
 1 

 

Univerzita Karlova v Praze 

Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Katedra farmaceutické chemie a kontroly léčiv 

 

 

 

Využití HPLC s elektrochemickou detekcí pro analýzu 

azithromycinu v biologických vzorcích 

 

 

 

Bakalářská práce 

 

 

 

2008  Jitka Hájková



 

2  

 

Význam použitých zkratek a klíčová slova 

ZKRATKY 

ACN – acetonitril 

ATB - antibiotika 

AZ – azithromycin 

KL – klarithromycin 

EMY - erythromycin 

ESA – elektrochemický detektor 

HPLC – vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

I.S - vnitřní standard (klarithromycin) 

MIC – minimální inhibiční koncentrace 

MS – hmotnostní spektrometrie 

NPC -chromatografie na normální fázi  

RPC – chromatografie na reverzní fázi 

rRNA – ribozomální nukleová kyselina 

SQC – vzorek kontroly kvality 

TLC – tenkovrstevná chromatografie 

tRNA – transferová ribonukleová kyselina 

LC-MS – kapalinová chromatgrafie s hmotnostně spektrometrickou detekcí  

ESI - ionizace elektrosprayem 

SPE – extrakce na pevné fázi 

SPME – mikroextrakce tuhou fází 

 

KLÍČOVÁ SLOVA:  

makrolidy, azithromycin, klarithromycin, vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

s elektrochemickou detekcí, plazma, homogenát jaterní tkáně 
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Souhrn  

Byla vypracována modifikace analytické metody pro stanovení makrolidového 

antibiotika azithromycinu. Toto antibiotikum bylo  stanovováno v biologických vzorcích 

potkana kmene Wistar (plazma a homogenát jaterní tkáně) metodou vysokoúčinné 

kapalinové chromatografie v systému s reverzními fázemi (RP-HPLC) s elektrochemickou 

detekcí. Klarithromycin byl pouţit jako vnitřní standard. Dále byla vyvinuta vhodná 

metoda deproteinace a další úpravy biologického materiálu. Bylo provedeno ověření 

linearity kalibrační závislosti a analýza vzorků kontroly kvality a In vivo experiment. 
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1. Úvod 
Makrolidová antibiotika jsou v praxi pouţívána úspěšně zhruba od poloviny minulého 

století. Prvním makrolidovým antobiotikem  pouţitým v klinické praxi byl erytromycin. 

Jde o léčivo s bakteriostatickým účinkem. proti většině grampozitivních koků, některým 

gramnegativním bakteriím a tzv. atypickým patogenům (Mycoplasma pneumoniae, 

Legionella pneumophila a Chlamydia pneumoniae). Proto je erytromycin primárně 

pouţíván v léčbě infekcí dýchacích cest, kůţe a měkkých tkání, zejména v případech 

alergie na peniciliny. Omezením širšího vyuţití erytromycinu  je nedostatečná aktivita vůči 

Haemophilus influenzae, nízká biologická dostupnost, krátký biologický poločas eliminace, 

častý výskyt neţádoucích účinků v oblasti gastrointestinálního traktu a široké spektrum 

moţných lékových interakcí.  

Proto byly do klinické praxe zaváděny nové makrolidy, které mají výhodnější 

farmakokinetické vlastnosti (dlouhý biologický poločas, lepší vstřebávání po perorálním 

podání), lepší snášenlivost, vyšší antibakteriální účinek a zejména širší antimikrobní 

spektrum, které zahrnuje i bakterie rezistentní na jiná antibiotika (Haemophilus influenzae, 

Helicobacter pylori, atypická mykobakteria) aj. Tyto podmínky splňuje především 

klaritromycin, azithromycin a nová skupina makrolidů se 14ti členným kruhem označovaná 

jako ketolidy. Z důvodu detailního studia famakokinetiky těchto látek bylo nutné vyvinout 

analytické metody pro měření  jejich koncentrací v biologických vzorcích (plazma, moč, 

ţluč, homogenát jaterní tkáně, hepatocyty). Mezi starší postupy stanovení makrolidů patřily 

např. mikrobiologické techniky, či radioimunoassay. V současnosti se pro stanovení 

makrolidů nejčastěji vyuţívají chromatografické techniky – plynová chromatografie a 

vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC). HPLC se odlišuje od ostatních metod 

moţností výběru  detekce stanovované látky, přičemţ je obvykle vyuţívána detekce 

fluorescenční, elektrochemická a hmotnostní, méně často UV detekce. 

Pro stanovení azithromycinu a klarithromycinu se UV detekce nejeví jako vhodná. Obě 

antibiotika neobsahují ve své molekule chromofory (funkční skupiny způsobující absorpce 

světla) a vykazují tedy absorpci pouze při vlnových délkách niţších neţ 220nm .Tento fakt 

znatelně sniţuje citlivost a specificitu UV detekce v biologických matricích. Za analyticky 

nejvýhodnější metody detekce jsou pro analýzu makrolidů povaţovány elektrochemická a 

hmotnostní a detekce fluorescenční 
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2. CÍL práce 

 

Cílem předloţené práce bylo vypracovat vhodnou metodu úpravy vzorků homogenátu 

jaterní tkáně potkana kmene Wistar a alternativní metodu pro úpravu vzorků plazmy před 

analýzou makrolidového antibiotika azithromycinu. Původní pouţívanou metodu vyvinutou 

na pracovišti (Ústav farmakologie LFUK) bylo třeba doplnit o stanovení koncentrace 

azithromycinu v jaterní tkáni a současně upravit stanovení azithromycinu v plazmě podle 

potřeb probíhajících in vivo studií a modifikovat metodu tak, aby bylo moţné stanovit 

koncentrace azithromycinu po podání dávky 20 mg/kg, s vyuţitím výrazně menšího 

objemu vzorku (méně neţ 100 μl vzorku plazmy na analýzu) v porovnání s extrakčním 

postupem . 
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3.Teoretická část  

3.1. Základy chromatografie  

3.1.1. Základní definice chromatografie  
 

Chromatografické metody jsou vysoce účinné separační techniky slouţící k oddělení 

analyzovaných sloţek ze směsi a zároveň k jejich kvalitativní a kvantitativní analýze. 

Podstatou chromatografického procesu je rozdělení sloţek směsi mezi dvěma fázemi - 

stacionární a mobilní. Mobilní fází můţe být kapalina nebo plyn, zatímco stacionární fáze 

můţe mít v různých typech chromatografií rozdílnou formu (např. částečky tuhé fáze, tenká 

vrstva kapaliny ukotvená na pevných částicích, film kapaliny na vnitřní stěně kapiláry). 

Proto byl zaveden pojem sorbent pro jakoukoliv formu stacionární fáze. 

 3.1.2. Rozdělení chromatografických metod   4,5,6,7 

V současné době existuje celá škála různých variant chromatografických metod, které 

lze klasifikovat podle různých kritérií. 

3.1.3. Rozdělení podle skupenství fází  

Podle skupenství fází rozlišujeme kapalinovou a plynovou chromatografii. Plynová 

chromatografie (GC) pracuje v systému plyn - pevná látka nebo častěji plyn - kapalina, 

kapalinová chromatografie (LC) pracuje v systému kapalina - kapalina nebo kapalina - 

pevná látka. 

 3.1.4. Rozdělení podle separačního mechanizmu 

Dalším kritériem pro rozdělení chromatografických metod je separační mechanizmus, tj. 

charakter interakce dělené látky se stacionární fází. Podle separačního mechanizmu 

rozlišujeme chromatografii adsorpční, rozdělovací, ionexovou, afinitní a gelovou.  

3.1.4.1. Adsorpční chromatografie 

Adsorpční chromatografie je zaloţena na různé schopnosti látek adsorbovat se na 

povrch pevné fáze (adsorbentu). Jako adsorbent se pouţívá silikagel, Al2O3, CaCO3 a jiné. 

Jako mobilní fáze se v tomto případě pouţívají čistá rozpouštědla (podle elučních 

schopností sestavená do tzv. eluotropní řady) nebo směs rozpouštědel.  
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K separaci dochází v důsledku rozdílné adsorpční afinity jednotlivých sloţek směsi 

k adsorbentu. Při tomto typu chromatografie  působí  mezi povrchem adsorbentu a 

separovanou  látkou rozdílné polární síly, které tak způsobí její rozdělení. 

3.1.4.2. Rozdělovací chromatografie 

Při rozdělovací chromatografii dochází k dělení látek na základě jejich rozdílných 

rozdělovacích koeficientů. Na povrchu inertního nosiče (silikagel, křemelina, silikáty, 

celulóza) je zakotvena stacionární kapalná fáze na celulóze, nejčastěji voda. Po aplikaci 

roztoku dělené směsi dochází při průchodu mobilní fáze k opakovanému rozdělování 

sloţek směsi mezi obě fáze. Mobilní fází je v tomto případě organické rozouštědlo 

nemísitelné se stacionární fází. 

Separace je charakterizována rozdělovacím koeficientem K, který je rozdílný jak pro 

jednotlivé sloţky směsi tak i pro různé systémy rozpouštědel. Volbou sloţení těchto 

systémů lze ovlivnit účinnost rozdělení sloţek směsi. 

3.1.4.3. Ionexová chromatografie   

Ionexová chromatografie je zaloţena na iontových interakcích mezi iontoměničem 

(anex nebo katex), který tvoří stacionární fázi a separovanou látkou, která nese opačný 

náboj. Funkční skupiny anexů jsou zásadité (aminoskupiny, kvarterní amoniové báze) a 

slouţí k výměně aniontů. Funkční skupiny katexů jsou kyselé (sulfoskupiny, kvartérní 

amoniové báze) a slouţí k výměně kationtů. Ionexová chromatografie je vyuţívána 

k separaci slabých organických kyselin a zásad i anorganických iontů. Je vhodnou metodou  

pro separaci některých léčiv, nukleových kyselin, aminokyselin atd.  

3.1.4.4. Gelová chromatografie  

Při gelové chromatografii je stacionární fází nabobtnalý gel (např. dextranový gel 

Sephadex) a látky se dělí podle velikosti molekuly, resp. podle své molární hmotnosti na 

základě molekulového síťového efektu gelu. V současné době jsou tyto techniky vzájemně 

kombinovány a vyuţívány hojně především v při dělení biopolymerů (bílkovin, nukleových 

kyselin atd.) 
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3.1.5. Rozdělení podle techniky provedení  7,8,9 

3.1.5.1. Chromatografie v plošném uspořádání  

Sorbent má při plošném uspořádání podobu tenké vrstvy. Při chromatografii na tenké 

vrstvě (TLC – thin layer chromatography ) je sorbent rozprostřen v tenké vrstvě na desku 

vyrobenou z inertního materiálu. Tímto materiálem je např. komerčně dodávaný Silufol 

(silikagel s pojidlem na hliníkové fólii), Lucefol (práškovaná celulóza na hliníkové fólii), 

nebo Silufol UV 254, Silufol 366 (obsahující ve vrstvě sorbentu zároveň fluorescenční 

indikátor umoţňující detekci při uvedených vlnových délkách). Tenkovrstevná 

chromatografie spojuje vlastnosti sloupcové adsorpční a papírové chromatografie, má však 

oproti nim mnoho výhod, díky kterým je v praxi široce vyuţívána. Výhodou je její 

nenáročné provedení, rychlé rozdělení látek, snadné vyhodnocování a moţnost pouţít i 

mikrogramových mnoţství vzorku. Chromatografii na tenké vrstvě lze s výhodou pouţít při 

identifikaci a stanovení látek ve sloţitých směsích. Z farmaceutického hlediska slouţí např. 

k analýze glykosidů, alkaloidů, steroidů, vitamínů, nejrůznějších léčiv v moči, při studiu 

obsahových látek v drogách, v toxikologii, soudním lékařství, klinické biochemii apod. 

3.1.6. Sloupcové provedení kapalinové chromatografie  

 

Při sloupcovém provedení – chromatografii na koloně je sorbent  umístěn do skleněné 

nebo kovové trubice, tzv. chromatografické kolony. Kolona tvoří sloupec, na kterém 

probíhá dělení. Po aplikaci vzorku na kolonu dochází vlivem toku mobilní fáze k pohybu 

jednotlivých sloţek kolonou a následně k jejich separaci. Náplň kolony můţe být různá 

podle toho, o jaký typ chromatografie se jedná. Zařízení pro sloupcovou kapalinovou 

chromatografii se skládá z rezervoáru, z kolony (tj. sloupce sorbentu) a jímače frakcí. 

Nejdůleţitější způsob vyvíjení v analytické chemii a pro získání jednotlivých sloţek, je 

eluční technika, při které se dělené sloţky vymývají přidávaným rozpouštědlem. Nejdříve 

se z kolony eluuje sloţka nejslaběji adsorbovaná a postupně sloţky adsorbované silněji. 

Naformátováno: Odrážky a číslování
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 Eluční způsob při tomto provedení je moţno realizovat v několika variantách: 

jednoduchá eluce – promývání stejnou mobilní fází 

vícestupňová eluce – pouţití nejprve méně polárního rozpouštědla, následně 

polárnějšího rozpouštědla 

gradientové eluce – plynule se mění pH nebo koncentrace polárnější sloţky v mobilní 

fázi.  
7,9

 

3. 2. Vysokoúčinná kapalinová chromatografie  

 

K výraznému posunu v separačních moţnostech kapalinových chromatografických 

metod došlo v 70. letech zavedením zcela nových materiálů s  menší velikostí částic a 

zvýšenou mechanickou odolností. Tato technika se označuje jako vysokoúčinná kapalinová 

chromatografie (HPLC = High performance liquid chromatography). Rychlý a dynamický 

rozvoj HPLC byl umoţněn nalezením vhodných vysoce účinných stacionárních fází a 

v neposlední řadě také neustálým trendem zvyšování citlivosti detektorů. 

 

3.2.1. Princip separace v HPLC. 

K dělení látek při HPLC lze vyuţít všech vratných dvoufázových separačních 

mechanismů (adsorpce, rozdělování, iontová výměna a síťový efekt). Je tak moţno nalézt 

selektivní a účinný systém k dělení prakticky všech organických látek rozpustných ve vodě, 

zředěných kyselinách nebo organických rozpouštědlech. 

3.2.2. Instrumentace ve vysokoúčinné kapalinové chromatografii  

Zařízení pro HPLC se skládá z částí zajišťujících transport mobilní fáze, dávkování 

vzorku, separaci analytů (kolona), detekci analytů a vyhodnocení chromatogramu. 

Vysokotlaká pumpa umoţňuje čerpat mobilní fázi ze zásobníku přes filtr a tlumič pulzů a 

udrţuje konstantní nastavený průtok. Čerpadla jsou zhotovena z materiálů odolných vůči 

agresivním látkám a umoţňují pracovat s tlaky aţ 40-50 MPa při průtocích 0,1-10 ml/min. 

Směšovací zařízení umoţňuje změnit sloţení mobilní fáze během analýzy (tzv. 

gradientovou eluci). Do proudu mobilní fáze je dávkován vzorek. V současnosti je jiţ ve 

většině případů manuální dávkování Hamiltonovou stříkačkou nahrazeno automatickým 

dávkovačem tzv. autosamplerem, který lze naprogramovat podle potřeby. Kromě objemu 
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aplikovaného vzorku lze také určit např. teplotu, při které jsou vzorky v autosampleru 

uchovány aţ do jejich aplikaci na kolonu. Dříve vyuţívané injekční systémy jsou dnes 

nahrazeny dávkováním obtokovým dávkovacím kohoutem. Dávkovací smyčka má obsah 

obvykle 10-20 μl. Oblíbený je také systém pracující se sedmicestným dávkovacím 

ventilem. Mobilní fáze se vzorkem prochází spojovacími kapilárami na kolonu, kde 

dochází k separaci.  

3.2.3. Chromatografické kolony v HPLC 

Naplněné kolony jsou dnes dodávány v široké nabídce řadou firem. Správné naplnění 

kolony je jedním z rozhodujících faktorů pro kvalitu separace látek. To platí zejména o 

kolonách pro techniky, kdy dělení probíhá za vysokého tlaku na sorbentech o velmi malých 

průměrech (3-10 μm). Pro většinu rutinních analýz jsou kolony zhotoveny z nerezové oceli, 

dlouhé zpravidla 10, 15 nebo 25 cm a vnitřním průměrem 4,6 nebo 5 mm. Běţný průtok 

eluentu se pohybuje mezi 1 - 2 ml/min. Pro rychlé separace lze pouţít i krátké analytické 

kolony (3 cm). V současnosti je patrný trend sníţit průměr částic v koloně a pouţít kolony 

kratší. Prosazují se i monolytické kolony(tj. celá kolona je jedna porézní hmota). K ochraně 

kolony před zanesením nečistotami a nerozpustnými materiály jsou poměrně často 

pouţívány předkolony. Většina separací probíhá při laboratorní teplotě. U některých látek, 

kde se separace významně zlepší za zvýšené teploty jsou pouţívány  kolonové termostaty. 

 

3.2.3.1. Chromatografie na  normálních fázích  

(NPC - Normal Phase chromatography) 

 

V počátcích chromatografie byla pouţívána polární stacionární fáze a mobilní fáze byla 

nepolární (např. hexan). Separace v NPC závisí na interakci sloţek s polární stacionární 

fází. Nejméně polární analyt je eluován jako první, protoţe je nejméně mísitelný se 

stacionární fází, polární analyt se eluuje nakonec. Interakce polárních molekul se 

stacionární fází mohou být tak silné, ţe v rozumném čase nejsou eluovány z kolony. Proto 

byla vyvinuta metoda, ve které jsou polarity mobilní a stacionární fáze v porovnání s NPC 

opačné. 
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3.2.3.2. Chromatografie na obrácených (reverzních) fázích  

(RPC - Reversed Phase Chromatography) 

 

Stacionární fázi tvoří nepolární látka (většinou uhlovodíky nebo alkyly vázané na 

silikagel), mobilní fáze je polární (voda, methanol, nebo acetonitril). Kombinací pouhých 

tří rozpouštědel se můţe separovat poměrně široký obsah analytů. Retence sloţek roste 

s jejich klesající polaritou a zvětšující se nepolární částí molekul. RPC je univerzální 

technikou pro separaci nepolárních, polárních a disociovatelných vzorků. Rozhodující 

podmínkou je vzájemná nemísitelnost mobilní a stacionární fáze, coţ nelze v praxi vţdy 

zcela splnit. Proto se v současnosti nejčastěji pouţívají jako stacionární fáze kapaliny 

chemicky navázané na nosič. (obvykle silikagel). Stacionární fáze se kotví na nosič 

různými reakcemi, např. silanizací silanolových skupin trialkylchlorsilany, nebo 

alkyltrichlorsilany. Nepolární uhlíková fáze je nejčastěji oktyl, oktadecyl, nebo alkyly 

s fenolovými či bifenylovými skupinami. Eluát je z kolony veden do detektoru .
6,7,8,9,10

 

3.2.4. Detektory v kapalinové chromatografii  

 

Detektory v HPLC by měly být co nejvíce selektivní pro stanovované analyty a málo 

citlivé na mobilní fázi. Průtoková cela detektoru musí být schopna snést vysoký tlak 

mobilní fáze a udrţet těsnost. Vyuţití ve vysokoúčinné kapalinové chromatografii 

nacházejí fotometrický, refraktometrický, fluorescenční, elektrochemický a hmotnostní 

detektor. 
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3.3. Elektrochemická detekce v HPLC  

 

Elektrochemické detektory lze jako vodivostní nebo voltametrické pouţít tam, kde jsou 

v analyzovaných směsích přítomny ionty, respektive sloţky oxidovatelné a redukovatelné. 

Počet aplikací pro elektrochemické detekce není příliš velký, ale látky na které je tato 

detekce aplikována reprezentují významnou část důleţitých léčiv, polutantů(znečišťujících 

látek) a přírodních produktů. 

3.3.1. Základy elektrochemie     6,9
 

 

Elektrochemické detektory měří určitou elektrickou veličinu (napětí na elektrodách, 

proud procházející článkem, náboj spotřebovaný na přeměnu látky, vodivost roztoku, 

relativní permitivitu). Jako další proměnná veličina je zaznamenáván čas. Měřený 

elektrický signál je úměrný látkovému mnoţství detekované sloţky. Sleduje se tedy 

závislost mezi elektrickou veličinou a koncentrací stanovované sloţky. Podle podmínek 

měření lze rozdělit elektrolytické metody na potenciostatické, kdy se měření probíhá při 

konstatním potenciálu pracovní elektrody a metody amperostatické, kdy se měří za 

konstatního proudu. U elektrolytických metod se uplatňují čtyři závislé proměnné veličiny: 

potenciál elektrody ( E ), proud ( I ), čas ( t ) a koncentrace látky( c ). 

 

3.3.2. Základy coulometrie    6,9,18 

 

Podle Faradayových zákonů je hmotnost látky m (s molekulovou hmotností M) 

vyloučené  na elektrodě úměrná elektrickému náboji Q, který prošel článkem. K redukci 

nebo oxidaci jednoho molu chemických ekvivalentů (z je počet elektronů vyměněných při 

elektrodové reakci) se spotřebuje náboj odpovídající Faradayově konstantě F. 

 

Fz

QM
m




          (1) 

 

Naformátováno: Odrážky a číslování
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Coulometrické stanovení je zaloţeno na měření náboje, který je nutný k úplné chemické 

přeměně stanovované látky. Elektrodová reakce musí na pracovní elektrodě probíhat se 

stoprocentním proudovým výtěţkem, tzn. vedle primární elektrodové reakce nesmí 

probíhat vedlejší elektrodové reakce. Toho lze dosáhnout vhodnou volbou podmínek pro 

stanovení.  

3.3.2.1. Coulometrie za konstantního proudu 

Při konstantní hodnotě generačního proudu se stanovovaná látka přímo účastní 

elektrodové reakce (primární titrace) nebo se generuje z vhodného elektrolytu činidlo, které 

reaguje se stanovovanou látkou (sekundární titrace). Při tomto způsobu se snadněji 

dosahuje sto procentního proudového výtěţku a pouţitelnost metody je široká. Činidlo se 

většinou vyvíjí v titrovaném roztoku. Účast elektrodových reakcí je moţné interpretovat 

pomocí soustavy polarizačních křivek odpovídajících různým fázím titrace. Indikace se 

provádí instrumentálně, a to zejména potenciometricky, amperometricky, 

biamperometricky nebo bipotenciometricky.
5,7,9

 

3.3.2.2. Coulometrie za konstantního potenciálu  

Při volbě podmínek pro coulometrickou analýzu za konstantního napětí je výhodné, 

známe-li příslušné polarizační křivky. Před stanovením se potenciál pracovní elektrody 

nastaví na hodnotu asi o 0,2 voltu(V) niţší, neţ je půlvlnový potenciál stanovovaného 

depolarizátoru. Kyslík se odstraní probubláváním inertním plynem a nečistoty v základním 

elektrolytu se odstraňují elektrolýzou, dokud proud neklesne na nízkou hodnotu. Pracovní 

potenciál se nastaví na hodnotu o 0,2 V vyšší neţ půlvlnový potenciál. Po přidání roztoku 

vzorku se elektrolýza ukončí, jakmile je proud menší neţ 0,1 % počáteční hodnoty. 

3.3.2.3. Instrumentace HPLC s elektrochemickou detekcí  

Ccoulochemické cely (firmy ESA) obsahují průtočnou porézní grafitovou elektrodu. 

Tato nízkoobjemová analytická cela se skládá ze dvou pracovních elektrod. Pro 100 

procentní výtěţnost elektroaktivní látky má kaţdá elektroda velký povrch. První 

(screeningová) elektroda bývá pouţívána k eliminaci potencionálně rušících sloţek vzorku 

od následné detekce na druhé (analytické) elektrodě. Elektrochemické selektivity je 

dosaţeno oxidací nebo redukcí mnoha elektroaktivních, neţádoucích či interferujících 



 

18  

sloţek vzorku na první elektrodě. Jakákoliv sloţka vzorku s reakčním potenciálem menším 

neţ námi sledovaná sloţka je následně vyřazena z reakce na analytickém senzoru. 

Většina komerčně dodávaných elektrochemických detektorů se skládá ze tří elektrod – 

pracovní, pomocné, referentní. Tyto elektrody mohou být uspořádány v různých 

geometriích. Existují dva typy elektrochemických detektorů podle toho, jakým způsobem 

eluent z kolony prochází přes pracovní elektrodu. Elektroda wall-jet (typ „frit“) či 

tenkovrstvá (thin-layer). Typ thin-layer se pouţívá zřídka, neboť je méně účinný a díky 

omezení difúze je schopen měřit pouze 5 aţ 10 % reagující látky.
  

3.3.2.4. Uspořádání detektoru a analytické cely 

 

ESA coulochemický detektor (Coulochem II) se skládá z  kontrolního modulu (ten 

obsahuje displej, klávesnici, mikroprocesor, A/D modul, potenciostaty a další elektroniku) 

a z průtočných cel. Detektor má obvykle kontrolní modul ze čtyř potenciostatů. Pro 

stanovení azithromycinu a klarithromycinu bylo měřeno v DC módu – zvolený potenciál 

byl udrţován v průběhu analytického měření. Coulochemický detektor vykazuje vyšší 

senzitivitu neţ detektor s amperometrickou celou. Analytická cela Model 5010 (Standard 

Analytical Cell) se skládá ze dvou komor v sérii za sebou, kaţdá obsahuje porézní 

grafitovou coulometrickou elektrodu, dvojitou pomocnou elektrodu a dvojitou referentní 

elektrodu. Vše je uloţeno v pouzdru z nerez oceli. Coulometrické elektrody jsou průtočné 

(porézní grafitové). 



 

19  

 

Obrázek 1. Základní elektrochemická cela ESA model 5010 (Standard analytical Cell)  

1.pracovní elektroda,  

2. pracovní elektroda, 

3. pomocná a referentní elektroda,  

4.tělo cely s chladící částí. 

 

                           
 

3.3.2.5. Elektroaktivita sloučenin  

Elektrochemickým detektorem je moţné měřit velké mnoţství sloučenin. 

Elektroaktivita je obecně závislá na přítomnosti elektroaktivní funkční skupiny v molekule. 

Mnoho sloučenin, které jsou snadno oxidovatelné obsahují volný elektronový pár (např. 

hydroxy skupina fenolu, amino skupina anilinu). Naopak, většina sloučenin, které se 

snadno redukují  obsahují karbonylovou nebo nitro skupinu. Elektrochemicky mohou být 

detekovány také antioxidanty, glukosa, oligosacharidy, katecholaminy, LSD, morfin, 

některé pesticidy, léčiva, vitamin C a vitamín K. 
6,8,9

 

 3.4. Úprava biologického materiálu 

3.4.1. Homogenizace 

 

Pro úpravu vzorků tkáně je nutno odebraný materiál rozmělnit v izotonickém pufru za 

pouţití homogenizátoru. Vzorek tkáně je nejprve přesně zváţen a poté je smíšen 

s předepsaným objemem pufru. Pro homogenizaci malých mnoţství měkkých tkání (jaterní 

tkáň) je nejčastěji uţívána homogenizace dle Pottera-Elvehjema. Homogenizátor se skládá 

ze silnostěnné zkumavky a zabroušeného pístu, který je spojen s elektromotorkem. Do 

zkumavky se vloţí odváţená tkáň (u tuţší tkáně – např. ledviny a srdce je vhodné ji předem 

rozstříhat na menší kousky) a přidá se potřebné mnoţství homogenizačního pufru. Pak se 

do zkumavky vloţí píst a spustí se motorek. Zkumavkou se zvolna posunuje nahoru a dolů. 

Při tomto pohybu píst drtí tkáň, která prochází mezi stěnou zkumavky a pístem. Pohyb 

pístu nahoru a dolů se několikrát opakuje, dokud není materiál homogenizován. 
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Homogenizace by však neměla trvat déle neţ 30 sekund, aby se materiál zbytečně 

nezahříval. Z tohoto důvodu je vhodné pouţít nádobku naplněnou ledovou tříští ke chlazení 

zkumavky s homogenizovaným vzorkem. Dalším způsobem homogenizace je roztírání 

materiálu v třecí misce za přídavku kapalného dusíku, nebo homogenizace měkké tkáně ve 

výkonném mixéru. K narušení buněčné stěny membrány lze také vyuţít působení 

chemických činidel – detergentů, nebo působení enzymů, které štěpí polysacharidy 

buněčných stěn bakterií, nebo působení ultrazvuku. 

3.4.2. Deproteinace  

 

Při deproteinaci dochází k denaturaci makromolekul proteinů, kdy je narušena jejich 

stabilní nativní konformace (sekundární a terciární struktura). Deproteinaci provází 

uvolnění stanovovaného analytu z vazby na proteiny do rozpouštědla. Denaturaci 

rozlišujeme fyzikální a chemickou. K fyzikální denaturace (při zvýšené teplotě) je většinou 

prováděna po dobu 5 - 15 minut při teplotě 90°C.Jde o ireverzibilní koagulaci – vysráţení 

proteinů ve vzorku. Chemická denaturace vzniká při rozrušení chemických vazeb 

působením silných kyselin nebo zásad (kyselina trichloroctová, chloristá, metafosforečná, 

sulfosalicylová atd.). K rozrušení nepolárních vazeb lze vyuţít organická rozpouštědla - 

methanol, acetonitril, popř.močovinu nebo guanidin . 

3.4.3. Extrakce   5,7 

 

Extrakce je separační technika zaloţená na rovnováţné distribuci látky mezi dvě 

nemísitelné fáze. Je pouţívána k zakoncentrování, přečištění či k izolaci některé sloţky ze 

sloţitější matrice. 

Podle toho, v jaké fázi jsou sloţky obsaţeny rozeznáváme několik typů extrakcí: 

1. Pevný vzorek (extrakce pevné fáze kapalinou) 

- Extrakce pomocí Soxhletova extraktoru. 

- Extrakce ultrazvukem. 

- Extrakce nadkritickou tekutinou. 

- Vysokotlaká extrakce rozpouštědlem. 

2. Kapalný vzorek 

- Extrakce z kapaliny do kapaliny (extrakce l/l). 
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- Extrakce tuhou fází (SPE). 

- Mikroextrakce tuhou fází (SPME). 

3.4.3.1. Extrakce z kapaliny do kapaliny 

Při analýze různých typů biologických vzorků se často pouţívá extrakce z kapaliny do 

kapaliny. Je zaloţena na převodu analytu z původní matrice (plazma, moč, ţluč, tkáňové 

buňky) do vhodného rozpouštědla, které se s původním roztokem nemísí. Výběr vhodného 

rozpouštědla se řídí povahou sloţky, kterou chceme izolovat.  

Extrakce z kapaliny do kapaliny je technika jednoduchá, nenáročná na provedení a 

laboratorní vybavení, s vysokou extrakční účinnosti a širokým mnoţstvím vhodných 

rozpouštědel. Pro jednoduché provedení je extrakce technika často pouţívaná v moderních 

analytických laboratořích zaměřených na stanovování analytů v biologických vzorcích. 

 Nevýhodou toho postupu je toxicita většiny pouţívaných rozpouštědel. 

3.5. Charakteristika makrolidových antibiotik  

3.5.1. Makrolidová antibiotika    1,2,3,4 

Makrolidová antibiotika jsou skupinou chemicky blízce příbuzných sloučenin. Základ 

jejich molekuly tvoří makrocyklický laktonový kruh sloţený z 12-16 atomů (Tab. 1). Část z 

nich jsou přirozené produkty kmenů Streptomyces spp. (např. erytromycin). Jejich 

nestabilita v kyselém ţaludečním prostředí a nevhodný farmakokinetický profil (krátký 

biologický poločas eliminace atd.) si vynutily zavedení semisyntetických derivátů.  



 

22  

 

Tab. 1 Rozdělení makrolidů podle chemické struktury. 

Počet uhlíků (C) v 

makrocyklickém kruhu 

Antibiotikum 

12-C metymycin
P
, picromycin

P 

14-C 
erytromycin

P
, oleandomycin

P
, roxitromycin

SS
, diritromycin

SS
, 

fluritromycin
SS

, klaritromycin
SS 

15-C (azalidy) azithromycin
SS 

16-C josamycin
P
, spiramycin

P
, rokitamycin

SS
, miokamycin

SS 

Ketolidy (14-C) telitromycin
SS

, HMR-3004
SS

, TE-802
SS

, TE-810
SS 

 

P
přirozená látka, 

SS
semisyntetická látka 

 

3.5.1.1. Mechanismus účinku 

Makrolidy jsou bakteriostatická antibiotika, která se reverzibilně váţou na 30S 

ribozomální RNA (rRNA) na 50S podjednotce ribozomů prokaryont a následně inhibují 

syntézu proteinů. Podstatou je blokáda translokace transferové tRNA z aminoacylového 

akceptorového místa na peptidylové donorové místo. Navíc bylo prokázáno, ţe makrolidy 

podmiňují disociaci peptidylové-tRNA z ribozomů a brání spojování 30S a 50S 

podjednotek. Ketolidy vykazují identický mechanizmus účinku, nicméně v porovnání s 

erytromycinem mají 10 aţ 100x vyšší afinitu k vazebnému místu.  

3.5.1.2. Antibakteriální spektrum, in vitro aktivita 

Makrolidy vykazují dobrou aktivitu proti gram-pozitivním aerobům (Streptococcus 

.pyogenes a penicilin senzitivní Streptococcus  pneumoniae). Intracelulární bakterie - 

chlamydie, legionelly a mykoplasmata - jsou na makrolidy vysoce citlivé. Makrolidy lze 

pouţít u toxoplazmózy a pneumocystové pneumonie. Nové makrolidy (azithromycin a 

klarithromycin) působí i na některá mykobakteria (např. Mycobacterium avium 

intracelulare). Ţádný z nich nepůsobí na Mycobacterium tuberculosis.  

3.5.1.3. Rezistence na makrolidy 

Při vzniku rezistence na makrolidy se uplatňují tři mechanizmy: alterace struktury 

vazebného místa, aktivní eflux z buňky a enzymatická inaktivace antibiotika. Za hlavní je 

povaţována změna struktury vazebného místa na 50S podjednotce bakteriálního ribosomu. 
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3.5.1.4. Farmakokinetika   
2,3

 

Absorpce je po perorálním podání makrolidových antibiotik modifikována účinkem 

prvního průchodu ve stěně střeva a v játrech. Biologická dostupnost (F) činí 30-55 %. 

Výjimku představuje roxitromycin s F 72-80 %. Vliv potravy je variabilní s výraznou 

závislostí na typu lékové formy. Suspenze a kapsle je vhodné uţívat nalačno, tj. 1 hodinu 

před jídlem, nebo 2 hodiny po jídle. Distribuce makrolidů v organizmu je určena jejich 

fyzikálně-chemickými vlastnostmi, zejména lipofilitou a nízkým stupněm ionizace. Tyto 

vlastnosti jim umoţňují snadný průnik do tkání (včetně intracelulárního prostoru), kde 

dosahují několikanásobně vyšších koncentrací neţ v plazmě. Velkou výhodou je kumulace 

makrolidů v buňkách imunitního systému, zejména v granulích makrofágů a 

polymorfonukleárních leukocytů (PMN). Tato vlastnost je charakteristická pro dibazické 

makrolidy (azithromycin a diritromycin), které jsou v prostředí s niţším pH převáţně ve 

formě ionizované, tudíţ neschopné proniknout membránou zpět do cytoplazmy. 

 Hlavní cestou eliminace makrolidů z organizmu je metabolizmus za účasti 

cytochromu P450 (izoforma CYP3A4) s následnou exkrecí do ţluče. Zde patrně hraje 

významnou roli Mdr-1 transportér na kanalikulární membráně hepatocytů .
1,2

 

3.5.1.5. Klinické použití, indikace 

Makrolidy patří mezi tzv. „time dependent“ (časově závislá) antibiotika, tj. jejich 

účinek je závislý na době, po kterou přetrvávají v tkáních koncentrace vyšší neţ MIC. 

V důsledku rozsáhlé extravaskulární distribuce, nepředstavují plazmatické koncentrace 

spolehlivé vodítko pro monitorování účinku.  

V současnosti představují makrolidy po penicilinech druhou nejčastěji předepisovanou 

skupinu antibiotik. Jsou indikovány u citlivých kmenů vyvolávajících infekce horních a 

dolních cest dýchacích (zejména při alergii na peniciliny), pneumonie, sinusitídy, otitídy, 

dermatitídy, akné (lokálně i celkově podané) a infekce měkkých tkání. Klarithromycin je 

lékem volby v léčbě infekcí vyvolaných intracelulárními patogeny (např. negonokoková 

uretritis), atypickými mykobakteriemi a v kombinované léčbě pro eradikaci Helicobacter 

pylori. 
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3.5.1.6. Analýza makrolidů  

Pro farmakokinetické studie makrolidů jsou vyuţívány metody mikrobiologické 

assay; analytické metody vyuţívající radioaktivity; GC s plamenově-ionizačním 

detektorem; denzitometrie po TLC separaci; HPLC s UV, fluorescenční, elektrochemickou 

(amperometrickou, coulometrickou, voltametrickou) detekcí. Je vyuţíváno také metody 

LC/MS s ESI. Přípravné procedury zahrnují l/l extrakci, deproteinaci acetonitrilem 

s přídavkem vnitřního standardu, SPE, případně předkolonovou derivatizaci.
12,13,14,15,16,17 
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3.5.1.7. Azithromycin ( AZ )   
2,3,19

 

 

Azithromycin (obr.2) je širokospektré ATB, semisyntetický derivát erythromycinu (N-

methyl-9a-aza-9-deoxo-9-dihydro-9a-homoerythromycin A). Patří mezi 15-členné 

makrolidy azalidy (obsahuje kruh, desosamin a kladinosu). Dobře proniká do tkání a buněk, 

po perorální aplikaci se dobře absorbuje. Má dlouhý biologický poločas (60 hodin). 

Začlenění  dusíku do kruhu zřetelně mění chemické, mikrobiologické a farmakokinetické 

vlastnosti azithromycinu. Díky dlouhému  biologickému poločasu je moţné AZ dávkovat 

jednou denně. 

K extrakci azithromycinu z biologických vzorků se vyuţívá extrakce rozpouštědlem 

(terc.-butylmethylether, diethylether)
14,15

 nebo SPE
15

.
 
K analýze azithromycinu se pouţívá 

technika HPLC s UV, fluorescenční, elektrochemickou, MS detekcí. Pro detekci AZ byla 

také vyuţita diferenčně pulsní voltametrie.  

 

 

Obr.č. 2 Vzorec azithromycinu  
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3.5.1.8. Klarithromycin ( KL )  
2,3,19

 

 

Klarithromycin (Obr. 3) je relativně nový semisyntetický derivát erythromycinu (6-O-

methylerythromycin A), obsahující 14-členný makrocyklický laktonový kruh s cukry 

spojenými přes glykosidické vazby. Spolu s azithromycinem je stabilnější vůči kyselinám 

neţ ostatní makrolidy. Klarithromycin vykazuje velmi dobrou antimikrobiální aktivitu proti 

širokému spektru grampozitivních a gramnegativních organismů. Primárně je 

metabolizován na biologicky aktivní 14-OH-klarithromycin. Antimikrobiálně působí 

nativní ATB i jeho metabolit. U klarithromycinu se uplatňuje bakteriostatický účinek. 

Pacient uţívá obvykle dvě tablety klarithromycinu denně. Klarithromycin lze pro stanovení 

HPLC metodou extrahovat z biologických vzorků rozpouštědlem: dichlormethan, n-

hexan/butanol, ethylacetát/hexan, terc.-butylmethylether, chloroform, nebo lze pouţít SPE 

(extrakce tuhou fází). Pro stanovení klarithromycinu lze vyuţít techniky HPLC s UV, 

fluorescenční, elektrochemickou a MS detekcí.  

 

Obrázek č.3 Vzorec klarithromycinu 
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4. Experimentální část  

4.1. Použité chemikálie a vzorky  

 

Standardy makrolidů 

 

Azithromycin ( AZ ) – Zentiva, ČR 

Klarithromycin (KL) – Sigma, Praha, ČR 

 

Rozpouštědla 

 

Acetonitril ( ACN) pro HPLC – Lab-Scan, Irsko, Lach-Ner, ČR 

methanol pro HPLC – Lach-Ner, ČR 

voda Millipore Milli-Q  RG, přístroj Millipore, USA 

 

Vzorky  

 

Biologické vzorky potkana kmene Wistar (plazma, homogenát jaterní tkáně) –  

Ústav farmakologie, LF HK, ČR 

pro kalibraci vzorků plazmy byla pouţita lidská plazma - Ústav farmakologie, LF HK,ČR 

 

Ostatní chemikálie  

 

Hydrogenfosforečnan sodný (Na2HPO4. 12 H2 O) – Lachema-ČR 

kyselina o-fosforečná,85% - Lachema, ČR 

tlaková lahev - N2 - Linde, ČR 

PBS pufr pH 7,2 ± 0,2 (NaKL 7,75g; K2HPO4  1,50g; KH2PO4   0,20g v 1 l destilované. 

vody)  
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4.2. Přístroje a zařízení 

 

Autosampler Shimadzu, SIL-10AD VP, Japonsko 

vysokotlaké čerpadlo Shimadzu,LC-10AD VP,Japonsko 

ESA detektor Coulochem II, analytická cela model 5010, ESA Inc., USA 

kolona Gemini, 3μm, C18, 150 x 4,60 mm, Phenomenex, USA 

předkolona Gemini,C18, 4,00 L mmx 3,00 ID mm, Phenomenex, USA 

termostat LCO 101 Ecom, ČR 

centrifuga Hermle Z382 K, TLG Top-Labortechnik , Německo 

vortexer Reax 2, Heidolph, Německo 

mikropipety Biohit Proline, Finsko 

filtry Millipore, 0,45 μm, a 0,25 μm Millipore, USA 

mikrozkumavky Eppendorf  1,5 a  2,0 ml, Sarstedt, Německo 

pH metr InoLab, ČR 

Homogenizátor Kika-Werk ULTRA TURAX, Německo 

4.2.1. Podmínky měření  

 

Kolona Gemini, 3μm, C18, 150 x 4,60 mm, Phenomenex, USA 

teplota kolony 40°C 

průtok mobilní fáze 1ml/min 

dávkovaný objem 50 μl 

Potenciál elektrod detektoru : E2 = 900mV, E1 = 0mV 

4.3. Příprava mobilní fáze 

 

A: 50 mmol/l hydrogenfosforečnan sodný 

B: acetonitril  

A/B: 60/40 ( v:v ) 

pH 7,60 ( pH upraveno kyselinou o-fosforečnou 10%) 

mobilní fáze byla filtrována přes filtr Millipore 0,45μm/0,25 μm 

rozsah R2 = 20μA  
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Doba analýzy: 25-30 minut 

4.4. Příprava roztoků makrolidů 

 

Zásobní roztok stanovovaného makrolidu  

 

Azithromycin (AZ) o koncentraci  100 mg/l (rozpuštěn v 50% methanolu). 

Klarithromycin (KL) o koncentraci 100 mg/l (rozpuštěn v acetonitrilu). 

 

Vnitřní standard KL (I.S.)  

Klarithromycin (KL) o koncentraci 5 mg/ml nebo 2 mg/l (rozpuštěn v acetonitrilu). 

Vnitřní standard byl připraven ředěním zásobního roztoku kaţdý den čerstvý. 

4.4.1. Odběr biologických vzorků potkana kmene Wistar 

 

Potkaní samci kmene Wistar (Biotest, Konárovice) byli po celou dobu trvání in-vivo 

experimentu v celkové anestézii navozené intraperitoneální aplikací pentobarbitalu (35 

mg/kg). 

Zvířata (n = 6 v kaţdé skupině) byla rozdělena na 2 skupiny: kontrolní  a cholestatická 

(navozeno 4 týdenním podvazem ţlučovodu). 

Oběma skupinám  byl aplikován azithromycin v dávce 20 mg/kg nitroţilně do jugulární 

vény, a odebírány vzorky krve z arteria carotis v následném časovém profilu –5, 4, 10, 30, 

60, 90, 120, 180 a 240 minutách od podání AZ. Plazma byla získána separací z nesráţlivé 

krve – po centrifugaci při 4000 ot./5 min. Běhěm celého experimentu (240min) byla 

odebírána ţluč a moč ve 30ti minutových intervalech. Vyloučené mnoţství moči a ţluči 

bylo stanoveno gravimetricky. Tok moče byl udrţován kontinuální  nitroţilní infuzí (vena 

jugularis) 4% manitolu rychlostí 2 ml/hod (lineární dávkovač Perfuzor Compact B Braun). 

Pro potlačení rušivých vlivů matrice, ve které byly analyty  stanovovány  bylo přistoupeno 

k přípravě jednotlivých kalibračních standardů a vzorků kontroly kvality v matrici, ve které 

byly stanovovány – tj.  v plazmě a v jaterním homogenátu. 
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4.4.2. Kalibrační řada v plazmě 

 

Byly připraveny kalibrační standardy na sedmi koncentračních úrovních (0,17 - 0,3 - 

0,6 - 1,25 - 2,5 - 5,0 - 10,0 mg/l) a nulový standard (blank). Pro přípravu jednotlivých 

kalibračních vzorků byl pouţit základní roztok AZ a lidská plazma bez obsahu AZ a KL 

(blanková plazma). Jednotlivé kalibrační vzorky byly připraveny volumetricky ředěním 

základního roztoku AZ plazmou za pouţití kalibrovaných automatických pipet. Kaţdý 

kalibrační vzorek byl po smíchání nejdříve ekvilibrován 15 minut při 37 °C a následně 

zpracován (viz úprava vzorku). Koncentrace 10,0 - 5,0 - 2,5 mg/l AZ byly připraveny 

volumetricky ředěním základního roztoku AZ. Koncentrace 1,25 - 0,6 - 0,3 -0,17 byly 

připraveny volumetricky ředěním pomocného roztoku AZ (10 mg/l). Kalibrační standardy 

v plazmě byly rozděleny na alikvoty a zamraţeny při -80 °C. 

4.4.3. Kalibrační řada  v jaterním homogenátu 

 

Byly připraveny kalibrační standardy na sedmi koncentračních úrovních (0,3 - 0,6 - 

1,25 - 2,5 - 5,0 - 10,0 - 20,0 mg/l) a nulový standard (blank). Pro přípravu jednotlivých 

kalibračních standardů byl pouţit základní roztok AZ a zředěný homogenát jaterní tkáně. 

Homogenát byl naředěn v poměru 1:10 izotonickým fosfátovým (PBS ) pufrem (pH=7,2). 

Toto ředění bylo optimalizováno v průběhu přípravných prací vzhledem ke koncentracím 

v reálných vzorcích, které bylo nutno pro analýzu také ředit v poměru 1 : 10. Jednotlivé 

kalibrační vzorky byly připraveny volumetricky ředěním základního roztoku AZ 

homogenátem za pouţití kalibrovaných automatických pipet. Kaţdý kalibrační vzorek byl 

po smíchání nejdříve ekvilibrován 15 minut při 37 °C a následně zpracován (viz úprava 

vzorku ). Koncentrace 20,0 - 10,0 - 5,0 a  2,5 mg/l  AZ  byly připraveny naředěním 

zásobního roztoku AZ. Koncentrace 1,25 - 0,6 - 0,3  byly připraveny ředěním pomocného 

roztoku AZ (10 ug/ml). Následně bylo pipetováno 50 μl kaţdého kalibračního vzorku do 

mikrozkumavky Eppendorf a ta byla zpracována níţe popsaným postupem spolu 

s biologickými vzorky.Kalibrační standardy v homogenátu byly rozděleny na alikvoty a 

zamraţeny při -80°C.
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4.4.4. Kontrolní vzorky 

 (SQC - spiked quality control sample ) 

 

 všechny vzorky byly připraveny ze zásobního roztoku AZ volumetricky ředěním 

příslušnou matricí (plazmou, homogenátem) za pouţití kalibrovaných automatických pipet. 

SQC1 (0,2 mg / l AZ) v plazmě  

SQC2 (0,8 mg / l AZ) v plazmě, v homogenátu  

SQC3 (2,0 mg / l AZ ) v plazmě, v homogenátu  

SQC4 (8,0 mg / l AZ ) v plazmě, v homogenátu  

 

4.4.5. Postup úpravy vzorků plazmy a homogenátu  

 

Plazma byla získána centrifugací nesráţlivé krve odebrané do S-Monnovette – fy 

Sarstedt  a separována  do mikrozkumavek Eppendorf. Homogenát jaterní tkáně byl 

připraven v PBS pufru, pH 7,2  v poměru 2 díly tkáně a 3 díly pufru (40% homogenát). 

Tkáň byla rozmělněna homogenizátorem (ULTRA TURAX – Kika-Werk, Německo). 

Kalibrační  standardy v homogenátu byly připraveny z kontrolních potkaních jater  bez 

obsahu AZ volumetricky  ředěním zásobního roztoku AZ  a ekvilibrací při 37 °C po dobu 

10 minut. 

 

4.4.6.Postup zpracování vzorků (plazmy, homogenátu, kalibrační standardy a 

SQC) 

 

50 μl vzorku bylo deproteinováno 200 μl acetonitrilu obsahujícího vnitřní standard (2 

mg/l KL při analýze plazmy a 5 mg/l KL při analýze homogenátu) a mícháno 10 s na 

vortexu. Po 10 minutách stání vzorku při laboratorní teplotě byla provedena centrifugace 

při 6000 g po dobu 10 minut při 4°C. Následovalo odpipetování 200 μl  supernatantu a 

odpaření pod proudem dusíku. Odparek byl rozpuštěn ve 200 μl mobilní fáze, míchán na 
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vortexu 20 s, ponechán při. laboratorní teplotě 10 minut, poté znova zamíchán a 

centrifugován 10 minut při 6000g. Supernatant byl poté dávkován do LC.  

4.5. Výpočty a zpracování experimentálních dat 

  

K získání kalibrační závislosti byla pouţita metoda váţené lineární regrese (váha: 

1/koncentrace
2
 ) z hodnot poměru ploch píků AZ a vnitřního standardu a z hodnot 

teoretických koncentrací kalibračních standardů. Linearita kalibrační závislosti byla 

pravidelně ověřována. Byl vypočítán průměr, směrodatná odchylka(SD), relativní 

směrodatná odchylka CV(%) - pro odhad přesnosti měření , relativní chyba RE(%) - pro 

odhad správnosti metody v sérii při analýze kontrolních vzorků. Byly porovnány relativní 

odchylky mezi teoretickými koncentracemi kalibračních standardů a odpovídajícími 

koncentracemi získanými z regresní závislosti. Maximální povolená odchylka byla < 20 % 

u nejniţšího kalibračního standardu a < 15 % u ostatních kalibračních standardů. Přesnost 

stanovení AZ byla vyjádřena jako variační koeficient CV(%), správnost jako RE (%). 

Koncentrační rozmezí standardů pokrylo celý rozsah koncentrací AZ v plazmě  a 

homogenátu. Správnost byla ověřována zařazením kontrolních vzorků do kaţdé série 

analýz. Poţadavky na přesnost a správnost stanovení koncentrací při analýze vzorků 

kontroly kvality byly předem definovány následně: CV (%) < 15 % a RE (%) < 15 %.     

11,20 

 

4.4.1. Zpracování experimentálních dat  

 

Experimentální data a bakalářská práce byla zpracována na PC s vyuţitím (Microsoft 

Word, Microsoft Excel  XP. Váţená lineární regrese byla zpracována programem 

GraphPad Prism 5.0. 

Chromatografická stanice byla vybavena programem Clarity Lite (Data APEX, Praha, ČR) 
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5.Výsledky a diskuze 

5.1.Analýza plazmy 

5.1.1. Ukázka chromatogramů Analýza AZ v plazmě 

 

Obrázek 4. Chromatogram - plazma – blank, dávkovaný objem 50 μl. 

 

Obrázek 5. Chromatogram - kalibrační vzorek AZ v plazmě, dávkovaný objem  

50 μl; retenční časy -1: AZ (16,12 min), 2: I.S.(22,37 min). 
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Obrázek 6. Chromatogram - reálný vzorek, dávkovaný objem 50 μl, 

 retenční časy - 1: AZ (16,15 min), 2: I.S.(22,47 min). 

 

5.1.2. Plazma - ukázka kalibračních závislostí  

 

Tabulka 2. Teoretická koncentrace a poměry ploch AZ ku I.S.  

kalibrační 

standard- 

teor. c 

[mg/l] 

poměr 

ploch AZ / 

I.S.     

  den 1 den 2 den 3 průměr SD 

1 0,17 0,049 0,045 0,050 0,048 0,0026 

2 0,31 0,098 0,089 0,098 0,095 0,0052 

3 0,61 0,235 0,190 0,210 0,212 0,0225 

4 1,25 0,493 0,451 0,463 0,469 0,0216 

5 2,50 1,003 1,090 0,980 1,024 0,0581 

6 5,00 2,240 2,300 2,120 2,220 0,0917 

7 10,00 4,62 4,50 4,50 4,540 0,0693 
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Tabulka 3. Naměřené a teoretické koncentrace AZ v plazmě. 

 

kalibrační 

standard 

teor. c 

[mg/l] 

změřené c 

[mg/l]             

    den 1 den 2 den 3 průměr SD CV(%) RE(%) 

1 0,17 0,20 0,20 0,18 0,20 0,01 5,18 19,03 

2 0,31 0,37 0,33 0,35 0,35 0,02 5,85 12,50 

3 0,61 0,66 0,59 0,64 0,63 0,04 6,03 3,15 

4 1,25 1,22 1,12 1,20 1,18 0,05 4,46 -5,90 

5 2,50 2,31 2,51 2,34 2,39 0,11 4,54 -4,57 

6 5,00 4,96 5,15 4,86 4,99 0,15 2,96 -0,22 

7 10,00 10,07 9,94 10,11 10,04 0,09 0,87 0,41 

směrnice   0,4662 0,4729 0,4591     

úsek   -0,0736 -0,0612 -0,089     

 

 

 

 

 

Tabulka 4. Průměr poměrů ploch AZ ku I.S. 

 

teor. c [mg/l] 

Průměrný poměr 

ploch AZ/I.S 

0,17 0,048 

0,31 0,095 

0,63 0,212 

1,25 0,469 

2,50 1,024 

5,00 2,220 

10,00 4,540 
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Obrázek 7. Kalibrační závislost  AZ v plazmě. 
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5.1.3. Plazma - analýza vzorků kontroly kvality (SQC) a reálných vzorků  

V jednom dni byly analyzovány čtyři koncentrační úrovně po 3 vzorcích. Byl vypočítán 

aritmetický průměr a směrodatná odchylka. Přesnost stanovení azithromycinu vyjádřená 

jako variační koeficient CV (%) se pohybovala v rozmezí 1,79 aţ 5,17. Správnost stanovení 

AZ vyjádřená jako relativní odchylka RE (%) naměřené a teoretické koncentrace se 

pohybovala v rozmezí 1,67 % aţ 11,67 %. 

 

Tabulka 5. Analýza kontrolních vzorků v jednom dni. 

 

 SQC 1 SQC 2 SQC 3 SQC 4 

 8,18 1,95 0,89 0,23 

 8,00 2,05 0,85 0,23 

 8,29 2,10 0,84 0,21 

teoret.c. 8,00 2,00 0,80 0,20 

průměr 8,16 2,03 0,86 0,22 

SD 0,1464 0,0764 0,0265 0,0115 

CV(%) 1,79 3,76 3,08 5,17 

RE(%) 1,96 1,67 7,50 11,67 
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Tabulka 6. Analýza reálných vzorků plazmy – naměřené koncentrace azithromycinu  

čas    Kontroly     Cholestáza 

(min) K - 01 K - 02 K - 03 Chol - 01 Chol - 02 Chol - 03 

4 4,10 4,79 6,62 20,85 46,05 51,03 

10 4,06 4,73 4,41 17,75 6,87 11,19 

 30 1,48 1,53 1,33 5,90 2,08 1,82 

60 1,42 1,46 0,70 1,31 0,76 1,00 

120 0,64 0,48 0,23 0,94 0,27 0,36 

180 0,53 0,35 0,16 0,56 0,23 0,28 

240 0,48 0,28 0,14 0,49 0,20 0,26 

 

 

 

 

Obrázek 8. Závislost plazmatických koncentrací a čas…po podání i.v. 
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5.2.Analýza homogenátu 

5.2.1. Ukázka chromatogramů Analýza AZ v homogenátu  

 

Obrázek 9. Chromatogram - homogenát blank, dávkovaný objem 50 μl, 

 
 

 

Obrázek 10. Chromatogram- kalibrační standard v homogenátu , dávkovaný objem 50 μl; 

retenční časy -1: AZ (17,1 min), 2: I.S.(23,7 min). 
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Obrázek 11. Chromatogram - reálný vzorek, dávkovaný objem 50 μl, 

 retenční časy - 1: AZ (17,1 min), 2: I.S. (23,7 min). 

 
 

5.2.2. Homogenát – ukázka kalibračních závislostí 

 

Tabulka 7. Teoretická koncentrace a poměry ploch AZ ku I.S. 
 

kalibrační 

standard 

teor. c 

[mg/l] 

poměr 

ploch AZ / 

I.S.           

    den 1 den 2 den 3 průměr SD CV(%) 

1 0,31 0,0392 0,0432 0,0391 0,041 0,0023 5,7748 

2 0,61 0,0846 0,0954 0,0896 0,090 0,0054 6,0144 

3 1,25 0,1710 0,2094 0,1890 0,190 0,0192 10,1225 

4 2,50 0,4230 0,4030 0,4200 0,415 0,0108 2,5969 

5 5,00 0,8490 0,8486 0,8230 0,840 0,0149 1,7730 

6 10,00 1,7240 1,6666 1,6970 1,696 0,0287 1,6933 

7 20,00 3,5230 3,4850 3,4800 3,496 0,0235 0,6727 
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Tabulka 8. Naměřené a teoretické koncentrace AZ v homogenátu 

 

 

kalibrační 

standard 

teor. c 

[mg/l] 

změřené c 

[mg/l]       

  den 1 den 2 den 3 průměr SD CV(%) RE(%) 

1 0,31 0,40 0,37 0,38 0,38 0,0119 3,11 18,71 

2 0,61 0,65 0,67 0,66 0,66 0,0112 1,69 7,71 

3 1,25 1,14 1,33 1,23 1,23 0,0950 7,70 -1,32 

4 2,50 2,56 2,44 2,44 2,48 0,0690 2,78 -0,76 

5 5,00 4,97 5,00 4,86 4,94 0,0723 1,46 -1,15 

6 10,00 9,90 9,70 9,89 9,83 0,1127 1,15 -1,69 

7 20,00 20,06 20,15 20,58 20,26 0,2762 1,36 1,29 

směrnice  0,1772 0,174 0,1746     

úsek  -0,031 -0,0218 -0,0268     

 

 

Tabulka 9. Průměr poměrů ploch AZ ku I.S.-homogenát 
 

teor. c [mg/l] 

     poměr 

plochAZ/I.S 

0,31 0,0405 

0,612 0,0899 

1,25 0,1898 

2,5 0,4153 

5 0,8402 

10 1,6959 

20 3,4960 
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Obrázek 12.Kalibrační závislost AZ v homogenátu. 
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5.2.3. Homogenát – analýza kontrolních a reálných vzorků  

Tabulka 9. Analýza kontrolních vzorků v jednom dni  

 

 SQC 1 SQC 2 SQC 3 

 8,43 2,06 0,84 

 8,05 2,02 0,83 

den 1  8,11 1,98 0,86 

teoret.c.[mg/l] 8,00 2,00 0,8 

průměr 8,20 2,02 0,84 

SD 0,2038 0,0430 0,0114 

CV(%) 2,49 2,13 1,36 

RE(%) 2,45 0,98 5,54 

  

V jednom dni byly analyzovány tři koncentrační úrovně po 3 vzorcích. Byl vypočítán 

aritmetický průměr a směrodatná odchylka. Přesnost stanovení AZ v homogenátu byla 

vyjádřena jako variační koeficient CV(%) pohybovala se v rozmezí 1,36 aţ 2,49%. 

Správnost stanovení AZ byla vyjádřena jako relativní odchylka RE (%) naměřené a 

teoretické koncentrace se pohybovala v rozmezí 0,98 % - 5,54 %.    
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Tabulka 10. Analýza reálných vzorků homogenátu – naměřené koncentrace 

azithromycinu. 

 

SH35-04 SH35-05 SH35-03 BD35-01 BD35-02 BD35-04 

63,40 76,20 79,33 62,16 38,53 60,10 

 

5.3.Diskuze 

  
Při přípravě kalibračních standardů v plazmě bylo nejprve odzkoušeno 6 vzorků 

blankové plazmy a vybrána byla ta, která vykazovala nejméně interferencí (tj čistý 

chromatogram v retenčním čase stanovovaných makrolidů). Doba analýzy blankových 

vzorků plazmy byla 1 hodina, aby bylo moţno vyloučit při pozdější analýze také 

interferenci píků pozdní eluce.  

  Homogenát jaterní tkáně byl pro přípravu kalibračních standardů a vzorků kontroly 

kvality ředěn v poměru 1:10. Z důvodu vysoké koncentrace AZ ve vzorku. Stejným 

postupem jako v plazmě byl také analyzován blankový vzorek jaterního homogenátu.  

 Z důvodu poruchy na HPLC systému prozatím nebylo moţné dokončit validaci 

metody a analýzu všech vzorků, proto jsou v této bakalářské práci uvedeny pouze ta 

stanovení, které se podařilo technicky bez problémů realizovat. 

Po odstranění poruch bude dokončena kompletní validace metody pro stanovení 

azithromycinu v plazmě a jaterním homogenátu metodou HPLC s elektrochemickou 

detekcí, dále bude dokončeno ověření správnosti, přesnosti a spodní meze stanovitelnosti.  

 V další fázi analýz bude také provedeno stanovení azithromycinu v moči a ţluči, 

budou vypočítány farmakokinetické parametry tohoto léčiva. 
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6.Závěr 
V předloţené bakalářské práci byla doplněna metodika pro stanovení azithromycinu 

v biologických vzorcích potkana kmene Wistar. Byl vypracován optimální postup úpravy 

vzorku homogenátu jaterní tkáně a alternativní postup úpravy vzorku plazmy před HPLC 

analýzou, který umoţňuje vyuţít pouhých 50μl biologického materiálu. Bylo provedeno 

ověření linearity kalibrační závislosti v obou výše uvedených matricích, analýza vzorků 

kontroly kvality a první zkušební analýzy vzorků plazmy a homogenátu z in-vivo 

experimentu. Z vypočtených parametrů (CV% a RE %) vyplývá, ţe testovaná metodika je 

správná a přesná. 

Nutno konstatovat, ţe v důsledku závady na přístroji se dosud nepodařilo dokončit 

kompletní validaci dané metody. Validační experimenty budou dokončeny po opravě 

HPLC systému a ověření funkčnosti analytické cely. V další fázi validačních experimentů 

proběhne ověření stability vzorků v  autosampleru, stability při –20°C a –80°C a následně  

proběhne také stanovení AZ ve ţluči a v moči.  

Proti původně zavedené metodice současná úprava vzorku nabízí moţnost stanovení 

AZ ve tkáni. Další výhodou je jednoduchá, rychlá a levná příprava vzorku a především 

výrazné sníţení objemu biologického materiálu potřebného na jednu analýzu. Nově 

zavedená metodika umoţní stanovení AZ ve vzorcích získaných při experimentu se zvířaty 

s váţným poškozením jater (extrahepatální cholestáza). Přínos této metodiky lze spatřit 

především zejména v moţnosti stanovení léčiva ve tkáni,coţ umoţní detailní 

farmakokinetickou analýzu. Výsledkem bude predikce chování azithromycinu za dané 

patofyziologické situace a současně i popis funkce základních lékových transportérů 

v játrech a ledvinách(MRP2, MDR1, OATP2), pro které je azithromycin substrátem. 

Metoda bude dále vyuţívána na pracovišti Ústavu farmakologie, LFUK v Hradci Králové. 
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