UNIVERZITA KARLOVA YV PRAZE

FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

DISERTACNI PRACE

PharmDr. Tomas Bilek Hradec Kralové 2013



UNIVERZITA KARLOVA YV PRAZE

FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

VYUZITI GC A SPME

V ANALYZE PRIRODNICH LATEK

Disertacni prace

PharmDr. Tomas Bilek

Skolitel: prof. RNDr. Ludé&k Jahodat, CSc.

Farmakognosie

Hradec Kralové 2013



Podékovani

Dé&kuji svému Skoliteli prof. Ludkovi Jahodafovi, CSc. za podporu v prib&hu
celého studia, za vytvofeni vhodnych podminek pro odborny riist a cenné rady a
pfipominky béhem mé prace.

Dékuji  kolektivu Katedry farmaceutické botaniky a ekologie za vytvofeni
pfijemného prostiedi pro studium.

Dé&kuji kolektivu védci, pratel z Universitd di Camerino (Dr. Maggi, Dr. Sagratini,
Dr. Papa, Dr. Conti, Prof. Vittori) za vielé a ptatelské piijeti pfi mém pobytu v Italii a

za poskytnuti kvalitniho védeckého zazemi a odborného ristu.

Dé&kuji za podporu své rodin€, zejména pak svému otci, ktery mé motivoval pro
ptirodovédnou profesni drahu.

V Hradci Kralové 2013 Tomas Bilek



Prohlaseni o autorstvi

Prohlasuji, ze tato prace je mym ptvodnim autorskym dilem. Veskeré zdroje,
Z nichZ jsem pii praci Cerpal, jsou uvedeny v seznamu pouZité literatury.

V Hradci Kralové 2013 Tomas Bilek



ABSTRAKT . . .o 8
ABST RACT . . 10

L UV OD . 12
2. CoL . 14
3. TEORETICKA CAST .. oo e et 15
3.1. Botanicka charakteristika ¢eledi Lamiaceae . .. ... .. 15
3.1.1. Melittis melissophyllum L. ... ... . 17
3.1.2. Teucrium flavum L. . ... e 18

3.2. Biologicka aktivita, farmakognosticka charakteristika rostlin ¢eledi

LamIaCeae . . ..ot 19

3.2.1 Biologicka aktivita rostlin rodu Teucrium L. a MelittisL. ............... 24
3.3, CesKY LEKOPIS .« o v v oottt e 25
3.4. Tékavé latky ptirodniho plivodu . ......... ... . 26
3.4.1. Tékavé latky rostlinného pivodu, silice . .. ......................... 27
3.4.1.1. Chemicka charakteristika . . . .......... .. ... i 28
3.4.1.2. BIOSYNteZa . . ..ot 35
3.4.1.3.Biologicka aktivita . . . ......... . i 40
3.4.2. 1-0Kten-3-0l ... . 41
3.5. Metody izolace, extrakce a zakoncentrovani t€kavych latek z rostlin ... ...... 41
35. 1. Destilacni metody . .. ..o o 42
3.5.1.1. Destilace za snizeného tlaku . . ... ...... ... ... .. ... . . 43
3.5.1.2. Destilace s vodni parou . . . . ...ttt 43
3.5.1.3. Simultanni destilace-extrakce . . .. ....... ... .. i 43
3.5.2. Extrakéni techniky . ........ . . 44
3.5.2.1. Extrakce rozpousStédlem . . .. ... ... . 44
3.5.2.2. Superkritickd fluidni extrakce . ... ...... ... .. 45
3.5.2.3 Headspace techniky . .. ... 45
3.5.2.3.1. Statickd headspace . .. .......... . 45
3.5.2.3.2. Dynamickd headspace .. .......... ... .. i 46
3.5.3. Mikroextrakce tuhou fazi (Solid Phase Microextraction — SPME) ... ... .. 47
3.5.3.1. Teoretické vztahy pro vypocet extrahovaného mnozstvi analytu . .. ... 49
35,310 ADBSOIPCE . . o 49



3.5.3.L. 2. AdSOIPCE . .ttt 50
3.5.3.1.3 TWA (Time Weight Average) metoda méfeni koncentrace

analytuvprosttedi ........... ... 51

3.5.3.2. Optimalizace podminek SPME .. ........... ... ... ... ... ...... 52
3.53.2.1.SPME stacionarni faze . . .. ...... .. ... . 52
3.5.3.2.2. Zplsob vzorkovani . . . ... ... . 54
35.3.23. Teplota. . ..o 54
35324 CaS . ottt 54
3.5.3.2.5.Zména pH apfidavek soli ......... ... ... .. ... ... . .. 55
3.5.3.26. Michani . . ... ... . 55
3.5.3.2.7. Mnozstvi analyzovaného vzorku a velikost analyzovanych ¢astic . . . 56
3.5.3.3. Usporadani SPME experimentu . .. ...........cviiiinnninnnnn.. 56
3533 1. NavIdkne . ... 56
3.5.3.3.2.In-Tube SPME . . . ... . 59
3.6. Separacni a analytické metody . .......... ... ... .. 60
3.6.1. Plynova chromatografie ............. ... .. ... . i, 60
3.6.1.1. Mobilni faze . . .. ... .. 62
3.6.1.2. Cistici zaFizent .. ...\ ovou 63
3.6.1.3. Regulatory tlakuapritoku ... ...... ... ... ... ... . . 63
3.6.0. 4. INJeKtOr . .. o e 63
3.6.1.4.1. Metody ndstiiku . .......... .. 63
3.6.1.4.2. Dynamicky head-space davkovacisystém..................... 64
3.6.1.4.3. Staticky head-space davkovacisystém........................ 64
3.6.15.Kolona . ... 65
3.6.1.6. Detektor . . . ..o 66
3.6.1.6.1. Plamenové ionizac¢ni detektor (FID) ... .......... ... ... ... ... 68
3.6.1.6.2. Hmotnostni spektrometr (MS) . ............ ... ..., 68
3.6.2. Vyznamné teoretické aspekty v plynové chromatografii................ 71
3.6.2.1. Zaznam chromatogramu . ... ...........ueuiinennnnenene. 71
3.6.2.2. Dulezité pojmy v plynové chromatografii ........................ 71
3.6.2.3. Kvantitativni analyza v plynové chromatografii . ................... 72
3.6.2.4. Kvalitativni analyza v plynové chromatografii ... .................. 74
3.6.3. Statistické zpracovanidat. .. ........ ... ... .. 77
3.6.3. 1. LINearita . .. ..ot 77
3.6.3.2. Opakovatelnost . . ... i e 77
3.6.3.3. MezdetekCe . . . ..o 78
3.6.3.4. Mezstanovitelnosti .. .......... . ... 79



4. EXPERIMENTALNI CAST ..o 80

4.1. Rostlinny materidl . . .. ... .. . 80
4.1.1. Melittis melissophyllum L. subsp. melissophyllum .................... 80
4.1.2. Teucrium flavum L. subsp. flavum .. .. ........... ... .. 80

4.2, Chemikalie . . .. ..ot 81
4.2.1. Melittis melissophyllum L. subsp. melissophyllum .................... 81
4.2.2. Teucrium flavum L. subsp. flavum . . .. ... ..o 81

4.3. Metody izolace, extrakce a zakoncentrovani . .. .............. ..., 81
4.3.1. Destilace s vodni parou (SD) . . .. .ot o it 81

4.3.1.1. Melittis melissophyllum L. subsp. melissophyllum ................. 82
4.3.1.2. Teucrium flavum L. subsp. flavum . .......... ... .. ... .. ... .. ... 82
432.SPME analyza .. ........cuuunuiti 82
4.3.2.1. Teucrium flavum L. subsp. flavum . . .. .. ........... ... .. ... ..., 82

4.4, Separaéni a analytické metody . . ....... ... . .. 83
441, GC-FID ... 83
44,2, HS-GC . 84
4.4.3. GC-MS . 84

4.5. Identifikace a kvantifikace t€kavychlatek . . ........... ... ... ... ... .... 85
4.5.1 Melittis melissophyllum L. subsp. melissophyllum..................... 85

4.5.1.1. Kvantifikace 1-okten-3-oluvsilici . ............ ... ... .. .. ... ... 85
4.5.2. Teucrium flavum L. subsp. flavum . ......... ... . . 86

5.VYSLEDKY A DISKUSE .. ...ttt 88

6. ZAVER .. 113

7. LITERATURA . e e e 114

8. PRILOHA — AUTORSKE PUBLIKACE .........oovitiiieiannn, 129



ABSTRAKT

Vzhledem k $iroké moznosti vyuziti SPME a GC v analyze pfirodnich latek byl
tento vyzkum zaméfen v oblasti botaniky a ekologie na studium tékavych latek
z rostlin.

Studovanym materialem byly 2 druhy z ¢eledi Lamiaceae, Melittis melissophyllum
L. subsp. melissophyllum a Teucrium flavum L. subsp. flavum. V teoretické casti je
jednak uvedena botanicka a farmakognosticka charakteristika ¢eledi Lamiaceae, resp.
studovanych druht a dale pojednani o t€kavych latkdch ptirodniho, rostlinného
pivodu vcetné chemické charakteristiky, biologické aktivity a zpiisobu jejich analyzy
sensu lato.

Silice zkvetoucich nadzemnich ¢asti Melittis melissophyllum L. subsp.
melissophyllum, rostouciho ve stiedni Italii, byla ziskana destilaci s vodni parou a
charakterizovana pomoci GC-FID a GC-MS. Bylo identifikovano 48 komponent (94,7
— 95,0 %). Hlavni slozkou byl po houbach vonici 1-okten-3-ol (43,6 — 54,2 %).
Vysledek by naznacoval mozné vyuziti rostliny jako nového piirodniho zdroje této
latky, pouzivané napt. v potravinaiském primyslu. Naslednym provedenim headspace
analyzy (HS-GC) bylo zjisténo, Ze tato aromatickd sloucenina je v rostliné pfitomna
pouze V nizké koncentraci a jeji mnoZzstvi se zvysuje destilaci tohoto materialu s vodni
parou (SD).

Stale vétsi vyznam pii analyze t¢kavych latek zrostlin, sohledem na zpisob
vzorkovani, ma Headspace (HS) — Solid Phase Microextraction (SPME). Pfedmétem
vyzkumu bylo tedy vybrat nejucinngjsi SPME vldkno, optimalizovat podminky
vzorkovani a porovnat HS-SPME metodu s dalsi extrakéni technikou, destilaci s vodni
parou (SD). Na tomto zaklad¢, byla provedena analyza tékavych latek Teucrium
flavum L. subsp. flavum, rostouci ve stfedni Italii, jak pomoci destilace s vodni parou
(SD), tak headspace — solid phase microextraction (HS-SPME), ve spojeni s GC / FID
a GC / MS. V silici ziskané destilaci s vodni parou bylo identifikovano 102 latek (99,0
— 99,3% vSech slozek analyzové silice). Nejvice zastoupeny byly seskviterpenické
uhlovodiky (48,5 — 49,4%), hlavni slozkou po jablkach vonici (Z, E)-a-farnesen. Pii
HS-SPME analyze byly testovany tfi typy vlaken: 100 um polydimethylsiloxan
(PDMS), 65 um PDMS / divinylbenzen (DVB) a 50/30 um DVB-carboxen-PDMS.

Nejvice vyhovujici se ukdzalo byt PDMS vldkno, pouzit¢ za nésledujicich
podminek: teplota 60°C, extrak¢ni ¢as 30min, mnozstvi vzorku 30mg, velikost ¢astic
vzorku 1mm. HS-SPME metodou bylo identifikovano 76 (suSeny vzorek) resp. 66
(Cerstvy vzorek) raznych tékavych latek (95,8 — 97,8%). Kromé toho bylo zjisténo, Ze
pritomnost vody ve vzorku mtize zvysit absolutni mnoZstvi alkoholickych latek, jako
je 1-okten-3-ol a snizit pfitomnost esterd, jako napt. methyl geranat. Pomoci metody
HS-SPME byly analyzovany jednak vzorky celé nadzemni ¢asti rostliny, jednak
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jednotlivé jeji €asti a to také v ramci jednoho kvétu. Ukézalo se, ze co se tyka t€kavych
latek, ma nejvétsi prispévek na rostlinnou viini kvétni kalich. SPME technika tedy
umoziuje také analyzu pouze cilené ¢asti rostliny s obsahem specifickych latek. Tudiz
muze byt vhodna pro odbér vzorku napi. pti primyslovém vyuziti aromatickych
rostlin ¢i studiu na poli chemické ekologie.

Rostliny emituji tékavé organické slouceniny, které hraji dulezitou roli v jejich
interakci s prostfedim a maji zasadni dopad na chemii atmosféry. Rozvoj statické a
dynamické techniky pro sbér t€kavych latek z prostoru nad studovanym materialem
(headspace) v kombinaci s analyzou pomoci plynové chromatografie — hmotnostni
spektrometrie miize vyznamné zlepSit nase chapani biosyntézy a ekologie té¢kavych
rostlinnych latek.



ABSTRACT

Due to the wide of use of SPME and GC in the analysis of natural products, this
research is focused on the field of botany and ecology on the study of volatile
compounds from plants.

The material for a study were two species of Lamiaceae family, Melittis
melissophyllum L. subsp. melissophyllum a Teucrium flavum L. subsp. flavum. In the
theoretical part are described as botanical as farmacognostical characteristics of the
family Lamiaceae and the species under the study, respectively. Furthermore, the
discussion on volatile substances of natural, plant origin including chemical
characteristics, biological activity and methods of analysis sensu lato is given.

The essential oil of flowering aerial parts of Melittis melissophyllum subsp.
melissophyllum (Lamiaceae), growing in central Italy, was obtained by steam
distillation and characterised by GC-FID and GC-MS. The total of 48 components
were identified (94.7 -95.0%). The main component was the mushroom-like flavour 1-
octen-3-ol (43.6 - 54.2%). The result suggests,that the plant could be considered as a
new natural source of this molecule used for example in the food industry. The
subsequent performing headspace analysis (HS-GC), suggested that this aromatic
compound is present in the plant only at low concentration and its amount increases by
the steam distillation of this material (SD). Increasing importance in the analysis of
volatile compounds from plants, with respect to the sampling, has assumed the
headspace (HS) - Solid Phase Microextraction (SPME). The goal of research was to
choose the most effective SPME fiber to optimize the conditions of sampling and
comparison of HS-SPME with other extraction techniques, steam distillation (SD). On
this basis, the analysis of volatile compounds Teucrium flavum L. subsp. flavum,
growing in central Italy, was carried out by means both by steam distillation (SD) and
Headspace — Solid Phase Microextraction (HS-SPME) coupled with GC / FID and GC
/ MS. A total of 102 substances were identified from the essential oil obtained by
steam distillation (99.0 - 99.3% of the all ingredients of the analyzed oil). The
sesquiterpene hydrocarbons constituted the major fraction (48.5 — 49.4%), with the
apple-like flavour (Z,E)-a-farnesene being the major component. During HS-SPME
analysis three kinds of fibers was tested: 100 um polydimethylsiloxan (PDMS), 65 um
PDMS / divinylbenzen (DVB) and 50/30 um DVB-Carboxen-PDMS. The best fibre
was found to be PDMS when working in the following conditions: 60°C temperature,
30 min extraction time, 30 mg sample amount, Imm sample particle size. By HS-
SPME method was identified 76 (dry sample) resp. 66 (fresh sample) of various
volatiles (95.8 — 97.8%). In addition, it was found that the presence of water in the
sample can enhance the absolute quantity of alcoholic compounds such as 1-octen-3-
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ol, and reduce the presence of esters, such as methyl geranate. Using this method, the
HS-SPME samples as of the whole flowering aerial part of plants as of the different
their parts and the components of flowers were analyzed. The flower calyx shows to
be the largest contributor — in terms of volatile substances — to plant aroma. SPME
technique thus allows to analyze only targeted parts of plants, too. Therefore, it may be
appropriate for sampling as in the industrial applications of aromatic plants or on the
field of chemical ecology.

Plants emit volatile organic compounds (VOCs) that play important roles in their
interaction with the environment and have a major impact on atmospheric chemistry.
The development of static and dynamic techniques for headspace collection of
volatiles in combination with gas chromatography—mass spektrometry analysis has
significantly improved our understanding of the biosynthesis and ecology of plant
VOCs.
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1. UVOD

Jednim z cili moderni chemie pfirodnich latek je vyvinout analytické metody a
postupy, kterymi by bylo mozné stanovit rtizné druhy organickych molekul z zivych
systémil co nejefektivnéji a pokud mozno v realném case.

Vzhledem k §ifi problematiky byla studie zaméfena na chemii rostlin.

V této praci byla provedena analyza tékavych latek zrostlin  Melittis
melissophyllum L. subsp. melissophyllum a Teucrium flavum L. subsp. flavum z ¢eledi
Lamiaceae, jako typického zastupce siliénych drog. Vyzkum byl zaméfen na rizné
metody analyzy s dirazem na mozZnost vyuziti mikroextrakéni techniky SPME (solid
phase microextraction). Dosud pouZivané metody jsou casto slozité, drahé, vyZzaduji
narofnou instrumentaci a jejich Casovd néarocnost je velka. Proto je jejich pouziti
v né¢kterych ptipadech omezené. Metoda, kterd by spliiovala tyto poZadavky je prave
zminénd SPME. SPME je jednoduchd a uCinnd sorpéné — desorpéni technika
pouzivand pro izolaci, zakoncentrovani, stanoveni organickych molekul z riznych
druhii matric. NevyZzaduje rozpoustédla ani komplikované aparatury a lze ji pouzit
v kombinaci jak s plynovou tak kapalinovou chromatografii. Metoda mize byt vhodna
jak pro kvalitativni tak i kvantitativni analyzu. Vzhledem k tomu, ze velmi naro¢nym a
podminky mikroextrakce (SPME) pro dosaZeni sprdvnych a piesnych vysledki.
V tomto ptipadé se jedna o vzorkovani z prostoru nad zkoumanym materidlem, tzv.
headspace (HS-SPME). Mezi vyhody techniky SPME patfi jeji vysoka citlivost, coz
umoziuje minimalizaci vzorku. [52, 56] Jako porovnavaci metoda mikroextrakéni
techniky byla pouZita metoda destilace s vodni parou (SD).

Cast vyzkumu byla vénovana Melittis melissophyllum L. subsp. melissophyllum ze
sttedni Italie. Nejprve byla provedena analyza silice plynovou chromatografii (GC-
FID, GC-MS) po ptedchozi destilaci s vodni parou (SD). Na =zaklad¢ zjiSté€ni
vyrazného mnozstvi ,.,houbové latky* 1-okten-3-olu (43,6-54,2%) ve vzorku byla také
pouzita metoda HS-GC pro analyzu surového rostlinného materidlu, zaméfena na
kvantitativni analyzu této latky.

V dal$i casti byla provedena analyza tékavych latek rostliny Teucrium flavum L.
subsp. flavum rostouci ve stfedni Italii. Pro jejich charakterizaci byla pouzita jak
metoda destilace s vodni parou (SD) tak HS-SPME a to v kombinaci s GC-FID a GC-
MS. Byla provedena srovnavaci studie. HS-SPME je stdle jest¢ relativné nova
technika pouzivand pii vyzkumu tékavych latek z rostlin. Prace byla tedy takeé
zaméfena na hledani idealnich parametri analyzy (typ SPME vldkna, mnozstvi vzorku,
velikost castic vzorku, teplota a Cas extrakce, desorpéi ¢as v GC injektoru) a tudiz
optimalizaci metody HS-SPME v kombinaci s GC-FID a GC-MS tak, aby byla co
nejlépe aplikovatelnd pro studium téchto latek. K tomu bylo pouzito 10
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charakteristickych slozek na zakladé vysledkd z GC chromatogramu. Metodou HS-
SPME byla analyzovana jak suSena tak cCerstva rostlina a potom také zvlast' jeji
jednotlivé ¢asti (vCetné separace kvétu).

Cilené pouziti této techniky v ramci konkrétni Casti rostliny muize odhalit molekuly
vyznamné jak v oblasti mediciny, farmacie, chemické ekologie, tak uzitecné tteba
V potravinarském primyslu.

V praci je také uvedena botanicka a farmakognosticka charakteristika studované
celedi Lamiaceae, obecné pojednani o tékavych latkach piirodniho pivodu vcetné
metod jejich analyzy. Jsou zde uvedeny teoretické aspekty SPME-GC analyzy. A to
zakladni vztahy mezi matrici se vzorkem a SPME vlaknem, zdkladni instrumentace
pro provadéni extrakce pomoci SPME a vliv fyzikalnich a chemickych vlastnosti na
vytéznost, presnost, spravnost a reprodukovatelnost extrakci.
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2. CIL

Cilem této prace bylo jednak analyzovat tékavé latky dvou rostlinnych taxoni
z Celedi Lamiaceae (Melittis melissophyllum L. subsp. melissophyllum, Teucrium
flavum L. subsp. flavum) pomoci GC-FID a GC-MS po predchozi extrakci, izolaci
pomoci destilace s vodni parou (SD), dale také zkoumani moznosti vyuziti metody
SPME pfi analyze rostlinného materialu (Teucrium flavum L. subsp. flavum),
optimalizace SPME parametrii extrakce, vliv ptfidavku vody na analyzu a v neposledni
fad¢ také srovnani s klasickou extrakéni technikou pouzivanou pro ziskani silic —
destilaci s vodni parou.

Vzhledem k zajimavému zjisténi béhem analyzy silice Melittis melissophyllum L.
subsp. melissophyllum, tykajici se jedné ze slozek (1-okten-3-olu), byla také
provedena studie této rostliny pomoci HS-GC. Tato metoda byla pouzita za Gcelem
kvantifikace 1-okten-3-olu ve studovaném materialu.
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3. TEORETICKA CAST

3.1. Botanicka charakteristika ¢eledi Lamiaceae

Rostliny ¢eledi hluchavkovité (Lamiaceae) jsou jednoleté, dvouleté nebo vytrvalé
byliny & polokefe, mimo tzemi CR i kefe a stromy. Jednoduché ¢i vétvené lodyhy
jsou nejcastéji Ctythranné se vstficnym, prevdzné kiizmostojnym postavenim listi.
Listy hluchavkovitych rostlin jsou jednoduché (mimo tzemi CR i dlanité sloZené)
s celistvymi €1 vzacné pefené Clenitymi okraji. K lodyze se listy pfipojuji pomoci
fapiku nebo jsou pfisedlé a bez palistl. Kvéty vytvareji ve staZzenych vrcholicich
lichoptesleny, které jsou oddalené ¢i nahloucené do koncovych lichoklasti. Nékteré
druhy hluchavkovitych rostlin skladaji latovita nebo vidlanovita kvétenstvi a u dalSich
druhit mize byt vrcholik redukovan na jednotlivé kvéty. Kvéty jsou zietelné
soumérné, oboupohlavné ¢i druhotné jednopohlavné.

U fady druht byla zjisténa gynodioecie (jeden a tyz druh rostliny ma v populaci
oboupohlavni 1 Cist€¢ sami¢i kvéty), pii které se rostliny navzajem lisi v nékterych
morfologickych znacich (napt. velikost kvétd). PétiCetny kalich mé pravidelny
trubkovity az zvonkovity tvar, za plodu vytrvava. Koruna je srostla z péti listkl a je
zieteln€é dvoupyska. Horni pysk je celokrajny, ¢asto vyklenuty a na vrcholu vykrojeny.
Vzacné mize byt horni pysk ¢lenény do dvou lalokl ¢i redukovany (zdanlivé chybi).
U dolniho pysku, ktery je obvykle trojlalo¢ny, je stfedni lalok nejvétsi a postranni
laloky jsou redukovany na malé vyrastky.

Ty¢inky jsou zpravidla ¢tyfi, dvoumocné, mohou byt ukryté pod hornim pyskem,
nebo mohou z koruny napadné vycnivat. Ztidka se vyskytuji tyCinky skryté v korunni
trubce ¢i ptisedlé k dolnimu pysku koruny. Obcas jsou fertilni pouze dvé tyCinky a
zbylé dvé tyCinky jsou sterilni, redukované ve staminodia (nékterd vylucuji nektar).
Prasnik ma dva prasné vacky (u druht s dvémi ty€inkami je funkéni pouze jeden) a
pukd podélnou Stérbinou ke stfedu kvétu (introrzni). Pylova zrna jsou obvykle
dvoubunécna nebo trojbunécna. Gyneceum (soubor plodolisti v kvétu) je sloZzeno ze
dvou plodolistii, které srtstaji sténami (synkarpni). Semenik je svrchni, dvoupouzdry
S nepravou piepazkou, kterd ho rozdéluje na Ctyii casti. Kazda ¢ast semeniku odpovida
poloviné plodolistu a obsahuje jedno jednoobalné vajitko. Cnélka vyrista z baze
rozdéleného semeniku (gynobazickd). Blizna je dvouramenna s rameny stejné ¢i riizné
dlouhymi, vzacn€ je jedno rameno redukovéno. Plodem je tvrdka, vzicné
u mimoevropskych druhti peckovice ¢i tobolka. Semena jsou bez endospermu, mimo
Evropu i s endospermem. [58]
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Celed” hluchavkovitych rostlin zahrnuje okolo 220 rodi s vice jak 4 000 druhy
rostlin, které jsou rozSifeny po celém svété, zvlasté v oblastech okolo Stredozemniho
moie. V kvétend CR miiZeme najit okolo 100 druhd rostlin z 37 rodd této Celedi,

Z toho k nam bylo piiblizné 10 rodt zavle¢eno. V CR se vykytuji rostliny téchto rodd
[58]:

Acinos Mill. — pamétnik (marulka)
Ajuga L. — zb¢hovec

Ballota L. — mérnice

Betonica L. — bukvice
Clinopodium L. — klinopad (marulka)
Dracocephalum L. — v¢elnik
Elsholtzia Willd. — klasnatka
Galeobdolon Hudson — pitulnik
Galeopsis L. — konopice

10. Glechoma L. — popenec

11. Hesiodia Moench — hojnik

12. Hyssopus L. —yzop

13. Chaiturus Willd. — butina

14. Chamaepitys Hill. — zbéhovecek
15. Ladanella Pouzar et Slavikova — konopic¢ka
16. Lamium L. — hluchavka

17. Lavandula L. — levandule

18. Leonurus L. — srde¢nik

19. Lycopus L. — karbinec

20. Majorana Mill. — majoranka
21. Marrubium L. — jable¢nik

22. Melissa L. — medunka

23. Melittis L. — medovnik

24. Mentha L. — mata

25. Nepeta L. — Santa

26. Ocimum L. — bazalka

27. Origanum L. — dobromysl

28. Phlomis L. — sapa

29. Prunella L. — ¢ernohlavek

30. Pulegium Mill. — polej

31. Salvia L. — salv¢j

32. Satureja L. —saturejka

33. Scutellaria L. — $isak

34. Stachys L. — cistec

35. Teucrium L. - oZanka

36. Thymus L. — matefidouska

©CoNOORLNE
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3.1.1. Melittis melissophyllum L.

Melittis melissophyllum L., jediny zastupce tohoto rodu, je vytrvala bylina vysoka
20 — 60cm s ptimou chlupatou lodyhou. Listy jsou fapikaté, cepel vejcita az elipticka,
s vroubkované pilovitym az pilovitym okrajem. Lichoptesleny 2 — 6tikvété, kvéty
stopkaté. Kalich dvoupysky, svétle zeleny. Koruna rovnéZz dvoupyskd, bild az
nartizovéla, stfedni lalok dolniho pysku razovy. Plody jsou tvrdky. Rostliny slabé voni
po medu. Je to lesni teplomilnd rostlina, a proto nejvice roste v teplomilnych
doubravach, také v kvétnatych buc¢inach, habrovych lesich, na pasekach a stranich. [3,
58]

V Italii se vyskytuji dva poddruhy, subsp. albida (Guss) a subsp. melissophyllum L.
[8]

Melittis melissophyllum L. (foto Tomas Bilek)
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3.1.2. Teucrium flavum L.

Do rodu Teucrium L. patii okolo 120 druhii aromatickych rostlin, které se vyskytuji
Stfedomoii a subtropické Asii. Vzacnéji jsou také v Jizni Americe, jizni Africe a
Australii. V CR se vyskytuje ozanka kalamandra (T. chamaedrys L.), ozanka chlumni
(T. montanum L.), ozanka lesni (T. scorodonia L.), ozanka ¢pava (T. scordium L.),
ozanka hroznata (T. botrys L.) a ozanka koci¢i (T. marum L.). V této praci studovana
Teucrium flavum L. je kefovita, az 60 cm vysoka bylina. Listy ma téméf trojuhlé,
Vejéité az obvejéité o velikosti 10-40 x 10-25 mm. Rapik je tak dlouhy jako §itka
cepele. Kalich je 7-10 mm velky, koruna Zzluta, presleny 3kvété. Je to teplomilna
rostlina domaci ve Stfedomofi. [58, 21]

V Italii se vyskytuji 2 poddruhy, subsp. flavum L. a subsp. glaucum (Jord a Fourr)
L. [8]

Teucrium flavum L. (foto Fabrizio Papa)
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3.2. Biologicka aktivita, farmakognosticka charakteristika rostlin celedi

Lamiaceae

Mnohé rostliny z ¢eledi Lamiaceae byly hojné vyuzivany v tradicnim lidovém
1&Citelstvi a také proto jsou neustale predmétem zajmu mnoha vyzkumnych tymi
moderni farmacie a mediciny. Mezi obsahové latky hluchavkovitych rostlin patii
silice, hoif¢iny, tfisloviny a v men$i mife zastoupené saponiny, flavonoidy, slizové
latky, organické kyseliny, flavonové glykosidy, cholin aj. [60].

Ve vétSiné hluchavkovitych rostlin jsou nejvice zastoupeny silice, jimz byl také
vénovan vyzkum a je o nich pojednano v samostatné kapitole. Ttisloviny jsou
chemicky raznorodé latky pouZzivané jako adstringencia, piisobici proti krvaceni,
prijmim, omezujici nadmérné poceni a potlacujici pisobeni nékterych jedd [60].
Hoft¢iny jsou latky hoiké chuti, které povzbuzuji chut k jidlu a podporuji traveni.
Napt. v jable¢niku (Marrubium vulgare L.) je obsazena hoi¢ina marrubiin [60, 62].

Mezi vyznamné organické kyseliny obsazené v rostlinach Celedi Lamiaceae patii
kyselina rozmarynova, oleanova, ursolova, kavova, karnosova aj. Tyto latky jsou
obsazené napf. v rozmaryné (Rosmarinus officinalis L.), tymianu (Thymus vulgaris
L.), salvgji (Salvia officinalis L.) a ¢ernohlavku (Prunella vulgaris L.). Organické
kyseliny maji Sirokou biologickou aktivitu (Tab. 1) [59, 63, 123, 124, 125, 126].
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Tab. 1: Organické kyseliny a jejich ucinky

Latka Vzorec[82] Ucinky

Kyselina antioxidacni,
rozmarynova protizanétlive,
antimutagenni,
antibakterialni,
protivirové a
adstringentni. [63,125]

Kyselina
oleanova

antioxidacni,
protizanétlive,
protinadorové,
hepatoprotektivni,
antihyperlipidemicky,
antiulcerdzni,
diureticky,
kardiotonicky,
hypotenzivni,
vazodilatacni

a anti-HIV. [126]

Kyselina
ursolova

stejné jako oleanova[126]

Kyselina
karnosova

antidiabeticky,
antioxidacni,
protinadorove,
antimikrobialni,
antikoagulacni

-----

HC CH [59,123,124]

Lamiaceae maji také vyznamné ucinky antioxida¢ni. Vyznamna v tomto sméru je
kyselina rozmarynova [63, 125]. Antioxidacni aktivita byla prokdzana napt. u maty,

Ucinnymi latkami jsou pifevazné fenolické slouceniny — kyselina rozmarynova,
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ursolova a oleanova. Napiiklad vodny extrakt karbince (Lycopus lucidus Turcz.)
snizuje vyplavovani histaminu z Zirnych bunék, a tim tlumi okamZitou alergickou
reakci (1. typ) [128]. Protialergicky efekt byl zaznamenan napi. u rostlin Mentha
u Thymus satureioides L., Ocimum sanctum L. [64, 65, 66, 129,130]. Mezi dalsi
vyznamny ucinek rostlin ¢eledi hluchavkovité patii i€inek antimikrobidlni. V tabulce

(Tab. 2) je shrnuto plisobeni vybranych druhil na riizné druhy mikroorganismi.

Tab. 2: Lamiaceae a jejich inhibi¢ni efekt na mikroorganismy [131, 132]

Rostlina Obsahové latky | Inhibované mikroorganismy
Ocimum linalool, Bacillus pumilus, Bacillus anthraces,
basilicum L. methylchavikol, | Microsporum gypsecum, Aspergillus
eugenol, fumigatus, A. nigar, Enterbacter
methyl-cinnamat | aerogenas, P. vulgaris, Staphylococcus
aureus, Shigella sonnei,
Shigella flexneri
Origanum thymol, Aspergillus (toxinogenni kmeny),
vulgare L. karvakrol Salmonella spp., Vibrio
parahaemolyticus, Shigella sonnei,
Shigella flexneri, S.enertica,
L. monocytogenes, E.coli
Rosmarimus karnosol, Bacillus cereus, Staphylococcus
officianalis L. rosmanol, silice, | aureus, Vibrio parahaemolyticus,
borneol, Shigella sonnei, Shigella flexneri
bornyl-acetat
Thymus thymol, Vibrio parahaemolyticus S. aureus,
vulgaris L. karvakrol, Bacillus subtilis, E. coli. Shigella
kyselina kavova, | sonnei, Shigella flexneri, S.enertica,
taniny L. monocytogenes
Salvia thymol, eugenol | Bacillus cereus, Staphylococcus
officinalis L. aureus, Vibrio parahaemolyticus
Scutellaria linalool Staphylococcus aureus, B. subtilis, E.
albida L. coli, P. aeruginosa
Scutellaria apigenin MRSA (meticilin-rezistentni
barbata D.Don. Staphylococcus aureus)

Rostlinnd hypoglykemika, mezi néZ se fadi 1 n€které rostliny celedi hluchavkoviteé,
snizuji hladinu glykémie: napf. vodny extrakt dobromysli (Origanum vulgare L.),
maty (Mentha piperita L.), medunky (Melissa officinalis L.), salvéje (Salvia officinalis
L.) a rozmaryny (Rosmarinus officinalis L.) [133]. V klinickém pokusu se
hypoglykemicky u¢inek prokazal také u bazalky sedé¢ (Ocimum canum Sims.) [124].
Ozanka polejova (Teucrium polium L.) signifikantné snizuje hladinu glukézy v krvi
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pomoci stimulace sekrece inzulinu B-buiikami pankreatu, a to az o 135 % [124, 134].
U rozmaryny Iékaiské (Rosmarinus officinalis L.) bylo zjisténo hypoglykemické i
hyperglykemické ptisobeni. Pfi pokusech na krélicich snizil lihovy extrakt z listl
rozmaryny hladinu glukézy v krvi diky zvySenému vyplaveni inzulinu, zatimco
U rozmarynové silice byl zjiStén hyperglykemicky u€inek zptisobeny snizenim hladiny
inzulinu v krvi [135, 136]. Dalsi rostliny této celedi s hypoglykemickym uc¢inkem jsou:
bazalka (Ocimum sanctum L.), ozanka (Teucrium oliverianum Ging.), zb&éhovec
(Ajugaiva L.) [124, 137].

Antihypertenzni efekt zpisobeny inhibi¢nim u¢inkem angiotenzin konvertujiciho
enzymu (ACE) byl prokdzan, pti pokusech na kralicich, napf u vodného extraktu
rozmaryny (Rosmarinus officinalis L.) (90,5 %), medunky (Melissa officinalis L.)
(81,9 %) a dobromysli (Origanum vulgare L.) (37,4 %) [133]. Dalsi moznosti
ovlivnéni krevniho tlaku je ptisobeni né€kterych hluchavkovitych rostlin na sténu cév.
Extrakty rostlin zptsobuji blokaci Ca®* kanalti v buiikach hladké svaloviny cév, a tim
jejich relaxaci. Takto ucinkuje naptiklad silice maty (Mentha villosa Huds.), silice
bazalky (Ocimum gratissimum L.), jejiz hlavni G¢innou slozkou je eugenol, a
diterpenova latka marrubenol izolovana z extraktu jable¢niku (Marrubium vulgare L.)
[67, 138, 139]. Vysoky obsah cholesterolu v krvi je rizikovym faktorem pro
aterosklerozu a jina kardiovaskularni onemocnéni. Vodny extrakt zbéhovce (Ajuga iva
L.) ma pozitivni vliv na faktory ovliviiyjici lipidemii a také sniZzuje absorpci
cholesterolu ve stievé [140]. Olej piipraveny ze suSenych semen bazalky (Ocimum
sanctum L.) mé antiulcerézni Uc¢inek [141]. Levandulové silice inhibuje agregaci
desticek a ma tak antitromboticky ucinek, ktery je zplsoben synergickym efektem
sloucenin obsazenych v silici. Pii zkoumani antitrombotického U€inku jednotlivych
sloucenin byl zaznamenan pokles aktivity oproti silici (z 36 % na 5 %) [142]. Dalsi
mozn¢é vyuziti hluchavkovitych rostlin je uvedeno v tabulce (Tab. 3) a v kapitolach
3.2.1.,34.13.

Tab.3: Indikace rostlin ¢eledi Lamiaceae [143]

Droga Rostlina Indikace

Ballotae herba meérnice ¢erna nervinum, sedativum

Basilici herba bazalka prava stomachikum, karminativum, spasmolytikum
Betonicae herba bukvice l1ékatiska adstringens, antidiarrhoikum

Galeopsidis herba | konopice expectorans pti bronchitidach, diuretikum
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Hederae terrestris | popenec adstringens, antidiarrhoikum
herba brectanovity
Hyssopi herba yzop lékarsky antihydrotikum, expectorans, stomachikum,

diuretikum

Lavandulae flos

levandule uzkolista

nervinum, sedativum, cholagogum,
zevné jako derivans

Lavandulae herba

levandule uzkolista

nervinum, sedativum, zevné jako derivans

Leonuri herba

srdecnik obecny

mirné kardiotonikum, sedativum, hypotenzivum

Majoranae herba

majoranka
zahradni

stomachikum, karminativum, spasmolytikum,
diuretikum, diaforetikum

Marrubii herba

jable¢nik obecny

antidiarrhoikum, choleretikum, expectorans

Melissae folium,
herba

medurika 1ékaiska

sedativum, stomachikum, karminativum,
diaforetikum, nespavost, vegetativni dystonie

Menthae crispae

mata kadetava

stomachikum, karminativum,

folium, herba nemoci zluc¢niku
Menthae piperitae | mata peprna stomachikum, spasmolytikum, cholagogum,
folium, herba korigens, karminativum,

kolika traviciho ustroji a zlu¢ovych cest

Origani herba

dobromysl obecna

expectorans, choleretikum

Rosmarini folium

rozmaryna lékatska

stomachikum, cholagogum, karminativum,
silice - derivans

Salviae folium,
herba

Salvej 1ékatska

omezuje sekreci potu a mléka, zanéty dychacich
cest, zevne jako adstringens, antiseptikum a
fungicidum

Saturejae herba

saturejka zahradni

adstringens, antidiarrhoikum, stomachikum,
karminativum, expektorans, gastroenteritis,
poruchy traveni, tlumi pocit Zizné u diabetiki

Serpylli herba

matetidouska
obecna

stomachikum, aromatikum amarum,
antitusikum

Sideritis herba

cistec primy

adstringens, antidiarrhoicum, expectorans

Thymi herba

tymidn obecny

expektorans, bronchitis, laryngitis, pertusis,
stomachikum, spasmolytikum, karminativum;
zevne k obkladim, koupelim, kloktani,
vyplachim ust, silice - derivans
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3.2.1. Biologicka aktivita rostlin rodu Teucrium L. a Melittis L.

Melittis melissophyllum L. je rostlina tradi¢ni italské mediciny, dfive pouzivana
proti nespavosti, kie¢im a na zanéty oci [10]. Dnes je znam jeji antioxidacni efekt [79].

Také Teucrium flavum L. je rostlina tradi¢ni italské mediciny. Kvéty byly
pouzivany jako antipyretikum a antiseptikum, zatimco odvar z listd byl aplikovan
piimo na kiizi jako cicatrizant [22]. Soucasné fytochemické a farmakologické studie
prokazaly, Ze tato rostlina obsahuje norclerodane diterpenoidy (teuflin, teuflidin)
[23,24] a jeji extrakty ptlisobi jako antiflogistikum [25], analgetikum [26],
hypotensivum [27] a antioxidant [28].
V tabulce (Tab. 4) jsou uvedeny dalsi indikace rostlin rodu Teucrium a Melittis.

Tab. 4: Biologicka aktivita rostlin rodu Teucrium L. a Melittis L.

Nézev rostliny

Biologicka aktivita

Teucrium arduini L.

antimikrobialni [68, 69, 77]
antioxidacni [68]

Teucrium flavum L.

kardiovaskularni (snizeni tlaku a tepové
frekvence [27], plisobeni na CNS,
analgetikum [70]

Teucrium chamaedrys L.

hepatotoxicita [71]

Teucrium oliverianum Ging.

hypoglykemicky i¢inek [124]

Teucrium persicum Boiss.

7 w1

kolitidé [72]

Teucrium pilosum Aschers. & Schweinf.

antioxidac¢ni, antimikrobiélni [73]

Teucrium polium L.

podpirny efekt na cytotoxickou a
apoptotickou aktivitu protinddorovych 1ékt
(vinkristin, vinblastin, doxorubicin) [74],
hepatoprotektivum [75], antimikrobidlni
[76], hypoglykemicky [124, 134]

Teucrium stocksianum Boiss.

spasmolytikum [72]

Teucrium viscidum Blume

hepatotoxicita [78]

Melittis melissophyllum L.

antioxidacni [79]
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3.3. Cesky lékopis

Nékteré¢ druhy hluchavkovitych rostlin, resp. jejich drogy, jsou oficinalnimi
surovinami pouzivanymi ve farmaceutickém pramyslu. V platném Ceském 1ékopise
lze nalézt drogy rostlin z ¢eledi Lamiaceae jak v monografii Evropského 1ékopisu, tak
1 v narodni casti 1ékopisu. Lékopisné rostlinné drogy se ziskavaji péstovanim nebo
sbérem plané rostoucich rostlin. Kvalitu drogy 1ze ovlivnit vhodnym vybérem rostliny,
ze které se ma droga vyrobit a spravnym zplsobem manipulace s drogou. Drogy pro
farmaceutické pouziti se susi v suSarn¢ pii teploté 40 — 50 °C po dobu 2h a uchovavaji
se ve zcela naplnénych vzduchotésnych obalech, chranény pted svétlem, teplem a
vlhkosti. Silice (v anglické literatufe — esencialni olej) se z Cerstvych rostlin ziskavaji
destilaci s vodni parou. O izolaci a analyze silic je podrobnéji pojednano v dalSich
kapitolach této prace.

V tabulce (Tab. 5) je uveden seznam Iékopisnych drog. [80]

Tab. 5 : Oficinalni drogy Ceského 1ékopisu 2009 [80]

Lékopisna droga

Mateéni rostlina

Ballotae nigrae herba

Ballota nigra L.

Lavandulae flos

Lavandula angustifolia P. Mill. (L.
officinalis Chaix.)

Leonuri herba

Leonurus cardiaca L.

Marrubii herba

Marrubium vulgare L.

Melissae folium

Melissa officinalis L.

Melissae herba

Mellisa officinalis L.

Menthae arvensis
etheroleum partim
mentholi depletum

Mentha canadensis L.

Menthae piperitae
etheroleum

Mentha x piperita L.

Menthae piperitae
folium

Mentha x piperita L.

Menthae piperitae herba

Mentha x piperita L.

Origani herba

Origanum onites L., O. vulgare L. subsp.
hirtum (LINK) IETSW. nebo jejich smes

Orthosiphonis folium

Orthosiphon stamineus Benth.
(Orthosiphon aristatus Miq.,
Orthosiphon spicatus Bak.)

Rosmarini etheroleum

Rosmarinus officinalis L.

Rosmarini folium

Rosmarinus officinalis L.

Salviae herba

Salvia officinalis L. sensu lato
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Salviae officinalis folium

Salvia officinalis L.

Salviae sclareae etheroleum

Salvia sclarea L.

Salviae tinctura

z listd Salvia officinalis L.

Salviae trilobae folium

Salvia fructicosa MILL. (S. triloba L. fil)

Serpylli herba

Thymus serpyllum L. sensu lato

Thymi etheroleum

Thymus vulgaris L., Thymus zygis Loefl.
ex L. nebo jejich smes

Thymi herba

Thymus vulgaris L., Thymus zygis L.
nebo jejich smes

Thymi extractum fluidum

lihovodny vytazek z tymianové naté

Unguentum acidi
salicylici 1% cum

hydrofébni mast s kyselinou salicylovou
1% a levandulovou silici

etheroleo lavandulae

3.4. Tékavé latky prirodniho ptivodu

Tekavé latky hraji v Zivych systémech vyznamnou roli. Jednd se o chemicky
zprostfedkovanou komunikaci, interakce mezi organismy. Veskeré organismy
vypoustéji chemické signaly a reaguji na ty ostatnich. Chemické signély slouzi pro
rychlé, jednoduché a jednoznacné ptredani informaci nezbytnych pro Zivot.

V zivo€isné 1isi slouzi k vyhleddvani kofisti, identifikaci mozného predatora,
umoziuji mezidruhovou 1 druhovou komunikaci (poplach, obrana, utok) a maji
vyznamnou ulohu pfi vyhledavéani partnera. Tyto chemické latky lze rozdé€lit podle
typu interakci. Komunikaci mezi jedinci stejného druhu zprosttedkovévaji latky,
semiochemikélie, nazyvané feromony. Ty lze rozd¢lit na zakladé biologické funkce na
nekolik typt. Jednak to jsou feromony sexudlni, dale agregacni, stopovaci, poplasné,
znackovaci, identifikacni, dispersni. Pro komunikaci mezi riznymi druhy slouzi latky
allelochemikalie. Ty jsou déleny na zakladé toho, je-li je signal vyhodny pro pfijemce
(kairomony), producenta (allomony) ¢i pro oba (synomony). [81]

Mezi vyznamné tékavé latky patfi napt. monoterpeny. Jsou to piirodni produkty
charakteristické viing, uplatitujici se v regulaci ristu, reprodukénim cyklu, obrannych
mechanismech a pienosu signali riznych organismi. Prestoze se vyskytuji ve vSech
organismech, syntetizovat je dokdzi pouze rostliny, bakterie, nékteré druhy hmyzu a
také motsky fytoplankton. [121]

O rostlinnych tékavych latkach, silicich je pojednéno v nasledujici kapitole, kde je
také uvedena jejich uloha v pfirodé, véetné tzv. tritrofickych interakei (rostlina-hmyz-
hmyz, rostlina-hmyz-rostlina, rostlina-hmyz-pathogen). [81, 121]
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3.4.1. Tékavé latky rostlinného ptvodu, silice

Silice jsou definovamy jako tékavé, intensivné vonici smési latek olejovité
konsistence, lipofilni, ve vod& téZko rozpustné. VEtSinou jsou bezbarve, zvlaste
Vv Cerstvém stavu. DelSim uchovavanim snadno oxiduji, pryskyfi¢nati a tmavnou. Za
obycejné teploty jsou zpravidla tekuté. Silice jsou smési velkého poctu chemickych
sloucenin, s obsahem pievazné terpeni a fenylpropantl.

Vyskyt silic je typicky v Celedi Pinaceae, Lamiaceae, Apiaceae, Rutaceae,
Zingiberaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Piperaceae, Asteraceae. Jsou vSak rozdily
v ukladani téchto latek. Lamiaceae tvorii zlaznaté trichomy, Apiaceae siliéné kanalky,
Piperaceae silicné bunky. Silice se tvofi v protoplasmé nebo rozpadem buné¢nych
blan nebo hydrolysou urcitych glykosidi. Mohou prostupovat vSechna pletiva, nebo se
koncentruji v ur€itych organech, napt. v plodech mrkvovitych, v oplodi nebo kvétech
citroniku, v Zlaznatych trichomech listlh maty. [60]

Kli¢ovy vyznam tékavych latek v ptirod€ je v oblasti chemické ekologie. Diulezité
jsou napt. monoterpeny (viz vyse), patfici k latkam, jenZ jsou vyznamné predevSim
tim, Ze zprostfedkovavaji interakce mezi rostlinou a prosttedim, zajist'uji komunikaci
mezi rostlinami, chrani rostlinu pfed vysychanim, napadenim Sktdci ¢i lakaji opylujici
hmyz.

Rostlina se brani proti poZeru bud’ mechanicky, pomoci ostnil a trnll, nebo produkci
toxickych ¢i odpuzujicich latek, napt. polyfenoli, alkaloidii a také monoterpenti —
obrannych latek. Jsou-li rostliny pfesto napadeny, prochazeji sérii metabolickych
zmén, jejichZ vysledkem je vySsi produkce obrannych latek nebo zména jejich sloZeni.
Zajimavé také je, Ze rostlina dokaze rozliSit mezi napadenim Sklidcem a mechanickym
poskozenim. Produkce monoterpentl je totiz dana vzajemnou interakcei rostliny, hmyzu
a mikroorganismi. Skiidce pozirajici rostlinu ovliviiuje jeji metabolismus, a to pomoci
chemickych latek, enzymii nebo bakterii pfitomnych v jeho sekretech. Poté rostlinou
vylu¢ované latky jsou pak hlavnim signdlem pro predatory hmyzich larev, napf.
parazitické vosy.

Dalsi ulohou monoterpent je, Ze slouzi jako atraktanty. Smyslem produkce kvétni
vung je prildkani opylovacl a tim zajisténi pfenosu genetického materidlu za celem
opyleni a tim zachovani druhu. V kvétni vini se vyskytuji latky, které jsou nékdy
zaroven slozkami feromond opylujiciho hmyzu. Ptikladem je linalool, sexudlni a
agregacni feromon samotaiskych vcel. Hmyz byva pii procesu opyleni odménén
nektarem. Vyjimkou vSak jsou zemni orchideje. Jejich kvéty napodobuji vzhled i vini
véeli samicky, ale prildkany samecek neni odménén (rostlina neprodukuje nektar).
Tato §aliva opylovaci strategie je pro orchideje typicka.

Rostliny dokazi vnimat zmény v okoli a informovat o nich sousedni rostliny
pomoci chemickych signald. Mediatory této komunikace jsou ethylen, methyl-
jasmonat a né€které monoterpeny (beta-ocimen). Jejich prostiednictvim komunikuji
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zejména rostliny napadené Skidci s okolnimi zdravymi rostlinami. Chemické
komunikace vyuzivaji rostliny i k ovlivnéni rustu rostlin jiného druhu tak, aby si
navzajem nekonkurovaly v piijmu vody a zivin. Parazitické rostliny zase vyuzivaji
chemické komunikace k nalezeni hostitele.

Monoterpeny maji zasadni vyznam také pro zivodichy. Rada rostlin je napadana
hmyzem, jehoZ riizna vyvojova stadia se na nich zivi. Hmyz nalezne hostitele ¢ichem a
rostlinné monoterpeny v fadé ptipadi transformuje na feromony. Dale monoterpeny
emitované stromy na obranu mohou byt zaroven prekurzory hmyzich agregacnich
feromont (napf alfa-pinen u lykozrouta).

Mohou take slouzit jako obranné¢ latky hmyzu. [121]

Tekavé latky, silice maji vyznam 1 pro vys$i organismy. Lidmi jsou vyuzivany
V potravinarstvi, kosmetice, ale také jako insekticidy, herbicidy a ve farmacii jako tzv.
bioaktivni latky.

3.4.1.1. Chemicka charakteristika

Silice se skladaji z velkého poctu chemickych sloucenin. Jsou zastoupeny latky
vSech biogenetickych skupin (acetogeniny, terpeny, fenylpropany, latky se sirou,
dusikem v molekule), a to zvlasté latky s niz§i molekulovou hmotnosti, s menSim
poctem kyslikatych funkci, bez glykosidni vazby na cukry. Tyto vlastnosti maji hlavné
monoterpeny, seskviterpeny, diterpeny a fenylpropany. V silicich jsou zastoupeny
prakticky vSechny typy organickych slouc¢enin — uhlovodiky, alkoholy, ketony,
aldehydy, kyseliny, estery, ethery aj.[60]

Terpeny vyskytujici se v silicich 1ze rozd¢lit do téchto zakladnich typt [60, 61, 82,
83]:

Monoterpeny (obecny vzorec CigH16)

Monoterpeny se vyskytuji jednak ve formé acyklické (derivaty 2,6-
dimethyloktanu), jednak cyklické. U cyklickych forem se jedna o latky obsahujici fadu
zakladnich skeleti (cyklopentan, cyklohexan, cykloheptan). Monoterpeny mohou byt
mono-, bi-, tricyklické a také substituovany kyslikatymi funkcemi a vytvaret
enantiomerni formy. Jsou to latky velmi tékavé, tv cca 140 — 180°C.
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Obr. 1: Zakladni typy (skelety) monoterpenti [154]
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Vzhledem ke struktufe a moZznosti vzniku riznych kyslikatych derivati lze
monoterpeny rozdélit takto [60, 82]:
1. acyklické, s otevienym fetézcem

a) uhlovodiky (napf. ocimen, myrcen)

CHa

|
CHs
HsC CHa

Y=g~ 7 “=CH; |
H:C H H H;C™ "CHj

ocimen myrcen

b) alkoholy (napft. geraniol, linalool)
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HSCWOH HBCWCHQ

CHj CHj (:',H3 HO CH3

geraniol linalool

¢) aldehydy (napf. trans-, cis-citral, citronellal)

CHs CHa O CHs CH; O
s~ AN
citral citronellal

2. monocyklické

a) uhlovodiky (napf. limonem, alfa-, beta-felandren )

H3C CHj
CHs;
H2C O/ i ]
ﬁ\
limonen alfa-felandren

b) alkoholy a fenoly (napf. menthol, thymol)

OH CHjs

CHj
HSCT/Q/ /@)\CHB
CH3; OH H3C

menthol thymol
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c) ketony (napt. menthon, karvon)

0 (ﬂ_la CHj
K CH4 H2CQT*~" O
HsC CHsj
menthon karvon

d) oxidy a peroxidy (napt. menthofuran, 1,8-cineol, askaridol)

CH3 CHS
O
| CHg
HaC" O HsC

3. bicyklické

a) uhlovodiky (napf. alfa-, beta-pinen, sabinen)

CH3 ch CHS
H3C
H3C

CHo

alfa-pinen beta-pinen
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HaC—N
CH,

sabinen

b) alkoholy (napft. thujol, myrtenol, borneol, sabinol)

ch CH3 HSC C H3
ﬁ/\(
HsC o on OH
borneol myrtenol

c) ketony (napft. thujon, kafr)

CH
Y 3 i H3C CH3
CHs
O
H3C™ "CHgj
thujon kafr
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Seskviterpeny (obecny vzorec CisHoy)

Seskviterpeny tvoii nejpocetn€jsi skupinu terpend, tv > 200°C. Maji az tetracyklickou
strukturu. Jsou vyznamnou soucdsti silic a tvofi napt. hoi¢iny Celedi Asteraceae. Mezi

seskviterpeny patii také kyselina abscisova (fytohormon), rtzné fytoalexiny,
fytotoxiny, juvabion (hmyzi juvenilni hormon). [61]

Obr. 2: Nékteré typy (skelety) seskviterpent [154]
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Seskviterpeny také nabizi rtizné strukturdlni moznosti a tvorbu kyslikatych derivatt
[60, 82]:

1. acyklické (napt. farnesen, farnesol)

CHs CHs CHs CHa CHs CHa

farnesen farnesol
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2. monocyklické (napft. beta-bisabolen, alfa-zingiberen, bisabolol,
alfa-karyofylen, turmeron)

CHa
CHj3
CHj
HEG OH CHE
s
p CHg
H5;C HsC
bisabolol alfa-karyofylen (humulen)
CH; O CHj
7 CHs
HsC
turmeron

3. bi- a tricyklické (napf. alfa-kadinen, kopaen, beta-karyofylen)

H,c. H
CH
o {
l-i:.
HoC
alfa-kopaen beta-karyofylen

Jednou z hlavnich slozek silic jsou taktéz derivaty fenylpropanu (napi. skoficovy
aldehyd, anethol, foenikulin, eugenol, safrol, myristicin, apiol) [60, 82].

34


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/14462?lang=
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/14462?lang=
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/fluka/42258?lang=
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/27814?lang=
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/27814?lang=

OCHjs OH

HSC X HECI OCHS

trans-anethol eugenol

HoC O

o )
S o)
H,C” O OCH,

safrol myristicin

Obcasny je také vyskyt diterpent (napi. fytol). Dominantni podil maji vSak spiSe
Vv pryskyfici (napf. diterpenické kyseliny v pryskyfici jehli¢nana).

Mohou byt acyklické, mono- az tetracyklické a také tvorit makrocyklické struktury.
Mezi diterpeny patii reguldtory rostlinného rlstu (gibbereliny) ¢i vitamin A (retinol).
[61]

Starnutim méni silice své vlastnosti, tmavnou, pryskyfi¢nati, méni viini. Dochazi
k autooxidaci, polymerizaci, hydrolyze esterd. Chemické zmény podporuji vlhkost,
teplo, vzdusny kyslik, svétlo. Nejrychleji se meéni silice s vysokym obsahem
terpenickych uhlovodiki (citrusové silice), zatimco silice obsahujici jako hlavni sloZku
alkoholy jsou relativné stalé (ol.geranii).[60]

3.4.1.2. Biosyntéza

Vonné latky (silice) patii mezi produkty sekunddrniho metabolismu rostlin a jsou
vytvateny pii degradaci vysokomolekuldrnich produktii primarniho metabolismu.
Hlavni obsahové latky jsou terpenoidy (isoprenoidy) a fenylpropany. [61, 83]

Biosyntéza terpenoidii

Biosyntéza isprenoidit vychazi z acetyl-CoA, ktery se spojuje s dalsi jednotkou
acetyl-CoA na acetoacetyl-CoA. Piipoji se jesté tieti jednotka acetyl-CoA, vznikly
Sestiuhlikaty skelet je u¢inkem NADPH + H* redukovan na kyselinu mevalonovou za
uvolnéni koenzymu A. Kyselina mevalonova — ristovy faktor mikroorganismd, je
kliCovym meziproduktem. Dekarboxylaci, odstépenim vody a za spotieby ATP
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vznikne z ni aktivni isopren, isopentenylpyrofosfat (IPP). IPP je v rovnovaze se svym
izomerem — dimethylallylpyrofosfatem. Tato druhd sloucenina je startérem syntézy
isoprenoidl, protoze pouze s dimethylallylpyrofosfatem lze spojit IPP v otevieny
monoterpen — geranylpyrofosfat. Odstépi se pyrofosfat. Od geranylpyrofosfatu vede
cesta k dalsim otevienym i cyklickym monoterpeniim. (obr. 4) Adici dalsi jednotky
IPP na geranylpyrofosfat vznikne seskviterpen — farnesylpyrofosfat. Adice postupuje
zpisobem ,hlava k ocasu“: IPP nasedne svou CH,-skupinou, svou ,hlavou®, na
pyrofosfatovy konec — ,,ocas* geranylpyrofosfatu. Vznikly farnesylpyrofosfat se mtize
preménit na dalsi seskviterpeny. Adici dalsi molekuly IPP (,,hlava k ocasu*) vznikne
z farnesylpyrofosfatu geranylgeranylpyrofosfat, diterpen. [83]

Obr. 3: Biosyntéza terpenoidii [83]
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Obr. 4: Vznik monoterpenii z geranyldifosfatu [154]
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Dalsi zplisob syntézy isoprenoidli je tzv. Pyruvatovd (Rohmerova) cesta.
Prekurzory (IPP a DMAPP) monoterpentl, diterpenti a tetraterpentl jsou touto cestou
syntetizovany pies 1-deoxy-D-xyluloso-5-fosfat v plastidech bunék. IPP i DMAPP zde
vznikaji oddélené (DMAPP nevznika izomerizaci IPP). Rozdéleni zpiisobu vzniku
prekurzorii jednotlivych skupin terpent ale neni striktni. Bylo zjisténo, ze v rostlinach
muze dochazet k propojeni obou biochemickych cest, kdy prekurzory vzniklé
v plastidech pyruvatovou cestou jsou poskytovany pro syntézu seskviterpend a
triterpentl v cytosolu. [121]

Biosyntéza fenylpropant

Fenylpropany jsou latky Cg-Cs. Jejich biosyntéza vede k vytvoreni aromatického
kruhu, a to Sikimatovou cestou. Vychozi latky pochazeji z metabolismu sacharidd, a to
pouze V rostlinach, Zivo€iSny organismus fenylpropany nevytvari.

Primarnimi produkty této skupiny jsou aminokyseliny fenylalanin a tyrosin.
Sekundarnim metabolismem z nich vznikaji aromatické stavebni jednotky tfislovin,
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lignind, flavonoidl a kumarinii. Biosynteticky mechanismus dostal svilj nazev podle
meziproduktu — kyseliny Sikimové. Jeho vyznam netkvi jenom v tvorbé fenolu, ale
piedevsim ve vzniku aromatickych aminokyselin — fenylalaninu, tyrosinu a tryptofanu.
Sikimatova cesta vychazi z fosfoenol-pyruvatu (vzniké piti glykolyze) a z D-erythrosa-
4-fosfatu (pivod ma v pentosovém cyklu). Ob¢ latky se slucuji na meziprodukt,
obsahujici 7 atomti C. Jeho cyklizaci vznikne kyselina 5-dehydrochinova. Kyselina 5-
dehydrochinova je v rovnovaze s kyselinou chinovou. Biosynteticka cesta vede pies
kyselinu 5-dehydrosikimovou a Sikimovou na kyselinu 5-fosfoSikimovou. Na ni se
napoji dalsi jednotka fosfoenolpyruvatu. Produkt je pfeveden v nékolika stupnich na
kyselinu chorismovou. Zde je kifiZovatka Sikimatové cesty, ktera se dale déli na dvé
vétve. Jedna vétev vede pres kyselinu anthranilovou k tryptofanu. Druha vétev vede od
kyseliny chorismové nejdiive ke kyseliné prefenové. Tady dochazi opét k vétveni:
cestou fenylpyruvatu se ziskd fenylalanin, pfes hydroxyfenylpyruvat tyrosin.
Fenylalanin poskytuje deaminaci kyselinu skoficovou, tyrosin kyselinu p-kumarovou,
derivat kyseliny skoticové. Od kyseliny skoficové se odvozuji fenolické slou€eniny, tj.
také fenylpropany. Vzhledem k tomu, Ze se v téchto reakcich odstépuje amoniak
ve formé , kliCovou roli v syntéze fenylpropanii ma enzym fenylalaninamoniaklyasa.

[83]
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Obr. 5: Biosyntéza fenylpropanu [83]
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3.4.1.3. Biologicka aktivita [60]

O tloze tekavych latek v piirodé bylo pojednano vySe. Huméni vyuziti je
piedevsim ve farmaceutickém, potravinaiském, zemédelském, kosmetickém pramyslu.

Ve farmacii se pouzivaji jednak silicné drogy, dale samotné silice ¢i z nich
izolované Cisté latky (napf. Herba menthae — Oleum menthae — menthol). V uéincich
se tyto Casto lisi.

V tab. 6 jsou uvedeny nékteré indikace a k nim ptiklady silicnych drog, silic ¢i
izolovanych ¢istych latek. [60]

Tab. 6: Indikace sili¢nych drog sensu lato [60]

indikace obsahova latka n. silice n. sili¢na droga

prostiedky drazdici ktizi Oleum terebinthinae, Oleum rosmarini, kafr,
thymol

antiflogistika Oleum chamomillae, alfa-bisabolol, beta-farnesen,
chamazulen

expektorancia Oleum eucalypti, Herba thymi, Fructus a Oleum
anisi

stomachika Rhizoma calami, Rhizoma zingiberis

karminativa Flos chamomillae, Folium menthae, Fructus
foeniculi

diuretika Fructus juniperi, Radix levistici, Fructus petroselini

emmenagoga a abortiva Semen myristicae, Folium lauri

antiseptika, desinficiencia, karvakrol, eugenol, Folium bucco, Oleum

antiparasitika chenopodii, askaridol

insekticida terpeny rodu Chrysanthemum, Oleum cassiae

Velké mnozZstvi monoterpenit vykazuje protinddorovou aktivitu. Monoterpeny
vzniku rakoviny bud’ ptfedchazeji, nebo rozvoj rakoviny inhibuji. Mezi takové
monoterpeny patii limonen, perillyl alkohol (inhibice vyvoje rakoviny prsu, jater,
slinivky), karvon (prevence nadorového bujeni plic a zaludku), geraniol (inhibice
rozvoje leukemie, rakoviny tlustého stfeva a jater), karveol, mentol a sobrerol (inhibice
nadorového bujeni prsu, prostaty a jater). Nékteré pusobi proti srde€nim chorobdm,
ptedchazeji osteopordze a vykazuji protiplisiiové a antibakterialni G€inky. [121]
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Rostliny s obsahem silicnych drog nemaji pochopitelné pouze pozitivni
farmakologické ucinky, ale také toxické. Monoterpeny alfa-thujon a beta-thujon jsou
dominantni slozkou napt. pelyiikové Salvéjové, thujové silice. Oba thujony vykazuji
chronickou neurotoxicitu, maji rovnéz 1 abortivni uc¢inek. Toxické ucinky vykazuji
také (+)-pulgeon, tj. (R)-(+)-p-menth- 4(8)-en-3-on, nachazejici se v silicich riznych
druhtit mat. Rostliny se vesmés pouzivaji jako karminativum a spasmolytikum.
Pulgeon vykazuje neurotoxicitu a pomérné znacnou hepatotoxicitu vedouci k nekroze
jaternich buné€k. Hotky seskviterpen santonin se vyskytuje zejména v kvetouci nati
pelynku a v prislusSnych silicich. Dfive se tyto drogy pouzivaly jako anthelmintikum.
Santonin vyvolava chromatopsiasu (iluzi barevného vidéni, purpurové vize).
Karcinogenni U¢inky vykazuji nékteré derivaty fenylpropanu napt. safrol, isosafrol,
estragol, methyleugenol a myristicin. Myristicin, obsazeny v mrkvové silici a
v semenech ostatnich rostlin Celedi Apiaceae je soucasné psychomimetickd latka,
vykazujici ve vétSim mnozstvi halucinogenni a narkotické ucinky. [149]

3.4.2. 1-okten-3-ol

1-okten-3-ol, je tékavy alkohol vyrabény pievazné¢ houbami [7]. Ma
charakteristickou ,houbovou” vini a je povazovan za vyznamnou C8 aroma
slouc¢eninu hub [20]. Byl objeven Murahashim v Tricholoma matsutake (S. Ito & S.
Imai) Singer a nejprve nazvan matsutake alkohol [14]. 1-okten-3-ol je tvofen
V plodnicich vysSich hub enzymatickou oxidacni degradaci kyseliny linolové [2]; ma
dva opticky aktivni isomery, pfirozené se vyskytujici (-) forma mé vyraznéjsi aroma
nez (+) forma [7]. 1-okten-3-ol je produkovan houbami jako odpudiva latky proti
predatorim [19], ale mlze také plisobit jako houbovy hormon, zvySeni jeho hladiny u
hmyzu rekrutuje Sifeni sport [6]. 1-okten-3-ol, je Siroce pouzivan jako aromaticka
ptisada do jidla [45], zahrnut také v potravinaiské databazi ptisad - Food and Drug
Administration  (FDA) [17], vFAO a WHO Kodex Alimentarius
(www.codexalimentarius.net/download/standards/9/CXA _006e.pdf) jako aromaticka
latka potravinaiského prumyslu. 1-okten-3-ol byl nalezen také v rostlinach, zejména
v ¢eledi Lamiaceae, kde je soucasti silice a hraje tak dulezitou roli v jejich
aromatickém profilu [16]. Zejména bylo zjisténo vyznamné mnozstvi (> 10%) této
latky u nékterych druht: 12,4-20,7% v Prasium majus L. [4], 19,7% v Stachys recta L.
[5], a 12,62% v Sideritis romana L. subsp. romana [11].

3.5. Metody izolace, extrakce a zakoncentrovani tékavych latek z rostlin

Vybér metody ziskéni pfirodnich tékavych latek zavisi na samotném produktu a
jeho dal$im vyuziti, at’ uz se jednd o potravinafstvi, kosmetiku, farmacii ¢i napf.
chemickou ekologii. VétSina izolacnich technik vyuzivéa nékterou formu extrakce nebo
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destilace, popfipadé¢ kombinaci obou. Tyto metody jsou pifedevSim zalozeny na
rozdilné rozpustnosti latek v rGznych rozpoustédlech a na rozdilech v tlacich par.
Nejstarsi zplisob ziskavani silic je extrakce tuky. Tuk nasyceny silici se pak extrahuje
alkoholem. Pro farmaceutické ucely se silice vétSinou ziskavaji destilaci. Destilace
Z vody se pouziva pro material, v némz vrouci voda nezplisobuje nezddouci zmény.

V jiném pfipad¢ je proto tfeba pouzit destilaci pfehanénim vodni parou. Tyto typy
destilace jsou velmi dileZitou metodou pro izolaci a zakoncentrovani tékavych latek
Z matrice a zisk silic. Je vSak nutné, aby byl zvolen vhodny startovaci materidl, a
pozadované aromatické slouCeniny musi byt stabilni pfi podminkach destilace.
Nevyhodou ovSem je, Ze silice €asto podléhaji chemické modifikaci, jsou nachylné na
fyzikalni zmény (napf. svétlo, teplo). Destilaci ziskané silice se 1i§i svym pachem od
silic ziskanych extrakci, vyssi teplota zplisobuje zmény ve slozkéch silic, hydrolysu
estert apod. Casto je vhodné pro zisk silice kombinace destilace a extrakce. Organické
slouceniny izolované destilaci musi byt separovany z vody, Casto pomoci extrakce
rozpouStédlem (napf. hexan). Silice, které nelze bez rozkladu destilovat se nejlépe
ziskavaji lisovanim, zvl. jsou-li siliéné buniky nebo kandlky uloZeny v povrchovych
vrstvach drogy (napft. oplodi pomerance). [60]

Kromé jiz zminéné destilace, vhodné pro ziskani silic, je dale pro izolaci t€kavych
latek z rostlin velmi dalezité zvolit vhodnou techniku extrakce a zakoncentrovani.
Kromé extrakce rozpoustédlem (kapalnou fazi), headspace technik (extrakce plynem)
se Vv posledni dob¢ rozsitfuje vyuziti tzv. SPME (solid phase microextraction) [103,
105]. Jedna se o sorpcné — desorpéni metodu izolace a zakoncentrovani analytu. Pro
kvantitativni a kvalitativni hodnoceni se vyuziva plynového chromatografu opatfené¢ho
vzdy vhodnym detektorem. [52]

3.5.1. Destila¢ni metody

Veskeré¢ kapalné latky maji tlak par staly pii dané teploté. Kdyz teplota vzroste tak,
ze tlak par latky se rovna vnéjSimu tlaku, latka vfie, a tato teplota je definovana jako
teplota varu latky. Latky s vy$§im tlakem par se oddé€luji ze smési nejdiiv. Destilacni
techniky jsou velmi pouzivané pfi ziskavani silic a poskytuji uzite¢né informace pii
analyze rostlinnych materiald, OvSem také tyto postupy mohou zplisobit tvorbu
artefaktd. To je také vyznamnou nevyhodou této techniky. Destilace mize zahrnovat
prostou destilaci, destilaci za snizeného tlaku a destilaci s vodni parou. Ve vSech
ptipadech musi byt dostatek vychoziho materidlu a pozadované slozky analytu musi
byt stabilni za podminek destilace. [84]
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3.5.1.1. Destilace za snizeného tlaku

Za snizeného tlaku se destiluji vétSinou latky s vys$Sim bodem varu, které by se pii
destilaci za normalniho tlaku rozkladaly nebo by je nebylo viibec mozZné piedestilovat.
Extrakce rozpoustédlem ve spojeni se zakoncentrovanim extraktu pomoci vakuove
destilace je jednou z nejstarsich technik uzivanych v analyze té¢kavych latek. [98, 99]

3.5.1.2. Destilace s vodni parou

U destilace heterogennich smési sestavajicich se ze substanci navzajem v sobé
nerozpustnych, jestlize jednou ze substanci je voda, se uziva termin destilace s vodni
parou (SD - Steam Distillation). Pouziva se pro izolaci té€kavych, ve vod¢
nerozpustnych organickych slozek. Nachazi také uplatnéni pfi izolaci t€kavych latek,
pro které neni vhodna pfima headspace analyza, kvili jejich vazbé na strukturu
matrice nebo kvuli vysokému rozdélovacimu koeficientu analytu mezi vzorkem a
plynnou fazi. Vzhledem k pouziti zvySené teploty mize dojit k tepelné¢ degradaci
nékterych komponent a tvorbé artefakti. SD proto neni vhodna pro analyzu produkti
obsahujicich tepelné nestabilni substance a latky citlivé na oxidaci. [84] Nejvetsi
mnozstvi silic je ziskavano pravé destilaci s vodni parou. Rostlinny material se zahtiva
v destilaéni aparatufe zality vodou, nebo se para do destilacni banky ptivadi
z oddéleného zdroje. Oddestilovana olejovita silice se oddéli od vodné vrstvy, vysusi a
dale zpracovava. [60]

3.5.1.3. Simultanni destilace-extrakce

Metoda simultanni destilace-extrakce (SDE — Simultaneous Distillatio-Extraction)
je v podstaté sprazeni destilace s vodni parou a kontinualni extrakce. Simultanni
destilace-extrakce nebo téz Likens-Nickerson extrakéni metoda byla rozsifenim
technik uzivanych pii ziskavani silic. Tato metoda umoziuje izolaci a zakoncentrovani
v jednom kroku, coz vyrazné sniZzuje casovou ndrocnost procesu a minimalizuje
objemy pouzitych kapalin v disledku jejich nepfetrzité¢ recirkulace: kondenzovana
para je oddélena od silice jednoduchym zachytem a vracena znovu k destilatu, aby se
minimalizovala ztrata ve vod¢ rozpustnych tékavych latek. [84,85]

Kone¢ny profil silice je ovlivilovan tékavosti jednotlivych slozek, rozpustnosti
destildtu béhem extrakce rozpousStédlem, a také ztratami t€kavych slozek b&hem
zakoncentrovani. Tepelna degradace a tvorba artefaktii je redukovana, protoze SDE
muze byt provedena pfi snizeném tlaku a teploté¢, SDE pod vakuem je ovSem méné
ucinnd. [84] Metoda SDE byla vyuzita napt. pfi studiu t€kavych latek v ovoci. [86, 87,
100]
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3.5.2. Extrakéni techniky

Pted vlastni analyzou je tfeba analyty extrahovat z matrice a zakoncentrovat. Vybér
vhodné metody ptipravy vzorku pak vyrazné ovlivituje rychlost, spolehlivost a
pfesnost analyzy. Pro zakoncentrovani t¢kavych latek se nej€astéji pouziva destilace
svodni parou (viz vySe), extrakce rozpousStédlem, headspace metody (extrakce
plynem) a mikroextrakce tuhou fazi (SPME). [97, 103, 105, 114]

Extrakce je délici metoda zaloZzenda na distribuci slozky mezi dvé vzijemné
nemisitelné faze. Jeji délici schopnost je podminéna selektivni rozpustnosti,
rozdilnymi rozdélovacimi koeficienty latek v rozpoustédlech. [84, 88].

3.5.2.1. Extrakce rozpoustédlem

Jeden z nejjednodusSich postupti izolace tékavych latek je pifima extrakce
rozpoustédlem. V analyze t€kavych latek se setkavame s extrakci tuha latka — kapalina
a kapalina — kapalina [84]. Extrakce tuha latka — kapalina se pouzivd nejcastéji
kizolaci jedné nebo vice slozek z pfirodniho materialu. Extrahuje se obvykle
Vv piistroji, ve kterém se jednoduchym zplsobem realizuje opakovana extrakce, aby
vytézek izolace byl co nejvetsi.

Nejcastéji pouzivanym piistrojem pro extrakei tuhé latky kapalinou je Soxhletiv
extraktor nebo extraktor podle Twisselmanna. [84, 88, 107] Extrakce kapalina —
kapalina umoznuje mnoho jednoduchych, rychlych a selektivnich déleni rdznych
druhii latek v Sirokém rozmezi koncentraci. Tékavé latky lze vétSinou extrahovat
pfimo do vhodného rozpoustédla.

Extrakéni systémy jsou velmi rozmanité. [89] Predpokladem uspéSného provedeni
extrakce rozpoustédlem je jeho spravny vybér. Dulezitymi aspekty jsou polarita,
teplota varu (pfi vysSich teplotach jsou extrahovany latky s vy$§imi molekulovymi
hmotnostmi) a viskozita. Nejbéznéji uzivana rozpoustédla jsou organické slouceniny,
které maji nizkou teplotu varu (pentan, hexan, methylalkohol, ethanol, dichlormethan,
chloroform, ethylacetat, ether a aceton). Zakladni nedostatek klasické extrakce
rozpoustédlem, po které se obvykle koncentruje extrakt pomoci destilace, je nejen
casova naroc¢nost (zdlouhava uprava vzorku vede ke ztraté¢ analytu), ale také nizka
selektivita izolace. Vyznamnym omezenim této metody je, Ze netékavé slozky, jako
vosky a tuky, jsou extrahovany také. Po pfimé extrakci je tedy ve vétSin€ piipadi
nezbytné rozdéleni netékavych a tékavych slozek. Snahy o odstranéni zbytkovych
mnozstvi rozpoustédel z extraktu vedou k trvalym kvantitativnim zménadm vzorku.
Rozpoustédlo miize interferovat s t€kavymi latkami béhem plynové chromatografické
analyzy extraktu. [84] Navzdory mnoha nedostatkiim, extrakce rozpoustédlem ziistava
uspokojujicim feSenim analyzy té¢kavych latek.
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3.5.2.2. Superkriticka fluidni extrakce

Alternativou extrakce rozpoustédlem je superkriticka fluidni extrakce (SFE —
Supercritical Fluid Extraction), kdy k extrakci pevného vzorku pouZzivame
nadkritickou (superkritickou) tekutinu, bézné oxid uhli¢ity. Je to rychla, selektivni
metoda na Upravu v podstaté¢ veskerych suchych rostlinnych materiali obsahujicich
silice nebo pryskyfice. [84, 90, 91] Oxid uhli¢ity ma kritickou teplotu 31°C a kriticky
tlak 7 149 kPa. Je nepolérni, a proto rozpousti nepolarni a malo polarni slouceniny.
[90] Vysoce nepolarni charakter oxidu uhli¢itétho miize byt pozménén piidavkem
chemickych modifikatori (napf. methylalkoholu). [84] SFE se obvykle provadi pfi
nizkych teplotach, z cehoz vyplyva, Ze je vhodna ke studiu tepelné labilnich latek. [92]
Ve srovnani s headspace technikami, je zde mozné také pouziti pfi izolaci nepfilis
t€kavych latek nebo latek siln€ vazanych v matrici. SFE byla pouZita napt. ke studiu
aromaticky aktivnich latek v celeru [93], ¢i tékavych latek v Angelica dahurica. [101]

3.5.2.3. Headspace techniky

Tekavé latky Ize z kapalnych 1 pevnych vzorkd izolovat pomoci Setrné extrakce
plynem, tedy s vyuzitim tzv. headspace techniky. Podstatou téchto metod je analyza
plynné faze, ktera byla v kontaktu s extrahovanym materidlem, v idealnim ptipadé az
do ustaveni rovnovazné distribuce t€kavych latek mezi plynnou a pevnou (kapalnou)
fazi, kterd je popsdna distribu¢ni konstantou jednotlivych sloZzek v dané soustavé.
V poslednich letech je instrumentilni analyza té€kavych latek ovlddana prave
headspace technikami. Dtlezitou charakteristikou téchto latek je, Ze musi mit
dostate¢ny tlak par k tomu, aby byly pfitomné v plynné fazi v koncentraci, kterou je
mozné zvolenou technikou detekovat. [84, 97, 114]

3.5.2.3.1. Staticka headspace

Jednoduchou a relativné levnou technikou je tzv. statickd headspace(HS). V tomto
uspotadani se analyzuje vzorek plynu odebrany z prostoru nad pevnou (kapalnou) fazi
ve statickém uzavieném systému (napt. vialka uzaviend septem). T¢kavé slozky se
rozptyli v plynné fazi v koncentracich, které odpovidaji jejich tlaku par. Koncentrace
latek v headspace zdvisi na nékolika faktorech. Jedna se o mnoZstvi analyzovaného
vzorku, koncentraci dané latky ve vzorku a jeji tlaku par (tzv. t€kavosti). Dale jsou
také dulezité podminky extrakce, tj. teplota, Cas extrakce, velikost vialky aj. Staticka
headspace je uZite¢na pro analyzu velmi tékavych latek. Limity detekce pfi analyze
plynovou chromatografii pozaduji urcit¢é mnozstvi latek v headspace, to je mozné
zvysit zahtatim vzorku. ZvySeni teploty ovSem miize vést k tvorb¢ artefaktli a dat tak
nerealny obraz tékavych slozek ve vzorku. Muze také zkreslit kvantitativni slozeni
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latek. Statickd headspace je velmi rychla metoda, kterd poskytuje také moznost
automatizace celé procedury. Kromé toho ziskany extrakt neobsahuje takové artefakty,
jako je tomu u extrakce rozpoustédlem, destilace s vodni parou nebo simultanni
destilace-extrakce. Na druhé strané, headspace techniky vykazuji tendence
k diskriminaci méné t€kavych latek. [84, 97, 102, 114, 144]

3.5.2.3.2. Dynamicka headspace

Relativné nizka citlivost statické headspace analyzy vyplyva ze skute¢nosti, ze
rovnovazny stav je dosahovany mezi plynnou fazi a vzorkem. Tento problém je
eliminovan dynamickou headspace analyzou (DHS), také nazyvanou ,,purge and trap*
technika (PT).

Pevnd (kapalnd) faze se kontinudlné extrahuje proudem inertniho plynu (tzv.
stripovani), z néhoZ jsou vynaSen¢ pary tékavych latek vhodnym zplsobem
zachycovany. V dynamické headspace neutralni plyn (dusik nebo helium) protéka
kolem vzorku, v piipad¢ kapalného jim probublava. Strhava tak s sebou t¢kavé latky,
coZ mé za nasledek vétsi vytézek materidlu k analyze neZ pii statické headspace.
V separacni ¢asti zafizeni jsou t¢kavé latky zachyceny z proudu plynu. Headspace
vzorku je tak neustale obnovovan. Casto je vzorek zahiivan, michan nebo jinak
rozrusovan proto, aby se zvysil transfer hmoty ze vzorku do headspace. Tékave slozky
mohou byt také zachyceny pomoci vhodnych zichytnych systéml. Témi jsou
polymery Tenat, Porapak Q, Chromosorb 101 — 105, aktivni uhli, ¢i kryogenni zachyt.
Kryogenni zachyt je nejméné selektivni. Problémem je vznik vodného roztoku
v disledku soucasného zachytu vody. Proto je nutna nasledna extrakce rozpoustédlem,
coz miZze zménit skuteCny profil tékavych latek. Problémem pii zéchytu na
adsorbentech, kterymi jsou porovité polymery Tenax, Porapak, Chromosorb, je
predevsi jejich nizka kapacita. Také muze dochdzet ke ztratdm analytu v dasledku
zahlceni adsorbentu a déale k nevratné adsorpci latek s dlouhym fetézcem nebo
polarnich sloucenin.

Tuhé adsorbenty mohou mit alternativu ve formé nepolarniho kapalného sorbentu,
napft. silikonového polymeru, u kterého nedochézi k diskriminaci ani ke vzajemnému
konkurovani si latek s kratkym fetézcem a sloucenin s vétsi molekulovou hmotnosti.
Desorpce zachycenych analytl se provadi ptfedevSim tepelng. Tepelnd desorpce
sloucenin z adsorbentu, ackoli je vhodné a rychld, mlze zplsobit degradaci vzorku.
Zachyt aktivnim uhlim vykazuje vysokou afinitu a velkou kapacitu pro vétSinu
tékavych slozek. Pouze 1 — 10 mg uhli je schopno zachytit t€kavé latky z 10 — 100 |
inertniho plynu. Dynamicka headspace umoziuje analyzy s minimem tvorby artefakti
vzniklych béhem odbéru vzorki. Headspace analyzy umoziuji analyzovat skute¢ny
profil tékavych latek produkovanych rostlinami bez artefakth vzniklych béhem
izolace. Bez ohledu na metody zachyceni a stupné¢ desorpce analytu, dynamicka
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headspace analyza se vyznacCuje delSim extrakénim C¢asem neZz ostatni techniky
nepouZzivajici rozpoustédla. [84, 106, 144]

3.5.3. Mikroextrakce tuhou fazi (Solid Phase Microextraction — SPME)

Mikroextrakce tuhou fazi (SPME -Solid Phase Microextraction) je velmi
jednoducha, levna, efektivni technika pouzivana k izolaci a zakoncentrovani té¢kavych
latek z matrice. Jedna se o sorpéné — desorp¢ni techniku, ktera nevyzaduje slozitou
instrumentaci ani pouziti rozpoustédla.[94] SPME jednotka je tvofena kifemennym
vlaknem pokrytym sorpéni vrstvou, které je spojeno s ocelovym pistem a umisténo
Vv duté ocelové jehle, ktera vlakno chrani pfed mechanickym poskozenim. [95, 96, 97]

Analyza pomoci SPME ma dvé faze. V prvni fazi se vlakno vsune do vzorku nebo
se umisti do headspace prostoru nad vzorkem a analyty se sorbuji do vrstvy
pokryvajici vlakno. MnoZstvi extrahovaného analytu zavisi na hodnoté rozdélovaciho
koeficientu analyt — vlakno. Extrakce je povazovana za kompletni, kdyZ koncentrace
analytu dosahne distribu¢ni rovnovahy mezi matrici vzorku a sorpéni vrstvou vlakna.
V praxi to znamend, ze jakmile se dosdhne rovnovahy, naextrahované mnoZzstvi je
konstantni a nezavislé na dalSim ristu extrakéniho Casu. Na rozdil od klasickych
extrak¢nich metod neni analyt extrahovan ze vzorku v co nejvyssi koncentraci, ale
pouze do dosazeni rovnovdzného stavu. Z hlediska fyzikdln¢-chemického je
rovnovazny stav SPME techniky zavisly na koncentraci analytu ve vzorku a také na
typu a tlouStce polymeru, ktery pokryva kiemenné vldkno. Mnozstvi sorbovaného
analytu zavisi na distribu¢ni konstanté a na tloust'ce vrstvy polymeru. Cas extrakce je
dany casem potiebnym pro extrakci dostatené koncentrace analytu s nejvyssi
distribu¢ni konstantou. Distribuéni konstanta vSeobecné vzristd s rostouci
molekulovou hmotnosti a bodem varu analytu.

V druhém kroku je vldkno s extrahovanymi analyty pfeneseno do analytického
zatizeni, ve kterém probiha desorpce, separace a kvantifikace analyti.
SPME je nejcastéji pouzivano ve spojeni s GC nebo HPLC. [94, 96, 97]

SPME ma oproti tradi¢nim preseparacnim technikdm nékolik dilezitych vyhod: [96,
97]
e absence rozpoustédla je v SPME dulezitym rysem; separace je rychlejsi a
Setrné;si k Zivotnimu prostiedi,
e dalsi dilezitou vlastnosti je mald velikost vyuzivaného zafizeni; je mozné
analyzovat i velmi malé objekty za pouziti miniaturnich vlaken,
e citlivost a limit stanoveni je srovnatelny s technikami, které spoléhaji na
kapalinovou extrakci; 1 kdyz je z matrice vyextrahovano jen malé mnoZstvi
analytu, veskery je pfemistén do analytického zafizeni — to je rozdil oproti
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kapalinové extrakci, kde se vétSina analytu dostane do organické faze, ale jen
malé mnoZstvi je nasledné pteneseno do pfistroje,

e vyznamné jsou zkraceny Casy potfebné pro analyzy vzorkli. Kombinovany jsou
totiZz operace vzorkovani, extrakce, zakoncentrovani a davkovani do jednoho
kroku. Volbou vhodného typu stacionarni faze je mozné dosahnout
maximalniho vytéZku a vyznamného zlepSeni sorpcni selektivity.

Techniku SPME lze pouZivat jak pro orientacni analyticka stanoveni, tak s internim
standardem pro vysoce pifesn¢ a reprodukovatelné kvantitavni analyzy.
Utinna extrakce a nasledna desorpce z SPME vlakna zavisi na nasledujicich faktorech
[96, 97]:

e molekulova hmotnost,

e tvar molekuly,

e Dbod varu a tenze par analytu,

e polarita analytu a vlakna,

e funkéni skupiny v molekule analytu,

e koncentracni rozsah pro stanoveni analytu a typ detektoru.

SPME je mozno vyuzit k analyze vSech typi vzorkl (plynd, kapalin 1 tuhych latek).
Analyty mohou byt t€kavé, semi-tékavé a dokonce 1 netékavé organické 1 anorganické
latky.

Kromé& metody SPME pouzité v této praci, existuje tzv. dynamicka mikroextrakce

tuhou fazi (Solid Phase Dynamic Microextraction — SPDE).
Jedna se o dynamickou extrakci kapalnych nebo plynnych vzorkt. Princip metody
SPDE je obdobny jako SPME s tim rozdilem, Ze sorbent je nanesen na vnitini povrch
jehly piipojené k plynotésné stiikacce. Opakovanym nabiranim plynné nebo kapalné
faze vzorku dochazi k zakoncentrovani stanovovanych analytt uvniti jehly. Tento
zpusob extrakce umoznuje stanovit i velmi nizké koncentrace. [146]

V poslednich letech se zacala kromé SPME extrakce pouzivat také SDME -single-
drop mikroextrakce. SDME je miniaturizace tradi¢ni extrakce kapalina-kapalina, kde
je vyznamné snizeno mnozstvi organického rozpoustédla. K extrakci analytu ze
vzorku dochazi sorbci do kapky rozpoustédla vytlaceného z jehly stiikacky se
zkosenym hrotem. [109]
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ITEX — In-Tube Exraction

ITEX je nova technika ptipravy vzorku pro GC analyzy t€kavych a semitékavych
latek v plynnych, kapalnych a pevnych matricich. U této techniky je plynnad faze
pomoci head-space sttikacky prosavana a adsorbovana na sorbent. Po ukonceni
adsorpce jsou analyty tepelné desorbovany piimo do nastfikového bloku plynového
chromatografu. Pro tuto techniku se mohou pouzivat rizné naplné (sorbenty) podle
typu aplikace. Tato metoda nasla uplatnéni napt. pti analyze tékavych latek v télnich
tekutinach. [145]

3.5.3.1. Teoretické vztahy pro vypocet extrahovaného mnozstvi analytu

3.5.3.1.1. Absorpce

Separacni proces SPME je zaloZen na rozdéleni analytu mezi matrici vzorku, ktera
muze byt v plynném, kapalném nebo pevném stavu a vldknem SPME které mize byt
opatteno na povrchu kapalnou nebo pevnou vrstvou [111]. Pfitom nedochazi
k extrakci veskerého analytu z matrice, ale pouze k extrakci ¢asti celkového mnozstvi
analytu ptitomného ve vzorku. Uplné nebo témét uplné extrakce 1ze dosahnout pouze
pii vytvofeni specidlnich podminek, kdy je mnoZstvi analytu vzorku malé a afinita
k povrchu vlakna velka [113]. U absorpce dochazi k sorbci analytu do vrstvy sorbentu.
Pro kapalné sorbenty SPME vlaken je v rovnovdzném stavu celkové mnozstvi analytu
sorbovan¢ho do sorp¢ni vrstvy piimo Umeérné koncentraci analytu ve vzorku. Pro
dvoufdzové systémy je mnozstvi analytu absorbovaného pii extrakci v kapalné vrstve
na povrchu vlakna vyjadieno pomoci rovnice (1). [111]

Rovnice (1)
K,
I"T-; + Kf‘gl"}
Kes ... rozdélovaci koeficient systému vlakno/vzorek;
L/ objem vrstvy na povrchu vlékna;
= objem vzorku;
Co ... pocatecni koncentrace analytu ve vzorku;
n

...... mnoZstvi analytu extrahovaného absorpci

Z této rovnice vyplyva linedrni vztah mezi po¢ateni koncentraci analytu ve vzorku
a mnozstvim analytu sorbovaného vlaknem. Materidly pouzivané na SPME vlakna se

vybiraji s ohledem na co nejvyssi hodnoty Kfs o zpusobuje vysokou sorpéni
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schopnost vlakna se selektivnim efektem. Hodnota Kfs vétsinou neni dost vysoké na
to, aby se analyt Upln¢ extrahoval z matrice a proto je metoda SPME metodou
rovnovaznou (kapacita vlakna je také nizka). Proto je pro stanoveni koncentrace nutna
kalibrace nebo pouZiti vnitiniho standardu. Rovnice déle ukazuje, Ze v ptipadé, kdy je
hodnota V; velmi vysoka, nema mnozstvi extrahovaného analytu souvislost s objemem
vzorku. Toho se vyuziva pro stanoveni pfi terénni analyze. Hodnota Vs ve jmenovateli

je mnohem vétsi neZ hodnota KfsVs , a proto je mozné celou rovnici upravit do tvaru
popsaného rovnici (2). [111,113]

Rovnice (2)

n=K:V;C,

3.5.3.1.2. Adsorpce

Adsorpce je proces, pii kterém jsou latky vazadny na povrch sorbentu chemickymi
nebo fyzikalnimi silami. Prabéh adsorpce je charakterizovan adsorpéni rovnovahou,
ktera urCuje mnozstvi latky schopné se sorbovat na povrch a adsorp¢ni kinetikou, ktera
urcuje rychlost tohoto déje. Adsorpéni rovnovaha je popsdna funkcéni zavislosti
naadsorbovaného mnoZzstvi analytu na koncentraci. Tedy adsorpéni izotermy nebo
izobary. Cast&ji jsou pouzivany adsorpéni izotermy, piedevsim rovnice Freundlichovy
a Langmuirovy izotermy [110].

Proces extrakce na pevnou vrstvu na povrchu vldkna je mozné popsat na zakladé
Langmuirovy teorie adsorpce a je vyjadien nasledujici rovnici (3). [111]

Rovnice (3)

c=V KAI’; I’}Cnﬂ {C_fmaz - C}:A}
Tn = =

AVF n
4 Vet KAI"}' {Cfmax - CfA}

Cra ... koncentrace analytu A na vlakné v rovnovazném stavu,
Ka ... adsorb¢ni rovnovazna konstanta pro analyt A,
Crmax ... maximalni dosaZitelna koncentrace analytu na vrstve;
Vi objem vrstvy na povrchu vlakna;
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L objem vzorku;
n ... mnozstvi analytu extrahovano adsorpci

Je-li Cfmax mnohem vétsi nez Cra , anebo je-li afinita analytu k adsorpcni
vrstvé velmi mala, pozorujeme linedrni zavislost mezi pocatecni koncentraci a
extrahovanym mnozstvim. Pokud ov§em mnoZstvi analytu na adsorpéni vrstvé neni
zanedbatelné ve srovnani s celkovym povrchem adsorpéni vrstvy, linedrni zavislost
nebude pozorovana. [111]

3.5.3.1.3. TWA (Time Weight Average) metoda méreni koncentrace analytu
Vv prostiedi

Dalsi metodou extrakce analytl v plynné fazi pomoci SPME je tzv. TWA, méfeni
koncentrace v prostiedi. Stanoveni pomoci SPME metodou TWA neni nutné dosazeni
rovnovahy mezi vldknem a prostfedim ani provadét kalibraci. TWA koncentrace je
definovana rovnici (4). [111]

Rovnice (4)

_ Cit,+Ct,+Cot,+ - + Oty
Ct,= tiltl+ " +in

Com ... TWA koncentrace;
Cy ... koncentrace analytu v Gase f1

Této metody se pouziva pro stanoveni koncentrace analytu v prostiedi v riznych
casech. Pro tento druh méfeni byla vyvinuta specidlni technika odbéru kdy je SPME
vldkno ponechdno uvnitt jehly. Timto se zabrani ovlivnéni stanoveni piisobenim
vzdusnych proudli a koncentrace na vldkné je pouze vysledkem difuznich sil, které
pusobi uvnitt jehly. Prostfednictvim téchto sil je analyt transportovan od usti jehly az
k SPME vlaknu. [111] (obr. 6)
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Ciprostiedi)}=C(u 11';1:1} \('(u sorbentu) SFME vrstva

F

L \— Jehla

Obr. 6: Vlakno umisténé uvnitt jehly ve vzdalenosti L (délka difuzniho prostoru), ¢ je
koncentrace analytu. [111]

3.5.3.2. Optimalizace podminek SPME
3.5.3.2.1. SPME stacionarni faze

Vybér vhodné stacionarni faze zakotvené na SPME vlakné hraje klicovou roli pfi
stanoveni latek pomoci SPME.

Staciondrni fdze je mozné d¢lit podle mnoha kriterii. Jednim z moznych rozdéleni
je, zda-li je stacionarni faze na vakno:

e vazana,

e nevazana.

Véazané faze jsou stabilni ve vétSin€ bézné pouZivanych organickych
rozpousStédlech. V nékterych nepolarnich rozpoustédlech mohou slabé bobtnat.
Nevazané faze jsou stabilni v organickych rozpoustédlech misitelnych s vodou, ve
kterych mohou slab& bobtnat. Nikdy nesmi byt ¢iStény nepolarnimi organickymi
rozpoustédly. [112]

Stacionarni faze lze také rozd¢lit na:
* homogenni ¢isté polymery — absorbenty,
* porézni ¢astice suspendované v polymeru — adsorbenty.

Pfi absorpci je analyt zachycen piimo ve vrstvé pokryvajici kfemenné vlakno,
v piipadé adsorpce je analyt zachycen na povrchu poréznich ¢&éstic, které jsou
suspendované ve vrstvé na povrchu vlakna. [112,114]

Dale je mozné rozdéleni stacionarnich fazi na:

* polarni,
* nepolarni.
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Vliv polarity se ovSem projevi az u molekul o Mr > 90. Nepolarni faze jsou
mnohem efektivngjsi pro extrakci nepolarnich latek a polarni fdze naopak pro extrakci
polarnich analyth. [112]
je schopna sorbovat vétsi mnoZstvi analytu nez vrstva tenka. Silnéjsi vrstva se tedy
hodi pro vice tékavé latky, protoze analyt je na tuto vrstvu sorbovan rychleji, ve vétsim
mnoZstvi a dochazi k menSim ztratdim. Také dobie extrahuje latky s vysokym bodem
varu, ale jejich sorpce je zdlouhava a pifi nedostatecném oSetfeni vldkna mezi
jednotlivymi extrakcemi mize dojit k pfeneseni analytu na vlakné z jedné extrakce do
dalSich. Oproti tomu tenké vrstva nema tak dobré extrakéni vlastnosti jako vrstva silna,
ovSem termalni desorpce probihd rychleji. Proto je tfeba pii vybéru vhodné tloustky
vrstvy pithlédnout nejen k mnozstvi analytu ziskaného pii extrakci a velikosti molekul,
ale také k casové naro¢nosti celého postupu. [112]

Vldkna mohou byt tvofena tavenym kiemenem, ktery je chemicky inertni.
Extrakéni fazi je vétSinou sesitény organicky polymer. Polymerni vrstva je vyuZivana
k ochrané vldkna proti pfelomeni. Vldkna je mozné pokryvat Cistymi kapalnymi
polymernimi fazemi (napf. polydimethylsiloxan, PDMS) nebo poréznimi tuhymi
fazemi (ptesnéji poréznimi tuhymi latkami dispergovanymi v kapalnych polymernich
matricich; napt. Carboxen/PDMS). Dva nefastéji pouzivané polymery jsou
polydimethylsiloxan a polyakrylat. Polydimethylsiloxan se chova jako kapalina,
polyakrylat je tuhy. Kfemenna vldkna maji typicky primér 100 az 200 um a tlouStka
filmu dosahuje 10 az 100 um. [97, 151]

Nasledujici Tab. 7 ukazuje zdkladni komeréné dostupnd SPME vladkna, pouZité
sorp¢ni materidly, jejich tloustku a doporucené pouziti. [112]

Tab. 7: Prehled komer¢éné dostupnych SPME vlaken [112]

Stacionarni faze/tlouStka vrstvy | Zkratka nazvu Urceno pro Doporuceno pro
stacionarni faze chromatografii | analyzu

Polydimethylsiloxan PDMS GC/HPLC Tekavé latky

100 pm

30 um Nepolarni stiedné
tékavé
latky

7 pm Slabé polarni az
nepolarni
sttednétékavé latky

Polydimethysiloxan/divinylbenze | PDMS/DVB GC Polarni t€kavé latky

n

65 um

60 um HPLC Obecné uziti

(pouze pro HPLC)
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Polyakrylat PA GC/HPLC Poléarni sttedné
85 um tekavé

latky
Carboxen/polydimethysiloxan CAR/PDMS GC Stopové koncentrace
75 um tékavych latek
Carbowax/divinylbenzen CW/DVB GC Polarni latky
65 um
Carbowax/pryskyfice CWI/TPR HPLC Povrchové aktivni
50 um latky
Divinylbenzen/Carboxen/Polydim | DVB/CAR/PDMS GC Tékavé a stfedné
ethylsiloxan tékavé
50 um Carboxen /30 um latky C3-C20
Polydimethylsiloxan

3.5.3.2.2. Zpisob vzorkovani

Existuji dva zakladni zplsoby extrakce analytu z analyzovaného prostfedi. Vldkno
muze byt vystaveno pevnému, kapalnému nebo plynnému analytu s pouzitim riznych
druhi extrakce:

e piimé ponofeni vldkna do kapalné nebo plynné matrice analytu, tzv. direct

immersing(Dl),

e extrakce z prostoru nad analytem pevného nebo kapalného skupenstvi, ktery je

umistén v uzaviené lahvicce, tzv. headspace (HS). [111]

HS-SPME je vhodné pro extrakci tékavych latek, latek s nizkym bodem varu.
V plynném prostiedi je pohyb molekul rychlejsi a dochazi k rychlejSimu ustanoveni
rovnovahy mezi vldknem a analytem.

Oproti tomu DI-SPME je vhodna pro extrakci netékavych latek z analytu
v pevném nebo kapalném skupenstvi. V pfipad€é, ze jsou v matrici pfitomny i
makromolekularni latky a mechanické necistoty, které by mohly ovlivnit pribch
extrakce, je mozné¢ SPME vlakno chranit membranou. [115]

3.5.3.2.3. Teplota

Vliv teploty na SPME extrakci 1ze rozdélit do dvou skupin:

e extrakeni,

e skladovaci.

Vliv extrakéni teploty je ziejmy. V piipadé zvySeni extrakéni teploty dochazi ke
zvySeni difiize analytu smérem k vldknu, ale soucastné se také z vlakna zachyceny
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analyt sndze uvoliiuje. Mezi témito dvéma procesy neni piima umeéra a je tedy vhodné
provadét vSechna opakovana méfeni pfi stejné€, nejlépe optimalni teploté. [111]

Podminky skladovani vzorku zachyceného na vlakné jsou zvlasté¢ vyznamné
s rostouci prodlevou mezi casem extrakce a ¢asem analytického stanoveni. [113]

3.5.3.2.4. Cas

vvvvvv

dosaZeni rovnovahy mezi analytem ve vzorku a analytem zachyceném na sorp¢ni
vrstvé SPME vlakna. V pfipad€, ze analyt neni v roztoku v nadbytecném mnozstvi
schopnem vysytit SPME vldkno je rovnovazny extrakéni Cas pfedevSim urcen

hodnotou rozd€lovaciho koeficientu analyt/SPME vlakno (Kf ).

V piipadé, ze roztok obsahuje takové mnoZstvi analytu, které je schopné vysytit
vSechna aktivni mista sorbentu vldkna dochéazi k tomu, Ze 1 ptes vysokou koncentraci
analytu v prosttedi nedochazi jiz k sorpci na vlakno.

V ptipad€ smési vice analytii mize dochdzet 1 ke zpétné desorpci nékterych analyth
z vladkna zpét do roztoku. Analyty, které snaze unikaji z vldkna jsou poté na vldkné
nahrazeny analyty, jejichz afinita k SPME vlaknu je vyssi. [148]

Technika SPME extrakce ma maximalni U¢innost v bodé ekvivalence. To
znamena, 7Ze dojde k ustaveni rovnovahy mezi analytem v okolnim prostiedi a
analytem zachyceném na vlakné. Nicméné vzhledem k tomu, Ze v nerovnovazném
stavu existuje linedrni zavislost mezi mnozstvim analytu zachyceném na vldkné a
koncentraci analytu v matrici vzorku, neni pro pfesné stanoveni nezbytné¢ nutné
dosdhnout rovnovahy.

V nékterych ptipadech miize byt dosazeni rovnovdhy casové velmi naro¢né.
Z praktickych divodt se tedy pro extrakci voli ¢asovy interval krat$i s ohledem na
praktické vyuZiti extrakce. Délka tohoto extrakéniho €asu je volena jako kompromis
mezi plochou piku, citlivosti stanoveni a timto ¢asem. V ptipadé, kdy pro extrakci
analytu neni volen rovnovazny stav, je nutné pfesné¢ dodrzet cas jednotlivych extrakci.
[115]

3.5.3.2.5. Zména pH a pridavek soli

Je-li vzorek v kapalném stavu tak Uprava pH ¢i piidavek soli mize mit vyrazny
vliv na vysledek extrakce. Pfidani 25 — 30 % hmotnostnich procent chloridu sodné¢ho
nebo upravou pH vzorku mizeme docilit zvySeni iontové sily roztoku a tim snizit
rozpustnost analyti. ZvySenim iontové sily roztoku pfiddnim soli se zvysi vytézek
extrakce predevsim polarnich a t€kavych latek. Naopak u vysoce polarnich latek miize
vést pfidani soli ke vzniku interferujicich pikd. Uprava pH také mize vést k vy$Simu
vytézku extrakce. Kyselé slozky jsou snaze extrahovany v kyselém prostiedi a bazické
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zase V bazickém. [113] Vhodnou kombinaci vlivu iontové sily a hodnoty pH se zlepsi
extrakce analytu z prostoru headspace. Ustaleni rovnovahy je rychlejsi v prostoru
headspace nez pii ponofeni do vzorku, protoze se molekuly v plynné fazi pohybuji
mnohem vyssi rychlosti nez v kapaling.

3.5.3.2.6. Michani

Pii HS-SPME vzorkovani tékavych latek nema michani téméf Zadny vliv na
extrakci. Pouze u méné tékavych latek urychluje transport a ma za nasledek rychlejsi
dosazeni rovnovadhy mezi vldknem a okolnim prostfedim. V ptipadé¢ DI-SPME
vzorkovani ma michéani za nésledek rychlejsi dosaZzeni rovnovahy (hlavné u molekul
s vyss$i molekulovou hmotnosti a vysokym difuznim koeficientem). [113]

Béhem vzorkovani neni vhodné rychlost michdni ménit z divodu
nereprodukovatelnosti méfeni.

3.5.3.2.7. Mnozstvi analyzovaného vzorku a velikost analyzovanych Castic
materialu

Mnozstvi analyzovaného vzorku je velmi dilezitym faktorem SPME metody,
zvlasté s ohledem na extrakéni kapacitu staciondrni faze. Pti kvalitativni analyze
velkém mnoZstvi vzorku tak miize dochdzet k diskriminaci méné¢ tékavych latek.

Velikost ¢astic je faktor dulezity napf. v analyze t€kavych latek susenych rostlin.
Drcenim miize dochdzet k zvySenému mnoZstvi téchto latek. Dale je zde faktor
prakticky vzhledem k mensSimu objemu vzorku a tudiZ snadnéjsi provedeni analyzy
headspace.

Mnozstvi extrahovaného analytu ovliviiuje cela fada dalSich faktort. Pii nizkych
koncentracich t€kavych latek zména objemu neovlivni odezvu, protoze rovnovaha je
zavisla na koncentraci. Pii vysSich koncentracich zacCinaji byt zmény objemu
vyznamné. U velkych vzork, které obsahuji vysSi koncentrace analytu, mnozstvi
analytu ziskaného ze vzorku neodpovidd linedrni zméné€ koncentrace. Kalibra¢ni
kiivka je nelinedrni obzvlasté u latek s vysokou distribuéni konstantou. Lineéarni
zavislost plati jen pro nizké koncentrace. Vzhledem k tomu, ze koncentrace analytu
neni obyCejné znama, je lepSi pouZzivat mensi, stejny objem vzorku a kalibracni
standard. Pfi metod¢ ponotfeni vlakna do vzorku je doporu¢ovano minimalizovat
headspace prostor ve vialce se vzorkem.

U techniky SPME neni nutnd ani Gplnad extrakce analytu ani Uplnd rovnovaha.
Dutlezité ale je dodrzovat konstantni parametry extrakce (napf. extrakéni Cas, teplota
extrakce, hloubku ponoru vlakna, mnoZzstvi vzorku, velikost vialky) Ziskani shodnych
vysledkii vyzaduje zaroven optimalizaci desorpénych parametri jednotlivych analyti,
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tj. teploty nastiiku, hioubku vsunuti vldkna do nastiikového portu a desorpéniho &asu.
[55, 151]

3.5.3.3. Usporadani SPME experimentu
3.5.3.3.1. Na vlakné

Jedna se o zakladni uspotradani SPME pro odbér vzorkid. Pro tento ucel slouzi
zafizeni podobné injekéni stiikacce zobrazené na obr. 7. Zakladem celého zatfizeni je
1 cm dlouhé vldkno potazené polymernim materidlem, na kterém dochazi k sorpci
analytu. Toto vlakno je umisténo uvnitf duté ocelové jehly a upevnéno k pistu, jehoz
prostiednictvim je mozné vtahnout vlakno dovnitt jehly nebo jej naopak vysunout a
vystavit ptisobeni analytu. [115]

Existuje nekolik zékladnich druhi téchto zatizeni: [113]

e pro automatické vzorkovani SPME,

e pro manualni vzorkovani,

e pienosny vzorkovac pro terénni analyzu.
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Obr. 7: zatizeni pro SPME [152]

Extrakce a desorpce

Proces odbéru vzorku je uveden na obr. 8. V prvnim kroku je vldkno nejprve
vtazené¢ dovniti SPME drzdku a pist vytazen v horni poloze. Ocelova jehla je
prostréena septem na ampulce. Pfi tomto kroku je tfeba dbat na to, aby bylo vlakno
opravdu vtazené do drzéku, jinak by mohlo dojit velice snadno k jeho poSkozeni. Ve
druhém kroku je prostfednictvim pistu vysunuto vlakno do prostfedi s analytem a
vystaveno jeho plsobeni v Case experimentem uréeném. Poté je pomoci pistu opét
vtazeno do SPME drzaku. Ve tfetim kroku drzék vytazen ze septa na ampulce [113].
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Erok1
Erok 2

Obr. 8: Proces odbéru vzorku (extrakce) [113, 154]

Desorpce analytu z vladkna probiha bud pfimo v injektoru plynového
chromatografu, nebo také napt. na rozhrani SPME/HPLC. V ptipadé¢ GC je analyt
z vlakna tepeln€ desorbovan v injekénim portu, v ptipadé¢ SPME-HPLC je vyplavovan
rozpoustédlem v desorb¢éni komote. Analyt putuje pfimo do kolony, kde je néasledné
rozdélen na jednotlivé frakce, poté dochézi k detekci a vyhodnoceni. Schéma desorpce
je uvedeno na obr. 9. [113,115]

3.5.3.3.2. In-Tube SPME
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Toto SPME zatizeni bylo vyvinuto pro stanoveni analytu pomoci HPLC, nebo LC-
MS. Zéiklad tvofi oteviené trubicovité kapilary, uvniti kterych je vrstva polymeru,
ktera je stejna jako se nanasSi na komerc¢ni SPME vlékna. Hodi se pro automatizaci a
mize spojité vykonavat extrakci, desorpci a nastiik. Pii In-tube SPME technice jsou
kapalné vzorky pfimo extrahovany do stacionarni faze uvnitf kapilar a poté
desorbovany mobilni fazi nebo rozpoustédlem k némuz maji mnohem vétsi afinitu nez
k stacionarni fazi uvnitf kapilar. [115]

Extrakce a desorpce

Kapilarni trubice je umisténa pifimo mezi injekéni smyckou a injekéni jehlou
automatického vzorkovate HPLC. PocitaCem fizeny automaticky proces neustéle
davkuje vzorek z ampulky do kolony, kde se vdze na tuhou fazi uvnitt kapilary
S polymerem, dokud neni dosaZeno rovnovahy. [115] Nasledné je analyt desorbovan z
kapilary mobilni fazi nebo rozpoustédlem. Desorbovany analyt je unaSen do HPLC
kolony, kde je detekovan pomoci UV spektroskopie nebo MS.

Obr. 9: Desorpce v GC injekénim portu a na HPLC rozhrani [115, 152]

O 44— Vstup pro SPME vlakno

sesticesiny ventl

Mobilni faze

LC kolona

3.6. Separacni a analytické metody

Plynova chromatografie je analytickd a separacni metoda, ktera ma vysadni
postaveni v analyze té¢kavych latek. Mezi hlavni vyhody této techniky patii jednoduché
a rychlé provedeni analyzy, €¢inna separace latek a malé mnozstvi vzorku potfebné
k analyze. V praxi jsou nejvice rozsifené plynové chromatografy s kapildrnimi
kolonami. V soucasné dobé¢ je nejvice vyuzivana plynova chromatografie ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii.
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Aplikace vysoce ucinné kapalinové chromatografie (HPLC — High Performance
Liquid Chromatography) v této analyze je omezend. Duvodem je nedostatecna
citlivost a rozliSeni. [147]

3.6.1. Plynova chromatografie

Plynova chromatografie je metoda uréend k d€leni a stanoveni plynt, kapalin 1
latek pevnych s bodem varu do cca 400 °C. Metoda je zaloZena na rozdélovani sloZzek
mezi dve€ faze, fazi mobilni a stacionarni.

V plynové chromatografii je mobilni fazi plyn, nazyvany nosny plyn. Stacionarni
faze je umisténa v chromatografické koloné. Stacionarni faze u napliovych kolon
muZe byt pevna latka (aktivni uhli, silikagel, oxid hlinity, polymerni sorbenty apod.)
nebo vysokovrouci kapalina nanesend v tenké vrstvé na pevném, inertnim nosici.
U kapilarnich kolon je stacionarni faze nanesena v tenké vrstvé pfimo na upravenou
vnitini sténu kfemenné kapilary.

Princip separace latek plynovou chromatografii je nasledujici. Kolonou se
stacionarni fazi prochazi stale nosny plyn. Vzorek se vnese (nastiikne) do vyhiivaného
bloku — nastrikové komory (injektoru), kde se odpati a ve form¢ par je unasen nosnym
plynem do kolony. SloZky ze vzorku se sorbuji na zacatku kolony ve stacionarni fazi a
pak desorbuji Cerstvym nosnym plynem. Nosny plyn unasi sloZky vzorku postupné ke
konci kolony a délici proces se neustdle opakuje. Kazdé slozka ze vzorku postupuje
kolonou svou vlastni rychlosti zavislou na distribu¢ni konstanté slozky KD = Cs/cm’

kde ¢s a €m jsou rovnovazné koncentrace slozky ve stacionarni a v mobilni fazi.
Latky postupné vychazeji z kolony v potadi rostoucich hodnot distribu¢nich konstant a
vstupuji do detektoru. Detektor indikuje okamzitou koncentraci separovanych latek
Vv nosném plynu. Signal detektoru je vhodné upraven a plynule se registruje. Vysledny
graficky zaznam zavislosti signalu detektoru na ¢ase se nazyva chromatogram (elucni
technika).

Dojde-li na chromatografické koloné k rozd€leni — separaci vSech n-slozek
analyzovaného vzorku, obsahuje chromatogram n-elu¢nich kiivek — pik téchto
slozek. Podle polohy piku lze vyslovit pfedpoklad o identit¢ latky. Plocha piku je
umérnd mnozstvi latky ve vzorku.

U chromatogramu je na ose y zaznamenana odezva detektoru a na ose x délkové
jednotky nebo Cas. Z teorie chromatografické separace vyplyva, Ze chromatograficky
pik ma tvar GAUSSovy kiivky. [122]

Plynovy chromatograf obsahuje tyto hlavni ¢asti:
e zasobnik plynné (mobilni) faze,
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e (istici zafizeni,

e zafizeni na regulaci tlaku, resp. pritoku plynné faze,

e davkovaci zatizeni — injektor,

e chromatografickou kolonu,

e termostat se zafizenim pro izotermickou analyzu a pro analyzu
S programovanou zménou teploty,

o detektor,

e zafizeni na zpracovani a zaznam signalu detektoru a vyhodnoceni analyzy. [88]

Injektor vzorku
Regulator pritoku 4/\‘/\_
\ Zapisovac (pocitac)
<]

||
N\

Detektor

Naosny plyn Termostaty pro kolonu,
injektor a detektor

Obr. 10: Zjednodusené schéma plynového chromatografu [108]

Plynova chromatografie se obvykle dé€li na chromatografii v systému plyn — pevna
latka (GSC) a na chromatografii plyn — kapalina (GLC). V ptipadé¢ GSC je distribuce
analytu mezi stacionarni a mobilni f4zi zaloZena na adsorpci, nevyhodou je tizké oblast
linearity adsorp¢ni isotermy. GLC je ptfikladem rozdélovaci chromatografie, kdy
dochazi k rozpousténi latky v obou fazich. Kapalné faze je v koloné ukotvena, musi
mit nizkou tenzi par a musi byt chemicky stabilni i pfi vysoké pracovni teploté. Jako
kapalné stacionarni fdze pro GLC se casto pouzivaji napi. polyethylenglykoly,
polyestery nebo polysiloxany. [108]

3.6.1.1. Mobilni faze [90, 108, 116]

Mobilni faze je ptedstavovana nosnym plynem. Jako nosné plyny se nejcastéji
pouzivaji vodik, dusik, helium, argon.
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Pti volbé nosného plynu se uvazuji nasledujici faktory: viskozita, ucinnost, Cistota,
reaktivita, typ pouzivaného detektoru a cena plynu.

Pritok mobilni fize musi byt optimalizovan tak, aby se dosdhlo co nejlepSiho
rozdéleni latek na koloné, tj. nejmensiho rozsifeni zon separovanych latek.

Ctyti hlavni d&je, které se podileji na roz§ifovani zon b&hem priichodu kolonou jsou:
e vifiva diftize — rizné molekuly musi urazit rizné vzdalenosti,
e podélna molekularni difuze — molekuly putuji z mista o vyssi koncentraci do
mista o niz§i koncentraci, po 1 proti sméru proudéni mobilni faze,
e odpor proti pfenosu hmoty ve staciondrni fazi — rizné molekuly difunduji rtizné
hluboko do stacionarni faze,
e odpor proti pfenosu hmoty v mobilni fazi — rychlostni profil mobilni faze je
parabolicky.
Uginnost  chromatografické kolony lze kvantifikovat pomoci tzv. poétu
teoretickych pater kolony nebo souvisejiciho vyskového ekvivalentu teoretického
patra. Zavislost vyskového ekvivalentu teoretického patra (H) na primérné linedrni

rychlosti mobilni faze (u) pro dany typ nosné¢ho plynu popisuje van Deemterova
rovnice: [108]

H=A+Bfu+£‘.u’

kde konstanta A zastupuje vifivou difuzi, B podélnou difuzi a C odpor proti pfenosu
hmoty jak ve stacionarni, tak i mobilni fazi.

3.6.1.2. Cistici zarizeni

Cistici zafizeni zachycuje vlhkost a neéistoty v nosném plynu. Zbavuje nosny plyn
nezadoucich stop ostatnich plynt. [90]

3.6.1.3. Regulatory tlaku a priitoku
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Jedna se o elektronické regula¢ni zafizeni, které slouzi k ovladani pritoka a tlaku
nosného plynu. Regulator pritoku zaruCuje konstantni pritok plynu kolonou a
detektorem bez ohledu na typ nosného plynu, teplotu a rozméry kolony. Tlak je potom
proménnou veli¢inou a nastavi se automaticky podle viskozity plynu, vnitiniho
priméru kolony a délky kolony tak, aby priitok kolonou byl konstantni. [90, 108]

3.6.1.4. Injektor

Injektor je vstupem analyzované latky do plynového chromatografu. Nastiik latky
se nejcasteji provadi pomoci specialni injek¢ni stiikacky pies septum, které oddéluje
vnitfek injektoru od vnéjsiho prostoru. Soucasti injektoru je sklenénd vlozka (liner), ve
kter¢ dochazi vysokou teplotou k rychlému odpafeni vzorku a ke spravnému
promichéni par vzorku s nosnym plynem. Mezi injektor a kolonu je zatazen dé€li¢ toku
(splitter), ktery umoznuje vést jen Cast odpafené¢ho vzorku na kolonu (splitovaci
pom¢ér, split ratio). Technika nastfiku bez splitu (splitless injection) se pouZziva pii
stopové analyze nebo pro analyzu smési latek, které se vyrazné 1isi v bodu varu. [90,
108, 116]

3.6.1.4.1. Metody nastiiku

Nastifikem vzorku se rozumi davkovani roztoku pomoci injekénich stiikacek pies
pryzoveé septum.

e Nastfik do kolony je zakladni metodou u napliovych kolon. Vzorek je
davkovan v objemu 1 — 2 pl. Tato metoda nastiiku se bézné pouziva i pro
kapilarni kolony a vzorek je davkovan v objemu 0,2 — 2 ul. Horni ¢ast kolony je
zahtivana na teplotu o 10 — 30°C niZ8i, nez je teplota varu rozpoustédla. Vzorek
se musi rychle nastfiknout a vytvoftit kapalny film na stén¢ kolony. Po 30 — 60 s
se teplota kolony prudce zvysi, aby nastalo odpafeni.

e Nastiik pomoci délice toku (split injection). Tenké kapilarni kolony maji malou
kapacitu, proto se u koncentrovanych vzorki musi pomoci déliCe toku Cast
S nosnym plynem oddé&lit. Do kolony se dostavd jen zlomek nastfikovaného
mnozstvi, zhruba asi 0,1 — 2 pl.

e Nastiik bez deliCe toku (splitless injection). Tato metoda je vhodna pro velké
objemy, asi 0,5 — 5 pl, které se pouzivaji pro stopovou analyzu.

e Koncentrator na pocatku kolony je metoda zachycovani vzorku ze vzduchu
nebo vodného roztoku na adsorbent, jako je podrovity polymer nebo
grafitizované saze. Vzorek je poté termicky desorbovan piimo do kolony. [90]

Nastfiky plynné fadze mohou byt provadény také pomoci statickych nebo
dynamickych head-space davkovacich systémil.
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3.6.1.4.2. Dynamicky head-space davkovaci systém

Dynamické head-space davkovaci systémy pro adsorpci a desorpci obsahuji
probublavaci zafizeni, pomoci kterého jsou tékavé latky uvoliiovany z roztoku a
vyplavovany do adsorpcni kolonky udrzované na nizké teploté. ZadrZzené latky jsou
pak desorbovany do mobilni faze rychlym ohfatim adsorp¢ni kolonky. [106]

3.6.1.4.3. Staticky head-space davkovaci systém

Statické head-space davkovaci systémy jsou zvIasté vhodné pro déleni a stanoveni
té¢kavych latek pfitomnych v pevnych nebo kapalnych vzorcich. Tato metoda je
zaloZena na analyze plynné faze, kterd je v rovnovaze s pevnou nebo kapalnou fazi.

Ptistroj se sklada z plynového chromatografu opatfeného zatizenim pro zavadéni
zkouSeného vzorku, které mize byt pfipojeno k modulu, jenz automaticky ovlada tlak
a teplotu. Je-li to nutné, muze byt ptipojeno zafizeni pro eliminaci rozpoustédel.

Analyzovany vzorek se vpravi do lahvicky opatfené vhodnym uzdvérem a
systémem ventilll umoziujicim prichod nosného plynu. Lahvicka se umisti do
termostatované nadobky vyhtfivané na vhodnou teplotu podle povahy zkouseného
vzorku. Vzorek se zahtiva na tuto teplotu dostatecné dlouho, aby se ustavila rovnovéha
mezi pevnou nebo kapalnou fazi a plynnou fazi. Nosny plyn se zavadi do nadobky a
po piedepsaném case se otevie vhodny ventil, takZe plyn expanduje a unasi zplynéné
latky do chromatografické kolony. Misto chromatografu specialné vybaveného pro
zavadéni vzorkl je téz mozné pouzit plynotésnou stiikacku a b&ézny chromatograf.
Ustaveni rovnovahy pak probihd v odd€lené komirce a plynnd faze se davkuje do
kolony pfi zajisténi podminek zarucujicich, ze nedojde k poruseni rovnovahy. [12,
102, 104]

3.6.1.5. Kolona [116]

V plynové chromatografii se pouzivaji ndplinové nebo kapilarni kolony. Népliové
kolony jsou trubice o priméru 2 az 5 mm obsahujici adsorbent nebo nosi¢ se
zakotvenou kapalnou fazi, délka naplnovych kolon byvéa od desitek centimetrii do
nékolika metrii. Kolony se zhotovuji ze skla nebo nerezové oceli. Kapilarni kolony se
vyrabgji z kifemenného skla a kvili pevnosti jsou potaZzeny filmem polyimidu.
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Kapilarni kolony nemaji praimér vétsi nez 5 mm, délka se mize pohybovat od 10 do
stovek metrii. Stacionarni faze je rozprostiena na vnitinich sténach kapilary.

Podle uloZeni mobilni faze rozliSujeme tii typy kapilarnich kolon:

e WCOT (Wall Coated Open Tubular) — kapalna stacionarni faze tvoti tenky film
na vnitini stran¢ kapilary; kolony musi byt velmi uzké, aby byl zajistén
dostate¢ny styk mobilni faze se stacionarni fazi;

e SCOT (Support Coated Open Tubular) — maji na vnitini stény kapilary vrstvu
nosice se zakotvenou kapalinou;

e PLOT (Porous Layer Open Tubular) — maji na vnitini stén¢ kapilary tenkou
vrstvi¢ku porovitého materialu (napf. aluminy) jako adsorbentu. [90]

Adsorbenty mohou byt rGzné druhy aktivniho uhli, silikagel, molekulova sita a
syntetick¢é makromolekularni adsorbenty. Stacionarni kapaliny musi dobie rozpoustét
separované latky, byt teplotné stdlé, mit nizkou tékavost a nizkou viskozitu pfti
pracovni teploté. M¢ly by pevné smacet nosi¢, aby nedochéazelo k jejich vymyvani.
Dale nesmi reagovat s analyzovanymi latkami a rozpustnost sloZzek vzorku v téchto
kapalindich ma byt rizna. Volba stacionarni fdze je obvykle rozhodujici pro vybér
vhodné kolony pro stanovovany vzorek. Dillezité je selektivita a polarita stacionarnich
kapalin.

Kolona je umisténa v peci, kterd je temperovdna na urcitou teplotu. Teplota je
dalezitd proménna v plynové chromatografii. Pokud je teplota kolony béhem analyzy
vzorku konstantni, jednda se o isotermalni analyzu. Pro analyzu vzorkd
multikomponentnich smési latek s rozdilnymi body varu je vhodné pouzit teplotniho
gradientu, kdy se teplota kolony béhem analyzy bude ménit podle vytvoreného teplotni
programu. Vyhodou pouziti teplotniho gradientu je zlepSeni tvaru chromatografickych
pikl (zuzeni signall, vyssi citlivost) a vyrazné zkraceni doby analyzy.

3.6.1.6. Detektor

Detektory jsou konstrukéni ¢asti meéficich zafizeni, ve kterych je fyzikalné
chemicka vlastnost analytu pfevadéna na méfitelny, zpravidla elektricky signal. Nosny
plyn z kolony protéka detektorem, ktery reaguje na ptitomnost analytu a vysila signal,
jenz je zaznamenavan v zavislosti na Case. Detektor sleduje takovou vlastnost plynu
z kolony, ktera zavisi na druhu a koncentraci slozek (analyticka vlastnost). Musi mit
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dostatecnou citlivost (nizky detekéni limit) a jeho odezva by méla byt linedrni funkci
obsahu analytu. GC se vyznacuje jak nejvétsi variabilitou detekénich moZnosti, tak
detektory s nejvétsi citlivosti a nejveétsi selektivitou mezi vSemi separaCnimi
metodami. [89, 90]

Teplota detektoru by méla byt vyssi nezZ je teplota plynli vychazejicich z kolony, aby
se zabranilo kondenzaci latek na sténach detektoru. [89,90]

V plynové chromatografii se uziva nékoliktypt detektorti: [90, 116, 117]
Tepelné vodivostni detektor (TCD, katarometr)

Detektor obsahuje zahtivané odporové vlakno, které se ochlazuje protékajicim
plynem, ¢imZ se méni jeho elektricky odpor. Priichod latky detektorem se projevi
zménou tepelné kapacity proudiciho plynu a zménou vodivosti odporového vlakna.
V praxi se vedle sebe zapojuji dva TCD detektory, do jedné z mérnych cel se piivadi
¢isty nosny plyn, do druhé plyn vychazejici z kolony. Tento typ detektoru je obliben
pro svou univerzalitu a Siroké rozmezi linearity odezvy detektoru. [90, 116, 117]

Dusiko-fosforovy detektor

Tento detektor je v GC analyze zndm pod fadou nazvl. Jako jsou termoionizacni
specificky detektor (TSD — Thermionic Specific Detector), dusiko-fosforovy detektor
(NPD — Nitrogen- Phosphorus Detector), alkalicky plamenové ioniza¢ni detektor
(AFID — Alkali Flame Ionization Detector) a termoioniza¢ni ionizac¢ni detektor (TID —
Thermionic lonization Detector). Tento typ detektoru je modifikaci FID, jedna se
0 selektivni termoioniza¢ni detektor s alkalickym kovem. Modifikace spociva
vV umisténi perlicky nebo prstence se soli alkalického kovu v prostoru hotacku
(pouzivaji se hlavné siran sodny, chlorid draselny, bromid cesny, chlorid rubidny),
detekce je zaloZzena na ionizaci alkalického kovu vlivem spalin organické latky.
Dochézi k selektivni ionizaci organickymi slou¢eninami obsahujicimi atomy dusiku
nebo fosforu. [90, 116, 117]

Plamenové fotometricky detektor

Plamenové fotometricky detektor (FPD — Flame Photometric Detector) je
selektivnim detektorem pro slouceniny obsahujici fosfor a siru. Je zalozen na méfeni
intenzity emise heteroatomu pfitomnych v molekule analytu. Aplikace FPD neni tak
rozsifend jako FID ptedevsim kvili jeho selektivité. [89, 117]
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Fotoioniza¢ni detektor

Fotoionizacni detektor (PID — Photoionization Detector) je relativné novym
komercné€ pouzivanym GC detektorem. Je to nedestruktivni detektor, ktery se pouziva
ke stanoveni fotoionizujicich sloucenin, jakymi jsou aromatické uhlovodiky a né€které
anorganické slouceniny. Energie pro ionizaci je ziskdvana prostfednictvim UV lampy.
[90, 116, 117]

Tepelné vodivostni detektor

Tepelné vodivostni detektor (TCD — Thermal Conductivity Detector) je
nejlevnéjSim a snadno pouzitelnym detektorem GC. Principem detekce je odvod tepla
z rozzhaveného odporového vldkna plynem vytékajicim z kolony. Zménou teploty
vldkna se méni elektricky odpor. Je to univerzalni nedestruktivni detektor s velkym
dynamickym rozsahem, ale limitujici citlivosti. TCD se obvykle vyuZziva pro analyzu
uhlovodiki a plynti. [89, 116, 117]

Detektor elektronového zachytu (ECD)

Selektivni ionizaéni detektor citlivy na elektronegativni atomy, zejména na
halogeny. Nosny plyn (dusik) je vlivem B zéafeni v detektoru ionizovan, ¢imz vznika
konstantni proud. Atomy halogenli (elektronegativni atomy) zachytavaji pomalé
elektrony, ¢cimz dochazi ke snizeni ioniza¢niho proudu. Zdrojem ionizace je v ECD 3H
nebo 63Ni, emitujici ¢astice B. Nejmensi detekované mnozstvi je o nékolik fadl nizsi
nez u FIDu. Detektor je velmi vhodny pro stopovou analyzu pesticidi v zZivotnim
prostedi. [89, 116]

3.6.1.6.1. Plamenové ioniza¢ni detektor (FID)

Plyn z chromatografické kolony je zavddén do kysliko-vodikového plamene, kde
probihaji chemioniza¢ni reakce vedouci ke vzniku nabitych ¢astic. Detektor se sestava
z ocelové trysky, do které vstupuje smés nosného plynu, vodiku a doplitkového plynu.
Na Spi¢ce mikrohotdku pak dochéazi v proudu vzduchu ke spaleni této smési na ionty,
které se detekuji na polarizovanych elektrodach (obr. 11). Proudové pozadi je mezi
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10 a 10" A, zatimco proud generovany po spaleni solutii je v rozmezi 10 —
10° A. FID poskytuje odezvu témét na vSechny organicke latky, pro uhlovodiky je
odezva umérna poctu uhlikovych atomli v molekule. Odezvu neddva vétSina
anorganickych plynt a par a né¢které organické latky (formaldehyd, chlorid uhlicity).

Nastaveni prutokid vodiku a vzduchu je velmi duleZit¢ a musi byt provedeno 1
S ohledem na nosny plyn. Maximalni linearity a citlivosti se dosahuje pii optimalnim
poméru doplitkovy plyn/vodik. Odchylky od optimalniho poméru maji za nésledek
nestabilni plamen a velky Sum. [89, 90, 116]

Obr. 11: Plamenové ionizac¢ni detektor [153]
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3.6.1.6.2. Hmotnostni spektrometr (MS) [90, 116]

Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda zaloZend na interakci ionti
s elektrickym a magnetickym polem. Vystupem je hmotnostni spektrum, coz je
dvourozmérny graf zavislosti intenzity naméteného signalu na poméru hmoty a naboje
(m/z). lIont wvznikly ionizaci celé molekuly poskytuje informaci o molekulove
hmotnosti analyzované slouceniny, ionty fragmentové pak poskytuji informaci o jeji
struktufe.

Tato technika je vyuzivana pro organické molekuly 1 pro anorganické prvky a
slouceniny. V soucasnosti je MS nejpouzivanéj§i spektrometrickou technikou.
Nejcastéji se pouzivd se spojeni s nékterou ze separacnich metod, napt. GC nebo
HPLC. Hmotnostni spektrometrie je metoda, pii niZ se z neutralnich molekul nebo
prvkil v iontovém zdroji vytvaii ionty, které se pii pfebytku vnitini energie ziskané pfi
ionizaci dale §tépi na fragmentové ionty, radikdly a neutrdlni ¢astice. Nabité Castice
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(molekularni a fragmentové ionty) jsou pak separovany v analyzatoru podle poméru
hmotnosti k naboji (m/z) a nakonec jsou zaznamenany v detektoru.

Zékladnimi c¢astmi hmotnostniho spektrometru jsou iontovy zdroj, analyzator a
detektor.

Iontovy zdroj

Iontovy zdroj je misto, kde dochazi k ionizaci analyzovanych atom, sloucenin a
molekul. Usp&$nad ionizace je kliovym krokem pro tuspéch celé hmotnostnd
spektrometrické analyzy. Pii spojeni GC/MS je nejCastéji vyuzivana elektronova
1onizace. Elektrony, emitované Zhavenym kovovym (W, Re) vlaknem, udrzovanym na
zaporném potencidlu, jsou urychleny elektrostatickym polem (na energii 70 eV) a pfi
jejich interakci s cilovou neutralni molekulou dochézi k ,,vyrazeni* jednoho (pfip.
vice) elektronu za vzniku jednou nebo vicenasobn& nabitych molekulovych ionti
(kladn€ nabitych).

Pti interakci vSak dochdzi k pifenosu véEtsi energie i1onizujicich elektronti na
molekulovy ion, nez je ioniza¢ni energie, coZ nasledné zplsobi fragmentaci
molekulového iontu. Vznikajici hmotnostni spektra jsou u této jediné metody ionizace
reprodukovatelna (existuji knihovny spekter), a proto je EI ionizace zdkladni
technikou pfti identifikaci nezndmého analytu pomoci MS. Podminkou zméteni EI
hmotnostnich spekter je dostatecnéd tékavost analytu za podminek ionizace, protoze
k ionizaci dochazi v plynné fazi za vakua (teplota 150 — 400°C, tlak ca. 10° — 10°°
Pa). El nelze pouzit pro netékavé latky a pro latky termolabilni.

Vzhledem k tomu, ze tedy nékteré typy analytl nelze touto cestou ionizovat (nebo
jen velmi obtizné s malym vytéZzkem), byly vyvinuty dal$i techniky ionizace —
chemicka ionizace (CI), ionizace polem (FI), ionizace laserem za UcCasti matrice
(MALDI), ionizace urychlenymi atomy (FAB), thermosprej (TSI), elektrosprej (ESI).

Analyzator

Analyzator slouzi k rozdéleni iontii podle poméru hmotnost a ndboje (m/z), pti¢emz
jsou vyuzivany rizné fyzikalni principy (pf. méteni doby letu, odchyleni trajektorie
v magnetickém a elektrickém poli). Nejcastéji vyuzivanym hmotnostnim analyzatorem
je kvadrupolovy hmotnostni filtr.

Kvadrupolovy analyzator (Q) obsahuje 4 rovnobézné tycové elektrody. Na kazdou
ty¢ je pfivadéna stejnosmérna slozka napéti (stovky voltl) a soucasné slozka
radiofrekvenéniho pole. Nastaveni parametri (napéti, amplituda a frekvence
radiofrekven¢niho pole) predurcuje trajektorie drah, po kterych se mezi ty¢emi budou
pohybovat ionty s uritou hodnotou m/z. Pfi daném nastaveni maji stabilni trajektorii
vedouci k detektoru ionty pravé urcité hodnoty m/z. Ostatni ionty k detektoru
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neprojdou. Nastaveni veli¢in kvadrupolu se postupné méni a detektor zachycuje ionty
o riznych hodnotach m/z.

Kromé¢ kvadrupdlového analyzatoru lze pouzit také analyzator magneticky,
elektrostaticky, pruletovy (TOF), iontovou past (IT), analyzator s dvojitou fokusaci
(HRMS) a iontovou cyklotronovou rezonanci (ICR).

Hmotnostni analyzatory mohou pracovat ve 2 zdkladnich médech — SCAN a SIM.
Pti SCAN moddu jsou registrovdna hmotnostni spektra v nastaveném rozsahu m/z
(vyuziti pro identifikaci); v SIM modu se sleduje intenzita jednoho nebo nékolika
zvolenych iontl v Case (o 2 fady niz§i mez detekce; vyuziti pro ultrastopovou
analyzu). DtleZitym parametrem analyzatorti je jejich rozliSovaci schopnost (RP).
NizkorozliSovaci analyzatory jsou schopny stanovit molekulovou hmotnost
analyzovanych latek s presnosti na jednotky ¢i desetiny, vysokorozliSovaci systémy
umoznuji pfesnost na 3 az 4 desetinna mista.

Detektor
Detektor registruje ionty po priletu analyzatorem. Tok ionti je tedy pfevadén na

elektricky signal. Zakladnimi typy detektort jsou elektronovy nasobi¢ a fotonovy
nasobic.

Datasystém slouzi pro sbér dat a rovnéZ 1 fizeni analyzy a kontrolu vSech funkci
pfistroje.

Vakuovy systém zajistuje udrzeni vysokého vakua (10 — 10°° Pa), které
zabranuje srazce iontu s jinou Castici béhem celé jeho cesty hmotnostnim
spektrometrem. Typicky vakuovy systém hmotnostnich spektrometri byva
dvoustupniovy. Prvni stupeii tvoii standardni rotacni olejova vyvéva, druhy difuzni
nebo turbomolekularni ¢erpadlo.

Hmotnostni spektrometry mohou byt spojeny jako tandemové hmotnostni

spektrometry (MS/MS). Prvni reakce generuje ionty, z nichz se separuje pozadovany
1on, ten se podrobi dalsi reakci a z n€j vznikl¢ ionty jsou analyzovany.
MS je vSestrannd, rychld a citlivd analytickd metoda, kterd je Casto vyuZzivana ke
kvalitativni 1 kvantitativni chemické analyze, protoze poskytuje velké mnozZstvi
informaci o vzorku a jeho slozeni. Vyznamné napomahd k identifikaci, urceni
struktury organické latky i jeji relativni molekulové hmotnosti. [90, 116]

Hmotnostni spektrum:
e normalizace spekter: hmotnostni spektra jsou obvykle uvadéna
V normalizovaném tvaru, tzn. nejintenzivnéjSimu piku spektra je pfifazena
relativni intenzita 100% a intenzity ostatnich piki se dopocitavaji, kromé
grafické formy Ize spektrum uvést i v tabelarni formé,
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e hmotnostni spektrum: osa y = relativni intenzita v %, osa X = pomér hmotnost
a naboje (m/z), ve vétSiné pripadl je naboj roven jedné a potom hodnota na
0se X odpovida pfimo hmotnosti iontu.

Spojeni GC s MS

Pfimé spojeni néapliiové kolony GC s hmotnostnim spektrometrem neni mozné,
nebot” velké mnozstvi nosného plynu by poruSilo vakuum v hmotnostnim
spektrometru. Mezi chromatografickou kolonu a iontovy zdroj se tedy zatazuje
molekulovy separator nebo dé€li¢ toku, ktery snizuje mnozstvi nosného plynu. Priitok
mobilni faze kapilarni kolonou je podstatné nizsi, takZze konec kapilarni kolony lze
umistit pfimo do iontového zdroje. Nepostradatelné je spojeni GC-MS tam, kde se
provadéji identifikace neznamych slozek smési. Pro kazdou slozku lze ziskat jeji
hmotnostni spektrum a identifikovat ji porovnanim jejiho spektra s knihovnou spekter
sloucenin uloZenou v pocitaci. [116]

V analyze tékavych latek se pouZivaji predevS§im FID a MS detektory a jejich
spojeni s GC predstavuje nejvice vyuzivané analytické techniky. Spojeni GC
S hmotnostnim spektrometrem (MS — Mass Spectrometr) ma nezastupitelny vyznam
Vv analyze tékavych latek. [90, 116]

3.6.2. Vyznamné teoretické aspekty v pynové chromatografii [108]

3.6.2.1. Zaznam chromatogramu

Chromatogram se ziskd jako graficky zdznam zavislosti napétové odezvy
detektoru na Case. Ze ziskanych chromatogramt lze vyhodnotit reten¢ni parametry
jednotlivych signali, plochy a vysky pikl atd. Idealni pik ma tvar Gaussovy kiivky.

3.6.2.2. Diilezité pojmy v plynové chromatografii

Reten¢ni objem V,:
Objem mobilni faze, ktery musi projit kolonou, aby se pfislusny analyt dostal od
pocatku ke konci separaéni kolony.

Retencni ¢as t;:
Celkovy cas, ktery pfislusny analyt stravi v separacni koloné.

Mrtvy objem kolony V\;:
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Objem eluentu, ktery musi projit kolonou, aby se nezadrzovany analyt dostal od
pocatku ke konci kolony.

Mrtvy ¢as kolony ty,:

Retencni ¢as analytu, ktery neni v kolon¢€ zadrzovan, tj. analytu, ktery se pohybuje
kolonou stejnou rychlosti jako mobilni faze. VSechny analyty strdvi v mobilni fazi
stejny Cas - mrtvy cas kolony.

Redukovany reten¢ni ¢as t',:
Cas, ktery ptislusny analyt stravi ve stacionarni fazi.

Dulezitou charakteristikou je tzv. kapacitni pomér k;, ktery naznacuje, do jaké miry
je sloZka 1 zadrZzovana na kolon€ béhem separace. Kapacitni pomér je pfimo umérny
distribucni konstanté dané latky mezi stacionarni a mobilni fazi.

kde (1:)5 a (MM jsou mnozstvi latky i ve stacionarni a mobilni fazi

3.6.2.3. Kvantitativni analyza v plynové chromatografii

Za ptredpokladu linearni odezvy detektoru je plocha ¢i vyska piku imérna mnozstvi
latky. To umoziiuje urcovat mnozstvi ¢i koncentraci dané latky v neznamém vzorku.
Kvalita kvantitativni analyzy je pfedevSim ovlivnéna ptipravou vzorkli, spravnou
funkei pfistroje a kvalitou zpracovani dat, s ¢imz také souvisi spravna volba kalibra¢ni
metody.

Kalibra¢ni graf

Za urcitych podminek (tj. v oblasti linearni odezvy detektoru) je plocha piku dané
komponenty pifimo Umérna mnozstvi této komponenty ve vzorku. Pro zjiSténi
mnozstvi latky ve vzorku je potieba signal detektoru kalibrovat. V praxi to znamena,
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ze se zméii zavislost ploch pikit dané latky na mmnozstvi ¢i koncentraci této
komponenty a sestroji se ptislusny graf.

V oblasti linearni odezvy je mozné kalibracni pfimku vyjadrit:
yv=a+b-x

kde:

X je nezavisla proménnd (= koncentrace standardu)
Yy je zéavisla proménnd (= odezva), plocha piku

aje usek na ose y

b je smérnice pfimky

Kvantitativni vyhodnocovaci metody v plynové chromatografii
B Metoda vnitini normalizace

Touto metodou se urcuje obsah latek ve smésich, je-li pocet komponent relativné
nizky a vSechny komponenty jsou zndmy. Tento typ kalibrace se vétSinou provadi pii
rutinnich stanovenich. MnozZstvi urCité komponenty se pak vyjadiuje jako relativni
frakce z celku. Tedy, v urcité smési je X % latky A, y % latky B, z % latky C atd.
Vysledky pfi pouziti této metody nezavisi na presnosti objemu pii nastiiku vzorku.

B Absolutni kalibrace

Touto metodou se urcuje absolutni koncentrace nebo absolutni mnoZstvi latky na
zaklad@ kalibracni zéavislosti. Protoze u této metody je kriticky objem nastiiku, zavisi
spravnost metody na dobré reprodukovatelnosti ddavkovanych objemi; casto se
doporucuje pracovat s autosamplerem.

B Metoda vnitiniho standardu

Pti této metod¢ se ke vzorku pridava urcit€é mnozstvi zndmé latky, tzv. vnitini standard
(internal standard, IS). Tato latka nesmi byt pfitomna v pivodnim vzorku, nesmi
reagovat s zadnou slozkou vzorku, musi byt dobie oddélena od vSech slozek
Vv pivodnim vzorku a musi se eluovat v blizkosti stanovované slozky. Vyhodou
metody je to, Ze neni tfeba znat presny objem nastiiku vzorku. Navic, s pouzitim IS se
eliminuje vliv zmén pracovnich podminek, protoze jak stanovovana slozka tak IS jsou
témito zménami stejné¢ ovlivnény. Koncentrace slozky X ve vzorku lze vypocitat
pomoci faktoru citlivosti detektoru f, (response factor), ktery je potieba stanovit
kalibraci pro danou komponentu a dany vnitini standard.

Kalibra¢ni pfimka mize mit tvar:
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Ay (Cx)
Ais fx Cis

kde:

Ax  je plocha signalu analytu x ve standardnim roztoku,

Ars je plocha signélu vnitiniho standardu ve standardnim roztoku analytu X
fx  je tzv. response factor detektoru

€x  je koncentrace standardniho roztoku analytu x

Crs  je koncentrace vnitiniho standardu ve standardnim roztoku analytu x

B Metoda standardniho pridavku

Pti pouziti této metody se ke vzorku ptfiddva zndamé mnozstvi stanovované latky.
Z plochy piku latky obsazené ve vzorku a plochy piku po pfidani definovaného
mnozstvi latky ke vzorku lze vypoclitat mnozstvi latky v pivodnim vzorku.
V zavislosti na typu komponenty se tento pfidavek mize provést bud’ ve formeé Cisté
latky, nebo jako roztok dané latky ve vhodném rozpoustédle. Stanoveni mize byt
zalozeno na jednom nebo nékolika ptidavcich zndmého mnozZstvi analytu
k neznamému vzorku.

3.6.2.4. Kvalitativni analyza v plynové chromatografii

Chromatografie je separatni metoda a jako takova neposkytuje informace
o struktuie latek ve vzorku. Pfi kvalitativni analyze v chromatografii se identifikace
analytu provadi na zéklad¢ srovnani reten¢nich dat analytu a standardu. Retencni data
analytu odrazeji specifické interakce analytu se stacionarni a mobilni fazi. Napft.
retenéni Cas Ize povazovat za specifickou vlastnost analytu v daném
chromatografickém systému, a tedy reten¢ni ¢asy mohou slouZit jako prostfedek pro
identifikaci latek v daném chromatografickém systému. Je vSak nutno si uvédomit, ze
retencni Cas neni neménnou vlastnosti analytu, zmény chromatografického systému
vedou ke zméné retencniho Casu. Také je jasné, Ze retencni Cas sdm o sob&é nemuze
slouzit k identifikaci daného analytu a Ze bez ptedchozi ¢astecné znalosti vzorku se
retencni Cas nedd obecné pouZit pro identifikaci latek. Existuje vzdy piredpoklad
0 identité, ktery zavisi na predbézné znalosti analytu, efektivnosti systému a pouzité
identifikacni metod¢. Identifikace neznamych slozek se mize provést také pomoci
specidlnich detektorti. V soucasné dobé se Casto pouzivda kombinace plynového
chromatografu s hmotnostnim detektorem GC-MS.

75



Pristupy:
B Identifikace na zakladé retenénich ¢asa

Pti této metod¢ se srovnava retencni Cas neznamé latky s retenénim cCasem
standardu. Standard je latka, u které je znama struktura a jedna se o snahu dokazat, Ze
neznama latka je sni identicka. Spravna identifikace latky na zéklad¢ srovnani
retencnich Cast latky a standardu je mozné jen tehdy, jestlize podminky méteni obou
vzorkl jsou stejné.

B Identifikace latek na zakladé reten¢nich indexu

U ptedchozi metody je potfeba mit znamou latku (standard), jejiz retencni parametry
jsou srovnavany s retennimi parametry latky neznamé. Toto neni pii metodé
reten¢nich indexii nutné. U této metody se naopak porovnavaji retencni Casy nezname
latky s urcitou latkou nebo skupinou latek, které slouZzi jako referentni latky. Nezndma
latka se tedy identifikuje na zakladé srovnani retencniho indexu s reten¢nimi indexy
latek znamych z literatury.

Nejzndméj$i metodou tohoto typu, kterd se wuplatnila hlavné v plynové
chromatografii, je Kovatsova metoda, kterd pracuje s tzv. Kovatsovym indexem.
Reten¢ni cas latky se prepocitd na retencni (Kovatstiv) index, ktery je vztazen na
rozsahlou skupinu referencnich latek. Identifikace neznamé latky (analytu) se pak
uskuteciiuje na zakladé srovnani tohoto indexu s indexy znamych latek.

Vypocet retencniho indexu (RI):

Rl =n.100 + 100 (log t';,; - log t'},) / (log t'; n+1 - lOQ t'y )

kde

n je pocet atomii uhliku v nejbliz§im niz§im n-alkanu
Urvz  je redukovany retenéni ¢as piku vzorku, analytu

Trn  je redukovany reten¢ni ¢as nejblizsiho niz§iho n-alkanu
Urm+1  je redukovany retencni ¢as nejblizsiho vyssiho n-alkanu

V Kovatsové indexovém systému se retencni data chemickych komponent
namétené za danych chromatografickych podminek vztahuji na homologickou fadu n-
alkantl, pro které Kovats definoval reten¢ni indexy nasledujicim zptisobem:

Retencni index n-alkanu se vypocitd jako stonisobek poctu uhliku v daném n-
alkanu; napf. reten¢ni index n-propanu je 300; n-butanu 400, n-pentanu 500, atd.

76



Reten¢ni indexy vSech ostatnich latek jsou vztazeny k témto hodnotam a to tak, ze
napf. ma-li dana latka za danych podminek retencni ¢as mezi n-pentanem a n-
hexanem, bude mit Kovatsiv index mezi hodnotami 500 a 600. Podobné, eluuje—li
latka mezi n-dekanem a n-dodekanem, bude mit reten¢ni index v rozmezi 1000 a 1200.
Retencni index je charakteristicky pro danou latku; zavisi vSak na stacionarni fazi a
teploté. Plati, Ze teplotni zavislost je vétsi pro polarni komponenty na polarnich fazich
ve srovnani s méné polarnimi latkami na nepolarnich fazich. V ptipadé nepolarnich
fazi je retencni index na teploté téméf nezavisly.

V praxi se Kovatsiv index pouziva nasledovné: naméfeny retencni cas nezndmé
komponenty a retencni ¢asy n-alkani, které se urCily za stejnych chromatografickych
podminek, se dosadi do Kovatsovy rovnice a vypocita se Kovatsuv index. ldentifikace
latky se provede na zdklad¢ srovnani experimentdlné zjiSténého retencniho indexu
S literarnimi hodnotami.

B Identifikace na zakladé relativnich reten¢nich ¢asu

Pii této metod¢ se retencni Cas analytu vztahuje na mrtvy Cas ty nebo na reten¢ni
¢as urcité vhodné latky (standardu), kterd se ptidava do vzorku. S pouZitim relativnich
reten¢nich ¢asl se pak eliminuje vliv délky kolony, fluktuace pritoku, teploty apod.

Identifikace smési

Jsou ptipady, kdy se chemik nezajima o urceni identity neznamé latky, ale jde mu
o identitu smési jako takové, napt. petrochemické frakce. V tomto piipadé¢ se uplatni
metoda ,,fingerprint, kdy se srovnava profilové sloZzeni vzorku s referenénimi smésmi,
podle kterého se da usoudit napt. na ptivod vzorku.

3.6.3. Statistické zpracovani dat

3.6.3.1. Linearita [118, 120]
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Linearita je chapana jako ptimkova zavislost mezi dvéma nahodnymi proménnymi,
tj). analytickym signalem (v tomto pfipad¢ plochy pikl) a koncentraci analytu. Je
vyjadfena korelaénim a regresnimi koeficienty.

Linedrni zavislost dvou ndhodnych proménnych je matematicky vyjadiena
obecnym vztahem:
y=a+bx

kde b je smérnice kalibra¢ni ptimky a a tisek posunuti.

Pro pofet m vzorki zndmého obsahu analytu X; se ur¢i odpovidajici intenzita
signalu Y;, pak pro kazdou z m namétenych hodnot se vypocita odchylka od priméru
Vi=yi-y¥ aXi=%—-X kde¥ jepramér hodnoty Yi, X je primér hodnoty X: .

Pro linearni zavislost se pak miize korelacni koeficient, ktery charakterizuje tésnost
vzajemné zavislosti dvou nahodnych proménnych, odhadnout takto:

. XY
JEX P)(EE)?)

Stanoveni se provede minimalné pro tfi rizné koncentrace standardni latky pro
jednotlivé analyty. Korelacni koeficient nesmi byt niz$i nez 0,98. [94]

3.6.3.2. Opakovatelnost [119, 120]

Opakovatelnost metody je definovana jako tésnost shody mezi navzijem
nezavislymi vysledky zkouSek ziskanymi za podminek opakovatelnosti, Tj. navzdjem
nezavislé vysledky zkouSek se ziskaji opakovanym pouZzitim téZe zkuSebni metody na
identickém materialu, v téze laboratofi, tymz pracovnikem za pouziti tychz ptistroji a
zafizeni, béhem kratkého ¢asového rozmezi.

Aritmeticky priumér

Pii opakovani analyzy @ — @) ziskdme soubor rozdilnych hodnot X;, které maji
Casto normélni (Gaussovo) pravdépodobnostni rozdéleni. O&ekavana hodnota X | ktera
v ptipad¢€ normélniho rozdéleni soucasné piedstavuje nejcetnejsi hodnotu, se nejcastéji
odhaduje jako aritmeticky pramér.

n
2
i=1

X =

2=
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Smérodatna odchylka
Rozptyleni jednotlivych hodnot X; okolo priméru x je zpravidla charakterizovano

hodnotou smérodatné odchylky. Smérodatnd odchylka je tedy mirou piesnosti
vysledki stanoveni.

n

T
1
s:J Z{xi—x]’
15

Relativni smérodatna odchylka
Relativni smérodatnéd odchylka udéva procentualni rozptyl od stfedni hodnoty.

3.6.3.3. Mez detekce [118, 120]

Mezi detekce (LOD — Limit Of Detection) individudlniho analytického postupu je
které neni nutné kvantifikované jako exaktni hodnota. U separacnich metod se pouziva
k vypoctu meze detekce velikost hodnoty signalu slepého pokusu. Z chromatogramu
slepého pokusu se uréi maximalni kolisani zakladni linie (hy.) v oblasti dané
dvacetinasobkem polositky piku stanovovaného analytu.

Pro odezvu meze detekce plati:

Vp =3 hmax

a pro koncentraci na mezi detekce:
Vb

Xp=5——
by

pfiCemz smérnice kalibra¢ni pfimky b; musi vychazet z koncentracni zavislosti
y= byx kdey je vySka chromatografického piku a ne plocha, jak je obvyklé.

3.6.3.4. Mez stanovitelnosti [118, 120]
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Mezi stanovitelnosti (LOQ — Limit Of Quantitation) individudlniho analytického
postupu lze chapat nejnizsi mnozstvi analytu ve vzorku, které je mozné stanovit jako
exaktni hodnotu se stanovenou piesnosti.

U separa¢nich metod se pouziva k vypoctu meze detekce velikost hodnoty signalu
slepého pokusu. Z chromatogramu slepého pokusu se ur¢i maximalni kolisani zakladni
linie (hmax) Vv Oblasti dané dvacetinasobkem polositky piku stanovovaného analytu.

Pro odezvu meze detekce plati:

a pro koncentraci na mezi detekce:
xy=ds
= bl ’

pficemz smérnice kalibraéni p¥imky D1 musi vychazet z koncentradni zavislosti
¥ =b,x  Kkdey je vyska chromatografického piku a ne plocha jak je obvyklé.

4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Rostlinny material
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4.1.1. Melittis melissophyllum L. subsp. melissophyllum

Nadzemni ¢asti rostliny Melittis melissophyllum L. subsp. melissophyllum byly
sbirany v obdobi kvétu v kvétnu 2007 na dvou lokalitach v centralni Italii (lokalital:
Piedilapiaggia, v blizkosti mésta Camerino, 600 m nad moiem, poloha N43°09°10‘¢
E13° 07°18°‘; lokalita 2: Crispiero, v blizkosti mésta Castelraimondo, 400 m nad
mofem, poloha N43° 11°19°° EI13° 06°27‘‘). Dokladové exemplaie byly
identifikovany a uloZeny v Herbarium Camerinensis (Ustav environmentalnich véd,
Sekce botaniky a ekologie, University of Camerino, Italie) v ramci pfistupovych kodia
CAME13429 a CAMEI13430, jsou k dispozici také na webovych strankéch:
http://erbariitaliani.unipg.it. Pro headspace analyzu (HS) byl suSeny rostlinny material
upraven za pomoci mixéru (model MFC DCFH48 IKA-WERK ) s filtry o pruméru
2 mm.

4.1.2. Teucrium flavum L. subsp. Flavum

Nadzemni ¢asti rostliny Teucrium flavum L. subsp. flavum byly sbirany v obdobi
kvétu v kvétnu az cervnu 2007 a 2008 na skalnatych mistech regionu Marche
(centralni Italie): ndzev lokality, Bistocco; GPS soufadnice 43°04°33"" N, 13°01°35"".
E. Rostlinny material ziskany v roce 2007 byl suSen pii pokojové teplot€¢ po dobu
jednoho tydne, chranén pied svétlem. Zatimco sbér zroku 2008 byl pouzit jako
Cerstvy vzorek. Dokladové exemplate byly identifikovany a uloZeny v Herbarium
Camerinensis (Ustav environmentalnich véd, Sekce botaniky a ekologie, University of
Camerino, Italie) v rdmci pfistupového kodu CAME13412, jsou k dispozici také na
webovych strankach: http://erbariitaliani.unipg.it. Pro SPME analyzu byl suseny i
Cerstvy material (kvetouci nadzemni casti, listy, stonky a kvéty) upraven pomoci
mixéru MFC model DCFH 48 IKA-WERK (IKA, Staufen, Némecko) s filtry o
velikosti 1, 1,5 a 2 mm v praméru. Kromé¢ toho, byly k SPME extrakci pouzity zv1ast
celé suSené a Cerstvé kvéty a také jednotlivé ¢asti kveth (kalich, koruna).

4.2. Chemikalie

4.2.1. Melittis melissophyllum L. subsp. Melissophyllum
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Standardy byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich (Milan, Italie).

Jednalo se o 1-okten-3-ol, hexadekanova kyselina, oktadekan, heneikosan,
trikosan, tetrakosan, pentakosan, heptakosan, nonakosan, benzacetaldehyd, kumarin,
a-pinen, sabinen, y-terpinen, terpinolen, linalool, terpinen-4-ol, a-terpineol, (E)-f-
ionon, (E) -karyofylen, a-humulen, karyofylen oxid, a-bisabolol, globulol, fytol. Pro
extrakci byl pouzit hexan (Carlo Erba ,Milan, Italie), analytické ¢inidlo Na,SO,4 ( J.T.
Baker, Deventer, Holandsko).

4.2.2. Teucrium flavum L. subsp. flavum

K analyze byly pouZity tyto referen¢ni slouCeniny; tj. a-pinen, kamfen, sabinen, -
pinen, myrcen, p-cymen, limonen, terpinolen, linalool, oktanal, 1,8-cineol, y-terpinen,
kafr, (-)-verbenon, nerol, (-)-karvon, isobornyl acetat, dodekanal, terpinen-4-ol, a-
terpineol, a-kopaen, a-gurjunen, (E) karyofylen, a-humulen, allo-aromadendren,
dodekanol, germacren D, .a-zingiberen, (E)-nerolidol, spathulenol, a-bisabolol,
karyofylen oxid, hexahydrofarnesyl aceton, 1-okten-3-ol, hexadekanova kyselina, n-
alkany (C7-C30), benzaldehyd, p-vinylanisol, eugenol.

Byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich/Milan, Italie). VSechny slouc¢eniny mély
statut (kvalitu) analytického standardu.

4.3. Metody izolace, extrakce a zakoncentrovani tékavych latek
4.3.1. Destilace s vodni parou (SD)

4.3.1.1. Melittis melissophylum L. subsp. melissophyllum

Destilace s vodni parou byla pouzita za uc¢elem zisku silice.

Nadzemni ¢asti rostliny (120 — 193 g) byly suSeny pii pokojové teploté, chranény
pted svétlem, po dobu jednoho tydne. Déle byly zpracovany na malé ¢asti a umistény
v bance obsahujici 2,4 — 3,8 1 vody. Poté probé¢hla destilace s vodni parou po dobu
4 hodin (pfistroj typ - Clevenger ), bylo ptfidano 10 ml hexanu pro zachyceni tékavych
slozek. Po destilaci bylo rozpoustédlo eliminovano proudem N, a olej vysuSen
bezvodym Na,SO,4. Olej byl ulozen v uzavienych lahvickach v —20°C, chranén pired
svétlem a piipraven pro GC-FID a GC-MS analyzy. Kazdy vzorek byl rozdélen na tfi
¢asti, kazda cast byla destilovana a analyzovana pomoci GC-FID a GC-MS. Vytézek
oleje byl (w/w, 0,02 — 0,04%) vztazeno na suSinu. Olej mél zlutou barvu a typickou
houbovou viini.
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4.3.1.2. Teucrium flavum L. subsp. flavum

Destilace svodni parou, za ucelem zisku silice (ze suSenych a CcCerstvych
nadzemnich ¢asti rostliny), byla provedena za pouziti zatizeni typ — Clevenger (Ciro
Donati, Rim, Itilie) po dobu 3 h. Pro zachyceni tékavych slozek byl pouZit hexan
(3 ml). Silice byly vysuSeny bezvodym siranem sodnym a rozpoustédlo odpaieno
pomoci proudu N,. Poté byly uloZeny v uzavienych lahvickach v —20°C , chranény
pied svétlem a piipraveny pro GC/FID a GC/MS analyzy (Agilent, Santa Clara CA,
USA). Ze tfi riznych vzorkli pochazejicich ze sbérného mista byly destilaci ziskany tfi
tekavé frakce. Vytézek silice (w/w, 0,02 — 0,05%) vztaZeno k suSing. Silice méla
typickou ovocnou vini.

4.3.2. SPME analyza

4.3.2.1. Teucrium flavum L. subsp. flavum

Kiemicita vlakna pro SPME analyzu 1 manudlni SPME pfistroj byly zakoupeny od
Supelco (Bellefonte, PA, USA). Testovana a nasledné porovnana byla tii vlakna:
polydimethylsiloxan (PDMS, 100 pum), polydimethylsiloxan-divinylbenzen (PDMS/
DVB, 65 um) a Stableflex divinylbenzen-carboxen-polydimethylsiloxan (DVB/CAR /
PDMS, 50/30 um). Pro optimalizaci podminek extrakce byly zvoleny tyto faktory:
extrakéni teplota, extrakéni Cas, velikost ¢astic, desorpéni ¢as a mnozstvi vzorku
rostlinného materialu. P1ast’ vSech SPME vlaken byl dlouhy 1 cm. Pfed GC/FID a GC/
MS analyzou, bylo kazdé vldkno stabilizovano v injektoru GC, podle pokynt
uvedenych vyrobcem.

SuSeny 1 Cerstvy rostlinny material (pozadované mnozstvi kvetoucich nadzemnich
Casti, listd, stonkt a kvétd; jeden samotny cely kvét, kalich a koruna)
byl hermeticky uzavien ve 4 ml lahvicce opatfené polypropylenovym
vickem s otvorem vyplnénym PTFE/silikon septem (Supelco, Bellefonte, PA, USA) a
nasledné umistén (ekvilibrovan) v termostatické lazni pozadované teploty. Pred
vzorkovanim byly jak samotny kvét, tak 1 jednotlivé kvétni Casti zvazeny (tii
stanoveni) a vypocitdn primér. Poté byl do uzaviené lahvicky vlozen pomoci
manudlni penetrace septa jehlou SPME pfistroj. Déle doslo k vysunuti vldkna a jeho
vystaveni v prostoru nad rostlinnym materidlem (headspace) po zvolenou dobu, tzv.
extrakcni ¢as.

Pii optimalizaci podminek SPME analyzy bylo pracovéano: s mnozstvim (5 — 100
mg) zkoumaného vzorku, pi1 teplot¢ (20 az 90°C). Po wurcité extrakcni
dobé (5 — 60 min), byla vldkna opét vtazena do jehly, vysunuta z lahvicky skrze
septum a vlozena pifimo do injektoru GC chromatografu. Desorpce
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analyti z vldkna byla provedena zahiatim v misté¢ ndastiiku pii teplot¢ 280°C
po dobu 1 — 5 min (desorpéni Cas).

Poté doslo k pfenosu analytli piimo na chromatografickou kolonu za ucelem
instrumentalni analyzy. Vzdy pied odbérem vzorka bylo kazdé vlakno ¢isténo, tj. na 5
min vloZzeno do GC injektoru pii teploté 280°C.

Pti srovnavaci analyze (SPME vs destilace s vodni parou) byly experimentalni
podminky stanoveny nasledovné: extrakéni teplota, 60°C; extrakéni €as, 30 min,
velikost ¢astic, 1 mm (suSeny material) a 2 mm (Cerstvy material); piidavek vody,

60 ul, desorpéni ¢as, 3 min (pii 250 °C v rezimu splitless — bez délice toku).

Pro kazdou zkoumanou ¢ast byla SPME analyza provedena ve tfech vyhotovenich.
Po odbéru vzorku byl SPME piistroj okamzité vlozen do GC injektoru a vldkno
tepelné desorbovano. Pied kazdym dalSim odbérem vzorku byla vzdy potieba
rekondice (vy¢€isténi) vlakna v GC chromatografu, jako tzv. ,,slepy* vzorek.

4.4. Separacni a analytické metody

Analyzy obou rostlinnych materidlti byly provedeny na stejnych pfistrojich, za
shodnych chromatografickych podminek. Pii vyzkumu tékavych latek z Teucrium
flavum L. subsp. flavum ptedchazela GC analyze také SPME (viz vyse). Pro studium
tekavych latek z Melittis melissophyllum L. subsp. melissophyllum (1-okten-3-olu) byl
pouzit headspace vzorkovac spojeny s plynovym chromatografem (viz nize).

4.4.1. GC-FID

GC/FID analyza te€kavych slozek byla provedena za pouziti pfistroje
Agilent 4890D s plameno-ioniza¢nim detektorem (FID). Latky byly separovany na
HP-5 kapilarni kolon€ (5% phenylmethylpolysiloxan, 25 m, 0.32 mm 1.d.; 0,17 pm
tloustka vrstvy) (J & W Scientific, Folsom, CA, USA), s nasledujicim teplotnim
programem: 60°C po dobu 5 min, nasledné narust teploty 4°C /min do 220°C, dale
11°C /min do 280°C, poté ponechano 15 min; teplota injektoru a detektoru byla 280°C
(250°C pro SPME); nosny plyn, helium (1.4 ml /min), objem nastfiknutého vzorku 1
ul, délici pomér 1:34, bez délice toku (pro SPME). Smés alifatickych uhlovodiki (Cg-
Cz0) (Sigma, Milan, Italie) v hexanu byla pfimo zavedena do vstfikovac¢e GC nebo na
SPME vldkno a aplikovana pod vySe uvedenym teplotnim programem, za tcelem
vypoctu reten¢nich indexi (Kovats indext) kazdé extrahované
slouceniny ziskané jak pomoci SD tak HS-SPME. VSechny GC/FID analyzy byly
provedeny ttikrat.
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4.4.2. HS-GC

Za GCelem analyzy 1-okten-3-olu v rostlinném materialu Melittis melissophyllum L.
subsp. melissophyllum byla provedena analyza headspace (HS) pomoci Agilent 7694E
headspace vzorkovace spojen¢ho s plynovym chromatografem (Agilent 4890D). Tii
rostlinné vzorky (0,5 g,) byly umistény v 10-ml headspace lahvickach a analyzovéany
takto: inkubaéni €as, 30 min; ¢as natlakovani , 20 s; ¢as naplnéni smycky, 20 s; Cas
ustanoveni rovnovahy (vyrovnani) davkovaci smycky , 5 s; cas nastfiku,] min;
tlakovaci plyn, Helium; inkubacni teploty (°C), 40, 60, a 80; teploty smycky (°C), 50,
70, 90; teploty ptevodni linky (°C), 70, 90, 110. Kazda analyza byla provedena ttikrat.
Byla pouzita kapilarni kolona Innowax (30 m, 0,32 mm i.d., 0,25 pum tloustka vrstvy)
(J & W Scientific, Folsom), teplotni program: 60 ° C po dobu 5 min, poté nariist
teploty 3°C/min do 200°C, dale 10°C/min do 240°C ponechano po dobu 10 min;
teplota injektoru a detektoru, 280°C; nosny plyn, helium (1,4 ml/min); rezim split-less
(bez delice toku). Identita 1-okten-3-olu byla potvrzena,
co-injekci standardu, ptficemz jeho procentualni podil byl ziskdn -elektronickou
integraci pomoci FID. Pozitivni kontrola byla provedena pomoci vzorku tékava frakce
(silice) z lokality 1 ziskaného destilaci s vodni parou (inkubacni teplota 40°C).

4.4.3. GC-MS

GC/MS analyza byla provedena pomoci plynového chromatografu Agilent 6890N
S hmotnostnim spektrometrem 5973N. Pfistroj je vybaven kapilarni kolonou HP-5ms
(5% phenylmethylpolysiloxan, 30 m, 0,25 mm id, 0,1 um tloustka vrstvy) (J & W
Scientific, Folsom). Teplotni program GC byl naprogramovan takto: 60°C po dobu
Smin, poté nartst teploty 4°C/min do 220°C, dale 11°C /min do 280°C, ponechéano
15min a nakonec 11°C/min do 300°C, ponechano po dobu 5 min; nosny
plyn: helium; pratokova rychlost: 1,0 ml/min, teplota injektoru a pfevodni linky:
280°C (250°C pro SPME); objem nésttiku vzorku: 2 pl; délici pomér: 1: 50; bez délice
toku pro SPME, ¢as skenovani: 75 min; ziskany hmotnostni rozsah (range): 29 — 400
m/z. VSechna hmotnostni spektra byla ziskdna v rezimu elektronového dopadu EI
s loniza¢nim napétim 70 eV.

4.5. Identifikace a kvantifikace tékavych latek

4.5.1. Melittis melissophyllum L. subsp. melissophyllum
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Identifiakce tékavych latek byla zaloZzena na pocitaovém porovnani
s knihovnami WILEY?275, NISTO5 a ADAMS a také na zakladé srovnani
hmotnostnich spekter a reten¢nich indexti (RI) [13] uvedenych v literature. [1, 35]
Krom¢ toho byla pouzita domaci knihovna, vytvoiena na zékladé analyzy referencnich
silic a komeréné dostupnych standardd. Pokud to bylo moZné, byly komponenty
identifikovany na zéklad¢ srovnani jejich reten¢nich ¢asli, hmotnostnich spekter a
retenCnich index(i vztazeno na n-alkany, se standardy dostupnymi v laboratofi.
Procentualni zastoupeni siliénych slozek bylo ziskdno elektronickou integraci za
pouziti plamenové ionizacni detekce (FID, 280°C), rozdélenim plochy kazdé slozky
podle celkové plochy vsech slozek izolovanych za téchto podminek. Procentudlni
hodnoty tékavych slozek byly primérem ze tii stanoveni.

4.5.1.1. Kvantifikace 1-okten-3-olu v silici

Mnozstvi 1-okten-3-olu vsilici bylo zjisténo metodou nasobku standardniho
pridavku. [12] (Tab. 8) Znamé mnozstvi analytu (0,05, 0,1, 0,2 mg) bylo piidano ke
vzorku silice, byl vytvofen graf zavislosti namétené plochy piku k mnozstvi ptidavku.
Kazdy ptidavek byl proveden tiikrat. Prisecik regresni pfimky s osou znamenajici
mnozstvi pfidavku zna¢i mnozstvi analytu (mg) v piivodnim silicném vzorku.

E—
Amount of Peak area Average area  SD CVZ%
1-octen-3-ol
added (mg)
0 22912.0000
22602.0000 23685.6667 1615.9487 6.8225
25543.0000
0.05 37100.0000
38591.0000 39555.0000 30533491 7.7192
42974.0000
0.1 65341.0000
63067.0000 66482.0000 4106.1687 6.1764
71038.0000
0.2 113614.0000
102910.0000 105801.6667 6841.3174 6.4662
100881.0000
Linear regression
Correlation coefficient r  0.997
Slope a 420,545
Intercept b 21,856

Tab. 8: Analyza tékavé frakce (silice) Melittis melissophyllum L. subsp. melissophyllum
(lokalital) pro 1 - okten-3-ol, s pouzitim metody nasobku standardniho pridavku [45]

4.5.2. Teucrium flavum L. subsp. flavum
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Systém identifikace tékavych slozek z Teucrium flavum L. subsp. flavum byl
shodny jako u Melittis melissophyllum L. subsp. melissophyllum (viz vyse).

Bylo-li to mozné, latky byly také identifikovany porovnanim reten¢nich
Cast chromatografickych piki se standardy (dostupné v laboratofi), pii stejnych
podminkach analyzy. Relativni mnoZzstvi tékavych latek, vyjadiena v procentech, byla
ziskana normalizaci FID ploch pikli (primér z péti opakovani), na zakladé vypoctu
faktoru odezvy (RF) na FID pro osm riznych skupin tékavych latek (viz Tab. 9).

Vzhledem k velkému poctu identifikovanych slozek a nedostupnosti
obchodnich standardd pro mnohé z nich, byl u sloucenin z kazdé zosmi skupin
ptedpoklad, Ze maji stejny kvantitativni GC korek¢ni faktor. Standardni slouceniny,
zastupujici stanovené chemické tfidy, byly vybrany z téch dostupnych v laboratofi
(Tab. 9). Pro vyssi spolehlivost byl, dle moznosti pouzit vice nez jeden standard pro
kazdou tiidu. Bylo pfipraveno pét replik, smési se stejnym mnozstvim vnitinich
standardi (oktanu a oktadekanu) a reprezentativnich sloucenin; jejich konecné
koncentrace byly v rozsahu 0,35-0,40 mg mL™, s ptihlédnutim na &istotu stanovenou
pro kazdou z nich na GC/FID. Korekéni faktor 1 byl ptedpokladan pro slouceniny,
které nebyly Cleny zaddné z téchto tfid. Faktory odezvy (RFs) piedstavovaly takové
faktory odezvy (které byly samy o sobé primérem péti béhil) vytvofené kazdou
standardni slou¢eninou v ramci chemické ttidy.

Pouzity vzorec byl RF = Cjaye/[(Amaye/Ais)] *  Cis, kde  Canayee J€
koncentrace standardu pfedstavujici chemickou skupinu (napt. p-pinen pro
monoterpenické uhlovodiky), Aganayte jeho absolutni plocha piku, Ajs je primér
absolutnich ploch piki oktanu a oktadenu a Cj; jejich koncentrace.

Pouzitim obecného faktoru odezvy pro slou€eniny v ramci osmi tfid mohou byt
odvozené kvantitativni idaje povazovany za ptiblizeni absolutni kvantifikace.
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Grouped compounds Mean =+ SD RF
Terpenoids
Monoterpenes hydrocarbons
f-Pinene 1.04 £ 0.01 1.09 £ 0.06
Limonene .15 2 0.01
y-Terpinene 1.04 £ 0.01
p-Cymene 1.14:20.01
Oxygenated monoterpenes
1,8-Cineole 1.49 3 0.01 1.36 £ 0.09
Linalool 1.33 £0.01
Camphor 1.32 :£0.01
Terpinen-4-ol 1.29 +0.01
Verbenone 1.42 + 0.01
Nerol 1.53 £0.01
Carvone 1.35 40,01
Sesquiterpenes hydrocarbons
(E)-Caryophyllene 1.1) 4 0.01 1.11 £ 0.00
a-Humulene 111001
Oxygenated sesquiterpenes
Caryophyllene oxide 1.20 £+ 0.01 1.20 + 0.00
Aliphatics
Alcohols
1-Octen-3-ol 1.30 £ 0.01 1.384£0.11
Dodecanol 1.45 + 0.01
Esters
Isobornyl acetate 1.39 + 0.01 39 + 0.01
Isobornyl isovalerate 1.38 4+ 0.01
Aldehydes
Octanal 1.50 £ 0.01 1.49 +0.03
Dodecanal 1.47 £ 0.01
Aromatics
Benzaldehyde 1.28 £ 0.01 324005
p-Vinylanisole 1.36 +0.01

Tab. 9: Hodnoceni (stanoveni) GC-FID faktoru odezvy (RF) pro rizné skupiny
tékavych latek obsazenych v Teucrium flavum L. subsp. flavum [53]
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

S ohledem na zvySujici se popularitu metody SPME roste také moznost jejiho
vyuziti pfi analyze ptirodnich latek. Zasadni vyznam ma fyzikdlni a chemicka
charakteristika studovanych slozek. Tento aspekt je dualezity jednak pro proces
vzorkovani a dale také pro vybér vhodné analytické separacni techniky. Vyhodou
SPME metody je mozné pouziti jak v kombinaci s GC tak HPLC. Proto také SPME
nalezla uplatnéni v mnoha oborech lidské ¢innosti. Jedna se o primysl farmaceuticky,
kosmeticky (napft. analyza parfémt), potravinarsky (analyza jidla, napojit), toxikologii
(napf. analyza latek v télnich tekutinach), forenzni analyzu, chemickou ekologii (napf.
feromony), obor zivotniho prostiedi (analyza vody, ovzdusi, pidy), mikrobiologii.
[150, 151]

Vzhledem k sifi mozného vyuziti SPME a GC v analyze ptirodnich latek byla tato
prace zamétfena na oblast botaniky a ekologie, konkrétné na analyzu tékavych latek
z rostlin.

Byla provedena analyza tékavych latek dvou druht rostlin z ¢eledi Lamiaceae,
Melittis melissophyllum L. subsp. melissophyllum a Teucrium flavum L. subsp. flavum.
Obe¢ rostliny byly jednak destilovany s vodni parou za ucelem extrakce latek, zisku
tékavé frakce (silice) a nésledné analyzovany pomoci GC-FID, GC-MS. Destilaci
s vodni parou rostliny Melittis melissophyllum L. subsp. melissophyllum byla objevena
zajimava skutecnost a to vyrazné¢ zvysené mnozstvi latky 1-okten-3-ol v silici. Proto
byla dale také provedena kvantifikace této komponenty a to pomoci HC-GC. Pii
analyze tékavych latek rostliny Teucrium flavum byla pouzita extrakéni technika
SPME nasledovana GC-FID a GC-MS. Vyzkum byl zaméfen na optimalizaci
parametri SPME analyzy a také na srovnani této metodiky s destilaci s vodni parou
(SD).

Melittis melissophyllum L. subsp. melissophyllum

Analyza tékavé frakce (silice)

Diive byla analyzovana silice z M. melissophyllum subsp. albida
z Recka [15], s hlavnimi slozkami: terpineol (17,1 %), chrysanthenyl acetat (12,3 %) a
karyofylen oxid (10,8 %). Silice z M. melissophyllum subsp. melissophyllum byla
studovana ve Spanélsku [18]. Hlavnimi slozkami byly 8,11,14-eicosatrienova kyselina
(29,1 — 31,4 %) a hexadekanova kyselina (10,9 — 21,4 %) a to jak v Cerstvych tak
v susenych vzorcich. 1-okten-3-ol byl zjistén v malém mnozstvi, viz nize.
Slozeni silice M. melissophyllum L. subsp. melissophyllum z Italie je uvedeno
(Tab. 10). Bylo identifikovdno 48 komponent, coz ptedstavuje 94,7 — 95,0 %
studované silice. Hlavni komponenta byla ,houbova“ sloucenina 1-okten- 3-ol,
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predstavujici 43,6 — 54,2 % (vypocteno na zakladé plochy piku 1-okten-3-ol/celkova
plocha piki) silice (obr. 12), a jejiz hmotnostni spektrum je uvedeno na obr. 13. Na
zakladé udaju z literatury je toto doposud nejvétsi zjisténé mnozstvi 1-okten-3-olu
v silici. Dalsi latky piispivajici k charakteristické houbové vini jsou 3-oktanol a 3-
oktanon. Ty byly pfitomny v silici v omezeném mnozstvi (0,5 — 0,6 % resp. 0,3 %).
Alifatické slouceniny tvofily vice nez dvé tfetiny (71,9 — 75,4 %) slozek silice,
alkoholy byly hlavni frakci (44,4 — 56,0 %). Druhd nejcastéjsi sloucCenina byla
alifatickd hexadekanova kyselina (9,0 — 11,3 %). Terpeny ptedstavovaly mensi podil
(16,6 — 20,7 %). Linalool (1,9 — 2,3 %), (E)-karyofylen (1,3 — 3,0 %) fytol (3,8 — 4,6
%), jakoZto nejvyznamnéjsi zastupci monoterpentl, seskviterpent resp. diterpentl. Ve
srovnani s difve publikovanymi vysledky analyzy silice, oviem ze Spanélska [18], je
mozné vidét kvalitativni a kvantitativni rozdily obsahovych latek. Vzorky ze
Spanélska obsahuji pouze 28 oproti 48 zjisténych komponent v této studii. 8,11,14-
eicosatrienova kyselina, kterd byla nejhojné;jsi slozkou (29,1 — 31,4 %) ve Spanélskych
vzorcich, nebyla zde viibec detekovana ve vzorku silice. Zatimco 1-okten-3-ol, zde
prevladajici (43,6 — 54,2 %), byl pfitomen jen v malém mnozstvi (3,9 %) a ve
stopovém mnozstvi (< 0,1 %), v Cerstvych resp. susenych Spanélskych vzorcich. Fytol
a spathulenol, dvé hlavni slozky v suSenych S$panélskych vzorcich (16,0 % resp.
5,2 %), byly ptitomny v mensim mnozstvi (3,8 — 4,6 % resp. 0,3 %). Pro zjisténi
koncentrace 1-okten-3-olu byla pouzita metoda nasobku standardniho pridavku:
vysledky ukdzaly koncentraci v rozmezi 260 — 323 mg analytu/g silice (niZ8i neZ byla
vypocitana z poméru plochy piku vztazeného k ploSe celého chromatogramu). Vztah
mezi mnozstvim (X) a plochou piku (y) 1-okten-3-olu je uveden v tab. 8 (viz vyse).

Linearni regresni rovnice byla y = 420,545 x + 21,856 (r = 0,997); relativni
smérodatna odchylka (RSD) v rozmezi od 6,17 % do 7,71 % (n = 3).

1-okten-3-ol

Pro zjisténi, zda vysoka koncentrace 1-okten- 3-olu je pfitomna v rostliné jako
takova, nebo byla vytvofena béhem extrakénich procedur, byla déale studie zamétena
na hodnoceni hladiny 1-okten-3-olu v rostliné metodou HS-GC. Naobr. 14 jsou
znazornény 3 chromatografické profily suSené¢ho rostlinného materialu analyzovaného
metodou HS-GC za pouziti 3 inkubacnich teplot. Na zaklad¢ vysledki je mozné vidét,
ze 1-okten-3-ol neni detekovan pfi teploté¢ 40°C; procentualni podil pii 60°C byl
1,3 %, zatimco pii teploté 80° C dosahl 7,5 %. Nicméné, toto procentudlni zastoupeni
bylo mnohem niz$i nez pii destilovani silice (43,6 — 54,2 %), mnozstvi 28,0 % bylo
také zjisténo pozitivni kontrolou (silice, inkubovana pii 40°C a analyzovana HS-GC).
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Vsechny tyto tdaje naznacuji, ze vysoké teploty (okolo 100°C) a vlhké prostiedi
patrn€ zpusobuji v rostlinném materidlu hydrolytické / oxidativni reakce, majici za
nasledek zvyS$eni mnozstvi 1-okten-3-olu.

No. Compounds® B
p RI Peak area (%) Identification methods?
Site 1 Site 2
Alcohols
1 (3Z)-Hexenol 6
2 "7{4»1 i 20 02 o4 MS, RI
2 (27)-Hexenol 870 0.1 0.7 MS, RI
3 Hexanol 872 T Tr MS, RI
@ 1-Octen-3-ol* 983 436 54.2 MS' RI, std
5 3-Octanol 1000 ; ; ‘Rl
00 0.5 0.6 MS, RI
Aldehydes and chetons
(f j2LJ ;hcw:n.ﬂ h' 4 1.0 0.5 MS, RI
? 3-Octanone 992 03 03 MS, RI
& Z-Pentadecanone, 6,10,14-trimethyi- 1843 0.7 0.4 MS' Rl
Acids .
5 Hexadecanoic acid 1973 113 9.0 MS, Rl std
Esters
EC» z\/.lelhyx hexadecanoate 1922 03 0.2 MS, RI
1 Isopropy! hexadecanoate 2026 - 0.2 MS, RI
1z Methy! linolenate 2095 0.6 0.7 MS. RI
13 Ethyl linoleate 2146 3.0 1.0 MS. RI
Alkanes
‘nﬂ Octa(?ecafxe 1800 Tr 0.2 MS, Rl std
5 He.nexcos.me 2100 0.7 0.6 MS, Rl std
€ Tricosane 2300 2.5 15 MS, RI, std
v Tetracosane 2400 03 09 MS, RI, std
i8 Pentacosane 2500 1.6 14 MS' Rl. std
13 Heptacosane 2700 29 15 MS' Rl. std
20 Nenacosane 2500 252 1.1 MS' Rl‘ std
Aromatics
:;"l Benzenf acetaldehyde 1052 0.6 12 MS, R, std
22 Acetophienone 1075 - 03 MS, RI
23 1438 1.6 16 MS, R, std
’: 933 1.1 0.7 MS, RI, std
5 e 974 04 0.1 MS, R, std
26 y-Terpinene 1063 - 0.2 MS, R], std
27 nolene 1089 0.1 0.5 MS, Rl std
Oxygenated monoterpenes
28 Linalool 1102 1.9 22 MS, RI, std
29 Terpinen-4-ol 1179 03 1 MS, RI, std
30 a-Terpineo! 1192 03 05 MS, R, std
31 cis-Chrysanthenyl acetate 1265 0.4 - MS, RI
32 {E}-B-lonone 1487 0.8 0.7 MS, RI, std
Sesquiterpene hydrocarbons
33 B-Bourbonene 1381 0.1 - MS, RI
34 p-Elemene 1390 0.4 - MS, RI
35 (E)-Caryophyllene 1414 3.0 13 MS, R, std
36 a-Humulene 1450 04 03 MS, RI, std
37 Germacrene D 1477 1.8 0.7 MS, Rl, std
38 Bicyclogermacrene 1492 03 0.2 MS, RI
39 (EE)-u-Farnesene 1509 0.5 02 MS, RI
40 &-Cadinene 1522 03 0.2 MS, RI
Oxygenated sesquiterpenes
41 Spathulenol 1575 04 03 MS, RI, std
42 Caryophyllene oxide 1579 17 09 MS, RI, std
43 Globulol 1588 - 0.4 MS, Rl std
L4 o-Bisabolol 1684 09 0.5 MS, Rl std
Diterpene hydrocarbons
45 Abietatriene 2055 0.1 Tr Ms, RI
Oxygenated diterpenes
46 Manool oxide 1997 02 0.6 MS, RI
47 Phytol 2111 4.6 3.8 MS, RI, std
48 2-Keto-manool oxide 2213 0.9 11 MS, RI
Total identified 947 95.0

* Compounds belonging of each classes are listed in order of their elution from a HP-5 column.

b RI, retention indices as determined on HP-5 column using homologous series of C8-C30 alkanes.

¢ Percentage values were the mean of three determinations with a RSD in the range of 2-10%.

4 ldentification methods: MS, by comparison of the mass spectrum with those of the computer mass libraries Wiley, NIST 05 and ADAMS; RI, by comparison of RI with those

reported from Adams (2007) and Davies (1990); std, by comparison of the retention time, mass spectrum and retention index of authentic standard.
¢ Quantified by the multiple standard addition method: 260-323 mg analyte/g of essential oil.
' Tr, traces (mean value below 0.1%).

Tab. 10: SlozZeni silice Melittis melissophyllum L. subsp. melissophyllum z centralni Italie
[45]
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Obr. 12: GC-FID chromatogram tékavych latek silice ziskané destilaci s vodni parou
z Melittis melissophyllum L. subsp. melissophyllum z centralni Italie (vzorek z lokality 2).
¢isla piki odpovidaji identifikaci latek uvedenych v tbl. 10 [45]
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Obr. 13: hmotnostni spektrum 1-octen-3-olu [45]
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Obr. 14: HS-GC profil 1-okten-3-olu ziskaného za tfech riznych extrakénich podminek
na sloupci Innowax (vzorek z lokalityl); procentualni zastoupeni ziskano z elektronické
integrace pomoci FID. [45]

Teucrium flavum L. subsp. flavum

Literatura uvadi chemickou charakterizaci rizny silic z rostlin rodu Teucrium: T.
scorodonia [29], T. lusitanicum a T. algarbiensis [48], T. leucocladum [50], T.
fruticans [49], T. royleanum [57], za pouziti destilace s vodni parou a plynové
chromatografie-hmotnostni spektrometric (GC-MS). Je jen velmi malo studii
zabyvajicich se silici Teucrium flavum: jedna z franu [30], jedna ze Srbska a Cerné
Hory [31], dvé z Recka [32, 33] a jedna z Italie [34]. Pouze v posledné jmenované
praci se jedna o subsp. flavum. V listech byly zjistény jako hlavni té¢kavé latky trans- 4
methoxyskoficova kyselina a borneol, v listenech borneol a a-pinen, v kalichu f-
kubeben a a-farnesen, v koruné trans-4-methoxyskoficova kyselina. Je vSak tfeba
uvést, ze v této studii [34] hodnocené latky byly extrahovany z rostlinného materidlu
chloroformem a tudiz byly ziskany i nékteré s vysokym bodem varu, jako jsou
derivaty aromatickych kyselin, které nemohou byt v pravém smyslu slova povazovany
za komponenty silic. Ze studii vySe citovanych je vidét, ze mezi tékavymi latkami
dominuji seskviterpeny. (E)-karyofylen a germakren D jsou hlavnimi slozkami ve
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vzorcich z Iranu a Recka [30,32], karyofylen a 4 - vinyl guajakol v druhé fecké studii
[33], a B-bisabolen je hlavni slozkou ve vzorku ze Srbska a Cerné hory [31].

Pro extrakci t€kavych sloucenin z Teucrium flavum L. subsp. flavum byly pouzity
dvé techniky: destilace s vodni parou (SD) a HS-SPME. Pro SD byla pouzita cela
nadzemni kvetouci ¢ast rostliny. HS-SPME byla provedena jednak na celé kvetouci
nadzemni casti rostliny, ale také zvlast’ na listech, stoncich a kvétech. Byla provedena
také analyza jednotlivého kvétu 1 jeho samotnych ¢asti (kalichu a koruny).

Analyza tékavé frakce (silice)

Slozeni silic ziskanych ze suchych a Cerstvy nadzemnich ¢asti Teucrium flavum L.
subsp. flavum je uvedeno v tab. 11.
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HD? SPME?

Component® RI¢ Dry Fresh Dry Fresh Identification methods®
(2E)-Hexenal 857 t T4 1.1 0.1+0.0 0.3+0.0 MS, RI
n-Hexanol 872 0.5+0.1 1.1£02 0.7 +0.1 0.4+0.0 MS, RI
a-Thujene 922 - t - - MS, RI
«-Pinene 933 53+04 4:5 14 0.6+0.0 0.4+0.1 MS, RI, std
Camphene 949 t t - - MS, RI, std
Benzaldehyde 953 - t 0.1+0.0 t MS, RI, std
Sabinene 969 t t - - MS, RI, std
H#-Pinene 976 4.5+0.5 Belst12 05+00 0.3+0.1 MS, R, std
1-Octen-3-ol 984 29+0.2 48+0.38 1.0+ 0.0 1.2+0.0 MS, RI, std
Myrcene 993 0.6 +0.0 0.5+0.1 0.1+0.0 0.1+0.0 MS, RI, std
3-Octanol 1002 - 0.1 £0.1 - - MS, RI
(2E,4F)-Heptadienal 1007 0.1+0.1 t - - MS, RI
p-Cymene 1024 t t - - MS, RI, std
Limonene 1031 3.5+0.6 3.0+09 0.5+0.0 0.3+0.0 MS, RI, std
(2)-8-Ocimene 1045 0.3+0.0 0.4+0.1 0.1+0.0 0.1+0.0 MS, RI
Benzene acetaldehyde 1054 t t - - MS, RI
(E)-B-Ocimene 1056 ¢ 0.1 £0.1 t t MS, RI
Isopentyl butanoate 1069 t t MS, RI
3,5-Octadien-2-one 1084 - - t -

Terpinolene 1089 t t - - MS, RI, std
Linalool! 1103 7.6+0.9 78+1.2 40+0.2 3.4+0.0 MS, RI, std
Nonanal 1109 1.1+£0.0 1:0:=0:1 t 0.2+0.0 MS, RI
n-Amyl isovalerate 1113 0.6 +0.0 0.4+0.2 0.4+0.0 t MS, RI
f-Thujone 1119 0.5+04 - - - MS, RI, std
1-Octen-3-yl acetate 21 0.7 £0.1 0.8+0.1 0.2+0.0 0.2+0.0 MS, RI
«-Campholenal 1124 t - - - MS, RI
3-Octanol, acetate 1134 t t 1.0+ 0.1 0.1+0.0 MS, RI
trans-Pinocarveol 1137 t t 0.2+0.0 - MS, RI
Isobutyl hexanoate 1149 t t - - MS, RI
p-Vinylanisole 1160 0.8+0.0 0.5+0.3 - - MS, RI, std
Pinocarvone 1167 t t 0.1+0.0 - MS, RI
Terpinen-4-ol 1182 t t MS, RI, std
Butanoic acid, hexy! ester 1190 - - 0.1+0.0 0.1+0.0

a-Terpineol 1194 0.2+0.1 0.1+£0.1 - - MS, RI, std
Methyl salicylate 1195 t t 0.3+0.0 0.3+00 MS, RI
Hexanoic acid, butyl ester 1198 0.3+0.2 0.1+0.1 MS, RI
Myrtenol 1196 - - t t

Decanal 121 t t 0.2+0.0 0.1+£0.0 MS, RI
Verbenone 1205 - - 0.1+0.0 -

p-Cyclocitral 1219 t t 0.1+0.0 - MS, RI
n-Hexyl 2-methyl butanoate 1244 t t 0.2+0.0 0.1 +0.0 MS, RI
cis-3-Hexenyl isovalerate 1239 - - t 0.1+0.0

Carvone 1244 - - t t

Hexyl isovalerate 1249 t t 0.14+0.0 t MS, R
Isoamyl hexanoate 1259 1.7+0.0 1.5+ 0.0 0.3+0.0 0.4+0.0 MS, RI
(2£)-Decenal 1268 t 0.1+0.1 t - MS, RI
Dihydroedulan | 1286 t t - = MS, RI
trans-Linalool oxide acetate (pyranoid) 1291 0.6 +0.1 1.5£0.1 1.8+0.0 2.0+0.1 MS, RI, std
Theaspirane A 1296 t t = - MS, RI
Tridecane 1300 = 03+02 x i MG Bl
Undecanal 1305 - - t -

Theaspirane B 1315 t t = = MS, RI
Isoamyl heptanoate 1319 t t 0.1+0.0 0.1+0.0 mz :
p-Vinyl-guaiacol 1320 0.1 £0.1 t & - MSI B
Methyl geranate 1328 t t 0.3+0.0 03+0.0 )
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HD® SPME®
Component® RI Dry Fresh Dry Fresh Identification methods*
Hexyl tiglate 1336 t 0.1 +0.1 0.1+0.0 0.1+0.0 MS, RI
«-Longipinene 1350 = & 0.2+0.0 0.2+0.0
Eugenol 1365 t t t t MS, RI, std
a-Copaene 1373 0.2+0.0 t 0.2+0.0 0.3+0.0 MS, RI, std
Isoledene 1375 - t 0.1+0.0
3,4-Dimethoxystyrene 1379 0.6 £0.0 0.1 £10.1 - - MS, RI
Geranyl acetate 1379 - - 0.1+0.0 t
pA-Bourbonene 1384 0.4+00 0.3+0.2 1.6+£0.3 0.9+0.0 MS, RI
(E)-ff-Damascenone 1389 0.3+0.0 0.2+0.1 - - MS, RI
hexyl hexanoate 1392 t 0.3+0.2 - = MS, RI
7-epi-Sesquitujene 1392 - 0.7 +£0.0 0.6 +0.0
Sesquitujene 1405 - 0.1+0.0 0.2+0.0
«-Gurjunene 1407 t t - - MS, RI, std
(E)-Caryophyllene 1414 57+0.1 S5.1.4+0.1 51+00 84+0.0 MS, RI, std
f-Copaene 1426 0.1 +£0.1 0.1+0.1 0.6 £0.0 0.8+0.0 MS, RI
trans-a-Bergamotene 1435 04+0.0 0.2+0.1 0.7 0.0 0.5+0.0 MS, RI
(Z)-B-Farnesene 1443 1.3+0.1 1.6+0.0 22400 1.6 £0.0 MS, RI
a-Humulene 1450 28+0.1 2:5E10:1 t t MS, R, std
allo-Aromadendrene 1456 t t 1.0+ 0.0 1.1+0.1 MS, RI, std
(E)-p-Farnesene 1460 23] 5.7:40.2 12.3:0.) 13.3+£0.2 MS, RI
Germacrene D 1478 55+£02 6.6 +0.3 3.1+0.0 132 0.1 MS, RI, std
y-Curcumene 1481 t t - MS, RI
ar-Curcumene 1484 t t - - MS, RI
(E)-f-lonone 1488 0.2+0.0 t 0.4+0.0 0.2+0.0 MS, RI
Bicyclogermacrene 1493 0.8+0.0 09+0.0 = - MS, RI
a-Zingiberene 1495 2.1 40.1 2.6 +0.1 6.0+0.0 6.5+0.0 MS, RI, std
(Z,E)-u-Farnesene 1498 115402 149 +0.5 33.9+0.2 27.3+04 MS, RI
F-Bisabolene 1509 75+0.3 50+04 0.5+00 0.6+0.0 MS, RI
B-Curcumene 1512 0.3+0.1 0.2+0.1 t t MS, RI
§-Cadinene 1522 t t 0.3+0.0 0.4+0.0 MS, RI
fA-Sesquiphellandrene 1524 1.24£0.0 1.4+0.1 2.8+0.0 26+0.0 MS, RI
(E)-y-bisabolene 1529 t t t t MS, RI
trans-«-Bisabolene 1537 1.3+0.1 1.8+0.1 2.6+0.0 28+0.0 MS, RI
cis-u-Bisabolene 1545 0.1+0.1 0.2+0.1 04+00 0.6 +0.0 MS, RI
(E)-Nerolidol 1568 0.4+0.0 0.5+03 0.4+0.0 0.3+0.0 MS, RI, std
Spathulenol 1579 1.3+£01 02401 0.7+0.0 04+0.0 MS, RI, std
Caryophyllene oxide 1583 - - 0.7 +£0.0 0.1+0.0
Humulene epoxide || 1601 04+00 0.1 £0.1 0.4+0.0 0.1£0.0 MS, RI
p-Atlantol 1608 = - 0.4+0.0 0.1+0.0
w-Acorenol 1634 0.3+0.2 0:2.£0.1 - - MS, RI
«-Cadinol 1656 0: 420.1 0.2+0.1 - - MS, RI
A-Bisabolol 1674 0.1+0.0 0.2+0.1 - - MS, RI
«-bisabolol 1687 151 320:5 04+0.2 0.1+0.0 0.1+0.0 MS, RI, std
11-wH-Himachal-4-en-1-f-ol 1699 6.2+0.3 104 £1.9 20+0.1 1.7 +£0.1 MS, RI
Mint sulfide 1740 t t - - MS, RI
Benzyl benzoate 1763 t t - - MS, RI
Tetradecanoic acid 1770 t t - - MS, RI
«-Bisabolol acetate 1795 - - 0.1+£0.0 t
Octadecane 1800 - - t -
Hexahydrofarnesyl acetone 1845 1.2+ 0.0 0.2/%0:1 0.6 +£0.0 0.1 £0.0 MS, RI, std
Benzyl salicylate 1862 t - - - MS, RI
Nonadecane 1900 - - 0.1 :£0:1 0.2+0.0 .
(5E,9F)-Farnesyl acetone 1916 0.1 +0.1 - - - MS, RI
Farnesyl acetone 1927 - 0.1+0.0 =

(continued overleaf)
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HD? SPME?
+b c

Component RI Dry Fresh Dry Fresh Identification methods®
Hexadecanoic acid 1965 0.4+0.1 t - - MS, RI, std
Heneicosane 2100 0.6 +0.2 06+0.4 - - MS' RI’ std
Dz?cosane 2200 t t - - MSC RI: std
Tricosane 2300 03+0.0 0.2+0.1 - - MS, RI, std
Tetracosane 2400 0.2+0.0 0.1+0.0 - - MS, RI, std
Pentacosane 2500 09+0.2 0.6+0.2 - - MS, RI, std
Hexacosane 2600 0.2+0.0 0.1 +£0.1 - - MS, RI, std
Heptacosane 2700 1.8+0.6 1.0+04 - - MS, RI, std
Octacosane 2800 0.2+0.1 0.1+0.0 - - MS, R, std
Nonacosane 2900 1.0+04 04+0.2 - - MS, Rl std
Triacontane 3000 0.6+0.3 0.2+0.1 - - MS, R, std
Grouped compounds (%)
Terpenoids 833 82.7 90.7 93.7

Monoterpenes hydrocarbons 14.2 1S 1.8 13

Oxygenated monoterpenes 8.9 9.4 6.7 5.7

Sesquiterpenes hydrocarbons 48.5 49.4 76.4 834

Oxygenated sesquiterpenes {131 12.2 54 30

Cy3-Norisoprenoids 0.6 0.2 0.5 0.2
Aliphatics 144 16.5 4.7 38

Alcohols 34 6.0 17 1.6

Esters 35 34 25 14

Aldehydes 12 26 = =

Acids 0.4 t = =

Alkanes 59 35! 0.1 0.2
Aromatics 1.6 0.7 03 03
Sulfur-containing compounds t t - -
Total components 97 97 76 66
Total identified (%) 99.3 99.0 95.8 97.8
*Values, expressed in percentages, are means -+ standard error of triplicate measurements. They were obtained at FID by peak area normalisation
calculating the relative response factor (see Table 1).
? Compounds belonging to each class are listed in order of their elution from a HP-5 column.
¢ Rl, retention indices as determined on HP-5 column using homologous series of C8-C30 alkanes.
* Identification methods: MS, by comparison of the mass spectrum with those of the computer mass libraries Wiley, NIST 05 and ADAMS; RI, by
comparison of Rl with those reported from literature;'®~ "7 std, by comparison of the retention time, mass spectrum and retention index of authentic
standard
t, traces (mean value below 0.1%); -, not detected.

Tab. 11: Chemické sloZeni silic ziskanych SD a SPME ze suSenych a cerstvych
kvetoucich nadzemnich ¢asti Teucrium flavum L. subsp. flavum [53]

Bylo identifikovano 102 slozek, coz ptedstavuje 99,0 — 99,3 % studované silice.
V silicich byly dominantni terpenoidy (82,7 — 83,3 %), zatimco ostatni prevazné
alifatické slouceniny piedstavuji pouze zlomek (14,4 — 16,5 %). Hlavni slozky byly (Z,
E)-a-farnesen (11,5 — 14,9 %), 11-a-H-Himachal-4-en-1-p-ol (6,2 — 10,1 %), (E)-pB-
farnesen (5,7 — 7,3 %), B-bisabolen (5,0 — 7,5 %), linalool (7,6 — 7,8 %) a germakren D
(5,5 — 6,6 %). Seskviterpeny predstavovaly hlavni cast silice (59,6 — 61,6 %),
nejhojnéji zastoupeny byly seskviterpenické uhlovodiky (48,5 — 49,4 %). Tyto udaje
jsou vsouladu s témi, uvedenymi v literatufe. Potvrzuji, ze v silici rostlin rodu
Teucrium L. dominuji seskviterpeny [29 — 32, 36]. Monoterpeny byly v silici
zastoupeny jako druha frakce (20,9 — 23,1 %). a-pinen (4,5 — 5,3 %), B-pinen (3,1 —
4,5%) a limonen (3,0 — 3,5%) byly nejhojnéjsi mezi uhlovodiky a linalool (7,6 — 7,8
%) mezi kyslikatymi slouceninami. Nebyly zaznamenany vyrazné kvalitativni a
kvantitativni rozdily mezi silicemi ziskanymi ze suchych a €erstvych nadzemnich ¢asti
kvetoucich rostlin. Pfi porovnani vysledkl s literaturou, ve véci tykajici se téhoz
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subjektu, [ 34] jsou zfejmé jak kvalitativni, tak kvantitativni rozdily. Napt. borneol,
jedna znejvice zastoupenych slozek v listech (27,86 %) a listenech (54,07 %)
kontrolnich vzorkl z ostrova Elba, zcela chybi ve vzorku, jenz byl predmétem tohoto
vyzkumu, stejné tak jako k. trans-4-methoxyskoticova. Dale a-pinen, ktery byl bohaté
ptitomen v listenech (21,09 %) a kaliSich (16,19 %) vzorkti z ostrova Elba, se
vyskytoval pouze v malém mnozstvi v této praci studovanych vzorcich. Jinak ovSem
vzorky z ostrova Elba byly kvalitativné chudsi nez tyto. Bylo zaznamenano pouze 14
tékavych latek, oproti 102 zjisténych v této studii. Vyznamné jsou rozdily, pokud jde
o silice z jinych zemi, zejména z Recka. [33] Jedna se o jiné kvalitativni sloZeni latek
(58 vs 102 komponent) srozdilnymi hlavnimi soucastmi (karyofylen a 4-vinyl
guaiacol).

Ptfi srovnani komponent silice ziskané SD s témi ziskanymi SPME extrakci
kvetoucich nadzemnich ¢asti (tab. 11), je zfeymé, Ze t€kavé latky extrahované pomoci
SPME jsou pfedev§im terpenoidy (90,7 — 93,7 %), Snejvétsim zastoupenim
seskviterpenickych uhlovodikt (76,4 — 83,4 %). Hlavni sloucenina z této frakce, (Z,
E)-a-farnesen, vykazuje vyssi procento zastoupeni v analyze pomoci SPME (27,3 —
33,9 %) nez vsilici ziskané SD (11,5 — 14,9 %). Zastoupeni monoterpeni bylo
vetsi vsilict ziskané SD ve srovnani s headspace technikou, u monoterpenickych
uhlovodika (11,5 — 14,2 % vs 1,3 — 1,8 %) a u kyslikatych monoterpenti (8,9 — 9,4 %
vs 5,7 — 6,7 %). Silice (SD) také obsahovaly vice alifatickych latek ve srovnani
s frakci ziskanou pomoci SPME (14,4 — 16,5% vs 3,8 — 4,7 %). Zejména vzhledem
k vysokym teplotam a hydrolytickym reakcim, vyskytujicich se béhem destilace
s vodni parou bylo v téchto silicich na rozdil od SPME zaznamenano vys$§i mnoZstvi
alkana (3,5 -5,9 % vs 0,1 — 0,2 %). Hlavni latka (Z, E)-a-farnesen je jednim ze dvou
prirozené se vyskytujicich stereoisomerti a-farnesenu. Jednd se o seskviterpenicky
acyklicky uhlovodik, ktery byl nalezen v povlaku jablka [37] a dal$im ovoci.
Tyto dva stereoisomery zplsobuji charakteristickou jablkovou vini. Byly zjistény
Vv jablkovych destilatech, kde jsou odpovédné za kvalitu jable¢né vin¢. [38-40] Jsou
také pouzZivany pro zvySeni aroma nebo chuti potravin a lécivych ptipravkl [41].
Uplatnéni téchto latek je taktéz v parfumerii. V silici (SD) je pozoruhodny vyskyt
seskviterpenického uhlovodiku zingiberenu (2,1 — 2,6 %), ktery je hlavni sloZkou
komer¢né dostupné silice ziskané z oddenku zazvoru Zingiber officinale Roscoe. Tato
latka byla zjisténa u mnoha rostlin z ¢eledi Lamiaceae z oblasti Stfedomofi a prispiva
K jejich zvlastni vini. Proto také jsou nékteré z téchto rostlin vyuzivany napt. jako
prichut’ do bilych vin. [42] Kromé toho je také zajimavé poukazat na piitomnost
malych mnozstvi nékterych norisoprenoidd v silicich, B-cyclocitral, dihydroedulan I,
theaspirane, theaspirane B, (E)-B-damascenon a (E)-p-ionon. Jedna se o C13 latky
vyplyvajici z rozkladu molekul karotenoidi, [43] a také z hydrolyzy glukosida [44].
Norisoprenoidy jsou vyuzivany jako zapach a aroma modifikujici latky vzhledem
k jejich nizkému prahu ¢ichového vnimani. Proto jsou Casto vyuzivany v parfumerii,
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potravinafstvi a také k aromatizaci farmaceutickych piipravkl. Zajimavosti je také, i
vzhledem k analyze Melittis melissophyllum L. subsp. melissophyllum, zastoupeni
latky charakteristické houbové viné 1-okten-3-olu (2,9 — 4,8 %). [45] Pti analyze byly
také zjistény estery kyseliny salicylové, molekuly zapojené do obranného systému
rostlin proti patogentim.

SPME analyza

SPME je vhodnou alternativou k destilaci s vodni parou (SD), pouzivajici se bézné
v kombinaci s GC a GC/MS. Je Gspésné aplikovana na Sirokou Skalu sloucenin, a to
zejména pi1  extrakci t€kavych a stredné tékavych organickych latek
z environmentalnich, biologickych a také potravinaiskych vzorku.

Optimalizace SPME podminek

Pro zlepSeni reprodukovatelnosti a kvantifikace SPME, je nutné peclivé kontrolovat
a monitorovat pozadované extrakéni parametry, jako jsou: teplota extrakce, Cas
extrakce, velikost ¢astic vzorku, mnozstvi vzorku, ¢as desorpce. [55] Cast prace byla
tedy zaméfena na optimalizaci citovanych parametrii ovliviiujicich SPME analyzu.
SPME-GC-FID analyzy byly pro kazdou studovanou ¢ast provedeny tiikrat. V prvni
fadé bylo hodnoceno nejlepSi SPME vlakno. PouZity a néasledné hodnoceny byly tii
SPME vlékna, polydimethylsiloxan (PDMS, 100 upm), polydimethylsiloxan-
divinylbenzen (PDMS/DVB, 65 um) a Stableflex divinylbenzen-carboxen-
polydimethylsiloxan (DVB/CAR/PDMS, 50/30 pm). Hodnoceni vlidken, tedy
extrakéni vykonnost (obr. 15), bylo zalozeno na souctu ploch pika vSech tékavych
latek zjisténych v matrici.
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Obr. 15: Prijem (extrakce) tékavych latek, jako soucet ploch piki, tiemi typy
SPME vlaken. Data byla ziskana pomoci GC/FID analyzy. [53]

SPME podminky a parametry byly: mnozstvi rostlinného materialu 30 mg, velikost
¢astic Imm, extrakéni teplota 60°C, extrak¢éni ¢as 30 min, desorpcni ¢as 3 min pfi
teploté¢ 250°C. Na zaklad¢ ziskanych vysledkd bylo pro extrakci tékavych latek
Teucrium flavum L. subsp. flavum vyhodnoceno jako nejlepsi vlakno nejvice lipofilni
PDMS. Vykazovalo nepatrny rozdil s ternarnim DVB-CAR-PDMS a vyraznéjsi
s PDMS-DVB. Zejména se vSak toto vlakno ukdzalo jako nejvhodnéjsi pro extrakci
(Z, E)-a-farnesenu [46], ktery je hlavni t¢kavou slozkou zkoumané rostliny.

Pro studium SPME parametri bylo hodnoceno deset vybranych molekul, které
predstavuji rizné chemické skupiny analyzovanych sloucenin T. flavum a majici také
odlisné chromatografické chovani: (1) 1-okten-3-ol, (2) linalool, (3) isoamyl
hexanoat, (4) trans-linalool oxid acetat (pyranoid), (5) (E)-karyofylen, (6) (E)-B-
farnesen, (7) germakren D, (8) (Z, E)-a-farnesen, (9) trans-a-bisabolen a (10) 11-aH-
Himachal-4-en-1-B-ol.

Slouceniny ¢. 1 a 2 nebyly v suchém vzorku detekovany, k zaznamenani doslo
pouze po ptidani vody do rostlinného materialu. [54] Jak je také uvedeno [45], je jejich
zastoupeni, a to plati zejména pro 1-okten-3-ol, siln¢ zavislé na pritomnosti vody.
V tomto smyslu byly také provadény experimenty a jsou diskutovany nize. VSechny
dalsi experimenty pro optimalizaci metody, diskutovany v nasledujicich odstavcich,
byly provadény s pouzitim PDMS vlakna. Pro studium vlivu teploty na extrakci na
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vlakné byla lahvicka (vialka) obsahujici 30 mg rostlinného materialu umisténa do
vodni 14zn¢ s elektrickym nastavenim teploty (electric vertex). Byla studovana také
inkubacni doba materialu ve vialce (bez vlakna), ktera by byla ekvilibracnim ¢asem pfi
dané teploté. Pti analyze vSak nebyly zjistény zadné vyznamné rozdily v ¢ase 0 — 30
min. Proto také inkubacni doba nebyla povaZovana za zajimavy parametr pro
naslednou analyzu.

Daéle, pro studium extrakéni teploty, bylo vlakno skrze uzavér septa zavedeno do
lahvicky se vzorkem a provedena extrakce pii ur€ené teploté po dobu 30 min. Bylo
testovano nasledujicich osm riznych teplot: 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 a 90°C.
Vysledky jsou uvedeny (obr.16A). Jasné z nich vyplyva, ze teplota 60°C se ukazala
byt nejlepsi extrakéni teplotou pro vétsinu sloucenin. U latky 10 (11-aH-himachal-4-
en-1-B-ol) bylo zaznamenano odlisné chovani, ukazujici maximalni hodnotu plochy
piku pfi 90°C. Slouceniny €. 3 (isoamyl hexanoat) a 4 (trans-linalool oxid acetat)
majici nejnizsi teplotou varu, dosdhnou rovnovéahy na vldkné diive. Z tohoto diivodu je
nejlepsi teplota extrakce pro tyto tékavé slozky 50°C. Obecné lze fici, Zze pokud je
teplota vyssi nez 60°C plochy pikii se vyrazné snizi. (Obr.16A) Tato skutecnost by
mohla byt vysvétlena snizenim rozd€lovaciho koeficientu mezi HS a vladknem, coz
posune rovnovahu smérem HS a tudiZ poklesne absorpce tékavych latek.

Pti zkoumani doby potfebné k dosazeni rovnovahy mezi stacionarni fazi (vlaknem),
HS prostorem lahvicky a analytem bylo testovano osm extrakcénich ¢ast: tj. 5, 10, 15,
20, 30, 40, 50 a 60 min., pii teplot¢ 60°C. Vysledky jsou uvedeny. (Obr.16B)
Z vysledkii je mozné vydedukovat, ze Cas potiebny k nasyceni, dosazeni spravné
rovnovahy je 30min. Vyjimkou je latka ¢. 9. Pfi tomto Case je mozné extrahovat
nejveétsi mnozstvi analyzovanych latek.

Pro zvySeni citlivosti SPME metody, je velmi dulezité zvolit spravné mnozstvi
vldknem extrahovaného vzorku. V rdmci této prace bylo testovano Sest rlznych
mnozstvi rostlinného materidlu: tj. 5, 10, 20, 30, 50 a 100 mg, pii teploté¢ 60°C a po
dobu 30 min. Vysledky jsou uvedeny na obr.16C. Prili§ velké mnozstvi vzorku muze
nékdy zpusobit potiZe pii procesu vzorkovani v disledku statické adsorpce vzorku na
vlakno SPME zatizeni. Zejména pokud je pro analyzu pouzit jemn¢ prachovity vzorek.
Z tohoto ditvodu bylo preferovano mnozstvi 30 mg misto 100 mg. Znamenalo to sice
lehké snizeni absolutniho mnozstvi extrahovanych analyta (viz kfivky na obr.16C),
bylo to vSak ve prospéch vyssi reprodukovatelnosti (CV% jsou nizsi, nez ty u 100 mg)
vysledkt a delsi Zivotnosti vldkna.

Kdyz je SPME pouzita na analyzu pevného vzorku, hraje ¢asto v procesu extrakce
dilezitou roli velikost jeho ¢astic. Byly studovany tfi riizné velikosti ¢astic vzorku: tj.
I, 1,5 a 2 mm, pfi pouzitém mnozstvi rostlinného materialu 30 mg, extrakéni teploté
60°C a extrak¢nim case 30 min. Vysledky jsou uvedeny na obr.16D. Z profilu kiivek
vyplyva, ze nejlepsich vysledkli, pokud jde extrahované analyty, bylo dosazeno
pouzitim vzorku o minimalni velikosti ¢astic, tj. 1 mm. Bylo tomu tak u vétSiny
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studovanych latek vyjma €. 8, zatimco vétsi velikosti (zejména 2 mm) vykazuji horsi
vysledky. Velikost ¢astic mensi neZ 1 mm nebyla testovdna, vzhledem k moznym
zavaznym statickym efekttim.

Posledni studovanym parametrem SPME metody byl ¢as desorpce v nastiikovém
systému plynového chromatografu. Byl studovan v rozsahu 1 — 5 min. Béhem téchto
méfeni nebyly nalezeny vyznamné rozdily. Nasledné byl vybran ¢as 3 min, vzhledem
K uplné desorpci analytu z SPME vlakna.
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Obr. 16: Vliv (A) teploty, (B) extrakéniho ¢asu, (C) mnoZstvi vzorku a (D) velikosti
¢astic vzorku na extrakéni kapacitu 100pm vlakna PDMS na latky 3-10. (3) isoamyl
hexanoat, (4) trans-linalool oxid acetat (pyranoid), (5) (E)-karyofylen, (6) (E) -B-
farnesen, (7) germakren D, (8) (Z, E) -a-farnesen, (9) trans-a-bisabolen a (10), 11 -a H-
himachal-4-en-1-g-ol.

Vsechny experimenty byly provedeny trikrat, s hodnotou CV % v rozmezi od 1 % do
16 %. [155]

Pridavek vody k suSenému vzorku

Zajimavym zjisténim béhem SPME experimenti bylo, ze nékteré latky
jsou tvoifeny, ¢i jejich mnozZstvi (odezva) se zvySuje, jen v piitomnosti urcitého
mnozstvi vody ve vzorku. Slouceniny, které jsou tvofeny pouze po ptidani vody, jsou
zejména latky ze skupiny alkoholi. Takto byly identifikovany 1-okten-3-ol (1),
zajimavy alkohol vonici po houbach [45], linalool (2), n-hexanol (11), a oktanol (15).
Zaznamy v literatufe uvadéji, ze 1-octen-3-ol je alkohol vytvofeny enzymatickou
reakci lipoxygenazové (LOX) cesty. [51]
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Kromé toho, je mozno uvést, ze ve vzorcich obsahujicich pfidavek vody
chromatograficka odezva terpenickych uhlovodikt, jako o-pinen (12), B-pinen (13),
myrcen (14) a limonen (16),je zesilena 5 krat nebo 6 krat. Je zajimavé také
poznamenat, ze u sloucenin patiicich do chemické skupiny esterti, jako methyl geranat
(17), je sniZzena jejich chromatografickd odezva az 10 krat v ptfitomnosti vody ve
srovnani se suSenym vzorkem. Jako ptiklad 1ze uvést obr. 17, kde je ukdzan prekryv
dvou chromatogrami:

(a) HS-SPME-GC-FID chromatogram susené¢ho vzorku T.flavum L. subsp. flavum,
(b) HS-SPME-GC-FID chromatogram vzorku T. flavum L. subsp. flavum s pfidanym
mnozstvim 30 pl vody.

Je zde mozné vidét nékteré vzniklé slouceniny, jiné ve zvySeném Ci sniZeném
mnozstvi. Experimenty byly provedeny vystavenim SPME vldkna PDMS 100 um do
lahvicky s 30 mg vzorku (kvetouci nadzemni ¢ast rostliny) s pfidavkem vody, na dobu
30 min, pfi teploté¢ 60°C. Pfidané mnozstvi vody bylo zahrnuto v rozsahu 10-100 pl.
Na obr. 18 jsou uvedeny ziskané vysledky. Bylo zjisténo, ze 10 ul vody staci k zvySeni
citlivosti vSech sledovanych sloucenin. AvSak optiméalni mnoZstvi bylo stanoveno na
30 pl.

502403

4,020

3.02403-4

20203+

102403 13

LA

w—) ) g ) )

0.0Z+00-4

Obr. 17: Prekryv (a) HS-SPME-GC-FID chromatogramu suseného vzorku T. flavum L.
subsp. flavum a (b) HS-SPME-GC-FID chromatogramu vzorku T. flavum L. subsp.
flavum po pridani 30 pl vody, ve kterém jsou uvedeny liatky nové vytvoiené ¢i ve
zvySeném mnozstvi.

1-okten-3-ol (1), linalool (2), n-hexanol (11), a-pinen (12), p-pinen (13), myrcen (14),
oktanol (15), limonen (16) a methyl geranat (17). [155]
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Obr. 18: Vliv vody na extrakéni schopnost 100pm vlakna PDMS na latky 1-10.
(1) 1-okten-3-ol, (2) linalool, (3) isoamyl hexanoat, (4), trans-linalool oxid acetat
(pyranoid), (5) (E)-karyofylen, (6) (E) -p-farnesen, (7) germakren D, (8) (Z, E) —a-
farnesen, (9) trans-a-bisabolen a (10) 11 —aH-himachal-4-en-1-g-ol.

Vsechny pokusy byly provedeny ve tiech vyhotovenich s hodnotou CV% v rozmezi od
2 % do 16 %. [155]

Opakovatelnost

Opakovatelnost mize byt vyjadifena variacnim koeficientem (CV)% ziskanym
provedenim HS-SPME analyzy v trojim vyhotoveni, pifi hodnoceni vSech SPME
parametrq.

CV% ziskané pfi studiu teploty (20 — 90°C) byly v rozmezi od 1 do 16%.

CV% ziskané pfi studiu extrakéniho ¢asu (5 — 60 min) byly v rozmezi od 2 do 16 %.
CV% ziskané pfi studiu mnozstvi vzorku (5 — 100 mg) byly v rozmezi od 3 do 12 %.
CV% ziskané piti studiu velikosti ¢astic vzorku (I — 2 mm) byly v rozmezi od 1 do
19 %.

CV% ziskané pfi studiu piidavku vody (10 — 100 pl), byly v rozmezi od 2 do 16 %.

Uzitim optimalnich podminek byla mezidenni opakovatelnost HS-SPME-GC-FID
metody stanovena 5-dennimi opakovanymi analyzami tékavych sloucenin
hodnocenych na zakladé ploch pikli deseti vybranych latek a vyjadiena jako CV%
v rozmezi od 1 % do 16 %.

Mezidenni opakovatelnost byla hodnocena cestou ANOVA (SPSS 13.0 software
pro Windows), pomoci Fisher testu. F-test byl pouzit k vyhodnoceni priiméru ploch
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pikt kazdé slouceniny. Analyza neukézala vyznamné rozdily mezi méfenimi v poméru
k deseti oznaCenym latkam, ziskan¢ F v rozmezi od 0,17 do 2,26 s F Crit. 3,48.
Ziskané vysledky naznacuji, Ze navrhovana metoda je spolehliva.

Vysledky analyzy tékavych latek metodou HS-SPME

HS-SPME-GC-FID analyza kvetoucich nadzemnich ¢asti T. flavum L. subsp flavum
umoznila identifikaci (95,8 — 97,8 %) 76 (susené) a 66 (Cerstvé) ruznych tékavych
latek. Nejvice zastoupenou chemickou tfidou byly terpenoidy (90,7 — 93,7 %), zatimco
alifatické slouceniny ptredstavovaly pouze malou cast (3,8 — 4,7 %). Hlavni
komponenty, extrahované v rtizné kvantité, byly nasledujici: (Z, E)-a-farnesen (27,3 —
33,9 %), 11-aH-himachal-4-en-1-p-ol (1,7 — 2,0 %), (E)-B-farnesen (12,3 — 13,3 %), B-
bisabolen (0,5 — 0,6 %) a germakren D (3,1 — 13,2 %). Seskviterpenické uhlovodiky
predstavovaly hlavni ¢ast t€kavych sloucenin (76,4 — 83,4 %).

Typicky HS-SPME-GC-FID chromatogram kvetoucich nadzemnich ¢asti T. flavum
subsp. flavum je uveden na obr. 19.
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Obr. 19: Typicky chromatogram tékavych latek T. flavum subsp. flavum ziskany
metodou HS-SPME-GC-FID. (1) 1-okten-3-ol, (2) linalool, (3) isoamyl hexanoat, (4),
trans-linalool oxid acetat (pyranoid), (5) (E)-karyofylen, (6) (E) -p-farnesen, (7)
germakren D, (8) (Z, E) —a-farnesen, (9) trans-a-bisabolen a (10) 11 —aH-himachal-4-en-
1-g-ol. [155, nepubl. doplitkovy material]
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HS-SPME-GC ovéfend metoda byla proto pouzita pro analyzu rGznych c¢asti
rostliny T. flavum L. subsp flavum (nadzemni ¢asti, listy, stonky, kvéty) a podrobné
vysledky byly také publikovany. [53]

SPME umoZnuje vzorkovani (sbér) té€kavych latek emitovanych z malého
mnozstvi (30 mg) ruznych ¢asti rostliny rychle a jednoduchym zplsobem. Navic,
dobra schopnost zakoncentrovani u této techniky umoznuje identifikaci mnoha
sloucenin (76 ruznych tékavych latek) (tab. 12). Seskviterpenické uhlovodiky byly
hlavni skupinou tékavych latek ve vSech zkoumanych ¢astech rostliny. Jejich mnozstvi
bylo zaznamenano v rozmezi od 45,7 % v listech do 87,9 % v kvétech. Hlavni
komponenty byly (Z, E)-a-farnesen (18,1 — 38,5 %), (E)-B-farnesen (7,7 — 15,4 %) a
germakren D (3,1 — 13,2 %). Jak je uvedeno na obr. 20, nejvyssi mnozstvi tékavych
latek, hodnoceno na zéklad¢é souc¢tu SPME/GC/FID ploch piki, bylo u analyzy kvéti.
Vysledkem analyzy kvétd bylo také nejvétsi zastoupeni seskviterpenyckych
uhlovodikt (87,9 %), jako jsou (Z, E)-a-farnesen (38,5 %), (E)-B-farnesen (15,4 %), a
a-zingiberen (7,7 %). Tyto komponenty, jak je uvedeno vyse, jsou té¢kavé slozky, které
pfispivaji k specifické vlni rostliny. Nejvétsi obsah monoterpeni ze vSech
zkoumanych casti rostliny mély listy (27,7 %), s nejvétsim zastoupenim linaloolu
(19,0 %). Zatimco seskviterpeny byly v listech zastoupeny naopak nejméné (49,8 %).
Kromé toho bylo v listech zjisténo nejvétsi mnozstvi po houbach voniciho 1-okten-3-
olu (6,6 %) (obr. 21). Jak vyplyva z SPME analyzy v ramci jednoho kvétu (tab. 12),
(obr. 20), kalich ma hlavni piispévek z hlediska t€kavych latek ve srovnani s korunou.
To by mohlo byt zplisobeno vy$§im mnozstvim sekrecnich trichomt na sepalech ve
srovnani s petaly [34]. Kalich obsahoval zejména vyssi procento seskviterpent (85,1
% a 86,2 % Vv suseném resp. Cerstvém vzorku), na rozdil od koruny (57,4 % a 63,6 %
vV suseném resp. cCerstvém vzorku). V koruné bylo obsazeno vyS$§i mnoZstvi
monoterpent (14,3 — 23,6 %). Ve vSech piipadech se tékavé latky suSenim pocetné i
kvantitativné snizovaly. Zejména u koruny, kde suSeni zplsobilo ztratu mnoha
komponent ve srovnani s Cerstvym materialem (18 vs 49). Nasledkem toho byla také
susena koruna bohatd na monoterpenicky ester metyl geranat (23,6 %).

Je také zajimavé, Zze Cerstva koruna Dbyla shledana jako hlavni
zdroj linaloolu (11,3 %) a C8 latky 1-okten-3-olu (10,1 %) (obr. 21). V ramci jednoho
suSen¢ho kvétu bylo také zjisténo, ze emise tékavych latek se zvySuje s rucnim
oddélenim kalicha od koruny. Naobr. 22 jsou zaznamenany SPME/GC/FID
chromatogramy z jednoho suSeného kvétu a to jednak, kdyz kalich a koruna jsou
pfirozené spojeny (obr. 22a), nebo ru¢né oddéleny (obr. 22b). Vysledek také
koresponduje s grafem na obr. 20, kde emise té¢kavych latek v suSeném celém kvétu
byla niz8i nez v suseném kalichu. Vysvétlenim by mohla byt skutecnost, Ze sekrecni
trichomy odpovédné za emisi latek jsou soustfedény v oblasti kvétu, kde je koruna
napojena na kalich. A tedy nasledkem oddéleni téchto dvou kvétnich komponent je
zvySené mnozstvi t€kavych substanci.
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Obr. 20: grafy emise tékavych latek, na zakladé souctu ploch piki SPME/GC/ FID
chromatogramii Teucrium flavum L. subsp. flavum:

a) u raznych &asti rostily (suSené),

b) v ramci jednoho kvétu.
Hodnoty jsou priamérem ti'i stanoveni. [53]
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Obr. 21: SPME / GC/ FID analyza: procentualni vyjadieni (primérné hodnoty)
nékterych aromatickych latek v riznych rostlinnych ¢astech a v ramci jednoho kvétu
Teucrium flavum L. subsp. flavum. [53]
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Obr. 22: SPME/GC/FID chromatogram jednoho celého suseného kvétu Teucrium

flavum L. subsp. flavum.
(a) cely kvét, kalich je spojen s korunou,

(b) tentyz kvét, kalich je ru¢né oddélen od koruny. [53]
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tného kvétu Teucrium flavum L. subsp. flavum [53]
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6. ZAVER
Melittis melissophyllum L. subsp. melissophyllum

V silici Melittis melissophyllum L. subsp. melissophyllum bylo identifikovano 48
komponent, coz piedstavuje 94,7 — 95,0 % studovaného materialu. Hlavni komponenta
byla ,.houbova“ slouc¢enina 1-okten-3-ol, predstavujici 43,6 — 54,2 %. Zjisténé vysoké
mnozstvim 1-okten-3-olu vsilici naznaCuje mozné vyuziti rostliny Melittis
melissophyllum L. subsp. melissophyllum jako vyznamného piirodniho zdroje této
molekuly.

Teucrium flavum L. subsp. flavum

HS-SPME ve spojeni s GC-FID a GC-MS je rychla a jednoduchd metoda, ktera
byla poprvé pouzita k extrakci a identifikaci t€kavych sloucenin Teucrium flavum L.
subsp. flavum. V prvni ¢asti studie byly hodnoceny parametry, které maji vliv na
reprodukovatelnost a kvantifikaci SPME techniky. NejlepSim vldknem pro analyzu
t€kaveé frakce T. flavum L. subsp flavum byl PDMS, pouzity v téchto podminkach:
teplota 60°C, extrakéni cas 30 min, mnozstvi vzorku 30 mg, velikost ¢astic vzorku
Imm.

Dale bylo zjisténo, ze ptitomnost vody ve vzorku muize zvysit absolutni mnoZstvi
nekterych alkoholickych sloucenin jako 1-okten-3-ol a snizit pfitomnost urcitych
esteri napt. methyl geranat.

SPME se ukézala byt vysoce u¢inou a vykonou technikou ve spojitosti
S jednoduchosti a rychlosti. Neni nutnd slozitd pifiprava vzorku, ani pouziti
rozpoustédel. Z vySe uvedeného tedy vyplyva, Ze se jednd o vyhovujici metodu pro
charakterizaci t€kavé frakce Teucrium flavum L. subsp. flavum a obecné aromatickych
rostlin.

Porovnani obou extrakénich technik:

Destilaci s vodni parou (SD) bylo ziskano vét§i mnozstvi tékavych latek ve
srovnani s SPME (106 vs 76). Vysledky vykazovaly vyssi obsah monoterpenii (20,9 —
23,1 %) a alkant (3,5 — 5,9 %). Na druhé¢ strané pti analyze pomoci SPME bylo vyssi
zastoupeni seskviterpenti (81,8 — 86,4 % vs 59,5 — 61,6 %), zejména ,,ovocné* slozky
(Z, E)-a-farnesenu (27,3 az 33,9%). SPME analyza ukazala odlisnosti v kvalitativni i
kvantitativni emisi tékavych latek mezi riznymi ¢astmi rostliny 1 v rdmci samotného
kvétu. Hlavni ptispévek tékavych latek k rostlinnému aroma byl dan kvéty. Jejich
mnozstvi je potom dano piedevSim emisi ze sepal kalichu, ktery obsahoval vétSinu
latek zjisténych v celém kvétu (47 ze 54 a 65 z 68, v suchém resp. Cerstvém vzorku).
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