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PUVODNI PRACE

Stanovenie tiaminu a pyridoxinu vo vyzivovych doplnkoch

a napojoch jednoduchou metodou kapilarnej zonovej

elektroforézy v spojeni s UV detekciou

Determination of thiamine and pyridoxine in food supplements

and beverages by the simple capillary zone electrophoresis in

combination with UV detection

Michaela Matu$kova * Ivana CiZzmarova « Peter Mikus * Juraj Piest'ansky

Doslo 10. novembra 2020 / Prijato 8. decembra 2020

Suhrn

Praca sa zameriava na vyvoj jednoduchej analytickej
metody na baze kapilarnej zonovej elektroforézy v spo-
jeni s UV-detekciou pre simultanne stanovenie tiaminu
a pyridoxinu vo vzorkach farmaceutického a potravinar-
skeho charakteru. Separacia tiaminu a pyridoxinu pre-
biehala v elektrolytovom systéme 25 mmol - I'' GABA
+50 mmol - I'' HAc+ 0,05% m-HEC. Detekcia bola usku-
to¢nena pri vinovej dizke 260 nm. Medza detekcie pre
tiamin bola 0,059 pg - ml™" a pre pyridoxin 0,23 pug - ml™.
Tieto hodnoty naznacuju, ze metéda je vhodna na sta-
novenie relativne nizkych koncentracii tiaminu a pyri-
doxinu. Uvedena CZE-UV metoda umoznila efektivne
stanovenie obsahu dvojice vitaminov v piatich vyzivo-
vych doplnkoch a jedenastich energetickych napojoch
a vitaminovych vodach.

KPiacové slova: tiamin ¢ pyridoxin * kapilarna zonova
elektroforéza « UV detekcia * kontrola kvality

Summary

The paper is focused on development of a simple
analytical method based on capillary zone electro-
phoresis in combination with UV-detection for simul-
taneous detemination of thiamine and pyridoxine in
pharmaceutical and food samples. The separation of
thiamine and pyridoxine was performed in a background
electrolyte composed of 25 mmol - I GABA + 50 mmol
- I HAc+ 0.05% m-HEC. The UV detector was set at
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the constant wavelength of 260 nm. Limit of detection
was 0.059 pg - ml™! for thiamine and 0.23 pg - ml! for
pyridoxine. These levels suggest that relatively low
quantities of thiamine and pyridoxine can be detected.
The presented CZE-UV method enabled effective
determination of the two vitamins in 5 food supplements
and 11 energy drinks and vitamin waters.

Key words: thiamine ¢ pyridoxine ¢ capillary zone
electrophoresis * UV detection ¢ quality control

Uvod

Vitaminy predstavuju ziviny, ktoré su potrebné pre
zabezpecovanie mnohych fyziologickych funkcii nevy-
hnutnych pre zivot. Na rozdiel od inych tried Zivin vi-
taminy nedisponuju Strukturalnymi funkciami, a rovna-
ko tak ich katabolizmus nepredstavuje vyznamny zdroj
energie. Ich ulohy v organizme su vSak vel'mi Specificke,
preto st potrebné iba v malych mnozstvach?. Zvy¢ajne
su sucast'ou procesov spojenych so zabezpecenim a re-
gulaciou normalneho metabolizmu. Vitaminy skupiny B
reprezentujuce skupinu vo vode rozpustnych latok, poso-
bia prevazne ako koenzymy energetického metabolizmu
alebo st vyznamné z hl'adiska tvorby novych buniek?.
Mimoriadna pozornost’ zo $irokého spektra B vitaminov,
je v sticasnosti venovana predovsetkym vitaminu B a B,
a to na zaklade ich pozitivneho vplyvu na liecbu viace-
rych ochoreni®.

Vitamin B, (tiamin), chemicky 2-(3-((4-amino-2-me-
tylpyrimidin-5-yl)metyl)-4-metyl-1,3-tiazol-3-ium-5-yl)
etanol, vo svojej aktivnej forme priamo zasahuje do kata-
bolizmu sacharidov a tvorby energie*®. Absorbcia tiami-
nu prebieha v tenkom ¢Ereve saturabilnym mechanizmom,
kedy maximalne vstrebané mnozstvo z jednotlivej davky
predstavuje 2,5 mg. Jeho denna spotreba sa pohybuje na
trovni 0,8 — 1,5 mg”. Nedostatok vitaminu B, sa preja-
vuje nespecifickymi symptomami ako anorexia, slabost,
periférna parestézia a vyUstuje do choroby beri-beri.
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Rizikovymi faktormi, ktoré mézu viest k B, hypovita-
mindze, su napr. nadmerna konzumécia alkoholu a ko-
feinu, dlhodoby stres, namahavé cvicenie, diabetes alebo
gravidita®.

Vitamin B, (pyridoxin), chemicky 4,5-bis(hydroxyme-
tyl)-2-metylpyridin-3-ol, je najddlezitejSim koenzymom
v metabolizme aminokyselin, homocysteinu, glukézy
a lipidov, zaroven je nevyhnuty v procese tvorby neuro-
transmiterov a syntéze DNA a RNA?. Specificka tilohu
zohrava i v metabolizme proteinov a ¢ervenych krviniek,
sucasne je dolezity pre spravne fungovanie imunitného
systému'?. Denna davka pyridoxinu u dospelého jedin-
ca je v rozpédti 1,2 — 2 mg. Jeho nedostatok sa prejavuje
velmi zriedkavo, pricom vedie ku koznym 1ézam, po-
rucham v metabolizme aminokyselin, zvySenej neuro-
muskularnej drazdivosti a méze dojst’ i k epileptickym
zachvatom?. Pyridoxin vel'mi ¢asto vstupuje do interak-
cii s rozlicnymi lie¢ivami. Ako priklad mozno uviest’ zni-
zenu biologicku dostupnost’ pyridoxinu pri podavani pe-
nicilaminu, cykloserinu, hydralazinu alebo hormonalne;j
antikoncepcie?”, pripadne znizenie uéinnosti levodopy pri
sti¢asnom podavani pyridoxinu uz v davke 5 mg'V.

V sucasnej hektickej dobe ¢oraz viac I'udi siaha po
multivitaminovych pripravkoch, pretoze ich uZivanie
povazuju za stcast zdravého zivotného Stylu. Vitami-
nové pripravky su k dispozicii vo forme lickov, vyzi-
vovych doplnkov alebo dietetickych potravin. Vitami-
ny skupiny B st zaroven i sucastou napojov modernej
doby — energetické napoje a vitaminové vody, ktoré su
mimoriadne obl'uibené najmd u mladsich uzivatelov.
Zamerom energetickych napojov je poskytovat’ energiu
na zlepsenie vykonu. Ich spotreba v sicasnosti neustale
rastie aj vd’aka vysokym narokom na vykon jednotlivca
v spolocnosti. Usudzuje sa, Ze pritomnost’ B vitaminov
v energetickych napojoch je prinosnd, ked’Ze st schopné
efektivnym spésobom konvertovat’ cukor, ktory je ob-
siahnuty v takychto napojoch vo velkom mnozstve, na
energiu'®. Na druhej strane dlhodoby prijem vysokych
davok pyridoxinu pritomného v danych napojoch méoze
viest’ k vzniku neuropatie'?.

Stabilita niektorych vitaminov je ovplyvnena viace-
rymi externymi faktormi, ako je napriklad pH, teplota
alebo svetlo, ktoré vyraznym spoésobom moézu redukovat’
ich obsah vo vyzivovych doplnkoch alebo spominanych
energetickych a funkénych napojoch. I z tohto dovodu je
potrebné realizovat’ kontrolu ich obsahu v predmetnych
vzorkach, a to analytickymi metdodami charakterizova-
nymi vysokou presnost'ou, spravnostou, robustnostou,
adekvatnou citlivost'ou, selektivitou, rychlost’ou analyzy,
jednoduchostou prevedenia, ale i nizkymi nakladmi. Po-
pri chromatografickych metodach reprezentujtcich zlaty
Standard v oblasti analyzy vzoriek farmaceutického, po-
travinarskeho alebo biomedicinskeho charakteru sa ako
perspektivne javia metody kapilarnej elektroforézy (CE).
Je to na zéklade viacerych vyhod, ktorymi CE disponuje,
a to: 1. vysoka separa¢na ucéinnost’, 2. relativne kratky
Cas analyzy, 3. minimalne naroky na spotrebu rozpusta-
diel a vzoriek, 4. praca vo vodnom prostredi (ekologicky
aspekt)'®. Preferovanymi CE médmi v pripade analy-

zy vitaminov st kapilarna zénova elektroforéza (CZE)
a predovsetkym micelarna elektrokinetickda chromato-
grafia (MEKC)* . Vyvinuté metody MEKC v spojeni
s UV alebo DAD detekciou aplikované na hodnotenie
predmetnych vitaminov v multivitaminovych dopln-
koch stravy'S2% alebo energetickych napojoch!” 2V po-
skytovali hodnoty medze dokazu (LOD) na urovni 0,05
— 5 pg - ml! pre tiamin a na Grovni 0,08 — 0,2 pg - ml™!
pre pyridoxin. Popisané bolo i spojenie MEKC s ampéro-
metrickou elektrochemickou detekciou?. Metodou CZE
v spojeni s UV detekciou boli analyzované vitaminy
v rozliénych liekovych formach®29, pricom dosiahnuté
boli hodnoty LOD na arovni 1,5 — 5,2 pg - ml™! pre tia-
min a na Grovni 0,9 — 2,6 pg - ml™! pre pyridoxin. CZE
v spojeni s pokroc¢ilym typom detekcie reprezentovanym
tandemovou hmotnostnou spektrometriou bol taktiez po-
uzity pri hodnoteni obsahu vitaminov v liekovych for-
mach a vyzivovych doplnkoch, pricom boli dosiahnuté
hodnoty LOD 0,1047 ug - ml™! pre tiamin a 0,1398 pg -
ml™! pre pyridoxin®”. V§etky z uvedenych CE metod boli
realizované v zariadeniach pracujicich v hydrodynamic-
ky otvorenom moéde. Nevyhodou takychto systémov je
vysokda medza dokazu (LOD) determinovana limitova-
nym mnozstvom vzorky (niekol'ko desiatok nl), ktoré je
mozné do systému injektovat’. Z tohto dévodu je potreb-
né pristupit’ pred samotnym analytickym krokom casto
k prediprave vzoriek spojenych s ich zakoncentrovanim,
alebo k pouzitiu citlivejSich detekénych technik, ako je
napriklad flourescencia alebo hmotnostna spektrometria.
Na druhej strane systémy pracujuce v hydrodynamicky
uzatvorenom mode su charakteristické pouZzitim separac-
nych kapilar s va¢§im vnutornym priemerom, ¢o zaroven
umoznuje davkovat’ vzorku na trovni stoviek nl az desia-
tok pl. Takymto spésobom je vyrazne zvysena schopnost’
analyzy latok pritomnych vo vzorke na nizkych koncen-
traénych Grovniach®.

Ciel'om naSej prace bolo vyvinutie jednoduchej CZE
metody v spojeni s UV detekciou realizovanej v hydro-
dynamicky uzatvorenom elektroforetickom mode, ktora
by umoznovala simultannu analyzu tiaminu a pyridoxi-
nu vo vzorkach farmaceutického i potravinarskeho cha-
rakteru.

Pokusna ¢ast’

InStrumentdcia

Na prevedenie CZE experimentov bol pouzity elek-
troforeticky analyzator EA 102 (Villa Labeco, Spisska
Nova Ves, Slovenska republika) v jednokolonovom
usporiadani umoziujicom CZE analyzu. Vzorka bola do
analyzatora injektovana prostrednictvom davkovacieho
bloku s integrovanou 200 nl vnutornou sluckou. Sepa-
racna kolona bola tvorena polytetrafluéretylénovou kapi-
larou s vnttornym priemerom 300 um a celkovou dizkou
160 mm, priCom bola stucastou bloku so zabudovanym
vodivostnym detektorom a UV koncovkou. K elektro-
foretickému analyzatoru bol pomocou UV koncovky
a optickych vlaken (J & M, Aalen, Nemecko) pripojeny
UV detektor (ECOM, Praha, Ceska republika), ktory bol
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nastaveny na konstantnt vinova dizku 260 nm. Merania
boli realizované pri laboratérnej teplote. Udaje ziskavané
z CZE analyzatora boli zaznamenavané a vyhodnocova-
né s pouzitim softvérového programu ITP Pro32 (Villa
Labeco).

Chemikalie a vzorky

Vsetky chemikalie pouzité na pripravu elektrolytovych
roztokov boli p. a. analytickej Cistoty a boli zaklipené
v spolo¢nostiach Merck (Darmstadt, Nemecko), Sigma
Aldrich (Steinheim, Nemecko) a Fluka (Buchs, Svajéiar-
sko). Standardy vitaminov skupiny B analytickej &istoty
— hydrochlorid tiaminu a hydrochlorid pyridoxinu — boli
ziskané zo Sigma Aldrich. Na pripravu elektrolytovych
roztokov, roztokov $tandardov a vzoriek bola pouzita
demineralizovana voda ziskana s pouzitim purifikacného
systému Millipore Simplicity 185 (UV) (Millipore, Mol-
sheim, Francuzsko). Vsetky pripravené roztoky elektro-
lytov boli pred pouzitim filtrované membranovymi filtra-
mi s vel'kostou porov 0,22 pm (Millipore) a skladované
pri teplote 2 — 8 °C. Sucastou elektrolytovych roztokov
bola i metylhydroxyetylceluléza (m-HEC), s koncent-
raciou 0,05 % (w/v), ktord bola ziskana zo spoloc¢nosti
Fluka.

Vzorky mutivitaminovych efervescentnych tabliet
(ADDITIVA Multivitamin Tropic tbl eff, B-komplex
GENERICA forte plus tbl eff, CEMIO Switzerland Mul-
tivitamin tbl eff, ZDROVIT MM tbl eff, GS Multivitamin
tbl eff) boli zakupené v miestnej lekarni. Vzorky energe-
tickych napojov (Hell Active, Tiger, Semtex Energy High,
Powerking, Red Bull, Monster Energy, Steiger Radler
Energy, Alcohol BG Killer, Oshee Vitamin Energy Mag-
nesium + B6 + vitamin BS5) a vitaminovych vod (Body
& Future Vitamin Water Active, Dr. Witt Relax) boli za-
ktpené v miestnom obchode.

Priprava roztokov Standardov a vzoriek

Zasobny roztok Standardov dvojice vitaminov skupi-
ny B bol pripraveny rozpustenim 10 mg ich Standardov
v 10 ml demineralizovanej vody. Pracovné roztoky zmesi
Standardov o pozadovanych koncentraciach (koncentrac-
ny rozsah tiaminu 0,19 — 78,68 pg - ml™!, koncentraény
rozsah pyridoxinu 0,41 — 82,27 pg - ml™") sme pripravili
riedenim zakladnych roztokov Standardov demineralizo-
vanou vodou.

Vzorky Sumivych tabliet boli pripravené rozpustenim
jednej Sumivej tablety v 100 ml demineralizovanej vody.
Takto pripraveny zasobny roztok vzorky bol nasledne vy-
staveny posobeniu ultrazvukového kupel'a pocas 15 mintit
a potom filtrovany membranovymi filtrami s velkostou
pérov 0,22 um (Millipore). Vzorky Sumivych tabliet boli
nasledne injektované do CZE analyzatora priamo alebo
po vhodnom nariedeni demineralizovanou vodou. Vzor-
ky energetickych napojov a vitaminovych vod boli vysta-
vené posobeniu ultrazvukového kupel'a pocas 15 minut.
Takto upravené vzorky boli filtrované cez membranové
filtre s velkostou pérov 0,22 um (Millipore) a priamo
injektované do CZE analyzatora. Kazda zo vzoriek bola
premeriavana trikrat.

Priprava vzoriek pre hodnotenie vyt'aznosti

Pre hodnotenie vytaznosti boli do roztoku realnych
matric (Sumiva tableta, energeticky napoj) pridavané
Standardné pridavky tiaminu a pyridoxinu. Pripravené
boli tri vzorky s koncentraciami pridaného roztoku Stan-
dardu tiaminu na tirovni 0,59; 3,93 2 59,01 pug - ml' a §tan-
dardu pyridoxinu na trovni 0,62; 4,11 a 61,70 pg - ml™.
Stcasne bola pripravena i jedna vzorka bez pridavku
Standardu. Vsetky vzorky boli nasledne mechanicky pre-
trepavané pocas 5 minut a pred vlastnou analyzou filtro-
vané cez membranové filtre s vel’kost'ou porov 0,22 um.
Kazda zo vzoriek bola premeriavana trikrat.

Vysledky a diskusia

Optimalizdacia CZE-UV metody

Proces optimalizacie CZE-UV metody pre analyzu
dvojice vitaminov skupiny B (tiamin, pyridoxin) spoci-
val vo vybere vhodného zlozenia, i6novej sily a pH nos-
ného elektrolytu (BGE), nastavenia hodnoty separacného
prudu a vybere vhodnych detekénych podmienok. Vyber
zlozenia BGE a velkosti separa¢ného pradu boli reali-
zované s cielom dosiahnutia rychlych analyz charakte-
rizovanych vysokou separacnou ucinnostou a zaroven
s cielom minimalizacie tepelnych a elektromigracnych
disperznych procesov. V nasej praci bola detailne testo-
vané tri typy elektrolytov, a to kyselina mrav¢ia — HFo,
kyselina octova — HAc, a zmes kyseliny y-aminomaslo-
vej (GABA) s kyselinou octovou. Z uvedenych testova-
nych elektrolytovych systémov bol na zaklade stanove-
nych kritérii napokon pre d’alSie experimenty zvoleny
elektrolyt pozostavajici zo zmesi 25 mmol - I GABA
a 50 mmol - I'"HAc (pH = 4,05), ktorého stcastou bola
i 0,05% m-HEC. Pridavok m-HEC do BGE zabezpecil
dynamické pokrytie vnitorného povrchu separacnej ka-
pilary, ¢o na jednej strane zabranilo adhézii analytov na
jej povrch a na strane druhej viedlo k supresii elektro-
osmotického toku, ktory je v pripade elektroforetickych
systémov pracujucich v hydrodynamicky uzatvorenom
mode neziaduci. Separacia tiaminu a pyridoxinu bola op-
timalna pri hodnote pradu 50 pA. Detekcia prostrednic-
tvom UV bola realizovana pri konstantnej vinovej dizke
260 nm reprezentujucej kompromis medzi absorpcnymi
maximami jednotlivych analyzovanych latok. Uvedené
separacné a detek¢né podmienky reprezentujuce vhodny
kompromis medzi rozliSenim analytov, ¢asom analyzy,
reprodukovatelnostou merani a medzou dokazu viedli
k Gispesnej separacii pozadovanych analytov z matric tes-
tovanych vzoriek.

Validacia

Zoptimalizovana CZE-UV metoda pre analyzu tiami-
nu a pyridoxinu bola nasledne validovana na zaklade
odporudani smernice ICH?*). Parametrami hodnotenymi
v procese validacie boli: linearita, presnost’ (vyjadrena
ako opakovatel'nost’), medza dokazu (limit of detection —
LOD), medza stanovenia (limit of quantification — LOQ),
robustnost’ a spravnost’. Niektoré z validacnych a operac-
nych parametrov st zosumarizované v tabul’ke 1.
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Linearita bola hodnotena na zaklade opakovanych
merani zmesi Standardov tiaminu a pyridoxinu na Sies-
tich koncentracnych urovniach, a to v rozsahu kalibrac-
nych merani (0,19 — 78,68 pg - ml! pre tiamin a 0,41
— 82,27 pg - ml! pre pyridoxin). Z nameranych hodnot
bola zostrojena kalibra¢na krivka vyjadrujuca zavislost’
plochy piku od koncentracie Standardu daného analytu.
Parametre kalibracnej krivky boli vyhodnotené s pouzi-
tim softvérového programu Microsoft Excel 2010 (Micro-
soft Corporation, Redmond, WA, USA) a s predmetom
tabul’ky 1. Na zaklade prislusnych parametrov a hodnot
koeficientov stanovenia (#°) pre dané analyty mozno
konstatovat’ dobru linearitu kalibraénych kriviek v zvo-
lenom koncentraénom rozmedzi. Sti¢asne pri hodnoteni
parametrov kalibracnych kriviek bol vykonany test $tati-
stickej vyznamnosti tiseku kalibrac¢nej krivky. Hodnoty p
useku jednotlivych kalibra¢nych kriviek boli v rozmedzi
0,35 — 0,86 na hladine vyznamnosti o = 0,05. Uvedené
data indikuju, Ze parameter a (Gsek kalibracnych kriviek)
sa Statisticky vyznamne nelisi od nulovej hodnoty.

Hodnoty medze dokazu (LOD) a medze stanovenia
(LOQ) boli vyjadrené na zaklade pomeru signal/Sum
(S/N), pri¢om platilo, ze LOD = 3S/N a LOQ = 10S/N.
Predikované hodnoty LOD a LOQ tiaminu a pyridoxinu
boli na sub pg - ml™! Grovniach, ktoré st dokonca porov-
natel'né s hodnotami dosiahnutymi metédou kapilarnej
elektroforézy v hydrodynamicky otvorenom moéde v spo-
jeni s tandemovou hmotnostnou spektrometriou®”.

Presnost’ metody bola uréend na zaklade hodnot rela-
tivnej Standardnej odchylky plochy analytického signalu
(RSD,,,,,,) @ migraéného Casu (RSD, ) vzoriek s koncen-
traciou v rozsahu kalibrac¢nej krivky. Kazda vzorka o po-
zadovanej koncentracii bola opakovane premerana Sest-
krat. Dosiahnuté vysledky RSD hodnoét reflektuji vel'mi
dobru optimalizaciu metody a jej opakovatelnost (RSD
migra¢ného Casu bola na arovni menej ako 1,5 % a RSD
plochy piku bola trovni okolo 5 %). Rovnakym sposo-
bom bola hodnotend i medzil'ahla presnost’, kedy analyzy
boli vykonané inym pracovnikom. Dosiahnuté hodnoty
RSD, a RSDplochaboli na urovni 1,4 %, resp. 4,4 %.

Spravnost metddy bola overena na zaklade testu
vytaznosti. Ten bol prevedeny ako Standardny prida-
vok roztoku Standardu tiaminu a pyridoxinu o troch
rozlicnych koncentraciach do roztokov matric — lieko-
va forma (Sumiva tableta), energeticky napoj (obr. 1).
Vytaznost bola pocitana na zaklade vztahu: vytaznost
(%) = 100 x [c(matrica + pridavok) — c(matrica)]/c(pri-
davok). Vysledky ziskané z daného experimentu su zosu-
marizované v tabul’ke 2 a svedc¢ia o zanedbate'nom vply-
ve matrice na analyticky signal testovanych vitaminov.
Zaroven preukazuju akceptovatelni mieru spravnosti
vyvinutej] CZE-UV metddy.

Robustnost’, ktora reprezentuje spolahlivost metody
pri vykonani malych zmien opera¢nych parametrov, bola
testovana prostrednictvom: 1. zmeny koncentracie nos-
ného elektrolytu o = 2 mmol - I'! a 2. prostrednictvom

Tab. 1. Kalibracné a vybrané separacné parametre tiaminu a pyridoxinu

Tiamin Pyridoxin

t_ (min) 10,33 16,19
RSD_ (%), n=6 1,49 1,07
RSD o1, (%), =6 3,79 5,07
a (counts) 16,189 —6,496
RSD, (%),n=6 5,40 5,22
b (counts - g™ - ml) 140,10 46,41
RSD, (%), n=6 1,72 0,38
r? 0,9956 0,9998
LOD (pg - ml?) 0,059 0,23
LOQ (ng - ml™) 0,197 0,411
N 15238 12320
H (um) 0,11 0,13
R 12,7

t_ —migraény ¢as, N —G¢innost,, H — vySkovy ekvivalent teroretickej prichradky, R — rozliSenie. Separa¢nd u€innost’ (V) bola
pocitand na zéklade vztahu N = 5,545(t /w, ))’, kde w, je Sirka piku v polovici jeho vysky. Kalibra¢na krivka bola vyjadrend

vztahomy=b-x +a. RSD_aRSD

plocha

Tab. 2. Spravnost CZE-UV metody overend ako vytaznost

boli poéitané zo vzoriek na koncentra¢nej tirovni zodpovedajiicej LOQ.

Tiamin Pyridoxin
Pridavok (ug - ml™) 0,590 3,934 59,008 0,617 4,114 61,703
Priemer (pug - ml™") 0,584 3,850 57,778 0,623 4,140 62,679
RSD (%) 6,9 4,3 3,7 9,0 4,4 4,0
Vytaznost (%) 98,9 97,9 97,9 101,0 100,6 101,6
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zmeny hodnoty pH nosného elektrolytu o + 0,1 jednotky.
Zmeny uvedenych parametrov nemali vyznamny vplyv
na priebeh analyzy a zaroven ani na intenzitu analytické-
ho signalu testovanych latok. Z uvedeného vyplyva, ze
metodu je mozné pokladat’ za dostatocne robustnu.

2150 Vot
Tiamin
2085
1.980 |
1.895 ‘
1.810 |
1.712% ‘
Pyridoxin
1,640 | i
!
1555 | ll
o o - ) ‘| L _ L
1.470 <) lL e
b) |1|
2 . ; .II‘I.__ _ —~
| B » ._4' I_. P s
1.300 S0

100.00 215.00 330.00 44500 560.00 675.00 790.00 90500 102000 113500 125000

Obr. 1. Reprezentativne elektroforeogramy ziskané

z validacného procesu testovania vytaznosti: a) matrica
(Sumiva tableta), b) matrica s pridavkom 0,590 ug - ml-!
tiaminu a 0,617 ug - ml™! pyridoxinu, c) matrica s pridavkom
3,934 ug - mi tiaminu a 4,114 ug - mi~' pyridoxinu, d)
matrica s pridavkom 59,008 ug - ml-' tiaminu a 61,703 ug -
ml pyridoxinu. Detekcia bola uskutocnend pri vinovej dizke
260 nm. Velkost separacného prudu bola 50 uA. Ostatné
separacné podmienky su uvedené v casti Optimalizacia CZE-
UV metody.

Aplikacia

Na zaklade mimoriadne priaznivych valida¢nych para-
metrov bola zoptimalizovana CZE-UV metdda aplikova-
na pri simultdnnom stanoveni dvojice vitaminov skupiny
B — tiaminu a pyridoxinu — v piatich vzorkach farma-

1610 Vor
Tiamin
15682 ‘
554 |
Pyridosin
1.526 | .In"
Alcahol Killer I
_— . | Y AL WS
1.488
1.470 Dr. Witt |
—e e | - e
1.443
Hell active M
1415 e — J ll“-'———‘—“‘
1387 ﬁ
1358 Additiva |.\
e e s ——— o S e - PN

1331 £
100.00 215.00 330.00 445.00 560.00 B75.00 790.00 Q0500 102000 113500 125000

Obr. 2. Reprezentativne elektroforeogramy ziskané z analyzy
tiaminu a pyridoxinu v realnych vzorkach sumivych tabliet,
energetickych ndpojov a vitaminovych vod. Detekcia bola
uskutocnend pri vinovej dizke 260 nm. Velkost separacného
prudu bola 50 uA. Ostatné separacné podmienky su uvedené
v casti Optimalizacia CZE-UV metddy.

Tab. 3. Stanovenie obsahu tiaminu a pyridoxinu vo vyzivovych doplnkoch, energetickych napojoch a vitaminovych

vodach
Tiamin RSD Deklarovany Pyridoxin RSD Deklarovany
(gl | (%) obsah (g mtY) | (%) obsah
(ng-ml™) (ng - ml)

Additiva 22,88 £0,77 3,4 22 27,51 +£0,28 1,0 28
Generica 101,69 +£2,08 2,1 100 96,44 + 1,69 1,8 100
Cemio 10,63 £ 0,33 3,1 11 15,29 £ 0,44 2,9 14
Zdrovit MM 15,36 0,51 33 14 21,36+ 0,82 38 20
GS Multivit 9,96 + 0,06 0,6 11 14,55 + 0,06 0,4 14
Hell active 7,87+0,18 23 8

Red Bull 18,46 £ 0,23 1,3 20
Powerking 14,31 £ 0,42 29 14
Monster 7,85 +0,07 0,9 8

Semtex 14,25 + 0,32 2,3 14
Tiger 6,01 £0,07 1,1 7

Alcohol Killer 6,49 £0,13 1,9 8 11,56 + 0,14 12 1

Steiger energy 2,07 +£0,07 3,5 2,8
Oshee 5,46 + 0,08 1,6 5,6
Dr. Witt 1,92 £ 0,04 2,0 1,65 2,14 £0,04 1,7 2,1
Body & Future 3,43 +£ 0,09 2,6 3,5
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ceutického charakteru (komercne dostupné vitaminové
vyzivové doplnky reprezentované Sumivymi tabletami)
a jedenastich vzorkach potravinarskeho charakteru (ener-
getické napoje a vitaminové vody). Vysledky z jednotli-
vych stanoveni si predmetom tabul’ky 3 a na obrazku 2
st znazornené ilustrativne realne elektroforeogramy zis-
kané z analyzy tiaminu a pyridoxinu v Sumivej multivita-
minovej tablete (Additiva), energetickych napojoch (Hell
active, Alcohol Killer) a vitaminovej vode (Dr. Witt).
Z prislusnych elektroforeogramov je mozné potvrdit
i pozadovanu mieru $pecificity vyvinutej metody, ked’ze
neboli pozorované ziadne interferujuce piky v migrac-
nych poziciach zodpovedajtcich sledovanym analytom
— pyridoxinu a tiaminu. Zisteny obsah dvojice vitaminov
sa v jednotlivych testovanych pripravkoch pohyboval na
81 — 116 % (tiamin) a 74 — 109 % (pyridoxin) urovni
deklarovanej vyrobcom. Vysoka miera zhody s hodnota-
mi deklarovanymi vyrobcom bola dosiahnuta u vzoriek
farmaceutického charakteru. Markantnejsie rozdiely boli
pozorované v pripade niektorych vzoriek energetickych
napojov a vitaminovych vod. Uvedené fluktuacie mohli
byt spdsobené napr. podmienkami skladovania (teplo,
svetlo), ale i absenciou efektivnej analytickej metddy po-
uzitej pri hodnoteni finalneho produktu. Z dosiahnutych
vysledkov vyplyva, Ze nami vyvinutd metoda je uplat-
nitelnd v oblasti rutinného stanovenia tiaminu a pyri-
doxinu vo vzorkach farmaceutického i potravinarskeho
charakteru.

Zaver

Zamerom prace bolo navrhnutie, vypracovanie a vali-
dacia jednoduchej CZE-UV meto6dy realizovanej v hyd-
rodynamicky uzatvorenom systéme, ktora by umoziio-
vala simultannu analyzu dvojice vitaminov skupiny B
— tiaminu a pyridoxinu — v multikomponentnych vzor-
kach farmaceutického a potravinarskeho charakteru re-
prezentovanych Sumivymi tabletami, energetickymi a vi-
taminovymi napojmi. Optimalizovana CZE-UV metoda
vo valida¢nom procese preukazala dobru linearitu v tes-
tovanych koncentra¢nych rozsahoch, vyznacovala sa
relativnou rychlostou (celkovy ¢as analyzy na urovni
20 min.) a hodnotami LOD na sub pg - ml™' arovni. Do-
siahnuté vysledky preukazali jednoduchost, vysoku se-
paracnu ucinnost, nizke financné naroky a ekologickost’
vypracovanej metody. Uvedenymi atribitmi tak splina
kritéria kladené modernymi laboratériami zaoberajtci-
mi sa hodnotenim kontroly kvality farmaceutickych ale-
bo potravinarskych produktov.

Praca vznikla s podporou grantu APVV-15-0585,
VEGA 1/0463/18, KEGA 027UK—4/2020.

Stret zaujmov: Ziadny.
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