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Abstrakt

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Veronika Bilkova

Skolitel: prof. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vyvoj HPLC metody pro kontrolu kvality potravnich doplnk( na bazi
extraktu kozliku lékarského

V této diplomové praci byla vyvinuta a validovana chromatografickd metoda
pro separaci a stanoveni apigenin-7-glukosidu, luteolinu, kyseliny acetoxyvalerenové, kyseliny
hydroxyvalerenové, kyseliny valerenové, acevaltratu a valepotriatu, které se wvyskytuji
v extraktech kozliku l|ékarského. Tato chromatograficki metoda byla nasledné poutzita
pro stanoveni obsahu danych latek v potravnich doplicich: Advance Calmin, Allnature Kozlik
bylinny extrakt, Anxiolan od firmy Green-Swan Pharmaceuticals CR a.s., Barnys HypnoX forte
od Biopol GN, Dr. Max Happy Sleep, Epiderma Spi v klidu, Kneipp Kozlik plus, NatureVia
Sleepnox forte, Naturvita Antistres, Neospan forte od Simply You Pharmaceuticals a.s. a Terezia
Spanek & Relax. Pro porovnani obsahu latek byly analyzovény registrované lécivé ptipravky:
Kneipp Kozlik 500 mg, Persen forte - Zentiva Group, a.s.. Metoda byla rovnéZz vyuZzita
pro kontrolu kvality a obsahu u tekutych lékovych forem (kapky, tinktury): Dr. Popov Kozlik
lékatsky, Green idea Kozlik Iékafsky extrakt a Tinctura valerianae od Ceska lékarna holding a.s..
K analyze byla pouZita kolona Luna Omega PS C18 100 A 150 x 2,1 mm; 1,6 um c&astice.
Separace probihala za poufZiti gradientové eluce s mobilni fazi A: acetonitril, mobilni faze B:
0,1% kyselina fosfore¢na. Rychlost pratoku mobilni faze kolonou ¢inila 0,4 ml/min
pfi konstantni teploté 30 °C. Detekce probihala s vyuZitim PDA detektoru pfi vinovych délkach
218, 231, 255 a 340 nm.

Klicova slova: HPLC, apigenin-7-glukosid, luteolin, kyselina acetoxyvalerenova, kyselina
hydroxyvalerenova, kyselina valerenovd, acevaltrat, valepotriat, kozlik Iékarsky



Abstract

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry
Candidate: Veronika Bilkova

Supervisor: prof. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.

Title of the diploma thesis: Development of a HPLC method for quality control of food
supplements based on valerian extract

In this diploma thesis, a new chromatography method for separation and
determination of apigenin-7-glucoside, luteolin, acetoxyvalerenic acid, hydroxyvalerenic acid,
valerenic acid, acevaltrate, and valepotriate in valerian extract was developed and validated.
The chromatography method was subsequently used to determine the content of the active
substances in food supplements: Advance Calmin, Allnature Kozlik bylinny extrakt, Anxiolan
from Green-Swan Pharmaceuticals CR a.s., Barnys HypnoX forte from Biopol GN, Dr. Max
Happy Sleep, Epiderma Spi v klidu, Kneipp Kozlik plus, NatureVia Sleepnox forte, Naturvita
Antistres, Neospan forte od Simply You Pharmaceuticals a.s. and Terezia Spanek & Relax. To
compare the content of substances, registered medicinal products were analyzed: Kneipp
Kozlik 500 mg, Persen forte - Zentiva Group, a.s.. The method was also applied for quality
control of liquid medicinal forms (drops, tinctures): Dr. Popov Kozlik |ékarsky, Green idea Kozlik
|ékaFsky extrakt and Tinctura valerianae from Ceska lékdrna holding a.s.. For the analysis, Luna
Omega PS C18 100 A 150 x 2.1 mm; 1.6 pm particle size analytical column was used. The
separation was carried out by gradient elution with mobile phase A: acetonitrile, mobile phase
B: 0.1% phosphoric acid. The flow rate of the mobile phase was 0.4 ml/min at a constant
temperature of 30 °C. The detection was performed by PDA detector at wavelengths of 218,
231, 255 and 340 nm.

Keywords: HPLC, apigenin-7-glucoside, luteolin, acetoxyvalerenic acid, hydroxyvalerenic acid,
valerenic acid, acevaltrate, valepotriate, valerian
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1 Pouzité zkratky

ACE
ACETOXY
ACN
API

As
BDNF
cps.

drg.

FD
GABA
gtt.
HETP
HPLC
HTLC
HYDROXY
k

LIF

LIT

LUT
MeOH
MS
NREM
orbitrap
PDA
PTFE

Q

QqQ

acevaltrat (pracovni zkratka na chromatogramech)

kyselina acetoxyvalerenova (pracovni zkratka na chromatogramech)
acetonitril

apigenin-7-glukosid (pracovni zkratka na chromatogramech)
faktor symetrie

mozkovy neurotroficky faktor

kapsle

drazé

ionizace desorpci polem

kyselina y-aminomaselna

kapky

vySkovy ekvivalent teoretického patra

vysokoucinna kapalinovd chromatografie

kapalinova chromatografie za vysoké teploty

kyselina hydroxyvalerenova (pracovni zkratka na chromatogramech)
kapacitni faktor

laserem indukovanad fluorescence

linearni iontova past

luteolin (pracovni zkratka na chromatogramech)

methanol

hmotnostni spektrometrie

klidny pohyb o¢i

analyzator zaloZeny na Fourierové transformaci

detektor fotodiodového pole

polytetrafluorethylen

jednoduchy kvadrupdl

trojity kvadrupdl



REM
Rs
RSD
SD
tbl.
tct.
TOF
tr
UHPLC
uv
VAL
VIS

VLR

rychly pohyb oci

rozliseni

relativni smérodatna odchylka

smeérodatna odchylka

tableta

tinktura

analyzator doby letu

retencni cas

ultravysokoucinna kapalinova chromatografie
ultrafialové zareni

valepotriat (pracovni zkratka na chromatogramech)

viditelné zareni

kyselina valerenova (pracovni zkratka na chromatogramech)
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2 Uvod

Kozlik |ékarsky (Valeriana officinalis) je |éCiva bylina, ktera nachazi vyuziti predevsim
pro své uklidiujici ucéinky. Nékteré prameny dokladaji pouZiti jiz za doby antické nebo
stfedovéku. S cilem dosdhnout pfiznivého plsobeni na lidsky organismus, se nejcastéji sbira
kofen rostliny, ktery se nasledné susi. Extrakty ziskané z kofene kozliku |ékarského ovlivauji
kvalitu spanku a zkracuji dobu potfebnou k usnuti. Mirni projevy nervozity nebo obtize se
soustfedénim vznikajicich na podkladé stresu. Prostfedky sobsahem kozliku maji vliv
na spravnou funkci travici soustavy, ale také hraji roli pfi udrzeni optimalnich hodnot krevniho
tlaku nebo pfi podpofre ¢innosti srdce [1-3].

Hlavnimi sekundarnimi metabolity, které zodpovidaji za ucinky této rostliny je kyselina
valerenova a valepotriaty, avSak dalsi obsahové latky rovnéz pfispivaji k pozitivnimu plsobeni.
V dlsledku nestability valepotriatl pri zvysené teploté vznikaji rozkladné produkty, které
zodpovidaji za charakteristicky zapach [4].

Potravni doplnky slouzi jako koncentrovany zdroj Zivin (vitamin( a mineralnich latek) nebo
dalSich latek s vyzivovym ¢&i fyziologickym uGcinkem k doplnéni bézné stravy. Na rozdil
od registrovanych |écivych pripravki nesmi na svém obalu obsahovat tvrzeni o preventivnich
a lécebnych vlastnostech. Uvadény byvaiji zdravotni nebo vyZivova tvrzeni, které nesmi byt
v rozporu s pravnimi predpisy. Doplnky stravy nepodléhaji schvalovacimu procesu. Dovozce i
vyrobce ma jen oznamovaci povinnost vici Ministerstvu zemédélstvi Ceské republiky.
Na ministerstvo je pouze zaslan text ceské etikety. Vyrobce nemusi pred uvedenim dopliku
stravy na trh ovéfit jeho ucinnost. Toto je nezbytné u léCivych pripravkd s ohledem i na jejich
jakost a bezpecnost. Odlisit potravni doplnék od léku mizeme dle obalu. Pravni predpisy
ukladaji povinnost oznaceni na obalu ,, doplnék stravy“. Nékdy se mizeme setkat s jednacim
Cislem rozhodnuti o vyrobku, kterému byl umoznén vstup do obéhu jako potraviny (tzv. HEM
Cislo). LécCivy pripravek musi byt oznacen registracnim Cislem Statniho Ustavu pro kontrolu léciv
nebo Evropské |ékové agentury [5-7].
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3 Cil a zadani prace

Cilem diplomové prace bylo vyvinout, optimalizovat a validovat chromatografickou
metodu pro stanoveni sedmi obsahovych latek kozliku |ékarského — apigenin-7-glukosidu,
luteolinu, kyseliny acetoxyvalerenové, kyseliny hydroxyvalerenové, kyseliny valerenové,
acevaltratu a valepotriatu. Vyvinuta metoda byla nasledné aplikovdna pro stanoveni obsahu
latek ve ¢trndcti potravnich doplricich pevné i tekuté Iékové formy a kontrolu jejich kvality.
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4 Teoreticka cast
4.1 Kozlik lékarsky
4.1.1 Popis

Kozlik Iékafsky (Valeriana officinalis L.) z ¢eledi kozlikovitych (Valerianaceae) je vytrvala
bylina s lodyhou aZ 200 cm vysokou s charakteristickym pachem. Lodyha vyrlsta ze silného
kratkého oddenku s dlouhymi éetnymi kofeny. Pro rostlinu jsou typické dlouze rapikaté,
zpetené lodyzni listy a kopinaté listky. Bile ¢i dorQizova zbarvené oboupohlavné kvéty tvori
Casto bohaté rozvétveny trojramenny vidlan. Plody jsou naZzky, které maji na vrcholu chmyr
kalichovitého pavodu [8].

Bylina plvodné péstovana v Belgii, Anglii, Némecku nebo vychodni Evropé se dnes
typicky vyskytuje v Evropé, Asii a severovychodé Ameriky. Optimadlni stanovisté pro rostlinu
jsou lesy, vinké louky, ptikopy nebo blizkost potokl. Rostlina se mnozi nazkami nebo oddenky.
Kvete od ¢ervna do srpna [9-11].

Jednad se o lékopisnou rostlinu — v Ceském lékopisu nalezneme ¢lanek Kozlikovy kofen
(Valerianae radix). U vysuSené nefezané drogy pozaduje obsah silic nejméné 4 ml v kilogramu
drogy. Nutna je pfitomnost nejméné 0,17 % seskviterpenovych kyselin vztazenych na kyselinu
valerenovou. Pokud se jedna o kozlikovy kofen Fezany, obsah silic by mél byt nejméné 3 ml
v kilogramu susené drogy a obsahovat nejméné 0,10 % seskviterpenovych kyselin pocitanych
jako kyselina valerenova. V lékopise rovnéz najdeme clanek Kozlikovy vodny extrakt suchy
(Valerianae extractum aquosum), Kozlikovy extrakt suchy (Valerianae extractum siccum),
Kozlikovy koten fezany (Valerianae radix minutata). Soucasti dila normativniho charakteru je
i ¢lanek Kozlikova tinktura (Valerianae tinctura). Tinktura ptipravena z jednoho dilu susené
rostliny a péti dili ethanolu 60—-80 % by méla obsahovat nejméné 0,015 % seskviterpenovych
kyselin [12].

Obrazek 1: llustrovany obrdazek kozliku lékarského [13].
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4.1.2 Obsahové latky

Obsah a slozeni ucinnych latek v lécivech rostlinného plvodu se lisi v zavislosti
na podminkach péstovani — klima, sklizen, proces zpracovani. Kozlik |ékafsky obsahuje fadu
biologicky aktivnich slouéenin. Hlavni slozkou je kyselina valerenova, kterd vykazuje
anxiolyticky a spasmolyticky efekt. Jedna se o terpenickou latku.

Studie na mysich prokazaly, Ze kyselina valerenova redukuje negativni chovani
souvisejici s Uzkosti. U¢inek zavisel na davce ¢isténé kyseliny valerenové a ukdzalo se, ze davka
12 mg/kg byla stejné Ucinna jako 1 mg/kg diazepamu, ktery je bézné predepisovan pfi lécbé
Uzkosti. Neovliviiuje vSak lokomotoriku, jez by poukazovalo na sedaci, ani nema ucinek
na chovani souvisejici se stavy deprese [14—15].

Sklizenim cerstvych kofen( kozliku, jejich ocisténim od zbytkd pady a jinych nedistot
nasleduje nasekani na mensi kusy a jejich suseni. NeZ jsou ¢asti dale zpracovany, urcitou dobu
se skladuji. Podminky uchovani vyzaduji nepfistupnost vzduchu, svétla, vlihkosti. V prabéhu
skladovani prasku z korene dochazi ke zménam koncentrace kyseliny valerenové a jejich
derivatll vlivem teploty a vlhkosti. Nejvétsi pokles kyseliny valerenové byl zaznamenan
pfi teploté 30 °C a nizké vlhkosti. Ztrata Cinila 50-70 %. Dalo by se fict, Ze vysledna koncentrace
této kyseliny souvisi se zménami v obsahu jejich derivatd. Obsah kyseliny acetoxyvalerenové
klesal s vyssi vihkosti a pfi 30 °C. Jeji ubytek odrazi kyselina hydroxyvalerenova pritomna
ve skladovanych vzorcich, nikoliv v ¢erstvém vzorku. Dochazi totiz k hydrolyze kyseliny
acetoxyvalerenové za vzniku hydroxyvalerenové kyseliny v ptipadé vyssi vlhkosti.
Aby nedochdzelo ke zménam zastoupeni valerenovych kyselin, optimalni teplota skladovani by
méla byt mezi 5-14 °C. Suseny material by se nemél uchovavat za vysoké vlhkosti s ohledem
na mozny rust mikroorganismu [16].

Obrazek 2: Strukturni vzorec kyseliny valerenové [17].
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Obrazek 3: Strukturni vzorec kyseliny acetoxyvalerenové [18].

[IL1]
=]
-

Obrazek 4: Strukturni vzorec kyseliny hydroxyvalerenové [19].

Dalsi obsahovou latkou jsou valepotridty, zchemického hlediska je mulzeme
charakterizovat jako epoxytriestery kyseliny octové, isovalerové, hydroxyvalerové s trojsytnym
alkoholem. Jedna se o lipofilni latky. Dle po¢tu dvojnych vazeb rozliSujeme valepotriat (valtrat),
acevaltrat a isovaltrat se dvéma dvojnymi vazbami. Jednu dvojnou vazbu ma didrovaltrat,
isovalerohydroxydidrovaltrat a dihydroisovaltrat. U&inek valepotriatli a daldich metabolitd
na centralni nervovou soustavu je stdle diskutovanou problematikou. Ptipravky obsahujici
valepotriat snizuji drazdivost, neklid a pocity Uzkosti. Z hlediska téchto obsahovych latek neni
doporuceno uzivani v téhotenstvi a pfi kojeni kvlli moznému mutagennimu ucinku.
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Valepotriaty jsou tepelné nestabilni latky. Jiz pfi teploté 35 °C se rozkladaji za vzniku
produktd, které jsou odpovédné za charakteristické aroma kozliku —homobaldrinal a baldrinal.
Rozkladné produkty rychle polymeruji a dochazi ke ztraté biologické aktivity. Tyto latky citlivé
na teplo maji rovnéz horsi rozpustnost ve vodé neZ v ethanolu, coz poukazuje na fakt, Ze
bylinny nalev je nejméné ucinnou lékovou formou. Naopak nejvétsi ucinek ma tinktura a vice
ucinny oproti ndlevu bude macerat.

S ohledem na rozklad téchto latek za vyssi teploty je potifeba, aby suSeni probihalo
je vsak finan¢né narocné. S dobou skladovani klesa obsah valepotriatu. Pro ptipravu tinktury
by neméla byt pouZita susena rostlina starsi 10 tydn(. Dva roky stard ususena bylina je
povazovana za neucinnou a tedy nepouzitelnou [20].

Obrazek 5: Strukturni vzorec valepotriatu [21].

Obrazek 6: Strukturni vzorec acevaltratu [22].
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Obsabh silic se lisi dle pavodu rostliny — sloZzenim jde o estery kyseliny octové, mravenci
a isovalerové. Za vlni kozliku, ktera vznika pfi suseni je zodpovédny étericky olej s rozmanitym
sloZzenim podle plvodu. Olej je Casto sloZen z bornylacetatu a bornylisovalerianatu. Kromé
toho koren obsahuje pomérné vysoké mnozstvi kyseliny valerové a jejich derivatd. Pozitivné
pUsobi v pripadé krecovitych stavll a zklidriuje. V rostliné jsou rovnéZ zastoupeny fenolové
kyseliny, flavonoidy (linarin, hesperidin, 6-methylapigenin) a fada dalSich monoterpend,
seskviterpenl ¢i aminokyselin. V malém mnoistvi najdeme také zastoupeni pyridinovych
alkaloidl nebo lignana (pinoresinol a jejich glykosidy) [23].

4.1.3 Pouziti

Zminky o uzivani kozliku pochazi jiz z dob antiky, kdy byl uznavanou Iécivou rostlinou.
Recky lékar, 1ékarnik, botanik a autor pétidilné encyklopedie De materia medica (o bylinném
|ékarstvi) Dioscorides nebo Ffimsky valecnik a autor vyznamné pfirodovédné encyklopedie
Naturalis historia Plinius prikladali kozliku vyznaénou lécivou silu. V obdobi stfedovéku mél
$ir$i $kdlu pouziti v porovnani s dnedni dobou a byl poklddan za vielék. Rada pramen( ho
zminuje jako osvédceny prostredek pri astmatu, kasli, proti Zloutence, bolestem hlavy,
nadymani nebo menstruacnim a zazivacim obtizim. Vyuziti mél i pfi Spatné se hojicich ranach
¢ina zdnét pohrudnice a v pripadé dny (jeho uzivani doporucovala némecka lékarka Hildegarda
z Bingenu). V dobé vznikala i fada povér, které rostliné prisuzuji schopnost chranit pred zlym a
odehnat ¢arodéjnice nebo duchy [10][24].

Pokud sbirame rostlinu na volné dostupnych stanovistich, doporucuje se sbér daleko
od tovdren a komunikaci z divodu mozZného znecisténi. Vypéstovat si ho mlzeme béhem
srpna azZ listopadu i ze seminek na zahradé. Kli¢i béhem ¢tyt tydnt a do dvou let kvete. Kofen
se sklizi az v druhém roce za suchého pocasi, nejlépe na podzim, kdy jsou sbirané ¢asti rostliny
z hlediska obsahovych latek nejucinnéjsi. Sbirané ¢asti zbavime hliny a omyjeme studenou
vodou. Pfipadné se silné ¢asti rozfiznou a zavésené se susi na dobre vétraném stinném misté
nékolik dni [25—-27]. Pro své ucinky se sbira kozlikovy kofen, ale vyuZzivané jsou i dal$i podzemni
organy. Typicka viné kozliku nabyva na intenzité po jeho ususeni. Hlavni vyuZiti nachazi
v pfipadé poruch s usindanim podminénych nervozitou nebo pfi stavech neklidu. Kozlik Iékarsky
sniZuje Castost probouzeni béhem noci, zkracuje dobu usnuti a tedy pozitivné ovliviiuje kvalitu
spanku i ndladu béhem dne. V porovnani s chemicky ucinnymi latkami uzivanych pfi poruchach
spanku nevznikd u kozliku zavislost. Bylina rovnéZz nevykazuje narkotické ucinky, které by
nasledujici den vedly k pocitu omameni.

Své uplatnéni ma také pfi podrazdéni zaludku nebo Zaludecnich krecich pro své
uklidfujici ucinky. PFfi pfedrazdénosti béhem menstruace nebo srdecnich potizich nervového
plvodu plsobi pozitivné. Jeho pfiznivou vlastnosti je stabilizace nervové soustavy
pfi nervozité, nervovém podrazdéni, avsak v pfipadé vyCerpanosti podnécuje k aktivité. Mirné
ucinky se projevuji i pfi pouZiti jako prisady do koupele. Homeopatické pfipravky s obsahem
této byliny |é¢i bolestivy zanét sedaciho nervu a poruchy spanku [9-10].
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Kyselina valerenova by pravdépodobné mohla také ovlivnit Alzheimerovu nemoc
zvySenim exprese mozkového neurotrofického faktoru (BDNF = brain-derived neurotrophic
factor), ktery je klicovy pro neurony v mozku. Receptor kyseliny gama-aminomaselné (GABA,)
je fizen timto faktorem, ktery ma vliv na chovani obdobné depresi a na procesy vzniku novych
mozkovych neurond. Pokud se hladiny neurotrofického faktoru pohybuji v urcitych
odpovidajicich mezich, dochazi k prenosu na synapsi (misto spojeni dvou nervovych bunék
nebo nervové a jiné bunky, slouZici k predavani vzruchd) na vhodné urovni a zabranuje se tak
potencialnim dusevnim nebo fyzickym onemocnénim. Nizké hladiny BDNF mohou tedy vést
ke vzniku Alzheimerovy nemoci, schizofrenii, depresi nebo obezité [28].

Rostlina byva nazyvana také jako kocici koren, jelikoZ pro nékteré kocky je viné kozliku
atraktivni. Dostupné jsou pro né prostiredky nebo hracky s obsahem této byliny pro odbourani
stresovych faktor(. Na rozdil od clovéka, ktery ho vyuZiva z ddvodu zklidnujicich Gcinka,
u kocek plsobi naopak stimula¢né. Kocka je poté vice hrava, ma tendenci se mazlit a mizeme
tak odvést jeji pozornost pred ndavstévou veterinafe a pfi dalSich stresovych situacich.
Sloucenina, ktera plsobi jako stimulant je aktinidin. Ani u kocek nehrozi riziko vzniku zavislosti
nebo predavkovani pfi dodrzeni davky jedné cajové Izicky [29-30].

4.1.4 Mechanismus ucinku

U¢inky kozliku lékafského se nepovedly pfisoudit pouze jediné obsahové latce.
Predpokldda se soucinnost vice sloZek. Farmakologicky ucinek nese predevsim kyselina
valerenova, ddle valepotridty a v mensi mife pyridinové alkaloidy a dalsi latky ze skupiny
iridoid( [23].

Mechanismus ucinku pravdépodobné spociva ve vazbé na GABAa-receptorovy komplex
spojeny s kandlem pro chloridové anionty. Dochazi k hyperpolarizaci membrany nasledkem
zvySeného prlniku chloridovych iont(, coz vyvoldva inhibi¢ni postsynapticky potencial. Tento
mechanismus je podobny benzodiazepinlm uzZivanym pfi |écbé nespavosti. Komplex ma
charakter pentameru slozeny z podjednotek a, B, y, které maji své subtypy (ati-s, B1-4, Y1-4) S€
znacnou heterogenitou. Struktura tvorena péti mensimi podjednotkami prochdzi membranou
[31].
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Obrazek 7: GABAa-receptor (obrdzek prevzat a upraven ze zdroje [32]).

Také bylo zjisténo, Ze extrakty z kozliku Iékarského potlacuji aktivitu enzymu, ktery je
zodpovédny za rozklad kyseliny y-aminomaselné. ZvySuje se tak mnoiZstvi kyseliny
v synaptickych Sstérbinach mozku [33].

Kyselina y-aminomaselna (GABA — gamma-aminobutyric acid) je latka s tlumivym
ucinkem, ktera prenasi vzruchy v centrdlni nervové soustavé. PFi vazbé této slouceniny
na GABA receptory dochazi k hyperpolarizaci buriky. GABA je hlavnim cilem farmakoterapie
pfi l1é¢bé Uzkosti. Receptory pro tuto latku se nachazeji v kazdé oblasti mozku a hraji roli
v neurofyziologickych procesech — spdnek, motorické funkce, Uzkost nebo bolest. Naruseni
inhibice pomoci GABA mizZe vést k porucham pohybu, schizofrenii nebo nespavosti [34].

Kyselina valerenové jakoito hIavnl' sloika kozll'ku lékarského zprostFedkovévé zesileni
valerenové na receptory GABA,, konkretne na podjednotku Bs. Ukdzalo se, Ze kyselina
valerenova a benzodiazepiny predepisované na stavy Uzkosti ¢aste¢né sdileji spolecny substrat
v nervovych burikdch, které na svém povrchu prezentuji receptory azB3y2 [35].

Kyselina acetoxyvalerenovda a kyselina hydroxyvalerenova nemoduluji receptory
GABA,, ale vazZzou se na identicka vazebnd mista [36].

GABAa receptory moduluji fadu strukturné odlisnych latek. Vyznamna je vazba léciv
jako jsou barbituraty, benzodiazepiny, celkova anestetika, ale i latky rostlinného plvodu —
monoterpeny, flavonoidy [37].
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4.1.5 Aplikacni formy, davkovani

Extrakty z kozliku mohou byt zastoupeny v potravnich doplficich &i Ié€ivych pfipravcich
samostatné, ale mnohdy se jedna o kombinaci s dalSimi latkami. Dostupné jsou ve formé
tablet, drazé, tobolek, pfipravuji se ¢aje a pouzivaji se také tinktury.

Pro nepfijemnou hotkou chut kozliku se doporucuje pouziti jiz hotovych preparatd,
a to rovnéz s ohledem na spravné davkovani. Pfi poruchach spanku je vhodné uzit 250 az 500
mg praskového extraktu v jedné tobolce / tableté nebo jednu ¢ajovou lZicku tinktury (10-20
kapek) a to zhruba 30 minut aZz hodinu pred ulehnutim ke spanku. Bézné je kozlikova tinktura
davkovana 15-20 kapek trikrat denné. Jako prisada do koupele plsobi mirné sedativné [10].
V jinych pfipadech je doporucovana davka extraktu kozliku 50 aZz 100 mg dvakrat azZ trikrat
denné. Pokud vyuZijeme suseny koren, davka by méla byt 1 az 2 gramy [33].

4.1.6 Kontraindikace

Kozlik by se nemél uzivat s |éCivymi ptipravky na spani a uklidnéni na lékatsky predpis
— sedativy, antiepileptiky, antidepresivy. Vyvarovat bychom se méli souc¢asnému pozivani
alkoholu. Na druhou stranu kombinace s ostatnimi rostlinnymi uklidriujicimi prostiedky (chmel
otacivy, medurika Iékarskd, mucenka pletni, ...) je mozna [10].

UZivani u téhotnych a kojicich Zen neni vhodné s ohledem na mozny mutagenni ucinek
valepotriatt [38].

4.1.7 NezZadouci ucinky

Pti dodrzeni doporucenych davek je toxicita kozliku a riziko vyskytu nezadoucich ucink(
nizké. Predavkovat se je mozné pfi poziti mnozstvi vétsiho jak 18 gramU korene. UzZivani davek
530 az 2 000 miligramu extraktu pétkrat denné nékolik let mlzZe vyvolat abstinencni priznaky
projevujici se podrazidénosti, bolesti hlavy, poruchami spanku, neklidem nebo nevolnosti
a zvracenim. Takovy ptipad je vSak zndmy pouze jeden [33].

Nezadouci ucinky, které mohou postihnout méné nez jednoho pacienta z 10 000 (velmi
vzacné) se projevuji Unavou béhem dne, tfesem, napétim na hrudniku, busenim srdce nebo
krecemi v brise [33][39].

Smi se uZivat maximdlné po dobu 3-4 tydn( a nasledné si udélat pauzu na 3-5 dni.
Uzivani pripravkd s obsahem kozliku lékarského mUize zhorsit schopnost fidit nebo pouzivat
stroje — pacienti by neméli fidit nebo obsluhovat stroje [40].
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4.2 Fyziologie spanku

Spanek je zdkladni potfeba dllezita pro naleZitou funkci organismu. Nezbytny je
predevsim pro regeneraci centralniho nervového systému —fizeni organismu, kognitivni funkce
(mysleni, pamét, koncentrace, pozornost) a Setfeni energie. BEéhem spanku je reaktivita
na vnéjsi podnéty spolecné s pohybovou aktivitou snizena [41]. Rytmus spanku a bdéni
reguluje ¢ast mezimozku — hypothalamus. V této ¢asti se tvofi fada hormoni potrebnych
pro ovlivnéni tvorby modi v ledvinach (antidiureticky hormon), u Zen k vyvolani kontrakci
délohy a spousténi mléka pfi kojeni — hormon oxytocin, mimo jiné zde dochazi k produkci
spankového hormonu melatoninu. Melatonin signalizuje télu nastup tmy, a tedy ¢as spanku
[42].

Zakladni funkéni stavy béhem spanku jsou bdélost, NREM (non rapid eye movement)
a REM (rapid eye movement) spanek. Stfidani téchto stadii se oznacuje jako architektura
spanku. Cyklus trva priblizné 90-120 minut a béhem noci probéhne ¢tyrikrat az pétkrat. NREM
spanek byva oznacovan také jako klidovy, jelikoZz klesa mozkova aktivita. Ma Ctyfi stadia (N1,
N2, N3, N4), pficemz ctvrté stddium se vsoucCasné dobé jiz neodliSuje od tretiho.
Charakteristicky je pokles svalového napéti, absence pohybu oc¢nich bulbl [43—-44]. Takovy
spanek se postupné prohlubuje a nastava kratka faze REM spdnku, tedy spanku s rychlymi
pohyby oci a svalovymi zaskuby. Béhem této faze se zdaji sny. Spankové cykly na sebe navazuji
a mezi nimi jsou kratké stavy, kdy je ¢lovék pfipraven reagovat na podnéty, je bdély. Tento stav
trva kolem tfi minut, a proto si jej mnohdy nepamatujeme [45].

GABA je hlavni inhibiéni neurotransmiter, ktery udrzuje rovnovahu mezi excitaci a inhibici
centralniho nervového systému. Spanek reguluji receptory GABAA, GABAg, GABAc, pricemz
|éciva plsobi prostfednictvim alosterické modulace benzodiazepinového mista. Na interakci
s receptorem GABAA pUsobi i rostlinné vytazky s anxiolytickym a hypnotickym ucinkem [46].

4.3 Problémy se spankem

Spanek ma zasadni vliv na fyzické i dusevni zdravi. Kvalita spanku hraje roli v kognitivnich
schopnostech, imunitnim systému, hormondlni regulaci, kardiovaskularnim zdravi. Naruseny
spanek, nespavost nebo poruchy cirkadianniho rytmu, jejichZ plvod je v nezdravém Zivotnim
stylu, zdravotnich problémech ¢i podminkach prostredi zasadné prispivaji ke zhorseni
psychického a celkového zdravotniho stavu. Podstatnou Ulohu ve zlepseni spanku plni
spankova hygiena. Optimalni doba spanku se u dospélého clovéka pohybuje mezi 7 az 9
hodinami, avSak s rostoucim vékem klesa [47].

Zasady spankové hygieny zahrnuji vyhybdani se tézkym jidlim na noc, 4-6 hodin
pfed uloZenim se ke spanku nepit alkohol, energetické napoje, cerny i zeleny ¢aj, vyvarovat
se piti kavy a koureni. Méli bychom uléhat a vstdvat ve stejnou denni dobu, a to kazdy den
véetné vikend(. Pred spanim vyvétrat mistnost, idedlni teplota by se méla pohybovat mezi 18-
20 °C. Pouze pfi pocitu ospalosti ulehnout do postele. V pfipadé, Zze nemizeme usnout do 30
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minut od ulehnuti, neni vhodné nadale setrvavat v posteli. IdedIni je poslechnout si hudbu
nebo Cist si. Naopak vhodna neni nadmérna fyzicka aktivita 1-2 hodiny pred spanim. Spanek
béhem dne je doporucovan jen po dobu 30-45 minut. Vecer pred ulehnutim nepremyslet
nad problémy a nezadouci jsou také negativni myslenky. Nedoporucuje se sledovat televizi

pfimo z postele, a navic modré svétlo narusuje spankovy biorytmus [48].

Pro nespavost (insomnii) jsou typické potize s usinanim, brzké probouzeni nebo casté
nocni buzeni vyskytujici se minimalné tfikrat tydné a trvajici po dobu alespon jednoho mésice.
MizZe se jednat o kratkodoby stav, ale i stav dlouhodoby, pokud obtize pretrvavaji déle nez tfi
mésice. Insomnie postihuje az 30 % populace — prevalence stoupad s rostoucim vékem a ¢astéjsi
je u Zzen nez u muza. Trvalymi potizemi trpi pfiblizné 10 % z této ¢asti populace. Pfidruzend
onemocnéni, predevsim psychiatricka, chronicka (deprese, neurodegenerativni onemocnéni,
bolestivé stavy, dusnost) mohou rovnéz prispivat k porucham spanku. Riziko predstavuje prace
na smény [49-51].

4.4 Lécba nespavosti

Nefarmakologické principy Ié¢by nespavosti zahrnuji predevsim relaxa¢ni metody béhem
dne a dodriovani zdsad spdnkové hygieny. Vyznam to md predevsim
u starSich lidi, jelikoZ s rostoucim vékem se snizuje celkovy obsah vody v organismu, ubyva
pocet bilkovin plazmy a naruista podil télesného tuku. Ndsledkem toho se prodluZuje doba,
za kterou se dané IéCivo vylouci z organismu, a tudiZ vzrista potencial vyskytu nezadoucich
ucinkd. V ptipadé, Ze spankova hygiena neni Gcinnd, pfistupuje se ktzv. kognitivné-
behavioralni terapii, kterd se zaméfuje na tuto problematiku v ramci nékolika sezeni
s terapeutem. Vhodné je zaradit do svého denniho rezimu meditaci ¢i brani¢ni dychani [52].

V pripadé neuspéchu predchozich technik a jedna-li se o akutni nespavost, pfistupuje
se k farmakologickym postuplim, avSak nefarmakologické principy maji stdle sv{j vyznam.
Vyuzivanymi skupinami |éciv jsou nebenzodiazepiny také nazyvané jako tzv. ,Z-drugs”,
benzodiazepiny ¢i agonisté melatoninovych receptor(i (melatonin). Své vyuZiti maji i nékteré
skupiny antidepresiv a antihistaminik, pfedevsim ta se sedativnim uc¢inkem. Benzodiazepiny by
se nemély pouZivat dlouhodobé z dlvodu mozného vzniku zavislosti a rozvoje tolerance,
Utlumu béhem dne, nekoordinovanym pohyblm a riziku padd. Nahlé vysazeni neni zZadouci,
jelikoz mlze zpUsobit problémy se spankem jesté ve vétsi intenzité nez v Uvodu terapie. Prvni
volbou jsou tedy Z-hypnotika, ktera maji mensi riziko vzniku zavislosti a vyskytu nezadoucich
ucinkd. Ve srovnani s benzodiazepiny neovliviuji strukturu spanku. Spankovy hormon
melatonin, ktery se podili na fizeni rytmu spdnku a bdéni je také dostupny v lé¢ivém pripravku
[53].
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Stejné jako benzodiazepiny, které pUsobi prostfednictvim GABA receptor(i, na tato
mista cili také bylinné extrakty. Lidé trpici nespavosti pfed samotnou navstévou lékare jako
prvni sahaji po téchto prostfedcich. Na podporu usinani miZeme vyzkouset rostlinné pripravky
s uklidiujicim ucinkem. Kromé zminovaného kozliku lékaiského byva do smési na spanek
pridavana medurnka, mucenka, levandule, chmel, hefmanek nebo trezalka [54].
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4.5 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid Chromatography —
HPLC) je separacni metoda, jejimZ principem je opakované ustalovani rovnovahy rozdélovani
analyzovanych latek mezi dvéma vzajemné nemisitelnymi fazemi. Distribuce latek probiha
mezi pohyblivou (mobilni) fazi, kterou tvoti kapalina a nepohyblivou (stacionarni) fazi tvorenou
tuhou latkou umisténou v koloné. Analyzované latky jsou oddélovany v dusledku odlisSného
vzajemného plsobeni s pohyblivou nebo nepohyblivou fazi. Podle charakteru separace
analytd rozliSujeme chromatografii adsorpcni (separované latky smési se rlznou mérou
adsorbuji na povrch stacionarni faze), rozdélovaci (dle odliSné rozpustnosti slozek analyzované
smési v mobilni a stacionarni fazi), afinitni, gelovou, iontové-vyménnou a dalsi [55].

Jednd se o nejcastéji pouzivanou fyzikalné-chemickou analytickou metodu, jelikoZ ji
mlzeme vyuZzit jak pro identifikaci, tak pro kvantitativni stanoveni. Analyzovat miZeme
vysokomolekuldrni latky, polarni i nepolarni latky, ionizovatelné slouceniny, ale i tepelné
nestabilni. Vyhodou je rychlost analyzy, vysoka separa¢ni Ucinnost a mald spotieba
analyzovaného vzorku. Metoda zajistuje presnost pfi identifikaci a kvantifikaci, umoziiuje
vysokou selektivitu pfi analyze chemicky podobnych sloucenin. UmozZniuje detekovat
a kvantifikovat slouceniny pfi nizkych koncentracich. Zajistuje reprodukovatelnost a analyzu
velkého mnoiZstvi vzorkd diky moZznosti automatizace. Zasah obsluhujiciho personalu je pak
minimalni [56-57].

Hlavni soucasti chromatografického systému tvofi zdsobniky mobilni faze, kterd je
pres filtry, jenz slouZi k zachyceni mechanickych necistot za pomoci vysokotlakého cerpadla
Cerpana do celé soustavy. Miseni jednotlivych sloZzek mobilni faze zprostfedkovava smésovac.
NeZ je mobilni faze privedena na kolonu dochazi k odvedeni veskerych rozpusténych plynd
za pomoci odplynovace (degasseru). Mobilni faze prochazi skrz polopropustnou kapildru, ktera
se nachazi ve vakuové komore. Tato kapildra propousti jen plyny. Na zakladé rozdilného tlaku
uvnitf a vné kapilary dochazi k odplynéni faze. Vyznam to ma z hlediska zajisténi souvislého
pratoku mobilni faze, zabranéni vykyvim zakladni linie ¢i zamezeni Sumu pfi detekci. Je
nezbytné, aby prdtok mobilni faze byl presny a spravny, a proto je nedilnou soucasti HPLC
systému manometr pro kontrolu tlaku mobilni faze, jelikoz pfi presahnuti urcité hodnoty muze
dochdzet k netésnosti spojli systému, ale i zménam stacionarni faze. Pro pfipad radikalniho
zvyseni Ci poklesu tlaku je diky pojistce priitok mobilni faze zastaven.

V kapalinové chromatografii rozliSujeme dva typy eluce — izokratickou a gradientovou.
Izokratickd eluce znamena, Ze se sloZeni mobilni faze béhem analyzy neméni. Vyuzivdme ji
pri déleni latek, u nichZ jsou chemické vlastnosti podobné. Zména slozeni mobilni faze ve
sméru zvySovani silnéjsiho eluéniho Cinidla je charakteristicka pro gradientovou eluci. Pokud
zvySujeme podil slozky mobilni faze svyssi elucni Ucinnosti, zkracujeme dobu analyzy.
Pti gradientové eluci se mobilni fdize mohou misit za nizkého nebo vysokého tlaku. Miseni
za nizkého tlaku vyZaduje jen jedno ¢erpadlo, avsak nevyhodou je miseni daleko od kolony. Dvé
Cerpadla vyZzaduje miseni za vysokého tlaku a slozky se misi tésné pfed kolonou. Pfinosem je
pfesnost v pfipadé, Ze zastoupeni jedné slozky mobilni faze je vétsi nez 10 %
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a opakovatelnost miseni nebo rychla reakce na zménu slozeni mobilni faze. Nejcastéji jsou
vyuzivana dvoupistova cerpadla diky snadnéjsimu zajisténi plynulého pritoku mobilni faze
celym systémem a nizkym tlakovym pulzacim. Mobilni faze dale putuje do davkovaciho
zafizeni. Vzorek je nadavkovan zvialek o objemu pfiblizné 1-2 ml manualné nebo
automatickym davkovacem (autosamplerem). Davkuje se objem v fadu jednotek az desitek pl.
Automaticky davkovac zajisti opakovatelné davkovani i malych objem( a nevyzaduje
pritomnost obsluhujiciho personalu. Vzorek je nadavkovdn pomoci Sesticestného ventilu
s vymeénitelnou smyckou, kterd se plni injekéni strikackou. Sousedni pozice ventilu jsou
propojeny. Ventil pracuje ve dvou polohach — plnéni (load) a davkovani (inject). BEéhem plnéni
je propojena sttikacka a davkovaci smycka, kterd se plni vzorkem. Kolonou protéka mobilni faze
a ustaluje se rovnovaha. Pfi davkovani je naplnéna smycka propojena a mobilni faze vymyva
vzorek na kolonu, kde dochazi k separaci analyzovanych latek. Sou¢asné moderni HPLC systémy
obvykle v rozmezi 0,5 az 50 mikrolitrd. Chromatograficka kolona byva vétsinou o délce 150-
300 mm a praméru 3-4,6 mm s velikosti ¢astic 3-5 um. Je obvykle vyrobena z nerezové oceli,
ale maze byt i plastova v pfipadé monolitickych kolon. Obecné dle typu sorbentu uvnitf kolony
je rozlisujeme na napliové (vyplnéné malymi poréznimi kulatymi c¢asticemi s velkym
povrchem) a monolitické. Pro opakovatelnou a ucinnou separaci je dulezita stejnomérna
velikost ¢astic sorbentu. Vyznamny vliv na celkovou analyzu ma teplota na koloné, a proto se
nachazi v prostoru stermostatem pro udrieni konstantni teploty po dobu separace.
Proménliva teplota ovliviiuje selektivitu analyzy a retencni ¢asy analyt(. Eluat je z kolony veden
do detektoru, pricemz signal detektoru vyhodnocuje pocita¢ s chromatografickym softwarem.
Latky, jejichZ interakce se stacionarni fazi jsou slabsi, unasi proud mobilni faze a z kolony jsou
vymyty v kratSim case. K pozdéjsi eluci latek dochdzi pfi silnéjSim zadrZovani analyt(
na stacionarni fazi [58—63].

Detektor by mél byt spolehlivy a snadno pouzitelny s Sirokym linearnim dynamickym
rozsahem. DuleZitd vlastnost detektoru je wvysokd citlivost vaci malym koncentracim
analyzovanych latek a nizky Sum nulové linie. Abychom zabranili rozmyvani separovanych zon,
umistujeme detektor co nejblize za vystupem z kolony. Odezva by méla byt rychla
a reprodukovatelna. Vyuzivané typy detektort jsou UV-VIS spektrofotometricky (UV-VIS, PDA),
fluorescencni (FD, LIF), hmotnostné spektrometricky (MS), chemiluminiscencni, aerosolové,
refraktometrické nebo elektrochemické (potenciometricky, amperometricky,
konduktometricky). Funguji na principu prfevodu chemickych nebo fyzikalnich vlastnosti
analytud ¢i mobilni faze na elektricky signal, ktery odpovida koncentraci analytl v mobilni fazi.

Analyza v této diplomové praci probihala s vyuZitim PDA detektoru, ktery radime mezi
spektrofotometrické. V analyzovanych latkach je nutnd pritomnost funkéni skupiny, ktera
absorbuje svétlo v oblasti vinovych délek UV (190-400 nm) nebo VIS (400-800 nm). Detekce
probihala na zdkladé méreni absorbance elektromagnetického zareni slozek eluatu. PDA
detektor snima celé spektrum vinovych délek v redlném c¢ase. Zareni dopada na diodové pole,
kde je kazdd fotodioda (512-1024 fotodiod) nastavena na danou vinovou délku zareni. Tento
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typ detektoru dokaze rozeznat pfipadnou koeluci pik(i a zhodnotit jejich Cistotu. Kvantitativni
vyhodnoceni probihalo s vyuzitim Lambert-Beerova zakona, kdy odezva detektoru primo zavisi
na délce cely a koncentraci stanovované latky v pohyblivé fazi [60][64].

Chromatograficka kolona o r(izné délce, vnitfnim priméru a velikosti ¢astic je naplnéna
stacionarni fazi — vhodnymi sorbenty. NejcastéjSim sorbentem je silikagel, na jehoz povrchu
mohou byt chemickou reakci navazany rizné skupiny iont nebo molekul (C8-C18, fenyl).
V pfipadé, kdy je silikagel takto chemicky upraven, hovofime o obracené (reverzni) fazi —
navazané skupiny jsou nepoldrni a mobilni faze je polarni, tvofena smési vodné a organické
slozky. Jako organickou slozku volime methanol nebo acetonitril. ZadrZzovani na koloné je
zprostredkovdno hydrofobnimi interakcemi, zejména van der Waalsovymi silami. Analyzovat
muzZeme rozsahlou Skalu latek s ohledem na libovolnou volbu sloZzeni mobilni nebo stacionarni
faze. Nemodifikovany silikagel s volnymi silanolovymi skupinami, pfipadné navazani poldrnich
funkénich skupin (amino, diol) predstavuje normalni usporadani fazi. Mobilni fazi tvofi
nevodna smés organickych rozpoustédel (chloroform, hexan). Latky jsou zadrZovany na koloné
na zakladé polarnich interakcich (interakce dipdl-dipdl, vodikové vazby). S vyssi polaritou
analyzované latky stoupa zadrzovani na koloné. Toto usporadani fazi se dnes vyuzivda méné,
a to v pripadé latek vysoce hydrofobnich, tukl, sacharid(, u latek nachylnych k hydrolyze.
V normalni i obracené chromatografii se wvyuzivd Uprava uhlikatého fetézce pomoci
aminoskupiny nebo kyanoskupiny. Silikagel ma omezenou teplotni a chemickou stabilitu
(teplota do 60 °C, pH 2-7). Podminky pouziti definuje vyrobce. Pti nedodrzeni podminek (pH >
8) mlze dochazet k rozpousténi silikagelu nebo uvolfiovani navazanych ligand (pH < 2).
Z dalsich pouZivanych materialll se mGZeme setkat se stacionarni fazi na bazi organickych
polymer(l (zesitovany polystyren, substituce polyvinylalkoholu, methakryldtu), oxidu
zirkonicitého a dalSich kovovych oxid(i. Méné obvykly materidl vyuZivany pro vyrobu sorbent(
je grafitizovany uhlik. Takové kolony vykazuji vy$si odolnost s ohledem na teplotu ¢i pH. Vysoce
ucinna separace probiha i pfi vyuziti monolitickych kolon, které tvofi jeden kus porézniho
materialu s makropdry a mesopdry. Makropdéry s primérem priblizné 2 um zajistuji pohyb
mobilni faze pfes sorbent. Separace je zprostfedkovana predevsim mesopdry s mensi velikosti
(10 nm), pro které je typicky velky povrch. Pracovat mizeme za nizsiho pracovniho tlaku a vyssi
pratokové rychlosti. Presto jsou tyto kolony v porovnani s ndplfiovymi vyuzivany méné kvuli
omezené dostupnosti vyrabénych fazi.

Jako ochrana kolony pred poskozenim slouzi predkolona. Brani nevratné adsorpci latek
z matrice na stacionarni fazi, chrani pred necistotami v mobilni fazi nebo v rozpoustédle
analytu. Poskytuje tedy jak mechanickou, tak chemickou ochranu a tim zvysSuje Zivotnost
samotné kolony. V porovnani s analytickou kolonou je znac¢né kratsi (5-10 mm), avsak byva
plnéna stejnym sorbentem a da se jednoduse vyménit [60][65].

Pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii vyuzivame rozpoustédla vysoké Cistoty
s oznacenim ,HPLC grade” nebo ,HPLC gradient grade”. Tato rozpoustédla byvaji od vyrobce
prefiltrovana, v jiném pripadé je zapotiebi mobilni fazi pred nalitim do zdsobniku zbavit
pevnych neclistot. Zamezujeme tak moZnosti ucpani ¢asti chromatografického systému. Vybér
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rozpoustédla volime také s ohledem na pouZitou detekci. Pokud vyuZivdme mobilni fazi
s obsahem soli nebo pufrli, je nutna filtrace. Je nutné ovéfit, zda lze pufr kombinovat

s organickou slozkou mobilni faze. Pti vysoké koncentraci se mnohdy srazeji (vznik zakalu)
[63][65].

Chromatograficky systém popisuje obrazek ¢. 8

Zasobniky Odplyfiovat  Vysokotlaka Automaticky  Predkolona
mobilni faze i o terpadla davkoval
: - vzorku
) g B
A B =3 \
& *+ & » [ ] ) [ ] [ [ ] @ * . B &
L ] e & = @ L ] L] L ] 2 @ - ] ® . & L ]
L}
.
[ ]
L]
@ ® L ® e @ w ® @
& ® [ % [ @ ] c-18 ]
91
. E— [ S
Komunikaéni modul Odpad Detektor Kolona v kolonovém
spojeny s pocitatem prostoru

Automaticky davkovac
vzorku

Obrazek 8: Schéma a popis HPLC systému (prevzato a upraveno ze zdroje [66]).

Zaznam signalu odseparovanych analyzovanych latek po prichodu detektorem
zobrazuje chromatogram. Osa x predstavuje retencni ¢as (dobu od nastfiku do maxima krivky
—vrcholu piku) a osa y signal detektoru (méfenou velicinu). Jednotlivé piky analytli hodnotime
z hlediska jejich tvaru, vzajemného rozliSeni mezi sebou a posoudit mlzeme celkovou
efektivitu separaéni metody. Tvar piku popisuje faktor symetrie As, ktery by se mél pohybovat
v rozmezi hodnot 0,8 — 1,5. Idedlni tvar piku je podobny Gaussovskému rozdéleni. Do jaké miry
jsou analyzované latky od sebe oddéleny uddava rozlisSeni Rs. K separaci az na zakladni linii
dochazi v pfipadé, kdy je tato hodnota vyssi nez 1,5 [60][62].

Pro analyzu velkého mnozstvi vzork( je kladen dliraz predevsim na celkovou dobu
analyzy a s tim spojenou spotiebu pouzitych organickych rozpoustédel. Abychom zkratily ¢as
separace na nékolik minut, nej¢astéji vyuzivame kratsi kolony. Pouzitim kratké kolony se snizuje
i zpétny tlak a ustanoveni rovnovahy v systému (ekvilibrace) trva kratsi dobu. Naopak se snizuje
pocet teoretickych pater, a tedy i separacni ucinnost. Nedosahujeme adekvatniho rozliseni
pika. Dalsim zplsobem urychleni analyzy je vyssi priitok mobilni faze, kdy vSak nar(sta i zpétny
tlak. Setkat se mlizeme i s tzv. HTLC (High Temperature Liquid Chromatography) s vyuZitim
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zvySené teploty nad 60 °C pro zrychleni separacni metody. Tlak v systému spolecné s viskozitou
pohyblivé faze je nizsi. V potaz je potireba brat riziko rozkladu stanovovanych latek a omezeny
vybér tepelné stalych materidld sorbentu. Zplsob, kterym mlZeme vyrazné zkratit analyzu
popisuje Van Deemterova kfivka — snizenim poméru vyskového ekvivalentu teoretického patra
(HETP — height equivalent to a theoretical plate) a rychlosti pratoku pohyblivé faze. Krivka ma
rdzny tvar pro Castice s odliSnym priamérem [67].
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5 30,00
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Obrazek 9: Van Deemterova kfivka [68].

4.6 Ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie

Ke vzniku ultra-vysokoucinné kapalinové chromatografie (Ultra-High Performance Liquid
Chromatography, UHPLC) napomohla skutecnost, kterd byla zakladem rozvoje HPLC
ze sloupcové chromatografie, a to je zmensovani velikosti ¢astic. Pro tuto separacni metodu je
typickd velikost ¢astic mensich nez 2 um a ultra-vysoky tlak (100-140 MPa). Hlavnimi vyhodami
metody je nizsi spotfeba rozpoustédel a stanovovaného vzorku, rychlejsi doba analyzy, vysoka
separacni Ucinnost a vyssi rozliSeni. Postup, ktery byl vyvinut pro HPLC systém lze jednoduse
prenést do podminek pro UHPLC.

Jak jiz bylo zminéno, pro systém je nezbytna schopnost pracovat za vysokych tlaka.
Dodrzeni tlakovych limitd musi byt splnéno u pump, nastfikového ventilu, vlastni kolony, ale
i v mistech spojli a tésnéni. V porovnani s HPLC by mél davkova¢ (autosampler) davkovat
vzorky rychleji, s im souvisi zkraceni doby analyzy. Prostor mimo kolonu by mél byt
minimalizovan. Negativni vliv na ucéinnost separace ma zvétSeni objemu systému pocinajici
davkovacim ventilem azZ po detektor. Vyuzivame proto uzsi kapilary a pfi jejich spojeni je nutné
dosdhnout velmi malého objemu. JelikoZz je kladen dliraz na zkraceni doby analyzy a vyssi
ucinnost, dalezity je rovnéz vybér detektoru. Volime detektory, které jsou schopné snimat data
s vysokou frekvenci.
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V disledku odporu ¢éastic sorbentu k toku mobilni faze vznikd tfeni a tim dochazi
k zahtivani, coz je typické pro UHPLC analyzy. Teplo je vedeno vSemi sméry do prostoru
a vytvari se teplotni gradient. Jev se nejcastéji vyskytuje pfi praci za vyssich tlakd (100 MPa)
nebo u kolon vétsiho priaméru (4,6 mm). Nasledkem klesa uGcinnost separace nebo kolisaji
retencni casy analyt(.

Pfed samotnou analyzou je potfeba dlsledna uprava mérenych vzork( a filtrace
mobilni faze pres filtry s velmi malou velikosti péra (0,22 um). Kvalita mobilni faze je stézejni
s ohledem na kolonu, kterd by se za pfitomnosti pevnych ¢astic (krystaly pufrd) mohla ucpat.
UHPLC kolony obsahuiji frity s mensim primérem péri oproti HPLC kolonam, aby se zabranilo
vymyvani ¢astic sorbentu [67].

Trendem farmaceutické analyzy je spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii, ktera separuje ionty podle poméru hmotnost/naboj. Ve strukturni analyze je
tendence propojit rychlou chromatografii s hmotnostni spektrometrii k ziskani vysokého
rozliSeni a pfesného urceni hmoty. V tomto pripadé je volbou kombinace UHPLC s detekci Q-
TOF (Q — jednoduchy kvadrupdl, TOF — time of flight — analyzator doby letu) nebo LIT-orbitrap
(LIT — linearni iontova past, orbitrap — analyzator zaloZeny na Fourierové transformaci).
Pro kvantitativni vyhodnoceni volime nejcastéji kombinaci UHPLC-QqQ (trojity kvadrupdl) [69].
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4.7 ResSerse stanoveni analytl na bazi extraktu kozliku lékafského

Chromatografickd metoda, kterd by stanovovala vSechny latky analyzované v této
diplomové praci najednou zatim nebyla publikovana. Dostupné jsou publikace metod, které
stanovuji pouze jednotlivé analyzované latky, pfipadné kombinaci nékterych z nich. Nasledujici
tabulka popisuje osm vybranych praci s podminkami pro stanoveni danych analytd. Latky byly
stanovovany za ucelem kvalitativnim nebo kvantitativnim, pfipadné obojim. Vysokoucinna
kapalinova chromatografie je metodou volby s kolonami se stacionarni fazi typu C18. Mobilni
fazi je potfeba okyselit a ¢asto ji tvofi methanol nebo acetonitril. Detekce nejéastéji probiha
s vyuzitim spektrofotometrickych detektor(i PDA nebo UV.
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Tabulka 1: Prehled moZnosti stanoveni apigenin-7-glukosidu, luteolinu, kyseliny acetoxyvalerenové, kyseliny hydroxyvalerenové, kyseliny

valerenové, acevaltratu a valepotriatu.

200x 4,6 mm, 5 um

Analyzované latky Mobilni faze Chromatograficka kolona Detektor | Zdroj
e eetomyeatorononts valoronsl scovatrat, | MeOH-H: (0,5% POy ApexPrep. O0S | i | g
Y R ’ ’ pH 2) 80:20 250 x 4,6 mm, 5 um
isovaltrat
. , VP-ODS C18,
kyselina valerenova ACN 250 x 4,6 mm, 5 um uv [71]
kyselina valerenova, acetoxyvalerenova,
+ o)
hydroxyvalerenova, valepotriat, dihydrovaltrat, voda + 0,05% HsPOs, Phenomenex Luna C18,
. . e ACN:MeOH (1:1) + 0,05% PDA [72]
kyselina chlorogenova, hesperidin, linarin, 5 HAPO 150x 3,0 mm, 5 um
lignan( 3T
0 , Brii 35 +
kyselina valerenova, acetoxyvalerenova, 5% vodny roztok rlj 35 Nucleosil C18,
hydroxyvalerenova 6% butanol upravene na pH 150 x4,6 mm, 5 um PDA (73]
yaroxy 2,3 +0,1 pomoci HsPOs o mm, S|
kyselina valerenova, acetoxyvalerenova, ACN + 0,3% vodny roztok Phenomenex Luna C18, PDA (74]
hydroxyvalerenova H3PO4 150x 4,6 mm, 5 um
. . Waters Symmetry® C18,
+
kyselina valerenova voda + methanol 150 3,9 mm. 5 um uv [75]
vodny roztok 5% I 2
apigenin-7-glukosid, luteolin CH3COOH:ACN + MeOH:5% Pr205d0|gxy . :rgi;z 515?nA' PDA | [76]
CHsCOOH > MM, > |
Di i™C1
apigenin-7-glukosid, luteolin MeOH + 0,2 %HsPO4 lamonsi™ €18, UVNVIS | [77]
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5 Experimentalni cast
5.1 Pouzité pristroje a pomticky

5.1.1 Pristroje

Chromatograficky systém:
Chromatograf: Shimadzu Nexera LC-40
Pumpy: LC-40B X3
Degasser: DGU-405
Autosampler: SIL-40C X3
Kolona: Luna Omega PS C18 100 A 150 x 2,1 mm; 1,6 um
Kolonovy termostat: CTO-40C
Detektor: PDA detektor SPD-M40
Vyhodnoceni: software LC LabSolutions

5.1.2  Pomucky

Laboratorni sklo a pom{icky

Analytické vahy — Sartorius Secura 225D-1CEU

Pipety — Brand

Ultrazvukova lazen — Bandelin SONOREX RK100

Jednorazové injekéni strikacky — Braun, Omnifix®

Membranové filtry PTFE 0,2 um a 0,45 pm — Whatman™

Plastové uzaviratelné zkumavky o objemu 15 ml — VWR®
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5.2 Pouzité chemikalie

5.2.1 Standardy

Apigenin-7-glukosid > 98%; ChemFaces
Luteolin = 98%; ChemFaces

Kyselina acetoxyvalerenova > 98%; ChemFaces
Kyselina hydroxyvalerenova > 98%; ChemFaces
Kyselina valerenova > 98%; ChemFaces
Acevaltrat > 98%; ChemFaces

Valepotridt > 98%; ChemFaces

5.2.2 Rozpoustédla

Acetonitril (HPLC gradient grade); Honeywell

Kyselina o-fosfore¢nd 85% p.a.; Penta

Methanol (HPLC gradient grade); VWR Chemicals BDH®
Ethanol 96%; VWR Chemicals BDH®

Ultracistd voda; systém Milli-Q (Millipore, Berford)
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5.3 Testované vzorky

5.3.1 Tablety, tobolky, drazé

Advance Calmin, 60 cps., Advance nutraceutics s.r.o.
Allnature Kozlik bylinny extrakt, 60cps., Allnature s.r.o.
Anxiolan, 30 tbl., Green-Swan Pharmaceuticals CR a.s.
Barnys HypnoX forte, 20 tbl., Biopol GN

Dr. Max Happy Sleep, 30 cps., Dr. Max Pharma s.r.o.
Epiderma Spi v klidu, 30 cps., Epiderma a.s.

Kneipp Kozlik plus, 40 drg., Hartmann-Rico a.s.
NatureVia Sleepnox forte, 10 cps., Biovit Impex CO.CR, s.r.o.
Naturvita Antistres, 60 cps., Naturvita a.s.

Neospan forte, 15 cps., Simply You Pharmaceuticals a.s.

Terezia Spanek & Relax, 60 cps., Terezia Company s.r.o.

Kneipp Kozlik 500 mg, 90 tbl., Hartmann-Rico a.s.

Persen forte, 20 cps., Zentiva Group, a.s.

34



—F>»

bylinny extrakt -

KOZLI

Valeriana officinalis 60 kapsli

Calmin

Dobry spanek

I

60 kapsli ADVANCE
doplndk stravy notroce

_ doplnék siravy
www.Calmin.cz

Bamgs@

SILNA ROSTUNNA Shs

&
a ((®

PRO VAS ZDRAVY
A POSILUIICT SPANEK

Dogplndstrany

NEOSPAN...

PRIPOTIZICH S USINANIM A SPANKEM!'

Pomahds usinanim® Elepiulu kvallty spankust Omezujs preriéasiné probouzeni

d

<N Ny Novy oea i
EXTRA SILNA NENdvykove |
SMES BYLIN | SLOZENT il

& NATUREVIA

L e
SLEEPNOX’
PODPORA SPANKU A UKLIDNEN] [

Vitaminy skupiny B
Podporuif normaini funkci
nervového systémy

Dopink strayy
1Y

@ | 100 % denni potfeny
: vitamingi B, B,B,B,

10 wapsiy Dapinék
stravy

40 draze

Vitaminy na nervy

ANTISTRES
NATURVITA
Klidfuje pfi stresu

100% PRIRODNI B0 kapsli

DrMax"

Happy Sleep

opiné sanysspiment alinentse

8 n
Bylinné extrakty a L-theank
- E;(tracle din plante i L-teanind

DrMax”
Happy Sleep

DOPLNEK STRAVY

v denni q;y,
Hmotnost 33 ¢

STRES, UZKOST
ANAPET]

- -
A
GS Anxiolan

PFi neklidu, Gzkosti
a napétj

Uéinna kombinace extrakty
kofljku a tezalky, na
hoFtik a vitamin B

30 tablet
DOPLNEK STRAVY.

Obrazek 10: Testované potravni doplnky [78-88].



5.3.2 Kapky
Dr. Popov Kozlik 1ékafsky, gtt., Dr. Popov s.r.o.
Green idea Kozlik Iékarsky extrakt, gtt., Green idea s.r.o.

Tinctura valerianae e-laboratot, tct., Ceska lékdrna holding, a.s.
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Obrazek 11: Testované kapky [89-91].
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5.4 Priprava roztoku

5.4.1 Priprava roztokti standardli pro optimalizaci metody

5.4.1.1 Prtiprava zasobnich roztok( standard(

Zasobni roztoky luteolinu, kyseliny acetoxyvalerenové, kyseliny hydroxyvalerenové,
kyseliny valerenové, acevaltratu a valepotriatu byly pfipraveny rozpusténim navazky standardt
v 1 500 pl methanolu dle niZze uvedené tabulky. Standard apigenin-7-glukosidu byl rozpustén
v 1500 pl methanolu s pfidavkem 3 000 ul smési acetonitrilu : 0,1% kyseliny mravenci
v poméru 55:45 kvlli Uplnému rozpusténi. Vialky se zasobnimi roztoky byly pro snadnéjsi
rozpousténi standard(i ponoreny na 10 minut do ultrazvukové lazné. Pripravené roztoky byly
skladovany v chladu v lednici pfi 4 °C, aby se predeslo degradaci a vzniku rozkladnych
produktd.

Tabulka 2: Pfiprava zasobnich roztok( standard(i pro optimalizaci metody.

ACN +
Navazk Methanol K t
Standard avazka ENANOL 1 0,1% CH,0, (55:45) | oncenrace
[mg] [ul] [mg/I]
[l]

Apigenin-7-glukosid 0,96 1500 3000 213
Luteolin 0,95 1500 - 633
Kyselina

X 1,06 1500 - 707
acetoxyvalerenova

Kyselina 0,95 1500 - 633
hydroxyvalerenova

Kyselina valerenova 0,97 1500 - 647

Acevaltrat 1,19 1500 - 793
Valepotriat 0,91 1500 - 607

5.4.1.2 Pftiprava pracovnich roztok( standard(

Pro pfipravu pracovnich roztok( se vyuzilo zasobnich roztok( standardu. Kazdy zasobni
roztok byl nafedén desetkrat, a to zplisobem, Ze se ke 100 pl zasobniho roztoku pridalo 900 ul
methanolu. Smésny roztok standardd vznikl smisenim 400 pl zdsobniho roztoku kyseliny
valerenové, 100 pl od kazdého ze zbylych zasobnich standard( a nafedénim 500 pl methanolu.
Vyssi koncentrace kyseliny valerenové byla zvolena z dlivodu jeji nizsi absorbance.

37



5.4.1.3 Prfiprava mobilni faze

Mobilni faze byla tvofena okyselenou vodnou fazi pro lepsi retenci na staciondrni fazi
a zajisténi stability analyzovanych latek. K pfipravé okyselené vodné faze se pouzilo 900 ml
ultracisté vody a 0,9 ml kyseliny fosfore¢né 85%. Organickou slozku mobilni faze tvofil
acetonitril, ktery byl ¢erpdn pfimo z originalni lahve vyrobce.
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5.4.2 Priprava roztokt standardul pro validaci metody

Pro validaci metody byly pfipraveny nové navazky standard(l a z nich zasobni a pracovni
roztoky podle priloZzené tabulky.

Zasobni roztok luteolinu, kyseliny acetoxyvalerenové, kyseliny hydroxyvalerenové,
kyseliny valerenové, acevaltratu, valepotriatu vznikly rozpusténim navazky standardu podle
nize uvedené tabulky v1 000 pl methanolu. Vialky se zasobnimi roztoky byly 10 minut
ultrazvukovany. Zasobni roztok apigeninu byl pfipraven rozpusténim navazky v1 000 ul
ethanolu 96% a 10 minut ultrazvukovan. Pro snadnéjsi rozpusténi standardu byla vialka
ponotena po dobu 2 minut do sklenic¢ky s horkou vodou.

Tabulka 3: Ptiprava roztokd standard( pro validaci metody.

Navazka Methanol Ethanol 96% Koncentrace
Standard
[mg] (] (] [mg/I]
Apigenin-7-glukosid 1,03 - 1000 1030
Luteolin 0,97 1 000 - 970
Kyselina 1,01 1000 ; 1010
acetoxyvalerenova
Kyselina 0,96 1000 ; 960
hydroxyvalerenova
Kyselina valerenova 0,97 1000 - 970
Acevaltrat 1,06 1000 - 1060
Valepotriat 0,98 1 000 - 980

5.4.2.1 Priprava roztoku pro test vhodnosti chromatografického systému

Pro test zpUsobilosti chromatografického systému byl pfipraven novy smésny roztok
standardu. Roztok vznikl odebranim 100 ul od kazdého ze sedmi zasobnich roztokd standardi
a doplnénim 300 pl methanolu do celkového objemu 1 000 pl. Ndslednym naredénim
smésného roztoku methanolem byl pfipraven roztok o vysledné koncentraci 50 mg/I.
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5.4.2.2 Priprava roztokl pro kalibraci

Kalibracni fada roztok( pro test linearity vznikla odebranim urcitého objemu kazdého
ze sedmi zasobnich roztokd standardd a nafedénim methanolem v rliznych pomérech. Postup
shrnuje nize uvedena tabulka.

Tabulka 4: Redéni roztokel standard@ pro kalibraéni Fadu.

Objem zasobniho roztoku standard( Objem methanolu Vysledna koncentrace
My (] [mg/I]
100 300 100
80 440 80
50 650 50
30 790 30
20 860 20
10 930 10
5 965 5
2 986 2

5.4.2.3 Pfiprava roztokl pro opakovatelnost

Pro méreni opakovatelnosti byly pouzity pripravené roztoky standardd o koncentracnich
hladinach 10, 50 a 100 mg/I.

5.4.2.4 Pfiprava roztokl pro stanoveni parametru piesnosti a spravnosti - tobolky

a, Priprava smésného roztoku standard(

Do tfech vialek bylo napipetovano 10 ul od kazdého ze zasobniho roztoku
standard( a pfidano 930 pl methanolu.

b, Pfiprava vzorku tobolek pro stanoveni vytéZnosti dopliku stravy Sleepnox forte
bez pridavku smésného roztoku standardi

Do trech vialek byla navazena desetina vypoctené hmotnosti jedné tobolky
potravniho doplfiku — navazka v rozmezi 50-60 mg. Nasledné byl pfiddn 1 ml methanolu
a vialky byly vloZzeny na 10 minut do ultrazvukové lazné. Vysledné vzorky se pomoci
injekeni strikacky a PTFE filtru s velikosti pord 0,2 um prefiltrovaly do Cistych vialek.
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¢, Priprava vzorku tobolek pro stanoveni vytéZznosti doplfiiku stravy Sleepnox forte
s pridavkem smésného roztoku standardu

Pfipraveno bylo osm vialek s desetinovou navazkou hmotnosti jedné tobolky
doplnku stravy, pfidalo se 10 ul od kazdého ze zdsobniho roztoku standardd a 930 ul
methanolu. Vialky byly ponofeny na 10 minut do ultrazvukové lazné a prefiltrovany
pres PTFE filtry o velikosti 0,2 um do vialek.

5.4.2.5 Priprava roztok(l pro stanoveni parametru presnosti a spravnosti - kapky

a, Priprava smésného roztoku standard(

Do tfech vialek bylo napipetovano 10 ul od kazdého ze zdsobniho roztoku
standard( a pfidano 930 ul methanolu.

b, Priprava vzorku kapek pro stanoveni vytéznosti dopliku stravy Dr. Popov
bez pfidavku smésného roztoku standardu

Do odmeérné barnky bylo napipetovano 2,5 ml kapek Dr. Popov a doplnilo se
methanolem do 25 ml. Ziskali jsme tak desetkrat zfedéné kapky, které jsme pomoci
injekéni strikacky a PTFE filtru o velikosti pérd 0,2 um zfiltrovali do kadinky. Tri vialky
jsme naplnili 1 ml zfiltrovaného vzorku.

¢, Pfiprava vzorku kapek pro stanoveni vytéZnosti doplriku stravy Dr. Popov s pridavkem
smésného roztoku standard(

Od kazdého ze zasobniho roztoku standardu bylo odpipetovdno 10 ul do osmi
vialek a dopInéno 930 pl vzorku kapek pfipravenych dle bodu b.

5.4.3 Priprava analyzovanych vzorku
5.4.3.1 Kapky

Vzorky kapek byly pfipraveny odpipetovanim 1 ml kapek do plastové uzaviratelné
zkumavky a pfidanim 9 ml methanolu. Zkumavky se vzorky byly 15 minut ultrazvukovany
a ndsledné zfiltrovany za pomoci PTFE filtr( o velikosti p6rd 0,2 um do sklenénych vialek.

5.4.3.2 Tobolky

Obsah deseti tobolek potravniho doplfiku byl vysypan do plastové zkumavky a nasledné
byla uréena primérna hmotnost jedné tobolky. Navazka jedné tobolky byla extrahovana do 10
ml methanolu a 15 minut ultrazvukovana. Extrakt byl prefiltrovan do vialek pfes PTFE filtr.
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5.4.3.3 Tablety

Z hmotnosti deseti tablet byla vypocitdna priimérna hmotnost navazky jedné tablety.
Tablety byly rozdrceny v tfeci misce a jednotlivd navazka prevedena do plastové zkumavky.
Do zkumavky bylo odpipetovdano 10 ml methanolu a 15 minut byla smés extrahovdna
za pomoci ultrazvukové lazné. Vysledny extrakt byl prefiltrovan do vialek.
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5.5 Parametry méreni

Pro analyzu byl vyuZit chromatograf Schimadzu Nexera LC-40, jehoZ soucdsti je
vysokotlaké cerpadlo, odplyriova¢ mobilni faze (degasser), davkovac vzorku (autosampler),
chromatograficka kolona, kolonovy  termostat, detektor  diodového pole.
Za pomoci chromatografického programu LC LabSolutions byl cely systém ovladan
a kontrolovan. Rovnéz sbér a vyvhodnocovani dat probihal pres tento software. Optimalizovana
a validovana metoda vyuZivala kombinaci izokratické a gradientové eluce, pfi které se méni
sloZzeni mobilni faze s casem. Jako optimalni sloZzeni mobilni faze byla zvolena mobilni faze A:
acetonitril, mobilni faze B: 0,1% kyselina fosforecna. Rychlost pritoku mobilni faze kolonou
¢inila 0,4 ml/min. Tabulka ¢. 5 znazornuje sloZzeni mobilni faze béhem analyzy.

Tabulka 5: Findlni gradient pro validaci metody.

Casovy priibéh gradientu [min] | Zastoupeni mobilni faze B [%]
0,01-2,00 60
2,00-4,00 60-30
4,00-10,00 30-10
10,00-10,02 10-60
10,02-12,00 60
12,01 stop

Teplota, pti které probihala separace na koloné Luna Omega PS C18 100 A (150 x 2,1
mm) s velikosti ¢astic 1,6 um byla nastavena na 30 °C. Davkovany objem vzorku na kolonu €inil
2 pl. Separované latky byly detekovany pfi vinové délce 218 nm a 254 nm podle jejich
absorpcnich maxim.
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6 Vysledky a diskuze

6.1 Vyvoj metody, optimalizované parametry

6.1.1 Volba vinové délky

Pro detekci analyzovanych latek za pomoci PDA detektoru byly vybrany vinové délky
dle absorpénich maxim jednotlivych analytl. Detekce pfi optimalizaci metody probihala
pfi vinovych délkach: 218, 231, 255 a 340 nm. Absorp¢ni spektra latek v dané mobilni fazi jsou
znazornéna na obrazcich.
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Obrazek 12: Absorpcni spektrum kyseliny Obrazek 13: Absorpéni spektrum kyseliny
valerenové. acetoxyvalerenové.
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Obrazek 14: Absorpcni spektrum kyseliny

Obrazek 15: Absorp¢ni spektrum acevaltratu.
hydroxyvalerenové.
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Obrazek 16: Absorpéni spektrum valepotriatu. Obrazek 17: Absorpcni spektrum apigenin-7-
glukosidu.
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Obrazek 18: Absorpcni spektrum luteolinu.

Tabulka shrnujici vybrané vinové délky pro jednotlivé analyty je uvedena nize.

Tabulka 6: Shrnuti jednotlivych vinovych délek pro detekci stanovovanych latek.

L Vinova délka
Analyzovana latka
[nm]
Kys. valerenova 218
Kys. , 231
acetoxyvalerenova
Kys.
hydroxyvalerenova
Acevaltrat 255
Valepotriat
Apigenin
340
Luteolin

Pfi volbé kolony a vhodného gradientu k optimalizaci separacni metody byla
pro zjednodusSeni zvolena vinova délka 218 a 254 nm, pfi kterych byly viditelné vSechny
analyzované latky.
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6.1.2 Volba slozeni mobilni faze

Volba vhodného slozeni mobilni faze probihala na zdkladé fyzikadlné-chemickych
vlastnosti jednotlivych stanovovanych latek a na podkladé poznatk( publikovanych v odborné
literatufe [73]. Kseparaci valepotridtu bylo nejcastéji jako mobilni faze zvoleno slozeni
acetonitril : voda, pripadné methanol : voda v poméru 60:40 [92]. Kyselina valerenova a jeji
derivaty se nejlépe separovaly pfi gradientové eluci s mobilni fazi obsahujici methanol nebo
acetonitril a roztok kyseliny o-fosfore¢né [71-72][93]. Cesky lékopis pro analyzu vyuZiva
gradientovou eluci sloZzenou zorganické a vodné faze. Organicka faze byla tvorena
acetonitrilem a vodna faze 0,1% kyselinou fosfore¢nou o pH pfiblizné 2,2. Na zakladé sloZeni
mobilni faze byly rovnéz vybirany jednotlivé kolony.

JelikoZ se jedna o latky kyselé povahy, bylo zapotfebi mobilni fazi okyselit, aby se
zabrdnilo ionizaci analytl. Pro okyseleni faze byla nejprve pouZita kyselina mravenci, pfi které
vSak separace neprobihala optimalné, a tak byla v dalsi optimalizaci nahrazena kyselinou
fosforecnou.

Pfi prvotnim hledani optimalniho sloZzeni mobilni faze byla vyuzita kolona s vy$sim
obsahem uhliku (vétsi retence nepolarnich latek) YMC-Triart C18 ExRS 150 x 4,6 mm s velikosti
¢astic 3 um.

1. Gradientova eluce — mobilni faze A: acetonitril, mobilni faze B: 0,1% kyselina

mravenci. Mobilni faze protékaly rychlosti 1,0 ml/min s kone¢nou eluci 12,0 minut.
Teplota kolonového prostoru cinila 30 °C. Za téchto podminek nedochazelo
k optimalni separaci kyseliny valerenové a valepotridtu (pik je oznacen
na chromatogramu ,,?“) a proto takovéto sloZzeni mobilni faze nebylo zvoleno.
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Obrazek 19: Chromatogram zndzornujici vyvoj analytické metody. Separace probihala na koloné
YMC-Triart C18 ExRS 150 x 4,6 mm s velikosti ¢astic 3 um pfri teploté 30 °C a gradientové eluci se
slozenim mobilni faze A: acetonitril, B: 0,1% kyselina mravenci.
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2. Gradientova eluce — mobilni faze A: acetonitril, mobilni faze B: 0,1 % kyselina
fosforecna. Rychlost pritoku mobilni faze byla 1,0 ml/min pfti teploté kolonového
prostoru 30 °C a celkové eluci 12,0 minut. Separace jednotlivych analytl probihala
bez koeluce pikll. K dalsi optimalizaci metody byla zvolena mobilni faze s timto

sloZzenim.
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Obrazek 20: Chromatogram znazoriujici vyvoj analytické metody. Separace probihala na koloné
YMC-Triart C18 ExRS 150 x 4,6 mm s velikosti ¢astic 3 um pfi teploté 30 °C a gradientové eluci se
slozenim mobilni faze A: acetonitril, B: 0,1% kyselina fosforec¢na.

6.1.3 Volba gradientu a kolony

Pro vybér vhodné kolony byla teplota kolonového prostoru nastavena na 30 °C, doba
eluce trvala 12,0 minut. Pro detekci analytl byla zvolena vinova délka 254 nm, pfi které dochazi
u vétsiny latek k absorpci. K separaci analyzovanych latek dochazelo se sloZzenim mobilni faze
A: acetonitril, mobilni faze B: 0,1% kyselina fosfore¢na.

Pfi optimalizaci metody bylo zvoleno nékolik gradientl s odliSnym ddvkovanym
objemem smési standard( vzhledem k priiméru pouZité kolony (2-10 pl), rGznou pritokovou
rychlosti mobilni faze, rlznymi pocateénimi podminkami, a srlznou strmosti nastupu
organické faze. Nasledujici tabulky shrnuji pribéh jednotlivych gradientl a prutokovou
rychlost.

Tabulka 7: Priibéh gradientu ¢. 1

Casovy pribéh gradientu Zastoupeni mobilni faze B Pratokova rychlost
[min] [%] [ml/min]
0,01-10,00 80-10
10,00-10,02 10-80 1,0
10,02-12,01 80
12,01 stop
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Tabulka 8: Pribéh gradientu €. 2

Casovy pribéh gradientu

Zastoupeni mobilni faze B

Pratokova rychlost

[min] [%] [ml/min]
0,01-10,00 70-10
10,00-10,02 10-70 1,0
10,02-12,01 70

12,01 stop

Tabulka 9: Priibéh gradientu ¢. 3

Casovy pribéh gradientu

Zastoupeni mobilni faze B

Pratokova rychlost

[min] [%] [ml/min]
0,01-10,00 60-10
10,00-10,02 10-60 1,0
10,02-12,01 60

12,01 stop

Tabulka 10: Pribéh gradientu €. 4

Casovy pribéh gradientu

Zastoupeni mobilni faze B

Pratokova rychlost

[min] [%] [ml/min]
0,01-10,00 50-10
10,00-10,02 10-50 1,0
10,02-12,01 50

12,01 stop
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Tabulka 11: Pribéh gradientu €. 5

Casovy pribéh gradientu

Zastoupeni mobilni faze B

Pratokova rychlost

[min] [%] [ml/min]
0,01-2,00 60
2,00-4,00 60-30
4,00-10,00 30-10
10,00-10,02 10-60 1,0
10,02-12,01 60
12,01 stop

Tabulka 12: Pribéh gradientu ¢. 1A

Casovy pribéh gradientu

Zastoupeni mobilni faze B

Pratokova rychlost

[min] [%] [ml/min]
0,01-10,00 80-10
10,00-10,02 10-80 0,7
10,02-12,01 80

12,01 stop

Tabulka 13: Pribéh gradientu ¢. 2A

Casovy pribéh gradientu

Zastoupeni mobilni faze B

Pratokova rychlost

[min] [%] [ml/min]
0,01-10,00 70-10
10,00-10,02 10-70 0,7
10,02-12,01 70

12,01 stop
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Tabulka 14: Pribéh gradientu ¢. 3A

Casovy pribéh gradientu

Zastoupeni mobilni faze B

Pratokova rychlost

[min] [%] [ml/min]
0,01-10,00 60-10
10,00-10,02 10-60 0,7
10,02-12,01 60

12,01 stop

Tabulka 15: Pribéh gradientu ¢. 5A

Casovy pribéh gradientu

Zastoupeni mobilni faze B

Pratokova rychlost

[min] [%] [ml/min]
0,01-2,00 60
2,00-4,00 60-30
4,00-10,00 30-10
10,00-10,02 10-60 0,7
10,02-12,01 60
12,01 stop

Tabulka 16: Pribéh gradientu ¢. 1B

Casovy pribéh gradientu

Zastoupeni mobilni faze B

Pratokova rychlost

[min] [%] [ml/min]
0,01-10,00 80-10
10,00-10,02 10-80 0,4
10,02-12,01 80

12,01 stop
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Tabulka 17: Pribéh gradientu €. 2B

Casovy pribéh gradientu

Zastoupeni mobilni faze B

Pratokova rychlost

[min] [%] [ml/min]
0,01-10,00 70-10
10,00-10,02 10-70 0,4
10,02-12,01 70

12,01 stop

Tabulka 18: Prlibéh gradientu ¢. 3B

Casovy pribéh gradientu

Zastoupeni mobilni faze B

Pratokova rychlost

[min] [%] [ml/min]
0,01-10,00 60-10
10,00-10,02 10-60 0,4
10,02-12,01 60

12,01 stop

Tabulka 19: Pribéh gradientu ¢. 5B

Casovy pribéh gradientu

Zastoupeni mobilni faze B

Pratokova rychlost

[min] [%] [ml/min]
0,01-2,00 60
2,00-4,00 60-30
4,00-10,00 30-10
10,00-10,02 10-60 0,4
10,02-12,01 60
12,01 stop

Na jednotlivych kolonach byly vyzkouseny témér vsechny gradienty srdznym

zastoupenim organické a vodné faze. Napred byly porovnanim retencnich ¢asl jednotlivych

standardu identifikovany piky ve smési. Pro vybér vhodné kolony s optimalni separaci bylo
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otestovano celkem 21 kolon. Testované kolony shrnuje tabulka. U kolon s primérem mensim
nez 3,0 mm byl zmensen davkovany objem na 2 mikrolitry.

Tabulka 20: Prehled testovanych kolon v rdmci optimalizace metody.

Nazev a parametry kolony

1 ARION® PFP 150 x 4,6 mm, 5 um

2 | ARION® Plus C18 150 x 2,1 mm, 1,7 pum

3 ARION® Polar C18 150 x 3 mm, 2,2 um

4 | ARION® Polar C18 150 x 4,6 mm, 3 um

5 Ascentis® Express 90 A AQ-C18 150 x 3 mm, 2 pm

6 Ascentis® Express 90 A RP-Amide 150 x 4,6 mm, 2,7 um

7 Avantor® ACE® Excel C18-Amide 100 x 3 mm, 1,7 um

8 | Avantor® ACE® Excel Super C18 100 x 3 mm, 1,7 um

9 CHROMSHELL® C18 Polar 150 x 4,6 mm, 2,6 um

10 |Kinetex® Biphenyl 100 A 150 x 4,6 mm, 5 pm

11 |Kinetex® EVO C18 100 A 150 x 4,6 mm, 2,6 pm

12 |Kinetex® Polar C18 100 A 150 x 2,1 mm, 2,6 pm

13 | Luna® Omega Polar C18 100 150 x 2,1 mm, 3 um

14 | Luna® Omega Polar C18 100 A 150 x 2,1 mm, 1,6 um

15 |Luna® Omega Polar C18 150 x 4,6 mm, 5 um

16 |Luna® Omega PS C18 100 A 150 x 2,1 mm, 1,6 um

17 |Raptor EtG/EtS 100 x 2,1 mm, 2,7 um

18 |Raptor Polar 100 x 2,1 mm, 2,7 um

19 | YMC-Triart C18 ExRS 150 x 3 mm, 1,9 um

20 |YMC-Triart C18 ExRS 150 x 4,6 mm, 3 um

21 | YMC-Triart PFP 150 x 4,6 mm, 3 um
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Pti volbé vhodné kolony bylo hodnoceno rozliSeni jednotlivych piki analyzovanych
latek, symetrie pik( a celkovy Cas separace. Nasledujici chromatogramy zobrazuji pouze
vybrané kolony s nejlepsim rozliSenim a nejkratSim ¢asem separace. Analyzované latky jsou
oznaceny zkratkami: LUT (luteolin), ACETOXY (kyselina acetoxyvalerenova), API (apigenin-7-
glukosid), HYDROXY (kyselina hydroxyvalerenova), ACE (acevaltrat), VLR (kyselina valerenova)
a VAL (valepotriat).
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Obrazek 21: Chromatogram pribéhu separace na koloné Ascentis® Express 90 A AQ-C18
150 x 3 mm, 2 um s gradientem 1A.

Analyty apigenin-7-glukosid, acevaltrat a kyselina valerenova nebyly dostate¢né rozliseny az
na zakladni linii.
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Obrézek 22: Chromatogram priibéhu separace na koloné Ascentis® Express 90 A AQ-C18
150 x 3 mm, 2 um s gradientem 2A.
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Pti gradientu €. 2A rovnéZ nedoslo k optimalni separaci analyzovanych latek na zakladni linii.
Symetrie piku kyseliny acetoxyvalerenové nebyla optimalni.
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Obrézek 23: Chromatogram priibéhu separace na koloné Ascentis® Express 90 A AQ-C18
150 x 3 mm, 2 um s gradientem 3A.

Dostatecna separace nenastala ani pfi gradientu ¢. 3A. Pik kyseliny acetoxyvalerenové neni
symetricky.
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Obrézek 24: Chromatogram priibéhu separace na koloné Ascentis® Express 90 A AQ-C18
150 x 3 mm, 2 um s gradientem 5A.

Analyza probihala za vyrazné kratkého ¢asu a jevila se jako velmi vhodna pro vysledné pouziti.
Nevyhovuijici vSak byla symetrie piku kyseliny acetoxyvalerenové.
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Obrazek 25: Chromatogram pribéhu separace na koloné CHROMSHELL® C18 Polar 150 x 4,6
mm, 2,6 um s gradientem 1.

Cas analyzy byl v porovndni s predchozi kolonou vyrazné delsi. Jednotlivé latky byly viak lépe
separovany az na zakladni linii s vyjimkou apigenin-7-glukosidu.
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Obrdazek 26: Chromatogram prlibéhu separace na koloné CHROMSHELL® C18 Polar 150 x 4,6
mm, 2,6 um s gradientem 2.

Ani pfti aplikaci gradientu ¢. 2 nedochazelo k optimalnimu oddéleni piku apigenin-7-glukosidu
od pritomné necistoty. Také pik kyseliny acetoxyvalerenové obsahuje necistotu, a tudiz neni
zcela symetricky.
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Obrazek 27: Chromatogram pribéhu separace na koloné CHROMSHELL® C18 Polar 150 x 4,6 mm,
2,6 um s gradientem 3.

Pfi pouziti tohoto gradientu jednotlivé analyzované latky nebyly rozlisSeny az na zakladni linii.
Doslo ke koeluci pikd stanovovanych latek s necistotami.
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Obrazek 28: Chromatogram priabéhu separace na koloné CHROMSHELL® C18 Polar 150 x 4,6
mm, 2,6 um s gradientem 5.

S gradientem ¢. 5 se doba analyzy znacné zkratila. Separace danych latek probihala
s dostate¢nym rozliSenim. Pik kyseliny acetoxyvalerenové vsak nebyl opét symetricky.
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Obrazek 29: Chromatogram pribéhu separace na koloné Luna® Omega PS €18 100 A
150 x 2,1 mm, 1,6 um s gradientem 1B.

Analyza s gradientem €. 1B probihala s nedostate¢nou separaci apigenin-7-glukosidu a kyseliny
valerenové od necistot.
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Obrézek 30: Chromatogram priibéhu separace na koloné Luna® Omega PS C18 100 A
150 x 2,1 mm, 1,6 um s gradientem 2B.

Gradient ¢. 2B taktéz nepfrinesl optimalni separaci i pres zkraceni ¢asu analyzy. Pik kyseliny
valerenové obsahuje necistotu.
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Obrézek 31: Chromatogram priibéhu separace na koloné Luna® Omega PS C18 100 A
150x 2,1 mm, 1,6 um s gradientem 3B.

Vzhledem k predchozimu pouzZitému gradientu se doba analyzy opét zkratila. Nedoslo
k odseparovani necistoty od kyseliny valerenové.
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Obrézek 32: Chromatogram priibéhu separace na koloné Luna® Omega PS C18 100 A
150 x 2,1 mm, 1,6 um s gradientem 5B.

Gradient €. 5B byl z hlediska doby analyzy, dostatecné separace jednotlivych latek vyhodnocen
jako nejlepsi.

Otestovanim jednotlivych kolon na danych gradientech byla jako optimalni kolona
zvolena kolona ¢. 16 Luna® Omega PS C18 100 A 150 x 2,1 mm, s velikosti ¢astic 1,6 pum,
s gradientem 5B.
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6.2 Validace vyvinuté metody za finalnich podminek

6.2.1 Test zpUsobilosti chromatografického systému
Pro ovéreni vhodnosti chromatografického systému se vyuzil roztok smési standard(
uvedeny v kapitole 5.4.2.1 o koncentraci 50 mg/I, kdy bylo provedeno celkem Sest nastfik(.

Hodnocenymi parametry pro stanoveni testu byly: opakovatelnost retencnich casl (tr),
opakovatelnost ploch pikd, faktor symetrie (As), rozlisSeni (Rs) a kapacitni faktor (k).

Tabulka 21: Vyhodnoceni parametri testu zpUsobilosti chromatografického systému.

Standardy tr tr RSD [%] As Rs k
luteolin 2,381 0,171 1,493 8,070 1,279
kyselina acetoxyvalerenova 3,012 0,189 1,374 5,098 1,881
apigenin-7-glukosid 3,438 0,150 1,294 3,295 2,289
kyselina hydroxyvalerenova 5,195 0 1,802 16,433 3,969
acevaltrat 6,363 0,095 1,396 12,632 5,089
kyselina valerenova 6,652 0,085 1,487 2,869 5,364
valepotriat 7,059 0,058 1,460 3,944 5,755

Chromatogramy ziskané pfi testu zpUsobilosti chromatografického systému zobrazuji
nasledujici obrazky.
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Obrazek 33: Chromatogram testu zpUsobilosti chromatografického systému naméreny pfi vinové délce
255 nm.
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Obrazek 34: Chromatogramy zobrazujici test zp(isobilosti chromatografického systému namérené
pfi vinovych délkach 218, 231, 255 a 340 nm.

Soucdsti testu zpUsobilosti chromatografického systému je i opakovatelnost ploch pikd
analyzovanych latek, ktera byla provedena na tfech koncentracnich hladinach — 10 mg/I, 50
mg/l a 100 mg/I. Smés standardl byla davkovana celkem osmkrat. Vypocet opakovatelnosti
byl proveden dle vzorce:

smérodatna odchylka
RSD = Y22 %100

primeér

Nasledujici tabulky shrnuji vysledky opakovatelnosti.
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Tabulka 22: Opakovatelnost ploch pikl analyzovanych latek mérena pro koncentraci 100 mg/I.

Kyseli Kyseli , Kyseli .
Standard Luteolin yse'ina , | Apigenin-7-glukosid yselina , | Acevaltrat ySeiina . Valepotriat
acetoxyvalerenova hydroxyvalerenova valerenova
1211885 2204860 2734905 725121 778683 1525794 17635
1211372 2203453 2733267 725087 779110 1525744 17630
1212466 2205283 2737281 725159 778389 1526453 17719
Plocha pod
pikem 1211489 2203129 2733344 724677 778594 1526151 17614
1214340 2210072 2742428 726420 780668 1532059 17659
1214068 2209226 2740158 726198 780055 1529996 17693
1213605 2208652 2739554 726557 780703 1531188 17696
1209618 2202012 2730478 724317 777343 1525874 17658
Priimér 1212355 2205836 2736427 725442 779193 1527907 17663
Smérodatna
1598 3076 4099 839 1189 2695 37
odchylka
RSD [%] 0,13 0,14 0,15 0,12 0,15 0,18 0,21

63




Tabulka 23: Opakovatelnost ploch pikd analyzovanych latek mérena pro koncentraci 50 mg/I.

Standard Luteolin Kyselina . | Apigenin-7-glukosid Kyselina . | Acevaltrat Kyselina . Valepotriat
acetoxyvalerenova hydroxyvalerenova valerenova
613162 1084894 1283061 363908 381610 765713 8778
611555 1081664 1279182 362962 380918 764490 8764
613685 1085300 1283832 364207 381873 766638 8757
Plocha pod
oikem 614539 1086502 1284541 364771 382941 767515 8759
613347 1085025 1283597 364436 381840 766555 8764
609694 1077819 1275026 362113 379785 765424 8729
609199 1076312 1273556 361411 378682 760417 8677
614770 1086290 1286028 362508 380615 762198 8679
Primér 612494 1082976 1281103 363290 381033 764869 8738
Smérodatna
2122 3954 4647 1217 1342 2423 40
odchylka
RSD [%] 0,35 0,37 0,36 0,33 0,35 0,32 0,45
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Tabulka 24: Opakovatelnost ploch pikd analyzovanych latek mérena pro koncentraci 10 mg/I.

Standard Luteolin Kyselina ., | Apigenin-7-glukosid Kyselina , Acevaltrat Kyselina . Valepotriat
acetoxyvalerenova hydroxyvalerenova valerenova
98090 196752 265499 67420 62719 133266 1533
98009 196799 265536 67355 62612 134157 1543
98299 196900 265761 67566 62844 134124 1535
Plocha pod
oikem 98225 196845 265433 67306 62793 134129 1517
98345 197275 266005 67664 62787 134682 1523
98201 196654 265449 67468 62706 134490 1519
98042 196303 265127 67545 62588 134285 1518
98014 196249 264930 67495 62564 134318 1521
Primér 98153 196722 265468 67477 62702 134181 1526
Smérodatna 132 330 335 117 104 417 10
odchylka
RSD [%] 0,13 0,17 0,13 0,17 0,17 0,31 0,63
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6.2.2 Linearita

Ke stanoveni linearity byla vyuZita kalibracni fada roztokd standardl o osmi
koncentracnich hladinach od 2 mg/l do 100 mg/I viz. kapitola 5.4.2.2. Celkem byly provedeny
tfi nastfiky roztoku od kazdé koncentrace. Kvypoctu slouzily praméry ploch pod piky
jednotlivych analyzovanych latek a pro vyhodnoceni byla pouzita metoda linearni regrese.
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6.2.2.1 Kalibra¢ni zavislost apigenin-7-glukosidu

Tabulka 25: Test linearity pro apigenin-7-glukosid.

Koncentrace Pridmérna plocha pod
[mg/1] pikem
2 65874
5 145228

10 263697

20 582199

30 768665

50 1274840

80 2196897

100 2720410
g 3000000
o 2500000
8 2000000
S = 1500000
2g 1000000
w& 500000
= 0 1 1 1 | |
’§ 0 20 40 60 80 100 120
o3
& Koncentrace [mg/l]

Obrazek 35: Kalibracni zavislost apigenin-7-glukosidu.

Tabulka 26: Parametry linearni regrese pro apigenin-7-glukosid.

Statistické parametry proregresi : y=kx+q
Pocet bodli n= 8 Odhad chyby
Smérnice k= 27096 t 446
Absolutni ¢len g-= -3719 + 22495
Korelacni koeficient r= 0,999187
Rezidualni odchylka s= 43041
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6.2.2.2 Kalibrac¢ni zavislost luteolinu

Tabulka 27: Test linearity pro luteolin.

Koncentrace Pridmérna plocha pod
[mg/I] pikem
2 21012
5 49343
10 97503
20 236784
30 318714
50 609879
80 993307
100 1206449
o 1400000
S 1200000
© 1000000
S 800000
o E 600000
g 400000
T2 200000
5 0 1 1 1 : : |
g 0 20 40 60 80 100 120
a
Koncentrace [mg/l]
Obrazek 36: Kalibraéni zavislost luteolinu.
Tabulka 28: Parametry linedrni regrese pro luteolin.
Statistické parametry proregresi : y=kx+q
Pocet bodli n= 8 Odhad chyby
Smérnice k= 12362 t
Absolutni ¢len E -17315 +
Korelacni koeficient r= 0,999209
Rezidualni odchylka s= 19377
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6.2.2.3 Kalibracni zavislost kyseliny acetoxyvalerenové

Tabulka 29: Test linearity pro kyselinu acetoxyvalerenovou.

Koncentrace Pridmérna plocha pod
[mg/I] pikem
2 39317
5 92233
10 195146
20 453827
30 662743
50 1077091
80 1760661
100 2192258
] 2500000
= 2000000
S 1500000
o E
5 1000000
'®3 500000
] 0 : : : : : !
S 0 20 40 60 80 100 120
o
Koncentrace [mg/l]
Obrazek 37: Kalibracni zavislost kyseliny acetoxyvalerenové.
Tabulka 30: Parametry linearni regrese pro kyselinu acetoxyvalerenovou.
Statistické parametry proregresi : y=kx+q
Pocet bod n= 8 Odhad chyby
Smérnice k= 22043 t 150
Absolutni ¢len qs= -9186 + 7577
Korelacni koeficient r= 0,999861
Rezidualni odchylka s= 14498
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6.2.2.4 Kalibracni zavislost kyseliny hydroxyvalerenové

Tabulka 31: Test linearity pro kyselinu hydroxyvalerenovou.

Koncentrace Pridmérna plocha pod
[mg/I] pikem
2 16810
5 32452
10 67417
20 152567
30 192862
50 361788
80 600024
100 725698
o 800000
o 700000
o 600000
s 500000
) 400000
S E 300000
g 200000
w5 100000 | | | | |
= 0 20 40 60 100 120
=]
o
Koncentrace [mg/l]

Obrazek 38: Kalibracni zavislost kyseliny hydroxyvalerenové.

Tabulka 32: Parametry linearni regrese pro kyselinu hydroxyvalerenovou.

Statistické parametry proregresi : y=kx+q
Pocet bodl n= 8 Odhad chyby
Smérnice k= 7370 t 132
Absolutni ¢len qs= -4916 + 6665
Korelacni koeficient r= 0,999036
Rezidualni odchylka s= 12753
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6.2.2.5 Kalibra¢ni zavislost kyseliny valerenové

Tabulka 33: Test linearity pro kyselinu valerenovou.

Koncentrace Pridmérna plocha pod
[mg/I] pikem

2 39304

5 61280

10 133741

20 287996

30 456405

50 764201

80 1246458

100 1520392
B 1800000 —+
=S 1600000 -+
o 1400000 +
< 1200000 -+
[ 1000000
S E 800000 +
o g 600000 -+
w3 400000 |
£ 20000Q
&) 0 - 1 1 1 1 1
E 0 20 40 60 80 100
o

Koncentrace [mg/l]

Obrazek 39: Kalibracni zavislost kyseliny valerenové.

Tabulka 34: Parametry linearni regrese pro kyselinu valerenovou.

Statistické parametry proregresi : y=kx+q
Pocet bodl n= 8 Odhad chyby
Smérnice k= 15448 + 150
Absolutni ¢len g= -9801 + 7557
Korelacni koeficient r= 0,999718
Reziduadlni odchylka s= 14458
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6.2.2.6 Kalibrac¢ni zavislost acevaltratu

Tabulka 35: Test linearity pro acevaltrat.

Koncentrace Pridmérna plocha pod

[mg/I] pikem
2 13474
5 34702
10 62340

20 155103

30 225374

50 378011

80 616433

100 773182

900000
800000
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600000
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100008
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o
N
o
N
o
(@]
o
(0]
o
—
o
o
—
N
o

Koncentrace [mg/l]

Obrazek 40: Kalibrac¢ni zavislost acevaltratu.

Tabulka 36: Parametry linearni regrese pro acevaltrat.

Statistické parametry proregresi : y=kx+q
Pocet bodl n= 8 Odhad chyby
Smérnice k= 7779 + 55
Absolutni ¢len g= -6477 + 2755
Korelaéni koeficient r= 0,999852
Rezidualni odchylka s= 5271
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6.2.2.7 Kalibracni zavislost valepotriatu

Tabulka 37: Test linearity pro valepotriat.

Koncentrace Pridmérna plocha pod
[mg/I] pikem
2 272
5 836
10 1522
20 3533
30 5366
50 8679
80 14428
100 17583
20000 —+
3 78000 -+
o 16000 +
- 14000 +
§.
9o E 8000 -+
a5 4000
£ 2000 |
D 0 1 1 1 1 1 1
§ 0 20 40 60 80 100 120
o
Koncentrace [mg/l]

Obrazek 41: Kalibracni zavislost valepotriatu.

Tabulka 38: Parametry linearni regrese pro valepotriat.

Statistické parametry proregresi : y=kx+q
Pocet bod n= 8 Odhad chyby
Smérnice k= 178 + 2
Absolutni ¢len q= -95 + 84
Korelacni koeficient r= 0,999738
Rezidualni odchylka s= 161
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6.2.3 Spravnost a presnost — tobolky

K vyhodnoceni spravnosti metody byl analyzovan doplnék stravy Sleepnox forte
NatureVia®. Celkem bylo ptipraveno osm navazek vzorku s pridavkem sedmi standardi
analyzovanych latek, tfi pracovni roztoky standardu a tfi roztoky vzorku bez pridavku standard(
stanovovanych latek. Pfesny postup pfipravy roztok( popisuje kapitola 5.4.2.4. Jednotlivé
pripravené roztoky byly davkovany na kolonu ve tfech opakovanich.

Tabulka 39: Parametr spravnosti a prfesnosti vyvinuté metody pro tobolky.

raos | Sniedent | mora
LUT 100,85 1,68 1,66
ACETOXY 86,82 4,43 4,95
API 96,34 1,91 1,93
HYDROXY 92,65 2,69 2,86
ACE 91,71 3,03 3,22
VLR 91,38 2,16 2,30
VAL 106,04 2,81 2,73

6.2.4 Spravnost a presnost — kapky

K vyhodnoceni spravnosti metody pro dopliiky stravy vtekuté Iékové formé byl
analyzovan potravni doplnék Dr. Popov — Kozlik lékarsky. Bylo pfipraveno osm navazek vzorku
s pridavkem sedmi standardd analyzovanych latek, dale tfi pracovni roztoky standardu a tfi
roztoky vzorku bez pridavku standard( stanovovanych latek. Pfesny postup pfipravy roztok(
popisuje kapitola 5.4.2.5. Pfipravené roztoky byly ddvkovany na kolonu ve tfech opakovanich.
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Tabulka 40: Parametr spravnosti a presnosti vyvinuté metody pro kapky.

LUT 100,02 3,24 3,24
ACETOXY 107,49 0,94 0,88
API 102,20 2,10 2,07
HYDROXY 102,39 1,91 1,89
ACE 105,21 0,64 0,61
VLR 98,88 1,58 1,59
VAL 103,35 2,99 3,03

6.3 Stanoveni vzorku
6.3.1 Tablety, kapsle

Ptiprava vzorkd doplrikd stravy ve formé tablet a kapsli probihala postupem uvedenym
v kapitole 5.4.3 — urcenim pridmérné hmotnosti jedné kapsle / tablety navazenim deseti
takovych jednotek a rozpusténim v danych rozpoustédlech. Od kazdého ze vzork( potravniho
dopliku byly navazeny dvé navazky. Upravené roztoky vzork( byly tfikrat nadavkovany
na kolonu pro ziskani ploch pikd a jejich nasledné zpriimérovani.

Koncentrace latek obsaZenych v potravnich doplncich byla vypoctena z priamérQ ploch
pod pikem standardu a analytu a koncentrace standardu. K vypoctu obsahu dopliku stravy
v mg bylo zapotfebi provést prepocet s ohledem na celkovou hmotnost kapsle / tablety
a objem extrakéniho cinidla.

Obrazky uvedené nize zobrazuji chromatogramy analyzovanych potravnich doplnikd.
V jednotlivych doplncich stravy vSak nebyly zastoupeny vSechny analyzované latky najednou.
Zaméfili jsme se proto zejména na obsah kyseliny valerenové a valepotriatu, jelikoZ predevsim
u nich se predpoklada, Ze jsou hlavnim nositelem ucinku. Ostatni latky byly zastoupeny pouze
ve stopovém mnozstvi.
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Obrazek 42: Chromatogram doplnku stravy Kneipp.
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Obrazek 43: Chromatogram doplriku stravy Neospan forte.

mAU

255 nm

VAL

250

ol -

0.0 05 10 15 20 25 30 35 4.0 45 5.0 55 6.0 6.5 1.0 15 8.0 85 9.0 9.5 100 105 10 1

0

12.0min

o ]

Obrazek 44: Chromatogram doplnku stravy Epiderma.

Pro porovnani jsou prilozeny chromatogramy sobsahem analyzovanych latek
u registrovanych lécivych pfipravkd.
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Obrazek 45: Chromatogram registrovaného |éc¢ivého pfipravku Persen forte.
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Obrazek 46: Chromatogram registrovaného lécivého pfipravku Kneipp.

Tabulka 41: Obsah latek v doplnicich stravy deklarovany vyrobcem pro tablety, tobolky

a drazé.

Obsah extraktu kozliku
Znacka Doplnék stravy lékarského
[mg/1 cps./tbl./drg.]
Advance Calmin 20
Allnature Kozlik bylinny 100
extrakt

Green-Swan Ph. Anxiolan 250
Barnys® HypnoX forte 150
Dr. Max Happy Sleep 150
Epiderma® Spi v klidu 300
Kneipp® Kozlik plus 200
NatureVia® Sleepnox forte 150
Naturvita Antistres 12,5
Simply You Ph. Neospan forte 200
Terezia Spanek & Relax 100
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Tabulka 42: Obsah latek v registrovanych |éCivych pfipravcich deklarovany vyrobcem
pro tablety a tobolky.

Registrovany Obsah extraktu kozliku
Znacka Iééi\:g’ i rav\(/ak lékarského [mg/1
yprip cps./tbl.]
Kneipp® Kozlik 500
Zentiva® Persen forte 87,5
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Tabulka 43: Stanoveni analyzovanych latek v doplricich stravy ve formé tablet, tobolek

a drazé.

MnoZstvi analyzované latky v jedné kapsli / tableté / drazé

forte

[mg]
Testovany potravni doplnék

LUT | ACETOXY | APl | HYDROXY | ACE | VLR VAL

Advance - Calmin - - - - - - -
Allnature - Kozlik - - - - - - 0,03
Green-Swan Ph. - Anxiolan - - - — — — 0,04

Barnys® - HypnoX forte - - - - - - -

Dr. Max - Happy Sleep - - - - - - -
Epiderma® - Spi v klidu - - - - - - 70,13

Kneipp® - Kozlik plus - - - - - 10,34 -

NatureVia® - Sleepnox forte | - - - - - - -
Naturvita - Antistres - - - - - - 0,22

Simply You Ph. - Neospan 3 3 3 3 ~ | oos B

Terezia - Spanek & Relax
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Tabulka 44: Stanoveni analyzovanych latek v |éCivych pfipravcich ve formé tablet a tobolek.

MnoZstvi analyzované latky v jedné kapsli / tableté [mg]

Testovany lécivy pripravek

LUT | ACETOXY | API HYDROXY | ACE | VLR | VAL

Kneipp® - Kozlik - - - - - 1082 | 1,59

Zentiva® - Persen Forte 0,10 - 0,01 - - 0,70 -

6.3.2 Kapky

Testované potravni dopliky ve formé kapek byly pfipraveny dle kapitoly 5.4.3.
Od kazdého doplnku stravy byly otestovany dva vzorky. Na kolonu byly nadavkovany tfi nastriky
pro ziskani primérnych ploch pod pikem analyzovanych latek. Kvypoctu koncentrace
obsahovych latek ve vzorcich byl pouZit postup jako u pevnych |ékovych forem.

Nasledujici obrazky zobrazuji chromatogramy analyzovanych doplrikd stravy ve formé
kapek.
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Obrazek 47: Chromatogram potravniho doplriiku Tinctura valerianae.
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Obrazek 48: Chromatogram potravniho dopliiku ve formé kapek — Dr. Popov.
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Tabulka 45: Obsah latek v doplficich stravy deklarovany vyrobcem pro kapky.

. . Obsah extraktu kozliku |ékarského v
Znacka Doplnék stravy Y ;i
doporucené denni davce [mg]
Dr. Popov Kozlik lékarsky 51 (doporucena denni davka 60 kapek)
Green idea Kozlik I6kaFsky extrakt 60-120 (doporucend denmvdavka 15-30 kapek
2x denné)
Ceska lékarna holding . . . (1
Tinct I

(Dr. Max - e-laboratof) inctura valerianae vyrobce neuvadi

Tabulka 46: Stanoveni analyzovanych latek v doplricich stravy — kapky.

Mnozstvi analyzované latky v 10 ml roztoku [mg/I]
Testovany pripravek
LUT |ACETOXY| API |HYDROXY| ACE VLR VAL
Dr. Popov - - - - - 66,77 -
Green idea - - - - - - -
Ceska lékarna holding
(Dr. Max - e-laboratof) h - B B B 135,01 -
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7 Zavér

Tato diplomova prace se zamérovala na vyvoj, optimalizaci a validaci chromatografické
metody pro stanoveni sedmi obsahovych latek kozliku |ékafského — apigenin-7-glukosidu,
luteolinu, kyseliny valerenové, kyseliny acetoxyvalerenové, kyseliny hydroxyvalerenové,
acevaltratu a valeptoridtu ve ¢trnacti testovanych potravnich doplncich pevné i tekuté Iékové
formy. Jmenovité se jedna o: Advance Calmin, Allnature Kozlik bylinny extrakt, Anxiolan
od firmy Green-Swan Pharmaceuticals CR, a.s., Barnys HypnoX forte od Biopol GN, Dr. Max
Happy Sleep, Epiderma Spi v klidu, Kneipp Kozlik plus, Naturevia Sleepnox forte, Naturvita
Antistres, Neospan forte od Simply You Pharmaceuticals a.s., Terezia Spanek & Relax, Dr. Popov
Kozlik 1ékafsky, Green idea Kozlik lékafsky extrakt a Tinctura valerianae od Ceskd Iékarna
holding a.s.. Pro porovnani obsahovych latek byly také analyzovany registrované lécivé
pripravky — Kneipp Kozlik 500 mg a Persen forte — Zentiva Group, a.s..

Pro vyslednou validovanou metodu byla pouzita gradientova eluce se slozenim mobilni
faze A: acetonitril, mobilni faze B: 0,1% H3POa. Celkova doba analyzy Cinila necelych 7,5 minuty
za pouziti kolony Luna Omega PS C18100 A 150 x 2,1 mm, s velikosti ¢astic 1,6 pm
a s gradientem 5B. Nastfikovany objem byl 2 ul a pratokova rychlost 0,4 ml/min. Analyza
probihala za konstantni teploty 30 °C. Analyzované latky byly detekovany pomoci PDA
detektoru pfi vinovych délkdch 218 nm pro kyselinu valerenovou, 231 nm pro kyselinu
acetoxyvalerenovou, 255 nm pro kyselinu hydroxyvalerenovou, acevaltrat a valepotriat,
340 nm pro apigenin-7-glukosid a luteolin.

Vyvinutd a validovand metoda disponuje kratkou dobou analyzy s velmi malou
spotfebou pouZitych rozpoustédel a testovanych vzorku.

Obsahové latky extraktd na bazi kozliku lékafského v analyzovanych potravnich
doplricich byly obsazeny ve velmi malych mnozstvich. Pfi¢inou mlze byt nevhodné skladovani
a ndsledné zpracovani rostlinnych ¢asti (suseni) nebo jiz vybér samotnych rostlin s ohledem
na jejich stanovisté ¢i kvalitu pldy. Ziskané vysledky pro stanoveni analyzovanych latek
v potravnich doplicich shrnuji tabulky 43 a 46. Obsah latek v registrovanych lécivych
pripravcich shrnuje tabulka 44.

Vyrobci uvadéji mnozstvi rostlinného extraktu v miligramech, nikoliv vsak zastoupeni
jednotlivych analyzovanych latek nebo pfipadné jejich sumu. Kli¢ova je pro nas vsak kyselina
valerenova, které je pfisuzovan hlavni G¢inek a také obsah valepotriatu. Cesky lékopis vyZzaduje
u Kozlikového extraktu suchého obsah nejméné 0,25 % seskviterpenovych kyselin, ktery je
vztazen predevsim na kyselinu valerenovou. MnoiZstvi extraktu kozliku l|ékarského je
producenty pevnych lékovych forem uvddén na obsah v jedné tobolce, tableté nebo drazé.
Z hlediska obsahu latek v testovanych doplricich stravy v pevné lékové formé se jevil jako
nejkvalitnéjsi potravni doplnék Epiderma® Spi vklidu. V porovnani s mnoistvim latek
v ostatnich pfipravcich vysel nejlépe. Znaéné bylo zastoupeni valepotridtu, ktery €inil 23,38 %
z deklarovaného mnozstvi kozlikového extraktu vyrobce.
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Jako druhy vysel nejlépe doplnék Antistres od firmy Naturvita. Celkové mnoZstvi
rostlinného extraktu ¢inilo 1,76 %, pricemz byl naméren obsah valepotriatu.

Nejméné kvalitni pfipravky, ve kterych nami vyvinutou metodou nebyly nalezeny zZadné
ze stanovovanych latek byl Calmin — Advance, Hypnox forte — Barnys®, Happy Sleep Dr. Max,
Sleepnox forte — NatureVia® a Terezia Spanek & Relax. V ostatnich doplricich stravy bylo
zastoupeni analyzovanych latek s ohledem na deklarovany obsah vyrobcem mensi nez 1 %.

V tekuté Iékové formé vysla nejlépe ze tfech testovanych potravnich doplrikd Tinctura
valerianae od Ceskd lékdrna holding se zastoupenim kyseliny valerenové, aviak vyrobce
neuvadi mnoZstvi extraktu kozliku v doporucené denni davce. Mnozstvi kyseliny valerenové
bylo na rozdil od Dr. Popov — Kozlik 1ékarsky v této tinktufe zhruba dvojnasobné. Pritomnost
jakékoliv stanovované latky nebyla potvrzena ndami vyvinutou metodou u pfipravku Green idea
— Kozlik 1ékarsky extrakt.

Pokud bychom porovndvali doplriky stravy pevné a tekuté Iékové formy v jedné davce
mezi sebou, sohledem na mnoiZstvi valepotridtu bychom volili pevnou lékovou formu
pripravku Epiderma®. Pro nejvyssi obsah kyseliny valerenové ze vsech testovanych vzork( by
byla volbou Tinctura valerianae.

| pfes namérena velmi mala mnozstvi latek z extraktu kozliku Iékarského v jednotlivych
doplicich stravy mlzZe byt Ucinek nékterych pfipravkd zarucen obsahem dalSich rostlinnych
extraktli, které se pouzZivaji pfi problémech se spankem a obtizemi s nim souvisejicimi.
Ve vétsiné pripadl se jednd o kombinaci bylin, s vyjimkou doplikd stravy Allnature — Kozlik
bylinny extrakt, Kneipp — Kozlik plus a tekutych lékovych forem. Nejéastéji jsou pritomny
extrakty z chmele otacivého, mucenky pletni, meduriky |ékarské nebo levandule lékaiské.
Zajimavé by bylo stanovit obsah dalSich latek rostlinnych extrakt(i u téchto pripravka.

Registrované |écivé pripravky musi splfiovat pozadavky |ékopisu. Lécivy pripravek
Kneipp — Kozlik 500 mg obsahuje jako Ié¢ivou latku Valerianae radix pulverata (kozlikovy kofen
praskovany). PoZadavek na obsah seskviterpenovych kyselin, vyjadieno jako kyselina
valerenova je nejméné 0,10 %. Po otestovdni vzorku tohoto pfipravku Ccinil obsah
seskviterpenovych kyselin 0,14 %, ¢imZ je poZzadavek splnén. Druhy registrovany lécCivy
pfipravek Persen forte od Zentivy obsahuje jako Ucinnou latku Valerianae extractum siccum
(kozlikovy extrakt suchy). Ceska lékopis poZaduje obsah nejméné 0,25 % seskviterpenovych
kyselin, vyjadfeno jako kyselina valerenova. Pfipravek se svym obsahem 0,25 % kyseliny
valerenové rovnéz pozadavek spliuje.
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