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1. UvOD

Doksiciklin hiklat je Cesto upotrebljavan antibiotik zbog njegovog Sirokog spektra
djelovanja te utjecaja na rijetke i opasne bolesti kod ljudi, ali i Zivotinja. |z tog razloga je vrlo
bitna djelatna tvar u farmaceutskoj industriji. Farmaceutske industrije podlijezu strogim
zahtjevima i Cestim regulatornim inspekcijama kako bi se oCuvala sigurnost pacijenata. Jedan
od bitnih zahtjeva kvalitete lijeka je i onaj o mikrobioloSkoj CistoCi lijekova. Mikrobioloska
Cisto¢a lijekova obuhvaca izostanak mikroorganizama u farmaceutskim pripravcima.
Ispitivanje mikrobioloske Cisto¢e propisano je farmakopejom te c&ini vazan dio analize
farmaceutskih pripravaka iz razloga Sto prisutnost mikroorganizama u pripravku moze
naskoditi krajnjem korisniku pogotovo ako se radi o imunokompromitiranim pacijentima.
Prilikom ispitivanja mikrobioloSke CistoCe antibiotika problem nastaje zbog toga sto sam
uzorak inhibira rast mikroorganizama te ga je zato potrebno neutralizirati. Dosadasnja
neutralizacija antibiotika obuhvacdala je uglavhom kemijske metode, ali primjenjuje se i
enzimatska metoda razviena za neutralizaciju penicilinske skupine antibiotika. Za
neutralizaciju antibiotika doksiciklin hiklata dosada nije implementirana neutralizacija putem

enzima (Yang i sur., 2017).

Cilj ovog rada je ispitati razgradnju antibiotika doksiciklin hiklata pomoéu enzima
lakaze te razviti prikladnu i jednostavnu HPLC metodu za odredivanje sadrzaja doksiciklin
hiklata i njegovih pripadajucih oneciséenja. Takoder je ispitivan utjecaj kemijskih metoda na

razgradnju antibiotika $to je provedeno kroz studiju forsirane razgradnje.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. ANTIBIOTICI

Antibiotici su spojevi s antimikrobnim djelovanjem koji se koriste kao lijekovi zbog
mogucnosti spre€avanja rasta ili uniStavanja odredenih grupa mikroorganizama. Postoje
prirodni, polusintetski i sintetski antibiotici. Prirodni antibiotici su proizvodi sekundarnog
metabolizma mikroorganizama i samim time nastali iskljuCivo mikrobnom biosintezom, dok
polusintetski nastaju kemijskom modifikacijom prirodnih antibiotika. Budu¢i da se radi o
produktima kompleksnih struktura i brojnih svojstava, antibiotici se dijele u razliCite grupe
prema: mikroorganizmu producentu, nacinu djelovanja, kemijskoj strukturi te metabolickom
putu biosinteze. Podjela prema kemijskoj strukturi jedna je od najznacajnijih iz razloga 3to
antibiotici koji dijele sliénu strukturu, takoder dijele i sli¢nu efektivnost te alergijski, odnosno
toksi¢ni potencijal. Kod klasificiranja antibiotika prema kemijskoj strukturi dijele se na derivate
organskih spojeva kao $to su: oligosaharidi, aminokiseline i peptidi, glikozidi, glikopeptidi,
nukleozidi, makrociklicki laktoni, heterocikli¢ki, aliciklicki, aromatski, alifatski i kinonski
antibiotici (Reeves, 2012).

2.1.1. Tetraciklini

U kinonsku skupinu antibiotika spadaju tetraciklini. Producenti tetraciklina su bakterije
iz roda Streptomyces. Radi se o antibiotiku Sirokog spektra djelovanja koji djeluje na gram-
pozitivne i gram-negativne bakterije, ali i viruse. Mehanizam djelovanja je inhibicija sinteze
proteina uslijed spre€avanja povezivanja aminoacil-tRNA s 30 S podjedinicom bakterijskog
ribosoma. Kako bi antibiotik djelovao na ciljani bakterijski organizam potrebno je da prijede
kroz jedan ili viSe membrana, ovisno o tome radi li se o gram-pozitivnoj ili gram-negativno;j
bakteriji. Struktura antibiotika je sacinjena od linearno spojenih tetraciklinskih jezgri na koje su
vezane razne funkcionalne grupe. Najvaznije znaCajke za antibakterijsku aktivnost su
odrzavanje linearno fuziranih karbociklickih prstena od 3est atoma, zatim odredene
stereokemijske konfiguracije u strukturi, pozicije dimetilamino skupina i odrzavanje
ketoenolnog sustava u blizini fenolnog prstena. Takoder, za ostvarivanje farmakokinetickih
svojstva bitno je da se tetraciklini u organizmu spoje s metalnim ionima, buduci da su kelirajuci
agensi (Chopra i Roberts, 2001).

Tetraciklinski antibiotici imaju Siroku primjenu u lije€enju ljudi, ali imaju upotrebu i u
veterinarskoj medicini. Ova grupa antibiotika vrlo lako penetrira u tjelesne tekuéine i tkiva te
se izluCuje kroz urin. Dolaze u obliku drazeja, kapsula i oblika za injekcijsku primjenu, no
njihova primjena sve viSe pada zbog porasta bakterijske rezistencije. Naime, njihova je
upotreba jo$ uvijek bitha zbog ucinka na rijetke, ali opasne bolesti kao §to su tifus, Q-groznica,

borelioza, gonoreja i kuga, te u nekim slu¢ajevima pneumonije. Buduéi da mogu penetrirati u



sebum i lako se izlu€uju kroz znoj koriste se i za terapiju akni. Nadalje, koriste se i pri terapiji

pepti¢nog ulkusa uzrokovanim Helicobacter pylori (Baird, 2011).

Povijesno, uporaba tetraciklina u veterinarskoj medicini temeljena je na tretmanima za
perad, stoku, svinje i ovce. Tetraciklini su se Cesto upotrebljavali zbog toga sto dodavanje
antibiotika u hranu i pi¢e zivotinja na farmi povecava njihovu stopu rasta, ali i ucinkovitost
unosa hranijivih tvari. No, zbog rasta broja sojeva bakterija koji su imali razvijenu rezistenciju
doslo je do zabrane koristenja tetraciklina u Europi kao promotora rasta. Danasnja uporaba
obuhvacéa lije€enje infekcija kod kuénih ljubimaca pri Cemu se naj¢escée koriste kod urinarnih i

respiratornih infekcija te infekcija intestinalnog trakta (Granados-Chinchilla i Rodriguez, 2017).

2.1.2. Doksiciklin hiklat

Prvi otkriveni antibiotik iz skupine tetraciklina je bio klortetraciklin, prirodni antibiotik,
proizvod bakterije Streptomyces aureofaciens (Grossman, 2016). Ubrzo nakon toga je
otkriven oksitetraciklin, proizvod sekundarnog metabolizma bakterije Streptomyces rimosus.
Nadalje, kemijskom modifikacijom klortetraciklina dolazi do otkrivanja tetraciklina -
najjednostavnijeg oblika ove grupe antibiotika za koji je kasnije otkriveno da se radi o
prekursoru klortetraciklina. Daljnji razvitak polusintetskih antibiotika dovodi do sinteze
metaciklina odnosno prekursora za sintezu doksiciklina, najéesc¢e koristenog tetraciklinskog

antibiotika (Nguyen i sur., 2014).

Doksiciklin je antibiotik Sirokog spektra djelovanja koji se moze nadi u tri oblika,
odnosno kao monohidrat, hiklat i hidroklorid. PoCetna struktura je doksiciklin hiklat koji kroz
otapanje u vodi i neutralizaciju s natrijevim hidroksidom prelazi u doksiciklin monohidrat.
Nadalje, ukoliko se u otopinu doksiciklin monohidrata doda klorovodi¢na kiselina nastaje
doksiciklin hidroklorid (Kogawa i sur., 2012). Prema monografiji europske farmakopeje (engl.
European Pharmacopoeia, Ph.Eur.), doksiciklin monohidrat polusintetski je proizvod sacinjen
od 95 — 102 % doksiciklina molekularne mase od 462,46 g/mol. Radi se o Zutom,
kristalinicnom prahu koji je vrlo slabo topiv u vodi i koncentriranom etanolu, dok je topiv u
razrijedenim otopinama mineralnih kiselina i otopinama alkalnih hidroksida i karbonata.
Doksiciklin hidroklorid je zuti do smedi kristali¢ni prah koji je vrlo topiv u vodi, a molekularna
masa mu je 480,90 g/mol. Doksiciklin hiklat, Zuti je kristali¢ni prah, molekulske mase od 512,9
g/mol. Za razliku od ostalih vrsta doksiciklina, vrlo je topiv u vodi i metanolu, a topiv u

koncentriranom etanolu. Otapa se i u otopinama nekih alkalijskih hidroksida i karbonata.



Kemijski naziv doksiciklin hiklata je: (4S, 4aR, 5S, 5aR, 6R, 12aS)-4-(dimetilamino)-
3,5,10,12,12a-pentahidroksi-6-metil-1,11-diokso-1,4,4a,5,5a,6,11,12a-oktahidrotetracen-2-

karbomid hidroklorid hemietanol hemihidrat (Kogawa i sur., 2012).
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Slika 1. Struktura doksiciklin hiklata (vlastita slika)

Promjene u strukturi doksiciklin hiklata direktno utjeCu na promjenu u antimikrobnoj
aktivnosti. Naime, promjene u kisiku na C1 ugljikovom atomu ili hidroksidnoj skupini na C3
atomu dovode do inaktivne strukture. Na C4 atomu se nalazi N(CHs). skupina koja je zapravo
klju€na za antimikrobnu aktivnost. Uklanjanje CHs- skupine s C6 ugljikovog atoma zapravo
¢ini strukturu jo§ stabilnijom, a prisutnost CI- ili metilne skupine na C9 smanjuje aktivnost
molekule (Kogawa i sur., 2012). Buduc¢i da je doksiciklin hiklat, kao i ostali oblici antibiotika
doksiciklina, higroskopan i osjetljiv na svjetlost, treba se Cuvati u dobro zatvorenim, tamnim

pakiranjima.

Doksiciklin hiklat je hidrokloridna sol doksiciklina te ga ova kemijska promjena cini
znacajno topljiviiom u vodi u odnosu na molekulu doksiciklina pri ¢emu doksiciklin hiklat
postaje pogodniji oblik za primjenu u raznim farmaceutskim pripravcima. Molekula doksiciklin
hiklata ima tri konstante disocijacije kiseline &ije su vrijednosti: pKas = 3,02 £ 0.3, pKay= 7,97
+0,15i pKaz = 9,15 + 0,3 (Aniagor i sur., 2021). Funkcionalne skupine zasluzne za vrijednosti

konstanti disocijacije kiselina su prikazane na slici 1.
2.2. MIKROBIOLOSKA CISTOCA LIJEKOVA

Antibiotici su farmaceutski proizvodi kompleksnog sastava, a kao takvi moraju biti
proizvedeni i kontrolirani u skladu sa zahtjevima dobre proizvodacke prakse, ali takoder

moraju biti stabilni i sigurni za pacijenta. Jedan od zahtjeva za proizvode u farmaceutskoj



industriji je da ispunjavaju visoke mikrobioloSke standarde odnosno da su sterilni ili sadrze

minimalnu mikrobnu populaciju u trenutku izdavanja proizvoda (Europska farmakopeja, 2019).

Proizvodnja ¢&vrstih oralnih oblika lijekova odnosno tableta se sastoji od nekoliko
koraka, a oni kriti€ni za potencijalnu mikrobnu kontaminaciju su dobavljanje farmaceutskih
sastojaka, proizvodnja vode za formulaciju, vlazna granulacija i mljevenje, su$enje te
oblaganje tableta. Mikrobna kontaminacija moze se dogoditi dodavanjem farmaceutskih
sastojaka, u razliitim fazama procesa formulacije kona&nog proizvoda, koji su inicijalno
sadrzavali mikroorganizme. Neutralne pomoéne tvari koje se dodaju u svrhu formulacije
tableta su ¢esto sam izvor kontaminacije. Rizik kontaminacije proizvoda se povecava ovisno
o podrijetlu neutralnih pomocnih tvari (koriStenjem tvari biljnog i Zivotinjskog podrijetla kao Sto
su kukuruzni 8krob, laktoza i Zelatina). Nacin na koji se to se moze izbjeéi jest provodenje
uhodanih praksi analize ulaznih sirovina. Ulazne sirovine biljnog i Zivotinjskog podrijetla
obavezno se testiraju na prisutnost vrsta iz roda Salmonella i izostanak E. coli (Klink i sur.,
2021; Cundell, 2020).

Kod vlazne granulacije kritiéni je korak dodavanje vode koja takoder moze biti izvor
kontaminacije, kao i oprema s kojom se dolazi u kontakt tijekom mljevenja. Dobro pracenje
Cisto¢e vode kao i validacija CiS¢enja opreme moze smanijiti rizik. Prilikom oblaganja tableta
treba se paziti na vrijeme zadrzavanja vodene otopine za oblaganje jer se Cesto radi o
otopinama sa Zelatinom ili drugim bakterijskim nutrijentima koje stvaraju pogodne uvjete za
rast mikroorganizama. SuSenje je kriti€an korak zbog trajanja klasiénog suSenja na
pladnjevima, no implementacijom su$enja u fluidiziranom sloju, puno kra¢em procesu, znatno

se smanjuje rizik od mikrobnog onecisc¢enja (Cundell, 2020).

Kako bi se procijenila kvaliteta proizvoda prije izlaska na trZiste i je li u skladu s dobrom
proizvodackom praksom, provode se ispitivanja regulirana farmakopejom. Britanska
farmakopeja govori kako za lijekove koji se oralno administriraju, ukupan broj Zivih organizama
ne bi trebao biti ve¢i od 10° za aerobne bakterije i 10?za plijesni po gramu ili mililitru proizvoda,
dok je propisan potpuni izostanak odredenih mikroorganizama kao Sto su Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pulmonella aeruginosa te Salmonella spp. Jedan od nacina procjene
kvalitete proizvedene Sarze je mikrobioloSko testiranje finalnog proizvoda. Testiranje krajnjih
proizvoda ne moZe otkriti koja izolirana neispravna praksa u proizvodniji je zasluzna za pad
na testiranju mikrobioloSke CistoCe. Stoga je pravilo u praksi da se prate svi koraci tijekom

proizvodnje farmaceutskih proizvoda (Roesti, 2020).

2.2.1. Metode ispitivanja mikrobioloSke Cisto¢e

Prema Cundell (2020) trenutacno koristene metode za ispitivanje mikrobioloSke

Cistoce lijekova su metode kvantitativnog brojanja. One obuhvacaju metodu najvjerojatnijeg



broja (engl. Most Probable Number, MPN), metodu brojanja na ploci te membransku filtraciju.

Pri tomu je membranska filtracija preferirana pred druge dvije metode jer ima vecu osjetljivost.

Metoda najvjerojatnijeg broja je statistiCka metoda koja koristi serijska razrjedenja i
nacjepljivanje u nekoliko epruveta kako bi se procijenio broj zivih mikroorganizama. Dok
metoda brojanja na ploci ukljuuje mijeSanje razrijedenog uzorka s rastopljenim agarom te
izlijevanje u petrijevu zdjelicu. Nakon §to se agar stvrdne, inkubira se do 48 sati na prikladnoj
temperaturi. Nakon inkubacije formirane zasebne kolonije se broje te se broj poraslih jedinica

izraZava kroz CFU (engl. Colony Forming Units) (Roesti, 2020).

Membranska filtracija obuhvaéa propustanje poznatog volumena uzorka pomocu
vakuum pumpe kroz membranu koja zadrzava mikroorganizme. Zatim se membrana postavlja
na odabrane hranjive podloge i inkubira kroz definirano vrijeme pri odabranoj temperaturi.
Radi se o vrlo pouzdanoj metodi odredivanja broja prisutnih mikroorganizama buduéi da se
na ovaj nacin moze odrediti prisutnost vrlo malog broja mikroorganizama u uzorku. Kada se
koriste metode propisane po Ph.Eur. monografiji nije potrebno izvoditi test prikladnosti ili
validaciju metode, vec je kljucno potvrditi da se mikroorganizmi prisutni u proizvodu mogu
detektirati ovom metodom te da sam proizvod ne inhibira rast mikroorganizama. Metoda se
ispituje u trenutku izlaska novih proizvoda, zatim uslijed promjena u formulaciji ili doziranju
koje mogu utjecati na mikrobni rast ili kada se promijeni procedura metode. Validacija se
propisuje farmakopejom i opisuje potrebni medij, razrjedenje, volumene i inkubacijska
vremena potrebna za pravilno ispitivanje mikrobioloSke CistoCe lijekova. Ponekad i sam uzorak
moze inhibirati mikrobni rast zbog njegovog antimikrobnog djelovanja (npr. antibiotici) ili zbog
smanjenja topljivosti uzorka u uvjetima testiranja. 1z tog je razloga otezano provodenje
mikrobioloSkog ispitivanja pomoéu standardnih propisanih metoda. Razrjedivanjem uzorka
moze se smanijiti koncentracija supstancije koja interferira s mikrobnim rastom. No, ukoliko
uslijed razrjedivanja jo$ uvijek nisu postignuti zadovoljavajuci rezultati potrebno je supstanciju
.heutralizirati“. Neutralizacija obuhvaéa promjenu pH vrijednosti otopine ili promjenu
kemijskog sastava uzorka kako bi se smanijio inhibitorni efekt na rast mikroorganizma. Neki
od neutralizacijskih agensa koji se koriste su polisorbati (Tween 20 ili 80), natrijev tiosulfat i
lecitin. Ukoliko se koriste navedene tvari, potrebno je demonstrirati da one same nisu toksi¢ne

za mikroorganizme (Klink i sur., 2021; Europska farmakopeja, 2019).

U svrhu neutralizacije antibiotika zbog mikrobioloSkog ispitivanja moze se Koristiti i
enzimska neutralizacija. NajéeSce je u upotrebi enzimska neutralizacija antibiotika pomocu
penicilinaza. Penicilinaze su specifiCne beta-laktamaze koje djeluju na penicilinske antibiotike.
Kada se enzim doda u medij, penicilinaza cijepa B-laktamski prsten i posljedi¢no neutralizira

antibiotsku aktivnost. Dosada je prou€¢avano mnogo tehnika za uklanjanje tetraciklina iz



okoliSa kao $to su adsorpcija, fotokataliza, napredni procesi oksidacije i membranska filtracija.
Tretiranje tetraciklina enzimima lakaze Cini se najucinkovitijim zbog visoke specificnosti i
selektivnosti reakcije, no do danas koridtenje ove metode nije zabiljeZeno u praksi kao sto je
to sluCaj za B-laktamske antibiotike. Razlog uklanjanja tetraciklina iz uzorka, osim kod
ispitivanja mikrobioloSke €isto¢e proizvoda, je relativno visoka koncentracija tih antibiotika u
otpadnoj vodi i zemlji kao posljedica pretjeranog koristenja u uzgoju stoke. PoviSene
koncentracije ove skupine antibiotika su posljedi¢no doprinijele razvoju rezistencije prirodnih

bakterijskih populacija (Spina-Cruz i sur., 2018).

Prema Erceg i KneZevi¢ (2022) za izvjeS¢e Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo, u
2022. godini u Hrvatskoj je 251 osoba umrla od infekcijskih bolesti Sto €ini 0,44 % od ukupnog
broja umrlih. Postoje viSe uzroka infekcijskih bolesti, no jedan od mogucih je i infekcija
uzrokovana kontaminiranim farmaceutskim proizvodom. lako ovakve infekcije ne pridonose
znatno ukupnom broju smrti od infekcijskih bolesti bitno je za spomenuti, buduc¢i da odredeni
pacijenti koji primaju lijekove imaju veci rizik zaraze od ostatka populacije, prvenstveno
imunokompromitirani pacijenti. Populacije pacijenata s vec¢im rizikom su oni s kroni¢nim
stanjima (dijabetes, cistiCha fibroza i sl.), zatim s kroni¢nim infekcijskim bolestima (npr.
hepatitis i AIDS), pacijenti koji zloupotrebljavaju droge, primaju imunosupresivne terapije (npr.
kemoterapija, radijacija, imunosupresija kod transplantacija organa, kortikosteroidi) te
specijalni slu¢ajevi, odnosno novorodenc¢ad, starija populacija i trudnice. Ove populacije
pacijenata moraju se uzeti u obzir kod procjene rizika mikrobioloSke kontaminacije pri cemu
lijekovi namijenjeni imunokompromitiranim osobama podlijeZu objektivnho stroZim zahtjevima

za isklju€ivanje mikroorganizama (Cundell, 2020).
2.3. LAKAZA

Lakaza (EC 1.10.3.2) je enzim koji se tipicno pronalazi u biljikama i gljivama, no takoder
je pronaden u bakterijama kao Sto je Bacillus subtilis. Radi se o enzimu koji pripada skupini
oksidaza, a oksidiraju veliki broj organskih i anorganskih supstrata, uklju€uju¢i mono-, di- i

polifenole, aminofenole, metoksifenole, aromatske amine i askorbat (Ali i sur., 2019).

Lakaza je multibakrena oksidaza s molekularnim kisikom kao krajnjim elektron
akceptorom, odnosno enzim koji sadrzi po 3 bakrena atoma koji se klasificiraju kao tip I, Il i
lll. Klasifikacija se odreduje pomocu UV/Vis spektrometrije i spektrometrije elektro
paramagnetske rezonance (engl. Electron paramagnetic resonance, EPR). Na taj nacin se
razlikuje tip | atom bakra zasluznog za plavo obojenje enzima i snaznu elektronsku apsorpciju
pri 600 nm koji se moze detektirati pomocu EPR. Tip |l atoma bakra je bezbojan, ali joS uvijek
se moze detektirati pomocu EPR, no tip Ill sa€injava par atoma bakra koji slabo apsorbira u
UV spektru te EPR signal izostaje (Madhavi i Lele, 2009).



2.3.1. Aktivhost lakaze

Lakaze su vrlo nespecificne prema supstratu i oksidiraju Sirok raspon spojeva.
KatalitiCka reakcija lakaze uklju€uje redukciju bakra tipa | prilikom oksidacije supstrata, zatim
unutrasnji prijenos elektrona s tipa | na tip Il i tip lll. Transfer elektrona sa supstrata na bakar
tipa | kontroliran je putem razlike u redoks potencijalu. Takoder, vezno mjesto supstrata, Cesto
nazivano mjesto bakra tipa I, je ,plitko“ odnosno ne seze duboko u enzim, Sto znaci da kod
vezanja supstrata ne postoje znacajne steriCke prepreke. Dok je dostupnost aktivnih mjesta
bakra tipa Il i lll ograniCavaju¢a te se onemogucava vezanje bilo kakvih oksidacijskih spojeva
osim kisika (Madhavi i Lele, 2009).

Buduci da su lakaze uglavnom izvanstani¢ni proteini, jako su osjetljivi na promjene u
temperaturi, pH uvjetima i prisutnosti inhibitora. Lakaze fungalnog podrijetla imaju nizi pH
optimum jer su prilagodene rastu pri kiselim uvjetima, dok su bilijne lakaze unutarstani¢ni
proteini koji djeluju u gotovo fizioloSkim uvjetima. No, veliki utjecaj na pH optimum imaju i sami
supstrati. Na primjer, razlika u redoks potencijalu izmedu fenolnog spoja i bakra tipa | pojacava
oksidaciju supstrata pri visokim vrijednostima pH, ali hidroksilni anion koji se veZe na tip Il i tip
IIl mjesto rezultira u inhibiciji lakazne aktivnosti zbog ometanja unutrasnjeg prijenosa elektrona
izmedu tipa | i tipa Il i lll. Nadalje, fungalne lakaze su sastavni dio mehanizma za uklanjanje
toksicnih fenola iz medija, dok su biljni enzimi uklju€eni u proces formacije lignina. Inhibitori
lakaza uglavnom su zajednicki svim vrstama i oni su tioglikolna i dietilditiokarbaminska
kiselina, cijanidi, metalni ioni, masne kiseline, sulfadrilni reagensi, hidroksilglicin i drugi (Ali i
sur., 2019).

2.3.2. Utjecaj na tetraciklinske antibiotike

Kod prociS¢avanja vode za uklanjanje razli€itih zagadivaca naj¢e&c¢e se koriste enzimi
oksidoreduktaze od kojih lakaze imaju najveci doprinos zbog niske cijene i dostupnosti. Ovaj
enzim moze razgraditi brojne aromatske spojeve (Madhavi i Lele, 2009). Zbog toga je
razmatran i utjecaj na antibiotike iz skupine tetraciklina. Prema Zdarta i sur. (2020) slobodna i
kovalentno imobilizirana lakaza uspjesSno je uklonila 100 % tetraciklina iz otopine. U
navedenom primjeru, slobodan je enzim imao manju efikasnost uklanjanja buduéi da
imobiliziran enzim ima vecéu rezistenciju na nepovoljni pH i opéenito je bolje zasti¢en od
ekstremnih uvjeta. Tijekom konverzije tetraciklina pomocu lakaze uoCena su tri procesa
zasluzna za konverziju molekule antibiotika, a to su oksidacija, dehidrogenizacija i
demetilacija. U poc€etku reakcije prisutni su tetraciklini, zatim su promatrana dva nova
degradacijska produkta; jedan koji je nastao oksidacijom C5 ugljikova atoma i drugi

dehidrogenizacijom na istom mjestu. U sliede¢em koraku produkt oksidacije prolazi kroz



proces dehidrogenizacije pri cCemu se stvara keton. Naposlijetku, otkriven je spoj uklonjenim

metilnim skupinama s amina na C4 ugljikovom atomu.

Yang i sur. (2017) istrazili su ucinkovitost lakaze iz gliive Cerrena u detoksifikaciji
tetraciklinskih antibiotika. Dok u pocetku tetraciklin i oksitetraciklin inhibiraju rast testiranih
bakterija, nakon 24 h tretmana s lakazom ta inhibicija je ublazena. Nakon dodatnih 48 h

inhibitorni u€inak na rast bakterija je dodatno smanjen, to jest gotovo potpuno izostaje.

Osim lakaze, istraZzena je primjena i drugih enzima u svrhu razgradnje tetraciklinskih
antibiotika. U radu Wu i sur. (2020) koristi se dizajnirana peroksidaza kod uklanjanja
tetraciklinskih antibiotika iz okolisa. Prilikom pracenja doksiciklina nakon tretiranja
peroksidazom na UV/Vis spektrofotometru, postignuta je gotovo potpuna razgradnja unutar 5
minuta uz H>O; kao oksidans. Osim peroksidaze razlikuje se i tetraciklin destruktaza koja je
istrazivana u cilju inaktivacije tetraciklina. Radi se o skupini flavoenzima koji mogu inaktivirati
tetraciklinske antibiotike monooksidacijom i drugim mehanizmima (Forsberg i sur., 2015).
Tetraciklin destruktaza, iako djeluje kao inaktivator tetraciklinskih antibiotika nema Siroku
primjenu zbog toga Sto njihova aktivhost znatno varira ovisno o okoli$nim uvjetima. Zatim geni
koji kodiraju za te enzime imaju nisku razinu ekspresije, a enzimi za reakciju zahtijevaju
posebne nestabilne kofaktore koji nisu prisutni u svim bakterijskim okoliS§ima (Park i sur.,
2017).

2.4. METODE ZA ISPITIVANJE ANTIBIOTIKA | NJEGOVE RAZGRADNJE

Razvitkom antibiotika dolazi i do potrebe za razvojem analitiCkih metoda za osjetljivu i
selektivnu identifikaciju, odnosno kvantifikaciju antibiotika. Propisane tehnike od strane
regulatornih tijela koje se koriste u farmaceutskoj industriji propisane su farmakopejama
(Siddiqui i sur., 2017).

Dosada je razvijeno nekoliko razli¢itih metoda za analizu doksiciklin hiklata koje se
temelje na kromatografiji, fluorometriji, elektroforezi, potenciometriji, spektrofotometriji te
bioanalitickim testovima. Prema britanskoj farmakopeji, glavna metoda za analizu doksiciklin

hiklata je tekucinska kromatografija s UV/Vis detekcijom (Ramesh i sur., 2011).
2.4.1. Tekucinska kromatografija visoke ucinkovitosti

Tekucéinska kromatografija visoke ucinkovitosti (engl. High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) je prvi put uvedena za analizu ljekovitih materijala 1980. godine u
ameriCkoj farmakopeji. Tijekom godina se ova tehnika razvijala i od 2004. postala glavna
metoda za analizu lijekova u americkoj, ali i u europskoj farmakopeji, $to ukazuje na njenu

vaznost i Siroku upotrebu (Siddiqui i sur., 2017).



Radi se o vrsti kromatografije kod koje je mobilna odnosno pokretna faza tekucina, a
stacionarnu to jest nepokretnu fazu &ini &vrsta tvar ili tanki tekuci film vezan na ¢€vrsti inertni
nosac. Razdvajanje se zasniva na razli€itim interakcijama spojeva s mobilnom i stacionarnom
fazom odnosno afinitetu spojeva prema njima. Postoji vise podjela tekuéinske kromatografije,
no osnovna je podjela prema vrsti primijenjene mobilne i stacionarne faze (nainu rada).
Prema tome se razlikuju kromatografije obrnutih faza i normalnih faza. Kod kromatografije
obrnutih faza stacionarna faza je nepolarna, a mobilna faza polarna pa do separacije dolazi
zbog razliCite polarnosti analita. Dok za kromatografiju normalnih faza je klju¢no da koristi
polarnu stacionarnu fazu i nepolarnu mobilnu fazu, a analit je polarna tvar. Danas se u ve¢em

broju koristi kromatografija obrnutih faza (Zotou, 2012).

Sustav tekucinske kromatografije funkcionira na nacin da mobilna faza nosi uzorak do
kolone na kojoj se molekule razdvajaju ovisno o njihovim fizikalno-kemijskim svojstvima i
razli€itim interakcijama sa stacionarnom fazom. Nakon razdvajanja na koloni, vrijeme
zadrzavanja pojedine molekule je razliito zbog ¢ega one u razli¢itim vremenima stizu do
detektora (Zuvela i sur., 2019).

Kromatografski sustav obuhvacéa nekoliko komponenata. Ulazni sustav se sastoji od
spremnika mobilne faze i sustava za otplinjavanje. Za tlatenje mobilne faze kroz sustav sluzi
pumpa koja je konstruirana da podnosi visoke tlakove i brzine protoka od 0,1 — 10 mL/min.
Prema tehni¢kim izvedbama, razlikuju se binarne i kvartarne pumpe. Mobilna faza prolazi kroz
sustav za injektiranje uzoraka koji je u danasnje vrijeme automatiziran u obliku petlje za
injektiranje. U trenutku injektiranja uzorak se unosi u petlju gdje se mije$a s mobilnom fazom
koja ga dalje nosi do kolone. Kolona je napravljena od &elika i karakterizira se kroz duljinu
kolone, unutrasnjeg promjera, promjera zrna punila te vrste punila. Vrsta punila kolone kao i
vrsta detektora se odabiru na temelju nekog od fizikalno-kemijskih svojstava analita u uzorku.
Ukoliko analit(i) u uzorku sadrze UV-kromofore (funkcionalne skupine koje apsorbiraju u
UV/Vis dijelu spektra) imaju moguénost detekcije s UV/Vis detektorom razliCite izvedbe.
Danas se za analizu farmaceutski djelatnih tvari najceS¢e koristi detektor s nizom dioda (engl.
Diode array detector, DAD). Za analizu analita koji imaju prirodno fluoresciraju¢e funkcionalne
grupe ili se kemijskom derivatizacijom mogu prevesti u fluorescentni oblik koristi se
flourescencijski detektor (engl. Fluorescence detector, FLD). Analiti koji nemaju niti jednu
funkcionalnu skupinu najéeS¢e se analiziraju s detektorom indeksa loma (engl. Refractive
index detector, RID) ili drugim prikladnim detektorom. Poseban detektor koji se koristi za
analizu tragova lijekova ili njihovih oneciSCenja jest maseni spektrometar (engl. Mass
spectrometer detector, MSD) (Siddiqui i sur., 2017).
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HPLC je jedna od najucestalije koriStenih tehnika za pracenje razgradnje antibiotika u
farmaceutskoj industriji zbog njene selektivnosti i specifiCnosti, preciznosti i reproducibilnosti
mjerenja. Selektivnost omogucava istovremenu identifikaciju jednog ili viSe analita u
prisutnosti potencijalnih interferencija koje potje€u iz uzorka. Za razliku od selektivnosti, HPLC
metode mogu biti i specificne ¢ime se omogu¢ava nedvojbeno odredivanje jednog analita u
slozenom uzorku, primjerice na temelju reakcije kiralni selektor - kiralni analit. HPLC metode
se odlikuju i visokom precizno$¢u koja ukazuje na slaganje niza mjerenja izvedenih iz istog
homogenog uzorka pri istim propisanim uvjetima. Reproducibilnost tehnike podrazumijeva da
se dobivaju konzistentni i pouzdani rezultati bez obzira na razli€ite Sarze antibiotika, razli€ite
instrumente, analitiCare ili otopine za analizu. Danas je HPLC tehnika rasprostranjena u
gotovo svim farmaceutskim industrijama buduci je odobrena od strane regulatornih agencija i

¢ini jednu od glavnih tehnika za analizu antibiotika (Peris-Vicente i sur., 2022).
2.4.2. UV/Vis spektrofotometrija

Premda je koristenje HPLC tehnike uobi¢ajeno zbog njene selektivnosti i osjetljivosti,
vecina metoda je vremenski zahtjevna jer obuhvaca viSe koraka priprave otopina za analizu
te pripremu instrumenta za provedbu analize. Stoga se danas za jednostavnije analize
farmaceutskih lijekova koristi UV/Vis spektrometrijske metode, kojima je najveca prednost

brzina i troSkovna ucinkovitost (Ramesh i sur., 2011).

Spektrometrijske metode zasnivaju se na interakciji elektromagnetskog zragenja s
uzorkom, gdje analit emitira ili apsorbira to€no odredenu koli¢inu zraenja koja se mjeri. Analit
je apsorbirao zracenje kada je intenzitet zrake koja je proSla kroz uzorak maniji od intenziteta
ulazne zrake. Ukoliko je omjer intenziteta ulazne zrake i zrake koja je pro$la kroz analit jednak
1 to znadi da do apsorpcije nije doslo. Apsorpcija zragenja je opisana Lambert-Beerovim
zakonom i govori kako je apsorbancija proporcionalna logaritmu omjera intenziteta zracenja,
ali i umnoSku molarnog apsorpcijskog koeficijenta, koncentracije analita te duljine puta
svjetlosti kroz analit (debljine kivete). Molekularni apsorpcijski koeficijent je zapravo mjera
koliko je jako molekula apsorbirala zraCenje pri nekoj valnoj duljini i ona ovisi o veliCini
kromofora (dijela molekule koji apsorbira zracenje). UV-dio elektromagnetskog zracenja je
izmedu 200 — 400 nm valne duljine, a spojevi koji apsorbiraju u tom djelu su bezbojni. Vis-dio
spektra je u podrucju izmedu 400-800 nm i spojevi koji apsorbiraju u tom dijelu spektra daju

obojane otopine (Skoog i sur., 2017).

UV/Vis spektrofotometar se sastoji od izvora zraenja koji je naj¢eSée volframova nit
za Vis-dio spektra, dok je deuterijeva lampa izvor UV spektra. 1z izvora svjetlo prolazi kroz
monokromator koji sluzi za propustanje samo jedne valne duljine svjetlosti karakteristi¢ne za

analit. Uglavnom se radi o dvosnopnom sistemu u kojem jedan snop zraka ide na uzorak
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slijepe probe, a drugi na analit. Nadalje, zrake koje su proS8le kroz uzorak odlaze na detektor
koji mjeri intenzitet zrake propustene kroz uzorak. Instrument je spojen na raCunalo te se na

njemu ispisuje podatak apsorbancije pri odredenoj valnoj duljini (Chakravarthi i sur., 2023).

Prema europskoj farmakopeji (2019) doksiciklin hiklat apsorbira u podrucju od 200 —
400 nm zbog kemijske strukture koja sadrzi konjugirani sustav dvostrukih veza i aromatskih
prstena te funkcionalnih skupina koje apsorbiraju UV svijetlo u tom podrucju. Doksiciklin hiklat,
ima dva apsorpcijska maksimuma, jedan pri 274 nm, a drugi pri 345 nm. Sekundarni
apsorpcijski pikovi se mogu pojaviti pri snimanju u nizim valnim duljinama Sto je bitna
informacija prilikom pracenja razgradnje antibiotika. Za pravilnu provedbu analize, prvo je
potrebno snimiti spektar u rasponu valnih duljina od 200 — 400 nm kako bi se odredilo pri kojoj
valnoj duljini otopina analita ima maksimalnu apsorbanciju, a $to ovisi i 0 samom otapalu koje

se koristilo za pripremu uzoraka (Sahoo i sur., 2023).
2.5. RAZGRADNJA DOKSICIKLIN HIKLATA

Razgradnja antibiotika se odvija razli€itim kemijskim ili biokemijskim postupcima
ovisno o fizikalno-kemijskim svojstvima antibiotika. Neki od nacina su cijepanje strukture uz
pomo¢ enzima ili kemijskom razgradnjom djelovanjem kiselina, luzina, peroksida ili drugih

reagensa te djelovanjem temperature i UV zradenja (Yang i sur., 2021).

Osim razgradnje antibiotika u svrhe ispitivanja mikrobioloSke Cistoce lijeka, ona se
provodi i zbog ispitivanja stabilnosti. Ispitivanje stabilnosti obuhvaca studije forsirane
razgradnje kojim se lijekovi ciljano razgraduju u ekstremnim uvjetima. Ovakav test je propisan
od strane regulatornih tijela da se procjeni kako se kvaliteta lijeka mijenja s vremenom pod
razli€itim okoliSnim uvjetima. Na taj nacin se procjenjuju i razgradni putevi lijeka, te se razvijaju
i validiraju stabilitetno-indikativne analititke metode kojima ¢e se uspjeSno kromatografski
razlikovati sama djelatna tvar lijeka od razgradnih produkata. Takoder se ovime bolje razumiju
kemijska svojstva proizvoda. Razvijeni model razgradnje prikazuje kako ¢e se u normalnim
uvjetima lijek mijenjati kroz vrijeme. Ispitivanja forsirane razgradnje se ujedno nazivaju i stres
testom, a moraju obuhvacati kiselu i bazi¢nu hidrolizu, temperaturnu i oksidacijsku razgradnju
te fotolizu, sve kako bi se procijenila stabilnost lijeka. Hidroliticki test obuhvaéa cijepanje
nabijenih funkcionalnih grupa prisutnih u molekuli. Za kemijsku hidrolizu se uglavnom
upotrebljavaju HCI ili H.SO., a za bazi¢nu NaOH ili KOH. Za postizanje oksidacijskih uvjeta
koristi se ve¢inom 3 — 10 % H202. U tim su uvjetima amini, sulfidi i fenoli podlozni oksidaciji
pri ¢emu nastaju N-oksidi, hidroksilamini, sulfoni i sulfoksidi. Nadalje, pri temperaturnoj
razgradnji primjenjuje se temperatura od 40 — 80 °C. Fotoliza je proces razgradnje djelatne

tvari pod utjecajem UV i/ili Vis svjetla. Odvijanje fotolize je bitno kako bi se prikazalo koliko je
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supstancija osjetljiva na svijetlost. Funkcionalne skupine ,osjetljive” na djelovanje svjetla su

karbonili, N-oksidi, alkeni, slabe C-H i O-H veze, sulfidi i polieni (Blessy i sur., 2014).

Epimerizacija doksiciklina se moze dogoditi na C4 i C6 mjestima u strukturi zbog
izlaganja nepovoljnim uvjetima kao $to su neoptimalna temperatura, pH, vlaga i svjetlost pri
¢emu nastaju spojevi s niskom antimikrobnom aktivnosti koji mogu biti toksi¢ni (Barros i sur.,
2018). U Europskoj farmakopeji (2019) su opisani najceSc¢i spojevi koji nastaju razgradnjom
doksiciklin hiklata, takozvani srodni spojevi ili oneciSéenja. Navedeno je Sest poznatih
oneciscéenja; oneciscenje A (6-epidoksiciklin), oneciséenje B (metaciklin), oneciS¢enje C (4-
epidoksiciklin), oneciScenje D (4-epi-6-epidoksiciklin), oneciS¢enje E (oksitetraciklin),
onecCidcenje F (2-acetil-2-dekarboksiamidodoksiciklin). U Europskoj farmakopeji (2019) su
navedene i dozvoljene granice svakog pojedinaénog razgradnog produkta koje iznose 0,5 %
za oneciscenje C, 0,5 % za oneciscenje D i 0,5 % za onecidéenje E. Prema Spina-Cruz i sur.
(2018) nakon promatranja utjecaja oksidativhe aktivnosti na antibiotik doksiciklin hiklat,
zaklju€eno je da s porastom stope razgradnje uslijed oksidativhog stresa je proporcionalno
smanjivana antimikrobna aktivnost antibiotika. Zbog toga je zakljuCeno da razgradnja

doksiciklina ne dovodi do razgradnih produkata s visokom antimikrobnom aktivnosti.
2.6. RAZVOJ HPLC METODE

Razvoj HPLC metode za farmaceutske gotove proizvode zapoc€inje od informacija
pronadenih u Ph.Eur. monografiji djelatne tvari ili drugim izvorima. Pri razvoju metode za
sadrzaj oneciS¢enja odnosno srodnih spojeva, stres test je vrlo bitna stavka. Kljuéno je
poznavati strukturu spoja i njegovih funkcionalnih skupina kako bi se procijenio stupanj
polarnosti molekule. U slu€aju doksiciklin hiklata radi se o polarnoj molekuli zbog prisustva
hidroksilnih, amino i karbonilnih grupa. Prema tome je najCeSce koriStena metoda za
odredivanje sadrzaja i srodnih spojeva doksiciklin hiklata metoda obrnutih faza. Nadalje
optimalni pH mobilne faze za koriStenje u metodi se odreduje prema pKa vrijednostima
antibiotika (Siddiqui i sur., 2017). Tako prema Mohammad i sur. (2018) metoda za odredivanje
sadrzaja doksiciklin hiklata koristi C18 kolonu, odnosno bazira se na metodi obrnutih faza, a
pH mobilne faze je 8,8. Dok u radu Injac i sur. (2007) je koriStena mobilna faza s pH vrijednosti
od 2,5 pH jedinice. Nadalje sam sastav mobilnih faza je drugadciji, Mohammad i sur. (2018) uz
amonijev acetat koriste i EDTA zbog povecéavanja efikasnosti kolone odnosno sprje€ava se
deformiranje tzv. Ispruzanje ili engl. ,tailing® pikova zbog kompleksacije metalnih iona iz

mobilne faze.

Sljedeca bitna informacija prilikom razvoja metode jest topljivost djelatne tvari. Tu je
vrlo vazno prilagoditi otapalo (diluent) u kojem se djelatna tvar otapa sa sastavom mobilne

faze. U opisanim HPLC metodama kao diluent za otapanje doksiciklin hiklata se Cesto koristi
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otopina 0,01 M HCI buduci je doksiciklin hiklat dobro topiv u navedenoj kiselini. U radu Injac i
sur. (2007) kao diluent koriste mjeSavinu acetonitrila i metanola, dok u radu Spina-Cruz i sur.

(2018) koriste samo metanol.

U spomenutim metodama prema Injac i sur. (2007) te Spina-Cruz (2018) analize se
provode pri razli¢itim temperaturama kolone koja iznosi od 25 °C do 55 °C. Promjenom
temperature kolone mijenja se i vriieme izlaska pika od interesa, pri ¢emu pik brze eluira s
porastom temperature. Odabir temperature kolone ovisi i 0 ostalim pikovima prisutnim na
kromatogramu te u kolikoj mjeri povecanje temperature utjeCe na separaciju svih pikova na
kromatogramu. Buduc¢i da doksiciklin hiklat apsorbira u UV/Vis podrudju, za detekciju je
koriSten DAD detektor pri razliCitim valnim duljinama koje su varirale od 270 nm do 355 nm.
Ono Sto je zakljuCeno prac¢enjem doksiciklin hiklata pomoc¢u spomenutih metoda jest da
baziCna hidroliza, fotoliza i oksidativha razgradnja najviSe utjeCu na razgradnju doksiciklin
hiklata (Mohammad i sur., 2018).

2.7. RAZVOJ UV/VIS SPEKTROFOTOMETRIJSKE METODE

Kada se govori o razvoju spektrofotometrijskin metoda, buduéi se radi o nesto
jednostavnijim postupcima, manje je mogucih parametara koji se mogu mijenjati. Pri razvoju
spektrofotometrijskih metoda prvotno je bitno odredivanje apsorpcijskog maksimuma za
doksiciklin hiklat kako bi se odredilo pri kojoj valnoj duljini je optimalno provoditi mjerenje
(Siddiqui i sur., 2017). U radu Ramesh i sur. (2011) se procijenilo da je tijekom razvoja metode,
uoceno nekoliko apsorpcijskih maksimuma ovisno u kojim kemikalijama se otopio uzorak. Dok
je otopina doksiciklin hiklata u otopini HCl-a pokazivala adsorpcijski maksimum pri 240 nm,
otopina u koju je dodana 1 M NaOH je maksimum pokazala pri 375 nm zbog nastajanja Zuto-
zelenog obojenja, a kod koristenja H.SO4 isto se vidjelo pri 420 nm. Najbolja linearnost metode
se pokazala pri koristenju otopine 0,1 M HCI, dok su druge dvije metode zahtijevale dodatnu
optimizaciju. U metodama u kojima je za odredivanje doksiciklin hiklata koristen UV-
spektrofotometar, kao kod Sahoo i sur. (2023) takoder je najveci stupanj razgradnje primijecen

u bazi¢nim i oksidacijskim uvjetima te pri fotolizi.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Kemikalije

Za potrebe istrazivanja koriStene su tablete doksiciklin hiklata (400 mg/tbl). Kao
analiti¢ki standard koristena je djelatna tvar doksiciklin hiklat (Doxycycline hyclate, Yangzhou
Liberty Pharmaceutical, Yangzhou, Kina) Cisto¢e 98,2 %. Za potrebe razvoja metode koriStena
je placebo smjesa koja sadrzi pomoéne komponente tablete bez djelatne tvari. U tablici 1 su

prikazane koriStene kemikalije za provedbu HPLC analize.

Tablica 1. Kemikalije koristene za provedbu HPLC analize

Kemikalija Cistoéa Proizvodaé
Tetrabutilamonijev . .
hidrogensulfat (TBAH) p.a. Merck, Darmstadt, Njemacka
Etilendiamintetraoctena 99 ¥ VWR Chemicals BDH, Radnor, Sjedinjene
kiselina (EDTA) ° Americke Drzave
Kalijev dihidrogen fosfat o : Y
(KH>PO,) 2 99,5 % Merck, Darmstadt, Njemacka
Natrijev hidroksid (NaOH) 299% Gram-mol, Zagreb, Hrvatska
Acetonitril (ACN) LEILE Gass | o GnEiEss DI, Reehior SiEiiEn:
Americke Drzave
Kloridna kiselina, 37 % p.a. VWR Chemicals BPH Ravdnor, Sjedinjene
Americke Drzave
Metanol HPLC &istoca VWR Chemicals BE)H Ravdnor, Sjedinjene
Ameri¢ke Drzave
Amonij acetat >98 % S|gma-AIdr|ch,. vSt.Louls, Sjedinjene
Ameri¢ke Drzave
Amonijak, 25 % p.a. Gram-mol, Zagreb, Hrvatska
Vodikov peroksid, 30 % p.a. Gram-mol, Zagreb, Hrvatska

3.1.2. Enzim lakaza

Buduéi da fokus rada ispitivanje inaktivacije doksiciklin hiklata pomo¢u enzima lakaze

u svrhu mikrobioloskog ispitivanja CistoCe lijeka potrebno je odabrati prikladan enzim.

Za provedbu eksperimenta neutralizacije antibiotika koristen je enzim lakaza s
komercijalnim nazivom Recombinant Microbial Laccase, proizvodaCa Kerafast, kategorije
FSAO017, kontrolnog broja F0015, Cija je izmjerena specificna aktivhost 1.458.264 U/mg
proteina. Radi se o rekombinantnom proteinu proizvedenom u E. coli, a prvotno je izoliran iz

termofilne bakterije. 1z tog razloga ima temperaturni raspon 30 — 90 °C, a optimum 80 °C pri
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¢emu enzim moze zadrzati oko 60 % svoje aktivnosti nakon 2 sata izloZzenosti na 60 °C.
Raspon pH je izmedu 5,5 i 7,5, a optimum pH 6. Supstrati su siringaldazin i kisik. Jedna
jedinica lakazne aktivnosti (U) definirana je kao promjena u apsorbanciji od 0,001 pri 530 nm
u minuti, u uvjetima temperature 70 °C uz pH 6 prilikom koridtenja siringaldazina kao
supstrata. SpecifiCha aktivhost procis¢enog preparata, proizvodaCa Swissaustral je veca ili
jednaka 300 U/mg.

Vrijednosti pH i temperature pri kojima koristeni enzim ima zadovoljavajuéu razinu
aktivnosti u rasponu je maksimalno dopustenih vrijednosti koje ne uzrokuju smrt

mikroorganizama pri provedbi tretmana mikrobioloske Cistoce.

3.1.3. Otopina za otapanje enzima

Za otapanje i ispiranje enzima lakaze koristila se puferirana peptonska otopina s natrij
kloridom, pH=7, proizvodaca Merck i dolazi u obliku praha kojeg je potrebno otopiti u vodi.

Inace se koristi za otapanje, suspendiranje i razriedivanje uzoraka farmaceutskog podrijetla.
3.2. UREDAJI | OPREMA

3.2.1. Uredaj za teku¢insku kromatografiju visoke ucinkovitosti (HPLC)

Za provedbu eksperimentalnog dijela rada koristen je HPLC instrument za teku¢insku
kromatografiju visoke ucinkovitosti HPLC-DAD Agilent Infinity 1260 (Agilent Technologies,
SAD). Tekuéinski kromatograf visoke djelotvornosti opremljen je s kvartarnom pumpom
G1311B ugradenim otplinjivaem, automatskim sustavom za injektiranje G1329B s
mogucnosti termostatiranja od 4 do 40 °C, termostatiranim odjeljikom za kolonu G1316A i
detektorom na osnovi niza dioda G4212B DAD (engl. Diode Array Detector) koji moze snimati
u podrucju valnih duljina od 190 nm do 950 nm. Sustav koristi raunalni program za obradu
podataka OpenLab CDS. Za razvoj metode i analizu uzoraka koriStene su sljedec¢e kolone:
Agilent Technologies, PLRP-S 100A, 150 x 4,6 mm, 3 xm; Phenomenex, Luna Omega Polar
C18, 150 x 3 mm, 3 um; Thermo Scientific, Hypersil GOLD C18 150 x 4,6 mm, 5 um; Agilent
Technologies, ZORBAX Eclipse XBD, 150 x 4,6 mm, 3,5 um; Phenomenex, Luna 5, C8, 250

x 4,6 mm, 3 um te Phenomenex, Luna, C18, 150 x 3 mm, 3 um.

3.2.2. UV/Vis spektrofotometar

Za provedbu eksperimentalnog dijela rada koristen je UV/Vis spektrofotometar, Cary
100 od proizvodaca Agilent Technologies. Mjerenja su provedena u kivetama UV Quarz Cells
10 mm, proizvodaca Agilent Technologies s volumenom od 3,5 mL i opti€kom duljinom puta

10 mm.
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3.2.3. Ostali uredaji

Ostali uredaiji koji su koristeni za provedbu eksperimentalnog dijela rada navedeni su
u tablici 2.

Tablica 2. Ostali uredaji koristeni tijekom izrade rada
Uredaj Proizvodac¢

Mikrobioloski kabinet — Safemate 1.2 EuroClone, Milan, Italija

Magnetna mijesalica UC15 Stuart, Nottingham, Ujedinjeno

Kraljevstvo
Tehnicka vaga PS 2100/C/2 Radwag, Radom, Poljska
Inkubator-CB 210 Binder, Tuttlingen, Njemacka
Autoklav- 3870 ELV-D Tuttnauer, Breda, Nizozemska

Welch Vacuum, lllinois, Sjedinjene

Vakuum pumpa Ameri¢ke Drzave

Sustav za filtraciju Duran, Wertheim, Njemacka
Stolna rotacijska mijeSalica IKA, Staufen im Breisgau, Njemacka
Ultrazvu€na kupelj Falc Instruments Srl, Treviglio, Italija

Sustav za proizvodnju visokoprociSéene vode

— Synergy UV water purification system Merck, Darmstadt, Njemacka

Centrifuge 5425 R Eppendorf, Hamburg, Njemacka

3.2.4. Potro$ni materijal

Potrosni materijali koji su bili potrebni za provedbu eksperimentalnog rada navedeni

su u tablici 3.
Tablica 3. Popis potrosnog pribora koristenog tijekom izrade ovog rada
Pribor Proizvodac¢

Filteri za sterilizaciju enzima, Ultrafree-MC

Centrifugal Filter 0,45 ym Merck, Darmstadt, Njemacka

CHROMAFIL Xtra disposable filter PVDF, 13

mm, 0,45 pm Macherey-Nagel, Diren, Njemacka
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Tablica 3. Popis potroSnog pribora koriStenog tijekom izrade ovog rada (nastavak)

Regenerated Cellulose Membrane Filters, 25 Sartorius, Géttingen, Njemacka

mm, 0,20 um
Non-sterile PTFE Syringe HPLC Filter 13 mm, = Fisherbrand, Pittsburgh, Sjedinjene
0,20 ym Americ¢ke Drzave

3.3. METODE

3.3.1. Priprema puferirane peptonske otopine s natrij kloridom

U 1000 mL visokoprociS¢ene vode dodano je 16,1 g praha puferiranog natrijev-
peptonskog bujona, prethodno izvaganog na analitickoj vagi, nakon ¢ega je otopina stavljena
na mijeSanje na magnetskoj mijeSalici dok nije homogeno distribuirana. Pripremljen medij je

proziran i blago Zute boje.

3.3.2. Priprema otopine uzoraka tableta doksiciklin hiklata

Uzorak je pripremljen odvagom jedne tablete u ¢asi od 50 mL na analiti¢koj vagi. Masa
jedne tablete iznosila je od 1,36 do 1,44 g, a sadrzi 400 mg doksiciklin hiklata. Tableta je
otopliena u 14,4 mL puferirane peptonske otopine s natrij kloridom, €ija je priprema opisana u
poglavlju 3.3.1., uz paZljivo mijeSanje. Otopini je provjeren pH indikator trakama (Macherey-
Nagel) te je podeSen na pH vrijednost od 6 do 7 jedinica pomoc¢u 32 %-tne otopine NaOH.
Tako pripremljena otopina daje razrjedenje 1:10, odnosno koncentraciju doksiciklin hiklata od
27,8 mg/mL. Daljnja razriedenja, 1:100 i 1:1000 radena su pomocu iste otopine. Krajnja
koncentracija doksiciklin hiklata iznosi priblizno 0,3 mg/mL. Uzorak se ¢uvao u laboratorijskom

posudu izradenog od tamnog stakla buduci da je doksiciklin osjetljiv na svjetlo.

3.3.3. Priprema otopine enzima lakaze

Enzim je prije upotrebe potrebno sterilizirati i u tu je svrhu koristen filter Ultrafree-MC
Centrifugal Filter 0,45 um, prethodno namocen s 200 pL puferirane peptonske otopine s natrij
kloridom, iz poglavlja 3.3.1., a zatim centrifugiran pri 12 000 g, tijekom 4 min i pri 10 °C. Ovaj
korak je klju€an kako filter ne bi zadrzao enzim. Nakon toga je odvagano 40 mg enzima i
otopljeno u 400 uL puferirane peptonske otopine s natrij kloridom. Pripremljena otopina
sterilizirana je centrifugiranjem pri 12 000 g, tijekom 4 min i pri 10 °C. Navedena koli¢ina
enzima dovoljna je za 4 uzorka ako se koristi u koncentraciji 1 mg/mL ili 2 uzorka ako se Koristi
u koncentraciji 2 mg/mL. Enzim se otapa neposredno prije upotrebe u eksperimentu bududi

da je najstabilniji u liofiliziranom obliku.

3.3.4. Provodenje enzimske reakcije

U 10 mL pripremljene otopine tablete razrijedenja 1:1000 dodano je 100 ili 200 uL

otopine enzima lakaze pripremljene kako je navedeno $to daje koli¢inu enzima od 1 mg/mL
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odnosno 2 mg/mL. Tako pripremljena otopina inkubirana je pri 37 °C i u vremenskim to¢kama
15, 30, 60 i 90 minuta izuzimani su alikvoti uzorka te je reakcija zaustavljena dodatkom otopine
0,01 M HCI.

3.3.5. Priprema otopina potrebnih za HPLC analizu

3.3.5.1. 5 M otopina NaOH

U odmjernu tikvicu od 100 mL odvagano je 20 g NaOH, dodano oko 50 mL visoko
proCiS¢ene vode i stavljeno je u ultrazvuénu kupelj dok se granule luzine nisu otopile.

Nadopunjeno je visoko proc¢iséenom vodom do oznake.
3.3.5.2. 0,01 M otopina HCI

U odmijernu tikvicu od 100 mL dodano je priblizno %2 volumena visoko prociS¢ene vode,
pipetirano je 0,83 mL 37 % HCI te dopunjeno do oznake s vodom (c= 0,1 M HCI). Dobivena
otopina razrijedena je tako da je 10 mL pipetirano u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopunjeno

do oznake visoko procis¢enom vodom (c=0,01 M HCI).
3.3.5.3. Mobilna faza 1 (analiza sadrzaja) — pufer KH.PO4 + TBAH + EDTA (pH 8,5)

U laboratorijsku ¢asu od 1000 mL odvagano je 2,72 g KH2PO4, 500 mg TBAH i 400
mg EDTA. Dodano je 800 mL vode i 4 mL 5 M NaOH, nakon Cega je otopina stavljena na
mijeSanje na magnetskoj mijesalici. Otopini je podeSen pH na 8,5 pomocéu 5 M NaOH. Otopina
je kvantitativno prenesena u odmjernu tikvicu od 1000 mL i nadopunjena visoko prociséenom

vodom do oznake te profiltrirana kroz membranski filter veli€ine pora 0,2 ym.
3.3.5.4. Mobilna faza 2 (analiza sadrzaja i oneciscenja) — pufer NH.Ac + EDTA (pH=8,8)

U laboratorijsku ¢asu od 500 mL odvagano je 11,56 g NH4Ac i 2,34 g EDTA, dodano
je 150 mL visoko prociS¢ene vode i otopina je stavljena na magnetsku mijeSalicu. 1zmjeren je
pH, nakon ¢ega je dodavana otopina NH4OH pomocu kapalice do pH otopine od 8,8. Otopina
je kvantitativho prenesena u odmjernu tikvicu od 200 mL i nadopunjena visoko prociS¢enom
vodom do oznake te profiltrirana kroz membranski filter veli€ine pora 0,2 ym. Ovako

pripremljena otopina je pomijeSana s 1800 mL vode kako bi ukupni volumen bio 2 L.
3.3.5.5. Mati¢na otopina doksiciklin hiklata (y=1 mg/mL)

U odmjernu tikvicu od 10 mL izradene od tamnog stakla odvagano je 10 mg sirovine
doksiciklin hiklata i otopljeno u diluentu (0,01 M HCI). Sirovina je otopljena u diluentu pomocu

ultrazvucne kupelji.
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3.3.5.6. Priprema kalibracijskih otopina

Kalibracijske otopine pripravliene su iz matiéne otopine doksiciklin hiklata u

koncentracijskom podrucju od 0,005 do 0,100 mg/mL kako je prikazano u tablici 4.

Tablica 4. Priprema kalibracijskih otopina doksiciklin hiklata

STD Yteorijska [m g/m L] Vmati¢na otop. [NL] V diluent [,UL]
1 0,005 5 995
2 0,010 10 990
3 0,025 25 975
4 0,050 50 950
5 0,100 100 900

3.3.5.7. Priprema uzorka za HPLC analizu
Uzorak tablete razriedenja 1:1000 pripremljen je kako je opisano u poglavlju 3.3.4.
Tako pripremljen uzorak tablete s enzimom sadrzi koncentraciju doksiciklin hiklata y=0,3

mg/mL.

Dodatno razrjedenje uzorka je provedeno tako da je u odmjernu tikvicu od 10 mL od
tamnog stakla pipetirano 1 mL uzorka te nadopunjeno do oznake diluentom (0,01 M HCI).
Kona¢na koncentracija doksiciklin hiklata iznosi y=0,03 mg/mL $to je unutar podrucja
kalibracijske krivulje. Otopina uzorka filtrirana je kroz PTFE filter veliine pora 0,20 ym u tamne

bocice za injektiranje na HPLC.

3.3.6. Priprema otopina potrebnih za provodenje studije forsirane razgradnje

3.3.6.1. 1 M otopina HCI

U odmijernu tikvicu od 100 mL dodano je priblizno %2 volumena visoko procis¢ene vode,

pipetirano je 8,3 mL 37 % HCI te dopunjeno do oznake s vodom (c=1 M HCI).
3.3.6.2. 1 M otopina NaOH

U odmijernu tikvicu od 100 mL dodano je 20 mL 5 M otopine NaOH iz poglavlja 3.3.5.1.

i nadopunjeno do oznake s visoko pro¢is¢enom vodom (c=1 M NaOH).
3.3.6.3. 3 % v/v otopina H20:

Neposredno prije upotrebe je u odmjernu tikvicu od 100 mL dodano 10 ml 30 % v/v

vodik peroksida i nadopunjeno do oznake s visoko proc¢is¢éenom vodom.
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3.3.6.4. Priprema otopina standarda doksiciklin hiklata

Izvagano je 10 mg sirovine doksiciklin hiklata u odmjernu tikvicu od 10 mL, sadrzaj je

otopljen uz pomo¢ ultrazvuéne kupelji i nadopunjen s otopinom 0,01 M HCI.
3.3.6.5. Priprema otopina standarda doksiciklin hiklata za stres test

Izvagano je 10 mg sirovine doksiciklin hiklata u tri tamne odmjerne tikvice od 10 ml. U
prvoj tikvici doksiciklin je otopljen i nadopunjen s visoko pro&i§¢enom vodom, u drugoj tikvici
je otopljen u 0,01 M HCI, a u tre¢oj u metanolu. U cilju provedbe stres testa iz svake mati¢ne
otopine je pipetirano je 250 uL otopine standarda u tamne odmjerne tikvice od 10 mL. Za
provedbu kiselinske hidrolize pipetirano je 250 uL 1 M HCI, za baznu hidrolizu 250 yL 1 M
NaOH, za oksidativnu razgradnju 250 pL 3% H-O., za temperaturnu razgradnju i za fotolizu
pipetirano je 250 pL odgovarajuceg otapala. Nakon provedenog stres testa tikvice su

nadopunjene do oznake pripadajuéim otapalima.

3.3.7. Analiticke metode

3.3.7.1. HPLC metoda za odredivanje sadrzaja doksiciklin hiklata

Metoda za odredivanje sadrzaja se temelji na metodi za doksiciklin hiklat propisanoj u

Ph.Eur. monografiji i njeni parametri su prikazani u tablici 5.

Za mobilnu fazu A ove metode koristeni su pufer pH 8,5 (opisan u poglavlju 3.3.5.3.) i
acetonitril u volumnom omijeru 80:20. Mobilna faza B sadrzava iste komponente promijeSane
u volumnom omjeru 50:50. Obje mobilne faze su prije analize otplinjavane u ultrazvuénoj

kupelji kroz 10 minuta s ciliem uklanjanja mjehuri¢a zraka.

Tablica 5. HPLC parametri instrumentalne metode za odredivanje sadrzaja

Kolona: Agilent Technologies, PLRP-S 100A, 150 x 4.6 mm, 3 gm
Mobilna faza A: (Pufer pH = 8,5) : acetonitril = 80 : 20, v/v
Mobilna faza B: (Pufer pH = 8,5) : acetonitril = 50 : 50, v/v
Vrijeme / min Mobilna faza A % | Mobilna faza B %
0,0 100 0
Gradiient: 2,0 100 0
radijent: 100 0 100
18,0 0 100
18,1 100 0
25,0 100 0
Protok: 0,8 mL/min
Volumen
injektiranja: o
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Tablica 5. HPLC parametri instrumentalne metode za odredivanje sadrzaja (nastavak)

Temperatura

injektora: 10°C
Tempe.ratura 60 °C
kolone:

Valna duljina: 355 nm
Vrijeme analize: 25 min

3.3.7.2. HPLC metoda za odredivanje srodnih spojeva doksiciklin hiklata
Metoda za odredivanje sadrzaja se zasniva na metodi za odredivanje sadrzaja
doksiciklin hiklata i onecis¢enja prema radu Mohammad i sur. (2018). Koridteni parametri za

provodenje ove metode nalaze se u tablici 6.

Tablica 6. HPLC parametri instrumentalne metode za odredivanje srodnih spojeva

Kolona: Phenomenex, Luna Omega 3 um Polar Cig, 150 x 3 mm

Mobilna faza A: (Pufer pH = 8,8) : acetonitril = 90 : 10, v/v

Mobilna faza B: (Pufer pH = 8,8) : acetonitril = 50 : 50, v/v

Vrijeme / min Mobilna faza A % | Mobilna faza B %
0,0 100 0
o 15,0 100 0

Gradijent: 151 0 100
18,0 0 100
18,1 100 0
25,0 100 0

Protok: 0,8 mL/min

Volumen

injektiranja: 0 g

Te;mpera‘Fura 10 °C

injektora:

Temperatura o

kolone: ~UHe

Valna duljina: 274 nm

Vrijeme analize: 25 min

3.3.7.3. UV/Vis metoda za odredivanje sadrzaja doksiciklin hiklata tijekom stres testa
Apsorbancija uzoraka doksiciklin hiklata nakon provodenja studije forsirane razgradnje
izmjerena je pomocu spektrofotometra Cary 100, Agilent Technologies. Uzorci su mjereni u

staklenim kivetama pri valnoj duljini od 274 i 355 nm.
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3.3.7.4. Odredivanje koncentracije doksiciklin hiklata preko Lambert-Beerovog zakona

Koncentracija doksiciklin hiklata se izraCunavala prema ovisnosti apsorbancije i

koncentracije u Lambert — Beerovom zakonu prikazanog u jednadzbi 1:
Ay7anm = €-b-c (1]
Az74 nm — apsorbancija uzorka pri 274 nm
€ — molarni apsorpcijski koeficijent [L/cmmol]
b — duljina puta svjetlosti kroz analit - debljina kivete [cm]
¢ — koncentracija doksiciklin hiklata [mol/L]
3.3.7.5. Odredivanje relativne i apsolutne razlike koncentracije doksiciklin hiklata

Apsolutna razlika rezultata (Aaps) pokazuje koliki je % raspada (razgradnje) doksicklin

hiklata, a izraunava se prema jednadzbi 2:

Aaps = x 100% [2]

Yizratunato — Vstavijeno

Yizratunato — kOncentracija doksiciklin hiklata nakon stres testa, izra¢unata prema Lambert-Beer

zakonu [mg/mL]
Ystaviieno — pocetna koncentracija doksiciklin hiklata prije stres testa [mg/mL]

Relativna razlika rezultata (Arel) pokazuje koliki je % raspada (razgradnje) doksicklin

hiklata, a izraunava se prema jednadzbi 3:

Arel = |Yizraéunat07_ystavljeno| x 100% [3]

¥ — srednja vrijednost yizracunato | Ystavijeno
3.3.7.6. Odredivanje relativnog vremena zadrzavanja srodnih spojeva

Relativno vrijeme zadrzavanja (engl. Relative Retention Time, RRT) je omjer vremena
zadrzavanja analita u odnosu na referentnu tvar, dobiven pod istim eksperimentalnim
uvjetima. Na ovaj nacin se u kromatografiji definira vrijeme zadrzavanja nepoznatih spojeva
(npr. srodnih spojeva / oneciS¢enja) u odnosu na glavni pik $to je u ovom slu€aju doksiciklin
hiklat. RRT prilikom identifikacije oneciSc¢enja doksiciklin hiklata se izraunava prema
jednadzbi 4:

Retencijsko vrijeme oneciStenja [4]

RRT =

Retencijsko vrijeme doksiciklin hiklata
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3.3.7.7. Odredivanje udjela (%) povrSine srodnih spojeva

Udio (%) povrSine pika (engl. Area percentage, % Area) je nacin kvantifikacije pojedinih
komponenta u smjesi i naziva se metoda normalizacije. Ova metoda se koristi u kromatografiji
kao gruba metoda za procjena odredivanja udjela pojedinog spoja. tj. udio povrsine jedne
komponente prema ukupnoj povrsini. Sadrzaj oneCiS¢enja moze se izraziti na ovaj nacin kao

% povrsine, a izraunava se prema jednadzbi 5:

(povrsina 1 pika)

% povrsine = x 100 [5]

Y.(povrsina svih pikova)

3.3.7.8. Odredivanje koncentracije doksiciklin hiklata i srodnih spojeva prema jednadZbi

pravca

Koncentracija doksiciklin hiklata i srodnih spojeva izraCunava se prema jednadzZbi
pravca dobivenom razriedenjem maticne otopine doksiciklin hiklata u radnom podrucju
metode tj. nominalnoj koncentraciji doksiciklina od 0,005 mg/mL do 0,1 mg/mL. Jednadzba

pravca prikazana je jednadzbom 6:
y=ax+b [6]
y — povrsina pika doksiciklin hiklata [mAU]
a — nagib pravca
x — koncentracija doksiciklin hiklata u otopini [mg/mL]

b — odsjecak pravca
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je testirati primjenu enzima lakaze kako bi se razgradila molekula
doksiciklin hiklata u svrhu ispitivanja mikrobioloske Cisto¢e antibiotika. Neutralizacijom
antibiotskog djelovanja doksiciklin hiklata odnosno njegovom razgradnjom se postize da se
tijekom provodenja ispitivanja prisutnosti mikroorganizama u lijeku ne dobije lazno negativan
rezultat koji je posljedica lokalnog djelovanja samog antibiotika, a ne stvarnog izostanka

kontaminanata u pripravku lijeka.

Za tu potrebu je prvo razvijena HPLC metoda za odredivanje sadrzaja doksiciklin
hiklata u tableti, a koja se koristila za praéenje smanjenje koncentracije doksiciklin hiklata
nakon enzimske razgradnje. Kako bi se razvila metoda prikladna za analizu razgradnih
spojeva doksiciklin hiklata u tableti provedena je studija forsirane razgradnje. Prije HPLC
analize, provedena su preliminarna ispitivanja razgradnje doksiciklin hiklata pri razli€itim
uvjetima forsirane razgradnje pomoc¢u UV/Vis spektrofotometra. Ta ispitivanja su obuhvacala
ispitivanje najpogodnijeg diluenta za provodenje studije forsirane razgradnje doksiciklin
hiklata, kao i provjera apsorpcijski maksimuma doksiciklin hiklata u Cistoj tvari u usporedbi s
doksiciklin hiklatom u tableti. Nakon toga, razvoj metode za analizu srodnih spojeva je
nastavljen primjenom HPLC uredaja gdje je ispitivana prikladnost razli¢itih kolona, mobilnih
faza, temperature kolone, protoka i volumena injektiranja na razdvajanje pikova srodnih

spojeva doksiciklin hiklata.

U poglavlju 4.1. prikazani su rezultati HPLC analize sadrzaja tablete doksiciklin hiklata
nakon tretiranja s enzimom lakaza. U ovom dijelu je praéeno vrijeme inkubacije potrebno za
uspjesnu razgradnju doksiciklin hiklata, koncentracija doksiciklin hiklata zaostala na filteru te

potrebna koncentracija enzima za reakciju.

U poglavlju 4.2. prikazani su rezultati studije forsirane razgradnje primjenom UV/Vis
spektrofotometra. Cisti doksiciklin hiklat podvrgnut je stres testu koji je obuhvacao kiselinsku
i baznu hidrolizu, oksidaciju, fotolizu te temperaturnu razgradnju u razli¢itim otapalima, kao i

odredivanje apsorpcijskog maksimuma.

U poglavlju 4.3. prikazan je tijek razvoja metode za analizu sadrzaja i srodnih spojeva
doksiciklina u tableti primjenom HPLC uredaja. Razvijena metoda primijenjena je za analizu

sadrzaja i srodnih spojeva u tableti doksiciklin hiklata nakon tretiranja s enzimom lakaza.

U poglavlju 4.4. je prikazana primjena razvilene HPLC metoda za analizu sadrzaja i
srodnih spojeva doksiciklin hiklata nakon studije forsirane razgradnje kemijskim putem.

Dobiveni rezultati usporedeni su s rezultatima enzimske razgradnje.
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4.1. HPLC METODA ZA ODREDIVANJE SADRZAJA U TABLETAMA DOKSICIKLIN
HIKLATA NAKON TRETIRANJA S ENZIMOM LAKAZA

Cilj istrazivanja je bilo odredivanje utjecaja enzima lakaze na uzorak tablete doksiciklin
hiklata. Priprema enzima je opisana u poglavlju 3.3.3., a priprema uzorka tablete doksiciklin
hiklata u poglavlju 3.3.2. Kako bi se odredila koncentracija doksiciklin hiklata u pojedinim
uzorcima izraden je kalibracijski pravac primjenom sirovine djelatne tvari pripremljenom kao

Sto je napisano u poglavlju 3.3.5.6.

Prvi korak u istrazivanju obuhvacao je odredivanje je li enzim lakaza ima ucinak na
doksiciklin hiklat, ispitivanje koji je najbolji postupak pripreme uzorka te koliko antibiotika
zaostaje na filteru prilikom filtriranja uzorka enzima i otopine doksiciklin hiklata. Ponovljivost
pripreme uzorka iz 3 tablete doksiciklin hiklata se odredilo mjerenjem koncentracije doksiciklin
hiklata u otopini. Koncentracija enzima u eksperimentu je iznosila 1 mg/mL, a koncentracija
supstrata doksiciklin hiklata 0,3 mg/mL. Tijekom ukupno 90 min inkubacije analizirani su
alikvoti reakcijske smjese u 5 vremenskih to¢aka: to, t1-15 min, t2-30 min, t3-60 min i t4-90 min.
Za napomenuti je da tijekom inkubacije uzorci nisu bili mijeSani na tresilici. Isti uzorci su
analizirani prije i poslije filtracije pomoc¢u PVDF filtera pora 0,45 um, u cilju provjere da li se i

u kojoj mjeri doksiciklin hiklat zadrzava na filteru.

Prilikom izuzimanja alikvota reakcijske smjese (enzim lakaza i doksiciklin hiklat)
primijeCena je izrazito purpurna boja uzorka $to je prikazano na slici 2. Ono $to je takoder

primijeceno jest da se intenzitet boje pojatavao kako je teklo vrijeme inkubacije.

Slika 2. Uzorak koji sadrzi smjesu enzima lakaze i otopine doksiciklin hiklata prije dodavanja
enzima (lijevo) te nakon 60 minuta inkubacije na 37 °C (desno)

26



Klju¢an korak nakon izuzimanja alikvota iz reakcijske smjese je bio zaustavljanje
reakcije. Nacin na koji se zaustavljala reakcija je bio dodavanjem otopine 0,01 M HCI u
reakcijsku smjesu $to je dovelo do denaturiranja enzima, a prilikom Cega je doslo do

obezbojenja otopine.

Koristena metoda za odredivanje sadrzaja je prikazana u tablici 5, a temelji se na
Ph.Eur. metodi za analizu sadrzaja doksiciklin hiklata. Dobiveni kromatogrami su obradeni
pomocu racunalnog programa Open LAB CDS. Rezultati HPLC analize prikazani u tablici 7,
prikazuju koncentraciju doksiciklina u tableti u svakoj to¢ki izraCunatu prema kalibracijskom
pravcu (y=3902,7x + 0,7243, R? = 0,9997).

Tablica 7. Sadrzaj doksiciklin hiklata u otopini tableta nakon razgradnje s enzimom lakaza
koncentracije 1 mg/mL

) - Y
Uzorak Retencijsko | Povrgina | ¥ (AOKSNKL) 1 oks hikl) A
vrijeme [min] | pika [mAU] kalib pravac konatna aps
[mg/mL]
[mg/mL]
N 4,532 121,41954 0,031 0,3093
Uzorak 1 0.08
(to) F 4,528 89,81614 0,023 0,2283
4,540 83,66810 0,021 0,2125
Uzorak 2 007
=il S 4,502 57 81359 0,015 0,1463
Uzorak3 | N 4,526 55,70598 0,014 0,1409
(t2=30 0,01
min) F 4,493 50,50568 0,013 0,1276
Uzorak 4 N 4,348 26,85015 0,007 0,0669
(t:=60 0,00
min) F 4,395 2491591 0,006 0,0620
Uzorak 5 N 4,378 5,04657 0,001 0,0111
(ts=90 0,00
min) F 4.411 5,34032 0,001 0,0118

N=nefiltrirano, F=filtrirano, Aaps=apsolutna razlika

Prema dobivenim rezultatima prikazanim u tablici 7, uz koncentraciju enzima 1 mg/mL,
enzimska razgradnja doksiciklin hiklata nakon 60 minuta uzrokuje smanjenje koncentracije za
78,4 % dok nakon 90 minuta dolazi do smanjenja od 96,4 %. Apsolutna razlika prikazuje
razliku vrijednosti koncentracija (mg/mL) izmedu pojedinacnih nefiltriranih i filtriranih uzoraka.

Rezultati apsolutne razlike pokazuju da je vrlo mala razlika u sadrzaju doksiciklin hiklata
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izmedu nefiltriranog i filtriranog uzorka $to ukazuje da se doksiciklin ne zadrzava na filteru

tijekom postupka filtracije.

Slika 3 prikazuje kromatogram u dvije odabrane toCke pocetnoj u 0. minuti (zeleno) te
u 60. (plavo) prilikom €ega se vizualno uoCava smanjenje koncentracije doksiciklin hiklata u
uzorku buduéi da je intenzitet razgradnje doksiciklin hiklata proporcionalan smanjenju

povrsine pika.

@
=
=

4+ B62 - Doksicikli

e

T T T T T T T T -
4 L] ] 10 12 14 il B L

Slika 3. Kromatogram nefiltriranog uzorka doksiciklin hiklata u 0. minuti (zeleni pik) i 60.
minuti (plavi pik) u eksperimentu prikazanom u tablici 7

Ispitivan je i utjecaj poveéanja koncentracije enzima s 1 mg/mL na 2 mg/mL u cilju
skracenja vremena reakcije potrebne za razgradnju doksiciklin hiklata. Reakcija s pove¢anom
koncentracijom enzima uz istu koncentraciju supstrata doksiciklin hiklata (0,3 mg/mL) odvijala
se ukupno 30 min. Analizirani su alikvoti reakcijske smjese u 3 tocke: to, t1-15 min, 1>-30 min.
Rezultati sadrzaja doksiciklin hiklata u otopini tableta prikazani su u tablici 8. Prema dobivenim
rezultatima, izraCunatim prema kalibracijskom pravcu, tijekom 30 min koncentracija doksiciklin
hiklata se smanjuje 54,0 % u filtriranom uzorku odnosno 53,4 % u nefiltriranom uzorku.
Usporedujuci navedene podatke s rezultatima iz tablice 7 gdje je nakon 30 minuta smanjenje
koncentracije doksiciklin hiklata u uzorku bilo 54,45 %, vidljivo je da povecéanje koncentracije

enzima ne pridonosi vec¢oj u€inkovitosti razgradnje.
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Tablica 8. Sadrzaj doksiciklin hiklata u otopini tableta doksiciklin hiklata nakon razgradnje s
enzimom lakaza koncentracije 2 mg/mL tijekom 30 minuta

Rete_ncusko Povriina v (doks.hikl.) | y (doks.hikl.)
Uzorak Vr|Je.me pika [MAU] kalib.pravac konaéna Aaps
[min] [mg/mL] [mg/mL]
4,755 108,62218 0,027 0,2706
Uzorak 1
(to) 0,02
F 4,760 100,62605 0,025 0,2513
4,785 72,91576 0,018 0,1845
Uzorak 2 001
(tz=15min) ’
F 4,776 67,82546 0,017 0,1722
Uzorak3 | N 4,743 48,04406 0,012 0,1244
(t=30 0,01
min) F 4,753 44,97875 0,012 0,1171

N=nefiltrirano, F=filtrirano, Aaps=apsolutna razlika
* kalibracijski pravac; y = 4144,3 x- 3,5316, R*> = 0,9998

Isti je eksperiment ponovljen na nacin da je produljeno vrijeme reakcije do 60 min te
su rezultati prikazani u tablici 9.

Tablica 9. Sadrzaj doksiciklin hiklata u otopini tableta nakon razgradnje s enzimom lakaza
koncentracije 2 mg/mL tijekom 60 minuta

Retencijsko PovrSina | y(doks.hikl.) y(doks.hikl.)

Uzorak .. . plka kalib.pravac konaéna Aaps
vrijeme [min] | 1o Au) [mg/mL] [mg/mL]

Usorak 1 N 4,869 99,17903 0,024 0,2426 003
(to) F 4,840 88,87711 0,022 0,2171 ’
Usorak 2 N 4,898 56,67743 0,014 0,1374 oor

(t:=15min) ¢ 4,913 54,34171 0,013 0,1316 ’
Uzorak3 N 4,910 25,35959 0,006 0,0599
(t2=60 0,00
min) F 4,862 26,74064 0,006 0,0633

N=nefiltrirano, F=filtrirano, Aaps=apsolutna razlika
* kalibracijski pravac; y = 4040 x + 1,1623, R? = 0,9997

Nakon upotrjebljene vece koncentracije enzima, ali i produzivanja vremena inkubacije,
uz koncentraciju doksiciklin hiklata od 0,3 mg/mL, koncentracija doksiciklin hiklata se smanjila
75,3 %. Kod eksperimenta s manjom koncentracijom enzima prikazanim u tablici 7, nakon 60
minuta inkubacije koncentracija doksiciklin hiklata se smanjila 78,4 % $to daljnje potvrduje da

veca koncentracija enzima ne omogucava veci intenzitet razgradnje.
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Pracenjem zadrzavanja doksiciklin hiklata na filteru, nakon filtracije otopine doksiciklin
hiklata i enzima, pomoéu HPLC uredaja utvrdeno je da zaostala koncentracija doksiciklin

hiklata iznosi manje od 0,07 mg/mL, Sto je zanemariva vrijednost.

Praéenjem enzimske razgradnje doksiciklin hiklata pomoéu HPLC uredaja utvrdeno je
da se medu testiranim uvjetima najefikasnija razgradnja postize u reakciji s koncentracijom
enzima od 1 mg/mL u trajanju od 90 min. U tom slu€aju dolazi do smanjenja koli€ine doksiciklin
hiklata za vise od 95 %, odnosno detektirana koncentracija doksiciklin hiklata nakon

razgradnje iznosi 0,011 mg/mL za nefiltrirani uzorak.

lako je uspjesno primijenjena HPLC metoda za pracenje sadrzaja doksiciklin hiklata
pri enzimatskoj razgradnji ipak su uoCeni kromatografski nedostaci metode. To se prvenstveno
odnosi na kompleksnost priprave pufer otopine, skupoéu reagensa te variranje vremena
zadrzavanja doksiciklin hiklata $to ukazuje na nestabilan kromatografski sustav. 1z tog razloga
razvijena je druga metoda za analizu sadrZaja doksiciklin hiklata i srodnih spojeva, a u kojoj
je primijenjen jednostavniji pufer i druga kolona. Dobiveni kromatografski rezultati su
reproducibilniji i kromatografski sustav je stabilan $to rezultira ujednacenim vremenima
zadrzavanja doksiciklin hiklata. U poglavlju 4.3. je opisan tijek razvoja metode za analizu

sadrzaja srodnih spojeva.

Dosada nije zabiljezeno istrazivanje ovakvog tipa na antibiotiku doksiciklin hiklatu te
se zato za usporedbu rezultata koristi sli¢an antibiotik iz iste skupine — tetraciklin. U
istraZivanju Zdarta i sur. (2020) ispitivao se utjecaj imobiliziranog i slobodnog enzima lakaze
izoliranog iz gljive Trametes versicolor na tetraciklin. Razgradnja tetraciklina se pratila pomocu
HPLC instrumenta s detektorom spektrometrije mase. KoriSteni pufer je sadrzavao amonij
acetat i acetonitril (pH=5). Koristena je kolona Phenomenex, Gemini-NX 3 ym, C18 kolona
(100 mm x 2mm) pri protoku od 0,3 mL/min i 35 °C. Nakon provedbe eksperimenta u
navedenim uvjetima ustanovljeno je da 40 minuta izlaganja tetraciklina slobodnom enzimu
dovodi do razgradnje od 100 %. Koncentracija upotrjebljenog enzima je bila 0,5 mg/mL, no
njegova specifiCna aktivnost nije navedena. U ovom istrazivanju nakon 90 minuta inkubacije
doksiciklin hiklata s enzimom lakaza koncentracije 1 mg/mL dolazi do razgradnje od 96,4 %

(tablica 7) Sto prikazuje da je bilo potrebno viSe vremena za postizanje sli¢nog ucinka.

4.2. STUDIJA FORSIRANE RAZGRADNJE DOKSICIKLIN HIKLATA PRACENA NA
UV/VIS SPEKTROFOTOMETRU

Preliminarna ispitivanja uvjeta za forsiranu razgradnju provedena su s UV/Vis
spektrofotometrom kako bi se brze i jednostavnije proveo odabir koncentracija i vremena

izlaganja uvjetima stres testa. Primjenom brze i jednostavnije UV/Vis spektrofotomerijske

analize omogucilo se dobivanje veceg broja rezultata ispitivanja u kracem vremenu. Glavni
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ispitivani parametri su: odredivanje apsorpcijskog maksimuma, odabir diluenta (otapala)

doksiciklin hiklata te duljine trajanja i jaline reagensa za razgradnju doksiciklin hiklata.

Tijekom testiranja uoceno je da UV/Vis spektrofotometrijskom metodom nije moguée
pratiti sadrzaj gotovog proizvoda odnosno tableta ve¢ samo Ciste djelatne tvari. Naime,
prisutnost komponenti placeba interferira s ispitivanim analitom, a sam instrument nema
mogucnost selektivnog odjeljivanja komponenti niti dovoljnu osjetljivost. No, ipak UV/Vis
spektrofotometrijska metoda je uspjeSno primijenjena za odabir uvjeta razgradnje Ciste

djelatne tvari kao i odabir otapala.

Doksiciklin hiklat je dobro topiv u vodi i metanolu, a odgovaraju mu kiseli uvjeti. Zbog
toga su analizirani uzorci doksiciklin hiklata otopljeni u visoko proci¢éenoj vodi, otopini 0,01 M

HCI i metanolu.

Apsorpcijski maksimum Cc&istog doksiciklin hiklata je potrebno odrediti kako bi se
prilikom HPLC analize mijerili uzorci pri optimalnoj valnoj duljini. U Ph.Eur. monografiji je
navedeno nekoliko valnih duljina pri kojima se otopine doksiciklin hiklata mogu mijeriti, a one
ovise o upotrjebljenom otapalu. Naj¢eS¢e analize se provode pri 274 i 355 nm te su stoga obje

odabrane za provodenje eksperimenta ispitivanja prikladnosti otapala i uvjeta razgradnje.

Prilikom mjerenja apsorbancije doksiciklin hiklata u pojedinim otapalima uo€eno je da
je veca apsorbancija otopine doksiciklin hiklata pri 274 nm u svim ispitivanim otapalima te je

pri toj valnoj duljini je nastavljeno mjerenje.

Studija forsirane (kemijske) razgradnje provedena je primjenom Cdiste sirovine
doksiciklin hiklata. Uzorci su pripremljeni kao to je opisano u poglavlju 3.3.6.5. s teorijskom
koncentracijom doksiciklin hiklata od 25 ug/mL. Razlog tome je $to prema radu Sahoo i sur.
(2023) doksiciklin hiklat prati Lambert-Beerov zakonu u koncentraciji 5 — 50 uyg/mL, a limit
detekcije (engl. Limit of Detection, LOD) i limit kvantifikacije (engl. Limit of Quantification, LOQ)
su iznosili 0,53 i 1,55 pug/mL. Nakon pripreme, matiCne otopine su podvrgnute kiselinskoj i
baznoj hidrolizi, oksidativnoj i temperaturnoj razgradnji te fotolizi. Eksperiment se provodio u
5 vremenskih tocki; t1=30 min, t2=60 min, t3=90 min, t4=120 min i ts=180 min. Za izradun %
raspada tj. razgradnje doksiciklina pri odredenom uvjetu koristena je vrijednost koncentracije

doksiciklina u pocetnoj tocki to u odnosu na koncentraciju u ostalim to¢kama (t1s-tiso).

4.2 1. Kiselinska hidroliza

Za potrebe ispitivanja utjecaja jake kiseline na doksiciklin hiklat upotrjebljena je 1 M

otopina HCI i njena priprema je opisana u poglavlju 3.3.6.1.
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Mjerenja apsorbancije su provedena pri 274 nm, a alikvot uzorka uziman je svakih 30
minuta. Obrada rezultata je obuhvacala izraun koncentracije prema Lambert-Beerovom
zakonu te izraCun postotaka apsolutne i relativne razgradnje doksiciklin hiklata. Rezultati
kiselinske hidrolize doksiciklin hiklata u pojedinim otapalima su prikazani u tablici 10.

Tablica 10. Sadrzaj standarda doksiciklin hiklata otopljenog u ispitivanim otapalima nakon
kiselinske hidrolize tijekom 180 minuta

KISELINSKA | vy (stavljeno) y (izra¢unato) %raspad, %raspad,
HIDROLIZA [mg/mL] [mg/mL] Aaps Arel
0.min 0,02540 0,0254 0,0 0
30.min 0,02503 0,0290 0,4 15
<DE 60.min 0,02540 0,0300 0,4 16
9 90.min 0,02540 0,0290 0,3 12
120.min 0,02540 0,0290 0,4 14
180.min 0,02540 0,0290 0,4 14
0.min 0,0255 0,0255 0,0 0
_ | 30.min 0,0250 0,0260 0,1 6
é 60.min 0,0252 0,0260 0,1 3
g  90.min 0,0252 0,0260 0,1 2
S 120.min 0,0252 0,0260 0,1 2
180.min 0,0252 0,0260 0,0 2
0.min 0,02550 0,0255 0,0 0
» 30.min 0,02503 0,0280 0,3 1
CZ) 60.min 0,02550 0,0290 0,3 13
E 90.min 0,02550 0,0290 0,4 13
= 120.min 0,02550 0,0280 0,3 1
180.min 0,02550 0,0280 0,3 1

Aaps=apsolutna razlika; Are=relativna razlika

Usporedivanjem rezultata kiselinske hidrolize otopine standarda doksiciklin hiklata u
razli¢itim otapalima uoCava se da je najveli postotak razgradnje u vodi gdje je relativha
razgradnja u 180 minuti bila 14 %. Navedeni rezultat je u skladu s rezultatima objavljenim u
radu Sahoo i sur. (2023) gdje je razgradnja doksiciklin hiklata u neutralnim uvjetima (visoko

proCiS¢ena voda) nakon 12 sati iznosila 85 — 90 %.
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4.2.2. Bazna hidroliza

Za potrebe ispitivanja utjecaja jake baze na doksiciklin hiklat upotrjeblijena je 1 M

otopina NaOH i njena priprema je opisana u poglavlju 3.3.6.2.

Ostali dio eksperimenta se provodio na isti nacin kao i kod kiselinske hidrolize.
PrimijeCeno je da prilikom odvijanja eksperimenta otopina standarda doksiciklin hiklata nakon
stajanja u 1 M NaOH je poprimila Zuto-zelenu boju. Rezultati su prikazani u tablici 11.

Tablica 11. Sadrzaj standarda doksiciklin hiklata otopljenog u ispitivanim otapalima nakon
bazne hidrolize tijekom 180 minuta

BAZNA vy (stavljeno) v (izraCunato) %raspad, %raspad,

HIDROLIZA [mg/mL] [mg/mL] Aaps Arel
0.min 0,0254 0,0250 0,0 0
30.min 0,0250 0,0260 0,1 5

<DE 60.min 0,0254 0,0260 0,0 2
g 90.min 0,0254 0,0270 0,2 7
120.min 0,0254 0,0270 0,2 6
180.min 0,0254 0,0280 0,3 1
0.min 0,0255 0,026 0,0 0

_ 30.min 0,0250 0,022 0,3 1
é 60.min 0,0252 0,022 0,3 12
5‘_ 90.min 0,0252 0,022 0,3 13
° 120.min 0,0252 0,022 0,3 13
180.min 0,0252 0,021 0,4 18
0.min 0,0255 0,0255 0,0 0

y 30.min 0,0250 0,0250 0,0 1
S  60.min 0,0255 0,0260 0,1 3
E 90.min 0,0255 0,0240 0,2 7
= 120.min 0,0255 0,0240 0,2 7
180.min 0,0255 0,0250 0,1 4

Aaps=apsolutna razlika; Are=relativna razlika

Razgradnja otopine standarda doksiciklin hiklata uslijed bazne hidrolize je najjaa u
otapalu 0,01 M HCI gdje je razgradnja doksiciklina manja za 18 % u odnosu na pocetnu
koncentraciju. Ukoliko se rezultat bazne hidrolize usporedi s rezultatom kiselinske hidrolize,

uoCava se jaCa razgradnja u baznim uvjetima. Razlog tome je Sto u bazichom mediju
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hidroksilni ioni napadaju elektrofilne skupine strukture doksiciklina i on se razgraduje. Upravo
elektrofilne skupine doksiciklin hiklat Cine stabilnim i efikasnim antibiotikom te s njihovom

razgradnjom inaktivirat ce se djelovanje antibiotika.

4.2.3. Oksidativna razgradnja i fotoliza

U cilju ispitivanja utjecaja oksidacijskog sredstva na razgradnju doksiciklin hiklata

upotrjebljena je 3 %-tna otopina v/v H2O- €ija priprema je opisana u poglavlju 3.3.6.3.

Za razliku od ostalih eksperimenata tijekom studija forsirane razgradnje, provjera
utjecaja oksidativnog sredstva se provodila kroz 30 minuta. Oksidativha razgradnja s
vodikovim peroksidom je intenzivna te 30 min je dovoljno vrijeme da se analit razgradi do
primarnih produkata. Daljnjom razgradnjom nastali bi sekundarni razgradni produkti Sto nije u

cilju ovog istrazivanja.

Prema Europskoj farmakopeji (2019), monografija doksiciklin hiklata istie da se radi
o fotoosijetljivom spoju. Iz tog razloga prilikom provodenja svih eksperimenata i tijiekom analize
otopine doksiciklin hiklata su ¢uvane u tamnim odmjernim tikvicama ili boCicama za
injektiranje. Kako bi se pravilno izloZila otopina doksiciklina UV-zracenju, otopine su stavljene
u prozirne staklene kivete u laminaru. Laminar posjeduje UV zracenje jakosti 70 yW/cm?
(snage = 30 W) te valnu duljinu 254 nm. Otopine doksiciklina su izlozene UV-zraenju u
vremenskom periodu od 40 minuta. Rezultati oksidativne razgradnje i fotolize su prikazani u
tablici 12.

Tablica 12. Sadrzaj Cistog doksiciklin hiklata otopljenog u razli¢itim otapalima nakon
oksidativne razgradnje i fotolize

OKSIDACIJA y (stavljeno) v (izra€unato) %raspad, %raspad,
+ FOTOLIZA [mg/mL] [mg/mL] Aaps Arel

Oksidativna razgradnja

< | Omin 0,0254 0,0254 0.0 0
o
> 30.min 0,0250 0,0318 0.7 24
O omin 0,0255 0.0260 0.0 0
>
§. 30.min 0,0250 0,0338 0.9 30
9’ 0.min 0,02546 0,0250 0.0 0
<C
|_
W 30.min 0,02503 0,0346 1,0 32

Aaps=apsolutna razlika; Are=relativna razlika
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Tablica 12. Sadrzaj Cistog doksiciklin hiklata otopljenog u razli€itim otapalima nakon
oksidativne razgradnje i fotolize (nastavak)

Fotoliza

0.min 0,0254 0,0250 0,0 0
<
8§  20.min 0,0250 0,0253 0,0 1
>

40.min 0,0250 0,0242 0,1 3
_ Omin 0,0255 0,0260 0,0 0
©)
I
= 20.min 0,0250 0,0254 0,0 2
3
S

40.min 0,0250 0,0209 0,4 18

0.min 0,0255 0,0255 0,0 0
—
2
< | 20.min 0,0250 0,0272 0,2 8
L
=

40.min 0,0250 0,0127 1,2 65

Aaps=apsolutna razlika; Arei=relativna razlika

Usporedivanjem rezultata oksidativne razgradnje otopine doksiciklin hiklata u razli€itim
otapalima uoCava se da neovisno o primijenjenom otapalu nakon 30 min ucinkovito se
razgradi doksiciklin hiklat do ¢ak 30 %. S druge strane, kod bazne hidrolize postoji razlika u
primijenjenom otapalu jer rezultati pokazuju da je pri koristenju 0,01 M HCI potrebno 180
minuta da se doksiciklin hiklat razgradi 18 %. No, ipak najve¢a razgradnja u oksidativnim
uvjetima je zabiljezena u uzorcima otopljenim u metanolu uz postotak razgradnje 32 % (tablica
11).

Razlog znacajnoj razgradniji pri oksidativnim uvjetima je opisan u radu Spina-Cruz i
sur. (2018) gdje je objasSnjeno da je oksidativni stres uzrokovan djelovanjem reaktivnih
kisikovih spojeva koji mogu pocijepati doksiciklinsku prstenastu strukturu pri ¢emu antibiotik

gubi svoju efikasnost.

Nadalje, pri ispitivanju fotolize na otopinu Cistog doksiciklin hiklata ustanovljeno je da
UV-zracenje dovodi do znacCajne razgradnje Sto je i oCekivano s obzirom na podatak iz Ph.Eur.
monografije doksiciklin hiklata. Doksiciklin hiklat sadrZi tetraciklinski prsten s konjugiranim
dvostrukim vezama i takva struktura apsorbira UV svjetlost pri ¢emu dolazi do fotokemijskih

reakcija koje dovode do razgradnje. Tako kod uzoraka doksiciklina otopljenih u 0,01 M HCI
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nakon 40 minuta je postignuta razgradnja od 18 % Sto je, uz oksidativnu razgradnju i baznu

hidrolizu, takoder vrlo znacajna razgradnja.

4.2.4. Temperaturna razgradnja

Ispitivanje kako poviSena temperatura utjeCe na otopinu &istog doksiciklin hiklata je
provedeno u vodenoj kupelji pri 70 °C. Rezultati za otopinu standarda doksiciklin hiklata u vodi
i 0,01 M HCI su prikazani u tablici 13. Ispitivanje metanola kao otapala nije bilo uspjesno, zbog
hlapljivosti metanola Cije je vreliSte pri 64,7 °C te iz tog razloga nisu prikazani rezultati.

Tablica 13. Sadrzaj doksiciklin hiklata otopljenog u vodi i 0,01 M HCI nakon temperaturne
razgradnje tijekom 180 minuta

Temperaturna @y (stavljeno) y (izradunato) %raspad, %raspad,

razgradnja [mg/mL] [mg/mL] Aaps Avrel
0.min 0,02605 0,02605 0,00 0
30.min 0,02605 0,02582 0,02 1
<D( 60.min 0,02605 0,02615 0,01 0
g 90.min 0,02605 0,02659 0,05 2
120.min 0,02605 0,02622 0,02 1
180.min 0,02605 0,02759 0,15 6
0.min 0,02578 0,02578 0,00 0
30.min 0,02578 0,02532 0,05 2
é 60.min 0,02578 0,02469 0,11 4
S  90.min 0,02578 0,02621 0,04 2
° 120.min 0,02578 0,02619 0,04 2
180.min 0,02578 0,02721 0,14 5

Aaps=apsolutna razlika; Are=relativna razlika

Prema prikazanim rezultatima evidentno je da nije doSlo do znacajnih razgradnja
doksiciklin hiklata nakon stajanja uzoraka pri poviSenoj temperaturi. U radu Injac i sur. (2007)
prikazano je kako uzorci doksiciklin hiklata pokazuju znac¢ajnu razgradnju pri uvjetima od 70
°C tek nakon 30 dana. |z toga se moze zakljuciti da je vrijeme od 180 minuta bilo prekratko za
znacajan ucinak na sadrzaj doksiciklin hiklata u uzorcima. Za postizanje vecée stope razgradnje
doksiciklin hiklata u zadanom vremenu potencijalno je moguée tako da se uzorci izloze viSoj

temperaturi od 70 °C.
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Nakon provedenoj studije forsirane razgradnje, pracenoj na UV/Vis spektrofotometru,
zaklju¢ak je da najveci uCinak na razgradnju doksiciklin hiklata imaju bazna hidroliza,
oksidativna razgradnja i fotoliza. Rezultati su pokazali da je 0,01 M HCI otapalo koje najviSe
doprinosi razgradnji doksiciklin hiklata. Zbog toga se u daljnjim ispitivanjima 0,01 M HCI

koristila kao diluent za uzorke doksiciklin hiklata.

Sahoo i sur. (2023) ispitali su utjecaj studije forsirane razgradnje na doksiciklin hiklat
otoplien u metanolu koji je praéen na UV/Vis spektrofotometru kroz 12 — 24 h. Najveci ucinak
na doksiciklin hiklat je pokazalo tretiranje s NaOH, pri ¢emu je stopa razgradnje bila 85 — 95
% nakon 12 sati. ZnaCajna stopa razgradnje se odvila tretiranjem antibiotika s vodik
peroksidom, koja je iznosila 65 — 70 % nakon 24 h. U ovom istraZivanju su svi eksperimenti
bili puno kraci, no takoder je vidljivo prema dobivenim rezultatima da najvecéi utjecaj na
razgradnju doksiciklin hiklata imaju bazna hidroliza te oksidativna razgradnja, ali nisu vidljivi
toliko veliki postoci razgradnje. Razgradnja doksiciklin hiklata u 0,01 M HCI kod bazne
hidrolize se u ovom slu€aju provodila kroz 180 minuta i stopa razgradnje je iznosila 18 %
(tablica 11), dok je pri oksidativnoj razgradniji doksiciklin hiklata u metanolu, nakon 30 minuta

izmjerena stopa razgradnje od 32 % (tablica 12).

4.3. RAZVOJ HPLC METODE ZA ODREDIVANJE SRODNIH SPOJEVA U
TABLETAMA DOKSICIKLIN HIKLATA NAKON TRETIRANJA S ENZIMOM
LAKAZA

Kao $to je spomenuto u poglavlju 4.1. razvijena je nova metoda za pracenje sadrzaja
doksiciklin hiklata i njegovih srodnih spojeva zbog variranja u vremenu zadrzavanja doksiciklin

hiklata i nestabilnosti i kompleksnosti sastava mobilne faze u prvotno razvijenoj metodi.

Nakon provedenih eksperimenata u poglavlju 4.2. odlu¢eno je da ¢e se za diluent
koristiti otopina 0,01 M HCI, a kao valna duljina snimanja uzorka 274 nm. Ostatak razvoja
metode je zapoc€eo pretrazivanjem literature i pregledom metoda za odredivanje doksiciklin
hiklata.

4.3.1. Tijek razvoja metode

4.3.1.1. Odabir kolone, protoka i temperature

Prema literaturi doksiciklin hiklat se analizira primjenom kromatografije obrnute faze
sa stacionarnim fazama C+s-, Cs-, Cs4-, CN- ili NH2-. Stoga su odabrane kolone takvog sastava
za ispitivanje, a prikazane su u tablici 14. Nakon provedenih testiranja, Phenomenex, Luna
Omega 3 um Polar Cig, 150 x 3 mm je dala najbolje rezultate te je koriStena u daljnjim
eksperimentima. Konac¢an odabrani protok iznosio je 0,8 ml/min. Ispitan je utjecaj temperature

kolone od 27 °C na 40 °C na vrijeme zadrZavanja pikova iz razloga $to poveéanjem
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temperature analiti brze eluiraju s kolone. Pri analizi srodnih spojeva odnosno oneci$c¢enja
primjenjuje se veci volumen injektiranja nego kod metode za odredivanje sadrZaja prikazanoj
u poglavlju 4.1. zbog bolje detekcije razgradnih produkata koji se nalaze u niskim

koncentracijama.
4.3.1.2. Odabir mobilne faze

Za ovakav tip spoja i HPLC metode kao mobilna faza se koristi pufer bazi¢nog pH u

smijesi s organskim otapalima kao $to su acetonitril i metanol.

Isprobano je nekoliko mobilnih faza s razli¢itim pH vrijednostima, no odabran je pufer
koja sadrzi amonijev acetat i EDTA pri pH=8,8. Radi se o jednostavnoj mobilnoj fazi s kojom
je dobiveno razdvajanje pikova oneciséenja do bazne linije uz simetricnost pikova, $to nije bilo
postignuto primjenom ostalih mobilnih faza. Pregled isprobanih mobilnih faza je prikazan u
tablici 14. Klju¢an dio u razvoju metode je podesSavanje gradijenta kojim se omogucuje bolja
separacija uz poboljSanje rezolucije i ostrije pikove. Pri razvoju metode koristena je izokratna
metoda pufera NHsAc + EDTA (pH=8,8) i acetonitrila u omjeru 97:3 kao $to je upotrijebljeno u
metodi prema Mohammad i sur. (2018). Uz navedeni omjer pikovi eluiraju s velikim
zadrzavanjem zbog malog udjela organske faze. Promjenom sastava mobilne faze s omjerom
90:10 u korist pufera, dobiveni su zadovoljavajuci rezultati. Pri navedenim kromatografskim

uvjetima pik doksiciklin hiklata izlazi oko 9. minute, a svi poznati srodni spojevi do 15. minute.
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Tablica 14. Tijek razvoja HPLC metode za analizu srodnih spojeva doksiciklin hiklata

Protok i Mobilna Kromatografski
Metoda Kolona temperatura g Literatura
faza problem
kolone
ACN-voda—
Phenomenex, mravlja .
Luna 5 um . kiselina Def"?”?"f”‘”' pik . :
’ 1 ml/min, 30 el doksiciklina, te Skulason i
1. Cs column o (26:74:0.25, SR
C spojeni pikovi sur. (2003)
(250 x 4,6 vIviv), pH 2,5 i g
onecisS¢enja
mm) -s5M
NaOH
ACN-voda—
TFA Varijacija
2 (50:50:0.25, Sabiieni pikovi na metodu
) Phenomenex, viviv), pH jentp prema Injac
Luna 3 um, 266-s1M i sur. (2007)
Cigcolumn HCI
(150 x 3 mm) Pikovi nisu n\;ar;“:gjj‘u
3. 0,8 mL/min, razdvojeni do )
o L prema Injac
27 °C ACN-voda— bazne linije .
i sur. (2007)
Thermo TFA
- (20:80:0.25,
Scientific -
, viviv), pH Nakon 45 Varijacija
Hypersil . .
2,66 —-s1M | minuta nije se | na metodu
4. GOLD 5 um, HCI £t eluiral Ini
C1s cColumn nis ?(el uiralo s premazcr)\éa;
(150 x 4,6 olone i sur. ( )
mm)
Agilent -
Technologies, 0 Varijacija
Pikovi nisu na metodu
ZORBAX . -
5. . Fosfatni razdvojeni do prema
Eclipse XBD L X .
3,5 um (150 x pufer (pH bazne linije Pippala i
’ 4”6 mm) 8,5, 25 mM sur. (2023)
. KH2POy, 2
mM EDTA, Varijacija
0,8 mL/min, 0,5 ml Pikovi nisu na metodu
6. 40 °C trietilamina) razdvojeni do prema
bazne linije Pippala i
Phenomenex, sur. (2023)
Luna 3um,
Cigcolumn Pufer NH;AC Variiaciia
(150 x 3 mm) + EDTA - Nema i mJetonu
7 ACN (90:10 odstupanja,
. prema
Vv, odabrana
Mohammed
grad.metoda) metoda i sur. (2018)
pH 8,8 )

4.3.2. Odredivanje srodnih spojeva doksiciklin hiklata

Razvijena HPLC metoda za odredivanje srodnih spojeva u Cistom doksiciklin hiklatu,

primijenjena je na gotovi oblik tableta koje su tretirane enzimom lakaza. Cilj ovog ispitivanja
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bio je vidjeti hoce li novo razvijena metoda dovesti do manjeg odstupanja retencijskih
vremena doksiciklin hiklata buduéi da se koristi jednostavnija mobilna faza i druga kolona.
Takoder, cilj je bio utvrditi daju li razgradnja uz pomoé enzima i kemijska razgradnja sli¢an
profil oneciséenja.

Poznata oneciS¢enja doksiciklina identificirana su usporedbom kromatograma
dobivenog pri kromatografskim uvjetima prikazanim u tablici 6 te kromatograma onecisc¢enja

prilozenog uz Ph.Eur. standard za prikladnost sustava (engl. System Suitability Testing, SST).

Kromatogram otopine za identifikaciju pikova prema razvijenoj metodi je prikazan na slici 4.

DADT A, Sig=274 4 Ref=off (052-0201.D)
Norm. ]

350

300

250

200

—_ B.37T- Doxycyclinehyelate

g8 8
1 1

2
| 4998 Imp C
736 IMp B
o |mpA

he

M
] 5;52 Imp F
K3

st ——r
25 5 i5

— T I e e e e L E e
12.5 15 175 20 225 min|

s
=3

Slika 4. Kromatogram doksiciklin hiklat Ph.Eur standarda za oneci$¢enja po razvijenoj
metodi

Imp A— Ph.Eur. poznato oneciSéenje A; Imp B - Ph.Eur. poznato oneciSéenje A; Imp C - Ph.Eur. poznato
onecisc¢enje C; Imp F - Ph.Eur. poznato oneciS¢enje F

Rezultati enzimske razgradnje doksiciklin hiklata — sadrzaj oneciS¢enja u tabletama s
enzimom lakaza prikazani su u tablici 15 i 16. Koncentracija enzima je iznosila 1 mg/mL, a
koncentracija supstrata doksiciklin hiklata 0,3585 mg/mL. Tijekom ukupno 120 min vremena
analizirani su alikvoti reakcijske smjese u 6 vremenskih toaka: to, t1-15 min, t>-30 min, t3-60

min, t4-90 min i ts-120 min.
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Tablica 15. Sadrzaj oneciScenja doksiciklin hiklata u otopini tableta nakon razgradnje s
enzimom lakaza koncentracije 1 mg/mL tijekom 30 minuta (vremenske tocke; to, t15 i ta0)

Povrsina

Uzorak Ime pika Rt [min] | RRT [mAU] vy [mg/mL] = PovrsSina [%]
nepoznato on. 1,545 0,20 7,6882 ** 1,0280
nepoznato on. 1,882 0,24 5,7814 o 0,7730
nepoznato on. 3,412 0,43 0,8299 ki 0,110

to Ph.Eur. on. C 4,878 0,62 * * *
Ph.Eur.on. B 6,431 0,82 * * *
Ph.Eur.on. A 6,752 0,86 7,6101 0,0061 1,0177

Doksiciklin 7,890 1,00 725,3285 0,3373 97,0730
Ph.Eur.on. F 9,570 1,21 * * *
nepoznatoon. 1,555 0,20  6,5091 e 1,0787
nepoznato on. 1,883 0,24 5,6068 *x 0,9292
nepoznato on. 2,448 0,31 2,6125 ** 0,4329
nepoznato on. 2,826 0,36 1,5074 *x 0,2498
nepoznato on. 3,407 0,43 71,5777 *x 1,2558

t1s nepoznato on. 4,276 0,54 6,4355 *x 1,0665
Ph.Eur. on. C 4,878 0,62 * * *
Ph.Eur.on. B 6,462 0,82 * * *
Ph.Eur. on. A 6,742 0,86 7,1148 0,0058 1,1791

Doksiciklin 7,879 1,00 539,6030 0,2516 89,4241
Ph.Eur.on. F 9,570 1,21 * * *
nepoznato on. 17,248 2,19 26,5156 ** 4,3839
nepoznato on. 1,555 0,20 5,9059 ** 1,0827
nepoznato on. 1,881 0,24 5,5629 *% 1,0198
nepoznato on. 2,100 0,27 1,5113 ** 0,2771
nepoznato on. 2,298 0,29 1,0169 *x 0,1864
nepoznato on. 2,443 0,31 3,2791 ** 0,6011
nepoznato on. 2,822 0,36 1,5018 *x 0,2753
nepoznato on. 3,400 0,43 8,6784 ** 1,5910

tao nepoznato on. 4270 | 0,54 @ 7,8247 *k 1,4345
nepoznato on. 4,752 0,60 1,3478 ** 0,2471
Ph.Eur.on. C 4,947 0,63 1,2170 0,0031 0,2231
Ph.Eur. on. B 6,462 0,82 * * *
Ph.Eur.on. A 6,733 0,86 6,5459 0,0056 1,2000

Doksiciklin 7,867 1,00 376,4928 0,1763 69,0200
Ph.Eur.on. F 9,570 1,22 * * *
nepoznato on. 17,215 2,19 | 124,5992 ** 22,8420

*koncentracija oneciS¢enja je manja od LOQ, a iznad LOD, **nije napravljena kalibracijska krivulja za
izracun buduéi da se radi o nepoznatim onecis¢enjima koji nemaju standarde
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Tablica 16. Sadrzaj oneciScenja doksiciklin hiklata u otopini tableta nakon razgradnje s
enzimom lakaza koncentracije 1 mg/mL u 60., 90. i 120. minuti (vremenske tocke; teo, too i
t120)

. Rt Povrsina Povrsina
Uzorak Ime pika [min] RRT [mAU] [mg}(mL] [%]
nepoznato on. 1,553 0,20 6,0522 *x 1,1157
nepoznato on. 1,878 0,24 5,7378 ** 1,2164
nepoznatoon. 2,104 0,27 3,4419 *x 0,7309
nepoznato on. | 2,287 0,29 2,0479 *x 0,4358
nepoznato on. 2,438 0,31 5,0421 *x 1,0779
nepoznato on. 2,811 0,36 1,0630 *x 0,2212
teo nepoznato on. | 3,391 0,43 6,6155 ** 1,3938
nepoznato on. | 4,254 0,54 4,9747 *x 1,9953
Ph.Eur. on. C 4,878 0,62 1,3097 0,0031 0,2777
Ph.Eur. on. B 6,462 0,82 * * *
Ph.Eur. on. A 6,710 0,85 4,5650 0,0046 0,9677
Doksiciklin 7,852 1,00 133,4772 0,0641 28,2959
Ph.Eur. on. F 9,570 1,22 * * *
nepoznato on. | 17,209 2,192 293,7485 ** 62,2719
nepoznato on. 1,230 0,16 85,7920 *x 16,0397
nepoznato on. 1,554 0,20 6,2518 *x 1,2890
nepoznato on. 1,879 0,24 6,2518 ** 1,1688
nepoznatoon. | 2,107 0,27 2,9919 *x 0,5594
nepoznato on. 2,440 0,31 5,2895 ** 0,9889
nepoznato on. | 3,387 0,43 3,9183 *x 0,7326
too nepoznato on. | 4,252 0,54 3,3650 *x 0,6291
Ph.Eur. on. C 4,878 0,62 * * *
Ph.Eur. on. B 6,462 0,82 * * *
Ph.Eur. on. A 6,710 0,85 2,4827 0,0037 0,4642
Doksiciklin 7,848 1,00 27,4726 0,0152 5,1363
Ph.Eur. on. F 9,570 1,22 * * *
nepoznato on. | 17,208 2,19 390,4162 ** 72,9921
nepoznato on. 1,559 0,20 3,1280 * 2,2643
nepoznato on. 1,882 0,24 2,9682 ** 2,1486
nepoznato on. 2,114 0,27 0,9672 ** 0,9672
nepoznato on. 2,296 0,29 1,1353 ** 0,8218
nepoznato on. 2,454 0,31 3,9670 ** 2,8716
nepoznato on. 3,390 0,43 1,3340 ** 0,9656
t120 nepoznatoon. | 4,263 0,54 1,3078 ** 0,9467
Ph.Eur. on. C 4,878 0,62 * * *
Ph.Eur. on. B 6,462 0,82 * * *
Ph.Eur.on. A | 6,729 0,86 * * *
Doksiciklin 7,856 1,00 3,441 0,0041 2,4909
Ph.Eur. on. F 9,570 1,22 * * *
nepoznato on. | 17,206 2,19 119,5282 ** 86,5233

*koncentracija oneciScenja je manja od LOQ, a iznad LOD, **nije napravljena kalibracijska krivulja za
izracun buduéi da se radi o nepoznatim onecid¢enjima koji nemaju standarde
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U tablici 15 prikazan je sadrzaj doksiciklin hiklata i njegovih srodnih spojeva kroz 30
minuta razgradnje s enzimom lakaza. U tocki to koncentracija ukupnih oneciS¢enja u uzorku
je 0,0203 mg/mL §to se izraCunalo iz razlika koncentracija doksiciklin hiklata u pripremljenom
uzorku te doksiciklin hiklata kvantificiranog tijekom HPLC analize. Postotak povrsine u
ukupnim pikovima za nepoznata oneci¢enja iznosi 1,912 %, dok za poznata 1,0177 %.
Koncentracija doksiciklin hiklata u to iznosi 0,3373 mg/mL i €ini postotak povrSine u ukupnim
pikovima od 97,073 %. To pokazuje da ve¢ u pocletku reakcije dolazi do malog stupnja

raspada. Vec¢ u 30. minuti reakcije koncentracija doksiciklin hiklata pada na 0,1763 mg/mL.

Daljnja razgradnja doksiciklin hiklata u vremenskom periodu od 60. do 120. minute
prikazana je u tablici 16. S porastom vremena inkubacije nastavlja se trend smanjenja
koncentracije doksiciklin hiklata, dok raste koncentracija ukupnih oneciS¢enja. Ve¢ u 90.
minuti je smanjena koncentracija doksiciklin hiklata na 0,0152 mg/mL, a koncentracija ukupnih
onecidc¢enja iznosi 0,2567 mg/mL. Znacajno je da samo 0,46 % povrSine pikova &ine poznata
onecid¢enja prema Ph.Eur. standardu. Dok najveci udio onecis¢enja €ine upravo nepoznata
oneciS¢enja od kojih prvi izlazi na poCetku i ima relativno vrijeme zadrZavanja 0,20 Sto znadi
da se radi o izuzetno polarnom spoju. Drugo oneciScenje koje Cini veliki udio ukupnih
onecid¢enja u ty ima relativno vrijeme zadrzavanja 2,19. Isto se moze vidjeti usporedujuéi
slike 5 i 6 koje prikazuju kromatograme doksiciklin hiklata i njegovih oneciséenja. Na slici 5 se
ne vide znacajni pikovi oneciSéenja, dok se na slici 6 se vide dva ve¢ spomenuta pika, ha
pocCetku i na kraju sekvence koji €ine najveci udio u ukupnom oneciscenju. Buduci da su
poznata oneci$c¢enja identificirana i detektirana nakon kemijske razgradnje doksiciklin hiklata
moze se zakljuCiti da nakon enzimatske razgradnje ne nastaju isti spojevi. To€an razlog ne
moze se sa sigurnoSc¢u reci jer mehanizam djelovanja enzima lakaza na doksiciklin hiklat nije

razjasnjen.
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Slika 6. Kromatogram doksiciklin hiklata u teo nakon tretiranja s enzimom lakaza

U 120. minuti oneciS¢enja viSe nisu prisutna u koncentracijama koje je moguce
kvantificirati te je zna€ajan samo prikaz pada koncentracije doksiciklin hiklata koja tad iznosi
0,0041 mg/mL.
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Slika 7. Promjena koncentracije doksiciklin hiklata i ukupnog oneci$¢enja kroz vrijeme

Na temelju rezultata prikazanim u tablici 15 i 16 izraden je graficki prikaz ovisnosti
koncentracije doksiciklin hiklata i srodnih spojeva u vremenu, prikazanim na slici 7. Na slici 7
uoCava se da je najveci skok u razgradniji doksiciklin hiklata u vremenu izmedu 30. i 60. minute.

Takoder, intenzitet razgradnje se znatno smanjuje izmedu 90. i 120. minute.

Moze se zakljuciti da je nova metoda za praéenje sadrzaja doksiciklin hiklata i njegovih
srodnih spojeva prikladna za pracenje sadrzaja srodnih spojeva doksiciklin hiklata u smislu
ponovljivosti vremena zadrzavanja pika doksiciklin hiklata (priblizno oko 7,8. minute).
Kromatografski sustav je stabilan zbog toga $to nema variranja u retencijskom vremenu
analita, a mobilna faza je jednostavnijeg sastava, u usporedbi sa koriStenom metodom iz
poglavlja 4.1.

Na slici 6 su uoCena dva vec¢a pika nepoznatih oneciSéenja nastali enzimatskom
razgradnjom doksiciklina $to ukazuje na drugadiji profil nastalih oneci¢enja doksiciklina u
odnosu na onu provedenu kemijskim putem. Takav rezultat upucuje na to da enzimi specificno
djeluju na odredene dijelove molekule doksiciklina, prilikom ¢ega su ukljuCeni razliiti
mehanizmi reakcije, stvarajuéi razliCite produkte razgradnje u usporedbi s kemijskom
razgradnjom. Pikovi se pojavljuju na mjestima gdje kromatografska razdvojenost nije u
potpunosti postignuta do bazne linije. Kako bi se ti pikovi preciznije identificirali i kvantificirali

potrebno je dodatno optimizirati metodu odnosno kromatografske uvjete.

lako ovakvo istrazivanje nije provedeno na antibiotiku doksiciklin hiklatu, radi potrebe
usporedbe rezultata u svrhu rasprave uzet je u obzir antibiotik sli¢ne strukture — oksitetraciklin.
U radu prema Yang i sur. (2017) ispitivan je utjecaj imobiliziranog enzima lakaza izoliranog iz

gliive Cerrena unicolor na razgradnju oksitetraciklina te se provela identifikacija razgradnih
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produkata. Razgradnja se pratila teku¢inskom kromatografijom s detektorom spektrometrije
masa. Koristeni pufer je sadrzavao 0,2 % mravlje kiseline i acetonitril (pH=6), dok je protok
bio 0,4 mL/min. Ovom metodom se razgradilo 80 % oksitetraciklina nakon 12 h. Ovim
ispitivanjem se utvrdilo da identificirani razgradni produkti nakon inkubacije s enzimom lakaza
nisu jednaki onim vec¢ poznatim prema farmakopeji te se predloZio moguéi mehanizam
razgradnje. Spomenute navode je potvrdilo i ovo istrazivanje buduéi da je veliki udio
onedidéenja tijekom analize upravo nepoznatog profila. Sto se ti¢e stope razgradnje, u sluéaju
ovog istrazivanja ve¢ u 90. minuti nakon tretiranja doksiciklin hiklata enzimom lakaza dolazi
do gotovo kompletne razgradnje odnosno 95,5 % (tablica 16) $to je Sto je zna€ajno brze nego

u radu prema Yang i sur. (2017).

4.4. UPOTREBA RAZVIJENE HPLC METODE ZA ODREDIVANJE SRODNIH
SPOJEVA NA UZORCIMA TABLETA DOKSICIKLIN HIKLATA NAKON
PROVODENJA STRES TESTA

Nakon razvijene metode u poglavlju 4.3. provedena je studija forsirane kemijske
razgradnije, uz pracenje razgradnje doksiciklin hiklata na HPLC uredaju. Primijenjeni su uvjeti
razgradnije preliminarno provedeni UV/Vis spektrofotometrijskom metodom kako je opisano u
poglavlju 4.2. Ovaj puta je studija forsirane razgradnje provedena i na tabletama i na sirovini
Cistog doksiciklin hiklata te placebu tableta koji €ini smjesu komponenta tablete. Uzorci su
podvrgnuti kiselinskoj i baznoj hidrolizi, oksidativnoj i temperaturnoj razgradnji te fotolizi.
Kiselinska i bazna hidroliza te temperaturna razgradnja je provedena kroz 125 minuta. Dok se

oksidativna razgradnja i fotoliza provodila kroz 30 minuta.

Rezultati sadrzaja doksiciklin hiklata nakon bazne i kiselinske hidrolize prikazani su u
tablici 17, dok su rezultati nakon temperaturne i oksidativne razgradnje te fotolize prikazani u
tablici 18. Eksperiment je proveden kroz 125 minuta za kiselinsku i bazi¢nu hidrolizu te
temperaturnu razgradnju. Oksidativna razgradnja i fotoliza su se odvijale kroz 30 minuta.

Tablica 17. Sadrzaj doksiciklin hiklata u otopini Ciste djelatne tvari i tablete nakon kemijske
razgradnje - kiselinska i bazna hidroliza

i Povrsina I .
Ime uzorka R(_a_tencus[(o pika y (doksiciklin) Razg:adnja
vrijeme[min] [mAU] [mg/mL] [%]
Netretirana djelatna 8,377 532.46356 U .
tvar (kontrola)
Netretirana tableta 8,375 508.25952 0.0324 .
(kontrola)
Djelatna tvar +1M
HCI 30 min 8,357 521,23773 0,0253 2
Djelatna tvar +1M
HCI 60 min 8,335 537,25446 0,0261 0
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Tablica 17. Sadrzaj doksiciklin hiklata u otopini Ciste djelatne tvari i tablete nakon kemijske
razgradnije - kiselinska i bazna hidroliza (nastavak)

Djelatna tvar +1M

HCI 90 min 8,335 545,69574 0,0265 0
Djelatna tvar +1M
HCI 125 min 8,324 542,51917 0,0264 0
Tableta+1.M HCI 8,311 606.06281 0.0329 .
30 min
Tableta +1_M HCI 8,320 606.28082 — .
60 min
Tableta +1.M HCI 8,321 615.46625 0.0334 .
90 min
Tableta +1M HCI 8,308 62231219 — .
125 min
Djelatna tvar +1M
NaOH 30 min 8,296 423,77014 0,0206 20
Djelatna tvar +1M
NaOH 60 min 8,337 359,38602 0,0175 33
Djelatna tvar +1M
NaOH 90 min 8,333 308,34387 0,0150 42
Djelatna tvar +1M
NaOH 125 min 8,294 261,87839 0,0127 51
Tableta + 1M
NaOH 30 min 8,272 525,65948 0,0285 12
Tableta + 1M
NaOH 60 min 8,234 397,91632 0,0216 33
Tableta + 1M
NaOH 90 min 8,228 328,95328 0,0178 45
Tableta + 1M
NaOH 125 min 8,200 322,81183 0,0175 46

Tablica 18. Sadrzaj doksiciklin hiklata u otopini Ciste djelatne tvari i tablete nakon kemijske
razgradnje - termi¢ka razgradnja, oksidativna razgradnja, fotoliza

Retencijsko PovrSina pika | y (doksiciklin) = Razgradnja

Ime uzorka vrijeme[min] [MAU] [mg/mL] [%]
Netretirana
djelatna tvar 8,377 532,46356 0,0259 0
(kontrola)
Netretirana tableta 8.375 598,25952 0,0324 0
(kontrola)
Djelatna tvar +
20°C 30 min 8,095 517,64404 0,0252 3
Djelatna tvar
+70°C 60 min 8,093 521,54114 0,0253 2
Djelatna tvar
+70°C 90 min 8,077 530,57465 0,0258 0
Djelatna tvar
+70°C 125 min 8,062 518,60187 0,0252 3
Tableta +70°C 8,052 590,83777 0,0320 1
30 min
Tableta +70°C 8,040 592,38989 0,0321 1
60 min
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Tablica 18. Sadrzaj doksiciklin hiklata u otopini Ciste djelatne tvari i tablete nakon kemijske
razgradnje - termi¢ka razgradnja, oksidativna razgradnja, fotoliza (nastavak)

Tableta +70°C

_ 8.032 594,10052 0,0322 1
90 min
Tableta +70°C 8,011 439,86813 0,0238 26
125 min
Djelatna tvar + 3%
H>O2 30 min 7,966 478,24173 00232 I
Tableta + 3% H0, 7,958 577,33966 0,0313 3
30 min
Djelatna tvar + UV 7.945 526,62842 0,0256 1

svjetlo 30 min

Tableta + UV 7,933 610,26910 0,0331 0
svjetlo 30 min

Prema prikazanim rezultatima ispitivanja uo€ava se da najveci u€inak na doksiciklin
hiklat imaju bazna hidroliza, termi¢ka i oksidativha razgradnja. Fotoliza je pokazala izuzetno
visoku ucinkovitost razgradnje doksiciklina u eksperimentu opisanom u poglavlju 4.2., no pri
provedbi eksperimenta na HPLC uredaju nije vidljiv visok postotak razgradnje (tablica 18).
Razlog tome moze biti nedovoljna izloZenost samom UV svjetlu buduéi da je u eksperimentu
praéenom na spektrofotometru znatna razgradnja zapazena tek u 40. minuti. Takoder pri
kiselinskoj hidrolizi, uz koristenje 0,01 M otopine HCI kao diluenta, nisu vidljivi rezultati
efikasne razgradnje kao Sto je prikazano u tablici 10 u eksperimentu provedenom
spektrofotometrijski. Naime, doksiciklin hiklat je stabilniji u kiselim uvjetima nego $to je u
bazi¢nim zato 3to protoniranje funkcionalnih skupina u molekuli omoguc¢ava odrZavanje
strukture i smanjuje vjerojatnost razgradnje. No, kada molekula doksiciklin hiklata dode u
kontakt s bazi¢nim uvjetima dolazi do deprotoniranja funkcionalnih skupina pri ¢emu je
molekula znatno reaktivnija Sto dovodi do razgradnje — posljedicno epimerizacije i
hidroksilacije (Mohammad i sur., 2018).

Nadalje, provedeni su isti uvjeti stres testa te HPLC analiza s metodom za srodne
spojeve, kako na Cistoj djelatnoj tvari i gotovom proizvodu tabletama, tako i na placebu tablete.
Prema dobivenim rezultatima, u bilo kojim ispitivanim uvjetima, placebo komponente ne daju
pikove koji bi interferirali s analizom sadrzaja doksiciklina ili njegovih razgradnih spojeva.
Prema tome, moze se zakljuCiti da je metoda selektivha te primjenjiva za analizu srodnih

spojeva u gotovom proizvodu odnosno tableti.
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Slika 8. Kromatogram studije forsirane razgradnje za tabletu doksiciklin hiklata — bazna
hidroliza (crveni pik u tso i plavi u ti25)

Na slici 8 se vidi smanjenje povrSine pika doksiciklin hiklata pri bazi¢nim uvjetima u
periodu od 30. do 125. minute, dok u istom vremenskom rasponu raste povrSina pikova

onecis¢enja.
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Slika 9. Kromatogram studije forsirane razgradnje za tabletu doksiciklin hiklata -
temperaturna razgradnja (crveni pik u tso i plavi u ti2s)

Usporedujuci sliku 9 sa slikom 8 jasno je da temperaturna razgradnja dovodi do
manjeg stupnja razgradnje nego bazi¢na buduéi da je razlika u povrSini pikova manja u

vremenskom periodu od 30. do 125. minute.
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Vidljivo je iz tablice 17 i 18 kako je viSa razgradnja doksiciklin hiklata, pri svim
ispitivanim uvjetima, kada se primjeni Cista djelatna tvar u usporedbi s tabletom doksiciklin
hiklata. Razlog tome moze biti Sto je Cista tvar podloznija uvjetima koji mogu potaknuti
razgradnju iz razloga $to nema pomocéne tvari koje bi ju zastitile. Naime, pomoc¢ne tvari u
tableti sluze stabilizaciji djelatne tvari, omogucavaju takvu formulaciju tablete koja §titi tabletu

od nepovoljnih uvjeta i razgradnje.

Tablica 19. Profil one€iSéenja sirovine doksiciklin hiklata pri bazi¢nim uvjetima tijekom 125

minuta
B_azic':'na Ime pika R't Povrsina Y % '
hidroliza [min] [mAU] [mg/mL] @ Razgradnje
nepoznato on. 6,253 6,05835 ** -
APl + 1 M NaOH, Ph.Eur. on. A 7,022 7,25813 0,0004 -

30. min Doksiciklin 8,206  423,77014  0,0206 20
nepoznato on. 11,031 5,02399 ** -
nepoznato on. 6,280 10,95676 ** -
Ph.Eur. on. A 7,057 7,28722 0,0004 -

APL= M NaOR. poksiciklin 8,337  359,38602  0,0175 33
. Ph.Eur. on. F 9,902 7,03940 0,0003 -
nepoznato on. 11,098 | 58,67548 ** -

**

nepoznato on. 2,462 2,84901 -

**

nepoznato on. 6,277 15,56644 -
API + 1 M NaOH, Ph.Eur. on. A 7,054 6,96268 0,0003 -

90. min Doksiciklin 8,333 308,34387  0,0150 42
Ph.Eur. on. F 9,891 8,59423 0,0004 -
nepoznato on. 11,087 | 66,24508 ** -

**k

nepoznato on. 2,457 3,49503 -

nepoznato on. 6,248 20,93153 -
APl + 1 M NaOH, Ph.Eur. on. A 7,023 7,24130 0,0004 -

125. min Doksiciklin 8,294 261,87839  0,0127 51
Ph.Eur. on. F 9,837 1,11204 0,0001 -
nepoznato on. 11,009 | 73,03706 ** -

**nije napravljena kalibracijska krivulja za izraCun buduéi da se radi o nepoznatim oneciSéenjima koji
nemaju standarde

Pri uvjetima bazne hidrolize razgradnja doksiciklin hiklata je rezultirala najviSim
stupnjem razgradnje. Na kromatogramu prikazanom na slici 8 se uoCava nastanak velikog
broja pikova oneciscenja. Rezultati kompletnog profila oneciS¢enja pri uvjetima bazne

hidrolize prikazani su u tablici 19 za €istu djelatnu tvar, odnosno tablici 20 za uzorke tablete.
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Tablica 20. Profil oneciScenja tablete doksiciklin hiklata pri bazi€nim uvjetima tijekom 125

min
B_azic':pa Ime pika R't PovrsSina Y % '
hidroliza [min] [mAU] [mg/mL] | Razgradnje
nepoznato on. 6,231 5,63450 ** -
Tbl + 1 M NaOH Ph.Eur. on. A 7,006 7,36046 0,0004 -

30. min Doksiciklin = 8,272 525,65948  0,0285 12
nepoznatoon. | 10,985 | 57,58231 ** -
nepoznato on. 6,200 10,43620 ** -

Tbl + 1 M NaOH Ph.Eur. on. A 6,975 6,91757 0,0003 -

60. min Doksiciklin = 8,234 397,91632  0,0216 33

nepoznatoon. | 10,902 | 58,58231 ** -

**x

nepoznato on. 2,442 2,87316

**

nepoznato on. 6,196 13,95283 -
Tbl + 1 M NaOH, Ph.Eur. on. A 6,973 5,73192 0,0003 -

90, min Doksiciklin | 8,228 | 328,95328 = 0,0178 45
Ph.Eur.on.F = 9754 = 7.29465  0,0004 :
nepoznatoon. | 10,892 | 62,83970 ** -

**x

nepoznato on. 2,436 3,54225 -

**

nepoznato on. 6,173 21,02459 -
Tbl + 1 M NaOH, Ph.Eur. on. A 6,950 5,67849 0,0003 -

125. min Doksiciklin 8,200  322,81183 0,0175 46
Ph.Eur. on. F 9,721 9,02634 0,0005 -
nepoznato on. 10,846 @ 73,59452 *x -

**nije napravljena kalibracijska krivulja za izraCun buduéi da se radi o nepoznatim oneciSéenjima koji
nemaju standarde

U tablicama 19 i 20 prikazana su sva onec€iS¢enja uoCena tijekom provedbe bazne
hidrolize na uzorcima pojedinih oblika doksiciklin hiklata. 1z prilozenog je ponovno uo¢eno da
se prilikom kemijske razgradnje ne javljaju ista oneciSéenja kao kod enzimatske, to jest profil
oneciS¢enja je drugadiji. Tilekom reakcije se s vremenom povecavala stopa razgradnje
doksiciklin hiklata te u uzorcima tableta je postotak razgradnje u 90. minuti €inio 45 %. Daljnjim
stajanjem doksiciklin hiklata u otopini 1 M NaOH nije doSlo do znatnog povecéanja stope

razgradnje.

Mohammed i sur. (2018) proveli su razgradnju tablete doksiciklin hiklata studijom
forsirane degradacije i pratili na UPLC uredaju pomocu razvijene metodi za odredivanje

sadrzaja doksiciklin hiklata. Pufer je sadrzavao amonij acetat + EDTA i acetonitril (pH=8,8).
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Koristena je kolona Aquity BEH 1,7 um, C18 kolona (50 mm x 2,1 mm) pri protoku od 1,2
mL/min i 55 °C. Provodenjem stres testa utvrdeno je da kiselinska i temperaturna razgradnja
nisu znacajno utjecale na razgradnju doksiciklin hiklata, dok su najvecu efikasnost razgradnje
postigli uvjeti bazne hidrolize pri ¢emu nakon 1 h izlaganja 1 M NaOH dolazi do kompletne
razgradnje doksiciklin hiklata. Takoder oksidativha razgradnja dovodi do kompletne razgradnje
tablete doksiciklin hiklata nakon 1 h izlaganja 3 % v/v otopini H202. U istom vremenskom
periodu od 60. minuta, u ovom istrazivanju je postignuta manja stopa razgradnje i to od 33 %

pri izlaganju doksiciklin hiklata 1 M otopini NaOH (tablica 20).
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju prikazanih rezultata u ovom radu moze se zakljuciti sljedece:

1. Nakon kromatografskog praéenja razgradnje doksiciklin hiklata lakazom utvrdeno je
da se najefikasnija razgradnja doksiciklin hiklata postize s koncentracijom enzima od
1 mg/mL u trajanju od 90 min, pri Cemu se sadrzaj doksiciklin hiklata smanjuje za viSe
od 95 %. Povecanje koncentracije enzima lakaze s 1 mg/mL na 2 mg/mL ne pridonosi
vecoj ucinkovitosti razgradnje doksiciklin hiklata.

2. Ispitano je zadrzavanje doksiciklin hiklata na filteru, nakon filtracije otopine doksiciklin
hiklata i enzima, te je utvrdeno je da zaostala koncentracija doksiciklin hiklata iznosi
manje od 0,07 mg/mL $to je zanemariva koli¢ina u odnosu na pocetnu koncentraciju
od 0,3 mg/mL.

3. Razvijena je HPLC metoda za odredivanje doksiciklin hiklata i srodnih spojeva s kojom
se postigao stabilan i selektivan kromatografski sustav koji je rezultirao ujednacenim
vremenima zadrzavanja doksiciklin hiklata i srodnih spojeva. U ovoj metodi pufer
amonij acetata + EDTA (pH=8,8) i acetonitril koristeni su kao mobilna faza, razdvajanje
komponenti u uzorku je provedeno na koloni Luna Omega 3 ym Polar C18, (dimenzije
150 x 3 mm, Phenomenex), a trajanje analize bilo je 25 minuta uz protok od 0,8 mL/min
pri 40 °C.

4. Ispitani su uvjeti forsirane kemijske razgradnje doksiciklin hiklata, prvo
spektrofotomerijski (UV/Vis), a zatim i kromatografski (HPLC) s razvijenim metodama
za sadrzaj djelatne tvari i srodnih spojeva. Forsirana razgradnja provedena je kiselom
hidrolizom, baznom hidrolizom, oksidacijom, temperaturnom i fotoliti€¢kom razgradnjom
Cistog doksiciklin hiklata, placebo komponenti, te gotovog proizvoda (tablete).
Utvrdeno je da najveci u€inak kemijske razgradnje na sadrzZaj doksiciklin hiklata ima
bazna hidroliza, primjenom 1 M NaOH u trajanju od 125 minuta pri ¢emu se razgradi
51 % doksiciklin hiklata.

5. Kromatografski profil srodnih spojeva (oneciS¢enja) se razlikuje razgradnjom
doksiciklin hiklata enzimskim i kemijskim putem. Enzimskom razgradnjom nastaju
spojevi koji se eluiraju na razli€itim vremenima u odnosu na spojeve nastale kemijskom

razgradnjom.
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