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ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Veronika Stiibrna

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

Nazev diplomové prace: HPLC v kontrole kvality potravnich doplitkkli na bazi extraktt s
kurkuminy

V této praci byla vyvinuta a validovana HPLC metoda pro separaci a soucasné stanoveni
ucinnych latek piperinu, kurkuminu, demetoxykurkuminu a bisdemetoxykurkuminu.
Tato HPLC metoda byla nasledné pouzita pro stanoveni obsahu téchto latek ve vybranych
dopliicich stravy a to jmenovité: Kurkumin — piperin plus Vieste, Kurkumin-piperin
komplex Natural Medicaments, Kurkuma: piperin Setaria, Cur-Cum Astina, Kurkumin
Liftea, Kurkumin Advance a Curcumin turmeric.

Vysledky méteni byly na zavér porovnany s deklarovanym obsahem extraktu a
vyhodnoceny v % jako kvalita potravniho dopliiku z hlediska deklarovaného mnozstvi.
K analyze byla pouZzita kolona Ascentis® Express RP-Amide 150 x 4,6 mm, ¢astice 2,7
pum a predkolona Ascentis® RP-Amide 5 x 4,6 mm, Castice 2,7 pm. ReZim analyzy byl
zvolen gradientovy o délce analyzy 12,5 minuty s pratokem mobilni faze 1,0 ml/min.
Jako mobilni faze byla vybrana smés 100% acetonitrilu s 0,1% kys. fosfore¢nou. Detekce

probihala pomoci DAD detektoru pti vinovych délkach 280, 340 a 420nm.

Kli¢ova slova: HPLC, piperin, kurkumin, demetoxykurkumin, bisdemetoxykurkumin,
potravni dopliiky



ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove
Department of Analytical Chemistry

Candidate: Veronika Stiibrna

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

Title of diploma thesis: HPLC in quality control of food supplements based on curcumin
extracts

In this diploma thesis, a new HPLC method for the simultaneous determination of active
components in food supplements, piperine, curcumin, demethoxycurcumin and
bisdemethoxycurcumin was developed and validated.

The method was used to determine the level of the relevant analytes in the selected food
supplements, namely Curcumin — piperine plus Vieste, Curcumin-piperine complex
Natural Medicaments, Turmeric: piperine Setaria, Cur-Cum Astina, Curcumin Liftea,
Curcumin Advance a Curcumin turmeric.

Finally, the obtained results were compared with the declared extract content and
evaluated as a percentage of quality of the food supplement.

An Ascentis® Express RP-Amide 150 x 4,6 mm, 2,7 um particle size analytical column
with Ascentis® RP-Amide 5 x 4,6 mm, 2,7 um particle size precolumn was used for
analysis. A gradient elution with analysis time of 12.5 minutes and flow rate of mobile
phase 1.0 ml/min was used. As the mobile phase a mixture of acetonitrile 100% and 0.1%
phosphoric acid was chosen. The detection was performed with a DAD detector at

wavelengths of 280, 340 and 420 nm.

Keywords: HPLC, piperine, curcumin, demetoxycurcumin, bisdemetoxycurcumin, food
supplements
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1. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACN — Acetonitril

As — Asymetrie chromatografickych pika

BDMK - Bisdemetoxykurkumin

Cps. — Kapsle

DAD - Diode array detector; detektor diodového pole
DMK — Demetoxykurkumin

EA — Ethylacetat

ESI — Ionizace elektrosprejem

HPLC — Vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
IS — Vnitini standard

k — Reten¢ni faktor

KUR —Kurkumin

LC-MS — Kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

LOD — Limit detekce

LOQ — Limit kvantifikace

MeOH — Methanol

MF — Mobilni faze

MS — Hmotnostni spektrofotometrie
Mw — Molekulova hmotnost

PIP — Piperin

Rs — RozliSeni chromatografickych pika
RSD — Relativni smérodatnd odchylka
SD — Smérodatna odchylka

Tbl. — Tableta

TOF — Hmotnostni spektrometrie doby letu
t:— Retencni Cas

wh — Sitka piku
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2.UVOD

Piperin se vyskytuje pfedevsim v plodu peprovniku ¢erném z Celedi peprovnikovité,
v obsahovém rozmezi 1,7-7,4 % piperinu v rostliné. Dodava rostlin¢ charakteristickou
Stiplavou chut a vyskytuje se zde ve tfech geometrickych izomerech isopiperinu,
isochavicinu a chavicinu. Chemicky ho mizeme zaradit mezi pfirodni alkaloidy, je Spatn¢
rozpustny ve vodé a dosahuje nizké biologické dostupnosti v téle.

Pro své antioxidacni, protinadorové, antihypertenzni, antipyretické, analgetické,
antiastmatické, antidepresivni, antibakteridlni, antiapoptické a dalsi ucinky je predméetem
mnoha studii a pouzivan také 1 jako dopln¢k stravy.

Kurkumin se vyskytuje ve vytrvalé bylin¢ Kurkumé dlouhé, jinak nazyvané jako indicky
Safran z Celedi zazvornikovité. Chemicky je to lipofilni polyfenolova latka, je stejné jako
piperin Spatn¢ rozpustny ve vodé a ma nizkou biologickou dostupnost.

Kurkumin mé4 klinicky dokazanou ucinnost pii cukrovce, zanétlivych onemocnénich stfev
a artritid€. Stejné jako piperin je pfedmétem mnoha studii. Vzhledem k faktu, Ze piperin
zvySuje biologickou dostupnost kurkuminu, se tyto dvé latky velmi Casto vyskytuji
v potravnich doplicich spole¢né.

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je v soucasnosti jednou z nejpouzivanéjSich
analytickych metod nejen v analyze potravnich doplnkl. V této praci byla vyvinuta a
validovana nova HPLC metoda pro soucasné stanoveni U¢innych latek piperinu,
kurkuminu, demetoxykurkuminu a bisdemetoxykurkuminu. Tato metoda byla nasledné
pouzita pro stanoveni obsahu téchto latek ve vybranych dopliicich stravy. Vysledky
méfeni byly na zavér porovnany s deklarovanym obsahem extraktu a vyhodnoceny v %
jako kvalita potravniho dopliku.
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3. CIL A POPIS ZADANI PRACE

Cilem diplomové prace bylo vyvinout, optimalizovat a validovat HPLC metodu pro
soucasné stanoveni piperinu, kurkuminu, demetoxykurkuminu a bisdemetoxykurkuminu.

Dale bylo cilem aplikovat vyvinutou metodu pro stanoveni obsahu téchto Ctyt latek v 7
vybranych doplncich stravy pro porovnani jejich kvality.

12



4. TEORETICKA CAST

4.1 Piperin

4.1.1 Farmakognostické udaje
Bylina latinsky: Piper nigrum
Bylina ¢esky: Pepfovnik ¢erny
Celed’ latinsky: Piperaceae
Celed &esky: Peprovnikovité

Rostlinna droga: Piperis nigri fructus — plod pepfovniku c¢erného

Obrazek 1 - Ilustrovany obrazek Piper nigrum [1]

Utinna latka piperin se vyskytuje v plodu Pepfovniku derného. Je to tropicka ovijivé lidna
pestovana pravé pro svij plod (bobuli) obsahujici tuto ucinnou latku, ktera dodava
rostlin€ Stiplavou chut’ a hojné se tak vyuziva jako kotfeni po celém svéte.

Peptovnik ¢erny pochazejici ptivodem z jihozapadni Indie se v dnesni dobé Siroce péstuje
v mnoha tropickych oblastech. Mezi nejvétsi celosvétove péstitele pepie Cerného patii
Vietnam, Indie, Indonésie a Sri Lanka.

Tato ovijiva liana dfevnati a dordsta vysky az 4 metry. Jeji listy jsou stiidavé rapikaté a
kvétenstvi uspotadané v hrozenstvi vyriista z nodi naproti listim. Plod tvaru kulaté
bobule obsahuje pouze jedno semeno [1],[2],[3],[9].

Mezi dalsi druhy pepfte patii: pept dlouhy (P. longum), pept uzkolisty (P. angustifolium),
peptovnik betelovy (P. betle) — jehoz listy se zvykaji pro jeho stimulujici efekt na CNS,
¢i pepfovnik opojny (P. methysticum) — s hlavni u¢innou slozkou laktonem kavainem, ze
kterého se ptipravuje opojny napoj kava-kava [4],[5],[6].
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Obsahové latky pepfe cerného jsou zejména: alkaloidy (piperin), pryskyfice (obsahujici
amidovou slozku chavicin), silice (pinen, felandren, karyofylen, sabinen), flavonoidy,
terpentoidy, steroly, fenoly, lignany, terpeny a chalkony [2],[9],[10].

Piperin se vrostliné vyskytuje ve tfech geometrickych izomerech isopiperinu,
isochavicinu a chavicinu v obsahu 1,7-7,4 %. Chemicky se jedna o pfirodni alkaloid
piperinového typu [11].

SRS dﬁf\@

Piperine Isopiperine
H
H
H o
o M e H >
) : o
N H o
N O
H
Chavicine Isochavicine

Obrazek 2 — Geometrické izomery piperinu [11]

4.1.2 Fyzikalné-chemické vlastnosti piperinu

Obrazek 4 - Interaktivni model chemické struktury piperinu typu, mic¢ a hil”” [7]
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Nézev IUPAC: (2E, 4F) -5-(1,3benzodioxol-5-yl) -1piperidin-1-ylpenta-2,4dien-1-on
Molekularni vzorec: C17H19NO3

Mw = 285,34

Bod tani: 131-135 °C

Rozpustnost: rozpustny v ethanolu, methanolu a acetonitrilu.

Uchovavani a stabilita: stabilni pfi pokojové teploté. Je termicky nestabilni, napiiklad
béhem domaciho vafeni se béhem 10-30 minut mize ztratit 16-34 % ucinné latky
piperinu. Proto se pro zachovani farmakologickych uc¢inkti nedoporucuje dlouhodobé
vystaveni tepla [7], [8], [12].

4.1.3 Tradiéni ¢inska medicina

V tradi¢ni ¢inské medicin€ se nejvice vyuziva pti chiipce, bolestech svall, nachlazeni,
vycerpani, jako nervové tonikum, ke zvyseni krevniho ob&hu, povzbuzeni chuti k jidlu a
povzbuzeni peristaltiky, také podporuje enzymatickou aktivitu slinivky bfisni [10].

4.1.4 Biologicka dostupnost

Piperin je Spatné rozpustny ve vod¢ a dosahuje nizké biologické dostupnosti, coz omezuje
jeho terapeutické Ui¢inky a moznosti aplikace [10].

4.1.5 Farmakologické uéinky

Dle moderni mediciny piperin vykazuje Cetné farmakologické ucinky, jako jsou
antioxidacéni, protinadorové, antihypertenzni, antipyretické, analgetické, antiastmaticke,
antidepresivni, antibakteridlni, antiapoptické a dalsi ucinky.

Také umoziuje zvySenou biologickou dostupnost potravin, 1€kl (napi: tetracyklinovych
antibiotik), antikarcinogenti a dalSich fotochemikalii (kurkumin) [10,11,12].
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4.2 Kurkumin

4.2.1 Farmakognostické udaje
Bylina latinsky: Curcuma Longa
Bylina ¢esky: Kurkuma dlouha
Celed’ latinsky: Zingiberaceae
Celed &esky: Zazvornikovité

Rostlinna droga: rhizoma curcumae longa — oddenek kurkumy dlouhé

Obrazek 5 - Ilustrovany obrazek Curcuma longa [14]

Kurkumin se vyskytuje ve vytrvalé byliné¢ Kurkumé dlouhé, jinak nazyvané jako indicky
Safran (anglicky Turmeric), kterd je odedavna péstovana v jithovychodni Asii — Indii,
Laosu a Thajska jako kofeni.

Curcuma longa zc¢eledi Zingiberaceae je charakteristickd svymi zduZnatélymi
kofenovymi oddenky, podobnymi oddenkiim zazvoru nebo kosatcti. Z jeho oddenku
vyrlsta aZ jeden a piil metru vysoky stonek a dlouze fapikaté listy. Mezi nimi vyriista klas
osazeny svétle Zlutymi kvéty. Plodem jsou trojpouzdré mnohosemenné tobolky.

Mezi celed’ zdzvornikovité dale patii napiiklad: Zazvor obecny (Zingiber officinale) ¢i
Galgan velky (Alpinia Galanga).

Farmaceutickou surovinou jsou typické oddenky zluté barvy (rhizoma curcumae)
obsahujici mnoho biologicky aktivnich latek jako jsou naptiklad: ketony (turmerton,
artumaron, zingiberin), ostré hoiciny, silice (tolilmetylkarbinol), pryskyfice, barviva
(kurkumin) a dalsi latky.

Nejvyznamnéjsi latkou je pravé barvivo kurkumin, lipofilni polyfenolova latka, kteréd
tvoti 2—5 % prasku z kurkumy [9],[13],[14],[15].
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4.2.2 Fyzikalné-chemické vlastnosti kurkuminu

Obrazek 7 Interaktivni model chemické struktury kurkuminu typu ,, mi¢ a hal*“ [17]

Nazev IUPAC: (1E, 6E) -1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyfenyl) hepta-1,6dien-3,5dion
Molekulérni vzorec: C21H2006

Mw = 368,4

Bod tani: 183 °C

Rozpustnost: velmi dobfe rozpustny v metanolu, ethanolu, kyselin€ octové a acetonu.

Uchovavani a stabilita:_stabilni pfi pokojové teploté, citlivy na svétlo. Kurkumin mtze
mit az tfi kyselé protony, dva z fenolickych OH skupin (v rozmezi 8,5-10,7) a jeden v
enol formé¢. V kyselém a neutralnim prostfedi je kurkumin stabilni, vyskytuje se v
jeho keto formé, ktera se chova jako elektronovy akceptor. V zasaditém prostiedi dochazi
k deprotonizaci funkcnich skupin a zmeénou v enol formu, kterd je nestabilni [16],[17].
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4.2.3 Tradiéni ¢inska medicina

Kurkuma, ¢insky, jiang huang® je zndma vice nez 3000let, obchodovalo se s ni jako
s kofenim jiz ve stfedoveéku. Droga se Casto vyuziva jako soucast kofeni znamé, curry®,
které¢ kromé kurkumy obsahuje predevsim Cerny pept, cayensky pepft, kmin, koriandr a
piskavici.

Dle tradi¢ni mediciny se uziva pfi onemocnéni zluéniku na zvyseni tvorby zluci, tlumi
zanéty a kieCove stahy zlucovodi, zlepSuje chut’ k jidlu a napomaha traveni. Pouziva se
k ¢isténi porti v pleti, reguluje ¢innost mazovych zlaz, chrani plet’ pted akné, zlepSuje
prokrveni a podporuje tvorbu kolagenu. Napomaha uvoliiovani hlenu. Dale ma Gc¢inek
jako nesteroidni antiflogistikum na revmatoidni artritidu. Snizuje hladinu cholesterolu a
snizuje aktivitu nékterych bilkovin, které stimuluji rist nadoru. Kurkumu lze také zaradit
mezi piirodni antibiotika s antibakteridlnim a antivirovym t¢inkem [18],[19],[20].

4.2.4 Biologicka dostupnost

Kurkumin ma Spatnou biologickou dostupnost, vysokou rychlost metabolismu a exkrece.
Vzhledem k faktu, ze piperin zvySuje biologickou dostupnost kurkuminu (snizuje
glukuronidaci kurkuminu), se tyto dvé latky kombinuji v potravnich dopliicich velmi
Casto [21].

2 v
& oy

Anti-Alzheimer, Radioprotective,

®

Anti-depressant

Turmeric

Anti-hyperlipidemia

Anti-inflammato

Obrazek 8 - Piehled farmakologickych ucinki kurkuminu [22]

4.2.5 Farmakologické uc¢inky

Kurkumin se vyuziva proti autoimunitnim onemocnénim, metabolickym onemocnénim,
neurologickym onemocnénim, kardiovaskularnim onemocnénim, plicnim onemocnénim,
onemocnénim  jater, ma protivirove, antibakterialni a  antiseptické  vlastnosti,
radioprotektivni vlastnosti a také tlumi rozvoj zanétlivych onemocnéni. Klinicky je
dokazéna jeho uCinnost pfi cukrovce, zanétlivych onemocnénich stfev a artritide.
Momentaln¢ probihaji studie hodnotici protinddorovy ucinek kurkuminoida.
[21],[22],[23].

4.3 Prirodni analogy

Kurkuminoidy nachdzejici se vrozemleté droze se skladaji z kurkuminu (77 %),
demethoxykurkuminu (DMC; 17 %) a bisdemethoxykurkuminu (BDMC; 3 %)).
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Dle literatury ma zfejmé¢ DMK a BDMK podobnou biologickou aktivitu jako kurkumin.

Tetrahydrokurkumin (THC) vykazuje predevSim antioxidacni, protizanétlivé a
protirakovinné ucinky [23].

0O 0
HaCGM H
HO OH

Demethoxycurxumin

Bis-demethoxycurcumin
Obrazek 9 - Chemicka struktura kurkuminoidi [24]

4.4 HPLC - Vysokou¢inna kapalinova chromatografie

Je vdne$ni dobé jedna znejpouzivanéjSich chromatografickych metod, slouzici k
separaci slozek vzorku za tucCelem stanoveni jejich pfitomnosti a zaroven jejich
koncentrace.

Béhem separace se analyty opakované rozdéluji mezi mobilni kapalnou f4zi a stacionarni
fazi. Zakladem metody je tedy opakovana distribuce délenych latek pravé mezi témito
dvéma fazemi, kdy na zéklad¢ jejich afinity k témto fazim dochazi ke vzajemnym
interakcim.

Existuje nekolik typi chromatografie na zékladé téchto interakci. NaSe metoda byla
vyvinuta za pouziti adsorpéni kapalinové chromatografie, kde jsou zakladem
mezimolekulové pfitazlivé sily mezi stacionarni fazi a analytem. Stacionarni faze se
vyuzivaji vétSinou na bazi silikagelu v riznych Upravach, a to zejména nepolarnimi
alkylovymi fetézci C-8, C-18 a jinymi dalSimi modifikacemi na principu reverzni faze —
fenyl, fenyl-hexyl, pentafluorofenyl, bifenyl a;.

Schéma kapalinového chromatografu viz nize obrazek ¢. 10. Zakladni schéma
kapalinového chromatografu [25],[26],[27].
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Obrazek 10 - Zakladni schéma kapalinového chromatografu [27]

4.5 Chromatografické kolony

Kolony jsou tvofené ocelovou trubici, nejcastéji o délce 5—15 cm a obsahuji naplin-sorbent,
ve veétsing pripadech silikagel, ktery je Casto modifikovan dle potfebnych vlastnosti
staciondrni faze. V dne$ni dobé se pouzivaji dle charakteru sorbentu dva typy
kolon — néaplnové a monolitické [25],[26],[27].

4.5.1 Kolona Ascentis® Express 90 A RP-Amide 150 x 4,6 mm, 2,7 pm &4stice

Tato kolona, ktera byla vyuzita v diplomové praci, je zalozena na moderni
technologii ,,fused-core* ¢astic, kterd spociva v odli§né piiprave oproti klasickym typiim
kolon. Castice kolony obsahuji pevné silikagelové jadro, kolem kterého je vazan tenky
purifikovany silikagelovy porézni plast. Hlavni vyhodou je prace pii niZSich, az
polovi¢nich zpétnych tlacich a velmi vysok4d uc¢innost kolony. Diky vysoké
ucinnosti ,,fused-core* technologie umoznuje pouZzivat kratsi kolony a snizuje spotiebu
rozpoustédel.

Tato kolona je selektivni ptfedev§im pro polarni slou¢eniny, specialné pro ty, které jsou

donory vodikovych vazeb. Je kompatibilni pro LC-MS a kompatibilni s vodnym
prostfedim [28].

4.6 DAD - detektor diodového pole

V ramci této diplomové préce byl vyuzit detektor diodového pole (DAD). Tento detektor
obsahuje tadu citlivych fotodiod, které umoznuji simultdnni snimani svétla vlnovych
délek v celém absorpcnim spektru.

Ultrafialové nebo viditelné¢ svétlo je nejprve odde€leno monochromatorem a takto
oddélené vinové délky jsou poté vyrovnadny na povrchu linedrniho diodového pole
pomoci kolimacniho zrcadla nebo ¢ocky [29].
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Obrézek 11 - Schéma diodového pole [29]

4.7 Moznosti hodnoceni piperinu a kurkuminu

V této tabulce je popsano 9 vybranych praci, které stanovuji kurkuminoidy a piperin
v riznych vzorcich pomoci HPLC. Jedna se bud o stanoveni spektrofotometrickym
detektorem UV/VIS, DAD nebo FLD nebo hmotnostnim detektorem TOF ¢i ESI. Tyto
latky byly stanovovany bud’ za ucelem hodnoceni klinickych studii, a to pfedev§im
kvantitativné v lidské ¢i zvifeci plazmé, ¢i za i€elem kvalitativnim i kvantitativnim pro

ur¢eni obsahu a €istoty v rostlinnych ptipravcich.

Kurkuminoidy a piperin se pouzivaji v dopliicich stravy pro své mnohé ptiznivé ucinky
na lidsky organismus. Jejich obsah je vyjadieny jako obsah extraktu na 1 kapsli ¢i tobolku
a byva v rozmezi kolem 110 — 650 mg extraktu kurkumint a 5 — 10mg extraktu piperinu

v jedné kapsli ¢i tobolce.
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Tabulka 1 - Moznosti stanoveni piperinu a kurkuminoida

Stan(?vovane MF BC Detekee Chromatograficka Zdroj
latky kolona
. ACN, 5%
kur.kun.nn, Kys. ACN UV-2075 Luna® C18 (150 30]
piperin citronové x 4,6 mm)
Acetonitril
piperin Acetonitril : voda uv C18 [31]
(90:10)
Waters Synapt ®
o Q-TOF BEH C8 (100 x
kurkuminoidy - MeOH Premier 2.1 mm, 1,7 um [32]
castice)
Triple Welch Ultimate®
o TOF C18 (100 x 2,1
kurkuminoidy - MeOH 5600 ESI mm, 1,8 um [32]
castice)
ACN, kys. EA a FLD Ll:rzaﬁ)ngl ;g (lniO
kurkumin octova MeOH s e)“ [33]
pH 3,2 95:5
kurkumin ACN, k}/s. - DAD Cl8 (25(3 ,X 4 mm, [34]
octova 5 um castice)
ACN, 0,1%
kurkuminoidy kys. - UV/VIS C18 [35]
mravenci
kurkumin a octan amo
jeho ‘ octa’n nny pH UV/IVIS Atlantis®
metabolity amonny pH | 4,5, ACN C 18 (150 x 4,6 [36]
v plazmé, 4,5, ACN 50:50 mm, 3 um)
plicni tkdni (v/v)
ACN,
MeOH, Agilent® C18
kurkuminoidy voda MeOH UV/VIS (250 x 4,6 mm [37]
40:20:40 ID, 5 um)
(v/v/v)
kurkumin, THI;SII:II’Z 0 Phenomenex®
didekanoat o ’ ACN uv C 18 (250x 4,6 [38]
. 0,1% kys.
kurkumin o mm, 5 um)
mravenci
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pouzité pomucky, pristroje a material

5.1.1 Pomiucky

Analytické vahy (Sartorius Secura 225D-1CEU)
Ultrazvukova lazen (Bandelin Sonorex RK100)
Centrifuga (MPW-260R) - otacky 10 tisic RPM, 25 °C
Pipety (Brand)

PTFE filtry (velikosti pori 0,22 um)

Jednorazové injekeni stiikacky (3ml Omnifix®)
Braun — Laboratorni sklo a pomtcky

5.1.2 Pristroje

Tabulka 2 - Chromatograficky systém

Chromatograf: UHPLC Nexera X? system (Shimadzu
Corporation, Japan)
Detektor: DAD detector SPD-M10A VP
Degaser: DGU-14 A
Autosampler: SIL-HTA
Pumpy: LC-10 AD VP
Termostat kolony: CTO-10 AC VP
Vyhodnocovaci systém ,,L.C Lab-Solution*: Shimadzu Corporation, Japan
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Pti optimalizaci separace kurkuminti a piperinu byly testovany nasledujici kolony:

Tabulka 3 - Testované kolony

Vyrobce Nézev — charakteristika kolony, velikost ¢astic
Supelco Ascentis® Express 90 A RP-Amide 150 x 4,6 mm, 2,7 um
Analytical Castice
Supelco Ascentis® Express 90 A AQ-C18 150 x 4,6 mm, 2,7 pm
Analytical Castice
YMC CO., LTD. YMC-Triart C18 ExRS 150 x 4,6 mm, 5 pm castice
YMC CO., LTD. YMC-Triart PFP 150 x 4,6 mm, 5 um ¢astice
YMC CO., LTD. YMC-Triart PFP 150 x 4,6 mm, 3 um Céstice
YMC CO., LTD. YMC Carotenoid 150 x 4,6 mm, 5 pm ¢dastice
Phenomenex® Kinetex® XB-C18 100 A 150 x 4,6 mm, 2,6 um &astice
Phenomenex® Kinetex® EVO-C18 100 A 150 x 4,6 mm, 2,6 pum Castice
Phenomenex® Kinetex F5 100 A 150 x 4,6mm, 2,6 um Castice
Phenomenex® Kinetex Biphenyl 150 x 4,6mm, 2,6 um ¢astice
Phenomenex® | Luna® Omega Polar C18 100 A 150 x 4,6 mm, 5 um &astice
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5.1.3 Material

5.1.3.1 Chemikalie

Acetonitril HPLC gradient grade (VWR Chemicals)
Kyselina octova 100% (VWR Chemicals)
Ultracista voda (systém Milli-Q)

Kyselina fosforecnéa 85% p.a. (Penta)

Kyselina mravenci reagent grade 95% (Sigma-Aldrich)
Methanol HPLC gradient grade (VWR Chemicals)
5.1.3.2 Standardy

Kurkumin 99,5% (Sigma — Aldrich)
Demetoxykurkumin 95% (Sigma-Aldrich)
Bisdemetoxykurkumin 95% (Sigma-Aldrich)
Tetrahydrokurkumin 98% (ChemFaces)

Piperine 97% (Sigma-Aldrich)

Methylparaben 99% (Fluka)

Ethylparaben 99% (Fluka)

Ibuprofen 99%(Fluka)

Diclofenacum natricum 99% (Fluka)

5.1.3.3 PouZzité potravni dopliiky

Tabulka 4 — Pfehled analyzovanych potravnich doplik

Obsah Obsah extraktu
Nazev ptipravku Vyrobce Forma extraktu piperinu
kurkuminii
v mg/cps.
v mg/cps.
Kurkumin — Vieste kapsle 650 10
piperin plus
Kurkumin- Natural
piperin komplex | Medicaments tablety 300 >
Ku.r kurpa: Setaria tobolky 350 5
piperin
Cur-Cum Astina kapsle 111 5
Kurkumin Liftea kapsle 157 -
Kurkumin Advance kapsle 400 5
Curcumm Jamieson kapsle 50 -
turmeric
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5.2 Priprava mobilni faze, zasobniho extrakéniho ¢inidla a roztoki standardi
5.2.1 Priprava mobilni faze

Mobilni faze byla vzhledem k pouzité gradientové eluci slozena z organické a vodné faze.
Jako organickd faze byl pouZzivén Cisty acetonitril, ktery byl ¢erpan piimo ze zasobni
lahve. Vodna slozka se piipravovala naplnénim zasobni lahve 900 ml ultraCisté vody a
okyselenim 0,9 ml 85% kyseliny fosfore¢né. Byla tak ptipravena 0,085% H3PO4
okyselend vodna faze o pH cca 2,0.

5.2.2 Priprava zasobniho extrak¢niho ¢inidla pro standardy a vzorky

Pti ptipravé zdsobniho extrak¢éniho €inidla pro standardy a vzorky bylo smiseno 196 ml
acetonitrilu 100% se 4ml kyseliny octové 100%. Byla tak pfipravena 2% CH;COOH
okyselena organicka faze.

5.2.3 Ptiprava zasobniho roztoku standardu pro optimalizaci a validaci metody

Pti ptipravé jednotlivych standardl bylo navazeno 0,49-0,51 mg standardu, ktery byl
nasledné rozpustén v 1 ml zadsobniho extrakéniho ¢inidla pro standardy a vzorky.

Ze zékladnich 5 standardu (tetrahydrokurkumin, piperin, kurkumin, demetoxykurkumin
a bisdemetoxykurkumin) bylo takto pfipraveno 5 zasobnich roztok standardi o
koncentraci 0,50 mg/ml, které byly nasledné pouzivany po natedéni pro optimalizaci
separacnich podminek a validaci metody.

5.2.4 Priprava pracovniho roztoku smési standardi pro optimalizaci a validaci
metody

Z 5 zékladnich zasobnich roztoki standardii pro optimalizaci a validaci metody (viz vyse)
bylo odebrano 20 pl od kazdého roztoku standardu a piidano k 400 pl okyseleného
acetonitrilu. Byla tak pfipravena smés 5 standardii o objemu 0,5 ml a koncentraci 0,02
mg/ml.

5.2.5 Priprava pracovnich roztoki standardi pro test zpusobilosti
chromatografického systému

Pii ptipravé jednotlivych standardi bylo navazeno 0,49-0,51 mg standardu, ktery byl
nasledné rozpustén v 1 ml zédsobniho extrakéniho ¢inidla pro standardy a vzorky.

Ze 6 standardi (tetrahydrokurkuminu, piperinu, kurkuminu, demetoxykurkuminu,
bisdemetoxykurkuminu a vnitfniho standardu methylparabenu) bylo takto pfipraveno 6
zasobnich roztokt standardii o koncentraci 0,50 mg/ml, které byly nasledné nafedény na
koncentrac¢ni hladinu 100 mg/1.

V této koncentra¢ni hladin€ byly standardy davkovéany na kolonu v 6 néstficich o objemu
5l

5.2.6 Priprava pracovniho roztoku smési standardi pro kalibraci a opakovatelnost

Pro kalibraci byl pouzit pracovni roztok smési standardi pro optimalizaci a validaci
metody (viz vySe), ktery byl nasledné fedén na koncentracni hladiny oznacené jako 1-9
(viz tabulka 5 — Ptiprava pracovnich roztoku pro kalibraci).
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Tabulka 5 — Pfiprava pracovnich roztoku pro kalibraci

Hladina Koncentrace standardi mg/1

1 100

2 75

3 50

4 25

5 15

6 10

7 5

8 2

9 1

Vsechny tyto hladiny byly méfeny ve tfech nasttficich o objemu 5 pl.
Pro opakovatelnost byly pouzity roztoky standarda na hladinach 1, 2, 25 a 100 mg/1. Tyto
4 hladiny byly méfeny v 6 nastficich o objemu 5 pl.

5.2.7 Priprava pracovnich roztokii standardi pro limit detekce

Pti urceni limitu detekce se vychazelo z roztokt pro kalibraci, které byly postupné fedény
na dal$i koncentracni hladiny 1 mg/l, 0,5 mg/l, 0,25 mg/l, 0,125 mg/l, 0,0625 mg/l,
0,03125 mg/l.
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5.2.8 Priprava roztoki standardii pro stanoveni obsahu potravnich dopliiki

Pfi tomto méfeni bylo vyuZzito 4 standardl: piperinu, kurkuminu, demetoxykurkuminu,
bisdemetoxykurkuminu. Tetrahydrokurkumin nebyl dale analyzovan, jelikoz bylo
zjisténo, ze se v zadném potravnim doplitku nevyskytuje. Ze zasobnich roztokt standarda
pro optimalizaci a validaci metody bylo odebrano 5 pl od kazdého standardu a
napipetovano do spolecné vialky, ke které bylo pfidano 180 ul zésobniho roztoku
vnitiniho standardu metylparabenu pro stanoveni obsahu vzorkl. Standardy byly v tomto
roztoku rozpustény o koncentraci 25 mg/1 a vnitini standard o koncentraci 90 mg/100ml.

5.2.9 Priprava pracovniho roztoku vnitiniho standardu

Bylo navazeno 0,5 mg daného vnitiniho standardu (metylparabenu, ethylparabenu,
diclofenaku a ibuprofenu) a nasledné rozpusténo v 1 ml zdsobniho extrakéniho ¢inidla. U
téchto latek byl hledan vhodny retenéni Cas.

5.2.10 Priprava zasobniho roztoku vnitiniho standardu pro stanoveni obsahu
vzorki potravnich dopliki

Vnitini standard byl pfipraven navazenim 20 mg methylparabenu a naslednym
rozpu$ténim v 200 ml zasobniho extrakéniho ¢inidla pro standardy a vzorky. Vnitini
standard byl pfipraven v roztoku o koncentraci 100 mg/1.

Tento zasobni roztok byl dale pouzit na rozpousténi standardii a vzorkl potravnich
doplnkt pfi stanoveni obsahu vzorkl potravnich doplikd.

5.3 Priprava vzorku
5.3.1 Piiprava vzorkua potravnich dopliki

VSechny vzorky byly pfipravovany pomoci stejného postupu, odliSovala se pouze
navazka potravniho dopliiku a extrakéni €inidlo, ve kterém byl rozpustén.

U kazdého potravniho dopliku se vychazelo z ptipravy vzorku pomoci obsahu tii jeho
kapsli/tabletek.

V ptipadé tabletky u potravniho doplitku od vyrobce Natural-Medicaments, se tablety
rozdrtily v porcelanové tfence s térkou. V piipadé ostatnich potravinovych doplikd, které
byly ve formé kapsli, se kapsle pouze vysypaly.

Ze 3 takto pripravenych praskt od kazdého potravniho doplitkku, se pomoci intenzivniho
michani vytvofila homogenizovana smés.

Nasledn¢ bylo navdzeno 2—-10 mg (viz tabulka — Pfehled navazek vzorkd potravnich
doplnkt pro validaci) této homogenizované smési od kazdého dopliiku stravy a rozpustily
ho v daném extrakénim Cinidle, v 15 ml plastové zkumavce.

Dalsim krokem, bylo vlozeni do ultrazvukové 1azné s destilovanou vodou pokojové
teploty, po dobu deseti minut.

Poté se vzorky pienesly do centrifugy po dobu 15 minut pii otd¢kach 10 tisic za minutu
a teploté 25°C.

Jako posledni krok byly vzorky opatrné piefiltrovany pfes membranovy filtr 0,22 pm
pfimo do pfipravenych, oznacenych vialek, které byly nasledné uzavieny.
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Tabulka 6 — Piehled navazek vzorkl potravnich doplnkt pro validaci

Navazka
Navéazka pro Navéazka pro pro
Nazev ptipravku Vyrobce piesnost spravnost stanoveni
(mg/5ml) (mg/10ml) obsahu
(mg/10ml)
Kurkgmln B Vieste - - 10
piperin plus
Kurkumin- Natural i i 10
piperin komplex Medicaments
Ku.r kuma: Setaria 5 - 10
piperin
Cur-Cum Astina 5 2 10
Kurkumin Liftea - - 10
Kurkumin Advance - - 10
Curcumm Jamieson - - 10
turmeric

5.3.2 Piiprava vzorki pro optimalizaci extrakéniho ¢inidla

Vzorky pro urCeni extrakéniho cinidla byly pfipravovany identicky jako v obecné
ptipravé vzorku (viz vyse). Navazka 10 mg vzorku byla rozpusSténa ve ¢tyfech rtiznych
testovanych extrak¢nich Cinidlech.

Tabulka 7 - Piiprava vzorkd pro ureni extrakéniho ¢inidla

Oznaceni vzorku 1. slozka 2. slozka
1. 9200 pl methanolu 800 pl kyseliny mravenci
2. 9200 pl methanolu 800 ul kyseliny octové
3. 9200 pl acetonitrilu 800 pl kyseliny mravenci
4. 9200 pl acetonitrilu 800 ul kyseliny octové

Naéstiik ve tfech opakovanich byl ddvkovéan o objemu 5 pl.
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5.3.3 Priprava vzorki pro piesnost
Valida¢ni parametr ptesnosti byl stanoven na vzorku Cur-Cuma a Kurkuma: piperin.

Pro urceni piesnosti byly potravni dopliiky pfipravovany identicky jako v obecné ptiprave
vzorki (viz vyse).

7 navazek o hmotnosti 5 mg od kazdého dopliku stravy bylo rozpusténo v 4950 ul
acetonitrilu a 50 pl zésobniho roztoku standardu tetrahydrokurkuminu (ktery nebyl
v potravnich dopliicich pfitomen, a proto byl pro hodnoceni piesnosti pfidan) v 15 ml
plastové zkumavce.

Nastiik na kolonu byl davkovan o objemu 5 pl. Kazdd ze sedmi navéazek vzorku
potravniho doplitku byla davkovana ve tfech opakovanich.

5.3.4 Priprava vzorki pro spravnost

Vzhledem k malému mnozstvi standardl, jejich cené¢ a vysokym koncentracim
kurkuminii v potravnich dopliicich, byla spravnost, tedy vytéznost metody uréovana
pouze s vyuzitim kurkuminu. Ostatni latky maji velice podobné struktury, a tudiz se
predpoklada, ze se béhem extrakéniho procesu budou chovat totozné. Pti priprave spike
vzorku bylo navaZeno 2 mg potravniho doplitku Cur-Cuma, ktery byl rozpustén v 9750
ul zasobniho extrakéniho €inidla pro standardy a vzorky a nasledné bylo ptidano 250 pl
standardu kurkuminu. Na chromatografickou kolonu byl davkovan objem 5 pl.

5.4 Parametry méreni

Analyza probihala pii teploté 30 °C, na kolonu bylo davkovano 5 pl roztoku. Mobilni
faze o sloZeni acetonitril 100%/0,085% kys. fosfore¢nd méla pritokovou rychlost 1,0
ml/min. Analyty byly detekovany pfi vlnovych délkach 280 nm, 345 nm a 420 nm.
Vysledky byly vyhodnoceny z chromatografickych zdznamt a ploch piislusnych pikda.
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6.VYSLEDKY A DISKUZE
6.1 Optimalizace metody
6.1.1 Volba vinové délky

Pti volbé vinové délky pro jednotlivé standardy, byla pomoci DAD detektoru snimajici
celé absorp¢ni spektrum, zmétena absorpéni spektra standardt. Jednotlivé vinové délky
pro detekci byly vybrany podle absorpcnich maxim standard.

Tabulka ¢.8 — Zjisténa absorp¢ni maxima standardii

Nazev standardu VInova délka (nm)
Tetrahydrokurkumin 280
Piperin 341
Kurkumin 424
Demetoxykurkumin 420
Bisdemetoxykurkumin 415
Metylparaben (IS) 256

U optimalizace separacnich podminek byla pro zjednoduSeni zvolena jedna vinova délka,
a to vlnova délka 280 nm, pfi které dostate¢né absorbovaly vSechny stanovované latky.

Pro validaci byly vybrany tii vinové délky. VInova délka 280 nm pro tetrahydrokurkumin,
vlnovd délka 341 nm pro piperin (kterd umoznuje 1 detekci kurkuminu,
demetoxykurkuminu a bisdemetoxykurkuminu) a vlnova délka 420 nm pro kurkumin,
demetoxykurkumin a bisdemetoxykurkumin. Metylparaben vykazuje dostateCnou
odezvu pii 280 nm, nebylo tieba ho hodnotit zv1ast’ pifi jeho maximalni absorbanci o
vlnové délce 256 nm.
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6.1.1.1 Absorp¢éni spektrum tetrahydrokurkuminu
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Obrézek 19 — Absorpéni spektrum tetrahydrokurkuminu

6.1.1.2 Absorp¢ni spektrum piperinu
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Obrazek 20 — Absorpéni spektrum piperinu
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6.1.1.3 Absorp¢ni spektrum kurkuminu
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Obrazek 21 — Absorpéni spektrum kurkuminu

6.1.1.4 Absorp¢ni spektrum demetoxykurkuminu
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Obrazek 22 — Absorp¢ni spektrum demetoxykurkuminu

I
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6.1.1.5 Absorp¢ni spektrum bisdemetoxykurkuminu

415

Obrazek 23 — Absorpéni spektrum bisdemetoxykurkuminu

6.1.1.6 Absorp¢ni spektrum methylparabenu
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Obrazek 24 — Absorpéni spektrum methylparabenu
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6.1.2 Volba pribéhu gradientu

Na pocatku optimalizace byla méfena gradientova eluce, a to pii Ctyfech raznych
linearnich gradientech: A, B, C, D o délce 12,5 minuty. Gradient A byl navic métfen i o
délce 17,5 minuty. Cilem bylo dosahnout separace s dostateCnym rozliSenim na
chromatogramu v co nejkrat§im case.

Podminky: kolona — Ascentis® Express RP-Amide 150 x 4,6 mm, 2,7 um castice Supelco
Analytical, teplota 30 °C, pratok Iml/min, MF 100% ACN/0,085% kys. fosforecna

Tabulka 9 — Piehled zkousSenych gradienta

Piehled gradienti | Cas analyzy (min) (gnz)?;zn%ﬁil?gg)
(1]
Gradient A ,,delSi‘¢ 17,5 20-80
Gradient
A kratsi** 12,5 20-80
Gradient B 12,5 25-75
Gradient C 12,5 2-100
Gradient D 12,5 5-100

6.1.2.1 Gradient A ,,delSi*

Gradient ,,A del§i* se zastoupenim organické faze 20 % na zacatku analyzy a 80 % na
konci analyzy, o délce analyzy 17,5 minuty.
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0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 min

Obrazek 12 — Chromatograficky zaznam separace jednotlivych kurkumini a
piperinu za podminek gradientu A ,,delSi* na koloné Ascentis® Express RP-Amide
150 x 4,6 mm, 2,7 um castice
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6.1.2.2 Gradient A ,,kratSi*

Gradient A , krat§i* se zastoupenim organické faze 20 % na zacatku analyzy a 80 % na
konci analyzy, o délce analyzy 12,5 minuty.

rrlAU
1280nm KUR DMK
501 PIP
] THK
25{ BDMK
o]
00 10 20 30 40 50 &0 70 80 90 100 110  12.0min

Obrazek 13 — Chromatograficky zaznam separace jednotlivych kurkuminii a
piperinu za podminek gradientu A ,kratsi* na koloné Ascentis® Express RP-Amide
150 x 4,6 mm, 2,7 um Castice

6.1.2.3 Gradient B

Gradient B se zastoupenim organické faze 25 % na zacatku analyzy a 75 % na konci
analyzy, o délce analyzy 12,5 minuty.
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Obrazek 14 — Chromatograficky zaznam separace jednotlivych kurkuminti a
piperinu za podminek gradientu B na kolon¢ Ascentis® Express RP-Amide
150 x 4,6 mm, 2,7 um Castice

6.1.2.4 Gradient C

Gradient C se zastoupenim organické faze 2 % na zacatku analyzy a 100 % na konci
analyzy, o délce analyzy 12,5 minuty.
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Obrazek 15 — Chromatograficky zdznam separace jednotlivych kurkumint a
piperinu za podminek gradientu C na kolon¢ Ascentis® Express RP-Amide
150 x 4,6 mm, 2,7 um cCastice
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6.1.2.5 Gradient D

Gradient D se zastoupenim organické faze 5 % na zacatku analyzy a 100 % na konci
analyzy, o délce analyzy 12,5minuty.
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Obrazek 16 — Chromatograficky zaznam separace jednotlivych kurkuminti a
piperinu za podminek gradientu D na kolon¢ Ascentis® Express RP-Amide
150 x 4,6 mm, 2,7 um castice

Jako nejvhodnéjsi gradient byl vybran gradient D o délce méteni 12,5 minuty. Standardy
byly pfi tomto gradientu eluovany v nejkrat§im retenénim Case s pomérné¢ dobrym
rozliSenim, coz byl hlavni faktor pfi vybéru gradientu pro testovani separace na dalSich
staciondrnich fazich. Tento gradient byl tedy vyuzivan v prubéhu optimalizace separace
na dal$ich testovanych kolonéch. Detailni rozpis pribéhu tohoto linearniho gradientu je
uveden déle v Tabulce 13.

6.1.3 Hodnoceni stability bisdemetoxykurkuminu

V pribéhu vypracovani diplomové prace bylo zjisténo, Ze se bisdemetoxykurumin
v zédsobnim roztoku organického rozpoustédla rozklada, jak je zfejmé z nasledujiciho
chromatogramu. Byla tedy hodnocena stabilita i ostatnich standardd v extrakénim ¢inidle
100% acetonitrilu po tfimésicnim uchovavani ve tmeé v lednici (v teplotnim rozmezi 2—
8 °C).

Bylo navazeno 0,49-0,51 mg standardu, ktery byl nésledné rozpustén v 1 ml 100%
acetonitrilu a uchovavan v uzavienych vialkach. Ctyfi zpéti standardd byly pii
opakovaném méteni po tfech mésicich (v zafi 2020) stabilni a nevykazovaly Zadné
rozkladné produkty. U bisdemetoxykurkuminu doSlo zifejmé k rozkladnému procesu,
jehoz nasledkem se pted jeho eluci objevil neznamy pik degradaéniho produktu.
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Obrazek 17 — Chromatograficky zdznam standardu bisdemetoxykurkuminu, ¢erstvy
roztok
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Obrazek 18 — Chromatograficky zaznam standardu bisdemetoxykurkuminu po 3
meésicich skladovani

Z odborné literatury bylo zjisténo, ze okyselenim roztoku standardi kyselinou octovou
se zajisti jejich delsi stabilita. Nove pfipravené roztoky standardii byly tedy nésledné
okyseleny kys. octovou. Diky této uprave, byly vSechny latky stabilni po zbytek méteni.

6.1.4 Volba kolony

Pti optimalizaci separace byly testovany kolony dostupné na pracovisti s riznym typem
stacionarni faze. Vzhledem k naro¢nosti separace byly zvoleny kolony s povrchové
poréznimi Casticemi o délce 150 mm. Piehled jednotlivych separaci na vybranych
kolonach uveden nize.

Podminky analyzy: teplota 30 °C, pratok 1 ml/min, MF 100% ACN/0,085% kys.
fosfore¢na, gradientova eluce podle podminek gradientu D.

6.1.4.1 Kolona Ascentis® Express RP-Amide 150 x 4,6 mm, 2,7 pm ¢astice
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Obrazek 25 — Chromatograficky zaznam — Ascentis® Express RP-Amide
150 x 4,6 mm, 2,7 um cCastice

Utinnost kolony byla dostate¢na. Kolona byla vyhodnocena jako optimalni i z hlediska
ucinnosti separace kritického paru tetrahydrokurkuminu a piperinu. Proto také byla po
vSech provedenych experimentech vybrana pro validaci metody a stanoveni latek
v potravnich doplicich.
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6.1.4.2 Kolona Ascentis® Express 90 A AQ-C18 150 x 4,6 mm, 2,7 pm &4stice
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Obrazek 26 — Chromatograficky zaznam separace jednotlivych kurkuminti a piperinu
— Ascentis® Express 90 A AQ-C18 150 x 4,6 mm, 2,7 um &astice

Utinnost této kolony nebyla dostate¢na, standardy nebyly separovany v dostate¢ném
rozliSeni. Tato kolona byla vyhodnocena pro nase méetfeni jako nevhodna.

6.1.4.3 Kolona YMC-Triart C18 ExRS 150 x 4,6 mm, 5 pm ¢&astice

mAU
754280nm
50
257

0] »

o0 o T 2o T TEo T 4o T so T do 7o T g do T T 1do T 1o 12.0min

Obrazek 27 — Chromatograficky zaznam — YMC-Triart C18 ExRS 150 x 4,6 mm,
5 um cCastice

I3

U¢innost této kolony nebyla dostate¢nd. Na této kolon€ nebyly odseparovany vSechny
standardy. Tato kolona byla vyhodnocena pro naSe méfeni jako nevhodna.

6.1.4.4 Kolona YMC-Triart PFP 150 x 4,6 mm, 5 pm ¢astice
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Obrazek 28— Chromatograficky zaznam — YMC-Triart PFP 150 x 4,6 mm, 5 um
castice

Utinnost této kolony nebyla dostateéna, standardy nebyly separovany v dostate¢ném
rozliSeni. Tato kolona byla vyhodnocena pro nase méteni jako nevhodna.



6.1.4.5 Kolona YMC-Triart PFP 150 x 4,6 mm, 3 pm castice
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Obrazek 29 — Chromatograficky zdznam — YMC-Triart PFP 150 x 4,6 mm, 3 um
Castice

Utinnost této kolony nebyla dostate¢na, standardy nebyly separovany v dostate¢ném
rozliSeni. Kolona byla vyhodnocena pro nase méfeni jako nevhodna.

6.1.4.6 Kolona YMC Carotenoid 150 x 4,6 mm, 5 pm ¢astice
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Obrazek 30— Chromatograficky zdznam — YMC Carotenoid 150 x 4,6 mm, 5 um
Castice

Utinnost kolony byla dostate¢na, retenéni asy latek na této koloné byly viak pozdgjsi,
nez u kolony Ascentis® Express RP-Amide 150 x 4,6 mm, 2,7 um castice. Tato kolona
byla vyhodnocena jako druha nejoptimalné;jsi kolona. Nicméné diky silnym hydrofobnim
interakcim latek s C-30 alkylovymi fetézci dochazi ke zna¢né diftizi zon.

6.1.4.7 Kolona Kinetex® XB-C18 100 A 150 x 4,6 mm, 2,6 pm &4stice
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Obréazek 31 — Chromatograficky zdznam — Kinetex® XB-C18 100 A 150 x 4,6 mm,
2,6 um castice
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Uginnost této kolony nebyla dostate¢nd. Na této kolon& nebyly odseparovany viechny
standardy. Dochazelo ke vzajemné ko-eluci vice latek. Tato kolona byla vyhodnocena
pro naSe méfeni jako nevhodna.

6.1.4.8 Kolona Kinetex® EVO-C18 100 A 150 x 4,6 mm, 2,6 pm &astice
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Obrazek 32 — Chromatograficky zdznam — Kinetex® 2,6 pm EVO-C18 100 A 150 x
4,6 mm, 2,6 um Castice

Utinnost této kolony nebyla dostate¢na. Na této kolon& nebyly odseparovany viechny
standardy. Dochazelo ke ko-eluci prvnich ti latek a to tetrahydrokurkuminu, piperinu a
kurkuminu. Tato kolona byla vyhodnocena pro naSe méfeni jako nevhodna.

6.1.4.9 Kolona Kinetex F5 100 A 150 x 4,6mm, 2,6 pm &astice
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Obrazek 33 - Chromatograficky zdznam — Kinetex F5 100 A 150 x 4,6mm 2,6 um
Castice

Utinnost této kolony nebyla dostate¢na. Na této kolon& nebyly odseparovany viechny
standardy. Dochazelo ke ko-eluci prvnich tii latek a to tetrahydrokurkuminu, piperinu a
kurkuminu. Tato kolona byla vyhodnocena pro naSe méfeni jako nevhodna.

6.1.4.10 Kolona Kinetex Biphenyl 150 x 4,6mm, 2,6 pm ¢astice
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Obrazek 34 — Chromatograficky zaznam — Kinetex Biphenyl 150 x 4,6 mm,
2,6 um Castice
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Utinnost této kolony nebyla dostate¢na. Na této kolon& nebyly odseparovany viechny
standardy. Dochazelo ke ko-eluci prvnich tii latek a to tetrahydrokurkuminu, piperinu a
kurkuminu. Tato kolona byla vyhodnocena pro naSe méteni jako nevhodna.

6.1.4.11 Kolona Luna® Omega Polar C18 100 A 150 x 4,6 mm, 5 pm &astice
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Obrazek 35— Chromatograficky zdznam — Luna® Omega Polar C18 100 A
150 x 4,6 mm, 5 um ¢astice

Utinnost této kolony nebyla dostate¢na. Na této koloné nebyly odseparovany viechny
standardy. Dochdzelo ke ko-eluci prvnich tfi piki a to tetrahydrokurkuminu, piperinu a
kurkuminu a poslednich dvou piki, a to demetoxykurkuminu a bisdemetoxykurkuminu.
Tato kolona byla vyhodnocena pro nase méteni jako nevhodna.

6.1.5 Volba vnitiniho standardu

Vnitini standard je vhodné€ zvolena chemicka latka pridana do analytického vzorku, diky
které je mozné s vétsi spravnosti a presnosti kvantifikovat mnozstvi uc¢inné latky ve
vzorku. Jako vnitini standard je volena latka, ktera se eluuje v blizkosti stanovovanych
latek, a kterd zaroven s t€émito latkami nijak neinterferuje. Zaroven tato latka nesmi byt
nativné pfitomna ve vzorku.

Vhodny vnitini standard byl vybran z téchto testovanych latek:

Tabulka 10 - Volba vnitifniho standardu

Mozny vnitini standard Reten¢ni ¢as (t;) (min)
Methylparaben 5,9
Ethylparaben 6,7
Diklofenak 8,5
Ibuprofen 8,5
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Obrazek 36 — Souhrnny chromatograficky zdznam reten¢nich ¢ast vnitinich
standardi

Jako nejvhodnéjsi vnitini standard byl timto méfenim vybran methylparaben, ktery se
eluyje v idealnim retencnim ¢ase cca 6 minut, ¢imz se svym retencnim ¢asem nepiekryva
s Zadnou ze stanovovanych latek.

6.1.6 Volba extrakéniho ¢inidla

Vzorky Cur-Cum Astina a Kurkuma: piperin Setaria se za u¢elem dosazeni co nejvyssi
ucinnosti extrakce prométfovaly v riznych extrakénich Cinidlech a sledovaly se jejich
odezvy na chromatogramu.

6.1.6.1 Vyhodnoceni ploch kurkuminu u vzorku Cur-Cuma Astina

Vyhodnoceni ploch kurkuminu u vzorku Cur-Cum Astina

Acetonitril+kys.octova

Acetonitril+kys. mravenci

Metanol+kys.octova

extrakéni ¢inidlo

Metanol+kys.mravenci

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000

plocha kurkuminu (10%)

Metanol+kys.mraven¢i ®Metanol+kys.octova ® Acetonitril+kys. mravenc¢i B Acetonitril+kys.octova

Obrazek 37— Vzorek Cur-Cum Astina — Vyhodnoceni ploch kurkuminu

43



KUR

DME
PiP BDME
0 A A
o ot 2 et T A e e T A e et b e A0 min
KUR
PIP DMKB MK
0 ™~ n A
UI.UI s I1I.UI s IZI.UI s I3I.UI s I-l‘lI.UI s I5|.UI s IEII.UI s I?I.UI s ISI.UI s ISI.UI s I1d.d s I‘H.d s I12.d IITIin
KUR
DME
FIP BOME
) UK .
g
KUR
PIP DMK
BOME

DI.DI I .1|_0. o IZI.DI I .3|_0. o .4|_0. I .5|_0. I IGI.DI I I?".DI I ISI.DI I IQI_DI I I1b.ll)l . .1“.) I I1é.dn‘llin

Obrazek 38 — Souhrnny chromatograficky zaznam vzorku Cur-Cuma Astina ve

¢tyfech riiznych extrakénich prostiedich pii 280 nm

6.1.6.2 Vyhodnoceni ploch kurkuminu u vzorku Kurkuma: piperin Setaria

Vyhodnoceni ploch kurkuminu u vzorku Kurkuma:piperin Setaria

Acetonitril+kys.octova

Acetonitril+kys. mravenci

Metanol+kys.octova

extrakéni ¢inidlo

Metanol+kys.mravenci

o

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

plocha kurkuminu(103)

Metanol+kys.mravenci ®Metanol+kys.octova B Acetonitril+kys. mravenc¢i B Acetonitril+kys.octova

Obrazek 39 -Vzorek Kurkuma: piperin Setaria: Vyhodnoceni ploch kurkuminu
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Obrazek 40 — Souhrnny chromatograficky zdznam vzorku Cur-Cuma Astina ve
¢tyfech riiznych extrakénich prostiedich pii 280 nm

Nejvétsi odezvu poskytoval vzorek v extrakénim cinidle MeOH okyseleném kys.
mravenci. Vzhledem ke skutec¢nosti, Ze vzorky dosahovaly podobné, pouze v jednotkach
procent niz§i odezvy také v ACN okyseleném v kys. octové a tomu, Ze byla v tomto
extrakénim cinidle ovéfena jeho stabilita, bylo rozhodnuto pro setrvani u tohoto
extrakéniho ¢inidla. Extrakéni G€innost pak byla potvrzena v ramci validace metody
parametrem spravnosti.
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6.1.7 Optimalni nastaveni pro HPLC analyzu

Tabulka 11 — Optimalni nastaveni pro HPLC analyzu

Stacionarni faze

Ascentis® Express RP-Amide 150 x 4,6
mm, 2,7 um ¢astice Supelco Analytical

Ascentis® RP-Amide 5 x 4,6 mm,

Predkolona 2,7um castice Supelco Analytical
Mobilni faze Acetonitril 100 %/0,1% kys. fosfore¢na
Objem nastiiku Sul
Rychlost pratoku 1 ml/min
Teplota v kolonovém prostoru 30 °C

Detekce

248 nm THK, 341 nm PIP, 425 nm
kurkumin, DMK, BDMK

Rezim analyzy

gradientovy

Typ gradientu

5-100 % organicka MF

Délka méfeni

12,5 minuty

Tabulka 12 - Casovy priibéh vybraného gradientu v minutach

Cas analyzy (min) | Organické faze (%) | Vodna faze (%)
0 5 95
10,00 95 5
10,20 5 95
12,50 5 95
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Obrazek 43 - Chromatogram za optimalnich separacnich podminek

6.2 VALIDACE METODY
6.2.1 Test zpiuisobilosti chromatografického systému

Pro test zptlsobilosti chromatografického systému byly pouzity standardy
tetrahydrokurkuminu, piperinu, kurkuminu, demetoxykurkuminu,
bisdemetoxykurkuminu a vnitfniho standardu methylparabenu.

Tyto standardy byly méfeny v koncentrac¢ni hladiné 100 mg/1 v 6 néstficich o objemu 5
ul.

Tabulka 13 — Test zptsobilosti chromatografického systému

tr
Standard tr RSD | Wh (min) k As Rs
(%)
Methylparaben 6,04 | 0,25 0,031 2,64 | 1,160 | 4,532
Tetrahydrokurkumin 7,62 | 0,14 0,030 3,60 | 1,088 | 1,454
Piperin 7,69 | 0,71 0,031 3,63 | 1,273 | 3,388
Kurkumin 8,60 | 0,12 0,033 4,19 | 1,117 | 2,281
Demetoxykurkumin 8,89 | 0,11 0,034 436 | 1,115 | 1,605
Bisdemetoxykurkumin 9,27 | 0,09 0,038 4,59 | 1,069 | 3,825
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6.2.2 Linearita

Ke stanoveni linearity bylo pouzito 8 kalibra¢nich hladin v koncentracnim rozmezi od
1 mg/l do 75 mg/l. Na kazdé koncentra¢ni hladin€ byly provedeny tii nésttiky, z jejichz
hodnoty byla urena priimérnd hodnota plochy piku. Vysledky byly upraveny zahrnutim
plochy vnitiniho standardu metylparabenu, ktery byl méfen v koncentraci 20,32 mg/1. Pro
vyhodnoceni vysledkl byla pouZzita metoda linedrni regrese.

6.2.2.1 Kalibra¢ni zavislost pro piperin

Kalibra¢ni zavislost pro piperin
3000 —+
o 2500
= 2000
%’ 1500
S 1000
=500
0
koncentrace mg/1
Obrazek 44 — Kalibrac¢ni zavislost pro piperin
Tabulka 14 — Parametry linearni regrese pro piperin
Statistické parametry pro regresi: y =k x +q
Pocet bodl n= 8 Odhad chyby
Smérnice k= 5,02566 +0,084611
Abs. €len q= 0,009186 +0,378011
Korelaéni koef. r= 0,999151
Rezidualni odch. s = 0,912895
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6.2.2.2 Kalibra¢ni zavislost pro kurkumin

Kalibra¢ni zavislost pro kurkumin

4500

4000 +

o 3500 +
= 3000 -+

< 2500 +

S 2000 -

a 1500 +
1000 +

500 —+

0 - 1 1 1 |
0 20 40 60 80
koncentrace mg/1
Obrézek 45 — Kalibracni zavislost pro kurkumin
Tabulka 15 - Parametry linedrni regrese pro kurkumin
Statistické parametry pro regresi: y =k x + q
Pocet bodl n= 8 Odhad chyby
Smérnice k= 7,452989 +0,07287
Abs. ¢len q= 0,519859 +0,325557
Korela¢ni koef. r= 0,999713
Rezidualni odch. s = 0,786219
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6.2.2.3 Kalibra¢ni zavislost demetoxykurkumin

Kalibra¢ni zavislost pro demetoxykurkumin
9000 —+
8000 —+ ®
~ 7000 +
S 6000 +
= 5000 -+
S 4000 + ®
S 3000 +
2000 - °
1000 +
0 e 1 | | 1
0 20 40 60 80
koncentrace mg/1

Obrazek 46 — Kalibraéni zavislost pro demetoxykurkumin

Tabulka 16 — Parametry linearni regrese pro demetoxykurkumin

Statistické parametry pro regresi: y =k x +q
Pocet bodl n= 8 Odhad chyby
Smérnice k= 13,97608 +0,255319
Abs. €len q= 1,948924 + 1,14067
Korelaéni koef. r= 0,99900
Rezidualni odch. S = 2,754716
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6.2.2.4 Kalibra¢ni zavislost pro bisdemetoxykurkumin

Kalibra¢ni zavislost bisdemetoxykurkuminu

plocha (103)

koncentrace mg/1

Obrazek 47 - Kalibra¢ni zavislost pro bisdemetoxykurkumin

Tabulka 17 — Parametry line4rni regrese pro bisdemetoxykurkumin

Statistické parametry pro regresi: y =k x + q
Pocet bodi n= 8 Odhad chyby
Smeérnice k= 8,201033 +0,029355
Abs. €len q= 0,219423 +0,131149
Korelac¢ni koef. r= 0,999962
Rezidualni odch. s = 0,316724
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6.2.3 Opakovatelnost

Pro stanoveni opakovatelnosti byly pouzity roztoky standardi tetrahydrokurkuminu,
piperinu, kurkuminu, demetoxykurkuminu a bisdemetoxykurkuminu na koncentra¢nich
hladinach 1, 2, 25 a 100 mg/l. Tyto 4 hladiny byly méfeny v 6 nastficich o objemu 5 pl.

Tabulka 18 — Opakovatelnost roztoku standardii na méfenych koncentrac¢nich hladinach

RSD (%) dle koncentra¢ni hladiny
Standardy 1 mg/l 2 mg/l 25 mg/l 100 mg/1
THK 0,59 0,98 0,75 0,37
PIP 0,56 0,87 0,54 0,46
KUR 0,47 0,12 0,75 0,50
DMK 0,27 0,11 0,67 0,75
BDMK 0,45 0,16 0,39 0,70

Relativni smérodatna odchylka nepiekrocila u Zadného ze standardi vice jak 1 %.
6.2.4 Presnost

Pro stanoveni ptesnosti byly pouzity ptipravky Cur-Cuma Astina a Kurkuma-Piperin
Setaria. Bylo pfipraveno 7 navdzek o hmotnosti 5 mg od kazdého dopliiku stravy, tyto
navazky byly nésledné rozpusStény v 4950 ul acetonitrilu a 50 pl zasobniho roztoku
standardu tetrahydrokurkuminu (ktery nebyl v potravnich dopliicich pfitomen, a proto byl
pro hodnoceni pfesnosti piidan). Kazda navazka byla proméfena tiikrat o objemu nasttiku
5l

6.2.4.1 Presnost vzorku Cur-Cuma Astina

Tabulka 19 — Pfesnost vzorku Cur-Cuma Astina

Cur-Cuma Astina Primér ploch SD RSD (%)
THK 77894 426 0,54
PIP 524516 5088 0,97
KUR 9069096 68794 0,75
DMK 2420028 6506 0,27
BDMK 2497413 20229 0,86
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6.2.4.2 Presnost vzorku Kurkuma-Piperin Setaria

Tabulka 20 — Pfesnost vzorku Kurkuma-Piperin Setaria

Kurkuma-Piperin | 50 1och SD RSD (%)
Setaria
THK 71112 580 0,81
PIP 448305 41645 0,82
KUR 3956224 18450 0.43
DMK 1179724 3545 0,30
BDMK 234370 13642 0,86

Relativni smérodatna odchylka nepiekrocila u zadného ze vzorki vice jak 1 %.

6.2.5 Spravnost

Pro ur€eni spravnosti metody byl analyzovan pfipravek Cur-Cuma Astina. Bylo
pfipraveno 6 navazek vzorku s pfidavkem standardu kurkuminu, dva pracovni roztoky
standardu a dva roztoky matrice vzorku (obsahujici pouze vzorek bez ptidavku standardu).
Kazdy z roztokl byl davkovan ve 3 opakovanich o objemu nastiiku 5 pl.

Tabulka 21 — Spravnost vzorku Cur-Cuma Astina

Primér ploch Primér vytéznosti (%)
Vi 1794398 96,63
V2 1912242 105,82
V3 1965521 109,97
V4 1991307 111,98
V5 1967101 110,10
Vo6 1916229 106,13
Primér praméri ploch 1924466

Primér praiméra vytéznosti 106,77

(%)
Smérodatna odchylka SD 70860
RSD (%) 3,68
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Vytéznost standardu kurkuminu dosdhla primérné hodnot vytéznosti v rozmezi 96—
112 %. Relativni smérodatna odchylka byla vypoctena na hodnotu 3,68 %.

Vzhledem k nedostatecnému mnozstvi standardu piperinu a dalSich standardt a faktu, ze
ostatni standardy jsou strukturné podobné samotnému kurkuminu, bylo provedeno
hodnoceni parametru spravnosti pouze u tohoto standardu.

6.2.6 Limit detekce a kvantifikace

Limit detekce byl stanoven zmétenim 7 pracovnich roztokl o klesajicich koncentracnich
hladinach. Prvni koncentra¢ni hladina byla posledni koncentraéni hladinou pfi
stanovovani linearity metody a to 1 mg/l. Dalsi koncentracni hladiny byly fedénim
ptipraveny na koncentrace 0,5 mg/l, 0,25 mg/1, 0,125 mg/1, 0,0625 mg/l a 0,03125 mg/1.
Sum linie detektoru dosahoval hodnoty 0,05mAU.

Tabulka 22 — Limity detekce a kvantifikace u métenych standardi

LOD (mg/1) LOQ (mg/1)
THK 0,03 0,10
PIP 0,02 0,05
KUR 0,02 0,05
DMK 0,02 0,05
BDMK 0,06 0,20

Vsechny vybrané standardy lze detekovat pii velmi nizkych koncentracich, vzhledem k
ptitomnosti chromoforii v chemické struktute.
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6.2.7 Stanoveni obsahu icinnych litek v potravnich dopliicich

Vyvinutd metoda byla pouzita pro stanoveni piperinu, kurkuminu, demetoxykurkuminu
a bisdemetoxykurkuminu v 7 vybranych dopliicich stravy (viz tabulka ¢. 4 — Piehled
analyzovanych potravnich doplnkti). Tetrahydrokurkumin nebyl nalezen v zadném
potravnim dopliiku. Bylo pfipraveno 6 roztokd vzorki pro kazdy analyzovany doplnék
stravy dle kapitoly: Ptiprava vzorkl pro stanoveni obsahu. Kazdy z téchto ptipravenych
roztoki vzorki jednotlivych potravnich doplikt byl davkovan na kolonu o objemu 3 pl
ve tiech opakovanich. Vypocet byl korelovan plochou wvnitiniho standardu
methylparabenu v roztoku vzorku ku roztoku standardu. Snizeni velikosti objemu
davkovaného vzorku bylo provedeno poté, co bylo zjisténo, Ze kurkumin v nékterych
potravnich dopliicich je v pfili§ vysoké koncentraci ptesahujici odezvu detektoru.
Testované nizs$i navazky nedavaly reprodukovatelné vysledky a ptipadné fedéni by
vnaselo dalsi potencialni chybu do stanoveni.

Vypoctena koncentrace v mg/l byla piepocitana dle vahy jednotlivych kapsli/(tobolek) na
koncentraci mg/cps (tbl). Vzhledem k tomu, Ze Zadny z vybranych dopliikii stravy nemél
deklarovany obsah tc¢innych latek, ale pouze obsah extraktu piperinu/kurkuminu, byl
vysledek vyhodnocen jako — vypocteny obsah extraktu v %.

6.1.7.1 Vaha obsahu kapsli (tobolek) vybranych dopliiku stravy

Tabulka 23 — Véha obsahu kapsli (tobolek) vybranych doplnku stravy

, o Primér vahy
Nazev DS Firma \C/aila(aﬁs)a I(lrlrll tr)l obsahu jedné
ps- {IbL) {mg kapsle (mg)
Kurkurmin - Vieste 2049 683
piperin plus
Kurkumin-piperin Natural
komplex Medicaments 1897 632
Kurkuma: piperin Setaria 1112 371
Cur-Cum Astina 1198 399
Kurkumin Liftea 1532 511
Kurkumin Advance 1270 423
Curcumin turmeric Jamieson 2091 697

Ptipravek Setaria je jako jediny z vybranych pfipravkl prodavany ve formée tablet.
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6.1.7.2 Vyhodnoceni pritomnosti jednotlivych a¢innych latek v analyzovanych

dopliicich stravy

Tabulka 24 — Vyhodnoceni ptitomnosti jednotlivych u¢innych latek v

analyzovanych doplicich stravy 1. ¢ast

Nazev DS Firma DMK BDMK
Vyhodnoceno Vyhodnoceno
Kurkumin - Vieste
piperin plus
Kurkumin-piperin Natural
komplex Medicaments
Kurkuma: piperin Setaria
Cur-Cum Astina
Kurkumin Liftea
Kurkumin Advance
Curcumin turmeric Jamieson
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Tabulka 25 — Vyhodnoceni pfitomnosti jednotlivych G¢innych latek v
analyzovanych doplncich stravy 2. ¢ast

Nazey Firma Piperin Kurkumin
DS
Deklarovéno | Vyhodnoceno | Deklarovano | Vyhodnoceno

Kurkumi

e Vieste ANO ANO ANO ANO
piperin

plus
Kurkumi | Natural
n-piperin | Medicam ANO ANO ANO ANO
komplex ents
Kurkum

a: Setaria ANO NE ANO NE
piperin

Cur- )

Astina ANO ANO ANO ANO

Cum
K“ﬂ;“ml Liftea NE NE ANO ANO
Kurkumi

N Advance ANO ANO ANO ANO
Curcumi

n Jamieson NE NE ANO ANO
turmeric

Vzhledem ktomu, Ze obsah tetrahydrokurkuminu nebyl deklarovan v Zadném
z vybranych dopliki stravy a faktu, Ze v pribéhu optimalizace a validace nebyl nalezen
v zadném z méfenych dopliki stravy, bylo spravné predpokladéano, Ze se nevyskytne ani
béhem tohoto méfeni.

Také dle ocekavani piipravky Liftea kurkumin a Jamieson curcumin turmeric
neobsahovaly dle métfeni tcinnou latku piperin, coz odpovida realité vzhledem neuvedeni
této ucinné latky v deklarovaném obsahu.

6.1.7.3 Stanoveni obsahu ucinnych litek v pripravku Vieste Kurkumin-piperin plus

V ptipravku Vieste Kurkumin-piperin plus byl deklarovan obsah extraktu piperinu
10 mg/cps. a obsah extraktu kurkumind 650 mg/cps. Stanovovanou metodou bylo
vyhodnoceno, Ze tento ptipravek obsahoval v jedné kapsli 0,24 mg piperinu a 6,77 mg
kurkumind, coz odpovida 2,35 % extraktu a piperinu a 0,97 % kurkumin?.

Jedna se o nevyhovujici ptipravek s nizkym obsahem deklarovanych latek.
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Tabulka 26 — Vyhodnoceni obsahu ptipravku Vieste Kurkumin-piperin plus

Uvedeny Vypocteny
. S obsah Zjistény obsah v obsah
Vieste Kurkumin-piperin plus extrakiu v mg/cps. extrakty
mg/cps. v %
PIP 10 0,24 2,35
KUR 3,94
DMK 650 1,45 0,97
BDMK 1,38
mAU
B40nm
15.0
4 KUR
12 54
10.04
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50_: DME
E PIP
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_2_5—:
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Obrazek 48 — Chromatograficky zaznam — Stanoveni obsahu u¢innych latek
v ptipravku Vieste Kurkumin-piperin plus pti 340 nm
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Obrazek 49 — Chromatograficky zaznam — Stanoveni obsahu u¢innych latek
v ptipravku Vieste Kurkumin-piperin plus pii 420 nm

6.1.7.4 Stanoveni obsahu uéinnych latek v pripravku Natural medicaments
Kurkumin-piperin komplex

V ptipravku Natural medicaments Kurkumin-piperin komplex byl deklarovan obsah
extraktu piperinu 5 mg/cps. a obsah extraktu kurkuminti 300 mg/cps. Nasi stanovenou
metodou bylo vyhodnoceno, Ze tento ptipravek obsahoval v jedné kapsli 3,10 mg piperinu
a 155,90 mg kurkuminti, coz odpovida 62,08 % extraktu piperinu a 51,97 % kurkumind.

Tabulka 27 — Vyhodnoceni obsahu piipravku Natural medicaments Kurkumin-
piperin komplex

Natural medicaments Uvedeny obsah Zjistény obsah v Vypocteny
Kurkumin-piperin komplex extraktu v me/cps obsah extraktu
PP P mg/cps. g/eps. v %
PIP 5 3,10 62,08
KUR 155,90
DMK 300 - 51,97
BDMK }
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Obrazek 50 — Chromatograficky zaznam — Stanoveni obsahu ucinnych latek
v ptipravku Natural medicaments Kurkumin-piperin komplex pii 340 nm
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Obrazek 51 — Chromatograficky zaznam — Stanoveni obsahu u¢innych latek
v piipravku Natural medicaments Kurkumin-piperin komplex pii 420 nm
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6.1.7.5 Stanoveni obsahu ucinnych litek v pripravku Setaria Kurkuma: Piperin

V piipravku Setaria Kurkuma: Piperin byl deklarovan obsah extraktu piperinu 5 mg/cps.
a obsah extraktu kurkuminti 350 mg/cps. Stanovenou metodou bylo vyhodnoceno, Ze
tento vzorek obsahoval v jedné kapsli 2,90 mg piperinu a 24,17 mg kurkumini, coz
odpovida 58,10 % extraktu a piperinu a 6,91 % kurkumin?i.

Tabulka 28 - Vyhodnoceni obsahu piipravku Setaria Kurkuma: Piperin

Uvedeny obsah ey Vypocteny
Setaria Kurkuma: Piperin extraktu v Zjlstrennzcot;sah v obsah
mg/cps. &/eps: extraktu v %
PIP 5 2,90 58,10
KUR 17,39
DMK 350 5,89 6,91
BDMK 0,89
mAL
1 340nm
1005 KUR
] PIP
90—:
80—2
70
60
E CME
5[}—:
407 |
0 \||
20- |
] | | BDME
10 | \r A |I || |I
] il
[}_; ——/“\j\/r\ﬂ_ A _____J K/\ _/‘IPII"_ e —— J \L}I lll'*- = -}U Il\ - \—f'll ll\‘_
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Obrazek 52 - Chromatograficky zdznam — Stanoveni obsahu G¢innych latek
v ptipravku Setaria Kurkuma: Piperin pfi 340 nm
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6.1.7.6 Stanoveni obsahu ucinnych latek v pripravku Astina Cur-Cum

-
k.JlL/'\Jll\_f\ f\\

8.0 8.5

8.0 9.5

Obrazek 53 - Chromatograficky zaznam — Stanoveni obsahu uc¢innych latek
v ptipravku Setaria Kurkuma: Piperin pii 420 nm

V ptipravku Astina Cur-Cum byl deklarovan obsah extraktu piperinu Smg/cps. a obsah
extraktu kurkuminii 111 mg/cps. Nasi stanovenou metodou bylo vyhodnoceno, Ze tento
vzorek obsahoval v jedné kapsli 3,16 mg piperinu a 69,57 mg kurkumind, coz odpovida
63,10 % extraktu piperinu a 62,70 % kurkuminti.

Tabulka 29 — Vyhodnoceni obsahu ptipravku Astina Cur-Cum

Uvedeny obsah v Vypocteny
Astina Cur-Cum extraktu v Zjisteny obsah v obsah extraktu
mg/cps. o
mg/cps. v %

PIP 5 3,16 63,10
KUR 48,66
DMK 111 11,98 62,70

BDMK 8,93
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Obrazek 54 — Chromatograficky zaznam — Stanoveni obsahu ucinnych latek
v piipravku Astina Cur-Cum pfti 340 nm
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Obrazek 55 - Chromatograficky zaznam — Stanoveni obsahu t¢innych latek
v ptipravku Astina Cur-Cum pii 420 nm
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6.1.7.7 Stanoveni obsahu tucinnych latek v pripravku Natural medicaments
Kurkumin-piperin komplex Liftea Kurkumin

V piipravku Liftea Kurkumin byl deklarovan a obsah extraktu kurkumini 157 mg/cps.
Nasi stanovenou metodou bylo vyhodnoceno, ze tento vzorek obsahoval v jedné kapsli
127 mg kurkumind, coz odpovida 81,22 % extraktu kurkumini.

Tabulka 30 — Vyhodnoceni obsahu ptipravku Liftea Kurkumin

Uvedeny obsah v Vypocteny
Liftea Kurkumin extraktu v ZJlst;n};costah M obsah
mg/cps. eps. extraktu v %
PIP - - -
KUR 99,02
DMK 157 19,69 81,22
BDMK 8,81
mAU
£340nm
300
] KUR
250
200
150
] DME
100 |||
] | |||
|| |
] ' | | ||
D—-_/\j’\wa_h/\________ I _,-«_-H_J\\_/x_J \\-”J \ .-"r\_Jll ll\. /\_)‘I \\
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Obrazek 56— Chromatograficky zaznam — Stanoveni obsahu u¢innych latek
v ptipravku Liftea Kurkumin pti 340 nm
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Obrazek 57 — Chromatograficky zaznam — Stanoveni obsahu ucinnych latek
v pripravku Liftea Kurkumin pti 420 nm

6.1.7.8 Stanoveni obsahu ucinnych litek v pripravku Advance Kurkumin

V ptipravku Advance Kurkumin byl deklarovan obsah extraktu piperinu 5 mg/cps. a
obsah extraktu kurkuminti 400 mg/cps. Nasi stanovenou metodou bylo vyhodnoceno, Ze
tento vzorek obsahoval v jedné kapsli 3,45 mg piperinu a 155,88 mg kurkumini, coz
odpovida 69,54 % extraktu a piperinu a 38,97 % kurkumu.

Tabulka 31 — Vyhodnoceni obsahu ptipravku Advance Kurkumin

Advance Kurkumin obslajlﬁej;[?zktu Zjistény obsah v VY(E;)S‘;[EHY
v mg/cps. mg/cps. extraktu v %
PIP 5 3,45 69,54
KUR 118,97
DMK 400 33,11 38,97
BDMK 3,80
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Obrazek 58 — Chromatograficky zaznam — Stanoveni obsahu ucinnych latek
v ptipravku Advance Kurkumin pti 340 nm
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Obrazek 59 — Chromatograficky zaznam — Stanoveni obsahu u¢innych latek
v ptipravku Advance Kurkumin pti 420 nm
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6.1.7.9 Stanoveni obsahu tucinnych latek v pripravku Jamieson Curcumin
Turmeric

V ptipravku Jamieson Curcumin Turmeric byl deklarovan obsah extraktu kurkumina 50
mg/cps. Nasi stanovenou metodou bylo vyhodnoceno, ze tento vzorek obsahoval v jedné
kapsli 20,57 mg kurkumini, coz odpovida 41,14 % extraktu kurkumini.

Tabulka 32 — Vyhodnoceni obsahu piipravku Jamesion

Curcumin Turmeric

. Uvedeny cevx Vypocteny
Jamieson obsah Zjistény obsah v obsah
Curcumin Turmeric extraktu v mg/cps. extraktu v %
mg/cps. °
PIP - - -
KUR 14,61
DMK 50 4,08 41,14
BDMK 1,88
35_; KUR
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Obrazek 60 — Chromatograficky zaznam — Stanoveni obsahu u¢innych latek
v piipravku Jamesion Curcumin Turmeric pfi 340 nm
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Obrazek 61 — Chromatograficky zaznam — Stanoveni obsahu ucinnych latek
v pripravku Jamesion Curcumin Turmeric pti 420 nm

6.1.7.10 Vyhodnoceni kvality vybranych dopliikii stravy

Potravni doplitkky od znacky Natural medicaments a Astina dosahly obsahu extraktu
piperinu i kurkumin® kolem 60 %. Potravni dopln¢k Advance dosahl obsahu extraktu
piperinu témét 70 % obsah extraktu kurkumini vSak necelych 40 %. Potravni doplnek
Liftea dosahl obsahu extraktu kurkuminti nad 80 %. Potravni dopln€k Jamieson dosahl
obsahu extraktu kurkumini pod 50 %. Potravni dopln€k Setaria dosahl extraktu
kurkuminii pouze necelych 7 % a piperinu témét 60 %. Potravni dopln€k Vieste doséhl
extraktu piperinu pouhych 2,35 % a extraktu kurkuminti pouhych 0,97 %. Zcela evidentné
se jedna o nevyhovujici ptipravek s nizkym obsahem deklarovanych latek.
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Obrazek 62 — Vyhodnoceni kvality vybranych dopliiki stravy

6.1.7.11 Porovnani obsahu kurkuminu k cené dopliiku stravy

Porovnani obsahu kurkuminu k cen¢ doplitku stravy

Jamieson —
Advance Kurkumin F
Liftea Kurkumin F
Astina Cur-Cum —
Setaria Kurkuma:Piperin —
F

Natural medicaments Kurkumin-piperin komplex

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

H piiblizna cena na 60cps B kurkumin mg

Obrazek 63 - Porovnani obsahu kurkuminu k cené¢ dopliiku stravy
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Dle méteni bylo vyhodnoceno, ze pro zakaznika je pomérem cena/obsah nejvice vyhodny
dopln¢k stravy Liftea Kurkumin a nejméné vyhodny dopln€k stravy Setaria Kurkuma:
piperin. Ptipravek Vieste Kurkumin-piperin plus nebyl do tohoto hodnoceni nezapocitan,
vzhledem k tomu, Ze se jedna o nevyhovujici pfipravek s nizkym obsahem deklarovanych

latek.

Tabulka 33 — Souhrnny pfehled zméfené¢ho obsahu piperinu a kurkuminti u

jednotlivych dopliki stravy

Obsah v jedné kapsli/tableté v mg
Suma
Nazev DS Firma PIP KUR DMK | BDK vSech
kurkuminu
Kurkumin
— piperin Vieste 0,24 3,94 1,45 1,38 6,77
plus
Kurkumin- Natural
piperin o0 3,10 155,90 - - 155,90
Medicaments
komplex
Kurkyma: Setaria 2,90 17,39 589 | 0,89 24,17
piperin
Cur-Cum Astina 3,16 48,66 11,98 8,93 69,57
Kurkumin Liftea - 99,02 19,69 8,81 127,00
Kurkumin Advance 3,45 118,97 33,11 3,80 155,88
Curcumin [ o ieson 0,24 14,61 4,08 | 1,88 6,77
turmeric
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7. ZAVER

Byla vyvinuta, optimalizovana a validovana HPLC metoda pro stanoveni vybranych
obsahovych latek v 7 vybranych dopliicich stravy ato jmenovité: Kurkumin — piperin
plus Vieste, Kurkumin-piperin komplex Natural Medicaments, Kurkuma: piperin Setaria,
Cur-Cum Astina, Kurkumin Liftea, Kurkumin Advance a Curcumin turmeric. Tyto
dopliiky stravy obsahovaly vSechny ¢i pouze nékteré z téchto cinnych latek: piperin,
kurkumin, demetoxykurkumin a bisdemetoxykurkumin. Vyvinutd metoda byla pouzita
pro stanoveni obsahu téchto u¢innych latek.

Tato metoda byla také schopna analyzovat ucinnou latku tetrahydrokurkumin, kterou
vSak zadny z ptipravkl neobsahoval.

K analyze byla pouzita kolona Ascentis® Express RP-Amide 150 x 4,6 mm, 2,7 um
Castice a pfedkolona Ascentis® RP-Amide 5 x 4,6 mm, 2,7 um ¢astice Supelco Analytical.
Rezim analyzy byl zvolen gradientovy o délce analyzy 12,5 minuty a pritokem 1,0
ml/min. Jako mobilni faze byla vybrana smés 100% acetonitrilu s 0,1% kys. fosforecnou.

Vzorky byly detekovany pomoci DAD detektoru pfi tftech vinovych délkach (280 nm,
340 nm, 420 nm) a konstantni teploté¢ 30°C. Na zacatku analyzy ¢inil tlak na koloné 21
MPa a objem nastiiku ¢inil 5 ul nebo 3 pl.

Hodnoty asymetrie pikii se pohybovaly v rozmezi od 1,069 po 1,273. Limit faktoru
symetrie SST pro HPLC poZadované Ph. Eur. se pohybuje v rozmezi 0,8-1,5.

RozliSeni SST pro HPLC doporucené FDA je >2, pfi méteni se pohybovaly hodnoty nad
1,5 krom¢ tetrahydrokurkuminu, kde byla hodnota rozliseni 1,454.

Kapacitni faktor-reten¢ni faktor se pohyboval v rozmezi 2,64—4,59 limit dle SST pro
HPLC doporucené FDA>2.

U testovani parametru linearity u danych standardl bylo dosazeno hodnot korela¢niho
koeficientu nad 0,999.

Opakovatelnost standardli vyjadiend smérodatnou odchylkou nepfesahovala na zZadné
z koncentra¢nich hladin hodnotu 1 %.

Opakovatelnost nastfiku SST pro HPLC doporucené FDA <1%

Piesnost byla téz vyhodnocena relativni smérodatnou odchylkou, kdy u obou
analyzovanych potravnich dopliikii nepfesahla hodnotu 1 %.

Pfi vyhodnoceni spravnosti, kterd byla vyjadiend hodnotou vytéZnosti a relativni
smérodatnou odchylkou pro kurkumin, byly ziskany hodnoty 3,68 % RSD a rozmezi 96—
112 % vytéZnosti u kurkuminu.

V piepoctu na obsah v jedné kapsli obsahoval nejvice piperinu doplnék stravy od znacky
Advance a to 3,45 mg piperinu v jedné kapsli.

V ptepoctu na obsah v jedné kapsli obsahovaly nejvice kurkumint dopliky stravy od
znaCky Natural medicaments a Advance a to 160 mg v jedné kapsli.

V piepoctu na pomér ceny a obsahu kurkuminti vychdzi pro zakaznika nejlépe dopln€k
stravy od znacky Liftea.

Nejhorsi pomér cena/obsah naopak mél doplné€k stravy od znacky Jamieson.
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Obrazek 18 — Chromatograficky zaznam standardu bisdemetoxykurkuminu, zaii 2020
Obrazek 19 — Absorpéni spektrum tetrahydrokurkuminu

Obrazek 20 — Absorp¢ni spektrum piperinu

Obrazek 21 — Absorp¢ni spektrum kurkuminu

Obrazek 22 — Absorp¢ni spektrum demetoxykurkuminu

Obrazek 23 — Absorpéni spektrum bisdemetoxykurkuminu

Obrazek 24 — Absorpéni spektrum metylparabenu

Obrazek 25 — Chromatograficky zaznam — Ascentis® Express RP-Amide 150 x 4,6 mm,
2,7 um castice

Obrazek 26 — Chromatograficky zdznam — Ascentis® Express 90 A AQ-C18 150 x 4,6
mm, 2,7 um castice

Obrazek 27 — Chromatograficky zdznam — YMC-Triart C18 ExRS 150 x 4,6 mm, 5 um
Castice
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Obrazek 28 — Chromatograficky zaznam — YMC-Triart PFP 150 x 4,6 mm, 5 pm castice
Obrazek 29 — Chromatograficky zaznam — YMC-Triart PFP 150 x 4,6 mm, 3 pm ¢astice
Obrazek 30— Chromatograficky zaznam — YMC Carotenoid 150 x 4,6 mm, 5 um cCastice

Obrazek 31 — Chromatograficky zaznam — Kinetex® XB-C18 100 A 150 x 4,6 mm, 2,6
um castice

Obrazek 32 — Chromatograficky zdznam — Kinetex® EVO-C18 100 A 150 x 4,6 mm, 2,6
um castice

Obrazek 33 — Chromatograficky zdznam — Kinetex F5 100 A 150 x 4,6mm, 2,6 um &astice
Obrazek 34 — Chromatograficky zaznam — Kinetex Biphenyl 150 x 4,6mm pm ¢éstice

Obréazek 35 — Chromatograficky zdznam — Luna® Omega Polar C18 100 A 150 x 4,6
mm, 5 um Castice

Obrazek 36 — Souhrnny chromatograficky zdznam vnitinich standardi
Obrazek 37 — Vzorek Cur-Cum Astina — Vyhodnoceni ploch kurkuminu

Obrazek 38 — Souhrnny chromatograficky zdznam vzorku Cur-Cuma Astina ve ¢tyfech
ruznych extrakénich prostredich pti 280 nm

Obrazek 39 — Vzorek Kurkuma: piperin Setaria: Vyhodnoceni ploch kurkuminu

Obrazek 40 — Souhrnny chromatograficky zdznam vzorku Cur-Cuma Astina ve ¢tyfech
ruznych extrakénich prostiedich pti 280 nm

Obrazek 41 — Chromatograficky zdznam — YMC Carotenoid 150 x 4,6 mm, 5 pm Castice
pti 30 °C

Obrazek 42 — Chromatograficky zdznam — YMC Carotenoid 150 x 4,6 mm, 5 um castice
pti 40 °C

Obrazek 43 — Chromatogram za optimalnich separa¢nich podminek
Obrazek 44 — Kalibraéni zavislost pro piperin

Obrazek 45 — Kalibraéni zavislost pro kurkumin

Obrazek 46 — Kalibraéni zavislost pro demetoxykurkumin

Obrazek 47 — Kalibracni zavislost pro bisdemetoxykurkumin

Obrazek 48 — Chromatograficky zdznam — Stanoveni obsahu u¢innych latek v piipravku
Vieste Kurkumin-piperin plus pfi 340nm

Obrazek 49 — Chromatograficky zdznam — Stanoveni obsahu uc¢innych latek v ptipravku
Vieste Kurkumin-piperin plus pfi 420nm

Obrazek 50 — Chromatograficky zdznam — Stanoveni obsahu uc¢innych latek v ptipravku
Natural medicaments Kurkumin-piperin komplex pii 340nm

Obrazek 51 — Chromatograficky zdznam — Stanoveni obsahu U¢innych latek v pfipravku
Natural medicaments Kurkumin-piperin komplex pti 420nm
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Obrazek 52 — Chromatograficky zdznam — Stanoveni obsahu u¢innych latek v ptipravku

Setaria Kurkuma: Piperin pti 340nm

Obrazek 53 — Chromatograficky zdznam — Stanoveni obsahu uc¢innych latek v ptipravku

Setaria Kurkuma: Piperin pti 420nm

Obrazek 54 — Chromatograficky zaznam — Stanoveni obsahu u¢innych latek v piipravku

Astina Cur-Cum pfi 340nm

Obrazek 55 — Chromatograficky zdznam — Stanoveni obsahu u¢innych latek v ptipravku

Astina Cur-Cum pii 420nm

Obrazek 56 — Chromatograficky zdznam — Stanoveni obsahu u¢innych latek v ptipravku

Liftea Kurkumin pti 340nm

Obrazek 57 — Chromatograficky zdznam — Stanoveni obsahu u¢innych latek v pfipravku

Liftea Kurkumin pti 420nm

Obrazek 58 — Chromatograficky zdznam — Stanoveni obsahu ucinnych latek v ptipravku

Advance Kurkumin pii 340nm

Obrazek 59 — Chromatograficky zdznam — Stanoveni obsahu ucinnych latek v ptipravku

Advance Kurkumin pii 420 nm

Obrazek 60 — Chromatograficky zdznam — Stanoveni obsahu U¢innych latek v ptipravku

Jamieson Curcumin Turmeric pfi 340nm

Obrazek 61 — Chromatograficky zdznam — Stanoveni obsahu ucinnych latek v ptipravku

Jamieson Curcumin Turmeric pii 420nm

Obrazek 62 — Vyhodnoceni kvality vybranych doplikt stravy
Obrazek 63 — Porovnani obsahu kurkuminu k cen¢ dopliiku stravy
9.2 Seznam tabulek

Tabulka 1 — moZnosti stanoveni piperinu a kurkuminoidt

Tabulka 2 — Chromatograficky systém

Tabulka 3 — Testované kolony

Tabulka 4 — Pfehled analyzovanych potravnich doplika

Tabulka 5 — Pfiprava pracovnich roztoku pro kalibraci

Tabulka 6 — Piehled navazek vzorkl potravnich doplitkt pro validaci
Tabulka 7 — Ptiprava vzorkl pro urceni extrakéniho Cinidla
Tabulka 8 — ZjiSténa absorpéni maxima standardi

Tabulka 9 — Pfehled zkouSenych gradientt

Tabulka 10 — Volba vnitiniho standardu

Tabulka 11 — Optimalni nastaveni pro HPLC analyzu

Tabulka 12 — Casovy priibéh gradientu v minutch
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Tabulka 13 — Test zptsobilosti chromatografického systému

Tabulka 14 — Parametry linearni regrese pro piperin

Tabulka 15 — Parametry linearni regrese pro kurkumin

Tabulka 16 — Parametry linearni regrese pro demetoxykurkumin
Tabulka 17 — Parametry linedrni regrese pro bisdemetoxykurkumin
Tabulka 18 — Opakovatelnost roztoku standardii na méfenych koncentra¢nich hladinach
Tabulka 19 — Ptesnost vzorku Cur-Cuma Astina

Tabulka 20 — Pfesnost vzorku Kurkuma-Piperin Setaria

Tabulka 21 — Spravnost vzorku Cur-Cuma Astina

Tabulka 22 — Limity detekce a kvantifikace u métenych standardt
Tabulka 23 — Véha obsahu kapsli (tobolek) vybranych doplnku stravy

Tabulka 24 — Vyhodnoceni pfitomnosti jednotlivych ucinnych latek v analyzovanych
doplncich stravy 1.¢ast

Tabulka 25 — Vyhodnoceni pfitomnosti jednotlivych U¢innych latek v analyzovanych
doplncich stravy 2. ¢ast

Tabulka 26 — Vyhodnoceni obsahu ptipravku Vieste Kurkumin-piperin plus

Tabulka 27 — Vyhodnoceni obsahu pfipravku Natural medicaments Kurkumin-piperin
komplex

Tabulka 28 — Vyhodnoceni obsahu pfipravku Setaria Kurkuma: Piperin
Tabulka 29 — Vyhodnoceni obsahu ptipravku Astina Cur-Cum

Tabulka 30 — Vyhodnoceni obsahu ptipravku Liftea Kurkumin

Tabulka 31 — Vyhodnoceni obsahu pfipravku Advance Kurkumin

Tabulka 32 — Vyhodnoceni obsahu ptipravku Jamieson Curcumin Turmeric

Tabulka 33 — Souhrnny piehled zméfeného obsahu piperinu a kurkumint u jednotlivych
doplnkt stravy
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