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SOUHRN

Tato bakalaiska prace se zabyva ptipravou vzorkil s rostlinnou matrici extrakci
na pevné fazi a naslednou separaci a detekci syntetickych inhibitori fosfodiesterazy typu
5 (PDE-5) spojenymi technikami vysokou¢inné kapalinové chromatografie a hmotnostni
spektrometric. Tato problematika je vysoce aktualni v souvislosti s dostupnosti
importovanych rostlinnych doplikd stravy urcenych klécbé erektilni dysfunkce, které
obsahuji nedeklarovany ptidavek farmaceutickych substanci inhibujicich PDE-5 (sildenafil,
vardenafil nebo jiné strukturné piibuzné latky s podobnou aktivitou). Cilem prace bylo
navrhnout rychlou metodu separace a detekce vybranych inhibitort PDE-5 a na zakladé¢
ukazatelt u¢innosti analytickych metod (limit detekce, navratnost) posoudit vhodnost riznych

komer¢nich sorbentil pouzitelnych pro extrakci zminénych analytl z rostlinnych matric.

Teoreticka ¢ast je roz€lenéna do dvou hlavnich kapitol, z nichz prvni podava pichled
a struény popis metod pfipravy rostlinnych vzorkd nejcastéji uzivanych ve spojeni
S chromatografickou a hmotnostné spektrometrickou analyzou. Druhd z kapitol uvadi blizsi
informace o nejcastéji se vyskytujicich syntetickych inhibitorech PDE-5, jejich nelegalnim
pfidavani do rostlinnych doplilkki stravy a o dostupnych metodach piipravy a analyzy

takovych vzork.

Experimentalni ¢ast popisuje metodu pro analyzu inhibitord PDE-5 technikou
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci vcetné
nalezeni vhodnych podminek pro elektrosprejovou ionizaci analyti. Dale jsou uvedeny
postupy extrakce pevnou fazi s pouZzitim riiznych typl sorbentll aplikované na modelové
vzorky obsahujici standardy analyti v rostlinné matrici. Pro rizné sorbenty byl vyhodnocen
dosazitelny limit detekce, jehoz Groven miZe obecné souviset s vlivem zbytkovych sloZzek
matrice pfitomnych v extraktu na proces ionizace. Experimentalni Cast je zakoncena studii
navratnosti extrakce na sorbentu, ktery se na zakladé predchozich experimenti jevil pro dany

ucel jako nejvhodné;jsi.
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1. UVOD

PDE-5 inhibitory nebo také inhibitory fosfodiesterazy typu 5 predstavuji tfidu 1é¢iv
pouzivanych k 1écbé erektilni dysfunkce u muzi. Mezi tyto inhibitory se tadi sildenafil
a vardenafil, které jsou obsazené v komer¢né dostupnych lékovych formach. Legalné jsou
tyto syntetické prostfedky dostupné pouze na lékaisky piedpis. Dale existuje velka skupina

jejich strukturnich analogt neschvalenych jako 1é¢ivé pripravky pro humanni medicinu.

Tyto slouceniny se Casto vyskytuji nelegalné Vv pfirodnich dopliicich stravy, které
jsou celosvétove rozsifené a uzivané lidmi z hlediska predstavy, ze pfirodni produkty jsou
bezpetné a bez vedlejsich ucinkt. Takovéto adulterované ptipravky, objevujici se nespocetné
na webovych strankach, pochdzeji zejména z jihovychodni Asie za ucelem zisku. Bé&zny
uzivatel nema Sanci pritomnost nedeklarovanych syntetickych farmaceutickych substanci pred
pozitim ptipravku zjistit, nasledné se vSak kromé pozadovaného efektu mohou projevit jejich
negativni u¢inky. Nejen Ze jsou vyrobeny bez kontroly kvality, ale PDE-5 inhibitory mohou
zpusobit zavazné zdravotni komplikace v kombinaci s nékterymi 1éky (napft. s Iéky k 1é¢bé
hypertenze a ischemie myokardu). U osob uzivajicich tyto léky mize vést poziti inhibitort
PDE-5 v krajnim ptipadé¢ az k Umrti. Pozadavek kontroly podezielych importovanych
bylinnych potravnich dopliki s sebou pfinasi potiebu studovat metody ptipravy vzorku

a analyzy PDE-5 inhibitort.

V experimentalni ¢asti jsme se zabyvali analyzou modelovych vzorkli bylinnych
ptipravki s ptidavkem sildenafilu a vardenafilu. Tyto latky byly zvoleny jako snadno
dostupni zastupci skupiny syntetickych inhibitori PDE-5 v souvislosti s aktualnim
problémem vyskytu nelegalnich ptipravki k 1é¢bé erektilni dysfunkce na internetu. Studovana
byla piiprava vzorku extrakci na pevné fazi, vliv matrice na limit detekce,
na ionizaci elektrosprejem a navratnost extrakce. Analyzy extrakti byly provadény

na vysokouciném kapalinovém chromatografu ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem.



2. TEORETICKA CAST
2.1 PRIPRAVA VZORKU S ROSTLINNOU MATRICi PRO LC/MS ANALYZU

Uzivani 1€civych rostlin mé& dlouhou historii po celém svété. Bylinné pripravky
a extrakty mizeme najit v Iékopisech mnoha zemi. V moderni mediciné neexistuje 1€k, ktery
by pusobil pozitivné proti vSsem lidskym onemocnénim. Pfitomnost vedlejsich nezadoucich
ucinku je téméf nevyhnutelnd, a proto v poslednich letech stoupa zajem o ptirodni a bylinné
1éky po celém svété. Na rozdil od modernich 1€k, které se vétSinou skladaji z jedné aktivni
sloZky, obsahuji bylinné extrakty vice aktivnich slozek. Zajimavé je, ze piirodni latky
obsazené v téchto ,,bylinnych koktejlech® mohou v lidském téle ptisobit synergicky, a mohou
poskytnout jedine¢né 1é¢ebné vlastnosti s minimalnimi nebo zadnymi vedlej$imi nezadoucimi

% 1
ucinky.

Piiprava vzorku Srostlinnou matrici je velmi dulezitym a kliCovym krokem
Vv analytickém procesu, nebot’ je nutné extrahovat pozadované chemické slozky z rostlinnych
materiali pro dalsi separaci a charakterizaci. Vhodné techniky pfipravy vzorku pro extrakci,
vyCisténi a zakoncentrovani analytd z rostlinnych materiald mohou efektivné snizit ptisobeni
matrice, kterd ma podstatny vliv na pfesnost a spravnost méteni, mez detekce (LOD), mez
stanovitelnosti (LOQ) atd.? Mezi tyto techniky patii Soxhletova extrakce (SE), ultrazvukova
extrakce (UE), extrakce kapalina-kapalina (LLE), extrakce na pevné fazi (SPE),
mikroextrakce na pevnou fazi (SPME), nadkriticka fluidni extrakce (SFE), zrychlena extrakce
rozpoustédlem (PLE), mikrovlnna extrakce (MAE), QUEChERS metoda.’ 2

Pfed samotnou plynovou nebo kapalinovou chromatografickou analyzou je n&kdy
nedostacujici pouze jedna extrakce, ale jsou vyzadovany dalsi Cistici postupy, coz je castou
nevyhodou klasickych a modernich extrakénich metod v ptipravé vzorku slozitych matric.
To ma Casto za nasledek neselektivni extrakei relativné velkého mnozZstvi nezadoucich sloZzek
(napt. lipidy, steroly, chlorofyly, atd.), kter¢ mohou u nasledujicich GC nebo HPLC analyz
vazné ovlivnit separaci a detekci. Z tohoto divodu je potifeba podrobné studovat zplisob

piipravy vzorku a vyvijet nové extrakéni techniky, aby extrakce byla co nejselektivngjsi.*



2.1.1 SOXHLETOVA EXTRAKCE

Soxhletova metoda byla vyvinuta von Soxhletem vroce 1879 a je povaZovana
za standardni extrakéni metodu pro extrakci cennych latek z riznych rostlinnych zdrojt. Jeji
¢asova narocnost, pracnost a velka spotfeba organického rozpoustédla je zna¢nou nevyhodou.
Vzhledem k tomu, Ze je tento proces velmi pomaly a degradace cilenych latek je b&Zna,
rozmohly se extrakéni techniky jako ultrazvukova extrakce a dalsi, kde je mozno uplatnit

vyuziti réiznych slougenin z riiznych zdroji.>

Ve vétsing pripadt se jako rozpoustédlo pouziva vodny metanol, acetonitril nebo

smé&s hexan-aceton se slozenim pohybujicim se mezi 25-75 % acetonu.® *

2.1.2 ULTRAZVUKOVA EXTRAKCE

Tato technika je atraktivni diky své jednoduchosti, rychlosti a nizkym pofizovacim
nakladiim v porovnani s jinymi metodami jako je SFE a MAE. Vzorek se v ultrazvukové 1azni
intenzivné pohybuje, a tim dochazi krozpadu shluka castic, pti¢emz tepelny rozklad
je redukovan.® * Zvysena ucCinnost ultrazvukové extrakce je vysvétlovana naruSenim
bunéénych stén, snizenim velikosti ¢astic a zvySenim Uc¢innosti pfenosu hmoty bunééného

obsahu pii tvorb& a zaniku kavitagnich dutin.?
Plsobeni ultrazvuku na bunééné stény rostlin miizeme popsat dvéma zpusoby:

e Ultrazvuk muze usnadnit botndni a hydrataci rostlinnych materiali, coz zptsobuje
roz§iteni porG bunééné stény. To zvySuje rychlost pfenosu hmoty, a mize dojit
I K naruseni bunécnych stén, coz ma za nasledek zvySenou UCinnost extrakce a nizsi

« w1
extrakéni ¢as.

e Nekteré¢ rostlinné bunky jsou soucasti zlaz (vné€jSich nebo wvnitinich) zaplnénych
esencidlnim olejem. Vné&jsi zlazy jsou charakterizovany velmi tenky povrchem, ktery
muze byt ultrazvukem lehce rozrusen. Tim dojde k uvolnéni esencidlniho oleje
do extrak¢niho rozpouétédla.1 Esenciélni oleje jsou tekavé, piirodni, komplexni smési
sloucenin charakterizovany silnym aroma a jsou produkovany aromatickymi rostlinami
jako sekundarni metabolity. Chemicky jsou esencialni oleje velmi slozité pfirodni smési,

kter¢é mohou obsahovat desitky slozek ve zcela odliSnych koncentracich. Jsou



ale charakterizovany 2—3 hlavnimi slozkami v pomérné vysokych koncentracich (20-70
%). Tyto slozky zahrnuji dvé skupiny, kde hlavni skupina se sklada z terpenti a dalsi
z aromatickych a alifatickych slozek, které jsou charakterizovany nizkou molekulovou

hmotnosti.’

Optimalizace experimentalnich podminek jako je vykon ultrazvuku, teplota a cas
jsou kliGovym krokem k G&inné extrakci. ® V ultrazvukové extrakci je mozné pouzit jako
extrakéni rozpoustédlo vodny roztok obsahujici neiontovy surfaktant. Tento roztok poskytuje

rychlejsi extrakéni kinetiku a vy$si navratnost ve srovnani s methanolem a vodou.

2.1.3 EXTRAKCE KAPALINA-KAPALINA

Extrakce kapalina-kapalina je zaloZena na ustaveni fazové rovnovahy mezi dvéma
nemisitelnymi kapalinami. VétSinou se jednd o vodny roztok a organické rozpoustédlo,
kdy analyt ptechazi do organického rozpoustédla, ve kterém je 1épe rozpustny. K extrakci
se pouziva délici nalevka, kde nemisitelna rozpoustédla protfepavame. Rozpoustédlo volime

tak, aby byl analyt v ném co nejvice rozpustny (obvykle ethylacetat nebo diethyleter).®’

Kapalné vzorky jako napf. vodné extrakty pevného rostlinného materidlu jsou
obvykle nejdfive filtrovany a odstfed’ovany, a poté je vzorek piimo vstiikovan do separa¢niho

systému, nebo €asteji jsou analyty nejprve izolovany pomoci LLE nebo SPE.°

2.1.4 EXTRAKCE NA PEVNE FAZI

SPE je nejrozsitengjsi technikou, predevsim z divodu jejiho snadného pouziti
a Sirokeé aplikovatelnosti.3 Vyhodou je, Ze mohou byt redukovany mnohé z problému
souvisejici s extrakci kapalina-kapalina (napf. pouziti kichkého specialniho skla, likvidace
velkého mnozstvi organickych rozpoustédel atd.). SPE je navic u¢inngjsi oproti LLE, rychla,
extrakce jsou snadno proveditelné a miize byt automatizovana. Také extrakéni Cas a mnozstvi
rozpoustédla jsou vyrazné nizsi.® Principem této metody je zachyceni molekul latky, které
v disledku mezimolekulovych interakci ulpivaji na pevném sorbentu, ptes ktery vzorek

protéka.”



Nejcastéji se tato technika pouziva k piipravé kapalnych vzorkt obsahujicich
netékavé analyty. Pokud se jedna o pevny vzorek (napf. susené rostliny), je predem
extrahovan do rozpoustédla. SPE produkty lze svyhodou pouzit pro extrakci analytd
a zakoncentrovani a vycisténi vzorku. Dostupné jsou Vv Siroké Skale chemickych slozeni,
adsorbentl a velikosti. Velmi dulezity je také vybér nejvhodnéjsiho produktu pro kazdou
aplikaci a vzorek.? Siroka §kala chemicky modifikovanych adsorpénich materialii (silikagel
nebo syntetické pryskyfice) umoziuje skupinové selektivni separaci na zéklad€ riznych typi
fyzikalné-chemickych interakci, jmenovité separaci s pouzitim reverzni faze, iontoveé

vymeénné faze (Katex a anex) a normalni faze.!

2.1.4.1 Reverzni faze

Separace na reverzni fazi zahrnuje polarni (obvykle vodné) nebo mirné polarni
matrice vzorku (mobilni faze) a nepolarni stacionarni faze. Analyt je obvykle stifedné polarni
az nepolarni. Hydrofilni silanolové skupiny na povrchu silikagelu jsou chemicky
modifikovany hydrofobnimi alkylovymi nebo arylovymi funkénimi skupinami reakei

S ptisluSnymi silany.9

Provedeni SPE extrakce na reverzni fazi je zahdjeno nanesenim nej€ast&ji methanolu,
ktery smaci povrch sorbentu a pronikéd vazanou alkylovou fazi, ¢imz pfipravi fazi k naneseni
vzorku.® Poté nasleduje naneseni ekvilibra¢niho rozpoustédla, kter¢ by mélo byt podobné
matrici vzorku.'® Retence organickych analytd z polarnich roztokd (napf. vodnych) na t&chto
SPE materialech je duasledkem pfitazlivych sil mezi vazbami uhlik-vodik v analytu
a nepolarnimi fetézci na povrchu sorbentu. Tyto pfitazlivé sily nazyvame van der Waalsovy
sily nebo také disperzni sily. K eluci adsorbované slou¢eniny z reverzni faze SPE kolonky

se pouziva nepolarni rozpoustédlo, diky kterému jsou naruseny sily, jimiz se slou¢enina vaze.?

Reverzni faze se déli do tiech skupin podle druhu sorbentu:
e Pokryty silikagel

Povrch castic silikagelu je pokryt chemicky vazanymi alifatickymi fetézci urcité
délky (sorbenty se podle délky fetézce znaci napt. C-4, C-8 atd.). C-4 sorbent s velkymi pory

a monomerné vazanym butyldimethylem je méné hydrofobni nez C-8 nebo C-18 a je vhodny



pro extrakci peptidt a proteinti. Oproti tomu C-8 (oktyl obsahujici 7 % C) a C-18 (oktadecyl
obsahujici 10 % C) jsou vhodné pro extrakci nepolarnich az mirné polarnich sloucenin jako
jsou antibiotika, barbituraty, benzodiazepiny, kofein, 1é¢iva, barviva, esencialni oleje, v tuku
rozpustné vitaminy, fungicidy, herbicidy, pesticidy, uhlovodiky, parabeny, fenoly, steroidy,

tenzidy, teofylin, a vitaminy rozpustné ve vods.” *

Faze s monomern¢ vazanym fenylovym jadrem (obsahujici 5,5 % C) vykazuje
pon€kud nizsi retenci nez material C-8 nebo C-18. Pouziva se pro extrakci nepolarnich
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az mirn& polarnich slougenin, zv14§t& aromatickych slougenin.”

Faze s monomerné¢ vazanym kyanopropylem (obsahujici 7,5 % C) je vhodna
pro extrakci mirné polarnich sloucenin (reverzni faze) a polarnich sloucenin (normalni faze)
jako jsou aflatoxiny, antibiotika, barviva, herbicidy, pesticidy, fenoly, steroidy. Pro sacharidy

a kationové slouceniny je slabym katexem.” **

Dale do této skupiny patii materialy zalozené na rozdilné velikosti fetézce (8, 18)
vazané na sorbent polymerné. Silikagel s polymerné vazanym C-8 fetézcem ma vyssi fazi
pokryti a obsah uhliku (obsahuje 14 % C) nez C-8 vazany monomerné, vétsi odolnost viuci
extrémnimu pH a nepatrné vyssi kapacitou pro nepolarni slou¢eniny. Pouziva se pro extrakci
nepolarnich az mirné polarnich sloucenin (viz. C-8). Silikagel s polymerné¢ vazanym C-18
fetézcem ma vyss$i fazi pokryti a obsah uhliku (obsahuje 17 % C) nez C-18 véazany
monomerné, a taktéz vEétsi odolnost vici extrémnimu pH a nepatrné vysSi kapacitou
pro nepolarni slou¢eniny. Pouziva se pro extrakci nepolarnich az mirn¢ polarnich sloucenin

(viz. C-18).> 1

Hydrofobni silikagely potazené hydrofilnim polymerem, kdy porézni polymerni
vrstva zamezuje adsorpci velkych neZzadoucich molekul na povrchu silikagelu. Pory
V polymeru umoziuji malym hydrofobnim organickym slouc¢eninam, jako jsou léciva,
dosahnout povrchu silikagelu, zatimco velké interferujici slouceniny (napf. proteiny) jsou
chranény od silikagelu polymerem a jsou vymyvany skrz SPE kolonku. Tento material

. . PR C oy p 11
se pouziva pro vylouceni proteinil v biologickych vzorcich.”



e Polymerni sorbent

Styren/divinylbenzenovy kopolymer se pouziva pro zadrzeni hydrofobnich
sloucenin, které obsahuji hydrofilni funk¢ni skupiny, predev§im aromaty. Napi. zadrzeni
fenolti na C-18 je obtizné vzhledem k jejich vysoké rozpustnosti ve vod€. Eluci mizeme

. PRI wexAle 911
provadét s mirn€ polarnimi az nepolarnimi rozpoustédly.

e Grafiticky uhlik

Grafit je slozen z vrstev uhlikovych atomi propojenych v hexagonalnim uspotadani.
Grafiticky sorbent je neporézni a vykazuje pfitazlivé interakce S organickymi polarnimi
I nepolarnimi slouc¢eninami v polarnich i nepolarnich matricich. Retence analyti je zalozena
zejména na struktufe analytu (velikosti a tvaru), spiSe nez na interakci funkcénich skupin
analytu s povrchem sorbentu. Eluce se provadi mirné polarnimi aZ nepolarnimi

1rozp0u§tédly.9’11

2.1.4.2 Normalni faze

Separace na normalni fazi zahrnuje polarni analyt, mirné polarni az nepolarni matrici
(napf. aceton, chlorovana rozpoustédla a hexan), a polarni stacionarni fazi. Retence analytu
je dusledkem interakce mezi polarnimi funkénimi skupinami analytti a polarnimi skupinami
na povrchu sorbentu. Tyto interakce zahrnuji vodikovou vazbu, m-n a dipdl-dipdlové
interakce. Sloucenina adsorbovéna témito mechanismy je eluovana prochéazejicim
rozpoustédlem, které naruSuje vazebny mechanismus. Obvykle se jedna o rozpoustédlo, které

je vice polarni nez ptivodni matrice vzorku.?
U materialt zalozenych na normalni fazi je druhem sorbentu:
o Silikagel

Silikagel je extrémné hydrofilni a musi byt udrzovan v suchu. VSechny vzorky
pouzivané stimto materidlem musi byt relativné bezvodé. Funkéni skupiny podilejici
se na adsorpci latek z nepolarnich matric jsou volné hydroxylové skupiny na povrchu
silikagelu. Ten se muze pouzivat k adsorpci polarnich latek z nepolarnich matric s naslednou

eluci sloucenin v organickém rozpoustédle, které je vice polarni nez ptivodni vzorek matrice.



Ve vétsSiné piipaddl je tento materidl pouzivan k preciSténi extraktd, kdy analyt prochazi

sorbentem a interferujici slouceniny jsou zachyceny na silikagelu.” **

Diol je monomerné vazany 2,3-dihydroxypropoxypropyl (obsahuje 7 % C), vhodny

pro extrakci polarnich sloucenin.
Faze s monomerné vazanym kyanopropylem — viz reverzni faze.

Faze s alifatickou aminopropylovou skupinou monomerné¢ véazanou na povrchu
silikagelu (obsahuje 5 % C). Pouziva se k izolaci aniontt silnych a slabych kyselin, protoze
aminova funkéni skupina na povrchu silikagelu mize byt neutralizovana tak, aby doslo
k jejich eluci. Je slabym anexem, ktery se pouziva k extrakci sacharidu, organickych kyselin

a dalsich latek.>

Diol, monomerné vazany kyanopropyl a aminopropyl jsou materialy majici kratké
alkylové fetézce s polarnimi funkénimi skupinami vazanymi na povrchu. Tyto silikagelové
faze jsou mnohem hydrofilngjs$i oproti reverzni fazi, a mohou byt uzivany k adsorpci
polarnich sloucenin znepolarnich matric. Tyto sorbenty jsou pouzivany k adsorpci
a selektivni eluci slou¢enin velmi podobné¢ struktury, napt. izomery, slozité smési nebo 1éCiva

a lipidy.?
e Florisil

Florisil je kiemicitan hofeCnaty, ktery je pouzivan obvykle pro ¢isténi organickych
extraktti. Tento vysoce polarni material siln¢ adsorbuje polarni slouCeniny z nepoldrnich

matric.®
e Alumina

Alumina (oxid hlinity) je pouzivana v adsorpcnich/Cisticich postupech. Materialy
oxidu hlinit¢ého mohou byt pfipraveny jako kyselé (Alumina-A, pH~5), zasadité (Alumina-B,
pH~8,5) nebo neutralni (Alumina-N, pH~6,5).”



2.1.4.3 Iontové vyménna faze

Iontové vyménna SPE muize byt pouzita pro slou¢eniny, které jsou nabité v roztoku
(obvykle ve vodném, ale né¢kdy i1 v organickém). Iontové vymeénna faze se dale déli na ménice
anionta a kationtt, kdy aniontové slouceniny mtizeme obecné izolovat pomoci silnych anext
(SAX — strong anion exchanger) nebo slabych anexi (WAX — weak anion exchanger)
a kationtové slouceniny pouzitim silnych katexti (SCX — strong cation exchanger) nebo
slabych katexi (WCX — weak cation exchanger). Hlavni retencni mechanismus latky
je zalozen na elektrostatické pfitazlivosti nabité funk¢ni skupiny na slouceniné se skupinou,
ktera je vazana na povrchu silikagelu. Aby byla latka iontovou vyménou zachycena
z vodného roztoku, musi byt nabita, pticemz interferujici slou¢eniny by mély byt pokud
mozno neutralni. K eluci se pouziva roztok o hodnoté pH, které neutralizuje funkéni skupinu
slouceniny nebo funkéni skupinu na povrchu sorbentu. Pokud je jedna z téchto funkénich
skupin neutralizovéna, dojde k naruSeni elektrostatické sily a k eluci slouc¢eniny. Eventudlné
se k eluci analytt pouziva roztok, ktery ma vysokou iontovou silu nebo obsahuje ionty, které

vytladuji adsorbovanou slougeninu.’

V mnoha piipadech je analyt eluovan ve vodném roztoku. Pokud musime k eluci
analytu pouzit kysely nebo bazicky roztok, ale pfitom musi byt extrahovany vzorek
analyzovan v organickém rozpoustédle, které neni misitelné s vodou, je dobré vyzkouset eluci
latek okyselenym metanolem (98 % methanol/2 % koncentrovana HCI) nebo metanolem
za ptidavku amoniaku (98 % methanol/2 % NH;OH). Methanol je po eluci mozné relativné
snadno odpafit a vzorek mize byt znovu rozpustén v jiném rozpoustédle. Pokud potiebujeme
keluci analytu silngj§i, nepolarni rozpoustédlo, ptidame k okyselenému nebo

zalkalizovanému methanolu metylenchlorid, hexan nebo ethylacetélt.9
Iontové vymeénna faze se déli do dvou skupin podle druhu sorbentu:
o Silikagel
Faze s monomerné vazanym aminopropylem — Viz normalni faze.

SAX je tvofena z alifatické kvartérni aminové skupiny vazané na povrchu silikagelu.
Kvartérni amin je silny anex a existuje jako pozitivné nabity kation, ktery méni nebo piitahuje

anionty v roztoku. Pouziva se kizolaci aniontd silnych kyselin (velmi nizké pK,, <1) nebo



aniontt slabych kyselin (pK,, >2), napf. organickych a nukleovych kyselin, nukleotidl

a tenzidi.®

SCX je oxid kfemicity se skupinami alifatickych sulfonovych kyselin, které jsou
vazany na povrchu. Vazana funkc¢ni skupina je nabitd v celém rozsahu pH, a proto miize
byt pouzita k izolaci kationtd silnych bazi (velmi vysoké pK,, >14) a kationti slabych bazi
(mirné vysoké pK, <12). Pouziva se k extrakci antibiotik, lé¢iv, organickych bazi,

aminokyselin, katecholamin, herbicid, bazi nukleovych kyselin, nukleosidi a tenzida.®

WCX je silikagel s alifatickou skupinou karboxylové kyseliny vazanou na povrchu.
WCX muze byt pouzita k izolaci kationt silnych a slabych bazi, jelikoz funkéni skupina
karboxylové kyseliny mize byt neutralizovana, aby doslo k jejich eluci. Material je vhodny
k extrakci aminu, antibiotik, 1é¢iv, aminokyselin, katecholamint, bazi nukleovych kyselin,

nukleosidi a tenzidi.?
e Polymerni sorbent

Zde se fadi polymery modifikované napt. sulfoskupinami nebo kvartérnim aminem.

2.1.4.4 Faze se smiSenym mechanismem retence

Materialy zaloZzené na fazi se smiSenym mechanismem retence jSou V poslednich
letech vyuzivany pro extrakci 1éCiv v ptirodnich vzorcich. Tyto polymerni sorbenty jsou
vSestranné a ucinné pro extrakci analytt s Sirokym rozsahem polarit a hodnot pH. Tyto
sorbenty se oznacuji MCX a MAX.*?

MCX muze byt stavéna na kopolymernim sorbentu (napf. na hydrofilné-lipofilnim)
s dodatecnou pfitomnosti sulfonovych skupin, diky kterym je silnym katexem. Proto MCX
poskytuje obé retence, jak iontovou vyménu, tak revezrni fazi a muze adsorbovat polarni,
nepolarni, neutralni a kationtové slouéeniny soucasné z vodného prostiedi a ma Sirsi spektrum
retence, lépe reprodukovatelné a stabilngj$i neZ sorbent zalozeny na silikagelu. MCX
je zdarn¢ vyuzivana k extrakci Siroké skaly 1€kt a syntetickych hormond z vodnych matric.
Extrakce analyti s MCX vyzaduje kyselé pH roztoku, kvili ionizaci zasaditych analytd
a snizeni disociace kyselych analytti. Proto MCX muze extrahovat kyselé, bazické a neutralni

slouceniny pfi nizkych hodnotich pH, jako katex véze bazické slouCeniny, které jsou

10



V ionizované form¢ a nepolarni ¢ast faze muze zachytit kyselé a neutralni slouceniny. Tyto
charakteristiky umoznuji vétsi volnost pifi volbé experimentalnich podminek. Mnohé
Z analyti obsahuji kyselou nebo bazickou funkéni skupinu, ktera muze interagovat
S hydrofilni ¢asti MCX sorbentu. Analyty nesouci amino skupiny, které jsou kladné nabité
piipH 2, jako napt. atenolol, furosemid, hydrochlorthiazide, salbutamol a loratadine
interaguji se sulfonovou skupinou MCX.*

MAX sorbent obdobné obsahuje kvartérni amoniovou skupinu vazanou na polymer

pres alifaticky uhlik. Je silnym anexovym sorbentem.™

Viechny popsané polymerni fize maji povrchovou plochu pfiblizné 800 m%/g.?

2.1.5 MIKROEXTRAKCE NA PEVNOU FAZI

SPME je jednoduchd, rychlé a citliva metoda k analyze vodnych vzorki, ktera byla
vynalezena v roce 1989. Je to ucinna sorpcéné-desorpéni technika zakoncentrovani analytu,
ktery nevyzaduje rozpoustédla nebo komplikované aparatury. Principem je expozice malé¢ho
mnozstvi extrakéni faze nadbytku vzorku. Stacionarni fazi je kiemenné vlakno potazené
polydimethytsiloxanem,  tekutymi  krystaly = polyakrylatu = nebo polyimidem.
Polydimethylsiloxan je pomérné nepolarni a je predev§im vhodny pro extrakci nepoldrnich
latek. Polyakrylat je pro bézné pouziti vysoce polarni, ale je idealni pro extrakci fenold. Mezi
dalsi dostupné vrstvy patii napt. uhlikové molekularni sito/polydimethylsiloxan
(pro nestabilni plynné analyty), polyethylen glykol/pryskytice (pro HPLC aplikace),
divinylbenzen/uhlikové molekularni sito/polydimethylsiloxan (pro Sirokou S$kalu polarit)
a polyetylen glykol. Vlakno mize byt pouzito ke sledovani chlorovanych uhlovodiku,
polychlorovanych bifenyld a 2-naftolu.® ' * Geometrie SPME umoziiuje umisténi sorbentu
(vlakno s povlakem) do vzorku (plynné nebo vodné matrice) nebo headspace prostoru

nad vzorkem.®

Postup mikroextrakce se sklddd ze dvou procest: rozdéleni analytd mezi povlak
avzorek a desorpce koncentrovanych analyti do analytického pfistroje. V prvnim kroku
je potazené vlakno imobilizovanym organickym filmem vystavené vzorku, kde dochazi
K vytvofeni rovnovahy mezi vlaknem a vzorkem pfi¢emz cilové analyty jsou extrahovany

z matrice vzorku do stacionarni faze. Vlakno s koncentrovanymi analyty je poté pfeneseno
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do injekéniho portu plynové chromatografie, kde jsou organické analyty tepelné desorbovany,
separovany a kvantifikovany. Kiemenné vlédkno, které je samo o sobé chemicky inertni
a velmi stabilni pfi vysokych teplotach, dovoluje v injekéni stiikacce snadnou manipulaci
a zaroven dochazi k jeho ochrané béhem penetrace septa. Mezi adsorbovanym mnozstvim

, v O ET y, ’ 16, 17
a koncentraci Vv roztoku se o¢ekava linearni vztah.

SPME zachovéva vSechny vyhody SPE jako je jednoduchost, nizka cena, snadna
automatizace a zarovenn redukuje nevyhody jako je pouziti rozpoustédel.'® " Prakticka
aplikace jakékoliv metody k rutinni analyze je usnadnéna jeji automatizaci. To je dulezité
zejména V oblasti environmentalnich laboratotfich, kde propustnost vzorkii je vysoka
a rychlost analyzy musi byt co nejkrats$i. Automatizace piipravy vzorku je obtizna pro mnohé

typy vzorki.™

Piestoze byla SPME ptivodné aplikovana pouze pro extrakce organickych slou¢enin
z ¢istych vzorkd (vzduch, voda), nyni se stile vice pouziva v bioanalyze pro stanoveni
proteind, polarnich alkaloidi, 1€kt a povrchové aktivnich latek. Tato technika byva obvykle
spojena s analytickou koncovkou jako je kapalinova chromatografie, kapilarni elektroforéza
a hmotnostni spektrometrie. SPME je vynikajici alternativou klasickych metod pro separaci
1é¢iv a biomolekul z biologickych vzorkd, je rychlejsi a poskytuje zietelné Cistejsi extrakty

oproti metodam zaloZzenym na extrakci kapalina-kapalina nebo extrakci na pevné fazi. '8

2.1.6 EXTRAKCE NADKRITICKOU TEKUTINOU

Nadkriticka fluidni extrakce (SFE) je izolacni metoda, ktera redukuje nékteré
nedostatky kapalinové extrakce kapalin a pevnych latek. Byla pouZivana po mnoho
let v primyslovém méfitku pro extrakci tékavych slozek, napf. éterickych oleju
a aromatickych sloucenin z rostlinnych materiali. V posledni dob¢ se aplikace této techniky
rozmohla i v analytickém m¢fitku, kdy zacala poutat pozornost pro ptipravu vzorku pied

chromatografickou analyzou.*

V SFE extrakci vyuzivame superkritickou tekutinu nad kritickou teplotou a tlakem.
Pomérn¢ rychla extrakce je disledkem vyssi difuzivity a nizsi viskozity usnadiujici transport
hmoty (¢asto méné nez 30 min), sniZzeni pouziti nebezpecnych rozpoustédel (napt. oxid

uhli¢ity je bézné pouzivany jako extrakéni rozpoustédlo, je netoxicky, levny a snadno
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dostupny), snadny prunik do poérd matrice, ktery umoziuje nizké povrchové napéti
superkritické kapaliny (SF), vysoky stupein automatizace a zisk Cistého a koncentrované¢ho
extraktu jsou vyhody této techniky. Dalsi dulezitou vyhodou SFE extrakce aktivnich latek
z 1&¢ivych rostlin je, ze zamezime degradaci v dusledku dlouhého vystaveni zvySenym
teplotam a atmosférickému kysliku. Oproti tomu zvySeny tlak a tudiz potieba tlakového
zatizeni vede k vys§im pofizovacim nakladiim a obtiznost extrakce polarnich molekul, které
se Casto vyskytuji vrealnych matricich, jsou znaénou nevyhodou. AvSak piidavek
organického rozpoustédla k CO, (metanol nebo toluen) umoziuje extrakci velkého mnozstvi

o Ly 1,4,1
molekul o réizné polaritg.>* *°

V SFE muze byt nékolik experimentilnich podminek (teplota, tlak, ¢as extrakce,
pritok SF a hustota rozpoustédla) upraveno k optimalizaci navratnosti, kinetiky a selektivity
extrakce. Napi. Ma a spolupracovnici pii extrakci uc¢innych latek z Curcuma zedoaria zjistili,

vvvvvv

ovlivitujici Gi&innost extrakce, zatimco zvysena teplota ma jen maly G&inek.™ 19
Nadkritickou fluidni extrakci miizeme provadét dvéma zplisoby:

e Off-line zpusobem, kdy dochazi k zachyceni extraktu do rozpoustédla, na sorbent nebo
inertni materidl. Tento zplsob se pouziva predev§im pifi optimalizaci extrakénich

podminek a studiu vytéznosti.

e On-line provedeni, kdy je SFE pfimo spojena s analytickou jednotkou (kapalinovou,
plynovou nebo superkritickou fluidni chromatografii). Diky tomu nemusime se vzorkem

pfed provedenim analyzy nijak manipulovat.19

2.1.7 ZRYCHLENA EXTRAKCE ROZPOUSTEDLEM

Principem této techniky je extrakce v soustavé pevnd latka-kapalina provadéna
v kratkém casovém intervalu (5-20 min) za zvySené teploty (50-200 °C) a tlaku (10-15
MPa).*

Pro rychlou a ucinnou extrakci analyti z pevnych matric jako jsou rostlinné
materidly je extrakeni teplota dilezitym experimentdlnim faktorem. ZvySena teplota mize

vést k vyznamnému zlepSeni schopnosti extrakénich rozpoustédel rozpoustét analyty,
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Kk u¢inngj$imu smaceni vzorku a proniknuti rozpoustédla do matrice. VSechny tyto faktory
vedou k celkovému zlepseni extrakce a desorpce analytii z povrchu a aktivnich mist pevnych
matric. Pro dosazeni vSech téchto vyhod je vSak potfeba udrzet extrakcéni rozpoustédla
pii vysokych teplotach v kapalném stavu (obvykle nad jejich bodem varu pfi normalnim
tlaku), coz umoZituje pravé aparatura pro zrychlenou extrakci rozpoustédlem.* Vysoka teplota
umoznuje narusit interakce mezi analytem a matrici, zvySuje difizni rychlost, snizuje
viskozitu rozpoustédla a povrchové napéti.4 Dalsim dilezitym faktorem je volba rozpoustédla.

Vhodny je napf. methanol, ve kterém jsou rozpustné mnohé organické slouéeniny.1

Z hlediska extrakéniho Casu a spotfeby rozpoustédla poskytuje PLE casto lepsi
vysledky oproti ostatnim extrakénim metodam pouZzivanych v analyzach surovych rostlinnych

VN o .. vur 1
materiald, pricemz vytéznost analyti je stejna nebo vyssi.

2.1.8 MIKROVLNNA EXTRAKCE

Mikrovlny jsou elektromagnetické viny patfici do frekvencniho pasma 300 MHz —
300 GHz, coz odpovida vinové délce 1 m — 1 mm, nejCastéji se ale vyuziva frekvence okolo
2450 MHz. (A= 12,24 cm). Béhem dielektrického ohfevu dochdzi k pfeméné elektrické
energie na energii tepelnou pusobenim elektrického pole na polarni molekuly materidlu.
Dipdly molekul se neustdle nataceji podle okamzit¢ho sméru elektromagnetického pole.
Vyuziva se tak mezimolekularniho tfeni a hystereze, ktera vznika mezi pisobicim polem
a indukovanou elektrickou odezvou vlivem setrvacnosti. Ohtfev produktu je proto velmi

rychly a probihé v celém objemu.’

Ucinek mikrovinného zatfeni je znacné zavisly na povaze rozpousStédla a matrice.
Casto upfednostiiujeme rozpoustédla s vysokou dielektrickou konstantou, aby dochéazelo

k silné absorpci zateni.*

Na rozdil od klasickych extrakénich metod jako je kapalina-pevnd latka (napf.
Soxhletova extrakce), ve které je vyzadovan pomérné dlouhy extrak¢ni ¢as (obvykle 3—48 h)
je pouziti mikrovinné energie velmi vyhodné z hlediska sniZeni extrakéniho Casu (obvykle
méné nez 30 min), protoZze mikroviny ohfivaji rozpoustédlo, ¢i smes rozpoustédel témet
okamzité. Krom¢ toho umoziuje vyrazné nizsi spotiebu organického rozpoustédla (obvykle

méné nez 40 ml, v porovnani se 100—500 ml pozadovanych v Soxhletove extrakei).!
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Slozeni rozpoustédla, objem rozpoustédla, extrakcéni teplota a vlastnosti matrice jsou
bézné studované podminky pro optimalizaci MAE, a zarovenn se zdaji byt pro rostlinné
pro mikroviny umozni absorpci mikrovinné energie piimo polarnimi molekulami (voda)
pfitomnymi ve vzorku rostlinného pletiva (ve Zlazach a cévnim systému), coz mulze vést
Kk rychlejsimu rozruseni rostlinného pletiva a uvolnéni esencialniho oleje do organického

rozpouétédla.l‘ 4

2.1.9 QUEChERS EXTRAKCE

QUEChERS metoda, jejiz nazev je odvozen ze slov quick, easy, cheap, effective,
rugged and safe (rychlé, snadné, levné, odolné a bezpecné) umoziuje snadnéj$i a méné
nakladnou extrakci chemickych latek v potravinich, neZ jiné extrakéni metody.’ Tato
technika je pomérné nova, byla vyvinuta v letech 2000-2002 a ptedstavuje revoluéni zptisob

v analyze pesticidd a dalsich latek.? %

Mezi hlavni vyhody oproti vétsing tradi¢nich metod
patiti vysokd navratnost (>85 %), velmi precizni vysledky, minimalni spotieba
nechlorovanych rozpoustédel, neni zapotiebi velké sklenéné aparatury, takze se da provadét
I v malé mobilni laboratofi. K provedeni extrakce sta¢i pouze jedna osoba bez velkého Skoleni

nebo technickych dovednosti.?®

Postup QUEChERS metody zahrnuje 2 jednoduché kroky. V prvnim kroku jsou
homogenizované vzorky extrahovany organickym rozpoustédlem (acetonitrilem), po némz
nasleduje extrakce/dé€lici krok piidanim solné smési (vodny roztok NaCl) a centrifugace.
V dal$im kroku je supernatant extrahovan a ¢istén disperzni extrakci na pevné fazi (d-SPE).

Koneény extrakt v acetonitrilu je pfimo uréeny k analyze zalozené na LC nebo GC.?

dSPE odstfed’'ovaci zkumavka k dostani ve dvou rozmérech (2 ml a 15 ml) obsahuje
siran hofecnaty, ktery slouzi k odstranéni zbytki vody a sorbent s primarnim sekundarnim
aminem (PSA) k odstranéni cukri a mastnych kyselin. Tyto zkumavky jsou k dispozici s nebo
bez grafitického uhliku (k odstranéni pigmenti a steroll) nebo s C-18 materidlem k odstranéni

nepolarnich interferenci jakou jsou lipidy.24

QUEChERS efektivné zahrnuje velmi Siroky rozsah analyti. Metoda byla Gspésné

pouzita pro extrakci a CiSténi rOznych chemikalii, vcetné pesticidd, polycyklickych
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aromatickych uhlovodikl, antibiotik a veterindrnich 1é¢iv v Siroké Skale matric. Dalsi
vyhodou je vysoka propustnost vzorkl, nizkd spotfeba rozpoustédla a malé naroky
na pozadovany prostor pii praci. QUEChERS metoda je urCena pro vzorky s vysokym

procentem vlhkosti a ve srovnani se SPE vyZaduje méné Sasu.?® 222
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22 ANALYZA VZORKU SROSTLINNOU MATRICI S PRISADOU
SYNTETICKYCH INHIBITORU PDE-5

2.2.1 PDE-5 INHIBITORY

Tyto inhibitory pfedstavuji tiidu 1éCiv pouzivanych predevSim k 1écbé erektilni
26,27

dysfunkce.

Fyziologicky proces erekce predstavuje uvolnéni oxidu dusnatého (NO) Vv corpus
cavernosum penisu zprostiedkované parasympatickym nervovym systémem. NO se vaze
na receptory enzymu guanylatcyklazy, ktery zpusobuje vzrist koncentrace cGMP vedouci
K uvolnéni tepen hladkého svalstva, nasledné ke zvySenému pritoku krve, a tudiz k erekci.
CGMP je odbouravan fosfodiestérazou typu 5 (PDE-5), coz vede k ustupu erckce. Sildenafil,
tadalafil a vardenafil jsou inhibitory fosfodiesterazy typu 5 (PDE-5), ktera je zodpovédna
za degradaci cGMP. Molekularni struktury téchto 1€ki jsou podobné jako cGMP, takze slouzi
jako konkuren¢ni substrat PDE-5 v corpus cavernosum, coz vede k lepsi erekci. Tyto 1éky
nachdzeji také wvyuziti pro plicni hypertenzi, Raynaudiv syndrom, vySkovou nemoc

a Duchenne/Becker svalovou dystrofii.?* %

Sildenafil je G¢inny a selektivni inhibitor fosfodiesterazy typu 5 (PDE-5), ktery
byl pouzivan k 1é¢bé pacientti s plicni hypertenzi. V soucasné dobé se pouziva k1écbé
erektilni dysfunkce u muzii vedouci ke zvySeni uvolnéni corpus cavernosum. Je Siroce
pouzivan muzi ke zlepSeni tumescence a uspokojivé sexudlni vykonnosti. Obvykla davka

je 25 mg a maximalni hladina v krvi je v ¥adu 100 ng/ml.%

VétSina analogl identifikovanych v dopliicich stravy jsou analogy sildenafilu. Mezi
tyto zname analogy patii nitrodenafil, chlorodenafil, hydroxychlorodenafil, gendenafil,
piperidino acetildenafil, dithio-desmethyl-karbodenafil, karbodenafil, noracetildenafil,
normeosildenafil, N-desmethylsildenafil, acetildenafil, 22-dihydro-acetildenafil,
dimethylacetildenafil, oxohongdenafil, dioxo-acetildenafil, hydroxy-acetildenafil, aildenafil,
homosildenafil, thio-homosildenafil, thiodenafil, hydroxy-homosildenafil, thio-aildenafil,
udenafil, hydroxy-thiohomosildenafil, cyklopentynafil, mirodenafil, benzylsildenafil, Nitro-

prodenafil, depiperazino-thiosildenafil, atd.*

Systematicky nazev sildenafilu je 1-[4-ethoxy-3-(6,7-dihydro-1-methyl-7-oxo-3-
propyl-1H-pyrazolo-[4,3-d]pirimidin-5-yl) phenylsulfonyl]-4-methylpiperazin.®
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Vardenafil je stejné¢ jako sildenafil a tadalafil inhibitorem fosfodiesterdzy typu

5 a pouziva se k 1é¢be erektilni dysfunkce. Denni dévka je podle potieby 5, 10 nebo 20 mg.*"
35

Ackoli je vyroba analogti vardenafilu podobna jako analogii sildenafilu, nevyskytuji
se tak Casto. Nastup ucinku je ve srovnani se sildenafilem a tadalafilem rychlejsi, ale zaroven
ma nejkrat$i dobu plsobeni. Mezi analogy vardenafilu mizeme zatfadit norneovardenafil,

hydroxyvardenafil, N-desethylvardenafil, acetylvardenafil a piperidino-vardenafil, atd.*

Systematicky nazev vardenafilu je 4-[2-ethoxy-5-(4-ethylpiperazin-1-yl)sulfonyl-
phenyl]-9-methyl-7-propyl-3,5,6,8-tetrazabicyclo[4.3.0]nona-3,7,9-trien-2-on.*®

\
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Obr. 1: Struktura sildenafilu (vlevo) a vardenafilu (vpravo).

222 BYLINNE DOPLNKY STRAVY S NEDEKLAROVANYM
PRIDAVKEM LECIV

Erektilni dysfunkce se bézné vyskytuje (60—70 %) u pacientii s hypertenzi a ischemii
myokardu. Bohuzel PDE-5 inhibitory vykazuji negativni interakce s nékterymi léky
pouzivanymi pii 1€cbé téchto onemocnéni (napft. nitroglycerin, doxazosin a terazosin). Tato
negativni stranka syntetickych PDE-5 inhibitori méla vyvolat vyvoj piirodnich alternativ.
Bylinné terapic se tedy uspé$né uchytily na trhu pod dojmem, Ze jsou bezpecné a bez
vedlejsich ucinkd. Avsak u mnoha z bylinnych potravinovych doplinkt (HDS- herbal dietary
supplement) bylo nasledné zjisténo, ze obsahuji jako piimési nejen syntetické PDE-5
inhibitory, které jsou schvalené, ale i jejich neschvalené strukturalng modifikované analogy.”®

Tyto nelegalni piipravky pochazeji nejéastsji z jihovychodni Asie za ucelem zisku.?
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Pti prizkumu v Singapuru a Taiwanu bylo zjiSténo nékolik vyrobki ¢inské tradi¢ni
mediciny, které obsahovaly nadmérné mnozstvi toxickych tézkych kovl a nedeklarovana
1é¢iva. Podobné vysledky poskytl prizkum v USA, kde bylo odhaleno téméf 32 % vyrobkil
S obsahem nedeklarovanych 1é¢iv. Take skoro 10 % téchto testovanych produktl poskytovaly

pozitivni vysledky na toxické mnozstvi olova, rtuti nebo arzenu.

Pocateni zprava o detekci a identifikaci analogh 1é¢iv k erektilni dysfunkci
poukazuje na homosildenafil, ktery byl nalezen jako pfimés v potravinovém napoji. Nasledné
byly vbylinnych produktech objeveny tifi analogy sildenafilu  (acetildenafil,
hydroxyhomosildenafil a jiz zminovany homosildenafil). V posledni dob&é byl v HDS
identifikovan thiosildenafil a thiohomosildenafil, kde je atom kysliku nahrazen atomem siry
V pyrazolopyrimidinovém zbytku a novy analog vardenafilu, kde byla ze struktury odebrana
sulfonylova skupina a N-ethylpiperazinovy kruh.?® Momentaln& je znamo vice jak 46 rtiznych

analogi. VétSina je znama uz dlouho a jsou uvedeny v patentované literatufe.

Bylinné dopliiky stravy jsou stale vice celosvétove pouzivany kvuli presveédeni,
ze ptirodni produkty jsou bezpetné a bez vedlejSich nezddoucich ucinkd. Nicméné tyto
dopliiky jsou c¢asto nekvalitni a jsou spojovany s riznymi problémy (napf. identifikace
autentického rostlinného materialu, standardizace produktu, zneéisténi pesticidy a tézkymi
kovy).? Doplngk stravy obsahuje ,,dietni slozky* ur¢ené k obohaceni stravy. Tyto ,.dietni
slozky* mohou zahrnovat vitaminy, minerdly, byliny nebo jiné rostlinné vytazky,
aminokyseliny a latky jako jsou enzymy, tkan¢ organt, zlazy a metabolity. Vyrobce dopliki
stravy je zodpoveédny za to, ze na trh bude uvadét jen bezpecny vyrobek. Obecné se piirodni
dopliiky stravy pro podporu muzské sexualni potence skladaji z riznych bylin a bylinnych
extraktll jako je napf. Panax ginseng (kofen zenSenu), Litchi chinensis (lici semeno), Lycium
barbarum, Dimocarpus Longan, Cordyceps sinensis (aweto), Paeonia lactiflora (kofen
pivonky), Schisandra chinensis (magnolka ¢inska), Poria Coca (indicky chléb), Epimedium

brevicornum, atd.?®

2.2.3 PRIPRAVA VZORKU S PRISADOU PDE-5 INHIBITORU

Ptiprava vzorku je velmi diilezitym ukolem v profilovani piimési. Dopliiky stravy

mohou byt obtiznymi matricemi pii testovani analogii. Analogy totiz mohou byt pfitomny
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Vv nizkych koncentracich mezi velkym mnozstvim jinych latek. Pro vétSinu analogt je dalezity
vybér extrakéniho rozpoustédla. Promyvani pies filtr nemusi byt dostacujici, zatimco

intenzivni extrakce mohou rozpoustét az piili§ matrice.”® *

Vétsina metod pro piipravu vzorku zahrnuje extrakci pozadované slouceniny

v organickém rozpoustédle a poté techniky uvedené v kapitole 2. 1.

2.2.4 TECHNIKY K SEPARACI A DETEKCI PDE-5 INHIBITORU

Pro separaci a detekci znamych PDE-5 inhibitorid ve slozitych matricich se pouzivaji
techniky jako tenkovrstvd chromatografie (TLC), vysokoucinna kapalinovad chromatografie

(HPLC) a kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (LC-MS).28

Pro charakterizaci neznamych analoghi PDE-5 inhibitor je vhodna ultrafialova
spektroskopie (UV), infradervend spektroskopie (IR), nukledrni magnetickd rezonance
(NMR), hmotnostni spektrometrie (MS) a chemicka derivatizace s naslednou GC-MS nebo
LC-MS.*®

2.2.4.1 Tenkovrstva chromatografie
Pokud jsou k dispozici standardy PDE-5 inhibitord, mize byt TLC pouzita jako
informacni nastroj pro jejich detekci v ptipravku. TLC wuziva jako wvyvijejici roztok

chloroform/metanol/amoniak a Dragendorffovo &inidlo pro detekci skvrn PDE-5 inhibitord.?®

2.2.4.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPLC s UV nebo hmotnostnim detektorem byla Siroce pouzivana pro detekci
a kvantifikaci PDE-5 inhibitord a jejich analogi. Jako stacionarni faze se obecné pouziva
oktadecyl silan (C-18), zatimco jako mobilni faze kombinace kyselé vodné faze

s acetonitrilem.?®
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2.2.4.3 Kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii

LC-MS je dominantni pro charakterizaci PDE-5 inhibitort jako ptimési v HDS. Tato
technika byla pouzita k charakterizaci falSovanych 1é¢iv spolu s homosildenafilem,
acetildenafilem a hydroxyhomosildenafilem v kapslich, dale acetyldenafilu Vv tabletach
a napojich, piperidenafilu v kapslich a tabletdch a v derivatech sildenafilu obsahujici siru

(thiosildenafil a thiohomosildenafil).?

2.2.4.4 Ultrafialova spektroskopie

UV spektra mohou pomoci jako ptedbézné voditko pro rozpoznani riiznych kategorii
PDE-5 inhibitord. UV spektra pfimési s komerénimi léky mohou poskytnout redlnou

ptedstavu o jejich strukturalni podobnosti.?®

2.2.4.5 Blizka infracervena spektroskopie

NIR spektroskopie byla pouZzita pro kontrolu padélkii prostiednictvim kontroly
homogenity Sarze a testovani vyrobku na pfitomnost farmakologicky aktivnich substanci,

bez ohledu na pomocné latky.”®

Tato metoda byla uspé$né aplikovdna na vzorky obsahujici sildenafil citrat
s rozdilnym vzhledem, chemickym sloZenim a piivodem. Metoda mize spravné predpovédet

pFitomnosti & nepfitomnost sildenafil citratu v 98 % vzorki.?

2.2.4.6 Ramanova spektroskopie

Nejveétsi vyhodou Ramanovy spektroskopie je jeji uziteCnost v oblasti analyzy
padélanych tablet bez potieby kvalifikovaného pracovnika. Tato technika byla pouzita

pro detekci sildenafilu a tadalafilu v padélanych pfipravcich.28
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1 CHEMIKALIE A LABORATORNI VYBAVENI

Deionizovana voda (Water for HPLC, Lach:ner), acetonitril (HPLC gradient grade,
J.T. Baker), kyselina mravenéi (99,7 %, Sigma-Aldrich), hydroxid amonny (25-29%, Penta),
dusik, standard sildenafil, standard vardenafil, standard tadalafil.

Tiepacka, Manifold pro SPE extrakce (Supelco visiprep), vyhiivany blok
(EVATERM), odstfedivka (Hettich).

3.2 PRACOVNI POSTUP A METODY
3.3.1 Priprava standardi

Roztoky standard byly pfipraveny rozpuSténim 3 mg standardu v rozpoustédle,
tak aby vysledna koncentrace byla 1 mg/ml. Pro sildenafil a vardenafil bylo pouzita jako

rozpoustédlo voda.

Vychozi standardni roztoky o koncentraci 1 mg/ml byly dale fedény na koncentrace
100 pg/ml, 10 pg/ml, 0,1 pg/ml, 1 ng/ml a 10 ng/ml.

3.3.2 Piiprava rostlinné matrice pro extrakci na pevné fazi

K pfipravé modelové matrice bylo k dispozici 8 suSenych rostlin obsazenych
v jednom z komerc¢né dostupnych piipravki podporujicich erekci, které byly extrahovany
v 250 ml vody pii 25 °C po dobu 7 dni. Jednalo se o rostliny Dioscorae opposita (oddenek
jamu), Schisandrae sp. (plod), Cinnamomi sp. (kira skofice), Morindae sp. (kofen), Angelicae
sinensis (Angelika ¢inska), Rehmanniae sp. (kofen), Polygonatum sp. (oddenek kokotiku),

Carthami tinctorius (kvét svétlice barvirské) jejichz navazky Cinily ptiblizné 3 g.

3.3.3 Pouzité laboratorni pristoje k separaci a detekci

K separaci a detekci byl pouzit vysokoucinny kapalinovy chromatogram (UPLC,

Acquity, Waters) s chromatografickou kolonou Kinetex XB—C18 50 x 2.1 mm s 2,6 um core
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shell sorbentem. Mobilni faze se skladala z 0,1 % HCOOH v H20 (A) a 0,1 % HCOOH
v ACN (B) s ¢asové proménnym slozenim s gradientovou eluci. Gradient byl nasledujici:
98% A po 1 min, na 0% ve 4. min a od 4,5 min 98%. Celkovy ¢as analyzy byl 5 minut

s prutokovou rychlosti 0,6 ml/min.

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf byl ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem (Q-qTof Premier, Waters) s ionizaci elektrosprejem s hybridnim analyzatorem

Q-qTof. Elektrosprejovy iontovy zdroj pracoval v kladném rezimu ionizace.

3.3.4 Optimalizace parametri iontového zdroje

Optimalizace parametrd iontového zdroje byla provadéna piimym zavadénim
roztoku standardi sildenafilu a vardenafilu pti priitoku a ptiblizném slozeni rozpoustédla, jaké
bylo pouzivano pii HPLC/MS separacich. Technickd realizace spocivala ve sméSovani
rozpoustédla dodavaného z chromatografické pumpy (500 ul/min) a proudu roztoku standardu
Z linearni pumpy (100 pg/ml, 5 pl/min). Vysledna koncentrace standardl v iontovém zdroji
¢inila cca 1 pg/ml. Optimalizovano bylo nékolik parametri iontového zdroje: napéti
na sampling cone (v rozmezi 20-60 V), extraction cone (vrozmezi 1-6 V) a ion guide
(v rozmezi 04 V), teplota ve zdroji (v rozmezi 80-120 °C), teplota desolvatacniho plynu
(v rozmezi 250-450 °C), pritok plynu mezi sampling a extraction cone (v rozmezi 0-50 I/h)

a pratok desolvata¢niho plynu (v rozmezi 300-800 I/h).

3.3.5 Uprava vzorku extrakei na pevné fazi a analyza HPLC/MS

Modelové vzorky obsahujici standardy analyti v matrici byly pfed HPLC/MS
analyzou podrobeny extrakci na pevné fazi (SPE) za pouziti kolonek Supelclean LC-Ph
(objem 1 ml, 100 mg sorbentu), LC-CN (objem 1 ml, 100 mg sorbentu), LC-SCX (objem
1 ml, 100 mg sorbentu) firmy Sigma-Aldrich a Oasis MCX (objem 3 ml, hmotnost sorbentu
60 mg) firmy Waters (Praha). Na kolonky byl po piedchozi kondicionaci a ekvilibraci
nanesen roztok standardii (1 pg/ml) a kolonky byly eluovany fadou smésnych rozpoustédel
s postupné vzrustajici elucni silou. Jednotlivé frakce byly zachytdvany oddélené a nasledné

nastfiknuty do HPLC/MS. Cilem bylo zjistit vhodné slozeni elu¢niho rozpoustédla, které
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zajisStovalo spolehlivé vymyti analyti ze sorbentu. Celkovy postup provadéni SPE vcetné

zvoleného slozeni elu¢niho rozpoustédla je uveden v Tabulce I.

Tab. I: Postup a pouZiti rozpoustédel u jednotlivych kolonek

Kolonka | Kondicionace | Ekvilibrace Vzorek Promyti Eluce
] 1mIH,0 + 05 | 1 mlvzorek + 0,5 1 ml ACN:H,0 (75:25) + 0,5
LC-Ph | ImEACN | ™ ot icooH % HCOOH % HCOOH
i 1mlH,0+0,5 | 1mlvzorek + 0,5 1 ml ACN:H,0 (50:50) + 0,5
LC-CN | ImEACN | o 1 icooH % HCOOH % HCOOH
2mlH,O+0,5 | 2ml vzorek + 0,5 2ml2% 2 ml ACN : konc. NH,OH (v
MCX | 2mIACN | = o LicooH % HCOOH | HCOOH v H,0 poméru 85 : 15)
LC- | tmloi% | , O |imivzorek+01| 1mloL% 1 ml 0,2 %NH,OH
scX HCl 2 % HCOOH | HCOOHVH,0 | v ACN/H,0 (20:80)

Vysoky obsah acetonitrilu v SPE extraktech zptsoboval rozmyvani pikii po nastiiku
na chromatografickou kolonu, proto byly extrakty pted vlastni HPLC/MS analyzou
odpafovany ve vyhfivaném bloku (55 °C) pomoci proudu dusiku a nasledné rozpustény
ve smési ACN/H,0/ HCOOH (2:98:0,1). Po upravé byly vzorky centrifugovany 3 minuty
pii 3000 otackach/min.

Ke zjisténi limitu detekce sildenafilu a vardenafilu, byla proméfena sada extrakti
obsahujicich STD o koncentracich 3 ng/ml, 10 ng/ml, 30 ng/ml a 100 ng/ml. Limit detekce
byl pfifazen koncentraci, pfi niz pomér signdlu a Sumu v rekonstruovaném iontovém

chromatogramu protonizovaného analytu ptekrocil hodnotu 3.

Vliv zbytkovych slozek matrice pfitomnych v extraktech na ionizacni proces
byl zjistén ze srovnani intenzit standardu sildenafilu pfimichavaného za kolonou (1,5 pg/ml,
12 pl/min; koncentrace sildenafilu po zfedéni mobilni fazi ¢inila 30 ng/ml), a to pii nastiiku
vody a extraktu po SPE (timto zplisobem je mozné oddélit ptipadny vliv ztrat analytu

pii extrakci na vysledek experimentu).

Dale byly provedeny tfi experimenty, které sledovaly vliv matrice na navratnost

extrakce, pfipadné¢ kombinovany vliv na ndvratnost a elektrosprejovou ionizaci:

1. Byla provadéna analyza vodného extraktu s 50 ng/ml STD, ktery byl pfidan jiz pied
SPE a analyza vodnych extraktl s ptidavkem 50 ng/ml STD az po SPE. Porovnanim

vysledkl byla zjisténa navratnost extrakce ve vzorcich obsahujicich matrici; vliv
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zbytkovych slozek matrice na ionizaci byl kompenzovan jejich pfitomnosti v obou

vzorcich.

2. Metodou kalibrace na wvn&jsi standard byla stanovena a porovnana koncentrace
sildenafilu a vardenafilu v SPE extraktech dvou vzorka ptivodné obsahujici 1 pg/ml
téchto analytl. Jeden ze vzorkl byl pfipraven v ¢istém rozpoustédle (voda), druhy
obsahoval matrici. Ke kalibraci byly pfipraveny kalibra¢ni roztoky o koncentraci
250 ng/ml, 500 ng/ml a 1000 ng/ml.

3. Metodou kalibrace na vnitini standard byla stanovena koncentrace vardenafilu v SPE
extraktech vzorkti pivodné obsahujici 300 ng/ml tohoto analytu. Jako vnitinim
standardem byl pouzit sildenafil o koncentraci 300 ng/ml. Taktéz byla ptipravena
sada kalibra¢nich roztoka vardenafilu o koncentraci 100 ng/ml, 300 ng/ml
a 500 ng/ml piipravenych v H,O s vnitinim standardem sildenafilu o koncentraci

300 ng/ml. Kalibra¢ni roztoky i vzorky byly méfeny tfikrat béhem dne.

Vysledky experimentl s vnéj§im 1 vnitfnim standardem podévaji informaci
0 kombinovaném vlivu matrice na navratnost extrakce a ucinnost ionizace, protoZze byly
srovnavany vzorky pfipravené v €istém rozpoustédle a v matrici (metoda vnéjsiho standardu),

resp. matrice nebyla obsazena v kalibra¢nich roztocich (metoda vnitfniho standardu).
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Pii hleddni vhodnych parametrG ionizace byla sledovdna intenzita pikt
protonizovanych molekul sildenafilu (m/z 475) a vardenafilu (m/z 489) a jeji opakovatelnost
(RSD = 7,5%). V grafech na obr. 2 az 8 jsou kromé& zavislosti intenzit na hodnotach
sledovanych parametri vyznaCeny 1 chybové usecky, které odpovidaji hodnotam

smérodatnych odchylek ze tirech meteni.

Sampling Cone

3,50E+04
3,00E+04

2,50E+04
2,00E+04 !‘\ \ \g

1,50E+04 : 7 \ ——475,2122
1,00E+04 1 ~-489,2279
5,00E+03

0,00E+00 . . . . . .
10 20 30 40 50 60 70

Sampling Cone

Intenzita

Obr. 2: Intenzity iontu m/z 475 a m/z 489 pri ménicim se napéti na sampling cone

Extraction Cone
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S 2,80E+05
g ——475,2122
= 2,60E+05
—8-489,2279

2,40E+05
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Obr. 3: Intenzity iontu m/z 475 a m/z 489 pri ménicim se napéti na extraction cone
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Obr. 4: Intenzity iontu m/z 475 a m/z 489 pii ménicim se napéti na ion guide
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Obr. 5: Intenzity iontu m/z 475 a m/z 489 p¥i ménici se teploté ve zdroji
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Desolvation
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Obr. 6: Intenzity iontu m/z 475 a m/z 489 p¥i ménici se teploté desolvata¢niho plynu
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Obr. 7: Intenzity iontu m/z 475 a m/z 489 p¥i ménicim se prutoku plynu mezi sampling

a extraction cone
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Obr. 8: Intenzity iontu m/z 475 a m/z 489 p¥i ménicim se prutoku desolvata¢niho plynu

Na zaklad¢ zavislosti zobrazenych v grafech byly vybrany tyto optimalni parametry

iontového zdroje:

Tab. II: Optimalni parametry iontového zdroje

Parametry iontového zdroje Zvolené hodnoty
Sampling cone [V] 40
Extraction cone [kV] 2
lon guide [kV] 3
Teplota ve zdroji [°C] 120
Teplota desolvatace [°C] 450
Cone [I/n] 20
Prutok desolvata¢niho plynu [1/h] 700

Limit detekce sildenafilu (m/z 475) a vardenafilu (m/z 489) byl urCen na zakladé
porovnani poméru signal/Sum na 10 ng/ml. Nize jsou uvedeny chromatogramy a spektra

pro MCX a LC-SCX kolonky. Reten¢ni ¢as vardenafilu je 2,07 min, pro sildenafil 2,21 min.
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V pribéhu vSech méfeni jsme pozorovali, ze SPE za pouziti kolonky MCX
poskytovaly témét vzdy nejlepsi vysledky (intenzita signalu, navratnost, reprodukovatelnost)
a kolonky LC-SCX naopak nejhor$i vysledky. Proto jsme dal$i experimenty realizovali

jiz jen se sorbentem MCX.

Vyhodnoceni vlivu matrice na ionizaci pfi méfeni vodnych extraktli za vméSovani
STD za kolonou pfti vysledné koncentraci analytu 30 ng/ml bylo shrnuto v Tabulce III.
Matrice snizovala signal vardenafilu na 97% a sildenafilu na 80% hodnoty signélu

pozorovaného bez vlivu matrice.

Tab. I11: Vliv extrahovanych sloZek matrice po extrakci sorbentem MCX na u¢innost
ionizace
Matrice/blank
Vardenafil Sildenafil
0,855
0,960 0,798
0,986 0,734
Primér 0,973 0,796
RSD (%) 1,895 7,601

Analyzou vodného extraktu s 50 ng/ml STD pfidanym u jedné sady vzorki pted SPE
a u druhé sady vzorku az po SPE, byl sledovan vliv matrice na navratnost extrakce. Signal
byl sledovan u standardi m/z 475 a m/z 489. Navratnost byla vypoctena jako pomér intenzit
analytu ve vzorcich s pfidavkem pifed SPE a po SPE a ¢inila 80% pro vardenafil
a 79% pro sildenafil.

Vliv matrice byl sledovan také pomoci metod kalibrace s vné&jsim a vnitinim

standardem. Kalibrac¢ni zavislosti jsou uvedeny v grafech na obr. 13 a 14.
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Kalibracni zavislost sildenafilu a vardenafilu
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Obr. 13: Kalibra¢ni zavislost vardenafilu a sildenafilu (metodou vnéjsiho standardu)
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Obr. 14: Kalibra¢ni zavislost vardenafilu se sildenafilem jako vnitfnim standardem

Pti experimentu metodou kalibrace na vnéjsi standard byla stanovena navratnost
avliv matrice na ionizaci pro vardenafil 94+7% a sildenafil 104+7%. Dale koncentrace

vardenafilu a sildenafilu, ktera je uvedena v Tabulce V.
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Tab. V: Navratnost vardenafilu a sildenafilu stanovena metodou vnéjsiho standardu

T Koncentrace [ng/ml]
Prostredi Vardenafil Sildenafil
H,O 734 1140
Matrice 692 1190
Matrice/H,0 (%) 94 104

Pti experimentu metodou kalibrace na vnitini standard byla stanovena navratnost

vardenafilu 59%z7% a jeho koncentrace, ktera je uvedena v Tabulce VI.

Tab. VI: Navratnost extrakce vardenafilu sorbentem MCX stanovena metodou

vnitfniho standardu

- Koncentrace [ng/ml]
Prostiedi Vardenafil
H,0 318
Matrice 189
Matrice/H,0 (%) 59

Piistup k hodnoceni navratnosti tfemi riznymi vySe uvedenymi zpuisoby vychazel
z nedostupnosti izotopov€ znacenych standard analytd, které jsou pro takovy experiment
nejvhodnéjsi (v idedlnim piipadé maji retencni Cas a vytézek ionizace shodny s analytem).
Urcity nesoulad ve zjisténych hodnotach navratnosti tak 1ze pfipsat napt. variabilit€ u¢innosti

ionizace v ¢ase nebo riznému reten¢nimu ¢asu analytu a vnitiniho standardu.
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5. ZAVER

Tato bakalarska prace byla zaméfena na piipravu vzorku obsahujiciho syntetické
inhibitory PDE-5 v rostlinné matrici technikou extrakce na pevné fazi. Vzhledem Kk casté
adulteraci potravnich doplikti idajné zalozenych na Cisté ptirodni bazi t€émito latkami je toto
téma velice aktualni a je pfedmétem pozornosti narodnich vladnich instituci zapojenych

do kontroly bezpecnosti 1é¢iv piip. potravin.

V teoretické Casti se poukazuje na vybér vhodné extrakéni metody, jejich vyhody
a nevyhody. Mezi nejcastéjsi extrakéni metody patii extrakce tuhou fazi a pomérné nedavno
se objevila extrakéni metoda QuEChERS. Daéle jsou zde popsany syntetické PDE-5
inhibitory, jejich u¢inek na lidsky organismus a techniky k jejich separaci a detekci

publikované v ptivodni literature.

V experimentalni ¢asti jsou prezentovany vysledky studia extrakce dvou zastupct
vyse zminéné skupiny latek na pevné fazi, jejichz separace a detekce byla provadéna metodou
HPLC/MS. V SPE extrakci byly pouzity sorbenty sreverznimi fazemi (fenylova,
kyanopropylovd), siontoméni¢em (SCX) a se smiSenym mechanismem retence
(reverzni/iontoméni¢ova faze). K danému ucelu extrakce syntetickych inhibitorit PDE-5
z rostlinné matrice se jako nejvhodnéjsi jevila faze LC-MCX. Byly zjiStény uspokojivé
hodnoty ukazatelli navratnosti extrakce a ovlivnéni ionizani ucCinnosti extrahovanymi
sloZkami matrice. DosazZitelny limit detekce s pouzitym instrumentalnim vybavenim (HPLC
separace na modernim typu sorbentu zaloZzeném na core-shell ¢asticich, detekce hmotnostnim
spektrometrem s hybridnim QqTOF analyzatorem) byl stanoven na 10 ng/ml. S pouzitim
izotopoveé znacCenych standardii analyti by bylo mozné metodu pouzit ke spolehlivé
kvantifikaci syntetickych inhibitora PDE-5 potencialné pfitomnych v bylinnych ptipravcich

urcenych k 1é¢bé erektilni dysfunkce.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

LOD
LOQ

SE

UE

PPT

LLE

SPE
d-SPE
SPME
SFE

SF

PLE

MAE
QUEChERS
GC

LC

HPLC
TLC

NIR
MS
NMR
uv

min

ml

mg

ng
ng

limit of detection

limit of quantification

Soxhlet extraction

ultrasonic extraction

protein precipitation
liquid-liquid extraction
solid-phase extraction
dispersive solid-phase extraction
solid-phase microextraction
supercritical-fluid extraction
supercritical-fluid
pressurized-liquid extraction
microwave-assisted extraction
quick, easy, cheap, effective, rugged, safe
gas chromatogramy

liquid chromatography
high-performance liquid chromatogramy
thin-layer chromatogramy
infrared spectroscopy

Nera infrared specktoscopy
mass spektrometry

nuclear magnetic resonance
ultraviolet, ultrafialové zafeni
hour, hodina

minute, minuta

litr

mililitr

gram

miligram

nanogram

mikrogram
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pum mikrometr

nm nanometr

MHz megahertz

GHz gigahertz

A vinova délka

T pi

m/z mass to charge ratio

pH zaporny dekadicky logaritmus aktivity noniovych Kkationti (potencial of
hydrogen)

pPKa zaporny dekadicky logaritmus disociacni konstanty pii 25 °C

°C stupeni Celsia

% procento

napf. naptiklad

atd. a tak dale

t]. to je

apod. a podobné

cca pfiblizné

ptip. ptipadné

Viz odkaz na jinou stranku apod.

tab. tabulka

obr. obrazek

C uhlik

CO; oxid uhli¢ity

NO oxid dusnaty

H,O voda

HCI kyselina chlorovodikova

NH,OH hydroxid amonny

ACN acetonitril

HCOOH kyselina mravenci

DMSO dimethylsuloxid

PDE-5 fosfodiesteraza typu 5

cGMP cyklicky guanosin monofosfat
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HDS
STD
VAR
TAD
SIL
Ph
CN
WAX
WCX
SAX
SCX
MAX
MCX
ESI

herbal dietary supplements (bylinné doplnky stravy)
standard

vardenafil

tadalafil

sildenafil

fenyl

nitrilova skupina (kyano- piedpona)
weak anion exchanger

weak cation exchanger

strong anion exchanger

strong cation exchanger
mixed-mode anion exchanger
mixed-mode cation exchanger

electrospray ionization
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Obr. 2: Intenzity iontu m/z 475 a m/z 489 pii ménicim se napéti na sampling cone

Obr. 3: Intenzity iontu m/z 475 a m/z 489 pii ménicim se napéti na extraction cone

Obr. 4: Intenzity iontu m/z 475 a m/z 489 pii ménicim se napéti na ion guide

Obr. 5: Intenzity iontu m/z 475 a m/z 489 pii ménici se teploté ve zdroji

Obr. 6: Intenzity iontu m/z 475 a m/z 489 pii ménici se teploté desolvatacniho plynu

Obr. 7: Intenzity iontu m/z 475 a m/z 489 pfi ménicim se pratoku plynu mezi sampling
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Obr. 9: Rekonstruované iontové chromatogramy pro sildenafil (nahofe) a vardenafil (dole)
po extrakci na kolonce MCX, 10 ng/ml, $ifka okna m/z 50 ppm

Obr. 10: Rekonstruované spektra pro sildenafil (nahofe) a vardenafil (dole) po extrakci
na kolonce MCX, 10 ng/ml, §itka okna m/z 50 ppm

Obr. 11: Rekonstruované iontové chromatogramy pro sildenafil (nahoie) a vardenafil (dole)
po extrakci na kolonce LC-SCX, 10 ng/ml, $ifka okna m/z 50 ppm

Obr. 12: Rekonstruované spektra pro sildenafil (nahote) a vardenafil (dole) po extrakci
na kolonce LC-SCX, 10 ng/ml, $itka okna m/z 50 ppm

Obr. 13: Kalibra¢ni zavislost vardenafilu a sildenafilu (metodou vné&jsiho standardu)

Obr. 14: Kalibra¢ni zavislost vardenafilu se sildenafilem jako vnitinim standardem
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