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Увод 
През последните 50 години анаболните андрогенни стероиди (ААС) са 

използвани от широк кръг хора с цел подобряване на тяхната физическа 
издръжливост и оформяне на тялото. Широкото използване на ААС 
продължава да бъде проблем, поради сериозните странични ефекти. 
Дългосрочните последици се отразяват на сърдечно-съдовата система, 
психичното здраве, ендокринната система. Безплодието, дефекти на 
растежа, феминизация и маскулинизацията много често са необратими 
странични ефекти. Процентът полза – риск показва, че всякакъв вид 
злоупотреба с ААС е изключително опасна. [82, 83, 84, 85, 86, 87, 88] 
Употребата на ААС е разрешена само по медицински показания. Режимът 
на отпускане на ААС е строго регламентиран и е само по лекарско 
предписание. ААС са субстанции, които не могат да бъдат включвани в 
състава на ХД и ОТС продукти. Те могат да фигурират само в състава на 
лекарствени продукти.  

Много спортисти и непрофесионални атлети предпочитат приема на 
хранителни добавки с андрогенни и анаболни ефекти вместо на 
класическите стероиди поради по-безопасния им профил. В този труд ХД с 
андрогенна и анаболна активност са клацифицирали в няколко групи: 
съдържащи Йохимбин, Трибулус терестрис, Екдистерон, DHEA, 
Л-Аргинин и други. Профилът на безопастност на употребата на тези 
продукти е много по-добър в сравнение с този на стероидите. Употребата 
им е легална, ефектите често са задоволителни, което от своя страна води 
до нарастващ интерес към тях от страна на потребителите.  

На таблица 1 са показани най-честите „желани“ ефекти на анаболните 
стероиди, които могат да бъдат постигнати с хранителни добавки, 
съдържащи Йохимбин, Трибулус Терестрис, Екдистерон и DHEA. 
Ефектите са идентични, но с употребата на тези ХД настъпват много по-
бавно и в по-ниска степен в сравнение с употребата на ААС. 
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Таблица 1. Сравнение между най-честите ефекти на анаболните стероиди 
и ХД, съдържащи Йохимбин, Трибулус Терестрис и DHEA 

Ефекти на ААС Йохимбин ХД и ОТС, 
съдържащи 

Трибулус 
Терестрис 

ХД, 
съдържащи 
Екдистерон 

ХД, 
съдържащи 

DHEA 

Увеличаване на 
издръжливостта 
при физическо 
натоварване 

+ + + + 

Увеличаване на 
мускулната маса 

+ + - - 

Повишаване на 
либидото 

+ + + + 

Разграждане на 
мастните депа 

+ + - + 

Положителни 
ефекти при 
еректилна 
дисфункция 

+ + + + 

Йохимбинът се извлича от дървото Йохимбе (Pausinystalia yohimbe), 
което се среща в западна и централна Африка. Използва се кората на 
дървото, която е богата на алкалоида йохимбин. Може и да се синтезира. 
Още от древността йохимбинът поражда голям интерес заради свойствата 
си. Използван е за лечение на импотентност, климактерични прояви, 
атония на пикочния мехур. Не е уместно да се приема от хора със 
заболявания на сърдечно-съдовата система. Страничните ефекти, които 
могат да настъпят при прием са: сърцебиене, тремор, раздразнителност, 
нарушения в съня, повишаване на кръвното налягане, панически пристъпи. 
Въпреки многото странични ефекти, които йохимбинът предизвиква, 
продукти съдържащи този алкалоид са регистрирани като хранителни 
добавки. Свойствата, които правят йохимбина търсен и предпочитан от 
потребителите на хранителни добавки са: свойства на алфа-адреноблокер и 
активен симпатиколитик; предизвиква кръвонапълване на органите на 
малкия таз; стимулира дейността на нервните възли в гръбначния мозък, 
които отговарят за ерекцията и половата активност; стимулира дейността 
на нервната система и продукцията на тестостерон при мъжете. Използва 
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се за лечение на импотентност, атонии на пикочния мехур и 
климактерични прояви при мъжете; действа като афродизиак; има много 
ефективен антиоксидантен потенциал; като алфа 2 блокер намалява 
мазнините в областта на бедрата и седалището, където има най-много алфа 
2 рецептори.  

В таблица 2 са обобщени страничните ефекти, които могат да се 
проявят при употребата на йохимбин. Тези ефекти са дозозависими. 
Обикновено изчезват след преустановяване на приема на йохимбин. 
Терапевтичният индекс на йохимбин е много малък. Интервала между 
ефективната доза и токсична доза е много тесен. [16] 

Таблица 2. Нежелани реакции, получени при упоребата на йохимбин 

Сърдечно съдова система Ниски дози йохимбин може да предизвикат 
повишаване на кръвното налягане, докато 
високите дози могат да доведат до опасно 
понижаване на кръвното налягане. 

Нервна система Панически атаки, халюцинации. [17] 
Отделителна система Бъбречна недостатъчност. [16] 
Полова система Предозирането на йохимбин може да 

предизвика приапизъм. В такива случаи се 
препоръчва интракавернозно да се постави 
фенилефрин. [18] 

Поради сериозните странични ефекти, кората от йохимбе попада в 
списъка на FDA за опасни добавки. [19] 

Въпреки прогреса в синтезирането на нови молекули лекарства и 
развитието на фармацията, интересът към растителните продукти 
продължава да е голям. Екстрактът от билката Трибулус терестрис се 
изпозва от древността до наши дни. Като основно действие може да се 
посочи стимулиране на половата система, което се дължи на стероидните 
сапонини. Над 6000 компании по света предлагат продукти, съдържащи 
екстракт от Трибулус терестрис. Производителите посочват съдържание на 
сапонини между 50 и 90%. Ефектите, които потребителя търси са: 
увеличаване на мускулната маса, повишаване на либидото, увеличаване 
подвижността на сперматозоидите, подобряване на сперматогенезата. 
Продукти, съдържащи екстракт от Трибулус терестрис са продават в 
аптечната мрежа като OTC продукти или хранителни добавки. 
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Дехидроепиандростерон (DHEA), известен също като Андростенолон 
или Прастерон (INN) е важен ендогенен стероиден хормон. Той е най-
изобилният циркулиращ стероиден хормон при хората и се произвежда в 
надбъбречните жлези, половите жлези и мозъка, където функционира 
предимно като метаболитен междинен продукт в биосинтеза на 
андрогенни и естрогенни полови стероиди. Законодателните рамки, 
отнасящи се до Прастерон /DHEA/ по целия свят са противоречиви: в 
някои страни е забранен дори вносът, в други може да се отпуска само по 
лекарско предписание с медицински цели и е контролирана субстанция. В 
същото време има страни, в които Прастерон се продава и разпространява 
свободно като хранителна добавка и нито производството нито самия 
продукт, подлежи на контрол. В САЩ режимът на разпространение, 
производство и продажба на Прастерон е либерален. Прастерон се 
предлага в САЩ като хранителна добавка. [58] В Канада Прастерон 
/DHEA/ попада в списъка за контролирани лекарства, раздел 23, глава 4 от 
закона за контролирани лекарства и субстанции (Controlled Drugs and 
Substances Act). В Австралия Прастерон се счита за анаболен стероид и 
прекурсор. Има специални изисквания към вноса на продукти, съдържащи 
Прастерон. В Обединеното кралство контролът върху Прастерон също е 
сериозен – клас C от контролираните лекарства. В България се произвежда 
и разпространява като хранителна добавка. Режимът на регистрация и 
продажба е изключително либерален. Продукти, съдържащи Прастерон в 
България могат да бъдат закупени в аптеки, дрогерии, хранителни 
магазини и чрез интернет. Прастерон е забранена субстанция от 
Световната антидопингова агенция. Хранителни добавки, съдържащи 
Прастерон се използват като допълващо средство – за енергизиране на 
организма при спортисти и хора, подложени на физическо натоварване; за 
подобряване паметта и концентрацията на вниманието; за активизиране на 
имунната система; за увеличаване нивата на тестостерон в организма.  

Необходимостта от аналитични стратегии за контрол на хранителни 
добавки става все по-голяма, в резултат на постоянния ръст на пазара на 
ХД и увеличаващото се потребление и интерес. Много са изследователите, 
които установяват несъответствия в състава на ХД и обявените субстанции 
върху етикета от фирмата производител. През 2002 г. изследователите 
Baume, Mahler, Kamber, Mangin и Saugy излседват 103 ХД (в категории – 
прохормони, психостимуланти, аминокиселини и креатин). Установяват, 
че 1 на всеки 5 ХД, съдържа необявени анаболни стероиди. [69] Други 
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изследователи правят още по-мащабно проучване по същия проблем в 
периода 2000 г. – 2001 г. Те изследват 634 ХД, закупени в 13 различни 
страни. 94 от общо 634 ХД се оказва, че съдържат анаболни стероиди. [70] 
Това проучване също алармира за необходимостта от по-сериозен 
аналитичен контрол върху ХД. Ежедневно на пазара на ХД се появяват 
нови продукти, които съдържат така наречените „дизайнерски стероиди“ – 
ААС, които все още не са забранени. Аналитичния контрол върху ХД за 
забранени субстанции се очертава да е едно от предизвикателствата за 
съвременните учени поради факта, че се синтезират постоянно нови 
аналози на ААС. За откриването на ААС, DHEA и техните метаболити в 
биологични проби се използват газова хроматография с мас-спектрометрия 
и течна хроматография с мас-спектрометрия. 
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ЦЕЛ И ЗАДАЧИ 
Безспорен е фактът, че с нарастването на потреблението на 

хранителните добавки нараства и необходимостта от аналитичен контрол 
на техните показатели. За постигане на по-бързи и по-добри резултати, 
често спортната активност се комбинира с ХД с анаболни и андрогенни 
ефекти, които подобряват физическата издръжливост, ускоряват 
възстановяването между отделните тренировки и увеличават мускулната 
маса. В литературата са описани различни аналитични методи за 
охарактеризирането на ХД с анаболна и андрогенна активност, които са 
основно за техния анализ самостоятелно, както и в биологични среди. 
Няма данни за стройна аналитична система, свързана със стандартизиране 
на тази група ХД.  

Цел 

Разработване и валидиране на ВЕТХ методи за идентичност и 
количествено определяне на Дехидроепиандростерон, йохимбин, екстракт 
от Трибулус терестрис в ХД и OTC продукти с цел контрол и 
стандартизиране.  

Задачи 

1. Разработване на ВЕТХ метод за идентичност и количествено 
определяне на Дехидроепиандростерон в хранителни добавки. 

2. Разработване на ВЕТХ метод за идентичност и количествено 
определяне на Йохимбин в хранителни добавки.  

3. Разработване на ВЕТХ метод за стандартизиране на ХД и ОТС, 
съдържащи екстракт от Трибулус терестрис. 

4. Разработване на Газовохроматографски метод за проверка на 
чистотата на хранителни добавки, съдържащи Йохимбин. 

5. Валидиране. 
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МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ 
I. Използвана апаратура: 
1. Газов хроматограф „Trace“ с масспектрометричен детектор TSQ 

(„Thermo Fisher Scientific“, Waltham, MA, USA) със „split/splitless“ 
инжектор и капилярна колона: HP – 35, 30 m x 0.25 mm 0.25 µm 
(„Phenomenex“ Inc, Torrance, CA, USA); 

2. Апарат за високоефективна течна хроматогафия сер. 200 (Perkin 
Elmer, USA) със спектропфотометричен детектор LC-785A (Bioanalytical 
systems, USA), амперометричен детектор LC-4B (BAS, USA) и 
аутосемплер с термостат (Perkin Elmer, USA); 

3. Апарат за ултра-високоефективна течнахроматография „Accela 
UHPLC“ с масспектрометричен детектор HRMS „Q-Exative“ с H-ESI-
интерфейс („Thermo Fisher Scientific“, Waltham, MA, USA) и колони 
„Kynetex“ RP C8 50 x 3 mm х 2.6 µm тип „core-shell“ (Phenomenex Inc, 
Torrance, CA, USA ) и „Poroshell“ RP CE18 150 x 3 mm x 2,7 µm тип „core-
shell“ (Agilent, Santa Clara, CA, USA); 

4. Ултразвукова вана (Branson Wilmington, NC, USA) 

5. Апарати за ултрачиста вода „Milli-Q“ („Milipore“, Bedford, MA, 
USA) и „Ëlga“ water purification system“ (VWR International, Randor, PA, 
USA). 

II. Използвани реактиви и процедури 
1. Ацетонитрил с квалификация „За HPLC/MS“; 

2. Ултра чиста вода (18 MΩ/cm); 

3. Мравчена киселина с квалификация „Supra pur“; 

4. Амониев формиат с квалификация „Supra pur“; 

5. Литиев перхлорат с квалификация „За анализ“; 

9 



6. Сравнителни субстанции и разтвори: 

6.1. Сравнителна субстанция дехидроепиандростерон с чистота > 99%  
Стандартни разтвори на дехидроепиандростерон: 
4.1 mg от сравнителната субстанция, претеглени в мерителна колба от 

50 ml, се разтварят в около 20 ml ацетонитрил при сонифициране в 
ултразвукова вана за около 5 min. Колбата се допълва до марката с 
ацетонитрил. Полученият разтвор е с концентрация 82 µg/ml и е стабилен 
за повече от 1 седмица при съхранение в хладилник (4÷8° С).  

От така получения основен стандартен разтвор се приготвят работни 
стандартни разтвори чрез съответно разреждане с концентрации 0.8, 4.8, 16 
и 50 µg/ml. 

6.2. Сравнителна субстанция йохимбин с чистота > 98%  
Основен стандартен разтвор на йохимбин: 5.0 mg от сравнителнатa 

субстанция, претеглени в мерителна колба от 10 ml, се разтварят в около 
5 ml от компонент „Б“ на подвижната фаза за течнохроматографското 
разделяне при сонифициране в ултразвукова вана за около 5 min. Колбата 
се допълва до марката с компонент „А“ на подвижната фаза и се 
хомогенизира. Полученият стандартен разтвор е с концентрация 500 µg/ml 
и е стабилен при съхранение в хладилник (4÷8° C) за повече от 10 дни.  

От основния стандартен разтвор чрез разреждане с компонент „A“ на 
подвижната фаза за хроматографското разделяне са получени работни 
стандартни разтвори с концентрации 200 µg/ml, 100 µg/ml, 20 µg/ml, 
10 µg/ml, 2 µg/ml, 1 µg/ml, 0.2 µg/ml и 0.02 µg/ml. 

6.3. Основен стандартен разтвор на протодиосцин; 

6.4. Основен стандартен разтвор на йохимбин. 

III. Изследвани продукти: 
1. Проба 1 – капсули 500 mg. Състав: йохимбин 500 mg.  

2. Проба 2 – капсули 800 mg. Състав: L-аргинин 250 mg, йохимбе 
50 mg (10% екстракт), женшен 150 mg, трибулус терестрис 150 mg. 

3. Проба 3 – капсули 475 mg. Комбиниран препарат, който включва в 
състава си: Цветен прашец 50 mg, Жен-шен 40 mg, Трибулус терестис 
40 mg, Магарешки трън 40 mg, Клинавич 25 mg, Трицветна теменуга 
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40 mg, Валериана 30 mg, Жълт кантарион 50 mg, Джинджифил 25 mg, 
Гинко билоба 20 mg, Върбинка 40 mg, Цинков аспартат 75 mg.  

4. Проба 4 – таблетки 650 mg. Състав: Екстракт от кора на Yohimbe 
(съдържащ 8% йохимбин) 125 mg; Екстракт от листа на Гинко билоба 
40 mg; Витамин Е сукцинат 40 mg; Витамин Б6 10 mg. 

5. Проба 5 – таблетки 250 mg. Състав: Трибулус терестис 250 mg. 

6. Проба 6 – капсули 690 mg. Състав: Трибулус терестис 500 mg. 

7. Проба 7 – капсули 350 mg. Състав: 50 mg дехидроепиандростерон. 

8. Проба 8 – капсули 220 mg. Състав: 50 mg дехидроепиандростерон.  

IV. Приготвяне на разтвори от изследваните проби: 
1. Проба 1: 20 mg от съдържанието на капсулата се разтварят в 250 ml 

ацетонитрил/вода (полученият разтвор е с концентрация 80 µg/ml);  

2. Проба 2: 37 mg от на съдържанието на капсулата се разтварят в 
250 ml ацетонитрил/вода (полученият разтвор е с концентрация 148 µg/ml);  

3. Проба 3: 102 mg от на съдържанието на капсулата се разтварят в 
250 ml ацетонитрил/вода (полученият разтвор е с концентрация 408 µg/ml);  

4. Проба 4: 82 mg от на съдържанието на таблетката се разтварят в 
250 ml ацетонитрил/вода (полученият разтвор е с концентрация 328 µg/ml); 

5. Проба 5: 168 mg от на съдържанието на капсулата се разтварят в 
250 ml ацетонитрил/вода (полученият разтвор е с концентрация 672 µg/ml);  

6. Проба 6: 76 mg от на съдържанието на таблетката се разтварят в 
250 ml ацетонитрил/вода (полученият разтвор е с концентрация 304 µg/ml);  

7. Проба 7: 28.7 mg от на съдържанието на капсулата се разтварят в 
около 20 ml ацетонитрил и се сонифицират за 5 min в ултразвукова вана. 
Получения екстракт се разрежда с ацетонитрил до 50.0 ml; 

8. Проба 8: 18 mg от на съдържанието на капсулата се разтварят в 
около 20 ml ацетонитрил и се сонифицират за 5 min в ултразвукова вана. 
Получения екстракт се разрежда с ацетонитрил до 50.0 ml. 

Всички разтвори се филтруват през мембранен филтър 0.45 µm преди 
хроматографския анализ. 
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РЕЗУЛТАТИ И ОБСЪЖДАНЕ 

1. Методи за определяне на дехидроепиандростерон чрез 
високоефективна течна хроматография: 

Описаните в литературата методи за определяне на 
дехидроепиандростерон (DHEA) показват, че DHEA се определя предимно 
чрез високоефективна течна хроматография. Различните обекти на анализ 
поставят различни изисквания за чувствителност, селективност и 
прецизност, които могат да се постигнат с използване на различни 
детектори и условия за хроматографско разделяне. За хроматографско 
разделяне при определяне на DHEA може да се приложи обратнофазовия 
хроматографски механизъм, който е най-често използвания вариант в 
описаните методи. Хидрофобните свойства на DHEA позволяват 
прилагането на нормалнофазова течна хроматография. 

На фигури 1, 2 и 3 се виждат хроматограми на DHEA, получени при 
използване на различни варианти на хромтографско разделяне: 

фиг. 1 – чрез обратнофазова хроматография на колона с модифициран 
C18 силикагел (Nova-Pack C18, 150 x 4.6 mm, 5 µm); 

фиг. 2 – чрез обратнофазова хроматография на колона с 
C18-модифициран органичен носител (Gemini-NX C18, 150 x 2 mm 3 µm); 

фиг. 3 – нормалнофазова хроматография на колона DIOL, 250 х 4 мм, 
10 µm. 

За определяне на DHEA в горе описаните проби избрахме 
нормалнофазовия вариант поради по-високата селективност, която може 
да се предложи. Използването на спектрофотометричен детектор има най-
широка популярност, но при дехидроепиандростерона приложението на 
спектрофотометрична детекция е затруднено от липсата на интензивна 
оптична абсорбция в работния диапазон на дължина на вълната (над 
220 nm), която при DHEA е изместена в далечната ултравиолетова област – 
190 – 205 nm. (фигура 2) 
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Фигура 1. Хроматограмa на DHEA, полученa чрез обратнофазова 
хроматография на колона с модифициран C18 силикагел (Nova-Pack C18, 
150 x 4.6 mm, 5 µm) 

 

Фигура 2. Хроматограмa на DHEA, получена чрез обратнофазова 
хроматография на колона с C18-модифициран органичен носител (Gemini-
NX C18, 150 x 2 mm 3 µm) 
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Фигура 3. Чрез нормалнофазова хроматография на колона DIOL, 250 х 
4 мм, 10 µm 

 

Фигура 4. Спектър на DHEA, получен чрез инжектиране на аликвотни 
части от разтвор на DHЕA и получаване на хроматограми при различна 
дължина на вълната 

 

На фигура 4 е представен спектър на DHEA, получен чрез 
инжектиране на аликвотни части от разтвор на DHЕA и получаване на 
хроматограми при различна дължина на вълната. За да може да се 
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определя DHEA със спектрофотометрична детекция, беше използвана 
подвижна фаза с 98% особено чист ацетонитрил („Gradient grade“) и 2% 
ултра чиста вода. И за да се реализира висока чувствителност детекцията 
беше извършвана при 202 nm. При тези условия беше построена 
стандартна графика за DHEA чрез получаване на хроматограми на серия 
стандартни разтвори с концентрация от 0.8 µg/ml до 80 µg/ml, от която 
беше определен линейния диапазон и чувствителността при 
нормалнофазовото хроматографско определяне на DHEA със 
спектрофотометрична детекциа при 202 nm (фигура 17). На фигура 18 се 
вижда хроматограма на 5 µl стандартен разтвор на DHEA с концентрация 
0.8 µg/ml. На фигура 19 е представена хроматограма на 5 µl стандартен 
разтвор на DHEA с концентрация 0.8 µg/ml. 

Фигура 5. Зависимост на площта на хроматографския пик от 
концентрацията на DHEA, построена чрез въвеждане на 5 µl стандартни 
разтвори с концентрация 0.8, 4.8, 16, 50, 82 и 164 µg/ml 
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Фигура 6. Хроматограма на 5 µl стандартен разтвор на DHEA с 
концентрация 0.8 µg/ml 

 

Оптимизираните условия за определяне на DHEA чрез ВЕТХ със 
спектрофотометрична детекция са както следва: 

Колона: LiChrospher 100 DIOL 250 x 4 mm 5 µm при стайна 
температура; 

Подвижна фаза: 2% вода/98% ацетонитрил с дебит 1 ml/min (при 
използване на електрохимичен детектор в подвижната фаза се добавят 
20 mmol/L литиев перхлорат) 

Детектор: Спектрофотометър, проточна кювета 12 µl, λ = 202 nm 
С така оптимизирания метод беше определено съдържанието на 

DHEA в две проби хранителни добавки, предлагани в аптечната мрежа на 
България. Обозначили сме ги като проба 7 и проба 8. На Фигури 7 и 8 са 
представени получените хроматограми на ацетонитрилен разтвор на 
пробите, а в Таблица 3 са описани резултатите за съдържание на DHEA в 
изследваните продукти. 
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Фигура 7. Хроматограма на екстракт от проба 7 

 

Фигура 8. Хроматограма на екстракт от проба 8 

 

Таблица 3. Резултати от анализа на изследваните ХД, съдържащи 
Дехидроепиандростерон /DHEA/ 
Изследван 
препарат 

Съдържание 
на капсулата 

Претеглена 
проба 

Обем 
на р-ра 

Инжектиран 
обем 

Съдържание в 
1 капсула в mg 

Проба 7 50 mg 28.7 mg 50 ml 10 µl 47 ± 5 µg 
Проба 8 50 mg 18 mg 50 ml 10 µl 28 ± 5 µg 
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2. Методи за определяне на йохимбин в хранителни добавки 
чрез HPLC/MS и валидиране: 

Условия на течнохроматографското разделяне: 
За определяне на йохимбин беше използвана обратнофазова колона 

C18 на органичен носител („Gemini“) и градиентно елуиране както е 
описано по-долу: 

Колона: Gemini – NX 3um C18 110A, 150 x 2 mm 
Фаза А: 10% АCN/5% MeOH/75%H2O  
Фаза Б: 30% ACN /20% MeOH/50%H2O 
Фаза В: 0.2М амониев формиат, pH = 6.4 

Градиент: От 95% А/5%В до 95% Б/5% В за 10 min линеен градиент; 
15 min 95% Б/5% В, изократично; 
за 5 min 95% А/5%В, изократично. 

Като детектор беше използван масспектрометър с висока 
разделителна способност („Orbitrap“) и йонизация при атмосферно 
налягане „Електро-спрей“ (ESI). 

За оптимизиране условията на йонизация бяха получени 
хроматограми на стандартен разтвор на йохимбин в режим на положителна 
йонизация и в режим на отрицателна йонизация, показани на Фигура 9. 

На Фигура 9 са представени следните хроматограми: 
(а) Тотална йонна хроматограма на стандартен разтвор на йохимбин, 

получена при масспектрална детекция в режим на отрицателна йонизация. 
Върху пика на йохимбин са отбелязани времето на задържане [min] и 
площта на пика [интеграционни единици]; 

(б) Тотална йонна хроматограма на стандартен разтвор на йохимбин, 
получена при масспектрална детекция в режим на положителна йонизация. 
За пика на йохимбин са отбелязани времето на задържане [min] и площта 
на пика [интеграционни единици]; 

(в) Маспектър на йохимбин получен в режим на мониториране на 
отрицателни йони; 

(г) Маспектър на йохимбин получен в режим на мониториране на 
положителни йони. 
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Фигура 9.  

 

Както се вижда на фигурата, в двата режима на йонизация се 
наблюдава формиране на молекулните йони, съответно (M-H)- с m/z 353.19 
и (М+Н)+ с m/z 355.20. При това, йонизацията в положителен режим 
предлага значително по-висока чувствителност и по-висока селективност. 

При използване на описания режим на хроматографско разделяне, 
беше извършено валидиране на течно-хроматографски метод за 
определяне на йохимбин с масспектрална детекция с висока разделителна 
способност. Получените хроматограми са показани на Фигура 29, а 
съответните резултати за съдържание на йохимбин в тях са описани в 
Таблица 22. 

Таблица 4. Съдържание на йохимбин в изследваните ХД 
№ по 
ред 

Анализиран  
препарат 

Съдържание на йохимбин 
(обявено) 

Съдържание на йохимбин 
(определено) 

1 Проба 1 500 mg/caps. 60 mg/caps. 
2 Проба 2 10 mg/caps. 6.1 mg/caps. 
3 Проба 4 10 mg/caps. 9.5 mg/caps. 
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Фигура 10. Екстрахирани хроматограми на 5 µl стандартен разтвор на 
йохимбин с концентрация 0.2 µg/ml, получена с масспектрална детекция в 
режим на негативна йонизация (а) и на 5 µl стандартен разтвор на 
йохимбин с концентрация 0.02 µg/ml, получена с масспектрална детекция в 
режим на положителна йонизация 
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Фигура 11. Хроматограми на серия стандартни разтвори на йохимбин, 
получени с масспектрална детекция в режим на негативна йонизация 
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Фигура 12. Стандартна графика за йохимбин при масспектрална детекция 
в режим на негативна йонизация 
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Фигура 13. Екстрахирани хроматограми на серия стандартни разтвори на 
йохимбин, получени с масспектрална детекция в режим на положителна 
йонизация 
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Фигура 14. Стандартна графика за йохимбин, получена с масспектрална 
детекция в режим на положителна йонизация 

 

24 



Фигура 15. Екстрахирани хроматограми на проба 1,  проба 2 и проба 4, 
получени при масспектрална детекция в позитивен режим с мониториране 
на молекулния йон на йохимбин с m/z 355.20 
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3. Изследване на ХД и ОТС, съдържащи екстракт от 
Трибулус терестрис с помощта на ултра високоефективна 
течна хроматография (UHPLC) при масспектрална 
детекция с висока разделителна способност (HRMS)  

Изследвани са Проби 3, 5, 6 за съдържание на протодиосцин. 
За целта е използвана ултра високоефективна течна хроматография 

(UHPLC) при масспектрална детекция с висока разделителна способност 
(HRMS) и йонизация при атмосферно налягане „електоспрей“. 
Комбинацията от това дава както бързо и максимално ефективно 
разделяне, така и възможност за идентифициране на разделените 
компоненти на анализираните проби по точната маса на техните 
молекулни (или произвидни) йони. 

На Фигура 29 е представена хроматограма на протодиосцин, получена 
при разделяне с последователно свързани (за постигане на максимално 
добро разделяне) колони Poroshell 120 EC-C18 150 x 3 mm 2.7 µm и Kinetex 
100A C8 50 x 3 mm 2.6 µm. Елуирането на протодиосцин (и на 
компонентите на изследваните проби) е извършено с градиент на 
концентрацията на ацетонитрил от 2% до 95% линейно за 20 min с дебит 
250 µl/min, a като стимулиращ йонизацията модификатор е използвана 
мравчена киселина в концентрация 0.08%. Получените данни показват, че 
протодиосцин, в режим на положителна йонизация, се йонизира с 
елиминиране на молекула вода и дава положителен йон с моноизотопна 
маса 1031.54 (М-H2O+H+)+, който е подходящ за селективна детекция на 
протодиосцин в анализирани проби. При мониториране на специфичния за 
протодиосцин йон (m/z 1031.54) бяха получени хроматограми на водни 
екстракти на проби: 3, 5 и 6, които са представени на Фигура 17. Както се 
вижда на хроматограмите, съдържанието на протодиосцин в проба 3 е 
около 40 пъти по-ниско от това в проба 6, а в проба 5 протодиосцин не се 
открива. 
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Фигура 16. Тотална йонна хроматограма (а) и екстрахирана хроматограма 
на разтвор на протодиосцин при мониториране на йон с m/z 1031.54, който 
по масово число отговаря на йон (M-H2O+H+)+, получени при 
масспектрална детекция с висока разделителна способност при 
мониториране на положителни йони; (б) Масспектър на пика на с време на 
задържане 7.13 min, отговарящ на протодиосцин 
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Фигура 17. Екстрахирани хроматограми на екстракти от проба 6 („а“, 
горе), проба 3 („б“, горе) и проба 5 („в“, горе), получени при мониториране 
на йон с m/z 1031,54, и съответните масспектри на пика с време на 
задържане 5.6 min („a“, „б“ и „в“, долу). Върху пика на протодиосцин са 
отбелязани времето на задържане и площта на пика. 
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4. Газхроматографски анализ с масспектрометричен 
детектор с цел проверка на Проба 1 за необявени 
субстанции. 

Получихме индикации от пациент, употребявал проба 1 за получени 
странични ефекти сходни с тези на сибутрамин. Приемът е продължил 2 
дни. Пациентът се е оплакал от тахикардия, повишена кръвно налягане, 
безсъние, световъртеж, главоболие, изпотяване, силен и постоянен тремор. 
Страничните ефекти са изчезнали след преустановяване приема на 
съответната ХД. Сибутрамин е ЛП, който се е употребявал в близкото 
минало за намаляване на телесното тегло. ЛП е спрян поради много 
странични ефекти. За Сибутрамин са характерни следните НЛР: 
тахикардия, повишена кръвно налягане, вазодилатация, запек, сухота в 
устата, гадене, безсъние, световъртеж, главоболие, изпотяване, промяна 
във вкуса. 

Извършихме газхроматографски анализ с масспектрометричен 
детектор на метанолен екстракт от съдържанието на капсула „йохимбин“ – 
проба 1 при разделяне на колона HP-35 MS, 30 m x 0.25 mm с 
температурна програма от 60° С до 325° С при въвеждане на 1 µl в режим 
„сплит“ със сплитерно съотношение 1:10. Тотална йонна хроматограма и 
екстрахирана при m/z 114 хроматограма на екстракта от препарата 
„йохимбин“ са показани на Фигура 18. Вижда се, че в екстракта, 
респективно в проба 1, не присъства сибутрамин. В екстракта присъстват 
(фигура 19) съпътстващи компоненти на екстракт от йохимбин, което 
показва че пробата не е чиста. В пробата е установено наличието на 
алкалоида Аймалицин. 
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Фигура 18. Тотална йонна хроматограма (горе) и екстрахирана при m/z 
114 хроматограма (долу) на екстракт от проба 1. Йон с m/z 114 е 
характеристичен за сибутрамин. 

 

Фигура 19. Онечистване в проба 1, открито с газова хроматография. 
Сектор от хроматограмата, на която се наблюдава пик не само на 
йохимбин, но и на аймалицин, което показва че ХД, означена като проба 1 
не е „чиста“. 
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5. Валидиране. 

5.1. Валидиране на метода за определяне на йохимбин: 

Чувствителност 

На Фигура 10 са показани екстрахирани хроматограми на стандартни 
разтвори на йохимбин с концентрации 0.2 µg/ml и 0.02 µg/ml, получени в 
режим на отрицателна йонизация и в режим на положителна йонизация, 
които илюстрират границата на количественоопределяне за йохимбин, в 
режим на положителна йонизация < 0.02 µg/ml, и границата на откриване 
за йохимбин 0.2 µg/ml в режим на отрицателна йонизация. 

За всички следващи експерименти беше използвана масспектрална 
детекця при мониториране на положителни йони, поради по-високата 
чувствителност и слективност при определяне на йохимбин.  

На фигура 10 са представени екстрахирани хроматограми на 5 µl 
стандартен разтвор на йохимбин с концентрация 0.2 µg/ml, получена с 
масспектрална детекция в режим на негативна йонизация (а) и на 5 µl 
стандартен разтвор на йохимбин с концентрация 0.02 µg/ml, получена с 
масспектрална детекция в режим на положителна йонизация. 

Линейност 

За определяне на линейния диапазон на зависимостта между 
концентрацията на йохимбин и съответната площ на хроматографския пик, 
бяха получени екстрахирани хроматограми на серия стандартни разтвори 
на йохимбин с концентрации от 0.02 до 200 µg/ml при мониториране на 
молекулния йон на йохимбин както в отрицателен режим на йонизация, 
така и в положителен режим на йонизация. 

На фигура 11 са представени хроматограми на серия стандартни 
разтвори на йохимбин, получени с масспектрална детекция в режим на 
негативна йонизация. 

На фигура 12 се вижда стандартна графика за йохимбин при 
масспектрална детекция в режим на негативна йонизация. 

И при двата режима на йонизация стандартните графики са линейни 
само в концентрационния интервал до 50 µg/ml, в който концентрационен 
интервал следва да са пробите за количествен анализ на йохимбин. 
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На Фигура 13 се виждат хроматограми на серия стандартни разтвори 
на йохимбин, получени с масспектрална детекция в режим на положителна 
йонизация. 

На Фигура 14 се вижда стандартна графика за йохимбин, получена с 
масспектрална детекция в режим на положителна йонизация. 

Както става ясно от фигурите, стандартните графики, получени при 
използване на масспектрометричен детектор, показват линейност в 
концентрационния диапазон 0 – 50 µg/ml.  

Възпроизводимост:  

Повторяемостта при определяне на йохимбин е определена чрез 6-
кратно въвеждане при условията на описания хроматографски метод и 
мониториране на молекулния йон на йохимбин в режим на мониториране 
на положителни йони. 

Площите на пика на йохимбин от получените хроматограми (S), 
средната стойност (Ẍ), стандартното отклонение (σ) и относителното 
стандартно отклонение (RS) са представени в Таблица 5. 

Таблица 5. Площи на хроматографския пик на йохомбин, средна стойност, 
стандартно отклонение и относително стандартно отклонение при 7-кратно 
въвеждане на стендартен разтвор на йохимбин с концентрация 0.1 µg/ml 
при условията на оптимизирания метод. 

№ на анализа Площ на пика Ẍ σ RSD 
1 51551537 

51280688 799407 1,558885 

2 49895320 
3 51080734 
4 51998016 
5 50605314 
6 51813551 

Определяне на йохимбин в ХД чрез UHPLC с масспектрална 
детекция: фигура 15. 

На фигура 15 се виждат хроматограми на проби – проба 1, проба 2 и 
проба 4, получени при масспектрална детекция в позитивен режим с 
мониториране на молекулния йон на йохимбин с m/z 355.20 
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С така оптимизирания и валидиран метод беше определено 
съдържанието на йохимбин в проби на ХД, закупени от аптечната мрежа в 
България. За целта бяха приготвени екстракти от препаратите, както е 
описано в част Материали и методи.  

5.2. Валидиране на метода за определяне на Прастерон /DHEA/ в ХД: 

Линейност: 

При установените условия беше построена стандартна графика за 
DHEA чрез получаване на хроматограми на серия стандартни разтвори с 
концентрация от 0.8 µg/ml до 80 µg/ml, от която беше определен линейния 
диапазон при нормалнофазовото хроматографско определяне на DHEA със 
спектрофотометрична детекциа при 202 nm (Фигурa 5). В 
концентрационния интервал 0.8÷80 µg/ml (4÷400 ng въведено количество 
DHEA) стандартната графика е линейна с корелационен коефициент R = 
0.9989 и уравнение y = 8544.76 + 2375.04 X. 

Чувствителност: 

Чувствителността на метода беше установена чрез получаване на 
хроматограми на разтвори на DHEA с намаляваща чувствителност, докато 
височината на хроматографския му пик стане съизмерима с шума на 
детектора. 

На Фигура 6 е показана хроматограма на стандартен разтвор на DHEA 
с концентрация 0.8 µg/ml (4 ng въведено количество DHEA), от което беше 
изчислено въведеното количество, при което пикът на DHEA е 3 пъти 
шума: 2 ng като граница на откриване. 

Възпроизводимост (повторяемост): 

Повторяемостта на метода беше установена чрез 10-кратно 
определяне въвеждане на 10 µl разтвор на проба 7 в 50 ml ацетонитрил в 
апарата за течнохроматографски анализ и измерване площта на пика на 
DHEA. От получените данни бяха изчислени средната стойност за площта 
на пика, стандартното отклонение σ и относителното стандартно 
отклонение RSD. Данните са представени в Таблица 6. 
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Таблица 6. Повратяемост на определянето на площта на пика на DHEA от 
реална проба при прилагане на разработения течнохроматографски метод 

№ на 
измерването 

Измерена 
площ 

Средна 
стойност σ RSD 

[%] 
1 128318 

129396 1306 1.01 

2 131187 
3 130306 
4 129936 
5 125633 
6 128836 
7 129044 
8 129891 
9 130643 
10 130165 
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Приноси и изводи 
1. Разработен е метод за определяне на DHEA в ХД чрез 

нормалнофазова HPLC. 
При този метод е използвана нормалнофазовата хроматография, 
поради следните съображения: 

• При обратнофазовата хроматография, първо се елуират полярните 
вещетва, след това по-неполярните. Ако анализираме по-полярен 
компонент от някаква смес, то до следващия анализ трябва да 
изчакаме да излязат от колоната по-неполярните примеси.  

• При нормалнофазова хроматография, първо от колоната излизат 
по-неполярните компоненти, а след тях по-полярните.  

• DHEA – примесите са по-неполярни от DHEA и излизат след пика 
на DHEA.  

• При нормалнофазовата хроматография първо от колоната 
излизат по-неполярните компоненти (DHEA – примесите), а след 
тях по-полярния – DHEA.  

• Веднага след излизане на пика на DHEA може да анализираме 
следващата проба – този вариант е по-продуктивен. 

• Нормалнофазовия вариант предлага по-висока селективност – в 
случая той позволява успешно и бързо да раздели DHEA от 
съпътствщите по-неполярни примеси. 

• Използването на нормалнофазовата хроматография в този труд е 
новост, т.к. в литературата са описани само обратнофазови 
варианти. 

• Разработеният метод показва висока чувствителност и 
селективност и е пригоден за определяне на DHEA в ХД и ЛП. 

• С използване на разработения метод е определено съдържанието 
на DHEA в 2 препарата от търговската мрежа, съдържащи DHEA. 
Получените данни показват че в някои ХД, съдържанието на 
DHEA е по-ниско от обявеното. 
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2. Модифициран е метод за определяне на йохимбин в ХД с 
използване на масспектрална детекция с висока разделителна 
способност. Модифицираният метод показва висока чувствителност и 
селективнст: установено е, че в режим на мониториране на 
положителни йони чувствителността и селективността са по-високи в 
сравнение с детекция при мониториране на отрицателни йони. 
Модифицирания метод е приложен за определяне съдържанието на 
йохимбин в ХД. Получените данни показват, че в някои от ХД в 
търговската мрежа съдържанието на йохимбин е различно от 
обявеното. 

3. Използван е метод за определяне на протодиосцин в ХД и ОТС, 
съдържащи екстракт от Трибулус терестрис при разделяне чрез 
UHPLC и масспектрална детекция с висока разделителна 
способност. 
Получените данни показват, че съдържанието на протодиосцин в 
различните продукти е различно: в проба 6 е най-високо и отговаря на 
обявеното, в проба 3 – около 40 пъти по-ниско в сравнение с проба 6, 
а в проба 5 не се открива присъствие на протодиосцин. 

4. В ХД, означена като проба 1, с помощта на газхроматографски 
анализ с масспектрометричен детектор установихме наличието на 
Аймалицин, който не е обявен. 

5. Валидиран е модифициран метод за анализ на ХД, съдържащи 
йохимбин. 

6. Валидиран е иновативен метод за анализ на ХД, съдържащи 
Прастерон /Дехидроепиандростерон/ чрез нормалнофазова ВЕТХ. 

7. Резултатите от направените анализи показват, че има 
необходимост от по-сериозни мерки за качествен и количествен 
контрол на ХД. 
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*Номерацията на цитираната литература отговаря на номерацията в 

библиографията, посочена в дисертационния труд. 
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