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Abstrakt

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: EliSka Hujova

Skolitel: prof. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vyuziti HPLC v kontrole kvality potravnich doplikd s obsahem
gingeroll a kurkumind

V této diplomové praci byla vyvinuta a validovana analyticka HPLC metoda pro
stanoveni 6-, 8- a 10-gingerolu, 6-shogaolu, kurkuminu, demethoxykurkuminu,
bisdemethoxykurkuminu a piperinu. Vyvinutd metoda byla nasledné vyuzita pro analyzu
doplnikd stravy: Kurkumin — piperin plus (+ zazvor) od VIESTE, Bio tumeric + ginger od firmy
VANAVITA, Ginger root extract od BioMedical, Shogaol zdzvor od EPIGEMIC®, Ginger root
extract od SWANSONZ® a Ginger root (Zingiber officinale) od SOLGAR®. Pro zajimavost byla tato
metoda aplikovana i u vybranych ¢ajovych smési obsahujicich zazvor a/ nebo kurkumu: Dilmah
Orange & Ginger (flavoured ceylon black tea), Loyd Brusinky & Zazvor, Teekanne Dychaci cesty
a krk se zazvorem, Pickwick Nos a krk se zdzvorem, Tesco Ginger & Lemon, Teekanne Ginger
Curcuma. Pro analyzu byla pouzita kolona YMC-Triart C18 ExRS (150 x 4,6 mm; 3 um). Separace
probihala pfi konstantni teploté 30 °C za gradientové eluce s mobilnimi fazemi A: acetonitril,
B: ultradistda voda s pratokovou rychlosti 1 ml/min. Detekce byla provedena detektorem

diodového pole a vinovych délkach 224, 281, 340 a 420 nm.

Kli¢ova slova: HPLC, 6-, 8-, 10-gingerol, 6-shogaol, kurkumin, demethoxykurkumin,

bisdemethoxykurkumin, zazvor, kurkuma



Abstract

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry
Candidate: ElisSka Hujova

Supervisor: prof. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.

Title of the diploma thesis: HPLC in quality control of food supplements containing gingerols and
curcumins

In this diploma thesis, a new HPLC method for determination of 6-, 8- and 10-gingerol,
6-shogaol, curcumin, demethoxycurcumin, bisdemethoxycurcumin, and piperine was
developed and validated. The developed method was used for the analysis of food
supplements: Kurkumin — piperin plus (+ zazvor) from VIESTE, Bio tumeric + ginger from
VANAVITA, Ginger root extract from BioMedical, Shogaol zazvor from EPIGEMIC®, Ginger root
extract from SWANSON®, and Ginger root (Zingiber officinale) from SOLGAR®. Just as a matter
of interest, this method was applied for the selected tea blends containing ginger and/ or
tumeric: Dilmah Orange & Ginger (flavoured ceylon black tea), Loyd Brusinky & Zazvor,
Teekanne Dychaci cesty a krk se zazvorem, Pickwick Nos a krk se zazvorem, Tesco Ginger &
Lemon, Teekanne Ginger Curcuma. For the analysis YMC-Triart C18 ExRS (150 x 4.6 mm; 3 um)
analytical column was used. Separation was carried out by gradient elution with mobile phases
A: acetonitrile, B: ultrapure water at flow rate 1 ml/min. Detection was performed by diode-
array detector (DAD) at wavelengths 224, 281, 340, and 420 nm. The column space

temperature was set at 30 °C.

Keywords: HPLC, 6-, 8-, 10-gingerol, 6-shogaol, curcumin, demethoxycurcumin,
bisdemethoxycurcumin, piperine, ginger, curcuma
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1. Seznam pouzitych zkratek

ACN acetonitril

A faktor symetrie

Bcl-xL B-bunécény lymfom-extra velky
BDMK bisdemethoxykurkumin
cps. kapsle

COX-1 cyklooxygendza 1

COX-2 cyklooxygendza 2

DAD detektor s diodovym polem
DMK demethoxykurkumin

ESI ionizace elektrosprejem
6-GING 6-gingerol

8-GING 8-gingerol

10-GING 10-gingerol

GLUT 2/3/4 transportér glukdzy typu 2/3/4

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

HILIC hydrofilni interakéni chromatografie

5-HT; 5-hydroxytryptaminovy receptor typu 3/ serotoninovy receptor
k kapacitni faktor

KUR kurkumin

MeOH methanol

MS hmotnostni spektrometrie

PEG polyethylenglykol



PIP

Rs

RSD

SD
6-SHOG
tr
UV(B)
VIS

Wh1o

piperin

rozliSeni

relativni smérodatna odchylka
smérodatnd odchylka
6-shogaol

retencni ¢as

ultrafialové zareni (typu B)
viditelné zareni

Sitka piku v 10 % vysky
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2. Uvod

Gingeroly i kurkuminy jsou ptirodni fenolické latky, které maji mnoho spolecnych
ucinkl, proto je prinosné je v doplicich stravy kombinovat, nebot jejich ucinky se tak
potencuji, pfipadné doplnuji. Mezi tyto ucinky patfi predevsim antioxidacni a protizanétliva
aktivita, ale dale také antimikrobidlni, protinddorova, antidiabeticka ¢i hypolipidemicka
aktivita. Obé tyto latky pochdzi z oddenkU rostlin celedi zazvorovnikovitych (Zingiberaceae),
gingeroly se ziskavaji ze zazvoru lékarského (Zingiber officinale), kurkuminy z kurkumy dlouhé
(Curcuma longa). Zazvor i kurkuma jsou rostliny zndmé jiz po staleti, a pro své lé¢ebné ucinky

jsou vyuzivany v tradi¢ni mediciné [1-3].

Kvali nizké biologické dostupnosti kurkumini je k témto doplikiim stravy casto

pridavan piperin, ktery dokaze jejich biologickou dostupnost zvysit az 0 2000 % [4].

Doplriky stravy jsou potraviny, které maji doplfiovat béZnou stravu o vitaminy, mineraly
nebo o latky s nutri¢nim ¢i fyziologickym ucinkem. Tyto latky jsou v doplricich stravy obvykle
obsaZzeny v koncentrovanéjSim mnoizstvi, a je predpokladan jejich pozitivni vliv na zdravi.
Velkou nevyhodou u potravnich doplnkil je, Ze na rozdil od registrovanych |écivych pripravku
u nich neni kontrolovana jejich ucéinnost, to znamena, Ze ucinky, které vyrobce deklaruje pro
dany doplnék stravy, nejsou nikym ovéreny [5—7]. Navic velmi ¢asto vyrobci ve svych doplricich
stravy deklaruji pouze mnozstvi rostlinného extraktu, ktery nijak nevypovida o obsazeném
mnozstvi bioaktivnich latek, jenz zodpovidaji za vysledny Ucinek. Obsah i sloZeni Ucinnych
bioaktivnich latek se v rostliné ¢asto méni v zavislosti na lokalité a zpUsobu péstovani, sloZzeni

pudy, dobé sklizné, ale napfiklad i na zplGsobu skladovani a zpracovani rostlinnych drog.
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3. Cil a zadani prace

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout, optimalizovat a validovat novou
chromatografickou metodu pro stanoveni tfi gingeroll (6, 8 a 10-gingerol), jejich derivatu 6-
shogaolu, dale piperinu a tfi zdkladnich kurkuminoidd (kurkumin, demethoxykurkumin a
bisdemethoxykurkumin). Tato vyvinuta metoda se ndsledné pouZila pro ovéreni kvality a
deklarovaného obsahu latek v Sesti potravnich doplricich a Sesti Cajich obsahujici zazvor,

popftipadé zazvor v kombinaci s kurkumou.
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4. Teoreticka cast

4.1. Gingeroly a shogaoly
4.1.1. Vyskyt a definice

Gingeroly a shogaoly jsou jedny z Ucinnych latek v zdzvoru l|ékarském (Zingiber
officinale). Zazvor lékarsky je rostlina z Celedi zazvorovnikovitych (Zingiberaceae). Z této
rostliny se nejcastéji vyuziva jeji ztlustény oddenek (Zingiberis rhizoma), ktery je zaroven
dilezitou Iékopisnou drogou. Diky obsahovym latkam, které dodavaji zazvorovym oddenkim
typickou vyraznou vini a Stiplavou chut, se tyto ¢asti zazvoru pouZivaji jako koreni ¢i potravina,
a velmi ¢asto v tradi¢ni mediciné. Zazvor Iékarsky se péstuje v tropickych a subtropickych

oblastech, pficem? jeho celosvétové nejvétsimi producenty jsou Cina a Indie [8-10].

Zatimco za typickou vlni zazvoru mohou obsazené silice, které jsou sloZzeny hlavné ze
seskviterpend (napf. a-zingiberen, B-bisabolen, zingiberon) a monoterpel (napf. cineol,
borneol, geraniol, kurkumen), za napadnou Stiplavou chut zodpovidaji pravé gingeroly a
shogaoly. Stiplavost erstvého zazvoru zplsobuji predeviim 1-(3’-methoxy-4 -hydroxyfenyl)-
5-hydroalkan-3-ony, zndmé jako gingeroly. Tyto latky jsou homologickou fadou fenolickych
ketond, z nichZ v nejvétsi mire je v zdzvoru obsazen 6-gingerol. Jednotlivé gingeroly se lisi
poctem atom@ uhlik( v postrannim Fetézci (viz obrazek 1). Stiplavost suchého zazvoru je
naopak zplsobena pfitomnosti shogaoll, které vznikaji dehydratacni reakci z pfislusnych
gingeroll pfi zvysené teploté, tedy pfi skladovani, suseni Ci tepelné Upravé zazvoru (viz
obrdzek 2). Presto, Ze je obsah shogaolll v suché droze zdzvoru obvykle nizsi nez obsah
gingerol( v Cerstvé droze, paléiva chut je zachovana, protoze shogaoly jsou aZ dvakrat
Stiplavéjsi, nez gingeroly [1, 11, 12]. Charakteristické zastoupeni 6-, 8-, a 10-gingerolu je
v zazvoru obvykle 58%, 22% a 20%. Mnozstvi jednotlivych latek se ovsem v rostliné muze lisit

v zavislosti na lokalité, dobé sklizné a zplsobu péstovani [13].
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H;CO
(CH,),—CH;

6-gingerol, n = 4
8-gingerol, n =6
10-gingerol, n =8

Obrdzek 1: Strukturni vzorec gingerol( [14].

H,CO
(CH;)4CH;

O-gingerol

-H, 0
H,CO
. Z (CH;)4CH;

-shogaol

Obrdzek 2: Schéma dehydratace 6-gingerolu na 6-shogaol [14].

H,CO
(CH; ),—CH;

6-shogaol, n =4
8-shogaol,n =6
10-shogaol, n =8

Obrdzek 3: Strukturni vzorec shogaoli [14].
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4.1.2. Vlastnosti a vyuziti

Kromé typické viné a chuti, pro kterou se zdzvor pouziva jako koreni a ochucovadlo,
se jiz po staleti vyuZivaji jeho |écebné ucinky. Zazvor je nedilnou soucasti tradi¢ni mediciny
mnoha zemi, kde se vyuzivd predevsim k lécbé Zaludecnich obtizi — nevolnosti, zvraceni,
pomaha téz ale i proti prlijmu a podporuje chut k jidlu pfi nechutenstvi. Velmi ¢asto se také
pouziva k |é¢bé nachlazeni, infekci hornich cest dychacich, horecky, kasle, ale i jako prevence
chripkovych onemocnéni. Zazvor pomaha i proti bolesti, a to hlavné pfi migrénach ¢i svalovych

a revmatickych problémech [11, 15].

4.1.2.1. Antiemetické ucinky

Gingeroly i shogaoly vykazuji antiserotoninové ucinky, proto se predpoklada, zZe
antiemeticky ucinek tak bude zprostfedkovan pres 5-HTs receptory. Gingeroly i shogaoly maji
malou molekulovou hmotnost, proto mohou snadno prochdzet hematoencefalickou bariérou

a pusobit tak centralné [1, 15, 16].

Vysledky nékterych studii ukazaly, Ze je zazvor velmi UcCinny pfi lé¢bé kinetdz i
postoperativnich nevolnosti a zvraceni. Jeho ucinky byly dokonce srovnatelné
s metoklopramidem. Takto prokazané ucinky vedly k moZnosti vyuZiti zazvoru pfi lécbé
nadmérného zvraceni v téhotenstvi (hyperemesis gravidarum). Studie opravdu prokazaly, Ze
podavani 1 g praskového oddenku zdzvoru denné téhotnym Zenam, ma oproti placebu
mnohem vétsi efekt. NadsSeni pro tuto indikaci bylo ovSem nasledné zmirnéno tim, Zze zdzvor

mUze prodluzovat dobu krvaceni, a dale objevem mozné mutageneze Escherichia coli [15, 17].

4.1.2.2. Antibakterialni ucinky

Bylo dokazano, Ze gingeroly plsobi baktericidné proti bakterii Helicobacter pylori, ktera
zpUsobuje dyspepsie, peptické viedy a napomaha k rozvoji rakoviny Zaludku a tlustého streva

[1, 18].

Dle studii mél zazvorovy extrakt podavany mysim intraperitonealné na davce zavislou
antimikrobidlni u¢innost proti Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Escherichia

coli a Candida albicans [19].
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4.1.2.3. Antioxidacni ucinky

Fenolické slouceniny v zazvoru, mezi které patfi i gingeroly a shogaoly, maji schopnost
vychytavat rfadu volnych radikal(i a chranit lipidy bunéénych membran pred oxidaci. Studie na
potkanech ukazaly, Ze zazvor vyznamné snizil indukovanou peroxidaci lipidG a zvysil hladiny
antioxidacnich enzyma spolu se sérovym glutathionem. Bylo tézZ zjisténo, Ze zazvor ma stejny

antioxidacni ucinek jako kyselina askorbova [20].

Prokazalo se, Ze 6-gingerol ma velmi silné antioxidacni ucinky in vitro i in vivo. Diky
tomu puUsobi proti tvorbé reaktivnich forem kysliku vyvolanych UVB zafenim a expresi COX-2.

6-gingerol by tak mohl byt uc¢inny v terapii koZnich poruch vyvolanych UVB zarenim [21].
4.1.2.4. Protizanétlivé ucinky

Gingeroly i shogaoly jsou velmi uc¢inné pfi potlaceni syntézy prostaglandin(
prostfednictvim inhibice COX-1 i COX-2, ale téZ potlacuji syntézu leukotrienl inhibici 5-
lipooxygendzy. Pravé tato skutecnost odliSuje obsahové latky zazvoru od nesteroidnich
protizanétlivych léciv, které inhibuji pouze cyklooxygendzy [22]. Bylo prokazano, zZe gingeroly
s delSim alkylovym rfetézcem maji vétsi protizanétlivé ucinky [23]. Na rozdil od nesteroidnich
protizdnétlivych |écCiv, které obvykle v dusledku inhibice prostaglandinl zpUsobuji
gastrointestindlni nezddouci ucinky, slozky zdzvoru tyto ucinky nevyvolavaji. Naopak se

ukazalo, Ze zazvor chrani pred ulceraci u krys [1].

Déle bylo zjisténo, zZe gingeroly inhibuji také indukci nékterych gen(, které jsou
zapojeny do zanétlivé reakce. Tyto geny kdduji napfriklad cytokiny, chemokiny, indukovatelny

enzym cyklooxygenazou-2 ¢i indukovatelnou synthazu oxidu dusnatého [1].

4.1.2.5. Protinadorové ucinky

6-gingerol a 6-shogaol, ale i dalsi latky obsazené v zazvoru, maji i protinadorové ucinky,
na kterych se podili fada mechanismua, predevsim vychytavani volnych radikal( (antioxidacni
ucinky), zmény genovych expresi a indukce apoptdzy. VSechny tyto mechanismy pfispivaji ke
snizeni iniciace a progrese ndadoru [11, 24]. Plsobi proti karcinomim délozniho cipku,

kolorektalnim karcinomlm, karcinomdm kuze, Zaludku, prsu, i proti myeloidni leukémii [25].
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4.1.2.6. Hypocholesterolemické, hypolipidemicé a hypoglykemické ucinky

Provedenymi studiemi bylo potvrzeno, Ze 6-gingerol snizuje plazmatické triglyceridy,
celkovy cholesterol, volné mastné kyseliny a lipoproteinty s nizkou hustotou. Déle také 6-
gingerol snizil koncentraci glukézy v plazmé, glykémii na lacno a zlepsil glukézovou toleranci u
mysi [26]. Gingeroly i shogaoly zprostfedkovavaji snizeni cholesterolu zvySenim vylucovani
steroll [27]. Hypoglykemicky ucinek zprostfedkovdva 6-gingerol mnoha mechanismy,
naptiklad zvySenim vychytavani glukdézy za podminek nepfitomnosti inzulinu, indukovani
fosforylace proteinkindzy aktivovanou 5'adenosinmonofosfatem, ale také podporuje
translokaci glukézového transportéru 4 na plazmatickou membranu [28]. Spolu s témito

ucinky prichazi i snizeni télesné hmotnosti, poméru pasu k boklim i poméru bokt [25].

Diky témto ucinkim by mohl byt zdzvor uzit jako adjuvantni terapie pro diabetes

melitus 2. typu, metabolicky syndrom, obezitu i pfi vysSich hladinach cholesterolu [25, 26].

4.1.2.7. Ucinky na krevni tlak

Fenolické slozky zazvoru maji vasodilatani ucinky, které snizuji krevni tlak. Tyto ucinky
jsou dle studii zprostfedkovany prostfednictvim dualniho inhibi¢niho mechanismu — stimulaci
muskarinovych receptord a blokddou vapenatych kanall. Bylo zjisténo, Ze gingeroly maiji
mnohem vétsi vasodilataéni aktivitu, nez 6-shogaol [1]. Aktivita blokujici vapenaté kanaly,

zprostiedkovana slozkami zazvoru, byla velmi podobna jako u verapamilu [20].

Ve

4.1.2.8. Antiagregacni ucinky

Studie prokazaly, Ze gingeroly a jejich derivaty zplUsobuji vyznamnou inhibici agregace
krevnich desticek indukovanou kyselinou arachidonovou — tromboxany, prostaglandiny a
prostacykliny odvozené od cyklooxygendzy, se zvySenim fibrinolytické aktivity. Tyto Ucinky
jsou pravdépodobné zprostfedkovany inhibici COX-1, COX-2, popfipadé i tromboxan-syntazy
[29]. Inhibice aktivace sloZek zazvoru je srovnatelna ¢i dokonce vyssi nez ucinek aspirinu, proto
by tyto studie mohly slouZit pro navrh silnéjsich syntetickych analogl gingerolu, které by
mohly potencialné pomoci pfi prevenci a l1é¢bé kardiovaskularnich onemocnéni [20, 29, 30].
Soucasné podavani s warfarinem ovsem neovlivni jeho farmakokinetiku ani farmakodynamiku

[20].
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4.1.2.9. Dalsi ucinky

Bylo dokazano, Ze sloZky zazvoru jsou prospésné i pro mozek a jsou ucinné proti
neurodegenerativnim onemocnénim. U&innost 6-gingerolu byla prokdzdna proti

Alzheimeroveé chorobé i amnézii [25, 31].

Studie také prokdazaly analgeticky ucinek gingeroll a shogaolU. Zazvor pozitivné pUlsobi
ucinky se vyuzivaji v [é€bé revmatoidni artritidy i osteoartritidy [25, 32]. Slozky zazvoru maji
lepsi bezpecnostni profil nez nesteroidni antiflogistika, ovSsem jak gingeroly a shogaoly, tak i

nesteroidni antiflogistika maji zvySené riziko krvaceni [33].

6-gingerol ma také anthelmintické ucinky. Tato sloucenina byla aktivni pfiléc¢bé infekce
parazitem Echinococcus granulosus, dokonce projevila i larvicidni aktivitu. Ddle chranila
hostitelské bunky pred poSkozenim snizenim mnozstvi oxidu dusnatého. V ochranné funkci
projevil vétsi ucinnost zazvorovy extrakt, nez pouze samotny 6-gingerol, proto se predpoklada,

Ze 6-shogaol by mohl plsobit synergicky s 6-gingerolem [25, 34].

4.2. Kurkumin a jeho derivaty

4.2.1. Vyskyt a definice

Kurkumin a jeho derivaty jsou hlavnimi obsahovymi latkami rostliny kurkumy dlouhé
(Curcuma longa), lidové znamé téz jako indicky zadzvor &i indicky Safran. Stejné jako zazvor
lékarsky, patfi i kurkuma dlouha do celedi zdzvorovnikovitych (Zingiberaceae). Kurkuma
dlouhd je péstovana v jihovychodni Asii, pfedevsim vsSak vIndii, kterd je nejvétSim
producentem této rostliny. Z kurkumy se pouziva zejména jeji oddenek (Curcumae longae
rhizoma), ktery je zaroven i lékopisnou drogou [3, 10, 11]. Oddenky maji peprovitou vini,
nahorklou hrejivou chut a na fezu jsou vyrazné oranzové zbarveny. Obvykle se zpracovavaiji
suSenim a naslednym mletim na prach, ktery se pouziva v potravinarstvi jako koteni, barvivo

a v lidové mediciné se hojné vyuzivaji jeho lé¢ivé ucinky [35].

Hlavnimi obsahovymi latkami kurkumy jsou silice a barvivo. Obsah silic, které

zapfricinuji vani rostliny, byva v rozmezi 1,5-6 %, a je zastoupen predevsim seskviterpeny (napfr.
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a- a B-pinen, limonen, cineol, eugenol a kampfen). ObsaZend Zluto-oranzova barviva jsou
tvofena kurkuminoidy, tedy fenolickymi latkami ze skupiny diarylheptanoidl, jejichz
barevnost je zplsobena konjugaci dvojnych vazeb se dvéma aromatickymi benzenovymi jadry.
Hlavnimi kurkuminoidy jsou kurkumin (1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)hepta-1,6-dien-3,5-
dion), ktery tvofi kolem 2 % susSiny oddenkl, a dale jeho derivaty demethoxykurkumin a
bisdemethoxykurkumin, zastoupeny mnoiZstvim pfiblizné 0,6 % susSiny oddenku. Jsou to
nenasycené polyfenolické diketony, které se od sebe liSi pfitomnosti a mnoistvim
methoxyskupin na fenolickych jadrech (viz obrdzek 4). Pfitomnost vodikovych vazeb ve
vzorcich zplsobuje tautomerizace mezi keto a enol formou, které jsou velmi citlivé na zménu
pH, v kyselém prostfedi se tak proto jejich zbarveni méni z oranZové na Zluto-Cervené,

v alkalickém prosttedi na ¢erveno-hnédé [11, 36—38].

Demethoxycurcumin

pH 3.7 pH >8
OH O
CH;.,O|‘_“_ s A Ao |K_‘0CH3
= =
HO enolate form OH
Curcumin Bisdemethoxycurcumin

Obrdzek 2: Chemické struktury kurkuminoidd [38].

Kurkumin je lipofilni latka s nizkou rozpustnosti ve vodé, Spatnou gastrointestinalni
absorpci a nizkou biologickou dostupnosti. Navic se velmi rychle metabolizuje a byva rychle
vyloucen z lidského organismu. Kurkumin podany peroralné podstupuje velmiintenzivné efekt
prvniho prlichodu jatry (first-pass efekt), pfi kterém je v jatrech metabolizovan. Pouze zbyla
nemetabolizovana ¢ast se ovsem dostane do systémové cirkulace, kde dochdzi ke konjugaci s
glukuronidem a sulfatem. Oproti konjugovanym formdam je volny kurkumin mnohem vice
fyziologicky aktivni, proto je Zddouci, snazit se volnou ¢ast kurkuminu v krvi ur¢itym zplsobem
zvysit [38]. Velmi ¢asto se proto uziva kurkumin spolec¢né s piperinem, ktery dokaze vyrazné

zvysit jeho vstfebatelnost, jelikoZ dokaze inhibovat jaterni i stfevni glukuronidaci [4].
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4.2.2. Vlastnosti a vyuziti

Kurkumin neni toxicky, proto se velmi ¢asto vyuziva v potravinarstvi jako kofeni (je
hlavni soucasti smési kari koreni), barvivo, ale také konzervant — kurkumin jako pfidand
barevna latka je oznacen kédem E 100. Kromé potravin se kurkuminem barvi i latky, difevo
nebo vosk. Chemicky pramysl dfive hojné vyuzival kurkumin i jako acidobazicky indikator, diky
jeho schopnostem zmény barvy na zakladé zmény pH. Dale nachazi vyuziti i v kosmetickém a

farmaceutickém primyslu [35-38].

V lidovém lécitelstvi nachazi kurkuma uplatnéni jako stomachikum, pfi onemocnéni

ledvin a Zlu€niku, a zevné i jako dezinficiencium [36].

4.2.2.1. Protizanétlivé ucinky

.....

Vysoce protizdnétlivy ucinek kurkumin( spocivd vinhibici mnoha zanétlivych
medidator(, proto kurkuminy pusobi proti Siroké sSkale nemoci, u kterych hraje hlavni roli pravé
zanét. Mezi tato onemocnéni patfi napriklad alergie, astma, bronchitida, revmatoidni artritida,
kolitida, psoridza, diabetes, obezita, Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba,

roztrousena sklerdza, epilepsie, kardiovaskuldarni onemocnéni a nadorovd onemocnéni [2, 32].

Kurkuminy interaguji s prozanétlivymi chemokiny i cytokiny. Jsou duleZitymi inhibitory
raznych enzym( vcetné lipoxygenazy (— inhibice leukotrien(l), cyklooxygenazy (— inhibice
prostaglandinli a tromboxanut), indukovatelné syntazy oxidu dusnatého (— inhibice oxidu
dusnatého), histonacetyltransferazy, fosfolipazy, hyaluronidazy, dale blokuji aktivaci
nuklearniho faktoru (NF)-kB, nejsilnéjsiho aktivatoru tumor nekrotizujiciho faktoru (TNF)-a,
ktery je hlavnim medidtorem zdnétu vétSiny nemoci. V neposledni fadé je kurkumin
inhibitorem i transformujiciho rdstového faktoru (TGF)-B a fibrinogeneze, to vysvétluje jeho

ucinky u fibrézy plic a ledvin, cirhdzy jater nebo u Crohnovy choroby [2, 38-40].

4.2.2.2. Antioxidacni ucinky

.....

jsou odpovédné za pozitivni vliv na lidsky organismus [38].

Studie prokazaly antioxidacni ucinky kurkuminu in vitro i in vivo. Kurkumin ucinné

pusobi proti oxidacnimu stresu, ktery ma velky vyznam u mnoha onemocnéni, inhibici
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homocysteinem indukované dysfunkce endothelu koronarnich artérii, peroxidace lipidQ,
produkce peroxidovych radikdll a oxidu dusnatého. Kurkumin inhibuje peroxidaci lipidd

dokonce ve vétsi mire nez a-tokoferol (vitamin E) [36].

Kurkumin také pfimo interaguje se superoxidovym aniontem a hydroxylovym

radikalem, ma tak funkci i jako vychytdvac volnych radikald [36].
4.2.2.3. Protinadorové ucinky

Kurkumin patfi k nejslibnéjsSim pfirodnim latkam, které pUsobi proti mnoha typim
karcinom(. Samotny kurkumin nebo v kombinaci s jinymi cinidly, by mohl do budoucna
predstavovat ucinny lék pro lécbu nadord. Protinddorova aktivita kurkuminu je
zprostfedkovana plisobenim na rtizné bunécné signdlni drahy véetné transkripcnich faktord,
zanétlivych cytokind, rastovych faktord, proteinovych kindz a genli modulujicich bunécnou
proliferaci a apoptdzu [41]. Diky témto schopnostem dokaze kurkumin inhibovat nadorové
bunécné proliferace, a tim bud zpomalit nebo zcela zastavit bunécény cyklus v jeho jednotlivych

fazich [38].

Studie jiz popsaly ucinky kurkumind proti karcinomm prsu, prostaty, plic, Zaludku,
slinivky, jater, hlavy a krku, ale rovnéz i kolorektalnim a hematologickym karcinomidm. Ovsem
ucinnost pti lécbé onemocnéni je omezena nizkou biologickou dostupnosti kurkuminu, a také
jeho vedlejsimi ucinky, jako jsou nevolnost, Zluta stolice, prijem a bolest hlavy. Kvili témto
skute€¢nostem bude zapotrebi provést jesté dalsi vyzkumy a studie, k ovéreni kurkuminu jako

protinadorové latky [41].

4.2.2.4, Antimikrobialni Gcinky

Jiz mnoho studii prokazalo zna¢nou antimikrobialni aktivitu kurkuminu in vitro, ale
nékteré studie in vivo uvadély méné ucinné vysledky inhibi¢ni aktivity kurkumuinu, ve srovnani
s bézné pouzivanymi latkami.

Bylo zjisténo, Ze methanolové a ethanolové extrakty z kurkumy a kurkuminoidd jsou
ucingjsi, nez jejich vodné roztoky [42]. Studie, kterd zkoumala aktivitu hexanového a
ethanolového extraktu z kurkumy a kurkuminoid( proti 24 patogennim bakteriim izolovanych

z kurat a krevet. U ethanolovych extrakt( byla prokazana nejvyssi ucinnost. Tyto extrakty

z kurkumy byly Ucinné proti 13 bakteriim, oproti tomu extrakty z kurkuminoidl prokazaly
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antibakteridlni  Ucinnost  pouze proti 8  bakteriim  Streptococcus agalactiae,
Staphylococcus intermedius, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Aeromonas

hydrophila, Bacillus subtilis, Bacillus cereus a Edwardsiella tarda [43].

Nejslibnéjsi ucinek prokazal kurkumin proti Helicobacter pylori. Studie in vivo na mysich
infikovanych pravé touto bakterii, kterym byl pravidelné podavan kurkumin, vykazovaly velmi
vyrazny eradikacni ucinek proti Helicobacter pylori spojeny spolu s obnovenim poskozené
tkané Zaludku [44]. Kurkumin by se tak mohl pouzZivat jako doplnék k jiz existujicim léciviim

proti gastritidam [42].

Kromé antimikrobidlnich Gcink( prokdzal kurkumin také rozsahlé antivirové ucinky,
proti rdznym virovym patogenim. Tyto ucinky jej vyzdvihly jako kandidata s velkym
potencidlem pro vyvoj novych antivirotik z pfirodnich zdrojli, zejména syntézou rozliénych
derivat kurkuminu. V neposledni fadé byla u kurkuminu prokazdna i antifungalni a fungicidni
aktivita. Potencidlni uplatnéni téchto aktivit kurkuminu je ovSem limitovano jeho nizkou
biologickou dostupnosti a Spatnou rozpustnosti ve vodé, proto bude potfeba provést jesté

mnoho dalsich klinickych studii [42].

4.2.2.5. Dalsi ucinky

Kurkumin ma schopnost snizovat hladinu glukdzy v krvi potlacenim zdnétu v dusledku
hyperglykémie, aktivaci adenosinmonofosfatkinazy, stimulaci vychytavani glukdzy a zvysenim
exprese genll GLUT 2, GLUT 3 a GLUT 4. Déle stimuluje sekreci inzulinu z pankreatickych bunék,

snizuje inzulinovou rezistenci a zlepSuje fungovani pankreatickych bunék [45].

Pravidelné podavani kurkumint potkanim s diabetem 2. typu potlacilo hyperlipidémii
snizenim hladin celkového cholesterolu, fosfolipidli, volnych mastnych kyselin, a téz zamezilo

expresi lipoproteinl s nizkou a velmi nizkou hustotou [46].

Kurkumin ma také schopnost zabranit poskozeni jater, které je zpUsobeno oxidativnim
stresem. Jatra ochranuje modulaci antioxidacnich enzym{, kterymi jsou glutathionperoxidaza,

superoxiddismutaza a nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADP) [47].

Suplementace kurkuminem a piperinem u obéznich mysi zvySovala ztratu mnoZzstvi
télesného tuku a sniZovala interleukin-1B, plazmaticky zanétlivy marker spojeny s obezitou.

Diky tomuto ucinku by mohl byt kurkumin pouzivan v prevenci metabolického syndromu [48].
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Kurkumin by diky svym acinkim mohl do budoucna nalézt uplatnéni i jako
nootropikum u Alzheimerovy choroby, prokazuje totiz i anti-amyloidogenni Gc¢inky. Kurkumin
inhibuje akumulaci beta-amyloidniho peptidu a vznik beta-amyloidnich fibril, rovnéz
v centralni nervové soustavé jiz vytvorené beta-amyloidni fibrily destabilizuje. Dale kurkumin
pusobi jako inhibitor na agregaci beta-amyloidu (zde je lepSim inhibitorem nez ibuprofen a

naproxen) a na tvorbu amyloidnich plak( [36].

4.3. Piperin
4.3.1. Vyskyt a definice

Piperin patfi mezi hlavni obsahové latky peprovniku ¢erného (Piper nigrum). Peprovnik
cerny je tropicka ovijiva lidna, ktera patfi do Celedi peprovnikovité (Piperaceae). Plodem
peprovniku ¢erného jsou malé bobule (Piperis fructus), které jsou zaroven i Ilékopisnou drogou.
Nezralé bobule se susi, a pokud maji neporuseny perikarp, oznacuji se jako ¢erny pepf, nebo
téz cerné koreni. Dozralé usuSené bobule s odstranénymi svrchnimi vrstvami perikarpu
(oloupané) jsou oznacovany jako bily pept. Dnes je tato rostlina péstovana hlavné v Indii,

Indonésii, Malajsii, Brazilii a na Madagaskaru [10, 49, 50].

Typickou ostrou chut plodd pepfovniku cCerného zplsobuje alkaloid piperin a
aromatické silice [49]. Silice jsou vtéto rostliné zastoupeny predevsim phellandrenem,
citralenem, pinenem a limonenem [50]. Alkaloidy jsou dusikaté organické baze, vznikajici
v rostlinach jako heterocyklické utvary. Alkaloidy peprovniku ¢erného jsou palivé latky, jejichz
hlavni funkci je ochrana rostliny pred Zivocichy a hmyzem. Hlavnim Stiplavym alkaloidem
rostliny je piperin, neboli amid kyseliny piperové — [1-[5-[1,3-benzodioxol-5-yl]-1-oxo-
2,4,pentadienyl]piperidin], ktery je v rostliné zastoupen v mnozstvi 2-7,4%. Piperin patfi mezi
protoalkaloidy. To jsou bazické aminy, které jsou odvozeny od aminokyselin, ale v jejich
heterocyklickém systému neni obsazen dusik. Ostrd chut piperinu zavisi predevSim na
amidické funkéni skupiné, jenzZ je spojena uhlikovymi atomy s benzenovym jadrem. V celych
bobulich peprovniku ¢erného je piperin velmi stalym alkaloidem, ovSsem v pfipadé mletého

pepfre piperin za pfistupu vzduchu velmi snadno oxiduje [51].
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Obrdzek 3: Strukturni vzorec piperinu [94].

4.3.2. Vlastnosti a vyuziti

Cerny pepf je diky dvé ostré chuti jednim z celosvétové nejrozsifenéjsich koreni, znamé
téz jako cerné koreni. Kromé toho se cerny pept vyuziva v parfumerii, ddle slouzi i jako
konzervant, a v neposledni fadé je jiz léta pouZivan v tradi¢ni mediciné. V tradi¢ni mediciné
nasel uplatnéni napfriklad pfi kontrole diabetu, jako stomachikum, spasmolytikum,
antipyretikum, afrodiziakum, dale pfi |écbé bolesti, zimnice, revmatismu nebo pro zvyseni

krevniho obéhu [52].

4.3.2.1. Antioxidacni ucinky

In vitro experimenty prokazaly antioxidacni ucinky piperinu. Piperin chrani pred
oxidacnim poskozenim zhasenim volnych radikald, reaktivnich kyslikovych a hydroxylovych
radikald a inhibici peroxidace lipid(. Jako lapac hydroxylovych radikalt pUsobi piperin ovsem
pouze v nizkych koncentracich, ve vysSich koncentracich spousti piperin Fentonovu reakci,

ktera vede naopak ke zvysené tvorbé hydroxylovych radikal( [53].

Dle studii podporuje piperin antioxida¢ni aktivitu prevenci deplece glutathionu a

obnovenim hladin cytokind [54].

Zajimavé je, Zze po preméné alkalickou hydrolyzou piperinu na kyselinu piperovou,

vykazuje tato latka jesté vétsi antioxidacni aktivitu [55].
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4.3.2.2. Protizanétlivé ucinky

Piperin vykazuje protizanétlivou aktivitu potla¢enim prostaglandin( prostfednictvim

inhibice COX-1 i COX-2 [54].

Dle studie hodnotici ucinky piperinu na zanét délohy u mysi vyvolany bakterii
Staphylococcus aureus, mize piperin zmirnit zanétlivé poskozeni prostfednictvim rlznych
mechanismuU. Mezi tyto mechanismy patfi napfiklad snizeni interleukind-13 a -6, a naopak
zvyseni exprese interleukinu-10. Déle snizeni nadmérné exprese tumor nekrotizujiciho faktoru
a, snizeni toll-like receptord (TLR) 2 a 4, a dokonce i inhibice mitogenem aktivované

proteinkindzy (MAPK) a nuklearniho faktoru (NF)-kB [56].

4.3.2.3. Antialergické ucinky

Pti [éCbé piperinem bylo pozorovdno snizeni alergickych reakci u mysi, véetné kychani,
zarudnuti a tfeni nosu. Piperin zplsobil na davce zavislé sniZzeni histaminu, koncentraci oxidu
dusnatého a snizil expresi interleukin(-1p a -6 a imunoglobulinu E. Kromé toho dale potlacil
infiltraci eozinofily a hyperplazii a v zavislosti na davce snizZil edém i degranulaci Zirnych bunék.
Tyto vysledky naznaduji imunomodulaéni a protizanétlivou aktivitu piperinu, diky které by

mohl byt Ucinny pri lécbé alergické rymy [57].
4.3.2.4. Protinadorové ucinky

Piperin vykazoval vynikajici protinddorovou aktivitu in vivo, kdy dokazal regulovat

autofagii, mohl by tak byt potencialnim lIékem pro protinddorovou terapii [54].

Studie prokazaly, Ze ethanolovy extrakt ¢erného pepre s obsahem piperinu snizoval
rast nadoru, prodluzoval dobu preZiti, zpUsoboval zastavu bunécéného cyklu a indukoval
apoptézu. Dale inhiboval expresi cyklinu A a transmembranové molekuly Bcl-xL, a naopak
zvysil expresi nadorového proteinu p53 i proteinu Bax, ktery je regulatorem apoptdzy. Piperin
navic v nadorovych bunkach indukoval oxidaéni stres, jenz zvysil aktivitu katalazy,
superoxiddismutdzy i glutathionredukrazy. Protinddorovy Ucinek piperinu by tak mohl byt
pravdépodobné zplsoben nadprodukci reaktivnich forem kysliku, zptsobujicich v nadorovych

burikdch oxidacni stres, ktery nakonec iniciuje apoptdzu buriky [58].

Bylo zjiSténo, Ze piperin omezuje motilitu bakterie Helicobacter pylori, ktera muize
iniciovat rakovinu Zaludku. Snizend motilita bakterie oslabuje jeji adhezi k bunkam

25



Zaludec¢niho epitelu, a tim sniZuje i prostup toxinu, coZ ma za ndsledek zamezeni vylu¢ovani
interleukinu-8. Piperin navic inhibuje i protedzu Helicobacter pylori, timto zplisobem dochazi
ke snizeni $tépeni E-cadherinu a exprese B-kateninu, které nasledné snizuje i translokaci B-

kateninu do jadra bunék. Timto zplsobem piperin velice redukuje riziko onkogeneze [59].

Piperin se jako jediny kombinuje s jinymi léky pro posileni protirakovinovych ucinkd.
Soucasnd |écba rakoviny docetaxelem a piperinem vykazovala synergické plsobeni, které
mélo za nasledek zvyseni cytotoxicity a zlepSeni protirakovinné aktivity v bunécnych liniich

rakoviny jater (Hep G2) [60].

4.3.2.5. Ucinky na traveni

Travici stimulaéni Gcinky piperinu jsou pravdépodobné zplsobeny hned nékolika
faktory. Jednim z nich je zvySeni sekrece slin a slinné amylazy, ktera stépi Skroby na jednodussi
sacharidy. Dale piperin pfispiva ke stimulaci jater k produkci a vylu¢ovani Zlu¢i bohaté na
ZluCové kyseliny, jenzZ jsou velmi dalezité pfi traveni a vstiebavani tuk(. Piperin také vyrazné
zvysuje aktivitu enzyma, které se podileji na traveni, tedy pankreatickych enzymd, jako jsou
pankreatické lipazy, pankreatické amylazy, trypsin a chymotrypsin, ovSem stimuluje i stfevni

lipazy a stfevni amylazy [61, 62].
4.3.2.6. Hepatoprotektivni ucinky

Pozitivni Ucinky piperinu na jatra potvrdilo jiz mnoho studii. Piperin sniZuje hladiny
jaternich enzym0 alaninaminotransferazy (ALT), aspartataminotransferazy (AST) i alkalické
fosfatdzy (ALP) v mysSim séru. U potkan( s vyvolanou steatdzou jater piperin vyznamné zvysil
plazmaticky adiponektin, protein ochranfujici proti zméndm zplsobenym obezitou i
rozvinutym metabolickym syndromem. K tomu déle piperin dokazal zvratit zvySené hladiny
glukdézy, inzulinu i jaternich lipidd. Zamezenim snizeni aktivace signdlnich molekul
adenosinmonofosfatem aktivovanych proteinkindz (AMPK), podporuje piperin v mysich
jatrech oxidaci mastnych kyselin, signalizaci inzulinu a lipogenezi. Prostfednictvim aktivace
signalizace adiponektin — adenosinmonofosfatem aktivovana proteinkindza (AMPK) dokazal

piperin zvratit inzulinovou rezistenci i jaterni steatézu [54].

Studie navic i potvrdily, Ze piperin dokaze zabranit tvorbé cholesterolovych Zlu¢ovych

kamenu [63].
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4.3.2.7. Antidiabetické ucinky

Piperin zvySuje tvorbu reaktivnich forem kysliku a intracelularnich vapenatych ionta.
Timto zprostfedkuje aktivaci proteinkindzy-beta, kterd je zavisla na vapenatych iontech a
kalmodulinu  (CAMKKp). Aktivace této proteinkindzy-beta zapficini fosforylaci
adenosinmonofosfatem aktivované proteinkindzy (AMPK), jenz indukuje translokaci
glukézového transportéru 4 (GLUT4) na plazmatickou membranu buriky. Aktivaci této signalni

drahy podporuje piperin vychytavani glukdzy v kosternich svalech, a tim zamezuje vzniku

hyperglykémie [64].
4.3.2.8. Ucinky proti obezité

Piperin dle studii v burikach preadipocytl uc¢inné inhiboval diferenciaci tukovych bunék
(adipocytl). Navic v kombinaci s kurkuminem redukoval piperin mnozstvi télesného tuku a
plazmaticky zanétlivy marker interleukin-1B spojeny s obezitou. Diky témto ucinkim by mohl
byt piperin pouzit pro |éébu onemocnéni souvisejicich s obezitou, a v kombinaci

s kurkuminem, i jako prevence metabolického syndromu [48, 54].

4.3.2.9. Schopnost zvyseni biologické dostupnosti nékterych léCiv a

bioaktivnich sloucenin

Piperin inhibuje P-glykoprotein, fadu enzym( odpovédnych za metabolizaci 1éCiv a
bioaktivnich latek v jatrech, dale silné inhibuje jaterni a stfevni arylhydrokarbonovou
hydroxylazu a uridindifosfat (UDP)-glukuronyltransferdzu. Témito ucinky zvysuje biologickou
dostupnost mnoha IéCiv, ale i fytochemikalii. Za zvySeni biologické dostupnosti je ¢astecné
zodpovédna i zvySena absorpce, které piperin napomdaha plsobenim na ultrastrukturu

stfevniho kartacového lemu.

Zvysena biologicka dostupnost v kombinaci s piperinem byla potvrzena napfiklad u
barbituratl, resveratrolu, propranololu, theofylinu, kurkuminu, kvercetinu, beta-karotenu,

koenzymu Q10, pyridoxinu, selenu, fylanthinu, ale i u jiZ zminéného docetaxelu [65].

4.3.2.10. Dalsi uc€inky

Piperin zlepsuje u potkan( i neurodegeneraci u stavu kognitivniho deficitu vyvolaného

ethylcholin aziridiniovym iontem. Tento stav je podobny Alzheimerové chorobé.
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Mechanismus Uc¢inku je spojen se zvySenim hustoty neuronll a sinhibici enzymu

acetylcholinesterdzy v hipokampu [66].

Kardioprotektivni aktivita piperinu byla potvrzena studii, kdy byly piperinem |éCeny
mysi, u nichz bylo doxorubicinem vyvolané srdecni poskozeni. Piperin prostfednictvim
aktivace receptoru gama aktivovaného peroxisomovym proliferatorem (PPARYy) zlepSil srde¢ni

funkce, a zaroven snizil oxidacni stres srde¢niho svalu, zanét i apoptoézu [67].

4.4. Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC patfi mezi nejpouzivanéjsi analytické metody této doby. Jednd se o fyzikdlné-
chemickou separacni metodu, jejimz principem je déleni latek mezi mobilni (pohyblivou) fazi,
ve které je analyzovand latka rozpusténa a spolu s ni prochazi za vysokého tlaku kolonou, a
mezi fazi stacionarni (nepohyblivou), disponujici velkym povrchem, kterou je kolona naplnéna.
K tomuto déleni analyzovanych latek Ize vyuzit jakychkoliv vratnych separacnich mechanism(
(rozdélovani — na zékladé rozdilné rozpustnosti, adsorpce, iontova vyména, sitovy efekt gelu

a dalsi) [68, 69].

Vyhodami HPLC jsou jeji citlivost, selektivita, univerzalnost, rychlost, mald spotifeba
analyzovaného vzorku a samozfejmé automatizovatelnost. Pfi jedné analyze jsme schopni za
pomoci HPLC provést separaci, ale i kvantitativni a kvalitativni analyzu jednotlivych slozek

analyzované latky [68].
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Obrdzek 4: Schéma a popis HPLC systému. (Obrdzek prevzat a upraven ze zdroje [95].)

Zakladni soucasti HPLC systému jsou zobrazeny na obrazku 6. Mobilni faze je ze
zasobnik( Cerpana pomoci Cerpadla pod vysokym tlakem do celého chromatografického
systému. Pred privodem do kolony prochdzi mobilni faze degasserem, jenz zajisti odvod vSech
rozpusténych plynl, které by mohly zamezit kontinualnimu prdtoku mobilni faze, casto
zpUsobuiji kolisani zakladni linie a zvysSuji Sum signalu detektoru. Odplynéni pomoci degasseru
Ize nahradit i probublavanim mobilni faze heliem [70]. Dadle mGze mobilni faze prochazet
smésovacem, a to vtakovém pfipadé, kdy je Cerpana z vice nez jednoho zasobniku. Kazdy
zasobnik totiz mGzZe obsahovat jinou kapalinu, z nichZ se sklada vysledna mobilni faze. Mobilni
faze mizZe mit po celou dobu analyzy stejné sloZeni, pricemz je i jeji elu¢ni sila pfi analyze stale
stejnd. Takovouto analyzu nazyvame jako izokratickou eluci. V opaéném pripadé mohou
vysokotlakd Cerpadla a sméSovac zajistit ménici se slozeni mobilni faze v ¢ase analyzy.
S rozdilnym sloZzenim mobilni faze se ménii jeji elucnisila, ktera se obvykle zvysuje diky zvyseni
podilu méné polarni slozky a snizeni podilu polarni slozky (vody). To umozZiuje dosdhnout co
moznd nejlepsiho rozliSeni analyzovanych latek, a zaroven zkratit dobu analyzy na c¢asové

pfijatelnou. Tuto analyzu oznacujeme jako gradientovou eluci [71].

Poté pfichdzi na fadu poZadovany analyzovany vzorek. Ten mizZe byt do

chromatografického systému nadavkovan bud manudalné nebo automatickym davkovacem
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(autosamplerem). Vramci automatizace vsoucasnosti jednoznacné prevazuje uZiti
automatického davkovace vzorku. Jeho hlavni soucasti je obvykle Sesticestny otocny ventil s
davkovaci smyckou definovaného objemu. Ve fazi plnéni je z vialky injektorem nasavan vzorek,
kterym je plnéna ddavkovaci smycka, pricemz mobilni faze protékd mimo tuto smycku.
Nasledné se Sesticestny ventil otoci do pozice, kdy smyckou protéka mobilni faze, jenz s sebou

unasi i vzorek, ktery je timto davkovan na kolonu [70, 71].

Vzorek nasledné spolu s mobilni fazi prochazi analytickou kolonou, kterd je umisténa
v kolonovém prostoru. Kolonovy prostor je termostatovany a ma za ukol udrzovat konstantni
teplotu béhem analyzy. Kolisani teploty pfi analyze by mélo vliv na jeji selektivitu a na retencni

casy [70].

Pred analytickou kolonou muzZe byt nainstalovana jesté predkolona, ta ovsem nema
vliv na samotny priabéh analyzy, slouZi pouze jako ochrana pred poni¢enim analytické kolony

necistotami vzorku a mobilni faze.

Analyticka kolona je naplnéna sorbentem — stacionarni fazi, kterd maze mit polarni i
nepolarni charakter. V pfipadé, Ze je staciondrni faze tvorena polarnim sorbentem, jako
mobilni faze je pouZito nepoldrni rozpoustédlo nebo jejich smés. V tomto ptipadé budou na
polarni stacionarni fazi nejvice zadrzovany polarni analyzované vzorky, a to pfedevsim na
zakladé polarnich interakci (vodikové vazby nebo dipdl-dipdl interakce). Toto usporadani se
nazyva chromatografie na normalni fazi. Castéji je oviem vyuZivdna chromatografie na
obracené (reverzni) fazi, kdy je stacionarni faze tvorena nepolarnim sorbentem a mobilni fazi
zde predstavuji polarni rozpoustédla. Zde jsou hlavnim mechanismem retence hydrofébni
interakce, zastoupeny predevsim van der Waalsovymi silami. Vyhodou chromatografie na
obracené fazi je pravé lepsi prace s polarnimi mobilnimi fazemi, které maiji vyssi teploty varu

a mensi hotlavost [71].

Pfi prdchodu analyzovaného vzorku kolonou interaguji jeho slozky s mobilni i
stacionarni fazi. Slozky, které poskytuji jen slabé interakce se stacionarni fazi, jsou na koloné
méné zadrzovany, proud mobilni faze je unasi s sebou dale ve formé Uzkého pasu, a jsou tak
drive vymyty (eluovany) z kolony. Naopak latky poskytujici silnéjsi interakce se stacionarni fazi

jsou na koloné zadrzovany déle, a i vymyty z kolony budou v pozdéjsim ¢ase. Pokud jednotlivé
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slozky vzorku poskytuji rGzné interakce se stacionarni fazi, mohou byt takto od sebe

odseparovany [68].

Po vymyti z kolony putuji jednotlivé slozky analyzovaného vzorku do detektoru, ve
kterém probihd kvalitativni i kvantitativni hodnoceni vzorku. Detektor prevadi fyzikdlni nebo
chemické vlastnosti analyzovanych slozek vzorku v mobilni fazi na elektricky signal, ktery je
umeérny jejich koncentraci. Detektor by mél pracovat na takovém principu, aby dokazal
detekovat vSechny analyzované slozky vzorku najednou. Detektor by mél byt tedy dostatecné
univerzalni, jeho odezva by méla byt reprodukovateln3, linearni, ale neméla by byt zavisla na
sloZzeni mobilni faze (to by byl problém pfi gradientové eluci). Velice dlleZitou vlastnosti
detektoru je také dostatecné vysoka citlivost i pro velmi malé koncentrace analyzovanych

latek.

V ptipadé nasi analyzy byl pouzit detektor s diodovym polem (DAD — diode array
detector). Tento detektor patfi mezi spektrofotometrické detektory, které vyuzivaji
schopnosti latek absorbovat zareni ve viditelné nebo UV oblasti spektra. To zplsobuje relativni
univerzalnost tohoto detektoru, protoze pravé v této oblasti spektra vykazuje absorbanci
vétSina organickych latek obsahujicich ve své molekule chromofor, pravé pro tyto latky je
spektrofotometrické detektory. Sklada se z pole fotodiod v mnozZstvi nejcastéji 512 az 1024,
jejich pocet udava spektralni rozliSeni detektoru. Diky vysokému poctu fotodiod je detektor
schopen zaznamenavat celé spektrum vinovych délek v redlném case, vysledkem tohoto
procesu je trojrozmérné (3D) spektrum, které nasledné umoznuje zisk UV spekter jednotlivych
sloZzek analyzovaného vzorku, a jejich detekci pfi rizné zvolenych vinovych délkach. Dalsi
vyhodou tohoto detektoru je moznost vyhodnoceni tzv. Cistoty piku, tedy zjisténi pripadné
koeluce dalsich latek. Pro kvantitativni analyzu je zde vyuzit Lambert-Beeruv zakon, kdy plati,
Ze odezva detektoru je pfimo zavisla na délce cely a na koncentraci analyzované latky v mobilni

fazi [72].

Pokud je pouzit nedestruktivni detektor, mobilni faze spolu s analyzovanym vzorkem
ddle odtéka do nadoby s odpadem, do sbérace frakci, pfipadné do ndsledujiciho sériové

zapojeného detektoru [70].
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Elektricky signdl z detektoru putuje dale do komunika¢niho modulu, jenZ je napojen na
pocita¢, na kterém je nainstalovan chromatograficky software. Tento software umoziuje
ovladani analyzy, kontrolu celého systému i generovani a vyhodnoceni ziskanych dat, pomoci

tabulek a chromatogramd.

Chromatogram je predstaven zdvislosti intenzity odezvy detektoru (osa Y) na ¢ase (osa
X), na které jsou znazornény jednotlivé slozky analyzovaného vzorku ve formé
chromatografickych pikd, oddélenych zakladni linii. Kvalitativni charakteristikou kazdé latky je
retenéni ¢as. Ten lze z chromatogramu vycist z osy X, jako vzdalenost maxima daného piku od
¢asu nadavkovani na kolonu (od nuly). Kvantitativnim ukazatelem je plocha pod pikem, ktera

je pfimo umérna koncentraci analyzované latky.

4.5. Typy chromatografickych kolon

Chromatografické kolony napInéné staciondrni fazi, jako zakladni komponenta celého
chromatografického systému, zodpovidaji za jeho Ucinnost, selektivitu i rychlost analyzy. Jak
jiz bylo zminéno vyse, pravé v koloné dochazi k samotné separaci analyzovanych latek. Kolony
jsou vytvoreny nejcastéji z trubice z nerezové oceli, ale mohou byt i z plastu nebo ze skla. Tyto
trubice byvaji dlouhé 10-30 cm a jejich primér se pohybuje v rozmezi 2-5 mm. Uvnitf kolony
je za pomodci frit uzaviena napln, jenz je tvorena sorbentem. Sorbent muze slouzit bud' pfimo
jako staciondrni faze nebo muze byt jeho povrch modifikovdan vhodnou stacionarni fazi [73,

74).

Dle sorbentu mdzeme kolony délit na ¢asticové a monolitické. Casticové kolony jsou
vyplnény malymi poréznimi kulovitymi ¢asticemi. Cim menéi jsou &astice v koloné, tim budou
klast vétsi odpor toku mobilni faze, proto bude nasledné zapotrebi vyssich tlakd v systému.
Pérovitost Castic zajistuje jejich velky povrch, dulezity pro spravnou separaci. Dle povahy lze

Castice délit na:

e Porézni castice — v Casticovych kolonach se tento typ castic vyskytuje nejcastéji.
Pramér ¢astic byva od 1,5 do 5 um, a k tomu kazda z ¢astic disponuje velmi velkym
povrchem, proto lze na kolony stémito c¢asticemi davkovat i vétsi objemy

analyzovanych vzorkd.
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e Povrchoveé porézni Castice (téz také core-shell nebo fused-core) —jsou tvoreny pevnym
neporéznim jadrem, obalenym porézni vrstvou sorbentu. Celkova velikost téchto ¢astic
byva v rozmezi 2 az 5 um. Pfi separaci neprochdazi analyzovand latka do jadra, ale
prochazi pouze vrstvou sorbentu, ktera ma velmi velky povrch. Timto dochazi k mensi
difuzi zén a vyrazné se tak zvysi Ucinnost celé analyzy, protoZe interakce stacionarni a
mobilni faze s analyzovanou latkou jsou mnohem efektivnéjsi. Kolona s timto typem
stacionarni faze byla pouZita v této diplomové praci.

e Pelikuldrni ¢astice — opét jsou tvoreny pevnym jadrem, které jsou nyni oviem obaleny
velmi tenkou vrstvou polymerni stacionarni faze. Jejich povrch i priimér (1,5 az 2,5 um)
je oproti povrchové poréznim casticim velmi redukovany. Diky rychlejSimu prenosu
hmoty jsou tyto ¢astice vhodné pro separaci makromolekul.

e Perflzni ¢astice — pfi jejich vyuziti mGzeme pracovat za nizsich tlak( v systému, protoze
tyto ¢astice maji obvykle vétsi primér (¢asto 10 um). V perfuzni ¢astici se nachdzi dva
typy porl, jenZ tvori propojenou sit. Jedny prichozi, velké 400 az 800 nm, kterymi
prochazi mobilni faze, a druhé mensi (30 az 100 nm), které na né navazuji. Tento typ
Castic se Casto vyuziva pfi rychlé separaci biomakromolekul s vysokou separacni

ucinnosti [74].

Oproti tomu monolitické kolony jsou tvofeny pouze jednim kusem sorbentu. Takovyto
sorbent je syntetizovan primo v koloné nebo se predem pfipravi, a nasledné se do kolony
uzavre. Diky vysoké porozité majiityto sorbenty velmi velky povrch. Porozitu sorbentu zde
zastavaji dva druhy por: makropdory a mesopory. Makropory s primérem obvykle kolem
2 um jsou zodpovédné hlavné za vedeni mobilni faze skrz kolonu. Za samotnou separaci
stoji péry vyrazné mensi (10 nm), které ovsem maji mnohem vétsi povrch, a to mesopéry.
Podil sorbentu z celkového objemu kolony je u monolitickych kolon nejvice 20 % (u kolon
napliovych az 60 %), to umozniuje zvyseni pritoku mobilni faze, ale zaroven i zachovani

nizkého tlaku pfi separaci [74, 75].

4.5.1. Materialy vyuzivané pro vyrobu sorbentt

Nejcastéji vyuzivanym materialem ve vyrobé sorbentl do chromatografickych kolon je

silikagel. Z této latky lIze vytvofit ¢astice s presnym prlimérem i velikosti pérl, oviem jeji
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velkou nevyhodou je nestabilita pti vyssich teplotach i pfi vy$Sim pH. Pfi pH vysSim nez 8 se

silikagel rozpousti, pfi teplotach 60 az 70 °C dochazi k jeho degradaci[74, 76].

Tento problém se v soucasné dobé resi nejéastéji kovalentni modifikaci silanolovych
skupin, respektive hydroxylovych skupin, kterymi je pokryt povrch silikagelu. Modifikace se
provadi nejcastéji organosilanem, ktery nahradi silanolové skupiny za nepolarni funkéni
skupiny [74]. Dle polarity ligandi kovalentné navazanych organosilant se vzniklé

modifikované stacionarni faze pouzivaji v riznych médech chromatografie:

e ligandy s polarnim charakterem se vyuZivaji v chromatografii na normalnich
fazich nebo v chromatografii na bazi hydrofilnich lipofilnich interakci tzv. HILIC
(napf.: -OH, -NO,, PEG)

e ligandy snepoldarnim charakterem jsou vyuZivany vreverznim maddu
chromatografie (napft.: -C8, -C18, amid, fenyl, fluorované faze)

e ligandy se stfedné poldrnim charakterem lze vyuZzit v obou chromatografickych
modech a také i v médu HILIC (napf.: -NHz, -CN)

e pfiiontovyménné chromatografii se pouzivaji ligandy s iontovym charakterem

(NH4*, COO") [74, 76]

Ovsem kvali sterickému branéni navazanych objemnych skupin, nelze takto
modifikovat vesSkeré silanolové skupiny, ale maximalné jejich polovina, pfiéemz druhd
polovina zlstavd ve formé volnych polarnich silanolid. Nemodifikované silanolové skupiny
mohou nepfiznivé ovlivnit separaci, protoZze analyzovana latka by mohla reagovat s jak
chvostovani pikd, predevsim bazickych latek. Tato potiZ je Casto feSena dalsi modifikaci
zbylych  silanolovych  skupin  malymi silany, kupfikladu dimethylchlorsilan  ¢i
trimethylchlorsilan. Tento proces, jenz snizi pocet volnych silanold o dalSich 20 az 30 % se

nazyva ,endcapping” [74, 77].
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Obradzek 5: Zndzornéni ,endcappingu" volnych silanolovych skupin pomoci trimethylchlorsilanu [77].

Dalsi problém, ktery muze nastat pfi modifikaci silikagelu, je hydrolyza a uvolnéni
téchto navazanych zbytk( pfi pH nizSim nez 2. | tento problém je ovSem feSitelny, a to
sterickym chranénim hydolyzovatelné vazby objemnéjsi funkéni skupinou, napfiklad

isopropylovou nebo isobutylovou [74, 77].

Silikagel

Obrdzek 7: Zobrazeni sterického branéni volnych silanolovych skupin navdzdnim objemnych skupin [77].
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Kromé (modifikovaného) silikagelu se samoziejmé pouzivaji i dalS$i materidly pro
vyrobu sorbent(, jednémi z nich jsou oxidy kovu. Nejvice vyuZivan je oxid zirkonicity, ale dale
také oxid hlinity a titanicity. Oxidy kovu jsou vysoce chemicky i fyzikdlné odolné latky, oproti
silikagelu jsou odolné&jsi pri vyssich teplotach i pH. Jejich modifikace je komplikovanéjsi, ale i

presto se na trhu nékteré modifikované sorbenty oxidd kov( nachazeji [74].

Dalsim pouzivanym materidlem jsou polymery, nejéastéji zesitény polystyren,
polyvinylalkoholy a substituované methakrylaty. Jejich modifikace je relativné snadna a jsou
stabilni v Sirokém rozmezi pH. Maji ale zasadni nevyhodu, a to nizsi u¢innost separace a riziko

zmény objemu polymeru pfi kontaktu s nékterymi organickymi rozpoustédly [74].

Atypickym materidlem pro vyrobu sorbentll je i grafitizovany uhlik. Ten je tvoren
poréznimi, hexagonalné usporadanymi, plochymi Supinkami atomu uhliku. Grafitizovany uhlik
je velmi odolny v celém rozmezi pH a snese teploty az do 200°C. Nevyhodami je vysoka
nachylnost k poskozeni za poufZiti vyssich tlakd pfi separaci, nizsi ucinnost, horsi tvary pik( a
téZzce predpovéditelnd selektivita. Tento materidl ovSem nachdzi uplatnéni pfi separaci

polohovych izomer( a stereo-/ diastereoizomert [74].
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4.6. ResSersSe stanoveni gingerolti, shogaolu, piperinu,
kurkuminu a jeho derivatl

Doposud nebyla publikovdna metoda, ktera by stanovovala kombinaci vSech téchto
analyzovanych latek najednou, ale existuje jiz mnoho metod pro stanoveni bud ¢astecné
kombinace téchto latek, nebo pro stanoveni jednotlivych latek. Z nasledujici tabulky je patrné,
Ze pro stanoveni a separaci gingerolU, shogaol(, piperinu, kurkuminu, demethoxykurkuminu
a bisdemethoxykurkuminu je nejcastéji pouZit systém vysokoucinné kapalinové
chromatografie, spolu s kolonami se stacionarnimi fazemi typu C18. Organickou slozku
mobilni fadze nejcastéji tvori acetonitril a k detekci byva ve vétsiné pripadl pouZzit detektor

s diodovym polem.
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Tabulka 1: Prehled predchozich studii a podminek separace gingerold, shogaold, piperinu, kurkuminu a jeho derivata.

Vzorek Stanovované latky Mobilni faze Typ kolony Detektor Zdroj
6-gingerol, 8-gingerol,
10 ks doplrkd stravy a 10-gingerol, 6-shogaol, .
. “OpInKU Stravy §Ing 8 voda + ACN Kinetex C18, 150 x 3 mm, 5 um DAD (78]
praskovaného oddenku zazvoru 8-shogaol, 10-shogaol,
zingeron, 6-paradol
pro detekci a identifikaci:
6-gingerol, 8-gingerol, Waters Xterra MS C18, tandemové
Doplriky stravy 10-gingerol, 6-shogaol, voda + ACN 100 x 2,1 mm, 3,5 um zapojené ESI- [79]
8-shogaol, 10-shogaol Pro kvantifikaci: Agilent ZORBAX MS-MS
SB-C18, 100 x 2,1 mm, 3,5 um
Doplrniky stravy, koreni, ¢aje a 6-gingerol, 8-gingerol, Waters Symmetry C8, 150 x
piniky stravy, koreni, caj EIng ging voda + MeOH y Y DAD [80]
napoje obsahujici zazvor 10-gingerol, 6-shogaol 3,9 mm, 5 um
Vzorky obsahujici kurkuminoidy
z Curcuma longa: kari, hof¢i¢na kurkumin, Voda+0.1% Kinetex C18 Fused-core (Castice
omacka, instantni dyriova polévka, demethoxykurkumin, CH3COOH, ACN + sorbentu s pevnym jadrem), DAD [81]
nudle a instantni korenici prasek na | bisdemethoxykurkumin 0,1 % CH3COOH 100 x 4,6 mm, 2,6 um
nudle
Mikroemulze ziskané )
_ S kurkumin, .
zapouzdienim kurkuminoidniho . ACN + H3PO4 Symmetry C18 250 x 4,6 mm,
. . L . demethoxykurkumin, DAD [82]
prasku v mikroemulzi olej ve vodé ) . (45:55) 5 um
bisdemethoxykurkumin
(0/W)
da + MeOH HiQ Sil C18W, 100 x 1,5 ,
Plody Piper nigrum piperin voas © Qs X mm uv [83]
(30:70) 3 um
0,15 % vodny
Lidskd plazma kurkumin, piperin roztok HCOOH + XB-C8, 250 x 4,6 mm, 5 um ESI-MS-MS [84]

ACN (60:40)
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5. Experimentalni c¢ast

5.1. Pouzité pristroje a pomuicky

5.1.1. Pristroje

Chromatograficky systém:
Chromatograf: Shimadzu LC-10
Pumpy: LC-10AD VP
Degasser: DGU -14 A
Autosampler: SIL-HT A
Termostat kolony: CTO-10AC VP
Detektor: DAD detektor SPD-M10A VP

Vyhodnoceni: Software LC Labsolutions

5.1.2. Kolona

YMC-Triart C18 ExRS 150 x 4,6 mm; 3 um

5.1.3. Pomiuicky

Bézné laboratorni sklo a pomucky

Analytické vahy — Sartorius secura 225D-1CEU
Ultrazvukova lazen — Bandelin SONOREX RK100
Pipety — Brand

Plastové injekéni strikacky — Braun, Omnifix®

PTFE filtry o velikosti port 0,2 um - Whatman™ a filtry 0,45 um nylon — VWR
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5.2. Pouzité chemikalie

5.2.1. Standardy

Demethoxycurcumin 295,0% (HPLC); Sigma-Aldrich
Bisdemethoxycurcumin 295,0% (HPLC); Sigma-Aldrich
Curcumin 299,5% (HPLC); Sigma-Aldrich

Piperine 297%; Sigma-Aldrich

6-Shogaol 298%; ChemFaces

6-Gingerol 298%; ChemFaces

8-Gingerol 298%; ChemFaces

10-Gingerol 298%; ChemFaces

5.2.2. Rozpoustédla

Methanol (HPLC gradient grade); Fisher Chemical
Acetonitril (HPLC gradient grade); Honeywell

Kyselina octova ledova 100,0%; VWR Chemicals

Ultracista voda; Cistici systémem Milli-Q (Millipore, Berford)
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5.3. Testované vzorky

5.3.1. Doplriky stravy

VIESTE Kurkumin — piperin plus (+ zazvor), 60 cps.

VANAVITA Bio tumeric + ginger, 90cps.

BioMedical Ginger root extract, 60 cps.

EPIGEMIC® Shogaol zazvor, 30 cps.

SWANSONZ® Ginger root extract, 60 cps.

SOLGAR® Ginger root (Zingiber officinale), 100 cps.
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Obrdzek 9: Testované doplriky stravy [85—-90].
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5.3.2. Caje

Dilmah Orange & Ginger (flavoured ceylon black tea)
Loyd Brusinky & Zazvor

Teekanne Dychaci cesty a krk se zdzvorem

Pickwick Nos a krk se zazvorem

Tesco Ginger & Lemon

Teekanne Ginger Curcuma

Obrdzek 10: Testované caje [96—101].
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5.4. Deklarovany obsah gingerolti, kurkumind, piperinu a shogaolu v testovanych potravnich

doplncich

Tabulka 2: Deklarovany obsah Idtek v testovanych potravnich doplricich.

Deklarovany obsah rostlinného extraktu (mg/1 cps.)

Vyrobce Nazev pfipravku
Zazvor lékarsky Kurkuma dlouha Cerny pept Shogaol
Kurkumin-piperin
Vieste 50 650 10 -
plus + zazvor
extrakt 10
Vanavita Bio tumeric + ginger 40 670 -
(piperin 9,5)
BioMedical Ginger root extract 427 - - -
250 (standardizovany na 10 % z 10 % gingeroll podil
Epigemic® Shogaol zazvor gingeroll a z toho podil 6- - - 6-gingerol/ 6-shogaol
gingerol/ 6-shogaol min. 30 %) min. 30 %
200 (standardizovano na 20 %
Swanson® Ginger root extract - - -
gingerolt)
500 + praskovy extrakt
Solgar® Ginger root - - -

z korene zazvoru 5
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5.5. Deklarovany obsah zazvoru a kurkumy v testovanych

(el

ajich

Tabulka 3: Deklarovany obsah Idtek v testovanych Cajich.

Obsah zazvoru a kurkumy v %

Vyrobce Nazev Caje
Zazvor lékarsky Kurkuma dlouhd
Dilmah Orange & Ginger 2 -
Loyd Brusinky & Zazvor 13 -

Dychaci cesty a krk
Teekanne 29 -
se zazvorem

Nos a krk se
Pickwick 25 -
zazvorem
Tesco Ginger & Lemon 13 -
Teekanne Ginger Curcuma 43 40

5.6. Priprava roztokl standardu

Standardy 6-gingerolu, 8-gingerolu, 10-gingerolu a 6-shogaolu byly rozpustény v 500
pul methanolu podle tabulky uvedené nize. Standardy piperinu, kurkuminu,
demethoxykurkuminu a bisdemethoxykurkuminu byly rozpustény v acetonitrilu okyseleném
kyselinou octovou 500 pl (49:1). Okyselena faze byla pouZita kvuli lepsi stabilité kurkumina,
které jsou nestabilni pfi neutralnich hodnotach pH [82], zejména bisdemetoxykurkuminu,
ktery se jinak rozkladal. Vsechny sklenéné vialky s roztoky standard( byly uchovavany

v lednicce, aby se tak predchdzelo jejich degradaci.
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5.6.1. Priprava zasobnich roztokt standardi

Tabulka 4: Priprava zdsobnich roztoki standardd.

ACN +
Koncentrace
Standard Navdazka (mg) | Methanol (ul) CHsCOOH

(mg/1)

(49:1)
6-gingerol 0,50 500 - 1000
8-gingerol 0,55 500 - 1100
10-gingerol 0,50 500 - 1000
6-shogaol 0,53 500 - 1060
Piperin 0,51 - 500 1020
Kurkumin 0,51 - 500 1020
Demethoxykurkumin 0,51 - 500 1020
Bisdemethoxykurkumin 0,53 - 500 1060

5.6.2. Priprava pracovnich roztokui standardu

Pracovni roztoky byly pripraveny redénim zasobnich roztok( standardd methanolem.

Zasobni roztoky byly nafedény dvacetkrat, tedy 50 ul z kazdého zasobniho roztoku se naredilo

950 ul methanolu. Dale se pfipravil smésny roztok standard(i smisenim 50 pl kazdého ze

zasobnich standardd, ktery byl nafedén 700 pl methanolu.

5.6.3. Priprava roztoku pro test vhodnosti chromatografického

systému

Pro test vhodnosti chromatografického systému byl pfipraven novy smésny roztok

standardd. Tento byl tvofen 100 pl z kazdého zasobniho standardu a doplnén 200 pl

methanolu do objemu 1000 pl. Tento smésny roztok standardl byl nafedén methanolem

v poméru 50:50. Vysledna koncentrace pripraveného roztoku tedy byla 50 mg/I.
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5.6.4. Priprava roztoku pro opakovatelnost

Nafedény roztok standardd (50 mg/l), ktery byl pouZit pro test vhodnosti

chromatografického systému, byl nasledné vyuzit i pro méreni opakovatelnosti.

5.6.5. PFiprava roztoki pro kalibraci

Z nefedéného smésného roztoku standardd pro test vhodnosti chromatografického
systému (100 mg/l) byla pozdéji pripravena kalibracni fada roztok( o rtizné koncentraci pro

test linearity. Tato kalibraéni fada vznikla fedénim smésného roztoku standardd methanolem

v riznych pomérech, které je shrnuto v tabulce 5.

Tabulka 5: Redéni kalibracnich roztoki standardd.

Objem smésného roztoku standard( Objem methanolu Vysledna koncentrace

(ul) (ul) (mg/1)
100 0 100
80 20 80
60 40 60
40 60 40
20 80 20
10 90 10
5 95 5

2 98 2

5.6.6. Priprava roztoku pro presnost

Bylo navazeno 100 mg vzorku od potravnich doplnik( EPIGEMIC® Shogaol zazvor a

VANAVITA Bio tumeric + ginger, ktery se nasledné extrahoval do 10 ml methanolu, pomoci

ultrazvukové lazné po dobu 15 minut. Déale byla tato smés prefiltrovana do vialek pres 0,2

pum PTFE filtry.

46




5.7. PFiprava analyzovanych vzorku

5.7.1. Doplnky stravy

Obsah tfi kapsli doplfiku stravy byl vysypan a homogenizovan v kadince. Ndsledné bylo
navazeno 100 mg této smési, kterad byla extrahovdna do 10 ml methanolu po dobu 15 minut
pomoci ultrazvukové lazné. Poté byl roztok prefiltrovan pres PTFE filtry o velikosti por 0,2 um

do sklenénych vialek.

5.7.2. Caje

Caje byly pfipraveny dle ndvodu na obalu, byly louhovany po dobu 5-10 minut ve 250
ml horké vody. Takto pfipraveny extrakt byl nasledné prefiltrovan pres PTFE filtry s velikosti

pora 0,2 um do sklenénych vialek.

Druhé vzorky téchto ¢aju byly extrahovany do methanolu. Obsah ¢ajového sacku byl
vysypan do 40 ml methanolu, tato smés byla 15 minut ultrazvukovadna, a nasledné

prefiltrovana do vialek.

5.8. Parametry méreni

K analyze byl pouZit HPLC chromatograf Schimadzu LC-10 vybaveny bindrni pumpou,
degasserem, autosamplerem, kolonovym termostatem a detektorem diodového pole. Pro
kontrolu systému, sbér a vyhodnocovani dat byl vyuZit chromatograficky software LC
Labsolutions. Chromatografie byla provedena pomoci gradientové eluce, kterd je
charakteristickd proménlivym sloZzenim mobilni faze béhem separace. Optimalni
chromatografické podminky, podle kterych byla nasledné provedena i validace, zahrnovaly
jako mobilni fazi A: acetonitril, jako mobilni fazi B: ultracistou vodu. Mobilni faze protékala
kolonou priatokem 1 ml/min. SloZeni gradientu mobilni faze v pribéhu analyzy je zndzornéno

v tabulce 6.
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Tabulka 6: Prubéh findlniho gradientu pouZitého pro validaci metody.

Casovy priibéh gradientu (min) | Zastoupeni mobilni faze B (%)

0,01 -5,00 50

5,00 -9,00 50-25

9,00-9,20 25-10
9,20-11,00 10
11,00-11,20 10-50
11,20-13,00 50

13,01 stop

Separace probihala pfi 30 °C na koloné YMC-Triart C18 ExRS (150 x 4,6 mm) o velikosti
Castic 3 um. Objem davkovaného vzorku na kolonu ¢inil 10 pl. Separované piky byly
detekovany pti nékolika vinovych délkach. Piky gingeroll byly detekovany pfi 281 nm, 6-
shogaol pfi 224 nm, piperin pti 340 nm a piky kurkuminoid@ pfi 420 nm.
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6. Vysledky a diskuze

6.1. Vyvoj analytické metody, optimalizované parametry

6.1.1. Volba vinové délky

DAD detektor umoznil vybér raznych vinovych délek pro detekci jednotlivych analytd.
Detekce byla provedena pfi ¢tyfech vinovych délkach: 224, 281, 340 a 420 nm. Tyto vinové
délky byly vybrany dle absorpénich maxim jednotlivych analyzovanych latek. Namérend

absorpcéni spektra jednotlivych latek v pouZité mobilni fazi jsou nasleduijici:
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Obrdzek 11: Absorpéni spektrum 6-gingerolu. Obrdzek 9: Absorpcni spektrum 8-gingerolu.
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Obrdzek 13: Absorpcni spektrum 10-gingerolu.
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Obrdzek 10: Absorpcni spektrum kurkuminu.
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Obrdzek 16: Absorpcni spektrum piperinu.
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Obradzek 11: Absorpcni spektrum demethoxykurkuminu. Obradzek 18: Absorpcni spektrum bisdemethoxykurkuminu.

Zvolené vinové délky, pfi nichZ byla provadéna detekce, tedy odpovidaly jednotlivym

analyzovanym latkam tak, jak je uvedeno v tabulce 7.

Tabulka 7: Jednotlivé vinové délky, pfi kterych byly detekovdny konkrétni analyzované latky.

Analyzovana latka A (nm)
6-shogaol 224
6-gingerol
8-gingerol 281

10-gingerol
Piperin 340
Kurkumin
demethoxykurkumin 420
bisdemethoxykurkumin

Pro optimalizaci separacnich podminek celé analyzy (volba gradientu a vybér vhodné
kolony) byla vyuzita jednotna vinova délka 276 nm. Pfi této vinové délce se absorpéni spektra
vSech osmi analyzovanych latek prekryvaji, proto je bylo moiné takto detekovat vSechny

soucasneé.
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6.1.2. Volba slozeni mobilni faze

Pti vybéru vhodné mobilni faze se vychazelo z postupl publikovanych v odborné
literature. Bylo vyvinuto jiz nékolik analytickych metod pro stanoveni kurkumin(, piperinu,
gingeroll a shogaolu, ale jesté nebyla v odborné literature publikovana takova metoda, ktera
by stanovila a separovala vSechny tyto latky souc¢asné. Pro separaci gingerolU a shogaolu byla
nejcastéji vyuzita gradientova eluce, pro kterou byly potfeba dvé mobilni faze — mobilni faze
A: acetonitril a mobilni faze B: voda [78, 91]. Pro separaci kurkuminU a piperinu byla vétsSinou
pouzita izokraticka eluce, jejiz mobilni faze se skladala z acetonitrilu a vody (90:10, v/v) [92].

Okyseleny acetonitril na pH 3 byl pouZit pro analyzu samotnych kurkumin@ [93].

Na prvni testované koloné YMC-Triart C18 ExRS 150 x 4,6 mm, 5 um bylo proto v prvotnim
hledani optimalnich podminek separace vyzkouSeno nékolik mobilnich fazi na zakladé

zminéné literatury:

1. Gradientova eluce — mobilni faze A: acetonitril, mobilni faze B: ultracista voda. Pritok
mobilnich fazi byl 1,2 ml/min, eluce trvala 17,50 min, teplota kolonového prostoru
¢inila 30 °C. SloZeni mobilnich fazi béhem eluce je znazornéno v nasledujici tabulce 8.

Z testovanych 8 latek byly kromé prvniho paru oddéleny témér vSechny.

Tabulka 8: Pribéh gradientu (C. 2) pro vybér mobilni faze.

Casovy prabéh gradientu (min) | Zastoupeni mobilni faze B (%)
0,01 -15,00 70-0

15,00 - 15,20 0-70

15,20-17,50 70

17,50 stop
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Obrdzek 19: Chromatogram vyvoje analytické metody. Separace probihala na koloné YMC-Triart C18 ExRS (150 x
4,6mm, 5 um), 17,5 minut pri teploté 30 °C formou gradientové eluce o sloZeni mobilnich fazi A: ultracistd voda, B:
acetonitril.

2. Gradientovd eluce — mobilni faze A: acetonitril, mobilni faze B: 1% kyselina octova.
Ostatni podminky gradientové eluce jsou stejné jako u predchozi analyzy. U této

okyselené faze nedoslo k separaci prvnich 4 pika.
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Obrdzek 20: Chromatogram vyvoje analytické metody. Separace probihala na koloné YMC-Triart C18 ExRS (150 x
4,6mm, 5 um), 17,5 minut pfi teploté 30 °C formou gradientové eluce o sloZeni mobilnich fdazi A: 1% kyselina octovd,
B: acetonitril.
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3. Gradientova eluce — mobilni faze A: methanol, mobilni faze B: ultracista voda. Ostatni
podminky gradientové eluce jsou stejné jako u predchozi analyzy. Vliv methanolu byl

spiSe negativni jelikoZ dochazelo ke koeluci vice paru pik(.
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Obradzek 21: Chromatogram vyvoje analytické metody. Separace probihala na koloné YMC-Triart C18 ExRS (150 x

4,6mm, 5 um), 17,5 minut pfi teploté 30 °C formou gradientové eluce o sloZeni mobilnich fdzi A: ultracistd voda, B:
methanol.
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4. lzokratickd eluce — mobilni faze: methanol : voda 66:33; pratokova rychlost 1,5 ml/min.
Cas analyzy se zkratil na 13 minut, teplota na koloné& byla 30 °C. Isokratickd eluce vedla

ke koeluci vétsiny analyzovanych latek, proto byla vyhodnocena jako zcela nevhodna.
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Obradzek 22: Chromatogram vyvoje analytické metody. Separace probihala na koloné YMC-Triart C18 ExRS (150 x
4,6mm, 5 um), 13 minut pri teploté 30 °C formou isokraticé eluce o sloZeni mobilni fdze mathanol : voda (1 ml/min :
0,5 ml/min).

Jako optimalni pro tuto analyzu byla zvolena gradientova eluce s mobilnimi fazemi A:
acetonitril, B: ultracista voda. Okyseleni mobilni faze sice zajistilo uzsi piky, ale sniZilo odezvu
a rozliseni analyt. Methanol byl pro tuto analyzu vyhodnocen jako zcela nevhodny. Pro dalsi
optimalizaci separace bylo tedy testovdano nékolik vybranych gradient(i s acetonitrilem a

vodou, a dalSich 13 stacionarnich fazi jez jsou uvedeny nize.

6.1.3 Volba vhodného gradientu a kolony

Podminky separace byly pro zkouseni kolon nasledujici: teplota kolonového prostoru
¢inila 30 °C, celd eluce trvala 17,5 minut, nastfik smési standardd byl 10 ul, detekce byla
provadéna pfi 276 nm, pritok mobilni faze 1,0 ml/min, separace latek probihala gradientovou

eluci, kterad zahrnovala dvé mobilni faze — A: acetonitril, B: ultracista voda.

Na kazdé koloné byly zkouSeny 4 linearni gradienty s rliznym obsahem organické faze

na zacatku separace. Prabéh jednotlivych gradientl je popsan v tabulkach 9-12.
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Tabulka 9: Prubéh gradientu C. 1

Casovy prabéh gradientu (min)

Zastoupeni mobilni faze B (%)

0,01 -15,00 80-0
15,00 - 15,20 0-80
15,20-17,50 80
17,50 stop

Tabulka 10: Priibéh gradientu ¢. 2

Casovy pribéh gradientu (min)

Zastoupeni mobilni faze B (%)

0,01-15,00 70-0
15,00 - 15,20 0-70
15,20-17,50 70
17,50 stop

Tabulka 11: Priibéh gradientu ¢. 3

Casovy pribéh gradientu (min)

Zastoupeni mobilni faze B (%)

0,01-15,00 60 -0
15,00 - 15,20 0-60
15,20-17,50 60
17,50 stop
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Tabulka 12: Priibéh gradientu ¢. 4

Casovy priibéh gradientu (min) | Zastoupeni mobilni faze B (%)
0,01-5,00 50

5,00 - 15,00 50-0

15,00 - 15,20 0-50

15,20-17,50 50

17,50 stop

Nejprve byla provedena identifikace jednotlivych piki smési, porovnanim retencnich
¢asl po nastriku dil¢ich standard(. Poté bylo testovdno celkem 14 rlznych staciondrnich fazi.
Na kazdé koloné byly zkouSeny vSechny 4 gradienty. Zkousené kolony jsou shrnuty v tabulce

13.
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Tabulka 13: Seznam testovanych kolon.

Kolona

1 | YMC-Triart C18 ExRS 150 x 4,6 mm, 5 um

2 | YMC-Triart PFP 150 x 4,6 mm, 3 um

3 | YMC-Triart C18 ExRS 150 x 4,6 mm, 3 um

4 | Ascentis® Express 90A AQ-C18 150 x 4,6 mm, 2,7 um

5 | Ascentis® Express 90A RP-Amide 150 x 4,6 mm, 2,7 um

6 | Kinetex® XB-C18, 100A, 150 x 4,6 mm, 2,6 um

7 | Kinetex® EVO C18, 1OOA, 150x 4,6 mm, 2,6 um

8 | Luna® Omega, Polar C18, 1OOA, 150 x4,6 mm, 5 pum

9 | ARION® Plus C18, 150 x 4,6 mm, 3 pm

10 | ARION® Polar C18, 150 x 4,6 mm, 3 um

11 | ARION® Phenyl-Butyl, 150 x 4,6 mm, 3 um

12 | ACE UltraCore Super C18, 150 x 4,6 mm, 2,5 um,

13 | ACE UltraCore, Super Phenyl-Hexyl, 150 x 4,6 mm, 2,5 um

14 | Avantor® ACE® Excel, C18-Amide, 150 x 4,6 mm, 2 um

Pti hodnoceni chromatogram( jednotlivych kolon se pfihlizelo zejména k rozliseni
jednotlivych latek, symetrii pik(i, ale i kcelkovému c¢asu separace. Na nasledujicich
chromatogramech jsou zobrazeny pouze pfiklady kolon s nejlepsi Uucinnosti z hlediska rozliseni
a Casu separace. Jednotlivé separované latky jsou oznaéeny zkratkami: 6-GING — 6-gingerol, 8-
GING - 8-gingerol, 10-GING — 10-gingerol, 6-SHOG — 6-shogaol, PIP — piperin, KUR — kurkumin,

DMK — demethoxykurkumin, BDMK — bisdemethoxykurkumin.
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Kolona ¢. 3: YMC-Triart C18 ExRS 150 x 4,6 mm, 3 um
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Obrdzek 23: Chromatogram separace na koloné YMC-Triart C18 ExRS 150 x 4,6 mm, 3 um, za pouZiti gradientu C. 1.

bisdemethoxykurkumin tvofili jeden pik.
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Obrdzek 24: Chromatogram separace na koloné YMC-Triart C18 ExRS 150 x 4,6 mm, 3 um, za pouZiti gradientu ¢. 2.

Pfi gradientu €. 2 opét nebyly dostatecné odseparovany 6-gingerol a bisdemethoxykurkumin,

jenz tvorili jeden pik. Celd separace se ale lehce ¢asové zkratila.
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Obrdzek 25: Chromatogram separace na koloné YMC-Triart C18 ExRS 150 x 4,6 mm, 3 um, za pouZiti gradientu c. 3.

Jednotlivé latky nebyly ani pfi gradientu ¢. 3 dostatecné odseparovany, 6-gingerol a

bisdemethoxykurkumin opét tvofili jeden pik. Celd analyza se v ¢ase ale vyrazné zkratila.
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Obrdzek 26: Chromatogram separace na koloné YMC-Triart C18 ExRS 150 x 4,6 mm, 3 um, za pouZiti gradientu ¢. 4.

VSechny analyzované latky byly pfi gradientu ¢. 4 dostatecné rozliSeny az na zdkladni linii,

proto byla tato kolona vyhodnocena jako optimalni pro pouziti.
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Kolona €. 6: Kinetex® XB-C18, 1004, 150 x 4,6 mm, 2,6 um
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Obrdzek 27: Chromatogram separace na koloné Kinetex® XB-C18, 1004, 150 x 4,6 mm, 2,6 um, za pouZiti gradientu
¢ 1.

Jednotlivé latky nebyly pfi gradientu €. 1 dostatecné odseparovany, kurkumin a piperin tvofili

dvojpik.
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Obrdzek 28: Chromatogram separace na koloné Kinetex® XB-C18, 1004, 150 x 4,6 mm, 2,6 um, za pouZiti gradientu
C. 2.

Analyzované latky nebyly pfi gradientu €. 2 opét dostatecné odseparovany, kurkumin a piperin

tvorili dvojpik, ktery byl ovSsem rozliSen vice, nez pfi gradientu ¢. 1.
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Obrdzek 29: Chromatogram separace na koloné Kinetex® XB-C18, 1004, 150 x 4,6 mm, 2,6 um, za pouZiti gradientu
¢ 3.

Jednotlivé latky nebyly znovu pfi gradientu €. 3 dostate¢né odseparovany, kurkumin a piperin

tvofili dvojpik. Celd analyza se ale vyrazné zkratila v ¢ase.
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Obrdzek 30: Chromatogram separace na koloné Kinetex® XB-C18, 1004, 150 x 4,6 mm, 2,6 um, za pouZiti gradientu
. 4.

Jednotlivé latky pfi gradientu ¢. 4 nebyly dostatecné rozliSeny az na zakladni linii. Kurkumin a

piperin opét tvorili dvojpik, ktery byl ovsem rozlisen vice, nez u predchozich gradientd.
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Kolona ¢. 10: ARION® Polar C18, 150 x 4,6 mm, 3 um
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Obrdzek 31: Chromatogram separace na koloné ARION® Polar C18, 150 x 4,6 mm, 3 um, za pouZiti gradientu ¢. 1.
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Analyzované latky nebyly pfi gradientu ¢. 1 dostate¢né odseparovany, kurkumin a piperin

tvofili jeden pik.
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Obrdzek 32: Chromatogram separace na koloné ARION® Polar C18, 150 x 4,6 mm, 3 um, za pouZiti gradientu ¢. 2.

0 25

Jednotlivé latky nebyly pfi gradientu €. 2 dostatecné odseparovany, kurkumin a piperin opét

tvofili jeden pik.
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Obrdzek 33: Chromatogram separace na koloné ARION® Polar C18, 150 x 4,6 mm, 3 um, za pouZiti gradientu ¢. 3.
Jednotlivé latky nebyly pfi gradientu ¢. 3 opét dostatecné odseparovany, kurkumin a piperin

stdle tvofili jeden pik, celd analyza se ovsem lehce zkratila v Case.
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Obrdzek 34: Chromatogram separace na koloné ARION® Polar C18, 150 x 4,6 mm, 3 um, za pouZiti gradientu ¢. 4.

Jednotlivé latky nebyly pfi gradientu ¢ 4 dostatecné rozliSeny az na zakladni linii,
demethoxykurkumin a kurkumin tvofili dvojpik, ale oproti predchozim gradientdm na této

koloné, zde bylo zfetelné vidét vSech 8 pik.
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Po otestovani vSech Ctyr gradientl na vSech dvanacti testovanych kolonach, byla jako
optimalni kolona vyhodnocena kolona €. 3: YMC-Triart C18 ExRS 150 x 4,6 mm, 3 um cdstice,

s gradientem ¢€. 4.

Poté, co byla zjiSténa optimalni kolona a gradient, byl gradient €. 4 poupraven, s cilem
zkraceni celé analyzy. Upravou gradientu se analyzu podafilo zkratit ze 17,5 minut na 13

minut. Prlbéh upraveného gradientu je zndzornén v tabulce 14.

Tabulka 14: Pribéh findlniho gradientu.

Casovy priibéh gradientu (min) | Zastoupeni mobilni faze B (%)
0,01 -5,00 50
5,00-9,00 50-25
9,00-9,20 25-10
9,20-11,00 10
11,00-11,20 10-50
11,20-13,00 50
13,01 stop

Chromatogram finalniho gradientu na testované koloné ¢. 3: YMC-Triart C18 ExRS 150

x 4,6 mm, 3 um, je zobrazen na nasledujicim obrazku.
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Obrdzek 35: Chromatogram separace za findlnich podminek.
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6.2. Validace vyvinuté metody za findlnich podminek

6.2.1. Test vhodnosti chromatografického systému

K hodnoceni se vyuzil pracovni roztok smési standardl (viz kapitola 5.6.3.) na
koncentracéni hladiné 50 mg/l, bylo provedeno Sest nastfikl. Pro stanoveni testu vhodnosti
chromatografického systému se hodnotili: opakovatelnost retencénich cas (tg), faktor
symetrie (As), rozliSeni (Rs), kapacitni faktor (k), Sitka piku v10 % vysky (Whio) a

opakovatelnost ploch pikd.

Tabulka 15: Parametry testu vhodnosti chromatografického systému.

Standardy tr trRSD (%) | As Rs k Whi1o
6-gingerol 6,487 0,233 - 19,120 | 5,862 0
bisdemethoxykurkumin | 6,722 0,241 - 0,864 | 3,370 0

demethoxykurkumin 7,459 0,185 1,128 | 2,851 | 4,103 | 0,225

kurkumin 8,035 0,138 1,152 | 2,739 | 4,440 | 0,189
piperin 8,399 0,121 1,154 | 1,888 | 4,541 | 0,186
8-gingerol 10,459 0,066 1,169 | 12,094 | 7,256 | 0,140
6-shogaol 11,081 0,045 1,224 | 4,507 | 6,550 | 0,116
10-gingerol 12,192 0,037 1,192 | 8,340 | 7,761 | 0,129

Chromatogramy ziskané pfi testu vhodnosti chromatografického systému jsou

zobrazeny na nasledujicich obrazcich.
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Obrdzek 36: Chromatogram testu vhodnosti chromatografického systému naméreny pfi vinové délce 276 nm.
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Obrdzek 37: Chromatogramy testu vhodnosti chromatografického systému namérené privinovych délkdch 281,
420, 340 a 224 nm.
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Pro stanoveni opakovatelnosti ploch jednotlivych pik(i byla provedena analyza Sesti
nastfik smésného roztoku standardd na koncentraéni hladiné 50 mg/I (viz kapitola 5.6.4.).
Opakovatelnost se posuzuje hodnotou relativni smérodatné odchylky ploch pod piky, kterd se

vypocitd dle nasledujiciho vzorce:

smérodatna odchylka
RSD = — * 100
primér

Vysledky opakovatelnosti jsou zaznamenany v tabulce 16.
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Tabulka 16: Viysledky opakovatelnosti ploch piku jednotlivych standardd.

Standard 6-gingerol | 8-gingerol | 10-gingerol | 6-shogaol | Piperin | Kurkumin | Demethoxykurkumin | Bisdemethoxykurkumin
425912 390240 324494 3115441 | 3941559 | 6097602 6767342 7958496
429307 396093 327138 3111502 | 3942891 | 6111142 6784090 8015738
417203 388145 326033 3095170 | 3913098 | 6069934 6739512 7999824
Plocha pod pikem
426973 390223 328479 3122358 | 3946081 | 6109018 6789805 8095477
429230 391651 328094 3129663 | 3959464 | 6120045 6801841 8138880
436567 397304 332942 3163512 | 4007782 | 6195073 6887175 8266113
Prdmeér 427532 392276 327863 3122941 | 3951813 | 6117136 6794961 8079088
Smérodatna
6282 3624 2879 23021 31329 41938 50066 112837
odchylka
RSD (%) 1,47 0,92 0,88 0,74 0,79 0,69 0,74 1,40
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6.2.2. Linearita

Pro stanoveni linearity byla pfipravena kalibra¢ni rfada roztok(l standard(i o osmi
koncentracich od 2 do 100 mg/| (viz kapitola 5.6.5.). Byly provedeny tfi nastfiky od kazdé
koncentrace, pro vypocet se pouzily primérné hodnoty ploch pod piky. Vysledky byly
hodnoceny metodou linedrni regrese, jako zavislost prlméru plochy pod pikem na

koncentraci.
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6.2.2.1. Kalibracni zavislost 6-gingerolu
Tabulka 17: Viysledky testu linearity 6-gingerolu.
Koncentrace (mg/l) Pramérna plocha pod pikem

2 17743
5 50510
10 94972
20 184255
40 381611
60 588671
80 770642
100 935700
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Obrdzek 38: Kalibracni zdvislost 6-gingerolu.

Tabulka 18: Parametry linedrni regrese 6-gingerolu.

Statistické parametry pro regresi:y=kx+q

Pocet bodli n= 8 Odhad chyby
Smérnice k= 9500 t 110
Absolutni ¢len gs= 1559 + 5777
Korelacni koeficient r= 0,999599
Rezidudlni odchylka s= 10745
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6.2.2.2. Kalibracni zavislost 8-gingerolu

Tabulka 19: Vysledky testu linearity 8-gingerolu.

Koncentrace (mg/l) Pramérna plocha pod pikem
2,2 16141
5,5 46186
11 87420
22 172839
44 352662
66 543690
88 714994
110 853371
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Obrdzek 39: Kalibracni zdvislost 8-gingerolu.
Tabulka 20: Parametry linedrni regrese 8-gingerolu.
Statistické parametry pro regresi:y =k x + q
Pocet bodl n= 8 Odhad chyby
Smérnice k= 7925 + 122
Absolutni ¢len g-= 2966 + 7040
Korelaéni koeficient r= 0,999293
Rezidualni odchylka s= 13094
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6.2.2.3. Kalibracni zavislost 10-gingerolu

Tabulka 2: Vysledky testu linearity 10-gingerolu.

Koncentrace (mg/l) Pramérna plocha pod pikem
2 13643
5 38913
10 73652
20 145251
40 296337
60 457926
80 600537
100 728829
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Obrdzek 40: Kalibracni zavislost 10-gingerolu.

Tabulka 22: Parametry linedrni regrese 10-gingerolu.

Statistické parametry pro regresi:y=kx +q

Pocet bodl n= 8 Odhad chyby

Smérnice k = 7399 83

I+

I+

Absolutni ¢len g-= 1179 4355

Korela¢ni koeficient r= 0,999625

Rezidualni odchylka s= 8099
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6.2.2.4. Kalibracni zavislost 6-shogaolu

Tabulka 3: Vysledky testu linearity 6-shogaolu.

Koncentrace (mg/l) Pramérna plocha pod pikem

2,12 133142
53 376043
10,6 710592
21,2 1401934
42,4 2841518
63,6 4318186
84,8 5565185
106 6394757
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Obradzek 41: Kalibracni zdvislost 6-shogaolu.

Tabulka 4: Parametry linedrni regrese 6-shogaolu.

Statistické parametry pro regresi:y =k x + q

Pocet bodli n= 8
Smérnice k= 62437 t
Absolutni ¢len gs= 95162 +
Korelaéni koeficient r= 0,997391
Rezidudlni odchylka s= 191275

Odhad chyby

1845
102846
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6.2.2.5. Kalibracni zavislost piperinu

Tabulka 25: Vysledky testu linearity piperinu.

Koncentrace (mg/l) Pramérna plocha pod pikem
2,04 152002
51 449468
10,2 870422
20,4 1741609
40,8 3592521
61,2 5566041
81,6 7350247
102 8711967
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Obrdzek 42: Kalibracni zdvislost piperinu.
Tabulka 26: Parametry linedrni regrese piperinu.
Statistické parametry pro regresi:y =k x + q
Pocet bodl n= 8 Odhad chyby
Smérnice k= 87738 + 1501
Absolutni ¢len gs= 8118 + 80542
Korelaéni koeficient r= 0,999122
Rezidudlni odchylka s= 149793
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6.2.2.6. Kalibracni zavislost kurkuminu

Tabulka 27: Vysledky testu linearity kurkuminu.

Koncentrace (mg/l) Pramérna plocha pod pikem

2,04 240077
5,1 712691
10,2 1351804
20,4 2668508
40,8 5455837
61,2 8393294
81,6 10966425
102 12759434
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Obrdzek 43: Kalibrac¢ni zavislost kurkuminu.

Tabulka 28: Parametry linedrni regrese kurkuminu.

Statistické parametry pro regresi:y=kx +q

Pocet bodli n= 8
Smérnice k= 129114 t
Absolutni ¢len gs= 100046 +
Korelaéni koeficient r= 0,998327
Rezidudlni odchylka s= 304557

Odhad chyby

3053
163756
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6.2.2.7. Kalibracni zavislost demethoxykurkuminu

Tabulka 29: Vysledky testu linearity demethoxykurkuminu

Koncentrace (mg/l) Pramérna plocha pod pikem

2,04 268729

5,1 793028

10,2 1506658
20,4 2978565
40,8 6089040
61,2 9367640
81,6 12252247
102 14242757
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Obrdzek 44: Kalibracni zdvislost demethoxykurkuminu.

Tabulka 30: Parametry linedrni regrese demethoxykurkuminu.

Statistické parametry pro regresi:y=k x +q

Pocet bodli n= 8
Smérnice k= 144180 t
Absolutni ¢len gs= 109958 +
Korela¢ni koeficient r= 0,998311
Rezidudlni odchylka s= 341714

Odhad chyby

3425
183734
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6.2.2.8. Kalibracni zavislost bisdemethoxykurkuminu

Tabulka 31: Vysledky testu linearity bisdemethoxykurkuminu.

Koncentrace (mg/l) Pramérna plocha pod pikem
2,12 322563
5,3 955994
10,6 1823645
21,2 3616217
42,4 7409221
63,6 11404363
84,8 14929990
106 17481249
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Obrdzek 45: Kalibracni zdvislost bisdemethoxykurkuminu.

Tabulka 32: Parametry linedrni regrese bisdemethoxykurkuminu.

Statistické parametry pro regresi:y=kx +q
Pocet bodl n= 8 Odhad chyby
Smérnice k= 169902 + 3666
Absolutni ¢len gs= 106586 + 204365
Korela¢ni koeficient r= 0,998606
Rezidudlni odchylka s= 380082
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6.2.3. Pfesnost

K urceni parametru presnosti bylo vyuZito dvou vzorkd — EPIGEMIC® Shogaol zazvor a
VANAVITA Bio tumeric + ginger, jejichZ pfiprava je popsana v kapitole 5.6.6. Tyto dva potravni
dopliky byly vybrany proto, aby bylo pokryté celé spektrum analyzovanych latek, jelikoz neni
dostupny Zzadny doplnék osahujici vSech 8 latek spolecné. Od obou vzork( bylo pfipraveno Sest
navazek, které byly nasledné extrahovdny do roztoku methanolu. Kazdy z pfipravenych
roztokd byl dvakrat nadavkovan na kolonu. Timto byly ziskany priméry ploch pod piky, které
se poté prepocitali na jednotnou navazku 100 mg dle vzorce:

100
m

x = Ax

kde: A je prGmér ploch piki a m se rovna redlné hmotnosti navazky. Vysledky presnosti vzorku

jsou zaznamenany v tabulkach 33 a 34.

Tabulka 33: Vysledky presnosti — vzorek EPIGEMIC® Shogaol zdzvor.

6-gingerol | 8-gingerol | 10-gingerol | 6-shogaol Piperin
oS %“ 2569124 426775 582801 4119884 36294
v
i g
' ‘;' 2571441 429623 595029 4143565 36487
O
X
Py % 2578933 431764 598865 4144401 36574
2 c
T ©
o \‘: 2581673 425029 591600 4136999 36625
w e
c s
LTINS 2614412 429390 607212 4194924 37042
og QS)-
e’s 2565165 423936 591834 4116712 36726
Primer 2580125 427753 594557 4142747 36625
Smérodatna odchylka 17887 3007 8165 28140 251
RSD (%) 0,69 0,70 1,37 0,68 0,69
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Tabulka 34: Vysledky presnosti - vzorek VANAVITA Bio tumeric + ginger.

Bisdemethoxykurkumin | Demethoxykurkumin | Kurkumin | Piperin

- g 4280513 5986490 12871423 | 8233441

a4

29

§ - 4231139 5912319 12860713 | 8115356

S5

3% 4302121 5974884 13113330 | 8513406

e g

T ®©

2 < 4216066 5878969 12969038 | 8374899

o 2

c 8

’E s, 4213959 5876031 12962557 | 8370714

o3 09-)-

e s 4186586 5832531 12885416 | 8488767
Priimér 4238397 5910204 12943746 | 8349431
meér na

Smérodatna 43972 60306 95163 | 152085
odchylka

RSD (%) 1,04 1,02 0,74 1,82

6.3. Stanoveni analyzovanych vzorku

6.3.1. Doplnky stravy

Od kazdého testovaného doplriku stravy bylo navazeno tfikrat 100 mg. Pfiprava téchto

vzorkU je popsdna v kapitole 5.7.1. Kazdy z ptipravenych roztok( byl poté dvakrat davkovan

na kolonu. Byly tak ziskany plochy pik(, ze kterych se stanovil jejich primér. Z pridmérnych

hodnot jednotlivych analyzovanych

analyzovanych

latek

Ay

v mg/l dle

Cx = * Cgt

Ast

cx ...koncentrace analyzované latky

Ax...priimérna plocha pod pikem analyzované latky

Cst ...koncentrace standardu

Ast ...primérna plocha pod pikem standardu
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latek a standard( byla vypocétena koncentrace

vzorce:




Dale pro vypocet obsahu v mg potravniho dopliku byl proveden prepocet na objem

extrakéniho cCinidla a celkovou hmotnost tablety.

Priklady chromatogramu ziskanych analyzou potravnich doplikd jsou pro zajimavost
zobrazeny na nasledujicich obrazcich. Zadny ztestovanych potravnich doplikil oviem
neobsahoval vSechny analyzované latky najednou, vidy byla naméfena pouze jejich ¢astecna

kombinace.
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Obrdzek 46: Chromatogramy potravniho doplriku VIESTE Kurkumin — piperin plus (+ zdzvor).
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Obrdzek 47: Chromatogramy potravniho doplriku BioMedical Ginger root extract.



mAU

5004
:281nm 0] 0 (U]
] P =z <
250 O ©) Q
] © es] =
o
T T T T T T T T T T T
1.0 20 40 50 7.0 80 9.0 10.0 11.0 12.0 min
mAU
100 340nm
50 n
o
0 P, A, Y
ol 1 v 1 1 1 1 [ ] 1
1.0 2.0 40 5.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 min
mAU
20004224nm
1 Q
= 0
1000 »
] /\ ©
0] -
——— —— N T e B e e P I ey Ry
10 20 40 50 70 80 90 100 110 120 min

Obradzek 48: Chromatogramy potravniho doplriku SWANSON® Ginger root extract.
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Obradzek 49: Chromatogramy potravniho doplriku SOLGAR® Ginger root (Zingiber officinale).

Vysledky stanoveni jsou sumarizovany v nasledujicich tabulkach, pro prehlednost je

pridana i tabulka deklarovaného obsahu latek v testovanych potravnich doplncich.
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Tabulka 35: Deklarovany obsah Iatek v testovanych potravnich doplncich.

Deklarovany obsah rostlinného extraktu (mg/1 cps.)

Vyrobce Ndazev pfipravku
Zazvor lékarsky Kurkuma dlouha Cerny pept Shogaol
Kurkumin-piperin
Vieste 50 650 10 -
plus + zazvor
extrakt 10
Vanavita Bio tumeric + ginger 40 670 -
(piperin 9,5)
BioMedical Ginger root extract 427 - - -
250 (standardizovany na 10 % z 10 % gingeroll podil
Epigemic® Shogaol zazvor gingeroll a z toho podil 6- - - 6-gingerol/ 6-shogaol
gingerol/ 6-shogaol min.30 %) min. 30 %
200 (standardizovano na 20 %
Swanson® Ginger root extract - - -
gingerolQ)
500 + praskovy extrakt
Solgar® Ginger root - - -

z korene zazvoru 5
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Tabulka 36: Stanoveni gingerold, shogaolu, kurkumind a piperinu ve vybranych potravnich doplricich, obsahujicich zdzvor a/ nebo kurkumu a piperin.

Testované doplnky stravy

Mnozstvi nalezené v jedné kapsli (mg)

6- Suma gingerol( a Suma
8-GING | 10-GING | 6-SHOG PIP | KUR | DMK | BDMK
GING shogaolu kurkumin
VIESTE Kurkumin — piperin
0,13 - - - 0,13 0,38 (4,07 | 1,30 | 0,77 6,14
plus (+ zazvor)
VANAVITA Bio tumeric +
- - - - 0,00 6,78 |7,15| 2,91 | 1,70 11,76
ginger
BioMedical Ginger root extract | 0,53 0,08 0,19 0,05 0,85 - - - - 0,00
EPIGEMIC® Shogaol zazvor 8,42 1,52 2,48 1,90 14,32 0,01 - - - 0,00
SWANSONZ® Ginger root
12,38 2,00 3,41 5,30 23,09 0,01 | - - - 0,00
extract
SOLGAR® Ginger root (Zingiber
1,85 0,42 0,87 0,64 3,78 - - - - 0,00

officinale)
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Tabulka 37: Procentudlni obsah analyzovanych latek z deklarovaného mnoZstvi v potravnich doplricich.

Testované doplriky stravy

Obsah analyzovanych latek z deklarovaného mnoiZstvi extraktu (%)

Gingeroly a shogaol Piperin Kurkuminy
VIESTE Kurkumin — piperin plus (+
0,26 3,80 0,94
zazvor)

VANAVITA Bio tumeric + ginger 0,00 71,37 1,76
BioMedical Ginger root extract 0,20 0,00 0,00
EPIGEMIC® Shogaol zazvor 5,73 0,00 0,00
SWANSONZ® Ginger root extract 11,55 0,00 0,00

SOLGAR® Ginger root (Zingiber
0,75 0,00 0,00

officinale)
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6.3.2. Caje

Nad ramec této diplomové prace byl jen pro zajimavost zméren obsah analyzovanych latek i
ve vzorcich ¢aju obsahujicich zazvor, pripadné i kurkumu. Vzorky ¢aju byly pripraveny dle
kapitoly 5.7.2. Jedny vzorky byly extrahovany do methanolu, z druhych vzork( byl ptipraven
nalev v horké vodé (dle doporucené pfipravy na obalu). Jednotlivé vzorky byly nasledné
davkovany na kolonu. Pro vypocet obsahu analyzovanych latek v jednotlivych ¢ajich byl pouzit
stejny postup jako u potravnich doplikl. Pro vypocet obsahu v mg testovaného caje byl

proveden prepocet na objem extrakéniho Cinidla a 1 g ¢aje.

Priklady chromatograf( ziskanych pfi analyzach ¢aja extrahovanych do horké vody

jsou na nasledujicich obrazcich.
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Obradzek 50: Chromatogram caje Dilmah Orange & Ginger (flavoured ceylon black tea) extrahovaného do horké
vody.
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Obrdzek 51: Chromatogram caje Loyd Brusinky & Zdzvor extrahovaného do horké vody.
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Obrdzek 52: Chromatogram caje Teekanne Dychaci cesty a krk se zdzvorem extrahovaného do horké vody.
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Obrdzek 53: Chromatogram caje Teekanne Ginger Curcuma extrahovaného do horké vody.
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Ve vSech vzorcich ¢aju, které byly extrahovany do horké vody bylo mozno

detekovat pouze 6-gingerol.
Na nasledujicich obrazcich jsou zobrazeny priklady chromatogram( testovanych
¢ajl, které byly extrahovany do methanolu.
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Obrdzek 54: Chromatogram caje Dilmah Orange & Ginger (flavoured ceylon black tea) extrahovaného do
methanolu.
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Obrdzek 55: Chromatogramy cCaje Loyd Brusinky & Zdzvor extrahovaného do methanolu.
mAU
1281nm Q)
] Zz
50 (_fl)
] J\_,Mi/\
] —
0 — —~ A
R T R R R R T T R T
mAU
{340nm W/
254
] o
(i
[ E—
R 20 30 4o 5'0 60 7o g'o’ o'o 10.0 110 120 min
mAU
1224nm [©)
500- %
] ?
1 ©
L e N o B B By L B By Sy B R |
1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 min

Obrdzek 56: Chromatogramy caje Teekanne Dychaci cesty a krk se zdzvorem extrahovaného do methanolu.
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Obrdzek 57: Chromatogramy Caje Teekanne Ginger Curcuma extrahovaného do methanolu.

Extrakci testovanych vzorkd ¢ajli do methanolu bylo detekovano vice analyzovanych
latek nez extrakci do horké vody. V Zzadném ze vzorku ¢ajli oviem nebyly detekovany viechny

z nami analyzovanych latek najednou.

Vysledky stanoveni jsou sumarizované v nasledujicich tabulkach, pro prehlednost je

pfidana i tabulka deklarovaného obsahu latek v testovanych cajich.

Tabulka 38: Deklarovany obsah ldtek v testovanych Cajich.

Obsah zazvoru a kurkumy v %
Vyrobce Nazev Caje
Zazvor lékarsky Kurkuma dlouhad
Dilmah Orange & Ginger 2 -
Loyd Brusinky & Zazvor 13 -
Dychaci cesty a krk se
Teekanne 29 -
zazvorem
Pickwick Nos a krk se zazvorem 25 -
Tesco Ginger & Lemon 13 -
Teekanne Ginger Curcuma 43 40
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Tabulka 39: Stanoveni gingerolt, shogaolu, kurkumint a piperinu ve vybranych cajich extrahovanych do horké
vody, obsahujicich zdzvor a/ nebo kurkumu.

Testované Caje extrahované do horké vody Mnozstvi nalezené v 1 g aje (mg)
6-gingerol

Dilmah Orange & Ginger (flavoured ceylon black tea) 0,01
Loyd Brusinky & Zazvor 0,33
Teekanne Dychaci cesty a krk se zdzvorem 0,68
Pickwick Nos a krk se zazvorem 0,38
Tesco Ginger & Lemon 0,47
Teekanne Ginger Curcuma 0,04

Tabulka 40: Procentudlini obsah analyzovanych latek z deklarovaného mnoZstvi testovanych caju extrahovanych
do horké vodly.

Obsah analyzovanych latek
z deklarovaného mnozstvi zazvoru
Testované Caje extrahované do horké vody a kurkumy (%)
6-gingerol

Dilmah Orange & Ginger (flavoured ceylon black tea) 0,00
Loyd Brusinky & Zazvor 0,00
Teekanne Dychaci cesty a krk se zazvorem 0,02
Pickwick Nos a krk se zazvorem 0,01
Tesco Ginger & Lemon 0,01
Teekanne Ginger Curcuma 0,00
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Tabulka 41: Stanoveni gingerold, shogaolu, kurkumini a piperinu ve vybranych Cajich extrahovanych do methanolu, obsahujicich zdzvor a/ nebo kurkumu.

Testované ¢aje extrahované

Mnoistvi nalezené v 1 g ¢aje (mg)

Suma gingerol( Suma
do methanolu 6-GING | 8-GING | 10-GING | 6-SHOG PIP KUR | DMK | BDMK
a shogaolu kurkumin(

Dilmah Orange & Ginger

0,02 - - - 0,02 - - - - 0,00
(flavoured ceylon black tea)

Loyd Brusinky & Zazvor 0,36 0,12 0,11 0,10 0,69 - - - - 0,00

Teekanne Dychaci cesty a
1,31 0,26 0,45 0,25 2,27 0,01 - - - 0,00

krk se zazvorem
Pickwick Nos a krk se
1,40 0,25 0,43 0,17 2,25 - - - - 0,00
zazvorem

Tesco Ginger & Lemon 0,55 0,10 0,16 0,08 0,89 - - - - 0,00
Teekanne Ginger Curcuma 1,96 0,33 0,67 0,36 3,32 - 3,04 1,31 0,73 5,08
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Tabulka 42: Procentudlni obsah analyzovanych ldatek z deklarovaného mnoZstvi testovanych caji extrahovanych
do methanolu.

Obsah analyzovanych latek z deklarovaného mnozstvi

Testované Caje extrahované do zazvoru a kurkumy (%)
horké vody
Gingeroly a shogaol Piperin Kurkuminy
Dilmah Orange & Ginger 0,00 0,00 0,00

(flavoured ceylon black tea)

Loyd Brusinky & Zazvor 0,01 0,00 0,00

Teekanne Dychaci cesty a krk se 0,07 0,00 0,00
zazvorem

Pickwick Nos a krk se zazvorem 0,06 0,00 0,00

Tesco Ginger & Lemon 0,01 0,00 0,00

Teekanne Ginger Curcuma 0,14 0,00 0,20
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7. Zaveér

Tato diplomova prdce se zamérovala na stanoveni obsahu 6-, 8- a 10-gingerolu, 6-
shogaolu, piperinu, kurkuminu, demethoxykurkuminu a bisdemethoxykurkuminu v 6
testovanych potravnich doplncich. Nad ramec této prace byly tyto latky stanoveny i v 6
testovanych ¢ajich obsahujicich zazvor a/ nebo kurkumu. Pro stanoveni téchto osmi latek byla
vyvinuta, optimalizovana a validovdna chromatografickda metoda. U této validované metody
byla pouZita gradientova eluce se dvéma mobilnimi fazemi, mobilni faze A: ACN a B: ultradista
voda. Eluce viech 8 latek trvala 13 minut na koloné YMC-Triart C18 ExRS (150 x 4,6 mm) o
velikosti ¢astic 3 um, pfi teploté 30 °C. Detekce analyzovanych latek byla provddéna pomoci
detektoru diodového pole pti vinovych délkach 281 nm pro gingeroly, 224 nm pro 6-shogaol,

340 nm pro piperin a 420 nm pro kurkuminy.

Vysledky stanoveni obsahu testovanych potravnich doplikd byly sumarizovany
v tabulkdch 36 a 37. ProtoZe presny deklarovany obsah gingeroll v extraktech potravnich
doplrikd bylo moZné porovnat pouze u dvou potravnich doplnk(l, a to u EPIGEMIC® Shogaol
zazvor a SWANSON® Ginger root extract, u pfipravku VANAVITA Bio tumeric + ginger bylo
mozné porovnat obsah piperinu, v ostatnich ptipadech byl obsah analyzovanych latek

vyjadfen pouze jako procentuadlni sila obsazeného rostlinného extraktu.

Jako nejkvalitnéjsi byl ztestovanych potravnich doplnk( z hlediska zazvorového
extraktu vyhodnocen pfipravek SWANSON® Ginger root extract. Vyrobce deklaruje v tomto
pripravku zazvorovy extrakt standardizovany na 20 % gingerol(i, naméreny obsah gingerolu
byl ale pouze 11,55 %, i pfesto byl tento zazvorovy extrakt nejsilnéjsi ze vSech testovanych

potravnich doplnka.

Naopak nejméné kvalitni zazvorové extrakty byly obsazeny v pfipravcich VANAVITA Bio
tumeric + ginger a BioMedical Ginger root extract. Pfipravek VANAVITA Bio tumeric + ginger
deklaruje 40 mg zdzvorového extraktu v jedné kapsli, nami vyvinutou metodou ovsem nebyly
v tomto pfipravku nalezeny zadné gingeroly ani shogaoly. Extrakty kurkumy a ¢erného pepre

obsaZzené v tomto pfipravku byly na druhou stanu vice kvalitni. Pfipravek BioMedical Ginger
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root extract, ktery oproti pfedchozimu ptipravku obsahuje pouze zazvorovy extrakt, deklaruje

427 mg tohoto extraktu, ale namérené mnozstvi gingerol( bylo pouze 0,20 %.

Pfipravek EPIGEMIC® Shogaol zazvor deklaruje 250 mg zdazvorového extraktu,
standardizovaného na 10 % gingerol( a z toho podil 6-gingerolu a 6-shogaolu alespor 30 %.
Namérené mnozstvi gingeroll bylo 5,73 %, tedy témér polovi¢ni, nez vyrobce deklaruje. Ale
podil 6-gingerolu a 6-shogaolu v naméfeném mnozstvi byl 30,91 %, tudiz odpovidajici

deklarovanému mnozstvi vyrobcem.

Pro srovnani sily extraktll z kurkumy a cerného pepre jsme méli pouze dva potravni
doplnky, které je obsahuji, a to VIESTE Kurkumin — piperin plus (+ zazvor) a VANAVITA Bio
tumeric + ginger. Oba tyto extrakty byly silnéjsi v pfipravku VANAVITA Bio tumeric + ginger.
Deklarované mnozstvi extraktu z kurkumy bylo 670 mg, pficemZz namérené mnozstvi
kurkumint bylo 1,76 %. Deklarované mnoizstvi extraktu ¢erného pepre bylo 10 mg, ale vtomto
pfipadé vyrobce konkretizoval mnoZstvi piperinu z tohoto extraktu, a to na 9,5 mg. Namérené

mnoZstvi piperinu odpovidalo 6,78 mg, tedy 71,37 %.

Uc&inné latky rostlinnych extrakt(i v testovanych potravnich dopliicich byly obsaZeny
pouze ve velmi malych mnozZstvich. Dokonce i pokud vyrobce tvrdil, Ze dany rostlinny extrakt
je standardizovan na urcité procento obsahovych latek, tak namérené procento téchto latek
ve vétsiné pripadl dosahovalo jen lehce nad polovinu deklarovaného mnozZstvi. Nizké
procento naméfenych analyzovanych latek mlze byt dlsledkem pouziti nekvalitnich
rostlinnych extrakt( v potravnich doplncich, nebo napfiklad nespravnym zpracovanim téchto

extraktd.

Metoda vyvinutd v této diplomové praci byla ndsledné pro zajimavost pouzita i pro
analyzu 6 ¢ajovych smési obsahujicich zazvor, v jednom pfipadé zazvor a kurkumu. Vysledky
stanoveni obsahu testovanych c¢ajovych smési byly sumarizovany v tabulkdch 39 az 42.
Mnoizstvi zazvoru a kurkumy v ¢ajich je vyrobcem deklarovano pouze procentualnim
zastoupenim jednotlivych bylin. Proto i mnoZstvi namérenych ucinnych obsahovych latek
v téchto cajich je v tabulkdch vySe sumarizovano v procentech. Vzorky ¢aj byly pfipraveny
dvéma zpusoby, nejprve louhovanim a extrakci do horké vody (priprava dle navodu a obalu),

a poté i extrakci do methanolu.
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Horka voda jako extrakcni €inidlo pro gingeroly a kurkuminy se ukdazala jako zcela
nevhodna. Ve vzorcich ¢aju extrahovanych pravé do horké vody byl detekovan pouze 6-

gingerol, a to v mnoZstvich mensich nez pfi extrakci do methanolu.

Pti extrakci vzork( ¢ajd do methanolu se jevi jako nejkvalitnéjsi ¢aj Teekanne Ginger
Curcuma, ktery na své deklarované mnoiZstvi zazvoru obsahuje nejvyssi procento gingerol(i —
0,14 %. Tento caj jako jediny z testovanych obsahuje i kurkuminy, a to v mnozstvi 0,2 %.
Naopak nejméné kvalitni z pohledu obsahu analyzovanych latek se jevi ¢aj Dilmah Orange &
Ginger (flavoured ceylon black tea), ve kterém byl detekovan jen 6-gingerol, ale v mnozstvi

pouze v minimalnim, témér Zzadném.

94



8. Seznam obrazku a tabulek

8.1. Seznam obrazku

Obrazek 1: Strukturni vzorec gingerolll [14]. ......oeeiciiie e e e e e e 14
Obrazek 2: Schéma dehydratace 6-gingerolu na 6-shogaol [93]......ccccvecviveve e, 14
Obrazek 3: Strukturni vzorec shogaolll [14]....c..ueeieeiiie ettt e eerae e e 14
Obrazek 4: Chemické struktury kurkuminoid(l [38] ......cccccveeeriiiiieiieieee e e 19
Obrazek 5: Strukturni vzorec piperinu [94]........uee i e e 24
Obrazek 6: Schéma a popis HPLC systému. (Obrazek prevzat a upraven ze zdroje [95].)....... 29

Obrazek 7: Znazornéni ,endcappingu" volnych silanolovych  skupin  pomoci

trimMethylChlorSilanU [77] .. e e e e e e e e rre e e e e snaaeeaean 35

Obrazek 8: Zobrazeni sterického branéni volnych silanolovych skupin navazanim objemnych

SKUDIN [77] . ettt s e e et ese e e s e e s ne e e n e e nneenare s 35
Obrazek 9: Testované doplnky stravy [84—89]......ccccc i coeiieriee et s sve e 41
Obrazek 10: Obrazek 10: Testované €aje [94—99]......c ettt ste e e 42
Obrazek 11: Absorpcni spektrum 6-giNZEIOlU. ......cceccveevevrveieeccente ettt et rr s 49
Obrazek 12: Absorpni spektrum 8-giNgErolU. ......ccveeeeiieiieiiiiiiieeeee e 49
Obrazek 13: Absorpéni spektrum 10-giNGErolU.......ccce e ceeceeeiieieecee ettt s e eees 50
Obrazek 14: Absorpéni spektrum 6-Sh0Za0IU.........cccecieerieece ettt e e 50
Obrazek 15: Absorpéni spektrum KUrkUminu. ........oeeeeeiiie e 50
Obrazek 16: AbsorpCni SPEKLIUM PIPEIINU......cciiriirieriitierierte ettt et se e srr s aesbe e e e sreenes 50
Obrazek 17: Absorpcni spektrum demethoXxykurkuminU.........coeeeeeveveieeccine e e 51
Obrazek 18: Absorpéni spektrum bisdemethoxykurkuminu............coocveieieeiincieiene e, 51

95


file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245245
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245246
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245247
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245248
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245249
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245253
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245253
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245250
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245250
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245254
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245255
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245256

Obrazek 19: Chromatogram vyvoje analytické metody. Separace probihala na koloné YMC-
Triart C18 ExRS (150 x 4,6mm, 5 um), 17,5 minut pfi teploté 30 °C formou gradientové eluce o

sloZzeni mobilnich fazi A: ultracistd voda, B: acetonitril. ..........eeeeeeeeeeiverereeiiiiieeieeereeeeeeeeeeereeenes 53

Obrazek 20: Chromatogram vyvoje analytické metody. Separace probihala na koloné YMC-
Triart C18 ExRS (150 x 4,6mm, 5 um), 17,5 minut pfi teploté 30 °C formou gradientové eluce o

sloZzeni mobilnich fazi A: 1% kyselina octova, B: acetonitril..........cccveeveeeceeieie e, 53

Obrazek 21: Chromatogram vyvoje analytické metody. Separace probihala na koloné YMC-
Triart C18 ExRS (150 x 4,6mm, 5 um), 17,5 minut pfi teploté 30 °C formou gradientové eluce o

sloZzeni mobilnich fazi A: ultracista voda, B: methanol..........c..cocooiiiiiiiieiiiiee e 54

Obrazek 22: Chromatogram vyvoje analytické metody. Separace probihala na koloné YMC-
Triart C18 ExRS (150 x 4,6mm, 5 um), 13 minut pfi teploté 30 °C formou isokraticé eluce o

sloZzeni mobilni faze mathanol : voda (1 ml/min : 0,5 MI/MiN).c.cciciiiviiiiicecece s 55

Obrazek 23: Chromatogram separace na koloné YMC-Triart C18 ExRS 150 x 4,6 mm, 3 um, za

(o Yo U b1t ={=Te [=T oY U I ot U UUUUR 59

Obrazek 24: Chromatogram separace na koloné YMC-Triart C18 ExRS 150 x 4,6 mm, 3 um, za

(Yo U bl ={=Te [ =T oY U I ol ST PUPRRR 59

Obrazek 25: Chromatogram separace na koloné YMC-Triart C18 ExRS 150 x 4,6 mm, 3 um, za

(Yo U bl ={=Te [ =T oY U I ol TSP 60

Obrazek 26: Chromatogram separace na koloné YMC-Triart C18 ExRS 150 x 4,6 mm, 3 um, za

(Yo U bl ={e=Te [1=T oY U I ol SRS PUPRR 60

Obrazek 27: Chromatogram separace na koloné Kinetex® XB-C18, 1004, 150 x 4,6 mm, 2,6 um,

b2 I o Lo U b AN A I ={ 1o 1T o (U I T SRR 61

Obrazek 28: Chromatogram separace na koloné Kinetex® XB-C18, 1004, 150 x 4,6 mm, 2,6 um,

b2 o Lo U p AN A I ={ = 1o 1T | (U I T U ST 61

Obrazek 29: Chromatogram separace na koloné Kinetex® XB-C18, 1004, 150 x 4,6 mm, 2,6 um,
b2 o Lo TUp AN A I ={ = 1o 1T | (U I T TR USSR 62
Obrazek 30: Chromatogram separace na koloné Kinetex® XB-C18, 1004, 150 x 4,6 mm, 2,6 um,

Za POUZItI BradiENTU €. 4. ..ottt sttt sae st st st sae st e e se e e e e e e senbenbenten 62

96


file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245257
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245257
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245257
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245258
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245258
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245259
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245259
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245261
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245261
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245260
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245260
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245262
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245262
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245263
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245263
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245264
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245264

Obrazek 31: Chromatogram separace na koloné ARION® Polar C18, 150 x 4,6 mm, 3 um, za

(o YoYU AN A ={ = Yo [ T=T oL (VI o SRS 63

Obrazek 32: Chromatogram separace na koloné ARION® Polar C18, 150 x 4,6 mm, 3 um, za

(o YoYU AN A ={ = Yo [T=T oL (VI T USRS 63

Obrazek 33: Chromatogram separace na koloné ARION® Polar C18, 150 x 4,6 mm, 3 um, za

(o YoYU AN A ={ = Yo [ =T oL VI T TSRS 64

Obrazek 34: Chromatogram separace na koloné ARION® Polar C18, 150 x 4,6 mm, 3 um, za

[oYo YU AN A ={ = Yo [ 1= oL (VI T SRR 64

Obrazek 35: Chromatogram separace za findlnich podminek........ccccceueivieivinininecceececece 65

Obrazek 36: Chromatogram testu vhodnosti chromatografického systému naméreny pfi

VINOVE TEICE 276 NIM ettt ettt ee e eeets e etes st ee st tessteeesstesesstssasressseses st aeesseessnsesasnessnsnesans 67

Obrazek 37: Chromatogramy testu vhodnosti chromatografického systému namérené pfri

vinovych délkach 281, 420, 340 @ 224 NMu.uuruiiuiiiirrireireereere et eese e stestestesaesaesaestesee e e e sessassenens 67
Obrazek 38: Kalibracni zavislost 6-GINGEIOIU.........ccvvrveieccee ettt et eer e 71
Obrazek 39: Kalibracni zavislost 8-ZINZEIOlU........cuuvveeeeieieiciiireeeeee et 72
Obrazek 40: Kalibra€ni zavislost 10-8IiNGErolU. ........uueeeeeiiiieiiiiiieee e e eesvrrreee e o 73
Obrazek 41: Kalibracni zdvoslost 6-ShOZa0IU. ..........eeeeeeiiiiiiiiiiiiieeeec e 74
Obrazek 42: Kalibraéni zavislost PIPEIINU....cc.ccciiece ettt st e e s se s e e 75
Obrazek 43: Kalibracni zavislost KUrkUmIinU...........coociriiiiiiiiieeeee e 76
Obrazek 44: Kalibracni zavislost demethoxykurkuminu. ..........cccceeeiiiiiciiieiee e, 77
Obrazek 45: Kalibracni zavislost bisdemethoxykurkuminuU........ccccceeeeveeiiiveeieiiiieicireeeeeeee, 78

Obrazek 46: Chromatogramy potravniho dopliku VIESTE Kurkumin — piperin plus (+

ZAZVON ) ereettetiiieestesteee et eeteesees et e saesbesbeeasaeseesbesbe st e s shesasasaesbenseansesbe shesrssrsaebaesbea e shesheenser et benbeneeneeee 81
Obrazek 47: Chromatogramy potravniho doplriku BioMedical Ginger root extract................... 81
Obrazek 48: Chromatogramy potravniho dopliiku SWANSON® Ginger root extract................ 82

Obrdazek 49: Chromatogramy potravniho dpliiku SOLGAR® Ginger root (Zingiber officinale)...82

97


file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245265
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245265
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245266
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245266
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245268
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245268
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245267
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245267
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245269
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245270
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245271
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245272
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245273
file:///C:/Users/dell/Desktop/Diplomka%20-%20Eliška%20Hujová%20dš.docx%23_Toc102245274

Obrazek 50: Chromatogram caje Dilmah Orange & Ginger (flavoured ceylon black tea)

extrahovan@ho do hOrKE VOAY ...ttt st e e e e 86
Obrazek 51: Chromatogram ¢aje Loyd Brusinky & Zazvor extrahovaného do horké vody.....86

Obrazek 52: Chromatogram ¢aje Teekanne Dychaci cesty a krk se zazvorem extrahovaného do

aTo] o ST IRY /o To 1Y OO RO 86
Obrazek 53: Chromatogram caje Teekanne Ginger Curcuma extrahovaného do horké vody...86

Obrazek 54: Chromatogram caje Dilmah Orange & Ginger (flavoured ceylon black tea)

eXtrahoVaNEN0 O MEENANOIU. ... et e e eee e e eeeeeeeseeeeeeseneeeeeeseeteeeaeseeessenanees 87

Obrazek 55: Chromatogramy ¢aje Loyd Brusinky & Zazvor extrahovaného do methanolu.....87

Obrazek 56: Chromatogramy ¢aje Teekanne Dychaci cesty a krk se zazvorem extrahovaného

(o Lo X 0 1] 1 =10 Lo ] LU TR RRRRT 87

Obrazek 57: Chromatogramy caje Teekanne Ginger Curcuma extrahovaného do

L0 T=1 =T o] O PO TR 88

98



8.2. Seznam tabulek

Tabulka 1: Pfehled predchozich studii a podminek separace gingerolll, shogaol(, piperinu,

kurkuminu @ JENO deriVAtU. .....ccceeeeeeeee e 38
Tabulka 2: Deklarovany obsah latek v testovanych potravnich doplicich........ccocvevevirereenee. 43
Tabulka 3: Deklarovany obsah latek v testovanych €ajich........ccccooeieeccicceee e 44
Tabulka 4: Priprava zdsobnich roztokl standard...........cccceeeeeeeeecieeieieeeererere e 45
Tabulka 5: Redéni kalibraénich roztok(i standardii...........c..eeeeveereeeeeerueeeeseeecenessessesseeeessessseesenes 46
Tabulka 6: Priibéh findlniho gradientu pouzitého pro validaci metody.........ccccocvvveverevecierennnne. 48

Tabulka 7: Jednotlivé vinové délky, pfi kterych byly detekovany konkrétni analyzované

LAY e et et e e e reateeaeeaeeteeteete et st eee et st naenee e e e e sennantans 51
Tabulka 8: Pribéh gradientu (€. 2) pro vybér mobilni faze........cccoeceveveieiericeeeeecece e 52
Tabulka 9: Prubéh gradientu €. ...ttt r e s e e e e areeaeeaeeee 56
Tabulka 10: Prlibéh gradientu €. 2.ttt et st eteste st b sre st e nan 56
Tabulka 11: PrlibEh gradientu C. 3.ttt ettt et et et st st saesnenean 56
Tabulka 12: PribEh gradi@ntu C. A........coeceeeeeeeeeeeeeeetteter ettt et eae et et et et sresae e sneean 57
Tabulka 13: Seznam testovanyCh KOION...........oovieiee ettt s 58
Tabulka 14: Pribéh findIntho gradientU.........ccce oottt 65
Tabulka 15: Parametry testu vhodnosti chromatografického systému..........ccceeveeveveierecnecnenen. 66
Tabulka 16: Vysledky opakovatelnosti ploch pikd jednotlivych standardd.........ccevevveeveneennene.. 69
Tabulka 17: Vysledky testu linearity 6-giNgErolU.........cc.ccuveireiiieene et eeeereessenaeas 71
Tabulka 18: Parametry linearni regrese 6-giNZEIoIU........ucuvecveeeeceieeeetreieceenee e ceeereerseee e 71

99



Tabulka 19: Vysledky testu linearity 8-giNGErolU.........ccccveeece e ce e 72

Tabulka 20: Parametry linedrni regrese 8-giNgerolU........uu i ieiieceiieiie e e 72
Tabulka 5: Vysledky testu linearity 10-iNGEIrolU.......cccoeceeeeeeeceecee et 73

Tabulka 22: Parametry linedrni regrese 10-iNGErolU.......c.ccoeveeeieeeeceeceeces et 73
Tabulka 6: Vysledky testu linearity 6-Sh08a0IU..........ceeeeiiveieieeiece e 74

Tabulka 7: Parametry linedrni regrese 6-sShogaolu.............cveiveeeeeiceireececece et 74

Tabulka 25: Vysledky testu linearity PIPEerinU........cccoeoeceeececee et 75
Tabulka 26: Parametry linearni regrese PiPerinU.......ccccececeeceeieceeeeeries v eee s 75
Tabulka 27: Vysledky testu linearity KUrKUMINU.........oooovoiiiiiie e 76
Tabulka 28: Parametry linedrni regrese KUrkUminU..........c.coeeeeeeieeiieicecece et 76
Tabulka 29: Vysledky testu linearity demethoxykurkuminu..........ccccooe oo, 77
Tabulka 30: Parametry linedrni regrese demethoxykurkuminu..........ccceeeveeeeceenreeiececieenee e, 77
Tabulka 31: Vysledky testu linearity bisdemethoxykurkuminu..........cccceeeeenecceeceineiecceecee e, 78
Tabulka 32: Parametry linedrni regrese bisdemethoxykurkuminu..........cccoevveiecinieiececceennenns 78
Tabulka 33: Vysledky presnosti — vzorek EPIGEMIC® Shogaol zAzvor...........eeeveceeceneecreceeenee. 79
Tabulka 34: Vysledky pfesnosti - vzorek VANAVITA Bio tumeric + ginger.....cccocevoveeeevevvvevvennen. 80
Tabulka 35: Deklarovany obsah latek v testovanych potravnich doplficich........cccccceveerveennnns 83

Tabulka 36: Stanoveni gingerolQ, shogaolu, kurkuminG a piperinu ve vybranych potravnich

doplnicich, obsahujicich zazvor a/ nebo kurkumu a piperin..........cceeeveveceieece e e 84

Tabulka 37: Procentudlni obsah analyzovanych latek z deklarovaného mnozstvi v potravnich

AOPIACICN ettt ettt et ere b et e e besbesbeaasasbeesbesbens et sresrseesbenbanseennesteeresans 85

Tabulka 38: Deklarovany obsah latek v testovanych €ajich........cccoo oo, 88

100



Tabulka 39: Stanoveni gingerol(i, shogaolu, kurkumini a piperinu ve vybranych Ccajich

extrahovanych do horké vody, obsahujicich zazvor a/ nebo kurkumu..........ccccoeeveieriniicccennes 89

Tabulka 40: Procentualni obsah analyzovanych latek z deklarovaného mnoizstvi testovanych

€ajl extrahovanych do hOrké VOdY........cccucueieiciiciicie et st nans 89

Tabulka 41: Stanoveni gingerol(, shogaolu, kurkuminlG a piperinu ve vybranych cajich

extrahovanych do methanolu, obsahujicich zazvor a/ nebo kurkumu..........ccceveveivercesecennee. 90

Tabulka 42: Procentualni obsah analyzovanych latek z deklarovaného mnozstvi testovanych

Cajl extrahovanych do METNANOIUL.......c.cuiiiiceee ettt ettt aaas 91

101



9.

[1]

[2]

3]

[4]

[5]

[6]

[7]

Seznam pouzité literatury

ALl, Badreldin H., Gerald BLUNDEN, Musbah O. TANIRA and Abderrahim NEMMAR.
Some phytochemical, pharmacological and toxicological properties of ginger (Zingiber
officinale Roscoe): A review of recent research. Food and Chemical Toxicology [online].
2008, 46(2), 409-420 [accessed.2022-03-19]. ISSN 0278-6915. Available
at: doi:10.1016/J.FCT.2007.09.085

AGGARWAL, Bharat B. and Kuzhuvelil B. HARIKUMAR. Potential Therapeutic Effects of
Curcumin, the Anti-inflammatory Agent, Against Neurodegenerative, Cardiovascular,
Pulmonary, Metabolic, Autoimmune and Neoplastic Diseases. The international journal
of biochemistry & cell biology [online]. 2009, 41(1), 40 [accessed. 2022-04-03].
ISSN 13572725. Available at: doi:10.1016/J.BIOCEL.2008.06.010

JAHODAR, Ludék. FARMAKOBOTANIKA, semenné rostliny. Praha: Nakladatelstvi
Karolinum, 2006. ISBN 80-246-1225-9.

SHOBA, Guido, David JOY, Thangam JOSEPH, M. MAJEED, R. RAJENDRAN and P. S.S.R.
SRINIVAS. Influence of piperine on the pharmacokinetics of curcumin in animals and
human volunteers. Planta medica [online]. 1998, 64(4), 353-356 [accessed. 2022-04-
02]. ISSN 0032-0943. Available at: doi:10.1055/5-2006-957450

Statni zemédélska a potravindrskd inspekce | Pravni predpisy vztahujici se k doplrikim
stravy a obecné informace o doplricich stravy [online]. [accessed. 2022-04-12]. Available
at: https://www.szpi.gov.cz/clanek/pravni-predpisy-vztahujici-se-k-doplnkum-stravy-

a-obecne-informace-o-doplncich-stravy.aspx?g=Y2hudW09Mg%3d%3d

Rozliseni doplriki stravy od lécCivych pripravkd, Statni ustav pro kontrolu léciv [online].
[accessed. 2022-04-12]. Available at: https://www.sukl.cz/leciva/rozliseni-doplnku-

stravy-od-lecivych-pripravku

Internetovy portdl bezpecnosti potravin - Doplriky stravy [online]. [accessed. 2022-04-

12]. Available at: https://www.bezpecnostpotravin.cz/kategorie/doplnky-stravy.aspx

102


https://www.bezpecnostpotravin.cz/kategorie/doplnky-stravy.aspx

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

BALIGA, Manjeshwar Shrinath, Raghavendra HANIADKA, Manisha Maria PEREIRA, Jason
Jerome D’SOUZA, Princy Louis PALLATY, Harshith P. BHAT and Sandhya POPURI. Update
on the Chemopreventive Effects of Ginger and its Phytochemicals.
http://dx.doi.org/10.1080/10408391003698669 [online]. 2011, 51(6), 499-523
[accessed. 2022-03-12]. ISSN 10408398. Available
at: doi:10.1080/10408391003698669

JONAS, Josef and Jifi KUCHAR. Svét pfirodnich antibiotik, tajné zbrané rostlin. Praha:
Eminent, 2014. ISBN 978-80-7281-479-4.

GARDA PUBLISTING, a.s., Cesky lékopis 2017 4. dil. 1. vydéni. 2017. ISBN 978-80-271-
0500-7.

BACOVA, Barbora. UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE FARMACEUTICKA FAKULTA V
HRADCI KRALOVE KATEDRA FARMACEUTICKE BOTANIKY A EKOLOGIE Analyza

zdzvorového extraktu I. Doplomovd prdce. 2010.

ZARUBOVA, Katefina. UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE FARMACEUTICKA FAKULTA V
HRADCI KRALOVE KATEDRA FARMACEUTICKE BOTANIKY A EKOLOGIE Analyza
zazvorového extraktu Il. Diplomovd prdce [online]. 2010 [accessed. 2022-03-20].
Available

at: https://dspace.cuni.cz/bitstream/handle/20.500.11956/24272/DPTX_2008 1 111
60 0 55714 0 67513.pdf?sequence=1&isAllowed=y

CHEN, Chung Yi, Kuo Chen CHENG, Andy Y. CHANG, Ying Ting LIN, You Cheng HSEU and
Hui Min WANG. 10-Shogaol, an Antioxidant from Zingiber officinale for Skin Cell
Proliferation and Migration Enhancer. International Journal of Molecular Sciences
[online]. 2012, 13(2), 1762 [accessed.2022-03-22]. ISSN 14220067. Available
at: doi:10.3390/1JMS13021762

URBANOVA, Martina. UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE Farmaceutickd fakulta v Hradci
Krdlové Katedra analytické chemie VYVOJ HPLC METODY PRO STANOVENI 6-
GINGEROLU, KAPSAICINU, 8-GINGEROLU, 6-SHOGAOLU A 10-GINGEROLU VE VZORCICH
ZAZVOROVNIKU LEKARSKEHO. Diplomovd prdce [online]. 2015 [accessed. 2022-03-27].

Available

103



[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

at: https://dspace.cuni.cz/bitstream/handle/20.500.11956/65562/DPTX_2014 2 111
60_0_315350_0_140896.pdf?sequence=1&isAllowed=y

TUMOVA, Lenka. Zazvor - vyuZiti v terapii a jeho mozZné interakce s ostatnimi 1écivy.
Praktické lékarenstvi  [online]. 2009 [accessed. 2022-03-20]. Available
at: https://www.praktickelekarenstvi.cz/pdfs/lek/2009/06/09.pdf

YAMAHARA, Johji, Huang Qi RONG, Masatsugu IWAMOTO, Goro KOBAYASHI, Hisashi
MATSUDA and Hajime FUJIMURA. Active components of ginger exhibiting anti-
serotonergic action. Phytotherapy Research [online]. 1989, 3(2), 70-71
[accessed. 2022-03-20]. ISSN 10991573. Available at: doi:10.1002/PTR.2650030208

MILLER, Lucinda G. Herbal Medicinals: Selected Clinical Considerations Focusing on
Known or Potential Drug-Herb Interactions. Archives of Internal Medicine [online].
1998, 158(20), 2200-2211 [accessed.2022-03-26]. ISSN 0003-9926. Available
at: doi:10.1001/ARCHINTE.158.20.2200

O’MAHONY, Rachel, Huda AL-KHTHEERI, Deepaka WEERASEKERA, Neluka FERNANDO,
Dino VAIRA, John HOLTON and Christelle BASSET. Bactericidal and anti-adhesive
properties of culinary and medicinal plants against Helicobacter pylori. World Journal
of Gastroenterology [online]. 2005, 11(47), 7499 [accessed. 2022-03-27].
ISSN 10079327. Available at: d0i:10.3748/WJG.V11.147.7499

JAGETIA, Ganesh Chandra, Manjeshwar Shrinath BALIGA, Ponemone VENKATESH and
Jagadish N. ULLOOR. Influence of Ginger Rhizome (Zingiber officinale Rosc) on Survival,
Glutathione and Lipid Peroxidation in Mice after Whole-Body Exposure to Gamma
Radiation. Radiation Research [online]. 2003, 160(5), 584-592 [accessed. 2022-03-27].
ISSN 00337587. Available at: doi:10.1667/RR3057

NICOLL, Rachel and Michael Y. HENEIN. Ginger (Zingiber officinale Roscoe): A hot
remedy for cardiovascular disease? International Journal of Cardiology [online]. 2009,
131(3), 408-409 [accessed. 2022-03-29]. ISSN 0167-5273. Available
at: doi:10.1016/J.1JCARD.2007.07.107

104



[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

KIM, Jin Kyoung, Younghwa KIM, Kwang Min NA, Young Joon SURH and Tae Yoon KIM.
[6]-Gingerol prevents UVB-induced ROS production and COX-2 expression in vitro and
in vivo. https://doi.org/10.1080/10715760701209896 [online]. 2009, 41(5), 603-614
[accessed. 2022-03-26]. ISSN 10715762. Available
at: doi:10.1080/10715760701209896

GRZANNA, Reinhard, Lars LINDMARK and Carmelita G. FRONDOZA. Ginger—An Herbal
Medicinal Product with Broad Anti-Inflammatory Actions.
https://home.liebertpub.com/jmf [online]. 2005, 8(2), 125-132 [accessed. 2022-03-26].
ISSN 1096620X. Available at: doi:10.1089/JMF.2005.8.125

BERNARD, Megan, Suzanne J. FURLONG, Melanie R. POWER COOMBS and David W.
HOSKIN. Differential Inhibition of T Lymphocyte Proliferation and Cytokine Synthesis by
[6]-Gingerol, [8]-Gingerol, and [10]-Gingerol. Phytotherapy Research [online]. 2015,
29(11), 1707-1713 [accessed. 2022-03-26]. ISSN 1099-1573. Available
at: doi:10.1002/PTR.5414

BALIGA, Manjeshwar Shrinath, Raghavendra HANIADKA, Manisha Maria PEREIRA, Jason
Jerome D’SOUZA, Princy Louis PALLATY, Harshith P. BHAT and Sandhya POPURI. Update
on the Chemopreventive Effects of Ginger and its Phytochemicals.
http://dx.doi.org/10.1080/10408391003698669 [online]. 2011, 51(6), 499-523
[accessed. 2022-03-27]. ISSN 10408398. Available
at: doi:10.1080/10408391003698669

KIYAMA, Ryoiti. Nutritional implications of ginger: chemistry, biological activities and
signaling pathways. The Journal of Nutritional Biochemistry [online]. 2020, 86, 108486
[accessed. 2022-03-26]. ISSN 0955-2863. Available
at: doi:10.1016/J.JNUTBIO.2020.108486

SINGH, Amar Bahadur, AKANKSHA, Nilendra SINGH, Rakesh MAURYA and Arvind Kumar
SRIVASTAVA. Anti-hyperglycaemic, lipid lowering and anti-oxidant properties of [6]-
gingerol in db/db mice. International Journal of Medicine and Medical Sciences [online].
2009, 1(12), 536-544 [accessed.2022-03-29]. ISSN 2006-9723. Available
at: doi:10.5897/1JMMS.9000021

105



[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

LEI, Lin, Yuwei LIU, Xiaobo WANG, Rui JIAO, Ka Ying MA, Yuk Man LI, Lijun WANG, Sun
Wa MAN, Shengmin SANG, Yu HUANG and Zhen Yu CHEN. Plasma cholesterol-lowering
activity of gingerol- and shogaol-enriched extract is mediated by increasing sterol
excretion. Journal of Agricultural and Food Chemistry [online]. 2014, 62(43), 10515—
10521 [accessed. 2022-03-29]. ISSN 15205118. Available
at: doi:10.1021/JF5043344/ASSET/IMAGES/JF5043344.SOCIAL.JPEG_V03

SON, Myoung Jin, Yutaka MIURA and Kazumi YAGASAKI. Mechanisms for antidiabetic
effect of gingerol in cultured cells and obese diabetic model mice. Cytotechnology 2014
67:4 [online]. 2014, 67(4), 641-652 [accessed. 2022-03-29]. ISSN 1573-0778. Available
at: doi:10.1007/5S10616-014-9730-3

NURTJAHJA-TJENDRAPUTRA, Effie, Alaina J. AMMIT, Basil D. ROUFOGALIS, Van H. TRAN
and Colin C. DUKE. Effective anti-platelet and COX-1 enzyme inhibitors from pungent
constituents of ginger. Thrombosis Research [online]. 2003, 111(4-5), 259-265
[accessed. 2022-03-29]. ISSN 0049-38438. Available
at: doi:10.1016/J.THROMRES.2003.09.009

KOO, K. LK., A.J. AMMIT, V. H. TRAN, C. C. DUKE and B. D. ROUFOGALIS. Gingerols and
Related Analogues Inhibit Arachidonic Acid-Induced Human Platelet Serotonin Release
and Aggregation. Thrombosis Research [online]. 2001, 103(5), 387-397
[accessed. 2022-03-29]. ISSN 0049-3848. Available at: doi:10.1016/S0049-
3848(01)00338-3

EL HALAWANY, Ali M., Nesrine S. EL SAYED, Hossam M. ABDALLAH and Riham Salah EL
DINE. Protective effects of gingerol on streptozotocin-induced sporadic Alzheimer’s
disease: emphasis on inhibition of B-amyloid, COX-2, alpha-, beta - secretases and
APH1a. Scientific Reports 2017 7:1 [online]. 2017, 7(1), 1-11 [accessed. 2022-03-27].
ISSN 2045-2322. Available at: d0i:10.1038/s41598-017-02961-0

FIALOVA, Silvia. Prirodné lie¢iva proti bolesti kibov, kosti a svalov. Praktické lekdrnictvo
[online]. 2013 [accessed. 2022-03-29]. Available
at: https://www.solen.sk/storage/file/article/94d01be5cade61017e05b05b0a3e3648.
pdf

106



[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

LAKHAN, Shaheen E., Christopher T. FORD and Deborah TEPPER. Zingiberaceae extracts
for pain: A systematic review and meta-analysis. Nutrition Journal [online]. 2015, 14(1),
1-10 [accessed. 2022-03-30]. ISSN 14752891. Available at: doi:10.1186/512937-015-
0038-8/FIGURES/4

AMRI, Manel and Chafia TOUIL-BOUKOFFA. Invitro anti-hydatic and
immunomodulatory effects of ginger and [6]-gingerol. Asian Pacific Journal of Tropical
Medicine [online]. 2016, 9(8), 749-756 [accessed. 2022-03-27]. ISSN 1995-7645.
Available at: doi:10.1016/J.APJTM.2016.06.013

EDITORI ENCYCLOPAEDIA BRITANNICA. kurkuma | Popis, historie a pouZiti |
Encyklopedie Britannica [online]. 24. December 2020 [accessed. 2022-03-30]. Available

at: https://www.britannica.com/plant/turmeric

PATOCKA, Jifi. KURKUMIN — KORENI NEBO NOVE LECIVO ALZHEIMEROVY NEMOCI?
Fakulta vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany, Hradec Krdlové a Zdravotné socidlni
fakulta Jihoceské univerzity, Ceské Budéjovice [online]. 2005 [accessed. 2022-03-31].
Available at: https://www.researchgate.net/publication/288586740

HANZLIKOVA, Hana. Charakteristika, vlastnosti a vyuZiti kurkuminu, Univerzita Tomse
Bati ve Zliné, Fakulta technologickd. Bakaldrska prdce [online]. 2019 [accessed. 2022-
03-31]. Available
at: https://digilib.k.utb.cz/bitstream/handle/10563/43804/hanzl%C3%ADkov%C3%A1

_2019_dp.pdf?sequence=1&isAllowed=y

TILLEROVA, Markéta. Enkapsulace kurkuminu v koloidnich disperzich, Univerzita
Tomase Bati ve Zliné, Fakulta technologickd. Diplomovd prdce [online]. 2021
[accessed. 2022-04-02]. Available
at: https://digilib.k.utb.cz/bitstream/handle/10563/47340/tillerov%C3%A1_2021 dp.

pdf?sequence=-1&isAllowed=y

SHEHZAD, Adeeb, Munibah QURESHI, Muhammad Nabeel ANWAR and Young Sup LEE.
Multifunctional Curcumin Mediate Multitherapeutic Effects. Journal of Food Science
[online]. 2017, 82(9), 2006—2015 [accessed. 2022-04-03]. ISSN 1750-3841. Available
at: doi:10.1111/1750-3841.13793

107



[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

HE, Yan, Yuan YUE, Xi ZHENG, Kun ZHANG, Shaohua CHEN and Zhiyun DU. Curcumin,
Inflammation, and Chronic Diseases: How Are They Linked? Molecules [online]. 2015,
20(5), 9183 [accessed. 2022-04-03]. ISSN 14203049. Available
at: doi:10.3390/MOLECULES20059183

GIORDANO, Antonio and Giuseppina TOMMONARO. Curcumin and Cancer. Nutrients
[online]. 2019, 11(10) [accessed.2022-04-03]. ISSN 20726643. Available
at: doi:10.3390/NU11102376

ZOROFCHIAN MOGHADAMTOUSI, Soheil, Habsah ABDUL KADIR, Pouya
HASSANDARVISH, Hassan TAIJIK, Sazaly ABUBAKAR and Keivan ZANDI. A Review on
Antibacterial, Antiviral, and Antifungal Activity of Curcumin. BioMed Research
International [online]. 2014, 2014 [accessed. 2022-04-04]. ISSN 23146141. Available
at: doi:10.1155/2014/186864

LAWHAVINIT, Ong-ard, Ngampong KONGKATHIP and Boonsong KONGKATHIP.
Antimicrobial Activity of Curcuminoids from Curcuma longa L.on Pathogenic Bacteria of
Shrimp and Chicken. Kasetsart Journal - Natural Science [online]. 2010 [accessed. 2022-
04-04]. ISSN 44 : 364-371. Available at: https://1i01.tci-
thaijo.org/index.php/anres/article/view/244941/167429

DE, Ronita, Parag KUNDU, Snehasikta SWARNAKAR, T. RAMAMURTHY, Abhijit
CHOWDHURY, G. Balakrish NAIR and Asish K. MUKHOPADHYAY. Antimicrobial Activity
of Curcumin against Helicobacter pylori Isolates from India and during Infections in
Mice. Antimicrobial Agents and Chemotherapy [online]. 2009, 53(4), 1592
[accessed. 2022-04-04]. ISSN 00664804. Available at: doi:10.1128/AAC.01242-08

GHORBANI, Zeinab, Azita HEKMATDOOST and Parvin MIRMIRAN. Anti-Hyperglycemic
and Insulin Sensitizer Effects of Turmeric and Its Principle Constituent Curcumin.
International Journal of Endocrinology and Metabolism [online]. 2014, 12(4), 18081
[accessed. 2022-04-04]. ISSN 17269148. Available at: doi:10.5812/1JEM.18081

PARI, Leelavinothan and Pidaran MURUGAN. Antihyperlipidemic effect of curcumin and
tetrahydrocurcumin in experimental type 2 diabetic rats. Renal failure [online]. 2007,
29(7), 881-889 [accessed. 2022-04-04]. ISSN 0886-022X. Available
at: doi:10.1080/08860220701540326

108



[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

SHEHZAD, Adeeb, Munibah QURESHI, Muhammad Nabeel ANWAR and Young Sup LEE.
Multifunctional Curcumin Mediate Multitherapeutic Effects. Journal of Food Science
[online]. 2017, 82(9), 2006—2015 [accessed. 2022-04-04]. ISSN 1750-3841. Available
at: doi:10.1111/1750-3841.13793

MIYAZAWA, Taiki, Kiyotaka NAKAGAWA, Sharon H. KIM, Michael J. THOMAS, Ligi PAUL,
Jean Marc ZINGG, Gregory G. DOLNIKOWSKI, Susan B. ROBERTS, Fumiko KIMURA,
Teruo MIYAZAWA, Angelo AZZI and Mohsen MEYDANI. Curcumin and piperine
supplementation of obese mice under caloric restriction modulates body fat and
interleukin-1B. Nutrition & metabolism [online]. 2018, 15(1) [accessed. 2022-04-16].
ISSN 1743-7075. Available at: doi:10.1186/512986-018-0250-6

NOVAK, Jan and Milan SKALICKY. Botanika: cytologie, histologie, organologie a
systematika. 4. vydani. Praha: Powerprint, 2017. ISBN 978-80-7568-036-5.

PROCHAZKOVA, Marcela. Mikrofléra vybranych druhl kofeni, Mendelova univerzita v
Brné Agronomickd fakulta Ustav agrochemie, pddoznalstvi, mikrobiologie a vyZivy
rostlin . Bakaldarska prdace [online]. 2016 [accessed. 2022-04-05]. Available
at: https://theses.cz/id/np46pk/17959517

TOMAN, Patrik. NUTRICN[ HODNOTA PEPRE CERNEHO A BILEHO, Univerzita Tomase
Bati ve Zliné, Fakulta Technologicka. Diplomovdad prdce [online]. 2016 [accessed. 2022-
04-05]. Available at: file:///C:/Users/dell/Downloads/adoc.pub_nutrini-hodnota-pepe-

erneho-a-bileho-bc-patrik-tom.pdf

MEGHWAL, Murlidhar and T. K. GOSWAMI. Piper nigrum and Piperine: An Update.
Phytotherapy Research [online]. 2013, 27(8), 1121-1130 [accessed.2022-04-12].
ISSN 1099-1573. Available at: doi:10.1002/PTR.4972

MITTAL, R. and R. L. GUPTA. In vitro antioxidant activity of piperine. Methods and
Findings in Experimental and Clinical Pharmacology [online]. 2000, 22(5), 271-274
[accessed. 2022-04-13]. ISSN 03790355. Available
at: doi:10.1358/MF.2000.22.5.796644

HAQ, lahtisham Ul, Muhammad IMRAN, Muhammad NADEEM, Tabussam TUFAIL,
Tanweer A. GONDAL and Mohammad S. MUBARAK. Piperine: A review of its biological

109



[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

effects. Phytotherapy Research [online]. 2021, 35(2), 680—700 [accessed. 2022-04-13].
ISSN 1099-1573. Available at: doi:10.1002/PTR.6855

ZARAI, Zied, Emna BOUJELBENE, Nadia BEN SALEM, Youssef GARGOURI and Adel
SAYARI. Antioxidant and antimicrobial activities of various solvent extracts, piperine
and piperic acid from Piper nigrum. LWT - Food Science and Technology [online]. 2013,
50(2), 634-641 [accessed. 2022-04-13]. ISSN 0023-6438. Available
at: doi:10.1016/J.LWT.2012.07.036

ZHAI, Wen Jun, Zhen Biao ZHANG, Nian Nian XU, Ying Fang GUO, Changwei QIU, Cheng
Ye LI, Gan Zhen DENG and Meng Yao GUO. Piperine Plays an Anti-Inflammatory Role in
Staphylococcus aureus Endometritis by Inhibiting Activation of NF-kB and MAPK
Pathways in Mice. Evidence-based complementary and alternative medicine : eCAM
[online]. 2016, 2016 [accessed.2022-04-13]. ISSN 1741-427X.  Available
at: doi:10.1155/2016/8597208

ASWAR, Urmila, Sumit SHINTRE, Shilpa CHEPURWAR and Manoj ASWAR. Antiallergic
effect of piperine on ovalbumin-induced allergic rhinitis in  mice.
http://dx.doi.org/10.3109/13880209.2014.982299 [online]. 2015, 53(9), 1358-1366
[accessed. 2022-04-13]. ISSN 17445116. Available
at: doi:10.3109/13880209.2014.982299

DE SOUZA GRINEVICIUS, Valdeltucia Maria Alves, Maicon Roberto KVIECINSKI, Nadia
Sandrini Ramos SANTOS MOTA, Fabiana OURIQUE, Luiza Sheyla Evenni PORFIRIO WILL
CASTRO, Rafaela Rafognato ANDREGUETTI, Jodo Francisco GOMES CORREIA, Danilo
Wilhem FILHO, Claus Tréger PICH and Rozangela Curi PEDROSA. Piper nigrum ethanolic
extract rich in piperamides causes ROS overproduction, oxidative damage in DNA
leading to cell cycle arrest and apoptosis in cancer cells. Journal of Ethnopharmacology
[online]. 2016, 189, 139-147 [accessed.2022-04-13]. ISSN 0378-8741. Available
at: doi:10.1016/J.JEP.2016.05.020

THARMALINGAM, Nagendran, Min PARK, Min Ho LEE, Hyun Jun WOO, Hyun Woo KIM,
Ji Yeong YANG, Ki Jong RHEE and Jong Bae KIM. Piperine treatment suppresses
Helicobacter pylori toxin entry in to gastric epithelium and minimizes B-catenin

mediated oncogenesis and IL-8 secretion in vitro. American Journal of Translational

110



[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

Research [online]. 2016, 8(2), 885 [accessed. 2022-04-13]. ISSN 19438141. Available
at: /pmc/articles/PMC4846933/

DING, Yanfang, Yingying DING, Yutong WANG, Changyuan WANG, Meng GAO, Youwei
XU, Xiaodong MA, Jianping WU and Lei LI. Soluplus®/TPGS mixed micelles for co-
delivery of docetaxel and piperine for combination cancer therapy.
https://doi.org/10.1080/10837450.2019.1679834 [online]. 2019, 25(1), 107-115
[accessed. 2022-04-16]. ISSN 10979867. Available
at: doi:10.1080/10837450.2019.1679834

SRINIVASAN, K. Black Pepper and its Pungent Principle-Piperine: A Review of Diverse
Physiological Effects. http://dx.doi.org/10.1080/10408390601062054 [online]. 2007,
47(8), 735-748 [accessed. 2022-04-16]. ISSN 10408398. Available
at: doi:10.1080/10408390601062054

MEGHWAL, Murlidhar and T. K. GOSWAMI. Piper nigrum and Piperine: An Update.
Phytotherapy Research [online]. 2013, 27(8), 1121-1130 [accessed. 2022-04-12].
ISSN 1099-1573. Available at: doi:10.1002/PTR.4972

SONG, Xiu Yun, Shuang XU, Jin Feng HU, Jia TANG, Shi Feng CHU, Hang LIU, Ning HAN,
Jing Wei LI, Dong Ming ZHANG, Yue Ting LI and Nai Hong CHEN. Piperine prevents
cholesterol gallstones formation in mice. European Journal of Pharmacology [online].
2015, 751, 112-117 [accessed.2022-04-16]. ISSN 0014-2999. Available
at: doi:10.1016/J.EJPHAR.2015.01.038

MAEDA, Ayumi, Takeshi SHIRAO, Daishi SHIRASAYA, Yasukiyo YOSHIOKA, Yoko
YAMASHITA, Mitsugu AKAGAWA, Hitoshi ASHIDA, A MAEDA, T SHIRAO, D SHIRASAYA,
Y YAMASHITA, H ASHIDA, Y YOSHIOKA and M AKAGAWA. Piperine Promotes Glucose
Uptake through ROS-Dependent Activation of the CAMKK/AMPK Signaling Pathway in
Skeletal Muscle. Molecular Nutrition & Food Research [online]. 2018, 62(11), 1800086
[accessed. 2022-04-16]. ISSN 1613-4133. Available at: doi:10.1002/MNFR.201800086

DEROSA, Giuseppe, Pamela MAFFIOLI and Amirhossein SAHEBKAR. Piperine and its role
in chronic diseases. Advances in Experimental Medicine and Biology [online]. 2016, 928,
173-184 [accessed. 2022-04-16]. ISSN 22148019. Available at: doi:10.1007/978-3-319-
41334-1_8/TABLES/1

111



[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

CHONPATHOMPIKUNLERT, Pennapa, Jintanaporn WATTANATHORN and Supaporn
MUCHIMAPURA. Piperine, the main alkaloid of Thai black pepper, protects against
neurodegeneration and cognitive impairment in animal model of cognitive deficit like
condition of Alzheimer’s disease. Food and Chemical Toxicology [online]. 2010, 48(3),
798-802 [accessed. 2022-04-16]. ISSN 0278-6915. Available
at: doi:10.1016/J.FCT.2009.12.009

YAN, lie, Si Chi XU, Chun Yan KONG, Xiao Yang ZHOU, Zhou Yan BIAN, Ling YAN and Qi
Zhu TANG. Piperine Alleviates Doxorubicin-Induced Cardiotoxicity via Activating PPAR-
y in Mice. PPAR Research [online]. 2019, 2019 [accessed. 2022-04-16]. ISSN 16874765.
Available at: d0i:10.1155/2019/2601408

STARIAT, Jan and Petra KOVARIKOVA. Farmaceutickd analyza: HPLC - historie a zakladni
principy [online]. no date [accessed. 2022-04-17]. Available
at: https://dl1.cuni.cz/mod/resource/view.php?id=149771

KARLICEK, Rolf. Analytickd chemie pro farmaceuty [uCebni text pro posluchace
Farmaceutické fakulty UK v Hradci Krdlové]. 3. vydani. Praha: Karolinum, 2007.
ISBN 978-80-246-1453-3.

STARIAT, Jan and Petra KOVARIKOVA. Farmaceutickd analyza: HPLC - popis zakladniho
hardwaru [online]. no date [accessed. 2022-04-18]. Available

at: https://dl1.cuni.cz/mod/resource/view.php?id=149769

WEB.VSCHT.CZ.  Zaklady analyzy potravin:  VYSOKOUCINNA  KAPALINOVA
CHROMATOGRAFIE (HPLC) , Prfednaska 6 [online]. no date [accessed. 2022-04-18].
Available at: https://web.vscht.cz/~koplikr/%c4%8c%c3%alstA6_2.pdf

STARIAT, Jan and Petra KOVARIKOVA. Farmaceuticka analyza: HPLC - detektory [online].
no date [accessed. 2022-04-19]. Available
at: https://dl1.cuni.cz/mod/resource/view.php?id=152108

SKLENAROVA, Hana and Ludmila MATYSOVA. Inovace studijniho programu farmacie na
Farmaceutické fakulté UK Instrumentalni metody HPLC chromatografie [online]. no

date [accessed. 2022-04-22]. Available

112



[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

at: https://dl1.cuni.cz/pluginfile.php/223917/mod_resource/content/1/HPLC_chroma

tografie.pdf

STARIAT, Jan and Petra KOVARIKOVA. Farmaceutickd analyza: HPLC — staciondrni faze a
separacni moddy  [online]. no date [accessed.2022-04-22]. Available
at: https://dl1.cuni.cz/pluginfile.php/399298/mod_resource/content/1/Lekce%204_St
ac%20faze%20a%20separacni%20mody.pdf

TYM HPLC.CZ. MONOLITICKE HPLC KOLONY [online]. [accessed. 2022-04-25]. Available

at: http://www.hplc.cz/Teorie/monolitic_columns.htm

TYM HPLC.CZ. HPLC teorie - Adsorbenty - Kolony [online]. [accessed. 2022-04-25].

Available at: http://www.hplc.cz/Teorie/adsorbent.html#_1_Polar_sorbent

TYM HPLC.CZ. VLIV AKTIVITY ZBYTKOVYCH SILANOLOVYCH SKUPIN NA REVERZNI FAZI
[online]. [accessed. 2022-04-24]. Available at: http://www.hplc.cz/Tip/silanol.htm

YOU, Hong, Bailey IRELAND, Michael MOESZINGER, Haoshu ZHANG, Laura SNOW, Scott
KREPICH and Vivian TAKAGAWA. Determination of bioactive nonvolatile ginger
constituents in dietary supplements by a rapid and economic HPLC method: Analytical
method development and single-laboratory validation. Talanta [online]. 2019, 194,
795-802 [accessed. 2022-04-07]. ISSN 0039-9140. Available
at: doi:10.1016/J.TALANTA.2018.10.075

TAOQ, Y. ., Wenkui LI, Wenzhong LIANG and Richard B. VAN BREEMEN. Identification
and Quantification of Gingerols and Related Compounds in Ginger Dietary Supplements
Using High Performance Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry. Journal
of agricultural and food chemistry [online]. 2009, 57(21), 10014 [accessed. 2022-04-25].
ISSN 00218561. Available at: doi:10.1021/JF9020224

SCHWERTNER, Harvey A. and Deborah C. RIOS. High-performance liquid
chromatographic analysis of 6-gingerol, 8-gingerol, 10-gingerol, and 6-shogaol in
ginger-containing dietary supplements, spices, teas, and beverages. Journal of
Chromatography B [online]. 2007, 856(1-2), 41-47 [accessed. 2022-04-25]. ISSN 1570-
0232. Available at: doi:10.1016/J.JCHROMB.2007.05.011

113



[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

OSORIO-TOBON, J. Felipe, Pedro I.N. CARVALHO, Gerardo Fernandez BARBERO, Gislaine
Chrystina NOGUEIRA, Mauricio Ariel ROSTAGNO and Maria Angela De Almeida
MEIRELES. Fast analysis of curcuminoids from turmeric (Curcuma longa L.) by high-
performance liquid chromatography using a fused-core column. Food Chemistry
[online]. 2016, 200, 167-174 [accessed.2022-04-25]. ISSN 0308-8146. Available
at: doi:10.1016/J.FOODCHEM.2016.01.021

KOOP, Heidegrid S., Rilton A. DE FREITAS, Lauro M. DE SOUZA, Glaucia R. MARTINEZ and
Joana L.M. SILVEIRA. Development and validation of a RP-HPLC-PDA method for
determination of curcuminoids in microemulsions. Chromatographia [online]. 2013,
76(15-16), 1041-1048  [accessed. 2022-04-25].  ISSN 00095893.  Available
at: doi:10.1007/510337-013-2402-1/TABLES/2

KOLHE, Smita R, Priyanka BOROLE and Urmi PATEL. EXTRACTION AND EVALUATION OF
PIPERINE FROM PIPER NIGRUM LINN J[online]. no date [accessed.2022-04-25].
ISSN 0976-4550. Available at: www.ijabpt.com

WANG, Xiu Mei, Qi Zhi ZHANG, Jian YANG, Rong Hua ZHU, Jun ZHANG, Li Jing CAl and
Wen Xing PENG. Validated HPLC-MS/MS Method for Simultaneous Determination of
Curcumin and Piperine in Human Plasma. Tropical Journal of Pharmaceutical Research
[online]. 2012, 11(4), 621-629 [accessed. 2022-04-25]. ISSN 1596-5996. Available
at: doi:10.4314/tjpr.v11i4.13

Ginger Root Vegetable Capsules - Pack of 100 [online]. [accessed. 2022-04-26].
Available at: https://solgar.co.uk/products/solgar-ginger-root-vegetable-capsules-

pack-of-100

Swanson Maximum Strength Ginger Root Extract 200 Milligrams 60 Veg Capsules :
Health & Household [online]. [accessed. 2022-04-26]. Available
at: https://www.amazon.com/Swanson-Maximum-Strength-Milligrams-

Capsules/dp/B07L5G52QC?th=1

Shogaol Zazvor Epigemic® 30 kapsli | Ndstroje zdravi | Eshop [online]. [accessed. 2022-
04-26]. Available at: https://www.nastrojezdravi.cz/p/shogaol-zazvor-epigemic-30-

kapsli

114



[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

Zdzvorovy extrakt - BioMedical [online]. [accessed.2022-04-26]. Available
at: https://www.namaximum.cz/ginger-root-extract-zazvorovy-extrakt-v-

kapslich/?parameters%5B2%5D=67

BIO Kurkuma + Zdzvor - VanaVita [online]. [accessed. 2022-04-26]. Available

at: https://gymbeam.cz/bio-kurkuma-zazvor-vanavita.html

Katalog  produktii | Vieste [online]. [accessed.2022-04-26]. Available
at: http://www.viestegroup.cz/katalog-produktu/vieste/vieste-kurkumin-piperin-plus-

60-cps_381/

YUDTHAVORASIT, Soparat, Kanet WONGRAVEE and Natchanun LEEPIPATPIBOON.
Characteristic fingerprint based on gingerol derivative analysis for discrimination of
ginger (Zingiber officinale) according to geographical origin using HPLC-DAD combined
with chemometrics. Food Chemistry [online]. 2014, 158, 101-111 [accessed. 2022-04-
07]. ISSN 0308-8146. Available at: doi:10.1016/J.FOODCHEM.2014.02.086

CHUMROENPHAT, Theeraphan, Issaraporn SOMBOONWATTHANAKUL, Surapon
SAENSOUK and Sirithon SIRIAMORNPUN. The diversity of biologically active compounds
in the rhizomes of recently discovered zingiberaceae plants native to North Eastern
Thailand. Pharmacognosy Journal [online]. 2019, 11(5), 1014-1022 [accessed. 2022-04-
07]. ISSN 09753575. Available at: doi:10.5530/PJ.2019.11.160

MA, Zhengshuan, Anooshirvan SHAYEGANPOUR, Dion R. BROCKS, Afsaneh
LAVASANIFAR and John SAMUEL. High-performance liquid chromatography analysis of
curcumin in rat plasma: application to pharmacokinetics of polymeric micellar
formulation of curcumin. Biomedical Chromatography [online]. 2007, 21(5), 546-552
[accessed. 2022-04-07]. ISSN 1099-0801. Available at: doi:10.1002/BMC.795

WIKIPEDIA - THE FREE ENCYKLOPEDIA. Piperine [online]. 2022 [accessed. 2022-04-05].

Available at: https://en.wikipedia.org/wiki/Piperine

CC BY 3.0. HPLC - Wikipedie [online]. 2010 [accessed.2022-04-19]. Available
at: https://cs.wikipedia.org/wiki/HPLC#/media/Soubor:Preparative_HPLC.svg

Dilmah c&erny ¢aj pomeranc a zdzvor 30g (20x1,5g) [online]. [accessed. 2022-04-26].

Available at: https://www.tomato.cz/dilmah-cerny-caj-pomeranc-a-zazvor-30g-20x1-

115



[97]

[98]

[99]

[100]

[101]

5g/?gclid=CjOKCQiApL2QBhC8ARISAGMm-KFUSFAy3mgA0JWkg8jO8H-
[9SIXPwzJ3JC5cdNUMOOf2U38hDj6CpUaArFfEALW_wcB

Loyd Bylinno-ovocny ¢aj aromatizovany brusinky & zdzvor 20 x 2g (40g) [online].
[accessed. 2022-04-26]. Available at: https://nakup.itesco.cz/groceries/cs-
CZ/products/20010200119807?selectedUrl=https%3A%2F%2Fsecure.ce-

tescoassets.com%2Fassets%2FCZ%2F056%2F5900396023056%2FShotTypel 540x540

Jrg

TEEKANNE Dychaci cesty a krk se zdzvorem, bylinnd smés, 10 sackd, 20g [online].
[accessed. 2022-04-26]. Available at: https://nakup.itesco.cz/groceries/cs-
CZ/products/20011208236297?selectedUrl=https%3A%2F%2Fsecure.ce-
tescoassets.com%2Fassets%2FCZ%2F948%2F8594024715948%2FShotTypel 540x540
Jrg

PICKWICK ¢aj NOS A KRK 10 ks 20g [online]. [accessed. 2022-04-26]. Available
at: https://nakup.itesco.cz/groceries/cs-
CZ/products/20011209011927?selectedUrl=https%3A%2F%2Fsecure.ce-
tescoassets.com%2Fassets%2FCZ%2F414%2F8594001660414%2FShotTypel 540x540
Jrg

Tesco Ovocny caj se zdzvorem a citronovou kirou 20 x 2g (40g) [online].
[accessed. 2022-04-26]. Available at: https://nakup.itesco.cz/groceries/cs-
CZ/products/20051005797907?selectedUrl=https%3A%2F%2Fsecure.ce-
tescoassets.com%2Fassets%2FCZ%2F867%2F5051007137867%2FShotTypel 540x540
Jrg

TEEKANNE Ginger Curcuma, World Special Teas, 20 sdcku, 35g [online].
[accessed. 2022-04-26]. Available at: https://nakup.itesco.cz/groceries/cs-
CZ/products/2001020258597?selectedUrl=https%3A%2F%2Fsecure.ce-
tescoassets.com%2Fassets%2FCZ%2F556%2F5901086058556%2FShotTypel 540x540

Jjpg

116



