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ANOTACE

Cilem této bakalatské prace bylo popsat elektrochemické chovani syntetickych barviv, které se
doposud pouzivaji jako aditiva v l1éCivech. Jako vhodny analyticky nastroj pro studium
vybranych organickych barviv byla zvolena cyklicka voltametrie na heterogennich uhlikovych
elektrodach ve vodném prostredi. Ziskané poznatky by mohly vést k vyvoji voltametrickych

metod vyuzivajici bud’ katodickou redukci nebo anodickou oxidaci pfitomnych barviv.

KLICOVA SLOVA

Organicka barviva, lé¢iva, uhlikova pastova elektroda, cyklicka voltametrie.

ANNOTATION

The aim of this bachelor's thesis was to describe the electrochemical behaviour of synthetic
dyes, which are currently used as additives in pharmaceutical preparations. Cyclic voltammetry
at heterogeneous carbon electrodes in aqueous medium was chosen as a suitable analytical tool
for this study of selected organic dyes. The obtained knowledge could lead to develop different
voltammetric methods employing either cathodic reduction or anodic oxidation of the dyes

present.
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UvVoD

Bakalafska prace se zameéfuje na zkoumdni elektrochemického chovéani Sesti bézné
pouzivanych azobarviv, z nichZ ¢tyfi obsahuji jednu azo skupinu (Allura Red AC, Red 2G,
Sunset Yellow FCF, Tartrazin) a dal$i barviva dvé azo skupiny (Brilliant Black BN a Chocolate
Brown HT) pomoci cyklické voltametrie na elektrodé ze skelného uhliku ve fyziologickém
prostiedi fosfatového pufru. Hlavnim cilem bylo navrhnout mechanismy jejich
elektrochemické premény, a tim i pfedpoveédét pravdépodobné produkty téchto reakci.

Tato védecké prace se sklada ze dvou zékladnich ¢asti, pticemz prvi Cast se vénuje
dosavadnim znalostem v oblasti pouzivani azobarviv ve farmacii a s tim spojenou legislativou,
kterd respektuje jejich pouzivani v potravinach. Velka ¢ast je vénovana popisu metabolismu
azobarviv s ohledem na potencialni zdravotni rizika, které piedstavuji predevsim jejich
metabolity vzniklé ptirozenou stfevni mikroflorou.

Za to druha cast se zabyva oxida¢nimi a redukénimi procesy azobarviv, pficemz
odpovidajici reakce jsou zkoumany pomoci cyklické voltametrie na komeréni diskové
elektrodé ze skelného uhliku. Z namétenych dat vyplyva, ze azobarviva predstavuji vysoce
elektrochemicky aktivni latky podléhajici jak anodické oxidaci, tak i1 katodické redukci,
pfi¢emz vzniklé produkty mohou déle podléhat at’ uz chemickym tak i elektrochemickym
reakcim. Doplitkové square wave voltametrie pro ovefeni schopnosti elektrochemické detekce
velmi malého mnozstvi azobarviva Sunset Yellow FCF v redlném farmaceutické vyrobku
Orasept urcené¢ho k ulevé od bolesti v krku ukdzala na mozné pouziti elektrochemického
pfistupu v monitorovani téchto aditiv v 1é¢ivech.

Vysledky této prace by mohly nalézt své uplatnéni v predikci moznych metabolitt
azobarviv. Tato znalost mtze hral klicovou rolu i pfi vyvoji analogickych aditiv. Zaroven byly
oveteny detekéni schopnosti elektrody ze skelného uhliku a uhlikové pastové elektrody. Kazda
z téchto elektrod se vyznacovala svymi vyhodami, tak i nevyhodami. Z tohoto divodu lze

predpokladat, Ze pro kazd¢ azobarvivo se musi vyvinout originalni elektrochemickou metodu.
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TEORETICKA CAST

1 Organicka barviva v 1é¢ivech

Farmaceuticky primysl vyuziva jak pfirodni, tak i synteticka barviva v men$im mnozstvi nez
potravinafstvi a kosmetika, ale jejich pouziti je i zde klicové [1]. Historicky se vnimal barevny
vzhled 1é¢iv jako symbol jejich Gcinku. Do poloviny 19. stoleti pochézela barviva pouzivana v
kosmetice, lé¢ivech a potravinach z ptirodnich zdroji. Objev Mauveinu, prvniho syntetického
barviva, Williamem Perkinem v roce 1856 vSak znamenal zadsadni milnik, ktery urychlil rozvoj
chemického primyslu a zavedl synteticka barviva jako dilezitou soucast potravin a 1é¢iv [2].

Ptirodni barviva predstavuji latky s rozlicnymi chemickymi strukturami a fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi, které se ziskavaji z riznych ¢asti rostlin, stromt nebo zZivocisnych
tkani prostfednictvim extrakce. Mohou pochazet z €asti, jako jsou listy, kvéty, kofeny, kiira ¢i
plody, nebo také z produkti Zivoc¢isného plvodu, napf. schranky bezobratlych organismi.
Vyuzivaji se v oblastech, jako je farmacie, potravinarstvi a textilni vyroba, kde slouzi k dodani
pozadovanych barevnych odstinii [3]. Mezi jedno z nej¢astéji proklamovanych diivodu barveni
1€Civ patii jejich snadné rozpoznani, jak samostatného 1€ku, tak i jeho davkovani. Tento fakt
pravdépodobné vyrazné snizuje riziko predavkovani. Vzhledem k procesu vyroby se mohou
vysledné 1éky, Sarze od Sarze, zdat vzhledové mirné odlisné, coz neni zadouci, i proto nasla
barviva uplatnéni ve farmaceutickém pramyslu [4, 5]. Po obarveni vypadaji 1éky riznych Sarzi
zcela identicky a plsobi tak 1épe na pacienta, tedy na cilového zédkaznika. Odlisny vzhled
jednotlivych 1€kovych forem by v ném mohl totiz vzbudit nediivéru v lécebné ucinky. V
soucasné dobé se povazuje za hlavni marketingovy diivod barveni lékovych forem pouze
esteticky vzhled, protoZe barva se Casto spojuje se znackou vyrobce nebo typem léku.

Mezi dalsi vlastnosti organickych barviv se fadi jejich pouzivani jako takzvané
farmaceutické excipienty neboli farmaceutické pomocné latky. Farmaceutickd pomocna latka
predstavuje latku nebo skupinu latek, které zabezpecuji spravny objem a homogenni distribuci
obsahu a zaroven funguji jako nosi¢ aktivni farmaceutické slozky (API) v ptipravku [6].
Slouceniny zalozené na syntetickych organickych barvivech se dlouhodobé povazuji za kli¢ové
nastroje pro diagnostiku a 1écbu rakoviny, coz je oblast mediciny zndm4 jako teranostika [7].
Zde si musi kazdy uvédomit skutecnost, Ze barviva pouzivana ve farmaceutickém primyslu
jsou identicka s t€mi, které se vyuZzivaji v potravinafstvi. Obé skupiny latek prochéazeji piisnym
hodnocenim, aby se zajistila zdravotni nezdvadnost findlniho produktu [8].

Jiz v roce 1962 vznikla mezindrodni iniciativa Codex Alimentarius (CA), kterou

zalozily Organizace pro vyzivu a zemédélstvi (FAO) a Svétova zdravotnicka organizace
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(WHO). Jejim cilem se stalo zavedeni globalnich standardii pro potraviny. Soucast této
iniciativy zahrnuje rovnéz Codex Committee on Food Additives and Contaminants (CCFAC),
tedy vybor zaméteny na piidatné latky a kontaminanty, ktery vydava doporuceni pro jejich
pouziti. Codex Alimentarius spolu s organizacemi WHO/FAO vytvoiil vSeobecnou normu
General Standards on Food Additives (GSFA), ktera sjednocuje pravidla pro potravinaiska
aditiva v ramci mezinarodniho obchodu.

V rémci Evropské unie musi byt vSechny piidatné latky nejprve prezkoumany
Evropskym tfadem pro bezpecnost potravin (EFSA), ktery funguje pod zastitou Evropské
komise. Opatieni Codexu Alimentarius tykajici se znaceni potravin vedlo k potfebé jednotného
oznacovani potravinarskych aditiv. Codex Committee on Food Additives and Contaminants
(CCFAC) proto vyvinul Mezinéarodni ¢islovaci systém (International Numbering System, INS),
ktery umoziiuje identifikaci téchto latek pomoci ¢iselného kddu. Tento systém nahrazuje slozité
chemické nazvy aditiv, ¢imZ usnadniuje jejich evidenci a pouzivani. V Evropské unii se pro
oznacovani pfidatnych latek pouziva E-kod, coz je kombinace pismene E a trojmistného ¢isla.
Barviva s timto ozna¢enim prosla dikladnym hodnocenim a jejich zdravotni nezavadnost se
potvrdila klinickymi studiemi [8]. Maximalni pouzitelné mnozstvi kazdého barviva
oznacovan¢ho E-kddem se odviji od konkrétniho typu potraviny i lé€iva (Tab. 1).

Z legislativniho hlediska EU se musi veskera barviva ptidavana do 1é¢ivych ptipravka
fidit stejnymi pravidly jako barviva pfiddvana do potravin. Smérnice Evropského parlamentu a
Rady 94/36ES jiz vroce 1994 vytvofila jednotny seznam povolenych barviv pro pouziti
v potravinach [9]. Cistotu pfidavanych barviv upravovala smérnice 95/45/EHS. Tato smérnice
také upravovala metody pro stanovovani Cistoty téchto latek, nicméné pozbyla platnosti
29.1.2009 [10]. V soucasné dob¢ plati natizeni (ES) ¢. 1333/2008 o potravinaiskych
ptidatnych latkach®, pod které spadaji i 1éCiva [11]. V tabulce niZe jsou uvedena vSechna

v soucasnosti povolend barviva (potravinaiské ptidatné latky) v EU.
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Tabulka 1. Seznam povolenych barviv v 1é¢ivech.

E Cislo Nazev Barva Identifikacni ¢islo CI ADI (mg/kg) Reference
E100  Kurkumin Zlut/ oranzova 75300 0-3 [12-15]
E 101  Riboflavin Zluta/ oranzova - Nespecifikovano [12-15]
E 102 Tartrazin Zluta/ oranzova 19140 0-10 [12-15]
E 104  Chinolinova zlut Zelenozluta 47005 0-3 [12-15]
E110  ZlutSY Zluta 15985 04 [12-15]
E 120  Kyselina karminova, karmin Cervena 75470 Nepfitazeno [12-15]
E 122 Azorubin, Carmoisin Cervend/ fialova 14720 04 [12-15]
E 123 Amarant Cervena 16185 0-0.5 [12-15]
E 124 Ponceau 4R (Kosenilova &erveit A) Cervena 16255 04 [12-15]
E 127  Erythrosin Cervena 45430 0-0.1 [12-15]
E 129  Allura Red AC / Cerveit AC - 16035 0-7 [12-15]
E 131 Patentni modi V Modra 42051 Nepfitazeno [12-15]
E 132 Indigotin (Indigocarmine) Modra 73015 0-5 [12-15]
E 133 Brilantni modt FCF Modra 42090 0-6 [12-15]
E 140 Chlorofyly a Chlorofyliny Zelena 75810 Bez limitu [12-15]
E 141  M&dnaté komplexy chlorofyli — 75815 0-15 [12-15]
E 142  Zelen S Zelena 44090 Nepiifazeno [12-15]
E 150a Karamel Hnéda - Nespecifikovano [12-15]
E 150b  Kausticky sulfitovy karamel — — 0-160 [12-15]
E 150c  Amoniakovy karamel - - 0-200 [12-15]
E 150d  Amoniak-sulfitovy karamel - - 0-150 [12-15]
E 151  Brilantni ¢ert BN Cerné 28440 0-1 [12-15]
E 153 Rostlinna uhlikova cern Cerna — Neptitazeno [12-15]
E 155  Hn&d HT Hné&da 20285 0-1.5 [12-15]
E 160a  Karoteny Zluta az Gervena — Nespecifikovano [12-15]
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E 160b  Annatto (bixin, norbixin) Oranzova 75120 Odvolano [12-15]

E 160c  Paprikovy extrakt Cervena - 01.5 [12-15]
E 160d Lykopen Cervena 75125 Nespecifikovdno [12-15]
E 160e  B-apo-8'-karotenal (C30) Oranzové/ Eervena 40820 00.3 [12-15]
E 161b Lutein Zluta/ oranzova — Neptitazeno [12-15]
E 161g Kanthaxanthin Oranzové/ nafervenald — 0-0.03 [12-15]
E 162 Betanin (Betalainova Cerven) Cervend/ fialova - Nespecifikovano [12-15]
E 163 Anthokyany Cervena az modra - Nepfitazeno [12-15]
E 170  Uhli¢itan vapenaty - 77220 Bez limitu [12-15]
E 171  Oxid titani¢ity — 77891 Bez limitu [12-15]
E 172  Oxidy a hydroxidy Zeleza — 77491 0-0.5 [12-15]
E 172 - 77492 - [12-15]
E 172 — 77499 — [12-15]
E 173  Hlinik Stiibrna/ seda — Nepiifazeno [12-15]
E 174  Stibro Stiibrna — Rozhodnuti pozdrzeno  [12-15]
E175  Zlato Zlata - - [12-15]
E 180 Litholrubin BK Cervena — Nepfifazeno [12-15]

Poznamky: ADI — pfijatelny denni piijem (mg/kg) — Nejvyssi denni ddvka chemické latky, kterou lze po cely Zivot pfijimat, aniz by to mélo
negativni dopad na zdravi [16].
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1.1 Kiasifikace organickych barviv v 1é¢ivech

Barviva se mohou klasifikovat podle jejich chemické struktury, zpisobu pouziti nebo metody
aplikace. Tato klasifikace umoznuje zohlednit strukturu a bezpecnost barviv, ackoliv mize vést
k zjednodusujicim a né€kdy zavad¢jicim zavéram. V chemické klasifikaci se barviva tfidi na
zaklad¢ spolecnych chemickych strukturdlnich rysi, tzv. chromoforti. Nasledujici text se
zamé&fuje pouze na barviva, ktera se pouzivaji v potravinach, 1é€ivech a kosmetice. Tato barviva
patii do riznych chemickych skupin, jako jsou azobarviva, karotenoidni barviva, indigoidni

barviva, kinoftalony, triarylmethanova barviva a xanthénova barviva [2].

1.2 Prirodni organicka barviva v lé¢ivech

Vyuzivani ptirodnich produktt pro jejich 1é€ivé ti€inky saha az do poc¢atki lidské civilizace. Po
staleti se 1éky pfipravovaly z minerald, z pletiv rostlin a Zivo€iSnych tkéani ¢i jejich sekretl. 1
kdyz ptevazna vétsina piirodnich organickych barviv pochazi z rostlin anebo aspoii jejich ¢asti
jako je tfeba kura, kvéty nebo kotfeny. Najdeme zde i barviva ziskdvana z zivoCichd nebo
dokonce mikrobi. Diky obsahu fyziologicky aktivnich latek s farmakologickymi vlastnostmi,
mohou slouzit nejen k barveni ale také jako pfirodni antioxidanty nebo antiartritické G¢inky a
spousty dalSich [17].

Naptiklad kurkumin, ozna¢ovany jako E 100, pfedstavuje dvé strukturné velmi podobné
latky (Obr. 1), které se ziskavaji z indického Safranu® jako kofeni ze suSeného mletého
oddenku kurkumovniku dlouhého (Curcuma longa). E 100 se fadi mezi jedno z nejvyraznéjsich
ptirodnich zlutych barviv, jenz pusobi jako silné antiseptikum, tedy lécivo s dezinfekénimi
ucinky, uzivané ke zneSkodnéni nezddoucich mikroorganismi na kizi nebo sliznici, které

rovnéz pomahd obnovovat pokozku [18].

O O
D
HO OH
o) o}
HaC™ “CHj,
O OH
JTTC
HO OH
o) o)
HsC™ “CH3

Obrazek 1. Molekuly bisdemethoxykurkuminu a demethoxykurkuminu [19].



Dnes nabyva na tendenci nahrazovat synteticka barviva t€émi pfirodnimi, a to ptedevsim
z diivodu predpokladané nizsi toxicity, tfebaze miize zatim kdokoliv vidét pouze marketingovy
tah vyrobct 1é€iv. Mezi kontroverzni pfirodni barviva lze zaradit kyselinu karminovou a karmin
(E 120), jenz se ziskava ze suSenych tél samic¢ek hmyzu Nopalovce karminového (Dactylopius
coccus), které ziji na opunciich. Skutec¢nost, ze celosvétova produkce karminu dosahuje
pfiblizné 800 metrickych tun rocné, svéd¢i o jeho trvalé popularité a Sirokém uplatnéni v
riznych primyslovych odvétvich. Pro vysokou poptdvku se musel vySe zminény hmyz
vyslechtit, aby produkoval vyssi vytézky [19, 20]. Obecné lze konstatovat, ze lidé spise pfijmou
pfirodni barviva nez ty uméld, aniz by se pidili po zdravotnich rizicich a hlaSenich na Statnim
Gistavu pro kontrolu 1é¢iv (SUKL). Dale se piedpoklada, Ze pfirodni barviva by méla byt

ekologicky Setrnd pro svou odbouratelnost v &istikach odpadnich vod (COV).

1.2.1 Synteticka organicka barviva
Synteticka barviva maji oproti vét§in¢ piirodnich barviv vyznamné technologické vyhody,
protoze nabizeji syté a vyrazné barvy. Déle vykazuji vysokou odolnost vi¢i plsobeni
slune¢niho zafeni, oxida¢nim a redukénim €inidlim, zménam pH a zéroven 1épe snaseji rizné
vlivy, kterym jsou materidly vystaveny béhem vyrobniho procesu [3]. Diky jejich upravitelné
chemické struktue lze snadno dosédhnout odstind, kterych se obtizn€ docili pomoci jen
dostupnych ptirodnich barviv. Synteticka organickd barviva tvofi pocetnou a rozmanitou
skupinu latek, které se odliSuji svymi chemickymi strukturami a fyzikalnimi vlastnostmi [21].
Existuji dvé zakladni metody jejich klasifikace. Prvni vychazi z typu jejich chromogennich
struktur. Mezi né patii naptiklad akridinova, antrachinonova, azo, azinova, difenylmethanova,
indigoidni, methinova, nitro, nitroso, oxazinova, ftalocyaninova, thiazinova, trifenylmethanova
a xanthénova barviva (Tab. 2). Druhy pfistup barviva rozdéluje podle zplisobu jejich pouziti,
tedy podle zptsobu aplikace. Sem patii naptiklad barviva kysel4, zasadit4, pfima, disperzni, pro
vlakna, reaktivni, kypova nebo motidlova [22].

S postupem doby a vétsim mnozstvim dat stejné tak, jako propracovangj$imi technikami
a lepsim porozuménim fungovani lidského téla a jeho biologickych pochodl se nevyhnutelné
musi ménit i legislativa ohledné barveni 1€kii a potravin. Barviva, ktera se jesté pied par lety
hojné pouzivala, jsou jiz v tuto dobu zcela zakdzana nebo se zdsadné omezilo jejich pouziti.

Jedna z takovych zmén pfisla i v pomérné nedavné dobé, kdy bylo v roce 2022 zakézano
pfidavani oxidu titanicitého (TiO2) do potravin. Toto opatfeni se zavedlo skrze obavy z

genotoxickych u¢ink. Dopad zaznamenal nejen potravinaisky primysl, ale také
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farmaceuticky. Kvili bezpe¢nostnim obavam bude nejspis TiO2 zakazan v nejblizsich letech 1
ve farmaceutickém pramyslu [23].

Aktualné ¢ini celosvétova roéni spotieba oxidu titanicitého ptiblizné ¢tyii miliony tun,
coz z n¢j d€la nejCastéji pouzivany pigment na svété. Ve Spojenych statech americkych
povoluje Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) jeho pouZiti jako potravinatského barviva v
koncentraci az do 1 % hmotnosti. V Evropské unii je TiO: registrovan jako ptidatna latka pod
ozna¢enim E 171 a jeho pouziti je schvéaleno v rezimu quantum satis, coz znamena, ze jeho
mnozstvi neni striktné omezeno, tedy pouze v nejmensim nezbytném mnozstvi pro dosazeni
pozadovaného tc¢inku. Podle udajti z potravinaiského primyslu se nejvyssi koncentrace TiO-
vyskytuji ve zvykackach (az 16 000 mg/kg), pevnych doplicich stravy (az 12 000 mg/kg),
upravenych ofesich (az 7 000 mg/kg) a v hotovych salatech ¢i pomazéankéch (az 3 000 mg/kg)
[24].

Oxid titani¢ity (TiO2) nachazel do roku 2022 uplatnéni v potravinaiském prumyslu, kde
slouzil jako bélidlo a stabilizator, coz svédc¢i o jeho vSestranném vyuziti. V oblasti potravin se
TiO: pouzival nejen jako piidatna latka, ale také jako zahusStujici slozka, protispékavy
prostiedek a stabilizator. Obdobné vyuziti ma dodnes i ve farmaceutickém primyslu, kde plni
navic dal$i specifické funkce jako Cinidlo snizujici priihlednost (opacifikator) a také jako
potahova latka, coz z néj €ini kli¢ovou pomocnou slozku v celé fad¢ 1é¢iv. Toto vSestranné
pouziti z néj ¢ini vysoce vhodnou latku pro pouziti ve farmaceutickém pramyslu. Mimo jiné
ma vysoky bod tani, nizkou rozpustnost a vysokou stabilitu v Sirokém rozsahu pH. Kromé toho
se nezucastituje zadnych znamych chemickych reakci s 1é¢ivy ani jinymi pomocnymi latkami,
coz z ngj ¢ini inertni slozku. Diky svému mimotadné vysokému indexu lomu dokaZze pohlcovat
UV zéfeni a rozptylovat viditelné svétlo, coz napoméaha ochrané 1é¢iv pred poSkozenim
svétlem. Za vyznamnou vyhodu lze rovnéz povazovat efektivni vyrobni proces TiO:, ktery
nezatézuje zivotni prostiedi vznikem odpadnich latek, jak je tomu Casto u jinych primyslovych
vyrob. Kvili témto vlastnostem se stal jednou z kli¢ovych slozek farmaceutického primyslu, a
proto jeho potencialni zékaz bude mit Sirokosahlé nasledky. Nicméné zdravi uzivatelti by mélo
byt vzdy na prvnim misté. Nalezeni nahrady za takto vSestrannou latku bude nakladné a
zdlouhavé kvili nedostatku dat. Jednim z mnoha problémt s timto spojenych muize byt ztrata
divéry zakaznika (pacienta) v produkt kvili jinému vzhledu nebo také vySsi cena a nizsi
zivotnost spolec¢né s jistou narocnosti na skladovani [23].

Jelikoz tato bakalarska prace bude prevazné vénovéana elektrochemickému chovani
azobarviv, které se mohou vyskytovat v 1écivech, tak je témto farmaceutickym aditiviim

vénovana pozornost v nasledujicich kapitolach, at’ uz se jedna o jejich klasifikaci nebo syntézu.
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Tabulka 2. Rozdéleni syntetickych barviv podle chromogenti.

Nazev Amax  Molekulova Reference
Chromogen barviva [nm] struktura
Akridinova Acridinova 500 M (s [22, 25]
_N N Ne_
oranzova e o
Antachinonova Alizarin 609 oH 0 [22, 26]
HO
cerveny S O“
o
Azo Sudan I 476 QN HO [22, 27]
\\N
Azinova Neutralni 530 M [22, 28]
_N N NH,
4
N CH,
Difenylmethanova Auramin O 432 N‘” [22, 29]
e 1T T o
Chg Ly
Indigoidni Indigo karmin 612 ] [22, 30]
NH
o L~
o \o OH
Methinova - 610 2)/C”S [22, 31]
Ok O \
F \\N CH,
Nitro Martinova 432 N [22, 32]
N\o_
Alut
NS
o (0]
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Nitroso Naftolova 714 [ | [22, 33]
zelena B

Oxazinova Nil modry A 638 [22]

Ftalocyaninova — 610 [22, 34]

Thiazinova Methylenova 660 [22, 35]
modf

Trifenmethanova  Malachitova 615 [22]
zelena

Xanthénova Rhodamin B 550 [22, 36]

1.2.1.1 Azobarviva

Azobarviva se fadi mezi syntetické slouceniny, které obsahuji dvé aromatické struktury spojené
dvojitou vazbou mezi atomy dusiku, oznafovanou jako azo skupina. Tyto slouceniny
predstavuji nejvétsi skupinu barviv a zahrnuji napiiklad Amaranth, Sunset Yellow FCF a
Tartrazin [2]. Mezi nejjednodussi mozné rozdéleni azobarviv lze povazovat klasifikaci dle

poctu azovazeb v jedné molekule azobarviva. Jinymi slovy mizeme azobarviva délit na

vvvvvv
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azobarviv. Tri-azo nejsou oproti pfedchozi skupiné tak vyznamna. Polyazobarviva jsou
specifickd tim, ze se jedna o komplexni slouceniny s opakujici se azo skupinou tfikrat a vice
v jedné molekule.

V systému Colour Index (CI) se azobarviva identifikuji ¢isly spadajicimi do rozsahu od
11 000 do 39 999. Toto ¢islovani odpovida jejich chemické struktuie, kdy jsou chronologicky
sefazena od mono-azobarviv, kterym naleZzi ¢isla do 19 999. Di-azobarviviim ¢isla od 20 000

do 29 999, tri-azobarviva 30 000 az 34 999 a zbyvajici ¢ast ndlezi polyazobarviviim [37, 38].

1.2.1.1.1 Syntéza azobarviv
Klasicka syntéza azobarviv probiha ve dvou krocich: diazotace a kopulace (Obr. 2).

Nejprve se v kyselém vodném prostiedi primarni aromatické aminy oSetii ledové vychlazenou
kyselinou dusitou, ¢imz vznikaji diazoniové soli. Tyto soli predstavuji slabé elektrofilni latky,
a pfitom jsou zaroven velmi nestabilni pfi nizké teploté v rozmezi 0—5 °C. Jakmile se diazotace
dokonc¢i, pokracuje se kopulacni reakci, tedy elektrofilni substituci s latkami bohatymi na
elektrony, jako jsou hydroxy nebo amino slouceniny. Kopulace obvykle probiha v elektronové
bohatych pozicich aromatického jadra, zejména v ortho nebo para poloze. Pokud se jako
substrat pouziva fenol nebo naftalen, reakce probiha v zasaditém prostfedi s pH mezi 7 a 11.
Naproti tomu pii reakci s aromatickymi aminy se doporucuje provadét kopulacni reakce v
kyselém prostiedi s pH mezi 1 a 5, které zajiStuje stabilitu diazoniové soli, aniz by narusilo

reaktivitu nukleofilu [39].

NaNO,+ HCI —> HNO, + NaCl

//N—CI
0-5°C
NH, 4+ NaNO,* HCl hizcmce R1@N + QRz

N—CI
R N + R, _0:5¢C 7 ::: 2
1 2 Kopulaéni reakce R1 N

Obrazek 2. Reakéni schéma vzorové syntézy azobarviv.
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2 Zdravotni rizika zptusobena prijmem organickych barviv

Podobné jako u potravin pouzivani syntetickych barviv ve farmaceutickém primyslu je ve
vSech vyspélych zemich podminéno pifisnymi legislativnimi pozadavky a rozsahlym
toxikologickym testovanim, které zahrnuje hodnoceni akutni, subchronické a chronické
toxicity, karcinogenity, mutagenity, teratogenity, reprodukéni toxicity, schopnosti akumulace v
organismu, vlivu na energeticky metabolismus a imunitni systém [40].

V poslednich letech roste ve spolecnosti nedtivéra vici piidatnym latkdm v potravinéch,
tak 1 v 1éCivech, jako jsou konzervanty, sladidla ¢i synteticka barviva. Spotfeba téchto latek v
uplynulych desetiletich vyrazné vzrostla, coz souvisi se stale vys$si konzumaci primyslové
zpracovanych potravin a vyrob¢é léCiv. Tento trend miZze zarovenl souviset s nartistem
zdravotnich obtizi, které mohou byt zplisobeny nadmérnym piijmem téchto aditiv.

Dlouhodobé konzumace syntetickych barviv mize mit také zadvazné dopady na lidské
zdravi, pticemz konkrétni rizika zavisi na typu pouzitého barviva. Mezi zdravotni problémy
spojené s jejich piijmem patii nejen méné zavazné reakce, ale i vdzna onemocnéni, jako je
cirh6za jater nebo mozné karcinogenni G¢inky. Velkou pozornost vzbuzuje také potencialni
souvislost mezi pfijmem nékterych barviv a rozvojem ADHD u déti. Situaci komplikuje
skuteCnost, ze stejné barvivo mize byt pfitomno v rdznych vyrobcich, coz mize vést k
ptekroceni hodnoty piijatelného denniho piijmu (ADI). Navic, pokud ¢lovék béhem dne
zkonzumuje vice riznych barviv, mohou se jejich toxické uc€inky navzajem zesilovat, at’ uz
aditivné, nebo potenciaci [39].

Znafna cast barviv pouzivand v Evropské unii nema stanovené nejvySsi mozné
mnozstvi nebo je jen stanoven tzv. kombinovany maximalni limit*. Podle ¢lanku 11 (ES) ¢.
vysledku. Kombinovany maximalni limit znamen4, ze dané barvivo ma stanovené maximalni
pfipustné mnozstvi samostatné¢ nebo v kombinaci s jinymi barvivy [41]. Pravé vzajemné
kombinace mohou byt dosti problematické, zvIasté pro jedince, ktefi trpi néjakou chronickou
nemoci a jsou odkazani na celozivotni/dlouhodobé uzivani 1€kt. V takovémto piipad¢ muiize

velice snadno dojit k ptekroceni doporuceného ADI.

2.1 Metabolismus organickych barviv

Stievni mikroflora hraje diilezitou roli v rozkladu riznych cizorodych latek (xenobiotik) na
pfislusné metabolity, pficemz nékteré z téchto metaboliti mohou pfispivat ke genotoxicité a
vzniku rakoviny. Lidé se vystavuji ptisobeni téchto latek, véetné azobarviv, prostfednictvim

stravy, kontaktu s pokozkou nebo vdechovanim. Azobarviva se mohou v téle pfeménit na
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bezbarvé aromatické aminy. Nékteré z téchto latek byvaji méné Skodlivé nez piivodni barviva,
ale jiné, jako arylaminy a volné radikaly, mohou vyvolat rakovinné bujeni. Azobarviva, jako je
napiiklad Sudan I, II, III, IV se Casto nelegalné pouZzivaji ke zlepSeni vzhledu potravin nebo
jejich stopovd mnozstvi mohou byt soucasti legislativné povolenych aditiv, jelikoZ se z nich
syntetizuji. NejCastéjsi reakei, jak vytvortit ze Sudanti netoxické barvivo, je sulfonace jenz zvysi
vyznamné jejich rozpustnost ve vod¢, a tim i jejich toxicitu. Prvnim krokem v anaerobnim
metabolismu azobarviv stfevnimi mikroby je rozstépeni azo-vazby pomoci NAD(P)H-

dependentnich azoreduktdz, jak znazoriuje schéma na Obr. 3 [42].

NAD(P)H NAD(P)"

N—R, /= R—NH, + HN—/TR,

Azoreduktaza

R1 —N
Obrazek 3. Enzymaticka redukce azobarviv.

Po rozkladu azobarviv ve stfevech se uvoliuji aromatické aminy, které se mohou
vstiebat pres stfevni sténu do krevniho obéhu a nasledné byt vylu¢ovany moci. V tlustém streve
probiha bakterialni redukce téchto barviv, pfi které vznikaji napiiklad sulfanilova kyselina a
aminopyrazol. Tyto latky se vstiebavaji snadnéji nez plivodni barviva a ¢astecné odchazeji
stolici. Mnozstvi barviv, které se vylou¢i nezménéné moci, byva velmi malé.

Nekteré z téchto metabolit mohou ovlivnit bunéné déleni a podporovat tvorbu
nadmérného mnozstvi bunck, coz mize pfispivat ke vzniku nadorti. Kromé toho se béhem
metabolismu mohou ze sloucenin odstépovat urcité chemické skupiny, které ovliviiuji jejich
biologickou aktivitu. Toxické ucinky azobarviv se pfipisuji né€kolika mechanismim. Jejich
produkty mohou naptiklad zptisobovat oxidacni stres v jatrech, poSkozovat buiiky a naruSovat
krevni a biochemické pochody. Nebezpeci barviv zavisi na tom, jak se v téle vstiebavaji, jakym
zpusobem se metabolizuji a jak rychle se z téla vylucuji. Dilezitou roli hraji i mozné interakce
barviv s jinymi latkami v 1é¢ivech. Nekterd z téchto barviv mohou ovliviiovat nervovy vyvoj

nebo mit karcinogenni G€inky, a to zvlasté pti vyssich davkach [43].

2.2 Onemocnéni vyvolané organickymi barvivy

Prestoze se barviva ve farmaceutickych ptipravcich pouzivaji pouze ve velmi nizkych
koncentracich, otazka jejich bezpecnosti zlistava nedostatecné prozkoumana. Z tohoto ditvodu
je dulezité znat jejich bezpecné davkovani a mozné ucinky na lidsky organismus [44]. Tab. 3
uvadi struény piehled zdravotnich komplikaci, jezZ by mohly mit spojitost s uzivanim 1éciv
obsahujici jak syntetickd, tak i pfirodni barviva. Jednim z moZznych onemocnéni spojenych

s pfijmem organickych barviv miize byt porucha pozornosti spojend s hyperaktivitou, jenz se
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oznacuje zkratkou ADHD. Zvysujici se pocet diagnostikovanych ptipadii s ADHD zpiisobuje
pravdépodobné presnéjsi diagnostika a vetsi povédomi o této poruse. I piesto mohou jisté vnéjsi
faktory hrat vyznamnou roli v rozvoji tohoto onemocnéni. Jako jeden z téchto faktori jsou
uvadény toxiny piijimané z okoli jako tfeba radioaktivita nebo uméla barviva [45].

V roce 2022 se vlivem chovani déti ve spojitost s piijmem syntetickych potravinaiskych
barviv rozhodla Kancelat pro hodnoceni zdravotnich rizik zivotniho prostredi statu Kalifornii
(OEHHA) udg¢lat prehledové hodnoceni. V ramci tohoto piehledu se identifikovalo 27
klinickych studii zaméfenych na déti vystavené syntetickym barviviim v potravinach. Jednim
z bodul byla také toxikologicka studie na zvitatech, ktera se zaobirala limity ADI, kdy panovala
obava o aktudlnosti stanovenych limitl americkou FDA. Ze studii vyplynulo, Ze expozice
potravinafskym barvivim maé negativni vliv na chovani déti at’ uz s existujicimi poruchami
nebo bez nich. Tuto skutecnost také podpofily testy na zviratech [46].

S nartistem vyskytu astmatu a alergickych reakci se zkoumal mozny vliv syntetickych
barviv. AvSak studie provedené u erythrosinu (E 127) pfinesly protichtidné poznatky [40].
Ovsem nékteré z organickych barviv mohou vyvolat alergické rekce. Naptiklad barvivo E 160c
(paprikovy extrakt) vyvolava alergickou reakci prevazné u dospélych. Alergické reakce na
koteni byvaji vzacné, ale podle odhadi tvoii asi 2 % vSech potravinovych alergii. Tartrazin
(E 102) se vyjimecné spojuje s vyvolanim kopiivky. OvSem u 1 z 12 déti byl pfi¢inou zhorSeni
ekzému [47]. V jiné studii, kterd se zabyvala vlivem ploda trnky obecné (Prunus spinosa) na
toxické ucinky tartrazinu (E 102) (Obr. 4), kde byl asociovan jako spousté¢ oxidativniho stresu,
ktery nasledné vede az k metabolickym porucham. Tento experiment se provadél na albinskych
potkanech Wistar. Pfitom se zjistilo, Ze barvivo ma nepfiznivé G€inky na ledviny, jatra a slezinu,
na kterych se nalezly 1éze. Tartrazin ma tedy schopnost zplsobit zadvazné poskozeni téchto

organt [48].
Na 00C

NaO,S

Obrazek 4. Molekula tartrazinu (E 102).
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Tabulka 3. Piehled vybranych barviv pouzivanych ve farmacii a jejich zdravotni rizika [3]

7 rwe

Aditivum Oznaceni Zdravotni uc¢inky

Chinolinova zlut’ E 104 Potencialné genotoxické a karcinogenni, v kombinaci
s aspirinem zpusobuje podrazdéni pokozky.

Zlut SY E 110 Koptivka, nadory ledvin, nevolnosti a zvraceni,
pfipadné alergické reakce.

Karmin E 120 Pfirodni barvivo, které vyvoldva alergické reakce,
dokonce az anafylakticky Sok.

Azorubin E 122 Vzéacné kozni €i respiracni problémy.

Brilantni modf E 133 U jedinct se stfedné téZzkym astmatem hrozi vyvolani
alergické reakce.

Brilantni ¢erna BN E 151 U osob s intoleranci na aspirin nejspiSe vyvolava
alergické reakce. Mize také nepfiznivé pusobit na

astma.

Nékteré z barviv maji nepfiznivé ucinky na déti. Barviva E 104 a E 122 mohou
nepiiznivé ovlivitovat aktivitu a pozornost u déti. Naproti tomu Barviva E 104, E 120 a E 151
mohou zvySovat hyperaktivitu u déti. Zejména za rizikové se oznacuji barviva E 120 a E 151,
u nichz se doporucilo zcela jejich vylouceni z détské stravy. Z téchto skutecnosti vyplyva
dilezitost analytickych metod, jenz by rychle a spolehlivé urcily pfitomnost takovych aditiv
v [é¢ivech. Tyto podminky spliuji elektrochemické metody. Proto aby se daly v praxi pouZit,

je nezbytné znat elektrochemické vlastnosti barviv.

3 Analyza organickych barviv ve farmacii

Stejné tak jako v jinych primyslovych oblastech, tak i ve farmaceutickém pramyslu jsou
stanoveny normy, jakymi technikami stanovovat latky obsazené v produktech. Pfredmétem
téchto norem jsou postupy, jak odebirat vzorky a analyzovat farmaceutické vzorky. Zde 1ze
nalézt chemikdlie pouzivané béhem stanoveni, stejn¢ tak jako instrumentaci, ktera se pro
stanoveni pouziva. Normativni spis, ktery na celospolecenské urovni doporucuje nebo
stanovuje seznamy lé¢iv a pozadavky na jakost, postup pfi piiprave, zkousSeni, uchovavani a
davkovani 1éc¢iv, se oznacuje jako lékopis ¢i farmakopea. Pfi hledani vhodné analytické metody
se musi brat v potaz povaha, tzv. 1ékovd formule vzorku, ve kterém budeme toto barvivo
stanovovat, protoze ne vSechny analytické metody mohou byt vhodné pro ziskani vérohodnych

(spravnych) vysledki.
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Jako jedna z moznosti pro stanoveni organickych barviv se nabizi kapalinova
chromatografie (LC) s detektorem s diodovym polem (LC/DAD). Samoziejmé v Gvahu
pfichazi i univerzalni kapalinova chromatografie s hmotnostnim detektorem (LC/MS). Pred
pouzitim téchto technik se vétSinou musi analyt ze vzorku extrahovat v Cinidlech uznané
analytické Cistoty. Napiiklad norma CSN EN ISO 16373-2 se zabyva stanovenim
extrahovatelnych barviv, a to v€etn¢ alergennich a karcinogennich barviv, jejich nasledném
stanoveni ve vodé s obsahem pyridinu za pouziti vyse zminéné LC s detektorem (LC/DAD)
nebo hmotnostnim detektorem (LC/MS). Tyto metody stanoveni barviv se mohou aplikovat
také na l1écivé piipravky. Zasadni nevyhodu kapalinové chromatografie predstavuje predevsim
nebo z pevné faze [49].

Mezi jednu ze zékladnich vlastnosti, kterou lze pouzit pfi stanovovani organickych
barviv patii jejich schopnost pohlcovat elektromagnetické zateni pii piesné definovanych
vlnovych délkach (Tab. 2) v zavislosti na zvoleném prostiedi. Zna¢ny vliv na rozséhlost
interakci ma polarita a pH zvoleného rozpoustédla. Také pritomnost elektronakceptornich a
elektrondonornich substituentll v molekulach stanovovaného barviva hraje vyznamnou roli pfi
ureni maxim absorp¢nich past. Za nesporné vyhody spektrofotometrickych metod se povazuji
rychlost analyzy, nenaro¢né instrumentace a jednoduché (automatické) vyhodnoceni. Nejvétsi
nevyhodu lze spatfit v nizké selektivité, kdy nelze rozlisit vicero barviv ve vzorku, jenz maji

podobna absorpcni maxima [50, 51].

3.1 Elektroanalyza organickych barviv v 1é¢ivech
Tato bakalarska se vénuje pievazné studiu elektrochemickému chovéani syntetickych barviv
vyskytujicich se v béznych 1é¢ivech, které nejsou vazany na lékaisky predpis, konkrétné zcela
syntetickych azobarviv. Hlavni diivod spociva v popisu jejich elektrodovych reakci (drah),
které probihaji na elektrodovém povrchu a identifikace vzniklych produktl, jenzZ mohou
simulovat enzymy (NADPH-cytochrom P450 reduktiaza a cytochrom P450) katalyzujici
metabolismus téchto xenobiotik. Navic tyto poznatky mohou vést k vyvoji jednoduchych, ale
spolehlivych elektroanalytickych metod, kterymi by se daly detekovat nizké koncentrace
azobarviv i bez slozité a ekonomicky naro¢né instrumentace. Za dalsi nespornou vyhodu lze
povazovat rychlost stanoveni samotného elektroanalytického stanoveni [49].

Vétsina jednoduchych 1é¢iv obsahuje jednu ¢i uzkou skupinu farmaceuticky aktivnich
slozek (API), n€kolik pomocnych a fadu balastnich latek. Vétsina piitomnych komponent neni

elektrochemicky aktivni, tudiZ neposkytuje nebo nepiejima elektrony z pracovni elektrody, a
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tudiz by nemusela rusit vlastni stanoveni API ¢i excipientll (organickd barviva). Z tohoto
divodu madji elektrochemické metody za prichodu elektrického proudu (/), jmenovité
coulometrie, amperometrie a voltametrie [50], ve farmaceutické analyze své opodstatnéni.
Aby bylo mozné néjakou elektroanalytickou metodu vyvinout a poté zatadit do rutinni
praxe, je nutné nejdiive detailn¢ popsat elektrochemické chovéani stanovovaného analytu,
v tomto ptipad¢ organického barviva v prostfedi vSech doprovodnych komponent. Ziskané
znalosti totiz mohou usnadnit optimalizaci analytickych podminek, které zahrnuji postup
ptipravy vzorku, slozeni pracovniho média, volbu elektrolytu a nastaveni parametrti

elektrochemické techniky.

3.2 Elektrochemické chovani vybranych organickych barviv

Azobarviva pfedstavuji skupinu organickych sloucenin obsahujicich charakteristickou azo
skupinu (-N=N-), ktera je klicovym mistem jejich elektrochemickych d&ji, pokud nejsou
pfitomny dalsi elektrochemicky aktivni funkéni skupiny. Pomoci cyklické voltametrie (CV) se
jiz studovaly jejich redoxni vlastnosti, pfi¢emz se popisy reak¢nich drah misty rozchéazeji. Zde
je nutné si uvédomit, Ze jejich elektrochemické chovani byva ovlivnéno mnoha faktory, a to
polaritou prostfedi, pH pro vodné roztoky, pfitomnosti dalich latek (elektrofilt a nukleofild),
volba elektrodového materidlu a v posledni fadé parametry samotné voltametrické techniky.

Na zaklad¢ informaci z literatury v katodickém sméru v neutrdlnim pH dochézi
predevsim k 2e/2H* redukci azo skupiny na ptisluSny hydrazo derivat (-NH-NH-), coZ se na
voltamogramech projevuje vyraznym katodickym pikem pftiblizné€ pii —0,77 az —0,78 V. Tento
hydrazo meziprodukt dale podléh4 chemickému §tépeni, pficemz vysledné produkty zavisi na
pH prostiedi.

Naproti tomu pfi anodické voltametrii se povazuje za hlavni oxidacni déj oxidace
fenolové skupiny piitomné ve struktufe nékterych azobarviv. Tento proces probiha
prostiednictvim le/1H* oxidace na fenoxyradikal, stabilizovany mezomernimi formami, ktery
dale reaguje s vodou za vzniku dihydroxy derivatu. Ten se néasledné oxiduje na chinonovy
derivat v 2e/2H" kvazireverzibilni reakci. Pokud se reverzni méfeni provadi do vyssiho
zaporného vrcholového potencialu, dochézi k redukci téchto chinonovych derivati a k
naslednému S$t€peni —N=N- vazby za vzniku dalSich redox-aktivnich produktl (anilin,
hydroxyanilin a aminonaftoly), které se oxiduji pfi dalSim anodickém skenu na odpovidajici
chinoniminy a chinony. Opakované cykly tedy vedou k postupnému snizovani intenzity
oxidac¢nich i redukénich signalli, coz by mohlo byt zplisobeno zandsenim povrchu elektrody

polymernimi produkty vznikajicimi z aromatickych amind a fenolll [52]. Hlavnim cilem této
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bakalarské prace bylo objasnit elektrochemické chovani azobarviv majici fenolovou skupinu

ve fyziologickém prostiedi fosfatového pufru.

3.2.1 Elektrochemické stanoveni Allura red AC

Znalost elektrochemického chovani azobarviv. milZze velice pomoci pii vyvoji
elektroanalytickych metod, které se poté daji vyuzit pti analyze 1é¢iv a Zivotniho prostiedi. Nize
je uvedeno né¢kolik ptikladl voltametrickych senzori, které se vyvinuly pro monitorovani
Allura red AC (AR) v potravinach a ve vzorcich odpadnich vod z textilniho primyslu.

AR, n€kdy do cestiny pieklddana jako “Cerven alura“ je, jak jiz z nazvu vypovida,
cervené¢ azobarvivo. Kvuli obavdm z potenciondlni karcinogenity a mozné spojitosti
s hyperaktivitou u déti bylo nutno vyvinou vhodnou analytickou metodu pro stanoveni tohoto
barviva. Pro stanoveni bylo vyvinuto mnoho elektroanalytickych metod, kdy naptiklad za
zminku stoji rtizné modifikace diskové elektrody ze skelného uhliku (GCE) nebo také CPE
modifikovanou s oxidem kobaltnatym. Ve studii z roku 2021 se tym védct pokusil stanovit
obsah AR v Zelatinovych bonbonech za pomoci uhlikové pastové elektrody modifikované
modifikovana elektroda vyhovuje stanoveni tohoto barviva ve vodném prostfedi. Ve srovnani
s nemodifikovanou CPE vykézala zvySeni oxida¢niho proudu a posun oxidacniho vrcholového
potencialu smérem ke katodové oblasti, a to az na hodnotu 950 mV. Tento jev autoii vysvétluji
adsorpci barviva na povrch elektrody diky pfitomnosti modifikujici kifemeliny s
impregnovanym tenzidem. Nicméné lze se domnivat, ze spiSe vznikaji iontové pary mezi

kationtovym tenzidem a sulfonitem dané azoslouceniny [53].
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EXPERIMENTALNI CAST

4 Popis laboratorni prace

Tato kapitola uvadi seznam pouzitych chemikalii, laboratorniho vybaveni a stru¢ny popis
metodiky potfebné k dosazeni stanovenych cill, tedy k popisu elektrochemického chovani
vybranych azobariv, jmenovité Allura red, Black BN (BB), Brown HT (CB), red 2G (R2G),
Sunset Yellow FCF (SY), tartrazin a na elektrodé ze skelého uhliku v prostfedi 0,1 mol-1”!
fosfatového pufru (PB) o pH 7.

4.1 Pouzité chemikalie

Standardy azobarviv Allura red, Black BN (BB), Brown HT (CB), Red 2G, Sunset Yellow FCF
(SY), tartrazin pro méfeni poskytl Doc. Martin Adam, Ph.D. ze skladu katedry analytické
chemie Univerzity Pardubice. BohuZel nebylo mozné dohledat ptivod vyrobce téchto standardi
ani  jejich Cistotu. Dihydrat dihydrogenfosforecnanu sodného a  dodekahydrat
hydrogenfosfore¢nanu disodného pro piipravu 500 ml 0,1 mol-1"! fosfatového pufru byly
pofizeny od spole¢nosti Lech:ner Ltd. (Neratovice, Ceska republika). Viechny zasobni a
pracovni roztoky byly pfipraveny z deionizované vody ziskané propusténim jiz destilované
vody pies jednotku na ¢isténi vody Milli-Q® od spoleénosti Merck Millipore (Burlington, MA,
USA). VSechny zasobni a pracovni roztoky byly pfipraveny z deionizované vody ziskané
propusténim jiz destilované vody pies jednotku na ¢isténi vody Milli-Q® od spolecnosti Merck
Millipore (Burlington, MA, USA).

4.2 Pristrojové vybaveni

Vsechna voltametrickd méfeni se provadéla s pouzitim konvenc¢niho tfielektrodového systému,
sestavajiciho z GCE (typ 6.09395.014) s priimérem disku 3 mm, referen¢ni chloridosttibrné
elektrody (typ 6.0726.100) se solnym mustkem obsahujicim 3 mol-1"! KCI od spole¢nosti
Metrohm Ceska republika s.r.o. (Praha, Ceska republika) a pomocné elektrody z platinového
plisku od spole¢nosti Elektrochemické detektory, s. r. 0. (Turnov, Ceské republika). Zvolené
elektrody se ponofily do standardni elektrochemické sklenéné cely s objemem 10 ml
pracovniho roztoku a ptipojeny k potenciostatu/galvanostatu Autolab PGSTAT101 ovladaném
softwarem NOVA 1.11, v§e od vySe zminéné spole¢nosti Metrohm. Veskera vazeni chemikalii
pro ptipravu standardnich roztokt se uskutecnila na laboratornich vahdch KERN 770 od firmy

Merck KGaA (Darmstadt, Némecko).
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4.2.1 Obnovovani povrchu elektrody ze skelného uhliku

Vzhledem k tomu, ze produkty elektrochemické premény mohou pasivovat aktivni povrch
GCE, se musela aktivni plocha pracovni elektrody obnovovat vylesténim na lestici podlozce s
pouzitim vodné disperze oxidu hlinitého (velikost ¢astic 1,0 um) po dobu 10 s. Tato doba se
uvadi rovnéz v prilozeném navodu od vyrobce. Po nésledném oplachnuti povrchu proudem
destilované vody lze GCE povazovat za pfipravenou k dalSim elektrochemickym

experimentim.

4.2.2 Priprava uhlikové pastové elektrody

Heterogenni uhlikaté elektrody lze definovat jako zvlastni typ pracovnich elektrod, které nejsou
vyrobeny pouze z jednoho elektrodového materidlu. Z tohoto hlediska se jedna o kompozitni
materidly. NejcastéjSim typem jsou uhlikové pastové elektrody (CPE) a tisténé uhlikové
elektrody (SPCE). Pevné uhlikové elektrody, jejiz povrch pokryvd kompozit slozeny z
uhlikovych nanocastic (CNPs), 1ze rovnéz povazovat za heterogenni uhlikaté elektrody [54].

V ramci této bakalarské prace se ptipravila CPE z vysoce chemicky ¢istotného grafitu a
silikonového oleje. Jeji nespornd vyhoda spo¢iva v moznosti vlastni laboratorni piipravy a
opakovaném obnovovani elektrodového povrchu pouhym otfenim o vlhky filtracni papir. Dalsi
vyhodu lze spatfit v o f4d pomalej$im heterogenni pienosu elektronti mezi elektrodou a
analytem, nezli tomu je u pevnych uhlikovych elektrod. Tudiz 1ze snadné&ji sledovat nasledné
chemické reakce vzniklych produktl elektrochemické oxidace ¢i redukce[55].

Pro ptipravu konvekéni CPE byl pouzit grafitovy prasek o velikost ¢astic >2 nm od
MAZIVA Tyn, spol. s r. 0. (Tyn nad Vltavou, Ceska republika) a silikonového oleje o viskozité
8000 cSt od Lugebni zavody a.s. (Kolin, Ceska republika). Tato smés se homogenizovala v tfeci
misce tlou¢kem po dobu pfiblizn¢ 10 min. Vznikld homogenni hmota se ndsledné¢ mechanicky
vtlacila do teflonového drzédku opatieného kovovym pistem, ktery slouzi k vodivému spojeni.
Obnoveni elektrodového povrchu se provadélo opatrnym vytlaCenim asi 1 mm pastového

véaleCku za pomoci Sroubového pistu a naslednym leSténim o suchy filtra¢ni papir krouzivymi
pohyby.

4.2.3 Priprava vzorku

Elektrochemické detekce azobarviva Sunset Yellow FCF se provadéla v 1éCivém ptipravku
Orasept med a citron 0,6 mg/1,2 mg, ktery je bézné dostupny v siti 1¢ékaren Dr. Max Pharma
s.r.0. (Praha, Ceska republika). V piibalovém letaku (viz. ptilohy) se lze dogist 0 obsahu tohoto
aditiva (0,01 mg na jednu pastilku). Lékovou formou jsou velké svétle zluté pastilky, které jsou

uréené k postupnému rozpusténi v ustech. Béhem samostatné piipravy vzorku se vlozily 3
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tablety do kéadinky a zalily fosfatovym pufrem (pH 7). Po rozpusténi se roztok kvantitativné
ptevedl do 25 ml odmérné baiiky a doplnil po rysku vySe zminovanym pufrem. Samotny proces
rozpousténi se urychlil vlozenim kadinky se vzorkem do ultrazvuku. Pfed kvalitativni analyzou

se roztok vzorku jesté prefiltroval ptes skladany filtracni papir, tak aby se odstranily mozné

necistoty. |
e
39
prMax* ii
Orasept
Med a citron

0,6 mg/1,2 mg pastilky
Ampimetacresolumidicohol 2 4-gichiorabenzylicus
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Obrazek 5. Baleni 1¢ku Orasept.
4.3 Metodika

Cyklickéd voltametrie se fadi mezi ptedni elektrochemické techniky preferované ke studiu
elektrodovych reakci, kdy se vyuziva polarizace pracovni elektrody v obou smérech, tedy
anodickéd oxidace analytu a zpétna katodicka redukce oxidacnich produkti, anebo lze zacit
katodickou redukei analytu a pokraovat zpétnou anodickou oxidaci redukénich produkti.
Pokud dochazi pouze k vyméné elektronti bez nasledné chemické reakce, tak takovéto
elektrodové reakce povazuje za elektrochemicky reverzibilni ¢i quasi-reverzibilni. VSechny
ostatni se fadi mezi ireverzibilni reakce. Nicméné toto pravidlo neplati vSeobecné, nebot do
elektrochemické reakce promlouvaji dalSi faktory, jako rychlost difuze, adsorpce, tvorba
iontovych part atd. Potenciadlové rozsahy a rychlosti polarizace 1ze libovoln¢ volit tak, aby bylo
mozné sledovat pouze konkrétni elektrodovou reakci [56].

Jako nosny elektrolyt byl pro kazdé elektrochemické méfeni zvolen odvzdu$nény
fosfatovy pufr o koncentraci 0,1 mol-l™! a pH 7, aby co nejvice napodoboval fyziologické
prostfedi. Vlastni odvzdusnéni se provedlo probublavanim plynnym dusikem po dobu 15 min.
Pro stanoveni mechanismu transportu hmoty byl studovan vliv rychlosti polarizace (v) na vysky
anodickych piku (i) azobarviv v 0,1 mol-I"! fosfatovém pufru (pH 7) na GCE pfi rychlostech
20, 40, 60, 80, 100, 120 a 140 mV-s™" pomoci linedrni voltametrie s linedrnim nartistem napéti

(LSV).
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Pro popis katodické i anodické elektrochemické reakéni drahy azobarviv se provedlo
nékolik méfeni pomoci cyklické voltametrie jejich pufrovanych roztokli o koncentraci
0,1 mmol-1"! ve dvou rozsazich potencialu od —0,8 do +0,4 V s pocateénim potencidlem (Estart)
0Vaod—0,4do+1,4V spocateCnim potencialem +0,2 V pfi potencidlovém kroku (Esep) S mV

a rychlosti skenovani (v) 50 mV-s™.

5 Vysledky a diskuse

Prakticka cast popisuje elektrochemické chovani vybranych azobarviv (Obr. 5) v neutralni
0.1 mol-L™! fosfatovém pufru (pH 7) pomoci cyklické voltametrie na GCE a CPE. Byly
sledovany jak anodické, tak i katodické reakéni drahy za laboratornich podminek, tedy pfi
20-25 °C. Ziskan¢é vysledky umoznily navrh mechanismi elektrodovych reakei téchto barviv.
Soucasné diky zvolenym barvivim bylo mozné porovnat elektrochemické chovani latek
s jednou a dvéma azo skupinami v molekule.

Pro elektrochemické zkoumdani vybraného vzorku IéCiva byla pouzita metoda square
wave voltametrie (SWV). Tato pulzni voltametricka technika nabizi vysokou citlivost a rychlost
méteni diky odecteni rozdilu proudt na konci kazdého anodického a katodického pulzu, ¢imz
se minimalizuje vliv kapacitniho proudu. SWV umoziuje spolehlivé kvantifikovat faradaické
déje pomoci proudové odezvy [57].

Pomoci této techniky se v rdmci této bakalaiské prace zjistilo, zda je mozné detekovat
1 velmi mald mnoZzstvi azobarviva SY v 1é¢ivém pftipravku. I ptes skutecnost, Ze spolecné s jiz
zminénym azobarvivem se v Iéku nachazi celd fada jinych latek, jako napftiklad sladidla
(maltitol E 965, isomalt E 953 a sodna sil sacharinu E 954) nebo dalsi barvivo (chinolinova
zlut' E 104). Tyto pfidané latky mohou nepftiznivé ovlivnit schopnost elektrochemické detekce
sledovan¢ho azobarviva, tim Ze sami se Gcastni elektrodovych reakci nebo eliminuji velikost

elektrochemicky aktivni plochy (4).
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Obrazek 6. Struktury zkoumanych azobarviv se zvyraznénymi redukénimi centry.

5.1 Oxidacni a redukéni drahy azobarviv

Oxida¢né-redukéni déje pfedstavuji zasadni soucéast chemie organick}’/ch sloucenin i
jednotlivymi ptenosy elektronii dochazi k dal§im chemickym pfeméném vznikajicich
meziproduktli. Tyto reakce mohou vést ke vzniku latek s nezddoucimi vlastnostmi. Pochopeni
téchto obecnych principt je dilezité nejen pii studiu chemie barviv a léCiv, ale také pii
posuzovani jejich toxicity na lidské zdravi. Cyklickd voltametrie poté predstavuje zékladni
elektrochemickou techniku, se kterou lze tyto oxidacné-redukéni déje sledovat a navrhnout

reak¢ni mechanismy obou drah.

5.1.1 Katodické redukéni drahy azobarviv

V neutralnim prostiedi fosfatového pufru vykazovala vSechna studovana azobarviva vyrazny
nevratny redukéni pik pii potencidlu vrozmezi od +0,7 do +0,9 V a v opakovanych
voltametrickych cyklech (Obr. 7) také kvazireverzibilni redoxni par. Tento jev ziejme odpovida
elektrochemické oxidaci produktii redukce, tedy derivati 2-amino-1-naftolu (ANO), na jejich
oxidované formy 1,2-naftochinoniminy (INO). Rozdily v separaci potencialll (AEp) téchto piki
souvisi s vlastnostmi jednotlivych substituenti na molekulach azobarviv.

Ze srovnani katodickych proudovych odezev (1,°) 1 mmol-1"! (¢) jednotlivych azobarviv
pti rychlosti skenovani 50 mV-s™ (v), velikosti aktivni plochy GCE (4) a tabulkovanych
difuznich koeficientl (D), jmenovité 6.3 pro Allura Red AC, 5,8 pro Red 2G, 6,1 pro Sunset
Yellow FCF a 5.8 x 107® cm2's™!, se pomoci Randles—Sevéikovy rovnice (1) vypoletly poéty
elektront (7). BohuZel pro Chocolate Brown HT a Tartrazin se nepodatilo hodnoty diftiznich

koeficientt dohledat.
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Velikost elektrochemicky aktivni plochy (0,045 cm?) sklenéné uhlikové elektrody
(GCE) se vypocetla s proudové odezvy 1 mmol-1"! K3[Fe(CN)s], Faradayovy konstanty (9,6485
x 10* A-s'mol™), difuzniho koeficientu (7,2 x 107¢ cm?s™') ve vodném prostiedi pii 25 °C,

univerzalni plynové konstanty (8,3144 J-K™'-mol™) a teploty v jednotkach K.

1
anD)z
RT

I, = 0.4463 nFAC ( (1)

Vsech Sest testovanych azobarviv podstupuje nevratnou Ctyt elektronovou redukcei,
probihajici ve dvou-elektronovych krocich. Vznikaji pfitom hydrazointermediaty, které se dale
S$tépi na 4-aminobenzensulfonaty a sulfonované derivaty 2-amino-1-naftolu. Vysledné produkty
se liSily v zavislosti na konkrétni struktuie jednotlivych barviv.
dv¢ azo skupiny, piicemz se dalo pozorovat dvojici reduk¢nich piki, které odpovidaly postupné
redukci pfitomnych azo skupin. Produkty téchto reakci nasledné vykazovaly redoxni chovani
typické pro vznikajici derivaty ANO a INO. Analogické elektrochemické chovani se ukézalo 1
v piipadé Chocolate Brown HT (CB), kdy pravdépodobné findlnimi produkty budou
sulfonované derivaty aromatickych aminli a polyamint, které se rovnéz zapojovaly do

naslednych redoxnich reakci.

5.1.2 Anodické oxida¢ni drahy azobarviv

Pii anodické oxidaci poskytovaly mono-azobarviva vzdy jeden ostry ireverzibilni anodicky pik
pfi hodnoté +0,7 V. Naproti tomu anodicka oxidace di-azobarviv dala vzniknout dvojici
nevyraznych a prekryvajicich se pikiim pti hodnotach +0,8 a +0,9 V. V nasledujicich cyklech
lze rozpoznat kvazireverzibilni redoxni pary, které patrné odpovidaji pteméné derivati 2-
amino-1-naftolu na 1,2-naftochinoniminy.

Jak je patrné z Obr. 7, barviva Allura red AC (AR) a Sunset Yellow FCF (SY) vykazuji
jeden ireverzibilni anodicky pik pfi potencidlu +0,836 V a +0,740 V. To znamena, ze pokud tyto
latky budou ptfitomny spole¢né v jednom vzorku, nebude mozné je elektrochemicky rozpoznat.
Tudiz elektrochemické metody vyuzivajici jejich anodické pfemény mohou byt pouzity pro
vzorky, které obsahuji pouze jedno takovéto aditivum.

Mirn¢ vysSi oxidacni potencidl u AR lze pfiCist pfitomnosti elektron-odtahujici
methoxyskupiny. Jejich elektrodové reakce 1ze popsat jako dvouelektronovy a jedno-protonovy
proces, béhem néhoz dochazi k oxidaci na pfislusné kationty. Tyto kationty nasledné podléhaji
nukleofilni adici vody za soucasné¢ho odStépeni protonu, ¢imz vznikaji chemicky nestabilni
meziprodukty na bazi oximid. Ty se dale rozklddaji na sulfonovany derivat 1,2-

naftochinoniminu (INO) a 4-nitrosobenzensulfonat v piipadé SY (Obr. 8), nebo na analogicky

37



nitrosoderivat substituovany methoxy a methyl skupinami v druhé a paté pozici u AR. Vyse
zminéné derivaty INO mohou déle prochéazet kvazireverzibilni redukei za ucasti dvou elektronti
a protonli na odpovidajici derivaty 2-amino-1-naftolu (ANO). Obdobné elektrochemické
chovani lze ocekavat také u RG, kde kone¢nymi produkty budou nitrosobenzen (NB) a

sulfonovany ANO derivat.
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Obrazek 7. Opakujici se cyklické voltamogramy 1 mmol-1"! (a), AR (b) SY (¢), BB (d),
CB (e), Tartrazinu a R2G (f) pofizenych na GCE v 0.1 mol-1"! fosfatovém pufru (pH 7) pti

potencidlovém kroku 5 mV a rychlosti skenovani 50 mV-s!.
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Podobné elektrochemické vlastnosti vykazuji latky obsahujici ve své struktuie dvé azo
skupiny, kdy je mozné rozliSit dva katodické a dva anodické piky, jak ukazuje Obr. 7,
porovnavajici cyklické voltamogramy Briliant Black BN (BB) a Chocolate Brown HT (CB).
Dtvodem je ptfevladajici hydrazonova forma CB, kterd ma preruSeny konjugovany systém.
Mezi pravdépodobné oxidacni produkty BB lze zatadit 4-nitrosobenzensulfonat (4-NBS),
sulfonovany 1,4-naftochinonimin a sulfonovany ANO derivat. Naopak u CB jsou o¢ekavanymi
produkty derivat chinoniminu a dvé molekuly 1-nitrosonaftalen-4-sulfonatu.

Obdrzené vysledky prohlubuji neddvno ziskané poznatky o elektrochemickém chovani
azobarviv ve fyziologickém prostiedi, fizené ECE mechanismem [58], vedoucim ke vzniku
typickych redoxnich parti mezi 1-amino-2-naftoly a odpovidajicimi chinoniminy. Dale nelze
vyloucdit, ze v dusledku hydrolyzy dochéazi k tvorbé ortho-chinonti z téchto chinonimind.
V pfitomnosti aminti nebo thiolti 1ze navic ocekdvat Michaelovy adi¢ni reakce mezi témito

nukleofily a vznikajicimi chinoniminy.
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Obrazek 8. Predpokladané oxidacni a redukéni procesy azobarviv
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5.1.3 Square wave voltametrie azobarviv

Diky elektroaktivni azo skupiné (-N=N-), se kterou lze azobarviva snadno elektrochemicky
oxidovat, tak i1 redukovat, by bylo mozné pomoci pulsnich elektrochemickych technik
detekovat i1 jejich nizky obsah v IéCivech. SWV piedstavuje jednu ze dvou nejéastéji
pouzivanych technik, jez se otestovala v ramci kvalitativni analyzy zakoupeného 1é¢iva. Tato
technika diky vkladani potencidlovych pulsii na napétovou rampu o urc€ité frekvenci dokaze
vyrazné eliminovat kapacitni proud (Ic), a tim vyrazné zvysit citivost samotné detekce, tedy
urcit polohu (£,) odpovidajiciho piku. Naproti tomu vyska piku (Zp) byva velmi ¢asto piimo
umérnd koncentraci barviva v roztoku a mtize tedy slouzit ke kvantifikaci.

Béhem méfeni se zkousela jak anodickd oxidace, tak i redukce. Oba tyto procesy se
zaroven testovaly na GCE 1 CPE (Obr. 9.). V pravé horni ¢asti grafu vidime oxidacni piky a
v levé dolni redukéni piky. Oranzovou barvou jsou vyznaceny méfeni na CPE a Cerné jsou
oznaceny méteni s GCE. Z porovnani obdrzenych voltamogramil je ziejmé, Ze CPE se nehodi
pro monitorovani redukénich déji azobarviv zdivodu ptitomnosti vzduchu uvnitt
elektrodového materidlu. Voltametrické zdznamy na Obr. 9 ukazuji vyrazné oxidacni piky
azobarviv AR, BB, Tartrazinu a R2G na CPE. Naopak SY, CB a R2G neposkytuji tak vysoké
proudové vytézky prislusnych anodickych oxidaci azo skupin. Zde naopak témto aditivim
svédc¢i anodickd pfeména na pevnych elektrodovych materidlech. Piitomnost kysliku v CPE
znemoznuje jakékoliv méteni v redukeni oblasti. Tudiz tento typ heterogenniho elektrodového
materidlu se zcela nehodi pro vyvoj elektroanalytickych metod vyuzivajici katodickou redukci
azo skupiny.

Na GCE muzeme pozorovat jak oxidacni, tak redukéni piky. V redukéni oblasti u di-azobarviv
BB a CB lze pozorovat dvojici redukénich pikli odpovidajicich poc¢tu azo skupin v molekule.

Pro budouci elektrochemické stanoveni AR, BB a Tartrazinu se hodi spiSe vyuzit jejich
anodickou oxidaci na CPE. V ptipadé R2G se nabizeji oba ptistupy. BohuZzel, CB za zvolenych
podminek (neutralni prostfedi) nepfedstavuje tak elektroaktivni slouceninu jako ostatni
azobarviva. Na zavér lze podotknout, Ze neexistuji univerzalni pracovni podminky, pii kterych

by bylo mozné v budoucnu monitorovat azobarviva v lé¢ivech.
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5.1.4 Elektrochemicka detekce Sunset Yellow FCF ve vzorku léciva

Samostatnad elektrochemickd detekce Sunset Yellow FCF ve vzorku léCiva se provadéla
metodou SWV. Parametry elektrochemické detekce nebyly optimalizovany. V Obr. 10 je
mozné pozorovat modrou kiivku IéCiva sne piiliS§ vyvinutymi piky. Tento fakt znacné
zkomplikoval schopnost pfisoudit oxida¢ni pik sledovanému aditivu. Proto se do 10 ml
analyzovaného roztoku poté ptidalo 100 pul zdsobniho roztoku o koncentraci 0,01 mol-1", tak
aby byl roztok vzorku obohacen o 100 pmol-I"! SY. Opé&tovnym proméfenim vzorku po tomto
ptidavku se vyrazné€ zvysil oxidacni pik SY pii +0,669 V.

Diky tomuto pfidavku bylo tak mozné detekovat pfitomnost aditiva SY. Dvodd, pro¢
byl obdrzeny anodicky pik SY v 1é¢ivu tak nevyrazny, mize byt n¢kolik, a to jeho nizky obsah,
pfitomnost jinych elektroaktivnich latek, ¢i negativni vliv matrice vzorku spocivajici ve
vysokém obsahu sladidel. V samotném 1é¢ivu se nachdzi i syntetické barvivo chinolinova Zlut,
jenz pravdépodobné rovnéz podléha anodické oxidaci za stejnym pracovnich podminek jako

SY, a tudiz lze pfisoudit, Ze jeden z dvojce dalSich piki piislusi praveé tomuto aditivu.

9 -

4 v r x r
0,0 0,3 0,6 0,9 1,2
E vs. Ag/AgCI / V

Obrazek 10. Square wave voltamogramy vzorku 1é¢iva (modrd) a s néslednym ptidanim 100 pl

standardu o koncentraci 0,01 mol-1"! (¢ervena kiivka) v 0.1 mol-1"! fosfatovém pufru (pH 7) pfi

potencidlovém kroku 5 mV, potencidlové amplitudé 25 mV a frekvenci 10 Hz.
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6 Zavér

Cyklickd voltametrie se ukéazala jako vhodna elektrochemicka technika pro studium
elektrodovych reakci vybranych azobarviv, které podléhaji jak anodické oxidaci za vniku
nestabilnich meziproduktli na bazi oximi. Které se ndsledné rozkladaji az na derivaty
naftochinonu nebo nitrososulfonaty. Behem katodické redukce vznikaji hydrazointermediaty,
které se také dale Stépi na aminobenzensulfonaty, sulfonové derivaty nebo aminoderivaty
naftolu. At uz rlzn¢ substituované aminobenzen sulfondty nebo nitrosobenzen sulfonaty
vyvolavaji vazné obavy z jejich t€inkt na lidské zdravi.

V nedavnych toxikologickych studiich bylo experimentalné prokazano, ze lidské stfevni
mikroby s azoreduktazami maji schopnost §tépit azo vazby za vzniku identickych redukénich
produktti, konkrétné sulfonovanych aminobenzenti, naftylamini a vysoce reaktivnich derivati
2-amino-1-naftolu. Tyto enzymy se podileji pfedevSim na biotransformaci xenobiotik s
azofunk¢ni skupinou. BohuZel existuje vazné riziko, Ze vysledné aromatické aminy mohou byt
dale podrobeny oxidacnim reakcim katalyzovanym monooxygendzami za vzniku
karcinogennich nitrosometaboliti. Vzhledem ke skutecnosti, Ze azobarviva nemaji zadny
terapeuticky ucinek, prevlada ve spolecnosti nazor, Ze vystavovani lidského zdravi toxickym
ucinkiim metabolitil azobarviv je zcela zbytecné riskantni. Legislativa v tomto sméru ponékud
pokulhdva. I ptes védomi o Skodlivosti azobarviv je jejich pouziti stale povoleno v fadé
vyrobkl. Léciva nejsou v tomto vyjimkou. NaStésti oproti potravinarskému prumyslu se do
1ékovych forem tak ¢asto nepiidavaji, a proto jejich denni pfijem prosttednictvim 1é¢iv neni tak
markantni.

S ohledem na moZznosti elektrochemického stanoveni azobarviv Ize v roztoku detekovat
pouze jedno azobarvivo. V ptipadé€, ze v 1é¢ivu bude vice azobarviv neni tento pfistup zcela
vhodny, jelikoz se odpovidajici piky budou pravdépodobné prekryvat, a tudiz jejich vzajemné
rozeznani bude témet nemozné. Stejné tak pouziti uhlikovych pastovych elektrod ma sva jista
omezeni. Pouziti téchto heterogennich senzorti pro katodickou redukci neni kvili pfitomnosti

kysliku v elektrodovém materidlu vyhovujici.
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P¥ilohy

4.3 Kontraindikace
Hypersenzitivita na lécivé latky nebo na kteroukoli pomocnou latku uvedenou v bodé 6.1.
4.4 Zvlastni upozornéni a opati‘eni pro pouZiti

Pediatrickd populace
Vzhledem k riziku uduseni nema byt piipravek pouzivan détmi do 6 let.

Nedoporucuje se dlouhodobé pouzivani piipravku. V piipadé, Ze nedojde ke zlepSeni nebo se piiznaky
¢asto vraceji, je nutné kontaktovat lékafe.

Pretrvavaji-li pfiznaky onemocnéni déle nez 3 dny, zhorsuji-li se nebo se objevily jiné pfiznaky jako
vysokd horecka, bolest hlavy, nauzea nebo zvraceni a kozni vyrazka, ma se provést vySetfeni na
bakterialni infekce (angina, tonzilitida).

Doporucena davka se nema piekracovat.

Upozoméni o pomocnych latkach:

Tento 1écivy piipravek obsahuje maltitol a isomalt. Pacienti se vzacnymi dédi¢nymi problémy s
intoleranci fruktézy nemaji tento pfipravek pouZzivat.

Mize mit mimy projimavy t¢inek.

Energeticka hodnota maltitolu nebo isomaltu je 9,66 kJ/g (2,3 kcal/g).

Tento 1écivy pfipravek obsahuje méné nez 1 mmol (23 mg) sodiku v jedné davce, to znamena, ze je v
podstaté ,,bez sodiku*.

Tento lécivy piipravek obsahuje oranzovou zlut' SY, ktera mtize zptisobit alergické reakce.

4.5 Interakce s jinymi lécivymi pripravky a jiné formy interakce

Nejsou znamy Zadné klinicky vyznamné interakce.

4.6 Fertilita, t¢hotenstvi a kojeni

Téhotenstvi

Bezpecnost piipravku Orasept v téhotenstvi nebyla stanovena.

Nejsou k dispozici zadné udaje o pouzivani amylmetakresolu a dichlorbenzylalkoholu jako

farmakologicky u¢innych latek v pribéhu téhotenstvi. ProtoZe nejsou k dispozici zdokumentované
zkuSenosti, pouZzivani piipravku Orasept se béhem téhotenstvi nedoporucuje.

Kojeni

Bezpecnost piipravku Orasept béhem kojeni nebyla stanovena.

Nejsou k dispozici zadné udaje o vylucovani amylmetakresolu a dichlorbenzylalkoholu do lidského
matefského mléka.

Protoze nejsou k dispozici zdokumentované zkuSenosti, pouzivani pfipravku Orasept se béhem kojeni
nedoporucuje.

Fertilita
Nejsou k dispozici zadné udaje o vlivu amylmetakresolu a dichlorbenzylalkoholu na fertilitu.

4.7 Uéinky na schopnost iidit a obsluhovat stroje

Ptipravek Orasept nema zadny nebo zanedbatelny vliv na schopnost Tidit nebo obsluhovat stroje.
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4.8 Nezadouci ucinky

Cetnost nezadoucich ¢inkii je definovana takto: velmi éasté (> 1/10); €asté (> 1/100 az < 1/10); méné
Casté (= 1 000 az < 1/100); vzacné (= 1/10 000 az < 1/1 000); velmi vzacné (< 1/10 000), neni znamo (z
dostupnych tidaji nelze urcit).

Poruchy imunitniho systému
V=dcné: hypersenzitivni reakce vcetné vyrazky, paleni, svédeéni a otoku v uistech nebo hrdle.

Respiracni, hrudni a mediastindlni poruchy
Neni znamo:  dyspnoe.

Gastrointestinalni poruchy
Neni znamo:  bolestivy jazyk (glosodynie) a gastrointestinalni obtiZe jako dyspepsie a nauzea.

Poruchy kuize a podkozni tkané
Neni znamo:  kopiivka, angioedém.

Hlaseni podezieni na nezadouci u¢inky

Hla%eni podezieni na neZzadouci G¢inky po registraci lé¢ivého piipravku je dilezité. Umoziuje to
pokra¢ovat ve sledovani poméru ptinosii a rizik 1é¢ivého piipravku. Zadame zdravotnické pracovniky,
aby hlasili podezieni na nezadouci G¢inky na adresu:

Statni tstav pro kontrolu léciv

Srobéarova 48

100 41 Praha 10

Webové stranky: http://www.sukl.cz/nahlasit-nezadouci-ucinek

4.9 Piredavkovani

S ohledem na povahu a formu piipravku Orasept je nahodné nebo tmyslné piedavkovani vysoce
nepravdépodobné.

Piedavkovani mtze vyvolat gastrointestinilni diskomfort.

Jiny problém, nez je gastrointestinalni diskomfort by pfedavkovani nemélo pfedstavovat. Lécba ma byt
symptomaticka.

5. FARMAKOLOGICKE VLASTNOSTI

5.1 Farmakodynamické vlastnosti

Farmakoterapeuticka skupina: kréni 1€civa, antiseptika

ATC kéd: RO2ZAAQ3

Amylmetakresol a 2,4-dichlorbenzylalkohol maji antiseptické vlastnosti.

5.2 Farmakokinetické vlastnosti

Nejsou dostupné zadné udaje.

5.3 Piedklinické udaje vztahujici se k bezpecnosti

Neklinické tidaje tykajici se amylmetakresolu a dichlorbenzylalkoholu neodhalily Zadné zvlastni riziko
pro clovéka. Tyto tidaje pochazeji z konvencnich studii toxicity po jednorazovém a opakovaném podani,

genotoxicity a reprodukéni toxicity. Nebyly provedeny studie tykajici se farmakologicke bezpecnosti a
kancerogenity.
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6. FARMACEUTICKE UDAJE

6.1 Seznam pomocnych litek

Silice maty pepmé

Chinolinova zlut’ (E104)

Sodna sul sacharinu (E954)

Kyselina vinna (E334)

Oranzova zlut' SY (E110)

Citronova esence

Tekuté medové aroma

Isomalt (E953)

Maltitol (E965)

6.2 Inkompatibility

Neuplatiwje se.

6.3 Doba pouZitelnosti

3 roky

6.4 Zvlastni opatireni pro uchovavani

Tento lécivy piipravek nevyzaduje zadné zvlastni podminky uchovavani.
6.5 Druh obalu a obsah baleni

PVC-PVDC/AL blistr.

Jedno baleni obsahuje 6, 8, 10, 12, 16, 20, 24, 30, 36, 40 nebo 48 pastilek.
Na trhu nemusi byt viechny velikosti baleni.

6.6 Zvlastni opati‘eni pro likvidaci piipravku a pro zachazeni s nim
Z4dné zvlastni pozadavky.

Veskery nepouzity lécivy pfipravek nebo odpad musi byt zlikvidovan v souladu s mistnimi pozadavky.
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