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Pavadinimas: Maisto papildy su daziniy ciberzoliy (Curcuma longa L.) ekstraktu tyrimas taikant
efektyviosios skys¢iy chromatografijos (ESC) metoda.

Raktiniai zodziai: Curcuma, ciberzolé, fenoliniai junginiai, kurkuminas, kurkuminoidai, efektyvioji
skysc¢iy chromatografija.

Tyrimo objektas ir metodai: Sio tyrimo objektas — maisto papildai, sudétyje turintys daziniy
ciberzoliy (Curcuma longa L.) ekstrakta. Maisto papildy su daZiniy ciberzoliy ekstraktu kokybinei ir
kiekybinei analizei atlikti pasirinktas efektyviosios skys¢iy chromatografijos (ESC) metodas. Naudota
tirpikliy sistema: eliuentas A (0,05 proc. vandeniné trifluoracetiné rugstis), eliuentas B (100 proc.
acetonitrilas). Kolonélés temperatira — 25 °C, mobilios fazés tekéjimo greitis 1,0 ml/min. UV
detektoriaus $viesos bangos ilgis naudotas kurkumino aptikimui — 420 nm.

Tyrimo tikslas: atlikti Lietuvos ir Lenkijos rinkoje esanciy maisto papildy, sudétyje turin¢iy daziniy
ciberzoliy (Curcuma longa L.) ekstrakta, biologiskai aktyviy junginiy kurkuminoidy kokybine bei
kiekybing analizg efektyviosios skys¢iy chromatografijos (ESC) metodu.

Tyrimo uZdaviniai: pritaikyti ir validuoti ESC metodika kurkuminoidy, esan¢iy daziniy ciberzoliy
ekstrakte, kokybinés ir kiekybinés sudéties tyrimams; nustatyti kokybineg ir kiekybing kurkuminoidy
sudétj pasirinktuose maisto papilduose, taikant efektyviosios skys¢iy chromatografijos metoda; palyginti
kurkuminoidy sudétj maisto papilduose bei daziniy ciberzoliy Sakniastiebiy milteliy prieskonyje;
palyginti kurkumino kiekj, nustatyta tyrimo metu, su kiekiu, gamintojy deklaruojamu ant pakuotés.
Tyrimo rezultatai ir iSvados: atlikus kokybinius maisto papildy ir dazinés ciberzolés prieskonio
tyrimus buvo identifikuotas kurkuminas bei demetoksikurkuminas. Atlikus kiekybinj tyrimg nustatyta
kiekybiné tiriamyjy méginiy sudétis. Dviejuose maisto papilduose (MP_2, MP_4) kurkumino Kiekis yra
didesnis negu dazinés ciberzolés prieskonyje (P). P nustatyta 11 449,700 + 0,02 pg/g kurkumino, MP_2
— 17 955,350+ 0,01 pg/g, 0 MP_4 —160 423,500 + 0,02 pg/g. Likusiuose keturiuose maisto papilduose
(MP_1, MP_3, MP_5, MP_6) identifikuotas kurkumino kiekis yra mazesnis. Ant dviejy maisto papildy
gamintojy deklaruotas kurkumino kiekis sutapo su tyrimo metu gautais rezultatais. Maisto papilde MP_3
deklaruojami 2 mg kurkumino vienoje tabletéje, gauta — 2,3 mg, 0 maisto papilde MP_4 — 175 mg
kurkumino vienoje kapsuléje, gauta — 309 mg. Kadangi MP_4 nustatytas kiekis yra net beveik du kartus
didesnis uz deklaruojama, galima daryti prielaidg, jog gamintojai naudojo ne daziniy ciberzoliy, 0 vien

kurkumino, ekstrakta.
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SUMMARY

The title of the master thesis: The analysis of supplements containing turmeric (Curcuma longa L.)
extract using high performance liquid chromatography (HPLC) method.

Key words: Curcuma, turmeric, phenolic compounds, curcumin, curcuminoids, high performance
liquid chromatography.

The object and methods of the research: object of the research — food supplements containing turmeric
(Curcuma longa L.) extract. The qualitative and quantitative analysis was performed by HPLC method.
The mobile phase consisted of eluents: eluent A (0,05 % tri-fluoracetic acid in water) and eluent B (100
% acetonitrile). Column temperature was 25 °C, the flow rate was 1 mL/min. Curcumin was analyzed
using PDA detector at a wavelength of 420 nm.

The aim of the research: to perform qualitative and quantitative analysis of curcuminoids found in
supplements (bought in Lithuania and Poland) which contain turmeric (Curcuma longa L.) extract using
HPLC method.

The objectives of the research: to apply and validate the HPLC methodic for qualitative and
quantitative analysis of bioactive substances found in turmeric extract; to determine the qualitative and
guantitative composition of curcuminoids in chosen food supplements using HPLC method; to compare
the composition of bioactive substances in food supplements containing turmeric extract and commonly
used turmeric spice; to compare the quantity of curcumin determined during the analysis with the
quantity specified on the label of the supplements.

The results and conclusions of the research: during qualitative analysis two bioactive substances —
curcumin and demethoxycurcumin — were identified. During quantitative analysis the quantity of those
substances was determined. In two of the food supplements (MP_2, MP_4) the quantity of curcumin is
higher than in the spice of turmeric (P). 11 449,700 + 0,02 pg/g of curcumin were determined in P,
17 955,350 + 0,01 pg/g in MP_2 and 160 423,500 + 0,02 ug/g in MP_4. Two of the supplements had
specified amount of curcumin written on the label, after analysis both of them matched that quantity. On
the label of MP_3 2 mg of curcumin were written and 2,3 mg were determined during analysis, on the
label of MP_4 — 175 myg, after analysis — 309 mg. The quantity of curcumin in MP_4 that we determined
was almost two times higher than the one written on the label. This result might suggest that the

producers of the supplement used the extract of curcumin instead of the extract of turmeric.
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SANTRUMPOS

AP — amiloidas-p

COX-2 — ciklooksigenazé-2

ESC — efektyvioji skysc¢iy chromatografija
FDA — Amerikos maisto ir vaisty agenttra
NF-xB — branduolio faktoriaus kappa B

R — koreliacijos koeficientas

SSN - santykinis standartinis nuokrypis

UV — ultravioletinés Sviesos spinduliuoté



IVADAS

Daziné ciberzolé (Curcuma longa L.) yra indiskas prieskonis, turintis ilgg naudojimo
tradicingje medicinoje bei kulinarijoje istorija [1]. Ryskios oranziniai geltonos spalvos milteliai yra
paruoSiami verdant bei dziovinant augalo Sakniastiebius [2]. Nuo seno Azijos Salyse, daugiausiai
Indijoje, daziniy ciberzoliy milteliai buvo naudojami kaip vienas pagrindiniy prieskoniy [3, 4]. Daugelj
mety kurkumos milteliai pasauliui buvo zinomi vien dél savo geb¢jimo iSsaugoti, konservuoti
(antioksidantinis mechanizmas) maistg bei suteikti jam spalva ir skonj [3]. Taip pat ciberzolé yra viena
1§ pagrindiniy populiaraus patiekalo indiskojo kario sudedamyjy daliy [4, 5].

Iki Siol maisto industrijoje daziné ciberzol¢ naudojama kaip priedas, kvapioji medziaga,
konservantas, daziklis (pvz.: garstyCiose, margarine, gaiviuosiuose gérimuose) [6]. Tarptautinéje
konservanty numeravimo sistemoje kurkuma yra jrasyta kaip saugus daziklis ir pavadinta E100 [6].

Jau nuo 4000 m. pr. Kr. daziné ciberzolé buvo naudojama kaip tradicinés medicinos priemone,
ypa¢ Azijoje [7]. Ajurverding¢je medicinoje ciberzolé¢ naudota gydyti tokiems uzdegiminiams
susirgimams kaip dujy atsiradimas virSkinamajame trakte, kolitas, danty, kriitinés, menstruacinis
skausmas ir kiti [2, 3]. Tradicin¢je kiny medicinoje daugyb¢ mety kurkumos milteliai naudoti kaip
stimuliantai, aspirantai, karminatyviné, diuretin¢, sutraukianti priemoné [2]. Taip pat uzfiksuota, jog
daziné ciberzolé tradicinéje medicinoje naudojama ir reumatizmo, kiino skausmo, odos ligy, kirminy,
diar¢jos, aukStos temperatiiros, kepeny ligy, dispepsijos bei konstipacijos gydymui [8].

Dazinés ciberzolés svarba medicinoje drastiSkai pasikeit¢é mokslininkams atradus jos
bioaktyviy junginiy kurkuminoidy antioksidantinj bei prieSuzdegiminj veikimus [9]. Taip pat ir dél
farmakologinio veiksmingumo bei saugumo ciberZolé su savo bioaktyviais junginiais mokslininky akyse
tapo potencialia priemone jvairiy Zmogaus ligy gydymui bei prevencijai [10]. Amerikos maisto ir vaisty
administracija (angl. FDA) daZing ciberZole yra pripazinusi kaip saugia medziaga [4].

Siuo metu natiiralios, augalinés priemonés yra zmoniy ligy gydymo pagrindas [5]. Net 80 proc.
Zmoniy, gyvenanciy sparCiai besivystanciose Salyse, lig Siol pasitiki ir teikia pirmenybg tradicinei
medicinai, paremtai augaliniy vaistiniy preparaty vartojimu, todél augaliniy preparaty populiarumas bei
paklausa ir toliau didéja [5]. Zmonés vis daZniau maisto papildus vartoja ne vien papildyti mitybai, bet
ir derindami su vaistais, siekdami sumazinti tam tikry ligy simptomus bei progresavima [11]. Dél
daugybés s¢kmingai mokslininky atliekamy tyrimy daziné ciberzolé yra vienas i§ populiariausiy maisto
papildy Siuometinéje rinkoje. Kadangi ciberzolés veiksmingumas priklauso nuo biologiskai aktyviy

junginiy svarbu i8tirti jy kiekj maisto papilde.
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DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Tyrimo tikslas — atlikti Lietuvos ir Lenkijos rinkoje esan¢iy maisto papildy, sudétyje turinciy
daziniy ciberzoliy (Curcuma longa L.) ekstrakta, biologiskai aktyviy junginiy kurkuminoidy kokybing
bei kiekybing analizg efektyviosios skys¢iy chromatografijos (ESC) metodu.

Darbo uZdaviniai:
1. Pritaikyti ir validuoti ESC metodikg kurkuminoidy, esan¢iy daziniy ciberzoliy ekstrakte, kokybinés

ir kiekybinés sudéties tyrimams.

2. Nustatyti kokybing ir kiekybine kurkuminoidy sudétj pasirinktuose maisto papilduose, taikant ESC
metoda.

3. Palyginti kurkuminoidy sudéties jvairavimg maisto papilduose bei daziniy ciberzoliy Sakniastiebiy

milteliy prieskonyje.

4. Palyginti kurkumino kiekj, nustatytg tyrimo metu, su kiekiu, maisto papildy gamintojy deklaruojamu

ant pakuotes.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1 Dazinés ciberzZolés (Curcuma longa L.) paplitimas ir morfologiniai poZymiai

Daziné ciberzolé (Curcuma longa L.), dar vadinama indiskuoju Safranu bei kurkuma, yra
augalo rasis, kilusi i§ imbieriniy (Zingiberaceae) Seimos, ciberzoliy (Curcuma) genties (1 pav.) [12]. Ji
placiai kultivuojama Indijoje, Kinijoje bei kitose salyse, kuriose vyrauja tropinis klimatas [12]. Indija
yra didziausias dazinés ciberzolés tieckéjas — ji patenkina net virs 90 procenty pasaulio kurkumos
paklausos [13]. Daziné ciberzolé gali baiti auginama jvairiose tropinése Salygose bei aukstyje: tiek juros
lygyje, tiek iki 1500 metry vir$ juros lygio [14]. Kad veséty ir gerai augty, augalui reikalingas lengvai
nusaus¢jantis, smélingas ar molingas dirvozemis, 20 — 30 °C temperattra bei didelis metinis krituliy
kiekis [14]. Kasmet augalai yra surenkami dél savo Sakniastiebiy, i$ kuriy vél bina paséjami i§ naujo
kitg sezona (1 pav.) [15].

Daziné ciberzolé yra daugiametis Zolinis augalas, turintis didelius, pailgus, smailé¢janc¢ius lapus
bei trumpa stieba [16]. Ziedai — geltoni, 10-15 cm ilgio, ziedkotis — 15 cm ilgio, pridengtas lapkogiu
[13]. Kai augalas pradeda zydéti, jo paziedis i$ Sviesiai zalio tampa violetinis [13]. Dazniausiai kurkuma
auga iki 90 — 100 cm aukscio [12]. Daugiausiai naudojama ciberzolés dalis yra Sakniastiebiai [12]. Jie
yra mésingi, gumbuoti, turi daug Soniniy $akeliy bei $iurk3¢ia oda [15]. Sakniastiebiai turi smailia forma,
yra 2,5 — 7,0 cm ilgio bei 2,5 cm ploc¢io [15]. Jie yra subrandinami po lapija, Zeméje [15]. Paprastali
Sakniastiebiy iSoriné spalva biina geltonai ruda, o vidiné — oranziné [15]. Jie pasizZymi aromatingu kvapu

bei &ildanéiu, Siek tiek karéiu skoniu [13].

1 pav. DaZiné ciberzolé (Curcuma longa L.) ir jos Sakniastiebiai
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1.2 Cheminé Curcuma longa L. zaliaves charakteristika ir maistiné verte

Jvairiy cheminiy analiziy duomenimis daziniy ciberzoliy milteliuose yra 6,3 proc. baltymy, 5,1
proc. riebaly, 3,5 proc. mineraly, 69,4 proc. angliavandeniy bei 13,1 proc. drégmeés [17]. IKi $iy dieny
dazingje ciberzoléje yra identifikuota virs 235 junginiy [2]. Jy daugumg sudaro fenoliniai junginiai ir
terpenoidai: diarilheptanoidai, dazniausiai vadinami kurkuminoidais, monoterpenai, seksviterpenali,
diterpenai, triterpenoidai, alkaloidai, steroliai ir t.t. [2]. Sakniastiebyje taip pat gausu aliejy, cukry,
baltymuy, ligniny bei dervy [15]. Taip pat ciberzolé yra gausus zmogaus organizmui svarbiy vitaminy A,
E ir C saltinis [15]. Dazingje ciberzoléje randamuose eteriniuose aliejuose yra daug skirtingy molekuliy,
turinéiy eile skirtingy farmakologiniy savybiy [18]. Pagrindiniai eteriniy aliejy, esanciy
Sakniastiebiuose, komponentai yra seksviterpenai: turmeronas (26,2-31,5 proc.), kurlonas (18,6-20,48
proc.) bei ar-turmeronas (19,1-23,94 proc.) [18]. Eterinius aliejus, esancius lapuose bei zieduose, sudaro
monoterpenai: terpenolinas, cineolas, B-felandrenas ir kiti [19].

D¢l savo veikimo daugiausiai démesio yra sulauke kurkuminoidai, kurie sudaro 3-5 proc.
ciberzolés Sakniastiebio junginiy [2]. Tai cheminiai junginiai, turintys aril-C7-aril anglies atomy skeleta
ir priklausantys natoraliems fenoliams [2]. Trys pagrindiniai kurkuminoidai yra kurkuminas
(kurkuminas 1), demetoksikurkuminas (kurkuminas I1) ir bisdemetoksikurkuminas (kurkuminas I11) [3,
17]. Svarbu paminéti, jog komerciSkai tiekiamas “kurkuminas” néra grynas, daZniausiai tai yra
kurkuminoidy misinys — ~77 proc. kurkumino, ~17 proc. demetoksikurkumino ir ~3 proc.
bismetoksikurkumino [6].

Taip pat daziné ciberzolé pasizymi puikia maistine verte [20]. Mokslininky atliktos maistinés
vertés analizés duomenys parodé, jog 100 g dazinés ciberzolés yra: 6 gr. drégmés, 8,5 gr. baltymy, 8,9
gr. riebaly, 69,9 gr. angliavandeniy, 0,2 gr. kalcio, 260 mg fosforo, 10 mg natrio, 2 500 mg kalio, 250
mg gelezies, 0,09 mg riboflavino, 4,8 mg niacino, 50 mg askorbo riigsties, 0 energetiné verté — 390 kcal

[20]. Ciberzolé laikoma dar ir geru -3 soéiyjy riigsciy bei a-linoleninés rugsties saltiniu [15].

1.3 Kurkuminoidy fiziko-cheminés savybés

Kurkuminoidai savo grynoje formoje issiskiria kaip oranziniai-geltoni kristaliniai milteliai [18].
Junginiai pasizymi charakteringu kvapu bei skoniu [3]. Sie junginiai yra geltonos spalvos pigmentai,
ciberzolei suteikiantys jos isskirting spalva [3]. Kurkuminoidai i§ prigimties yra netirpts vandenyje [3].
Laisvai jie tirpsta dimetilsulfokside, acetone, etanolyje bei aliejuose [3, 18]. Kurkuminoidy cheminé
strukttira yra pavaizduota 2 paveiksle [21].
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.‘“_,

Junginys R, R,
Kurkuminas OMe OMe
Demetoksikurkuminas H OMe
Bisdemetoksikurkuminas H H

2 pav. Cheminé kurkuminoidy struktiira. Modifikuota i§ Simay Cikrikg¢u ir Kiti (2008) [8]

Cheminis kurkumino pavadinimas yra 1,7-bis-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-hepta-1,6-dien-3,5-
dionas arba diferuloilmetanas; cheminé formulé — Co1H200s [17]. Kurkuminas lydosi prie 184 °C
temperatiros, 0 jo pKa — 8,54 [21, 22]. Maksimali kurkumino absorbcija (Amax) vyksta prie 430 nm
metanolyje ir prie 420 nm acetone [22].

Tirpaluose kurkuminas egzistuoja kaip keto-enolinis tautomeras [21]. Enoliné forma turi tris
jonizuojamus protonus —enoling grupg ir dvi fenolines grupes [17]. Kietos fazés riig§¢ioje bei neutralioje
terpése dominuoja kurkumino keto forma, tad jis veikia kaip stiprus vandenilio atomy donoras [17].
Sarmin¢je aplinkoje dominuoja enoliné kurkumino forma [4]. Tai, kad tirpaluose kurkuminas
daugiausiai randamas savo enolin¢je formoje, yra svarbu jo gebéjimui surinkti laisvuosius radikalus
[23].

1.4 Kurkumino metabolizmas ir bioprieinamumas

Kurkuminas yra saugus bei veiksmingas bioaktyvus junginys, vienintelé jo problema — prastas
bioprieinamumas [10]. Taip yra dél blogos kurkumino absorbcijos bei greito jo metabolizmo zmogaus
organizme [10].

Zarnose bei kepenyse kurkuminas yra greitai metabolizuojamas [24]. Ilga laika buvo manyta,
jog daugiausiai kurkuminoidai metabolizuojami batent kepenyse, taciau véliau mokslininky atlikto
tyrimo rezultatai parodé, kad virSkinamasis traktas taip pat dalyvauja kurkuminoidy gliukuronidacijoje

— pirmos eilés metabolizme — ir taip prisideda prie itin greito $iy junginiy metabolizmo [25].
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Kurkumino metabolizmas (pavaizduotas 3 paveiksle) prasideda veikiant fermentui reduktazei
[24]. Kurkuminas metabolizuojamas iki di-, tetra-, heksa- bei oktahidrokurkuminoidy [24]. Tuomet jie,
veikiami beta-gliukuronidazés, konvertuojami j mono-gliukuronido konjugatus [24]. Véliau Sie
junginiai tampa sulfatais bei hidrofiliniais junginiais ir yra salinami per tulzies pusle ir Slapima [24].
Kurkumino, dihidrokurkumino bei tetrahidrokurkumino gliukuronidai, taip pat tetrahidrokurkuminas,

yra pagrindiniai kurkumino metabolitai in vivo [24].

O O O O
0O~~~ A M _ocH 00~~~ A I~ _ocHs
AN Kurkuminas N A X AR A COo0
HO 7 SOH  beta- HO : : ’ RS R © o
Reduktazé gliukuronidazé Kurkumino gliukuronidas V' o\
Y
— OH
HaCO I I OCH P 7 o
s Dihidrokurkuminas ‘s A= | [ ] Vo lok
HO OH  pota- HOZN A oo
Reduktazé gliukuronidaze Dihidrokurkumino gliukurenidas | ©),
— OH
o) 0 o) o) O
| H i OH
H.CO P OCH- H.CO = | OCH,
’ ; _ !” I = | I co0°’
HO Tetrahidrokurkuminas OH beta- ‘_{O 5 . 00—
gliukuronidaze Tetrahidrokurkumino gliukuronidas |/ 0
[ OH

3 pav. Per burng vartojamo kurkumino metabolizmo kelias. Modifikuota i§ Ralf Jéiger ir
Kiti (2014) [28]

Dél sio greito metabolinio pasikeitimo kepenyse bei zarnyno sienecléje, kurkumino
koncentracija kraujyje yra Zzema, 0 pasiskirstymas audiniuose ribotas, vartojant kurkuming peroraliai
[24]. Net suvartojus auksta 10-12 gr. kurkumino doze, maksimali Zzmogaus plazmos koncentracija islieka
Zemame nanomoliniame diapozone — <160 nmol/l [26].

Prastas kurkumino tirpumas dél jo hidrofobiskumo bei polinkio saveikauti su lipidinémis
membranomis yra vienas pagrindiniy barjery iki gero jo bioprieinamumo bei klinikinio pajégumo [27].
Siekiant padidinti tirpuma ir biopriecinamuma kurkuming bandyta inkapsuliuoti j liposomas, polimerines
nanodaleles, biodegraduojancias mikrosferas, cicklodekstring ir hidrogelius [27, 28]. Tyrimai susilauké
teigiamy rezultaty ir yra toliau tesiami, siekiant tobulinti naujas kurkuminoidy vartojimo formas. [27]

Vienas i$ natiraliy bady prailginti kurkumino biopricinamuma yra jo vartojimo derinimas kartu
su piperinu — vienu pagrindiniy juodyjy pipiry komponentu [29]. Piperinas yra zinomas kaip kepeny bei
zarnyno gliukuronidacijos inhibitorius [29]. Kurkuming bei pipering peroraliai vartojant Kkartu,
kurkumino bioprieinamumas per 45 minutes padidéja iki 2 000 proc. [29]. Taip pat vartojant §j junginiy

derinj padidéja kurkumino absorbcija zarnyne bei jis ilgiau islieka pasiskirstes kiino audiniuose [30].
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1.5 Dazinés ciberzolés biologiskai aktyviy junginiy kurkuminoidy poveikis

Zinoma, jog uzdegiminis procesas yra neatsiejama zmogaus kino fiziologijos dalis, nes iminis
uzdegimas atsiranda ginantis nuo patogeny [6, 31]. Atvirks¢iai negu aminis, létinis uzdegimas yra
zemesnio lygio uzdegimas, kuris gali islikti net 20-30 mety, kol galiausiai i§ jo i$sivystys vézys ar Kitos
létinés ligos [31]. Uzdegima skatinantys faktoriai gali bati iSoriniai — aplinkos tarsa, virusai, bakterijos,
maistas, stresas ir t.t. [2]. Pagrindinés vidiniy prouzdegiminiy faktoriy molekulés, atsakingos uz
uzdegiminio proceso valdyma, yra laisvieji radikalai, IL-1p, TNF-a, NF-kB ir NSAID-aktyvuojamas
genas-1 (NAG-1) [1, 31, 32]. Sios molekulés priklauso normaliam lasteliy reguliavimo procesui, tadiau
ju nebekontroliuojant bei esant per dideliam poveikiui, atsiranda 1étinés ligos [6]. Daugelis vézio rtsiy
i$sivysto i$ uzdegiminiy susirgimy, létinio dirginimo bei infekcijy [6].

Kadangi kurkuminas ir Kiti kurkuminoidai yra stipriis prieSuzdegiminiai agentai bei
antioksidantai jie yra tinkami gydyti daugybe létiniy, uzdegiminiy ligy bei susirgimy (pvz.: diabetas,
astma, alergijos, artritas, aterosklerozé, neurodegeneracinés ligos ir t.t.) [33]. Taip pat $iuo metu yra

vykdoma daugybé tyrimy siekiant jrodyti kurkumino tinkamuma gydyti véziui.

1.5.1 Curcuma longa L. prieSuZzdegiminis veikimas

Daugybés tyrimy duomenimis jrodyta, jog kurkuminoidai yra stipriis prieSuzdegiminiai agentai
[34]. Jie veikia keliy skirtingy mechanizmy pagalba: slopina branduolio faktoriaus kappa B — NFxB
(angl. Nuclear factor kapa B) aktyvacija, inhibuoja ciklooksigenaze 2 (COX-2), reguliuoja lasteliy
proliferacijos, antiopoptozés bei metastaziniy geny produkty ekspresija [34]. Taip pat kurkuminoidai
pasizymi tokiy imuniniy lgsteliy kaip T, B, makrofagy, neutrofily, natiiraliyjy zudiky — NK (ang. natural
killer) bei dendritiniy lasteliy atsako proliferacijos moduliavimu [34].

Nustatyta, jog $iy dazinés ciberzolés biologiskai aktyviy junginiy prieSuzdegiminis veikimas
yra stiprus gydant karagenino bei kaolino sukeltas edemas, formalino sukeltg artritg [13]. Vieno tyrimo
metu kurkuming taikant reumatoidinio artrito gydymui jau po dviejy savaiéiy pastebétas teigiamas
efektas, panaSus kaip gydant fenilbetametazonu, bei nebiita jokiy nepageidaujamy reakcijy [35].

Taip pat nustatyta, jog daziniy ciberzoliy ekstraktas palengvina osteoartrito simptomus, ypaé
pacientams sergantiems nekomplikuotu keliy osteoartirtu, sumazéja Sgnariy jautrumas, skausmas,
pageréja zmogaus fiziné funkcija [36, 37].

Kadangi uzdegiminis procesas dominuoja ir Alzheimerio ligos eigoje mokslininkai atliko
klinikinj $eSiy ménesiy trukmés atsitiktiniy im¢iy placebo tyrimg aiSkindamiesi kaip kurkuminas veikia

su pacientais serganciais $ia liga [38]. Sumazéjes amiloido-f (AB) klirensas is smegeny j kraujotaka yra
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vienas pagrindiniy sutrikimy, sergant Alzheimerio liga — tyrimo metu uzfiksuota, jog kurkuminas
sumazino AP agregacijg, todél AP serumo koncentracija padidéjo [38, 39]. Pastebéta, jog uztektina
kurkumino dozé yra 1 g, nes grupéje naudojusioje 4 g didelio koncentracijos skirtumo kraujyje nebuvo
[38]. Mokslininkai mano, jog kurkuminas gali padéti sulétinti Alzheimerio ligos progresavima, ypac

kognityviniy funkcijy prastéjimo greitj, taciau tam reikia tolimesniy tyrimy [38].

1.5.2 Curcuma longa L. antioksidantinis veikimas

Kurkuminas yra efektyvus antioksidantas, gebantis surinkti laisvuosius superoksido, vandenilio
peroksido bei azoto monoksido radikalus i$ aktyvuoty makrofagy [40]. Taip jis bei Kiti dazinéje
ciberzoléje esantys kurkuminoidai apsaugo organizmag nuo laisvyjy radikaly patogeniskumo pasekmiy:
organizmo senéjimo bei pagrindiniy létiniy degeneraciniy Su amziumi susijusiy ligy skatinimo [41].
Bitent fenoliniy grupiy buvimu struktiiroje aiSkinamas kurkumino gebéjimas eliminuoti Siuos
laisvuosius radikalus, atsakingus ir uz riebalinése lgstelése vykstanéig peroksidacija — vieng i$
pagrindiniy daugelio ligy atsiradimo bei progresavimo procesy [42]. Kurkuminas mokslininky
vadinamas daugiafunkciniu antioksidantu, nes geba reaguoti tiesiogiai j reaktyvias junginiy rasis ir
padidina jvairiy citoprotektiniy bei antioksidaciniy baltymy jautruma [43].

Kurkuminas yra ypa¢ tinkamas aterosklerozés gydymui [42]. Vieno tyrimo metu bandomyjy
triusiy, turinCiy aukstg cholesterolio kiekj, mityba buvo papildyta daziniy ciberzoliy ekstraktu —
organizme sumazé¢jo oksidacinis stresas bei riebaliniy nuosédy sankaupos arterijy viduje [42]. Dél savo
antioksidacinio veikimo kurkuminas demonstruoja ir antimutagenines bei antikarcinogenines savybes
[43].

Mokslininkai mano, jog kurkuminas létina Alzheimerio ligos progresavimg mazindamas
oksidacija, sukelta smegenyse jvairiy Sios ligos procesy metu [38]. Taip pat kurkuminas padidino
vitamino E koncentracija, kuri bina sumazéjusi serganciyjy Alzheimeriu organizme [38, 39].

Kitame dviejy savai¢iy trukmés tyrime buvo issiaiskinta, jog 15-30 mg/kg/d kurkumino
apsaugo nuo streptozotocino sukeltos diabetinés neuropatijos bei oksidacinio streso [43]. Istirta, jog
kurkuminas padeda efektyviai iSvengti gliukozés sukelto oksidacinio streso diabetu serganciy gyviny
endotelinése lastelése bei Sirdyje [44].
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1.5.3 Curcuma longa L. prieSvézinis bei chemoterapinis veikimas

Nors kurkuminas yra prastai absorbuojamas organizme, daugybés tyrimy duomenimis
teigiama, jog net mazy Sio biologiSkai aktyvaus junginio kiekiy uztenka pasireiksti jo prieSvéziniam ir
chemoterapiniam veikimui, todél dabar mokslininkai skiria daug démesio $io junginio tyringjimui [45].
Prie tumorogenezés inhibavimo prisideda jvairiy kurkumino mechanizmy derinys — jskaitant
prieSuzdegiminj, antioksidantinj, imunomoduliacinj, proapoptotinj, antiangiogeninj — Kkuris turi
pleiotropinj poveikj genams ir lgsteliy signalizacijos keliams net keliuose skirtinguose lygmenyse [45].

Atvirk$¢iai nei normaliose, plau¢iy vézio lastelése ribonukleoproteinas telomerazé yra
reaktyvuotas, todél sékmingas taikymas j ji natiiraliomis veikliosiomis medziagomis tokiomis kaip
kurkuminas turi potencialiai didele svarbg plauc¢iy vézio gydymo tobulinimui [46]. Buvo atliktas
tyrimas, kurio metu stebétas telomeraze A549 plauciy vézio lasteliy linijoje, kaip in vitro modelyje,
slopinantis Curcuma longa L. ekstrakto poveikis [46]. Duomeny analizé parodé, jog Curcuma longa L.
n-heksano ekstraktas turi nuo dozés priklausant;j citotoksinj poveikj A549 plauciy vézio lasteléms ir taip
pat slopina telomerazés veiklg priklausomai nuo dozés [46].

Ne vieno tyrimo duomenimis patvirtintas ir didelis kurkumino potencialumas jj taikyti kasos
vézio gydyme[47]. In vitro tyrimas parodé kurkumino gebéjimag inhibuoti proliferaz¢ bei sustiprinti
zmogaus kasos karcinomos MIA PaCa-2 lasteliy apoptoze [47]. Laikui bégant, zmogaus organizmas
palaipsniui tampa atsparus pagrindiniam kasos vézio gydymo vaistui — gemcitabinui, tad yra reikalingi
agentai, kurie pastiprinty jo veikimag ar padéty jveikti chemorezistentiSkuma [48]. Vykdytas tyrimas su
kurkuminu parodé, jog kombinaciné kurkumino-gemcitabino terapija itin veiksmingai slopina
angiogeneze, proliferacijg bei NF-«xB aktyvacija [48].

Kurkuminas taip pat yra tinkamas storosios zarnos vézio gydymui bei chemoprevencijai [49].
Per didele COX-2 ekspresija pastebima net 90 proc. sporadiniy storosios zarnos karcinomy bei 40 proc.
storosios zarnos adenomy atvejy [49]. Kurkuminas inhibuoja COX-2 ekspresija bei veikima, taip
mazindamas prostaglandiny sinteze¢ bei vézio lIgsteliy augimg storojoje zarnoje [17]. Taip pat jis
sinergistiSkai veikia su chemoterapiniais agentais, kurie inhibuoja storosios zarnos vézio lgsteliy augima
[49]. Klinikiniy tyrimy duomenimis kurkuminas yra saugus, o sergantieji storosios zarnos véziu jj gerai
toleruoja aukstomis, 8 mg per diena, dozémis [49]. Po trijy ménesiy kurkumino vartojimo daugiau nei
tre¢daliui tiriamyjy pasireiské histologiniai pageréjimai [49]. Visgi dél savo prasto bioprieinamumo
jprastine forma pateiktas kurkuminas néra tinkamas gydyti giliau virSkinamajame trakte esancias

metastazes [49].
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1.6 Tyrimo metodai taikomi kurkuminoidy Kiekybinéje ir kokybinéje analizéje
naudojant Curcuma longa L. ekstrakta

Dazniausiai kurkuminoidus analizuoti yra naudojami spektofotometrijos, plonasluoksnés
skys¢iy chromatografijos, efektyviosios skys¢iy chromatografijos bei ultra efektyviosios skyséiy
chromatografijos metodai [50, 51].

Siuo metu yra naudojama daug skirtingy metody kiekybinei kurkuminoidy analizei [52].
Dauguma is$ jy yra spektrofotometriniai metodai, ta¢iau juose pastebéti trikumai: nepavyksta analizuoti
individualiy kurkuminoidy bei jy tikslumas néra labai geras, nes ekstrakte yra ir kity pigmenty [52]. Dél
to buvo atkreiptas démesys j plonasluosknés chromatografijos metodus [52]. Mokslininkai isvysté tokj
densitometrinj plonasluoksnés chromatografijos metoda, kuris suteikia galimybe vienu metu kiekybiskai
jvertinti kurkuming, demetoksikurkimg ir bisdemetoksikurkuming Curcuma longa L. milteliuose [52,
53, 54]. Taip pat kurkuminoidy atskyrimui paprastas ir efektyvus plonasluoksnés chromatografijos
metodas yra naudojant vandenilio fosfatu impregnuotas silikagelio ploksteles [55]. Mokslininkai daznai
derina kelis metodus: kokybiskai kurkuminoidus vertina plonasluoksnés chromatografijos btdu, o
kiekybiskai — efektyviagja skys¢iy chromatografija [50].

Efektyvioji skys¢iy chromatografija yra gerai zinoma dél savo didelio efektyvumo bei greitos
komponenty separacijos [51]. Nustatyta, jog efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodas yra jautrus
ir tikslus kokybiniam ir kiekybiniam kurkuminoidy nustatymui daziniy ciberzoliy milteliuose [50]. ESC
metodas derinamas su jvairiais detektoriais pakeité spektofotometrijos metodus [55]. ESC daznai
derinama su masiy spektrometrija, ampetometrija, UV absorbcija [55].

ESC su masiy spektrometrijos detektoriumi yra labai jautrus ir turi pranasumy prie§ Kitus
metodus, ypa¢ norint gauti informacija apie anali¢iy struktoras [51]. Visgi $is metodas néra toks
populiarus ir daznai naudojamas, nes reikalauja méginio nebulizacijos, garinimo, jonizavimo bei brangiy
aparaty, kuriy neturi daugelis laboratorijy [51].

ESC derinama su UV detekcija yra daugiausiai naudojamas metodas kurkuminoidy nustatymui
dazinése ciberzolése [55]. ESC-UV yra metodas, kuris leidzia tuo pat metu nustatyti visus tris
kurkuminoidus komerciniuose kurkumos milteliuose [51]. Jis rekomenduojamas jprastai atliekamai
daziniy ciberzoliy ekstrakto kokybés analizei, yra paprastas, jautrus bei tikslus [51]. IS pradziy
mokslininky buvo isvystyta metodika naudojant aminopropilo bei silpny Katijony mainy kolonélg [55].
Véliau kurkuminoidy atskyrimas gerintas ant oktadecil silikagelio kolonélés naudojant gradientine
vandens-tetrahidrofurano sistemg [55]. Po to buvo isvystyta ESC-UV metodika su gradientiniu
elivavimu, veikiant metanolio, acetinés riigsties ir acetonitrilo tirpikliams, kuri dabar yra populiariausia
[55].
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2. TYRIMO METODIKA

2.1 Tyrimo objektas

Sio tyrimo objektas — maisto papildai, sudétyje turintys daziniy ciberzoliy (Curcuma longa
L.) ekstrakts.
Tirti 6 maisto papildai, esantys Lietuvos ir Lenkijos rinkoje, bei daziniy ciberzoliy Sakniastiebiy

milteliy prieskoniai, randami maisto prekiy parduotuvése:

« MP_1 (Gaminamas Pranciizijoje, parduodamas Lenkijoje ir Lietuvoje);

« MP_2 (Gaminamas JAV, parduodamas Lietuvoje);

MP_3 (Gaminamas Pranciizijoje, parduodamas Lenkijoje ir Lietuvoje);

MP_4 (Gaminamas ir parduodamas Lenkijoje);

MP_5 (Gaminamas Norvegijoje, parduodamas Lietuvoje)

MP_6 (Gaminamas Pranciizijoje, parduodamas Lietuvoje)

P (Ciberzolé malta, gaminama Austrijoje, parduodama Lietuvoje)

1 lentelé. Tiriamyjy maisto papildy su Curcuma longa L. ekstraktu kokybiné sudétis,
nurodyta gamintojy

Tiriamasis Sudétis
objektas
MP_1 Mikrokristaliné celiuliozé, kvapiyjy rozmariny (Rosmarinus officinalis L.)

koncentruotas lapy ekstraktas ir lapy milteliai, darzoviniy artiSoky (Cynara
scolymus L.) koncentruotas lapy ekstraktas ir lapy milteliai, trikalcio fosfatas,
hidroksipropilmetilceliuliozé, mentolis, polivinilpolipirolidonas, Meriva
patentuotas kompleksas - daziniy ciberZoliy (Curcuma longa L.)
Sakniastiebiy sausasis ekstraktas su 40 proc. sojos pupeliy fosfolipidy,
magnio stearatas, silicio dioksidas, mikrokristaliné celiulioze, pipirméciy
(Mentha piperita L.) eterinis granuliuotas aliejus 24 proc., stearino ragstis,

chlorofiliny vario kompleksai.

MP_2 Daziniy ciberZoliy (Curcuma longa L.) $akniastiebiy milteliy ekstraktas,

magnio stearatas.
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MP_3

Mikrokristaliné celiuliozé ir dikalcio fosfatas, tikryjy margainiy (Silybum
marianum L.) sékly granuliuotas sausasis ekstraktas, pipirméciy (Mentha
piperita L.) granuliuotas eterinis aliejus, trikalcio fosfatas, daziniy ciberZoliy
(Curcuma longa L.) granuliuotas Sakniastiebiy sausasis ekstraktas,
hidroksipropilmetilceliuliozé, magnio stearatas, mikrokristaliné celiuliozé,

stearino ragstis, chlorofiliny vario kompleksas, silicio dioksidas.

MP_4

Daziniy ciberzoliy (Curcuma longa L.) Sakniastiebiy sausasis ekstraktas,

juodyjy pipiry (Piper nigrum L.) uogy ekstraktas.

MP_5

Kalcio karbonatas, dikalcio fosfatas, mikrokristaliné celiuliozé, magnio
oksidas, valgomyjy ¢esnaky (Allium sativum L.) ekstr., L-askorbo riigstis,
vanduo, karéiavaisiy citrinmedziy (Citrus aurantium L.) vaisiy ekstr., daZiniy
ciberZoliy (Curcuma longa L.) Sakniastiebiu ekstr., skersinio rysio natrio
karboksimetilceliuliozé, didziyjy dilgéliy (Urtica dioica L.) lapy ekstr.,
mélyniy (Vaccinium myrtillus L.) uogy ekstr., kininiy citrinvy¢iy (Schisandra
chinensis (Turcz.) Baill.) vaisiy ekstr., dirviniy asitkliy (Equisetum arvense
L.) zolés ekstr., vaistiniy ozragiy (Trigonella feonum-graecum L.) sékly ekstr.,
DL-alfa-tokoferilacetatas, cinko oksidas, stambiauogiy spanguoliy
(Oxycoccus macrocarpus (Ait.) Pers.) uogy ekstr., gelezies fumaratas, riebaly
rigs¢iy magnio druskos, tikryjy imbiery (Zingiber officinale Roscoe)
Sakniastiebiy ekstr., vienameciy papriky (Capsicum annuum L.) vaisiy ekstr.,
paprastyjy molitigy (Cucurbita pepo L.) sékly ekstr., nikotinamidas, tikryjy
vynmedziy (Vitis vinifera L.) sékly ekstr., hidroksipropilmetilceliuliozé, natrio
selenitas, retinilo acetatas, mangano sulfatas, vario sulfatas, kalcio D-
pantotenatas, piridoksino hidrochloridas, cianokobalaminas, riboflavinas,
cholekalciferolis, chromo (I11) chloridas, pteroilmonoglutamo ragstis, kalio

jodidas, tiamino mononitratas, D-biotinas.

MP_6

Augalinio gliukozamino milteliai, daziniy ciberzoliy (Curcuma longa L.)
Sakniastiebiy ekstraktas, asiukliy (Equisetum arvense L.) antzeminés dalies

ekstraktas, bulviy krakmolas.

Daziniy ciberzZoliy $akniastiebiy milteliy prieskonis.
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2.2 Efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodika

2.2.1 Tyrimo metu naudoti reagentai

Visi Siame tyrime naudoti reagentai, standartai bei tirpikliai yra analitinio svarumo bei atitinka

Sioms medziagoms keliamus kokybés reikalavimus.

Tyrimams buvo naudojami Sie reagentai:

» Kurkuminas (>98.0 proc., Sigma-Aldrich, Vokietija);

» Acetonitrilas (99,9 proc., Sigma-Aldrich, Vokietija);

* Metanolis (99,8 proc., Sigma-Aldrich, Vokietija);

» Dichlormetanas (>99.8 proc., Sigma-Aldrich, Vokietija);

» Heksanas (>95 proc., Sigma-Aldrich, Vokietija);

» Trifluoracto rugstis (>99.0 proc., Sigma-Aldrich, Vokietija);

» Dejonizuotas vanduo, paruostas iSgryninto vandens paruosimo sistema ,,Millipore* (JAV).

2.2.2 Etaloninio tirpalo paruoSimas

Etaloninis tirpalas buvo ruostas i§ standartizuoto kurkumino (>98.0 proc., Sigma-Aldrich,
Vokietija) ji tirpinant metanolyje. 0,00178 gr. kurkumino uzpilta metanoliu iki 10 ml kolbutés zZymés.

Uzkim8us kolbute maiSyta ultragarso voneléje. Pradiné tirpalo koncentracija buvo 178 pg/ml.

2.2.3 Méginiy paruosimas analizei

Tiriamieji tirpalai ruosti i§ Lietuvos bei Lenkijos rinkose parduodamy maisto papildy, kuriy
sudétyje yra daziniy ciberzoliy (Curcuma longa L.) Sakniastiebiy ekstrakto. Siekiant rezultaty tikslumo
méginiams ruoSti buvo pasirinkti du ekstrakcijos budai. Taip pat buvo paruosti du méginiai i$
parduotuvéje pirkto daziniy ciberzoliy $akniastiebiy milteliy prieskonio, siekiant palyginti
kurkuminoidy kiekj maisto papildo formoje bei kasdien zmogui lengvai naudojamoje prieskonio

formoje.
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2.2.3.1 Méginiy paruosimas analizei naudojant dichlormetang

Vienos kapsulés ar tabletés turinys suberiamas j apvaliadugne kolbg ir uzpilamas 10 ml
dichlormetano. Kolbos turinys maiSomas magnetiniu maiSytuvu. MiSinys kaitinamas refliuksiniu
Sildytuvu 1 val. 50 °C temperatiroje. Tirpalas centrifuguojamas 10 min prie 4000 RMP apsisukimy. Po
to rotaciniu iSgarintoju tirpalas sukoncentruojamas. Gaunamas tamsiai oranzinis SKystis, kurio
nusodinimui uzpilama 5 ml heksano. Gautas precipitatas dedama j ultragarso vonelg. Po to filtruojamas

Svirkstiniu filtru, kurio pory dydis — 0,45 um.

2.2.3.2 Méginiy paruosimas analizei naudojant metanolj

Vienos kapsulés ar tabletés turinys suberiamas j tamsaus stiklo buteliukg. Tirpinamas uzpylus
5 ml metanolio. Buteliukas gerai suplakamas ir medziagos paliekamos maceruotis per naktj (12-24 val.
laiko tarpui). Po to tirpalas nupilamas j plastikinj mégintuvélj ir centrifuguojamas 5 min prie 1000 RMP

apsisukimy. Tirpalas filtruojamas §virkstiniu filtru, kurio pory dydis — 0,45 pum.

2.2.4 Tyrimo metu naudota aparatiira

Kurkuminoidy kokybinis ir kiekybinis jvertinimas ekstraktuose, iSgautuose i§ maisto papildy
su daziniy ciberZoliy ekstraktu, buvo vykdomas efektyviosios skys¢iy chromatografijos btidu.

Tyrimo metu naudotas Waters 2695 (Milford, JAV) skys¢iy chromatografas. Biologiskai
aktyviems junginiams atskirti naudota ACE C18 kolonélé (ilgis 250 mm, vidinis diametras 4,6 mm,
sorbento daleliy dydis 5 pm). Su fotodiody matricos detektoriumi Waters 996 (Milford, JAV) vykdyta
anali¢iy detekcija 200-500 nm bangy ilgio diapozone. Kurkuminoidy ekstrakcija vykdyta ultragarso
voneléje Bandelin Sanorex Digital 10P (\Vokietija). Tirpalams sukoncentruoti buvo naudojamas rotacinis
garintuvas Heidolph (Vokietija). Tirpalai centrifuguoti su Centurion Scientific C2 Series (Anglija)

centrifuga.



22

2.2.5 Tyrimo salygos

Ekstraktams atskirti pasirinktas gradientinis eliuavimas. Mobili fazé buvo sudaryta i$ eliuento
A (0,05 proc. vandeniné trifluoracto ragstis) bei eliuento B (100 proc. acetonitrilas). Gradientinio

eliuento sudéties kitimas pateikiamas 2 lenteléje.

2 lentelée. Gradientinio eliuento sudéties kitimas

Laikas (min) Judancioji fazé A (proc. v/iv) Judancioji fazé B (proc. v/v)

00:00 45 55
12:00 45 55
13:00 5 95
18:00 5 95
19:00 45 95

» ACE C18 kolonéles temperatiira — 25 °C;

» Mobilios fazés tekéjimo greitis — 1,0 mi/min;

» Detekcija— kurkumino aptikimui naudotas 420 nm $viesos bangos ilgis;

» Injekcijos tiris — 10 pL;

» Sulaikymo laikas — apie 8,01 min;

» Programiné jranga naudota duomeny rinkimui ir analizei — Empower Chromatography Data

Software (Waters Corporation, Milford, JAV)

2.2.6 Kokybinis ir Kkiekybinis kurkuminoidy jvertinimas Curcuma longa L.
ekstraktuose ESC metodu

Tirty kurkuminoidy chromatografiniy smailiy identifikavimas buvo atliktas lyginant analités
bei etaloninio junginio sulaikymo laikus kolonéléje ir junginiy UV S§viesos spinduliuotés absorbcijos

spektrines charakteristikas.



23

Kiekybiniam kurkumino nustatymui pagal zinomy standarty skirtingy koncentracijy tirpalus
buvo sudarytos kalibracinés kreivés. Tuomet kurkuminoidy Kiekiai apskaiciuoti pagal kalibracinius
grafikus. Kurkumino kiekis apskaiciuotas, esant 420 nm Sviesos bangos ilgiui. Demetoksikurkuminas

apskaiciuotas pagal kurkuming remiantis programinés jrangos sudaryta formule.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1 Ekstrakcijos biido parinkimas

Atsizvelgiant | jvairius literatliros $altinius buvo isbandyti du skirtingi ekstrakcijos budai,
siekiant i$sirinkti efektyviausia biida tolimesniam maisto papildy tyrimui.
« Pirmasis budas (Ekstrakcija 1) — meéginiai buvo tirpinami dichlormetane, gautas tirpalas
iSgarinamas ir sukoncentruojamas. Tuomet uzpilama heksano, véliau skystis filtruojamas.
« Antrasis budas (Ekstrakcija 2) — méginiai uzpilami metanoliu ir paliekami maceruotis 12-

24 val., po to nufiltruojami.

Tiriamuosiuose meéginiuose buvo nustatingjamas Kkurkuminas. Rezultatai pateikiami

diagramoje (4 pav.).

Lo
o
(40}
<
180000 3
160000
140000
Ry
2 120000
@ 100000
k=
€ 80000
2 o)
re ™
= 60000 ¥ . g
X 40000 R~ B et < © > 9 3
© o < o = © i 0 o © =
v < © o % 0 o 0 © © o 3
20000 < o ) ‘I o » > v o >
P < ™ « =~ o n
0 S <A AN A A 4
MP 1 MP_2 MP_3 MP_4 MP 5 MP_6 P
Tiriamieji méginiai = Ekstrakcija 1 = Ekstrakcija 2

4 pav. Kurkumino kiekio lyginimas méginiuose, paruostuose dviem skirtingais ekstrakcijos
biidais
I$ gauty rezultaty matome, jog antrasis ekstrakcijos buidas (Ekstrakcija 2) buvo veiksmingesnis
nei pirmasis (Ekstrakcija 1). SeSiuose i§ septyniy tiriamyjy meéginiy, ruosty antruoju metodu,
identifikuoti didesni kurkumino kiekiai. Ekstrakcija 2 taip pat turi ir atlikimo technikos privalumy —
reikalauja maziau jrangos, reagenty, yra paprastesné.
Ivertinus dviejy ekstrakcijos metody rezultatus bei atlikimo technikos patoguma, tolimesnei

maisto papildy analizei buvo pasirinktas antrasis, ekstrakcijos su metanoliu, bidas — Ekstrakcija 2.
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3.2 Metodikos validacija

Siekiant patvirtinti metodo tinkamumg taikyti praktikoje bei atitikimg specifiniams

parametrams buvo atlikta metodikos validacija. Remiantis ICH gairémis buvo jvertinti Sie parametrai:

» Specifiskumas (angl. Specificity);
» Tiesiskumas (angl. Linearity);

» Glaudumas (preciziSkumas). Glaudumg sudaro pakartojamumo (angl. Repeatability) ir tarpinio

preciziSkumo (angl. Intermediate Precision) parametrai;

» Aptikimo (angl. LoD — limit of detection) ir nustatymo (angl. LoQ — limit of quantification) ribos.

3.2.1 Metodikos specifiSkumas

SpecifiSkumas yra metodo geba atskirti analites nuo kity j analite panaSiy ar analizei trukdanciy
junginiy, tokiy kaip jvairios priemaisos, degradacijos produktai. Tai svarbiausias validacijos parametras.
Metodikos specifiskumui jrodyti buvo lygintos etaloninio kurkumino tirpalo ir tiriamyjy tirpaly
chromatogramos, vertinti biologiskai aktyviy junginiy ultravioletinés Sviesos spinduliuotés (UV) §viesos
absorbcijos spektrai, sulaikymo laikai. Etaloninio kurkumino tirpalo chromatograma pavaizduota 5
paveiksle. 3 lenteléje pateiktos kurkumino sulaikymo trukmés skirtinguose preparatuose bei daziniy

ciberZoliy Sakniastiebiy milteliy prieskonio méginiuose.

0,050 Kurkumino sulaikymo 1
laikas 8,01 min 420 nm
0,040+
0,030
3

0,020
0,010
0,000 “J L

A ————————————————————————————————

2,00 400 6,00 §,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00

Minutes

5 pav. Etaloninio kurkumino (1) tirpalo chromatograma
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3 lentele. Kurkumino sulaikymo trukmeés skirtinguose méginiuose

Meéginio pavadinimas Sulaikymo trukmé (min)

MP_1 7,988

MP_2 7,989

MP_3 8,003

MP_4 8,001

MP_5 7,960

MP_6 7,977

P 7,963

Vidurkis 7,983

Etaloninio kurkumino tirpalo sulaikymo trukmé 8,01 min, maisto papildy bei prieskonio

sulaikymo trukmiy vidurkis — 7,983 min. Daroma iSvada, kad sulaikymo laikai sutampa. Tiriamyjy

tirpaly UV $viesos absorbcijos spektrai sutapo su etaloninio kurkumino UV spektru.

Kadangi sutampa etalono bei tiriamyjy preparaty sulaikymo trukmes ir UV absorbcijos

spektrai, galima teigti, jog metodas atitinka specifiskumo kriterijy.

3.2.2 Metodikos tiesiSkumas

TiesiSkumas yra metodo geba gauti tyrimo rezultatus, tiesiogiai proporcingus analiiy

koncentracijai tiriamuosiuose méginiuose.

TiesiSkumas buvo vertinamas matuojant skirtingy

koncentracijy kurkumino standarto tirpalus ir sudarant kalibracines kreives. Kurkumino kalibraciniali

grafikai sudaryti 5,56 — 178,00 pg /ml ribose. Gauta tiesiné priklausomybé su koreliacijos koeficientu R

=0,9999. (Zr. 4 lentelg). 6 paveiksle pateikiama kalibraciné kreive.

4 lentele. Etaloninio kurkumino tirpalo tiesiskumo parametrai

8,81-10*x+1,05-10°

Analité Sulaikymo laiko Koreliacijos Kalibracinés TiesiSkumo ribos
vidurkis koeficientas kreivés lygtis (ug /ml)
Kurkuminas 8,01 min 0,9999 Y= 5,56 - 178
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6 pav. Kurkumino kalibraciné kreivé

Tiesiskumo kriterijus atitinka reikalavimus, nes kalibracinés kreivés koreliacijos koeficientas
>0,99.

3.2.3 Metodikos glaudumas (preciziSkumas)

3.2.3.1 Pakartojamumas

Pakartojamumas parodo tyrimo metodikos tikslumg tomis paciomis veikimo sglygomis per
trumpg laiko tarpa, tyrimg vykdant ta paciag dieng, naudojant tg pacia jrangg ir dirbant tam paciam
analitikui. Pakartojamumas jvertinamas pagal santykinj standartinj nuokrypj (SSN) dar vadinama
variacijos koeficientu (angl. RSD). SSN — standartinio nuokrypio ir vidutinio smailés ploto santykis,
kuris yra iSreikStas procentais. Kiekybinio tyrimo metu SSN turéty baiti <5 proc. Tyrimo metu
pakartojamumas buvo vertinamas, skai¢iuojant sulaikymo laikus, vieng po kitos tiriant 5 vienodas

tiriamyjy tirpaly injekcijas. (5 lentelé)

5 lentelé. Metodikos rezultaty pakartojamumas

Junginys Santykinis standartinis nuokrypis
(proc.) sulaikymo trukmei

Kurkuminas 0,07
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Kurkumino santykinis standartinis nuokrypis sulaikymo trukmei nevirsija 5 proc. ribos, todél

rezultaty pakartojamumas atitinka reikalavimus.

3.2.3.2 Tarpinis preciziSkumas

Tarpinis preciziskumas — tai variacijos koeficientas, kuris kiekybiniam metodui turéty buti <10
proc. Siam parametrui jvertinti 2 dienas buvo tirtos vienodos tirpaly injekcijos, po 5 injekcijas kasdien.

Taip pat skai¢iuotos SSN reik§més sulaikymo laikui (6 lentelé).

6 lentelé. Metodikos rezultaty tarpinio preciziSkumo jvertinimas

Junginys Santykinis standartinis nuokrypis
(proc.) sulaikymo trukmei
Kurkuminas 0,10

Kurkumino santykinis standartinis nuokrypis sulaikymo trukmei nevirsija 10 proc. ribos, todél

tarpinis preciziskumas atitinka reikalavimus.

3.2.4 Kurkumino aptikimo ir nustatymo ribos

Aptikimo riba (angl. LoD — limit of detection) yra maziausias méginyje esantis analités kiekis,
kuris gali bati aptinkamas, bet nebitinai nustatomas kiekybiskai. Pagal ICH gaires aptikimo ribos
vertinimo metu signalo ir triukSmo santykis turi buti 3 arba 2:1.

Nustatymo riba (angl. LoQ — limit of quantification) yra maziausias analités kiekis, kuris gali
biiti kiekybiskai nustatomas analizuojamame méginyje. Pagal ICH signalo ir triuk§mo santykis turi biiti
10:1 (7 lentelé).

7 lentelé. Kurkumino aptikimo ir nustatymo ribos

LoD (ng /ml) LoQ (ug /ml)

Kurkuminas 0,023 0,076
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Ivertinus pasirinktus validacijos Kriterijus bei remiantis gautais rezultatais, galima teigti, jog
parinkta ESC metodika yra tinkama ir gali bati taikoma kurkuminoidy kokybiniam ir kiekybiniam
nustatymui. Validuota ESC metodika toliau naudota Siame tyrime kiekybiniam kurkuminoidy

nustatymui maisto papilduose su daziniy ciberzoliy ekstraktu.

3.3 Maisto papildu su daziniu ciberzoliy ekstraktu bei daziniu ciberzoliy milteliy
prieskonio analizés rezultatai

Tyrimo metu ESC metodu buvo siekiama kokybiskai ir kiekybiskai jvertinti jvairius maisto
papildus, sudétyje turin¢ius daziniy ciberzoliy ekstrakto. Kiekybiskai jvertinus sudétj ja palyginti su
gamintojy deklaruojama ant kai kuriy maisto papildy bei su daziniy ciberzoliy Sakniastiebiy milteliy

prieskonio, zmonéms lengvai pasiekiamo maisto prekiy parduotuveése, sudétimi.

3.3.1 Kokybinis maisto papildy su daZiniy ciberZoliy ekstraktu bei daziniuy
ciberZoliy milteliy prieskonio jvertinimas

Eksperimentiniy tyrimy metu tiriamuosiuose méginiuose Kkaip pagrindinis junginys buvo
nustatytas kurkuminas (7 pav.) Junginys identifikuotas pagal sulaikymo laikus bei UV S§viesos
absorbcijos spektry atitikimus lyginant juos standartiniame tirpale ir tiriamuosiuose tirpaluose (5 pav.).
Standartinio kurkumino tirpalo sulaikymo laikas — 8,01 min. Tiriamuosiuose tirpaluose nustatyty
kurkumino sulaikymo laiky vidurkis — 7,983 min. (3 lentel¢). Sulaikymo laikai varijavo nuo 7,960 iki
8,003 min.

2,501

1.5

Al

| |

7 pav. Kurkuminas aptiktas maisto papildo MP_2 tiriamajame méginyje.
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Atsizvelgiant ] literattiroje pateikta chromatografinj profilj ir §viesos spektra be kurkumino taip

pat buvo identifikuotas ir demetoksikurkuminas [55] (8 pav.).
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8 pav. Chromatografiniai kurkuminoidy profiliai: A — Kurkuminas, B —
Demetoksikurkuminas, C — bisdemetoksikurkuminas [55]. (Kairéje); Maisto papilde MP_6
identifikuoti kurkuminoidai: 1 — Kurkuminas, 2 — Demetoksikurkuminas (Desinéje)

Visi $esi tirti maisto papildai bei daziniy ciberzoliy Sakniastiebiy milteliy prieskonis atitiko
kokybinio tyrimo parametrus. Méginiuose identifikuoto kurkumino sulaikymo laikai ir UV $viesos
absorbcijos spektrai atitiko standartinio tirpalo sulaikymo laikg bei UV $viesos absorbcijos spektra.
Visuose tirtuose méginiuose Kaip pagrindinis biologiskai aktyvus junginys buvo nustatytas kurkuminas

bei mazi kiekiai demetoksikurkumino.

3.3.2 Kiekybinis maisto papildy su daZiniy ciberzZoliy ekstraktu jvertinimas

Tyrimo metu buvo tiriami Sesi skirtingy gamintojy maisto papildai su daZiniy ciberZoliy
ekstraktu. Maisto papildy MP_3 bei MP_4 gamintojai ant pakuotés deklaravo kurkumino kiekj. MP_3
— 465 mg tabletéje yra 20 mg ciberzoliy ekstrakto, i§ kurio 2 mg yra kurkumino bei MP_4 — 327,5 mg
kapsuléje yra 250 mg ciberzoliy ekstrakto, i§ kurio 175 mg yra kurkumino. Kity keturiy tirty maisto
papildy MP_1, MP_2, MP_5 ir MP_6 gamintojai nedeklaravo jokio biologiskai aktyviy junginiy Kiekio.

Atlikus chromatografing analizg, maisto papilduose buvo nustatytas kurkuminas.
Tiriamuosiuose tirpaluose kurkuminas apskaiciuotas pagal programinés jrangos sudarytg formule: Y =
8,81-10%x+1,05-10°, kur Y — smailés plotas, x — ieskomos medziagos Kiekis. Gauti rezultatai pateikiami

diagramoje (9 pav.).
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Tiriamieji méginiai
9 pav. Kurkumino kiekis (ug/g) nustatytas tiriamuosiuose maisto papilduose

Didziausias kurkumino kiekis nustatytas maisto papilde MP_4 — 160 423,500 + 0,02 ng/g,
mazesni Kiekiai MP_2 — 17 955,350 + 0,01 ug/g, MP_3 — 4 880,750 + 0,01 nug/g, MP_1 —1541,730 +
0,02 pg/g, MP_6 — 1 266,650 + 0,03. Maziausias kurkumino kiekis nustatytas MP_5 maisto papilde —
7,550 + 0,01 pg/g.

Kiekybinés analizés metu maisto papildy méginiuose taip pat buvo identifikuotas

demetoksikurkuminas. Jo kiekis apskai¢iuotas pagal kurkuming. Duomenys pateikiami diagramoje (10

pav.).
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Tiriamieji méginiai
10 pav. Demetoksikurkumino kiekis (ug/g) nustatytas tiriamuosiuose maisto papilduose

Didziausias demetoksikurkumino kiekis nustatytas MP_2 — 137,008 + 0,01 pg/g, mazesni
kiekiai MP_6 — 118,300 + 0,03 pg/g, MP_1 - 61,575 + 0,02 pg/g, MP_3 — 20,830 + 0,01 pg/g, MP_5 —
14,650 + 0,01 ng/g. Maziausias kiekis identifikuotas maisto papilde MP_4 — 0,400 + 0,02 ng/g.
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2015 m. atliktame tyrime mokslininkai vertino kurkuminoidy kiekj maisto papilduose su
daziniy ciberzoliy ekstraktu savo nauju optimizuotu bei validuotu ESC metodu. Tiriamyjy méginiy
paruoSimui taip pat buvo naudojamas metanolis. Kurkumino kiekis, identifikuotas, maisto papilduose
svyravo nuo 3,77 iki 882,10 mg/g [56]. Miisy atlikto tyrimo metu kurkumino kiekis svyravo nuo 0,007
iki 160,43 mg/g. Mokslininky tyrimo rezultatai masy gautus virSija nuo 5 iki 540 karty, tac¢iau galima
daryti prielaida, jog skiriantis maisto papildy, naudoty abiejuose tyrimuose, gamintojams galéjo skirtis

ir ju kokybé.

3.3.3 Maisto papildy su daZiniy ciberZoliy ekstraktu kokybés jvertinimas

Paprastai daziniy ciberzoliy ekstraktas, naudojamas komerciniais tikslais, yra sudarytas i§ 77
proc. kurkumino, 17 proc. demetoksikurkumino bei 3 proc. bisdemetoksikurkumino.
Chromatografiniame profilyje visy trijy junginiy smailés seka viena paskui kitg (zr. 8 pav.). Vertinant
maisto papildo kokybe svarbu atsizvelgti j tai, ar jame identifikuojami visi trys kurkuminoidai ir tikrai
yra naudojamas daziniy ciberzoliy, 0 ne vien kurkumino, ekstraktas.

Siame tyrime maisto papilduose buvo analizuoti du kurkuminoidai, kuriy kiekiai, esantys
daziniy ciberzoliy ekstrakte, didziausi — kurkuminas ir demetoksikurkuminas. Jy kiekiai, gauti
tirlamuosiuose méginiuose, pateikiami diagramoje (11 pav.). ldentifikuoti junginiy kiekiai buvo
apskaiiuoti procentais, siekiant palyginti kurkumino ir demetoksikurkumino santykj maisto papilde.

Rezultatai pateikiami 8 lenteléje.
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12 pav. Kurkumino ir demetoksikurkumino kiekiai (ug/g) tiriamuosiuose maisto papilduose



33

8 lentelé. Kurkumino ir demetoksikurkumino procentiniai kiekiai maisto papilduose

Maisto Kurkumino procentiné dalis Demetoksikurkumino procentiné dalis
papildas (proc.) (proc.)

MP_1 90,4 3,6

MP_2 93,2 08

MP_3 93,6 0,4

MP_4 93,9 0,1

MP_5 32,1 61,9

MP_6 85,9 8,1

Maisto papilduose MP_2, MP_3 bei MP_4 gauti kurkumino kiekiai virSija 93 proc., o
demetoksikurkuminas nesiekia net 1 proc. Geriausi rezultatai gauti maisto papilde MP_6 — 85,9 proc.
kurkumino ir 8,1 proc. demetoksikurkumino. Galima daryti prielaida, jog ne j visus maisto papildus
dedamas daziniy ciberzoliy ekstraktas, turintis visus tris kurkuminoidus. Tikétina, jog yra naudojamas
vien kurkumino ekstraktas.

2016 m. atvirkstiniy faziy ESC metodu atliktame tyrime mokslininkai sieké nustatyti maisto
papilduose su daziniy ciberzoliy ekstraktu randamy kurkuminoidy grynumag. Kurkumino kiekis svyravo
nuo 61,6 iki 112,5 proc., demetoksikurkumino — nuo 0,1 iki 14,6 proc. [57]. Musy atlikto tyrimo metu
gauti rezultatai: kurkumino identifikuota nuo 32,1 iki 93,9 proc., demetoksikurkumino —nuo 0,1 iki 61,9
proc. Mokslininky rezultatais kurkumino rasta tiek pat arba iki 2 karty daugiau, o demetoksikurkumino
— tiek pat arba iki 4 karty maziau. Abiejuose tyrimuose yra gauta ir panasiy, ir skirtingy rezultaty, tam
jtakg gali daryti tyrimui pasirinkti skirtingy gamintojy maisto papildai, kuriuose naudota zaliava
nesutapo.

Kadangi ant maisto papildy MP_3 ir MP_4 gamintojai deklaravo daziniy ciberzoliy ekstrakto
bei kurkumino, esancio jame, kiekj, buvo siekiama jj palyginti su tyrimo metu gautais rezultatais. Kad
tyrimo metu gautus kiekius palyginti biity lengviau, apskaiciuota, kiek biologiskai aktyvios medziagos
mg yra vienoje tabletéje ar kapsuléje. Rezultatai pateikiami 9 lenteléje.

9 lentelé. Nustatyty kurkumino kiekiy 1 tabletéje ar kapsuléje palyginimas su gamintojy
deklaruojamais kiekiais

Kurkumino kiekis (mg) 1 tab./kaps.

Tyrimo metu gautas kiekis Ant pakuotés deklaruojamas
(mg) kiekis (mg)
MP_3 2,27 mg 2 mg

MP_4 309,10 mg 175 mg
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Maisto papilde MP_3 gautas kurkumino kiekis atitiko gamintojy deklaruojama kiekj. Maisto
papilde MP_4 gautas kurkumino kiekis buvo beveik du kartus didesnis nei deklaruojamas ant pakuotés.
Tokie rezultatai leidzia kelti prielaida, jog MP_4 gamintojai naudojo vien kurkumino ekstrakta.

Palyginus 8 ir 9 lentelése pateiktus rezultatus, galima teigti, jog ne visi maisto papildai atitinka

kokybés reikalavimus bei jy sudétis atitinka gamintojy ant pakuotés deklaruojama sudétj.

3.3.4 Kiekybinis biologiskai aktyviy junginiy jvertinimas dazZiniy ciberZoliy
Sakniastiebiy milteliy prieskonyje

Daziniy ciberzoliy $akniastiebiy milteliai jau nuo seniausiy laiky naudojami kaip pagrindinis
prieskonis Azijos virtuvéje, ypac indiskuose patiekaluose. Taip pat tie patys sakniastiebiy milteliai yra
naudojami ir tradicinéje medicinoje bei ajurvedinéje medicinoje. Dabar Sis prieskonis yra nesunkiai
randamas kone kiekvienoje maisto prekiy parduotuvéje, todél siekiant palyginti kurkuminoidy kiekj
daziniy ciberZoliy maisto papilduose (MP) ir Sakniastiebiy milteliy prieskonyje (P) buvo atlikta jo

kiekybiné analizé. Rezultatai pateikiami 13 paveiksle.
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13 pav. Kurkumino ir demetoksikurkumino kiekiai (ug/g) tiriamuosiuose maisto papilduose ir
prieskonyje

Daziniy ciberzoliy Sakniastiebiy milteliy prieskonyje P buvo nustatyta 11 449,700 + 0,02 pg/g
kurkumino ir 81,015 + 0,01 pg/g demetoksikurkumino. Apzvelgus rezultatus matome, jog prieskonyje
kurkumino yra daugiau nei MP_1, MP_3, MP_5 bei MP_6 maisto papilduose. Tik dviejuose (MP_2,
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MP_4) i$ SeSiy maisto papildy pagrindinio bioaktyvaus junginio kurkumino kiekis yra didesnis nei
prieskonyje (P).

Anot mokslininky, 500 mg koncentruoto 95 proc. daziniy ciberzoliy ekstrakto gali turéti net iki
400 mg kurkuminoidy, kai 500 mg malto ciberzolés prieskonio turés tik 15 mg ty paciy kurkuminoidy
[58]. Tai lemia, jog kurkuminoidai sudaro tik iki 4-5 proc. daziniy ciberzoliy Sakniastiebiy svorio [58].
Terapiné kurkumino dozé yra 400-600 mg triskart dienoje, o tai lygu 60 g Svieziy dazniy ciberzoliy
Sakniastiebiy arba 15 g Sakniastiebiy milteliy [58]. Tyrimy metu nustatyta, jog indai su maistu sunaudoja
80-200 mg kurkumino per diena [58].

Ivertinus 13 paveiksle pateiktus rezultatus bei mokslinio straipsnio duomenis, galima teigti jog
daziniy ciberzoliy Sakniastiebiy prieskonis gali bati veiksminga priemoné kasdieniam profilaktiniam
naudojimui, taciau siekiant greitesniy ir stipresniy rezultaty su mazesniu Kiekiu veikliosios medziagos

gali tekti rinktis maisto papildus su koncentruotu daziniy ciberzoliy ekstraktu.
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4. ISVADOS

Pasirinkta ESC metodika yra tinkama kurkuminoidy, esan¢iy dazinése ciberzolése, kokybiniam ir
kiekybiniam jvertinimui. Metodika validuota atsizvelgiant j specialius Kkriterijus, tokius kaip
specifiSkumas, tiesiSkumas, glaudumas. Apskai¢iuota kurkumino aptikimo riba — 0,023 pg /ml bei
nustatymo riba — 0,076 ug /ml.

ESC metodu atliktas maisto papildy su daziniy ciberzoliy ekstraktu bei daziniy ciberzoliy
Sakniastiebiy milteliy prieskonio kokybinés bei kiekybinés sudéties tyrimas. Tiriamuosiuose
méginiuose identifikuoti ir kieckybiSkai jvertinti biologiskai aktyvis junginiai — kurkuminas bei
demetoksikurkuminas.

Palyginus rezultatus gauta, jog tik dviejuose maisto papilduose (MP_2, MP_4) kurkumino kiekis yra
didesnis negu dazinés ciberzolés prieskonyje (P). Likusiuose keturiuose maisto papilduose (MP_1,
MP_3, MP_5, MP_6) identifikuotas kurkuminoidy kiekis yra maZesnis.

. I§ dviejy maisto papildy su gamintojy deklaruotu kurkumino kiekiu tik vieno kiekis sutapo su tyrimo
metu gautais rezultatais. Maisto papilde MP_3 deklaruojami 2 mg kurkumino vienoje tabletéje, gauta
— 2,3 mg. Maisto papilde MP_4 — 175 mg kurkumino vienoje kapsuléje, gauta — 309 mg. Kadangi
MP_4 nustatytas kiekis yra net beveik du kartus didesnis uz deklaruojama, galima daryti prielaida,

jog gamintojai naudojo ne daziniy ciberzoliy, bet vien kurkumino ekstrakts.
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5. PRAKTINES REKOMENDACIJOS

Remiantis gautais tyrimo rezultatais, galima teigti, jog daziniy ciberzoliy Sakniastiebiy milteliy
prieskonis gali atstoti kai kuriy ne itin kokybisky maisto papildy vartojima. Jis ypac tinka profilaktiniam
kasdieniam vartojimui. Visgi siekiant stipresnio ir greitesnio efekto reikty atsizvelgti j tai, jog maisto
papilduose yra koncentruotas kurkuminoidy ekstraktas, todél su mazesniu Kiekiu galima pasiekti didesnj

efekta nei vartojant prieskon;.
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