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ABSTRAKT
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Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Mgr. Martina Urbanova

Konzultant: PharmDr. Lucie Chocholousova Havlikova, Ph.D.

Nazev rigordzni prace: Vyuziti disperzni extrakce na tuhou fazi pro analyzu vybranych

obsahovych latek zazvorovniku Iékafského

Rigordzni prace byla zaméfena na vyvoj extrakéni metody pro analyzu
vybranych obsahovych latek zdzvorovniku lékarského. Bylo vybrano nékolik vzork(
obsahujicich vytazky zazvorovniku I|ékafského. PFfi vyvoji metody se vychazelo
z diplomové prace Martiny Urbanové z roku 2015 [1]. Pro vyssi zakoncentrovani byla
vyzkouSena metoda disperzni extrakce na tuhou fazi (dSPE). Jako dalSi metoda
pro upravu vzorku byla testovdna podporovana kapalinova extrakce (SLE). Nami
stanovované latky (6-gingerol, 8-gingerol, 6-shogaol a 10-gingerol) byly nalezeny témér
ve vSech vzorcich. Ze sirupl bylo nejvétsi mnozstvi latek obsazeno v sirupu Kitl
(pfiprava se studenou vodou). Z ¢aju bylo nejvice latek obsazeno v Ovocno-bylinném
Caji aromatizovaném, se zdzvorem a citronem. 6-shogaol nebyl obsazen u vzork

oddenkl zazvoru pravého, ale v ¢ajich a sirupech ano.

Béhem optimalizace metody bylo vyzkouseno nékolik sorbentli. Vhodnym
sorbentem se jevil sorbent Oasis HLB. Analyza probihala za chromatografickych
podminek, které byly optimalizovdany a jsou uvedeny v diplomové praci Martiny

Urbanové z roku 2015 [1].

Vyvinutd metoda byla ¢astec¢né validovana. Byla hodnocena linearita, stabilita,
spravnost, presnost a detekcni a kvantitativni limit. Byl ovéfovan test zpuUsobilosti

chromatografického systému.



ABSTRACT
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Consultant: PharmDr. Lucie Chocholousova Havlikova, Ph.D.

Thesis Title: Dispersive Solid-Phase Extraction for the Analysis of Chosen Substances

in Zingiber officinale

The thesis was focused on the development of optimal extraction method
for the analysis of chosen substances contained in Zingiber officinale.
Some representative samples containing extracts of Zingiber officinale were chosen.
This method was based on the diploma thesis of Martina Urbanova [1]. To get a higher
preconcentration factor, dispersive solid-phase extraction (dSPE) was tested
for the sample pretreatment. Then, a method of supported liquid extraction (SLE)
was examined as another methodology for the sample preparation. Chosen
substances, 6-gingerol, 8-gingerol, 6-shogaol and 10-gingerol, were found in almost all
samples. Among syrups, the largest amount of substances was contained in the Kitl
syrup (preparation with cold water). Among teas, the highest number of substances
was contained in Fruit-herbal tea flavored with ginger and lemon. 6-Shogaol was not
found in rhizome samples, however, it has been found in the samples of teas

and syrups.

During the optimization of this method, various sorbents were examined.
The most suitable sorbent was Oasis HLB. The analysis took place under
chromatographic conditions that had been optimized and presented in the diploma

thesis of Martina Urbanova [1].

The developed method has been partially validated. The linearity, stability,
accuracy, precision and limit of detection and limit of quantification were determined.

The suitability test of the chromatographic system was being verified.
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1. SEZNAM ZKRATEK
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2. UvVoD

Zazvorovnik |ékafsky je v soucasnosti stdle oblibenéjSi a pouzivanéjsi bylinou.
Hlavnim vyznamem jeho produkce jsou hlizovité oddenky, které se pouZivaji
pro mnoho svych G¢inkd - podpora imunity, prevence nachlazeni, pomoc pfi horecce,

nevolnostech, zavratich a Zaludecnich potizich a dalSich nemocech a symptomech.

V Cerstvych zazvorovych oddencich je obsazeno priblizné 80 % vody. Z ostatnich
latek maji nejvétsi vyznam silice a netékavé fenolické ketony (predevsim tzv. gingeroly

a shogaoly).

Disperzni extrakce na tuhou fazi (dispersive solid-phase extraction, dSPE)
je metodou upravy vzorku zaloZenou na extrakci na tuhé fazi. Metoda dSPE je casto
pouzivana k tzv. predcisténi. Mlze vsak byt pouzita také pro zakoncentrovani a retenci
(zadrzeni) analytd. K vyhoddm této metody patfi rychlost, jednoduchost, pouziti

mensich objem( vzork( a rozpoustédel a moznost velkého faktoru zakoncentrovani.



3. CiL A POPIS ZADANI PRACE

Cilem rigordzni prace bylo vyvinout metodu, ktera by pfinesla vyssi odezvy
vybranych obsahovych latek zdzvorovniku lékarského. Bylo vybrano nékolik vzork(

obsahujicich vytazky zazvorovniku lékarského.

Kvali vy$simu zakoncentrovani a tim i citlivosti metody byla vyzkousena metoda
disperzni SPE. Byl hleddan vhodny sorbent. Jako sorbenty byly kromé klasickych HLB
sorbentl pouzivanych pro SPE vyzkouseny i dalsi sorbenty. Metoda byla ¢astecné

validovana.
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4. TEORETICKA CAST

4.1 Zazvorovnik lékarsky

Zazvorovnik lékarsky (Zingiber officinale Rosc.), zceledi zazvorovité
(Zingiberaceae), je vytrvala bylina. Hlavnim vyznamem produkce této byliny jsou
hlizovité oddenky, které jsou znamé pod ndzvem zazvor. Proto jsou v této rigordzni

praci dale pouzivany pojmy ,zazvor” a ,,zazvor pravy” [1].

Zazvor se vsoucCasné dobé stava stale popularnéjsi bylinou. Nejbézinéji
se pouziva pfi podpore imunity, horeéce a nachlazeni, pfi nevolnostech, zdvratich
a Zaludecnich potizich. Ma vsak daleko SirSi spektrum Gc¢inkd — pusobi napftiklad
pfi onemocnéni dychacich cest, menstruaénich potizich a krecich, onemocnéni
mocovych cest, poruchach prokrveni, stabilizaci psychiky a pfi dalSich nemocech
a symptomech. Ddle pomaha snizovat cholesterol, krevni tlak a hladinu cukru v krvi

(1, 2].

V Cerstvém zdzvoru je obsaZzeno pfiblizné 80 % vody. Z ostatnich latek maji
nejvétsi vyznam silice (predevsSim zingiberen) a netékavé fenolické ketony.
Z fenolickych ketonl je v zdzvoru nejvice zastoupen 6-gingerol, ktery je zde zaroven
i nejpalivéjsi latkou. V menSim mnoistvi se vzdzvoru poté nachazi homology
6-gingerolu 8-gingerol a 10-gingerol. Gingeroly jsou zodpovédné za hlavni uUcinky
zazvoru. Jsou vsak nestabilni a plasobenim tepla, kysliku a svétla dochazi k jejich

dehydrataci na pfislusné shogaoly [1, 2].

Podrobnéjsi charakteristika rostliny, jeji I1é¢ebné pouziti a popis obsahovych

latek je uveden v diplomové praci Martiny Urbanové z roku 2015 [1].
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4.2 Pouziti zazvoru v populaci

V soucasné dobé je zazvor nejvice rozsifen ve formé cCerstvych zazvorovych
oddenkll. Na trhu jsou vsak k dispozici i jiné formy zdzvoru — mlety zazvor (kofeni),
suSeny zazvor, kandovany zazvor, sirupy, oleje, pastilky a tablety s obsahem zazvoru,

Caje se zazvorem a dalsi [3].

V populaci je asi nejoblibengjsim pouzitim zazvoru zdzvorovy <¢aj, kde
se nejéastéji 2 — 3 cm Cerstvého zdzvorového oddenku oloupe, nastrouha nebo nakrdji
na malé kousky a zalije se ¢tvrt az pll litrem horké vody a po péti minutach louhovani
se precedi. MUzZe se pfidat med, citronova $tava, skofice nebo hrebitek. Casto se také
mulzeme setkat s domacim zdzvorovym sirupem. 2 lzicky Cerstvého zdzvoru se nakrdji
na malé kousky a vafi se pfiblizné 30 minut ve 200 ml vody. Pfida se 100 g cukru
nebo medu a necha se zhoustnout. Naproti tomu komer¢ni sirup Kitl Syrob Zazvorovy
(Kitl s.r.o., Ceska republika) se vyrabi za studena z éerstvého, ruéné lisovaného
zazvorového oddenku, kde se po vylisovani ziskd olejnatd $tava, ktera se zahustuje
cukrem. Ddle je moiné pfripravit si zdzvorovy olej, kdy se S$tdva vymackand
ze zazvorového oddenku smichd se sezamovym olejem v poméru 1:1. DalSim uZitim
zdzvoru muze byt priprava zdzvorové tinktury, kde se nastrouhany zazvor pokape
medem a citronovou S$tdvou. Tato smés se zalije vodkou a nechd se macerovat
pfiblizné dva tydny. Zazvorové odvary a oleje nemaji jen vnitfni uZziti, ale i vnéjsi —

napfiklad masaze, koupele nebo ve formé obkladi [3, 4, 5, 6, 7].
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4.3 Uprava vzorku

Uprava vzorku pFed analyzou je ¢asto mnohem naroénéjsi krok ne? samotna
analyza. Cilem je zakoncentrovani latek, které jsou ve vzorku zpravidla ve stopovych
mnozstvich a odstranéni rusivych vlivQi balastnich latek. Moderni trendy v pfipravé
vzorku si kladou za cil snizeni mnozstvi pouzitych rozpoustédel a samotného vzorku,
snizeni poctu extrakénich kroku, celkové zkraceni doby pfipravy vzorku a moznost

automatizace [8, 9, 10].

Mezi moderni techniky Upravy vzorku patfi mikroextrakce zaloZené na SPE
(extrakce na tuhé fazi), mikroextrakce zaloZzené na LLE (extrakce z kapaliny
do kapaliny), on-line techniky a vysoce selektivni techniky. Dalsi techniky Upravy vzorku

jsou tzv. konvencni techniky, mezi které patfi napriklad SPE, LLE a sraZeni proteint [9].

13



4.4 Extrakce na tuhou fazi

Extrakce na tuhou fazi (solid-phase extraction, SPE) je vsoucasné dobé
prevladajici proces, ktery se vyuziva pro Upravu vzorkd pred vlastni chromatografickou
analyzou. Pfi SPE dochazi k rozdélovani analytu mezi tuhou fazi a kapalnou fazi.
Zakladem je, aby rovnovaha byla posunuta ve sméru tuhé faze. Vyhodou této metody
je jeji rychlost, jednoduchost, mensi objemy vzorkl a rozpoustédel, moZnost
automatizace a zakoncentrovani analytu. Pfi metodé SPE dochazi ke kontaktu analytu
ve vzorku s aktivovanou tuhou fazi, ktera pohlcuje dany analyt, ktery je poté eluovdn

a nasledné analyzovan [10, 11].

Dulezitym krokem pro provedeni SPE je spravny vybér stacionarni faze tak, aby
mohlo dojit k zachyceni latek srlznymi vlastnostmi. Bere se ohled predevsim
na chemické vlastnosti analytu a pouZitého rozpoustédla (pfi pouziti nepolarniho
rozpoustédla se nejcastéji uplatni polarni sorbent a obrdcené). Systémy fazi mohou

byt:
e reverzni—kapalna faze je polarni a tuhda faze je nepolarni
— sorbent nejéastéji C18, C8
e normalni — kapalnd faze je nepoldrni a tuha faze je polarni
— sorbent nejcasté;ji silikagel, oxid hlinity, florisil
e iontoménice — anexy (extrakce kyselin; sorbent nejc¢astéji silikagel s chemicky
navdzanym kvarternim nebo sekunddrnim aminem)
— katexy (extrakce bazi; sorbent nejcastéji silikagel s chemicky
navdzanym benzenem nebo propylsulfonovou kyselinou)
e polymerni materidly (polystyren-divinylbenzen, polymethylmethakrylat)

e adalsi[10, 11]

Dal$im dulezitym krokem pred vlastni SPE je Uprava vzorku. Kapalna faze musi
byt vzajemné slucitelna s fazi staciondrni. Upravuje se napriklad pH roztoku, jeho

iontova sila nebo fedéni. Mélo by byt dosazeno takového roztoku, aby doslo

14



k u¢innému zadrZeni latek na daném sorbentu. Ugelem je také odstranéni pevnych

Castic roztoku, aby nedochdzelo k ucpavani. Dale se upravuje objem vzorku. Pfi zvySeni

objemu vzorku sice dochazi k odstranéni rozpoustédla pouzZitého pfi kondicionaci, ale

mUze se snizZit vytéznost a dojit k vymyvani latek uz pfi aplikaci vzorku. Také musi byt

regulaci prlitoku zabezpecen ptijatelny kontakt vzorku se stacionarni fazi [10, 11].

Vlastni provedeni SPE:

1.

Kondicionace — pfi kondicionaci dochazi ke smaceni sorbentu (jeho funkcnich

skupin) a tedy k aktivaci tuhé faze pro interakci se vzorkem

Promyti — cilem je vytvoreni takového stavu, ktery bude co nejvice podobny

stavu pfri aplikaci vzorku

Aplikace vzorku — pfi aplikaci vzorku dochdzi k rGznym reakcim mezi analyty

a stacionarni fazi

Promyti — cilem je odstranéni interferujicich latek pomoci vhodného
rozpoustédla, pfiéemz analyty jsou pohlcovany stacionarni fazi; analyty se musi

co nejméné rozpoustét ve zvoleném rozpoustédle

Eluce — dochdzi k uvolnéni latek ze stacionarni faze a jejich vymyvani z SPE
kolonky; dulezitym krokem pred samotnou eluci je vysuseni kolonky (proudem

vzduchu nebo inertniho plynu) [10, 11]

15
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4.5 Disperzni extrakce na tuhou fazi

Disperzni extrakce na tuhou fazi (dispersive solid-phase extraction, dSPE)
je dalsi metodou Upravy vzorku zaloZienou na SPE. dSPE je casto vztahovana
ke QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) a je pouzivana
k odstranéni rusivych vlivQi. Pfi dSPE je sorbent (PSA, C18 a dalsi) pfiddvan pfimo
do vzorku. Nasledné je smés protfepana, odstfedéna a supernatant je analyzovan.
Hlavnim Ukolem pfidaného sorbentu je pohlceni ostatnich latek ve vzorku, kdy analyty

zGstavaji v roztoku organického rozpoustédla [12, 13, 14, 15, 16].

Metoda dSPE nemusi byt pouZivdna pouze pro tzv. predcisténi ale také
pro zakoncentrovani a retenci analytl. Sorbent dSPE je pfiddn do vzorku, vzorek

je prottepan, filtrovan a analyty jsou eluovany pomoci organického rozpoustédla [17].

V odborné literature se oba principy (predcisténii zakoncentrovani) pouzivaji
shodné pod stejnym oznacdenim dSPE, coZ byva ¢asto matouci a nejednoznacné

pro ¢tenare.
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4.6 QUEChERS

Extrakéni metoda QUEChERS (akronym ze slov Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged and Safe — rychly, jednoduchy, levny, efektivni, robustni a bezpecny) je rychla
moderni metoda, pfi které je vjednom kroku provedena extrakce vzorku a ndsledné
i jeho precisténi. Tato metoda pouzivd soustavu dvou plvodné misitelnych
rozpoustédel. Nejprve dochazi k prevedeni analytu z vodného vzorku do organického
rozpoustédla a nasledné k oddéleni pridavkem soli (NaCl, MgSQ,). Pavodné byla tato
metoda pouzivana pro stanoveni zbytkd pesticidd v rlznych potravinach. V téchto
vzorcich nasledovalo precisténi pomoci SPE smési primdrnich a sekundarnich amin(.

U nékterych vzork( mGze byt krok SPE vynechdn a je tak analyzovan Cisty extrakt [18].

19



4.7 Podporovana kapalinova extrakce

Podporovana kapalinova extrakce (supported liquid extraction, SLE) je pomérné
nova metoda Upravy vzorku. Je rychlejsi a jednodussi nez LLE. K dalSim vyhoddm patfi
napfiklad mozZnost automatizace, nizké ztraty analytll a moZnost zpracovavat malé
i velké objemy vzork(. Na rozdil od LLE je pfi metodé SLE pouzivan nosic, diky kterému
je umoznéna extrakce analytl z vodné faze do organického rozpoustédla. Nejcastéji
pouzivanym nosi¢em je kfemelina, kterd je umisténa v plastové kolonce. Vodny roztok
vzorku se nanese na kolonku s nosicem. Na nosici dojde k absorpci analytd, které jsou

nasledné vymyty s vodou nemisitelnym rozpoustédlem [19, 20, 21].
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4.8 Sorbenty

Vtéto kapitole je uvedena zakladni charakteristika sorbentl pouZivanych

v ramci této rigordzni prace.

4.8.1 Oasis HLB

Sorbent Oasis HLB je pouzivdn predevSim pro polarni latky. Jedna se
o kopolymerni pryskyfici slozenou ze dvou monomerd — hydrofilniho
N-vinylpyrrolidonu a hydrofobniho divinylbenzenu. Je univerzalni pro kyselé, neutralni

i bazické latky a je odolny vici extrémnim hodnotam pH [22].

4.8.2 Supel Select HLB SPE

Supel Select HLB SPE je sorbent vyuZitelny pro celou rfadu latek. Jedna se
o polymer — hydrofilné modifikovany vinylbenzen. Hydrofilni Gpravy preduréuji jeho
vyuZiti hlavné pro polarni latky. Tento sorbent je univerzalni pro celé rozmezi pH 0-14

[23].

4.8.3 Supel QuE Z-Sep C18

Tento sorbent se sklada z oxidu zirkoniéitého vazaného na oxid kfemicity
v kombinaci s C18. Ma uplatnéni v analyze hydrofobnich latek. Pouziva se pro vzorky,
které obsahuji méné nez 15 % tukd. Dochdzi zde k hydrofobnim interakcim

a k interakcim mechanismu Lewisova kyselina/Lewisova baze [23].

4.8.4 PSA

Sorbent PSA obsahuje ethylendiamin-N-propylovou fazi, kterd obsahuje
primarni i sekundarni aminy. M3 silnou schopnost zadrzet mastné kyseliny, organické

kyseliny, poldrni barviva a cukry [23].

Z nami pouzivanych sorbentll se HLB sorbenty (Oasis HLB a Supel Select HLB

SPE) poutzivaji prfedevsim pro SPE. Sorbenty Supel QUE Z-Sep C18 a PSA jsou spise
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vyuzivany vramci metody QUEChERS k precisténi organické vrstvy s pomoci dSPE

techniky [22, 23].
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pouzity material

5.1.1

5.1.2

Vzorky a standardy

Oddenky zazvoru pravého

River Original Ginger Ale, vyrobce neuveden, prodavajici v CR: MASPEX Czech
s.r.o., Sarze: 0711728 BDG

Bylinny sirup ZAZVOR s vitaminem C, Klasterni oficina — Ing. Marek Moty¢ka,
Ceska republika, $arze: L13-08-37

Kitl Syrob Zazvorovy, Kitl s.r.o., Ceska republika, $arze: neuvedena

Griner Tee mit Ingwer und Orangen-Aroma, Ostfriesische Tee Gesellschaft
Laurens Spethmann GmbH & Co. KG, Némecko, Sarze: 440843161
Ovocno-bylinny ¢aj aromatizovany, s pfichuti pomerance a zazvoru, vyrobeno
v EU, proddvajici v CR: TEEKANNE s.r.o0., $arie: L29AZ01:42K CH:915521
Ovocno-bylinny ¢aj aromatizovany, se zazvorem a citrénem, vyrobeno v EU,
prodavajici v CR: TEEKANNE s.r.o., $arZe: L28KZ05:17K CH:928656

Ginger Tea, George Steuarts Teas, Sri Lanka, SarZe: neuvedena

6-gingerol, SIGMA-ALDRICH®, Ceska republika, $arze: SLBL6032V

8-gingerol, SIGMA-ALDRICH®, Ceskd republika, $arze: SLBD7801V

10-gingerol, SIGMA-ALDRICH®, Ceska republika, $arze: 050M1879

6-shogaol, SIGMA-ALDRICH®, Ceska republika, $arze: BCBK2950V

Chemikalie
Acetonitril pro HPLC CHROMASOLV®, SIGMA-ALDRICH®, Ceska republika,

Sarze: STBF5762V

Methanol pro HPLC CHROMASOLYV, SIGMA-ALDRICH®, Ceska republika, $arze:
STBF4539V

Kyselina octovd ledova, SIGMA-ALDRICH®, Ceska republika, $arze: SZBD1070V
Octan amonny, SIGMA-ALDRICH®, Ceska republika, $arie: SZBD2550V
Dichlormethan, SIGMA-ALDRICH®, Ceskd republika, $arze: 356549/1 296
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e Propyl 4-hydroxybenzoit, SIGMA-ALDRICH®, Ceskd republika, 3arie:
113499933505086

5.1.3 Pristroje a pomucky

e Kapalinovy chromatograf LC 2010 C Shimadzu, Japonsko

e Chromatograficky software Class VP 6.13, Shimadzu, Japonsko

e Chromatograficka kolona Ascentis’ Express Phenyl-Hexyl (100 x 4,6 mm;
2,7 um), SIGMA-ALDRICH®, Ceska republika

e Analytické vahy, Sartorius, Némecko

e Filtracni zafizeni pro pfipravu ultradisté vody Milli-Q RG, Millipore, USA

e Filtracni zafizeni pro filtraci mobilni faze Millipore, USA

e Filtracni papiry MN 640d, MACHEREY-NAGEL, Némecko

e Ultrazvukova lazen Sonorex Digitec, Badelin, Némecko

e Centrifuga EBA 21, Hettich Zentrifugen, Némecko

e SPE kolonky:
Oasis HLB, Waters, Ceska republika
Supel QUE Z-Sep C18, SIGMA-ALDRICH®, Ceska republika
Supel Select HLB SPE, SIGMA-ALDRICH®, Ceska republika
PSA, SIGMA-ALDRICH®, Ceska republika

e NOVUM SLE, 12cc Tube, Phenomenex, USA

e Elektricky vafric¢

e Ostatni pomlcky: odmérné vdlce, kadinky, pipety, pipetovaci baldnek,
centrifugaéni zkumavky, mikrozkumavky, vazenky, lZi¢ky, tfeci misky, tloucky

a dalsi
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5.2 Priprava roztoki a vzorkdi

5.2.1 Priprava zakladnich roztokli standardd 6-gingerolu, 8-gingerolu,
6-shogaolu a 10-gingerolu
Na pfipravu zadkladnich roztokd standard( 6-gingerolu, 8-gingerolu, 6-shogaolu
a 10-gingerolu bylo navazeno 1,0 mg kazdého standardu. Tyto navazky byly jednotlivé

rozpustény v 1,0 ml methanolu.

5.2.2 Pr¥iprava zasobniho roztoku standardia 6-gingerolu, 8-gingerolu,
6-shogaolu a 10-gingerolu
Na pfipravu zasobniho roztoku standard( 6-gingerolu, 8-gingerolu, 6-shogaolu
a 10-gingerolu byly do vialky navazeny 2,0 mg 6-gingerolu a ktéto navdice bylo
pridano 200 pl zakladniho roztoku standardu 8-gingerolu, 200 pl zasobniho roztoku
standardu 6-shogaolu a 200 ul zdsobniho roztoku standardu 10-gingerolu,
které byly pfipraveny podle kapitoly 5.2.1. Do vialky bylo nasledné pfidano 400 ul

methanolu.

5.2.3 Priprava roztoku STANDARD

Pro pfipravu roztoku STANDARD byl pouzit zdsobni roztok standard(
6-gingerolu, 8-gingerolu, 6-shogaolu a 10-gingerolu, jehoZz pfiprava byla popsana
v kapitole 5.2.2. Bylo odebrdno 25 ul tohoto roztoku a doplnéno methanolem

do objemu 100 pl.

5.2.4 Priprava roztoku pro méreni spravnosti

Bylo odebrdno 400 ul zdsobniho roztoku standard( 6-gingerolu, 8-gingerolu,
6-shogaolu a 10-gingerolu, jehoZ pfiprava byla popsdna v kapitole 5.2.2. Nasledné bylo

pridano 400 ul methanolu.

5.2.5 Priprava vzorkt se sorbenty Oasis HLB, Supel QuE Z-Sep C18, Supel
Select HLB SPE a PSA

0,5 ml zasobniho roztoku standardi 6-gingerolu, 8-gingerolu, 6-shogaolu

a 10-gingerolu, jehoZz pfiprava byla popsana vkapitole 5.2.2, bylo dano
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do centrifugacni zkumavky a doplnéno vodou do 30 ml. Do mikrozkumavky bylo
navazeno pfriblizné 25 mg sorbentu a byl k nému pfidan 1,00 ml methanolu na aktivaci
sorbentu. Obsah mikrozkumavky byl protfepdn a kvantitativné prenesen
do centrifugaéni zkumavky. Zkumavka byla na 15 minut umisténa do ultrazvukové
lazné s ledem, poté byla protfepana a filtrovana pres prazdnou Oasis® HLB Cartridge.

Nasledné probéhla eluce 1,00 ml methanolu.

5.2.6 Priprava vzorkl z oddenkli zazvoru pravého

5.2.6.1 Vzorek z oddenkii zazvoru pravého s vodou a sorbenty

Zazvorové oddenky byly oloupdny a rozmélnény v tfeci misce. 1,0 g oddenk(
byl navdZen do centrifugaéni zkumavky, odmérnym valcem bylo pfidano 40,00 ml
horké vody (80 °C) a zkumavky byly umistény na 15 minut do ultrazvukové lazné.
Po vychladnuti bylo filtrovano 20,00 ml pfes filtracni papir (MN 640d) do centrifugacni
zkumavky. Do mikrozkumavky bylo navazeno pfiblizné 25 mg sorbentu (Oasis HLB,
Supel Select HLB SPE nebo Supel QuE Z-Sep C18) a byl knému pfidan 1,00 ml
methanolu na aktivaci sorbentu. DalSi postup je stejny s postupem uvedenym

v kapitole 5.2.5.

5.2.6.2 Vzorek z oddenkii zazvoru pravého s vodou; promyti 0,1% kyselinou
octovou

Zazvorové oddenky byly oloupdny a rozmélnény v tfeci misce. 1,0 g oddenk(
byl navazen do centrifugacnich zkumavek, bylo pfidano 40,00 ml horké vody
a zkumavky byly umistény na 15 minut do ultrazvukové lazné. Po vychladnuti byl obsah
filtrovan pres filtracni papir (MN 640d) do centrifugacnich zkumavek.
Do mikrozkumavky bylo navazeno pfiblizné 25 mg sorbentu Oasis HLB a byl k nému
pridan 1,00 ml methanolu na aktivaci sorbentu. Obsah mikrozkumavky byl protfepdn
a kvantitativné prenesen do centrifugacni zkumavky. Zkumavka byla nasledné
umisténa na 15 minut do ultrazvukové lazné sledem, protfepana a filtrovana
pfes prazdnou Oasis® HLB Cartridge. SPE kolonka byla promyta 0,1% kyselinou

octovou. Nasledné probéhla eluce 1,00 ml methanolu.
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Podobné byly pfipraveny i dalsi vzorky, u kterych byly pouzity rizné promyvaci
smési: 0,1% kyselina octova a 5% methanol, 0,1% kyselina octovd a 20% methanol,
0,1% kyselina octova a 30% methanol, 10mM octan amonny a 15% methanol,

10mM octan amonny (pH 8) a 15% methanol.

5.2.6.3 Vzorek z oddenkii zazvoru pravého s pridavkem propylparabenu
(vnitini standard 1S)

Zazvorové oddenky byly oloupany a rozmélnény v tfeci misce. 1,0 g oddenk(
byl navazen do centrifugaénich zkumavek, odmérnym valcem bylo pfiddno 40 ml horké
vody a zkumavky byly umistény na 15 minut do ultrazvukové lazné. Po vychladnuti byl
obsah filtrovan pres filtrac¢ni papir (MN 640d) do centrifugacnich zkumavek. Do jinych
centrifugaénich zkumavek bylo pipetou odebrano 20 ml vzorku a bylo k nému pfidano
50 ul propylparabenu. Do mikrozkumavky bylo navaieno pfiblizné 25 mg sorbentu
Oasis HLB a byl k nému pfidan 1,00 ml methanolu na aktivaci sorbentu. DalSi postup

je stejny s postupem uvedenym v kapitole 5.2.5.

5.2.6.4 Vzorek z oddenkii zazvoru pravého s 200 ml vody

Zazvorové oddenky byly oloupdny a rozmélnény v tfeci misce. 5,0 g oddenk(
bylo navdzeno do kadinky, odmérnym valcem bylo pfiddno 200 ml studené vody
a vzorek byl priveden kvaru. Kadinka byla nasledné umisténa na 15 minut
do ultrazvukové lazné. Po vychladnuti byl vzorek filtrovan pres filtracni papir
(MN 640d) a do centrifugacnich zkumavek bylo odebrano 20 ml. Do mikrozkumavky
bylo navazeno pfiblizné 25 mg sorbentu Oasis HLB a byl k nému pfidan 1,00 ml
methanolu na aktivaci sorbentu. Dalsi postup je stejny s postupem uvedenym

v kapitole 5.2.5.

5.2.7 Priprava vzorkl - tonic, sirupy, ¢aje

5.2.7.1 Tonic (River Original Ginger Ale)

Do centrifugacni zkumavky bylo pipetou odméreno 40 ml tonicu.

Do mikrozkumavky bylo navazeno pfiblizné 25 mg sorbentu Oasis HLB a byl k nému
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pfidan 1,00 ml methanolu na aktivaci sorbentu. DalSi postup je stejny s postupem

uvedenym v kapitole 5.2.5.

5.2.7.2 Sirup Kitl (Kitl Syrob Zdzvorovy)

Do centrifugaénich zkumavek bylo pipetou odmérfeno 5 ml sirupu. Sirup byl
nasledné doplnén vodou (studenou nebo horkou) do objemu 40 ml. Zkumavka byla
umisténa na 15 minut do ultrazvukové lazné. Do mikrozkumavky bylo navazeno
pfiblizné 25 mg sorbentu Oasis HLB a byl k nému pfidan 1,00 ml methanolu na aktivaci

sorbentu. Dalsi postup je stejny s postupem uvedenym v kapitole 5.2.5.

5.2.7.3 Sirup s vitaminem C (Bylinny sirup ZAZVOR s vitaminem C)

20 ml sirupu bylo odméreno pipetou do centrifugaénich zkumavek. Sirup byl
nasledné doplnén vodou do objemu 40 ml. Zkumavka byla umisténa na 15 minut
do ultrazvukové lazné. Do mikrozkumavky bylo navazeno pfiblizné 25 mg sorbentu
Oasis HLB a byl k nému pridan 1,00 ml methanolu na aktivaci sorbentu. Dalsi postup je

stejny s postupem uvedenym v kapitole 5.2.5.

5.2.7.4 Caje (Griiner Tee mit Ingwer und Orangen-Aroma; Ovocno-bylinny &aj
aromatizovany, s prichuti pomerance a zdzvoru; Ovocno-bylinny caj
aromatizovany, se zdzvorem a citrénem)

Do kadinky bylo pomoci odmérného valce odméreno 40 ml horké vody a do ni
byl vloZen saéek €aje. Caj byl 10 minut louhovan. Po vylouhovani bylo do centrifugaéni
zkumavky odméreno 20,00 ml ¢aje a knému bylo pfiddno 20,00 ml vody.
Do mikrozkumavky bylo navazeno pfiblizné 25 mg sorbentu Oasis HLB a byl k nému
pfidan 1,00 ml methanolu na aktivaci sorbentu. DalSi postup je stejny s postupem

uvedenym v kapitole 5.2.5.

5.2.7.5 Sypany ¢aj (Ginger Tea)

1,0 g sypaného caje byl navdZen do centrifugaéni zkumavky a pomoci
odmérného valce k nému bylo pfidano 40 ml horké vody. Caj byl 10 minut louhovan.

Dalsi postup je stejny s postupem uvedenym v kapitole 5.2.7.4.
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5.2.8 Priprava vzorkli — podporovana kapalinova extrakce (SLE)

5.2.8.1 Priprava roztoku standard SLE s ethylacetdatem

Do odmérné bariky na 20 ml byly napipetovany 2,00 ml zasobniho roztoku
standard( ptipraveného podle kapitoly 5.2.2 a byly doplnény vodou po znacku. 5,00 ml
tohoto roztoku bylo prokapano kolonkou SLE. Nasledné bylo prokapano kolonkou SLE
do vialky 5,00 ml ethylacetatu. Jeji obsah byl vysusen pod dusikem a po uUplném
vysusSeni byl do vialky pfidan 1,00 ml methanolu a vSe bylo umisténo na 5 minut

do ultrazvukové lazné.

Podobné byl pripraven i dalsi roztok, u kterého byl misto ethylacetatu pouzit

dichlormethan.

5.2.8.2 Priprava vzorku sirup Kitl s vodou

5 ml sirupu bylo doplnéno vodou do 10 ml. Cely objem byl poté prokapan
kolonkou SLE. 10,00 ml ethylacetatu bylo prokapano kolonkou SLE do vialky. Jeji obsah
byl vysusen pod dusikem a po Uplném vysusSeni byl do vialky pfidan 1,00 ml methanolu

a vse bylo umisténo na 5 minut do ultrazvukové lazné.

5.2.9 Priprava roztokd standardid 6-gingerolu, 8-gingerolu, 6-shogaolu
a 10-gingerolu pro stanoveni linearity

Linearita byla stanovovana postupnym fedénim zdkladnich roztokd standardd,
jejichZ postup pfipravy je popsan v kapitole 5.2.1. Redéni je uvedeno na nésledujicim

schématu:
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5.3 Chromatografické podminky

Chromatograficka kolona:  Ascentis® Express Phenyl-Hexyl (100 x 4,6 mm; 2,7 um)
Mobilni faze: ACN/H20

Pomér slozek mobilni faze: 50/50 (v/v)

Pratok mobilni faze: 1 ml/min
Nastrik: 5ul

UV detekce: 282 nm
Teplota: 50 °C

Uvedené chromatografické podminky byly optimalizovany a jsou uvedeny

v diplomové praci Martiny Urbanové z roku 2015 [1].
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6. VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Optimalizace metody

Pro analyzu vybranych obsahovych latek zazvorovniku Iékafského se vychazelo
z diplomové prace Martiny Urbanové z roku 2015 [1], ve které byly odezvy jednotlivych
analytd velmi nizké (s vyjimkou 6-gingerolu). Bylo potfeba se zaméfit
na zakoncentrovani vzork( pfi jejich Upravé. Vdiplomové praci byly testovany
jednoduché extrakéni postupy, proto byla kvuli vy$simu zakoncentrovani vyzkousena
metoda disperzni SPE (dSPE) a nasledné také podporovand kapalinova extrakce (SLE).
Byly testovany dostupné sorbenty (Oasis HLB, Supel QUE Z-Sep C18, Supel Select HLB
SPE a PSA), které byly vodou smacitelné, coz byla jedna z podminek pro jejich pouziti.
Také byl optimalizovdn postup homogenizace vzorku a ndsledné filtrace. Filtrace
se ukazala jako klicovy krok pred vlastni dSPE, jelikoz ¢asto dochdazelo k ucpavani

filtracnich materidld.

6.1.1 Vybér sorbentu

6.1.1.1 Vzorky se standardy

Pro vybér vhodného sorbentu byly pouzity vzorky se sorbenty Oasis HLB, Supel
QuE Z-Sep C18, Supel Select HLB SPE a PSA, jejichz pfiprava byla popsana v kapitole
5.2.5. VSe bylo naméfeno za optimadlnich chromatografickych podminek — viz kapitola
5.3. Na nasledujicich obrazcich (Obrdzek 3 - 6) jsou uvedeny chromatogramy

standardu po provedeni dSPE pfi pouZiti jednotlivych typu sorbentu.
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Obrdzek 4: Chromatogram standardii; sorbent: Supel Select HLB SPE
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Plochy analytl byly porovnany a jako vhodné sorbenty pro vzorky oddenk
zazvoru pravého byly vybrany sorbenty Oasis HLB (vytéznost se u jednotlivych analytt
pohybovala vrozmezi 89 - 100 %), Supel QUE Z-Sep C18 (vytéZnost 83 - 90 %)
a Supel Select HLB SPE (vytéZnost 56 - 76 %). Kvali nizkym odezvam stanovovanych

latek byl vyrazen sorbent PSA, kde vytéZnost dosahovala maximalné 51 %.
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6.1.1.2 Vzorky s oddenky zdzvoru pravého

Pro vybér vhodného sorbentu byly pouzity vzorky z oddenk( zazvoru pravého
s vodou a sorbenty, které byly pfipraveny podle postupu uvedeného v kapitole 5.2.6.1.
Vse bylo naméreno za optimalnich chromatografickych podminek — viz kapitola 5.3.
Na dalSich obrazcich (Obrazek 7 — 9) jsou uvedeny chromatogramy oddenk( zdzvoru

pravého po provedeni dSPE pfi pouZiti uvedenych typl sorbent(.

0,9

2,12 6-gingerol

0,8

0,7

0,6

mAU

0,5

0,4

0,3
0,2

0,1

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 5.5 6,0 6,5 7,0
Minutes

6,22 10-gingerol

> 3,48 8-gingerol

Obrdzek 7: Chromatogram oddenkii zazvoru pravého; sorbent: Oasis HLB
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Obrdzek 8: Chromatogram oddenkii zazvoru pravého; sorbent: Supel Select HLB SPE
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Obrdzek 9: Chromatogram oddenkii zazvoru pravého; sorbent: Supel QUE Z-Sep C18
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Nejvyssi odezvy jednotlivych analytl byly opét pro sorbent Oasis HLB. Proto byl

tento sorbent vybran pro dalsi praci.

6.1.2 Promyvaci roztoky

Jako promyvaci roztoky byly pouzity smési 0,1% kyseliny octové a methanolu
a smési 10mM octanu amonného a methanolu. Byla pouzita i samotna 0,1% kyselina
octova. Postupy pfiprav jednotlivych vzork( jsou uvedeny v kapitole 5.2.6.2. Promyvaci
roztoky s rliznym obsahem organické faze a o rlzné hodnoté pH byly vyzkouseny
s cilem ziskani cistSiho chromatografického zaznamu bez balastnich latek z matrice

vzorku.

Ani jedna z pouzitych promyvacich smési neméla vliv na chromatograficky

zaznam.
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6.2 Obsahové ldatky ve vzorcich — tonic, sirupy, caje

Vyvinuta metoda byla vyzkousena na nékolika vzorcich dostupnych napoj
a pripravkll — byly analyzovany vzorky cajh, dale sirupy a zazvorovy tonic. Postupy
pfiprav téchto vzorkd jsou uvedeny v kapitole 5.2.7. Chromatografické zaznamy analyz

jednotlivych vzorki jsou uvedeny na nasledujicich obrazcich — Obrazek 10 — 17.
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Obrazek 10: Chromatogram vzorku - Tonic
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Obrazek 11: Chromatogram vzorku - Sirup Kitl (studend voda)
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Obrdzek 12: Chromatogram vzorku - Sirup Kitl (horka voda)
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Obrazek 13: Chromatogram vzorku - Sirup s vitaminem C
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Obrazek 14: Chromatogram vzorku - Griiner Tee mit Ingwer und Orangen-Aroma
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Obrazek 15: Chromatogram vzorku - Ovocno-bylinny ¢aj aromatizovany,
v, , v .
s prichuti pomerance a zdzvoru
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Obrazek 16: Chromatogram vzorku - Ovocno-bylinny ¢aj aromatizovany,
se zdzvorem a citronem
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Obrazek 17: Chromatogram vzorku - Sypany caj

Ve vSech zkousenych vzorcich byly nalezeny sledované latky. Nejvyssi odezvu

mél vidy 6-gingerol. Obsahy jednotlivych latek jsou uvedeny v Tabulce 1, kapitola 6.5.
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6.3 SLE

Pro podporovanou kapalinovou extrakci byly pouZity vzorky a roztoky, jejichz
postupy pfiprav jsou uvedeny v kapitole 5.2.8. Jako rozpoustédlo byl pouzit
ethylacetat. SLE byla vyzkouSena se standardy a jednim vzorkem — Sirup Kitl.
Chromatogramy standard( a vzorku po provedeni SLE jsou uvedeny na ndsledujicich

obrazcich — Obrazek 18 — 19.
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Obrdzek 18: Chromatogram standardii — SLE
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Obrazek 19: Chromatogram vzorku - Sirup Kitl - SLE

Metoda SLE byla vyzkouSena pouze pro porovnani, zda nebude lepsi nez
metoda dSPE. Vzhledem k vyraznému extrahovani i ostatnich sloZzek matrice u metody

SLE byla pro dalsi praci vybrana metoda dSPE.
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6.4 Overeni metody — vnitrni standard

Pro ovéreni metody (zejména jeji presnosti) byl pfipraven vzorek s pfidavkem
vnitfniho standardu. Jako vnitfni standard byl pouzit propylparaben. Pfiprava vzorku
z oddenkl zazvoru pravého s pridavkem propylparabenu je uvedena v kapitole 5.2.6.3.

Vzorek byl pfipraven Sestkrat.

Tento krok byl zaveden proto, Ze v prlibéhu vyvoje metody bylo vidét, Ze
vysledky nevychdzi opakovatelné. Proto byl pouZit vnitini standard, ktery byl pfidan
ke vzorku. Prfesnost pro propylparaben vychdzela do 5 %, na rozdil od nami
stanovovanych latek, kde znacné kolisala. Timto postupem byla ovéfena presnost celé
metody pripravy vzorku. Nevyhovujici hodnoty pro presnost ndami stanovovanych latek
byly zplsobeny nehomogennim vzorkem pfirodniho materidlu. V ramci validace
metody byla pfesnost dSPE ovérena pomoci jedné navdziky vzorku, u které byla

Sestkrat provedena vlastni dSPE se sorbentem.

Na nasledujicich obrazcich (Obrazek 20 — 21) je uveden chromatogram
propylparabenu a chromatogram oddenk( zazvoru pravého s pridavkem

propylparabenu.
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Obrdzek 20: Chromatogram propylparabenu
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Obrdzek 21: Chromatogram oddenkii zdzvoru pravého s pridavkem propylparabenu
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6.5 Stanoveni obsahu urcenych latek ve vybranych vzorcich

Byl stanovovan obsah 6-gingerolu, 8-gingerolu, 6-shogaolu a 10-gingerolu
ve vybranych vzorcich. Postupy pfiprav jednotlivych vzorkl jsou uvedeny v kapitolach
5.2.6.1 a 5.2.7. Nasledujici tabulka (Tabulka 1) uvadi obsahy stanovovanych latek

ve vybranych vzorcich.

Tabulka 1: Obsahy stanovovanych Ilatek ve vybranych vzorcich

6-G 8-G 6-SH 10-G
[mg/I] [mg/I] [mg/I] [mg/1]

Tonic 2,57 0,32 0,27 0,19
Sirup Kitl (studena voda) 23,14 2,79 9,25 2,20
Sirup Kitl (horka voda) 20,03 2,25 6,71 1,37
Sirup s vitaminem C 10,54 0,46 2,36 0,20
6-G 8-G 6-SH 10-G
[mg/sacek | [mg/sacek | [mg/sacek | [mg/sacek
caje] caje] caje] caje]
Griiner Tee mit Ingwer und 0,337 0,020 0,019 0,013
Orangen-Aroma
Ovocno-bylinny ¢aj nelze
aromatizovany,s prichuti . 0,014 0,020 0,005
+ . vyhodnotit
pomerance a zazvoru
Ovocno-bylinny ¢aj
aromatizovany,se zazvorem 0,515 0,043 0,048 0,023
a citronem
6-G 8-G 6-SH 10-G
[mg/g] [mg/g] [mg/g] [mg/g]
Sypany ¢aj 0,295 0,022 0,053 0,009
. . nebyl
Oddenky zazvoru pravého A 0,333 0,044 . 0,013
obsazen
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nebyl

Oddenky zazvoru pravého B 0,394 0,056 " 0,016
obsazen
. , nebyl
Oddenky zazvoru pravého C 0,512 0,072 . 0,022
obsazen

Vysledky uvedené v Tabulce 1 jsou u kazdého vzorku primérem ze tii méreni.

U vzorkd z oddenk(l zazvoru pravého byly hodnoceny tfi vzorky oddenkil zakoupené

v rliznych obchodech.

Z uvedenych vysledki vyplyvd, Ze ndmi stanovované latky byly nalezeny témér
ve vSech vzorcich. V nejvétsim mnozstvi byl vidy nalezen 6-gingerol. Ze sirupl bylo
nejvétsi mnozstvi latek obsazeno v sirupu Kitl (pfiprava se studenou vodou). Z ¢ajl bylo
nejvice latek obsazeno v Ovocno-bylinném ¢aji aromatizovaném, se zdzvorem
a citronem. Latka shogaol nebyla obsazena u vzorkl oddenk( zdzvoru pravého, ale
v Cajich a sirupech ano. Mohlo by to souviset s postupem ptipravy téchto produktd —

dochazi zde k dehydrataci gingeroll na pfislusné shogaoly.

Podle kapitoly 5.2.6.4 byl pfipraven vzorek oddenkud zazvoru pravého s 200 ml

vody. Tato pfiprava odpovidala realné pripravé zazvorového ¢aje. 6-gingerol byl opét

nalezen v nejvétSim mnozstvi. Latka shogaol nebyla nalezena vibec.
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6.6 Vysledky validace

6.6.1 Test zpusobilosti chromatografického systému

Pro test zpUsobilosti chromatografického systému byl pouZit roztok STANDARD,
ktery byl pfipraven podle postupu uvedeného v kapitole 5.2.3. Tento roztok byl

Sestkrat nadavkovan.

6.6.1.1 Zdanlivy pocet teoretickych pater N
Zdanlivy pocet teoretickych pater N byl vypo¢itan podle vzorce z CL 2009 [24]:

tp\2
v=sse- (1)
Wh

tr — retencni ¢as (nebo objem) nebo vzdalenost podél zakladni linie od bodu

nastriku ke kolmici spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho dané slozce

wh, — Sitka piku v poloviné jeho vysky

Tabulka 2: Zddnlivy pocet teoretickych pater N 6-gingerolu, 8-gingerolu, 6-shogaolu
a 10-gingerolu

. Zdanlivy pocet teoretickych pater N
Cislo méfeni
6-G 8-G 6-SH 10-G
1 5116 9852 11486 15973
2 4297 9407 10789 15679
3 5182 9561 10975 15565
4 4930 9119 10812 15496
5 4915 11041 11453 15775
6 5101 9791 11392 16051
Pramér 4924 9796 11152 15757
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6.6.1.2 Faktor symetrie As

Pro vypocet faktoru symetrie As byl pouZit vzorec z CL 2009 [24]:

Wo,05
2d

AS=

Wo,05 — Sitka piku v jedné dvacetiné jeho vysky

d — vzddlenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou ¢&asti piku

v jedné dvacetiné jeho vysky

Tabulka 3: Faktor symetrie As 6-gingerolu, 8-gingerolu, 6-shogaolu a 10-gingerolu

. Faktor symetrie A
Cislo méfeni
6-G 8-G 6-SH 10-G
1 1,29 1,16 1,10 1,04
2 1,23 1,19 1,11 1,05
3 1,16 1,12 0,00 1,08
4 1,30 1,13 1,10 1,10
5 1,28 1,21 1,19 1,07
6 1,19 1,12 1,09 1,09
Pramér 1,24 1,16 0,93 1,07

Zavér:
Hodnoty faktorl symetrie jednotlivych standardl odpovidaji pozadavku

As=0,8 1,5 [24].

6.6.1.3 Rozliseni R

Rozlideni Rs mezi piky dvou sloZek bylo vypoéitano podle vzorce z CL 2009 [24]:

try — tr1
Wh1 + Wi,

RS = 1,18 ' ,kde tRZ > tRl

tr1 @ tro — retencni ¢asy nebo vzdalenosti podél zakladni linie od bodu nastfiku

ke kolmicim spusténym z vrcholl dvou sousednich pik

Wh1 a Wy, — Sitky pikd v polovi¢ni vysce
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Tabulka 4: Rozliseni Rs 6-gingerolu, 8-gingerolu, 6-shogaolu a 10-gingerolu

. Rozliseni Rg
Cislo méfeni
6-G 8-G 6-SH 10-G
1 3,22 10,48 2,69 11,55
2 3,13 9,96 4,80 11,18
3 2,91 10,29 4,62 11,44
4 2,96 10,03 4,62 11,46
5 2,91 10,64 4,59 11,55
6 2,95 10,63 4,68 11,56
Pramér 3,01 10,34 4,33 11,46

Zaveér:

Hodnoty rozliSeni jednotlivych standard( odpovidaji poZzadavku Rs > 1,5 [24].

6.6.1.4 Opakovatelnost analyzy RSD

Opakovatelnost analyzy RSDy byla vypocitana podle vzorce z CL 2009 [24]:

100 X0y — ¥)?
y n—1

RSDy, =

yi — jednotlivé hodnoty vyjadiené jako plocha piku, vySka piku nebo pomér

ploch u metody vnitfniho standardu
y — primér jednotlivych hodnot

n — pocet jednotlivych hodnot
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Tabulka 5: Opakovatelnost analyzy RSD (%) 6-gingerolu, 8-gingerolu, 6-shogaolu a 10-gingerolu

Opakovatelnost analyz

Cislo méreni 6-G 8-G 6-SH 10-G
A tr A tr A tr A tr

1 2869300 2,12 268791 3,47 461542 4,17 364653 6,20

2 2834756 2,13 269293 3,48 452949 4,22 361953 6,23

3 2827124 2,13 267367 3,46 461303 4,15 365423 6,22

4 2816191 2,14 268833 3,48 453185 4,19 362262 6,27

5 2833000 2,16 270718 3,52 453945 4,19 366200 6,24

6 2814472 2,13 270170 3,51 453244 4,21 361371 6,26
Primér 2832474 2,14 269195 3,49 456028 4,19 363644 6,24
SD 19897,08 0,01 1176,06 0,02 4192,43 0,03 2032,34 0,03

RSD (%) 0,70 0,65 0,44 0,67 0,92 0,61 0,56 0,41

Zaver:

Hodnoty opakovatelnosti analyzy pro jednotlivé standardy vyhovuji pozadavku RSD < 1 %.
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Obrazek 22: Test vhodnosti chromatografického systému;
naméreno za optimdlnich chromatografickych podminek - viz kapitola 5.3
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6.6.2 Validace metody

6.6.2.1 Linearita

Pro stanoveni kalibracni primky bylo pfipraveno Sest roztokd standard(
6-gingerolu, 8-gingerolu, 6-shogaolu a 10-gingerolu pro stanoveni linearity, jejichz

postup pripravy je uveden v kapitole 5.2.9.

Ze dvou analyz roztokl byly zjistény plochy standard( a nasledné byl vypocitan
jejich primér. Pomoci metody linearni regrese byla stanovena zavislost primérnych

ploch jednotlivych standard( na jejich koncentraci.

6.6.2.1.1 6-gingerol

Tabulka 6: Stanoveni linearity 6-gingerolu

Koncentrace

roztoku Primér ploch

(ng/ml)
41,6 288625
83,2 564955
208,0 1388657
291,2 1933388
416,0 2812158
832,0 5556010

Regresni funkce: y = kx + q
Pocet bod(: n=6
Parametry regresni pfimky:

y =6674,9x + 8058,6

Korelacni koeficient: R = 0,9999
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Obrdzek 23: Zavislost priméru ploch na koncentraci roztoku 6-gingerolu

6.6.2.1.2 8-gingerol

Tabulka 7: Stanoveni linearity 8-gingerolu

Koncentrace

roztoku Primér ploch

(ng/ml)
4,14 32033
8,27 53289
20,68 132259
28,96 184753
41,37 269693
82,74 548185

Regresni funkce: Y = kx + g
Pocet bodG: n=6
Parametry regresni primky:

y = 6608,2x — 1660,8

Korelacni koeficient: R = 0,9995
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Obradzek 24: Zavislost priméru ploch na koncentraci roztoku 8-gingerolu

6.6.2.1.3 6-shogaol

Tabulka 8: Stanoveni linearity 6-shogaolu

Koncentrace
roztoku Pramér ploch
(ng/ml)

6,88 59436
13,76 90924
34,39 223206
48,15 309787
68,78 450369
137,56 898278

Regresni funkce: Yy = kx + q
Pocet bod(: n=6
Parametry regresni pfimky:

y = 6475,1x + 4640

Korelacni koeficient: R = 0,9996
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Obradzek 25: Zdvislost priméru ploch na koncentraci roztoku 6-shogaolu

6.6.2.1.4 10-gingerol

Tabulka 9: Stanoveni linearity 10-gingerolu

Koncentrace

roztoku Primér ploch

(ng/ml)
4,15 37037
8,31 70800
20,77 179455
29,08 250227
41,54 365440
83,08 726750

Regresni funkce: Y = kx + g

Pocet bodl: n=6
Parametry regresni primky:
y = 8766x — 1486,1

Korelacni koeficient: R = 0,9999
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Obrdzek 26: Zavislost priméru ploch na koncentraci roztoku 10-gingerolu

6.6.2.2 Stabilita

Stabilita byla stanovovana pomoci roztoku STANDARD, jehoZz pfiprava byla
popsana v kapitole 5.2.3. Roztok byl uchovavan za laboratorni teploty a na svétle a byl

zméren v ¢asech 0, 24, 48 a 72 hodin.

Stabilita byla vypocitana podle nasledujiciho vzorce:

100 - |(A— Ap)]
A

St (%) =

At — primér tfi méreni ploch pik( u roztoku skladovaného

A — primér tii méreni ploch pik(i u roztoku cerstvé pripraveného
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6.6.2.2.1 6-gingerol

6.6.2.2.1.1 Stabilita za laboratorni teploty a na svétle

Tabulka 10: Stabilita 6-gingerolu za laboratorni teploty a na svétle

Cas (hod) Plocha St (%)
0 2755015 0,00
24 2838355 3,03
48 2940638 6,74
72 3080746 11,82

6.6.2.2.2 8-gingerol

6.6.2.2.2.1 Stabilita za laboratorni teploty a na svétle

Tabulka 11: Stabilita 8-gingerolu za laboratorni teploty a na svétle

Cas (hod) Plocha St (%)
0 263236 0,00
24 273936 4,06
48 282714 7,40
72 286895 8,99

6.6.2.2.3 6-shogaol

6.6.2.2.3.1 Stabilita za laboratorni teploty a na svétle

Tabulka 12: Stabilita 6-shogaolu za laboratorni teploty a na svétle

Cas (hod) Plocha St (%)
0 439197 0,00
24 451224 2,74
48 462309 5,26
72 474869 8,12
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6.6.2.2.4 10-gingerol

6.6.2.2.4.1 Stabilita za laboratorni teploty a na svétle

Tabulka 13: Stabilita 10-gingerolu za laboratorni teploty a na svétle

Cas (hod) Plocha St (%)
0 355781 0,00
24 370198 4,05
48 383576 7,81

72 394033 10,75

Zaveér:

Zvyse uvedenych vysledkli vyplyvd, Ze roztoky standardd je potreba

pfipravovat kazdy den Cerstvé.

6.6.2.3 Spradvnost

Byla pouZita metoda standardniho pridavku. Pro méreni spravnosti bylo
pripraveno Sest vzorkd. Zazvorové oddenky byly oloupany a rozmélnény v tfeci misce.
Bylo navazeno 6,0 g oddenkd, odmérnym valcem bylo pfidano 240,00 ml vody a vse
bylo pfivedeno kvaru. Vzorek byl umistén na 15 minut do ultrazvukové lazné
a po vychladnuti filtrovan pres filtracni papir (MN 640d). Po filtraci bylo odebrano
6 x 20,00 ml. Ke tfem vzorkim bylo pfidano 100 pl roztoku pro méreni spravnosti,
jehoZz postup pripravy byl uveden v kapitole 5.2.4. Do Sesti mikrozkumavek bylo
navazeno pfiblizné 25 mg sorbentu Oasis HLB a byl k nému pfidan 1,00 ml methanolu.
Obsah kazdé mikrozkumavky byl protfepan a pfiddn do vSech Sesti centrifugacnich
zkumavek. Zkumavky byla nasledné umistény na 15 minut do ultrazvukové lazné
s ledem, protifepany a filtrovdny pres Oasis® HLB Cartridge. Nasledné probéhla eluce

1,00 ml methanolu.

Vzhledem k nehomogennosti vzorkl nebyla testovdna spravnost celého

postupu ale pouze vlastni disperzni SPE.
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Tabulka 14: Spravnost

6-gingerol 8-gingerol 6-shogaol 10-gingerol
Mnoistvi nalezené
v 1,0 g vzorku 275,50 36,32 0,00 9,91
oddenkti zazvoru
pravého (pg/ml)
Mnozstvi pridané 838 8,28 13,75 8,28
ke vzorku (pg)
Mnozstvi zjiSténé
ve vzorku 357,13 44,23 13,57 18,14
po pridavku
standardu (ug)
Prameér (%) 101,37 104,80 98,86 97,08
SD 3,00 4,71 1,68 5,61
RSD (%) 2,96 4,49 1,70 5,78

Zaveér:

Vytéinost R; se vypocitala podle vzorce:

Xi — mnozstvi 6-gingerolu, 8-gingerolu, 6-shogaolu a 10-gingerolu

X; X
R; (%) = 100 - ~-— "7

X0

v

zjisténych

ve vzorcich po pridavcich standardd 6-gingerolu, 8-gingerolu, 6-shogaolu

a 10-gingerolu

Xo — mnoizstvi 6-gingerolu, 8-gingerolu, 6-shogaolu a 10-gingerolu pfidanych

ke vzorklm (ug)

Xy — mnozstvi 6-gingerolu, 8-gingerolu, 6-shogaolu a 10-gingerolu ve vzorcich

zjisténych pfi analyzach bez pridavkd standard

Spravnost byla pro vSechny latky v rozmezi 95 % — 105 %. Relativni smérodatna

odchylka pro 6-gingerol byla 2,96 %, pro 8-gingerol 4,49 %, pro 6-shogaol 1,70 %

a pro 10-gingerol 5,78 %.
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6.6.2.4 Presnost

Pfesnost byla stanovovdna pomoci Sestkrat pfipraveného vzorku z oddenk
zazvoru pravého svodou a sorbenty, jehoZz postup je uveden v kapitole 5.2.6.1.
Do kadinky se vzorkem byl pfidan roztok standardu 6-shogaolu (13,75 ug). Jako

sorbent byl pouzit sorbent Oasis HLB.

Jednotlivé navazky a namérené hodnoty jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach

—Tabulka 15 a 16.

Tabulka 15: NavdzZky vzorki oddenkii zazvoru pravého

Cislo vzorku 1 2 3 4 5 6

Navazka oddenkut

R i 1,2000 | 1,2974 | 0,9768 | 1,0698 | 1,1564 | 1,0598
zazvoru pravého (g)

Tabulka 16: Pfesnost pro vzorek oddenkii zazvoru pravého

Pfesnost
Cislo méfeni Plocha standardu (po prepocteni z navazky na 1,0 g)
6-G 8-G 6-SH 10-G
1 2034434 244501 55439 92862
2 2164770 273624 56534 109296
3 1890010 239549 54654 93307
4 2333703 294950 57346 109699
5 2035760 256532 53825 99649
6 2341342 271427 58324 118388
Primér 2133337 263431 56020 103867
SD 180505,60 20676,43 1694,25 10244,42
RSD (%) 8,46 7,85 3,02 9,86

Zaveér:

Pfesnost byla v rozmezi 3,02 - 9,86 %.
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6.6.2.5 Detekcni a kvantitativni limit

LOD (trojnasobek Sumu zakladni linie) a LOQ (desetindsobek Sumu zakladni
linie) byly hodnoceny jiz v diplomové praci Martiny Urbanové z roku 2015 [1]. Tabulka

17 je prevzata z diplomové prace Martiny Urbanové z roku 2015 [1].

Tabulka 17: Detekéni limit (LOD) a kvantitativni limit (LOQ)

6-G 8-G 6-SH 10-G

LOD (pug/10 ml) 12,18 | 13,49 | 19,43 8,17

LoQ (ug/10ml) | 40,20 | 4450 | 64,13 | 26,97
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7. ZAVER

Cilem rigordzni prace bylo vyvinout metodu pripravy vzorku pro stanoveni
vybranych obsahovych latek zdzvorovniku Iékarského. Vychazelo se z diplomové prace
Martiny Urbanové zroku 2015 [1], ve které byly testovany jednoduché extrakéni
postupy, kdy ale nebylo dosazeno potfebné citlivosti metody, ktera by umoznila
stanoveni zvolenych analytl s dostate¢nou presnosti a spravnosti. Proto byla kvdli

vys$Simu zakoncentrovani vyzkousena metoda disperzni SPE.

Béhem optimalizace metody bylo vyzkouSeno nékolik sorbentd. Jako

nejvhodnéjsi sorbent se diky nejvyssim odezvam jevil sorbent Oasis HLB.

Jako promyvaci smési byly vyzkouSeny: 0,1% kyselina octova s methanolem
a 10mM octan amonny s methanolem. Dale byla vyzkousena i samotna 0,1% kyselina
octova. Nebyl nalezen vhodny promyvaci krok, aby doslo ke snizeni odezvy matrice

na zacatku chromatogramu.

Bylo vybrdno nékolik vzorkl obsahujicich vytazky zazvorovniku lékarského.
Ve vSech zkouSenych vzorcich byly témér vidy nalezeny sledované latky. Nejvyssi

odezvu mél 6-gingerol.

Béhem vyvoje metody vysledky sice nevychdazely opakovatelné, ale pomoci
vnitfniho standardu (propylparabenu) byla ovéfena presnost celé metody pfipravy
vzorku. Nevyhovujici hodnoty pro presnost pro nami stanovované latky byly zplsobeny
nehomogennim vzorkem ptirodniho materialu. Jako kriticky se ukazal krok filtrace, kde

diky strukture zdzvoru ¢asto dochazelo k ucpavani filtracnich materiald.

Nami stanovované latky byly nalezeny témér ve vSech vzorcich. Ze sirupd bylo
nejvétsi mnozstvi latek obsazeno v sirupu Kitl (pfiprava se studenou vodou). Z ¢ajl bylo
nejvice latek obsazeno v Ovocno-bylinném ¢aji aromatizovaném, se zdzvorem
a citrénem. Latka shogaol nebyla obsazena u vzork(l oddenk( zazvoru pravého, ale
v Cajich a sirupech ano. Mohlo by to souviset s postupem ptipravy téchto produktd —

dochazi zde k dehydrataci gingeroll na pfislusné shogaoly.

Na vzorcich oddenkd zazvoru pravého byla metoda dSPE ¢astecné validovana.
Byla hodnocena linearita, stabilita, spravnost, pfesnost a detekéni a kvantitativni limit.

Byl ovérovan test zplisobilosti chromatografického systému.
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Vyhodou metody je jeji rychlost a jednoduchost. Dalsi velkou vyhodou je
moznost velkého zakoncentrovani vzorku, nizkd spotfeba organického rozpoustédla

a moznost opakovaného poufZiti sorbentu po jeho precisténi.
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