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1. UVOD



Pre normalne travenie a vstrebavanie tukov a vylu¢ovanie niektorych latok (napr. cholesterol,
bilirubin) je zI¢ nesmierne potrebna. Je priebezne produkovana v peceni, ale jej uvoliovaniu
do duodena predchadza stimulacia vyprazdnenia zl¢niku. ZIénik je organom, kde je vytvorena
zI¢ uskladiiovand. Prebieha tu tiez zahustovanie zI¢e v ddsledku mimoriadne ucinnej
resorpcie vody. Kontrakciu anasledné vyprazdnenie Zl¢nika vyvolava cholecystokinin —
gastricky hormoén, ktory sa uvoliuje v stene zalidka a duodena a ovplyviiuje predovsetkym
funkciu traviaceho traktu. Silnym podnetom pre uvolnenie horménu st okrem iného tuky
V potrave.

Asi 65% suchej hmotnosti ZI¢e tvoria primarne a sekunddrne zl¢ové kyseliny. Primarne
vznikaju v peCeni de novo zcholesterolu. Sekundarne zI¢ové kyseliny su Ciastocne
dehydroxylované a vracaju sa do pecene enterohepatalnym obehom, potom ¢o si resorbované
Vv ¢revach (aktivne iba z terminalneho ilea). Len mala ¢ast’ je vylucovana stolicou.

Slabo alkalické pH je jednym z rozhodujicich podmienok pre vznik miciel zl¢ovych kyselin.
Tieto micely maji hydrofilny obal a hydroféobne jadro. Hydrofobne latky vstupuju do
micelarneho jadra, avsak s v dynamickej rovnovahe s okolim. To je dolezité pre vstrebavanie
tukov. Ked’ sa takéto vo vode dobre rozpustné micely dostani medzi zvinenia epitelu, lipidy

sa z nich uvol'fiuju a Pahko prechadzajt cez bunkovi membranu .

Chemické lie¢iva terapeuticky vyuzivané pri poruchach tvorby zl¢e nepatria medzi nijak
zvlast' Casto expedované V lekarenskom prostredi. Dodnes pretrvava pouzivanie réznych
cajovych zmesi, ktoré st urené prave pri problémoch gastrointestindlneho traktu. Naznacuje
to urcity potencial prirodnych lieciv, ktoré vSak zvacSa nemaju akysi atest mediciny zaloZenej
na dokazoch. Mnohé z tychto farmaceutickych drog je mozné ziskat zberom vo volnej
prirode aj Vv tuzemskych podmienkach. Neplati to pre drogu Rhizoma curcumae, pévodom
z juhovychodnej Azie aIndie, tradiéne uzivanej vo svojej domovine kvoli zaujimavym

uéinkom nielen ako korenie.

Dominantnou na poli kvantifikacie latok je v stcasnosti vysokoudinna kvapalinova
chromatografia (HPLC). Vsetky moderné liekopisy vyuzivaju HPLC k identifikacii, separacii,

stanoveniu alebo kontrole Cistoty lieCiv.



2. CIEL PRACE



Tato diplomova praca sa zaobera vyuzitim vysokouc¢innej kvapalinove] chromatografie pri
hodnoteni obsahu kurkuminovych farbiv v extrakte.

Najnovsi vyskum signalizuje, ze st farbiva G¢inné v prevencii a liecbe celej rady chorob.
Spolu s fyzikalne — chemickymi vlastnostami sa pokusime spracovat’ i biologické ucinky
kurkuminoidov.

Skor nez pristipime k prevedeniu experimentalnej prace je dolezité relevantné informacie
vyhl'adat’ v dostupnych vedeckych databazach. Na ziklade toho potom ziskané poznatky
aplikujeme pri navrhovani chromatografickych podmienok.

Budeme sa snazit najst najvhodnejSi spdsob extrakcie kurkuminovych farbiv, ktoré
predstavuju jednu zucinnych latok v pripravkoch na zvySenie tvorby zl¢e. Pomocou
skenovacieho spektrofotometra sa pokusime zistit” stabilitu kurkuminov pri pouziti r6znych
sposobov extrakcie.

Spektrum obsahovych latok byva v roznych pripravkoch pomerne Siroké, takze sa pokusime
derivaty kurkuminu stanovit’ ¢o najselektivnejsie. Nasledne sa budeme snazit’ o optimalizaciu
chromatografickych podmienok. Na zaklade dostupnych Standardov sa pokusime metddu
zvalidovat’. Validacia bude zahfiat’ otestovanie niektorych valida¢nych parametrov — linearitu
Vv ¢o najsirSom rozsahu, spravnost’, presnost (opakovatelnost’ nastrieknutia), uréenie limitu

kvantifikacie a limitu detekcie a selektivitu.



3. TEORETICKA CAST



3.1. Kurkumin a jeho derivaty

Hoci je pouzivanie lieCivych rastlin aich aktivnych zloziek v prevencii alie¢be chorob
zalozené na skusenostiach z tradicnych medicinalnych systémov, ich pouzitie v modernej
medicine je limitované nedostatkom vedeckych zaznamov. Niekol’ko rastlin zaujalo pozornost’

vedcov a boli a st predmetom vedeckého skimania. Jednou z nich je kurkuma dlha 2.

3.1.1. Rastlinna droga - Curcuma longa L.
— slov. kurkuma dlha, ¢es. kurkuma dlouhd, angl. turmeric

— Celad’ dumbierovité (Zingiberaceae)

— trvaca bylina dorasta do 1 m, kultivovana v juhovychodnej Azii (Java, juzna Cina) a Indii
—  Rhizoma curcumae (kurkumovy podzemok) je vlastnou farmaceutickou drogou *
Vykopavaji sa primarne (hlavné) a sekundarne (bo¢né) podzemky a pretoze maji hrubu
vrstvu krycieho pletiva, ktora stazuje susenie, obaria sa horticou vodou. Skrob zmazovatie
a droga dostava typicka rohoviti konzistenciu. AZ potom sa susia. ZIté farbiva vystipia zo
sekre¢nych buniek do okolitého pletiva.

Drogu tvoria pomerne tazké a tvrdé kusy velkosti orecha (primérne podzemky — Curcuma
rotunda) alebo dlhsie, ako prst hrubé, zvonku zltohnedé a slabo krazkované, zvnutra syto
pomaran¢ové podzemky voskovitého vzhladu (sekundarne podzemky — Curcuma longa).
Droga ma slaby pach ako korenie zdzvor, chut’ korenisti a paliva. Pri Zuvani farbi sliny na
7lto 4,

NajdolezitejSie obsahové latky predstavuju :

e Farbiva — 3 hlavné diarylheptanoidy: kurkumin, demetoxy- a bis-demetoxykurkumin

e Silica — 9 hlavnych seskviterpenoidov (1. chemotyp — derivaty kurkuménu, xantorizol;

2. chemotyp — derivaty turmerénu) a monoterpén gafor °.
Paradoxne vSak nie je liekopisnou rastlinou Curcuma longa L., ale Curcuma xanthorrhiza
Roxb. (kurkuma Zltokorefiova). VyznacCuje sa vyS$$im obsahom silice a sGéasne niz§im
zastipenim diarylheptanoidov.
Podla CL 2005 sa pozaduje minimalne 50 ml silice v kilograme drogy Rhizoma curcumae

xanthorrhizae. Dalej sa pozaduje minimalne 1% dicinnamoylmetdnovych farbiv, vyjadrenych

na obsah kurkuminu, obidve vzt'aZené na vysusent drogu °.
Izolované farbiva sa pouZzivaju ako ¢inidla v analytickej chémii, na priemyselné farbenie viny,

hodvabu, koze, alebo dreva (upusta sa kvoli citlivosti na svetle). Droga tvori vyznamnu



sucast’ viacerych korenin, napr. znameho korenia kari. V potravinarstve je vyznamné pouzitie

farbiva kurkumov4 z1ta (E 100) napr. do cestovin, nalevov, cukroviniek, chipsov *.

3.1.2. VSeobecna charakteristika

Kurkumin: 1E, 6E -1,7-bis(4-hydroxy-3-metoxyfenyl)-hepta-1,6-dién-3,5-dion
CAS 458-37-7
Strukttra kurkuminu bola prvykrat opisana v roku 1815 (Vogel, Pellatier), avsak az takmer
0 storoCie neskor, v roku 1910 (Lampe et al.), bolo jeho zlozenie definitivne potvrdené ako
diferuloylmetan. Dalsie $tadium zlu¢eniny viedlo o tri roky neskor k jej syntéze (Lampe,
Milobedzska) "®°.
Chemicky cisty kurkumin ako substancia dostupny nie je. Je vS§ak mozné ho nasyntetizovat’
metddou podla Pabona (vychodzie reaktanty acetylaceton, oxid bority, substituovany benzaldehyd,;
Vv prostredi tributylboratu a n-butylaminu) 10
Komer¢ne dostupné produkty z kurkumy a tiez ¢isty kurkumin tvoria zmes troch prirodzene
sa vyskytujucich kurkuminoidov [Vzorec 1, Vzorec 2]. Priemyselne sa ziskavaju z olejnatej
zivice materskej rastliny. Po ich vyizolovani zostava silicova frakcia, ktord zatial’ nema svoje
vyuzitie. AKo sa viak ukazuje, vlastni niekol'ko farmakologickych G&inkov (vid’ kap. 3.1.8.)'.
Kurkumin je spomedzi kurkuminoidov pritomny v najvd¢som mnozstve. Jeho zastupenie sa

vsak znacne 1isi [Tab. 1].

Obsah [%]
Vzorka Kurkumin Demetoxy- Bis-demetoxy- Suma
kurkumin kurkumin
Salem 4,14 2,88 2,16 9,18
Mysore 1,06 0,86 0,42 2,34
Erode 4,00 3,36 1,75 9,11
Balasore 5,65 0,83 0,62 7,10

Tab. 1 — Obsah kurkuminoidov v niektorych sortach kurkumovych drog *2

Jednotlivé sorty drogy sa odliSuju aj obsahom zdraviu Skodlivych primesi. Na ziklade
dostupnej Studie, ktord hodnotila obsah ochratoxinu A v indickych koreninach, 36% vzoriek
kurkumy obsahovalo viac ako 10 pg/kg toxinu. Alarmujica maximalna hodnota tto hranicu

presiahla desat’krat 13

10



3.1.3. Fyzikalne vlastnosti
Na zéklade definicie sa kurkuminoidy zarad’'uji medzi tzv. polymetinové farbiva. Jedna sa

0 zlucCeniny, ktoré vo svojej Struktire obsahuju elektron-donorovu a aj elektron-akceptorovu
skupinu, medzi ktorymi je uréity podet metinovych skupin ( - CH =) **. U kurkuminoidov je
akceptorovou skupinou karbonyl a donorovou skupinou hydroxyl. Dochadza ku vzniku
konjugovaného systému dvojitych vézieb. V pripade kurkuminoidov je vSak chromofor
potrebné brat’” komplexnejSie ato kvoli tomu, ze sa sklada vzdy z dvojice elektronovych
donorov a dvojice akceptorov (,,dvojity polymetin — merocyanin®). Toto usporiadanie umoziuje

vytvéarat’ komplexy s kovmi *°.

Vzorec 1

Vzorec 2

Kurkuminoidy st zlto sfarbené krystalické latky, ktoré sa dobre rozpustaji v polérnejsich
organickych rozpustadlach (metanol, etanol) a v kyseline octovej. Prakticky nerozpustné su
vo vode a éteri. Vo vodnom prostredi rozpustnost’ zavisi od pH. Kym v kyslom a neutralnom
prostredi sa nerozpusta, Vv zasaditom je rozpustny za vzniku syto¢ervenych soli.

[Tab. 2] uvadza teplotu topenia a molekulovii hmotnost’ vsetkych troch derivatov. Pripajam

1 dostupné spektralne vlastnosti.

11



Kurkumin (C) DemetOX(}g()lll‘kumin demetoxyl?lilsr-kumin (B)
R1 -OCH3 -OCH3 -H
R2 -OCH3 -H -H
Molekulova hmotnost’ 368,39 338,36 308,34
Teplota topenia [ C] 180 - 184 170 - 173 223 - 226
Amax (MeOH) [nm] 424 e 416
Xem (MeOH) [nm] 529 | - 518

Tab. 2 — Niektoré fyzikalne vlastnosti kurkuminoidov

Emisné maxima sa pri vymene nepolarneho rozpustadla za polarnejsie, posuvaju k vys$im
vinovym dizkam.

VySetrovanie keto-enol tautomérie u kurkuminu dokazuje, ze s rastiicou polaritou rozpustadla
stupefi enolizacie linearne klesa *°. Vysledky dosiahnuté skiimanim fluorescencie v ¢ase a na
NMR naznacuji, ze v organickych roztokoch je kurkumin pritomny z asi 95% vo forme
enolu ",

Fluorescencia kurkuminu je rapidne zvySend v pritomnosti dodecylbenzénsulfonatu sodného
(SDBS) a proteinov. Tuto vlastnost’ je mozné vyuzit' u analyzy obsahu bielkovin vo vzorkach™®.
Na posudenie pomeru lipofilnych a hydrofilnych vlastnosti sa pouziva hodnota logP —
rozdelovaci koeficient v systéme oktanol/voda. Na zaklade jeho hodnoty mozno predvidat
biologicku dostupnost’. V citovanej praci sa k zisteniu hodnoty logP pristupilo alternativnym
sposobom. Porovnanim retenénych ¢asov latok so znamou hodnotou logP sa na principe
HPLC na reverznych fazach podarilo ur¢it' hodnotu logP kurkuminu (logP = 2,8) i bis-
demetoxykurkuminu (logP = 2,6) *°.

3.1.4. Chemicka stabilita
Kurkumin je prakticky nerozpustny v kyslom a neutralnom pH. Naopak alkalické prostredie

vedie ktvorbe rozpustnych soli. Disociaéné konstanty pK, troch kyslych vodikov boli
determinované uz davnejsie a ich hodnoty st podl'a poradia 7,8; 8,5 a 9,0 2 Najnovsia Stidia

uvéadza konstanty kyslosti, ktoré sa od vyssie uvedenych hodnét trochu ligia *°;

pKa1=28,38 kysly vodik acetylacetonovej skupiny
pKa2 =9,88 kysly vodik fenolickej skupiny
pKa 3 =10,51 kysly vodik fenolickej skupiny

12



Problémom je, Ze pri pH vyS$Som nez neutralnom dochadza v roztoku Kk rychlej hydrolytickej

2021/ organickych rozpuitadlach sa navySe kurkumin vyrazne rozklada pri

degradacii
expozicii na svetle 22,

Zistilo sa, ze viac ako 90% kurkuminu sa rychlo (v priebehu 30 min) rozlozilo vo fosfatovom
pufre v neutralne-zasaditych podmienkach (pH = 7,2; teplota 37°C — in vitro fyziologické
podmienky). Pri tomto pH boli skG$ané odstupnované koncentracie pufru (0,1; 0,05;
0,025 mol/l). Nebol pozorovany ziadny zjavny katalyticky efekt pufru na degradéaciu
kurkuminu. Podobny rychly rozklad bol pozorovany aj pri jeho inkubacii v kultivaénom
médiu neobsahujucom sérum 2,

Relativne zvysena stabilita v kyslom prostredi sa moze vysvetlit' vznikom konjugovanej dién-
Struktary. Ked’ je pH upravené na neutralne-zasadité, proton sa premiestni z fenolickej
skupiny a to vedie k elektronovym posunom, v dosledku ¢oho dojde k destrukcii systému.
Popri znizeni pH roztoku je stabilita kurkuminu zlepSena aj pridanim antioxidaénych latok

(glutathion, kyselina askorbova, mikrozomy pe&ene potkana) 2.

Majoritnymi degradaénymi produktmi kurkuminu s vanilin [Vzorec 3], kyselina ferulova

[Vzorec 4] a feruloylmetan [Vzorec 5].

HO

H.C o)
o)

H

Vzorec 3 - vanilin

HO

H.C. _ o)

OH

Vzorec 4 — kyselina ferulova

HO
H,C _ o)
o)

CH,

Vzorec 5 — feruloylmetan
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Hlavnym rozkladnym produktom je vanilin, ktory ako sa ukazalo, ¢asom pribtida na tkor inej
struktiry. Tato molekula bola identifikovana pouzitim hmotnostného spektrometra.
Z indikovanej molekulovej hmotnosti 248 bol predpovedany trans-6-(4’-hydroxy-3’-

metoxyfenyl)-4-dioxo-5-hexenal [Vzorec 6] 2.

Vzorec 6

Pri hodnoteni farmakologického ucinku kurkuminu je potrebné vziat do tvahy taktiez
biologické efekty zapri¢inené degradaénymi produktmi — hlavne vanilinom .

U vanilinu, ako prirodného sladidla, bola zistena taktiez inhibicia mutagenézy v bakteridlnych
a cicav¢ich bunkach 2. NavySe je vykonnym scavengerom superoxidového anionu a tiez
hydroxylovych radikalov 24 Bolo by zaujimavé porovnat’ potencidl kurkuminu a vanilinu

v tychto aspektoch.

3.1.5. ZlepsSenie rozpustnosti vo vode
Boli publikované Stidie zaoberajlce sa zlepSenim rozpustnosti kurkuminu vo vode.

V prvej z nich boli k zlepSeniu rozpustnosti kurkuminu pouzité pomerne bezné farmaceutické

excipienty - cyklodextriny. Tvorba komplexov rezultovala do narastu rozpustnosti vo vode

pri pH 5 ato najmenej o faktor 10°. Najvyssiu afinitu kurkumin vykazoval k relativne

hydrofobnej kavite ndhodne metylovaného [-cyklodextrinu. Dosiahnutd koncentracia

vve

hydroxytrimetylamoniumpropyl-p-cyklodextrinu.

V rovnakej $tudii bola skimana hydrolyticka stabilita kurkuminovych komplexov Vv slabo
alkalickom prostredi. Vysledkom bolo vyrazné zlepSenie stability U vSetkych typov
cyklodextrinov a to uz aj v najnizsich koncentracidch (viac ako 50-nasobny nérast stability pri
0,1% koncentracii cyklodextrinu, pri vyssich koncentraciach vyse 500-nasobny) . Predsa len
lepsie vysledky boli zistené u neutrdlnych cyklodextrinov nez u nabitych. Ako najstabilnejsi
sa pri pH 8 ukézal kurkumin v 5% hydroxypropyl-p-cyklodextrine. Dalej bol §tudovany pri

pH 5, pricom zo zistenej rychlostnej konStanty sa urcil pol€as takmer 20 dni.
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Pre tplnost’ bola u pripravenych cyklodextrinovych komplexov skiimana aj stabilita voéi

posobeniu svetla. Tvorba inkluznych komplexov vsak viedla k zvysenej svetelnej degradacii

kurkuminu. A to jednak oproti roztoku kurkuminu v metanole (t;, = 133 min), ako aj oproti
systému etanol — fosfatovy pufor pH 5 v pomere 40:60 (t1> = 70 min). Fotodegradacia stupala
Vv rade : y-cyklodextrin < a-cyklodextrin < B-cyklodextrin (ty2, = 20 az 29 min v zavislosti na
substituentoch) 2.

Druha experimentdlna praca sa zaoberala solubilizaciou lipofilného kurkuminu vo vode
pomocou tradiéne pouzivanych povrchovo aktivnych latok — skratene surfaktantov.
Metodika stadie je analogickd ako pri pouziti cyklodextrinov. Solubilizdcia kurkuminu do
miciel za mierne kyslych podmienok (pH 5) viedla ku vzostupu koncentracie kurkuminu
aspoii o faktor 10°. Najvyssia afinita bola k neutralnej micele Triton-X 100 (TX-100),
nasledovana kationickou tetradecyltrimetylamonium-bromidu (TTAB) a anionickou
laurylsiranu sodného (SDS). Maximalna koncentracia bola ziskana u surfaktantu TX-100 pri
desatnasobku kritickej micelarnej koncentracie (CMC), a sice 740 ug/ml. Roztoky s va¢§im
obsahom miciel sa neskumali. Skutoc¢nost’, ze afinita ku kationickej TTAB bola takmer
5-nasobne vicsia nez k opacne nabitej SDS (odlisnost oproti cyklodextrinom) sa dava na vrub
zvySenej afinite k aminom. Vysvetlenie afinity k TX-100 je jednoduché — lipofilna molekula
bez naboja l'ahSie prejde cez ,,stenu‘ micely.

Hydrolyticka stabilita, zistovana pri pH 8, bola pri CMC skoro 1800-krat vyssia, ak bol

pouzity TX-100 alebo SDS (kationické micely stabilizovali 3-krat menej). Zaujimavy je fakt,
ze obe micely ochrénili kurkumin pred zmenou farby zo Zltej (nedisociovany) na cerveni
(deprotonovany, nad hodnotou pK,). Sytocervené sfarbenie u kationickej micely TTAB
sved¢i o nizSom protektivnom pdsobeni. Vysledky pri pH 5 vSak obdobné neboli. TX-100
mal menej stabilizujuci efekt nez SDS 1 TTAB. Dokonca po poldruha mesiaci bol kurkumin
v SDS bez zmien. Vypocitané pol¢asy hydrolyzy pri pH 5 (TTAB; t12 = 2665 h) pochopitel'ne
vysoko presahuju pol¢asy hydrolyzy pri pH 8 (TTAB; ty2 = 60 h).

Fotostabilita po solubilizacii kurkuminu do miciel mala destabilizujici u¢inok v porovnani
sbeznymi alkoholickymi roztokmi. Daleko najhorsie na tom bol kurkumin v neutralnej
micele (tiz = 4,4 min, pri pH 5 aj pH 8), ktorého stabilitné parametre si porovnatelné
s aprotickymi rozpustadlami (chloroform, acetonitril). Najvhodnejsi v kyslom prostredi je
SDS. Najvhodnejsi v alkalickom potom cetylpyridinium-bromid. Vysledky vSak v tomto

P . ’ v . v s 2
pripade nie st dostatoéne jednoznaéné .
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Dosiahnuté vysledky ukazuju, Ze pouzitie miciel bolo pri solubilizacii i pri stabilite voci
hydrolyze efektivnejsie. Naopak nespornou vyhodou cyklodextrinov je lepSia akceptacia

Pudskym organizmom.

3.1.6. Farmakokinetika a toxicita
Merania hladin v krvnej plazme ukazali, ze kurkumin je z traviaceho traktu vel’'mi slabo

absorbovany. Po perordlnom podani sa 75 % kurkuminu vylucuje stolicou. V moci je

pritomny iba v stopovom mnozstve 21,

Pre ilustraciu: podanie davok 8 g/den vyustilo do priemernej koncentracie 652,5 ng/ml v Krvi.
Vyssie denné davky neboli pacientmi akceptované z dovodu prili§ velkého objemu 222,

Jedna z moznosti ako zvysit' systémovu absorpciu spoéiva V priprave fosfolipidového

komplexu. Experiment na potkanoch poskytol o¢ividné zvySenie maximalnej plazmatickej
koncentracie (po podani 300 mg komplexu vzi§la plazmaticka koncentracia 601 ng/ml). Doslo
aj k predizeniu doby do jej dosiahnutia *°. K redukeii potrebného mnozstva latky by mohlo

prispiet’ aj vytvorenie komplexov s povidonom *'. Ako zaujimavost uvidzam spolupodanie

piperinu — zndmeho inhibitora glukuronidacie v ¢reve a peceni. Pri podani 20 mg piperinu bol
u Pudi overeny nérast biodostupnosti kurkuminu az o 2000% .
Vybornt biodostupnost’ je taktiez mozné dosiahnut’ vhodnou tpravou liekovej formy. Jednym

7o spdsobov je priprava mikrosfér — Castic s predlZzenou dobou uvolfiovania. Vyhodné je

pouzitie biodegradabilnych nosiCov (sérovy albumin, chitosan). In vitro testy naznacuju
bifazicky model uvolfiovania. Po tzv. burst efekte (rychle uvol'nenie z povrchu) nasledovalo
niekol’kodnové uvolnenie ,,depotnej davky“. Idedlne vyuzitie sa ponuka pri lokalnych
zapaloch (kolitida, Crohnova choroba) a pri rakovine hrubého &reva. Predizena liberacia viak
vedie aj k zlepseniu absorpcie latky do krvného obehu *.

Toxicita kurkuminu nebola preukazana ani vo vysokych davkach. Na zvieratach neboli
badatelné Ziadne toxické uéinky v davkach vyssich nez 5 g/kg ¥'. Aj pri 3-mesatnom
peroralnom uZzivani chorymi pacientmi v davkach 8 g/den sa kurkumin ukazal ako

. , 28
neskodny .

3.1.7. Metabolizmus

Po peroralnom podani kurkuminoidov su dominantnymi metabolitmi v plazme glukuronidy
a glukuronid-sulfaty. Maximélna hladina konjugatov je dosiahnutd hodinu po podani .
Kurkumin podstupuje rozsiahlu metabolickii konjugéaciu a redukciu Vv traviacom trakte

Cloveka 1 potkana. Biotransformacia u ¢loveka je po vSetkych strankach vyraznejsia.
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V traviacom trakte l'udi bola preukazana 18-nasobne vysSia redukcia latky nez u potkana.
Ku glukuronidacii dochadza v mikrozémoch ¢reva i pecene. Vznik sulfatov a reduktivnych
metabolitov je zase lokalizovany do cytosolu buniek oboch organov. Na zaklade tychto zisteni
je teda potrebné racionalne interpretovat’ experimentalne vysledky, ktoré boli dosiahnuté na
zvieratach *°.

Metabolizmus kurkuminoidov zisteny na peceni potkana objasnil, ze vznikaji stabilné
reduktivne metabolity. Pritomné boli hlavne vo forme glukuronidov, z mensej ¢asti i sulfatov.
Najviac zastipené nezavisle na pohlavi st hexahydrokurkuminoidy. Vyskyt oktahydro-
a tetrahydroderivatov sa ukazuje byt zavisly od pohlavia. Vysledky enzymatickej hydrolyzy
naznaduju, Ze metabolicky najodolnejsim kurkuminoidom je bis-demetoxykurkumin .

Nie je vyluaéené, Ze by prave reduktivne metabolity mohli byt sfubnym chemopreventivnym
agens v humannej terapii. Peroralne podany tetrahydrokurkumin (THyC) je ovela lepSie
absorbovany. Indukuje antioxida¢né enzymy na baze glutathionu minimalne tak dobre ako
samotny kurkumin. Tato bezfarebna latka sa tak ukazuje byt zodpovednou za biologické
efekty kurkuminu®. Avsak pretrvavaju dohady, ktord molekula je u¢innejsia, pretoZe si
publikované $tudie s opaénymi zavermi 3*%°,

Stadium metabolizmu kurkuminu teda otvara novy pohlad na farmakologicku aktivitu
v organizme. Naskyta sa priamo moznost, aby boli pri d’alSich klinickych testoch pouzité

stabilné hydrogenované derivaty *°.

3.1.8. Farmakologicka aktivita
Kurkuminoidy st zodpovedné za biologicku aktivitu kurkumy dlhej. Predmetom vedeckych

vyskumov sa kurkuma stala az v 70. rokoch 20. storo¢ia “ Dnes je zname, Ze kurkumin
vykazuje pestru Sskalu farmakologickych uc¢inkov. Medicinsky sa vyuziva k zvySovaniu tvorby
zI¢e v peceni a tieZ ako stimulétor vyprazdiiovania zZl¢nika. Pouziva sa aj pri liecbe rakoviny,
artritidy, diabetu, Crohnovej choroby, urcitych kardiovaskuldrnych chorobach, osteoporoze,
Alzheimerovej chorobe, psoridze ai.*' Pouzitie kurkuminu v prevencii vzniku rakoviny
a Vv liecbe HIV infekcii je v poslednom desatro¢i predmetom intenzivneho laboratérneho

a klinického vyskumu 2.

3.1.8.1. Antioxidacny tcinok
Kurkumin je vyznamnym antioxidantom. Posobi ako vychytava¢ reaktivneho atomarneho

kyslika a nasledne sa zniZuje produkcia mediatorov zapalu (prostaglandiny, leukotriény) 2.
Obsahuje dva elektrofilné nenasytené karbonyly, ktoré lahko interagujii s nukleofilnymi

molekulami napr. s glutathionom (koenzym pri antioxidativnych reakciach) *. V pritomnosti
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polynenasytenych lipidov sa kurkumin v polohe 3’ oxidativne spaja s nukleofilnym radikalom
lipidu. Néslednou intramolekuldrnou reakciou vznika stabilna tricyklicka Struktara *.

Zasadne sa uplatiuje aj chelatacna schopnost’ fenolickych skupin. Vysokou mierou je potom
obmedzena Fentonova reakcia t.j. oxidéacia kyselin a alkoholov katalyzovana Fe". Fenolické
skupiny su tiez schopné reagovat’ s radikalmi. Vznikajuce radikaly kurkuminu sa nasledne
deaktivuju radikalovou dimerizaciou. Pravdepodobne vsak dimér nie je terminalnym produktom,
ale ma uchovanu schopnost’ chytat’ vol'né radikaly, pretoze je zachovana jedna z pdvodnych
fenolickych skupin .

Pozname uz aj pravdepodobny mechanizmus reakcie so superoxidovym radikdlom. Pri
i redukuje). Kurkumin sam o sebe tu nepodlicha ziadnym zmenam. Pri koncentraciach

vyssich kurkumin so superoxidom jednoducho zreaguje “.

3.1.8.2. Antiflogisticky tucinok

Curcuma longa je vo svojej domovine tradiéne pouzivana pri roznych typoch zapalov. U¢inok
je sprostredkovany inhibiciou expresie cyklooxygenazy (COX-2), ¢o nasledne vedie
K inhibicii tvorby TNF-a a PGE,. Z trojice kurkuminoidov vykazuje najlepsi antiflogisticky
efekt prave samotny kurkumin */.

Daldim zo zaujimavych biologickych teréov je 5-lipooxygenaza (LOX) — kPi¢ovy enzym
biosyntézy leukotriénov. Pripomenme iba, Ze sa spolu s cyklooxygenazou aktivuje pri
zapalovych reakciach. Kurkumin je vedl'a kvercetinu a eugenolu vel'mi G¢innym inhibitorom
LOX. Navyse je tc¢inok tychto fenolickych latok podobny syntetickym molekulam — napr.
fenidonu. Je to iba d’alsi dokaz, naznadujuci potencial prirodnych latok, kurkuminu zvlast %%,
Klasickym spdsobom pouzitia potravinovych doplnkov s obsahom podzemku alebo extraktu
kurkumy je liecba a prevencia artritidy. Podanie extraktu kurkumy pred vypuknutim artritidy
malo za nasledok potlacenie akutnej i1 chronickej fazy zapalu. Liecba zapocata tyzden po
vzniku zapalu uZ viak nemala Ziaden klinicky efekt na opuchnuty kib. Ako vyrazne uéinnejsi
sa vyhodnotil ¢isty kurkumin. In vitro pre-screening antiflogistického u¢inku na PGE; totiz
silno favorizoval extrakt kurkumy nez samotné kurkuminoidy. Vysledky nasvedcuja, Ze
vedlajSie latky obsiahnuté v extrakte moéZzu mat inhibiény vplyv na antiartriticky 0¢inok
kurkuminoidov *°.

Nedavno bola klinicky vySetrovana skupina pacientov so symptdémami peptického vredu.
U prvej skupiny s potvrdenym vredom bola tGspesnost’ zhojenia 48% po 4 tyzdnoch lieCby,
resp. 76% po 12 tyzdnoch. U druhej skupiny sa pritomnost’ vredu nepotvrdila, ale trpeli
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gastrointestinalnym dyskomfortom a bolestou. 14 dni od zaciatku podavania extraktu kurkumy
uz mohli jest’ normalnu stravu a bolest’ zmizla. Medzitym uz bol aj objasneny mechanizmus,
ktory spociva v Specifickej kompetetivnej blokade Hp-histaminoveho receptora. Kurkumin
vSak sam o sebe blokadu Hj-receptoru nevyvolava. Sekréciu zaludo¢nej kyseliny sposobuje

tiez aktivacia B-adrenoreceptoru, ale tato cesta ovplyvnena nebola 5051

3.1.8.3. Protiinvazivny ucinok
Je potvrdena antibakterialna aktivita vo¢i G-pozitivnym (MIC = 50 ppm) i G-negativnym

(MIC = 200 ppm) baktériam (vratane Pseudomonas aeruginosa) u silicovej Casti extraktu.
Dominantnou molekulou v najaktivnejSej frakcii je ar-turmerdn, ktory pravdepodobne velkou
mierou prispieva k u¢inku ™.

Vynimocny potencidl kurkuminu bol demonStrovany aj na schopnosti inhibicie HIV-1
integrazy — enzymu zodpovedného za vstup virovej] DNA do chromozému (ICsq = 40 pmol/l).
Za antiviroticku aktivitu by mohli zodpovedat’ intramolekularne interakcie, ktoré spdsobuju
vz4jomné priblizenie hydroxylov na benzénovom jadre *°. Posobivy je aj efekt na ludsky
papilomavirus (HPV), ktory po infikovani usti do vzniku karcinomu. Kurkumin indukuje
apoptdzu napadnutych buniek a selektivne zabrafiuje expresii onkogénov virusu. Uplatiiuju sa
viak aj ostatné down-regulaéné mechanizmy, uvedené v kap. 3.1.8.5 *%,

Xantorizol obsiahnuty v silici druhu Curcuma xanthorrhiza vykazuje zna¢ni fungicidnu
aktivitu vo&i kvasinkam (Candida spp.)®*. Antiprotozoarna aktivita je uZ tiez vedecky
zdokumentovana, najnovSie proti leishmanidze, ktorej chemoterapia dodnes spociva
vV podavani vysoko jedovatych latkach s mnohymi vedlaj§imi t¢inkami. Kurkumin bol pri
lieGeni leishmanidzy (Leishmania amazonensis) efektivnejsi nez referenény pentamidin .
Kurkuma sa v Thajsku dodnes pouziva pri ustipnutiach nebezpecnou kobrou 3 Prislo sa na to,
ze vlastnou aktivnou latkou je seskviterpénicka zlozka silice ar-turmeron. Experimentalne sa
potvrdilo, Zze dokaze neutralizovat’ hemorhagicky hadi jed druhu Bothrops jararaca atiez
smrtelny jed hada Crotalus durissus terrificus *°. To, e domorodi I'udia siahaju po kurkume

aj pri helmintézach alebo pri hmyzich $tipancoch, uZ potom vobec neprekvapuje >’

3.1.8.4. U¢inky na dychaci, traviaci a kardiovaskularny systém

Bola publikovana stidia informujuca o pozitivnom vplyve kurkumy na defektny AFs0s CFTR
(regulator transmembranového prenosu u cystickej fibrézy) u mysi s cystickou fibrézou %8
V snahe potvrdit’ a rozsirit’ tieto naddejné predklinické testy vSak nebol pozorovany ziaden
signifikantny vzostup membranového transportu. A to pri pouZiti roznych vzoriek kurkuminu

a roznych davkovacich rezimov (vratane rezimu z predchadzajucej §tadie) *°.
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Velmi zaujimava S$tadia sa zaoberala opravnenostou tradi¢ného pouzivania kurkumy pri
¢revnych a dychacich problémoch, ako su diarrhoea, nadtivanie, kasel’, astma a pod. Z tohto
dovodu boli skaimané spazmolytické, bronchorelaxacné a kardiovaskularne G¢inky (zmeny
tlaku krvi, u¢inky na srdce). Extrakt i vlastny kurkumin disponuju dobrym spazmolytickym
ucinkom zalozenym hlavne na blokade Ca**-kanalov. Potvrdila sa aj uCinna relaxacia
bronchov, v pripade kurkuminu selektivna antagonizovanim Ca**-kandlov. Kvoli tejto
schopnosti méa kurkumin iba vazodilataény Gc¢inok na cievy. Na odlisny typ tychto kanalov
v srdci nepdsobi vobec. U extraktu sa hypotenzivny ucinok neprejavil, no vlastne to iba
potvrdzuje fakt, Ze v 'udovej medicine sa ako antihypertenzivum neuziva 60,

V inej praci porovnavali ucinok rdznych typov extraktov. Metanolicky extrakt z drogy
obsahoval kurkuminoidy so seskviterpénmi a ukazal vyraznu relaxaciu hladkej svaloviny
ciev nezavisli na NO (oxid dusnaty - relaxacny faktor endotelu ciev). Intenzita skiimaného
uc¢inku bola u oboch skupin latok priblizne rovnaka. Presne opa¢ne sa v pokuse spravali
vodné extrakty obsahujuce hlavne polysacharidy. Na zdklade dosiahnutych vysledkov sa
formulovalo tvrdenie, Ze obsah farbiv a silice priamou umerou vplyva na cievnu relaxéaciu °*.
Farbivd maji pozoruhodny ucinok aj na cholesterolovi homeostizu. Niekol'kondsobne
zvySuju expresiu LDL-receptoru, ktory vychytava nadbyto¢ny ,,z1y* cholesterol z obehu.
Akurat iba pri vysokych davkach mézu slabo zvysit’ biosyntézu cholesterolu kvoli aktivacii
HMG Co-A reduktazy a farnezyldifosfatsynthdzy. Tieto zmeny na Grovni expresie mRNA st
Vv stlade s proklamovanym hypocholesterolemickym poésobenim kurkuminu %2
Dvestomiligramovy denny prijem extraktu zniZuje obsah lipidovych peroxidov v krvi, vratane
peroxidov HDL a LDL. Poznatok ma tizky stvis s antioxidativnym t¢inkom kurkuminu. Je
zname, 7e¢ ak je LDL oxidovany, tak je vel'mi agresivny k cievnej stene, ¢o vedie
k arterioskleroze. Protektivny efekt kurkumy je cenny iz dovodu, Zze dochadza k uspore
prirodzeného antioxidantu tokoferolu. V klinickom teste sa podarilo znizit'" peroxidy HDL
a LDL 0 25 — 50%. Nasvedcuje to aj pouzitiu U diabetickych pacientov, kde by mohlo dojst’
k zlepseniu metabolického syndromu.

Pozitivny uc¢inok na krvny obeh nie je zavisly iba na antioxidativnom ucinku.
Hydroalkoholicky extrakt znizuje patologicky zvySent plazmaticki hladinu fibrinogénu,

ktory hraje kl'aCovti ulohu pri vzniku trombu so vSetkymi zndmymi dosledkami 63.64.65.66

3.1.8.5. Protirakovinovy ucinok
Asi najrozsiahlejsi vyskum prebieha v sticasnosti ohladom protirakovinového poésobenia. Za

posledné roky sa zistilo, ze kurkumin ma enormny potencial v prevencii a terapii nadorov.
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Tento potencial vyplyva z jeho schopnosti potlacat’ proliferaciu velkej $kaly nadorovych

markerov. Za kPacové sa povazuje:

e down-reguldcia transkripénych faktorov (v§znamny sa ukazuje byt NF-kappa B) ¢

e down-regulacia expresie enzymov (napr. COX-2, NOS, LOX)

e down-regulacia roznych cytokinov a chemokinov (TNF, II-1, II-6 a iné)

e regulacia receptorov pre rastové faktory (EGFR a pod.)

e inhibicia aktivity kinaz (zodpovedaji za prenos fosfatov medzi molekulami) *®®

Podanie kurkuminu mysiam inokulovanym bunkami hepatocelularneho karcindému viedlo
k vyznamnému poklesu tumorom indukovanej expresic COX-2 asérového VEGF
(vazoendotelialny rastovy faktor). Nasved¢uje to, ze kurkumin méze inhibovat’ angiogenézu
v nadore redukciou markerov angiogenézy (COX-2, VEGF) .
Ucinok kurkuminu in vivo bol potvrdeny down-regulaciou expresie proangiogennych génov.
Redukcia po¢tu EAT (Ehrlich ascites tumor cells) in vitro bez toho, aby bol kurkumin
cytotoxicky, je pripisovand indukeii apoptézy "°. V dosledku poklesu funkcie COX-2, ktora
je v nadorovych bunkach viac exprimovana, dochadza k inhibicii tvorby PGE,, Kvdli tomuto
mechanizmu dochddza ku zvySenej apoptoze rakovinovych buniek”*. Kurkumin ako
netoxicka latka by preto mohol byt vyvinuty k liecbe chordb, spojenych s nadmernou
vaskularizaciou "°.

To, ze palivé kari korenie je u¢inné proti nadorovym chorobam, dokazuje i vyskum

uskutocneny v Indii, kde vyskyt Styroch beznych druhov rakoviny (hrubého c¢reva, prsnika,

prostaty a plac) je 10-krat nizsi neZ napriklad v USA 2.

1. Asi pred desatro¢im bol pozorovany efekt kurkuminoidov na proliferaciu MCF-7
buniek nadoru prsnika. Najlepsi inhibi¢ny ucinok na rakovinové bunky preukazal
demetoxykurkumin nasledovany kurkuminom a bis-demetoxykurkuminom .

2. Glutathion-S-transferaza pritomna v Pudskom melanéme bola najuéinnejsie
inhibovana prave kurkuminom. Narozdiel od inych a,B-nenasytenych karbonylovych
zlugenin inaktivaciu vyvolala nevratna kovalentna modifikacia enzymu ",

3. Protirakovinova aktivita bola demonstrovana aj na zvieracom modele s rakovinou
mlie¢nej ZPazy. Oziarenim kontrolnej skupiny potkanov sa u viac ako 70% vyskytlo
zhubné bujnenie. V skupine s prijmom kurkuminu bola incidencia tumoru iba 18%.
Predizila sa aj doba do vzniku tumoru pogas radiacie a zmensil sa jeho objem .

4. Kurkuminové analégy vykazuju pozoruhodne vysoké antagonistické posobenie na

androgénny receptor buniek nadorovej linie v prostate e
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5. Kurkumin pravdepodobne vykazuje nekompetetivny inhibi¢ny U¢inok na
N-acetyltransferdzu (NAT) v l'udskych nadorovych bunkach hrubého creva. Po
pridani acetylované¢ho 2-aminofluorenu sa v pritomnosti NAT a kurkuminu znizila
tvorba DNA-adduktov s aminofluorenom. Vysledky tieZ signalizuju vyrazné zniZenie
nadorovej expresie génu pre tento enzym ''. UZivajic denne 3,69 kurkuminu boli
dosiahnuté dostatocné farmakologické hladiny v hrubom ¢reve. Pri takomto
davkovani sa znizila hladinu oxidativneho DNA-adduktu viac ako dvojnasobne ",

Podobne ladena Studia sa zaoberala dosiahnutim efektivnych hladin v pe€eni po peroralnom
podani. Biodostupnost’ vSak bola vel'mi nizka — plazmaticka hladina v periférnej krvi dosiahla
sotva nanomolarne koncentracie. Zatial ¢o kurkumin sa v pefeni najst nepodarilo, boli
produkty jeho redukcie detekované v stopovych mnozstvach. Po peroralnom podani tak
pravdepodobne nie je mozné dosiahnut’ v organizme efektivne koncentracie "

Pocetné sStadie hovoria o tom, Ze selektivne COX-2 inhibitory by mohli predchadzat
kolorektalnemu karcindmu, ktory je dnes jednou z hlavnych pricin smrti v onkologii. Sti¢asné
vyskumy naznacuju, ze ich dlhodobé podéavanie je limitované kardiovaskularnou toxicitou.
Kurkumin synergicky potencuje ucinok celekoxibu ako selektivneho COX-2 inhibitora, ¢im

s . v sy , < e 80
umoziuje podanie beznych alebo nizsich davok lieciva .

Okrem schopnosti potlacat’ rast nddoru bola zistend i opacna reakcia. V pritomnosti
cytochromu P450 (CYP2D6) doslo ku vzniku O-demetylkurkuminu, ktory moéze kvoli

oxidativnym zmenam DNA vykazovat’ karcinogenny potencial 8

3.1.8.6. DalSie ucinky

Perspektivne vyzera vyuzitie u¢inkov kurkuminu aj v liecbe Alzheimerovej choroby. Znizuje
oxidativne poskodenie buniek, tvorbu senilnych plakov a supresivne pdsobi na Specifické
zéapalové faktory 82 Pre uginok sa zda byt dolezita pritomnost’ B-diketonoveho zoskupenia.
Na zaklade EDsp jednotlivych latok sa usudzuje, ze vyssi G¢inok ma molekula neobsahujica
na benzénovom kruhu metoxy-skupinu 8 Aktualne vyskumy poukazuji na zasadny vplyv
regulatorneho hému na cytopatologiu pri Alzheimerovej chorobe. Viazanim na ,,premnoZeny*
peptid B-amyloidu vznika circulus vitiosus, spojeny s peroxidazovou aktivitou komplexu,
S ndrastom syntézy hému, zvySenym uptakeom Zeleza a depléciou neurotransmisie. Kurkumin
inhibuje prave peroxidazovu aktivitu komplexu -amyloid — hém (pravdepodobne chelataciou

Fe' a Cu"), ¢o v mozgu vyznamne znizuje oxidativny stres >,
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Zisteny bol aj destabiliza¢ny G¢inok metabolitu kurkuminu — Kyseliny ferulovej. V zavislosti

na davke inhibuje in vitro vznik fibrilov B-amyloidu z diel¢ich peptidov. Okrem toho
rozrusuje preformované fibrily. Jej celkova aktivita je slabsia ako u kurkuminu, ale napriek
tomu by mohla byt’ kI"a¢ovou molekulou pre terapiu (lepsia stabilita i rozpustnost’) 8

Inhibicia aktivity kinazy je tiez spajana s antipsoriatickym efektom kurkumy. V klinickom
teste bol k nepriamo posobiacemu kalcipotriolu pridruzeny kurkumin. Aktivita enzymu bola
upravend na normalnu hodnotu. Popritom znizuje tvorbu rastovych faktorov pre keratocyty,

8687 Beztak §iroké spektrum doplia

¢im sa antipsoriaticky efekt eSte viac vystupiiuje
protektivne posobenie pri alkoholovych hepatopatiach a naslednych zapaloch 88,

Zaujimavy prospesny u¢inok kurkuminu sa zistil aj spolupodanim s ritonavirom — inhibitorom
HIV-proteazy. Jeho aplikacia je spajana s mnohymi vaskularnymi dysfunkciami. Kurkumin
vSak efektivne zabranil vzniku vSetkych observovanych zmien 89,

Substancia ma d’alej potencial ako farmaceuticka pomocna latka (excipient). Je zname, ze
kurkumin ma stabilizujici G¢inok na urc¢ité fotolabilné lieCiva v roztoku (cefalosporiny)
a Vv topickych pripravkoch %', V mikkych Zelatinovych tobolkich méze byt tieZ pouzity

k ochrane fotosenzitivnych lie¢iv %.

3.1.9. Kvantifikacia kurkuminoidov
Stanovenie obsahu podl'a CL 2005

0,100 g praskovanej drogy sa zmie$a so 60 ml kyseliny octovej 'adovej R a zahrieva sa 60 min
vo vodnom kupeli pri 90°C. Potom sa pridaju 2,0 g kyseliny boritej R a 2,0 g kyseliny
Stavel'ovej R a zahrieva sa d’alSich 10 min vo vodnom kupeli pri 90°C. Po ochladeni sa zriedi
kyselinou octovou I'adovou R na 100,0 ml a pretrepe sa. 5,0 ml ¢irej supernatantnej tekutiny
sa zriedi kyselinou octovou l'adovou R na 50,0 ml. Meria sa absorbancia pri 530 nm za
pouzitia kyseliny octovej 'adovej R ako kontrolnej tekutiny.

Obsah dicinnamoylmetanovych derivatov V percentich, vyjadrené¢ ako kurkumin, sa

vypocita podl'a vzorca :

A - 0,426
m
A absorbancia skusaného roztoku pri 530 nm
m hmotnost’ skisanej drogy v gramech

Specificka absorbancia ma hodnotu 2350 ¢
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Stanovenie obsahu v dostupnej literatire

V stcasnosti obsahuji vedecké databazy celti radu metdd na kvantifikdciu kurkuminoidov.

Vicsina znich si metody spektrofotometrické, ktoré vsak vyjadruji sumu pritomnych

kurkuminovych farbiv.

Citlivo a rychlo je suma kurkuminov stanovena spektrofluorometrickou metédou. Rozpustenim

neznamej vzorky v acetone sa ziska Ciry roztok. Oziari sa pri 424 nm a meria sa zlto-zelena
fluorescencia pri 504 nm. Vyhodou je ¢asovo nenaro¢na priprava kalibracnej krivky a okolnost,
ze staci kontrolovat’ teplotu a nie je dolezita uprava pH %,

Historicky prva separacia kurkuminoidov z drogy metdédou HPLC bola popisana roku 1983.

Autori pouzili aminovu stacionarnu fazu. Mobilna faza bola tvorena zmesou etanol — voda
(94:4). Pritomnost’ viac ako 10% vody v mobilnej faze kolénu deaktivovalo .

Dnes je analyza jednotlivych kurkuminoidov pomocou HPLC mozna s vyhodou hlavne na
reverznych Cig fazach. Voda ako zlozka mobilnej fazy ma pH upravené okolo hodnoty 3.
Z troch bezne pouzivanych rozpustadiel u RP-HPLC sa prednostne pouziva acetonitril.
Nahradenim acetonitrilu za tetrahydrofurdn dochadza k zmene poradia elucie jednotlivych
kurkuminoidov. Metanol ako hlavné rozpustadlo neposkytuje dostatocnu selektivitu.
S rozvojom gradientovej elucie vziSlo aj niekolko réznych gradientov, ktoré sa ukazuju byt
optimalne pri analyze zlozitej$ich matric.

Pri detekcii hmotnostnym spektrometrom sa da acetonitril vyhodne pouzit’ so slabym vodnym

roztokom kyseliny octovej. Tato detekcia je otazna pri pouZiti mobilnej fazy zlozenej z octanu
amonneho, kyseliny octovej a acetonitrilu, pretoZze anorganické i6ny moézu kontaminovat’
ionovy zdroj v detektore. MS detekcia nie je mozna pri pouziti neprchavej mobilnej fazy
s obsahom kyseliny citrénovej a hydroxidu sodného %%

uvedené v [Tab. 3].

. Priklady niektorych metod su

Najnovsie je popisana metdéda kombinujuca kvapalinovii chromatografiu s elektrosprejovou

ionizaciou a tandemovym hmotnostnym spektrometrom (LC-ESI-MS/MS). V spojeni s DAD

vynikajuco posluzila k identifikacii 19 diarylheptanoidov (12 z nich nebolo nikdy predtym
Z rastliny opisanych, vratane Siestich pre kurkumu Specifickych) 7 Rovnaky analyticky
systém bol validovany pre kvantifikaciu kurkuminu a THyC v plazme potkana. Prednost'ou je
minimalny Cas detekcie (5 min) a linearita s korelacnymi koeficientami na urovni 0,996, overena
v rozsahu nepatrnych koncentracii 0,5 — 500 ng/ml .

K dispozicii je aj ucelena praca, ktorej zdmerom bolo sledovat’ fragmentéciu troch hlavnych

kurkuminoidov. Latky podstipili pozitivhu i negativnu ionizaciou elektrosprejom a boli
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analyzované v ionovej pasci od viacerych vyrobcov. Nechyba ani analyza v ionovej
cyklotronovej rezonancii (FTICR). Navyse je tu mozné najst’ i NMR analyzu kurkuminu %.

Nedavno bola popisand a validovand metéda stanovenia kurkumovych farbiv pouzitim
HP-TLC. Jej nespornou vyhodou je moznost naniest niekol’ko vzoriek naraz. Optimalne
vlastnosti vykazovala vyvijacia zmes chloroform — metanol (925:75), pricom retardacny
faktor Rg = 0,48. Po vysuSeni silikagélovej vrstvy bola prevedena denzitometricka analyza
pouzitim absorbancie pri 430 nm. Statisticka analyza preukézala, 7¢ je metoda dostatoéne

presna, reprodukovatel’nd a robustna. Limit detekcie odpoveda 8 ng kurkuminu v spote %,

Znama je aj priama vysokocitlivd fluorimetricka metéoda K stanoveniu kurkuminu

V potravinach. Vyuziva sa rapidny narast fluorescencie kurkuminu v micelarnych systémoch.
Pouzitie zmesi SDBS (2 mmol/l) a CTAB (1 mmol/l) v octanovom pufre (pH 4) a etanolu ako
rozpustadla dosiahlo 55-nasobny narast fluorescencie oproti prostému vodnému roztoku.

cvwr

Emisné maximum sa posunulo na krat$iu vinova dizku 494 nm. Stanovenie poskytuje najnizsi
limit detekeie zo vietkych dostupnych metod — 17 pg/ml .
V poslednych rokoch sa pri analyze hlavne biologickych vzoriek CcastejSie preferuje

kapilirna_elektroforéza. Skibuje vyhodu potreby nepatrného mnozstva vzorky, vysoke;

ucinnosti separacie a kratkej doby analyzy (v dostupnych pracach od 3 do 7 mintt).
V zavislosti na pouzitom pufrovacom systéme a teplote sa pri zavedeni separacného napitia
menia elektroosmotické vlastnosti elektrolytu. Determinacia kurkuminoidov v moci sa zda
byt optimélna v pritomnosti 15 mmol/l boritanového pufru, upraveného na pH 10,8 s 10%-
podielom metanolu ako organického modifikatora, pri zavedeni 25 kV napitia a teplote 30°C.
Pouzitie DAD detektora umoziiuje pri analyze potvrdit’ nielen retencny cas, ale aj spektrum.
NajcitlivejSie stanovenie poskytuje snimanie pri 262 nm. Limit detekcie je na Urovni
200 ng/ml *°*, Analogickou moznostou je pouZitie fosfatového pufru (tieZ upraveného na

102

alkalické pH) napriklad so selektivnou ampérometrickou detekciou = “. Pripadne je k dispozicii

este par vedeckych préc, popisujucich stanovenie kurkuminu kapilarnou elektroforézou %,
Ako zaujimavost a pre uplnost doplnim separaciu a stanovenie kurkuminoidov
mikroemulznou elektrokinetickou chromatografiou (MEEKC). Metoda poskytla rozliSenie

zékladnej linie medzi jednotlivymi pikmi Rs = 2,4. Celkovy &as analyzy neprekro¢il 18min'®.
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Prietok

Koléna Mobilna faza [ml/min] Detekcia Vnutorny Standard Pozn. Citacia

Nova-Pak RP C18, 150x3,9mm THF : 1%CitricAcid, pH 3 (KOH) (40:60) 1,0 VIS 420nm 96
Symmetry Shield RP C18, 150x3,9mm | THF : 1%CitricAcid, pH 3 (KOH) (50:50) 1,0 VIS 430nm B-estradiol 105
Devolosil ODS-HG-5, 250%4,6mm ACN : 0,1%TrifluoroacAcid (50:50) 1,0 VIS 430nm 37
Nova-Pak RP C18, 150%3,9mm ACN : 0,5%CitricAcid, pH3 (KOH) (40:60) 1,2 UV 350nm 26
Supelcosil LC-18, 250%4,6mm ACN : 1%CitricAcid, pH 3 (NaOH dilut.) (inic. 50:50) 1,0 VIS 423nm GRADIENT 95
Luna RP C18, 250%4,6mm ACN : 0,005% AcAcid (70:30) 0,2 MS/MS salbutamol 30
Hydro-RP C18, 250x4,6mm 0,05% (v/v) AcAcid v ACN : 0,05% (v/v) AcAcid (50:50) 1,0 VIS 425nm 49
u-Bondapack RP C18, 300x4,6mm ACN : 2%AcAcid : MeOH 1,0 VIS 425nm GRADIENT 12
Symmetry Shield RP C18, 150x3,9mm | ACN : MeOH : H,O : AcAcid (41:23:36:1) 1,0 UV 262 nm 17B-estradiol-acetat 106
Kromasil C18, 250x4,6mm ACN : Fosfatovy pufor, pH 4,4 (60:40) 0,8 VIS 428nm 2

Supelcosil LC-18, 250%4,6mm ACN : 50mM NH4OAc + 5% AcAcid (inic. 50:50) 1,0 MS 4-fluoro-4'-hydroxybenzofenén | GRADIENT 95
Symmetry Shield RP C18, 150x3,9mm | ACN : 0,01% NH4OAc, pH 4,5 (inic. 5:95) 1,0 VIS 420nm Tetra-(m-hydrofenyl)-chlorin | GRADIENT 110

Tab. 3 — Stanovenie kurkuminoidov metdédou HPLC dostupné v literattire
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3.1.10. Extrakcia
Najjednoduchsim spdsobom je extrakcia organickymi rozpustadlami. Prakticky vyhradne sa

vyuziva rozpustnost kurkuminu v metanole (eventualne v etanole), ktorym sa da z drogy
ziskat’ kvantitativne. Odstranenie lipofilnych zloziek silice je mozné pred vlastnou extrakciou
previest’ n-hexanom, &im zlepsime selektivitu *2.

O poznanie zlozitejSie je extrahovat’ kurkumin z plazmy. 78% extrak¢na ucéinnost’ bola
dosiahnuta liquid-liquid extrakciou chloroformom pri pouziti vnttorného Standardu (B-17-
estradiol-acetat). Trochu nizs§i vytazok pouzitim etyl-acetatu vyrovnava jednoduchsie
laboratorne prevedenie (etyl-acetat tvori hornt vrstvu) *®. V inej $tadii bola ako extrakéné
¢inidlo pouzita zmes etyl-acetat — metanol (95:5). Extrakcia kurkuminu z plazmy mala 88%
ucinnost, Ucinnost’ z moc¢i bola 70% — obe vzhladom na rovnaky vnutorny Standard 106,
Pouzitim metylénchloridu k extrakcii kurkuminoidov z moc¢u bola dosiahnuta uspokojiva
vytaznost’ 92% %,

Na zvieracom modeli bola zistena extrakéna efektivita aj pre konjugaty kurkuminu. Pri
pouziti zmesi etyl-acetat — izopropanol (90:10) dosahovala iba 50% *°.

Az na posledny pripad sa jednalo o jednoduchu extrakciu; je pripadne mozné zvysit
vyextrahovany podiel viacnasobnym opakovanim procedury.

Pomerne Castym sposobom, vyzadujucim vSak vysSie ndklady, je extrakcia nadkritickym

plynom (SFE). S vyhodou sa vyuziva CO>, lebo popri chemickych vyhodach je dolezité, ze
ako nadkriticky plyn existuje uz pri 31,2°C azvySenom tlaku. Zname je pouZitie
k dekofeinizacii ¢aju a kavy, ¢i k redukcii obsahu nikotinu v tabaku. Preto je orientacia k SFE
hlavne v potravinarstve. Vlastni extrakciu ovplyviiuju tlak, teplota, prietok, vel'kost’ Castic
a pritomnost’ kosolventu. K extrakcii kurkuminu je kosolvent nutny, lebo nie je velmi
rozpustny v CO,. Optimalizované parametre k extrakcii su nasledovné: 25 MPa, 55°C, prietok
3,5 I/min, kosolvent 30% etanol *°71981%,

Modernou technikou je extrakcia na pevnej faze (SPE). V dostupnych zdrojoch som vsak

nasiel len ru¢ne pripravenu ,,kolonku* — bezna striekacka naplnena tributylfosfatovou Zivicou,
ako filtratnd membrana posluzili 2 krizky netkanej textilie. Extrahovalo sa z petrolejového
roztoku, pricom sa kurkumin zachytil v adsorbente. Nasledne bol eluovany do vodného
roztoku pouzitim roztoku hydroxidu sodného 0,1 mol/l. Metoda bola validovana pre néaslednt
kvantifikaciu pomocou kapilarnej elektroforézy. Ako kompromis vysokého vytazku a vysokého
koncentracného faktoru, bol zvoleny elu¢ny objem 0,3 ml (85% recovery, koncentracny

faktor 8,5) *2.
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Zaujimavou alternativou ziskania kvantitativneho vytazku je pouzitie metdédy ,,foam
fractionation®. Je zalozena na prebublavani vodného roztoku analytu inertnym plynom za
tvorby stabilnej peny. T4 vznikd, ak analyt (extrakt) obsahuje povrchovo aktivne latky
(v pripade ich absencie mézeme umelo pridat’ saponin). Na hydrofébny povrch bubliniek sa
adsorbujui nepolarne latky, ktoré¢ sa potom koncentruji v pene. V pripade kurkuminoidov sa
overila pouzitelnost’ hlavne v malych koncentraciach (5 pg/ml). Proces je inStrumentalne
jednoduchy, ekologicky setrny a selektivny k nepolarnym latkam. Je vSak pomerne ziadtce

optimalizovat uréité parametre (prietok plynu, objem roztoku) .

3.2. Chromatografické metédy

Prvé prace zaoberajuce sa chromatografiou v dneSnom pojati uverejnil rusky botanik
M. S. Cvet este v roku 1903. Termin chromatografia (gr. chroma = farba; gr. grafos = pisat’)
zaviedol prave on, pretoze jeho prace boli zamerané na delenie rastlinnych farbiv (chlorofylov
a karotenoidov). Tento objav ostal dlhé roky stranou zaujmu vedcov a K zasadnému vyuzitiu
v analytickej chémii doslo az od prelomu 60. a 70. rokov. Dovtedy pouzivané separacné
metddy boli postupne zatlacené do tzadia, priCom napr. v analyze plynov znamenali prevrat
V pristrojovej a experimentélnej technike.

Chromatografické metdédy st vysoko ucdinné separaéné metody, sluziace k oddeleniu

analyzovanych zloziek zo zmesi azaroven kich kvalitativnej a kvantitativnej analyze.
Vynikaji nielen pri analyzach jednoduchSich, ale aj zloZitejSich zmesi latok, kde sa iné
analytické metody, hlavne spektrofotometrické, nedaju principidlne pouzit. Kedze drviva
vicsina prirodnych ako aj inych latok (vid’ napr. liekové formy — lie€iva, rozkladné produkty,
pomocné latky, zbytky rozpustadiel) ma charakter zmesi, maji chromatografické metddy
Vv analyze prvorady vyznam.

Existuje niekol’ko spdsobov ako tieto metdody rozdelit, ale vSetky maju spolocny
mechanizmus separacie. Tymto principom je mnohondsobné ustalovanie rovnovahy medzi
dvoma vzajomne nemiesitelnymi fazami. Stacionarna (nepohybliva) faza ma schopnost’
rdznou mierou zadrziavat’ zlozky analyzovanej zmesi, zatial' ¢o mobilna (pohybliva) faza ich
nasledne zo staciondrnej fazy vymyva a odnaSa v smere toku roznou rychlostou. Stacionarna
faza moze byt tuhd alebo kvapalna, mobilnou fazou je bud’ kvapalina alebo nosny plyn.

Vlastna separacia latok zavisi na ich retencii v chromatografickom systéme — tato retencia
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posobi selektivne, t.j. jedna latka je brzdena viac, ind menej. Rychlost’ postupu latky zavisi na
sorpcnej rovnovahe, t.j. ¢im sa latka pevnejSie adsorbuje na staciondrnej faze, tym dlhsie trva
nez sa latka eluuje apreto v chromatografickom systéme (kolone) postupuje pomalsie.
K separacii teda dochadza na zaklade roznej afinity delenych latok k stacionarnej a mobilnej

faze 111,112,113l

3.2.1. Klasifikacia chromatografickych metéd

3.2.1.1. PodPa principu separacie - adsorpéna chromatografia
- rozdel'ovacia chromatografia
- ionexova chromatografia
- gelova chromatografia
- afinitnd chromatografia

Adsorp¢na chromatografia

Podstatou separacie je odlisna schopnost’ adsorpcie zloziek zmesi na aktivny povrch pevnej
fazy. Medzi mechanizmy adsorpcie patria elektrostatické sily (interakcie i6n-ion, i6n-dip6l,
dipdl-dipol), vodikové vizby, indukované elektrostatické sily, tzv. Londonove a Debyove
(interakcie ion-indukovany dipdl, dipdl-indukovany dipdl, indukovany dipdl-indukovany
dipol), hydrofébne interakcie apod. NajcastejSie pouzivané adsorbenty su silikagél, oxid
hlinity, kremelina, novym trendom su oxidy zirkonia a titanu.

Rozdel'ovacia chromatografia

Pri tejto chromatografii sa latky separuji medzi stacionarnou a mobilnou fazou v dosledku
rozdielnych rozdel'ovacich koeficientov medzi latkou a stacionarnou, resp. mobilnou fazou.

Tonexova chromatoqgrafia

Jej realizdcia je moznd iba ako kvapalinovd chromatografia. Staciondrnou fazou su tzv.
ionomenice (katexy, anexy). Jedna sa o latky, ktoré v styku s vodnym prostredim bobtnaju
a su schopné uvolnit’ elektrolytickou disociaciou i6ny. Uvolnite'né iony mdézu byt nahradené
inymi 16nmi pritomnymi v roztoku. Podstatou separacie je teda rozdielna afinita latok
(vacsinou v ionovej forme) Kidnovymennym funkénym skupindm idnomenica. Priebeh
reakcie je vratny. Zavisi nielen na afinite idnov k menicu, ale aj na ich koncentracii.

Gelova chromatografia

V principe sa jednd o kvapalinovl chromatografiu, pricom jednotlivé latky sa separuju na
zaklade velkosti molekul. Molekuly latky st unad$ané mobilnou fazou cez kolonu, ktord je

naplnend poréznym materidlom. Pouzivaju sa dextranové gely (Sephadex ®) tvoriace
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priestorovu siet’. Pri prechode kolonou st mensie molekuly zadrziavané v péroch, zatial’ ¢o
vécsie molekuly do porov vniknit nedokazu a prechadzaju cez chromatograficky systém bez
retencie. Volbou spravnej velkosti pérov v dextrdne teda moézeme latky velmi ucinne
rozdelit’.

Afinitna chromatografia

Je to Specidlna metdda izolacie biologicky aktivnych latok. Preto sa casto oznacuje ako
bioafinitna chromatografia. Metoda je zalozena na Specifickych interakciach charakteristickych
pre biologické a biochemické procesy. Interakcie prebichajii medzi dvojicou latok s vysokou
selektivitou. Tieto dvojice su napr. enzym-inhibitor, protilatka-antigén, hormdn-receptor. Na
vhodnom nosi¢i (agar6za) je kovalentnou vdzbou naviazana jedna z latok uvedenych dvojic.
Takto viazanu latku potom mozno pouzit’ k selektivnemu zachyteniu druhej latky z roztoku.
Ostatné latky su z kolony jednoducho vymyté. Zachytena latka sa po zmene zlozenia mobilnej

fazy selektivne eluuje 111,112,113

3.2.1.2. Podla typu mobilnej fazy - kvapalinovéa chromatografia (LC)
- plynova chromatografia (GC)

Kvapalinova chromatografia

Usporiadanie chromatografického systému, v ktorom je mobilnou fazou kvapalina.
Ustalovanie rovnovah potom moéze prebichat v sustave kvapalina — kvapalina (Liquid —
Liquid Chromatography), kde je principom separacie rozdelovanie v oboch fazach alebo
Vv ststave kvapalina — tuha latka (Liquid — Solid Chromatography), kde sa separacia deje na
zéklade adsorpcie medzi oboma fazami.

Plynova chromatografia

V tomto pripade je mobilnou fazou plynna latka. Analogicky ku kvapalinovej chromatografii
potom mdzeme vyc€lenit’ zvlast chromatograficky systém plyn — kvapalina (Gas — Liquid
Chromatography) na jednej strane a plyn — tuha latka (Gas — Solid Chromatography) na strane

druhej. V prvom pripade sa jedna o chromatografiu rozdel'ovaciu, v druhom adsorpéni ™2,

3.2.1.3. PodP’a sposobu prevedenia - kolénova chromatografia (CC)
- chromatografia v plosnom usporiadani (FBC)

Koldénova chromatografia

Stacionarna fiza ma v tomto usporiadani tvar stipca (angl. column) — preto aj synonymny

nazov stipcova chromatografia. Mobilnou fazou méze byt ako kvapalina, tak aj plyn. Co sa
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tyka praktického vyuzitia v analyze lie¢iv ma Vv stcasnosti vysadnt poziciu a to ako HPLC
a GC.

Chromatografia v plo$nom usporiadani

V tvare stacionarnej fazy tu dominuje horizontalny rozmer nad vertikalnym. Mobilnou fazou
Vv tomto usporiadani je vyhradne kvapalina. Tento typ chromatografie mézeme esSte dalej
rozdelit ato podla materidlu staciondrnej fazy. StarSim usporiadanim je papierova
chromatografia (PC), od ktorej bola nasledne odvodena tenkovrstevna chromatografia (TLC).
V pripade TLC je stacionarnou fazou najcastejSie silikagélova folia (Silufol ®), v ktorej moze
byt nanesend fluorescencna prisada. Jej vyuzitie je bezné hlavne v laboratornych

podmienkach 113,

3.2.1.4. Podla vyvijania chromatogramu - frontalna chromatografia
- vytesiiovacia chromatografia
- elu¢na chromatografia

Frontalna chromatografia

Vyznacuje sa kontinudlnym privodom roztoku delenej zmesi po celd dobu trvania
chromatografického procesu. Metoda bola vyvinuta k analytickym t¢elom.

Vytesnovacia chromatografia

Na rozdiel oproti frontdlnej chromatografii sa tu zmes vnasa jednorazovo. Mobilna faza je
kontinudlne privadzand a plati, Ze sa adsorbuje silnejSie neZz zlozky analyzovanej zmesi.
Vystupuje teda vulohe akéhosi vytesiovaciecho c¢inidla. Tato metdéda bola vyvinutd
k preparativnym tcelom.

Fluéna chromatografia

Pod tymto oznafenim sa skryva separacne najucinnejSia metodda. Je Siroko vyuZivand pri
deleni zmesi nielen v pripade poZiadavku vysoko U¢inného delenia latok. Analyzovana latka
alebo zmes sa nanaSaju jednorazovo. Mobilna fdza m4 mensiu afinitu k stacionarnej faze nez
lubovolna zo zloziek zmesi aje privadzana kontinualne. Podla zlozenia pretekajuceho
eluentu sa dalej rozoznava izokratickd elucnd chromatografia s konStantnym zloZenim

. r W r M M w 4 . b 14 11
a gradientova elucna chromatografia s plynule sa meniacim zloZenim mobilnej fazy 3,

3.2.1.5. PodPa sposobu vyuZzitia - analytick4 chromatografia

- preparativna chromatografia

- chromatografia k vyrobnym ucelom
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3.2.2. Vysokouéinna kvapalinova chromatografia (HPLC)
Vysokoué¢inna kvapalinova chromatografia (High Performance Liquid Chromatography) je

V sucasnosti jednou z najprogresivnejSich analytickych metdéd. Nachadza stale vicsie
uplatnenie vo vsetkych oblastiach analyzy lieCiv.

Separa¢na u¢innost HPLC zavisi na velkosti Castic stacionarnej fazy. Cim si mensie a
rovnomernejSie usporiadané, tym vicsia je ucinna plocha a tym aj separa¢nd ucinnost’. Pre
dostato¢ne rychly prietok mobilnej fazy je potrebné ju pretlacit’ kolébnou pomocou Cerpadla za
vysokého tlaku. Pritom je bezpodmienecne nutné, aby bol tok plynuly a ¢o mozno najmene;j
pulzny. V koléne dochddza na zdklade vyssie uvedenych vratnych separaénych mechanizmov
k deleniu latok. Rozné latky su teda v kolone réznou mierou zadrZiavané. Po koléonovom
priestore nasleduje priechod detektorom, ktory identifikuje rozdelené latky a na zéklade
odozvy detektoru je na chromatografickom zédzname kazda latka vykreslena v podobe piku.
Vsetko je samozrejme schopné automatizacie a je ovladané pocitacovym programom.
Identifika¢nou charakteristikou latky je za presne stanovenych chromatografickych podmienok
jej retenény ¢as. Pre kvantitativne stanovenie latky potom sluzi vyska piku alebo CastejSie
plocha pod pikom .

Kvantifik4cia je mozné viacerymi spOsobmi:

1. metoda vonkajSieho Standardu
2. metoda vnutorného Standardu
3. kalibra¢na metoda
4

metdda normalizacie °

Hlavné vvhody HPLC

- UmoZnuje nielen separdciu zloziek analytu, ale aj ich kvalitativne
a kvantitativne hodnotenie

- Minimalne mnoZstvo vzorku potrebné k analyze (radovo desiatky pl)

- Rychlost’ analyzy

- Citlivost stanovenia (v zavislosti na pouZitom detektore od 10 do 102 g/ml)

- MozZnost’ automatizacie

- Umoznuje analyzu tepelne nestalych latok, neprchavych latok, polymérov

- Analyza Sirokého spektra latok (od silno nepoldrnych po polarne; od

nizkomolekularnych aZ po bielkoviny)
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Oblasti vyuzitia HPLC vo farmacii

1. Kontrolne — analytické hodnotenie lie¢iv (totoznost a kvantita)

2. Hradanie novych lie¢iv — najmé v spojeni s MS detekciou

3. Stabilitné studie lieciv

4. Izolacia latok syntetického alebo prirodného povodu (preparativne kolony)

5. Analyza prirodnych lieciv v rastlinnom materidle (obsah alkaloidov,
glykozidov, vitaminov v rastlinnych drogach)

6. ,,Therapeutical Drug Monitoring“ — monitorovanie lie¢iv a metabolitov
V plazme, séru, mocu atd’.

7. Hodnotenie vysledkov klinickych studii

HPLC je Siroko vyuzivana vo vsetkych liekopisnych monografidch. Umoznuje hodnotit’

pestré spektrum latok od organickych idnov az po polymérne zluceniny, ¢o je hlavnou

vyhodou oproti plynovej chromatografii. Ta vyzaduje pritomnost’ prchavych latok, ktoré po

zahriati prechadzaji do plynného skupenstva bez rozkladu.

Dnes najpouzivanejSou chromatografickou technikou vobec je kvapalinova rozdelovacia

chromatografia (LLC), kde sa vyuzivaju chemicky modifikované stacionarne fazy

6,111

3.2.3. Kvapalinovy chromatograf
Zostava chromatografu je bud’ stavebnicového typu (stcasti st navzdjom oddelené, daji sa

prestavovat’, ¢i spajat’ s pridatnymi zariadeniami) alebo kompaktného typu (fixné usporiadanie

komponentov).

Zakladné sudasti moderného chromatografu su :

Zasobniky mobilnej fazy

Odplynovac (degasser)

Vysokotlaké cerpadlo

Mixér

Déavkovacie zariadenie

Koléna — termostatovany kolonovy priestor

Detektor — pripadne viac sériovo zapojenych detektorov
Zberac frakcii

Pocita¢ — spolu s prislusnym softwarem

Riadiaca jednotka — komunikacia medzi hardwarem a softwarem
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Spojky medzi jednotlivymi Castami byvaju kapilarne a mali by byt ¢o mozno najkratsie.

Kapilary sa z nerezovej ocele alebo z tzv. PEEKy "+ H411°,

Zasobniky mobilnej fazy

Zasobniky mobilnej fazy st vacSinou sklenené nadoby, ktoré sa daju uzatvarat, aby
nedochadzalo k odparovaniu do prostredia. Mali by byt umiestnené tak, aby boli chranené
pred svetlom, otvorenym ohniom a pred prachom vo vzduchu.

Odplyniovaé

Odplynenie mobilnej fazy je vel'mi dblezité, pretoze pritomné bublinky vzduchu v mobilnej
faze maji za nasledok znizovanie a kolisanie pracovného tlaku, ¢im dochadza k pomerne
vyznamnym zmenam prietoku a vV chromatografickom systéme dochadza k nartisaniu procesu
separacie. Moderné chromatografy maju degasser predradeny Cerpadlu. K odplyneniu moze
Vv zavislosti na type degasseru dochadzat pdsobenim vakua, ultrazvuku, ¢i prebublanim
¢istym héliom. V prvom pripade tecie kvapalina cez plastové trubice, ktoré si v evakuovanom
priestore. Malé molekuly plynu potom prechadzaju cez porézne steny mimo chromatograficky
systém 14,

Cerpadlo

Cerpadlom je pumpovani mobilna fiza d’alej do chromatografického systému. Cerpadla
pouzivané v HPLC patria medzi vysokotlaké. Pracovné tlaky sa mo6zu pohybovat’ v rozmedzi
1 — 60 MPa (odpoveda to tlakom 10 — 600 barov). Zvicsa vsak pracovny tlak dosahuje hodnot
tak do 200 barov, pretoze za vySSich tlakov hrozi poskodenie chromatografickej kolony.
Zakladnou poziadavkou, ktora musi ¢erpadlo splinovat’, je dodavat’ presné a reprodukovatelné
mnozstvo mobilnej fazy za jednotku Casu ato ipri velmi malom prietoku (desiatky
mikrolitrov za minatu). Pritom v§ak musi zaistit’ ¢o mozno najviac bezpulzny tok.

Cerpadla su konstruované hlavne z nerezu alebo titanu. Tesnenia piestov si z teflonu. Gulicky
a sedielka piestov zase zo zafiru. Pohyb piestov v Cerpadle je elektronicky riadeny, aby sa ¢o
najviac vyhladilo kolisanie prietoku spdsobené striedanim vytlacovacej a sacej fazy 111
Mixér

Moéze byt umiestneny pred alebo za Cerpadlom a jeho tlohou je dokonald homogenizécia
jednotlivych zloZiek mobilnej fazy, kde je vopred nastaveny pomer tychto zloZiek.

Davkovacie zariadenie

V minulosti pouzivané davkovace ako napr. stop-flow davkovac (za zastaveného prietoku), ¢i
septovy davkovac, z moderného inStrumentalneho vybavenia tplne vymizli. V dne$nej dobe

prevlada vnasanie vzoriek do chromatografického systému za pomoci Sest’cestného ventilu
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s davkovacou slu¢kou. Ventil umoziiuje zmenit postup mobilnej fazy do kolony. V jednej
polohe je cerpadlo spojené s kolénou priamo a s vlastnou sluckou je mozné akokol'vek
manipulovat’ (premyvat’, plnit' roztokom, odmontovat...). Presunutim kohutika do druhej
polohy sa slucka vsunie do kvapalinového vedenia (medzi Cerpadlo a kolonu) a jej obsah je
mobilnou fazou vytlaceny d’alej do kolony. Tento sposob mé nevyhodu v tom, Ze zmena
davkovaného objemu je mozné az po vymene vlastnej slucky (davkovacia slucka mé znamy
objem). Na druhej strane st vsak tieto davkovace vysoko presné a reprodukovatel'né a vhodné
pre pouzitie do automatizovanych pristrojov (autosamplery). Autosamplery po naprogramovani
umoznia prakticky prevadzat’ ¢asovo naro¢né analyzy.

Este pokrokovejSie ddvkovanie umoznuje origindlne zariadenie firmy Varian s oznacenim
AASP (Advanced Automated Sample Processor). Umoziuje nielen presné davkovanie
vzoriek do chromatografu, ale moéze aj prevadzat’ so vzorkom urcité upravy (derivatizécie,

riedenie a pod.) *°.

3.2.3.1. Chromatografické kolony

V koléne dochadza k najdélezitejsiemu procesu — K separacii analyzovanej zmesi. Uinnost
kolén zavisi na kvalite pouzitého sorbentu, na dizke kolény, na vnutornom povrchu, na
vnutornom priemere a na d’al$ich faktoroch.

Analytické kolony pre HPLC su rovné trubice vyrobené z antikorozivnej ocele (pripadne
z tvrdeného skla, ¢i titanu), ktora spliiuje podmienku chemickej odolnosti vo¢i posobeniu
mobilnej fazy a odolnosti vo¢i vysokym pracovnym tlakom. Ddlezité je, aby bol vnatorny
povrch hladky a napli kolony bola homogénna. Rozmery kolén zavisia od ucelu.

Preparativne kolény st obvykle dlhé 30 — 50 cm s vnttornym priemerom 8 — 10 mm (i viac).

Dizka analytickych kolén je 5 — 30 cm s vntitornym priemerom 2 — 6 mm. Velkost’ zin naplne
najCastejSie v intervale 3 — 10 pm. Obycajne plati, ze ¢im menSie Castice sorbentu, tym je
mozné pouzit’ kratSiu koléonu pri zachovani separacnej uCinnosti. Limitom velkosti zfn
sorbentu je fakt, ze ¢im menSie Castice, tym su potrebné vyrazne vysSie pracovné tlaky.
V tomto smere je teda miniaturizacia Castic obmedzena.

Renomovani vyrobcovia garantuju zhodu medzi jednotlivymi Sarzami pomocou nasledujtcich
parametrov: pocet teoretickych poschodi (N), selektivita (o) a hodnota relativnej retencie (k)
111,115

pre urcité testovacie analyty

V poslednych rokoch su stile obl'ibenejSie monolitické kolény. Nemaju Casticovy charakter,

ale su vysoko porézne. Vyhodou st hydrodynamické vlastnosti, ked” aj pri vyssich prietokoch
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zachovavaji pomerne nizky tlakovy odpor. Dostupné st monolity zo silikagélu, ale aj

Z polymérov 17

K najpouzivanej$im ndplniam kolon patria:

a)
b)

d)

9)

Nepolymerizované sorbenty na baze silikagélu — silikagél, oxid hlinity
I6onomenice (ionexy) — makromolekularne komplexy obsahujtice kyslu alebo zasaditi
funk¢nu skupinu

- kationové ionexy (katexy) napr. -SO3H (silny katex), -COOH (slaby katex)

- aniénové ionexy (anexy) napr. -NR4" (silny anex), -NH, (slaby anex) '
Polymerizované sorbenty na baze sietove] Struktry — polystyrén-divinylbenzén
kopolyméry (tiez je mozné modifikovat’ povrch funkénymi skupinami) **°
Chemicky viazané stacionarne fazy

Pripravuju sa reakciou silikagélu s chlorsilénmi a alkoxysildnmi. Na povrch

zrniek silikagélu su potom zakotvené pouzité radikély. NajcastejSie dlhé

alkylové retazce (Cig, Cg), ktoré povrch stacionarnej fazy hydrofobizuju.

Takéto zlozenie stacionarnej fazy sa v praxi vel'mi Casto pouziva ato v tzv.

reverse phase (RP) prevedeni (stacionarna faza nepolarna, mobilna faza

polarna t.j. obsahujuca vodu a polarne organické rozptstadlo). Okrem toho C,

a C3 retazce S pritomnymi polarnymi funkénymi skupinami (-NH;, -CN, -COOH,

-OH). Nevyhodou chemicky modifikovanych faz na silikagéle je obmedzeny

rozsah pH, pri ktorom sa m6Zu pouZivat’. Pri pH > 8,5 dochadza k rozptstaniu

silikagélu, o znizuje Zivotnost’ kolon .

Chiralne stacionarne fazy — pouZitie na separaciiu opticky aktivnych lieciv

Karbonové stacionarne fazy — povrch je extrémne hydrofébny, ¢im je vhodny
k separacii vel'mi hydrofilnych latok, ktoré sa nedostatocne zadrzuji na beznych Cig
fazach. Stabilita voci teplote i pH je vysoka. Nevyhodou je krehkost’, mensia efektivita
a nutnost’ pouzivat’ mimoriadne ¢isti mobilnt fazu s

Stacionarne fazy na baze Al,Oz, TiO;, ZrO, — cielom vyskumov je priprava
mechanicky i termicky odolnejsich kolon, schopnych analyzy v celom rozsahu pH.
Modifikovany Al,O; nema taky potenciadl ako TiO, a ZrO,. Posledne menovany
vykazuje zatial najlepSie vlastnosti. Komer¢ne dostupné su kolony od niekolkych
vyrobcov. Bez problémov je mozné pracovat’ za vysSich teplot, ¢im klesa viskozita
mobilnej fazy. Dosledkom je moZnost’ vysokého prietoku za beZnych tlakov, co vedie

k vyraznému skrateniu analyzy. Navyse pri zvysenej teplote rastie difuzivita analytu

apreto pri vysokom prietoku neklesd separacnd uUcinnost’ kolony. Plne vytazit
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z vyhod je vSak mozné az vtedy, ked sa podari u kolonového vybavenia zvysit
odolnost’ voéi extrémnym teplotam a agresivnym mobilnym fazam (HCI, NaOH) 18119,
Zaujimava aplikécia sa pontka pri pouziti vody ako mobilnej fazy. Pri 200°C je totiz

polarita subkritickej vody podobna polarite metanolu .

3.2.3.2. Detektory

Funkciou detektoru je poskytovat informacie o zloZzeni mobilnej fazy vytekajucej z kolony
a tym umoznuje kvalitativne 1 kvantitativne hodnotit’ vysledky analyzy. Pomocou vhodného
senzora sleduje niektort z vlastnosti vytekajiicej mobilnej fazy. V nej rozpustené separované
latky poskytuji odozvu, ktora je po zosileni vykreslend v zazname zavislosti daného signalu
na Case. Vystupom detektoru je teda signal, ktorého intenzita je imernd koncentracii latky
Vv eluate.
Poziadavky na detektory mozno charakterizovat’ takto:

e Linearita odozvy

e Reprodukovatelnost odozvy

e Univerzalnost (v ur¢itych pripadoch sa zase vyzaduje selektivita)

e Vysoka citlivost’

e Nezavislost odozvy na zmene pracovnych podmienok (napr. zmena zlozenia

mobilnej fazy)

- - . P . . 111,114
e Spolahlivost, jednoducha manipulacia, primerana cena =~

Spektrofotometrické detektory

Tento typ detektorov je absolitne najrozSirenejSim sposobom sledovania zloZenia eluatu.
Registruju absorbanciu eludtu pretekajuceho cez kyvetu. Zarad'ujeme ich medzi detektory
selektivne a to preto, lebo su schopné zaznamenat’ iba latky absorbujtce v ultrafialovej (UV)
alebo vo viditelnej (VIS) oblasti svetelného ziarenia. Medzi jednotlivymi latkami su
vyznamné rozdiely v citlivosti detekcie. Sposobené je to r6znou velkostou ich molarnych
absorp¢nych koeficientov.

Aby latka mohla absorbovat v UV alebo VIS oblasti Ziarenia, musi obsahovat’ vo svojej
Struktare chromofory. Chromofor je zoskupenie atémov v molekule, kde dochadza k absorpcii
v oblasti 200 — 800 nm. Pri absorpcii ziarenia dochadza k prechodom valen¢nych elektronov
v molekule ato zo zakladného stavu do excitovaného. PresnejSie z vdzbovych (m) alebo
neviazbovych (n) molekulovych orbitalov na antivdzbové orbitaly (n*). Latky, ktoré sa daju

tymto sposobom detekovat’ obsahuju systém konjugovanych dvojitych vézieb (aromatické
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a heterocyklické zluceniny) pripadne nasobné vizby medzi atdbmami (C=C, C=0, C=S, N=N,
N=O0 atd.). Zlu¢eniny bez nasobnych vizieb v oblasti nad 200 nm neabsorbuju. Vyuzivaju sa
ako rozpustadla pre UV spektrofotometriu.

Spektrofotometrické detektory su pouzitelné aj pri gradientovej elucii. Okrem toho pri
detekcii nedochadza k Ziadnym zmenam eluétu, takze patria medzi nedestruktivne detektory.
Citlivost’ spektrofotometrickych detektorov je v oblasti 10™° g/ml. Najcitlivejsia detekcia je
vV maxime absorpé¢nej krivky, preto je potrebné najprv najst absorpéné maximum danej
latky, aby pri vlastnom stanoveni dochédzalo k ¢o najmensej chybe.

Tento typ detektorov sa vyraba vo viacerych prevedeniach :

a) Detektory s pevne nastavenou vinovou dizkou (obvykle 220, 254, 280, 436, 546 nm)
Konstrukéne jednoduché, lacné. Obmedzena pouzitelnost’ je kompenzovana vyssou
citlivostou (mensi pocet optickych ¢lenov znamena mensie straty Ziarenia).

b) Detektory s niekol’kymi pevnymi vinovymi dizkami (tzv. filtrové)

Kvalita tohto typu v hlavnej miere zavisi na kvalite pouzitého filtra. Vysoké naroky sa
klada aj na zdroj Ziarenia, ktory musi pri viacerych vlnovych dizkach vyzarovat
dostatok energie.

c) Detektory s moznostou nastavenia l'ubovolnej vinovej dizky (spektrofotometrické)
Vynikaji hlavne rozsahom pouzitia. Kvalitu detekcie velmi vyrazne ovplyviuju
vlastnosti monochromatoru. Citlivost' odozvy je na trovni predchadzajucich dvoch
typov, €asto aj trochu niZsia.

d) Detektor s diodovym pol'om (Diode Array Detector)

Namiesto jedinej fotodiddy, na ktort dopada Ziarenie s uréitou vinovou diZkou, je
vtomto DAD detektore az niekol’ko sto fotodidd. Kazdd neustdle registruje
dopadajuce ziarenie V rozsahu niekol’kych nanometrov. Zaznamenava sa celé spektrum
eluatu a vSetky informacie st ukladané do pamiti pristroja. Vysledkom je trojrozmerny
chromatogram ako zavislost’ absorbancie na vlnovej dizke v ¢ase 2114

Fluorescenény detektor

Latky suréitymi funkénymi skupinami (luminofory) st schopné absorbovat’ ziarenie
s urcitou energiou a nasledne emitovat’ Ziarenie s energiou nizSou. Po absorpcii primarneho
ziarenia sa molekuly dostanu do excitovaného stavu a nésledne pri prechode do stabilnejSicho
stavu S nizSou energiou uvolnia (emituju) sekundarne Ziarenie s vys$$ou vlnovou diZkou.
Intenzita emitovaného Ziarenia je zosilena fotonasobiCom, ktory je umiestneny kolmo na smer
excitatného Ziarenia. Detektory pracujuce na tomto fyzikdlnom principe sa vyznaluju

mimoriadnou citlivostou — v zavislosti na type latok v rozsahu 10° - 10" g/ml. PouziteI'nost’
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vysoko selektivneho detektora sa dd rozSirit vhodnou derivatizaciou stanovovanej latky

(zavedenim luminoforu do molekuly) 4%,

Refraktometricky detektor

Tato detekcia zaznamenava zmeny indexu lomu eludtu. Vystupny signal odpoveda rozdielu
medzi indexom lomu eluatu v mernej cele a Cistej mobilnej fazy v referencnej cele. Je
univerzalny, ale vyzaduje mimoriadne starostlivé termostatovanie. Dalfou nevyhodou je
slabgia citlivost’ na Grovni 5-107 g/ml 2,

Elektrochemické detektory

Rozoznavame viac konStrukénych variant tychto detektorov, ktoré su selektivne pre latky
schopné oxidacie alebo redukcie. Obsahuju dve elektrody — polarizovatelnu a referencnu.
Citlivost’ detekcie je vysoka a dosahuje urovne priblizne 10™° g/ml. Mobilna faza musi byt
vodiva, ¢iZe sa nedaju pouzit’ v systéme normalnych faz.
a) Ampérometricky detektor — meria sa elektricky prad prechadzajuci medzi oboma
elektrédami pri konStantnom elektrickom napéti
b) Voltametricky detektor — meria sa elektrické napatie medzi oboma elektrodami (malo)
c) Polarograficky detektor — meria sa elektricky prad medzi oboma elektrodami
Vv zavislosti na zvySujicom sa elektrickom napati
d) Coulometricky detektor — meria naboj potrebny k oxidacii alebo redukcii latky pri
112,114,115

priechode mernou celou

Konduktometricky detektor

Je vhodny pre zaznamendavanie ionovych latok. Meria sa vodivost’ eluatu medzi dvoma
platinovymi elektrodami, na ktoré je vlozené striedavé napdtie, aby sa zabranilo ich
polarizacii. Citlivost’ detekcie 10 g/ml 41,

Hmotnostny spektrometer (MS)

Kombinacia LC-MS sa pouziva k identifikécii a Struktiirnej analyze ionizovatel'nych latok.
Pre vicsinu latok je detekcia MS ovela citlivejSia a SpecifickejSia. Dokaze analyzovat’ latky
bez chromoforov. Tiez identifikuje zlozky v nerozdelenych pikoch, Co znizuje potrebu
perfektnej chromatografie. Je mozné vykonat' viacndsobnt analyzu jedného vzorku — po
vytvoreni hmotnostného spektra sa z neho vyberie konkrétny i6n, ktory sa znova fragmentuje
a vytvori sa d’alSie spektrum. Tento cyklus sa mdze viackrat opakovat’.
Zariadenie ma 3 zakladné Casti :

1. Iénovy zdroj — najCastejSie tzv. soft iomizacné techmniky za atmosférického tlaku

(elektrosprej ESI, chemicka ionizacia APCI, fotoionizacia APPI)
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2. Analyzator — zakladné typy st kvadrupol (Q), idnova pasca (IT), analyzator doby letu
(TOF), i6nova cyklotronova rezonancia (FTICR), pripadne ich kombinacie (napr.
QqQ, TOF-IT atd.)
3. Detektor i6nov — elektronovy nasobic alebo fotonasobic
V i6novom zdroji dochadza k ionizacii analytu a pomocou iénovej optiky st vzniknuté iony
usmernené V uzkom lG¢i cez kapilaru do analyzatoru. V iom na Castice posobi elektromagnetické
pole v evakuovanom priestore. V tomto poli st idny podla pomeru hmotnost/naboj (m/z)
urychlenim rozdelené a dopadaju na detektor. Vysledkom je zéavislost’ pocetnosti idnov na
pomere m/z *?.

V stiCasnosti sa hmotnostny spektrometer stdva nenahraditelnym pomocnikom pri analyze

a identifikacii neznamych latok.

3.3. Validacia

Validacia analytickej metody je séria experimentov, ktorymi sa zistia hlavné charakteristiky
metoédy. Cielom je potvrdit, ze dand analytickd metéda poskytuje reprodukovatelné
a spol'ahlivé vysledky a tym paddom je pouZitel'na aj v r6znych laboratériach, priCom metdda
dava trvalo rovnako spol'ahlivé vysledky.

Vseobecne sa pod pojmom validacia mysli postup, ktorym sa metéda pomocou
experimentalnych dat preukédze, ze je vhodna pre dany ucel. Tymto postupom je vyvoj
zmysl'anej metddy ukonceny.

Zakladné validacné charakteristiky su linearita, rozsah, presnost, spravnost’, limit detekcie,

limit kvantifikacie, selektivita a robustnost’.

3.3.1. System suitability test
Vlastnl validdciu doprevadza test vhodnosti pouzite] metddy — VnaSom pripade test

sposobilosti chromatografického systému. Je to operdcia, ktora tvori neoddelitelnti sucast’
validacie analytickych procedur. Cielom je numericky preukédzat, ze navrhnuty analyticky
postup je zvoleny korektne a dostato¢ne t€inne. ZastreSuje niekol’ko parametrov, ktoré ak st pri
opdtovnom uziti metddy splnené, povazujeme dané podmienky za vhodné. Bez opakovania
celej validacie konstatujeme, Ze metdda dava spolahlivé vysledky. Spomedzi nich som vybral

trojicu parametrov, ktoré najviac charakterizuju priebeh chromatografickej analyzy.
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3.3.1.1. U¢innost’ kolény
Utinnost’ kolony moze byt vypoditana ako zdanlivy poéet teoretickych poschodi (N). Je

znamych niekol’ko matematickych vyjadreni, ¢asto sa uzivaju tieto vzt'ahy:

N= 554 (Rr/wy)’

N= 2x- (Rr.h/A)?

Rt retencny cCas latky
Wi, Sirka piku v polovici jeho vysky
h vyska piku
A plocha piku
Dostupna je aj rovnica podl'a Dorsey a Foley, ktora kombinuje vplyv hodndt N a tiez vplyv
tvaru piku (symetrie) na separa¢nu ucinnost’ kolony.
Ak chceme zlepsit' kvalitu (d¢innost’) kolony a tym jej separa¢ny vykon, musime sa riadit’
zvySenim poctu teoretickych poschodi. Hodnota N narasté s niektorymi faktormi:
- Kvalita tpravy kolony
- Dizka kolony
- Nizsi prietok (ale nie prili§ nizky)
- MensSia velkost Castic sorbentu
- Nizsia viskozita mobilnej fazy a vyssia teplota
- Menej objemné molekuly vzorky
- Minimalne extrakolonové priestory
Casto sa vyuziva zvysenie Gi¢innosti separcie nastavenim vhodného prietoku mobilnej fazy.

Graficky je zavislostou parametra N na prietoku asymetrickd parabola (Van Deemterove
krivky) *°.

3.3.1.2. Faktor symetrie piku (As)
Asymetria chromatografickych pikov (tailing) je spdsobena okrem iného netimerne vysokou

aj pritomnost volnych silanolovych skupin. Liekopisnej poziadavke vyhovuje hodnota
v intervale 0,8 — 1,5.

W12
2d

AS:
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d vzdialenost’ medzi kolmicou spustenou z hrotu piku a vzostupnou cast'ou piku

V jednej dvadsatine jeho vysky ®

3.3.1.3. RozliSenie chromatografickych pikov (Rs)
V chromatografii sa ,,kvalita separacie* dvoch latok hodnoti vypoc¢itanim hodnoty rozliSenia.

NajcastejsSie sa vyuziva vzorec:

1,18 (Ry2 - Rr1)
Wip1+ Wipo

Rs:

Vysledky stanovenia je mozné hodnotit’, ak je rozliSenie pikov aspoii 1,0. V pripade eluovania

vacsieho poctu latok sa zvykne rozliSenie vyjadrovat’ ako hodnota ,kritickej* skupiny dvoch
cvy: 6,115

3.3.2. Valida¢né parametre

3.3.2.1. Linearita

Linearita je schopnost metody davat vysledky priamo umerné koncentracii stanovovanej
latky vo vzorku. Doklad4 sa jednak graficky, jednak matematicky za pouzitia vysledkov
linedrnej regresnej analyzy. Vystupnym ukazovatelom miery linearity je korelacny faktor.
Vystupnym ukazovatel'om miery citlivosti je smernica priamky, zatial’ o hodnota y- useku
(vacsinou vel'mi mala) odpoveda miere vedl'ajsich vplyvov.

PoZaduje sa potvrdenie linearity v rozmezi 80 — 120% deklarovaného obsahu a stanovenie
minimalne 5 réznych koncentracii Standardnej latky. Pri stanovovani necistot sa linearita

najcastejSie vyjadruje od limitu kvantifikacie po 120% maximalneho povoleného mnozstva.

3.3.2.2. Rozsah

Rozsah je interval medzi dvomi hladinami koncentracie stanovovanej latky vratane, v ktorom
je latka stanovena s takou presnostou, spravnostou a linearitou, ako dokladaju vysledky
validacie. Experimentélne sa zisti tak, Ze presnost’, spravnost’ a linearita sa overia pre krajné
hodnoty a aj pre hodnotu vo vnutri intervalu. Pre validaciu metddy vSak dolozenie rozsahu nie

je nutné.

3.3.2.3. Presnost’

Pod tymto parametrom sa mysli miera zhody medzi jednotlivymi vysledkami metody
opakovane prevadzané s homogénnym vzorkom. Podl'a podmienok opakovania sa rozliSuje

opakovatel'nost a reprodukovatelnost. V prvom pripade sa metdda prevadza jednym
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analytikom na tom istom pristroji, s rovnakymi ¢inidlami, v kratkom casovom intervale —
jednoducho za rovnakych pracovnych podmienok. Na druhej strane reprodukovatelnost
vyjadruje presnost’ medzi laboratoriami. Znamena to, ze je overend v rdznych laboratoriach,
roznymi analytikmi na odliSnom vybaveni (iné Sarze Cinidiel, iné znacky pristrojov apod.).
Reprodukovatel'nost’ je overovana napriklad pred zaradenim analytického postupu do liekopisu.
Presnost’ sa ma stanovit’ minimalne zo 6 nezavislych analyz homogenizovaného vzorku, ktoré
boli prevadzané kompletnym postupom. Vysledkom je hodnota relativnej smerodatnej odchylky

RSD v percentach. Pozaduje sa iba dolozenie opakovatel'nosti.

_ SD - 100
RSD = A,
SD  absolutna smerodatna odchylka
A, priemerné hodnota ploch pikov pre n jednotlivych analyz

3.3.2.4. Spravnost’

Spravnost’ je tesnost’ zhody medzi vysledkami analyzy a skuto¢nym obsahom latky, ktory je
vopred znamy alebo zisteny inou nezavislou metodou so zaruéenou spravnostou. Casto sa
spravnost’ zist'uje Standardnym pridavkom latky k analyzovanému pripravku alebo k samotnej

matrici. Statisticky sa spravnost’ vyhodnocuje ako recovery (vytaznost):

AVZ ° 100

Rec. =
Ay

Nevyzaduje sa potvrdit’ recovery o hladinu vyssie a 0 hladinu niz$ie oproti 100% recovery,

ale v tomto pripade ma validacia va¢siu robustnost’.

3.3.2.5. Limit detekcie a kvantifikacie

Tieto parametre sa urCuju hlavne pre latky, ktoré je mozné ocfakavat’ vo velmi malych
mnozstvach (rozkladné produkty, necistoty).

Limit detekcie odpoveda najnizSej detekovatelnej koncentracii latky, nestanovovanej

kvantitativne, za definovanych podmienok. Je vhodny pre limitné testy, t.j. testy zist'ujiice iba
to, €1 je latka nad alebo pod urcitou hranicou.

Limit kvantifikdcie je analogicky najnizSia koncentracia stanovitelna s prijatelnou

spravnost'ou a presnost’'ou.
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U inStrumentalnych metdd sa zistuju oba limity na zéklade Sumu zékladnej linie na
blankovom zézname v miestach, kde sa predpoklada pik stanovovanej latky. CL 2005
doporucuje vzt'ahovat' vysku piku na Sum v rozsahu dvadsatnasobku Sirky piku v polovici
jeho vysky. Limit detekcie je potom trojndsobkom maximalnej odchylky odozvy Sumu, limit
kvantifikacie desatnasobkom. Ziskana hodnota sa potom overi analyzou vzorky S prisluSnou

koncentraciou.

3.3.2.6. Selektivita

Synonymom selektivity je Specifita. Je to schopnost metédy zmerat’ spravne a Specificky
stanovovanu latku v pritomnosti inych latok. Mo6zu to byt necistoty, rozkladné produkty,
zbytkové rozptstadla, pomocné latky v placebe, pripadne d’alSie u¢inné latky u kombinovanych
pripravkov. Vyjadruje sa ako rozdiel medzi vysledkami analyzy vzorku bez necistot a vzorku
s pridanymi necistotami, rozkladnymi produktmi ainymi zlozkami. Ak sa tieto zlozky
nezname alebo nedostupné, tak je mozné selektivitu preukazat ako vytaznost’ Standardného
pridavku cistej latky k materialu, obsahujicemu stdle mnozstvo inych latok. Nepozaduje sa
¢iselné vyhodnotenie selektivity, ale je nutné prilozit’ napr. chromatogramy placeba, zndmych
rozkladnych produktov ¢i chromatogramy vzorkov po rozklade teplom, svetlom, hydrolyzou

apod.

3.3.2.7. Robustnost’

Robustnost’ je mierou reprodukovatelnosti vysledkov ziskanych analyzou jedného
homogénneho vzorku v réznych laboratoriach, réznymi analytikmi, na réznych pristrojoch
a s roznymi Cinidlami. Je to miera schopnosti metoédy davat’ spravne a presné vysledky i pri
mensich zmenéch pracovnych podmienok, ku ktorym dochéadza pri prevadzkovani metddy na
inom mieste, aj ked’ postup metddy zostal zachovany. Vyjadruje teda mieru vplyvu meniacich
sa podmienok pri prevadzani metody na vysledky tejto metody. SUKL nepozaduje &iselné
dolozenie robustnosti (stanovenim reprodukovatel'nosti), ale je vhodné uviest’ v dokumentacii
poznatky z vyvoja metddy. Tym upozornime na podmienky, ktoré mézu uritym spésobom
ovplyvnit' vysledky (zmeny pH, teploty, prietoku, zmeny pomerov mobilnej fazy, statie
vzorkov v autosampleroch, zmeny vyrobcov kolon, detektorov).

Vysledkom testovania robustnosti by malo byt tolerované rozmedzie hodnot, predpisané pre

kazdy parameter metody 6122
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4. EXPERIMENTALNA CAST
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4.1. Instrumentalne vybavenie a pomécky

4.1.1. Pristrojové vybavenie
Kvapalinovy chromatograf Shimadzu (Tokio, Japonsko):

programovacia jednotka SCL-10Avp

detektor SPD-10Avp

pumpa LC-10ADyp

autoinjektor SIL-10ADyp

termostat CTO-10ASyp

degasser DGU-14A

nizkotlaky modul FCV-10ALyp

software Class-VP, Shimadzu

chromatograficka kolona Symmetry RP Cyg (250 X 4,6 mm; 5 um)
UV spektrofotometer UV2401PC Shimadzu (Tokio, Japonsko)
Analytické vahy AND, Japonsko
Ultrazvukovy kupel’ Ultrasonic bath K10 (Krainek, Slovensko)
Acidimeter s elektromagnetickym mieSadlom
Centrifuga Centrifuge T51, MLW (Engelsdorf, Nemecko)

4.1.2. DalSie pomécky
Delené pipety, nedelené pipety, balonik k pipete, mikropipety Hamilton (10, 25 ul)

Kadicky, Erlenmayerove banky, banka na odsavanie, odmerné banky, odmerné valce, lieviky,

skumavky, strickacka s destilovanou vodou a metanolom.

4.1.3. Chemikalie
Metanol (Penta, CR), Acetonitril (Penta, CR), Etanol 96% (Merck, CR), Dietyléter (Penta, CR).

Dihydrogénfosfore¢nan sodny p.a.(Lach-Ner, CR), Kyselina fosfore¢na 85% p.a. (Lach-Ner, CR),
Kyselina askorbova (Sigma-Aldrich, CR), Hydroxid sodny.

Curcumin techn. (Sigma), Curcumin purum (Fluka), Pigmenta radicis curcumae.
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4.2. Priprava a uprava pouZivanych roztokov

4.2.1. Priprava mobilnej fazy

Anorganicka zlozku mobilnej fazy predstavuje fosfatovy pufor 0,025 mol/l, pH=2,6
(upravené 1M NaOH).

Organicku zlozku mobilnej fazy predstavuje acetonitril.
Po zmieSani oboch zloziek mobilnej fazy bola zmes odplynend a zhomogenizovana za

pouzitia ultrazvukového kupela po dobu asi 5 minut.

4.2.2. Priprava pracovnych roztokov

4.2.2.1. Pracovné roztoky k extrakcii
Okrem extrakcie pomocou ¢istého metanolu bol pouzity 0,1 mol/l roztok hydroxidu sodného.

1. Vodny roztok hydroxidu sodného o koncentracii 0,1 mol/l bol pripraveny zriedenim
zasobného roztoku 1 mol/l (podla CL 2005).

2. Metanolovy roztok hydroxidu sodného o koncentracii 0,1 mol/l bol pripraveny
rozpustenim 0,80 g pevného hydroxidu sodného v metanole a doplnenim v odmernej

banke na 200 ml po ¢iarku. Rozpustanie bolo urychlené poésobenim ultrazvuku.

Na okyslenie vzniknutych fenolatov bol pouzity 0,1 mol/l roztok kyseliny chlorovodikove;.
3. Vodny roztok kyseliny chlorovodikovej o koncentracii 0,1 mol/l (podl'a CL 2005).
4. Metanolovy roztok kyseliny chlorovodikovej bol pripraveny zo zasobného roztoku

0 koncentrécii 1 mol/l (podla CL 2005).

Pri extrahovani oboma roztokmi hydroxidu sodného sme pridavali antioxida¢nu latku.
5. Priprava zasobného roztoku kyseliny L-askorbovej o koncentracii 2,5 mg/ml bola
uskutocnena rozpustenim 0,0625 g krystalickej latky v metanole a doplnenim

Vv odmernej banke na 25,0 ml po znacku.

4.2.2.2. Pracovné roztoky pre linearitu
K validacii bolo prichystanych 12 pracovnych roztokov. Vychadzajic z pracovného roztoku

pre linearitu 1 (PRL;) bolo mnohonasobnym nariedenim pripravenych d’alSich 11 roztokov.
PRL; o koncentracii kurkuminoidov 500 pg/ml bol pripraveny rozpustenim 50,5 mg ¢istého

kurkuminu v metanole v odmernej banke na 100,0 ml.
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Priprava d’alSich pracovnych roztokov je prehl'adne uvedena v [Tab. 4]. Zakazdym bol

uvedeny objem PRL; doplneny metanolom do 25,0 ml.

Cislo pracovného Koncen.tré.Cia Objem PRL,

roztoku pre linearitu kurk L[JHE/IHTI]O idov [mi]
2 400 20,0
3 300 15,0
4 200 10,0
5 100 50
6 40 2,0
7 20 1,0
8 0,2
9 2 0,1
10 0,4 0,02
11 0,2 0,01
12 0,02 0,001

Tab. 4 — Priprava pracovnych roztokov pre linearitu

Pracovny roztok 13 pre urcenie limitu detekcie o koncentracii kurkuminoidov 0,005 pg/ml

bol pripraveny z 2,50 ml PRL;, doplnenim metanolom do 10,0 ml.

4.2.2.3. Pracovné roztoky pre spravnost’
Pre zhodnotenie spravnosti bolo pripravenych 5 navazok modelového roztoku vzorky

S priblizne 100% obsahom kurkuminoidov.

Model Navazka [g]
1 0,9985
2 1,0083
3 1,0081
4 1,0121
5 0,9989

Tab. 5 — Navazky modelového roztoku, pouzité pri validacii spravnosti a presnosti

Postup pripravy modelového roztoku vzorky :
- k50,1 mg ¢istého kurkuminu bolo pridané placebo rozpustené v 96% etanole

- po rozpusteni bola hmotnost’ etanolového roztoku upravena na 20,0300 g
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Roztok vonkajSieho Standardu bol pripraveny z 50,2 mg cist¢ho kurkuminu rozpustenim

v metanole a doplnenim do 20,0304 g.

4.2.2.4. Pracovné roztoky pre presnost’ a opakovatelnost’ nastrieknutia
Pre urcenie presnosti bolo pouzitych 5 navazok modelového roztoku vzorky, ktorého priprava

je uvedena v kap. 4.2.2.3.
Pre urcenie opakovatelnosti nastrieknutia bol pouzity roztok Standardu, ktory obsahoval

presne 50,25 mg Cistého kurkuminu. Oranzovy prasok bol po rozpusteni doplneny metanolom

do hmotnosti 20,0100 g.

4.2.3. Uprava vzoriek pred analyzou

1. EXTRAKCIA
50,00 mg neznamej vzorky je rozpustenych v metanole a doplnenych do hmotnosti 20,00 g.
Odpipetuje sa z toho 1,00 g zmesi a doplni sa v odmernej banke do 25,0 ml:
a) metanolom
b) 0,1 mol/l vodnym roztokom NaOH
c) 0,1 mol/l metanolovym roztokom NaOH
Po premiesani sa d’alej odpipetuje 1,0 ml roztoku. Prida sa 0,5 ml pracovného roztoku
kyseliny L-askorbovej 2,5 mg/ml. Hned’ na to sa odmerna banka doplni do objemu 25,0 ml:
a) metanolom
b) 0,1 mol/l vodnym roztokom HCI
¢) 0,1 mol/l metanolovym roztokom HCI

Vysledny roztok sa dobre premiesa a jeho Cast’ sa nastriekne na kolonu.

2. VALIDACIA A HODNOTENIE

50,00 mg neznamej vzorky (pripadne 40,00 alebo 60,00 mg) je rozpustenych v metanole
a doplnenych do hmotnosti 20,00 g.

Odpipetuje sa z toho 1,00 g zmesi a doplni sa metanolom v odmernej banke do 25,0 ml. Po
premiesani sa d’alej odpipetuje 1,0 ml roztoku. Metanolom sa doplni do 25,0 ml odmernej

banky. Dobre sa premiesSa a Cast’ sa nastriekne na kolonu.
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5. VYSLEDKY A DISKUSIA
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5.1. Stabilita

Analyzovaniu kurkuminoidov metodou HPLC predchadzalo hodnotenie stability vzorky. Iba
dostatocne dobré vysledky mozu dat’ prislub pre presnt a reprodukovatel'nt kvantifikéciu
uc¢innych latok.

Stabilitu analytu je mozné sledovat’ viacerymi sposobmi. Popri vyhodach, ktoré poskytuje
pouzitie kvapalinového chromatografu (moznost’ sledovat’ ibytok analytu za sti¢asného vzniku
novych pikov; da sa usudzovat’ aj na chemizmus prebiehajucich reakcii; automatizacia a i.) sa
stale teSi oblube dvojlucovy UV-VIS spektrofotometer. Jeho nespornou vyhodou je
jednoduché praktické prevedenie a moznost snimat’ spektrdlne zadznamy v nastavitelnom
rozsahu vinovych dizok. Nie je potrebnd nijak zvlast komplikovana indtrumentacia, takZe sa
optimalne hodi do rutinnych laboratérnych vyskumov. Prave tento sposob sme pri skuskach
pouzivali aj my.

Zdroje uvedené v kapitole chemicka stabilita signalizuju, ze Struktira kurkuminu je pomerne
labilna a v roztokoch s organickymi rozpustadlami by malo byt’ pouzité tmavé sklo.
Primérnym cielom stabilitnych $tadii bolo urcit’ stabilitu metanolového roztoku kurkuminu
pri extrakceii roztokmi hydroxidu sodného. Je uz dostato¢ne preskiimana jeho vysoka nestalost’
v neutralne-zasaditom prostredi, ktord pri expozicii roztokom 0,1 mol/l hydroxidu sodné¢ho
naznacuje pravdepodobnu degradaciu. A to plati nielen pre vodny roztok NaOH, ale tento
proces vystupuje (pravdepodobne v mensej miere) 1 Vv metanolovom roztoku NaOH.
Podotykam, ze dolezité v naSom pripade je, aby kurkuminoidy nedegradovali v priebehu
5 — 10 minat od pridania hydroxidu. Tento €as je obvykle potrebny k dostatoénému stupiiu
extrakcie, homogenizacie a naslednemu okysleniu roztokom 0,1 mol/l HCI.

Dal$ou tilohou je posudit’ vplyv antioxidaénych latok na stabilitu roztokov. Tiosiran sodny sa
v nasom pripade neosvedCil, preto sme zvolili kyselinu L-askorbovii. Najdenie vhodnej
koncentracie antioxidaénej latky moze zabranit’ neziaducemu ovplyvneniu spektra (z dovodu

excesivneho zastipenia alebo inym spdsobom).

5.1.1. Stabilita kurkuminu
ESte predtym nez sme zacali Studovat' vplyv prostredia hydroxidu sodného na roztok

kurkuminu, preskenovali sme pétkrat za sebou Cisty roztok kurkuminu v metanole. Spektrum
je uvedené v kapitole 5.2.2. Jednotlivé spektra boli zhotovené presne v dvojminatovych

intervaloch a vysledky st uvedené v [Tab. 6].
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i [ Fmex (M| Ama [AU]
0 422,0 0,1501
2 422,4 0,1494
4 4224 0,1497
6 422,4 0,1499
8 422,6 0,1500

Tab. 6 — Stabilita kurkuminu v metanole

K vlastnému posudeniu stability sme pristipili porovnanim stabilitnych kriviek po pridani
vodného a metanolového 0,1 mol/l roztoku NaOH. Ako slepa vzorka bol pouzity metanol.

K 2 ml roztoku kurkuminu v metanole (1 pg/ml) sme pridali 0,1 ml roztoku NaOH. Rychlo
sme vzniknuti zmes premieSali v celom objeme a dali do kyvety. Premeriavali sme spektrum
od 600 po 190 nm v ¢asovych intervaloch 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 17, 22, 30, 40, 50, 60 a 68 min.
Zo zaznamenanych absorpénych maxim sme zvolili vinova dizku 509 nm (kurkumin reagoval
s NaOH v mieste fenolickych skupin za vzniku ¢erveno sfarbenych fenolatov), pri ktorej sme
vV kazdom zazname od¢itali hodnotu absorbancie a vyniesli do grafu [Obr. 1] ako zavislost’
absorbancie roztoku na Case.

Po premerani tychto zdznamov sme usporiadali obdobny experiment s pouzitim kyseliny
L-askorbovej ako antioxidaé¢nej latky. K 2 ml roztoku kurkuminu v metanole (1 pg/ml; roztok
obsahoval navySe kyselinu askorbovu v koncentracii 100 pg/ml) sme pridali 0,1 ml roztoku
NaOH. Pracovny postup d’alej je uvedeny vyssie. Hodnoty absorbancii v zavislosti na ¢ase st
vyjadrené graficky — pozri [Obr. 2].

K tomuto by som este poznamenal, Ze sme neskor zvolili aj odlisny pracovny postup stabilitného
testu (vid’ kap. 5.1.2.). Vysledky, ktoré v§ak neuvadzam, iba potvrdzuju fakt, ze aj v nadbytku
vodného roztoku NaOH je stabilita kurkuminu pridavkom 100-nasobku kyseliny askorbovej
dostacujuca.

Na zaver pripdjam eSte skutocnost, Ze okyslenie vzniknutych fenolatov prebehlo
prostrednictvom 0,1 mol/l HCI. V stabilitnych testoch sme skusali odolnost’ vo¢i 50 mM
fosfatovému pufru, ktory bol pripraveny z NaH,PO,. Nevyhodou bolo zI¢é rozpustanie v metanole
a preto sme ho nahradili kyselinou chlorovodikovou. Stabilitné testy fosfatového pufru svedcia
0 dostato¢ne dobrej stabilite s pridavkom kyseliny askorbovej. Dodatocne sme spravili rychly

test, ktorym sme dokézali, Ze vytazok kurkuminu neklesne o viac ako 5% pri pouziti HCI.
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Obr. 1 — Stabilita kurkuminu v roztokoch hydroxidu sodného 0,1 mol/l
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Obr. 2 — Stabilita kurkuminu v roztokoch hydroxidu sodného 0,1 mol/l za pritomnosti kyseliny askorbovej
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5.1.2. Koncentracia antioxidac¢nej latky
Z predchadzajtcich vysledkov vyplyva, Ze pritomnost’ Kyseliny askorbovej v roztoku kurkuminu

vplyva pozitivne na jeho stabilitu. Kvantitativny pomer zastipenia kyseliny askorbovej
a kurkuminu v tychto pokusoch bol 100 : 1.

V nasledujucom teste sme sktsali ako sa bude spravat’ kurkumin v roztoku, ak bude kyselina
askorbova pritomna v pomere 50 : 1 a konecne 25 : 1.

Pracovny postup bol trochu odlisny. Brali sme v uvahu fakt, ze pri extrakcii je pouZzitych
takmer 25 ml roztoku NaOH, ¢o vyrazne prevazuje vzhl'adom na 1 ml roztoku kurkuminu.
Zmiesali sme teda 4 ml 0,1 mol/l roztoku NaOH a 1 ml roztoku kurkuminu, ktory obsahoval
kurkumin v koncentracii 5 pg/ml a kyselinu askorbovu v koncentracii 125, resp. 250 pg/ml.
Po premiesani v skimavke sa Castou roztoku naplnila kyveta a premeralo sa v ¢asovych
intervaloch spektrum. Odlisné zloZenie roztoku sposobilo posun absorpénych pasov ku krat$im
vinovym dizkam. Graficky spracované hodnoty boli zistené pri 469 nm. Slepou vzorkou bol
metanolovy roztok kyseliny L-askorbovej, v prvom pripade 25 pg/ml a v druhom 50 pg/ml.
Dosiahnuté vysledky doklada [Obr. 3].
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Obr. 3 — Vplyv koncentracie antioxida¢nej latky na stabilitu kurkuminu
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5.2. Chromatografické podmienky
5.2.1. Chromatograficky systém

Hodnotenie obsahu kurkuminoidov prebiehalo na koléone Symmetry RP Cig, rozmery
250 x 4,6 mm, velkost’ naplne 5 pm. Urcité merania tykajace sa kurkuminoidov boli dostupné
na zacCiatku prace, takze ako mobilntl fazu sme pouzili uz predtym testovana zmes acetonitrilu
a fosfatového pufru s pH = 2,6.

V tvodnych meraniach na kvapalinovom chromatografe sme pracovali pri pomere oboch
zloziek 50 : 50 a prietoku 0,9 ml/min. Neskor pri vlastnej validacii sme zvolili ako najvhodnejsiu
kombinaciu pomer 55 :45 (fosfatovy pufor : acetonitril) pri prietoku 1,05 ml/min. Doslo
k optimalnemu posunu retenénych c¢asov vsetkych troch latok, zlepsSilo sa rozliSenie
a zachované ostali aj optimalne tvary pikov.

Vsetky experimentalne zloZenia mobilnej fazy su uvedené v [Tab. 7].

Pomer Prietok R+ [min] R+ [min] R+ [min]
ACN : Fosfat | [ml/min] | Bis-demetoxykurkumin | Demetoxykurkumin Kurkumin
50:50 0,9 10,47 11,49 12,61
43:57 0,9 22,58 25,15 27,93
45:55 0,9 18,91 21,01 23,28
45:55 1,05 16,19 17,98 19,92

Tab. 7— Vplyv zlozenia mobilnej fazy a prietoku na retenéné ¢asy eluovanych kurkuminoidov

Ako metdda stanovenia obsahu bola zvolena metéda vonkajSieho Standardu. Mali sme
k dispozicii Standard Cistého kurkuminu. Najprv sa analyzovala presne znama koncentracia
Standardu. Nasledne za rovnakych chromatografickych podmienok bola uskutocnend analyza
vzoriek. Porovnanim jednotlivych ploch pod pikmi Standardu a vzorky sa vypocita nezndma

koncentracia vzorky.

5.2.2. VInova dizka detektorov
Aby sme vybrali vhodna vinovii dizku spektrofotometrického detektoru, vychadzali sme

z UV-VIS spektra ¢istého kurkuminu [Obr. 4].
Spektrum zahffia popri signifikantnom maxime pri vinovej dizke 422 nm menej vyrazné

maximum 262 nm.
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Na zaklade spektra sa najvyhodnejSie javi absorpéné maximum pri 422 nm. Pre zamyslana
detekciu napr. i z komplikovanej zmesi latok v placebe je tato vinova dizka vysoko selektivna.
V podstate patri uz do kratkovlnnej casti viditeI'né¢ho Ziarenia a preto absorbuju iba latky

farebné.
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Obr. 4 — Absorp¢na krivka kurkuminu v UV-VIS oblasti spektra

Detekciu sme eSte navySe zaistili pouzitim citlivejSieho a selektivnejSieho fluorescenéného
detektoru. V chromatografickom systéme bol zapojeny v sérii za UV-VIS detektorom. Na
zdklade dostupnej literatary sme zvolili vinova diZku emitovaného Ziarenia 525 nm, pri
zachovanom excitaénom Ziareni 422 nm . Rad by som zdéraznil, Ze tento sposob detekcie

nebol v dostupnej literatire publikovany ani v jednom pripade. Predpokladame, ze sa nam

[RA4

5.2.3. Metodika pracovnych operacii
Od tohto bodu vysledky rozdel'ujeme zvlast’ pre UV-VIS detektor a RF-detektor. Rozhodli

sme sa taktieZ vyuZit' dostatok dat a hodnotit’ obsah jednotlivych kurkuminoidov, pri¢om

Vv niektorych pripadoch sme to doplnili o obsah sumy farbiv.

5.2.3.1. Extrakcia kurkuminoidov
Po predbeznych testoch sme zavrhli moznost’ extrahovat’ kurkumin s vyuzitim dietyléteru.

Principom bola selektivna rozpustnost kurkuminu vo vodnom roztoku NaOH a éteri
v zavislosti na ionizacii molekuly. Hruba extrakcia neposkytla Ziadnu vyhodu, vytazok bol

vyrazne nizsi a praktické prevedenie ovel'a komplikovanejSie.
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K vlastnému testovaniu extrakcie sme teda uviedli 3 postupy:
1. extrakcia metanolom
2. extrakcia metanolovym roztokom NaOH
3. extrakcia vodnym roztokom NaOH

Priebeh a upravy vzoriek st uvedené v kapitole 4.2.

5.2.3.2. Validacia metody
Linearita

Vzhl'adom na farmakologicky potencial, ktory kurkumin stale viac odhaluje, sme si dali ciel’
podchytit’ koncentrdciu od vysokych hodnét az na hranicu detekcie. Zvolili sme 12
koncentra¢nych hladin od 500 pg/ml po 0,02 ng/ml. Kazda koncentracia bola nastrieknuta na
kolonu 5-krat. Ziskand kalibra¢na priamka vznikla linedrnou regresiou priemernych hodnot
AUC. Dolnu hranicu linearnej regresie sme zvolili na zéklade najnizSej kvantifikovatelnej
hladiny.

Vzhl'adom na mimoriadne Siroky rozsah koncentracii sme pristapili k linearizécii nielen
v celom rozsahu, ale aj v ¢iastkovych koncentra¢nych oblastiach. Rozhodol som sa uviest’
linearnu regresiu najmenej koncentrovanych hladin, ktoré sa kvoli odlisnej citlivosti medzi

oboma detekciami radovo odlisuju.

Spravnost’

Spravnost’ je odchylka vysledku hodnotenia od spravnej hodnoty. Spravna hodnota bola
zistend analyzou obsahu metanolového roztoku €istého kurkuminu.

K ur€eniu spravnosti metody posluzila testovana extrakéna metdéda metanolom. Z modelovej
neznamej vVzorky (vid’ kap. 4.2.2.3.) bolo pripravenych 5 roznych navazok s obsahom kurkuminu
priblizne 100%. Po tprave (vid’ kap. 4.2.3.) bola kazda vzorka analyzovana 4krat.

AUC, ktord bola ziskand manudlnou integraciou, bola z nameranych hodndt upravena
vzhl'adom na navazku Ccistej latky v pracovnom roztoku, ako aj vztazenim na navazku

kvapalnej vzorky, ktord bola po zriedeni metanolom analyzovana.

Presnost’
Hodnoty pouzité k validacii presnosti boli ziskané tiez z vysledkov extrakcie metanolom.

Okrem presnosti sme pristapili aj k ur€eniu opakovatelnosti nastrieknutia. Vychadzali sme

z analyzy vonkajSieho Standardu pri hodnoteni neznamych vzoriek. Presna navazka tohto

Standardu bola po nariedeni a uprave (vid’ uprava vzoriek, kap. 4.2.3.) aplikovana na kolonu
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Vv 3 sériach — na uvod, uprostred a v samom zavere stanovenia obsahu (s odstupom priblizne
7 hodin). Kazda séria pozostavala z 3 analyz.

AUC bola z nameranych hodnét upravena vzhl'adom na navazku cistej latky v pracovnom
roztoku, ako aj vztazenim na navazku kvapalnej vzorky, ktord bola po zriedeni metanolom

analyzovana.

Limit detekcie a kvantifikacie

Stanovenie limitnych hodnét je mozné po analyze Sumu v chromatograme blanku. Vychadzali
sme z chromatogramu ¢istého metanolu. CL 2005 udava hodnotit’ $um Vv intervale 20-nasobku
Sirky piku v polovici vysky. Pre nase ucely by to bolo zlozitejSie, pretoze mame analyzovat
3 latky, preto sme zvolili hodnotenie Sumu zékladnej linie inym spésobom. V pripade UV-VIS
detekcie v intervale 12 — 24 min.

Fluorescen¢nd analyza metanolu vykazovala osobity pokles odozvy v ¢ase asi 15 min.

Neostavalo ndm ni¢ iné, len hodnotit’ Sum baseline od 16 — 24 min.

Vychadzajic z liekopisného vztahu, ktory nizsie uvadzam, sme dospeli k pomeru Signal/Noise:

_ 2H
SIN = N
H vyska piku od vrcholu po strednti hodnotu Sumu
h maximalna amplitida vychylky odozvy blanku v uréitom ¢asovom intervale

Ako uz bolo zdoéraznené v teoretickej cCasti, limit kvantifikdcie odpoveda c¢islu S/N =10
a limit detekcie je uréeny S/N = 3.

Predpokladali sme, Ze limit detekcie a kvantifikacie bude u RF detekcie nizsi nez 0,02 pg/ml.
Preto sme dodatocne po prebehnuti analyzy linearity nariedili pracovny roztok 13, ktory

obsahoval kurkuminoidy v koncentracii 0,005 pg/ml.

Selektivita

Testovanie selektivity spo¢iva v porovnani chromatografického zaznamu vzorky a roztoku
blanku (v nasom pripade Cisty metanol). Zaznam blanku nesmie v ziadnom pripade interferovat’
s eluovanymi latkami vo vzorke. K postdeniu selektivity dokladdm chromatograficky zaznam
pracovného roztoku pre linearitu 8 (PRLg) [Obr. 11, Obr. 20] a zaznam metanolu [Obr. 13,
Obr. 22]. Ako dokaz variabilného obsahu kurkuminoidov davam k postdeniu aj chromatogram

vzorky Radicis curcumae pigmenta [Obr. 12, Obr. 21].
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Na podklade zdznamov PRLg som stanovil hodnoty rozlisenia jednotlivych dvojic eluovanych

latok. Pri vypocte som vychadzal z liekopisného vztahu uvedeného v kap. 3.3.1.3.

Dvojica RozliSenie Rs
pikov UV-VIS RF
B/D 3,02 2,98
D/C 3,14 2,97

Tab. 8 — Dosiahnuté rozli§enie pikov v UV-VIS a RF detekcii

Presnou analyzou pikov vo vysSie uvedenom chromatograme vzorky Radicis curcumae
pigmenta som dodato¢ne po analyze vypocital tzv. tailing factors (chvostovanie pikov).
Pritom som vychadzal z liekopisného vzorca uvedeného v kap. 3.3.1.2.

Vsetky hodnoty st zobrazené prehl'adne v [Tab. 9]. Dosiahnuté ¢isla nepresahujti rozmedzie

stanovené v CL 2005 (0,8 — 1,5).

Faktor symetrie piku Ag
UV-VIS RF
Bis-demetoxykurkumin 1,261 1,291
Demetoxykurkumin 1,252 1,125
Kurkumin 1,275 1,248

Tab. 9 — Hodnoty faktorov symetrie pikov podl'a CL 2005

5.3. Vysledky — Spektrofotometricky detektor

5.3.1. Extrakcia kurkuminoidov z modelového vzorku

Zndmemu usloviu Ze ,,v jednoduchosti je krasa“, odpovedaju aj vysledky extrakénych skuSok.
Ako najvhodnejsi sposob sa ukazala byt priama extrakcia ¢istym metanolom, ktora poskytla
vytazok vySe 99%. Na druhom mieste sa umiestnila extrakcia metanolovym roztokom
hydroxidu sodného s vytazkom viac ako 95%. NajhorsSie na tom skoncila extrakcia, ak sme
pouzili ako rozpustadlo hydroxidu sodného vodu. Aj z vysledkov pomerne jasne vyplyva, ze
Vv priebehu analyzy vzoriek extrahovanych vodnym NaOH, dochadza postupne k poklesu

obsahu kurkuminoidov. Tento pokles nie je ani zd’aleka taky markantny ako u roztoku NaOH
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V metanole. Prave naopak sa zdd, ze po okysleni sa kurkumin v prostredi metanolu sprava
obdobne akoby bol extrahovany prvym spdsobom. Rozdiel priblizne 4% je pravdepodobne
zapricineny expoziciou Struktiry alkalickému hydroxidu.

Potvrdzuje to domnienku, ze kurkumin sa vo vodnom prostredi (¢i uz v kyslom, neutralnom
alebo zasaditom) za normalnych podmienok pomerne rychlo degraduje.

Svoju ulohu vSak mohla v menSej miere zohrat' aj dlha doba, kym boli vzorky poskytnuté
extrakciou oboma hydroxidmi nastricknuté na kolénu.

RSD jednotlivych sérii pri extrakcii metanolom bola az na jednu vynimku (B-4.séria = 2,7%)
nizSia nez 1,5%. ESte lepSiu zhodu vysledkov poskytol druhy spdsob, kde bola RSD okrem
jednej 2% hodnoty na tirovni 1% a nizSej. Paradoxom je, Ze najhorsi vysledok extrakcie bol
dosiahnuty najlepsou zhodou vysledkov — az na 3 vysledky na Grovni 1,2% boli ostatné série

analyzované s RSD < 0,5%.

Séria Navazka vzorku Recovery [%]
[a] B D C Suma
1/5 0,9985 100,3 100,8 101,4 101,3
2/5 1,0083 98,2 100,0 100,7 100,5
3/5 1,0081 96,7 97,3 98,0 97,8
4/5 1,0121 98,8 98,9 99,6 99,4
5/5 0,9989 99,3 99,8 101,0 100,7
Priemer 98,7 99,4 100,1 99,4

Tab. 10 — Extrakcia modelovej vzorky metanolom

Séria Navazka vzorku Recovery [%]
[9] B D C Suma

1/5 0,9929 94,5 94,1 95,1 94,9
2/5 1,0029 97,0 96,9 97,1 97,0
3/5 1,0028 97,7 96,5 97,1 97,0
4/5 0,9971 93,5 91,9 92,3 92,3
5/5 1,0000 95,1 94,4 94,9 94,8

Priemer 95,6 94,8 95,3 95,2

Tab. 11 — Extrakcia modelovej vzorky 0,1 mol/l roztokom NaOH v metanole
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. Navazka vzorku Recovery [%]
Séria
[9] B D C Suma

1/5 1,0038 95,4 95,1 93,5 93,8
2/5 1,0059 94,5 92,5 91,4 91,7
3/5 1,0013 93,5 91,6 90,5 90,8
4/5 0,9998 95,7 92,8 91,4 91,7
5/5 0,9961 92,9 91,1 89,9 90,2

Priemer 94,4 92,6 91,3 92,8

Tab. 12 — Extrakcia modelovej vzorky 0,1 mol/l roztokom NaOH vo vode

5.3.2. Linearita - vid’ [Tab. 13]

Linearna regresia ukazala, Zze v ramci vSetkych troch latok je hodnota druhej mocniny

korela¢ného koeficientu vyssia alebo rovna 0,9999. V grafoch [Obr. 5, Obr. 6, Obr. 7] st uvedené

aj parametre regresnej priamky. V tabulke je uvedena aj suma kurkuminoidov, pretoze stcet

AUC jednotlivych latok je priamo umerny vyslednej koncentracii (takisto s vynikajicim

korelacnym koeficientom; nepublikované data). Prazdne poli¢ka v tabul’ke znamenaju pik,

ktory sa neda kvantifikovat’ s dostatocnou spravnost’ou a presnostou.

KedZe je regresna priamka prelozena na velkom rozsahu koncentracii, priddvam aj regresné

priamky zo spodnej koncentra¢nej oblasti [Obr. 8, Obr. 9, Obr. 10].
RSD az na dve vynimky (B-2 pg/ml = 4,25%; D-0,4 ng/ml = 2,52%) nepresiahli 1,3%.

Koncentricia AUC AUC AUC AUC
[ug/mi] Bis-demetoxykurkumin | Demetoxykurkumin Kurkumin Suma
500 2571 664 12 669 838 59835395 | 75076 897
400 2068 422 10 184 273 48 457 133 60 709 828
300 1522 582 7533992 36032257 | 45088 831
200 1 028 564 5036 362 24118819 | 30183 746
100 514 353 2 519 547 12 093 746 15 127 646
40 206 897 1011 804 4 861 602 6 080 303
20 105 249 514 414 2 466 682 3086 345
4 22 535 108 586 523 846 654 967
2 10 449 51 642 248 353 310 444
o4 I - 10 135 47107 | -----
02 1 - | 21443 | -----
002 I e | e e e

Tab. 13 — Vplyv koncentracie kurkuminu na velkost’ ploch pod pikmi AUC; manudlna integracia

61




AUC

3 000 000

2500 000 A

2 000 000 A

1500 000 A

1 000 000 A

500 000 -

y=5139,9x+ 179
R?=0,9999

0 100

200

300 400 500

Koncentracia [ug/ml]

600

Obr. 5 — Linearna regresia bis-demetoxykurkuminu
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Obr. 6 — Linearna regresia demetoxykurkuminu
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Obr.10 — Linearna regresia demetoxykurkuminu v rozsahu 40 — 0,2 ug/ml!

5.3.3. Spravnost’ - vid’ [Tab. 14]

. . | Recovery | Recovery | Recovery | Recovery
Nastrieknutie B [%] D [%] C [%] |suma[%]
1/4 98,72 101,19 102,02 101,77
Model &1 24 102,36 100,18 100,79 100,74
: 3/4 100,12 100,81 101,54 101,37
414 100,20 101,16 101,41 101,33
1/4 97,96 99,30 100,26 100,02
) 24 98,09 100,16 100,87 100,66
Model €.2 3/4 96,70 99,96 100,50 100,28
414 100,15 100,51 101,01 100,90
1/4 96,65 96,37 96,93 96,83
. 214 95,57 97,36 97,45 97.37
Model &.3 3/4 96,30 97,41 97,96 97,81
414 98,23 97,99 99,65 99,33
1/4 100,33 98,23 99,22 99,09
) 214 99,31 98,39 99,91 99,64
Model &.4 3/4 94,92 99,35 99,52 99,34
414 100,71 99,52 99,60 99,62
1/4 99,74 99,84 101,00 100,77
. 24 97,76 99,59 100,75 100,46
Model .5 3/4 100,57 100,02 101,11 100,91
414 99,25 99,85 100,94 100,70
Priemer 98,68 99,36 100,12 99,95
SD 1,944 1,327 1,373 1,347
RSD% 1,97 1,34 1,37 1,35

Tab. 14 — Statistické spracovanie dosiahnutej vytaznosti pre jednotlivé latky ako aj pre sucet
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5.3.4. Presnost metdédy a opakovatelnost’ nastrieknutia — vid’ [Tab. 15], [Tab. 16]

Model/ AUC | AUC | AUC | AUC | RSD | RSD | RSD RSD
Nastrieknutie B D C Suma | B[%] | D[%] | C[%] | Suma [%0]
11 20581 | 107097 | 517801 | 645479
112 21340 | 106028 | 511566 | 638934
1/3 20872 | 106693 | 515324 | Gazggg| 490 | 0405 | 04981 0419
1/4 20890 | 107063 | 514677 |642630
211 20423 | 105098 | 508850 | 634371
212 20450 | 106008 | 511968 | 638426
213 20160 | 105793 | 510056 | 636008 | 4°2 | 0°09 | 0343 0388
214 20878 | 106379 | 512670 |639928
3/1 20150 | 101998 | 491939 | 614087
3/2 19924 | 103043 | 494581 | 617548
3/3 20077 | 103101 | 497162 | 6203a0| 104 | 0691 | 12061 1099
3/4 20480 | 103714 | 505778 | 629972
i 20917 | 103967 | 503578 | 628462
412 20703 | 104137 | 507086 | 631926
413 19789 | 105155 | 505073 | 630017| 200 | 0665 | 0,285 0,261
4/ 20996 | 105335 | 505481 |631812
5/1 20793 | 105670 | 512629 | 639093
5/2 20381 | 105404 | 511324 |637109
5/3 20067 | 105858 | 513187 |64ooi1| 187 | 077 | 0153 0190
5/4 20692 | 105677 | 512294 | 638663
Celkovo 1,970 | 1335 | 1,371 | 1,348

Tab. 15 — Plochy pod pikmi a vypocitané relativne smerodajné odchylky v ramci validacie presnosti metody

Nastrieknutie| AYC | AUC | AUC | AUC [ RSD RSD RSD RSD
B D C Suma | B [%] | D [%] | C [%] | Suma [%0]
1/1 20524 106172 | 508692 | 635388
211 20392 | 105133 | 508030 | 633556 | 0,749 | 0,654 | 0,080 0,169
3/1 20699 104867 | 507948 | 633514
1/2 20449 105806 | 507827 | 634082
212 20381 | 105521 | 507736 | 633639 | 0,290 | 0,193 | 0,065 0,076
3/2 20500 105411 | 507215 | 633126
1/3 20651 104798 | 508393 | 633842
213 20638 | 106348 | 508148 | 635135 | 0,913 | 0,792 | 0,045 0,113
3/3 20973 105038 | 507940 | 633951
Celkovo 0,907 | 0530 | 0,082 | 0119

Tab. 16 — Dolozenie opakovatel'nosti nastrieknutia
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5.3.5. Limit detekcie a kvantifikacie — vid’ [Tab. 17]

Limit detekcie Limit kvantifikacie
[ng/ml] S/N [ng/ml] S/N
Bis-demetoxykurkumin 400 4,6 2000 21,0
Demetoxykurkumin 200 9,6 400 19,1
Kurkumin 20 59 200 36,0

Tab. 17 — Limity detekcie a kvantifikacie, stanovené podl'a vypoéitanych hodndt pomeru S/N (signal/Sum)

5.3.6. Selektivita
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Obr. 11 — Chromatogram roztoku $tandardu (B — 16,3min; D — 18,1min; C — 20,1min)
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Obr. 12 — Chromatogram roztoku vzorky Radicis curcumae pigmenta (B — 16,6min; D — 18,4min; C — 20,4min)
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Obr. 13 — Chromatogram roztoku blanku (metanol)

5.4. Vysledky — Fluorescencny detektor

5.4.1. Extrakcia kurkuminoidov z modelového vzorku

Data, ktoré boli ziskané z fluorescenéného (RF) detektoru koresponduji so zavermi z UV-VIS

detekcie. Metodika pouzita pri extrakcii bola samozrejme uspdosobend tak, aby bola

analyzovand taka vzorka kurkuminu, ktora pochddza takpovediac ,,z jedného zdroja“.

Umoziluje to vyjadrit’ sucet ploch pod pikmi AUC ako sumu kurkuminoidov. VSeobecne vSak

plati, Ze z fluorescen¢nej detekcie nie je mozné na zaklade odozvy detektora urcit’ zastipenie

jednotlivych kurkuminoidov. Vsetky tri latky sa totiz, ako sa pri analyze zistilo, liSia intenzitou

produkovanej fluorescencie za danych podmienok.

Co sa tyka hodndt RSD boli vietky tri spdsoby extrakcie vzacne vyrovnané. Dohromady bolo

v programe Microsoft Excel odhadnutych 45 RSD vyuzitim funkcie ,,Smerodajnd odchylka —

vyber®, z ktorych iba 7 nepatrne presiahlo hranicu 1%. Zda sa teda, ze fluorescen¢nou detekciou

je mozné dosiahnut’ lepSiu presnost’.
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. Navazka vzorku Recovery [%]
Séria
[9] B D C Suma
1/5 0,9985 99,6 100,3 100,8 100,3
2/5 1,0083 98,5 99,1 99,7 99,1
3/5 1,0081 96,9 97,3 97,6 97,3
4/5 1,0121 99,2 99,1 99,6 99,3
5/5 0,9989 101,1 100,9 101,2 101,1
Priemer 99,1 99,4 99,8 99,4
Tab. 18 — Extrakcia modelovej vzorky metanolom
Navazka vzorku Recovery [%]
Séria
[9] B D C Suma
1/5 0,9929 96,7 95,3 95,6 96,0
2/5 1,0029 99,0 97,5 97,6 98,1
3/5 1,0028 98,1 96,5 96,4 97,1
4/5 0,9971 93,1 91,6 91,7 92,2
5/5 1,0000 94,3 92,9 93,1 93,6
Priemer 96,2 94,7 94,9 95,3

Tab. 19 — Extrakcia modelovej vzorky 0,1 mol/l roztokom NaOH v metanole

Séria Navazka vzorku Recovery [%]
[a] B D C Suma

1/5 1,0038 94,1 92,0 90,9 92,4
2/5 1,0059 91,2 89,1 88,1 89,5
3/5 1,0013 92,9 90,3 88,8 90,7
4/5 0,9998 94,2 91,7 89,8 91,9
5/5 0,9961 93,8 91,1 89,1 91,3

Priemer 93,2 90,8 89,3 91,1

Tab. 20 — Extrakcia modelovej vzorky 0,1 mol/l roztokom NaOH vo vode

5.4.2. Linearita - vid' [Tab. 21]

Detekcia fluorescencie znamenala vyrazné zvysenie citlivosti. V koncentraciach od 200 pg/ml
vyssie to vsak vyustilo K presyteniu detektoru. Po linearizacii sa to prejavilo znizenim smernice
priamky a vyznamne to ovplyvnilo koeficient korelacie. Vyplyva z toho, Ze pouzitie RF detekcie

je vhodné az po dostato¢nom zriedeni.
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Ako mdzeme vidiet' z parametrov priamok a mocnin koeficientov korelacie [Obr. 14 az Obr. 19],
linearita je potvrdena vo vsetkych pripadoch s dostato¢nou korelaciou. Vel'mi solidne korelacie
boli ur¢ené aj pri nepatrnych koncentraciach na tirovni stoviek ng/ml.

Dal$ou $pecifickou vlastnostou RF detekcie kurkuminoidov je nemoznost’ uréit’ ich celkovy
obsah zo stiétu AUC. Preto neuvadzam stipec so sumou trojice latok.

RSD boli podobne ako pri UV detekcii vo vacSine pripadov mensie ako 1%.

Na trovni 0,2 pg/ml sa jednotlivé RSD pohybovali nasledovne: 3% B; 1,7% D; 1,3% C.

Na poslednej hladine st obe RSD vysoké: 7,8% pre B; 5,3% pre C.

Koncentracia AUC AUC AUC
[ug/mi] Bis-demetoxykurkumin Demetoxykurkumin Kurkumin
100 17 110768 7002 454 17 275 255
40 6 903 439 2 851810 7203 476
20 3502131 1455130 3701 953
4 751278 314 855 796 641
358 897 151 600 380 849
0,4 69 567 27 015 70032
0,2 34 608 12919 30 874
0,02 5119 | - 4 856

Tab. 21 — Vplyv koncentracie kurkuminu na velkost’ ploch pod pikmi AUC; manualna integracia
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Obr. 14 — Linearna regresia bis-demetoxykurkuminu
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Obr. 16 — Linearna regresia kurkuminu
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Obr. 17 —Linearna regresia bis-demetoxykurkuminu v rozsahu 4 — 0,02 ug/ml
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Obr. 18 — Linearna regresia demetoxykurkuminu v rozsahu 4 — 0,2 ug/ml
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Obr. 19 — Linearna regresia kurkuminu v rozsahu 4 — 0,02 ug/ml
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5.4.3. Spravnost’ - vid' [Tab. 22]

. . | Recovery | Recovery | Recovery | Recovery

Nastrieknutie B [%] D [%] C [%] | Suma [%]
1/4 100,64 101,30 101,67 101,19
Model &1 214 99,14 99,98 100,40 99,82
’ 3/4 99,39 99,96 100,62 100,01
4/4 99,37 99,95 100,70 100,04
1/4 98,11 98,68 99,26 98,70
v 2/4 98,65 99,24 99,83 99,26
Model &.2 3/4 98,19 98,88 99,54 98,88
4/4 99,12 99,72 100,22 99,70
1/4 95,73 96,39 96,46 96,16
9 2/4 96,33 96,75 97,07 96,72
Model ¢.3 3/4 96,81 97,10 97,54 97,18
4/4 98,80 98,89 99,35 99,05
1/4 98,72 98,90 99,28 98,99
9 2/4 99,14 99,33 99,63 99,38
Model ¢.4 3/4 99,30 99,21 99,61 99,42
4/4 99,47 99,14 99,73 99,52
1/4 100,96 100,91 101,30 101,10
Model &.5 2/4 100,88 100,58 100,82 100,80
) 3/4 101,29 101,35 101,43 101,36
4/4 101,13 100,78 101,17 101,09
Priemer 99,06 99,35 99,78 99,42
SD 1,534 1,392 1,414 1,443

RSDo, 1,55 1,40 1,42 1,45

Tab. 22 — Statistické spracovanie dosiahnutej vytaznosti pre jednotlivé latky ako aj pre stcet

5.4.4. Presnost’ metédy a opakovatelnost’ nastrieknutia — vid’[Tab. 23], [Tab. 24]

Vzorka/ AUC AUC AUC AUC RSD RSD RSD RSD
Nastrieknutie B D C Suma | B[%] | D[%] | C[%] | Suma [%]
1/1 708010 | 300903 | 768809 |1777723
1/2 697460 | 296982 | 759167 |1753608
1/3 699235 | 296926 | 760838 |1756999 0,681 0,667 0,560 0,624
1/4 699109 | 296878 | 761470 |1757457
2/1 690252 | 293129 | 750530 |1733911
2/2 694055 | 294777 | 754836 |1743668
2/3 690786 | 293704 | 752653 |1737143 0,475 0,461 0.413 0,444
2/4 697363 | 296217 | 757810 |1751390
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31

673506

286316 | 729398 |1689220

32 677688 | 287390 | 733977 |1699055
33 681118 | 288431 | 737577 |1707126 13711 Llal 1 1276 1,291
3/4 695073 | 293743 | 751256 |1740072
41 694545 | 293782 | 750685 |1739012
412 697481 | 295037 | 753361 |1745879
413 698592 | 294686 | 753196 |1746474 08221 0179 10,198 0,235
414 699800 | 294477 | 754112 |1748389
5/1 710322 | 299730 | 766004 |1776056
5/2 709702 | 298777 | 762383 |1770862
5/3 712620 | 301051 | 766971 |1780642 018l 1 0322 1 0,258 0,225
5/4 711475 | 299364 | 764966 |1775805
Celkovo 1549 | 1401 | 1417 | 1451
Tab. 23 — Plochy pod pikmi a vypocitané relativne smerodajné odchylky v ramci validacie presnosti
Nastrieknutie| AYC | AUC | AUC | AUC | RSD | RSD | RSD RSD
B D C Suma | B [%] | D [%] | C [%] | Suma[%0]
1/1 697781 | 296270 | 756559 |1750611
21 697443 | 295017 | 751004 |1743464| 0,233 | 0,384 | 0,404 0,299
31 694820 | 294009 | 751632 |1740461
1/2 707924 | 297546 | 757162 |1762633
212 708593 | 298249 | 757096 [1763937| 0,064 | 0,185 | 0,127 0,103
32 708791 | 298637 | 758794 |1766223
1/3 703882 | 291344 | 744561 |1739788
2/3 702866 | 292203 | 744502 [1739571| 0,294 | 0,319 | 0,270 0,278
3/3 699907 | 290349 | 741051 |1731306
Celkovo 0,749 | 1,042 | 0879 | 0728

Tab. 24 — DoloZenie opakovatel'nosti nastrieknutia

5.4.5. Limit detekcie a kvantifikacie — vid’ [Tab. 25]

Limit detekcie Limit kvantifikacie

[ng/ml] S/N [ng/ml] S/N
Bis-demetoxykurkumin 5 6,5 20 12,6
Demetoxykurkumin 20 5 200 30,0
Kurkumin 5 58 20 10,8

Tab. 25 — Limity detekcie a kvantifikacie, stanovené podl'a vypoéitanych hodndt pomeru S/N (signal/Sum)

73




5.4.6. Selektivita
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Obr. 20 — Chromatogram roztoku §tandardu (B — 16,4min; D — 18,2min; C — 20,2min)
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Obr. 21 — Chromatogram roztoku vzorky Radicis curcumae pigmenta (B — 16,7min; D — 18,5min; C — 20,5min)
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Obr. 22 — Chromatogram roztoku blanku (metanol)

5.5. Hodnotenie obsahu kurkuminoidov v neznamych vzorkach

Na koniec experimentalnej Casti by som chcel uviest’ vysledky, ktoré boli dosiahnuté pri
analyze roznych dostupnych materialov s obsahom kurkuminoidov. Patria medzi ne:

a) Radicis curcumae pigmenta (RCP)

b) Kurkumin technicky

c) Vzorka s obsahom kurkuminu 120% oproti §tandardu

d) Vzorka s obsahom kurkuminu 80% oproti Standardu

Vsetky dostupné materialy boli pripravené a upravené pred analyzou totoznym sposobom, ktory
je uvedeny v kap. 4.2.3.

Hodnotenie prebiehalo metodou vonkajSieho Standardu. Priprava Standardu je uvedena v
kap. 4.2.2.4. (Tento roztok zaroven poslizil k urceniu opakovatel'nosti nastrieknutia.)

Bola pouzita navazka Standardu 1,0028 g, ktora bola pred HPLC analyzou upravena spésobom
uvedenym v kap. 4.2.3.

Kazda neznama vzorka bola po priprave dvakrat navazena a kazda navazka bola po nariedeni

nastrieknutd na kolonu trikrat. Vysledky st uvedené ako priemer kazdej navazky.

V tejto kapitole uvadzam dohromady oba druhy detekcie. Kym stanovenie obsahu pri UV-VIS
detekcii neprinieslo ziadne problémy, bol pri detekovani fluorescencie odhaleny neoc¢akavany

jav. Vsetky tri latky sa totiz vyrazne odliSuju v intenzite produkovanej fluorescencie za danych
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podmienok. Ked’ si uvedomime, ze chemicky ¢isty kurkumin sa zatial’ komercne ziskat’ neda,
vyplyva nam z toho zaujimava skuto¢nost’. Obsah kurkuminoidov v pripade odliSnych Sarzi
nie je vpriamej umere k odozve RF detektora a tym k ploche pod pikmi. Naopak
kvantifikacia je uskutoCnitelna iba metdodou vonkajSieho Standardu, ak vieme, Zze vonkajsi
Standard je chemicky totozny s neznamou vzorkou. To je vSak mozné iba zriedkavo. Tento
aspekt teda pravdepodobne vel'mi vyrazne redukuje potencial fluorescencnej detekcie (pre

porovnanie identickej vzorky pozri Obr. 11 a Obr. 20, resp. Obr. 12 a Obr. 21).

AUC Obsah [%]
Vzorka
B D C Suma B D C Suma
Standard 20579 | 105455 | 507992 | 634026 100 100 100 100
RCP 65107 76039 | 225859 | 367004 | 3164 72,1 44,5 57,9
64510 77034 | 230010 | 371554 | 3135 73,0 45,3 58,6
.. | 59612 | 119310 | 478388 | 657311 | 289,7 1131 94,2 103,7
Technicky
60650 | 122242 | 490833 | 673725 | 2947 115,9 96,6 106,3
120% 24347 | 121480 | 586770 | 732598 | 118,3 115,2 1155 115,5
Standard 25164 | 126600 | 611574 | 763338 | 1223 120,1 120,4 120,4
80% 16946 85157 | 412054 | 514157 82,3 80,8 81,1 81,1
Standard 16759 84705 | 409229 | 510694 81,4 80,3 80,6 80,5

Tab. 26 — Percentualny obsah kurkuminoidov vo vzorkach ziskany UV-VIS detektorom

Z [Tab. 27] vyplyva, ze technicky kurkumin vykazuje najvyssi obsah diarylheptanoidov.
Zaujimavym aspektom je jednoznacne najvyssi obsah bis-demetoxykurkuminu v Radicis
curcumae pigmenta, ktory predstavuje takmer 18% pritomného obsahu diarylheptanovych
farbiv. Opacnou eventualitou je iba jeho 3%-podiel vo vzorke Standardu. Obsah zlozky
kurkuminu je proporcionalne najvyssi v Standarde — okolo 80%.

Namerané vysledky odhal'uja, Ze vzdjomné zastipenie troch kurkuminoidov je dost” odli§né.
Iba ak si porovname podiel latok v Standarde, 120% Standarde a 80% Standarde zistime
relativhu zhodu v zastGpeni. Ani nemusim pripominat, Ze boli pripravené z rovnakého

vychodzieho extraktu.
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OBSAH [mg/g]
B D C Suma
Standard 0,081 | 0416 | 2,003 | 2500

Vzorka

0,257 0,300 0,891 1,447

RCP 0,254 0,304 0,907 1,465

L 0,235 0,470 1,886 2,592
Technicky

0,239 0,482 1,935 2,657

120% 0,096 0,479 2,314 2,889

Standard 0,099 0,499 2,411 3,010

80% 0,067 0,336 1,625 2,027

Standard 0,066 0,334 1,614 2,014

Tab. 27 — Obsah kurkuminoidov vo vzorkach v mg/g ziskany UV-VIS detektorom

Hodnoty AUC namerané RF detektorom neuvadzam, lebo nesved¢ia 0 skuto¢nom obsahu latok.
Vsimli sme si v8ak, Zze odozva v RF detektore je vyrazna hlavne pre bis-demetoxykurkumin.
Ovela slabsia je pre ostatné 2 latky. Preto som sa rozhodol v ramci diplomovej prace zo
vsetkych presnych analyz urcit’ akési korekéné koeficienty, ktorymi by sa potom dala odozva
RF detektoru previest’ na kvantite odpovedajucu odozvu UV-VIS detektoru.

osfciont | S0 | RSDx
Bis-demetoxykurkumin 33,549 0,4620 1,38
Demetoxykurkumin 2,850 0,0660 2,31
Kurkumin 1,491 0,0233 1,57

Tab. 28 — Statistické spracovanie korekénych koeficientov

Nasledujuca [Tab. 29] uvadza takymto sposobom prepocitané plochy pod pikmi na Standardné
plochy pod pikmi UV-VIS detekcie. Uvadzam v nej vypocitané zastipenie jednotlivych latok

a tiez sumy farbiv.
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OBSAH [mg/g]
B D C Suma
Standard 0,083 0,411 2,005 2,500

Vzorka

0,255 0,318 0,906 1,479

RCP 0,253 | 0321 | 0920 | 1,494
| 0233 | 0482 | 1901 | 2,617
Technicky |=3°%0 | 0494 | 1.950 | 2.684
120% 0,09 | 0476 | 2317 | 2889
standard | 0,100 | 0498 | 2422 | 3021
80% 0,067 | 0333 | 1623 | 2023

Standard 0,066 0,331 1,613 2,009

Tab. 29 — Obsah kurkuminoidov vo vzorkach v mg/g vypocitany pomocou ,,korekénych koeficientov pre

jednotlivé latky; povodné data ziskané RF detektorom

Pri porovnani vysledkov, ktoré boli dosiahnuté dvoma nezavislymi detektormi zistime, ze
obsah latok je dostatoéne podobny, aze by eventualne bolo mozné tymto spdsobom
zabezpedit’ presnu kvantifikaciu kurkuminu, demetoxykurkuminu i bis-demetoxykurkuminu.

Na dokaz, ze analyzou roznych koncentracii tej istej vzorky mozeme stanovit’ ich celkovy
obsah pomocou fluorescenéného detektora, dopliiujem pre ilustraciu nasledujucu [Tab. 30].
Ako si mézeme vSimnut, urcit’ exaktne podiel jednotlivych zluc¢enin nie je bez ,,korekénych

koeficientov* mysliteIné.

AUC OBSAH
Vzorka [mg/g]
B D C Suma Suma
Standard 702 445 294 847 751 373 1748 666 2,500
120% ¥tandard 807 119 341003 868 348 2 016 470 2,883
846 330 357 087 907 496 2110912 3,018
80% $tandard 561 748 238 762 608 263 1408773 2,014
558 747 236 865 604 219 1399 830 2,001

Tab. 30 — Plochy pod pikmi a celkovy obsah kurkuminoidov ziskany z RF detektora

78



6. ZAVER
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Do teoretickej Casti som zahrnul literarnu reSers, ktora sa zaoberd skupinou latok
okolo kurkuminu a podava fakticky prierez stavom jeho sucasného poznania. Myslim,
ze mdze posluzit’ pri jeho d’alSom vyskume ako vystizna Sablona, pretoze odkazuje na
vacsinu dostupnej literatury, ktorth som pri hl'adani v informac¢nej databdze Pubmed
a Sciencedirect naSiel.

Potencial kurkuminu v medicine vystihuje anglicky citat: The efficacy, pharmacologic
safety and cost effectiveness of curcuminoids prompt us to "get back to our roots“ **.
Presvedcili sme sa, ze extrakcia z primarnych surovin je najefektivnejSia pri pouziti
Cist¢tho metanolu ako extrakéného cCinidla. V kone¢nom dosledku bola potvrdena
0 Cosi nizsia uc¢innost’, ak sme kurkumin extrahovali reakciou so slabym roztokom
hydroxidu sodného. Pritom lepSou alternativou bol metanolovy roztok hydroxidu nez
konvenény vodny roztok. Nevyhodou oboch tychto sposobov bolo pracnejSie
prevedenie extrakcie a to z dovodu spédtného okyslenia takto vzniknutych roztokov.
Overili sme, ze pritomnost’ antioxidacnej latky zlepSuje stabilitu pripravenych
roztokov. Z nameranych vysledkov vyplyva potvrdenie stability pri 50-nasobnom
prebytku antioxidacnej latky. Osvedéila sa molekula kyseliny askorbovej, kdezto
tiosiran sodny nie je pre pouzitie v hydroxidovych roztokoch kurkuminu vobec
vhodny.

Na zéklade literarnej reSerSe a mensich predchadzajucich skusenostiach s analyzou bol
navrhnuty chromatograficky systém, v ktorom bolo hodnotenie uskuto¢nené metdédou

vonkajSieho Standardu:

kolona Symmetry RP Cyg (250 x 4,6 mm; 5 pum)

mobilna faza ACN : 0,025M fosfatovy pufor — pH 2,6 (45 : 55)
prietok 1,05 ml/min

UV-VIS detekcia 422 nm

RF detekcia ex. 422 nm, em. 525 nm

Linearita je stanovend na velkom intervale koncentracii 500 — 0,02 pg/ml. UV-VIS
detekcia sa vyznacuje univerzalnym pouzitim v celom rozsahu koncentra¢nych hladin.
Korela¢né koeficienty vo vSetkych pripadoch dosahujti pozoruhodnych hodnét okolo
0,9999. RF detekcia bola pri pouziti dostupného detektoru moznd v koncentraciach
< 100 pg/ml. Vyznacuje sa radovo vysSou citlivostou a bola by preto vhodna pre
stanovenie velmi zriedenych roztokov. Korelacné koeficienty st vo vSetkych

pripadoch dostacujuce a to v intervale 0,9995 — 0,9999.
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e Stanovili sme d’alej spravnost’ metddy. Priemerna recovery pre sumu kurkuminoidov
bola 99,95% (UV-VIS) a 99,42% (RF).

e Je preskasana presnost’ metédy — RSD pre sumu kurkuminoidov je 1,348 (UV-VIS)
a 1,451 (RF).

e V ramci presnosti sme overili aj presnost’ nastrieknutia — vystupnym ukazovatel'om je
RSD: 0,119 (UV-VIS) a 0,758 (RF).

e Pontikame aj limity detekcie pre jednotlivé kurkuminoidy. Zhruba plati, ze RF detektor
je schopny zaznamenat’ samotné latky v koncentracii okolo 10 ng/ml. Spektrofotometria
je obecne asi 20-krat menej citliva.

e K posudeniu selektivity su uvedené chromatogramy vzorky a blanku. V pripade
UV-VIS detekcii nie je pochyb o tom, ze stanovenie je ni¢im nerusené. RF detekcia
blanku v8ak naznacuje pokles zakladnej linie asi 1 min pred eluovanim prvej latky bis-
demetoxykurkuminu. RozliSenie medzi pikmi kurkumovych farbiv je v oboch pripadoch
rovné hodnote 3.

e Uvadzam aj vypocitané hodnoty faktorov symetrie pikov. Symetria je dostacujuca pre
lickopisné podmienky.

e Urcité Specifikd sa vyskytuju pri pouZziti RF detektora. Najzjavnejsie je to, ze vSetky tri
latky sa vyrazne liSia v intenzite produkovanej fluorescencie za danych podmienok.
Ak vezmeme v tivahu, ze kurkumin v SirSom zmysle slova je dostupny iba ako zmes
uvedenej trojice latok a ze zastpenie tychto zloZiek sa navzajom dost’ lisi, tak nam
Z toho vyplyva fakt, ze nie je mozné latky a ani sumu farbiv presne kvantifikovat’.
Jedinou vynimkou sa zdd byt pouzitie rovnakej vzorky kurkuminu ako vonkajSieho
Standardu. Vtedy sa zo suctu ploch pod pikmi da vyvodit’ na nezndmu koncentraciu
sumy farbiv. AvSak usudzovat’ na zastlipenie jednotlivych latok je vel'mi otdzne —
navrhol som pouzitie korekénych koeficientov pre vSetky latky, ktoré ukazuju ako

citlivo tenktory kurkuminoid fluoureskuje.

Dosiahnuté¢ vysledky podéavaju obraz o dostato¢ne presnej a reprodukovatelnej metdde
hodnotenia pomocou vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie. V ziadnej preStudovane;j
literature nie je zmienka o vyuziti fluorescen¢nej detekcie eluovanych latok. Mozno aj preto
sa prave tento spdsob detekcie ukazuje ako menej vhodny, nie vSak kvoli nedostatoénym

validaénym parametrom, ale vysSie uvedenému zaveru.
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Abstrakt

Kurkumin a jeho derivaty patria medzi farmakologicky t¢inné diarylheptanoidové zluceniny.
Ziskavaju sa z rastlinnych oddenkov rodu Curcuma spp. (Zingiberaceae), ktoré su rozsirené
v tropickych regionoch juhovychodnej Azie. Posledné desatroia sa farmaceuticka droga
dostava do povedomia vedeckych pracovnikov. Dokézali sa zaujimavé uCinky na ludsky
organizmus. Terapeuticky sa vyuziva cholagogicky, antioxida¢ny a antiflogisticky ucinok.
V poslednych rokoch sa zaujem orientuje na prevenciu a liecbu rakoviny a priaznivy vplyv pri
Alzheimerovej chorobe. Po perordlnom podani vSak dosahuje systémovy obeh iba nepatrné
mnozstvo kurkuminu.

V predkladanej praci sme vypracovali HPLC metodu stanovenia kurkuminoidov. Najlepsim
sposobom extrakcie kurkuminovych farbiv z rastliny alebo extraktu je pouzitie metanolu ako
pomerne polarneho rozpustadla. Vo vode je kurkumin prakticky nerozpustny. V alkalickych
vodnych roztokoch sa prejavuje pritomnost’ troch slabo kyslych vodikov. Vyslednt ionizaciu
dokumentuje zmena farby roztoku zo zltej na ¢ervent. Tieto podmienky pdsobia nepriaznivo
na stabilitu kurkuminu — ¢iasto¢ne je mozné degradacii zabranit’ pouzitim antioxidacnej latky
a uchovavanim roztoku v tme.

Analyza prebehla na kolone Symmetry RP Cig metdodou vonkajSieho Standardu. PouZita
mobilna faza bola zmesou acetonitrilu a 0,025 M fosfatového pufra (pH 2,6) v pomere 45 : 55.
Metoda zahrhala pouzitie dvoch detektorov. UV-VIS detekcia prebehla pri 422 nm.
Fluorescencna detekcia bola uskutocnend pri Aex = 422 nm a Agn = 525 nm. Dosiahnuté
validacné charakteristiky potvrdzuju, Ze vypracovand metdda je dostatocne presnd, citliva
a reprodukovatelnd. Linearita odozvy bola stanovend v Sirokom rozsahu koncentrécii.
Vyhodou UV-VIS detekcie je moznost stanovit relativne vysoké koncentracie
kurkuminoidov a koreldcia odozvy detektora na koncentracii kurkuminoidu. Poskytuje rddovo
niz§i detekény a kvantifikacny limit. Fluorescencnd detekcia umozZiuje determinovat
kurkumové farbiva na hladine 10 ng/ml. Kazdy jeden kurkuminoid sa vSak vyrazne odliSuje
svojou schopnostou emitovat sekundarne Ziarenie. Preto je za danych podmienok mozné
stanovit’ obsah jednotlivych latok iba ak vzorka a Standard su chemicky ekvivalentné.
Vychodiskom by mohla byt separdcia kurkuminoidov zo zmesi (napr. preparativne kolony
alebo HP-TLC) a naslednd analyza kazdej latky zvlast. Ziskané udaje o intenzite
produkovanej fluorescencie by dovolili hodnotit’ obsah vSetkych troch latok nezavisle na

zdroji.

82



Abstract

Curcumin with it’s derivates belongs to pharmacologically acting diarylheptanoids. They are
obtained from the herbal rhizomes of genus Curcuma spp. (Zingiberaceae), which are
widespread in tropical regions of south-east Asia. For last decades the drug has been in focus
of scientists. On the human organism there have been proven many interesting effects.
Therapeutically are used it’s choleretic, antioxidant and antiinflammatory activities. Nowadays
the interest orientates to the prevention and treatment of cancer and to the favourable
influence on Alzheimer’s disease. After oral administration, however, curcumin achieves the
system circulation only in traces.

In introduced study we developed HPLC method for the determination of curcuminoids. The
most advantageous way is extracting the pigments from the herb or extract with methanol as
relatively polar solvent. In the aqueous medium is practically unsoluble. The presence of three
acid hydrogens exhibits in the alkaline aqueous solutions. The resultating ionisation is
documented by color change from yellow to red. These conditions prejudice the stability of
the substance — in part we may prevent the degradation by using the antioxidants and keeping
in dark place.

The analysis utilizes a reversed-phase Ci;g column and involves the use of an external
standard. A mobile phase consisted of 45% acetonitrile and 55% phosphate buffer 0,025M,
adjusted to pH 2,6. Sample detection was achieved by two different detectors. UV-VIS
detection has been run at 422 nm. The fluorescence detection at Aex = 422 nm and Aem = 525 nm,
respectively. The achieved validations parameters confirm that method is precise sensitive
and robust sufficiently. The linearity has been demonstrated on a wide range of
concentrations. The benefit of UV-VIS detection is ability to quantify relatively high
concentration of curcuminoids and the correlation of AUC on the amount of single
curcuminoids. However, it accords lower order detection and quantification limit. Conversely
the fluorescence detection is able to determine the curcuma pigments at level 10 ng/ml. The
individual substances are different by their capability of emitting the fluorescence. Thus, the
amount of single curcuminoids is possible to determine only when the sample and the
standard are chemically equal in these conditions.

Potentially, the single-curcuminoid separation from the mixture (e.g. preparative columns or
HP-TLC) and subsequent analysis of each substance alone, is the right solution. The obtained
fluorescence intensity data could allow the quantification of all three substances

independently on the source.
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