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ABSTRAKT

Cilem diplomové prace bylo najit a vypracovat vhpgostup izolacg-karotenu a sou-
casre zavést optimalni chromatografickou metodu pro jstamoveni v Zelatinovych kaps-
lich. Ke stanovenf-karotenu byla pouZzita metoda HPLC s detekci ECfly Bypracova-
ny vhodné extralni postupy a optimalni chromatografické podminky mietekci

B-karotenu v Zelatinovych kapslich.

Kli¢ova slova: HPLCp-karoten, Zelatinové kapsle, ioky

ABSTRACT

The aim of this work was to develope and detedu#able procedure for isolation
of theB-carotene and installation optimal chromatograghieditions for its determination
in gelatine capsules. To determine the amourf-cdrotene the High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) method with ECD detector wsed. Suitable procedure for ex-
traction and installation of optimal chromatographiethods off-carotene from gelatine

capsules was to develope.

Keywords: HPLCB-carotene, gellatin capsules, blueberries
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UvoD

Karotenoidy jsou dlezitymi antioxidanty, jejichZ vyznam stale stoupfestoze az dosud
bylo v potra¥ identifikovano pes 600 karotenoidovych barviv, lidsky organismus ji
umi vyuzit pouze Sest. Fyziologické hladiny karoida v krvi byvaji udavany v rozmezi
0,2 - 0,6 mmolf. Niz&i koncentrace maji kaci, vy3$si koncentrace maji zeny. Pokud lidé
jedi potravu obsahujici dostatek zeleniny a oveteupa pimérna hladina karotenoid

v krvi na cca 0,6 - 1,5 mmotl Karotenoidy jsou vysoceitbZitou latkou v lidském orga-
nismu, snadno dochazi k jejich nedostatku, ktedeugrad moznych onemoemi (nado-

ry, poruchy zraku, imunity) aj. Je proto nutné eawestatekéchto latek myslet a vhodny-

mi preparaty posilit jejich hladinu ¥lé.

B-karoten je prekursorem vitaminu A. Poznatky izpivych &incich p-karotenu na
spravnou funkci zraku jsou dnes uz tllanamy. Spojenimifsodnich latek z bdwvkové-
ho extraktu g3-karotenu tak vznikd kombinace, kterou je mozZnogZovat za vhodnou

pomoc pro unaven&n

Uzivani gipravki pro podporu zraku je mini@dré vhodné jak fi precitlivélosti oci na
swtlo, tak i zlepSeni jejichifzpisobivosti ve tm. Je to danoifiznivymi (€inky preparatu
na regeneraciamiho purpuru, rovéZ na pevnost a odolnostrich cév. Blahodarn&iinky
oceni zejménédici pred n@&ni jizdou, operato u paitaca, osoby, jejichZinnost vyzadu-
je casté namahani zraku. Vyznamné je i zvlg8%znivé pisobeni pipravku i pobytu na
ostrém slunci, cozZ oceni jeho uZivatelé po cely rok

Diplomova prace je zagkena na vypracovani vhodného extrgko postupu kizolaci

B-karotenu a saiasré zavedeni optimalni chromatografické metody praoo jsbanoveni

v Zelatinovych kapslich. Ke stanovéikarotenu byla pouzita metoda HPLC-ECD.
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|. TEORETICKA CAST
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1 FYZIOLOGICKY POPIS BOR UVEK A JEJICH VLIV NA LIDSKE ZDRAVI

Brusnice boivka (Vaccinium corymbosunje znama pod nazvem Bwmka chochokinata,

zahradni, kanadska, vysoka nebo takeé jako americka.

V naSich zemich se nejvice sbiraji plody tvek z girozenych porost, které vSak
v souwtasnosti nesta pokryt zvySeny zajem o toto atraktivni ovoce.¢stBvat Ize pouze
borivky kanadské/accinium corimbosujrkteré tvdi kefe s tSimi plody, s¥tlou duzni-

nou, ale také s vynikajicimidé&ymi ucinky (1).

Nejvice os¥dcené a nejuzivaisi jsou Brusnice bonivka (Vacinium muyrtillu§ - list,

Brusnice brusinka (Vacinium vitisidaeaey} list.

Plody boiivek pravem z@zujeme mezi nejzdrpdi ovoce. Zvysuji obranyschopnost,
podporuji fist u dti, vyborrgé pasobi proti mnohym onemoénim, slouzi jako podpny
prostedek i Iécb¢ dny, revmatismu a cukrovky. Glukokininy totiZ udhaji uvoliovani
insulinu ze slinivky BSni a mirg zvysuji jeho tvorbu. Jejich chemicka struktuigpmi-
na napiklad I&iva Amaryl, Diaprel, Glurenorm, Minidiab. Glukokmy jsou obsazeny
hlavre v listech rostlin, ale ¢kdy i v jejich podzemnickiastech, semenech ¢astech plo-
du. Odstrauji Gnavu @i a zlepSuji ostrost zraku. Ukakji pribéh chorob zfisobenych
starnutim(2,3). Nejno¥jSi vyzkumy potvrdily vyznamné protirakovinoveéiaky na lidsky
organismus a naiki poskozenou ip nadngrném opalovani (4,5). Obetmse doporduje
dosglému jedinci zkonzumovatéhem léta alesppl,5 kgcerstvych plod pro vcisteni

organismu.

Plody lesnich bdivek obsahuji fes 7 % ftislovin, 20 az 30 % cukru, anthokyanova
barviva, dale organické kyseliny citrénovou, jaileu, jantarovou, mééou a gavelovou,
pektin, vitaminy B a C a latky sniZujici obsah aukrkrvi. Listy obsahuji fenolické latky
a kyselinu oleanovou a ursolovou. Obs&hiych latek v listech kolisa podle dobyeal

a podminek, kde bavky rostou. Pozor vSak na obsah hydrochinonu, kpérgdlouhodo-
bém uZzivani zvySenych davekddevSim fi cukrovce), niZze vést k chronické otra(6).

Odvar z listt nebo suSenych plédse doportuje pouzivat jako nahrazka pravétaje.
Maji sviravy @&inek pisobici proti pijmam. Mnohem hodnotfSi a &inn¢jSi nez listy
jsou plody. SuSené se uZivaii praijmovych stavech hil piimo, nebo namtené ve stude-
né vod. SYava zéerstvych boivek byla i klinicky owiena jako vynikajici prosdek
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k regeneraci sliznicipkrénich onemocnich. Stejné €inky vykazuji i bofivky zmrazené.
Borivkové barvivo pronikd do nemocné sliznice a syggtelkou vytvdi pevnoucerno-
modrou vrstutku, pod kterou se vyt¥onova zdrava vystelka a vrchni vrstva se pozvolna

odloupne a zmizi.

Je prokazanoifznivé pisobeni baivek i na zaludéni seénu a dalSEasti zaZivaciho traktu,
kde ma vyznamigdevSim obsah pektinu, ktery omezujeif@pvé pisobeni nad#rného
mnoZzstvi Zalud&ich $av. Cerstva bolvkova $ava zedsna vodou ma vynikajicidinky
jako kloktadlo. To je moznéipravit i z bofivkového listi. U odvaru z pldadi ¢erstvého
ovoce byl prokdzandinek proti Skrkavkam a rouim. V plodech i listech byly nalezeny
latky s antibakterialnimidinky, které jsou termostabilni. Jsou Iépe rozpusw&od nez
v alkoholu, proto jsou dinn¢jSi vyluhy a odvary ve vag na rozdil od alkoholickych ex-

trakt. Zpewiuji cévni skny a zlepsuji vidni za Sera (7).

Béhem poslednich let se zZmg& rozsfilo v fack zemi EU @stovani baiivek, coz plati
zejména pro Polsko &které dalSi novélenske staty. V Bmecku rozili péstitelskou
plochu botivek asi na 1 400 ha. 80 % této plochy se nachéegionu Lineburger Heide,
spolkové zemi Dolni Sasko. Polsko bylo v roce 2@B05 a 2006 hlavnim dodavatelem
borivek do Néemecka. Dobré odbytové podminky na zahmith trzich vedly polskégs-
titele k rozsteni plantazi kultivovanych bawvek, které uz by #ly napg‘esrok davat plnou
arodu. Ve Francise bofivky péstuji hlavré pro export do Mmecka, kam bylo v roce 2006
dodano celkem 580 tun. Velkaiast botivkovych plantazi ve Francii ovladajémecti

obchodnici, protoZe pibuji WtSinu bofivek vypsstovanych ve Francii, podobiako ve

Sparglsku, pro zaji&ni plynulych dodavekdhem delsiho obdobi (8).

Obr.1. Bofivky
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2 BIOLOGICKY AKTI VNI LATKY BOR UVEK
2.1 Prirozena barviva

2.1.1 Karotenoidy

Z chemického hlediska gakarotenoidy do skupiny tetraterpeniidvaji bud’ ryze alia-
ticky fetézec, nebdetzec zakoteny jedninti dvéma cykly (Sestiennym nebo §iclen-
nym). Dvojné vazby karotenaicumoziuji cis-i transisomerii, W¥tSinou maji konfigurac
all-trans, konfiguracecis se vyskytuje jen ve dvojnych vazbach nesubstitupslametly-
ly. Karotenoidy se &i na dw zakladni skupiny: uhlovodiky nazyvané karotenysiikaté
sloweniny odvozenéa karotert, které se nazyvaji xanthofyly. Jsou to nenasygenye-
nova barviva slozena z isoprenovych jetek (41,42,43)Karotenoidni barviva tvd sku-
pinu Zlutych, oranZzovychiervenych a fialovych pigmeint které doprovazeji chlorofyl
v rostlinach, & vyskytuji se i v mikroorganismech a v Zéi&nych organismech jako
nagiklad humr, nebo losc

HaC CH-
7
HEC/{/ H
Isopren

Nejjednodussim karotenem je acyklicky polynasycamipvodik lykopen, jehoz isomere

a cyklizaci Ize odvodit postupry-, a- ap-karoten.

B-karoten
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a-karoten

y-karoten

lykopen

s

Nejdilezit¢jSim provitaminenrvitaminu A je Bkaroten. DalSimi provitaminy vitaminu
jsou z karotenoid a-karoten,y-karoten a 3-kryptoxanthitCisisomery jsou méhaktivni
nez vprirodé se vyskytujici a-trans Biologickd aktivita zavisi naffiomnosti nehydrcy-
lovanéhop-ionového kuhu ve struktte provitaminu A Konverze provitaminu A na \a-
min A vede pes SEpeni, které mize probihat jako centrické nebo ekcentrickié.cEentrc-
kém Stpeni dochazi ke ¢peni na dvojné vazhl5,15" vedouci ke @¢ma molekulam ri-
nolu na jednu molekulf-karotenu. B ekcentrickém $peni dochézi ke vzniku jednéo-

lekuly retinolu (44).

Pouze 10 % vifirodk se vyskytujicich karotenaidspada do kategorie provitaminu A -

Ze mohou byt vdle preménény na vitamin A. Produkce vitaminu A z karoteriowyZacu-
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je adekvétni hladinu hormarstitné zlazy, proteiny, zinek a vitamin C. Zagpokladu, Ze
tato gemena probih& efektiw) jsou karotenoidy dobrym zdrojem vitaminu A (retin

bez rizika jeho fedavkovani.

Jako zasobni latky jsou karotenoidy ukladany v wikb tkanich, ve Zloutku ptech vajec
apod. Listy vSech zelenych rostlin obsahuji téxmil&karotenoidy:-karoten,a-karoten,
lutein, violaxanthin a neoxanthin. Kryptoxanthin zeaxanthin jsou minoritni slozky
tzv. xanthofylové frakce. Karotenoidni barviva jseazana v chloroplastech ve farm
chromoproteif a funkéné se &astni fotosyntézy. V kyselém prestli podléhaji karoteno-
idy isomeraci. Epoxykarotenoidy isomeruji za tvogsislusnych furanovych derivigtkde
dochazi ke ztrétzbarveni. R zahfivani kyselych roztak dochazi mezi jednotlivymi karo-
tenoidy k ustaveni rovnovahy, ktera je dana typemotenoidu, hodnotou pH, teplotou
a dobou psobeni vysSi teploty. Stabilita karotenoidnich bawrostlinnych pletivech se
liSi béhem technologickych operaci podle typiitgmnych karotenoitl Ve &tSing pripa-
du se znény karotenoidnich barviv posuzuji z celkového pskl®bsahu barevnych pig-
menti sledovanim zin absorbancefpvinové délce 450 nm. Néjznivy vliv na stabilitu
karotenoidnich barviv ma &tlo, jehoz gisobenim dochéazi k isomeraci i k tvérgpoxyde-
rivati. Oxidace karotenoid probiha za fitomnosti kysliku, za néfstupu kysliku jsou
karotenoidy velmi stalé. Oxidace je urychlovanayoBuf* a i této reakci vzniké aceton,
methylheptenon, kyselina levulovd a glyoxal. Oxidfiekarotenu vznika acetladehyd,
2-methylpropanol, 1-butanol, biacetyl a 1-pentai@rotenoidy jsou vyborhrozpustné v
sirouhliku, benzenu, chloroformu, hexanu eéozpustné v etheru, petroletheru, olejich,

acetonu a etanolu. Prakticky nerozpustné jsou 4, \kyselinach a solich (45).

2.1.1.1 U¢inky Karotenoidi

Cela skupina karotenaidma vysokou schopnost vychytavat volné kyslikoveikialy.
Napriklad B-karoten dokaze inhibovat oxidaci cholesteroluna tédukovat riziko vzniku
onemocgni srdce a cév a ochiravat brzlik ged poskozenim volnymi radikély. Karoteno-
idy lutein a zeaxanthin jsou silnymi antioxidantyniti o¢ni tkaré a jejich vysoky pijem
chrani @i pred degeneraci Zluté skvrny (makularni degeneratiics). Ugité
karotenoidy neutralizuji toxické formy volného kiksl, které seasto vyskytuji v cigare-
tovém koti, zne&isténém ovzdusi, UV zé&ni a ozonu. &koliv B-karoten je dobry neutra-
lizator €chto toxickych molekul, studie prokazaly, Ze kapkanz papriky acerveného

pepe, lykopeny-karoten ax-karoten jsou zraé silngjSi nezp-karoten (46).
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Karotenoidy v potra¥ se nikdy nenachazeji jednotliwzdy je spoléné vice karotenoid
a ochrannych slozek. Ochrana Bkinktera byla prezentovanantito studiemi, byla dana
synergickym efektem karotendic dalSich antioxidafithalézajicich se v potravNicmeé-
n¢ testyin vitro a na zwviatech prokazaly ochrannyigek jednotlivych karotenoid N¢ko-
lik mélo in vivo studii na lidech, zahrnujicich suplementaci syckgin p-karotenem, ne-
prokazalo ochranny efekt diety s vysokym obsahemotkaoidi na buiky. Bylo to diky

tomu, Ze byl pouzivan syntetickykaroten.

Vysoky pijem karotenoid je silne spojen se zmigmim rizika infekce. Nafiklad
B-karoten ochrguje nejtsSi Zlazu imunitniho sytému - brzlik #¥qu pisobenim volnych
radikah a jeho suplementace 2Zm& povzbuzuje aktivitu bilych krvinek (47).

Karotenoidy s provitamin A aktivitou:

— B-karoten — 100 % aktivity vitaminu A

— Cryptoxanthin - 50-60 % aktivity vitaminu A
- a-karoten - 50-54 % aktivity vitaminu A

— vy-karoten - 42-50 % aktivity vitaminu A

Karotenoidy, které nejsou provitaminem A: lykopesaxanthin, lutein, capsanthin

Typické davkovani suplemen(12) :

B-karoten: 5-15 mg.déh

a-karoten: 500 pg az 10 mg.den

lutein: 100 pg aZ 5 mg.dén

lykopen: 50 pg az 15 mg.dén

2.1.1.2 P¥irodni versus syntetickg-karoten

Doplnky stravy $3-karotenem obsahujiétsinou samotnyp-karoten, zatimco ifrodni
potravinové dopiky a potravinové zdroje obsahuji dalSfirpzere se vyskytujici
karotenoidy. Je nutno si &domit, Ze syntetickyB-karoten blokuje véebavani ostatnich
karotenoid. Frirodni B-karoten obsahuje &s a transformy, kdeZto synteticky pouze

transformy. 9-cis isomer ma ¥tSi biologickou dostupnost nez vSechtransformy
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(ptirodnip-karoten ziskany z palmového oleje ma 4-1&§iwstebatelnost nez synteticky
B-karoten). Déle bylo vyzkouméano, ZecB-forma ma mnohem&si antioxid&ni aktivitu
nez synteticky-karoten.Transisomery samy o s@gsou nachylné k poskozeni, coz vede
ke vzniku toxickych latek. &oliv je mozné, Ze fljem dalSich antioxidaft(vitaminu C

a E) mize pomoci chranitéto proti takovému poSkozeni, dopduje se neuzivat dofity
obsahujici syntetickyp-karoten, zejména pokud j&oveék kurak ¢i silny konzument
alkoholu (48,49).

2.1.1.3 Kontraindikace a vedlejSi &inky

Neni znama toxicka hladina pro tyto suplementy.t&cka formaB-karotenu by negia
byt uzivana &kymi kuraky. Opakovany filjem vysokych davel-karotenu, mize vést k
ZlutooranZzovéemu zbarveniike. Neni to znamka toxicity a pigmentace postupmzi,
pokud se snizi davky nebo se karotenoitBsfanou uzivat. Faktory, které snizuji hladinu,
zhorSuji absorpaii inhibuji aktivitu karotenoid jsou latky zabréujici absorpci tuk, an-
tacida, alkohol, vysoké davky syntetickéfkarotenu, ktery blokuje absorpci ostatnich
karotenoid (14).

Mozné znamky nedostatku karotenojdou sucha, drsna a@egukasreé starnouci kze, koz-
ni problémy, suché& sucha Usta, ztrata chuti k jidlu, zvySena nauobst k infekcim,
poSkozeni zraku, népSeroslepost, ucpané viasové folikuly, onendaérsrdce a cév, bu-
né¢né abnormality, posSkozeni biknaj. (50).

2.1.2 Flavonoidy

Flavonoidni latky neboli flavonoidy jsou velice sa@hlou skupinou rostlinnych feriol
obsahujicich v molekule dva benzenové kruhy spojghlikatym rettzcem. Svymi
vlastnostmi se velmi liSi od jinych fenolovych pignii, a proto jsou uvashy jako

samostatna skupina rostlinnych barviv.

U vétSiny flavonoidi je G; fetézec sodasti heterocyklického pyranového kruhu. Flavano-
vy skelet se sklada ze dvou benzenovych kidha B) a kruhu odvozeného od 2H-pyranu
(C). Kruh B je spojen s pyranovym kruhem (C) v ga@ld. BéZre byvaji vSechnyit kru-

hy substituovany hydroxyskupinami nebo methoxyskapii a jednotlivé derivaty se liSi
pouze stupém substituce a oxidace. Vyskytuji se jako voln&yatebo ¢astji vazane

v glykosidech (11,51).
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Podle stup# oxidace Gretézce se rozeznavaji nasledujici zakladni struktamyohoidi:

- Katechiny (3flavanoly

— Leukoanthokyanidy (3,4-flavandioly)
- Flavanony

— Flavanonoly

- Flavony

- Flavonoly

— Anthokyanidy

Z&kladni strukturag¢thto flavonoidnih latek je uvedena na obraz2. Viadcich zleva
doprava roste oxidai stupé slowenin a sotasre také intenzita jejich barvy. Sléeniny

uvedené ve sloupcich pod sebou maji stejny stogelace

seadsecdseedsecy

katechiny leukoanthokyanidiny flavanonoly flavonoly
94
9]
flavanony

anthokyanidiny

Obr.2. Flavonoidni latky

Ze strukturg piibuznych slotenin (vesnis produkit biosyntézy a katolismu flavonoi-
du), u kterych jsou kruhy A a B spojeny alifatickyn; fet€zcem, nebdetzcem, ktery je

castén¢ sowtasti furanového cyklu, se dale rozezna

— Chalkony a dihydrochalkony

— Aurony
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Méne bézné slodeniny s kruhem B spojenym s pyranovym kruhem C lozm C-3 se
nazyvajiisoflavonoidy, pokud je toto spojeni v poloze C-4 nazyvaji #islpSné sloteni-

ny neoflavonoidy. Potravinésky vyznamnymi jsou pouzsoflavony (13).

Pouze gkteré flavonoidy jsou vSakutezité jako pirodni rostlinna barviva, jiné jsou

vyznamneé pro svoji chiu(latky trpké a htké) nebo maji vyznamné biologické&irky.

Z bezbarvych leukoanthokyammohou i zpracovani ovoce a zeleniny vznikat v kyselém
prostedi @islusné barevné anthokianidy. Oligometghto slodenin s trpkou chuti sadi
mezi kondenzovan&isloviny cili tanniny. Nekteré tanniny jsou sfle Zluté pigmenty
(15).

Flavanony a flavanonoly jsou bezbarvé nebgilevZluté slodeniny a jako barviva nemaji
velky vyznam. Nkteré flavanony jsou vSakubbzitymi hakymi latkami grapefruit

a boivek. Z flavonoidnich barviv jsou nejvyznami Zlug zbarvené flavony a flavonoly
a zejména anthokyany,igvazr cervené (také Zlut&i oranzové), fialové a modré

pigmenty.

Flavonoidy jsou hoj& rozfenou skupinou ifirodnich polyfenal. Rada z nich vykazuje
silné antioxid&ni &inky. Je znama téz jejich antivirova, antibakterialantimutagenni
a protizastlivid aktivita. V sodasné dob se flavonoidnim latkamfijpisuje prominentni
role

v prevenci nadorovych onemadgen. Velice diskutovanou latkou je hlayntrans
resveratrol. Jde o trihydroxystilben fiat mezi rostlinné fytoalexiny. Vyskytuje se ve
vysoké koncentraci v oplodi hrazmévy vinné Vitis viniferg), v botivkach §/acinium
myrtillus), v fadé druhi zeleniny a gechach. Vykazuje silné antioxigtd a antimutagenni
acinky, pasobi protizastlivé, zamezuje agregaci trombogytAntikarcinogenni &inek
spaiva v inhibici celéfady markell Gcastnicich se procesu karcinogeneze. Vzhledem k
tomu, Ze v dnesni débexistuje velké riziko vzniku nadorovych onemeah rozviji se

snaha o nalezeni novych beamgch latek s chemopreventivni aktivitou.

2.1.3 Anthokyany

Vv s

skupinou rostlinnych barviv. Dosud bylo ¥igwdnich zdrojich identifikovano asi 306zr
nych anthokyaf. Mnoho druli ovoce, zeleniny a K¥in vdéci za svoji oranZzovouserve-
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nou, fialovou a modrou barvu, ktera zvySuje jejgotebitelskou oblibu, pravtéto sku-
piné ve vod rozpustnych barviv. Vysoké mnoZstvi anthokyanirabwvyarviv obsahuji
praw boravky (11,12).

Anthokyany izolované zifrodnich zdraj se jako potravingka barviva pouzivaji vice nez
100 let ve formd koncentrat &'av miznych plodi. Nevyhodou vsak je, Ze intenzivni barvu
maji v prostedi o pH mensi jak 3,5, takZze jsou vhodné jen piselé potraviny. Jejich
vyznam jako potraviri&kych barviv roste v souvislosti se stoupajicinmean spatebitel

o piirodni latky. Potencionalni zdrojéchto barviv jsou omezeny dostupnosti rostlinného
materialu a celkovymi ekonomickymi podminkami jgjigyroby, takZze pouzeékolik
rostlinnych drul je pramyslow vyuzivano. Velmi malo je dosud zndmo o biologidkyc
vlastnostech antokyén(17). Byla zkoumana jejich toxicita a mutagenit@ouvislosti

s pouzitim anthokyanovych barviv jako potra¥sigch aditiv. Toxicita a mutagenita du
nebyla prokdzana, nebo byla velice nizka, takzéaokyanova barviva jsou povolena
k barveni potravin a vest8iné zemi neni stanoven ani limit pro jejich pouZzitelwi nizka
toxicita byla zjiSéna dokonce i u ¢kterych jejich kovovych komplex(hlavre hlinitych a
cinatych) (18).

Mrivrw s

ta byva zpravidla posmné nizka. Hlavnimi faktory ovliiujicimi barvu a stabilitu antho-
kyani jsou struktura molekuly,ifiomnost gkterych enzym, pH prostedi, teplota, -
tomnost kysliku a {sobeni zéeni. Z anthokyain mohou vznikat také jinak barevné nebo
bezbarvé produkty reakcemi s jinymi slozkami patrawnag. s kyselinou askorbovou,

oxidem siic¢itym, jinymi fenoly, kovovymi ionty aj. (11).

2.2 Vitaminy

Vitaminy jsou neenergetické nizkomolekularni orgkéilatky, které lidsky organismus

v minimélnim mnozZstvi bezpodmitreé potrebuje. Nkteré vitaminy neumi sdm syntetizo-

s

Absence vitamitn v potraw, nebo jejich dlouhodoby nedostatek, vede od laterence,
projevujici se nespecifickymitfznaky hypovitaminosy, az k charakteristickym znamk
nedostatku, které mohou ¥zkych gipadech avitaminosy koit smrtelré. Nadbytek

vitamini hypervitaminosaifwadnych v potra¥ je obvykle z &la vylouten, ale v utitych
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piipadech mZe mit i toxické dsledky (nap. vitamin A, D) (20). lipofilni vitaminy mo-
hou byt v tle ukladany delSi dobu, na rozdil od vitathiwzpustnych ve vadhydrofil-
nich. Z tohoto dvodu Ize jimi organismusipdzasobit. Vitaminy rozpustné ve ¥aukjsou
v organismu ukladany, a proto musi byt jejidivpd potravo plynuly. Slouzi jako kcn-
zymy buré¢nych enzymatickych reakci (s vyjimkou vitaminu @rk predstavuje aktia-
tor celkového metabolismu). Vitaminy komplexu B menejvice vyskytuji pohromac

a jejich &inky jsou podobné

2.2.1 Vitamin A

Pro svoji ulohu v procsu vicni, konkrétg pro spravnou funkci @i sitnice, se tent
vitamin nazyva retinol. Vitamin A je po chemické&asice terpenovy alkohol -
jononovym kruhem. Je velmi citlivyti oxidaénim ¢inidlam, swtlu, zvlase jeho UV
slozce (21).

Nedostatek vitainu A miZe zpisobit problémy se zrakem v podolmacni slepoty,
snizeni ochrany proti opebeni a vysouseni rohovky. Ve vaznydiipadech se mohc
tvorit i viidky vedouci k oslepnuti. Nedostatek vitaminu Aabsje imunitni systém, cc
zpisobuije ¥tSi n&hylnost k bronchialni infekci atipobi ztratu chuti a vznik suché, drs
pokozky. Nedostatek vitaminu Ate také zpsobit deficitni fist a vyvoj d@ti. Prvnimi
varovnymi signaly hypovitaminosy vitaminu A jsourlivé, pomalu rostouci nehty, sucl
lomivé Masy, sucha e, vypadavani vlas nechutenstvicasté infekce, Seroslepost, u-
chy vidéni, poruchy #istu, neplodnost (2:

CH3
- Cas - CHOH
1
H

HC CHaH Gy
=c—"=c~

] ]

H H

O-T
Vi
-0

I

Vitamin Aq
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tma opsiny trans-retinal > transretinol
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Obr.3. Waldwv cyklus

2.2.2 Vitamin E

viN s

e

a-tokoferol. Vitamin E je jednim z nejtezit¢jSich antioxidant, je rozpustny v tucic

a téngt nerozpustny ve vad Rozpustnost v tucich je vlastnost, kteraijeegita @i ochia-
né¢ organismu fed volnymi radikaly, nelibtyto nejvice poskozuji bitiné membran

a lipoproteiny o niz8i hustijtkteré ve své molekule obsahuji tukyi &hraré pred rad-
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kaly je sam pemenovan na radikal a je rychle regenerovan vubphu biochemickéhi
procesu, kterého se&astni vitamin C iglutation Vitamin E niize posilit obranychopnost
téla proti kardiovaskularnim nemocem a proti rakéyimeba@ panuje podezni, Ze volne
radikaly jsoucasté&n¢ odpowdné za vyvinuti podminek ke vznikéchto nemoci Jako
antioxid&ni ¢inidlo chrani vitamin E fedevSim polynenasycené mastné liny proti

oxidaci volnymi radikély (tedy proces nazyvany pedace lipici) (23).

Vitamin E miZze pomahat igdchazet arterioskleréze (zesilernsartérii vzhledem ka-
nosim tuki a minerak). Krev obsahuje nost pro latky typu cholesterolu a mastn
kyselin, kterymiikame lipoproteiny. LDL (Low Density Lipoproteinpbprotein : nizkou
hustotou) zvySuje riziko arteriosklerézy, pokudopadovan volnymi radikaly (24 Vita-
min E pravdpodobré sniZzuje riziko kardiovaskularnich nemodiegevSim vzhledem

tomu, Ze chrani LDL proti oxidaci, tim Ze se ravAze

Zdrojem vitaminu E jsou rostlinné oleje, olej z timmych klickd, suché fazole, araSid

celozrnné vyrobky, listova zelenina neposlednfact i boravky.

Nedostatkem vitaminu E e dojit k aémii (snizeni mnozstvi hemoglobinu v kn
porucham metabolismu nérva svalh a porucham kapilarni permeability. Prvni
varovnymi signaly nedostatku vitaminu E jsou posuzheku, ochabla suchédike, inava
pokles vykonnosti, z&ty v zaZivacim trakt neplodnost, onemo¢ni srdce, sta@cké

skvrny, nervova drézdivost, oslabeni koncefmiachopnosti, Spatné hojeni |

Pro cti do 14 let je doporten denni fjem od 6 do 14ug podle ¥ku, pro dosplé 12ug,
pro &hotné Zeny a Zeny v klimakteriu az pg.deri'. Nové poznatky v8ak upozaiji na
to, Ze toto mnozstvi pro ochranted volnymi radikaly nepostaje.

V porovnani s jinymi vitaminy rozpustnymi v tucicteni vitamin E toxicky. ¥Sina
dosglych jedindi snasi vysoké davky mnoha set mikrogiiabez potizi, &koli nékteri

lidé mohou trpt bolestmi hlavy, nevolnosti, nebaipnem.

tokoferoly
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2.2.3 Vitamin C

Cista kyselina askorbova ttiobezbarvé, ve vadrozpustné krystalky. Je to latka dc
nestala, rychle se rozklada a ztra¢indost. Rozklad rychluje teplo, s#tlo, vzdusny
kyslik, styk s gkterymi kovy, zejména s Cu a |

Mriviw s

velkou ¢ast naSich vazivovych tkani, kosti, chrupavek aiziditamin C se dale vyriné
podili na tvork Zlu¢ovych kyselin, parathyreoidnich hormioa dvou kl¢ové dulezitych

pienaSeéu v nervové soustay noradrenalinu a serotoninu (1

Vitamin C je Zivotg dualezity pro imunitni systém organismu a funkci biykrvinek, které
napadaji nedzp&né mikroorganismy. f#tomnost vitaminu C zvySuje resorpci Zel

a tento vitamin je také Zivatrtilezity pro nasi schopnost vyuzivat vitaminy B koexul

Ovoce a zelenina zelené acervené papriky, bawvky, brokolice, Spenéat, pomersn
a ostatni itrusové plody, brambory a jahody obsahuji velkéoastvi vitaminu C. Mal
mnoZstvi naopak poskytuje maso, rybyildZ, vejce a mtié vyrobky. Ténx zadny

vitamin C neni obsazen v celozrnnych vyrobe

Vitamin C je dilezité antioxidani ¢inidlo, tedy chranna latka, kterd zpomaluje Skodl
acinky volnych radikal. Jako antioxidéni cinidlo chréani vitamin C i jiné vitamin
polynenasycené mastné kyseliny, L-cholesterol a enzymyigd poSkozenim volnyn
radikaly.

Kouieni spatebovava vitamin C v orgismu a tim se ize zvysit nebez@e vzniku jak
rakoviny, tak kardiovaskularnich nemoci. Zkterych studii vyplynulo, Ze vitamin
v naSi stra¥ nebo podavany jako dogk, sniZuje riziko koronérni trombozy (krev
srazeniny \srdci). PoZzadavek se zvye pi extrémni ¢lesné zatzi, trvalém psychickér
stresu, alkoholismu apod. Pro dop@my denni fijem vitaminu C pro muZe i Zel

v produktivnim ¥ku v CR zatim plati hodnota 75 mg.c* (27).

Avitaminosa vede ke skorbu— kurcgjim. Typickymi griznaky jou zhoubovaié dass,
pii stisku krvacejici. Zuby se uvolni a vypadavajiowby na rukou a nohou ztiua ve

svalech, kloubech a vazech padkse objevuje hemoragie, tedy krvact

Mnoho lidi uziva velké davky vitaminu C, aby bojtsarymou, nebo jko antioxid&niho
¢inidla, aby se branili nemocem<¢igina lidi je schopna snaset davky vysoké az dbek
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obtiZi, zatimco jini mohou tép prijmy a bolestmi Zaludku. Pradpodobré je pro Zaludel
nejsnadyjsi, pokud tablety vitaminu Ctiimame spolu s dlem. Velké davky moho

povzbudit pijem Zeleza a to fize vest, i kdyZz posiné vzacr, k ledvinovym kametim.

CH,OH
CH,OH }
- H I OH
H OH 1 0
0 “H N
e 0 -H»
i 0 0
O OH
kys. Laskorbova -askorbylradikal kys-dehydroaskorbova

Obr.4. Vitamin C — kyselina L-askorbova

2.2.4 Vitamin B;

Chemicky se jedna o derivpirimidinu a tiazolu Je rozpustny ve vednici se konzero-
vanim, ptimyslovym zpracovanim jidel, zmrazovanim, zWadt rozmrazeni a oftov-
ném zmrazeni. Jeho néf8im nepitelem je uhkitan sodny. Doke se 'sttebava ze zaZiva-
ciho traktu, objevuje se v mas&ém mléku, rozsahle se distribuuje dsiny tkani. Ha-
dina tiaminuse v Ele snizuje pi dlouhodobé diyze, parenteralni vyzéva @i chronickych

infekcich.

Naléza se ve &sSin¢ potravin Ziv@&iSného fivodu a v mnoha potravinachiyodu
rostlinného. Libové vepve, droby, baivky, hraSek a fazole jsou ro¥n dobrymi zdroji

tohoto vitaminu.

Klasicky griznak nedostatku je nemoc I-beri. Je roz$ena mezi lidmi Zzijicimi v Asii
jejichz strava se skladamér vyhradré z loupané ryzePriznaky hypovitaminosy jsou i-
Zena chd k jidlu, poruchy souggdni a podraz#dnost, provazené ztratou hmotnosa-

cpami, sniZzenou silou svah mravetienim v prstech rukou i noho
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CH2
~ TN ﬂ CHy
| .

vitamin By, thiamin

2.2.5 Vitamin B,

Chemicky se jedna o methylderivat isoalloxazinubétalu. Je pomdrné staly v kyselém

prostedi, je fotolabilni a termostabilni, je odoln§tvoxidaci.

Hraje Zivotré duleZitou roli @i tvorbé energie ze sachafid(cukmi), bilkovin a lipidi
v ramci latkové pemény. Vitamin B (riboflavin) je sloZzkou dvou koenzyim(flavinade-
nindinukleotidu - FAD a flavinmononukleotidu - FMNKkteré se &astni ve ¥tSiné

chemickych reakci v rdmci latkovégmeny, béhem niz vznika energie (26).

Vitamin B, se naléza ve&Sir¢ potravin Ziv@&iSného a rostlinnéhodpodu. NejlepSimi
zdroji jsou mléko, syry a maso. Obilné vyrobky, rkt¢ej obsahuji pogrné malo, jsou
timto vitaminem fortifikovany a pokryvaji é&t8inu naSich paeb. DalSim hodnotnym
zdrojem je roviz rekolik druhi zeleniny, nap brokolice, chest, Spenat a samepme

borivky.

Zeny potebuji deng asi 1,2 mg vitaminu B KdyZ jsou vystaveny silnému stresu, fpet
buji az 1,7 mg za den, ¥hotenstvi a v dabkojeni 2 mg nebo i vice. Muzi gebuji
v zavislosti na energetickém vydeji mezi 1,4 arigyriboflavinu (19).

SniZuje riziko zakalkocky u osob, kteréigd tim nefijimaly mnoho tohoto vitaminu ze

stravy tak, jak se to prokazalo v ramci rozsahMjekumu provadného vCing.
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Vitamin By, riboflavin
2.3 Organickeé kyseliny
2.3.1 Kyselina ml&na

Lehce rozpustna kysele chutnajici kyselinaitwe vod bezbarvé krystaly. Vznika n¢-
nym kvaSenim cukr, nag. v mléce, syrech a kyselém zeli. Je pouzivankeigi, pivo-
varnictvi, k gipravé limonad apod. Nachazi s boravkach.

CH;—CHOH-COOH
2.3.2 Kyselina avelova

Jedn& se o organickou karboxylovou kyselinu, kjeraazyvana jako kyselina oxaloy
Ve wétsim mnoZstvi je obsazena wagelu, Eoviku a také bdivkach.Cista forma kyse-
ny avelovéje jedovata a ma leptavéiaky. Soli kyseliny $avelové se nazyvajidvea-

ny nebo oxalaty.

(COOH),
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2.3.3 Kyselina citronova

Je jednim z kliovych burénych metabolii citratového cyklu. S kationtyehterych kowvi
(F€*, C&™) tvori komplexy; u Zivéicha usnaduje vyuZiti vapniku z potravy. ProtoZe
vaZze C&', miZe tim zabranit sraZenf krve. PouZiva se zejmématravindském a farma-

ceutickém pimyslu a je obsazena taktéz vinddach (15).

H,C-COOH
HO-C-COOH
H.C-COOH

Kyselina citronova

2.4 Sacharidy

Obsahuji v molekule aldehydovou nebo ketonovou iskug jejich derivaty (aminocukry,
deoxycukry, kyseliny aldonové, uronové a aldarojsg) gitomny ve vSech organismech,
kde pIni rgkolik vyznamnych funkci. Ze strukturnich sacharabsazenych v bavkach je

to celulosa, pektiny, hemicelulosy, hyaluronovaeiys.

Energetickou zasobu hiorek tvai glukosa, fruktosa.

CHa OH
CHaOH
H A H © H
OH & OH OH ﬁ'_c:l CHpOH
H oH 'é?'H H
glukosa ulrosa

2.4.1 Pektinové latky

Pektiny jsou polysacharidy obsahujici jako monomgednotku kyselinu galaktourono-
vou, WtSinou esterifikovanou metanolem a na konci molgkuhaji navazanou

L-rhamnosu a D-glukosu. Jsou vazany na polysachdndecénych sén rostlin a tvei
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tzv. burécny tmel (stedni lamelu) (24)Ziskavaji se Zepnychtizka, z jablek a citruso-
vych plodi. Nachazi se také v hiskach. Diky gitomnosti silg hydrofilnich karboxylo-
vych skupin maji pektiny velkou schopnost vazatwadza utitych podminek (pH, kon-
centrace C&) vytvéieji gely. Toho se vyuZiva v potravisévi (i vyrobs marmelad), ve

farmaceutickém m@imyslu a v kosmetice.

2.5 Mineralni latky

Vapnik (Ca) je hlavnim stavebnim materidlem kosti, Zubje také nezbytnyipsvalovée
¢innosti. Ri ubytku vapniku dochazi k odebirani vapniku z kastize tak vznikat nemoc
osteopor6za. Nedostatek se projevuje poruchami¢sitie rytmu, Kecemi a Unavou.

Zdrojem C&" jsou mlé&né vyrobky, ovoce, béwky, chléb, dechy a ryby.(15)

Zelezo (Fe)je jeden ze zcela nezbytnych pivi bohuZel dnes obetrv nasi vyzig
nedostaténé obsazeny. Nedostatek Zelezatletmé za nésledek nedostaté&drvenych
krvinek. Zdrojem Zeleza jsou jatra, pivni kvasinkglozrnné vyrobky, pazitka, hiouky,

petrZel, brokolice aiZickova kapusta.

Horéik (Mg) ma nezastupitelnou uUlohu prakticky ve vSech predesprobihajicich
v organismu. Bsobi jakocinitel antistresovy, antitoxicky, protialergickypaotizarétlivy.
Projevy nedostatku jsourgdevSim ranni Unava, i po hodindch spanku, neshavasi
poceni, buSeni srdce, nahlé zaurattrata rovnovahy,iés vtek, padani vlas lamave
nehty, Kece, rychla Unava, citlivost na Zmy pcaiasi, ¢asté boleni hlavy a potize
s koncentraci. Zdrojem Mgjsou potraviny rostlinnéhotvodu - mak, fazole, séja, lisko-

vé a'echy, ovesneé vitky, a dale baivky. Z ZiveciSnych zdroj syry, ryby a dibez.

Zinek (Zn) je nezbytny pro formovani kosti, jako prevenéedpepilepsii a pro urychlova-
ni I&eni ran, vedi, zraréni a pooperéich ran a jizev. Zdrojem jsou semena dyni, @seni
né otruby a kbiky, vétSina hub, ho¥zi jatra, ryby, eechy, fazole, hrachliocka, bofivky,
kakao a dalsi.

Draslik (K) je dialezity pro mezibu&nou vynmeénu a funkci enzyrin. Nedostatek se proje-
vuje poruchoucinnosti sval, poruchou srdmiho rytmu, traveni a nervového systému.
Zdrojem jsou bilé fazole, hrach, vlaSskéahy, mandle, rozinky, brambory, Spenat, rybiz,

suSené Svestky, hidky a paprika.
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Selen (Se)mé vyznam pro ochranu btky svalovou funkci a srazeni krve. Nedostatek se
projevuje nap. onemocinim srdce, poruchami jaternich funkci a zvySenochylaosti
k infekénim chorobam. Zdrojem jsou maso, ryby, pivni kvigincelozrnné produkty,

houby, ovoce, bawvky a zelenina.

Fosfor (P) podporuje latkovou vyenu a spoléné s vapnikem paije o tvorbu zub
a kosti. Nedostatek se projevuje poruchou funkadvime kiivici a nedostatgym
ukladanim mineralnich latek v kostech. Zdrojem jsuléko, maso, obili, ryby, vejce
a boivky (16,17).
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3 KAPSLE

Zelatinové kapsle majitpvazié funkci obalu. MoZnosti vyuziti Zelatinovych kapgbu
vSak SirSi. Neplni se jen tuhymi praskovitymiilgy, ale i nevodnymi roztoky a suspenze-
mi léCiv. Nemusi byt ufeny jen k peroralni aplikaci, zname i Zelatinov@dta rektalni.
Kapsle €apsulag jsou duté dliska, zpravidla z Zelatinyazného tvaru, velikosti a konzis-
tence, které slouzi jako obal na@intuhych, nebo tekutych lipofilnichd&, nebo roztok

a jsou to i léivé pripravky, vyrobené naptmim I&iv do €chto obah (24,25).

RozliSuji se tvrdé Zelatinové kapsle, zZelatinovpska s vriSkemaoapsulae gelatinosae du-
rae, operculatag pruzné, nikké (capsulae gelatinosae elasticae, mylagelatinové per-
ly (perlae gelatinosae Enterosolventni Zelatinové kapstapsulae gelatinosae enterosol-
vente} se nerozpoudji v kyselé Zaludéni §aw. Mezinarodni Iékopis definuje Zelatinove
kapsle jako tuhé lékové formy s tvrdym, neb&Rkym obalem, vyrobené z vhodného typu
Zelatiny. LiSi se tvarem a objemem, obsahuji zpltajedno Iéivo a jsou uéené na pero-

ralni uziti.

3.1 Pomocné latky na vyrobu Zelatinovych kapsli

Zelatinové kapsle se vyrabi ze &nzelatiny, vody, glycerinu a barvi€asto obsahuji
také konzervéni latky. Zelatina je polymer, ktery téiostnu kapsli, voda je rozpowst
dlem, glycerol nebo sorbitol pini funkci Zktovadel. Zelatina na vyrobu kapsli se ziskava
z kolagenu, ktery je hlavni séasti Kize a pojivovych tkani. Kolagen je glykoprotein tvo-
feny aminokyselinami spojenymi detzc, jehoz molekulu tvid vZdy i retézce peptid.
Jeho stavebni jednotkou je trojSroubovice tropajerta. Pimérna relativni molekulova

hmotnost je velmi vysokagtsinou okolo 360 000.

Z kolagenu se Zelatina ziskava termickou, nebo atl@m depolymerizaci, rozloZzenim
molekul kolagenu. Produkt ziskany odbouranim kalagma jiné fyzikalni a chemické
vlastnosti, je rozpustjsi ve vo& méa vysokou schopnost bobtnat. Cileffpavy Zelatiny

je depolymerizovat kolagen tak, aby byla ziskanatie ve vod rozpustna, ale neztratila

pevnost.

Zelatina se uplauije ve vice Iékovych forméach na zvyseni viskoziiko emulgéator a sta-
bilizator. U geli zabraiuje synerezi, tlumi pH, protoZze ma amfolyticky cider. Vyhodou
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také je, Ze ma neutrdini aha je bez nefjemného zapachu, fyziologicky je celkem ne-
Skodn4, stravitelna, protozZe jedisty protein girodniho givodu.

Na vyrobu Zelatinovych kapsli musi spVat nareéné fyzikalni, chemické a mikrobiolo-
gické pozadavky (26). Z fyzikalnich ukazdtgsou nejdilezit¢jSi mechanické vlastnosti
geli

a viskozita slia Zelatiny. Chemickymi charakteristikami ZelatinpyspH, izoelektricky
bod, obsah popela a i@pmnost ¢Zkych kowi, fosfor&nani a arzenu. U mikrobiologic-
kych zkouSek se sleduje épmnost patogennich i nepatogennich zaiipgkotoze kaps-
le maji byt sterilni, nebo alesiponikrobialnt neskodné. Zelatinova hmota je pro mikroor-
ganizmy vhodnou Zivnhoutglou. Proto se do Zelatinové hmotiidavaji antibakterialni

latky, nebo se kapsle sterilizuji etylenoxidem.

3.2 Vyroba zelatinovych kapsli

Tvrdé Zelatinové kapsleiphazi do farmaceutickych firengtginou od jinych vyrobi. Ve
farmaceutickych firmach seétdinou jen plini, zaviraji a bali. ké Zelatinové kapsle

a Zelatinoveé perly se ve farmaceutické vyrebiwtasre formuji a plni, az poté se bali.

3.3 Tvrdé Zelatinove kapsle

Tvrdé Zelatinové kapsle se skladaji ze dvou vatgokiteleskopickych, do sebe vsunutych
télisek, vrSku ada. Princip vyroby kapsli se od roku 1833 praktiakgznenil, dnes je

pfirozere mechanizovany a automatizovany.

Pti vyrob¢ tvrdych Zelatinovych kapsli se Zelatina rozpowustotlich z nerezayjici ocele
pii teplo& 65°C. Voda pouzita jako rozpowdto musi byt demineralizovana a sterilizova-
na. Do Zelatinové hmoty séigavaji rozpustna barviva, pokud maji byt kapsléspitné,
nebo barevné pigmenty, pokud maiji kapsle chrarsablged viivem s¥tla apod.

Pfi vyrobé se namdi valcovité tyinky, které pini funkci forem a zodpovidaji tvarem
a pramérem €lu a vrsku kapsle, do roztopené Zelatinové hmatyoid se formy vytahnou
a ot&i v proudu vzduchu, aby na nich vyteay film ztuhl. Po usuSeni séld kapsle

a jejich vrsky z formy stahnou,f@&’ou na pozadovanou délku a spoji. Tak se vitvo
dvojdilnd prazdna Zelatinova kapsle. Vyrobené leapshji obsahovat 12 az 15 % vody,
aby nebyly velmi kehké. Obsah vody vSak nesmi b§tsV, protoze kapsle by se lepily.
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Zelatinové kapsle se dodavaji az v sedmi velikdstggjich objem je 0,13 az 1,37 ml,
v zavislosti na hustétpraSku mohou obsahovat 78 az 1644 ndgv# Jejich velikost se

ozna&uje ¢isly 5 az 000, které jsou n€jgi. Velikost O je nejprakttejSi na polknuti.

Charakteristickou vlastnosti Zelatinovych kapsljggch barevnost. Barva kapsli neni jen
vyhodnym identifik&nim znakem, barvysobi také na psychiku pacienta. Na zaklad
psychologickych poznatkse voli barva Iék urcitych farmakologickych skupin. Zluta,
oranzova a levandulovaigobi psychostimutmé a jsou proto vhodna pro antidepresiva,
pro které se nehodi tmavé barvy. Seda, tmavomoghsra zelena jsou indiferentni. Bila

je vhodna pro analgetika.

Pavodre vyralkené Zelatinové kapsle ¢ty hladké sény. Pokud se abdwé ¢asti neslepily
paskem Zelatiny, mohly se&ipnanipulaci oteiit a jejich obsah se mohl vysypat. Proto se
vyvinuly kapsle, jejichz obdw ¢asti do sebe zapadaji, a proto se kapsle nemolmoo- sa
volné otewit. Tyto kapsle oznauji vyrobcelok — capsanebosnap — fit(anglicky to lock =
zavirat, the snap = zachytka).

Obr. 5. Tvrda Zelatinova kapsle se zamkem

Kapsle jsou opaeny zamkem systému POSILOK, ktery je i krouzkem na uzéwu
tobolky. Zamek zaji@uje pevné uzaeni tobolky po celou dobu spojeni ohiasti (. &la
a vicka) kapsle. Prolisy na &u (tzv. gedzamek) zabraje nezadoucimu rozpojeni

prazdné kapsle a zajie snadné spojeni kapsléhem plreni. Kanalek vytvéeny na &le
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tobolky, pak umoiuje odvod vzduchu a tim zaravenadné pléni i pii vysokych rychlos-
tech.

Pfi vsouvani jedn&asti kapsle do druhé vznikaji problémy s tolergegth priméru.
Rozdil mezi pimérem €la a vrSku je minimalni, aby kapsle bybste zawené. Bi velké
vyrobni kapacit stroji na plréni kapsli a @i velké pracovni rychlosti @Ze i velmi mala
odchylka od stanovené tolerance réeinzpisobit, Ze se okraj kapsle poSkodi a kapsle se
roztrhne. Aby se tyto nedostatky odstranily, ugragirobce dolni¢ast kapsle migko-
nického tvarugimz se uleli nasouvani vrSku a zmenSi se riziko, Ze se kgus&odi.
Tyto kapsle s vyhodij§im tvarem nazvaltoni — snap. Coni-snap-supjsou kapsle zaru-
¢ujici bezpénost a spolehlivost terapie. Qlgné Zelatinové kapsle se daji po né&pin
otewit a tak vznikd moznost z&my, nebo zarrného poruseni jejich obsahboni-snap-
supro je kapsle, ktera se po napghi a uzaveni nenize otevit bez posSkozeni. Na této
kapsli horni dil velmi fesahuje ten spodni, ze kterého lzetvjdn zakulacené dno, které
se neda prsty ani kleéshi bez zmaknuti zachytit.

Pripravek, ktery se ma plnit do Zelatinovych kapslisirsphiovat dva poZzadavky. Musi byt
vhodny na zpracovani na automatickych ¢kach, aby se dosahla rovnémost davkova-

ni, a musi se z kapsli uvalvat, aby se zabezfika biologicka dostupnost ¢éva.

Material, ktery se ma do Zelatinovych kapsli plngni ¥tSinou bez Uprav na pini vhod-
ny, protoZe plnici automatyehi velkou rychlosti a ifitom musi latku pesré davkovat.
Pokud ma plani probihat bez probléim musi se respektovat vyrobcem plnicickizani
uréené naroky na tvar a veliko&éstic, na jednotnou velikost zrn tzv. granuloméwic
rovnomernost, sypkost, kterd tzce souvisi s obsahem vih&aasa pojivovou neboli zhus-
tovaci schopnost péného prasku.

Do kapsli se népstji pIni prasek, nebo zemy prasek. Na zlepSeni tokovych vlastnosti se
k nim pidavaji kluzkeé latky, zpravidla se vystes 0,1-0,3 % koloidniho oxidur&micite-

ho, stearanu Kecnatého, nebo 0,5-1 % mastence. PlInit se vSak mblpelety, mikro-
kapsle, malé i &Si tablety, nebo tablety potahované. Kulovité mi&rmy, kterymi jsou
nagiklad pelety, nebo mikrokapsle jsou pro svoje ddabkévé viastnosti jako obsah kaps-
li velmi vyhodné. Nagi Zelatinovych kapsli GZe byt upravena i tak, Zze vzniknggravek

siizenym uvahovanim I€iva.

Ve stroji se prdzdna kapsle vyrovna tak, aby zaalpnsvislou polohu a jeji vrSek byl na-

hote. Po otekeni se dolniast naplni a spojenim ob@asti se kapsle uzge. Potom se
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kapsle vysune afjghazi do zasobniku. Rini se pizpusobuje materidlu, ktery se pini.
Prasky anebo granulaty se plni do kapsli jakodt#kouci anebo po zahgst jako Utvary
definovaného tvaru. Pdni volre tekouciho prachu seld shrnovanim navrSeného materi-
alu do dolniho dilu kapsle a jeho zarovnanim pkawit Tento zfisob plreni je vhodny,
pokud Zadana davka vyplni dolni dil kapsle a pokeglni jednoslozkovym materialem,

pii kterém nehrozi odmiseni, jaké plnéni snesi.

==
.
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1 2 3= 4 < 6

Obr.6. PIgni tvrdych Zelatinovych kapsli

1 — prdzdna kapsle, 2 — adehi vrSku od dla kapsle, 3 — pkni kapsle, 4,5 — uzavirani

kapsle, 6 — vysunuti kapsle

Vzhledem k povaze Zelatiny nesmi kapalina, kter&naeplnit, obsahovat vodu. Vhodné
jsou gipravky, které maji jako nasblej. Mohou mit nizkou viskozitu, nebo byt pastévi

Kapsle s kapalnou naplini, ktera se davkujgesmosti £ 1 % se nazyvaji Licaps.

Naplrené tvrdé Zelatinové kapsle se mohou dale upravévapravam paft vyrazeni, od-
straiovani prachu a leti, zapéetovani a paskovani a vytkeni odolnosti proti Zaludei
Srawe.

Zapeetni a paskovani je oganim, kterym se brani samovolnému, nebo umysinému
oteveni kapsli. Zap®tit se mohou nakapaniniezEného roztoku lihu na mista, kde se

stretavaji oba dva dily kapsle s naslednym vysuSerahiatim, nebo fisobenim ultrazvu-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 36

ku. Paskovani je naneseni tenkého prouzku roztopelaginové hmoty na rotujici kapsli
tak, aby se vrSek &lo kapsle neodditeln¢ spojili.

Odolnost Zelatinovych kapsli proti Zalddé ¥aw se niize vytvait dvojim zpisobem.
Acidorezistentni vlastnosti ma négtapsli a druhym zZisobem je, Ze kapsle se stane re-
zistentni enterosolventni denaturaci, nebalovdnim Zelatiny, nebo nanesenim vrstvy
laku na kapsli. Denaturace Zelatiny kapalnym, ngligonym formaldehydem je vzhledem

k obtiZzné kontrole tohoto postupu v gasné dob pirekonana.

Zavedenim laku jako je polyvinylacetalftalat, palydpyrolidon, hydroxymetylpropylce-
luléza, karboxyvinylové polymerizaty, akrylové pkysice a vhodnych zisohi jejich
nanaseni v draZzkovacich kotlich, nebo fluidni¢fstmjich, se ziskal spolehlivy postup
acidorezistentni Upravy Zelatinovych kapsli. Z wregth filmotvornych latek se nejvic
doporiuji Eudragit®L a S.

3.4 Mékké Zelatinové kapsle

M¢ekkeé Zelatinové kapsle se na rozdil od tvrdych #edatych kapsli v jedné operaci for-
muji a zarove plni. Vychozim produktem je Zelatinova hmota ohgigh zpravidla 44 %

zelatiny, 24 % glycerinu a 32 % vody.

3.5 Zelatinové perly

Zelatinové perly se formuji a pIni v jedné opestejrs jako ntkké Zelatinové kapsle. Lisi
se tim, Ze na svém obvbdemaji Sev. Zelatinova hmota je slozena z Zelatjycerinu,

Cisté vody a konzervai ptisady metylparabenu.

3.6 Hodnoceni jakosti Zelatinovych kapsli a jejich pouiti

Prazdné Zelatinové kapsle se hodnoti podktemych ukazatél predepsanych pro Zelatinu.

Tésnost uzakeni, velikost, tvar a zabarveni se posuzuje orgguicky.

Pramérn& hmotnost a hmotnostni prémfivost obsahu se stanovi pro 20 kapsli. Pro irdivi
dualre pripravované kapsle plati ustanoveni @edych praScich. V hromadné vyrobe
piipousti odchylka prmeérné hmotnosti + 5 %. Kolisani obsahu v jednotliviepslich je

povoleno v rozmezi 7,5 - 20 % v zavislosti na hrostnobsahu.
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ZkousSka na uvokni obsahu sedth stejre jako zkouSka rozpadavosti tablet i@gepsany
limit je 15 minut. Enterosolventni kapsle musi @@it Einku umglé Zaludéni Favy 2

hodiny a uvolnit Iéivo v umélé duodenalnitiéwe do 1 hodiny.

K vyhodam Zelatinovych kapsli je mozné dateauit eliminované problémy formudai,
kde odpadaji problémy lisovatelnosti praskovyckEsimsnizena spimba pomocnych |4-
tek, presné a rovnommné davkovani, moznostipravit enterosolventni kapslerigenym

uvolovanim I€iva, depotni, racionalni a hygienicka vyroba.

Pacienti Zelatinové kapsle raditijpnaji, protoze maji neutralni chiulehce se polykaji,
dolre identifikuji giipravek, vzbuzuji @véru. To vSe se pozitivnprojevuje v dodrzovani
terapeutického rezimu (48).
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4 VYSOCEUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE (HPLC)

Vyuziti vysoceidinné kapalinové chromatografie v analytickych lataich, v zakladnim
vyzkumu i v technické praxi je velmi rozsahlé. Kiapava chromatografie umdije ana-
lyzovat latky o relativnich molekulovych hmotnostemd rékolika desitek do #kolika set
tisic. Vyznamnou vyhodou metody HPLC je velka rpsflanalyzy a moZnost automatic-
kého vyhodnoceni natfenych dat. Vysoceinna kapalinova chromatografie je metodou
velice flexibilni, v sodasnosti jsou k dispozictizné druhy HPLC kolon vhodné pro nej-
rozmanitjSi iely. Moderni deteni systémy vynikaji vysokou citlivosti a mozZnosti- d
sahnout nizkych mezi detekce a mezi stanovitelndgstile tradinich analytickych apli-
kaci mize byt vysocetinna kapalinova chromatografie pouzita ré¥k ¢isténi a prepara-
ci slozek ve swsich. Vysocetinna kapalinova chromatografie dosahuje vysokanosti

a rychlosti dleni latek pouZzitim kolon plmych velmi jemnymi sorbenty fppouZiti vy-
sokotlakych¢erpadel mobilnich fazi Ize pracovat s velkymitpky mobilnich fazi, pito-

kové detektory umatuji citlivou kontinuélni detekci (32).

Chromatografie je sepata proces, P kterém se latky rozduji mezi dw nemisitelné
faze, jednu pohyblivou (mobilni) a druhou nepohyili (stacionarni), na zaklad
fyzikalné-chemickych interakci, jako jsou adsorpce, rozpmistiontova vymdna apod.
(30,31).

Zakladni vyhodou HPLC (High-Performance Liquid Ghneiography) je Siroky obor
pouzitelnosti. DalSi fednosti je moznostcinné ovliviiovat separaci nejenom volbou
stacionarni faze, ale ro¥h zménami sloZzeni mobilni faze, protoze kapalna molfézie
neni pouze internim n@gm vzork, ale podili se dmo na interakcich rozpu$tych latek
se stacionarni fazi (30). Chromatografickou sepaéek v koloré Ize provést iemi

rozdilnymi technikami:

1. Frontalni
2. Vytésnovaci
3. Elueni

Souwasné praxe vyuziva vyhraglireluini chromatografii. Jeji princip spiwa v tom, Ze
chromatografickym systémem protéka konstantni pathimobilni faze o @itém slozeni

a fyzikalnich vlastnostech, jejiz slozky neintefjage stacionarni fazi v kolér{31).
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Zadrzovani latek rozpuStych v mobilni fazi — solit — kolonou se nazyva retence,
zatimco vymyvani solitz kolony se nazyva eluce. Mobilni fazi gka elwni cinidlo a
jeji schopnost vymyvat latky z kolony se posuzwgéativnim parametrem eloi silou
Mobilni faze o vyssi elini sile vymyva latky z kolony rychleji, nez mobilféize o nizsi
elweni sile. Rozpoustlla, séazena podle stoupajici eéhi sily, tvai tzv. eluotropnitadu.
Latky Ize eluovatiemi zpisoby (30):

1. lzokratickou eluci
2. Eluci skokem

3. Gradientovou eluci

Gradientova eluce je ngjimnéjSi a nejpouziva¥Si technika programovani podminek
v HPLC, kdy sloZeni mobilni faze seim s¢asem. Najastji se pouziva gradient linearni,
n¢kdy téz gradient exponenciakiilogaritmicky. Ri analyze na chemicky vazanych nepo-
larnich fazich se zpravidla pouziva gradient mdtanebo acetonitrilu ve vad Fxi tvorbé
vysokotlakého gradientu mobilni faze se vyuzivawdmebo vice&erpadel, jimiZz se slozky
mobilni faze dopravuji do misici komory a nasteda HPLC kolonu. Ritokové rychlosti
obou cerpadel jsoutizeny programovaci jednotkou podléegem zvoleného programu
(33).

Pokud se celd chromatograficka separace provadiiatpm mobilni faze o konstantnim
sloZeni, tedy o konstantni éhi sile, jde o techniku izokratické eluce. Pokudosg&em
elueni sila mobilni faze podle &itého programu zvySuje vfinéhu separace, pak jde

o techniku gradientové eluce (30).

V sowasné dob se pouzivaji jako napinkolon poérovitécastice silikagelu o @imeéru
1-5 um. Umoziuji separace s podstétayssi @innosti, gicemz se dosahuje i vySSi kapa-
city kolony pro davkované vzorky a zvy3uje se rgshlanalyzy. @innost separace vsta

s klesajicim pimérem castic. Zavadi se kolony o velmi malém vnitn primeéru.

NejbeéznejSim adsorbentem pouzivanym v HPLC je silikagelik&gyel je charakterizovan
pramérem pofi (5.10° az 25.1¢ mm), specifickym povrchem (od 100 do 866.gt)

a specifickym objemem (0,7 aZ 1,2 tgt). Na povrchu silikagelu jsou volné silanolové —
Si-OH a siloxanoveé —Si-O-Si- skupiny. Koncentraiti@®lovych skupin je nejdezitéjSim
faktorem i separaci, naopak siloxanové jsou nezadouci, thepisobuji nespecifické
interakce. V adsofimi chromatografii s polarnimi adsorbenty se poygiveepolarni

rozpoustdla jako mobilni faze. Postupedasu gevladaji separace s fazemi migrolar-
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nimi nez faze mobilni. Zatimco adsénib chromatografie se hodi pro separacésshatek
nizkomolekularnich, slaenin lipofilniho charakteru a geometrickych izofenomolo-
gické rady latek se nejlépeéll chromatografii s obracenymi fazemi. Reverzniefé&e
nehodi pro separace silnych kyselin a bazi, tisbikkagel, ktery slouzi jako nasreverzni
faze, se rozkladaipextrémnich hodnotach pH. Na povrchu silikageloujsiz zmigné
volné hydroxylové (silanolové) skupiny —Si-OH siakim vodikovym atomem, ktery
muze byt nahrazemieznymi organickymi skupinami a tak mohou byippaveny stacionar-
ni faze stznymi vlastnostmi. V saiasné dob je wtSina kometné vyrakénych stacionar-
nich fazi siloxanového typu Si-O-Si-R. Takto sedlyji nap:. faze se skupinami —Si-C-Si-
ethyl, -hexyl, -oktyl, -odktadecyl, -fenyl, -amireodalSi. Vysoce dinné kolony napléné
¢asticemi o piméru mensim nez fm vyZaduji k dosazeni optimalnichipskovych rych-
losti vysokych tlak (jednotky az desitky MPa) (34,35,36).

4.1 Pristroje a pomocna z#éizeni

Mobilni faze se fivadi ze zasobniku do vysokotlakéterpadla, které ji f&s davkovaci
zarizeni vzorku dopravuje do kolony. Na vystupu z kgige pipojen detektor, jehoz

signal se zpracovava nagiaci.

4.1.1 Zasobnik

Pro gradientovou eluci je zapebi dvou nebo vice zdsobhikro slozky mobilni faze a
zarizeni pro jejich siBovani. Mobilni faze seied pouzitim filtruji, kwili odstrargni ne-
cistot a odplyiuji (nag. s pouzitim ultrazvukové lagh Do systému HPLC jsoterpany

negastji ze sklernych lahvi.

4.1.2 Cerpadla

Moderni instrumentace ummije pracovat s tlaky az 60 MPaulbzita je vysoka fesnost
a reprodukovatelnost okt v celé Skale pracovnich tiakCerpadla byvaji dena na
pulzni a bezpulzni, pouzivaji se pistova, membranoebo pistoy membranova, kon-
strukéni feSeni v kombinaci s automatickym ovladanim zpravidipokoji¢ feSi minima-
lizaci pulzi. Materidlem pro vyrobierpadel v HPLC je néastji nerezova ocel, safir,

titan, nebo keramika. N&stova zd&izeni se musi vyrovnat s vysokymi tlaky na keélon
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pouzivaji se fedevsim davkovaci vysokotlaké ventily se gkoy. Dolie vybavena chro-
matograficka zézeni maji k dispozici autosamplery se zasobnikearki (nejlépe s tem-
peraci). Nkdy je nezbytné fevadit slozky vzorku na derivaty, takze systéniza obsa-

hovat reaktory pro derivatizaci (37,38).

4.1.3 Predkolona

Rada vzork obsahuje balastni latky, proto se do systéntazzge gedkolona, ve které se
tyto latky zachyti. Redkolony byvaji néjasgji umistny mezi davkové&em a chromatogra-
fickou kolonou. Jednotlivéasti kapalinového chromatografu sedasgji spojuji nerezo-

vymi kapilarami s minimalnim mrtvym objemem. Terrtadevat Ize kolonu i detektror

i cely okruh vedeni mobilni faze.

4.1.4 Déavkovaci ventil

V souwasné dob se pouziva davkovani vzdribomoci davkovacich veniil které umo#u-

ji podstati presrgjSi davkovani a nevyzaduji zastaveni toku mob#éaef Davkovaci ven-
tily jsou vicecestné ventily s vymnitelnou davkovaci sntkou. Smykové davkovae
umoziuji davkovat libovolny objem vzorku mikragtackou do smyky pii atmosferickém
tlaku. Po napléni smyky se jeji obsah vymyje poatenim ventilu mobilni fazi do kolony
(39).

4.1.5 Kolony

Kolony pro HPLC jsou z materialu, ktery musi odatvelativie vysokym pracovnim
tlakiim a zarové chemickému fisobeni mobilnich fazi a separovanych slozek. Maltari
chromatografickych kolon je&sSinou antikorozivni ocel nebo specigltvrzené borosili-
katové sklo, Ize pouzit i kombinace obou matérifdro analytické aplikace sé¢gvazré
pouzivaji kolony pl&né porovitymi naplémi o priméru 3-5 um o délce 5-25 cm a MRit
nim paimérem 3-4,6 mm. €innost separace, doba analyzy a pracovni tlak g8upv
s rostouci délkou kolony a naopak klesaji s rostoymimérem c¢astic napla. Materialy
pro plréni kolon jsou ¥tSinou zaloZeny na anorganické matrici (silikagelid hlinity,

poérovité sklo), na nizZ mohou byt chemicky vazangmeakotvenytzné stacionarni faze,
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mére ¢asto se pouziva organickych @etizné struktury, které mohou byt rasinchemic-
ky modifikovany. Charakter stacionarni faze zauwsl chromatografickém systému.
U normalnich fazi jsou furtki skupiny stacionarni faze polarni, mobilni fagvd nepo-
larni rozpoustdlo (pentan, hexan). Chromatografie na tzv. systénseobracenymi fazemi
(RP, Reversed-Phase, asi v 80 % vSech aplikaci fBadziva chemicky vazanou nepo-
larni stacionarni fazi. Nejpouzivgai je typ C18, kde jsou molekuly octadecylsilaraz&-
ny nacasticich silikagelu. Mobilni faze v systému RP ¢gponi (40).

Obr.7. Kolonové uspadani u zéizeni ESA, Coulochem llI.

4.1.6 Detektory

K detekci separovanych latek se zpravidla uzivacopeh nebo specifickych vlastnosti,
kterymi se tyto latky liSi od mobilni faze, na tantaklag¢ se také rozliSuji univerzalni

a selektivni detektory.

Fotometrické detektory (UV, VIS) -&8ina organickych latek absorbuje v oblasti UV z&-
feni, rekteré i ve viditelné oblasti stla. Detektory pracuji il s fixni vinovou délkou
(neastji 254 nm), s moznosti vyiu nekolika vinovych délek (filtrove), nebo jsou opat-

feny monochromatorem a pracuji na principu spekioofietru v rozsahu 190 - 400 nm.

Detektor diodového pole (DAD) - umidje ziskat spektralni data latek vipghu celé
analyzy. Piitokovou celou prochazi polychromatick&#w, transmitované zéni je spekt-
ralné rozkladano holografickou fizkou, takZze na kazdou z miniaturnich fotodiod uénis
nych na desice o délce cca 1 cm dopadé&ivga tok o ukité vinové délce zeslabeny

absorpci v pitokové cele detektoru.
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Fluorimetricky detektor - je selektivni detektovysokou citlivosti. B méteni fluorescen-
ce se budici UV zéni ze zdroje vede dotiiokové cely, kde se absorbuje a i@ s¥-

telné kvantum o &sSi vinové délce se &1 fotonasohiem.

Elektrochemicky detektor - umbdje stanovit velmi nizké koncentrace latek v eluent
v piipads, Ze tyto latky jsou elektrochemicky aktivni (redwktelné nebo oxidovatelné).
M¢fi se proud protékajici mezi polarizovatelnou prad@iektrodou a pomocnou elektro-
dou v zavislosti na vlozeném riip Detektor pracuje hiljako polarograficky se rtovou
kapkovou elektrodou, nebo s tuhou elektrodou zhetou nap z grafitu. Obect se tento

detektor nehodi pro detekci gradientové eluce (36).

Hmotnostni detekce (LC/MS) - snimani hmotnostnipekga kEhem eluce latek je velmi
vyhodné pro strukturni analyzu a identifikaci latek slozitych srésich. Technicky vy-

hodné pro fimé napojeni je pouzivani mikrokolon a kapilarrioton.

Obr.8. Coulochem Il

s

V HPLC je nejdilezitéjSi presnost analyzy, nebese v ni odraziw/éryhodnost vysledk
ziskanych pi dané analyze.#snost v HPLC zavisi na kvalikontroly instrumentalnich
a separénich podminek. Spravnost metody je dana moznostitibrivat systém standar-

dy 0 znamém slozeni (30).
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Na analyzuiady vitaminovych sloZek je dokonale vyuZivana vgsbinind kapalinova
chromatografie s pouzitim reverzni faze C8 nebo.Ja&o eldni zpisob se népstji
pouziva izokraticka nebo gradientova eluce. Jakbilmiofaze byva nejvice pouzivan me-
tanol, etanol, acetonitril a voda &znych pondrech, gipadré v kombinaci s vhodnymi
pufry (54).
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5 STATISTICKE ZPRACOVANI VYSLEDK U KVANTITATIVNICH ANALYZ

Analyticka metoda je souhrn pokiymiplné definujici algoritmus operaci, kterymi chemik-

analytik ziska vysledek.

Analyticka chyba pedstavuje rozdil mezi nalezenym obsahem analyta (€ho skut&

nym mnozstvim obsahem (u) ve vzorku.

A= u—=x (2)

%A = “I‘f 100 (2)

Malé nepravidelné odchylky od sktte hodnoty, jimiZz jsou zatizeny vSechny vasledky
analyz, neboli nagtené vysledky se nazyvaji nahodilé chyby¢Wjirse statisticky ze sou-
boru paralelnich (opakovanych) analyz. Omiji presnost (reprodukovatelnost)opako-
vatelnost stanoveni. Aritmetickygmér (x) vSech vysledk se zpravidla nejvice blizi sku-
tecné hodnat (51):

=)

X
2 3)

X |
1

Z&kladni charakteristikou nahodilych chyb je odkagrodatné odchylky:

2

S= ni—l i(x ‘;<) (4)

n-1

Ve skuté&nosti mame k dispozici jen omezenyépbvysledk, ktery je podstath mensi
nez n— « a tudiz je srodatna odchylka zavisla nagho paralelnich vysledk Byl defi-
novan Studerity koeficient t, ktery charakterizuje Studentovolodeni nahodnych odchy-

lek pro dany stupevolnosti (dany p&et vysledk analyz a pouzitou hladinu vyznamnosti
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1-0). Studentovym koeficientem pak nasobime hodnotératatné odchylky. NejlepSim
vyjadienim pro pimérny vysledek ze série paralelnich stanoveni jeopvatah:

Vs

Tabulka 1. Kvantilyt (n) Studentova rozdeni o n stupnich volnosti (55)

t(n) o

n 0,05 0,01 0,001
1 12,71 63,66 636,58
2 4,30 9,93 31,60
3 3,18 5,84 12,92
4 2,78 4,60 8,60
5 2,57 4,03 6,87
6 2.45 3,71 5,96
7 2,37 3,50 5,41
8 2,31 3,36 5,04
9 2,26 3,25 4,78
10 2,23 3,14 4,59
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II. PRAKTICKA CAST
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6 METODIKA

6.1 PouzZité pristroje a pomicky

Temperovana vodni laze tepaka (Memmert, SRN)
Predvazky (Kern, SRN)

Lednice (Samsung- Calex, CZ)

Odparka (RVO 400 A, Ingos)

Bézné laboratorni sklo a paroky

Analytické vahy

Davkovaci stikacka (Hamilton, USA)

Mikrofiltry 0,45 um, Nylon (Supelco, USA)
Mikrofiltry na mobilni fazi 0,2um (Supelco, USA)

* Specialni tizeni:

Aparatura pro HPLC — ECD ( ESA - Coulochem Il1)

- analyticka cela typ 5010 A

- guard cela typ 5020

- detektor Coulochem Il

- davkovaci ventil analyticky sniligovy (20 pl)

- kolona SUPELCOSIL — LC18 (15 cm x 4,6 mmur, Supelco, USA)

- PC s vyhodnocovacim programem Chemstation -umsgnt 1, (Agilent, USA)

6.2 Material

6.2.1 Chemikalie
Metanol 99,8 % - Merck KGa (Darmstadt, Germany)
Acetonitril 99,9 % - Merck KGa (Darmstadt, Gerrgan

kyselina fosforéna, 85% - Chemapol (Prah@eskéa republika)
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Destilovana voda

Redestilovana voda

Hexan, 99,9 % - Penta (Praki®skéa republika)

etanol - Chemapol (Prah@eska republika)

Chloroform — Ing. Petr Lukes, Uhersky Brdtkska republika

Kyselina chlorovodikova — Ing. Petr Lukes, Uher8kgd, Ceskéa republika
Standard@-karotenu (Sigma Aldrich, Riedel-del Etg SRN)

Kapslep-karotenu (Walmark, a.s.)

6.2.2 Vzorek

Zkoumanym vzorkem byla tvrda Zelatinova kapsle aaavjako ,Kapsle pro podporu
zraku® vyrobena naifstroj Automatic Capsule Arranging machine, fa. 3apic Internati-
onal. Hlavnimi sloZzkami této kapsle byl Bokovy extrakt ap-karoten. Ostatni sloZeni

z divodu ochrany receptury neni z&ms uvedeno.

6.3 Extrakce biologicky aktivnich latek v suchém extraku Zelatinovych kapsli pro

podporu zraku

Extrakce 1. ¢ast

Vzorek suchého extraktu kapsle pro podporu zrakunbdyazen na analytickych vahach do
zkumavek se zabrusem iepnosti na 0,0001 g. Poté byledana rozpougtlla nebo srsi
rozpoustdel o objemu 5 ml. Extrakce byla provedena iepd&ce po dobu 20 minutip
laboratorni teplat 20C a ve vodni lazniipteplo& 35C po dobu 20 minut. Extraki ¢ini-

dlo chloroform bylo pouzito pouzefidaboratorni teplat 20C, taktéZz po dobu 20 minut.

U¢innost rozpou$tlel je zaznamenéana v tabulce 1, v kapitole 7.1.
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Extrakce 2. ¢ast

0,05 g suchého extraktu z kapsli bylo navazenakilmavek se zabrusem. Vzorek byl
navazen sigsnosti na 0,0001 g. Poté bykadana rozpousgtla (tabulka 2) nebo sfui
rozpous¥del o objemu 5 ml. U si&si rozpoustdel byl jejich vzajemny posm 50:50.
Extrakce byla provedenaigeplot 50C ve vodni lazni po dobu 20 minutgidnost roz-

pousStdel je zaznamenana v tabulce uvedené v kapitole 7.1

Extrakce 3. ¢ast

Vzorek suchého extraktu kapsli byl navdZzen na @&okich vahach sigsnosti

na 0,0001 g do zkumavek se zabrusem. Poté lidarng rozpougtlo (tabulka 3) o obje-
mu 2,5 ml, u si&si rozpoustdel v pongru 50:50 a u kombinace rozpotde! etanol + me-
tanol v pondru 80:20. Extrakce byla provedeni laboratorni teplat 20C na tepace po
dobu 20 minut a ve vodni lazniipeplot 35C a 50C po dobu 20 minut. Extraki ¢inidla
metanol, etanol, aceton a &rozpousdidel etanol + voda + hexan a aceton + voda bylo
pouzito pouze i teplo 50C ve vodni lazni, taktéZ po dobu 20 minutirhost rozpous-

tédel je zaznamenana v tabulce 3, kterd je uveddsapitole 7.1.

Extrakce 4 ¢ast

Vzorek extraktu z Zelatinovych kapsli byl navazem analytickych vahach ggsnosti

na 0,0001 g do zkumavek se zabrusem. Poté liiglara rozpousgtia o objemu 2,5 ml, u
smeési rozpou&tdel v pongru 50:50. Extrakce byla proveden# laboratorni teplat 20C

na fepace po dobu 20 minut a ve vodni laziii ggplot 35C a 50C po dobu 20 minut. U
smesi etanol + voda + hexan byla provedena druha koergi pouziti vodni laza 50C a
laboratorni teploty Z€. Uginnost rozpougdel je zaznamenana v tabulce 4 a na obrézcich

14-16 uvedenych v kapitole 7.1.
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Extrakce 5.¢ast

Vzorek extraktu v Zelatinovych kapslich byl navazenanalytickych vahach sgsnosti
na 0,0001 g do zkumavek se zabrusem. Poté damm rozpoustlo hexan o objemu
2,5 ml. Byla zvolena Sestindsobna extrakce, ktgta provedena ip laboratorni teplat

20C na tepace po dobu 20 minut, a poté ve vodni laztii teplo€& 35 C po dobu
20 minut. Vysledky extrakce jsou uvedeny v kapifole.

Obr.9. Nekolikanasobnéa extrakce

Obr. 10. Vyextrahované karotenoidy pddavku okyselené vody
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6.4 Pilotni pokusy

6.4.1 Stanoveni metodiky pro detekci-karotenu

Pro stanovenf-karotenu bylo nutné vytwa metodiku, ktera zasi spravnost a rutinni
stanoveniB-karotenu v Zelatinovych kapslich. Pro optimalizelsromatografickych pod-
minek byl pouzit standargtkarotenu, ktery byl rozpudt v etanolu. Bylo fipraveno ®-
kolik mobilnich fazi o i#iznych pongrech obsazenych chemikalii, které byly pouzity
k testovani. Kazdy vzorek byldfen vzdy @tkrat a to pi dvou miznych potenciélech. B
feni probihalo  parametrech vloZzeného rdipdetektoru: E 1 = 500 mV, E 2 = 600 mV,
G = 750 mV a druhé #teni probihalo s parametry detektoru: E 1 = 300 &®\2 = 400
mV, G =750 mV. Objem davkovaci stky byl 20 pul.

Chromatografickd separace byla testovana na Ekol®@upelcosil C8, 5 um
(15 cm x 4,6 mm), kolaghSupelcosil LC18-DB, um (25 cm x 4,6 mm) a specialni karo-
tenové kolo YMC Carotenoids, Column ESA C30,utn (25 cm x 4,6 mm). Eluce pro-
bihala izokraticky s ifslusnou mobilni faziip30°C a phitoku 1,1 ml.mift. Vysledky této

metodiky jsou uvedeny v kapitole 7.3.

6.5 Uréeni hmotnosti kapsle a jeji napls
Pfred samotnou analyzou vzdrlti stanoveni chromatografickych podminek bylo nutno
zjistit, jaké je ptmérna hodnota kapsle a jeji napin

Primérnd hmotnost a hmotnostni prémtivost obsahu se stanovi pro 20 kapsli. Pro indivi
dualre pripravované kapsle plati ustanoveni @edych prascich. V hromadné vyrobe
pripousti odchylka prmérné hmotnosti = 5 %. Kolisani obsahu v jednotlivikepslich je
povoleno v rozmezi 7,5 - 20 %, v zavislosti na hmosti obsahu.

Obsah dinné latky se hodnoti z fomérného vzorku vytvieného 20 tabletami kritérii stej-

nymi jako u tablet.

Vysledky jsou uvedeny v kapitole 7.4.
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6.6 Kalibra ¢ni kiivka pro stanovenifp-karotenu metodou HPLC-ECD

Jako standard byl pouZitkaroten o #iznych koncentracich. Jako prvni bylgraven za-
sobni roztok o koncentraci 500 pghtbk, Ze bylo navaZendesré 0,0500 gB-karotenu
do 100 ml odrérné baiky a ta byla dopléna etanolem po rysku. Z tohoto zasobniho roz-
toku bylo postup#& odebran pdebny p@et ml do odnirné baiky a byla postuphnaed-

na kalibr&ni kiivka o koncentracich: 25; 50; 100; 200 a 300 pg.mChromatograficka
separace probihala na kotoBUPELCOSIL LC18-DB, 5 pm (25 cm x 4,6 mm). Eluce
byla provaéna izokraticky s mobilni fazi (MetOH : ACN :3AO, v pontru 70 : 29,5 :
0,5) i teplo& 30°C a piitoku 1,1 ml.miff. Kalibrasni kiivka byla neiena pi napsti

E 1=500 mV a E 2 600 mV. Kalibr&ni kiivka byla sestrojena jako zavislost plochy
piku [mV.sY] na koncentrac-karotenu fig.mr*]. KaZdy bod kalibreni kiivky byl pro-
métren pEtkrat.

Byly vypoéteny pamérné hodnoty ploch pik které jsou uvedeny v tabulce 11&idni

kalibracni kiivky je zachyceno na chromatogramu obr. 44 v kégif .5.

6.7 Vlastni stanovenip-karotenu v Zelatinovych kapslich

Bylo pripraveno 5 vzork Zelatinovych kapsli (Kapsle pro podporu zrakuyaki podle
postupu uvedeného v kapitole 7.2 za pouziti rozgdiss hexan. Vyextrahovany podil se
vzorkem byl odpgen na odparce a poté byl rozgwmst 10 ml etanolu. Alikvotnéast vzor-
ku byla pefiltrovana ped vstikem na kolonu fes nylonovy mikrofiltr o velikosti
poni 0,45um. Chromatograficka separace probihala na koBWdPELCOSIL LC18-DB,
5 um (25 cm x 4,6 mm). Eluce byla pro¢ad izokraticky s mobilni fazi (MetOH : ACN :
HsPO, v poneru 70 : 29,5 : 0,5), ipteplot 30C, pi pritoku 1,1 ml.mif* a tlaku 61 bar.
Detekce B-karotenu byla provasha pomoci potencidlu vzdy na dvou kandélech
E; = 500 mV a k= 600 mV. Kazdy vzorek byl pratiten gtkrat pi daném potencialu.
Z davodu lepSi odezvy signalu byl pouzit kanakE500 mV pro pesrEjSi stanoveni. Poté
byly odeteny plochy piku [mV.3]. Chromatografické podminky jsou popsany v kagitol
6.4. Pomoci kalibrni kiivky a obsahu plochy pikf-karotenu byla vyp&tena vysledna
koncentracg-karotenu v naplni jedné kapsle. Vysledky jsou wredv kapitole 7.6.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Vysledky extrakce naplrg zelatinové kapsle

Extrakce 1. ¢ast

Tab. 2: Winnost rozpougtdel na extrakci biologicky aktivnich latek v kapili

Rozpousidio Navazka () Laboratornii Navazka (g) Vodni laze
teplota (20C) (35C)
Hexan 0,0518 - 0,0443 -
Etanol 0,0499 - 0,0442 -
Chloroform 0,0640 - 0,0660 -
Etanol + Hexan 50:50 0,0439 - 0,0668 -
Etanol + Aceton 50:50 0,0702 - 0,0602 +
Hexan + Aceton 50:50 0,0465 - 0,0560 -

Z nasledujicich obrazkll a 12 je patrné, Ze pouziti laboratorni tepR@Y se jevi jako

naprosto nevhodnériRéto teplo¥ se kvantitativa vyextrahovat aktivni latky ze suchého

extraktuVaccinium myrtillus Lv tvrdych kapslich nepotito. NejhorSi rozpustnost nasta-

la pii pouziti chloroformu, kde byla pozorovana srazanitako Ginngjsi se jevilo pouziti

vodni lazg pii teplo€ 35C, kdy po 20 minutach bylo pozorovano u kombinace

aceton + etanol a samotného acetonu ve zkumavao® jglmté zabarveni, coZz &Ki o

extrakci, ale i pesto bylo stanoveno pouziti této metody a rozpokest nebo kombinace

rozpoustdel jako nedostataé.
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Obr. 11. Extrakceipteplo& 20C

Obr. 12. Extrakceippouziti vodni 14zt 35C

Extrakce 2. ¢ast

Tab. 3: innost rozpougtel na extrakci biologicky aktivnich latek v suchextraktu:

Rozpous&tdlo Navézka (g) Laboratorni teplota (&)
Metanol 0,0423 +
Hexan 0,0467 -
Etanol 0,0451 +
Aceton 0,0523 -
Metanol + Hexan 50:50 0,0645 -
Metanol + Etanol 50:50 0,0535 +
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V druhé ¢asti extrakce byla pouzita teplota vodni K&U C a byla sledovana extrakce
biologicky aktivnich latek do roztoku rozpo&dia, nebo sisi rozpoustdel. ZvySeni tep-
loty se ukazalo jako dinna cesta krozpudii wtSiho mnoZstvi granulek suchého
extraktu, ale i festo se stale nepaila dosahnout Uplné extrakce. NejhorSi rozpustnost
nastala fi pouziti snési rozpou&tdel metanol + hexan, kdy byla pozorovana ve zkumavc
srazenina, coz je patrné na obrazku 10. Takégquziti hexanu se extrakce netitia

Pri pouziti etanolu, metanolu a acetonu jako samogtat rozpou&idel byla rozpustnost
dobra, nicmé# stale nedostatea. Ztabulky 2 uvedené v kapitole 7.1 vyplyva, ze
biologicky aktivni latky byly nejlépe extrahovanyi gpouziti kombinace rozpoustel

metanol + etanol a metanol + aceton.

Obr. 13. Extrakceippouziti vodni 14z 50C



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 57

Extrakce 3. ¢ast

Tab. 4: Winnost rozpougdel na extrakci biologicky aktivnich latek v sucheéxtraktu

Rozpou&tdlo Laboratorni tep{ Vodni lazeé Vodni laze
lota (21IC) (35C) (50C)
Etanol + voda 50:50 + + +
Metanol + voda 50:50 + + +
Izopropanol - - -

Etanol + Metanol 80:20 - - -

Metanol X X -
Etanol X X -
Aceton X X -
+ X +

Etanol+HO+hexan 50:50:50

Aceton + voda 50:50 + X +

Ve ftieti ¢asti extrakce byla pouzita laboratorni teplotaC2Qteplota vodni lazn 35C

a 50 C a bylo sledovano extrahovani biologicky aktivniatek do roztoku rozpoustla,
nebo smisi rozpoudtdel. V tétocasti extrakce byla pouZzita jina rozpaidia, nebo jejich
kombinace nez vipdeSlych dvouale i g'esto se stale nepaila dosahnout Uplné extrak-
ce karotefi do roztoku. Jako nejlepSi se jevilo pouzitiésnrozpoustdel etanol + voda +
hexan a to jakifplaboratorni teplat 20°C, tak i teplot vodni lazg 50C. Fi teplot 35C

se extrakce této sfei rozpoultdel nezd#la. Obrazovd dokumentace je na obrazcich

14-16.
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Obr. 14. ExtrakceippouZiti laboratorni teploty 2C

Obr. 15. ExtrakceippouZziti vodni laza 35 C

Obr. 16. ExtrakceippouZziti vodni laza 50 C
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Extrakce 4.¢ast

Tab. 5: WFinnost rozpou$tel na extrakci biologicky aktivnich latek v suchertraktu

Rozpoustdlo Laboratorni Vodni laze Vodni lazé:
teplota (20C) (35C) (50C)
H>O + chloroform 50:50 X + X
H,O + etanol 50:50 X - X
H,O + hexan 50:50 X + X
H,0 + izopropanol 50:50 X - X
H.O + metanol 50:50 X - X
H,O + chloroform + Metanol X X +
H,O + chloroform + Etanol X X +
H,O + chloroform + Aceton X X +
H,O + etanol + hexan X X +
H.O + etanol + hexan + X X

Obr. 17. Extrakceip pouZziti vodni laza 35C (vzorek + voda + rozpoustio)
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Obr. 18. Extrakce ip pouziti vodni 14zt 50C (vzorek + voda + chloroform + rozpo&st

dlo metanol, etanol)

Obr. 19. Extrakceippouziti vodni 14zt 50 C a laboratorni teplét20'C

Extrakce 5.¢ast

U pouziti vodni laz# pti teplot 35C se velmi klad& projevilo uZziti snési rozpoustdel
voda + chloroform a voda + hexan. DoSlofkghodu biologicky aktivnich latek, v tomto
piipact karoterii, do rozpougidel chloroformu a hexanu. Pouziti chloroformu bytsléze

zhodnoceno jako nevhodné, protoze chloroforméfSitnez voda, tudiz vyextrahovany
vzorek by se ze zkumavky velmizte ziskaval. Extrakcetippouziti vodni lazs 50C



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 61

(vzorek + voda + chloroform + rozpowdto) bylo ve vSechiech gipadech pozorované
jako vhodné, ovSem posléze zhodnoceno jako nemhogjtze stejnéhoudlodu jako
v piredchozi extrakci. U sési rozpou&tdel voda + hexaniplaboratorni teplat 20C a ve
vodni lazni pi teplo& 50C byla provedena druha extrakce, ktera byla vyhoena jako
nedostaténa.

Pri nékolikanasobné extrakci se jasprokazalo, Ze uziti hexanu jako rozp@d$ je nej-
vhodrgjSim zpisobem jak vyextrahovat karotenoidy. DosSlo k vyramngrechodu karote-
noida do rozpou&tdla. Extrakce byla provedena Sestkrat a jako ktetitn¢jSi se projevi-
lo pouziti vodni laz#é pii 35'C. Tato teplota byla zvolena visledku nestability karotenoi-
du pri teplotach vysSich jak 40.

7.2 Koneény extrakéni postup

Diky tomuto zjiSéni byl vytvaren postup extrakce karotendid Zelatinovych kapsli. Vzo-
rek suchého extraktu z tvrdych kapsli byl navaZzananalytickych vahach ggsnosti
na 0,0001 g do 50 ml kadinky. Voda o tepl86C byla gidana do kadinky se vzorkem
v mnozstvi 10 ml. Kapsle byly vymyty vodou veikacce o stejné tepléta mnozstvi 5 ml.
Do této smisi bylo gidano rozpougtdlo hexan v mnozstvi 10 ml. Extrakce probihala po
dobu 20 minut za néfstupu s¥tla. Extrakce byla provedena Sestkrat vzdy <teatdm
rozpoustdla na dlicce a pidanim nového mnozstvi rozpoédia, pokazdé o objemu
10 ml. Po této &kolikanasobné extrakci byla do roztoku hexanu sbbm karotenuip
dana okyselena vodaexnou kyselinou chlorovodikovou o pH 5,5 v mnoZstuwin#po-
tirebna k vysrazeni maltodextiinSmes byla gefiltrovana pes papirovy filtr a filtrat byl
odpden do sucha na vakuové raté odparce. Vzorek byl posléze rozgust 15 ml eta-
nolu pro HPLC a znovaigfiltrovdn ges nylonovy filtr pouZivany pro chromatografii
HPLC o velikosti pdt 0,45um. Takto ziskany vzorek byl zpracovavan zairstppu S¥t-

la. Kazdy vzorek byl progten gtkrat. Méteni byla provedena na kapalinovém chromato-

grafu ESA s detektorem Coulochem IIl.
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7.3 Vysledky pilotnich pokusi detekcep-karotenu

7.3.1 Kolona C8 Supelcosil 150 x 4,6 mm én

Analyza byla provedena podle postupu uvedenéhmitdta 6.4. Eluce probihala izokra-
ticky s danou mobilni faziip30'C a pfitoku 1,1 ml.mift. Vzorek byl zkougen na kazdy
typ nize uvedené mobilni faze (tabulka 6) a vZzdyfem na potencialechfipparametrech
detektoru: E 1 =500 mV, E 2 =600 mV, G = 750 mdxghé né¢teni probihalo s parametry
detektoru: E 1 = 300 mV, E 2 =400 mV, G = 750.n®bjem davkovaci sniiky byl
20 pl.

Tab.6: Testované mobilni faze

Mobilni faze ACN rB0o HsPOu
1. 99 0,5 0,5
2. 80 19,5 0,5
3. 70 29,5 0,5
4. 50 49,5 0,5

Vysledné chromatogramy jsou dolozeny na obrazdicB72
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Obr. 20. Standardp-karotenu rozpushy v etanolu { pouziti mobilni faze
ACN:rH,O:HzPO, (99:0,5:0,5) B nastaveni paraméirdetektoru E 1 = 500 mV,
E 2 =600 mV, G =750 mV.
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Obr. 21. Standardp-karotenu rozpushy v etanolu {f pouziti mobilni faze

ACN:rH,O:HzPO, (99:0,5:0,5) B nastaveni paraméirdetektoru E 1 = 300 mV,
E2=400 mV, G =750 mV.
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Obr. 22. Standardp-karotenu rozpushy v etanolu { pouziti mobilni faze
ACN:rH,O:HsPO, (80:19,5:0,5) fi nastaveni paramétrdetektoru E 1 = 500 mV,
E 2 =600 mV, G =750 mV.
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Obr. 23. Standardp-karotenu rozpushy v etanolu fi pouziti mobilni faze
ACN:rH,O:HzPO, (80:19,5:0,5) p nastaveni paramétrdetektoru E 1 = 300 mV,

E2=400 mV, G =750 mV.
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Obr. 24. Standardp-karotenu rozpushy v etanolu fi pouziti mobilni faze
ACN:rH,O:HzPQO, (70:29,5:0,5) p nastaveni paramétrdetektoru E 1 = 500 mV,
E 2=600 mV, G =750 mV.
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Obr. 25. Standardp-karotenu rozpushy v etanolu { pouziti mobilni faze
ACN:rH,O:HzPO, (70:29,5:0,5) p nastaveni paramétrdetektoru E 1 = 300 mV,
E 2=400 mV, G =750 mV.
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Obr. 26. Standard -karotenu

ACN:rH,O:HzPO, (50:49,5:0,5) pi nastaveni paraméirdetektoru E 1

E2=600mV, G =750 mV.
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Obr. 27. Standard p-karotenu
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Z uvedenych grdf jasré vyplyva, Zze mobilni fdze neni vhodna pro stanowsandardu
karotenu a potazmo ani karoteabsaZzenych v Zelatinové kapsli. Reétgintas g-karotenu
se pohyboval meziéti az¢tvrtou minutou. V této oblasti se objevuji pouzemyté, nebo
nekvantitative vyhodnotitelné piky. Ani jedna zvolena mobilni éaa iznych pongrech
¢inidel nevyhovovala chromatografickym podminkamotoke Supelcosil C8 a proto byly
piipraveny jiné mobilni faze: metanol : acetonitrikyselina fosforénd. Jejich sloZeni je
uvedeno v tabulce 7. Chromatografické podminky lsggjné, jako je uvedeno v kapitole

6.4. Vysledky néteni jsou zachyceny na obrazcich 28-37.

Tab.7: Typy mobilnich fazi

Mobilni faze MetOH ACN HPO,
1. 90 9,5 0,5
2. 70 29,5 0,5
3. 50 49,5 0,5
4. 30 69,5 0,5
5. 10 89,5 0,5
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Obr. 28. Standardp-karotenu rozpushy v etanolu {f pouziti mobilni faze
MetOH:ACN:HsPO, (90:9,5:0,5) @ nastaveni paramdétrdetektoru E 1 = 500 mV,

E 2 =600 mV, G =750 mV.
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Obr. 29. Standardp-karotenu rozpushy v etanolu {f pouziti mobilni faze
MetOH:ACN:H;PO, (90:9,5:0,5) fi nastaveni paramétrdetektoru E 1 = 300 mV,
E2=400 mV, G =750 mV.
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Obr. 28. Standardp-karotenu rozpushy v etanolu {fi pouziti mobilni faze
MetOH:ACN:H3PO, (70:29,5:0,5) p nastaveni parameétrdetektoru E 1 = 500 mV,
E 2 =600 mV, G =750 mV.
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Obr. 29. Standardp-karotenu rozpushy v etanolu { pouziti mobilni faze
MetOH:ACN:H;PO, (70:29,5:0,5) f nastaveni parameétrdetektoru E 1 = 300 mV,

E2=400 mV, G =750 mV.
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Obr. 30. Standardp-karotenu rozpushy v etanolu { pouziti mobilni faze

MetOH:ACN:H;PO, (50:49,5:0,5) f nastaveni parameétrdetektoru E 1 = 500 mV,
E 2=600mV, G =750 mV.
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Obr. 31. Standardp-karotenu rozpushy v etanolu {f pouziti mobilni faze
MetOH:ACN:HsPO, (50:49,5:0,5) p nastaveni parameétrdetektoru E 1 = 300 mV,
E2=400 mV, G =750 mV.
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Obr. 32. Standardp-karotenu rozpushy v etanolu f pouziti mobilni faze
MetOH:ACN:H;PO, (30:69,5:0,5) f nastaveni parameétrdetektoru E 1 = 500 mV,
E 2 =600 mV, G =750 mV.

[mV]
3
2 Ly
o 0
S«
N~
8 o 2
g 1 TN
5 |
MY
0
\ |
-
0 2 1 i} 8 10 12 14
[min_]

Time
Obr. 33. Standardp-karotenu rozpushy v etanolu {f pouziti mobilni faze
MetOH:ACN:H3PO, (30:69,5:0,5) p nastaveni parameétrdetektoru E 1 = 300 mV,
E2=400 mV, G =750 mV.
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Obr. 34. Standardp-karotenu rozpushy v etanolu {f pouziti mobilni faze
MetOH:ACN:H;PO, (10:89,5:0,5) f nastaveni parameétrdetektoru E 1 = 500 mV,
E 2 =600 mV, G =750 mV.
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Obr. 35. Standardp-karotenu rozpushy v etanolu {f pouziti mobilni faze

MetOH:ACN:H;PO, (10:89,5:0,5) f nastaveni parameétrdetektoru E 1 = 300 mV,
E 2 =400 mV, G =750 mV.
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Pti slozeni mobilni faze, ve které bylo obsazeno 9080OH, 9,5% ACN a 0,5% PO,
byla lepSi odezvaipparametrech detektoru E 1 = 500 mV, E 2 = 600 8\% 750 mV
Pti pouziti mobilni faze o slozeni 70% MetOH, 29,5%M a 0,5% HPO, byla lepSi ode-
zva [¥i parametrech detektoru E 1 = 300 mV, E 2 = 400 @\5 750 mV. Reteani ¢asf-

karotenu se pohyboval me#éti azétvrtou minutou.

U mobilni faze o sloZzeni 50% MetOH, 49,5% ACN a%,blPO, se na chromatogramu
pik objevil, ale podminky z hlediska kvantity nepykealné. Ostatni mobilni faze byly vy-
hodnoceny jako nevhodné pro stanovikiarotenu. Z uvedenych vysletlkiskanych f
sestavovani metodiky vhodné pro stanogkirotenu Ize konstatovat, Ze nejvh&dn
mobilni faze by byla ta o slozeni 90% MetOH, 9,5@Ma 0,5% HPO, pii uziti kolony
Supelcosil C8. Dale Ize pouzit mobilni fazi o shize/0% MetOH, 29,5% ACN
a 0,5% HPQO,. Vzhledem k tomu, Ze odezva byla stalegewdostaujici, byla dale testo-
vana kolona C30 YMC Carotenoid S5.

7.3.2 Kolona C30 YMC Carotenoid S5 4,6 x 250 mm, jgm

Po této sérii ni¥eni byla kolona Supelcosil C8ubn (15 cm x 4,6 mm)ienmenéna na spe-
cialni karotenovou kolonu YMC Carotenoid S5urd (25 cm x 4,6 mm). Takeé bylo testo-
vano, zda by vzorek mohl byt rozpe&stpiimo v mobilni fazi. Byly pouZzity mobilni faze
uvedené v tabulce 8. ok mobilni faze kolonou byl 1,1 ml.mina eluce probihala izo-
kraticky. Objem davkovaci smigy byl 20 ul. Pro n®feni byl pouzit standard
B-karotenu rozpushy v prislusné mobilni fzi. Deteki a separmi podminky byly stej-
né, jako je uvedeno v kapitole 6.4.

Tab.8: Typy mobilnich fazi

Mobilni faze MetOH ACN HPO,

1. 90 9,5 0,5

2. 70 29,5 0,5
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Obr. 36. Standardp-karotenu rozpushy v mobilni fazi pi pouZziti mobilni faze
MetOH:ACN:H;PO, (90:9,5:0,5) f nastaveni paramétrdetektoru E 1 = 300 mV,
E 2 =400 mV, G =750 mV.
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Obr. 37. Standardp-karotenu rozpushy v mobilni fazi pi pouZziti mobilni faze
MetOH:ACN:HsPO, (90:9,5:0,5) @ nastaveni paramdétrdetektoru E 1 = 500 mV,
E 2 =600 mV, G =750 mV.
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Obr. 38. Standardp-karotenu rozpushy v mobilni fazi @i pouziti mobilni faze
MetOH:ACN:H;PQ, (70:29,5:0,5) f nastaveni parameétrdetektoru E 1 = 300 mV,
E2=400 mV, G =750 mV.
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Obr. 39. Standardp-karotenu rozpushy v mobilni fazi pi pouZziti mobilni faze
MetOH:ACN:H3PO, (70:29,5:0,5) B nastaveni parameétrdetektoru E 1 = 500 mV,
E 2 =600 mV, G =750 mV.
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Ziskané vysledkyip pouziti kolony C30 YMC Carotenoid S5 (4,6 x 25@bum) neby-

ly ptili§ dobré. Tato kolona, je tgna pimo pro néteni karotenoid, ale v naSemifpack

se neos¥dcila jako nejvhodyyjsi. Patri ji nevyhovuji podminky detekce na ECD.

7.3.3 Kolona C18 Supelcosil LC 18-DB

Dale byla pouZzita kolona C18 Supelcosil LC18-DRnb(25 cm x 4,6 mm. Pro &eni
byly pouZzity mobilni faze uvedené v tabulce 9. \&ostandard@-karotenu byl rozpust

ny v etanolu. Ritok mobilni faze kolonou byl 1,1 ml.nifna eluce probihala izokraticky.

Objem davkovaci snéky byl 20 ul. Chromatografické podminky byly stejné jako jesuv

deno v kapitole 6.4.

Tab.9: Typy mobilnich fazi

Mobilni faze MetOH ACN HPOy
1. 90 9,5 0,5
2. 70 29,5 0,5
[mV,DJ_
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Obr. 40. Standardp-karotenu rozpushy v mobilni fazi pi pouZziti mobilni faze
MetOH:ACN:H;PO, (90:9,5:0,5) f nastaveni paramétrdetektoru E 1 = 500 mV,
E 2 =600 mV, G =750 mV.
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Obr. 41. Standardp-karotenu rozpushy v mobilni fazi pi pouZziti mobilni faze
MetOH:ACN:H;PO, (90:9,5:0,5) fi nastaveni paramétrdetektoru E 1 = 300 mV,
E 2 =400 mV, G =750 mV.
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Obr. 42. Standardp-karotenu rozpushy v mobilni fazi pi pouZziti mobilni faze
MetOH:ACN:H;PO, (70:29,5:0,5) f nastaveni parameétrdetektoru E 1 = 500 mV,
E 2 =600 mV, G =750 mV.
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Obr. 43. Standardp-karotenu rozpushy v mobilni fazi @i pouziti mobilni faze
MetOH:ACN:H;PQO, (70:29,5:0,5) f nastaveni parameétrdetektoru E 1 = 300 mV,
E 2=400 mV, G =750 mV.

Pouziti kolony C18 Supelcosil LC18-DB (250 x 4,6 mbam), se projevilo jako velmi
vhodné. Bylo mozZné pouZzit pro stanovgrkdarotenu mobilni f4zi o sloZeni 70% MetOH,
29,5% ACN a 0,5% kPO, pii nastavenych parametrech detektoru E 1 = 500 mV,
E 2 =600 mV, G =750 mV.
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7.4 Vysledky uréeni hmotnosti naplré kapsle
Tab.10: Tabulka hmotnosti 20 tablet
Kapslec. Hmotnost kapsle (g Hmotnost obalu (g) Hmotna@sgtne (g)

1. 0,3103 0,0741 0,2362
2. 0,3218 0,0742 0,2476
3. 0,3227 0,0731 0,2496
4, 0,3097 0,0754 0,2343
5. 0,3107 0,0745 0,2362
6. 0,3097 0,0733 0,2364
7. 0,3100 0,0753 0,2347
8. 0,3134 0,0733 0,2401
9. 0,3114 0,0733 0,2381
10. 0,3082 0,0731 0,2351
11. 0,3104 0,0736 0,2368
12. 0,3140 0,0725 0,2415
13. 0,3137 0,0754 0,2383
14. 0,3148 0,0741 0,2407
15. 0,3088 0,0755 0,2333
16. 0,3145 0,0743 0,2402
17. 0,3065 0,0731 0,2334
18. 0,3046 0,0730 0,2316
19. 0,3078 0,0746 0,2332
20. 0,3077 0,0767 0,2350

X =4,7523

x =0,2376




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 80

Naplh kapsle byla zjifovana postupem uvedenym v kapitole 6.5.

Vypoétena piimérna hmotnost obsahu jedné tablety je 0,2376 g.

7.5 Vysledky méreni kalibraéni kiivky B-karotenu

Kalibracni kiivka byla sestrojena a n&bpena podle postupu uvedenéeho v kapitole 6.6.

Tab.11: Kalibraces-karotenu metodou HPLC-ECD

Koncentrace3-karotenu Primérné plocha piku Smérodatna odchylka
[ng.mr [mV.sY] [mV.sY]
25 13,1 0,101
50 26,2 0,082
100 42,8 0,130
200 78,9 0,193
300 99,8 0,260
400 128,5 0,308

Vysledné plochy pik pro danou koncentraci standarghkarotenu zachycuje tabulka 11.
Obrazek 44 dokumentuje vlastnéiani. V grafuc. 1 je uvedena vysledna kalibra kiiv-
ka s reversni rovnici, kterd je nezbytna pro wgbdkoncentrac@-karotenu v Zelatinovych
kapslich. Reteni ¢as standardf-karotenu se pohyboval v rozmezi 3,15 — 3,3 min.
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Obr. 44. Mefeni kalibr&ni kiivky pB-karotenu

Graf 1: Kalibr&ni kiivka s regresni rovnici pro stanov@rkarotenu metodou HPLC-ECD
na kanalu E 1 = 500 mV

140 - y = 0,302x + 10,35
R = 0,990
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Z kalibratni kiivky byla stanovena rovnice regresniinpky s korel@nim koeficientem

0,990.
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7.6 Vysledky a presnost vlastniho stanoveni obsalftkarotenu ve vzor-

cich zelatinovych kapsli

Postup stanoveni byl proveden podle metody uvedekepitole 6.7. Retemi cas B-
karotenu byl v 3,15 mingta v tomto rete¢tnim ¢ase byly také odteny plochy pik. Pri-
béh analyzy vzorku zachycuji chromatogramy na obrdedi5 a 46. Kazda kapsle byla

promeiena gtkrat.
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Obr. 45. Vzorek Zelatinovych kapsli rozpir§t v etanolu @ pouZiti mobilni faze
MetOH:ACN:H3PO, (70:29,5:0,5) B nastaveni parameétrdetektoru E 1 = 500 mV,
E 2 =600 mV, G =750 mV.
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Obr. 46. Vzorek obsahu nagléelatinovych kapsli rozpusty v etanolu g pouziti mobil-
ni faze MetOH:ACN:HPQO, (70:29,5:0,5) i nastaveni paramétrdetektoru E 1 = 500
mV, E 2 =600 mV, G =750 mV.

Tab. 12: Fesnost stanovepikarotenu metodou HPLC-ECD

Kapsle Plocha piku | ObsahB-karotenu /)ﬁ _;(/ /)ﬁ _;(/2
[mV.s™] [mg]

1. 52,00 5,804 -0,0672 0,00451
2. 51,25 5,700 -0,1712 0,02931
3. 53,30 5,986 0,1148 0,01318
4. 52,45 5,867 -0,0042 0,00001
S. 53,40 5,999 0,1278 0,01633

X = 5,871 * =0,06335
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Pramérny obsahB-karotenu v Zelatinovych kapslich byl deklarovamobcem na etikét
vyrobku acinil 6 mg. Odhad sirodatné odchylky byl vyptien podle vzorce (4). Skute
ny obsah3-karotenu stanovovany metodou HPLC byl Wteo podle vzorce (5), ktery je
s ostatnimi statistickymi parametry uveden v kdpita Hodnota Studentova koeficientu t

je pri testované hladivyznamnostiq = 0,05) a fi ¢tyiech stupnich volnosti 2,78. (55)

Smérodatna odchylka s = 0,0158
Pramérny obsah p-karotenu v Zelatinovych kapslich

U =5,871 + 0,2264 mgx(= 0,05)

Plochy piku byly dosazeny do regresni rovnice kadili kiivky a byly vypateny koncen-
trace p-karotenu v jednotlivych vzorcich. ##nérna hodnotaB-karotenu v Zelatinovych
kapslich byla stanovena na 5,870,2264 mg. Vyrobce ,Kapsli pro podporu zraku“ uvadi
hodnotu 6 mg, cozifplizn¢ odpovida nawtené hodnat NiZzSi nAmi nar&irené mnozstvi
mohlo byt zgisobeno tim, Ze kapsle byly jiz stariébopzné 2 roky az 1,5 roku, coz &ité
vede k degradadi-karotenu v kapslich. Nutno takétzdznit, Ze kapsle byly skladovany
v lahvi ze s¥tlého skla, tudiZz nebyly chrény pred swtlem. B-karoten je citlivy na sstlo

a na kyslik, izomerie se a tim degraduje. DalSinos¥je, Ze vyrobce nesplnil deklarovany
obsah z @vodu nedostatmého technologického postupdi pinéni a baleni. Lze tedy
vyrobci navrhnout vyuziti jiné kluzné latky, ktelog umoznila lepSi kvalitativni smichani

vSech komponent tablety a poté jeji kvantitatiinipi.

Zarover je nutno pipomenout, Ze byl testovan i samotny extrakt Zibek, ktery byl
negativni na tomnostp-karotenu, nebo jeho mnozstvi bylo tak malé, Ze Ipgd hladi-

nou detekovatelnosti.

Metodika byla o¥tena metodou standardnihibdavku.
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ZAVER

Tato prace byla za¥hena na vypracovani vhodného postupu k izolgdiarotenu
a sowasré zavedeni optimalni chromatografické metody pro jstanoveni v Zelatinovych
kapslich. Ke stanovefikarotenu byla pouZzita metoda HPLC s detekci ECRanvici této

prace byly testovany optimalni extiak postupy vhodné ke kvantitativni izolaci

B-karotenu z Zelatinovych kapsli@né typy mobilnich fazi a kolon.

V teoretickécasti jsou popsany obegryziologické &inky rostlin boiivek, z&azeni do
rostlinného systému, jeji vyskyt a produkceaiznych statech sta. Nasleduj&ast &nuji-
ci se fyziologickému popisu aktivnich latek obsgénv bofivkach, jako jsou karotenoi-

dy a flavonoidy.

Dale jsou v praci popsany organické kyseliny, sediga pektiny a mineralni latky.
V neposledniac jsou zmigny kapsle, jejich praktické vyuZiti a metoda HPL\G/goce
acinné kapalinové chromatografie). Jde o metodu kserd&zn¢ pouziva ke stanovovani

karotenoid.

V konené fazi bylo pipraveno 5 vzork Zelatinovych kapsli (Kapsle pro podporu zraku)
extrakci podle postupu uvedeného v kapitole 6.4agiti rozpougdla hexanu. Extrakty
vzorka byly odp&eny na vakuové rotai odparce a poté byl odparek rozgasv 10 ml
etanolu. Alikvotni¢ast vzorku byla fefiltrovana ged vstikem na kolonu fes nylonovy
mikrofiltr o velikosti péru 0,45um. Chromatograficka separace probihala na kolon
SUPELCOSIL LC18-DB, 5 pm (25 cm x 4,6 mm). Elucdabprovadna izokraticky

s mobilni fazi (MetOH : ACN : PO, v poneru 70 : 29,5 : 0,5),ipteplo& 30C, i pri-
toku 1,1 ml.mif* a tlaku 61 bar. Detekgg-karotenu byla provésha pomoci potenciélu
vzdy na dvou kanalech;E 500 mV a k= 600 mV. Kazdy vzorek byl proften gtkrat

pii daném potencialu. Zigodu lepSi odezvy signalu byl pouzit kandEES00 mV pro
presr¥jsi vyhodnoceni. Poté byly oiteny plochy piku [mV3].

Vysledky analyzy byly zpracovany pomoci standardrsitatistickych parameiza vyuziti
Studentova roz#leni nahodnych odchylek pro dany stiipelnosti. Vysledky byly testo-
vany na hladié vyznamnosti. = 0,05 (95 %).

Pramérn& hodnotg-karotenu v Zelatinovych kapslich byla stanovengb@&1+ 0,2264
mg. Vyrobce Kapsli pro podporu zraku uvadi hodnétung, coz fblizné odpovida

nantiené hodnat NizSi nami na¥ené mnozstvi mohlo byt #pobeno tim, Ze kapsle
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byly jiz staré piblizn¢ 2 roky aZz 1,5 roku, coz tit¢ vede k degradacB-karotenu

v kapslich. Nutno také adaznit, Ze kapsle byly skladovany v lahvi zét&ho skla, tudiz
nebyly chragny pred s¥tlem. B-karoten je citlivy na sitlo a na kyslik, izomerie se a tim
degraduje. DalSi moznost je, Ze vyrobce nesplrkladevany obsah ziovodu nedostate
ného technologického postupti plnéni a baleni. Lze tedy vyrobci navrhnout vyuZitijin
kluzné latky, kterd by umoznila lepSi kvalitatismichani vSech komponent tablety a poté

jeji kvantitativni plreni.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

I.U.

LDL

FAD

FMN

ATP

DNA

RNA

HPLC

RP-HPLC Vysocewinna kapalinova chromatografie s reverzni fazi

ECD

Mezinarodni jednotky
Lipoprotein s nizkou hustotou
Flavinadenindinukleotid
Flavinadeninmononukleotid
Adenosin trifosfat
Deoxyribonukleova kyselina
Ribonukleova kyselina

Vysocedinna kapalinova chromatografie

Elektrochemicky detektor
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PRILOHA P |: DENNi DOPORU CENA DAVKA VITAMINU A

Denni potireba Mezinarodni jednotky
(.U))
kojenci 2000
déti od 1 do 3 let 2300
déti od 4 do 6 let 2500
déti od 7 do 10 let 3200
zeny 4000
muzi 5000
tehotné zeny 8000

I.U - (International Units, Mezinarodni jednotky)
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PRILOHA P 1l: MNOZSTVIi VITAMINU C VE 100 G POTRAVINY

Potravina MnozZstvi (mg . 100 g)
boravky 37,1
Kiwi 36,7
pomerag 35,4
citron s duzinou 34,0
26,1

Spenat, brokolice

[.U - (International Units, Mezinarodni jednotky)
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