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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb rozdzielania i oznaczania zwigzkéw w wielosktadnikowych
mieszaninach roslinnych.

W znanym stanie techniki rozdzielanie i oznaczanie zwigzkéw w wielosktadnikowych mieszani-
nach roslinnych odbywa sie przez rozwijanie chromatogramu rozpuszczalnikiem lub mieszaning roz-
puszczalnikdbw na dwéch oddzielnych ptytkach chromatograficznych, przy czym najpierw prowadzi sie
w komorze chromatograficznej proces rozwijania ptytki z prébka wzorcowg, a nastepnie rozwija sie
ptytke chromatograficzng z badang préobka wieloskladnikowg. Po rozdzieleniu prébek na obu ptytkach,
prowadzi sie identyfikacje rozdzielonych zwigzkéw probki wieloskladnikowej poprzez poréwnywanie
ich wartosci Rg z warto$ciami Rg zwigzkdw probki wzorcowe;j.

Metoda ta stwarza szereg niedogodnosci, wynikajacych z braku jednolitych warunkéw réwno-
wagowych podczas prowadzenia procesu rozdzielania probek na dwéch oddzielnych ptytkach chro-
matograficznych, co z kolei prowadzi do nierzetelnych wynikéw procesu rozdzielenia i stwarza trudno-
Sci w oznaczeniu rozdzielonych zwigzkéw prébek wielosktadnikowych. Wedtug tej metody nie mozna
ustali¢ doktadnej czystosci wyizolowanego pasma, gdyz trudne do ustalenia jest czy w danym pasmie
oprocz zasadniczych zwigzkow podlegajacych oznaczeniu wystepuja jeszcze jakies inne zwigzki.

Znany jest takze z polskiego opisu patentowego nr PL 205357 sposob rozdzielenia jednocze-
$nie dwoch probek na jednej ptytce to jest probki wzorcowej i probki badanej, co pozwala na identyfi-
kacje rozdzielonych zwigzkéw probki badanej wzgledem probek wzorcowych. Sposob ten polega
na tym, ze nanosi sie probke zwigzkéw wzorcowych oraz prébke mieszaniny zwigzkéw oznaczanych
na ptytke chromatograficzng o wymiarach prostokatnych, przy jej krétszych brzegach, zachowujac
odstep pomiedzy naniesionymi probkami, i prowadzi sie proces rozwijania chromatogramu najpierw
w tradycyjnym kierunku wzdtuz krétszych brzegéw ptytki, a nastepnie po odparowaniu fazy ruchomej,
obréceniu ptytki 0 90° i dostarczeniu kolejnej fazy ruchomej, kontynuuje sie rozwijanie chromatogramu
w kierunku prostopadtym. Po zakonczeniu procesu rozwijania otrzymuje sie na polu ptytki z rozdzielo-
nymi probkami obraz przypominajacy lustrzane odbicie rozdzielonych probek wzorcowych, przy czym
pasma rozdzielonych zwigzkéw pozostajg w takiej samej odlegtosci wzgledem linii Srodkowej jak pa-
sma zwigzkoéw wzorcowych probek.

Wedtug opisanej metody nie zawsze uzyskiwano petne rozdzielenie prébek, dotyczy to zwtasz-
cza przypadkow, gdy pasma rozdzielanych zwigzkéw nie zawieraty wyraznie wyodrebnionych dominu-
jacych zwigzkow zawartych w probce, zwigzki te wystepowaty tacznie wraz z innymi towarzyszgcymi
im zwigzkami. Ponadto pasma, ktdre zawieraty zwigzki o podobnych wiasciwosciach Rg, znacznie
utrudniaty analize rozdzielanych zwigzkéw. W niektorych przypadkach trudno byto ustalic¢ ile zwigzkow
byto obecnych w pasmach rozdzielanej prébki, przez co proces rozdzielania byt mniej rzetelny, a ana-
liza rozdzielanych zwigzkéw znacznie utrudniona.

Sposdb wedtug wynalazku polega na tym, ze na ptytke chromatograficzng o wymiarach prosto-
katnych, przy jej jednym brzegu nanosi sie probke mieszaniny zwigzkéw oznaczanych i rozwija chro-
matogram w pierwszym kierunku - tradycyjnym fazg ruchomag ktérg stanowita mieszanina toluenu
i octanu etylu korzystnie w stosunku 93 : 7 v/v, nastepnie po odparowaniu fazy ruchomej obraca sie
ptytke o 90° i prowadzi sie proces zatezania - prekoncentracji rozdzielonych pasm zwigzkéw, korzyst-
nie na dystansie 0,8 - 2,0 cm od miejsca naniesienia probki, stosujac jako faze ruchomg mieszanine
takze mieszanine toluenu i octanu etylu, korzystnie w stosunku 92 : 8 v/v, przy czym czynnos¢ zate-
zania powtarza sie az do momentu uzyskania waskich i zwartych poprzednio rozdzielonych pasm,
a po kazdorazowym zatezaniu wyjmuje sie ptytke z komory i dokfadnie suszy, po czym po uzyskaniu
zadanych ksztaltéw pasm prowadzi sie proces rozwijania w kierunku prostopadtym, przy czym proces
rozdzielania mieszaniny zawierajacej zwigzki o roznej polarnosci prowadzi sie na dystansie pozostatej
dtugosci ptytki.

Wynalazek przez zastosowanie procesu zatezania rozdzielonych pasm zwigzkéw umozliwia
uzyskanie prawidtowych - zwartych ksztattéw pasm, co prowadzi do sprawnego rozdzielania zwigzkéw
zawartych w prébce mieszaniny. Dzieki tej metodzie zwigzek dominujacy w prdbce jest wyraznie wy-
dzielony od innych zwigzkéw towarzyszacych, wystepujacych w mniejszej ilosci.

Dominujace zwigzki majg zwartg i wyrazng postac, przez co mogg by¢ poddane dalszej analizie
np. spektralnej przy ustalaniu struktury zwigzkéw. Sposéb wedtug wynalazku umozliwia takze rzetel-
niejszg ocene wiasciwosci farmakologicznych zwigzkéw. Metoda pozwala ponadto na rozdzielanie
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mieszaniny zawierajacej zwigzki takze polarne (trudniej rozdzielane znanymi metodami) poprzez wy-
dtuzenie dystansu rozdzielania maksymalnie na pozostatg dtugos¢ ptytki.

Sposéb w przykfadzie wykonania pokazany jest na rysunku, na ktérym figura 1a przedstawia
naniesione na ptytke probki przy jednym brzegu ptytki. Figura 1b pokazuje chromatogram po rozwinie-
ciu w pierwszym tradycyjnym kierunku z wykorzystaniem techniki izokratycznej, za$ figura 1c przed-
stawia chromatogram obrazujacy proces zatezania rozdzielonych pasm na dystansie 0,8 - 2,0 cm od
miejsca naniesienia prébki, fig. 2 pokazuje rozdzielenie zwigzkéw dominujgcych i towarzyszacych
wystepujacych w rozdzielanej prébce olejku jatowcowego przy zastosowaniu chromatografii dwukie-
runkowej 2D-TLC. Plamki wywotano poprzez deprywatyzacje roztworem aldehydu anyzowego w kwa-
sie siarkowym VI, stosujac 0,5 ml aldehydu anyzowego, 10% ml kwasu octowo-lodowatego, 85 ml
metanolu oraz 5 ml 95% kwasu siarkowego VI. Faze ruchomg, zastosowanag do rozwijania ptytki
w pierwszym kierunku, stanowita mieszanina toluenu i octanu etylu w stosunku 93 : 7 v/v.

Faze ruchoma, zastosowang po obréceniu ptytki o 90°, byta mieszanina toluenu i octanu etylu
w stosunku 92 : 8 v/v, trzykrotnie uzyta. Pomiedzy poszczegdlnymi etapami analizy ptytka byta staran-
nie suszona przez ok. 20 minut w strumieniu cieptego powietrza, a po wysuszeniu ogrzewana w tem-
peraturze 100°C do momentu pojawienia sie plamek.

Jednym z gtébwnych skfadnikdw wystepujacych w badanym materiale byt octan linalolu ozna-
czony jako 3, ktory rozdzielit sie na cztery dodatkowe zwigzki, ktére oznaczono: 3a (Rg = 0,63), 3b
(Rr=0,54), 3c (Rr=0,28) oraz 3d (Rg=0,11).

Innym pasmem zawierajgcym zwigzki dominujace i towarzyszace zwigzki to pasmo z numerem 9
(Rg = 0,34). Pasmo to rozdzielito sie na 5 nastepujacych zwigzkéw 9a (Rr = 0,28), 9b (Rr = 0,27), 9c
(Rg=0,22), 9d (R = 0,10), 9e (Rg = 0,06), co ilustruje densytogram fig. 3.

W kolejnym przykiadzie dokonano analizy rozdzielenia sktadnikéw olejku tymiankowego. Wykorzy-
stano w tym celu wyzej opisang metode, stosujac faze ruchomag opisanag takze w pierwszym przykiadzie I.

Efekt rozdzielenia sktadnikow ilustruje rysunek fig. 4 oraz densytogram - fig. 5.

Jednym z gtéwnych skiadnikéw, ktére zidentyfikowano bylo pasmo tymololu oznaczone 3
(Re = 0,59), ktore rozdzielito sie na dwa dodatkowe zwigzki 3a i 3b, pasmo nr 4 - 1,8 cyneol (Rr = 0,55),
ktére rozdzielito sie na cztery dodatkowe zwigzki 4a, 4b, 4c, 4d, pasmo o humerze 6 - linalol (Rg = 0,37),
ktére rozdzielito sie na trzy dodatkowe zwigzki 6a, 6b, 6¢, pasmo o numerze 8 - borneol (R = 0,28),
ktére rozdzielito sie na cztery dodatkowe zwigzki 8a, 8b, 8c, 8d.

Zastrzezenie patentowe

Sposdb rozdzielania i oznaczania zwigzkéw w wielosktadnikowych mieszaninach roslinnych,
polegajacy na naniesieniu na ptytke szklang z adsorbentem probki mieszaniny zwigzkéw i rozwijaniu
chromatogramu mieszaning rozpuszczalnikéw w pierwszym kierunku tradycyjnym, a nastepnie,
po odparowaniu fazy ruchomej, zastosowaniu kolejnej fazy ruchomej, rozwijaniu chromatogramu
w kierunku prostopadtym, znamienny tym, ze na ptytke chromatograficzng o wymiarach prostokat-
nych, przy jej jednym brzegu nanosi sie probke mieszaniny zwigzkéw oznaczanych i rozwija chroma-
togram w pierwszym kierunku - tradycyjnym fazg ruchoma ktérg stanowita mieszanina toluenu i octanu
etylu, korzystnie w stosunku 93 : 7 v/v, nastepnie po odparowaniu fazy ruchomej obraca sie ptytke
o 90° i prowadzi sie proces zatezania - prekoncentracji rozdzielonych pasm, korzystnie na dy-
stansie 0,8 - 2,0 cm, stosujac jako faze ruchomg takze mieszanine toluenu i octanu etylu korzyst-
nie w stosunku 92 : 8 v/v, przy czym czynnos$¢ zatezania powtarza sie az do momentu uzyskania
waskich i zwartych poprzednio rozdzielonych pasm, a po kazdorazowym zatezaniu wyjmuje sie ptytke
z komory i dokfadnie suszy, po czym po uzyskaniu zadanych ksztattéw pasm prowadzi sie proces
rozwijania w kierunku prostopadtym, przy czym proces rozdzielania mieszaniny zawierajgcej zwigzki
o réznej polarnosci prowadzi sie na dystansie pozostatej diugosci ptytki.
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Rysunki
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Fig. 2
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