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Abstrakt

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Bc. Eliska Vasutova

Skolitel: prof. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vyvoj UHPLC metody pro stanoveni withanolidd v potravnich
doplnicich na bazi extraktu z Ashwagandhy

Tato diplomova prace se zabyvala vyvojem a validaci metody ultravysokoucinné
kapalinové chromatografie (UHPLC) pro separaci a stanoveni latek withaferinu A, withanolidu
A, withanolidu B, withanosidu IV, withanosidu V a withanonu, které jsou obsazeny v extraktech
z Vitanie snodarné, béziné oznacované jako Ashwagandha. Vyvinutd metoda byla nasledné
aplikovana kuréeni obsahu zminénych withanolidd v deseti potravnich doplicich:
Ashwagandha BIO Organic (Blendea), Ashwagandha (ActivelLab), Ashwagandha (Krduterhaus
Sanct Bernahrd), Ashwagandha Extract Organic BIO (Viridian), Ashwagandha (Green Idea),
Ashwagandha (ADVANCE nutraceutics), Ashwagandha (Gym Beam), Ashwagandha (Webber
Naturals), Ashwagandha (Vilgain) a Ashwagandha (Jime zdravé).

Pro analyzu byla pouZita kolona Kinetex F5 100 A 150 x 4,6 mm s ¢asticemi o velikosti
2,6 um. Byla vyuZita gradientova eluce s mobilni fazi A: acetonitril a mobilni fazi B: ultracista
voda. Analyza probihala pfi konstantni teploté 30 °C a rychlost pratoku mobilni faze ¢inila 1,0
ml/min. Detekce byla provedena detektorem diodového pole pfi vinovych délkach 215 nm
(withaferin A, withanosid IV) a 228 nm (withanolid A, withanolid B, withanosid V, withanon).

Klicova slova: UHPLC, withaferin A, withanolid A, withanolid B, withanosid IV, withanosid V,
withanon, Vitanie snodarnda, Ashwagandha, doplriky stravy



Abstract

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry
Candidate: Bc. EliSka VaSutova

Supervisor: prof. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.

Title of the diploma thesis: Development of UHPLC method for the determination of
withanolides in dietary supplements with Ashwagandha extract

In this diploma thesis, a new ultra high-performance liquid chromatography (UHPLC)
method was developed and validated for the separation and determination of withaferin A,
withanolide A, withanolide B, withanoside IV, withanoside V and withanone, which are
contained in the extracts of Withania somnifera, commonly known as Ashwagandha. The
developed method was subsequently used to determine the withanolides in ten dietary
supplements: Ashwagandha BIO Organic (Blendea), Ashwagandha (Activelab), Ashwagandha
(Krduterhaus Sanct Bernahrd), Ashwagandha Extract Organic BIO (Viridian), Ashwagandha
(Green Idea), Ashwagandha (ADVANCE nutraceutics), Ashwagandha (Gym Beam),
Ashwagandha (Webber Naturals), Ashwagandha (Vilgain) a Ashwagandha (Jime zdravé).

A Kinetex F5 100 A 150 x 4.6 mm analytical column with 2.6 pm particles was used for
the analysis. The analysis was carried out by gradient elution with mobile phase A: acetonitrile,
mobile phase B: ultrapure water. The analysis was carried out at a temperature of 30 °C and
the flow rate of the mobile phase was 1.0 ml/min. Detection was performed with a diode array
detector at two wavelengths of 215 nm (withafern A, withanoside V) and 228 nm (withanolide
A, withanolide B, withanoside V, withanone).

Key words: UHPLC, withaferin A, withanolide A, withanolide B, withanoside IV, withanoside V,
withanone, Withania somnifera, Ashwagandha, dietary supplements
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1 Seznam pouzitych zkratek

ACHE
ACN
AN

As

CAD
DM
DMAPP
ELSD
eNOS
GC
GABA
GPX
GSH
HAM-A
HPLC
HPTLC
Hsp90
IPP
KAT
LDso
MDSC
MEP
MS
NF-kB
NO
NOAEL

Pc

acetylcholinesteraza

acetonitril

Alzheimerova nemoc

faktor symetrie

detektor nabitého aerosolu

diabetes mellitus
dimethylallylpyrofosfat

odparovaci detektor rozptylu svétla
endotelidlni syntaza oxidu dusného
plynova chromatografie

kyselina gama aminomaselna
glutathionperoxidaza

glutathion

Hamiltonova Skdla uzkosti

vysokoucinna kapalinova chromatografie
vysokoucinna tenkovrstva chromatografie
heat shock protein 90

izopentyl difosfat

kataldza

letalni davka

myeloidni supresorové buriky
2-metyl-D-erytritol-4-fosfat

hmotnostni spektrometrie

nuklearni faktor kappa

oxid dusny

hodnota davky bez pozorovaného nepfiznivého ucinku

kapacita separace



PDA detektor fotodiodového pole

PEEK polyetheretherketon

PTFE polytetrafluorethylen

ROS reaktivni slouceniny kysliku
RSD relativni smérodatna odchylka
SD smérodatna odchylka

SOD superoxiddismutdza

SQS skvalensyntaza

TLC tenkovrstva chromatografie

tr retenc¢ni ¢as

UHPLC ultravysokoucinna kapalinova chromatografie
uv ultrafialové zareni

Vo2max maximalni spotfeba kysliku



2 Uvod

Vitdnie snoddrna (Withania somnifera), béiné oznacovdna jako Ashwaghanda, je
stalezeleny kef, jehoz koreny, listy a extrakty z nich jsou jiz po nékolik staleti vyuzivany v tradi¢ni
indické mediciné s ndzvem Ajurvéda. Rostlina je oznacovédna jako adaptogen, termin, kterym
se oznaCuje skupina neskodnych latek zvysujicich fyzickou i psychickou odolnost vici stresu
vyvolanému na organismus. Dnes jsou extrakty z Ashwaghandhy distribuovany jako doplriky
stravy uzivané pro snizeni fyzické slabosti, stresu, a Unavy [1], [2].

Hlavnimi bioaktivnimi latkami zodpovédnymi za vlastnosti této rostliny jsou withanolidy,
skupina vice nez 40 latek s komplexni strukturou, ergostanovou kostrou a laktonovym
postrannim fetézcem. Dale jsou vrostliné pritomny také alkaloidy, fenolické kyseliny Ci
saponiny [2].

Vyznamem doplikd stravy je ptiznivé ovliviiovat zdravi spotrebitele. Na rozdil od Iéku
neslouzi k prevenci ani k [é€bé onemocnéni. Jedna se o specifickou skupinu produkt(, které
maji obohatit béznou stravu o vitaminy, minerdly a dalsi latky s nutri¢nimi nebo fyziologickymi
ucinky. Negativni strdnkou této problematiky je skutecnost, Ze vyrobce neni povinen
pred uvedenim na trh ovérovat ucinnost doplfiku stravy ani obsah a stabilitu bioaktivnich latek
v ném obsazenych [3].
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3 Cil a zadani prace

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout a validovat chromatografickou metodu pro
separaci a stanoveni Sesti Ucinnych latek obsaZzenych ve Vitanii snodarné — Ashwagandhé —
withanolidu A, withanolidu B, withaferinu A, withanosidu IV, withanosidu V a withanonu. Byly
stanoveny d(leZité parametry, mezi néz patfi linearita, opakovatelnost, vytéZznost spolu se
zvolenim vhodného sloZeni mobilni faze a typu kolony. Vyvinuta metoda byla nasledné pouZita
pro stanoveni vySe uvedenych latek v deseti potravnich doplficich na bazi extraktu z kofene
Ashwagandhy.

11



4 Teoreticka cast

4.1 Doplnky stravy

Dopliiky stravy charakterizuji skupinu produktt, které se uZivaji za ucelem doplnéni
béZné stravy o mineraly, vitaminy a jiné Ziviny s pfiznivym Gcinkem na organismus. Na jejich
obalu nesmi byt, na rozdil od registrovaného Iécivého pripravku, uvadéna tvrzeni o léCivych a
preventivnich vlastnostech produktu, povolena jsou pouze prohlaseni o zdravotnim nebo
vyzivovém tvrzeni, kterd nesmi byt v rozporu s pravnimi predpisy EU. Na obalu musi byt
uvedeno oznaceni ,doplnék stravy”. DalSimi rozdily oproti registrovanym lék{ jsou v procesu
schvalovani, ktery u doplriku stravy zcela odpadava a vyrobce ¢i dovozce md pouze povinnost
informovat Ministerstvo zemédélstvi, na které je povinen pred prvnim uvedenim na trh zaslat
znéni Ceské etikety. Vyrobce ¢i dovozce ddle neni povinen ovérovat uUcinnost doplriiku stravy
(3], [4].

4.2 \Vitanie snodarna — Ashwagandha

Vitdnie snoddarnd (Withania somnifera), oznaCovadna jako Ashwagandha, jinak také
oznacovana jako indicky ZenSen ¢&i indickd zimni tfesSen, se fadi mezi rostliny rodu withanie
(Withania), pattici do Celedi lilkovité (Solanaceae). Rostlina je pouZivana ve sméru alternativni
mediciny zvané Ajurvéda. Jedna se o oznaceni pro systém tradi¢niho indického Iékafstvi [5].
Slovo Ajurvéda v piekladu znamena ,Véda Zivota“ [2]. Je zaloZena na holistickém vnimani svéta
a pfipravky z ptirodnich zdrojl jsou jeji béZnou soucasti. Rostlina je v mnoha receptech této
mediciny pouzivdana bud samostatné nebo v kombinaci s jinymi IéCivymi rostlinami [6].
Ashwagandha je v djurvédském systému klasifikovana jako ,rasajana®“ coz znamenad ,tonikum®,
a pusobi predevsim jako omlazujici prostifedek, obrana proti nemocem, zpomaluje starnuti a
zlepsuje pamét [7].

Obrdzek 1: Vitdnie snodo’/rnd[]
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Ashwagandha se fadi mezi adaptogeny. Termin adaptogen poprvé pouzili Brekhman a
Dardymo v roce 1969 a oznacil timto terminem neskodné latky, které nespecifickym zplsobem
zvysuji odolnost vici Skodlivym faktorlim chemické, fyzikalni, biologické ¢i psychologické
povahy a pfispivaji tak k normalizaci homeostazy jedince [9]. Pfijem téchto latek je spojen
s lepSi adaptaci na stres, udrZovani metabolickych funkci a lepSim fyzickym i mentalnim
vykonem [10]. Adaptogeny jsou po tisice let soucasti tradi¢nich medicin, napf. tradi¢ni ¢inské
mediciny nebo vy$e zmifiované Ajurvédy[6].

Oznaceni Ashwagandha pochdzi ze starovékého jazyka nazyvaného Sanskrt. Slovo

Ashwagandha lze rozdélit na dvé dil¢i ¢asti: ashwa — oznaceni pro slovo ,k(i“ a gandha —
znamenajici ,vané, aroma“. Tento nazev odkazuje na typickou vini kofene rostliny [1], [5].

4.2.1 Stavba rostliny

Vitdnie snodarna je stalezeleny kef, 0,5 az 2 metry vysoky, s hvézdovitymi chlupy na
vétvickach, jez jim dodavaji nasedlou barvu. Vejcité listy, na licni strané husté Sedé plstnaté,
na strané rubové jsou zbarveny do Sedo-zelena, maji velikost okolo 3-10 cm na délku a 1,5-7
cm na Sitku [11]. Baze listh je klinovitd, vrcholky jsou Spicaté nebo tupé. Mladsi listy byvaji
plstnatéjsi nez starsi, které jsou pozdéji lysé az témér lysé [12].

Kvéty jsou usporadany do kratkych vijand, které se nachazeji na koncich vétvicek ¢i pfi
Uzlabi listh. Kvéty Vitanie snodarné tvofi Zlutozelené koruny zvonkovitého tvaru, které jsou
ochlupené na vnéjsi strané. Koruna naseda na kalich o délce 4-5 mm, je rovnéz ochlupeny
Sedymi hvézdovitymi chlupy a md uzce trojuhelnikové cipy. V kazdém kvétu se nachazi 5
tycinek.

Plody rostliny jsou oranZové bobule. Nachazeji se v kalichu, ktery je zvétSen na 1-3 cm
a jsou vném zcela skryté [11]. Kvéty i plody disponuji fadou latek podilejicich se na
antimikrobni obrané rostliny [13].

Obrdzek 2: Zralé (vlevo) a nezralé (vpravo) plody Vitdnie Snoddrné [8], [14]
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Kofeny dosahuji délky okolo 15-25 cm, postupné se vétvi a zuZuji, byvaji popisovany jako
masité a statné. Maji Zlutohnédé zabarveni, horkou chut a koriské aroma, diky kterému rostlina
dostala oznaceni Ashwagadha [13].

Obrdzek 3: Koreny Vitdnie snoddrné [15]

4.2.2 \yskyt a péstovani

Druh je béiné k nalezeni v subtropickych oblastech Indie, Afriky, Asie, Australie a
nékterych ¢astech Evropy [13]. Takto Siroké rozpéti vyskytu vsak neni pavodni, rostlina pochazi
z Indie [16].

Ashwagandha je péstovana na suchych piscitohlinitych pldach a farmakologicka
aktivita korenu zpracovdvanych na praskovou formu je ovlivnéna jejich kvalitou. Pfi péstovani
jsou pouzivana organickd hnojiva, kterd zlepsuji vlastnosti plidy jako dostupnost vyZivujicich
latek pro rostliny a tim zvysuji vynos vypéstovanych Zadanych rostlinnych ¢asti a vyssi obsah
pozadovanych latek. Nicméné pfi péstovani rostlin dale zpracovavanych jako doplnky stravy
nejsou vzdy postupy spravné kultivace dodrZovdny, coZz vede knizsi kvalité a ucinnosti
pfipravki vyrobené z takovychto rostlin [17]. Cerstvé koFeny se sklizi béhem ledna a? biezna
a nasledné jsou suseny v zakrytu bez primého slunecniho zareni pro vyssi vynos aktivnich latek
[18]. Produkce sekundarnich metabolitd Vitdnie snoddrné je také znacné zavisld na
fyziologickém stadiu kere. Tradi¢né je rostlina sklizena v jejim dospélém stadiu, tedy v dobé,
kdy je masa korenu nejvétsi. Co se ty¢e podminek, rostlinu mohou ohrozit nizsi teploty, které
zapricini pokles biologicky aktivnich latek [19]. Idealnimi teplotami pro péstovani jsou rozmezi
mezi 20-38 °C [7]. Textura kofene zavisla na obsahu Skrobu a vldkniny je zdsadni pro cenu
vypéstovanych kofenu. Koteny s kifehkou strukturou obsahuji vys$si podil Skrobu, a naopak
mensi podil vldkniny. Takovéto kofeny jsou na trhu draZzsi, jelikoz jsou sndze zpracovatelné na

jemny prasek charakteristicky pro pfipravky dostupné na globalnim trhu [20].
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4.2.3 \Vyuiiti a ucinky na organismus

Pouziti Ashwagandhy se jevi jako znacné Siroké, co se lidského zdravi tyce. Potencidlem
a benefity této rostliny se v poslednim desetileti zajima ¢im dal vice jedincd, hlavné z divod(
tykajicich se jejiho vyuziti v oblastech zvladani stresu, zlepseni ¢i udrzovani kognitivnich funkci,
zvyseni fyzického vykonu nebo napftiklad Upravy spankového rezimu. Mimo tyto oblasti se dale
rostlina dle studii projevuje jako ucinny neuroprotektivni, antioxida¢ni, imunomodulativni,
antibakterialni, antivirovy a protirakovinny subjekt. Sv(j potencidl ma také u |écby diabetu a
prikladaji se ji i kardioprotektivni vlastnosti. Potencidl rostliny je tedy znaéné velky, je tfeba
brat vivahu, Ze je vice nez nutné tyto vlastnosti dale zkoumat a vice porozumét
mechanismim, na kterych funguji. Nékteré z ucinkl jsou pfipisovany jednotlivym
withanolidlim, avSak u mnohych vliv(i na lidsky organismus dosud nebyly nalezeny latky, které
by je pfimo zpUsobovaly. Otazkou je také efektivita zapojeni Ashwaganhdy a latek v ni
obsazené do terapie, at uz jako ucinné latky ¢i podptrné lécby [21].

NiZe jsou stru¢né popsany jednotlivé mechanismy ucinku v nejvice zmifovanych
oblastech plsobeni. Podrobnéjsi popis mechanisml je popsan u vybranych withanolid(
v kapitole Withanolidy.

Anxiolytické ucinky

Anxiolytické vlastnosti této rostliny jsou pfipisovany GABA-podobné aktivité. Kyselina
gama aminomadselna (GABA) je hlavni tlumivy neurotransmiter v mozku, jejiz funkci je snizeni
aktivity neurond. Nadmérna nervova aktivita vede k neklidu, nespavosti a Uzkosti. Déle je
v klinickych studiich popisovan efekt snizeni hladiny hormonu kortizolu, ktery je asociovany se
stresem [5], [7].

Anxiolytické ucinky byly prokazany také na krysach se spankovou deprivaci. Testované
subjekty byly rozdéleny do tfi skupin: krysy bez preruseného spanku, krysy se spankovou
deprivaci a krysy se spankovou deprivaci, kterym byl podavan rostlinny extrakt. Mezi dvéma
poslednimi skupinami byly signifikantni rozdily. Krysy, kterym byl podan extrakt vykazovaly
méné Uzkostné chovani, rozdily byly také v hladinach zanétlivych markerd a pozorovana byla i
redukce stresem — vyvolané apoptdzy [22].

Studie z roku 2019 provadény na lidech s mirnou Urovni stresu a tUzkosti s kontrolnimi
skupinami uzivajicimi placebo ukazuji signifikantni zmény nalady klepSimu, spolu
s vyznamnym poklesem kortizolu v rannich hodinach. Dle Hamiltonovy skaly uzkosti (Hamilton
Anxiety Rating Scale — HAM-A) se mira Uzkosti sniZila u 41 % ucastnika jimz byla podavana
Ashwagandha oproti 24 % téch, kterym bylo podavano placebo. Dale byly zaznamenany
zlepSeni pfi dotazovani se na symptomy deprese, Uzkosti a stresu. Tyto vysledky byly
pozorovany na skupiné 60 Ucastnikd, kterym byla poddvana davka extraktu o hmotnosti 240
mg o standardizovaném obsahu withanolidd, ktery nebyl mensi nez 35 % [23].
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Ovlivnéni spanku

Absence kvalitniho spanku ma prokazatelné ndsledky na psychické i fyzické zdravi.
Nespocetnékrat byly dokdzany spojitosti mezi nedostatkem spanku a chorobami jako napftiklad
hypertenzi, metabolickym syndromem a onemocnénim véncitych tepen. Spolu
s charakteristickymi projevy spankového deficitu, jakymi je Unava a stres dochazi ke snizeni
celkové kvality Zivota. S poruchami spdnku se lze vyporadat farmakologicky ¢&i pfristupy
nefarmakologickymi, mezi které lze zaradit spankovou hygienu a rGzné relaxacni techniky.
Posuzovdani spanku byva sloZité. Pro studie jsou upfednostiiovany hodnoceni za pomoci
dotaznik( a stupnic, do kterych tcastnici vyplnuji své subjektivni pocity. Objektivnéjsi metodou
také naruSovat béZznou spankovou rutinu Ucastnika. Existuji ¢etné studie, jejichz vysledky
ukazuji na zlepSeni kvality spanku pfi uzivani Ashwagandhy. Studie z roku 2021 se zdravymi
jedinci a jedinci, kterym byla diagnostikovana insomnie, ukdzala vyznamné pozitivni ovlivnéni
kvality spanku obou skupin po osmi tydnech uZivani kapsli se 600 mg extraktu korene
Ashwagandhy oproti kontrolnim skupinam uzivajicim placebo [24].

Ovlivnéni fyzické vykonosti

V tomto textu jiz byl zminén fakt, Ze Ashwagandha se povaZuje za ,rasajanu”, coz
znamena ,tonikum“ a to i v oblastech fyzické aktivity [7]. Byly publikovany rGzné studie
zkoumajici vliv rostliny na fyzickou vykonnost, za hlavni proménné povaZzuji svalovou silu,
maximalni mnozstvi kysliku, které télo dokaze pouzit béhem aktivity (VO2max), svalovou Unavu,
a fyzickou regeneraci (tj. bolest, zanétlivé stavy a kvalitu spanku). Jsou také méreny
hematologické parametry, jakymi jsou hematokrit, pocet cervenych krvinek, mnozZstvi
hemoglobinu a dalsi. Tyto studie naznacuji pfimé souvislosti mezi vySe zminénymi
proménnymi a denni suplementaci Ashwagandhou. Mechanismy dcinku souviseji
s antioxidacni aktivitou bioaktivnich latek rostliny. Je znamo, Ze pro procesy fyziologické
adaptace na trénink je nutna prfimérena fyziologicka hladina ROS, avsak jejich prebytek naopak
na vykonnost puUsobi negativné. Pokud jde o kardiorespiracni a vytrvalostni vykon, bylo
zjisténo, Ze suplementace Ashwagandhou pfispiva ke zvyseni hematologickych parametrd, coz
muzZe vysvétlovat lepsi vysledky pfi méreni VO2max, zlepSené regeneracni procesy pak mohou
souviset s lepsi kvalitou spanku, ktera je popsana v odstavci vyse [25].

s 7 wve

Antidiabeticky Ucinek

Mechanismy ucéinku Ashwaghandy na poli diabetu byly ovéfovany na in vitro, in vivo a
in silico studiich. Mezi mechanismy ucinku patfi inhibice enzymu dipeptidyl-peptidazy 4
vodnym extraktem z Vitanie snodarné. V jiné studii se u pacient, kterym se podaval rostlinny
extrakt, vyskytly nizsi hladiny glukdzy v krvi, srovnatelné s podanim hypoglykemického Iéku
Daonil, avsak bez jeho nezadoucich ucinkd. Dale bylo zjisténo, Ze po podani vodného extraktu
rostliny se efektivné snizila hladina insulinu, glykovaného hemoglobinu a krevniho cukru [2].
Dal$im uc¢innym mechanismem je inhibice enzym( a-amyldzy a a-glukosidazy, které stépi
oligosacharidy a disacharidy [26].
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Neuroprotektivni efekt

Aswagandha se vyuZiva v [éCbé neurodegenerativnich onemocnéni mezi které se rfadi
Alzheimerova nemoc, Parkinsonova choroba a Huntingtonova nemoc. Tyto nemoci se
vyznacuji postupnou ztratou neuron(, kterd vyusti ve zmény chovani a ztratu kognitivnich
funkci. Neuroprotektivni vlastnosti aswagandhy se pfipisuji antioxidacnim vlastnostem spolu
se schopnosti inhibice peroxidace lipid(i. Témi vlastnostmi se vyznacuji hlavné withanosidy [2].
Ashwagandha moduluje tvirce oxidacniho stresu v mozku, jako je superoxiddismutaza (SOD),
kataldza (KAT) a neenzymatické antioxidanty, jako je glutathion (GSH). Kofeny a jejich extrakt
indukuji rast axon( a dendrit(l, coz naznacuje jejich mozny vliv na regeneraci neuront [7].

Protirakovinny efekt

Nadorové transformované burky ztraci schopnost programované bunécné smrti i
apoptdzy, coz usti v nekontrolovatelny rist nadorové masy a Sifeni se do dalSich organ( pres
krevni ¢i lymfatické fecisté. Tyto stavy jsou charakterizovdny zvySenou hladinou
antiapoptotickych proteinl, a naopak sniZzenou hladinou proteini navozujicich apoptézu.
Nadorové buriky mohou mit rovnéz zvySenou expresi telomerazy, ¢imz se vyhybaji bunécné
smrti. Cetné studie zejména na buné&&nych liniich naznacuji potlaceni nadorového bujeni a
pozastaveni vyvoje malignich bunék rakoviny plic, prsu, tlustého streva, délozniho cipku,
prostaty a bunék centralniho nervového systému. Ukazalo se, Ze extrakty z listl jsou v oblasti
protinddorové aktivity vice efektivni nez extrakty z jinych ¢asti rostliny zejména v pfipadech
rakoviny tlustého stfeva a prostaty. Mechanismem pusobeni je zabrdnéni genetické aktivaci
nukledrniho faktoru kappa B (NF-kB) a zpomaleni cyklooxigendzové aktivity, proliferace
tumorovych bunék a peroxidace lipid(i. Dalsim mechanismem ucinku je modulace tumor
supresorovych gen(, mezi néz se fadi nuklearni transkripéni faktor p53. Je to znamy
transkripéni faktor branici bunkam postupovat bunéénym cyklem. Nékterd ndadorova
onemocnéni se vyznacuji pravé poklesem nebo ztratou funkce tohoto transkripéniho faktoru

[2].
Antioxidacni ucinky

Antioxidanty hraji dulezitou roli vradmci obrany proti volnym radikdlim a ROS.
Withanolidy pfitomny v Ashwagandhé maji pfiznivé schopnost ovliviiovat aktivitu hlavnich
antioxidacnich enzyml, které vychytavaji volné radikaly, fadi se mezi né superoxid dismutaza
(SOD), katalaza (KAT) a glutathion peroxidaza (GPX). DalSimi antioxida¢nimi mechanismy jsou
naptiklad snizeni lipidové peroxidace a inhibice nezadouci oxida¢ni modifikace proteina.
Antioxidacni vlastnosti i¢innych latek Ashwaghandy mohou z ¢asti vysvétlovat jeji antistresové
ucinky a efekt na lepsi psychickou vykonnost [5].

wve ve

Protizanétlivé ucinky a imunomodulacni ucinky

Dle preklinickych studii rostlina dokaze regulovat miru zanétu pomoci redukce
mediator( zanétu jako cytokinli, oxidu dusného a ROS a zdroven zvysSovat hladiny
protizanétlivych cytokind. Imuno-modulacni vlastnosti byly prokazany ve studiich na mysich,
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kdy podani Ashwagandhy zapfiCinilo celkovy vzestup populace bilych krvinek s pozitivnim
ucinkem také na titr cirkulujicich protilatek. Dalsi studie, tentokrat provadéna na lidech,
zaznamenala zvySeni aktivity NK-bunék a cytokinl jedincl, kterym byl poddvan rostlinny
extrakt oproti kontrolni skupinég, jiz bylo poddvano placebo [21].
Antimikrobni ucinky

Extrakty z kofene Ashwagandhy vykazuji antibakteriadlni vlastnosti, pfesnéji inhibuji rlist
gram-negativnich bakterii, mezi nimiz jsou naptiklad Escherichia coli, Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Citrobacter freundi, a Klebsiella pneumoniae.
Mechanismus tohoto Uucinku pravdépodobné spocivd vimuno-modulaci, tedy zvySeni
reaktivity imunitniho systému a zvySeni cytotoxicity vUc¢i mikroblm. DalSi zatim malo
prozkoumanou teorii je naruseni bunécéné stény bakterii. Zaznamenany byly také antifungaini
vlastnosti presnéji inhibice rlstu kvasinek Candida albicans, avsak proti plisnim druhu

Aspergillus flavus a Aspergillus niger obsahované latky zadné inhibi¢ni nebo fungicidni
vlastnosti nevykazovaly [21].

4.2.4 Obsahové latky

Rostlina je bohata na celou skalu biologicky aktivnich latek. Mezi néz se radi flavonoidy,
glykosidy, saponiny, fenolické kyseliny, alkaloidy a withanolidy, které jsou na zakladé ¢etnych
studii zodpovédné za vétSinu biologické aktivity, pro kterou je Ashwagandha pouzivdna a
vénuje se jim nasledujici kapitola [2], [26]. Do skupiny alkaloidl obsaZenych v této rostliné se
fadi witanin, somniferin, somnin, tropin, somniferinin, cholin a anaferin. Mezi obsazenymi
flavonoidy jsou 3-O-rutinosid, kvercetin a 6,8-dihydroxycemferol [21].

4.2.5 Withanolidy

Withanolidy jsou definovany jako steroidni laktony s mnohocetnymi kyslikatymi
skupinami na dvaceti osmi uhlikaté ergostanové kostre. Podle pfitomnosti substituentd
postranniho retézce na 17. uhliku Ize tuto mnozZinu latek rozdélit na 2 skupiny: withanolidy
typu A s 6-laktonovym kruhem, kde jsou oxidovany uhliky 22 a 26, a withanolidy typu B s y-
laktonovym postrannim kruhem, s oxidovanymi uhliky 23 a 26 [27]. Withanolidy nesou
oznaceni pismeny A-Y, dale do skupiny withanolidl patfi withaferin, withanon,
withadomnifernin A a withasomniferoly A-C [21].

Vitdnie snodarnd rovnéZz obsahuje glykosidy withanolidi, uvadény taky jako
glykowithanolidy, nazyvané withanosidy. Postranni fetézec, vétSinou se jednd o 6-O-B-D-
glukopyranosyl-B-D-glukopyranosyl, je propojen s ergostanovou kostrou na jejim tfetim uhliku.
Ve Vitanii snodarné zatim bylo identifikovano jedenact withanosidu, byly oznaceny fimskymi
Cisly I-XI a vyznacuji se neuroprotektivni a antistresovou aktivitou [28].
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Jako zdroj téchto latek se z rostliny zpracovavaji kofeny, které jsou, co se spektra a
obsahu latek tyCe, nejbohatsi ¢asti rostliny [4]. V lidové mediciné se v recepturach vyuzivaji
také extrakty z listl [29].

Komplexni struktura téchto latek je divodem rozlicnych biologickych ucinkd, které
zajimaji odborniky z oblasti chemie, mediciny a biologie od poloviny minulého stoleti.
V rostlinach z celedi lilkovitych (Solanaceae) bychom nasli vice jak 600 rdznych typu
withanolid(l, pficemz ve Vitanii snodarné nalézame pres 40 druh( téchto aktivnich latek [1].
Vyskyt withanolid( vSak neni omezen pouze na rostliny z Celedi lilkovitych, urcité studie
poukazuji i na fakt, Ze tyto latky byly izolovany z nékterych morskych organism(, presnéji
mékkych koral(i Paraminabea acronocephala, a z rostlin z ¢eledi takovité (Taccaceae), bobovité
(Fabaceae) a hluchavkovité (Lamiaceae) [30], [31].

Withanolidy jsou obecné povaZovany za bezpecné latky bez nezadoucich ucinka,
ackoliv v poslednich letech bylo zaznamenano nékolik pfipadu jaterni toxicity. Projevy vétSinou
vymizely po vysazeni dopliiku stravy. Nahlasené pfipady byly klasifikovany jako jaterni toxicita
zpUsobena bylinnymi pfipravky a doplnky stravy. U velkého mnozstvi pfipadd jaterniho
poskozeni zpUsobeného pravé doplriky stravy je velmi obtizné oznacit jedinou latku jakoZto
vinika téchto stavd, jelikoz se jednd o naduzivani riznych doplnk( stravy a tim pfijimani Siroké
Skaly latek v nich obsazenych. Nejsou vSak naprostou vyjimkou i pripady prekracovani
doporucené denni davky pripravkl. Z experimentu na krysach bylo zjisténo, Ze hodnota davky
bez pozorovaného nepfiznivého Ucinku (no observed adverse effect level — NOAEL), udavajici
nejvyssi koncentraci nebo mnoizstvi latky, pfi kterém se u exponované populace neprojevi
zadné zjistitelné nepfiznivé ucinky, byla 2000 mg suseného extraktu Ashwaganhdy na kg na
den. Tato hodnota prevedena na ¢lovéka odpovida asi 325 mg/kg/den. Studie z roku 2021
prokazala, Ze withanon, jeden z nejvice zastoupenych withanolidl v extraktech dostupnych na
trhu, vytvari stabilni adukty s nukleosidy deoxyguanosinem, deoxyadenosidem a
deoxycytidinem. Dochazi tak k formaci adukt ve struktufe DNA a naruseni jeji funkce. Déle
bylo zjisténo, Zze adukty vytvari i s aminy, reakce u nich je vratna. Detoxikace v obou pfipadech
probihd za pomoci GSH, avsak pfi vy€erpani jeho kapacity ¢i jeho nizsich hladinach mize dojit
k poSkozeni DNA [32]. Studie akutni toxicity Vitanie snodarné z roku 2014 vyustila ve smrt mysi
po injekci extraktu a byla stanovena hodnota LDso jako 1260 mg/kg vahy téla mysi [18]. Aspekty
bezpecnosti a toxicity extraktl z Aswagandhy a latek v ni obsazenych jsou predmétem dalSiho
zkoumani [32].
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Withaferin A

Withaferin A je vlbec prvni izolovany withanolid. Jeho izolace z Vitdnie snodarné
poprvé probéhla v roce 1965 [33]. Izolace této slouceniny s ohledem na jeji zajimavé biologické
vlastnosti vedla k detailnéjsSimu zkoumani této rostliny a k izolaci dalSich strukturné podobnych
sloucenin [30]. Jeho molekulovd hmotnost je 470.6 g/mol. Sumarni vzorec withaferinu A je
C2sH3306 [34]. Spolu s withanonem jsou v rostliné v nejvétsim zastoupeni [26]. Jedna se o
dvaceti osmi uhlikatou slouceninu s ergostanovou kostrou a & — lakotonovym kruhem,
skladajicim se z péti atomi uhliku a jednoho atomu kysliku, fadi se tedy do skupiny withanolid(i
typu A. Sloucenina vykazuje zna¢nou reaktivitu, disponuje misty pro vodikové vazby, presnéji
2 misty pro donory a 6 misty pro jeji akceptory. Ddle obsahuje tfi mista v jeho strukture, které
jsou reaktivnimi misty pro neutrofilni molekuly, jsou jimi nenasyceny kruh A, presnéji dvojna
vazba mezi uhlikem C2 a C3, ddle epoxidova funkéni skupina na uhliku C5, ktery je soucasti
kruhu B a nenasyceny laktonovy kruh, také oznacovan jako kruh E. Tato mista slouZi napfiklad
pro tvorbu kovalentni vazby mezi withaferinem A a thiolovymi skupinami proteint obsahujici
cystein [35], [36].

Obrdzek 4: Chemickd struktura withaferinu A

Withaferin A disponuje Sirokou Skalou biologickych ucink( na organismus, studie
uvadéji protizanétlivé ucinky, pozitivni pfinos pfi boji proti diabetu, imuno-modulacni a také
protinadorové ucinky spojeny s aktivitou antiangiogenni.

Co se tyka protirakovinné aktivity zminované slouceniny, witaferin A Uspésné atakuje
rozlicné procesy spojené s bunécnou smrti, proliferaci a bunéénym cyklem a napomahi tak
s potlagenim nadorového bujeni. Cetné studie odhaluji potlaéeni rdstu tumord pfi simulacich
na rozli¢nych nadorovych bunécnych kulturach, stejné tak poukazuji na zvyseni efektivity 1é¢by
rakoviny chemoterapeutiky pravé v kombinaci s touto slouéeninou. Molekuldrni mechanismy
pochodl, kterymi withaferin A proti nadorové zvrhlym bunkam pUsobi neni jesté zcela
objasnén, avsak nékteré jiz byly popsany[31]. Mezi tyto procesy fadime kuptikladu rozruseni
komplexu heat shock proteinu 90 (Hsp90) a co-chaperonu Cdc37. Hsp90 je spolu s co-
chaperonem Cdc37 zodpovédny za stabilizaci onkogent, vedouci k prezivani nadorovych
bunék. Withaferin A porusi stabilitu tohoto komplexu a tato akce Usti v nizsi prezivani bunék
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novotvard. Protirakovinné ucinky také zahrnuji jeho schopnost plsobit na nadorové buriky
cytotoxicky produkci reaktivnich slouéenin kysliku a vyvolavat v nich apoptzéu [31], [35].

S nadorovymi onemocnénimi Uzce souvisi procesy spojené se zanétem. Withaferin A
ucinkuje také jako protizanétlivé Cinidlo, jez atakuje molekuly spojené se zanétlivymi procesy
a je schopen timto potladit iniciaci i progresi nadorového bujeni. Nuklearni faktor kappa B (NK
— kB) je jeden ztranskripénich faktorG hrajicich vyznamnou roli v procesech vedoucich
k zanétu, angiogenezi, metastazovani a proti apoptotickym mechanismUim. Ztrata kontroly nad
jeho regulaci vede kprolongovanému zanétu a v nejhorSich pripadech k nadorové
transformaci.

Withaferin A dale disponuje imuno-modulaénimi vlastnostmi, tlumi proliferaci B a T-
lymfocytl na periferii a zaroven je schopen aktivovat cytotoxické T-lymocyty (CD8+) pomoci
Utlumu produkce myeloidnich supresorovych bunék (myeloid derived suppressor cells —
MDSC), cozZ je heterogenni skupina bunék, ktera negativné ovliviiuje imunitni reakci téla
béhem zanétu, infekcich, rakoviné &i autoimunitnich onemocnénich. Pfi nddorovém bujeni
MDCS zapficinuje snizeni aktivace a infiltrace cytotoxickych T-lymfocytd do nadoru a tim
znemozni tuto cestu bunécné odpovédi. Withaferin A je schopen této blokaci zamezit.

Mezi dalSi schopnosti withaferinu A jsou antiagregacni, antikoagulacni a
profybrinolytickd aktivita [35]. Za zminku také stoji aktivita proti patogenu Leishmania
donovani. Withaferin A, co by inhibitor protein kindzy C dokaZe depolarizovat membranovy

vrve

Withanon

Withanon se fadi mezi withanolidy typ A, s 6-laktonovym kruhem, kde jsou oxidovany
uhliky 22 a 26 [37]. Jeho sumarni vzorec je CasH3306. Molekulova hmotnost withanonu cini
470.6 g/mol [38].

Obrdzek 5: Chemicka struktura withanonu

Co se tyée neuroprotektivni aktivity withanonu, jsou znamy ucinky proti exciotoxicité,
stavu, kdy nadbytek gluthaminu pfitomného v mezibunééném prostoru aktivuje inotropni,
kainatové a s G-proteinem sprazené receptory na postsynaptické membrané, coz vyusti
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v bunécnou smrt neuronu. Exotoxicita je jednim z hlavnich mechanismU neurodegenerativnich
onemocnéni. Withanon zlepsil Zivotaschopnost bunék snizenim exotoxicity indukované pres
vySe zminéné receptory [37].

Za zminéni stoji antivirotické uc€inky withanonu proti viru SARS-CoV-2, redukuje
glykosylaci spike protein(i na jeho vnéjsi struktufe. Je zndmo, Ze vétsSi mira glykosilace
povrchovych spike proteint usnadni viru invazi do bunék a ovlivni imunitni odpovéd hostitele.
Podle studie z roku 2021 se withanon dokdaZe navazat na spike protein viru SARS-CoV-2 a mize
sniZovat Uroven glykosylace na misté navazani. Withanon také inhibuje jednu z hlavnich
proteaz tohoto viru a tim potlacuje jeho dalsi replikaci a transkripci [39].

Tak jako i dalsi withanolidy, i withanon disponuje protinadorovou aktivitou, jako pfiklad
mUzZeme uvést jeho plsobeni s proteinem survivinem. Tento maly protein se v téle uplatiuje
jako inhibitor apoptézy a jeho hodnoty jsou zvySeny u velkého spektra nadorovych
onemocnéni, ve zdravé tkani je sotva detekovatelny. Kromé potlacovani bunééné smrti
zaujima také roli vumocnéni bunécné proliferace a angiogeneze v tumoru. Survivin spolu
s dalSimi proteiny inhibujicimi apoptdézu se vazi na kaspazy a znemozinuji jejich pfirozené
fungovani. Withanon je schopen se navazat na jednu z domén survivinu, znemoznit jeho
aktivitu v(ci kaspazam a tim vyvolat apoptdézu selektivné v nddorové burice [40]. Dale dokaze
selektivné zabijet rakovinné buriky aktivaci tumor-supresorového proteinu p53 [41].

Simulacni studie ukazuji na potencialni uziti v terapii proti Mycobacterium tuberculosis,
kde se withanon pfi simulacich Uspésné navazal na enzym této mykobakterie, L-asparaginazu,
a dokazal jej tak inhibovat. Tato hydrolaza katalyzuje Stépeni L-asparaginu a tim generuje dusik
spolu s amoniakem, ktery pomaha vyrovnat se mykobakterii s plsobenim kyselych latek v
prostiedi fagosomu. L-asparaginaza by se mohla stat jednim z novych cild pro |éciva proti
tuberkuldze [42].

Withanolid A

Molekulova hmotnost withanolidu A je 470.6 g/mol a jeho sumarni vzorec je CagH33Os
[43].

Obrdzek 6: Chemicka struktura withanolidu A
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Mezi Gcinky withanolidu A mGzZeme zminit inhibici enzym( a-amylazy a a-glukosidazy,
enzymd, které katalyzuji hydrolyzu sacharidd. Oba enzymy stépi oligosacharidy a disacharidy
za vzniku monosacharidl, ¢imZ zvySuji hodnoty glukdézy v krvi. Inhibici a-amylazy a a-
glukosidazy se sniZuje vstfebavani glukdzy, coZ je jeden z obecné pfijimanych postupl pro
regulaci postprandidlni hyperglykémie u pacientd s diabetem. Withanolid A byl porovnavan ve
studii s Iéky s obsahem akarbdzy, latky bézné vyuzivané v 1é¢bé DM 2. typu, kterd také vykazuje
inhibi¢ni ucinky vic¢i zmifovanym enzym(m. In-silico simulace odhalily inhibi¢ni aktivitu
withanolidu A, kterd v porovnani se zmifiovanym léCivem byla lepsi, stejné tak jako biologicka
dostupnost, ¢imz se potvrdil terapeuticky potencial tohoto withanolidu v oblasti DM 2. typu.
Zde je tfeba brat na védomi, Ze efektivita in vitro se mlze lisit a je tfeba dalSich studii
objasniujicich chovani této slouceniny v téle pacientd [26].

Withanolid A indukuje rlst neuritl v pfipadech neurodegenerativnich onemocnéni.
Pfedpokladalo se, Ze jeho neuroprotektivni Ucinky jsou zptsobeny vazbou na glukokortikoidni
receptor, avSak simulacni experimenty prokdzaly pouze slabou vazbu mezi dvéma subjekty.
Withanolid A postradal klicové stabilizacni interakce s timto receptorem. Stimulace r{stu
receptoru ¢i regulaci signalizacnich drah snim blizce spojenych [44]. Studie v oblasti
Alzheimerovy nemoci (AN) dokdzaly, Ze withanolid A je inhibitorem acetylcholinesterazy
(ACHE). Withanolid A vykazoval silnou nekovalentni vazbu s enzymem vyustujici v jeho inhibici.
ACHE je enzym lokalizovany ve svalech a mozkové tkani, jeho uUkolem je hydrolyza
neurotransmiteru acetylcholinu, ktery hraje dllezitou roli v poznavani a vytvareni paméti.
Razné studie ukazuji na silnou souvislost mezi nedostatkem acetylcholinu v mozku a
zhorSenymi kognitivnimi funkcemi. Pravé inhibice enzymu je jednim z mechanismi terapie
pacientd s AN [45].

Withanolid A ddle vykazuje vasoprotektivni u€inky mechanismem zvyseni fosforylace
endotelidlni syntazy oxidu dusného (eNOS) a tim zvySeni koncentrace oxidu dusného (NO)
v tkani, ktery ma vazorelaxacni ucinky, jeZ jsou pfinosné u kardiovaskularnich onemocnéni, u
kterych je dysfunkce endotelu spojena s nizsi produkci NO [46].

Withanolid B

Strukturnim vzorcem CysH3sOs je withanolid B latka, ktera ma ve své Cisté formé
strukturu jemnych jehlicovitych krystalt[47], [48]. Molekulovd hmotnost withanolidu B je
454.6 g/mol [48]. Od dfive zminéného withanolidu A se lisi absenci hydroxylové skupiny na
atomu uhliku na pozici 20 [49].
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Obradzek 7: Chemicka struktura withanolidu B

Byl popsan ucinek withanolidu B na hojeni kostni tkané (studie provddéna na bunécné
kulture lidskych mezenchymalnich kmenovych bunkach) skrze zvySeni exprese gend
zprostredkovavajicich osteogenezi a zvySeni koncentrace proteinl s ni souvisejicich. Zaroven
prisiva k formaci extraceluldrniho prostoru kostni matrix a zvysSuje aktivitu alkalické fosfatazy.
Tyto poznatky ddvaji withanolidu B potencial jakoZto latce schopné fesit defekty kosti [50].

Withanosid IV a withanosid V

Glykosylované derivaty withanolid(i, withanosid IV a withanosid V, obsahuji O-
glykosidickou vazbu na tretim uhliku své ergostanové kostry, na kterou jsou navazany dvé
molekuly glukopyrandzy, pficemz jsou mezi sebou také propojeny O-glykosidickou vazbou.
[28]. Molekulova hmotnost withanosidu IV ¢ini 782.9 g/mol a sumarni vzorec je CaoHs2015 [51].
Hlavnim metabolitem po oralnim poziti je jeho aglykon sominon, ktery se po podani nachazel
v plazmé. Spekuluje se, Ze tuto preménu realizuji stfevni bakterie enzymem B-glukosidaza.
Hmotnostni analyza séra detekovala také druhy metabolit s molekulovou hmotnosti vyssi nez
sominonu, ten ale zatim nebyl identifikovan [52]. Sumarni vzorec withanosidu V je CaoHe2014a
jeho molekulova hmotnost ¢ini 766.9 g/mol [53]. Na rozdil od withanosidu IV v jeho strukture
chybi hydroxylova skupina na atomu uhliku na pozici 27 [49].

Obradzek 8: Chemicka struktura withanosidu IV
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Obrdzek 9: Chemicka struktura withanosidu V

Withanosid IV vykazuje neuroprotektivni Ucinky a jeho potencidl jde smérem k |é¢bé
neurodegenerativnich onemocnéni. Withanosid IV spolu se sominonem jsou schopni zabranit
degradaci dendritll a axonu. Studie také naznacila vétsi posileni miry synapsi pfi podavani
sominonu mysim namisto stejnych ddvek withanosidu IV. Tato skute¢nost mize naznacovat, ze
deglykosylace vede k lepsim vysledkiim nez pfi podani samotného withanosidu IV [52].

4.2.5.1 Biosyntéza withanolida

Biosyntéza withanolidl spolecné s jeji regulaci predstavuje komplexni proces zahrnujici
nékolik krokd enzymatické premény a Ucasti transkripénich faktor(. PrestoZe withanolidy
pochazeji z univerzalnich prekurzorl tvorenych fytosterolovou cestou, enzymy a geny jeZ se
biosyntézy ucastni nejsou jesté zcela objasnény [54]. Jejich biosyntézu lze rozdélit na tfi faze:

Tvorba triterpenové kostry

Kostrou withanolidd je triterpenoidovd struktura, proto jejich biosyntéza zacina
tvorbou isoprenoidll. Metabolicka cesta zacina tvorbou izopentyl difosfatu (IPP) a dimetylallyl
difosfatu (DMAPP), jez jsou zakladnimi stavebnimi bloky vSech terpenoidl o délce péti uhlik(.
Pro vytvoreni IPP disponuje rostlina dvéma metabolickymi drahami s rozli¢cnou lokalizaci.
Jednd se o mevalonatovou drahu, ktera probiha v cytosolu a jejim pocateénim bodem je acetyl-
CoA a ne-mevalonatovou drahu, 2-C-metyl-D-erytritol-4-fosfatovou (MEP), kterd je
lokalizovana v plastidech s vychozimi latkami pyruvatem a glyceraldehyd-3-fosfatem [55].

U drahy mevalonatové je pomoci Sesti enzymatickych krok( molekula mevalonatu
preménéna na jednu molekulu IPP, ten je poté ireverzibilné preménén na DMAPP pomoci IPP
izomerdzy. Naproti tomu draha ne-mevalondtova poskytuje z molekuly pyruvatu a
glyceraldehyd-3-fosfatu jednu molekulu IPP a jednu molekulu DMAPP [54]. Pfi biosyntéze
withanolid(i se tyto dvé drahy podileji na produkci v poméru 3:1 [54], [55].
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Biosyntéza fytosterolli

Kondenzaci jedné molekuly DMAPP a dvou molekul IPP vznikd molekula farensyl
difosfatu, prvni reakce tvorby fytosteroll je katalyzovdna enzymem farensyl pyrofosfat syntaza.
Nasleduje tvorba skvalenu spojenim dvou molekul farensyl difosfatu, jehoz se Gcastni enzym
skvalen synthaza (SQS). Skvalen se stava dulezitym prekurzorem pro steroly a triterpeny. Déle
probiha série desaturaci, hydroxylaci, epoxidaci, tvorby cyklickych struktur a prodluzovani
fetézch za vzniku dvou dUleZitych meziprodukt(i: kampesterolu a 24-metyldesmosterolu.
Z téchto dvou latek jsou ndsledné modifikacemi tvoreny withanolidy [54], [55].

Biosyntéza withanolidt

Na konverzi sterolové kostry na withanolidy se podili enzymy CYP450 jez jsou
lokalizovany v endoplazmatickém retikulu. Tato vysoce variabilni skupina enzym( je
regulovana transkripénimi faktory a jednotlivé druhy enzym( jsou zodpovédné za vznik
raznych withanolid( v rostliné, napfiklad forma oznacovana jako WsCYP71B35 je zodpovédna
za enzymatickou formaci withaferinu A, withanolidu A, withanolidu B a withanosidu IV. Pfeny
mechanismus konverze 24-metyldesmosterolu na withanolidy viak zatim neni zcela objasnén
[54].

4.2.6 Kontraindikace

Ackoliv valna vétsina studii uvadi Ashwaghandu jakoZzto netoxickou, neni doporucovano
uzivani rostliny ani pfipravkd z ni vyrobenych v obdobi téhotenstvi a kojeni. Dukazy, ze je
rostlina opravdu neskodna v téchto situacich stale chybi a jsou netplné[18].

UZivani by se také méli vyhnou pacienti s hypertyredzou. Do této skupiny, které neni
uzivani Ashwagandhy doporucdovano, lze zaradit pacienty, ktefi pocituji pfiznaky, jakymi jsou
podrazdénost, neklid, nervozita, uzkost, tfes rukou, buseni srdce, psychomotoricky neklid,
svalova slabost a Unava. PfestoZe pfipravky obsahujici kofen Ashwagandhy prokazaly zmirfujici
ucinky vyse uvedenych pfriznak(, jejich uzivani u osob s hypertyreézou je kontraindikovano,
protoZe zhorsuji projevy tohoto onemocnéni [21].

4.2.7 Aplikacni formy a davkovani

Nejcastéjsi aplikacni formou Ashwaghandy na ¢eském trhu jsou kapsle plnéné extraktem
z jejiho kofene. Mezi dalsi aplikaéni formy se fadi tablety, praskové formy a sirupy [2].
V minulosti se tradi¢né zhotovovaly také vodné odvary Ci oleje pripravované z korent a listd,
zmifiovany jsou také odvary korene do mléka [7], [18]. V Ceské republice neni prozatim
stanovena referenc¢ni hodnota prijmu withanolidd.
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4.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinovd chromatografie (HPLC) se fadi mezi separacni techniky. Jeji
princip spocCiva v opakovaném dosazZeni rovnovahy mezi analyzovanymi latkami a dvéma
vzajemné nemisitelnymi fazemi. Latky se rozdéluji mezi pohyblivou (mobilni) fazi, ktera je
kapalna, a nepohyblivou (stacionarni) fazi, ktera je tvorena bud pevnym materidlem nebo
kapalinou (ukotvenou na pevném nosici) umisténym v chromatografické koloné [56], [57].
Kontakt analytu se stacionarni fazi je =zajistén prostfednictvim difuze. V rdmci
chromatografického procesu se rozlisuji tfi typy difuze: difuze podélna (pohyb ¢astic analytu v
mobilni fazi), vitiva (pohyb ¢astic analytu smérem k povrchu ¢astic stacionarni faze a zpét) a
difuze uvnitf pord ¢astic v rlznych smérech (transport hmoty analytu do staciondarni faze a
zpét). Soucet jednotlivych prispévkil difuze je vyjadien pomoci van Deemterovy rovnice. Van
Deemterova rovnice vyjadfuje vztah mezi vySkou teoretického patra H a linearni pritokovou
rychlosti mobilni faze. Oddélovani analyt(i nastava v dusledku jejich raznych interakci s mobilni
nebo stacionarni fazi [58]. V zavislosti na principu separace analytl se chromatografie déli na
razné typy, jako jsou adsorpcéni chromatografie, rozdélovaci chromatografie, afinitni, gelova,
iontové-vyménna a dalsi. Diky nes¢etnym modifikacim lze separovat Siroké spektrum latek,
chromatografie je tedy univerzalni fyzikdlné-chemicka analytickd metoda vyuZivana v mnoha
odvétvich. Chromatografii Ize separovat jednotlivé slozky smési a ndsledné urcit jejich
kvantitativni i kvalitativni parametry [57].

Pristrojové usporadani

Hlavnimi komponenty chromatografického systému jsou vysokotlaka cerpadla se
zasobniky mobilnich fazi, z nichz putuji kapaliny pfes filtry pro zachyceni mechanickych
necistot do smésovace, ve kterém probiha miseni mobilnich fazi do pozadované koncentrace.
Lze vyuzit izokratickou nebo gradientovou eluci, pFi které se slozeni mobilni faze kontinualné
meéni [59]. Mobilni faze prochazeji odplyriovacem (degasser), kde jsou zbaveny vzduchovych
bublin, které mohou narusovat plynulost pratoku mobilni faze a zamezit tak Sumu pfi detekci.
Soucasti pristroje je ddle davkovaci zafizeni (autosampler) s kazetami pro ulozZeni vialek.
Davkované objemy jsou v fadech jednotek az desitek ul. Vzorek se automaticky davkuje na
kolonu pomoci davkovaci jehly. Nasleduje nastfik vzorku na kolonu, kterou protéka mobilni
faze. Separace latek probiha na chromatografické koloné diky mobilni fazi, ktera eluuje analyty
interagujici s fazi stacionarni. V nékterych pfipadech se pro ochranu kolony zapojuje
predkolona, kterd je umisténa pred chromatografickou kolonu. Kolona je umisténa
v kolonovém termostatu, ktery zajistuje stalou teplotu béhem separace. Po separaci latky
odchdzeji do detektoru, jehoz signal je vyvhodnocen vhodnym softwarem [57].

Chromatografické kolony

Chromatografické kolony byvaji vétSinou 50-250 mm dlouhé a jejich primér se
pohybuje okolo 2-4,6 mm. Velikost ¢astic u naplnovych kolon je v rozmezi 2-5 um. Kolony jsou
plnény rovhomérné a castice by mély byt co nejvice homogenni [59]. Materidl plasté kolony
byva nejcastéji nerezova ocel [60].
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V HPLC se poutZivaji rdzné typy stacionarnich fazi, které jsou duleZité pro dosazeni
efektivni separace analytl. Jednim z nejbéznéjSich material( pro vyrobu stacionarnich fazi je
silikagel, ktery mGzZe byt chemicky modifikovdn a jsou na néj vazany rizné funkéni skupiny. V
kone¢ném dUsledku volba staciondrni faze zdavisi na povaze analytu, typu separace a
poZadavcich na selektivitu metody. Mezi pouZivané typy stacionarnich fazi se fadi: stacionarni
faze s chemicky vdzanymi alkylovymi fetézci, stacionarni faze modifikované aromatickymi
funkénimi skupinami, fluorované stacionarni faze a staciondrni faze na bazi oxid(i kovl (oxid
hlinity a zirkonicity). Velké oblibé se také tési systémy s reverznimi fazemi, které jsou jednim z
nejbéznéji pouzivanych typl chromatografickych technik, zejména pro separace organickych
sloucenin. Princip retence v téchto systémech je zaloZen na rozdilech v polarité mezi
staciondrni a mobilni fazi. Stacionarni faze v reverzni chromatografii je obvykle hydrofobni, coz
znamena, Zze obsahuje alkylové tetézce, které interaguji sanalyty na zakladé jejich
hydrofobnich vlastnosti. Tento systém je citlivy na rizné faktory, jako je slozeni mobilni faze a
pH, které mohou vyrazné ovlivnit chovani analytl. Chromatografie na reverznich fazich ma
Siroké vyuZiti v analytické chemii, zejména pfi analyze komplexnich smési, jako jsou
farmaceutické pripravky, pfirodni produkty, nebo biologické vzorky, diky své vysoké selektivité
a ucinnosti separace [61].

V oblasti béZnych HPLC separaci se také vyvoj sorbentli zaméruje na povrchoveé porézni
Castice, které maji pevné jadro a na povrchu porézni vrstvu. Tento design umoZiuje zlepSeni
ucinnosti chromatografické separace ve srovnani s ¢asticemi stejné velikosti, které jsou celkové
porézni [57].

Detektory

Detektor v HPLC systému by mél splfiovat ndsledujici pozadavky: mél by byt dostate¢né
citlivy, vykazovat dobrou reprodukovatelnost a linearitu, jeho odezva by neméla byt zavisla na
slozeni mobilni faze pfi pouZiti gradientové eluce a také by mél disponovat velkou
univerzalnosti [59]. NejstarSim z typu detektorl je refraktometricky detektor, ktery je sice
univerzalni, ale méné citlivy, také je tfeba termostatu pro udrzeni konstantni teploty detekéni
cely, méreni indexu lomu je totiz silné zavislé na teploté. Mezi velmi rozsifené detektory patfi
UV-VIS detekce zaloZzena na méreni absorbance. Lze méfit pouze pfi jednotlivych vinovych
délkach, nebo svyuzitim diodového pole — PDA detektoru. Jeho citlivost je vysSi nez u
refraktometrického detektoru a je také univerzalni. Trochu méné vsestranné se jevi detektory
fluorimetrické, které detekuji emisni zareni analytu po jeho excitaci primarnim zarenim,
fluorescenci. Tuto vlastnost vykazuje malé spektrum latek, Casto je potreba derivatizace
analyt( s cilem vytvoreni fluoreskujicich latek. Mezi nejnovéjsi typy detekce se fadi hmotnostni
detektory. Principem detekce je ionizace latek a jejich nasledné rozdéleni podle poméru
hmotnosti a ndboje, urychleni téchto iontl a detekci. Hmotnostni detektory jsou nejcitlivéjsi a
nachazeji své uplatnéni ve farmaceutické analyze, analyze biologického materialu a toxikologii.
Dalsi detekéni techniky zahrnuji infracervenou spektroskopii a elektroanalytické metody mezi
néz patfi konduktometrie a amperometrie. Po postkolonové derivatizaci mizZe byt vyuzita i
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chemiluminiscence. Mezi moderni univerzalni detektory patfi také detektory zaloZené na
tvorbé aerosolu napf. CAD a ELSD [57].

Vyhodnoceni dat

Vystupem HPLC analyzy jsou jak kvalitativni, tak kvantitativni data. Vystupem analyzy
je chromatogram, jehoZ osa x znazorfiuje ¢as analyzy a osa y miru odezvy detektoru.
Kvalitativnim parametrem kazdého analytu je jeho retencni ¢as (t) a kvantitativnim
parametrem je plocha pod pikem. Idealni tvar piku je Gaussovsky, jeho tvar/symetrii hodnoti
faktor symetrie As. Pro kvantitativni hodnoceni Ize vyuzit kalibra¢ni zavislosti nebo metody
vnitfniho standardu [57].

4.4 Ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie

Ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie (UHPLC) je modifikaci HPLC, kterd
umoznuje zkrdtit dobu analyzy a zvySeni separacni Ucinnosti. Mezi vyhody UHPLC se fadi
snizeni spotfeby rozpoustédel a tim sniZzeni ndkladd na analyzu, snizeni meze detekce a zvyseni
citlivosti. Doba analyzy je pfimo Umérna délce a vnitfnimu priméru kolony a nepfimo Umérna
pratoku mobilni faze. Plati tedy, Ze ¢im kratSi a uzsi je kolona a ¢im vyssi je objemovy pritok,
tim bude doba analyzy kratsi [62]. Pristrojové usporfadani je stejné jako u HPLC systémdu,
vyzaduje vSak odolné Sroubeni a spojovaci kapilary, které jsou schopny odolat vysokym tlak(im
a teplotdm (do 1500-2000 bar, 150 °C). Mezi materialy pouzivané v UHPLC analyze patfti ocel,
pozlacend ocel, kombinace ocel-PEEK (polyetheretherketon), vysoce odolny PEEK [63].

Rozdily nachdzime ve velikosti kolon a &3astic prfitomnych uvnitf. V UHPLC byvaji kolony
kratsi, jejich rozméry jsou 5-10 cm a jejich vnitfni primér se pohybuje okolo 2 mm. Velikost
Castic vyuzivanych v UHPLC analyze je mensi nez 2 um. Nej¢astéjSim rozmérem castic je 1,7
pum, je to optimalni velikost, mensi ¢astice vyvolavaji vétsi zpétny tlak a rozdil uéinnosti je oproti
velikosti 1,7 um zanedbatelny. Mensi ¢astice také pfispivaji zvétSenim plochy povrchu
staciondrni faze a tim se zvy3$uje plocha pro interakce mezi analyty a staciondrni fazi. Castice
v téle kolony musi byt co nejvice homogenni a rovnomérné ulozeny, toho se dosahuje pomoci
plnéni za vysokého tlaku pfi vyrobé kolony. Témito zménami v rozmérech kolony a castic
stacionarni faze dojde ke zvyseni citlivosti metody z dlvodl nizsiho rozmyvani eluc¢nich zén
[62].

U¢innost separace je u UHPLC systém( vétsi, pfi¢inou jsou plo$si pribéhy van
Deemterovych kfivek, jejichz minima odpovidaji takovému priitokovému objemu, pfi kterém
ma urcita kolona nejvyssi uc¢innost, tj. rozsifeni zény analytu je minimalni [60].

Charakteristickym parametrem pfi UHPLC analyze je vysoky zpétny tlak. Zpétny tlak
generovany UHPLC kolonou je pfimo umérny jeji délce a nepfimo umeérny velikosti ¢astic
sorbentu a vnitfnimu praméru kolony. Pokud dojde ke zmenseni velikosti ¢astic sorbentu na
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tretinu, zpétny tlak na koloné se zvysi devitinasobné. Jedna se o nezadouci jev, ktery je
v systému feSen odolnymi spoji [63].

BéZnymi detektory vyuzivanymi v UHPLC analyze jsou UV-VIS detektory, PDA detektory,
odparovaci detektor rozptylu svétla (ELSD)a MS detekce. Jsou kladeny vysSi naroky na
software a frekvenci snimani dat z detektor( z ddvod uzsich Sirek pikd [63].

vvvvv

Rozpoustédla, pufry a modifikatory musi splfiovat poZadavky této instrumentace na maximalni
Cistotu, a to zejména oblastech: velmi nizky posun UV signalu pfi gradientni elu¢ni analyze,
100 ppb alkalickych kovl. Rozpoustédla uréena pro UHPLC jsou filtrovana pres mikrofiltr s péry
o velikosti 0,1 um, maji maximalni odparek 1 ppm a jsou balena v inertni atmosfére, coz
zajistuje jejich dlouhodobou stabilitu pfi skladovani [64].

4.5 ResSerse stanoveni analytt v doplncich stravy na bazi Ashwagandhy

Pro stanoveni obsahu withanolidi v extraktech Ashwagandhy jsou bézné pouzivany
chromatografické metody (HPLC i UHPLC) s kolonami plnénymi sorbenty na bazi C18.
Pouzivanymi mobilnimi fazemi jsou methanol a acetonitril pro organickou slozku a voda ¢i 0,1
% kyselina octova ¢i mravenci. Mezi uzivané detektory se rfadi UV detektory a PDA detektory
ve vinovych délkach v rozsahu 225 az 230 nm. Vyjimkou neni také spojeni HPLC ¢i UHPLC s
hmotnostni detekci v reZimech MS a MS/MS. Minoritni zastoupeni maji techniky plynové
chromatografie (GC), tenkovrstvé chromatografie (TLC), vysokoucinné tenkovrstvé
chromatografie (HPTLC). Analyzovanymi materidly pro stanoveni nejcastéji byvaji extrakty
nebo Cerstvé koreny Ci listy rostliny [16]. NiZe je znazornéna tabulka s popisem vybranych
metod stanoveni.
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Tabulka 1: Prehled mozZnosti stanoveni withanolidt

Analyzovany L Druh kolony / Slozeni mobilni Doba .
.. Stanovované latky L i . Separace Detekce Zdroj
material stacionarni faze faze analyzy
L. ) . . ) RP-18 Merck,
Susené Withaferin A, withanolid A, ]
. ) . . 250 x 4.6 mm, 5 um Metanol/H,0 38 minut HPLC UV-PDA-MS [65]
kofeny withanolid B, withanon ..
Castice
Withanosid IV, withanosid V,
withanosid VII, withaferin A,
. . . . Phenomenex Luna 5
withanolid A, withanolid B, .
. . ] pm C8 100 A, . ) UV-DAD a
Kofeny 12- deoxywithastramonolid, Acetonitril/ H,O | 40 minut UHPLC [28]
] ) 250 x 4.6 mm, 5 um MS/MS
withanon, viscosalakton B, 27- ..
. . . . Castice
hydroxywithanon, dihydrowithaferin
A
Withanosid IV, withanosid V,
Extrakt withaferin A, Phenomenex Luna-C8, Acetonitril/0,5
xtrakt z
kotent withanolid A, withanolid B, 250x 4,6 mm, 5 um % H3PO4 + 40 minut HPLC PDA [66]
ofen(
withanon, 27-hydroxywithanon, ¢astice KH,PO,4
Physagulin D, Withastramonolide
27-hydroxywithanon, 17-
hydroxywithaferin A, 17-hydroxy-27-
) ) . ] Waters RP MeOH+ 0, 1 %
) . deoxywithaferin A, withaferin A, .
Listy a koreny ] ] ) ) 150 x 3.9 mm, 4 um CH3COOH /H;0 + | 60 minut HPLC PDA a ELSD [67]
withanolid D, 27-hydroxywithanolid o
Castice 0,1 % CH3COOH

B, withanolid A, withanon, 27-
deoxywithaferin A
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Potravni Withaferin A, 12- .
B ] i ) ) Acetonitril/H,0+ ) [68],
doplriky, deoxywithastromonolid, withanolid Neuvedena 30 minut HPLC PDA
. 0,1 % CH3COOH [69]
koreny A
Withaferin A, withanolid A,
withanolid B, L
i i . ) . Acetonitril/0,1
i withanosid IV, withanosid VI, YMC Triart C18,
Potravni ] ) ) % HCOOH/H,0 + )
. withanosid V, 27-hydroxywithanon, 100 x 3 mm, 3 um 20 minut HPLC MS [70]
doplriky . ) o, . 10mM
12-deoxywithastramonolid, Castice
. . NH4COOH
withanon, viscosalakton B,
dihydrowithaferin A
. Withaferin A, withanon, withanolid o Toluen,
Koreny, . L, i ) Hlinikova deska, , .
i A, kyselina kavova, kyselina ferulova, . ethylacetat, 20 minut HPTLC uv [71]
stonky, listy . ) silikagel 60 F2s4
kyselina benzoova CH3COOH
. . . . Waters
. Withanolid A, withanolid B, o
Koreny, ] ) ] i ) ACQUITY BEH C18, Acetonitril/0,1 2,5
i withaferin A, withanon, withanosid . UHPLC PDA a MS [72]
stonky, listy 50x 2,1 mm, 1.7 um % HCOOH minut

IV, withanosid V

Castice
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5 Experimentalni ¢ast

5.1 Poutzité prFistroje a pomuicky

5.1.1 Chromatograficky systém

Chromatograf: Shimadzu Nexera LC-40

Pumpy: LC-40B X3 Degasser: DGU-405

Autosampler: SIL-40C X3

Kolonovy termostat: CTO-40C

Detektor: PDA detektor SPD-M40

Vyhodnoceni: software LC LabSolutions

5.1.2 Testované kolony

Tabulka 2: testované kolony

Vyrobce Nazev kolony, charakteristika
YMC CO., LTD YMC-Triart C-18 100 x 4,6 mm; 5 um c¢dstice
YMC CO., LTD YMC-Triart C-18 ExRS 150 x 4,6 mm; 3 um ¢dstice
Supelco Analytical Ascentis Express 90 A AQ C18 150 x 4,6 mm;
2,7 um castice
4 Supelco Analytical Ascentis Express 90 A RP-Amide 150 x 4,6 mm;
2,7 um Castice
5 Supelco Analytical | Ascentis Express 90 A AQ €18 150 x 3 mm:; 2,0 pm ¢&astice
6 YMC CO., LTD YMC-Triart PFP 150 x 4,6 mm; 3 um ¢astice
7 Phenomenex® Kinetex F5 100 A 150 x 4,6 mm; 2,6 um castice
8 YMC CO., LTD YMC-Triart PFP 150 x 3 mm; 1,9um ¢astice
9 Phenomenex® Kinetex F5 100 A 150 x 2,1 mm; 1,7 um castice
10 Phenomenex® Kinetex Polar C18 100 A 150 x 2,1 mm:; 2,6 pum castice
11 Phenomenex® Luna Omega Polar C18 100 A 150 x 2,1 mm;
1,6 um castice
12 Phenomenex® Luna Omega PS C18 150 x 2,1 mm; 1,6 um ¢astice
13 | Supelco Analytical | Ascentis Express 90 A PAH 150 x 3,0 mm; 2,7 pm ¢éstice
14 Phenomenex® Luna Omega Polar C18 100 A 150 x 4,6 mm; 5 pum &astice
15 Avantor Arion Polar C18 UHPLC 150 x 4,6 mm; 2,2 um Castice
16 Avantor Arion Plus C18 HPLC 150 x 4,6 mm; 3,0 um ¢&astice
17 Avantor Arion Plus C18 UHPLC 150 x 2,1 mm; 1,7 um ¢astice
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5.1.3

Pomiucky

BéZné laboratorni sklo

Automatické pipety (Brand)

Automatické vahy (Sartorius Secura 225D-1CEU)
Ultrazvukova lazen (Bandelin Sonorex Digitec)
Plastové injekéni stiikacky (Omnifix®)

PTFE filtry — velikost pérd 0,22 um (Chromservis)

5.2 Pouzité chemikalie

5.2.1

5.2.2

Standardy
Withanolid A > 98 % (PhytoLab, Némecko)

Withanolid B 2 98 % (PhytoLab, Némecko)
Withaferin A 2 97 % (PhytoLab, Némecko)
Withanosid IV 2 95 % (PhytoLab, Némecko)
Withanosid V > 94 % (PhytoLab, Némecko)

Withanon =94 % (PhytoLab, Némecko)

Rozpoustédla

Methanol absolute HPLC gradient grade (Biosolve)
Acetonitrile LC-MS grade (Biosolve)
Kyselina mravenci 98 % (Lachner)

Ultracista voda (systém Milli-Q, Millipore)
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5.2.3 Dopliky stravy

Tabulka 3: Analyzované doplriky stravy

. » . Uddavany obsah
Nazev Pripravku Vyrobce Forma . .
withanolidu
Ashwagandha BIO Organic Blendea kapsle 25mg
Ashwagandha Activelab kapsle 21 mg
Ashwagandha Krauterhaus Sanct Bernahrd | kapsle 15 mg
Ashwagandha Extract L
. Viridian kapsle 15 mg
Organic BIO
Ashwagandha — tobolky Green ldea kapsle 5% (22,5 mg)
Ashwagandha ADVANCE nutraceutics kapsle 5% (17,5 mg)
Ashwagandha Gym Beam kapsle 25 mg
Ashwagandha 3600 mg Webber Naturals kapsle 5% (15 mg)
Ashwagandha Vilgain kapsle 25mg
Ashwagandha Jime zdravé kapsle 20 mg
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5.3 Priprava roztoku

5.3.1 Priprava roztokt pro standardy a vzorky

Jako rozpoustédlo standardd byl pouzit Cisty methanol. Pro extrakci realnych vzorkt
potravnich doplfikd byly pfi optimalizaci extrakéni Gcinnosti pouzity roztoky 25 %, 50 % a 75 %
a 100 % methanolu, dale také acetonitril a ultracista voda. Roztoky methanolu pro extrakci byly
pfipraveny smisenim ultracisté vody s methanolem v pomérech dle ndsledujici tabulky.

Tabulka 4: Priprava roztok( methanolu pro extrakci potravnich doplriki

Methanol (ml) Ultracista voda (ml) Vysledna koncentrace
25 75 25%
50 50 50 %
75 25 75 %

5.3.2 Priprava zasobnich roztokd standard( pro optimalizaci metody

Zasobni roztoky standardl withanolid( byly pfipraveny dle tabulky uvedené nize. Pri
rozpousténi standardl byla pouZita ultrazvukova lazen. Pfipravené roztoky standardl byly
skladovany v lednici pro zamezeni jejich degradace.

Tabulka 5: Zdsobni roztoky standardu

Latka Navazka (mg) Methanol (pl) Koncentrace (mg/l)
Withanolid A 1,00 1000 1000
Withanolid B 1,09 1000 1090
Withaferin A 1,06 1000 1060
Withanosid IV 1,00 1000 1000
Withanosid V 1,06 1000 1060

Withanone 1,05 1000 1050

5.3.3 P¥iprava pracovnich roztokl standard

Priprava pracovnich roztokl standard( spocivala v fedéni jednotlivych zasobnich
roztok( standard( methanolem. K 20 ul kazdého zasobniho roztoku bylo pipetovano 980 pl
methanolu, standardy tedy byly fedény padesatkrat. Tento roztok byl vyuZzit k identifikaci pikQ
na chromatogramu. Zaroven byl pfipraven i pracovni smésny roztok standardd smisenim 20 pl
withanolidu A, withanolidu B, withaferinu A, withanosidu IV, withanosidu V a withanonu a
doplnénim methanolem do 1000 pl, tedy pipetovanim 880 ul methanolu.
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5.3.4 Priprava roztoku pro kalibraci

Pro kalibraci bylo pfipraveno 10 smésnych roztokl o koncentracich v rozmezi 0,25 az
50 mg/l. Od kaZdého z Sesti zasobnich roztokl standard( byl do vialek pipetovan dany objem
a nasledné byl roztok fedén methanolem do vysledného objemu 1000 pl. Objemy zasobnich
roztok( standard(i a methanolu s vyslednou koncentraci jsou vypsany v tabulce nize.

Tabulka 6: Priprava roztoku pro kalibraci

Objem kazdého standardu Objem methanolu Vysledna koncentrace
() () (mg/1)
0,25 - 0,25
0,5" - 0,5
1" - 1
2 988 2
5 970 5
10 940 10
20 880 20
30 820 30
40 760 40
50 700 50

“roztoky byly pfipraveny poloviénim fedé&nim roztoku o koncentraci 2 mg/| z ddvodd vyssi
presnosti pipetovani.

5.3.5 Priprava vzorku pro opakovatelnost

Pro ovéreni opakovatelnosti byly pouzity roztoky, které byly pfipravené v ramci
kalibra¢ni fady, jednalo se o koncentraéni hladiny 1, 5 a 20 mg/I.

5.3.6 Priprava vzorku pro presnost a preciznost
a) Priprava smésného roztoku standardi

Do vialky bylo pipetovano 100 pl roztoku z kazdého ze Sesti standard(. Nasledné
byl objem dopInén do 1000 pl 50 % metanolem.

b) Priprava extraktd vzorku Vilgain Ashwagandha

Pro uréeni vytéznosti bylo pfipraveno 9 navazek pfipravku Vilgain Ashwagandha.
Priblizna hmotnost navazek byla 5 mg. Navazky byly oznaceny cCisly 1 az 9, k prvnim
sedmi navazkam bylo pridano 100 pl smésného roztoku standard( pro vytéZnost a
1900 ul 50 % methanolu. Ke zbyvajicim dvéma navazkam byl pipetovan pouze 50 %
metanol o objemu 2000 pl.
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Nasledné se tyto vialky podrobily 15minutové extrakci na ultrazvukové lazni,
poté se vzorky centrifugovaly 2 minuty pfi 8000 RPM. Roztoky byly prefiltrovany do
novych vialek pomoci plastové strikacky a PFTE filtru.

c) Priprava roztokl standardu

Pro vypocet a zméreni vytéznosti byly pfipraveny také 3 roztoky smési standardu.
Tyto roztoky byly zhotoveny smisenim 50 pl smésného roztoku standard( a 950 pl 50
% methanolu ve vialkach.

5.3.7 Priprava analyzovanych vzorku potravnich doplnka

Vzorky kapsli od kazdého dopliku byly ptipraveny vysypanim 5 kapsli a naslednym
promisenim v kadince. Z hmotnosti téchto 5 kapsli byla vypocitdna primérna hmotnost jedné
kapsle. Ze zhomogenizované smési bylo navdzeno 100 mg smési do 15 ml centrifugaéni
zkumavky. V plastové zkumavce se tato navazka rozpustila v 10 ml 50 % methanolu a nasledné
se na 15 minut vlozila do ultrazvukové Iazné. Extrakt byl poté centrifugovan 2 minuty pfi 8000
RPM. Ndsledné se extrakty pomoci plastové injekéni stfikacky a 0,2 um PTFE filtru prefiltrovaly
do vialek a poté byly analyzovany UHPLC. Pfipravky s vy$sim obsahem stanovovanych latek
byly pfed analyzou x-krat fedény, jmenovité jde o pfipravky Ashwagandha BIO Organic
(Blendea) a Ashwagandha (Krduterhaus Sanct Bernahrd), které byly naredény pétkrat a
pripravek Ashwagandha — tobolky (Green ldea), ktery byl natfedén desetkrat. Od kazdého
potravniho doplriku byly vidy pfipraveny 2 vzorky.

5.3.8 Priprava mobilni faze

Pro analyzu bylo vyuzivano gradientové eluce. Jako organicka faze byl pouzivan cisty
acetonitril, pfi optimalizaci by vyuzity i Cisty methanol. Pro vodnou slozku byla vyuzita
ultracistd voda, v pribéhu optimalizace byla také testovana i 0,1% kyselina mravenci, ktera
byla pfipravena smisenim 999 ml ultracisté vody a 1 ml koncentrované kyseliny mravenci.
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5.4 Parametry méreni

LC-40
s vysokotlakym cerpadlem, odplyriovaéem mobilnich fazi (degasser), davkovacem vzorki

Analyza byla uskute¢néna pomoci chromatografu Schimadzu Nexera
(autosampler), chromatografickou kolonou v kolonovém termostatu a detektorem diodového

pole.

Ovladani a kontrola pfistroje probihaly prostfednictvim programu LabSolutions, ktery
zaroven slouzil ke sbéru a naslednému vyhodnoceni ziskanych dat.

Separace probihala pfi gradientové eluci, jejiz prlbéh popisuje tabulka nize Za
optimalni sloZzeni mobilni faze byl zvolen acetonitril jako mobilni faze A a ultracistd voda jako
mobilni faze B. Pritokova rychlost mobilni faze ¢inila 1 ml/min a davkovany objem vzorku ¢inil
10 pl. Separace probihala pti teploté 30 °C na koloné Kinetex F5 100 A 150 x 4,6 mm s velikosti
¢astic 2,6 um. Jednotlivé separované latky byly méreny pfi dvou vinovych délkach: 215 nm pro
piky withanosidu IV a withaferinu A a 228 nm pro piky withanosidu V, withanolidu A,
withanonu a withanolidu B.

Tabulka 7: FindIni priibéh gradientu pro separaci withanolid(

Casovy priibéh gradientu | Zastoupeni mobilni faze B Pritokova rychlost
[min] [%] [ml/min]
0,01-7,00 70-28
7,00-7,20 28-0
7,20-7,70 0-70 1
7,70-10,00 70
10,00 stop
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6 Vysledky a diskuse
6.1 Vyvoj analytické metody, optimalizované parametry

6.1.1 Volba vinové délky

Za Ucelem detekce analyzovanych latek PDA detektorem byly zvoleny dvé vinové délky
odpovidajici absorpénim maximidm jednotlivych analyt(i. Byly zvoleny vinové délky 215 nm a
228 nm, pfi niz byly viditelné vSechny analyzované latky. Absorpcni spektra jednotlivych latek
v dané mobilni fazi jsou zobrazena na obrazcich nize. Tabulka 8 shrnuje vinové délky, pfi
kterych byly jednotlivé withanolidy detekovany.

mAU mAU
1754.325/1.00 4.84671.00
1407
©
130 I
150 1204
1104
125+ 1004
90+
100+ 801
704
75+ 60+
50
50— 404
304
25+ 204
104 oo o
0 o] & 5 8
104
2000 280 a0 350 nm 2000 250 " a0 3% m
Obrdzek 10: Absorpcni spektrum Obrdzek 11: Absorpcni spektrum
withaferinu A withanolidu A
mAU nA
200-16.6897 1.00 k 5.%35/ 1.00
] 150+ ©
4 N
175 P
125
1504
125+ 1004
100-]
: 75,
75-]
: 50,
50
] 254
25+
] © -
o] o] E® %8
L T U N D VY P |
200 250 300 350 nm 200 250 300 350 nm
Obrdzek 12: Absorpcni spektrum Obrdzek 13: Absorpcni spektrum
withanolidu B withanonu
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Obrdzek 14: Absorpcni spektrum Obrdzek 15: Absorpcni spektrum
withanosidu IV withanosidu V

Tabulka 8: Jednotlivé vinové délky pro detekci stanovovanych analyti

Stanovovana latka Vinova délka [nm]
Withaferin A 215
Withanolid A 228
Withanolid B 228
Withanon 228
Withanosid IV 215
Withanosid V 228

6.1.2 Volba gradientu a kolony

Pfi optimalizaci kolony bylo navrieno nékolik gradientd mobilni faze. Separace
probihala pfi riznych pocatecnich pomérech jednotlivych mobilnich fazi a s rlznou strmosti
nastupu organické faze. Také byla testovdna i isokraticka eluce. Celkem bylo testovano 17
kolon, jejich seznam je uveden v tabulce ¢. 2 vyse v textu. Pfi volbé vhodné chromatografické
kolony bylo pohlizeno na nékolik parametra: rozliseni pik( analyzovanych latek, jejich symetrie
a celkovy Cas separace. Na kazdé koloné byly testovany témér vSechny gradienty mobilni faze.
Davkovany objem na kolonu ¢inil 2-10 pl, objem se urcoval vzhledem priméru testované
kolony. Pritoky mobilni faze byly 1,0 ml/min, 0,75 ml/min a 0,4 ml/minutu, rovnéz dle
praméru jednotlivych kolon a velikosti jejich ¢astic. Testovani jednotlivych kolon probihalo pfi
konstantni teploté 30 °C a doba separace Cinila 12 minut, ve finalni verzi gradientu byla doba
separace zkracena na dobu 10 minut. Tabulky niZe shrnuji pribéh jednotlivych gradienta.
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Tabulka 9: Gradient A1

Casovy pribéh gradientu

Zastoupeni mobilni faze B

Pratokova rychlost

[min] [%] [ml/min]
0,01-10,00 70-10
10,00-10,02 10-70
10,02-12,00 70 o
12,00 stop

Tabulka 10: Gradient B1

Casovy pribéh gradientu

Zastoupeni mobilni faze B

Pratokova rychlost

[min] [%] [ml/min]
0,01-10,00 80-10
10,00-10,02 10-80
10,02-12,00 80 o
12,00 stop

Tabulka 11: Gradient C1

Casovy pribéh gradientu

Zastoupeni mobilni faze B

Pratokova rychlost

[min] [%] [ml/min]
0,01 - 10,00 60-10
10,00-10,02 10-60
10,02-12,00 70 1o
12,00 stop

Tabulka 12: Gradient D — isokratickd eluce

Casovy pribéh gradientu
[min]

Zastoupeni mobilni faze B
[%]

Pratokova rychlost
[ml/min]

0,01-12,00

50

1,0
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Tabulka 13: Gradient E

Casovy pribéh gradientu

Zastoupeni mobilni faze B

Pratokova rychlost

[min] [%] [ml/min]
0,01-7,00 70-28
7,00-7,20 28-0
7,20-7,70 0-70 1,0
7,70-10,00 70
10,00 stop

Tabulka 14: Gradient A2

Casovy pribéh gradientu

Zastoupeni mobilni faze B

Pratokova rychlost

[min] [%] [ml/min]
0,01-10,00 70-10
10,00-10,02 10-70
0,75
10,02-12,00 70
12,00 stop

Tabulka 15: Gradient B2

Casovy pribéh gradientu

Zastoupeni mobilni faze B

Pratokova rychlost

[min] [%] [ml/min]
0,01-10,00 80-10
10,00-10,02 10-80
0,75
10,02-12,00 80
12,00 stop

Tabulka 16: Gradient C2

Casovy pribéh gradientu

Zastoupeni mobilni faze B

Pratokova rychlost

[min] [%] [ml/min]
0,01-10,00 60-10
10,00-10,02 10-60
0,75
10,02-12,00 70
12,00 stop
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Tabulka 17: Gradient A3

Casovy pribéh gradientu | Zastoupeni mobilni faze B Pratokova rychlost
[min] [%] [ml/min]
0,01-10,00 70-10
10,00-10,02 10-70
0,4
10,02-12,00 70
12,00 stop

Tabulka 18: Gradient B3

Casovy pribéh gradientu | Zastoupeni mobilni faze B Pratokova rychlost
[min] [%] [ml/min]
0,01-10,00 80-10
10,00-10,02 10-80
0,4
10,02-12,00 80
12,00 stop

Tabulka 19: Gradient C3

Casovy pribéh gradientu | Zastoupeni mobilni faze B Pratokova rychlost
[min] [%] [ml/min]
0,01-10,00 60-10
10,00-10,02 10-60
0,4
10,02-12,00 70
12,00 stop

NiZe jsou pfilozeny chromatogramy zobrazujici pouze vybrané kolony s kratSimi casy
separace a nejlepSim rozliSenim pikd. Analyzované latky jsou oznaceny zkratkami: WTS IV
(withanosid IV), WFR A (withaferin A), WTS V (withanosid V), WTL A (withanolid A), WTO
(withanon) a WTL B (withanolid B). Na chromatografech Ize vidét, Ze kritickym parem tvoricim
ve vétsiné pripadd dvojpik byl withanolid A a withanon. Otestovanim vSech sedmnacti kolon
pfi danych gradientech byla jako optimalni pro analyzu zvolena kolona Kinetex F5 100 A 150 x
4,6 mm; 2,6 um.
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Obrazek 18: Chromatogram prubéhu separace na koloné YMC-Triart PFP 150 x 4,6 mm; 3 um, gradient C1

Analyty withanolid A a withanon se neseparovaly na koloné YMC-Triart PFP 150 x 4,6
mm; 3 um dostatecné. Pfi pouZiti gradientu C se sice Cas analyzy zkratil, ale objevilo se
nezadouci rozsiteni piku withanosidu IV.
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Obrdzek 19: Chromatogram priibéhu separace na koloné Luna Omega Polar C18 100 A 150 x 2,1 mm; 1,6 um,
gradient A3
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Obrdzek 20: Chromatogram pribéhu separace na koloné Luna Omega Polar C18 100 A 150 x 2,1 mm; 1,6 um,
gradient B3
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Obrdzek 21: Chromatogram pribéhu separace na koloné Luna Omega Polar C18 100 A 150 x 2,1 mm; 1,6 um,
gradient C3

Na koloné Luna Omega Polar C18 100 A 150 x 2,1 mm; 1,6 um se také piky analytd
withanolidu A a withanonu neoddélovaly na zakladni linii. Nejlepsi separace byla ziskana pfi
pouZiti gradientu C, avSak rozliSeni stdle nedosahovalo k nulové linii.
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Obrdzek 22: Chromatogram pribéhu separace na koloné Luna Omega Polar C18 100 A 150 x 4,6 mm; 5 um,

gradient A1
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Obrdzek 23: Chromatogram priibéhu separace na koloné Luna Omega Polar €18 100 A 150 x 4,6 mm; 5 um,
gradient B1
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Obrdzek 24: Chromatogram pribéhu separace na koloné Luna Omega Polar C18 100 A 150 x 4,6 mm; 5 um,
gradient C1

min

Kolona Luna Omega Polar C18 100 A 150 x 4,6 mm; 5 pm. Separace probihala obdobné
jako u predchozi kolony, stile nebyla dosaZzena poZadovana separace pikl withanolidu A a
withanonu. U této kolony si Ize také vSimnout Spatné symetrie piku a necistoty withaferinu A.
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Obrdzek 25: Chromatogram pribéhu separace na koloné Kinetex F5 100 A150x4,6 mm; 2,6 um, gradient A1
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Obrdzek 26: Chromatogram pribéhu separace na koloné Kinetex F5 100 A 150 x 4,6 mm; 2,6 um, gradient B1
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Obrdzek 27: Chromatogram pribéhu separace na koloné Kinetex F5 100 A 150 x 4,6 mm; 2,6 um, gradient C1

Kolona Kinetex F5 100 A 150 x 4,6 mm; 2,6 pm vykazovala nejlepsi separaci
problémového paru pik withanolidu A a withanonu, které jiné kolony nedokazaly dostatecné
rozdélit. Pfi pouziti gradientu C1 se vyrazné zkratil ¢as separace, avsak se nepatrné zhorsilo
rozliSeni jiz zmifnovanych problémovych pikd. Tato kolona byla vybrana jako vhodnd pro
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analyzu redlnych vzork(. Gradient A1, ktery se jevil jako nejvhodné;jsi v oblasti separace pikl a
doby analyzy, byl modifikovdn pred finalni validaci a byl vytvorfen gradient E, jehoZz pribéh
napodobuje gradient Al, pficemz se doba analyzy zkratila z dvanacti na deseti minut.

6.1.3 Volba slozeni mobilni faze

PFi optimalizaci separacnich podminek na jednotlivych kolonach byl vyzkousen jako
mobilni faze 100% methanol misto acetonitrilu. Metanol se jako mobilni faze neosvédcil,
nedoslo k separaci hned nékolika pikd a retencni Casy analytQ byly delsi. Také se testovala
mobilni faze o sloZeni acetonitril — kyselina mravenci, ktera se ukdzala jako malo U¢inna. Na
chromatogramech lze zitetelné vidét postupné klesajici nulova linie, coz je pti separaci
nezadouci. SloZzeni mobilni faze bylo testovano na koloné Ascentis Express 90 A AQ C18 150 x
4,6 mm; 2,7 um, nize jsou chromatogramy se slozenim mobilni faze metanol — voda, acetonitril
—voda + kys. mravenci a pro porovndni také acetonitril — voda pfi gradientech Al a C1.
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Obrdzek 28: Chromatogram pribéhu separace na koloné Ascentis Express 90 A AQ C18 150 x 4,6 mm; 2,7 um
pri gradientu A1 za pouZiti methanolu jako organické slozky mobilni fdze.
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Obrdzek 29: Chromatogram pribéhu separace na koloné Ascentis Express 90 A AQ C18 150 x 4,6 mm; 2,7 um
pfi gradientu C1 za pouZiti methanolu jako organické slozky mobilni faze.
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Obrdzek 30: Chromatogram priibéhu separace na koloné Ascentis Express 90 A AQ C18 150 x 4,6 mm; 2,7 um
pfi gradientu A1 za pouZiti kyseliny mravenci jako vodné slozky mobilni fdze.
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Obrdzek 31: Chromatogram priibéhu separace na koloné Ascentis Express 90 A AQ C18 150 x 4,6 mm; 2,7 um
pfi gradientu C1 za pouZiti kyseliny mravenci jako vodné slozky mobilni fdze.
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Obrézek 32: Chromatogram pribéhu separace na koloné Ascentis Express 90 A AQ C18 150 x 4,6 mm; 2,7 um
pri gradientu A1 za pouZiti acetonitrilu jako organické slozky mobilni faze.
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Obrdzek 33: Chromatogram priibéhu separace na koloné Ascentis Express 90 A AQ C18 150 x 4,6 mm; 2,7 um
pfi gradientu C1 za pouZiti acetonitrilu jako organické sloZzky mobilni faze.

6.1.4 Optimalizace sloZeni extrakéniho rozpoustédla

Pro zjiSténi nejvétsi ucinnosti extrakce withanolidd z matrice potravnich doplriikd bylo
testovano nékolik extrakénich Cinidel. Konkrétné se jednalo o roztoky 25 %, 50 % a 75 % a 100
% methanolu, acetonitril a ultracistou vodu. Postupy pfipravy roztok methanolu jsou popsany
v kapitole 4.3.1. Optimalizace probihala na koloné Kinetex F5 100 A 150 x 4.6 mm; 2.6 pum pfi
gradientu A1l. Jako vzorek byl pouzit pfipravek Ashwagandha (Vilgain), navadzka ¢inila 100 mg.
Objem extrakéniho cinidla byl ve vSech pfipadech 10 ml. Z chromatograml nizZe, kde jsou
zfetelné odezvy pikd hlavnich withanolidd, Ize vyvodit, Ze jako nejvhodnéjsi extrakéni Cinidlo
se jevil 50 % methanol, ktery byl ndsledné pouZit pfi analyze vSech vzorkd doplfikd stravy.
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Obradzek 34: Chromatogram po extrakci 100 mg doplriku stravy Ashwagandha (Vilgain) pomoci 25 % methanolu
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Obradzek 35: Chromatogram po extrakci 100 mg doplriku stravy Ashwagandha (Vilgain) pomoci 50 % methanolu
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Obrdzek 36: Chromatogram po extrakci 100 mg dopliku stravy Ashwagandha (Vilgain) pomoci 75 %
methanolu
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Obrdzek 37: Chromatogram po extrakci 100 mg dopliiku stravy Ashwagandha (Vilgain) pomoci 100 %
methanolu
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Obrdzek 38: Chromatogram po extrakci 100 mg doplriku stravy Ashwagandha (Vilgain) pomoci acetonitrilu
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Obrdzek 39: Chromatogram po extrakci 100 mg doplriku stravy Ashwagandha (Vilgain) pomoci ultracisté vody
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6.1.5 Test vhodnosti chromatografického systému

Pro provedeni testu vhodnosti chromatografického systému byl vyuZit roztok smési
standard( uvedeny v kapitole 5.3.4 o koncentraci 20 mg/I. Bylo provedeno celkem Sest
nastrikd. Findlni podminky méreni jsou uvedeny v kap. 4.4. Parametry, které test hodnotil,
byly: opakovatelnost retencnich ¢asl (tr), opakovatelnost ploch piku, faktor symetrie (As),
rozliSeni (Rs), kapacitni faktor (k) a kapacita separace (Pc). Zminéné parametry popisuje tabulka
nize.

Tabulka 20: Vyhodnoceni parametru testu vhodnosti chromatografického systému.

t Plochy
Standardy t, ' pikt As Rs k Pc
RSD [%
%l | psp [%]
Withanosid IV 2,58 0 0,87 1,32 7,56 0,46 55,34
Withaferin A 4,33 0,10 0,28 1,17 17,42 1,44 48,16
Withanosid V 3,97 0,11 0,22 1,40 14,82 0,54 54,19
Withanolid A 4,85 0,08 0,20 1,19 8,75 0,88 46,45
Withanon 5,04 0,08 0,24 1,24 1,73 0,95 48,16
Withanolid B 6,69 0,08 0,24 1,31 15,75 1,59 48,16
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Obrdzek 40: Chromatogramy zobrazujici test vhodnosti chromatografického systému namérené pfi vinovych
délkach 215 nm a 228 nm
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6.1.6 Opakovatelnost

Pro vyhodnoceni opakovatelnosti ploch pik(i stanovovanych latek byly vyuzity smésné
roztoky standardd withanosidu IV, withaferinu A, withanosidu V, withanolidu A, withanonu a
withanolidu B na tfech koncentraénich hladinach: 1 mg/l, 5 mg/l a 20 mg/I. Priprava roztoki
pro opakovatelnost je popsana v kapitole 5.3.5. Nastfik smési standard(i byl proveden Sestkrat.
Vypocet opakovatelnosti byl proveden dle vzorce:

smeérodatna odchylka

RSD = —— * 100
pramér

Tabulka nize zobrazuje vysledky opakovatelnosti.

Tabulka 21: Vysledky opakovatelnosti

RSD (%) dle koncentracni hladiny

Standard 1 mg/l 5 mg/l 20 mg/I
Withanosid IV 1,86 1,62 0,87
Withaferin A 1,13 1,15 0,28
Withanosid V 1,39 1,47 0,22
Withanolid A 1,22 1,19 0,20

Withanon 1,35 1,17 0,24
Withanolid B 1,09 1,19 0,24

6.1.7 Linearita

Pro uréeni linearity byla pouzita kalibracni rada deseti roztokd standard( v rozmezi
koncentraci 0,25 — 50 mg/I. Pfiprava jednotlivych roztokl je popsana v kapitole 5.3.4. Od
kazdého roztoku dané koncentrace byly uskutecnény tfri nastriky o objemu 10 pl. Nasledné se
pomoci primérnych ploch piki a metody linearni regrese sestrojily kalibracni krivky
jednotlivych analyzovanych latek. NiZze jsou zobrazeny kalibra¢ni zavislosti jednotlivych
stanovovanych latek.
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6.1.7.1 Kalibracni zavislost withaferinu A

Tabulka 22: Kalibracni zdvislost pro withaferin A

Koncentrace | Priimérna plocha pod pikem
[mg/1]
0,25 5565

0,5 11390

1 21447

2 41353

5 113086

10 185166

20 404514

30 676640

40 930010

50 1082361
o 1200000
g_ 1000000
< 800000
£ 600000
& £ 400000
2 @ 200000
‘S F 0 : : |
.5 -200000 20 40 60
£
2
o Koncentrace [mg/l]

Obrdzek 41: Graf kalibracni zavislosti pro withaferin A

Tabulka 23: Parametry linedrni regrese pro withaferin A

Statistické parametry pro regresi:y=k x+ q
Pocet bodu n= 10 Odhad chyby:
Smérnice k= 22300 + 468
Absolutni ¢len q= -6855 + 10995
Korelaéni koeficient r= 0,9982
Rezidudlni odchylka s= 25652
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6.1.7.2 Kalibracni zavislost withanolidu A

Tabulka 24: Kalibracni zdvislost pro withanolid A

Koncentrace e v . ;
Pramérna plocha pod pikem
[mg/I]
0,25 5687

0,5 11749

1 22743

2 44266

5 92567

10 199336

20 416795

30 654046

40 897581

50 1038304
‘é 1200000
p 1000000
S 800000
2 £ 600000
% 400000
£ 200000
’a, | | |
£ 0
2 0 20 40 60
o

Koncentrace [mg/l]

Obrdzek 42: Graf kalibracni zdvislosti pro withanolid A

Tabulka 25: Parametry linedrni regrese pro withanolid A

Statistické parametry pro regresi: y =k x + q
Pocet bodu n= 10 Odhad chyby:
Smérnice k= 21475 t+ 376
Absolutni ¢len gs= -2614 + 8831
Korelaéni koeficient r= 0,9988
Rezidudlni odchylka s= 20602
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6.1.7.3 Kalibracni zavislost withanolidu B

Tabulka 26: Kalibracni zdvislost pro withanolid B

Koncentrace | Priimérna plocha pod pikem
[mg/1]
0,25 4471

0,5 9626

1 18510

2 36014

5 105592

10 213883

20 433285

30 687473

40 888823

50 1171788
3 1400000
o 1200000
© 1000000
S 800000
S £ 600000
2 ¢ 400000
T2 200008
5 1 1 |
E -200000 20 40 60
o

Koncentrace [mg/l]

Obrdzek 43: Graf kalibracni zdvislosti pro withanolid B

Tabulka 27: Parametry linedrni regrese pro withanolid B

Statistické parametry pro regresi:y=k x+ q

Pocet bodu n= 10 Odhad chyby:
Smérnice k= 23099 t 284
Absolutni ¢len gs= -9743 + 6678
Korelaéni koeficient r= 0,9994

Rezidudlni odchylka s= 15580

58




6.1.7.4 Kalibracni zavislost withanonu

Tabulka 28: Kalibracni zdvislost pro withanon

Koncentrace | Priimérna plocha pod pikem
[mg/I]
0,25 4620
0,5 10097
1 18282
2 35907
5 105888
10 207932
20 422110
30 676469
40 871530
50 1096771
T 1200000
2 1000000
S 800000
o £ 600000
2.£ 400000
€ 2 200000
>g 0 T T 1
3 0 20 40 60
o
Koncentrace [mg/l]

Obrdzek 44: Graf kalibracni zdvislosti pro withanon

Tabulka 29: Parametry linedrni regrese pro withanon

Statistické parametry pro regresi:y=k x+ q
Pocet bodu n= 10 Odhad chyby:
Smérnice k= 22052 + 174
Absolutni ¢len g-= -5108 + 4080
Korelaéni koeficient r= 0,9998
Rezidudlni odchylka s= 9519
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6.1.7.5 Kalibracni zavislost withanosidu IV

Tabulka 30: Kalibracni zdvislost pro withanosid IV

Koncentrace | Priimérna plocha pod pikem
[mg/I]
0,25 1448
0,5 3098
1 5741
2 10702
5 28020
10 58066
20 112725
30 137381
40 245363
50 316617
350000
S 300000 J
250000
S 200000
Q £ 150000 °®
S & 100000
2 ¢ 50000
‘g o3 0 | | |
E -50000 20 40 60
2
o Koncentrace [mg/l]

Obrdzek 45: Graf kalibracni zavislosti withanosidu IV

Tabulka 31: Parametry linedrni regrese withanosidu IV

Statistické parametry pro regresi:y=k x+ q
Pocet bodu n= 10 Odhad chyby:
Smérnice k= 6039 + 293
Absolutni ¢len g-= -3959 + 6891
Korelaéni koeficient r= 0,9907
Rezidudlni odchylka s= 16077
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6.1.7.6 Kalibracni zavislost withanosidu V

Tabulka 32: Kalibracni zavislost withanosidu V

Koncentrace | Primérnd plocha pod pikem
[mg/1]
0,25 1957
0,5 3927
1 7579
2 15066
5 28231
10 61000
20 122344
30 209933
40 268433
50 341330
e 400000
S 350000
300000
s 250000
o 200000
O £ 150000
22 0
~g ~5. 0 | |
g 50000 20 40 60
2
o
Koncentrace [mg/l]

Obrdzek 46: Graf kalibracni zavislosti withanosidu V

Tabulka 33: Parametry linedrni regrese withanosidu V

Statistické parametry pro regresi:y=k x+ q

Pocet bodu n= 10 Odhad chyby:
Smérnice k= 6815 + 108
Absolutni ¢len g-= -2216 + 2545
Korelaéni koeficient r= 0,9999

Rezidudlni odchylka s= 16077
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6.1.8 Preciznost a presnost

Pro vyhodnoceni presnosti metody byl pouZit doplnék stravy Ashwagandha vyrobce
Vilgain. Bylo ptipraveno devét navdzek: k sedmi z nich byl pfidan smésny roztok standardu a
dva zlstaly jako roztoky vzork( bez standard(l. Ddle byly pfipraveny tfi smésné roztoky
standardU. Podrobny popis pfipravy je uveden v kapitole 5.3.6. Tyto pripravené roztoky byly
nasledné davkovany na kolonu ve tfech opakovanich. Pro jednotlivé analyty byly dosazeny
hodnoty vytéZnosti vrozmezi 100-106 %. Preciznost metody byla popsana relativni
smérodatnou odchylkou pro jednotlivé hodnoty vytéZznosti ziskané ze sedmi analyz vzorki
s pridavkem standardd a pohybovala se v intervalu 1,39-2,31 %. Tabulka nize znadzornuje tyto
udaje pro jednotlivé withanolidy.

Tabulka 34: Parametry presnosti a preciznosti vyvinuté metody.

Pfesnost [%] Preciznost RSD [%]
Withanosid IV 101,06 2,24
Withaferin A 103,24 1,47
Withanosid V 106,41 1,80
Withanolid A 102,13 1,81
Withanon 103,70 1,39
Withanolid B 100,76 2,31
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6.2 Stanoveni vzorku

Vyvinuta metoda byla pouZita pro stanoveni vybranych withanolid(i — withanosid IV (WTS
IV), withaferin A (WFR A), withanosid V (WTS V), withanolid A (WTL A), withanon (WTO) a
withanolid B (WTL B) - v deseti potravnich doplfcich. Z kazdého potravniho dopliku byly
zhotoveny dvé navazky, které se nasledné zpracovaly a z kazdého vzorku byly provedeny dva
nastriky o objemu 10 pl. Pfiprava vzorkd potravnich doplikd probihala podle kapitoly 5.3.7.
Nasledné byly vyhodnoceny plochy pik(i a byly zpriimérovany.

Koncentrace ucinnych latek v jednotlivych potravnich doplficich byla vypocitana z hodnot
ploch pod piky standard( a analyt(i a koncentrace standard(i pomoci rovnice linedrni regrese
ziskané pfi méreni roztokl standardd. Pri vypoctu byla zohlednéna hmotnost navazky, redéni
vzork( a objem extrakéniho Cinidla. U vSech kapsli byl vypocitan obsah stanovovanych latek
v jedné kapsli.

Obrazky niZe zobrazuji prlbéhy separaci jednotlivych doplrik( stravy. Nékteré z pripravku
neobsahovaly vSechny analyty stanovované v této diplomové praci.

Pripravek Ashwagandha BIO Organic (Blendea)

mAU

P15nm 4nm
o | <|

] £
150 Bl

100 |
50

0 — ~ — S —

- = WTS IV

N O N Ty
0.0 05 10 15 20 25 30 35 40 45 5.0 55 6.0 65 70 75 8.0 85 9.0 95 min

W
50 /\I ‘ ‘
A N \%

0

WTL A

P——

WTs vV

[Tr T T T [
5 4.0 45 5.0 55 6.0 65 70 75 80 85 9.0 95 min

Obrdzek 48: Chromatogram doplriku stravy Ashwagandha BIO Organic (Blendea) pfi 228 nm



Pripravek Ashwagandha (Activelab)
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Obrdzek 49: Chromatogram doplriku stravy Ashwagandha (ActivelLab) pfi 215 nm
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Obrdzek 50: Chromatogram doplriku stravy Ashwagandha (ActiveLab) pfi 228 nm
Pripravek Ashwagandha (Krauterhaus Sanct Bernahrd)
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Obrdzek 51: Chromatogram doplriku stravy Ashwagandha (Krduterhaus Sanct Bernahrd) pfi 215 nm
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Obrazek 52: Chromatogram doplnku stravy Ashwagandha (Krduterhaus Sanct Bernahrd) pri 228 nm
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Pripravek Ashwagandha Extract Organic BIO (Viridian)
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Obrdzek 53: Chromatogram doplrku stravy Ashwagandha Extract Organic BIO (Viridian) pfi 215 nm
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Obrazek 54: Chromatogram doplriku stravy Ashwagandha Extract Organic BIO (Viridian) pfi 228 nm

Pripravek Ashwagandha - tobolky (Green Idea)
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Obrazek 55: Chromatogram doplriku stravy Ashwagandha — tobolky (Green Idea) pfi 215 nm
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Obrazek 56: Chromatogram doplinku stravy Ashwagandha — tobolky (Green Idea) pfi 228 nm
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Pripravek Ashwagandha (ADVANCE nutraceutics)

mAU
:m 1 I
150 [ \
] || < )
] (:.‘ | E I “\
100] |V 2 | “\
] b
] - i
50 JU A L |
0 _ —
\\I\‘\II\‘\I\\‘\\\\‘\\\\‘I\\\l\\\\l\\\l‘\\ll‘\\\\‘\\I\‘\\I\‘\I\\‘II\\‘I\\\'\\\\'\\\\‘\\\Il\\\l‘\\l\.‘
0.0 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 6.0 65 70 75 80 85 90 95 min
Obrdzek 57: Chromatogram doplriku stravy Ashwagandha (ADVANCE nutraceutics) pfi 215 nm
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Obrdzek 58: Chromatogram doplriku stravy Ashwagandha (ADVANCE nutraceutics) pri 228 nm
Pripravek Ashwagandha (Gym Beam)
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Obrdzek 59: Chromatogram doplriku stravy Ashwagandha (Gym Beam) pri 215 nm
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Obrdzek 60: Chromatogram doplinku stravy Ashwagandha (Gym Beam) pri 228 nm
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Pripravek Ashwagandha 3600 mg (Webber Naturals)
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Obrdzek 61: Chromatogram doplriku stravy Ashwagandha (Webber Naturals) pfi 215 nm
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Obrdzek 62: Chromatogram doplriku stravy Ashwagandha (Webber Naturals) pri 228 nm
Pripravek Ashwagandha (Vilgain)
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Obrdzek 63: Chromatogram doplriku stravy Ashwagandha (Vilgain) pfi 215 nm
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Obrazek 64: Chromatogram doplriku stravy Ashwagandha (Vilgain) pri 228 nm
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fipravek Ashwagandha (Jime zdravé)
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Obrdzek 65: Chromatogram doplinku stravy Ashwagandha (Jime zdravé) pri 215 nm

mAU
[N B B By B B B By By B B By By B R R
0.0 05 10 15 20 25 30 35 40 45 5.0 55 6.0 65 7.0 75 80 85 9.0 95 min

Obrdzek 66: Chromatogram doplnku stravy Ashwagandha (Jime zdravé) pfi 228 nm
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Tabulka 35 shrnuje obsah stanovovanych withanolidd v jednotlivych dopliicich stravy.

Tabulka 35: Vysledky stanoveni withanolid( v doplricich stravy s obsahem extraktu z Ashwagandhy v jednotlivych
kapslich

Suma

WTSIV | WFRA | WTSV | WTLA | wTo | wrie | “>&h

mg] | [mgl | [mgl | [mgl | [mg] | [mgl | 2tk
g g g g g el |\ kapsii

[mg]

Ashwagandha BIO

Organic (Blendea) 1,39 5,36 0,47 1,22 0,00 0,42 8,87

Ashw.agandha 0,28 0,38 0,18 0,56 0,00 0,00 1,39
(ActiveLab)
Ashwagandha
(Krduterhaus Sanct 1,75 6,23 0,62 1,49 0,28 0,59 11,05
Bernahrd)

Ashwagandha Extract

Organic BIO (Viridian) 0,09 0,14 0,00 0,11 0,00 0,12 0,47

Ashwagandha -

2,94 9,21 1,16 4,63 0,00 0,72 18,65
tobolky (Green Idea) ’ ’ ’ ) ) ,

Ashwagandha
(ADVANCE 0,25 0,26 0,17 0,41 0,03 0,12 1,24
nutraceutics)

Ashwagandha (Gym

0,38 0,75 0,18 1,18 0,03 0,00 2,53
Beam)

Ashwagandha 3600

mg (Webber Naturals) 0,07 0,07 0,00 0,06 0,00 0,09 0,30

Ashwagandha (Vilgain) 0,21 0,28 0,08 0,24 0,00 0,09 0,89

Ashwagandha (Jime

N 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
zdravé)
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V nasledujici tabulce se nachazi souhrn deklarovaného mnoistvi withanolidd a
skute€ného obsahu analyzovanych withanolid( v jednotlivych doplficich stravy s pfepoctem na
procenta.

Tabulka 36: porovndni deklarovaného a stanoveného mnoZstvi withanolid(i

Deklarované Stanovené mnoistvi Porovnani s
mnozZstvi withanolidi v 1 deklarovanym
withanolidl [mg] kapsli [mg] mnoistvim [%]
Ashwagandha BIO
Organic (Blendea) 25 8,87 35,48
Ashwagandha
(ActiveLab) 21 1,39 6,62
Ashwagandha
(Krduterhaus Sanct 15 11,05 73,67
Bernahrd)
Ashwagandha
Extract Organic BIO 15 0,47 3,13
(Viridian)
Ashwagandha -
tobolky (Green Idea) 22,5 18,65 82,89
Ashwagandha
(ADVANCE 17,5 1,24 7,09
nutraceutics)
Ashwagandha (Gym 55 253 10,12
Beam)
Ashwagandha 3600
mg (Webber 15 0,30 2,00
Naturals)
Ashw.aga.ndha 25 0,89 3,56
(Vilgain)
Ashwagandlv\a (Jime 20 0,00 0,00
zdravé)
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6.2.1 Zhodnoceni kvality analyzovanych dopliku stravy

Analyza vybranych deseti doplrik( stravy s extraktem z Ashwagandhy se zaméfila na
stanoveni mnozstvi withanolidl v jednotlivych kapslich a porovnani téchto hodnot s
deklarovanymi udaji vyrobcl. Z vysledkd méreni vyplynulo, Ze mezi jednotlivymi produkty
existuji znacné rozdily v mife shody mezi deklarovanym a stanovenym obsahem ucinnych latek.

Nejvyssi shodu s deklarovanymi hodnotami vykazovaly pfipravky Ashwagandha —
tobolky — Green Idea (82,89 %) a Ashwagandha — Krdauterhaus Sanct Bernhard (73,67 %), u
nichZ byl stanoveny obsah withanolidl v relativné dobré shodé s deklarovanym obsahem dle
vyrobce. Ostatni hodnocené vzorky vykazovaly vyraznéjsi odchylky, nasledoval pfipravek
Ashwagandha BIO Organic — Blendea (35,48 %). Pfipravek, u néhoz vyvinutou metodou nebyly
nalezeny Zadné stanovované latky, byl Ashwagandha (Jime zdravé), dale byl stanoven
nedostate¢ny obsah withanolid( u produktl Ashwagandha 3600 mg — Webber Naturals (2,00
%), Ashwagandha Extract Organic BIO — Viridian (3,13 %) a Ashwagandha — Vilgain (3,56 %). V
téchto pripadech je realny obsah latky takrka zanedbatelny ve srovnani s hodnotami
uvedenymi vyrobcem, coz muze vést k nedostatecnému ucinku pripravku pfi jeho bézném
uzivani. Podobné nizké hodnoty byly zjiStény také u produktd znacek ADVANCE nutraceutics
(7,09 %), Activelab (6,62 %) a Gym Beam (10,12 %), u nichZ stanoveny obsah sice neni nulovy,
avsak zdaleka nedosahuje ocekavané hladiny.

Metoda byla vyvinuta pro stanoveni Sesti hlavnich withanolidd, tudiz Ize vyvodit, Ze
celkovy obsah withanolida v kapsli mlzZe byt vy$si. Na chromatogramech v kapitole 5.2, ktera
se vénuje stanoveni vzork( jednotlivych doplikd stavy, ale vidime, Ze ndmi stanovované
withanolidy jsou majoritni a tvofi i nejvyssi piky. Lze tedy predpokladat, Ze i pres kvantifikaci
minoritnich withanolid( vyskytujicich se v extraktech, a pfipocteni jejich sumy, by nebylo ani
u jednoho z vyrobk( dosazeno obsahu deklarované hodnoty vyrobcem.
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6.2.2 Porovnani obsahu stanovovanych withanolidi v kapslich s obsahem extraktu
Ashwagandy s cenou jednotlivych doplriku stravy

Obrazek 67 znazornuje graf porovnavajici celkové stanovené mnozstvi withanolidd a cenu
1000 mg extraktu jednotlivych doplik( stravy. Cena 1000 mg extraktu byla vypocitana
z primérné ceny produktu. V poméru cena/obsah ucinnych latek jsou pro spotiebitele
jednoznaéné vyhodné pfripravky Ashwagandha — tobolky — Green Idea a Ashwagandha —
Krauterhaus Sanct Bernhard. Naopak nejhor$i z hodnocenych dopadl ptipravek zdravé
Ashwagandha Extract Organic BIO — Viridian a Ashwagandha — Jime zdravé.

Porovnani mnoZstvi analyzovanych withanolidd v 1000 mg
extraktu s cenou za 1000 mg dopliku stravy

Ashwagandha (Jime zdravé)

Ashwagandha (Vilgain)

Ashwagandha 3600 mg (Webber Naturals)
Ashwagandha (Gym Beam)

Ashwagandha (ADVANCE nutraceutics)
Ashwagandha - tobolky (Green Idea)
Ashwagandha Extract Organic BIO (Viridian)
Ashwagandha (Krauterhaus Sanct Bernahrd)

Ashwagandha (ActivelLab)

MW'I”

Ashwagandha BIO Organic (Blendea)
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45

® Suma analyzovanych withanolid(i v 1000 mg extraktu B Priblizna cena za 1000 mg extraktu

Obradzek 67: Porovndni mnoZstvi withanolidu s pribliZnou cenou 1000 mg extraktu
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7 Zavér

Tato diplomova prace se zabyvala vyvojem, optimalizaci a validaci metody
ultravysokoucinné kapalinové chromatografie pro stanoveni withanolidl v potravnich
doplricich na bazi extraktu z Ashwagandhy, jmenovité pak withaferiu A, withanolidu A,
withanolidu B, withanonu, withanosidu IV a withanosidu V. Tyto latky byly analyzovany v deseti
doplnicich stravy v kapslové formé, jedna se o pripravky: Ashwagandha BIO Organic (Blendea),
Ashwagandha (Activelab), Ashwagandha (Krauterhaus Sanct Bernahrd), Ashwagandha Extract
Organic BIO (Viridian), Ashwagandha (Green ldea), Ashwagandha (ADVANCE nutraceutics),
Ashwagandha (Gym Beam), Ashwagandha 3600mg (Webber Naturals), Ashwagandha (Vilgain)
a Ashwagandha (Jime zdravé).

Pro separaci a validaci metody byla vybrana kolona Kinetex F5 100 A 150 x 4,6 mm
s velikosti ¢astic 2,6 um. Analyza probihala za pouZiti gradientové eluce a jako organicka slozka
mobilni faze byl zvolen acetonitril. Teplota kolonového termostatu po celou dobu analyzy,
ktera trvala 10 minut, byla 30 °C. Pritok mobilni faze cinil 1,0 ml/min a objem vzorki
davkovanych na kolonu byl 10 ul. Stanovované latky byly detekovany pomoci PDA detektoru
pfi dvou vinovych délkach: 215 nm pro withaferin a withanosid IV a 228 nm pro withanon,
withanolid A, withanolid B a withanosid V. Ziskand data byla zpracovavana pomoci softwaru LC
LabSolutions.

Validace zahrnovala ovéreni linearity vSech Sesti withanolidl v koncentra¢nim rozmezi
0,25 - 50 mg/I, korelaéni koeficienty dosahovaly hodnot 0,9982 pro withaferin A, 0,9988 pro
withanolid A, 0,9994 pro withanolid B, 0,9998 pro withanon, 0,9907 pro withanosid IV a
0,9999 pro withanosid V. Dale byla mérena opakovatelnost metody ve tfech koncentracnich
hladinach, 1 mg/l, 5 mg/l a 20 mg/I. Opakovatelnost byla vyjadrena relativni smérodatnou
odchylkou a u vSech koncentracnich hladin byla mensi nez 1,9 %. Pro ovéreni vytéznosti
extrakéniho postupu byl vybran doplnék stravy Ashwagandha vyrobce Vilgain a namérené
hodnoty vytéznosti Cinily 100,76 - 106,41 %. Pro méfeni preciznosti metody bylo vyuzito
stejného pfipravku. Jeji hodnoty u jednotlivych analytl se pohybovaly v rozmezi 1,39 - 2,31 %.
Byl proveden test vhodnosti chromatografického systému, byly ziskdny hodnoty
opakovatelnosti retencnich cast pro jednotlivé analyty vyjadren relativni smérodatnou
odchylkou nepresahovaly hodnotu 0,11 %, dale hodnoty faktoru asymetrie pro jednotlivé latky,
které se pohybovaly vrozmezi 1,17-1,40. Opakovatelnost plochy pikQi vyjadiena relativni
smérodatnou odchylkou dosahovala hodnot v rozpéti 0,20 - 0,87 %. ZjiSténé hodnoty rozliseni
pikd se nachdzely v rozsahu 1,73 — 17,42. Kapacitni faktor dosahoval hodnot 0,44 — 1,59 a
kapacita separace hodnot v rozmezi 48,16 - 54,19.

Celkovy obsah analyzovanych latek v jednotlivych doplricich stravy byl velmi rozlicny a
znacnd ¢ast z nich obsahovala pouze zlomek deklarovanych hodnot withanolid(i. Produkt
s nejvétsi shodou stanovené a deklarované hodnoty withanolidd byl Ashwagandha — tobolky
od vyrobce Green ldea, obsah withanolid( v jedné kapsli Cinil 18,65 mg, z deklarovanych 22,5
mg se jednd o shodu 82,89 %. Nasledoval potravni doplnék Ashwagandha od vyrobce
Krauterhaus Sanct Bernahrd, ktery v 1 kapsli obsahoval 11,05 mg z deklarovanych 15 mg (73,67
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%). Hare pak dopadly dopliky Ashwagandha BIO Organic od firmy Blendea — 8,87 mg
z deklarovanych 25 mg (35,48 %), Ashwagandha vyrobce Gym Beam, 2,52 mg z 25 mg (10,12
%), Ashwagandha od vyrobce ADVANCE nutraceutics, 1,24 mg z17,5 mg (7,09 %) a
Ashwagandha od firmy Activelab s 1,39 mg z deklarovanych 21 mg v jedné kapsli. V posledni
fadé stoji vyrobky firmem Vilgain, Viridian a Webber Naturals. Naméreny obsah withanolid(
byl u produktu Ashwagandha (Vilgain) 0,89 mg z 25 mg (3,56 %), Ashwagandha Extract Organic
BIO, Ashwagandha (Viridian) 0,47 mg z 15 mg (3,13 %) a Ashwagandha 3600mg (Webber
Naturals) 0,30 mg z 15 mg (2,00 %). V doplriku stravy Ashwagandha od vyrobce Jime zdravé
nebyl nalezen Zadny ze stanovenych withanolidu.
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