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Nazev disertacni prace:

Vyuziti HPLC techniky v analyze doplik stravy na bazi rostlinnych extrakti

V dizertacni praci je komplexné popsana problematika dopliikkt stravy zalozenych na
rostlinnych extraktech z hlediska obsahu bioaktivnich latek, hodnoceni Cdistoty a
legislativnich pozadavkl na ucinnost a bezpecnost.

Kvalita doplitkii stravy na bézi rostlinnych extraktd dostupnych na trhu v CR byla
prokazovana v Sesti provedenych studiich. Byly vyvinuty a validovany dvé HPLC a ¢tyfi
UHPLC metody pro stanoveni obsahu bioaktivnich latek v dopliicich stravy s obsahem
rostlinnych extrakt a pomocnych latek. V kazdé praci byly nalezeny takové analytické
podminky, které umoznovaly rychlé a pfesné urceni obsahu danych bioaktivnich latek
v dopliicich stravy s ohledem zejména na problematickou separaci nékterych izomernich
latek. Dale byly vyvinuty nebo optimalizovany postupy Gpravy vzorki doplika stravy, které
umoznovaly separaci a detekci vSech pozadovanych bioaktivnich latek bez interference
matrice a dalSich komponent obsazenych v analyzovanych dopliicich.

Konvenéni pfistup k analytickému hodnoceni obsahu bioaktivnich latek v rostlinnych
extraktech za vyuZziti HPLC instrumentace je zapojeni kolon s C18 stacionarni fazi
v kombinaci s dlouhymi ¢asy analyz, které jsou nezbytné pro dosazeni pozadovanych
separaci jednotlivych latek v extraktech. V provedenych studiich byly testovany rizné
alternativni staciondrni faze a provedeny retencni studie analytii na danych kolonéach pro
ziskani co nejlepsi selektivity pro dané analyty.

Bylo prokazano, Ze kvalita jednotlivych analyzovanych doplikl stravy s obsahem
rostlinnych extraktd se velmi li§i. V nékterych ptipadech dokonce nebylo nalezeno Zadné

mnozstvi deklarované latky, coz je velmi alarmujici zjisténi, pfedev§im pro spotiebitele.
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Title of the Dissertation Thesis:

Application of HPLC technique in analysis of food supplements based on plant extracts

The disseration thesis deals with complex issues of food supplements based on plant
extracts in terms of the content of bioactive substances, purity assessment, and legislative
efficacy and safety requirements.

The quality of food supplements available on the market in the Czech Republic was
tested in six studies. Two HPLC and four UHPLC methods have been developed and
validated to determine the content of bioactive substances in food supplements containing
plant extracts and other excipients. In each work, such analytical conditions were found
allowing a rapid and accurate determination of the content of the given bioactive substances
in food supplements, particulary in the problematic separations of some isomeric substances.
Additionally, sample preparation methods for each group of food supplement samples have
been developed and optimized to avoid the matrix interferences during the separation and
detection of analyzed bioactive substances.

A conventional approach to the analytical determination of the bioactive substances in
plant extracts using HPLC instrumentation is to employ the C18 stationary phase in
combination with the long analysis times that are necessary to achieve a desired separation
of analyzed substances in the extracts. Several alternative stationary phases were tested in
the presented studies. Complex retention studies of the analysed compounds were performed
on the selected columns to obtain the best selectivity for the analytes.

It has been shown that the quality of the analyzed food supplements containing plant
extracts varies greatly. In some cases, no quantity of the declared substance has been found,

which is a very alarming finding for consumers.
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CAD - Corona, detektor nabitého aerosolu

c¢GMP — soucasna Spravna vyrobni praxe

CN — nitril

CQA - chlorogenova kyselina (Caffeoylquinic acid)

CSN — &eska technicka norma

DLLME - disperzni mikroextrakce z kapaliny do kapaliny

dSPE — disperzni extrakce pevnou fazi

ED — endokrinni disruptor

EFSA — Evropsky tfad pro bezpecnost potravin

ELSD — odpatovaci detektor rozptylu svétla

ES — prodlouzeny spojovaci fetézec (extended spacer)

EU — Evropska unie

F5 — pentafluorofenyl

FDA — Utad pro kontrolu potravin a 16¢iv

GC — plynova chromatografie

GHP — spravna hygienické praxe

GMP — spravna vyrobni praxe

HACCP — Systém analyzy rizika a stanoveni kritickych kontrolnich boda
HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie

HRMS — vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie

ICH — Mezinarodni rada pro harmonizaci (International Council for Harmonisation)
ICP-MS — hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

IFS — Standard na bezpec¢nost potravin v obchodnich fetézcich (International Food Standard)
ISO — Mezinarodni organizace pro normalizaci

LLE — extrakce z kapaliny do kapaliny

LLME — mikroextrakce z kapaliny do kapaliny

LOD — limit detekce

LOQ — limit kvantifikace

MIP — molekularné vtistény polymer

MISPE — extrakce molekularné vti§ténym polymerem
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MS — hmotnostni spektrometrie

MS/MS — tandemova hmotnostni spektrometrie

PAH — polycyklické aromatické uhlovodiky

PDA — diodové¢ pole

PDE-5 — fosfodiesteraza typu 5

PNT — potravina nového typu

PTFE — polytetrafluorethylen

QA —jisténi jakosti

QC — kontrola jakosti

RP —reverzni faze

SDME — mikroextrakce do jediné kapky

SLE — extrakce z tuhé faze do kapalné

SFC — superkriticka fluidni chromatografie

SPE — extrakce na tuhou fazi

SZPI — Statni zemédélska a potravinatska inspekce

SZU — Stétni zdravotni stav

UHPLC — ultravysokoucinna kapalinova chromatografie
UHPSFC — ultravysokoucinna superkriticka fluidni chromatografie
UV — ultrafialové spektrum

VIS — viditelna ¢ast svételného spektra
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1 Uvod

Doplnky stravy jsou koncentrované zdroje zivin nebo jinych latek, které maji nutricni
nebo fyziologicky ucinek a jejichz ti¢elem je doplnit normalni stravu kvili predpokladanym
pfinosim pro zdravi. Dopliiky stravy jsou uvadény na trh v davkovych formach, naptiklad
pilulkach, tabletach, kapslich nebo tekuté v odméfenych davkach [1]. Lze je volné koupit v
Iékarnach, supermarketech, specializovanych prodejnach a prostfednictvim internetu.
Celosvétové prodeje doplnkl stravy zaznamenavaji rychly rlst a zejména ty, které jsou
zalozeny na rostlinnych extraktech, patii k nejoblibenéjsim, protoze jsou povazovany za
dokonce zadné vedlejsi ucinky. Tyto rostouci trzby, které naznacuji obrovskou popularitu
doplikt stravy, a obecny nedostatek odhodlani prosazovat G¢innou legislativu (garance
ucinnosti a bezpecnosti, dokumentace Cistoty a stability pouzitych latek apod.) déla trh
s dopliiky stravy zranitelnéjsi vii¢i neCestnym vyrobctim [2]. V Evropské unii jsou dopliky
stravy regulovany stejné jako potraviny a soucasna legislativa je zamétena pouze na vitaminy
a mineraly obsazené v doplicich stravy.

Vyrobcei ve svych ptipraveich deklaruji obsah urc¢itého mnozstvi rostlinného extraktu,
ale tato informace netiké nic o obsahu bioaktivnich latek. Slozeni a obsah bioaktivnich latek
v rostlinach se mtize liSit v zavislosti na klimatu, teplote, obdobi, ptidé a dalSich faktorech.
Rozpor mezi mnozstvim pouZitého extraktu a obsahem ucinnych latek v jedné davce miize
mit podstatny vliv na davkovani a mtze vést k predavkovani konzumenta nebo naopak k
neucinnému piipravku. Ackoli je nezbytné zajistit bezpeci a neSkodnost doplnku stravy, od
jejich vyrobcl se nevyzaduji zddnéd konkrétni posouzeni. V EU neexistuji Zadné kontroly
vyrobnich standardii, které jsou pfinejmenSim podobné farmaceutické urovni (GMP).
latek, jako jsou inhibitory PDE-5, 1éCiva urcend na hubnuti nebo anabolické steroidy. Ve
vétsin€ piipadi jsou tyto latky neopravnéné ptidavany do doplikid stravy pro zvySeni
pfedpokladanych ucinkl. Tato praxe mize vést k potencidlné¢ zdvaznym zdravotnim
nasledkiim [3-5]. Kontaminanty jako pesticidy, mykotoxiny, toxické latky a tézké kovy
pfitomné v rostlinnych extraktech jsou dal§im problémem spojenym s cCistotou doplnki

stravy [6-9].
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Ackoli bioaktivni latky maji nizkou Gcinnost ve srovnani s farmaceutickymi 1écivy,
existuji cetné biologické mechanismy, kterymi mohou dopliiky stravy na bazi rostlinnych
extraktl ovliviiovat patofyziologické procesy. Na druhé strané spravna interpretace dosud
provedenych klinickych studii je zatizena nekonzistentnimi vysledky, Spatn€¢ navrzenymi
experimenty nebo vybérem dopliki stravy, které byly zkoumény bez dikladné analyzy pted
jejich podavanim lidem. Vzhledem k témto skute¢nostem, neexistuje predpoklad, ze dopliky
stravy na bazi rostlinnych extrakti mohou byt u¢inné nebo dokonce obsahovat jakékoliv
bioaktivni latky.

Na rozdil od regula¢niho rdamce EFSA (Evropského ufadu pro bezpecnost potravin)
pozaduje americky utrad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA), aby vSechny dopliky stravy
vyrobené v USA byly hodnoceny z hlediska totoznosti, Cistoty a Uc¢innosti, stejné tak i
z pohledu obsahu kontaminantli a zakézanych ptimési [10]. Pro trh v USA je povinné
pouzivani spravné vyrobni praxe (cGMP) v oblasti vyroby, baleni, oznacovani nebo
nakladani s dopliiky stravy. Pfesto jsou analytici vyzyvani, aby vyvijeli stale vice a vice
modernich metod schopnych poskytnout dostate¢né rozliSeni, selektivitu a citlivost k detekci
pozadovanych bioaktivnich latek. Diikladné znalost sloZeni a obsahu téchto latek a extrakth
s jejich obsahem je nezbytnad pro rozumnou konzumaci doplikii stravy a pro zachovani
davéry spotiebitelli v bezpecnost a ucinnost vyrobkl obsahujicich rostlinné extrakty. Nové
moderni ovéfené analytické metody pro identifikaci, kvantifikaci a standardizaci
bioaktivnich latek v rostlinnych extraktech jsou pfedpokladem pro zajisténi kontroly kvality
a jednotnosti davkovani.

Konven¢ni pfistup k analytickému hodnoceni obsahu bioaktivnich latek v rostlinnych
extraktech za vyuZziti HPLC instrumentace je zapojeni kolon s pln€ poréznimi ¢asticemi a
s C18 stacionarni f4zi v kombinaci s dlouhymi ¢asy analyz, které jsou nezbytné pro dosazeni
pozadovanych separaci jednotlivych latek v extraktech, zejména pokud se jedna o izomerni
latky. Tyto obtiZzné separace jsou Casto dosahovany vyuZitim alternativnich metod, jako je
superkriticka fluidni chromatografie nebo na kolonach s ¢asticemi s pevnym jadrem a

s vyuzitim alternativnich chemicky vazanych stacionarnich fazi.
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2 Cile prace

Cilem teoretické Casti disertacni prace bylo shrnout soucasny stav na trhu doplitkt stravy
zalozenych na rostlinnych extraktech, podat vycet mozného slozeni a formulace doplika
stravy, pfednést aktudlni legislativni piedpisy a pozadavky na jejich vyrobu a upozornit na
problematiku jejich kontroly kvality. DalSim z kol bylo seznamit ¢tenaie s bioaktivnimi
latkami, které byly obsazeny v dopliicich stravy, pro které byly vyvijeny nové analytické
metody a které byly analyzovany v experimentdlni Céasti prace. Poslednim zamérem
teoretické Casti bylo shrnout soucasny stav analytického hodnoceni doplnkl stravy
zalozenych na rostlinnych extraktech za vyuziti HPLC instrumentace a uvést trendy téchto
analyz.

Cilem publikovanych origindlnich vyzkumnych praci bylo vyvinout a validovat nové
HPLC a UHPLC metody pro rychlou separaci a stanoveni obsahu biologicky aktivnich latek
v dopliicich stravy zalozenych na rostlinnych extraktech za pouziti modernich stacionarnich
fazi, a to s ohledem na selektivitu k danym analyzovanym latkam. Ukolem bylo vyuzit
takovych moznosti Upravy realnych vzorkl, uspofadani instrumentace a analytickych
podminek, které by umoznovaly separaci a detekci vSech pozadovanych bioaktivnich latek
bez interference matrice a dalSich komponent obsazenych v analyzovanych doplicich.

Cilem ptehledového ¢lanku bylo shrnout soucasné trendy v analyze a kontrole kvality
dopliikli stravy zaloZenych na rostlinnych extraktech z pohledu pouzitych analytickych
metod, extrakénich postupil pii Gpraveé vzorkl, hodnoceni Cistoty, bezpecnosti a stanoveni

obsahu biologicky aktivnich latek.
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3 Teoreticka ¢ast

3.1 Dopliiky stravy zaloZené na rostlinnych extraktech

3.1.1 SloZeni a formulace

Dopliiky stravy jsou koncentrované zdroje zivin nebo jinych latek, které maji nutricni
nebo fyziologicky ucinek a jejichz icelem je doplnit normalni stravu kvuli predpokladanym
pfinosim pro zdravi [1]. Celd tada latek, jako jsou vitaminy, mineraly, amino kyseliny,
esencidlni mastné kyseliny, vldknina a rizné rostlinné a bylinné extrakty, mohou byt
pritomny v doplicich stravy. Dopliiky stravy nejsou lé¢ivymi piipravky a jako takové
nemohou vyvolavat farmakologické, imunologické ani metabolické uc¢inky. Proto jejich
pouziti neni urceno k 1é¢bé nebo prevenci onemocnéni lidi nebo k tpravé fyziologickych
funkei [11].

Dopliiky stravy se pouzivaji upravené do formy tobolek, pastilek, tablet, pilulek a v
jinych obdobnych forméch, dale ve formé sypkych praska, jako kapalné v ampulich, v
lahvic¢kach s kapatkem a v jinych podobnych formach kapalnych nebo sypkych vyrobki
uréenych k pfijmu v malych odméfenych mnozstvich, a takto se uvadéji na trh [12]. Piehled
ruznych formulaci doplikl stravy je uveden na Obr. 1. Z vy¢tu vSech moznych forem
dopliikii stravy je patrna blizkd podobnost 1ékovym formam. Legislativa ukladd povinné
oznaceni ,,dopln¢k stravy* na obalu ptipravku, aby spotiebitel byl jednoznaéné upozornén,
ze se jedna o potravinu, a ne léCivy piipravek. Stejné tak jsou regulovdna zdravotni a
vyZzivova tvrzeni, kterd mohou byt uvadéna na obalech dopliki stravy.

V aktudlni platné vyhlaSce o dopliicich stravy a sloZeni potravin lze nalézt nejvyssi
pripustna mnozstvi v denni davce pro rostlinné extrakty a ¢asti rostlin pouzitych v doplicich
stravy, podminky pouziti nékterych dalSich latek jinych nez rostlinného piivodu a seznam
zakazanych rostlin, ¢asti rostlin a latek [12]. Podminky pfidavani vitamind, mineralnich latek
nebo dalSich latek do potravin upravuje ptimo pouzitelny piedpis Evropské unie o ptidavani
vitaminl, mineralnich latek a dalSich latek do potravin [13]. Do potravin nelze ptidavat
jednotlivé nebo ve smési omamné nebo psychotropni latky [ 14], prekursory latek uvedenych
v kategorii I pfimo pouzitelného piedpisu Evropské unie [15], steroidni latky, tj. latky s
anabolickymi a jinymi hormonalnimi G¢inky, latky hormonalni povahy a dalsi latky, u nichz

byl prokéazan toxicky, genotoxicky, teratogenni, halucinogenni, omamny ¢i jiny neptiznivy
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ucinek na lidsky organismus. To mimo jiné znamen4, Ze Gdaje uvedené na obalu vyrobku a
deklarovanad mnozstvi latek obsazenych v dopliku stravy, musi byt pravdivé. Produkt by mél
mit zachovany vSechny jakostni parametry (obsah deklarovanych latek a mikrobiologickou

¢istotu) minimalné€ do data expirace pfipravku.

s fizenym u ovanim

pastilka

peroralni

rozpustny

retardovana

ym uvoliiovanim

obalovana
potahovana

rozpustnd. Sumiva

s fizenym uvoliiovanim

pro piipravu roztoku

ag
e,

sirup

olejovy rostlinny extrakt

Obr. 1 Ruzné typy formulaci doplikii stravy [16]
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3.1.2 Pozadavky a legislativa

V Evropskeé unii jsou dopliky stravy dle Natizeni EU ¢. 178/2002 o potravinovém pravu
regulovany jako potraviny. Harmonizovana legislativa upravuje vitaminy a mineraly a latky
pouzivané jako jejich zdroje, které lze pouzit pii vyrobé doplika stravy. U jinych slozek,
nez jsou vitaminy a mineralni latky, stanovila Evropskd komise harmonizovana pravidla na
ochranu spottebitelil pied potencidlnimi zdravotnimi riziky a vede seznam latek, o nichz je
znamo nebo se predpokladd, ze maji neptiznivé ucinky na zdravi a jejichz pouziti je proto
kontrolovéno.

V CR od 1. 1. 2015 je provozovatel potravinaiského podniku, ktery vyrabi nebo uvadi
na trh dopliiky stravy, povinen pfed jejich prvnim uvedenim na trh zaslat Ministerstvu
zemédelstvi Cesky text oznaceni, véetné povinnych informaci, ktery bude uveden na obale
vyrobku. V piipad¢€, ze jsou splnény vSechny legislativni pozadavky, mize byt doplnck
stravy uveden na trh v den odeslani ozndmeni o uvedeni dopliku stravy na trh na Ministerstvo
zeméd¢€lstvi. Za splnéni pozadavki pravnich ptedpisi, vcetné bezpecnosti vyrobku a
oznacovani odpovida provozovatel potravinaiského podniku uvadéjici doplné€k stravy na trh.
Pro splnéni informacni povinnosti neni nutné ptikladat vysledky jakychkoliv testii ¢i kontrol
nezavadnosti a ani v ramci prijeti notifikace nepodléhaji dopliky stravy ze strany rezortu
Ministerstva zemédélstvi zddnému schvalovacimu procesu. Doplnék stravy mize obsahovat
1 tzv. ,novou slozku“. Nova sloZzka stejn¢ jako potravina nového typu je definovéna
nafizenim Evropského parlamentu a Rady (ES) €. 258/1997. Nové slozky jsou latky, u nichz
nebyla dolozena historie spotieby ve vyznamném mnozstvi pied datem 15. 5. 1997 na Gzemi
kteréhokoliv ¢lenského statu EU. Potraviny nového typu a potraviny, které obsahuji novou
slozku, podléhaji pfed uvedenim na trh schvalovacimu procesu [17].

Odborné stanovisko Statniho zdravotniho ustavu (SZU) v podobé vydani certifikatu
zdravotni bezpecnosti zahrnuje posouzeni slozeni ptipravku z hlediska zdravotni
nezéavadnosti a platné legislativy (formy vitamin a mineralnich latek, pouZiti rostlinnych
¢asti a jejich extraktl z hlediska tradi¢niho pouzivani na uzemi EU, mnoZstvi G¢innych
sloZek v doporucené denni davce a dalsi), posouzeni oznaceni ptipravku z hlediska platnych
predpisi vCetné doporucenych varovani pro citlivé skupiny populace a posouzeni pouzitych
zdravotnich tvrzenich. Seznam vSech doposud povolenych ¢i zamitnutych zdravotnich

tvrzeni lze nalézt na strankéch Evropské komise (EU register of nutrition and health claims).
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Certifikat slouzi pro prokdzani zdravotni bezpecnosti a souladu s evropskym a ceskym
potravinovym pravem [18].

Ve vyhlasce €. 58/2018 Sb. o dopliicich stravy a sloZeni potravin, 1ze nalézt, Ze na obalu
dopliiku stravy kromé pozadavki na oznaCovani balenych potravin stanovenych piimo
pouzitelnym ptredpisem Evropské unie upravujicim oznaCovani potravin a pozadavkl
upravenych v zdkoné, je nezbytné uvést celou tfadu dalSich udaji a upozornéni pro
spotiebitele (nevhodnost doplitkku stravy pro urcité skupiny spotiebitelii, uvadéni pouze
schvalenych zdravotnich tvrzeni, ¢iselny idaj o mnozstvi vitaminl, mineralnich latek nebo
jinych latek s vyzivovym nebo fyziologickym tc¢inkem vztazeny na doporucenou denni
davku a dalsi).

Stejné jako jiné potravinové produkty, dopliikky stravy mohou obsahovat rizna
aditiva, jako jsou sladidla, barviva a potahové latky. Do doplitkki stravy prodavanych na
uzemi EU lze ptidavat pouze specificky schvalend aditiva dle Natizeni Evropské komise ¢.
1333/2008. Dle Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 852/2004 o hygiené
potravin, jednim z hlavnich pozadavka pro zajisténi zdravotni nezavadnosti potravin je
zavedeni a dodrzovani pozadavkil spravné hygienické praxe (Good Hygiene Practice, GHP)
a spravné vyrobni praxe (Good Manufacture Practice, GMP). Tyto principy jsou nezbytnym
zakladem pro budovani dalSich systémi fizeni jakosti, zejména postupli zalozenych na
principech HACCP. Mezi dalii standardy kvality potravin patii aplikace norem CSN P
ISO/TS 22002-1:2009 (Programy nezbytnych piedpokladi pro bezpe¢nost potravin), ISO
9001:2000 (Systém managementu jakosti) a ISO 22000:2018 (Systém managementu
bezpecnosti potravin). Mezi mezindrodn¢ uznavané odborné certifikace vyrobcii potravin
(v€etné dopliikt stravy) patii BRC (Global Standard for Food Safety) a IFS (International
Food Standard). Ob¢ certifikace predstavuji pro prodejce i spotiebitele zaruku kvality
prodavanych dopliki stravy.

Pro srovnani, americkd FDA (Food and Drug Administration) vyZaduje, aby vSechny
dopliiky stravy vyrabéné a proddvané v USA byly hodnoceny z hlediska identity, Cistoty a
potence pouzitych extraktl. Déle je poZzadovano stanoveni pfitomnosti kontaminantii a
zakdzanych pfimési (adulterantll). Pro americky trh, dodrZzovéani soucasné spravné vyrobni
praxe (cGMP, norma 21 CFR 117) pii vyrobé¢, baleni, oznacovani nebo drZeni dopliiki stravy

je povinné [2].
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3.1.3 Kontrola kvality

Nezbytnym piedpokladem bezpecnosti doplikl stravy na trhu a neklamani spottebitele
je kontrola dodrzovéani vyrobnich procesii, podnikovych i zadkonnych norem a kontrola
obsahu deklarovanych slozek a latek zakazanych pro pouziti v potravinach a v jejich vyrobé.
Ackoli dopliiky stravy jsou svou formulaci velmi podobné 1éCivym piipravkiim, jsou
z legislativniho pohledu potravinami a tomu také odpovidaji pozadavky na jejich kontrolu.
Pro spotiebitele 1 prodejce je zcela nemozné rozpoznat jakostni parametry piipravku a musi
pouze spoléhat na certifikace vyrobce a pripadnou kontrolu kvality ze strany inspekcnich
autorit.

Dulezitou roli hraje kvalita jednotlivych slozek dopliika stravy, a to zejména praveé
rostlinnych extraktli. Vyrobce by mél kontrolovat vSechny vstupni suroviny vcetné
primarnich oballi a provadét pravidelné audity svych dodavatelti. Zvlastniho ztetele by mély
byt brany rostlinné extrakty pochazejici ze zemi mimo EU. Ackoli nelze u dopliki stravy
ocekavat kontrolu kvality vyrobcem srovnatelnou s 1é€ivymi ptipravky, piesto je vyrobce
povinen zajistit, aby to, co deklaruje na obalu piipravku, v ném také bylo, a naopak co
deklarovano neni, v ptipravku ptfitomno nebylo.

Doplitky stravy na trhu v CR mohou byt déle testovany riiznymi spotiebitelskymi
organizacemi nebo ze strany Statni zemédélské a potravinarské inspekce (SZPI). Jednim
z jejich ukolt je dohled nad dodrZovanim legislativnich pozadavki v oblasti dopliki stravy,
pii jejich vyrobé, prodeji 1 propagovani prostfednictvim reklamy. Kontroly SZPI jsou
zametfené predevsim na zkousky na mikrobiologické pozadavky a na obsah cizorodych latek
ve smyslu platnych pravnich piedpisti (v obou uvedenych piipadech se jednd o prokazani
bezpecnosti zkouSené potraviny). Dale se uskutectiuji analytické a senzorické rozbory (tedy
rozbory jakostnich znaki, jejichz parametry jsou zavazné stanoveny), hodnoti se také
spravnost oznaceni a dodrzovani doby minimalni trvanlivosti a pouzitelnosti vyrobkl [19].

Nutnost dohledu nad kvalitou doplik stravy potvrzuje i souhrnné zprava SZPI za rok
2017. Vzorky doplikl stravy spolu s dal§imi potravinami byly hodnoceny z hlediska
mikrobiologické Cistoty, obsahu limitovanych nebo zakazanych latek a byla provedena
kontrola obsahu hlavnich slozek doplikii stravy deklarovanych na obale. Nadlimitni
mnozstvi rezidui pesticidi bylo zjisténo u 27 Sarzi testovanych vzorkli potravin vcetné

doplnkt stravy. Obsah polycyklickych aromatickych uhlovodiki (PAH) byl kontrolovan
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celkem u 66 Sarzi potravin, nevyhovéla 1 Sarze. Byl to dopln¢k stravy s nadlimitni hodnotou
benzo[a]pyrenu a hodnotou suma PAH. Pii kontrole obsahu konzervacnich latek byla u
nekolika vzorkl doplilkt stravy stanovena pfitomnost konzervacéni latky, ktera nebyla vibec
povolena. Dals§i kontrola zaméfena na obsah glukosamin sulfatu, chondroitin sulfatu
a metylsulfonylmetanu (MSM) v doplicich stravy s fyziologickym ucinkem na klouby
apojivovou tkan v mnozstvi deklarovaném na obalu produkti prokdzala klaméni
spottebitele. Z celkového poctu 13 vzorkil pouze 5 vzorki zcela vyhovélo uvedené deklaraci
na obalu potraviny. Naopak zcela nevyhovél vyrobek, ktery v kone¢ném vysledku obsahoval
téméef 17x mensi mnozstvi chondroitin sulfatu, nez mél deklarovano na svém obalu.
Ostatnich 7 vzorkd bylo hodnoceno celkové jako nevyhovujici, nebot’ minimalné v jednom
ze sledovanych parametrii neodpovidalo skutecné mnozstvi chondroprotektiv mnozstvi
uvedenému na obalu. Cilem kontroly dopliikt stravy deklarujicich obsah fasy Chlorella bylo
provéfit, zda doplnky stravy deklarujici na svém obalu pouze fasu Chlorella neobsahuji ve
skute¢nosti 1 sinici Spirulinu, kterd je cenové vyhodnéjsi nez fasa Chlorella. V ramci této
kontroly bylo odebrano celkem 15 vzorkli doplitkii stravy deklarujicich na svém obalu ve
sloZzeni pouze fasu Chlorella. Z celkového poctu 15 vzorkli nevyhovély pouze 2 vzorky
doplnkt stravy, pfi¢emz v jednom ptipadé byl pomér obsahu Chlorella/Spirulina 80/20 %
a ve druhém ptipade 60/40 %.

Mimotéadna kontrola vybranych potravin uvadénych na trh prostfednictvim internetu
byla zaméfena na dopliky stravy, u nichZ byly uvedeny informace, které jim pfisuzovaly
schopnost prevence nebo 1écby nemoci kosti a kloubti nebo odkazovaly na takové vlastnosti
a dale na vyrobky obsahujici vybrané nepovolené potraviny a slozky nového typu (PNT).
Vramci 21 provéfovanych e-shopli bylo zkontrolovano celkem 26 vyrobki. V prib&hu
kontroly bylo u nékterych vyrobkll zjisténo, Ze provozovatel e-shopu nemél na webovych
strankdch nebo na etiketach vyrobkli aktualni udaje o jejich slozeni od vyrobce nebo
dovozce, tzn., Ze tyto vyrobky ve skute¢nosti neobsahovaly nepovolené PNT. Byl potvrzen
dlouhodoby problém ukazujici, ze prostfednictvim internetového prodeje se stale nabizi
dopliiky stravy, které obsahuji nepovolené PNT, a dopliiky stravy, pii jejichz nabizeni jsou
pouzivana lécebna tvrzeni, pfipadné neschvélena zdravotni tvrzeni.

V oboru zvlastni vyziva a dopliiky stravy byl za rok 2017 udé€len druhy nejveétsi

finan¢ni objem zdkaz1, a to ve vysi 3 366 632 K¢ [20].
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3.1.4 Rostlinné extrakty a bioaktivni latky

Celosvétovy prodej doplitkt stravy neustale roste a zejména ty, které jsou zalozeny na
rostlinnych Castech a extraktech, patfi mezi nejrozsifengjsi, protoze jsou povazovany za
bioaktivni latky maji nizkou u¢innost ve srovnani s farmaceutickymi 1éCivy, existuji ¢etné
biologick¢é mechanismy, kterymi mohou dopliikky stravy na bazi rostlinnych extrakti
ovlivitovat patofyziologické procesy. Na druh¢ stran¢ spravné interpretace klinickych studii,
které byly provedeny, jsou zatizeny nekonzistentnimi vysledky, Spatné navrzenymi
experimenty nebo vybérem doplikl stravy zkoumanych bez analyzy obsahu bioaktivnich
latek pted jejich podavanim lidem. Vzhledem k témto skute¢nostem, neexistuje predpoklad,
ze dopliiky stravy na bazi rostlinnych extraktii mohou fyziologicky uc¢inkovat nebo dokonce
obsahovat jakékoliv bioaktivni latky.

Vyrobci ve svych piipraveich deklaruji obsah urcit¢ého mnozstvi rostlinného extraktu,
ale tato informace nefika nic o obsahu bioaktivnich latek. SloZeni a obsah bioaktivnich latek
v rostlinadch se muze lisit v zavislosti na klimatu, teploté, obdobi, ptdé a dalSich faktorech.
Rozpor mezi mnozstvim pouzitého extraktu a obsahem ucinnych latek v jedné davce muize
mit podstatny vliv na davkovani a mize vést k predavkovani konzumenta nebo naopak k
neucinnému piipravku. Aby byla zachovdna dlvéra spotiebiteld v bezpecnost a G€innost
vyrobkll obsahujicich rostlinné extrakty, jsou zapotiebi nové moderni validované analytické
metody pro identifikaci, kvantifikaci a standardizaci bioaktivnich latek v rostlinnych
extraktech, pro kontrolu jakosti a jednotnost davkovani. Jisténi kvality doplnkii stravy a
podrobné znalost obsahu bioaktivnich latek v pouZitych extraktech jsou velmi dillezité pii
stanoveni ucinnosti a biologické dostupnosti po pfijmu téchto latek v klinickych studiich.
Bez téchto informaci mohou byt vysledky studii nespravné interpretovany.

Problémem s biologickou ucinnosti doplnki stravy zaloZenych na rostlinnych extraktech
tkvi v jejich biodostupnosti. I presto, Ze dopln€k obsahuje z analytického hlediska
deklarované mnozstvi extraktu, nejsou u néj provadény zadné disolucni testy podobné tém,
které jsou nezbytnou soucasti registrace 1é¢ivych pripravkl. Pro vyrobce je nezbytné, aby
piipravek byl kvalitni z hlediska bezpec€nosti, nikoli vSak u¢innosti. Stejné tak neni u doplik
stravy sledovana stabilita bioaktivnich latek. Pfipravek muze byt bezpecny po celou dobu

jeho expirace i piesto, Ze bioaktivni latky mohou byt v priibéhu degradovany na produkty
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bez biologického tu¢inku. Zadna data ani provadéni studii z hlediska kompatibility
rostlinného extraktu s pouzitymi pomocnymi latkami, primarnim obalem a vhodnosti
konkrétni formulace nejsou vyzadovana.

To, ze biologicka odezva v Zivém organismu zavisi praveé na biodostupnosti bioaktivnich
latek, znamend, ze snizend biodosputnost mize mit za nasledek nefunkénost daného
ptipravku i pfesto, ze obsahuje dostatené mnozstvi extraktu s dostateCnym mnozstvim
bioaktivnich latek, které se vSak danou cestou podani do lidského téla nevsttebavaji. Zde
vznika rozpor mezi studiemi provadénymi in vivo u raznych zivocichi, kdy ,,terapeutické
hladiny* je dosazeno podavanim bioaktivnich latek piimo do krevniho fecisté. Navic, pouze
omezené mnozstvi praci se zabyva vstiebavanim rtznych forem bioaktivnich latek
z rostlinnych extraktl. Napiiklad glykosidy bioaktivnich latek mohou byt absorbovany
v tenkém stfevu 1épe nez jejich volné formy [21].

Na trhu v CR lze nalézt celou §kalu rtiznych doplitkil stravy s obsahem rostlinnych
extraktt. K tém nejznaméj$im patii silymarin — extrakt Ostropestice marianského s obsahem
bioaktivnich flavonolignanl, extrakt Ginkgo biloba obsahujici flavonové glykosidy a
terpenolaktony, bortivkovy extrakt s antokyany a spousta dalSich. Z priizkumu provedeného
spole&nosti QuintilesIMS vyplyva, Ze prodeje dopliikt stravy v CR neustale stoupaji. V roce
2016 byl celkovy obrat z prodeji 3,92 miliardy korun, coz oproti roku 2015 predstavovalo
nartst o 164 miliond K¢. Tento trend rostoucich prodejti doplik stravy Ize sledovat i v ramci
celé EU. Dle dat spole¢nosti Euromonitor International se ocekava, Ze hodnota trhu
s dopliiky stravy dosdhne v roce 2020 hodnoty 7,9 miliardy € [22].

Tabulka 1 uvadi prehled extrakt, které byly analyzovany v rdmci experimentalni Casti
této disertacni prace, obsah bioaktivnich latek, jejich pfedpokladany biologicky ucinek a
ptiklady doplikil stravy, které lze koupit na ceském trhu (v 1ékarnach, supermarketech,

specializovanych prodejnach a prostfednictvim internetu).
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Tabulka 1 Prehled analyzovanych extraktit s obsahem bioaktivnich latek, jejich predpokladanym biologickym ucinkem a
priklady doplikii stravy na trhu v CR

[28,29]

- . s, Piedpokladané Piiklady dopliiki stravy
Rostlinny extrakt | Bioaktivni litky biologické u¢inky dostupnych na trhu v CR
Vyc.h)ftévéni YOl,n}zCh. , Al-Resveratrol 800 RX
Extrakt z oddenkt Resveratrol i/a:llokril; ’Xlig)ltilianethva’ Evelor Resveratrol 50 mg
a kofentl Kridlatky . - C oo Resveratrol MAX
aponské Polydatin protinadorova aktivita, Resveratrol antiagin
JoP modulace metabolismu e
o Indonal Partner for Woman
lipida [21]
- o Laies Gynmax
protinaddorova aktivita u GRAV-IN
Extrakt hormonaln¢ dependentnich INDOL-IN
z brukvovité Indol-3-karbinol tumort zahrnujici nador Indonal man
zeleniny prsu, prostaty, délohy a Indonal partner for Woman
tlustého stieva [23,24] ProstalN
gﬁxg)rlil;in Ostropestiec forte
Extrakt P yers . Silymarin Premium
y Silydianin hepatoprotektivni a e
Ostropestice 0 o C MaxiVita Herbal
N Silybin A protinadorova aktivita
marianského — Silvbin B [2526] Detox komplex
Silymarin IsoZil bin A ’ Ostropestrec Liftea
LYDl Silybum Herbex
Isosilybin B
[-Sitosterol
2;?;5123355{) ! snizovani LDL Cholesterol
Extrakty P cholesterolu v lidském téle, | Lecisterol
., .o Ergosterol | T
rostlinnych olejt protizanétlivé a Vegapure
Fucosterol C e .
. antioxidacni vlastnosti [27]
Stigmasterol
Stigmastanol
pomocna 1écba benigni
Extrakt rostliny Campesterol hype.rplavm? Qrostaty, Prostenal FORTE
Serenoa plazivd [-Sitosterol protizanétlivé a ProstaMax
P Stigmasterol antiedematozni ucinky ProstalN

Cyanidin-3-glukosid
Cyanidin-3-rutenosid

antioxidacni,

Acai Allnature
Acai Detox
Acai Exotic

Extrakt ze zrn
zelené kavy

Chlorogenova kyselina
Kryptochlorogenova kyselina
Neochlorogenova kyselina
Disubstituované derivaty
kyseliny chlorogenové

antioxidacni a
protizanétlivé ucinky,
snizovani rizika
kardiovaskularnich chorob
a diabetu mellitu typu 2
[32,33]

Extr.akt z bobuli Delphinidin-3-galaktosid pro_tlzane_tllve a Aca¥ Ex_treme
acai s . anti-karcinogenni Acai Slim
Delphinidin-3-glukosid . R
Delphinidin-3-rutenosid vlastnosti [30] Acai Unios
MedPharma Acai berry
Vito life Acai berry
antioxidacni a
o - . anti-karcinogenni My country extract
Extrakt z ploda Cyanidin-3-glukosid .
boriivek Peonidin-3-glukosid vlastnosti, prevence Green care extract
infekce mocovych cest Ostrovidky
[31]
Kilostop

Vito life kyselina chlorogenova
Vito life zelena kava

Zelena kava bylinny extrakt
Zelena kava extra

Zelena kava max

Zelena kava premium
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3.1.5 Hodnoceni Cistoty a bezpecnost rostlinnych extrakt

Pti posuzovani Cistoty rostlinnych extraktti obsazenych v dopliicich stravy je tfeba brat
v tivahu nékolik aspekti. Rostlinné extrakty jsou koncentrované formy rostlinnych produkta.
Samotna rostlina miize byt vystavena riznym toxickym latkdm zapojenych do zemédélskych
procest, jako jsou pesticidy, mykotoxiny a toxické kovy. VSechny tyto latky se pak mohou
nachazet ve findlnich formach dopliku stravy. Dalsi problém s Cistotou doplikt stravy je
pritomnost adulterantii a 1€Civ, které vyrobci umysiné piidali do svych produkti, aby zvysili
jejich biologicky efekt (uc¢innost). Pfitomnost téchto 1ékti predstavuje vazné zdravotni riziko
pro spotiebitele, zejména s ohledem na skutecnost, Ze ptipravky nejsou uzivany jen zdravymi
lidmi, ale vétSinou nemocnymi pacienty, ktefi si chtéji zlepsit své zdravi.

Obvyklé postupy extrakce pouzivané pro vyrobu extraktl z rostlinného materidlu
nemohou zabranit ko-izolaci riiznych kontaminantti, které mohou byt pfitomny v surovinach.
Nevhodnd manipulace, skladovani a distribuce lé¢ivych rostlin mohou byt zdrojem
kontaminace houbami, které mohou produkovat Siroké spektrum mykotoxinl. Dopliky
stravy na bazi rostlinnych extraktii kontaminovanych mykotoxiny mohou pfispivat
k nepfiznivym zdravotnim problémim, a proto predstavuji zvlastni nebezpeci [34].
Zdravotni riziko existuje i v ptipadé kontaminovanych piipravki, u nichz nebyl prekrocen
dany limit obsahu mykotoxinil, protoZe spotiebitelé mohou uZzivat nékolik doplikl stravy
zaroven. V souctu pak jiz miZe dojit k prekro€eni stanovenych limitid a tim vznika zdravotni
riziko pro spotiebitele.

Mezi dalsi kontaminanty pfitomné v rostlinnych extraktech patii endokrinni disruptory
(ED). Vétsinou se jednd o syntetické slouceniny, které interaguji s lidskym nebo zvifecim
endokrinnim systémem a naruSuji jeho funkci. ED v doplicich stravy na bazi rostlinnych
extraktl mohou mit odliSny pivod, napt. prostfednictvim priamyslového znecisténi nebo
biokumulaci v potravinovém fetézci. Mezi perzistentni a biokumulativni slouceniny patii
alkylfenoly (nonylfenol, bisfenoly), polychlorované bifenyly (PCB),
dichlorodifenyltrichlorethan (DDT) a dioxiny, které ptedstavuji vazna rizika v rostlinné a
zivo€iSné vyrob€. Bylinné pfipravky na trhu jsou vétSinou formulovany jako kapsle
obsahujici suSeny ethanolicky extrakt u¢innych latek [35] nebo suSeny obohaceny rostlinny
material. BohuzZel béZné postupy pii vyrobé dopliki stravy na bazi rostlinnych extraktl se

nevyhnou ko-izolaci potencidlnich kontaminantii. Ty mohou byt pfitomny v surovych
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rostlinnych materidlech a diky jejich podobnym fyzikalné-chemickym vlastnostem s
extrahovanymi biologicky aktivnimi slou¢eninami, jsou také spole¢né extrahovany. V této
souvislosti, jejich zakoncentrovani ze stopovych mnozstvi na irovné prekracujici povolené
limity pfedstavuje zdravotni riziko pro spotiebitele. V nedavné dobé bylo v fad¢ studii
zjisténo, ze doplitky stravy mohou obsahovat endokrinni disruptory v podob¢ estrogennich
latek [36-38]. Kvuli velké rozmanitosti dopliku stravy zalozenych na rostlinnych extraktech
a jejich postaveni na pomezi mezi potravinami a farmaceutickymi pfipravky, maximalni
stanovena uroven rezidui pesticidii a dalSich ED nejsou stale dobfe definovany, zejména
v EU. Systematicky piehled, ktery shrnuje problémy kontaminantd, mykotoxinii a
zamérnych falSovani rostlinnych dopliku stravy zvetejnil Sanzini a kol. v roce 2011 [39].
nedeklarovanych chemickych latek a 1é¢iv, jako jsou inhibitory PDE-5, anorekticka a
antidiabetickd 1éciva, které jsou nelegalné ptidavany do dopliki stravy pro zvySeni jejich
ucinkl. Jednim zvlastnim ptipadem je nalezeni vysoké hladiny glukézy, jako adulterantu,
v doplncich stravy obsahujicich extrakt rostliny Stevia rebaudiana. Toto zjisténi mize byt
velmi alarmujici pro spotiebitele, ktefi se mohou snazit omezit piijem cukru a kteti jiz trpi
diabetickym onemocnénim [40].

Kontaminanty obsazené v rostlinnych extraktech mohou existovat v surovém stavu
rostlinného materialu, jak jiz bylo popséno vyse. Tyto toxické slouceniny obecné zahrnuji
rostlinné toxiny, sekundarni metabolity, pesticidy a t€Zké kovy. Chronické vystaveni
vysokym hladinam téchto toxickych kovii mize zptsobit riizné nezadouci uc¢inky na lidské
zdravi, vfetné¢ koznich alergii, nadorovych onemocnéni, kardiovaskularnich a
neurologickych u¢inka [41].

Tyto vysledky obecné ukazuji na nizkou kvalitu vyrobnich postupti a imysIné falSovani
dopliiki stravy jejich vyrobci. S ohledem na rizné skupiny adulterantd, které byly nalezeny,
veetné léciv a toxickych latek, metody, které umoznuji necileny screening a soucasné
stanoveni velkého poctu latek (napt. UHPLC-HRMS) jsou nezbytné pro zajisténi lepsi
kontroly jakosti doplikl stravy na bazi rostlinnych extraktli a tim i zvySené zdravotni

bezpecnosti pro spotiebitele.

23



TEORETICKA CAST

3.2 Vyuziti HPLC instrumentace v analyze dopliiki stravy na bazi

rostlinnych extraktu

3.2.1 Metody kapalinové chromatografie

Kapalinové chromatografie v médu reverzni faze (RP-LC) je nejcastéji pouzivanou
metodou pro analyzu bioaktivnich latek v dopliicich stravy na bazi rostlinnych extrakti a pro
testovani Cistoty rostlinnych extraktli obsazenych v téchto ptipravcich. Analyzy rostlinnych
extraktl a stanoveni bioaktivnich latek jsou zpravidla provadény metodou HPLC spojenou
s UV/VIS detektorem nebo pomoci detektoru fotodiodového pole (PDA) [42-52]. Pro
dosazeni lepsi selektivity a citlivosti je alternativné vyuzivan fluorescencni detektor [53,54].
V piipad¢€ nizké odezvy analytti v UV spektru jsou pouzivany odpatfovaci detektory, jakym
je detektor nabitého aerosolu (CAD, Corona detektor) [55] a detektor rozptylu svétla (ELSD)
[40,56]. Navzdory univerzalni odezvé téchto detektorti na jakykoli netékavy nebo polotekavy
analyt bez chromoforu nebo fluoroforu ve své molekule, bez nutnosti derivatizace a pomérné
dobr¢ citlivosti, nejsou tyto detektory tak Siroce pouzivany. Pravdépodobné to je zapti¢inéné
omezenimi jejich linedrniho rozsahu a chybéjicimi spektralnimi daty.

Nicméné 1 PDA detektor mé sva omezeni co se tyka identifikace latek pomoci UV/VIS
spektra a zpravidla jsou vyZadovany referencni standardy latek k potvrzeni identity pomoci
porovnani retencnich ¢ast. Ani to vSak nemusi byt zarukou spravné identifikace, zejména u
velmi komplexnich extraktti obsahujicich vice strukturné podobnych latek. Toto omezeni Ize
vytesit zapojenim MS detekce. Ta je navic schopna dosdhnout velmi nizkych detekénich
limitd. Nejcastéji je v nalezenych publikacich vyuZivana mékka ionizacni technika
vyhtivaného elektrospreje [8,9,54,57,58]. Ale ani univerzalni MS detekce neni bez urcitych
limitd. Kvantitativni multikomponentni analyza zalozena na MS v rostlinnych materialech
byva spojena s nepfedvidatelnymi matricovymi efekty a omezenym poctem drahych
izotopov€ znacenych internich standardli. Velmi dulezitou vyzkumnou linii je provadéni
necilené kvalitativni analyzy adulterantl a kontaminanti pomoci vysokorozliSovaci
hmotnostni spektrometrie ve spojeni s kapalinovou chromatografii (LC-HRMS) [3,4].

V pracich zabyvajicich se analyzami kovt, jako bioaktivnich slouc¢enin nebo toxickych
adulteranti v rostlinnych extraktech, byla pouzita hmotnostni spektrometrie s indukéné

vazanou plazmou (ICP-MS). Obsahy toxickych (tézkych) kovi se mohou v extraktech
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stejnych rostlin velmi liSit. Tato variabilita je ddna environmentalnimi a agronomickymi
podminkami, péstovanim rostlin v kontaminovanych oblastech, Spatnymi skladovacimi
podminkami a dalSimi faktory [41]. Pro stanoveni selenu [61] a kobaltu [62] v dopliicich
stravy byla pouZzita ICP-MS spojend s HPLC.

Chromatografické systémy (pumpy, detekéni systémy), piisluSenstvi (chromatografické
kolony) a rozpoustédla neustale zvysuji svoji kvalitu a spolehlivost, proto se v soucasné dob¢
stdle vice pouZzivaji alternativni metody separace v analyze rostlinnych extrakti a pfii
stanoveni bioaktivnich latek. Kolony naplnéné menSimi ¢asticemi a vyuZzivajici technologii
pevného jadra [43,45-47,50-52,55] jsou pouzivany pro zvySeni i¢innosti separace a rychlosti
eluce s dostateCnym rozliSenim a citlivosti. DalSim pfistupem zvySujicim rychlost eluce je
pouziti monolitickych kolon [42,49]. Pro odliSnou selektivitu se pouzivaji alternativni
stacionarni faze, jako je kyanopropyl [45], pentafluorfenyl [50-51] a fenylhexyl [55] namisto
konvencnich kolon se stacionarni fazi C18. Tyto alternativni faze mohou nabidnout lepsi
selektivitu pii analyze slozitych rostlinnych matric, krat§i retencni ¢asy a vyssi ucinnost
separace (napif. C-30 pro separaci karotenoidli, F5 pro separaci antokyant [51] nebo

fenylhexyl stacionarni faze pro separaci fytosteroli [55]).

A .
\
.y

Solid silica core Coating process

Obr. 2 (4) Proces budovani typické castice s pevaym jadrem. (B) Fotografie ze skenovaciho elektronového mikroskopu
zobrazujici castice s pevnym jadrem o velikosti 2,6 um (vlevo) a 1,7 um (vpravo) [63]
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3.2.2 Uprava vzorku pted analyzou

Techniky upravy vzorkli pfed analyzou se obvykle voli na zakladé fyzikalné-
chemickych vlastnosti analyzovanych latek, jejich koncentrace v rostlinnych extraktech a
komplexnosti analyzovanych matric. Pfi popisu metod pravy vzorki dopliiki stravy je tieba
vzit v ivahu, Ze drtiva vétSina extraktl je v pevném stavu. Z tohoto pohledu je homogenizace
a rozm¢lnovani nékolika davkovych forem (obvykle asi 10) prvnim krokem ve vsech
postupech pro pfipravu vzorki. Vice jak padesat publikovanych praci za poslednich pét let
zabyvajicich se stanovenim obsahu bioaktivnich latek v dopliicich stravy na bazi rostlinnych
extraktli nebo testovanim Cistoty rostlinnych extraktd v téchto pfipravcich uvadi pouziti
ultrazvukem asistované extrakce z pevné faze do kapalné (SLE). Ta je pak nasledovana
filtraci, centrifugaci nebo obéma metodami jako druhy stupen extrakce bioaktivnich latek,
kontaminantii nebo adulterantil z jejich matric. SLE patfi mezi snadné a rychlé metody
upravy vzorkt. Jeji oblibenost v analyze bioaktivnich latek je zaloZzena na skuteCnosti, Ze
extrahované slouceniny jsou snadno rozpustné v rozpoustédlech pouzivanych k extrakei.
Navic tato rozpoustédla jsou kompatibilni s pouzitymi HPLC metodami, takze neni nutny
dalsi krok odpatovani a rekonstituce. Diky snadné homogenizaci a pulverizaci pevnych
vzorkd poskytujicim rozpoustédlim velky vyménny povrch a kratké difuzni cesty lze
dosdhnout rychlé extrakce analytl s poZadovanou vytéZznosti. Pro vétSinu vzorki je obvykle
nezbytna doba ultrazvukovani krat$i nez 30 minut. Po sonifikaci byva nerozpus$tény material
obvykle odstrafiovan filtraci [42-45,49,51,54,57,60] a centrifugaci [46,50,56]. Né&které prace
uvadéji pouziti vortexovani a protifepavani vzorkd v extrakénich rozpoustédlech pied
provedenim sonifikace, centrifugace a filtrace pro usnadnéni extrakce a dosazeni vysSiho
vytéZzku analyzovanych latek. N&které roztoky jsou dale po filtraci nebo odstfed’ovani
ziedény, nez jsou davkovany do chromatografického systému. NejCastéji pouzivanym
extrakénim rozpoustédlem je ¢isty methanol, nasledovany riznymi vodnymi a okyselenymi
smésmi methanolu, pfipadné ethanol, acetonitril ¢i dalSi nepolarni rozpoustédla zvolena
podle povahy extrahovanych latek.

V ptipadé¢ MS, MS/MS a HRMS analyzy vyzadujici vysokou ¢istotu analyzovanych
vzorkd, se pouziva n€kolik forem extrakce tuhou fazi (SPE). Piikladem je pouziti disperzni
SPE ve studii zaméfené na cilenou analyzu 1é€iv, rostlinnych toxint a dalSich sekundarnich

metaboliti v bylinnych dopliicich stravy UHPLC-HRMS metodou. Analyzované dopliiky
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stravy byly ve form¢ mékkych tobolek. Aby se minimalizovala ptitomnost nepolarnich
slozek ko-izolovanych z lipofilni matrice v kone¢ném vzorku, bylo provedeno preciSténi
pomoci dSPE nasledované filtraci a fedénim [9]. Mezi moderni sorbenty pouzivané
v riznych formach SPE patii naptiklad grafénovy oxid [65]. Nedavna prace uvadi pouziti
SPE zaloZzené na metodé¢ molekularné vtisténych polymert (MISPE) k odstranéni
matricovych efektti u MS. Vhodnost MISPE-UHPLC-MS/MS metody pro analyzu realnych
vzorkli byla ovéfena stanovenim lovastatinu v doplncich stravy s obsahem cervené
fermentované ryze [66]. MIP poskytuji vysokou selektivitu v kroku extrakce, proto jsou
vyhodné pro Upravu vzork z komplexnich rostlinnych matric. AvSak pocet dostupnych
komerc¢nich MIP sorbentt pro extrakci biologicky aktivnich slou¢enin z rostlinnych extrakti

je zatim omezeny.

Obr. 3 Priklad provedeni disperzni extrakce na tuhou fézi (dSPE) [64]

V neposledni fadé¢ se Ize stale setkat s metodou extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE)
pii ptipravé vzorka doplikl stravy nebo extrakci bioaktivnich latek z rostlinnych extrakta.
Tato metoda vétSinou vyzaduje pouziti patiicného wvnitiniho standardu a ve svém
standardnim provedeni neni pfili§ ekologicka s ohledem na pouzivana rozpoustédla. Proto je

konvenéni LLE nahrazovana novymi miniaturizovanymi technikami, jako je mikroextrakce
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z kapaliny do kapaliny (LLME), disperzni mikroextrakce z kapaliny do kapaliny (DLLME)
nebo mikroextrakce do jediné kapky (SDME).

Metoda LLE byla pouzita v praci zabyvajicich se stanovenim stimulanti, anorektickych
1€kt a inhibitort fosfodiesterazy 5 v doplicich stravy pomoci LC-HRMS. Postup ptipravy
vzorku v této studii sestaval z rekonstituéniho kroku pied a po provedeni LLE. Smeés
pentan/ethylether (9:1) byla pouzita jako akceptorova kapalina pro slouceniny rozpusténé v
IM roztoku hydroxidu sodného [4]. DalSim ptipadem, kdy je nezbytné vyuzit LLE v pribéhu
upravy vzorku, je analyza rostlinnych sterolti a stanold. Ty se vyskytuji v pfirod¢ ve formé
estert, které je nezbytné zmydelnit pro ziskani volnych forem, které Ize separovat a stanovit

pomoci HPLC [67].

Obr. 4 Struktura oxidovaného grafénu obsahuje hydroxy, karboxy a epoxy skupiny (A), disperze grafénového oxidu ve vodé
(B) [68]
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3.2.3 Validace novych metod

Pro zajisténi spolehlivych a piesnych vysledkti analyz musi byt publikovana data
opatiena patficnym QA/QC protokolem. V piipad¢ validace metod pro analyzu dopliki
stravy neexistuji jednotné pokyny (,,guidelines®) pro jeji provedeni a pozadovana kritéria.
Autofi jednotlivych studii se odkazuji na pokyny FDA pro validaci bioanalytickych metod
[69], pokyny Mezindrodni rady pro harmonizaci technickych pozadavki na 1é¢ivé ptipravky
pro huménni pouziti (ICH) [70] nebo na lékopisna a jina doporuceni [71-73].

I pfes tuto nejednotnost, vétsSina praci zabyvajicich se stanovovanim bioaktivnich latek
v dopliicich stravy a testovanim Cistoty rostlinnych extraktl se shoduje v parametrech
validace jako je selektivita, citlivost (LOD / LOQ), linearita, pfesnost a preciznost, vytéZnost
extrakce, matricové efekty (v ptipadé MS detekce), stabilita vzorkil a robustnost navrzené
metody. Limity pro vSechny uvedené parametry jsou piejaty z uvedenych pokynii a
doporuceni. Také byva uveden test vhodnosti chromatografického systému.

Pro identifikaci bioaktivnich latek se casto pouzivd srovnani retencnich cast
odpovidajiciho piku na chromatogramu referen¢niho standardu a vzorku. Dale pfi pouZiti
PDA detektoru je mozné porovnat spektra analyzované latky s referenénim standardem.
Vzhledem ke komplexnosti rostlinnych extraktti byva ov§em nutné provést ovéteni pravosti
analyzovanych latek, kdyz danda HPLC metoda sama o sobé nemiZe zarucit ptesnou shodu
analyzované latky v referenénim roztoku a roztoku vzorku, ptipadné detekovat koeluci vice
latek v jednom chromatografickém piku. Ovéteni se obvykle provadi pomoci MS, MS/MS a

HRMS dat.

29



TEORETICKA CAST

3.2.4 Trendy a perspektivy do budoucna

Lze konstatovat, ze preferovanou analytickou technikou pro analyzu bioaktivnich latek
v dopliicich stravy je konvenéni HPLC spojena s PDA a UV detektory. Tato skutecnost
prameni nejvice z toho, Ze tato technika je dobfe zavedena ve vétsing analytickych laboratofi,
které se zabyvaji provadénim rutinnich analyz riznych vzorki, a to nejen dopliki stravy. I
pies tento fakt se instrumentace UHPLC zaciné prosazovat stale Castéji v poslednich letech
a jako alternativni detek¢ni techniky k UV vyuzivd fluorescencni detekci, univerzalni
odpafovaci detektory (CAD, ELSD) a nejvice MS detekci. Urcitou alternativou
k HPLC/UHPLC pro obtizné separace izomernich sloucenin se do budoucna zdd byt
superkriticka fluidni chromatografie (SFC/UHPSFC), kterd by mohla poskytnout selektivitu,
které nelze dosahnout konvenéni kapalinovou chromatografii.

V ptipad¢ testovani Cistoty rostlinnych extraktl, témét vyluéné je vyuzivano UHPLC
instrumentace spojené s MS, MS/MS a HRMS detekci. Trend téchto analyz jasné sméfuje
latek, které se mohou vyskytovat v rostlinnych extraktech jako kontaminanty nebo
adulteranty. V ptipad¢ analyzy té¢zkych kovi prevlada vyuziti techniky ICP-MS.

Krom¢ specialnich analyz stopovych latek jako jsou mykotoxiny, v Gpraveé vzorku pred
analyzou pievladéa jednoduchd extrakce z pevné faze do kapalné za pomoci ultrazvuku, po
niZ nasleduje filtrace nebo odstfedovani. Je velice pravdépodobné, Ze ultrazvukem
asistovana extrakce s ohledem na matrice doplik stravy a rostlinnych extrakti bude i nadale
hlavni extrakéni technikou tpravy vzorkli pouzivanou pro stanoveni bioaktivnich latek

v dopliicich stravy s obsahem rostlinnych extraktl a pro testovani Cistoty té€chto extrakta.
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4 Komentare k publikovanym pracim

4.1 A study of retention characteristics and quality control of
nutraceuticals containing resveratrol and polydatin using fused-core

column chromatography

Cilem této prace, ktera zapocala jiz v ramci diplomové prace kandidata [74], bylo
vyvinout rychlou HPLC metodu pro soucasné stanoveni resveratrolu a jeho glykosidu
polydatinu v dopliicich stravy s obsahem rostlinnych extraktti ziskanych zejména z oddenkii
a kotent Kridlatky japonské.

Resveratrol je polyfenolicky fytoalexin, ktery je produkovan fadou rostlinnych druhd,
jako jsou hroznové vino, moruse a pravée kiidlatka. V ptirod¢€ se vyskytuje v trans-izomerni
formé¢, kterd je relativné stabilni. V rostlinnych extraktech mtzeme také nalézt jeho
glykosidickou formu, znamou jako polydatin nebo piceid (resveratrol-3-O-B-D-glukosid)
[75]. Oddenky a koteny Kridlatky japonské jsou v soucasné dobé hlavnim zdrojem extraktu
obsahujicim pfirodni resveratrol a polydatin v dopliicich stravy na celosvétovém trhu [76].
Resveratrol a polydatin vykazuji kardioprotektivni ucinky, které jsou spojeny s jejich
schopnosti vyvolavat vasorelaxaci, protizanétlivou odezvou a zachytdvanim kyslikovych
radikalid. Zajem o tyto slouceniny zacal rist po studiich “francouzského paradoxu”, ve
kterém byl kardioprotektivni G€inek vina pfisuzovan obsahu latek polyfenolové kompozice.
Mezi dalsi pfinosy pro lidské zdravi patfi protinddoroveé, antidiabetické, anti-
neurodegenerativni a antiobezitni u¢inky [77].

Vramci vyvoje nové RP-HPLC-UV metody pro stanoveni obsahu resveratrolu a
polydatinu v rostlinnych extraktech bylo testovano nékolik chromatografickych kolon
s rozdilnou selektivitou (C18, RP-Amide, F5, Phenyl-hexyl, ES-CN). Byl sledovan a
vyhodnocovan efekt objemové frakce acetonitrilu, ktery byl zvolen pro jeho elué¢ni silu, na
retencni faktor log k obou analyti na zminénych typech stacionarnich fazi. Jako druha slozka
mobilni faze byl pouZit vodny roztok kyseliny octové o pH 3.0. Optimalni podminky byly
nalezeny pro chromatografickou kolonu s povrchové poréznimi c¢éasticemi s nitrilovou
staciondrni fazi a mobilni fazi o slozeni acetonitril/vodny roztok kyseliny octové o pH 3.0

(20:80, v/v). Navic, rozliSeni obou analytli bylo natolik dobré, ze umoZznilo pouZiti vnitiniho
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standardu p-nitrofenolu, ktery se eluoval piesn¢ mezi obéma piky, takze nedoslo

k prodlouzeni ¢asu analyzy, kterd byla 3 min (Obr. 5).

Polydatin
LS. p-Nitrophenol

Absorbance 305 nm [mall]

100

=

_________________ | -~

—

10 208 an The (i)

Obr. 5 Chromatogram separace resveratrolu, polydatinu a p-nitrophenolu v roztoku standardu na fused-core koloné
Ascentis Express ES Cyano (100 x 3.0 mm), s velikosti castic 2.7 um, mobilni faze acetonitril/vodny roztok kyseliny octové
o pH 3 (cerna horni linka)) a chromatogram z analyzy doplitku stravy Indonal (Cervena spodni linka)

Metoda upravy realnych vzorkl dopliki stravy pied davkovanim do HPLC systému
byla optimalizovdna na zéklad€ metod nalezenych v literatufe. Pfima extrakce do Cistého
metanolu za pomoci ultrazvukové 1azné prokdzala dostatecnou vytéznost obou analytd. Ta
se pohybovala v rozmezi 83—107 % pro vSechny testované dopliky stravy. Tento rozptyl byl
navic pravdépodobné zplisoben tim, Ze nebylo mozné provést test vytéznosti pridanim
velkého mnoZstvi roztoku standardu do vzorku (spike) odpovidajici alesponn mnoZstvi
obsazené jiZz v samotné matrici. Ziskat samotnou matrici bez obsahu analyzovanych latek
v piipad¢ rostlinnych extraktl je témef nemozné. Pro Ucely testu vytéZnosti musely byt
pouzity velmi malé navazky do stejné tak malych objemu fedéni, coZ mohlo ovlivnit vysi
vytézku. Optimalni podminky extrakce pro 0.1-0.4 g praskovych vzorki zahrnovaly 15 min
ultrazvukovani ve 25 mL ¢istého metanolu s pfidavkem vnitiniho standardu nésledované

filtraci pfes 0.45 um PTFE filtr.
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Validace nové vyvinuté metody zahrnovala stanoveni parametri testu zplsobilosti
chromatografického systému, linearity, citlivosti, selektivity, pfesnosti, preciznosti a
robustnosti metody. Validace vychazela z doporuc¢enych postuptit ICH a Evropského 1ékopisu
[70].

Analyza vybranych doplika stravy ukéazala, zZe obsah a tim i kvalita jednotlivych
ptipravkli se celkem vyrazné lisi. Dilezitou informaci pro spotiebitele také mutize byt
absolutni nalezené mnozstvi zkoumanych latek v jednotlivych ddvkovych forméch (tabletach
nebo kapslich). Vysledky analyzy lze vSak az na jeden piipad povazovat za celkem
uspokojivé, protoze nalezené obsahy resveratrolu byly v souladu stim, co vyrobci

deklarovali na obalech jednotlivych pripravki v ramei tolerovatelné odchylky.
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4.2 A new method for rapid determination of indole-3-carbinol and its
condensation products in nutraceuticals using core—shell column

chromatography method

Tato prace se zabyvala vyvojem HPLC metody pro stanoveni obsahu indol-3-karbinolu
v doplncich stravy s obsahem rostlinnych extraktii ziskanych z brukvovité zeleniny.
Brukvovita zelenina je bohata na obsah indolovych glukosinolatt, jejichz enzymatickou
degradaci vznika prave indol-3-karbinol. Extrakt tohoto druhu zeleniny proptjcuje dopliikiim
stravy charakteristicky zapach.

V kyselém prostiedi podobnému lidskému Zaludku dochédzi ke konverzi indol-3-
karbinolu na nékolik kondenzacnich produktti (Obr. 6). Vnitini nestabilita indol-3-karbinolu
v kyselém prostfedi vychazi z vinylové karbinolaminové casti indolového kruhu. Tato
jedine¢na strukturni vlastnost je zdkladem pro vysokou citlivost indolu-3-karbinolu na
dehydrataci a kondenzaci katalyzovanou kyselym prostfedim za vzniku komplexni fady
oligomernich produktii, véetné 3,3 -diindoylmethanu (DIM), indolo[3,2b]karbazolu (ICZ),
linearnich trimertt (LTr), cyklického trimeru (CTr) a cyklického tetrameru (CTet) [78]. In
vivo hodnoceni indol-3-karbinolu a jeho ptibuznych latek predpoklada, ze DIM je jednou
z hlavnich bioaktivnich latek nesouci ti€inky pfipisované indol-3-karbinolu [79,80]. Mezi ty
patii protinddorova aktivita, zejména u hormonalné dependentnich tumort zahrnujici nador
prsu, prostaty, délohy a tlustého stieva. Extrakt s obsahem indol-3-karbinolu navic vykazuje
chemoprotektivni ucinky proti estrogen-responsivnim druhtim nadord, jako je nador
dé€lozniho ¢ipku nebo nador prsu, jelikoZ inhibuje ERa receptory [24].

Cilem vyvoje nové HPLC metody bylo ziskat rychlou metodu pro stanoveni indol-3-
karbinolu v rostlinnych extraktech obsaZenych v kapslich doplikt stravy dostupnych na trhu
v CR. Indol-3-karbinol je mala stfedn& polarni molekula. Pii vyvoji chromatografické
metody musela byt brana v potaz také jeji nestabilita v kyselém prosttedi, proto byla zvolena
kolona s nepolarni stacionarni fazi a eluent obsahujici pouze ¢istou vodu a polarni organické
rozpoustédlo. Acetonitril byl zvolen pro dosaZeni rychlejsi eluce analytu a lepSi symetrie

piku.
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Obr. 6 Struktura indol-3-karbinolu a jeho hlavnich kondenzacnich ~produktii. I3C, indole-3-carbinol;
DIM, 3,3 -diindolylmethane; LTr, prvni linedrni trimer; ICZ, indol[3,2b]karbazol; LTr, druhy linedrni trimer; CTr, cyklicky
trimer [78]

V prvnim kroku byl proveden screening nékolika chromatografickych kolon s rtizné
modifikovanymi stacionarnimi fazemi (C18, F5, Biphenyl a Phenyl-hexyl) za pouZiti
mobilnich fazi s riznym pomérem voda/acetonitril. Také byl testovan vliv pouziti povrchove
poréznich a pln€ poréznich ¢astic v naplnich kolon na symetrii piku. BEhem vyvoje metody
nebyl prokazan specificky vliv jednotlivych stacionarnich fazi na eluci analytu, proto byla
vybréana kolona zajisStujici nejlepsi tvar piku a Zadnou koeluci interferujicich pikl z matrice.
Tou byla Kinetex XB-C18 kolona s postrannimi iso-butyl fetézci.

V pribéhu vyvoje metody a zejména analyzou realnych vzorka se ukazalo, ze extrakty
neobsahuji pouze indol-3-karbinol, ale také jeho kondenzacni produkty. Prvni indikact, Ze se
jednd o kondenzacni produkty, byla odezva pii stejné vinové délce UV detekce a delsi
retencni Cas. Pomoci MS analyzy bylo prokazano, ze extrakty obsahuji kondenzacéni

produkty indol-3-karbinolu, nepodafilo se vSak pfifadit jednotlivé hmoty pikim na
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chromatogramu nové vyvinuté HPLC metody (v ¢lanku nediskutovéano). Kvtli obsahu téchto
produkt ve vzorcich doplikd stravy, metoda byla dale optimalizovdna za pouZiti
gradientové eluce. Pro piesnéjsi stanoveni indol-3-karbinolu byl pouzit vnitini standard. Jako
nejvhodnéjsi byl zvolen ethylparaben, jehoz nejvyssi odezva byla nejblize 270 nm €ili vinové
délce pouzité pro detekci indol-3-karbinolu a jeho kondenzacnich produktti, a jehoZz retenéni
¢as neprodluzoval celkovou dobu analyzy, kterd byla i s ekvilibraci kolony 6.3 min.

Bylo testovano né¢kolik postupi pro extrakci indol-3-karbinolu na zakladé metod
nalezenych v literatute. Bylo zjisténo, ze ze dvou analyzovanych ptipravkl za pouziti ¢istého
methanolu nebylo extrahovano zadné mnozstvi hledaného analytu. Z tohoto diivodu bylo u
vSech zkouSenych ptipravka otestovano nékolik dalSich rozpoustédel, jako je acetonitril,
ethanol, dimethylsulfoxid a propan-2-ol, zda dojde k Ilepsi extrakci analytu z
homogenizované smési kapsli, avSak pfima extrakce do methanolu pomoci ultrazvukové
lazné se ukazala jako dostateCna.

Validace nové vyvinuté metody zahrnovala stanoveni parametri testu zpiisobilosti
chromatografického systému, linearity, citlivosti, selektivity, pfesnosti, preciznosti a
robustnosti metody. Validace vychazela z doporucenych postupii ICH a Evropského 1ékopisu
[70]. Testovani stability roztoku indol-3-karbinolu prokéazalo, ze pouziti 50°C pro separaci
na kolon¢ nema vliv na vysledné stanoveni analytu.

Vysledky analyzy vzorkl dopliiki stravy ukazaly, ze deklarované a nalezené¢ mnozstvi
indol-3-karbinolu se v jednotlivych preparatech velmi li§i. Znepokojujici je to, Ze ve dvou
ptipravcich nebylo nalezeno zddné mnozstvi deklarované latky, byt byl vyrobcem
deklarovan obsah 200 mg a 150 mg indol-3-karbinolu v jedné kapsli. Navic, trzni cena téchto
ptipravkll nebyla viibec nizkd. V dalSich dvou pfipravcich bylo nalezeno velké mnoZstvi
kondenzacnich produkti a nizké mnozstvi indol-3-karbinolu. Vyrobce vSak deklaroval obsah
indol-3-karbonilu, nikoli extraktu, tudiZ pfitomnost degradacnich (kondenzaénich) produktt
poukazuje na Spatnou formulaci ptipravki nezajistujici spravné podminky pro stabilitu
deklarované latky. Obecné 1ze konstatovat, ze kvalita testovanych pfipravkl byla na velmi

nizké urovni.
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4.3 A new approach to the rapid separation of isomeric compounds in a
Silybum marianum extract using UHPLC core-shell column with F5

stationary phase

V této praci byla vyvinuta a validovana nova metoda ultra-vysokoucinné kapalinové
chromatografie (UHPLC) vyuzivajici core-shell kolonu s pentafluorfenylovou staciondrni
fazi pro separaci a kvantifikaci sedmi aktivnich slozek extraktu Ostropestice marianského,
oznacovaného téz jako silymarin. Ten je zndmy svou schopnosti chranit jatra pfed toxickymi
latkami, 1é¢bou hepatitidy a protinadorovou aktivitou. Nositeli anti-hepatotoxickych uc¢inki
extraktu je flavonoid taxifolin a smés hlavnich bioaktivnich flavonolignant: silychristinu,
silydianinu, silybinu A, silybinu B, isosilybinu A a isosilybinu B. Ctyii posledni latky pati
do dvou skupin diastereoizometrnich flavonolignanii [81,82]. Silymarin je v soucasné dobé

Siroce pouzivan v komerc¢nich piipravcich a bylinnych ¢ajich.
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Obr. 7 Struktury diastereoizomernich péri silybinu a isosilybinu [83]

Cilem vyvoje a optimalizace nové UHPLC metody bylo ziskat takové chromatograficke
podminky, které by umoznovaly dostatecnou separaci vSech stanovovanych latek
v piijatelném cCase. Zejména obsah dvou diastereoizomernich parit — silybinu A/B a
isosilybinu A/B byl ptfedpokladem pro problematickou separaci. Vyvoj metody zacal
puvodné na konvenc¢nim HPLC systému, v prabehu se ale ukézalo, Zze tento pfistup neni

dostate¢ny a ze pro dosazeni pozadované separace je nutné zapojit techniku UHPLC.
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Na zéklad¢ informaci nalezenych v literatufe, jako pocatecni sloZzeni mobilni faze pro
vyvoj RP-HPLC metody byl stanoven fosfatovy pufr o nizkém pH a acetonitril. Bylo
testovano nékolik kolon plnénych core-shell cCasticemi srizné modifikovanymi
stacionarnimi fazemi (biphenyl, phenyl-hexyl, RP-amide, F5, C18, C30, ES-CN) za pouziti
roztoku extraktu  sylimarinu  obsahujicim  vSechny stanovované slouceniny.
Pentafluorofenylova stacionarni faze prokazala nejlepsi selektivitu a potencidl pro separaci
izomernich latek — silybinu A, B a isosilybinu A, B. Tato stacionarni faze je znama svou
kombinaci polarnich a nepolarnich interakci, mezi které pati vodikové vazby, hydrofobni,
elektrostatické, aromatické a sterické/planarni interakce [84]. Ty davaji moznost dosahnout
ucinné separace izomernich latek, které by nebylo mozné docilit na konven¢nich C18 a C8
reverznich fazich [85,86].

Slepou vétvi vyvoje metody byla snaha o zménu selektivity pfidanim B-cyklodextrinu
do vodné slozky mobilni faze. Dle dostupnych informaci v literatuie, slouceniny silymarinu
by mély mit zna¢nou afinitu ke tvorbé inkluzi pravé s B-cyklodextrinem, ktery se pouziva
jako chirélni selektor v mobilnich fazich [87,88]. Efekt byl v§ak opacny a interakce analyti
s B-cyklodextrinem méla za nésledek horsi rozliSeni jednotlivych piki na F5 koloné. Naopak
na C18 stacionarni fazi byla separace s B-cyklodextrinem v mobilni fazi lep$i nez bez n¢j,
ale stale zcela nedostacujici.

Optimalizace metody tedy pokraCovala bez dalSich aditiv v mobilni fazi za pouziti
Kinetex F5 kolony. Misto acetonitrilu v mobilni fazi byl pouzit methanol, ktery je slabSim
elu¢nim rozpoustédlem na reverznich fazich a navic u pentafluorofenylové stacionarni faze
posiluje aromatické interakce. Ty vznikaji tak, Ze m-m elektrony aromatického kruhu
interaguji s m-m elektrony analytu, coZ ma za nésledek vzestup retence analytu na koloné.
Acetonitril jako sloZzka mobilni faze naopak tyto interakce potlacuje. Pouze za vyuziti v§ech
interakci, které mize F5 stacionarni faze poskytovat (Obr. 8), bylo dosaZeno separace obou
diastereoizomernich part silybinu a isosilybinu. Gradientova eluce byla optimalizovana tak,
aby zajistila separaci vSech pikli a zamezila koeluci piki, zejména u vzorkl bylinnych cajt.
Byt’ byla pro detekci na PDA detektoru zvolena vinova délka davajici maximalni odezvu pro
analyzované slou¢eniny (288 nm), matrice vzorkl obsahovaly spoustu latek s odezvou pfi
stejné vinové délce. I pres veskeré ladéni gradientového programu, tvar piku silydianinu

nebyl ideélni, proto byla zvySena iontova sila fosfaitového pufru na 100 mM. Tento krok
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zajistil dostate¢nou symetrii pro vSechny stanovované piky. Za béznych okolnosti neni
vhodné takto silny fosfatovy pufr poustét na (UHPLC systém. V tomto piipadé byla
zajiSténa dobra rozpustnost pouzitého hydrogenfosforecnanu sodného i v bod¢ gradientu,
kdy se misil s vétS8im objemem methanolu pouzitim vyssi teploty (50 °C) v kolonovém

prostoru.

Vodikové vazb
Elektrostaticka y

F Stericka/planarni

Aromaticka
Hydrofobni

Obr. 8 Interakcni mechanismy F5 staciondrni faze [89]

Bylo testovano nékolik postupii pro extrakci stanovovanych latek na zdkladé metod
nalezenych v literatute. Pfimé extrakce homogenizovanych ptipravkil za pouziti ultrazvuku
do ¢istého methanolu se ukazala jako plné dostacujici. Pro analyzu bylo pouZito mnozstvi
2 g homogenizované smési bylinného ¢aje a 0.5-1.0 g homogenizované smési dopliku
stravy. Homogenizace vzorkt byla provadéna v kulovém mlynu pti 30 Hz po dobu 2 minut.

Optimalni podminky upravy vzorku pfed analyzou zahrnovaly 10 min extrakci
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v ultrazvukové 14zni do 50 mL ¢istého methanolu, fedéni s ultracistou vodou, centrifugaci a
filtraci ptes 0.22 PTFE stiikackovy filtr.

Nové vyvinuta metoda byla validovana dle ICH doporuceni a pouzita pro stanoveni latek
obsazenych v extraktu sylimarinu v dopliicich stravy a v bylinnych c¢ajich s obsahem
ususen¢ho plodu Ostropestice marianského. Podle Evropského 1€kopisu, obsah extraktu
sylimarinu je hodnocen jako suma vSech analyzovanych flavonolignant bez flavonoidu
taxifolinu. Proto celkova mnozstvi latek v jednotlivych analyzovanych extraktech a ¢ajich
jsou v ¢lanku udavana bez nalezeného mnozstvi taxifolinu (byt i on je nositelem pozitivnich
ucinkl pro lidsky organismus). Celkovy obsah nalezenych ucinnych latek v jednotlivych
extraktech je uvadén jako jejich potence, vyrobci totiz nedeklaruji obsah flavonolignanii
v jedné davce, ale pouze mnozstvi extraktu. Ta pouze u dvou pfipravkii byla v rozmezi 72.9—
77.6 %, u viech ostatnich se pohybovala v rozmezi 40.5 % az 55.9 %.

V ptipad¢ bylinnych c¢ajii s obsahem suSené¢ho (a drceného) plodu Ostropestrice
marianského, nalezené mnozstvi analyzovanych latek, pfepocitané na 1 g homogenizované
smési vzorku, bylo az na jeden piipad téméf totozné. Caje délené do sackil se pouze vyrazné
lisily v obsahu mnozstvi suSen¢ho a drcené¢ho plodu. Na zavér lze jesté dodat, ze dle
provedené studie, kterd neni uvedena v ¢lanku, bylo zjisténo, ze extrakce stanovovanych
latek do horké vody, ptipadné povateni drceného plodu po dobu 10 min, mé za nasledek
v porovnani s extrakci latek do Cistého methanolu 10x niz8i vytéZnost aktivnich latek

sylimarinu.
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4.4 A UHPLC method for the rapid separation and quantification of
phytosterols using tandem UV/Charged aerosol detection — a

comparison of both detection techniques

V této studii byla vyvinuta, optimalizovana a validovana novda UHPLC metoda pro
stanoveni sedmi rostlinnych sterolti a stanoli v mékkych tobolkéch a tabletaich doplinkt
stravy za vyuziti tandemové detekce UV/CAD. Metoda byla vyvinuta pro separaci a
stanoveni fytosterolll ergosterolu, brassicasterolu, campesterolu, fucosterolu, stigmasterolu,
B-sitosterolu s fytostanolu stigmastanolu. Tyto latky a jejich estery, jsou ptirodnimi steroidy
vyskytujici se zejména v membranach rostlinnych bunék. Vétsina fytosterolii ma 28 nebo 29
uhlikl ve své molekule a obsahuje jednu nebo dvé dvojné vazby. Tim se lisi od fytostanold,
které jsou zcela nasycené a nemaji zadnou dvojnou vazbu ve své struktuie. V rostlinnych
buiikach se rostlinné steroly a stanoly vyskytuji jako estery mastnych kyselin nebo glykosidy
[90,91].

Rostlinnymi zdroji bohatymi na steroly a stanoly je cela fada ofecht, ovoce a rostlinnych
oleji. Také nékteré potraviny jsou obohacovany o fytosteroly, naptiklad pomazanky nebo
¢okolady. V téch najdeme nejcastéji B-sitosterol, campesterol, stigmasterol, brassicasterol a
stigmastanol [91,92]. Toto obohacovéani je provadéno pro schopnost fytosterolli a fytostanolil
snizovat LDL cholesterol v lidském téle. Fytosteroliim jsou navic pfipisovany protektivni
ucinky u rozvoje nékterych typl nadord, protizanétlivé a antioxidacni vlastnosti. Fytosteroly
(zejména campesterol, PB-sitosterol a stigmasterol) obsazené v extraktu rostliny Serenoa
plaziva (znamé téZ jako Saw palmetto), jsou pouzivany v lé¢ivych ptipravcich a doplicich
stravy pro pomocnou lécbu benigni hyperplazie prostaty [91,93,94].

Ukol této prace, vyvinout UHPLC metodu pro rychlou separaci vybranych fytosterolti
a fytostanolt, se zdal byt nesnadny uz od samého pocatku. Latky maji velmi podobné
struktury a pro svou lipofilni povahu jsou nej€astéji stanovovany pomoci GC instrumentace
[92,93,95-98]. Ta vSak neni idedlni volbou, protoZe ji musi pfedchazet derivatizace
stanovovanych analytl, kterd zvySuje naroky na ptipravu vzorku a miiZze do stanoveni vnaset
urc¢ité chyby. Pfi zapojeni HPLC instrumentace s béZné uZivanou UV detekci miiZze byt
stanovovano pouze omezené mnozstvi fytosteroli a fytostanoli kvili chybé&jicim

chromofortim v jejich molekulach. Navic je nutné pouzit vinovou délku pod 210 nm, coz mé
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za nasledek snizeni citlivosti a zvySeni rizika potencidlnich interferenci. GC a HPLC metody
pro stanoveni fytosterolii jsou v obou piipadech zatizeny dlouhymi ¢asy analyz pro dosazeni
pozadovanych separaci jednotlivych analytii. V ptipadé MS detekce, u které derivatizaci lze
vynechat, se zas projevi problémy spojené se samotnou upravou vzorku pred analyzou. I bez
toho byva kvantifikace latek v rostlinnych extraktech za pouziti MS zatiZena
nepiedvidatelnymi matricovymi efekty a drahymi izotopoveé zna¢enymi vnitinimi standardy
[99,100]. Uprava realnych vzorkd obsahujicich fytosteroly a fytostanoly pied samotnou
analyzou je celkem naro¢na a zahrnuje saponifikaci nebo kyselou hydrolyzu ester. Tyto
kroky jsou pak nasledovany extrakci z kapaliny do kapaliny (LLE), zakoncentrovanim
vzorku a vyménou solventu pted davkovanim do HPLC systému [94].

Od zacatku vyvoje metody byl tandemové za PDA detektor zapojen Corona detektor
(CAD). Tato tandemova detekce prokézala, Ze fytostanoly nejsou detekovatelné¢ v UV
spektru ani pii vinovych délkach pod 210 nm. Navic bylo mozné porovnat oba typy detekce
z hlediska citlivosti. Pii vybéru mobilni faze musela byt brana v potaz tékavost vSech slozek
a aditiv, podobné¢ jako u MS detekce pro zamezeni Sumu a interferenci v chromatogramu
[99]. Acetonitril (MS grade) a Milli-Q voda byly pouzity pro gradientovou eluci pfi testovani
riznych typl kolon a stacionarnich fazi. Acetonitril byl vybran jako organickéd slozka
mobilni faze pro rychlejsi eluci lipofilnich fytosterolt. Z testovanych fazi prokazala nejlepsi
selektivitu pro analyzované latky phenyl-hexyl stacionarni faze. Core-shell kolona Kinetex
Phenyl-hexyl s velikosti ¢astic 1.7 pm byla vybrana pro dosazeni co nejlepSiho rozliSeni a
pro dalsi optimalizaci separace. Chromatografick¢é podminky byly nastaveny tak, aby se
naSel kompromis mezi rychlou separaci s dostate¢nym rozliSenim a udrzenim zpé&tného tlaku
v systému pod 80 MPa.

Bé&hem vyvoje metody se ukézalo, Ze separace campesterolu a campestanolu je nejen
obtizna, ale zcela nemoZnd na vSech testovanych stacionarnich fazich. Reten¢ni ¢as obou
latek byl vZdy stejny 1 v pfipad€ pomalejsi gradientové eluce. Bez spektralnich dat nebylo
mozné urcit, kterd ze dvou latek je v analyzovanych ptipravcich. Bylo vSak prokazano, ze
odezva obou standardl dle namétenych kalibracnich kiivek je na CAD totozna. Proto se dany
pik ve vzorcich stanovoval jako suma obou, sterolu i stanolu.

Testovani citlivosti obou detektorti u pikti viditelnych v UV oblasti pod 210 nm

prokazalo, ze Corona detektor je schopny dosdhnout minimalné tfikrat nizSiho limitu detekce
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nez UV detektor s vinovymi délkami pod 210 nm. To je také v souladu s obecné znamym
faktem, ze spousta rozpoustédel absorbuje v této oblasti UV spektra a tim dochazi k zvyseni
Sumu zakladni linie.

Cilem optimalizace metody pro Gpravu vzorkl pied analyzou spocivajici v saponifikaci
konjugovanych sterolli a stanolll a extrakci jejich volnych forem z analyzovanych doplik
stravy bylo co nejvice zjednodusit postupy nalezené v literatute. Jelikoz extrakéni postupy
mohly byt testovany pouze na redlnych vzorcich, vnitini standard (1-nonadekanol) byl pouzit
pro sledovani vytéznosti extrakci. Pro optimalizaci byly vybrany dva reprezentativni vzorky
ruznych formulaci doplika stravy, mékké tobolky a tablety. V literatufe lze nalézt, ze
nejcastejs$i postup provadeéni saponifikace fytosterolti spociva v pouziti 2M ethanolového
roztoku hydroxidu draselného pii 80 °C. Poté nésleduje extrakce z kapaliny do kapaliny
volnych sterolli [67,92,96,101]. Byla provedena studie vlivu délky saponifikace na vytéznost
volnych sterolii a stanoll za pouziti podminek nalezenych v literatufe. Tiepani obou typa
vzorka pii 80 °C ukézalo ptijatelnou vytéznost v Case 30 minut. Nasledna extrakce z kapaliny
do kapaliny byla provedena smichdnim saponifikované smési s vodnym roztokem kyseliny
chlorovodikové a pfidanim 10 mL n-hexanu. Ten pak bylo mozné pfimo davkovat do

UHPLC systému bez nutnosti dal$i vymény solventu nebo fedéni.
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Obr. 9 Kalibracni krivka f3-sitosterolu
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Optimalizovana metoda byla validovana dle ICH doporuceni. Odezva CAD je linearni
pouze v omezeném rozsahu, ztoho divodu byly pouzity kalibracni kiivky kvadratické
funkce pro jednotlivé stanovované analyty (Obr. 9). Vysledky analyz jednotlivych doplnki
stravy byly v souladu s tim, co vyrobci deklarovali na obalech, az na jeden ptipravek, ve

kterém nebyl nalezen zadny fytosterol ani fytostanol v detekovatelném mnozstvi.
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4.5 A UHPLC method for the rapid separation and quantification of

anthocyanins in acai berry and dry blueberry extracts

V této praci byla vyvinuta, optimalizovana a validovana novd UHPLC-UV/Vis metoda
pro rychlou separaci a stanoveni Sesti antokyanii v dopliicich stravy s obsahem extraktu
zacai a borivek. Antokyany patii do skupiny flavonoidd, které jsou zodpovédné za
cervenou, modrou a fialovou barvu mnoha rostlin, ovoce a zeleniny. Je jim pfipisovano
mnoho prospéSnych uc¢inkti v lidském organismu, zejména pro jejich antioxidacni,
odvozené od antokyanidinG [102]. VétSina antokyani ma jako aglykon jeden z Sesti
antokyanidint zahrnujici cyanidin, delphinidin, malvidin, pelargonidin, peonidin a petunidin
[103].

Plody palmy acai jsou po dozrani malé tmavé fialové bobule, které jsou bohaté na
antokyany. V posledni dobé se tyto plody tésily velké pozornosti a dokonce ziskaly oznaceni
jako ,,super potravina“. Extrakt bobuli acai lze nyni bézn¢ sehnat jako doplnék stravy [104].
Nékolik antokyantl, jako naptiklad cyanidin-3-glukosid, cyanidin-3-rutinosid, peonidin-3-
glukosid a dalsi, byly nalezeny v bobulich acai. Na rozdil od acai, profil antokyanii
v bortivkéach je mnohem Sirsi, zahrnuje galaktosidy, glykosidy a arabinosidy péti aglykont
delphinidinu, cyanidinu, petunidinu, peonidinu a malvidinu. Obsah jednotlivych antokyani
se vSak li§i v zavislosti na zemépisné oblasti, v které byly vyprodukovény [105].

Nejcastéji jsou antokyany analyzovany za vyuziti konven¢nich RP-HPLC metod s C18
stacionarni fazi a gradientovou eluci. Nedostatecnd selektivita a ucinnost separace je
nahrazovana pomalymi gradienty a dlouhymi Casy jednotlivych analyz. Informace nalezené
v literatufe a také Cerstv€ publikované vysledky analyzy antokyant v bortivkach ukazovaly
na to, ze fluorovand staciondrni fadze by mohla mit vhodnou selektivitu pro analyzované
antokyany v extraktech acai a bortivek obsazenych v dopliicich stravy [106,107]. Jizz vyvoje
metody pro analyzu silymarinu bylo zifejmé, Ze pentafluorofenylova stacionarni faze mtize
nabidnout nékolik riznych interakénich mechanismi. Daéle v reportovanych pracich byl
pouzit acetonitril jako organicka slozka mobilni faze a vodny roztok kyseliny mravenci (2-5
%). V kyselych roztocich o pH 3 a niz§im jsou antokyany ve své flavylium-kationtové formé

vyznacujicim se syté Cervenym zbarvenim a absorpénim maximem pii 520 nm.
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Pro optimalizaci metody byla zvolena kolona Kinetex F5 (150%2.1 mm) s velikosti
castic 1.7 pm. Acetonitril a 5% vodny roztok kyseliny mravenci byly vybrany pro
optimalizaci gradientové eluce. Na zakladé predbézné analyzy vSech dostupnych doplnkt
stravy s obsahem acai a borivkového extraktu byla metoda optimalizovana pro separaci Sesti
antokyan (Delphinidin-3-galaktosid, Delphinidin-3-glukosid, Delphinidin-3-rutenosid,
Cyanidin-3-glukosid, Cyanidin-3-rutenosid a Peonidin-3-glukosid). Pro ovéfeni, ze F5
stacionarni faze poskytuje nejlepsi separaci vSech analyzovanych antokyant, byla provedena
komparativni studie s dvéma dalSimi typy RP stacionarnich fazi s modifikovanym povrchem
¢astic v kolonach Luna Omega Polar (polarni skupiny) a Luna Omega PS (pozitivni naboj).
Ob¢ stacionarni faze nabizeji rozsifené moznosti interakce s analyty nez konvencni C18
kolony. Jde o kolony s plné poréznimi ¢asticemi o velikosti 1.6 um. Pro kaZdou kolonu byl
nalezen optimalni gradientovy program o stejném sloZeni jako pro kolonu Kinetex F5. Obg
Luna Omega kolony prokazaly podobnou separacni Gc¢innost v porovnani s F5 kolonou.
Vysledky jsou ve shodé¢ s predpokladem, ze separacni ti¢innost velmi malych castic, jak
povrchové poréznich tak 1 pln€ poréznich, je velkd. Ackoli rozliSeni a symetrie pikli byla na
vSech kolonach podobna, reten¢ni €as posledniho piku byl nejkratsi u Kinetex F5 kolony (3
min), ktera tim byla vybrana pro néslednou validaci metody. Doba jedné analyzy i
s ekvilibraci kolony nepfesahla 5 minut.

V ramci vyvoje metody byla zkoumana a optimalizovana metoda pro upravu vzorku a
extrakci analyzovanych antokyani. Bylo vychazeno z dat nalezenych v literatuie [107,108-
110] a na jejich zakladé bylo testovano nékolik extrakénich rozpoustédel za pouziti
ultrazvukové 1azn€. Jako nejoptimalnéjsi extrakéni solvent byla vybrana smes methanolu a
5% vodného roztoku kyseliny mraven¢i v objemovém poméru 25:75. Délka extrakce analytl
z matrice na ultrazvukové 1azni byla dostacujici po dobu 10 minut.

Nové€ vyvinuta metoda byla validovana dle ICH doporuceni a pouZzita pro stanoveni Sesti
antokyanu v dopliicich stravy prodavanych na c¢eském trhu. Jak je vidét na Obr. 10, celkové
nalezené mnozstvi antokyani ve dvou ptipravcich s obsahem bortvkového extraktu bylo
mnohonasobné vyssi nez v extraktech z acai. V jednom doplitkku stravy nebylo nalezeno
zadné mnozstvi antokyani nad limitem detekce, ackoli vyrobce deklaroval obsah acai

extraktu srovnatelny s ostatnimi ptipravky.
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Obr. 10 Porovnani obsahu antokyanii v jednotlivych analyzovanych pripravcich s obsahem boriivkového extraktu (vlevo) a
acai extraktu (vpravo)
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4.6 A validated UHPLC method for the determination of caffeoylquinic
and di-caffeoylquinic acids in green coffee extracts using an RP-

Amide fused-core column

Tato prace, jejiz experimentdlni ¢ast byla ¢asteCné zpracovavana v ramci diplomové
prace M. Majorové [111], popisuje vyvoj a validaci rychlé UHPLC-UV metody vyuZzivajici
kolonu RP-Amide s vlozenou polarni skupinou pro separaci a kvantitativni stanoveni obsahu
3 isomerid kyseliny chlorogenové (3-CQA, 4-CQA a 5-CQA) a dvou disubstituovanych
derivatl kyseliny chlorogenové (1,3-di-CQA a 3,5-di-CQA) v extraktech zelené kavy. Tyto
extrakty byly obsazeny v dopliicich stravy ve formé tvrdych kapsli.

Isomery kyseliny chlorogenové jsou fenolické latky, derivaty kyseliny skoficové,
jsou spojovany se snizovanim rizika kardiovaskularnich chorob a diabetu mellitu typu 2
[32,112-114]. Navic maji schopnost zpomalovat vypousténi glukézy do krevniho fecisté po
konzumaci jidla [115,116]. Hlavnim zdrojem derivatii kyseliny chlorogenové jsou zrna
zelené kavy a extrakt z nich [33,117]. Ten se v posledni dobé t€si zna¢né popularité, zejména
pro piedpoklad rychlého hubnuti.

Béhem vyvoje UHPLC metody bylo testovano nékolik parametrli separace zahrnujici
vybér staciondrni faze, sloZzeni mobilni faze, teplota separace a pritok mobilni faze. Cilem
bylo ziskat rychlou a selektivni metodu. Nejprve bylo testovano nékolik rliznych kolon
s povrchové poréznimi a pln¢ poréznimi Casticemi s rizné chemicky modifikovanymi
staciondrnimi fazemi. Mobilni faze sloZend z vodného roztoku kyseliny mravenci byla
vybrdna pro potlaceni ionizace karboxylovych skupin a fenolickych hydroxylt
chlorogenovych kyselin. Acetonitril byl zvolen jako organickd slozka mobilni faze pro
rychlejsi eluci. RozliSeni pika kyseliny chlorogenové (3-CQA) a kryptochlorogenove (4-
CQA) bylo identifikovano jako kritické pro pfiijatelnou selektivitu stacionarnich fazi za
izokratické eluce o rtizném sloZeni mobilni fize (pomér ACN/vodny roztok kyseliny
mravenc¢i). Na zaklad¢ takto definovaného screeningu byly vybrany 3 kolony (Ascentis
Express RP-Amide 100 x 2.1 mm, 2.7 pm; Kinetex C18 100 % 2.1 mm, 2.6 pm; a Luna
Omega C18 Polar 150 x 2.1 mm, 1.6 pum) s potencialni pozadovanou selektivitou pro retencni

studii analyzovanych latek.
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Nejprve byl pro kazdou kolonu optimalizovan gradientovy program pro dosazeni co
nejidedlnéjsi separace a poté byl sledovan efekt obsahu kyseliny mravenci ve vodné slozce
mobilni faze (0.5, 2.0 a 5.0 %) na kritické rozliSeni pikti kyseliny chlorogenové a
kryptochlorogenové (3-CQA a 4-CQA). Z Obr. 11 je patrna unikatni selektivita RP-Amide
stacionarni faze. Ta by méla nabizet vyssi selektivitu pro polarni latky, obzvlasté pro ty, které
se chovaji jako donor vodikovych vazeb. S rostouci koncentraci kyseliny mravenc¢i v mobilni
fazi doSlo ke zrychleni eluce na této koloné pti zachovani dostate¢ného rozliSeni vSech pikil
na rozdil od zbylych dvou testovanych kolon. Pro naslednou validaci metody byla tedy
vybrana Ascentis Express RP-Amide kolona a gradientova eluce sestavajici z acetonitrilu a
5% vodného roztoku kyseliny mravenci k dosazeni co nejrychlejsi eluce. Piky kyseliny
chlorogenové a kryptochlorogenové se podatilo rozdélit s rozliSenim 3.40 v ¢ase krat§im nez
1.6 min. Celkova doba analyzy nepfesahla 8 minut. Jako idealni teplota kolony pro separaci
a zachovani stability analyti bylo zvoleno 30 °C. Na zdkladé zméfenych UV-spekter
analyzovanych kyselin byla vybrana vinova délka 325 nm pro monitoring a kvantitativni

analyzu.

Retencni ¢as posledniho piku

Vodny roztok kyseliny mravenci
s 0.5%
2%

e 5%

Kritické rozliseni dvou pik( | I I | |

RP-Amide Kinetex C18 Luna Omega RP-Amide Kinetex C18 Luna Omega

Obr. 11 Porovnani kritického rozliseni piku kyseliny chlorogenove a kryptochlorogenové na trech testovanych kolonach za
pouZziti rizné koncentrace kyseliny mravenci v mobilni fazi, cervend linka zobrazuje minimalni pozZadované rozliseni
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Dle literatury, pro extrakci chlorogenovych kyselin z rGznych matric je nejcastéji
vyuzivano 40-80% vodného roztoku methanolu [118-121]. Metoda zalozena na extrakci
z pevné latky do kapaliny za pomoci ultrazvukové lazné byla vybrana jako nejvhodnéjsi
k dalsi optimalizaci. Béhem té bylo zjisténo, Ze vSechny stanovované derivaty kyseliny
chlorogenové byly nejlépe extrahovany ze vzorki dopliku stravy za vyuziti smési methanolu
a 5% vodného roztoku kyseliny mravenci v rozmezi pomért 50:50 az 25:75. Z pohledu
chromatografické separace a symetrie pikil se jako optimalni slozeni extrakéniho solventu
projevil pomér 25:75. To umoznilo pfimy nastiik extrakéniho rozpoustédla vzorkii bez
zadnych dalsich fedéni. Optimalni ¢as extrakce na ultrazvukové lazni byl 10 minut. Behem
extrakce bylo nezbytné kontrolovat, aby se extrakéni solvent na ultrazvukové lazni
nezahftival kviili zjisténé tepelné nestabilité¢ analyzovanych latek.

Nové vyvinutd metoda byla validovdna dle ICH doporuceni a pouzita pro stanoveni
derivati kyseliny chlorogenové v dopliicich stravy sobsahem extraktu zelené kavy
dostupnych na trhu v CR. Identifikace piki nalezenych v analyzovanych vzorcich byla
provedena porovnanim reten¢nich Casii s pfisluSnymi referencnimi standardy. Navic pro
ovéfeni identity analytl nalezenych v jednotlivych extraktech byla provedena analyza na
vysokorozliSovacim hmotnostnim spektrometru (HRMS) a na zékladé¢ HRMS a MS/MS dat
byla potvrzena ptitomnost stanovovanych latek v extraktech. Ve vSech pftipravcich se
nachazela v nejvétsim zastoupeni kyselina chlorogenova (3-CQA) nasledovana kyselinou
kryptochlorogenovou (4-CQA) a neochlorogenovou (5-CQA). Disubstituovana kyselina
(3,5-di-CQA) se vyskytovala v pfipravcich jako minoritni slozka extraktd. 1,3-
disubstituovana kyselina chlorogenova (1,3-di-CQA) nebyla nalezena v Zadném ptipravku
v mnozstvi presahujicim limit detekce. Vysledky ukazaly, ze je velky rozdil v potencich
jednotlivych extraktl a tedy, Ze mnoZstvi deklarovaného extraktu nesouvisi s obsahem

jednotlivych bioaktivnich latek.
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4.7 Current trends in the analysis and quality control of food supplements

based on plant extracts

V této souhrnné praci je predkladan piehled c¢lankt zabyvajicich se analytickym
hodnocenim obsahu bioaktivnich latek obsazenych v dopliicich stravy zalozenych na
rostlinnych extraktech a kontrolou kvality téchto extraktti. Data v pfehledu zahrnuji
publikace v rozmezi let 2012 az 2017.

Vuvodu Cclanek shrnuje problematiku doplik stravy z pohledu legislativnich
pozadavka a soucasného stavu na trhu. Nésleduje kapitola shrnujici extrakéni techniky a
metody upravy vzorkll pied analyzou. Dalsi kapitola predklada ptehled nejcastéji
pouzivanych analytickych technik, z nichz nejéastéji uzivanou technikou je kapalinova
chromatografie. Ctvrta kapitola se zabyva hodnocenim ¢&istoty a bezpeénosti rostlinnych
extraktl a doplikl stravy, zejména z pohledu pfitomnosti mykotoxinil, endokrinnich
disruptorti, 1é¢iv, nezadoucich pfimési a dalSich kontaminantd. Pata kapitola rozd¢luje
analyzované bioaktivni latky do Sesti skupin (terpenoidy, polyfenoly, aromatické kyseliny,
glukosinolaty, chlorofyly a aminy) a zabyvéd se konkrétnimi technikami pouzitymi pro
hodnoceni obsahu t&chto latek v rostlinnych extraktech a dopliicich stravy. Sesta kapitola se
zabyva hodnocenim pouzitych metod z hlediska QA/QC protokolu ¢ili, zda metody byly
validované a dle jakych postupi.

Lze shrnout, Ze preferovana analyticka technika pro hodnoceni obsahu bioaktivnich
latek v doplncich stravy zaloZenych na rostlinnych extraktech a pro hodnoceni €istoty téchto
doplnkt je kapalinova chromatografie spojena s UV detekci. Tato technika je stale nejvice
etablovand ve vétsin¢ analytickych laboratoii, které¢ se zabyvaji rutinni analyzou riznych
vzorkli, nejen doplilkli stravy. Presto ultravysoko-uc¢inné kapalinové chromatografy
(UHPLC) se stavaji v posledni dobé stile cast€ji vyuzivanéj$i spolecné se zapojenim
alternativni detek¢ni techniky jako je fluorescen¢ni detekce [85], detekce nabitého aerosolu
(CAD) [55], detekce rozptylu svétla vyuzivajici odpaieni (ELSD) [40,56] a nejvice
hmotnostni detekce (MS) [65,66,122-124].
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Obr. 12 Pocet publikaci vyuzivajici techniku vysoko-ucinné kapalinové chromatografie (HPLC) a ultravysoko-ucinné
kapalinové chromatografie (UHPLC) ve sledovanych letech 2012-2017 pro stanoveni obsahu bioaktivnich latek v doplncich
stravy zaloZenych na rostlinnych extraktech.

Mezi moderni trend instrumentalnich metod pro analyzu bioaktivnich latek patii
technika superkritické fluidni chromatografie (SFC) [125-127] a jeji vylepSend forma ultra-
vysokoucinna superkriticka fluidni chromatografie (UHPSFC) [128]. SFC nabizi selektivitu
pro obtizné separace izomernich latek, jejichZz separace nelze dosdhnout konvencni
kapalinovou chromatografii, zejména v kratkém case.

V pracich zabyvajicich se Cistotou rostlinnych extraktt je situace zcela opacna. UHPLC
technika spojena s MS, MS/MS a vysoko-rozliSovaci MS (HRMS) [8-9,129-133] detek¢ni
technikou je nejCast&j$i uzivanou. Nekolik praci také reportuje zapojeni plynové
chromatografie spojené s tandemovou MS detekci (GC-MS/MS) [6,7] a hmotnostni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) [41,61,62] pro analyzu toxickych
kovi. Tyto pokrocilé instrumentdlni analytické metody jsou nezbytné pro analyzu
komplexnich matric, dosaZeni nizkych limiti detekce cilovych latek a pro pokryti Sirokého
spektra analyti.

Z hlediska metod pro Gpravu vzorki pted analyzou, extrakce z pevné faze do kapalné za
pomoci ultrazvuku nasledovana filtraci nebo centrifugaci je stale nejvyuzivanéj$i metodou
pro stanoveni obsahu bioaktivnich latek v dopliicich stravy s obsahem rostlinnych extraktd,

stejné tak pro testovani jejich Cistoty.
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Vétsina praci citovanych v piehledovém ¢lanku uvadi plnou nebo ¢aste¢nou validaci nové
navrzenych metod podle postupti a smérnic ICH, FDA, evropského a amerického 1€kopisu.
Velkd cast praci také uvadi vyuziti MS/MS a HRMS dat pro ovéfeni autenticity
analyzovanych latek za pouziti nespecifické detekce nebo nejednoznacnych UV/Vis spekter
ziskanych z PDA detekce. To podtrhuje fakt, ze vysledky analyz rostlinnych extrakti
v dopliicich stravy nejsou ndhodné a ze je nezbytné brat je zcela vazné. Zejména ty, které
zdUraziuji nizkou kvalitu téchto doplikd. Pfitomnost kontaminanti, toxind, endokrinnich
disruptorti a nelegaln¢ ptidanych 1écivych latek se zdmérem zvysit u¢innost rostlinnych
extraktll mize mit obzvlasté¢ zavazné disledky pro spotiebitele.

Zapojeni modernich analytickych metod pro zajisténi kontroly kvality dopliki stravy
zalozenych na rostlinnych extraktech je nanejvys dilezité stejné¢ jako potieba stale vice
pokrocilych technik pro co nejobsahlejsi analyzu Cistoty téchto extrakt. Problémem ovsem
zustava uroven regulatorniho rdmce a legislativnich pozadavkd. Ta je zcela odlisSna
v jednotlivych regionech. Svétova harmonizace v oblasti regulace a legislativy dopliki
stravy je nezbytna pro lepsi kvalitu doplnki a standardizaci obsahovych latek pro zajisténi

jednotného davkovani pro spotiebitele.
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5 Zavér

V teoretické Casti byla komplexn¢ popsana problematika doplitka stravy zalozenych na
rostlinnych extraktech z hlediska slozeni, formulace, obsahu bioaktivnich latek, hodnoceni
Cistoty a legislativnich pozadavki. Bylo zde vysvétleno, jaké naroky jsou kladeny na vyrobce
dopliikii stravy a pro€ je nezbytna kontrola kvality téchto pfipravkl. Dale byl v této Casti
prace shrnut soucasny stav analytického hodnoceni doplikii stravy zaloZenych na rostlinnych
extraktech vyuzivajici HPLC instrumentaci a byly uvedeny soucasné trendy téchto analyz.

Kvalitu dopliikii stravy na bazi rostlinnych extrakti dostupnych na trhu v CR prokazalo
Sest provedenych studii. Byly vyvinuty a validovany dvé HPLC a ¢tyii UHPLC metody pro
stanoveni obsahu bioaktivnich latek v dopliicich stravy s obsahem rostlinnych extraktl a
pomocnych latek. Pro kazdou studii byly nalezeny takové analytické podminky, které
umoziovaly rychlé a pfesné urceni obsahu danych bioaktivnich latek v dopliicich stravy
s ohledem zejména na problematickou separaci nékterych izomernich latek. Dale byly
vyvinuty nebo optimalizovany postupy upravy vzorkll dopliika stravy, které umoznovaly
separaci a detekci vSech pozadovanych bioaktivnich latek bez interference matrice a dalSich
komponent obsazenych v analyzovanych doplncich.

Konvenéni pfistup k analytickému hodnoceni obsahu bioaktivnich latek v rostlinnych
extraktech za vyuZziti HPLC instrumentace je zapojeni kolon s C18 stacionarni fazi
v kombinaci s dlouhymi casy analyz, které jsou nezbytné pro dosaZeni poZadovanych
separaci jednotlivych latek v extraktech. V provedenych studiich byly testovany rtzné
alternativni staciondrni faze a provedeny retencni studie analytd na danych kolonach pro
ziskani co nejlepsi selektivity pro dané analyty. Lze shrnout, Ze cile prace byly v tomto
ohledu naplnény.

V prvni studii, nitrilova staciondrni faze v kombinaci s okyselenym 20% acetonitrilem
pomoci kyseliny octové na pH 3 poskytly optimalni selektivitu pro separaci a stanoveni
resveratrolu a polydatinu ve velmi kratkém case (3 min).

V druhé studii, core-shell kolona s C18 staciondrni fazi a postrannimi iso-butylovymi
fetézci spolu s gradientovou eluci umoznila stanoveni indol-3-karbinolu za pfitomnosti jeho
kondenzac¢nich produktt.

Ve tieti praci, pentafluorophenylovéa stacionarni faze, kterd nabizi n€kolik moznych

interakci s analyty jako je m-m, disperzni a dipol—dipol interakce, a mobilni faze sestavajici
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z metanolu a fosfatového pufru v gradientové eluci zajistila optimalni podminky pro separaci
izomernich sloucenin obsazenych v silymarinu, extraktu ostropestfce marianského.

Ve ctvrté studii, core-shell kolona s phenyl-hexyl stacionarni fazi poskytla vysoce
ucinnou chromatografickou separaci sedmi rostlinnych sterolit a stanold. V této praci byl
navic vyuzit detektor nabitého aerosolu (CAD, Corona) pro detekci stanold, které¢ nemaji ve
své molekule chromofor a tudiz ani neposkytuji odezvu na nejéastéji uzivaném UV (PDA)
detektoru.

V paté praci, dveé kolony s C18 staciondrni fazi a modifikovanym (nabitym) povrchem
¢astic a jedna kolona s F5 stacionarni fazi, prokazaly vhodnou selektivitu k separaci Sesti
antokyant. Core-shell F5 kolona byla vybrana jako nejoptimalngjsi z hlediska nejkrat§iho
¢asu separace.

V posledni Sesté¢ studii, RP-Amide stacionarni faze v kombinaci s mobilni fazi
sestavajici z 5% vodného roztoku kyseliny mravenéi a acetonitrilu umoznila obtiznou
separaci chlorogenové a kryptochlorogenové kyseliny ve velmi kratkém case. Takové
separace nebylo mozné dosahnout na Zadné jiné testované stacionarni fazi v pfijatelném case,
coz potvrdily 1 vysledky nalezené v literatute.

Bylo prokazano, ze kvalita jednotlivych analyzovanych doplikii stravy s obsahem
rostlinnych extrakt se velmi 1i$i. V nékterych ptipadech dokonce nebylo nalezeno zadné
mnozstvi deklarované latky, coz je velmi alarmujici zji$téni, predevSim pro spotiebitele.

Piehledovy ¢lanek shrnuje soucasné trendy v analyze a kontrole kvality dopliikt stravy
zalozenych na rostlinnych extraktech z pohledu pouzitych analytickych metod, extrakénich
postupt pii Upravé vzorkd, hodnoceni Cistoty, bezpecnosti a stanoveni obsahu biologicky

aktivnich latek.
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