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ABSTRAKT

Katedra: Katedra analytické chemie
Kandidat: Tatiana Valkova
Skolitel: Prof. PharmDr. Lucie Novakova Ph.D.

Nazov diplomovej prace: Vyvoj metody na UHPSFC-PDA-MS analyzu ginsenosidov

v potravinovych doplnkoch

Cieflom tejto diplomovej prace bolo vyvinut analyticki metédu na analyzu
ginsenosidov, hlavnych uc¢innych latok vsehoja azijského, v potravinovych doplinkoch.
K analyze bol pouZity systém ultra-vysokoucinnej superkritickej fluidnej chromatografie
(UHPSFC) Acquity UPC? v spojeni s detekciou pomocou fotodiddového pola (PDA)

a hmotnostnym spektrometrom (MS).

Prvym krokom bol kolénovy skrining 11 stacionarnych faz (SF) v kombinacii
s mobilnou fazou (MF) na baze CO; a 4 organickymi modifikdtormi: MeOH,
MeOH/ACN (1:1), MeOH + 10 mM NHs, a MeOH + 2 % H,0. K optimalizacii metddy boli
pouzité 4 stacionarne fazy s najlepSou selektivitou a rozliSenim pikov v ramci skriningu.
Tato optimalizacia zahriiovala zmeny v zloZeni mobilnej fazy, zmenu nastavenia
gradientovej elucie, tlaku regulatora spatného tlaku a teploty kolény. Ako posledny bol

hodnoteny vplyv pridavnych kvapalin.

Findlna UHPSFC-PDA-MS metéda pouzivala kolénu Torus 2-PIC, gradientovu
elticiu a mobilnu fazu zloZzenu z CO; + MeOH/ACN (2:1) + 5 % H20. PouZitou pridavnou
kvapalinou bol MeOH + 10 mM NHs. Eluovanych a separovanych bolo vsetkych 12
analyzovanych ginsenosidov s vynimkou kritického izomérneho paru Rc + Rb2, ktory

bol separovany s niz$im rozliSenim 1,07.

Za pouzitia findlnej metddy bolo analyzovanych osem doplnkov stravy
s obsahom kérejského Zensenu (Panax ginseng) a sibirskeho Zensenu (Eleutherococcus
senticosus), v kvapalnej aj pevnej forme. Pevné vzorky boli extrahované v ultrazvukovej
vani a filtrované 0,22 um PTFE filtrom. V ramci optimalizacie boli testované vplyvy 3
extrakénych rozpustadiel. Najlepsie vysledky extrakcie boli dosiahnuté za poufZitia

MeOH.



Vysledky analyz potravinovych doplinkov potvrdili pritomnost ginsenosidov vo
vsetkych 6 doplnkoch obsahujucich kérejsky Zensen a nepritomnost ginsenosidov
v 2 pripravkoch obsahujucich sibirsky Zensen. Pritomnost vsetkych 12 ginsenosidov

bola potvrdena v 3 z 8 analyzovanych potravinovych doplnkov.

Kltiéové slova: UHPSFC-PDA-MS, vyvoj metddy, optimalizacia, potravinové doplnky,

ginsenosidy, vSehoj azijsky



ABSTRACT

Department: Department of analytical chemistry
Candidate: Tatiana Valkova
Supervisor: Prof. PharmDr. Lucie Novakova Ph.D.

Title of the diploma thesis: Method development for UHPSFC-PDA-MS analysis of

ginsenosides in dietary supplements

The aim of this diploma thesis was to develop an analytical method for the
analysis of ginsenosides, the main active compounds of Panax ginseng, in dietary
supplements. Measurements were carried out with ultra-high performance
supercritical fluid chromatography (UHPSFC) system Acquity UPC? coupled with

photodiode array (PDA) and mass spectrometry (MS) detection.

The first step was the column screening using 11 stationary phases in
combination with a CO;-based mobile phase and 4 organic modifiers: MeOH,
MeOH/ACN (1:1), MeOH + 10 mM NHs, MeOH + 2 % H,0. The method optimalization
was carried out on 4 stationary phases with the best selectivity and peak resolution
during the screening. This optimalization involved changes in the composition of the
mobile phase, gradient elution settings, back pressure regulator pressure, and column

temperature. Finally, the effect of make-up solvents was evaluated.

The final UHPSFC-PDA-MS method used Torus 2-PIC column, gradient elution
and CO, + MeOH/ACN (2:1) + 5 % H,0 mobile phase. The make-up solvent used was
MeOH + 10 mM NHs. The elution and separation of all 12 analyzed ginsenosides was
achieved except for the isomeric critical pair Rc + Rb2 which was separated with a

slightly lower resolution of 1.07.

Eight dietary supplements containing Korean ginseng (Panax ginseng) and
Siberian ginseng (Eleutherococcus senticosus), in both liquid and solid form, were
analyzed using the final method. The solid samples were extracted using an ultrasonic
bath and filtrated through a 0.22 um PTFE filter. The effects of 3 extraction solvents
were tested as a part of the optimalization of sample preparation. The best extraction

results were achieved using MeOH.



The results of the dietary supplements analysis confirmed the presence of
ginsenosides in all 6 supplements containing Korean ginseng and the absence of

ginsenosides in 2 supplements containing only Siberian ginseng.

Key words: UHPSFC-PDA-MS, method development, optimalization, dietary

supplements, ginsenosides, Panax ginseng
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LC kvapalinova chromatografia

LC-MS kvapalinova chromatografia v spojeni s hmotnostnou spektrometriou
LF liekova forma

log P rozdelovaci koeficient

MeOH metanol

MF mobilna faza

min minuta

MS hmotnostna spektrometria

m/z pomer hmotnost/naboj molekuly
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pKa zaporny dekadicky logaritmus disocia¢nej konstanty kyseliny
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QgQ trojity kvadrupdl

Q-TOF kvadrupdl v spojeni s analyzatorom doby letu
RSD relativna smerodajnd odchylka

SF stacionarna faza

SFC superkriticka fluidna chromatografia
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TOF analyzator doby letu

UHSFC ultra-vysokoucinna superkriticka chromatografia
uv ultrafialové Ziarenie

UPC? ultra-ucinna konvergencna chromatografia
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1. UVOD

Superkritickda ~ fluidnd  chromatografia (SFC) je spolu s kvapalinovou
chromatografiou (HPLC) aplynovou chromatografiou (GC) radend medzi typické
chromatografické separa¢né techniky. SFC vyuziva mobilnd fazu tvorend oxidom
uhlic¢itym s pridavkom organickych modifikatorov a aditiv. Vacésina stacionarnych faz
vyuzivanych v SFC je tvorena silikagélom v kolénovom formdate. Ultra-vysokoucinna
superkriticka chromatografia (UHPSFC) je verzia SFC pouzivajlca Castice s priemerom
mensim ako 2 mikrometre a modifikovantd inStrumentdciu. Vyuzitie si nasla
v aplikaénych oblastiach ako bioanalyza, lipidomika, dopingova kontrola, analyza
prirodnych latok, environmentdlna analyza, potravinova a farmaceuticka analyza.
Vyhody prindsa UHPSFC aj vanalyzach Struktirne podobnych latok aizomérov

[1, 6,8, 14].

Schopnost separovat strukturne podobné latky prirodného pévodu sme vyuzili pri
vyvoji UHPSFC metddy v spojeni s PDA a MS detekciou. Analyzované boli doplnky

stravy s obsahom izomérnych latok zo skupiny ginsenosidov.

Ginsenosidy su hlavné ucinné latky rastliny Panax ginseng (vSehoja azijského).
Vsehoj, zvany aj ZenSen, je znami svojimi adaptogénnymi uUlinkami. Zaroven ma
pozitivny vplyv na imunitni odpoved' a nervovu sustavu. Ginsenosidy patria Strukturne
medzi steroidné glykozidy podobné kortizolu. 1zomérna povaha najvyznamnejsich

zastupcov vychadza z rozdielnej substitucie na kostre dammaranového typu.

Publikované prace zaoberajuce sa analyzou ginsenosidov doposial zahfiali iba
metddy plynovej a kvapalinovej chromatografie. SFC ma zrovnatelny rozsah aplikacii
aje ktymto technikdm komplementarna. Nova UHPSFC metdda by mohla ponuknut
rychlu, Gacinnd  aekologickd  alternativu.  Spojenie  UHPSFC s hmotnostne
spektrometrickou (MS) detekciou zaroven prinasa vyssiu selektivitu, citlivost a moznost

identifikacie v komplexnejsich matriciach.
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2. CIEL A ZADANIE PRACE

Zadanim tejto diplomovej prace bolo vyvinit metddu ultra-vysokoudinnej
superkritickej fluidnej chromatografie (UHPSFC) v kombinacii s PDA a MS detekciou na
analyzu latok skupiny ginsenosidov v potravinovych doplnkoch. Ginsenosidy su latky
povahy triterpénovych saponinov s vysokym vyskytom izomérie. Prvym cielom bol
vyvoj metddy zamerany na Ucinnu separaciu izomérnych ginsenosidov za sucasného
dosiahnutia ¢o najvysSieho rozliSenia a symetrie pikov. Druhym cielom bolo vyuZitie
vyvinutej metddy k analyze potravinovych doplnkov s obsahom kérejského Zensenu
(vSehoj 4azijsky) a sibirskeho ZenSenu (vSehojivec Stetinaty) za ucelom overenia
pritomnosti ginsenosidov, a ndsledného porovnania obsahov pritomnych ginsenosidov

s obsahmi deklarovanymi vyrobcami.

Zakladom bola pocdiato¢na resers literatury so zameranim na existujuce vyvinuté
metddy, Struktiru a fyzikdlne-chemické vlastnosti analytov. Nasledoval koldnovy
skrining, ktorého cielom bol vyber najvhodnejSich kombindcii stacionarnych a

mobilnych faz so zameranim na separaciu izomérnych analytov.

S cielom zvySenia selektivity, rozliSenia a zlepSenia tvaru pikov boli najlepsSie
kombinacie MF a SF podrobené optimalizacii separa¢nych podmienok. Optimalizacia
zahrnovala vyber najvyhodnejSej kombinacie organickych modifikatorov a aditiv
mobilnej faze, nastavenie gradientovej elucie, teploty koldony atlaku spatného
reguldtora tlaku. Dieléim cieflom bol vyber pridavnej kvapaliny do MS za ucéelom

ziskania ¢o najvysSej odozvy analytov.

Nasledovala analyza potravinovych doplnkov, ktorej hlavnymi cielmi boli
potvrdenie/vyvratenie  pritomnosti  ginsenosidov v skimanych  pripravkoch
obsahujucich extrakty vSehoja 4azijského avsehojivca Stetinatého, a porovnanie
obsahov ginsenosidov v pripravkoch s udajmi deklarovanymi vyrobcami. Diel¢im
cielom bola optimalizacia pripravy vzorkov za uUcelom ziskania ¢o najvysSej odozvy

a kompatibility s UHPSFC-PDA-MS systémom.
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3. TEORETICKA CAST

3.1 Superkriticka fluidna chromatografia

3.1.1 Chromatografické metddy

Chromatografické metdédy su radené medzi separaéné analytické techniky.
Princip separdcie analytov je zaloZeny na rozdielnej distribucii latok medzi dvoma
vzajomne nemiesitelnymi fdzami - mobilnou a stacionarnou. Stacionarna faza (SF) sa
v chromatografickej koléne nachddza vo forme sorbentu. Mobilnd faza (MF) preteka
stacionarnou fazou a je tvorena plynom, kvapalinou alebo nadkritickou kvapalinou. Pre
separdciu je klucové opakované ustalovanie rovnovahy separovanych analytov,
s rozdielnou mierou interakcie, medzi SF a MF [1]. Podla druhu pouZitej MF sa
chromatografické techniky delia na plynovld chromatografiu (GC), kvapalinovu

chromatografiu (LC), a superkriticku fluidni chromatografiu (SFC).

Historicky sa prva SFC separdcia odohrala roku 1962. Cieflom prvych pokusov
bola separdcia analytov s vysokou teplotou varu, podliehajucich termalnemu rozkladu
pri teplotach potrebnych kich elucii. Klesper et al. skimali zvySenie tlaku, ako
kompenzaény mechanizmus nedostacujucej teploty. UdrZzanim nadkritickej teploty tak

dali zrod superkritickej fluidnej chromatografii [2, 3].

3.1.2 Mobilna faza v SFC

Superkriticka fluidnd chromatografia je chromatografickd separacnd technika
pouzivajuca mobilnu fazu v nadkritickom stave. Pohlad na podmienku nadkritického
stavu MF a inStrumentacia SFC sa pocas jej vyvoja prudko menili [1, 3, 4]. Hlavnou
zlozkou MF v SFC je oxid uhlic¢ity v nad/subkritickom stave, ¢asto v zmesi s organickym
modifikdtorom (OM) a pridavkom aditiva. Nadkriticka kvapalina vznika pri prekroceni
nadkritického bodu latky. Nadkriticky bod latky je definovany nadkritickou teplotou Tc
a nadkritickym tlakom pc. Fdzovy diagram na Obr. 1 graficky znazornuje skupenské

stavy CO3, najpouzivanejsej MF pre SFC.
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Obr. 1: Fazovy diagram oxidu uhli¢itého. T, = kriticka teplota, pc = kriticky tlak, prevzaté

a upravené zo zdroja [1].

Nadkritické tekutiny kombinuju vyhodné fyzikalne-chemické vlastnosti kvapalin a
plynov. Medzi ich hlavné vyhody patri vysokd hustota, solvatacnd sila podobna
kvapalinam, nizka viskozita avysoké difuzne koeficienty podobné plynom. Nizka
viskozita znizuje tlak systému, umoZiiuje vyssi tok MF, pouzitie dlhSich koldn a castic
s mensSim priemerom. Vysoké difuzne koeficienty zvyhodnuju pouzitie vysokého toku
MF a tak zvysuju separacna ucinnost, urychluju ekvilibraciu kolény, eliciu analytov a

¢as analyzy [5, 6, 7].

Hlavnou zlozkou MF je CO,. CO. je nepoldrny plyn slahko dosiahnutefnymi
nadkritickymi podmienkami, p.=7,37 MPa aT.=31,3°C [1]. Vyhodami CO; su
miesitelnost s organickymi rozpustadlami, chemickd stabilita, slaba absorbancia
v nizkej UV oblasti, netoxickost, ekologickost, cena a dostupnost [3]. V dnesnej dobe sa
v SFC pouziva ako MF CO; v zmesi s organickymi modifikatormi, najcastejSie alkoholmi
s nizkou Mr, a aditivami, ako su soli, kyseliny, baze a voda. Pritomnost OM a aditiv
v MF rozsiruje spektrum analyzovatelnych latok, a spdsobuje posun stavu MF do
subkritickych hodnét. Vdaka plynulej zmene vlastnosti je mozné vyuZivat vyhody SFC

mobilnej fazy aj mimo nadkritickd oblast [3, 4, 6].
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3.1.3 Stacionarne fazy v SFC

V technike SFC neexistuje univerzalna staciondrna faza. Vyber SF ma velky vplyv
na retenciu analytov a selektivitu. Prikladom je moZnost separdcie Sirokého spektra
analytov za poutzitia jedenej MF s réznymi SF [3]. NajcCastejSie pouzivana klasifikacia
stacionarnych faz v SFC je zaloZena na pristupe popisujucom interakény vztah medzi
analytom a chromatografickym systémom - LSER (linear solvation energy relationship)

(Obr. 2) [8].
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Obr. 2: Pavudi diagram LSER so siedmimi deskriptormi zobrazujuci selektivitu

staciondarnych faz pouzivanych v SFC, upraveny zo zdroja [9].

NajcastejSie sa v praxi pouzivaju polarne fazy na baze silikagélu. VSeobecne plati,
Ze je mozné vyuzit koldnu akejkolvek chémie, pokial znesie tlak do vysky 60 MPa a je
stabilnd v CO, a zmesi CO> s OM [8]. Specifikom tejto techniky st SF vyvinuté priamo
pre achiralne SFC separicie, ako 2-etylpiridinova (2-EP) faza, 1-aminoantracen (1-AA),
2-pikolylamin (2-PIC), 4-etylpyridin (4-EP), aminofenyl, benzamid, dietylamin (DEA),
morfolin, propylacetamid a pyridin-amid [3]. V UHPSFC sa vSeobecne vyuzivaju koldny
s velkostou €astic < 2 um a priemerom 3 mm a vaé$im. Sirdie priemery kolén redukuju
stratu chromatografickej ucinnosti, zapric¢inenu relativne velkymi mimokolénovymi

objemami UHPSFC systémov (~ 85 ul?) [4,6].
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3.1.4 Ucinnost separacie v SFC

Zavislost Ucinnosti separacie na linearnej rychlosti toku MF a deje prispievajlce
k rozmyvaniu zén separovanych latok popisuje Van Deemterova rovnica, ktora
umoziiuje optimalizovat Gcéinnost chromatografickej koldny, a ziskat tak maximalnu

ucinnost separacie za danych podmienok.

Vyhodou SFC je nizka viskozita MF, ktorej dosledkom je rychla difuzia analytov,
nizsi systémovy tlak a zlepSenad kinetika separdcie. Vyssie difuzne koeficienty sp6sobuju
rychlejsie ustalovanie rovnovahy medzi SF a MF, a tym prispievaju k posunu minima

van Deemterovej krivky k vy$sim linearnym rychlostiam [1].

Spominané vyhody SFC vytvaraju skvely podklad pre analyzy s vyuzitim malych
Castic a dlhsich analytickych kolon. Mensi priemer UHPSFC castic zvysuje Gcinnost
separacie a povaha MF posudva minimum van Deemterovej krivky k vy$sim rychlostiam
toku MF v porovnani s HPLC a UHPLC. To v UHPSFC umoZiuje vyuzitie vyssich rychlosti

toku bez straty ucinnosti a vedie ku kratSim ¢asom analyz (Obr.3) [1,53].

UHPLC

0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0
u [mm/s]

Obr. 3: Porovnanie van Deemterovych kriviek pre HPLC a SFC za pouzitia Castic
s priemerom 5 um, a pre UHPLC a UHPSFC za poufZitia Castic velkosti 1,7 um. Upravené

a prevzaté zo zdroja [53].
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3.1.5 SFC instrumentacia

InStrumentacia modernych SFC systémov (Obr. 4) vychadza z modifikovanej
inStrumentacie HPLC. Hlavnymi rozdielmi si pritomnost regulatora spatného
tlaku (BPR), binarneho cerpadla, modifikacie automatického davkovaca, UV detektora

a Specifické rozhranie pre spojenie s MS detekciou [1].

kolonovy te cerpadlo
ysokotlaké il . R pridavna
R U kvapalina
Q cerpadio  davkovat :l .
tlakovda P — j PDA detektor I hmotnostny
nadoba zasobna flasa kolony - spektrometer
s CO: N s OM a aditivom e d
nadoba na ELSD
zber odpadu

Obr. 4: InStrumentacia superkritickej fluidnej chromatografie, upravené a prevzaté zo
zdroja [10]. PDA — detektor diddového pola, BPR — reguldtor spatného tlaku,

ELSD - odparovaci detektor rozptylu svetla.

Odlisnd hustota a stlacitelnost CO; a OM vyZzaduju v SFC systémoch pouZzitie
binarneho cerpadla. CO; je do systému cCerpany v kvapalnom skupenstve pri teplote
v rozmedzi 2-5 °C. Automaticky davkovac¢ musi byt konstrukciou prisp6sobeny povahe
MF a jej expanzii pri prechode medzi skupenskymi stavmi. K reguldcii tlaku sa pouZzivaju
automatické reguldtory spatného tlaku (BPR) so softvérovou kontrolou. V SFC je
potrebnd kontrola tlaku pocas celej analyzy, preto je BPR umiestneny za detektorom.
Typické hodnoty tlaku sa pohybuju v rozmedzi 12-15 MPa. Celkovy tlak SFC systému je

suctom tlaku produkovaného BPR, komponentami systému a kolénou [1, 11].

NajcastejSie pouzivané detektory su UV detektor, odparovaci detektor rozptylu svetla
(ELSD), detektor nabitého aerosélu (CAD) a MS. Spojenie SFC systému s UV detekciou
vyzaduje tlakovo odolnejsiu konstrukciu detekénej cely oproti celam vyuzZivanym

v HPLC [11].

18



Pouzitie kombinacie SFC s MS detekciou vyZaduje Specidlne rozhranie. Je to z dévodu
dekompresie nadkritického CO, a zamedzenia precipitacie vzorkov pri prechode do
idbnového zdroja. Obr. 5 zobrazuje pat najcastejSie pouzivanych rozhrani pre spojenie
SFC s MS. NajpouZivanejSim je rozhranie s delenim prietoku pred BPR s pomocnym
cerpadlom (C), ktoré umoznuje pridavok pridavnej kvapaliny. Medzi dalSie rozhrania su
radené BPR s pomocnym cerpadlom bez delenia prietoku (E), vhodny pre kombindciu
s APCI ionizdciou, priame prepojenie (A), delenie prietoku pred UV aBPR bez
pomocného ¢Eerpadla (B), a rozhranie pomocou kvapaliny regulujicej tlak (D). Ulohou
pomocného cerpadla je privod pomocnej kvapaliny, ktorda zamedzuje precipitacii
analytov, ovplyviiuje ich ionizaciu a odozvu MS, zabezpecuje optimalnu tvorbu spreja a

upravuje prietok do iénového zdroja [12, 13].

) v TR

(B) l--s—»l Uv ¢ BPR (€)

(D) ._.._mjt M5 Gl uv 2 Bpr MESJ

Obr. 5: Rozhrania pre spojenie SFC-MS, upravené zo zdroja [12]. (A) priame prepojenie,
(B) rozhranie s delenim prietoku pred UV a BPR, (C) rozhranie s delenim prietoku pred
BPR s pomocnym cerpadlom, (D) rozhranie pomocou kvapaliny regulujicej tlak,

(E) rozhranie s BPR a pomocnym cerpadlom bez delenia prietoku.
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3.2 Hmotnostne spektrometricky detektor

Hmotnostne spektrometrickd detekcia patri medzi univerzalne, vysoko citlivé
a selektivne metddy. Funguje na principe ionizdcie neutrdlnych molekdl a nasledne;j
separdcie idnov podla pomeru hmotnosti a ndboja (m/z). Tento proces prebieha
v troch krokoch. Prvym krokom je ionizdcia analytu vidnovom zdroji, nasleduje
separdcia idnov v analyzatore podla pomeru m/z akoncovym krokom je detekcia
analytov detektorom. Spojenia SFC-MS zvycajne vyuZivaju ionizaciu za atmosférického
tlaku (API). Z toho v najvacsom zastupeni, viac ako 70 % spojeni, je pouZivand ionizdcia
pomocou elektrosperja (ESI) apribliZzne 20 % tvori chemicka ionizacia za
atmosférického tlaku (APCI). ZvySnych 10 % je tvorenych ostatnymi druhmi ionizacie.
Medzi najpouzivanejSie hmotnostné analyzatory v SFC patria jednoduchy kvadrupdl

(Q), trojity kvadrupdl (QgQ) a analyzator doby letu (TOF) [14].

Jednoduchy kvadrupdl patri medzi preletové analyzatory s nizkou rozliSovacou
schopnostou. Sklada sa zo Styroch tyci, ktoré vytvaraju elektrické pole spdsobujice
oscilaciu i6nov vjeho strede. Amplitida oscilacie id6nu je kli¢ova pre prechod
analyzatorom. Prechod je umozineny iba idnom so stabilnou oscilaciou zodpovedajicou
konkrétnej hodnote m/z. Vyhodou jednoduchého kvadrupdlu je jeho praktickost,
jednoduchost, priestorova nenaroc¢nost a cena. Nevyhodou je obmedzeny hmotnostny
rozsah, jednotkové rozlisenie a obmedzend skenovacia rychlost. Jednoduchy kvadrupdl

si nasiel svoje uplatnenie v analyzach tabliet, vin alebo ¢ajovych extraktov [14].

Trojity kvadrupdl ponuka vysoku citlivost, strednu az vysoku skenovaciu rychlost
a Siroky dynamicky rozsah. Vyuzivany je napriklad v analyze komplexnych biologickych
matric, ako je plazma alebo sérum. QqQ je pouzivany hlavne v kvantitativnej analyze za

vyuzitia selektivneho zdznamu jednej reakcie (SRM) [1,14].

Analyzator doby letu je ¢asto vyuzivany v odvetviach environmentdlnej analyzy
a analyzy biologickych molekdl. Vysokd skenovacia rychlost, rozliSenie a presnost
hmoty suU vyhody vdaka ktorym sa TOF pouziva nielen v kvantitativnej, ale aj

kvalitativnej analyze [1,14].

Prikladmi detektorov pouzivanych v hmotnostnej spektrometrii su elektrénové

nasobice, fotonasobice a Faradayove klietky [1].
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3.3 Vsehoj azijsky

Vsehoj, druhym menom Zensen, je rod rastlin spadajuci do ¢elade aralkovitych
(Araliaceae) [1]. Medzi najznamejSich zastupcov tohto rodu patria Panax ginseng
(vSehoj azijsky, znamy aj pod ndzvom kérejsky Zzensen), Panax quinquefolius (americky

Zensen) a Panax notoginseng (Zzensen notoginseng, zvany Cinsky Zzensen) [15].

Najpouzivanej$im druhom Zensenu je Panax ginseng. Zensen si historicky nasiel
svoje postavenie ako potravina a liecivo [16]. Na liecebné uUcely sa vyuZiva hlavne
suSeny koren rastliny s najvy$sim obsahom Uucinnych latok. Nositelmi ucinku su
ginsenosidy, triterpénové saponiny, Specifické obsahové latky rastlin rodu Zensen.
Podla sp6sobu spracovania sa Zensenovy koren deli na biely ZensSen (Ginseng Radix
Alba) suSeny na sinku a cerveny ZenSen (Ginseng Radix Rubra), ktory je spareny

a nasledne suseny.

Zensen ma svoje tradiéné vyuzitie v &inskej medicine. Historicky sa radi do
skupiny drog zvysSujucich odolnost organizmu a zlepSujucich schopnost prekonavat
zataZ (adaptogény) [17]. Moderné vyskumy sa orientuju na skimanie jeho Ucinkov na
imunitny systém, protirakovinové pésobenie a centralny nervovy systém so zameranim
na neurodegenerativne ochorenia, ovplyvnenie neurotransmisie a zlepSenie kognicie

[18-20].

Zendenu taxonomicky nepribuzné rastliny nestce adaptogénne ucinky, su
oznacované, ako rastliny zenSenu podobné. Prikladom je eleutherococcus senticosus
(sibirsky Zensen), whitania somnifera (indicky Zensen, aSvaganda), ¢i lepidium meyenii

(peruansky Zzensen) [21, 22].

3.3.1 Struktura a fyzikdlne chemické vlastnosti ginsenosidov

Metabolity vykazujlice adaptogénne vlastnosti je mozné podla Struktury delit
na aromatické zluéeniny podobné katecholaminom a steroidné saponiny podobné
kortizolu [23]. Ginsenosidy su Strukturne steroidné glykozidy. Skladaju sa z necukornej
a cukornej zlozky spojenej O-glykozidovou vazbou. Necukornd, aglykdnova, kostra je

najéastejsie tvorena tetracyklickym cyklopentanoperhydrofenanthrénom
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v trans usporiadani. Cukorna cast je vo vacésine pripadov tvorena kombinaciou glukdzy
aramnodzy, arabindzou alebo xylézou [23]. Ginsenosidy moZno delit podla ich
aglykonovej kostry na Struktury dammaranového a oleanového typu (Obr. 6). Viac
zastupené dammarany su dalej podla pozicie a poctu glykozidovych zvyskov delené na

protopanaxadioly a protopanaxatrioly [24].

(A)

Obr. 6: Strukttry zakladnych skeletov ginsenosidov oleanového a dammaranového

typu. (A) olanova kyselina, (B) protopanaxadiol, (C) protopanaxatriol.

Medzi typické Struktirne znaky skupiny oleanovych ginsenosidov patri
modifikacia postranného retazca na uhliku C20. Skupina dammaranov ma typické
usporiadanie glykozidovych vazieb na zakladnom skelete. Protopanaxadioly su typické
glykozidovymi vazbami v polohdach C3 a C20 a pre protopanaxatrioly su charakteristické

cukorné zbytky v polohdach C6 a C20.

V skupine ginsenosidov je Casty vyskyt izomérie. Jednd sa o polohovu, funkénu
alebo stereoizomériu. Na Obr. 7 a Obr. 8 su zndzornené najvyznamnejsie ginsenosidy

rozdelené do izomérnych skupin s farebne vyznacenymi Struktirnymi rozdielmi.

Najjednoduchs$iu Struktiru ma ginsenosid Rh2 (Mr=622,44). Jedna sa
o glukdézu naviazanu na uhliku C3 protopanaxadiolového skeletu. Vazbou rovnakého
cukru do polohy C6 protopanaxatriolového skeletu vznikd ginsenosid Rhl
(Mr =638,44). Ginsenosidy aRe + Rd (Mr = 946,55) su
polohové izoméry liSiace sa polohou hydroxylovej skupiny a cukornych zbytkov na
steroidnom skelete. Protopanaxatriolové ginsenosidy Rf+ Rgl (Mr=800,49) su

polohové izoméry, liSiace sa polohou glukdzy v molekule. Skupina ginsenosidov Rb2 +
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Rb3 + Rc (Mr=1078,59) sasklada z 2 stereoizomérov Rb2 + Rb3, aich polohového
a funkéného izoméru Rc. Vymenou cukorného zbytku xylézy ginsenosidu Rb3 za
glukdzu vznika ginsenosid Rb1 (Mr = 1108,60). Ginsenosidy Ral + Ra2 (Mr = 1210,63)
su vzdjomne funkénymi a polohovymi izomérmi. Z dévodu vysokej ceny Standardov

neboli ginsenosidy Ral a Ra2 pri vyvoji metddy pouzité.

(C) (D)

Obr. 7: Prehlad najvyznamnejsSich ginsenosidov 1. Nakreslené v ChemDraw.
(A) ginsenosid Ral, (B) ginsenosid Ra2, (C) ginsenosid Rb1, (D) ginsenosid Rb2,

(E) ginsenosid Rb3, (F) ginsenosid Rc.
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Obr.8: Prehlad najvyznamnejsich ginsenosidov Il. Nakreslené v ChemDraw.
(G) ginsenosid Rd, (H) ginsenosid Re, (I) ginsenosid Rf, (J) ginsenosid Rgl,
(K) ginsenosid Rg3, (L) ginsenosid Rg2, (M) ginsenosid Rh1, (N) ginsenosid Rh2.
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Fyzikdlne-chemické vlastnosti najvyznamnejSich ginsenosidov su zhrnuté
v Tab. 1. Z podstaty ginsenosidov ako steroidnych glykozidov vyplyva, Ze ich steroidné
jadro zvysuje lipofilitu molekuly, a pofet naviazanych cukornych zbytkov zvySuje jej
hydrofilitu. Toto tvrdenie podporuje aj log P (rozdelovaci koeficient), ktory poukazuje
na mierne lipofilnd aZ lipofilnd povahu ginsenosidov. Tieto latky su velmi tazko
rozpustné vo vode a dobre rozpustné v menej poldrnom MeOH [26]. Ginsenosidy su
velmi slabo kyslé analyty, ich pKa (zaporny dekadicky logaritmus disociacnej konstanty
kyseliny) sa pohybuje vrozmedzi 12,85 — 12,91. Analyty sa v chromatografickom

systéme budu chovat ako skor neutralne latky.
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Tab. 1: Fyzikdlne-chemické vlastnosti najvyznamnejsich ginsenosidov, zdroje: SciFinder [27], ChemDraw - monoizotopicka hmotnost.

nazov ginsenosidu sumarny vzorec monoizotopickd hmotnost log P pKa donory proténov akceptory proténov
Ral CsgHos026 1210,6346 0,056+0,994 12,85+0,70 16 26
Ra2 CsgHos026 1210,6346 1,824+0,971 12,85+0,70 16 26
Rb1 Cs4H92023 1108,6029 1,876+0,908 12,85+0,70 15 23
Rb2 Cs3H90022 1078,5924 2,799+0,940 12,85+0,70 14 22
Rb3 Cs3H90022 1078,5924 2,799+0,940 12,85+0,70 14 22
Rc Cs3H90022 1078,5924 3,490+0,914 12,85+0,70 14 22
Rd CssHg201s8 946,5501 3,383+0,862 12,85+0,70 12 18
Re CssH32018 946,5501 1,890+0,841 12,85+0,70 12 18
Rf C42H72014 800,4922 3,38910,856 12,85+0,70 10 14
Rgl C42H72014 800,4922 1,502+0,473 12,91+0,70 10 14
Rg2 C42H72013 784,4973 3,64710,823 12,85+0,70 9 13
Rg3 C42H72013 784,4973 5,140+0,854 12,85+0,70 9 13
Rh1 C36H6209 638,4934 3,289+0,435 12,91+0,70 7 9
Rh2 C36He208 622,4445 5,02510,428 12,91+0,70 6 8
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3.3.2 Publikované analytické metody zaoberajtice sa analyzou
ginsenosidov
V Tab. 2 su zhrnuté doteraz publikované metddy zaoberajuce sa analyzou
ginsenosidov. NajcastejSie vyuzivané boli techniky HPLC a UHPLC za pouzitia UV alebo
MS detekcie [29-46]. NajvyuZivanejSou stacionarnou fazou pre analyzy pomocou
kvapalinovej chromatografie bola koléna C18, mobilnu fazu tvoril ACN s H20. Plynova
chromatografia bola pouZita pre vyvoj metddy iba v jednom pripade [28]. Casy analyz

sa pohybovali v intervale 14-90 min. Priemerny pocet stanovovanych analytov bol 7.

Analyzou 12 ginsenosidov sa zaoberala technika UHPLC s PDA detekciou, za
pouZitia nepolarnej C18 koldny, mobilnej faze kombinujicej H,0 a ACN a dizky analyzy
20 minuat (Obr. 9) [29]. Analyzou najvacSieho poctu analytov, 22 ginsenosidov, sa
zaoberala praca pouzivajuca techniku UHPLC s UV detekciou a ¢asom analyzy 80 minut
[30]. Ziadna publikovand metdéda sa nezaoberala analyzou za poufitia techniky

UHPSFC-PDA-MS.

0.5

0.4

B L B B L L B ILENL R L
4 6 8 10 12 14 16 18 20
¢t/ min
Obr. 9: Chromatogram pripravku s obsahom ginsenosidov, analyzovany UHPLC-PDA
metddou. Ginsenosid: (1) Rgl, (2) Re, (3) Rf, (4) Rh1, (5) Rg2, (6) Rb1, (7) Rc, (8) Rb2,
(9) Rb3, (10) Rd, (11) Rg3, (12) Rh2. Prevzaté zo zdroja [29].
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Tab. 2: Publikované analytické metddy pre stanovanie ginsenosidov v produktoch s obsahom Zensenu. N/A — neuvedené, FID — plameriovo
ionizacny detektor, FA — kyselina mravcia, MS/MS — tandemova hmotnostna spektrometria, Q-IT — kombinacia jednoduchého kvadrupdlu

a iénovej pasce, UV — spektrofotometeria v UV oblasti.

¢as analyz nastrek rietok
metdda | analyty (pocet) staciondrna faza mobilna faza ) yzy P ] detekcia | rok a zdroj
[min] [uL] [ml/min]
Rb1l Rc. Rd. Re, | DB-5(13,3mx0,18 mm; 0,4 um)
GC T hélium 14 N/A 2 FID 1995 [28]
Rgl, Ro (6) DB-5 (15 m x 0,32 mm; 0,25 um)
Acclaim RSLC 120 C18 MS/MS
HPLC F11, RT5 (2) 32 % ACN + 0,34 % FA 42 20 0,4 2014 [31]
150 mm x 2,1 mm; 3 um (Q-1T)
Rb1. Rb2, Re, Rd, Phenomenex Luna C18 A: H,O uv
HPLC 45 10 1,5 2013 [32]
Re, Rgl (6) 150 mm x 4,6 mm; 5 um B: 80 % ACN (203 nm)
Rb1 Rb2. Rc. Rd Spherisorb ODS-2 RP-18 A: ACN uv
HPLC ’ o 70 10 1,6 2002 [33]
Re, Rgl (6) 250 mm x 4,6 mm; 5 um B: H,O (203 nm)
Rb1. Rb2. Rc. Rd Beckman’s Ultrasphere C18 A: ACN uv
HPLC e 70 10 1,6 2003 [34]
Re, Rgl (6) 250 mm x 4,6 mm; 5 pm B: H,0 (203 nm)
Rb1, Rb2, Rc, Rd, YMC-Pack PVA-Sil uv
HPLC 82,5 % ACN 20 5 0,298 2007 [35]
Re, Rf, Rgl (7) 250 mm x 2,1 mm; 5 pm (203 nm)
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Tab. 3: Publikované analytické metddy pre stanovanie ginsenosidov v produktoch s obsahom Zensenu — ¢ast 2. PDA — detektor diédového pola,

AA — kyselina octova, ELSD — odparovaci detektor rozptylu svetla, AmAc — octan amonny, QqQ — trojity kvadrupdl.

, . L, )} e, ¢as analyzy | nastrek prietok ) .
metdda analyty (pocet) staciondrna faza mobilna faza . . detekcia rok a zdroj
[min] [uL] [ml/min]
Rb1, Rb2, Rc, Rd, Re, Rf, Zorbax C18 A: ACN MS/MS
HPLC 56 N/A 0,2 2001 [36]
Rgl (7) 150 mm x 2,1 mm; 5 pm B: H,O (Q-IT)
Zorbax C18 MS/MS
Rb1, Rb2, R, Rd, Re, Rf, 150 mm x 2,1 mm; 5 um, A: ACN (Q-IT);
HPLC 73 N/A 1,3 2001 [37]
Rg1(7) Altima C18 B: H,0 PDA
250 mm x 4,6; 5 um (203 nm)
Rb1, Rb2, Rb3, Rc, Rd, Pico Tag C18 A:H,0 +0,02 % AA
HPLC 79 10 0,375 MS/MS 2014 [38]
Re, Rgl, Rg3 (8) 300 mm x 3,9 mm; 4 um B: ACN + 0,02 % AA
Rb1, Rb2, Rc, Rd, Re, Rgl, Gemini C18 A: H,0
HPLC 70 10 1 ELSD 2016 [39]
Rg3, Rg5, Rk1 (9) 150 mm x 4,6 mm; 5 um B: ACN
A: 50 % ACN
HPLC F11, Rb1, Rb2, Rc, Rd, Re, Adsorbosphere HS C18 - 10 1 MS (QqQ) 2000 [40]
Rf, Rg1, Ro (9) 150 mm x 4,6 mm; 3 um B: H,0 + 10 mM g
AmAc
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Tab. 4: Publikované analytické metddy pre stanovanie ginsenosidov v produktoch s obsahom Zensenu — cCast 3. CAD — detektor nabitého
aerosolu, DAD — detektor diddového pola, MS — hmotnostna spektrometria, IT — idnova pasca, Q-TOF — jednoduchy kvadrupdl v kombinacii

s analyzatorom doby letu.

¢as analyz nastrek rietok
metdda analyty (pocet) staciondrna faza mobilna faza ) vy P . detekcia rok a zdroj
[min] [uL] [ml/min]
F4, Rb1, Rb2, Rc, Rd, Re, . .
Gemini C18 A: H0
HPLC | Rgl, (R)-Rg3, (S)-Rg3, Rg5, 250 mm X 4.6 M 5 80 20 N/A CAD 2013 [41]
X4, ; :
Rg6, Rh4, Rk1, Rh3 (14) W B: ACN
C-K, F1, F2, R1, Rb-1, Rb2, . . DAD,
Acclaim RSLC 120 €18 | A:H20+0,5% FA
HPLC Rb3, Rc, Rd, Re, Rf, Rgl, 150 51 59 45 20 0,4 MS/MS 2017 [42]
mm x 2,1 mm; 2,2 um .
Rg2, Rg3, Rh1, Rh2 (16) H B: ACN (Q-IT)
F1, F11, K, R1, RT5, Rb1, . _
Acclaim RSLC 120 C18 | At H20+0,5% FA
HPLC Rb2, Rb3, Rc, Rd, Re, Rf, 150 51 3 45 N/A 0,4 MS (IT) 2015 [43]
mm x 2,1 mm; 3 um .
Rg1, Rg2, Rg3, Rh1, Rh2 (17) H B: ACN
F5, Rb1, Rb2, Rb-3, Rc, Rd,
Re, Rf, Rgl, Rg2, (R)-Rg3, , A:H0 +10mM
Agilent Zorbax SB C18 AmF MS/MS
HPLC (S)-Rg3, (R)-Rh1, (S)-Rh1, m 80 2 1 2014 [44]
250 mm x 4,6 mm; 5 pm (Q-TOF)
(R)-Rh2, (S)-Rh2, Rh4, Rk3, B: ACN + 0,1 % FA
Ro (19)

30



Tab. 5: Publikované analytické metddy pre stanovanie ginsenosidov v produktoch s obsahom Zensenu — Cast 4.

cas analyzy

nastrek

prietok

metdda analyty (pocet) staciondrna faza mobilna faza . . detekcia rok a zdroj
[min] [mL] [ml/min]
Rb1, Rb2, Re, Rd, Re, Rgl, ACQUITY UPLC BEH C18 A: H0
UHPLC 15 10 0,2 MS/MS 2016 [45]
Rh1 (7) 100 mm x 2,1 mm; 1,7 um B: ACN
Ra3, Rb1, Rd, Re, Rg1, ACQUITY UPLC HSS T3 A:H20 +0,1% FA MS/MS
UHPLC 18 2 0,45 2015 [46]
Rg2, Rh1 (7) 100mMmx2,1mm; 1,8 um B: ACN + 0,1 % FA (Q-TOF)
Rbl, sz, Rb3, Rc, Rd, Re, A: ACN
ACQUITY UPLC BEH C18 :
UHPLC Rf, Rg1,Rg2, Rg3, Rh1, 20 2 0,3 PDA 2015 [29]
50 mmx 2,1 mm; 1,7 um B: H,O
Rh2 (12) *H2
F1, F2, K, PPD, (R)-PPT,
(S)-PPT, Rb1, Rb2, Rb3, LaChromUltra C18
Rc, Rd, Re, Rf, Rgl, 100 mm x 2 mm; 2 um A: 20 % ACN uv
UHPLC 90 5 0,2;0,3 2013 [30]
(R)-Rg2, (S)-Rg2,(R)-Re3, LaChromUltra C18 B: 80 % ACN (203 nm)

(S)-Rg3,(R)-Rh1, (S)-Rh1,
(R)-Rh2, (S)-Rh2 (22)

50 mm x 2 mm; 2 um
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3.4 Reguldcia potravinovych dopinkov

Doplnok stravy, alebo potravinovy doplnok, je zdkonom ¢. 110/1997 Sb.,
o potravinach a tabakovych vyrobcich definovany ako [48]: ,potravina, jejimz ucelem
je dopliiovat béZnou stravu a ktera je koncentrovanym zdrojem vitamind a minerdlnich
latek nebo dalSich latek s nutricnim nebo fyziologickym ucéinkem, obsaZenych v
potraviné samostatné nebo v kombinaci, urCenda k pfimé spotfebé v malych
odmérenych mnoiZstvich.” Legislativu potravinovych doplnkov dalej upravuje zakon

¢. 174/2021 Sb. a vyhlaska ¢. 58/2018 Sb., o doplnicich stravy a sloZeni potravin [48-51].

Zjednodusene sa da povedat, Ze potravinové doplnky su koncentrovanym
zdrojom Zivin alebo inych latok, ktorych ucelom je doplriovat beZnu stravu.
Potravinové doplnky na rozdiel od liecivych pripravkov neslizia k liecbe ani prevencii
choréb. Podla platnej legislativy musia mat z dévodu jasného rozlisenia od liecivych

pripravkov na obale jasne viditelny napis ,,Doplnék stravy” [52].

Doplnky stravy pred uvedenim na trh nepodliehaju Ziadnemu schvalovaciemu
procesu zo strany rezortu Ministerstva zemédelstvi. Povinnostou prevadzkovatela
potravinarskeho podniku je iba informacna povinnost, splnena zaslanim ceského textu
oznacenia vratane povinnych informacii, ktory bude uvedeny na obale vyrobku. Pre
splnenie informacnej povinnosti nie je nutné predkladat vysledky akychkolvek testov

[51].

Z dbvodu absencie predbeiného schvalovania venuje Statni zemédelska
a potravinarska inspekce (SZPI) kontrole potravinovych doplnkov zvysenu pozornost.
Medzi najcastejSie problémy patria: chybajice informacie o davkovani, pritomnost
lieCebnych tvrdeni, pripravok neobsahuje latky deklarované na obale alebo ich
obsahuje v nizSom mnozstve. O pripravkoch kvalifikovanych ako nebezpecné informuje

SZPI verejnost na svojich webovych strankach alebo pomocou tlade [52].

Tato praca bola zamerand na vyvoj metddy pre analyzu ginsenosidov
v potravinovych doplnkoch obsahujucich vsehoj azijsky, zvany kdrejsky Zensen.
Analyzované boli aj pripravky obsahujice vSehojivec Stetinaty, zvany sibirsky Zensen,

z dévodu moznej zdmeny rastlinnych extraktov zo strany vyrobcu.
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4. EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Pristrojové vybavenie

UHPSFC systém Acquity UPC?: binarne éerpadlo, automaticky davkovaé, kolénovy
termostat, reguldtor spatného tlaku, PDA detektor, QDa detektor, Waters,
Milford, USA

Analytické vahy, Sartorius, Goettingen, Nemecko

Automatické mikropipety so Spi¢kami, Eppendorf, Hamburg, Nemecko
Trepacka IKA Vortex 3, Sigma-Aldrich, Mnichov, Nemecko

Ultrazvukova vana Sonorex Digitec, Bandelin electronic, Berlin, Nemecko
Software Empower 3, Waters, Praha, Ceskd republika

Software ChemDraw Proffesional 17,1, PerkinElmer, Waltham, MA, USA

4.2 Laboratorne pomocky

Injekéné ihly Medoject (1,2 mm x 40 mm), Chirana T. Injecta, a.s.; Stard Tur3,

Slovensko

Injekéné jednorazové striekacky HSW HENKE-JECT, Henke Sass Wolf GmbH,

Tuttlingen, Nemecko

Striekackové filtre CSH FilterPure, PTFE/L, 0,22 um, Chromservis, Praha,

Ceska republika
Srubovacie vialky s uzadvermi, Chromservis, Praha, Ceska republika

Srubovacie vialky s uzavermi, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA

4.3 Poutzité staciondrne fazy

Analytické koldny od firmy Waters, Milford, USA

ACQUITY UPC? CSH Fluoro-Phenyl, 100 mm x 3,0 mm, 1,7 pm

ACQUITY UPC? Torus 1-AA Column, 100 mm x 3,0 mm, 1,7 um
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ACQUITY UPC? Torus 2-PIC, 100 mm x 3,0 mm, 1,7um
ACQUITY UPLC BEH Amide, 100 mm x 2,1 mm, 1,7 um
ACQUITY UPLC BEH Shield RP18, 100 mm x 3,0 mm, 1,7 um
CORTECS HILIC, 100 mm x 3,0 mm, 2,7 um

Torus DEA, 100 mm x 3,0 mm, 1,7um

Torus DIOL, 100 mm x 3,0 mm, 1,7 um

Viridis BEH 2-EP, 100 mm x 3,0 mm, 1,7 um

Viridis BEH, 100 mm x 3,0 mm, 1,7 um

Viridis HSS C18 SB, 100 mm x 3,0 mm, 1,8 um

4.4 Pouzité chemikalie

Acetonitril, Acetonitrile OPTIMA® LC/MS GRADE, cistota = 99,9 %, CoHsN, Mr =
41,05, Fisher Chemical, Waltham, MA, USA

Metanol, Methanol OPTIMA® LC/MS GRADE, &istota > 99,9 %, CH40, Mr = 32,04,
Fisher Chemical, Waltham, MA, USA

Etanol, Ethanol OPTIMA® LC/MS GRADE, ¢istota = 99,9%, CoHsO, Mr = 46,07, Fisher
Chemical, Waltham, MA, USA

Voda LC/MS GRADE, H,0, Mr = 18,02, VWR International, Radnor, PA, USA

Oxid uhli¢ity, Cistota = 99,995%, CO,, Mr = 44,01, Messer, Bad Soden am Taunus,

Nemecko

Amoniak, Ammonia solution 4M in methanol, NH3, Mr = 17,03, Sigma-Aldrich,

Darmstadt, Nemecko

Kyselina mravcia, Formic acid for LC-MS, cistota = 99%, HCO,H, Mr = 46,03, VWR
CHEMICALS BDH, Leuven, Belgicko

Mravencan amoénny, Ammonium formate for LC-MS, cistota > 99%, HCO;NHa,

Mr = 63,06, VWR CHEMICALS BDH, Leuven, Belgicko
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e QOctan amoénny, Ammonium acetate, Cistota = 99,99%, C,H;NO;, Mr = 77,08,

Sigma-Aldrich, Darmstadt, Nemecko
e Standardné latky ginsenosidov:
o Rbl, Cistota 2 99,5 %, CsaH92023, HWI group, Rizheim, Nemecko

o Rb2, Cistota = 98,26 %, Cs3Ho0022, MedChemExpress, Monmouth Junction, NJ,
USA

o Rb3, Cistota 2 99,12 %, Cs3Hg0022, MedChemExpress, Monmouth Junction, NJ,
USA

o Rg, Cistota 2 98,0 %, Cs3Hg0022, MedChemExpress, Monmouth Junction, NJ, USA
o Rd, Cistota 2 95,0 %, CagHs201s, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Nemecko
o Re, Cistota 2 97,0 %, CasHs201s, Sigma-Aldrich, Darmstadt,, Nemecko

o Rf, Cistota 2 99,48 %, Ca2H72014, MedChemExpress, Monmouth Junction, NJ, USA -

nespravna Standardnad latka ginsenosidu Rf

o Rf, Cistota 2 99,2 %, C42H72014, HWI group, Riizheim, Nemecko

o Rgl cistota = 98,0 %, Caz2H72014, MedChemExpress, Monmouth Junction, NJ, USA

o Rg2, Cistota = 94,0 %, Ca2H7,013, Sigma-Aldrich, Darmstadt,, Nemecko

o Rg3, Cistota =2 96,0 %, CazH7,013, Sigma-Aldrich, Darmstadt,, Nemecko

o Rh1, Cistota 2 98,0 %, C36Hs209, MedChemExpress, Monmouth Junction, NJ, USA

o Rh2, Cistota 2 98,11 %, C3sHs20s, MedChemExpress, Monmouth Junction, NJ, USA
o Doplnky stravy

o ProMan PLUS, 30 toboliek, Sarza 16583, NaturaMed Pharmaceuticals s.r.o.,

Ceské Budéjovice, Ceska republika

o Korean Red Ginseng, 100 kapsul, sarza 4671060, Jamieson Laboratories, Toronto,

Kanada

o Siberian Ginseng, 100 kapsul, Sarza 4747175, Jamieson Laboratories, Toronto,

Kanada
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o Zenden 1000 mg, 90 tabliet, %aria 15421S4, Vitaharmony s.r.o., Brno,

Ceska republika
o Zenden kérejsky plus vitamin E, 30 kapsul, $arza D2B3292, Walmark, T¥inec,
Ceska republika

o Pharmaton GERIAVIT Vitality 50+, 30 tabliet, Sarza 6759501, Rottendorf Pharma

GmbH, Ennigerloh, Nemecko

o Sibifsky Zensen (eleutherokok), kvapky 50 ml, Sarza 35010721, AROMATICA CZ

s.r.o., Slapanice, Ceska republika

o Bylinné kapky Zengen 1000 mg, kvapky 50 ml, $aria 100322, Valdemar Gresik —

Natura s.r.o., D&¢in, Ceska republika

4.5 Pracovny postup

4.5.1 Priprava zasobnych roztokov standardov

Pevny Standard ginsenosidu o hmotnosti 1-2 mg bol priblizne presne navazeny
do vialky. Nasledne bol obsah vialky doplneny MeOH do koncentracie ginsenosidu
5 mg/ml. Obsah vialky bol premiesany na vortexe do UpIného rozpustenia pevnych
krystalov Standardu. Tento postup bol opakovany pre vSetkych 12 ginsenosidov: Rb1,
Rb2, Rb3, Rc, Rd, Re, Rf, Rgl, Rg2, Rg3, Rh1, Rh2. Zasobné roztoky Standardov boli
uchovavané v chladnicke. V ¢ase potreby z nich boli nariedené pracovné roztoky

Standardov.

4.5.2 Priprava pracovnych roztokov standardov pre analyzu

Zo zasobnych roztokov boli riedené pracovné roztoky individudlnych Standardov

a zmesny pracovny roztok 12 Standardov.
Priprava pracovnych roztokov individualnych standardov

50 pl zasobného roztoku standardu o koncentracii 5mg/ml, bolo napipetovanych do
vialky a ndsledne doplnenych ACN na objem 1 ml. Roztok bol 30 s premieSavany na
vortexe. Koncentracia roztoku bola 250 pg/ml. Tento postup bol pouZity pri priprave

vSetkych 12 pracovnych roztokov individualnych standardov ginsenosidov: Rb1, Rb2,
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Rb3, Rc, Rd, Re, Rf, Rgl, Rg2, Rg3, Rh1l, Rh2. Roztoky boli vyuzivané pri identifikdcii

ginsenosidov.
Priprava zmesného pracovného roztoku standardov

Z 12 zasobnych roztokov ginsenosidov o koncentracii 5 mg/ml bolo napipetovanych
50 ul roztoku do vialky. Obsah vialky bol doplneny 400 ml ACN do objemu 1 ml.
Koncentracia roztoku bola 250 mg/ml. Roztok bol wvyuZivany pri optimalizacii

separacnych a ionizacnych podmienok.

4.5.3 Priprava pomocnych kvapalin UHPSFC systému

Ako oplachova kvapalina ihly autosampleru a oplachova kvapalina piestov Cerpadiel

bol pouzity MeOH.

4.5.4 Priprava mobilnych faz

Vsetky pouZivané mobilné fazy boli tvorené CO; s pridavkom OM a aditiva. Zakladny

skrining bol prevedeny za pouzitia nasledovnych 4 hlavnych MF:
1. MeOH
2. MeOH + 10 mM NH;

Odmerna banka o objeme 500 ml bola vyplnena MeOH do priblizne 9/10 svojho
objemu, nasledne bol v digestore do odmernej banky napipetovany objem 1,25 ml 4 M

roztoku amoniaku v MeOH a roztok bol doplneny po rysku MeOH.
3. MeOH + 2 % H,0

Odmerna banka o objeme 500 ml bola vyplnend MeOH do priblizne 9/10 svojho
objemu, nasledne bolo do odmernej banky napipetovany 10 ml vody cistoty LC/MS

a roztok bol doplneny po rysku MeOH.
4. MeOH/ACN v pomere 1:1

V zdsobnej nadobe pre mobilné fazy bolo zmiesanych 250 ml MeOH a 250 ml ACN.
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Pri optimalizacii zloZzenia mobilnej faze sa zameriavalo na zloZzenie OM a vplyv
druhu a koncentrdcie aditiv na priebeh analyzy. Postup pripravy OM a aditiv pouZitych

pri optimalizacii separacnych podmienok bol nasledovny:
MeOH + 5 % H,0

Odmerna banka o objeme 500 ml bola vyplnend MeOH do priblizne 9/10 svojho
objemu. Nasledne bolo do odmernej banky napipetovanych 25 ml vody LC/MS Cistoty

a roztok bol doplneny po rysku MeOH.
MeOH + 7 % H.0

Odmerna banka o objeme 500 ml bola vyplnena MeOH do priblizne 9/10 svojho
objemu, nasledne bol do odmernej banky napipetovany 35 ml vody Cistoty LC/MS

a roztok bol doplneny po rysku MeOH.
MeOH/ACN (2:1) +5 % H,0

Mobilnd faza bola pripravend zmieSanim 200 ml MeOH s 5 % pridavkom vody a 100 ml

ACN s 5 % pridavkom vody do zasobnej nadoby na mobilnu fazu.
MeOH/ACN (3:1) + 5 % H,0

Mobilna faza bola pripravena zmieSanim 300 ml MeOH s 5% pridavkom vody a 100 ml

ACN s 5% pridavkom vody do zdsobnej nadoby na mobilna fazu.
EtOH/ACN (2:1) + 5 % H20

Mobilna faza bola pripravend zmieSanim 200 ml EtOH s 5% pridavkom vody a 100 ml

ACN s 5 % pridavkom vody do zasobnej nadoby na mobilnu fazu.
MeOH + 10 mM AmF

Odmerna banka o objeme 100 ml bola vyplnend MeOH do 9/10 svojho objemu,
nasledne bolo 63,07 mg AmF rozpustenych v malom mnozstve MeOH a roztok bol

kvantitativne prevedeny do banky a doplneny MeOH po rysku.
MeOH + 10 mM AmF + 5 % H0

Odmernad banka o objeme 100 ml bola vyplnend MeOH do 8/10 svojho objemu,
nasledne bolo 63,07 mg AmF rozpustenych v5 ml vody Cistoty LC/MS a roztok bol

kvantitativne prevedeny do banky a doplneny MeOH po rysku.
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4.5.5 Priprava pridavnych kvapalin do MS

Pocas zakladného skriningu a optimalizacie separaénych podmienok bol ako pridavnd

kvapalina do MS pouZivany roztok MeOH s pridavkom 10 mM NHs.

Pri optimalizacii metddy bol skimany vplyv dalSich 8 pridavnych kvapalin. Postup ich
pripravy bol nasledovny:

1. MeOH

2. MeOH +1 % H,0

Odmerna banka o objeme 100 ml bola vyplnena MeOH do 9/10 svojho objemu,
nasledne bol pipetovany 1 ml vody d&istoty LC/MS a roztok bol doplneny MeOH

po rysku.
3. MeOH + 1 mM NH3

Odmerna banka o objeme 100 ml bola vyplnena MeOH do 8/10 svojho objemu,
nasledne bolo v digestore pipetovanych 10 ml zdsobného roztoku MeOH + 10 mM NH3

a roztok bol doplneny MeOH po rysku.
4. MeOH + 10 mM HCOOH

Odmernad banka o objeme 100 ml bola vyplnend MeOH do 9/10 svojho objemu,
nasledne bolo v digestore pipetovanych 0,0377 ml kyseliny mravcej a roztok bol

doplneny MeOH po rysku.
5. MeOH + 1 mM AmF

Odmernad banka o objeme 100 ml bola vyplnend MeOH do 8/10 svojho objemu,
nasledne bolo pipetovanych 10 ml zasobného roztoku MeOH + 10 mM AmF a roztok

bol doplneny MeOH po rysku.
6. MeOH + 10 mM AmF
7. MeOH + 1 mM AmAc

Odmernad banka o objeme 100 ml bola vyplnend MeOH do 8/10 svojho objemu,
nasledne bolo pipetovanych 10 ml zdsobného roztoku MeOH + 10 mM AmAc a roztok

bol doplneny MeOH po rysku.
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8.MeOH + 10 mM AmAc

Odmerna banka o objeme 100 ml bola vyplnena MeOH do 9/10 svojho objemu,
nasledne bolo 77,1 mg octanu aménneho rozpustenych v malom mnozstve MeOH

a roztok bol kvantitativne prevedeny do banky a doplneny MeOH po rysku.

4.5.6 Priprava kalibracnej krivky

Kalibracna krivka bola riedena pomocou 3 desiatkovych rad. Ako zaciatocny
roztok bol pouZity zmesny pracovny roztok Standardov o koncentracii 250 pg/ml.
Nariedené koncentracie zmesného Standardu boli 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml,

10 pg/ml, 5 pg/ml, 2,5 pg/ml, 1 pg/mla 0,5 pg/ml.

4.5.7 Priprava vzoriek analyzovanych pripravkov

Analyzovanych bolo 8 pripravkov obsahujucich sibirsky alebo kdrejsky Zensen v pevnej
alebo kvapalnej forme. Priprava vzoriek analyzovanych pripravkov prebiehala vidy

v dvoch opakovaniach.
Postup pripravy vzoriek kvapalnych pripravkov
1. Kvapky Sibifsky Zensen (eleutherokok)

Kvapky Sibisky Zensen (eleutherokok) boli filtrované pomocou 0,22 pum PTFE filtra do

vialiek.

2. Kvapky Bylinné kapky Zen3en

Kvapky Bylinné kapky Zenen boli prefiltrované 0,22 pum PTFE filtrom a nasledne
nariedené MeOH na koncentrdaciu 500 pl/ml.

Optimalizacia postupu pripravy vzoriek tuhych pripravkov

Postup pripravy vzorkov tuhych pripravkov bol optimalizovany na pripravku
ProMan PLUS. Skimand bola optimalna navazka pripravku a vplyv extrakéného
rozpustadla za Ucelom ziskania ¢o najvyssej odozvy MS detektora. Pri vybere
optimdlnej navazky pripravku boli skimané 4 navazky: 5, 10, 20 a50mg
homogenizovaného pripravku, ktoré boli extrahované do 1 ml rozpustadla. Pouzité boli

3 rozpustadla: MeOH, 50 % MeOH a ACN.
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NajlepSia odozva MS detektora bola dosiahnuta za pouzitia navazky 50 mg
homogenizovaného pripravku a MeOH ako rozpustadla. Vysledna navazka bola pouzita

pri odvodeni navazok pouzitych pri priprave vzorkov dalSich pevnych pripravkov.
Postup pripravy vzoriek tuhych pripravkov

Postup pripravy pozostaval z homogenizicie 10 kapsul/tabliet pripravku
do zmesi. Ndsledne bola navazka zmesi uvedend v Tab. 6 rozpustenda v1 ml MeOH,
30 s pretrepana pomocou vortexu avloZzena na 30 min do ultrazvukového kupela.

Poslednym krokom bola filtracia vzorkov pomocou 0,22 um PTFE filtra.

Tab. 6: Navazky pripravkov ProMan Plus, Korean Red Ginseng, Siberian Ginseng,
Zensen 1000 mg, Zensen korejsky Walmark a Pharmaton GERIAVIT pouZité pri priprave

vzorkov pripravkov na analyzu.

nazov pripravku liekova forma pouZita navazka [mg]
3. ProMan Plus kapsuly 50
4. Korean Red Ginseng tablety 60
5. Siberian Ginseng tablety 50
6. Zenden 1000 mg tablety 75
7. Zensen korejsky Walmark kapsuly 100
8. Pharmaton GERIAVIT tablety 90
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4.6 Skrining separacnych podmienok

Zakladny skrining bol prevedeny na 11 koldénach za pouZitia 4 mobilnych faz

(kapitola 4.5.4) a separacnych podmienok zhrnutych v Tab. 7.

Tab. 7: Nastavenie UHPSFC parametrov zakladného skriningu.

teplota autosampleru

20°C

objem nastrekovaného vzorku

2ul

prietok mobilnej faze

1,5 ml/min (1 ml/min pre kolénu BEH Amide)

doba analyzy

6 min

typ eltcie gradientova ellcia
teplota kolény 40 °C

BPR 1886 psi

detektor PDA (205 nm), Q (SIM)

Prietok MF na koléne BEH Amide bol znizeny z dovodu rozmerov koldny

navrhnutych pre UHPLC systémy. Priebeh gradientovej elicie pocas analyzy je graficky

znazorneny na Obr. 10.
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Obr. 10: Priebeh gradientovej elucie pri zakladnom skriningu.

Z dovodu rozdielnej velkosti ¢astic, plnenia kolén a chémie stacionarnych faz

boli gradienty prisposobené tlakovym obmedzeniam systému a elucnej sile pouzitej

mobilnej fazy. Upravy gradientov zobrazuje Tab. 8.
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Tab. 8: Uprava podmienok gradientovej eltcie pre SF v rdmci zakladného skriningu.

MeOH + MeOH +
koléna MeOH/ACN (1:1) MeOH
2 % H,O 10 mM NH;
BEH 2-EP 15-45 25-45 15-45 15-45
BEH Amide 15-45 25-45 15-45 15-45
BEH Shield RP18 15-35 25-45 15-35 15-35
Cortecs HILIC 15-45 25-60 15-45 15-45
CSH PFP 15-45 25-45 15-45 15-45
HSS C18 SB 15-45 25-60 15-45 15-45
Torus 1-AA 15-40 25-50 15-40 15-40
Torus 2-PIC 15-45 25-45 15-45 15-45
Torus DEA 15-45 25-60 15-45 15-45
Torus DIOL 15-45 25-60 15-45 15-45
BEH 15-45 25-60 15-45 15-45

PouZivané detektory boli PDA spektrofotometer a jednoduchy kvadrupdl. MS
detekcia prebiehala v zapornom ESI" mdéde za pouzitia plného skenu a ioniza¢nych

podmienok zhrnutych v Tab. 9.

Tab. 9: Nastavenie ioniza¢nych podmienok MS detektora.

ionizacné podmienky

druh ionizacie ESI-

napatie na kapilare 0,8 kV

teplota v zdroji 600 °C

prietok pridavnej kvapaliny 0,3 ml/min
pridavna kvapalina MeOH + 10 mM NHs
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4.7 Skrining zloZenia pridavnej kvapaliny

Pri optimalizacii podmienok bol skimany vplyv zloZenia 9 pridavnych kvapalin na

ionizaciu analytov. Skimané pridavné kvapaliny boli:
e MeOH,

e MeOH +1 % H,0,

e MeOH + 1 mM NH;s,

e MeOH + 10 mM NHjs,

e MeOH + 10 mM HCOOH,

e MeOH +1mM AmF,

e MeOH+ 10 mM AmF,

e MeOH+ 1 mM AmAc,

e MeOH + 10 mM AmAc.

Pre kazidu pridavnu kvapalinu boli prevedené 2 merania. Ako Standard bol
pouzivany MeOH + 10 mM NHs. Nastavenie ionizaénych podmienok MS detektora je
znazornené v Tab.9. Zber dat prebiehal pomocou SIM srychlostou zberu dat
10 bodov/s po celt dobu analyzy. Sledované pomery m/z zodpovedajuice jednotlivym

ginsenosidom za pouZitia ESI" su zndzornené v Tab. 10.

Tab. 10: Sledované pomery m/z zodpovedajtice ginsenosidom v SIM méde (ESI).

ginsenosidy m/z
Rh2 621,44
Rh1 637,49

783,49
799,49
Rd, Re 945,55

Rc, Rb2, Rb3 1077,59

Rb1 1107,60
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5. VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 Zdkladny kolonovy skrining

Zakladny kolédnovy skrining prebiehal na 11 stacionarnych fazach za pouzitia 4
mobilnych faz. Cielom bolo ndjst vhodné kombinacie stacionarnej a mobilnej faze pre
naslednu optimalizaciu separaénych podmienok. Analyty boli identifikované za pouzitia
retencnych ¢asov Standardov a ich identita bola potvrdend pomocou MS. Podmienky

analyz na koldnach su popisané v kapitole 0.

Pouzité MF boli: CO; + MeOH, CO; + MeOH/ACN (1:1), CO; + MeOH +
10 mM NHz, CO; + MeOH + 2 % H;0. OM boli vyberané s ohladom na rozdielny
charakter interakcii s analytom a SF. MeOH je OM prvej volby pre analyzu polarnych
analytov, zlepsuje tvar pikov a zvySuje elu¢nu silu MF. Aprotické rozpustadlo ACN
ponuka odlisnu selektivitu a zhorsSuje tvar pikov. Aditivum 10 mM NHs ma bazicky
charakter, zlepsSuje tvary pikov, selektivitu Sirokého spektra zlicenin a ponuka dobru
kompatibilitu s MS detektorom. Voda sa v SFC sprdva, ako kyslé aditivum, ktoré zvysuje
solvata¢nu silu MF. PouZiva sa v koncentracii do 5 - 10 % a ma pozitivny vplyv na
selektivitu, tvar pikov bazickych polarnych analytov a zvySuje elu¢na silu MF. Vplyv
zloZzenia MF na ellciu a separaciu analytov na 11 kolénach je zhrnuty v Tab. 11,
zobrazujucej pocet separovanych a eluovanych analytov v ¢ase analyzy za pouzitia PDA

detektora.

Analyty na vSetkych kolénach boli eluované vporadi stupajucej Mr.
NajuniverzalnejSim OM bol MeOH + 2 % H,0, ktory vo vacsSine pripadov zlepSoval
separaciu izomérneho paru a dosahoval najvaési pocet eluovanych
a separovanych analytov. OM MeOH/ACN (1:1) poskytoval odlisSnG selektivitu
kritického paru a nizSiu elu¢nu silu. MF obsahujuce cisty MeOH a MeOH +
10 mM NHs, neposkytovali zlepSenie selektivity oproti MF pouzivajucej vodu ako

aditivum.
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Tab. 11: Vysledky zdkladného skriningu vyjadrené vo forme poctu separovanych

a eluovanych analytov pre vsetky mobilné a stacionarne faze. SA — pocet separovanych

analytov, EA — pocet eluovanych analytov.

MeOH/ACN MeOH + MeOH +
(1:1) 10 mM NHs 2% H,0 MeOH

SA EA SA EA SA EA SA EA
Cortex HILIC 12 12 11 12 12 12 11 12
BEH 11 9 8 8 10 10 8 11
BEH 2-EP 7 8 9 12 10 12 9 12
Torus 2-PIC 2 2 6 6 6 6 6 6
Torus DIOL 5 6 6 6 6 6 6 6
Torus DEA 6 6 6 8 6 8 6 8
HSS C18 SB 6 12 6 12 7 12 7 12
BEH Shield RP18 2 8 3 8 2 8 3 8
CSH PFP 4 11 4 12 4 12 7 12
Torus 1-AA 2 2 2 2 2 2 2 2
BEH Amide 0 0 2 2 2 2 2 2

Vplyv druhu SF na separdciu a eltciu analytov bol skimany na 11 kolénach

ponukajucich rozdielnu selektivitu. Jednalo sa o polarne kolény: Cortecs HILIC, BEH,

BEH 2-EP, Torus 2-PIC, Torus DIOL, Torus DEA, BEH Amide, BEH Shield RP18, nepolarna

koldna HSS C18 SB, a kolény s aromatickym substituentom: CSH PFP, Torus 1-AA.

Eluéné okna apocet eluovanych analytov pre najvhodnejSie kombinacie

mobilnych a stacionarnych faz v ramci zdkladného skriningu zobrazuje graf na Obr. 11.

Eluéné oknd analytov su reprezentované pruhmi, Cislo priradené k pruhu vyjadruje

pocet eluovanych analytov.
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Cortecs HILIC (MeOH +2 % H20)
BEH (MeOH + 2 % H20)
BEH 2-EP (MeOH + 2 % H20)

12
12
12

Torus 2-PIC (MeOH + 2 % H20)
Torus DIOL (MeOH + 2 % H20)
Torus DEA (MeOH/ACN (1:1))
HSS C18 SB MeOH/ACN (1:1))
BEH SHIELD RP18 (MeOH) -3
CSH PFP (MeOH) I 11

Torus 1-AA (MeOH) -2

BEH Amide (MeOH) _ 2

0 1 2 3 4 5 6 te[min]

Obr. 11: Grafické zobrazenie elu¢ného okna analytov za najlepSich podmienok pre

jednotlivé stacionarne fazy zakladného skriningu.
Cortecs HILIC

Na polarnej koléne Cortecs HILIC bolo eluovanych vidy vSetkych 12 analytov.

Nevyhodou koldny bola nizka symetria pikov (Obr. 12).

1 I ‘ I T T I T T T T I T T I [ I I |

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 tr[min]

Obr. 12: Zakladny skrining, chromatogramy kolény Cortecs HILIC, MF CO; (A) + MeOH,
gradient 15 — 45 %, (B) + MeOH/ACN (1:1), gradient 25 — 60 %, (C) + MeOH +
10 mM NHs, gradient 15 — 45 %, (D) + MeOH + 2 % H,0, gradient 15 — 45 %.
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Najlepsie separacné vlastnosti ponukali OM MeOH/ACN (1:1) a MeOH + 2% H,O.
Pridavok 2 % H,O, Ciastocne separoval par Rf + Rgl a delil skupinu Rc + Rb2 + Rb3 na
zékladnej linii. MeOH/ACN (1:1) ponukal rozdielnu selektivitu a separoval par Rgl + Rf
v opacnom poradi, jeho nevyhodou bolo zhorSenie separacie paru Rb3 + Rb2 atvaru
pikov. OM MeOH + 10 mM NHs zhorsSoval z dovodu svojej bazickej povahy tvar pikov.
MF obsahujice MeOH a MeOH + 10 mM NH3 neboli schopné separovat izomérny par
Rf + Rgl. Z tohto d6vodu bola k dalSej optimalizacii zvolend MF obsahujica 2 % H,O

ako aditivum.
BEH

Koléna BEH, tvorend hybridnym silikagélom, poskytovala podobnu selektivitu ako

koléna Cortecs HILIC. Rozdiel bol vo vy$sej retencii analytov kolénou BEH.

A Rd Re pcyRb2+Rb3
Rh2 Rhl
Rb2 + Rb3
B Rd Re Rc
Rh2 Rh1
C
Rh2 Rh1
Rg3
Rg2
D ‘A Rd Re rcRb3
L
T I 1 T T ‘ T T T T | T T T 1} | T T T T
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 tr[min]

Obr. 13: Zakladny skrining, chromatogramy kolény BEH, MF CO; (A) + MeOH, gradient
15 — 45 %, (B) + MeOH/ACN (1:1), gradient 25 — 60 %, (C) + MeOH + 10 mM NHjs,
gradient 15 - 45 %, (D) + MeOH + 2 % H,0, gradient 15 — 45 %.

Najlepsiu selektivitu ponukal OM MeOH + 2 % H,0, ktory eluoval a aspon Ciastocne
separoval 10 analytov vratane kritického izomérneho paru Rf + Rgl, separovaného na
zaklade rozdielov v polarite molekul (Obr. 13). Pridavok OM MeOH/ACN (1:1), eluoval

11 analytov, ale nedostatocne separoval kritické izomérne pary Rf + Rgl a Rb2 + Rb3.
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OM MeOH eluoval 11 analytov a MeOH + 10 mM NHs 8 analytov. Ich nevyhodou bola
koelucia kritickych izomérnych pdarov. Koléna BEH mala v kombinacii s MF CO, +

MeOH + 2 % H,0 dobry potencial separdcie izomérnych parov.
Torus 2-PIC

Koléna Torus 2-PIC ponuka symetrické piky, silnejSiu retenciu analytov a velmi dobru
separaciu Sirokého spektra latok [54]. NajlepSiu selektivitu na koléne ponukali OM
MeOH, MeOH + 2 % H,0 a MeOH + 10 mM NHjs, ktoré od seba Ciasto¢ne separovali
ginsenosidy + Rf + Rgl (Obr. 14). MF obsahujuca MeOH/ACN (1:1) mala niZsiu
eluénu silu spésobenu aprotickym charakterom ACN a eluovala v ¢ase analyzy iba 2
analyty. Koléna Torus 2-PIC poskytovala symetrické piky a mala potencial separovat
kritické izomérne pary. Jej nevyhodou bola silna retencia analytov, ktord bolo mozné

riesit Upravou sklonu gradientu.

Rh2
Rh1

Rh2 Rh1

[
LT~

SEEs

Rh2
Rh1
T T T T T T T T T T LI R R e —T T
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 tr[min]

Obr. 14: Zakladny skrining, chromatogramy koldny Torus 2-PIC, MF CO; (A) + MeOH,
gradient 15 — 45 %, (B) + MeOH/ACN (1:1), gradient 25 — 45 %, (C) + MeOH +
10 mM NHs, gradient 15 — 45 %, (D) + MeOH + 2 % H,0, gradient 15-45 %.

Torus DIOL

Koléna Torus DIOL s polarnymi analytmi interagovala pomocou vodikovych vazieb

s diolovymi skupinami. Vysledky zakladného skriningu poukazali na minimalnu zmenu
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selektivity pre OM MeOH, MeOH + 10 mM NHs a MeOH + 2 % H;0, ktoré separovali
a eluovali 6 analytov. OM MeOH/ACN (1:1), sposobil koellciu kritického izomérneho
paru Rgl + Rf (Obr. 15). Koldna Torus DIOL ponukala dobrud symetriu pikov a potencidl
separacie a ellcie vietkych skimanych analytov. Jej nevyhodou bola silnejsia retencia

analytov typickd pre koldny linie Torus, ktord bolo moZné riesit Upravou sklonu

gradientu.
Rh2  Rh1
’ gp\z\,_/
Rh2 Rh1
Rh2 ..
c ¢.——
Rh2  Rh1
1 T T I T T T ‘ T | T T T T | T T T
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 tr[min]

Obr. 15: Zakladny skrining, chromatogramy koléony Torus DIOL, MF CO; (A) + MeOH,
gradient 14 — 45 %, (B) + MeOH/ACN (1:1), gradient 25 — 60 %, (C) + MeOH +
10 mM NHs, gradient 15 — 45 %, (D) + MeOH + 2 % H,0, gradient 15-45 %.

BEH 2-EP

Na koléone BEH 2-EP bolo eluovanych vsetkych 12 analytov. Vynimku tvoril OM
MeOH/ACN (1:1), ktory eluoval iba 8 analytov. Najlepsie podmienky boli dosiahnuté za
pouzitia OM MeOH + 2 % H;0, ktory ako jediny Ciasto¢ne separoval izomérny par Rf +
Rgl (Obr. 16). Podmienky na tejto SF neboli podrobené dalsej optimalizacii z dévodu

koellcie izomérov Rc + Rb2 + Rb3.
Torus DEA

NajlepSie separa¢né podmienky na koldne Torus DEA boli dosiahnuté pouzitim OM

MeOH/ACN (1:1), ktory eluoval 6 analytov a ¢iasto¢ne separoval analyty Rgl + Rf
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(Obr. 16). Daldie MF eluovali 8 analytov a spdsobovali koellciu ginsenosidov Rgl +

Rf +
HSS C18 SB

Koléna HSS C18 SB, s alkylovymi substituentmi, eluovala vSetkych 12 ginsenosidov.
Nevyhodou bola vysokd miera koelucie vSetkych izomérov a extrémne nizka odozva
ginsenosidov Rc + Rb2 + Rb3 a Rb1. Najlepsia separdcia bola dosiahnutd za pouZitia OM
MeOH/ACN (1:1), ktory ako jediny CiastoCne separoval skupiny izomérov a

(Obr. 16).
BEH Shield RP18

Koléna BEH Shield RP18, svloZenou karbamatovou skupinou, ponuka alternativnu
selektivitu pre fenolické zluceniny [55]. Analyty druhu steroidnych glykozidov na tejto
SF vykazovali extrémne nizku retenciu. VSetky MF eluovali 8 analytov v intervale 30
s od mrtveho retencného ¢asu koldny. NajlepSie podmienky boli dosiahnuté za poufZitia
OM MeOH a MeOH + 10 mM NHjs, ktoré eluovali analyty v troch pikoch (Obr. 16). OM
MeOH/ACN (1:1) a MeOH + 2 % H,O sposobili koeltciu vsetkych analytov v 1 piku

s vynimkou ginsenosidu Rh2.
CSH PFP

Viacmodalna hybridna aromaticka SF CSH PFP ponuka odlisnu selektivitu v porovnani
s polarnymi SF a nepolarnymi alkylovymi SF [1]. Na koléne bolo bez ohladu na zloZenie
MF eluovanych vsetkych 12 analytov v 4 skupinach. Ginsenosid Rb-1 bol detekovatelny
iba za pouzitia MS detekcie. NajlepSie podmienky boli dosiahnuté za pouzitia OM

MeOH, ktory CiastoCne separoval izomérne analyty (Obr. 16).
Torus 1-AA

Aromatickd koldna Torus 1-AA je vhodna pre separaciu neutralnych az nepolarnych
steroidnych molekul, s komplementdrnou selektivitou ku koléne Torus 2-PIC [54].
Koléna z dovodu silnej retencie steroidnych zluéenin eluovala za vsetkych podmienok
iba 2 ginsenosidy Rh1l a Rh2 (Obr. 16). Zmena zlozenia MF mala minimalny vplyv na

elucné casy analytov.
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BEH Amide

Na koléne BEH Amide boli za pouZitia skimanych MF eluované dva analyty, Rh1l a Rh2.
Vynimkou bola MF s OM MeOH/ACN (1:1), za pouZitia ktorej neboli eluované Ziadne
analyty. NajlepSie vysledky boli dosiahnuté za pouzitia OM MeOH + 2% H)0,

s najvyssou elu¢nou silou (Obr. 16).

Rc + Rb3 + Rb2

s [ N

Rh2

Rg2 + Rg3

Rb2 + Rb3

Rd+R
~ ¢ Rb1

Rc

Rg2 + Rg3
Rh1+Rd + Re
D \ fRh2
S
Rg2 + Rg3
E Rh2 |
|
Rh1 Re + Rd
Rc + Rb3 + Rb2 J\W
Rh2
Rh1
F
Rh2 Rh1
G
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 t; [min]

Obr. 16: Chromatogramy najlepSich podmienok na kolénach zakladného skriningu,
ktoré nepodstupili optimalizaciu chromatografickych podmienok. (A) BEH 2-EP, MF
CO2 + MeOH + 2 % H0, (B) Torus DEA, MF CO, + MeOH/ACN (1:1), (C) HSS C18 SB, MF
CO; + MeOH/ACN (1:1), (D) BEH Shield RP18, MF CO, + MeOH, (E) CSH PFP, MF CO; +
MeOH, (F) Torus 1-AA, MF CO; + MeOH + 2 % H,0, (G) BEH Amide, MF CO; + MeOH +
2 % H,0.
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Grafické zobrazenie ellcie analytov na SF zakladného skriningu za poufZitia
najuniverzalnejSej MF CO, + MeOH + 2 % H,0 stvarniuje Obr. 17. Spolo¢nou farbou su
vyznacené ginsenosidy so zhodnou molekulovou hmotnostou: Mr 622,44: Rh2,
Mr 638,44: Rh1, Mr 784,50: Rg2, Rg3, Mr 946,55: Rd, Re,
Mr 1078,59: Rb2, Rb3, Rc, Mr 1108,60: Rb1.

BEH SHIELD RP18 ® Rh2
@ CSH PFP

1 ] HSS C18 SB H Rh1

Cortecs HILIC e o Rg3
° gey BEH2EP Torus DIOL ®
E ° Torus DEA Rg2
2 1 . . Torus 2-PIC o
. . ° Rgl

Torus 1-AA Rf

e BEH Amide e Rd
°

B

L

oo o
[ 1]

® Re

o o0

5 ] ® Rb3
: ® Rb2
6 ] [ ] Rb1

Obr. 17: Grafické zobrazenie eluénych ¢asov ginsenosidov pre MF MeOH + 2 % H,0

v zakladnom skriningu SF.

Optimalizacia chromatografickych podmienok prebiehala na 4 najlepSich SF a
zahffiala zmenu MF, nastavenia gradientu, dizky analyzy, tlaku BPR a teploty koldny.
Parametrami vyberu SF pre optimalizaciu chromatografickych podmienok bola
selektivita, symetria pikov, schopnost separacie izomérnych analytov a ich delenie na
zakladnej linii. K naslednej otimalizacii chromatografickych podmienok boli vybrané SF:
Cortecs HILIC, BEH, Torus 2-PIC a Torus DIOL. Koléna Cortecs HILIC, ako jedind
ponukala ellciu a ¢iastoénu separaciu vsetkych 12 ginsenosidov. Optimalizacia
podmienok mohla priniest zlepsenie selektivity atvaru pikov. Na koléne BEH bolo
eluovanych 11 aseparovanych 10 analytov, chromatografické podmienky boli
podrobené optimalizacii za U¢elom separacie koeluovaného paru Rb2 + Rb3, ellucie
vSetkych 12 analytov v ¢ase analyzy a zlepSenia symetrie pikov. Koldny Torus 2-PIC

a Torus DIOL poskytovali silnu retenciu analytov, symetrické piky a separaciu kritického
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izomérneho paru Rf + Rgl. Optimalizacia bola zamerana na zvySenie elu¢nej sily MF

a separaciu kritickej izomérnej skupiny Rc + Rb2 + Rb3.

Kolény nepodrobené optimalizaci chromatografickych podmienok boli:
BEH 2-EP a Torus DEA, z dévodu nedostatocnej separacie kritickych izomérov Rf + Rgl
aRc + Rb2 + Rb3, HSS C18 SB, BEH Shield RP18 a CSH PFP, z dovodu nedostatocne;j

selektivity, a Torus 1-AA a BEH Amide, z dévodu prilis silnej retencie analytov.
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5.2 Optimalizdacia chromatografickych podmienok na kolone
Cortecs HILIC

V zakladnom skriningu sa v kombindcii s kolénou Cortecs HILIC najviac osvedcilo
pouzitie OM MeOH + 2 % H,0 podporujuceho poldrne interakcie MF, SF a analytov.
Prvy krok optimalizacie sa zameriaval na vplyv koncentracie H,O v MF v rozmedzi 0 — 7

% na separaciu izomérnych skupin ginsenosidov (Obr. 18).

Rd Re_Rb3
Rc  Rb2

Rh2 Rh1

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 ti [min]

Obr. 18: Chromatogramy optimalizacie podmienok separacie na koléne Cortecs HILIC,
porovnanie vplyvu koncentracie H,0 v MF, za poutzitia gradientu 15 — 45 %. MF CO; +

(A) MeOH, (B) MeOH + 2 % H,0, (C) MeOH + 5 % H0, (D) MeOH + 7 % H,O0.

Zvysujuca sa koncentracia H;0 zlepSovala separaciu izomérneho paru Rf + Rgl
(rozliSenie: 0 - 0 - 1,81 - 3,36), a zhorSovala separdciu izomérov Rc + Rb3
(rozlisenie: 2,59 - 1,99 = 1,36 = 0,95) a Rb3 + Rb2 (rozlisenie 2,09 - 1,79 - 1,47 >
1,32). Najlepsia separdcia analytov bola dosiahnutd za pouZitia OM MeOH + 5% H,0
(Obr. 18). Zvysovanie koncentracie H,O v MF malo pozitivny vplyv na Gcéinnost

separacie, zlepSovalo symetriu pikov a zvySovalo elu¢nu silu MF.

Nasledne bol skimany vplyv OM MeOH + 10 mM AmF a MeOH + 10 mM AmF +
5 % H,0 na zlepsenie tvaru pikov (Obr. 19). AmF viditelne zhorSoval tvar pikov viac

zadrziavanych analytov, zakladnej linie a sp6soboval koellciu izomérov Rf + Rgl.

55



Rh2

RNL o pe

Rh2

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 t; [min]

Obr. 19: Chromatogramy optimalizacie podmienok separacie na koléne Cortecs HILIC,
porovnanie vplyvu aditiv, MF CO; + MeOH (A) + 10 mM AmF, (B) + 10 mM AmF +
5 % H0, (C) + 5 % H,0 za pouzitia gradientu 15 — 45 %.

Nasledovala optimalizacia nastavenia gradientovej elucie, kde bol skiumany
vplyv zvySenia zaCiatocnej koncentracie gradientu v rozmedzi 15 — 25 %, s MF CO; +
MeOH + 5 % H,0, na eluciu a separdciu analytov (Obr. 20). NajlepsSia separacia bola
dosiahnutd za poOvodného gradientu 15 — 45 %. So zvySujucou sa zaciatoCnou

koncentraciou gradientu sa zhorsovala ucinnost separacie.

Rh2 Rh1 Rg3
| Rg2

0.00 1.00 2.00 3.00 ©4.00 500  t,[min]

Obr. 20: Chromatogramy optimalizacie podmienok separacie na koléne Cortecs HILIC,
porovnanie vplyvu zmeny gradientu MF CO; + MeOH + 5 % H;0. Gradient (A) 15 - 45 %,
(B) 20— 45 %, (C) 25 — 45 %.
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NajvyhodnejsSie podmienky separacie na koldone boli dosiahnuté za pouzitia OM

MeOH + 5 % H,O za povodného gradientu 15 — 45 % (Tab. 12). Optimalizdciou

podmienok sa podarilo separovat izomérne analyty Rf + Rgl a Rc + Rb3 + Rb2, a

Ciastocne zlepsit symetriu pikov. Pretrvavajici nedostato¢né symetricky tvar pikov Re

a Rb1l bol dévodom, preco koldna Cortecs HILIC nepodstupila dalSiu optimalizaciu

parametrov.

Tab. 12: Vybrané parametre optimalizovanych chromatografickych podmienok na

koldne Cortecs HILIC, MF CO; + MeOH + 5 % H;0, gradient 15 - 45 %.

ginsenosid | retencny cas (tr) | retencny faktor (k) | rozliSenie (Rs) | faktor symetrie (As)
Rh-2 1,582 5,27 1,10
Rh-1 2,049 6,83 7,70 1,14
2,331 7,77 5,35 1,32
2,620 8,73 6,11 1,27
2,719 9,06 2,25 1,27
2,798 9,32 1,81 1,21
Rd 3,016 10,05 4,95 1,44
Re 3,306 11,02 6,57 1,60
Rc 3,452 11,51 3,23 1,25
Rb-3 3,535 11,78 1,36 1,30
Rb-2 3,625 12,08 1,47 1,34
Rb-1 3,744 12,58 2,54 1,55
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5.3 Optimalizdacia chromatografickych podmienok na kolone
BEH

Pri optimalizacii podmienok na koléne BEH sa postupovalo rovnakym spésobom
ako v pripade kolény Cortecs HILIC. V prvom kroku bol skimany vplyv OM H;0O

v koncentracii 0 - 7 % na separdaciu izomérnych analytov Rf + Rgl a Rc + Rb2 + Rb3.

Rh2

Rh1

Rh1

=

Rh1

Rg3

Rg2
C . Rb3
Rd
‘ Re Rc b2 Rb1

Rh1 Rg3 Rg2

0.00 1.00 200 300 4.00 500  t,[min]

Obr. 21: Chromatogramy optimalizacie podmienok separacie na koldne BEH,
porovnanie vplyvu koncentracie H,O v MF za pouZitia gradientu 15 — 45 %. MF CO; +

(A) MeOH, (B) MeOH + 2 % H,0, (C) MeOH + 5 % H,0, (D) MeOH + 7 % H,0.

Vadsie zastupenie H,0 v MF zvySovalo poldrne interakcie analytov s MF a SF, ¢o
malo za dosledok vyssSiu eluénu silu MF a lepSiu separaciu izomérneho paru Rf + Rgl
(rozlisenie 0 - 0,87 = 1,39 = 3,16). Najlepsie vysledky boli dosiahnuté za poufzitia
aditiva 5 % H;0, ktoré separovalo izoméry Rf + Rgl a malo najlepsi potencial separacie

izomérov Rb3 + Rb2 (Obr. 21).

Daldim krokom bolo skiimanie vplyvu aditiva 10 mM AmF na separaciu
kritickych izomérnych parov (Obr. 22). Pridavok 10 mM AmF do MeOH a MeOH +
5 % H20 mal negativny vplyv na tvar zakladnej linie a zhorsil separaciu izomérnych

parov Rf + Rgl a skupiny Rc + Rb2 + Rb3.
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Obr. 22: Chromatogramy optimalizacie podmienok separdcie na koléne BEH,
porovnanie vplyvu aditiv, MF CO, + MeOH + (A) 10 mM AmF, (B) 10 mM AmF +
5 % H,0, (C) 5 % H,0 za poutzitia gradientu 15 — 45 %.

Nasledovala optimalizdcia nastavenia gradientovej elicie. Skimané boli

gradienty 15 —40 %, 20 —45 %, 25 —-45 %, 30 —45 % a 30 — 40 % (Obr. 23).

Rh2
| Rh1
Rg3
R Rb3 Rb2
A d Re Rec Rb1
° L_JL
Rb3
C Rc  Rb2 Rbl
D
E Rd  Re RcRb3Rb2  Rbl
JAN
- I 1 — 1
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 tq [minl]

Obr. 23: Chromatogramy optimalizacie separacnych podmienok kolény BEH, vplyv
zmeny nastavenia gradientovej elucie, MF CO; + MeOH + 5 % H;0. Gradient

(A) 15 — 45 %, (B) 20 - 45 %, (C) 25 — 45 %, (D) 30 - 45 %, (E) 30 - 40 %.
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Najlepsiu separaciu analytov dosiahol gradient 25 — 45 %, ktory eluoval vSetkych
12 analytov a zlepSil separaciu izomérneho paru Rf + Rgl. Zaciato¢ny gradient 30 % OM
zhorsoval Ucinnost separacie. Zmena gradientu nemala vplyv na separaciu izomérneho

paru Rb2 + Rb3.

NajlepSie chromatografické podmienky na koléne BEH boli dosiahnuté
kombinaciou MF CO; + MeOH + 5 % H,0 a gradientu 25 — 45 % (Tab. 13). Nevyhodou
koldny BEH bola nedostato¢na selektivita spdsobujuca Ciastoénu koellciu izomérov

Rb2 + Rb3.

Tab. 13: Vybrané parametre optimalizovanych chromatografickych podmienok na

koldne BEH, MF CO2 + MeOH + 5 % H,0, gradient 25 - 45 %.

ginsenosid | retencny cas (tr) | retencny faktor (k) | rozliSenie (Rs) | faktor symetrie (As)
Rh-2 1,083 3,09 1,19
Rh-1 1,514 4,33 7,09 1,18
1,879 5,37 5,74 1,20
2,169 6,20 4,36 1,25
2,357 6,73 2,75 1,15
2,469 7,05 1,61 1,22
Rd 2,861 8,17 5,33 1,24
Re 3,180 9,09 4,05 1,29
Rc 3,605 10,3 5,26 1,30
Rb-2 3,740 10,69 - -
Rb-3 3,809 10,88 - -
Rb-1 4,086 11,67 3,03 1,37
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5.4 Optimalizdacia chromatografickych podmienok na kolone
Torus DIOL

Ako prvy bol na koléne Torus DIOL skimany vplyv aditiva H,O v rozmedzi
koncentracii 0 —7 % na separaciu analytov a eluénd silu MF (Obr. 24). Vacsie
zastUpenie H,O v MF zvySovalo poladrne interakcie medzi analytmi, SF a MF, ¢oho
dosledkom bola separacia izomérov Rf + Rgl (rozlisenie 1,72 - 1,73 - 2,17 - 4,83) a
zvySenie elucnej sily MF. Najlepsie vysledky boli dosiahnuté za pridavku OM MeOH +
7 % H20 do MF.

Rh1
Rh1
Rh1l

L e

—— — . : — r———— — ]
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 ty [min]

Obr. 24: Chromatogramy optimalizacie separacnych podmienok koldny Torus DIOL,
porovnanie vplyvu koncentracie H,O v MF za pouzitia gradientu 15 — 45 %. MF CO; +

(A) MeOH, (B) MeOH + 2 % H,0, (C) MeOH + 5 % H20, (D) MeOH + 7 % H,O0.

Nasledovala optimalizacia nastavenia gradientovej ellicie za uUcelom ellcie a
separacie vSetkych ginsenosidov v ¢ase analyzy. Skimané gradienty boli 15—-45 %,
20-45%,25-45%, 25-50 % a 30 — 50 % (Obr. 25). Elucia vSetkych 12 ginsenosidov
bola dosiahnuta iba za poufzitia gradientu 30 — 50 %. Zmena gradientovej ellicie nemala

vplyv na separaciu izomérnych ginsenosidov Rb2 + Rb3.

Najlepsie chromatografické podmienky na koléne Torus DIOL boli dosiahnuté
kombinaciou MF CO> + MeOH + 7 % H,0 a gradientu 30 - 50 %. Nevyhodou bola

nedostatocna separdcia izomérov Rb2 + Rb3 (Tab. 14).
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Obr. 25: Chromatogramy optimalizacie separaénych podmienok kolény Torus DIOL,
vplyv nastavenia gradientovej eliucie, MF CO, + MeOH + 7 % H>0. Gradient
(A) 15 — 45 %, (B) 20 — 45 %, (C) 25 - 45 %, (D) 25 - 50 %, (E) 30 — 50 %.

Tab. 14: Vybrané parametre optimalizovanych chromatografickych podmienok na

koldne Torus DIOL, MF CO; + MeOH + 7 % H0, gradient 30 - 50 %.

ginsenosid | retencny cas (tr) | retencny faktor (k) | rozliSenie (Rs) | faktor symetrie (As)
Rh-2 0,845 2,64 - 1,17
Rh-1 1,167 3,65 6,92 1,20
1,602 5,01 8,30 1,19
1,813 5,67 3,87 1,16
2,028 6,34 3,87 1,09
2,156 6,74 2,30 1,13
Rd 2,738 8,56 10,16 1,02
Re 2,983 9,32 4,14 1,02
Rc 3,572 11,16 9,88 1,03
Rb-2 3,688 11,52 1,87 -
Rb-3 3,754 11,73 1,04 -
Rb-1 4,141 12,94 6,06 1,22
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5.5 Optimalizdacia chromatografickych podmienok na kolone
Torus 2-PIC

Zakladny skrining poukazal na vyhody H;O, ako aditiva MF. Optimalizacia
separdcie z tohto dovodu zacala skimanim vplyvu koncentracie H;O v MF v rozmedzi

L I
T kkl\J\J\AM
CL JL

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 t, [min]

Rh2 Rh1

Rh1

E

Obr. 26: Chromatogramy optimalizacie separacnych podmienok kolény Torus 2-PIC,
vplyv pridavku H,O do MF za poutzitia gradientu 15 — 45 %. MF CO2 + (A) MeOH,
(B) MeOH + 2 % H0, (C) MeOH + 5 % H,0, (D) MeOH + 7 % H,0.

Vacésie zastlipenie H,O v MF malo vdaka polarnym interakciam s analytom
vplyv na zvySenie elucnej sily MF a zlepSovalo separdciu analytov + Rf (rozlisenie
1,34 - 1,98 - 2,40 - 2,78) aRf+ Rgl (rozlisenie 1,51 - 1,78 - 2,29 - 2,99).

Idedlnou koncentraciou aditiva bolo 5 % H-0.

Pre MF CO; + MeOH + 5 % H,0 bolo dalej skimané nastavenie gradientovej
ellcie za ucelom elucie vSetkych analyzovanych ginsenosidov v ¢ase analyzy. Skimané
gradienty boli 15 — 45 %, 20 — 45 %, 25 — 45 % a 25 — 50 % (Obr. 27). Najlepsich
vysledkov bolo dosiahnutych za poutzitia gradientu 25 — 50 %, ktory ako jediny eluoval
vSetkych 12 ginsenosidov a CiastoCne separoval izoméry Rc + Rb2. Zmena gradientu

nemala zdsadny vplyv na zlepSenie separdcie analytov Rgl + Rf.
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Obr. 27: Chromatogramy optimalizacie separacnych podmienok kolény Torus 2-PIC,
optimalizdcia nastavenia gradientovej elicie, MF CO; + MeOH + 5 % H,0. Gradient

(A) 15 -45%, (B) 20 - 45 %, (C) 25 - 45 %, (D) 25 - 50 %.

Dali krok bol zamerany na skimanie vplyvu pridavku ACN v MF na separaciu
kritického paru Rc + Rb2 za ucelom ich Uplnej separacie. Ako prva bola skimana MF
CO2 + MeOH/ACN (1:1). Z dévodu nizsej elucnej sily MF bolo skimané Siroké rozmedzie
gradientov so zaciato¢nou koncentraciou od 25 do 40 % OM a koncovou koncentraciou
40 — 70 %. Najvhodnejsi gradient bol 40 — 70 %, ktory ako jediny eluoval vSetky
ginsenosidy v ¢ase analyzy (Obr. 28). Pridavok ACN do MF zlepsil separdaciu izomérov Rc
+ Rb3 (rozlienie 1,04) a Rb3 + Rb2 (rozliSenie 1,62), ale zaroven spdsobil koeluciu

izomérneho paru Rf + Rgl (Obr. 28).

Pozitivny vplyv ACN na delenie skupiny Rc + Rb2 + Rb3 a vplyv H,0 na delenie
paru Rf + Rgl, poukazal na mozné vyhody ich kombinacie. Dal3ia skimana MF bola
CO2 + MeOH/ACN (1:1) + 5 % H>O s gradientmi 25 - 50 %, 30 — 50 %, 35 - 60 %,
35-70 %. Najvhodnejsi bol gradient 40 — 70 % (Obr. 28), ktory Ciasto¢ne separoval

izomérne pary Rf + Rgl a Rc + Rb2.
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Obr. 28: Chromatogram optimalizacie separacnych podmienok kolény Torus 2-PIC,

gradient 40 - 70 % pre MF CO; (A) + MeOH/ACN (1:1), (B) + MeOH/ACN (1:1) + 5 % H,0.

Nasledujucim krokom optimalizacie bolo hladanie idealnej kombindcie zloZenia
MF, ktord by ponukala ¢o najlepSie delenie oboch kritickych skupin izomérnych
analytov. Z dévodu rozdielnej elu¢nej sily skimanych OM a aditiv a zaistenia elucie
vadiiny analytov bola prediZend dizka analyzy na 10 min a upraveny priebeh gradientu

(Tab. 15).

Tab. 15: Nastavenie gradientovej elticie pre dizku analyzy 10 min.

¢as [min] CO; [%] oM [%]
0 75 25
8 50 50
8,1 75 25
10 75 25

Skimané kombinacie OM a aditiv boli MeOH + 5 % H,0, MeOH/ACN (3:1) +
5 % H,0, MeOH/ACN (2:1) + 5 % H,0 a EtOH/ACN (2:1) + 5% H,0 (Obr. 29). Pridavok
ACN znizoval eluénu silu MF, tlak systému, zlepSoval separaciu izomérneho paru Rc +
Rb2 a zhorSoval separaciu izomérov Rf + Rgl. Zmena gradientu nemala Ziadny vplyv
na separaciu analytov Rc + Rb2 + Rb3. Pouzitie EtOH zniZilo elu¢nu silu MF a spdsobilo

koeluciu izomérov Rf + Rgl.

Najlepsich podmienok bolo dosiahnutych za pouzitia MeOH/ACN (2:1) +
5 % H20, ako OM a gradientu 30 - 60 %. Tieto podmienky ponukali najlepsi kompromis
medzi separdciou izomérov Rf + Rgl (rozliSenie 1,59) aRc + Rb2, Rb2 + Rb3

(rozlisenie 1,09).
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Obr. 29: Chromatogramy optimalizdcie separacnych podmienok kolény Torus 2-PIC,

porovnanie efektu OM agradientu. (A) MeOH + 5 % H,O, 25 50 %,

(B) MeOH/ACN (3:1) + 5 % H,0, 25 — 50 %, (C) MeOH/ACN (2:1) + 5 % H.0, 25 - 50 %,
(D) MeOH/ACN (2:1) + 5 % H,0, 30 - 60 %, (E) EtOH/ACN (2:1) + 5 % H,0, 30 - 60 %.

Dal$im krokom bolo skiimanie vplyvu teploty na sepraciu na koléne Torus 2-PIC

vrozmedzi 30-60°C (Obr.30). Znizujuca teplota koldny zvySovala selektivitu
a zlepsovala separaciu izomérov Rc + Rb2 + Rb3 a zaroven Rf + Rgl (Obr. 30). Teplota

kolény 30 °C a gradient 30 - 55%, ponukali najlepsiu selektivitu (Obr. 31).

Rh2
40°C n n N M Rd Re 52 13 Rb1
- ~/>-
Rg3 Rg2 Rc + Rb2
Rh2 phi _\\j*\\‘
Rg 3Rg2 Rc + Rb2
Rd Re Rb3 Rb1l
wel )| M N I~
T 1 1 T |II|III||IIII|I\\‘\\ ‘ LI L lllrr‘llll
0.00 1.0 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 tR[mm]

Obr. 30: Optimalizacia teploty kolény (40 °C, 50 °C, 60 °C) Torus 2-PIC, MF CO; +
MeOH/ACN (2:1) + 5 % H>0, gradient 30 — 60 %.
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Obr. 31: Chromatogram optimalizacie separacnych podmienok na koldne 2-PIC,

teplota 30 °C, MF CO2 + MeOH/ACN (2:1) + 5 % H,0, gradient 30 - 55 %.

Poslednym krokom optimalizacie separacnych podmienok na koléne Torus 2-PIC
bola optimalizdcia vplyvu tlaku BPR. Skumany bol tlak BPR 14,32 MPa (2086 psi),
13 MPa (1886 psi), 11,62 MPa (1686 psi) a 10,32 MPa (1500 psi). Z dovodu
minimalnych rozdielov neboli chromatogramy uvedené. NizSie tlaky BPR spdsobili
nepatrné prediZenie retenéného retenénych ¢asov analytov znizenie systémového

tlaku. Z tohto doévodu bol, ako najvhodnejsi vybrany tlak 10,32 MPa na BPR.

NajvyhodnejSie podmienky separacie na koléne Torus 2-PIC boli dosiahnuté
za pouzitia OM MeOH/ACN (2:1) + 5 % H.0, gradientu 30 — 55 %, dizke analyzy 10 min,
teploty kolény 30 °C atlaku reguldtora spatného tlaku 10,32 MPa. Vyhodou koldny
bola elucia vsetkych 12 ginsenosidov, separdcia kritickych izomérnych pdrov Rf + Rgl
(rozlisenie 2,09), Rb2 + Rb3 (rozliSenie 2,05) a symetricky tvar pikov (faktor symetrie
0,99 — 1,17). Nevyhodou bola nelplna separdcia kritického izomérneho paru Rc + Rb2

(rozlisenie 1,07) ¢as analyzy 10 min (Tab. 16).
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Tab. 16: Vybrané parametre optimalizovanych chromatografickych podmienok na

koléne Torus 2-PIC, MF CO, + MeOH + 5 % H,0, gradient 30 - 55 %.

ginsenosid | retencny cas (tg) retencny faktor (k) | rozliSenie (Rs) | faktor symetrie (As)
Rh2 1,300 4,0625 1,11
Rh1 1,948 6,0875 9,61 1,17
3,056 9,5500 14,31 1,13
3,408 10,6500 4,09 1,14
3,794 11,8563 4,27 1,09
3,983 12,4469 2,09 1,03
Rd 5,302 16,5688 14,11 1,10
Re 5,662 17,6938 3,60 1,04
Rc 6,881 21,5031 11,67 -
Rb2 6,998 21,8688 1,07 -
Rb3 7,219 22,5594 2,05 0,99
Rb1l 7,892 24,6625 6,20 1,16
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5.6 Optimalizacia zloZenia pridavnej kvapaliny MS detekcie

ZloZenie pridavnej kvapaliny vo velkej miere ovplyviiuje ionizaciu analytov
a odozvu ziskania MS. Ztohto dévodu bola dalsim krokom vo vyvoji metédy
optimalizacia pridavnej kvapaliny MS. Cielom optimalizacie bolo ziskanie ¢o najvyssej
odozvy analytov. Pouzivanych bolo 9 pridavnych kvapalin: MeOH, v literature casto
pouzivané MeOH + 1 % H,0O a MeOH + 10 mM HCOOH, aditiva obsahujice amdénne
iony MeOH + 1mM/10 mM NH3, MeOH + 1 mM/10 mM AmF a MeOH + 1 mM/10 mM

AmAc tvoriace bazické prostredie a ulah¢ujuce deprotonizaciu analytov v ESI" méde.

Pri optimalizacii boli pouzité findlne separacné podmienky (kapitola 5.7). Zber
dat prebiehal v méde SIM, za zdpornej ESI - ionizacie (kapitola 4.7). V rdmci skriningu

bola porovndvana namerana intenzita Standardov analytov v ramci analyz.

NajlepSiu odozvu vsetkych analyzovanych ginsenosidov ponukala pridavna
kvapalina MeOH + 10 mM NH3, dobrd odozvu ponukal aj 10 mM octan amdnny
v MeOH (Obr. 32). Aditiva obsahujuce amdnne idny vseobecne zvysSovali ionizaciu
analytov. VyhodnejSie vlastnosti mali aditiva v koncentracii 10 mM. MeOH a jeho

kombinacia s H,0 a HCOOH pontkali extrémne nizku odozvu pohybujtcu sa okolo 103.

relativna odozva [%]

100 - m MeOH
90 1 = MeOH + 1 % H20
80 -
MeOH + 10 mM HCOOH
70 A
60 - MeOH + 1 mM AmF
50 A B MeOH + 10 mM AmF
40 -
B MeOH + 1 mM AmAc

30 A
20 | B MeOH + 10 mM AmAc
10 - = MeOH + 1 mM NH3

0 J

H MeOH + 10 mM NH3
Rh2 Rhl1 Rg3 Rg2 Rf Rgl Rd Re Rc Rb2 Rb3 Rbil

Obr. 32: Optimalizacia zloZenia pridavnej kvapaliny do MS. Porovnanie vplyvu
pridavnej kvapaliny na intenzitu odozvy analytov. Relativna odozva vztiahnuta na

odozvu MeOH + 10 mM NHs.
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5.7 Findlne separacné a ionizacné podmienky

Ako najvhodnejSia bola vybrand koléna Torus 2-PIC a mobilnd faza CO2 +
MeOH/ACN (2:1) + 5 % H20. Optimalizované separacné podmienky (Tab. 17) dosiahli
eluciu vSetkych 12 analytov a Uplnud separaciu 10 z nich (Obr. 33). Izoméry Rb2 + Rc sa
podarilo separovat iba Ciasto¢ne. Findlne ioniza¢né podmienky pouZivali zapornu ESI -

ionizaciu a 10 mM NHsz v MeOH ako pridavnu kvapalinu.

Tab. 17: Findlne separacné a ionizacné podmienky.

separacné a ionizacné podmienky
indtrumentacia UHPSFC Acquity UPC?
koldna Torus 2-PIC (100,0 x 3,0 mm, 1,7 um)
mobilna faza CO; + MeOH/ACN (2:1) + 5 % H,0
prietok MF 1,5 ml/min
gradient 30-55 % do 8. min
dizka analyzy 10 min
davkovany objem 2 uL
teplota kolény 30°C
tlak BPR 1500 psi
UV detekcia PDA, 205 nm
MS detekcia Q, SIM
druh ionizacie ESI-
metdda zberu dat SIM
rychlost zberu dat 10 bodov/s
napdtie na kapilare 0,8 kV
teplota v zdroji 600 °C
prietok pridavnej kvapaliny 0,3 ml/min
pridavna kvapalina MeOH + 10 mM NHs
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Obr. 33: Chromatogramy optimalizovanych separacnych a ionizacnych podmienok na

koldne Torus 2-PIC, (A) PDA a (B) MS detekcia.

Vysledky testu spésobilosti vybranych parametrov systému (Tab. 18) preukazali

vhodnost optimalizovanej metddy. Analyty boli separované s rozliSenim vyssim ako 1,5

s vynimkou izomérneho paru Rb2 + Rc, ktory dosiahol rozliSenia 1,07.

Tab. 18: Vysledky vybranych parametrov testu spdsobilosti

systému finalnych

separacnych podmienok.
. . prierrle,r rl{/ retenény | rozliSenie faktor §|’rka. r_’iktlvv
ginsenosid | retencny cas faktor (k) (Rs) symetrie (As) polovici vysky
(tr) (wso)
Rh-2 1,300 4,0625 1,11 0,04
Rh-1 1,948 6,0875 9,61 1,17 0,04
3,056 9,5500 14,31 1,13 0,05
3,408 10,6500 4,09 1,14 0,05
3,794 11,8563 4,27 1,09 0,05
3,983 12,4469 2,09 1,03 0,05
Re 5,302 16,5688 14,11 1,10 0,06
Rd 5,662 17,6938 3,60 1,04 0,06
Rc 6,881 21,5031 11,67 - 0,06
Rb-2 6,998 21,8688 1,07 - 0,07
Rb-3 7,219 22,5594 2,05 0,99 0,06
Rb-1 7,892 24,6625 6,20 1,16 0,07
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5.8 Optimalizdcia pripravy vzorkov doplnkov stravy

Cielom optimalizacie pripravy vzorkov bol vyber vhodného rozpustadla s ¢o
najvys$sou odozvou akompatibilitou sUHPSFC systémom. Vplyv extrakéného
rozpustadla na odozvu bol skimany na pripravku ProMan v koncentracii 50 mg
homogenizovanej zmesi na 1 ml rozpustadla. Vzorky boli pripravené podla postupu

v kapitole 4.5.7 v dvoch opakovaniach pre kaZzdé rozpustadlo

Pri optimalizacii extrakéného rozpustadla bol skimany vplyv ACN, MeOH
a 50% MeOH na mnoistvo extrahovanych ginsenosidov. Analyza prebiehala za

findlnych separacnych a ionizaénych podmienok (kapitola 5.7).

K vyhodnoteniu boli pouZité priemerné plochy pikov merané pomocou MS detekcie.
Ziskané hodnoty boli vo forme relativnej odozvy v percentdch vztiahnuté k odozve
Standardu ginsenosidov o koncentracii 250 pg/ml (Obr. 34). Najlepsie extrakéné

vlastnosti ponukal MeOH. Najmenej vhodnym bol ACN.

relativna odozva [%]

100 -
90 -+
80 -+
70 A
60 -
50 -
40 -+
30 A
20 A

10 A

0 4
Rh2 Rhl Rg3 Rg2 Rf Rgl Rd Re Rc Rb2 Rb3 Rbl
= MeOH = MeOH 50% = ACN

Obr. 34: Relativna percentudlna odozva ginsenosidov v 50 mg pripravku ProMan

extrahovanych rozpustadlami MeOH, 50% MeOH a ACN, vztiahnutd k odozve MeOH.
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5.9 Analyza dopinkov stravy

PouZitelnost optimalizovanej metédy bola nasledne overena pri analyze obsahu
ginsenosidov v 8 potravinovych doplnkoch obsahujucich kérejsky a sibirsky Zensen
v pevnej akvapalnej forme. Cielom analyzy potravinovych doplnkov s obsahom
korejského ZenSenu (vSehoj azijsky) bolo potvrdenie pritomnosti a kvantifikacia
ginsenosidov, ktorych vysledky boli porovnané s obsahom deklarovanym vyrobcom.
Analyza pripravkov obsahujucich sibirsky Zensen (vSehojivec Stetinaty) bola prevedena
za cielom potvrdenia nepritomnosti ginsenosidov v pripravku, ktorych wvyskyt by

poukazoval na zdmenu korejského a sibirskeho Zzensenu vyrobcom.

Data boli vyhodnocované z chromatogramov ziskanych pomocou PDA detekcie
pri vinovej dizke 205 nm, ktora je absorbovana S$irokym spektrom zlG¢enin. PDA
detektor ponukal linedrnu koncentracne zdavisli odozvu vhodnu pre kvantifikdciu
analytov. Ziskané data boli doplnené informaciami z chromatogramov MS detekcie
poskytujlcej vyssiu selektivitu. MS detekcia nebola pouzitd ku kvantifikdcii z dovodu

vysokej ceny izotopicky znacenych Standardov.

Vysledky analyzy ginsenosidov v pripravkoch obsahujucich vsehoj azijsky su
spracované v suhrnnej Tab. 19, zobrazujucej obsah jednotlivych ginsenosidov a celkovy

obsah ginsenosidov v 1 tablete/kapsule alebo davke kvapalného pripravku.
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1. ProMan PLUS (NaturaMed Pharmaceuticals s.r.o.)

Prvym analyzovanym doplnkom stravy bol ProMan Plus od vyrobcu NaturaMed
Pharmaceuticals s.r.o. Jednalo sa o doplnok stravy pozostavajuci zo zmesi 4 rastlinnych
extraktov (vSehoj Zensenovy, senovka grécka, rozchodnica ruzova, pantala rozkladita),

vitaminov a mineralov.

PROMAN

PLUS

TESTOS o s ARCIE lieckova forma kapsule
doporucena denna davka 1 kapsula
priemerna hmotnost 553,49 mg

hmotnostna rovnomernost 5,94 %

extraktu Zensenu v LF 50 mg

Obr. 35: Suhrn informdcii a obal pripravku ProMan PLUS, upravené zo zdroja: [47].

Vyrobca pripravku ProMan PLUS deklaruje v 1 kapsule obsah 50 mg extraktu korena
korejského ZenSenu, ekvivalentného 500 mg korena rastliny (Obr. 35). BlizSie
informacie o obsahu ginsenosidov vyrobca neponuka. Analyza pripravku potvrdila
obsah vsetkych 12 analyzovanych ginsenosidov (Obr. 36). Celkovy obsah ginsenosidov

v tablete pripravku bol 38,12 mg s najvyssim zastipenim ginsenosidu Re (Tab. 19).
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Obr. 36: UV a MS chromatogramy pripravku ProMan PLUS.
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2. Korean Red Ginseng (Jamieson Laboratories)

Korean Red Ginseng, je doplnok stravy od vyrobcu Jamieson Laboratories, ktory

obsahoval Standardizovany extrakt kérejského ¢erveného Zensenu.

liekova forma tableta
- doporucena denna déavka 2 tablety
Jamie .
amieson priemerna hmotnost 404,46 mg
o KOREAN RED
Glmrnlsen g hmotnostna rovnomernost (4,50 %
EEN ROUG % obsah ginsenosidov v LF 11 mg

Helps reduce fatigue
Alde & réduire la fatigue”

Obr. 37: Suhrn informdcii a obal pripravku Korean Red Ginseng.

Vyrobca pripravku Korean Red Ginseng deklaroval v 1 tablete obsah 55 mg
extraktu korena korejského ZenSenu Standardizovaného na obsah 20 % celkovych
ginsenosidov (Obr. 37). Analyza pripravku potvrdila obsah 11 analyzovanych
ginsenosidov, v pripravku sa nenachadzal ginsenosid Rh2 (Obr. 38). Celkovy obsah
ginsenosidov v tablete pripravku bol 7,28 mg s najvyssim zastupenim ginsenosidu Rb1l
(Tab. 19). Zisteny obsah ginsenosidov v tablete bol nizsi oproti mnozstvu 11 mg

deklarovanému vyrobcom.
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Obr. 38: UV (A) a MS (B) chromatogramy pripravku Korean Red Ginseng.
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3. Zen3en 1000 mg (Vitaharmony s.r.o.)

Zenden 1000 mg od vyrobcu Vitaharmony s.r.o. obsahoval $tandardizovany extrakt

z korena vsehoja azijského.

liekova forma tableta
doporucena denna davka 1tableta
priemerna hmotnost 329,27 mg
R ) B . hmotnostna rovhomernost (0,90 %
ZENSEN —
9 (% wooree obsah ginsenosidov v LF 100 mg
g A

9

Obr. 39: Sthrn informacii a obal pripravku Zensen 1000 mg.

Vyrobca pripravku Zenden 1000 mg deklaroval v 1tablete obsah 1000 mg
extraktu korena korejského Zensenu, Standardizovaného na obsah 10 % ginsenosidov
(Obr. 39). Analyza pripravku potvrdila obsah vSetkych 12 analyzovanych ginsenosidov
(Obr. 40). Celkovy obsah ginsenosidov v tablete pripravku bol 9,73 mg s najvyssim
zastupenim ginsenosidu Re (Tab. 19). Zisteny obsah ginsenosidov v tablete bol vyrazne

nizsi oproti mnozstvu 100 mg deklarovanému vyrobcom.
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Obr. 40: UV (A) a MS (B) chromatogramy pripravku Zen$en 1000 mg.
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4. Zen3en korejsky plus vitamin E (Walmark)

Zensen korejsky plus vitamin E od vyrobcu Walmark, obsahoval $tandardizovany

extrakt Zensenu kdérejského v kombinacii s vitaminom E.

liekova forma kapsula
doporucena denna davka 1 kapsula
priemerna hmotnost 704,7 mg
hmotnostna rovhomernost 1,10 %
obsah ginsenosidov v LF 10 mg

Obr. 41: Sthrn informacii a obal pripravku Zensen kérejsky plus vitamin E.

Vyrobca pripravku Zensen kérejsky plus vitamin E deklaroval v 1 kapsule obsah

200 mg extraktu korena korejského Zensenu, Standardizovaného na obsah 5%

ginsenosidov (Obr. 41). Analyza pripravku potvrdila obsah vietkych 12 analyzovanych

ginsenosidov (Obr. 42). Celkovy obsah ginsenosidov v tablete pripravku bol 8,35 mg

rvvzs

bol nizsi oproti mnozstvu 10 mg deklarovanému vyrobcom.
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Rh2 WA i RcRbZp,s Rbl
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Obr. 42: UV (A) a MS (B) chromatogramy pripravku Zensen kérejsky plus vitamin E.
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5. Pharmaton GERIAVIT Vitality 50+ (Rottendo Pharma GmbH)

Doplnok stravy Pharmaton GERIAVIT Vitality 50+ od vyrobcu Rottendo Pharma GmbH
obsahoval Standardizovany suchy extrakt z koreria vSehoja azijského v kombinacii

s vitaminmi a mineralmi.

4

o & 5.;910 o, qd /

har Matop S
i liekova forma tableta
GE‘UAWT :
i doporucena denna davka 1 tableta
priemerna hmotnost 769,12 mg

hmotnostna rovhomernost 0,90 %

obsah ginsenosidov v LF 1,6 mg

POppq,
A \nnl:“_'“lqg,‘

30
."::""'%“

Obr. 43: Suhrn informdcii a obal pripravku Pharmaton GERIAVIT Vitality 50+.

Vyrobca pripravku Pharmaton GERIAVIT Vitality 50+ deklaroval v 1 tablete
obsah 40 mg extraktu koreria korejského Zensenu Standardizovaného na obsah 4 %
ginsenosidov (Obr. 43). Analyza potvrdila obsah 11 ginsenosidov, v pripravku sa
nenachadzal ginsenosid Rh2 (Obr. 44). Celkovy obsah ginsenosidov v tablete bol

rvvs

v tablete bol nizsi oproti mnozstvu 1,6 mg, ktoré deklaroval vyrobca.
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Obr. 44: UV (A) a MS (B) chromatogramy pripravku Pharmaton GERIAVIT Vitality 50+.
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6. Bylinné kapky Zen3en (Valdemar Gresik — Natura s.r.o.)

Potravinovy doplnok Bylinné kvapky Zensen od vyrobcu Valdemar Gresik - Natura s.r.o.

obsahoval 10 % vytazZok z korena vsehoja azijského v 40 % liehu

£ =7 rosy 'N

liekova forma

roztok

doporucena denna davka

40 kvapiek (2 ml)

deklarovany obsah susiny

100 mg/ml

Obr. 45: Sthrn informacii a obal pripravku Bylinné kapky Zensen.

Vyrobca pripravku Bylinné kapky Zen3en deklaroval v1 ml pripravku obsah

ZzenSenu odpovedajuci 100 mg susiny. Obsah ginsenosidov v suSine nebol blizsie

upresneny (Obr. 45). Analyza pripravku potvrdila pritomnost 11 ginsenosidov,

v pripravku sa nenachadzal ginsenosid Rh2 (Obr. 46). Celkovy obsah ginsenosidov v

2 ml pripravku bol 4,69 mg/ml s najvy$sim zastipenim ginsenosidu Rb1 (Tab. 19).
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Obr. 46: UV (A) a MS (B) chromatogramy pripravku Bylinné kapky Zensen.
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7. Siberian Ginseng (Jamieson Laboratories)

Potravinovy doplnok Siberian Ginseng od vyrobcu Jamieson Laboratories obsahoval

extrakt korena vsehojivca Stetinatého (10:1).

liekova forma tableta
doporucena dennd davka 2 tablety
ng‘f’esqn priemerna hmotnost 662,51 mg
G' SIBERIAN hmotnostna rovnomernost 1,20 %
obsah ginsenosidov v LF 0Omg

Obr. 47: Suhrn informdcii a obal pripravku Siberian Ginseng.

Vyrobca pripravku Siberian Ginseng deklaroval v 1tablete obsah 65 mg
extraktu korena sibirskeho Zensenu, ekvivalentného 650 mg rastliny (Obr. 47). Analyza
pripravku pomocou PDA detekcie zaznamenala eluciu zloZiek pripravku v retenénych
¢asoch odpovedajucim 10 ginsenosidom (Obr. 48). MS detekcia nepotvrdila identitu
neznamych latok ako skimanych ginsenosidov. S najvyssou pravdepodobnostou sa

jednalo o latky extrahované z korenia sibirskeho Zensenu.
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Obr. 48: UV (A) a MS (B) chromatogramy pripravku Siberian Ginseng.
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8. Sibitsky ZenSen (eleutherokok) (AROMATICA CZ s.r.0.)

Potravinovy doplnok Sibifsky Zensen (eleutherokok) od vyrobcu AROMATICA CZ s.r.o

obsahoval liehovy extrakt z korena vsehojivca Stetinatého v minimalne 30 % alkoholu.

-_—
aro""atlca

liekova forma roztok

doporucend denna davka |90 kvapiek (4,25 ml)

deklarovany obsah susiny  |7,3 mg/ml

Obr. 49: Suhrn informdcii a obal pripravku Sibifsky Zensen (eleutherokok).

Vyrobca pripravku Sibifsky ZenSen (eleutherokok) deklaruje v pripravku
minimalne 0,3 % susiny extraktu korefa sibirskeho ZenSenu (Obr. 49). Analyza
pripravku pomocou PDA detekcie zaznamenala eluciu zloZiek pripravku v retenénych
¢asoch odpovedajucim 6 ginsenosidom (Obr. 50). MS detekcia nepotvrdila identitu
neznamych latok ako skimanych ginsenosidov. S najvyssou pravdepodobnostou sa
jednalo o latky extrahované z korefia sibirskeho Zendenu absorbujuce pri vinovej dizke

205 nm.
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Obr. 50: UV (A) a MS (B) chromatogramy pripravku Sibifsky Zensen (eleutherokok).
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Tab. 19: Obsah ginsenosidov v analyzovanych doplnkoch stravy s obsahom vSehoja azijského.

obsah ginsenosidov v tablete/kapsule/davke kvapiek [mg]

ginsenosid . Zenden kérejsky plus | Pharmaton GERIAVIT Bylinné kapky
ProMan PLUS Korean Red Ginseng Zensen 1000 mg .

vitamin E Vitality 50+ Zensen
Rh2 0,3266 0,0000 0,0158 0,0134 0,0000 0,0072
Rh1 0,6607 0,0054 0,0898 0,0511 0,0000 0,0500
1,1110 0,0150 0,1938 0,1770 0,0000 0,0452
1,1011 0,0610 0,2168 0,1680 0,0270 0,1021
0,7781 0,1093 0,0167 0,0114 0,0000 0,0952
5,4353 0,1818 1,0975 0,5989 0,0607 0,1769
Rd 7,2447 0,4221 1,1382 0,8913 0,1082 0,5066
Re 10,7543 1,0208 2,8891 2,2221 0,3428 0,8558
Rc 4,4010 1,5127 0,8799 1,0395 0,0980 0,7839
Rb2 4,0726 1,0898 1,0800 1,1876 0,0421 0,7416
Rb3 2,2093 0,9607 0,7117 1,2852 0,0180 0,3899
Rb1 0,1082 1,9052 1,4053 1,0938 0,0869 0,9397
celkovo 38,2029 7,2839 9,7347 8,7393 0,7838 4,6942
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Vysledky analyz skimanych pripravkov potvrdili moZznost aplikacie vyvijanej
metddy na analyzu potravinovych doplnkov. Vyhodou bolo pouZitie dostupnej PDA
detekcie. Nevyhodou bolo poutitie vinovej dizky 205 nm, pri ktorej absorbuje $iroké
spektrum zlucenin. Nizka selektivita PDA detektora bola Ciasto¢ne kompenzovana
kombinaciou so selektivnejSou MS detekciou. Ciefom analyzy potravinovych doplnkov
s obsahom korejského Zensenu (vSehoj azijsky) bolo potvrdenie pritomnosti a
kvantifikacia ginsenosidov. Vysledky analyz boli nasledne porovnané so zloZenim
pripravkov deklarovanym vyrobcami. Analyza pripravkov obsahujucich sibirsky Zzensen
(vSehojivec Stetinaty) bola prevedena za cielom potvrdenia nepritomnosti
ginsenosidov v pripravku, ktorych vyskyt by poukazoval na zdmenu kérejského

a sibirskeho Zensenu vyrobcom.

Pritomnost ginsenosidov bola potvrdend vo vsetkych analyzovanych
potravinovych doplnkoch, ktoré deklarovali pritomnost extraktu vsehoja azijského.
Zo 6 analyzovanych pripravkov polovica obsahovala vSetkych 12 skdmanych
ginsenosidov. ZvySné 3 pripravky obsahovali 11 ginsenosidov, nepritomny bol
ginsenosid Rh2. Pripravok Zensen koérejsky plus vitamin E obsahoval mnoistvo
ginsenosidov blizke (83,5 %) obsahu deklarovanému vyrobcom. Pripravky Siberian
Ginseng, Pharmaton GERIAVIT Vitality 50+ a Zen$en 1000 mg obsahovali vyrazne nizsi
(66,18 %,48,75% a 9,73 %) ako deklarovany obsah ginsenosidov. Vyrobcovia
pripravkov ProMan PLUS a Bylinné kapky Zenden obsah ginsenosidov v pripravku
nesSpecifikovali.  Pripravky s deklarovanym obsahom vSehojivca Stetinatého,
neobsahovali Ziadne ginsenosidy. K zamene medzi sibirskym a kérejskym Zensenom zo

strany vyrobcu nedoslo.

V pripade pripravkov obsahujucich ginsenosidy bol na MS chromatogramoch
pozorovany vyskyt 2 pikov o pomere m/z odpovedajucej ginsenosidu Rhi,
vyskytujucich sa vtesnej blizkosti s réznou intenzitou. Pravdepodobne sa jednalo
o separované stereoizoméry ginsenosidu Rhl. Tuto hypotézu sme neboli schopni

potvrdit pomocou analyzy standardov z ¢asovych a finanénych dévodov.
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6. ZAVER

Ciefom tejto prace bolo vyvinat novu rychlu, Ucinnu a ekologickd analytickd
metddu vyuZivajucu techniku UHPSFC v kombinacii s PDA a MS detekciou na analyzu

ginsenosidov v potravinovych doplnkoch.

Separacné aionizacné podmienky boli optimalizované s cielom ziskania co
najlepSej selektivity, rozliSenia, separdcie aionizacie analytov. Najvhodnejsie
podmienky boli dosiahnuté za pouzitia kolény Torus 2-PIC, mobilnej fazy o zlozeni
CO2+ MeOH/ACN (2:1) + 5% H,O aprietoku 1,5 ml/min. PouZity gradient bol
v rozmedzi 30 - 55 % do 8. minuty, teplota kolény bola 30 °C a tlak BPR 10,34 MPa.
NajlepSia ionizacia analytov bola dosiahnutd za pouzitia MeOH + 10 mM NHs, ako

pridavnej kvapaliny. Celkovy ¢as analyzy bol 10 minut.

Za pouiitia optimalizovanych separaénych podmienok sa podarilo eluovat
vsetkych 12 skdmanych ginsenosidov a plne separovat vsetky analyty s vynimkou
izomérneho pdaru Rc + Rb2, u ktorého bolo dosiahnuté rozliSenie 1,07. Optimalizované
separacné podmienky boli vyuzité pri analyze 8 doplnkov stravy s obsahom extraktu
korejského (Panax ginseng) a sibirskeho ZenSenu (Eleutherococcus senticosus).

Optimalizovana priprava vzorkov pouzivala MeOH ako extrakéné rozpustadlo.

Doplnky stravy s obsahom extraktu korejského Zensenu obsahovali v 3 pripravkoch
vietkych 12 analyzovanych ginsenosidov. DalSie 3 analyzované pripravky obsahovali 11
ginsenosidov s absenciou ginsenosidu Rh2. V pripravkoch obsahujucich kérejsky
zenSen bol celkovy obsah ginsenosidov nizsi, ako obsah deklarovany vyrobcami.
V pripade 2 potravinovych doplnkov vyrobcovia neudavali presné mnoiZstvo
ginsenosidov pritomné v pripravkoch. V doplnkoch stravy obsahujucich sibirsky Zensen
bola potvrdena nepritomnost ginsenosidov. Tento vysledok sa zhodoval s tvrdeniami

vyrobcu.
Vysledky analyz skimanych pripravkov potvrdili moZnost aplikicie vyvijanej
metddy na analyzu potravinovych doplnkov. Jej vyhodou bola rychlost analyzy,

ekologickost a komplementarita k vyvinutym UHPLC metédam. Nevyhodou bola

nelplna separacia ginsenosidov Rc + Rb2 a nizka selektivita PDA detekcie.
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