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Abstrakt

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Kandidat: Natalie Chalupnikova

Vedouci prace: prof. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.

Nazev diplomové prdce: Kontrola kvality potravnich doplfikd na bazi melatoninu pomoci

separacnich metod

V této diplomové préci byla vyvinuta a validovdna HPLC metoda pro soucasné
stanoveni melatoninu a pyridoxinu. Vypracovana metoda byla aplikovana na stanoveni
v potravnich doplficich, Tozax Sleep Trip (mcePharmas. r. 0.), Clinical Melatonin Be sirup
(Clinical nutricosmetics s. r. 0.), Fast Sleep Ustni sprej s melatoninem (EmergoPharm
Sp. z 0. 0. Sp. K.), Melatonin Rapid komplex 5 mg ODT (Salutem Pharma s. r. 0.), Allegra
Melatonin 3 mg (Woykoff a. s.), Clinical Melatonin Forte (Clinical nutricosmetics s. r. 0.),
Melatonin 2 mg (Allnature s. r. 0.), Melatonin new extra 5 mg (Nutricius s. r. 0.),
Clinical Melatonin B¢ Gummies (Clinical nutricosmetics s. r. 0.).

Metoda byla zaloZena na vyuZiti chromatografické kolony SUPELCO Ascentis
Express C-18 (100*4,6 mm, velikost ¢astic 2,7 um). Separace probihala za gradientové
eluce svyuzitim mobilni faze acetonitril a 0,085% kyselina fosfore¢nd pri pH 2,2,
pratokové rychlosti 1 ml/min a konstantni teploté 30°C.

Pro detekci melatoninu byla zvolena vinova délka 278 nm a 290 nm pro

pyridoxin. Samotna detekce probihala za pouZiti detektoru diodového pole.

Klicova slova: melatonin, pyridoxin, HPLC, potravni doplriky



Abstract

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kréalové

Department of Analytical Chemistry

Candidate: Natalie Chalupnikova

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

Title of the diploma thesis: Quality control of food supplements with melatonine using

separation methods

In this diploma thesis, an HPLC method was developed and validated for the
simultaneous determination of melatonin and pyridoxine. The developed method was
applied to the determination in food supplements, Tozax Sleep Trip
(mcePharma s. r. o.), Clinical Melatonin Bs syrup (Clinical nutricosmetics s. r. o.),
Fast Sleep oral spray with melatonin (EmergoPharm Sp. z 0. o. Sp. K.), Melatonin Rapid
complex 5 mg ODT (Salutem Pharma s. r. o0.), Allegra Melatonin 3 mg (Woykoff a. s.),
Clinical Melatonin Forte (Clinical nutricosmetics s. r. 0.), Melatonin 2 mg (Allnature
s. r. 0.), Melatonin new extra 5 mg (Nutricius s. r. 0.), Clinical Melatonin Be Gummies
(Clinical nutricosmetics s. r. 0.).

The method was based on the use of a SUPELCO Ascentis Express C-18
chromatography column (100*4.6 mm, particle size 2.7 um). The separation was carried
out under gradient elution, using a mobile phase of acetonitrile and 0.085% phosphoric
acid at pH 2.2, flow rate 1 ml/min and constant temperature 30°C.

A detection wavelength of 278 nm was chosen for melatonin and 290 nm for

pyridoxine. The detection was performed using a diode array detector.

Keywords: melatonin, pyridoxine, HPLC, food supplements
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1 Seznam pouzitych zkratek

AANATarylalkylamin N-acetyltransferaza
ACN  acetonitril

ADHD attention deficit hyperactivity disorder
As faktor symetrie

Ast plocha piku standardu

Ay plocha piku vzorku

Bs pyridoxin

DAD diode array detector

DS doplnék stravy

GPx  glutathionperoxidaza

GTR  glutathionreduktaza

HIOMT hydroxyindol o-methyltransferaza
HPLC vysokoucinnd kapalinovad chromatografie
H3PO4 kyselina fosforecna

k kapacitni faktor

MEL melatonin

MeOH methanol

PTFE polytetrafluorethylen

RA revmatoidni artritida

Rs rozliSeni

RSD relativni smérodatna odchylka

Rt retencni ¢as

SD smérodatnd odchylka

SOD superoxiddismutaza

Wh Sirka piku v poloviéni vysce



2 Uvod

Melatonin je hormon produkovan epifyzou. Je nazyvdn prevainé jako hormon
spanku, ktery produkuje lidské télo zejména v noci. Ma pfiznivy vliv vést k lepSimu
spanku a pfispiva také ke zlepSeni nalady a pocitu spokojenosti (1).

Pyridoxin je vitamin rozpustny ve vodé, ktery spada do skupiny vitaminu Be spolu
s derivaty pyridoxaminem, pyridoxalem. Obecné spada do skupiny vitaminQ, které
si Clovék nedokaze sdm syntetizovat a je potfebny v malych mnozstvi pro normalni
metabolismus (2). Vitamin Be je nezbytny v organismu pro funkci fady rlznych enzym{,
které metabolizuji aminokyseliny jako napfiklad dekarboxylazy nebo transaminazy,
a také pro rozklad a upotiebeni cukrd, bilkovin a tukd z potravy. Zasadni je i pro normalni
funkci kGize a centralni nervové soustavy, tvorbu cervenych krvinek i protilatek
a preménu zdasobnich cukrl ve svalech a jatrech na energii. Jeho nedostatek je celkem
vzacny, ale projevuje se hlavné zvySenou nervosvalovou drazdivosti jako napfiklad kiece
nebo cukani vicek a také zanéty sliznice dutiny Ustni.

Vitamin Bs se pfirozené vyskytuje napfiklad v jatrech, Spenatu, avokadu,
bramborech, bananu, vepfovém mase, vejci, drozdi. Pro osoby, které potfebuji vétsi
pfisun Be jako napfiklad Zeny, jez uzivaji hormonadlni antikoncepci, sportovci, ktefi
potfebuji vyssi prisun bilkovin, jsou na trhu dostupné doplnky stravy, které obsahuji vétsi
mnozZstvi pyridoxinu. Vys$i davky maji schopnost i pfispivat k Ié¢bé chudokrevnosti
¢i nervovym potizim (2).

Doplnkem stravy se rozumi potravina, ktera ma za ucel doplriovat béZznou stravu,
kterd je obohacend o vysoky obsah vitamin(, mineralnich latek nebo jinych latek
s nutricnim nebo fyziologickym uc¢inkem a ma za ucel pfiznivé ovlivnit zdravotni stav.
Uvadéji se na trh samostatné nebo v kombinaci, a to v riznych Iékovych formach jako
napriklad ve formé sypké, jako tobolky, pastilky, tablety, v lahvickdch s kapatkem
¢i v jiném davkovacim zafizenim, a to uréenych k pfijmu v malych odmérenych
mnozstvich. Potravni dopliiky jsou uréeny pouze k doplnéni bézné stravy ne k lécbhé,
jak je definovano podle nafizeni EU z roku 2006.

Ucinky deklarované vyrobcem nejsou ovéfovdany, protoze u potravnich doplik(i neni

posuzovana jejich ucinnost (3) (4).
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Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je analyticka separacni metoda,
ktera je jedna z nejpreferovanéjsich technik pro stanoveni obsahu Iéciv a kontrolu kvality
potravnich doplnk(. Prednosti této metody je soucasné kvalitativni a kvantitativni
hodnoceni, rychlost analyzy, moZnost automatizace a minimalni spotfeba vzorku.

V této diplomové praci byla vyvinuta HPLC metoda pro soucasné stanoveni
melatoninu a pyridoxinu v doplicich stravy deklarujicich jejich obsah. HPLC separacni
metodou bylo analyzovano mnozstvi jednotlivych latek v pripravcich Tozax Sleep Trip,
Clinical Melatonin Be sirup, Fast Sleep Ustni sprej, Melatonin Rapid komplex 5 mg ODT,
Allegra Melatonin 3 mg, Clinical Melatonin Forte, Allnature Melatonin 2mg,
Melatonin new extra 5 mg, Clinical Melatonin Bse Gummies. V experimentalni asti
je uveden postup optimalizace metody, vysledné optimdlni podminky a rovnéz
i valida¢ni parametry a obsah jednotlivych deklarovanych latek stanovenych vyvinutou

metodou.
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3 Cil a zadani prace

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout, optimalizovat a poté validovat novou
chromatografickou metodu pro analyzu potravnich doplnk( na bazi melatoninu.
Mezi stanovované latky patfil jako hlavni slozka melatonin a v nékterych pfipravcich
i deklarovany pyridoxin. Vyvinutd separacni metoda byla dale aplikovana pro ovéreni
kvality a deklarovaného obsahu stanovovanych latek v deviti potravnich doplrcich
dostupnych v kamennych Iékarnach v Ceské republice i na internetovych obchodech.
Cilem bylo zjistit, jakou koncentraci stanovanych latek vybrané pfipravky obsahuiji,

a zda se v nich nevyskytuji jesté néjaké jiné latky nez deklarované na obalu.
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4 Teoreticka cast

4.1 Melatonin

4.1.1 Vyskyt a definice

Sumarni vzorec C13H16N202
Registracni ¢islo CAS 73-31-4

Molarni hmotnost 232,28 g/mol (5)

Vzhled: svétly bily prasek

CHj3
~N
(0]

HN=—

NH CHs

T

0]

Obradzek 1: Molekulovy vzorec melatoninu.

Melatonin, jehoz systematicky ndzev je N-[2-(5-methoxy-1H-indol-3yl)ethyl]
acetamid nebo 5-methoxyacetyltryptamin, byl poprvé izolovany v roce 1958
dermatologem Aaronem B. Lernerem a jeho kolegy (6). Jedna se o indolamin obsahujici
dvé funkéni skupiny, které jsou rozhodujici pro vazbu k receptoru, ale také pro svou
amfifilitu, kterd davd molekule schopnost vstoupit do jakéhokoliv bunécéného
kompartmentu jako je cytosol, jddro nebo mitochondrie ¢i do télesné tekutiny. Vykazuje
téz vysokou rozpustnost v tucich, coz usnadiuje, Ze melatonin snadno prechazi difuzi
z periferniho obéhu do jinych tekutin nebo bunék. V séru je 70 % hormonu vazano
na transportni bilkovinu albumin a 30 % difunduje do okolnich tkani (7).

Jedna se o fyziologicky hormon, jehoz hlavnim mistem produkce je epifyza, podili
se na fizeni cirkadidlnich rytmd, tj. stfidani spanku a bdélosti béhem 24-hodinovych
cykl(. Melatonin je distribuovan ale i v jinych organech (sitnice, placenta, ledviny,

respiracni a gastrointestindlni trakt).
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Hormon je syntetizovany z aminokyseliny L-tryptofanu, a to pfevdiné béhem
nocnich hodin. Sérové hladiny melatoninu se v pribéhu lidského Zivota méni. Vysledky
studii prokazuji nizkou endogenni sekreci melatoninu v prvnich 6 mésicich Zivota, pfi
1-3 roku Zivota dosahuji vrcholu, a poté nasleduje pokles v populaci od 15 do 20 let, coz
je pfisuzovdno pravdépodobné zvétSeni velikosti téla béhem détstvi a puberty.
Dalsi pokles je zaznamendn v dospélosti az do véku 70-90 let, a to byva prisuzovano
degenerativni epifyze spojené se starnutim (8).

Pfi biosyntéze dochazi nejprve k hydroxylaci aminokyseliny L-tryptofan, poté
dekarboxylaci na serotonin (5-hydroxytryptamin). Ddle dvoustupriovym procesem
zahrnujici sekvenéni aktivity dvou enzymu, které se nachazeji hlavné v epifyze preménu;ji
serotonin na melatonin. Dochazi tu k acetylaci arylalkylamin N-acetyltransferazou
(AANAT) a poté kndsledné methylaci pomoci hydroxyindol o-methyltransferazou
(HIOMT) na samotny melatonin. Po syntéze se melatonin uvolfiuje do systémové

cirkulace, aby dosahl do centrdlni a periferni cilové tkané (9).

(@] o
OH OH NH,
NH; HO NH; HO

N \ \
EE— S

N Tiaptofan 5-hvdroxylaza N De.vi:'m .:DD'\I".F.d:a aromatickycl N

H H aminokyselin H

L-tryptofan 5-hydroxytryptofan Serotonin

N-acervitremsferaza

0 o]
il wik
CHs CH, CH,
CI) HO
| > B
H Hyvdroxyindol-O-methyvitransferd-a :
Melatonin N-acetylserotonin

Obrdzek 2: Schéma syntézy melatoninu z aminokyseliny L-tryptofan (obrdzek prevzat ze zdroje (10)).

Syntéza a sekrece hormonu je zesilena tmou, a naopak inhibovdna svétlem.
Do hypotalamu se pres suprachiasmatické jadro prenasi ze sitnice do epifyzy svételné

informace. U lidi sekrece dosahuje vrcholu vnoci (mezi 2. a 4. hodinou ranni)
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a postupné klesa béhem druhé poloviny noci (viz obrazek 3). Sérové koncentrace
se pohybuji mezi 80 a 120 pg/ml. Béhem denniho svétla jsou sérové koncentrace nizké

(10-20 pg/ml) (11).

Melatonin (pg/mL)

140
120
100
80
60
40
20
0

068 10 12 14 16 18 20 22 24 02 04 06 03 HLOUFS

Obrazek 3: Cirkadidnni profil plazmatickych koncentraci melatoninu (obrdzek prevzat ze zdroje (9)).

4.1.2 Vlastnosti a vyuziti

Melatonin je zndm v pouziti pfi neschopnosti usnout, pasmové nemoci, Upravé
cyklQ spanku (prace na smény), nespavosti po lécich na vysoky krevni tlak ze skupiny
beta-blokator(i, nebo naopak pomoc pfi preruseni benzodiazepinovych léciv. Nespavost
je spojena s poruchou pozornosti jako je ADHD, pomoc u nevidomych lidi vytvofit denni
a nocni cyklus, a pro pomoc pfi vedlejsich Ucincich pfi ukoncovani koufeni. Obcasné
pouziti je zminéno i u Alzheimerovy choroby, depresi nebo napriklad na uklidnéni pred
aplikaci anestezie (12).

Spekuluje se o tom, Ze melatonin Udajné pUsobi proti nddorovému bujeni. Tento
ucinek, ale zatim nebyl dostatecné prokazan, ackoliv nékteré studie ho potvrdily,
ale dali ho zase vyvraceji. U¢inek by se zfejmé& mohl projevovat jen pfi farmakologickych
davkach a souviset by mohl se schopnosti hormonu zbavovat organismus volnych
radikald s neparovym valenénim elektronem, které mohou dlouhodobé poskozovat
napriklad nukleové kyseliny nebo bilkoviny jakoZto velké molekuly (13).

Dostupny je bud jako potravni doplnék, nebo Iék na predpis. Obvykle
se syntetizuje v laboratofi a vyrabi se v nékolika Iékovych formach — Zelatinové tobolky,
tablety, dispergované tablety, spreje, sirupy nebo pektinové bonbdény. Hlavnim ukolem
melatoninu v téle je regulovat no¢ni a denni cykly nebo cykly spanku a bdéni (12).
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Melatonin byl také zjistén v potravindch a napojich véetné dzusQ, vina, piva,
jogurt( a chleba (14).

Vyznamné poruchy spanku postihuji v sou¢asné dobé nejméné 10 % zapadni
populace a vice neZ jedna tfetina trpi poruchou spanku nebo nadmérnou denni ospalosti
(15).

Vétsina fyziologickych funkci melatoninu je zprostredkovdna
pomoci membranovych melatoninovych receptort (MT1, MT2), v mensi mife pomoci
jadernych receptorll (7). Tyto heterotrimerni receptory spfazené s proteinem Gi/Go
a Gq/11, interaguji s downstream messengery, jako je adenylylcyklaza, fosfolipaza C
a fosfolipaza A2. Obecné snizuji produkci cAMP a cGMP a/nebo zvysuji tvorbu IP3
a diacylglycerolu. Receptory MT1 a MT2 jsou pritomné skoro ve vSech perifernich

tkanich a také v centralnim nervovém systému (16).

4.1.2.1 Antioxidacni ucinky

Melatonin disponuje silnou antioxidacni aktivitou, je silny lapac volnych radikald,
silnéjsi nez vitamin E, ktery je v této oblasti referencni, také ma schopnost chranit DNA
pfed poskozenim volnymi radikaly. In vitro melatonin ucinkuje jako pfimy lapac
kyslikovych radikali OHe, O, e a reaktivnich dusikatych druhd NO*® a inhibuje peroxidaci
lipidd (9).

Hormon zvySuje hladiny nékolika antioxida¢nich enzym0  vietné
glutathionperoxidazy (GPx), glutathionreduktdzy (GTR) a superoxiddismutazy (SOD).
Kromé toho ma také schopnost inhibovat prooxidativni enzym syntézu oxidu dusnatého
(17). Melatonin ovliviiuje enzymatickou aktivitu a hladiny bunéné mRNA téchto
proteinll za fyziologickych a oxida¢nich podminek. Koncentrace hormonu pro
up-regulaci exprese genu enzymu odpovida fyziologickému nocnimu vrcholu
plazmatického melatoninu, zatimco vyssi koncentrace genovou expresi neovliviuje.
Antioxida¢ni U¢inek nizkych koncentraci melatoninu se zda byt nepfimy prostfednictvim
regulace exprese genu GPx a antioxidacCni aktivity, zatimco pfi vysoké koncentraci

je ucinek pfipisovan primym ucinkiim pohlcovani radikala (7).
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Byl prokazan pfinos antioxidacéni aktivity melatoninu u pacientu s revmatoidni
artritidou (RA), u starSich pacientd sprimarni esencidlni hypertenzi a u Zen
s neplodnosti. Avsak u pacientd srevmatoidni artritidou neexistuje zZadna shoda
o priznivych Ucincich, ale uvadi se, Ze je hormon promotorem RA diky schopnosti plisobit

jako imuno-modulacni ¢inidlo a stimulator uvolfiovani prozanétlivych cytokint (7).

4.1.2.2 Imunitni systém

Je zndmo, Ze melatonin interaguje s imunitnim systémem, avsak bylo provedeno
malé mnozstvi studii uréenych k posouzeni u¢innosti melatoninu pfi lé¢bé onemocnéni.
melatoninu na vysoce afinitni membranové receptory MT1 a MT2 exprimované

v imunokompetentnich bunkach (7).

4.1.3 Informace pro spotiebitele pfi uZiti
4.1.3.1 Opatieni

- Nepodavat détem do 18 let.

- U lidi s onemocnénim ledvin, jater nebo autoimunnim onemocnénim se poradit
s lékarfem/Iékarnikem pred uZitim pripravku s melatoninem.

- Kurdkim se muzZe snizit ucinnost pripravku, kvuli zrychlenému rozkladu

- Alkohol sniZuje uc¢innost melatoninu.

-V prabéhu téhotenstvi ¢i kojeni se pfipravky s melatoninem nedoporucuiji.

- MozZné lékové interakce se mohou naskytnout napfiklad u IéCiv s: estrogenem,
fluvoxaminem, warfarin, benzodiazepiny ¢i nebenzodiazepinova hypnotika,
chinolony a rifampicin, imipramin, thioridazin. Pfi uziti l1éCiva se zmifiovanou
ucinnou latkou taktéz konzultovat s Iékarem (18).

4.1.3.2 Uiiti
- Nezavisle na jidle, avsak je doporuceno 2 hodiny pfed a 2 hodiny po uziti nejist.
- Nacasovani je dulezité — doporucenou denni davku je nutné uzit pred ulehnutim

a zapit vodou (18).
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4.1.3.3 Mozné nezadouci ucinky

ve

U pasmové nemoci byly hldSeny moZné nezadouci Ucinky jako denni ospalost,
dezorientace, bolest hlavy, zavraté i pocit na zvraceni a ztrata chuti k jidlu (18) (19).

Ve

Mezi hlasené nezadouci Ucinky spada:

Tabulka 1: NeZdadouci tucinky melatoninu (18) (19).

ve

méné casté nezadouci ucinky vzacné nezadouci ucinky

bolest na hrudi, sucho v Ustech, nauzea, | zavraté, mdloby, ztrata védomi, vnimani
bolest bficha, dermatitida, nocni poceni | srdeéniho tepu, silné bolesti na hrudi pfi

v

anginé pectoris, podrazdénost, zizen
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4.2 Pyridoxin

Sumarni vzorec CsH11NO3
Registracni Cislo CAS 65-23-6
Molarni hmotnost 169,18 g/mol (20)
Vzhled: svétly bily prasek
OH

OH

OH X

G

N CH,4

Obrdzek 4: Molekulovy vzorec pyridoxinu.

Pyridoxin jakoZto vitamin Be je vtéto skupiné spolu sdalSimi derivaty
a to pyridoxaminem, pyridoxalem a fosforylovanymi derivaty kazdé z téchto sloucenin,
které jsou aktivnimi metabolity. Zakladem vsech derivatl je pyridinovy kruh, lisi se pouze
raznymi funkénimi skupinami. Pyridoxin ma v poloze 4 a 5 pyridinového kruhu umisténé
hydroxymethyl skupiny, v druhé poloze methyl a poloze 3 alkoholovou skupinu.
Souhrnny systematicky ndzev je 4,5-bis(hydroxymethyl)-2-methylpyridin-3-ol.
Pyridoxal se vyznaCuje zejména svou karbaldehydovou funkéni skupinou a nese
systematicky ndzev  3-hydroxy-5-(hydroxymethyl)-2-methylpyridin-4-karbaldehyd
a pyridoxamin 4-(aminomethyl)-5-(hydroxymethyl)-2-methylpyridin-3-ol. Metabolismus
pyridoxinu probihd v jatrech, kde dochazi k prevodu na jeho aktivni formu a to pyridoxin
5-fosfat. Aktivni forma je nasledné katabolizovana na kyselinu 4-pyridoxovou, kterd
se vylucuje modi. Jehorole v organismu je dllezita také pro funkci fady riznych enzymd,
které metabolizuji aminokyseliny jako napfiklad dekarboxyldzy nebo transaminazy, také
pro rozklad a upotifebeni cukrd, bilkovin a tukd z potravy (21) (2) (22).

Zdroje pyridoxinu i pyridoxaminu se nachazeji zejména v rostlinnych
potravinach, zatimco pyridoxal je odvozen castéji ze ZivociSnych potravin. Napfiklad

v zeleniné (brambor, mrkev, Spendt, kapusta), ofechy, maso, vejce i obiloviny (2).
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Obrdzek 5: Molekulovy vzorec pyridoxalu (vlevo) a pyridoxaminu (vpravo).

4.2.1 Vlastnosti a vyuziti

Vitaminy skupiny Be jsou distribuovany prevainé v lékovych formach pro oralni
podani, ale vyskytuje se i forma injekéni. Pyridoxin je indikovan k 1é¢bé ¢i prevenci pfi
nedostate¢ném pfijmu ve stravé, pti vrozenych poruchiach metabolismu jako napftiklad
anémie reagujici na pyridoxin Ci kfeCe zavislé na pyridoxinu nebo pti uzivani Iék(
(peroralnich kontraceptiv ¢i isoniazidu). Off-label (tzn. uZiti pfipravku, zplsobem, ktery
neni vsouladu se souhrnem udajli o pripravku) pouziti ma pyridoxin pfi nauzee
a zvraceni pfi téhotenstvi, pfi otravé ethylenglykolem nebo také napftiklad
pfi neurologické toxicité spojenou s predavkovanim isoniazidem, ktery se vyuZiva
na lécbu tuberkuldzy (23).

Nedostatek je vzacny, ale prvotnimi projevy je glositida, dermatitida,
nespecifickd stomatitida, podrazdénost, zmatenost, periferni neuropatie ¢i deprese.
PFi vrozené chybé metabolismu pyridoxinu se projevuji refrakterni neonatdlni zachvaty
pfi epilepsii, za kterou mGze praveé tato chyba. MUZe dochazet i k seboreické dermatitidé
¢i mikrocytarni anémii, které se ale projevuji az pfi zavaznym nedostatku vitaminu Be.
Za nedostatek mulzou i nékteré uzivané léky, kvlli interferenci s metabolismem

pyridoxinu jako je penicilamin, isoniazid, levodopa/karbidopa ¢i hydralazin (23) (2) (24).
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Doporucené denni davky vitaminu Be:

Tabulka 2: Doporucené denni ddvky vitaminu Bs (2).

dité 0,5-1 mg/den
mladistvi 1,3 mg/den
muz <50 let 1,7 mg/den
Zzena <50 let 1,5 mg/den

V pripadé predavkovani nad 250 mg/den jsou hlaseny nezadouci ucinky jako
nevolnost a zvraceni, neurologické problémy ¢i alergické kozni reakce (2). Dochéazet
mUze také k poSkozeni funkce krevnich desticek a mechanismu srazeni, ale tyto ucinky

mohou byt zplsobeny hyperhomocysteinemii zaznamenanou u téchto pacientl (25).

4.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

4.3.1 Charakteristika HPLC

HPLC (high performance liquid chromatography) je analyticka separacni metoda,
kterd spadd mezi nejprogresivnéjsi metody a v poslednich desetiletich doznava
znaéného rozvoje a inovaci zejména v oblasti instrumentace, detekce a stacionarnich
fazi. HPLC metody lze vhodné uplatnit pfi analyze Siroké Skaly slozitych vzorkda,
ve kterych je sledovano vice analytli sou¢asné — napf. syntetizovana latka a jeji necistoty,
lé¢ivo a rozkladné produkty nebo metabolity, kontrola kvality potravnich doplrikd,
multi-residualni environmentalni analyzy atp. (26). Ddle se HPLC vyuziva napfiklad
v oblasti farmaceutické analyzy, kde je technika nezbytnym metodickym nastrojem
ve vsech oblastech pfi vyzkumu, vyvoji i vyrobé IéCiv ¢i 1éCivych pripravk(, a to i po
uvedeni |é¢ivého pfipravku na trh.

Rozsahlé uplatnéni nalézd i ve studii metabolism( |éciv v organismu,
kdy umoznuje sledovat farmakokinetiku [éciv a hladin metabolitl (27).

Mezi hlavni pfednosti metody nalezi to, Zze umoziuje kvalitativni i kvantitativni
hodnoceni separovanych slozek smési, rychlost analyzy a citlivost stanoveni
(v zavislosti na pouzitém detektoru), moznost automatizace, minimalni mnozstvi vzorku,

selektivita a univerzalnost (28).
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4.3.2 Princip HPLC

Jednd se o fyzikdlné-chemickou metodu, pfi které dochazi k oddéleni slozek
analyzované smési na chromatografické koloné, naplnéné sorbentem v dusledku jejich
nestejné rychlého putovani tzn. migrace uréitym smérem. Migrace probiha mezi mobilni
(pohyblivou) fazi, ve které je analyzovana slozka rozpusténa a s ni prochazi
za vysokého tlaku kolonou a mezi stacionarni (nepohyblivou) fazi, ktera disponuje
velkym povrchem, kterou je kolona naplnéna. Molekuly analytu jsou odseparovany
na zakladé odlisné interakce mezi témito dvéma fazemi (27). Kapalinova chromatografie
je tedy zaloZena na mobilni kapalné fazi a vyuziva zakladni principy separace latek
ze smési a to absorpéni, iontovyménné, gelové i rozdélovaci chromatografie. Uspofadani

fazi je ¢astéji obracené (reverzni), ale mlze byt i normalni uporadani (26).

4.3.3 Popis kapalinového chromatografu

_— Manipulator

g _— Vialky se vzorky

- " Automaticky dévkovaé vzorku

Sesticestny davkovaci ventil

Zasabniky mobilni faze

Detektor

_\

Cerpadlo ”
rozpoustédla Aa B

Separaéni kolona

<— Komunikaéni modul spojeny s
I potitatem

ﬁﬁﬁﬁii ___ — vialky se vzorky

Smétovad
Wentil
Degasser (odplyfiovag)

Vysokotlaké Eerpadlo —J Proplachovaci ventil

Obrdzek 6: Schéma a popis HPLC systému (obrdzek prevzat a upraven ze zdroje (71)).
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Zakladni soucdsti systému jsou popsany na obrazku 6. Ze zasobnik( je Cerpana
mobilni (pohyblivd) faze do vysokotlakého Cerpadla. Vysoky tlak je dulezity vzhledem
k naplni kolon, ktera je tvorena malymi sférickymi casticemi. Zasobniky mohou
obsahovat rtzné kapaliny, z nichZ se sklada vysledna mobilni faze. Pfi isokratické eluci
mobilni faze mize mit po celou dobu analyzy sloZeni stejné, pricemz je i jeji elucni sila
pfi analyze stejna. V opacném pripadé vysokotlakd cerpadla a sméSova¢ mohou zajistit
v €ase analyzy ménici se slozeni mobilni faze, a tudiz se s rozdilnym sloZzenim méni i jeji
elucni sila, kterd se obvykle zvysuje kvili zvySeni podilu méné polarni slozky a snizeni
podilu poldrni slozky. Toto umoziuje dosahnout co nejlepsiho rozliSeni analyzovanych
latek, a zaroven zkrdtit dobu analyzy na ¢asové prijatelnou. Tato analyza se oznacuje
jako gradientova eluce (29). Pred privodem do kolony prochazi mobilni faze degasserem,
jenz zajisti odstranéni vSech rozpusténych plyna z kapaliny, které by mohly ovlivnit
kontinualni pritok kolonou a tim zpUsobit tlakovou pulsaci. Odplynéni je mozné mobilni
fazi probublavat héliem, a to bud pred zacatkem, nebo i v pribéhu celé analyzy. Dllezita
je dokonala plynulost toku mobilni faze pro detekci, aby se zamezilo Sumu v odezvé
detektoru. Nasledné smésovac dostate¢né smisi pouzivané mobilni faze.

Na vstupu do kolony je davkovag, ktery provadi nastfik analyzovaného vzorku
bud manualné vyuzitim mikrostfika¢ky, nebo automatizované. V ramci automatizace
v souCasné dobé prevazuje uZiti autosampleru. Hlavni soucasti automatického
davkovace je obvykle Sesticestny otocny ventil, ktery je opatfen davkovaci smyckou
definovaného objemu. Pfi plnéni je z vialky nasavan vzorek prostrednictvim injektoru,
kterym je naplnéna davkovaci smycka, a pfitom protéka mimo tuto smycku mobilni faze.
Sesticestny ventil se poté oto¢i do pozice, kdy protékd mobilni fize smyckou,
ktery s sebou unasi i vzorek, jenz je timto zplsobem ddvkovan na chromatografickou
kolonu (27) (30). Pred analytickou kolonou muZe a nemusi byt nainstalovana
predkolona, kterda mda ochranou funkci a chrani kolonu prfed moZnymi necistotami
ze vzorku ¢i mobilni faze (29). Chromatografickd kolona je v dnesni dobé vétSinou
kovova, konstruovédna z nerezové oceli pro vysoké tlaky, uloZena vtermostatovém
prostoru, ktery ma za ukol udrzovat konstantni teplotu béhem celé analyzy. Kolisani
teploty mlzZe negativné ovlivnit opakovatelnost retencnich cast a tim i selektivitu
analyzy. K vystupu z kolony je pfipojen detektor, kam putuje mobilni faze unasejici

vzorek, a probihd detekce jednotlivych latek (31). Zde probiha kvantitativni a kvalitativni
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hodnoceni jednotlivych separovanych analytli ze vzorku. Ovladani je plné pod kontrolou
pocitace a chromatografického softwaru, ktery slouzi ke sbéru a poté ke zpracovani dat

(27) (30).

4.3.4 Chromatografické kolony

Analyticka kolona je zadkladni soucasti HPLC systému. Naplni je stacionarni faze,
ktera je umisténa ve formé sloupce v koloné, kterou protékd mobilni faze, ¢imz
je umoznéno dosazeni samotné separace (32). Kolona naplnéna sorbentem zodpovida
za ucinnost, selektivitu a dohromady s parametry kolony (délka, primér a velikost ¢astic)
za rychlost analyzy. Vsoucasné dobé maji nejcastéji kolony trubicové pouzdro
z nerezové oceli, poptipadé plastové. Trubice maji obvykle délku 5-25 cm,
vnitfni pramér 2,1-5 mm a velikost ¢astic 1,5-10 um (30).

Napli tvofena sorbentem je uvnitf kolony uzaviena za pomoci frit. Kolonu Ize
chréanit predkolonou, kterd je umisténa samostatné pred ni a ma za funkci zachytdvat
zejména necistoty ze vzork(l a mobilni faze, a v pfipadé poskozeni ji Ize snadno vymeénit.
Vyuziva se napfiklad pfi analyze biologickych material( a prakticky se jedna o kratsi
kolonku (10—20 mm) se stejnym typem stacionarni faze (33).

Chromatografické separace jsou zaloZzeny na povrchovych interakcich sorbentu
a analytu, pfi nichz zavisi na typech interakénich mist. Sorbent mlze primo slouzit jako
stacionarni faze nebo mlze byt modifikovany vhodnou staciondrni fazi, jako napfr.
silikagel modifikovany delSimi alkylovymi retézci. Dle usporadani sorbentu kolony
rozdélujeme na kolony s malymi ¢asticemi tzn. ndplfiové nebo monolitické s velkou

plochou povrchu. Dle polarity stacionarni faze na normalni a reverzni (34).

Obrdzek 7: Chromatografickd kolona SUPELCO Ascentis Express C-18 100*4,6 mm, Cdstice 2,7 um.

(obrdzek prevzat ze zdroje (35)).
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4.3.4.1 Naplrové kolony

Jsou tvoreny malymi (1,5-5 pum), kulatymi ¢asticemi. Castice maji na povrchu
velké mnozstvi porl, coz jim udéluje pomérné velky adsorpcéni povrch, na kterém
probiha separace. Déle ¢im jsou ¢astice mensi, tim vytvareji vétsi odpor vici toku mobilni
faze. Podle povahy se ¢astice déli na porézni, perfuzni, pelikuldrni a ¢astice s pevnym

jadrem (33).

Tabulka 3: Ndplriové kolony — rozdéleni dle charakteru Cdstic (33).

Porézni ¢astice Vhodné pro nasttik malého mnozstvi analytu, kvali
velkému povrchu. Velikost v rozmezi 1,5-5 um.

Nejrozsitenéjsi.

Perfuzni ¢astice Vhodné pro préci pfi nizkych tlacich, kvali vétSimu
priméru ¢astic — 10 um. Pfi separaci makromolekul

v preparativnim méfitku.

Pelikularni ¢astice Vhodné pro separaci makromolekul, obsahuji pevné
jadro obalené velmi tenkou vrstvou staciondrni faze.

Pramér v rozmezi 1,5-2,5 um.

Céstice s pevnym jadrem | Tvofeny pevnym jadrem obalenym vrstvou sorbentu
(0,25-0,5 pum). Analyt nepronika do jadra, ¢imz dochazi
k efektivnéjsi interakci analytu s obéma fazemi a tim se

zvysi ucinnost separace.

4.3.4.2 Monolitické kolony
Vyznacuji se odliSnou strukturou v porovnani s naplfnovymi kolonami. Obsahuji
specidlni silikagel, popfipadé uUplné jiny material, ktery neni tvoren casticemi,
ale jednim kusem monolitického porézniho materidlu, ktery zcela zapliiuje vnitfek
separacni kolony. Monolitické kolony maji dva druhy port — mensi a vetsi pory (36).
Mensi pdry se nazyvaji mezopéry a obvykle maji 12 nm, zvétsuji ucinny povrch
sorbentu pro separaci, ¢imZz umozZiuji dosazeni velmi dobré separacni ucinnosti

naplnénych chromatografickych kolon (36).
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Vetsi péry tzv. makropdry (1-2 um) zajistuji rychly konvektivni tok mobilni faze
skrz monolit a zrychluji pfenos hmoty mezi obéma fazemi (37).

Podle chemické podstaty a zpUsobu pfipravy se mohou monolitické stacionarni
faze délit na anorganické, makroporézni polymerni a stlacitelné (komprimované gely)
monolity.

Velkou vyhodou monolitickych kolon jsou jejich hydrodynamické vlastnosti.
Casticové kolony maji vybornou separaéni Gcinnost, ale se snizujici se velikosti sorbentu
stoupd zpétny tlak a maximalni rychlost priitoku je omezena. U monolitickych kolon

je mozné pouzivat ndsobné vyssi priitoky nez u ¢asticovych (37).

4.3.4.3 Zakladni materialy vyuzivané pro vyrobu sorbentt

a) Silikagelové stacionarni faze

silikagel nejpouzivané;jsi materidl s mechanickou odolnosti

e vyroba umoznuje presné definovany primér castic a velikost por(

e obsahuje snadno modifikovany povrch, ktery je pokryt silanolovymi skupinami
e nizka stabilita pfi pH 2—7 (ale dnes jsou dostupné kolony s hybridnim silikagelem,
ktery je stabilni i pfi pouziti mobilni faze s vy$si hodnotou pH), teplota do 60 °C,

mechanicka odolnost do 35—-40 MPa (37) (33) (38)

CIJH -‘CIJH ('[.)H ('r.)H {I)H

——?i—O—?i—D—\?i—O—?i——D—?i——
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Obrdzek 8: Schéma zndzornéni povrchu silikagelu (obrdzek prevzat ze zdroje (33)).
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b) Stacionarni faze na bazi organickych polymert

e makroporézni struktury polymer( vykazuji velky adsorpéni povrch, stabilitu
pH 1-14 a teplotni stabilitu do 200 °C ale jsou omezeny maximalnim tlakem
na koloné do 20 MPa

e nevyhoda fazi je zavislost ucinnosti na organické sloZzce mobilni faze

e nejCastéji vyuzivany zesitovany polystyren, substituované polyvinylalkoholy

a methakrylaty, které umoznuji jednoduchou modifikaci povrchu (33) (36) (39)

c) Stacionarni faze na bazi oxidu zirkonicitého

e misto silanolovych skupin jsou zde pritomny adsorpcni centra Lewisovych kyselin
— 3 reaktivni mista na povrchu oxidu zirkonicitého, a proto je nutné pfi separaci
mobilni faze pufrovat

e vysoce chemicky i fyzikalné odolny (pH 1-14, do 200 °C)

e nesraZi se, nebobtna vlivem organické slozky mobilni faze

e kolona ma dlouhou Zivotnost, vysokou mechanickou odolnost, vysokou ucinnost

separace (36) (40)

d) Stacionarni faze na bazi dalSich kovovych oxid(

e v mensi mife pouzivané — oxid hlinity a oxid titanicity (33)

e) Stacionarni faze na béazi porézniho grafitového uhliku

e sklada se z grafitovych prouzkd
e vysoce inertni material, stabilni v Sirokém rozmezi pH 1-14, teplota do 200 °C

(40)

f) Hybridni stacionarni faze

e kombinace organické slozky a silikagelu jako komplexni ¢3stice

e nemodifikovany silikagel nebo silikagel modifikovany polarnimi skupinami —
nejcastéji kyano-, amino-, amido-, diolovymi skupinami

e |ze pouzit silikagel modifikovany hydrofilnim polymerem (polysulfoethylen ci

polyhydroxyethylen)
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e vyhody pro separacni ¢innosti: Siroka pH stabilita, vyssi efektivita a mechanicka

ucinnost nez u polymer( (41) (42)

g) Modifikované stacionarni faze

V soucasnosti se nejc¢astéji vyuziva staciondarni faze na bazi silikagelu, ktera je
vhodné modifikovana. Modifikace probiha reakci organosilanu s povrchové silanolovymi

skupinami, které jsou nahrazeny nejcastéji nepolarni skupinou (33).

Flh qu1 Fl’w
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Obrazek 9: Modifikace povrchovych silanolovych skupin (obrdzek prevzat ze zdroje (33)).

Dle typu ligand( navdzanych na povrch ma staciondarni faze rizny charakter:

Tabulka 4: Charaktery modifikovanych staciondrnich fazi (34).

Charakter Priklady pripojenych ligand(i Pouziti

polarni -OH, -CN, -NH3,-NO2 normalni mod adsorp¢ni

chromatografie

nepolarni -C8, -C18, amidova faze, fenyl, reverzni mod

alkyl- a aryl- fluorované faze

stfedné polarni -NH3, -CN v obou modech — normalni

i reverzni chromatografie

iontovy -COO kationtovy ménic, jontovyménna
NH4* aniontovy iontoménic chromatografie
chirdlni chiralni selektor
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Redlné Ize modifikovat maximalné polovinu silanolovych skupin, a to kvuli
stérickému branéni uZ navazané objemné skupiny, kterd neumoznuje modifikaci
ostatnich pfilehlych silanolovych skupin. Volné nemodifikované silanoly jsou pristupné
pro interakce sanalytem a mobilni fazi (vodikové vazby, iontové-vyménné,
dipdl-dipdlové interakce), coz zapficini negativni ovlivnéni separace — stoupajici retence,
chvostovani pikl poldrnich, zejména bazickych latek. MoZzné feSeni je tzv. ,endcapping”.
Jde o pridavnou modifikaci zbylych silanold pomoci malych siland (napf.

dimethylchlorsilan, trimethylchlorsilan). Endcapping pak snizi pocet volnych

silanolovych skupin az 0 30 % (33) (43).

¥

. - . e ;
G,
Obrdzek 10: Struktura staciondrni fdze ndplriové (a) a monolitické (b) kolony (obrdzek prevzat ze zdroje

(44)).

4.4 ResSersSe stanoveni melatoninu a vitaminu skupiny Bs

V soucasné dobé nebyla publikovana 7zddnd metoda, kterd by se zaobirala
soucasnym stanovenim analyzovanych latek. Pro melatonin i pyridoxin existuje nékolik
publikovanych metod pro stanoveni samostatné ¢i s jinymi latkami.

Melatonin je hormon produkovany epifyzou, ktery reguluje spanek a bdélost (1),
proto je jeho stanoveni v rGznych matricich vyznamné pro vyzkumny a diagnosticky
potencial. V dneSni dobé je pro stanoveni melatoninu nejvice vyuZivdna metoda

vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). Metoda umoZniuje separaci
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a kvantifikaci chemickych sloucenin v roztocich (39). Pro stanoveni melatoninu
se poutzivaji rGzné typy chromatografickych kolon, ale nejéastéji kolony s reverzni
stacionarni fazi C18 a mobilni faze s organickymi rozpoustédly a vodnymi roztoky
kyselin. Detekce byva provadéna obvykle fluorescenéni spektrometrii, ktera umoznuje
selektivni a citlivou detekci, dals$i moZnosti je napriklad UV/VIS ¢ hmotnostni
spektrometrie (45) (46) (47) (48) (49). Vysledky analyzy mohou byt ovlivnény fadou
faktor( jako napfiklad typ kolony, mobilni faze, pH, teplota, pfiprava vzorku,
typ detektoru (39).

Mezi matrice vyuZivané nejcastéji ke stanoveni melatoninu dnes zfidka patfi
syntetické potravni dopliky, u kterych se studie zaobiraji zejména pritomnosti
deklarovaného mnoiZstvi uvedeného na etiketé pripravku, ale patfi sem zejména
biologické matrice jako napftiklad krevni plazma, sliny, mo¢, mozkomisni tekutina, ¢i také
potraviny a ¢asti rostlin.

Co se tyce pyridoxinu, je to jedna z forem vitaminu Be a je velice dlleZity pro fadu
metabolickych procest v téle (50). Jeho stanoveni se také nejvice vénuje metoda
vysokoucinné kapalinové chromatografie, ktera je spolehliva pro stanoveni jeho hladin
v rlznych matricich. Stanoveni probihd prevdiné na reverznich fazich s detekci
ultrafialovym zarenim ¢&i fluorescenéni spektrometrii. PouZivané matrice jsou témér
shodné s matricemi pouzZivanymi pro stanoveni melatoninu jako je krevni plazma,
materské mléko, doplnky stravy — kojenecké vyZivy, multivitaminové tablety, vitaminové
napoje (51) (52) (53).

Publikované zdroje ukazuji, Ze metody HPLC se zamérfuji na uZiti v rGznych
aplikacich, jako diagnostika a terapie tykajici se spanku, lécba rGznych onemocnéni,
hodnoceni potravinového pfinosu slouéenin pro lidské zdravi, stanoveni mnoZzstvi téchto
sloucenin v |éCivych pfipravcich. Také ukazuji, Ze metoda HPLC je Gcinna pro stanoveni
melatoninu a pyridoxinu v odliSnych matricich. V tabulce niZe jsou uvedené vybrané
zdroje tykajici se stanoveni melatoninu a pyridoxinu pomoci metody vysokoucinné

kapalinové chromatografie (45) (46) (47) (48) (49) (51) (52) (53).
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Tabulka 5: Pfehled studii a podminek separace a stanoveni melatoninu a pyridoxinu.

Vzorek Stanovované Mobilni faze Typ kolony Metoda Zdroj
latky
Doplriky stravy melatonin A: voda : kyselina octova Kinetex EVO HPLC- (45)
s obsahem 0,1% C-18 100 A VWD-FLD
melatoninu B: MeOH (130*3 mm,
Castice
5 um)
Vinna réva melatonin a A: fosfatovy pufr (40 YMC-Pack HPLC-FLD (46)
trans- mM) pH 3,0/ACN ODS-A
resveratrol (80/20, obj./obj.) (250*4,6 mm,
B: fosfatovy pufr Castice 5 um)
(40 mM) pH 3,0
/ACN
(60/40, obj./obj.)
Lidska plazma a melatonin A: 5 mM vodny roztok Kinetex LC-MS/MS (47)
sliny octanu amonného a C-18 100 A s EIS
kys. mravenci (75*2,1 mm,
(40:60:0,1; v/v/v) Castice
B: MeOH 2,6 um) +
predkolona
UHPLC 2,1
Maso (jehnéci, melatonin 100 mM acetdatovy pufr | Bio-Advantage HPLC (48)
kureci, hovézi, (pH 4,5) s 20 % ACN 100 C-18
veprovy, losos, (250*4,6 mm,
kureci jatra a srdce) Castice 5 um)
vajecna susina,
kukuftice, kukufi¢ny
srot, susené
pivovarské
kvasnice, hovézi
kolostrum
Nanocastice melatonin B: ACN Lichrospher HPLC-PDA (49)
poly (kyseliny A:voda 100 RP-18E
mlécéné) (65:35, obj./obj) (125*4 mm,
Castice
4,5 um)
Potravinové vitaminy B A: 20 mM fosforecnan Develosil HPLC-DAD (51)
doplriky: kojenecka (pyridoxin, draselny pH 3,0 RP-Aqueous
vyZiva, ceredlie, thiamin, B: 50 % ACN (obj./obj.) C-30 140 A
nizkokalorické riboflavin, v 20 mM fosforecnanu (250*4,6 mm,
potraviny, multivit. nikotinamid, draselném pH 3,0 Castice
tablety, vitaminovy kys. 5 um)
napoj pantothenov-3,
kys. listova)
Lidska plazma pyridoxin, A: 3,5 mM kyselina 1- Hypersil ODS HPLC-FLD (52)
pyridoxal oktansulfonova a C-18
5-fosfat, 1,2 mM triethylamin v (150*4,6 mm,
pyridoxal, 0,033 M kyseliné Castice
pyridoxamin 5- fosforecné 3 um)
fosfat, B: ACN
pyridoxin,
pyridoxamin a
degradacni
produkt 4-
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pyridoxova
kyselina

Cerealni kojenecka
vyZiva

pyridoxalové,
pyridoxinové a
pyridoxaminové
formy vitaminu
Be

A: 95% roztok pufru
(11g KH2PO4a0,5¢g
kyseliny
1-heptansulfonové)
B: 5% ACN

Eclipse
X08-C-18
(150*4,6 mm,
Castice
5um

HPLC-FLD

(53)
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5 Experimentalni cast

5.1 Pouzité pristroje a pomucky
5.1.1 Pristroje
Chromatograficky systém:
Chromatograf: Shimadzu LC-10
Pumpy: LC-10AD VP
Degasser: DGU -14 A
Autosampler: SIL-HT A
Termostat kolony: CTO-10AC VP
Detektor: DAD detektor SPD-M10A VP
Vyhodnoceni: Software LC Labsolutions
5.1.2 Kolona
SUPELCO Ascentis Express C-18 100*4,6 mm, velikost ¢astic 2,7 um
5.1.3 Pomticky
Bézné laboratorni sklo a pomUcky
Analytické vahy — Sartorius secura 225D-1CEU
Ultrazvukova lazern — Bandelin SONOREX RK100
Pipety — Brand
Plastové injekéni stfikacky — Braun, Omnifix®

PTFE filtry o velikosti por(i 0,2 um — Whatman™ a filtry 0,45 um nylon - VWR
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5.2 Pouzité chemikalie

5.2.1 Standardy
Melatonin > 98,0% (TLC); Sigma-Aldrich s. r. o.
Pyridoxin > 99,0% (TLC); Sigma-Aldrich s. r. o.

5.2.2 Testované vnitini standardy
Kyselina sorbova > 99,0% (TLC); Sigma-Aldrich s. r. o.
Kyselina 4-aminobenzoova = 99,0% (TLC); Sigma-Aldrich s. r. o.
Kyselina benzoova > 99,0%; Chemapol a. s.
Bisphenol S 299,0% (TLC); Sigma-Aldrich s. r. o.
Bisphenol A 2 99,0% (TLC); Sigma-Aldrich s. r. o.
Kyselina chlorogenova > 95,0%; Sigma-Aldrich s. r. o.
Vankomycin 1000mg/1g prasek pro infuzni roztok; Mylan S. a. s.
Kyselina maleinova > 99,0% (HPLC); Fluka
Kyselina gallovd 97,5-102,5%; Sigma-Aldrich s. r. o.
Amygdalin 2 97,0% (HPLC); Fluka
Kofein > 99,0%; Fagron a. s.
Resorcin 2 99,0%; Lach — Ners. r. o.
Benzamid = 99,0%; Sigma-Aldrich s. r. o.
p-nitrofenol > 99,0%; Lachema n. p. Brno

o-aminofenol 2 99,0%; Lachema n. p. Brno

5.2.3 Rozpoustédla
Acetonitril (HPLC gradient grade); Honeywell s. r. o.
Methanol (HPLC gradient grade); Honeywell s. r. o.
Kyselina o-fosforec¢nda 85%; Penta s. r. o.

Ultracista voda; Cistici systémem Milli-Q (Millipore, Berford)
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5.3 Testované vzorky
5.3.1 Doplriky stravy
mcePharma, s. r. 0., TOZAX Sleep Trip, 30 tbl.
Clinical nutricosmetics, s. r. o., Clinical Melatonin Bs sirup 120 ml
Emergopharm, Sp. z 0.0. Sp. K., Fast Sleep Ustni sprej s melatoninem 24 ml
Salutem Pharma, s. r. 0., Melatonin Rapid komplex 5 mg ODT (pod jazyk), 30 tbl.
Woykoff, a. s., Allegra Melatonin 3 mg, 30 tbl.
Clinical nutricosmetics, s. r. 0., Clinical Melatonin Forte, 30 tbl.
Allnature, s. r. 0., Melatonin 2 mg, 60 tbl.
Nutricius, s. r. 0., Melatonin new extra 5 mg, 60 tbl.
Clinical nutricosmetics, s. r. 0., Clinical Melatonin Bs Gummies, pektinové bonbdny

s pomerancovou pfichuti, 60 tbl.
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Obradzek 11: Testované doplnky stravy (obrdzky prevzaty a upraveny z webovych stranek prodejct
(54) (55) (56) (57) (58) (59) (60) (61) (62)).
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5.4 Deklarovany obsah melatoninu a vitaminu B v testovanych
potravnich doplicich

Tabulka 6: Deklarovany obsah Iatek v testovanych potravnich doplricich.

Vyrobce Nazev pfipravku Deklarovany obsah mg/1tbl
Melatonin Vitamin Be
mcePharmas. r. o. TOZAX Sleep Trip 1,0 0,545
Clinical Clinical Melatonin 1,0 1,4
nutricosmetics Be Gummies
s.r.o.
Nutricius s. r. o. Melatonin new 5,0 -
extra 5 mg
Salutem Pharma Melatonin Rapid 1,0 -
s.r.0. komplex 5 mg ODT
Woykoff a. s. Allegra Melatonin 3,0 -
3mg
Clinical Clinical Melatonin 5,0 -
nutricosmetics Forte
s.r.0.
Allnatures.r. o. Melatonin 2mg 2,0 -
Emergopharm Fast Sleep ustni Deklarovany obsah mg/2 vstfiky
Sp. z 0.0. Sp. K. sprej 1,0 -
s melatoninem
Clinical Clinical Melatonin Deklarovany obsah v mg/2,5 ml
nutricosmetics Be sirup 1,0 0,7
s.r.0.
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5.5 Priprava mobilni faze

Mobilni faze byla sloZena z acetonitrilu a okyselené vodné faze. Acetonitril byl
Cerpan pfimo ze zdsobni lahve od vyrobce. Na pfipravu okyselené vodné faze bylo
do nadoby na mobilni fazi naplnéno 800 ml ultracisté vody a pfidano 0,8 ml 85% kyseliny

o-fosforecné. Vznikla 0,085% H3PO4 kyseld vodna faze o pH 2,2.

5.6 Priprava roztokt standardi
Standardy melatoninu, pyridoxinu byly rozpustény v 1000 ul methanolu podle
tabulky uvedené nize. VSechny roztoky standardl byly ve sklenénych vialkdch

uchovavany v lednicéce kvili jejich mozné degradaci.

5.6.1 Priprava zasobnich roztokl standardu

Tabulka 7: Priprava zdsobnich roztok( standardd.

Standardy Navazka (mg) Methanol (pl) Koncentrace (mg/l)
Melatonin 2,0 1000 2000
Pyridoxin 1,93 1000 1930

5.6.2 Priprava pracovnich roztokt standardi

Pracovni roztoky byly pfipraveny fredénim zasobnich roztok( standard(
methanolem. Zasobni roztoky byly nafedény dvacetkrat, tedy 50 pul z kazdého zasobniho
roztoku se naredilo 950 pl methanolu. Déle se pfipravil smésny roztok standardu
smisenim 100 ul kazdého ze zasobnich standardu, ktery byl doplnén 800 pl ultracistou

vodou.

5.6.3 Priprava zasobniho roztoku vnitiniho standardu
Zasobni roztok vnitiniho standardu kyseliny chlorogenové byl pfipraven
o koncentraci 1900 mg/l. Do vialky bylo navaZeno 1,90 mg kyseliny chlorogenové

a nasledné napipetovano 1000 pl methanolu.
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5.6.4 Priprava roztoku pro test vhodnosti chromatografického systému
Pro test vhodnosti chromatografického systému byl pfipraven novy smésny
roztok standardl spolecné s vnitfnim standardem. Tento roztok byl tvofen 100 ul z

kazdého zasobniho standardu a doplnén 700 pl ultracisté vody do objemu 1000 pl.

5.6.5 Priprava roztoku pro opakovatelnost
Pro opakovatelnost byly pouzity roztoky z pfipravy roztokd na kalibraci,

a to v koncentracich 200 mg/ml, 80 mg/ml, 10 mg/ml.

5.6.6 Priprava roztokt pro kalibraci

Ze smésného roztoku standardi pro test vhodnosti chromatografického systému
(200 mg/l1) byla pozdéji pripravena kalibraéni fada roztokt o rGzné koncentraci pro test
linearity. Tato kalibra¢ni fada vznikla fedénim smésného roztoku standard( ultracistou
vodou v riznych pomérech, které je shrnuto v tabulce 8. Kvali malému mnozstvi byly

pouzity inserty.

Tabulka 8: Redéni kalibracnich roztoki standardd.

Objem smésného roztoku Objem ultracisté vody Vysledna koncentrace
standardd (ul) (mg/1)
(u)
100 0 200
80 20 160
60 40 120
40 60 80
20 80 40
10 90 20
5 95 10
2 98 4
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5.6.7 Priprava roztoku pro stanoveni parametru presnosti

Bylo navazeno 6 tablet potravniho dopliiku Sleep Trip od spolecnosti TOZAX,
které se nasledné extrahovaly do Sesti centrifugacnich zkumavek s ptidavkem 10 ml
vody, pomoci ultrazvukové |dzné po dobu 15 minut. Dale byla tato smés prefiltrovana

do vialek pfes 0,2 um PTFE filtry a analyzovana pomoci HPLC.

5.6.8 Priprava standardul a vzorkul pro stanoveni parametru spravnosti
a) priprava zasobnich standardd melatoninu, pyridoxinu a kyseliny chlorogenové
pro vytéznosti
Do tfech centrifugacnich zkumavek bylo navazeno na analytickych vahach
zvlast 19,87 mg melatoninu, do druhé 19,89 mg pyridoxinu a do posledni
19,86 mg vnitfniho standardu kyseliny chlorogenové. Do kazdé zkumavky
bylo pfiddno 10 ml methanolu a nasledné byly zkumavky vloZeny
do ultrazvukové [dzné na 15 minut, a poté byl kazdy vysledny zasobni
standard prefiltrovdn do vialek pres PTFE filtry o velikosti
0,2 um.
b) Ptiprava vzorku tablety pro stanoveni vytéznosti doplriku stravy Sleep Trip bez
pridavku melatoninu a pyridoxinu
Vypoctena polovina hmotnosti jedné tablety potravniho doplniku byla
navazena do centrifugacni zkumavky, do které bylo pfidano 100 ul
vnitfniho standardu kyselina chlorogenové a doplnéno do 20 ml 19,90 ml
extrakéniho cinidla ultracisté vody. Tento vzorek byl nakonec vloZen
do ultrazvukové lazné a prefiltrovan pomoci PTFE filtru o velikosti

0,2 um. Vzorek byl pfipraven celkem tfikrat.

c) Priprava vzorku tablety pro stanoveni vytéznosti dopliiku stravy Sleep Trip
s pfidavkem standard(i melatoninu a pyridoxinu

Pfiprava vzorku byla témér totoina s predchozi pfipravou v bodu b.

LiSi se pouze tim, Ze do centrifugacéni zkumavky byl napipetovan

pridavek 500 pl melatoninu a 500 pl pyridoxinu, 100 upl vnitfniho

standardu a 18,90 ml ultradisté vody. Poté se pokracovalo stejné

(ptiprava b.). Vzorek byl pfipraven celkem osmkrat.
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d) Pfiprava porovnavacich standardd melatoninu, pyridoxinu pro hodnoceni
vytéZnosti extrakce

Tento roztok byl pfipraven pouze dvakrat, a to v desetindasobné mensim

mnozstvi nez predchozi vzorky. Kvlli malému mnoiZstvi pfiprava probihala

pfimo do vialek, do které bylo napipetovdno 50 ul melatoninu,

50 pl pyridoxinu, 10 ul vnitiniho standardu kyseliny chlorogenové a jako

posledni bylo napipetovano 945 ul ultracisté vody. Naslednd ultrazvukova

lazen nebyla potieba kvili snadné rozpustnosti.

5.7 Pfiprava analyzovanych vzorkd dostupnych na trhu v €R

Pét tablet doplnk( stravy bylo zvaZzeno a zprimérovano na hmotnost jedné
tablety. Tablety byly rozdrceny a homogenizovany v tfence. Nasledné byla navazena
pramérna hmotnost smési, ktera byla extrahovana do 20 ml ultracisté vody s vnitfnim
standardem po dobu 15 minut pomoci ultrazvukové lazné. Vyextrahovany vzorek byl
poté pomoci injekénich stfikacek prefiltrovan pres PTFE filtry o velikosti pérd 0,2 um

do sklenénych vialek.

5.7.1 Priprava vzorki ve formé sirupu Clinical Melatonin Be

Definovana jedna davka ptipravku byla 2,5 ml sirupu. Pomoci pipety byl odebran
presny objem do centrifugaéni zkumavky a doplnén na 20 ml pomoci ultradisté vody
a 100 pl vnitfniho standardu. Po dostate¢ném promiseni byl vzorek pomoci injekénich

strikacek prefiltrovan pres PTFE filtry o velikosti pérd 0,2 um do sklenénych vialek.

5.7.2 Priprava vzorki ve formé spreje Fast Sleep

Zvazenim 20 vstfik(l do odmérné nadoby byla zjiSténa hmotnost jednoho vstfiku
v mg, kvali malému mnozZstvi byl vzorek pfipravovan pomoci dvou vstrikd. K definované
davce byl vzorek doplnén do 20 ml ultradistou vodou a 100 ul vnitfniho standardu.
Po dostateéném promiseni byl vzorek pomociinjekénich stiikacek prefiltrovan pres PTFE

filtry o velikosti por(i 0,2 um do sklenénych vialek.
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5.7.3 P¥iprava vzorkd ve formé bonbént Clinical Melatonin Bs gummies

Do centrifugacni zkumavky byl vloZen vzorek bonbdénu, ke kterému byl pfidan
objem na 19,9 ml ultracisté vody a vzorek byl ponechan samovolnému rozpusténi.
Uplné rozpusténi bylo dosahnuto po 3 hodinach. Nasledné bylo pridano 100 pl vnitfniho
standardu na celkovy objem 20 ml a vzorek byl po dostateéném promiseni pomoci
injekénich stfikacek prefiltrovan pres PTFE filtry o velikosti pérd 0,2 um

do sklenénych vialek.

5.8 Parametry méreni

Analyza byla provedena na HPLC chromatogramu Schimadzu LC -10, jehoZ
soucdsti byla binarni pumpa, degasser, autosampler, kolonovy termostat a DAD
detektor. Kontrola systému, sbér a vyhodnocovdni dat bylo provadéno pomoci
chromatografického softwaru LC Labsolutions. Chromatografie byla provedena pomoci
gradientové eluce, kterd je charakteristickd proménlivym sloZzenim mobilni faze béhem
separace. Optimalni chromatografické podminky, které byly pouZity i pro validaci
byly: mobilni faze A: acetonitril, mobilni faze B: 0,085% kyselina fosfore¢nd o pH 2,2.
Pritok mobilni faze byl zvolen 1 ml/min. SloZeni gradientu mobilni faze v pribéhu
analyzy je uvedeno v tabulce 9. Jako nevhodnéjsi stacionarni faze byla pouzita kolona
SUPELCO Ascentis Express C-18 (100 x 4,6 mm) o velikosti ¢astic 2,7 um. Kolonovy
prostor byl po celou dobu méreni temperovan na 30 °C. Objem nastfiku vzorku

na kolonu €inil 5 pl. Melatonin a pyridoxin byly detekovany pfi vinové délce 278 nm.

Tabulka 9: Pribéh findlniho gradientu pouZitého pro validaci metody.

Gradient
Casovy pribéh analyzy (min) Zastoupeni Zastoupeni
vodné faze (%) organické faze (%)
0,01 95 5
0,01-4,00 40 60
4,00-4,10 95 5
4,10-6,00 95 5
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5.9 Parametry hodnoceni metody

Mezi parametry hodnoceni metody patfila linearita, opakovatelnost, presnost,
spravnost, limit detekce a kvantifikace a nasledné samotna aplikace metody na méreni

vzorku. Proveden byl i test vhodnosti chromatografického systému.
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6 Vysledky a diskuze

6.1 Vyvoj analytické metody, optimalizované parametry

6.1.1 Optimalizace metody

Cilem optimalizace metody bylo nalézt vhodné podminky pro separaci
jednotlivych standard( tak, aby mély soucasné ve vysledném chromatogramu
dostatecné rozliSeni, symetrii a Sitku piku. V prvni fadé bylo nutné zvolit vhodnou
chromatografickou kolonu jako stacionarni fazi a pro ni vhodnou mobilni fazi a také méd
chromatografické eluce, zdali bude analyza provadéna v rezimu analyzy isokratické nebo
gradientové. Byl testovan vliv poméru zastoupeni organické, vodné faze a vliv pH
na separaci stanovovanych latek. Poté bylo nutné najit optimalni vinovou délku
pro detekci v zavislosti na absorpénim maximu. Stanoven byl také objem priitoku
mobilni faze a to 1 ml/min, objem nastfiku vzorku na kolonu 5 pl. Kolona byla po celou

dobu analyzy temperovana na vhodné zvolenou teplotu 30 °C.

6.1.2 Volba vinové délky

Detekce byla provedena pfi tfech nejvhodnéjsich vinovych délkach, jejichz vybér
umoznil DAD detektor, ato 278, 290, 327 nm. Vinové délky byly vybrany dle absorp¢nich
maxim jednotlivych analyzovanych latek. Naméfend absorpéni spektra jednotlivych

latek v pouzité mobilni fazi jsou nasledujici:

43



ra

— — (5]

—_

RO OO DO = -

1

LB
%

phy

278

2449

350

Obrdzek 12: Absorpcni spektrum melatoninu.
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Obrdzek 13: Absorpcni spektrum pyridoxinu.
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Obrdzek 14: Absorpcni spektrum kyseliny chlorogenové.

Tabulka 10: Vinové délky, pri kterych byly detekovdny konkrétni analyzované ldatky.

Analyzovana latka A (nm)
Melatonin 278
Pyridoxin 290
Kyselina 327

chlorogenova — IS

6.1.3 Volba slozeni mobilni faze

Pro optimalizaci byly méreny retencni ¢asy melatoninu a pyridoxinu na zvolenych
chromatografickych kolonach s v zavislosti na zménach sloZzeni mobilni faze pfi teploté
30°C.

Mobilni faze, které byly testovany smési: ACN — H;0, ANC — 0,085% H3POa,,
MeOH — H,0 a MeOH — 0,085% H3PO4. Hlavnim cilem optimalizace mobilni faze bylo
dosazeni separace vSech stanovovanych latek, vhodna Sitka a symetrie piku a separace
stanovovanych latek v prijatelném ¢ase. Na nasledujicich obrazcich jsou dokumentovany

priklady retence melatoninu na jednotlivych kolonach za rdznych testovanych podminek
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mobilnich fazi. Retence pyridoxinu a jeho separace spolecné s melatoninem byla
testovana az v pozdéjsi fazi optimalizace, kdy bylo zjisténo Ze nékteré z melatoninovych

doplrikd tento vitamin také obsahuiji.

Kolona YMC Triart C-18 100*4,6 mm, Castice 5 um ACN/kys. fosf. 0,085% (20/80)
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Obrdzek 15: YMC Triart C-18 100*4,6 mm, Cdstice 5 um, ACN/kyselina fosforecnd 0,085% (20/80).

Kolona YMC Triart C-18 100*4,6 mm, Castice 5 um ACN/kys. fosf. 0,085% (40/60)
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Obrdzek 16: YMC Triart C-18 100*4,6 mm, cdstice 5 um, ACN/kyselina fosforecnd 0,085% (40/60).

Kolona YMC Triart C-18 100*4,6 mm, ¢astice 5 um ACN/H20 (20/80)
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Obrdzek 17: YMC Triart C-18 100%4,6 mm, ¢dstice 5 um, ACN/H20 (20/80).
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Kolona YMC Triart C-18 100*4,6 mm, Castice 5 um ACN/H20 (40/60)

sl
{Z78nm,4nm (1.00)
100

T '
1 Ll
] =

5]

0 —
oo 05 1h 15 2h 25 an 35 mih

Obrdzek 18: YMC Triart C-18 100*4,6 mm, ¢dstice 5 um, ACN/H-0 (40/60).

Kolona YMC Triart C-18 100*4,6 mm, ¢astice 5 um MeOH/H20 (30/70)
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Obrdzek 19: YMC Triart C-18 100*4,6 mm, Cdstice 5 um, MeOH/H:0 (30/70).

Kolona YMC Triart C-18 100*4,6 mm, ¢astice 5 um MeOH/kys. fosf. 0,085% (30/70)
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Obradzek 20: YMC Triart C-18 100%4,6 mm, cdstice 5 um MeOH/kyselina fosforecnd 0,085% (30/70).
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Pti analyze na koloné YMC Triart C-18 100*4,6 mm, ¢astice 5 um nebyla ziskana
dobrd symetrie a Sitka piku, a také nebyla analyza uskutec¢néna ve vhodnych retencnich

Casech (viz obrazek 15-20).

Kolona SUPELCO Ascentis Express RP-Amide 100*4,6 mm, c¢astice 5 um ACN/Kkys. fosf.
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Obrdzek 21: SUPELCO Ascentis Express RP-Amide 100*4,6 mm, dstice 5 um ACN/kyselina fosfore¢nad
0,085% (30/70).

Kolona SUPELCO Ascentis Express RP-Amide 100*4,6 mm, ¢astice 5 um ACN/kys. fosf.

0,085% (40/60)
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Obrdzek 22: SUPELCO Ascentis Express RP-Amide 100*4,6 mm, Cdstice 5 um ACN/kyselina fosforecna
0,085% (40/60).

Na koloné SUPELCO Ascentis Express RP-Amide 100*4,6 mm, ¢astice 5 um byly

pozorovany velmi kratké retencni ¢asy (viz obrazek 21,22).
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Kolona YMC Triart C-18 ExRS 100*4,6 mm, ¢astice 5 um ACN/kys. fosf. 0,085% (20/80)
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Obradzek 23: YMC Triart C-18 ExRS 100*4,6 mm, cdstice 5 um ACN/kyselina fosfore¢nd 0,085% (20/80).

Kolona YMC Triart C-18 ExRS 100*4,6 mm, ¢astice 5 um ACN/kys. fosf. 0,085% (40/60)
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Obrazek 24: YMC Triart C-18 ExRS 100*4,6 mm, cdstice 5 um ACN/kyselina fosfore¢nd 0,085% (40/60).

Pfi analyze na koloné YMC Triart C-18 ExRS 100*4,6 mm, ¢astice 5 um byly

pozorovany velmi kratké retencni asy (viz obrazek 23,24).

Kolona KINETEX EVO C-18 50*4,6 mm, ¢astice 2,6 um ACN/kys. fosf. 0,085% (30/70)
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Obradzek 25: KINETEX EVO C-18 50*4,6 mm, cdstice 2,6 um ACN/kyselina fosfore¢nd 0,085% (30/70).
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Tato kolona nebyla vhodna kanalyze, protoze nebyla ziskana dostatecna

separace Be od piku nastfiku (mrtvého objemu kolony).

Kolona SUPELCO Titan C-18 50*%3,0 mm, castice 1,9 um, 12 nm ACN/kys. fosf. 0,085%

(30/70)
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Obradzek 26: SUPELCO Titan C-18 50*3,0 mm, &astice 1,9 um, 12 nm ACN/kyselina fosfore¢nd 0,085%
(30/70).

Pti testovani analytické kolony SUPELCO Titan C-18 50*3,0 mm, ¢dstice 1,9 um,
12 nm nedoslo k separaci testovanych latek zejména u vitaminu Bs, kde se vyskytl

dvojpik s pikem nastfiku. Tato kolona je tudiz nevhodna k analyze stanovovanych latek.

Kolona SUPELCO Ascentis Express C-18 100*4,6 mm, Castice 2,7 um ACN/kys. fosf.

0,085% (30/70)

mAU
sppJ278nm dnm {1.00)

MEL

200 o

100

oo 0 T Tz T Tab T T 7 T4 T T 7 s T T Tmi

Obrdzek 27: SUPELCO Ascentis Express C-18 100*4,6 mm, &dstice 2,7 um ACN/kyselina fosfore¢nd
0,085% (30/70).

U chromatografické kolony SUPELCO Ascentis Express C-18 100*4,6 mm, ¢astice

2,7 um byla testovana mobilni faze acetonitril/kyselina fosforeéna 0,085% v poméru
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30/70. Tato mobilni faze vykazovala chromatogram s optimalni separaci pyridoxinu
od mrtvého objemu. Doslo k separaci melatoninu, piky mély vhodnou symetrii a Sitku,
tudiz byla zvolena jako jedna z nejvhodnéjsich pro dalsi optimalizaci gradientu z dlivodu

urychleni analyzy.

6.1.4 Volba vnitiniho standardu
Pfijatelny vnitfni standard byl vybran z nasledujicich patnacti latek:

Tabulka 11: Seznam vnitrnich standardd.

Kyselina sorbova Kyselina gallova
Kyselina aminobenzoova Amygdalin
Kyselina benzoova Kofein
Bisphenol S Resorcin
Bisphenol A Benzamid
Kyselina chlorogenova p-nitrofenol
Vankomycin o-aminofenol
Kyselina malonova

NejpfijatelnéjSim vnitfnim standardem byla vybrdna kyselina chlorogenova,
ktera eluovala v pfijatelny retenéni ¢as uprostfed separovanych latek a s Zadnou z nich

neinterferovala.

6.1.5 Volba vhodného gradientu a chromatografické kolony

Vramci dalsi SirSi optimalizace metody bylo testovano celkem
15 chromatografickych kolon. Pfi volbé nejvhodnéjsi chromatografické kolony
se zejména prihlizelo k rozliSeni jednotlivych latek, symetrii jejich pik( a celkové rychlosti

separace. Seznam zkousenych kolon je uveden v tabulce 15.

Separacni podminky pro zkousené kolony byly ndsledujici: nastfik smési
standardu byl 5 pl, prdtok mobilni faze 1,0 ml/min, detekce pfi 278 nm, teplota
kolonového prostoru cinila 30 °C a celd eluce i s naslednou ekvilibraci kolony trvala
6, anebo pripadné 7 minut dle zvoleného gradientu. Vyuzité mobilni faze

byly — A: acetonitril, B: 0,085% kyselina fosfore¢na.
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Na testovanych kolonach byly vyzkouSeny 3 linedrni gradienty s rlznym

zastoupenim organické faze na zacatku separace. Pribéhy jednotlivych gradientd jsou

uvedeny v tabulkdch 12-14.

Tabulka 12: Pribéh gradientu ¢. 1.

Pribéh gradientu (min) Zastoupeni mobilni faze B (%)
0,01 95
0,01-5,00 40
5,00-5,10 95
5,10-6,00 95
6,00 stop

Tabulka 13: Pribéh gradientu ¢. 2.

Prabéh gradientu (min) Zastoupeni mobilni faze B (%)
0,01-1,00 95
1,00-6,00 30
6,00-6,10 95
6,10-7,00 95
7,00 stop

Tabulka 14: Pribéh gradientu ¢. 3.

Prabéh gradientu (min) Zastoupeni mobilni faze B (%)
0,01-1,00 98
1,00-5,00 20
5,00-5,10 98
5,10-6,00 98
6,00 stop

Identifikace jednotlivych pik(i smési byla provedena jako prvni porovnanim
retencnich ¢asl nastfiku standard(. Pro testovani bylo vyuZito celkem patnact rlznych

staciondrnich fazi a na kazdé z téchto kolon byly zkouSeny vSechny tfi gradienty.
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Tabulka 15: Seznam testovanych kolon.

Kolona

1 YMC Triart C-18 100*4,6 mm, ¢astice 5 um

2 SUPELCO Ascentis Express RP-Amide 100 *4,6 mm, ¢astice 5 um

3 YMC Triart C-18 ExRS 100*4,6 mm, Castice 5 um

4 YMC Triart C-18 50*4,6 mm, Cdstice 5 um

5 KINETEX Bifenyl 100*4,6 mm, ¢astice 5 um

6 KINETEX Phenyl-hexyl 100*4,6 mm, ¢astice 2,6 um

7 SUPELCO Ascentis Express C-18 100*4,6 mm, ¢astice 2,7 um

8 KINETEX EVO C-18 50*4,6 mm, Castice 2,6 um

9 KINETEX EVO C-18 50*3,0 mm, ¢astice 2,6 um

10 YMC Triart C-18 50*3,0 mm, ¢dstice 1,9 um, 12 nm

11 SUPELCO Titan C-18 50*3,0 mm, ¢dstice 1,9 um, 12 nm

12 SUPELCO Supel Carbon LC 100*3,0 mm, ¢astice 2,7 um

13 SUPELCO Ascentis Express AQ-C18 50*4,6 mm, ¢astice 2,7 um

14 SUPELCO Ascentis Express AQ-C18 50*4,6 mm, c¢astice 2,7 um +
predkolona C-18

15 SUPELCO Ascentis Express C-18 100*4,6 mm, ¢dstice 2,7 um

nékterych kolonach. Jednotlivé separované latky jsou oznaceny

MEL — melatonin, Bg— pyridoxin.
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zkratkami:




Kolona ¢. 4 YMC Triart C-18 50*4,6 mm, Castice 5 um
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Obrdzek 28: Chromatogram separace na koloné YMC Triart C-18 50*4,6 mm, ¢dstice 5 um, za pouZiti
gradientu ¢. 1.
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Obrdzek 29: Chromatogram separace na koloné YMC Triart C-18 50*4,6 mm, Cdstice 5 um, za pouZiti

gradientu ¢. 2.
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Obrdzek 30: Chromatogram separace na koloné YMC Triart C-18 50*4,6 mm, Cdstice 5 um, za pouZiti

gradientu ¢. 3.
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Kolona ¢. 9 KINETEX EVO C-18 50*%4,6 mm, castice 2,6 um

maL)
1278nmydnm (1.00
200] (1.00)
200
] i
. i
100 =
q e
ﬂ lk:n
o N
A L] L] L] L] ‘ L] L] L] L] ‘ L] L] L] L] ‘ L] L] L] L] L] L] L] L] ‘ L] L] L] L]
0.0 1.0 2.0 3.0 40 50 mrin

Obrdzek 31: Chromatogram separace na koloné KINETEX EVO C-18 50*4,6 mm, Cdstice 2,6 um za pouZziti

gradientu ¢. 1.

Na této koloné pfi gradientu €. 1 neni dostatecna separace pyridoxinu od piku mrtvého

objemu.
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Obrdzek 32: Chromatogram separace na koloné KINETEX EVO C-18 50*%4,6 mm, 2,6 um za pouZiti
gradientu ¢. 2.

Pfi gradientu €. 2 také nedochazelo k dostatecné separaci pyridoxinu od piku mrtvého

bodu.
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Obrdzek 33: Chromatogram separace na koloné KINETEX EVO C-18 50*%4,6 mm, Cdstice 2,6 um za pouZiti

gradientu ¢. 3.
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Kolona ¢. 11 SUPELCO Titan C-18 50*3,0 mm, castice 1,9 um, 12 nm
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Obrdzek 34: Chromatogram separace na koloné SUPELCO Titan C-18 50*3,0 mm, Cdstice 1,9 um, 12 nm,
za pouZiti gradientu ¢. 1.

Jednotlivé latky na této koloné byly pti gradientu ¢. 1 dostate¢né odseparovany,

ale pyridoxin tvofil dvojpik s mrtvym objemem diky jeho nizké retenci.
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Obrdzek 35: Chromatogram separace na koloné SUPELCO Titan C-18 50*3,0 mm, ¢dstice 1,9 um, 12 nm,
za pouZiti gradientu ¢. 2.

Jednotlivé latky na této koloné byly pfi gradientu ¢. 2 opét dostatecné

odseparovany ale pyridoxin tvofil dvojpik.
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Obrdzek 36: Chromatogram separace na koloné SUPELCO Titan C-18 50*3,0 mm, Cdstice 1,9 um, 12 nm,
za pouZiti gradientu ¢. 3.

Jednotlivé latky na této koloné byly pfi gradientu ¢. 3 dostatec¢né odseparovany

ale opét pyridoxin tvofil dvojpik.
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Kolona €. 7 SUPELCO Ascentis Express C-18 100*4,6mm, castice 2,7 um
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Obrdzek 37: Chromatogram separace na koloné SUPELCO Ascentis Express C-18 100*4,6 mm, Cdstice 2,7
um, za pouZziti gradientu ¢. 1.

Obé latky byly pfi gradientu €. 1 dostatecné rozliSeny aZ na zakladni linii, zejména

pfi dostatecné retenci Bs od piku mrtvého objemu, proto byla kolona vyhodnocena jako

optimalni pro pouziti, s niz se pokracovalo v dalSich krocich vyvoje metody.
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Obrdzek 38: Chromatogram separace na koloné SUPELCO Ascentis Express C-18 100*4,6 mm, cdstice 2,7
um, za pouZziti gradientu c. 2.
Obé latky byly pfi gradientu ¢. 2 dostatecné rozliSeny az na zakladni linii,

proto byla kolona vyhodnocena jako optimalni pro pouziti.
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Obrdzek 39: Chromatogram separace na koloné SUPELCO Ascentis Express C-18 100*4,6 mm, Cdstice 2,7

um, za pouZziti gradientu c. 3.

Na zakladé otestovani viech tfech gradientl v ramci 15 testovanych chromatografickych
kolon vysla jako optimadlni kolona ¢. 7 SUPELCO Ascentis Express C-18 100*4,6 mm,
2,7 um velikost ¢astic, s gradientem €. 1. Chromatogram vykazoval optimalni retencni
casy, doslo k separaci vsech analytl, piky mély vhodnou symetrii a Sitku. Ve srovnani
s ostatnimi kolonami méla vybrana kolona lepsi separacni ucinnost pro testované
analyty a nedochazelo na ni k rozmyvani zén.

Po nalezeni optimalni kolony a gradientu, byl gradient ¢. 1 poupraven, a to
scilem zrychlenim celé analyzy. Prabéh upraveného gradientu je znazornén

v tabulce 16.

Tabulka 16: Pribéh findiniho gradientu.

Prabéh gradientu (min) Zastoupeni mobilni faze B (%)
0,01 95
0,01-4,00 40
4,00-4,10 95
4,10-6,00 95

6.1.6 Shrnuti optimalniho nastaveni pro HPLC analyzu

Optimalni podminky, které byly zvoleny pro separaci jsou uvedené v nasledujici
tabulce spolu s chromatogramem demonstrujici finalni nastaveni pristroje a optimalni
podminky analyzy melatoninu, pyridoxinu a vnitiniho standardu kyseliny chlorogenové.

Za téchto podminek byla metoda validovana.

58



Tabulka 17: Podminky pro optimdlIni nastaveni pro HPLC analyzu.

Typ stacionarni faze

SUPELCO Ascentis Express C-18
100*4,6 mm, Castice 2,7 um

Typ mobilni faze

ACN/H,0 + H3PO4 (pH 2,2)

Rychlost pratoku 1ml/min
Objem vzorku 5ul
Teplota v kolonovém prostoru 30°C

Rezim analyzy

gradientovy

Detekce

278,290,a327 nm
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Obrdzek 40: Chromatogram zndzornujici separaci vsech stanovovanych standardi za optimdlnich

podminek. Zndzornéno pfi vinovych délkdch 278, 290, 327 nm kde jsou viditelné vSechny analyty.
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6.2 Validace vyvinuté metody za findlnich podminek

6.2.1 Test vhodnosti chromatografického systému

K hodnoceni testu zpUsobilosti chromatografického systému byl vyuzit pracovni
roztok smési standardu (viz kapitola 5.6.4), bylo provedeno 6 nasttikd. Byly hodnoceny
parametry retencniho casu, symetrie pik( a jejich rozliseni, pikové kapacity pro
gradientovou eluci.

Na obrdazku 40 se nachazi chromatogram za optimalnich podminek pro separaci.

Tabulka 18: Test zpusobilosti chromatografického systému.

standardy Rt k Whso As Rs
Bs 1,227 45,12 0,034 1,810 1,606
kys.chlorogenova 2,888 43,86 0,034 1,717 26,836
-IS
MEL 4,017 45,12 0,035 1,598 18,065

6.2.2 Linearita

Ke stanoveni linearity byla pfipravena kalibra¢ni fada roztokd standardd.
Celkem bylo pouzito osm kalibracénich hladin v koncentrac¢nim rozmezi od 4 do 200 mg/I
(viz kapitola 5.6.6). Na kazdé koncentracni hladiné byly provedeny tfi nastfiky, z nichz se
poté urcily priimérné hodnoty ploch pod piky pti vinové délce absorpénich maxim
analyt(. Na vyhodnoceni  byla pouzita metoda linedrni  regrese,

jako zavislost priiméru plochy pod pikem na koncentraci.
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6.2.2.1 Kalibracni zavislost melatoninu

Tabulka 19: Vysledky testu linearity melatoninu.

Primérna plocha pod
pikem

mg/| Pramérna plocha pod pikem
4 18430

10 63238

20 130137

40 284223

80 565783

120 856167

160 1146154

200 1388296

1600000
1400000
1200000
1000000
800000
600000
400000
200008

o |

100 150 200 250

Koncentrace (mg/l)

Obrdzek 41: Kalibracni zdvislost melatoninu.

Tabulka 20: Parametry regrese melatoninu.

Statistické parametry pro regresi:y=kx +q

Pocet bodl n= 8 Odhad chyby
Smérnice k= 7077,574 |+ 69,58643
Absolutni ¢len g-= -4344,214 |+ 7319,653
Korelacni koeficient |r = 0,99971
Rezidudlni odchylka |s = 13613,27

V koncentraénim rozmezi byl dosazen korelani koeficient 0,99971.
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6.2.2.2 Kalibracni zavislost pyridoxinu

Tabulka 21: Vysledky testu linearity pyridoxinu.

mg/| Pramérna plocha pod pikem

4 41671

10 130932

20 264714

40 565021

80 1049004

120 1475011

160 1855026
o 2500000 —+
8_ 2000000 —+
s 1500000 +
§ £ 1000000 +
S 2 500000 +
£a 0 | | | |
’“E’ 0 50 100 150 200
2
e Koncentrace (mg/l)

Obradzek 42: Kalibracni zavislost pyridoxinu.

Tabulka 22: Parametry regrese pyridoxinu.

Statistické parametry pro regresi: y=kx +q
Pocet bodl n= 7 Odhad chyby
Smérnice k= 11729,52 |+ 378,6808
Absolutni ¢len gs= 41538,31 |+ 31525,85
Korelacni koeficient |r = 0,997404
Rezidudlni odchylka |s = 55664,79

V koncentra¢nim rozmezi byl dosazen korelacni koeficient 0,997404.
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6.2.2.3 Kalibracni zavislost kyseliny chlorogenové

Tabulka 23: Vysledky testu linearity kyseliny chlorogenové.

mg/| Pramérna plocha pod pikem
4 36418
10 121329
20 248639
40 539052
80 1073116
120 1614062
160 2142185
200 2576362

Priimérna plocha pod
pikem

3000000
2500000
2000000
1500000
1000000
500000
0

250

Koncentrace (mg/l)

Obrdzek 43: Kalibracni zdvislost kyseliny chlorogenové.

Tabulka 24: Parametry regrese kyseliny chlorogenové.

Statistické parametry pro regresi:y=kx +q

Pocet bodl n= 8 Odhad chyby
Smérnice k= 13159,21 |+ 172,0262
Absolutni ¢len gs= 1027,633 |+ 18095,08
Korelacni koeficient |r = 0,999488
Rezidudlni odchylka |s = 33653,66

V koncentra¢nim rozmezi byl dosazen korelacni koeficient 0,999488.
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6.2.3 Opakovatelnost

Pro stanoveni opakovatelnosti byly pouzity tfi roztoky standard( melatoninu,
pyridoxinu a kyseliny chlorogenové. Smésné roztoky byly pfipraveny v koncentracni
hladinach 200 mg/ml, 80 mg/ml, 10 mg/ml. Pro kazdy standard a koncentracni hladinu
bylo provedeno 7 nastfiki na kolonu, zkterych se poté stanovoval prameér,

smeérodatna odchylka a relativni smérodatna odchylka.

Tabulka 25: Analyza opakovatelnosti roztoku standardi o koncentracni hladiné 200 mg/ml.

<1 %.

MEL Bs kys.
chlorogenova
1375808 | 1890135 2574426
1376798 | 1894255 2580963
g 1378414 | 1888090 2558552
téo 1385802 | 1860985 2584293
g 1385837 | 1884319 2576017
- 1385334 | 1879454 2577686
1355525 | 1903040 2531624
Primér | 1377645 | 1885754 2569080
SD 10698 13235 18426
RSD (%) 0,78 0,70 0,72

vV
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Relativni smérodatna odchylka se pohybovala v rozmezi od 0,70 % do 0,78 %.




Tabulka 26: Analyza opakovatelnosti roztoku standardd o koncentracni hladiné 80 mg/ml.

<1 %.

Tabulka 27: Analyza opakovatelnosti roztoku standardi o koncentracni hladiné 10 mg/ml.

MEL Bs kys.
chlorogenova
554350 988919 1047521
552488 | 979200 1046624
E 552912 977260 1046731
ED 552263 975651 1050992
% 551894 | 962643 1045205
553728 965050 1052414
556803 980979 1059147
PrGmér | 553493 | 975673 1049805
SD 1692 9140 4855
RSD (%) 0,31 0,94 0,46

evvs

Relativni smérodatna odchylka se pohybovala v rozmezi od 0,31 % do 0,94 %.

MEL Be kys.
chlorogenova
75021 162662 144059
_ 76156 166927 145979
% 74801 163599 144817
é 75518 167729 146108
< 75113 162435 144557
74292 160306 143997
Primér 75037 163943 144567
SD 653 2846 1258
RSD (%) 0,87 1,74 0,87
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Relativni smérodatna odchylka se pohybovala v rozmezi od 0,87 % do 1,74 %.

evvs

pravdépodobné zplsobena horsi symetrii piku a tim i ztizené integraci.

6.2.4 Presnost

UrCeni presnosti metody bylo stanoveno za pouZiti pripravku Sleep Trip
od spolecnosti TOZAX. Bylo ptipraveno a analyzovano 6 pracovnich roztok(. Bylo
pfipraveno Sest navazek, které byly extrahovany do ultracisté vody. Kazdy pfipraveny

roztok byl tfikrat nadavkovan na kolonu a z tohoto méreni byly ziskany priimérné plochy

pod piky.

Tabulka 28: Presnost metody pro pripravek Sleep Trip.
MEL Bs

349838 | 338996

349727 371014

350935 361787

343557 337975

Hodnoty ploch

354824 344011

370629 369606

Prmér | 353252 353898

SD 9251 15332

RSD (%) 2,62 4,33

Pozadavek na RSD dosahoval hodnoty <5 % — byl spInén.
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6.2.5 Spravnost

Pro ovéreni spravnosti metody byly analyzovany vzorky z pfipravku Sleep Trip
od spole¢nosti TOZAX pomoci metody standardniho pripravku.

Sest tablet pFipravku Sleep Trip bylo zvaZeno, jejichi hmotnost byla celkem
1483,75 mg a nasledné byla stanovend primérna hmotnost jedné tablety, tj. 247,29 mg.
Tablety byly rozetfeny a homogenizovany v tfeci misce a pro pfipravu jednoho vzorku
byla pouzita % tablety, tj. 123,65 mg. Pfipraveno a analyzovano bylo 6 roztok( vzorku
s pfidavkem standardu, tfi roztoky samotnych vzork(i a smés standard(. Roztoky byly
pfipraveny dle kapitoly — viz kapitola 5.6.8. Pro kazdy roztok byly provedeny tfi nastriky
na kolonu. Z vyslednych hodnot ploch pik(i vzorku byla pro kazdy roztok vypocitana
primérna plocha piku. VytéZnost byla vypocitana z vyslednych hodnot ploch pik(, a to
pomoci rozdilu a poméru ploch pracovnich roztokd s pfidavkem standard( a bez
pfidavku standard( v pfipravku vici plochdm samotnych mérenych standard( v jejich
pfipravené smési.

Vytéinost byla vypocitdna podle vzorce:

R, = (222=212) X 100, kde

st
Rv— vytéZnost v %;
Ay; — plocha piku vzorku;
Ast — plocha piku standardu.

Tabulka 29: Sprdvnost metody pro pfipravek Sleep Trip.

Spravnost MEL Bs

105,44 99,10

104,98 99,66

106,41 101,13

Hodnoty vytéznosti (%)

106,47 91,70

104,09 85,01

101,84 86,69

Primeér 104,87 93,88

(%)
SD 1,74 7,05
RSD (%) 1,65 7,51
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6.3 Stanoveni obsahu ucinnych latek v potravnich doplricich

Vyvinutda analytickd metoda byla pouZita ke stanoveni ucinnych latek
v potravnich doplnicich. V jednotlivych doplricich byla zkoumana pfitomnost melatoninu
a pyridoxinu, pro které byla metoda vyvinuta. Celkem se jednalo o0 9 potravnich doplnka,
konkrétné Tozax Sleep Trip, Clinical Melatonin Be sirup, Fast Sleep s melatoninem,
Satulem Pharma Melatonin Rapid komplex, Allegra Melatonin, Clinical Melatonin Forte,
Allnature Melatonin, Nutricius Melatonin new extra a Clinical Melatonin Bs Gummies.
Dale byl porovnavan deklarovany obsah melatoninu, popfipadé pyridoxinu,
se skute¢né pritomnym dle informaci nalezenych na obalu u jednotlivych potravnich
doplnkud. Kazdy dopinék obsahoval odliSné mnozZstvi stanovovanych analyt(. Zastoupeni

jednotlivych latek je demonstrovano v tabulce 30.

Tabulka 30: Souhrn zastoupeni jednotlivych Idtek v analyzovanych pripravcich.

MEL Bs
Tozax Sleep Trip v v
Clinical Melatonin Be sirup v v
Fast Sleep s melatoninem v X
Satulem Pharma v X
Melatonin Rapid komplex
Allegra Melatonin v X
Clinical Melatonin Forte v X
Allnature melatonin v X
Nutricius Melatonin new v X
extra
Clinical Melatonin Bs v v
Gummies

Od jednotlivych testovanych doplnk( stravy bylo tfikrat navazeno pramérné

mnozstvi urcitého dopliiku v miligramech. Pfiprava vzorkU je popsana v kapitole 5.7.
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Kazdy z téchto vzorkl byl trikrdt nadavkovan na kolonu a zméren. Ze ziskanych
ploch pikd byl stanoven jejich priamér. Podle vzorce byl z primért namérenych hodnot
vypocitan obsah obou stanovovanych latek v mg. Poté bylo z primérného obsahu latek
v jedné tableté pripravku vypocitano, kolik procent deklarovaného mnoizstvi tableta

opravdu obsahuje.
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6.3.1 Stanoveni obsahu potravniho doplrfiku Tozax Sleep Trip

Vyrobce na obalu ptipravku deklaruje 1 mg melatoninu a 0,545 mg pyridoxinu
vjedné tableté. Byly pripraveny celkem tfi extrahované vzorky, jejichZ ptiprava
je popsana v kapitole 5.7. Deklarovany obsah latek v potravnim dopliku je uvedeno

v tabulce 31. Primérna hmotnost jedné tablety byla 231,26 mg.

Primérny obsah melatoninu ziskany danou metodou byl 1,07 mg.
Toto mnozstvi odpovida 107,00 % deklarovaného mnozstvi.
Primérny obsah pyridoxinu ziskany danou metodou byl 0,85 mg.

Toto mnoiZstvi odpovidd 156,00 % deklarovaného mnoiZstvi. Navic byla v pfipravku

zjisténa i dalsi forma Be Ci ptipadné pomocné barvivo.

Tabulka 31: Deklarovany a zjistény obsah v pripravku Tozax Sleep Trip.

Vzorek Tozax | Deklarovany Zjistény Zjistény
Sleep Trip obsah obsah obsah
(mg/tbl.) (mg) (%)
MEL 1 1,07 107,00
Bs 0,545 0,85 156,00
mAU
oo 7B M A8 (7.00)
250
200]
150 z =
100 cﬁ,ﬂ . E
50
o \
o 0% o % 20 25 By 75 n n 5% 55 mm

Obrdzek 44: Chromatogram zndzornujici separaci potravniho dopliiku Tozax Sleep Trip.
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6.3.2 Stanoveni obsahu potravniho doplriku Clinical Melatonin Bg sirup

Vyrobce na obalu pfipravku deklaruje 1 mg melatoninu a 0,7 mg pyridoxinu
v jedné davce — 2,5 ml. Byly pfipraveny celkem tfi extrahované vzorky jejichZz pfiprava
je popsdna v kapitole 5.7.1. Deklarovany obsah latek v potravnim doplriku je uvedeno

v tabulce 32.

Primérny obsah melatoninu ziskany danou metodou byl 1,36 mg.
Toto mnozstvi odpovida 136 % deklarovaného mnozstvi.
Primérny obsah pyridoxinu ziskany danou metodou byl 0,13 mg.

Toto mnozstvi odpovida 18,57 % deklarovaného mnozstvi.

Tabulka 32: Deklarovany a zjistény obsah v pripravku Clinical Melatonin Bs sirup.

Vzorek Deklarovany Zjistény Zjistény
Clinical obsah obsah obsah
Melatonin Bs | (mg/2,5 ml) (mg) (%)
sirup
MEL 1 1,36 136,00
Be 0,7 0,13 18,57
mal
290nm,4nm (1.00)
400
3004
—
L
2004 E
o
1004
L g k
o - __.'l__}f..lrll L |
o' 10 20 30 40 50 i

Obrdzek 45: Chromatogram zndzornujici potravni doplnék Clinical Melatonin Bs sirup.
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6.3.3 Stanoveni obsahu potravniho doplriku Fast Sleep s melatoninem

Vyrobce na obalu pfipravku deklaruje 1 mg melatoninu ve dvou davkach.
Byly pfipraveny celkem tfi vzorky, jejichz pfiprava je popsana v kapitole 5.7.2.
Deklarovany obsah latky v potravnim dopliiku je uvedeno v tabulce 33. Hmotnost
2 davek neboli vstrikl byla 454 mg vzorku.

Primérny obsah melatoninu ziskany danou

metodou byl 2,83 mg.

Toto mnozstvi odpovidd 283 % deklarovaného obsahu na davku dvou vstrik(. Vyssi

vrve

presto je ziejmé, Ze zjiSténé hodnoty znacné prekracuji hodnoty deklarované. Navic

pfipravek obsahuje dal$i neuvedenou latku. Muze se jednat o barvivo ¢i dalsi formu Be.

Tabulka 33: Deklarovany a zjistény obsah v pripravku Fast Sleep s melatoninem.

Vzorek Fast Deklarovany Zjistény Zjistény
Sleep s obsah obsah obsah
melatoninem | (mg/2 vstriky) (mg) (%)
Mel 1 2,83 283,00
Bs - - -

mAU
1290nm,4nm (1.00)
1254

MEL

KCH

D e

o0 1.0 2.0

3.0 40 a0 min

Obrdzek 46: Chromatogram zndzornujici potravni doplnék Fast Sleep.
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6.3.4 Stanoveni obsahu potravniho dopliku Satulem Pharma Melatonin Rapid
komplex
Vyrobce na obalu pfipravku deklaruje 1 mg melatoninu vjedné tableté.
Byly pfipraveny celkem tfi extrahované vzorky jejichZ ptiprava je popsana v kapitole 5.7.
Deklarovany obsah latky v potravnim dopliiku je uvedeno v tabulce 34. Primérnd

hmotnost jedné tablety byla 148,47 mg.

Primérny obsah melatoninu ziskany danou metodou byl 0,93 mg.
Toto mnoiZstvi odpovidd 93,00 % deklarovaného mnoiZstvi. Navic byla v pfipravku

zjisténa i dalsi forma Be.

Tabulka 34: Deklarovany a zjistény obsah v pfipravku Satulem Pharma Melatonin Rapid komplex.

Vzorek Satulem Deklarovany Zjistény obsah Zjistény obsah
Pharma Melatonin obsah (mg) (%)

Rapid komplex (mg/tbl.)

MEL 1 0,93 93,00

Bs - - -

mal
290nm 4nm (1.00)

175
150.]
125]
100

75

50

- I .
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Obrdzek 47: Chromatogram zndzornujici separaci potravniho doplriku Satulem Pharma Melatonin Rapid

komplex.
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6.3.5 Stanoveni obsahu potravniho doplriku Allegra Melatonin

Vyrobce na obalu pfipravku deklaruje 3 mg v jedné tableté. Byly pfipraveny
celkem tfi extrahované vzorky, jejichz pfiprava je popsana v kapitole 5.7. Deklarovany
obsah latky v potravnim doplfiku je uvedeno v tabulce 35. Primérna hmotnost jedné
tablety byla 449,83 mg.

Primérny obsah melatoninu ziskany danou metodou byl 2,71 mg.
Toto mnozstvi odpovida 90,33 % deklarovaného mnozstvi.

Primérny obsah pyridoxinu ziskany danou metodou byl 3,10 mg. Obsah

pyridoxinu v pfipravku nebyl specifikovan, takze nelze hodnotit shodu s deklarovanym

mnozstvim.

Tabulka 35: Deklarovany a zjistény obsah v pripravku Allegra Melatonin.

Vzorek Deklarovany Zjistény Zjistény
Allegra obsah obsah obsah
Melatonin (mg/tbl.) (mg) (%)
MEL 3 2,71 90,33
Bs - 3,10 -
mal)
1290nm 4nm (].00)
?{IELE
one]
s,
400
5 o
004
] o
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4 o
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Obrdzek 48: Chromatogram zndzorriujici separaci potravniho doplriku Allegra Melatonin.
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6.3.6 Stanoveni obsahu potravniho doplriku Clinical Melatonin Forte
Vyrobce na obalu pfipravku deklaruje 5 mg melatoninu vjedné tableté.
Byly pfipraveny celkem tfi vyextrahované vzorky, jejichz ptiprava je popsana
v kapitole 5.7. Deklarovany obsah latky v potravnim doplfiku je uvedeno v tabulce 36.
Pramérna hmotnost jedné tablety byla 314,63 mg.
Priamérny obsah melatoninu ziskany danou metodou

byl 4,82 mg.

Toto mnozstvi odpovida 96,40 % deklarovaného mnozstvi.

Tabulka 36: Deklarovany a zjistény obsah v pfipravku Clinical Melatonin Forte.

Vzorek Deklarovany Zjistény Zjistény
Clinical obsah obsah obsah
Melatonin (mg/tbl.) (mg) (%)
Forte
MEL 5 4,82 96,40
Bs - - -
mald
1290nm.4nm (1.00}
600
500-
400
1 —
300 L
] =
2004
1004
] p= =
; 3 |
I.'.‘: _ﬂ
-1'3['_:""|""|""|""|""|""|
00 1.0 20 3.0 40 50 nnin

Obrdzek 49: Chromatogram zndzorriujici separaci potravniho doplriku Clinical Melatonin Forte.
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6.3.7 Stanoveni obsahu potravniho doplriku Allnature Melatonin

Vyrobce na obalu pfipravku deklaruje 2 mg melatoninu vjedné tableté.
Byly pfipraveny celkem tfi extrahované vzorky jejichz pfiprava je popsana v kapitole 5.7.
Deklarovany obsah latky v potravnim dopliku je uveden vtabulce 37.

Pramérna hmotnost jedné tablety byla 250,23 mg.

Primérny obsah melatoninu ziskany danou metodou byl 2,66 mg.

Toto mnozstvi odpovida 133,00 % deklarovaného mnozstvi.

Tabulka 37: Deklarovany a zjistény obsah v pripravku Allnature Melatonin.

Vzorek Deklarovany Zjistény Zjistény
Allnature obsah obsah obsah
Melatonin (mg/tbl.) (mg) (%)

MEL 2 2,66 133,00
Bs - - -
AL
1290nm.4nm (1.00)
350
300
250
200
] o
150 =
100
504 S L

1 4

Uf B ’\ e
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Obrdzek 50: Chromatogram zndzornujici separaci potravniho doplriku Allnature Melatonin.

76



6.3.8 Stanoveni obsahu potravniho doplriku Nutricius Melatonin new extra
Vyrobce na obalu pfipravku deklaruje 5 mg melatoninu vjedné tableté.

Byly pfipraveny celkem tfi vyextrahované vzorky, jejichz pfiprava je popsana

v kapitole 5.7. Deklarovany obsah latky v potravnim doplfiku je uveden v tabulce 38.

Pramérna hmotnost jedné tablety byla 250,23 mg.

Primérny obsah melatoninu ziskany danou metodou byl 4,59 mg.

Toto mnoZstvi odpovida 91,80 % deklarovaného mnozstvi.

Tabulka 38: Deklarovany a zjistény obsah v pripravku Nutricius Melatonin new extra.

Vzorek Deklarovany Zjistény Zjistény
Nutricius obsah obsah obsah
Melatonin (mg/tbl.) (mg) (%)
new extra
MEL 5 4,59 91,80
Bs - - -
sl
1290nm.4nm (1.00})
B00-
=00
o
200 m
] 2
200,
1[ID—: I
| 2
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Obrdzek 51: Chromatogram zndzornujici separaci potravniho dopliiku Nutricius Melatonin new extra.
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6.3.9 Stanoveni obsahu potravniho doplriku Clinical Melatonin Bs Gummies
Vyrobce na obalu pfipravku deklaruje 1 mg melatoninu a 1,4 mg pyridoxinu

v jednom bonbdnu. Byly pfipraveny celkem tfi vyextrahované vzorky, jejichZ pfiprava je

popsana v kapitole 5.7.3. Deklarovany obsah latek v potravnim dopliiku je uveden

v tabulce 39.

Primérny obsah melatoninu ziskany danou metodou byl 1,13 mg.
Toto mnozstvi odpovida 113,00 % deklarovaného mnozstvi.
Primérny obsah pyridoxinu ziskany danou metodou byl 2,31 mg.

Toto mnozstvi odpovida 165,00 % deklarovaného mnozstvi.

Tabulka 39: Deklarovany a zjistény obsah v pripravku Clinical Melatonin Bs Gummies.

Vzorek Deklarovany Zjistény Zjistény
Clinical obsah obsah obsah
Melatonin Bs | (mg/bonbdn) (mg) (%)
Gummies
MEL 1 1,13 113,00
Bs 1,4 2,31 165,00
mal
1290nm,4nm (.00}
a0
o
200 cﬁﬂ
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Obrdzek 52: Chromatogram zndzorriujici separaci potravniho doplriku Clinical Melatonin Bs Gummies.
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6.4 Souhrn stanoveni obsahu ucinnych latek v potravnich doplicich

Tabulka 40: Souhrn zjisténych hodnot v doporucené denni ddvce ve vybranych dopliicich stravy,
obsahujicich melatonin ¢i pyridoxin.

Testované potravni Zjisténé mnozstvi v (mg) / deklarované mnozZstvi v
dopliky % v doporucené denni davce
MEL Be
Tozax Sleep Trip 1,07 107,00 0,85 156,00
Clinical Melatonin Bs 1,36 136,00 0,13 18,57
sirup
Fast Sleep 2,83 283,00 - -

s melatoninem

Satulem Pharma 0,93 93,00 - -

Melatonin Rapid

komplex
Allegra Melatonin 2,71 90,33 3,10 NS*
Clinical Melatonin 4,82 96,40 - -
Forte
Allnature Melatonin 2,66 133,00 - -
Nutricius Melatonin 4,59 91,80 - -
new extra
Clinical Melatonin Bs 1,13 113,00 2,31 165,00
Gummies

*NS — vyrobce neuvadi ani nespecifikuje obsah Bg
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7 Zavér

Tato diplomova prdace se zabyvala stanovenim obsahu melatoninu a vitaminu Be
v deviti testovanych potravnich doplficich pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie. Kvuli ¢astému vyskytu vitaminu Bs na obalu doplikd stravy byla tato
prace nad ramec zamérena také na stanoveni obsahu pyridoxinu, ktery je jednim ze
tfech derivatu vitaminu Be. Tento vitamin je pfidavan ke sloZeni kvali svému pozitivnimu
Ucinku na normalni ¢innost nervové soustavy. Pro analyzované latky byla vyvinuta,
optimalizovana a validovana chromatografickd metoda. Pro tuto metodu byla pouzita
gradientova eluce, kterd trvala celkem 6 minut za pomoci dvou mobilnich fazi, mobilni
organické faze acetonitrilu a vodné faze 0,085% kyseliny fosfore¢né. Eluce probihala pfi
teploté 30 °C na analytické koloné SUPELCO Ascentis Express C-18 100*4,6 mm
s velikosti Castic 2,7 um. Analyza stanovovanych latek probihala pratokem 1ml/min,
zvoleny nastfik na kolonu byl 5 ul. Detekce probihala pomoci detektoru diodového pole
pfi vinovych délkach pro melatonin — 278 nm a pro pyridoxin 290 nm.

Vysledky stanoveni obsahu testovanych potravnich doplrik( byly sumarizovany
v tabulce 40. Z nami vybranych potravnich doplnik( Ize povaZovat za pripravek, ktery
se nejvice priblizil hodnotam deklarovanym vyrobcem, doplnék stravy Clinical Melatonin
Forte. V tomto pripravku vyrobce deklaruje 5 mg melatoninu, kdy naméreny obsah byl
4,83 mg, coz odpovida 96,40 % mnozstvi v doporucené denni davce.

Potravni doplriky, které se pohybovaly taktéz u blizkych hodnot deklarovanych
vyrobcem byly napfiklad Satulem Pharma Melatonin Rapid komplex, jehoz deklarované
mnozstvi na obalu bylo 1 mg melatoninu a naméfeny obsah ¢inil 0,93 mg nebo také
Nutricius Melatonin new extra, kde byl vyhodnocen obsah melatoninu 4,59 mg
a deklarované mnozstvi bylo 5 mg.

Naopak nejvice odliSné mnozstvi mél pfipravek Fast Sleep s melatoninem, ktery
obsahoval témér trojnasobné mnozstvi melatoninu v davce dvou vstfikl. Lékova forma
v davkovani. Presto vsak je obsah zcela jisté nadlimitni, jelikoZ zkouska opakovatelnosti

davkovani 20 vstrik( dle hmotnosti vychazela pomérné reprodukovatelné.

80



Pti analyze vSech testovanych vzork( byla u kazdého z nich zjisténa pritomnost
stanovovanych latek, ale ani u jednoho nebyl deklarovany obsah dodrZen. U ptipravku
Allegra Melatonin bylo navic zjisténo mnozZstvi vitaminu Bs, které vyrobce ve svém
sloZzeni neuvadi. Doplnky stravy vsak dle platnych pravnich predpist negarantuji obsah
ucinnych latek.

V minulosti Statni tstav pro kontrolu lé&iv (SUKL) zaznamenal na trhu v Ceské
republice zvySeny vyskyt nelegdlnich pfipravk(l s obsahem uGcinné latky melatonin
(tzn. pFipravek, ktery je v rozporu s legislativou a neni registrovan na tzemi CR, vyrobek
mUzZe obsahovat IéCivou latku, a jeho identita a/nebo plvod nejsou umysiné a podvodné
oznaceny, ale jednd se o vyrobek se svym ndzvem (63)). Melatonin totiz patfi mezi
farmakologicky ucinné latky, ktera muaze zapficinit fadu rizik pfi uzivani bez lékarského
dohledu, a to mozné lékové interakce Ci nezadouci Ucinky, které mohou negativné
ovlivnit pacientovo zdravi (64).

Vyroba doplfikd stravy s melatoninem je nyni v Ceské republice zakazana,
a proto viechny vyrobky pochézeji pouze z dovozu. Peroralni vyrobky Ustav klasifikuje
jako lécivé pripravky a pokud zjisti, Ze na trhu jsou tyto vyrobky uvadéné jako doplriky
stravy, zahdji spravni fizeni. Vzhledem k tomu, Ze doplriky stravy reguluje Ministerstvo
zemédélstvi a ne SUKL, dochazi ksituacim, kdy potravni dopliiky obsahuji latky
v takovych davkach, kdy vyrobky by jiz mély byt klasifikovany jako lécivé ptipravky (65).
Vyrobky jsou povaZovany za lécivé pripravky, pokud splfiuji vSechny znaky alespon jedné
z definic |éCivého pripravku, které jsou uvedené v ustanoveni § 2 odst. 1 zdkona
o |é&ivech, a tim padem podléhaji registraci. Zadny zakon ani pravni predpis nefika, jaka
je hrani¢ni hodnota obsahu melatoninu rozhodujici o tom, zda je ¢i neni vyrobek Iécivy
pfipravek. Kaidopadné Ustavem posuzované vyrobky charakterizované jako lé&ivé
pfipravky, obsahovaly 0,98 mg a vice v jedné denni davce. Spravnimu tizeni podléha
kazdy melatoninovy doplnék stravy zvlast (66).

SUKL na svych webovych strankach zvefejfiuje vyrobky pfefazené do skupiny
|éCiv, které podlehly registraci, ale ta jim nebyla udélena, protoZze u nich nebyla
provérena bezpecnost, kvalita a Ucinnost. Tyto vyrobky musi byt stazeny z trhu (67).
Vyrobci tyto situace resi napfiklad tim, Ze pouze pozmeéni jeden Udaj na obalu, napfiklad

zredukuji davkovani, aby se ze zakdzaného vyrobku stal novy, ktery Ize uvést na trh.
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V posledni dobé se dopliikim stravy s obsahem melatoninu vice vénovala
medidlni pozornost, protoZe tyto ptipravky byly vnimany jako problematické a stale vice
lidi v Ceské republice je uZivd. Proto dne 14. bfezna 2023 SUKL oznamil zménu
v rozhodovaci praxi v pfipadé vyrobkl obsahujici latku melatonin, kde povaZuje vyrobky
s doporuéenou denni davkou 0,5 mg a vyssi, podavané peroralné za |écivé pfipravky.
Peroralni vyrobky obsahujici denni davku niz3i nez 0,5 mg melatoninu Ustav nepovaZuje
za lécivé pripravky, protoze hladiny latky vséru jsou po uziti blizké hladinam
po konzumaci nékterych potravin (68).

VSechny testované vzorky v této diplomové praci obsahovaly vys$si hodnoty nez
0,5 mg melatoninu v denni davce, proto jsou prerazeny do skupiny léciv viz vySe, ale pfti
registracnim fizeni nebyla prokazdna bezpecnost, kvalita a Uc¢innost, takze musely byt
stazeny z trhu. Napftiklad vyrobce vzorku Satulem Pharma Melatonin Rapid komplex
zménil na obalu pouze doporucenou denni davku, kdy jedna tableta obsahuje stejné
mnozstvi melatoninu jako predtim — 1 mg, ale denni davka neni celd tableta,
ale % tablety — 0,49 mg (69). Kvuli této zméné pfipravek neni mozné brat jako lécivy
pripravek a nepodléhd registraci. Celd tato problematika tedy otevira SirSi prostor,

ktery je vSak jiz nad rdmec této diplomové prace.
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