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Anotace

This bachelor thesis deals with the development and wvalidation of a method for the
determination of 2 boswellic acids (11-keto-B-boswellic acid and 3-o-acetyl-11-keto-p3-
boswellic acid) in frankincense resin according to the requirements of the European
Pharmacopoeia (version 11.0). The method was subsequently used to evaluate the quality of
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method was used to analyze differently colored parts of the resin and the relationship of the

resin color to the content of selected boswellic acids was evaluated.
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1 Uvod

Lécivé rostliny vzdy meély a stale maji velmi Siroké vyuziti pfi 1é¢bé raznych
onemocnéni. Tradi¢ni bylinnd medicina nema uplatnéni pouze pii samotné 1écbé, ale

i v prevenci a je také pfedmétem vyzkumu a vyvoje novych farmaceutickych piipravki.

Kadidlovnik (boswellie) patfi mezi nejvyznamnéjsi 1é¢ivé stromy tradi¢ni asijské
mediciny a podobné dulezitosti se t€si i v mnoha africkych zemich. Pryskyfice z kadidlovniku
je totiz v téchto oblastech svéta nejen jednou z nejpouzivanéjSich fytoterapeutickou substanci,
ale ma 1 Siroké vyuziti v ritualnich obfadech a nabozenstvi. V diivéjsich dobach byla pro své
vlastnosti a omezenou dostupnost povazovana za jedno z nejvetsich bohatstvi, a dokonce byla
cenéna podobné jako zlato ¢i hedvabi. Ve svém slozeni obsahuje tékavé terpenoidy,
seskviterpenoidy, diterpenoidy, triterpenoidy a boswellové kyseliny a jejich derivaty, z nichz
hlavni a pro tuto bakalafskou praci vyznamné, jsou 2 pentacyklické triterpenické kyseliny
11-keto-B-boswellova kyselina a 3-o-acetyl-11-keto-B-boswellova kyselina. Obsah mnoha
terpenickych latek, vyuzivanych v podobé rostlinnych silic, zarucuje specificitu viin€ i nékteré
terapeutické ucinky pryskyfice. Z hlediska 1écebnych ucinka je vSak rozhodujici predevsim
obsah boswellovych kyselin, protoze vykazuji fadu biologickych a¢inka, napf. antiflogistické,
antiartrotické, antidiabetické, antibakterialni, antioxidacni, protirakovinotvorné a mnoho

dalsich.

Vhodnou metodou pro stanoveni obsahu boswellovych kyselin v pryskyfici
kadidlovniku je vysokoucinna kapalinova chromatografie v kombinaci
se spektrofotometrickou detekci. Tato metoda je bézné vyuzivana pro kontrolu kvality
pryskyfice a je rovnéz vyzadovana v piislu§né monografii Evropského Iékopisu (verze 11.0)
(dale jen Ph. Eur.) pro stanoveni obsahu 11-keto-f-boswellové kyseliny a 3-o-acetyl-11-keto-
B-boswellové kyseliny v pryskyfici indické (Olibanum indicum).

Tato bakalarska prace je zaméfena na zavedeni a validaci analytické metody pro
stanoveni 2 vybranych boswellovych kyselin (11-keto-B-boswellova kyselina a 3-0-acetyl-11-
keto-B-boswellova kyselina) ve vzorcich pryskyftice kadidlovniku pravého (Boswellia sacra)
z Omanu z oblasti Dhofar podle pozadavka Ph. Eur. V dalsi casti prace byla provedena
optimalizace metody s dirazem na podstatné zkraceni doby analyzy a sniZeni nakladu.
Nakonec byla optimalizovana metoda pouzita pro analyzu rizné zbarvenych ¢asti pryskyfice

a byla hodnocena souvislost vlivu barvy pryskyfice na obsah vybranych boswellovych kyselin.



1.1 Kadidlovnik

Olibanum, frankincense ¢i kadidlo — to vSe jsou nazvy pro pryskyfici ziskdvanou ze
stromt kadidlovniku (Boswellia). Kadidlovnik je stfedné velky listnaty opadavy strom
z Celedi brezulovitych (Burseraceae), dorustajici obvykle vysky cca 5 m. Nejvice se mu dafi
na odlehlych a hife pfistupnych mistech. Nékdy se muze rozrastat z jednoho zakladniho
kmene do vice kment a svym vzhledem tak muze pfipominat spise kef. Vétve jsou obklopeny
drobnymi zelenymi lichozpefenymi listy. Z jara se zacinaji objevovat bud’ krémové bilé, nebo
zlutavé péticetné kveéty a po nich nasleduji hnédé tobolky, které v sobé ukryvaji semena

kadidlovniku [1, 2].

Tento strom, jehoz domovskym prostfedim je pfevazné oblast Stfedniho vychodu, Indie
a Afriky, obsahuje ve svém dievu a kife kanalky s vonnymi pryskyficemi. Tato pryskyfice
se ziskava Setrnym odbornym nafiznutim tenké, stale se odlupujici kiry, po kterém zacne
strom ronit mlééné pryskyficné slzy, a ty na vzduchu pomalu ztuhnou a vysusi se [3]. Udava
se, ze strom kadidlovniku, nez se z né¢ho za¢ne nafezavanim ziskavat pryskyfice, by mél byt
minimélné 8 let stary. Rezy musi byt provadény presné a etrné specialnim nozem a uvadéna
délka fezu je 4-8 cm a hloubka fezu se uvadi 1 mm, ale musi se brat také v potaz pramér
kmene stromu [4, 5]. Pfi nadmémém poruseni kiry strom odumfe, a proto se musi Clovek
k porostim kadidlovniku chovat mimotradné odpovédné. O Setrny sbér kadidla se staraji muzi
z horskych kmena a zeny se staraji o vyrobu a prodej raznych kosmetickych a 1é¢ivych
ptipravku (masti, tinktury, oleje a parfémy) ¢i vykufovadel. Sbéraci se obvykle vraceji pro
kadidlo az po 3 mésicich od nafiznuti kiry a sbér je provadén maximalné 2x ro¢né. Jedna se
vSak pouze o doporuCeni odbornikti. Napiiklad Omanci v prubéhu sklizné€ nafezavaji ktru
stromu 3x ve Ctrnactidennich intervalech a az poté provedou samotnou sklizen. Sbér kadidla
vSak provadéji pouze 1x ro¢né — pied obdobim monzunovych destt. Ztuhlé kadidlo sbiraji
ruéné a tfidi jej dle kvality a barvy. PIné vzrostly kadidlovnik bézné vyprodukuje 50-1800 g
kadidla za sezonu v zavislosti na velikosti stromu, intenzit€ a frekvenci sbéru [5]. Obecné
kadidlo obsahuje cca 60-80 % frakce rozpustné v alkoholu, 15-20 % frakce rozpustné ve
vodé, 57 % rostlinnych silic a stejné tak polysacharidové frakce ¢i v omezené mife pristupné

polymerni latky [2, 6].

Silice ziskavané z kadidla jsou hojn€ vyuzivany pii aromaterapii nebo pii vyrobé
parfému jiz n€kolik tisic let. Tyto rostlinné silice maji také antioxidacni, antifungalni
¢i antibakterialni u¢inky [4]. Napftiklad svétle zluta rostlinna silice je vyrabéna parni destilaci
kadidla z Boswellia sacra a jeji hlavni slozkou je oktylacetat (cca 60 %) dale pak 1-oktanol
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(cca 12 %), a-pinen (cca 11 %) atd. Naproti tomu rostlinng silice ziskavana parni destilaci
kadidla z Boswellia serrata je bezbarva a jako hlavni slozku obsahuje a-pinen (cca 45 %), dale
pak a-thujen (cca 12 %), methylchavikol (cca 11 %) atd. Procentualni zastoupeni téchto slozek

je vSak zavislé na kvalité a stafi kadidla [7, 8].

Nejvyznamnéjsi cast Omanu, kde se péstuje kadidlovnik, je jizni provincie Dhofar.
Nejkvalitnéj§i druh kadidla zvané Hojari pochdzi z oblasti hor Jebel Samhan v provincii
Salalah a mésta Hasik. V Omanu nej¢astéji pouzivaji rozdéleni na 4 zakladni druhy kadidla
podle mista jeho vyskytu, ale nékdy jej oznacuji jednoduse jen podle Cisel. Nejkvalitné)si
kadidlo neboli zelené Hojari, 1ze na trhu nalézt pod ndzvem Number One [9]. Kadidlo se dale
muze jesté délit dle jeho barvy, velikosti, tvaru nebo tieba doby sbéru. Oman si velice vazi
svého prirodniho bohatstvi, a proto je vyvoz surového kadidla upraven tamnimi zakony.
Neékteré zdroje uvadéji, ze zeme jako Oman ¢i Jemen vyvezou ro¢né cca 3 000 tun kadidla
do zemé& jako je Iran atp. [4]. Nejvice kadidla je v dnesni dob& vyvazeno ze Somalska
a Etiopie, ale na ukor nadmérného a hlavné nekontrolovaného sbéru, ¢imz dochazi ke
zbyteCnému poskozovani a thynu stromu [1, 2]. Na Obr. 1 je pro blizsi predstavu fotografie

stromu kadidlovniku v jeho pfirozeném prostiedi.

Obr. 1: Strom kadidlovniku v pfirozeném prostredi [10].



Existuje nejméné 25 znamych druhi kadidlovnikt [11]. Kazdy druh kadidlovniku
obsahuje kadidlo, které ma pro dany druh specifickou vini, vzhled i u€inky. To je zptisobeno
prevazné klimatickymi podminkami a kvalitou ptidy. Optimalni pro jejich rust je teplé pocasi
s minimalnimi srazkami. Stromy rostouci v dosahu mofe a také monzunovych destu
se vyznacuji mén¢ kvalitni pryskyfici. Naopak stromy rostouci pomaleji v suché a kamenité

pude se vyznacuji kvalitnéjsi pryskyfici s vy$§im obsahem ucinnych latek [2, 12, 13].

Mezi nejznaméjsi druhy na Arabském poloostrové se tadi Boswellia sacra, v Indii
Boswellia serrata, v Etiopii Boswellia papyrifera a Boswellia rivae, v severni Africe
a Somalsku Boswellia carterii a Boswellia frereana aj. Druhové rozliseni je velmi dulezité pro

zachovani hospodatsky vyznamnych a ohrozenych druhi [2, 6].

Boswellia sacra neboli kadidlovnik pravy je nejvyznamnéjsi druh kadidla v Omanu.
Diky své vynikajici kvalité a trzni hodnotg, ktera se u vysoce kvalitniho kadidla pohybuje az
v fadu stovek dolari za kilogram, se pro obyvatele Dhofaru jedna o podstatny zdroj jejich
obzivy. Velky vyznam pro ekonomiku Omanu ma export kadidla a vyrobkl z n¢j vyrobenych
—napt. podle udaji Svétové banky za rok 2020 cCinil celkovy vyvoz téchto komodit z této zeme
33,479 miliard USD [14]. Boswellia serrata se hojné vyuziva v ayurvédské mediciné
a v Evropé jako soucast riznych kloubnich preparata jak pro lidi, tak i pro zvitata. Boswellia
carterii se svym vzhledem velmi podoba oméanskému Boswellia sacra, a tak byva bohuzel
velmi Casto nabizena pravé jako omanské kadidlo, které ma vyrazn€ vyssi cenu a hlavné

kvalitu [1, 4].

V diivéjsich dobach bylo kadidlo pouzivano pfi riznych nabozenskych ritualech, jelikoz
se traduje, Ze jeho vonavy bily kouf s tony citrusu uklidiiuje bohy. Napiiklad starovéke
zaznamy uvade€ji, ze za jeden rok se v babylonském chramu spalilo 2,5 tuny kadidla.

V soucasné dob¢ ma nejvétsi spotrebu kadidla katolicka cirkev pfi obradech [1, 15].

V dnes$ni dobé musi bohuzel néekteré druhy kadidlovnika Celit riznym negativnim
vlivim, které souvisi s lidskou Cinnosti. Jedna se napiiklad o nadmémé kaceni stromdu,
vystavbu riznych budov nebo zafeni z telefonnich vézi [2]. Mezi dalsi faktory, které negativné
ovliviyji rast kadidlovniki, se fadi nadméma pastva dobytka nebo meénici se klimatické
podminky, jako je neustale se zvySujici teplota a rapidni ubyvani srazek. V ramci snahy
o zachranu takto ohrozenych druhti kadidlovnikl vznikl zachranny program s cilem mapovani

stavajiciho stavu a jeho naslednému monitoringu. Na zakladé ziskanych dat byla pro tyto



kadidlovniky zfizena rezervace nesouci nazev Wadi Dowkah Frankincense Park, kterd se

nachazi cca 40 km severné od Salalahu a svou rozlohou zaujima cca 5 km?[2, 16].

Hedvabna ¢i Stiibrna stezka jsou znamé po celém svéte, ale Kadidlova stezka vedouci
z Asie do Evropy jiz tak znama neni. Pfitom se jedna o jednu z nejstarSich a nejdilezitéjSich
obchodnich cest historie. Vaky naplnéné kadidlem byly pifepravovany za pomoci osli
a velbloudd do namotnich pfistavi, odkud zbozi sméfovalo do dalSich zemi svéta. Tento
obchod s kadidlem ale také podléhal clu, které bylo dirazné vymahano. Nékteré cesty karavan,
Citajicich stovky zvirat, vedly z Omanu nebo Jemenu pies Rub al-Chali — v ptekladu ,,Pusta
koncina®“ — nejvétsi souvislou poust’ svéta [17]. Tato cesta byla velice narocna a hlavné
nebezpecna, a proto v okoli nejfrekventovanéjsich cest vznikla mista zvana Karavanserai [18].
Jedna se o orientalni starovéké zajezdni hostince, které poskytovaly karavanam ochranu pred
lupic¢i, moznost obcCerstveni ¢i pirenocovani. Bezpochyby nejznaméjsi Karavanserai je Ubar
u vesnice Shisr, kde mély karavany posledni moznost zastavit a doplnit zasoby pred vstupem
do pousté Rub al-Chali. Dle legend byl Ubar prosluly bohatstvim natolik, ze byly jeho ulice
dlazdény zlatem a vSude byla citit viné kadidla, ale pozdé&ji byl pry Ubar znicen Bohem kviili
jeho pySnym obyvatelim. V dne$ni dob€ z vétSiny Karavanserai zbyly jiz jen trosky
a rozvaliny. Nékde v blizkosti této stezky mél také tidajné stat bajny palac kralovny ze Saby,
ktery byl postaven v luxusnim orientalnim stylu. V roce 2000 byly pamatky Kadidlové stezky
zapsany do seznamu svétového dédictvi UNESCO [8, 19].

Zhruba pred dvéma tisici lety mélo kadidlo stejnou cenu jako zlato ¢i hedvabi, a proto
také bylo nalezeno v hrobkach egyptskych faraont. Také je tieba zminit znamy biblicky
ptibéh o JeziSovi a Trech kralich (Mudrci z Vychodu). Pravé Tii kralové (KaSpar, Melichar
a Baltazar) se pfisli poklonit Jezi§i nedlouho po jeho narozeni a uctili ho tfemi vzacnymi
dary: zlatem, myrhou a kadidlem. Tyto tfi vzacné dary predstavuji JeziSovo poslani a udél.

Zlato pro krale, myrha pro mrtvé a kadidlo pro bohy.

1.2 Boswellové kyseliny a jejich vyuziti

Boswellové kyseliny jsou slouceniny lipofilni povahy nerozpustné ve vodé. Jedna
se o biologicky aktivni pentacyklické triterpenové kyseliny. Z chemického hlediska se déli
na B-boswellové kyseliny (ursanovy typ) a a-boswellové kyseliny (oleanovy typ), které se
od sebe lisi pozici methylové skupiny na 19. a 20. uhliku [11]. Boswellové kyseliny obsahuji

6 dualezitych, blizce piibuznych izomerd, které je obtizné od sebe oddélit. Jsou to 3-o-acetyl-
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11-keto-B-boswellova kyselina (AKBA), 11-keto-B-boswellova kyselina (KBA), acetylované
a a B boswellové kyseliny (ABA) a a. a B boswellové kyseliny (BA). Na Obr. 2 jsou pro blizsi

predstavu uvedeny strukturni vzorce téchto boswellovych kyselin [11].

Obr. 2: Strukturni vzorce 6 nejdalezitéjSich boswellovych kyselin — pifevzato z [20]
a upraveno. Zleva a-boswellova kyselina, 3-o-acetyl-a-boswellova kyselina, 3-o-acetyl-11-
keto-B-boswellova kyselina, B-boswellova kyselina, 3-o-acetyl-B-boswellova kyselina,

11-keto-B-boswellova kyselina.

Neustale se zvysujici mira rezistence vuci antibiotikim nebo vysoka cena mnoha 1ék,
zejména v malo rozvinutych zemich, vede v téchto oblastech k daleko vétSimu vyuziti tradi¢ni
mediciny. Obecné jsou zde piirodni produkty povazovany za bezpeCnéj§i nez synteticka
1é¢iva, a tak neni divu, zZe roste z4jem o dalsi rozvoj pouzivani latek, jako je napfiklad kadidlo.
Kadidlo vyuzitelné pro ucely 1écby ¢i prevence produkuji predevS§im Ctyfi hlavni druhy
kadidlovnik, kterymi jsou Boswellia sacra, Boswellia serrata, Boswellia frereana
a Boswellia carterii. Obsah boswellovych kyselin v pryskyfici kadidlovniku je vSak zavisly
na nekolika faktorech, kterymi jsou oblast vyskytu stromu, stafi stromu, metoda sbéru

pryskyfice, rocni obdobi a skladovaci podminky [21].

Pri 1é¢be chronickych onemocnéni je pouzivana Siroka paleta rostlinnych pfipravka
z kadidla, jelikoz tyto pfipravky maji minimalni vedlejsi ucinky. Na trhu je 1ze ziskat napft. ve

formé masti, oleje, tinktury, tablety, kapsle nebo bez upravy jako surovou pryskyfici [4].



Lékati tradi¢ni indické mediciny v dfivéjSich dobach hojné vyuzivali kadidlo pfi [é¢be
astmatu, artritidy, zaludecnich viedd nebo koznich onemocnéni. V dnesni dobé jiz nekolik
studii potvrdilo, ze pryskyfice zkadidlovniku ma antiflogistické, antimikrobialni,

antidiabetické, antikoagula¢ni a imunomodulacéni ucinky [4, 8].

Tradicni Cinska medicina vyuziva pozitivnich G¢inkd kadidla na podporu krevniho
obéhu, ke zmirnéni bolesti a k uvolnéni svalti. Nékteré studie uvadeji pozitivni ucinky kadidla
také proti jaternim, zalude¢nim, neurologickym a koznim porucham ¢i astmatu [8, 22]. Nelze
opomenout ani nékteré klinické studie na zakladé kterych byly prokédzany pozitivni u€inky
také proti karcinomiim, gliomiim, nadoriim mocového méchyie a mozku [11, 23]. Dokonce
jedine¢né vlastnosti, jako je velky povrch a flexibilni fyzikalné-chemické vlastnosti.
Navazanim AKBA na povrch nanocastic zlata ¢i stfibra byly pozorovany antiflogistické
¢i analgetické ucinky [4]. Na Obr.3 jsou prehlednéji znazornény pozitivni ucinky

boswellovych kyselin podle nejnovéj$ich studii.
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Obr. 3: Pozitivni G¢inky boswellovych kyselin proti riznym chronickym onemocnénim —

pfevzato z [24] a upraveno.

Pri 1écbe zanétlivych onemocnéni pomoci boswellovych kyselin se vyuziva alosterické
neredoxni inhibice S-lipoxygenazy (5-LOX) — prozanétlivy enzym. Pomoci proteinu

aktivujiciho enzym 5-LOX, ktery vaze substrat na jaderné membrané, je iniciovana biosyntéza



leukotrientl z kyseliny arachidonové. Pravé leukotrieny maji nejvétsi vyznam pii raznych

zanétech a alergiich. Nejlepsi vysledky inhibice 5-LOX vykazoval inhibitor AKBA [6, 25].

Uginky kadidla Boswellia serrata byly také jiz hodnoceny u pacientd trpicich ulcerozni
kolitidou — zanétem tlustého stfeva. Pripravek vyrobeny z tohoto kadidla (300 mg tfikrat
denné po dobu 6 tydnt) byl podavan 20 pacientim a dal$im 10 pacientim byl pro kontrolu
podavan sulfasalazin — pfipravek s protizanétlivymi ucinky — (1 g tfikrat denné¢ po dobu
6 tydnd). Z 20 pacienti 1éCenych kadidlem Boswellia serrata vykazovalo zlepSeni
18 pacientt. V kontrolni skupiné 6 z 10 pacienti melo srovnatelné vysledky se stejnymi
parametry. Tento pilotni vyzkum ukézal, ze ptipravek z kadidla Boswellia serrata by mohl byt
ucinny pii 1é¢bé ulcerdzni kolitidy, a to s minimem vedlejSich G¢ink, ale pro vétsi prukaznost

je zapottebi jesté dalsiho vyzkumu se Sir§Sim okruhem pacientt [21, 26].

1.3 Metody stanoveni boswellovych kyselin

Pro stanoveni boswellovych kyselin jsou v dne$ni dobé nejvice pouzivany metody
separaCni. Nejvétsi uplatnéni z Siroké oblasti separa¢nich metod pro tyto ucely vSak témért
vyhradné nachazeji metody chromatografické, coz jsou fyzikalné-chemické metody
vyuzivajici rozdilné distribuce délenych latek mezi rizné nemisitelné faze. Jedna se naptiklad
o tenkovrstvou chromatografii (TLC), plynovou chromatografii (GC) nebo vysokou¢innou
kapalinovou chromatografii (HPLC). Metody TLC jsou vyuzivany zejména pro rychlou
orientacni kvalitativni analyzu, metody GC a HPLC zase témét vyhradné pro kvantitativni
analyzu. Pfi izolaci boswellovych kyselin z pryskyfice kadidlovniku se vyuziva alkalicko-

acidického zpracovani alkoholového extraktu, coz ma za tkol poskytnout boswellové kyseliny

vvvvv

Pro provedeni uspésné chromatografické separace je vzdy nezbytné mj. zvolit vhodnou
stacionarni fazi (SF) a soucasné 1 vhodnou mobilni fazi (MF). Spravné zvolena kombinace
SF a MF je totiz naprosto zasadni pro co nejlepsi rozdéleni separovanych latek a zaroveri i pro
co nejlepsi tvar chromatografickych pika, které maji byt izké a symetrické. Pro dosazeni
vhodnych chromatografickych podminek je pfi vyvoji nové metody provadéna optimalizace
chromatografické separace. Jedna se o série méfeni provedenych za ruznych nastaveni
parametrd, které ovliviiuji separaci za ucelem dosazeni pozadovaného cile — zvySeni rozliSeni,
zvySeni symetrie pikt, zvySeni retencniho faktoru, snizeni doby analyzy, snizeni meze

kvantifikace aj. Optimalizovanymi parametry, kterymi maji byt tyto cile dosazeny, mohou



byt: typ SF, velikost castic SF, rozméry kolony, slozeni MF, objem nastiiku vzorku, rychlost
toku MF, ... [28].

Metody TLC umoziuji diky své financni i1 instrumentalni nenaroCnosti provadeét
zakladni kvalitativni analyzu, napf. rozlieni jednotlivych druht kadidlovniku. V pfipadé
prace [29] byla jako elu¢ni Cinidlo pouzita smés rozpoustédel pentan a diethylether (2:1) s 1%
kyselinou octovou. Chromatogramy byly analyzovany za pouziti UV zafeni o vinové délce
254 nm a s pomoci vizualizacniho Cinidla, kterym byl anisaldehyd. Ve vysledku byl jako

specificky biomarker Boswellia sacra shledan B-karyofylenoxid.

Hlavnim cilem préace [30] byla izolace a identifikace boswellovych kyselin. Pomoci
TLC byl uspésné zkouman vybér vhodného rozpoustédla a proces extrakce boswellovych
kyselin z pryskyfice kadidlovniku. Byla provedena extrakce pomoci 10 rozpoustédel
a s prihlédnutim i na ekonomické hledisko, byl jako nejvhodnéjsi rozpoustédlo vybran

ethanol. Jako nejvhodnéjsi proces extrakce byla vybrana macerace.

V préci [31] bylo provedeno porovnani metod HPTLC a HPLC pii stanoveni KBA
a AKBA ze vzorku Boswellia serrata. Pro stanoveni obou analytd byl vyvinut pifimy test
HPTLC za pouziti UV zafeni o vinové délce 254 nm. Stanovené mnozstvi KBA a AKBA ve
vzorku z Boswellia serrata bylo cca 3,3 % a 4,6 % pomoci HPTLC a 3,03 % a 3,87 % pomoci
HPLC pfi téméf shodné vinové délce 250 nm. Byl tedy zji§tén minimalni rozdil v kvantifikaci

KBA a AKBA témito vyS§e zminénymi metodami.

Vzhledem k mnoha nejistotam ohledné€ botanické identifikace a slozitosti smési
triterpenickych kyselin obsazenych v pryskyfici kadidlovniku jsou v poslednich letech
vyvijeny stale nové metody. V praci [32] byla predstavena metoda vysokoucinné kapalinové
chromatografie se spektrofotometrickou detekci vyuzivajici diodového pole (HPLC-PDA) za
ucelem odhaleni rozdild ve slozeni triterpenovych kyselin a zajistit tak prikazné geografické
rozliSeni riznych druhti kadidlovnikd. Tato metoda vyuzivala kapalinovy chromatograf
(Waters Alliance 2690), chromatografickou kolonu (Phenomenex Synergi MAX-RP 80;
150 x 4,6 mm; 4 mm), pritok MF 1 ml/min a spektrofotometricky detektor pracujici pfi

vinové délce 210 nm. Doba analyzy cinila cca 40 min.

V praci [33], ktera se tykala nejen druhového rozliSeni kadidlovnikd, ale i hodnoceni
ucinnosti jejich pryskyfic proti rakovinnym buikdm prsu, byla pfedstavena metoda
vysokoucinné kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci (HPLC-MS/MS).
Bylo analyzovano 41 riznych vzorkd od 9 riznych druht kadidlovnikt. Naptiklad Boswellia
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sacra vykazoval primérny obsah AKBA v kadidle 31,3 ug/mg a Boswellia serrata pouze
11,8 pg/mg. Co se tyCe ucinnosti boswellovych kyselin proti rakovinnym buiikam, byla
prokazana zvySujici se cytotoxicka aktivita proti bunkam rakoviny prsu se zvySujici
se koncentraci boswellovych kyselin. Analyza HPLC-MS/MS byla provedena na kapalinovém
chromatografu (Agilent 1260 Infinity) ve spojeni s trojitym kvadrupdlovym hmotnostnim
spektrometrem (Applied Biosystems API 2000) pomoci ionizace elektrosprejem (ESI)
v negativnim rezimu. Byla pouzita chromatograficka kolona pracujici systémem obracenych

fazi (Dr. Maisch ReproSil-Pur Basic-C18 HD; 125 x 3 mm; 3 pum) pfi pratoku MF 0,6 ml/min.

Rozdil v obsahu boswellovych kyselin mezi Boswellia sacra a Boswellia serrata byl
zkouman v praci [34]. Kvalifikace a kvantifikace ve vzorcich z Boswellia sacra ziskanych
z Etiopie a z Boswellia serrata ziskanych z Indie byla provedena pomoci HPLC-DAD-ESI-
MS/MS. Analyza byla provedena na kapalinovém chromatografu (Agilent 1200 Infinity)
vybaveném kolonou s reverzni fazi (Phenomenex Luna C18; 150 mm x 3,0 mm; 3 pm) pfi
prutoku MF 0,2 ml/min. Hmotnostni detekce byla provedena pomoci iontové pasti
(Agilent 6330 Series) vybavené elektrosprejem (ESI) pracujicim v negativnim rezimu.
Zjistény obsah KBA ve vzorku Boswellia sacra byl 21,26 = 0,76 g/kg a ve vzorku Boswellia
serrata byl 19,03 £ 1,41 g/kg suchého vzorku pryskyfice. Zji§tény obsah AKBA ve vzorku
Boswellia sacra byl 42,41 + 2,79 g/kg a ve vzorku Boswellia serrata byl 4,04 + 0,49 g/kg
suchého vzorku pryskyfice. Celkovy obsah hlavnich boswellovych kyselin byl vyS§si

u Boswellia sacra nez u Boswellia serrata.

Cilem prace [35] bylo vyvinout rychlou isokratickou HPLC metodu pro identifikaci
KBA a AKBA ve vyrobcich vyskytujicich se na trhu. Analyza byla provedena pomoci HPLC
systému Shimadzu se spektrofotometrickym detektorem (SPD-10A/10A1)
a chromatografickou kolonou (Nouryon Kromasil 100 C18; 250 mm x 4,6 mm; 5 um).
Retencni ¢as pro KBA byl 4,30 min a pro AKBA 7,11 min. Vyvinutd metoda poskytovala
linearni kalibra¢ni kfivky v rozmezi 11,66-58,30 pg/ml pro KBA a 6,50-32,50 ug/ml pro
AKBA.

Stanoveni KBA a AKBA bylo jiz provadéno nejen v pryskyficich kadidlovnika
a vyrobkl z nich vyrobenych, alei v séru lidské plazmy. Pii 1é¢bé€ peritumoralniho edému bylo
totiz zjisténo, Ze vytazky z kadidla Boswellia serrata ptedstavuji silny doplitkovy bylinny 1ék
[36]. V ramci tohoto vyzkumu byla Uspé$né vyvinuta vysoce citliva HPLC-MS metoda
umoznujici spolehlivou kvantifikaci obou téchto analyti. Analyza byla provedena na

chromatografu Agilent 1200 Infinity za pouziti kolony (Thermo Hypersil BDS RP C18;
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100 mm x 4 mm, 3 um). Celkova doba analyzy Cinila 35 min pfi pritoku MF 0,4 ml/min.
Hmotnostni detekce byla provedena na trojitém kvadrupolu Agilent 6410 vybaveném
elektrosprejem (ESI) pracujicim v negativnim rezimu. Metoda byla uspé$né zvalidovana

v koncentra¢nim rozsahu od 5,0 ng/ml do 3000 ng/ml.

Metoda GC je metoda vhodna zejména pro stanoveni tékavych latek. Podminkou pouziti
této metody je, aby stanovované latky byly zplynitelné a termostabilni az do teploty
cca 400 °C. V praci [37] byla zkoumana podobnost rostlinnych silic vyrobenych z Boswellia
dalzielii vyskytujici se v Burking Faso a Nigérii. Bylo zjisténo, ze rostlinné silice z Burkiny
Faso jsou velmi podobné tém z Nigérie v dominanci a-pinenu, avSak v rostlinnych silicich
z Nigérie je navic zastoupeno vyznamné mnozstvi seskviterpenti. Analyza byla provedena
pomoci GC-MS, kde byl vyuzit chromatograf (Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra) s kapilarni
kolonou (Phenomenex ZB-5ms) a pomoci GC-FID, kde byl vyuzit chromatograf (Shimadzu

GC 2010) s plamenovym ionizanim detektorem a kapilarni kolona (Phenomenex ZB-5).

Cilem prace [38] byla kvalifikace charakteristickych slozek kadidla v komercné
prodavaném vzorku a nasledné potvrzeni pfitomnosti téchto slozek v archeologickém vzorku
kadidla. Analyza byla provedena pomoci GC-MS, kde byl pouzit chromatograf (Varian Saturn
3900) s kapilarni kolonou (Varian CP-Sil 8 CB; 30 m x 0,25 mm; 0,25 um) a hmotnostni
spektrometr (Varian 2100 T). Zavérem byly uspé$né identifikovany chemické markery
kadidla z komer¢niho vzorku, které byly detekovany také v archeologickém vzorku, kde byly

mimo jiné pfitomny i produkty degradace téchto markerd.

Predmétem dosavadniho vyzkumu bylo i1 hledani podminek selektivni extrakce
a nasledné identifikace predevsim diterpenu a triterpenoidt z kadidla Boswellia papyrifera
[39]. Extrakce byla provedena extrakcnimi postupy jako jsou Soxhletova extrakce pomoci
hexanu a superkriticka extrakce pomoci CO». VétSich vytézka extrakce (~ 25 %) bylo
dosazeno vlivem delsi doby extrakce a pusobenim vys$siho tlaku. Nasledna analyza pomoci
GC-MS byla provedena na chromatografu (Thermo Trace 1300) s hmotnostni detekci
jednoduchym kvadrupdlem (Thermo ISQ 7000) s chromatografickou kolonou (Agilent DB-
SMS; 30m x 0,25 mm; 0,25 um). Pomoci této metody bylo uspeésné identifikovano
21 slouCenin (rostlinné silice, alkoholy, diterpeny, triterpenoidy aj.) s relativni plochou
piku > 1 %. Nejvyssich hodnot relativni plochy piku bylo dosazeno v piipadé incensolu
(36 %) ¢i acetatu incensolu (17-20 %).
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2 Cil prace

Cil prace definovany v zadavacim protokolu bakalarské prace se sestava z téchto nize

uvedenych dil¢ich cilt prace:

1)

2)

3)

4)

5)

Vypracovat literarni reSersi na dané téma.
Vypracovat analytickou metodu na stanoveni vybranych boswellovych kyselin
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie se spektrofotometrickou detekci

veetné provedeni zékladni optimalizace této analytické metody.

Provést validaci analytické metody pro pouziti na analyzu modelovych vzorka

neobsahujicich pfirodni matrici.

Provést validaci analytické metody pro pouziti na analyzu realnych vzorku

obsahujicich vybranou pfirodni matrici (pryskyfice, tinktura apod.).

Stanoveni vybranych boswellovych kyselin ve vizualné rozdilnych castech

pryskyftice kadidlovniku pravého pro ticely hodnoceni jeji kvality.
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3 Material a metody

3.1 Chemikalie

e Standardy analyta:

e

11-keto-B-boswellova kyselina (KBA)

(M =470,68 g/mol, Cistota > 95 %, CAS: 17019-92-0, Sigma Aldrich)
3-o0-acetyl-11-keto-B-boswellova kyselina (AKBA)

(M =512,72 g/mol, Cistota > 94 %, CAS: 67416-61-9, Sigma Aldrich)
Tinktura

(KADIDLO EXTRAKT, dopln¢k stravy, 1. Aromaterapeuticka KH a.s.)
Kadidlo

(OMANSKE KADIDLO HOJARI, dopln&k stravy & pryskyfice pro meditace

a vykufovani 1. Aromaterapeutickd KH a.s.)

e Rozpoustédla:

Y V VYV V

Acetonitril (Gradient Grade VWR)
Methanol (Gradient Grade VWR)
Kyselina orthofosfore¢na (Cistota 85 %, Merck)

Deionizovana voda vyrobena pristrojem Water purification systém Smart2Pure
(Thermo Scientific)

3.2 Pristroje a spotirebni material

e Kapalinovy chromatograf (Dionex UltiMate 3000, Thermo Scientific)

e Chromatografické kolony (Phenomenex LUNA C18; 250 x 4,6 mm; 5 pm a Thermo
ACCLAIM RSLC 120 C18; 100 x 3,0 mm; 2,2 um)

e Analytické vahy (MS105DU, METTLER TOLEDO)

e Centrifuga (3—30 k, Sigma Aldrich)

e Sada automatickych pipet v rozsahu 10-100 pl, 100—1000 pl a 1-10 ml (Research Plus
Eppendorf)

e Sada mikrostiika¢ek Hamilton

e Vyrobnik deionizované vody (Smart2Pure, Thermo Scientific)

e Ultrazvukova lazen (USC600THD, VWR)

e Odmérné sklo, tfida presnosti A (Fisherbrand)
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e Tieci misky s tlouckem

e Kopist

e Spicky pro pipety, parafilm, chromatografické krimpovaci vialky, krimpovaci vicka,
centrifugacni zkumavky a eppendorfky

e Ovladani systému HPLC-UV/VIS a vyhodnoceni naméfenych dat bylo provedeno
pomoci programu Chromeleon (verze 7.2.8, Thermo Scientific)

e Validace linearity kalibracnich kiivek byla provedena pomoci programu Effivalidation

(verze 4.0.124.0, EffiChem)

3.3 Priprava roztoku
3.3.1 Priprava mobilnich fazi

Mobilnimi fazemi, které byly zvoleny na zakladé pozadavki Ph. Eur., byly mobilni faze
A o slozeni 0,1% kyselina orthofosforecna v deionizované vodé (MF-A) a mobilni faze B

o slozeni 0,1% kyselina orthofosfore¢na v acetonitrilu (MF-B).

ME-A byla pfipravovana dle potfeby vétSinou do 250ml sklenéné odmérné bariky urcené
pouze pro piipravu mobilnich fazi. Do 250ml sklenéné odmérmné bariky bylo nalito mensi
mnozstvi deionizované vody a bylo pfidano 250 ul 85% kyseliny orthofosforecné. Nasledné
byla odmérna bainka doplnéna deionizovanou vodou po rysku. Takto pfipravena
ME-A byla prelita do suché zasobni lahve urcené pro skladovani mobilnich fazi. MF-A musela

byt pfipravovana vzdy Cerstva.

ME-B byla pfipravovana dle potfeby vétSinou do 1 000ml sklenéné odmérné barky
uréené pouze pro piipravu mobilnich fazi. Do 1 000ml sklenéné odmérné bariky bylo nalito
mens$i mnozstvi acetonitrilu a byl pfidan 1 ml 85% kyseliny orthofosfore¢né. Nasledné byla
odmeérna baika doplnéna acetonitrilem po rysku. Takto pfipravena MF-B byla prelita do suché

zasobni lahve urcené pro skladovani mobilnich fazi.

Smésny roztok MF, pouzivany pro ucely fedéni roztokt standardd i vzorkd, byl
ptipravovan dle potieby vétsinou do 100ml sklenéné odmérné baiky. Do 100ml sklenéné
odmeérné banky bylo odpipetovano 16 ml MF-A a odmérna barika byla nasledné doplnéna MF-
B po rysku.
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3.3.2 Priprava roztoku standardu a pracovnich roztoku

Zasobni roztok KBA (ZRkga) o koncentraci 50,4 mg/1 byl pfipraven navazenim 2,52 mg
standardu do 50ml odmeérné bariky a rozpusténim v methanolu. Takto pfipraveny roztok byl

rozdélen do 4 zasobnich lahvicek a uchovavan v chladnicce.

Zasobni roztok AKBA (ZRaksa) o koncentraci 50,4 mg/l byl pfipraven navazenim
2,52 mg standardu do 50ml odmeérné bariky a rozpusténim v methanolu. Takto pfipraveny

roztok byl rozdélen do 4 zasobnich lahvi¢ek a uchovavan v chladnicce.

Porovnavaci roztok standardi (PRst) o koncentraci kazdého analytu 5 mg/l byl
pfipraven odpipetovanim 992 pl ZRkga a 992 pl ZRaksa do 10ml odmérné baiiky, ktera byla
doplnéna roztokem MF po rysku. Takto pfipraveny roztok byl ponechan v odmémé barice

a uchovavan v chladnicce.

Smeésny roztok standardi (SRst) o koncentraci 25 mg/l byl pfipraven odpipetovanim
4,96 ml ZRkga a 4,96 ml ZRaka do 10ml odmérmé barky, ktera byla nasledné doplnéna
methanolem po rysku. Takto pfipraveny roztok byl ponechan v odmérné barice a uchovavan

v chladnicce.

Smeésny 10x zfedény roztok standardi (SRstiox) 0 koncentraci 2,5 mg/l byl pfipraven
odpipetovanim 0,5 ml PRst do Sml odmérné bariky, ktera byla nasledné doplnéna methanolem

po rysku. Takto pfipraveny roztok byl ponechan v odmérmé barce a uchovavan v chladnicce.

3.3.3 Piiprava vzorku

Zasobni roztok pryskytice (ZRp) byl pfipraven navazenim 1,0020 g reprezentativniho
vzorku pryskyfice do 100ml odmérné bariky a jako rozpoustédlo byl pfidan methanol. Pied
navazovanim je vhodné umistit vzorek pryskyftice na pfiblizné 30 min do mraznicky a poté jej
rozbit kladivkem na mensi casti. Odmérna banka byla vlozena do ultrazvukové lazné na
60 min. Poté byla doplnéna methanolem po rysku a dukladné promichana. Nasledné byl obsah
z odmérné barky rozdélen do nékolika eppendorfek a byl odstredén po dobu 5 min pfi relativni
odstredivé sile 20 000 RCF. Supernatant byl pfeveden do ne€kolika zasobnich lahvicek, které

byly uchovéavany v chladnicce.

Zasobni roztok pryskyfice 10x zfedény (ZRp-10x) byl pfipraven odpipetovanim 1 ml ZRp

do 10ml odmérné bariky, ktera byla doplnéna methanolem po rysku a diikladné promichana.
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Pracovni roztok tinktury 100x zi. (PRr100x) byl pfipraven odpipetovanim 100 pl tinktury

do 10ml odmérné bariky, ktera byla doplnéna methanolem po rysku a diikladné promichana.

Pracovni roztok tinktury 1 000x zfedény (PRt1000x) byl pfipraven odpipetovanim 1 ml
PR1100x do 10ml odmérmé banky, ktera byla doplnéna methanolem po rysku a diukladné

promichéna.

3.3.4 Priprava roztoku pro validaci Iékopisné metody

Pro validaci 1ékopisné metody byla pfipravena sada roztoka vzorku pryskyfice a tinktury
dle Tab. 1 a kazda vialka byla délana v 7 opakovanich. Déle byl odpipetovan 1 ml PRsr do
vialky a jako slepy pokus byl odlit 1 ml roztoku MF do vialky.

Tab. 1: Priprava sady roztokd vzorku pryskyfice a tinktury véetné piipravy jejich

obohacenych vzorku ptidavkem standardnich latek (spike).

i ] ZRp PRT100x ZRkBa  ZRaksA MF

Nazev vialky
(] (] (] [pad] [d]
Pryskyfice 10x 100 - - - 900
Pryskyfice 10x + spike 5 mg/l 100 - 99,2 99,2 702
Tinktura 1 000x — 100 — — 900
Tinktura 1 000x + spike 5 mg/l - 100 99,2 99,2 702

3.3.5 Priprava roztoku pro validaci nové metody

Pro validaci nové metody byla nejprve pfipravena orientacni fada roztoku standardu
(Tab. 2), poté testovaci fada standardt (Tab. 3) a nakonec kalibra¢ni fada standardu (Tab. 4).

Dale byly pfipraveny roztoky vzorka pryskyfice a tinktury (Tab. 5).

Tab. 2: Priprava orientacni fady standardu.

Ni PRst 1.vial. 2.vial. 3.vial. 4.vial. S.vial. 6.vial. MF Konc.
e [p] (] [p] (] (] [p] (] [pl]  [ng/]
1. vialka | 100 - - - - - - 900 500
2. vialka - 100 - - - - - 900 50
3. vialka - - 100 - - - - 900 5
4. vialka - - - 100 - - - 900 0,5
5. vialka - - - - 100 - - 900 0,05
6. vialka - - - - - 100 - 900 0,005
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Tab. 3: Priprava testovaci fady standardu.

Koncentrace SRst MF
[mg/] (] [pd]
25 1000 -

10 400 600

5 200 800
2.5 100 900
1 40 960
0,5 20 980
0,25 10 990
0,1 4 996
0,05 2 998
0,025 1 999

Sada kalibrac¢nich roztoka byla pfipravena dle Tab. 4 pfimo do chromatografickych
vialek. Nejprve bylo napipetovano piislusné mnozstvi smési MF, a poté piislusné mnozstvi

SRsr.

Tab. 4: Kalibra¢ni fada standardu

Koncentrace

Nazev vialky

[mg/]

SRsT
[ul]

MF
1]

la
1b
lc

0,100

996

2.a
2b
2.c

0,250

10

990

3a
3b
3.c

0,500

20

980

4.a
4b
4.c

1,000

40

960

5a
5b
5.¢

2,500

100

900

6.a
6.b
6.c

5,000

200

800

7.a
7b
7.c

10,000

400

600

8.a
8Db
8.c

25,000

1000
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Roztoky vzorki a obohacenych vzorkl pro ucely ovéfeni spravnosti a piesnosti metody

jsou uvedeny v nasledujici Tab. 5, pfi¢emz kazda vialka byla pfipravena ve 3 opakovanich.

Tab. 5: Priprava roztokt vzorkt pryskyfice a tinktury — ovéfeni piesnosti a spravnosti.

Nazev vialky ZRr ZRp-10x PRr100x PRT1000x  SRst MF

[ad] [ad] [pad] [pad] [pad] [ad]

Pryskyfice 10x 100 - - - - 900
Pryskyfice 10x + spike 5 mg/l 100 - - - 200 700
Pryskyfice 100x - 100 - - - 900
Pryskyfice 100x + spike 5 mg/l - 100 - - 200 700
Tinktura 1 000x — - 100 - - 900
Tinktura 1 000x + spike 5 mg/l - - 100 - 200 700
Tinktura 10 000x — - - 100 - 900
Tinktura 10 000x + spike 5 mg/l - - - 100 200 700

3.3.6 Piiprava roztokiu pro hodnoceni vlivu barvy pryskyrice na obsah KBA
a AKBA

Byly vybrany 4 rizné zbarvené vzorky pryskyfice (viz. Obr. 4) a kazdy byl vlozen do
vlastni tfeci misky. Tfeci misky se vzorky byly na 30 minut vlozeny do hlubokomraziciho
boxu (—80 °C), a poté byly vzorky v tfecich miskach rozmélnény tlouckem. Rozemlety prasek
byl kopistkou navazen pfimo do eppendorfky, byl pfidan 1 ml methanolu a navéazka byla
rozpusténa (ptiprava viz. Tab. 6). Nasledné bylo vSech 12 eppendorfek odstfedéno pii
20 000 RCF po dobu 10 min. Poté bylo zkazdé eppendortky odpipetovano 100 pl
supernatantu do vialky obsahujici 900 ul MF (Vzorek X 10x) a z kazdé vialky bylo dale
odpipetovano 100 pl do jiné vialky obsahujici 900 ul MF (Vzorek X 100x).

Tab. 6: Piprava vzorkl rizné€ zbarvenych ¢asti pryskyfice.

Zbarveni vzorku pryskyrice | Nazev vialky Navazka Methanol
2] [ml]
Al 0,0100
Témeér bezbarva A2 0,0100
A3 0,0105
B1 0,0107
Svétle zluta B2 0,0100
B3 0,0100 1
C1 0,0100
Hnéda C2 0,0105
C3 0,0102
D1 0,0106
Témér Cerna D2 0,0106
D3 0,0102

18



Obr. 4: Vybrané vzorky pryskyfice.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Stanoveni KBA a AKBA dle podminek Evropského 1ékopisu

Boswellové kyseliny KBA a AKBA byly vybrany na zakladé pozadavkt spolupracujici

spoleCnosti 1. Aromaterapeutickda KH a.s. Obsah téchto kyselin v pryskyfici indické

(Olibanum Indicum) ziskavané z kadidlovniku pilovitého (Boswellia serrata) je totiz

upravovan v piislusné monografii Ph. Eur., stejné jako konkrétni pozadavky na jejich analyzu

pomoci kapalinové chromatografie. Tyto pozadavky uvedené nize byly pfevzaty jednak pro

ucely analyzy bez dalSich modifikaci (dale jen ,1ékopisnd metoda™) a dale jako vychozi

podminky pro optimalizacni proces za ucelem ziskani kratké a rychlé moderni HPLC metody

s kvantifikaci pomoci kalibra¢ni kiivky.

Podminky lékopisné metody:

Chromatograficka kolona: Phenomenex LUNA C18; 250 x 4,6 mm; 5 pm
Mobilni faze - MF-A: 0,1 % obj. H3PO4 ve vodé
- MF-B: 0,1 % obj. H3PO4 v acetonitrilu
Prutok mobilni faze: 1 ml/min
Teplota kolonového prostoru: 35 °C
Objem nastiiku: 20 ul
Tlak: 60 bar
Gradientovy program (viz. Obr. 5): 0 min (84 % MF-B); 12,5 min (94 % MF-B);
13,5-28 min (100 % MF-B); 28,5-48,5 min (84 % MF-B)
Spektrofotometricka detekce: Absorbance pfi 250 nm

Doba analyzy: 48,5 min

©
©
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Obr. 5: Gradientovy program — lékopisna metoda.
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Pozadavky na kvalitu separace jsou v Ph. Eur. rovnéz uvedeny. V tomto ptipadé jsou

pozadovany konkrétni retencni Casy obou analyti (KBA ~ 8 min, AKBA ~ 12 min) a jejich

minimalni rozliSeni (Rkpa/aksa > 6,0). Na Obr. 6 nize jsou uvedeny chromatogramy

porovnavaciho roztoku standardu (5 mg/l), vzorku pryskyfice zfedéného 10x a vzorku tinktury

ziedéného 1000x, pficemz Ph. Eur. upravuje pouze obsah obou sledovanych analytd

v pryskyfici, a to vzdy v mnozstvi min. 1,0 % hmot. Z Obr. 6 je patrné, ze AKBA je od

ostatnich slou€enin z matrice chromatograficky oddélena naprosto dostate¢né, pficemz KBA

eluuje v tésné blizkosti neznamé latky s retencnim Casem 8,0 min, ale rozliSeni téchto

2 sloucenin dosahuje hodnoty 1,74, coz je dostateCné pro ucely kvantitativni chromatografické

analyzy (Ri;j > 1,5). Experimentalné zjisténé hodnoty retencnich Cast a rozliSeni (Tab. 7)

prokazatelné spliuji Iékopisné pozadavky, a tak bylo mozné ptistoupit k validaci metody.

30

20
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0

80
60
40
20

Absorbance pfi 250 nm [mAU]

KBA

KBA

AKBA

AfiihA o JAJ\\\\‘-
i

10 15 20 25 30 35 40 45

Retenéni ¢as [min]

Obr. 6: Chromatogramy porovnavaciho roztoku standardu (5 mg/1) (¢erny), pryskyfice 10x zf.

(modry) a tinktura 1 000x zf. (rizovy) — lékopisna metoda.
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Tab. 7: Retencni Casy a rozliseni piki KBA a AKBA.

Parametr KBA AKBA
Retencni ¢as | Experimentalné zjisténo 8,4 12,6
[min] Lékopisné Kkritérium ~8 ~12
Rozlieni | Experimentalnég zjisténo 17,6
[1] Lékopisné Kkritérium >6,0

Za vychozich podminek lékopisné metody byly analyzovany vzorky dle Tab. 1 (kazda
vialka v 7 opakovanich) vCetné PRst a jako slepy pokus byl zméfen roztok MF. Zpasob
kvantifikace KBA a AKBA pomoci kapalinové chromatografie je v monografii pryskyfice
indické (Olibanum Indicum) pomémé nezvykly, protoze vyuziva misto kalibra¢ni kiivky
pouze 1 porovnavaci roztok standardu o koncentraci 5 mg/l. Byla provedena zakladni validace
lékopisné metody a vysledky valida¢nich parametri, jako je spravnost a piesnost, jsou

prehledné uvedeny v Tab. 8.

Tab. 8: Spravnost a pfesnost metody.

Pryskyrice Tinktura
10x 1 000x
Analyt - . - 8
Spravnost Presnost Spravnost Presnost
[%] [%] [%] [%]
KBA 101 0,85 97 0,83
AKBA 114 1,1 98 1,1
Kritéria prijatelnosti* | 80-110 <7,3 80-110 <7,3

*dle AOAC [40].

Dtvodem nevyhovujici hodnoty spravnosti metody pro AKBA (114 %) v pfipadé
matrice pryskyfice bylo, ze koncentracni uroveni v tomto vzorku byla ptiblizné 10x vyssi nez
koncentracni troven v porovnavacim roztoku standardu (5 mg/1). Pfi nasledné validaci nové
metody (viz dale), kterd byla provedena metodou kalibracni kiivky, bylo zjisténo, ze se tato
koncentracni uroven nachazi jiz mimo linearni oblast kalibrace. Lékopisna metoda vyuzivajici
kvantifikaci pomoci porovnavaciho roztoku standardu (5 mg/l) tedy neni vhodna pro vSechny
typy vzorkti. Mél by byt definovan koncentracni rozsah, ve kterém je dana metoda pouzitelna
s pfijatelnou spravnosti a presnosti. Tato negativa a rizika lékopisné metody eliminuje metoda

vyuzivajici ke kvantifikaci kalibra¢ni kfivku.
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4.2 Stanoveni KBA a AKBA moderni LC

K vyvinuti nové metody stanoveni KBA a AKBA bylo pfistoupeno piedevs§im z Casové
uspornych a ekonomickych divodu, protoze 1ékopisna metoda je velice Casoveé i financné
narocna. V souCasné dob¢ jsou jiz bézné dostupné vyrazné krat§i a uzsi kolony s malou
velikosti Castic a moznosti pouziti relativné vysSich pratoki MF apod., coz umoziuje

provedeni rychlych chromatografickych analyz bez ztraty na kvalité separace.

Novymi vychozimi podminkami pro moderni LC metodu, které byly ureny na zakladé
prepocteni podminek 1ékopisné metody dle kalkulatoru prenosu metody HPLC [41] na novou
metodu vyuzivajici kolonu o jinych parametrech, byly:

e Chrom. kolona: Thermo ACCLAIM RSLC 120 C18; 100 x 3,0 mm; 2,2 pm
e Mobilni faze - MF-A: 0,1 % obj. H3PO4 ve vodé
- MF-B: 0,1 % obj. H3PO4 v acetonitrilu
e Prutok mobilni faze: 0,97 ml/min
e Teplota kolonového prostoru: 35 °C
e Objem nastiiku: 3,4 pl
e Tlak: 282 bar
e Gradientovy program (viz. Obr. 7): 0 min (84 % MF-B); 2,2 min (94 % MF-B);
2,4-4.9 min (100 % MF-B); 5-8,5 min (84 % MF-B)
e Spektrofotometrické detekce: Absorbance pii 250 nm

e Doba analyzy: 8,5 min
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Obr. 7: Gradientovy program — metoda po transferu.
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Predmétem optimalizace chromatografickych podminek byly nasledujici parametry:
objem nastiiku vzorku, pritok mobilni faze a doba kondicionace kolony. Optimalizace byla
provadéna za ucelem dosazeni co nejkratsi doby analyzy ptfi soucasném vyhovéni kritériu
ptijatelnosti tykajici se minimalniho chromatografického rozliSeni Rkgpa/aksa > 6,0
pozadovaném v piislu§né monografii Ph. Eur. Hodnoceny byly 1 dalsi relevantni parametry

jako symetrie pikt nebo stabilita reten¢nich ¢ast.

4.2.1 Optimalizace nové metody

Nejprve byl optimalizovan objem nastfiku za pouziti roztoku PRst v rozsahu dle Tab. 9.
Jako hodnotici parametr byl pouzit faktor symetrie (dfive nazyvan faktor asymetrie)
s kritériem pfijatelnosti, které bylo rozsifeno z ptivodniho rozsahu 0,8—1,5 na aktualni rozsah
0,8-1,8 s platnosti od 1. 1. 2023 [42]. Objem nastiiku je obecné optimalizovan za ucelem
dosazeni co nejnizSich mezi kvantifikace. V ramci této bakalarské prace sice nebylo nezbytné
dosazeni niz§ich mezi kvantifikace, nicméné pro zhodnoceni robustnosti metody a ptipadnych
moznosti navyseni objemu nastfiku v budoucnu bylo rozhodnuto provést optimalizaci tohoto
parametru. Na zaklade ziskanych dat bylo zjisténo, ze faktor symetrie piki obou analytl je
dostateCny a bez vyznamnych trendd v celém testovaném rozsahu objemu nastfiku — od
vychozich 3.4 ul az do maximalnich 100 pl. S ohledem na rozméry kolony a dalsi souvislosti
(dostatecna odezva, pomémeé vysoké koncentrace analyta aj.) byl zvolen nastrik 20 ul, ktery
se nachazi uprostied zvoleného rozsahu a zistal tak zachovan stejny nastiik jako u Iékopisné

metody.

Tab. 9: Optimalizace objemu nasttiku.

Nistrik Faktor[i)]fmetrie
[nll KBA _AKBA
3,4 1,21 1,23
5 1,23 1,19
10 1,23 1,20
20 1,22 1,22
50 1,16 1,22
100 1,20 1,25
Kritérium prijatelnosti* 0,8-1,8
*dle EDQM [42].
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Po optimalizaci objemu nastfiku byl optimalizovan priatok mobilni faze za pouziti
stejného roztoku PRst v rozsahu dle Tab. 10. Priitok mobilni faze byl optimalizovan z davodu
snizeni doby analyzy a stim souvisejici uspofe nakladii a zvySeni propustnosti vzorku
v laboratofi pfi analyzach vétSich pocti vzork. Hodnoticim parametrem pii volbé pratoku
mobilni faze Casto byva maximalni mozny tlak mobilni faze aplikovatelny na cely HPLC
systém, ktery je dan bud chromatografickou kolonou a/nebo chromatografem, podle toho,
ktera hodnota je nizsi. Dalsim hodnoticim parametrem muze byt vyskovy ekvivalent
teoretického patra. Moderni chromatografické kolony s velikosti ¢astic cca <3,0 um jiz ale
témer neztraceji na kvalité separace vlivem vysokych pratokt, a tak byl hodnoticim
parametrem zvolen pouze nejvyss§i mozny tlak aplikovatelny na pouzitou kolonu s kritériem
pfijatelnosti <700 bar, protoze maximalni aplikovatelny tlak na dany chromatograf cini
1 000 bar. Na zakladé ziskanych dat bylo zjisténo, ze i pii prutoku 2 ml/min je tlak
v chromatografu 418 bar. S ohledem na nezvratné starnuti kolony projevujici se postupnym
rastem tlaku pfi konstantnich chromatografickych podminkach a provozni potieby urcité

tlakové rezervy, byla jako optimalni zvolena hodnota pratoku 2 ml/min.

Tab. 10: Optimalizace prutoku mobilni faze.

Prutok MF Tlak
[ml/min] [bar]

2 418

1,5 313

1 211
Kritérium prijatelnosti | <700

Poté byla vyzkousena i isokraticka eluce misto gradientové, a to s obsahem MF-B 84 %
a 90 %. Obe¢ isokratické eluce vSak poskytovaly koeluujici piky, takze pro dalsi praci byla

ponechéana gradientova eluce.

Poslednim optimalizovanym parametrem byla doba kondicionace kolony, kterd byla
provedena za pouziti roztoku pryskyfice 10x + spike 5 mg/l dle Tab. 11. Doba kondicionace
kolony byla optimalizovana za uUcelem snizeni doby analyzy a stim souvisejici Uspofe
nakladt. Obecné platnym pravidlem je, Ze doba kondicionace kolony by méla trvat minimalné
takovou dobu, za kterou danou kolonou protece desetinasobek mrtvého objemu kolony.
Experimentalné vsak byva zjisténo, ze mize byt pouzita i krat§i doba kondicionace bez
negativniho vlivu na chromatografickou analyzu. Mira kvality kondicionace muaze byt urena
stabilitou retenCnich Cast, faktorem symetrie a/nebo rozliSenim. Pro ucely této prace byla

hodnoticim parametrem zvolena odchylka retencniho ¢asu analytu za dané doby kondicionace
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od reten¢niho Casu ziskaného za dostatecné dlouhé kondicionace kolony (5 min). Jako
kritérium pfijatelnosti byly zvoleny hodnoty opakovatelnosti reten¢nich ¢ast (= 0,010 min pro
KBA, resp. £ 0,013 min pro AKBA) ziskané v ramci mnoha desitek validacnich méfeni
s dobou kondicionace trvajici desetindsobek doby mrtvého asu. Mrtvy €as kolony 0,28 min
byl zjistén experimentalné, a to analyzou 0,1 % obj. acetonu v MF. Na zéakladé¢ dat uvedenych

v Tab. 11 byla zvolena doba kondicionace kolony 1 min.

Tab. 11: Optimalizace doby kondicionace kolony.

Doba kondicionace Retenc.m cas
. [min]

[min] KBA AKBA

5 0,960 1,513

4 0,960 1,513

3 0,960 1,513

2 0,957 1,507

1 0,953 1,503

0,5 0,947 1,500

0 0,890 1,433
Kritérium prijatelnosti | + 0,010 + 0,013

Shrnuti parametru nové metody po optimalizaci:

e Chrom. kolona: Thermo ACCLAIM RSLC 120 C18; 100 x 3,0 mm; 2,2 um
e Mobilni faze - MF-A: 0,1 % obj. H3PO4 ve vodé
- MF-B: 0,1 % obj. H3PO4 v acetonitrilu
e Pratok mobilni faze: 2 ml/min
e Teplota kolonového prostoru: 35 °C
e Objem nastfiku: 20 pl
e Tlak: 418 bar
e Gradientovy program (viz. Obr. 8): 0 min (84 % MF-B); 1,1 min (94 % MF-B);
1,2-2,45 min (100 % MF-B); 2,5-3,5 min (84 % MEF-B)
e Spektrofotometricka detekce: Absorbance pfi 250 nm

e Doba analyzy: 3,5 min
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Obr. 8: Gradientovy program — nova metoda.

Chromatogramy vsech typt méfenych vzorkt obsahujicich analyty, tzn. kalibracniho
roztoku (5 mg/l), vzorku pryskyftice zfedéného 10x a vzorku tinktury zfedéného 1 000x, jsou
uvedeny na Obr. 9. Vizudlnim porovnanim s chromatogramy ziskanymi za podminek
lékopisné metody lze konstatovat, ze v pripade€ nové metody nedoslo k zasadnim nezddoucim
zménam separace. Na zakladeé objektivniho porovnani bylo zji§téno, ze hodnota rozliseni
poklesla z ptivodnich 17,6 (Iékopisna metoda) na 10,1 (nova metoda), avsak i tato hodnota

stale spliiuje 1ékopisné kritérium > 6,0.
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Obr. 9: Chromatogramy kalibraéniho roztoku (5 mg/l) (Cerny), pryskyfice 10x (modry)
a tinktury 1 000x (rizovy) — nova metoda.
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4.2.2 Validace nové metody

Po Gspésné optimalizaci parametri nové metody bylo pfistoupeno k jeji validaci.
Nejprve byla zmétena orientacni fada fedéni piipravend dle Tab. 2 pfi maximalnim nastfiku
100 pl za ucelem zjisténi instrumentalnich mezi kvantifikace. Tyto meze byly ureny na
zakladé pomeéru vysky piku (S) k Sumu zékladni linie (N) jako odhad koncentrace analytu
poskytujici pomér S/N = 10 a jejich hodnoty ¢ini 26 pg/l pro KBA a 33 ng/l pro AKBA.
S ohledem na vysledky orientacni fady méteni byla pfi nastfiku 20 pl zméfena testovaci fada
fedéni pfipravena dle Tab. 3, aby byly zjistény pfiblizné vhodné koncentra¢ni rozsahy pro
kazdy analyt. Nakonec byla zméfena kalibracni fada pfipravena dle Tab. 4. za ucelem vlastni
validace linearity kalibracnich kiivek obou analyti. Na zakladé hodnoceni koeficientu
determinace s kritériem piijatelnosti R? > 0,9800 a QC koeficientu s kritériem piijatelnosti
QC < 5,00 % bylo zjisténo, ze kalibracni kfivky obou analyti jsou dostatecné linearni
v rozsahu 0,25-25 mg/l. Obé kalibracni kiivky poskytovaly shodny korelac¢ni koeficient
0,99997. V pripadé QC koeficientu bylo nepatrné lepsi hodnoty dosazeno u KBA (0,98 %) nez
u AKBA (1,01 %), ale tento rozdil je prakticky zanedbatelny. Primarni data v¢etné detailniho
vyhodnoceni pomoci programu EffiValidation 4 jsou uvedeny v kap. 8.1 Validace linearity

kalibracni kitvky — KBA, resp. v kap. 8.2 Validace linearity kalibracni kfivky — AKBA.

Dale bylo provedeno hodnoceni spravnosti a presnosti metody zméfenim obohacenych
i neobohacenych vzorktu pryskyfice a tinktury pfipravenych dle Tab. 5. Vysledky téchto
valida¢nich parametrt i jejich kritéria pfijatelnosti jsou uvedeny v Tab. 12. VSechny hodnoty
obou valida¢nich parametr obou analyta spliiuji kritéria piijatelnosti. Nepatrné lepsi vysledky
valida¢nich parametrti vykazovala KBA. Spravnost vyjadiena jako vytéznost v procentech se
pro KBA pohybovala v rozmezi 100-103 %, ale pro AKBA se pohybovala v mirné Sir§im
rozmezi 100-106 %. Presnost vyjadiena jako RSD v procentech se pro KBA i AKBA
pohybovala pouze v desetinach procent. Stejny zavér lze nalézt 1 v praci [35], vniz se
spravnost pro KBA pohybovala v rozmezi 98—104 %, ale pro AKBA se pohybovala v SirS§im
rozmezi 94-106 %. Presnost se vSak pohybovala pro KBA a AKBA shodné o 1 tad vyse,
tj. v jednotkach procent. Pii hodnoceni téchto valida¢nich parametrti je v§ak nutné brat zietel
na to, Zze v tomto pfipadé€ neni brana v potaz nehomogenita vzorku, ktera muze byt v piipadé
pryskyfice velice rozdilna a mize tak byt vyznamnym faktorem ovliviiujicim nejen vysledek

analyzy, ale 1 jeho nejistotu.
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Tab. 12: Vysledky valida¢nich parametrii — pfesnost a spravnost.

Pryskyrice Pryskyrice Tinktura Tinktura
10x 100x 1 000x 10 000x
Analyt
Spravnost Presnost | Spravnost Presnost | Spravnost Presnost | Spravnost Piesnost
[7o] [7o] [7o] [7o] [7o] [7o] [7o] [7o]
KBA 100 0,022 103 0,35 103 0,38 100 0,59

Mimo Mimo
AKBA | rozsah rozsah 106 0,48 100 0,12 102 0,57

2

kalibrace kalibrace
Kritéria* | 80-110 <73 80-110 <73 80-110 <73 80-110 <73
*dle AOAC [40].

4.3 Porovnani lékopisné a nové metody

4.3.1 Casova a finan¢ni narocénost

Ze shrnuti obou metod uvedenych v kap. 4.1 a kap. 4.2.1 vyplyva, ze doba analyzy byla
zkracena z puvodnich 48,5 min u lékopisné metody na pouhych 3.5 min za pouziti noveé
vyvinuté metody. Toto vice nez fadové zrychleni analyzy s sebou piinasi fadu vyhod, jako je
velice vyrazna uspora nakladu ¢i moznost provedeni vice analyz na daném chromatografu za
jednotku Casu. Konkrétni objektivni porovnani casové i financni naro¢nosti obou metod je

uvedeno v Tab. 13.

Tab. 13: Casova a finan¢ni naro¢nost metod.

. Cena
, Spotieba Cena .
Doba analyzy acetonitrilu acetonitrilu acetonitrilu
Metoda na 1 analyzu
[min] [ml/analyza] [K¢/ml] [K¢]
Lékopisna 48,5 43,9 14 61,5
Nova 3,5 6,4 ’ 9.0

Z Tab. 13 vyplyva, ze cena acetonitrilu na 1 analyzu lékopisnou metodou je 61,5 k¢
a cena acetonitrilu na 1 analyzu novou metodou je 9,0 k¢. Nové vyvinuta metoda ma tedy ve
srovnani s lékopisnou metodou piiblizné 7x nizsi naklady na acetonitril a je také téméf 14x

rychlejsi, coz ma vyznamny dopad na propustnost vzorkt laboratofi.
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4.3.2 Vysledky metod

Z divodu pouziti vyrazné rozdilnych podminek analyzy (napf. chromatografickych
kolon, gradientového programu, objemu nastfiku vzorku aj.) bylo provedeno i vzijemné
porovnani vysledkd obou metod. Z Obr. 10 a Obr. 11 je patmné, ze stfedni hodnoty vysledka
obou analyti v pryskyfici jsou si blizké, pficemz nova metoda poskytuje nepatrné vyssi
vysledky — pro KBA +5,4 %, pro AKBA +11 %. V obou pfipadech sice nedoslo k prekryvu
intervali spolehlivosti na hladiné vyznamnosti 95 %, ¢imz nebyla objektivné prokazana
shodnost vysledkt, ale zaroven je nutné zohlednit i velice dlouhou dobu 4 mésici mezi
jednotlivymi méfenimi. Takze s ohledem na tuto skutecnost, je rozdil pouze v fadu jednotek

procent velice dobrym vysledkem.

0,50
045
0,40 |
0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

@ Lékopisnd metoda

[ Nova metoda

Obsah [% hmot.]

Obr. 10: Stanoveni obsahu KBA v pryskyfici 1ékopisnou metodou a novou metodou.

V piipadé KBA muze byt moznym vysvétlenim, vzhledem k velice blizkym stfednim
hodnotam a tzkym intervalim spolehlivosti, nizky pocet opakovani (3) a pravdépodobné

i mozny vliv odparu rozpoustédla z divodu dlouhého ¢asového odstupu mezi métrenimi.

AKBA

O Lékopisna metoda

O Nova metoda

Obsah [% hinot.]
U

Obr. 11: Stanoveni obsahu AKBA v pryskyfici 1ékopisnou metodou a novou metodou.
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Vy§§i hodnota obsahu AKBA, ziskana 1ékopisnou metodou vyuzivajici kvantifikaci za
pouziti jediného porovnavaciho roztoku, je s nejvétsi pravdépodobnosti zpusobena piilis
vysokou koncentraci analytu v roztoku vzorku. Postup pfipravy vzorku k analyze 1ékopisnou
metodou (viz kap. 4.1), stejné jako zptusob kvantifikace, je ale zavazny a nelze jej modifikovat.
V ptipadé nové metody vyuzivajici ke kvantifikaci metodu kalibracni kfivky je mozné jednak
zvolit optimalni zfedéni vzorku a zaroven je 1 provedeno hodnoceni linearity pouzivaného
koncentracniho rozsahu. Na zéklad¢ validace nové metody na daném chromatografu bylo totiz

zjisténo, ze odezva detektoru v této koncentracni oblasti jiz neni linearni.

V nasledujici Tab. 14 jsou uvedeny vysledky stanoveni obsahu boswellovych kyselin
KBA a AKBA v ptedlozenych vzorcich pryskyfice z kadidlovniku pravého (Boswellia sacra)

a tinktury z ni pfipravené, a to jak pomoci 1ékopisné metody, tak pomoci nové metody.

Tab. 14: Stanoveni obsahu boswellovych kyselin KBA a AKBA.

Pryskyrice® Tinktura®
PoZadavek - -
Analvt| Ph. EurA Lékopisna Nova Lékopisna Nova
y metoda metoda metoda metoda
[% hmot.] [% hmot.] [% hmot.] [% hmot.] [% hmot.]

KBA | >10 [03730+0,0076 03932+ 0,0074|0,06213 + 0,00058 0,0583 % 0,0048
AKBA| >10 | 4346+0,079 4830+0,080 | 0898+0015 0,954+ 0,049

A Definovano pro pryskyfici indickou (Olibanum indicum) pochazejici z kadidlovniku pilovitého (Boswellia serrata).
B Pryskyfice pochazejici z kadidlovniku pravého (Boswellia sacra).

€ Vyrobeno z pryskyfice pochazejici z kadidlovniku pravého (Boswellia sacra).

Z Tab. 14 plyne, ze obsah KBA v pozadovanych vzorcich z pryskyfice i1 tinktury je
ptiblizn€ o 1 fad nizsi nez obsah AKBA, pficemz obsah KBA v pryskyfici nedosahuje
minimalni pozadované hodnoty uvedené v Ph. Eur. Pfi porovnavani téchto hodnot je vSak
nutné brat v uvahu, ze 1ékopisné pozadavky se tykaji pryskyfice indické (Olibanum indicum)
z kadidlovniku pilovitého (Boswellia serrata), ale experimentalné zji§téné vysledky v této
bakalarské praci se tykaji vzorku pryskyfice z kadidlovniku pravého (Boswellia sacra).
Z tohoto divodu nelze objektivné hodnotit, zda je predlozena pryskyfice kvalitni ¢i nikoliv,
protoze obsah KBA a AKBA a jejich vzajemny pomér je druhové velice rozdilny, jak je
uvedeno v pomérné rozsahlé studii [33] a diskutovano v nasledujicim textu. V 11 vzorcich
pryskyfic zkadidlovniku pravého (Boswellia sacra) bylo zji§téno, ze obsah KBA se
pohyboval od 0,0996 % hmot. do 0,2834 % hmot. a obsah AKBA se pohyboval od
2,1773 % hmot. do 4,1819 % hmot. V kontextu s hodnotami uvedenymi v této studii [33] byl
tedy predlozeny vzorek pryskyfice analyzovany v ramci této bakalarské prace nejkvalitné;si,
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alesponl co se obsahu KBA a AKBA v pryskyfici tohoto druhu kadidlovniku ty¢e. Zaroven
jsou si v obou pracich velice blizké nejen absolutni hodnoty obsahu obou analytd, ale i jejich
vzajemné poméry KBA:AKBA (pfiblizné 1:10). V uvedené publikaci bylo dale hodnoceno
mj. i 7 raznych vzorka pryskyfic z kadidlovniku pilovitého (Boswellia serrata), pticemz bylo
zjisténo, ze obsah KBA se pohyboval od 0,3091 % hmot. do 2,2290 % hmot. a obsah AKBA
se pohyboval od 0,8068 % hmot. do 1,8962 % hmot. Zde je patrné, ze v piipadée pryskyfice
ztohoto druhu kadidlovniku jsou hodnoty obsahu obou analytd blizké hodnotam
pozadovanych Ph. Eur. a ze 1 jejich vzajemny pomér je piiblizn€ 1:1. Co se tyCe variability
obsahu KBA a AKBA v pryskyfici v zavislosti na druhu kadidlovniku, tak v uvedené publikaci
byly nalezeny 1 dal§i mnohem vyrazngjsi extrémy — napf. v piipadé pryskyfice z kadidlovniku
Boswellia frereana byl obsah KBA i1 AKBA vzdy pod mezi kvantifikace metody
(0,00026 % hmot., resp. 0,00015 % hmot.), a naopak nejvyssi primérny obsah obou analytd
byl zjistén vpfipadé¢ pryskyfice zkadidlovniku Boswellia dalzielli, a to
1,1794 + 0,2003 % hmot., resp. 6,4652 + 0,9913 % hmot.

4.4 Vliv barvy na obsah KBA a AKBA

Jelikoz je kvalita pryskyfice na trhu hodnocena zejména vizualné€ pomoci jejiho zbarveni
[43], které tak urcuje jeji cenu, byl pomoci nové metody hodnocen vliv zbarveni pryskyfice
na obsah obou Iékopisnych boswellovych kyselin KBA i AKBA. Vybér a postup pfipravy
vzorku k analyze je uveden vyse (v kap. 3.3.6). Na Obr. 12 jsou zobrazeny chromatogramy
4 ruznych vzorkt pryskyfice vybranych dle jejich zbarveni — od téméf bezbarvé (A) az do

témer Cerné (D) a v Tab. 15 jsou prehledné uvedeny vysledky této analyzy.
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Obr. 12: Chromatogramy rozdilné€ zbarvenych vzorkt pryskyfice 10x.

Obecné se tvrdi, ze nejsvétlejsi pryskyfice je nejkvalitn€jsi, avSak podle vysledka
provedenych analyz bylo toto obecné tvrzeni vyvraceno, alespoil co se obou zastupcl
lékopisnych boswellovych kyselin ty¢e. Z Tab. 15 a Obr. 13 vyplyva, ze nejvétsi obsah KBA
1 AKBA byl zistén prekvapivé ve vzorku B (svétle zlutém), a nikoliv ve vzorku A (témer
bezbarvém). Pokud by tedy byl obchod s touto komoditou posuzovan pouze/zejména podle
obsahu lékopisnych boswellovych kyselin, tak by toto zjisténi mohlo mit vyznamny dopad na

vybér rizné zbarvenych forem a jejich cenu.

Tab. 15: Obsah KBA a AKBA v rozdilné zbarvenych castech pryskyfice.

Analyt Zbarveni Oznageni Obsah RSD
pryskyrice [% hmot.] [%]

Témér bezbarva A 0,2681 + 0,0069 2.6

KBA Svétlevilluté B 0,567 £ 0,087 15
Hnéda C 0,263 = 0,034 13

Témeér Cerna D 0,110 £ 0,020 18

Témér bezbarva A 433 +0,11 2.4

AKBA Svétlevilruté B 73+1,1 15
Hnéda C 422 +0,52 12

Témeér Cerna D 1,39 + 0,30 22
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Obr. 13: Vliv zbarveni pryskyfice na obsah KBA a AKBA — zelena (pfedpokladany trend),

cervena (experimentalné zjistény trend) a zlutd (minimalni obsah pozadovany Ph. Eur.).

Vliv zbarveni pryskyfice byl zkouman také v praci [43], kde bylo analyzovano 7 rizné
zbarvenych vzork pryskyfice ziskanych z 5 riznych oblasti Indie. Tmavé zbarvena
pryskyfice vykazovala nejniz$i obsah boswellovych kyselin (0,8 % hmot. KBA a 0,7 % hmot.
AKBA) anaopak nejvétsi obsah vykazoval vzorek svétle zluty (8,4 % hmot. KBA
a5,9 % hmot. AKBA). Vzorek vykazujici nejvyssi obsah sice byl ztestovanych vzorkd
nejsvétlejsi, ale podle vizualniho hodnoceni fotografie v uvedené publikaci se barvou podobal
vzorku B testovaném v ramci této bakalarské prace, takze co se ty¢e hodnoceni souvislosti
mezi barvou a obsahem KBA a AKBA, byla potvrzena shoda se zjisténim v této bakalarské
praci. V obou uvedenych ptipadech vSak prevazuje obsah KBA, coz je ale patrné zapticinéno
rozdilnym ptivodem analyzovanych vzorkii v praci [43] (Boswellia serrata) a v této bakalarské

praci (Boswellia sacra).
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S5 Zaviér

Tato bakalarska prace, zabyvajici se stanovenim obou lékopisnych boswellovych
kyselin v pryskyfici kadidlovniku pravého (Boswellia sacra) a ve vyrobcich z této pryskyfice,
vznikla diky spolupraci se spolecnosti 1. Aromaterapeuticka KH a.s. Ackoliv je obsah téchto
kyselin upraven v Evropském lékopisu v monografii pryskyfice indické (Olibanum indicum)
ziskavané z kadidlovniku pilovitého (Boswellia serrata), nepatii tato analyza mezi bézné

provadéné analyzy v Ceské republice.

Uvodni &ast literarni reSere byla zaméfena na shrnuti zakladnich informaci
o kadidlovniku, jeho péstovani, sbér pryskyfice, export a jeho vyznam pro clovéka. Dale byla
diskutovana jedna z jeho nejdulezitéSich slozek, kterou piedstavuji farmakologicky
i senzoricky vyznamné boswellové kyseliny. ZavéreCna Cast byla zaméfena na §irsi prehled
moznosti stanoveni boswellovych kyselin pomoci TLC, GC ¢i HPLC, zejména se zaméfenim

na obé& lékopisem pozadované kyseliny KBA a AKBA.

V experimentalni Casti byla nejprve uspésné zavedena a zvalidovana Iékopisna
chromatograficka metoda vyuzivajici ke kvantifikaci pouze 1 porovnéavaci roztok standardu
o koncentraci 5 mg/l. Spravnost této metody se pohybovala v rozmezi 97-114 % a presnost
v rozmezi 0,83-1,1 %. Vzhledem k Casové narocnosti (48,5 min) této lékopisné metody
a velkému prostoru pro jeji optimalizaci, byla vyvinuta nova, vyrazn¢ rychlejsi (14x) a taktéz
vyrazné€ levnéjsi (7x) metoda vyuzivajici mnohem uc¢inng&j$i moderni chromatografickou
kolonu. I tato nova metoda byla tispé$né zvalidovana a nasledné pouzita ke stanoveni obsahu
KBA a AKBA v pozadované pryskyfici 1 tinkture. Kvantifikace vSak byla, na rozdil od
1ékopisné metody, jiz provedena pomoci metody kalibracni kiivky. Rozsah nové metody Cinil
0,25-25 mg/l, spravnost se pohybovala vrozmezi 100-106 % a presnost v rozmezi
0,022-0,59 %. Za pouziti obou téchto metod bylo zjisténo, ze obsah KBA (0,37 resp. 0,39 %
hmot.) v predlozeném vzorku pryskyfice nespliiuje pozadavek (> 1 % hmot.) uvedeny
v 1ékopisu, pfi¢emz v piipadé AKBA (4,3 resp. 4,8 % hmot.) bylo toto kritérium s dostatecnou
rezervou splnéno. V tomto pripadé je vSak zarovern nutné zohlednit skutecnost, ze 1ékopisné
pozadavky se tykaji pryskyfice zkadidlovniku pilovitého (Boswellia serrata), ale
experimentalné zjisténé vysledky v této bakalarské praci se tykaji vzorka pryskyfice
z kadidlovniku pravého (Boswellia sacra). Pti porovnani s hodnotami uvedenymi napft. ve
studii [33] byl predlozeny vzorek pryskyfice analyzovany v ramci této bakalarské prace

nejkvalitné}si, alespori co se obsahu KBA a AKBA tyce.
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Vzhledem ke skuteCnosti, ze pryskyfice je na trhu hodnocena pravé podle jejiho
zbarveni, bylo na zavér provedeno hodnoceni souvislosti jeji barvy s obsahem KBA a AKBA.
Pro tyto ucely byly vybrany 4 razné€ zbarvené vzorky, a to od témér bezbarvého do témer
cerného. Ziskané vysledky byly pomérné piekvapivé, protoze nejvyssi obsah téchto vybranych
boswellovych kyselin nevykazoval téméf bezbarvy vzorek (0,27 % hmot. KBA a 4,3 % hmot.
AKBA), jak bylo na zaklad¢ obecného tvrzeni pavodné predpokladano, ale vzorek svétle zluty
(0,57 % hmot. KBA a 7,3 % hmot. AKBA). Diky vysledkim téchto analyz tak bylo vyvraceno
obecné tvrzeni, ze nejsvétlejsi pryskyfice je nejkvalitnéjsi, alespori co se lékopisnych
boswellovych kyseliny tyce, jelikoz svétle zluty vzorek vykazoval ptiblizné 2x vyssi obsah
vybranych boswellovych kyselin nez vzorek téméf bezbarvy.

S ohledem na pomémeé vysokou variabilitu slozeni vzorka tohoto typu i prekvapiva
zjisténi v ramci této bakalarské prace by mohly byt dalsi sméry vyzkumu orientovany ci
detailnéji zaméfeny napf. na hodnoceni pryskyfice pochazejici z riznych druht kadidlovnikt
z ruznych geografickych mist a/nebo od riznych dodavateli. Dale by mohl byt zkouman vliv
podminek pfi uchovavani pryskyfice pfi skladovani nebo dopravé, postupech jejiho

zpracovani nebo pro charakterizaci riznych vyrobk na trhu.
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7 Seznam symboli a zkratek

5-LOX — 5-lipoxygenaza

ABA — acetylované a a B boswellové kyseliny

AKBA — 3-o0-acetyl-11-keto-B-boswellova kyselina

AOAC - Asociace oficialni analytické spoluprace

BA — o a  boswellové kyseliny

C18 — oktadecylsilikagel

CAS — mezinarodné uznavané registraéni Cislo chemickych latek definované spolecnosti
Chemical Abstract service

EDQM - Evropské feditelstvi pro kvalitu 1éCiv a zdravotni péce

ESI — ionizace elektrosprejem

GC - plynova chromatografie

GC-MS - plynova chromatografie s hmotnostni detekci

GC-FID - plynova chromatografie s plamenové-ionizacni detekci

HPLC - vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPLC-DAD-ESI-MS/MS - vysokou¢inna kapalinova chromatografie s detekci diodového
pole spojena s elektrosprejovou ionizaci a tandemovou hmotnostni spektrometrii
HPLC-PDA - vysokoucinna kapalinova chromatografie s detekci diodového pole
HPTLC - vysokoucinna tenkovrstva kapalinova chromatogratie

KBA — 11-keto-B-boswellova kyselina

LC — kapalinova chromatografie

MF — mobilni faze

MS — hmotnostni spektrometrie

MS/MS - tandemova hmotnostni spektrometrie

Ph. Eur. — Evropsky 1ékopis

PR — pracovni roztok

RCEF - relativni centrifugacni sila

RSD - relativni smérodatna odchylka

SD — smérodatna odchylka

SF — stacionarni faze

SR — smésny roztok

ST — standard

TLC — tenkovrstva chromatografie

UNESCO - Organizace spojenych narodt pro vychovu, v&€du a kulturu
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USD — americky dolar
UV - spektrofotometricka detekce v ultrafialové oblasti
UV/VIS — spektrofotometricka detekce v ultrafialove a viditelné oblasti

ZR — zasobni roztok
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8 Prilohy

8.1 Validace linearity kalibracni kiivky KBA - ¢ast 1/2

Linearita - Korelaérji a QC koeficient - EfChem sr.o
O E]CﬁChem Boswellic acids Purkyfiova .6'49:4'12'.’
KBA Brmo
| Vstupni data

Popis Val Vlastnost [mg/l] Mé&reni 1 [mALU.min]
ST 0,250 mg/l_a 0,25 0,0429
ST 0,250 mg/l_b 0,25 0,0451
ST 0,250 mg/l_c 0,25 0,0435
ST 0,500 mg/l_a 0,5 0,0823
ST 0,500 mg/l_b 0,5 0,0871
ST 0,500 mg/l_c 0,5 0,0905
ST 1,000 mg/l_a 1 0,1693
ST 1,000 mg/l_b 1 01741
ST 1,000 mg/l_c 1 0,1619
ST 2,500 mg/l_a 25 0,4318
ST 2,500 mg/l_b 25 0,43
ST 2,500 mg/l_c 25 0,4338
ST 5,000 mg/l_a 5 0,8409
ST 5,000 mg/l_b 5 0,8276
ST 5,000 mg/l_c 5 0,8203
ST 10,000 mg/l_a 10 1,6776
ST 10,000 mg/l b 10 16762
ST 10,000 mg/l ¢ 10 1,6683
ST 25,000 mg/l a 25 4 1188
ST 25,000 mg/l b 25 41206
ST 25,000 mg/l ¢ 25 4 1367
Vyhodnoceni
Vypoéteny R~2 Rk Vypocteny | QCk Max. Vypoétena Hypotéza
R testovani Qc testovani hodnota pro | hodnota

lsek Useku

{absolutni)
1 0,9999 0,99 0,9807 5 20 0,009 Prijata
Graf
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Validace linearity kalibracni krivky KBA - ¢ast 2/2
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Zavér: Linearita byla prokazana na zakladé hodnot korelacniho a QC koeficientu.
Vypoétena hodnota dseku pro danou pfimku vyhovuje kriteriu pfijatelnosti pro Gsek.
Rovnice pfimky: y=0.009+0,1645"x.

Podplirna statistika: Usek (odhad)= 0,008956

Smérnice (odhad)= 0,164909

Smérodatna odchylka useku (odhad)= 0,002978
Smérodatna odchylka smérnice (odhad)= 0,000279
Interval spolehlivosti pro dsek=(0,002722) - (0,01519)
Interval spolehlivosti pro smérnici= (0,164324) - (0,165493)

Rezidualni rozptyl (odhad)= 0,000112
Smérodatna edchylka rezidui (odhad)= 0,010579
Korelacni koeficient= 0,999973

R~2= 0999945

QC Koeficient= 0,980638
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8.2 Validace linearity kalibracni kiivky AKBA - ¢ast 1/2

Linearita - Korelaérjl’a QI: koeficient - EffiChem s.r.0
O E.Fﬁ.Chem Boswellic acids Purkyfiova 6491127
AKBA Bmo
Vstupni data
Popis Val. Vlastnost [mg/l] Mé&reni 1 [mAU.min]
ST 0,250 mg/l a 0,25 0,0402
ST 0,250 mg/l_b 0,25 0,0382
ST 0,250 mgfl_c 0,25 0,0381
ST 0,500 mg/l_a 05 0.0747
ST 0,500 mgfl b 05 0,0765
ST 0,500 mgll_c 0,5 0,0736
ST 1,000 mg/l_a 1 0,1516
ST 1,000 mgfl_b 1 0,1502
ST 1,000 mgfl c 1 0,149
ST 2,500 mg/l_a 25 0,3513
ST 2,500 mg/l_b 25 0,3805
ST 2,500 mg/l_c 25 0,3774
ST 5,000 mg/l_a 5 0,7387
ST 5,000 mg/l b 5 0,7379
ST 5,000 mg/l c 5 0,7306
ST 10,000 mg/l_a 10 1,4746
ST 10,000 mg'l_b 10 1,473
ST 10,000 mg/l_c 10 1,4734
ST 25000 mg/l a 25 3.6144
ST 25,000 mgll b 25 3,6252
ST 25,000 mg/l_c 25 3,6435
Vyhodnoceni
Vypoéteny Rr2 Rk Vypocteny | QC k Max. Vypoétena Hypotéza
R testovani Qc testovani hoednota pro | hodnota
usek lseku
(absolutni})
1 0,9999 0,99 1,0142 5 20 0,0092 Prijata
Graf
T8 L]
p L
ValWlastnost
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Zavér: Linearita byla prokazana na zakladé hodnot korelaéniho a QC koeficientu.
Vypoctena hodnota dseku pro danou pfimku vyhovuje kriteriu pfijatelnosti pro gsek.
Rovnice pfimky: y=0,0092+0,145"x.

Podplrna statistika: Usek (odhad)= 0,009237

Smérnice (odhad)= 0,144999

Smérodatna odchylka dseku {odhad)= 0002712
Smérodatna odchylka smérnice (odhad)= 0,000254
Interval spolehlivosti pro dsek= (0,00356) - (0.014913)
Interval spolehlivosti pro smérnici= (0,144467) - (0,145532)

Rezidualni rozptyl (odhad)= 9,3E-05
Smérodatna odchylka rezidui (odhad)= 0,009634
Korelacni koeficient= 0,999971

R*2=0,999941

QC Koeficient= 1,014186
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