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• Vitánie snodárná, Withania somnifera, Solanaceae
• vytrvalá, subtropická až tropická keřovitá rostlina,

• využívána v systémech tradičního indického lékařství: Ájurvédě

• označovaná jako "Sattvic Kapha Rasayana„ →  bylina s omlazujícími a regeneračními účinky

• V doplňcích stravy někdy označována jak „indický ženšen“

• Hlavní oblasti využití v tradiční indické medicíně:

• Snížení stresu a vyčerpání: adaptogen 

• Podpora spánku a zklidnění: latinské jméno Withania somnifera (snodárná) odráží použití při nespavosti 

a úzkostných stavech

• Reprodukční zdraví a libido: v ájurvédě jako silné afrodiziakum. 

• Kognitivní funkce a paměť: k posílení paměti, bystrosti a pro ochranu mozku před projevy stárnutí.

• Bolesti kloubů a záněty

Nejčastější formou použití v tradiční medicíně: jemný prášek z kořene 
(Churna). Ten se rozmíchával v teplém plnotučném mléce s medem → 
biodostupnost obsahových látek. 



• Obsahové látky a jejich biologická aktivita:

• Withanolidy (Steroidní laktony) + Withanosidy (glykosidy)

• Obsah v kořenech 0,01-1,5 %

• Dle studií protizánětlivá, antioxidační a neuroprotektivní aktivita

• Withanolid A a D: Klíčové sloučeniny zodpovědné za zmírňování stresu.

• Withanone: Látka s výrazným vlivem na ochranu buněk. 

• Doplňky stravy: standardizace na withanolidy: 1,5 %; 3 %, 5 % - nejčastější; 10 %

• Alkaloidy

• působí především na nervovou soustavu, mají mírně sedativní účinky a pomáhají tlumit úzkost.

• Withanin, somniferin: specifické 





Globální trh s doplňky stravy s ašvagandou se odhaduje na více než 720 milionů USD a předpokládá se, že do roku 2031 
překročí 2,5 miliardy USD. Díky složenému ročnímu tempu růstu (CAGR) od 8,8 % do 11,4 % je ašvagandou jedním z 

nejrychleji rostoucích bylinných doplňků v kategoriích pro zvládání stresu a nálady.



• Desítky produktů na trhu v ČR

• Řezaný kořen, práškovaný kořen

• Extrakty (kořeny, listy) standardizované na withanolidy: extrakty s obsahem 1,5 %, 3 % nebo 5 % 

withanolidů, 

•  „patentovaný“ KSM-66 (extrakt z kořene) – 5 % withanolidů, ≥ 1 % withaferin A

• Withaferin A: protinádorová, protizánětlivá, neuroprotektivní aktivita; obecně dobře tolerován

•  …ale…vysoké dávky nebo dlouhodobá konzumace ….toxicita především hepatotoxicita

• Kvalita, obsah aktivních látek??
• UHPLC analýza 
• Mikroskopická kontrola extraktů





Vývoj UHPLC metody pro stanovení zastoupení withanolidů v komerčních produktech

• Standardy:
• Withanolid A ≥ 98 % (PhytoLab, Německo) 
• Withanolid B ≥ 98 % (PhytoLab, Německo) 
• Withaferin A ≥ 97 % (PhytoLab, Německo) 
• Withanosid IV ≥ 95 % (PhytoLab, Německo) 
• Withanosid V ≥ 94 % (PhytoLab, Německo) 
• Withanon ≥ 94 % (PhytoLab, Německo)

• Most abundand withanolides in root:
• Withanolide A, Withanoside IV, Withanone and Withanoside V

• Most abundand withanolides in leaves:
• Withaferin A, Withanone



   Optimalizace metody

Cíl – najít vhodné podmínky pro separaci všech 6 analyzovaných withanolidů současně.

   Volba vlnové délky

• dle absorpčních maxim jednotlivých látek byly zvoleny vlnové délky 215 a 228 nm, při kterých byly 
viditelné všechny analyzované látky

   Volba kolony 

• testováno celkem 17 kolon (nejčastěji různé typy SF C18 s různými velikostmi částic a rozměrech 
kolony, ale také například SF PFP a RP-Amide)

   Volba složení mobilní fáze

• na základě rešerše literatury byl jako organická složka použit čistý acetonitril, jako vodná složka voda

• v průběhu optimalizace byl místo acetonitrilu zkoušen i methanol o různých koncentracích a 0,1% kys. 
mravenčí jako vodná fáze

Volba gradientu 

• několik gradientů s různými počátečními podmínkami a s odlišnou strmostí nástupu org. fáze

• dávkovaný objem (2-10 µl) a průtoková rychlost (0,4 – 1,0 ml/min) dle průměru použité kolony



Finální podmínky analýzy:

• Chromatografická sestava: Shimadzu Nexera LC-40 

• Detektor: PDA detektor SPD-M40 

• Kolona: Kinetex F5 100 Å 150 x 4,6 mm, velikost částic 2,6 μm

• Mobilní fáze: A: ACN, B: voda

• Průtok mobilní fáze: 1 ml/min

• Teplota kolonového prostoru: 30 °C

• Dávkovaný objem vzorku: 10 µl

• Detekce: 215 nm (withanosid IV a withaferin A) a 228 nm (withanosid V, withanolid A, withanon a 

withanolid B)

• Režim analýzy: gradientová eluce

• Čas analýzy: 10 minut



Validace metody

Test vhodnosti chromatografického 
systému 

• opakovatelnost retenčních časů 
(tr)

• faktor symetrie (AS)

• rozlišení píků (RS)

• kapacitní faktor (k)

• kapacita separace (Pc)

Opakovatelnost ploch píků 

Standardy tr
tr RSD 

[%] As Rs k Pc

Withanosid IV 2,58 0 1,32 7,56 0,46 55,34 

Withaferin A 4,33 0,01 1,17 17,42 1,44 48,16

Withanosid V 3,97 0,11 1,40 14,82 0,54 54,19 

Withanolid A 4,85 0,08 1,19 8,75 0,88 46,45

Withanon 5,04 0,08 1,24 1,73 0,95 48,16 

Withanolid B 6,69 0,08 1,31 15,75 1,59 48,16 

Opakovatelnost ploch píků

koncentrační 
hladina

RSD [%] 

1 mg/l 1,09-1,86

5 mg/l 1,15-1,62

20 mg/l 0,20-0,87



Linearita

• Deset koncentračních hladin standardů v rozmezí 0,25 – 50 mg/l

• Tři nástřiky z každé koncentrace o objemu 10 μl

• Korelační koeficienty v rozmezí 0,9907- 0,9999

Preciznost a přesnost Přesnost [%] Preciznost RSD 
[%] 

Withanosid IV 101,06 2,24

Withaferin A 103,24 1,47

Withanosid V 106,41 1,80

Withanolid A 102,13 1,81

Withanon 103,70 1,39

Withanolid B 100,76 2,31



Chromatogramy analyzovaných látek za finálních podmínek



Obsah analyzovaných látek v 
doplňcích stravy

• Diplomová práce z roku 2025

• Testováno 10 potravních doplňků ve formě kapslí.

• Stanovené množství látek vyjádřeno v miligramech v 
jedné kapsli.

• Obsah tobolek byl homogenizován, extrahován v 50 
% methanolu v ultrazvukové lázni, extrakt následně 
přefiltrován pomocí PFTE filtru a injekční stříkačky 
do vialek. 

Vývoj UHPLC metody pro stanovení withanolidů v potravních 
doplňcích na bázi extraktu z Ashwagandhy | Digitální repozitář UK

https://dspace.cuni.cz/handle/20.500.11956/199587
https://dspace.cuni.cz/handle/20.500.11956/199587
https://dspace.cuni.cz/handle/20.500.11956/199587
https://dspace.cuni.cz/handle/20.500.11956/199587
https://dspace.cuni.cz/handle/20.500.11956/199587
https://dspace.cuni.cz/handle/20.500.11956/199587
https://dspace.cuni.cz/handle/20.500.11956/199587
https://dspace.cuni.cz/handle/20.500.11956/199587




Porovnání obsahu analyzovaných látek s deklarovaným množstvím

Deklarované množství 
withanolidů [mg] 

Stanovené množství 
withanolidů v 1 kapsli [mg]

Porovnání s 
deklarovaným 
množstvím [%]

Ashwagandha BIO Organic 
(Blendea) 25 8,87 35,48

Ashwagandha (ActiveLab) 21 1,39 6,62
Ashwagandha (Kräuterhaus 

Sanct Bernahrd) 15 11,05 73,67

Ashwagandha Extract Organic 
BIO (Viridian) 15 0,47 3,13

Ashwagandha – tobolky 
(Green Idea) 22,5 18,65 82,89

Ashwagandha (ADVANCE 
nutraceutics) 17,5 1,24 7,09

Ashwagandha (Gym Beam) 25 2,53 10,12
Ashwagandha 3600 mg 

(Webber Naturals) 15 0,30 2,00

Ashwagandha (Vilgain) 25 0,89 3,56

Ashwagandha (Jíme zdravě) 20 0,00 0,00



Chromatogramy doplňku stravy výrobce xxxxxxxx - Ashwagandha



Withanosi
d IV            
[mg]

Withaferin A 

[mg]

Withanosid V 

[mg]

Withanolid A 

[mg]

Withanon

 [mg]

Withanolid 
B

 [mg]

Suma všech 
látek v kapsli 

[mg]

% zastoupení 

Withaferinu v 

sumě withanolidů

Ashwagandha BIO Organic 
(Blendea)

1,39 5,36 0,47 1,22 0,00 0,42 8,87 60

Ashwagandha (ActiveLab) 0,28 0,38 0,18 0,56 0,00 0,00 1,39 27

Ashwagandha (Kräuterhaus 
Sanct Bernahrd)

1,75 6,23 0,62 1,49 0,28 0,59 11,05 56

Ashwagandha Extract Organic 
BIO (Viridian)

0,09 0,14 0,00 0,11 0,00 0,12 0,47 30

Ashwagandha – tobolky (Green 
Idea)

2,94 9,21 1,16 4,63 0,00 0,72 18,65 49

Ashwagandha (ADVANCE 
nutraceutics)

0,25 0,26 0,17 0,41 0,03 0,12 1,24 21

Ashwagandha (Gym Beam) 0,38 0,75 0,18 1,18 0,03 0,00 2,53 30

Ashwagandha 3600 mg (Webber 
Naturals)

0,07 0,07 0,00 0,06 0,00 0,09 0,30 23

Ashwagandha (Vilgain) 0,21 0,28 0,08 0,24 0,00 0,09 0,89 31

Ashwagandha (Jíme zdravě) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -

KSM-66® is standardized to contain < 0.1% withaferin A.



Rostlinná část použita pro 
extrakci

Množství extraktu 

[mg]

Withaferin A 

[mg]

% zastoupení 

withaferinu v 

extraktu

Ashwagandha BIO Organic (Blendea) neuvedeno 500 5,36 1,07

Ashwagandha (ActiveLab) kořen 300 0,38 0,13

Ashwagandha (Kräuterhaus Sanct Bernahrd) neuvedeno 600 6,23 1,03

Ashwagandha Extract Organic BIO (Viridian) kořen 300 0,14 0,05

Ashwagandha – tobolky (Green Idea) kořen 450 9,21 2,04

Ashwagandha (ADVANCE nutraceutics) kořen 350 0,26 0,07

Ashwagandha (Gym Beam) kořen 500 0,75 0,15

Ashwagandha 3600 mg (Webber Naturals) KSM-66 300 0,07 0,02

Ashwagandha (Vilgain) KSM-66 500 0,28 0,06

Ashwagandha (Jíme zdravě) kořen 400 0,00 -



Porovnání vizuálního vzhledu typů produktů z Withánie snodárné

Práškovaný kořen  Extrakt kořen, 5 % withanolidů komerční extrakt 5 % withanolidů
Vzorek K2   Vzorek E2   

Práškovaný kořen  Extrakt kořen, 1,5 % withanolidů 
Vzorek K1  Vzorek E1  

Komerční extrakt
Standardizovaný na 5 % 

withanolidů
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Deklarace 1,5 % withanolidů
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Deklarace 5 % withanolidů



Datafile Name:A3 znovu002.lcd
Sample Name:Unknown Sample
Sample ID:UNK-0002
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Datafile Name:st A1 a A2 extr003.lcd
Sample Name:Unknown Sample
Sample ID:UNK-0003
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A3 = šarže: 260109

A2 = šarže: 250405

Komerční extrakty dodávané pro výrobu doplňků stravy: standardizace 5 % withanolidů



• Použitá metoda standardizace u komerčního extraktu: gravimetrie resp. vážková metoda

• Analýza UHPLC 

• While gravimetry is a cost-effective and straightforward method outlined in the Ayurvedic Pharmacopoeia 

of India (API), it has a few drawbacks for precise quality control: [1]

• Lack of Specificity: Gravimetry measures the total residue mass of that specific fraction. It does not 

differentiate between individual withanolides (such as Withaferin A or Withanolide A) and other co-

extracted compounds or impurities that share similar solubility properties. [1, 2]

• Detection Limit: It is less sensitive than modern chromatographic techniques, requiring a larger 

sample size to yield a measurable weight

https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsomega.3c03491
https://ajps.journals.ekb.eg/article_7112_f3fdb59a66c7545a6809eae60a803833.pdf
https://www.researchgate.net/publication/258047212_Determination_of_withanolides_from_the_roots_and_herbal_formulation_of_Withania_somnifera_by_HPLC_using_DAD_and_ELSD_detector




Product type

Sample content according to 

label

wt.% ∑ withanolides and 

withanosides according to 

list of ingredients
Product 1 Crushed Ashwagandha root - 1

Product 2 Pulverized Ashwagandha root - 1

Product 3 Pulverized Ashwagandha root - 1

Product 4 Capsule Ashwagandha root - 1

Product 5 Capsule Ashwagandha root - 1

Product 6 Capsule Ashwagandha root extract 4.7                0.16
Product 7 Capsule Ashwagandha root extract 2.9                 0.08
Product 8 Capsule Ashwagandha root extract 3.4                 0.15
Product 9 Capsule Ashwagandha root extract 4.8                 0.15

Product 10 Capsule Ashwagandha root extract 3.8                 0.12
Product 11 Capsule Ashwagandha root extract 3.8                 0.11
Product 12 Capsule Ashwagandha root extract 3.1                 0.12
Product 13 Capsule Ashwagandha root extract 3.5                0.1

Product 14 Capsule

Ashwagandha root powder 

and extract

>1.4 2                 0.16

Product 15 Capsule

Ashwagandha root powder 

and extract

>4.2 2                1.32

Product 16 Capsule Ashwagandha root extract 3.1               1.03
Product 17 Capsule Ashwagandha root extract 3.7               0.14
Product 18 Capsule Ashwagandha root extract 4.0               0.09
Product 19 Capsule Ashwagandha root extract 1.9               0.12
Product 20 Capsule Ashwagandha root extract 2.5              0.27
Product 21 Capsule Ashwagandha root extract 6.0               3.31
Product 22 Capsule Ashwagandha root extract 9.8              0.44
Product 23 Capsule Ashwagandha root extract 7.4              0.21
Product 24 Capsule Ashwagandha root extract 4.4              2.04

Determination of Withanolides and
Withanosides in
Ashwagandha Based Products Using
HPLC-Drift-Tube-Ion-Mobility 
Quadrupole Time-of-Flight
Mass Spectrometry

Zellner, L., Wierer, M., Himmelsbach, M., 

Schatzmann, B., Thalhamer, B. and 

Klampfl, C.W. (2025), Determination of 

Withanolides and Withanosides in 

Ashwagandha Based Products Using 

HPLC-Drift-Tube-Ion-Mobility Quadrupole 

Time-of-Flight Mass Spectrometry. 

Electrophoresis, 46: 340-

346. https://doi.org/10.1002/elps.20240018
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https://doi.org/10.1002/elps.202400188
https://doi.org/10.1002/elps.202400188




• Our analyses revealed that none of the tested samples complied with the data provided by the 
manufacturer when it comes to the percentage of withanolides and withanosides present in these
formulations. Although some of the products failed by a factor <4 only, the majority showed 
concentrations of these biologically relevant ingredients which were on average lower by a factor
>30.

• As a consequence, a more thorough quality control of these dietary supplements, particularly when
it comes to comparing the actual content in relevant ingredients with that stated by the
manufacturer, might be an option for the future.

• Naše výsledky jsou ve shodě se s touto studií. 

    Jak z toho ven??

 Analýza vstupního materiálu dodávaného pro výrobu DS
    ………….ale…………

Drahé standardy, drahá přístrojová technika, drahá práce



Více o přírodních produktech a jejich 
problematice na:
luciecahlikova.cz

Děkuji za pozornost!
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