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SANTRAUKA

A. Salokaités magistro baigiamasis darbas/ mokslinis vadovas prof. A. Zevzikovas; Lietuvos
sveikatos moksly universiteto Medicinos akademijos Farmacijos fakulteto Analizinés ir toksikologinés

chemijos katedra. — Kaunas.

Pavadinimas: Jvairiy Lietuvoje notifikuoty maisto papildy, savo sudétyje turin¢iy L —

karnitino, tyrimas taikant chromatografinius analizés metodus.

Darbo tikslas: atlikti pasirinkty Lietuvoje notifikuoty maisto papildy, savo sudétyje turinéiy
L — karnitino, kokybing ir kiekybing analize efektyviosios skys¢iy chromatografijos ir dujy
chromatografijos metodais ir palyginti gautus rezultatus.

Tyrimo objektas: penki skirtingi Lietuvos Respublikoje notifikuoti maisto papildai, savo

sudétyje turintys L — karnitino, jsigyti Salies vaistinése ir sportininkams skirtose parduotuvése.

Tyrimo metodai: efektyviosios skys¢iy chromatografijos atveju naudota sistema, sudaryta i§
chromatografo Shimadzu Nexera X2 ir fotodiody matricos detektoriaus SPD — M20A, derinama su
Hydrosphere Cig kolonéle (ilgis — 250 mm, vidinis diametras — 4,0 mm, sorbento daleliy dydis — 5
um), judancigja faze pasirenkant 70 mM dinatrio vandenilio fosfato tirpala, kurio pH reguliuojamas
naudojant fosforo rugst ir lygus 2,1. Dujy chromatografijos atveju pasitelkta sistema, sudaryta i$
chromatografo ,,Shimadzu GCMS — QP2010 Ultra system* ir masiy spektrometrijos detektoriaus,
derinama su Rt — BDEXsa kolonéle (ilgis — 30 m, vidinis diametras — 0,25 mm, sorbento daleliy dydis

— 0,25 um), neSanc¢iomis dujomis pasirenkant helio dujas.

Rezultatai ir iSvados: abu tyrimo metu naudoti chromatografiniai metodai pasizymejo
specifiSkumu ir glaudumu, efektyviajai skys¢iy chromatografijai buvo budingas tiesiSkumas, aptikimo
ribai esant 104,82 ng/ml, o kiekybinio nustatymo ribai — 317,63 ng/ml. Abiem metodais visuose
pasirinktuose maisto papilduose nustatytas L — karnitinas ir neidentifikuota priemaisa, kuri, spéjama,
yra krotonoilbetainas arba D — karnitinas. Nei vieno metodo taikymo atveju nustatyti L — karnitino
kiekiai nei vieno papildo sudétyje neatitiko gamintojy nurodomy kiekiy. Skirtumai tarp dviem
skirtingais metodais gauty L — karnitino kiekybinés analizés rezultaty pasirinktuose maisto papilduose

svyravo nuo 0,20 miligramy kapsuléje iki 53,73 miligramy kapsuléje.

Raktiniai Zodziai: L — karnitinas, maisto papildai, efektyvioji skys¢iy chromatografija, dujy

chromatografija, krotonoilbetainas, D — karnitinas.
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SUMMARY

Title: Determination of L — carnitine in various food supplements notified in Lithuania using

chromatographic analysis methods.

Aim: To perform qualitative and quantitative analysis of selected food supplements
containing L — carnitine notified in Lithuania using high — performance liquid chromatography and gas

chromatography and to compare the results obtained.

Object: five different food supplements containing L — carnitine notified in Lithuania which

were purchased from local pharmacies and from specialized shops for athletes.

Methods: the high — performance liquid chromatography analysis was conducted on a system
consisting of Shimadzu Nexera X2 chromatograph equipped with SPD — M20A photodiode array
detector and Hydrosphere Cig column (length — 250 mm, inner diameter — 4,0 mm, particle size — 5
um), using 70 mM disodium hydrogen phosphate which pH was adjusted to 2,1 by phosphoric acid as
a mobile phase. Gas chromatography analysis was carried out using Shimadzu GCMS — QP2010 Ultra
system chromatograph coupled to mass spectrometry detector, Rt — BDEXsa column (lenght — 30 m,

inner diameter — 0,25 mm, particle size — 0,25 um) and helium as a carrier gas.

Results and conclusions: both chromatographic methods chosen for this study were proved
to be specific and precise, high — performance liquid chromatography showed linearity with limit of
detection of 104,82 ng/ml and limit of determination of 317,63 ng/ml. Qualitative analysis conducted
by both methods confirmed the precense of L — carnitine in all selected food supplements, furthermore,
an unidentified impurity, which is supposed to be crotonoylbetaine or D — carnitine, was observed.
None of the results of quantitative analysis of chosen food supplements conducted by both
chromatographic methods met the quantity of L — carnitine specified by the manufacturer. The
differences between the results of L — carnitine quantitative analysis in selected food supplements
observed using two chromatographic methods varied from 0,20 mg per capsule to 53,73 mg per

capsule.

Keywords: L — carnitine, food supplements, high — performance liquid chromatography, gas

chromatography, crotonoylbetaine, D — carnitine.



7

SANTRUMPQOS

Acetyl CoA — acetilo kofermentas A (angl. Acetyl coenzyme A)

Apo Al — apolipoproteinas Al

Apo B - 100 — apolipoproteinas B — 100

ASS — autizmo spektro sutrikimas

BAOT - bendra antioksidaciné talpa

BFI — trumpasis nuovargio inventorius (angl. Brief Fatigue Inventory)
CARS - vaikystés autizmo vertinimo skalé (angl. Childhood Autism Rating Scale)
CD - cukrinis diabetas

DC — dujy chromatografija

EMEA — Europos vaisty agentiira (angl. European Agency for the Evaluation of Medicinal Products)
EPC — efektyvioji plonasluoksné chromatografija

ESC — efektyvioji skys¢iy chromatografija

FDA — Maisto ir vaisty administracija (angl. Food and Drug Administration)
FEMCF — 9 — fluorenilmetil chloroformiatas

IGRR —ilgos grandinés riebaly rigstys

IR — infraraudonieji spinduliai

JAV — Jungtinés Amerikos Valstijos

k./d. — kartai per dieng

KE — kapiliarin¢ elektroforeze

LJD — liepsnos jonizacijos detektorius

LJG MS — linijinés jony gaudyklés masiy spektrofotometrija

LKLT — L — karnitino L — tartratas

Lp A — lipoproteinas A

LR — Lietuvos Respublika



LRR — laisvosios riebaly rugstys

MGPM — metabolizmo greitis poilsio metu

MS/MS — tandeminé masiy spektrometrija

MTBSTFA — N — metil — N — (tert — butildimetilsilil)trifluoroacetamidas
MTL — mazo tankio lipoproteinai

NSS — nuovargio sunkumo skalé

SSN — santykinis standartinis nuokrypis

SKS - sirdies ir kraujagysliy sistema

UV — ultravioletinés Sviesos spinduliuoté

VMVT — Valstybiné maisto ir veterinarijos tarnyba

ZD — 7iedinis dichroizmas
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IVADAS

L — Kkarnitinas, kaip maisto papildy aktyvusis komponentas, gamintojy pasirenkamas dél
atlickamy funkcijy zmogaus medziagy apykaitos metu, kuriy pagrindiné — ilgos grandinés riebaly
rugsciy pernasa i§ lgsteliy citozolio j mitochondrijas [6, 12, 13, 16, 21, 29, 39]. Ivairiose uzsienio
Salyse atlikty klinikiniy tyrimy metu stebéty rezultaty déka L — karnitino maisto papildai moksliniy
publikacijy autoriy rekomenduojami II tipo cukriniu diabetu serganéiy pacienty, nuo autizmo
kencianciy vaiky ar, dél antioksidacinio poveikio, sveiky gyventojy mitybos racionui papildyti [9, 15,
17, 24, 27].

Tuo tarpu Lietuvoje notifikuoti maisto papildai, savo sudétyje turintys L — Karnitino,
pateikiami pabréziant teigiama tokiy papildy poveikj fiziniam naSumui, mat ant jy pakuociy
pateikiamuose aprasymuose L — karnitinas jvardijamas kaip ,riebaly degintojas“ (angl. fat burner)
arba kaip priemoné, kuri gali padéti sumazinti kiino mase. Faktas, jog L — karnitino reik§mé fizinio
naSumo ar energetiniy substraty sunaudojimo didinimui néra pilnai jrodyta klinikiniy studijy metu,
nesutrukdé L — karnitino maisto papildams jsitvirtinti Lietuvos maisto papildy, skirty sportininkams,
rinkoje [20, 21]. Didzigja dalimi Lietuvoje notifikuoty maisto papildy, savo sudétyje turinciy L —
karnitino, prekiaujama ne vaistinése, o ] sportininkus orientuotose parduotuvése, be to, ant jy pakuociy
ar vieSoje erdvéje pateikiamuose apraSymuose dél Siy maisto papildy patariama pasikonsultuoti su
treneriu, o jy vartojimg derinti su treniruo¢iy rezimu. Naujausiais bendrovés ,,Spinter tyrimai‘
atrankinés kiekybinés studijos duomenimis, sportuojanciy ar besimankstinan¢iy gyventojy Lietuvoje
daugeja, todel negalima atmesti tikimybés, jog augantis susidoméjimas sportu gali biti lydimas
didéjancio sportininkams sitilomy maisto papildy vartojimo [3]. Siekiant uztikrinti sportiniy rezultaty
nasumui padidinti rekomenduojamy maisto papildy, tame tarpe ir L — Karnitino, kokybe, didele
reikSme jgyja metody, tinkamy L — karnitino atpaZinimui ir kiekybiniam nustatymui maisto

papilduose, paieskos.

Stuko R. ir Dobrovolskij V. (2018) Lietuvoje atliktas tyrimas, kuriame dalyvavo 1012
respondenty, parod¢, kad daugiau nei pusé apklaustyjy — 59,4 % — vartoja maisto papildus [2]. IS Sios
studijos rezultaty iSplaukia iSvada, jog ant kiekvieno Lietuvoje notifikuoto maisto papildo pakuotés
nurodomy aktyviyjy komponenty identifikacijos ir kiekybinio vertinimo tyrimai yra aktualts. Biitent L
— karnitino savo sudétyje turin¢iy maisto papildy analizé yra ypac svarbi dar ir dél Sio junginio
chiraliSkumo salygotos toksiSkumu pasiZzymincios priemaiSos patekimo ] maisto papildus rizikos,

jpareigojancios paliesti ne tik kokybés, bet ir papildy saugumo klausimus [25].
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Norint uztikrinti tik kokybisky, saugiy ir naudingy gyventojy sveikatai maisto papildy, savo
sudétyje turin¢iy L — karnitino, vartojimg, svarbu pritaikyti metodus, tinkancius Sios medzaigos
kokybinei ir kiekybinei analizei. Tarp uzsienio autoriy mokslingje litertatiroje aprasomy Siam siekiui
jgyvendinti pasitelkiamy priemoniy pirmauja chromatografiniai tyrimo metodai, dazniausias i$ jy —
efektyvioji skysciy chromatografija (ESC) [7, 30, 34, 39]. Dél tokiy savybiy, kaip paprastumas,
jautrumas, greitas atlikimas du chromatografiniai metodai — ESC ir dujy chromatografija (DC) buvo
pasirinkti §io eksperimento metu, kurio tikslas — atlikti pasirinkty Lietuvoje notifikuoty maisto papildy,
savo sudétyje turin¢iy L — karnitino, kokybing ir kiekybine analiz¢ efektyviosios skysciy

chromatografijos ir dujy chromatografijos metodais ir palyginti gautus rezultatus.
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DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas:

e Atlikti pasirinkty Lietuvoje notifikuoty maisto papildy, savo sudétyje turinéiy L — karnitino,
kokybing ir kiekybine analiz¢ efektyviosios skys¢iy chromatografijos ir dujy chromatografijos

metodais ir palyginti gautus rezultatus.
Darbo uzdaviniai:

1. Naudojant pritaikytg ir validuotg efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodika, atlikti L —
karnitino kokybinj ir kiekybinj nustatymg pasirinktuose Lietuvoje notifikuotuose maisto
papilduose.

2. Naudojant pritaikytg ir validuota dujy chromatografijos metodika, atlikti L — karnitino kokybinj
ir kiekybinj tyrima pasirinktuose Lietuvoje notifikuotose maisto papilduose.

3. Palyginti efektyviosios skyséiy chromatografijos ir dujy chromatografijos metodikas bei $iais
dviem chromatografiniais metodais gautus L — karnitino maisto papildy kiekybinés sudéties

tyrimy rezultatus.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. L — karnitino charakteristika

L — karnitinas (levokarnitinas) (1 pav.) — tai j B grupés vitaminus panasus chiralinis junginys,
kai kuriy mokslininky jvardijamas kaip nebaltyminé aminortgstis [6, 7, 14, 21, 25, 26, 29, 31, 32],
7Zmogaus organizme sintetinamas i§ dviejy aminortigsciy lizino ir metionino. L — karnitinas buvo
atrastas 1905 — iais metais ir pavadintas vitaminu Br, toks §io junginio pavadinimas kartais sutinkamas
ir Siomis dienomis [25]. Aptariant L — karnitino fizikines savybes pazymétina, jog tai yra baltos arba
beveik baltos spalvos kristaliniai milteliai arba bespalviai higroskopiski kristalai, kurie laisvai tirpsta

vandenyje, tirpsta Siltame 96 % etanolyje ir praktiSkai netirpsta acetone [14].

CHj

.
H3C_N

CH; H OH 0O

fl:.

1 pav. L — karnitinas. Parengta pagal Ph. Eur. 9.0 [14]

Pagrindiné L — karnitino fiziologiné funkcija yra ilgos grandinés riebaly riugsc¢iy (IGRR)
pernasa i8 lgsteliy citozolio j mitochondrijas per viding mitochondrijy membrang [6, 12, 13, 16, 21, 29,
39]. Mitochondrijose vyksta IGRR oksidacija, kurios rezultatas — energijos atpalaidavimas, S$is
procesas ypac svarbus Sirdies ir griauciy skersaruoziuose raumenyse, kuriuose riebaly riigstys atlieka
pagrindinio energijos atpalaidavimo substrato vaidmenj [6, 7, 12, 16, 21, 29]. Taip pat L — karnitinas
dalyvauja riebaly rugsciy p — oksidacijos procese, bei acetilo kofermento A (angl. Acetyl coenzyme A
(Acetyl — CoA) ir kofermento A (CoA) koncentracijy santykio acetyl — CoA/CoA mitochondrijose
reguliacijoje, peroksisomose vykstan¢ioje RR oksidacijoje ir ketoniniy kiiny sintezéje [12, 13, 21, 25,
29, 36].

Egzistuoja dvejopi L — karnitino Saltiniai: $is junginys yra sintetinamas zmogaus (bei daugelio
kity eukarioty) organizme bei gali biiti gaunamas i§ aplinkos su maistu [25, 29]. Biitent dél fakto, jog L
— karnitinas yra sintetinamas zmogaus kepenyse, smegenyse ir inkstuose, §i medziaga negali biti
priskiriama prie vitaminy [21, 26, 33]. Daugiausia L — karnitino yra tokiuose maisto Saltiniuose, kaip
mésa ir pieno produktai, kur kas maZziau jo randama vaisiuose, darzovése, griduose [25, 29]. Be to, L —

karnitino gali biiti dedama j kiidikiam skirtus misinius [5, 10].
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Suaugusio zmogaus organizme yra mazdaug 25 g L — Kkarnitino, o junginio dienos poreikis
svyruoja nuo 0,3 mg iki 1,9 mg vienam kilogramui kiino masés [21, 29]. Teigiama, jog L — karnitino
sintez¢ ir visavalge dieta, kurios déka gaunama nuo 100 mg iki 300 mg $io junginio per diena,
apripina zmogaus organizmg jo reikméms pakankamu L — karnitino Kiekiu [25]. Literattros
Saltiniuose galima aptikti Siuo faktu pagristy teiginiy, bylojanc¢iy, jog L — karnitino maisto papildy
poreikis néra pilnai jrodytas, tac¢iau klinikiniy tyrimy, plac¢iau aprasomy skirsnyje L — karnitino maisto
papildy paskirtis, rezultatai liudija, jog tam tikry bukliy atvejais L — karnitino maisto papildai gali
prisidéti prie zmogaus sveikatos pagerinimo [25]. L — karnitino maisto papildy paros dozé néra
nustatyta, o su $iuo junginiu atliktuose klinikiniuose eksperimentuose L — karnitino doz¢ jvairuoja nuo

1 giki 6 g[25].

I Lietuvos Respublikoje (LR) notifikuoty maisto papildy, savo sudétyje turinéiy L — karnitino,
sgra8a patenka jvairiis maisto papildai, kuriems buidingos trys skirtingos farmacinés formos — kapsulés,
geriamieji tirpalai (gérimai) ir tabletés [4]. UZzsienio $aliy literatiiroje be $iy dazniausiai sutinkamy L —
karnitino maisto papildy farmaciniy formy taip pat aprasomi milteliai geriamajam tirpalui, bei tokios
maziau jprastos papildy formos, kaip injekciniai tirpalai ar net sausainiai [21, 31]. | maisto papildus L
— karnitinas gali buti jvedamas grynas arba L — karnitino L — tartrato (LKLT) pavidalu. LKLT (2 pav.)
— tai druska, sudaryta i§ L — karnitino ir vyno riigsties, maisto papildy gamyboje mégstama dél

geresnés nei L — karnitino absorbcijos i§ virSkinamojo trakto [19, 30].
CHj
+
H 3C —N—CH 3

OH
OH

o = _
0~ o

2 pav. L — karnitino L — tartratas. Parengta pagal Qadir M. A. ir kt. (2015) [30]
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1.2. PriemaiSos, pasitaikancios L — karnitino maisto papilduose

Europos farmakopéjoje reglamentuojamos keturios skirtingos L — karnitino priemaiSos, i$
kuriy viena yra specifikuota, o likusios — nespecifikuotos [14]. Vadovaujantis faktu, jog nespecifikuoty
priemaisy kiekiai L — karnitino farmaciniuose produktuose gali biiti nepakankamai dideli, kad buty
jmanoma juos aptikti bei i§ to iSplaukian¢iu Europos farmakopéjos teiginiu, jog jy identifikacija néra
butina, Siame darbe placiau pristatyti pasirinkta specifikuota L — karnitino priemaisg krotonoilbetaing

(3 pav.) [14].

Mokslinéje literatiiroje krotonoilbetainas yra apibiidinamas kaip pagrindiné L — karnitino
priemaiSa ir skilimo produktas [7, 18, 22, 39]. Teigiama, jog, dazniausiai, $io junginio kiekis
farmaciniuose produktuose, savo sudétyje turin¢iuose L — karnitino, gali baiti labai nedidelis ir nesiekti
net 1 % aktyviojo komponento (vaisty atveju — veikliosios medziagos) kiekio [18]. Nepaisant to,
krotonoilbetainas gali lemti klaidingg kiekybinés L — karnitino analizés rezultaty interpretacijg, mat i
priemaisa pasizymi zymiai didesne UV absorbcijos koeficiento skaitine reik§me nei L — karnitinas [18,
22]. Pavyzdziui, kai kuriose mokslinése publikacijose minima, jog krotonoilbetaino ultravioletinés
Sviesos spinduliuotés (UV) absorbcijos koeficientas, esant 225 nm $viesos bangos ilgiui, yra mazdaug
80 karty didesnis uz L — karnitino [7, 18]. Kitame S$altinyje aiSkinama, jog L — karnitino skilimo
produkto struktiiroje esantys du dvigubieji rySiai salygoja 200 karty stipresne krotonoilbetaino
absorbcija [22]. Siuo atveju pateikiamas pavyzdys, bylojantis, jog 0,01 % krotonoilbetaino
koncentracija farmaciniame produkte gali klaidingai padidinti L — karnitino kiekybinés analizés
rezultata 2 % [22].

CH,
| . 0
H3C_|Tl /

CHj O

3 pav. Krotonoilbetainas. Parengta pagal Khoshkam R. ir kt. (2014) [39]

Darbo autorés manymu, nuo L — karnitino maisto papildy cheminio grynumo aptarimo
neatsiejamas ir enantiomerinio grynumo apraSymas. Karnitinas apskritai gali egzistuoti dviejy
skirtingy izomery, vadinamy enantiomerais, pavidalu [25]. Gamtoje karnitinas sutinkamas tik L —
karnitino pavidalu, o deSiniojo Sviesos poliarizacijos plokstumos sukimo enantiomeras D — karnitinas
(4 pav.) yra sintetinis izomeras [25]. D — karnitino arba raceminio mi$inio jvedimas gali toksiSkai

paveikti zmogaus organizmg, mat D — karnitinas yra ne tik terapiSkai neaktyvus, bet ir gali sutrikdyti
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natiiralig L — izomero funkcijg [6, 25, 31, 32]. Tikima, jog D — karnitinas toksiskai veikia biocheminius
procesus slopindamas karnitino acetiltransferazg [6, 39]. Be to, §is enantiomeras yra ypa¢ pavojingas
Sirdies ir kraujagysliy sistemos ligomis sergantiems pacientams [31]. Jungtiniy Amerikos Valstijy
(JAV) Maisto ir vaisty administracija (angl. Food and Drug Administration (FDA)) ir Europos vaisty
agentira (angl. European Agency for the Evaluation of Medicinal Products (EMEA)) reikalauja vaisty
ir maisto papildy gamybos tik naudojant aktyviosios formos enantiomera [32]. Nepaisant to, esama
praneSimy apie atvejus, kuomet, atlickant maisto papildy ar net vaisty, savo sudétyje turin¢iy karnitino,

kokybing ir kiekybing analize, nustatyta, jog L — karnitinas buvo pakeistas racematu [31, 32].

|, O

CH,HO H O

4 pav. D — karnitinas. Parengta pagal de Andrés F. ir kt. (2010) [7]

1.3. L — karnitino maisto papilduy paskirtis

L — karnitinas gali prisidéti prie Sirdies ir kraujagysliy sistemos (SKS) ligy atsiradimo 1l tipo
cukriniu diabetu (CD) sergantiems pacientams rizikos sumazinimo, pavyzdZziui, moduliuodamas
oksidacinj stresg [15, 24]. Be to, esama duomeny, kad L — karnitinas gali padidinti $ia liga serganciyjy
bei pacienty, kuriems nustatyta priesdiabetiné btiklé, organizmo jautrumg insulinui [27]. Taip pat buvo
nustatyta statistiskai reikSminga koreliacija tarp L — karnitino koncentracijos kraujo serume ir autizmo
simptomy pager¢jimo bei tarp L — karnitino koncentracijos kraujo plazmoje ir antioksidaciniy
fermenty aktyvumo padidéjimo [9, 17]. Tuo tarpu klinikiniy tyrimy rezultatai L — karnitino poveikio

nuovargiui ir fiziniam nasumui klausimais yra gana priestaringi [8, 11, 20, 41].
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1.3.1. L — karnitinas ir 11 tipo cukrinis diabetas

Pagrindinis SKS ligy rizikos veiksnys — maZo tankio lipoproteiny (MTL) cholesterolis — yra
ypac pavojingas cukriniu diabetu sergantiems pacientams, mat hiperglikemija vaidina svarby vaidmenj
Sio cholesterolio oksidacijoje [28]. L — karnitinas apsaugo Igsteles nuo MTL cholesterolio oksidacija
sukelian¢io oksidacinio streso, Sio proceso metu susidarancio azoto oksido, reguliuoja lastelinj
kvépavima ir fermenty, padedanciy uzkirsti kelig oksidaciniams pazeidimams, aktyvumg [24]. L —
karnitino palanky oksidacinio streso moduliavimg iliustruoja Katanijoje, Italijoje atliktas 3 ménesius
trukes dvigubai aklas, placebu konroliuojamas, atsitiktiniy iméiy klinikinis tyrimas, kuriame dalyvavo
81 Il tipo CD sergantis pacientas [24]. Malaguarnera M. ir kt. (2009) vykdyto tyrimo metu po1gL —
karnitino 2 kartus per dieng (k./d.) vartojusiy eksperimentinés grupés tiriamyjy Kraujo méginiuose
stebétas statistiSkai reikSmingas MTL cholesterolio ir oksiduoty MTL koncentracijos sumazéjimas,

lyginant su kontrolinés grupés dalyviy kraujo méginiais [24].

Auksciau apraSytos studijos metu L — karniting vartojusiy pacienty grupéje, be jau paminéty
rodikliy sumazéjimo, taip pat buvo uzfiksuotas statistiSskai reikSmingas apolipoproteino Al (Apo Al)
bei apolipoproteino B — 100 (Apo B — 100) sumazéjimas, lyginant su placebo grupe [24]. Tuo tarpu
Galvano F. ir kt. (2009) palygino dar vieno SKS ligy rizikos faktoriaus — i Apo Al ir Apo B — 100
sudaryto lipoproteino A (Lp A) — koncentracijg simvastatinu gydomy II tipo CD serganciy pacienty
kraujyje su Lp A koncentracija serganciyjy, kuriy simvastatino terapija buvo paildoma L — karnitinu,
kraujyje [15]. 4 ménesius trukusio dvigubai aklo, atsitiktiniy im¢iy klinikinio tyrimo, kuriame
dalyvavo 75 pacientai, metu uzfiksuotas statistiSkai reikSmingas Lp A sumazéjimas 2 g L — karnitino
kartu su simvastatinu vartojusiems tiriamiesiems, lyginant su dalyviais, kuriems buvo taikoma
simvastatino monoterapija [15]. Toks Lp A koncentracijos sumazéjimas Galvano F. ir kt. (2009)
mokslininky grupés aiskinamas vienos i§ Lp A sudedamyjy daliy (Apo B — 100) koncentracijos

sumazejimu [15].

IT tipo CD sergantys ligoniai, pacientai, kuriems biidinga sutrikusi gliukozés tolerancija bei
senyvo amziaus gyventojai apskritai dalijasi vienu bendru sveikatos sutrikimu — atsparumu insulinui
[27]. Manoma, jog Sig bikle sukelia sutrikusi mitochondrijy funkcija, kurig salygoja kraujyje
cirkuliuojancio ir audiniy L — Kkarnitino koncentracijy sumazéjimas [27]. Norédami patvirtinti tokj
atsparumo insulinui patogeninj mechanizmg Molfino A. ir kt. (2010) atliko 10 dieny trukus;j atsitiktiniy
imc¢iy klinikinj tyrima, i kurj buvo ijtraukta 16 senyvo amziaus dalyviy, kuriems buvo nustatyta
priediabetiné biikle, arba jau serganéiy II tipo CD [27]. Sios klinikinés studijos rezultatai bylojo apie
statistiSkai reikSmingg insulino koncentracijos kraujo plazmoje nevalgius bei pagal matemating

formule apskaiciuojamo homeostazés modelio insulino atsparumui vertininti rezultato sumazéjima
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tirlamiesiems, Kkuriy hipokaloriné dieta buvo derinama su 2 g L — karnitino 2 k./d., lyginant su

pacientais, kuriems buvo taikomas vien tik kalorijy apribojimas [27].

1.3.2. L — karnitino vaidmuo siekiant sumazinti nuovargj

An H. J. ir kt. (2016) Seule, Piety Kor¢joje atliko 12 savai¢iy trukmés, dvigubai akla, placebu
kontroliuojama, atsitiktiniy im¢iy klinikinj tyrima, kuriame dalyvavo 60 pacienty, serganéiy pirmine
hipotiroze ir gydomy levotiroksinu [8]. Pirminiais L — karnitino efektyvumo rodikliais $io tyrimo metu
buvo pasirinkti nuovargio sunkumo skalés (NSS) rezultatai bei Wessely ir Powell skalés,
susidedancios i§ fizinio ir protinio nuovargio (kiekvieno atskirai) vertinimo, rezultatai [8]. An H. J. ir
kt. (2016) atlikta klinikiné studija neparodé statistiSkai reik§mingy NSS ar fizinio nuovargio vertinimo
rezultaty pokyc¢iy po 660 mg L — karnitino 3 k./d. vartojusiems dalyviams, lyginant su ekvivalentiSkg
dozg¢ placebo vartojusia tiriamyjy grupe [8]. Nepaisant to, L — karniting vartojusiy pacienty grupéje
stebétas statistiSkai reikSmingas protinio nuovargio vertinimo rezultaty sumazéjimas kontrolinés
grupés dalyviy atzvilgiu, kurj jaunesniy nei 50 mety pacienty amziaus grup¢je papildé dar ir fizinio

nuovargio vertinimo rezultaty sumazéjimas [8].

Kitas klinikinis tyrimas, kurio metu buvo nagrinéjamas L — karnitino vaidmuo nuovargio
valdyme, buvo orientuotas ] pacienty, kuriems S$is nusiskundimas yra bene biidingiausias, grupg —
serganciuosius invaziniu véziu [11]. Ryty kooperatiné onkologijos grupé (angl. Eastern Cooperative
Oncology Group) atliko III fazés, dvigubai akla, placebu kontroliuojama, atsitiktiniy imciy,
daugiacentrinj tyrima, kuris truko 4 savaites ir kuriame dalyvavo 376 pacientai [11]. Sios klinikinés
studijos atveju pirminiu L — karnitino veiksmingumo rodikliu pasitelktas testo, vadinamo trumpuoju
nuovargio inventoriumi (angl. Brief Fatigue Inventory (BFI)) rezultatai, o antriniais — bendro
nuovargio, nuotaikos bei skausmo bukliy jvertinimo rezultatai [11]. Tyrimo baigtis atskleidé, jog
pacientai, vartoj¢ po 1 g L — karnitino 2 k./d., nepatyré statistiSkai reikSmingy BFI klausimyno
rezultaty ar antriniy L — karnitino efektyvumo vertinimo rodikliy rezultaty skirtumy, lyginant su

dalyviais, kuriems buvo duodama placebo [11].
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1.3.3. L — karnitino poveikis fiziniam naSumui

Manoma, jog L — karnitinas gali prisidéti prie spartesnio organizmo atsigavimo po fizinio
kriivio sumazindamas po mankstos raumeny audiniy patiriama cheming Zalg ir optimizuodamas jy
atktirimo procesus [20, 23]. Ho J. Y. ir kt. (2010) atliko dvigubai aklg, placebu kontroliuojama,
kryzminio dizaino klinikinj tyrima, kurio tikslas buvo jvertinti LKLT jtaka tiriamyjy fiziniam naSumui
bei atsigavimui po fizinio krivio [20]. Eksperimente dalyvavo 18 sveiky, jprastai aktyvy poilsj
besirenkanéiy, vidutinio amziaus savanoriy, kuriy kiekvienas 3 savaites ir 3 dienas gaudavo po 1 g
LKLT 2 k./d. arba po ekvivalentiskg doz¢ placebo [20]. Po Sio laikotarpio 1 savaite tiriamiesiems
nebuvo duodama nei maisto papildo, nei placebo, o jam pasibaigus kiekvienam LKLT vartojusiam
tyrimo dalyviui 3 savaites ir 3 dienas buvo duodama placebo, o kiekvienam, vartojusiam placebg —
LKLT [20]. Pragjus kiekvienam 3 savaiCiy ciklui, kiekvienas tiriamasis turéjo atlikti nustatyta
pasiprieSinimo pratimy (vyrai — pritipimy su Stanga, o moterys — kojy spaudimo gulint) serijy ir
pakartojimy skai¢iy [20]. Po pasiprie$inimo pratimy seké kraujo méginiy émimas tam tikrais laiko
intervalais, pradedant O — aja minute, jrodes, jog LKLT statistiskai reik§mingai sumazino biocheminiy
Zymeny, bylojanéiy apie greitesnj atsigavimg po fizinio kriivio, koncentracijas kraujyje [20]. Svarbu
paminéti, jog LKLT poveikis fiziniam naSumui, Kuris Sios klinikinés studijos metu buvo tiriamas

funkcinio efektyvumo testais, jrodytas nebuvo [20].

Beveik tuo paciu metu, Botukatu mieste, Brazilijoje de Faria Coelho C. ir kt. (2010) atliko
klinikinj tyrima, trukme, imtimi (jos dydziu ir dalyviy amziaus intervalu) bei L — karnitino paros doze
panaSy j Ho J. Y. ir kt. (2010) vykdyta eksperimentg [20, 41]. Placebu kontroliuojamo, atsitiktiniy
im¢iy tyrimo tiklsu pasirinktas L — karnitino poveikio metabolizmo grei¢iui poilsio metu (MGPM) ir
laisvyjy riebaly riigs¢iy (LRR) oksidacijai istyrimas [41]. Sios klinikinés studijos metu 30 dieny buvo
renkami duomenys apie 21 antsvorj turintj, taciau aktyvy vidutinio amziaus savanorj, registruojant
tokiy parametry, kaip kalorijy suvartojimas per parg, kiino masés indeksas, MGPM, maksimalus
deguonies suvartojimas (VO2max), LRR kiekis kraujo plazmoje poilsio metu ir atliekant fizinius
pratimus, duomenis [41]. de Faria Coelho C. ir kt. (2010) atlikto klinikinio tyrimo rezultatai neparodé
statistiSkai reikSmingy iSvardyty parametry poky¢iy po 1,8 g L — karnitino per dieng vartojusiems
dalyviams, lyginant su kontrolinés grupés dalyviais [41]. Tokie mokslininky grupés gauti rezultatai
leidzia paneigti hipotezg, jog L — karnitinas, modeliuodamas MGPM, gali padidinti tiriamyjy fizinj
naSumag ar energetiniy substraty sunaudojima, tokiu biidu prisidédamas prie kiino masés mazinimo

[41].
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1.3.4. L — karnitino reik§mé autizmo terapijai

Autizmo spektro sutrikimy (ASS) turinCiy pacienty tyrimai atskleidé, jog Siems ligoniams
budingi dél karnitino nepakankamumo atsirade energijos apykaitos sutrikimai [17, 35]. Vadovaujantis
Siais duomenimis spéjama, jog L — Karnitinas gali baiti veiksmingas siekiant palengvinti ASS turinéiy
pacienty patiriamus simptomus [16, 17]. Tokiam L — karnitino poveikiui patvirtinti arba paneigti Geier
D. A. ir kt. (2010) atliko perspektyvyjj, dvigubai akla, atsitiktiniy iméiy, placebu kontroliuojama
klinikinj tyrimg, j kurj buvo jtraukta 30 vaiky, kenc¢ianciy nuo ASS [17]. Praéjus 3 eksperimento
ménesiams, po 50 mg L — karnitino vienam kilogramui kiino masés per dieng vartojusiy tiriamyjy
vaikystés autizmo vertinimo skalés (angl. Childhood Autism Rating Scale (CARS)) bei bendro
klinikinio jspidzio formos rezultaty pokytis buvo statistiskai reikSmingai didesnis, lyginant su
kontrolinés grupés tiriamyjy rezultaty poky¢iu [17]. Taip pat buvo nustatyta statistiSkai reikSminga
koreliacija tarp laisvojo karnitino koncentracijos pacienty kraujo serume pokyc¢iy ir teigiamy CARS,

ranky raumeny jégos matavimo ir pazinimo vertinimo rezultaty pokyc¢iy [17].

1.3.5. Antioksidacinis L — karnitino poveikis

Cao VY. ir kt. (2011) Cingdao mieste, Kinijoje L — Kkarnitino antioksidaciniam poveikiui
jvertinti atliko tyrima, kuris savo pobudziu Siek tiek skyrési nuo auks¢iau aprasyty eksperimenty [9].
Dvylikai sveiky savanoriy buvo skirta vienkartiné 2 g L — karnitino doze, po kurios pavartojimo,
nustatytais laiko intervalais, buvo imami tyrimo dalyviy kraujo méginiai [9]. Tuomet buvo nustatomos
L — karnitino, superoksido dismutazés, glutationo peroksidazés, katalazés ir bendros antioksidacinés
talpos (BAOT) koncentracijos tiriamyjy kraujo plazmoje [9]. Sios studijos metu stebéta teigiama
koreliacija tarp L — karnitino ir visy auks$¢iau paminéty antioksidaciniy fermenty koncentracijy dalyviy
kraujo plazmoje [9]. Vadovaudamiesi tokiais tyrimo rezultatais, Cao Y. ir kt. (2011) teigia, jog L —
karnitinas gali padidinti sveiky gyventojy antioksidaciniy fermenty aktyvumag ir BAOT bei kaip
papildas galéty buti vartojamas pacienty, serganciy létinémis ligomis, nuo kuriy neatsiejamas

oksidacinis stresas [9].
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1.4. Metodai, taikomi L — karnitino kokybinei ir kiekybinei analizei atlikti

L — karnitino kokybiniam ir kiekybiniam vertinimui naudojamus metodus galima suskirstyti j
dvi stambias grupes — Europos farmakopéjoje reglamentuojamus metodus bei moksliniuose
straipsniuose publikuojamas technikas. Europos farmakopéjoje apraSomas L — karnitino tapatybés
nustatymas yra atskirtas nuo kiekybinio tyrimo, tuo tarpu mokslinése publikacijose pristatomi metodai

leidzia atlikti kokybing ir kiekybing medziagos analiz¢ tuo paciu metu [14].

Europos farmakopéjoje pateikiami pirminiai ir antriniai L — karnitino kokybinio nustatymo
metodai [14]. Kai kuriy metody taikymo atvejais prie§ atlieckant bandymus turi biiti pagaminamas
tirpalas S, kuris ruoSiamas 5,00 g tiriamosios medziagos iStirpinus vandenyje, savo sudétyje

neturin¢iame anglies dioksido,tuomet gautg tirpalg praskiedus iki 50,0 ml [14].

Pirminé L — karnitino identifikacija atlieckama pasitelkiant infraraudonyjy spinduliy (IR)
absorbcijos spektrofotometrija [14]. Viena i§ Sio metodo salygy — méginio skaidrumas, kuriai
lgyvendinti paruoSiamos plokstelés 1§ vakuume 50 °C temperatiiroje 5 valandas dZiovintos medziagos
[14]. Optinio sukimo testas Europos farmakopéjoje priskiriamas tiek prie pirminiy, tiek prie antriniy L
— karnitino atpazinimo metody, o su tirpalu S atliekamo testo rezultatai, esant 25 °C temperatiirai, turi

biti stebimi intervale nuo — 29,0 iki — 32,0 bevandenés medZiagos atveju [14].

Antriniam L — karnitino nustatymui naudojama spalviné reakcija, atliekama su 10 ml
praskiestos sieros rugsties ir 30 ml amonio reinekato tirpalo, 1 ml tirpalo S pries tai praskiedus 9 ml
vandens [14]. Stebimos rozinés spalvos nuosédos, kurios, praé¢jus pusvalandziui po jy susidarymo,
filtruojamos ir plaunamos vandeniu, etanoliu, paskiausiai — acetonu. Reglamentuojamos isdZiovinty

nuosédy lydymosi temperatiiros ribos: 147 °C — 150 °C [14].

Europos farmakopéjoje reglamentuojamas kiekybinio L — karnitino tyrimo metodas —
titravimas 0,1 M perchlorato rigstimi, 0,125 g tiriamosios medziagos istirpinus misinyje, sudarytame
1§ 3 daliy bevandenés skruzdziy riigsties ir 50 daliy bevandenés acto rtigsties, reakcijos pabaiga

nustatant potenciometru [14].

Darbo autorés manymu, aptariant per pastaruosius deSimt mety publikuotus L — karnitino
kokybinés ir kiekybinés analizés metodus, nuo maisto papildy tyrimy yra neatsiejami ir Sios medziagos
tyrimai vaistuose. I$ nagrinéjamoje literatiroje pateiktos informacijos matyti, jog, analitiniu pozidriu,
maisto papilda nuo vaistinio preparato skiria tik L — karnitino kiekis, tuo tarpu tiek maisto papildy, tiek

vaisty méginio paruo$imas ir tyrimas fiziko — cheminés analizés metodais yra vienodas [7].
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Moksliniuose straipsniuose L — karnitino kokybiniam ir kickybiniam nustatymui farmaciniy
produkty bandiniuose dazniausiai sitilomi chromatografiniai tyrimo metodai, i§ kuriy populiariausia —
efektyvioji skys¢iy chromatografija [7, 30, 34, 39]. Taip pat L — karnitino atpazinimas ir kiekybinis
jvertinimas gali buti sékmingai atlickami pasitelkiant dujy chromatografija bei efektyviaja
plonasluoksn¢ chromatografija (EPC) [6, 12]. Nepaisant chromatografiniams tyrimams validuoty
metodiky gausos, praneSama ir apie elektroforetiniy metody pritaikyma L — karnitino kokybinei ir
kiekybinei analizei [29, 31, 32]. Naujausiose publikacijose pristatomi pazangiis kombinuoti metodai,
kuriems realizuoti pasitelkiama molekuliné fluorescencija ir nanotechnologijos, papildo L — karnitino
tyrimams naudojamy techniky jvairove bei jrodo nuolatinj j Sios medziagos kokybinio ir kiekybinio

nustatymo metodus orientuoto mokslo tobuléjima [13, 21].

Atliekant L — karnitino kokybing ir kiekybing analize, ESC gali buti jungiama su jvairiais
detektoriais, pavyzdziui — UV, diody matricos detektoriais [30, 39]. Taip pat Sis metodas gali bti
derinamas su tiesiogine Ziedinio dichroizmo (ZD) detekcija bei su linijinés jony gaudyklés masiy
spektrofotometrija (ESC — LIG MS) [7, 34]. Vienas i§ plataus detektoriy pasirinkimo privalumy —
galimybé vieno tyrimo metu atlikti ne tik LKLT, bet ir kity farmaciniamé produkte esan¢iy medziagy
kokybinj ir kiekybinj nustatyma [7, 30, 34, 39].

ESC metodu kartu su L — karnitinu dazniausiai yra nustatomos aktyviojo komponento
priemaiSos, taciau, atlieckant bandymus su vaistais, kartu gali biiti identifikuojamos ir kiekybiskai
jvertinamos ir kitos veikliosios medziagos, viena jy — lizino hidrochloridas [30, 39]. Atvirkstiniy faziy
ESC su UV detektoriumi gali bati taikoma pagrindinés priemaiSos ir degradacijos produkto —
krotonoilbetaino — kiekybinei ir kokybinei analizei ir yra validuotas metodas table¢iy, savo sudétyje

turinéiy L — karnitino, stabilumo tyrimams atlikti [39].

Pasitelkus ESC su tiesiogine ZD detekcija, pagrjsta skirtinga kairiojo ir desiniojo karnitino
enantiomery poliarizuotos Sviesos absorbcija, tuo paciu metu gali biiti atlickama ne tik L — karnitino
analizé, bet ir jvertinamas maisto papildy enantiomerinis grynumas [7]. L — karnitino atskyrimg nuo D
— karnitino jgalina biitent ZD spektras, kuris de Andrés F. ir kt. (2010) buvo palygintas su UV spektru
[7]. Mokslininky grupés pastebétas skirtumas — UV spektras abiems karnitino enantiomerams yra
vienodas, tuo tarpu ZD spektre stebimos tokj patj signalo intensyvuma vaizduojanéias kreivés,

turinCius skirtingus Zzenklus ordinaciy asies atzvilgiu ir i$sidésciusios viena pries kitg [7].

Norint atlikti sékmingg L — karnitino (0 daugeliu atveju ir vienos ar keliy tam tikry priemaisy)
nustatyma, chromatografinés kolonélés parinkimas yra ne maziau svarbus, nei detektoriaus
pritaikymas. Dazniausiai naudojamos Cg ir Cig (normaliyjy arba atvirkstiniy faziy) ESC kolonélés,

taciau Wang H. ir Xie S. (2017) inovatyviam maisto papildy, savo sudétyje turin¢iy L — karnitino,
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vertinimui pritaiké ir Q1 kolon¢le [7, 30, 34, 39]. Herbicidy tyrimams sukurta kolonélé Siy
mokslininky buvo sékmingai panaudota antrajai chromatografijos dimensijai realizuoti atlickant dviejy
dimensijy ESC — LIG MS, kuomet pirmajai dimensijai pasitelkta Cg chromatografiné kolonélé [34].
Dviejy dimensijy ESC — LIJG MS ne tik leidzia atskirti keturias L — karnitino priemaisas (du reagentus,
viena tarpinj produkty ir vieng dehidrogenacijos produkta), bet ir yra jvardijama selektyvesne uz
jprasta ESC [34]. Pasak Wang H. ir Xie S. (2017), didesnis selektyvumas pasiekiamas skirtingy
iSskirstymo rezimy taikymo déka, kurj salygoja dvi to paties eksperimento metu kei¢iamos kolonélés
[34].

Albreht A. ir kt. (2014) mokslininky komanda polemizuoja su de Andrés F. ir kt. (2010)
panaudotu tyrimo metodu, teigdami, jog minimas metodas, norint atlikti jprastinj iStyrima, yra
nepraktiskas dél varginancios analizés ir brangumo [6, 7]. Savo ruoztu Albreht A. ir kt. (2014) L —
karnitino kokybiniam ir kiekybiniam tyrimui maisto papilduose bei jy enantiomerinio grynumo
jvertinimui pasitlé chiraling dujy chromatografijg su liepsnos jonizacijos detektoriumi (DC — LID) [6].
Kita vertus, DC — LJD reikalauja derivatizacijos procediros, kuomet vykdoma nelakaus karnitino
konversija | laky p — acetoksi — y — butirolaktong [6]. Derivatizacijos Zingsnis yra nei$vengiamas
taikant ir Dgbrowska M. ir kt. (2012) pristatyta efektyvigja plonasluoksne chromatografija su UV
densitometrine detekcija [12]. Taigi, auks$¢iau apraSomi chromatografiniai metodai, nors ir yra siejami
su tyrimo kainos ir analizei skirto laiko sanaudy sumazinimu, stokoja pranasumy pries derivatizacijos

nereikalaujancig ESC [6, 12].

L — karnitinui budingas teigiamas krtvis kapiliaring elektroforez¢ (KE) pavercia dar vienu
patraukliu Sio junginio kokybinés ir kiekybinés analizés metodu [29, 31, 32]. Sanchez — Hernandez L.
ir kt. (2010) maisto papildy, savo sudétyje turin¢iy L — karnitino, identifikacijai ir kiekybiniam
nustatymui pasitilé kapiliarinés elektroforezés — tandeminés masiy spektrometrijos (KE — MS/MS)
metodg [31]. Véliau $iek tiek modifikuotas Sis metodas buvo pritaikytas ir vaistiniy preparaty, kuriy
veiklioji medziaga yra L — karnitinas, kiekybiniams ir kokybiniams tyrimams [32]. Dél kapiliarinei
elektroforezei buidingos didelés skiriamosios gebos ir i$skirstymo grei€io bei masiy spektrometrijos
pagalba gaunamos informacijos apie junginio struktirg KE sujungta su MS yra daug zadanti technika

norint ne tik atlikti L — karnitino analize¢, bet ir nustatyti farmaciniy produkty enantiomerinj grynumag
[31, 32].

Nepaisant tokio pranasumo, kaip enantioselektyvumas, KE — MS/MS pasizymi imlumu
laikui, nes §io metodo pritaikymui praktikoje biitina derivatizacijos procediira, atliekama su acetone
paruostu 9 — fluorenilmetoksikarbonilo tirpalu [31, 32]. KE — MS/MS alternatyvus elektroforetinis
metodas galéty buti Pormsila W. ir kt. (2010) aprasyta kapiliariné elektroforez¢ su bekontakte laidumo
detekcija [29]. Priesingai nei taikant KE — MS/MS, kapiliarinés elektroforezés su laidumo detekcija
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atveju derivatizacijos zingsnis nereikalingas, tacCiau pastaruoju metodu nejmanoma atskirti dviejy

karnitino enantiomery vieno nuo kito [29, 31, 32].

Atliekant naujausios literatiros analiz¢ nesunku pastebéti, jog greitéjantis gyvenimo tempas ir
populiar¢jancios aplinkosaugos idéjos verCia tyréjus ieSkoti ne tik paprasty ir greity, bet ir aplinkai
nekenksmingy L — karnitino kokybings ir kiekybinés analizés metody. Vienas tokiy — Isaguirre A. C. ir
kt. (2016) pristatytas molekulinés fluorescencijos metodas, kurj taikant fluorescenciniams matavimams
atlikti naudojamas spektrofluorimetras su ksenono dujy lempa ir fotodaugintuvu [21]. L — Karnitinui
fluorescenciné emisija nebiidinga, todé¢l neiSvengiama derivatizacijos procediira su fluorescuojancia
medziaga — 9 — fluorenilmetil chloroformiatu (FEMCF) [21]. Si technika sujungia L — Karnitino
ekstrakcijos natrio taurodeoksicholatu, derivatizacijos reakcijos su FEMCF ir molekulinés

fluorescencijos analitines galimybes j bendrg visumg [21].

Sunku surasti analogy Dehdari Vais R. ir kt. (2018) pasitlytam inovatyviam metodui, puikiai
iliustruojan¢iam nanotechnologijy pritaikymag L — karnitino kokybiniam ir kiekybiniam nustatymui
[13]. Sios mokslininky grupés tyrimas atliekamas pasitelkiant trijy elektrody kamera, kuomet darbiniu
elektrodu pasirenkamas anoduotas nikelio ir vario lydinys, o L - Xkarnitinas jvertinamas
amperometriskai [13]. Aptariamam metodui ne tik budingi greitumas ir paprastumas, bet ir, prieSingai
nei DC, EPC, KE — MS/MS atvejais, nereikalinga jokia apdorojimo procediira, o tai priartina jj prie
tokiy pranasiy L — karnitino analizés metody, kaip ESC ar KE su bekontakte laidumo detekcija [13].
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2. TYRIMO METODIKA

2.1. Tyrimo objektas

Sio eksperimentinio tyrimo objektas — tai penki skirtingi Lietuvos Respublikoje notifikuoti

maisto papildai, savo sudétyje turintys L — karnitino.

2.1.1. Maisto papildy atranka

Visy pirma buvo atliktas Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos (VMVT) internetiniame
tinklalapyje pateikiamo LR notifikuoty maisto papildy saraso dalies tyrimas [4]. Analizei pasirinkti tik
nuo 2014 m. sausio 1 d. VMVT pateikti maisto papildy notifikacijos prasymai, kuriy nagrinéjimas
prie§ eksperimentinio tyrimo pradzig jau buvo baigtas. | paieSkos laukelj ,,Gaminys ar NR* jvedus
raktinj zodj ,,karnitinas“, aptikti 2 baigti nagrinéti notifikacijos praSymai, o jvedus ,,carni“ — 53.
Tuomet i$ 55 paieskos rezultaty buvo atmesti visi maisto papildai, j kuriy pavadinimg jéjo vienas i$
naudoty raktiniy zodziy, taciau jy aktyvusis komponentas buvo ne L — karnitinas, o koks nors kitas
junginys, pavyzdziui, acetil L — karnitinas. Galiausiai pasirinkti penki skirtingy gamintojy maisto
papildai, kuriems taikytas atrankos kriterijus — j jy sudétj turéjo jeiti tik vienas aktyvusis komponentas
— L — karnitinas. Sio junginio kokybinei ir kiekybinei analizei atlikti nuspresta pasirinkti vienos
farmacinés formos maisto papildus — kapsules, mat jy asortimentas LR gausiausias, be to, | ju sudétj
kur kas re€iau jeina papildomi aktyvieji komponentai, lyginant su, pavyzdziui, LR notifikuotais

geriamaisiais tirpalais.

Dveji 1§ penkiy eksperimentui pasirinkty maisto papildy buvo jsigyti skirtingose jais
prekiaujancio vaistiniy tinklo vaistinése Lietuvoje. IS likusiy trijy maisto papildy du buvo pirkti j
sportininkus orientuotose maisto papildy, sportinés aprangos ir aksesuary parduotuveése Lietuvoje, o
vienas — uzsakytas internetinéje sportininkams skirtoje parduotuvéje. Trijy tyrimui pasirinkty maisto
papildy kilmés $alis yra Vokietija, vieno — Lenkija, o dar vienas j Lietuva buvo jveztas i§ JAV. Siame
darbe analizuoty maisto papildy pavadinimai bus Sifruojami raide K (nuo zodzio ,kapsulé®) ir

atsitiktine tvarka kiekvienam papildui priskirtu numeriu.
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2.1.2. Tyrimui pasirinkty maisto papildy sudétis

Pateikiama ant analizuoty kapsuliy pakuo¢iy nurodyta jy kokybiné sudétis:

e Kapsuliy nr. 1 (K#1) sudétis: L — karnitino L — tartratas, kapsulé — zelatina, stabilizatorius
riebaly riig8¢iy magnio druskos, lipnumg reguliuojanti medziaga silicio dioksidas.

o Kapsuliy nr. 2 (K#2) sudétis: L — karnitino L — tartratas, kapsulé — Zelatina, rig§tinguma
reguliuojancios medziagos citriny riigStis ir vyno rugstis, stabiliazatorius riebaly ragsciy
magnio druskos, lipnuma reguliuojanti medziaga silicio dioksidas.

e Kapsuliy nr. 3 (K#3) sudétis: L — karnitino L — tartratas, kapsulé — Zelatina, daziklis E171,
lipnuma reguliuojanti medziaga mikrokristaliné celiulioz¢, magnio stearatas.

e Kapsuliy nr. 4 (K#4) sudétis: L — karnitinas, kapsulé — zelatina, uzpildas kukurtizy
krakmolas, rugstingumg reguliuojanti medziaga vyno rigstis, lipnuma reguliuojanti medziaga
silicio dioksidas, lipnuma reguliuojanti medziaga riebaly rugséiy kalcio druskos.

e Kapsuliy nr. 5 (K#5) sudétis: L — karnitino L — tartratas, kapsulé — Zelatina, magnio

stearatas.

2.2. Tyrimo metodai

Efektyvioji skys¢iy chromatografija Sio eksperimento metu buvo pasirinkta kaip pagrindinis
maisto papildy, savo sudétyje turin¢iy L — karnitino, kokybinés ir kiekybinés analizés metodas. Dujy
chromatografija buvo pasitelkta kaip papildomas L — karnitino maisto papildy cheminés sudéties
tyrimo metodas. DC pagrindiné paskirtis eksperimento metu buvo papildyti ESC metodg ir suteikti
galimybg palyginti L — karnitino maisto papildy kiekybinés analizés rezultatus, gautus naudojant du
skirtingus metodus.

2.3. Priemonés ir prietaisai

L — karnitino kokybinei ir kiekybinei analizei atlikti abiejy pasirinkty metody atvejais buvo
naudojamos §ios priemongs ir prietaisai: analitinés svarstyklés Libra UniBloc AUW120D (Shimadzu,

Japonija); vandens valymo sistema Millipore (Millipore Mili — Q, Millipore, JAV); termostatiné
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ultragarso vonelé WiseClean WUC — AO06H (Witeg Labortechnik GmbH, Vokietija); Q — Max
membraniniai filtrai (Frisenette, Vokietija); Automatinés pipetés (WINLAB, Vokietija).

2.4. Efektyvioji skys¢iy chromatografija

Efektyviosios skys€iy chromatografijos metodas L — karnitino maisto papildy cheminés
sudéties tyrimui buvo kuriamas eksperimentiniu biidu, atsizvelgiant ] moksliniuose straipsniuose
publikuojamas metodikas, taciau tai néra absoliutus kurios nors metodikos atkartojimas [7, 30, 34, 39].
Literatiroje sitilomos chromatografavimo salygos buvo bandomos pritaikius jas Analizinés ir
toksikologinés chemijos katedros laboratorijoje esanciai aparatiirai bei medziagoms [7, 30, 34, 39].
Tirpiklis standartinio tirpalo paruoSimui ir L — karnitino ekstrakcijai i§ maisto papildy nustatytas

vadovaujantis Europos farmakopéjoje pateikiama informacija apie §i0 junginio tirpuma [14].

2.4.1. Aparatiira

Shimadzu Nexera X2 chromatografiné sistema, sudaryta i$ keturiy kanaly siurblio LC —
30AD, tirpiklio degazatoriaus, automatinio méginiy jvedimo jrenginio SIL — 30AC, termostato CTO —
20AC ir diody matricos detektoriaus SPD — M20A (Shimadzu, Japonija).

2.4.2. Medziagos

Kapsulés, savo sudétyje turinc¢ios nuo 300 iki 1000 mg L — karnitino arba LKLT (pateikiami
ant maisto papildy pakuo¢iy nurodyti aktyviojo komponento kiekiai); standartizuoti kristaliniai L —
karnitino milteliai (Sigma — Aldrich, Vokietija); dinatrio vandenilio fosfatas (Sigma — Aldrich,
Vokietija); 85 % fosforo riigstis (> 99,99 %, Sigma — Aldrich, Vokietija); 0,1 % trifluoracto rugstis
(Sigma — Aldrich, Vokietija); metanolis (> 99,9 %, Sigma Aldrich, Vokietija); acetonitrilas (> 99,8 %,
Sigma — Aldrich, Vokietija); iSgrynintas vanduo, iSvalytas vandens valymo sistema (Millipore Milli —
Q, Millipore, JAV).
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2.4.3. Chromatografavimo salygos

Kolon¢lé — Hydrosphere Cis, kurios ilgis — 250 mm, vidinis diametras — 4,0 mm, sorbento
daleliy dydis — 5 um. Judancioji fazé — 70 mM dinatrio vandenilio fosfato tirpalas, kurio pH = 2,1 (pH
reguliuojamas naudojant fosforo rtigstj). Eliuento tekéjimo greitis — 1,0 ml/min. Elivavimo btidas —
izokratinis. Standarto tirpalo ir méginio injekcijos tiris — 10 pl. Sviesos bangos ilgis — 205 nm.

Kolonéléje palaikoma temperatiira — 30 °C. Vieno méginio analizés trukmé — 5 minutés.

2.4.4. Standartinio tirpalo paruoSimas

Analitinémis svarstyklémis pasveriama 5 mg standartizuoty kristaliniy L — karnitino milteliy,
kurie perkeliami j 10 ml tiirio matavimo kolbg ir iStirpinami nedideliame iSgryninto vandens kiekyje.
Tuomet pripilama iSgryninto vandens iki ribos. Gautas 500 pg/ml koncentracijos standartinis L —

karnitino tirpalas injekuojamas j ESC sistema.

2.4.5. Kapsuliy méginiy paruoSimas

Kiekvieno maisto papildo méginiy paruo$imui naudojama po vieng kapsulg. Kiekviena
kapsulé atidaroma, jos turinys iSberiamas, pasveriamas analitinémis svarstyklémis ir perkeliamas j 20
ml tiirio matavimo kolbg, tuomet pripilama vandens iki ribos. Misinys, esant kambario temperatiirai,
veikiamas ultragarsu 30 minuciy arba iki visiS$ko kietyjy daleliy suirimo. Gautas tirpalas filtruojamas

per membraninj 0,45 um skersmens PVDF filtrg ir injekuojamas j ESC sistema.

2.5. Duju chromatografija

Dujy chromatografijos metodas L — karnitino maisto papildy kokybinei ir kiekybinei analizei
atlikti buvo sukurtas eksperimentiniu biidu, vadovaujantis, bet neapsiribojant Albreht A. ir kt. (2014)

apraSyta metodika [6]. Chromatografavimo salygos buvo modifikuojamos atsizvelgiant | katedros,
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kurioje buvo atlickamas magistrinis baigiamasis darbas, laboratorijoje esancig aparatiirg, turimas
medziagas [6]. Tirpiklis standartinio tirpalo ir maisto papildy méginiy paruoSimui pasirinktas pagal
Europos farmakopéjoje nurodomg L — karnitino tirpuma [14]. Atsizvelgiant j fakta, jog L — karnitinas
yra dviejy aminortugsciy darinys, derivatizacijos zingsnis buvo atlieckamas vadovaujantis Stenerson K.
K. (2011) pasitlyta procediira bei Gaivenio M. (2018) magistro baigiamajame darbe apraSyta

aminortigsciy derivatizacija [1, 41].

2.5.1. Aparatiira

Chromatografiné sistema, sudaryta i$ dujy chromatografo ,,Shimadzu GCMS — QP2010 Ultra

system‘ (Shimadzu Corporation) ir masiy spektrometrijos detektoriaus.

2.5.2. Medziagos

Kapsulés, savo sudétyje turinc¢ios nuo 300 iki 1000 mg L — karnitino arba LKLT (pateikiami
ant maisto papildy pakuociy nurodyti aktyviojo komponento kiekiai); standartizuoti kristaliniai L —
karnitino milteliai (Sigma — Aldrich, Vokietija); acetonitrilas (> 99,8 %, Sigma — Aldrich, Vokietija);
derivatizacijos reagentas N — metil — N — (tert — butildimetilsilil)trifluoroacetamidas (MTBSTFA) (>
97 %, Sigma — Aldrich, Vokietija); azotas (Sigma — Aldrich, VVokietija); helis (> 99,999 %, AGA GAS,
Lietuva); iSgrynintas vanduo, i§valytas vandens valymo sistema (Millipore Milli — Q, Millipore, JAV).

2.5.3. Chromatografavimo salygos

Kolonélé — Rt — BDEXsa (Restek Corporation, JAV), kurios ilgis — 30 m, vidinis diametras —
0,25 mm, sorbento daleliy dydis — 0,25 um. Nesancios dujos — helis. Tekéjimo kolonéle greitis — 1,3
ml/min., bendras tekéjimo greitis — 134,6 ml/min. Injekcijos taris — 1 pl. Susidariusios dujos
pertraukiamai (angl. Split) perduodamos j kolonéle, toliau dujy nesikliy srautg dalijant santykiu 1:100.
Slégis — 76,7 kPa. Injektoriaus temperatiira — 230 °C, jony Saltinio temperatiira — 200 °C, DC — MS
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29 iki 500 m/z. Naudotas gradientinis temperatiiros kitimas, vaizduojamas 1 lenteléje.

1 lentelé. Gradientinis temperatiiros kitimas

Temperatiros kélimo greitis,

Temperatira, °C

Sulaikymo laikas, min.

°C/min.
- 50,0 0,00
5,00 180,0 0,00
10,00 210,0 5,00

2.5.4. Standartinio tirpalo paruoSimas

Analitinémis svarstyklémis pasveriama 10 mg standartizuoty kristaliniy L — karnitino
milteliy, kurie perkeliami j 10 ml tiirio matavimo kolbg ir iStirpinami nedideliame i§gryninto vandens

kiekyje. Tuomet pripilama i§gryninto vandens iki ribos. Gaunamas 1 mg/ml koncentracijos standartinis

L — karnitino tirpalas.

2.5.4.1. Standartinio tirpalo derivatizacijos procediira

Automatine pipete paimama 100 ul paruosto L — karnitino standartinio tirpalo ir dziovinama
po azoto dujy srove iki sauso likuc¢io (apie 20 minuciy). Tuomet pridedama 100 pl acetonitrilo ir 100

ul derivatizuojancio reagento MTBSTFA. Gautas tirpalas kaitinamas 100 °C temperatiiros glicerolio

vonioje 2,5 valandos ir injekuojamas j DC sistema.
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2.5.5. Kapsuliy méginiy paruosSimas

Kiekvieno maisto papildo méginiy paruoSimui naudojama po vieng kapsulg. Kiekviena
kapsulé atidaroma, jos turinys iSberiamas, pasveriamas analitinémis svarstyklémis ir perkeliamas j 20
ml tiirio matavimo kolbg, tuomet pripilama vandens iki ribos. MiSinys, esant kambario temperatiirai,
veikiamas ultragarsu 30 minuciy arba iki visisko kietyjy daleliy suirimo. Gautas tirpalas filtruojamas

per membraninj 0,45 um skersmens PVDF filtra.

2.5.5.1. Kapsuliy méginiy derivatizacijos procediira

Automatine pipete paimama po 100 pl kiekvieno paruosto L — karnitino kapsuliy méginio ir
dziovinama po azoto dujy srove iki sauso likucio (apie 20 minuciy). Tuomet j kiekvieng méginj
pridedama po 100 ul acetonitrilo ir po 100 pl derivatizuojancio reagento MTBSTFA. Gauti tirpalai

kaitinami 100 °C temperattiros glicerolio vonioje 2,5 valandos ir injekuojami j DC sistema.

2.6. Metody validacija

Sukurtos efektyviosios skyséiy chromatografijos metodikos tinkamumo patvirtinimui buvo
nustatomi tokie ICH gairése reglamentuojami validacijos parametrai, kaip specifiSkumas, glaudumas,
susidedantis 1§ pakartojamumo ir tarpinio preciziSkumo, tiesiSkumas bei aptikimo ir kiekybinio
nustatymo ribos [38]. Dujy chromatografijos, kaip papildomos L — karnitino maisto papildy cheminés

sudéties tyrimo metodikos, validacijai jvertintas metodo specifiskumas ir glaudumas [38].

2.6.1. SpecifiSkumas

L — karnitino kokybinei ir kiekybinei analizei taikant efektyviaja skys¢iy chromatografija,
metodo specifiSkumas buvo vertinamas lyginant standartinio tirpalo ir pasirinkto maisto papildo

méginio chromatogramas. Abejose chromatogramose aiskiai pazymimi L — karnitino sulaikymo laikai
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bei junginj identifikuoti leidzian¢ios smailés. Atliekant dujy chromatografijos metodo specifiskumo
jvertinima, papildomai dar buvo palyginti L — karnitino standartinio tirpalo ir pasirinkto kapsuliy

méginio masiy spektrai.

2.6.2. Glaudumas

Atliekant L — karnitino kokybinj ir kiekybinj tyrimg ESC ir DC metodais, rezultaty
pakartojamumas buvo nustatomas tg pacig dieng ir tomis paciomis eksperimentinémis sglygomis
injekuojant méginj 6 kartus. Siekiant jvertinti tarpinj preciziSkumga, abiejy metody taikymo atvejais
méginys buvo injekuojamas po 6 kartus dvi dienas i$ eilés, taikant tokias pacias eksperimentines

salygas.

2.6.3. TiesiSkumas

ESC metodo tiesiSkumo nustatymui buvo bréziamas grafikas, iliustruojantis smailés ploto
priklausomybe nuo standartinio tirpalo koncentracijos. Siekiant atidéti septynis taskus kalibracinei
kreivei nubrézti, buvo gaminami $iy koncentracijy standartiniai L — karnitino tirpalai: 500 pg/ml; 250
pg/ml; 125 pg/ml; 62,50 pg/ml; 31,25 ug/ml; 15,63 pg/ml; 7,81 pug/ml. Metodo tiesiSkumui patvirtinti

pateikiama kalibracinés kreivés lygtis ir apskai¢iuotas koreliacijos koeficientas R2.

2.6.4. Aptikimo ir kiekybinio nustatymo ribos

Norint pilnai patvirtinti sukurtg ESC metodika, buvo nustatomos aptikimo ir kiekybinio
nustatymo ribos. Analitinés procediiros aptikimo riba ICH gairése apibréziama kaip maziausias
analizuojamos medziagos kiekis bandinyje, kuris gali buti aptinkamas, bet nebiitinai tiksliai
jvertinamas kiekybiskai [38]. Tuo tarpu Kkiekybinio nustatymo riba — tai maziausias analités kiekis

tiriamame méginyje, kuris gali biiti nustatomas kiekybiskai [38].
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2.7. Duomeny analizés metodai

Aritmetiniai trijy L — karnitino kiekio matavimy méginiuose vidurkiai, standartinis nuokrypis
ir santykiné paklaida buvo apskai¢iuojami naudojantis Microsoft Office elektronine skaiciuokle

Microsoft Excel 2016 (Microsoft Corporation, JAV).
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. L — karnitino kokybiné ir kiekybiné analizé efektyviosios skys¢iy

chromatografijos metodu

3.1.1. Chromatografavimo salygy parinkimas

Siekiant pritaikyti tinkamiausias chromatografines sglygas L — karnitino kokybinei ir
kiekybinei analizei atlikti, buvo iSmégintos skirtingos kolonélés ir skirtingi eliuentai. Renkantis
optimaliausig kolonéle, buvo isbandyta po viena Cs ir Cis kolonéle — atitinkamai ACE Cs, kurios ilgis
— 250 mm, vidinis diametras — 4,6 mm, sorbento daleliy dydis — 5 um ir Hydrosphere Cis, kurios ilgis
— 250 mm, vidinis diametras — 4,0 mm, sorbento daleliy dydis — 5 pm. Eksperimenty metu i$méginti
tokie eliuentai, kaip 0,1 % trifluoracto riigstis, metanolis, acetontrilas, i§grynintas vanduo, dinatrio
vandenilio fosfatas, kurio pH buvo reguliuojamas naudojant 85 % fosforo ragstj. Galiausiai L —
karnitino kokybiniam ir kiekybiniam nustatymui buvo pasirinkta kolonélé Hydrosphere Cig ir

judancioji fazé dinatrio vandenilio fosfatas, kurio pH = 2,1.

Mokslinése publikacijose pateikiamos $viesos bangos ilgio skaitinés reikSmés L — karnitinui
aptikti Siek tiek skiriasi viena nuo kitos ir jvairuoja nuo 214 nm iki 232 nm [7, 18, 30, 34, 39]. Sio
eksperimentinio tyrimo metu L — karnitinas aptiktas esant Siek tick mazesnei Sviesos bangos ilgio

skaitinei reik§mei — 205 nm.

Vadovaujantis Europos farmakopéjoje nurodoma informacija, jog L — karnitinas gerai tirpsta
vandenyje, visais bandymy atvejais L — karnitino standartinio tirpalo (o véliau ir maisto papildy

méginiy) paruosimui naudotas tirpiklis buvo i$grynintas vanduo [14].

3.1.2. Efektyviosios skys¢iu chromatografijos metodikos validacija

3.1.2.1. Efektyviosios skys¢iu chromatografijos specifiSkumas

Efektyviosios skyséiy chromatografijos metodikos specifiSkumas buvo nustatytas palyginus L
— karnitino standartinio tirpalo (5 pav.) ir pasirinkto maisto papildo K#4 méginio (6 pav.)

chromatogramas.
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6 pav. Maisto papildo K#4 méginio chromatograma

Abejose chromatogramose vir§ L — karniting identifikuoti leidZianCios smailés pazymeéti L —
karnitino sulaikymo laikai. Kapsuliy K#5 méginio chromatogramoje (6 pav.) be L — karnitino smailés
stebima dar viena labai ryski neidentifikuotos medziagos smailé, kuri bus placiau aptariama skirsnyje
L — karnitino maisto papildy kokybinés sudéties analizé efektyviosios skysciy chromatografijos
metodu. I§ 5 pav. ir 6 pav. vaizduojamy chromatogramy matyti, jog skirtumas tarp L — karnitino
sulaikymo laiko, stebéto tiriant maisto papildo K#5 meéginj, ir tarp sulaikymo laiko, uzfiksuoto
analizuojant standartinio tirpalo méginj — tik 0,003 min. Vadovaujantis $iais duomenimis galima teigti,

jog sukurta ESC metodika yra specifiska L — karnitino nustatymui.
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3.1.2.2. Efektyviosios skys¢iu chromatografijos glaudumas

Siekiant jvertinti efektyviosios skysCiy chromatografijos metodikos pakartojamuma, per ta
pacig dieng L — karnitino standartinio tirpalo méginys buvo tiriamas 6 kartus, taikant tas pacias
eksperimentines sglygas. ESC metodikos tarpiniam preciziSkumui jrodyti tiriamosios medziagos
standartinio tirpalo bandinys buvo injekuojamas dvi dienas i$ eilés po 6 kartus, taip pat nekeiciant
tyrimo salygy. Tuomet abiem atvejais buvo apskai¢iuojamas santykinis standartinis nuokrypis (SSN)

sulaikymo laikui ir smailés plotui, gautus rezultatus pateikiant 2 lenteléje.

2 lentele. Efektyviosios skysciy chromatografijos metodikos glaudumo nustatymo rezultatai

Pakartojamumas Tarpinis preciziSkumas
SSN sulaikymo laikui, % 0,153 0,104
SSN smailés plotui, % 0,066 0,551

Nei stebéti ESC metodikos pakartojamumo, nei tarpinio preciziSkumo rezultatai nevirsijo
reglamentuojamy riby (atitinkamai — ne didesnis, nei 5 % SSN pakartojamumui ir ne didesnis, nei 10
% SSN tarpiniam preciziSkumui), todél galima tvirtinti, jog sukurtai ESC metodikai yra budingas
glaudumas [38].

3.1.2.3. Efektyviosios skys¢iu chromatografijos tiesiSkumas

Efektyviosios skys€iy chromatografijos metodikos tiesiSkumui nustatyti buvo bréziama
kalibraciné kreivé, parodanti smailés ploto priklausomybe nuo standartinio tirpalo koncentracijos (7
pav.). Siai kreivei nubrézti buvo pagaminti 7 L — karnitino standartiniai tirpalai, kuriy koncentracijos

buvo nuo 7,81 pg/ml iki 500 pg/ml. Pateikiama kalibracinés kreivés lygtis:
f(x) = 752,284 * x — 356,687

Koreliacijos koeficiento R? reikimé buvo lygi 0,9999836.
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Atsizvelgiant | stebimg smailés ploto priklausomybe nuo L — karnitino koncentracijos (7
pav.), bei j apskai¢iuota koreliacijos koeficiento R? reik§me, kuri yra didesné, nei 0,998, teigiama, jog
sukurta ESC metodika pasizymi tiesiSkumu ribose nuo 7,81 pg/ml iki 500 pg/ml.

Plotas
[*1075]
40

3.5
3.0
25
2.0
1.5
1.0
0.5 %

V)

0.0
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0

Koncentracija, pg/ml[*10/2]

7 pav. L — karnitino kalibraciné kreivé

3.1.2.4. L — karnitino aptikimo ir kiekybinio nustatymo ribos, taikant efektyviosios

skys¢iu chromatografijos metoda

L — karnitino aptikimo ir kiekybinio nustatymo ribos pateikiamos Zemiau:

e Aptikimo riba: 104,82 ng/ml;
¢ Kiekybinio nustatymo riba: 317,63 ng/ml.

Apibendrinus visus auk$¢iau nagrinétus metodo validacijos parametrus konstatuojama, jog
sukurta specifiSkumu, glaudumu ir tiesiSkumu pasizyminti efektyviosios skys¢iy chromatografijos

metodika L — karnitino kokybinei ir kiekybinei analizei atlikti.
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3.1.3. L — karnitino maisto papildy kokybinés sudéties analizé efektyviosios skysciuy

chromatografijos metodu

Maisto papildy, savo sudétyje turin¢iy L — karnitino, kokybinis tyrimas buvo vykdomas
lyginant kapsuliy bandiniy chromatogramas su standartinio tirpalo chromatograma. Siekiant
identifikuoti L — karniting, kiekvieno i$§ penkiy maisto papildy méginio chromatogramoje matomos L —
karnitino smailés sulaikymo laikas buvo palyginamas su standartinio tirpalo chromatogramoje
uzrasytos smailés (5 pav.) sulaikymo laiku. L — karnitino standartinio tirpalo chromatogramoje
nustatytas sulaikymo laikas — 2,912 min., o kapsuliy bandiniy chromatogramose nustatyti L — karnitino
sulaikymo laikai isvardijami sekanciai: K#1 — 2,829 min., K#2 — 2,864 min., K#3 — 2,799 min., K#4 —
2,915 min., K#5 — 2,917 min.

Kaip jau buvo uzsiminta skirsnyje Efektyviosios skysciy chromatografijos specifiskumas,
atliekant L — karnitino maisto papildy kokybinés sudéties vertinimg, méginiy chromatogramose stebéta
dar viena labai ryski smailé (6 pav.). 8 pav. kaip pavyzdys pateikiama dar vieno kapsuliy bandinio K#5

chromatograma, kurioje minéta smailé taip pat matoma.
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8 pav. Maisto papildo K#5 méginio chromatograma

Zingsniai, kuriy imtasi, norint nustatyti kapsuliy bandiniy sudétyje esandia priemai$a ar bent

jau kuo labiau priartéti prie Sio junginio identifikacijos:

e Visy pirma, atmesta galimyb¢, jog priemaiSa galéty biti kuri nors | kapsuliy sudét] jeinanti
pagalbiné medziaga, nes, palyginus ant analizuoty maisto papildy pakuociy nurodytas jy

kokybines sudétis, nerasta nei vienos medziagos, kuri atsikartoty visy kapsuliy sudétyse.
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Svarbu paminéti, jog ant visy tyrimui pasirinkty maisto papildy pakuociy buvo nurodyta
kapsules saugoti nuo tiesioginiy saulés spinduliy ir drégmeés, laikyti vésioje, sausoje vietoje, ne
aukstesn¢je kaip 25 °C temperaturoje. Kapsulés tiek po jy isigijimo, tiek laboratorijoje viso
eksperimento metu buvo laikomos bitent taip.

Pastebéjus neatpazintos medziagos smail¢ maisto papildy bandiniy chromatogramose, 1§ esmés
perzituréta taikyta efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodika, ypatingag démesj skiriant
kolon¢l¢je palaikomai temperatiirai bei judanciosios fazés pH reikSmei. Nustatyta, jog
kolonéles temperatiira (30 °C) nevirS$ijo mokslinése publikacijose nurodytos temperatiiros,
prieSingai, kai kurios tyréjy grupés L — karnitino vertinimui pasirinko net aukstesng
temperatarg [34, 39]. Kaip pavyzdys gali bati pateikiama Khoshkam R. ir kt. (2014)
mokslininky grupés pasirinkta kolonélés temperatara, kuri sieké net 50 = 1 °C arba Wang H. ir
Xie S. (2017) bandymo metu kolonéléje palaikyta 35 °C temperatira [34, 39]. Aptariant
judanciosios fazés pH pazymétina, jog literatliros Saltiniuose daznai sutinkamos pH reikSmés
svyruoja nuo 2 iki 3, tad Sio eksperimento metu palaikyta judanciosios fazés pH patenka i §j
intervalg [7, 18, 39].

Fotodiody matricos detektoriumi kapsuliy méginiuose buvo iSmatuoti L — Kkarnitino ir

neidentifikuotos priemaiSos UV absorbcijos spektrai, kurie atitinkamai pateikiami 9 ir 10 pav.

meL

355
1432
470
536

9 pav. L — karnitino UV spektras, iSmatuotas kapsuliy K#1 méginyje
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1
196

432
438

10 pav. L — karnitino priemaiSos UV spektras, iSmatuotas kapsuliy K#2 méginyje

ISmatavus L — karnitino UV spektrg kapsuliy K#1 méginyje, absorbcijos maksimumas
stebétas esant 205 nm Sviesos bangos ilgiui, o iSmatavus L — karnitino priemaiSos UV spektra kapsuliy
K#2 méginyje absorbcijos maksimumas stebétas esant 196 nm §viesos bangos ilgiui. Nors abu Sie
spektrai yra labai pana$is, teigti, kad jie yra visiskai vienodi, negalima. Tuo tarpu moksliniame
Saltinyje vaizduojami L — karnitino ir jo enantiomero D — karnitino UV spektrai vaizduojami kaip
vienodi ir dengia vienas kita (11 pav.) [7]. Kitos L — karnitino priemaiSos — skilimo produkto

krotonoilbetaino — UV absorbcijos spektras literatiiroje palyginimui rastas nebuvo.
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11 pav. Moksliniame Saltinyje vaizduojami karnitino enantiomery UV spektrai; punktyriné linija
Zymi L — karniting, o testiné — D — karniting [7]
e de Andrés F. ir kt. (2010) moksliniame straipsnyje pateikta ESC chromatograma, kurioje

matomos krotonoilbetaino ir L — karnitino smailés (12 pav.), vertinant vizualiai, yra panasi |
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atlikto eksperimentinio bandymo metu gautas chromatogramas (6 pav. ir 8 pav.) ir sufleruoja
apie galimg krotonoilbetaino buvimg méginiuose [7]. Savaime suprantama, jog lyginamy

chromatogramy panasumais medziagos buvimas negali buti jrodomas, taciau negali buti ir

paneigiamas.
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12 pav. Efektyviosios skysciy chromatografijos chromatograma, kurioje matomos krotonoilbetaino

(1) ir L — karnitino (2) smailés [7]

Susumavus visa surinkta ir susistemintg informacija galimos L — karnitino priemaiSos
Klausimu prieita prie prielaidos, jog kapsuliy méginiy chromatogramose matoma smailé, veikiausiai,
néra netinkamy chromatografiniy saglygy parinkimo padarinys. Manoma, jog pasalinis junginys galéty
bati laikant susidargs L — karnitino skilimo produktas krotonoilbetainas, kuris maisto papildy sudétyje
buvo dar prie§ pradedant eksperimentinj tyrima, arba i tirtas kapsules buvo dedama raceminio misinio.
Siekiant patvirtinti arba paneigti Sig prielaida, tikslingiausia bty atlikti bandymus su krotonoilbetaino

ir D — karnitino standartiniais tirpalais.

3.1.4. L — karnitino maisto papildu kiekybinés sudéties analizé efektyviosios

skys€iu chromatografijos metodu

Atliekant L — karnitino kiekybinj vertinimg maisto papilduose efektyviosios skys¢iy
chromatografijos metodu, L — karnitinas buvo nustatytas visuose penkiuose tirtuose kapsuliy
meéginiuose. L — karnitino kiekis maisto papilduose buvo apskai¢iuojamas pagal kalibracinés kreivés

lygti, gautg tiriant ESC tiesiSkuma:
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f(x) = 752,284 % x — 356,687

13 pav. Sio eksperimento metu kiekvienoje kapsuléje (kaps.) nustatytas L — karnitino kiekis
sugretinamas su ant maisto papildo pakuotés gamintojo deklaruojamu (arba, pagal nurodomg LKLT

kiekj, perskaiciuotu) L — karnitino kiekiu vienoje kapsuléje.
1200
1000
800
600

400

N I I I I
0
K#1 K#2 K#3 K#4 K#5

B Deklaruojamas L — karnitino kiekis 1

.. 517.85 340 1000 300 258.93
kapsuléje, mg

Nustatytas L — karnitino kiekis 1

.. 133 68.8 208.13 65.93 67
kapsuléje, mg

13 pav. Deklaruojamas L — karnitino kiekis 1 kapsuléje, mg ir ESC metodu nustatytas L — karnitino
Kiekis 1 kapsuléje, mg

Pazvelgus i 13 pav. aiSkiai matyti, jog visuose maisto papilduose nustatyti L — karnitino
kiekiai zenkliai skiriasi nuo gamintojy nurodomy (arba, pagal deklaruotg LKLT kiekj, perskai¢iuoty) L
— karnitino kiekiy vienoje kapsuléje. Tokie tyrimo rezultatai gali buiti aiskinami skirsnyje L — karnitino
maisto papildy kokybinés sudéties analizé efektyviosios skysciy chromatografijos metodu prieita
hipoteze, jog analizuotuose maisto papilduose L — Kkarnitinas gali bati suskilgs j produkta
krotonoilbetaing. Taip pat neatmetama ir racemino misinio tikimyb¢, todél tolimesni tyrimai, nukreipti
]} L — karnitino maisto papildy kokybinés sudéties vertinimo metu aptiktg priemaisa, yra labai

reikalingi.

Didziausias L — karnitino kiekis nustatytas kapsulése K#3 — 208,13 + 3,55 mg/kaps., vietoje
nurodomy 1000 mg/kaps., o maziausias — kapsulése K#4 — 65,93 + 3,30 mg/kaps., vietoje
deklaruojamy 300 mg/kaps. Kapsulése K#1 nustatyti 133,00 + 2,36 mg/kaps. L — Kkarnitino, kuomet
pagal nurodyta LKLT kiekj perskaiCiuoto tiriamojo junginio deklaruojamas kiekis siekia 517,85
mg/kaps. Kapsulése K#5 nustatytas L — karnitino kiekis buvo 67,00 + 3,35 mg/kaps., o pagal nurodyta
LKLT kiekj perskaic¢iuotas medzaigos kiekis turéjo buti lygus 258,93 mg/kaps. Kapsulése K#2



nustatyta 68,80 + 4,16 mg/kaps. L — karnitino, tuo tarpu ant maisto papildo pakuotés gamintojo

deklaruojamas junginio kiekis — 340 mg/kaps.

Tikslinga kiekvienoje kapsuléje eksperimentiniu badu nustatytg L — karnitino kiekj iSreiksti

procentine ant maisto papildy pakuoéiy deklaruojamo (arba, pagal nurodomus LKLT kiekius,

perskaiciuoto) L — karnitino kiekio dalimi. Tokiu atveju kapsuliy K#5 ir K#1 sudétyse nustatyti L —

karnitino kiekiai buvo arciausiai pagal ant maisto papildy pakuociy deklaruojamus LKLT kiekius

perskai¢iuoto L — karnitino kiekio — atitinkamai 25,88 % ir 25,80 %. Likusiy kapsuliy sudétyse gauti L

— karnitino kiekiai kiekvieno maisto papildo atveju sudaré dar mazesne ant kapsuliy pakuotés nurodyto

aktyviojo komponento kiekio procenting dalj: K#4 — 21,98 %; K#3 — 20,81 %; K#2 — 20,24 %.

3 lenteléje pateikiami statistiniai kapsuliy méginiuose nustatyto L — Karnitino kiekio

duomenys.
3 lentelé. Statistiniai kapsuliy méginiuose nustatyto L — Karnitino duomenys
Nustatyto L — o
o o Standartinis
Kapsuliy méginys karnitino kiekio ) Standartiné paklaida
) ) nuokrypis
vidurkis, mg/kaps.
K#1 133,00 2,36 1,37
K#2 68,80 4,16 2,40
K#3 208,13 3,55 2,05
K#4 65,93 3,30 1,90
K#5 67,00 3,35 1,93

3.2. L — karnitino kokybiné ir kiekybiné analizé dujuy chromatografijos metodu

3.2.1. Dujy chromatografijos metodikos validacija

3.2.1.1. Dujuy chromatografijos specifiSkumas

Kaip ir efektyviosios skys¢iy chromatografijos atveju, dujy chromatografijos specifiSkumas

buvo jrodytas palyginus L — karnitino standartinio tirpalo (14 pav.) ir pasirinkto maisto papildo

bandinio (15 pav.) chromatogramas.
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Abejose chromatogramose L — karnitino smailé Zymima skai¢iumi 1, o pasirinkto kapsuliy
méginio chromatogramoje (15 pav.), kaip ir ESC metodu uzrasytose chromatogramose (6 pav. ir 8
pav.), matomos apie neidentifikuota medziaga bylojancios neatsiskyrusios smailés (taip pat matomos ir
dar kelios maZesnés pasaliniy medziagy smailés). Gauta L — karnitino standartinio tirpalo sulaikymo
trukmé — 7,727 min., o pasirinkto maisto papildo bandinio — 7,732 min., stebimas skirtumas tarp

sulaikymo laiky — 0,005 min.

Taip pat 16 pav. ir 17 pav. pateikiami skai¢iumi 1 pazyméty smailiy masiy spektrai,

atitinkamai gauti 1§ standartinio L — karnitino tirpalo ir 1§ pasirinkto kapsuliy méginio.
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Palyginus analizuojant standartinj tirpalg ir tiriant pasirinkta kapsuliy bandinj gautus L —
karnitino spektrus galima pastebéti, jog abiejuose spektruose sutampa jony principingés reikSmeés ties 75

m/z.

Apibendrinus DC metodu uzrasyty L — karnitino standartinio tirpalo ir pasirinkto maisto
papildo méginio chromatogramy ir masiy spektry duomenis galima teigti, jog sukurta metodika yra

specifiska L — karnitino nustatymui.

3.2.1.2. Dujy chromatografijos glaudumas

Siekiant jrodyti dujy chromatografijos metodikos pakartojamumg, per tg pacig dieng L —
karnitino standartinio tirpalo bandinys buvo injekuojamas 6 kartus, taikant tas pac¢ias tyrimo salygas.
DC metodikos tarpiniam preciziSkumui jvertinti tiriamosios medziagos standartinio tirpalo meéginys
buvo tiriamas dvi dienas is eilés po 6 kartus, taip pat nekeiciant eksperimentiniy salygy. Tuomet abiem
atvejais buvo apskaiciuojamas SSN sulaikymo laikui, o gauti skaiiavimy rezultatai pateikiami

zemiau:
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e SSN sulaikymo laikui, analizuojant pakartojamuma — 0,3 %;

e SSN sulaikymo laikui, tiriant tarpinj preciziSkumg — 0,8 %.

Nei apskaiciuoti DC metodikos pakartojamumo, nei tarpinio preciziSkumo rezultatai nevirsSijo
reglamentuojamy normy (atitinkamai — ne didesnis, nei 5 % SSN pakartojamumui ir ne didesnis, nei
10 % SSN tarpiniam preciziSkumui), todél galima tvirtinti, jog sukurtai DC metodikai yra biidingas
glaudumas [38].

Susumavus visus auks¢iau vertintus metodo tinkamumo patvirtinimo parametrus teigiama, jog
sukurta specifiSkumu ir glaudumu paizyminti dujy chromatografijos metodika L — karnitino kokybinei

ir kiekybinei analizei atlikti.

3.2.2. L — karnitino maisto papildu kokybinés sudéties analizé duju

chromatografijos metodu

L — karnitino maisto papildy kokybinis nustatymas buvo vykdomas lyginant kapsuliy méginiy
chromatogramose matomy L — karnitino smailiy sulaikymo laikus su standartinio tirpalo
chromatogramoje stebétos smailés sulaikymo laiku (14 pav.). Kaip matyti i§ 15 pav., dujy
chromatografijos metodas patvirtino jau aptartos nenustatytos priemaiSos buvimg L — karnitino maisto
papildy sudétyje, negana to, gauta ir dar keletas aiSkiai matomy papildomy smailiy (kaip pavyzdys 15

pav. pateikiama vieno pasirinkto maisto papildo bandinio chromatograma).

Tiesa, norint patvirtinti L — karnitino buvimg standartinio tirpalo bandinyje bei kapsuliy
méginyje apskritai, skai¢iumi 1 pazyméty smailiy masiy spektrai, gauti i§ L — karnitino standartinio
tirpalo (16 pav.) ir i§ kapsuliy méginiy (kaip pavyzdys 17 pav. pateikiamas vieno pasirinkto maisto
papildo masiy spektras) buvo palyginti su duomeny bazéje publikuojamu DC — MS gautu L — karnitino
masés spektru (18 pav.) [37, 40]. Jony principiniy reik§miy sutapimas ties 75 m/z visuose tarpusavyje
palygintuose spektruose (16 pav., 17 pav. ir 18 pav.) leido skai¢iumi 1 pazymétg smaile priskirti L —

karnitinui.
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Santvkinis intensyvumas

18 pav. Duomeny bazéje vaizduojamas L — karnitino masiy spektras [37, 40]

3.2.3. L — karnitino maisto papildy kiekybinés sudéties analizé duju

chromatografijos metodu

Atliekant L — karnitino kiekybinj vertinimg maisto papilduose dujy chromatografijos metodu,
L — karnitinas, kaip ir ESC taikymo atveju, buvo nustatytas visuose penkiuose analizuotuose kapsuliy
méginiuose. L — karnitino kiekis maisto papilduose buvo apskai¢iuojamas pagal L — karnitino smailiy
ploty santykj, palyginus smailiy plotus, gautus tiriant kiekvieng kapsuliy bandinj, su smailés plotu,
uzfiksuotu analizuojant standartiny tirpala. 19 pav. dujy chromatografijos déka kiekvienoje kapsul¢je
nustatytas L — karnitino kiekis lyginamas su gamintojo deklaruojamu (arba, pagal nurodomg LKLT

kieki, perskaiciuotu) L — karnitino kiekiu vienoje kapsuléje.

Pazvelgus 1 19 pav. galima pastebéti, jog, kaip ir iStyrus pasirinkty maisto papildy kiekybing
sudétj ESC metodu, visose kapsulése nustatyti L — karnitino kiekiai Zzenkliai skiriasi nuo gamintojy
nurodomy (arba, pagal deklaruota LKLT kiekj, perskai¢iuoty) L — karnitino kiekiy vienoje kapsuléje.
Turint omenyje, jog L — karnitino maisto papildy kokybinés sudéties analizé DC metodu patvirtino
ESC metodu pastebétos priemaiSos buvimg kapsuliy sudétyje, toks nustatyty L — karnitino kiekiy
neatitikimas ant maisto papildy pakuo¢iy nurodomy L — karnitino kiekiy atrodo logiskas, rezultatai,

gauti pasitelkus du skirtingus chromatografinius metodus, papildo vieni Kkitus.
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0
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B Deklaruojamas L — karnitino kiekis 1

.. 517.85 340 1000 300 258.93
kapsuléje, mg

Nustatytas L — karnitino kiekis 1

.. 103.4 68.6 154.4 116.8 79.67
kapsuléje, mg

19 pav. Deklaruojamas L — karnitino kiekis 1 kapsuléje, mg ir DC metodu nustatytas L — karnitino
kiekis 1 kapsuléje, mg

Didziausias L — karnitino kiekis nustatytas kapsulése K#3 — 154,40 + 3,96 mg/kaps., vietoje
deklaruojamy 1000 mg/kaps., o maziausias — kapsulése K#2 — 68,60 + 2,17 mg/kaps., vietoje
nurodomy 340 mg/ kaps. Kapsulése K#4 nustatyta 116,80 + 1,77 mg/kaps. L — karnitino, tuo tarpu ant
maisto papildo pakuotés gamintojo deklaruojamas junginio kiekis — 300 mg/kaps. Kapsulése K#1
nustatyti 103,40 + 4,36 mg/kaps. L — karnitino, kuomet pagal nurodyta LKLT kiekj perskai¢iuoto
tiriamojo junginio deklaruojamas kiekis siekia 517,85 mg/kaps. Kapsulése K#5 nustatytas L —
karnitino kiekis buvo 79,67 + 2,57 mg/kaps., o pagal nurodyta LKLT kiekj perskai¢iuotas medZiagos
kiekis turéjo bati lygus 258,93 mg/kaps.

Dujy chromatografijos metodu kiekvienoje kapsulé¢je nustatyta L — karnitino kiekj iSreiSkus
procentine gamintojo deklaruojamo L — karnitino kiekio dalimi, pastebéta, jog kapsuliy K#4 sudétyje
nustatytas L — karnitino kiekis buvo ar¢iausiai ant maisto papildo pakuotés nurodomo aktyviojo
komponento kiekio ir atitiko 38,93 % deklaruojamo L — karnitino kiekio. Tuo tarpu maziausia
procentiné gamintojo nurodomo L — karnitino kiekio dalis buvo nustatyta kapsulése K#3 — tik 15,44
%. Kapsulése K#5 gautas L — karnitino kiekis buvo lygus 30,77 % pagal ant maisto papildo pakuotés
deklaruojamg LKLT kiekj perskai¢iuoto L — karnitino kiekio. Kapsulése K#2 ir K#1 nustatytos
procentinés gamintojy deklaruojamy (arba, pagal nurodomus LKLT kiekius, perskaiciuoty) L —

karnitino kiekiy dalys mazai skyrési viena nuo kitos ir buvo atitinkamai 20,18 % ir 19,97 %.

4 lenteléje pateikiami statistiniai kapsuliy méginiuose nustatyto L — Karnitino kiekio

duomenys.
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4 lentele. Statistiniai kapsuliy méginiuose nustatyto L — karnitino duomenys

Nustatyto L — o
- o Standartinis
Kapsuliy méginys karnitino kiekio ) Standartiné paklaida
) ) nuokrypis
vidurkis, mg/kaps.
K#1 103,40 4,36 2,52
K#2 68,60 2,17 1,25
K#3 154,40 3,96 2,29
K#4 116,80 1,77 1,02
K#5 79,67 2,57 1,48

3.3. Dvieju skirtingy metody, pasirinkty L — karnitino kokybinei ir kiekybinei

analizei, palyginimas

Lyginant pasirinkty maisto papildy, savo sudétyje turin¢iy L — Kkarnitino, kokybiniam ir
kiekybiniam nustatymui naudotas efektyviosios skys¢iy chromatografijos ir dujy chromatografijos
metodikas, pirmiausia démesj atkreipia ESC greitumas ir paprastumas. Abiejy metody taikymo atveju
pirminis méginiy paruo$imas buvo tapatus ir nesudétingas, taciau, dél L — karnitino nelakumo,
naudojant DC buvo reikalinga derivatizacijos procediira, kurios pilnas atlikimas (kiekvieno méginio
iSgarinimas po azoto dujy srove ir Kaitinimas glicerolio voneléje 2,5 valandos visy méginiy kartu)

uztrukdavo iki keleto valandy.

Aptariant abiejy metodiky validacijos metu vertintus tinkamumo parametrus, paZymeétina, jog
ESC buvo biidingas didesnis glaudumas, nei DC. Nustatant ESC pakartojamumg ir tarpinj
preciziskumg, SSN L — karnitino sulaikymo laikui buvo atitinkamai 0,153 % ir 0,104 %, o jrodant DC
pakartojamumag ir tarpinj preciziSkumg SSN L — karnitino sulaikymo laikui buvo atitinkamai 0,3 % ir
0,8 %. Tiriant DC validacijos parametrus, priesingai nei ESC atveju, metodo tiesiSskumas, aptikimo ir
kiekybinio nustatymo ribos vertinamos nebuvo, todél pasirinkti chromatografiniai L — karnitino maisto

papildy tyrimo metodai negali bti lyginami tarpusavyje pagal Siuos tinkamumo parametrus.
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B ESC metodu nustatytas L — karnitino

kiekis 1 kapsuléje, mg 133 68.8 208.13 65.93 67

DC metodu nustatytas L — karnitino

kiekis 1 kapsuléje, mg 103.4 68.6 154.4 116.8 79.67

20 pav. ESC ir DC metodais nustatyty L — karnitino kiekiy 1 kapsuléje (mg) palyginimas

20 pav. palyginami ESC ir DC metodais gauti L — karnitino maisto papildy kiekybinés
sudéties analizés rezultatai. Nesunku pastebéti, jog dviem skirtingais chromatografiniais metodais
gauti L — karnitino kiekiai atitinkamose kapsulése vienas nuo kito skiriasi kur kas maziau, nei kad
kiekvienu i8 $iy metody atskirai nustatytas L — karnitino kiekis visy maisto papildy atvejais skyrési nuo
gamintojy deklaruojamy kiekiy (13 pav. ir 19 pav.). Pavyzdziui, tiriant kapsules K#2, skirtumas tarp
abiem metodais nustatyty aktyviojo komponento kiekiy buvo tik 0,20 mg/kaps. Siek tiek didenis
rezultaty skirtumas pastebétas atliekant kapsuliy K#5 kiekybinj vertinimg — 12,67 mg/kaps., 0
kapsulése K#1 Sis skirtumas sieké 29,6 mg/kaps. DidZiausi skirtumai tarp Siais chromatografiniais
metodais gauty L — karnitino kiekiy uzfiksuoti analizuojant kapsules K#3 ir K#4 — atitinkamai 53,73
mg/kaps. ir 50,87 mg/kaps. Apskritai atliekant kapsuliy K#1, K#2 ir K#3 sudétyje esanfio L —
karnitino analize, ESC metodu gauti didesni Sios medziagos kiekiai vienoje kapsuléje, nei taikant DC
metoda, o vykdant kapsuliy K#4 ir K#5 tyrimus — prieSingai, DC metodu gauti didesni L — karnitino
kiekiai, nei ESC metodu.
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ISVADOS

. Naudojant pritaikytg ir validuotg efektyviosios skysc¢iy chromatografijos metodika, visuose
pasirinktuose Lietuvoje notifikuotuose maisto papilduose nustatytas L — karnitinas ir dar viena
neidentifikuota medziaga, kuri, manoma, galéty biiti krotonoilbetainas arba D — karnitinas.
Kapsuliy K#5 ir K#1 sudétyse efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodu nustatyti L —
karnitino kiekiai buvo artimiausi gamintojy nurodomiems junginiy Kiekiams — atitinkamai
25,88 % ir 25,80 % siy kiekiy, o kapsuliy K#3 ir K#2 sudétyse — labiausiai nuo jy nutolg
(atitinkamai 20,81 % ir 20,24 % deklaruojamy kiekiy).

Pritaikyta ir validuota dujy chromatografijos metodika patvirtino ne tik L — karnitino, bet ir
neatpazintos priemaiSos buvimg visuose pasirinktuose Lietuvoje notifikuotuose maisto
papilduose.

Kapsuliy K#4 sudétyje dujy chromatografijos metodu gautas L — Kkarnitino kiekis buvo
artimiausias gamintojo deklaruojamam aktyviojo komponento kiekiui ir atitiko 38,93 % Sio
kiekio, 0 kapsuliy K#3 sudétyje — labiausiai nuo jy nutolgs ir atitiko 15,44 % nurodyto kiekio.
Sio eksperimento metu L — Karnitino kokybinis ir kiekybinis vertinimas maisto papilduose
taikant efektyviosios skys¢iy chromatografijos metoda buvo atlickamas grei¢iau, mat $is
metodas nereikalauja laikui imlios derivatizacijos procediiros. Taip pat efektyviajai skysciy
chromatografijai buvo biidingas didesnis glaudumas nei dujy chromatografijai.

Skirtumai tarp dviem skirtingais metodais gauty L — karnitino kiekybinés analizés rezultaty
pasirinktuose Lietuvoje notifikuotuose maisto papilduose svyravo nuo 0,20 mg/kaps. iki 53,73
mg/kaps, kuomet maziausiai skyrési rezultatai, stebéti iStyrus kapsules K#2, o labiausiai —

1Sanalizavus kapsules K#3.
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PRAKTINES REKOMENDACIJOS

Atliekant L — karnitino kokybing analize pasirinktuose Lietuvoje notifikuotuose maisto
papilduose efektyviosios skysCiy chromatografijos ir dujy chromatografijos metodais aptiktos
priemaiSos nenugincijamam nustatymui rekomenduojama testi tyrimus su krotonoilbetaino ir D —

karnitino standartiniais tirpalais.
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