Analyticky protokol s vysledky

Stabilitni analyza Plodnost booster pro muze.

Vypracoval: Ing. Martin Szotkowski Ph.D.
V Brn¢ dne: 03.11.2023



1. Uvod

Zadani od dodavatele Verra bylo analyzovat dodané vzorky Plodnost booster pro muze se zamétenim
na provedeni stabilitnich testl. Jako podminky byly na zakladé vzajemné domluvy zvoleny teplota 37
°C a test byl provadén po dobu 21 dni. V ramci stabilitnich testi budou provadény analyzy
termolabilnich latek obsazenych ve vzorku, tedy primarné obsazenych vitaminid. Dale bude provedena
analyza obsahu minerald a obsahu karnitin tartratu ve vzorku. Cilem je otestovat zda procesy tvrdnuti
a hnédnuti vzorku jsou spojeny s degradaci produktu.

Dodané vzorky byly pfed jednotlivymi analyzami uskladnény v mrazu pfi teploté -15 °C pro

zabezpeceni stability vzorku.

2. Postup laboratorniho stanoveni

Stabilitni testy budou provedeny za vyse popsanych podminek 37°C po dopbu 3 tydnii. Vzorky byly
odebirany v intervalech Po — St — Pa. Pfi¢emz pro simulaci bézného pouzivani byla krabi¢ka kazda
den oteviena na dobu 30 sekund a mirné protfepana. Pro analyzu byly odebrany vzdy 4 tobolky,
jejichz obsah byl zhomogenizovan a nasledn¢ podroben sérii analyz dle pfedchozi domluvy:

Jednotlivé analyty byly analyzovany nasledovng¢:
1. Mineraly — ICP-OES — opticka emisni spektrometrie
a. Sestava Horiba Ultima 2
b. Vzorek 20 mg, rozklad v kyselin¢ dusi¢né

2. Karnitin tartrat a L-arginin — HPLC-DAD-RI — vysokoucinna kapalinova chromatografie
s refraktometrickym detektorem.

a. Kolona Luna Omega Sugar NH2 250 mm x 2,1 mm x 3,0 pym
b. Sestava Dionex UltiMate 3000 s detektorem RefractoMax 512
c. 20 mg vzorku rozpusténo ve 2 ml 50mM roztoku octanu sodného

3. Vitaminy C a B — HPLC-DAD - vysokou¢inna kapalinova chromatografie s detektorem
diodového pole

a. Kolona Luna Omega Sugar NH2 250 mm x 2,1 mm x 3,0 um
b. Sestava Dionex UltiMate 3000 s detektorem Dionex 3000 DAD
c. 30 mg vzorku rozpusténo ve 2 ml 1% roztoku kyseliny ortho-fosforecné

4. Vitaminy E a D>, Koenzym Qio a betakaroten— HPLC-DAD — vysokouc¢inna kapalinova
chromatografie s detektorem diodového pole

a. Kolona Kinetex C18-EVO, 150 mm x 4,6 mm x 2,6 um
b. Sestava Dionex UltiMate 3000 s detektorem fady Vanquish

c. 25 mg extrahovano metodou dle Folsche

3. Vysledky

V této kapitole jsou uvedeny vysledky provedenych analyz. Pfed zapocetim stabilitnich testd byly
provedena rekalibrace vSech méfenych molekul pomoci komercné zakoupenych standartti od
dodavatele Merck.

3.1. Ukazka naméienych spekter vzorki a vypocet obsahu mérenych latek
V nésledujici kapitole jsou uvedeny ptiklady namétenych vysledki (chromatografickd spektra)



% MSz_HO_MK _vitaminy #50 [1 peak(s) manually assigned]

MK_MSz_Stab_testy_vzorek_D

UV_VIS_1 WVL:267 nm

30004

mAU

25004

20004

15004

1000+

5004

4,3 - L-askorbic acid_C - 6,825

- 11 - §.@7Riboflavine ;B2 - §673
T T

-500- ¢
0,0

% MSz_HO_MK_vitaminy #49 [1 peak(s) manually assigned]

1,0 2,0 3,0 4,0 50 6,0 7,0 8,0 9,0

MK_MSz_Stab_testy vzorek_C

T
10,0

T
11,0

UV_VIS_1 WVL:267 nm

25004

mAU

22504

20004

1750+

1500

1250

1000

7504

5004

2504

4,3 - L-askorbic acid_C - 6,832

-250

11 -5 @7Riboflavine, 2 - 5,673
T T

-500-

0,0

1.

7 MSz_HO_MK_vitaminy #46 [manually integrated, 1 peak(s) manually assigned]

T T T T T T T T T
1,0 2,0 3.0 4,0 5,0 6,0 7.0 8,0 9,0

Chromatogramy analyzy HPLC-DAD vitaminu C ve vzorku — ukazka

MSz_Carnitine_STD_2x

T
10,0

T
11,0

200

RIU

1004

0

-1004

-2004

-3004

-400-

-500

-600

@,2-6,578

U -5443

min

-700-

0,0

T
15,0

T \
16,0 16,4



7 MSz_HO_MK_vitaminy #45 [manually integrated, 1 peak(s) manually assigned] MSz_Carnitine_STD RI_1

300

HRIU

2004 @,2-6,532

100

13-10.242 10,898 5-12,192 16-13.69P- 14 378 - 15 - 15,85
T

-100-
-200-
-300
-400-

-500

-600

-700-
T T T T T T T T ]
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7.0 8,0 9,0 10,0 11,0 12,0 13,0 14,0 15,0 16,0 16,6

2. Chromatogram analyzy HPLC-DAD-RI karnitin tartratu ve vzorku — ukazka. Carnitine je pik
oznaceny Cislem 2.
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3. Chromatogram analyzy HPLC-DAD lipofilnich vitaminti ve vzorku — ukazka. Pik €. 2 je
Ergokalciferol D2, Pik €. 4 je Alfa-tokoferol — vitamin E
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4. Absorb¢ni spektra Tokoferolu (Vit E) a Ergokalciferolu (D2)
Priklad vypoctu Vit E
Kalibra¢ni kfivka pro standart tokoferolu y = 0,669x + 0,3371
Vypocet: Plocha piku vzorku 8,39854
8,39854 = 0,669x + 0,3371
8,06145 = 0,669x
x = 12,05 mg/ml

Dalsi vysledky a vypocty se provadéji stejné. V piipadé potieby mohu zaslat pouzité vypoctové
excely.

3.2. Souhrné vysledky a komentare

Tabulka ¢.2 Souhrné vysledky stabilitnich testd.

0. den 2.den 4.den |6.den | 8.den | 10.den | 12.den | 14. 21.den
1451, | 1438,2 | 1467, | 1472,0 1448, | 1437,8

L-karnitin baze mg | 1462,71 | 1445,20 35 5 28 5| 1453,28 20 | 8
L-Arginin mg 487,21 | 472,37 | 480,1 | 475,28 | 450,3 | 467,81 | 472,48 | 481,4 | 477,09
Betakarotem mg 4,40 4,44 4,39 4,41 4,35 4,20 4,18 4,31 4,28
Koenzym Q10 mg 9,88 9,91 9,82 9,78 9,54 9,67 9,27 9,75 9,68
Vitamin E tokoferol mg 12,11 12,05 | 11,89 12,03 | 12,11 11,87 11,92 | 11,78 11,64
Vitamin D2 -ergokalciferol | pg 24,63 24,70 | 24,81 24,61 | 23,98 24,87 24,63 | 24,71 24,61
Kyselina listova ug 197,23 | 194,87 | 195,8 | 191,23 | 189,7 | 192,31 | 190,01 | 187,5| 188,32
Kyselina askorbovd mg 492,30 | 487,31 480,é 484,23 501,5 490,24 | 483,14 485,; 478,32




Zinek mg 9,98 - - - - - - 10,02 9,94

Selen ug 68,1 - - - - - - 64,8 67,1

Pozn: Mensi propady v obsahu latek neznamenaji, Ze dochazi k rozkladu a ztrat€ daného vitaminu,
suplementu. Je to v drtivé vétSiné piipadid zplisobenou chybou méfeni, kterd je dana chybou/
odchylkou méteni pfistroje, pii pipetovani a extrakci vzorku atd.

4. Zavér

Z vysledki je patrné, ze dodany produkt, Booster pro muze, je velmi stabilni a obsah deklarovanych
latek, které byly vybrany pro analyzu je ve vzorku obsazen v deklarovanych mnozstvich. Tvorba
hrudek ¢i mimé zhnédnuti je dano charakterem vzorku. Lyofylizaty maji obecné tendenci se pii
procesu lyofylizace i poté zpétné agregovat. Mnozstvi vody/ vlhkosti, které mohly nasat je vSak
marginalni a na stabilitu a hlavn¢ funkcnost suplementu nemé zadny vliv. Kapsle slouzi jako t¢inna
bariera pro priniku vody. Zaroven material kapsle — upravena celuls$a ma obecné strukturu vodu
odpuzujici. V ptipadé¢ klasické Zelatinové kapsle by sorbce byla mirné vyssi.
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