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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Bc. Markéta Hlavackova
Konzultant: Doc. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vyvoj HPLC metody pro stanoveni betakarotenu v potravnich
doplricich

Byla optimalizovana a vyvinuta HPLC metoda pro stanoveni obsahu betakarotenu
v potravnich doplncich Betakaroten Farmax, GS Betakaroten FORTE (GreenSwan
pharmaceuticals), Walmark Betakaroten, Bioaktivni karoten (Pharma Nord Denmark),
Beta karoten Max, BETAVID + LUTEIN (Naturvita), Karovit (Vitabalans Oy), SELZINK
PLUS (PRO.MED.CS), Pupalkovy olej (Aromatica). Metoda je zaloZzena na vyuZiti kolony
Ascentis Express C18 (30 x 4,6 mm; 2,7 um) a UV detekce pti 450 nm. Byla vyuZita
izokratickd eluce mobilni fazi 100% methanolem, pratokova rychlost mobilni faze
byla 1,5 ml/min. Méreni probihalo pfi teploté 60 °C. Retencni cas betakarotenu

byl za podminek optimalizované a validované metody 2,185 min.

Klicova slova: betakaroten, HPLC, Betakaroten Farmax, GS Betakaroten FORTE
(GreenSwan pharmaceuticals), Walmark Betakaroten, Bioaktivni karoten (Pharma Nord
Denmark), Beta karoten Max, BETAVID + LUTEIN (Naturvita), Karovit (Vitabalans Oy),
SELZINK PLUS (PRO.MED.CS), Pupalkovy olej (Aromatica)



Abstract

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry
Candidate: Bc. Markéta Hlavackova
Consultant: Doc. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.

Diploma Thesis Title: Development of HPLC Method for the Determination
of Betacarotene in Nutritional Supplements

A new HPLC method was optimized and developed for the determination
of betacarotene contents in nutritional supplements Betakaroten Farmax,
GS Betakaroten FORTE (GreenSwan pharmaceuticals), Walmark Betakaroten,
Bioaktivni karoten (Pharma Nord Denmark), Beta karoten Max, BETAVID + LUTEIN
(Naturvita), Karovit (Vitabalans Oy), SELZINK PLUS (PRO.MED.CS), Pupalkovy olej
(Aromatica). The method is based on using Ascentis Express C18 column (30 x 4.6 mm;
2.7 um) and UV detection at 450 nm. There was used isocratic elution of the mobile
phase 100% methanol at a flow-rate of 1.5 ml/min. Column oven temperature
was set at 60 °C during the measurement. The retention time of betacarotene

under the optimized and validated conditions was 2.185 min.

Keywords: betacarotene, HPLC, Betakaroten Farmax, GS Betakaroten FORTE
(GreenSwan pharmaceuticals), Walmark Betakaroten, Bioaktivni karoten (Pharma Nord
Denmark), Beta karoten Max, BETAVID + LUTEIN (Naturvita), Karovit (Vitabalans Qy),
SELZINK PLUS (PRO.MED.CS), Pupalkovy olej (Aromatica)
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Seznam pouzitych zkratek

ACN Acetonitril

ATBC napoje Napoje s pfidanymi vitaminy

B-karoten Betakaroten

BHT Butylhydroxytoluen

CRBP Cell-retinol-binding-protein;  bilkovina  prenasejici retinol
v bunice

DAD Diode array detektor

EtOH Ethanol

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie

MF Mobilni faze

MTBE Methyl-tert-butyl ether

NaOH Hydroxid sodny

RBP Retinol-binding-protein; protein prenasejici retinol v krvi

RP Reverse phase; reverzni faze

SPE Solid phase extraction; extrakce na pevnych fazich

SUKL Statni Ustav pro kontrolu léciv

TEA Triethylamin

THF Tetrahydrofuran

TLS Thermal lens spectrometric  detection; termooptickd

spektrometrie

uv/Vvis Ultrafialova/viditelna oblast spektra svétla



1 Uvod

Betakaroten patfi do skupiny karotenoid(l. Velky pocet konjugovanych dvojnych
vazeb v molekule betakarotenu umoziiuje absorbovat svétlo ve viditelné oblasti
spektra, coz zplsobuje jeho charakteristické vyrazné oranzové zbarveni. Tato vlastnost
zapric¢inuje také mnoho jeho biologickych aktivit. Betakaroten podporuje spravnou
funkci sitnice, imunitni systém a chrani Zivoc¢iSné burky, zejména sliznice a kize,
pfed destruktivnimi ucinky UV zafeni. Jeho antioxidacni ucinky jsou vyuZivany
v prevenci onemocnéni zrakového apardtu, kardiovaskularnich onemocnéni
a nékterych typa rakoviny.

Betakaroten se prirozené vyskytuje v ovoci, zeleniné a rostlinach. Pro podporu
organismu a dostatecnou prevenci vyse zminénych onemocnéni by vsak pfijem
betakarotenu potravou vyZadoval konzumaci velkého mnozstvi ovoce a zeleniny.
Proto je betakaroten obsazen vfadé potravnich doplnk( dostupnych v lékarnach.
ProtoZe vsak karotenoidy nejsou soucasti registrovanych |éCivych pripravkl, neni
nad témito potravnimi dopliky stanoven zadny zplsob kontroly, a proto vyrobcem
deklarovany obsah betakarotenu neni garantovdn 7adnou autoritou, napf. SUKL,
a nemusi odpovidat skute¢nému obsahu.

Mezi analytickymi metodami stanoveni karotenoidd se v poslednich letech stéle
vice prosazuje metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). DUvodem jsou
soucasné kvalitativni a kvantitativni hodnoceni, minimalni potreba vzorku, rychlost

analyzy a moZnost automatizace [1, 2, 3, 4, 5, 6, 7].



2 Cil a zadani diplomové prace

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout, optimalizovat a validovat HPLC
metodu pro stanoveni betakarotenu v potravnich doplicich  dostupnych
v Ceské republice. Bylo nutné vyzkouset nékolik chromatografickych kolon, rfizna
slozeni mobilni faze a nékolik pritokovych rychlosti. Pfi hledani optimalnich podminek
byl dliraz kladen na retencni cas betakarotenu, Sitku a symetrii jeho piku
na chromatogramu.

Cilem a zadanim diplomové prace bylo pomoci vyvinuté a validované HPLC
metody ovéfit dlvéryhodnost vybranych potravnich doplikd, tedy zda vyrobcem

deklarované mnozstvi betakarotenu odpovida jeho skute¢nému obsahu v ptipravcich.

10



3 Teoreticka cast

3.1 Karotenoidy

Karotenoidy jsou rostlinnd barviva, kterad patfi do skupiny tetraterpent. Jejich
zakladni struktura je tvofena pomoci izoprenovych jednotek (Obrazek 1), obsahuji osm
izoprenovych jednotek a tedy 40 uhlikovych atomd v molekule. Maji spole¢ny sumarni
vzorec C4oHse @ jsou syntetizovany rostlinami, nikoliv vSak Zivocichy. Tyto latky maji
konjugovany systém dvojnych vazeb, vétSinou v all-trans konfiguraci. Konjugovany
fetézec umoznuje karotenoidim absorbovat svétlo ve viditelné oblasti spektra,
a proto jsou tyto slouceniny barevné.

Tvoti skupinu Zlutych, oranzovych a ¢ervenych barviv, které ve fotosyntetickych
organismech, nejvice pak u fléry, hraji dlleZitou roli pfi fotosyntetické reakci. Podileji
se na prenosu energie, kterou absorbuji z chlorofylu a chrani rostlinné tkang,
protoZze pomahaji absorbovat energii ze singletového kysliku, excitované formy
molekuly kysliku, ktera vznika v pribéhu fotosyntézy.

Zivocisné tkané obsahuji karotenoidy také, ale ty jsou pFijimany vyhradné
rostlinnou potravou (Zivocisné organismy nejsou schopny jejich syntézy) a jako zdsobni
latky ukladany do tukové tkané, napt. vajecny Zloutek, jatra, pigment sitnice oka.

V organismech, které nejsou schopné fotosyntézy, maji karotenoidy mnoho
fyziologickych funkci. Nékteré jsou prekurzory vitaminu A, ktery je nezbytny
pro spravnou funkci sitnice, kQize a sliznic. Jeho nedostatek se projevuje Serosleposti,
suchou kaZi apod. Karotenoidy podporuji imunitni systém, maji antioxidacni ucinky
(zamezuiji v organismu fetézovym oxidacnim pochodiim, které vedou ke vzniku riznych
chorob, starnuti atd.), slouzi jako filtry UV zéafeni, Ucastni se procesl v organismu
jako moduldtory metabolismu karcinogenll, reguldatory bunécné proliferace
a diferenciace a stimulatory komunikace mezi burikami. Pfijem karotenoidl snizuje
riziko kardiovaskularnich onemocnéni a nékterych nadorovych onemocnéni,

napf. rakoviny tlustého streva.
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Existuje okolo 600 znamych karotenoid(. Déli se do dvou skupin, a to karotend,
bezkyslikatych sloucenin, které v molekule maji jeden nebo dva cyklohexanové kruhy
spojené konjugovanym uhlovodikovym fetézcem, a xantofyll, kyslikatych sloucenin,
které v molekule obsahuji hydroxylové skupiny a jedna se o alkoholy nebo dioly.

Karotenoidy jsou prevaziné latky lipofilni, rozpustné v nékterych organickych
rozpoustédlech (chloroform, hexan, petrolether), nerozpustné ve vodé a omezené

v etanolu [1, 3, 8, 10].

Obradzek 1: Izoprenovad jednotka

——H,C CHy1—

HaC H  |n

3.2 Betakaroten

3.2.1 Struktura, chemické a fyzikalni vlastnosti

Karotenoid B-karoten patfi do skupiny karoten(. Je tvofen osmi izoprenovymi
jednotkami, které jsou na kaidém konci cyklizovdny. Chemickd struktura vypada

nasledovné:

Obrdzek 2: Strukturni vzorec 8-karotenu

Jako uhlovodik, ktery neobsahuje zadny kyslik, je B-karoten rozpustny v tucich,
nékterych organickych rozpoustédlech a nerozpustny ve vodé. Jeho molekula
je lipofilni (v kontrastu s ostatnimi karotenoidy, napf. xantofyly, které jsou
o néco méné hydrofobni) [1].
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Tabulka 1: Charakterizace betakarotenu [1]

Betakaroten

-ﬁf fﬁfﬁ»ﬁfﬁ-##f‘*ﬂrﬁﬁ

Identifikace

CAS dislo 7235-40-7
PubChem 5280489
Vlastnosti

Molekulovy vzorec CaoHse
Molarni hmotnost 536.87 g.mol™*

Rozsah barev ve volné L L.
Svétle Zluty aZ svétle oranzovy

formé
Hustota 0.941 + 0.06 g/cm3
Bod tani 180-182 °C
Nerozpustny ve studené i teplé vodé;
rozpustny v diethyléteru, acetonu,
Rozpustnost

benzenu, chloroformu; neparné
rozpustny v metanolu; rozpustny
v tucich

Plati pro standardni podminky (25 °C, 100 kPa)

13



http://en.wikipedia.org/wiki/CAS_registry_number
http://www.commonchemistry.org/ChemicalDetail.aspx?ref=7235-40-7
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Konjugovany fetézec umoziiuje karotenoidim absorbovat svétlo ve viditelné
oblasti spektra, coz zplUsobuje jejich zbarveni. V grafu zavislosti absorbance na vinové
délce pod timto odstavcem muUZeme pozorovat, Ze B-karoten nejvice absorbuje
v rozmezi vinovych délek 400-500 nm, coZ je zeleno-modra ¢ast spektra. B-karoten

se jevi jako oranzovy, protoze se ¢ervenad a zlutd barva odrazi zpét k nam [1, 5].

Obrazek 3: Absorbcni spektrum B8-karotenu [5]

Abzorption spectrum of beta-carctenes

Ahsarbance

I I T T
200 300 400 200 GO0

Wigvelenoth £ nm

3.2.2 Biologické hledisko, funkce v organismu

B-karoten je prekurzorem vitaminu A. Je v téle preménovan na retinol (vitamin
A), ktery je nezbytny pro spravnou funkci sitnice, kliZze a sliznic. Pfijimani nadmérného
nehrozi u néj predavkovani jako u vitaminu A, protoZe télo si z ného vytvofri
jen potifebné mnoiZstvi vitaminu A. Presto lidé, ktefi pfijimaji nadmérné mnoZstvi
B-karotenu casto trpi vedlejSimi ucinky. Projevuje se to Zlutymi skvrnami na k{Zi
(karotenodermii) zpUsobenymi ukldddnim karotenoidd do nejsvrchnéjSich vrstev
epidermis.

B-karoten je dulezity pfi obrané organismu proti nadordm, infekénim chorobam
(zvySuje funkénost naseho imunitniho systému), dné a prekyseleni organismu. Chrani
rostlinné a ZivocisSné burnky (nejvice sliznice a k0zi) pred destruktivnimi acinky
UV zafeni. Jako antioxidant pomaha deaktivovat pro nase télo Skodlivé volné radikaly,

nestabilni molekuly, které vznikaji v disledku ,,spalovani” kysliku bunkami pro ziskani
14



energie. Volné radikaly mohou poskodit zakladni struktury bunék, mohou byt jednim
z faktora pfispivajicich ke wvzniku chronickych onemocnéni (nejcastéji rakovina
a srdecni choroby) a urychluji proces starnuti.

Neni stanovend doporucend denni ddvka ani bezpeénd nejvy$si davka
B-karotenu.

Nékteré vyzkumy poukazuji na to, Ze by B-karoten mohl sniZovat riziko
onemocnéni rakovinou a dalSimi chorobami. Pak se ale objevily dvé studie,
které dolozily, Ze B-karoten v potravinovych doplncich pres své nesporné kvality mlze
zpUsobit také vaina poskozeni, predevsim u kurdk(. Studie CARET (cely origindini
nazev zni Beta Carotene and Retinol Efficacy Trial) testovala vlivy konzumovani
B-karotenu a vitaminu A z potravinovych doplikd na zdravotni stav lidi, ktefi byli
ve vysokém riziku onemocnéni rakovinou plic — u kuraku, lidi, ktefi prestali koufit a lidi
pracujicich v azbestovém primyslu. Studie byla pozastavena ve chvili, kdy se védci
presvédcili, Ze ti, kdo konzumuji B-karoten (ani nemuselo jit o velké davky, pouze
30mg/den) maji skutecné vétsi umrtnost a pravdépodobnost onemocnéni rakovinou
plic nez ti, kdo berou placebo.

Nelze predpokladat, Ze B-karoten a dalsSi antioxidanty v potravinovych doplncich
jsou prospésné nebo dokonce neskodné. Nedoporucuje se brat B-karoten v kapslich,
zvlasté pokud byl ¢lovék kufdk ¢i dokonce stale kouti. B-karoten je obsazen v zeleniné

a ovoci a je prospésny, pokud je pfijiman v této potravé [1].

3.2.3 Metabolismus

Metabolismus retinoidl zahrnuje vSechny jejich chemické premény, transport
po organismu a pusobeni na bunku.

Vstfebané  karotenoidy jsou  oxidativné  Stépeny  B-karoten-15,15'-
monooxygenasou. Vznikaji dvé molekuly retinalu (aldehydu). Ve stfevni sliznici
je redukovan retinaldehydreduktasou a NADPH na retinol, ktery je esterifikovan. Estery
retinolu jsou ze stfeva transportovany v chylomikronech pres lymfaticky systém
do krevniho obéhu. Zde se z nich stavaji chylomikronremnanty, které jsou i s retinolem

v nich obsazeném vychytavany jatry. V jatrech je vitamin A ukldddn do zasoby
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jako ester v lipocytech (perisinusoiddlnich hvézdicovitych burkach) pravdépodobné
jako lipoglykoproteinovy komplex.

Retinol muze byt mobilizovdn a transportovdn zjater ve formé konjugatu
s bilkovinou retinol-binding-protein (RBP). Kyselina retinova je transportovdna
v plazmé navdzand na albumin. Mimo jatra je retinol v bunikdch vazan na bilkovinu
prendsejici retinol v burice (CRBP).

Toxicita vitaminu A se projevi po vyCerpani kapacity vazebnych bilkovin, buriky

jsou vystaveny plsobeni nenavazaného retinolu [1].

Obrazek 4: Schéma metabolickych drah retinoidu [1]

(RE = Retinyl estery, R = Retinol, RBP = Retinol-binding-protein,
CRBP Il = Cell-retinol-binding-protein Il, CRBP | = Cell-retinol-binding-protein I,
TTR-T4 = Komplex transportniho proteinu transthyretinu a thyroidniho hormonu T4)
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3.3 Chromatografie

Chromatografie jako separaéni metoda je jedna z dominantnich separacnich

technik rutinné vyuzivanych ve vsech typech analytickych laboratofi [1].

3.3.1 Rozdéleni chromatografickych metod

Chromatografické metody Ize délit dle nékolika hledisek:

»princip separace (adsorpéni, rozdélovaci, iontovyménna, gelovda, afinitni,
chiralni);

»zpusob vyvijeni (elu¢ni, frontalni, vytésnovaci);

»skupenstvi mobilni a stacionarni faze (kapalina-pevna latka, plyn-kapalina,
plyn-pevna latka;

»technika (sloupcova (kolonova), papirova, na tenké vrstvé).

V adsorpcni kapalinové chromatografii se dale pouzZiva rozdéleni podle polarity
fazi.

Pfi chromatografii na normalnich fazich je stacionarni faze silné polarni
(napt. silikagel) a mobilni faze je nepolarni (hexan, chloroform). Polarni latky jsou takto
zadrZovany na poldrnim povrchu stacionarni faze déle nez latky nepolarni.

Naopak chromatografie na reverznich fazich pouzivd nepoldrni stacionarni fazi
(hydrofobni modifikace napf. silikagelu jako je C18 nebo C8) a mobilni fazi je polarni
kapalina (napf. smési vody, acetonitrilu nebo/a methanolu). V tomto usporadani

kapalinové chromatografie dochazi k silné retenci nepoldrnich latek [1].

3.3.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Hlavnimi vyhodami HPLC jsou jeji schopnost separovat, identifikovat (vyuziti
standardu ¢i vhodného detektoru) a kvantifikovat latky rlzného koncentraéniho
rozmezi, polarity i tékavosti b&€hem jedné analyzy s vysokou citlivosti a mozZnosti
automatizace.

Pro stanoveni karotenoidul se v soucasnosti uziva raznych modifikaci separacnich

postupli s vyuzitim instrumentace HPLC po predchozi extrakci ze vzorku.
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V literature jiz bylo popsdno mnoho metod, které jsou vhodné pro rutinni analyzy, a

které byly i vhodné validovany. K detekci se ¢asto uZivaji univerzalni UV detektory [1].

3.3.2.1 Princip HPLC

Chromatograficky proces mulze byt definovan jako separacni proces,
pfi némZ dochdzi k prenosu hmoty mezi stacionarni a mobilni fazi. Kapalinova
chromatografie vyuziva k separaci sloZzek smési pevnou stacionarni fazi (analyticka
kolona naplnéna sorbentem) a kapalnou mobilni fazi (smés rozpoustédel pfislusné
polarity).

Na chromatografické koloné dochazi k déleni smési na jednotlivé slozky. Mira
rozdéleni zavisi na rozsahu interakci jednotlivych slozek se stacionarni fazi. Stacionarni
faze je definovana jako nepohyblivy materiadl naplnény do chromatografické kolony.
Interakce analytu s mobilni a stacionarni fazi mutze byt ovliviiovana zménami ve sloZeni

jak mobilni faze, tak pouzitim rdznych typl stacionarnich fazi.

Interakce, které se uplatiuji pfi chromatografickém procesu:
» dipdl-indukovany dipdl;

» dipdl-dipadl;

» hydrofobni interakce (van der Waalsovy sily);

» vodikova vazba;

» elektrostaticka interakce.

Mobilni faze je tvofena jednim nebo vice rozpoustédly (jednoslozkova,
viceslozkovd). Pomér a zastoupeni mobilnich fazi miZzeme béhem analyzy ménit
podle toho, zda se jedna o eluci gradientovou ¢i izokratickou. Gradientova eluce
umoziuje zkraceni ¢asu analyzy, zlepSuje rozdéleni slozitéjSich smési a zvysSuje citlivost
analyzy.

StéZejnim prvkem kazdé HPLC metody je kolona, kterd ovliviiuje jeji selektivitu
a ucinnost. HPLC kolony jsou konstruovany jako trubice (ocelové, sklenéné,

ze syntetickych polymert). Staciondrni faze je tvorena fixnim materidlem
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(nejcastéji silikagelem) uvnitf kolony. Pro ucinné déleni je rozhodujici kvalita sorbetu,

jeho velikost a stejnomérnost ¢astic, ale i tvar, porozita a struktura [1].

3.3.2.2 Instrumentace HPLC

HPLC sestava pro chromatografickou analyzu se obecné sklada ze zasobnikl
mobilnich fazi, odplyfiovaciho zafizeni, ¢erpadla, smésovaciho zatizeni, davkovaciho
zatizeni, chromatografické kolony (popf. predklony), detektoru a vyhodnocovaciho

zafizeni [1, 9].

Obrazek 5: Schéma kapalinového chromatografu [9]

Cerpadlo davkovaci
zafizeni

fizeni slozeni

mobilni faze
vzorek
smésovaci
zafizeni :
zasobniky & vyhodnocovaci
mobilni faze zafizeni

detektor | ._-l TN

3.3.2.3 Charakteristiky HPLC procesu

Pti béZné chromatografii protéka mobilni faze stalou rychlosti. Od vneseni urcité
latky na kolonu do okamiZiku, kdy kolonu opusti a projevi se signdlem detektoru,
uplyne urcity cas zavisly na retenci latky v daném chromatografickém systému
a tedy na jejim druhu (kvalité). ProtoZe tento ¢as charakterizuje retenci, zadrzovani
latky v koloné (a tim soucasné i snadnost jeji eluce z kolony), oznacuje se jako retencni
nebo elucni ¢as tg. K eluci latky je zapotfebi, aby kolonou protekl uréity objem mobilni
faze. Také ten muaze latku charakterizovat jako tzv. retencéni nebo elu¢ni objem Vk.

Proto Ize eluci popisovat zcela rovnocenné jako €asovou nebo objemovou zavislost.
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Pokud detektorem protékad Cista mobilni faze (eluent), registruje zapisovac zakladni linii
rovnobéZznou s osou x. Prlchod zoény eluované latky detektorem vyvold narust
a opétny pokles signalu detektoru a tomu odpovidajici maximum na chromatogramu,
oznacované jako ,pik".

Pokud by latka nebyla vibec sorbovand na stacionarni fazi a postupovala
kolonou stejné rychle jako sama mobilni faze, potom se jeji retencni ¢as oznacuje
jako ,,mrtvy cas" ty. Pomér mrtvého retencniho casu a retenéniho casu latky A
se oznacuje jako retenéni faktor R (mGze mit hodnotu 0 az 1):ty / tr = R.

Pro chromatografickou separaci je ucelné, aby R nevybocovalo z rozsahu
asi0,2 az 0,8.

Prabéh piku predstavuje koncentracni profil zony. Proto je plocha vymezena
pikem nad zakladni linii (,plocha piku") Umérna mnozstvi latky v zéné a je zakladnim
udajem pro kvantitativni analyzu. Méreni plochy piku na chromatogramu se provadi
jako soucin jeho vysky a sitky v polovi¢ni vysce. U ostrych tUzkych pik( je méreni Sitky
nepresné. Proto se jejich plocha nahrazuje snadno zméfitelnou vyskou.

Na zakladé zjisténych ploch pikll se obsah latky ve vzorku urcuje vidy relativné,
tedy s pouzitim standardu.

Pfi metodé vnéjSiho standardu je nezbytné davkovat do kolony presné
definované mnoiZstvi vzorku. Plocha piku latky ve vzorku se srovnava s plochou piku
standardu analyzovaného za zcela stejnych podminek. Pro sériova stanoveni je ucelné
i pofizeni kalibracni zavislosti s pouZitim nékolika standard(. Vyhodou metody je,
Ze vzorek i standard jsou jedna a taZ latka, nevyhodou je pak nezbytnost presného
davkovani, které mize byt dokonce hlavnim zdrojem chyb.

Mezi hlavni vyhody metody vnitfniho standardu patti eliminace mozné chyby
pfi pfipravé vzorku a jeho davkovani na kolonu. Jedna se o latku majici podobné
fyzikalni a chemické vlastnosti jako analyt, ktera se eluuje v jiném misté nez analyty.
Pokud je analyzovan biologicky material, nemél by se wvnitfni standard
pfed jeho pfidanim v materidlu vyskytovat. Koncentrace vnitfniho standardu

by se méla pohybovat ve stejném rozmezi jako analyt [1].
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3.4 Zachazeni se vzorky

Charakteristickd struktura karotenoidl se systémem konjugovanych dvojnych
vazeb souvisi s problémy, které se objevuji pti praci a manipulaci se vzorky. Nejvétsim
problémem je citlivost karotenoid( na svétlo, teplotu a pritomnost kysliku. Také kyselé
nebo zasadité prostiedi mlzZe byt pfi¢inou jejich nestability. Tyto faktory mohou vést
k degradaci nebo transformaci karotenoidld, a tim ke zménam jejich zastoupeni
ve vzorcich.

Z tohoto dlvodu je nezbytné fidit se opatfenimi, které témto neziadoucim
zméndm zabrani. Mezi takova opatieni popsand v literature patfi naptiklad pridavek
antioxidantll, vyuZziti rotacni vakuové odparky nebo odparovani pod proudem dusiku,

skladovani v temnu, pod dusikem ¢i argonem, pfi teploté okolo -20 °C [25].

3.5 Validace analytické metody

Validace je procedura, jejimz cilem je demonstrovat a dokumentovat kvalitu
analytické metody ustanovenim definovanych kritérii a mérenim hodnot téchto kriterii.
Validace slouzi k prokazani spolehlivosti analytické metody a k ovéreni platnosti

zvoleného analytického postupu [36].
3.5.1 Test vhodnosti chromatografického systému

Test zplsobilosti systému predstavuje nedilnou soucdst metody a slouzi

k zajisténi pfimérené ucinnosti chromatografického systému [17].
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3.5.1.1 U&innost chromatografického systému — zdanlivy pocet teoretickych
pater

Ucinnost kolony (zddnlivd) maze byt vypoétena jako zdanlivy pocet teoretickych
pater N podle vzorce, vnémZ musi byt vyjadieny hodnoty tg a wy ve stejnych

jednotkdch (¢asu, objemu nebo vzdalenosti):

2
t
N=5,54-< R) kde:
Wi/2

tr je retencni ¢as (nebo objem);

W12 je Sitka piku v poloviné jeho vysky.

Zdanlivy pocet teoretickych pater se méni se stanovovanou slozkou, kolonou

a reten¢nim ¢asem. Ucinnost kolony roste s po¢tem teoretickych pater N [9, 17].

3.5.1.2 Faktor symetrie chromatografickych pika

Faktor symetrie piku As (faktor chvostovani piku) se vypocita podle vzorce:

Wo,05
As = , kde:
2d
Wo,05 je Sirka piku ve vzddlenosti 5 % vysky piku;
d je vzdalenost mezi kolmici spusténou zvrcholu piku

a vzestupnou ¢asti piku v 5 % jeho vysky.

Hodnota faktoru symetrie 1,0 znaci Uplnou (idealni) symetrii piku. Hodnoty
faktoru symetrie vétsi nez 1,0 znamenaji ,tailing” (chvostovani), hodnoty mensi
nez 1,0 znamenaji ,fronting” (frontovani) piku. ZvySovanim asymetrie piku roste

moznost chyby pfi vypoctu plochy piku [17].
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3.5.2 Linearita

Linearita je chapana jako pfimkovd zdavislost mezi dvéma nahodnymi
proménnymi, tj. odezvou instrumentace (analytickym signdlem) a koncentraci analytu
[11].

Pro provedeni testu linearity je doporuceno proméfit minimalné 5 — 6 rliznych
koncentraci modelového vzorku. Linearita vzdjemné zdvislosti dvou ndhodnych
proménnych se charakterizuje metodou linedrni regrese (korelaéni koeficient,
smérnice kalibraéni kfivky — regresni koeficient). Cim vice se hodnoty korelaéniho

koeficientu blizi jedné, tim je zavislost obou proménnych linearnéjsi [16].

3.5.3 Spravnost

Spravnost metody je definovana jako tésnost shody ziskanych vysledk( méreni
a skutecné hodnoty mérené veli¢iny, prijaté referen¢ni hodnoty. Jednd
se tedy o statisticky vyznamnou rozdilnost mezi ziskanou a skutecnou hodnotou.
Pro hodnoceni spravnosti se musi brat primér vice stanoveni, protoZe jednotliva
hodnota muZe byt zatizena nahodnou chybou. Dohodnutd referencéni hodnota
zastupuje skutecnou hodnotu, ktera je ve skutecnosti vidy neznama. Ziskava se pomoci
referencnich metod, nejlépe ve velkém poctu rlznych laboratofi. Spravnost
Ize vyhodnotit aplikaci metody na referencni materidl o znamé Cistoté nebo srovnanim
vysledkl s jinou validovanou metodou. Spravnost lze prokazat aplikaci metody
na placebo s pridavkem stanovované latky, resp. metodou standardniho pridavku
stanovované latky k pfipravku.

Dnes se v klinickych oborech misto terminu spravnost pouZiva spiSe termin
pravdivost. Sprdvnosti se mini kombinace presnosti a pravdivosti. Matematicky
se spravnost vyjadfuje celkovou chybou meéreni, kterd se rovna souctu nahodné
a systematické chyby. Pravdivost metody je dana velikosti systematické chyby,
kterd odchyluje vysledek vidy jednim smérem (pozitivni a negativni systematicka
chyba). MlzZeme se setkat s konstantni slozkou systematické chyby (vysledek je u rlizné
koncentrace odchylen vidy o stejnou hodnotu) a s proporcionalni slozkou (vysledek

se od skute¢né hodnoty lisi vZdy o stejny ndsobek).
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Spravnost se vyjadfuje jako rozdil hodnot, nebo jako vytéZnost (Recovery; R;),
ktera uddvd pomér koncentrace analytu ziskané danou analytickou metodou a pfijaté

referen¢ni hodnoty v procentech:

Ci
Ri=100 - —, kde:

Co
Ci je koncentrace stanovena pomoci HPLC;
Co je vloZzena koncentrace [12, 13, 14, 16].

3.5.4 Pfesnost

Pfesnost metody je definovana jako mira shody mezi vzajemné nezavislymi
vysledky ziskanymi opakovanou analyzou téhoz vzorku za predem specifikovanych
podminek. Pocet opakovani musi byt dostatecné velky, aby umoznoval statistické
vyhodnoceni. Podle podminek, za kterych stanoveni probiha, rozliSujeme:

»Opakovatelnost (analyzy se provadéji vSechny najednou, na témze zafizeni
s touz obsluhou; pouzZiva se proto oznaceni presnost v sérii; tato analyticka vlastnost
charakterizuje metodu a preciznost jejiho provedeni v laboratofi);

»Reprodukovatelnost (stanoveni se provadi postupné, napf. jednou denné,
na témze zafizeni, pfipadné i rGznymi pracovniky; tim je charakterizovdna stabilita
metody a jejiho provadéni béhem celé doby pouZivani hovofi se o pfesnosti v ¢ase);

»Mezilaboratorni reprodukovatelnost (méreni se provadi na rliznych zafizenich,
s rznou obsluhou, na rliznych mistech a zajiStuje srovnani Urovné presnosti v raznych
laboratofich).

Pfesnost zavisi pouze na rozdéleni ndhodnych chyb, které neni moiné zcela
eliminovat, a nemd vztah k pravé hodnoté. Nahodné kolisani cinnosti pfistroju,
pomlcek, teplot atd. vidy zpUsobuje, Ze vysledky opakovanych analyz
jsou rovnomérné rozptyleny kolem primérné hodnoty, ptfiCemz cetnost jednotlivych
vysledk( vykazuje normalni rozloZeni (Gaussova kfivka). Mirou rozptylu vysledkd, tedy
nepresnosti, je smérodatna odchylka (SD). Nizsi hodnota smérodatné odchylky (uzsi
a vysSi Gaussova krivka) ukazuje na vysSi presnost metody a naopak. Smérodatnd
odchylka je vyjadfovana ve stejnych jednotkach jako mérena veli¢ina. Zavisi na mérené
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hodnoté, proto se obvykle pocitd tzv. relativni smérodatna odchylka (RSD)

vyjadfovana vétsinou v procentech [12, 13].

3.5.5 Opakovatelnost

Opakovatelnost metody je definovana jako tésnost shody vysledk( ziskanych
za podminek pouziti téze zkusebni metody na identickém materialu, v téze laboratofi,
tymz pracovnikem, za pouziti tychZ nastroji a zafizeni, béhem kratkého casového
rozmezi.

Kritériem opakovatelnosti je relativni smérodatnad odchylka (RSD), tedy pomér
mezi smeérodatnou odchylkou a stfedni hodnotou souboru naslednych méreni

vyjadreny v procentech:

100 |YX(vi—y)?
RSD [%] = — ¥i~y) , kde:
n—1
Vi jsou jednotlivé hodnoty vyjadiené jako plocha piku, vyska piku

nebo pomeér ploch u metody vnitiniho standardu;

je pramér jednotlivych hodnot;

<I

je pocet jednotlivych hodnot [14, 16].

3.5.6 Robustnost

Robustnost analytické metody Ize chapat dvojim zplsobem:

»jako toleranci metody k malym zamérnym zméndm parametru;

»jako stupen reprodukovatelnosti vysledkld analyz téhoz vzorku pfi zméné
vnéjsich podminek.

Zména podminek muZe nastat pro pfipad mezilaboratornich zkousek (jina
laboratof, analytik, instrument, rizné Sarze reagencii = RUGGEDNESS) nebo zménou
podminek v jedné laboratofi (teplota, koncentrace, doba extrakce = ROBUSTNESS).
Takto definovana robustnost mUiZze byt stanovena porovnanim analyz pred a po zméné
vnéjSich podminek v ramci validace presnosti. Aby bylo moZzno metodu prohlasit za

dostate¢né robustni, nesmi stfedni hodnoty soubor(i analyz ziskanych v ramci

25



stanoveni opakovatelnosti a reprodukovatelnosti prekrocit predem dana kritéria,
nastavena podle ucelu pouziti metody [14, 15].

Vysledkem ovéreni robustnosti metody neni zavér, Zze metoda je robustni
nebo nerobustni, ale vysledkem ovéfeni robustnosti je informace, jaké parametry
metody jsou kritické a vyzaduji peclivou kontrolu.

Robustnost metody je takovd vlastnost metody, kdy malou zménou jejich
parametru, poskytuje metoda porad spravné a presné vysledky.

Robustnost poskytuje informaci o spolehlivosti analytického postupu béhem
béZiného pouzivani. Typickymi zménami parametr( kapalinové chromatografie
jsou zména pH, zména kolony, zména slozZeni a rychlosti pratoku mobilni faze, zména

teploty [15, 16].

3.5.7 Stabilita

Casto je pri analyze nezbytna dostate¢nd stabilita vzork(, standardd, reagencii
a mobilni faze, protoze se pocita s analyzou pres noc s vyuzZitim autosampleru
nebo s ¢asovymi ztrdtami danymi poruchou pfistroje.

Vzorky a standardy by meély byt znovu testovany po nejméné 24 hodinach
(dle potreby), a stanoveny obsah sloZzek by mél byt srovnan s Cerstvé pripravenymi
standardy. Kritériem stability po 24 hodinach za definovanych skladovacich podminek
je maximalné 2% zména v odpovédi standardu nebo vzorku, vztazend k Cerstvé
pfipravenym standardiim, vzorkdm.

Pokud roztok neni stabilni za pokojové teploty, pak snizeni teploty na 2 — 8 °C

mUze zlepsit stabilitu vzork( a standard( [16, 26].
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3.6 Moznosti stanoveni B-karotenu pomoci HPLC

Pro stanoveni karotenoid(l se v soucasnosti uziva riznych modifikaci separacnich
postuplli s vyuzZitim instrumentace vysokoucinné kapalinové chromatografie
po predchozi extrakci ze vzorku. V literature jiz bylo popsano mnoho metod, které jsou
vhodné pro rutinni analyzy, a které byly i vhodné validovany. K detekci se ¢asto uzivaji
univerzalni UV/Vis detektory [1].

V Tabulce 2 jsou uvedeny metody stanoveni B-karotenu pomoci HPLC nalezené
v ¢lancich publikovanych v odborné literature. VétSina metod shrnutych v nasledujici
tabulce nevyuzivd jako zdroj B-karotenu tobolky nebo tablety, ale ptirodni zdroje
(ovoce, zelenina, lidska plazma ¢i sérum, atd.). Uvedené metody se také vidy netykaji
pouze B-karotenu, ale i ostatnich karotenoidd, které se v pfirodnich zdrojich vyskytuji
vétsinou spolecné.

Sir§i problematikou tykajici se moznosti stanoveni B-karotenu HPLC metodou
se zabyva bakalarskd prace Analytické mozZnosti stanoveni luteinu, betakarotenu

a zeaxanthinu v potravindch ([1]).
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Tabulka 2: HPLC metody pro stanoveni 8-karotenu - stru¢nd reserse

Chromatograficka Mobilni faze Prutok Detekce Analyzovany vzorek Poznamka Citace
kolona [ml/min]
gradient
YMC C30 RP (A) MeOH/ACN/H,0 1 UV/Vis kofenové hlizy [18]
(250 x 4,6 mm; 5 um) (84/14/2) 450 nm Povijnice jedlé
(B) dichlormethan
linearni gradient
Tracer Extrasil ODS-2 (A) MeOH 2 UV/Vis olivovy olej [19]
(150 x 4 mm; 5 um) (B) Milli-Q voda (DAD)
(C) butanol
Inertsil ODS 80A ACN/Et OH 1,6 UV/Vis emulgované provedena SPE [20]
(150 x 4,6 mm; 5 pum) (70/30) 450 nm potravni doplriky
VYDAC 218TP54 C18 MeOH/THF 1 TLS potravni dopliiky [21]
(250 x 4,6 mm; 5 pum) (90/10) s rybim olejem




Chromatograficka Mobilni faze Prutok Detekce Analyzovany vzorek Poznamka Citace
kolona [ml/min]
Diamonsil C18 ACN/dichlormethan
(250 x 4,6 mm; 5 pm) (75/25)
Spherisorb ODS2 ACN/MeOH/dichlormethan
(150 x 4,6 mm; 3 um) (71/22/7) 1,5 UV/Vis plisenl Blakeslea vnitfni standard [22]
Diamonsil C18 ACN/dichlormethan 450 nm trispora sudan |
(150 x 4,6 mm; 5 um) (75/25)
Shim-pack CLC-C8 ACN/MeOH/chloroform
(150 x 4,6 mm; 5 um) (47/47/6)
gradient
(A) ACN/MeOH jahody, maliny,
Prevail C18 RP (95/5) 1 UV/Vis ostruziny, bortvky, [23]
(150x 4,6 mm; 5 um) | (B) ACN/MeOH/ethylacectat 450 nm cerny rybiz, cerveny
(60/20/20) rybiz
+ 0,1 % BHT, 0,05 % TEA
linearni gradient
YMC C30 RP (A) MeOH/MTBE/H,0
(250 x 4,6 mm; 5 pm) (81/15/4) 1 UV/Vis ATBC napoje [24]
(B) MTBE/MeOH/H,0 450 nm
(90/6/4)
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4 Experimentalni cast

4.1 Material, pristroje a pomucky

4.1.1 Standardy

Betakaroten 97,0 % (Sigma Aldrich)

4.1.2 Testované potravinové dopliky

Betakaroten Farmax

GS Betakaroten FORTE (GreenSwan pharmaceuticals)
Walmark Betakaroten

Bioaktivni karoten (Pharma Nord Denmark)

Beta karoten Max

BETAVID + LUTEIN (Naturvita)

Karovit (Vitabalans Oy)

SELZINK PLUS (PRO.MED.CS)

Pupalkovy olej (Aromatica)

4.1.3 Chemikalie

Methanol CHROMALSOLYV for HPLC (Sigma Aldrich)

Tetrahydrofuran CHROMALSOLYV for HPLC, gradient grade (Sigma Aldrich)
Acetonitril CHROMALSOLYV for HPLC, gradient grade (Sigma Aldrich)
Chloroform p.a. stabilizovany v 1% ethylalkoholu (PENTA)

Hydroxid draselny (Lachema)

Ultradista voda
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4.1.4 Pristroje, podminky separace

Chromatograficky systém:
Chromatografickd sestava:
Detektor:

Pumpy:

Degasser:

Autosampler:

Termostat:

Komunikacni modul:

Kolony:

Shimadzu 20AD Prominence Liquid Chromatograph
SPD-M20A DAD

3x pumpa LC-20AD

GU-20A5

SIL-20AC

CTO-20AC

CBM-20A

»Ascentis® Express C18; 3 cm x 4,6 mm; 2,7 um (Supelco
Analytical)

»Ascentis® Express RP-Amide; 3 cm x 4,6 mm;
2,7 um (Supelco Analytical)

»Discovery® HS C18; 15 cm x 4,6 mm; 5 um (Supelco
Analytical)

»Discovery® HS C18; 10 cm x 4,6 mm; 5 um (Supelco
Analytical)

»Discovery® HS F5; 10 cm x 4 mm; 3 um (Supelco
Analytical)

»Chromolith® Performance C18; 100 x 4,6 mm (Merck)
»Chromolith® Performance RP-18e; 100 x 3 mm (Merck)
»Luna 3u Phenyl Hexyl; 150 x 4,6 mm; 3 um
(Phenomenex®)

»Zorbax® SB-C18 ; 4,6 x 50 mm; 1,8 um (Agilent
Technologies)

»wZorbax® SB-PHENYL; Rapid resolution®;
4,6 cm x 75 mm; 3,5 um (Agilent Technologies)
»Zorbax® TMS; 4,6 mm x 250 mm; 5 um (Agilent

Technologies)
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Davkovani: 3ul

Detekce: 450 nm

Mobilni faze: »methanol
»methanol/tetrahydrofuran
»methanol/voda
»acetonitril
»acetonitril/tetrahydrofuran
»acetonitril/metanol

Pratokova rychlost: 1,0 — 2,0 ml/min

Vyhodnoceni: chromatograficky software LC Solution

4.1.5 Pomucky

PTFE filtry o velikost pért 0,45 pum

Analytické vahy (Sartorius analytic)

Ultrazvukova lazen (BANDELIN SONOREX RK100)
Trepacka (Memmert)

Pipety (BRAND)

Byreta (50 ml)

Tteci miska s tlouckem

BéZné laboratorni sklo a pomucky

4.2 Priprava standardnich roztoku B-karotenu

4.2.1 Priprava zasobniho a pracovniho roztoku pro optimalizaci

metody

Zasobni roztok (c = 2000 mg/l) byl pfipraven rozpusténim navazky 50,00 mg
B-karotenu v chloroformu a doplnénim chloroformem na objem 25,00 ml v odmérné
barice. Tento roztok byl uchovavan pfi -18 °C, aby se predeslo oxidaénim zménam
latky.
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Pracovni roztok (c = 100 mg/l) byl pfipraven nafedénim 0,50 ml zasobniho
roztoku chloroformem na objem 10,00 ml v odmérné bance. Tento pracovni roztok
byl pouzit pro optimalizaci chromatografickych podminek a byl pfipravovan kazdy den

Cerstvy.

4.2.2 Priprava zasobniho a pracovnich roztokl pro validaci metody

Zasobni roztok (c = 2000 mg/l) byl pfipraven rozpusténim navazky 50,00 mg
B-karotenu v chloroformu a doplnénim chloroformem na objem 25,00 ml v odmérné
bance.

Z tohoto roztoku byly pfipraveny pfislusnym nafedénim jednotlivé pracovni

roztoky pro kalibraci v rozmezi koncentraci 20 mg/l — 200 mg/I.

Tabulka 3: Priprava pracovnich roztokd pro kalibraci

Pracovni roztok pro Koncentrace B-karotenu Objem zasobniho roztoku
kalibraci v pracovnim roztoku pro doplinény chloroformem na
kalibraci objem 10,00 ml v odmérné
[mg/1] barice
]
1 20 100
2 50 250
3 100 500
4 125 625
5 150 750
6 175 875
7 200 1000

4.2.3 Priprava pracovnich roztokli pro hodnoceni obsahu

B-karotenu v potravinovych doplncich

Pracovni roztok pro hodnoceni obsahu B-karotenu v jednotlivych potravinovych
doplicich byl pfipraven vidy Cerstvy pred vlastnim méfenim a to o pfiblizné presné
koncentraci 150 mg/l rozpusténim presné navazky PB-karotenu v chloroformu

v 50,00 ml odmérné bance a doplnénim chloroformem po rysku.
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4.3 Priprava vzorku

Extrakéni postup pro extrakci B-karotenu zjednotlivych potravnich doplnk
vychazel zrigorézni prace HPLC stanoveni luteinu, zeaxanthinu a betakarotenu
v potravnich doplricich ([3]) a byly pouze optimalizovdny mnozstvi vzorku, objemy

chloroformu a 1 M NaOH.

4.3.1 Priprava vzorka pripravki Betakaroten Farmax, Walmark

Betakaroten, Bioaktivni karoten a Beta karoten Max

K jedné tobolce pripravku umisténé v centrifugacni zkumavce bylo pridano
pfiblizné 20 ml ptiblizné 1 M NaOH. Smés byla ponofena na 20 minut do ultrazvukové
ldazné. Poté bylo pfidano 20,00 ml chloroformu a smés byla 30 minut protfepavana.
Po ustaleni rozmezi hladin dvou nemisitelnych kapalin bylo odebrano 500 pl spodni
chloroformové vrstvy do vialky. Do vialky bylo pfidano dalSich 500 ul cistého
chloroformu (fedéni 1:1). Vzorek byl ve vialce promichan a davkovan autosamplerem

do HPLC systému.

4.3.2 Priprava vzorku pripravka GS Betakaroten FORTE

Postup je totoiny s postupem v kapitole 4.3.1, s tim rozdilem, Ze v poslednich
krocich bylo odebrano pouze 250 pl spodni chloroformové vrstvy a do vialky
bylo pfiddano 750 ul ¢istého chloroformu (fedéni 1:3). Tento vzorek byl po predchozim

promichani davkovan autosamplerem do HPLC systému.

4.3.3 Priprava vzorkt pfipravka SELZINK PLUS, Karovit

V tfeci misce bylo rozdrceno a homogenizovano 5 tablet pfipravku. Z této smési
byla pfiblizné presné navazena a jako vzorek pouZita primérna hmotnost 1 tablety
uréend z navazek 10 tablet (priimérna hmotnost 1 tablety SELZINK PLUS byla 0,6725 g,
Karovit byla 0,3542 g). K navdzenému vzorku ve zkumavce bylo pfidano pfiblizné 20 ml
priblizné 1 M NaOH. Smés byla ponofena na 20 minut do ultrazvukové lazné.
Poté bylo pfiddno 20,00 ml chloroformu a smés byla 30 minut protfepdvana.

Po ustaleni rozmezi hladin dvou nemisitelnych kapalin bylo odebrdano 500 ul spodni
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chloroformové vrstvy do vialky. Do vialky bylo pfidano dalSich 500 upl cistého
chloroformu (fedéni 1:1). Vzorek byl prefiltrovan pres filtr o velikosti pérd 0,45 um

a davkovan autosamplerem do HPLC systému.

4.3.4 Priprava vzork( pripravku BETAVID + LUTEIN

V tfeci misce bylo rozdrceno a homogenizovano 5 tablet pfipravku. Z této smési
byla priblizné presné navazena a jako vzorek pouzita primérnd hmotnost 1 tablety
urend z navazek 10 tablet (prmérnda hmotnost 1 tablety BETAVID + LUTEIN
byla 0,3268 g). K navazenému vzorku ve zkumavce bylo pfidano pfiblizné 20 ml
priblizné 1 M NaOH. Dalsi postup je totoiny s postupem v kapitole 4.3.3,
s tim rozdilem, Ze v poslednim kroku nebylo k odebrané chloroformové vrstvé ve vialce
pfiddno 500 pul Ccistého chloroformu. Vzorek byl prefiltrovan pres Ailtr

o velikosti porli 0,45 um a davkovan autosamplerem do HPLC systému.

4.3.5 Priprava vzorkt pripravku Pupalkovy olej

Do zkumavky bylo navazeno pfiblizné presné 2,00 g pripravku. Ke vzorku bylo
prfidano pfiblizné 20 ml pfiblizné 1 M NaOH. Smés byla ponofena na 20 minut
do ultrazvukové lazné. Poté bylo pfidano 10,00 ml chloroformu a smés byla 30 minut
protfepdvana. Po ustdleni rozmezi hladin dvou nemisitelnych kapalin bylo odebrano
500 ul spodni chloroformové vrstvy do vialky. Vtomto pfipadé nebylo znovu
v poslednim kroku k odebrané chloroformové vrstvé ve vialce pfiddno 500 pl ¢istého
chloroformu. Vzorek byl ve vialce promichan a ddvkovan autosamplerem do HPLC

systému.
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4.4 Stanoveni B-karotenu v potravnich dopincich

Byla optimalizovana metoda pro stanoveni obsahu B-karotenu v testovanych
potravnich doplncich. Podstatou optimalizace je volba vhodnych podminek pro analyzu
a symetrie piku a také dosazeno optimadlni retence B-karotenu (volba vhodné
analytické kolony, mobilni faze, teploty). Pfi optimalizaci byl pouzivdn pracovni roztok
pro optimalizaci (kapitola 4.2.1).

Po ziskani optimalnich podminek byla metoda validovana.

Nasledné byly proméreny vzorky potravnich doplikd Betakaroten Farmax,
GS Betakarotén FORTE (GreenSwan pharmaceuticals), Walmark Betakaroten,
Bioaktivni karoten (Pharma Nord Denmark), Beta karoten Max, BETAVID + LUTEIN
(Naturvita), Karovit (Vitabalans Oy), SELZINK PLUS (PRO.MED.CS), Pupalkovy olej

(Aromatica). Obsah B-karotenu v mg v potravnim doplriku byl vypocitan podle vzorce:

. Ap—kar(vz) ' Mb—kar(st) - M(tab,tob) ' 0,97 - R, v némi znadi:
[ ’ .
Ap—kar(st) - Myz

m obsah B-karotenu ve vzorku v mg;

Ab-kar(vz) plocha piku B-karotenu ve vzorku;

Ab-kar(st) plocha piku B-karotenu ve standardu;

Mp-kar(st) navazka standardu v mg;

M (tab,tob) pramérna hmotnost 1 tablety nebo tobolky v g;

my, navazka vzorku (tablety, tobolky) v g;

0,97 korekéni faktor na Cistotu standardu B-karotenu;

R korekce na rozdilnou koncentraci B-karotenu ve vzorku

a ve standardu (fedéni 40/50, 20/50 a 10/50 dle postupu

zpracovani jednotlivych pfipravka).
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Optimalizace chromatografickych podminek

5.1.1 Optimalizace sloZeni a pratoku mobilni faze, optimalizace

teploty a vybér vhodné kolony

PFi optimalizaci podminek byl pouzivan kazdy den Cerstvé pfipraveny pracovni
roztok B-karotenu, jehoz priprava je popsana v kapitole 4.2.1. Na vybranych kolondch
byly méreny retencni Casy B-karotenu v zavislosti na zménach sloZzeni a pratoku
mobilni faze a zménach teploty.

Jako mobilni faze byl pouzivan Ccisty methanol, smés methanolu
a tetrahydrofuranu, smés methanolu a vody, Cisty acetonitril, smés acetonitrilu
a methanolu, smés acetonitrilu a tetrahydrofuranu v rdznych pomérech. Na rGznych
kolonach byly v kombinaci srlznymi sloZzenimi mobilni faze testovany pritokové
rychlosti 1ml/min a 2 ml/min a teplota 30 °C aZz 60 °C. Byl zvolen nastrik 10 pl. Odezva
detektoru byla sledovdna pfi vinové délce 450 nm.
a symetrii piku a také dosahnout optimalni retence B-karotenu.

Nasledujici tabulka (Tabulka 4) podava prehled o pouzitych kolonach, smésich
mobilni faze, pratokovych rychlostech mobilni faze, teplotdch a tlacich, za kterych

jednotlivd méreni probihala. Tabulka dale uvadi hodnoty ziskanych retencnich ¢asa.
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Tabulka 4: Hodnoty namérené pri optimalizaci chromatografickych podminek

Kolona Slozky mobilni | Pomér slozek Prutok Tlak Teplota tr B-karotenu Poznamka
faze mobilni faze [ml/min] [MPa] [°C] [min]
Supelco MeOH - 1 4,8 30 -
Analytical
Ascentis MeOH/H,0 98/02 1 5,9 30 -

Express C18, zjistén rozklad
30x4,6mm, | \e0H/H,0 95/05 1 6,1 30 : B-karotenu
2,7 um (pouzit
MeOH/H.0 90/10 1 7,0 30 i nevhodny

standard)
MeOH/ACN 50/50 1 3,6 30 -
ACN/MeOH 80/20 1 3,5 30 -
ACN - 1 3,1 30 -
MeOH - 2 7,6 30 3,522
MeOH/THF 90/10 2 7,1 30 1,225
ACN/THF 90/10 2 6,9 30 1,907
ACN - 2 6,2 30 5,923
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Kolona Slozky mobilni | Pomér slozek Prutok Tlak Teplota Tk B-karotenu Poznamka
faze mobilni faze [ml/min] [MPa] [°C] [min]
Supelco MeOH - 1 3,9 30 1,631 nastrik 2pul
Analytical
Ascentis MeOH/ACN 80/20 1 2,4 30 2,213 nastfik 2ul
Express
RP-Amide, MeOH/ACN 50/50 1 2,7 30 2,542
30x4,6 mm,
2,7 pm
ACN - 1 2,5 30 3,001 nastrik 2ul
Supelco MeOH/THF 90/10 1 6,5 30 15,191 dlouhd analyza
Analytical
Discovery C18, MeOH/THF 90/10 2 8,2 30 7,641
150 x 4,6 mm,
5 um MeOH/THF 80/20 2 8,6 30 3,548
MeOH/THF 90/10 2 7,9 60 3,965
Supelco MeOH - 2 7,3 30 13,227 ndastrik 2ul
Analytical dlouha analyza
Discovery C18, | MeOH/THF 90/10 2 7,0 30 5,187 nast¥ik 2l
100 x 4,6 mm,
3 um ACN - 2 4,7 30 19,554 nastfik 2ul

dlouhd analyza
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Kolona Slozky mobilni | Pomér slozek Prutok Tlak Teplota tr B-karotenu Poznamka
faze mobilni faze [ml/min] [MPa] [°C] [min]
Chromolith MeOH/THF 90/10 2 6,3 30 2,999
Performance
(monolit) C18, MeOH/THF 95/05 2 6,5 30 4,251
100 x 4,6 mm
Supelco MeOH - 1 13,7 30 1,712 nastrik 2pul
Analytical
Discovery F5, MeOH/THF 90/10 1 14,1 30 1,360 nastrik 2pul
100 x 4 mm,
3um ACN - 1 9,9 30 1,274 nastrik 2pul
Chromolith MeOH - 2 6,2 30 2,723 nastrik 2pl
Performance
RP-18e, MeOH/THF 90/10 2 6,0 30 1,219 nastrik 2l
100 x 3mm
ACN - 2 4,9 30 3,820 nastrik 2l
Luna 3u MeOH - 2 19,1 30 3,550
Phenyl Hexyl,
15 x 4,6 mm, MeOH/THF 90/10 2 18,7 30 2,125
3 um
ACN - 2 12,5 30 2,120

40




Kolona Slozky mobilni | Pomér slozek Pratok Tlak Teplota tr B-karotenu Poznamka
faze mobilni faze [ml/min] [MPa] [°C] [min]
Agilent Zorbax MeOH - 1 9,8 30 8,217 nastrik 2pl
SB-C18,
50 x 4,6 mm, MeOH/THF 90/10 1 9,5 30 3,707 nastrik 2pul
1,8 um
ACN - 1 6,4 30 13,824 nastrik 2pul
dlouhd analyza
Agilent Zorbax MeOH - 1 14,6 30 2,043 nastrik 2pul
SB-Phenyl,
75x 4,6 mm, MeOH/THF 90/10 1 14,5 30 1,485 nastrik 2pul
3,5 um
ACN - 1 9,7 30 1,461 nastrik 2pul
Agilent Zorbax MeOH - 2 9,5 30 1,338 nastrik 2l
TMS,
250 x 4,6 mm, MeOH/THF 90/10 2 9,2 30 1,338 nastrik 2pul
5um
MeOH/H,0 90/10 2 13,7 30 1,458
MeOH/H,0 80/20 2 17,4 30 1,460
ACN - 2 6,1 30 1,329 nastrik 2l
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Na nasledujicich obrazcich (Obrazek 6, 7, 8, 9, 10, 11) jsou uvedeny
chromatografické zaznamy ziskané mérenimi za podminek (kolona, sloZeni a prltok
mobilni faze, teplota), které se jevily jako potencialné vhodné pro stanoveni

B-karotenu. V Tabulce 4 jsou tyto podminky vyznaceny zelené.

Obrazek 6: Chromatograficky zaznam — kolona Supelco Analytical Ascentis Express
C18 (30 x 4,6 mm, 2,7 um), MF MeOH, priitok 2 ml/min, teplota 30 °C
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Obrazek 7: Chromatograficky zaznam — kolona Agilent Technologies Zorbax SB-C18
(4,6 x 50 mm; 1,8 um), MF MeOH, priitok 1 mil/min, teplota 30 °C
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Obrdzek 8: Chromatograficky zaznam — kolona Chromolith Performance RP-18e
(100 x 3 mm), MF MeOH, priitok 2 ml/min, teplota 30 °C
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Obrdzek 9: Chromatograficky zaznam — kolona Luna 3u Phenyl Hexyl
(15 x 4,6 mm, 3 um), MF MeOH/THF (90/10), pritok 2 mi/min, teplota 30 °C
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Obrdzek 10: Chromatograficky zaznam — kolona Supelco Analytical Discovery C18
(150 x 4,6 mm, 5 um), MF MeOH/THF (90/10), pritok 2 mil/min, teplota 60 °C
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Obrazek 11: Chromatograficky zaznam — kolona Agilent Zorbax TMS
(250 x 4,6 mm, 5 um), MF MeOH, priitok 2 ml/min, teplota 30 °C
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Po posouzeni chromatografického chovani a retence B-karotenu na pouzitych

kolonach se pro dalsi praci a pro validaci metody jevily jako nejvhodnéjsi tyto 2 kolony:

»Chromolith Performance RP-18e, 100 x 3 mm;

»Ascentis Express C18, 30 x 4,6 mm, 2,7 um.

Vybrana byla kolona Ascentis Express €18, 30 x 4,6 mm, 2,7 um. Sitka a symetrie
piku byly nejvhodnéjsi. Ostatni kolony za testovanych podminek vykazovaly
pfilis nizkou, ¢i naopak vysokou retenci B-karotenu, nebo nevhodnou symetrii piku.

U vybrané kolony byl navic vyzkousen vliv teploty na retencni ¢asy B-karotenu
a vyzkouSena byla i pratokova rychlost 1,5 ml/min (Tabulka 5 a Obrazek 12).
Dalsi méreni a validace metody probihala pfi prdtokové rychlosti 1,5 ml/min
a pfi teploté 60 °C z divodu pozZadavku na rychlost analyzy a vhodnost symetrie piku
B-karotenu. Pfi pritokové rychlosti 1,5 ml/min a teploté 60 °C byl retencni cas

B-karotenu 2,185 min.
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Tabulka 5: Vliv teploty na retencni ¢asy 8-karotenu u kolony Ascentis Express C18
(30 x 4,6 mm, 2,7 um) pri sloZeni MF MeOH, pritoku 1,5 ml/min, izokraticky

Teplota [°C] tr B-karotenu [min]
30 5,625
40 4,052
50 2,963
60 2,185
70 1,713

Obrdzek 12: Zavislost retencniho casu B-karotenu na teploté pro kolonu
Ascentis Express C18 (30 x 4,6 mm, 2,7 um)
(MF MeOH, pritok 1,5 ml/min, izokratickd eluce)
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5.1.2 Souhrn optimalnich podminek HPLC analyzy

Chromatografickd sestava: ~ Shimadzu 20AD Prominence Liquid Chromatograph

Detektor: SPD-M20A DAD

Kolona: Ascentis Express C18, 30 x 4,6 mm, 2,7 um (Supelco
Analytical)

Ddvkovani: 3ul

Detekce: 450 nm

Mobilni faze: 100% MeOH

Typ eluce: izokraticky

Prutokovad rychlost: 1,5 ml/min

Teplota 60 °C

Cas analyzy: 3 min

Vyhodnoceni: chromatograficky software LC Solution

Obrazek 13: Chromatograficky zaznam — podminky dle validace
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5.2 Validace analytické metody

5.2.1 Test vhodnosti chromatografického systému

5.2.1.1 Uéinnost chromatografického systému — zdanlivy pocet teoretickych
pater

Ucinnost kolony byla ovéfena proméfenim pracovniho roztoku pro kalibraci
o koncentraci ¢ = 125 mg/l (pfiprava je popsana v kapitole 4.2.2) v testu
na opakovatelnost a vypocet byl proveden z priimér 3 méreni podle vzorce:

2
t
N=5,54-< R )  kde:

Wi/2

tg je retencni ¢as [min];

Wi/2 je Sitka piku v poloviné jeho vysky [min].

Tabulka 6: U¢innost chromatografického systému

Analyzovana latka tr [min] W/, [min] N

B-karoten 2,185 0,123 1523

Zdanlivy pocet teoretickych pater presahoval hodnotu 1500.

5.2.1.2 Faktor symetrie chromatografickych piku
Hodnoty pro ovéreni symetrie chromatografického piku byly ziskany z analyz
pracovniho roztoku pro kalibraci o koncentraci ¢ = 125 mg/I| (pfiprava je popsana

v kapitole 4.2.2) v testu na opakovatelnost. Vypocet faktoru symetrie byl proveden

z primérd 3 méreni podle vzorce:

Wo,05
As = , kde:
2d
Wo,05 je Sirka piku ve vzdalenosti 5 % vysky piku;
d je vzddlenost mezi kolmici spusténou zvrcholu piku

a vzestupnou ¢asti piku v 5 % jeho vysky.
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Tabulka 7: Symetrie chromatografickych piki

Analyzovana latka Wo,05 [min] d [min] As

B-karoten 0,299 0,117 1,279

Faktor symetrie piku ma byt vrozmezi 0,8 a 1,5. Pro B-karoten pozadavek

vyhovuje.

5.2.2 Linearita

Byla pouzita metoda absolutni kalibrace. Bylo pfipraveno 7 pracovnich roztok(
B-karotenu pro kalibraci, jejichz priprava je popsana v kapitole 4.2.2 (koncentrace jsou
uvedené vtabulce na Obrazku 14). U kazdého pracovniho roztoku pro kalibraci
byly provedeny 3 nastriky. Plocha piku pro kaZdou koncentraci je primérem
ze 3 méreni a pro dalsi vypolty byl bran prdmér ztéchto 3 hodnot. Zavislost
pramérnych ploch pikd pracovnich roztokd pro kalibraci na jejich koncentraci

byla vyhodnocena metodou linearni regrese. Vysledky jsou znazornény na Obrazku 14.
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Obradzek 14: Testovani linearity - 8-

karoten

Koncentrace B-karotenu [mg/I] Primérna plocha piku B-karotenu
20 553284
50 1377118
100 2829744
125 3644825
150 4457825
175 5193295
200 6029914
5 7000000 T
= 6000000 T
2 5000000
8 4000000 +
2 3000000 1
£ 2000000 +
g 1000000 +
a 0 I I I
0 100 200 300
¢ [mg/l]
Statistické parametry pro regresi : y=kx+q
Pocet bodu n= 7 Odhad chyby
Smérnice k= 30495,96 * 387,1846
Absolutni ¢len q= -131526,2 + 51041,69
Korela¢ni koeficient r= 0,999597
Rezidualni odchylka Srez = 61940,89

Pozadavek na linearitu (r > 0,999000) byl spInén.
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5.2.3 Opakovatelnost

3 ul pracovnich roztokd pro kalibraci o koncentracich ¢ = 20, 125, 200 mg/I,
jejichz priprava je popsana v kapitole 4.2.2, bylo Sestkrat naddvkovdno na kolonu.
Zploch pikl B-karotenu byly vypocitany relativni smérodatné odchylky (RSD).

Byly ziskany vysledky uvedené v Tabulkach 8, 9, 10.

Tabulka 8: Opakovatelnost analyzy pracovniho roztoku pro kalibraci (c = 20 mg/l)

Koncentrace B-karotenu 20 mg/I
Cislo pokusu Plocha piku B-karotenu
1 556525
2 554436
3 548893
4 546940
5 546075
6 544354
6
y 549537
SD 4875
RSD [%] 0,89

Pozadavek — RSD < 1 % byla vyhovujici.
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Tabulka 9: Opakovatelnost analyzy pracovniho roztoku pro kalibraci (c = 125 mg/I)

Koncentrace B-karotenu 125 mg/I

Cislo pokusu Plocha piku B-karotenu

1 3634314
2 3651169
3 3648991
4 3651429
5 3653028
6 3663812
n 6
y 3650457
SD 9478

RSD [%] 0,26

Pozadavek — RSD <1 % byla vyhovujici.

Tabulka 10: Opakovatelnost analyzy pracovniho roztoku pro kalibraci (c = 200 mg/Il)

Koncentrace B-karotenu 200 mg/I

Cislo pokusu Plocha piku B-karotenu

1 6027903
2 6021564
3 6040275
4 6036879
5 6036784
6 6026830
n 6
y 6031706
SD 7309

RSD [%] 0,12

Pozadavek — RSD <1 % byla vyhovujici.
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5.2.4 Presnost

Bylo navazeno 10 kapsli Walmark, jejich hmotnost byla 2,2465 g. Postupné
bylo pfipraveno a analyzovano 6 pracovnich roztok(i pro presnost, jejichz pfiprava
je totoznd s postupem v kapitole 4.3.1. U kazdého roztoku byly provedeny 3 nastfiky
na kolonu. Z hodnot ploch pikd B-karotenu téchto 3 nastrik( byla pro kazdy roztok
vypocitana pramérna plocha piku, ktera byla dale prepoctena na navazku 0,20 g.

Byla vypocitana relativni smérodatna odchylka (RSD) stanoveni 6 roztok(. Vysledky

jsou usporadany v Tabulce 11.

Tabulka 11: Pfesnost metody — 8-karoten

Navazka kapsle Primérna plocha Plocha piku
Vzorek ., prepoctena na
Walmark [g] piku 0, 2000 g
1 0,2279 4667144 4095782
2 0,2215 4644469 4193651
3 0,2238 4721275 4219191
4 0,2208 4712792 4268833
5 0,2310 4684164 4055553
6 0,2242 4699245 4192012
n 6
y 4170837
SD 79792
RSD [%] 1,91

Pozadavek —RSD < 5 % byl spinén.
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5.2.5 Spravnost

Pro hodnoceni spravnosti byla pouzita metoda standardniho pridavku.

Bylo navazeno 10 kapsli Walmark, jejich hmotnost byla 2,2211 g. Postupné
bylo pfipraveno 6 pracovnich roztok(l pro spravnost. Tyto roztoky byly pfipraveny
pridanim pfiblizné 20 ml pfiblizné 1 M NaOH k jedné kapsli Walmark umisténé
ve zkumavce. Smeés byla ponofena na 20 minut do ultrazvukové lazné.
Poté byly pridany 2,00 ml standardniho roztoku pB-karotenu (c = 100 mg/l),
jehoz priprava je popsana v kapitole 4.2.2, 18,00 ml chloroformu a smés byla 30 minut
protifepavana. Dalsi postup je totozny s postupem v kapitole 4.3.1.

Bylo tedy zméfeno 6 pracovnich roztoklli pro spravnost (s pridavkem
standardniho roztoku B-karotenu (c = 100 mg/l)). U kazdého roztoku byly provedeny
3 nastriky na kolonu. Z hodnot ploch pikd B-karotenu kazdych 3 nastrik( byla pro kazdy
roztok vypocitdana pramérna plocha piku, kterd byla dale prepoctena
na navazku 0,20 g.

Pro vypocet vytéznosti byla pouZita primérna plocha piku kazdého pracovniho
roztoku pro spravnost a hodnota y ziskand pfi méfeni 6 pracovnich roztokd
pro presnost, kterd je uvedend v kapitole 5.2.4 (bez pridavku standardniho roztoku
B-karotenu (c = 100 mg/l)). Rozdilem téchto dvou hodnot je plocha piku pfidaného

B-karotenu zjisténa HPLC metodou (A)).

VytéZnost (Rj) v % byla vypoctena podle vzorce:

Aj
Ri= 100 - — , kde:
A

0
A je plocha piku pfidaného B-karotenu zjisténa metodou HPLC;
Ao je plocha odpovidajici znamé koncentraci pfidaného B-karotenu.

Byly ziskany vysledky uvedené v Tabulce 12.
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Tabulka 12: Sprdavnost metody — 8-karoten

Vzorek Ao A Ri [%]

1 2689833 106,8

2 2632384 104,5
3 2518527 2476744 98,3

4 2540316 100,9
2501495 99,3

6 2629785 104,4

6

y 102,4
SD 3,00
RSD [%] 2,92

Pozadavek - Rjv intervalu 100 + 5 % vyhovuje, RSD < 5 % vyhovuje.
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5.2.6 Robustnost
Testovani miry vlivu proménnych experimentdlnich podminek na stanoveni

analytu bylo provedeno u pracovniho roztoku pro kalibraci o koncentraci c = 125 mg/I.

5.2.6.1 Vliv teploty
Vliv teploty byl testovan pfi 50 °C a 70 °C pro srovnani s plvodni teplotou 60 °C.

Kazda teplota byla proméfena tfikrat za podminek sloZeni mobilni faze MeOH

a pratoku mobilni faze 1,5 ml/min.

a) Vliv na plochu chromatografickych pikii

Aj
Ar=100 - , kde:
60°C
A je plocha piku za testovanych podminek;
Aso ¢ je plocha piku za standardnich podminek.

Byly ziskany vysledky uvedené v Tabulce 13. Relativni plocha piku vztazena

na plochu piku pfi optimalni teploté se pohybovala v rozmezi 102,0 % a 107,9 %.

Tabulka 13: Vliv teploty na plochu piku 8-karotenu

Teplota [°C] B-karoten
A; Ar[%]
50 3293639 102,0
60 3230130 100,0
70 3484967 107,9

b) Vliv na retencni ¢as

Jak mizZeme vidét v Tabulce 5 v kapitole 5.1.1, teplota ovliviiuje dobu trvani
analyzy. Ztohoto hlediska je doporuceno poutziti teploty 60 °C. Bylo zjisténo,

Ze s klesajici teplotou se vyznamné prodluzuje retencni ¢as B-karotenu.
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Obrazek 15: Chromatograficky zaznam — Robustnost: viiv teploty 50 °C
(MF MeOH, priitok 1,5 mi/min)
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Obrdzek 16: Chromatograficky zaéznam — Robustnost: vliv teploty 70 °C
(MF MeOH, pritok 1,5 mi/min)
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5.2.6.2 Vliv pritoku mobilni faze
Vliv pratoku mobilni faze byl testovan pfi pratoku 1 ml/min a 2 ml/min
pro srovnani s plvodnim prdtokem 1,5 ml/min. Kazdy pratok byl proméren tfikrat

za podminek sloZzeni mobilni faze MeOH a teploty 60 °C.

a) Vliv na plochu chromatografickych pikii

Aj
b) Ag=100 - — , kde:
1,5 ml/min
A je pratok mobilni faze za testovanych podminek;
A1.5 mi/min je pratok mobilni faze za standardnich podminek.

Byly ziskany vysledky uvedené v Tabulce 14. Relativni plocha piku vztazena
na plochu piku prfi  optimdlnim pritoku mobilni faze se pohybovala

v rozmezi 76,5 % az 151,6 %.

Tabulka 14: Vliv pritoku mobilni faze na plochu piku 8-karotenu

Pritok mobilni faze B-karoten
[ml/min] A An %]
1,0 4897695 151,6
1,5 3230130 100,0
2,0 2471102 76,5
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b) Vliv na retencni ¢as

Jak mGzeme vidét v Tabulce 15, rlizny pratok mobilni faze ovliviiuje dobu trvani

analyzy. Z tohoto hlediska je doporuceno pouziti pratoku 1,5 ml/min. Bylo zjisténo,

Ze s ménicim se pritokem mobilni faze se méni retencni ¢as B-karotenu.

Tabulka 15: Vliv pritoku mobilni faze na retencni ¢as 8-karotenu

Prutok mobilni faze [ml/min]

tr B-karotenu [min]

1,0
1,5
2,0

3,083
2,185
1,689

Obrazek 17: Chromatograficky zdznam — Robustnost: viiv pritoku MF 1 mi/min
(MF MeOH, teplota 60 °C)
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Obrdzek 18: Chromatograficky zaznam — Robustnost: viiv pritoku MF 2 mi/min
(MF MeOH, teplota 60 °C)
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5.2.7 Stabilita

Jak je uvedeno v kapitole 3.4, charakteristicka struktura karotenoidl zapficinuje
jejich nestabilitu za urcitych podminek. ProtoZe byla predpoklddana nizka stabilita
B-karotenu ve standardnich roztocich a vzorcich, byla stabilita testovana u pracovniho
roztoku standardu B-karotenu za teploty 20 °C a 4 °C po dobu 24 hod bez pfistupu
svétla. Vysledky jsou usporddany v Tabulce 16.

Pracovni roztok standardu byl pfipraven rozpusténim 7,73 mg [-karotenu
v chloroformu v 50,00 ml odmérné barice a doplnénim chloroformem po rysku

(c=154,6 mg/l).
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Tabulka 16: Stabilita 8-karotenu mezi 1. a 24. hodinou

Méreni v case [h]

Plocha piku (4 °C)

Plocha piku (20 °C)

1 4435165 4478876
2 4414269 4450918
3 4421033 4451740
4 4441798 4430172
5 4461055 4429652
6 4462483 4421346
7 4476789 4403141
8 4481427 4409363
9 4484877 4401846
10 4485369 4399695
11 4487201 4402017
12 4497685 4403270
13 4499494 4399169
14 4510502 4402872
15 4512347 4404633
16 4509042 4407374
17 4521510 4411358
18 4520447 4404496
19 4531368 4406084
20 4539592 4411321
21 4539886 4409744
22 4545161 4406300
23 4558123 4409421
24 4563331 4407077
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Obrdzek 19: Stabilita 8-karotenu v roztoku v zdvislosti na dobé a zpiisobu uchovdvadni

—&—>Stabilita plocha piku pfi 4 °C = Stabilita plocha piku pfi 20 °C
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Plocha piku

Cas [h]

Pfedpoklddand nestabilita B-karotenu vroztoku za testovanych podminek
nebyla prokazana. Rozdily v hodnotach ploch pikli mezi 1. a 24. hodinou se pohybuji
v intervalu blizkému 2%, coz odpovida spiSe chybé méfeni v ramci dlouhého ¢asového

useku nez potvrzenému rozkladu B-karotenu.
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5.3 Stanoveni obsahu B-karotenu v potravnich

doplncich

Byly pfipraveny pracovni standardni roztok pro hodnoceni obsahu B-karotenu
v jednotlivych potravinovych dopliicich a ¢tyti roztoky vzorku pro kazdy testovany
pfipravek. Pracovni standardni roztok byl pripraven cCerstvy rozpusténim 8,18 mg
B-karotenu v chloroformu v 50,00 ml odmérné barnce a doplnénim chloroformem
po rysku (viz. kapitola 4.2.3). U kazdého roztoku byly provedeny tfi HPLC analyzy.
Podle vzorce uvedeného v kapitole 4.4 byl z primérd namérenych hodnot vypocitan
obsah B-karotenu v mg. Z priimérného obsahu B-karotenu v jedné
tobolce/tableté kazdého pripravku bylo vypocitano, kolik procent z deklarovaného
mnoZstvi tobolka/tableta opravdu obsahuje. Deklarovany obsah B-karotenu

v testovanych potravnich dopliicich je uveden v Tabulce 17.

Tabulka ¢. 17: Deklarovany obsah 8-karotenu v testovanych potravinovych doplricich

Pripravek Uvadény obsah B-karotenu

Betakaroten Farmax 6 mg/1 tobolku
GS Betakaroten FORTE 15 mg/1 tobolku
Walmark Betakaroten 6 mg/1 tobolku
Bioaktivni karoten 9 mg/1 tobolku
Beta karoten Max 6 mg/1 tobolku
BETAVID + LUTEIN 3 mg/1 tabletu
Karovit 6 mg/1 tabletu
SELZINK PLUS 6 mg/1 tabletu

Pupalkovy olej 30 mg/100 g oleje
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5.3.1 Stanoveni obsahu B-karotenu v pripravku GS Betakaroten

FORTE
Na obalu pfipravku deklaruje vyrobce 15 mg B-karotenu v jedné kapsli pfipravku.
Pramérny obsah B-karotenu v pfipravku stanoveny danou metodou byl 15,01 mg,

coz odpovida 100,07 % deklarovaného mnozstvi B-karotenu.

Obrdzek 20: Chromatograficky zaznam - Stanoveni obsahu 8-karotenu v pripravku
GS Betakaroten FORTE
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5.3.2 Stanoveni obsahu B-karotenu v pripravku Bioaktivni karoten
Na obalu pripravku deklaruje vyrobce 9 mg B-karotenu v jedné kapsli pfipravku.
Pramérny obsah B-karotenu v pfipravku stanoveny danou metodou byl 8,73 mg,

coz odpovidd 97,00 % deklarovaného mnozstvi B-karotenu.

Obrdzek 21: Chromatograficky zaznam - Stanoveni obsahu 8-karotenu v pripravku
Bioaktivni karoten
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5.3.3 Stanoveni obsahu B-karotenu v pripravku Max Beta karoten
Na obalu pfipravku deklaruje vyrobce 6 mg B-karotenu v jedné tobolce pfipravku.
Pramérny obsah B-karotenu v pfipravku stanoveny danou metodou byl 6,70 mg,

coz odpovida 111,67 % deklarovaného mnozstvi B-karotenu.

Obrdzek 22: Chromatograficky zaznam - Stanoveni obsahu 8-karotenu v pripravku
Max Beta karoten
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5.3.4 Stanoveni obsahu B-karotenu v pripravku Walmark

Betakaroten
Na obalu pfipravku deklaruje vyrobce 6 mg B-karotenu v jedné tobolce pfipravku.
Pramérny obsah B-karotenu v pfipravku stanoveny danou metodou byl 6,45 mg,

coz odpovida 107,50 % deklarovaného mnozstvi B-karotenu.

Obrdzek 23: Chromatograficky zaznam - Stanoveni obsahu 8-karotenu v pripravku
Walmark Betakaroten
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5.3.5 Stanoveni obsahu B-karotenu v pripravku Betakaroten Farmax
Na obalu pfipravku deklaruje vyrobce 6 mg B-karotenu v jedné tobolce pfipravku.
Pramérny obsah B-karotenu v pfipravku stanoveny danou metodou byl 6,44 mg, c

oz odpovida 107,34 % deklarovaného mnozstvi B-karotenu.

Obrdzek 24: Chromatograficky zaznam - Stanoveni obsahu 8-karotenu v pripravku
Betakaroten Farmax
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5.3.6 Stanoveni obsahu B-karotenu v pripravku BETAVID + LUTEIN
Na obalu ptipravku deklaruje vyrobce 3 mg B-karotenu v jedné tableté pripravku.
Pramérny obsah B-karotenu v pfipravku stanoveny danou metodou byl 1,73 mg,

coz odpovida 72,08 % deklarovaného mnozstvi B-karotenu.

Obrdzek 25: Chromatograficky zaznam - Stanoveni obsahu 8-karotenu v pripravku
BETAVID + LUTEIN
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5.3.7 Stanoveni obsahu B-karotenu v pripravku Karovit

Na obalu pripravku deklaruje vyrobce 6 mg B-karotenu v jedné tableté pripravku.
Pramérny obsah B-karotenu v pfipravku stanoveny danou metodou byl 7,63 mg,

coz odpovida 127,17 % deklarovaného mnozstvi B-karotenu.

Obrdzek 26: Chromatograficky zaznam - Stanoveni obsahu 8-karotenu v pripravku

Karovit

750’%-“4“ (1.00) =
'nné a
emg L
00] Q

f S
ESIIE o

E o>
500 1

E o«
450
-
250
1507
100-

AN
3 4
o] .,

w0
1007

oo Ill.ﬁ I:Il 1‘.5 ZIB 25 an

70



5.3.8 Stanoveni obsahu B-karotenu v pripravku SELZINK PLUS

Na obalu pripravku deklaruje vyrobce 6 mg B-karotenu v jedné tableté pripravku.
Pramérny obsah B-karotenu v pfipravku stanoveny danou metodou byl 7,73 mg,

coz odpovida 128,83 % deklarovaného mnozstvi B-karotenu.

Obrdzek 27: Chromatograficky zaznam - Stanoveni obsahu 8-karotenu v pripravku
SELZINK PLUS

mAlLl

mﬁm.«m [100) g
oso:

p -+
550~ o

] e

F 1
450~ o
400-
as0-
300-
250-
200~
150°
100°

- &

o T
-50-
00-
T T T T T
oo

71



5.3.9 Stanoveni obsahu B-karotenu v pripravku Pupalkovy olej
Na obalu pripravku deklaruje vyrobce 30 mg PB-karotenu/100 g pfipravku.
Pramérny obsah B-karotenu v pfipravku stanoveny danou metodou byl 21,96 mg,

coz odpovida 73,20 % deklarovaného mnozstvi B-karotenu.

Obrdzek 28: Chromatograficky zaznam - Stanoveni obsahu 8-karotenu v pripravku
Pupalkovy olej
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Tabulka 18: Prehled analyz vsech vzorkii vsech testovanych pfipravki

Potravni doplnék

Primérna hmotnost

Navazka vzorku

Priimérna plocha piku

Obsah B-karotenu

% B-karotenu
z deklarovaného

1 kapsle/tobolky [g] [g] B-karotenu ve vzorku [mg] mnoZstvi
GS Betakaroten FORTE
vzorek 1 0,2653 5392714 15,0596
vzorek 2 0.2618 0,2636 5257975 14,7782 100,07
vzorek 3 0,2669 5372609 14,9136
vzorek 4 0,2642 5446645 15,2736
Bioaktivni karoten
vzorek 1 0,4010 5950226 8,6049
vzorek 2 0,4066 0,4034 6093601 8,69 97,00
vzorek 3 0,4049 6125775 8,7035
vzorek 4 0,4085 6383102 8,9891
Max Beta karoten
vzorek 1 0,2209 4948621 6,9477
vzorek 2 0,2191 0,2206 4678081 6,5768 111,67
vzorek 3 0,2231 4645768 6,4582
vzorek 4 0,2016 4420143 6,7999
Walmark Beta karoten
vzorek 1 0,2237 4567718 6,4569
vzorek 2 0,2235 0,2252 4570139 6,4173 107,50
vzorek 3 0,2258 4565375 6,3936
vzorek 4 0,224 4634912 6,5431
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Potravni doplnék

Primérna hmotnost

Navazka vzorku

Priimérna plocha piku

Obsah B-karotenu

% B-karotenu
z deklarovaného

1 kapsle/tobolky [g] [g] B-karotenu ve vzorku [mg] mnoZstvi
Betakaroten Farmax

vzorek 1 0,2342 4389204 6,3666

vzorek 2 0,2401 0,2397 4576164 6,4854 107,34
vzorek 3 0,2448 4669725 6,4802

vzorek 4 0,2425 4577255 6,4121

BETAVID+LUTEIN

vzorek 1 0,3272 2707847 1,8589

vzorek 2 0,3268 0,3272 2513551 1,7255 72,08
vzorek 3 0,3269 2306985 1,5852

vzorek 4 0,3267 2549002 1,7525

Karovit

vzorek 1 0,3537 5544116 7,6320

vzorek 2 0,3542 0,3548 5723059 7,8539 127,17
vzorek 3 0,3549 5604440 7,6889

vzorek 4 0,3543 5351291 7,3541

SELZINK PLUS

vzorek 1 0,6734 5974030 8,2012

vzorek 2 0,6725 0,6723 5529516 7,6034 128,83
vzorek 3 0,6726 5621536 7,7265

vzorek 4 0,6728 5385008 7,3992

Pupalkovy olej

vzorek 1 2,0034 1262760 21,6613

vzorek 2 2,0000 2,0736 1345522 22,2996 73,20
vzorek 3 2,0216 1291907 21,9618

vzorek 4 2,0208 1288631 21,9148
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6 Zaver

Byla optimalizovana a validovana HPLC metoda uréena pro stanoveni B-karotenu
v potravnich dopliicich Betakaroten Farmax, GS Betakarotén FORTE (GreenSwan
pharmaceuticals), Walmark Betakaroten, Bioaktivni karoten (Pharma Nord Denmark),
Beta karoten Max, BETAVID + LUTEIN (Naturvita), Karovit (Vitabalans Oy),
SELZINK PLUS (PRO.MED.CS), Pupalkovy olej (Aromatica).

Byly nalezeny tyto optimalni chromatografické podminky HPLC metody

s Vis detekci pro stanoveni B-karotenu:

Kolona: Ascentis Express C18, 30 x 4,6 mm, 2,7 um (Supelco
Analytical);

Ddvkovani: 3 ul;

Detekce: 450 nm;

Mobilni faze: MeOH;

Typ eluce: izokraticky;

Prutokova rychlost: 1,5 ml/min;

Teplota: 60 °C;

Cas analyzy: 3 min.

U testovani parametru linearity bylo vyhovéno poZadavku na hodnotu
korela¢niho koeficientu r > 0,9990 pro B-karoten (r = 0,999597).

Opakovatelnost  vyjadrena jako relativni smérodatnd odchylka RSD
byla pro B-karoten u pracovniho roztoku pro kalibraci o koncentraci 20 mg/I 0,89 %,
u pracovniho roztoku pro kalibraci o koncentraci 125 mg/l 0,26 %, u pracovniho
roztoku pro kalibraci o koncentraci 200 mg/1 0,12 %.

Byla hodnocena presnost metody a poZadavek na relativni smérodatnou

odchylku RSD < 5 % byl spInén (RSD pro B-karoten 1,91 %).

75



Spravnost stanoveni je vyjadiena veli¢inou vytéZznosti R;. Pozadavek,
aby se hodnota vytéinosti R; pohybovala v rozmezi 100 + 5 % byl splnén. VytéZznost
dosahovala hodnot 98,3 % az 106,8 %.

Testovani robustnosti prokazalo vhodnost teploty (60 °C) a pratoku mobilni faze
(1,5 ml/min). Teplota ovliviiuje dobu trvani analyzy. S klesajici teplotou se vyznamné
prodluzuje retenc¢ni Cas B-karotenu. RUzny pratok mobilni faze ovliviiuje velikost
plochy piku B-karotenu i dobu trvani analyzy.

Stabilita byla testovana po dobu 24 hodin a za danych podminek nebyl s jistotou
prokdzan rozklad B-karotenu.

Metoda byla pouZita pro stanoveni [B-karotenu v testovanych potravnich
doplricich. V pfipadé pripravku GS Betakarotén FORTE odpovidaji namérené hodnoty
100,07 % mnoistvi B-karotenu, které deklaruje vyrobce na obalu. V ptipadé pripravku
Bioaktivni karoten odpovidaji namérené hodnoty 97,00 % deklarovaného mnozZstvi
B-karotenu. Namérené hodnoty v pripadé pripravku Max Beta karoten odpovidaji
111,67 % deklarovaného mnoizstvi, pripravku Walmark Betakaroten odpovidaji
107,50 % deklarovaného mnoistvi, pfipravku Betakaroten Farmax odpovidaji 107,34 %
deklarovaného mnoiZstvi, pripravku BETAVID + LUTEIN odpovidaji 72,08 %
deklarovaného mnoizstvi, pripravku Karovit odpovidaji 127,17 % deklarovaného
mnozstvi, pfipravku SELZINK PLUS odpovidaji 128,83 % deklarovaného mnoistvi

a v pripadé pripravku Pupalkovy olej odpovidaji 73,20 % deklarovaného mnozstvi.
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8 Priloha

Komercni baleni analyzovanych potravnich doplnika [27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35].
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