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ABSTRAKT

V piedlozené bakalarské praci byly analyzovany bylinné Caje, jejichz hlavnimi slozkami jsou
trezalka a medunka. V ramci feSeni bakalarské prace byly sledovéany jejich fyziologické
vlastnosti, chemické sloZzeni a vliv na zdravi ¢lovéka.

Prace se zabyva metodami izolace a identifikace silic z vybranych ¢aji pro uklidnéni
nervového systému. Pro izolaci silic jsou pouzity metody extrakce rozpoustédlem,
mikroextrakce tuhou fazi (SPME) a destilace vodni parou, a k identifikaci byla pouzita
plynova chromatografie (GC/MS). Izola¢ni metody pro ziskani silic z rostlinnych matric byly

v

posouzeny a jako nejvhodnéjsi izolacni technika byla uréena metoda mikroextrakce tuhou fazi
(SPME)

ABSTRACT

In the bachelor thesis, herbal teas, the main components of which are St. John's Wort and
Lemon balm, were analyzed. The physiological properties, the chemical composition and the
influence on human health were monitored.

Thesis deals method of isolation and identification of essentials oils from out of selected teas
to calm the nervous system. For isolation of essentials oils there are used methods solvent
extraction, solid phase microextraction (SPME) and steam distillation, for identification there
is gas chromatography (GC/MS). Isolation methods for obtaining essential oils from plant
matrices were assessed and the most appropriate isolation techniques was determined by solid
phase microextraction (SPME)

KLICOVA SLOVA
Fytofarmaka, silice, extrakce, extrakce pevnou fazi SPME, destilace vodni parou, plynova
chromatografie GC.

KEYWORDS
Phytopharmaka, essentials oils, extraction, solid phase extraction SPME, steam distillation,
gas chromatography GC.
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1 UVOD

Rie rostlin predstavuje obrovskou zasobarnu rtiznych biologickych aktivnich latek,
dulezitych pro ¢lovéka, protoze nékteré z nich mohou svou biologickou aktivitou ovliviiovat
lidsky zivot a lidsky organismus. Jejich vliv v§ak mize byt jak pozitivni, tak také negativni.
Extrakty z rostlin mohou byt obsazeny v celé fadé vyznamnych 1éCiv, avSak nutno si
uvédomit, ze mnoho rostlin obsahuje rovnéz prudké jedy. Po mnoho tisicileti se ¢lovek snazil
poznavat rostliny a znat jejich ucinky. V soucasnosti ¢lovék rostliny vyuziva v mnoha
podobéch, a to bud’ jako suroviny pro vyrobu potravin, nebo piimo jako potraviny, piipadné
jsou aplikovany jako krmivo pro hospodaiska zvitata. Nezastupitelné jsou samoziejmé rovnéz
v dekorativnim zahradnictvi a pfi ochran¢ a pii zlepSovani zivotniho prostiedi, nebo jako
fytofarmaka a suroviny pro vyrobu 1é¢ivych ptipravku.

Je zndmo, ze soucCasny zivot je plny stresu. Nékdy, kdyz se vratime domd, jesté¢ dlouho se
citime neklidni a vystresovani ze zazitkli za cely den. Dlouho nemtizeme usnout a rano se
citime unaven¢ a rozbité. Co s tim mizeme ud¢lat? Jak je mozné uklidnit nervovy systém? Je
skute¢né nutné jit k 1ékafi a nechat si neustale predepisovat prasky na spani? O vétSing
synteticky vyrobenych prasku na spani je znamo, Ze maji mnoho vedlejsich u¢inkd, jsou
prevazné navykové a pri¢inu nespavosti v podstaté nevyléci.

Ke snizeni nespavosti, nebo rovnou jako prostiedku ke snadnému usinani, je muizeme
aplikovat v jiné form&. Jsou to ruzné Caje pripravované piimo z léCivych rostlin, které
uklidiuji nervovy systém a napomahaji nam se uvolnit po stresu ziskaném v praci.
V soucasnosti jiz existuje znacné mnozstvi uklidilyjicich receptl na jejich piipravu, a proto si
jednoduse muzete vybrat takovy caj, ktery Vam nejlépe vyhovuje. Kromé uklidiiujicich
ucinkd na nervovy systém maji tyto caje fadu dalSich uzite¢nych vlastnosti a jejich 1é€ebny
ucinek se vztahuje na cely lidsky organismus.

Je tfeba poznamenat, ze Salek vhodného Caje vecer je pfijemny a piirozeny zpusob, jak se
uklidnit a uvolnit po t&Zkém pracovnim dni. Caje, které uklidiuji nervovy systém, pomahaji
déle odstranit zvySenou podrazdénost a jsou nepostradatelnym piipravkem pii nespavosti a
nervovém vycerpani. Velice vhodnymi ptipravky na pfirodni bazi jsou naptiklad NEOSPAN
a PERSEN.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Fytofarmaka

Fytofarmaka jsou 1é¢ivé piipravky, které se piipravuji z rostlin nebo z nékterych jejich ¢asti a
neobsahuji zadné synteticky pripravené latky. Je znamo, ze rostliny, ze kterych se pfipravuji
fytofarmaka, obsahuji vétsinou vice u¢innych obsahovych latek, a to na rozdil od synteticky
piipravovanych 1éCiv, ktera prevazné obsahuji pouze jednu ucinnou obsahovou latku.
Synteticka 1é¢iva byvaji v porovnani s fytofarmaky sice v mnoha piipadech pii 1écbé
ucinnéjsi, protoze obsahuji tuto obsahovou latku pievazné v Cisté podobé a vesmés také ve
vysSich koncentracich, avSak pro lidsky organismus se mohou stat navykovymi. Kromé toho
vétSinou obsahuji dalsi syntetické latky, které mohou podporovat vznik nezddoucich, ptipadné
vedlejsich ucinkd, které v ptipadé fytofarmak nebyvaji nijak vyrazné. Synteticka 1é¢iva mivaji
naopak vedlejsi u¢inky i pfi malém davkovani [1].

Fytofarmaka se vesmés pouzivaji pii podptrné 16¢bé pii t&z8ich formach onemocnéni. Casto
tvori také zaklad nékterych syntetickych 1éCiv. Pripravky rostlinného puivodu jsou velmi
vhodné zejména pii dlouhodobé aplikaci. Existuje mnoho ruznych bylin, které mohou mit
rovnéZz nezadouci dopad na lidsky organismus. Lze proto konstatovat, ze téméf na kazdé
onemocnéni lze aplikovat néjaké fytofarmakum, které mize mit pozitivni vliv pfi jeho 16¢bé.
Nutno si vSak uvédomit, Ze rostlina mize byt také jedem, nikoliv pouze lékem. Nékteré
byliny mohou obsahovat jedy, piedevsim alkaloidy, které ovliviuji télesné funkce a ptipadné
mohou poskodit plod u téhotnych Zen [1]. Proto je pfi jejich mozné aplikaci se dohodnout
s lékafem.

2.2 Caje uklidiiujici nervovy systém

V dnesni dobé si na b&zném trhu mizeme zakoupit velké mnozstvi riiznych &aji. Caje
muzeme rozdélit podle zplisobu zpracovani do ¢tyt zdkladnich skupin: ¢aje bil€, ¢aje Cerné,
Caje zelené a polozelené. Pti vybéru uklidiiujiciho ¢aje si musite vybrat Caje, které obsahuji
nejvyssi hladinu enzymil a Zivin. Tento poZadavek napiiklad spliiuje hefrméankovy €aj, matovy
¢aj, Caj z trezalky, levandulovy €aj, zazvorovy ¢aj a meduiikovy ¢aj. VSechny tyto Caje jsou
ucinné proti stresu a uklidiuji nervovy systém [2].

2.3 Vybrané byliny
2.3.1 Trezalka teCkovana (Hypericum perforatum)

Ttezalka je vytrvald bylina, 30 az 60 cm vysoka, s vétvenym plazivym oddenkem. Tiezalka
ma Cetné piimé a tuhé lodyhy se vstiicnymi listy. Lodyhy jsou na priiezu oblé a maji pouze
dva podélné uzké listy. Nekvetouci lodyhy jsou jednoduché a husté olisténé, kvetouci lodyhy
jsou v horni Casti vidli¢naté vétvené. Velky pocet ty¢inek je rozd€len na tii svazky, svrchni
semenik dozrava po oplozeni v Zlaznaté tobolky, které maji ¢etné, kratké, Sikmeé pryskyticné
nadrzky. Ttezalka kvete od ¢ervna do srpna. Celd rostlina musi byt olisténa. Svazuje se do
kytic a rozveéSuje se ve stinu, kde se rychle susi. Teplota pfi suSeni by neméla piesahnout
35°C [3],[4].[5]]6]-



Ttezalka teckovana je druhem nejvice rozsifenym v Evropé, severni Africe, v Asii a zasahuje
az do stfedni Sibife a na Altaj. Dobfe snasi sucho a je velmi rozsifena, a to jak v nizinach, tak
také ve vyssich polohéach; kvete pfevazné na slunnych mistech. Kromé trezalky teckované
roste v Ceské republice nékolik daldich druht. MiZeme zde objevit zejména Tiezalku
skvrnitou (H. maculatum Crantz) a Trezalku étyrkiidlou (H.tetrapterum Fries) [3],[4],[5][6].
V cCervenci a srpnu se sbira kvetouci nat’, ze které je izolovana droga Herba hyperici , ktera je
pouzivéana piedevs§im v lidovém lécitelstvi. Tato droga obsahuje z obsahovych latek zejména
katechinové ttisloviny, flavonové glykosidy (hyperosid, rutin, kvercitrin), silice a hypericiny,
pfipadné hoi¢iny (6 az 15 %) a fenolickd Cervena barviva s fotosenzibilizujicim ucinkem.
Obsah a pomér barviv zavisi na lokalité. Bylo prokazano, ze obsah tfislovin se v disledku
skladovani snizuje [2,3,4,5].

Ttezalka ptsobi pii 1écbé velmi pozitivné. Bylo prokazano, ze mé sedativni ucinky, zlepSuje
krevni ob¢h, zmiriiuje drazdéni a vyluovani zluce. Rovnéz je vybornym prostfedkem proti
prijymu. V minulosti byla aplikovana také pti ledvinovych a plicnich chorobéch, spaleninach,
astmatu a nechutenstvi. Dnes je tfezalkova nat’ soucasti 1écebnych caji, které se aplikuji pfi
nervovych obtizich v§eho druhu a zejména pti neklidném spanku [3],[4],[5][6].

2.3.1.1 Chemické sloZeni tiezalky

Ttezalka obsahuje celou fadu biologicky aktivnich latek. Z nich je nutné uvést predevsim
éterické oleje neboli silice (cineol, limonen, a-pinen, B-pinen), dale fenolické slouceniny,
flavonoidy (napt. hyperosid, quercetin, isoquercitrin, quercitrin, amentoflavon a rutin), dale
antrachinony, karotenoidy, kumarin, naftodianthrony (hypericin a pseudohypericin),
phlorogluciny (hyperforin), derivaty kyseliny chinové (kyselina chlorogenova), xanthony,
proanthokyanidiny, vitaminy a mineralni latky [7][8][9][10].

Obrazek 1: Trezalka teckovana (Hypericum perforatum)[11].



2.3.2 Meduiika lékai'ska (Melissa officinalis)

Meduiika 1ékaiskd je vytrvald, 2 aZ 1 cm vysoka bylina, s husté olisténou rozvétvenou piimou
lodyhou. Aromatické listy jsou vstiicné, fapikaté, vej€ité a hrubé pilovité. Kvete od kvétna az
do ¢ervna [3],[4],[5][6].

Je velmi rozsifena, vyskytuje se zejména ve stfedni a jizni Evropé, dale na Balkang, v Iranu,
Severni Africe, Severni Americe, na Ukrajing, na Kavkaze a ve stfedni Asii. Rostlinu mizeme
objevit na lesnich loukach, podél fek a také v blizkosti silnic. Vyzaduje slunnou polohu a dava
pfednost susSim stanoviStim. Pokud ma dobré podminky, vytvari velké mnozstvi nektaru.
Tyto rostliny se mohou sbirat az ttikrat za rok [3],[4],[5][6].

Sbira se list, ktery obsahuji silicné drogy Folium a Herba melissae. Silice jsou tékavé, a proto
za slunnych parnych dnd dochazi ke snizovani jejich obsahu. Listy se susi pfi teploté 35°C,
rozlozené v tenkych vrstvach. Ziskand rostlinnd droga maé citronovou vini, intenzivni
kotenitou chut' a zelenou az Sedozelenou barvu. U star§iho léciva dochazi ke sniZovani
obsahu silic, a proto se nedoporucuje pouzivat fytofarmaka obsahujici medunku star$i nez
jeden rok [3],[4].[5][6]

Meduika lékatrska ma také uklidiujici €¢inky. Mirn€ sniZuje krevni tlak, pomaha pii 1écbé
migrény a bolestech hlavy stressového pivodu. Vyuziva se rovnéz pii lécbé alergii,
nachlazeni a prijmt. Medunkovy c¢aj, ktery vypijeme, je schopen uklidnit télo 1 mysl a také je
vhodny pii lécbé poruch spanku a nervii. Rovnéz zpomaluje tep a snizuje krevni tlak. Proto se
dnes vétsinou vyuziva pii vyrobé riznych ¢ajovych smési [3],[4],[5][6].

2.3.2.1 Chemické sloZeni meduniky

Meduika obsahuje predevsim silice, a to az 0,1 %. Téchto silic je vSak v listech obsazeno
velmi malo, a proto je vyrobit toto fytofarmakum finanéné velmi nakladné; jeden litr stoji na
svétovém trhu cca 3000 euro. Hlavnimi obsahovymi sloZkami izolovanych silic jsou citral,
citronelal, citronellol, geraniol, dale az 4 % tfislovin, hoi¢iny, kyseliny hydroxytriterpenové,
napiiklad kyselina ursulova [3],[4],[5][6].

Obrazek 2:Meduiika lékariskda (Melissa officinalis)[12].
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2.4 Chemické sloZeni silic

Rostlinné silice jsou smési lipofilnich latek, které jsou odvozené od terpenoidi. V soucasnosti
jiz bylo identifikovdno vice nez 22 000 rozmanitych terpenoidl. Z chemického strukturniho
hlediska jsou na bazi acyklickych i cyklickych slou¢enin, dale uhlovodika a také sloucenin
obsahujicich atomy kysliku [13].

2.4.1 Monoterpeny

Monoterpeny tvoii deseti uhlikaté slouCeniny, které vznikly spojenim dvou izoprenovych
jednotek [13]. Podle zakladniho rozdéleni rozeznavame monoterpeny acyklické a cyklické.
Jiz bylo prokazano, ze v piirod¢ se vyskytuji bud’ jako uhlovodiky, ptipadné jako jejich
kyslikaté derivaty, tj. alkoholy, aldehydy a ketony [14] [15].

24.1.1 Acyklické alkoholy

CHs HaC  CHg CHs
\
OH |
CH,
| OH
H3C CHj H,C CHg H,C CHg

Obrazek 3: Geraniol, linalool, citronellol

Citronellol se nachazi v rizové a geraniové silici. Linalol je terciarni alkohol, ktery je hlavni
slozkou rtZzového oleje a ktery se v kyselém prostiedi presmykuje na dva geometrické
izomery, geraniol a nerol. Citronellol ma citronovou viini a pouziva se k parfémovani mydel
a také v potravinaiském primyslu [16].

2.4.1.2 Monocyklické alkoholy

CH; CH3

HO OH

H,C" CH, HyC" CH,
Obrazek 4: Menthol a thymol

Menthol je sekundarni alkohol se tfemi asymetrickymi atomy, ktery ma pét izomerd. Velky
vyznam ma predevSim V kosmetice. Thymol je monoterpenovy fenolovy derivat cymenu,
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ktery je izomericky s karvakrolem a obsazeny zejména v silici tymianu. Thymol je bila
krystalicka latka piijemné viiné a silnych antiseptickych vlastnosti [16].

2.4.1.3 Bicyklické alkoholy

CH,

CHj

Obrdzek 5: Eukalyptol a alfa - pinen

Eukalyptol je bezbarva kapalina vyskytujici se v ptirod¢. Eukalyptol je Vv nckteré literature
také znam napiiklad jako 1,8-cineol, cineol, limonenoxid a kajeputol. Eukalyptol je slozkou
oleje rostliny Eucalyptus globulus. Eukalyptol tvoii az 90 % esencialniho oleje nékterych
druht eukalyptového oleje [16]. Vyskytuje v kafrovniku 1ékarském, bobkovém listu, kajeputu
stiidavolistém, pelyiiku Cernobylu, bazalce pravé, rozmaryné lékaiské, Salvéji 1ékatskeé,
piipadné rovnéz v listech dalSich aromatickych rostlin. Eukalyptol ma typickou kafrovou viini
[16].

Alfa-pinen se nachazi v olejich mnoha druht jehli¢natych stromi, zejména borovic. Také je
pfitomen v esencialnim oleji rozmaryny (Rosmarinus officinalis). Racemicka smés je soucasti
nékterych olejt, napiiklad oleje eukalyptu [16].

2.4.1.4 Aldehydy

CH; H CHj
NS
o
H
o
HiC~ CHy HC™ ChH,
Obrazek 6: Citral a geranial
Citral je nejdulezitéjsi z terpenovych aldehydi. Vyskytuje se prevazné v silicich, a to zejména

v citronové, melisové a lemongrasové. Citral ma typickou citronovou vuni a piredev§im se
pouziva se k parfémovani mydel. Geranial je izomerem citralu [16].
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24.15 Ketony

CH,

Obrazek 7: Menthon

Menthon je soucasti silic obsaZzenych zejména v maté peprné, maté rolni, pelargoniich a
dalsich rostlinach. Menthon se pouziva k aromatizaci zubnich past. Ma viini maty a je horké
chuti [16].

2.4.2 Seskviterpeny

Seskviterpeny maji patnacti uhlikatou molekulu, sloZenou ze tii izoprenovych jednotek [13].
Farnesol je obsazeny v silicich mnoha rostlin, naptiklad v ruzi, ylang ylangu, jasminu,
pomeranovych kvétech nebo Vv citronové travé [17]. RovnéZz se nachazi v lipovém kvétu,
kterému dodava charakteristickou vini [16].

CHj CHj3 CHj3

N RN RN

HaC OH

Obrazek 8: Farnesol

2.4.3 Diterpeny

Diterpeny maji dvaceti uhlikatou molekulu, slozenou ze tii izoprenovych jednotek [13]. Fytol
je diterpenoid, ktery je v podob¢ esterti obsazen zejména Vv chlorofylu; vesmés se pouziva pro
syntézu vitamini K1 a E [18].

CH, CHg CHg CH,

HsC OH

Obrazek 9: Fytol
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2.4.4 Triterpeny

Triterpeny maji tficeti uhlikatou molekulu sloZzenou ze Sesti izoprenovych jednotek [13].
Prekurzorem biosyntézy triterpenti je skvalen, ktery se vyskytuje v organech Zivocichd;
napiiklad se nachazi v jatrech Zralokd. Zralo&i skvalen je vzacngj§i a jeho cena je velmi
vysoka, a proto se pievazné vyuziva skvalen izolovany z rostlin. Vyskytuje se piedev§im v
olivovém oleji (az do 1 %) a také v pSeni¢nych a ryzovych otrubach [19].

CH, CH, CH,

HsC = = = = = CHs

Obrazek 10: Skvalen

2.45 Tetraterpeny

Tetraterpeny maji Ctyficeti uhlikatou molekulu sloZzenou z osmi izoprenovych jednotek [13].
Tetraterpeny jsou obsazeny predevsim V rostlinaich ve formé barviva karotenoidi. Beta-
karoten slouzi jako zdroj vitaminu A. Puasobi také jako antioxidant, protoze pomaha
neutralizovat volné radikaly. Skvalen, ktery se vyskytuje u zivocicht, je obsazen v jatrech
zralokt, kde bé&hem probihajicich metabolickych procestt v organismu tvoii reaktivni
molekuly Chyba! Nenalezen zdroj odkazii..

Obrazek 11:8-karoten

2.4.6 Polyterpeny

Polyterpeny maji také Ctyficeti uhlikatou molekulu, sloZzenou rovnéz z osmi izoprenovych
jednotek [13].

Ptirodni kaucuk je polyterpen, ziskavany ze stromu kauc¢ukovniku (Hevea brasiliensis) [20].
Je elasticky a nekrystalicky, protoze ma na dvojnych vazbach konfiguraci cis [13].
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H3C CH3

HeC

Obrazek 12: Prirodni kaucuk

2.5 METODY PRO IZOLACI SILIC - EXTRAKCE

2.5.1 Destilace s vodni parou

Metoda, které je nejéastéji pouzivana pro izolaci silic z rostlinnych matric, je destilace s vodni
parou. Pomoci této destilace s vodni parou ziskavame slouceniny, které jsou vesmés malo
rozpustné ve vod¢ a pii bodu varu maji velmi vysoky tlak nasycenych par. Princip destilace
s vodni parou je nasledujici: vzorek se umisti do vétsi destilaéni banky a pii zahtivani se
destiluji analyty spolu s vodni parou; Vv centralni ¢asti destila¢niho zafizeni kondenzuji na
chladic¢i. Na stejném chladi¢i kondenzuji také pary destilovaného extrakéniho ¢inidla a tak zde
dochazi k extrakci. Kondenzat stéka po sténach chladice a v centralni ¢asti se oddéluje t&€zsi
vodna faze od lehéi faze organické. Uéinnost extrakce zavisi na spravném vybéru extrakéniho
¢inidla. Volbou spravného extrakéniho ¢inidla 1ze dosdhnout vysoké ucinnosti extrakce.
Extrak¢éni ¢inidlo by mélo mit nejmensi teplotu varu a podobnou polaritu jako sledované
slozky. Vyhodou této metody je to, Ze se do extraktu nedostavaji extrahovatelné balastni
latky, naptiklad vosky, tuky a detergenty [22][23]Chyba! Nenalezen zdroj odkazii..

2.5.2 Mikroextrakce tuhou fazi —- SPME

Mikroextrakce tuhou fazi (Solid Phase MicroExtraktion - SPME) je jednoducha a G¢inna
sorpéné/desorpéni technika, slouzici k izolaci a zakoncentrovani analytu. Metoda SPME se
pouziva jak pro kvalitativni, tak také pro kvantitativni stanoveni. SPME metoda poskytuje
linearni kalibra¢ni kiivku v Sirokém koncentraénim rozmezi. Volbou vhodného typu vldkna
1ze dosahnout reprodukovatelnych vysledka i pro velmi nizké koncentrace analyti [24].

Ptistroj SPME je velmi jednoduché zatizeni. Z hlediska posouzeni vzhledu vypada jako
modifikovand injek¢ni stiikacka, ktera se skladd z drzdku vldken a vladknové casti, kterd
obsahuje 1-2 cm dlouhé zasouvaci SPME vlakno [26].

Vlakno z taveného kiemene je pokryté zakotvenou fazi, kterou tvofi tenky polymer, naptiklad
polydimethylsiloxan (PDMS). Vlakno je ponofeno do kapalného vzorku nebo muize byt
umisténo nad kapalny vzorek do prostiedi nasyceného tékavymi analyty. Existuji dva zptsoby
extrakce. Prvni zpusob je ptima SPME, ktera ma zkratku DI-SPME (Direct Immersing
SPME). U této metody dochazi piimo k ponofeni vldkna do vzorku. Druhd metoda je
headspace (HS-SPME). Pro tékavé latky je vhodnéjsi analyza headspace, kde nasorbované
vlakno miize byt nasledné pfipojeno ptimo k GC s hmotnostnim detektorem (GC / MS). Pro
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polarni a netékavé vzorky je nejvhodnéjsi piimé ponoteni (DI-SPME). Vzorkovaci vlakna
mohou byt pouzita né¢kolikrat, v literatuie se nékdy uvadi napiiklad stovky analyz v ptipadé
HS-SPME a deset pouziti v piipadé DI-SPME. Po urc¢itou dobu probihd sorpce na pevnou
fazi. Po odbéru vzorku se vlakno zasune do kovové jehly (pro mechanickou ochranu) a dal§im
krokem je pfenos analytu sorbovaného na vlakno do chromatografu. Techniky HS-SPME a
DI-SPME lIze pouzit v kombinaci s libovolnymi GC, GC / MS nebo HPLC a HPLC / MS
systémy [26].

Extrakéni postup pfi DI-SPME Extrakeni postup pfi HS-SPME
l l SPME [ 9l
SPME f f . i ] A
2 I drZak |
drzak
: e «; i
ochranna . ochranna ol
jehla l jehla ¢ ‘
i "m] (I !lll": L i
vzorek § E vzorek # | —
l |
B i sin aiw
plotynka ¥ plotynka
Proniknuti EAPOZlCE Vtahnuti Proniknuti Expozice Vtahnuti
septem viakna viakna/premisténi septem vidkna  vldkna/pfemisténi

Obrazek 13: Extrakéni postup pri DI-SPME a HS-SPME [27].

2.6 METODY POUZITE PRO IDENTIFIKACI
2.6.1 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie je analytickd metoda, ktera je zaloZena na distribuci mezi dvéma
heterogennimi fazemi. Jedna faze je nepohybliva (stacionarni) a druha faze je pohybliva
(mobilni). Obvykle tvofi nepohyblivou fazi sorpéné aktivni latka, jako pohybliva faze slouzi
prevazné plyn. Tato analytickd metoda je velmi citlivé, jednoducha a vyznacuje se velkou
separa¢ni ucinnosti. Pomoci plynové chromatografie miizeme identifikovat a stanovit latky
nejen plynné, ale také latky kapalné a pevné [28].

Plynova chromatografie umoziuje kromé vyuziti v analytické chemii sledovat také sorp¢ni
déje, katalytické procesy, urovat termodynamické veli¢iny, sledovat mechanismus a kinetiku
probihajicich reakci a difuzni pochody 0.

2.6.1.1 Aparatura a pracovni postup
Mg¢feni se provadi na pfistroji, jehoz hlavni ¢asti jsou: zdroj a regulator proudu nosného

plynu, davkovaci systém, kolona umisténa v termostatu, termostaty pro davkovac a kolonu,
detektor, zapisova¢ a vyhodnocovaci systém [28].
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Ze zdroje plynu prochazi plyn systémem ¢isticiho a regula¢niho zafizeni, které zbavuje plyn
nezadoucich piimési a kysliku; pritok nosného plynu je pomoci tohoto regulatoru udrzovan
konstantni. Jinymi slovy, pocet molt plynu prochazejici kolonou za jednotku cCasu je
konstantni. Davkovaci systém umoziiuje, aby pfesné mnozstvi vzorku bylo vlozeno na
kolonu. Nasledné potom dochazi na kolon¢ k rozd¢leni smési latek na jednotlivé slozky [28].
Existuji dva typy kolon, napliové a kapilarni kolony. Napliova kolona je trubice o priméru 1
a 3 mm, ktera je naplnéna tuhou stacionarni fazi nebo tuhym nosicem, ktery je pokryt vrstvou
kapalné stacionarni faze. Napliové kolony jsou obvykle kovové a sklenéné. Kapilarni kolona
je tenka sklenéna trubice 0 pruméru 0,1-6 um, ktera vyuziva jako nosice stacionarni faze svou
vnitini sténu. Kapilarni kolony jsou vétSinou kiemenné a sklenéné. Jednotlivé slozky jsou
proudem nosného plynu po separaci pievadény z kolony do detektoru, ktery potom poskytuje
signdl Chyba! Nenalezen zdroj odkazii..

Na zéklad€ urcitych vlastnosti lze pro analyzu pouzit nékolik typt detektord. Nejcastéji
pouzivanymi detektory jsou tepelné-vodivostni detektor (TCD), plamenovy ionizaéni detektor
(FID), detektor elektronového zachytu (ECD) nebo argonovy detektor, piipadné detektor
hmotnostni. Vyhodnocovani se provadi pomoci software ChemStation, ktery je soudasti
vyhodnocovaciho zatizeni umisténého v pocitaci. Davkova¢, kolona a detektor musi byt vzdy
termostatovany [28] [31].

o
y

[ —

Obrazek 14: Blokové schéma plynového chromatografu [32].

1-zdroj nosného plynu, 2-Cistici zatizeni, 3-regulacni zafizeni, 4-kolona,
5-davkovac, 6-termostat, 7-detektor, 8-zapisovac, 9-vyhodnocovaci zafeni.

Vysledkem méfeni je graficky zaznam, tzv. chromatogram. Chromatogram vyjadiuje
zavislost signalu detektoru na cCase nebo na mnozstvi plynu proslého kolonou [28].
Z chromatogramu muizeme ziskat informace o G¢innosti déleni slozek smési, o kvalitativnim,
ptripadn¢ kvantitativnim zastoupeni slozek ve smési 0.

17



2.6.2 Hmotnostni spektrometrie

Zakladatelem hmotnostni spektrometrie je Sir Joseph J. Thompson (1856-1940). V roce 1911
dokazal J. J. Thompson rozliSit izotopy neonu pomoci prvniho hmotnostniho spektrometru.
Hmotnostni spektrometr se sklada ze tii zakladnich ¢asti, tj. iontového zdroje, hmotnostniho
analyzatoru a hmotnostniho detektoru [33].

Hmotnostni spektrometrie (mass spektrometry) je metoda zaloZzena na méfeni poméru
hmotnosti m a naboje z analyzované latky. Po nastfiku vzorku dochazi k ionizaci a molekula
ziskava naboj. Nasledn¢ dochdzi k separaci nabitych ¢astic v hmotnostnim analyzatoru, a to
podle jejich poméru m/z. Na detektor potom dopadaji Castice. Vysledkem toho méfeni je
hmotnostni spektrum. Na ose x jsou zobrazena jednotlivd m/z a na ose y intenzita ionti o
daném m/z [33].

lontovy motnostni
~ ¢ ﬁ > Detektor
zdroj nalyzator

Obrazek 15: Schéma hmotnostniho spektrometru [33].

2.6.2.1 lonizaéni techniky

Ioniza¢ni techniky délime na tzv. tvrdé a mékké. NejCastéji se pro ionizace biomolekul
pouzivaji ionizace elektrosprejem (ESI — electrospray ionisation) a ionizace laserem za
piitomnosti matrice (MALDI — matrix-assisted laser desorption/ionization). Tyto metody patii
mezi mekké ioniza¢ni techniky [35].

Elektrospray ionizace (ESI) je ioniza¢ni technika, ktera se pouziva pro malé a velké mnozstvi
molekul, jako jsou peptidy, proteiny, organokovové slouc¢eniny a polymery. Zdroj ESI pracuje
pfi atmosférickém tlaku. Roztok vzorku se vstfikuje z malé trubice do silného elektrického
pole v pfitomnosti toku teplého dusiku, ktery napomahéd desolvataci. Vzniklé kapicky se
odpafuji v prostfedi udrzovaném ve vakuu né¢kolika torri, které zplisobuji, ze naboj na
kapkach vzrusta. Vicenasobné nabité ionty pak vstupuji do analyzatoru [35].

Vzorek pro MALDI je rovnomérné misen ve velkém mnozstvi matrice. Matrice absorbuje UV
zareni a pfeménuje je na tepelnou energii, a nasledné v elektrickém poli putuje k detektoru
[35].

2.6.2.2 Hmotnostni analyzatory
Hmotnostni analyzatory jsou meéfice doby pruletu iontd (TOF), iontové pasti (IT) a
kvadrupoélové analyzatory (Q) [36].
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Kvadrupély jsou slozeny ze Ctyt paralelnich kovovych tyci, které tvoii elektrické pole. Vzdy
dvé protilehlé tyCe jsou pfipojeny ke stejnému napéti se stejnosmernou a stiidavou slozkou.
Kvadrupél propousti ionty jen o uritém m/z, a t0 zménou napéti v tyCich. Pro analyzu
anorganickych a lehce nebo stfedn¢ té€Zkych organickych slouéenin jsou pouzivany
kvadrupoly [37].

Hmotnostni spektrometr ¢asového priletu (TOF) je analyzator, ktery urychluje ionty pomoci
impulsu. lonty jsou zrychleny tak, aby mély stejnou kinetickou energii pfedtim, neZ vstoupi
do oblasti bez volnych poli, znamé také jako letova trubka. Analyzatory TOF odd¢€luji ionty
casem bez pouziti elektrického nebo magnetického pole. V surovém smyslu je TOF podobny
chromatografii, pouze s vyjimkou toho, Ze neexistuje zadna stacionarni / mobilni faze. Misto
toho je oddéleni zalozeno na kinetické energii a na rychlosti ionta [37].

Iontova past se sklada piedev§im z prstencové stiedni elektrody a dale ze dvou kruhovych
elektrod s hyperbolickym prifezem [37].

Analyzatory iontl zachytavaji oddélené ionty na zaklad¢ jejich hodnoty m/z. Zachycuji ionty
po urc¢itou dobu v centralni komote, nez postupné tyto ionty uvolni na zakladé jejich hodnot
m/z, ¢imz vytvoii hmotnostni spektrum. Analyzatory iontovych pasti vykazuji lepsi citlivost v
porovnani s kvadrup6ly. Iontové pasti jsou stabilni, citlivé a nejsou pfili§ finanén¢ nékladné

[37].

2.6.2.3 Detektor

Detektor je posledni ¢asti hmotnostniho spektrometru. Ionty dopadajici na detektor vytvaii
elektricky proud umérny jejich mnozstvi. Detektor nasledné¢ poskytuje signal, ktery je
zaznamenan v pocitaci. Mezi nejznaméjsi detektory patii Faradaytv detektor a elektronovy
nasobic [38].

2.6.3 Tandemova technika GC/ MS

Plynova chromatografie (GC nebo GC/MS) je jednou z ptednostné pouzivanych technik
V environmentalni analyze. V tomto ptipad¢ probiha tepelnd desorpce analytu v horkém GC
injektoru. Chromatografie a detekce probihaji béznym zptisobem. Vybér mezi vzorkovanim a
chromatografii zavisi pfedev§im na polarité a volatilit¢ analytd [26].

Analyza dat se provadi technikou obraceného hledani v knihovné. Vyhoda metody spoéiva v
tom, ze muzeme zaroven analyzovat dvé i vice latek eluovanych soucasné. Pocita¢
identifikuje ur¢ity zaznam, ktery zlstane Vv paméti a odeCte jej od tdaji nové analyzy.
Nevyhodou je to, Ze nemizZeme lokalizovat ani identifikovat latky, které nejsou
zakomponovany do paméti poc¢itace Chyba! Nenalezen zdroj odkazi..

Kombinace plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC/MS) se pouziva zejména

v kriminalistice a soudnim Iékaistvi, dale ve farmaceutické stopové analyze a ve stopové
analyze kontaminantii obsazenych v potravinach [39].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

Pro stanoveni obsahovych latek byly pouzity ¢tyfi rizné druht ¢aju a tobolky pro uklidnéni

nervového systému.

Byly analyzovany tyto druhy c¢aju:

Tabulka 1: Pouzité caje

w

Caj Slozeni Vyrobce
Trezalka nat Hyperici herba (Ttezalka nat) Leros
Meduiika lékarska nat’ Melissa officinalis (meduiikova | Leros
nat’)
Balzam na nervy Melissae herba (medunka list), | Oxalis
Mentha piperita (mata list),
(muCenka  nat), Lavandula
(levandule kvét).
Nervova ¢ajova smes Valerianae radix  (kozlikovy | Megafyt Pharma

koten)

Melissae herba (medutikova nat’)
Menthae piperitae herba (nat
maty peprné)

Foeniculi  fructus  (fenyklovy
plod)

Kromé té€chto ¢ajii byla analyzovana tableta lécebného piipravku Persen Forte, vyrobce
Sandoz, ktera obsahuje Valerianae extractum siccumi (suchy kozlikovy extrakt), Melissae
folii extractum siccum (suchy medunkovy extrakt) a Menthae piperitae folii extractum siccum
(suchy extrakt z listu maty peprné).

3.2 Pristroje, pracovni pomicky, roztoky a chemikalie

3.2.1 Pristroje

e analytické vahy (SARTORIUS)
e plynovy chromatograf AGILENT TECHNOLOGIES 6890N (USA)

e modré SPME vlakno PDMS/DVB, 65 um, Fused Sillica/SS

e Sedé SPME vlakno DVB/CAR/PDMS, 50/30 pm, Stable Flex/SS (1cm)
e hmotnostni spektrometr Pegasus |11, firma LECO (USA)
e magnetickd micha¢ka MK 418, fy NUVE
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3.2.2 Pracovni pomucky

e kadinky

e nalevky

e vialky 10 ml

e Dpipety

e filtra¢ni papiry
e stojan

e drzéky

e michadlo

e topné hnizdo

e destilacni banikka 1000 ml se zdbrusem

e specialni destiladni nastavec (podle Ceského 1ékopisu 2002)

3.2.3 Chemikalie a roztoky

e ethanol fy MERCK

e petrolether fy MERCK

e hexan fy SIGMA- ALDRICH

e siran sodny bezvody fy PENTA
e silikagel fy SIGMA- ALDRICH
e helium, 6.0

3.3 Pracovni postupy
3.3.1 Extrakce do hexanu

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,5 g kazdého vzorku. Vzorek byl kvantitativné
pieveden do vialek o objemu 12 ml. K ptipravenym vzorkim bylo nepipetovano 10 ml
hexanu. Takto ptipraveny vzorek byl ponechan cely den (24 hod.) v chladnici; potom byly
extrakty prefiltrovany pres filtracni papir a opét uchovavany v chladnici az pro nasledujici
analyzu.

3.3.2 Odstranéni chlorofylu pomoci silikagelu

Extrakty ziskané pomoci extrakce do hexanu byly zahus$tény dusikem. Pro zahusténi vzorkd
byla pouzita jehlova odpafovacka. Na pocatku preanalytické metody byla piipravena kolona.
Kolona byla naplnéna hexanem a potom byl postupné pfisypavan a sklepavan aktivovany
silikagel, a to az do pfedem urcené vysky (25 — 30 cm). Nakonec byl ptrebytecny hexan
odkapan z kolony. Pomoci Pasteurovy pipety byly na pocatek piipravené kolony se
silikagelem naneseny vzorky. Po naneseni extraktu ze vzorku bylo pfidano 5 ml hexanu. Az
se veskery hexan vsakl na silikagelovou kolonu, bylo ptidano 10 ml hexanu, ktery byl potom
odkapan do vialky o objemu 12 ml. Na kolonu bylo piidano 5 ml petroletheru a po jeho
odkapani bylo ptidano jesté 10 ml petroletheru, ktery byl odkapan do vialky o objemu 12 ml.
Vsechen extrakt umistény ve vialkach byl vysusen pomoci dusiku. Potom byl do vialek
napipetovan 1 ml hexanu. Pomoci Pasteurovy pipety byly do vialek piemistény vSechny
extrakty, které byly pfipraveny pro analyzu plynovou chromatografii.
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3.3.3 Plynova chromatografie a hmotnostni spektrometrie (GC-MS)

Vsechny extrakty z c¢aji byly proméfeny na plynovém chromatografu s hmotnostnim
spektrometrem jako detektorem (GC/MS-TOF).

Pracovni podminky pro analyzu plynovou chromatografii:
GC/MS-TOF (Agilent Technologies 6890; Network GC System)
Kolona: HT-5 (28 m x 0,25 mm; 0,25 pum).

Nastiik splitless; SPME; He 1 ml-min,

250° C inlet

Teplotni program: 40° C po dobu 1 min; 25° C/min do teploty 300 °C;

Pracovni podminky hmotnostniho spektrometru
Rozmezi hmot 20 — 550.

Scanovaci rychlost 10 sp/s.

Napéti na detektoru 1800 V.

Teplota iontového zdroje 250° C.

Software: LECO® ChromaTOF optimalized for Pegasus I11.

Obrdzek 16: Pristroj GC-MS

3.3.4 Destilace s vodni parou

Byla sestavena aparatura pro destilaci s vodni parou (Obrazek 17: Destila¢ni aparatura). Do
banky o objemu 1000 ml bylo navazeno 5 g Caje, vlozeny varné kaminky a ptidano 250 ml
destilované vody. Do destilaéniho néstavce byla nepipetovana destilovanad voda a ptidany 2
ml hexanu. Obsah byl pfiveden k varu a destilace probihala dvé hodiny. Po ukonéeni destilace
byla vodni faze odstranéna a hexanova faze byla kvantitativné pievedena do vialky o objemu
4 ml. Pro odstranéni zbytkii vodné faze byl nasledné pouzit siran sodny bezvody. Malé
mnozstvi siranu bylo rovnéz ptidano do vialky. Po usazeni vrstvy siranu byla hexanova faze
odpipetovana do vialek uréenych pro analyzu plynovou chromatografii.
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Obrazek 17: Destilacni aparatura

335 GC-MS

Podminky pro plynovou chromatografii a hmotnostni spektrometrii byly nastaveny stejné,
jako pfii analyze vzorki po vyc¢iSténi na silikagelovych kolonéach.

3.3.6 Mikroextrakce na tuhou fazi (SPME) — suchy vzorek

Obsah c¢ajového sacku byl nasypan do vialky. Dale byla vialka na 10 minut umisténa do
susarny vyhtaté na teplotu 50 °C. Po vyjmuti vialky ze susarny bylo pfes septum vsunuto
vlakno pro SPME a absorpce probihala 20 minut pfi laboratorni teploté. Pro vSechny vzorky
bylo pouzito jak modré, tak také Sedé vlakno.

3.3.7 GC-MS
Vlakna byla ruéné umisténa do plynového chromatografu (Obrazek 18: Vlakno SPME).
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Obrazek 18: Vidakno SPME

3.3.8 Mikroextrakce na tuhou fazi (SPME) — vyluhy z ¢aji

Byl uvafen ¢aj podle navodu na obalu. Cast ¢aje bylo pielito do velké vialky. Pfes septum
bylo do vzorku ponotfeno vlakno pro SPME a za stalého michani na magnetické michacce
probihala po dobu 20 minut sorpce. Potom byl vzorek ponechan V laboratofi a po tfech
hodinach bylo vlakno pro SPME znovu bylo ponofeno do vialky. Byla provedena sorpce
na Sedé i na modré vldkno. Vsechny ¢aje byly vyluhovany ve 250 ml vrouci vody.

4 VYSLEDKY A DISKUSE

Pomoci metody GC-MS byly analyzovany vSechny vzorky. Pro identifikaci latek byla pouzita
databaze NIST. Na zaklad¢ literarni reSersSe byly vybrany analyty, které bézn¢ obsahuji silice
vybranych bylin. Vysledky identifikovanych/stanovovanych latek jsou uvedeny v tabulkach a
na chromatogramech, které jsou prezentovany v piilohach. Latky byly stanoveny metodou
GC/MS s chromatografickym zaznamem TIC.

4.1 Silice ziskané destilaci vodni parou

V tabulkach (Tabulky 2-5) jsou uvedeny zakladni udaje o identifikaci obsahovych latek
pritomnych v silicich izolovanych z danych vzorku destilaci s vodni parou. Z vysledkia
vyplyva, Ze v silici izolované z rostliny Meduika lékai'ska nat’ byl nalezen B-citral.

V silicich izolovanych z ¢aje ,, Tfezalka nat, Balzam na nervy, Nervova ¢ajova smés se po
izolaci pomoci destilace s vodni parou podafilo identifikovat tyto obsahové latky: alfa-pinen,
estragol, levomenthol, humulen, caryophyllen. Z vysledkti vyplynulo, ze se jedna o latky,
které se rovnéz obvykle vyskytuji vsilicich. Ze vSech ziskanych vysledkl je ziejmé, Ze
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pomoci této metody lIze izolovat a nasledné identifikovat i takové obsahové latky, jako je
thymol a phytol.

Pomoci metody destilace vodni parou byly u ¢aju ,,Tiezalka nat* identifikovany nasledujici
obsahov¢ latky, které jsou pro pichlednost uvedené v tabulce 2.

Tabulka 2: Vysledky stanoveni obsahovych latek v caji ,, Trezalka nat’™

alfa-pinen thymol levomenthol caryophyllen

estragol humulen spathulenol carvon

b[13

Pomoci metody destilace vodni parou byly u ¢aju ,,Meduiika 1ékaiska nat* identifikovany
nasledujici obsahové latky, které jsou pro piehlednost také prezentovany v tabulce 3.

Tabulka 3: Vysledky stanoveni obsahovych latek v caji ,, Medunka lékarska nat’™

alfa-pinen thymol levomenthol caryophyllen
estragol humulen alfa-copaen phytol
B-citral

Pomoci metody destilace vodni parou byly u caju ,,Balzam na nervy“ identifikovany
nasledujici obsahové latky, které jsou prezentovany v tabulce 4.

Tabulka 4: Vysledky stanoveni obsahovych latek v ¢aji ,, Balzam na nervy *

alfa-pinen copaen spathulenol caryophyllen

eucalyptol thymol phytol eugenol

Pomoci metody destilace vodni parou byly u ¢aji ,,Nervova Cajova smés* identifikovany
nasledujici obsahové latky, které jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5: Vysledky stanoveni obsahovych latek v caji ,, Nervovd cajovd smés “

alfa-pinen estragol 3-octanol caryophyllene
eucalyptol menthyl acetat phytol L-Fenchone
4.2 SPME

Pomoci izolace silic metodou SPME byly u ¢aju ,,Trezalka nat* identifikovany nasledujici
obsahové latky, které jsou uvedeny v tabulce 6. Modfe podbarvené latky byly zjistény pouze
pomoci modrého vlakna a $Sedé pouze pomoci vlakna Sedého. Latky, které nejsou oznaceny
zadnou barvou, byly izolovany pomoci obou vlaken.
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Tabulka 6:Vysledky stanoveni obsahovych latek v caji ,, Trezalka nat’**

Nazev Suchy vzorek Vafeny Caj Vyluh 3h

Caryophyllen +

Citronellal

Estragol

alfa-Pinen

(R)-citronellol

Carvon

Menthyl acetat

L-Menthon

+ |+ [+ |+ |+
+ |+ [+ |+ |+

Levomenthol

Isopulegol

Limonen

Germacren D

Ledol

e e I e R e e e I e I O e

Copaen

Geraniol

Linalool

+ |+ |+ |+

Thymol

Eugenol

Z této tabulky dale vyplyva, Ze pomoci vSech tii postupi byly vesmés identifikovany copaen,
I-menthon, carvon, estragol, (R)-citronellol, menthyl acetat. Z vysledka ziskanych pro suchy
vzorek Caje je zfejmé, ze tento Caj obsahuje jako hlavni slozku obsahovou latku pfitomnou
zejména v tiezalce - citronellal. Z tabulky rovnéz vyplyva, ze v caji ,,Tiezalka nat* bylo
identifikovano vice obsahovych latek, z nichz nékteré se od sebe lisi jak strukturou, tak
rovnéz polohou substituentu.

Pomoci metody SPME u ¢ajt ,,Medunka 1ékatska nat* byly identifikovany nasledujici latky,
které jsou uvedené v tabulce 7. Modfe podbarvené latky byly zjistény pouze pomoci modrého
vldkna a Sedé pouze pomoci vlakna Sedého. Latky, které neoznaceny Zadnou barvou byly
zjistény po izolaci prostiednictvim obou vlaken.

Z tabulek vyplyva, ze pomoci tiech postupii byly vesmes identifikovany citronelal, estragol,
isopulegol. U vafeného Caje a u Caje, ktery byl ponechan tii hodiny odstaty v laboratofi bylo
zjisténo, Ze uobou caju byly jako dulezit¢ obsahové slozky prokazany obsahové latky
izolované z medunky, tj. cis-geraniol a citral. Z tabulky je rovnéz ziejmé, Ze u Caje ,,Medurka
lékarska nat* bylo identifikovano vice obsahovych latek, z nichz nekteré se od sebe lisi
strukturou a polohou substituentu.
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Pomoci metody SPME u ¢aju ,,Balzam na nervy* byly identifikovany nasledujici obsahové
latky, které jsou uvedené v tabulce 7. Modie podbarvené latky byly zjistény pouze po izolaci
pomoci modrého vlakna a $edé pouze pomoci vlakna Sedého. Latky, které nejsou v tabulce

oznac¢eny Zadnou barvou, byly izolovany pomoci obou vlaken a nasledné identifikovany.

Tabulka 7:Vysledky stanoveni obsahovych latek v caji ,, Medurnika lékarska nat'™

Nazev

Suchy vzorek

Vareny ¢aj

Vyluh 3h

Caryophyllen

Citronellol

+

Estragol

+

alfa-Pinen

+

Carvon

+ |+ [+ |+

Menthyl acetat

L-Menthon

Levomenthol

Isopulegol

+ |+ [+ |+ |+

Copaen

Cis-Geraniol

Linalool

Thymol

Eugenol

Humulen

Pulegon

4-Bourbonen

L-Fenchon

+ |+ |+ |+

Eucalyptol

Thujon

Citral

Tabulka 8: Vysledky stanoveni obsahovych latek v ¢aji ,, Balzam na nervy “

Nazev

Suchy vzorek

Vareny ¢aj

Vyluh 3h

Estragole

+

a-Pinene

+

Menthyl acetate

L-Menthone

D-Limonene

+ |+ |+ |+

Copaene

Thymol

Eucalyptol

Pulegone
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Humulene

Pyridine

4-Bourbonene

Coumarin +

Glycerin

Z tabulky 8 vyplyva, ze prostfednictvim vSech tfi postupt byly v ¢aji ,,Balzam na nervy*
vesmes identifikovany alfa-pinen a eucalyptol. Z tabulky je ziejmé, ze bylo identifikovano
vice obsahovych latek, z nichz nekteré se od sebe lisi strukturou a polohou substituentu. U
Caje, ktery byl ponechan 3 hodiny odstat v laboratofi, byl navic identifikovan glycerin.

Pomoci metody SPME byly u ¢aji ,Nervova Cajova smés™ identifikovany nasledujici
obsahové latky, které jsou uvedeny v tabulce 9. Modfe podbarvené latky byly zjistény pouze
pomoci modrého vlakna a $edé pouze pomoci vlakna Sedého. Latky, které nejsou oznaceny
zadnou barvou, byly z ¢aje izolovany pomoci obou vlaken.

Tabulka 9: Vysledky stanoveni obsahovych ldtek v Caji ,, Nervovad ¢ajova smés “

Nazev Suchy vzorek Vareny Caj Vyluh 3h

Caryophyllene +

Estragole

a-Pinene +

Menthyl acetate

L-Menthone

Levomenthol + 4

Isopulegol

Linalool +

L-Fenchone

Eucalyptol +

Thujone +

Citral

B-Citral

Citronellol

Isovaleric acid

Germacrene D

Limonene

3-Octanol +

Methyleugenol +

Z tabulky 9 dale vyplyva, ze pomoci vsech tii izola¢nich postupt byly v extraktech vesmés
identifikovany eucalyptol a alfa-pinen. U vafeného ¢aje, ktery byl ponechan 3 hodiny odstaty
Vv laboratofi, bylo po analyze zjisténo, ze tato smeés obsahuje jeste linalool. Rovnéz je ziejmé,
ze tento vyluh obsahuje dalsi dilezité obsahové latky pritomné v medunce, jako jsou citral, -
citral a citronellol. Ztabulky také vyplyva, Ze v ¢aji ,Nervova cCajova smés” bylo
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identifikovano vice obsahovych latek, z nichz nékteré se od sebe 1isi pouze strukturou a

polohou substituentu.

Pomoci metody SPME byly u tablety ,,Persen Forte* identifikovany nasledujici obsahové
latky, které jsou rovné€Z prezentovany V nasledujici tabulce 10. Modie podbarvené latky byly i
Vv tomto piipad¢ izolovany pouze pomoci modrého vldkna a Sedé¢ pouze pomoci vlakna
Sedého. Latky, které nejsou oznaceny zadnou barvou, byly izolovany z matrice a nasledné

identifikovany pomoci obou vlaken.

Tabulka 10: Vysledky stanoveni obsahovych ldtek v tableté ,, Persen Forte

alfa-Pinen

Caryopyllen

L-Menthon

Humulen

Guajol

Ledol

Endo-Borneol

alfa-Terpineol

Z tabulky 10 vyplyva, ze pomoci modrého vlakna se podaftilo izolovat guajol a ledol.
Prostiednictvim Sedého vlakna byly z tablety ,,Persen Forte* izolovany |-menthon, humulen,

alfa-pinen a pomoci obou vlaken byly izolovany caryopyllen, endo-borneol, alfa-terpineol.

4.3 Extrakce do hexanu

Posledni vysledky (tabulky 11 — 15) uvadéji zjisténé udaje o identifikaci obsahovych latek
ptitomnych V silicich, izolovanych extrakci do hexanu. Tato izola¢ni metoda nam neposkytla
nové zajimavé informace o obsahovych latkach izolovanych z vybranych ¢aji. Ve tiech ¢ajich
byly stanoveny obsahové latky alfa-Pinen, eicosan a caryophyllen. Latka eicosan vSak byla
izolovana pouze pii extrakci do hexanu. Tableta Persen Forte obsahovala endo-Borneol,
levomenthol, spathulenol a phytol.

Tabulka 11: Vysledky stanoveni obsahovych ldtek v Caji ,, Trezalka nat’*

alfa-pinen

eicosan

limonen

alfa-bourbonen

copaen

Tabulka 12: Vysledky stanoveni obsahovych ldtek v Caji ,, Meduiika lékarskd nat™

alfa-pinen

limonen

eicosan

alfa-bourbonen

germacren D

caryophyllen

copaen

Tabulka 13: Vysledky stanoveni obsahovych ldtek v ¢aji ,, Balzdm na nervy “

humulen alfa-pinen eicosan limonen
germacren D caryophyllen

Tabulka 14: Vysledky stanoveni obsahovych latek v caji ,, Nervova cajova smés *
L- menthon ‘ alfa-pinen copaen humulen
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alfa - gaiene alfa -cubeben alfa -murolen menthol

Caryophyllen

Tabulka 15: Vysledky stanoveni obsahovych ldtek v tablete ,,Persen Forte

endo-borneol | levomenthol spathulenol phytol




5 ZAVER

Byly analyzovany bylinné ¢aje riiznych znacek, které jsou prodavané pro uklidnéni nervového
systétmu a jejichz hlavnimi slozkami jsou tfezalka a medunka. K identifikaci byl pouzit
plynovy chromatograf v kombinaci s hmotnostni spektrometrii jako detektorem. Analyzou
bylo prokazano, které obsahové latky se v rostlinach nachazeji. Pro izolaci z matrice byla
pouzita extrakce rozpoustédlem (hexan), mikroextrakce tuhou fazi (SPME) a destilace vodni
parou.

Bylo prokazano, ze nejvhodnéjsi a nejucinngjsi metodou pro izolaci obsazenych latek je
metoda SPME. Pomoci metody SPME pro izolaci z matrice se podatilo identifikovat vice
dulezitych obsahovych latek, které jsou obsazeny ve vybranych ¢ajich. Pokud chceme zjistit
pouze informace o0 kvalitativnim slozeni, tak je tato metoda pro screeningovou analyzu
vhodna.

Na zékladé méteni provadéného v ramci provadénych experimentt pii feSeni bakalaiské prace
bylo také zjisténo, Ze v Caji, ktery stal po dobu 3 hodin, bylo obsazeno méné obsahovych
latek, nez v €aji, které byl zméten ihned po vyluhovani. Nejméné vhodnou metodou pro
izolaci silice z ¢aju byla extrakce rozpoustédlem, do hexanu. V porovnani S ostatnimi
izola¢nimi metodami neumoznila tato metoda izolaci vét§iho mnozstvi obsahovych latek.

V porovnani S literarni reSersi je mozno konstatovat, ze byly identifikovany ty obsahové latky,
které by se mély nachazet ve vybranych rostlinach.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

GC - Gas chromatography/ Plynova chromatografie

MS - Mass spectometry/ Hmotnostni spektrometrie

SPME - Mikroextrakce tuhou fazi /Solid-phase microextraction

TOF - Detektor doby letu / Time of flight

HS-SPME - Headspace SPME

DI-SPME - Pfima SPME/ Dirrect immersing SPME

PDMS/DVB - Polydimethylsiloxane/Divinylbenzene

DVB/CAR/PDMS - Divinylbenzene/Carboxen/Polydimethylsiloxane

MALDI - lonizace laserem za ptitomnosti matrice/Matrix-assisted laser desorption/ionization
ESI - Electrospray ionisation

HPLC - Vysokotéinna kapalinova chromatografie / High-performance liquid chromatography
TCD - Tepelné-vodivostni detektor / Thermal Conductivity Detector

FID - Plamenovy ioniza¢ni detektor / Flame ionization detector

ECD - Detektor elektronového zachytu/ Electron Capture Detector

IT - Tontové pasti

Q - Kvadrupo6lové analyzatory
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Obrazek 19:Chromatogram Meduiika lékaiska nat ziskané destilace vodni parou
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Obrdzek 20: Chromatogram,, Tiezalka nat'* ziskané destilace vodni parou
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Obrdazek 21: Chromatogram ,, Balzam na nervy “ziskané destilace vodni parou
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Obrazek 22:Chromatogram ,, Nervova cajova smés “ziskané destilace vodni parou
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Obrazek 23: Chromatogram,, Trezalka nat’* metodou SPME; suchy vzorek; sede viakno

1.8e+007
1.6e+007+
1.4e+007+
1.2e+007+
1e+007
8e+006 -

6e+006 -

4e+006

" Laa /MU )

Time (s)

[ 6(;0 | 760 860
—— TIC
metodou SPME; suchy vzorek; modré vidkno

I6¢

Obrdazek 24: Chromatogram,, Trezalka nat
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Obrazek 25: Chromatogram,, Trezalka nat* metodou SPME; vyluh 3h; sede vidkno ,,
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Obrazek 26: Chromatogram,, Trezalka nat'™ mek(EOTLjCS‘PME; vyluh 3h; modré vidkno
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Obrdazek 27: Chromatogram,, Trezalka nat’* metodou SPME; vareny caj; modré vidakno
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Obrdazek 28: Chromatogram,, Trezalka nat* metodou SPME, vareny caj; sede vidkno
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Obrazek 29: Chromatogram ,, Medurika [ékarskd nat’* metodou SPME; suchy vzorek; sede vidkno
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Obrazek 30: Chromatogram ,, Medunka lékarska nat* metodou SPME; suchy vzorek; modré viakno
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Obrdazek 31: Chromatogram ,, Medurika lékarska nat'* metodou SPME; vareny caj; modré vidkno
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Obrazek 32: Chromatogram ,, Medunka lékarska nat* metodou SPME; vareny caj,; Sedé viakno
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Obrazek 33: Chromatogram ,, Medunka lékarska nat* metodou SPME; vyluh 3h; Sedé vidkno
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Obrdazek 34:Chromatogram ,, Medunka lékarska nat* metodou SPME; vyluh 3h; modré vidkno
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Obrazek 35:Chromatogram,, Balzam na nervy *“ metodou SPME; suchy vzorek,; Sedé viakno
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Obrazek 36: Chromatogram,, Balzam na nervy *“ metodou SPME, suchy vzorek, modré viakno
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Obrdazek 317:Chromatogram,, Balzam na nervy *“ metodou SPME; vareny caj; Sedé vidkno
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Obrdazek 38: Chromatogram,, Balzam na nervy “ metodou SPME; vareny caj; modré vidkno
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Obrazek 39:Chromatogram,, Balzam na nervy *“ metodou SPME; vyluh 3h; Sedé vidakno
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Obrazek 40: Chromatogram,, Balzam na nervy *“ metodou SPME; vyluh 3h; modré viakno

44



8e+007

7e+007

6e+007

5e+007

4e+007

3e+007 4

2e+007

“W Ll sk

T
Time (s) 400 600 700 800
[ TIC |

Obrazek 41: Chromatogram ,, Nervova c¢ajova smés “metodou SPME; suchy vzorek; Sedé vidakno
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Obrazek 42: Chromatogram ,, Nervova c¢ajova smés “metodou SPME; suchy vzorek; modré viakno
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Obrdazek 43: Chromatogram ,, Nervova cajova smes “metodou SPME; vyluh 3h; Sedé vidkno



1e+008 |

8e+007

6e+007

4e+007 n ’

2e+007

: JLA/U \ NM\VMJ “W | M,

T T T
Time (s) 500 600 700 800

TIC |
Obrazek 44: Chromatogram ,, Nervovd cajova smés “metodou SPME; vyluh 3h; modré vidkno
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Obrazek 45: Chromatogram ,, Nervovd cajova smés “metodou SPME; vareny caj; Sedé vidkno
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Obrazek 46: Chromatogram ,, Nervova cajova smés “metodou SPME; vaieny caj; modré vidkno
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Obrdzek 47:Chromatogram ,, Medurika lékarska nat’ ™ ziskané extrakce do hexanu
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Obrdzek 48:Chromatogram ,, Trezalka nat’* ziskané extrakce do hexanu
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Obrazek 49:Chromatogram Balzdm na nervy ziskané extrakce do hexanu
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Obrazek 50:Chromatogram ,, Nervovad cajova smés * ziskané extrakce do hexanu
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Obrazek 51:Chromatogram ,, Persen Forte “ ziskané extrakce do hexanu
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