou cleny hlavni transportni
superrodiny (MFS — rodina membranovych transportnich proteint, které usnadiiuji pohyb
malych rozpusténych latek pres bunééné membrany v reakci na chemoosmoticky tlak). Avsak
existuji prace [32], které potvrzuji pumpy bez MFS [31]. Nejvétsi skupinou jsou lécivo - H*
transportni  proteiny obsahujici 12 trasmembranovych helixi a zahrnujici dobfe
charakterizované efluxni pumpy jako je TetA. Tyto efluxni pumpy vymeéiuji proton za
molekulu tetracyklinu proti koncentracnimu spadu. Jedna se tedy o dé&j, ktery je zavisly na
dodané energii [30]. Efluxni proteiny jsou zakdédovany v plazmidovém genu. Exprese tohoto
genu je jednoduse regulovana riizné umisténim transkripnim represorovym genem patiicim do
rodiny TetR. Geny tetA a tetR jsou umistény oddélené pomoci dvou identickych sekvenci
operatoru, které jsou od sebe 11 pb. Pokud se tetracyklin nenachazi v buiice, protein TetR se
navaze na operatorovu sekvenci a blokuje pfistup promotoru k tetA a tetR. Pokud se v burice
nachazi komplex tetracyklinu s hofe¢natym iontem, navaze se na TetR protein. Komplex se
vaze na TetR s tisickrat vétsi afinitou nez na ribozom, coz znamena, ze nejprve dojde k expresi
genu, nez tetracyklin za¢ne inhibovat proteosyntézu [27].

V cytoplazmé se mohou nachadzet proteiny ochranujici ribozomy pied reakei
s tetracyklinem, ¢imz poskytuji Sir§i spektrum rezistence, nez je tomu u bakterii s efluxem.
Dnes je znamo 12 ribozomalnich ochrannych genii. Tyto geny jsou Sifeny mezi bakteriemi
pomoci mobilnich genetickych prvki. Nejznaméjsimi a nejlépe charakterizovanymi proteiny
jsou Tet(O) a Tet (M), které jsou si ze 75% podobné. Tyto proteiny katalyzuji
GTP — dependentni uvolfiovani tetracyklinu z ribozomu [31].

Dalsi alternativou rezistence bakterialnich buneék vici tetracyklinim je enzymaticka
inaktivace, kterd ma maly vyznam v klinické praxi. Enzym, ktery umoziuje inaktivaci, je TetX.
Byl izolovan z plazmidu mikroorganismu Bacteoides fragilis. TetX je flavin-dependentni
monoxigenaza, kterd za ptitomnosti NADPH a O ireverzibiln€ hydroxyluje tetracyklin na
pozici 11. Je tedy ziejmé, ze podminkou pro tuto rezistenci je to, ze mikroorganismus musi byt
aerobni. Tento produkt je vyrazn€é nestabilni a dochazi kjeho rozpadu ve
fyziologickém pH [33].

Poslednim typem rezistence je mozna mutace 16S RNA, ktera byla objevena u koznich
propionibakterii. Tyto mikroorganismy jsou spojeny s akné, na které se bézné uzivaji
tetracyklinové pripravky. Mutace cytosinu na guanin v ekvivalentni pozici 1058 d¢laji
tetracyklin neefektivnim. Toto je geneticka mutace, tedy neni pfitomna na mobilnich
castech [27, 30].

V dnesni dobé je predepisovani farmak na bazi tetracyklinu omezené. Nejenom kvuli
vzristajici rezistenci mikroorganismd, ale i diky fadé nezadoucich Gginké. V Ceské republice

18



se vyuziva podle vyhlasky ¢. 85/2008 Sb. chlortetracyklin - hydrochlorid,
oxytetracyklin - hydrochlorid, oxytetracyklin dihydrat, tetracyklin, tetracyklin - hydrochlorid,
doxycyklin - hyklat, doxycyklin monohydrat, minocyklin - hydrochlorid dihydrat. Jednotliva
medikace se 1i$i v dobé ucinku, v distribuci a v nezadoucich ucincich [34]. Nezadoucich efekt
je celatada. Tetracykliny se mohou ukladat do rostouci kostni tkan€ a narusovat jeji rast a barvit
nové rostouci zuby. Vznika komplex tetracyklinu s ortofosfatem vapenatym, ktery zptsobuje
zlutohnédé fluorescenc¢ni zbarveni. Proto by se tato antibiotika neméla pouzivat béhem prvnich
14 dnu té€hotenstvi a u déti do 12 let [35]. Jelikoz jsou to Sirokospektra antibiotika, mohou
zpusobovat superinfekce (infekce, ktera se rozviji v prubéhu jiné, jiz probihajici nakazy)
a dysmikrobie (naruseni bakteriadlni mikroflory ve stfeve). Pri uziti tetracyklinovych antibiotik
jsou ¢astymi vedlejSimi pfiznaky zazivaci potize, poruchy jater a slinivky. Nékdy se vyskytuje
fotodermato6za (zvySena citlivost kiize na slunecni svétlo, kopfivka, puchyfe, zarudnuti) nebo
alergie [34]. Pokud se vSak dodrzi davkovani, jsou tyto antibiotika povazovana za bezpecna
avedlejsi efekty se cCasto nevyskytuji. VéEtSina pacientt snasi i dlouhé aplikacni
cykly. Tetracykliny maji nizkou toxicitu, jsou lehce vstiebatelna a levna [35].

Tetracykliny byvaji vétS§inou podavany oralni cestou. K jejich absorpci dochazi
predevsim v zaludku a z mensi Casti v tenkém stfevé. Absorpce antibiotik je také ovlivnéna
pritomnosti potravin. Negativni vliv na absorpci antibiotik maji zejména dvojmocné ionty,
naptiklad véapniku, se kterymi tetracykliny vytvari chelatové formy. Tetracykliny jsou
vyuzivany pro lécbu gastritidy z Helicobacter pylori, malarie, minocyklin s oflatoxinem proti
lepte, akné, tyfu, cholete, respiracnim onemocnénim, chlamydiim a dal$im [36].

Tetracykliny jsou nejpouzivanéj§i antibiotika ve veterinarni mediciné (Obrazek 13),
avSak jejich spotieba klesa. Tetracykliny spolecné s peniciliny a sulfonamidy tvofily v roce
2015 v CR az 75,5 % viech spotiebovanych antibiotik. Je tedy o¢ividné, 7e v CR se stale
pouzivaji Sirokospektra antibiotika namisto uUzkospektralnich antibiotik s individualnim
pristupem k 1é¢bé [37]. Data z OIE (World Organisation of Animal Health) vykazuji stejny
trend v Evropé jako data z CR [38].

Hlavni veterinarni vyuziti je pfi 1é¢be gastrointestinalnich, respiracnich a koznich
bakterialnich infekci, infekci pohybového aparatu a moCovych cest u dribeze, skotu, ovci a
prasat ¢i domacich mazlicka [28, 39]. Tetracykliny mohou byt vyuzivany na 1écbu brucelozy,
vétSinou v kombinaci s rifampinem a strepomycinem [29]. U piezvykavcl se vyuzivaji proti
infekcim pfenasenych klistaty jako je anaplazmoéza, kliStova horecka. U krav se hojné
vyuzivaji k 1é¢be mastitidy [40]. Prezvykavcim nemohou byt tetracykliny podavany peroralni
formou, protoze by se znicCila jejich bachorova mikrofléra a doslo by k oslabeni travicich
procesu [28]. Dfive byly tetracykliny podavany v subterapeutickém mnozstvi jako dopln€k
stravy pro podporu rustu. Legislativa Evropské unie nedovoluje tuto cestu vyuziti od
roku 1975 [39].
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Obrazek 13: Vyvoj ve spotrebé antibiotik ve veterindrni mediciné v letech 2010-15. Mezi
tetracykliny jsou zapocitany (tetracyklin, chlortetracyklin, oxytetracyklin, doxytetracyklin) [37]

2.2 Mastitida

Kravska mastitida je nejb&znéjsi onemocnéni krav v mlékarenském pramyslu. Je
definovana jako zanétliva reakce parenchymu mlécné Zzlazy, ktera muze byt infekéni,
traumaticka anebo toxickd. Projevuje se fyzikalnimi, chemickymi a bakteriologickymi
zménami v tkani mlécné zlazy a vemenu [41]. Béhem tohoto onemocnéni je mléko
znehodnoceno antibiotiky, které se pouzivaji na 1écbu, a z mikrobidlni hlediska je téz
neptipustné. Dle Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004 ze dne 29. dubna
2004, kterym se stanovi zvlastni hygienicka pravidla pro potraviny zivocisného ptivodu, nesmi
pocet mikroorganismu v syrovém mléce pfi teploté 30°C prekrocit 100 000 v jednom mililitru
a pocet somatickych bunék nesmi byt vyssi jak 400000 na jeden mililitr. Proto musi byt mléko
nemocnych a 1éCenych krav vzdy stazeno z trhu stazeno z trhu. Toto onemocnéni ma velkou
bakterialni diversitu (bakterialni i nebakterialni patogeny), coz vedlo k vyvoji novych riznych
terapeutickych strategii. V soucasné dobé se nejprve identifikuje patogen a nasledné se nasadi
1écba vhodnymi antibiotiky. Tetracykliny jsou jedny z nejpouzivanéjSich antibiotik na toto
onemocnéni, jelikoz jsou relativné bezpecné a zaroven jsou Sirokospektralni, a tedy pasobi na
G+ a G- bakterie a na typicky rod Mycoplasma. Zajimavé vsak je, ze pokud se testuje aktivita
tetracyklini v mléce, tak je tato aktivita niz$i nez pfi testech na umélém médiu. Jednou z teorii
je, ze se vmléce vyskytuji rezistentni bakterie. Druhym moznym vysvétlenim je, ze se
tetracykliny vazou na tuk/kaseinové micely/vapnik a tim ztraci svoje antimikrobiadlni
vlastnosti [42].
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2.3 Legislativa

Léciva se podavaji pro kontrolu endoparaziti a ektoparaziti a se podavaji zviratim
nékolika zplisoby — injek¢né, oralné v potrave a vodé, mistné na kiizi nebo infuzemi. Velka Cast
veterinarniho oSetfeni mléEného skotu zahrnuje intramuskularni infuzi antibiotik k potlaceni
mastitidy. VSechny cesty pak mohou vést k tomu, Ze se zbytky antibiotik objevi v mléce a
mléénych vyrobcich. Antibiotika v mléce predstavuji problém z hlediska rizik pro ¢loveka, ale
zpusobuji také technologické problémy pii vyrobé mléénych produkti [43].

Maximalni limit rezidui (MLR) stanovuje Evropska unie v potravinach zivoc¢i§ného
ptvodu v natizeni Komise EU ¢. 37/2010 ze dne 22. prosince 2009 o farmakologicky ucinnych
latkach a jejich klasifikaci podle maximalnich limiti rezidui v potravinach zivocisného ptivodu.
Maximalni limit rezidui oxytetracyklinu a tetracyklinu v mléce je 100 ug/kg, dle tohoto
narizeni.

Evropskd unie v nafizeni Evropského parlamentu a Rady (EU)2019/6 ze dne
11. prosince 2019 o veterinarnich 1é¢ivych pfiipravcich a o zruseni smérnice 2001/82/ES
stanovila ochrannou lhatu. Ochranna lhita je definovana jako ,,Minimalni doba mezi poslednim
podanim veterinarniho 1é¢ivého pfipravku zvifeti a produkci potraviny z tohoto zvifete, ktera
je za béznych podminek pouziti nezbytna k tomu, aby bylo zajisténo, Ze tyto potraviny nebudou
obsahovat rezidua v mnozstvich, ktera ohrozuji vefejné zdravi.“ V ptipadé mléka ze zvirat,
které produkuji mléko pro lidskou spotiebu, nesmi byt ochranna lhata kratsi nez: (i) nejdelsi
ochranna lhata stanovena pro mléko v souhrnu udaji o piipravku pro jakykoliv druh zvifete
vynasobena koeficientem 1,5, (ii) sedm dnl, pokud léCivy pripravek neni registrovan pro
zvitata, ktera produkuji mléko pro lidskou spotiebu, (iii) jeden den, pokud je ochranna lhita
lé¢ivého pripravku nulova.
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2.4 Vysoko-ucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je separacni technika, ktera muaze byt
provadéna bud’ ve sloupci, nebo roviné za vyuziti kapalné mobilni faze a pevné stacionarni
faze. V souCasnosti jsou vyuzivany malé Castice a relativné vysoky vstupni tlak, coz
charakterizuje vysoce vykonnou (vysokotlakou) kapalinovou chromatografii se zkratkou
HPLC [44].

Chromatograficka technika je zalozena na separaci slozek na zakladné rozdilné afinity
analytu ke stacionarni (nepohyblivé) a mobilni (pohyblivé) fazi. Tato technika je vhodna pro
separaci molekul v biomediciné, pfirodnich latek a iontd. HPLC nabizi velkou variabilitu
separace. Také ma mnoho raznych metod detekce. Pomoci této metody lze dosahnout
stopového stanoveni slouceniny [45].

2.4.1Historie

Pred ptichodem HPLC techniky bylo u¢inéno néekolik dulezitych objevi, naptiklad:
objeveni chromatografie roku 1890, iontové vymeénné chromatografie v 50. létech 20. stoleti
a gelové permeacni chromatografie v 60. 1étech 20. stoleti. Jelikoz na zacatku vyvoje byl pritok
rozpoustédel pres stacionarni fazi zajistovan pouze gravitacni silou pusobici na rozpoustédlo,
byla kapalinova chromatografie pomala a neefektivni. Separace pak probihala nékolik hodin.
V tu dobu byla uc¢innéjsi plynova chromatografie, ktera vSak nemohla byt vyuzita pro analyzu
tepelné nestabilnich a té€kavych vzorki. Vysokoucinna kapalinova chromatografie byla
objevena na konci 60. let 20. stoleti. V 70. letech se zacala pouzivat Cerpadla a injektory, ze
kterych byl sestaven jednoduchy HPLC systém tak jak je znam v dne$ni dob¢ [45, 46].
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2.4.2Kapalinovy chromatograf
Kapalinovy chromatograf se sklada z nékolik ¢asti (Obrazek 14).

A

Mobilni faze (2.4.2.1)

A

Odplynovac mobilni faze
(2.4.2.2)

A

Cerpadlo (2.4.2.3)

Autosampler (2.4.2.4)

Chromatograficka kolona a
termostat (2.4.2.5)

<| «— Detektor (2.4.2.7)

Obrazek 14: Kapalinovy chromatograf [47]

2.4.2.1Mobilni faze

Mobilni faze musi byt kompatibilni s analytem z hlediska stability a rozpustnosti, aby
nedochazelo k ucpavani kolony a analyty mohly byt detekovany pfi vystupu z kolony. Mobilni
fazi maze byt &isté rozpoustédlo nebo smés rozpoustédel. Casto se pouziva smés organickych
rozpoustédel v razném poméru. VétSinou se postupuje od mobilni faze, kde je nejvice
zastoupena voda, po mobilni fazi se zvySujicim se zastoupenim organickych rozpoustédel [48].

Pro ochranu chromatografu a kolony je vhodné pied pouzitim prefiltrovat mobilni faze.
Slozky mobilni faze se nachazi ve sklenénych nadobach, aby nedochézelo k velkému
odparovani. Zaroveni musi dochézet k vyrovnavani tlaku v zasobnich lahvich [49].

2.4.2.20dplyriova¢ mobilni faze

Poté dochazi k odplynéni. Tento krok zabrani oxida¢ni degradaci vzorku a mobilni faze.
Vzduchové bublinky v koloné mohou zptsobovat mechanickou destrukci stacionarni faze. Pfi
davkovani vzorku muZze dochazet ke Spatné opakovatelnosti davkovaného objemu vzorku.
V detektoru mohou zpusobit zvySeny Sum na zakladni linii chromatogramu, ménit retencni
Casy. K externimu odplynéni se vyuziva ultrazvukova vodni lazen. Zakladni mechanismy
odplynéni v kapalinovém chromatografu jsou — probublavani heliem, ultrazvukové odplynéni,
vakuové odplynéni nebo refluxovani. Probublavani heliem a vakuové odplynéni jsou

23



nejpouzivanéj§i metody v souCasnosti. Vakuovy odplynovac je nejvice pouzivan, protoze je
jeho pouziti levnéjsi a jednoduché. Jeho princip spociva v tom, Ze mobilni faze vstupuje do
vakuové komory v polopropustné kapilare. Veskery plyn prochazi kapilarou do vakua [47, 49].

2.4.2.3Cerpadlo

Cerpadlo musi byt robustni, aby vytvofilo vysoké tlaky v systému, ale zaroveii musi byt
vysoce presné pii jakémkoliv pratoku. Jednou tfidou jsou Cerpadla, ktera vytvari konstantni tlak
mobilni faze. Pritok mobilni faze je pak urcen odporem prutoku mezi Cerpadlem a vystupem
z detektoru. Druha skupina je zaloZena na konstantnim prutoku a rizném tlaku, ktery zavisi na
odporu proudéni. Odpor se pak muze ménit s ¢asem, teplotou, kolonou, vzorkem atd.
V kapalinové chromatografii se vyuZzivaji Castéji Cerpadla s konstantnim pratokem [50].
Cerpadlo ma za kol dodavat nepietrzity a stabilni tok mobilni faze v systému bez pulzi do bez
ohledu na protitlak. Rozdily v objemu mohou vést k rozdilim v reten¢nich Casech a rozliSeni
piku. Pokud je nestabilni tlak (vytvafi se pulzy), v systému dochazi k vysokému Sumu a tim ke
snizeni limitu detekce a kvantifikace. Do modernich Cerpadel se ptidavaji tlumice tlakovych
pulzl, které maji za tikol eliminovat tlakové razy [47, 49].

Muzeme mit pumpy, které nam umozni do systému zavadét pouze jednu mobilni fazi
(izokraticka pumpa), pak musime mit smés predpfipravenou, smés dvou latek (binarni pumpa)
nebo kombinaci az 4 slozek mobilni faze (kvartérni). Binarni pumpa funguje na zakladé dvou
samostatnych pistovych Cerpadlech, které jsou pfipojené k nizkoobjemové smésovaci komote
a k jedinému pulznimu tlumici. Rychlost ¢erpani nebo objem slozky mobilni faze je fizena
pomoci pocitace, aby byl poskytnut pozadovany celkovy prutok. Kvartérni pumpa vyuziva
solenoidového ventilu, ktery je otevien pro danou slozku mobilni faze po urcitou dobu, aby
vznikla pozadovana smés ve sméSovacim zatizeni pred Cerpadlem. [47, 49].

V zavislosti na typu Cerpadla maze byt eluce gradientova nebo izokraticka. Izokraticka
eluce vyuziva konstantni slozeni mobilni faze po celou dobu analyzy. Gradientova eluce méni
slozeni mobilni faze béhem analyzy za vyuZiti online systému. Casto se vyuziva, pokud mame
vzorek s latkami o Sirokém rozpéti polarity, nebo analyza pfi izokratické eluci je nepfimérené
dlouha. Sekundarni vyuziti je pfi Cisténi kolony. Mlze vést ke zlepSeni rozliSeni, detekce,
zkratit ¢as analyzy. Na druhou stranu je nakladn&jsi na vybaveni laboratofe, musime pocitat
s Casem pro znovuobnoveni prostiedi v systému. Gradientova eluce muze byt krokova nebo
kontinualni [47, 49].

2.4.2.4Davkovani vzorku

Vstiikovani vzorku se provadi za atmosférického tlaku do systému s vysokym tlakem,
coz predstavuje kriticky krok v chromatografickém procesu. Jsou tfi moznosti jak vzorek
davkovat: injek¢ni stiikackou pfes septum, smyckovym ventilem, automatickym vstfikovacim
systémem (autosampler) [49].

Déavkovani pfes septum na kolonu je metoda aplikace vzorku, kterd vytvari rozmyvani
vzorku a to neni vhodné pro analyzu. Smyckovy ventil je vyuzivan pfi manualnim davkovani
vzorku. Analyt se nastfikne pomoci injekcni stiikacky do vzorkové smycky, ktera je nasledné
zmeénou ventilu pfipojena do vysokotlakého proudu mobilni faze. Existuji dvé metody nacteni
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vzorku: kompletni plnéni — smycka ma pozadovany objem injekce a je cela naplnéna vzorkem,;
CasteCné plnéni — smycka ma alespon dvojnasobny objem nez je objem analytu [47, 49].

Autosampler je v dne$ni dobé nejvyuzivanéjsi metodou davkovani vzorku. VSechny
autosamplery maji stejné zakladni komponenty, které zahrnuji injekCni ventil, injekéni
sttikaCku nebo vzorkovaci jehlu, smycku bud’ fixniho, nebo nastavitelného objemu, davkovaci
cerpadlo pro nasavani vzorku z lahvicky a vstfikovaci port, kterym se vzorek zavadi do smycky.
V soucasnosti mohou byt autosamplery také termostatované, coz se vyuziva pro vzorky citlivé
na teplotu [49].

Vzorek je ve vialce, ktera ma standardni velikost. Kazd4d nadobka je zaSroubovana
vickem se septem, aby mohlo dojit k odebrani vzorku pomoci vzorkovaci jehly. Vialka je
umisténa na presné daném misté v chromatogramu, které muze byt temperované na urcitou
teplotu [47]. Vzorek musi byt v nadbytku, jelikoz jehla nesmi naradzet na dno. Pokud mame
velmi malé mnozstvi vzorku, 1ze tento problém vyftesit vialkou s konickym tvarem [51].

2.4.2.5Chromatograficka kolona

Chromatografické kolony by mély byt vyrobeny z chemicky interniho materialu, ktery
je mechanicky odolny a vydrzi tlak 200—-600 MPa. Bylo studovano nékolik materialti jako sklo
nebo polyetherketonova vldkna (PEEK), avSak tyto materialy nemély dostate¢nou
mechanickou pevnost. Dnes jsou kolony vét§inou vyrobeny z nerezové oceli 316, ktera je
korozivzdornd a zarovern vysoce mechanicky odolna. Vnitiek kolony by nemél mit drsny
povrch (drazky nebo mikroporézni struktury), takze ocelové kolony ve tvaru valce musi byt
bud’ presné vyvrtany nebo vylestény. Kazda kolona je uzaviena fritami, které maji mensi
velikost port nez je velikost Castic v koloné. Frita brani uvoliovani stacionarni faze do
chromatografického systému. Dale je potieba spojit kolonu s kapilarou a to s co nejmen§im
rozmytim vzorku a bez uniku analytu. K tomu se nej¢astéji vyuziva nerezova ferrule a PEEK
spojky. Toto pfipojeni poskytuje vyhodu spojovani kolon s kapilarou, protoze ho lze snadno
pfizpusobit kolonam riznych vyrobci [51, 52].

Délka chromatografické kolony byva 5-30 cm a obsahe mikrocastice stacionarni faze
(do 10 um). Pokud je potteba vétsi pocet teoretickych pater, je obvykle vhodnéjsi pouzit kolony
s mensimi ¢asticemi nez delsi kolonu. Delsi kolona zvySuje retencni objem a zhorSuje detekéni
limit. Distribuce velikosti ¢astic by méla byt co nejuzsi. To proto, ze nejmensi Castice urcuji
propustnost kolony a nejvétsi Castice fixuji pocet teoretickych pater. Malé Castice vytvareji
vysoky odpor proudéni a velké ¢astice jsou zodpoveédné za rozsifeni pasma vzorku [51].

Témer vsechny separace na kolon¢ s reverzni fazi maji nizsi retenCni Cas pti vzristajici
teplot€, protoze se snizuje viskozita mobilni faze a ta za¢ne proudit rychleji. Také se zlepSuje
pfenos hmoty analytu (zlepSuje se efektivita). ZvySeni teploty je pak omezeno bodem varu
mobilni faze a teplotni stability analytd. Ohfev kolony zajiStuje termostat. Chromatografické
procesy jsou zavislé na teploté. [47, 49].

Neékdy muze byt vyuzivana predkolona, ktera je umisténa mezi vstiikovacem vzorku a
kolonou. Nejcastéjsi funkci predkolony je ochrana kolony pifed ucpavanim a poskozenim
ptipadnymi necistotami ve vzorku [51].
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Pfi spravném vybéru a namontovani nemaji predkolony vliv na separaci. Tyto kolony
se vymeénuji v pravidelnych intervalech nebo po urcitém poctu injekci, aby byla zajiSténa
maximalni zivotnost separacni kolony [51].

2.4.2.6RP-HPLC

Chromatografie s reverznimi fazemi je termin pouzivany pro metodu, ktera ma mobilni
fazi vice polarni nez stacionarni fazi.

Nejcastéji pouzivanou stacionarni fazi v RP-HPLC je chemicky vazany n-alkan s 18
atomy uhliku vazany na silikagelu, nebo krats$i n-alkan s 8 atomy uhliku. Doba eluce analytu
vzrusta se vzrustajici délkou alkylového fetézce. DalSimi funkCénimi skupinami ve stacionarni
tazi jsou cyklohexanové nebo fenolové skupiny, které jsou polarngjsi nez alkylové skupiny
(Obrazek 15) [51]. Ackoliv vétsina separaci je zalozena na kolon¢ se stacionarni fazi C18, je
jich velké mnozstvi typa. Existuji rozdily v délce, vnitinim primeéru, velikosti Castic atd. To
muze mit vliv na separaci. Selektivitu pak ovlivni hustota navazaného n-alkylu C18 na silikagel
(ovlivnéni polarity kolony) [53]. Variantou k modifikovanému silikagelu jsou polymerni
stacionarni faze napiiklad: poly(metylmetakrylat) nebo poly (styren-divinyl benzen). Polymery
jsou naneseny na silikagel a maji dobré mechanické a chemické vlastnosti [47].

C18 |
cs Vrasta Klesa
C4 retence hydrofobicita/
Nitril nepolarn:ch Vzrﬁsté
Fenyl analyta polarita
Amino

Obrazek 15: Typické staciondrni faze pri kapalinové chromatografii s reverznimi fazemi [47]

Pro chromatografii s reverznimi fazemi se sklada mobilni faze z vody (polarni Casti) a
organického modifikatoru. Mobilnimi fazemi jsou nejcastéji metanol a acetonitril, pouzivana
jsou i dalsi rozpoustédla (Obrazek 16) [51].

Methanol
Acetonitril
Ethanol

Vrasta Klesa elucni
Isopropanol

: )
Dimethylformamid | " olarita sila

Propan-1-ol
Dioxan
Tetrahydrofuran

Obrazek 16: Viastnosti sloZek mobilni faze pri chromatografii s reverznimi fazemi [51]
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2.4.2.7Detektory

Detektory by mély byt schopné rozeznat analyt od zbytku eluatu vychazejiciho z kolony
na zakladné urcité fyzikalni nebo chemické vlastnosti analytu. Musi umét detekovat zmény v
mobilni fazi, prevadét je na elektricky signal a poté je prenést do zapisovace nebo na displej,
kde se bude zobrazovat odchylka od zakladni linie. Idealni detektor by mél byt stejné citlivy na
vSechny eluované latky, nebo by mél zaznamenavat pouze ty, které jsou pfedmétem zajmu.
Detektor by také mél byt stabilni i pfi zménach teploty nebo slozeni mobilni faze (jako
napiiklad u gradientové eluce), schopny analyzovat i stopové mnozstvi, objemoveé maly
(snizeni pravdépodobnosti rozmyvani pikt), citlivy k malym zménam (zachyceni uzkych piku),
snadno manipulovatelny, robustni a levny [51].

Vybér vhodného detektoru se fidi predevsim citlivosti, selektivitou, Sumem a driftem,
detek¢nim limitem, linearitou, objemem meérné cely [51].

Komer¢né dostupnymi detektory pro HPLC jsou UV-VIS, FLD (fluorescen¢ni
detektor), ELSD (odpafovaci detektor rozptylu svétla), MS (hmotnosti spektrometr) a CAD
(aerosolovy detektor nabitych ¢astic), radiometricky detektor, refraktometricky detektor a dalsi.
Volba detektoru pak zavisi na konkrétni aplikaci [54].

Jako nejmensi detekovatelny signal se obvykle oznacuje trojnasobek vysky primérného
zékladniho $umu a viechny analyty o niz§i koncentraci piestavaji byt rozligitelné od sumu. Sum
je zvySené nepravidelné zesileni odezvy detektoru od zakladni linie, 1 kdyz neni eluovan zadny
analyt. Vysokofrekven¢ni kratkodoby Sum mize byt zpisoben nedostatenym ustalenim
detektoru nebo zesilovaci elektronikou. Druhou variantou je nizkofrekven¢ni dlouhodoby sum,
ktery se muze vyskytovat s vysokofrekvencnim Sumem najednou. Mobilni faze se vyrazné
podili na hladiné Sumu (necCistoty, bubliny, zména pritoku atd.). Hladinu Sumu muze
ovliviiovat zména teploty, heterogenita eluatu, zména tlaku. Drift je sklon zakladni linie.
Nejcasteji ho zgﬁsobuje zmeéna teploty mobilni faze nebo gradientova eluce. [51].
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Obrazek 17: Zndzornéni Sumu a driftu na chromatogramu [47]

UV-VIS detektor je nejbéznéji uzivanym detektorem pro HPLC. Princip tohoto
detektoru je zalozen na absorpci zéafeni jednotlivymi molekulami analytu v mobilni fazi
v rozmezi vinovych délek 190-600 nm. Jsou to detektory pomérné citlivé, s vysokym rozsahem
linearity a relativné stabilni pii zmeénach teploty nebo gradientové eluce [51, 54]. Koncentrace
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vzorku je dana absorbanci, a jejich zavislost je popsana pomoci Lambert-Beerova zakona
(rovnice 1) [54].
A =¢cd [1]

Kdyz roztok absorbujici UV-VIS zafeni prochazi prutokovou komorou, generuje se
signal, ktery je tmérny koncentraci analytu. Detekovany jsou pouze molekuly, které absorbuji
UV-VIS zateni. Slouc¢eniny by mély obsahovat dvojnou vazbu, halogenidy, karbonylovou nebo
nitro skupinu, dvé konjugované dvojné vazby, aromaticky kruh, nebo obsahovat anorganické
ionty (brom, jod, dusitany apod.). Samotnd mobilni faze by méla byt vybirana velmi opatrné
tak, aby neabsorbovala viibec nebo pfi jiné vinové délce [51, 52].

Existuji 3 typy absorp¢nich detektord: s fixni vinovou délkou, ménitelnou vinovou
délkou a fotodiodové pole. Detektor s fixni vinovou délkou se vyuziva, pokud je vyzadovana
maximalni odezva, protoze produkuje zafeni s uzkym rozsahem vlnovych délek o vysoké
intenzité. Tento detektor je levnéjsi s porovnanim s jinymi zdroji zareni. Druhym typem
detektoru je detektor s ménitelnou vinovou délkou, ktery vyuziva zafeni s pomérné Sirokym
pasmem UV-VIS spektra, ze kterého je vybirana jedna vlnova délka. Tento typ detektoru je
drazsi nez detektor s pevnou vinovou délkou. Pokud je potieba snimat celé absorpcni spektrum
je nutné vyuzit detektor s fotodiodovym polem (Obrazek 18). Pro identifikace neznamych
vzorkl je uziteCné porovnani chromatograficky generovanych spekter. Hlavni nevyhodou
tohoto detektoru je niz§i citlivosti [54, 55].

010 A

7

Obrazek 18: Schéma detektoru s fotodiodovym polem. Zdreni, které je produkovano zdrojem
(1) prochazi stérbinou (2), cockou (3), clonou (4) a mérnou celou (5), kde dochazi k absorpci
zdreni. Poté se zeslabené zdreni rozkladda holografickou mrizkou (6) na jednotlivé vinové
délky, které dopadaji na jednotlivé fotodiody [55]
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2.5 Vyvoj a validace metody HPLC

Vyvoj a validace analytickych metod je dulezitym krokem v rdznych pramyslovych
je ziskat informace o sloucenin€ nebo analytu z literatury, to znamena, zjistit veskeré fyzikalni
a chemické vlastnosti. Od tohoto bodu se odviji cely vyvoj metody. Druhym krokem je
definovani separacnich cilti (napf. stanoveni dané latky ve vzorku, stanoveni vice latek ve
vzorku, stanoveni koncentrace latky, aj.). Dalsi kroky pfi vyvoji metody se mohou odlisSovat pii
jednotlivych analyzach (potravinovych, environmentalnich, farmaceutickych apod.), ale
obecny princip zustava zachovan [57, 58].

Informace o vzorku

Definovani separacnich cilti
Preduprava vzorku, pokud je nutna
. 2
Vybér detektoru
~
Vybér separacnach podminek

Mefeni se standardy a vzorky
a
Optimalizace metody
- 7
Validace metody

Obrazek 19: Kroky pri vyvoji metody HPLC [57]

Optimalizace metody je predposlednim krokem pfi vyvoji metody. Pfi hledani
optimalnich podminek musime nejprve najit parametry, které vyznamné ovliviiuji veli¢inu,
kterou métime (napiiklad absorbance, plocha piku). Druhym krokem je experimentalni
nalezeni optimalni kombinace té€chto parametrt [59]. Pii optimalizaci metody je snahou
dosahnout dostatecné separace a limitu detekce pokud mozno v co nejkratsim case [61].

Validace metody je postup, ktery zarucuje, ze proces bude trvale poskytovat produkt
odpovidajici predem urCené specifikaci. AvsSak je také nutné definovat optimalni podminky
pro vyuziti dané metody. Jednad se tedy o prokazani, ze analyticky metoda je vhodna pro
zamyslené pouziti. Nebo se jedna o proces, béhem kterého se urcuje, zda je systém vhodné
pouzit pro ziskani relevantnich dat [56]. Dokumentace validace by méla zacinat stanovenim
postupu, ktery ma byt validovan. Méla by shrnovat vyvoj (optimalizaci) metody, plan validace
a vSechny informace o zpracovani dat. K validaci analytické metody by méli byt vyuzity
nékteré z parametrt v obrazku 20 [61, 62]. Validace je vzdy ovlivnéna riziky, naklady a
technickymi moznostmi. Z toho vyplyva vztah mezi mirou validace, naklady a mnozstvim
informaci o dané analytické metodé [59].
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Pocet teoretickych pater

Kapacitni faktor
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Linearita RozliSeni
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Parametry validace

Limit kvantifikace

Specifita, selektivita

Spravnost metody

Robustnost

Obrazek 20: Parametry validace [61,63]

2.5.10ptimalizace v ramci validace metody

Testovani vhodnosti systému bylo povazovano farmaceutickym pramyslem za dulezité
pti rozhodnuti, zda se vyuzije dana technika. Dnes se v laboratofich pouziva chromatograficky

Polet teoretickych pater (N) udava G&innost kolony a charakterizuje ji. Cim vice
teoretickych pater kolona ma, tim G¢inngjsi je. Pokud potiebujeme zvysit ti€innost kolony, méli
bychom volit mensi Castice stacionarni faze. Vypocet poctu teoretickych pater je zndzornén na
obrazku 21 [62, 64].

Ve

|
¥

N=5,54.(Vo/wip)>

retencni Cas
Obrazek 21: Stanoveni poctu teoretickych pater (N)

Kapacitni faktor nebo téz retencni faktor je nezavisly na prutokové rychlosti mobilni
faze, jakoz 1 na rozmérech kolony. Je to mira retence piku analytu vzhledem k piku v mrtvém
Case, tedy slozce analytu, ktera nebyla zachycena (Obrazek 22) [62].
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Obrazek 22: Stanoveni kapacitniho faktoru [57]

Relativni retenc¢ni/separacni faktor se pouziva, protoze retenéni Casy mohou byt
ovlivnény riznymi parametry. Proto se vyuziva méné zavisla hodnota na kolon¢ a podminkach
analyzy. Tento parametr je vyjadfen relativnim pomérem upravenych retencnich casu
(Obrazek 23). Problém nastava se zvysSujici se vzdalenosti piku od referen¢niho piku, protoze
se zvySuje chyba méfeni [62].

Cilovy pik 2
referencni pik 1 ’|
|

Nasttik

nezachyceny pik
" |

t'R1 a= trz/ .
= — - tre
to t'rR2

Obrazek 23: Vypocet relativniho retencniho/separacniho faktoru [62]

Rozliseni je schopnost kolony separovat dvé latky na dva individuélni piky nebo
chromatografické zony. Tato hodnota je zavisla na délce kolony, velikosti Castic a teploté.
Vypocet lze provést dle obrazku 24. RozliSovaci faktor je funkce kapacitniho faktoru,
selektivity a pocCtu teoretickych pater, vypocita se podle rovnice 2 [62].
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Obrazek 24: Stanoveni rozliseni mezi dvéma piky [62]

kK a-1

14k «a N/ [2]

Chromatografické piky maji v idealnim ptipadé symetricky tvar Gausovi kiivky.
Nicméné v praxi se setkavame s deformovanymi piky a jejich deformace je vycislena
asymetrickym faktorem a tailingovym faktorem. Casto si jsou tyto dva faktory podobné.
Vypocitaji se podle obrazku 25 [62].

A=BIA | T=@b)2(ac)

Obrazek 25: Znazornéni vypoctu tailing faktoru a faktoru asymetrie [62]

2.5.2Presnost metody

Presnost metody vyjadiuje stuperi rozptylu mezi jednotlivymi sériemi méteni ziskanych
z vicenasobného odbéru ze stejného vzorku za stejnych podminek. Jinak feceno, vyjadiuje
schopnost analytické metody produkovat konzistentni vysledky. Hodnota piesnosti je pak
vyjadiena jako relativni smeérodatna odchylka (RSD). Piesnosti zmame tfi typy:
opakovatelnost, reprodukovatelnost a stfedni presnost [57, 62].

Opakovatelnost je mira presnosti analyzy pii stejnych podminkach, v kratkém casovém
useku. Mezinarodni konference o harmonizaci (ICH) doporucuje alesponi devét meéfeni (tf1
koncentrace a tfi opakovani experimentu) nebo minimalné Sest meéfeni pii 100%
opakovatelnosti, coz by mélo byt urCeno jako smérodatna odchylka, relativni smérodatna
odchylka nebo interval spolehlivosti [57, 62].

ICH definuje mezilehlou piesnost jako dlouhodobou variantu procesu a urcuje se
porovnavanim vysledka analyz provedenych v jedné laboratofi béhem nékolika dni s riznymi
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pristroji, se standardy a Cinidly od riznych vyrobcu Sarzi atd. Cilem je ovéfit, Ze metoda
poskytne presné vysledky ve stejné laboratofi po skonceni vyvojové faze [57].
Reprodukovatelnost metody (reproducibility) vyjadifuje piesnost analyzy stejného
vzorku v riznych laboratofich, ale se stejnymi parametry metody. Cilem je ovéfit, zda metoda
poskytne stejné vysledky navzdory rozdiliim v prostiedi, vybaveni, materialu atd. [57].

2.5.3Linearita a rozsah

Linearita analytické metody je schopnost ziskat vysledek meéteni, ktery je pfimo
umérny koncentraci analytu ve vzorku. Linearita se znazorfiuje kalibracnim grafem zavislosti
odezvy na koncentraci vzorku. Linearita je pak zakreslena pomoci kfivky metodou nejmensich
Ctverct a vypocCetniho vztahu (Obrazek 26). Je nezbytné urCit rozmezi, ve kterém je odezva
umérna koncentraci analytu. Vzajemnou zavislost dvou proménnych vyjadiuje korelacni
koeficient. Obecné lze fict, ze pokud je hodnota korelacniho koeficientu vétsi nez 0,998, je
zavislost dvou proménnych povazovana za pfijatelnou a uvazuje se, ze hodnota analytu je
v rozsahu linearity metody. Linearita se urcuje fadou tfi az Sesti opakovani s péti nebo vice
standardy [58, 65].

2500
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Obrazek 26: Znazornéni grafu pro stanovent linearity [57]

Rozsah se vztahuje k linearni Casti kalibracni kiivky a zavisi na ucelu vyuziti dané
metody. Vyjadfuje v jakém koncentra¢nim rozmezi analytti, bude graf stale linearni a metoda
aplikovatelna. Toto koncentracni rozpéti je pak definovano jako rozsah metody, pfi némz by
méla byt metoda presna. Velikost rozsahu analytické metody se bude li§it v zavislosti na
ucelech vyuziti dané metody. Obvykle se testuje rozsah + 20 % cilové koncentrace. U metody
s moznou piitomnosti neCistot pfi mefeni se vyuziva rozsah od 20 % cilové koncentrace po
limit kvantifikace [63, 66].

2.5.4Limit detekce a kvantifikace

U limita detekce a kvantifikace je nutné uvadét, jaké vzorce byly vyuzity pro vypocet
hodnot.

Limit detekce se stanovi analyzou vzorkli o znamé koncentraci analytu. Je to minimalni
urovei koncentrace, pii které je analyt spolehlivé detekovan, ale nemusi byt kvantifikovan. ICH
doporucuje né€kolik postupt jak stanovit limit detekce: vizualni hodnoceni, pomér signalu a
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Sumu, standartni odchylkou odezvy, standartni odchylkou sklonu linearity [63]. Vypocet pro
limit je zndzornén v rovnici 3.
Lop =232 [3]
S

Limit kvantifikace je nejnizsi koncentrace analytu, pii které lze urcit koncentraci
neznamého vzorku. Tato hodnota je vétSinou spodni hranici rozsahu metody a prvnim bodem
v kalibra¢ni kiivce. Doporucené metody stanoveni limitu kvantifikace jsou stejné jako u limitu
detekce. Vypocet pro limit kvantifikace je znazornén v rovnici 4[63].

10-6

LOQ = 5 [4]

2.5.5Selektivita a specifita

Selektivita a specifita jsou nékdy pfi validaci zaméfiovany. Specifita je definovana jako
schopnost jednozna¢ného urceni analytu i1 v pritomnosti interferujicich latek. Specifita se
testuje pomoci porovnavani vzorki obsahujici necistoty a vzorkt bez necistot. Tedy pokud
mame specifickou metodu, mizeme za urcitych podminek urcit slozky analytu. Selektivita je
definovana pomoci ISO normy jako vlastnost méficiho systému se specifickymi podminkami,
provadét kvantitativni méfeni pro jednu nebo vice veli€in, tak ze méfené veliCiny jsou nezavislé
na jinych métenych veli¢inach a jinych latkach v analytu [57].

2.5.6 Spravnost metody

Spravnost metody je definovana jako blizkost shody mezi naméfenou a skuteCnou
hodnotou veli¢iny. Je to kvalitativni charakteristika, ktera se vyjadfuje intervalem
s rozmezim +15 % od skute¢né hodnoty. Jednou z moznosti stanoveni spravnosti metody je
porovnani vysledkii zméfené koncentrace a skutené koncentrace vzorku. Druhym pfistupem
je porovnani vysledkt ziskanych z nové metody s vysledky ziskanymi z existujici metody.
Tteti moznosti je stanoveni procentualniho vytézku analytu se znamou koncentraci na prazdné
matrici. Vzorki by mélo byt alespori devét. Mély by byt tifi koncentrace o tfech
opakovani [65, 66].

2.5.7Robustnost

Nezbytnou soucasti validace je robustnost, kterd je definovana mirou schopnosti
analytické metody zistat stala pfi umyslnych malych zménach podminek metody a poskytuje
zaruku spolehlivosti béhem bézného pouziti. Zmeéna podminek miiZe nastat pfi zméné piistroje,
laboratore, analytika aj. Proménné parametry jsou uvedeny v tabulce 1. Interval proménnych
parametri by mél byt mirné vétsi nez zmény, které nastanou pii vyuziti metody. Testovani
robustnosti se provadi na konci validace metody[57, 62].
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Tabulka 1: Priklad proménnych parametrii pro stanoveni robustnosti metody [57]

Proménny parametr Zména

Kolona Vek, znacka, délka, Sarze

Slozeni mobilni faze pH * 0,05, obsah organické faze + 2 %, jiny vyrobce, gradientova
eluce

HPLC pfistroj Jina znacka, jiny typ

Detekeni vinova délka  + 2 nm

Teplota kolony +5°C

Prutok + 0,05 ml/min

Robustnost se miize testovat dvéma zpusoby. Prvni z nich je OFA (one factor at time).
Tato technika méni postupné pouze jeden faktor a ostatni faktory zustavaji fixni. Tato technika
je jednoducha na provedeni, ale je Casové naro¢na. Druhou moznosti je méfit robustnost
zkoumanim zmény vice faktora dulezitych pro analyticky postup [64]. Zakladni mySlenka je
nezkoumat jenom jednu zménu v parametru, ale nékolik zmén najednou. Napftiklad A, B, C, D,
E, F, G oznacuji nominalni hodnoty pro sedm rtznych faktord, které by mohly ovlivnit
vysledky, pokud se jejich nominalni hodnoty zmeéni. Alternativni hodnoty mizeme oznacit a,
b, ¢, d, e, f, g. Ze vSech kombinaci bylo zvoleno osm, které maji rovnovahu mezi nominalnimi
a alternativnimi hodnotami (viz Tabulka 2) a bylo provedeno osm méfeni. Vysledky stanoveni
jsou pak uvedeny malymi pismeny s-z. Pro méfeni robustnosti pak stanovujeme retencni cas,
tailing faktor, plochu piku, pocet teoretickych pater. Nejdiive byl vypocitan efekt dané zmeény
parametru podle rovnice 5 [57, 58]. Nasledné byla vypocitana smérodatna odchylka za vyuziti
rovnice 6. Poté byla vyuzita vypocitana smerodatna odchylka k vypoctu standardni odchylky
efektu dle rovnice 7. Nakonec byl stanoven interval spolehlivosti (rovnice 8) a standardizovany
efekt (rovnice 9). Interval spolehlivosti vyuziva k vypoctu studentiv koeficient, ktery je
stanoven podle hladiny vyznamnosti (o) a stupfiti volnosti. Robustnost je hypotézovym testem,
kdy se predpoklada, ze jednotlivé efekty budou nulové. Tato hypotéza je potvrzena pokud vyjde
hodnota standardizovaného efektu mensi nez studentiv koeficient [59, 67]. Druhou moznosti,
jak urcit, zda je parametr robustni je srovnani efektu s Sefeke Vynasobenym studentovym
rozdélovacim koeficientem. Pokud je hodnota efektu > nez vypocitana hodnota, pak parametr
neni robustni [69].

stu+w+y t+v+x+z

Efekt = 7 2 [5]
(r—p)+({t—p)i+-+(z-—p)?
s= [6]
m—1
452
Sefekt = T (7]
Cl = Efekt + Serent * to,05;7 [8]
SE = efekt/sefekt (9]
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Tabulka 2: Zndzornéni vybranych osmi mérenych kombinaci 62, 68]

Jednotlivé kombinace parametru

Proménny parametr

1 2 3 4 5 6 7 8

Slozeni mobilni faze A A A A a a a a
Vyrobce mobilni faze B B b b B B b b
Priutok mobilni faze C c C c C c C c
Teplota na koloné D D d d d d D D
Objem nastiiku E e E e e E e E
Detekce F f f F F f f F
Kolona G g g G g G G g
Vysledek S t u \ w X y yA
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzivané pristroje a laboratorni vybaveni

e Kapalinovy chromatograf Agilent Infinity 1260
e Zafizeni na vyrobu ultracisté vody ELGA

e Analytické vahy

e Lednicka s mrazni¢kou

e Ultrazvukova vodni lazen

e Automatické pipety

e Vialky 2 ml

e Laboratorni sklo

e Injekeni stitkacky 2 ml

e Membranové filtry, 0,45um, Chromservis

3.2 Chemikalie

Nazev Mr [g.mol"]  Cistota Vyrobce Zemé puvodu CAS ¢islo
Oxytetracyklin  460,4 >90,9 % Sigma-Aldrich  USA 6153-64-6
Tetracyklin 444,43 >98 % Sigma-Aldrich  Izrael 60-54-8
Metanol 32,04 100 % VWR Francie 67-56-1
Metanol 32,04 >99,9 % Sigma-Aldrich Némecko 67-56-1
Acetonitril 41,05 100 % VWR USA 67-56-1
Acetonitril 41,05 >99,69 % Sigma-Aldrich Némecko 75-05-8
Kyselina 961.70 p. a. Lachesol nezname 76-05-1
trifluoroctova

Kyselina 46,03 85 % Lach-Ner, s.r.o. Ceska 64-18-6/1
mravenci republika

3.3 Metoda pro stanoveni oxytetracyklinu a tetracyklinu pomoci HPLC

3.3.1Nastaveni pristroje

Pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s DAD detektorem byly stanovovany
standardy oxytetracyklinu a tetracyklinu. Podrobné informace o nastaveni pfistroje jsou shrnuty
v tabulce 3. Pro separaci téchto dvou standardt byla vyuzita izokraticka eluce.
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Tabulka 3: Optimalizované podminky kapalinové chromatografie

Nézev pristroje Agilent Infinity 1260
Objem nastiiku Sul
Pratok mobilni faze 0,6 ml/min
Slozeni mobilni faze MeOH:ACN:1 M TFA = 10:10:80
Nézev kolony Kinetex EVO C18 (150x4,6 mm; 2,6 pm)
Teplota na koloné 30 °C
Detektor DAD
Vinové délky detektoru 254 nm, 355 nm, 380 nm
3.3.2Vybér kolony

Byl vybréan systém s reverznimi fazemi, kde byly nejméné zadrzovany polarni latky a
latky nepolarni maji nejvyssi retenci (kapitola 2.4.2.6). V literatuie je popsano vyuziti
kolony C8 [69], tato kolona nebyla béhem zpracovani diplomové prace k dispozici, a tak byla
jako nahradni kolona vybrana kolona C18 (Kintetex EVO C18 150x4,6 mm; 5 um). Kolonu
C18 wyuzili ve své praci J. W. Fritze a Y. Zuo z roku 2007 [70]. Tato kolona ma uc¢innost
separace v rozmezi pH 1-12. Tedy kolona je pomérné robustni a diky vysokému pracovnimu
rozsahu pH bylo mozné vyuziti k upravé mobilni faze kyselinu trifluoroctovou. Jako
alternativni kolona pro ovétreni robustnosti metody byla vybrana Kinetex XB-C18 150x4,6mm:;
5 um. Teplota termostatu kolony byla nastavena na 30°C.

3.4 Priprava roztoku standardi

3.4.1Priprava zasobniho roztoku

Zasobni roztok byl pfipraven o koncentraci 1 gl', ze kterého byly fedénim
ptipravovany pracovni roztoky. Navazka oxytetracyklinu a tetracyklinu, ktera Cinila 0,025 g,
byla kvantitativné prevedena do odmérné bariky o objemu 25 ml a doplnéna roztokem mobilni
taze pro fedéni po rysku. Poté byl roztok umistén do ultrazvukové vodni 14zn€ na 10 minut, aby
doslo k rychlému rozpusténi standardu.

3.4.2Stanoveni linearity

Linearita byla stanovena pomoci péti kalibracnich bodu 0
koncentraci: 100; 50; 10; 1; 0,1 mg.I"". Tyto roztoky byly prefiltrovany pres mikrofiltr do 2 ml
vialek a vlozeny do autosampleru chromatografu a analyzovany. Standardy byly analyzovany
ve tfech opakovanich a vysledni hodnota plochy piku byla zprimérovana. Vyhodnoceni bylo
provedeno pomoci sestaveni grafu zavislosti plochy piku na koncentraci standardi. Takto
ziskané body byly prolozeny kiivkou linearni regrese a linearita metody byla posuzovéna dle
korela¢niho koeficientu. Béhem kazdého méteni byly ziskavany spektra standardu.
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3.4.3Stanoveni limitu kvantifikace a detekce

Pro stanoveni meze detekce a kvantifikace bylo ptipraveno Sest standarda o koncentraci
0,1 mg.l"' zfedénim zasobniho standardu. Roztoky byly piefiltrovany ptes mikrofiltr a byly
analyzovany. Limity detekce a kvantifikace byly vypocitany dle postupu uvedeného
v kapitole 2.5.4.

3.4.4Stanoveni robustnosti metody

Byly pfipraveny standardy o koncentraci 5 mg.l' podle naleZitosti jednotlivych
parametri metody nafedénim zasobniho roztoku standardti. Bylo vybrano osm parametra, které
se ménily v osmi raznych kombinacich, jak je uvedeno v kapitole 2.5.7. Po kazdé analyze na
kapalinovém chromatogramu byla metoda upravena podle tabulky 2.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Optimalizace slozeni mobilni faze

Na zakladé dostupné literatury byly vybirany vhodné slozky mobilni faze a byla
zvolena izokraticka eluce. Jako zaklad mobilni faze byl vybran metanol a 1% kyselina mravenci
v poméru 20:80. Prutok byl nastaven na 0,3 ml/min a nastfik byl 5 pl. Na obrazku 27 je patrné,
ze separace tetracyklinu a oxytetracyklinu ve sm&€sném standardu byla nevyhovujici. Analyza
byla vSak pomérné rychla, jelikoz metanol je nejsilngsi elucni Cinidlo v systému reverznich
fazi.
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144 Oxytetracyklin @8  Tetracyklin
104 Il
8 7 |
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4 —— % % [ I
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Obrazek 27: Chromatogram smési standardu tetracyklinu a oxytetracyklinu pri vyuziti
mobilni faze sloZené z metanolu a 1% kyseliny mravenci = 20:80

J. W. Fritz a Y. Zuo ve své praci ke zlepSeni separaci tetracyklinu a oxytetracyklinu
vyuzili smés mobilni faze acetonitrilu, metanolu a okyselujici slozky v poméru 15:5:80,
piigemz priitok mobilni faze byl 0,6 ml/min [70]. Objem nastiiku vzorku &inil 5 pl. Uprava pH
byla provedena 1% kyselinou mravenci. Timto postupem bylo docileno dobré separace
tetracyklinu a oxytetracyklinu, avSak u oxytetracyklinu se nepodafilo oddé¢lit necistoty
obsazené ve standardu (Obrazek 28).

] = <
mAU | Oxytetracyklin § 8 Tetracyklin
25 3 I ; /
20 - /| ”‘
15 8| ||
] 1 \
10 @ - AR L
] 08 o A [
5 3 s 8% o | " \
0 Ay -
T T T l T I T T T | T T T | T T T T ‘
1 2 3 4 min

Obrazek 28: Chromatogram smési standardu tetracyklinu a oxytetracyklinu pri vyuziti
mobilni faze acetonitril: metanol: 1% kyselina mravenci = 15:5:80

V dal§i fazi méfeni byla kyselina mravenci nahrazena 0,01M kyselinou
trifluoroctovou (TFA) a  bylo  upraveno  slozeni  mobilni  faze v poméru
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0,01M TFA:ACN:MeOH = 80:10:10. Za téchto podminek dosSlo k optimalni separaci bez

vedlejSich rusivych jevi a zvySeni retenCnich Cast (Obrazek 29).
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Obrazek 29: Chromatogram pri vyuZiti mobilni faze acetonitril: metanol: 0,01 M kyselina

trifluoroctova = 10:10:80.

Pro zrychleni analyzy byl dale zménén pomér rozpoustédel v mobilni fazi. Podle

(Obrazek 16) ma metanol vétsi elucni silu, a proto byl pomér zménén ve prospéch metanolu na

80:5:15 (0,01M kyselina trifluoroctova: acetonitril: metanol). Po této upravé mobilni

faze

nebyla neznama latka zaznamenana v chromatogramu (Obrazek 30). Lze predpokladat, ze
nedoslo k separaci neznamé latky a standardu. Z téchto diivodu tento pomér mobilni faze nebyl

vyzit a slozeni mobilni faze bylo nastaveno na 80:10:10.

1:;1AU Oxytetracyklin § \ Tetracyklin
20 N

5 -

10 | |

54 I

B B L S |

Obrazek 30: Chromatogram smési standardu tetracyklinu a oxytetracyklinu pri vyuziti

mobilni faze acetonitril: metanol: 0,01 M kyselina trifluoroctova = 5:15:80
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4.2 Charakterizace sledovanych standardi

Cela metoda byla optimalizovana se smési standardu. Proto bylo nutné urcit retenéni
Cas jednotlivych antibiotik. Byly pfipraveny roztoky jednotlivych standardi a analyzovany.
Retencni Cas oxytetracyklinu byl 6,079 minut (Obrazek 31) a tetracyklinu 7,143 minut
(Obrazek 32). Ztéchto retenCnich Casi bylo urCeno, Ze pii méfeni smési standardi je
v chromatogramech prvnim pikem oxytetracyklin, ktery je eluovan rychleji, a druhym pikem
je tetracyklin, ktery je vice zadrzovan na koloné. Toto stanoveni bylo také oveéfeno analyzou
smésného standardu o rizné koncentraci tetracyklinu a oxytetracyklinu a porovnanim
absorpcnich spekter latek.

mAU =
200
160
120 1

80

40 1

5.897
7. 207

|5.812

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 min
Obrdzek 31: Chromatogram standardu oxytetracyklinu
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Obrazek 32: Chromatogram standardu tetracyklinu
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4.3 Vybér vhodné vinové délky pro detekci

Pro urceni nejvhodnéjsi vinové délky pro detekci bylo zméfeno absorpcni spektrum
standarda tetracyklinu a oxytetracyklinu (Obrazek 33). Naméfena spektra jsou si velmi
podobna a odliSuji se pfedevsim v intenzité, jelikoz standardy maji téméf stejnou chemickou
strukturu (Obréazek 11 a Obrazek 12). Pro metodu byly vybrany tfi vinové délky v absorpénich
maximech standardi: 254 nm, 355 nm a 380 nm (Obrazek 34).

Tetracyklin

100 ~

80 -

60 _ /n\\ / /\

40 _: s ’ \\_// \
: Oxytetracyklin

20 -

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Obrazek 33: Absorpcni spektrum tetracyklinu a oxytetracyklinu, namérené na DAD detektoru
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Obrazek 34: Detekce smésného standardu o koncentraci 100 mg/l. Cernd linie znaci
chromatogram pro vinovou délku 254 nm, modra linie je pro vinovou délku 380 nm a cervend
linie znaci vinové délky 355 nm

4.4 Validace metody

Validace metody byla provedena pro standardy oxytetracyklinu a tetracyklinu.
Valida¢ni parametry pak byly zpracovany pro kazdy analyt zvlast. Stanovena byla linearita,
pocet teoretickych pater a vyska teoretickych pater, kapacitni faktor, relativni retence, rozliseni,

tailing faktor, relativni standardni odchylka, presnost metody, limit detekce a kvantifikace,
robustnost a rozliseni.

4.4.10ptimalizace v ramci validace metody

Optimalizace systému je nezbytna pro vytvoreni kvalitni metody. V ramci optimalizace
byly stanoveny parametry: pocet teoretickych pater, kapacitni faktor, tailing faktor, relativni
retencni faktor a rozliSeni (Tabulka 4).
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Tabulka 4: Vypocitané hodnoty pro parametry optimalizace metody

Oxytetracyklin Tetracyklin
A [nm] 254 355 380 254 355 380
Pocet teoretickych 19102 19334 19334 20534 20338 20534
pater (N) [-]
Vyska teoretickych
pater (H) [cm]
Kapacitni faktor

0,000785 0,000776 0,000776 0,000730 0,000738 0,000730

2,049 1,805 1,810 2,618 2,328 2,334

(K [-]
(TTa)ﬂEn]g faktor 12469 12727 12836 10585 1,250  1,0824
A Tm T; — ox T, — tet Relativni retenéni faktor RozliSeni
[nm] [min] [min] [min] (o)[-] Rs) [-]
254 2,312 6,501 7,714 1,278 5,903
355 2,318 6,501 7,714 1,290 5,917
380 2,313 6,500 7,712 1,290 5,917

Pocet teoretickych pater byl vypocitan podle vzorce na obrazku 21. Hodnoty pro
vypocet byly vzaty z protokolu o analyze méfeni. Pocet teoretickych pater se 1isi v zavislosti na
kolon€ a na analytu, ale nezavisi na koncentraci analytu. Tedy pro tetracyklin a oxytetracyklin
se Gginnost kolony maze ligit. Cim vatsi je poCet teoretickych pater, tim dochazi k mengimu
rozmyvani analytu na koln€ a tim uzsi je pik. Pocet teoretickych pater by pak mél byt
>2000 [57]. Pouzita kolona tuto podminku spliluje (19102-20534). Z toho vyplyva, ze ucinnost
kolony pro metodu je dostateCna. Také je zvysledkd (Tabulka 4) ocividné, Zze pocet
teoretickych pater se prili§ nelisi s vinovou délkou. Je patrné, ze ucinnost separace je velmi
podobna jak pro tetracyklin, tak pro oxytetracyklin, zde hraje dulezitou roli podobnost
chemické struktury a vlastnosti obou antibiotik. To 1épe znazoriuje vyska teoretického patra,
ktera se vypogita podle rovnice 10. Cim mensi hodnota vysky patra je, tim G&inn&jsi je kolona.

H=L/N [10]

Kapacitni faktor udava, do jaké miry je analyt zadrzovan stacionarni fazi. Tedy ¢im
veétsi je kapacitni faktor, tim je analyt na koloné vice zadrzovan a je eluovan pozdéji. Kapacitni
faktor byl vypocitan podle obrazku 22. Z vysledkt (Tabulka 4) je patrné, ze oxytetracyklin je
mén¢ zadrzovan a je eluovan prvni pred tetracyklinem.

Tailing faktor urduje asymetrii piku. Cim je hodnota vé&tsi, tim dochazi ke snizeni
presnosti kvantifikace, jelikoz je ¢im dal obtizné&jsi integrace piku. Nejidealnéjsi je hodnota = 1
a méla by byt < 2, pak ma pik tvar Gaussovy kfivky a lze presné urcit plochu piku. Jak vyplyva
z tabulky 4, metoda tento parametr spliiuje a piky tetracyklinu a oxytetracyklinu méli tailing
faktor <2 .

Relativni reten¢ni faktor vyjadiuje relativni vzdalenost dvou pikt. Vyssi hodnota
retencnich faktorti ukazuje na lepsi separaci standardi. Hodnota by méla byt > 1 [57]. Vysledky
jsou uvedeny v tabulce 4. Retencni faktory tetracyklinu i1 oxytetracyklinu pifi pouziti
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optimalizované metody tuto podminku spliiuji, hodnoty relativniho retenc¢niho faktoru se
pohybovali od 1,278 do 1,290

Rozliseni podava informaci o tom, jak dobie probéhla separace latek. Aby mohla byt
kvantifikace provedena spravn€, musi mit dva nejblizsi piky hodnotu rozliSeni > 2 [57]. Jak je
uvedeno v tabulce 4 hodnota rozli§eni byla pfiblizné 5,9 a podminka pro spravnou separaci byla
splnéna.

4.4.2Presnost metody (precision)

Relativni standardni odchylka (RSD) vyjadifuje procentualni rozptyleni hodnot od
aritmetického priumeéru. Oznacuje presnost HPLC chromatografu (kolony, podminky, ¢as, aj.).
Ptiprava vzorku pak neovliviiuje vyslednou hodnotu. Spravné by méla byt hodnota smérodatné
odchylky < 5 % [63]. Optimalizovana metoda tuto podminku spliiuje (Tabulka 5).

Tabulka 5: RSD pro tetracyklin a oxytetracyklin o koncentraci 1 mg.1"!

Oxytetracyklin Tetracyklin
A [nm] 254 380 355 254 380 355
RSD [%] 2,5698 2,5569 0,5922 2,9563 2,4956 2,2190

4.4.3Linearita

Linearita byla stanovena pomoci standardi o 6 ridznych koncentraci
(100; 505 10; 1; 0,5; 0,1 mg/l). Do grafu byly vyneseny hodnoty plochy pika v zavislosti na
koncentraci analytd. Vzniklé body byly prolozeny linearni regresi prochazejici nulovou
hodnotou, ¢imz byly sestrojeny kalibracni pfimky. Hodnoty vSech korelacnich koeficienta byly
vetsi nez 0,998. Na zakladé naméfenych vysledka Ize konstatovat, ze zkoumana metoda je
linearni v méfeném rozsahu (Obrazek 35, Obrazek 36).
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y =11,5431x
~1000 R2= 0,0992 y = 6,6960x
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Obrazek 35: Linedrni zavislost plochy piku pri tiech riiznych vinovych délkdch na koncentraci
tetracyklinu ve smési
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Obrazek 36: Linedrni zavislost plochy piku na koncentraci oxytetracyklinu ve smési pri tirech
riiznych vinovych dékdch.

4.4.4Mez detekce a kvantifikace

Meze detekce a kvantifikace byly stanoveny na zakladé pomért signalu k Sumu.
Hodnoty limitu detekce byly vypocitany podle rovnice 3. Z vysledki je patrné, ze mez detekce
testovanych latek se li§i v zavislosti s vinovou délkou pro detekci. Nejnizsi limity detekce byly
nameéteny pro vinovou délku 355 nm, jelikoz pfi této vinové délce dochazi k nejvetsi absorpcei
zateni tetracyklinem a oxytetracyklinem.

Limit kvantifikace byl stanoven podle rovnice 4. Jeho hodnota by méla byt stejna nebo
vy$§i nez limit detekce, jelikoz na této hladin€ koncentrace musime byt schopni urcit mnozstvi
méfeného analytu. Tuto podminku vysledky spliiuji. Muzeme vidét, ze hodnoty limitu
kvantifikace a detekce spolu koreluji. Tedy z tabulky 6 je patrné, Ze nevhodnéjsi vinovou délkou
je 355 nm pro tetracyklin i oxytetracyklin.

Tabulka 6: Hodnoty meze detekce pro jednotlivé vinové délky

Limit detekce [mg.I] Limit Kvantifikace [mg.I"]
A[nm]  Oxytetracyklin Tetracyklin Oxytetracyklin Tetracyklin
254 0,0434 0,0764 0,1447 0,2549
380 0,0552 0,0668 0,1841 0,2225
355 0,0246 0,0344 0,0821 0,1147

Maximalni ptipustna koncentrace tetracyklinu a oxytetracyklinu v mléce je podle platné
legislativy (kapitola 2.3) 0,1 mg.I'". Realn& lze ve vzorcich mléka ogekavat nizsi koncentrace
téchto latek. Pfima analyza téchto latek by tedy pravdépodobné za pouziti popsané metody
nebyla mozna. Pro analyzu vzorkti mléka na HPLC je nutné upravit matrici vzorku, popiipadé
provést prekoncetraci stanovovanych latek. Zkoumana metoda byla vyvinuta pro analyzu
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sorpcnich geld z techniky DGT. Technika DGT plni obé vysSe zminéné funkce, to umoziuje
separaci analyti od slozité matrice a zaroven prekoncentruje analyty v sorpénim gelu.
V ptipadé sledovanych antibiotik se predpoklada eluce sorpéniho gelu v roztoku acetonitrilu a
diky prekoncetraci antibiotik v sorpénim gelu by stanovené LOD mélo postacit pro analyzu
eluatu z techniky DGT.

4.4.5Robustnost

Nezbytnou soucasti validace metody je robustnost. Robustnost byla testovana, aby bylo
zjisténo, jaké parametry a jejich pfipadné zmeény maji vliv na spolehlivost metody.
Pro stanoveni robustnosti této metody byly vyuzity proménné parametry — slozeni mobilni faze,
vyrobce mobilni faze, teplota termostatu kolony, priatok mobilni faze, objem nastfiku, vinova
délka detekce a kolona. Bylo vyuzito osm kombinaci proménnych parametri pro jednotliva
méfeni (Tabulka 2). Pro jednotliva méfeni byly pfipraveny roztoky standardd o koncentraci
5 mg.I'. V ramci hodnoceni robustnosti byl sledovan vliv proménnych parametrii za vyuZiti
standardizovaného efektu na stanoveni koncentrace standardu, plochy piku, poctu teoretickych
pater, tailing faktoru a retencniho Casu. Standardizovany efekt byl vypocitdn postupem
z kapitoly 2.5.7 a studenttv koeficient (1,8950) byl zvolen pro 7 stupriti volnosti a hladinu
vyznamnosti () 0,05.

Tabulka 7: Vybrané proménné parametry pro testovdni robustnosti

Oznaceni Puvodni Oznaceni Alternativni
Proménny parametr nominalnich nastaveni alternativnich nastaveni
hodnot metody hodnot metody
slozeni MF (0,01 M
TFA:ACN:I\(/IeOH) A 80:10:10 a 82:09:09
Vyrobce mobilni faze B Sigma-Aldrich b VWR
Teplota na koloné C 30 °C c 33°C
Pratok mobilni faze D 0,6 ml/min d 0,7 ml/min
Objem nastiiku E Sul e 6 ul
Detekce F 254/355/380 f 256/357/382
Kolona G EVO C18 g XB-C18

Vypocitané standardizované efekty prokazaly, ze zmény parametrii nemaji vyznamny
vliv na ur€eni plochy piku oxytetracyklinu a tetracyklinu. Z obrazku 37 je patrné, ze
u tetracyklinu doslo k nejvétSimu ovlivnéni plochy piku pfi zmén€ vyrobce mobilni faze u
vlnovych délek 254 a 355 nm. Pfi vyuziti vinové délky 380 nm pro detekci bylo nejvétsi
ovlivnéni plochy piku zptisobeno zménou kolony. Z obrazku 38 je patrné, ze stanoveni plochy
piku u oxytetracyklinu bylo nejvice ovlivnhéno zménou objemu nastiiku. Stejné€ jako u
tetracyklinu se vSak mira ovlivnéni lisi pfi vyuziti vinové délky 380 nm, kde ma nejvétsi vliv
zména kolony. Nicméné, zadna hodnota standardizovaného efektu neptfesahuje hodnotu
studentova koeficientu (1,8950).
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Kolona
Detekce
Objem nastiiku
Pratok MF

MF (Vyrobce)
Slozeni MF

Teplota na koloné

-1,8950 0,0000 1,8950
Standardizovany efekt [-]

B380nm ™355 nm ®254 nm

Obrazek 37:Jednotlivé parametry a jejich vliv na plochu piku tetracyklinu

Kolona
Detekce
Objem nastiiku
Pratok MF

MF (Vyrobce)

Slozeni MF

Teplota na koloné

-1,8950 0,0000 1,8950
Standardizovany efekt [-]

m380nm ™355 nm ™254 nm

Obrazek 38: Jednotlivé parametry a jejich vliv na plochu piku oxytetracyklinu

49



Z hlediska efekti jednotlivych parametru na stanoveni koncentrace jednotlivych
standardt jsou si grafy velmi podobné svym prabéhem (Obrazek 39 a Obrazek 40). Nicméné
pro koncentraci tetracyklinu je metoda robustni pfi vSech méfenych vinovych dalkach, zatim
co pro oxytetracyklin je metoda robustni pti vinovych délkach 254 nm a 355 nm (Obrazek 39).
V piipade detekce oxytetracyklinu pii vinové délce detekce 380 nm byla nejméné robustni
praveé zména vinové délky o 2 nm, coz zvysilo hodnotu standardizovaného efektu nad studentiv
koeficient (Obrazek 40). Nejvétsi vliv na stanoveni tetracyklinu mé zména vyrobce mobilni
faze. Avsak tento parametr nedosahuje studentova koeficientu.

Kolona
Detekce
Objem nastiiku
Pratok MF

MF (Vyrobce)

Slozeni MF

Teplota na koloné

-1,8950 0,0000 1,8950
Standardizovany efekt [-]

B380nm ®355nm ®254 nm

Obrazek 39: Jednotlivé parametry a jejich vliv na koncentraci tetracyklinu

Kolona
Detekce
Objem nastiiku
Pratok MF

MF (Vyrobce)
Slozeni MF

Teplota na koloné

-1,8950 0,0000 1,8950 3,7900
Standardizovany efekt [-]

m380nm ™355 nm ®254 nm

Obrazek 40: Jednotlivé parametry a jejich vliv na koncentraci oxytetracyklinu
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Retencni Casy oxytetracyklinu a tetracyklinu byly vyznamné ovlivnény zménou kolony
a byly posunuty v priméru o 7 minut. V obou dvou piipadech byla hodnota standardizovaného
efektu 2,4286 pro oxytetracyklin a 2,4411 pro tetracyklin a tim padem jsou obé hodnoty vétsi
nez studentv koeficient, ktery je 1,8950 (Obrazek 41 a Obrazek 42). Ackoliv kolony maji
stejnou délku a velikost Castic naplné kolon XB-18 a EVO-C18 se odliSuji v uspotfadani
stacionarni faze, coz miize vést zmeénam retencnich casti. Kolona EVO-C18 ma endcapovanou
stacionarni fazi a neni porézni, obé vlastnosti vyznamné zrychluji metodu pii vyuziti této
kolony.

Zadny dalsi parametr nemél statisticky vyznamny vliv na prib&h metody. Pii sniZeni
obsahu metanolu a acetonitrilu (organické slozky) v mobilni fazi, doslo ke zvyseni reten¢nich
Cast, nebot’ elucni sila mobilni faze byla nizsi. Tento jev se projevil uz u optimalizace metody.
Opacny efekt na reten¢ni ¢as mély zmény rychlosti prutoku mobilni faze a vinové délky pfi
detekci.

Kolona
Detekce
Objem nastiiku
Pratok MF

MF (Vyrobce)

Slozeni MF

Teplota na koloné

-3,7900 -1,8950 0,0000 1,8950
Standardizovany efekt [-]

380 nm 355 nm 254 nm

Obrazek 41: Jednotlivé parametry a jejich vliv na refencni cas tetracyklinu
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Kolona
Detekce
Objem nastiiku
Pratok MF

MF (Vyrobce)
Slozeni MF

Teplota na koloné

-3,7900 -1,8950 0,0000 1,8950
Standardizovany efekt [-]

3830nm ®355nm ™254 nm

Obrazek 42: Jednotlivé parametry a jejich vliv na refencni cas oxytetracyklinu

Vyznamny vliv na tailing faktor oxytetracyklinu a tetracyklinu ma zmeéna kolony.
Prestoze byla zvolena kolona se stacionarni fazi C18, doslo k vyznamnému snizeni hodnoty
tailing faktoru kromé vinové délky 355 nm u oxytetracyklinu, kde standardizovany efekt
nedosahoval hodnoty studentova koeficientu. To je zpusobeno odliSnym uspofadanim
stacionarni faze kolony EVO-C18 a XB-C18.

Kolona
Detekce
Objem nastiiku
Pratok MF

MF (Vyrobce)
Slozeni MF

Teplota na koloné

-1,8950 0,0000 1,8950 3,7900
Standardizovany efekt [-]

330nm ®355nm ™254 nm

Obrazek 43:Jednotlivé parametry a jejich vliv na tailing faktor tetracyklinu

52



Kolona
Detekce
Objem nastiiku
Pratok MF

MF (Vyrobce)
Slozeni MF

Teplota na koloné

-1,8950 0,0000 1,8950 3,7900
Standardizovany efekt [-]

3830nm ®355nm ™254 nm

Obrazek 44:Jednotlivé parametry a jejich vliv na tailing faktor oxytetracyklinu

Z obrazku 45 a obréazku 46 je oCividné, ze na pocet teoretickych pater ma hlavni vliv
pouze kolona, ostatni zmény parametra jsou zanedbatelné. Tento vysledek je logicky, jelikoz
pocet teoretickych pater je vlastnosti zvolené kolony. Coz znamena, Ze s vinovou délkou se tato
vlastnost neméni, a to se potvrdilo hodnotami standardizovaného efektu, které jsou témer
shodné. Jelikoz je hodnota standardizovaného efektu zaporna, doslo ke zvySeni poctu
teoretickych pater pii této zméné kolony. To znamend, ze alternativni kolona XB-C18 byla
ucinngjsi pri daném méfeni.

Kolona
Detekce
Objem nastiiku
Pratok MF

MF (Vyrobce)
Slozeni MF

Teplota na koloné

-3,7900 -1,8950 0,0000 1,8950
Standardizovany efekt [-]

3830nm ™355 nm ™254 nm

Obrazek 45: Jednotlivé parametry a jejich vliv na pocet teoretickych pater tetracyklinu
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Kolona
Detekce
Objem nastiiku
Pratok MF

MF (Vyrobce)
Slozeni MF

Teplota na koloné

-3,7900 -1,8950 0,0000 1,8950
Standardizovany efekt [-]

380 nm 355 nm 254 nm

Obrazek 46: Jednotlivé parametry a jejich vliv na pocet teoretickych pater oxytetracyklinu

Hypotéza, Ze je metoda robustni pfi zménach jednotlivych parametrii, byla potvrzena
s vyjimkou zmény kolony. Tento parametr zvySoval retenCni ¢as a pocet teoretickych pater,
naopak snizoval hodnotu tailing faktoru (Obrazek 47, Obrazek 48). Z vysledkd vyplyva,
ze zména kolony zvysila pfesnost metody, ale zaroven vyznamné zvysila retencni Cas analytt.
Zvyseni retencniho Casu bylo predpokladané, jelikoz vyrobce deklaruje zvySeni rychlosti
metody o 30 % pti vyuziti kolony EVO-C18. Zanedbatelny efekt méla zména kolony na
koncentraci standardu a plochu pik, které spolu uzce souvisi. Coz je dulezité, jelikoz nedochazi
k ovlivnéni stanoveni koncentrace analytu. Nejmensi efekt na metodu méla zména vinové
délky.
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Koncentrce oxytetracyklinu

Pocet teoretickych pater

Tailing faktor

Retencni Cas

Plocha piku

-3,7900 -1,8950 0,0000 1,8950 3,7900
Standardizovany efekt [-]

m380nm ®355nm =254 nm

Obrazek 47: VIiv zmény parametru kolony na mérené hodnoty oxytetracyklinu

Koncentrce tetracyklinu

Pocet teoretickych pater

Tailing faktor

Retencni Cas

Plocha piku

-3,7900 -1,8950 0,0000 1,8950 3,7900
m380nm ™355 nm ™254 nm

Obrazek 48: VIiv zmény parametru kolony na mérené hodnoty tetracyklinu

Kolona, ktera byla zvolena pro tuto metodu (Kintex 5 um EVO-C18 150x4,6 mm), byla
nastupcem alternativni pouzité kolony (Kinetex 5 um XB-C18 150x4,6 mm). Kolona
EVO-C18 vyuziva organokiemiCitan ve stacionarni fazi, zesitovany ethylovymi mustky.
Takové usporadani chrani ¢astice pred rozpousténim v alkalickém pH, tim umoziuje kolonu
vyuzivat v Sirokém rozmezi pH (1-12) a zajistuje jeji mechanickou odolnost vici tlakim
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vyuzivanych pro systémy UHPLC. Povrch ¢astic je také upraven slabé pozitivnim nabojem.
Castice stacionarni faze kolony XB-C18 jsou na rozdil od &astic stacionarni faze kolony EVO-
C18 porézni po celém povrchu a tim dochazi k prodlouzeni Casu retence. Jelikoz kolona XB-
C18 nema povrchovou upravu a ma volné silanolové skupiny dochazi ke zvySeni vyskytu
vodikovych vazeb a tim zlepSeni tvaru piku pro bazické slouceniny.

Obrazek 49: Struktura ndplné kolon pouZitych pro stanoveni oxytetracyklinu a tetracyklinu
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5 ZAVER

Cilem této prace bylo wvytvofit robustni metodu pro stanoveni tetracyklinovych
antibiotik v mléce po extrakci technikou DGT pomoci HPLC. Jako cilova antibiotika byly
vybrany oxytetracyklin a tetracyklin.

Teoreticka ¢ast diplomové prace byla zaméfena na poznatky jednotlivych antibiotik,
jejich u¢inku a moznosti vzniku rezistence. Zbytek teoretické prace byl vénovan technice HPLC
s detekci pomoci diodového pole (DAD), optimalizaci a validaci metody. Experimentalni ¢ast
byla zamétena na optimalizaci metody stanoveni oxytetracyklinu a tetracyklinu ve smési. Tato
metoda byla nasledné podrobena validaci.

Optimalizace metody byla zaméfena pfedev§im na vybér vhodnych rozpoustédel, ve
kterych by se standardy optimalné rozpustily, a na chromatografickou kolonu, na které by
dochazelo k separaci. Nedilnou soucasti byl vybér vinové délky pro stanoveni tetracyklinu a
oxytetracyklinu. Pro metodu byla vyuzita kolona Kintetex EVO C18. Mobilni faze byla
optimalizovana pro analyzu v poméru 10 (acetonitril):10 (metanol): 80 (0.01 M kyselina
trifluoroctova).Pro analyzu byl zvolen priitok 0,6 ml.min™' | nastfik 5 pl a teplota termostatu
kolony 30°C. VInové délky detektoru byly nastaveny na absorpéni maxima standarda: 254 nm,
355 m, 380 nm. Pfi proméfeni jednotlivych antibiotik bylo zjisténo, ze oxytetracyklin je na
koloné zadrzovan méné nez tetracyklin. Tedy oxytetracyklin ma nizsi retencni Cas.

Po vytvoteni metody byla tato metoda validovana. PocCet teoretickych pater byl stanoven
v rozmezi 19 102-20 534, coz znamena, Ze kolona je dostate¢né ucinnd pro danou metodu.
Hodnoty tailing faktoru se blizily k 1, coz znamena, ze tvar pikl se blizil k idealnimu tvaru.
Dostatecna separace standardi byla potvrzena stanovenim relativniho reten¢niho faktoru a
rozliSeni. Pomoci relativni standardni odchylky plochy piku bylo stanoveno, ze metoda je
dostate¢né presna, protoze nejnizsi hodnota RSD byla 0,59 % pro oxytetracyklin a vlnovou
délku detekce 355 nm a maximalni hodnota ¢inila 2,95 % pro tetracyklin a vlnovou délku
detekce 254 nm.

Linearita byla stanovena na zakladné kalibra¢ni kiivky slozené ze Sesti kalibracnich
bod. Koeficienty determinace (R?) se pohybovaly rozsahu 0,9986-0,9993 a tim potvrdily, Zze
metoda je méfena v linearnim rozsahu.

Hodnoty LOD a LOQ byly vypocitany ze smérodatné odchylky a sklonu kalibra¢ni
kfivky. Limit detekce pro oxytetracyklin byl 0,0246 mg.1"! a pro tetracyklin 0,0344 mg.I" a
limit kvantifikace byl 0,0821 mg.I"! pro oxytetracyklin a 0,1147 mg.I"! pro tetracyklin. Tyto
hodnoty ukazuji, Ze je metoda citlivéjsi na oxytetracyklin. Nicméné pfi stanovovani antibiotik
v realnych vzorcich bude zapotiebi prekoncetrace.

Robustnost je jednou z nezbytnych soucasti validace. V této praci bylo vybrano sedm
parametrd. Pro stanoveni robustnosti metody byla vyuzita hladina vyznamnosti a= 0,05. Jediné
parametry, které mély vyssi hodnotu standardizovaného efektu, nez byla hodnota studentova
koeficientu, byly zmény kolony a vinové délky detektoru. Vyznamny vliv na robustnost metody
nemély zmény teploty termostatu kolony, vyrobce mobilni faze, pritoku mobilni faze, objemu
nastiiku vzorku a slozeni mobilni faze, jelikoz hodnota jejich standardniho efektu byla <1,8950.

Pro detekci oxytetracyklinu i tetracyklinu byla vyhodnocena jako nejvhodnéjsi vinova
délka 355
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

RP HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie s obracenymi (reverznimi) fazemi
EU Evropska unie

PBP protein vazajici penicilin

ATP adenosin trifosfat

RNA Ribonukleova kyselina

t-RNA transferova ribonukleova kyselina

r-RNA ribozomalni ribonukleova kyselina

MEFS membranovy transportni proteiny

GTP guanosin trifosfat

CR Ceska republika

OIE World organisation of Animal Health
MLR maximalni limit rezidui

PEEk polyetherketonova vlakna

UV-VIS Ultrafialovo-viditelna spektroskopie

MF Mobilni faze

SF Stacionarni faze

RSD relativni smérodnatna odchylka

ICH Mezinarodni konference o harmonizaci
ISO Mezinarodni organizace pro normalizaci
DAD detektor s diodovym polem

CAS Registracni Cislo (Chemical Astract Srvice)
DGT Technika difizniho gradientu v tenkém filmu
UHPLC Ultra-high pressure liquid chromatography
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