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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
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Kandidat: Veronika Hlavac¢ova

Skolitel: prof. PharmDr. Lucie Novakova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vyuziti UHPLC-HRMS pro hodnoceni dopliiku stravy

s obsahem ginsenosidu

Cilem této prace bylo vyvinout analytickou metodu pro analyzu hlavnich obsahovych
latek doplriku stravy, ve kterém jsou zastoupeny nasledujici rostlinné extrakty: semeno
piskavice fecké seno, koren rozchodnice ridzové, koren vsehoje Zensenového a list
pantaly rozkladité. K analyze byla vyuZita ultra-vysokoucinnd kapalinova
chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii s vysokym rozliSenim (UHPLC-
HRMS). DalSim cilem bylo urcit, zda v doplfiku stravy neni pfitomen nedeklarovany
testosteron. Méreni probihalo na pfistroji ACQUITY UPLC I-Class System. K hmotnostni
detekci byl vyuzit kvadrupdl ve spojeni s analyzatorem doby letu SYNAPT G2-Si. Byla
sbirdna kontinudlni data. Ke sbéru dat byla vyuzita metoda datové nezdavislého skenu
(DIA). Po vytvoreni knihovny MS spekter ocekavanych latek byly jako majoritni latky

identifikovany ginsenosidy.

V prvnim kroku byla optimalizovana priprava vzorkd doplnku stravy. Jako rozpoustédlo
byla testovana voda, acetonitril, methanol, ethanol a ethylacetat. V dalsSim kroku byla
provedena optimalizace chromatografickych podminek. Bylo porovnano 5 chroma-
tografickych kolon. Pro findlni méreni byla zvolena kolona Atlantis Premier BEH C18
AX. Pro nastaveni hmotnostniho spektrometru byly optimalizovany tyto parametry:
desolvatacni teplota, napéti na kapilare, rychlost pratoku desolvatacniho plynu, napéti
na vstupnim kuzZelu a kolizni energie pro DIA. Byla zméfena kalibra¢ni zavislost
testosteronu. Limit detekce byl 0,5 ng/ml. Testosteron nebyl ve vzorcich doplfiku

stravy identifikovan.

Klicova slova: ginsenosidy; testosteron; UHPLC-HRMS; doplnky stravy; vyvoj metody;

optimalizace



ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry

Candidate: Veronika Hlavacova

Supervisor: prof. PharmDr. Lucie Novakova, Ph.D.

Title of Diploma Thesis: UHPLC-HRMS in analysis of food supplements containing

ginsenosides

The aim of this work was to develop an analytical method for the analysis of the main
components of a dietary supplement, in which the following plant extracts
are contained: fenugreek seed, roseroot root, Asian ginseng root and damiana leaf.
The ultra-high performance liquid chromatography coupled to high-resolution mass
spectrometry (UHPLC-HRMS) was used. Another goal was to determine whether
prohibited testosterone is present in the dietary supplement. Measurements were
carried out with ACQUITY UPLC I-Class System. A quadrupole time-of-flight mass
analyzer SYNAPT G2-Si was used for mass spectrometric detection. Continuous data
were collected. The data independent acquisition method (DIA) was used to collect
data. The library of MS spectra of potentially predicted substances was created

and ginsenosides were identified as major compounds.

In the first step, the preparation of food supplement samples was optimized. Water,
acetonitrile, methanol, ethanol and ethyl acetate were tested as solvents. In the next
step, the chromatographic conditions were optimized. 5 chromatography columns
were compared. The Atlantis Premier BEH C18 AX column was selected for the final
measurements. The following parameters were optimized for the MS setup:
desolvation temperature, capillary voltage, desolvation gas flow rate, cone voltage,
and collision energy for DIA. The calibration curve of testosterone was measured.
The limit of detection was 0.5 ng/ml. Testosterone has not been identified

in the dietary supplement samples.

Keywords: ginsenosides; testosterone; UHPLC-HRMS; dietary supplements; method

development; optimization
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1. UvoD

Doplriky stravy, jak uz z nazvu vyplyvd, by mély pouze doplfiovat béZznou stravu. Jsou
fazeny mezi potraviny a obsahuji ve vétSim mnozZstvi vitaminy, minerdly nebo jiné
latky. Slouzi k podpore naseho zdravi a nejsou uréeny k 1é¢bé nebo k prevenci. V Ceské
republice nema vyrobce doplnik( stravy povinnost ovérovat jejich ucinnost, jako
jetomu u lécCivych pripravkd. Sta¢i pouze oznamit uvedeni na trh Ministerstvu
zemédélstvi zaslanim textu Ceské etikety. Omezen neni ani prodej doplik( stravy.
Mohou byt zakoupeny naptiklad v lékarnach, supermarketech, drogeriich nebo
vinternetovych obchodech. Nikym ale neni ovéfovdno, co a v jakém mnozstvi

ve skuteénosti obsahuiji.

Kromé vitaminG a minerdlnich latek obsahuji doplriky stravy ¢asto také Casti [éCivych
rostlin. Mezi jednu z nejvyznamnéjsich |écivych rostlin patti vSehoj ZenSenovy (Panax
ginseng). Pusobi jako adaptogen a pozitivné ovliviiuje nervovou soustavu, srdce
i imunitni systém. VyuZiva se zejména jeho kofen, jehoz hlavnimi u¢innymi latkami jsou
ginsenosidy. Jsou to triterpenické saponiny, které maji shodnou zakladni strukturu a lisi
se riznymi obménami tfech substituentl. Jedna se ¢asto o izomery, at uZ strukturni

nebo stereoizomery.

Jednou z mozZnosti, jak analyzovat izomerni latky, je vyuZiti kapalinové chromatografie
ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (LC-MS). V kapalinovém chromatografu dojde
k separaci analyzovanych latek, kterd umozini jejich ndslednou identifikaci
v hmotnostnim spektrometru. Kombinace téchto technik prFedstavuje citlivou
a selektivni metodu, ktera je dnes jiz rutinné vyuzivdna. Vhodna je také pro analyzu

komplexnich smési latek.
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2. CiL A ZADANI PRACE

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout analytickou metodu pro analyzu hlavnich
obsahovych latek dopliku stravy, ve kterém jsou zastoupeny nasledujici rostlinné
extrakty: semeno piskavice fecké seno, kofen rozchodnice rlGZové, korfen vsehoje
ZzenSenového a list pantaly rozkladité. K analyze byla vyuzita ultra-vysokoucinna
kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii s vysokym rozliSenim
(UHPLC-HRMS). Doplnék stravy je urcen ke zvySeni hladiny testosteronu. DalSim cilem

bylo proto urcit, zda v doplfiku stravy neni pfitomen nedeklarovany testosteron.

Prvni krok spocival v provedeni reserse literatury. Bylo nutné vyhledat obsahové latky
danych rostlinnych extraktl a zjistit o nich co mozna nejvice informaci s ohledem
na jejich strukturu a fyzikdlné-chemické vlastnosti. Dilcim cilem bylo vytvoreni

knihovny MS spekter o¢ekdvanych latek.

Bylo tfeba zvolit vhodnou pfipravu vzork( dopliku stravy. Cilem v ramci optimalizace
chromatografickych podminek bylo vyzkousSet r(izné nastaveni gradientové eluce

a porovnat nékolik chromatografickych kolon.

Pro nastaveni hmotnostniho spektrometru bylo cilem optimalizovat tyto parametry:
desolvatacni teplotu, napéti na kapilare, rychlost pritoku desolvatacniho plynu, napéti

na vstupnim kuzelu a kolizni energii.

Dalsim cilem bylo zméfrit kalibracni zavislost testosteronu a zjistit limit detekce. Byly
pripraveny vzorky doplnku stravy s pfidavkem testosteronu, ve kterych byla stanovena
koncentrace testosteronu. Pro porovnani byly pfipraveny také vzorky dopliku stravy
bez pridavku testosteronu. Dil¢im cilem bylo posouzeni adulterace daného doplriku

stravy.
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3. TEORETICKA CAST

3.1 ULTRA-VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie (UHPLC) je modifikaci vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC), a patii proto také mezi chromatografické separacni
metody. K separaci smési analytd dochazi v chromatografické koloné na zakladé

rozdilnych interakci mezi staciondrni (SF) a mobilni fazi (MF) [1,2].

UHPLC vyuziva cdstice mensi nez 2 um. Podstata jejich vyuZiti je patrnd z van
Deemterovych kfivek (Obrazek 1), které zndzornuji zavislost vySkového ekvivalentu
teoretického patra (H) na linedrni pritokové rychlosti u ¢astic o rlznych pramérech.
Se snizujicim se primérem castic se sniZuje H, a tedy zvySuje ucinnost separace. Mensi
Castice zaroven umoznuji pouZziti wvysSich linedrnich pritokovych rychlosti
bez vyraznéjsi ztraty ucinnosti, a tim urychleni analyzy. Mezi dals$i vyhody UHPLC

metody patfi vysoké rozliSeni, mensi spotfeba rozpoustédel a vzorkl a zvyseni citlivosti

[3-6].
10 um
H 5um
[um]
3 um
/
1,7 um

linearni pritokova rychlost [mm/s]

Obrazek 1: Van Deemterovy kfivky pro castice o velikosti 10, 5, 3 a 1,7 um. Upraveno
dle [7].
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K zachovani dostate¢né chromatografické Gcinnosti je tfeba minimalizovat
mimokolonové objemy, a to zejména pfi pouZiti kratSich kolon s mensim vnitfnim
pramérem. Mimokolonové objemy zpUsobuji nechténé rozsifovani chromatografickych
pikd a mohou vznikat kdekoliv mezi ddvkovacem vzorku a detektorem. Nejcastéji
pochazeji z mrtvého objemu davkovaci smycky, pritokové detekcni cely a spojovacich

kapilar [1,8,9].

Mensi Castice zplsobuji vyrazné vyssi zpétny tlak. Ten je pfi konstantni délce kolony
a za optimalni pratokové rychlosti nepfimo Umérny treti mocniné velikosti Castic.
Zmenseni velikosti ¢astic na tretinu, tak povede ke zpétnému tlaku, ktery je 27krat
vysSi. UHPLC proto musi pracovat se specializovanym systémem, ktery je schopen

fungovat za vysokych tlakd (az nad 100 MPa) [4].

3.1.1 Stacionarni faze pro UHPLC

Z divodu separace za vysokych tlakl musi byt stacionarni faze pouzivané v UHPLC
dostatecné stabilni. V souc¢asné dobé jsou nejc¢astéji vyuzivany stacionarni faze na bazi
silikagelu a faze hybridni. Pravé druhé zminéné byly pouZzity v prvnim UHPLC systému
vyrobeném pro komercni vyuziti. Jednalo se o kolonu firmy Waters s technologii BEH
(bridged—ethylene hybrid), kterda vyuziva ethylenové mustky vioZzené do matrice
silikagelu. Tyto faze disponuji vybornou chemickou a mechanickou stabilitou. P¥i jejich
pouziti dochazi také k omezeni chvostovani pik( bazickych latek v dsledku snizeného

mnoZstvi volnych silanolovych skupin [9-11].

Za ucelem zmény selektivity separace je vyuzivano Siroké mnozstvi riznych chemickych
modifikaci stacionarnich fazi. Pro nejpouzivanéjsi chromatograficky mod, tedy
chromatografii na reverznich fazich, se mlze jednat o modifikace jako C8, C18, fenyl
nebo pentafluorfenyl (PFP), poptipadé jejich kombinace (napf. C18-PFP). Dalsi
moznost predstavuje pozménénd C18 faze, kterda vznikd vlozenim polarni funkéni
skupiny (napt. karbamatové nebo amidové) do uhlovodikového fetézce. To ptindsi
vyhody ve formé odlisSné selektivity, vyssSi stability pfi pouziti az cisté vodnych
mobilnich fazi, nizS§iho mnozstvi volnych silanolovych skupin a zlepSeného tvaru piku

bazickych analytti [9,11,12].
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Kolona Atlantis Premier BEH C18 AX pouzita v této diplomové praci obsahuje C18 fazi,
ale zaroven také terciarni alkylaminové skupiny. Jedna se o tzv. vicemodalni stacionarni
fazi, protoze vyuZivd vice nez jeden mechanismus separace, a tim vice
chromatografickych interakci. Typickd je kombinace chromatografie na reverznich
fazich a soucasné silného nebo slabého anexu, kdy dochazi k interakcim hydrofobnim
a elektrostatickym. Vicemodalni chromatografie je vhodna zejména pro analyzu
polarnich latek, které nejsou pfi chromatografii na reverznich fazich zadrzovany. Své
vyuZziti najde ale také pfi analyze komplexnich smési latek rlizné povahy nebo tam, kde
je potfeba odlisna selektivita ve srovnani s C18 fazemi. Prehled SF pouzitych v této

diplomové praci je zobrazen na Obrazku 2 [13-17].

Acquity UPLC BEH C18

Acquity UPLC BEH Shield RP18

ACE Excel C18-PFP

Kinetex Biphenyl R«\N/Rz

Ra

Atlantis Premier BEH C18 AX

Obrazek 2: Schematické znazornéni chemickych modifikaci stacionarnich fazi pouzitych
v této diplomové praci. Vytvoreno podle [14,18] a [19].
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3.1.2 Mozné budouci trendy v UHPLC

Technika UHPLC se neustale rozviji a hledaji se nova technicka reSeni k jejimu
vylepseni. Patfi mezi né vyuzZiti povrchové poréznich castic o velikosti pod 2 um,
zvySeni tlaku nad 140 MPa, zvySeni teploty mobilni faze nad 60 °C a sniZeni velikosti

Castic pod 1,5 um nebo zmenseni velikosti jejich distribuce [20,21].

7 vz

3.1.2.1 Povrchové porézni ¢astice v UHPLC

Povrchové porézni ¢astice tvofi pevné neporézni jddro a povrchova porézni vrstva
(Obrazek 3), ve které probiha separace. Pevné jadro tak nepfispivd k podélné difuzi
(¢len B van Deemterovy rovnice) a umoziuje mensi rozsifovani chromatografickych
pikd. To jednak kvali vyssi tepelné vodivosti jadra a také z divodu omezeni difuznich
procesll. Povrchové porézni ¢astice navic zlepsuji diky vyssi homogenité proces plnéni
kolony, coz vede ke sniZeni procesu vifivé difuze (¢len A van Deemterovy rovnice).
Zvysuji také jeji permeabilitu, coz umozZnuje vyuziti vysSich pritokovych rychlosti

za nizSich tlakl [21,22].

Obrazek 3: Zobrazeni vrstev povrchové porézni ¢astice. Prevzato z [23].

Pfi pouziti kolony naplnéné povrchové poréznimi casticemi bylo experimentalné
prokazano zvySeni chromatografické ucinnosti o 30-50 % oproti koloné se stejnou
velikosti ¢astic, ale s ¢asticemi plné poréznimi. Pokud se vezme v Uvahu permeabilita
kolony a horni tlakovy limit UHPLC systému, jevi se jako nejvhodnéjsi pro pouziti
se souasnou UHPLC instrumentaci povrchové porézni Ccastice o velikosti

1,6 um s kolonou o délce 50 mm a s vnitinim prdmérem 2,1 mm. Castice o velikosti
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1,3 um sice slibuji vyssi ucinnost, generuji ale zpétny tlak, ktery muize byt az vice

neZ dvojnasobny [20,21].

3.2 HMOTNOSTNi SPEKTROMETRIE

Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda, jejimz principem je prevedeni
neutrdlnich molekul na ionty a nasledné separace iontd podle poméru hmotnosti
a naboje (m/z). Cely proces analyzy pomoci hmotnostniho spektrometru Ize rozdélit
na tfi zakladni kroky — ionizace, separace podle m/z a detekce. Ty probihaji postupné
viontovém zdroji, v hmotnostnim analyzatoru a v detektoru. Vystupem je pak
hmotnostni spektrum, které zobrazuje intenzitu signal( na ose y a poméry hmotnosti

a naboje na ose x [24-26].

3.2.1 lontovy zdroj

V iontovém zdroji dochazi k pfevedeni neutralnich molekul na ionty, a to za vakua
nebo za atmosférického tlaku. V soucasné dobé je k dispozici Siroké mnoZstvi
ionizacnich technik a kazda ma své vyhody i nevyhody. Volba typu ionizace muze
vyznamné ovlivnit hmotnostné spektrometrickou analyzu. Pfi vybéru ioniza¢ni techniky
se proto bere ohled na strukturu analytu, jeho vlastnosti (Obrazek 4), charakter vzorku

a dulezity je také cil analyzy a dostupné vybaveni dané laboratore [25,27,28].

Podle mnozstvi dodané energie lze ionizaéni techniky rozdélit na tvrdé a mékké.
PFi pouziti tvrdych ionizacnich technik, jako napfiklad elektronové ionizace (El), dochazi
k rozsahlé fragmentaci. Jejich nevyhodou muizZe byt v nékterych ptipadech
nepfritomnost molekularniho iontu. Pfi mékkych ioniza¢nich technikdch molekula ziska
energie méné, proto dochazi k fragmentaci v mensi mife a molekularni pik je pfitomen.
Tyto techniky podavaji méné strukturdlnich informaci. Mezi jejich zastupce patfi
ionizace elektrosprejem (ESI), chemickd ionizace za atmosférického tlaku (APCI),
fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI) nebo matrici asistovana laserova

desorpce/ionizace (MALDI) [26,29].
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molekulova

hmotnost [Da]
10 000 == ESI
1000 ==
APCI
100=m
| 1
nepolarni polarni velmi polarni

Obrazek 4: Moznosti vyuZiti rGznych ionizacnich technik v zavislosti na molekulové
hmotnosti a polarité analytu. Upraveno podle [30] a [31].

3.2.2 Hmotnostni analyzatory

lonty vzniklé v iontovém zdroji jsou pfivedeny do hmotnostniho analyzatoru, kde
dochazi k jejich rozdéleni podle m/z. Tento krok probiha za vysokého vakua, které
umoziuje volny pohyb iontli bez podstoupeni kolizi nebo jinych nechténych interakci
s dalsimi plynnymi molekulami. Pro kontrolu pohybu iontl je vyuZito elektrické nebo
magnetické pole. Dostupné jsou rGzné typy hmotnostnich analyzatord, které se lisi
svym rozliSenim, spravnosti hmoty, rozsahem m/z, citlivosti, dynamickym rozsahem

a rychlosti sbéru dat [25,32-34].

K separaci iontl podle m/z v hmotnostnim analyzatoru dochazi na zakladé rtznych
fyzikalnich principd. Kvadrupdl (Q) a iontova past (IT) vyuzivaji rizné stability oscilaci
iontd v kombinacich stejnosmérného a vysokofrekvenéniho stridavého napéti.
V analyzatoru doby letu (TOF) se ionty separuji na zakladé rGzné dlouhého letu trubici
k detektoru. Rlzného zakfiveni drahy letu iontl v elektrickém nebo magnetickém poli
vyuziva magneticky sektor. Orbitdlni past je schopna rozdélit ionty diky rozdilné
frekvenci harmonickych oscilaci a iontova cyklotronova rezonance (ICR) podle odlisné

frekvence cyklického pohybu iontl v kombinaci elektrického a magnetického pole [35].
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3.2.3 Detektor

Detektor pracuje, stejné jako hmotnostni analyzator, za vysokého vakua. Jeho Ukolem
je zaznamenat iontové proudy separovanych iontl a prevést je na elektricky signal.
Vyuziva se elektronovy nasobi¢, scintilacni fotonasobi¢ nebo Faradayova klec

[25,33,36].

3.2.4 Tandemova hmotnostni spektrometrie

Spojenim vice hmotnostnich analyzator( za sebou vznika usporadani, které se nazyva
tandemovd hmotnostni spektrometrie (MS/MS). Pfi jeho pouziti dochazi k izolaci
vybranych iontd v prvnim analyzatoru, jejich nasledné fragmentaci v kolizni cele
a finalni separaci fragment( téchto iontd podle m/z v analyzatoru druhém (Obrazek 5).
Tento zpUsob je oznacovan jako MS/MS v prostoru. Existuje také MS/MS v Case, kdy
probiha stejny postup v jednom hmotnostnim analyzatoru, ale v rdznych ¢asovych
okamzicich. MS/MS v ¢ase muzZe byt provadéna napf. v analyzatoru typu iontové pasti

nebo iontové cyklotronové rezonance [26,37].

iontovy zdroj hmotnostni kolizni cela hmotnostni detektor
analyzator 1 analyzétor 2

Obrazek 5: Schematické znazornéni principu tandemového hmotnostniho spektrome-
tru v prostoru [37].

Jednim z nejcastéji vyuzivanych tandemovych hmotnostnich spektrometr( v prostoru
je trojity kvadrupdl (QgQ), ktery vznikda spojenim tfi kvadrupdlovych analyzatoru.
Prostfedni z nich funguje v takovém pfipadé jako kolizni cela. DalSim Siroce vyuzivanym
je kvadrupdl ve spojeni s analyzatorem doby letu (Q-TOF). Ten se oznacuje jako
hybridni, protoze vznikl spojenim dvou rlznych hmotnostnich analyzatorli -
2 kvadrupdlt a 1 analyzatoru doby letu. V prvnim kvadrupdlu dochazi k izolaci
vybranych iontd, druhy kvadrupdl funguje jako kolizni cela a v TOFu probiha vlastni

analyza. Mezi vyhody tohoto tandemového hmotnostniho spektrometru patti vysoka
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spravnost uréeni hmoty, vysoké rozliSeni, vysokd skenovaci rychlost a az 100x vyssi

citlivost oproti QqQ [35,37].

Tandemova hmotnostni spektrometrie poskytuje strukturdlni informace o analytech
a umoziuje studovat fragmentacéni procesy. Navic lze dosdahnout dalSiho zvySeni

selektivity, které maze byt obzvlast pfinosné pro analyzu komplexnich smési [38,39].

3.2.5 Hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim

Schopnost rozlisit signaly iontd o podobném m/z se nazyvad rozliSovaci schopnost
neboli rozliSeni. Za vysoké rozliseni jsou povazovany hodnoty vyssi nez 10 000. Téch
jsou schopny dosahovat analyzatory jako TOF, orbitdlni past, ICR a sektorovy
magneticky analyzator s dvojitou fokusaci iont(i. Tyto analyzatory se vyznacuji také
vysokou spravnosti ureni hmoty, kterda se vétSinou pohybuje v rozmezi 1-5 ppm.
Hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim (HRMS) umoziuje identifikaci analytu
s vétsi jistotou, protoze méri m/z s presnosti na nékolik desetinnych mist. PFfi jejim
pouZiti je tak mozné rozlisit dvé slouceniny s m/z lisici se pouze v fadech tisicin nebo

desetitisicin, které by se pfi pouziti nizkého rozliSeni jevily jako identické [35,40,41].

Potieba vysokého rozliseni roste se zvysujici se komplexnosti vzorku. Zejména, pokud
je pfitomno velké mnoiZstvi analyzovanych slouéenin s podobnou molekulovou
hmotnosti. Hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim je z tohoto divodu idealni
metodou pro necilené analyzy. Znalost pfesné a spravné hmoty umoini urdit
elementarni slozeni, a limituje proto pocet moznych sloucenin, o které by se mohlo
jednat. Mlze tak byt provedena predbéina identifikace nezndmych sloucenin
bez nutnosti pouZiti referencnich standardi nebo knihoven MS spekter, coz

ve vysledku umozni identifikaci vétSiho mnozstvi slouéenin [40,42,43].

3.2.6 Pokrocilé metody sbéru MS/MS dat

Mezi pokrocilé metody sbéru MS/MS dat patfi metoda datové zavislého skenu (DDA)
a metoda datové nezavislého skenu (DIA). Pfi metodé datové zdavislého skenu jsou
ziskdna MS spektra vsech iontl ve stanoveném rozsahu m/z. MS/MS spektra jsou
nasledné ziskana pouze pro zvolené prekurzory, které vyhovuji predem stanovenym

kritériim (nejcastéji minimalni intenzité signalu). Pfi DIA jsou ziskdna MS spektra vSech
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iontll ve stanoveném rozsahu m/z a zaroven i jejich MS/MS spektra, protoZze dojde
k fragmentaci vSech detekovatelnych iontl. Metoda datové nezavislého skenu
umoziuje analyzovat i latky zastoupené v mensim mnozstvi, protoze na rozdil od DDA
jsou fragmentovany vSechny prekurzorové ionty bez ohledu na jejich intenzitu. Jeji
nevyhodou muZe byt generovani vétsiho mnozstvi dat a problém s nedostatkem mista
na pocitacovych discich pro jejich ukladani nebo zalohu. Vyhodou obou metod je zisk

MS i MS/MS spekter v ramci jedné analyzy a moznost analyzovat data zpétné [44,45].

3.2.7 Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Hmotnostni spektra jsou specifickd, a umoznuji tak identifikaci analytd s pomérné
velkou jistotou. Problém ale predstavuji latky izomerni nebo chirdlni, které maji
stejnou molekulovou hmotnost. Pfi samostatném pouziti hmotnostniho spektrometru
neni mozné je rozliSit. Pfi wvyuZiti kapalinového chromatografu ve spojeni
s hmotnostnim spektrometrem mulzZe dojit k separaci latek v kapalinovém
chromatografu, kterda umoZni jejich naslednou identifikaci v hmotnostnim

spektrometru [46,47].

Spojenim LC s MS je ziskdna vyborna separacni ucinnost v kombinaci s vysokou
citlivosti a selektivitou. V dnesni dobé se jedna jiz o rutinni a Siroce rozSifenou
analytickou techniku. Realizace tohoto spojeni byla ale v porovnani s plynovou
problémy, které bylo treba vyresSit, predstavovalo slozeni mobilni faze a nalezeni
vhodné metody ionizace. Na rozdil od GC je mobilni faze v LC kapalna. Dfive dostupné
ionizac¢ni techniky, jako naptiklad elektronova ionizace a chemicka ionizace (Cl), vsak
vyzadovaly, aby byl vzorek v plynné fazi. Otazka ionizace byla vyfeSena vyvojem
ionizacnich technik za atmosférického tlaku, pti kterych probiha ionizace v kapalné fazi.
Dnes je nejcastéji vyuzivana ESI a APCI, méné APPI. Co se tyce mobilni faze, je potieba
se vyvhnout poutziti netékavych pufrd (napt. fosfatovy nebo boratovy) a iontové-

parovych Cinidel, které by mohly zpUsobit znecisténi iontového zdroje [38,48,49].

Pti volbé hmotnostniho analyzatoru pro LC-MS techniku je nejdileZitéjSim parametrem
rychlost sbéru dat. Pro velmi rychlé separace je tak nejvyhodnéjsi TOF nebo Q-TOF,

které dosahuji nejvyssich skenovacich rychlosti, a to zaroven s vysokym rozliSenim.
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U orbitalni pasti Ize sice dosdhnout rychlého sbéru dat, ale pouze za soudasné ztraty
rozliSeni. Kromé vySe zminénych analyzatorl se vyuziva také Q a IT, které dosahuji

stfedni rychlosti sbéru dat [35,50].

3.3 GINSENOSIDY

Vsehoj Zzensenovy (Panax ginseng) je povazovan za jednu z nejvyznamnéjsich lécivych
rostlin tradi¢ni ¢inské mediciny. Patfi do Celedi aralkovitych (Araliaceae) a pro léebné
ucinky se nejcastéji vyuzivd jeho kotfen. Ten obsahuje jako hlavni ucéinné latky
ginsenosidy. Jedna se o triterpenické saponiny, které se vyskytuji témér vyhradné
v Zendenu a jsou zodpovédné za jeho Ucinky. Zenden je v dnedni dobé& vyuZivan
zejména ke zvySeni odolnosti proti stresu a na podporu celkové vitality, tedy jako
adaptogen. Ginsenosidy jsou cilem mnoha vyzkum(, protoZe se ukazuje, Ze mohou
ovliviiovat nékolik fyziologickych funkci. V in vitro a in vivo studiich byly prokazany
potencialni ucéinky imunomodulacni, protizanétlivé, antihypertenzni, antidiabetické,

neuroprotektivni a preventivni ucinky proti vzniku rakoviny [51,52].

3.3.1 Struktura a fyzikalné-chemické vlastnosti

Ginsenosidy patfi svou strukturou mezi O-glykosidy. Skladaji se z ¢asti necukerné
(aglykonu) a cukerné. Zaklad aglykonu tvori cyklopentanoperhydrofenantren
s navazanymi methylovymi skupinami v polohach 4, 4, 8, 14 a 19. Na tento zakladni
skelet jsou pripojeny cukerné zbytky. Vétsinou se jedna o monosacharidy jako glukosa,
rhamnosa, xylosa nebo arabinosa. Ginsenosidy lze podle struktury rozdélit na dva
hlavni typy: dammaranovy a oleananovy. PfevaZuji ginsenosidy dammaranové, které
jsou dale déleny na protopanaxadioly a protopanaxatrioly. Protopanaxadioly maji
cukerné zbytky pfipojeny pres hydroxylové skupiny na C3 a/nebo C20,
protopanaxatrioly na C6 a/nebo C20 (Obrazek 6). Oleananové ginsenosidy maiji

modifikovany postranni retézec na C20 [51-53].
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Obrazek 6: Struktura protopanaxadiolu (vlevo) a protopanaxatriolu (vpravo).
Nakresleno v ChemDraw podle [54].

Jednotlivé ginsenosidy se lisi nejen typem, polohou a poc¢tem substituentd, ale také
jejich prostorovym usporadanim. Casto se jedna o izomery, at u? strukturni nebo
stereoizomery. Obrazky 7-9 poskytuji prehled nejvyznamnéjsich ginsenosida.
Barevnymi ramecky okolo nazvu je odliSena skupina ginsenosidu, které jsou navzajem
izomerni. Ve struktufe jsou barevné vyznaceny odliSnosti mezi strukturné podobnymi

ginsenosidy.

Zakladni fyzikalné-chemické vlastnosti vybranych ginsenosidd shrnuje Tabulka 1. Podle
hodnot log P (rozdélovaci koeficient latky v systému oktanol-voda) se jedna spise
o latky lipofilni, jejichz rozpustnost ve vodé zdvisi na mnoistvi cukernych zbytkd.
VétsSinou jsou Spatné rozpustné ve vodé a dobre rozpustné v methanolu [55]. Hodnoty
pKa (zaporny dekadicky logaritmus disocia¢ni konstanty kyseliny) se pohybuji v rozmezi

12,85 az 12,91, jde tedy o velmi slabé kyseliny.

Rh-2 m/z: 622,4445 :638,4394

HO, ~ OH :
HO U A
\\\“\ 1o} ”//D = HO

O”"'z., i‘j\N\\OH
HO/ OH

Obrazek 7: Pfehled nejvyznamnéjsich ginsenosidu I. Nakresleno v ChemDraw.
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Rg-2 m/z: 784,4973 Rg-3 m/z: 784,4973
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Obrazek 8: Prehled nejvyznamnéjsich ginsenosid Il. Nakresleno v ChemDraw.
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Rb-1 m/z: 1108,6029 m/z: 1078,5924 m/z: 1078,5924

LatWOH

nOH

Obrazek 9: Prehled nejvyznamnéjsich ginsenosidu lll. Nakresleno v ChemDraw.
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Tabulka 1: Fyzikadlné-chemické vlastnosti vybranych ginsenosidi. Monoizotopické hmotnosti byly ziskany pomoci ChemDraw, ostatni udaje
z databdze SciFinder [56].

nazev ginsenosidu sumarni vzorec monoizotopicka hmotnost log P pKa donory protoni | akceptory protont

Ra-1 CssHosO26 1210,6346 0.056+0,994 12.85+0.70 16 26
Ra-2 CssHogO26 1210,6346 1.824+0,971 12.85+0.70 16 26
Rb-1 CsaHg2023 1108,6029 1.876+0,908 12.85+0.70 15 23
Rb-2 Cs3Hg0022 1078,5924 2.79940,940 12.85+0.70 14 22
Rb-3 Cs3Hg002, 1078,5924 2.79940,940 12.85+0.70 14 22

Rc Cs3Hg0022 1078,5924 3.490+0,914 12.85+0.70 14 22

Rd CagHg2018 946,5501 3.38340,862 12.85+0.70 12 18

Re CagHg2018 946,5501 1.890+0,841 12.85+0.70 12 18

Rf CsH72014 800,4922 3.38940,856 12.85+0.70 10 14
Rg-1 Cs2H72014 800,4922 1.502+0,473 12.91+0.70 10 14
Rg-2 CsH72013 784,4973 3.64740,823 12.85+0.70 9 13
Rg-3 Cs2H7,013 784,4973 5.14040,854 12.85+0.70 9 13
Rh-1 C36H6209 638,4934 3.28940,435 12.9140.70 7 9
Rh-2 C36He203 622,4445 5.025+0,428 12.9140.70 6 8
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3.3.2 Publikované analytické metody pro stanoveni ginsenosidti v produktech
s obsahem ZenSenu

Ginsenosidy byly poprvé izolovany v roce 1963 a od té doby se neustale zvySuje pocet

publikaci, které se jimi zabyvaji. Do dnesni doby bylo izolovano vice nez 150 pfirozené

se vyskytujicich ginsenosidl. Pro kontrolu kvality Zensenovych produktl jsou potfeba

ucinné kvalitativni a kvantitativni analytické metody [51,52].

Prvni pouzivanou technikou k analyze ginsenosidd byla tenkovrstvd kapalinova
chromatografie (TLC), kterd je v soucasnosti stale vyuZivana v Evropském lékopise
pro identifikaci rostlinného materialu z kofene Zensenu. Pozdéji byla vyvinuta metoda
pro analyzu ginsenosidi pomoci plynové chromatografie, kterd ale byla po néjaké dobé
zastinéna HPLC. Ta zUstdva i naddle zlatym standardem. Nejcastéji byla pouzivana
ve spojeni se spektrofotometrickym detektorem (UV), ktery je v analytické laboratofi
béZzné dostupny. Ginsenosidy se ale vyznacuji slabou a necharakteristickou absorpci,
ktera limituje citlivost UV detektoru. Jeho nizkd citlivost také znemozfuje analyzu
méné polarnich ginsenosidli zastoupenych v nizsi koncentraci. V poslednich letech jsou
proto také vyuzivany detektory s vyssi citlivosti, jako je MS a detektor rozptylu svétla

(ELSD) [52,57,58].

Prehled publikovanych metod pro analyzu ginsenosidi v produktech s obsahem
ZenSenu poskytuje Tabulka 2. Metodou volby je HPLC. Méné je zastoupena modernéjsi
UHPLC a pouze v jednom pripadé byla vyuzita GC. VétSina analyz probihala
na nepolarni stacionarni fazi s C18 modifikovanym silikagelem. Prevladd gradientova
eluce s vyuzitim vody a acetonitrilu (ACN) jako mobilni faze. Pokud je pouzito aditivum
mobilni faze, pak se nejc¢astéji jedna o kyselinu mravenci (FA). Délka analyz se pohybuje
v rozmezi 1590 minut pro HPLC a UHPLC. U GC analyzy je to 14 minut pro 6 analytu.
K detekci se nejvice vyuzivd MS a spektrofotometricky detektor. Nejcastéji
je stanovovdno 7 ginsenosidl. Vyssi pocet stanovenych ginsenosidd byva vykoupen

delSim ¢asem analyzy.
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Tabulka 2: Publikované analytické metody pro stanoveni ginsenosid(l v produktech s obsahem Zensenu.

identifikované davkovany pritok cas analyzy rok
metoda stacionarni faze mobilni faze detekce vzorek
ginsenosidy (pocet) objem [ul] | [ml/min] [min] zdroj
komercni
Acclaim RSLC 120 C18 32% ACN + MS/MS . , 2014
F11, RTS (2) HPLC (2,1 x 150 mm; 3 pm) 0.34% FA 20 0,4 42 (Qur) | Zensenowy | oo,
produkt
DB-5(0,18 mm x 13,3 m; komercni
Rb-1, I;C,le)d(,fsl?e, Re- GC 0,4 um); DB-5 (0,32 mm x helium _ 2 14 FID Zensenovy 1[2235
’ 15 m; 0,25 um) produkt
uv komercni
Rb-1, Rb-2, Rc, Rd Phenomenex Luna C18 A: voda 2013
’ PR HPLC ] ono 10 1,5 45 (203 ZenSenovy
Re, Rg-1 (6) (4,6 x 150 mm; 5 um) B: 80% ACN o) orodukt [61]
uv komercni
Rb-1, Rb-2, Rc, Rd, Spherisorb ODS-2 RP-18 A: voda . , 2002
Re, Rg-1 (6) HPLC (4,6 x 250 mm; 5 um) B: ACN 10 16 70 (203 ) zensenovy | o,
nm) produkt
uv komercni
Rb-1, Rb-2, Rc, Rd Beckman’s Ultrasphere A: ACN . , | 2003
’ PR HPLC ) ) 10 1,6 70 (203 ZenSenovy
Re, Rg-1 (6) C18 (4,6 x 250 mm; 5 um) B: voda am) orodukt [63]
produkt
Rb-1, Rb-2, Rc, Rd, ACQUITY UPLC BEH C18 A: voda tradi¢ni 2016
Re, Rg-1, Rh-1 (7) UHPLC (2,2 x 100 mm; 1,7 um) B: ACN 10 0,2 15 MS/MS ¢inské [64]
mediciny

ACN — acetonitril, FA — kyselina mravenci, FID — plamenové ionizacni detektor
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Tabulka 2: Publikované analytické metody pro stanoveni ginsenosid( v produktech s obsahem Zensenu — pokracovani.

identifikované davkovany prutok | cas analyzy rok
metoda stacionarni faze mobilni faze detekce vzorek
ginsenosidy (pocet) objem [pl] | [ml/min] [min] zdroj
Ra-3, Rb-1, Rd, Re, ACQUITY UPLCHSS T3 | A. 1% EA fengenové | 2015
UHPLC (2.1 x 100 mm; : voda +0, 7 2 0,45 18 Ms
Re-1, Rg-2, Rh-1(7) ’ ’ B: ACN +0,1% FA (Q-TOF) | prasky | [65]
1,8 um)
komeréni
Rb-1, Rb-2, Rc, Rd, - _Gi 2007
HPLC YMC-Pack PVA-Sil 82,5% ACN 5 0,298 20 W | sentenovy
Re, Rf, Rg-1 (7) (2,1 x 250 mm; 5 um) (203 nm) [66]
produkt
komercni
Rb-1, Rb-2, Rc, Rd, Zorbax C18 A: ACN MS/MS | |, , | 2001
Re, Rf, Rg-1(7) HPLC (2,1x150 mm; 5 um) B: voda N/A 0.2 >6 (Q-IT) zensenovy [67]
produkt
Zorbax C-18 MS/MS komer&ni
Rb-1, Rb-2, Rc, Rd, (2,1 x 150 mm; 5 um); A: voda QIm); | ., . | 2001
Re, Rf, Rg-1(7) HPLC Alltima C-18 B: ACN N/A 13 3 PAD Ze:zzzcl’(‘t’y [68]
(5 um, 250 x 4,6 mm) (203nm) | P
A: voda + 0,02% komer&ni
Rb-1, Rb-2, Rb-3, Rc, Pico Tag C18 AA . , | 2014
HPL 1 7 7 MS/M
Rd, Re, Rg-1, Rg-3 (8) € | (3,9x300mm;apum) | B: ACN +0,02% 0 0,375 9 S/MS | zensenovy | oo
AA produkt

ACN — acetonitril, AA — kyselina octovd, FA — kyselina mravenci, N/A neuvedeno, PAD — pulzni amperometricky detektor
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Tabulka 2: Publikované analytické metody pro stanoveni ginsenosid( v produktech s obsahem Zensenu — pokracovani Il.

identifikované davkovany | pratok | €as analyzy rok
metoda stacionarni faze mobilni faze detekce vzorek
ginsenosidy (pocet) objem [ul] | [ml/min] [min] zdroj
komercni
Rb-1, Rb-2, Rc, Rd, Re, Gemini C18 A: voda . , | 2016
Re-1, Rg-3, Rg-5, Rk-1(9) | TFC | (4,6 x 250 mm; 5 um) B: ACN 10 ! 70 ELSD | zensenovy | o)
produkt
A: 50% ACN komeréni
F11, Rb-1, Rb-2, Rc, Rd, HPLC Adsorbosphere HS C18 B: voda + 10 1 9 MS Senienowy 2000
Re, Rf, Rg-1, Ro (9) (4,6 x 150 mm; 3 pm) | 10mM acetat (QgQ) rodukty [71]
amonny P
Rb-1, Rb-2, Rb-3, R¢, Rd, ACQUITY UPLCBEHC18 |  A: ACN pap | Komertni 5505
Re, Rf, Rg-1, Rg-2, Rg-3, | UHPLC (2.1 % 50 mm; 1.7 prm) B voda 2 0,3 20 (203 nm) | ZEnsenovy | o)
Rh-1, Rh-2 (12) ’ il ‘ produkt
F4, Rb-1, Rb-2, Rc, Rd,
komeréni
Re, Rg-1, (R)-Rg-3, (S)-Re- s . 2013
HPLC Gemini C18 A:voda 20 N/A 80 CAD | Zenienovy
3, Rg-5, Rg-6, Rh-4, Rk-1, (4,6 x 250 mm; 5 pm) B: ACN (57]
produkt

Rk-3 (14)

ACN — acetonitril, CAD — detektor nabitych ¢dstic, ELSD — detektor rozptylu svétla, N/A neuvedeno, PAD — pulzni amperometricky detektor




Tabulka 2: Publikované analytické metody pro stanoveni ginsenosid( v produktech s obsahem Zensenu — pokracovani lll.

identifikované davkovany | pratok | €as analyzy rok
metoda stacionarni faze mobilni faze detekce vzorek
ginsenosidy (pocet) objem [ul] | [ml/min] [min] zdroj
C-K, F1, F2, R1, Rb-1, Rb-
P ’ . A:voda + DAD, komeréni
;’gib':’gzc';{g‘ff;"j’ HPLC (gclc'j'lrg ORrSnerw _15021?) 0,1% FA 20 0,4 45 MS/MS | enienovy 2[3217
Rh-2 (16) B: ACN (Q-IT) produkt
F1, F11, K, R1, RTS, Rb-1, A: voda + komeréni
Rb-2, Rb-3, Rc, Rd, Re, Rf, Acclaim RSLC 120 C18 : 0 MS .y , | 2015
Re-1,Rg-2,Rg-3,Rh-1, | ¢ | (2.1x150 mm: 3 um) 0;’ :’CF,\’? N/A 0,4 45 (IT) Zer:zzr;cl’(‘t’y [74]
Rh-2 (17) - p
F5, Rb-1, Rb-2, Rb-3, Rc, A:voda +
Rd Re Rf Re-1 Re-2 10 mM produkt
) 1€ B RE", RE-S Agilent Zorbax SB-C18 mravencan MS/MS tradicni 2014
(R)-Rg-3, (S)-Rg-3, (R)-Rh- | HPLC ) 2 1 80 v
(4,6 x 250 mm; 5 um) amonny (Q-TOF) ¢inské [75]
1, (S)-Rh-1, (R)-Rh-2, (S)- B: ACN + mediciny
Rh-2, Rh-4, Rk-3,Ro (19) 0,1% FA
F1, F2, K, PPD, (R)PPT,
(S)-PPT, Rb-1, Rb-2, Rb-3, LaChromUltra C18 komeréni
Rc, Rd, Re, Rf, Rg-1, (R)- UHPLC (2 x 100 mm; 2 um); A: 20% ACN 5 0,2; 90 uv SenZenovy 2013
Rg-2, (S)-Rg-2, (R)-Rg-3, LaChromUltra C18 B: 80% ACN 0,3 (203 nm) produkty [76]

(S)-Rg-3, (R)-Rh-1, (S)-Rh-
1, (R)-Rh-2, (S)-Rh-2 (22)

(2 x50 mm; 2 um)

ACN — acetonitril, DAD — detektor s diodovym polem, FA — kyselina mravenci, N/A neuvedeno
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3.4 DOPLNKY STRAVY A JEJICH REGULACE

Doplrikem stravy se podle zdkona ¢. 110/1997 Sb. rozumi: , potravina, jejimz ucelem
je doplfiovat béZznou stravu a ktera je koncentrovanym zdrojem vitamin( a mineralnich
latek nebo dalSich latek s nutricnim nebo fyziologickym ucinkem, obsaZzenych
v potraviné samostatné nebo v kombinaci, uréend k pfimé spotiebé v malych
odmérenych mnozstvich.” Doplriky stravy jsou v Ceské republice legislativné upraveny
zejména zakonem ¢. 110/1997 Sb., o potravinach a tabakovych vyrobcich, ktery byl
novelizovan zakonem ¢. 174/2021 Sb, a vyhlaskou ¢. 58/2018 Sb., o doplricich stravy

a slozeni potravin [77,78].

Doplriiky stravy jsou uZivany za ucelem podpory naseho zdravi, nikoliv k [éCbé nebo
prevenci. Na rozdil od léCivych pfipravkd nepodstupuji rozsahla klinickd hodnoceni,
ve kterych je tfeba dokdzat jejich jakost, ucinnost a bezpecnost, a nejsou schvalovany
Statnim dstavem pro kontrolu |éCiv. Povinnosti je pouze oznamit uvedeni na trh
Ministerstvu zemédélstvi. To se provadi zaslanim ceského textu etikety. Nasledné
muzZe byt doplnék stravy uveden na trh. Spotrebitel si ho pak mlze zakoupit napriklad

v |ékarné, drogerii, supermarketu nebo v internetovém obchodé [78-81].

U doplnkl stravy neni kontrolovano, zda je deklarované mnoizstvi latky skutecné
pouzito ¢i zda dany pfipravek neobsahuje navic jiné latky, které nejsou uvedeny
na obale. Kvlli nedostatecné regulaci zjistuje Statni zemédélskd a potravinarska
inspekce (SZPI) pravidelné falSované doplriky stravy. Pfi kontrole provedené na konci
roku 2007 odhalila, Ze aZ tfetina kontrolovanych vyrobk( obsahovala mensi mnozstvi

latek, nez bylo deklarovano. Nékteré je dokonce neobsahovaly vibec [82].

Kromé toho je v nékterych pripravcich také prokdzana pritomnost nepovolenych latek
ohrozujicich zdravi, jako napt. anabolické steroidy. V roce 2020 zjistila SZPI, Ze dopInék
stravy  WARRIOR LABS SPARTAN 90 caps. obsahuje anabolické steroidy a dalsi
nedeklarované latky. Laboratorni analyzou byla mj. prokazana pritomnost testostero-

nu, androstendionu, boldenonu, klostebolu a chlordehydromethyltestosteronu [83].

V této diplomové praci byl testovan doplnék stravy urcéeny ke zvysSeni hladiny

testosteronu, ktery obsahuje extrakty z téchto rostlinnych drog: semeno piskavice
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fecké seno, kotfen rozchodnice rlGzové, kofen vsehoje ZenSenového a list pantaly
rozkladité. Otazkou bylo, zda dany doplnék stravy neobsahuje nedeklarovany

testosteron, ktery je uméle pridavan za ucelem zvyseni ucinkl doplriku stravy.

3.5 TESTOSTERON

Testosteron je produkovan z nejvétsi ¢asti ve varlatech Leydigovymi burikami. Patfi
spolu s dihydrotestosteronem mezi hlavni ptirozené androgeny, které jsou
zodpovédné za vyvoj muzskych pohlavnich organl a sekundarnich pohlavnich znakda.
M4 anabolické ucinky, podporuje spermatogenezi a stimuluje tvorbu erytrocytd.
Klinicky se testosteron vyuZivd jako substitucni terapie pfi hypogonadismu muz(,
ke stimulaci ristu nebo jako anabolikum po traumatech a u téZzce nemocnych pacientu.

Pro své anabolické ucinky je také zneuzivan sportovci k dopingu [84—-86].

3.5.1 Struktura a fyzikalné-chemické vlastnosti

Strukturni zaklad testosteronu tvofi androstan — alicyklicky uhlovodik o 19 uhlicich.
Na ném je v poloze 3 navazana ketoskupina, v poloze 17B hydroxyskupina a mezi uhliky
4 a 5 je obsazena dvojna vazba. Testosteron lze tedy systematicky pojmenovat jako

17B-hydroxyandrost-4-en-3-on (Obrdazek 10).

Testosteron je bily nebo krémové bily krystalicky prasek bez zapachu [87]. Jeho
fyzikalné-chemické vlastnosti shrnuje Tabulka 3. Jedna se o latku spiSe lipofilni, dobfe
rozpustnou v acetonitrilu nebo methanolu. Vzhledem k hodnoté pKa se jedna o velmi

slabou kyselinu.

Obrazek 10: Struktura testosteronu. Vytvoreno v ChemDraw.
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Tabulka 3: Fyzikalné-chemické vlastnosti testosteronu.

Monoizotopicka hmotnost byla ziskdna pomoci Chem-
Draw, zbylé Udaje z databaze SciFinder [56].

sumarni vzorec

C19H2307

monoizotopicka hmotnost

288,2089

log P 3,179+0,277
pKa 15,06+0,60
donory protont 1
akceptory protont 2
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1

z

POUZITE PRISTROJE

UHPLC systém: ACQUITY UPLC I-Class System, Waters, Milford, MA, USA
hmotnostni spektrometr: SYNAPT G2-Si, Waters, Milford, MA, USA
analytické vahy Sartorius, Gottingen, Némecko

ultrazvukova lazen Sonorex Digitec, Bandelin Electronic, Berlin, Némecko
tfepacka IKA Vortex 3, Sigma-Aldrich, Mnichov, Némecko

automatické mikropipety se Spickami Eppendorf, Hamburk, Némecko
software MassLynx V4.2, Waters, Milford, MA, USA

software Unifi, Waters, Milford, MA, USA

software ChemDraw Professional 17.1, PerkinElmer, Waltham, MA, USA

POUZITE POMUCKY

injekéni jehly Medoject, Chirana T. Injecta, a.s.; Stara Tura, Slovensko

injekéni stfikacky HSW HENKE-JECT, Henke Sass Wolf GmbH, Tuttlingen,
Némecko

stiikackové filtry CHS FilterPure, Chromservis, Praha, Ceska republika

$roubovaci vialky s uzavéry, Chromservis, Praha, Ceskd republika

Sroubovaci vialky s uzavéry, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA

POUZITE STACIONARNI FAZE

Acquity UPLC BEH C18 (2,1 x 100 mm; 1,7 um), Waters, Milford, MA, USA
Acquity UPLC BEH Shield RP18 (2,1 x 100 mm; 1,7 um), Waters, Milford, MA, USA
ACE Excel C18-PFP (2,1 x 100 mm; 1,7 um), Avantor, Radnor, PA, USA

Atlantis Premier BEH C18 AX (2,1 x 150 mm; 1,7 um), Waters, Milford, MA, USA

Kinetex Biphenyl (2,1 x 100 mm; 1,7 um), Phenomenex, Torrance, CA, USA
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4.4

POUZITE CHEMIKALIE

voda LC-MS grade, H,0, Mr 18,02 (VWR International, Radnor, PA, USA)
acetonitril LC-MS grade, Cistota = 99,9 %, C;H3N, Mr 41,05 (Fisher Chemical,
Waltham, MA, USA)
methanol LC-MS grade, Cistota > 99,9 %, CHsO, Mr 32,04 (Fisher Chemical,
Waltham, MA, USA)
ethanol, Cistota > 99,7 %, C,HsO, Mr 46,07 (VWR International, Radnor, PA, USA)
ethylacetat, &istota > 99,7 %, CsHsO,, Mr 88,11 (Lach-Ner, Neratovice, Ceska
republika)
kyselina mravenéi LC-MS grade, cistota = 99 %, CH,0,, Mr 46,03 (VWR
International, Radnor, PA, USA)
hydroxid sodny, Cistota > 98,0 %, NaOH, Mr 40,00 (Penta Chemicals, Chrudim,
Ceska republika)
hydratovany octan leucinu enkefalinu, ¢istota > 95 %, CsH37N507.xC2H40,.yH,0,
Mr 555,62 (Sigma-Aldrich, Mnichov, Némecko)
ultradistd voda, destilovana v pfistroji Milli Q RG, H,0, Mr 18,02 (Millipore,
Burlington, MA, USA)
standardni latky ginsenosid(:
o Rb-1, Cistota 2 99,5 %, CsaHg2023 (HWI group, Rilzheim, Némecko)
o Rb-2, Cistota > 98,26 %, Cs3Hg0022 (MedChemExpress, Monmouth Junction,
NJ, USA)
o Rb-3, ¢istota 299,12 %, Cs3Hg0022 (MedChemExpress, Monmouth Junction,
NJ, USA)
o Rc, Cistota = 98,0 %, Cs3Ho022 (MedChemExpress, Monmouth Junction,
NJ, USA)
o Rd, Cistota = 95,0 %, CagHs201s (Sigma-Aldrich, Mnichov, Némecko)
o Re, Cistota 2 97,0 %, CagHs201s (Sigma-Aldrich, Mnichov, Némecko)
o Rf, Cistota = 99,48 %, Cs2H72014 (MedChemExpress, Monmouth Junction,
NJ, USA) — nespravnad standardni latka ginsenosidu Rf

o Rf, Cistota 2 99,2 %, Ca2H72014 (HWI group, Rilzheim, Némecko)

35



Rg-1, Cistota = 98,0 %, Ca2H72014 (MedChemExpress, Monmouth Junction,
NJ, USA)

Rg-2, Cistota = 94,0 %, Ca2H72013 (Sigma-Aldrich, Mnichov, Némecko)

Rg-3, Cistota = 96,0 %, C42H72013 (Sigma-Aldrich, Mnichov, Némecko)

Rh-1, Cistota = 98,0 %, C3sHs209 (MedChemExpress, Monmouth Junction,
NJ, USA)

Rh-2, Cistota > 98,11 %, C3sHs20s (MedChemExpress, Monmouth Junction,
NJ, USA)

referenc¢ni standardy jinych latek:

o

rosin, Cistota = 98,23 %, C1sH2006 (MedChemExpress, Monmouth Junction,
NJ, USA)

testosteron, Cistota = 99 %, C19H280: (Sigma-Aldrich, Mnichov, Némecko)
trigonellin, Cistota 2 99,98 %, C;H;NO; (MedChemExpress, Monmouth
Junction, NJ, USA)

kapsle zkoumaného doplriku stravy ve 3 Sarzich (17637, 16583, 17292)
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4.5 PRACOVNI POSTUP
4.5.1 Priprava zasobnich roztoki standardu

Zasobni roztoky standard( byly pripraveny v koncentraci 1 mg/ml. Jako rozpoustédlo
pro ginsenosidy, rosin a trigonellin byl pouzit methanol. Testosteron byl rozpoustén

v acetonitrilu. Takto pfipravené roztoky byly uchovavany v lednici maximalné 4 tydny.

4.5.2 Priprava pracovnich roztokl standardu

Pracovni roztoky standardl byly pripraveny nafedénim zasobnich roztokd desitkovou
radou. Nejcastéji byly pouZity pracovni roztoky o koncentraci 1 pg/ml. K redéni byl

vyuzivan methanol. Pracovni roztoky byly pfipravovany pred kazdym mérenim.

4.5.3 Prfiprava smési standardt

Smésny standard ginsenosid( byl pfipraven v koncentraci 1 pg/ml. Pro jeho pfipravu
byl do vialky s 993 pl methanolu pipetovan 1 ul z kazdého ze 7 zasobnich roztoku
ginsenosidl (Rb-1, Rc, Rd, Re, Rg-1, Rg-2 a Rg-3) o koncentraci 1 mg/ml. Po ziskani
dalsich 5 standardd ginsenosidl (Rb-2, Rb-3, Rf, Rh-1 a Rh-2) byl smésny standard

rozsifen i o tyto ginsenosidy. Pfiprava probihala stejnym zplGsobem.

4.5.4 Priprava roztoku testosteronu pro méreni kalibracni kfivky

Roztoky testosteronu pro méreni kalibraéni kfivky byly pfipraveny ze zasobniho
roztoku testosteronu o koncentraci 1 mg/ml. Byl vytvorfen pracovni roztok
testosteronu o koncentraci 1000 ng/ml, ktery byl nadale pouZit pro pfipravu roztokud
o koncentraci 500 ng/ml a 200 ng/ml. Tyto roztoky tvorily vychozi koncentrace
pro 3 kalibra¢ni fady a byly poté fedény desitkovou fadou aZz na koncentrace

0,1;0,5a0,2 ng/ml.

4.5.5 Ptiprava mobilni faze

Mobilni fazi tvofila vodna slozka A a organickd slozka B. Vodnou slozku predstavoval
0,1% roztok kyseliny mravenci ve vodé. Pro pripravu organické slozky mobilni faze byl

pouzit Cisty acetonitril a smés acetonitrilu a methanolu 2:1.
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0,1% kyselina mravenci ve vodé

Pro pfipravu 0,1% kyseliny mravenci ve vodé byla odmérnda barnka o objemu 1000 ml
naplnéna vodou témér po rysku. V digestofi bylo do bariky napipetovano 1000 pl

kyseliny mravenci a nasledné doplnéno vodou po rysku.
smés acetonitrilu a methanolu 2:1

Pro pfipravu smési acetonitrilu a methanolu 2:1 bylo do zdasobni |dhve pomoci

odmeérného valce odméreno 600 ml acetonitrilu a 300 ml methanolu.

Mobilni faze byly pfipravovany pred kazdym mérenim.

4.5.6 Priprava oplachovych kapalin

Jako oplachova kapalina jehly autosampleru (wash solvent) byl vyuzivan Ccisty
acetonitril. Promyvaci kapalinou (purge solvent) byl 50% roztok acetonitrilu ve vodé.
Pro jeho pfipravu bylo do zasobni [dhve odméreno 250 ml acetonitrilu a 250 ml vody.
Oplachovou kapalinou pro pisty ¢erpadla byl 10% roztok methanolu ve vodé, ktery byl

pfipraven z 50 ml methanolu a 450 ml vody.

4.5.7 Priprava kalibranti HRMS

Jako externi kalibrant byl vyuzivan 0,5 mM roztok mravenfanu sodného ve smési
acetonitrilu a vody 4:1. Do odmérné bariky o objemu 20 ml bylo odméreno 16 ml
acetonitrilu. Poté bylo napipetovano 100 pl 0,1 M roztoku hydroxidu sodného a 200 pl
10% roztoku kyseliny mravenci ve vodé. Barnka byla doplnéna vodou po rysku

a sonifikovana po dobu 5 minut.

Jako interni kalibrant byl vyuZivan roztok leucinu enkefalinu o koncentraci 200 pg/pl.
Odmeérna banka o objemu 100 ml byla naplnéna témeér po rysku 0,1% roztokem
kyseliny mravenci ve smési acetonitrilu a vody 1:1. Do bariky bylo napipetovano 50 pl
roztoku leucinu enkefalinu o koncentraci 400 ng/ul. Banka byla doplnéna po rysku
0,1% roztokem kyseliny mravenci ve smési acetonitrilu a vody 1:1 a sonifikovana

po dobu 5 minut.
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4.5.8 Priprava vzorki kapsli

Kapsle byla oteviena, vysypana do vialky a byl odvaien cca 1 mg jejiho obsahu.
Nasledné byl pfipraven roztok o koncentraci 1 mg/ml. Jako rozpoustédlo byla pouZita
voda, acetonitril, methanol, ethanol nebo ethylacetat. Pro kazdé rozpoustédlo byly
pfipraveny vidy 2 vzorky. Ty byly nasledné protfepany na vortexu a ddle ponechany
na ultrazvukové 1azni 30 minut. Poté byly prefiltrovany pfes membranovy filtr s péry
o velikosti 0,22 um pfimo do vialky. Pro nastfik byly pouzivany vysledné roztoky kapsli

neziedéné a 5x zfedéné. K fedéni byl vyuzivan methanol.

4.5.9 Priprava vzorki kapsli s pfidanym testosteronem

Pro pfipravu vzork(l kapsli obohacenych testosteronem byly pouzivany od kazidé
ze 3 rUznych Sarzich vidy 3 kapsle. Pro kontrolu byla od kazdé SarZe navic ptipravena
1 kapsle bez pridaného testosteronu. Kazda kapsle byla oteviena, vysypana do vialky
a nasledné byl odvazen cca 1 mg jejiho obsahu. K nému bylo napipetovano 10 pl
standardu testosteronu o koncentraci 50, 500 nebo 2000 ng/ml. U kapsli
bez pfidaného testosteronu byl tento krok vynechan. Do vsech vialek byl poté pfidan
methanol tak, aby vysledny objem ¢inil 1 ml. Vysledné koncentrace roztokl
testosteronu byly 0,5; 5 a 20 ng/ml. Nasledovalo kratké protfepani na vortexu,
ponechani na ultrazvukové lazni po dobu 30 minut a prefiltrovani pfes membranovy
filtr s pory o velikosti 0,22 um pfrimo do vialky. Vzorky nebyly dale redény kvuli ziskani
dostate¢né odezvy testosteronu a umoZnéni identifikace pfipadné adulterace

v doplriku stravy.
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4.6 VYVOJ UHPLC-HRMS METODY

4.6.1 Vychozi chromatografické podminky

Kolona: Acquity UPLC BEH C18 (2,1 x 100 mm; 1,7 um)
Mobilni faze (slozka A): 0,1% kyselina mravenci ve vodé

Mobilni faze (slozka B): acetonitril

Rychlost pratoku mobilni faze: 0,4 ml/min

Objem nastfiku vzorku: 0,5 pl

Teplota na koloné: 40 °C

Teplota davkovace vzorku: 15 °C

Celkovy cas analyzy: 15 minut

Prabéh gradientové eluce je zobrazen v Tabulce 4.

Tabulka 4: Nastaveni gradientové eluce pfi vychozich chromatografickych
podminkach.

rychlost prutoku MF
¢as [min] A [%] B [%]
[ml/min]
0,00 0,400 98 2
1,00 0,400 98 2
15,00 0,400 2 98
15,10 0,400 98 2
17,00 0,400 98 2




4.6.2 Finalni chromatografické podminky

Kolona: Atlantis Premier BEH C18 AX (2,1 x 150 mm; 1,7 um)

Mobilni faze (slozka A):

Mobilni faze (slozka B):

Rychlost pratoku mobilni faze: 0,4 ml/min
Objem nastfiku vzorku: 3ul
Teplota na koloné: 40 °C
Teplota davkovace vzorku: 15 °C
Celkovy ¢as analyzy: 15 minut

Prabéh gradientové eluce je zobrazen v Tabulce 5.

Tabulka 5: Nastaveni gradientové eluce pfi findlnich chromatografickych

0,1% kyselina mravenci ve vodé

smés acetonitrilu a methanolu 2:1

podminkach.
rychlost prutoku MF
¢as [min] A [%] B [%]
[ml/min]
0,00 0,400 70 30
13,00 0,400 5 95
13,10 0,400 70 30
15,00 0,400 70 30
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4.6.3 Porovnani stacionarnich fazi

Celkem bylo porovnano 5 chromatografickych kolon se shodnym primérem a velikosti
Castic, ale odliSnymi stacionarnimi fazemi a jejich chemickymi modifikacemi, a tudiz
odliSnou selektivitou. Jedna se o kolony Acquity UPLC BEH C18, Acquity UPLC BEH
Shield RP18, ACE Excel C18-PFP, Kinetex Biphenyl a Atlantis Premier BEH C18 AX.
Méreni bylo provedeno pro vSechny kolony za vychozich chromatografickych
podminek uvedenych v kapitole 4.6.1. Méreni predchdazela ekvilibrace kolony po dobu

10 minut.

4.6.4 Podminky HRMS

K ionizaci byl vyuZit elektrosprej v pozitivnim i negativnim mddu. Optimalizace
nastaveni iontového zdroje probihala v negativnim mddu, protoZe ginsenosidy
vykazovaly v tomto mddu ionizace vys$si intenzitu. Mezi optimalizované parametry
patfilo napéti na kapilafe v rozsahu 0,5-3,0 kV, napéti na vstupnim kuzZelu v rozmezi
10-70V, desolvatac¢ni teplota s hodnotami 250-550 °C a rychlost pritoku
desolvataéniho plynu s rozpétim 500—-1200 I/hod. Pfi méfeni kazdého z testovanych
parametr( byly provedeny 2 nastfiky a k naslednému vyhodnoceni se pouzival pramér

ze ziskanych hodnot.

Jako hmotnostni analyzator byl pouzit Q-TOF se sbérem dat metodou datové
nezavislého skenu (DIA). Analyzator pracoval v mdédu rozliSeni v rozmezi 100 — 1200

Da. Byla sbirdna kontinualni data s rychlosti sbéru 0,085 s.

Pfed kazdym mérfenim byla provedena externi kalibrace pro rozsah m/z 100 — 1200
pomoci 0,5 mM roztoku mravenéanu sodného. Jako interni kalibrant byl vyuZzivan
roztok leucinu enkefalinu o koncentraci 200 pg/ul, ktery slouZil ke korekci presné

a spravné hmoty.

Hodnoty kolizni energie byly optimalizovany pro pozitivni i negativni méd ionizace. Byl
pouzZit smésny standard ginsenosidi a testovano nékolik rdznych rozsahd kolizni
energie pro zajiSténi optimalni fragmentace ginsenosidd. Testované hodnoty
se pohybovaly od 15-50 eV az po 60-70 eV v negativnim moddu a 45-70 eV

v pozitivnim maédu.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 VYTVORENi KNIHOVNY SPEKTER OCEKAVANYCH LATEK

Zkoumany doplnék stravy obsahuje kombinaci 4 rostlinnych extrakt(i, proto nebylo
znamé, jaké obsahové latky se v ném nachdzeji. V prvnim kroku byla provedena
literarni reSerSe a vytvoren seznam celkem 144 latek, které by mohly byt potencidlné
detekovany [88-94]. V databazi Pubchem [95] byly vyhledany IUPAC nazvy.
V programu ChemDraw byly nakresleny struktury danych sloucenin a zdroven ziskany
jejich monoizotopické hmotnosti a hodnoty m/z pro protonovanou a deprotonovanou
molekulu. Kompletni seznam ocekavanych latek véetné hodnot monoizotopickych
hmotnosti a m/z pro protonovanou a deprotonovanou molekulu je uveden v Tabulce

6. Knihovna spekter o¢ekdvanych latek byla vytvorena v programu Unifi.

Tabulka 6: Seznam latek ocekdvanych ve zkoumaném doplriku stravy.

nazev latky monolZetopIcl [M+H]* [M-H]
cholin 104,1070 105,1143 103,0997
niacin 123,0320 124,0393 122,0248
sotolon 128,0473 129,0546 127,0401
n-oktanol 130,1358 131,1430 129,1285
cinnamyl alkohol 134,0732 135,0804 133,0659
p-cymen 134,1096 135,1168 134,1096
a-pinen 136,1252 137,1325 135,1179
B-pinen 136,1252 137,1325 135,1179
limonen 136,1252 137,1325 135,1179
a-fellandren 136,1252 137,1325 135,1179
B-felandren 136,1252 137,1325 135,1179
trigonellin 137,0477 138,0550 136,0404
p-tyrosol 138,0681 139,0754 137,0608
nonanal 142,1358 143,1430 141,1285
kumarin 146,0368 147,0441 145,0295
lysin 146,1055 147,1128 145,0983
4-hydroxyisoleucin 147,0895 148,0968 146,0823
anethol 148,0888 149,0961 147,0815
thymol 150,1045 151,1117 149,0972
vanilin 152,0473 153,0546 151,0401
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Tabulka 6: Seznam latek ocekavanych ve zkoumaném doplriku stravy — pokracovani I.

monoizotopicka

nazev latky hmotnost [M+H]* [M-H]
citral 152,1201 153,1274 151,1128
p-mentadienol 152,1201 153,1274 151,1128
1,8-cineol 154,1358 155,1430 153,1285
terpineol 154,1358 155,1430 153,1285
geraniol 154,1358 155,1430 153,1285
linalool 154,1358 155,1430 153,1285
nerol 154,1358 155,1430 153,1285
histidin 155,0695 156,0768 154,0622
dekanal 156,1514 157,1587 155,1441
n-dekanol 158,1671 159,1743 157,1598
kys. p-hydroxyskoficova 164,0473 165,0546 163,0401
eugenol 164,0837 165,0910 163,0765
pyridoxin 169,0739 170,0812 168,0666
kys. gallova 170,0215 171,0288 169,0142
rosiridol 170,1307 171,1380 169,1234
arginin 174,1117 175,1190 173,1044
hymekromon 176,0473 177,0546 175,0401
kys. kdvova 180,0423 181,0495 179,0350
dodekanol 186,1984 187,2056 185,1911
trigoforin 188,0837 189,0910 187,0765
skopoletin 192,0423 193,0495 191,0350
kofein 194,0804 195,0877 193,0731
zingeron 194,0943 195,1016 193,0870
kalamen 202,1722 203,1794 201,1649
tryptofan 204,0899 205,0972 203,0826
o-kopaen 204,1878 205,1951 203,1805
6-kadinen 204,1878 205,1951 203,1805
B-elemen 204,1878 205,1951 203,1805
cedren 204,1878 205,1951 203,1805
panasinsanol A 222,1984 223,2056 221,1911
panasinsanol B 222,1984 223,2056 221,1911
ginsenol 222,1984 223,2056 221,1911
panaxynol 244,1827 245,1900 243,1754
gentianin 258,0528 259,0601 257,0455
rodiokyanosid A 259,1056 260,1129 258,0983
panaxydol 260,1776 261,1849 259,1704
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Tabulka 6: Seznam latek ocekavanych ve zkoumaném doplriku stravy — pokracovani Il.

monoizotopicka

nazev latky hmotnost [M+H]* [M-H]
lotaustralin 261,1212 262,1285 260,1140
apigenin 270,0528 271,0601 269,0455
genistein 270,0528 271,0601 269,0455
benzyl-B-D-glukopyranosid 270,1103 271,1176 269,1031
naringenin 272,0685 273,0757 271,0612
arbutin 272,0896 273,0969 271,0823
panaxytriol 278,1882 279,1955 277,1809
kempferol 286,0477 287,0550 285,0405
luteolin 286,0477 287,0550 285,0405
tetrafylin B 287,1005 288,1078 286,0932
gingerol 294,1831 295,1904 293,1758
rosin 296,1260 297,1333 295,1187
picein 298,1053 299,1125 297,0980
salidrosid 300,1209 301,1282 299,1136
herbacetin 302,0427 303,0499 301,0354
kvercetin 302,0427 303,0499 301,0354
panacen 306,0255 307,0328 305,0183
sachalisid 312,1209 313,1282 311,1136
gossypetin 318,0376 319,0448 317,0303
vimalin 326,1366 327,1438 325,1293
gonzalitosin 328,0947 329,1020 327,0874
tricin 330,0740 331,0812 329,0667
rosiridin 332,1835 333,1908 331,1762
rodiolosid A 348,1784 349,1857 347,1711
rodiolosid D 350,1941 351,2013 349,1868
kys. chlorogenova 354,0951 355,1024 353,0878
hexakosanol 382,4175 383,4247 381,4102
cholecalciferol 384,3392 385,3465 383,3319
diosgenin 414,3134 415,3207 413,3061
yamogenin 414,3134 415,3207 413,3061
B-sitosterol 414,3862 415,3934 414,3789
tigogenin 416,3290 417,3363 415,3218
neotigogenin 416,3290 417,3363 415,3218
smilagenin 416,3290 417,3363 415,3218
sarsasapogenin 416,3290 417,3363 415,3218
triakontan 422,4852 423,4924 421,4779
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Tabulka 6: Seznam latek ocekavanych ve zkoumaném doplriku stravy — pokracovani lll.

monoizotopicka

nazev latky hmotnost [M+H]* [M-H]

rosarin 428,1682 429,1755 427,1610
rosavin 428,1682 429,1755 427,1610
;EEZ:yyr'a(:g: dpyranosyl)' 428,1682 429,1755 427,1610
yuccagenin 430,3083 431,3156 429,3010
kempferol-7-ramnosid 432,1056 433,1129 431,0984
vitexin 432,1056 433,1129 431,0984
isovitexin 432,1056 433,1129 431,0984
gitogenin 432,3240 433,3312 431,3167
neogitogenin 432,3240 433,3312 431,3167
rodalin 434,0849 435,0922 433,0776
rodionin 448,1006 449,1078 447,0933
orientin 448,1006 449,1078 447,0933
isoorientin 448,1006 449,1078 447,0933
kvercitrin 448,1006 449,1078 447,0933
kys. oleanova 456,3603 457,3676 455,3531
4-methoxycinnamyl-

(arabinopyranosyl)- 458,1788 459,1861 457,1715
glukopyranosid

rodiolgin 464,0955 465,1028 463,0882
rodiolosid E 466,2414 467,2487 465,2341
karpain 478,3771 479,3843 477,3698
rodiolin 480,1056 481,1129 479,0984
rodiolosid B 494,2363 495,2463 493,2291
rodiolosid C 494,2363 495,2463 493,2291
vicenin-1 564,1479 565,1552 563,1406
daucosterol 576,4390 577,4463 575,4317
vicenin-2 594,1585 595,1657 593,1512
afrosid 594,1585 595,1657 593,1512
rodalidin 596,1377 597,1450 595,1305
rodionidin 610,1534 611,1607 609,1461
rodiosin 610,1534 611,1607 609,1461
ginsenosid Rh-2 622,4445 623,4157 621,4372
rodiolgidin 626,1483 627,1556 625,1410
ginsenosid Rh-1 638,4394 639,4467 637,4321
fenugreekin 663,1091 664,1164 662,1018
ginsenosid Rg-2 784,4973 785,5046 783,4900
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Tabulka 6: Seznam latek ocekavanych ve zkoumaném doplriku stravy — pokracovani IV.

monoizotopicka

nazev latky hmotnost [M+H]* [M-H]
ginsenosid Rg-3 784,4973 785,5046 783,4900
ginsenosid Rf 800,4922 801,4955 799,4849
ginsenosid Rg-1 800,4922 801,4955 799,4849
dioscin 868,4820 869,4893 867,4748
trigofoenosid A 902,4875 903,4948 901,4802
trigofoenosid B 920,4981 921,5054 919,4908
ginsenosid Re 946,5501 947,5574 945,5428
ginsenosid Rd 962,5450 963,5523 961,5378
trigofoenosid E 1048,5454 1049,5527 1047,5381
protodioscin 1048,5454 1049,5527 1047,5381
trigofoenosid D 1064,5403 1065,5476 1063,5331
trigofoenosid C 1066,5560 1067,5633 1065,5487
ginsenosid Rb-2 1078,5924 1079,5997 1077,5851
ginsenosid Rb-3 1078,5924 1079,5997 1077,5851
ginsenosid Rc 1078,5924 1079,5997 1077,5851
ginsenosid Rb-1 1108,6029 1109,6102 1107,5957
ginsenosid Ra-1 1210,6346 1211,6419 1209,6274
ginsenosid Ra-2 1210,6346 1211,6419 1209,6274
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Testosteron nepatii mezi ocekavané latky, ale byl pfidan do knihovny spekter z divodu
identifikace pfripadné adulterace daného dopliku stravy. Jeho hodnoty
monoizotopické hmotnosti a m/z pro protonovanou a deprotonovanou molekulu jsou

uvedeny v Tabulce 7.

Tabulka 7: Hodnoty monoizotopické hmotnosti a m/z protonované a deprotonované
molekuly testosteronu.

monoizotopicka

hmotnost [M-+H] [M-HI

nazev latky

testosteron 288,2089 289,2162 287,2017

Po zméfeni vzork(l dopliku stravy v pozitivnim i negativnim mddu ionizace
za vychozich chromatografickych podminek uvedenych v kapitole 4.6.1 bylo tfeba urcit
hlavni obsahové Ilatky, pro které budou ndasledné upravovany experimentalni
podminky. Chromatogramy ziskané z tohoto méreni jsou zobrazeny na Obrazku 11.
Stejné meéreni bylo zdroven vyuzZito pro vybér vhodného rozpoustédla, proto jsou
na Obrazku 11 zobrazeny chromatogramy vzork( dopliiku stravy extrahovanych

v rlznych rozpoustédlech.

Na namérené vzorky byla aplikovdna vytvorena knihovna a jako majoritni latky byly
identifikovany ginsenosidy, kterym odpovida vétSina nejvysSich pikd. S vyuZitim
standardd ginsenosidl byla proto provadéna po jejich zakoupeni optimalizace celé
metody. Mezi priklady l|atek, které identifikovany nebyly patfi napfr. flavonoidy
apigenin a luteolin, fenolické kyseliny kyselina kavova a kyselina chlorogenova,

fenylpropanoidni glykosid rosin nebo pyridinovy alkaloid trigonellin.
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Obrazek 11: Chromatogramy vzorkl dopliku stravy extrahovanych v rlznych
rozpoustédlech zmérené v pozitivnim (A) i negativnim (B) mddu za vychozich
chromatografickych podminek.
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5.2 OPTIMALIZACE PRIPRAVY VZORKU

V ramci optimalizace pfipravy vzorku bylo tfeba zvolit vhodné rozpoustédlo a upravit
postup rozpousténi tak, aby bylo extrahovdno co nejvétsi mnoistvi latek a zaroven
ziskdna co nejvétsi odezva. Pro pripravu vzorkd kapsle byla zkousSena tato
rozpoustédla: voda, acetonitril (ACN), methanol (MeOH), ethanol (EtOH) a ethylacetat
(EtAc). Po pridani rozpoustédla a kratkém protiepani na vortexu nedoslo ani v jednom
pfipadé k uplnému rozpusténi. Vzorky byly proto podrobeny plisobeni ultrazvuku
nejdrive po dobu 15 minut, ale vyraznéjsi zlepseni pfineslo dle vizualniho zhodnoceni
az prodlouzeni doby sonifikace na 30 minut. Vzorky byly poté prefiltrovany pres

membranovy filtr s péry o velikosti 0,22 um.

Pro vybér vhodného rozpoustédla bylo provedeno méfeni za vychozich
chromatografickych podminek uvedenych v kapitole 4.6.1 v pozitivnim i negativnim
moédu ionizace. K vyhodnoceni byly vyuzivany ziskané chromatogramy uvedené
na Obrdzku 11. Porovnavadno bylo mnozstvi extrahovanych latek. Z tohoto hlediska byl
nejméné vhodnym rozpoustédlem v obou moddech ionizace ethylacetat. Mezi
acetonitrilem, methanolem a ethanolem nebyly pozorovédny vyznamné rozdily. Voda
byla pro latky ionizujici v pozitivnim mdédu méné vhodnym rozpoustédlem.
V negativnim mdédu vykazovala podobné vysledky jako acetonitril, methanol a ethanol.
U methanolu a vody bylo extrahovano v obou mddech ionizace vice polarnich latek
na za¢atku chromatogramu. Vyssi odezva byla ziskdna pro vSechna rozpoustédla

pfi pouziti negativniho mddu ionizace.

Pro ginsenosidy identifikované na zakladé aplikace vytvorené knihovny spekter byla
stanovena odezva v jednotlivych rozpoustédlech v negativnim mddu ionizace.
K vyhodnoceni byly vyuZivany primérné plochy pikQl ze ziskanych chromatogram.
Ziskané hodnoty byly vztazeny k hodnotdm ethanolu a vyjadreny jako relativni odezva
v procentech (Obrazek 12). Nejlepsi vysledky pro dané latky pfineslo pouziti ethanolu
a methanolu. Méné vhodnd byla voda a acetonitril. Voda vykazovala v porovnani
s acetonitrilem lepsSi vysledky s vyjimkou ginsenosidu Rg-3, ktery nebyl ve vodé

evvs

ethylacetatu.
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relativni odezva [%]
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Obrazek 12: Relativni odezva ginsenosidl pfi méreni dopliku stravy v rlznych
rozpoustédlech v negativnim médu ionizace, vztazeno k hodnotdm ethanolu. ACN —
acetonitril, MeOH — methanol, EtOH — ethanol, EtAc — ethylacetat.

Vliv rozpoustédel byl znovu otestovan za findlnich chromatografickych podminek

uvedenych v kapitole 4.6.2 v negativnim mddu ionizace. Vzorky kapsli byly pfipraveny

stejnym zplsobem a 5x zfedény s vyslednou koncentraci 200 upg/ml. Ziskané

chromatogramy jsou zobrazeny na Obrazku 13. Ethylacetat byl stale jednoznacné

nejméné vhodnym rozpoustédlem. Mezi ostatnimi rozpoustédly nebyly pozorovany

vyznamné rozdily.
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extrahovanych v riznych

rozpoustédlech zméfené za finalnich chromatografickych podminek v negativnim

madu ionizace.

Odezva v jednotlivych rozpoustédlech byla stanovena pro ginsenosidy, které byly

identifikovany na zdkladé aplikace vytvorené knihovny spekter a jejichz identita byla

potvrzena shodou retencnich ¢asli s retencnimi Casy jejich standardd. K vyhodnoceni

byly vyuzity znovu prlimérné plochy pika ze ziskanych chromatogram( a vysledkem

je opét graf s hodnotami vztazenymi k ethanolu a vyjadfenymi jako relativni odezva

v procentech (Obrdzek 14). Ethanol a methanol byly i nadale nejlepsi volbou. Oproti

prvnimu testu rozpoustédel (Obrazek 12) ptindselo pouZiti vody a acetonitrilu

pro nékteré ginsenosidy vysSi odezvu, prestoZze byl postup extrakce stejny. Nejnizsi

odezvy bylo pro vSechny ginsenosidy opét dosazeno pfi pouziti ethylacetatu.
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Obrazek 14: Relativni odezva ginsenosidd pfi méreni dopliku stravy v rlznych
rozpoustédlech za findlnich chromatografickych podminek, vztazeno k hodnotam
ethanolu. ACN — acetonitril, MeOH — methanol, EtOH — ethanol, EtAc — ethylacetat.

Methanol a ethanol byly znovu testovany jako rozpoustédla v rdmci méreni vzorkd
kapsli ze 3 raznych Sarzi. Od kazdé Sarze byly ptipraveny 3 vzorky. VSechny vzorky byly
pripraveny v koncentraci 200 pg/ml (5x zfedéné) a 1 mg/ml (nezfedéné) a méreny
za findlnich chromatografickych podminek. Na Obrazku 15 je zobrazen graf
s pramérnymi plochami ginsenosidi v methanolu a v ethanolu ve 3 rlznych Sarzich
kapsli. Jedna se o kapsle 5x zfedéné. Stejny graf pro kapsle nezfedéné je zobrazen
na Obrazku 16. Mezi jednotlivymi rozpoustédly nebyly pozorovany vyznamné rozdily.
Pro mérfeni kapsli s pfidanym testosteronem byl proto jako rozpoustédlo zvolen
methanol, ve kterém testosteron vykazoval nejvyssi odezvu. Vzorky kapsli byly
pripravovany neziedéné kvlli ziskani dostatecné odezvy testosteronu a umoznéni

identifikace adulterace v doplriku stravy.
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Obrazek 15: Porovnani primérnych ploch piki ginsenosidi v methanolu a ethanolu
ve 3 riznych Sarzich 5x zfedénych kapsli. RUznymi barvami jsou odliSeny rlizné Sarze
kapsli. Tmavym a svétlym odstinem dané barvy pak pouziti methanolu nebo ethanolu.
37, 83 a 92 jsou zkrdcend oznaceni Sarzi 17637, 16583 a 17292.

plocha piku
3500000

3000000 F
2500000 F
2000000 |
1500000 F
1000000 |

500000 F

: Tl | bt e s

Rb1 Rb2 Rb 3 Rc Rd Re Rg1l Rg2 Rg3 Rh 1 Rh2

N 37 MeOH 37 EtOH 83 MeOH 83 EtOH m 92 MeOH 92 EtOH

Obrazek 16: Porovnani pradmérnych ploch pikl ginsenosidi v methanolu a ethanolu
ve 3 rliznych Sarzich nezfedénych kapsli. Rlznymi barvami jsou odliSeny rizné Sarze
kapsli. Tmavym a svétlym odstinem dané barvy pak pouziti methanolu nebo ethanolu.
37, 83 a 92 jsou zkrdcena oznaceni Sarzi 17637, 16583 a 17292.
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V ramci SarZe i mezi Sarzemi byla navic z prmérnych ploch pikd ginsenosidli stanovena

variabilita méfeni formou relativni smérodatné odchylky (RSD). Ziskané hodnoty jsou

uvedeny v Tabulce 8-11. RSD se pohybuje pro jednotlivé Sarze v rozmezi 2,14—-20,73 %,

mezi SarZzemi dosahuje az 35,92 %.

Tabulka 8: Variabilita méreni stanovena v 5x zfedénych vzorcich kapsli v methanolu.

. . o .y .y RSD meazi
ginsenosid | RSD sarze 37 [%] | RSD sarze 83 [%] | RSD Sarze 92 [%] Sariemi [%]
Rb-1 17,10 12,31 10,17 16,18
Rb-2 15,67 11,90 11,01 15,86
Rb-3 15,26 10,44 9,75 22,72

Rc 15,18 12,23 9,80 15,48
Rd 10,79 8,35 9,13 10,02
Re 10,30 7,99 7,87 30,91
Rg-1 11,35 8,32 6,78 13,91
Rg-2 10,84 9,33 8,40 14,56
Rg-3 14,38 8,45 10,36 30,22
Rh-1 12,74 12,09 5,29 15,76
Rh-2 16,96 7,72 3,69 20,87

Tabulka 9: Variabilita méreni stanovena v 5x zfedénych vzorcich kapsli v ethanolu.

. . o o v RSD mezi
ginsenosid | RSD sarze 37 [%] | RSD sarze 83 [%] | RSD sarze 92 [%] Zariemi [%]
Rb-1 10,96 19,08 6,93 16,39
Rb-2 12,04 20,73 9,82 18,34
Rb-3 10,29 17,38 6,90 23,09
Rc 11,16 17,88 7,76 16,53
Rd 6,94 12,90 6,00 9,87
Re 7,58 11,92 4,26 31,51
Rg-1 8,71 13,58 5,09 15,44
Rg-2 5,94 12,63 4,28 12,40
Rg-3 7,54 21,20 6,93 35,92
Rh-1 7,70 10,73 4,47 9,67
Rh-2 18,23 - - 18,23
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Tabulka 10: Variabilita méfeni stanovena v nezfedénych vzorcich kapsli v methanolu.

. . o . - RSD meazi
ginsenosid | RSD sSarze 37 [%] | RSD Sarze 83 [%] | RSD Sarze 92 [%] Sariemi [%]
Rb-1 19,03 8,42 8,75 13,95
Rb-2 12,62 5,65 9,43 10,25
Rb-3 18,11 7,59 6,26 20,53
Rc 12,26 4,11 9,73 10,27
Rd 4,99 2,14 8,91 7,47
Re 6,32 4,35 4,00 22,98
Rg-1 8,32 3,63 2,79 7,54
Rg-2 17,85 6,13 4,94 17,10
Rg-3 15,69 9,56 9,47 27,08
Rh-1 19,00 9,43 3,79 15,97
Rh-2 18,10 8,83 3,92 20,04

Tabulka 11: Variabilita méreni stanovend v nezfedénych vzorcich kapsli v ethanolu.

ginsenosid | RSD sarze 37 [%] | RSD sarze 83 [%] | RSD sarze 92 [%] RSD mezi
sarzemi [%]
Rb-1 10,45 15,66 8,48 15,36
Rb-2 8,78 14,94 7,74 14,68
Rb-3 9,55 13,81 8,36 22,48
Rc 8,92 13,46 8,51 14,47
Rd 5,99 11,02 11,81 13,44
Re 2,87 9,62 8,05 24,43
Rg-1 4,20 10,84 4,28 12,36
Rg-2 9,31 14,03 7,01 14,37
Rg-3 9,44 19,00 14,65 34,38
Rh-1 5,96 14,83 5,34 14,30
Rh-2 7,05 12,89 4,71 18,82

5.3 OPTIMALIZACE CHROMATOGRAFICKYCH PODMINEK

U strukturné podobnych latek, jako jsou ginsenosidy, je chromatograficka separace
dllezitym krokem optimalizace. Zejména, pokud dané latky vytvari strukturni izomery
(viz Obrazky 7-9). Z ginsenosidl Rb-1, Rc, Rd, Re, Rg-1, Rg-2 a Rg-3, jejichz standardy
byly zakoupeny, byly kritickymi pary izomerni ginsenosidy Rd + Re a Rg-2 + Rg-3.
Vychozi chromatografické podminky uvedené v kapitole 4.6.1 byly proto
optimalizovany s cilem dosahnout separace vSech identifikovanych ginsenosidu.
Ginsenosidy Rb-1, Rc,

Rd, Rg-2 a Rg-3 byly separovany jiz pfi vychozich

chromatografickych podminkach. U ginsenosid( Re a Rg-1 dochazelo ke koeluci.
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5.3.1 Optimalizace nastaveni gradientové eluce

Nastaveni gradientové eluce bylo optimalizovdno pro ginsenosidy na vzorku kapsle
v methanolu a z dlivodu spravné identifikace jejich pikd bylo porovnavano se smésnym
standardem ginsenosidi. Optimalizace probihala na vychozi koloné Acquity UPLC BEH
C18. Testovano bylo nastaveni gradientové eluce 2-98 %, 5-95 %, 10—-90 %, 15-85 %
a20-80 % acetonitrilu. Ve vsech pripadech byl vynechan isokraticky krok v prvni
minuté oproti vychozim podminkam, aby bylo rozsifeno okno gradientu. Chroma-
togramy vzorku kapsle s identifikovanymi ginsenosidy a ménicimi se podminkami

gradientové eluce jsou zobrazeny na Obrazku 17.
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Obrazek 17: Separace ginsenosid( ve vzorku kapsle pfi rdznych profilech gradientové
eluce. A—15 min 20-80 % ACN, B — 15 min 15—-85 % ACN, C— 15 min 10-90 % ACN, D —
15 min 5-95 % ACN, E — 15 min 2-98 % ACN, F—1 min 2 % ACN - 15 min 2—98 % ACN.

Se zvysujicim se podilem acetonitrilu pfi pocatecnim sloZzeni dochazelo k rozsifovani
separac¢niho okna ginsenosidd. Ani v jednom pfipadé se vSak nepodafilo rozdélit
ginsenosid Re a Rg-1, které koeluovaly pfi plvodnich podminkach v ¢ase 5.59. Skupina
ginsenosidli Rb-1, Rc a Rg-2 s plvodni eluci kolem sedmé minuty byla dobre

separovana jiz pfi vychozich podminkach. V jejich ptipadé zplsoboval vyssi podil
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acetonitrilu naopak zhorseni separace ginsenosidli Rc a Rg-2, jak je lépe patrné
z chromatogram(l smésného standardu na Obrazku 18. Celkové bylo nejvice piku

ve vzorku kapsle separovanych pfi gradientu 2—98 %.
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Obrazek 18: Separace ginsenosidl Rb-1, Rc a Rg-2 ve smésném standardu pfi rliznych
profilech gradientové eluce. A — 15 min 20-80 % ACN, B — 15 min 15-85 % ACN, C— 15
min 10-90 % ACN, D — 15 min 5-95 % ACN, E — 15 min 2-98 % ACN, F — 1 min 2 % ACN
- 15 min 2-98 % ACN.
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5.3.2 Porovnani stacionarnich fazi

Zmény v profilu gradientu nebyly pro separaci smési ginsenosidl dostatecné, proto
bylo provedeno porovnani 4 stacionarnich fazi s odliSnymi chemickymi modifikacemi,
atudiz odliSnou selektivitou. Retence a selektivita separace ginsenosidl byla
hodnocena ve vzorku kapsle v methanolu a v jejich smésném standardu. PouZité
kolony a podminky mérfeni jsou uvedeny v kapitole 4.6.3. Chromatogram smésného
standardu ginsenosid(l je na Obrazku 19. Jako nevhodnd se ukazala kolona Kinetex
Biphenyl, u které dochazi ke koeluci ginsenosidi Rc a Rg-2. Na koloné Acquity BEH
Shield RP18 sice eluuje vsech 7 ginsenosidl, piky ginsenosidu Rd a Rg-3 maji ale velmi

nizkou odezvu.

Nejlepsi vysledkd bylo dosazeno na koloné ACE Excel C18-PFP, na jejimz
chromatogramu je v ¢ase 5.45 vidét naznak mozné separace dvojice ginsenosidl Re
a Rg-1. Ve vzorku kapsle (Obrazek 20) dochazi navic oproti vychozi koloné Acquity
UPLC BEH C18 k eluci dalsiho analytu v ¢ase 7.18. Ten byl pozdéji pomoci nového

standardu identifikovan jako ginsenosid Rh-1.
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Obrazek 19: Separace smésného standardu ginsenosid( na 4 rGznych kolonach.
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Obrazek 20: Separace ginsenosidd ve vzorku kapsle na 4 riznych kolonach.
5.3.3 Findlni chromatografické podminky

Z divodu komplexnosti problematiky separace strukturné podobnych ginsenosid(
nani byl zaméren samostatny projekt. V rdmci ného probihala dalsi podrobnd
optimalizace chromatografickych podminek na smésném standardu 12 ginsenosida.
K pGvodnim 7 bylo zakoupeno 5 novych na zdkladé podrobné analyzy HRMS dat. Byl
proveden screening 14 chromatografickych kolon. S kolonami, které poskytovaly
nejlepsi vysledky, bylo optimalizovdano nastaveni gradientové eluce. Probéhla také
optimalizace sloZzeni mobilni faze. Tyto vysledky nejsou v této diplomové praci

podrobné uvedeny, nebot jejich autorkou je jind studentka.

Optimalizované chromatografické podminky byly prfevzaty a otestovany na smésném
standardu vSech 12 ginsenosidl a zaroven na vzorku kapsle. Chromatogram smésného
standardu vSech 12 ginsenosidli je zobrazen na Obrazku 21. Povedlo se rozdélit
ginsenosid Re a Rg-1, ale problémovou dvojici zUstavaji ginsenosidy Rb-2 a Rb-3, které
nejsou zcela separované. Ginsenosid Rf koeluuje s ginsenosidem Rg-3 v ¢ase 10.54.

Pozdéji bylo zjisténo, Ze firma zaslala nespravny standard tohoto ginsenosidu. Podle
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spektra této latky by to mohl byt ginsenosid Rg-3. Pro porovnani je na Obrdzku 22
zobrazen chromatogram a spektrum standardu ginsenosidu Rf nespravného
a standardu ginsenosidu Rf ziskaného na konci experimentu od jiné firmy. Struktury
se liSi polohou cukernych zbytki a jednou hydroxylovou skupinou. PFi syntéze
tak pravdépodobné doslo k nespravnému navazani cukernych zbytkd na C3 misto C6.

Na Obrazku 21 je naznaceno, kde eluuje spravny ginsenosid Rf.

1: TOF MS ES-

100 10.54 TIC
2.40e6
Rg-3
Rc Rh-2 1,6
- Rb-2
Rh-1 Rb-1
o 6.0 Rb-3
c .27
2 7/96
7126 Rd
&
14.08
y~
J} 13.46:‘Mr \
S
0.59 \ \‘ _Ju‘ Ju{ ‘ L/\,._,M,WMJ-M ‘‘‘‘‘‘‘ . M_‘,,.»—»I«-.J- L
0 T T B T T - T - — Time
2.00 DO 8.00 10.00 12.00 14.00

Obrazek 21: Separace ginsenosidl v jejich smésném standardu za prevzatych
chromatografickych podminek.
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Obrazek 22: Porovnani chromatogram( a spekter standard(i ginsenosidu Rf. V horni
Casti (A) je zobrazen nespravny standard. Pravdépodobné jde o ginsenosid Rg-3
s [M+H]* 785,5046 a [M-H]" 783,4900. V dolni ¢asti (B) je zobrazen sprdvny standard
ginsenosidu Rf s [M+H]* 801,4955 a [M-H] 799,4849.
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Na Obrazku 23 je zobrazen chromatogram vzorku kapsle v methanolu zméreny
za prevzatych chromatografickych podminek. Bylo identifikovano vSech 12 ginsenosi-
da.
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Obrazek 23: Separace ginsenosidli ve vzorku kapsle v methanolu za prevzatych
chromatografickych podminek.

Pfevzaté chromatografické podminky byly otestovany, upraveny pro UHPLC-HRMS
a pouzivany pro dalsi méreni jako findIni chromatografické podminky této metody.
Uvedené jsou v kapitole 4.6.2.

5.4 OPTIMALIZACE MS PODMINEK

5.4.1 Optimalizace nastaveni iontového zdroje

K optimalizaci nastaveni iontového zdroje byl vyuzivdn smésny standard ginsenosidu,
které byly identifikovany jako hlavni obsahové latky ve vzorku kapsle. Jelikoz
vykazovaly vyssi intenzitu v negativnim médu ionizace, probihala optimalizace
parametr( iontového zdroje v tomto mddu. Optimalizovany byly tyto parametry:
napéti na vstupnim kuzelu, napéti na kapilare, desolvatacni teplota a rychlost priitoku
desolvataéniho plynu. Rozsah testovanych hodnot je uveden v kapitole 4.6.4.

K vyhodnoceni byly vyuzivany primérné plochy pik( ze ziskanych chromatograma.

Nejvyraznéjsi trend byl zaznamenan u desolvatacni teploty, kdy se s rostouci teplotou
zvySovala odezva vSech ginsenosid(. Vybrana byla proto nejvyssi testovana hodnota,

evvs
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tedy 0,5 kV a 1 kV. Pro ostatni hodnoty byla odezva velmi podobna, napéti na kapilare
bylo proto ponechano na plvodnich 2,5 kV. Pro rychlost pritoku desolvataéniho plynu
byla jako kompromis zvolena hodnota, ktera byla optimalni asi pro polovinu
ginsenosidUl, tedy 1000 I/hod. V pripadé napéti na vstupnim kuZelu byly pozorovany
minimalni rozdily mezi ziskanymi odezvami ginsenosidd v Sirokém rozmezi testovanych
hodnot. Mirny pokles byl zaznamenan pro testovana napéti 60, 65 a 70 V, ale mimo
toto rozmezi nemélo napéti na vstupnim kuzelu vliv na odezvy ginsenosidd, a bylo
proto ponechano na plvodnich 40 V. Vliv jednotlivych parametr( zobrazuji grafy

na Obrazcich 24-27.

relativni odezva [%]
120 ¢

100 |
s0 }
60 }
a0 |}

20 |

Rb-1 Rc Rd Re Rg-1 Rg-2 Rg-3
W 250 °C m350°C m 450 °C m 550 °C

Obrazek 24: Relativni odezva ginsenosidll pti optimalizaci desolvatacni teploty.
Vztazeno k hodnotam pfi 550 °C.
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relativni odezva [%]
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Obrazek 25: Relativni odezva ginsenosidu pfi optimalizaci napéti na kapilare. Vztazeno
k hodnotam pfi 2,5 kV.
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m500//hod ®700l/hod  m900|/hod  ®1000!/hod  m 1200 I/hod

Obrazek 26: Relativni odezva ginsenosidll  pfi optimalizaci rychlosti pratoku
desolvatacéniho plynu. Vztazeno k hodnotam pfi 1000 I/hod.
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Obrazek 27: Relativni odezva ginsenosidl pfi optimalizaci napéti na vstupnim kuzelu.
Vztazeno k hodnotam pfi 10 V.

5.4.2 Optimalizace kolizni energie

Kolizni energie byla optimalizovdna nejdfive v negativnim a poté také v pozitivnim
modu ionizace. K optimalizaci byl vyuZit smésny standard ginsenosidli. Cilem bylo
nalézt optimalni rozmezi kolizni energie k zajisténi dostate¢né fragmentace vsech
testovanych ginsenosid( a zaroven zachovani iontu prekurzoru v nizké intenzité. Data
byla sbirana metodou datové nezavislého skenu. Pfi ni je ziskdno MS spektrum vSech
iontl ve stanoveném rozsahu m/z a zaroven i jejich MS/MS spektrum, protoZe dojde
k fragmentaci vSech detekovatelnych iontl. Bylo provedeno nékolik experimentu
s postupné se ménici spodni a horni hodnotou rozmezi. K vyhodnoceni byla vyuzZivana
spektra jednotlivych ginsenosidli a hodnoty kolizni energie byly upravovany na zakladé

poctu a intenzity viditelnych fragmentu.

V prvni fadé byla testovana nasledujici rozmezi kolizni energie v negativhim moddu
ionizace: 25-50 eV, 35-50 eV, 45-50 eV, 55—-65 eV a 60—70 eV. Pro vétsinu ginsenosidu
se ukazala jako nejvyhodnéjsi rozmezi 35-50 eV a 45-50 eV, pfi kterych byly v MS/MS

spektru pritomny fragmenty o dostatecné intenzité. Pri 25-50 eV ginsenosidy
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nefragmentovaly vlibec nebo poskytovaly fragmenty o nizké intenzité. PFi vysSich
hodnotach kolizni energie uz se intenzita vétsiny fragmentl dale nezvySovala a nékteré
z nich uz naopak na intenzité ztracely. V MS/MS spektru byly pfi hodnotach 55-65 eV

a 60-70 eV pfitomny nové nespecifické fragmenty o nizké intenzité.

V dalsi ¢asti experimentu byla zkousena Sirsi rozmezi kolizni energie s dolni hraniéni
hodnotou na minimalné 30 eV a to: 30-65 eV, 30-70 eV, 35-65 eV a 40-70 eV.
Intenzita vétSiny fragmentl se zvySovala az do 35-65 eV. Pfi 40-70 eV jiz k dalSimu
narlstu intenzity fragmentl nedochdzelo. Pti poslednim kroku optimalizace kolizni
energie tak byla ponechdna spodni hodnota rozmezi na 35 eV a ménila se hranice
horni. Mezi 35-65 eV, 35-70 eV, 35-75 eV a 35—-80 eV uz nebyly pozorovany vyznamné
rozdily v intenzité jednotlivych fragmentd, a proto bylo zvoleno jako optimalni rozmezi
kolizni energie pro negativni mdd ionizace 35-65 eV. Pfiklady spekter ginsenosidu Rd
a Rg-2 pfi ménicich se hodnotach kolizni energie jsou uvedeny na Obrazku 28-31.

U ostatnich ginsenosidl dochdazelo k podobnému zplisobu fragmentace.

V pripadé pozitivniho mdédu ionizace byly vysledky obdobné. Nejdfive byly zkouseny
hodnoty kolizni energie 25-50 eV, 30-55 eV, 35-60 eV, 40-65 eV a 45-70 eV. Jako
optimalni rozmezi pro vétsinu ginsenosidu se jevilo 35-60 eV. Pri pozdéjsSim porovnani
s 35-65 eV, 35-70 eV, 35-75 eV a 35—-80 eV bylo ale nakonec znovu zvoleno 35-65 eV

stejné jako pro negativni mod ionizace.

V priloze jsou zobrazena vsechna namérena MS a MS/MS spektra ginsenosidu Rb-1,

Rb-2, Rb-3, Rc, Rd, Re, Rg-1, Rg-2, Rg-3, Rh-1 a Rh-2 v pozitivnim i negativnim mddu.
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Obrazek 28: MS/MS spektra ginsenosidu Rd pti optimalizaci kolizni energie v negativ-
nim maodu ionizace. m/z 945,5477 odpovida [M-H].
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Obrazek 29: MS/MS spektra ginsenosidu Rd pfi optimalizaci kolizni energie v negativ-
nim maodu ionizace Il. m/z 945,5477 odpovida [M-H]-.
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Obrazek 30: MS/MS spektra ginsenosidu Rg-2 pfi optimalizaci kolizni energie v negativ-

nim maodu ionizace. m/z 783,4904 odpovida [M-H].
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Obrazek 31: MS/MS spektra ginsenosidu Rg-2 pfi optimalizaci kolizni energie v negativ-
nim maodu ionizace Il. m/z 783,4904 odpovida [M-H]-.
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5.5 HODNOCENi OBSAHOVYCH LATEK DOPLNKU STRAVY

Za chromatografickych podminek uvedenych v kapitole 4.6.2 byly zméreny vzorky
kapsli ze 3 rdznych 3arzi v negativnim modu ionizace. Od kazdé Sarze byly pfipraveny
3 vzorky. VSechny vzorky byly pripraveny v koncentraci 200 pg/ml (5x zfedéné)
almg/ml (nezfedéné). Na Obrazcich 32 a 33 jsou zobrazeny pro pfiklad
chromatogramy nezifedéného vzorku kapsle v methanolu ve 3 rlznych SarZich.
Chromatogramy jednotlivych vzorkli v ramci Sarie jsou pres sebe prekryty
pro zndzornéni opakovatelnosti méreni. Ve vzorcich kapsli bylo identifikovano

12 ginsenosidd.

1: TOF MS ES-

= 17637 e =

£

Obrazek 32: Chromatogramy neziedéného vzorku kapsle v methanolu v Sarzich 17637
a 16583. Chromatogramy jednotlivych vzork( v ramci SarZe jsou pres sebe prekryty
pro znazornéni opakovatelnosti méreni.
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Obrazek 33: Chromatogramy neziedéného vzorku kapsle v methanolu v Sarzi 17292.
Chromatogramy jednotlivych vzorkl vrdmci Sarie jsou pres sebe prekryty
pro znazornéni opakovatelnosti méreni.

Time
Loo 200 o0 400 500 600 .00 200 S00 1000 1100 1200 1300 14 00 1500

Porovnanim ploch ginsenosidd v jejich standardech a v kapslich doplfiku stravy byla
vypoctena priblizna koncentrace ginsenosidl v kapslich ve 3 rlznych SarZich. Vysledky
jsou uvedeny v Tabulce 12.

Tabulka 12: Pfiblizné koncentrace ginsenosid(l ve vzorcich doplriku stravy.

. . koncentrace [pg/ml]
ginsenosid Sarie 17637 Sare 16583 Sarte 17292

Rb-1 0,96 0,84 1,23
Rb-2 2,64 2,50 3,52
Rb-3 0,26 0,36 0,21

Re 1,89 1,78 2,43

Rd 5,41 5,57 6,36

Re 6,61 12,25 7,06
Rg-1 5,49 5,22 7,20
Rg-2 0,33 0,48 0,40
Rg-3 0,04 0,02 0,05
Rh-1 1,41 1,41 1,95
Rh-2 0,02 0,02 0,03
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5.6 HODNOCENi ADULTERACE DOPLNKU STRAVY
5.6.1 Kalibracni zavislost testosteronu

Pro zjisténi limitu detekce byla pfed mérenim vzork( kapsli s pfidanym testosteronem
zmérena kalibracni zavislost testosteronu v rozsahu 0,1 ng/ml az 500 ng/ml. Méfeni
probihalo za chromatografickych podminek uvedenych v kapitole 4.6.2 v pozitivnim

madu ionizace, ve kterém poskytoval testosteron vyssi odezvu.

Na Obrazku 34 je zobrazena kalibra¢ni kfivka spolu s rovnici pfimky a korela¢nim
koeficientem. Limit detekce byl stanoven na 0,5 ng/ml a kalibraéni rozmezi na 0,5

ng/ml —200 ng/ml.

plocha piku
3000000 r
2500000 |
y =13105x - 20702
R? = 0,9985
2000000 F

1500000 F

1000000 [

500000 |

0 50 100 150 200 250
koncentrace testosteronu [ng/ml]

Obrazek 34: Kalibracni kfivka testosteronu.
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5.6.2 Méreni vzorkl kapsli s pfidanym testosteronem

Vzorky kapsli s pfidavkem testosteronu byly pfipraveny ve 3 koncentracnich hladindch:
testosteronu. DalSi dvé hladiny byly zvoleny uprostied kalibraéniho rozmezi. Byly
pouzity 3 kapsle od kazdé ze 3 rUznych Sarzi dopliiku stravy. Pro kazdou kapsli byly
pripraveny 2 x 3 vzorky — s koncentraci testosteronu 0,5 ng/ml; 5 ng/ml a 20 ng/ml.
Pro porovnani byl od kazdé Sarie také pouZit vzorek kapsle bez pridaného

testosteronu. Postup pfipravy vzork( je uveden v kapitole 4.5.9.

Ze ziskanych primérnych ploch pikd testosteronu byla vypoctena koncentrace
testosteronu v mérenych vzorcich s jeho pridavkem. K vypoctu byla vyuZita rovnice
kalibra¢ni primky testosteronu ziskana pti méreni jeho kalibracni zavislosti. Zaroven
byla stanovena presnost a spravnost v ramci SarZi a mezi Sarzemi pro jednotlivé
koncentracni hladiny. Hodnoty v ramci Sarzi jsou uvedeny v Tabulce 13. Tabulka 14

obsahuje vysledky mezi SarZemi, tedy pro jednotlivé koncentraéni hladiny.

Vzorky kapsli obohacené testosteronem byly ptipraveny za ucelem prokazani
schopnosti metody testosteron presné a spravné stanovit nebo detekovat. Namérené
hodnoty koncentrace testosteronu byly v ramci Sarie stanoveny se spravnosti
v rozmezi 95,68-116,97 % s presnosti <9,50 %. Pfi zpramérovani vSech namérenych
hodnot koncentrace testosteronu pro jednotlivé koncentraéni hladiny se spravnost
pohybovala v rozsahu 99,67-109,72 % s presnosti <11,00 %. Evropska Iékova agentura
poZaduje pfi validaci bioanalytickych metod, aby byla pfesnost méné nez 15 %
a spravnost v rozsahu 85-115 %. V koncentracich, které odpovidaji spodnimu limitu
kvantifikace je povolena presnost do 20 % a spravnost v rozmezi 80-120 % [96].

Vsechny hodnoty tyto pozadavky splnuji.

Na Obrazcich 35-37 jsou zobrazeny chromatogramy namérenych vzork( kapsli
bez pridavku testosteronu a s jeho pridavky ve 3 rliznych koncentracich. Ve vzorcich
kapsli s pridavkem testosteronu je oznacen pik testosteronu. V kapslich bez ptridaného

testosteronu nebyl testosteron identifikovan.

74



Tabulka 13: Stanoveni pfesnosti a spravnosti namérenych koncentraci testosteronu

v ramci Sarzi.
skutecna zmérena . "
smérodatna . .
_ koncentrace koncentrace pfesnost | spravnost
sarze odchylka
testosteronu | testosteronu [ng/ml] [%] [%]
[ng/ml] [ng/ml]
37 0,5 0,48 0,03 5,16 96,92
83 0,5 0,58 0,03 4,67 116,97
92 0,5 0,58 0,05 9,42 116,36
37 5 4,78 0,18 3,82 95,68
83 5 5,06 0,17 3,40 101,22
92 5 5,11 0,07 1,41 102,12
37 20 20,22 0,58 2,85 101,08
83 20 21,45 0,27 1,25 107,26
92 20 21,10 0,30 1,40 105,50

Tabulka 14: Stanoveni pfesnosti a spravnosti namérenych koncentraci testosteronu
mezi SarZzemi pro jednotlivé koncentracni hladiny.

skutecna namérena . ;
koncentrace koncentrace s
odchylka presnost [%] spravnost [%]
testosteronu testosteronu [ng/mi]
[ng/ml] [ng/ml]

0,5 0,55 0,06 10,94 109,72
5 4,98 0,21 4,16 99,67
20 20,92 0,66 3,15 104,61
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Item name: 2023 06 20 CPS 37 bez TB
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Obrazek 35: MS chromatogramy vzork( kapsli Sarze 17637 bez pridavku testosteronu

asjeho pridavky ve 3 rlznych koncentracich. A
testosteronu, B — vzorky kapsli s testosteronem v koncentraci 0,5 ng/ml,
kapsli s testosteronem v koncentraci 5 ng/ml,

v koncentraci 20 ng/ml.

vzorky kapsli bez pridavku
C — vzorky
D — vzorky kapsli stestosteronem
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Item name: 2023 06 20 CPS 83 bez TA
Channel name: 1: +289.2162 (5.0 PPM) : TOF MS* (100-1200) 4eV ESI+
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Obrazek 36: MS chromatogramy vzork( kapsli SarZze 16583 bez pridavku testosteronu
asjeho pridavky ve 3 rlznych koncentracich. A — vzorky kapsli bez pridavku
testosteronu, B — vzorky kapsli s testosteronem v koncentraci 0,5 ng/ml, C — vzorky
kapsli s testosteronem v koncentraci 5 ng/ml, D — vzorky kapsli s testosteronem

v koncentraci 20 ng/ml.
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Obrazek 37: MS chromatogramy vzorkd kapsli Sarze 17292 bez pridavku testosteronu
asjeho pridavky ve 3 rlznych koncentracich. A — vzorky kapsli bez pridavku
testosteronu, B — vzorky kapsli s testosteronem v koncentraci 0,5 ng/ml, C — vzorky
kapsli s testosteronem v koncentraci 5 ng/ml, D — vzorky kapsli stestosteronem

v koncentraci 20 ng/ml.
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6. ZAVER
Cilem této diplomové prace byla optimalizace UHPLC-HRMS metody pro analyzu
obsahovych latek doplriiku stravy, ve kterém jsou zastoupeny extrakty ze 4 rostlinnych

drog. Kromé toho bylo tfeba ovéfit, zda neni v doplfiku stravy pfitomen nedeklarovany

testosteron.

Nejprve byla vytvofena knihovna MS spekter potencidlné predpokladanych latek
s jejich strukturami a monoizotopickymi hmotnostmi. Knihovna byla aplikovdna
na namérené vzorky dopliku stravy a jako majoritni latky byly identifikovany

ginsenosidy, na nichZ probihala optimalizace metody.

Hlavni Ukol v optimalizaci ptipravy vzorku predstavovala volba rozpoustédla. Nejvyssi
odezva byla ziskana pfi pouziti ethanolu a methanolu, mezi kterymi nebyly v ramci
méreni vzork( kapsli riznych Sarzi pozorovany vyznamné rozdily. Mezi méné vhodna
rozpoustédla patfila voda, acetonitril a ethylacetat. P¥i jejich pouZiti bylo extrahovano

mensi mnozstvi latek.

V rdmci optimalizace chromatografickych podminek bylo nejdfive otestovano rizné
nastaveni gradientové eluce na koloné Acquity UPLC BEH C18, kterd byla zvolena jako
vychozi. Zmény v profilu gradientu nebyly pro separaci smési ginsenosidl dostatecné,
proto bylo provedeno porovnani dalSich 3 chromatografickych kolon. Na problematiku
separace strukturné podobnych ginsenosid( byl zaméren samostatny projekt. V ramci
ného byl proveden screening 14 chromatografickych kolon. Nejlepsich vysledk( bylo

dosazeno na koloné Atlantis Premier BEH C18 AX.

Pro hmotnostni spektrometr byly zvoleny tyto optimalizované parametry: desolvataéni
teplota 550 °C, napéti na kapilafre 2,5 kV, rychlost pritoku desolvataéniho plynu

1000 I/hod, napéti na vstupnim kuzelu 40 V a kolizni energie 35-65 eV.

Limit detekce testosteronu byl stanoven na 0,5 ng/ml. Ve vzorcich kapsli s pfidanym
testosteronem byla stanovena koncentrace testosteronu pro jednotlivé koncentraéni
hladiny se spravnosti 99,67-109,72 % a s presnosti <11,00 %. Ve vzorcich kapsli nebyl

testosteron identifikovan, adulterace tedy nebyla potvrzena.
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Metodu UHPLC-HRMS by bylo treba jeSté wvylepSit, zejména 1z pohledu
chromatografické separace. DalSi optimalizace separacnich podminek by mohla vést
ke kompletnimu rozdéleni ginsenosidd Rb-2 a Rb-3. Po validaci by mohla byt metoda
vyuZita pro analyzu dalSich doplriikd stravy s obsahem ginsenosidl. Kompletni validace

metody pro ginsenosidy nebyla provedena vzhledem k vysoké cené standard.
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8. PRILOHY

8.1 NAMERENA MS A MS/MS SPEKTRA GINSENOSIDU
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Obrazek 38: MS a MS/MS spektra ginsenosidu Rb-1 v negativnim a pozitivnim mddu.
Hodnoty m/z pro protonovanou a deprotonovanou molekulu: [M+H]* 1109,6102
a [M-H]  1107,5957.
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Obrazek 39: MS a MS/MS spektra ginsenosidu Rb-2 v negativnim a pozitivnim médu.
Hodnoty m/z pro protonovanou a deprotonovanou molekulu: [M+H]* 1079,5997
a [M-H] 1077,5851.
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Obrazek 40: MS a MS/MS spektra ginsenosidu Rb-3 v negativnhim a pozitivnim médu.
Hodnoty m/z pro protonovanou a deprotonovanou molekulu: [M+H]* 1079,5997
a [M-H] 1077,5851.
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Obrazek 41: MS a MS/MS spektra ginsenosidu Rc v negativnim a pozitivnim médu.
Hodnoty m/z pro protonovanou a deprotonovanou molekulu: [M+H]* 1079,5997
a [M-H] 1077,5851.
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Obrazek 42: MS a MS/MS spektra ginsenosidu Rd v negativnim a pozitivnim médu.
Hodnoty m/z pro protonovanou a deprotonovanou molekulu: [M+H]* 947,5574

a [M-

H] 945,5428.
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Obrazek 43: MS a MS/MS spektra ginsenosidu Re v negativnim a pozitivnim méddu.
Hodnoty m/z pro protonovanou a deprotonovanou molekulu: [M+H]* 947,5574
a [M-H] 945,5428.
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Obrazek 44: MS a MS/MS spektra ginsenosidu Rg-1 v negativnim a pozitivnim maddu.
Hodnoty m/z pro protonovanou a deprotonovanou molekulu: [M+H]* 801,4955
a [M-H] 799,4849.
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Obrazek 45: MS a MS/MS spektra ginsenosidu Rg-2 v negativnim a pozitivnim mddu.
Hodnoty m/z pro protonovanou a deprotonovanou molekulu: [M+H]* 785,5046
a [M-H] 783,4900.

_ 829.49526 -
- MS ESI [M+HCOO]
£ ses]
3
13
s 83049875
2 2506 R
£ [M-H]" 783.48848
| -831.50140
0 T T T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 a00 1000 1100 1200
; -621.43632
s =] MS/MS ESI 459.38445
= 112.98525
'§100000—
E 375.29103
| 161,!}4568 53734404
0 T T T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 T00 800 900 1000 1100 1200
-807.48577 +
o “{ MSESI* [M+Na]
E
13
E 7] 749.48279 |-808.48948
b | mspmsesr o
100 200 300 400 500 600 TOO 800 900 1000 1100 1200
-407.36616
5% s 06902139 16313 42537700
&
4
HEST 21719430 479.29733
E ‘ h ‘ \ ‘ 32517219 587.43106  ©661.39803 749.48321
0 | I||||I||]I| e Wl |y "\.‘ L . || : ‘ ‘ . .
400 500 600 T00 800 a0 1000 1100 1200
Observed mass [m/z]

Obrazek 46: MS a MS/MS spektra ginsenosidu Rg-3 v negativnim a pozitivnim maédu.
Hodnoty m/z pro protonovanou a deprotonovanou molekulu: [M+H]* 785,5046
a [M-H] 783,4900.

92



- 68343639 -
MS ESI [M+HCOO]
z
8  Seb
o
B
g ) -684.43961
£ [M-H]
0 637.43313
100 2(;0 3&) 400 5(‘)0 600 760 S‘I)O 9&0 IEIHJD 1 1r00 1 E‘Oﬂ
_ -475.38095
- MS/MS ESI
z
= 100004
g 391.28637
£
0 T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
-603.42545
+ +
T el MS ESI ss142021 [M+Na]
7
o
=
£ ses
= MS/MS ESI* 677.40178
I
a " |
If.w 200 300 400 500 600 700 200 QW 1000 1100 1200
-145.10002
z 187.14807
& so000- 42336104
2
z 18916288 400 o0y
£ ‘ H -203,17866 557.34987 62143567
I
0 ‘ | I”\l L1 Ll |I | I | : i . i
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200

Observed mass [m/z]

Obrazek 47: MS a MS/MS spektra ginsenosidu Rh-1 v negativnim a pozitivnim médu.
Hodnoty m/z pro protonovanou a deprotonovanou molekulu: [M+H]* 639,4467
a [M-H] 637,4321.
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Obrazek 48: MS a MS/MS spektra ginsenosidu Rh-2 v negativnim a pozitivnim mddu.
Hodnoty m/z pro protonovanou a deprotonovanou molekulu: [M+H]* 623,4157
a [M-H] 621,4372.
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