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ABSTRAKT

Bakalarska prace se zabyva stanovenim obsahovych latek v maté.

Mata je v Iékafstvi velmi oblibenou bylinou, ktera je vyuzivana vice nez 2000 let. Existuje
mnoho druhti maty, nejzndméjSim a nejcastéj$im zastupcem je mata peprna.

V teoretické Casti je popis latek, které se bézn¢ vyskytuji v rostlinach, charakteristika maty
aprincipy pouzitych analytickych metod. V experimentalni €asti jsou zaznamenany zjiSténé
latky v jednotlivych ¢ajich.

ABSTRACT

This Bachelor thesis deals with determination of the content substances in mint (Mentha).
Mint is in pharmacy very popular herb, it is been used for over 2000 years. We know many
species of mint. Peppermint (Metha piperita) is the most favorite and most common species.
In the theoretical part there is description of substances found in plants, the characteristic
of mint and principles of used analytical methods. Practical part of this thesis describes
substances found in examined teas.
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1 TEORETICKA CAST
2 UVOD

Prvni zminky o 1é¢ivych ucincich rostlin pochdzi ze 4. tisicileti pt. n. L. V té dob¢ jiz méli lidé
dostatek informaci o tom, ze n¢které rostliny jim mohou pomahat, jiné mohou byt naopak
jedovaté [1].

Z celkového poctu 3000 druht rostlin, které se nanasem uzemi, mé lécebné ucinky ptiblizné
800 druhd. Za lécivé rostliny povazujeme ty rostliny, ze kterych lze ziskat 1é¢iva. Lécivo je
definovano jako latka, ktera slouzi k 1écebnym ucelim, tzn. k pfedchazeni chorob, k jegjich
diagnostice, k 1éCeni chorob, piipadné jejich vedlejSich priznaki, nebo k ovliviiovani
zivotnich pochodi v organismu [1].

V soucasné dob¢ farmaceuticky priimysl déli na dvé odvetvi — chemicka 1éciva a rostlinna
léciva (fytofarmaka). V dneSni dob€ je vySSi poptdvka po rostlinnych 1écivech, protoze
zpusobuji mén¢ alergickych reakci a pro lidsky organismus jsou pfirozengjsi [1].



3 ZPRACOVANI ROSTLIN

K [é¢ebnym ucelim se vyuzivaji zejména rostliny, které byly diive néjakym zplisobem
konzervovany (napf. suSenim) a teprve v této form¢ je droga pouzivana. Droga je suSena nebo
jinak upravena vegetabilni surovina urcité organizované struktury, jako jsou listy, koteny,
naté, kvéty, plody apod., nebo také produkty amorfni, kam lze zaradit naptiklad pryskyfice,
slizy atd. Drogu lze pouzit ptimo nebo z ni lze pfipravit ¢a. Muze existovat i jina lékova
forma, naptiklad sirup, tinktura, extrakt apod.; z drog se nejcastéji izoluji Cisté obsahové
ucinné latky, ze kterych jsou potom vyrabéna 1é¢iva. K ziskani kone¢né faze 1éku vede dlouhy
vyrobni proces, jehoZ soucésti je spravné urceni druhu rostliny, izolovani obsahovych a
ucinnych latek a jejich chemické urceni. U latek, unichz byl zjistén 1é¢ivy ucinek, je
provadéno mnoho biologickych a farmakologickych zkousSek, pti kterych se zjistuje jejich
presna chemicka struktura. U¢elem tohoto procesu je také snaha nahradit piirodni latku latkou
syntetickou, pokud se podafi vyrobit synteticka latka se stejnymi vlastnostmi, jaké ma latka
ziskana z rostliny; teprve potom je mozné zacit vyrabét 1ék. V piipad¢, ze u dané latky neni
bezpecné znama jeji struktura, piipadné pokud se nepodafila vyroba syntetické latky, zustava
jedinym vhodnym zdrojem rostlina [1, 2].

4 UCINNE LATKY OBSAZENE V ROSTLINACH

Uginné latky obsazené V rostlinach patii mezi tzv. sekundarni (vedlejsi) metabolity. Byvaji
obsaZzeny v rostliné ve velmi malém mnozstvi a jsou diagnostikovany pouze u nékterych
druhi rostlin. Sekundarni metabolity jsou vytvafeny z primarnich metabolit (bilkoviny, tuky,
organické kyseliny a dalsi), které vznikaji v rostliné slozitymi procesy zavyuziti energie
ziskané z cukri, které se v rostliné vytvorily béhem fotosyntézy [1].

Neékdy ucinné latky obsazené Vv rostliné pusobi samostatné, nékdy jsou jejich Géinky zesileny
jinou u¢innou latkou. V nékterych ptipadech mize dojit k protichiidnému puisobeni G¢innych
latek a potom se Ucinek snizi, nebo UpIn€¢ vymizi. Tvorbu G¢innych latek lze pii pestovani
regulovat naptiklad hnojenim [1].

Z primarnich metabolitl maji v Iékarstvi praktické vyuziti napt. fepny cukr (sachar6za), ktery
je vyuzivan k vyrobé sirupit nebo jako ucinny konzervaéni prostiedek, nebo Skrob, ktery
slouzi k vyrobé glukézy, piipadné jako pomocna latka pii ptipravé zasypi, tablet apod., dale
inulin, slizy [1].

V I€katstvi jsou vSak ve vétsi mife pouzivany metabolity sekundarni. Nékteré z nich maji
velmi silny u¢inek na lidsky organismus, takze i nepatrné mnozstvi mize zptsobit poskozeni
zdravi nebo az smrt. Také rostlinné jedy maji své uplatnéni v 1ékafstvi, a to zejména nckteré
alkaloidy a srde¢ni glykosidy. Tyto rostlinné jedy se vSak mohou pouzivat pouze v Cisté
lékové formé, protoze obsah jedu v rostlinach rtizné kolisa [1].

4.1 Skupiny drog
4.1.1 Alkaloidy

Alkaloidy jsou dusikaté, zasadité reagujici latky, které vznikaji pfi pfeméné aminokyselin.
Tvofti soli s organickymi kyselinami [1, 2].



Maji velmi silné fyziologické ucinky, i v malém mnozstvi to jsou prudké jedy (kurarové
alkaloidy — uc¢inna slozka Sipovych jedi, namelové alkaloidy, opiové alkaloidy, atropin,
nikotin a.) [1].

Alkaloidy jsou hojné€ zastoupeny v rostlindich zc¢eledi makovitych (mak, vlastoviénik),
lilkovitych (rulik, blin, durman), liliovitych (octn, kychavice), pryskyinikovitych (om¢j),
dymnivkovitych (dymnivka dutd) aj. [1, 2].

4.1.2 Glykosdy

Glykosidy jsou esterové derivaty cukri. Vlivem enzymu jsou lehce $tépitelné nacukernou
sloZzku a necukerny aglykon. Jsou to hotké latky, které jsou vétSinou jedovaté. Glykosidy jsou
zasobnimi a ochrannymi latkami obsazenymi vV buné¢nych stavach. Podle chemické skladby
aglykonu se glykosidy déli na n€kolik typd, a to glykosidy kyanovodikové, antrachinonové,

MWW

vev s

glykosidy jsou pouzivany pouze ve formé primyslové vyrabénych léciv. Rostliny, které
obsahuji srde¢ni glykosidy, patfi mezi prudce jedovaté. Patii sem piedevSim naprstnik,
konvalinka, hlavacek, oleandr aj. [1].

Dals§imi vyznamnymi glykosidy jsou glykosidy fenolické, napt. arbutin (v brusinkach), ktery
je vyuzivan k dezinfekci mocCovych cest piizanctech, glykosidy antrachinonové (kruSina,
reven), které maji projimavé ucinky, thioglykosidy (v ¢eledi brukvovitych), které¢ prizniveé
ovliviiuji traveni a maji fytoncidni (antibioticky) ucinek. Mezi glykosidy patii rovnéz
flavonoidy, které zvySuji odolnost cévnich stén (rutin z pohanky), zvySuji imunitu
proti infekcim (hloh, bez, lipa, tfezalka) s dale kumariny a hydroxykumariny (eskulin
Z jirovce) [1].

4.1.3 Silice

Silice jsou smeési tékavych a vétsSinou vonnych latek nejraznéjsSiho typu. Patii
mezi nejcharakteristi¢téjsi obsahové latky rostlin. NejcastéjSimi silicemi jsou terpeny a jejich
slouc¢eniny. V rostlinach se hromadi v nékterych buiikach, chlupech a v zdsobnich kanalcich,
kde maji ochrannou funkeci [1, 2].

Rostliny obsahujici silice maji velmi rozsahlé vyuziti a vétSinou nemaji nezddouci vedlejsi
ucinky. VétSinou maji zluCopudny, protinadymavy a protikie¢ovy Uc¢inek, pomahaji zvySovat
tvorbu Zalude¢nich §tav a dezinfikuji travici trakt. Casto jsou vyuzivané jako kofeni; sem
patii zejména kmin, fenykl, tymian, mata, anyz aj. Silice obsaZené v plodech jalovce, kotfenu
petrzele a libecku se rovnéz pouzivaji pii dezinfekci mocovych cest, kde podporuji tvorbu
moci, dale ptidezinfekci dychacich cest (zvySuji tvorbu hlenu a ulehcuji odkaslavani),
ptipadné jsou vyuzivany K inhalacim, vyrobé nosnich kapek a kloktadel (silice maty, fenyklu,
tymianu, matefidousky, eukalyptu aj.). Silice, které maji uklidinjici u¢inek, se nachazi napt.
Vv levanduli, kozliku I€karském a chmelu. Protihlistovy G¢inek maji silice vrati¢e, merliku
apelyiku [1].

Silice jsou pouzivany zevné bud v izolované form¢ (menthol) nebo ve form¢ nélevi

-----

Siliéné drogy jsou aplikovany také v likérnictvi, potravinatstvi a kosmetice [1].



4.1.4 Trisloviny

Ttisloviny patfi mezi fenolické latky, které jsou rozpustné ve vod¢ a srazeji bilkoviny,
alkaloidy atézké kovy. Jsou to bezdusikaté vysokomolekularni latky, které jsou chemicky
nejednotné. DeEli se na kondenzované (nehydrolyzovatelné) a hydrolyzovatelné (estery,
glykosidy). Nesmi byt dlouho skladovany na vzduchu, jinak ztraceji sviij Géinek [1, 2].

Jsou vyuzivany piedev§im jako latky adstringenéni k zastaveni krvaceni, protizanétlivé
aproti nadmérnému poceni. Vnitin¢ jsou aplikovany pii otravach tézkymi kovy a alkaloidy.
Lze je také pouzit pii zanétech dutiny ustni, hemeroidech, popaleninach aj. [1, 2]. Vyskytuji
se napt. v dubu, boriivkach, ostruziniku, fepiku aj. [1].

4.1.5 Saponiny

Saponiny jsou latky glykosidické povahy, které pfittepani s vodou siln€ péni. Pti vétSim
mnozstvi mohou saponiny obsazené v Krvi zpusobit rozklad ¢ervenych krvinek (krevni jed).
Podle typu aglykonu se déli na saponiny neutralni a saponiny kyselé [1, 2].

Saponiny také podporuji vstiebavani jinych u¢innych latek pfitomnych v 1é¢ivu. V mensim
mnozstvi podporuji rovnéz vykaSlavani a traveni, plsobi projimavé, mocopudné
aantimikrobialné [1, 2].

Saponiny se vyskytuji napt. v I€koftici, kde se pouzivaji pti 1é€be zaludecnich viedt, dale u
divizny, prvosenky, biizy a kastanu komiského, kde jsou aplikovany zejména ke snizeni
kiehkosti cévnich stén a proti zanétam zil [1].

4.1.6 Hoiciny

Hoft¢iny jsou nejedovaté, bezdusikaté latky, které maji hofkou chut’ [2].

Hoi¢iny napomahaji ke spravné Cinnosti traviciho Ustroji a zlaz s vnitini sekreci. Stejnym
zpusobem puisobi naorganismus také alkaloid chinin nebo tonikum; vzhledem k jedovatosti
téchto latek nejsou doporuceny pro déti nebo téhotné zeny [1].

Hoic¢iny se vyskytuji u celedi vachtovitych (vachta), hofcovitych (hotec, zemézluc),
hvézdnicovitych a ¢ekankovitych (pelynék, pampeliska) [1].

V I€katstvi jsou vyuzivany ve formé cajl, tinktur, extraktech, medicindlnich vinech (vino
spridavkem extraktu z 1é¢ivych rostlin, alkoholické) nebo zalude¢nich likéru [1].

4.1.7 Fytoncidy

Fytoncidy jsou chemicky nejednotné latky, které produkuji vyssi rostliny na obranu
proti cizim organismiim; byvaji také oznaCovany jako rostlinna antibiotika a maji
antibakterialni i¢inek [2].

Mezi fytoncidy se fadi napf. alicin (obsazen v Cesneku), rizné silice (thymol, obsazeny
vV tymianu a matefidousce), glykokininy, které snizuji hladinu krevniho cukru a jsou
vyuzivany piicukrovce (ve fazolich, jestfabinach a brusinkach) a steroidy, které jsou
vyuzivany k syntéze hormonalnich ptipravki [1, 2].
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418 Tukyaolge

Tuky aolge jsou slouceniny glycerolu s mastnymi kyselinami, které se nachazi v bunikach
semen aplodi ve formé kapicek, kde funguji jako stavebni a zasobni latky [2].

V rostlinach se vyskytuji hlavné ve formé olejt (slune¢nicovy, makovy, olivovy aj.).

V 1ékafstvi se vyuzivaji k vyrob&é masti [2].

4.1.9 Milécné stavy

Mlécné stavy obsahuji gumu, tuky, bilkoviny, silice, alkaloidy, slizy aj. a vytékaji z mlé¢nic
nebo v misté, kde byla rostlina poranéna. Na vzduchu vétSinou tuhnou [2]. Nachazi se napft.
v maku (opium) a ve vlastovi¢niku [2].

4.2 Jedovaté rostliny

Mezi jedovaté rostliny zafazujeme ty rostliny, které mohou ohrozovat zdravi nebo pifimo
zpusobit smrt. Patfi sem rostliny, obsahujici fyziologicky prudce jedovaté latky, které
i ve velmi malych mnozstvich (0,001 — 0,1 g) mohou skodit zdravi. I tyto rostliny vsSak patii
mezi vyznamné 1é¢ivé rostliny. Jedovaté rostliny slouzi hlavné k izolaci Cistych latek, které
jsou vyuzivané ve farmaceutickém primyslu pfi vyrobé velmi a¢innych 1é¢iv [1].

Mezi vyznamné jedovaté rostliny ve farmakologii patii rulik zlomocny (atropin — vyroba
atropinovych kapek na rozkapani o¢i pti jejich vysetteni), durman obecny (k uvoliiovani kieci
asnizuji tonus sympatiku), naprstnik vinaty (kardioaktivni glykosidy), palickovice nachova
(namel — vyuziti v internim lékafstvi, vychozi latka pro vyrobu LSD) aj. [1].

Jedovata jsou 1 semena (jadra) peckovin (napf. merun€k), ktera obsahuji kyanovy glykosid, ze
kterého se v travicim traktu uvoliiuje kyanid [1].

U jedinct se zvySenou citlivosti na urCitou latku mize vyvolat alergickou reakci i nejedovata
rogslina. Mezi nejéastéjsi alergeny patii travni pyly, které zptsobuji tzv. sennou rymu, ktera
muze piejit napt. do astmatu (pii zanedbané 1éCb¢). Dal§imi alergeny jsou napft. lehké ulomky
suchych ¢asti rostlin (jemné chloupky, které mohou byt vdechnuty), silice (v pelargoniich,
prvosenkach, chmelu aj.), které u citlivych jedinci po doteku zpusobuji vyrazky, puchyie,
kopfivku, zvySenou teplotu aj. [1].

V dneSni dob€ se urostlin vyskytuje tzv. druhotnd jedovatost. Druhotnd jedovatost se
vyskytuje u rostlin ptivodné nejedovatych, které se staly jedovatymi v disledku hromadéni

pesticidi  (latky pouzivané k ochrané rostlin) v rostliné nebo nadmérnym pouzivanim
dusikatych hnojiv [1].

4.2.1 Prevence pied otravami a lécba otrav rostlinami

Zakladem prevence je sbér bezpetné znamych rostlin. U déti zabranime otravam tak, ze
nebudeme vysazovat jedovaté rostliny v mistech, kam se mohou dostat. V parcich pfedejdeme
otravam déti jejich dostateCnym hlidanim. U rostlinnych 1é¢iv je nezbytné dbat napokyny
0 davkovani a mit je uloZzeny na mist¢, kde nemiize dojit k zaméné s jinymi 1éky [1].

V ptipad€ otravy je zapotiebi vyvolat zvraceni (uchovat vzorek pro stanoveni ptiiny otravy),
také |ze podavat silny neslazeny ¢aj, ktery obsahuje hotciny, které srazeji vétsSinu alkaloida.
Dale 1ze postizenému podat latky se silnym adsorpénim uc¢inkem (napt. Zivo€isné uhli, oxid
hofecnaty aj.). Postizenému je nezbytné co nejdiive zajistit 1ékafskou pomoc [1].
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5 UPRAVA A ZPUSOBY POUZITIi DROG

U drog majicich silnou zevni vrstvu (napt. kury, celé Sipky, kozovité listy), by se ucinné
obsahové latky uvolnovaly malo, ptipadné¢ by se neuvoliovaly viibec, a proto byvaji drogy
po ususeni fezany na mensi kusy. Velikost kusi je stanovena pro jednotlivé typy drog tak, aby
bylo uvolhovani G¢innych latek co nejvice efektivni [1].

6 MATA

Mata je zarazena do ¢eledi hluchavkovitych (Lamiaceae). U maty rozliSujeme nékolik odrud.
Vsechny odrudy vSak patii mezi vytrvalé byliny. V blizkosti vody se vyskytuje napiiklad
mata lesni, ktera je n¢kdy také nazyvana mata dlouholista (Mentha longifolia), nebo mata
vodni (Mentha aquatica). Na lukach a vlh¢ich polich 1ze najit matu rolni (Mentha arvensis).
Dalsi znamou odrudou je mata klasnata (Mentha spicata) [2, 3,4].

Mezi nejznaméjSi a nejvyznamnéj$i zastupce patii mata peprna (Mentha piperita), ktera
vznikla kiizenim maty vodni a maty klasnaté [4].

6.1.1 Historie

Mata peprna byla poprvé popsana v 17. Stoleti v Anglii. Nékteré jeji odrudy byly znamy uz
v antice. V antice byla mata pouzivana zejména jako afrodiziakum, dale proti chrleni krve
nebo pocitu na zvraceni, rovnéz jako obklad na viedy a pii mnoha dal§ich onemocnénich [4].

6.1.2 Sbér

Pro sbér je vyuzivana nat a listy. Hlavni vyuziti pro lécebné ucely maji silice v maté
obsazené. Kvalita silic zavisi kromé pidnich a klimatickych podminek také nadobé, kdy je
sbirana [1].

Ptipozdni sklizni nebo pii nevhodnych klimatickych podminkach pro péstovani se
narostlinach mize vyskytnout rez matova (Puccinia menthae). Rostliny napadené rzi se jiz
nesbiraji [1].

Obrdzek 1: Rez matova (Puccinia menthae) [ 18]
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6.1.3 Esencialni oleje a latky terpenické povahy vyskytujici se v maté

Esencialni oleje jsou tékavé oleje, které jsou slozeny z aromatickych latek (20-60 riznych
latek) amaji vyraznou vini a chut. Esencidlni oleje jsou sekunddrni metabolity, které se
vyskytuji ve vSech castech rostliny. Jsou vyluCovany pletivy, kterd se nazyvaji Zlaznaté
trichomy. U maty jsou trichomy umistény na povrchu listi a stonku. Esencialni oleje plni
ochrannou funkci pied vysokymi inizkymi teplotami a pted byloZravei a riznymi patogeny
[15, 16].

Rostlinné extrakty byvaji tvofeny 2 hlavnimi skupinami biosyntetického ptivodu. Do prvni
skupiny patii terpeny a terpenoidy ado druhé aromatické a alifatické slozky. Terpeny jsou
latky, které jsou tvofeny izoprenovymi jednotkami. Mezi terpenoidy jsou fazeny terpeny,
které byly modifikovany pomoci enzymii. Monoterpeny (2 isoprenové jednotky) patii
mezi nejvice zastoupené latky v esencidlnim oleji. Monoterpeny mohou obsahovat rizné
funk¢éni skupiny — akoholy (linalol, menthol, borneol), aldehydy, ketony, estery
(menthylacetat, linalylacetat), ethery (menthofuran) a fenoly (tymol) [16, 17].

Terpenické latky u maty vznikaji sekundarni enzymatickou pfeménou limonenu [16].

6.1.4 Obsahové latky pFitomné v maté

Silice maty jsou z velké casti tvofeny alkoholy, zejména mentholem, piipadné jeho estery
skyselinou octovou avalerovou; Vv silicich maty peprné je menthol zastoupen vice, nez
v silicich ostatnich odriid maty. Estery mentholu dodavaji mat¢ charakteristickou viini. Kromé
alkoholl jsou pfitomny také tiisloviny a flavonoidy. DalSimi latkami, které jsou obsazeny
Vv mat¢, jsou menthon nebo menthofuran [1, 2, 4]. Silice se v maté tvoii jen pies den [2].

CH, CH,

=
HO O

HsC CHs H,;C CH,
Obrézek 2+ Strukturni veorec mentholu Obrazek 3: Strukturni vzorec menthonu

CH,
Obrdzek 4: Strukturni vzorec menthofuranu

6.1.5 Vyuziti

Mata plsobi kladné na nervovou soustavu, protoze silice snizuji citlivost nervovych
zakonceni a tim pomahaji tlumit bolest. Uzivani maty podporuje vyluovani zluci, zlepSuje
traveni a zabranuje nadymani. Ttisloviny piisobi proti prijmim [1].

Menthol ptisobi chladivé, podporuje prokrveni, ma dezinfek¢éni ucinky a pomaha odstranovat
ktece [4].
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Nejcastejsi forma, ve které je mata vyuzivana, jsou Caje a ¢ajové smési. Menthol byva také
soucasti masti a geli, kloktadel, nosnich kapek, inhalacnich smési, masdznich roztokd a
dalsich [1].

6.1.6 Rizika

Lidem scitlivym Zaludkem muZe mata vyvolat Zalude¢ni potize. Rovné€z se nedoporucuje
nanaseni silice v oblasti oblieje u malych déti a kojenct. Silice unich muze vyvolat
Kratschmerav reflex, coz je dechova deprese, ktera miize zptsobit i uduseni. Silice se nesmi
nanaset také na poranénou kizi nebo sliznice [4].

6.2 Mata peprna

Mata peprna roste téméf po celé Evropé. Je nejcastéji péstovanou odridou, a to vzhledem
k tomu, Ze netvofi semena a mnozi se pomoci postrannich vyhonku [4].

Je to vytrvala bylina, kterd ma difevnaty oddenek, na némz jsou stolony S pupeny (podzemni
i nadzemni vybézky). Chlupata lodyha, ktera je 30 — 100 centimetri vysoka, nese slabé
chlupaté listy, které jsou vejcité¢ kopinaté a vstiicné uspoiadané. Lodyha 1 zilky na spodni
stran¢ listi byvaji nafialovélé. Kvéty maty peprné maji bledé nachové az nartizovelé zbarveni.
Jsou uspofadany v hustych lichopieslenech, které tvoii koncové valcovité klasy. Plody se
vytvareji velmi malo a vétSinou byvaji nekli¢ivé. Pokud ovSem vykli¢i, rostliny v druhé
generaci se rozd¢li na pavodni druhy [1].

Rozsifenou varietou maty peprné je mata kadefava (Mentha crispa). Mata kadetava je
odoIn¢jsi vi¢i mrazim. Tato odrida se vyskytuje hlavné ve Stfedozemi. Hlavnimi

obsahovymi slozkami silice jsou karvon, cineol a limonen. Dalsi ti¢inné latky v maté kadetavé
jsou flavonové latky, napiiklad diosmetin a tiisloviny [2].
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7 ANALYTICKE METODY
8 METODY IZOLACE

Pro analyzu silic je potieba silice z rostlinného materialu izolovat. Silice se mohou vyskytovat
Vv celé rostlin€ ¢i jeji urcité Casti. Pro izolaci silic jsou vyuzivany naptiklad rizné typy extrakei
nebo destilaci [9].

9 EXTRAKCE

Extrakci nazyvame déje, kdy dochézi k prevodu latky mezi fazovym rozhranim. Pfi tomto d&ji
prechazi latka z jedné faze do faze druhé. Faze, ze které latka prechdzi, mize byt plynna,
kapalna 1 pevna [5].

Extrakce miizeme rozdélit podle skupenstvi fazi do nékolika skupin [5].

Prvni skupinou je extrakce z pevné faze do faze kapalné. Pii tomto typu extrakce je pouzivano
rozpoustédlo, ve kterém se rozpousti pouze pozadovana latka. Pii extrakci z kapaliny
do kapaliny se latka déli mezi2 vzajemné nemisitelné kapaliny. Princip je zaloZen
narozdélovaci rovnovaze. Pti extrakci z kapaliny nebo plynu napevnou fazi je pozadovana
latka selektivné zachycovana na pevnou fazi [5].

9.1 Extrakcez pevné faze do faze kapalné (Extrakce rozpoustédlem)

Extrakce z pevné slozky do kapaliny je vyuzivana nejcastéji pro extrakce piirodnich vzorki
[6].

Tuto extrakci Ize urychlit pouzitim Soxhletova extraktoru. Pevny vzorek je umistén v patroné
arozpoustédlo v bance. Béhem zahtivani pary rozpoustédla kondenzuji v chladi¢i a stékaji
do patrony [6].

Extrakci 1ze urychlit také pomoci zvySeni teploty a tlaku. Pfi vysSich teplotach se zvySuje
rozpustnost extrahovanych latek v rozpoustédle a tim se zvysi rychlost transportu hmoty.
Rozpoustédlo je udrzovano v kapalném stavu pomoci zvySeného tlaku [6].

Mezi tento typ extrakci je fazena vyuzita extrakce do hexanu [6].

9.2 Extrakce pevnou fazi

SPE je metoda extrakce, kterou lze pfipravit rychle a selektivné vzorek. Princip metody je
zalozen natom, Ze molekuly jsou zachycovdny napevném sorbentu na zdkladé
mezimolekulovych interakei [5].

Pomoci SPE lze extrahovat selektivné analyty z velkych objemtl, které jsou nasledné
zakoncentrovany [6].

Pevné faze maji rtizné vlastnosti, které ovliviiuji, které latky se budou sorbovat. Jako pevna
faze lze vyuzit polymerni materialy nebo vlakno s modifikovanym povrchem [6].

9.2.1 Mikroextrakce pevnou fazi

SPME slouzi pro extrakci bez pouziti rozpoustédla. Latky jsou sorbovany na vlakno, které
miize byt ponofeno do kapalného vzorku (DISPME) nebo je umisténo nad vzorkem, kde jsou
pary nasyceny t€kavymi analyty (HS-SPME). Vlakno byva vyrobeno z taveného kiemene a je
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pokryto zakotvenou fazi. VIdkno je zasunuto v duté ocelové jehle, kterd ho chrani
pfed mechanickym poskozenim [5].

Vzorek ziskany pomoci SPME je vhodny pro analyzu pomoci plynové chromatografie.
Vlakno je zasunuto do davkovaciho zafizeni, kde je desorbovano pomoci vysoké teploty.
Analyty vstupuji do chromatografické kolony, kde dochazi k jejich separaci [5].

Pti SPME nejsou latky ze vzorku extrahovany v co nejvyssi koncentraci, ale jen do ustaleni
jgjich rovnovazného stavu [12].

10 DESTILACE

Princip destilace je zalozen na poznatku, Ze se pfi varu slozeni par li§i od sloZeni roztoku.
Destilace lze vyuZit pro koncentrovani roztokd. Latky jsou separovany na zakladé jejich
ajako prvni se dostava do plynného skupenstvi [13].

10.1 Destilace s vodni parou

Destilace svodni parou je nejvice pouzivana metoda pro izolaci silic. Pomoci této metody
destilace lze délit latky, které jsou ve vodé malo rozpustné. Tato technika je vhodna
proizolaci prchavych latek. Silice jsou rozpustné v organickych rozpoustédlech, proto se
vyuziva jako druhé rozpoustédlo. V piipadé, Ze jsou silice t&€z$i nez voda, vyuziva se glycerol,
Vv opatném piipad¢ lze vyuzit naptiklad hexan. Izolované silice zlstanou rozpustény
v organickém rozpoustédle a prebytecnd voda se vraci do smési v destilacni bance.
Pro degtilaci s vodni parou je tieba pouzit specialni nastavec (viz Obrazek 6) [11].

Obrazek 6: Nastavec pro destilaci s vodni parou [ 20]
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11 DELENI LATEK

11.1 Chromatografie

Principem vSech typti chromatografie je déleni slozek mezi 2 fazemi. Faze, ktera se pohybuje,
je oznacovana jako faze mobilni. Mobilni faze mize byt ve skupenstvi kapalném
nebo plynném. Podle skupenstvi mobilni faze rozliSujeme rizné druhy chromatografie. Druha
faze, ktera se nepohybuje, je oznaCovana jako stacionarni faze neboli sorbent [9].
Analyzovana smés je unaSena mobilni fazi. Béhem chromatografie dochazi k opakovanému
presunu latek z mobilni do stacionarni faze a zase zpét [9].

Doba, kterou konkrétni latka v koloné stravi (retencni Cas) zavisi na tom, jak dand latka
interaguje se stacionarni fazi. Cim vice dand latka se stacionarni fazi interaguje, tim vyssi je
retenéni ¢as. Latky ptichazi do detektoru jednotlive, podle specifickych reten¢nich ¢asi [9].
Podle uspofadani délime chromatografie na metody ploSné uspotfadané, sloupcové
akolonové. Mezi plosné uspotfddané metody patii papirova a tenkovrstva chromatografie.
Do kolonové chromatografie patii plynova (mobilni faze je plyn) a kapalinova (mobilni faze
je kapalnd) chromatografie [6].

11.2 Plynova chromatografie

U plynové chromatografie je mobilni fazi plyn. Tato metoda byva vyuzivana pro analyzy
biochemickych, biomedicinskych a farmaceutickych vzorki [8].

Béhem plynové chromatografie je vzorek unaSen kolonou pomoci nosného plynu. Jako nosny
plyn byva vyuzivan inertni plyn (napt. dusik, helium, argon aj.). Nosny plyn je volen
napt. podle jeho Cistoty, hustoty a vyuzitého detektoru. Nejprve je vzorek nastiiknut do
injektoru a naném odpaien. Pary vzorku jsou pomoci nosného plynu unaseny na kolonu, z niz
jsou nasledné jednotlivé slozky postupné eluovany a postupuji do detektoru [6, 10, 11].

zdroj nosného

injektor kolona > detektor
plynu
fidici a vyvhodnocovaci
vzorek zafizeni

Obrazek 7: Schéma plynového chromatografu [ 21]

Vysledky kvantitativni 1 kvalitativni analyzy ovliviiuje pritok nosného plynu. Konstantni
prutok béhem analyzy zajist'uje regulator pratoku, ktery je umistény pred injektorem [10, 11].

11.2.1 Injektory

Vzorek je ddvkovan do systému pomoci injektoru. Teplota injektoru je volena tak, aby doslo
ihned k odpatfeni vzorku. Vzorek je odpafovan v ¢asti injektoru zvané liner, jehoz teplota
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byva vétsinou o 50 °C vyssi nez teplota separacni kolony. Pti spravném davkovani vzorku se
nesmi zménit teplotni a tlakové podminky. Aby nedochazelo k témto zménam, je potieba, aby
vzorek vnikl do kolony velmi rychle[10, 11].

Injektory se déli na odparfovaci a neodparovaci. Vzorek muize byt davkovan dvéma
technikami: nad Gsti kolony umisténé na konci injektoru nebo pfimo na kolonu. Nejcastéjsimi
typy davkovani piimo na kolonu jsou: piimy nastfik na kapilarni kolonu (on-column),
bezdélicové davkovani (splitless injection), nastiik s délicem toku (split injection)
adavkovani s teplotné¢ programovanym odpafovanim vzorku (PTV injection). Pfi pfimém
nastiiku vzorek pifechazi na kolonu v kapalném skupenstvi a poté se odpafi. Vzorek je
nastfikovan pfi teploté kolony nizsi, nez je bod varu. Tento zpisob je vhodny pro analyzu
termolabilnich latek. Pro analyzu malo koncentrovanych vzorkli se vyuziva bezdé€licové
davkovani. Pro analyzu koncentrovanych vzorkd je vhodny nastfik s délicem toku. Tento
zpusob nastiiku umoziuje velké rozliSeni zon analyzovanych latek. Pii pouziti PTV injektoru
lze ménit podminky pro odpatfovani rozpoustédla a analyzovanych latek. Béhem této analyzy
mize byt rozpoustédlo odfouknuto z injektoru ado kolony pokracuji jen analyzované latky
[6, 10, 11].

Injektory pro bezdélicové davkovani anastiik s délicem toku se vzhledové nelisi.
U bezd¢licového davkovani je déli¢ toku uzavien [8].

11.2.2 Kolony

Kolony vyuzivané na plynovou chromatografii mohou byt napliiové nebo kapilarni [10].
Naplinové kolony jsou trubice vyrobené z kovu nebo skla abyvaji plnény adsorbenty na bazi
silikagelu, aktivniho uhli, molekulovymi sity nebo kopolymery styrenu a divinylbenzenu
(porapaky). Kiemelina a modifikovand kiemelina se vyuzivaji jako neaktivni nosie. Vyssi
G¢innosti kolony lze dosdhnout pouZitim mensich ¢astic na plnéni kolony. Cim jsou mensi
Castice, tim je potieba pro transport mobilni faze vyssi tlak [10].

Kapilarni kolony byvaji naptiklad plastové, kovové, kiemenné nebo sklenéné. Vnitini sténa
kapilary byva potazena stacionarni fazi nebo je ji celd kapilara vyplnéna. Pro zlepSeni
smacivosti a eliminovani vlivu aktivnich center je nejprve vnitini povrch kapilar deaktivovan
apak teprve nanesena stacionarni faze [10].

11.2.3 Detektory

Detektory prevadi zmény sloZeni mobilni faze protékajici detektorem na elektricky métitelné
veli¢iny. Pomoci detektort lze identifikovat a kvantifikovat jednotlivé zony separovanych
latek. Detektory se déli podle zavislosti signalu na koncentracné zavislé a hmotnostné zavisleé.
U koncentra¢né zavislého detektoru je signal Umérny koncentraci latky v detektoru,
U hmotnostné zavislého detektoru je signal umérny mnoZzstvi latky [10].

Podle vlastnosti detektort je rozliSovano nekolik typd detektord, naptiklad tepelné vodivostni
detektor (TCD), plamenovy ioniza¢ni detektor (FID), plamenovy termoionizacni detektor
(AFID, TID), plamenovy fotometricky detektor (FPD), detektor elektronového zachytu
(ECD) nebo argonovy detektor [10].

U detektort je sledovana napiiklad citlivost, odezva, Sum produkovaného signalu, nejmensi
detekovatelna koncentrace nebo hmotnostni prutok, linedrni dynamicky rozsah odezvy,
efektivni objem a rychlost odezvy [10].
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Citlivost detektoru vyjadfuje vzrist odezvy detektoru pfijednotkové zméné koncentrace
nebo hmotnostniho pritoku v detektoru [10].

Do Ssumu signalu patii zmény vystupniho signalu, které neodpovidaji eluci latky ze vzorku
azmény nulové linie [10].

Nejmensi detekovatelnd koncentrace je koncentrace, kterd vyvola signal tvaru piku, ktery ma
vysku ttikrat vyssi, nez Sum detektoru [10].

12 POUZITE METODY PRO IDENTIFIKACI

12.1 Hmotnostni spektrometrie

MS je metoda, ktera separuje ionty podle poméru jejich hmotnosti a naboje. Pomoci MS lze
také stanovit hmotnosti atomti, molekul nebo jejich ¢asti. Analyzované Castice je potieba
pied analyzou ptevést na ionty. Narozdil od jinych spektrometrickych metod je MS metodou
destruktivni [6, 7, 10].

MS je tvofena n¢kolika kroky: ionizace, separace a detekce [10].

vstup

hmotnostni detektor fidici a vyhodnocavacl

lontovy zdroj analyzéator zafizeni

Obrdzek 8: Schéma hmotnostniho spektrometru [ 21]

12.1.1 lonizace

K ionizaci ¢astic dochazi v iontovém zdroji [6].

Pii ionizaci je neutralnim ¢asticim dodana energie avznika iont. Dodana energie musi byt
vyssi, nez je prahova energie latky. Podle mnozstvi dodané energie rozdélujeme ionizaéni
techniky namékké atvrdé. U mekkych technik je maly piebytek dodané energie
apravdépodobnost vzniku fragmentd je nizkd. U tvrdych technik energeticky piebytek
vysoky a umoznuje rozsahlejsi fragmentaci [6, 10].

Nejcastéj$im typem ionizace je ionizace elektronem (EI). Tato technika je fazena mezi tvrdé
ioniza¢ni techniky pro ionizaci v plynné fazi. Tento typ ionizace byva vyuZzivan u kombinace
metod GC-MS. Pii této metod€ jsou ionty tvofeny interakcemi Castic analyzované latky
sproudem urychlenych elektrond. Pravdépodobnost srazky molekul s elektrony lze zvysit
pfidanim permanentniho magnetu, kdy se drdha zakiivi pomoci magnetického pole.
Pii interakci dochazi k nasledujicimu déji, kdy vznika radikalkationt:

M+e™ » Mt +2e”

V prostoru iontového zdroje pro ionizaci elektronem je potieba udrzovat vysoké vakuum, aby
nedochazelo ke srazkam molekul vzorku s molekulami vzduchu. Jako zdroj elektront je
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vyuzivano rheniové nebo wolframové vlakno, které je elektricky zhavené. Mnozstvi
emitovanych elektronli zavisi na velikosti zhaviciho proudu. Proud elektrond je v iontovém
zdroji sméfovan k anodé. Energie elektront je urCovana rozdilem potencialti katody a anody.
Vzniklé ionty jsou pomoci repeleru vytlacovany z prostoru ionizace [6].

Dalsim typem ionizace je chemicka ionizace (CI). CI je fazena mezi mékké ionizaéni
techniky pro plynnou fazi. Stejné jako U ionizace elektronem, je primarnim zdrojem proud
elektront. Energie v8ak neni pfenasena na molekulu ptimo, ale pomoci reakéniho média.
Jako reak¢ni médium se vyuziva nejéastéji plyn nebo pary nizkovrouci kapaliny (nejcastéji se
vyuziva methan), které je v ioniza¢ni komirce pod vysokym tlakem (50 — 150 kPa). Vysoky
tlak pomaha zvysit pravdépodobnost mezimolekularnich a meziiontovych interakci. Pribéh
reakci ionizace zavisi na podminkach v iontovém zdroji (naptiklad na tlaku reakéniho média).
Mnozstvi energie, ktera je piedana béhem ionizace, zavisi na zvoleném typu reakéniho média.
Vznikly iont MH" se nazyva kvazi-molekularni iont a mé o jednotku vyssi relativni hmotnost
nez molekula pied ionizaci. Konstrukce iontového zdroje pro chemickou ionizaci se od zdroje
piiionizaci elektronem nelisi. U soucasnych spektrometri lze najit kombinaci téchto
iontovych zdroju (EI-CI) [6].

Dal§imi technikami ionizace vyuzivanymi v MS jsou tzv. techniky sprejové. Sprejové
ioniza¢ni techniky jsou fazeny mezi mékké ionizacni techniky pro vzorky v kapalné fazi.
Tytotechniky jsou vhodné pro kombinaci hmotnostni spektrometrie s kapalinovou
chromatografii a kapilarni elektroforézu. Mezi sprejové techniky jsou fazeny termosprejova
(TS) aelektrosprejova (ES) ionizace a chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI) [6].
Termospre] je nejstarSi sprejova ioniza¢ni technika. Piitomto typu ionizace je vzorek
Z chromatografické kolony pfiveden do kovové kapilary, ktera je vyhiivana nateplotu 200-
300 °C. Poté dojde k odpateni mobilni faze arozptyleni kapaliny do drobnych kapicek.
Kapky jsou postupné¢ odpafovany, az se dostanou do plynné¢ fize a nasledné jsou pomoci
repeleru vedeny do hmotnostniho analyzatoru. Pfiionizaci termosprejem vznikaji kladné
i zaporn¢ nabité ionty. VytéZzek ionizace zavisi na slozeni mobilni faze a teploté, na kterou je
kapilara vyhtata [6].

V soucasnosti nejpouzivanéj$i metodou ionizace pro kombinaci metod LC-MS je elektrosprey.
Z chromatografické kolony je vzorek veden dokovové kapilary, kde je vlivem
nehomogenniho elektrického pole kapalny vzorek rozpraSen. Elektrické pole se nachazi
mezi ustim kapilary a protielektrodou. Vzniklé kapky s vysokym povrchovym nabojem jsou
pomoci horkého inertniho plynu vysuSovany a ptechdzi do plynné faze. Ptitéto ionizaci
vznikaji kladné izdporné ionty. Naboj iontli zavisi napolarité napéti, které je vloZeno
na elektrodu [6].

Pii APCI je vzorek veden z chromatografické kolony vstupni kapilarou do pneumatického
rozpraovace. Plast pneumatického rozprasovace je vyhiaty na vysokou teplotu (az 700 °C),
piikteré dojde k odpafeni kapalného vzorku. Pary mobilni fdze jsou pomoci koronového
vyboje ionizovany a Spolu Sionizovanymi molekulami zamlzovaciho plynu tvori
tzv. chemicko-ioniza¢ni plazma. Molekuly vzorku jsou nasledné ionizovany chemickou
ionizaci, kdy vznika kvazimolekularni iont [M+H]" nebo [M-H] pfenosem protonu [6].
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12.1.2 Separace

Separace iontl podle poméru hmotnosti a ndboje probihd v ¢asti zvané hmotnostni analyzator.
Analyzatory funguji 2 zptisoby. Prvnim zplsobem je tzv. full scan, kdy probihd snimani
hmotnostnich spekter periodicky v ¢ase, nebo je sledovana intenzita iontovych druhti v Case.
Pomoci full scan lze ziskat spektra, pomoci nichz lze identifikovat analyty. Druhy typ je
vhodny pro sledovani zmén relativniho zastoupeni slozek [6, 10].

Existuje nékolik typl hmotnostnich analyzatorti, napiiklad kvadrupolovy, magneticky,
elektrostaticky a pruletovy analyzator, iontova past a dalsi [10].

Kvadrupolovy analyzator je tvofen 4 kovovymi tyCemi, které maji kruhovy
nebo hyperbolicky prufez. Natyée je vkladano stfidavé napéti. Nauhlopiicné protilehlych
tyCich je vkladan stejny potencial, ktery je tvofen stejnosmérnou a vysokofrekvencni slozkou.
Napéti se s Casem méni a pii vhodné zvolenych casech, velikostech apomérech napéti
projdou kvadrupolem jen ionty o ur¢itém poméru nVz. Zbylé ionty jsou zachyceny na ty¢ich
nebo na sténach piistroje [6, 10].

Nejstar§$im typem analyzatoru je magneticky hmotnostni analyzator. lonty jsou po prichodu
mezi poélovymi nastavci elektromagnetu urychleny a maji uréitou kinetickou energii. lonty
Sriznym M/Z maji rtzny polomér zakiiveni. Polomér zakiiveni zavisi pfimoumérné
na hmotnosti arychlosti ¢astice a nepfimoumérné na intenzité magnetického pole [6, 10].
Iontova past je tfirozmérny kvadrupol, kde je mozné uzaviit ionty v uzavieném prostoru
pomoci stiidavého elektrického pole. lontova past je tvofena 3 elektrodami: vstupni
avystupni kruhovou elektrodou a ze sttedové prstencové elektrody. Nastiedové elektrodé je
vysokofrekvencni napéti, které ma proménnou amplitudu. Vstupni a vystupni elektroda jsou
uzemnény. V iontové pasti mohou byt molekuly ionizovany nebo jsou pfivadény jiz ionty
vzniklé v iontovém zdroji. Béhem analyzy je postupné zvySovana amplituda sttidavého napéti
aionty srostoucim M/z jsou vypuzovany do detektoru [6, 10].

Principové nejjednodussim analyzatorem je pruletovy analyzator, kdy jsou ionty urychleny
pomoci elektrostatického pole a poté pokracuji do evakuované trubice. Rychlost pohybu iontu
Vv trubici zavisi na jeho hmotnosti anaboji a naurychlovacim napéti. Ionty dopadaji
na detektor v rizném case, ¢im je draha letu delsi, tim je rozliSeni iontl lep$i. lonty 0 vyssi
hmotnosti se dostanou do detektoru pozdéji [6, 10].

12.1.3 Detekce

Detekce iontil vystupujicich z analyzatoru probiha v detektorech. Detektory vyuzivané v MS
se déli na detektory pro piima méfeni, které méfi elektricky, ktery vznikne pti pfimém dopadu
iontl anasobiové detektory, které vyuzivaji nasobeni elektronti vznikajicich po dopadu
iontl. Mezi detektory vyuzivané v MS patii elektronasobiCové a fotonasobiCové detektory
[10].

Elektronasobicové detektory se déli na 2 typy: s diskrétnim dynodovym polem a s kontinuélni
dynodou. U detektoru sdiskrétnim dynodovym polem je série kovovych desticek (dynod),
které jsou elektricky propojeny. Nadynody je vloZeno napéti, které urychluje ionty smérem
k nasledujici dynod¢, anasledné jsou zachyceny kolektorem. Po dopadu iontu na dynodu jsou
zdynody vyrazeny elektrony, jejichz pocet se piidalSich dopadech nasobi. Detektor
Skontinualni dynodou je zakiivena trubice vyrobena z olovnatého skla, na niz je vysoky
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elektricky odpor. Z materialu trubice jsou po dopadu iontu vyrazeny a pomoci elektrického
pole jsou urychlovany a postupuji smérem ke kolektoru. S dals§imi narazy iontd do stény
trubice pocet elektronti roste. Zakiiveni trubice zabrafuje, aby do nasobice prosly nahodné
vzniklé ionty [6].

Slozitéjsi konstrukei nez elektrondsobi¢ové detektory maji fotonasobiCové detektory. Tento
typ detektoru ma vyssi citlivost nez elektronasobi¢ovy. Podle polarity vlozeného napéti
detektor detekuje bud'to kladn¢ nebo zaporné ionty. Pii detekci fotonasobic¢em jsou pievedeny
ionty nakovové elektrodé na elektrony, které po dopadu nascintila¢ni stinitko poskytnou
fotony, které nasledné vstupuji do fotonasobice [6].

12.2 Plynova chromatografie — hmotnostni spektrometrie (GC-M S)

Pro bezchybné fungovani je potieba zajistit, aby tlak na vystupu z kolony atlak v iontovém
zdroji byly ptiblizné stejné. lontovy zdroj pracuje idealn¢ za vysokého vakua. Dale je potieba
zajistit vykonny cerpaci systém, ktery je schopen odcerpat nadbytek nosného plynu
Z iontového zdroje [6].

V soudasné dobé¢ je nejéastdjsim typem kolony pro GC-MS kapilarni separa¢ni kolona. Usti
kapilarni kolony je mozné bezproblémové propojit s iontovym zdrojem apii pritocich
nosného plynu do 3ml-min* je mozné vyuzit i b&Zné Gerpaci systémy pro udrzeni nizkého
tlaku v iontovém zdroji [6].

12.2.1 Vyhody spojeni GC a MS

Nejvétsi vyhodou propojeni téchto technik je odstranéni nepifesnosti. Pfiplynové
chromatografii neni vysoka spolehlivost pfiidentifikaci latek podle reten¢nich cCast.
Pti hmotnostni spektrometrii je nékdy obtizné piifadit k latce pirislusné fragmenty. Témto
nedostatklim se predchazi praveé spojenim plynové chromatografie a hmotnostni spektrometrie
[14].

12.2.2 Aplikace GC-MS

Spojeni GC a MS se vyuzivd vV mnoha odvétvich chemické analyzy. Nejvice se vyuziva
pro analyzu komplikovanych smési, kdy je identifikace latek podle reten¢nich casti nemozna.
GC-MS se vyuziva naptiklad v potravinafském a kosmetickém primyslu, farmaceutickém
pramyslu a pfi toxikologickych a ekologickych analyzach [6].
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13 EXPERIMENTALNI CAST

13.1 Zkoumany material

Pro stanoveni obsahovych latek v maté bylo pouzito 5 rGznych druhti matovych caja. Byly
pouzity nasledujici druhy ¢aja:

Tabulka 1: PouzZité matové ¢aje

¢aj Cislo Caje

Dr. Popov — sypany

Vittotea

Pickwick

Apotheke

gl (bW iN (-

Jemca

13.2 Pristroje a software

e Analytické vahy (Sartorius)

e Topné hnizdo

e Hardware kontrol: Agilent® 6890 (option LECO® GCxGC)

e Plynovy chromatograf: Agilent Technologies 6890N Network GC system

e Hmotnostni spektrometr: LECO Pegasus ||

e Modré vlakno pro SPME: 65 um PDMS/DVB, Fused Silica/lSS

e Sedé vldkno pro SPME: 50/30 pm DVB/CAR/PDMS Stable Flex/SS (1 cm)

13.3 Chemikalie
o Silikagel
13.3.1 Rozpoustédla

e Hexan - Chromasolv, for HPLC, >97.0 % (GC) (Sigma— Aldrich)
e Petrolether p.a. ACS, 1ISO
e Siran sodny bezvody p.a. (Penta)

13.3.2 Nosny plyn

e Helium 6.0 (SIADCZECH spol. s.r.0.)
13.4 Pracovni postupy
13.4.1 Extrakce do hexanu

Do vialek o objemu 12 ml bylo naanalytickych vahach navazeno 0,5 g od kazdého vzorku.
K odvdzenym vzorkiim bylo pipetou pfiddno 10 ml hexanu. Dal§i den byly extrakty
prefiltrovany pftes filtrani papir a uchovavany v lednici pro nasledujici analyzu.
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Tabulka 2:MnoZzstvi vzorku pro extrakci do hexanu

vzorek hmotnost [g]
1 0,5222
2 0,5194
3 0,5161
4 0,5111
5 0,5152

13.4.2 Odstranéni chlorofylu pomoci silikagelu

Nejprve byly nachystany kolony. Kolony byly naplnény hexanem a postupné byl prisypavan
asklepavan aktivovany silikagel. Ten byl aktivovany v susarné pii teploté 180 °C po dobu
nékolika hodin. Nasledné byl ptebyteény hexan vypustén z kolony.

Extrakty ziskané pomoci extrakce do hexanu byly zahustény dusikem na zhruba polovi¢ni
objem. Pro zahusténi vzorku byla pouzita jehlova odpafovacka.

Zahusténé vzorky byly pomoci Pasteurovy pipety naneseny na silikagel aponechany
vsaknout. PO vsadknuti vzorku bylo piidano 5 ml hexanu aopét byl ponechan vykapat
z kolony. Po vykapani bylo pifidano 10 ml hexanu a frakce byla jimana do vialky o objemu
12 ml. Dale bylo na kolonu pfidano 5 ml petroletheru apo jeho vykapani z kolony bylo
piidano 10 ml petroletheru atato frakce byla zachycena do 12ml vialky. Vsechny frakce byly
vysuSeny pomoci dusiku na jehlové odpafovacce. Po uplném vysuSeni byl do vialek
napipetovan 1 ml hexanu. Nasledné byly vzorky pfemistény pomoci Pasteurovy pipety
do vialek pro plynovou chromatografii.

Pii pouziti UV lampy byla pozorovana u chlorofylu nasilikagelu ¢ervena fluorescence.

13.4.3 Plynova chromatografie a hmotnostni spektrometrie (GC-M S)

Bylo piedpokladano, ze ve vzorcich budou predevsim tékavé latky, a tak byla zvolena metoda
plynové chromatografie. Vsechny vzorky ze silikagelovych kolon byly proméfeny
na plynovém chromatografu v kombinaci s hmotnim spektrometrem.

Obrazek 9: Plynovy chromatograf a hmotnostni spektrometr
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Obrdazek 10: Plynovy chromatograf a hmotnostni spektrometr

13.4.4 Podminky analyzy

e Doba analyzy: 38 min

e Pritok nosného plynu: 1 ml/min

e Injektor: splitless

e Teplotainjektoru: 250 °C

e Kolona HT-5 (28 m x 0,25 mm; 0,25 pm)
e Pocatek ukladani dat: 350 s

e Teplotni program: 80 — 300 °C (10 °C/min)
e Teplota iontového zdroje: 250 °C

e Rozsah sledovanych hmot: 50 — 600 °C

e Snimani: 20 spekter za sekundu

o Detektor: TOF

e Napéti na detektoru: 1800 V

13.4.5 Destilace s vodni parou

Nejprve byla sestavena aparatura pro destilaci svodni parou (Obrazek 11). Do baiky
oobjemu 1000 ml bylo navazeno 5g ¢aje aodméfeno 250 ml destilované vody.
Do destila¢niho ndstavce byla pipetou piiddna destilovand voda a 2ml hexanu. Baiika se
smési byla zahtivana pomoci topného hnizda. Destilace probihala 1,5 hodiny od pocatku varu.
Po ukonceni destilace byla vodna faze vypusténa a hexanova faze byla odebrana do vialky
0 objemu 4 ml.
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Pro odstranéni zbytkli vodné faze byl pouzit siran sodny. Malé mnozstvi siranu bylo ptidano
dovialky. Pousazeni siranu byla hexanova faze odpipetovana do vialek pro plynovou
chromatografii.

‘ - . i ‘7
Obrazek 11 Aparatura pro destilaci s vodni parou
13.46 GC-MS

Podminky pro plynovou chromatografii a hmotnostni spektrometrii byly nastaveny stejné,
jako pti analyze vzorki ze silikagelovych kolon.

13.4.7 Mikroextrakce na tuhou fazi (SPME) — suchy vzorek

Do velké vialky byl nasypan obsah ¢ajového sacku a vialka byla na 10 minut umisténa
do susarny vyhiaté na teplotu 50 °C. Po vyjmuti vialky ze susarny bylo pfes septum vsunuto
vldkno pro SPME aabsorpce probihala 20 minut pfi laboratorni teploté. Pro vSechny vzorky
bylo pouzito modré a Sedé vlakno.
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13.4.8 GC-MS

Vlékna byla ru¢né¢ umisténa k davkovani na GC.

Obrdazek 12: Davkovani vzorku po SPME do plynového chromatografu

13.4.9 Podminky analyzy

e Doba analyzy: 864 s (14,4 min)

e Pritok nosného plynu: 1 mi/min

e Manudlni nasttik

e Kolona HT-5 (28 m x 0,25 mm; 0,25 um)
e Pocatek ukladani dat: 350 s

e Teplotni program: 40 — 300 °C (25 °C/min)
e Teplota iontového zdroje: 250 °C

e Rozsah sledovanych hmot: 50 — 550 u

e Snimani: 20 spekter za sekundu

o Detektor: TOF

e Napéti na detektoru: 1800V

13.4.10 Mikroextrakce na tuhou fazi (SPME) — vyluh

Nejprve byly uvafeny ¢aje podle navodu na obalu. Po ukonéeni vyluhovani byl ¢ajovy sacek
vyjmut a ¢ast Caje byla prelita do velké vialky. Pies septum bylo do vzorku ponotfeno vldkno
pro SPME a za stalého michani na magnetické michacce probihala 20 minut sorpce. Poté byl
vzorek ponechan volné v laboratofi a po n¢kolika hodinach byla provedena sorpce znovu.
U cerstvych i odstatych vzorki byla provedena sorpce nasedé i modré vlakno.
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Vsechny caje byly vyluhovany ve250 ml vrouci vody. Sypany ¢aj byl po vyluhovani
prefiltrovan ptes filtra¢ni papir.

Tabulka 3: Priprava vzorki

vzorek | délka vyluhovani odstati — modré vlakno odstati — Sedé vliakno
1 15 minut 3:09 2:49
2 6 minut 3.01 241
3 5 minut 2:31 2:53
4 15 minut 3:15 3:00
5 12 minut 3:53 3:05

Analyza nasorbovanych latek byla provedena pomoci GC-MS sestejnym nastavenim
jako pti analyze SPME suchych vzorki.
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14 VYSLEDKY A DISKUZE

Vsechny vzorky byly analyzovany pomoci kombinace metod GC-MS. Latky byly
identifikovany porovnanim se standardy pomoci software, databaze nist. Pro dalsi praci byly
vybrany latky s podobnosti nad 80 %. Z latek byly vybrany ty, které se bézné nachazi
V matové silici.

14.1 Extrakce do hexanu

Zluté¢ podbarvené latky byly nalezeny pouze v hexanu, zelené byly detekovany pouze
v petroletheru. Bez podbarveni byly v hexanu i petroletheru.

U vzorku €. 1, 3 a 5 nebyly pro petrolether vhodné vysledky pro vyhodnoceni.

14.1.1 Vzorek €. 1

Tabulka 4: Zjisténé latky v hexanu

karvon germacren D piperiton a-pinen
B-pinen isokaryofylen o-copaen menthyl acetat
menthon limonen levomenthol

14.1.2 Vzorek ¢. 2
Tabulka 5: Zjisténé latky v hexanu a petroletheru

a-pinen B-pinen karyofylen limonen

a-Copaen cineol (eukalyptol)

14.1.3 Vzorek ¢. 3
Tabulka 6: Zjisténé latky v hexanu

germacren D a-pinen B-pinen isokaryofylen

karyofylen a-Ccopaen limonen humulen

14.1.4 Vzorek ¢. 4
Tabulka 7: Zjisténé latky v hexanu a petroletheru

limonen a-pinen B-pinen sabinen

karyofylen humulen a-copaen

14.1.5 Vzorek ¢. 5
Tabulka 8: Zjisténé latky v hexanu

germacren D ‘ isokaryofylen limonen

U této metody bylo zjisténo nejméné latek, to mohlo byt zplisobeno tim, Ze nejvice t€kavé
latky ze vzorku vyprchaly béhem odpafovani dusikem. U 3 vzorkli nebyly vhodné vysledky
latek v petroletheru, takze nebyly zahrnuty do tabulek. V petroletheru by mély byt zjistény
latky, které byly vice zadrzovany na silikagelu v kolong.
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14.2 Destilace s vodni parou

14.2.1 Vzorek ¢. 1

U vzorku €. 1 bylo nalezeno 105 latek s podobnosti vice nez 80 %.

Tabulka 9: Zjisténé latky v destilatu

karvon piperiton karyofylen menthon
germacren D a-pinen karyofylen oxid limonen
linalol B-pinen terpineol cineol (eukalyptol)
mint furanon menthofuran menthol humulen
eukarvon sabinen menthyl acetat ledol
isokaryofylen
14.2.2 Vzorek ¢. 2
U vzorku €. 2 bylo nalezeno 116 latek s podobnosti vice nez 80 %.
Tabulka 10: Zjisténé latky v destilatu
piperiton sabinen karyofylen oxid limonen
a-copaen menthofuran terpineol cineol (eukalyptol)
a-pinen isokaryofylen menthol menthon
B-pinen karyofylen menthyl acetat pulegon
14.2.3 Vzorek ¢. 3
U vzorku €. 3 bylo nalezeno 128 latek s podobnosti vice nez 80 %.
Tabulka 11: Zjisténé latky v destilatu
karvon germacren D linalol mint furanon
terpineol a-pinen B-pinen menthofuran
sabinen isokaryofylen karyofylen karyofylen oxid
menthol menthyl acetat pulegon limonen
cineol (eukalyptol) humulen
14.2.4 Vzorek ¢. 4
U vzorku €. 4 bylo nalezeno 116 latek s podobnosti vice nez 80 %.
Tabulka 12: Zjisténé latky v destilatu
karvon germacren D linalol viridiflorol
piperiton a-Ccopaen a-pinen B-pinen
menthofuran sabinen karyofylen karyofylen oxid
menthol menthyl acetat pulegon cineol (eukalyptol)
humulen
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14.25 Vzorek ¢. 5

U vzorku €. 5 bylo nalezeno 130 latek s podobnosti vice nez 80 %.
Tabulka 13: Zjisténé latky v destilatu

germacren D piperiton 0-Ccopaen a-pinen
B-pinen terpineol sabinen isokaryofylen
karvon karyofylen karyofylen oxid menthyl acetat
limonen menthol cineol (eukalyptol) humulen

14.3 SPME - suché vzorky

Modie podbarvené latky byly zjistény pouze pomoci modrého vlakna a Sedé pouze pomoci

vlakna $edého.

14.3.1 Vzorek ¢. 1

Tabulka 14: Zjisténé latky pomoci SPME

karvon germacren D a-pinen B-pinen
terpineol sabinen levomenthol karyofylen
karyofylen oxid menthol menthyl acetat humulen
menthon limonen cineol (eukalyptol)

14.3.2 Vzorek ¢. 2

Tabulka 15: Zjisténé latky pomoci SPME

a-Ccopaen karyofylen limonen a-pinen
B-pinen piperiton cineol (eukalyptol) menthol
menthon menthyl acetat karyofylen oxid humulen

terpineol

14.3.3 Vzorek ¢. 3
Tabulka 16: Zjisténé latky pomoci SPME

sabinen

isokaryofylen

a-copaen karyofylen karyofylen oxid terpineol
piperiton menthol menthyl acetat menthon
isomenthon cineol (eukalyptol) humulen isokaryofylen
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14.3.4 Vzorek ¢. 4

Tabulka 17: Zjisténé latky pomoci SPME

a-copaen piperiton o-pinen B-pinen
karvon karyofylen karyofylen oxid terpineol
menthol menthyl acetat menthon limonen
cineol (eukalyptol) levomenthol isopulegol isomenthon
germacren D
14.3.5 Vzorek ¢. 5
Tabulka 18: Zjisténé latky pomoci SPME
karvon o-copaen germacren D linalol
terpineol isokaryofylen karyofylen karyofylen oxid
menthol menthyl acetat menthon isomenthon
cineol (eukalyptol) humulen isopul egol pulegon
limonen piperiton viridiflorol levomenthol

Ze zjisténych latek plyne, ze se jednotlivé druhy ¢ajii od sebe moc nelisi. Mensi rozdily byly
zaznamenany pii pouziti modrého a Sedého vldkna pro SPME. Nékteré latky byly zachyceny
pouze nasedém nebo modrém vlaknu. To bylo pravdépodobné zplsobeno rozdilnym
slozenim vlaken. Nékteré latky se béhem sorbovani stihly jiz desorbovat. U SPME velmi
zéalezi na podminkach méfeni na ¢ase sorbovani a teploté. Pro kvantitativni méfeni by bylo
vhodné zkusit riizné Casy a teploty pii méfeni a tuto metodu optimalizovat.

14.4 SPME — vyluh

Modfe podbarvené latky byly zjistény pouze pomoci modrého vlakna a Sedé pouze pomoci

vlakna Sedého.

14.4.1 Vzorek ¢. 1

Tabulka 19: Latky v ¢erstvém vyluhu

karvon limonen viridiflorol piperiton
a-pinen B-pinen terpineol sabinen
isokaryofylen karyofylen oxid menthol menthon
cineol (eukalyptol) linalol pulegon
Tabulka 20: Latky v odstatém vyluhu
karvon linalol viridiflorol mint furanon
piperiton sabinen karyofylen oxid terpineol
menthyl acetat isomenthon pulegon cineol (eukalyptol)
a-pinen menthol menthon
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14.4.2 Vzorek ¢. 2

Tabulka 21: Latky v ¢erstvém vyluhu

linalol

mint furanon

piperiton

isokaryofylen

karyofylen oxid

cineol (eukalyptol)

menthol

menthyl acetat

menthon

Tabulka 22: Latky v odstatém vyluhu

linalol

mint furanon

terpineol

karyofylen oxid

menthol

14.4.3 Vzorek ¢. 3

menthyl acetat

menthon

cineol (eukalyptol)

m

Tabulka 23: Latky v ¢erstvém vyluhu

linalol

mint furanon

piperiton

karyofylen

karyofylen oxid

menthol

menthyl acetat

cineol (eukalyptol)

ledol

Tabulka 24: Latky v odstatém vyluhu

terpineol

isomenthon

linalol viridiflorol mint furanon terpineol
karyofylen oxid menthol menthyl acetat menthon
karvon isomenthon pulegon cineol (eukalyptol)
14.4.4 Vzorek ¢. 4
Tabulka 25: Latky v ¢erstvém vyluhu
linalol viridiflorol piperiton karyofylen oxid
menthyl acetat isomenthon limonen cineol (eukalyptol)

pulegon

terpineol

Tabulka 26: Latky v odstatém vyluhu

karvon

linalol

piperiton

menthol

menthyl acetat

menthon

cineol (eukalyptol)

pulegon
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14.45 Vzorek ¢. 5

Tabulka 27: Latky v ¢erstvém vyluhu

cineol (eukalyptol)

karvon

linalol

viridiflorol

piperiton

menthon

terpineol

Tabulka 28: Latky v odstatém vyluhu

menthol

menthyl acetat

karvon

linalol

viridiflorol

piperiton

menthol

menthon

isomenthon

terpineol
cineol (eukalyptol) pulegon

Z méteni plyne, ze v Cerstvém vyluhu je ptfitomno vice latek nez ve vyluhu odstatém. Tento
fakt byl zptisoben pravdépodobné tim, ze nejvice tékavé latky béhem stani vyluhu ze vzorku
vyprchaly. Taktéz se 1isi latky nasorbované na modrém a Sedém vlakné.



15 ZAVER

Cilem meéfeni bylo stanoveni obsahovych latek v maté. Pro méfeni bylo vyuzito 5 rlznych
matovych ¢aji. Byla provedena pouze kvalitativni analyza.

Vevsech vzorcich bylo zjisténo nékolik desitek latek s podobnosti vice nez 80 %. Latky
uvedené v tabulkach jsou latky specifické pro matu.

Me¢teni nebylo UpIn¢ spolehlivé, protoze vSechny typy meéfeni u kazdého vzorku byly
provedeny pouze jednou.

Podle zjisténych vysledkl se jednotlivé druhy Caje od sebe pftili§ nelisi. Pouzita mata byla
pravdépodobné péstovana, sbirana a susena pii podobnych podminkach.

Nejvice latek bylo nalezeno pii SPME suchych vzorkd. Nejméné latek bylo nalezeno
ve vzorcich po ¢isténi od chlorofylu nakolonach.
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17 PRILOHA

17.1 Ziskané chromatogramy

17.1.1 Extrakce do hexanu
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Obrazek 14: Vzorek & 2 — hexan
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Obrazek 16: Vzorek ¢ 4 —hexan
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Obrazek 17: Vzorek & 5 —hexan
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Obrazek 18: Vzorek ¢. 2 — petrolether
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Obrazek 19: Vzorek ¢. 4 — petrolether
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17.1.2 Destilace s vodni parou
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Obrazek 20: Vzorek ¢. 1
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Obrazek 21: Vzorek ¢. 2
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Obrazek 22: Vzorek ¢ 3
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Obrazek 24: Vzorek ¢. 5

17.1.3 SPME — suché vzorky
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Obrazek 25: Vzorek ¢. 1 (Sedé i modré viakno)
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Obrazek 27: Vzorek ¢. 3 (Sedé i modré viakno)
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Obrazek 28: Vzorek ¢. 4 (Sedé i modré viakno)
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Obrazek 29: Vzorek ¢. 5 (Sedé i modré viakno)

17.1.4 SPME — vyluh
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Obrazek 30: Vzorek ¢. 1 modré vidkno (Cerstvy a odstaty)




1.2e+008

1e+008 -

B8e+007 o

6e+007 -

4e+007 4

2e+007 o

o

Ly

Time (s)

T
400

T
500

TIiC

1 seda vvluh

TIC

1 seda odst

Obrazek 31: Vzorek ¢. 1 Sede viakno (Cerstvy a odstaty)
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Obrdazek 32: Vzorek ¢. 2 modré vidkno (Cerstvy a odstaty)
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Obrazek 33: Vzorek ¢. 2 Sedé viakno (Cerstvy a odstaty)
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Obrazek 34: Vzorek ¢. 3 modreé vidkno (Cerstvy a odstaty)
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Obrazek 35: Vzorek ¢. 3 Sede viakno (Cerstvy a odstaty)
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Obrdazek 36: Vzorek ¢. 4 modré vidkno (Cerstvy a odstaty)
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Obrazek 37: Vzorek ¢. 4 Sedé viakno (Cerstvy a odstaty)
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Obrazek 38: Vzorek ¢. 5 modré vidkno (Cerstvy a odstaty)
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Obrazek 39: Vzorek ¢. 5 Sede viakno (Cerstvy a odstaty)




