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Seznam pouzitych zkratek

A7G
ADC2

GC
HDRI
HPLC

HPTLC

MS

SOP
TCM
TLC
TLC-MS

uv
VIS

Apigenin 7-O-glukosid

Automaticka vyvijeci komora 2 (Automatic Developing
Chamber 2)

Plynova chromatografie (Gas Chromatography)

Vysoky dynamicky rozsah obrazi (High Dynamic Range Images)
Vysokouc¢innd kapalinova chromatografie (High-Performance
Liquid Chromatography)

Vysokou¢innd tenkovrstva chromatografie (High-Performance
Thin Layer Chromatography)

Hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)

Standardni operacni postup (Standard Operating Procedure)
Tradi¢ni ¢inskd medicina

Chromatografie na tenké vrstvé (Thin Layer Chromatography)
Tenkovrstva chromatografie tandemove S hmotnostni
spektrometrii

Ultrafialové zafeni

Viditelné zateni



1. Uvod

Dané téma jsem si zvolila zejména proto, ze m¢ zajima plisobeni 1éCivych latek
obsazenych v rostlindch na lidsky organismus. Lécba rostlinami neboli fytoterapie se
pouziva uz od pradavna, zvlasté¢ pak v tradi¢ni ¢inské a indické medicing. Kazda 1é¢iva
rostlina, respektive jeji jednotlivé ¢asti, obsahuji u¢inné latky napi. glykosidy,
flavonoidy, alkaloidy, terpenoidy, silice, atd., které¢ Ize v dne$ni dobé jednoduse
vyextrahovat a ucinné pouzivat bud jako Cisté substance nebo jako soucast fady
rostlinnych piipravki. Ne vSechny G¢inné latky rostlin ptisobi na ¢lovéka terapeuticky.
Proto by se nemély zanedbavat jejich vedlejsi a nezadouci ucinky. Pro vSechny zminéné
ucely lze velmi dobfe pouzit chromatografické metody, které jsou momentalné

nejpouzivanéj$imi a nejvyznamnéjsimi analytickymi metodami k separaci analytu.

2. Cil a popis zadani prace

Cilem této prace je sezndmit se s metodikou a pfistrojovym vybavenim
vysokoucinné tenkovrstvé chromatografie a jejim vyuzitim v analyze 1é¢iv pfirodniho
puvodu.

Prace je strukturovdna do tfi hlavnich casti. Prvni cast popisuje zakladni
informace o tenkovrstvé chromatografii a chromatografii jako takové. Druha cast je
zaméfend na vysokouc¢innou tenkovrstvou chromatografii, obsahuje rovnéz detailn&;jsi
zpracovani jednotlivych kroki analyzy. Treti Cast se zabyva nékolika 1é¢ivymi
rostlinami, které se pouzivaji hlavné v tradiéni ¢inské a indické mediciné a jejich

analytickym hodnocenim pomoci vysokotuc¢inné tenkovrstvé chromatografie.

3. Chromatografie na tenké vrstvé (Thin Layer
Chromatography, TLC)

Chromatografie na tenké vrstvé patii k snadnym, Casto pouzivanym a financn¢
nenaronym separaCnim metodam pro kvalitativni 1 kvantitativni analyzu, ktera

umoziuje souc¢asnou analyzu mnoha latek za minimalni casovy usek. TLC lze provadét
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jednoduse a levné i manudlng€, proto se nachazi v mnoha laboratofich jako vhodny

nastroj pro jednoduché a rychlé separace (1).

Chromatografie na tenké vrstvé se fadi k univerzalnim a Casto pouZzivanym
chromatografickym metodam. Koncept TLC je jednoduchy a vzorky obvykle
nevyzaduji specidlni pfedzpracovani. Toho se hojné vyuziva ve farmaceutickych
a klinickych analyzach, v pramyslové chemii, vV environmentalni toxikologii,
V potravinové chemii, v kosmetickych a rostlinnych materidlech a v analyze rostlin.

Jesté pred nekolika lety byla TLC stagnujici a zapominanou technikou kvili
nizké citlivosti, Spatnému rozliSeni a reprodukovatelnosti. V dnes$ni dobé je mnoho
stupni této techniky automatizovano a ovladano instrumentalné¢ ve formé moderniho
vysokouc¢inného tenkovrstvého chromatografického systému, ktery umozZiuje
manipulaci velkého poctu vzorkti v jednom chromatografickém ob&hu. Rychlost
separace, vysoka citlivost a dobrd reprodukovatelnost vyplyva zvyssi kvality

chromatografickych vrstev a neustalého zlepSovani instrumentalniho vybaveni (2).

3.1. Princip chromatografie

Obecny princip chromatografického déleni spocivd v mnohonasobném,
opakovaném ustalovani rovnovahy slozek analyzované smési mezi dvé vzajemné
nemisitelné faze. Prvni faze je nepohybliva (stacionarni) a ma schopnost zadrzovat
jednotlivé soucasti analyzované smeési riznou mérou. Druhd faze je pohybliva
(mobilni). Tato ma za tkol vymyvat (eluovat) jednotlivé soucasti smési z nepohyblivé
faze a odnaset je ve sméru toku riiznou rychlosti, ¢imz dochazi k jejich oddéleni.

Nepohybliva faze mize byt bud’ tuhd, nebo kapalna latka. Pohybliva faze byva
bud’ kapalna (eluent, elu¢ni ¢inidlo), nebo plynna (nosny plyn) (3).

3.2. Princip a rozdéleni TLC

V piipadé chromatografie na tenké vrstvé jde o rozdélovani analytl mezi fazi
tuha latka — kapalina nebo mezi fazi kapalina — kapalina. Na startovaci misto se nanese
vzorek ve formé malé kulaté skvrny na papir nebo tenkou vrstvu. Tenka vrstva slouzi

sama jako pevna faze, kterd se zucastni déliciho pochodu nebo se vyuzivéa jako nosic¢



faze staciondrni. Tenkd vrstva (papir) se posléze vlozi do uzaviené vyvijeci komory s
mobilni fazi a jejimi parami tak, aby pozice nanesenych analyti zistaly nad hladinou
mobilni faze. Mobilni faze se necha vzlinat pory tenké vrstvy (papiru). Hybnou silou
mobilni faze jsou kapilarni sily. Rychlost pohybu mobilni faze zavisi na velikosti port
stacionarni faze. Mobilni fize undsi ze vzorku délené latky, které se vice ¢i méné
zpozd'uji interakei (rozpousténim nebo adsorpci) se stacionarni fazi, a tim se vzédjemné
déli. Zalezi tedy na brzdici sile (retenci), ktera pusobi na analyty selektivné.
To znamena, ze nektera latka je brzdéna vice, jind méné€. Rychlost postupu latky zavisi
na sorpéni rovnovaze. Cim pevnéji se latka sorbuje na stacionarni fazi, tim pomaleji
chromatografickym systémem postupuje. Vyvijeni se ukon¢i odebranim chromatogramu
z komory, kdyz ¢elo mobilni faze dosahne pozadované vzdalenosti (vétSinou blizko
protilehlého konce tenké vrstvy nebo papiru). Vzdalenost ¢ela mobilni faze od startu
se ozna¢i mékkou tuzkou. Chromatogram se da sus$it. Skvrny nebarevnych analytt je
tieba pred vyhodnocovanim chromatogramu detegovat pomoci vhodnych detekénich

metod (3, 4, 5).

Podle zakladnich druhti délicich pochodli se chromatografie na tenké vrstvé
rozd¢€luje na dva zékladni typy:
a) Rozdélovaci chromatografie, kde stacionarni faze je kapalina zachycena
na tenké vrstvé a mobilni faze je rovnéz kapalina.
b) Adsorpéni chromatografie, kde stacionarni faze je tuhy adsorbent, ktery je

soucasti tenké vrstvy a mobilni faze je kapalina (4, 5).

Mezi nejvyuzivanéjsi staciondrni faze patii: oxid hlinity, silikagel, celuloza,
iontoménice, polyamid, modifikovany silikagel. Stacionarni faze jsou naneseny
na sklenénych deskéach nebo hlinikovych foliich. Zrnitost stacionarni faze je v rozmezi
péti az Ctyficeti mikrometrd.

Nejcastéjsi mobilni faze: cyklohexan, toluen, chloroform, dichlormetan, aceton,

ethanol, methanol, voda, amoniak, kyselina octova a jejich smési (5).
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4. Vysokoucinna tenkovrstva chromatografie

(High-Performance Thin Layer Chromatography, HPTLC)

Vysokouc¢inna tenkovrstva chromatografie je dimyslna instrumentalni technika
zalozend na kompletnich dovednostech chromatografie na tenké vrstvé. Vyhody jako
automatizace, skenovani, plnd optimalizace, selektivni detekéni principy, minimalni
piiprava vzorku, spojovaci (tandemové) techniky atd. ji umoziuji byt silnym
analytickym nastrojem pro ziskani chromatografické informace o komplexnich smésich

anorganickych a organickych molekul a biomolekul (2).

HPTLC je celistvy koncept zahrnujici Siroce standardizovanou metodiku
zalozenou na védeckych poznatcich stejné jako pouziti validované metody
pro kvantitativni a kvalitativni analyzu. HPTLC spliiuje vSechny pozadavky na kvalitu

dnesnich analytickych laboratofi, a to i v pln¢ regulovaném prostiedi (1).

Zakladnim rozdilem mezi metodou HPTLC a TLC je miniaturizace celého
zatizeni. U HPTLC se dosahuje zlepseni délicich vlastnosti pouzitim tenké rovnomeérné
vrstvy jemné vytfidéného mikropdrovitého silikagelu. Na jednu chromatografickou
vrstvu lze nanést az desetkrat vice vzorki nez pii klasické tenkovrstvé chromatografii.
Vyvijeni se provadi v komorach bézného typu s atmosférou dobie nasycenou mobilni
fazi. Soucasti HPTLC byva zafizeni umoziujici automatické proméefovani skvrn

(méfeni absorpce, fluorescence) (6).

Tabulka €. 1: Pfehled rozdiltt mezi TLC a HPTLC (1, 6, 7).

Parametr HPTLC TLC
] Automaticky/
Technika . Manualni
instrumentalni
Pouzivana Ruéné potazend/ predem
Pfedem potazena
chromatograficka deska potazena
Stredni velikost castic 5—6 um 10-12 um
Tloustka vrstvy sorbentu 100 um 250 um
Predbézna uprava desky
Musi prob&hnout Neprovadi se
(promyti)
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Vyska desky

12 pm

30 pm

Pevny nosic¢

Velky vybér stacionarnich

fazi, silikagel pro normalni

Silikagel, hlinikovy a

faze a Cg, Cyg pro reverzni kfemicitanovy
faze
) Poloautomaticka/ Manudlni/
Aplikace vzorku . _
automaticka poloautomaticka
_ Vysoka vzhledem k ‘
Efektivnost o . Nizsi
mensi velikosti ¢astic
Objem nanaseného vzorku 05-1ul 1-5upl
Pocatecni prumer skvrny 1-1,5mm 3—-6mm
Prumér odseparovanych
2-5mm 6 — 15 mm
skvrn
Tvar nandsené skvrny Bod/ pruh Bod

Vyvijeci komora

Vyzaduje mensi mnoZstvi

mobilni faze

Vyzaduje vétsi mnozstvi

mobilni faze

Cas analyzy Rychly Pomalejsi
Mnozstvi latky ve skvrné
pri mérent absorpce 100 — 500 pg 1-5ng
(detekcni limit)
Mnozstvi latky ve skvrné
pri mérent fluorescence 5-10pg 50 —100 pg
(detekcni limit)
Reprodukovatelnost
Reprodukovatelné Obtizn¢ reprodukovatelné
vysledkii
Pro komplikovanost
Kvantifikace Pfitomna metady nelze v tomto

uspofadani jednoznacné

urdit

Prehled skenovani

Pouziti UV/ viditelného /
fluorescenéniho skeneru ke
kvalitativnimu a

kvantitativnimu prohledani

Skenovani neni mozné
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celého chromatogramu,
skener je moderni typ

denzitometru

Robustnost Dobra Mensi

4.1. Jednotlivé kroky pri postupu HPTLC a vhodné pristroje

Je pouze nékolik vyrobcet, ktefi poskytuji Spickové ptistroje, sofware a spotiebni

material pro vSechny kroky pfti postupu TLC a HPTLC.

4.1.1. NanaSeni vzorku a standarda

V planarni (plosné) chromatografii je aplikace vzorku prvnim krokem v pribéhu
préace, ¢imZ se podstatné ovliviiuje kvalita vysledku na konci procesu.

Vybér aplikacni techniky a pfistroji zavisi na pozadavcich presnosti, objemu
vzorki, poctu analyz a poZadovaném stupni automatizace.

Nejjednodussi  aplikace vzorku se provadi pomoci kapilary s presné
definovanym objemem. Objem vzorku od 0,5 do 5 pl mize byt aplikovan jako skvrna
na chromatografickou desku obvykle bez suseni. U HPTLC se vétSinou nanasi okolo
1 ul objemu vzorku na skvrnu. Kapilaru se doporucuje vést prostiednictvim nanomatu.

Naneseni vzorku jako uzkého pruhu piipousti aplikaci podstatné vétsiho objemu,
pricemz startovaci zona v této forme zajistuje nejlepsi vysledky, jaké mohou byt
dosazeny s vybranym chromatografickym systémem.

Piili§ velky objem vzorkd nebo vzorky s vysokym obsahem matrice mohou byt

nanaseny ve form¢ obdélniki (1).

Pro snadné ru¢ni naneseni vzorkil ve formé& obdélnikovych skvrn se pouZziva
Nanomat 4 a kapilarni davkova¢ (obr. 1). Nanomat 4 zajistuje piesné nanaSeni
vzorku bez poSkozeni vrstvy na chromatografické desce. Davkovani vzorku se provadi

. o R , U s
pomoci jednordzové kapilarni pipety, kterd je pfesné kalibrovana, coz zajistuje, ze
chromatogram miiZze automaticky skenovat podle naprogramovaného vzoru. Nanomat 4

a kapilarni davkovac¢ je vhodny zejména pro zakladni sestavu HPTLC (1).
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Kapilarni davkovac

Nanomat 4

CAVIRE NANOIMAT 4

Obr. 1: Nanomat 4 a kapilarni davkova¢. Manudalni davkovani s jednorazovymi

pipetami (1).

Pro poloautomatické nanaseni vzorkt je vhodné pouzit Linomat 5 (obr. 2).
Linomat 5 umoznuje nanaseni vzorkd na TLC/HPTLC desky ve formé past s dusikem
nebo stlacenym vzduchem. NandSeni vzorkil je tedy automatické. Pouze vymeéna
injekeni stiikacky (plnéni, vkladani a oplachovani) se provadi manudlné. Linomat je

vhodny pro rutinni pouziti (1).
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cavis B : LINOMAT 5

Obr. 2: Linomat 5 pro poloautomatické nanaseni vzorki (1).

Automaticky TLC vzorkovaé 4 (automatic TLC sampler 4, ATS 4, obr. 3) je
klicovym faktorem pro produktivitu HPTLC laboratofe. Tento pfistroj spliiuje veskeré
pozadavky, knimz je uren (napf. piesnost, robustnost pii bézném pouzivani
a pohodinou manipulaci). ATS 4 nabizi plné automatickou aplikaci vzorki
pro kvalitativni a kvantitativni analyzu, jakoZ i1 pro preparativni separace. Je vhodny

pro bézné pouziti a ma vysokou kapacitu, pokud jde o analyzu velkého mnozstvi vzorki

).
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Obr. 3: Automaticky TLC davkova¢ 4 (Automatic TLC sampler 4, ATS 4). Plné

automaticky davkovac vzorka (1).

4.1.2.  Vyvijeni chromatogramu

Tenkovrstva chromatografie se 1isi od vSech ostatnich chromatografickych
technik v tom, ze vedle mobilni a stacionarni faze je pfitomna i faze plynna. Tato

plynna faze mtize vyznamné ovlivnit vysledek separace (1).

Proces ve vyvijeci komofe je nasledujici. Chromatograficka deska je vlozena do
vyvojové komory, ve které je par centimetrii vyvijejiciho rozpoustédla — dostatecné
mnozstvi pro vzlinani mobilni fdze po chromatografické desce, ale zaroven niz$i nez
startovaci linie na desce, kde jsou nanesené vzorky.

Ctyfi ¢aste¢né konkurendni procesy nastanou za piedpokladu, Ze je komora
zaviena. Mezi soucasti vyvijejiciho rozpoustédla a jejich vypary bude v konecné fazi
ustanovena rovnovaha, nazyvana jako nasyceni komory. Zavislost na tlaku vypari
jednotlivych komponent z plynné faze se muize vyznamné liSit od vyvijejiciho
rozpoustédla.

a)  Mezitim, co se susi chromatograficka deska, stacionarni faze adsorbuje

molekuly z plynné faze. Tento proces, adsorp¢ni nasyceni, se také priblizuje rovnovaze,
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ve které budou polarni soucasti odebrany zplynné faze a pifeneseny na povrch
stacionarni faze.

b)  Soucasné ta ¢ast vrstvy, ktera uz je navlhéena mobilni fazi, interaguje
s plynnou fazi. Timto jsou zejména nejmén¢ poldrni ¢asti kapaliny uvolnény do plynné
faze.

c)  Bé&hem migrace mohou byt slozky mobilni faze odd€leny stacionarni fazi

za urcitych podminek, coz zptisobuje tvorbu sekundarniho ¢ela (1).

Vybirani vyvijeci komory

Vybirani vhodné komory je provadéno béhem metody vyvijeni a obecné
zahrnuje praktické posouzeni hledisek jako je tieba komora, ktera je k dispozici, ktera
musi byt pouzita v ramci standardniho opera¢niho postupu (SOP), nebo ktera byla
pouzita v ptedeslych analyzach, pokud musi byt provedeno srovnani. Nicméné by mél
byt bran ohled také na ekonomické aspekty, jako je pozadavek Casu a spotieba

rozpoustédel (1).

Vyvijeci dvouzlabkova komora (obr. 4) nabizi n€kolik zpisobt jak specificky

ovlivnit a vylepsit TLC/ HPTLC separaci (1).

Obr. 4: Vyvijeci dvouzlabkova komora (1).

V horizontalni vyvijeci komoie (obr. 5) je HPTLC deska vyvijena z obou

protilehlych stran smérem do stfedu. Diky tomu je mozné pocet analyzovanych vzorki
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zdvojnasobit ve srovnani s vyvojem v chromatografické komote, a to za predpokladu,

ze vyvijeci draha 45 mm (50 mm minus vzdalenost od kraje 5 mm) je dostacujici (1).

Pro 20 x 20 cm desky

Obr. 5. Horizontalni vyvijeci komora (1).

SmartALERT (Obr. 6) — monitorovani c¢ela rozpoustédla se pouziva
pro spolehlivé sledovani TLC/ HPTLC desky vyvijené ve sklenéné komote.
Pozadovanou vzdalenost Cela si nastavi sdm wuzivatel. Nastavend vzdalenost je
monitorovana svételnym paprskem a snimacem. Pokud mobilni faze dosdhne zvolené

vyvijeci vzdalenosti, upozorni smartALERT obsluhu vizualnim a akustickym signalem

().

Obr. 6: SmartALERT pro monitorovani ¢ela mobilni faze (1).
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Automaticka vyvijeci komora 2 (Automatic Developing Chamber 2, ADC2),
(Obr. 7) poskytuje vyvijeci krok zcela automaticky, reprodukovatelné a nezavisle
na vlivu prostiedi. Cinnost a predb&Zna uprava vrstev, nasyceni komory, rozvoj
vzdalenosti a konecné suseni lze prednastavit a monitoruje se automaticky. ADC2
predstavuje komfortni, jisty a reprodukovatelny zpusob pro isokraticky vyvoj TLC
¢i HPTLC desky a folie o formatu 20 x 10 cm (1).

LAVIAGE ADC2
Automatic
Developing Chamber

Obr. 7: Automaticka vyvijeci komora 2 (ACD2) (1).

4.1.3. Derivatizace

Nebarevné substance nebo substance bez chromoforti mohou byt vizualizovany,
nebo byt detekovatelnéjsi pomoci derivatizace.

Podstatnou vyhodou tenkovrstvé chromatografie je, Ze jednotlivé frakce
zlstanou umistény na desce a mohou byt derivatizovany az po chromatografii.
Po derivatizaci se stavaji detekovatelné takové substance, které nereaguji na viditelné

nebo UV svétlo. V mnoha ptipadech mohou byt latky nebo tfidy latek identifikovany
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pomoci specifickych ¢inidel. Derivatizace l1ze dosdhnou plynem, kapalnym postiikem
nebo macenim (ponofenim). V kazdém piipad€ je potieba, aby bylo ¢inidlo homogenné
prevedeno na chromatogram.

Pokud je <¢inidlo vhodné, upfednostiuje se derivatizace macenim
pred sprejovanim, nebot’ po derivatizaci macenim je interpretace vysledkll jasnéjsi
(obr. 8). Nicméné sprejovani je nejrozsifenéjsi jednoducha a rychlad metoda K prenaseni
¢inidla. na TLC desku. Neni ktomu tieba zadné specidlni vybaveni
a pracuje se pouze smalymi objemy. Vedle toho je sprejovani velmi flexibilni
a nezbytné, pokud maji byt ¢inidla nanaSena po sob€. Na druhou stranu, sprejovani
vytvaii podstatné veétSi mnoZzstvi nebezpecnych vyparl, které musi byt opatrné
odstranény.

Nejlepsich vysledkt je vSak dosazeno bez pouziti derivatizace (1).

Dertvatizace Derivatizace
sprejovanim maéenim

Obr. 8: Ukazka rozdilu mezi derivatizaci sprejovanim a derivatizaci macenim (1).

Ponorny pristroj pro chromatogram (obr. 9). Pro nalezité provedeni macenim
musi byt chromatogram ponotfeny a stazeny regulovanou jednotnou rychlosti. Tim, Ze se
udrzuje vymezena rychlost a doba ponofeni, mohou byt derivatizaéni podminky
standardizovany a ,proudy znafek”, které mohou zasahovat denzitometrickym

hodnocenim, jsou vylouceny (1).
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Obr. 9: Ponorny pfistroj pro chromatogram (1).
TLC/HPTLC postrikovac (obr. 10) se sklada z nabijecky a Cerpaci jednotky se

dvéma druhy stiikacich hlav. Jeden typ je pro roztoky s normalni viskozitou, druhy typ

pro kapaliny s vyssi viskozitou (1).
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RozprasSovaé cinidla (atomizér)

\ | TLC/HPTLC postiikovac

Obr. 10: TLC/HPTLC postiikovac¢ a atomizér (1).

4.14. Vyhodnoceni: detekce

Chromatogram je vyhodnocovan pod bilym nebo ultrafialovym svétlem.
Moznosti sahaji od vizudlni kontroly elektronickych obrazi az ke kvantitativnimu
stanoveni pomoci videa nebo skenovani denzitometrii.

PIn¢ vybavena laboratof pro tenkovrstvou chromatografii by méla byt schopna
uchylit se jak ke klasické denzitometrii, tak k elektronickému snimani obrazu.

Klasicka denzitometrie pouzivda monochromatické svétlo a Stérbinu nastavitelné
délky a Ssitky pro skenovani stopy chromatogramu a meéfeni rozptyleného svétla.
Absorpcni spektra pro identifikaci latek a pro vybér nejvhodné€jsi méfitelné vinové
délky mize byt zaznamenan v rozsahu 190 az 900 nm.

Mezi ptednosti klasické denzitometrie patii spektralni rozliSeni svételného

zdroje a vyssi reprodukovatelnost kvantitativniho stanoveni (1).
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Produktem pouzivanym pro detekci je TLC SKENER 4 (vyobrazen na obr. 11).
Predstavuje  pracovni stanici pro denzitometrické hodnoceni TLC/HPTLC

chromatogrami a ostatnich planarnich objektd (1).

Obr. 11: TLC SKENER 4 pro denzitometrické hodnoceni. Pouziva se v rozsifenych
soupravach pro TLC/HPTLC (1).

4.15.  Vyhodnoceni: dokumentace, TLC-MS, bioluminiscence

Pro dokumentaci jsou elektronické obrazy snadno zachytitelné a archivovatelné.
Mohou byt reprodukovany na obrazovce, aniz by se ¢asem meénily, a tak porovnatelné

Chromatogram se hodnoti pomoci elektronického sniméani obrazu za pouziti
polychromatického svétla (bilé svétlo, UV 254 nm a UV 366 nm; zobrazené na obr. 12),
s nimz se cely objekt osvétli. K zachyceni elektronického snimku se vyuziva digitalni
fotoaparat pro dokumentaci tenkovrstvych chromatogrami.

Ptrednost elektronického snimani obrazu tkvi v prohlizeni Uplného obrazu
chromatogramu. Tato moznost ziskani ,,vizualniho dojmu* je jednou z hlavnich vyhod
tenkovrstvé chromatografie ve srovnani s ostatnimi chromatografickymi technikami.
Chromatogramy jsou archivovany pro piezkoumdani a pfistupné pro pozdéjsi ovéfeni

nebo kvantitativni hodnoceni odlisnym softwarem (1).

22



Chromatogram pod bilym svétlem Chromatogram pod UV 254 nm Chromatogram pod UV 366 nm

Obr. 12: Zobrazeni chromatogrami pod polychromatickym svétlem (1).
Produkty pouzivané pro dokumentaci, TLC- MS a bioluminiscenci jsou:

Dokumentaéni systém, TLC vizualizér (znazornén na obr. 13), zachyti obrazy
TLC nebo HPTLC desek. Spole¢né¢ s visionCATS (software pro HPTLC) TLC
vizualizér zaru€uje nizkou hlué¢nost, vysoky dynamicky rozsah obrazl (high dynamic
range images, HDRI) a komplexni sadu nastrojt pro zlepseni obrazu. Systém poskytuje

osvétleni bilym svétlem, UV 254 nm a UV 366 nm (1).

Obr. 13: TLC vizualizér pro obrazovou dokumentaci (1).
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Bioluminizér (zobrazen na obr. 14) je detek¢ni systém vyvinuty

specialné ke zjisténi bioluminiscence na HPTLC desce (1).

Obr. 14: Bioluminizér — detek¢ni systém vyvinuty k detekci bioluminiscence (1).

Pfistroj pro TLC-MS techniku (obr. 15) piedstavuje vykonné feSeni ve spojeni
tenkovrstvé chromatografie a hmotnostni spektrometrie (MS), ¢imz se otviraji nové
moznosti pro obé uvedené techniky. Mezi kli€ové vlastnosti patii: rychlost a eluce
vybranych zo6n bez kontaminace, online pfenos do hmotnostniho spektrometru,
kompatibilita se vSemi béznymi systémy vysokoucinné kapalinové chromatografie
spojené s MS (HPLC-MS), identifikace neznamych latek na hranici detekce a nizka
spotieba rozpoustédla (1).
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Obr. 15: Pristroj pro TLC-MS techniku (1).

5. Analyza léCivych rostlin pomoci HPTLC

Oveétovani pravosti a stalost kvality jsou zékladnimi predpoklady jak pro tradi¢ni
indické lékatstvi (Ajurvédu) a tradiéni &inskou medicinu (TCM), tak pro jejich
komer¢ni produkty, a to bez ohledu na typ vyzkumu provadéném za ucelem
modernizace Ajurvédy a TCM. S ohledem na velké mnoZstvi neznamych faktort
v Ajurvédé a TCM je nemozné a zbyteéné kvalitativné a kvantitativng uréovat kazdou
slozku obsaZzenou v bylinném léku. Chromatografickd ,fingerprinting® analyza je
raciondlni metoda jak ,,uspokojit potieby* efektivn&jsiho a vykonnéjSiho zhodnoceni
kvality. Analytické separacni techniky, napt. vysokouc¢inna kapalinovd chromatografie
(anglicky High-Performance Liquid Chromatography, HPLC), plynova chromatografie
(anglicky Gas Chromatography, GC) a hmotnostni spektrometrie (anglicky Mass
Spectrometry, MS) patii k nejpopularnéj§im metodam pii vybéru pouzivanych metod
pro zhodnoceni kontroly kvality surovin a hotovych bylinnych produktt.

»Fingerprinting* analyza provadénd pomoci HPTLC se stala neju¢innéjSim nastrojem
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pro kontrolu kvality rostlinnych 1éCivych pfipravkll diky své spolehlivosti
a jednoduchosti. Tato analyza miize slouzit jako nastroj pro identifikaci, ovétovani

a kontrolu kvality bylinnych 1&ki (2).

Tato ¢ast bakalarské prace je ve€novana patnacti lécivym rostlindm, u kterych
byla provadéna analyza pomoci HPTLC. Nékteré z uvedenych rostlin rostou v Ceské
Republice, ale vétsina z nich je péstovana spise v tropickych ¢i subtropickych oblastech.
Ke kazdé rostlin€é je napsana kratkd charakteristika v podobé mista vyskytu nebo
puvodu rostliny, IéCivych ¢i toxickych uclinkd na c¢lovéka a charakteristickych
obsahovych latek. Dale je uvedena tabulka (tabulka ¢. 2) spiehledem provadéné
analyzy na jednotlivych l1é¢ivych bylinach ¢i dfevinach.

5.1. Prehled a charakteristika 1é¢ivych rostlin

5.1.1.  Aloe prava (Aloe vera)

Aloe prava je vytrvala rostlina podobna kaktusu. VétSina druhi aloe se péstuje
v teplém podnebi severni, vychodni a jizni Afriky, v Indii a Cing.

Aloe je terapeuticky pouzivana jiz od roku 1750 a jeji 1éCivé vlastnosti byly
pfipisovany vnitinimu ¢irému gelu z listi. Dnes je gel z aloe pravé znamou slozkou
Vv fad¢ Siroce dostupnych a inzerovanych kosmetickych produktti (napt. Sampony, pény
do koupele, opalovaci krémy, té¢lova mléka pro suchou pokozku atd.). Aloe vera gel je
bézn¢ pouzivany v pfirodni mediciné, nebot’ pusobi jako antidiabetikum,
antimikrobidlni a pomaha pti popaleninach.

Hlavni slozkou aloe vera gelu jsou aloeverosa, glukoza a kyselina jable¢na (8,
9).

5.1.2.  Fikovnik posvatny (Ficus religiosa)

Fikovnik, stalezeleny, vytrvaly strom, pochdzi ztropické Asie, indického
subkontinentu a indo¢inské oblasti.
Fikovnik byl tradi¢né¢ pouzivany v indickém lidovém I1éCitelstvi jako 1€k

na respiraéni a nékterd kozni onemocnéni. Kira ma stahujici, chladici a projimavé
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ucinky. Pouziva se 1 pfi 1écbé diabetu, nervovych poruch, vagindlnich a jinych
mocopohlavnich obtizi. Listy se pouZzivaji pii prijmech a uplavici, rozemleté plody
pomahaji na astma a latex prystici z naseknutého kmene slouzi k 1é¢bé bradavic. Olej
z kofent je pouzivan pro vnéjsi aplikaci na kozni nemoci, jako je ekzém, lepra a také je
vhodny na revma.

Z latek, které fikovnik obsahuje, jsou nejvyznamnéjsi p-sitosteryl-D-glukosid,
vitamin K, lanosterol, stigmasterol, lupeol. Déle pak asparagin a tyrozin ziskavané

C v

z plodu fikovniku. Diky nékterym témto latkam pisobi fikus i protizanétlivé (10, 11).

5.1.3.  Henovnik bily (Lawsonia dermis)

Henovnik bily, obecné znamy jako henna, se pouzival po staleti v Arabskych
zemich k barveni vlasti a nehti a pro dekorativni malovani po téle. Henna pochazi
Z jihovychodni Asie, v soucasnosti roste plané¢ v severni Africe, jithovychodni Asii
a severni Australii.

Pro barveni se pouzivaji usuSené¢ a namleté listy, které se smichaji s teplou
vodou do bahnu podobné konzistence. Barvici proces je zpusoben 2-hydroxy-1,4-
naftochinonem (lawson), ktery je ptirozené pfitomen jak v glukosidu, tak v aglykonu
Vv listech rostliny. Obsah lawsonu byl kontrolovan a testovan pro svou potencialni
toxicitu.

Henna se pouziva po celém svét€ nejen jako kosmetické Cinidlo, ale také
Vv tradi¢ni mediciné€ pro terapii raznych chorob jako je zanét, mykdza, kozni vyrazka,

bolesti hlavy a nemoci zazivaciho ustroji (12, 13).

5.1.4. Hermanek pravy (Matricaria recutita)

Hefmének se hojné vyskytuje v Evropé, zdpadni Asii a Indii. Hefmanek je
snadno zaménitelny s jinymi rody hvézdicovitych. Lze ho vSak rozeznat podle jeho
charakteristické viing.

Caj z hefméanku byl po staleti znaéné vyuzivan diky své pifjemné a uklidiujici
chuti nebo pro své lécebné ucinky. Hetfmanek se pouziva k 1éCbé travicich obtizi

Biologickou zkousSkou, provddénou na kvétech hefmanku, bylo zjisténo,
ze mnoho zjeho IéCivych ucinki, jako je zmirnéni bolestivych travicich potizi,
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zanétlivych onemocnéni a mirnych poruch spanku, velmi souvisi s obsahem jeho
fenolické slozky, zejména apigeninu a apigeninu 7-O-glukosidu (A7G). U A7G a jeho

metabolitu apigeninu bylo prokdzano, Ze vykazuji mimofadné protikiecove,

-----

5.1.5. Mésicek zahradni (Calendula officinalis)

Me¢sicek je jednoleta bylina, jejiz piivod je nejisty. NejspiSe rostla plané
ve sttedomofi, nyni se péstuje na vSech kontinentech. Typickym znakem mésic¢ku jsou
jeho zluté az oranzové kvéty.

z mésicku bylo rovnéz zjisténo, ze mé antioxidacni, antimykotické a antidiabetické
ucinky, zmiriiuje otoky a pomaha pti hojeni ran.

Hlavnimi slozkami mésic¢ku jsou steroidy, terpenoidy, triterpenoidy, flavonoidy,

fenolové kyseliny a karotenoidy (16, 17).

5.1.6. Nadut zpeiena (Bryophyllum pinnatum)

Nadut’ je vytrvala 1é¢iva rostlina popularné uzivana jako lidovy 1€k v tropické
Africe, Indii, Cin&, Australii a Americe a ostatnich Gastech svéta k 1é¢eni riznych
zanétlivych onemocnéni.

Ma dutlezité uplatnéni v ajurvédské a ¢inské medicing, nebot’ obsahuje Sirokou
Skalu Gcinnych latek, vcetné triterpenoidd, glykosidi, flavonoidl, steroidd,
bufadienolidu, lipidt, sacharidi a mastnych kyselin.

Listy této rostliny Se tradi¢n€ pouzivaji pro lécbu riznych nemoci. Maji
hemostatické¢ ucinky, dobfe hoji rany, dale maji antimikrobidlni, protiplisnové,

rrrrr

(18, 19).

5.1.7. Pampeliska (Smetanka) lékarska (Taraxacum officinale)

Pampeliska je nizka, vytrvald bylina, ktera roste v mirném pasu Evropy, Asie

a Jizni Ameriky.
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Pro 1é¢ivé pouziti slouzi zejména listy a kofen pampelisky. Hlavnimi u¢innymi
latkami v ni obsazené jsou seskviterpenické laktony, vitaminy A, B, C, D, cholin
a mineraly (napft. draslik). Pouze listy navic obsahuji kumariny a karotenoidy. Naproti
tomu v koteni se navic vyskytuji taraxakosidy a fenolové kyseliny.

Pampeliska je tradicné pouzivana pro svou stimulaci vylu¢ovani moci (diurézy),
pro zvySeni pratoku zlu¢i, zlepSeni chuti k jidlu, k IéCeni travicich onemocnéni.

Ma i mirn€ projimavé ucinky a stimuluje ¢innost slinivky a zluéniku (14, 20).

5.1.8.  Pelynék pravy (Artemisia absinthium)

Pelynék je vytrvaly poloketf s casteCné dievitymi stonky, ptivodem pochazi
z Evropy.

Dnes se tato palc¢ivé hotkd bylina pouziva ptfedevSim pro posileni traveni.
Kdysi pelynék pattil k oblibenym prostfedkim proti parazitickym cerviim. Tohoto
ucinku se vyuziva nékdy i dnes. Navic se z n¢j vyrabi navykovy alkoholicky napoj,
absint, oblibeny francouzskou uméleckou avantgardou 19. stoleti. Absint je lihovina
se silnou hotkou chuti a charakteristickou zelenou barvou, ktera v souc¢asné dobé zaziva
oziveni v popularité po téméf 70 letech prohibice.

Pelynék obsahuje Stiplavy a vyjimecné hotky esencidlni olej, ktery ptechazi
z tmavé zelené do hnédé nebo modré barvy. Jednou z hlavnich slozek tohoto oleje je
bicyklicky monoterpen thujon. Pies jeho toxicitu byla tato sloucenina vyuzivana jako
indikator pro posOuzeni pravosti absintu. Dalsi charakteristické latky v pelyiiku jsou
seskviterpenové laktony, hoi¢iny, flavonoidy, tfisloviny, hydroxykumariny a dalsi (14,
21).

5.1.9. Rozmaryna lékaiska (Rosmarinus officinalis)

Rozmaryna ptivodné rostla pouze v suchych pobieznich oblastech Stfedomoii,
nyni se péstuje po celém svété pro své vyuZiti v kuchyni nebo na vyrobu esencidlniho
oleje.

Rozmaryna Iékatska je bohatym zdrojem pfirodni fenolické slouceniny, kyseliny
rozmarynové. Kyselina rozmarynova je zndma pro své protivirové, antibakteridlni,

hemoragicky u¢inek hadiho jedu a ma vliv na Alzheimerovu chorobu. Dal§imi

29



ucinnymi latkami obsazenymi v rozmaryné jsou silice (napf. borneol, kamfen, cineol),
flavonoidy a tfisloviny.

Lécivé tcinky rozmaryny jsou predevSim posilujici a stimulujici, upravuje také
travici problémy. Rozmarynovy olej se navic pouziva proti artritickym bolestem a je

i dulezitou ptisadou kosmetickych produktii a parfému (14, 22).

5.1.10. Sezam indicky (Sesamum indicum)

Sezam je jednoleta bylina péstovana zejména v Indii, Cing, Stdanu, Barmé
a Mexiku. Indie a Cina jsou viak jednoznaéné nejvétsimi producenty sezamu.

Sezamova seminka a vnich obsaZeny olej se pouZivaly Vv Ajurvédd jiz od
starov€ku. Studie provadéné s vyuZzitim modernich metod ukazaly potencidlni piinos
sezamu pro zdravi. Zjistilo se, ze ma antioxidacni, antihypertonické, protirakovinné,
imunoregula¢ni ucinky a snizuje hladinu cholesterolu v krvi. Sezam pisobi i jako
projimadlo, poméaha pfi urologickych a gynekologickych infekcich a olej ze semen
pusobi pfiznivé na cévy a hemeroidy.

Sezamova semena obsahuji okolo 45% Zlutého sezamového oleje, dale pak
rostlinné bilkoviny, fosfor, niacin, vapnik, siru a sacharidy. Jeho blahodarné u¢inky jsou
primarné pfipisovany lignanim a jejich glykosidiim. Nejvétsimi komponenty lignanti
V sezamovém oleji jsou sezamin a sezamolin. Tyto latky vykazuji silné antioxida¢ni

adinky (23, 24).

5.1.11. Sachor hliznaty (Cyperus rotundus)

Séachor je rozsifeny takika po celém svété, zejména v oblasti tropti a subtropi,
nékteré druhy se vSak vyskytuji i v mirném pasmu.

Sachor je dobfe znamy pro své protizanétlivé, analgetické, protiprijmové
a antimalarické u¢inky. Dale plisobi na klouby, snizuje horecku, ma mocopudné ucinky,
je ucinny pfi Zenskych obtiZich, harmonizuje €innost jater, sleziny a slinivky, pomaha
snizovat hladinu glykémie a také napomaha pti redukci vahy.

VétSina  téchto UCinkli je pfipisovana pfitomnosti seskviterpenoidil, jez

se vyskytuji v oddenku rostliny (25, 26).
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5.1.12. Vyvinutec kufimorovy (Evolvulus alsinoides)

Vyvinutec kufimorovy je vytrvalda bylina rostouci pievazné v tropech
a subtropech.

V Indii dnes patfi vyvinutec k populdrnim rostlindm, se kterymi pracuje
Ajurvédska  medicina. Pouzivi ho jako mozkové tonikum pifi  16¢bé
neurodegenerativnich onemocnéni, astmatu a pifi ztrat¢ paméti. Bylina se pouziva téz
pro 1é¢bu syfilis, malarie, skrofuldzy (Krtice) a prajmu.

Mezi jeji hlavni obsahové slozky patii alkaloidy, fenoly, steroidy, glykosidy,
sacharidy, taniny a terpenoidy (27, 28).

5.1.13. Zazvor lékarsky (Zingiber officinale)

Zazvor lékatsky je wvytrvald rostlina charakteristicka svym duZnatym,
¢lankovanym oddenkem. Pochazi z jihovychodni Asie, nicméné pro svou sladce
pikantni chut se za¢al péstovat i ve starovéké Indii a Cing. V soucasné dobé vice
nez padesat procent jeho produkce pochazi z Indie, Brazilie, Jamajky a Nigérie.

Suseny zazvor, nejdulezitéjsi forma v oblasti mezinarodniho obchodu,
se pouziva na mezindrodnim trhu pro extrakci zdzvorového oleje nebo oleoresinu, pro
pouziti do napojti a cukrovinek.

Zazvor obsahuje mnozstvi riznych drazdivych latek, které, kromé ptredavani
teplé chuti a kotfenéného aroma, poskytuji také prokdzané farmakologické ucinky.
6-gingerol spadd mezi jedny zhlavnich latek snejvétsi bioaktivitou, které mayji
analgetické, protizanétlivé, protirakovinné, antioxidacni a znecitlivujici t€inky. Pouziva

se také na snizeni horecky a upravu srde¢ni ¢innosti (29, 30).

5.1.14. Zmijovice hadova (Rauvolfia serpentina)

Zmijovice je ket rostouci v jizni a jithovychodni Asii. Tato rostlina se jiz dlouho
pouziva v indickém subkontinentu jako 1ék na hadi uStknuti, duSevni choroby,
hypertenzi a schizofrenii.

Kira z kofene se rovnéz pouziva na snizeni horecky, ma protihlistové a sedativni

ucinky.
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Kofeny zmijovice jsou hlavnim zdrojem indolovych alkaloidti, z nichz je
nejvyznamnéjsi reserpin. Reserpin dlouhodobé tlumi centralni nervovou soustavu a ma
antihypertenzni U¢inky. Dlouhodobé pouzivani reserpinu miize vyvolat deprese
a Vextrémnich pfipadech doty¢ného dohnat k sebevrazdé. Vyssi davky reserpinu

mohou byt toxické (31, 32).

5.1.15. Zen$en pravy (Panax ginseng)

Zensen je rostlina pouzivana v tradiéni asijské medicing kviili jeho 1é&ivym
ucinkdm.

Zen3en je fazen mezi adaptogeny, coz je skupina rostlin, ktera zvysuje odolnost
organismu proti psychickému 1 fyzickému vycerpani. Bylo vé&decky prokazano,
ze zenSen pusobi na lidsky ob&hovy systém, centralni nervovy systém, soustavu zlaz
s vnitini sekreci a imunitni systém. Celosvétové se zenSen uziva ke zvySeni celkové
kondice, jako prevence stresu, pii uUnave, bolestech hlavy, poruchach soustfedéni
a spanku, pfi cukrovce a velmi obliben je i jako afrodiziakum.

Mezi nejvyznamnéjSi obsazené latky patii saponiny oznaCované téz jako
ginsenoidy nebo téZz panaxosidy, antioxidanty, polysacharidy a peptidy. Ginsenoidy
navic pomahaji pfi ateroskleréze, zanétech, hypertenzi a poruchiach erekce

¢i neplodnosti (33).
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Tabulka €. 2: Piehled analyzy 1é¢ivych rostlin pomoci HPTLC

Rostlina Stanovovanad slozka Mobilni fize Staciondrni faze Derivatizace Detekce
N-butanol: _
Anisaldehyd Denzitometrické
Aloe vera gel n-propanol: ledova N ) .
Aloeverose ' Silikagel Si 60 Fjs4 kyseliny sirové skenovani
9) kyselina octova: . .
(sprejovani) pii 600 nm
voda (30:10:10:10)
Denzitometrické
. skenovani
Silikagel 60 Fs4 _ . .
Fikovnik posvatny ) Toluen: methanol Anisaldehyd pfi 525 nm V rezimu
Stigmasterol, lupeol (20x10cm) TLC _
(11) (9:1) kyseliny sirové absorbance pomoci
hlinikova deska
wolframové Zarovky
Makrogolové ¢inidlo
Extrakt Ethylacetat: kyselina
Henovnik bily N (polyethylenglykol .
Z henovnikovych mraven¢i: voda Silikagel 60 Fs4 ) UVzateni pti 365 nm
(13) ' v dichlormethanu)
list (82:9:9)
(macenti)
Ethylacetat: kyselina | Silikagel 60 NH, Piirodni latky a
Hetfmanek pravy Apigenin 7-O- mravenci: kyselina F2s5458 (20 x 10 cm) polyethylenglykol UV zafeni pii
(15) glukosid octova: voda HPTLC sklenéna 400 340 nm a 360 nm
(30:1,5:1.5:3) deska (méaceni)




10% kyselina sirova

Kyselina NC silikagel Fs4 UV zéieni
ve vod¢, nebo .
Mesicek 1€karsky chlorogenova, Hexan: ethylacetat: (10 x 20 cm) ) ) pii 366 nm, 243 nm
. . 2-aminoethyldifenyl-
a7 kyselina kavova, kyselina octova HPTLC sklenéna b nebo bil¢é svétlo pred
orat
rutin, faradiol deska ' derivatizaci
(sprejovani)
Denzitometrické
5% kyselina sirova skenovani

Nadut’ zpefena

Chloroform: ethanol

Stigmasterol Silikagel 60 Fs4 v methanolu pii 490 nm v rezimu
(19) (9,8:0,2)
(sprejovani) odrazu/absorbance
. Anisaldehyd
Ethylacetat: kyselina |
Pampeliska ‘ Silikagel 60 Fs4 kyseliny sirové nebo
Seskviterpenové mravenci: ledova N ] UV zéfeni
(Smetanka) 1ékatska . (20 x 10 cm) vanilin kyseliny '
laktony kyselina octova: . pfi 254 nm
(20) hlinikové desky sirové
voda (100:11:11:26) '
(sprejovani)
Aceton: kyselina Anhydrid kyseliny
octova (98 %): . octové v kyseliné
Pelyn¢k pravy o Silikagel 60 Fps4 ‘
Absinthin toluen: sirové a methanolu VIS pii 554 nm
(21) ) (10 x 10 cm)
dichlormethan (10:10:100)
(10:10:30:50) (maceni)




Toluen: ethylformiat:

LiChrospher®

Rozmaryna Iékatfska | Kyselina N UV zafeni pti 254
kyselina mravenci Silikagel 60 F545
(22) rozmarynova nm a 366 nm
(6:4:1) (20 x 10 cm)
o Silikagel 60 Fjs4 5 % kyselina sirova
Sezam indicky ) | Benzen: chloroform UV-VIS spektrum
Sezamin a sezamolin (20 x 20 cm) v methanolu
(24) (50:1) od 200 do 600 nm
hlinikové desky (macenti)
. - ) UV zafeni v rozmezi
Sachor hliznaty ) ) 30% hexan: Silikagel Kieselgel
Seskviterpenoidy 200 a 300 nm
(26) ethylacetat 60 Fs4 (20 x 20 cm)
Anisaldehyd
) Toluen: methanol N
Glykosidy ©:1) Silikagel 60 Fps4 kyseliny sirové
. (sprejovani)
Libermann-Buchard
Vyvinutec ¢inidlo (anhydrid UV zafeni pti 254
_ Ethylacetat: ethanol: . ‘
kutimorovy Steroidy Silikagel 60 Fys4 kyseliny octové nm a 366 nm a bilé
voda (8:2:1.2) _
(28) Vv kyselin¢ sirové) svétlo
(sprejovani)
Anisaldehyd
) N-hexan: ethylacetat .
Terpenoidy Silikagel 60 Fys4 kyseliny sirové

(7,2:2,9)

(sprejovani)




Zazvor lékatsky

(29)

Gingeroly, 6-shogaol

Hexan: ethylacetat:
kyselina mravenci

(55:40:5)

NC. Silikagel 60 F;s4
(10 x 10 cm) HPTLC
deska

5 % molybdenan
amonny v 10 %
kyseling sirové nebo
p-anisaldehyd

Vv ledov¢ kyseliné
octové a 97 %
kyseling sirové

(sprejovani)

UV zafeni pti 366

nm a bilé svétlo

Zmijovice hadova
(32)

Stigmasterol

Benzen: aceton
(86:14)

SIlIk&gE' 60 Fosa
(20 x 10 cm)

Vanilin v 10 %
alkoholu kyseliny

Denzitometrické
skenovani pii 366

nm pod rtutovou

sirové
lampou
1,2-dichlorethan: UV zatent phi 275
. ’ ' - nm a pod
ZenSen pravy ) _ 100% ethanol: Silikagel 60 Fps4
Ginsenoidy ] ® monochromatickym
(34) methanol: voda LiChrospher

(56,8:19,2:19,2:4,80)

svétlem pii 366 nm

(rtut'ova lampa)




5.2. UkazKky celého postupu analyzy pomoci HPTLC

Popis celého postupu analyzy lé€ivych rostlin pomoci HPTLC bude uveden

na dvou prikladech.

5.2.1. Postup pii analyze aloe vera gelu

Richard Lobo a kol. se zabyvali stanovenim aloeverosy v aloe vera gelu pomoci

HPTLC denzitometrické metody (9).

e Pouzity rostlinny material
Byl analyzovan aloe vera gel, jehoz specifikace (pH, absorbance, obsah vody
a mikrobialni zkousSka) byla ovéfena srovnanim se standardnimi specifikacemi, které

poskytuje firma Agya Enterprises, Biophal, Indie.

e Piiprava standardi
Byl pfipraven zasobni roztok aloeverosy o koncentraci 1 mg/ml. Ze zasobniho
roztoku bylo nafedénim vodou pfipraveno 10 kalibra¢nich roztokli v rozmezi

koncentraci 10-100 pg/ml. Takto pfipravené roztoky byly naneseny na TLC desku.

e Priprava vzorku
Pro kvantifikaci aloeverosy se pouzilo 100 mg aloe vera gelu rozpusténého

v 10 ml vody.

e HPTLC - fotodenzitometrie

10 pl pifipravenych kalibra¢nich roztokt bylo naneseno (prouzky o $ifi 6 mm)
ttikrat na TLC desku pfedem potazenou vrstvou silikagelu Si 60 Fys4 (Merck) za pouziti
automatického davkovace Linomat 5. Mobilni fdze pouZita pro vyvoj chromatogramu
byla slozena z n-butanolu, n-propanolu, ledové kyseliny octové
a vody v poméru 30:10:10:10. Chromatografie byla provedena v dvouzlabkové vyvijeci
komoie. Po vyvinuti byla deska nasprejovana anisaldehydem kyseliny sirové
a skvrny byly detekovany zahtivanim desky na 100 °C po dobu 5 minut. Takto
pripravené desky byly skenovany pii 600 nm tak, aby se zaznamenaly plochy pikii.
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10 pl roztoku vzorku bylo naneseno na HPTLC desku pfedem potazenou
vrstvou silikagelu Si 60 Fus4 za pouziti automatického davkovace Linomat 5.
Chromatogram byl vyvinut, naskenovan a byly zaznamendny plochy pikii. Mnozstvi
aloeverosy ve vzorku bylo spocitano za pomoci kalibraéni kiivky standardnich roztokt

aloeverosy.

Aloeverosa

0.00 0.20 0.40 0.50 0.80 1.00

Ef=retenfni ¢as

Obr. 16: Typicky HPTLC chromatogram aloeverosy (R¢ 0,46) (9).
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Obr. 17: HPTLC chromatogram aloe vera gelu (9).
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e Vysledky a zavér
V zavéru autofi uvedli, ze denzitometrickd metoda je jednoduch4 a rychla
analytickd metoda pro stanoveni aloeverosy. Separace slozek vzorku gelu a aloeverosy
jsou znazornény na obrazcich 16 a 17. Kalibrac¢ni kiivka méla rovnici: y=785,4x+400,9
s korelaénim koeficientem 0,996.
Datovy a HPTLC ,fingerprinting™ profil aloeverosy by mohl byt vyuzit jako
cenny analyticky néstroj v rutinni standardizaci aloe vera gelu a produktd znéj

vyrobenych (9).

5.2.2.  Postup pri analyze vyvinutce kufimorového

Duraisamy Gomathi a dalsi c¢lenové biochemického ustavu Karpagamské
univerzity se podileli na vyzkumu zaméfeném na HPTLC ,fingerprinting® analyzu

vyvinutce kuifimorového (28).

e Sbér rostlinného materialu
Cela rostlina vyvinutce pouzita k vyzkumu byla ziskana z Tamilanadu v Indii.
Cerstva rostlina byla umyta pod tekouci vodou, na vzduchu usuSena a rozemleta

na prasek.

e Extrakce vzorku
Vzorek prasku ze suSené rostliny byl extrahovan ethanolem ve vodni tiepacce
po dobu né¢kolika dni. Extrakce stejnym rozpoustédlem se opakovaly tak dlouho, dokud
se neziskal ¢iry roztok. Ziskany extrakt se odpatil do sucha za pouZiti rota¢ni vakuové

odparky a posléze byl uskladnén pti nizké teploté v uzaviené nadobé.

e HPTLC analyza

100 mg ethanolového extraktu rostlinného materidlu bylo rozpusténo v 1 ml
ethanolu a centrifugovano. Vysledny roztok byl pouzit jako testovaci roztok
pro HPTLC analyzu. 5 pl testovaciho roztoku a standardniho roztoku bylo naneseno
jako prouzky za pomoci mikrostiikacky Hamilton Linomat 5 (Camag, Muttenz,
gvycarsko) na silikagelovou 60 Fys4 TLC desku. Deska snanesenymi vzorky byla
vlozena do dvouzlabkové vyvijeci komory (po saturaci vypary rozpoustédla)
s prislusnou mobilni fazi (terpenoidy, steroidy a glykosidy). Kdyz mobilni faze dosahla
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pozadované vzdalenosti, deska byla ususena pod horkym vzduchem. Poté byla deska
vlozena do fotodokumentacni komory (Camag, Reprostar 3) a snimky byly zachyceny
v bilém svétle a UV pi1 254 nm a 366 nm. Vyvinuta deska byla nasprejovana
piislusnymi c¢inidly (terpenoidy, steroidy a glykosidy) a ususena v horkovzdusné peci.
Nasledné byla deska sniméana v dennim svétle a pod UV pii 366 nm za pouZiti
fotodokumentaéni komory. Po derivatizaci byla deska zafixovana a skenovani
se provadélo pfi 500 nm pomoci TLC skeneru 3. Byl zaznamenan piehled pikd,

zobrazeni pikli a denzitogram pik.

e Detaily analyzy

o Terpenoidy — mobilni faze: n-hexan: ethylacetat (7,2:1,2). Derivatiza¢ni
Cinidla: anisaldehyd kyseliny sirové. Detekce: po derivatizaci byla
pozorovana ptitomnost modrofialové, nartizovéle fialové zbarvené zony
vmodu denniho svétla v daném standardu a vzorku, coz potvrzuje
pfitomnost terpenoida.

o Glykosidy — mobilni faze: ethylacetat: ethanol: voda (8:2:1,2).
Derivatizaéni  €inidla: Libermann- Burchard c¢inidlo. Detekce:
po derivatizaci se objevila modrohnéda zoéna v moédu denniho svétla
v daném standardu a vzorku, coz potvrzuje ptitomnost glykosidu.

o Steroidy — mobilni faze: toluen: methanol (9:1). Derivatiza¢ni Cinidla:
anisaldehyd kyseliny sirové. Detekce: po derivatizaci byla zpozorovana
pfitomnost modro-fialové zény vmoddu denniho svétla v daném

standardu a vzorku, coz potvrzuje pfitomnost steroidu.
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Obr. 18: Chromatogramy z HPTLC analyzy. Pied derivatizaci: pod dennim svétlem,
UV 254 nm a UV 366 nm; po derivatizaci: pod dennim svélem a UV 366 nm. Prvni
fadek chromatogrami naleZi pfitomnosti terpenoid, druhy pfitomnosti glykosidu a tieti

piitomnosti steroida ve vyvinutci (28).
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e Vysledky a zavér
Cilem této prace bylo vyvinout a validovat metodu HPTLC pro soucasné
stanoveni tifi biomarkert, jako jsou terpenoidy, steroidy a glykosidy piitomné ve
vyvinutci kufimorovém. Na obrazku 18 jsou uvedeny jejich chromatogramy z HPTLC
analyzy.
Esence téchto metabolitll jsou prospésné pro udrzeni zdravi a vhodné pro 1é¢bu

chronickych degenerativnich chorob (28).

6. Zaver

Chromatografie patii bezesporu k nejrozsSifenéjSim analytickym metodam,
umoziujicim ucinnou separaci latek nutnou pro identifikaci a kvantifikaci slozek
analyzovaného vzorku. Mezi nejpouZzivanéjsi analytické separacni techniky pouzivané
pro kontrolu kvality hotovych bylinnych ptipravki patii HPLC, HPTLC, GC, Casto ve
spojeni s MS.

HPTLC je automatizovany a instrumentalizovany stupen TLC.

TLC je aplikaci plosného usporadani kapalinové chromatografie a krom¢ mobilni
a stacionarni vyuziva i plynné faze, ¢imz se liSi od ostatnich chromatografickych
technik. Patii k Castym chromatografickym metoddm, nevyzaduje Z4dné speciélni
piedzpracovani vzorkt, a proto se hojné€ vyuziva v analyze kosmetickych a rostlinnych
materiall, dale ve farmaceutickém primyslu, analyze potravin a vzorkl
Z environmentalniho prostredi.

HPTLC ma na rozdil od TLC vyssi separacni G¢innost, umoZziuje manipulaci
velkého mnozstvi vzork(, rychlejsi separaci, vyssi citlivost a lepsi reprodukovatelnost.
HPTLC lze vyuzit pro dikaz a identifikaci obsazenych latek, dale pro ovéfovani Cistoty
latek, pro preparativni ucely, pro rychlou a kvantitativni analyzu.

Zakladni souprava pro HPTLC analyzu muze zahrnovat naptiklad Nanomat 4
nebo kapilarni davkovac, dvouzlabkovou vyvijeci komoru, zafizeni SmartALERT nebo
automatickou vyvijeci komoru, TLC/ HPTLC postiikova¢ a UV kabinet s UV lampou
254/ 366 nm (Camag, Muttenz, Svycarsko).
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HPTLC je tedy propracovana pfistrojova technika, ktera poskytuje vynikajici
separac¢ni, kvalitativni a kvantitativni analyzu Siroké $kaly sloucenin vyskytujicich se
napt. vrostlindich a rostlinnych potravinovych dopliicich tradicni ¢inské a indické
mediciny. Srovnavaci studie Casto zjistily, z2 HPTLC je lepsi nez HPLC z hlediska
celkovych nakladu a ¢asu pottebného k analyze. Moderni technika HPTLC v kombinaci
S automatizovanou aplikaci vzorkd a denzitometrickym skenovanim je cennym
nastrojem pro spolehlivou identifikaci, nebot poskytuje chromatografické
»fingerprinting®, které mohou byt zobrazeny a uloZeny jako elektronické obrazy. Stejné
jako u cloveéka otisk prstu (z angliCtiny fingerprint) slouzi chromatograficky
Hfingerprinting u rostlin k jejich ovéfeni a identifikaci. Tato chromatograficka
»fingerprinting” analyza bylinnych 1éCivych pfipravkll predstavuje komplexni
kvalitativni pfistup za u€elem oveéfovani druhli, vyhodnoceni kvality, udrZeni

konzistence a stability bylinnych 1€kt a jejich souvisejicich produkti.
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