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Anotace 

This bachelor thesis deals with the development and validation of a method for the 

determination of 2 boswellic acids (11-keto-P-boswellic acid and 3-o-acetyl-ll-keto-P-

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 

samples of the resin from the Dhofar region of Oman and tinctures made from it. The method 

was then optimized and validated to reduce the analysis time and cost. Finally, the optimized 

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 Úvod 

Léčivé rostliny vždy měly a stále mají velmi široké využití při léčbě různých 

onemocnění. Tradiční bylinná medicína nemá uplatnění pouze při samotné léčbě, ale 

i v prevenci a je také předmětem výzkumu a vývoje nových farmaceutických přípravků. 

Kadidlovník (boswellie) patří mezi nej významnější léčivé stromy tradiční asijské 

medicíny a podobné důležitosti se těší i v mnoha afrických zemích. Pryskyřice z kadidlovníku 

je totiž v těchto oblastech světa nejen jednou z nej používanějších fytoterapeutickou substancí, 

ale má i široké využití v rituálních obřadech a náboženství. V dřívějších dobách byla pro své 

vlastnosti a omezenou dostupnost považována zajedno z nej větších bohatství, a dokonce byla 

ceněna podobně jako zlato či hedvábí. Ve svém složení obsahuje těkavé terpenoidy, 

seskviterpenoidy, diterpenoidy, triterpenoidy a boswellové kyseliny a jejich deriváty, z nichž 

hlavní a pro tuto bakalářskou práci významné, j sou 2 pentacyklické triterpenické kyseliny 

11-keto-P-boswellová kyselina a 3-o-acetyl-ll-keto-P-boswellová kyselina. Obsah mnoha 

terpenických látek, využívaných v podobě rostlinných silic, zaručuje specificitu vůně i některé 

terapeutické účinky pryskyřice. Z hlediska léčebných účinků je však rozhodující především 

obsah boswellových kyselin, protože vykazují řadu biologických účinků, např. antiflogistické, 

antiartrotické, antidiabetické, antibakteriální, antioxidační, protirakovinotvorné a mnoho 

dalších. 

Vhodnou metodou pro stanovení obsahu boswellových kyselin v pryskyřici 

kadidlovníku je vysokoúčinná kapalinová chromatografie v kombinaci 

se spektrofotometrickou detekcí. Tato metoda je běžně využívána pro kontrolu kvality 

pryskyřice a je rovněž vyžadována v příslušné monografii Evropského lékopisu (verze 11.0) 

(dále jen Ph. Eur.) pro stanovení obsahu 11-keto-P-boswellové kyseliny a 3-o-acetyl-l 1-keto-

(3-boswellové kyseliny v pryskyřici indické (Olibanum indicum). 

Tato bakalářská práce je zaměřena na zavedení a validaci analytické metody pro 

stanovení 2 vybraných boswellových kyselin (11-keto-P-boswellová kyselina a 3-o-acetyl-l 1-

keto-P-boswellová kyselina) ve vzorcích pryskyřice kadidlovníku pravého (Boswellia sacra) 

z Omanu z oblasti Dhofar podle požadavků Ph. Eur. V další části práce byla provedena 

optimalizace metody s důrazem na podstatné zkrácení doby analýzy a snížení nákladů. 

Nakonec byla optimalizovaná metoda použita pro analýzu různě zbarvených částí pryskyřice 

a byla hodnocena souvislost vlivu barvy pryskyřice na obsah vybraných boswellových kyselin. 
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1.1 Kadidlo vnik 

Olibanum, frankincense či kadidlo - to vše jsou názvy pro pryskyřici získávanou ze 

stromů kadidlovníku (Boswellia). Kadidlovník je středně velký listnatý opadavý strom 

z čeledi březulovitých (Burseraceae), dorůstající obvykle výšky cca 5 m. Nejvíce se mu daří 

na odlehlých a hůře přístupných místech. Někdy se může rozrůstat z jednoho základního 

kmene do více kmenů a svým vzhledem tak může připomínat spíše keř. Větve jsou obklopeny 

drobnými zelenými lichozpeřenými listy. Z jara se začínají objevovat buď krémově bílé, nebo 

žlutavé pětičetné květy a po nich následují hnědé tobolky, které v sobě ukrývají semena 

kadidlovníku [1, 2]. 

Tento strom, jehož domovským prostředím je převážně oblast Středního východu, Indie 

a Afriky, obsahuje ve svém dřevu a kůře kanálky s vonnými pryskyřicemi. Tato pryskyřice 

se získává šetrným odborným naříznutím tenké, stále se odlupující kůry, po kterém začne 

strom ronit mléčné pryskyřičné slzy, a ty na vzduchu pomalu ztuhnou a vysuší se [3]. Udává 

se, že strom kadidlovníku, než se z něho začne nařezáváním získávat pryskyřice, by měl být 

minimálně 8 let starý. Řezy musí být prováděny přesně a šetrně speciálním nožem a uváděná 

délka řezu je 4-8 cm a hloubka řezu se uvádí 1 mm, ale musí se brát také v potaz průměr 

kmene stromu [4, 5]. Při nadměrném porušení kůry strom odumře, a proto se musí člověk 

k porostům kadidlovníku chovat mimořádně odpovědně. O šetrný sběr kadidla se starají muži 

z horských kmenů a ženy se starají o výrobu a prodej různých kosmetických a léčivých 

přípravků (masti, tinktury, oleje a parfémy) či vykuřovadel. Sběrači se obvykle vracejí pro 

kadidlo až po 3 měsících od naříznutí kůry a sběr je prováděn maximálně 2x ročně. Jedná se 

však pouze o doporučení odborníků. Například Ománci v průběhu sklizně nařezávají kůru 

stromu 3x ve čtrnáctidenních intervalech a až poté provedou samotnou sklizeň. Sběr kadidla 

však provádějí pouze l x ročně - před obdobím monzunových dešťů. Ztuhlé kadidlo sbírají 

ručně a třídí jej dle kvality a barvy. Plně vzrostlý kadidlovník běžně vyprodukuje 50-1800 g 

kadidla za sezónu v závislosti na velikosti stromu, intenzitě a frekvenci sběru [5]. Obecně 

kadidlo obsahuje cca 60-80% frakce rozpustné v alkoholu, 15-20% frakce rozpustné ve 

vodě, 5-7 % rostlinných silic a stejně tak polysacharidové frakce či v omezené míře přístupné 

polymerní látky [2, 6]. 

Silice získávané z kadidla jsou hojně využívány při aromaterapii nebo při výrobě 

parfémů již několik tisíc let. Tyto rostlinné silice mají také antioxidační, antifungální 

či antibakteriální účinky [4]. Například světle žlutá rostlinná silice je vyráběna parní destilací 

kadidla z Boswellia sacra a její hlavní složkou je oktylacetát (cca 60 %) dále pak 1-oktanol 
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(cca 12%), a-pinen (cca 11 %) atd. Naproti tomu rostlinná silice získávaná parní destilací 

kadidla z Boswellia serrata je bezbarvá a j ako hlavní složku obsahuje a-pinen (cca 45 %), dále 

pak a-thujen (cca 12 %), methylchavikol (cca 11 %) atd. Procentuální zastoupení těchto složek 

je však závislé na kvalitě a stáří kadidla [7, 8]. 

Nej významnější část Omanu, kde se pěstuje kadidlovník, je jižní provincie Dhofar. 

Nej kvalitnější druh kadidla zvané Hojari pochází z oblasti hor Jebel Samhan v provincii 

Salalah a města Hasik. V Omanu nejčastěji používají rozdělení na 4 základní druhy kadidla 

podle místa jeho výskytu, ale někdy jej označují jednoduše jen podle čísel. Nej kvalitnější 

kadidlo neboli zelené Hojari, lze na trhu nalézt pod názvem Number One [9]. Kadidlo se dále 

může ještě dělit dle jeho barvy, velikosti, tvaru nebo třeba doby sběru. Omán si velice váží 

svého přírodního bohatství, a proto je vývoz surového kadidla upraven tamními zákony. 

Některé zdroje uvádějí, že země jako Omán či Jemen vyvezou ročně cca 3 000 tun kadidla 

do země jako je Írán atp. [4]. Nejvíce kadidla je v dnešní době vyváženo ze Somálska 

a Etiopie, ale na úkor nadměrného a hlavně nekontrolovaného sběru, čímž dochází ke 

zbytečnému poškozování a úhynu stromů [1, 2]. Na Obr. 1 je pro bližší představu fotografie 

stromu kadidlovníku v jeho přirozeném prostředí. 

Obr. 1: Strom kadidlovníku v přirozeném prostředí [10]. 
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Existuje nejméně 25 známých druhů kadidlovníků [11]. Každý druh kadidlovníku 

obsahuje kadidlo, které má pro daný druh specifickou vůni, vzhled i účinky. To je způsobeno 

převážně klimatickými podmínkami a kvalitou půdy. Optimální pro jejich růst je teplé počasí 

s minimálními srážkami. Stromy rostoucí v dosahu moře a také monzunových dešťů 

se vyznačují méně kvalitní pryskyřicí. Naopak stromy rostoucí pomaleji v suché a kamenité 

půdě se vyznačují kvalitnější pryskyřicí s vyšším obsahem účinných látek [2, 12, 13]. 

Mezi nejznámější druhy na Arabském poloostrově se řadí Boswellia sacra, v Indii 

Boswellia serrata, v Etiopii Boswellia papyrifera a Boswellia rivae, v severní Africe 

a Somálsku Boswellia carterii a Boswellia frereana aj. Druhové rozlišení j e velmi důležité pro 

zachování hospodářsky významných a ohrožených druhů [2, 6]. 

Boswellia sacra neboli kadidlovník pravý je nej významnější druh kadidla v Omanu. 

Díky své vynikající kvalitě a tržní hodnotě, která se u vysoce kvalitního kadidla pohybuje až 

v řádu stovek dolarů za kilogram, se pro obyvatele Dhofaru jedná o podstatný zdroj jejich 

obživy. Velký význam pro ekonomiku Omanu má export kadidla a výrobků z něj vyrobených 

- např. podle údajů Světové banky za rok 2020 činil celkový vývoz těchto komodit z této země 

33,479 miliard USD [14]. Boswellia serrata se hojně využívá v ayurvédské medicíně 

a v Evropě jako součást různých kloubních preparátů jak pro lidi, tak i pro zvířata. Boswellia 

carterii se svým vzhledem velmi podobá ománskému Boswellia sacra, a tak bývá bohužel 

velmi často nabízena právě jako ománské kadidlo, které má výrazně vyšší cenu a hlavně 

kvalitu [1,4]. 

V dřívej ších dobách bylo kadidlo používáno při různých náboženských rituálech, j elikož 

se traduje, že jeho voňavý bílý kouř stony citrusů uklidňuje bohy. Například starověké 

záznamy uvádějí, že za jeden rok se v babylonském chrámu spálilo 2,5 tuny kadidla. 

V současné době má největší spotřebu kadidla katolická církev při obřadech [1, 15]. 

V dnešní době musí bohužel některé druhy kadidlovníků čelit různým negativním 

vlivům, které souvisí s lidskou činností. Jedná se například o nadměrné kácení stromů, 

výstavbu různých budov nebo záření z telefonních věží [2]. Mezi další faktory, které negativně 

ovlivňují růst kadidlovníků, se řadí nadměrná pastva dobytka nebo měnící se klimatické 

podmínky, jako je neustále se zvyšující teplota a rapidní ubývání srážek. V rámci snahy 

o záchranu takto ohrožených druhů kadidlovníků vznikl záchranný program s cílem mapování 

stávajícího stavu a jeho následnému monitoringu. Na základě získaných dat byla pro tyto 
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kadidlovníky zřízena rezervace nesoucí název Wadi Dowkah Frankincense Park, která se 

nachází cca 40 km severně od Salalahu a svou rozlohou zaujímá cca 5 km 2 [2, 16]. 

Hedvábná či Stříbrná stezka jsou známé po celém světě, ale Kadidlová stezka vedoucí 

z Asie do Evropy již tak známá není. Přitom se jedná o jednu z nej starších a nej důležitějších 

obchodních cest historie. Vaky naplněné kadidlem byly přepravovány za pomoci oslů 

a velbloudů do námořních přístavů, odkud zboží směřovalo do dalších zemí světa. Tento 

obchod s kadidlem ale také podléhal clu, které bylo důrazně vymáháno. Některé cesty karavan, 

čítajících stovky zvířat, vedly z Omanu nebo Jemenu přes Rub al-Chálí - v překladu „Pustá 

končina" - největší souvislou poušť světa [17]. Tato cesta byla velice náročná a hlavně 

nebezpečná, a proto v okolí nej frekventovanějších cest vznikla místa zvaná Karavanserai [18]. 

Jedná se o orientální starověké zájezdní hostince, které poskytovaly karavanám ochranu před 

lupiči, možnost občerstvení či přenocování. Bezpochyby nejznámější Karavanserai je Ubar 

u vesnice Shisr, kde měly karavany poslední možnost zastavit a doplnit zásoby před vstupem 

do pouště Rub al-Chálí. Dle legend byl Ubar proslulý bohatstvím natolik, že byly jeho ulice 

dlážděny zlatem a všude byla cítit vůně kadidla, ale později byl prý Ubar zničen Bohem kvůli 

jeho pyšným obyvatelům. V dnešní době z většiny Karavanserai zbyly již jen trosky 

a rozvaliny. Někde v blízkosti této stezky měl také údajně stát bájný palác královny ze Sáby, 

který byl postaven v luxusním orientálním stylu. V roce 2000 byly památky Kadidlové stezky 

zapsány do seznamu světového dědictví UNESCO [8, 19]. 

Zhruba před dvěma tisíci lety mělo kadidlo stejnou cenu jako zlato či hedvábí, a proto 

také bylo nalezeno v hrobkách egyptských faraónů. Také je třeba zmínit známý biblický 

příběh o Ježíšovi a Třech králích (Mudrci z Východu). Právě Tři králové (Kašpar, Melichar 

a Baltazar) se přišli poklonit Ježíši nedlouho po jeho narození a uctili ho třemi vzácnými 

dary: zlatem, myrhou a kadidlem. Tyto tři vzácné dary představují Ježíšovo poslání a úděl. 

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

1.2 Boswellové kyseliny a jejich využití 

Boswellové kyseliny jsou sloučeniny lipofilní povahy nerozpustné ve vodě. Jedná 

se o biologicky aktivní pentacyklické triterpenové kyseliny. Z chemického hlediska se dělí 

na P-boswellové kyseliny (ursanový typ) a a-boswellové kyseliny (oleanový typ), které se 

od sebe liší pozicí methylové skupiny na 19. a 20. uhlíku [11]. Boswellové kyseliny obsahují 

6 důležitých, blízce příbuzných izomerů, které je obtížné od sebe oddělit. Jsou to 3-o-acetyl-
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11-keto-P-boswellová kyselina (AKBA) , 11-keto-P-boswellová kyselina (KBA), acetylované 

a a P boswellové kyseliny (ABA) a a a P boswellové kyseliny (BA). Na Obr. 2 jsou pro bližší 

představu uvedeny strukturní vzorce těchto boswellových kyselin [11]. 

Obr. 2: Strukturní vzorce 6 nej důležitějších boswellových kyselin - převzato z [20] 

a upraveno. Zleva a-boswellová kyselina, 3-o-acetyl-a-boswellová kyselina, 3-o-acetyl-ll-

keto-P-boswellová kyselina, P-boswellová kyselina, 3-o-acetyl-P-boswellová kyselina, 

11-keto-P-boswellová kyselina. 

Neustále se zvyšující míra rezistence vůči antibiotikům nebo vysoká cena mnoha léků, 

zejména v málo rozvinutých zemích, vede v těchto oblastech k daleko většímu využití tradiční 

medicíny. Obecně jsou zde přírodní produkty považovány za bezpečnější než syntetická 

léčiva, a tak není divu, že roste zájem o další rozvoj používání látek, jako je například kadidlo. 

Kadidlo využitelné pro účely léčby či prevence produkují především čtyři hlavní druhy 

kadidlovníků, kterými jsou Boswellia sacra, Boswellia serrata, Boswellia frereana 

a Boswellia carterii. Obsah boswellových kyselin v pryskyřici kadidlovníků je však závislý 

na několika faktorech, kterými jsou oblast výskytu stromu, stáří stromu, metoda sběru 

pryskyřice, roční období a skladovací podmínky [21]. 

Při léčbě chronických onemocnění je používána široká paleta rostlinných přípravků 

z kadidla, jelikož tyto přípravky mají minimální vedlejší účinky. Na trhuje lze získat např. ve 

formě masti, oleje, tinktury, tablety, kapsle nebo bez úpravy jako surovou pryskyřici [4]. 
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Lékaři tradiční indické medicíny v dřívějších dobách hojně využívali kadidlo při léčbě 

astmatu, artritídy, žaludečních vředů nebo kožních onemocnění. V dnešní době již několik 

studií potvrdilo, že pryskyřice z kadidlovníku má antiflogistické, antimikrobiální, 

antidiabetické, antikoagulační a imunomodulační účinky [4, 8]. 

Tradiční čínská medicína využívá pozitivních účinků kadidla na podporu krevního 

oběhu, ke zmírnění bolesti a k uvolnění svalů. Některé studie uvádějí pozitivní účinky kadidla 

také proti jaterním, žaludečním, neurologickým a kožním poruchám či astmatu [8, 22]. Nelze 

opomenout ani některé klinické studie na základě kterých byly prokázány pozitivní účinky 

také proti karcinomům, gliomům, nádorům močového měchýře a mozku [11, 23]. Dokonce 

existují již první výzkumy na využití pryskyřice v nanotechnologiích. Nanočástice mají 

jedinečné vlastnosti, jako je velký povrch a flexibilní fyzikálně-chemické vlastnosti. 

Navázáním A K B A na povrch nanočástic zlata či stříbra byly pozorovány antiflogistické 

či analgetické účinky [4]. Na Obr. 3 jsou přehledněji znázorněny pozitivní účinky 

boswellových kyselin podle nejnovějších studií. 

Cukrovka 
Ateroskleróza 

Ischemická reperfuze 

Obr. 3: Pozitivní účinky boswellových kyselin proti různým chronickým onemocněním -

převzato z [24] a upraveno. 

Při léčbě zánětlivých onemocnění pomocí boswellových kyselin se využívá alosterické 

neredoxní inhibice 5-lipoxygenázy (5-LOX) - prozánětlivý enzym. Pomocí proteinu 

aktivujícího enzym 5-LOX, který váže substrát najaderné membráně, je iniciovánabiosyntéza 
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leukotrienů z kyseliny arachi donové. Právě leukotrieny mají nej větší význam při různých 

zánětech a alergiích. Nej lepší výsledky inhibice 5-LOX vykazoval inhibitor A K B A [6, 25]. 

Účinky kadidla Boswellia serrata byly také již hodnoceny u pacientů trpících ulcerózní 

kolitidou - zánětem tlustého střeva. Přípravek vyrobený z tohoto kadidla (300 mg třikrát 

denně po dobu 6 týdnů) byl podáván 20 pacientům a dalším 10 pacientům byl pro kontrolu 

podáván sulfasalazin - přípravek s protizánětlivými účinky - (1 g třikrát denně po dobu 

6 týdnů). Z 20 pacientů léčených kadidlem Boswellia serrata vykazovalo zlepšení 

18 pacientů. V kontrolní skupině 6 z 10 pacientů mělo srovnatelné výsledky se stejnými 

parametry. Tento pilotní výzkum ukázal, že přípravek z kadidla Boswellia serrata by mohl být 

účinný při léčbě ulcerózní kolitidy, a to s minimem vedlejších účinků, ale pro větší průkaznost 

je zapotřebí ještě dalšího výzkumu se širším okruhem pacientů [21, 26]. 

1.3 Metody stanovení boswellových kyselin 

Pro stanovení boswellových kyselin jsou v dnešní době nejvíce používány metody 

separační. Největší uplatnění z široké oblasti separačních metod pro tyto účely však téměř 

výhradně nacházejí metody chromatografické, což jsou fyzikálně-chemické metody 

využívající rozdílné distribuce dělených látek mezi různé nemísitelné fáze. Jedná se například 

o tenkovrstvou chromatografii (TLC), plynovou chromatografii (GC) nebo vysokoúčinnou 

kapalinovou chromatografii (HPLC). Metody TLC jsou využívány zejména pro rychlou 

orientační kvalitativní analýzu, metody GC a HPLC zase téměř výhradně pro kvantitativní 

analýzu. Při izolaci boswellových kyselin z pryskyřice kadidlovníku se využívá alkalicko-

acidického zpracování alkoholového extraktu, což má za úkol poskytnout boswellové kyseliny 

o vyšší čistotě, jelikož jsou tyto látky hojně využívány ve farmaceutickém průmyslu [7, 27]. 

Pro provedení úspěšné chromatografické separace je vždy nezbytné mj. zvolit vhodnou 

stacionární fázi (SF) a současně i vhodnou mobilní fázi (MF). Správně zvolená kombinace 

SF a M F je totiž naprosto zásadní pro co nejlepší rozdělení separovaných látek a zároveň i pro 

co nejlepší tvar chromatografických píků, které mají být úzké a symetrické. Pro dosažení 

vhodných chromatografických podmínek je při vývoji nové metody prováděna optimalizace 

chromatografické separace. Jedná se o série měření provedených za různých nastavení 

parametrů, které ovlivňují separaci za účelem dosažení požadovaného cíle - zvýšení rozlišení, 

zvýšení symetrie píků, zvýšení retenčního faktoru, snížení doby analýzy, snížení meze 

kvantifikace aj. Optimalizovanými parametry, kterými mají být tyto cíle dosaženy, mohou 
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být: typ SF, velikost částic SF, rozměry kolony, složení MF, objem nástřiku vzorku, rychlost 

toku MF, ... [28]. 

Metody TLC umožňují díky své finanční i instrumentální nenáročnosti provádět 

základní kvalitativní analýzu, např. rozlišení jednotlivých druhů kadidlovníku. V případě 

práce [29] byla jako eluční činidlo použita směs rozpouštědel pentan a diethylether (2:1) s 1% 

kyselinou octovou. Chromatogramy byly analyzovány za použití U V záření o vlnové délce 

254 nm a s pomocí vizualizačního činidla, kterým byl anisaldehyd. Ve výsledku byl jako 

specifický biomarker Boswellia sacra shledán p4iaryofylenoxid. 

Hlavním cílem práce [30] byla izolace a identifikace boswellových kyselin. Pomocí 

TLC byl úspěšně zkoumán výběr vhodného rozpouštědla a proces extrakce boswellových 

kyselin z pryskyřice kadidlovníku. Byla provedena extrakce pomocí 10 rozpouštědel 

a s přihlédnutím i na ekonomické hledisko, byl jako nej vhodnější rozpouštědlo vybrán 

ethanol. Jako nejvhodněj ší proces extrakce byla vybrána macerace. 

V práci [31] bylo provedeno porovnání metod HPTLC a HPLC při stanovení K B A 

a A K B A ze vzorku Boswellia serrata. Pro stanovení obou analytů byl vyvinut přímý test 

HPTLC za použití U V záření o vlnové délce 254 nm. Stanovené množství K B A a A K B A ve 

vzorku z Boswellia serrata bylo cca 3,3 % a 4,6 % pomocí HPTLC a 3,03 % a 3,87 % pomocí 

HPLC při téměř shodné vlnové délce 250 nm. Byl tedy zjištěn minimální rozdíl v kvantifikaci 

K B A a A K B A těmito výše zmíněnými metodami. 

Vzhledem k mnoha nejistotám ohledně botanické identifikace a složitosti směsí 

triterpenických kyselin obsažených v pryskyřici kadidlovníku jsou v posledních letech 

vyvíjeny stále nové metody. V práci [32] byla představena metoda vysokoúčinné kapalinové 

chromatografie se spektrofotometrickou detekcí využívající diodového pole (HPLC-PDA) za 

účelem odhalení rozdílů ve složení triterpenových kyselin a zajistit tak průkazné geografické 

rozlišení různých druhů kadidlovníku. Tato metoda využívala kapalinový chromatograf 

(Waters Alliance 2690), chromatografickou kolonu (Phenomenex Synergi M A X - R P 80; 

150 x 4,6 mm; 4 mm), průtok M F 1 ml/min a spektrofotometrický detektor pracující při 

vlnové délce 210 nm. Doba analýzy činila cca 40 min. 

V práci [33], která se týkala nejen druhového rozlišení kadidlovníku, ale i hodnocení 

účinnosti jejich pryskyřic proti rakovinným buňkám prsu, byla představena metoda 

vysokoúčinné kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostní detekcí (FfPLC-MS/MS). 

Bylo analyzováno 41 různých vzorků od 9 různých druhů kadidlovníku. Například Boswellia 
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sacra vykazoval průměrný obsah A K B A v kadidle 31,3 ug/mg a Boswellia serrata pouze 

11,8 ug/mg. Co se týče účinnosti boswellových kyselin proti rakovinným buňkám, byla 

prokázána zvyšující se cytotoxická aktivita proti buňkám rakoviny prsu se zvyšující 

se koncentrací boswellových kyselin. Analýza HPLC-MS/MS byla provedena na kapalinovém 

chromatografu (Agilent 1260 Infinity) ve spojení s trojitým kvadrupólovým hmotnostním 

spektrometrem (Applied Biosystems API 2000) pomocí ionizace elektrosprejem (ESI) 

v negativním režimu. Byla použita chromatografická kolona pracující systémem obrácených 

fází(Dr. MaischReproSil-PurBasic-C18 HD; 125 x 3 mm; 3 um) při průtoku MF 0,6 ml/min. 

Rozdíl v obsahu boswellových kyselin mezi Boswellia sacra a Boswellia serrata byl 

zkoumán v práci [34]. Kvalifikace a kvantifikace ve vzorcích z Boswellia sacra získaných 

z Etiopie a z Boswellia serrata získaných z Indie byla provedena pomocí HPLC-DAD-ESI-

MS/MS. Analýza byla provedena na kapalinovém chromatografu (Agilent 1200 Infinity) 

vybaveném kolonou s reverzní fází (Phenomenex Luna C18; 150 mm x 3,0 mm; 3 um) při 

průtoku M F 0,2 ml/min. Hmotnostní detekce byla provedena pomocí iontové pasti 

(Agilent 6330 Series) vybavené elektrosprejem (ESI) pracujícím v negativním režimu. 

Zjištěný obsah K B A 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 pryskyřice. Zjištěný obsah A K B A 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 pryskyřice. Celkový obsah hlavních boswellových kyselin byl vyšší 

u Boswellia sacra než u Boswellia serrata. 

Cílem práce [35] bylo vyvinout rychlou isokratickou HPLC metodu pro identifikaci 

K B A a A K B A ve výrobcích vyskytujících se na trhu. Analýza byla provedena pomocí HPLC 

systému Shimadzu se spektrofotometrickým detektorem (SPD-lOA/lOAi) 

a chromatografickou kolonou (Nouryon Kromasil 100 C18; 250 mm x 4,6 mm; 5 um). 

Retenční čas pro K B A byl 4,30 min a pro A K B A 7,11 min. Vyvinutá metoda poskytovala 

lineární kalibrační křivky v rozmezí 11,66-58,30 ug/ml pro K B A a 6,50-32,50 ug/ml pro 

A K B A . 

Stanovení K B A a A K B A bylo již prováděno nejen v pryskyřicích kadidlovníků 

a výrobků z nich vyrobených, ale i v séru lidské plazmy. Při léčbě peritumorálního edému bylo 

totiž zjištěno, že výtažky z kadidla Boswellia serrata představují silný doplňkový bylinný lék 

[36]. V rámci tohoto výzkumu byla úspěšně vyvinuta vysoce citlivá HPLC-MS metoda 

umožňující spolehlivou kvantifikaci obou těchto analytů. Analýza byla provedena na 

chromatografu Agilent 1200 Infinity za použití kolony (Thermo Hypersil BDS RP C18; 

10 



100 mm x 4 mm, 3 um). Celková doba analýzy činila 35 min při průtoku M F 0,4 ml/min. 

Hmotnostní detekce byla provedena na trojitém kvadrupólu Agilent 6410 vybaveném 

elektrosprejem (ESI) pracujícím v negativním režimu. Metoda byla úspěšně zvalidována 

v koncentračním rozsahu od 5,0 ng/ml do 3000 ng/ml. 

Metoda GC je metoda vhodná zejména pro stanovení těkavých látek. Podmínkou použití 

této metody je, aby stanovované látky byly zplynitelné a termostabilní až do teploty 

cca 400 °C. V práci [37] byla zkoumána podobnost rostlinných silic vyrobených z Boswellia 

dalzielii vyskytující se v Burkině Faso a Nigérii. Bylo zjištěno, že rostlinné silice z Burkiny 

Faso jsou velmi podobné těm z Nigérie v dominanci a-pinenu, avšak v rostlinných silicích 

z Nigérie je navíc zastoupeno významné množství seskviterpenů. Analýza byla provedena 

pomocí GC-MS, kde byl využit chromatograf (Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra) s kapilární 

kolonou (Phenomenex ZB-5ms) a pomocí GC-FID, kde byl využit chromatograf (Shimadzu 

GC 2010) s plamenovým ionizačním detektorem a kapilární kolona (Phenomenex ZB-5). 

Cílem práce [38] byla kvalifikace charakteristických složek kadidla v komerčně 

prodávaném vzorku a následné potvrzení přítomnosti těchto složek v archeologickém vzorku 

kadidla. Analýza byla provedena pomocí GC-MS, kde byl použit chromatograf (Varian Saturn 

3900) s kapilární kolonou (Varian CP-Sil 8 CB; 30 m x 0,25 mm; 0,25 um) a hmotnostní 

spektrometr (Varian 2100 T). Závěrem byly úspěšně identifikovány chemické markery 

kadidla z komerčního vzorku, které byly detekovány také v archeologickém vzorku, kde byly 

mimo jiné přítomny i produkty degradace těchto markerů. 

Předmětem dosavadního výzkumu bylo i hledání podmínek selektivní extrakce 

a následné identifikace především diterpenů a triterpenoidů z kadidla Boswellia papyrifera 

[39]. Extrakce byla provedena extrakčními postupy jako jsou Soxhletova extrakce pomocí 

hexanu a superkritická extrakce pomocí CO2. Větších výtěžků extrakce (~ 25 %) bylo 

dosaženo vlivem delší doby extrakce a působením vyššího tlaku. Následná analýza pomocí 

GC-MS byla provedena na chromatografu (Thermo Trace 1300) s hmotnostní detekcí 

jednoduchým kvadrupólem (Thermo ISQ 7000) s chromatografickou kolonou (Agilent DB-

5MS; 30 m x 0,25 mm; 0,25 um). Pomocí této metody bylo úspěšně identifikováno 

21 sloučenin (rostlinné silice, alkoholy, diterpeny, triterpenoidy aj.) s relativní plochou 

píku > 1 %. Nejvyšších hodnot relativní plochy píku bylo dosaženo v případě incensolu 

(36 %) či acetátu incensolu (17-20 %). 

11 



2 Cíl práce 

Cíl práce definovaný v zadávacím protokolu bakalářské práce se sestává z těchto níže 

uvedených dílčích cílů práce: 

1) Vypracovat literární rešerši na dané téma. 

2) Vypracovat analytickou metodu na stanovení vybraných boswellových kyselin 

pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie se spektrofotometrickou detekcí 

včetně provedení základní optimalizace této analytické metody. 

3) Provést validaci analytické metody pro použití na analýzu modelových vzorků 

neobsahujících přírodní matrici. 

4) Provést validaci analytické metody pro použití na analýzu reálných vzorků 

obsahujících vybranou přírodní matrici (pryskyřice, tinktura apod.). 

5) Stanovení vybraných boswellových kyselin ve vizuálně rozdílných částech 

pryskyřice kadidlovníku pravého pro účely hodnocení její kvality. 
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3 Materiál a metody 

3.1 Chemikálie 

• Standardy análytů: 

> 11 -keto-P-boswellová kyselina (KBA) 

(M = 470,68 g/mol, čistota > 95 %, CAS: 17019-92-0, Sigma Aldrich) 

> 3-o-acetyl-11 -keto-P-boswellová kyselina (AKBA) 

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

> Tinktura 

(KADIDLO E X T R A K T , doplněk stravy, 1. Aromaterapeutická K H a.s.) 

> Kadidlo 

(OMÁNSKÉ K A D I D L O HOJARI, doplněk stravy & pryskyřice pro meditace 

a vykuřování 1. Aromaterapeutická K H a.s.) 

• Rozpouštědla: 

> Acetonitril (Gradient Grade VWR) 

> Methanol (Gradient Grade VWR) 

> Kyselina orthofosforečná (čistota 85 %, Merck) 

> Deionizovaná voda vyrobená přístroj em Water purification systém Smart2Pure 
(Thermo Scientific) 

3.2 Přístroje a spotřební materiál 

• Kapalinový chromatograf (Dionex UltiMate 3000, Thermo Scientific) 

• Chromatografické kolony (Phenomenex L U N A C18; 250 x 4,6 mm; 5 um a Thermo 

A C C L A I M RSLC 120 C18; 100 x 3,0 mm; 2,2 um) 

• Analytické váhy (MS 105DU, M E T T L E R TOLEDO) 

• Centrifuga (3-30 k, Sigma Aldrich) 

• Sada automatických pipet v rozsahu 10-100 ul, 100-1000 ul a 1-10 ml (Research Plus 

Eppendorf) 

• Sada mikrostříkaček Hamilton 

• Výrobník deionizované vody (Smart2Pure, Thermo Scientific) 

• Ultrazvuková lázeň (U5C600THD, VWR) 

• Odměrné sklo, třída přesnosti A (Fisherbrand) 
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• Třecí misky s tloučkem 

• Kopist 

• Špičky pro pipety, parafilm, chromatografické krimpovací vialky, krimpovací víčka, 

centrifugační zkumavky a eppendorfky 

• Ovládání systému HPLC-UV/VIS a vyhodnocení naměřených dat bylo provedeno 

pomocí programu Chromeleon (verze 7.2.8, Thermo Scientific) 

• Validace linearity kalibračních křivek byla provedena pomocí programu Effivalidation 

(verze 4.0.124.0, EffiChem) 

3.3 Příprava roztoků 

3.3.1 Příprava mobilních fází 

Mobilními fázemi, které byly zvoleny na základě požadavků Ph. Eur., byly mobilní fáze 

A o složení 0,1% kyselina orthofosforečná v deionizované vodě (MF-A) a mobilní fáze B 

o složení 0,1% kyselina orthofosforečná v acetonitrilu (MF-B). 

M F - A byla připravována dle potřeby většinou do 250ml skleněné odměrné baňky určené 

pouze pro přípravu mobilních fází. Do 250ml skleněné odměrné baňky bylo nalito menší 

množství deionizované vody a bylo přidáno 250 ul 85% kyseliny orthofosforečné. Následně 

byla odměrná baňka doplněna deionizovanou vodou po rysku. Takto připravená 

M F - A byla přelita do suché zásobní lahve určené pro skladování mobilních fází. M F - A musela 

být připravována vždy čerstvá. 

MF-B byla připravována dle potřeby většinou do 1 OOOrnl skleněné odměrné baňky 

určené pouze pro přípravu mobilních fází. Do 1 OOOrnl skleněné odměrné baňky bylo nalito 

menší množství acetonitrilu a byl přidán 1 ml 85% kyseliny orthofosforečné. Následně byla 

odměrná baňka doplněna acetonitrilem po rysku. Takto připravená MF-B byla přelita do suché 

zásobní lahve určené pro skladování mobilních fází. 

Směsný roztok MF, používaný pro účely ředění roztoků standardů i vzorků, byl 

připravován dle potřeby většinou do 100mi skleněné odměrné baňky. Do 100mi skleněné 

odměrné baňky bylo odpipetováno 16 ml M F - A a odměrná baňka byla následně doplněna M F -

B po rysku. 
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3.3.2 Příprava roztoků standardů a pracovních roztoků 

Zásobní roztok K B A (ZRKBA) O koncentraci 50,4 mg/l byl připraven navážením 2,52 mg 

standardu do 50ml odměrné baňky a rozpuštěním v methanolu. Takto připravený roztok byl 

rozdělen do 4 zásobních lahviček a uchováván v chladničce. 

Zásobní roztok A K B A (ZRAKBA) O koncentraci 50,4 mg/l byl připraven navážením 

2,52 mg standardu do 50ml odměrné baňky a rozpuštěním v methanolu. Takto připravený 

roztok byl rozdělen do 4 zásobních lahviček a uchováván v chladničce. 

Porovnávací roztok standardů (PRST) O koncentraci každého analytu 5 mg/l byl 

připraven odpipetováním 992 ul Z R K B A a 992 ul Z R A K B A do lOml odměrné baňky, která byla 

doplněna roztokem MF po rysku. Takto připravený roztok byl ponechán v odměrné baňce 

a uchováván v chladničce. 

Směsný roztok standardů (SRST) O koncentraci 25 mg/l byl připraven odpipetováním 

4,96 ml Z R K B A a 4,96 ml Z R A K B A do lOml odměrné baňky, která byla následně doplněna 

methanolem po rysku. Takto připravený roztok byl ponechán v odměrné baňce a uchováván 

v chladničce. 

Směsný lOx zředěný roztok standardů (SRST-IOX) O koncentraci 2,5 mg/l byl připraven 

odpipetováním 0,5 ml PRST do 5ml odměrné baňky, která byla následně doplněna methanolem 

po rysku. Takto připravený roztok byl ponechán v odměrné baňce a uchováván v chladničce. 

3.3.3 Příprava vzorků 

Zásobní roztok pryskyřice (ZRp) byl připraven navážením 1,0020 g reprezentativního 

vzorku pryskyřice do 100mi odměrné baňky a jako rozpouštědlo byl přidán methanol. Před 

navazováním je vhodné umístit vzorek pryskyřice na přibližně 30 min do mrazničky a poté jej 

rozbít kladívkem na menší části. Odměrná baňka byla vložena do ultrazvukové lázně na 

60 min. Poté byla doplněna methanolem po rysku a důkladně promíchána. Následně byl obsah 

z odměrné baňky rozdělen do několika eppendorfek a byl odstředěn po dobu 5 min při relativní 

odstředivé síle 20 000 RCF. Supernatant byl převeden do několika zásobních lahviček, které 

byly uchovávány v chladničce. 

Zásobní roztok pryskyřice lOx zředěný (ZRp-iox) byl připraven odpipetováním 1 ml ZRp 

do lOml odměrné baňky, která byla doplněna methanolem po rysku a důkladně promíchána. 
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Pracovní roztok tinktury 100x zř. (PRT-IOOX) byl připraven odpipetováním 100 ul tinktury 

do 10ml odměrné baňky, která byla doplněna methanol em po rysku a důkladně promíchána. 

Pracovní roztok tinktury 1 OOOx zředěný (PRT-I OOOX) byl připraven odpipetováním 1 ml 

PRT-IOOX do 10ml odměrné baňky, která byla doplněna methanol em po rysku a důkladně 

promíchána. 

3.3.4 Příprava roztoků pro validaci lékopisné metody 

Pro validaci lékopisné metody byla připravena sada roztoků vzorku pryskyřice a tinktury 

dle Tab. 1 a každá vialka byla dělána v 7 opakováních. Dále byl odpipetován 1 ml PRST do 

vialky a jako slepý pokus byl odlit 1 ml roztoku MF do vialky. 

Tab. 1: Příprava sady roztoků vzorku pryskyřice a tinktury včetně přípravy jejich 

obohacených vzorků přídavkem standardních látek (spike). 

Název vialky 
ZRp PRT-100X Z R K B A Z R A K B A MF 

Název vialky 
ZRp PRT-100X Z R K B A Z R A K B A 

[ul] 
Název vialky 

[ul] [ul] [ul] [ul] [ul] 
Pryskyřice lOx 100 - - - 900 
Pryskyřice lOx + spike 5 mg/l 100 - 99,2 99,2 702 
Tinktura 1 OOOx - 100 - - 900 
Tinktura 1 OOOx + spike 5 mg/l - 100 99,2 99,2 702 

3.3.5 Příprava roztoků pro validaci nové metody 

Pro validaci nové metody byla nejprve připravena orientační řada roztoků standardů 

(Tab. 2), poté testovací řada standardů (Tab. 3) a nakonec kalibrační řada standardů (Tab. 4). 

Dále byly připraveny roztoky vzorků pryskyřice a tinktury (Tab. 5). 

Tab. 2: Příprava orientační řady standardů. 

Název 
P R S T 1. vial. 2. vial. 3. vial. 4. vial. 5. vial. 6. vial. MF Kone. 

Název 
[ul] [lil] [lil] [ul] [ul] [ul] [ul] [ul] [US/I] 

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: Příprava testovací řady standardů. 

Koncentrace SRST MF 
[mg/l] [ul] [ul] 

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 kalibračních roztoků byla připravena dle Tab. 4 přímo do chromatografických 

vialek. Nejprve bylo napipetováno příslušné množství směsi MF, a poté příslušné množství 

SRST. 

Tab. 4: Kalibrační řada standardů 

Název vialky Koncentrace 
[mg/11 

S R S T 
íull 

MF 
íull 

l.a 
l.b 0,100 4 996 
l.c 
2.a 
2.b 0,250 10 990 
2.c 
3.a 
3.b 0,500 20 980 
3.c 
4.a 
4.b 1,000 40 960 
4.c 
5.a 
5.b 2,500 100 900 
5.c 
6.a 
6.b 5,000 200 800 
6.c 
7.a 
7.b 10,000 400 600 
7.c 
8.a 
8.b 25,000 1000 -
8.c 
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Roztoky vzorků a obohacených vzorků pro účely ověření správnosti a přesnosti metody 

jsou uvedeny v následující Tab. 5, přičemž každá vialka byla připravena ve 3 opakováních. 

Tab. 5: Příprava roztoků vzorků pryskyřice a tinktury - ověření přesnosti a správnosti. 

Název vialky ZRp ZRp-iox PRT-100X PRT-1000X SRST MF Název vialky 
run run run run run run 

Pryskyřice lOx 100 - - - - 900 
Pryskyřice lOx + spike 5 mg/l 100 - - - 200 700 
Pryskyřice lOOx - 100 - - - 900 
Pryskyřice lOOx + spike 5 mg/l - 100 - - 200 700 
Tinktura 1 OOOx - - 100 - - 900 
Tinktura 1 OOOx + spike 5 mg/l - - 100 - 200 700 
Tinktura 10 OOOx - - - 100 - 900 
Tinktura 10 OOOx + spike 5 mg/l - - - 100 200 700 

3.3.6 Příprava roztoků pro hodnocení vlivu barvy pryskyřice na obsah K B A 
a A K B A 

Byly vybrány 4 různě zbarvené vzorky pryskyřice (viz. Obr. 4) a každý byl vložen do 

vlastní třecí misky. Třecí misky se vzorky byly na 30 minut vloženy do hlubokomrazicího 

boxu (-80 °C), a poté byly vzorky v třecích miskách rozmělněny tloučkem. Rozemletý prášek 

byl kopistkou navážen přímo do eppendorfky, byl přidán 1 ml methanolu a navážka byla 

rozpuštěna (příprava viz. Tab. 6). Následně bylo všech 12 eppendorfek odstředěno při 

20 000RCF po dobu 10 min. Poté bylo z každé eppendorfky odpipetováno 100 ul 

supernatantu do vialky obsahující 900 ul MF (Vzorek X lOx) a z každé vialky bylo dále 

odpipetováno 100 ul do jiné vialky obsahující 900 ul MF (Vzorek X lOOx). 

Tab. 6: Příprava vzorků různě zbarvených částí pryskyřice. 

Zbarvení vzorku pryskyřice Název vialky Navážka 
[g] 

A I 0,0100 
Téměř bezbarvá A2 0,0100 

A3 0,0105 
B l 0,0107 

Světle žlutá B2 0,0100 
B3 0,0100 
C l 0,0100 

Hnědá C2 0,0105 
C3 0,0102 
D l 0,0106 

Téměř černá D2 0,0106 
D3 0,0102 

Methanol 
[ml] 
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Obr. 4: Vybrané vzorky pryskyřice. 
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4 Výsledky a diskuze 

4.1 Stanovení KBA a AKBA dle podmínek Evropského lékopisu 

Boswellové kyseliny K B A a A K B A byly vybrány na základě požadavků spolupracující 

společnosti 1. Aromaterapeutická K H a.s. Obsah těchto kyselin v pryskyřici indické 

(Olibanum Indiciím) získávané z kadidlovníku pilovitého (Boswellia serrata) je totiž 

upravován v příslušné monografii Ph. Eur., stejně jako konkrétní požadavky na jejich analýzu 

pomocí kapalinové chromatografie. Tyto požadavky uvedené níže byly převzaty jednak pro 

účely analýzy bez dalších modifikací (dále jen „lékopisná metoda") a dále jako výchozí 

podmínky pro optimalizační proces za účelem získání krátké a rychlé moderní HPLC metody 

s kvantifikací pomocí kalibrační křivky. 

Podmínky lékopisné metody: 

• Chromatografická kolona: Phenomenex L U N A C18; 250 x 4,6 mm; 5 um 

• Mobilní fáze - M F - A : 0,1 % obj. H 3 P 0 4 ve vodě 

Průtok mobilní fáze: 1 ml/min 

Teplota kolonového prostoru: 35 °C 

Objem nástřiku: 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); 28,5^18,5 min (84 % MF-B) 

Spektrofotometrická detekce: Absorbance při 250 nm 

Doba analýzy: 48,5 min 

- M F - B : 0,1 % obj. H 3 P 0 4 v acetonitrilu 

CQ 
i 40 

20 

0 
0 10 20 30 40 50 

Retenční čas [min] 

Obr. 5: Gradientovy program - lékopisná metoda. 
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Požadavky na kvalitu separace jsou vPh . Eur. rovněž uvedeny. V tomto případě jsou 

požadovány konkrétní retenční časy obou analytů (KBA ~ 8 min, A K B A - 1 2 min) a jejich 

minimální rozlišení (RKBA/AKBA > 6,0). Na Obr. 6 níže jsou uvedeny chromatogramy 

porovnávacího roztoku standardu (5 mg/l), vzorku pryskyřice zředěného lOx a vzorku tinktury 

zředěného 1 OOOx, přičemž Ph. Eur. upravuje pouze obsah obou sledovaných analytů 

v pryskyřici, a to vždy v množství min. 1,0 % hmot. Z Obr. 6 je patrné, že A K B A je od 

ostatních sloučenin z matrice chromatograficky oddělena naprosto dostatečně, přičemž K B A 

eluuje v těsné blízkosti neznámé látky s retenčním časem 8,0 min, ale rozlišení těchto 

2 sloučenin dosahuje hodnoty 1,74, což j e dostatečné pro účely kvantitativní chromatografické 

analýzy (RÍ/J > 1,5). Experimentálně zjištěné hodnoty retenčních časů a rozlišení (Tab. 7) 

prokazatelně splňují lékopisné požadavky, a tak bylo možné přistoupit k validaci metody. 
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AKBA 

K B A 

KBA 
I 

A K B A 

10 15 20 25 30 

Retenční čas [min] 
35 40 45 

Obr. 6: Chromatogramy porovnávacího roztoku standardu (5 mg/l) (černý), pryskyřice lOx zř. 

(modrý) a tinktura 1 OOOx zř. (růžový) - lékopisná metoda. 
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Tab. 7: Retenční časy a rozlišení píků K B A a A K B A . 

Parametr KBA AKBA 

Retenční čas Experimentálně zjištěno 8,4 12,6 
[min] Lékopisné kritérium ~8 -12 

Rozlišení Experimentálně zjištěno 17,6 

[1] Lékopisné kritérium >6,0 

Za výchozích podmínek lékopisné metody byly analyzovány vzorky dle Tab. 1 (každá 

vialka v 7 opakováních) včetně PRST a jako slepý pokus byl změřen roztok MF. Způsob 

kvantifikace K B A a A K B A pomocí kapalinové chromatografie je v monografii pryskyřice 

indické (Olibanum Indicum) poměrně nezvyklý, protože využívá místo kalibrační křivky 

pouze 1 porovnávací roztok standardu o koncentraci 5 mg/l. Byla provedena základní validace 

lékopisné metody a výsledky validačních parametrů, jako je správnost a přesnost, jsou 

přehledně uvedeny v Tab. 8. 

Tab. 8: Správnost a přesnost metody. 

Pryskyřice Tinktura 

Analyt 
lOx 1 OOOx 

Analyt 
Správnost Přesnost Správnost Přesnost 

[%] [%] [%] [%] 

KBA 101 0,85 97 0,83 

AKBA 114 1,1 98 1,1 

Kritéria přijatelnosti* 80-110 <7,3 80-110 < 7,3 

*dleAOAC [40], 

Důvodem nevyhovující hodnoty správnosti metody pro A K B A (114%) v případě 

matrice pryskyřice bylo, že koncentrační úroveň v tomto vzorku byla přibližně lOx vyšší než 

koncentrační úroveň v porovnávacím roztoku standardu (5 mg/l). Při následné validaci nové 

metody (viz dále), která byla provedena metodou kalibrační křivky, bylo zjištěno, že se tato 

koncentrační úroveň nachází již mimo lineární oblast kalibrace. Lékopisná metoda využívající 

kvantifikaci pomocí porovnávacího roztoku standardu (5 mg/l) tedy není vhodná pro všechny 

typy vzorků. Měl by být definován koncentrační rozsah, ve kterém je daná metoda použitelná 

s přijatelnou správností a přesností. Tato negativa a rizika lékopisné metody eliminuje metoda 

využívající ke kvantifikaci kalibrační křivku. 
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4.2 Stanovení KBA a AKBA moderní LC 

K vyvinutí nové metody stanovení K B A a A K B A bylo přistoupeno především z časově 

úsporných a ekonomických důvodů, protože lékopisná metoda je velice časově i finančně 

náročná. V současné době jsou již běžně dostupné výrazně kratší a užší kolony s malou 

velikostí částic a možností použití relativně vyšších průtoků M F apod., což umožňuje 

provedení rychlých chromatografických analýz bez ztráty na kvalitě separace. 

Novými výchozími podmínkami pro moderní L C metodu, které byly určeny na základě 

přepočtení podmínek lékopisné metody dle kalkulátoru přenosu metody FIPLC [41] na novou 

metodu využívající kolonu o jiných parametrech, byly: 

• Chrom, kolona: Thermo A C C L A I M RSLC 120 C18; 100 x 3,0 mm; 2,2 um 

• Mobilní fáze - M F - A : 0,1 % obj. H3PO4 ve vodě 

- M F - B : 0,1 % obj. H3PO4 v acetonitrilu 

• Průtok mobilní fáze: 0,97 ml/min 

• Teplota kolonového prostoru: 35 °C 

• Objem nástřiku: 3,4 ul 

• Tlak: 282 bar 

• 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) 

• Spektrofotometrická detekce: Absorbance při 250 nm 

• Doba analýzy: 8,5 min 

0 
0 2 4 6 8 10 

Čas [min] 

Obr. 7: Gradientovy program - metoda po transferu. 
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Předmětem optimalizace chromatografických podmínek byly následující parametry: 

objem nástřiku vzorku, průtok mobilní fáze a doba kondicionace kolony. Optimalizace byla 

prováděna za účelem dosažení co nej kratší doby analýzy při současném vyhovění kritériu 

přijatelnosti týkající se minimálního chromatografického rozlišení RKBA/AKBA > 6,0 

požadovaném v příslušné monografii Ph. Eur. Hodnoceny byly i další relevantní parametry 

jako symetrie píků nebo stabilita retenčních časů. 

4.2.1 Optimalizace nové metody 

Nejprve byl optimalizován objem nástřiku za použití roztoku PRST V rozsahu dle Tab. 9. 

Jako hodnotící parametr byl použit faktor symetrie (dříve nazýván faktor asymetrie) 

s kritériem přijatelnosti, které bylo rozšířeno z původního rozsahu 0,8-1,5 na aktuální rozsah 

0,8-1,8 splatností od 1. 1. 2023 [42]. Objem nástřiku je obecně optimalizován za účelem 

dosažení co nejnižších mezí kvantifikace. V rámci této bakalářské práce sice nebylo nezbytné 

dosažení nižších mezí kvantifikace, nicméně pro zhodnocení robustnosti metody a případných 

možností navýšení objemu nástřiku v budoucnu bylo rozhodnuto provést optimalizaci tohoto 

parametru. Na základě získaných dat bylo zjištěno, že faktor symetrie píků obou analytů je 

dostatečný a bez významných trendů v celém testovaném rozsahu objemu nástřiku - od 

výchozích 3,4 ul až do maximálních 100 ul. S ohledem na rozměry kolony a další souvislosti 

(dostatečná odezva, poměrně vysoké koncentrace analytů aj.) byl zvolen nástřik 20 ul, který 

se nachází uprostřed zvoleného rozsahu a zůstal tak zachován stejný nástřik jako u lékopisné 

metody. 

Tab. 9: Optimalizace objemu nástřiku. 

Nástřik 
[ul] 

Faktor symetrie 
[1] 

Nástřik 
[ul] KB A A KB A 
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 přijatelnosti* 0,8-1,8 

*dle E D Q M [42], 
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Po optimalizaci objemu nástřiku byl optimalizován průtok mobilní fáze za použití 

stejného roztoku PRST V rozsahu dle Tab. 10. Průtok mobilní fáze byl optimalizován z důvodu 

snížení doby analýzy a s tím související úspoře nákladů a zvýšení propustnosti vzorků 

v laboratoři při analýzách větších počtů vzorků. Hodnotícím parametrem při volbě průtoku 

mobilní fáze často bývá maximální možný tlak mobilní fáze aplikovatelný na celý HPLC 

systém, který je dán buď chromatografickou kolonou a/nebo chromatografem, podle toho, 

která hodnota je nižší. Dalším hodnotícím parametrem může být výškový ekvivalent 

teoretického patra. Moderní chromatografické kolony s velikostí částic cca < 3,0 um již ale 

téměř neztrácejí na kvalitě separace vlivem vysokých průtoků, a tak byl hodnotícím 

parametrem zvolen pouze nejvyšší možný tlak aplikovatelný na použitou kolonu s kritériem 

přijatelnosti < 700 bar, protože maximální aplikovatelný tlak na daný chromatograf činí 

1 000 bar. Na základě získaných dat bylo zjištěno, že i při průtoku 2 ml/min je tlak 

v chromatografu 418 bar. S ohledem na nezvratné stárnutí kolony projevující se postupným 

růstem tlaku při konstantních chromatografických podmínkách a provozní potřeby určité 

tlakové rezervy, byla jako optimální zvolena hodnota průtoku 2 ml/min. 

Tab. 10: Optimalizace průtoku mobilní fáze. 

Průtok MF Tlak 
[ml/min] [bar] 

2 418 
1,5 313 
1 211 

Kritérium přijatelnosti <700 

Poté byla vyzkoušena i isokratická eluce místo gradientově, a to s obsahem MF-B 84 % 

a 90 %. Obě isokratické eluce však poskytovaly koeluující píky, takže pro další práci byla 

ponechána gradientova eluce. 

Posledním optimalizovaným parametrem byla doba kondicionace kolony, která byla 

provedena za použití roztoku pryskyřice lOx + spike 5 mg/l dle Tab. 11. Doba kondicionace 

kolony byla optimalizována za účelem snížení doby analýzy a s tím související úspoře 

nákladů. Obecně platným pravidlem je, že doba kondicionace kolony by měla trvat minimálně 

takovou dobu, za kterou danou kolonou proteče desetinásobek mrtvého objemu kolony. 

Experimentálně však bývá zjištěno, že může být použita i kratší doba kondicionace bez 

negativního vlivu na chromatografickou analýzu. Míra kvality kondicionace může být určena 

stabilitou retenčních časů, faktorem symetrie a/nebo rozlišením. Pro účely této práce byla 

hodnotícím parametrem zvolena odchylka retenčního času analytu za dané doby kondicionace 
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od retenčního času získaného za dostatečně dlouhé kondicionace kolony (5 min). Jako 

kritérium přijatelnosti byly zvoleny hodnoty opakovatelnosti retenčních časů (± 0,010 min pro 

K B A , resp. ± 0,013 min pro A K B A ) získané v rámci mnoha desítek validačních měření 

s dobou kondicionace trvající desetinásobek doby mrtvého času. Mrtvý čas kolony 0,28 min 

byl zjištěn experimentálně, a to analýzou 0,1 % obj. acetonu v MF. Na základě dat uvedených 

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

Tab. 11: Optimalizace doby kondicionace kolony. 

Doba kondicionace 
[min] 

Retenční čas 
[min] 

Doba kondicionace 
[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 přijatelnosti ± 0,010 ± 0,013 

Shrnutí parametrů nové metody po optimalizaci: 

• Chrom, kolona: Thermo A C C L A I M RSLC 120 C18; 100 x 3,0 mm; 2,2 um 

• Mobilní fáze - M F - A : 0,1 % obj. H3PO4 ve vodě 

- M F - B : 0,1 % obj. H 3 P 0 4 v acetonitrilu 

• Průtok mobilní fáze: 2 ml/min 

• Teplota kolonového prostoru: 35 °C 

• Objem nástřiku: 20 ul 

• Tlak: 418 bar 

• 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 % MF-B) 

• Spektrofotometrická detekce: Absorbance při 250 nm 

• Doba analýzy: 3,5 min 
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Obr. 8: Gradientovy program - nová metoda. 

Chromatogramy všech typů měřených vzorků obsahujících analyty, tzn. kalibračního 

roztoku (5 mg/l), vzorku pryskyřice zředěného lOx a vzorku tinktury zředěného 1 OOOx, jsou 

uvedeny na Obr. 9. Vizuálním porovnáním s chromatogramy získanými za podmínek 

lékopisné metody lze konstatovat, že v případě nové metody nedošlo k zásadním nežádoucím 

změnám separace. Na základě objektivního porovnání bylo zjištěno, že hodnota rozlišení 

poklesla z původních 17,6 (lékopisná metoda) na 10,1 (nová metoda), avšak i tato hodnota 

stále splňuje lékopisné kritérium > 6,0. 

0,0 0,4 0,8 1,2 1,6 2,0 2,4 2,8 3,2 3,5 

Retenční čas [min] 

Obr. 9: Chromatogramy kalibračního roztoku (5 mg/l) (černý), pryskyřice lOx (modrý) 

a tinktury 1 OOOx (růžový) - nová metoda. 
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4.2.2 Validace nové metody 

Po úspěšné optimalizaci parametrů nové metody bylo přistoupeno k její validaci. 

Nejprve byla změřena orientační řada ředění připravená dle Tab. 2 při maximálním nástřiku 

100 ul za účelem zjištění instrumentálních mezí kvantifikace. Tyto meze byly určeny na 

základě poměru výšky píku (S) k šumu základní linie (N) jako odhad koncentrace analytu 

poskytující poměr S/N = 10 a jejich hodnoty činí 26 ug/1 pro K B A a 33 ug/1 pro A K B A . 

S ohledem na výsledky orientační řady měření byla při nástřiku 20 ul změřena testovací řada 

ředění připravena dle Tab. 3, aby byly zjištěny přibližné vhodné koncentrační rozsahy pro 

každý analyt. Nakonec byla změřena kalibrační řada připravená dle Tab. 4. za účelem vlastní 

validace linearity kalibračních křivek obou analytů. Na základě hodnocení koeficientu 

determinace s kritériem přijatelnosti R 2 > 0,9800 a QC koeficientu s kritériem přijatelnosti 

QC < 5,00 % bylo zjištěno, že kalibrační křivky obou analytů jsou dostatečně lineární 

v rozsahu 0,25-25 mg/l. Obě kalibrační křivky poskytovaly shodný korelační koeficient 

0,99997. V případě QC koeficientu bylo nepatrně lepší hodnoty dosaženo u K B A (0,98 %) než 

u A K B A (1,01 %), ale tento rozdíl je prakticky zanedbatelný. Primární data včetně detailního 

vyhodnocení pomocí programu EffiValidation 4 jsou uvedeny v kap. 8.1 Validace linearity 

kalibrační křivky - K B A , resp. v kap. 8.2 Validace linearity kalibrační křivky - A K B A . 

Dále bylo provedeno hodnocení správnosti a přesnosti metody změřením obohacených 

i neobohacených vzorků pryskyřice a tinktury připravených dle Tab. 5. Výsledky těchto 

validačních parametrů i jejich kritéria přijatelnosti jsou uvedeny v Tab. 12. Všechny hodnoty 

obou validačních parametrů obou analytů splňují kritéria přijatelnosti. Nepatrně lepší výsledky 

validačních parametrů vykazovala K B A . Správnost vyjádřená jako výtěžnost v procentech se 

pro K B A pohybovala v rozmezí 100-103 %, ale pro A K B A se pohybovala v mírně širším 

rozmezí 100-106%. Přesnost vyjádřená jako RSD v procentech se pro K B A i A K B A 

pohybovala pouze v desetinách procent. Stejný závěr lze nalézt i v práci [35], v níž se 

správnost pro K B A pohybovala v rozmezí 98-104 %, ale pro A K B A se pohybovala v širším 

rozmezí 94-106 %. Přesnost se však pohybovala pro K B A a A K B A shodně o 1 řád výše, 

tj. v jednotkách procent. Při hodnocení těchto validačních parametrů je však nutné brát zřetel 

na to, že v tomto případě není brána v potaz nehomogenita vzorku, která může být v případě 

pryskyřice velice rozdílná a může tak být významným faktorem ovlivňujícím nejen výsledek 

analýzy, ale i jeho nejistotu. 
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Tab. 12: Výsledky validačních parametrů - přesnost a správnost. 

Analyt 

Pryskyřice 
lOx 

Pryskyřice 
lOOx 

Tinktura 
1 OOOx 

Tinktura 
10 OOOx 

Analyt 
Správnost Přesnost 

[%] [%] 

Správnost 

[%] 

Přesnost 

[%] 

Správnost 

[%] 

Přesnost 

[%] 

Správnost 

[%] 

Přesnost 

[%] 
KB A 100 0,022 103 0,35 103 0,38 100 0,59 

A KB A 
Mimo Mimo 
rozsah rozsah 

kalibrace kalibrace 
106 0,48 100 0,12 102 0,57 

Kritéria* 80-110 < 7,3 80-110 <7,3 80-110 <7,3 80-110 <7,3 
*dleAOAC [40], 

4.3 Porovnání lékopisné a nové metody 

4.3.1 Časová a finanční náročnost 

Ze shrnutí obou metod uvedených v kap. 4.1 a kap. 4.2.1 vyplývá, že doba analýzy byla 

zkrácena z původních 48,5 min u lékopisné metody na pouhých 3,5 min za použití nově 

vyvinuté metody. Toto více než řádové zrychlení analýzy s sebou přináší řadu výhod, jako je 

velice výrazná úspora nákladů či možnost provedení více analýz na daném chromatografu za 

jednotku času. Konkrétní objektivní porovnání časové i finanční náročnosti obou metod je 

uvedeno v Tab. 13. 

Tab. 13: Časová a finanční náročnost metod. 

Metoda 
Doba analýzy 

[min] 

Spotřeba 
acetonitrilu 

[ml/analýza] 

Cena 
acetonitrilu 

[Kč/ml] 

Cena 
acetonitrilu 
na 1 analýzu 

[Kč] 

Lékopisná 48,5 43,9 
1,4 

61,5 

Nová 3,5 6,4 
1,4 

9,0 

Z Tab. 13 vyplývá, že cena acetonitrilu na 1 analýzu lékopisnou metodou je 61,5 kč 

a cena acetonitrilu na 1 analýzu novou metodou je 9,0 kč. Nově vyvinutá metoda má tedy ve 

srovnání s lékopisnou metodou přibližně 7x nižší náklady na acetonitril a je také téměř 14x 

rychlejší, což má významný dopad na propustnost vzorků laboratoří. 
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4.3.2 Výsledky metod 

Z důvodu použití výrazně rozdílných podmínek analýzy (např. chromatografických 

kolon, gradientového programu, objemu nástřiku vzorku aj.) bylo provedeno i vzájemné 

porovnání výsledků obou metod. Z Obr. 10 a Obr. 11 je patrné, že střední hodnoty výsledků 

obou analytů v pryskyřici jsou si blízké, přičemž nová metoda poskytuje nepatrně vyšší 

výsledky - pro K B A +5,4 %, pro A K B A +11 %. V obou případech sice nedošlo k překryvu 

intervalů spolehlivosti na hladině významnosti 95 %, čímž nebyla objektivně prokázána 

shodnost výsledků, ale zároveň je nutné zohlednit i velice dlouhou dobu 4 měsíců mezi 

jednotlivými měřeními. Takže s ohledem na tuto skutečnost, je rozdíl pouze v řádu jednotek 

procent velice dobrým výsledkem. 

K B A 
0,50 
0,45 
0,40 i v, 1 

o,35 
0 
1 0,30 
„ • Lékopisná metoda 
„ • Nová metoda 
73 0,20 
O 045 

0,10 j 
0,05 
0,00 

Obr. 10: Stanovení obsahu K B A v pryskyřici lékopisnou metodou a novou metodou. 

V případě K B A může být možným vysvětlením, vzhledem k velice blízkým středním 

hodnotám a úzkým intervalům spolehlivosti, nízký počet opakování (3) a pravděpodobně 

i možný vliv odparu rozpouštědla z důvodu dlouhého časového odstupu mezi měřeními. 

A K B A 

6 

5 

o 4 

Lékopisná metoda 
o-- 3 
^ • Nová metoda 

*& 

S 2 

1 --

o 

Obr. 11: Stanovení obsahu A K B A v pryskyřici lékopisnou metodou a novou metodou. 
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Vyšší hodnota obsahu A K B A , získaná lékopisnou metodou využívající kvantifikaci za 

použití jediného porovnávacího roztoku, je s nej větší pravděpodobností způsobena příliš 

vysokou koncentrací analytu v roztoku vzorku. Postup přípravy vzorku k analýze lékopisnou 

metodou (viz kap. 4.1), stejně jako způsob kvantifikace, je ale závazný a nelze jej modifikovat. 

V případě nové metody využívající ke kvantifikaci metodu kalibrační křivky je možné jednak 

zvolit optimální zředění vzorku a zároveň je i provedeno hodnocení linearity používaného 

koncentračního rozsahu. Na základě validace nové metody na daném chromatografu bylo totiž 

zjištěno, že odezva detektoru v této koncentrační oblasti již není lineární. 

V následující Tab. 14 jsou uvedeny výsledky stanovení obsahu boswellových kyselin 

K B A a A K B A v předložených vzorcích pryskyřice z kadidlovníku pravého (Boswellia sacra) 

a tinktury z ní připravené, a to jak pomocí lékopisné metody, tak pomocí nové metody. 

Tab. 14: Stanovení obsahu boswellových kyselin K B A a A K B A . 

Analyt 
Požadavek 
Ph. Eur.A 

[% hmot] 

Pryskyřice 8 Tinkturac 

Analyt 
Požadavek 
Ph. Eur.A 

[% hmot] 

Lékopisná Nová 
metoda metoda 

[% hmot.] [% hmot] 

Lékopisná Nová 
metoda metoda 

[% hmot] [% hmot] 

KBA 

AKBA 

>i ,o 

>i ,o 

0,3730 ± 0,0076 0,3932 ± 0,0074 

4,346 ±0,079 4,830 ±0,080 

0,06213 ± 0,00058 0,0583 ± 0,0048 

0,898 ±0,015 0,954 ±0,049 

A Definováno pro pryskyřici indickou (Olibanum indicum) pocházející z kadidlovníku pilovitého (Boswellia serratá). 
B Pryskyřice pocházející z kadidlovníku pravého (Boswellia sacra). 
c Vyrobeno z pryskyřice pocházející z kadidlovníku pravého (Boswellia sacra). 

Z Tab. 14 plyne, že obsah K B A v požadovaných vzorcích z pryskyřice i tinktury je 

přibližně o 1 řád nižší než obsah A K B A , přičemž obsah K B A v pryskyřici nedosahuje 

minimální požadované hodnoty uvedené v Ph. Eur. Při porovnávání těchto hodnot je však 

nutné brát v úvahu, že lékopisné požadavky se týkají pryskyřice indické {Olibanum indicum) 

z kadidlovníku pilovitého {Boswellia serrata), ale experimentálně zjištěné výsledky v této 

bakalářské práci se týkají vzorků pryskyřice z kadidlovníku pravého {Boswellia sacra). 

Z tohoto důvodu nelze objektivně hodnotit, zdaje předložená pryskyřice kvalitní či nikoliv, 

protože obsah K B A a A K B A a jejich vzájemný poměr je druhově velice rozdílný, jak je 

uvedeno v poměrně rozsáhlé studii [33] a diskutováno v následujícím textu. V 11 vzorcích 

pryskyřic z kadidlovníku pravého {Boswellia sacra) bylo zjištěno, že obsah K B A se 

pohyboval od 0,0996 % hmot. do 0,2834 % hmot. a obsah A K B A se pohyboval od 

2,1773 % hmot. do 4,1819 % hmot. V kontextu s hodnotami uvedenými v této studii [33] byl 

tedy předložený vzorek pryskyřice analyzovaný v rámci této bakalářské práce nej kvalitnější, 
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alespoň co se obsahu K B A a A K B A v pryskyřici tohoto druhu kadidlovníku týče. Zároveň 

jsou si v obou pracích velice blízké nejen absolutní hodnoty obsahu obou analytů, ale i jejich 

vzájemné poměry K B A : A K B A (přibližně 1:10). V uvedené publikaci bylo dále hodnoceno 

mj. i 7 různých vzorků pryskyřic z kadidlovníku pilovitého (Boswellia serratá), přičemž bylo 

zjištěno, že obsah K B A se pohyboval od 0,3091 % hmot. do 2,2290 % hmot. a obsah A K B A 

se pohyboval od 0,8068 % hmot. do 1,8962 % hmot. Zde je patrné, že v případě pryskyřice 

z tohoto druhu kadidlovníku jsou hodnoty obsahu obou analytů blízké hodnotám 

požadovaných Ph. Eur. a že i jejich vzájemný poměr je přibližně 1:1. Co se týče variability 

obsahu K B A a A K B A v pryskyřici v závislosti na druhu kadidlovníku, tak v uvedené publikaci 

byly nalezeny i další mnohem výraznější extrémy - např. v případě pryskyřice z kadidlovníku 

Boswellia jrereana byl obsah K B A i A K B A vždy pod mezí kvantifikace metody 

(0,00026 % hmot., resp. 0,00015 % hmot.), a naopak nejvyšší průměrný obsah obou analytů 

byl zjištěn v případě pryskyřice z kadidlovníku Boswellia dalzielli, a to 

1,1794 ± 0,2003 % hmot., resp. 6,4652 ± 0,9913 % hmot. 

4.4 Vliv barvy na obsah KBA a AKBA 

Jelikož je kvalita pryskyřice na trhu hodnocena zejména vizuálně pomocí jejího zbarvení 

[43], které tak určuje její cenu, byl pomocí nové metody hodnocen vliv zbarvení pryskyřice 

na obsah obou lékopisných boswellových kyselin K B A i A K B A . Výběr a postup přípravy 

vzorků k analýze je uveden výše (v kap. 3.3.6). Na Obr. 12 jsou zobrazeny chromatogramy 

4 různých vzorků pryskyřice vybraných dle jejich zbarvení - od téměř bezbarvé (A) až do 

téměř černé (D) a v Tab. 15 jsou přehledně uvedeny výsledky této analýzy. 
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Obr. 12: Chromatogramy rozdílně zbarvených vzorku pryskyřice 10x. 

Obecně se tvrdí, že nej světlejší pryskyřice je nej kvalitnější, avšak podle výsledků 

provedených analýz bylo toto obecné tvrzení vyvráceno, alespoň co se obou zástupců 

lékopisných boswellových kyselin týče. Z Tab. 15 a Obr. 13 vyplývá, že největší obsah K B A 

i A K B A byl zjištěn překvapivě ve vzorku B (světle žlutém), a nikoliv ve vzorku A (téměř 

bezbarvém). Pokud by tedy byl obchod s touto komoditou posuzován pouze/zejména podle 

obsahu lékopisných boswellových kyselin, tak by toto zjištění mohlo mít významný dopad na 

výběr různě zbarvených forem a jejich cenu. 

Tab. 15: Obsah K B A a A K B A v rozdílně zbarvených částech pryskyřice. 

Analyt 
Zbarvení 

pryskyřice 
Označení 

Obsah 
[% hmot.] 

RSD 
[%] 

Téměř bezbarvá A 0,2681 ±0,0069 2,6 

KBA 
Světle žlutá B 0,567 ± 0,087 15 

KBA 
Hnědá C 0,263 ± 0,034 13 

Téměř černá D 0,110 ±0,020 18 
Téměř bezbarvá A 4,33 ±0,11 2,4 

AKBA 
Světle žlutá 

Hnědá 
B 
C 

7,3 ±1,1 
4,22 ± 0,52 

15 
12 

Téměř černá D 1,39 ± 0,30 22 
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Vzorek A Vzorek B Vzorek C Vzorek D 
Typ vzorku 

Obr. 13: Vl iv zbarvení pryskyřice na obsah K B A a AKBA-ze lená (předpokládaný trend), 

červená (experimentálně zjištěný trend) a žlutá (minimální obsah požadovaný Ph. Eur.). 

Vl iv zbarvení pryskyřice byl zkoumán také v práci [43], kde bylo analyzováno 7 různě 

zbarvených vzorků pryskyřice získaných z 5 různých oblastí Indie. Tmavě zbarvená 

pryskyřice vykazovala nejnižší obsah boswellových kyselin (0,8 % hmot. K B A a 0,7 % hmot. 

A K B A ) a naopak největší obsah vykazoval vzorek světle žlutý (8,4 % hmot. K B A 

a 5,9 % hmot. A K B A ) . Vzorek vykazující nejvyšší obsah sice byl z testovaných vzorků 

nej světlejší, ale podle vizuálního hodnocení fotografie v uvedené publikaci se barvou podobal 

vzorku B testovaném v rámci této bakalářské práce, takže co se týče hodnocení souvislosti 

mezi barvou a obsahem K B A a A K B A , byla potvrzena shoda se zjištěním v této bakalářské 

práci. V obou uvedených případech však převažuje obsah K B A , což je ale patrně zapříčiněno 

rozdílným původem analyzovaných vzorků v práci [43] (Boswellia serrata) a v této bakalářské 

práci {Boswellia sacra). 
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5 Závěr 

Tato bakalářská práce, zabývající se stanovením obou lékopisných boswellových 

kyselin v pryskyřici kadidlovníku pravého (Boswellia sacra) ave výrobcích z této pryskyřice, 

vznikla díky spolupráci se společností 1. Aromaterapeutická K H a.s. Ačkoliv je obsah těchto 

kyselin upraven v Evropském lékopisu v monografii pryskyřice indické (Olibanum indicum) 

získávané z kadidlovníku pilovitého {Boswellia serrata), nepatří tato analýza mezi běžně 

prováděné analýzy v České republice. 

Úvodní část literární rešerše byla zaměřena na shrnutí základních informací 

0 kadidlovníku, jeho pěstování, sběr pryskyřice, export a jeho význam pro člověka. Dále byla 

diskutována jedna z jeho nej důležitějších složek, kterou představují farmakologicky 

1 senzoricky významné boswellové kyseliny. Závěrečná část byla zaměřena na širší přehled 

možností stanovení boswellových kyselin pomocí TLC, GC či HPLC, zejména se zaměřením 

na obě lékopisem požadované kyseliny K B A a A K B A . 

V experimentální části byla nejprve úspěšně zavedena a zvalidována lékopisná 

chromatografická metoda využívající ke kvantifikaci pouze 1 porovnávací roztok standardu 

o koncentraci 5 mg/l. Správnost této metody se pohybovala v rozmezí 97-114 % a přesnost 

v rozmezí 0,83-1,1 %. Vzhledem k časové náročnosti (48,5 min) této lékopisné metody 

a velkému prostoru pro její optimalizaci, byla vyvinuta nová, výrazně rychlejší (14x) a taktéž 

výrazně levnější (7x) metoda využívající mnohem účinnější moderní chromatografickou 

kolonu. I tato nová metoda byla úspěšně zvalidována a následně použita ke stanovení obsahu 

K B A a A K B A v požadované pryskyřici i tinktuře. Kvantifikace však byla, na rozdíl od 

lékopisné metody, již provedena pomocí metody kalibrační křivky. Rozsah nové metody činil 

0,25-25 mg/l, správnost se pohybovala v rozmezí 100-106 % a přesnost v rozmezí 

0,022-0,59 %. Za použití obou těchto metod bylo zjištěno, že obsah K B A (0,37 resp. 0,39 % 

hmot.) v předloženém vzorku pryskyřice nesplňuje požadavek (> 1 % hmot.) uvedený 

v lékopisu, přičemž v případě A K B A (4,3 resp. 4,8 % hmot.) bylo toto kritérium s dostatečnou 

rezervou splněno. V tomto případě je však zároveň nutné zohlednit skutečnost, že lékopisné 

požadavky se týkají pryskyřice z kadidlovníku pilovitého (Boswellia serrata), ale 

experimentálně zjištěné výsledky v této bakalářské práci se týkají vzorků pryskyřice 

z kadidlovníku pravého (Boswellia sacra). Při porovnání s hodnotami uvedenými např. ve 

studii [33] byl předložený vzorek pryskyřice analyzovaný v rámci této bakalářské práce 

nej kvalitnější, alespoň co se obsahu K B A a A K B A týče. 
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Vzhledem ke skutečnosti, že pryskyřice je na trhu hodnocena právě podle jejího 

zbarvení, bylo na závěr provedeno hodnocení souvislosti její barvy s obsahem K B A a A K B A . 

Pro tyto účely byly vybrány 4 různě zbarvené vzorky, a to od téměř bezbarvého do téměř 

černého. Získané výsledky byly poměrně překvapivé, protože nejvyšší obsah těchto vybraných 

boswellových kyselin nevykazoval téměř bezbarvý vzorek (0,27 % hmot. K B A a 4,3 % hmot. 

A K B A ) , jak bylo na základě obecného tvrzení původně předpokládáno, ale vzorek světle žlutý 

(0,57 % hmot. K B A a 7,3 % hmot. A K B A ) . Díky výsledkům těchto analýz tak bylo vyvráceno 

obecné tvrzení, že nejsvětlejší pryskyřice je nej kvalitnější, alespoň co se lékopisných 

boswellových kyseliny týče, jelikož světle žlutý vzorek vykazoval přibližně 2x vyšší obsah 

vybraných boswellových kyselin než vzorek téměř bezbarvý. 

S ohledem na poměrně vysokou variabilitu složení vzorků tohoto typu i překvapivá 

zjištění v rámci této bakalářské práce by mohly být další směry výzkumu orientovány či 

detailněji zaměřeny např. na hodnocení pryskyřice pocházející z různých druhů kadidlovníků 

z různých geografických míst a/nebo od různých dodavatelů. Dále by mohl být zkoumán vliv 

podmínek při uchovávání pryskyřice při skladování nebo dopravě, postupech jejího 

zpracování nebo pro charakterizaci různých výrobků na trhu. 
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7 Seznam symbolů a zkratek 

5-LOX - 5-lipoxygenáza 

A B A - acetylované a a P boswellové kyseliny 

A K B A - 3-o-acetyl-l 1-keto-P-boswellová kyselina 

A O A C - Asociace oficiální analytické spolupráce 

B A - a a P boswellové kyseliny 

C18 - oktadecylsilikagel 

CAS - mezinárodně uznávané registrační číslo chemických látek definované společností 

Chemical Abstract service 

E D Q M - Evropské ředitelství pro kvalitu léčiv a zdravotní péče 

ESI - ionizace elektrosprejem 

GC - plynová chromatografie 

GC-MS - plynová chromatografie s hmotnostní detekcí 

GC-FID - plynová chromatografie s plamenově-ionizační detekcí 

HPLC - vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

HPLC-DAD-ESI-MS/MS - vysokoúčinná kapalinová chromatografie s detekcí diodového 

pole spojená s elektrosprejovou ionizací a tandemovou hmotnostní spektrometrií 

HPLC-PDA - vysokoúčinná kapalinová chromatografie s detekcí diodového pole 

HPTLC - vysokoúčinná tenkovrstvá kapalinová chromatografie 

K B A - 11-keto-P-boswellová kyselina 

L C - kapalinová chromatografie 

M F - mobilní fáze 

MS - hmotnostní spektrometrie 

MS/MS - tandemová hmotnostní spektrometrie 

Ph. Eur. - Evropský lékopis 

PR - pracovní roztok 

RCF - relativní centrifugační síla 

RSD - relativní směrodatná odchylka 

SD - směrodatná odchylka 

SF - stacionární fáze 

SR - směsný roztok 

ST - standard 

TLC - tenkovrstvá chromatografie 

UNESCO - Organizace spojených národů pro výchovu, vědu a kulturu 
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USD - americký dolar 

U V - spektrofotometrická detekce v ultrafialové oblasti 

UV/VIS - spektrofotometrická detekce v ultrafialové a viditelné oblasti 

ZR - zásobní roztok 
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8 Přílohy 

8.1 Validace linearity kalibrační křivky KBA - část 1/2 

Linearita - Korelační a QC koeficient-
EffiChems.r.o. 
Půrky nova 64*127 O E f f i C h e m Boswellic acids EffiChems.r.o. 
Půrky nova 64*127 O E f f i C h e m 

K B A Brno 

Vstupní data 
Popis M!ŕ!jLsJr!ftStt[mg/i] Měření 1 [m A U . m in] 
S|T 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 0.0439 
ST 0,500 mg/l a 0.6 0,0823 
ST 0,500 mg/l b 0.6 0,0871 
ST 0,500 mg/l c 0,6 0,0905 
ST 1,000 mg/l a 1 0,1693 
ST 1,000 mg/l b 1 0,1741 
ST 1,000 mg/l c 1 0,1619 
ST 2,500 mg/l a 2,6 0,4318 
ST 2,500 mg/l b 2,6 0,43 
ST 2,500 mg/l c 2,6 0,4338 
ST5 ,000 mg/l a 5 0,8409 
ST5 ,000 mg/l b 5 0,8276 
ST5 ,000 mg/l c 5 0,8203 
ST 10,000 mg/l a 10 1,5776 
ST 10,000 mg/l b 10 1,5762 
ST 10,000 mg/l c 10 1,6683 
ST 25,000 mg/l a 25 4,1188 
ST 25,000 mg/l b 25 4,1206 
ST 25,000 mg/l c 25 4,1367 

Vyhodnoc9ní 
Vypočteny R"-2 R k Vypočteny QC k Max. Vypočtená Hypotéza 
R testování QC testování hodnota pro hodnota 

úsek úseku 
(absolutní) 

1 0,9999 0,99 0,9807 5 20 0,009 Přijata 

Graf 

C 2 4 * B U l ^ U U U Z I Z Z M Z I 
VnI.VInitncjit 

Page 1 of 2 - Dokument byl vygeneroval progiamern Efii Validal c n -.3 | 04.04.2024 | admir 
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Validace linearity kalibrační křivky KBA - část 2/2 

Graf reziduí 

: : : : 

: : : : 

: : : : 

•: : i : 

Závě r : L inea r i t a by la p r o k á z á n a na zák ladě h o d n o t k o r e l a č n í h o a Q C k o e f i c i e n t u . 
Vypočtená hodnota úseku pro danou přímku vyhovuje kriteriu při jatelnosti pro úsek. 
Rovnice přímky: y=0,009+0,1649*x. 

Podpůrná statist ika: Úsek (odhad)= 0,008956 
Směrnice (cdhad)= 0 : 164909 
Směrodatná odchylka úseku (odhad)= 0,002978 
Směrodatná odchylka směrnice (odhad)= 0,000279 
Interval spolehlivosti pro úsek= (0,002722) - {0,01519) 
Interval spolehlivosti pro smárnic i= ( 0 ,164324 ) - (0,155493) 

Reziduáln i rozptyl (odhad)= 0,000112 
Směrodatná odchylka reziduí (odhad)= 
Korelační koeficient= 0,999973 
R*2= 0,999945 
QC Koeficient= 0.980688 

0.010579 
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8.2 Validace linearity kalibrační křivky AKBA - část 1/2 

Linearita - Korelační a QC koeficient-
EffiCriems.r.c. 
Purfcynova 649/127 O E f f i C h e m Boswellic acids EffiCriems.r.c. 
Purfcynova 649/127 O E f f i C h e m 

A K B A Brno 

Vstupní data 
Popis Val . Vlastnost ["mg/II Měření 1 [rnAU.minl 
ST 0,250 mg/l a 0,25 0,0402 
ST 0,250 mg/l b 0,25 0,0382 
ST 0,250 mg/l c 0,25 0,0381 
ST 0,500 mg/l a 0,5 0,0747 
ST 0,500 mg/l b 0,5 0,0765 
ST 0,500 mg/l c 0,5 0,0736 
ST 1,000 mg/l a 1 0,1516 
ST 1,000 mg/l b 1 0,1502 
ST 1,000 mg/l c 1 0,149 
ST 2,500 mg/l a 2,5 0,3813 
ST 2,500 mg/l b 2,5 0.3S05 
ST 2,500 mg/l c 2,5 0,3774 
ST 5,000 mg/l a 5 0,7387 
ST 5,000 mg/l b 5 0,7379 
ST5 ,000 mg/l c 5 0,7306 
ST 10,000 mg/l a 10 1,4746 
ST 10,000 mg/l t> 10 1,473 
ST 10,000 mg/l c 10 1,4734 
ST 25,000 mq/l a 25 3,6144 
ST 25,000 mg/l t> 25 3,6252 
ST 25,000 mg/l c 25 3,6435 

Vyhodnocení 
Vypočteny R"-2 R k Vypočteny QC k Max. Vypočtená Hypotéza 
R testování QC testování hodnota pro hodnota 

úsek úseku 
(absolutní) 

1 0,9999 0,99 1,0142 5 20 0,0092 Přijata 

Graf 

Val .V lactnor t 
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Validace linearity kalibrační křivky AKBA - část 2/2 

Graf reziduí 

: : : : 

: : : : 

: : : : 

: : : : 

•: ::: 

•: ::: 

•: ::: 

•: 

Závě r : L inea r i t a by la p r o k á z á n a na zák ladě h o d n o t k o r e l a č n í h o a Q C k o e f i c i e n t u . 
Vypočtená hodnota úseku pro danou přímku vyhovuje kriteriu při jatelnosti pro úsek. 
Rovnice přímky: y=0,0092+0,145*x. 

Podpůrná statist ika: Úsek (odhad)= 0,009237 
Směrnice (odhad)= 0,144999 
Směrodatná odchylka úseku (odhad)= 0,002712 
Směrodatná odchylka směrnice (odhad)= 0,000254 
Interval spolehlivosti pro úsek= (0,00356) - (0,014913) 
Interval spolehlivosti pro smernic i= ( 0 ,144467 ) - (0,145532) 

Reziduální rozptyl (odhad)= 9.3E-05 
Směrodatná odchylka reziduí (odhad)= 
Korelační koeficient= 0,999971 
R*2= 0,999941 
QC Koeficient= 1,014186 

0,009634 
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