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Souhrn

Potravinarska barviva jsou v dnesni dob€ pouzivana ve vétsin€ vyrobki. V poslednich
letech zacinaji prevazovat barviva piirodni, mezi néz patii také kurkumin. Ten se ziskava
z oddenku kurkumy dlouhé (Curcuma longa L.), kde ho doprovazi demethoxykurkumin
a bisdemethoxykurkumin. Tyto tfi latky se nazyvaji kurkuminoidy a maji Zlutou barvu.
Mtuzeme je najit v mnoha vyrobcich, jako jsou cukrovinky, mlééné vyrobky, pecivo, vejce
adalsi. U kurkuminu je prokazéna tfada pozitivnich zdravotnich U¢inkd, mezi néz patfi
protizanétlivé Ucinky, antioxida¢ni aktivita, protirakovinné u¢inky a mnoho dalSich.

Kurkuminoidy jsou nerozpustné ve vodé, coz zpusobuje jejich nizkou biologickou
vyuzitelnost. Stabilitu kurkuminoidd ovliviiuje fada faktort, nejvice teplota, svétlo, pH a doba
skladovani. Pro hodnoceni téchto faktorti se pouzivd nepieberné mnozstvi analytickych
metod. Nej€astéji se jedna o spektrofotometrické metody, TLC, HPLC a MS.

Stabilitou kurkuminoidt, hlavné kurkuminu, se zabyva mnoho studii. V dne$ni dob¢
se studuje stabilita i vramci potravin. Proto cilem této prace bylo stanovit obsah
kurkuminoidii v potraving€ (sirupu) a zjistit vliv skladovacich podminek na jejich stabilitu.
Podminky simulovaly stankovy prodej a skladovani v domacich podminkach. Vzorky sirupti
a extraktl kurkumy pro porovnani byly uchovany v podminkach tma/chlad, tma/teplo,
svétlo/chlad a svétlo/teplo. Byly stanoveny hypotézy, ze kurkumin je bézné pouzivané
potravinaiské barvivo, ze se méni v ¢ase na jiné slouceniny a ze pH ovliviiuje jeho stabilitu.
Pro stanoveni obsahu kurkuminu a jeho derivati byla vyuzita metoda HPLC. Stabilita
kurkuminu byla vyhodnocena pomoci spektrofotometrie.

Z vysledkl vyplyva, ze u vétsiny vzorkil neni statisticky pritkazny pokles absorbance
ani pokles mnozstvi kurkuminoida. V ramci experimentu dochazelo pouze ke kolisani hodnot.
Statisticky pritkazny pokles byl pouze u vzorku kurkumy v podminkach svétlo/teplo. Pii
méteni bylo zjiSténo, ze k nejvétsi degradaci dochazelo u vzorki sirupt v chladu a zaroven
ve tmé. V téchto podminkach naopak kurkumin v extraktu kurkumy vykazuje nejvyssi
stabilitu. Jak bylo zjiSténo, také pH ma vliv na stabilitu kurkuminoidd. Sirupy mély kyselé pH

a v tomto prostiedi je kurkumin nejstabilng;si.

Klicova  slova:  kurkuma, pomerancovy sirup, EI100, demethoxykurkumin,

bisdemethoxykurkumin



Summary

Food colours are nowadays used in most products. Natural colours, to whom curcumin
belongs, are starting to predominate these days. Curcumin is obtained from rhizomes of
turmeric (Curcuma longa L.), where it is accompanied by demethoxycurcumin and
bisdemethoxycurcumin. These three compounds are called curcuminoids and have yellow
colour. They can be found in many products, like sweets, dairy products, pastry, eggs and
others. Many health benefits of curcumin, such as anti-inflammatory effects, antioxidant
activity, anticarcinogenic effects and many others, were proved.

Curcuminoids are water-insoluble compounds, which causes their small
bioavailability. The stability of curcuminoids is affected by many factors, mostly temperature,
light, pH and length of storage. Many analytical methods are used to assess these factors.
Spectrophotometric methods, TLC, HPLC and MS are the most frequent.

Many studies deal with stability of curcuminoids, especially curcumin. These days
also the stability in food is studied. Therefore the objective of this thesis was to establish the
content of curcuminoids in food (syrup) and assess the effect of storage conditions on the
stability. The conditions simulated trading from stall and storage in home conditions. Samples
of the syrups and turmeric extracts were kept in conditions dark/cold, dark/warmth, light/cold,
light/warmth. These hypotheses were established: curcumin is regularly used food colour, in
time it turns into other compounds and pH affects its stability. Content of curcumin and its
derivates was determined by HPLC. Stability of curcumin was assessed using
spectrophotometry.

The results show that values of absorbance and curcuminoid content fluctuated.
However, neither the decline of absorbance nor the decline of curcuminoid content were
statistically significant in most of the samples. The only sample with statistically significant
decline of values was the sample of turmeric in conditions light/warmth. The highest
degradation was detected in the samples of syrups kept in cold and dark. On the contrary the
turmeric extract showed the highest stability in these conditions. The effect of pH on the
stability of curcuminoids was proved too. Syrups had low pH, in which the curcumin was the

most stable.

Keywords: turmeric, orange syrup, E100, demethoxycurcumin, bisdemethoxycurcumin
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1 UVOD

Barva vyrobku hraje podstatnou tlohu pii vybéru potravin. Casto jsou vyrobky
dobarvovany potravinaiskymi barvivy. V dnesni dobé dochazi k edukaci obyvatel a zakaznici
se zacinaji zajimat o to, co vlastné jedi. Vyrobci to védi, a proto je dnes preferovano pouziti

Do skupiny ptirodnich barviv se fadi i kurkumin, ktery se ziskava extrakci z oddenku
kurkumy. V kurkumé jsou také obsazeny demethoxykurkumin a bisdemethoxykurkumin,
které jsou spolecné s kurkuminem oznacovany jako kurkuminoidy. Tyto latky maji jasné
zlutou barvu a nejcastéji se s nimi Ize setkat v koteni kari. Kurkumin nejenze v potravinach
funguje jako barvivo, ale je povazovan také za silny antioxidant a ma mnoho pozitivnich
zdravotnich uc¢inkii. Mezi né€ patii protizanétlivy a protirakovinny ucinek.

Je obecné znamo, ze piirodni barviva jsou méné stabilni. Neustale tedy dochazi
K novym vyzkumtim v oblasti stability kurkuminu. Na stabilitu maji vliv ptirodni faktory,
jakymi jsou teplota, vlhkost, svétlo, pH a v neposledni fad¢ i doba skladovani. Pasobeni
téchto faktoru je zkoumano pomoci analytickych metod. Bylo také zjisténo, Ze kurkuminoidy
jsou nerozpustné ve vod¢, ¢imz se snizuje jejich biologicka vyuzitelnost.

V této praci je hodnocena stabilita kurkuminoidii v potraviné i1 v methanolovém
extraktu kurkumy. Hodnocenymi faktory jsou teplota a piistup svétla. K hodnoceni byla

pouzita spektrofotometrie a vysoce G¢inna kapalinova chromatografie.



2 VEDECKE HYPOTEZY A CILE PRACE

Cile prace:
1. Stanovit obsah kurkuminu, pfip. demethoxy- a bisdemethoxykurkuminu ve vybrané
potraving.
2. Zjistit kvalitativni a kvantitativni zmény v obsahu jmenovanych slozek.

3. Zjistit vliv skladovacich podminek na stabilitu kurkuminu a jeho derivata.

Hypotézy:
1. Kurkumin je béZné€ pouzivané potravinaiské barvivo.
2. Kurkumin se vcase méni na jiné slouCeniny (demethoxykurkumin
a bisdemethoxykurkumin).

3. pH ma vliv na stabilitu kurkuminu.



3 LITERARNI RESERZE

3.1 Potravinarska barviva
Barviva jsou do potravin ptidavana jiz po cela staleti. Je znamo, ze Egyptané barvili

bonbony a vino jiz 400 let pt.n.l. (Downham et Collins, 2000). V dnes$ni dobé patii barva
hodnoti, zda je potravina bezpecna, Cerstva a jestli je chutna. (Mortensen, 2006). V poslednich
letech se zvySuje poptavka po ptirodnich barvivech. Ty v§ak mohou mit znacné nevyhody
oproti syntetickym barviviim. Mezi jejich nevyhody patii hlavné chemicka nestabilita, velka
proménlivost barevnych odstinti (i v ramci Sarze), ¢asto ud€luji vyrobku nezadouci chut
a vini, dale mohou potravinu kontaminovat toxickymi kovy, insekticidy, herbicidy nebo
mikroorganismy a ¢asto jsou nachylné k mikrobialnimu kazeni (Anonl., n.d.).

Barviva jsou piidavana do potravin z n€kolika divodd. Hlavné k posileni méné
vyrazné barvy, pro sjednoceni barvy v radmci celé SarZe, pro obnoveni barvy ztracené pfi
zpracovani a pro obarveni potravin, které jsou prakticky bezbarvé (Hendry et Houghton,
1996).

Barevné latky absorbuji viditeIné spektrum elektromagnetického zafeni v rozsahu 380
— 780 nm. Latka pouzita jako barvivo by méla mit dostateéné velky absorpéni koeficient,

dostate¢nou stabilitu a neméla by byt toxicka (Copikova et al., 2005).

3.1.1 Déleni
Barviva obvykle byvaji zpracovatelna ve form¢ pravého ¢i nepravého roztoku, a proto

se Casto déli na barviva rozpustna ve vod¢, rozpustnd v organickych rozpoustédlech, barviva
disperzni atd. Barviva lze dale délit podle barvy, chemického sloZeni ¢i struktury, zptisobu
vazby na material, biologické funkce v pfirodnim materialu nebo rozpustnosti (Copikova et

al., 2005). Potravinaiska barviva mohou byt rozdélena do ¢tyt kategorii:

° synteticka barviva,

° ptirodné identicka barviva,

° ptirodni barviva,

o anorganicka barviva (Mortensen, 2006).

Synteticka barviva se nevyskytuji v pfirodé a jsou vyrdbéna chemicky (zlut' SY,
karmoisin a tartrazin). Piirodné identicka barviva jsou vyrabéna chemickou syntézou tak, aby
byla chemicky totozna s barvivy nalezenymi v ptirodé (B-karoten, riboflavin a kanthaxanthin).

Pfirodni barviva jsou ziskana z pfirodniho jedlého zdroje s vyuzitim uznavané metody
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ptipravy potravin (kurkumin, bixin a anthokyany) (Hendry et Houghton, 1996). Anorganicka

barviva jsou oxid titanicity, zlato a stfibro (Mortensen, 2006).

3.1.2 Legislativa
Pouzivani potravinaiskych ptidatnych latek pii vyrob€ potravin je velmi ptisné

regulovano legislativnimi piedpisy. Ty piesn¢ vymezuji potraviny, pfi jejichZ vyrob¢ se nesmi
pouzivat ur¢ité typy pridatnych latek, popf. lze pouzivat pouze omezeny pocet pridatnych
latek. Prostfednictvim téchto predpist se zajistuje, ze nedojde pii bézné konzumaci potravin
k piekroceni hodnot ADI (piijatelna denni davka) pro jednotlivé pfidatné latky. Nekteré
které je nezbytné k dosazeni pozadovaného technologického t¢inku, tzv. quantum satis (QS)
(Anon2., n.d.)

Dle natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1333/2008 ze dne 16. prosince
2008 o potravinaiskych pridatnych latkach se barvivy rozuméji latky, které potraviné dodavaji
barvu nebo barvu obnovuji a zahrnuji ptirodni slozky potravin a ptirodnich zdrojt, jez jako
takové nejsou obvykle pouzivany jako potraviny a nejsou obvykle pouzivany jako
charakteristické slozky potravin. Ve smyslu tohoto nafizeni jsou barvivy piipravky ziskané
Z potravin a dalSich jedlych materialti z ptirodnich zdroji extrakci fyzikalni nebo chemickeé
povahy, ktera ma za nasledek selektivni oddéleni pigmentd vzhledem k vyzivovym nebo
aromatickym slozkam. Nafizeni (ES) ¢. 1333/2008, které je pouzitelné od ledna 2010,
konsoliduje veskerou legislativu tykajici se potravinarskych ptidatnych latek, véetné smérnice

pro barviva 94/36/ES. Toto nafizeni je pfimo aplikovatelné v ¢lenskych statech EU.

3.1.2.1 Oznacovani piidatnych latek
Pritomnost pridatnych latek, které byly v potraviné pouzity, musi byt uvedena na

obale. Pfitomnost ptidatné latky se na obale oznacuje tak, ze se uvede nazev nebo Ciselny kod
E, ktery se sklada z pismena E a trojmistného &isla. Ciselny kod E je oznadeni pouzivané pro
identifikaci ptidatné latky v EU. Pfidéleni ¢iselného kodu E znamena, ze aditivni latka prosla
posouzenim bezpecnosti a byla povolend v EU. Seznam povolenych ptidatnych latek
aptislusnych E kodi je uveden ve vyhlasce Ministerstva zdravotnictvi CR &. 4/2008 Sb.,
kterou se stanovi druhy a podminky pouziti piidatnych latek a extrakénich rozpoustédel pri
vyrobé potravin a Vnafizeni (ES) ¢. 1333/2008 o potravinaiskych ptidatnych latkach
(Kundrlikova et Pavelkova, 2014)

Codex Alimentarius a WHO/FAO vypracovaly vSeobecné normy pro potravinova

aditiva, tzv. General Standards on Food Additives (GSFA). Ugelem této normy je
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vypracovani a harmonizace mezinarodnich pravidel tykajicich se aditiv pouzitelnych v ramci
svétového obchodu s potravinami. V GSFA jsou zahrnuta pouze aditiva pfezkoumana JECFA
(Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives). Aditiva maji sviij Mezinarodni
¢iselny systém INS (International Numbering System), ktery je analogicky se systémem E-

¢iselnych kodu zavedenych v zemich EU (Kundrlikova et Pavelkova, 2014).

3.2 Kurkuma dlouha

3.2.1 Chemické sloZeni
Chemické slozeni kurkumy je uvedeno v tabulce ¢. 1 (Chattopadhyay et al., 2004).

Tabulka €. 1: SloZeni kurkumy

Slozky Mnozstvi [%]
Sacharidy 69,4

Voda 13,1
Bilkoviny 6,3

Tuky 51
Min. latky 3,5
Kurkumin 3-4

3.2.2 Charakteristika
Kurkuma dlouha (Curcuma longa L.) je vytrvala bylina z celedi Zingiberaceae

pochazejici z jizni Asie (Socaciu, 2007).

Taxonomické zafazeni:
e tiida: Liliopsida,

e podtiida: Commelinids,

e fad: Zingiberales,

e (Celed: Zingiberaceae,

e rod: Curcuma,

e druh: Curcuma longa (Chattopadhyay et al., 2004).

Bylo popsano vice nez 100 druhd kurkumy, piesto z komeréniho hlediska je
nejpodstatnéjsi pravé kurkuma dlouha. Ma jasné zelené listy, konicky zluty kvét a zralosti
dosahuje po 7 az 10 mésicich (Socaciu, 2007). Je péstovana v mnoha tropickych oblastech po
celém svété (MacDougall, 2002) jako je Cina, Indie, Jizni Amerika (Francis, 1999),

Indonésie, Jamajka a Peru (Socaciu, 2007). Primarni komer¢ni vyroba probiha v Indii, kde je
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kurkuma pouzivana jako kofeni jiz po tisice let (MacDougall, 2002). Ze susenych mletych
oddenktl je ziskavan jasné zluty prasek, také znamy jako zluty zazvor nebo indicky Safran
(Socaciu, 2007).

Po celd staleti je kurkuma vyuzivana jako potravinaiské barvivo a na Dalném
vychodé téz jako barvivo textilni. V orientalni kuchyni je hlavni soucasti koteni kari, kterému
dava charakteristickou barvu a pfispiva svou zemitou, lehce hotkou chuti (Coultate, 2008).
Kurkuma ma také vyznamné biologické ucinky a byla Siroce pouzivana v tradi¢ni indické
a ¢inské mediciné (Socaciu, 2007).

Kurkuma obsahuje dvé hlavni skupiny slouenin: prvni je skupina kurkuminoidu
odpovédna za Zluto-oranzovou barvu. Patti sem kurkumin, demethoxykurkumin, a
bisdemethoxykurkumin. Tyto slouéeniny jsou také oznaCovany nékterymi autory jako
kurkumin I, Il a Il v uvedeném potadi nebo CC, DMC a BDMC. Existuji v ramci rovnovahy
v keto aenol formé&. A druhou skupinou jsou slouceniny davajici chut’ a aroma. V kurkumé
bylo identifikovano velké mnozstvi t€kavych oleji, mezi néz patii a-turmeron, B-turmeron,
ar-turmeron, ar-kurkumin, turmeronol, zingiberen a fellandren. Tyto slouCeniny jsou
odpovédné za specifickou chut’ kurkumy (Socaciu, 2007). Vzorce vybranych sloucenin lze

najit na obrazku ¢. 1.

3.2.3 Vyrobky
Z kurkumy jsou vyrabény tfi zakladni typy vyrobku a to esencialni olej, pryskyfice

a kurkumin.

Esencialni olej je ziskavan destilaci vodni parou z mletého prasku kurkumy. Jsou
v ném zachovany vsechny tékavé aromatické slozky a neobsahuje barviva. V kurkumé tvori
3az 5 % vSech pfitomnych latek. Po esencidlnim oleji je na trhu velmi mald poptavka
(Hendry et Houghton, 1996). SlozZeni éterického oleje v tabulce ¢. 2 (Chattopadhyay et al.,
2004).

Tabulka ¢. 2: SloZeni éterického oleje

Slozky Mnozstvi [%]
Seskviterperny 53
Zingiberen 25
Fellandren
Cineol
Sabinen 0,6
Borneol 0,5
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Nejcastéji jsou z kurkumy ziskavany pryskytice. V téchto extraktech jsou obsazeny
slouceniny odpovédné za chut’ a barvu ve stejném relativnim pomeru jako jsou v kofeni,
ze kterého jsou extrakty vyrabény. Pryskyfice jsou ziskany extrakci rozpoustédlem z mleté
kurkumy. Proces je totozny s metodami pouzivanymi pii vyrobé jinych pryskytfiénych koteni.
Tato kofeni mivaji nékolik vyhod oproti kofeni mletému, mivaji totiz vynikajici
mikrobiologickou kvalitu, standardizované organoleptické vlastnosti a nejsou v nich obsazeny
neCistoty. Proto se pouzivani pryskyfic v priabéhu poslednich 30 let neustale zvysuje.
V pryskyficich je obsazen kurkumin v mnozstvi 37 az 55 %.

Kurkumin je hlavni slozka kurkumy odpovédna za barvu. Jsou v ném obsazena jiz
velmi mala mnozstvi sloucenin davajicich kurkumé chut. Je vyrabén krystalizaci pryskyftice

a miva 95% cistotu, coz byva standardné¢ komercéné dostupna kvalita (Hendry et Houghton,

1996).
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Obrazek ¢. 1: Chemické vzorce slouc¢enin nachazejicich se v kurkumé (Chattophyay et al., 2004)
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3.3 Kurkumin
Kurkumin byl poprvé izolovan vroce 1815 (Chattopadhyay et al., 2004). Cisty

kurkumin byl izolovan v roce 1842 panem Vogelem. Mozna struktura byla publikovana
v nasledujicich desetiletich nékolika chemiky (Prasad et al., 2014), ale spravna chemicka
struktura byla ur€ena az vroce 1973 védci Roughley a Whitingem. Biologické vlastnosti
kurkuminu byly védecky identifikovany v poloviné dvacatého stoleti.

Kurkumin (diferuloylmethan) tvoii 3 - 4 % kurkumy a je odpovédny pravé za jeji
zlutou barvu. Kurkuma zahrnuje kurkumin, demethoxykurkumin a bisdemethoxykurkumin
(Kkurkuminoidy). Procentualni slozeni kurkuminoid v kurkumé se mezi autory lisi. Jedni
z nich uvadgji 94 % kurkuminu, 6 % demethoxykurkuminu a 0,3 % bisdemethoxykurkuminu
(Chattopadhyay et al., 2004; Ruby et al., 1995) a druzi zminuji 77 % kurkuminu, 17 %
demethoxykurkuminu a 3 % bisdemethoxykurkuminu (Afsan et al., 1999; Aggarwal et al.,
2007).

Kurkumin patii mezi polyenova barviva. Ta obsahuji dvojné vazby a vétSina z nich je
v konfiguraci trans. Jsou to linearni nenasycené konjugované uhlovodiky nebo jejich
derivaty. Jsou nerozpustné &i prakticky nerozpustné ve vodé (Copikova et al., 2005).

Chemicky nazev kurkuminu je 1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxy-fenyl)-hepta-1,6-dien-
3,5-dion. Sumarni vzorec je Cy1H2006 a pKa hodnota je 8,54 (Prasad et al., 2014). Teplota
tani kurkuminu se pohybuje v rozmezi 176 - 177 °C. Je rozpustny v ethanolu, kyseliné octové,
ketonech, chloroformu a alkaliich, ve kterych tvofi ¢ervenohnédé soli (Chattopadhyay et al.,
2004). Lipofilni kurkumin ma maximalni vlnovou délku 425 nm. OznaCuje se téZ jako
pitirodni Zlut' 3 nebo turmeric yellow (Copikova et al., 2005). Jeho barevny odstin je velmi
podobny tartrazinu (Hendry et Houghton, 1996).

Molekularni konfigurace kurkuminu mohou existovat ve dvou tautomernich formach -
keto a enol formé. Enol forma je sloZena ze tii ionizovatelnych protont a dvou fenolickych
skupin. Enol forma je pfevladajici hlavné v alkalickych podminkach. Keto forma pievlada
V kyselych a neutrdlnich podminkach a také v pevné fazi. Kurkumin pak pusobi jako silny

donor vodikovych atomut (Prasad et al., 2014).

3.3.1 Vyroba
Kurkumin se ziskava extrakci zususeného oddenku kurkumy. Proces extrakce

vyzaduje oddenek rozemlety na prasek. Ten je nasledné promyvan vhodnym rozpoustédlem,
které extrahuje barviva. Po nasledné destilaci rozpoustédla je ziskana pryskyfice. Ta je
podrobena dal§imu promyvéani pomoci selektivnich rozpoustédel. JECFA uvadi jako vhodna
rozpoustédla pro extrakci kurkuminu aceton, methanol, ethanol a isopropanol. Evropska
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komise ve smérnici 95/45/EC uvadi aceton, methanol, ethanol, n-butanol, oxid uhlidity,
ethylacetat, dichlormethan a hexan. Po extrakci je kurkumin ziskan krystalizaci. Vysledkem
celého tohoto procesu je Zlutooranzovy krystalicky prasek, ktery se dale pouziva napt. jako
potravinaiské barvivo. Obsahuje vice nez 90 % latek podilejicich se na barvé a mtzou byt
obsazena i velmi nizka mnozstvi tékavych oleji a dalSich latek ptirodniho ptvodu, které se
ptirozené vyskytuji v kurkumé (JECFA, 2004).

Na extrakci kurkuminu z kurkumy ma vliv nékolik faktori. Mezi né patii teplota,
velikost Castic, doba michani a pomér rozpoustédla a kurkumy. Riznymi kombinacemi
parametr lze docilit vytéZnosti 4,49 az 12,89 %. Jako optimalni podminky pro extrakci
kurkuminu byla stanovena teplota 60 °C, velikost ¢astic 0,42 mm, doba michani 30 minut
a pomér rozpoustédla (ethanol) ke kurkumé 50 (Sogi et al., 2010).

Kurkumin miiZze byt ptipraven i synteticky, ale v této formé nesmi byt pouzit jako
potravinaiska ptidatna latka (JECFA, 2004).

Pti syntéze kurkuminoidli mohou byt vytézky nizké a mohou se také ménit. Po syntéze
je tifeba oddélit jednotlivé kurkuminoidy a provést odstranéni necistot pomoci kombinace
tenkosténné kapalinové chromatografie a chromatografie kolonové. Kurkumin Ize
syntetizovat kondenzaci vanilinu a acetylacetonu (pentan-2, 4-dion) v pfitomnosti anhydridu
kyseliny borité / butyl boritanu a butylaminu. Bisdemethoxykurkumin Ize syntetizovat stejné
jako kurkumin, pouze s pouzitim 4-hydroxybenzaldehydu namisto vanilinu a polovi¢ni
molarni davky. Demethoxykurkumin je mozné syntetizovat jako bisdemethoxykurkumin, ale
pomoci ekvivalentniho (polovi¢niho) molarniho mnozZstvi vanilinu a 4-hydroxybenzaldehydu.
Vzhledem k tomu, Ze syntetické kurkuminoidy lze pfipravit ve vysoké Cistoté a také jsou
pomérné stabilni, mohou byt pouzity jako nahradni referencni standard pro kvantitativni

stanoveni pfirozen¢ se vyskytujicich kurkuminoidt (Scotter, 2009).

3.3.2 Pouziti v potravinarstvi
Jak jiz bylo feéeno, kurkumin je obsazen v rostliné kurkumé. Ta je pouzivana v mnoha

tradi¢nich kuchynich, bud’ samostatné ¢i jako soucast kari kofeni, kde je jednou z hlavnich
slozek (Hendry et Houghton, 1996).

Vytazek zkurkumy je pouzivan Casto do masnych a rybich vyrobkl, vyrobkl
zpracovanych jako jsou hoicice, nakladanid zelenina, zmrazené rybi filé, zmrazené
bramborové krokety, maslo a syry. Vytazek je pouzivan v rozmezi 2 - 640 ppm. Kurkumin

a koncentrat kurkuminoidi byval pouZzivan jako potravindiské barvivo omezené, nejcastéji
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tam, kde nemohl byt pouzit vytazek z kurkumy, coz byly vyrobky jako mrazené krémy,
zelatina, limonady a likéry (Delgado-Vargas et Paredes-Lopez, 2003).

Dnes je kurkumin Siroce pouzivan jako barvivo v potravinafském, kosmetickém,
textilnim i napojovém prumyslu (Gilda et al., 2010). Kurkumin je pouzivan do mlé¢nych
vyrobkl, tuki, oleji, tukovych emulzi, zmrzlin, ovocnych a zeleninovych vyrobkd,
cukrovinek, vyrobkl z obilovin, pefiva, masa a masnych vyrobki, ryb a rybich vyrobk,
vajec a vyrobkll z vajec, kotfeni, polévek, omacek, potravin ur¢enych pro zvlastni vyzivu,
napoju, potravin ptipravenych k primé spotiebé (JECFA, 2004), sorbetd, instantnich smési na
dezerty a instantnich pudinkd (Hendry et Houghton, 1996). U vyrobkt, kde je zapotiebi
dosdhnout odliSného odstinu ¢i odstin upravit na zluty, je kurkumin kombinovan s dalSim
barvivem. NejCastéji se jedna o barvivo annatto hlavné pro barveni mléka, cukraiskych
vyrobkl, kolach, susenek (Hendry et Houghton, 1996) a uzenych ryb (Scotter, 2011).
Vanilkova zmrzlina je ¢asto barvena smési kurkuminu a norbixinu.

Kurkumin ¢asto dosahuje intenzivniho Zlutého odstinu uZ pti nizkych koncentracich.
Jiz pt1 20 ppm je tézké rozpoznat zménu barvy pii navySovani davky, je proto dulezité
stanovit minimalni uroven potfebného mnoZzstvi (Hendry et Houghton, 1996). Pouzité hladiny
kurkuminu se pohybuji od 5 do 500 mg/kg Vv zavislosti na kategorii potraviny (JECFA, 2004).
Maximalni limity kurkuminu pro obarveni potravin v rdmci Evropské unie jsou stanoveny
nafizenim Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1333/2008 ze dne 16. prosince 2008
0 potravinatrskych ptidatnych latkach, jehoz soucasti je nyni pivodni smérnice Evropského
parlamentu a Rady 94/36/ES ze dne 30. cervna 1994 o barvivech pro pouziti v potravinach.
Kurkumin je zde uveden pro pouziti quatum satis do margarinii, minarinu, ostatnich tukovych
emulzi, bezvodych tukii, americana, dzemu, rosoll, marmeldd, pasturnas (jedly vnéjsi
povrch), suSenych granulovanych brambor a bramborovych vlocek. Pfi nejvyS$im mnoZstvi
20 mg/kg je mozné kurkumin pouzit do tepelné opracovanych uzenych masnych vyrobk,
pastik a sekané. A pro nejvyssi mnozstvi 100 mg/kg jsou zde uvedeny Bitter soda a Bitter
vino. Dale je uveden seznam potravin, ve kterém je mozné kurkumin pouzit v uvedeném
nejvys$im mnozstvi. Maximdlni limity pro rizné potraviny (polévky, surimi) se nachdzeji
v rozsahu 50 az 500 mg/kg s vyjimkou jedlych povlakid syra a jedlych stiivek, u kterych je
mozné kurkumin davkovat quantum satis.

Potraviny také ¢asto mohou prochézet v prib&hu skladovani zménami, mezi nézZ mize
patfit peroxidace lipidi vedouci ke Zluknuti. Aby bylo tomuto d&ji zabranéno, je mozné do
potraviny pfidat kurkumin. Ten pak miva roli antioxidantu, zajiStujictho prodlouzeni

trvanlivosti a skladovatelnosti potravin, ¢imz se dosédhne lepsi bezpe€nosti, vyzivové kvality,
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funk¢nosti a chutnosti potraviny. Antioxidacni aktivita byla zjiSténa 1 u ostatnich
kurkuminoidt (Jayaprakasha et al., 2006). U kurkuminu bylo dale zjisténo, ze vykazuje silnou
antioxida¢ni aktivitu srovnatelnou s vitaminem C a E. Kurkumin také mize byt pouzit pro
zpomaleni tvorby oxida¢nich produktl, udrzovani kvality a prodluzovani Zivotnosti 1éCiv.

(Ak et Giilgin, 2008).

3.3.3 VIliv na zdravi
Kurkumin byl pouzivan v tradi¢ni medicin€ po mnoho let. Pouzival se jako domaci 1ék

na rizna onemocnéni, véetné chorob zlu¢ovych cest, nechutenstvi, na kasel, jaterni poruchy
arevmatismus. Za poslednich nékolik desitek let se stanovila jeho biologicka
a farmakologické aktivita (Chattopadhyay et al., 2004). Po cela staleti se kurkumin pouzival
jako kofeni v davkach az do 100 mg/den. Nedavné klinické studie uvadéji davku az
8 g/den/osobu bez vedlejsich u¢inka (Shishodia et al., 2005).

Staroveké texty indické mediciny popisuji pouziti kurkuminu pro 1é€bu zanétlivych
onemocnéni, véetné¢ vyronl, otokili po urazech a bfiSnich problémii. V textech o tradicni
¢inské medicin€ je popisovano pouziti kurkuminu pro 1é€bu bolesti bficha. Nejvice je
kurkumin spojovan se schopnosti potlacit zanét. Bylo prokézéano, ze kurkumin je G¢inny pii

akutnich i chronickych zanétech (Shishodia et al., 2005).

-----

je kurkumin dokonce 10x silnéjSim antioxidantem nez vitamin E. Kurkumin zabranuje
oxidaci hemoglobinu a inhibuje peroxidaci lipidi. Antioxidacni aktivita by mohla byt
zprostiedkovana antioxidacnimi enzymy, jako jsou superoxiddismutdza, katalaza nebo
gluthationperoxidéaza. A pravé potlaceni peroxidace lipidi kurkuminem mutze vést k potlaceni
zanétu (Shishodia et al., 2005).

Protirakovinné uc¢inky. Kurkumin ma potencialni protirakovinné ucinky v raznych

systémech. In vivo potlacuje rakovinu kize, Zaludku, tlustého stieva a jater u mysi. Bylo
prokazano, ze inhibuje proliferaci Siroké skaly nadorovych bunék, véetné karcinomu tlustého
stieva, epidermalniho karcinomu a karcinomu prsu (Shishodia et al., 2005).

Kardioprotektivni G¢inky. Kurkumin je 0¢inny proti aterosklerdze, diky tomu ze

inhibuje §ifeni perifernich krevnich mononuklearnich buné¢k a bun¢k hladkého svalstva cév.
Dale puisobi proti infarktu myokardu, tim ze zabranuje oxidaci LDL proteinu a inhibuje
agregaci krevnich desti¢ek (Shishodia et al., 2005).

KoZni nemoci. Kurkumin je G¢inny proti rakoviné kiize, lupénce, sklerodermii

a dermatitidé. Pomaha hojeni ran, brani tvorb¢ jizev a hraje také roli pii regeneraci svalstva.
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Dale mtze byt kurkumin pouzit pii lécbé diabetu II. typu, revmatoidni arthritidy,
roztrouSené skler6zy, Alzheimerovy choroby, idiopatickych sttevnich zanét, cystické fibrozy
(Shishodia et al., 2005). Pomaha pfi 1é¢bé plicnich a neurologickych problémd, ztraté kosti
a svald, depresich, chronické tinavé a neuropatické bolesti (Anand at al., 2008). Pozitivni
ucinky ma také na stfevo, protoze vlivem kurkuminu dochazi ke zvySovani aktivity stfevni
lipazy, sacharazy a maltazy. Kurkumin chrani jatra a ve slinivce zvysuje aktivitu pankreatické
lipazy, amylazy, trypsinu a chymotrypsinu (Chattopadhyay et al., 2004). VSechny pozitivni
zdravotni G€inky jsou zobrazeny na Obrazku €. 2.

Uginngj$i nez kurkumin mohou byt nékteré jeho analogy. Bylo zjisténo, ze fenolické
analogy jsou mnohem aktivnéjsi nez ty nefenolické. Fenolické skupiny totiz brani navazani
dvéma methylovym skupindm do ortho polohy a tim se zvySuje antioxida¢ni aktivita.
Fenolicka skupina zachycuje volné radikaly a pfitomnost methoxy skupin zvysuje

antioxida¢ni efekt (Venkatesan et al., 2000).
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Obrazek ¢. 2: Nemoci 1é¢ené kurkuminem (Shishodia, et al., 2005)
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Relativné vysoky pocet zprav také naznacuje, Ze za urCitych podminek by mohl

kurkumin vykazovat toxicitu. U kurkuminu ale dochazi k rozsahlému metabolismu ve
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sttevech a jatrech, je tedy mimo gastrointestindlni trakt v nanomolarnich koncentracich
anelze dosdhnout jeho vysokych koncentraci v plazmé a tkdnich po peroralnim podani
(Burgos-Moron et al., 2010).

Za bezpe¢nou davku pii kratkodobém piijmu je povazovano mnozstvi 8 g/den/osobu.
U davky 0,9 az 3,6 g denn¢ po dobu 1 - 4 mésici miuze dojit k né¢kterym nezadoucim
ucinkiim, véetné nevolnosti a prijmu (Burgos-Moron et al., 2010). V jiné studii bylo zjisténo,
ze davka 12 g/den po dobu 3 mésici je lidmi dobfe tolerovana, a tedy vhodna pro dlouhodobé
studie chemopreventivnich G¢inkd kurkuminu (Lao et al., 2006).

V prubéhu let bylo provedeno nékolik studii zabyvajicich se bezpec¢nosti kurkuminu in
vivo. Byly provedeny testy na mysich, u kterych byla zjevna anemie zptisobena ovlivnénim
metabolismu Zeleza kurkuminem (Jiao et al., 2009). Kurkumin mize také podporovat
zhorseni rakoviny plic u mysi s nadorem (Dance-Barnes et al., 2009). V davce 100 mg/kg
podavané peroralné po dobu Sesti po sob¢ jdoucich dnli zptsobuje kurkumin Zalude¢ni viedy
u potkand albinti vlivem vyrazného snizeni obsahu mucinu v zalude¢ni stavé (Gupta et al.,
1980). Je také prokazano, ze kurkumin muize zpisobovat poskozeni DNA a chromozomalni
zmény a to jak in vitro, tak i in vivo v koncentracich obdobnych tém, které maji prospésny
efekt. Dale v experimentalnich studiich bylo prokazano, ze nizké koncentrace kurkuminu
vyvolavaji antioxidac¢ni efekt, ovS§em naopak davky vyssi zvysSuji bunécné hladiny reaktivnich
forem kysliku (ROS) (Burgos-Moroén et al.,, 2010). Kurkumin a jeho derivaty podavané
mySim ve vysokych davkach a po delsi dobu mohou byt toxické pro jatra (Kandarkar et al.,
1998).

3.4 Stabilita a formy stabilizace kurkuminu
Kurkumin, je fazen mezi pfirodni potravinaiska barviva. Ta byvaji ¢asto mnohem vice

citliva na pH, teplotu nebo svétlo. Tyto skutecnosti jsou ovSem ponékud piekvapivé, protoze

in vivo se barvy zdaji byt pomérné stabilni (Wissgott et Bortlik, 1996).

3.4.1 VlivpH
Kurkumin dosahuje Zlutého zbarveni pii hodnotach pH 1 — 7 a pii pH > 7 se barva

méni na Cervenou (Hendry et Houghton, 1996; Tennesen et Karlsen, 1985a; Tennesen et
Karlsen, 1985b). Tti kurkuminoidy obsazeny v kurkumé jsou reagujici podobné na zmény pH
(Price et Buescher, 1997). Pti pH 1 — 6 dochazi k velmi pomalému odbouravani

kurkuminoidt, s ¢imz se mizeme setkat v zaludku pfi konzumaci potravin (Pan et al., 1999).
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Pti pH od 7,5 do 10,2 dochazi k rychlé degradaci kurkuminoidi a v rozmezi pH 10,2 az 11,95
je degradace zpomalena (Bernabé-Pineda et al., 2004; Price et Buescher, 1997).

Kurkumin lIze rozpustit v 0,1 M hydroxidu sodném, ¢imz je dosazeno alkalické¢ho pH.
Ovsem v tomto prostiedi je degradovan do 1 hod., zatimco kurkumin s pfidavkem teleciho
séra dosahuje vyssi stability. U néj dochazi k degradaci < 20 % kurkuminu béhem 1 hod. a po
inkubaci 8 hod. je zistatek kurkuminu na urovni 50 %. Ve fosfatovém pufru pii pH 7,2 - 7,4
je po 30 minutach inkubace rozlozeno az 90 % kurkuminu (Wang et al., 1997). V téchto
podminkach je mozné kurkumin stabilizovat ptidavkem glutationu, N-acetyl-L-cysteinu nebo
pridavkem kyseliny askorbové (Oetari et al., 1996).

U bisdemethoxykurkuminu bylo stanoveno, Ze v alkalickém prostfedi je odoIné;jsi viici
degradaci v porovnani s ostatnimi kurkuminoidy. Byly zjistény polocasy 0,4 — 99 hod. pro
kurkumin, 1 — 1700 hod. pro demethoxykurkumin a 4 — 2200 hod. pro
bisdemethoxykurkumin. Ukazuje se tedy, ze absenci methoxy skupin je zvySovana stabilita
v alkalickém prostiedi (Price et Buescher, 1997). Ptidanim acidifika¢nich prostiedkt (napf.
kyseliny citronové, kyseliny gentisové, kyseliny gallové, kukufi¢ného Skrobu ¢i emulgaéniho
¢inidla) 1ze zmirnit degradaci kurkuminu v alkalickém prostiedi (Delgado-Vargas et Paredes-
Lopez, 2003).

Pii pH 7,2 jsou hlavnimi produkty degradace trans-6-(4’-hydroxy-3’-methoxyfenyl)-
2,4-dioxo-5-hexenal (Wang et al., 1997), tetrahydrokurkumin (Pan et al., 1999), zatimco
vanilin, ferulova kyselina a feruloylmethan jsou minoritnimi rozkladnymi produkty.
S naristajici inkuba¢ni dobou je zvySovano mmnozstvi vanilinu (Wang et al., 1997). Pti
fyziologickém pH muze ve vodném pufru dochazet k degradaci formou autooxidace, coz je
piimym disledkem antioxida¢ni ¢innosti kurkuminu. Ten vychytava kyslik, ¢imz je spusténa
fetézova radikalova reakce a dusledkem toho je tvorba deoxygenovaného produktu
bicyklopentadienu. Jako dal$i produkty degradace byly zachyceny mald mnoZstvi vanilinu
a hexahydrokurkuminu. Degradace tohoto typu muize byt také zprostfedkovdna peroxidazami

¢i oxygenazami (Griesser et al., 2011).

3.4.2 Vliv svétla
Jak jiz bylo uvedeno, kurkumin je citlivy na svétlo. Bylo ovSem zjisténo, Ze kationt

AP* snizuje uroveii fotodegradace. Vliv kationtu byl zkouméan v okurkovém ldku. Pologas
v produktech bez kationtu byl stanoven na 7,5 hod., oviem po pridavku AI** byl polodas
prodlouzen na 10,5 az 14 hod. Krom¢ toho absorpéni spektrum kurkumy v laku nebylo

zménéno (Delgado-Vargas et Paredes-Lopez, 2003). Chatterjee et al. (1998) zjistili, ze gama
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zateni v davkach 1,5 az 10 kGy neovlivituje mnozstvi kurkuminu v ethanolovém extraktu
kurkumy ani bezprostiedné po ozareni ani pii skladovani po 12 mésicii. Toho by mohlo byt
vyuzito pro zlepSeni mikrobiologické kvality vyrobkt s kurkumou, vzhledem Kk tomu, Ze
antioxida¢ni aktivita je zachovana i po ozafeni. Joshi et al. (2009) porovnavali stabilitu barvy
pryskyfice kurkumy vkapalné i krystalické formé. Vzorky byly vystaveny
monochromatickému svétlu po dobu jedné hodiny. M¢feni barevné intenzity probihalo
Vv intervalu 10 minut na spektrofotometru. Vysledkem jejich badéani bylo, ze svétlo nema vliv
na intenzitu barvy po dobu jedné hodiny.

Khurana et Ho (1988) uvadi pii fotochemické degradaci jako rozkladné produkty
vanilin, p-hydroxybenzaldehyd, aldehyd ferulové kyseliny, p-hydroxybenzoovou kyselinu,

vanilovou a ferulovou kyselinu.

3.4.3 Vliv teploty
Hendry et Houghton (1996) uvadéji, ze kurkumin vykazuje velmi dobrou stabilitu pii

vystaveni vy$Sim teplotdm, napf. pii peceni. I pfesto se fada autorti snazi dosdhnout lepsi
stability kurkuminu pii ptisobeni vyS$Sich teplot na jeho molekulu. Zebib et al. (2010) se
zabyvali stabilizaci kurkuminu formou tvorby komplexii s dvojmocnymi kationty (Zn2+, Cu?,
Mg®*, Se**). Samotny kurkumin zde byl stabilni do teploty 160 °C. Po dosaZeni teploty 400
°C byl kurkumin kompletn¢ degradovan. Stabilita komplext oproti samotnému kurkuminu
byla za stejny Casovy usek mnohem vyssi. Dal§i mozZnosti zvySeni odolnosti kurkuminu je
aplikace kationtu APF*. Bylo zji§téno, Ze napomaha zvyseni odolnosti vii€i vyssim teplotam
u roztoku laku z okurek, ¢imz se podili na zabranéni tepelného zni¢eni kurkuminoidi v nalevu
solného roztoku pii teplotach 40 az 90 °C (Delgado-Vargas et Paredes-Lopez, 2003). Kromé
toho bylo zjisténo, ze mnozstvi kurkuminu v ethanolovém extraktu kurkumy je stabilni po
dobu 12 mésict pii teplotach okoli 25 - 32 °C (Chatterjee et al., 1998). Joshi et al. (2009)
porovnavali stabilitu barvy oleoresinu kurkumy v kapalné a krystalické formé. Barvu méfili
spektrofotometricky po 10, 30 a 60 minutach tepelného opracovani ve vrouci vodni lazni pro
kapalnou formu a v susarné pii teploté 100 °C pro krystalickou formu barvy. Doslo k poklesu
intenzity barvy 0 3 %, 5 % a 12 %. Pii zahfivani po dobu 10, 30 a 60 minut. Kapalny
i krystalicky vzorek byl také stabilni pii pokojové teploté po dobu 6 mésici. Za tuto dobu
byla snizena intenzita barvy na 80 % z ptivodni hodnoty. Byla také studovana tepelna stabilita
u vodnych a olejovych forem kurkumy aplikovanych na extrudované vyrobky. Stabilita byla
hodnocena v rozsahu teplot 125 az 155 °C. Oba produkty byly dobré stability, ovsem lepsi

byla naméfena u kurkumy rozpusténé ve vodném prostfedi (Delgado-Vargas et Paredes-
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Lopez, 2003). Sowbhagya et al. (2005) se také zabyvali extrudovanymi vyrobky. Sledovali
zménu jasu, odstinu a sytosti barvy kurkuminu a tartrazinu aplikovanych na extrudovany
vyrobek, ktery byl skladovan pti 27 °C. Kurkumin vykazoval totoznou miru stability po dobu
4 tydnl jako synteticky vyrabény tartrazin a po 10 tydnech doslo ke ztrat€¢ pouze 22,8 %
kurkuminu. Proto pfi pouziti do extrudovanych vyrobkli miZze byt tartrazin zastoupen
kurkuminem. Suresh et Srinivasan (2009) se zaméfili na stabilitu kurkuminu pfi tepelném
zpracovani. Zjistili, ze molekula kurkuminu je citlivd na teplo na prvnim atomu uhliku
alkylového tetézce, ktery spojuje obé fenylové skupiny. Kurkumin byl degradovan na nékolik
slouéenin, z nichz tfi hlavni byly charakterizovany jako ferulova kyselina, vanilin a kyselina

vanilinova.

3.4.4 Ostatni
Intenzita barvy solubilizovaného kurkuminu muze byt sniZzena pii vystaveni SO», a to

hlavné pti pouziti koncentrace vyssi nez 100 ppm (Hendry et Houghton, 1996).

Degradace kurkuminu je také ovlivnéna obsahem kysliku a dusiku v atmosféte. Potadi
stability je kurkumin > demethoxykurkumin > bisdemethoxykurkumin s polo¢asem v rozmezi
8,6 az 10,4 hod. na vzduchu a 9,0 az 12,0 hod. v dusikové atmosfére. V dusikové atmosfére

jsou tedy kurkuminoidy stabiln¢jsi (Delgado-Vargas et Paredes-Lopez, 2003).

3.4.5 Formy stabilizace
Hydrofobni charakter této polyfenolické slouceniny spolu s rychlym metabolismem,

fyzikalné-chemickou a biologickou nestabilitou piispiva k jeho $patné biologické dostupnosti.
K vyfeseni tohoto problému bylo navrzeno né€kolik moznych pfistupti, jako zapouzdieni
kurkuminu do liposomi (Niu et al., 2012; Thangapazham at al., 2008), polymernich micel
(Bisht et al., 2007), nanocastic (Yallapu et al., 2010), tvorba komplexu s cyklodextrinem
(Prasad et al., 2012; Tomren et al., 2007; Tennesen et al., 2002), polymernimi konjugaty (Dey
et Sreenivasan, 2014; Manju et Sreenivasan, 2010; Mitra, 2008; Wang et al., 2012; Yu et
Huang, 2010) ¢i tvorba mikroemulze (Lin et al., 2009; Wang et al., 2008). V mnoha zemich
vV ramci potravindiského primyslu je kurkumin pouzivan ve smési s emulgitorem. V této
formé je obsah kurkuminu 4 az 10 % a je snadno misitelny s vodou. Pro tyto Ucely je také
Casto upfednostiiovan Polysorbat 80, protoze je idedlnim nosi¢em pro kurkumin. Komeréné
dostupnymi jsou i dal§i formy, v€etné suspenzi kurkuminu v rostlinném oleji a disperzi ve

Skrobu, ovSem tyto formy nejsou tak ¢asto aplikovany (Hendry et Houghton, 1996).
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3.5 Metody stanoveni kurkuminu
Pro izolaci a kvantifikaci kurkuminoiddi se pouzivd né¢kolik analytickych metod,

véetné metod spektrofotometrickych, které jsou uzitecné pro stanoveni celkového obsahu
kurkuminoidti, ov§em nelze jimi stanovit jednotlivé slozky v oddenku. Byly také popsany
rizné metody HPLC, které jsou jednémi z nejvice rozSifenych technik pro oddéleni
kurkuminoidti. Stupen separace zavisi predev§im na typu kolony a pouzitém eluentu (Anabula
et al., 2014). Pro analyzu kurkuminu v biologickych vzorcich byla vyuzita HPLC metoda
S fluorescenénim detektorem (Schiborr et al, 2010). Byly také vyzkouSeny metody
s hmotnostni spektrometrii, jako je HPLC-MS pro stanoveni kurkuminu v plazmé (Yang et
al., 2011). Dalsi moznosti je HPLC s pouzitim detektoru diodového pole, jehoZ vyhodou je
schopnost selektivné analyzovat studované analyty (Korany et al., 2013) nebo HPLC
s elektrochemickou detekci (Long et al., 2014). Cheng et al. (2010) vyvinuli metodu UPLC
pro kvantifikaci kurkuminoidd. Zjistili, Ze metoda poskytuje rychlejsi analyzu a lepsi
rozliSeni, nez je dosazeno u konvencniho HPLC. Kapilarni elektroforéza (CE) je alternativou
k HPLC pro analyzu kurkuminoidt. Ve srovnani s HPLC neni u CE pro separaci vyZzadovana
draha chromatografickd kolona a lze pouzit nizky objem rozpoustédel pro separaci (Anabula
et al., 2014; Lechtenberg et al., 2004). Metody plynové chromatografie (GC) v dusledku nizké
volatility a tepeln¢ labilni povahy kurkuminoid nemohou byt vyuzity (Jayaprakasha et al.,
2005). Pro stanoveni celkovych i jednotlivych kurkuminoidii byla pouzita 1 metoda vysoce
ucinné tenkovrstvé chromatografie (HPTLC) s DAD (Pozharitskaya et al., 2008). Separace
kurkuminoidii 1ze docilit i tenkovrstvou chromatografii (TLC) nejcastéji za pouziti silikagelu
(Perét-Almeida et al., 2005). Rege et al. (2014) pro stanoveni vyuzili sloupcové
chromatografie a kurkumin dale analyzovali pomoci infraCervené spektrofotmetrie
s Fourierovou transformaci (FTIR), hmotnostni spektrometrii (LC-MS) a nuklearni
magnetickou rezonanci (NMR), kterou také pouzili Goren et al. (2009). Metodu sloupcové

chromatografie vyuzili pro extrakci kurkuminoidi také Zhan et al. (2011).

3.5.1 Spektrofotometrie
Molekuly maji schopnost pohlcovat elektromagnetické zafeni pouze urcitych vinovych

délek. Je to dano tim, ze mohou existovat v urCitych kvantovych stavech, které se lisi
obsahem energie. Jestlize m4 molekula pfejit ze stavu s niZsi energii do stavu s energii vyssi,
musi absorbovat zafeni o frekvenci v, kterd pravé odpovidd rozdilu energii mezi

energetickymi hladinami (Sinica, n.d.).
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Energeticky nejnaro¢néj$i jsou piechody mezi elektronovymi energetickymi
hladinami. Bézné jsou zpisobeny absorpci ultrafialového (190 az 400 nm) a viditelIného
zateni (400 az 800 nm). Absorpci zafeni lze méfit na ptistrojich, které nazyvame absorpcni
spektrofotometry. Pti absorpénim méteni je ze vstupujiciho toku zareni @, ¢ast absorbovana
vzorkem (absorbovany zaiivy tok ®@a) a v idedlnim ptipadé zbytek projde a je zaznamenan
jako vystupujici zativy tok @ (Sinica, n.d.).

Podil zativych tokt ® a @, se nazyva propustnost neboli transmitance.

Na vétsingé spektrofotometrd lze také odecist hodnotu absorbance A, tj. zaporny
logaritmus propustnosti: A = - log T = log (D, /D)

Hh
]
Wiy

L J
L J

zaiivy tok zafivy  tok
vstupujici vystupujici

zaiivy  tok
absorbovany

'

Obrazek ¢ 3: Princip spektrofotometrie (Sinica, n.d.)

Konstrukéné se spektrofotometry déli na jednopaprskové a dvoupaprskové. Absorpéni
spektrofotometr je tvofen ¢tyfmi zakladnimi ¢astmi:

1. Zdroj zateni

2. Monochromator - je tvofen vstupni a vystupni Stérbinou, rozkladnym prvkem
a zrcadlovou nebo ¢ockovou soustavou. Rozkladnym prvkem mutize byt hranol nebo reflexni
miizka.

3. Absorpéni prostiedi - tvoii kyveta s roztokem.

4. Detekéni systém - je slozen z detektoru zafeni a elektronického zafizeni na
zpracovani jeho odezvy. Detektor prevadi zafivy tok na elektricky signal (Sinica, n.d.).

Svazek polychromatického zéateni vychazejici ze zdroje dopadd na vstupni $térbinu
monochromatoru. Po rozkladu na reflexni mfiZce nebo hranolu vychéazi z vystupni $térbiny
svazek pfiblizné monochromatického zareni, které je charakterizovano intervalem vlnovych
délek, které projdou vystupni Sté€rbinou. Stfedni hodnotou tohoto intervalu je nastavena

vlnova délka. Velikost intervalu je zavisla na konstrukci pfistroje. Po priichodu absorpénim
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prostfedim dopada monochromatické zareni na fotoelektricky detektor a vznikly fotoproud se
prevadi na digitalni vystup (Sinica, n.d.).
352 HPLC

Vysoce ucinnd kapalinova chromatografie (HPLC — High Performance Liquid
Chromatography) se fadi mezi nejcastéji pouzivané separacni metody. Vynika vysokou
ucinnosti, dobrou opakovatelnosti a robustnosti. Tato metoda je vhodna pro déleni
organickych méné¢ tékavych kapalnych a tuhych latek, které jsou rozpustné ve vode,
v organickych rozpoustédlech nebo ziedénych kyselinach.

HPLC je zaloZena na separaci analyt na zaklad¢ jejich distribuce mezi stacionarni
a mobilni fazi, kterd je vzdy kapalnd. Stacionarni faze je zakotvend v chromatografické
koloné. Béhem separace dochdzi k mnoha typiim interakci. Uplatiiuji se interakce analyti s
mobilni fazi, interakce mobilni faze se stacionarni fazi a sorpce analytli na stacionarni fazi.

Vysoce ucinny kapalinovy chromatograf pracuje tak, ze jsou vzorky davkovany
davkovacim ventilem do mobilni fdze. Ta unasi jednotlivé slozky vzorku na kolonu, kde
dochazi k opakovanému ustanoveni rovnovahy mezi mobilni a stacionarni fazi a k separaci
analytii dle fyzikalné-chemickych vlastnosti. Po prichodu separa¢ni kolonou jsou analyty v
mobilni fazi detekovany v prutokové cele detektoru. Métenou veliCinou je fluorescence,
absorbance, index lomu, clektricka vodivost. Vystupem z detektoru je graficky zdznam
zéavislosti odezvy detektoru na retencnim Case, tj. chromatogram, na némz se hodnoti plocha
nebo vyska piku. Kvantitativni analyza se provadi na principu odecteni vysledku z kalibra¢ni
kiivky.

Jako napln kolon (stacionarni faze) se pouzivaji polarni nemodifikované adsorbenty
(silikagel, méné Casto oxid hlinity) nebo naplné s chemicky vazanymi stacionarnimi fazemi
na silikagelovém nosic¢i. Jako mobilni faze se vétSinou uziva voda, organickd rozpoustédla
a jejich smési.

Je-li stacionarni faze polarnéj$i nezZ mobilni faze, mluvime o systémech s normalnimi

fazemi. V opaéném piipadé¢ jde o systém s obracenymi fazemi (Anon3, n.d.).

353 TLC
TLC, dnes nejbézné&jsi plosné uspotadana chromatografie. TLC znamena Thin Layer

Chromatography, Cesky: tenkovrstvd chromatografie. Jednd se o tenkou vrstvu sorbentu
ptichyceného na podlozku z hliniku, skla ¢i polymeru. Nejb&ZznéjSim sorbentem je silikagel. K
nékterym vrstvam vyrobci pridavaji lumifor, svétélkujici v UV spektru, nejcastéji pti 254nm,

nebo 366nm, slouzici vyhodnocovani chromatogramu.
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K TLC chromatografii je potfebna i chromatografickd komora, nddoba ve které
probihd vzlindni mobilni fidze. Pro zdarny pribéh chromatografie je nutné, aby se
chromatografické komoie nasytily pary mobilni fize. Do komory se tedy vklada i arch

filtraéniho papiru, slouzici k urychleni odparu mobilni faze (Anon4, n.d.).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Materialy a instrumentace

4.1.1 Rostlinny material
Jako rostlinny material byl pouzit vzorek kotene rostliny Curcuma longa L. Jednalo se

o krajeny koten (sklizen 2014) zakoupeny u firmy Natura, Waldemar Gresik, D&Cin.

4.1.2 Chemikalie
e ethylacetat - Cistota: p.a., vyrobce: Lachner

e dichlormethan - ¢istota: p.a., vyrobce: Lachner Lachner

e hexan - Cistota: p.a., vyrobce: Lachner

e methanol - Cistota: p.a., vyrobce: Lachner

e methanol HPLC super gradient - ¢istota: p.a., vyrobce: Lachner
e tetrahydrofuran - Cistota: p.a., vyrobce: J. T. Baker

e chloroform - ¢istota: p.a., vyrobce: Lachner

e destilovana voda - katedra chemie CZU

e demineralizovana voda - katedra chemie CZU

e analyticky standard: kurkumin - ¢istota: > 98,0 %, vyrobce: Fluka AG

4.1.3 Pristroje
e elektricky kavomlynek, Gorenje

e analytické vahy, Kern

e suSarna Venticell 111, Brnénska medicinska technika a.s.

e tfepacCka vratna, GLF 3006, Unimed

e rota¢ni vakuova odparka, Heating Bath B-490, BUCHI

e elektromagnetické michadlo TetraCon® 325, WTW

e spektrofotometr HeAios y, Thermo Electron Corporation

e kapalinovy chromatograf Ultimate 3000, Dionex, Thermo Scientific™
o pumpa, Dionex
o davkovac, Dionex
o kolona, Zorbax Extend - C18, 3 x 250 mm, 5 um, Agilent
o predkolona, Security Guard Column - C18, 4 x 3,0 mm, Phenomenex
o detektor PAD (photodiode array detector), Dionex

e pfistroj pro piipravu demineralizované vody Simplicity® UV, Millipore
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4.1.4 Pomicky
e sklenéné desky na tenkovrstvou chromatografii Kieselgel 60 Fys4, rozmér 20 cm x 20

cm, koncentraéni zoéna 2,5 cm X 20 cm, vrstva 0,25 mm, Merck

e aluminiové desti¢ky na tenkovrstvou chromatografii Kieselgel 60 F2s4, Merck

e spektrofotometrické plastové kyvety, 1,5 ml, Brand

e membranové filtry PVDF 0,45 um, Chromservis

e vialky, Clear Snap-it, 2 ml, Thermo Fisher Scientific

e vicka na vialky, polypropylen, Clear Snap-it, 11 mm, Thermo Fisher Scientific

e pipety Acura: 10 - 100 ul; 100 - 1000 pul; 0,5 - 5 ml

e délici nalevky, kadinky, destilani banky, odmérné banky (5 ml, 10 ml, 25 ml, 100
ml), odmérné valce, kapkovita banka

e filtra¢ni aparatura s filtraénim papirem (¢. 4, 150 mm)

e hlinikova vysouSecka s vickem

e sitko, sklenénd vana na TLC, sklenéné lahvicky s vicky, vodni lazen, plastové injekéni

sttikacky, laboratorni kovové 1zicky, navazovaci papir

4.1.5 Programy
e Microsoft Office 2007 Excel, Microsoft

e Vision 32, Thermo Electron Corporation

e Chromeleon 6.8, Thermo Fisher Scientific

4.2 Metody
4.2.1 Stanoveni suSiny

Na analytickych vahach bylo odvazeno 5 g vzorku s piesnosti 0,001 g namleté suSiny
do hlinikové vysouSecky s vickem. Vzorek byl susen v suSarné Venticel pii teploté 103 °C po

dobu 48 hodin do konstantni hmotnosti.

4.2.2 Priprava standardi

4.2.2.1 Kurkumin (CC)
Standard kurkuminu o hmotnosti 10 mg byl kvantitativné preveden do odmérné barnky

0 objemu 25 ml a doplnén po rysku methanolem. Vytvofeny pracovni roztok byl dikladné
promichéan a nasledné byl pouZit pro pfipravu kalibraéni fady roztokl standardu. V dobé¢ kdy

nebyl roztok pouzivan, byl ulozen v mraznicce pfi teploté minus 18 °C bez ptistupu svétla.
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4.2.2.2 Demethoxykurkumin (DMC) a bisdemethoxykurkumin(BDMC)
Piiprava roztoku kurkumy: Krijeny kofen kurkumy byl rozemlet na elektrickém

mlynku a nasledné byl prosat pies sitko, aby ziistal pouze jemny prasek. Z néj bylo odvazeno
10 g s presnosti na 0,001 g do 100 ml banky. Do ni bylo ptidano 50 ml methanolu a vznikly
roztok byl tfepan na tfepa¢ce 30 minut pro zlepSeni extrakce kurkuminoidi z kofene
kurkumy. Poté byl vzorek doplnén methanolem po rysku, promichan a filtrovan ptes filtracni
aparaturu za pouziti filtraéniho papiru ¢. 4. Vznikly roztok byl poté pouzit k izolaci DMC
a BDMC.

Ptiprava eluéniho roztoku: Odmérnym valcem bylo odméfeno 50 ml chloroformu a do

néj odpipetovano 2,5 ml methanolu, ¢imz byl vytvofen pomér rozpoustédel 20:1 (dle autort
Lee et Choung, 2011 a Paramasivam et al., 2009). Roztok byl dikladn¢ promichan a pouzit
jako eluat pro tenkovrstvou chromatografii pti izolaci DMC a BDMC.

Izolace DMC a BDMC: Pro izolaci byly pouzity dvé sklenéné desky pro tenkovrstvou

chromatografii se silikagelem. Na kazdou desku bylo odpipetovano 400 ul roztoku filtrované
kurkumy. Celkem tedy bylo pouzito pro izolaci 800 ul roztoku kurkumy. Desky byly vloZzeny
do roztoku eluatu (chloroform a methanol v poméru 20:1) ve sklenéné chromatografické vané
s vikem, ktery byl 10 minut pfedtim nalit do vany pro nasyceni vzduchu parami rozpoustédla.
Desky byly vyvijeny V eluatu 35 minut a poté byly z vany vyjmuty a ponechany v zapnuté
digestofi na 10 minut do uplného vysuSeni. Poté byly opét vlozeny do vany s rozpoustédly na
35 minut, ¢imz bylo dosazeno lepsi separace kurkuminoidi a oddéleni dalSich necistot. Po
opétovném vysuseni byly jednotlivé barevné skvrny z obou desek seskrabany na navazovaci
papir. Jednalo se o barevné skvrny ¢. 1 a 2, viz obrazek ¢. 4, odpovidajici BDMC a DMC
(poradi urceno dle reten¢nich faktorti popsanych autory Paramasivam et al., 2009). Barevna
skvrna ¢. 3 predstavovala CC, ktery nebylo tieba izolovat, protoze byl dostupny koupeny
standard, kazdopadné i piesto bylo pfi optimalizaci metody ovéieno, Ze posledni skvrna
odpovida kurkuminu. Vzhledem K pouziti dvou desek byly vzdy smichany dvé barevné
skvrny z desky ¢. 1 a desky ¢. 2 odpovidajici totoznému analytu (urCeno dle potadi od
koncentraénich zon). Ziskany prasek byl nasledné promyvan methanolem pies fritu do
pfedem zvazenych sklenénych banck s vickem. Kdyz jiz byl filtrovany roztok &iry, byly
lahvicky umistény do kapkovité baiiky a na vakuové rotacni odparce byl methanol odpaien
pfi teploté 40 °C bez rotace. Po odpaieni rozpoustédla byly lahvic¢ky se vzorky zvazeny. Bylo
ziskano 0,6 mg DMC a 0,8 mg BDMC. Tyto analyty byly nafedény 1 ml methanolu, dukladné
promichany a vzniklé pracovni roztoky byly pouzity pro piipravu kalibracnich roztoka

standarda DMC a BDMC.
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Obrazek ¢&. 4: Desky na TLC se seskrabanymi analyty. 1 - BDMC, 2 - DMC, 3- CC

4.2.3 Priprava kalibra¢nich roztoki a méfeni kalibra¢ni rady
Kurkumin: Byla pouzita kalibra¢ni fada 5 roztokd o koncentracich 5 - 100 pg/ml.

Z pracovniho roztoku standardu CC (0,4 mg/ml) vzdy bylo odpipetovano mnozstvi uvedené
Vv tabulce €. 3 do odmérné banky o objemu 10 ml a bylo dopInéno po rysku methanolem. Dale

byly roztoky kalibra¢ni fady dikladné promichany a proméfeny na HPLC.

Tabulka ¢. 3: Kalibracni Fada pro standard kurkumin

Skute¢na koncentrace Pipetované mnozstvi
na 10 ml [pg] pracovniho roztoku [ml]
roztok ¢. 1 50 0,125
roztok ¢. 2 200 0,5
roztok €. 3 400 1
roztok €. 4 800 2
roztok ¢. 5 1000 2,5
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Demethoxykurkumin: Byla pouzita fedici fada o koncentracich 10 - 50 pg/ml.

Z roztoku standardu DMC (0,6 mg/ml) bylo vzdy odpipetovano mnozstvi uvedené v tabulce
¢. 4 do 5 ml odmérné banky a bylo doplnéno po rysku methanolem. Dale byly roztoky

kalibra¢ni fady dikladné promichany a proméfeny na HPLC.

Tabulka ¢. 4: Kalibraé¢ni Fada pro standard demethoxykurkumin

Skutec¢na koncentrace Pipetované mnozstvi
na5 ml[ug] pracovniho roztoku [ml]
roztok ¢. 1 60 100
roztok ¢. 2 150 250
roztok ¢. 3 240 400

Bisdemethoxykurkumin: Byla pouzita fedici fada o koncentracich 10 - 50 pg/ml.

Z roztoku standardu BDMC (0,8 mg/ml) bylo vzdy odpipetovano mnozstvi uvedené v tabulce
¢. 5 do 5 ml odmérné banky a bylo doplnéno po rysku methanolem. Dale byly roztoky

kalibra¢ni fady dikladné promichany a proméfeny na HPLC.

Tabulka ¢. 5: Kalibracni Fada pro standard bisdemethoxykurkumin

Skute¢na koncentrace na 5 Pipetované mnozstvi
ml [ug] pracovniho roztoku [ml]
roztok ¢. 1 80 100
roztok ¢. 2 200 250
roztok ¢. 3 320 400

Kalibra¢ni fady pro CC, DMC a BDMC byly prométeny pomoci metody HPLC za
modifikovanych podminek popsanych autory Price et Buescher (1997): kolona Zorbax Extend
C18, 3 x 250 mm, 5 pum; teplota kolony 25 °C; teplota davkovace 10 °C; mobilni faze:
demineralizovana voda (A) a tetrahydrofuran (B) Vv objemovém poméru 55:45 (A:B);
isokraticka eluce s prutokem 0,800 ml/min; vinova délka 420 nm. Z vysledki byly nasledné

sestaveny kalibra¢ni kiivky v programu Microsoft Excel 2007.

4.2.4 Homogenizace a priprava vzorki
Sirup: V mistnim hypermarketu byly zakoupeny 4 lahve sirupu Hello Ovocny sirup

extra husty Pomeran¢ z SarZzi 07:27/1 a 07:28/1 a minimalni trvanlivosti do 13. 8. 2015.
Vsechny lahve byly pfelity do velké 4 | kadinky a 10 minut homogenizovany ru¢nim
michdnim pomoci sklenéné ty€inky. Prazdné lahve byly vyplachnuty destilovanou vodou
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anechany na vzduchu k vyschnuti. Poté byly zhomogenizované vzorky pielity zpét do lahvi,
tak aby ve vSech bylo zhruba stejné mnozstvi sirupu. Pfipravené sirupy byly oznaceny Cisly
1 - 4. Lahve se sirupem €. 1 a 2 byly obaleny alobalem pro zabranéni ptistupu svétla.
Kurkuma: Do odmérné banky o0 objemu 2 | bylo napipetovano 6 ml filtrovaného
roztoku kurkumy (stejného jako byl pouzit pro izolaci kurkuminoidit) a bafika byla doplnéna
po rysku methanolem pro HPLC. Roztok byl promichan a zhomogenizovany roztok kurkumy
rozdélen do 4 lahvi o objemu 500 ml. Pfipravené roztoky byly oznaceny Cisly 1 - 4. Lahve s

roztokem €. 1 a 2 byly obaleny alobalem pro zabranéni piistupu svétla.

4.2.5 Skladovani vzorki
Lahve se sirupy i extraktem kurkumy byly umistény do podminek dle tabulky €. 6.

Aby bylo docileno stejného mnozstvi dopadajicich slune¢nich paprski byly sirupy a roztoky
kurkumy umistény na totoznou lednici, v niz byly zbylé lahve. Umisténi zaruéilo, Ze na lahve

nedopadaly piimé slune¢ni paprsky.

Tabulka ¢. 6: Podminky skladovani vzorki

Sirup ¢i roztok kurkumy | Piistup svétla Teplota
1 NE prosklena lednice, 5 °C
2 NE laboratoft, 24 °C
3 ANO prosklena lednice, 5 °C
4 ANO laboratof, 24 °C

4.2.6 Priprava a promérovani vzorki
Sirup byl promichan a do kadinky byl napipetovan 1 ml. K nému bylo pfidano 5 ml

destilované vody a 7 ml methanolu pro HPLC. Tento roztok byl 5 minut michan
elektromagnetickym michadlem pro zhomogenizovani. Poté z né&j bylo odebrano stfikackou
mnozstvi cca 1 - 1,5 ml a pfes membranovy filtr PVDF 0,45 um byl vzorek ptefiltrovan do
spektrofotometrické plastové kyvety. Stejny postup byl aplikovan na vSechny testované
sirupy. Vzorky sirupti byly dale spektrofotometricky prométovany.

Pro prvni méfeni sirupii byl postup totozny, pouze byl pouzit homogenat vsech
4 sirupt v 4 1 kadince, tedy byl pouzit sirup pted rozlitim do lahvi.

Roztok kurkumy byl pouze pfielit v dostatecném mnozstvi do kadinky a 5 minut
homogenizovan elektromagnetickym michadlem. Poté z ng& bylo odebrano sttikackou

mnozstvi cca 1 - 1,5 ml a pfes membranovy filtr PVDF 0,45 um byl vzorek piefiltrovan do
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spektrofotometrické plastové kyvety. Stejny postup byl aplikovan na vSechny testované
roztoky kurkumy. Vzorky kurkumy byly dale spektrofotometricky prométovany.

Pro prvni méteni kurkumy byl postup totozny, pouze byl pouzit homogenat narfedéné
kurkumy v 2 1 odmérné barnce, tedy byl pouzit roztok kurkumy pted rozlitim do lahvi.
4.2.6.1 UV/VIS Spektrofotometrie

U vzorkd byla méfena absorbance na spektrofotometru Helios y. Vzdy na zaatku
bylo do kyvety nalito rozpoustédlo methanol pro HPLC a na toto rozpoustédlo byl pfistroj
nulovan. Poté jiz byly proméfovany piefiltrované vzorky sirupt a kurkumy ve tfech
opakovénich. Celkem tedy bylo proméfovano 24 vzorkd.

Vzorky byly proméfovany pii vinovych délkach 418 nm, 420 nm, 423 nm, 424 nm,
428 nm a 430 nm (prvni tii vinové délky byly pouzity podle autori Lee et Choung, 2011,

ostatni vinové délky byly navic) . Po méfeni byl vzorek pielit do vialky a méfen metodou
HPLC.
4.2.6.2 Vysoce ucinnd kapalinovi chromatografie (HPLC)
Vzorky ve vialkdch byly proméfovany na kapalinovém chromatografu Ultimate 3000
za modifikovanych podminek popsanych autory Price et Buescher (1997):
e kolona: Zorbax Extend - C18, 3 x 250 mm, 5 pm
e ptedkolona, Security Guard Column - C18, 4 x 3,0 mm
e mobilni faze: demineralizovana voda (A) a tetrahydrofuran (THF) (B) v objemovém
poméru 55:45 (A/B)
e prutok: 0,800 ml/min, od 3. méfeni prutok 0,600 ml/min z divodu vysokého tlaku
e teplota kolony: 25 °C
e teplota davkovace: 10 °C
e nastiik vzorku: 5 ul

e vlnova délka: 420 nm

" , g? B I )

Obrazek ¢. 5: Ukazka vzorku kurkumy pro méfeni HPLC
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4.2.7 Vyhodnoceni méreni
Obsah kurkuminoidt byl vyhodnocen z plochy pikt z kalibra¢ni kiivky standardi CC,

DMC a BDMC.

4.2.8 Optimalizace metody
Vybér vhodné potraviny: Na zac¢atku pokusu byly testovany potraviny sirup a hot¢ice.

Sirup 1 hot¢ice byly rozpustény v methanolu a destilované vod¢. Pro sirup bylo pouzito fedéni
1 ml/100 ml a u hoic¢ice 5 g/100 ml. Po nafedéni byly vzorky umistény do délici nalevky
a byla snaha extrahovat ze vzorkti kurkumin. Na zéklad¢ vyhlasky Komise 95/45/EC byla pro
extrakci kurkuminu zvolena rozpoustédla jako ethylacetat, dichlormethan a hexan. U vzorkd
ve vodé dochazelo k oddéleni, u vzorki v methanolu doslo k oddéleni pouze v hexanu.
Rozpoustédla byla odpafena na vakuové rotaéni odparce a vzorky byly rozpustény v 2 ml
methanolu, pfefiltrovany do vialek a proméfeny na HPLC. Pfi stanoveni byly kurkuminoidy
detekovany pouze u zdkladniho sirupu v methanolu, u hof¢ice bylo mnozstvi kurkuminoidt
pravdépodobné pod bodem detekce nebo vzhledem k polarité analyti zlstaly navazany na
tuk, ktery se odd¢lil na filtru. Bylo tedy rozhodnuto pro méteni vzorkl sirupti.

Volba vhodného sirupu: Byly testovany 3 druhy sirupt (Hello Ovocny sirup extra

husty Pomerané, Hello Ovocny sirup extra husty Cerveny pomerané a Dizzy Pomerang).
Nejprve byly vSechny sirupy nafedény v poméru 1:5:5 pro sirup:destilovanou vodu:methanol
a poté proméieny pomoci HPLC a spektrofotometru. Bylo ale zjisténo, ze vzorky jsou moc
kalné pro budouci stanoveni absorbance a ve vzorku Sirupu cCerveny pomeran¢ nebyl
kurkumin pomoci HPLC detekovan. U sirupt Hello Ovocny sirup extra husty Cerveny
pomeran¢ a Dizzy Pomeran¢ byl sirup navic obarven i karoteny. Pro méfeni byl tedy vybran
sirup Hello Ovocny sirup extra husty Pomeran¢, ktery neobsahoval zadna jina piidana
barviva, ktera by mohla ovliviiovat méfeni. U sirupu byly nasledné vyzkouseny rizné poméry
rozpoustédel a sirupu. Cirého roztoku bylo dosaZeno pii poméru 1:5:7 pro sirup:destilovana
voda:methanol.

Izolace DMC a BDMC z kurkumy: Vzorek krajené susené kurkumy byl rozemlet na

ruénim mixéru, prosaty pres sito a byl nafedén methanolem v poméru 10 g/100 ml.
Piefiltrovany vzorek byl testovan na TLC na poméry rozpoustédel. Jako rozpoustédla byla
pouzita chloroform a methanol, ktera byla pouzita autory Lee et Choung (2011).
Rozpoustédla byla ptipravena v pomérech 3:1, 5:1, 10:1, 12:1, 15:1, 20:1, 25:1 a pouzita pro
chromatografii na tenkovrstvé desce S nafedénym vzorkem kurkumy. Pii vysokém obsahu
methanolu byl vzorek velmi dobfe unasSen, a byl tedy blizko cela. NejlepSich parametrti

dosahoval pomér 20:1, a byl tedy zvolen v dal§im postupu. Prefiltrovany vzorek kurkumy byl
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nanesen pipetou na sklenénou desku se silikagelem v mnozstvi 200 ul a po eluci byly desky
se vzorky vysuseny pii pokojové teploté a opét eluovany rozpoustédly. Bylo zjisténo, ze pii
druhé eluci byly oddéleny necistoty a vzorky byly 1épe zafixovany. Poté byly vzorky
seSkrabany a promyvany methanolem. Pro odstranéni rozpoustédla byla pouzita vodni lazen.
Ovsem poté nebyl na HPLC detekovan demethoxykurkumin, ktery byl pravdépodobné znicen
vlivem vyssi teploty ve vodni 1azni. V dals$im pokusu bylo na desku aplikovano 350 pl
roztoku kurkumy a vzhledem k dobré eluc¢ni schopnosti rozpoustédel bylo pii nasledné izolaci
aplikovano mnozstvi 400 pl na desku. Dale byla pro odstranéni rozpoustédel pouzita vakuova
rotacni odparka pii 40 °C. V tomto ptipadé byly detekovany vSechny kurkuminoidy. Bylo
také vyzkouSeno stanoveni prostord mezi jednotlivymi vzorky, u téchto vzorku nebyly
kurkuminoidy detekovany.

Optimalizace HPLC: V ramci pokusu byly nejprve vyzkouseny teploty kolony 20, 25,

a 30 °C a pomér tetrahydrofuranu a demineralizované vody pro stanoveni HPLC. Nejlépe
byly piky oddé€leny pii teploté 25 °C a za pouziti THF:voda v poméru 45:55. Aby byl tlak
na kolong idealni, byl vybran pritok 0,800 ml/min, ktery byl pozdé&ji snizen na 0,600 ml/min,

prave z divodi vysokého tlaku v koloné.
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5 VYSLEDKY
Byla studovana stabilita kurkuminoida v sirupech a methanolovém extraktu kurkumy

za pouziti spektrofotometrické metody a kapalinové chromatografie.

5.1 Prizkum trhu
Literarni zdroje uvadéji, ze je kurkumin pouzivan do nepieberného mnozstvi vyrobki.

Pro ovéfeni byl tedy proveden prizkum na trhu, v tabulce ¢. 7 je uveden seznam vybranych

vyrobku s obsahem kurkuminu.

Tabulka ¢. 7: Dostupné vyrobky s obsahem kurkuminu

Druh vyrobku
MIécné vyrobky Instantni potraviny Cukrovinky Ostatni
Pribinacek Bramborové Orion pistacie Hoi¢ice plnotucna,
bananovy knedliky, Vitana Clever
Acidofilni mléko Bramborové Orion limetkovy Ty¢inky bramborové,
vanilkové, Kunin knedliky, Natura krém Bohemia
Kefirové mléko | Skubanky v prasku, | Primavera erdbeeren, Vajecény likér,
bananové Natura Haribo Granete a Starorezna

Kostici sva¢inka

Halusky, Natura

Balla Balla, Haribo

Relax exotica

Florian vaje¢ny

Bramborak, Natura

Pico Balla, Haribo

likér
Klasicky bramborak, Deli pistaciova
Amylon
Chlupaté knedliky, Katty Jelly fruit
Amylon

5.2 Stanoveni stability
Veskeré prezentované vysledky byly méteny ve vinové délce 420 nm. V ramci

experimentu byly pouzity metody jako absorpéni spektrofotometric a vysoce uU¢inna
kapalinova chromatografie (HPLC). Metodou tenkovrstvé chromatografie byly z kurkumy
ziskany jednotlivé kurkuminoidy. Bylo experimentalné zjisténo, ze obsah kurkuminu v 10 g
oddenku kurkumy o vihkosti 14,06 % je 500 mg, coz odpovida 5 %. Demethoxykukuminu
bylo ziskano 75 mg, coz je 0,75 % a bisdemethoxykurkuminu bylo 100 mg odpovidajicich
1 %.

Pro vyhodnoceni méfeni byly nejprve vytvofeny kalibra¢ni kiivky pro méteni

metodou absorp¢ni spektrofotometrie a kapalinové chromatografie. Grafy kalibra¢nich kiivek
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jsou uvedeny v ptiloze, viz Ptiloha 1. Byly ziskany regresni rovnice uvedené v tabulce ¢. 8

I s odpovidajicimi regresnimi koeficienty.

Tabulka ¢. 8: Regresni rovnice a koeficienty

Pouzita metoda Analyt Regresni rovnice Regresni koeficient
CC |y=0,1829x + 0,0242 0,9927
UV-VIS spektrofotometrie DMC |y =0,0439x + 0,2599 0,9826
BDMC | y =0,0287x + 0,0031 0,9998
CC |y=0,1374x +0,2894 0,9898
Kapalinova chromatografie (HPLC) | DMC |y =0,4027x + 0,1968 0,9897
BDMC | y =0,2196x - 0,0393 0,9975

Mnozstvi kurkuminoidi bylo zjisténo obéma metodami. V tabulce ¢. 9 jsou uvedeny
mnozstvi CC, DMC a BDMC vypoctena z ptislusnych regresnich rovnic. Stanoveni obsahu
kurkuminoidtit pomoci spektrofotometrie je pouze orienta¢ni, vzhledem k ptekryvajicim se
absorpénim spektrim je totiz nelze vyjadit jednotlivé. Vysledky spektrofotometrie ukazuji,
ze DMC a BDMC jsou svétlejsi, proto aby se docililo stejné barevné intenzity jako
kurkuminu, bylo by potieba jejich vy$si mnozstvi. Pro vyhodnoceni byl tedy obsah

kurkuminoidii bran jako ekvivalent kurkuminu.

Tabulka €. 9: MnoZstvi kurkuminoidi v sirupu €. 1

. ) Absorpc¢ni spektofotometrie Kapalinova chromatografie
Cislo tydne

CC DMC BDMC CC DMC | BDMC

1 5,1482 16,0802 | 33,5442 | 21,8253 | 1,1425 | 0,3840

2 5,5378 17,7032 | 36,0268 | 24,3408 | 1,1830 | 0,3598

3 5,3652 17,1091 | 35,1182 | 33,2450 | 1,6482 | 0,3089

4 5,5135 17,6020 | 35,8720 | 31,6174 | 1,6403 | 0,4562

5 6,5198 21,7944 | 42,2848 | 39,2304 | 2,2492 | 0,5775

6 6,1619 20,3035 | 40,0044 | 37,5029 | 1,8688 | 0,5239

7 6,1691 20,3334 | 40,0500 |39,2802 | 2,1332 | 1,4203

8 5,8681 19,0795 | 38,1321 | 35,6171 | 1,7918 | 0,8041

9 5,3189 19,7911 | 34,6316 | 32,8340 | 1,5933 | 0,8574

10 5,2832 16,6426 | 34,4045 | 34,0249 | 1,4480 | 0,6728

Na zakladé naméfené absorbance byla testovana stabilita analyti v Case

vV podminkach tma/chlad, tma/teplo, svétlo/chlad a svétlo/teplo. Statisticky prikazny rozdil
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(p<0,05) mezi 1. a 10. méfenim byl pouze u tii vzorkli a to u sirupu ¢. 2 (tma/teplo)
a kurkumy €. 1 (tma/chlad), kde dochazelo k nartstu. Ttetim vzorkem byla kurkuma ¢. 4
(svétlo/teplo), kde dochazelo k poklesu, ktery je statisticky prikazny (p<0,05) (viz tabulka ¢.
10). U ostatnich vzorkl nebyl statisticky prikazny rozdil, v pribéhu experimentu dochazelo

pouze ke kolisani mnozstvi analytd, tabulky jsou uvedeny v ptiloze, viz Piloha III.

Tabulka ¢. 10: Vysledky statistického vyhodnoceni metodou ANOVA

Scheffeho test; proménna Absorbance

Pravdépodobnosti pro post-hoc testy

Chyba: meziskup. PC =,00001, sv = 20,000

Tyden 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 0,1106 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000
2 0,1106 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000
3 0,0000 | 0,0000 0,0004 | 0,0061 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000
4 0,0000 | 0,0000 | 0,0004 0,9787 | 0,1703 | 0,0017 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000
5 0,0000 | 0,0000 | 0,0061 | 0,9787 0,0143 [ 0,0001 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000
6 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,1703 | 0,0143 0,6070 | 0,0001 | 0,0000 | 0,0000
7 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0017 | 0,0001 | 0,6070 0,0124 | 0,0022 | 0,0000
8 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0001 | 0,0124 0,9993 | 0,0006
9 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0022 | 0,9993 0,0034
10 ] 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0006 | 0,0034

Kolisani je také patrné z grafu €. 1 a grafu €. 2, kde je vidét, Ze v prvni poloviné doby
skladovani dochazelo k naristu absorbance. Maximalnich hodnot dosahoval kurkumin ve 4.
tydnu. U vzorki sirupt doslo k navySeni absorbance o 26 % pro vzorky sirupti €. 1 aZz 3 a 0 20
% pro vzorek sirupu €. 4. Od tohoto momentu dale absorbance 1 mnoZstvi kurkuminu klesalo.
V 10. tydnu vzorky sirupu dosahli sniZzeni absorbance o 18 % pro vzorek sirupu ¢. 1 ao 13 %
pro vzorky sirupt ¢. 2 az 4, tedy témét na pivodni hodnoty. Kurkumin obsazeny v extraktu
kurkumy vykazoval dobrou stabilitu krom¢ kurkuminu ve vzorku kurkumy ¢. 4, ktery byla
umisténa v podminkach svétlo/teplo. Z grafu ¢. 1 je také vidét, ze u druhého méteni byly
veliké vykyvy, coz by mohlo byt zpiisobeno chybou méfeni. U DMC a BDMC byl pritbéh
obdobny jen mirnéjsi, tedy dochazelo k menSim zméndm. Nejvyraznéjsiho poklesu hodnot
absorbance i koncentrace doSlo u vzorku sirupu €. 1, ktery byl skladovan v podminkéch
tma/chlad. Naopak kurkuma €. 4 umisténd ve stejnych podminkach vykazovala nejvyssi

stabilitu.

V ramci experimentu bylo také zméteno pH v sirupu a nabyvalo hodnoty 2,39.
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Zmény absorbance kurkuminu v ¢ase
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Graf ¢ 2: Zmény hodnot koncentrace ve vzorcich v 420 nm
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Graf ¢. 3: Ukazka chromatogramu extraktu kurkumy - piky zleva: mobilni faze, CC, DMC a BDMC
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6 DISKUZE
Byla studovana stabilita kurkuminoidd Vv sirupu a methanolovém extraktu kurkumy za

pouziti spektrofotometrické metody a kapalinové chromatografie.

V ramci prizkumu Vv obchodech bylo zjisténo, ze kurkumin se nachazi v mnoha
vyrobcich, nejCastéji se jedna o mlécné vyrobky, hoiice a instantni smési na piipravu
pokrmi, kde se ocekava nazloutlé zabarveni. Kurkumin se pouziva k obarveni potravin i
V jinych zemich, coz dokazuji mnohé studie. Lee et al. (2011) se zabyvali stabilitou
kurkuminoidti v 54 potravinach nejcastéji v ramci kofeni, cukrovinek, hoicic, zelenych caju,
ale i dalSich vyrobkii. Timto byla potvrzena hypotéza, ze kurkumin je bézné pouzivané
potravinarské barvivo.

Pouzitd kurkuma obsahovala 5 % kurkuminu (50 mg/g kurkumy), 0,75 %
demethoxykurkuminu (7,5 mg/g kurkumy) a 1 % bisdemethoxykurkuminu (10 mg/g
kurkumy). Sogi et al. (2010) uvadéji obsah kurkuminu v rozsahu 4,49 az 12,89 % v zavislosti
na teploté, rozpoustédle, dobé michani a velikosti ¢astic. Maximalni vytéznosti dosahovali pii
pouziti ethanolu a teploté¢ 60 °C. Z vysledkl je patrné, ze obsah kurkuminu byl na spodni
hranici, coz bude zplsobeno pouzitim niz$i teploty pii stanoveni a jiného rozpoustédla
(methanol). Long et al. (2013) pouzili pro stanoveni metodu HPLC s elektrochemickou
detekci. Zjistili, ze obsah CC, DMC a BDMC odpovida hodnotam 0,275 mg/g, 0,118 mg/g
a 0,200 mg/g. To jsou mnohem nizsi hodnoty nez byly naméfeny v ramci této prace, je to
pravdépodobné zpiisobeno pouzitim odlisné metody a mobilnich fazi. Kazdopadné z toho je
ziejmé, ze metoda HPLC s PDA detektorem je efektivnéjsi. Autofi se také 1iSi v rdmci obsahu
jednotlivych kurkuminoidy. V ramci experimentu bylo ziskano mensi mnozstvi DMC oproti
BDMC. Ke stejnym vysledkim dospéli Long et al. (2013), naopak Perét-Almeida et al.
(2005) meli obsahy kurkuminoidti v pofadi CC>DMC>BDMC. Tyto velké rozdily v obsazich
kurkuminoidi by mohly byt zplisobeny odliSnymi klimatickymi podminkami pro péstovani
kurkumy, ptipadné pouzitim rozdilnych rozpoustédel a extrakénich metod.

Z vysledkli méfeni je patrné, Ze obsah kurkuminu v prabéhu 10 tydnt kolisal.
Statisticky pritkazné rozdily mezi prvnim a poslednim tydnem (p<0,05) byly zjistény pouze
u vzorka: sirup ¢. 2 umistény v podminkach tma/teplo (doslo k nardstu) a u kurkumy ¢. 1,
kterd byla ve tmé a chladu (doslo také k narGstu). Statisticky vyznamny pokles byl evidovan
u vzorku kurkumy ¢. 4 umisténé na svétle a v teple. Z grafu ¢. 1 (viz vysledky) je evidentni,
ze obsah kurkuminu nejprve narlstal a poté klesal v riizné mife u jednotlivych vzorki.

Vzhledem Kk tomu, Ze pro méfeni byl pouzit sirup s prichuti pomerance, nachazi se ve slozeni
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pomerancova Stdva z koncentratu. Z toho lze predpokladat i obsah kyseliny askorbové. Je
obecné znamo, ze kyselina askorbova je silnym antioxidantem. Nor et al. (2009) zjistili
antioxida¢nimi G¢inky u kurkuminu. JECFA (2004) dokonce uvadi, ze kurkumin je osmkrat
siln¢j$i antioxidant nez vitamin E. Na zédklad¢ téchto informaci lze ptedpokladat, ze by ve
vzorcich siruptt mohlo dochazet u téchto dvou latek k vzajemnému antioxida¢nimu ovlivnéni.
Kurkumin a kyselina askorbova si mohly poskytovat navzajem protony a tim zpusobit
kolisani mnozstvi méfeného analytu. V ramci prvnich 4. tydnt dochazelo ke zvySovani
absorbance sirupl. Mohlo by to byt dano tim, ze vzorky byly pokazdé pfed meétfenim
promichany a molekuly kurkuminu nachdzejici se pobliz hladiny ¢i na ni, se dostaly
k novému zdroji kyseliny askorbové. Po 4 tydnech dochazelo k poklesu obsahu kurkuminu, to
by pak mohlo byt zplisobeno vycerpanim kyseliny, ¢imZ by nemohlo dochédzet k obnoveni
kurkuminu. Kyselina askorbova mohla tedy stabilizovat kurkumin, coz by pak odpovidalo
zjisténi Oetari et al. (1996), ktefi se zabyvali testovanim nejriznéjSich antioxidanti na
stabilitu kurkuminu a uvadéji, Ze stabilita kurkuminu je vyrazn€ zvySena ptidavkem kyseliny
askorbové. Zmény mnozstvi kurkuminu by mohly byt vysvétleny také tim, Ze v roztocich
sirupti dochazelo ke vzniku volnych radikalt jak kyseliny askorbové tak kurkuminu, ale tim
mohla byt spusténa autooxidace kurkuminu, kdy samotny kurkumin eliminoval vlastni
radikaly. V roztoku by pak mohlo dojit v dasledku rozkladu molekul enol formy kurkuminu
ke snaze nastolit rovnovahu mezi mnozstvim tautomert a v roztoku by keto forma
piechéazela na enol formu. Tim by mohl byt vysvétlen nartst kurkuminu v pocatcich méteni.
K autooxidaci by piipadné dojit mohlo, protoze Griesser et al. (2011) potvrdili moZnost
autooxidace kurkuminu pti dostatku obsahu molekul kysliku.

Ve vzorcich vystavenych chladu dochdzelo k vyraznému poklesu mnozstvi
kurkuminoidi. To je Vrozporu se zjiSténim, ze roztok kurkumy v téchto podminkach je
latek nez extrakt z kurkumy a zaroven se jedna o prosttedi vhodné k pribéhu tautomerniho
ptesmyku u kurkuminu z enol na keto formu. Kawano et al. (2013) uvadéji, ze v roztoku je
pfevaha kurkuminu v enol formé. Obecné je zndmo, Ze je tato forma energeticky nevyhodna
a kurkumin pfechazi na vyhodngjsi keto formu. Kawano et al. (2013) se zabyvali praveé
analyzou keto-enol tautomerie kurkuminu a pouzitim nékolika metod potvrdili obsah keto
aenol formy v roztoku s tim, Ze vétsi obsah je u enol formy. Také ale zjistili, Ze jednotlivé
tautomerni formy se eluuji vrozdilnych casech a nabyvaji i odliSnych UV spekter.
V dostupné literature (Perét-Almeida et al., 2005; Li et al., 2013; Scotter, 2009) je pro smés

kurkuminoidii ale uvedeno absorpéni maximum 420 - 425 nm. Bylo ptfedpokladdno, ze
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v maximu 420 nm jsou méteny ob¢ tautomerni formy. Vzhledem k tomu, ze ale doslo k tak
vyraznému poklesu mnozstvi, je pravdépodobné, Ze byla méfena pouze enol forma a pfti jejim
ubytku doslo ke zvyseni keto formy.

Pribéh zmén DMC a BDMC byl obdobny jako u CC, pouze byl vice pozvolny a lze
tedy fici, ze tyto dva kurkuminoidy vykazovaly lepsi stabilitu nez kurkumin. Tim byla
vyvracena  hypotéza, ze se kurkumin méni na demethoxykurkumin nebo
bisdemethoxykurkumin. Rege et al. (2014) testovali kurkuminoidy na stabilitu a antioxida¢ni
aktivitu ve slune¢nicovém oleji, za riznych hodnot pH a dosli k zavéru, ze DMC a BDMC
jsou v kyselém prostiedi stabilngjsi nez CC, ktery diky methoxyskupinam je nachylné&jsi
k oxidaci.

Je tedy evidentni, Ze na stabilitu mé vliv 1 pH. U sirupu bylo stanoveno pH na 2,39.
V ramci bakalatské prace byly hodnoceny faktory jako pH, teplota ¢i druh rozpoustédla
pusobici na stabilitu kurkuminu v extraktu kurkumy. V rdmci prace, bylo potvrzeno, Ze
V kyselém prostfedi je kurkumin nejstabilnéjsi. S t€mito zavéry také souhlasi fada autori.
Price a Buescher (1997) uvadéji, Ze u kurkuminu dochazi k rychlé degradaci pti pH v rozmezi
7,5 — 10,2 a Tennesen a Karlsen (1985a) zjistily, ze degradace kurkuminu ve vod¢ je vysoka
piipH > 7,5. Timto byla potvrzena hypotéza, ze pH ovliviiuje stabilitu.
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7 ZAVER

V praci jsem se zabyvala studiem stability skupiny kurkuminoidli, kam patfi
kurkumin, demethoxykurkumin a bisdemethoxykurkumin. Cilem prace bylo stanovit obsahy
jednotlivych analyti v potraviné a zjistit vliv skladovacich podminek na jejich stabilitu.
Zaroven byly stanoveny hypotézy, ze kurkumin je bézné pouzivanym barvivem, ze se méni
V Case a na jeho stabilitu ma vliv pH.

Mnoho autort se zabyva studiem kurkuminu v potravinach. Je také povazovan
za jiz bézn€ pouzivané barvivo, proto bylo zjistovano, jestli tomu tak je. Kurkumin byl na
zéklad¢ analyzy trhu nalezen v fad¢ potravin jako jsou mlécné vyrobky, hoic¢ice, cukrovinky
adalsi. Timto byla potvrzena hypotéza, ze je kurkumin bézné pouzivané potravinarské
barvivo.

Stabilita kurkuminoidi byla méfena po dobu 10 tydnd. V pribéhu méfeni hodnoty
absorbance a koncentrace kolisaly. U vzorkd sirupu ve tmé a teple a kurkumy ve tmé
achladu, doslo ke statisticky prikaznému nartstu absorbance (p<0,05), tedy lze fici
i stability. U kurkumy na svétle a vteple doSlo ke statisticky prikaznému poklesu.
Demethoxykurkumin a bisdemethoxykurkumin mély stejny prabéh jako kurkumin, a proto
nemohlo dojit k pfeméné kurkuminu na tyto latky. Timto byla vyvracena hypotéza, Zze se
kurkumin v ¢ase méni na derivaty demethoxy- a bisdemethoxykurkumin.

K nejvyraznéjSimu poklesu absorbance dochazelo u vzorku sirupu ve tmé a chladu,
coz bylo necekané, protoze kurkuma v téchto podminkach je nejstabilnéjsi. Mnoho autorii se
zabyva stabilitou kurkuminu pouze ve vyssich teplotach a Casto kratkodobé, proto by bylo
vhodné provést studie 1 na ovlivnéni stability kurkuminu za nizSich teplot, které jsou
naptiklad v lednici.

Skladovani vzorku také ovliviiovalo pH, ¢im byla potvrzena posledni hypotéza. Bylo
zjisténo, ze kurkumin je nejstabilngjsi v kyselém prostiedi a v prosttedi alkalickém dochazi

K rychlé degradaci.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ADI - ptijatelna denni davka

QS - quantum satis

ANOVA - analyza rozptylu

WHO - Svétova zdravotnicka organizace

FAO - Organizace pro vyzivu a zeméd¢lstvi
GSFA - General standards on food additives

INS - mezinarodni Ciselny systém

ROS - reaktivni formy kysliku

CC - kurkumin

DMC - demethoxykurkumin

BDMC - bisdemethoxykurkumin

HPLC - vysoce uc¢inna kapalinova chromatografie
UPLC - ultra u¢inna kapalinova chromatografie
TLC - tenkovrstva kapalinova chromatografie
HPTLC - vysoce tc¢inna tenkovrstva kapalinova chromatografie
GC - plynova chromatografie

MS - hmotnostni spektrometrie

CE - kapilarni elektroforéza

FTIR - infraCervena spektrofotometrie s Fourierovou transformaci
DAD - detektor diodového pole

PAD - fotodiodovy detektor

THF - tetrahydrofuran
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10 SAMOSTATNE PRILOHY

Ptiloha I - Kalibra¢ni kiivky pro metodu Absorp¢ni spektrofotometrie

Obriazek €. 1: Kalibracni kiivka pro kurkumin

Kalibraéni kfivka Kurkumin y =0,1829x + 0,0242
R? =0,9927
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Obrazek ¢.2: Kalibra¢ni kiivka pro demethoxykurkumin
Kalibraéni kfivka Demethoxykurkumin y= 0’2439)( +0,2599
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Obrazek ¢. 3: Kalibra¢ni kiivka pro bisdemethoxykurkumin
Kalibraéni kfivka Bisdemethoxykurkumin y =0,0287x +0,0031
R? =0,9998
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Ptiloha II - Kalibra¢ni kiivky pro metodu HPLC

Obriazek ¢. 4: Kalibra¢ni kfivka pro kurkumin

Kalibracni kfivka Kurkumin y =0,1374x + 0,2894
R? = 0,9898
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Obrazek ¢.5: Kalibraéni kiivka pro demethoxykurkumin
Kalibragni kfivka Demethoxykurkumin y =0,4027x + 0,1968
R? =0,9897
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Obrazek ¢. 6: Kalibra¢ni kiivka pro bisdemethoxykurkumin
Kalibraéni kfivka Bisdemethoxykurkumin y = 0,2196x - 0.0393
R? = 0,9975
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Priloha III - Vysledky statistického vyhodnoceni spektrofotometrie metodou ANOVA

Tabulka ¢. 1: Statistické vyhodnoceni spektrofotometrie metodou ANOVA — Sirup.¢ 1

Scheffeho test; proménna Absorbance

Pravdépodobnosti pro post-hoc testy

Chyba: meziskup. PC =,00070, sv = 20,000

Tyden 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 0,3461 | 0,8686 | 0,4325 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0040 | 0,9856 | 0,9973
2 0,3461 0,9960 | 1,0000 | 0,0000 | 0,0171 | 0,0153 | 0,5697 | 0,9311 | 0,8475
3 0,8686 | 0,9960 0,9990 | 0,0000 | 0,0020 | 0,0018 | 0,1371 | 0,9999 | 0,9993
4 0,4325 | 1,0000 | 0,9990 0,0000 | 0,0119 | 0,0107 | 0,4731 | 0,9659 | 0,9088
5 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 0,4608 | 0,4886 | 0,0113 | 0,0000 | 0,0000
6 0,0000 | 0,0171 | 0,0020 | 0,0119 | 0,4608 1,0000 | 0,7146 | 0,0006 | 0,0003
7 0,0000 | 0,0153 | 0,0018 | 0,0107 | 0,4886 | 1,0000 0,6871 | 0,0005 | 0,0003
8 0,0040 | 0,5697 | 0,1371 | 0,4731 | 0,0113 | 0,7146 | 0,6871 0,0500 | 0,0302
9 0,9856 | 0,9311 | 0,9999 | 0,9659 | 0,0000 | 0,0006 | 0,0005 | 0,0500 1,0000
10 0,9973 | 0,8475 | 0,9993 | 0,9088 | 0,0000 | 0,0003 | 0,0003 | 0,0302 | 1,0000

Tabulka ¢. 2: Statistické vyhodnoceni spektrofotometrie metodou ANOVA — Sirup.¢ 2

Scheffeho test; proménna Absorbance

Pravdépodobnosti pro post-hoc testy

Chyba: meziskup. PC = ,00060, sv = 20,000

Tyden 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 0,0000 | 0,6947 | 0,0741 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0204 | 0,0350
2 0,0000 0,0008 | 0,0237 | 0,3798 | 1,0000 | 0,9925 | 0,9749 | 0,0849 | 0,0511
3 0,6947 | 0,0008 0,9262 | 0,0000 | 0,0011 | 0,0089 | 0,0139 | 0,6393 | 0,7803
4 0,0741 | 0,0237 | 0,9262 0,0000 | 0,0318 | 0,1884 | 0,2635 | 0,9998 | 0,9999
5 0,0000 | 0,3798 | 0,0000 | 0,0000 0,3114 | 0,0608 | 0,0400 | 0,0003 | 0,0001
6 0,0000 | 1,0000 | 0,0011 | 0,0318 | 0,3114 0,9973 | 0,9886 | 0,1108 | 0,0677
7 0,0001 | 0,9925 | 0,0089 | 0,1884 | 0,0608 | 0,9973 1,0000 | 0,4718 | 0,3368
8 0,0001 | 0,9749 | 0,0139 | 0,2635 | 0,0400 | 0,9886 | 1,0000 0,5918 | 0,4439
9 0,0204 | 0,0849 | 0,6393 | 0,9998 | 0,0003 | 0,1108 | 0,4718 | 0,5918 1,0000
10 0,0350 | 0,0511 | 0,7803 | 0,9999 | 0,0001 | 0,0677 | 0,3368 | 0,4439 | 1,0000

Tabulka ¢. 3: Statistické vyhodnoceni spektrofotometrie metodou ANOVA — Sirup.¢ 3

Scheffeho test; proménna Absorbance

Pravdépodobnosti pro post-hoc testy

Chyba: meziskup. PC =,00040, sv = 20,000

Tyden 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 0,2771 | 0,9745 | 0,0001 | 0,0000 | 0,0009 | 0,0065 | 0,0270 | 0,0595 | 0,8048
2 0,2771 0,0252 | 0,0645 | 0,0000 | 0,3079 | 0,7774 | 0,9786 | 0,9985 | 0,9958
3 0,9745 | 0,0252 0,0000 | 0,0000 [ 0,0000 | 0,0004 | 0,0016 | 0,0039 | 0,1717
4 0,0001 | 0,0645 | 0,0000 0,0003 | 0,9980 | 0,8482 | 0,4921 | 0,2945 | 0,0081
5 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0003 0,0000 | 0,0000 [ 0,0000 | 0,0000 | 0,0000
6 0,0009 | 0,3079 | 0,0000 | 0,9980 | 0,0000 0,9985 | 0,9286 | 0,7783 | 0,0534
7 0,0065 | 0,7774 | 0,0004 | 0,8482 | 0,0000 | 0,9985 0,9998 | 0,9938 | 0,2541
8 0,0270 | 0,9786 | 0,0016 | 0,4921 | 0,0000 | 0,9286 | 0,9998 0,9999 | 0,5941
9 0,0595 | 0,9985 | 0,0039 | 0,2945 | 0,0000 | 0,7783 | 0,9938 | 0,9999 0,8050
10 0,8048 | 0,9958 | 0,1717 | 0,0081 | 0,0000 | 0,0534 | 0,2541 | 0,5941 | 0,8050
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Tabulka ¢. 4: Statistické vyhodnoceni spektrofotometrie metodou ANOVA — Sirup.¢ 4

Scheffeho test; proménna Absorbance

Pravdépodobnosti pro post-hoc testy

Chyba: meziskup. PC =,00110, sv= 20,000

Tyden 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 0,3143 | 0,9976 | 0,2765 | 0,0004 | 0,0927 | 0,1372 | 0,0662 | 0,4735 | 0,9001
2 0,3143 0,0635 | 0,0010 | 0,0000 | 0,0002 | 0,0004 | 0,0001 | 0,0024 | 0,0148
3 0,9976 | 0,0635 0,7682 | 0,0030 | 0,4113 | 0,5301 | 0,3239 | 0,9256 | 0,9997
4 0,2765 | 0,0010 | 0,7682 0,1614 | 0,9998 | 0,9999 | 0,9991 | 0,9999 | 0,9812
5 0,0004 | 0,0000 | 0,0030 | 0,1614 0,4234 | 0,3170 | 0,5214 | 0,0779 | 0,0141
6 0,0927 | 0,0002 | 0,4113 | 0,9998 | 0,4234 1,0000 | 1,0000 | 0,9944 | 0,8014
7 0,1372 | 0,0004 | 0,5301 | 0,9999 | 0,3170 | 1,0000 0,9999 | 0,9990 | 0,8898
8 0,0662 | 0,0001 | 0,3239 | 0,9991 | 0,5214 | 1,0000 | 0,9999 0,9833 | 0,7110
9 0,4735 | 0,0024 | 0,9256 | 0,9999 | 0,0779 | 0,9944 | 0,9990 | 0,9833 0,9989
10 | 0,9001 | 0,0148 | 0,9997 | 0,9812 | 0,0141 | 0,8014 | 0,8898 | 0,7110 | 0,9989

Tabulka ¢. 5: Statistické vyhodnoceni spektrofotometrie metodou ANOVA —

Kurkuma.¢ 1

Scheffeho test; proménna Absorbance - Kurkuma 1

Pravdépodobnosti pro post-hoc testy

Chyba: meziskup. PC =,00001, sv = 20,000

Tyden 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 0,0073 | 0,0002 | 0,0012 | 0,9967 | 0,2125 | 0,6737 | 0,2501 | 0,0000 | 0,0193
2 0,0073 0,9315 | 0,9991 | 0,0551 | 0,8733 | 0,3904 | 0,8315 | 0,0139 | 0,9999
3 10,0002 0,9315 0,9997 | 0,0021 | 0,1530 | 0,0259 | 0,1276 | 0,2552 | 0,7501
4 10,0012 | 0,9991 | 0,9997 0,0101 | 0,4450 | 0,1057 | 0,3906 | 0,0733 | 0,9777
5 10,9967 | 0,0551 | 0,0021 | 0,0101 0,7021 | 0,9883 | 0,7570 | 0,0000 | 0,1306
6 |0,2125] 0,8733 | 0,1530 | 0,4450 | 0,7021 0,9978 | 1,0000 | 0,0003 | 0,9796
7 0,6737| 0,3904 | 0,0259 | 0,1057 | 0,9883 | 0,9978 0,9991 | 0,0000 | 0,6464
8 10,2501 0,8315 | 0,1276 | 0,3906 | 0,7570 | 1,0000 | 0,9991 0,0002 | 0,9661
9 0,0000| 0,0139 | 0,2552 | 0,0733 | 0,0000 | 0,0003 | 0,0000 | 0,0002 0,0052
10 [0,0193| 0,9999 | 0,7501 | 0,9777 | 0,1306 | 0,9796 | 0,6464 | 0,9661 | 0,0052

Tabulka ¢. 6: Statistické vyhodnoceni spektrofotometrie metodou ANOVA

— Kurkuma.¢ 2
Scheffeho test; proménna Absorbance — Kurkuma 2
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC =,00001, sv= 20,000
Tyden 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 0,2582] 0,7057| 0,9954| 0,9925| 1,0000| 1,0000| 0,9995| 0,9756| 0,9999
2 0,2582 0,9987| 0,0410( 0,0355| 0,2703] 0,2907| 0,0690| 0,0233| 0,4964
3 0,7057]| 0,9987 0,1998| 0,1773| 0,7220| 0,7478| 0,3006| 0,1242| 0,9165
4 0,9954| 0,0410 | 0,1998 1,0000| 0,9943| 0,9921| 1,0000| 1,0000| 0,9382
5 0,9925] 0,0355| 0,1773| 1,0000 0,9909| 0,9877| 1,0000| 1,0000| 0,9196
6 1,0000| 0,2703| 0,7220| 0,9943| 0,9909 1,0000| 0,9993| 0,9717| 0,9999
7 1,0000| 0,2907| 0,7478| 0,9921| 0,9877| 1,0000 0,9990 | 0,9645]| 0,9999
8 0,9995| 0,0690 | 0,3006| 1,0000( 1,0000| 0,9993| 0,9990 0,9999 | 0,9814
9 0,9756| 0,0233| 0,1242| 1,0000( 1,0000| 0,9717| 0,9645| 0,9999 0,8483
10 0,9999| 0,4964 | 0,9165| 0,9382| 0,9196| 0,9999| 0,9999| 0,9814| 0,8483
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Tabulka ¢. 7: Statistické vyhodnoceni spektrofotometrie metodou ANOVA

— Kurkuma.¢ 3

Scheffeho test; proménna Absorbance - kurkuma 3
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC =,00001, sv = 20,000

Tyden

1

2

3

4

10

1

0,1529

0,4235

0,9942

0,7223

0,8889

0,7023

0,0239

0,2670

1,0000

0,1529

0,9998

0,0199

0,0023

0,9196

0,0021

0,0000

0,0003

0,1491

0,4235

0,9998

0,0772

0,0101

0,9981

0,0093

0,0001

0,0015

0,4158

0,9942

0,0199

0,0772

0,9961

0,3487

0,9949

0,1778

0,8147

0,9948

0,7223

0,0023

0,0101

0,9961

0,0646

1,0000

0,6538

0,9986

0,7301

0,8889

0,9196

0,9981

0,3487

0,0646

0,0601

0,0006

0,0109

0,8839

0,7023

0,0021

0,0093

0,9949

1,0000

0,0601

0,6746

0,9990

0,7102

0,0239

0,0000

0,0001

0,1778

0,6538

0,0006

0,6746

0,9744

0,0246

Olo(N[|O|B|WIN

0,2670

0,0003

0,0015

0,8147

0,9986

0,0109

0,9990

0,9744

0,2729

-
o

1,0000

0,1491

0,4158

0,9948

0,7301

0,8839

0,7102

0,0246

0,2729
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