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Souhrn

V teoretické Casti této prace je popsana mata, jeji ptivod, vyskyt a zakladni znaky
nekterych jejich druhti. Dale jsou popsany fenolické latky, jejich vyskyt, vyznam a zakladni
rozdéleni. Tato ¢ast je také vénovana vysokotlakym extrakénim technikdm a plynové
chromatografii, kterymi lze analyzovat fenolické latky v rostlinach.

Experimentalni ¢ast se zabyva porovndnim uc¢innosti metod ¢isténi extrakth maty od
chlorofylu. Dale je porovnan obsah fenolickych kyselin v jednotlivych ¢astech maty peprné a
srovnan S jinymi druhy. Extrakty byly pfipraveny zrychlenou extrakci podporovanou tlakem,
jako rozpoustédlo byl pouzit methanol. Vzorky byly analyzovany pomoci plynové

chromatografie.



Summary

Theoretical part of this thesis deals with the description of mentha, its origin, occurence and
basic features of some of its species. Afterwards, there is a despcription of phenols, their
occurence, purpose and basic distribution. This part of the thesis is dedicated also to the
description of high pressure extraction methods and gas chromatography. Both of these

methods are used for the analyses of the presence of phenols in the plants.

Experimental part compares the efficiency of the methods used for cleaning of mentha extracts
from chlorophyl. The presence of phenolic acids in different parts of the plant of mentha piperita
(peppermint) is detected and then compared to other species. The extracts are prepared with
pressurized solvent extraction with methanol as the solvent. The samples were analysed with

gas chromatography.
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1 Uvod

Mata je oblibenou bylinkou pro svou svézi vini, chut’ a barvu. Pouziva se pro piipravu
teplych i studenych napoji a pro zpestieni jidel. Jednim z nejrozsifenéjSich druhli je mata
peprnd, ktera vznikla kiizenim z maty klasnaté. Mata ma blahodarné ucinky na lidsky
organismus, napt. podporuje traveni a pomaha proti bolestem v krku.

Jednou slozkou uc¢innych latek obsazenych v maté jsou fenolické kyseliny, které plisobi
jako antioxidanty, tzn. snizuji riziko vzniku rakoviny a kardiovaskularnich onemocnéni. Mata
obsahuje predevsim kyselinu kdvovou, ferulovou a kumarovou.

Cilem této prace je srovnat u€innost precisténi extrakti mat od chlorofylu vytfepanim
do rozpoustédel (diethyletheru, hexanu, dichlormethanu) a pouzitim extrakénich kolonek.
Dalsim cilem je zjistit mnozstvi fenolickych kyselin v listech, stoncich, kofenech a kvétech

maty peprné a srovnat jej s obsahem téchto kyselin u jinych druhti mat.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Mata

Mnozstvi druhii maty je nespocetné, vSechny patii do ¢eledi hluchavkovitych. Prava
mata peprnad ve sttedovéku jesté neexistovala, poprvé byla nalezena r. 1696 na jednom poli

12 na némz se péstovala mata klasnata. Jiné druhy maty byly

u anglického Mitchamu,
vyuzivany jiz v antice, lékafsky se vyuzivaly pfedevSim formy maty klasnaté. Mata byla
klasifikovana jako hiejiva a vysusujici, ¢imz se podle stiedovekych piedstav hodila predevsim
K posileni traveni. Jeji 1é¢ebné vyuziti se stale rozsifovalo, mata byla ¢asto doporuc¢ovana pii
problémech s ddsnémi, ale 1 pfi ucpani jater a sleziny. Jakmile se objevila mata peprnd, ziskala
rychle na vyznamu. Zpocatku byla stejn¢ jako mata rolni pouzivana proti zalude¢nim kiecim,
nadymani, bolestem v krku, kasli a zevné pii bolestech hlavy a viedech.?

Botanicky nazev Mentha byl odvozen od fecké nymfy Minthe. Bih podsvéti Hades
podvedl svou manzelku Persefonu s krdsnou nymfou Minthe. Jeho tchyné€, bohyné¢ Demeter,
Héda potrestala tim, Zze krasnou Minthe roztrhala na tisice kouskd. Z kazdého na jatfe vyrostla
vonavéa méta.?

Mata je kultivovand v celém svété. Piijemné aromaticka bylinka mé Siroké uplatnéni pti
vafeni, ptipravé osvézujicich napoju a v 1é¢itelstvi, kde se sbiraji listy n€kolikrat do roka vzdy
pred rozkvétem nebo se sbird kvetouci nat. Menthol obsazeny v maté pusobi chladive,
odstranuje kiece, podporuje prokrveni, dezinfikuje a snizuje citlivost vii¢i bolesti. Preventivné
lze matu pouzit pii Zluénikovych a jaternich chorobach. Etericky matovy olej poméha pii
bolestech hlavy. Zevné lze maty pouzit v koupeli pti nervovych onemocnénich, revmatismu a
koznich vyrazkach.!~*

Mata obsahuje 1 —2,5 % silic, které jsou slozené z alkoholu, tiislovin, hoiéin a
flavonoidd, fenylkarbonovych kyselin, pentacyklickych triterpent a flavonidu. Jsou to zejména
menthol, menthon, methylacetat, cineol, menthofuran, kyselina kavova, kyselina kumarova,
kyselina ferulova, kyselina rozmarynova, apigenin, diametin, luteolin, xanthomikrol a

gardeninD aB.3°

2.1.1 Mata peprna
Mata peprna (Mentha piperita) je vypéstovany kiiZzenec maty vodni a klasnaté, je to
vytrvala rostlina. M4 fialové az svétleriizové kvéty uspotfaddané v dlouhych lichoklasech, listy

jsou podélné vejcité, zaspicatélé, na okraji pilovité, s dlouhym fapikem, kfizmostojné, nékdy



s ¢ervenym nadechem. Lodyha je lysa nebo roztrousen¢ chlupatd, ¢tythranna. Vyrtsta do vysky
40 —90 cm. Netvoii semena a mnozi se postrannimi vyhonky, délenim trsi nebo fizky
z vybézkl. Cela rostlina siln€ aromaticky voni a kvete od ¢ervence do zari. M4 rada slunna
stanoviSté a leh¢i, humozni, nevapnité pidy s dostatkem vldhy a vysokym obsahem Zivin. Pept
V jejim ndzvu souvisi S ostrou peprnou chuti.

Utinnost maty peprné je prokazana pii kieGovitych potizich v horni &asti zazivaciho
ustroji a ve zlu€ovych cestach, pfi drazdivém Zzaludku, pfiznivé ovliviiuje €innost slinivky
bfiSni, mirné snizuje krevni tlak, pomahd pii onemocnénich z nachlazeni a zanétech ustni

sliznice, uvoliiuje nadymani. Mata peprna ma vyssi obsah mentholu neZ ostatni druhy mat.t 3

2.1.2 Mata klasnata

Mata klasnata (Mentha spicata) je zcela mrazuvzdorna vytrvala bylina. Ma jemné
nafialovélé drobné kvéty, které tvoii uzké na bazi pretrhané klasy vyristajici nad hornimi
lodyznimi listy. Korunni listky maji svétle riZovou azZ fialovou barvu. Lodyha je ¢tythranna.
Oddenek miize byt chlupaty a z vétSiny je ulozen v zemi, vyb&zky jsou lysé. Vyrista do vysky
40-50 cm a kvete od Cervence do zafi. Ma rada sussi, slunné misto s dobie propustnou

zeminou. Jeji aroma je mirné, neagresivni. MiZe se s ni nahradit bazalka, tzn. hodi se do vSech

4,6,7,10

jidel s rajcaty.

Obr. 1 Méta peprna®

2.1.3 Mata citronova
Mata citronova (Mentha piperita var. citrata) je vyslechténa z maty peprné. Tvoii mensi
ketiky tmavé zelené barvy, které mohou mit fialové az nacervenalé okraje listli nebo vrcholky

rostlin. Je hladka, bez chloupkt, listy ma lesklé, dorusta do vysSky 20 — 80 cm. Malé listy



vyrustaji v 1ét€ do koncovych ovalnych kvétenstvi ve formé klasu. Ma pronikavou citrénovou
8,9

vuni.
2.1.4 Mata marocka
Mata marocka (Mentha spicata Maroccan) pochazi ze severni Afriky, ma piijemnou

sladce mentholovou viini. Listy jsou na stonku kfiZzmostojné, pfisedlé nebo s kratkymi fapiky,

Siroké se zoubkovitym okrajem. V arabskych zemich je oblibeny povzbuzujici zeleny cCaj

10,11,12

S ptimési asi 5 % maty marocké, u nés se prodava pod ndzvem Tuareg.

Obr. 3 Mata citrénova'®

2.2 Fenolické latky

Fenolické latky jsou ptirodni antioxidanty, které omezuji aktivitu kyslikovych radikala.
V rostlinné i8i jsou velmi rozSifené a nachazi se ve vSech vegetativnich ¢astech rostlin,
napft. kofeny, listy, plody. Obsah fenolickych latek se v téchto Castech vyznamné 1isi, zalezi
také na druhu rostliny, stupni zralosti, dob¢ a zptisobu skladovani. Riizné vlastnosti a odli$nosti
ve struktufe urcuji senzorické vlastnosti. Fenolické latky se pouzivaji jako Gc¢inné slozky
1é¢ivych rostlin, snizuji riziko rakovinovych onemocnéni, koronarnich chorob a pisobi proti
virim. V fadé fyziologickych procesti maji dulezitou roli, jako strukturni nebo impregnaéni
latky, signalni molekuly a mohou slouzit jako ptenasece elektrond, podilet se na lakani

opylovaéti nebo chranit rostlinu pfed UV zafenim.!’ 22

2.2.1 Zakladni rozdéleni
Rostlinné fenolické latky piedstavuji pestrou skupinu organickych sloucenin, které maji
velmi rozmanitou chemickou strukturu. Zakladnim kritériem je pfitomnost volného nebo

vazaného fenolového hydroxylu. V rostlinach se fenolické latky vyskytuji ve form& monomeru



bud’ jako volné, nebo vazané se sacharidy. Nejcastéji jsou to sacharidy jednoduché napt. hexozy
a pentdzy, méné pak disacharidy a oligosacharidy. Chemické spojeni je ve formé glykosidu,
Vv mensi mife miZze byt sacharid vazany esterové, tato vazba se vyskytuje u fenolkarboxylovych
slougenin.’

Fenolické latky délime do ¢tyt zékladnich skupin, jednoduché fenoly, fenolkarboxylové
kyseliny, fenylpropanoidy a flavonoidy. Jednoduché¢ fenoly obsahuji ve své struktute cyklicky
Cs fetézec, ktery byva Casto substituovan methylovymi skupinami. Tyto latky se v rostlinné fisi
prili§ nevyskytuji, typickym zastupcem je hydrochinon. Fenolkarboxylové kyseliny obsahuji
ve své struktufe skelet Ce-Ci, patii sem derivaty kyseliny benzoové. Tyto latky se v rostlinach
vyskytuji pomémné bézné, Casto jako tfisloviny. Fenylpropanoidy maji ve své struktuie
aromaticky Ce kruh s navazanym Cs fetézcem. Do této skupiny fadime napi. derivaty kyseliny
skotficové, kumariny a polymerni lignin. Flavonoidy maji zakladni strukturu odvozenou od
heterocyklického flavonu, ktera je sloZzena ze dvou casti, prvni je fetézec Ce-C3 a druhou je
cyklicky Ce fetézec s navazanym atomem kysliku. K flavonoidiim patii anthokyany, flavon a

flavonoly. V rostlinach jsou tyto latky velice rozsifené.?% 21 23

Tab. 1: Uhlikaté skelety zakladnich skupin fenolickych latek?°

Skupina Uhlikaty skelet
Jednoduché fenoly <:>
Fenolkarboxylové kyseliny C @
Fenylpropanoidy Cs @

Flavonoidy CE(D/\'/

2.2.2 Fenolické kyseliny

wrw e

pusobi jako bakteriostatika a fungicidy. Patii sem kyseliny, které jsou odvozené od kyselin



benzoové (fenolkarboxylové kyseliny) a skoficové (fenylpropanoidy). Kvili ndsobné vazbé
v Cs fetézci mohou latky odvozené od kyseliny skoficové existovat jako Cis- a trans-izomery.
Tyto latky se v rostlinach vyskytuji prevazné v trans-formé, ptisobenim UV zatreni mohou prejit
na cis-formu.’® 2! Mezi derivaty kyseliny benzoové patii napf. kyselina gallové, vanilové a

syringova. Ke skoficovym kyselinam fadime napf. kyselinu kdvovou, kumarovou a ferulovou.??

Tab. 2: Struktura n¢kterych derivati kyseliny benzoové

Nazev R. R, R R COOH
Protokatechova H H OH OH | R
Gallova OH OH OH
Salicylova OH H H H R4 ™~ R>
Vanilova OCH; OH H Rs
Syringova OCH:; OH OCHs

Tab. 3: Struktura nékterych derivati kyseliny skoficové
Nazev R1 R> Rs R4 COOH
Kavovéa H OH OH H P
0-Kumarova OH H H H
m-Kumarovi ~ H OH H H R
p-Kumarova H H OH H
Ferulova H OCH; OH - R2
Sinapova H OCH; OH OCHs Rs

2.2.3 Metody stanoveni a studia fenolickych latek

Vzorové postupy se mohou liSit vzhledem k velkému mnozstvi fenolickych latek a
sohledem na polaritu, kyselost, pocet aromatickych kruhii a hydroxylovych skupin,
koncentraci a sloZitost matrice. Fenolické latky se vyskytuji ve tfech zdkladnich typech matric,
v potravinach, rostlinach a kapalnych vzorcich. Ptiprava vzorku ma velky vyznam pro
spolehlivost analyzy. Obecné plati, ze pevné vzorky se vysu$i, pomelou a homogenizuji,
kapalné se zfiltruji nebo odstiedi a poté se rovnou vsttikuji do separa¢niho systému, nebo jsou
analyty izolovany pomoci dal$ich technik.

Pro rostlinné materialy je hlavnim krokem izolace extrakce, nejéastéji se pouzivaji

extrakce kapalina-kapalina a kapalina-pevna latka, pro Cisté extrakty lze pouzit i superkritickou



fluidni extrakci. Tyto metody jsou jednoduché, u¢inné a univerzalni. Bézné pouzivana
extrakéni rozpoustédla jsou alkoholy (methanol, ethanol), ethylacetat, aceton a diethylether, pro
velmi polarni kyseliny se pouzivaji smési aceton-voda nebo alkohol-voda. K odstranéni
nezadoucich nepolarnich latek jako jsou vosky, tuky, chlorofyl aj., je vhodna extrakce s méné
polarnim rozpoustédlem napi. chloroformem, hexanem, dichlormethanem a benzenem. Pouzit
1ze také kolonky SPE s Cig sorbentem.

Fenolické latky mtizeme stanovit napf. chromatografii na tenké vrstvé, plynovou
chromatografii, vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii, kapilarni elektroforézou a

spektrofotometrii.?*

2.3 Vysokotlaké extrakce

Extrakce je metoda, kterou se ziskavaji latky z riznych piedevs§im ptirodnich materiala.
Jedna se o separacni metodu, kde sledovana latka prechazi z jedné slozky (pevné, kapalné,
plynné) do druhé (pevné, kapalné). Z pohledu fyzikdlni chemie se jedna o piechod slozky mezi
fazovym rozhranim dvou nemisitelnych kapalin, v Sir§im analytickém pohledu jsou vSak jako
extrakce pojmenovany i mnohé dalsi metody, kde je slozka pievadéna mezi fazovym
rozhranim, i kdyz principidlné jde napt. o adsorpci nebo absorpci.

Ptechod ¢astice mezi fazemi je zptisoben interakcemi mezi molekulami rozpoustédla a
molekulami rozpusténé latky. Volbou rozpoustédla mizeme ovlivnit selektivitu, kterd je dana
silami plisobicimi pfi rozpousténi.

V dnesni dobé je snaha nahradit klasické extrakéni techniky, jako je extrakce
v Soxhletové extraktoru, extrakce ultrazvukem nebo vytfepavaci extrakéni technika, novymi
technikami, mezi které fadime zejména extrakci a mikroextrakci pevnou fazi a nadkritickou
fluidni extrakci. Jejich cilem je sniZit mnozstvi rozpoustédla, dobu extrakce a minimalizovat

produkci odpadu.?®~28

2.3.1 Superkriticka fluidni extrakce

Superkriticka fluidni extrakce (Supercritical Fluid Extraction — SFE) je u¢inna izola¢ni
metoda, ktera eliminovala nékteré nedostatky kapalinové extrakce kapalin a pevnych latek.?®
Vyuziva vlastnosti superkritickych tekutin (SCF), tj. tekutin, které maji teplotu a tlak vyssi, nez
je jejich kriticka teplota Tc a kriticky tlak pc.2® Tyto vlastnosti jsou vhodné pro extrakci
nepolarnich organickych latek z tuhych matric, napt. k odd€leni éterickych olejii a jejich

derivatti, a produkuji vysoce kvalitni esencilni oleje.!



Nejcastéji se jako rozpoustédlo pouziva oxid uhlicity, ktery je netoxicky, nehotlavy,
snadno dostupny v piijatelné Cistote i cen€, malo reaktivni a snadno se u néj dosahuje kritickych
hodnot (31,3 °C; 7,43 MPa).>° Zménami teploty a tlaku v extraktoru Ize ménit jeho rozpoustéci
silu a fidit tak selektivitu extrakce.?® Jeho jedinou nevyhodou je nepolarni povaha a z toho
vyplyvajici nedostateéna solvataéni schopnost pfi extrakci polarnich analyti.?® Tento problém
se da vyresit pridavkem vhodné polarni latky — modifikatoru (napft.: methanol, ethanol, aceton,
acetonitril apod.).>® Modifikator se pfidava statickou nebo dynamickou metodou. U statické
metody se modifikator piida na pocatku extrakce pifimo do patrony se vzorkem. V piipadé
dynamického provedeni se modifikator pfivadi ke vzorku kontinudlné, soucasné se
superkritickym oxidem uhli¢itym, takze je jeho koncentrace béhem celého procesu konstantni.

Pro extrakci polarnich latek se pouzivaji superkritické tekutiny s vysokou solvatacni
schopnosti, jako je oxid dusny, amoniak a methanol. Jejich pouZiti je vSak omezeno nékterymi
negativnimi vlastnostmi, napt. superkriticky amoniak je vhodnym rozpoustédlem polarnich
analytil, ale obtizn¢ se Cerpa, je silné korozivni, chemicky reaktivni a nebezpecny pro bézné

pouziti. Superkriticky methanol ma zase vysokou kritickou teplotu (Tc = 240 °C).8

Tab. 4: Kritické parametry nejéast&ji pouzivanych superkritickych tekutin?® 3
Tekutina Te[°C] pc [MPq]
CO, 31 7,4
N.O 36 7,2
NH; 132 11,2
Methanol 240 7.8
CCIF; 29 3,8
Ethan 32 4.8
Ethylen 10 51
Ethanol 240 6,1
Aceton 235 4.6

Systém SFE obsahuje cerpadlo, oxid uhli¢ity, tlakové cely naplnéné vzorkem a
prostiedky pro udrZeni tlaku v systému a sbérnych nadobkéach. Kapalina je Cerpana do
vyhiivané zony, nasledné prechdzi do extrakéni nadobky, kde prostupuje do pevné matrice a
cilovych analytt, které maji byt extrahovany. Rozpusténé slozky jsou za nizSiho tlaku
preneseny z extrakcni cely do separatoru. Oxid uhli€ity se poté ochladi, stlaci a recykluje, nebo

je vypustén do atmosféry.®!



Zachyt analytu lze provést dvojim zpisobem, off-line nebo on-line. Pfi off-line
provedeni, tj. bez pfimého spojeni s analytickou jednotkou, je analyt zachycen v zachytné
jednotce a poté zvlast’ analyzovan vhodnou metodou. U provedeni on-ling, tj. v pfimém spojeni
s analytickou jednotkou, je extraktor pfimo piipojen k piistroji, ktery provadi analyzu.
Vyhodou tohoto provedeni je, ze odpada manipulace s extraktem, coz vyznamn¢ omezi ztraty
a zvysi citlivost metody. Zatizeni je mozné piimo spojit napiiklad s plynovou chromatografii
(SFE - GC), vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii (SFE — HPLC) nebo superkritickou
fluidni chromatografii (SFE — SFC).2> 28
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Obr. 5 Schématicky diagram systému SFE3*

2.3.2 Zrychlena extrakce rozpoustédlem

Pro metodu zrychlené extrakce rozpoustédlem (Accelerated Solvent Extraction — ASE)
se pouzivd mnoho nazvl a zkratek, nejpouzivangjsi jsou zrychlend extrakce podporovana
tlakem (Pressurized Solvent Extraction —PSE), fluidni extrakce podporovana tlakem
(Pressurized Fluid Extraction — PFE), vysokotlaka extrakce rozpoustédlem (High-pressure
Solvent Extraction — HPSE) a kapalinova extrakce podporovana tlakem (Pressurized Liquid
Extraction — PLE).34 %

Jedna se o extrakci tuhych matric organickym rozpousStédlem za zvySené teploty
(50 — 200 °C), ktera je nad bodem varu rozpoustédla, a vysokého tlaku (10 — 15 MPa).

Optimalizaci n€kterych parametri se muize vytvofit vhodnd extrakéni metoda pro
sledovany analyt z daného materialu. Lze optimalizovat tyto parametry: teplota, tlak, typ,
objem a priitok rozpoustédla, mnozstvi a skladba vzorku, extrakéni doba a pocet cykli.®

Vyssi teplota zplisobuje lepsi pronikavost extrakéniho rozpoustédla a také vyssi difuzi

a desorp¢ni rychlost analytu z matrice do rozpoustédla (napf. pfi zmeéné teploty z 50 °C na



150 °C se desorp¢ni rychlost zvysi témeét 13krat), klesd také viskozita a povrchové napéti
rozpoustédla. Tyto zmény zlepSuji kontakt analytu s rozpoustédlem a zpisobuji rychlejsi
pribéh neZ klasické extrakce.?® 36 37. 38

Mnoho organickych rozpoustédel ma nizkou teplotu varu, coz je jedno z omezeni
klasickych extrakénich technik. Vyssi tlak tedy udrzuje rozpoustédlo v kapalném stavu a také
jej zatlacuje do pord matrice.®

Pro PSE se pouziva cela fada rozpoustédel, Casto jsou to i ty, které nemaji ucinnost pfi
bé&Znych extrakénich metodach.?® Extrakéni rozpoustédlo musi byt schopné rozpustit sledované
analyty a zaroveil minimalizovat koextrakci dalSich latek z matrice vzorku. Také je vhodné,
aby rozpoustédlo bylo co nejvice slucitelné s rozpoustédly pouzivanymi v pozdéjsich krocich
(¢isteéni, zkoncentrovani analytu).

Analyzované vzorky potiebuji Casto pied vlastni extrakci upravit. Jednim z krokt je
proseti nebo rozemleti vzorku, ¢im budou mensi jednotlivé ¢asti vzorku, tim snadnéji se budou
extrahovat do rozpoustédla. Dal§im krokem je suSeni vzorku, protoze jakdkoli vlhkost vzorku
muize snizit U¢innost extrakce. Obvykle se provadi pfidavkem latky zachycujici vlhkost
(napf.: siran sodny, infuzoriova hlinka, celuléza a pisek), jinou moznosti je pouziti vakuové
pece, sublimaé¢niho suseni nebo lyofylizace.>

PSE ma mensi spotfebu rozpoustédel, jeji vytéznost je srovnatelnd se Soxhletovou
metodou, ale opakovatelnost je vétsi.3” Obvykle se doséhne vétsi vytéznosti, pokud se pouZzije
kratsi doba extrakce a nékolik cyklfi, v porovnani s dlouhou dobou extrakce a jednoho cyklu.®

PSE se provadi ve statickém nebo dynamickém modu. VétSina aplikaci pouziva
statického modu, kdy se vzorek vlozi do extrakéni cely z nerezové oceli, do které se nasledné
pficerpa rozpoustédlo o stanovené teploté a tlaku. Tyto podminky se udrzuji konstantni n€kolik
minut, aby se vSechen analyt uvolnil do rozpoustédla. Po uplynuti stanovené doby nasleduje
vypusténi extrakéniho rozpoustédla do sbérné vialky, proplachnuti systému malym mnozstvim
rozpoustédla a procisténi inertnim plynem (nejéastéji dusikem). Cely proces trva 15 — 20 minut.
V dynamickém modu proudi rozpoustédlo o dané teploté, tlaku a pratoku kontinualné pres

vzorek po stanovenou dobu.36: 40
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Obr. 6 Schématicky diagram systému PSE*

2.4 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (Gas chromatography — GC) je analyticka separa¢ni metoda,
kterd ma vysadni postaveni v analyze t€kavych latek. Lze analyzovat latky od nejleh¢ich plyni
az po homologické polymery, buiiky ¢i viry s pfihlédnutim k izotopové, izomerni, chirdlni nebo
iontové povaze, tvaru a velikosti.*?

Slozky smési se déli mezi dvé vzajemné nemisitelné faze, stacionarni (nepohyblivou) a
mobilni (proudici), na zdklad€ jejich rozdilné afinity. V plynové chromatografii je mobilni fazi
plyn, nej€astéji se pouzivaji dusik, vodik, argon a helium. Stacionarni fazi je kapalna (plynova
rozd€lovaci  chromatografie— GLC) nebo  pevna  latka  (plynovd  adsorpni
chromatografie — GSC).*> 44

Z tlakové lahve je odebiran nosny plyn, ktery po prichodu regulatory toku a pratoku
pfichazi do nastfikové komory, kterd je vyhtivana, aby byl vzorek ihned zplynén. Vzorek se
nastfikne do néstfikové komory (injektoru), ktera je umisténa v termostatu, tam se odpafi a je
unasen pohybem mobilni faze do kolony. Slozky vzorku se sorbuji na staciondrni fazi na
zacatku kolony, poté jsou desorbovany cerstvym nosnym plynem a undSeny mezi ¢asticemi
stacionarni faze. Tento proces se stale opakuje. K postupné separaci dochézi diky zadrZeni
sloZzek smési na stacionarni fazi, tzn., Ze kazda sloZzka prostupuje jinou rychlosti. Slozky
postupné vychazeji z kolony a vstupuji do detektoru, ten stanovuje okamzitou koncentraci latek
vnosném plynu. Signal z detektoru vede pies zesilovaé, je registrovan zapisovaem a
zpracovan integratorem. Vysledny graficky zdznam se nazyvé chromatograf a znazoriuje

zavislost signalu detektoru na &ase.?> %
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Obr. 7 Schéma plynového chromatografu®

Nosny plyn nema ptimy vliv na separaci. Jeho tikolem je unaset vzorek kolonou a jeho
druh je urCen potiebou inertniho chovani vici slozkdm vzorku. Pfi vybéru hraje také roli
potieba netoxicity, cena, bezpecnost prace, ale také druh kolony a detektoru.

Regulator toku a pratoku zajistuje staly nebo programové ménici se prutok nosného
plynu. Stanoveného pratoku Ize docilit i pfi teplotnich zménach béhem separace.

Vzorky se nastfikuji pomoci injek¢nich stiikacek, které maji objem 0,1 — 10 pl, pfes
septum. Plynné vzorky se nasttikuji plynotésnymi injekénimi stiikackami, nebo obtokovymi
davkovacimi kohouty. Aby se zabranilo kondenzaci vzorku, musi byt teplota davkovace
minimalné o 50 °C vyssi, nez je bod varu nejméné tékaveé slozky vzorku. Zakladni metodou je
nastiik do kolony (on column). U naplinovych kolon se davkuje 1 — 10 pl, u kapilarnich kolon
od priméru 0,25 mm se pouzivaji jemné nastiikovaci jehly pro objem vzorku 0,2 — 2 pl. Vzorek
se rychle nastfikne a na sténé kolony vytvoii kapalny film. Aby doSlo k jeho odpafeni, tak se
po 30 — 60 s prudce zvysi teplota kolony. Dal$i moznosti je nasttik pomoci déli¢e toku (split
injection) vhodny pro ten¢i kapilarni kolony, které maji malou kapacitu, a koncentrované
vzorky. Z nastfikovaného mnozstvi se tak do kolony dostane jen definovany zlomek
(0,1 — 10 %) casto v rozmezi 0,1 — 2 ul. Nastiik bez délice toku (splitless injection) je vhodny
pro vétsi objemy (0,5 — 5 pl) vzorki stopové analyzy. Do odpatfovaci trubice se vzorek davkuje
pomalu a neché se odpatovat asi 60 S, poté se oplachne septum. Pouzitim rozpoustédla, které
ma vyssi teplotu varu a které kondenzuje v hlavé kolony a vytvafi v ni kapalny film, se zabrani
rozsifovani zon zptusobené dlouhou dobou vstupovani vzorku. V rozpoustédle jsou zachyceny
analyty, poté se provede oplach septa a zvysi se teplota kolony. Tato metoda se nazyva

Grobova.
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Separace slozek nastava v koloné. V plynové chromatografii se pouzivaji dva druhy,
napliové a kapilarni. Napliové kolony jsou ocelové nebo sklenéné trubice stocené do spiraly
S vnitinim primérem 2 —4 mm a délkou 1 — 6 m, vyssi G¢innosti separace pii stejné délce Ize
dosahnout pouzitim mikrondplnové kolony, castice naplné¢ maji primér 10 pm a méné.
Kapiléarni kolony se vyrabi z taveného kiemene s vnitinim primérem 0,1 — 0,6 mm, tloustkou
stacionarni faze 0,25 —5um a délkou 15-60 m, pro zvySeni mechanické odolnosti jsou
potazeny polyimidem. RozliSuji se tii typy kapilarnich kolon podle uloZeni mobilni faze.
WCOT (Wall Coated Open Tubular) kolony maji mobilni fazi pfimo na vnitinim povrchu
kapilary. Kolony SCOT (Support Coated Open Tubular) a PLOT (Porous Layer Open Tubular)
maji vnitini povrch kapilary pokryt vrstvickou sorbentu nebo porézniho materidlu se

zachycenou mobilni fazi.?> 4’

napliova WCOT FLOT

48, 49

Obr. 8 Prufezy napliiové a kapilarnich kolon

Sledovana vlastnost plynu vychazejiciho z kolony musi zaviset na druhu a koncentraci
slozek, odezva detektoru by méla byt linearni funkce obsahu analytu. Detektor musi mit nizké
detek¢ni limity a vysokou selektivitu pro stanovované analyty. Detektory se déli na selektivni,
napf. detektor elektronového zachytu, a univerzalni, napt. plamenov¢ ioniza¢ni detektor nebo
hmotnostni spektrometr. V mérné cele detektoru elektronového zachytu (Electron Capture
Detector — ECD) je umisténa folie s B-zafi¢em, nejéastdji izotopem Ni, ktery emituje rychlé
elektrony. Tyto elektrony ionizuji nosny plyn a vznikaji pomalé elektrony. Mezi anodou, tj.
sténou detektoru, a katodou prochdzi diky pomalym elektroniim elektricky proud. Analyt
vystupujici z kolony zachycuje tyto pomalé elektrony a tim snizuje prochazejici proud. Tento
detektor je vhodny pro organické latky s elektronegativnimi funk¢nimi skupinami, napt. pro
halogeny a nitroskupiny, malo citlivy je pak pro alkoholy, aminy a uhlovodiky. Plamenové
ioniza¢ni detektor (Flame Ionization Detector — FID) je tvofen uzemnénym hotédkem, kde je
spalovana smés vzduchu a vodiku a kam je ptivadén i plyn z kolony. Naproti nému je umisténa

kovova elektroda, na kterou je vlozeno napéti (asi 300 V). Pokud plamenem prochdzi pouze
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nosny plyn, je pocet vzniklych nabitych castic zanedbatelny a proud, ktery vznikd mezi
elektrodou a hotakem je nizky. Pfitomnost analytu zvysi ionizaci a tim se zvysi 1 vodivost

prostiedi. Tento detektor poskytuje odezvu na vétSinu organickych latek, neni vhodny pro

anorganické latky.?> 47
+ anoda AL
& o .
*—\=H|F|:_ zapal ovind —=={] :f'_; | elektrody
- 'h_\\ & | —
83 13 2afé
M | —=
28 katoda
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Obr. 9 Schéma ECD detektoru® Obr. 10 Schéma FID detektoru®®

Analyzuji-li se malo tékavé latky, je potieba je pfed nadavkovanim derivatizovat, tzn.
prevést na tékavé latky. Reakce analytu s vhodnym derivatizatnim ¢inidlem musi probihat
S presnou stereochemii, rychle, kvantitativné a vysledny produkt musi byt stabilni. Je dobr¢,
kdyz dané derivatiza¢ni ¢inidlo specificky reaguje s danou skupinou latek.*’

Plynova chromatografie ovliviiuje chemicky vyzkum v oblasti chemie, biologie a
mediciny. Poméaha feSit fadu problémiti v oblasti ochrany zivotniho prostfedi, Cistoty a
metabolizace 1é¢iv, kontroly jakosti potravin, fesi nékteré otazky kriminalistiky, vesmirného

programu a fidi nékteré chemické vyroby.*?

2.5 Hmotnostni spektrometrie

V' hmotnostni spektrometrii (Mass Spectrometry — MS) jsou analyzované latky
ionizovany a rozstépeny na fragmenty, které se 1i$i pomérem hmotnosti a naboje m/z. Pro danou
latku jsou charakteristické vzniklé fragmenty a jejich zastoupeni. Béhem ionizace molekuly
obvykle dochézi k ionizaci molekuly a vzniku molekuldrniho iontu o jednotkovém néboji a
rozpadu molekularniho iontu na fragmentovy ion a elektroneutralni ¢astici.

Procesy v hmotnostnim spektrometru probihaji ve vysokém vakuu (10— 108 Pa), aby

mezi vzniklymi ionty nedochéazelo k vzajemnym reakcim. Vzorek je vnaSen do zdroje iontd,
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kde je zplynén a ionizovan. Vzniklé fragmenty jsou urychleny elektrickym polem, rychlost
fragmentti zavisi na jejich poméru m/z. Po prichodu hmotnostnim analyzatorem dopadaji
postupné jednotlivé fragmenty na detektor. Zavislost relativni intenzity iontového proudu na
poméru M/z se nazyva hmotnostni spektrum.

Kombinace plynové chromatografie shmotnostnim spektrometrem patii dnes

K nejprogresivnéjsim analytickym metodam.?> 4751
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pristrojové vybaveni

e Vysokotlaky extraktor one PSE, Applied Separations Inc., Allentown, PA, USA

e Centrifuga HETTICH EBA 20

e UV/Vis spektrometr Lambda 25, PerkinElmer, USA — fizeny pocitatem s programem
Wavelength, verze 2.85.04., VERKON, Brandys nad Labem — Stara Boleslav, Ceska
republika

e Ultrazvukova lazen K-10LM, Kraintek, Podhéjska, Slovenska republika

e Laboratorni tfepacka Heidolph Vibramax 100, VERKON, Brandys nad Labem — Stara
Boleslav, Ceska republika

e Kolonky Strata SPE C18 — E, Phenomenex, Torrance, Kalifornie, USA

e Kolonky ISOLUTE SLE+, Biotage, Uppsala, Svédsko

e Plynovy chromatograf Agilent 6890 s hmotnostnim detektorem 5973N, Agilent, Palo
Alto, USA, nosny  plyn — Helium, rychlost  prttoku 0,9 ml/min
(50 °C — 2 min — 10 °C/min — 300 °C — 15 min), nastiik — lul  vzorku (280 °C),
davkovaci puls — 12 s, 140 kPa, rozsah méteni 29 — 520 m/z

3.2 Chemikalie

e Methylalkohol p.a., PENTA, Chrudim, Ceska republika
e Diethylether p.a., BC Chemservis, Roznov pod Radhostém, Ceska republika
e Hexan p.a., Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika
e Dichlormethan p.a., PENTA, Chrudim, Ceska republika
e Pyridin p.a., PENTA, Chrudim, Ceska republika
e Silylaéni ¢inidlo N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA), Buchs, Svycarska
konfederace
e Standardy fenolickych kyselin:
kyselina ferulova, Sigma — Aldrich, Praha, Ceska republika
kyselina kavova, Sigma — Aldrich, Praha, Ceska republika
kyselina syringova, Sigma — Aldrich, Praha, Ceska republika
kyselina sinapova, Sigma — Aldrich, Praha, Ceska republika
kyselina vanilova, Sigma — Aldrich, Praha, Cesk4 republika
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kyselina gallova, Lachema, Brno, Ceska republika

kyselina protokatechova, Dr. Theodor Schuchardt

kyselina 2,4-dihydroxybenzoova, Hopkin and Williams, Swansea, UK
kyselina p-kumarova, Sigma — Aldrich, Praha, Ceska republika
kyselina benzoova, Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika

kyselina salicylova, PENTA, Chrudim, Ceské republika

e Kyselina trifluoroctova p.a., PENTA, Chrudim, Ceska republika

3.3 Vzorky

e Mata klasnata (list, stonek, kofen), péstovand v Olomouci, sbér srpen 2015, suSena na
vzduchu

e Mata peprna (list, stonek, kofen, kvét), péstovana v Olomouci — Drozding, sbér
srpen 2015, susena na vzduchu

e Mita citronova (list, stonek), péstovana v Olomouci, sbér srpen 2015, suSena na
vzduchu

e Mata marocka (list, stonek), péstovana v Olomouci, sbér srpen 2015, suSené na vzduchu

3.4 Pracovni postup

3.4.1 Priprava extrakti

Byl navédZen 1 g vzorku maty. Vzorek byl vlozen do patrony, kterd byla umisténa do
termostatu vysokotlakého extraktoru one PSE. VVzorek byl 10 min extrahovan methanolem pfi
teploté¢ 100 °C a tlaku 10 MPa. Extrakty byly proudem dusiku vysuSeny do sucha. Odparky
byly pomoci ultrazvukové 1azné rozpustény v 15 ml destilované vody a doplnény destilovanou
vodou na 25 ml. Celkem bylo pfipraveno tficet extraktl, patnact z listd a patnact ze stonkd maty
klasnaté.

Stejnym postupem, ale s navazkou 0,1 g, bylo pfipraveno devatenact extraktd, dva
Z listl, dva ze stonktli a dva z kotfentt maty klasnaté, dva z listi a dva ze stonkli méaty marocké,
jeden z listi a jeden ze stonktl maty citrénové, dva z listil, dva ze stonkdl, dva z kofent a jeden

Z kvetl maty peprné.
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3.4.2 Stanoveni obsahu chlorofylu a icinnosti precisténi

Pro stanoveni obsahu chlorofylu bylo pouzito tficet extraktii z maty klasnaté s navadzkou
1 g vzorku. Vzorky byly rozd€leny do péti sérii po Sesti, vzdy tii vzorKy z lista a tii ze stonkd.
Precisténi vzorki bylo provedeno rozpoustédly, diethyletherem, hexanem a dichlormethanem,
a dvéma kolonkami, Strata SPE C18 — E a ISOLUTE SLE+.

Vysusené extrakty byly rozpustény v 10 ml destilované vody a doplnény do 25 ml.
Vzorky listi byly 10krat ziedény. Takto piipravenym roztokim byla zméfena absorbance pfi
vlnovych délkach 642 a 660 nm proti destilované vode¢.

Pro sledovani ucinnosti odstranéni chlorofylu z vodného roztoku extrakei do
rozpoustédla byly pouzity tfi série vzorkl. Bylo odebrano 10 ml roztoku a bylo pfidano 10 ml
rozpoustédla (diethylether, hexan, dichlormethan). Vzorky byly 10 minut tfepany pfti
laboratorni teploté na tfepacce a poté 2 minuty centrifugovany na 4 000 otacek. Byla zmétena
absorbance vodné faze pti vinovych délkach 642 a 660 nm proti destilované vode¢.

Pro sledovani G¢innosti odstranéni chlorofylu za pouziti SPE (extrakce pevnou fazi)
byly pouZity 2 série. Na kolonku ISOLUTE SLE+ bylo naneseno 10 ml vzorku, po 5 minutach
byla z kolonky vypusténa vodna faze, které byla zméfena absorbance pii vinovych délkach 642
a 660 nm proti destilované vode¢.

Kolonka Strata SPE C18 — E byla promyta 2 ml methanolu a 2 ml destilované vody,
poté bylo na kolonku naneseno 10 ml vzorku. Byla zméfena absorbance piecisténé vodné faze

pfi vinovych délkach 642 a 660 nm proti destilované vodé.

3.4.3 Priprava roztoki standardi

Byly pfipraveny methanolové roztoky standardii fenolickych kyselin: kyseliny
benzoove, salicylové, vanilové, p-kumarové, 2.4-dihydroxybenzoové, protokatechové,
syringové, ferulové, gallové, kavové a sinapové 0 koncentraci 1mg/ml.

Z roztokl standardii byly pfipraveny roztoky, které obsahovaly 10 pg a 50 pg kazdého

standardu. Roztoky byly odpateny do sucha a pfed analyzou upraveny derivatizaci.

3.4.4 SPE extrakce

Bylo pfipraveno 20 ml vodného roztoku, ktery obsahoval smés 50 pg kazdého
standardu. Roztok byl rozdélen na dva podily (10 ml). Jeden podil (10 ml) byl nanesen na
kolonku ISOLUTE SLE+, po projiti vodné faze byla kolonka promyta 2 ml methanolu. Druhy
podil byl nanesen na kolonku Strata SPE C18 — E, ktera byla piedtim promyta 2 ml methanolu
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a 2ml destilované vody, po projiti vodné faze byla kolonka vysusena a promyta 2 ml
methanolu. Takto pfipravené vzorky, vodna a methanolova faze po projiti kolonkou ISOLUTE
SLE+ a vodna a methanolova faze po projiti kolonkou Strata SPE C18 —E, byly proudem
dusiku vysuSeny do sucha, rozpustény v 1 ml methanolu. Pro dalsi postup bylo odebrano 100 ul
vzorkd a vysuSeno proudem dusiku do sucha. Vzorky byly derivatizovany a poté byla

provedena analyza na plynovém chromatografu s hmotnostni detekci.

3.4.4.1 SPE extrakce — vliv kyselého prostiedi

Bylo ptipraveno 10 ml vodného roztoku, ktery obsahoval smés 50 pg kazdého standardu
a 50 pul kyseliny trifluoroctové. Takto pfipraveny roztok byl nanesen na kolonku Strata SPE
C18 —E, ktera byla ptedtim promyta 2 ml methanolu a 2 ml destilované vody, po projiti vodné
faze byla kolonka vysuSena a promyta 2 ml methanolu. Vodna a methanolova faze po projiti
kolonkou byly odpafeny proudem dusiku do sucha a derivatizovany, poté byla provedena

analyza na plynovém chromatografu s hmotnostni detekei.

3.4.4.2 SPE extrakce vzorki maty

Kolonky Strata SPE C18 — E byly promyty 2 ml methanolu a 2 ml destilované vody. Na
kolonky byly naneseny vodné roztoky standardti, dva z list(, dva ze stonk a dva z kofend maty
klasnaté, dva zlisti a dva ze stonkti maty marocké, jeden z listi a jeden ze stonkd maty
citronové, dva z listli, dva ze stonkdl, dva z kofent a jeden z kvétd maty peprné. Po projiti vodné
faze byly kolonky vysuseny a promyty 2 ml methanolu. Methanolové faze a neupravené vzorky
standardt byly proudem dusiku odpatreny do sucha, derivatizovany a analyzovany na plynovém

chromatografu s hmotnostni detekei.

3.4.4.3 Derivatizace
Do vialky sodparkem bylo pfidano 75 pl pyridinu a 75 pl silylaéniho ¢inidla
N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA). Smés byla zahtivana 30 minut na 80 °C, po

ochlazeni bylo ke smési ptidano 850 pl hexanu.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Stanoveni obsahu chlorofylu a uéinnosti precisténi

Vzorky byly extrahovany vysokotlakou extrakci na ptistroji one PSE. Prvni série byla

vytfepana do diethyletheru, druha do hexanu, tfeti do dichlormethanu, ¢tvrta byla precisténa

kolonkou ISOLUTE SLE+ a pata série byla pieci§téna kolonkou Strata SPE C18 — E. Uginnost

ptecisténi byla porovnana pomoci zméteni absorbance na UV/Vis spektrometru. Celkovy obsah

chlorofylu byl vypocitan podle vztahu:
Obsah chlorofylu [mg/I] = 7,12 . A1 (660 nm) + 16,8 . A, (642 nm) >2

U vzorkd, které byly 10krat zfedény, byl vysledek obsahu chlorofylu vynasoben 10.

V tabulkach 5 — 9 jsou porovnany namétené hodnoty absorbanci u jednotlivych vzorka

pred a po precisténi.

Tab. 5: Namétené absorbance a celkovy obsah chlorofylu pted a po vytiepani do diethyletheru

Vzorek A1 (660 nm) A; (642 nm) Obsah chlorofylu (mg/l)
nepiecistény precistény nepieCistény precistény nepiecistény precistény
List1 0,8454 0,5017 0,5626 0,2908 154,7093 8,4575
List 2 0,8039 0,5743 0,8525 0,3458 200,4577 9,8985
List3 0,9040 0,4698 0,6976 0,3144 181,5616 8,6269
Stonek 1 0,9823 0,4677 0,9501 0,4427 22,9557 10,7674
Stonek 2 0,8468 0,3531 0,8327 0,3417 20,0186 8,2546
Stonek 3 0,8624 0,3106 0,8572 0,2828 20,5413 6,9625

Tab. 6: Namé&fené absorbance a celkovy obsah chlorofylu pied a po vytiepani do hexanu

Vzorek A (660 nm) Az (642 nm) Obsah chlorofylu (mg/l)
nepiecistény precistény nepiecistény precistény nepiecistény precistény
List1 0,3020 0,2221 0,2559 0,1765 64,4936 45,4655
List2 0,3422 0,1949 0,2986 0,1564 74,5294 40,1521
List3 0,3485 0,1569 0,3029 0,1134 75,7004 30,2225
Stonek 1 1,0827 0,7323 1,0717 0,7232 25,7134 17,3637
Stonek 2 0,9655 0,4571 0,9361 0,4369 22,6008 10,5945
Stonek 3 0,8520 0,5428 0,8322 0,5257 20,0472 12,6965
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Tab. 7: Naméfené absorbance a celkovy obsah chlorofylu pfed a po vytfepani do

dichlormethanu

\Vzorek A (660 nm) A; (642 nm) Obsah chlorofylu (mg/l)
nepiecistény precistény nepiecistény precistény nepiecistény precistény
List1 0,3943 0,3328 0,3385 0,2036 84,9422 5,7900
List 2 0,4061 0,4506 0,3405 0,2482 86,1183 7,3780
List3 0,3892 0,2598 0,3369 0,1455 84,3102 4,2942
Stonek 1 0,9702 0,1775 0,9442 0,1482 22,7704 3,7536
Stonek 2 1,0292 0,1236 1,0079 0,0933 24,2606 2,4475
Stonek 3 1,0506 0,0957 1,0015 0,0645 24,3055 1,7650

Tab. 8: Naméfené absorbance a celkovy obsah chlorofylu pied a po projiti kolonkou ISOLUTE
SLE+

Vzorek A1 (660 nm) Az (642 nm) Obsah chlorofylu (mg/l)
nepiecistény precistény nepieCistény precistény nepiecistény precistény
List1 0,4080 0,3753 0,3841 0,2646 93,5784 7,1174
List 2 0,4399 0,6351 0,4058 0,4462 99,4953 12,1807
List3 0,5836 0,3635 0,5672 0,2539 136,8419 6,8536
Stonek 1 0,8310 0,1936 0,8402 0,2053 20,0321 4,8275
Stonek 2 0,7153 0,1752 0,7378 0,1669 17,4880 4,0513
Stonek 3 0,5381 0,1528 0,5416 0,1527 12,9302 3,6502

Tab. 9: Naméfené absorbance a celkovy obsah chlorofylu pied a po projiti kolonkou Strata

SPEC18-E

A; (660 nm) A; (642 nm) Obsah chlorofylu (mg/l)

Vzorek nepiecistény precistény nepiecistény precistény nepiecistény precistény
List 1 0,5561 0,0165 0,4951 0,0074 122,7711 0,2418
List 2 0,6021 0,0159 0,5464 0,0067 134,6647 0,2258
List 3 0,5082 0,0112 0,4733 0,0043 115,6982 0,1520
Stonek 1 0,8540 0 0,8570 0 20,4781 0
Stonek 2 0,8651 0 0,8833 0,0020 20,9990 0,0336
Stonek 3 0,8264 0 0,8332 0,0030 19,8817 0,0504
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Tab. 10: Porovnani primérnych hodnot obsahu chlorofylu prec¢isténych a nepiecisténych
vzorkd listd maty a vypoctend procenta G¢innosti odstranéni chlorofylu

Obsah chlorofylu (mg/l)

Precisténi Uginnost (%)
nepiecistény precistény

Diethylether 178,9095 +23 8,9943 +0,8 94,97

Hexan 71,5745 6 38,6134 +8 46,05

Dichlormethan 85,1236 +0,9 5,8207 £2 93,16

ISOLUTE SLE+ 109,9719 £24 8,7172 +3 92,07

Strata SPE C18 -E  124,3780 +10 0,2065 0,05 99,83

Graf 1: Porovnani obsahu chlorofylu u nepfecisténych a ptecisténych vzorki listd
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Tab. 11: Porovnani pramérnych hodnot obsahu chlorofylu pfe¢isténych a nepiecisténych
vzorkt stonkli maty a vypoctena procenta Géinnosti odstranéni chlorofylu

Obsah chlorofylu (mg/l)

Precisténi Uginnost (%)
nepiecistény precisteény

Diethylether 21,1718 +2 8,6615 +2 59,09

Hexan 22,7871 43 13,5516 +4 40,53

Dichlormethan 23,7788 +0,9 2,6554 +1 88,83

ISOLUTE SLE+ 16,8168 +4 4,1763 +0,6 75,17

Strata SPECI8-E 04529 40,6 0,0280+0,03 99,86
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Graf 2: Porovnani obsahu chlorofylu u nepiecisténych a piecisténych vzorka stonki
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Z namétenych hodnot vyplyva, Ze nejlepsiho precisténi chlorofylu vytfepanim do
rozpoustédla bylo dosazeno diethyletherem, nejhorsiho pak hexanem. LepSiho piecisténi
kolonkou bylo dosazeno pouzitim Strata SPE C18 —E, tato kolonka mé vys§i ucinnost
precisténi nez jakého lze dosdhnout vytiepanim vzorku do diethyletheru, proto byla pouzita pti

dal$im postupu.

4.2 Stanoveni obsahu fenolickych kyselin

4.2.1 SPE extrakce

Vodné roztoky standardt byly ptefiltrovany ptes kolonky ISOLUTE SLE+ a Strata SPE
C18 —E, poté byly kolonky promyty methanolem. Vzorky byly meéfeny plynovou
chromatografii s hmotnostni detekci. Bylo porovndno mnozstvi fenolickych kyselin ve vodné
a methanolové fazi, jejich identifikace byla provedena porovnanim se standardy a jejich
mnozstvi srovnanim obsahti ploch pik.

V tabulce 12 jsou uvedeny reten¢ni Casy a ionty fenolickych kyselin uréeny
k identifikaci. V tabulkach 13 a 14 jsou uvedené naméfené hodnoty obsahti ploch piku
jednotlivych fenolickych kyselin.
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Tab. 12: Retencni Casy a fragmenty pouzité k identifikaci fenolickych kyselin

Retencéni ¢as

Kyselina . lon (m/z)
tr (mMin)
Benzoova 11,04 179
Salicylova 14,61 267
Vanilova 17,49 297
p-Kumarova (Cis) 17,74 293
2,4-Dihydroxybenzoova 18,08 355
Protokatechova 18,10 193
Syringova 18,89 327
Ferulova (cis) 19,12 338
p-Kumarova (trans) 19,27 293
Gallova 19,54 458
Kavova (cis) 19,76 396
Sinapova (cis) 20,48 368
Ferulova (trans) 20,72 338
Kévova (trans) 21,15 396
Sinapova (trans) 22,07 368
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Obr. 11 Chromatogram standardii fenolickych kyselin
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Tab. 13: Obsahy ploch pikt fenolickych kyselin po projiti kolonkou ISOLUT SLE+

Neupraveny Vodna Methanolova Mnozstvi (%)
Kyselina
standard faze faze voda methanol

Benzoova 1736274 1354644 380800 78,02 21,93
Salicylova 3687392 2516857 401842 93,65 14,95
Vanilova 1873340 1359660 188322 72,58 10,05
p-Kumarové (cis) 369303 224920 34094 60,90 9,23
2 4-Dihydroxybenzoova 5489470 3568432 505903 65,01 9,22
Protokatechova 2861884 1282836 245926 44,82 8,59
Syringova 1093848 758428 81096 69,34 7,41
Ferulova (cis) 153690 58339 10651 37,96 6,93
p-Kumarova (trans) 836332 607644 53027 72,66 6,34
Gallova 1057791 2911 13207 0,28 1,25
Kavova (cis) 239982 4415 13322 1,84 555
Sinapova (Cis) 80876 1929 5935 2,39 7,34
Ferulova (trans) 181886 84776 16200 46,64 8,91
Kavova (trans) 251107 7670 16980 3,05 6,76
Sinapova (trans) 144755 3510 7389 2,42 5,10

Graf 3: Porovnani mnozstvi fenolickych kyselin po projiti kolonkou ISOLUTE SLE+
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Tab. 14: Obsahy ploch pikt fenolickych kyselin po projiti kolonkou Strata SPE C18 — E

Neupraveny Vodna Methanolova Mnozstvi (%)

Kyselina

standard faze faze voda methanol
Benzoova 1736274 103450 1247311 5,96 71,84
Salicylova 3687392 1773937 963417 66,01 35,85
Vanilova 1873340 19466 1620457 1,04 86,50
p-Kumarova (cis) 369303 0 226347 0 61,29
2 4-Dihydroxybenzoova 5489470 3739815 995826 68,13 18,14
Protokatechova 2861884 1729426 798609 60,43 27,91
Syringova 1093848 0 969369 0 88,62
Ferulova (cis) 153690 0 96825 0 63,00
p-Kumarova (trans) 836332 231 864924 0,03 103,42
Gallova 1057791 725156 104082 68,55 9,84
Kavova (cis) 239982 0 140532 0 58,56
Sinapov (cis) 80876 0 63545 0 78,57
Ferulova (trans) 181886 0 193016 0 106,12
Kavova (trans) 251107 0 267489 0 106,52
Sinapova (trans) 144755 0 102038 0 70,49

Graf 4: Porovnani mnozstvi fenolickych kyselin po projiti kolonkou Strata SPE C18 — E
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Z uvedenych hodnot vyplyva, Ze nejvice fenolickych kyselin odvozenych od kyseliny
benzoové bylo ve vodné fazi po promyti kolonky ISOLUTE SLE+. Nejvice derivatl
odvozenych od kyseliny skoficové se nachazelo v methanolové fazi po promyti kolonky Strata
SPE C18 — E, kde se zaroven v priméru nachazelo nejvice fenolickych kyselin, proto byla pro

dalsi analyzy vybrana tato faze.

4.2.2 SPE extrakce — vliv kyselého prostiedi
Aby byl zvySen obsah kyseliny salicylové v methanolové fazi, byl vodny roztok

standardt okyselen kyselinou trifluoroctovou.

Tab. 15: Obsahy ploch pikt fenolickych kyselin po okyseleni

Neupraveny Methanolova

Kyselina Mnozstvi (%)
standard faze
Benzoova 24253149 5576600 22,99
Salicylova 36645469 8695496 23,73
Vanilova 42079060 30069358 71,46
p-Kumarova (cis) 900540 613606 68,14
2,4-Dihydroxybenzoova 61380056 27512247 44,82
Protokatechova 26825056 12104711 45,12
Syringova 11021587 11388125 103,33
Ferulova (cis) 580378 493880 85,10
p-Kumarova (trans) 26822935 21788340 81,23
Gallova 12553778 1617665 12,89
Kavova (cis) 452913 184411 40,72
Sinapové (Cis) 663305 492395 74,23
Ferulova (trans) 4520832 4420469 97,78
Kaévova (trans) 9327072 8155606 87,44
Sinapova (trans) 5829048 5790131 99,33

Z uvedenych hodnot vyplyva, Ze mnozstvi nékterych kyselin, napt. kyseliny syringové,
vzrostlo, u nékterych, napt. kyseliny vanilové, mnozstvi kleslo. MnoZstvi kyseliny salicylové
kleslo a i celkova vytéznost kyselin mirné klesla, proto se u dalsi analyzy okyseleni vynechalo.

Rozdil mnozstvi fenolickych kyselin v methanolové fazi pied a po okyseleni je patrny

z grafu 5.
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Graf 5: Srovnani mnozstvi fenolickych kyselin v methanolové fazi pred a po okyseleni
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4.2.3 SPE extrakce vzorki maty

Vzorky maty byly méfeny plynovou chromatografii s hmotnostni detekci. Bylo
porovnano mnozstvi fenolickych kyselin, jejich identifikace byla provedena porovnanim se
standardy a jejich mnozstvi srovnanim obsahti ploch pikd.

V tabulce 12 jsou uvedeny reten¢ni Casy a ionty fenolickych kyselin uréeny
k identifikaci. Chromatogramy jednotlivych kyselin ve vzorku listd maty peprné jsou uvedeny
Vv priloze.

Bylo zjisténo, ze kolonka Strata SPE C18 — E zadrzovala ¢ast mnozstvi fenolickych
kyselin. Derivaty odvozené od kyseliny benzoové byly zadrzovany vic (praimérna ztrata

52,46 %), nez derivaty odvozené od kyseliny skoficové (primérna ztrata 19,52 %).
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Tab. 16: Obsahy ploch pikii neupravenych standardt a standardt po projiti kolonkou (10 pg)

Neupraveny Po projiti
Kyselina Ztrata (%)
standard kolonkou
Benzoova 6408995 2795839 56,38
Salicylova 9765574 3236028 66,86
Vanilova 4656111 4255721 8,60
p-Kumarova (Cis) 6194 15195 -
2,4-Dihydroxybenzoova 17105023 3651930 78,65
Protokatechova 8496256 3333424 60,77
Syringova 3305319 2998197 9,29
Ferulova (cis) 252851 210634 16,70
p-Kumarova (trans) 2968751 2598513 12,47
Gallova 3931632 529713 86,53
Kavova (cis) 211176 133516 36,78
Sinapova (Cis) 305608 225033 26,37
Ferulova (trans) 1330213 1051953 20,92
Kavova (trans) 2461102 2006753 18,46
Sinapova (trans) 795244 702636 11,65

Tab. 17: Obsahy ploch pikti neupravenych standardii a standardti po projiti kolonkou (50 pg)

Neupraveny Po projiti
Kyselina Ztrata (%)
standard kolonkou
Benzoova 31929531 18465683 42,17
Salicylova 48148254 19485890 59,53
Vanilova 24666154 20731997 15,95
p-Kumarova (cis) 11657 157440 -
2,4-Dihydroxybenzoova 86313504 19025537 77,96
Protokatechova 40487679 13465476 66,74
Syringova 17205921 14533731 15,53
Ferulova (cis) 1332893 1235331 7,32
p-Kumarova (trans) 15377499 12785774 16,85
Gallova 18498664 1936838 89,53
Kavova (cis) 1119758 846980,5 24,36
Sinapova (Cis) 1519142 1176700 22,54
Ferulova (trans) 7089400 5853613 17,43
Kavova (trans) 13625484 11060135 18,83
Sinapova (trans) 6386772 4938140 22,68
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Nameétené obsahy pikll ze vzorkd mat byly porovnany s obsahy pikd neupravenych
standardii (10 pg). Bylo vypocitano primérné mnozstvi fenolickych kyselin v jednotlivych

vzorcich, tzn. v 0,1 g, pfiCemz byly zohlednény ztraty pii extrakci na kolonce Strat SPE

C18 — E. Vysledky jsou uvedeny v tabulkach 18 — 20.

Tab. 18: Primérné mnozstvi (ug) fenolickych kyselin v maté peprné

Kyselina List Stonek Kofen Kvét

Benzoova 8,9947 +4 3,4968 +0,4 5,3533 +3 0,1258
Salicylova 2,2465 +1 0,2585 +0,03 0,1838 +0,05 0
Vanilova 1,1059 +0,2 0,2501 +0,1 0,2489 +0,02 0,0078
p-Kumarova (cis) 108,7416 +3 27,2648 £17 28,4149 £5 0
2,4-Dihydroxybenzoova 0,1969 +0,06 0,3655 +0,1 0,4025 +0,06 0,1185
Protokatechova 2,4322 +0,3 0,7221 +0,3 1,0904 0,07 0
Syringova 3,4915 +0,2 0,3414 +0,3 0,5148 +0,09 0
Ferulova (cis) 3,0256 +0,1 0,7936 +0,7 1,0491 +0,5 0
p-Kumarova (trans) 3,6109 £0,8 1,1303 +0,07 0,9505 +0,03 0,2057
Gallova 2,1422 +3 0,9870 +0,4 0,7575 +1 0
Kavova (cis) 109,4849 +61 17,4124 +£12 23,7532 18 0,0858
Sinapova (Cis) 0,4355 +0,1 0,1581 40,1 0,0348 +0,05 0
Ferulova (trans) 7,8762 +2 0,4552 +0,3 0,5449 +0,1 0,0000
Kavova (trans) 225,6915 +52 17,3922 +14 33,8410 +6 0,2322
Sinapova (trans) 2,7112 +0,08 0,1939 +0,1 0,0855 +0,01 0
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Tab. 19: Primérné mnozstvi (pug) fenolickych kyselin v maté klasnaté

Kyselina List Stonek Koten
Benzoova 3,3406 £0,9 3,6967 £2 2,3398 +0,8
Salicylova 2,4717 £2 0,7023 £0,3 0,2179 +0,05
Vanilova 1,6448 0,5 0,9373+0,3 0,1831 +0,09
p-Kumarova (Cis) 197,1355 451 63,0360 +8 0,2340 +0,1
2,4-Dihydroxybenzoova 1,2181 +0,3 0,5443 £0,03 0,3806 +0,04
Protokatechova 5,4290 +1 2,3470 £0,4 0,4504 +0,03
Syringova 2,3022 £0,2 3,2329 £0,2 0,9277 £0,8
Ferulova (cis) 2,6100 £0,5 1,4968 +0,4 0,4747 £0,03
p-Kumarova (trans) 4,7960 £0,5 1,4975 +0,007 0,9816 +0,4
Gallova 0,7478 £0,8 1,1047 +0,2 0,3156 +£0,09
Kavova (cis) 13,9242 £0,2 23,1335 +7 4,7459 £0,7
Sinapova (Cis) 0,2020 +0,3 0 0,1656 +0,2
Ferulova (trans) 6,0538 £0,4 0,5709 £0,008 1,3738 £0,4
Kavova (trans) 80,7561 +3 21,7575 +0,2 28,8733 +2
Sinapova (trans) 0,9088 +1 0,0313 40,03 0,5298 +0,3

Tab. 20: Praimérné mnozstvi (ug) fenolickych kyselin v maté citronové a marocké

Mata citronova

Mata marocka

Kyselina

list stonek list stonek
Benzoova 4,8570 8,7484 3,3213 +1 4,1526 +0,7
Salicylova 0,8107 1,3082 1,8683 +0,01 2,4296 £0,6
Vanilova 0,7581 0,6900 1,0826 +0,05 5,5922 +5
p-Kumarova (Cis) 74,1321 37,4313 108,0309 +144 169,9316 +107
2,4-Dihydroxybenzoova 1,1577 0,8559 0,6344 +0,9 1,5937 +1
Protokatechova 4,3598 3,0909 4,6195 0,6 6,4854 +4
Syringova 1,5542 2,3870 2,3367 £0,3 6,2547 £6
Ferulova (cis) 3,3527 3,0434 7,6823 £0,8 4,4792 £3
p-Kumarova (trans) 1,1940 0,6241 3,2254 £0,7 1,6735+0,8
Gallova 0,3475 0 1,7278 +0,6 2,6626 £3
Kavova (cis) 45,5531 40,1957 62,1415 +8 145,9216 +170
Sinapova (Cis) 0,0391 0 0,3416 £0,2 0,0772 0,07
Ferulova (trans) 1,7151 0,6875 8,2285 +2 1,1687 +0,2
Kavova (trans) 99,3058 37,6251 180,4017 +20 63,6775 £3
Sinapova (trans) 0,0043 0,0390 1,5794 +0,8 0,3158 0,2
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Z uvedenych hodnot vyplyva, ze ve vzorcich maty peprné bylo obsazeno vice kyselin
odvozenych od kyseliny skoficové, nejvice pak kyseliny kavové (trans).

V grafu 6 jsou porovnana celkova mnozstvi derivati kyseliny benzoové a skotficové
Vv riznych ¢astech maty peprné, hodnoty jsou uvedeny v procentech vzhledem k celkovému
mnozstvi fenolickych kyselin ve vzorku. Nejvice téchto kyselin bylo obsazeno v listech,
nejméng ve kvétech.

V grafech 7 —9 je porovnano, jak se 1isi mnozstvi fenolickych kyselin v jednotlivych
¢astech rostlin v ostatnich druzich mat vzhledem k maté peprné. Byly vybrany Etyfi nejvice
zastoupené kyseliny (benzoova, kumarova, ferulova a kavova). Z vysledkt také vyplyva, ze
nejvice fenolickych kyselin v listech a stoncich obsahuje mata marocka, na druhém misté je
mata peprnd, poté mata klasnatd a nakonec mata citronova. VSechny druhy obsahuji vice

fenolickych kyselin odvozenych od kyseliny skoficové.

Graf 6: Porovnani mnozstvi obsahu fenolickych kyselin ve vzorcich maty peprné

100

90
80
70
60
50
40
30
20
10
= ] =

0
List Stonek Kofen Kvét

Mnozstvi (%)

® Derivaty kyseliny benzoové ® Derivaty kyseliny skoficové

33



Graf 7: Porovnani zastoupeni mnozstvi vybranych fenolickych kyselin v listech (ug)
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Graf 8: Porovnani zastoupeni mnozstvi vybranych fenolickych kyselin ve stoncich (pg)

209,6

5,6
77 y 8 44, 9
34,8
e ar o
35 87 4.2 37
Mata peprna Mata citronova Méta marocka Mata klasnata
m Kyselina benzoova  ®Kyselina kumarova Kyselina ferulovda  ®Kyselina kavova

34



Graf 9: Porovnani zastoupeni mnozstvi vybranych fenolickych kyselin v kofenech (pg)
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S Zavér

Nejprve bylo porovnano, které rozpoustédlo (diethylether, hexan, dichlormethan) nebo
kolonka (ISOLUTE SLE+, Strata SPE C18 — E) dokaze odstranit z extrakti vzorkd maty
nejvice necistot a chlorofylu. Vzorky byly proméfeny na UV/Vis spektrometru. Bylo zjisténo,
7e Z rozpoustédel se nejlepsSiho precéisténi dosahlo vytiepanim do diethyletheru, z kolonek byla
ucinnéjsi Strata SPE C18 — E, kterou se dosahlo lepsich vysledki nez s diethyletherem.

Cilem této prace bylo porovnat mnozstvi fenolickych kyselin v riiznych ¢astech maty
peprné a srovnanim s jinymi druhy (matou citrébnovou, klasnatou a marockou). Extrakty vzorka
byly pfecistény kolonkou Strata SPE C18 —E a analyzovany na plynovém chromatografu
s hmotnostni detekci. Z naméfenych hodnot vyplyva, Ze nejvice byly v matich obsazeny
derivaty kyseliny skoficové, zejména kyselina kavova, kumarova a ferulova. Mata peprna
obsahovala nejvice fenolickych kyselin v listech. Ze vSech srovnavanych druhii obsahovala

nejvice fenolickych kyselin mata marockd, mata peprna byla na druhém miste.

36



Seznam pouzité literatury

1. Mayer J. G., Uehleke B, Saum K.: Bylinky z kldsterni 1ékarny. KNIZNI KLUB, Praha 2015.
2. Beiser R.: Caje z bylinek a ovoce. IKAR, Praha 2012.

3. http://botanika.wendys.cz/index.php/14-herbar-rostlin/130-mentha-piperita-mata-peprna,
2.3.2016

http://www.nalok.cz/farmy/ekofarma-redhost/mata-klasnata, 2. 3. 2016
http://liberherbarum.net/Minor/CZ/PN0114.htm, 12. 3. 2016
http://www.katalog-rostlin.cz/bylinky/Mentha-spicata-Mata-klasnata.html, 12. 3. 2016

N oo g A~

http://www.magazinzahrada.cz/atlas-rostlin/bylinky-a-lecive-rostliny/mata-klasnata.htmi,

12. 3. 2016

8. http://lwww.zivebylinky.cz/cz-detail-928081-citronova-mata-mentha-piperita-var

citrata.html, 12. 3. 2016

9. http://lwww.justnahrin.cz/bylina/mata-citronova, 12. 3. 2016

10. http://www.salviaparadise.cz/herbar-rostlin-mata-marocka-nana-c-736_1011.html,
12. 3. 2016

11. http://www.vegetalismus.cz/marocka-mata, 12. 3. 2016

12. http://www.zivebylinky.cz/cz-detail-915015-marocka-mata-mentha-x-spicata
maroccan.html, 12. 3. 2016

13. http://www.magazinzahrada.cz/atlas-rostlin/bylinky-a-lecive-rostliny/mata-peprna.html,
stazeno dne 2. 4. 2016

14. http://www.zahradnictvikrulichovi.cz/prodej/Mentha-spicata---Brundall-----mata
klasnata, stazeno dne 2. 4. 2016

15. http://www.kotvicnikovafarma.cz/product/mata-citronova-mentha-piperita-vcitrata
citron-jaro-2015-33/, stazeno dne 2. 4. 2016

16. http://www.duhovamedicina.cz/prodej/bylinne-caje/marocka-mata/, stazeno dne
2.4.2016

17. Blazej A., Suty L.: Rastlinné fenolové zlic¢eniny. ALFA, Bratislava 1973.

18. Lampart-Szczapa E., Siger A., Trojanowska K., Nogala-Kalucka M., Malecka M.,
Pacholek B.: Nahrung Food 47, 286 (2003).

19. Ryan D., Antolovich M., Prenzler P, Robards K, Lavee S.: Scientia Horticulturae 92, 147
(2002).

20. Lustinec J., Zarsky V.: Uvod do fyziologie vyssich rostlin. Karolinum, Praha 2005.

21. Hess D.: Fyziologie rostlin. Academia, Praha 1983.

37


http://botanika.wendys.cz/index.php/14-herbar-rostlin/130-mentha-piperita-mata-peprna
http://www.nalok.cz/farmy/ekofarma-redhost/mata-klasnata
http://liberherbarum.net/Minor/CZ/PN0114.htm
http://www.katalog-rostlin.cz/bylinky/Mentha-spicata-Mata-klasnata.html
http://www.magazinzahrada.cz/atlas-rostlin/bylinky-a-lecive-rostliny/mata-klasnata.html
http://www.zivebylinky.cz/cz-detail-928081-citronova-mata-mentha-piperita-varcitrata.html
http://www.zivebylinky.cz/cz-detail-928081-citronova-mata-mentha-piperita-varcitrata.html
http://www.justnahrin.cz/bylina/mata-citronova
http://www.salviaparadise.cz/herbar-rostlin-mata-marocka-nana-c-736_1011.html
http://www.vegetalismus.cz/marocka-mata
http://www.zivebylinky.cz/cz-detail-915015-marocka-mata-mentha-x-spicatamaroccan.html
http://www.zivebylinky.cz/cz-detail-915015-marocka-mata-mentha-x-spicatamaroccan.html
http://www.magazinzahrada.cz/atlas-rostlin/bylinky-a-lecive-rostliny/mata-peprna.html
http://www.zahradnictvikrulichovi.cz/prodej/Mentha-spicata---Brundall-----mataklasnata
http://www.zahradnictvikrulichovi.cz/prodej/Mentha-spicata---Brundall-----mataklasnata
http://www.kotvicnikovafarma.cz/product/mata-citronova-mentha-piperita-vcitratacitron-jaro-2015-33/
http://www.kotvicnikovafarma.cz/product/mata-citronova-mentha-piperita-vcitratacitron-jaro-2015-33/
http://www.duhovamedicina.cz/prodej/bylinne-caje/marocka-mata/

22.
23.
24.
25.
26.
27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.
37.

38.

39.

40.

41.

42.
43.

Marcanikova K., Betiova B.: Chem. Listy 104, 27 (2010).

Velisek J.: Chemie potravin 3. Ossis, Tabor 2002.

Stalikas C. D.: J. Sep. Sci. 30, 3268 (2007).

Klouda P.: Moderni analytické metody. Pavel Klouda, Ostrava 2003.

Eisner A., Kure¢kova K., Ventura K.: Chem. Listy 94, 235 (2000).

Churacek J.: Analyticka separace latek. Statni nakladatelstvi technické literatury, Praha
1990.

Frnkova P.: Specifické extrakce prirodnich vzorkii. Disertaéni prace, Univerzita Palackého
v Olomouci, Olomouc 2004.

Bielska L.: Vyuziti metody superkriticke fluidni extrakce k extrakci organickych polutantii.
Diplomova prace, Masarykova Univerzita, Brno 2008.

Kureckova K., Ventura K., Eisner A., Adam M.: Chem. Listy 95, 415 (2001).

Sapkale G. N., Patil S. M., Surwase U. S., Bhatbhage P. K.: Int. J. Chem. Sci. 8, 729 (2010).
http://is.muni.cz/th/77987/prif_m/superkriticke_kapaliny.pdf, stazeno dne 5. 12. 2014
http://en.wikipedia.org/wiki/Supercritical_fluid_extraction#mediaviewer/File:SFEsche
matic.jpg, stazeno dne 15. 11. 2014

Chytilova A.: Vysokotlaké extrakce antioxidantii ze zeleného caje. Bakalafska prace,
Univerzita Palackého v Olomouci, Olomouc 2011.
https://fvhe.vfu.cz/informace-o-fakulte/sekce-ustavy/uvozp/teorie_pse.pdf, stazeno dne
26.11.2014

http://soubory.vfu.cz/fvhe/tlakova-extrakce/, stazeno dne 27. 11. 2014
http://cit.vfu.cz/ivbp/wp-content/uploads/2012/01/KA-2340_4 8up_extrakce2.pdf,
stazeno dne 27. 11. 2014

Hofler F., Richter B., Felix D.: Accelerated Solvent extraction, Dionex Corporation,
U.S.A., LPN0639-01 20 M 8/95.

Kocidnovd V.. Organohalogenové slouceniny — kontaminanty Zivotniho prostredi.
Diplomova prace, Vysokeé uceni technické v Brné, Brno 2013.

Buldini P. L., Ricci L., Sharma J. L.: Recent applications of sample preparation techniques
in food analysis. Journal of Chromatography A, 975 (2002).
http://www.cyberlipid.org/extract/extr0009.htm, stazeno dne 27. 11. 2014

Janék J.: Chem. Listy 105, 285 (2011).

Sobotnikova J., Bosakova Z., Cabala R., Coufal P., Pacikova V., Stulik K.: Chem. Listy
104, 1226 (2010).

38


http://is.muni.cz/th/77987/prif_m/superkriticke_kapaliny.pdf
http://en.wikipedia.org/wiki/Supercritical_fluid_extraction#mediaviewer/File:SFEsche matic.jpg
http://en.wikipedia.org/wiki/Supercritical_fluid_extraction#mediaviewer/File:SFEsche matic.jpg
https://fvhe.vfu.cz/informace-o-fakulte/sekce-ustavy/uvozp/teorie_pse.pdf
http://soubory.vfu.cz/fvhe/tlakova-extrakce/
http://cit.vfu.cz/ivbp/wp-content/uploads/2012/01/KA-2340_4_8up_extrakce2.pdf
http://www.cyberlipid.org/extract/extr0009.htm

44,

45.
46.
47.
48.

49.

50.
51.

52.

http://cheminfo.chemi.muni.cz/chem_sekce/predmety/C7300/GC/uvod.pdf, staZzeno dne
8.4.2016

http://old.vscht.cz/anl/lach2/GC.pdf, stazeno 8. 4. 2016
http://chemie.ocikvideni.cz/ZS/11_chromatografie.pdf, stazeno 10. 4. 2016

L. Sommer, a kol.: Zaklady analytické chemie I1. VUTIUM (2000).
http://upkoo.vscht.cz/files/uzel/0023451/P6-Chromatograficke_stanoveni_topn%C3%BD
ch_plynu.pdf, stazeno 6. 4. 2016

https://web.natur.cuni.cz/~pcoufal/gc.html, stazeno dne 8. 4. 2016
https://is.mendelu.cz/eknihovna/opory/zobraz_cast.pl?cast=52965, stazeno dne 8. 4. 2016
Opekarek F., Jelinek 1., Rychlovsky P., Plzak Z.: Zdkladni analytickda chemie pro
studenty, pro néz analytickda chemie neni hlavnim studijnim oborem. Karolinum, Praha
2010.

Davidek J.: Laboratorni prirucka analyzy potravin, SNTL, Praha 1981.

39


http://cheminfo.chemi.muni.cz/chem_sekce/predmety/C7300/GC/uvod.pdf
http://old.vscht.cz/anl/lach2/GC.pdf
http://chemie.ocikvideni.cz/ZS/11_chromatografie.pdf
http://upkoo.vscht.cz/files/uzel/0023451/P6-Chromatograficke_stanoveni_topn%C3%BDch_plynu.pdf
http://upkoo.vscht.cz/files/uzel/0023451/P6-Chromatograficke_stanoveni_topn%C3%BDch_plynu.pdf
https://web.natur.cuni.cz/~pcoufal/gc.html
https://is.mendelu.cz/eknihovna/opory/zobraz_cast.pl?cast=52965

Priloha 1 — Chromatogramy kyselin benzoové a salicylové vzorki listéi maty peprné

Mata peprna (list) — kyselina benzoova
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Priloha 2 — Chromatogramy kyselin vanilové a p-kumarové vzorki listdl maty peprné

Mata peprna (list) — kyselina vanilova
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Mata peprna (list) — kyselina p-kumarova (vlevo cis-forma, vpravo trans-forma)
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Priloha 3 — Chromatogramy kyselin 2,4-dihydroxybenzoové a protokatechové vzorki listti

maty peprne

Mata peprna (list) — kyselina 2,4-dihydroxybenzoova
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Priloha 4 — Chromatogramy kyselin syringové a ferulové vzorki listi maty peprné

Mata peprna (list) — kyselina syringova
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Mata peprna (list) — kyselina ferulova (vlevo cis-forma, vpravo trans-forma)
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Priloha 5 — Chromatogramy kyselin gallové a kavové vzorki listd maty peprné

Mata peprna (list) — kyselina gallova

Abundance

Time-->

450

400

350

300

250

200

150

100

50

8.00

lon 458.00 (457.70 to 458.70): Z01.D\data.ms

i s o l|||.|}h A‘m”“mMLMmmm\mwunl.m.nhn

10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00

22.00 24.00 26.00 28.00

Mata peprna (list) — kyselina kavova (vlevo cis-forma, vpravo trans-forma)

Abundance

Time-->

800000

700000

600000

500000

400000

300000

200000

100000

0

lon 396.00 (395.70 to 396.70): Z01.D\data.ms

v
L

|

!

T
8.00

— T T T e — T T
10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00



Priloha 6 — Chromatogramy kyseliny sinapové vzorki listl maty peprné

Mata peprna (list) — kyselina sinapova (vlevo cis-forma, vpravo trans-forma)
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