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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Jakub Fibigr

Konzultant: Doc. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vyvoj a validace HPLC metody pro stanoveni vybranych biologicky

aktivnich l[atek v potravinovych doplncich

Byla vyvinuta a validovdna HPLC metoda pro soucasné stanoveni resveratrolu a
polydatinu v potravnich dopliicich a aplikovana na stanoveni téchto analytl v pfipravcich Al
Resveratrol 800 RX (Al Pharma s.r.0.), Evelor Resveratrol 50 mg (Medochemie Ltd), Walmark
Lecithin s resveratrolem (Walmark), Resveratrol MAX (Tachyon), Resveratrol antiaging
(TheraTech), Indonal Partner for Woman (Synergia). K analyze byla vyuZita kolona Ascentis
Express ES-Cyano (100 x 3,0 mm; 2,7 um) Supelco Analytical, izokratickd eluce mobilni fazi o
slozeni acetonitril/0,5% kyselina octova v poméru 20:80 s pratokovou rychlosti 1,0 ml/min a
detekce pomoci DAD detektoru pFi vinové délce 305 nm pfi konstantni teploté 60°C a tlaku

20,0 MPa.

Klicova slova: HPLC, resveratrol, polydatin, fytoalexin, antioxidant, potravni doplriky



Abstract

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry
Candidate: Jakub Fibigr

Supervisor: Doc. RNDr. Dalibor Satinsky Ph.D.

Title of Diploma Thesis: HPLC method development and validation for biological active

substances determination in nutraceuticals

A new HPLC method was developed and validated for the simultaneous determination
of resveratrol and polydatin in nutraceuticals and the method was used for determination of
these compounds in nutraceuticals Al Resveratrol 800 RX (Al Pharma s.r.o.), Evelor
Resveratrol 50 mg (Medochemie Ltd), Walmark Lecithin sresveratrolem (Walmark),
Resveratrol MAX (Tachyon), Resveratrol antiaging (TheraTech), Indonal Partner for Woman
(Synergia). The chromatographic separation was performed using Ascentis Express ES-Cyano
column (100 x 3.0 mm; 2.7 um) Supelco Analytical. The mobile phase consisted of a mixture of
acetonitrile/0.5% acetic acid 20:80 with flow rate of 1.0 ml/min, the detection wavelength was

305 nm using DAD detector, with a temperature of 60°C and pressure of 20.0 MPa.

Keywords: HPLC, resveratrol, piceid, phytoalexin, antioxidant, nutraceuticals
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1 Seznam pouzitych zkratek

ACN - Acetonitril

A - Absolutni plocha chromatografického piku

A, - Relativni plocha chromatografického piku

A - Faktor asymetrie chromatografického piku

DAD - Diode array detector

Fused-core - Technologie pevného jadra

HPLC - Vysokoucinna kapalinova chromatografie

IS - Vnitfni standard

MeOH - Methanol

MF - Mobilni faze

N - Pocet teoretickych pater

NAD+ - Nikotinamid adenin dinukleotid (oxidovana forma)
PO - Polydatin

RE - Resveratrol

ROS - Reaktivni formy kysliku

Rs - Rozliseni chromatografickych pikU

RSD - Relativni smérodatnd odchylka

SD - Smérodatna odchylka

SIRT1 - (NAD+)-dependentni protein deacetylaza Sirtuin 1
tab. - Tableta

tob. - Tobolka

t, - Retencni ¢as

v/v - Objemova procenta

uv - Ultrafialova oblast spektra svétla

uz - Ultrazvukova lazen

VIS - Viditelnd oblast spektra svétla

Wi/ - Sitka chromatografického piku v poloviné jeho vygky

10



2 Uvod

Resveratrol patfici do skupiny latek oznacovanych jako fytoalexiny lze nalézt
v rozliénych rostlinnych druzich a to prfedevsim v hroznech vinné révy, arasidech, v morusich,
ale také i bortvkach nebo brusinkach a ve viné, zejména v cerveném [1,2]. V soucasné dobé se
resveratrol bézné extrahuje z ¢ervenych hroznl a je komeréné dostupny v aplika¢ni formé
tablet nebo tobolek.

Resveratrol se v pfirodé vyskytuje v cis- a trans- stereoizomernich formach. Bézné se
vyskytuje v glykované podobé zndmé jako polydatin. Obé tyto podoby vykazuji pozitivni
farmakologickou aktivitu v celé fadé lidskych onemocnéni, jako jsou kardiovaskularni choroby,
diabetes mellitus, neurodegenerativni a nadorova onemocnéni. Antioxidacni a protizanétlivé
ucinky resveratrolu zabranuji oxidativnimu stresu a jeho prohlubovani, které je s témito
onemocnénimi asociovano. Presto je potfeba dalSich studii potvrzujici ucinky resveratrolu,
které v soucasné dobé vychazi predevsim z experimentalnich testd na bunécnych kulturach
nebo zviratech [4].

V soucasné dobé je vysokoucinnd kapalinova chromatografie nejuzivanéjsi metodou
pro stanovovani resveratrolu at uz ve viné, tak i jinych aplikaénich formach [1,2,5,6,7].
Moznosti jeho stanoveni dle dostupné literatury jsou uvedeny v teoretické Casti. Trendem
soucasné HPLC analyzy je vyuzivani kolon zaloZzenych na technologii ¢astic s pevnym jadrem
(Fused-core), mezi néz patfi i kolony Ascentis Express [3].

V experimentdlni ¢asti této prace byla vyvinuta a validovana rychld HPLC metoda pro
soucasné stanoveni resveratrolu a polydatinu. Ziskanou metodou bylo analyzovdno mnoZstvi
resveratrolu v potravnich doplicich a vysledné hodnoty byly porovndny s obsahem

deklarovanym vyrobci.
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3 Cil a zadani prace
Cilem diplomové prace bylo vyvinout a validovat optimalizovanou HPLC metodu pro
soucCasné stanoveni resveratrolu a polydatinu v potravnich dopliicich a ndsledné dle této
metody ovéfit deklarovany obsah zminénych analyt(i ve vybranych potravnich doplricich.
Optimalizace metody byla provddéna tak, aby pfi zachovavani vysoké presnosti a

spolehlivosti byla sou¢asné doba analyzy co nejkratsi.
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4 Teoreticka cast

4.1 Resveratrol

4.1.1 Puvod, struktura a fyzikalné-chemické vlastnosti

Resveratrol (3,5,4’-trihydroxystilben) je produkovan rozliécnymi druhy rostlin, napfiklad
ho nalezneme v hroznech vinné révy, arasidech, v morusich, ale také i bortvkach nebo
brusinkach. Patii do skupiny latek oznacovanych jako fytoalexiny, cozZ jsou slouéeniny tvofené v
rostlinach pfi jejich napadeni patogennimi organismy. Poprvé byl resveratrol izolovdn v roce

1963 z korene kfidlatky kopinaté (Polygonum cuspidatum) [4].

HQ GlcO
OO O
H H
trans-resveratrol trans-piceid
OH OH OH OH
cis-resveratrol cis-piceid

Obrdzek 1 — Chemickd struktura stereoizomernich forem resveratrolu a polydatinu [6]

Resveratrol se v prirodé vyskytuje v cis- a trans- stereoizomernich formach. Bézné se
vyskytuje v glykované podobé zndmé jako polydatin (resveratrol-3-O-B-D-glukosid). Pfirozené
se vyskytuji obé stereoizomerni formy resveratrolu a zda se, Ze kazda jevi rzné ucinky, pfesto
je trans- forma v prirodé preferovanéjsi a relativné stabilni. K izomeraci na cis- formu dochazi,
pokud dojde k ozareni ultrafialovym spektrem svétla [4,6].

Resveratrol je lipofilni slou¢enina rozpustna v ethanolu (50 mg/ml) a v DMSO (alespori
16 mg/ml). Ve vodé je rozpustna pouze velmi slabé a to jen po nezbytném zahfati (3 mg/100
ml). Polydatin je vzhledem k navdzanému monosacharidu hydrofilnéjsi slouceninou, ktera je
rozpustna ve vodé (1 mg/ml), dobfe v DMSO (78 mg/ml), methanolu a ethanolu (1 mg/ml).
Resveratrol lze z hlediska disociaéni konstanty zafadit mezi slabé kyseliny, ¢emuZ odpovidaji
jeho hodnoty pKa pro kazdou fenolovou skupinu 9,07; 10,06 a 11,56. Kalkulovand hodnota u
polydatinu je 9,21 [10,19,31].
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V soudasné dobé se resveratrol bézné extrahuje z ¢ervenych hrozn(. Bylo zjisténo, Ze
vjednom gramu slupek cerstvych hroznll se nachazi kolem 50 az 100 pg resveratrolu [4].
Koncentrace resveratrolu v ¢erveném viné je uvadéna v zavislosti na odridé v rozmezi 0,7 -
3,75 mg/l [2,5,6,], nékteré studie vSak uvadéji | koncentrace mnohem vétsi, a to az do hodnoty
12,59 mg/| [4,7]. Relevantni nebo optimalni denni davka resveratrolu vykazujici u¢inek byla

stanovena v zavislosti na zamysleném uziti od 10 mg do 2,0 g [21].

4.1.2 Farmakologicka aktivita

Resveratrol ma mnoho cilovych receptor( v organismu, na kterych se projevuji jeho
ucinky. Dle soucasnych studii je uvadén pozitivni efekt resveratrolu (ve smyslu jeho glykované i
neglykované podoby) u nasledujicich indikaci: modulace bunécné proliferace a apoptdzy,
modulace angiogeneze, inhibice metastdz, potlacovani adipogeneze a stimulace lipolyzy, anti-
diabeticka aktivita, modulace mitochondridlni aktivity, modulace prozanétlivych signalizacnich
drah, anti-genotoxické ucinky indukované ethanolem, anti-neurodegenerativni Uucinky,
modulace glutamatového metabolismu, protinddorova aktivita, zlepSeni endotelidlni funkce,
modulace autofagocytézy [4,21].

Oxidativni stres ma dlleZitou roli vapoptéze bunék a pfrispiva k patogenezi
kardiovaskuldrnich chorob. Dosavadni vyzkum ukazuje na to, Ze resveratrol aktivuje regulacni
proteiny a Ze jeho protektivni efekt je zavisly predevsim na SIRT1. SIRT 1 patfi do rodiny
(NAD+)-dependentnich protein deacetyldz, ktera ma celkem 7 d¢lenl. Jejich aktivace je
prospésna u metabolickych, neurodegenerativnich, zanétlivych a neoplastickych onemocnéni.
Je zaznamendano, Ze SIRT1 muZe zachovat mitochondridlni funkci a snizovat oxidativni
poskozeni myokardu béhem ischemické reperflze. Pfesny mechanismus, kterym SIRT1
kontroluje mitochondridlni genovou expresy a zabranuje oxidativnimu stresu, zatim z(stava ne
zcela objasnén. Mitochondrie jsou dllezZité komponenty bunécné energie a jejich dysfunkce je
zahrnuta v fadé chorob. Mitochondrie neprodukuji pouze energie skrz bunécné dychani, ale
také reguluji bunécény metabolismus a produkuji reaktivni formy kysliku (ROS), které mohou

zpUsobovat oxidativni stres a regulovat programovanou bunécnou smrt [32].

4.1.3 Farmakokinetika

Resveratrol a polydatin vstupem do organismu podléhaji metabolickym pfeménam na
produkty Il. faze biotransformace. Patfi mezi né predevsim konjugaty s kyselinou glukuronovou
a sulfaty [9]. U nékterych téchto metabolitli byla zaznamenana podobna prospésna aktivita,
jako u plvodnich latek pred biotransformaci, coz vysvétluje, pro¢ jsou zachovany ucinky

resveratrolu i pres jeho rychlou biotransformaci [9,33]. Naopak u polydatinu, ktery ma v pozici
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C-3 substituovanou fenolovou skupinu, diky konformacnim zménam molekuly oproti
resveratrolu dochazi kzméné biologickych vlastnosti. Polydatin je vice rezistentni
k enzymatickym oxidacim nez resveratrol, je rozpustny ve vodé a na rozdil od resveratrolu,
ktery pronikd do bunky pasivné, vstupuje polydatin aktivnim mechanismem vyuzivajicim

glukdzové prenasece. Tyto vlastnosti Cini polydatin molekulou s vétsi biodostupnosti [33].

4.2 Instrumentace HPLC

Chromatograficky systém se obecné sestdavd ze zasobnikl mobilnich fazi,
odplynovaciho zafizeni, cerpadel, sméSovaci jednotky, automatického ddavkovace
(autosampleru), termostatovaného kolonového prostoru, chromatografické kolony (popf.

predkolony), detektoru a vyhodnocovaciho zafizeni [24].

4.2.1 Chromatografické kolony

Kolona je jedna ze zakladnich soucasti kazdé HPLC sestavy. Kolony, které jsou dnes
nejvice vyuzivany, jsou tvoreny ocelovou nebo plastovou trubici, ve které je uzaviena napli. Ta
je tvorena sorbentem, jehoZ povrch se vyuZiva ptrimo jako stacionarni faze nebo je vhodnou
stacionarni fazi modifikovan. Dle charakteru sorbentu se pak kolony déli na naplhové a
monolitické. Mezi nejvice vyuZivany materidl pro vyrobu sorbentu patfi silikagel. Castice
s presné danym priamérem a velikosti porli maji povrch pokryty silanolovymi skupinami, které
Ize modifikovat [25].

Povrch silikagelu je nejc¢astéji modifikovan reakcemi, pfi kterych dochazi k substituci
silanolovych skupin nepoldrni skupinou. Pfipravené chemicky vdzané stacionarni faze presto
obsahuji zbytkové polarni silanolové skupiny, a to az 50 %, coZ mize mit za nasledek nezadouci
interakce s analytem a mobilni fazi. Pricinou toho je pak rostouci retence a chvostovani pikQ,
zejména u bazickych latek. Jednim z moznych tfeseni je ,,endcapping”. Jde o fyzikalné-chemicky
proces, ktery snizuje pocet volnych silanolovych skupin chemickou reakci s malymi silany (napf.
trimethylchlorsilanem). Tyto silany maji mensi molekuly, tudiZ mohou pokryt stéricky branéné

volné silanolové skupiny, jako je znazornéno na Obrazku 2 [25,28].
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Obrdzek 2 — Zndzornéni endcappingu[28]

Vzhledem k rozlicnym aplikacim kapalinové chromatografie existuje velké mnozstvi

kolon rlzné délky, vnitiniho prdméru a naplné [22].

4.2.1.1 Ascentis Express Fused-Core HPLC kolony

Kolony Ascentis Express zalozené na inovativni technologii c¢astic s pevnym jadrem
zajistuji vysokou rychlost, Ucinnost a v porovnani s klasickymi kolonami stejné délky vykazuji
pfiblizné polovi¢ni zpétny tlak. Jak naznacuje Obrazek 3, cdstice jsou tvofeny pevnym
silikagelovym jadrem o prlimér 1,7 um okolo kterého je 0,5 um Siroky porézni obal silikagelu
vysoké Cistoty. Oproti srovnatelné velké pordzni ¢astici bez jadra je difuzni vrstva uzsi, analyt
nepronika do jadra, coZ ma za nasledek ostiejsi piky a moZnost pouZziti vyssich pritokovych
rychlosti. Mimo to zvySena ucinnost kolon Ascentis Express umoZiiuje pouzivat kratsi kolony a
tim sniZovat spotiebu rozpoustédel pouzivanych v mobilnich fazich [27,29].

Kolony Ascentis Express plnéné fused-core ¢asticemi o velikosti 2,7 um vykazuji velkou
separacni ucinnost s mirnym pracovnim tlakem. Stejného vykonu je dosazeno jak pfi

gradientnim, tak i izokratickém mddu separace [23].

2.7pum

Obrazek 3 — Struktura Fused-Core Cdstice [26]
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4.2.1.2 Ascentis Express ES-Cyano HPLC kolona

Kolona Ascentis Express ES-Cyano pfinasi modifikaci silikagelového porézniho obalu
v podobé diisopropyl-kyanopropylsilanové staciondrni faze. Ta je stfedné poldrni povahy a
vysoce vhodnad pro separaci polarnich a nepolarnich organickych slouéenin bazického, kyselého

nebo neutralniho charakteru.

<>

/ C///
%,
! A~

\C

/ —

Obrdzek 4 — Strukturni vzorec staciondrni fdze ES-Cyano [30]

Pfednosti kolony je rozsahly endcapping a stérickd chranéna navazana nitrilova faze
s extrémné vysokou odolnosti vici kyselinou katalyzované hydrolyze siloxanovych vazeb, které
vazou kyanopropylovy retézec k povrchu silikagelového obalu. Vzhledem k tomu je kolonou

velmi dobre tolerovdna kombinace nizkého pH a vy3si pracovni teploty [3,29].

4.3 Moznosti stanoveni resveratrolu a polydatinu

Je popsdano mnoho metod pro stanoveni resveratrolu a polydatinu ve viné [2,5,6,7,9]
nebo v krevni plasmé [1,14]. Mezi né téZ patfi separacni postupy vyuZivajici instrumentaci
vysokoucinné kapalinové chromatografie. Méné je v literatufe pospana analyza resveratrolu
po extrakci z pevnych aplikacnich forem — tablet ¢i tobolek. K detekci analytd je v mnoha
metodach vyuzivan DAD. V nasledujicich kapitolach jsou uvedené metody stanoveni analyt(l a

metoda extrakce z pevné aplikacni formy popsané v literature.

4.3.1 Metody stanoveni resveratrolu

Byla vyvinuta metoda separace vyuZzivajici Hypersil Cy5 kolonu (250 x 4,6 mm, 5 um),
jako mobilni fazi smés 0,5% kyseliny octové v methanolu a destilovanou vodu v poméru 52:48
s pritokem 1 ml/min, detekci UV-VIS detektorem pfi vinové délce 303 nm, nasttik 25 ul a
laboratorni teplotu. Retencni ¢as analytu pfi separaci byl 10 min [1].

V dal$i metodé byla pouzita Waters Nova-Pack Ci3 kolona (150 x 3,9 mm, 4 um),
mobilni faze v rezimu lineadrniho gradientu ve sloZeni roztoku A jako methanol-kyselina octova-
voda (10:2:88) a roztoku B jako methanol-kyselina octova-voda (90:2:8) s celkovym pritokem

1,0 ml/min. Bylo vyuzito dvoji detekce, a to UV detektorem pFi 280 nm a fluorescen¢nim
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detektorem pfi excitacni vinové délce 360 nm a emisni 374 nm. Objem nastfiku vzorku na
kolonu byl 20 ul. Retencni ¢as resveratrolu byl pfi analyze 24 min [2].

Dale literatura uvadi metodu, v niz bylo vyuZito monolitické kolony Chromolith
Performance RP-18e (100 x 4,6 mm) a mobilni faze v podobé roztoku 0,1% kyseliny octové ve
vodé a roztoku 0,1% kyseliny octové v methanolu v poméru 70:30 s pritokem 5 ml/min.
Detekce UV detektorem probihala pfi 310 nm a fluorescenénim detektorem pfi excitaéni
vinové délce 310 nm a emisni 403 nm. Teplota analyzy byla nastavena na 25°C, eluéni éas
analytu byl 2,0 min [5].

Kromasil C18 analytickd kolona (250 x 4,6 mm, 5 um) a smés 0,5% kyseliny octové
v methanolu a destilované vody v poméru 50:50 jako mobilni faze s pritokem 1,0 ml/min byly
pouzity vjedné z dalSich metod. Detekce UV spektrofotometrem probihala pfi vinové délce
304 nm a 286 nm. Nastiik vzorku na kolonu byl v objemu 50 pl, pfi teploté 30°C. Retenéni ¢as
resveratrolu byl 11 min [8].

V posledni uvedené metodé pro stanoveni resveratrolu byla pouzita C18 RP Nucleosil
kolona (250 x 4 mm, 5 um), mobilni faze jako smés 25% ACN, 0,1% H3;PO, a NaCl (c = 5 mmol/I)
v demineralizované vodé v rezimu izokratické eluce o pratoku 1,0 ml/min. Byla vyuzita UV
detekce pti vinové délce 306 nm, nastrik 20 ul a laboratorni teplota. Retenéni ¢as analytu byl

18,8 min [12].

4.3.2 Metody soucasného stanoveni resveratrolu a polydatinu

V uvedené metodé byla pro soucasné stanoveni resveratrolu a polydatinu pouZita
Chromolith Performance RP-18e monolitickd kolona (100 x 4,6 mm), mobilni faze v rezimu
gradientu s roztoky voda-kyselina octova (94:6) a voda-acetonitril-kyselina octova (65:30:5) s
celkovym pratokem 7,0 ml/min. Byla vyuZita detekce UV detektorem pfi 285 a 306 nm. Nastrik
vzorku na kolonu byl 20 pl. Retencni ¢as polydatinu dosahl hodnoty 5,7 min a resveratrolu 10,2
min [6].

V dal$i metodé bylo vyuZito kolony Symmetry C;5 (150 x 2,1 mm, 5 um), mobilni faze v
rezimu gradientu s roztokem vody upravené kyselinou sirovou na pH 2,5 a ¢istym acetonitrilem
s celkovym pratokem 0,2 ml/min. Byla zvolena detekce DAD pfi 240 nm a 305 nm a nastfik
vzorku na kolonu 50 pl. Celkovd doba analyzy ptesahovala 60 min [7].

V tfeti uvedené metodé byla pouZita Agilent Zorbax SB-Cys kolona (250 x 436 mm, 5
pum), mobilni faze v reZimu gradientové eluce ve sloZeni acetonitril (slozka A) a voda obsahujici
0,1% kyselinu mravencdi (slozka B) s celkovym pritokem 1,0 ml/min. DAD byl pouzit pro detekci
pfi 306 nm. Nastfik vzorku byl 10 ul a teplota 25°C. Retenéni ¢as polydatinu byl 14,1 min a

resveratrolu 26,4 min [20].
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4.3.3 Metoda extrakce resveratrolu a polydatinu

Resveratrol a polydatin byly z aplikaéni formy potravniho doplfiiku extrahovany tak, ze
10 homogenizovanych tablet bylo mixovano s 10 ml smési methanolu a vody (80:20) po dobu
15 minut. Pfed analyzou byl roztok prefiltrovan pres 0,45 um PTFE filtr [9].

Dalsi metoda uvadi, ze 20 Sumivych tablet bylo rozdrceno na prasek, ktery byl
zhomogenizovan. Odpovidajici mnoZstvi prasku bylo zfedéno ve 25 ml smési methanol/voda
60:40, potfepano a vlozeno na 10 min do ultrazvukové [dzné. Poté byl 1 ml smési

zcentrifugovan a k analyze bylo pouzito 250 pl zfredéného supernatantu [13].

4.4 Zachazeni s roztoky vzorkii a standardii

Literatura uvadi, Ze nejcastéji byly standardy a vzorky rozpustény v methanolu [1,5,8].
Roztoky byly uchovavany v temnu, aby nedochdzelo k preméné trans-resveratrolu na izomerni
cis- formu podminéné plsobenim slunecniho svétla nebo UV zafenim o vinové délce 254 nm
[8] a pfi teplotach od -20°C do 4°C [1,2,5] pro udrieni stability standard( aZ po 2 mésice
uchovavani [1]. Pfi analyze byla vyuzivana mobilni faze s nizSim pH, protoZe trans- formy

resveratrolu a polydatinu se pfi vy$Sim pH stavaji nestabilnimi [33].

4.5 Validace metody

Validace HPLC metody je proces, ktery ma potvrdit, Ze HPLC procedura vyvinuta pro
specifickou analyzu je vhodnd pro své zamyslené uziti. Vysledky validace mohou byt pouZity

k posouzeni kvality, spolehlivosti a stalosti vysledk( provadénych analyz [16].

4.5.1 Test vhodnosti chromatografického systému
4.5.1.1 Zdanlivy pocet teoretickych pater

Pocet teoretickych pater je nepfima hodnota pro Sitku daného piku v uritém
retenénim case a urcuje ucinnost kolony. Kolona s vy$sim pocétem teoretickych pater je

povaZovdana za Ucinnéjsi a ma v dany retencni ¢as uzsi pik, nez kolona s nizsim poctem [15].

4.5.1.2 Faktor asymetrie chromatografickych piki - As

Faktor asymetrie urcuje miru soumérnosti chromatografického piku. Témér kazidy
chromatograficky pik vykazuje jisty stupen chvostovani nebo frontovani. Akceptovatelné
hodnoty faktoru asymetrie lezi v rozmezi 0,9 (nepatrné frontovani) az 1,5 (mirné chvostovani)

[17].
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4.5.1.3 Rozliseni chromatografickych piki - Rs

Rozliseni chromatografickych pik(l udava schopnost vzajemné separace dvou latek.
Vychazi ze vzdalenosti maxim dvou pikd a zaroven bere v potaz i Sitky obou pik(. K zakladnimu
rozdéleni pikd dochazi béziné pti hodnoté rozliseni 1,50. Hodnota vyssi nez 1,50 indikuje

vyraznéjsi separaci pikll, naopak hodnota nizsi ukazuje jisty stupen splyvani [15].

4.5.2 Linearita

Linearita je schopnost metody ziskat v daném rozmezi vysledky analyzy iumérné ke
koncentraci analytu. Pro hodnoceni linearity je nezbytné promérit minimalné 6 nezdvislych
koncentracnich hladin a dle vysledkl sestavit kalibracni kfivku [11]. Tésnost zavislosti dvou
nahodnych proménnych charakterizuje korela¢ni koeficient. Cim vice se jeho hodnoty bliZi

jedné, tim je zavislost tésnéjsi [18].

4.5.3 Presnost
Za presnost metody je povazovdna tésnost shody mezi nezdvislymi vysledky méreni
ziskanych za stanovenych podminek [11]. Mira presnosti se vyjadfuje jako smérodatna

odchylka vysledkl zkousek (RSD) [18].

4.5.4 Opakovatelnost

Opakovatelnost metody je definovana jako presnost nezavislych vysledkli méreni
ziskanych na identickém materialu ve stejné laboratofi stejnym operatorem pouZitim stejného
vybaveni v ¢asové kratkém intervalu. Vyjadienim opakovatelnosti je hodnota smérodatné

odchylky (RSD) [11].

4.5.5 Spravnost

Pravdivost metody je chapana jako tésnost shody mezi ocekdvanym vysledkem méreni
(predpokladana stfedni hodnota) a prijatou referenéni hodnotou (skuteénd hodnota).
Vyjadrenim pravdivosti metody je vytéznost (frakce analytu pridand do testovaného vzorku
pred analyzou, kterd je metodou mérena) udavand v procentech. Cil analytické metody je
dosdhnout skutecné hodnoty koncentrace stanovovanych latek. Pri extrakci analytl
z komplexni matrice do jednodussiho roztoku vsak dochazi k urcitym ztratam. Nasledkem toho
jsou pak namérené koncentrace nizsi, nez skutecné hodnoty analytd v plvodni matrici.
Akceptovatelné hodnoty vytéznosti se u velmi nizkych koncentraci analytl v roztocich pohybuji

v rozmezi 80 — 110 % [11].
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4.5.6 Robustnost
Robustnost metody je vyjadfena jako schopnost analytické procedury zlstat
nezménéna plsobenim malych, ale zamérnych variaci v parametrech provedeni metody, které

zajistuji indikaci jeji spolehlivosti v pribéhu bézného pouziti [11].
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5 Experimentalni ¢ast
5.1 Material, pristroje a pomiicky

5.1.1 Pristroje, podminky separace
Analyzy byly provedeny pomoci chromatografického systému Shimadzu LC-10. Sestava

systému je uvedena v Tabulce 1.

Tabulka 1 — Chromatograficky systém

Chromatograf: Shimadzu LC-10

Pumpy: LC-10 AD VP

Degasser: DGU-14 A

Autosampler: SIL - HTA

Termostat kolony: CTO-10 AC VP

Detektor: DAD detektor SPD—-M10A VP

Davkovano na kolonu bylo 5ul roztoku. Mobilni faze o slozeni acetonitril/0,5% kyselina
octova méla pritokovou rychlost 1,0 ml/min. Analyzy probihaly v rozmezi teplot 30 - 60°C.
Analyty byly detekovany pfi vinové délce 305 nm. Vyhodnoceni bylo provedeno

chromatografickym softwarem LC Solution. Testované kolony jsou uvedené v Tabulce 2.

Tabulka 2 — Testované kolony

Kolony: 1. Ascentis Express RP-Amide C18

100 x 4,6 mm, 2,7 um

Supelco Analytical (Sigma — Aldrich)
2. Ascentis’ Express C18

100 x 4,6 mm, 2,7 pum

Supelco Analytical (Sigma — Aldrich)
3. Ascentis’ Express F5

100 x 4,6 mm, 2,7 pum

Supelco Analytical (Sigma — Aldrich)
4. Ascentis Express PHENYL-HEXYL

100 x 4,6 mm, 2,7 um

Supelco Analytical (Sigma — Aldrich)
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5. Ascentis’ Express ES-Cyano

150 x 4,6 mm, 2,7 pum

Supelco Analytical (Sigma — Aldrich)
6. Chromolith SpeedROD NH,

50 mm x 4,6 um

(Merck)
7. Ascentis Express ES-Cyano

100 x 3,0 mm, 2,7 pm

Supelco Analytical (Sigma — Aldrich)
8. Ascentis’ Express C18

100 x 3,0 mm, 2,7 um

Supelco Analytical (Sigma — Aldrich)
9. Ascentis’ Express PHENYL-HEXYL

100 x 3,0 mm, 2,7 um

Supelco Analytical (Sigma — Aldrich)
10. Ascentis_ Express F5

100 x 3,0 mm, 2,7 pum

Supelco Analytical (Sigma — Aldrich)

5.1.2 Pomiicky

Ultrazvukova lazen (Bandelin SONOREX RK52, SRN)
Analytické vahy (Sartorius 2004 MP, SRN)

PTFE filtry o velikosti p6r( 0,45 um

Pipety (BRAND)

Treci miska s tlouckem

BéZzné laboratorni sklo a pomUcky

5.1.3 Standardy

Resveratrol 99% (Sigma — Aldrich)
Polydatin 95% (Sigma — Aldrich)
p-Nitrofenol (LACHEMA — Brno)
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5.1.4 Analyzované potravinové dopliky

Al Resveratrol 800 RX, vyrobce: A1 Pharma s.r.o., sloZzeni: 80 mg v jedné tableté.

Evelor Resveratrol 50 mg, vyrobce: Medochemie, slozeni: 50 mg v jedné tobolce.

Walmark Lecithin s resveratrolem, vyrobce: Walmark, slozeni: 10 mg 2% resveratrolu v jedné
tableté.

Resveratrol MAX, vyrobce: Tachyon, sloZeni: 80 mg v jedné tableté.

Resveratrol antiaging, vyrobce: TheraTech, sloZeni: 50 mg v jedné kapsli.

Indonal Partner for Woman, vyrobce: Synergia, sloZeni: resveratrol 20% 100 mg v jedné kapsli.

5.1.5 Chemikalie

Acetonitril — gradient grade (Sigma — Aldrich)
Methanol — gradient grade (Sigma — Aldrich)
Kyselina octova ledova (Sigma — Aldrich)

Ultralista voda, Cisténa systémem Milli-Q (Millipore, Berford)

5.2 Priprava roztokii

5.2.1 Priprava zasobniho roztoku standardu pro optimalizaci metody

Zasobni roztok standardu resveratrolu o koncentraci 4920 mg/l byl pfipraven
rozpusténim 49,20 mg resveratrolu v methanolu a doplnénim methanolem po rysku
v odmérné barice o objemu 10,0 ml. Zasobni roztok polydatinu o koncentraci 5000 mg/I byl
pfipraven rozpusténim 50,00 mg polydatinu v methanolu a doplnénim methanolem po rysku

v odmérné barice o objemu 10,0 ml. Roztoky byly uchovavany pfi teploté 4°C.

5.2.2 Priprava zasobniho roztoku pro kalibraci

Zasobni roztok pro kalibraci byl pfipraven jako smésny roztok o koncentraci 500 mg/I
smisenim 2,54 ml zasobniho roztoku standardu resveratrolu a 2,50 ml zasobniho roztoku
standardu polydatinu a doplnénim methanolem po rysku v odmérné barice o objemu 25,0 ml.

Zasobni roztok byl uchovavan pfi teploté 4°C.

5.2.3 Priprava zasobniho roztoku standardu pro validaci metody a stanoveni
analyti v potravnich dopliicich

Zasobni roztok standardu pro validaci byl pripraven rozpusténim 25,38 mg resveratrolu
a 25,25 mg polydatinu v methanolu a doplnénim methanolem po rysku v odmérné barice o

objemu 25,0 ml. Zasobni roztok bych uchovavan pfi teploté -18°C.
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5.2.4 Priprava pracovniho roztoku standardu pro vytéZnost
Pracovni roztok standardu pro vyté€Zznost byl pfipraven smisenim 25 pl zasobniho
roztoku standardu pro validaci metody, 25 ul pracovniho roztoku vnitfniho standardu o

koncentraci 800 mg/l a 950 pl methanolu.

5.2.5 Priprava zasobniho roztoku vnitiniho standardu
Zasobni roztok vnitfniho standardu o koncentraci ¢ = 10 000 mg/l byl pfipraven
rozpusténim 1,0005 g p-nitrofenolu v methanolu a doplnénim methanolem po rysku v

odmérné barice o objemu 100,0 ml. Zasobni roztok byl uchovavan pfi teploté 4°C.

5.2.6 Priprava pracovniho roztoku vnitiniho standardu
Pracovni roztok vnitfniho standardu o koncentraci ¢ = 800 mg/| byl pfipraven smisenim
2 ml zasobniho roztoku vnitfniho standardu s methanolem po rysku v odmérné barce o

objemu 25,0 ml.

5.2.7 Priprava pracovnich roztoku pro kalibraci
Pracovni roztoky pro kalibraci byly pfipraveny smisenim zasobniho roztoku pro
kalibraci s rozpoustédlem a zasobnim roztokem vnitfniho standardu v pomérech uvedenych

v Tabulce 3. Vzniklé pracovni roztoky byly v rozmezi koncentraci od 5 mg/l do 500 mg/I.

Tabulka 3 — Priprava pracovnich roztoki pro kalibraci

Koncentrace | Objem zas. roztoku | Objem MeOH Objem IS
[mg/I] (] (] (]
5 10 980 10
10 20 970 10
25 50 940 10
50 100 890 10
75 150 840 10
100 200 790 10
200 400 590 10
300 600 390 10
400 800 190 10
500 1000 0 0
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5.3 Pripravy vzorku

5.3.1 Piesnosta Stanoveni obsahu
5.3.1.1 A1 - Resveratrol 800 RX

Bylo zvaZeno pét tablet pfipravku a byla stanovena primérna hmotnost jedné tablety,
tj. 0,3891 g. Tablety byly rozdrceny a zhomogenizovany ve tfeci misce a pro pfipravu jednoho
vzorku byla pouZita asi % tablety, tj. 0,1000 g. Navazeno bylo celkem 6 vzork(i do 25 ml
odmérnych banék. Ke vzorku bylo pfidano 2,00 ml roztoku vnitfniho standardu. Odmérna
banka byla doplnéna po rysku MeOH. Tento roztok byl vlozen na 15 minut do ultrazvukové
[dzné. Poté byl roztok prefiltrovdn membranovym filtrem 0,45 um a pro pfipravu vzorku do

vialky bylo napipetovano 25 pul tohoto roztoku a 975 ul MeOH.

5.3.1.2 Evelor Resveratrol 50 mg

Byl zvaZen obsah péti tobolek pfipravku a byla stanovena primeérna hmotnost obsahu
jedné tobolky, tj. 0,3023 g. Obsah tobolek byl zhomogenizovan ve tfeci misce a pro pfipravu
jednoho vzorku byla pouZita asi % obsahu tobolky, tj. 0,1500 g. Navazeno bylo celkem 6 vzorkl
do 25 ml odmérnych banék. Ke vzorku bylo pfiddno 2,00 ml roztoku vnitfniho standardu.
Odmeérnd barika byla doplnéna po rysku MeOH. Tento roztok byl vlioZzen na 15 minut do
ultrazvukové lazné. Poté byl roztok prefiltrovdn membranovym filtrem 0,45 um a pro pfipravu

vzorku do vialky bylo napipetovano 25 ul tohoto roztoku a 975 pl MeOH.

5.3.1.3 Walmark Lecithin s resveratrolem

Bylo zvaZeno deset tablet pripravku a byla stanovena prlimérnd hmotnost jedné
tablety, tj. 0,7879 g. Tablety byly rozdrceny a zhomogenizovany ve tfeci misce a pro pfipravu
jednoho vzorku byla pouZita asi % tablety, tj. 0,4000 g. Navazeno bylo celkem 6 vzork( do 25
ml odmérnych banék. Ke vzorku bylo pfidano 250 pl roztoku vnitfniho standardu. Odmérna
barnka byla doplnéna po rysku MeOH. Tento roztok byl vloZzen na 15 minut do ultrazvukové
l[dazné. Poté byl roztok prefiltrovan membranovym filtrem 0,45 um a pro pfipravu vzorku do

vialky bylo napipetovano 200 ul tohoto roztoku a 800 pul MeOH.

5.3.1.4 Resveratrol MAX

Bylo zvaZeno pét tablet pfipravku a byla stanovena primérna hmotnost jedné tablety,
tj. 0,4021 g. Tablety byly rozdrceny a zhomogenizovany ve tfeci misce a pro pfipravu jednoho
vzorku byla pouZita asi % tablety, tj. 0,1000 g. NavdZeno bylo celkem 6 vzork(i do 25 ml

odmeérnych banék. Ke vzorku bylo pfidano 2,00 ml roztoku vnitfniho standardu. Odmérna
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barika byla doplnéna po rysku MeOH. Tento roztok byl vloZzen na 15 minut do ultrazvukové
[dazné. Poté byl roztok prefiltrovan membranovym filtrem 0,45 um a pro pfipravu vzorku do

vialky bylo napipetovano 25 pul tohoto roztoku a 975 pl MeOH.

5.3.1.5 Resveratrol antiaging

Byl zvaZen obsah péti tobolek pfipravku a byla stanovena prdmérna hmotnost obsahu
jedné tobolky, tj. 0,2648 g. Obsah tobolek byl zhomogenizovén ve tfeci misce a pro ptipravu
jednoho vzorku byla pouZita asi % obsahu tobolky, tj. 0,1300 g. Navazeno bylo celkem 6 vzork(
do 25 ml odmérnych banék. Ke vzorku bylo pfidano 2,00 ml roztoku vnitfniho standardu.
Odmeérnd barika byla doplnéna po rysku MeOH. Tento roztok byl vlozen na 15 minut do
ultrazvukové [azné. Poté byl roztok prefiltrovan membranovym filtrem 0,45 um a pro pfipravu

vzorku do vialky bylo napipetovano 25 ul tohoto roztoku a 975 pl MeOH.

5.3.1.6 Indonal Partner for Woman

Byl zvaZen obsah péti tobolek pfipravku a byla stanovena primérna hmotnost obsahu
jedné tobolky, tj. 0,3897 g. Obsah tobolek byl zhomogenizovan ve tfeci misce a pro pfipravu
jednoho vzorku byla pouZita asi % obsahu tobolky, tj. 0,1000 g. Navazeno bylo celkem 6 vzork(
do 25 ml odmérnych banék. Do vzorku bylo pfidano 2,00 ml roztoku vnitfniho standardu.
Odmeérnd barika byla doplnéna po rysku MeOH. Tento roztok byl vloZzen na 15 minut do
ultrazvukové [azné. Poté byl roztok prefiltrovan membranovym filtrem 0,45 um a pro pfipravu

vzorku do vialky bylo napipetovano 25 ul tohoto roztoku a 975 pl MeOH.

5.3.2 Spravnost
5.3.2.1 A1 - Resveratrol 800 RX

Bylo zvaZeno pét tablet pripravku a byla stanovena primérna hmotnost jedné tablety,
tj. 0,3891 g. Tablety byly rozdrceny a zhomogenizovany ve tfeci misce a pro pfipravu jednoho
vzorku bylo pouZito asi 2,5 mg smési. Navazeno bylo celkem 5 vzorkd do 25 ml odmérnych
banék. Ke vzorku bylo pfidano 50 pl roztoku vnitfniho standardu a 625 pl roztoku standardu
pro validaci. Odmérna barika byla doplnéna po rysku MeOH. Tento roztok byl viozen na 15
minut na ultrazvukovou lazen. Poté byl roztok prefiltrovan membranovym filtrem 0,45 um do

vialky.

5.3.2.2 Evelor Resveratrol 50 mg

Byl zvaZen obsah péti tobolek pfipravku a byla stanovena primeérna hmotnost obsahu

jedné tobolky, tj. 0,3023 g. Obsah tobolek byl zhomogenizovan ve tfeci misce a pro ptripravu
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jednoho vzorku bylo pouZito asi 3,75 mg smési. Navazeno bylo celkem 5 vzorkd do 25 ml
odmeérnych banék. Ke vzorku bylo pfidano 50 pl roztoku vnitiniho standardu a 625 pl roztoku
standardu pro validaci. Odmérnd barika byla doplnéna po rysku MeOH. Tento roztok byl vioZzen
na 15 minut na ultrazvukovou lazen. Poté byl roztok prefiltrovdn membranovym filtrem 0,45

pum do vialky.

5.3.2.3 Resveratrol MAX

Bylo zvaZeno pét tablet pFipravku a byla stanovena primérna hmotnost jedné tablety,
tj. 0,4021 g. Tablety byly rozdrceny a zhomogenizovany ve tfeci misce a pro pfipravu jednoho
vzorku bylo pouZito asi 2,5 mg smési. Navazeno bylo celkem 5 vzork( do 25 ml odmérnych
banék. Do vzorku bylo pfidano 50 pl roztoku vnitfniho standardu a 625 pl roztoku standardu
pro validaci. Odmérna banka byla doplnéna po rysku MeOH. Tento roztok byl vlozen na 15
minut na ultrazvukovou lazen. Poté byl roztok prefiltrovan membranovym filtrem 0,45 um do

vialky.

5.3.2.4 Indonal Partner for Woman

Byl zvaZen obsah péti tobolek pfipravku a byla stanovena primérna hmotnost obsahu
jedné tobolky, tj. 0,3897 g. Obsah tobolek byl zhomogenizovan ve tfeci misce a pro pfipravu
jednoho vzorku bylo pouZito asi 2,5 mg smési. Navdzeny byly celkem 4 vzorky do 25 ml
odmérnych banék. Do vzorku bylo pfidano 50 pl roztoku vnitfniho standardu a 625 pul roztoku
standardu pro validaci. Odmérna barika byla doplnéna po rysku MeOH. Tento roztok byl viozen
na 15 minut na ultrazvukovou lazen. Poté byl roztok prefiltrovan membranovym filtrem 0,45

pum do vialky.
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6 Vysledky a diskuze

6.1 Optimalizace metody

Cilem optimalizace metody bylo nalézt vhodnou kolonu, mobilni fazi, optimalni
vinovou délku pro detekci, vnitfni standard a teplotu, za niz by analyza mohla probihat, pro
soucasné stanoveni resveratrolu a polydatinu ve vzorcich potravnich doplrikl. Bylo Zadouci
dosahnout co nejkratsi doby eluce analytl za soucasného zachovani dobrého rozliseni pik(
jednotlivych latek na chromatogramu a pfijatelného tlaku na koloné béhem analyzy. Pro
optimalizaci metody byly pouZzity zadsobni roztoky standardu pro optimalizaci a zasobni roztok

vnitfniho standardu.

6.1.1 Volba vinové délky

Pomoci DAD detektoru byla zmérena absorpéni spektra analytll. Absorpéni maximum
polydatinu, zobrazené na Obrazku 5, bylo zjisténo pfi 306 nm. Absorpcni maximum vnitiniho
standardu p-nitrofenolu, zobrazené na Obrazku 6, bylo zjisténo pfi 317 nm. Absorpcni
maximum resveratrolu, zobrazené na Obrazku 7, bylo zjisténo pti 305 nm.

Byla zvolena vinova délka 305 nm vyhovujici soucasné detekci vSech analyzovanych

latek, pri které zdroven nedochazelo k interferenci ze strany rozpoustédla a balastnich Iatek.
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6.1.1.1 Absorpc¢ni spektrum polydatinu
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Obrdzek 5 - Absorpcni spektrum polydatinu

6.1.1.2 Absorp¢ni spektrum p-nitrofenolu
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Obrdzek 6 - Absorpcni spektrum p-nitrofenolu (vnitini standard)
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6.1.1.3 Absorpc¢ni spektrum resveratrolu
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Obrdzek 7 - Absorpcni spektrum resveratrolu

6.1.2 Volba kolony a mobilni faze

Na zakladé metod stanoveni resveratrolu uvedenych v teoretické ¢asti a vzhledem
k charakteru stanovovanych latek bylo vybrano slozeni mobilni faze acetonitril/0,5% kyselina
octova. pH mobilni faze odpovidalo pfiblizné hodnoté 3. Bylo testovano 6 moznosti slozeni
mobilni faze na 6 kolonach. Testovana byla v pomérech 15:85, 20:80, 25:75, 30:70, 35:65 a
40:60. Viechny testovaci analyzy probihaly pti pritoku mobilni faze 1,0 ml/min a teploté 50°C.

Celkem bylo testovano 10 kolon. Posledni 4 testované kolony mély shodné sloZeni
stacionarni faze jako jiz testované kolony, od nich se lisili pouze tim, Ze mély mensi svij vnitini
pramér a byly zvoleny k testovani na zakladé vysledk(i méreni prvnich 6 kolon. Zaroven u
téchto kolon byla testovana pouze dvé sloZzeni mobilni faze, ktera se jevila jako potencialné
vhodna v pfedchazejicich mérenich. Cilem volby kolony bylo dosaZeni separace obou

stanovovanych latek, vhodné sirky a symetrie pikd a separace latek v prijatelném case.

6.1.2.1 Kolona Ascentis Express RP-amide C-18 100 x 4,6 mm; 2,7 pm

Vliv zmén v poméru sloZzek v mobilni fazi na retencni ¢as analytl je znazornén na

Obrazku 8. S klesajicim podilem acetonitrilu dochazelo k vyraznému prodluzovani retenéniho
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Casu analytl, predevsim resveratrolu. Jako potencialné vhodné sloZeni mobilni faze u této
kolony se jevil pomér ACN/0,5% kyselina octovd 25:75, nicméné retencni Cas resveratrolu
dosahl hodnoty 8,8 min, Sitka a symetrie piku resveratrolu byly nevyhovujici, coZz dokazuje

chromatograficky zaznam analyzy pfi tomto sloZeni mobilni faze uvedeny na Obrdazku 9.
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Obrdzek 8 — Vliv podilu ACN v mobilni fdzi na retencni ¢as analytu u kolony Ascentis Express RP-

amide C-18 100 x 4,6 mm; 2,7 um
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Obrazek 9 — Chromatograficky zdznam - kolona Ascentis Express RP-amide C-18 100 x 4,6 mm);

2,7 um, teplota 50°C, pritok 1,0 ml/min, MF ACN/0,5% kys. octovd 25:75
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6.1.2.2 Kolona Ascentis Express C-18 100 x 4,6 mm; 2,7 um

Vliv zmén v poméru sloZzek v mobilni fazi na retencni ¢as analytl je znazornén na
Obrazku 10. S klesajicim podilem acetonitrilu dochazelo k prodluzovani retenéniho casu
analytd. Jako potencialné vhodné sloZzeni mobilni faze u této kolony se jevil pomér ACN/0,5%
kyselina octova 20:80. Piky obou analytd byly dostatecné separované, symetrie i Sitka byly
vyhovujici a ¢as analyzy nepresahl 5,5 min. Chromatograficky zdznam analyzy pfi tomto sloZeni

mobilni faze je uveden na Obrazku 11.
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Obrdzek 10 — Vliv podilu ACN v mobilni fazi na retencni ¢as analyt( u kolony Ascentis Express

C-18100x 4,6 mm; 2,7 um
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Obrdzek 11 — Chromatograficky zdznam - kolona Ascentis Express C-18 100 x 4,6 mm; 2,7 um,

teplota 50°C, pritok 1,0 mi/min, MF ACN/0,5% kys. octovd 20:80
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6.1.2.3 Kolona Ascentis Express F5 100 x 4,6 mm; 2,7 pum

Vliv zmén v poméru sloZzek v mobilni fazi na retencni ¢as analytl je znazornén na
Obrazku 12. Sklesajicim podilem acetonitrilu dochazelo k prodluzovani retencniho casu
analytd. Jako potencialné vhodné slozeni mobilni faze u této kolony se jevil pomér ACN/0,5%
kyselina octova 20:80. Piky obou analytl byly dostatecné separované, symetrie a Sirka piku
resveratrolu vSak byla vyhovujici méné a ¢as analyzy dosahl 7,0 min. Chromatograficky zdznam

analyzy pfi tomto sloZzeni mobilni faze je uveden na Obrdazku 13.
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Obrdzek 12 — Vliv podilu ACN v mobilni fazi na retencni ¢as analyti u kolony Ascentis Express

F5100x4,6 mm; 2,7 um
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Obrdzek 13 — Chromatograficky zdznam - kolona Ascentis Express F5 100 x 4,6 mm; 2,7 um,

teplota 50°C, prutok 1,0 ml/min, MF ACN/0,5% kys. octovd 20:80
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6.1.2.4 Kolona Ascentis Express PHENYL-HEXYL 100 x 4,6 mm; 2,7 pum

Vliv zmén v poméru sloZzek v mobilni fazi na retencni ¢as analytl je znazornén na
Obrazku 14. S klesajicim podilem acetonitrilu dochazelo k prodluzovani retencniho casu
analytd. Jako potencialné vhodné slozeni mobilni faze u této kolony se jevil pomér ACN/0,5%
kyselina octova 20:80. Piky obou analytl byly dostatecné separované, symetrie i Sirka byly
vyhovujici a ¢as analyzy nepresahl 6,0 min. Chromatograficky zdznam analyzy pfi tomto sloZeni

mobilni faze je uveden na Obrdazku 15.
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Obrdzek 14 — Vliv podilu ACN v mobilni fazi na retencni ¢as analyti u kolony Ascentis Express

PHENYL-HEXYL 100 x 4,6 mm; 2,7 um
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Obrazek 15 — Chromatograficky zdznam - kolona Ascentis Express PHENYL-HEXYL
100 x 4,6 mm; 2,7 um, teplota 50°C, prutok 1,0 ml/min, MF ACN/0,5% kys. octovd 20:80
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6.1.2.5 Kolona Ascentis Express ES-Cyano 150 x 4,6 mm; 2,7 um

Vliv zmén v poméru sloZzek v mobilni fazi na retencni ¢as analytl je znazornén na
Obrazku 16. S klesajicim podilem acetonitrilu dochazelo k prodluzovani retencniho casu
analytd. Jako potencialné vhodné slozeni mobilni faze u této kolony se jevil pomér ACN/0,5%
kyselina octova 25:75. Piky obou analytl byly dostatecné separované, symetrie i Sitka byly
vyhovujici a ¢as analyzy nepresahl 6,5 min. Chromatograficky zaznam analyzy pfi tomto sloZeni

mobilni faze je uveden na Obrazku 17.
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Obrazek 16 — Vliv podilu ACN v mobilni fazi na retencni ¢as analyti u kolony Ascentis Express

ES-Cyano 150 x 4,6 mm; 2,7 um
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Obrdzek 17 — Chromatograficky zdznam - kolona Ascentis Express ES-Cyano

150 x 4,6 mm; 2,7 um, teplota 50°C, pritok 1,0 ml/min, MF ACN/0,5% kys. octovd 25:75
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6.1.2.6 Kolona Chromolith SpeedROD NH; 50 mm x 4,6 pum (HILIC)

Vliv zmén v poméru sloZzek v mobilni fazi na retencni ¢as analytl je znazornén na
Obrazku 18. Srostoucim podilem acetonitrilu dochdzelo k prodluzovani retencniho ¢asu
analytq, jelikoZ se jednalo o separaci latek v systému HILIC. Chemicky vazana stacionarni faze
méla v této koloné polarni charakter, coz mélo vyznamny vliv na eluci analyt( a spotfebu
acetonitrilu. Resveratrol se na této koloné na rozdil od predeslych eluoval dfive nez polydatin.
Pro dostatecnou separaci pik analyt byl nutny podil acetonitrilu vy3si nez 90 %, cozZ by bylo

z ekonomického a ekologického hlediska zcela nevyhovuijici.
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Obrdzek 18 — Vliv podilu ACN v mobilni fdzi na retencni ¢as analyti u kolony Chromolith

SpeedROD NH, 50 mm x 4,6 um

6.1.2.7 Kolona Ascentis Express ES-Cyano 100 x 3,0 mm; 2,7 pm

Jako potencialné vhodné slozeni mobilni faze u této kolony se jevil pomér ACN/0,5%
kyselina octovd 20:80. Piky obou analytd byly dostate¢né separované, symetrie i Sitka byly
vyhovujici a ¢as analyzy nepresahl 3,5 min. Chromatograficky zdznam analyzy pfi tomto sloZeni

mobilni faze je uveden na Obrdazku 19.
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Obrdzek 19 — Chromatograficky zdznam - kolona Ascentis Express ES-Cyano

100 x 3,0 mm; 2,7 um, teplota 50°C, prutok 1,0 ml/min, MF ACN/0,5% kys. octovd 20:80

6.1.2.8 Kolona Ascentis Express C-18 100 x 3,0 mm; 2,7 um

Jako potencidlné vhodné slozeni mobilni faze u této kolony se jevil pomér ACN/0,5%
kyselina octova 20:80. Piky obou analytll byly dostatecné separované, avsak pik polydatinu
nebyl uspokojivé separovany od mrtvého retenéniho €asu kolony. Cas analyzy nepfesahl 2,5

min. Chromatograficky zaznam analyzy pfi tomto sloZzeni mobilni faze je uveden na Obrazku
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Obrdzek 20 — Chromatograficky zdznam - kolona Ascentis Express C-18

100 x 3,0 mm; 2,7 um, teplota 50°C, prutok 1,0 ml/min, MF ACN/0,5% kys. octovd 20:80

6.1.2.9 Kolona Ascentis Express Phenyl Hexyl 100 x 3,0 mm; 2,7 pm

Jako potencialné vhodné slozeni mobilni faze u této kolony se jevil pomér ACN/0,5%
kyselina octova 20:80. Analyza kvli zvySenému tlaku na koloné probihala pfi pratoku mobilni

faze 0,9 ml/min. Piky obou analyt( byly dostatecné separované, avsak symetrie pik( a tlak na
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koloné& nebyly zcela vyhovujici. Cas analyzy neptesahl 3,0 min. Chromatograficky zaznam

analyzy pfi tomto sloZzeni mobilni faze je uveden na Obrazku 21.
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Obrdzek 21 — Chromatograficky zdznam - kolona Ascentis Express PHENYL-HEXYL
100 x 3,0 mm; 2,7 um, teplota 50°C, prutok 0,9 ml/min, MF ACN/0,5% kys. octovd 20:80

6.1.2.10 Kolona Ascentis Express F5 100 x 3,0 mm; 2,7 pum

Jako potencidlné vhodné slozeni mobilni faze u této kolony se jevil pomér ACN/0,5%
kyselina octova 20:80. Pik polydatinu nebyl uspokojivé separovany od mrtvého retencniho
¢asu kolony, symetrie pik byla dostacujici. Cas analyzy neptesahl 3,0 min. Chromatograficky

zdznam analyzy pfi tomto sloZzeni mobilni faze je uveden na Obrazku 22.
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Obrdzek 22 — Chromatograficky zdznam - kolona Ascentis Express F5

100 x 3,0 mm; 2,7 um, teplota 50°C, prutok 1,0 ml/min, MF ACN/0,5% kys. octovd 20:80
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6.1.3 Volba vnitiniho standardu

Bylo testovdno pét latek strukturné podobnych resveratrolu na vybrané optimalni
koloné Ascentis Express ES-Cyano, 100 x 3,0 mm; 2,7 um, pti optimalnim sloZzeni mobilni faze a
pfi teploté 50°C. PoZadavkem bylo, aby se hledany vnitfni standard eluoval dostatecné
oddélené od obou analytl a zaroven pfiliS neprodluzoval celkovou dobu analyzy. Dalsim
pozadavkem bylo, aby se absorpéni maximum hledané latky co nejvice blizilo absorpcnim

maximUm resveratrolu a polydatinu.

Tabulka 4 — Volba vnitrniho standardu

Testovana latka t. [min] Vinova délka detekce [nm]
Methylparaben 1,54 225
Kyselina nitrobenzoova 1,64 305
Kyselina salicylova 1,44 305
Kyselina acetylsalicylova 1,24 225
p-Nitrofenol 1,79 305

Nejvice vyhovoval poZadavkim p-nitrofenol. Pik p-nitrofenolu byl dostatecné
separovany od pikd stanovovanych latek, eluoval se mezi nimi, tudiZ jeho pouzitim nedoslo
k prodlouzeni celkového ¢asu analyzy a vykazoval absorpéni maximum blizici se hodnotam

absorpcénich maxim stanovovanych analyt(.
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6.1.4 Volba teploty

Vhodnd teplota byla testovana na vybrané optimalni koloné Ascentis Express ES-
Cyano, 100 x 3,0 mm; 2,7 um pfi optimalnim slozeni mobilni faze acetonitril/0,5% kyselina
octova 20:80 (pH 3). Testované teploty byly v rozmezi 35°C az 60°C. Pro kazdou teplotu byly
zaznamenany hodnoty retencniho ¢asu stanovovanych latek a vnitfniho standardu uvedené

v Tabulce 5. Cilem bylo dosaZeni co nejkratsi doby analyzy za dostatecné separace vsech piku

analyzovanych latek.

Tabulka 5 — Vliv teploty kolony na retencni ¢asy analyzovanych ldatek

Teplota Retencni ¢as [min]
[°C] polydatin | p-nitrofenol | resveratrol
35 1,4 2,2 4,0
40 1,3 2,1 3,7
45 1,2 1,9 3,3
50 1,2 1,8 2,9
55 1,1 1,7 2,7
60 1,1 1,6 2,5
4,5
4,0
_ 3,5
E 3,0
® 2,5 S
2 — == Polydatin
5 2,0 -

‘\\. e=fll== P-nitrofenol

Reten

1,5
‘\._‘\,_’_ Resveratrol
1,0

0,5
0,0 T

35 40

45

50 55

Teplota [°C]

60

Obrazek 23 - Zavislost retencniho c¢asu analyzovanych Ildatek na teploté kolony
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6.1.5 Optimalni podminky pro HPLC analyzu
Tabulka 6 — OptimdlIni podminky pro HPLC analyzu

Chromatograficka sestava:  Shimadzu LC-10

Detektor: DAD detektor SPD - M10A VP
Kolona: Ascentis Express ES-Cyano, 100 x 3,0 mm; 2,7 um (Supelco Analytical)
Davkovani: Sul
Detekce: UV 305 nm
Mobilni faze: Acetonitril/0,5% kyselina octova 20:80 (pH 3)
Pritok mobilni faze: 1,0 ml/min
Teplota: 60°C
Cas analyzy: 3 min
Tlak: 20,0 MPa
mAU
| 305nm /1.052 mrz.sez
120,
110
1007
90/
80
] 1S/1.560
707 n
60/
%
30-
20
10 | |
0
-10]
2

000 025 050 075 100 125 150 175 200 225 250 275 3.00 325 min

Obrdzek 24 - Chromatogram za optimdlnich separacnich podminek
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6.2 Validace analytické metody

6.2.1 Test vhodnosti chromatografického systému

Pfevzato zanalyzy roztoku standardu pro validaci pfi optimalnich podminkach.

Hodnoty ziskany vyhodnocenim chromatografického zaznamu softwarem LC Solution.
6.2.1.1 Ué¢innost chromatografického systému - zdanlivy poéet teoretickych pater

Tabulka 7 — U¢innost chromatografického systému

Sloucenina tr [min] W/, N
PO 1,052 0,079 872
IS 1,560 0,089 1482
RE 2,382 0,127 1722

6.2.1.2 Faktor asymetrie chromatografickych piki

Tabulka 8 — Symetrie chromatografickych piki

Sloucenina Faktor symetrie
PO 1,441
IS 1,272
RE 1,104

6.2.1.3 RozliSeni chromatografickych piki (Rs)

Tabulka 9 — Rozliseni chromatografickych piki

Analyzované latky Rs
PO-IS 3,332
IS-RE 4,195

6.2.2 Linearita

Pro stanoveni linearity bylo pripraveno 10 kalibracnich roztokl v koncentracnim
rozmezi od 5 mg/l do 500 mg/l, jejichi pfiprava je popsana v kapitole 5.2.2. U kazdého
kalibraéniho roztoku byly provedeny 3 nastfiky na kolonu, z nichZ byla stanovena primérna
hodnota plochy piku pro kazdou koncentraci. Vysledky jsou uvedené v Tabulce 10. Pro
vyhodnoceni zavislosti primérla ploch pikG kalibraénich roztokl na jejich koncentraci byla

pouzita metoda linearni regrese.
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Tabulka 10 — Testovdni linearity

koncentrace [ Primérna plocha piku
[mg/1] Polydatin | Resveratrol
5 147778 201891
10 288781 391348
25 778769 1063107
50 1534267 | 2093414
75 2229550 | 3063988
100 3051302 | 4187144
200 5805360 | 8018781
300 8741852 | 12118301
400 11400555 | 15981360
500 13597027 | 19474859

6.2.2.1 Kalibracni zavislost pro polydatin

16000000 —
14000000
12000000
10000000
8000000
6000000
4000000
2000000

0

locha piku

primérna p

Obrdzek 25 — Kalibracni zavislost pro polydatin

Tabulka 11 — Parametry linedrni regrese pro polydatin

Statistické parametry pro regresi : y=kx+q

Pocet bodl n= 10 Odhad chyby
Smérnice k= 27669,7 + 390,7163
Abs. ¢len gq= 150518,4 + 92367,44
Korelaéni koef. r= 0,999203

Rezidualni odch. s= 207356,8

V daném koncentra¢nim rozmezi bylo dosazeno korelac¢niho koeficientu 0,999203.
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6.2.2.2 Kalibra¢ni zavislost pro resveratrol
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Obradzek 26 — Kalibracni zavislost pro resveratrol

Tabulka 12 — Parametry linedrni regrese pro resveratrol

Statistické parametry pro regresi : y=kx+q
Pocet bodl n= 10 Odhad chyby
Smérnice k= 39289,45 + 298,0545
Abs. ¢len q= 117726 + 70461,69
Korelaéni koef. r= 0,99977
Rezidualni odch. S = 158180,4

V daném koncentra¢nim rozmezi bylo dosazeno korelaéniho koeficientu 0,99977.
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6.2.3 Opakovatelnost

Pro stanoveni opakovatelnosti byly pouZity kalibra¢ni roztoky o koncentracich 5 mg/I,
100 mg/l a 500 mg/|, jejichZ pfiprava je popsana v kapitole 5.2.2. U kazdého kalibra¢niho
roztoku bylo provedeno 8 nastfikll na kolonu a zploch pikd analytd byly vypocitany

smérodatné odchylky. Vysledky ziskané z jednotlivych koncentraénich hladin jsou uvedené

v Tabulkach 13, 14 a 15.

Tabulka 13 — Opakovatelnost analyzy pracovniho roztoku pro kalibraci (c = 5 mg/l)

Hladina 5 mg/I| Prumér SD RSD
PO 147835 397,8 0,27 %
RE 201291 813,8 0,40 %

Tabulka 14 — Opakovatelnost analyzy pracovniho roztoku pro kalibraci (c = 100 mg/l)

Hladina 100 mg/I Pramér SD RSD
PO 3061613 13117,3 0,43 %
RE 4189818 2961,4 0,07 %

Tabulka 15 — Opakovatelnost analyzy pracovniho roztoku pro kalibraci (c = 500 mg/l)

Hladina 500 mg/I| Pramér SD RSD
PO 13550211 92518,3 0,68 %
RE 19533505 149414,1 0,76 %

Relativni smérodatna odchylka obou analyt( na vsech hladinach byla mensi nez 1 %.

46




6.2.4 Presnost
Pro vyhodnoceni pfesnosti byly analyzovany roztoky vzorkd pripravk( Al — Resveratrol
800 RX, Evelor Resveratrol 50 mg, Resveratrol MAX a Indonal Partner for Woman, jejichz

pfiprava je uvedena v kapitole 5.3.1.

6.2.4.1 A1 - Resveratrol 800 RX

Bylo pfipraveno celkem 6 roztokl, jejichZz pfiprava je popsana v kapitole 5.3.1.1. U
kazdého roztoku byly provedeny tti nastfiky na kolonu a z ploch pikd téchto tfi nastfik( byla
pro kazdy roztok spocitana primérna hodnota, kterd byla prepoctena na navazku 0,1000 g a
korigovana pomérem primeéru ploch piku vnitfniho standardu ve standardu analytd k priiméru

ploch piku vnitfniho standardu ve vzorcich. Vysledky jsou uvedené v Tabulce 16.

Tabulka 16 — Presnost metody — A1 — Resveratrol 800 RX

Pfesnost RE PO
768143 14081
756147 14187
752640 13977
765001 13423
756555 14493
762505 13598
760165 13960
5972 393
RSD 0,79 % 2,81 %

p)
Co o v

3|3 Priiméry ploch
(D¢
®
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6.2.4.2 Evelor Resveratrol 50 mg

Bylo pfipraveno celkem 6 roztok(, jejichZ priprava je popsana v kapitole 5.3.1.2. U
kazdého roztoku byly provedeny tfi nastfiky na kolonu a z ploch pikd téchto tfi nastrik(l byla
pro kazdy roztok spocitana priimérna hodnota, kterd byla pfepoctena na navazku 0,1500 g a
korigovana pomérem praméru ploch piku vnitfniho standardu ve standardu analyt( k priméru

ploch piku vnitfniho standardu ve vzorcich. Vysledky jsou uvedené v Tabulce 17.

Tabulka 17 — Pfesnost metody — Evelor Resveratrol 50 mg

Pfesnost RE
864873
S 905029
2 856235
2 868436
2 865492
831062
Primér | 865188
SD 23844
RSD 2,76 %

6.2.4.3 Resveratrol MAX

Bylo pfipraveno celkem 6 roztokd, jejichZ priprava je popsana v kapitole 5.3.1.4. U
kazdého roztoku byly provedeny tfi nastfiky na kolonu a z ploch pikl téchto tfi nastrikd byla
pro kazdy roztok spocitana primérnd hodnota, kterd byla pfepoctena na navazku 0,1000 g a
korigovdna pomérem priméru ploch piku vnitfniho standardu ve standardu analyt( k priméru

ploch piku vnitfniho standardu ve vzorcich. Vysledky jsou uvedené v Tabulce 18.

Tabulka 18 — Pfesnost metody — Resveratrol MAX

Pfesnost RE PO
574381 2111
578126 2003
562653 2093
571142 2103
538053 2194
566523 2294
565146 2133
14366 99,7
RSD 2,54 % 4,68 %

p)
Co o v

5|3 Priméry ploch
M«
®
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6.2.4.4 Indonal Partner for Woman

Bylo pfipraveno celkem 6 roztokl, jejichZz pfiprava je popsana v kapitole 5.3.1.6. U
kazdého roztoku byly provedeny tfi nastfiky na kolonu a z ploch pikd téchto tfi nastrik(l byla
pro kazdy roztok spocitana primérna hodnota, kterd byla prepoctena na navazku 0,1000 g a
korigovana pomérem primeéru ploch piku vnitfniho standardu ve standardu analytd k priiméru

ploch piku vnitfniho standardu ve vzorcich. Vysledky jsou uvedené v Tabulce 19.

Tabulka 19 — Pfesnost metody — Indonal Partner for Woman

Presnost RE PO

182263 | 7846

S 183668 | 8421

o 186574 | 8334

e | 186525 | s182

2 184731 | 8119
178658 | 8756

Primér | 183736 | 8276
SD 2993 | 307,5
RSD | 1,63% | 3,72%
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6.2.5 Spravnost

Pro wvyhodnoceni spravnosti byla pouZita metoda standardniho pridavku. Pro
vyhodnoceni spravnosti byly analyzovany roztoky vzorkd pripravk(li A1 — Resveratrol 800 RX,
Evelor Resveratrol 50 mg, Resveratrol MAX a Indonal Partner for Woman.

Pro vypocet vytéznosti byly pouZity primérné hodnoty ploch pikd kazdého pracovniho
roztoku vzorku pro spravnost a primérné hodnoty ploch pik(i ziskané z méreni 6 pracovnich
roztokl vzorku pro presnost, které jsou uvedeny v kapitole 6.2.4. Rozdilem téchto dvou hodnot
je plocha piku pfidaného polydatinu, resp. resveratrolu. Vytéznost (R;) uvedend v % byla
vypoctena podle vzorce:

R; = zst%z 5 100, kde

Cst

Cu+st j€ koncentrace roztoku vzorku s pfidavkem standardu vypoctena z prdméru ploch piki
roztok( vzorku pro spravnost, c,, je koncentrace roztoku vzorku vypoctena z priiméru ploch
pikd roztokl vzorku pro presnost, c.; je koncentrace roztoku standardu vypodétend z prdméru

ploch pik( 4 roztokd standardu pro vytéznost, jehoZ priprava je uvedena v kapitole 5.2.4.

6.2.5.1 A1 - Resveratrol 800 RX

Bylo pfipraveno celkem 5 roztok(, jejichZ ptiprava je popsana v kapitole 5.3.2.1. U
kazdého roztoku byly provedeny tfi nastfiky na kolonu a z ploch pikd téchto tfi nasttik( byla
pro kazdy roztok spocitana priamérna hodnota, ktera byla prepoctena na navazku 0,00250 g a
korigovdna pomérem priméru ploch piku vnitfniho standardu ve standardu analyt( k priméru
ploch piku vnitfniho standardu ve vzorcich. Z této hodnoty byla vypoctena koncentrace analyt

ve vzorku a pouZita pro vypocet vytéZnosti. Ziskané hodnoty vytéZnosti jsou uvedené v Tabulce

20.

Tabulka 20 — Sprdvnost metody — A1 — Resveratrol 800 RX

Spravnost RE PO
93,01% | 93,21 %
z § 101,60 % | 92,57 %
§ 5 93,31% | 96,70 %
T % |107,07%| 96,39 %
98,09 % | 96,45 %
Primér | 98,62 % | 95,06 %
SD 592% | 2,00%
RSD 6,00% | 2,11%
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6.2.5.2 Evelor Resveratrol 50 mg

Bylo pfipraveno celkem 5 roztok(, jejichZz pfiprava je popsana v kapitole 5.3.2.2. U
kazdého roztoku byly provedeny tti nastfiky na kolonu a z ploch pikd téchto tfi nastrikd byla
pro kazdy roztok spocitana primérna hodnota, ktera byla prepoctena na navazku 0,00375 g a
korigovana pomérem primeéru ploch piku vnitfniho standardu ve standardu analytd k priiméru
ploch piku vnitfniho standardu ve vzorcich. Z této hodnoty byla vypoctena koncentrace analytl

ve vzorku a pouZita pro vypocet vytéznosti. Ziskané hodnoty vytéZnosti jsou uvedené v Tabulce

21.

Tabulka 21 — Sprdvnost metody — Evelor Resveratrol 50 mg

Spravnost RE
94,82 %
=% |107,24%
o ©
£.5 |9349%
o8
T % |10549%
98,69 %
Priimér | 99,95 %
SD 6,19 %
RSD 6,20 %

6.2.5.3 Resveratrol MAX

Bylo pfipraveno celkem 5 roztokd, jejichZ ptiprava je popsana v kapitole 5.3.2.3. U

kazdého roztoku byly provedeny tfi nastfiky na kolonu a z ploch pikd téchto tfi nastrikd byla

pro kazdy roztok spocitana primérna hodnota,

korigovana pomérem priiméru ploch piku vnitfniho standardu ve standardu analytd k priméru
ploch piku vnitfniho standardu ve vzorcich. Z této hodnoty byla vypoctena koncentrace analytl

ve vzorku a pouZita pro vypocet vytéZnosti. Ziskané hodnoty vytéZnosti jsou uvedené v Tabulce

22.

ktera byla pfepoctena na navazku 0,00250 g a
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Tabulka 22 — Sprdvnost metody — Resveratrol MAX

Spravnost RE PO
107,33 % | 91,92 %
z *§ 103,91 % | 93,21 %
5 3053 106,06 % | 90,98 %
T |102,45% | 92,21%
104,13 % | 89,35 %
Pramér | 104,78 % | 91,53 %
SD 1,92% | 1,46%
RSD 1,83% | 1,59 %

6.2.5.4 Indonal Partner for Woman

Byly pripraveny celkem 4 roztoky, jejichz ptiprava je popsana v kapitole 5.3.2.4. U
kazdého roztoku byly provedeny tfi nastfiky na kolonu a z ploch pik(i téchto tfi nastrikd byla
pro kazdy roztok spocitana primérna hodnota, ktera byla prepocétena na navazku 0,00250 g a
korigovana pomérem praméru ploch piku vnitfniho standardu ve standardu analyt( k priméru
ploch piku vnitfniho standardu ve vzorcich. Z této hodnoty byla vypoctena koncentrace analyt(

ve vzorku a pouZita pro vypocet vytéznosti. Ziskané hodnoty vytéZnosti jsou uvedené v Tabulce

23.

Tabulka 23 — Sprdvnost metody — Indonal Partner for Woman

Spravnost RE PO

_ = | 8887% | 8407%
88 [9075% | 8317%
83 | 96,35% | 88,05%

I >
> 87,81% | 84,97 %
Pramér | 90,95 % | 85,07 %
SD 3,80% | 2,12%
RSD 418% | 2,50%
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6.3 Robustnost
Testovani miry vlivu proménnych experimentédlnich podminek na stanoveni analytd
bylo provedeno u pracovniho roztoku pro vytéZnost, jehoZ ptiprava je uvedena v kapitole

5.2.4.

6.3.1 Vliv sloZeni mobilni faze

Byl testovan vliv sloZeni mobilni faze na plochy pik( analytl. Pracovni roztok byl
testovan pfi zménach poméru slozek mobilni faze — acetonitrilu a 0,5% kyseliny octové, a to
v pomérech 10:90, 15:85, 20:80, 22:78 a 25:75. Byla provedena dvé méreni a spocitan jejich
pramér.

Byly ziskany vysledky uvedené v Tabulce 24. Relativni hodnoty ploch vztazené
k plocham pikQ pfi optimalnimu sloZzeni mobilni faze 20:80 se pohybovaly u polydatinu
v rozmezi 96,83 % az 103,10 %, u vnitfniho standardu p-nitrofenolu od 94,62 % do 106,68 % a
u resveratrolu od 94,07 % do 99,86 %. Bylo také zjisténo, Ze s poklesem obsahu acetonitrilu

v mobilni fazi dochazi k zdméné poradi retence u p-nitrofenolu a polydatinu (obr. 27).

Tabulka 24 — Vliv sloZeni mobilni fdze na plochy piki

Acetonitril - Polydatin p-Nitrofenol Resveratrol
0,5% kys. octova A Ag [%] A; Ag [%] A; Ag [%]
10:90 634064 96,83 371311 98,01 1084949 94,07
15:85 636999 97,28 404167 106,68 | 1125469 97,58
20:80 654837 100,00 378857 100,00 | 1153396 | 100,00
22:78 634380 96,88 371354 98,02 1151808 99,86
25:75 675138 103,10 358476 94,62 1118405 96,97
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Obrazek 27 — Chromatograficky zaznam separace analyt( pfi sloZzeni MF acetonitril — 0,5% kys.
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Obrdzek 28 — Chromatograficky zaznam separace analytu pri sloZeni MF acetonitril — 0,5% kys.

octovd 25:75

6.3.2 Vliv teploty

Byl testovan vliv teploty na plochy pikd analytl. Vliv teploty byl testovan pfi 35°C az
60°C a pfi optimalnim sloZeni mobilni faze acetonitril — 0,5% kyselina octova 20:80.

Byly ziskany vysledky uvedené v Tabulce 25. Relativni hodnoty ploch vztazené
k plocham pikd pti optimalni teploté 60°C se pohybovaly u polydatinu v rozmezi 97,42 % az
100,42 %, u vnitfniho standardu p-nitrofenolu od 99,59 % do 101,19 % a u resveratrolu od
96,07 % do 100,04 %.
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Tabulka 25 — Vliv teploty na plochy piki

Teplota Polydatin p-Nitrofenol Resveratrol
(°C) A Ag [%] A Ag [%] Ai Ag [%]
35 604313 97,42 4360392 100,11 823577 96,07
40 622917 100,42 4337923 99,59 850973 99,27
45 617535 99,55 4407563 101,19 857623 100,04
50 613658 98,93 4405429 101,14 844998 98,57
55 613120 98,84 4351397 99,90 856201 99,88
60 620313 100,00 4355818 100,00 857272 100,00
IS
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A

Obrdzek 30 — Chromatograficky zdznam separace analytu pri teploté 60°C
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6.3.3 Vliv délky ultrazvukové lazné

Byl testovan vliv délky ultrazvukové lazné pfri extrakci vzork( pripravk( na plochy pik{
stanovovanych latek, a to v rozsahu 2 az 20 minut. K testovani byl pouZit roztok vzorku pro
stanoveni obsahu pfipravku Resveratrol MAX.

Byly ziskany vysledky uvedené pro polydatin na Obrazku 31 a pro resveratrol na
Obrazku 32. Zvysledkl je patrné, Ze doba extrakce v ultrazvukové lazni pfi pfipravé vzork(

neméla zasadni vliv na velikost ploch pik(i analyzovanych latek.

2400
2200
. 2000
1800
1600
1400
1200
1000 T T T T
2 5 10 15 20

Délka UZ [min]

Plocha piku

Obrazek 31 — Vliv délky ultrazvukové Idzné pri pripravé roztoku vzorku na plochu piku

polydatinu
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450000
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Obrdzek 32 — Vliv délky ultrazvukové Idzné pfi pripravé roztoku vzorku na plochu piku

resveratrolu
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6.4 Stanoveni obsahu ucinnych latek v potravnich doplncich

Optimalizovana a validovand metoda byla pouZita pro stanoveni resveratrolu a
polydatinu v potravnich doplricich. Bylo pripraveno 6 roztokd vzork( pro kazdy stanovovany
pfipravek dle postupu popsanym v kapitole 5.3.1. U kazdého roztoku byly provedeny tfi
nastfiky na kolonu. Z priméru namérenych hodnot byl vypocitan obsah stanovovanych latek v
daném roztoku vzorku. Byla provedena korekce pomérem ploch vnitfniho standardu v roztoku
vzorku ku roztoku standardu pro stanoveni a korekce na Cistotu surovin v roztoku standardu.
Vysledny obsah analytl v pfipravku byl vypocitan jako primérna hodnota obsahu vsech Sesti

roztokd vzorku. Deklarovany obsah resveratrolu v testovanych potravnich doplncich je uveden

v Tabulce 26.

Tabulka 26 — Deklarovany obsah resveratrolu v potravnich doplricich

Pripravek Deklarovany obsah resveratrolu
A1l — Resveratrol 800 RX 80 mg/tbl.
Evelor Resveratrol 50 mg 50 mg/tob.
Resveratrol MAX 80 mg/tbl.
Walmark Lecithin s resveratrolem 0,2 mg/tbl.
Resveratrol antiaging 50 mg/tob.
Indonal Partner for Woman 20 mg/tob.
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6.4.1 Stanoveni obsahu resveratrolu v pripravku A1 - Resveratrol 800 RX
Deklarovany obsah resveratrolu v pfipravku je 80 mg v jedné tableté. Primérny obsah

resveratrolu stanoveny danou metodou byl 77,27 mg. V pfipravku bylo nalezeno téZz 2,54 mg

polydatinu. Celkovy obsah obou Ucinnych latek v pfipravku byl 79,81 mg, coz odpovida 99,76 %

deklarovaného mnozstvi.
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Obrazek 33 - Chromatograficky zaznam — stanoveni obsahu polydatinu a resveratrolu

v pfipravku A1 — Resveratrol 800 RX
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6.4.2 Stanoveni obsahu resveratrolu v pripravku Evelor Resveratrol 50 mg
Deklarovany obsah resveratrolu v pfipravku je 50 mg v jedné tobolce. Primérny obsah
resveratrolu stanoveny danou metodou byl 45,15 mg. Toto mnoZstvi odpovidda 90,30 %

deklarovaného obsahu.
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Obrdzek 34 - Chromatograficky zaznam — stanoveni obsahu resveratrolu v pfipravku Evelor

Resveratrol 50 mg
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6.4.3 Stanoveni obsahu resveratrolu v pripravku Resveratrol MAX

Deklarovany obsah resveratrolu v pfipravku je 80 mg v jedné tableté. Primérny obsah
resveratrolu stanoveny danou metodou byl 56,83 mg. V pfipravku bylo nalezeno téz 0,37 mg
polydatinu. Celkovy obsah obou Ucinnych latek v pfipravku byl 57,20 mg, coz odpovida 71,50 %

deklarovaného mnozstvi.
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Obrdzek 35 - Chromatograficky zdznam — stanoveni obsahu polydatinu a resveratrolu v

pfipravku Resveratrol MAX
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6.4.4 Stanoveni obsahu resveratrolu v piipravku Walmark Lecithin
s resveratrolem

Deklarovany obsah resveratrolu v ptipravku je 0,2 mg v jedné tableté. Primérny obsah
resveratrolu stanoveny danou metodou byl 0,20 mg. V pfipravku bylo nalezeno téz 0,03 mg
polydatinu. Celkovy obsah obou Ucinnych latek v pfipravku byl 0,23 mg, coz odpovida 115,00 %

deklarovaného mnozstvi.
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Obrdzek 36 - Chromatograficky zdznam — stanoveni obsahu polydatinu a resveratrolu v

pfipravku Walmark Lecithin s resveratrolem
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6.4.5 Stanoveni obsahu resveratrolu v pripravku Resveratrol antiaging
Deklarovany obsah resveratrolu v pfipravku je 50 mg v jedné tobolce. Primérny obsah
resveratrolu stanoveny danou metodou byl 43,65 mg. Toto mnozZstvi odpovidda 87,30 %

deklarovaného obsahu.
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Obrazek 37 - Chromatograficky zaznam — stanoveni obsahu resveratrolu v pripravku

Resveratrol antiaging
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6.4.6 Stanoveni obsahu resveratrolu v pripravku Indonal Partner for Woman
Deklarovany obsah resveratrolu v pfipravku je 20 mg v jedné tobolce. Primérny obsah

resveratrolu stanoveny danou metodou byl 18,98 mg. V pfipravku bylo nalezeno téz 1,58 mg

polydatinu. Celkovy obsah obou uc¢innych latek v pfipravku byl 20,56 mg, coz odpovida 102,80

% deklarovaného mnozstvi.
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Obrdzek 38 - Chromatograficky zdznam — stanoveni obsahu polydatinu a resveratrolu v

pfipravku Indonal Partner for Woman
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Tabulka 27 — Souhrn vysledki stanoveni obsahu resveratrolu a polydatinu ve vsech

hodnocenych pripravcich (vztaZeno na tobolku, tabletu)

Stanoveny obsah v pfipravku
Pfipravek Resveratrol | Polydatin | Celkem | % deklarovaného
[mg] [mg] [mg] mnozstvi
A1l —Resveratrol 800 RX 77,27 2,54 79,81 99,76
Evelor Resveratrol 50 mg 45,15 - 45,15 90,30
Resveratrol MAX 56,83 0,37 57,20 71,50
Walmark Lecithin s resveratrolem 0,20 0,03 0,23 115,00
Resveratrol antiaging 43,65 - 43,65 87,30
Indonal Partner for Woman 18,98 1,58 20,56 102,80
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7 Zavér

Byla vyvinuta, optimalizovdna a validovana HPLC metoda pro soucasné stanoveni
resveratrolu a polydatinu v potravnich doplricich a aplikovana na stanoveni téchto analyt(
v pfipravcich Al Resveratrol 800 RX (A1 Pharma s.r.0.), Evelor Resveratrol (Medochemie Ltd),
Walmark Lecithin sresveratrolem (Walmark), Resveratrol MAX (Tachyon), Resveratrol
antiaging (TheraTech), Indonal Partner for Woman (Synergia).

K analyze byly vyuZity tyto optimalni podminky: Kolona Ascentis Express ES-Cyano (100
x 3,0 mm; 2,7 um) Supelco Analytical, izokraticka eluce mobilni fazi o sloZeni acetonitril/0,5%
kyselina octova v poméru 20:80 s pritokovou rychlosti 1,0 ml/min a detekce pomoci DAD
detektoru pfi vinové délce 305 nm pfi konstantni teploté 60°C a tlaku 20,0 MPa. Byl zvolen
nasttik 5 pl. Jako nejvhodnéjsi vnitini standard byl vybran p-nitrofenol.

U testovani parametru linearity v daném koncentracnim rozmezi bylo dosazeno
korela¢niho koeficientu pro resveratrol 0,99977 a pro polydatin 0,999203. Opakovatelnost
vyjadiena jako relativni smérodatnd odchylka byla u roztokd obou analytl na vsech trech
koncentracnich hladinach mensi nez 1 %. U pracovniho roztoku o koncentraci 5 mg/| dosahla
hodnoty u polydatinu 0,27 %, u resveratrolu 0,40 %. U pracovniho roztoku o koncentraci 100
mg/| dosahla hodnoty u polydatinu 0,43 %, u resveratrolu 0,07 %. U pracovniho roztoku o
koncentraci 500 mg/| dosahla hodnoty u polydatinu 0,68 %, u resveratrolu 0,76 %.

Byla hodnocena presnost metody vyjadiend relativni smérodatnou odchylkou, ktera
byla u pfipravku Al Resveratrol 800 RX 0,79 % pro resveratrol a 2,81% pro polydatin, u
pfipravku Evelor Resveratrol 50 mg (obsahujici pouze resveratrol) 2,76 %, u pfipravku
Resveratrol MAX 2,54 % pro resveratrol a 4,68 % pro polydatin a u pfipravku Indonal Partner
for Woman 1,63 % pro resveratrol a 3,72 % pro polydatin. Ve vSech stanovovanych pfipravcich
dosahovala smérodatna odchylka u obou analytd hodnoty < 5 %.

Byla hodnocena spravnost metody vyjadfena hodnotou vytéZznosti. Ta se pohybovala u
stanovovanych pfipravkld v rozmezi 87,81 % - 107,33 % u resveratrolu a 83,17 % - 96,70 % u
polydatinu. Horsi hodnoty téchto parametrld byly pravdépodobné zplisobeny velice malymi
navazkami vzorku k hodnoceni parametru vytéZznosti.

Byly ziskdny hodnoty rozliSeni, asymetrie a poctu teoretickych pater
chromatografickych pikd. RozliSeni mezi pikem polydatinu a pikem vnitfniho standardu p-
nitrofenolu bylo 3,332, rozliSeni mezi pikem vnitiniho standardu p-nitrofenolu a pikem
resveratrolu bylo 4,195. Hodnota faktoru asymetrie pikdl se pohybovala vrozmezi 1,104 —

1,441. Pocet teoretickych pater N byl v rozmezi 872 — 1722.
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Testovani robustnosti metody neprokdzalo vyznamny vliv zmén podminek analyzy na
plochy pikl analytd. Metodu Ize povaZovat za dostatecné robustni.

Metoda byla pouZita pro stanoveni resveratrolu ve vybranych potravnich doplricich. U
pripravku Al — Resveratrol 800 RX stanoveny obsah resveratrolu spolu s polydatinem odpovida
99,76 % deklarovaného mnoiZstvi. U pfipravku Evelor Resveratrol 50 mg odpovida stanoveny
obsah 90,30 % deklarovaného mnozstvi resveratrolu. U pfipravku Resveratrol MAX odpovida
stanoveny obsah resveratrolu spolu s polydatinem 71,50 % deklarovaného mnoizstvi. U
pripravku Walmark Lecithin s resveratrolem odpovida stanoveny obsah resveratrolu spolu
s polydatinem 115,00 % deklarovaného mnozstvi. U pfipravku Resveratrol antiaging odpovida
stanoveny obsah 87,30 % deklarovaného mnozstvi resveratrolu. U pfipravku Indonal Partner
for Woman odpovidd stanoveny obsah resveratrolu spolu s polydatinem 102,80 %

deklarovaného mnozstvi.
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