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ABSTRAKT

V ramci diplomové prace jsme se zabyvali rostli@alendula officinalis L. jak z botanic-
kého tak i chemického hlediskani@z je kladen na jeji latky s bioaktivnimi viasstoi a

jejich stanoveni v i raznych vzorcich. V praktickéasti byly hlavié pomoci chromato-
grafickych metod analyzovany vybrané skupiny latedtliny Calendula officinalis L. Zis-

kané vysledky byly vyhodnoceny dostupnymi metodami.

Kli¢ova slova: Msi¢ek Iékasky, Calendula officinalis L., plynova chromatogeaf

ABSTRACT

In this diploma thesis we were engaged in herlei@hlla officinalis L. from both botani-
cal and chemical point of view. Emahasisi is landits matters with bio-active features and
theirs determination at five samples. its were ys®l selected groups of substances from
plant Calendula officinalis L. by chromatographietods in practical part of thhis aim.

The results obtained are assessed using the deatagbhods.

Keywords: Pot Marigold, Calendula officinalis Laggchromatografy
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UvoD

M¢ésicek lékasky (latinsky CALENDULA OFFICINALISL., anglicky Pot Marigold, slo-
vensky Nechtik lékaky) pati do ¢eledi hwzdnicovitych AsteraceagMuzeme ho také
najit v lidovém Iéitelstvi pod fiznymi nazvy jako kalendule, kragk, umrEi kvét, mesi-

¢ek zahradni, nechtik, pampalik, pazourky nebo &hani1, 2]

Historie nesicku z&ina ve Vychodni Evrapa Stedomdi, kde si vazili jeho l&vych
vlastnosti uz od davnych dob.sskek byl oblibeny ve starékym Recku, ale i #ive ho
péstovaly Indické a Arabské kultury. Od 12. stolati tava BZznou sodasti zahradniho
rostlinstva a je zmimy v nékolika herb&ich. Jméno Calendula pochazi z latinsk&ae
lendae coZz znamena prvni den \Wgici nebo msic sam. Toto pojmenovani odkazuje na

dlouho kvetouci rostlinu.

M¢ésicek polni Calendula arvensjsje také uzivany jako lék, protoZze ma podobnéksloz

jako mesicek lékdsky [3]
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|. TEORETICKA CAST
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1 ROSTLINY M ESICKU LEKA RSKEHO

1.1 Botanické charakteristiky

Mésicek je jednoleta (az dvouletd) bylina se iimgenou, rozetvenou, 40—50 cm vysokou
lodyhou. Listy jsou fisedlé a chlupaté. Na koncich lodyh ugtaji od¢ervna az do podzi-
mu velké oranzay Zluté kwtni Gbory, které maji dvaady zakrov a ploché, lyséako.
Vedle plnokeétych, temr oranZzovych forem dzeme vidt i kvéty swtle oranZzové az Zlu-
té, vyjimeiné i bilé. Vnitrni a zdanli¢ obojaké k¢ty maji trubkovité pticipé koruny a
¢nélky pod dvoulalénou bliznou ztuhlé. Obvodové pestikové&tyy tvorici dvodady az
tiitady paprsek, maji jazykovité koruny a nitkovitézhii. Plody jsou malélankovité a
kruhovitt svinuté, na fbetni strat ostnité a hrub pri¢cné ryhované nazky. #&tované rost-
liny byvaji ¢asto plnok¥té. Pro farmaceutickésély jsou zadanyiedevsim tma¥ oranzo-

vé kwty. [1, 2, 4]

Obr.1 Zakladni zobrazeni rostliny [5]
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2 PESTOVANI, SBER A SUSENI

2.1 Péstovani

M¢ésicku se dé ténei na kazde fd¢, velmi dol¥e pak na fpdé slatinné, na vyslunném mis-
t¢, chratném ged &try. Vhodnou ped-plodinou jsou obiloviny. Hnojeni neni nutné, je

vSak prospsné.

Semeno se vyséva \dznu,castji vSak az v dubnu, deadki 30—40 cm Sirokych, do
hloubky 1—2 cm. Na 1 ar je zapebi 120—150 g semene, 1 g je asi 100 nazek. Semeno
ma klicivost 80 %, a tu si udrZzuje po 2—3 roky. lha s¥tle i ve tn€, pii teplog 20—

30° C ve 14—21 dnech. Porost se jednoti na 25—3Kertury se Bhem vegetace, ktera
trva 12—20 tydn, 2—3krat okopavaji a pleji.

Vynos semene z 1 aru kultur je asi 2—3 kg. Pro vyfiosu je vyznamijSi paet rostlin
na jednotce plochy nez zvySeni¢poubok na rostlig. Piidavkem hnojiva Ize v omezené
mife dosahnout stoupnuti vynosu; velikost uibse sice fidavkem hnojiva neovlivni, ale
jejich patet na jedinci stoupne. PInostdtir neovliviiuje vyziva, nybrz utité &inné latky,

kvétni hormony. [2]

2.2 Shér

Shira se za suchéhogdasi (nejlépe v polednich hodinach) jen obvodoviyfavity) kvét
zcela rozvitych Ubdr (Flos calendulae sine calyc@rimym vytrhavanim. Nejlepsi vynos
sklizré¢ poskytuje srpnovy sib. Mnohdy se dopoxiwje z praktickych dvodi (snazsi zis-
kavani) sbr celych Uboit a po jejich usuSeni dodéated vytrhavani obvodovych k.
Tento druh drogy je vSak m&enny (droga nendista). xive se prodavaly celé ubory

(Flos calendulae cum calygekterych se vSak dnes jiz ICleym Ucelim nepouZiva. [2, 4]

2.3 SuSeni

Susi se ve stinu, protoZe suSenim na slunci byadrrgtila barvu a znehodnotila by sé. P
pouziti ungélého tepla nesmi teplotagkratit 35° C (kwty obsahuiji silici). SuSeni uftym
teplem ma znmé gednosti. Porér ztraty na vazeipsuSeni obvodovych ki je asi 10 :
1, celych ubak 8 : 1. Vynos sklizé z 1 aru je asi 10 kg celych Gldca 2—3 kg vytrhava-

nych obvodovych k&ti. Snadno fjima vzdusnou vihkost, proto se uchovava v iéob
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utésninych nadobach, na mistech suchych a vzdusnych.aDragtypickou kienitou aro-

matickou vini a chutna slabhaice.[2, 4]
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3 MOZNOSTI POUZITIi M ESICKU V DOMACI LE CBE

Kvéty meésicku jsou jiz dlouho pouZzivany v lidové medigia je znamo vice jak 33iz-

ViV s

3.1 Nalev

Nalev je nejastjSi formou gipravy caje z jednotlivé rostlingi rostlinné smisi. Nalev se
pripravuje tak, Ze sefpdepsané mnozstvi usuSené rostlikasti nebaiajové snisi prelije
piedepsanym mnoZzstvimiiei vody a po 15 — 30 minutach vyluhovaiii gbycejné teplo-

té v prikryté nadols se Zfiltruje za pouziti sitkarédkéhocistého platénka nebo gazy.[9]

3.2 Mésickovy olej |.

Ubory mssicku se napchuji do ptihledné lahve se Sirokym hrdlem, lahev se vzdussimst
uzawe a postavi za okno na slunce. Zkalik dni zatne z nésicku samovolg vytékat
olejovita oranZzova tekutina a usazovat se na @akto gipraveny olej nizeme jest roz-

pustit v etanolu a zakonzervovat. [1, 4]

3.3 Mésickovy olej Il.

M¢ésickovy olej I mizeme vyrobit maceradierstvych kéta v rostlinném oleji po dobu

jednoho tydne. Taktorjpraveny olej jeiteba ped pouzitim pdepat. [3]

3.4 Mésickova tinkr ara

M¢ésickova tinktura se vyrabi jednoduchou maceraci v. IDo lahve se daji Ky a zaliji
se lihem (90%), tak Ze na 1 objemovy diktkvse gilije 10 dila lihu. Maceruje se 14 dni
za olgasného praepavéani. Daléedime lihem (40%) na poZzadovanou potenci. Tinksgra

uziva vnitn¢ i zevre k obkladim. Jeji vyuziti je velmi Siroké. [1]

3.5 Meésickova mast

M¢sickova mast seffpravuje bu’ vmichanim jemé&namleté drogy nebo tinktury do mas-
tového zékladu. U tinktury je zapebi zvySena teplota aby se otiphh. Jako masovy
zaklad se pouziva vepvé sadlo nebo tak&eli vosk nebo pryskice, které jsou samy o

sok® velmi |&ivé. [1]
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4 OBSAHOVE LATKY

Hlavnimi obsahovymi latkami, kterymésicek vEei za svoje vlastnosti, jsou terpeny, fla-

vonoidy, karotenoidy, polysacharidy a silice.

4.1 Terpenove latky

Terpeny zahrnuji mnoho slozek jako alfa- a betaramiupeol, longispinogenin, kyselinu
oleanolovou, arnidiol, calenduladiol, erythroditdradiol, helantrioly A1, BO, B1 a B2,

maniladiol a ursadiol. [3, 6, 7]

4.1.1 Terpenové alkoholy a jejich estery

R
Calenduladiol OH
Lupeol H

HiC  CHj

Obr.2 Molekularni struktura Calenduladiolu a Lupeol

M¢ésicek obsahuje hodntriterpenovych alkohdl (monoot, dioli a trioki). Okolo 10 %
monoofi, 98 % diot a jen 1 % trial je esteryfikovano. Monooly jsou esteryfikovangp
devSim kyselinou octovou a dioly jsou esteryfikowdnastnymi kyselinami, iedevsim
kyselinou laurovou, myristovou a palmitovou. Didtsy jsou z 98 % vazané 3-
monoesterovou vazbou a jen 2 % jsou diestery. rpetaliol-3-monoestery jsou hlayn
monoestery faradiolu. 2-4 % vahy suché drogyittrierpendiol-3-monoestery,cehoz 85
% tvori estery faradiolu, 6 % to jsou estery calenduladéomald mnozZstvi estemanila-

diolu a arnidiolu.

Bylo zjisttno, Ze monoolestery jsou hlavni prekurzory diol-8rmestel, zatimco volné

monooly jsou hydroxylovany na dioly a trioly. Z W§dki experimeni se gedpoklada, ze
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hydroxylace volnych monod] dioli a monoolestdr je situovana jen v chromoplastech,
zatimco hydrolyza monoolestea esterifikace volnych monaoprobihd jak uvnit tak i

navenek chromoplast

Triterpendiolové monoestery faradiolu (faradiol-3a@ristat, faradiol -3-O-palmitat, fara-
diol-3-O-laurat) byly identifikovany jako hlavni tni sloweniny, které jsou pouzivany
jako parametry pro standardizacisitkovych extraki. Byly také vyvinuty metody pro
ziskani ¢chto estel. Tyto metody jsou zaloZzeny na kombinaci supegyéi fluidni ex-

trakce a chromatografickyctisténi. Takto se ziskavaji monoestery faradiolu o 9898

Cistoté a vedlejSi produkty jako estery maniladiolu. [37611, 12, 13]

R
Faradiol OH
Faradiol-3-O-laurat CHCH,)1,CO0O
Faradiol-3-O-myristat CHCH,)1.COO
Faradiol-3-O-palmitat CHCH,)14,CO0

HiC  CH5
Obr.3 Estery faradiolu

M¢sicek také obsahuje triterpenové saponiny zaloZzenéyseling oleanoloveé (calendulo-
sidy C az H). Sucha droga obsahuje 2-1@éhtb saponif. Dale nésicek obsahuje steroly

(campesterol, cholesterol, sitosterol, stigmastetaraxasterol). [3, 6, 7]

HzC  CHy

Kyselina oleanolova H H
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Kaledulosid B

Kaledulosid E HG\]\/TDH H

HOOC 0 ”
Obr.4 Kalendulosidy

4.1.2 Karotenoidy

Mésicek vdi¢i karotenoidm za svoji barvu. Droga obsahuje 1,5 az 3 % kaodtién Od-
rady mesicku se Zlutymi kéty jsou bohaté na lutein a ddiy mésicku s oranZzovymi kéty
maji vice beta-karotenu. Karotenoidy jsou velmiv@tna s¥tlo a znehodnocuji setbem

skladovani nebo suSeni na&tte. [7]

HiC  CHs CHz

Obr.6 Lutein
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4.2 Flavonoidy

Droga obsahuje nejmé&rd,4 % flavonoid, pcatitano jako hyperosid, vztazeno na vysuse-
nou drogu. Flavonolové gylkosidy (3- O - glykosidgrhamnetinu a quercetinu) zahrnuji

hyperosid, isorhamnetin, narcissin a rutin. [6]

HO

02
e
— J_,J:' L OH
i
7
Ry O OH
R]_ R2
Quercetin H H
HO :
\O:I
Hyperosid HO® H
fEle oH
Isorhamnetin H CHs

Narcissin CHs
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R]_ R2

Rutin

Obr.7 Flavonoidy

4.3 Polysacharidy:

Aktivni polysacharidy v résicku (PS-1, PS-II a PS-IIl) maji (1->3)-beta-D-galakthlavni
fetézec s kratkymi postrannimeétzci na C-6, zahrnujici alfa-araban-(1->3)-arab#fa;la
rhamnan-(1->3)-araban nebo jen alfa-L-rhamnan. pgigsacharidy prokazaly immunos-

timula¢ni &inky v mnoha in vitro immunostimutaich testech.[6, 14]

4.4 Silice:

Terpenoidni sloZky zahrnuji mentol, caryophyllesieaivaty epoxid a ketori, alfa- a beta-

jonony, derivaty beta-jononovych epoiid dihydroakitinidiolid. [6]

CHy CHs
e
H-C
oH 2 CH,
Obr.8 Mentol Obr.9 Caryophyllen

M¢ésicek dale obsahuje honu calenden, kyselinu salicylovou, kyselinu askwdu, prys-
kyfice, sliz a také mineralni latky (vapnik, sodikaglik, hdcik, Zelezo, md’ a mangan).
[1,3]
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5 UCINKY M ESICKU NA ORGANIZMUS A JEHO POUZITI

5.1 Antimikrobialni G ¢inek

Etanolové extrakty maji antibakterialni, protivieowa protiplisové &inky. Protiplisiové
acinky extrakti byly in vitro zkoumany n&spergillus niger, Rhizopus japonicum, Candi-
da albicans, Candida tropicalia Rhodotorula glutinis Mésicekovy extrakt také ukazal
vysokou @innost proti plisnim a inhibni efekt byl srovnatelny se standardnirfippavky
proti plisnim. Extrakt take inhiboval baktefi@ichomonas vaginalisExtrakt ma virocidni
aktivitu proti viru clfipky a potl&il rust viruHerpes simplexExtrakt projevil in vitro inhi-
bi¢ni aktivitu proti viru HIV, kdyZ inhiboval replikaddIV viru typu 1 a @i tom byl rela-
tivné netoxicky pro lidské lymfocytické kiky (MOLT-4). [3, 15]

5.2 Podpora hojeni kozZnich poragni

Bylo zjiS&€no, Ze mast obsahujici 5 % extraktu #si¥gku a masti obsahujici #nickovy
extrakt v izném pondru asgsné pomahaly hojit rany. Tytodinky byly testovany na chi-
rurgicky indukovanych ranach. Zakladem hojivékmku (fyziologicka regenerace a epite-
lizace poratni) je tvdeni novych krevnich cest a urychleni metaboliznmkaprotein,
nukleoproteih a kolagennich bilkovin. Angiogenni aktivita byleokdzana u sublintaé
usuSeného vodného extrakt@sikiku, kdy vzorek byl testovan na chorioalantoidni mem
brarg fertilizovaného slegiho vejce. Péet novych krevnich cest byl vyragmyssi u vzor-
ku oSeteného misickem nez u kontrolniho vzorku. Samotny allantoi&l mnohem slabsi
acinky. [3, 6]

Posledni studie dokazuji, Ze extrakty &sitku jsou vhodné pro popéaleniny #edevsim
popaleni slunenim z&enim, protoZe jednak pomahajéitépoSkozenou tki ale také pre-

ventivre chranit Kizi proti oxidativnimu stresu vyvolanym UV igim.[10]

5.3 Protizanétlivy u ¢inek
Protizartlivy ucinek byl demonstrovan nakolika zvirecich modelech. léba byla pro-
vadkna 80% etanolovym extraktem a ziwivala indukovany edém u krygiglavce 100

mg extraktu na kilogram. Také 70% extrakty (etamplextrakt a extrakt ziskany superkri-

tickou fluidni extrakci CQ) prokézaly inhibujici &inky na experimentatn vyvolanych
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zaretech a edémech. Tyto zfin byly vyvolané krotonovym olejem na mysich uSiph;
¢emz etanolovy extrakt inhiboval zfire 20 % a extrakt ziskany pomoci £@hiboval
zaret z 70 % a to P stejné davce (1200g/ucho). [3, 6]

5.4 Immunomodulaéni u¢inek

U izolovanych polysachanido velké molekulové hmotnosti (PS |, -1l a —lll)lbyzjiSt€no,
e stimuluji fagocytézu u lidskych granuloiyh vitro v koncentracich T0a 10° mg/ml.
70% etanolovy extrakt ésicku zcela inhiboval mnozeni lymfodyt pritomnosti phytoha-

emagglutininu in vitro. [3, 6]

5.5 Antioxida¢ni U¢inek

Uké&zalo se, Ze #sicek mé antioxidéni schopnosti a zhasi volné radikaly. Byljppaveny
70% extrakty msicku v etheru, chloroformu, etylacetatu a n-butan&lazdy z &chto ex-
trakti byl nasleds zakoncentrovan a rozpastv 50% etanolu tak, aby byl ziskan 6% roz-
tok, na kterem byla dale stanovena antio&idaktivita na lipozomalnich lipidech oxido-
vanych Fé&" a kyselinou askorbovou. Etherové, butanolové anéoektrakty vykazovaly
antioxidani aktivitu. Tato aktivita je zavisla na celkovétmsahu fenolickych a flavonoid-
nich latek. Také isorhamnetinové glykosidy izola¥anngsicku inhibovaly lipooxygena-

zovou aktivitu. [3, 6]

5.6 Pouziti

M¢sicek je hlave uzivany pi zaretlivych koznich chorobach nebo zdéech a také jako
pomoc i regeneraci porani. V minulosti se fipravky z keta mésicku pouzivaly pro
urychleni hojeni ran, popalenin, ntog Skrabang, ale i @i mensich koznich infekcich. V
moderni kosmetice sd&igava droga nebo olejové vytazky z ni do hojivycérii na roz-

praskané ruce, opruzeniny, zhojené, ale dosudé&plopaleniny a omrzliny.

Lze jej pouzivat i peroratn Vhodnou formou je odvar fipravovany z 1-4 g susené drogy.
Doba varu nesmirpkraiit 1, maximalg 2 minuty. Ri vnitinim podavani fszniveé ovlivni
¢innosti jater a Zléniku; droga se uplatni vdBe astmatu, kasle fpbuSeni srdce, upravuje
menstruaci, hoji vnihi i vn¢jSi zarkty, mazeme ji uzit i pi viedové chorob Zaludku a

dvanéctniku, zattech stev, Crohno¥ chorol&, ulcerdzni kolitiéd (zaret tlustého seva s
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tvorbou wedi). Droga misobi také mirérsedativié a snizuje reflektorni drazdivost, zlepSu-

je praci srdceip mirném poklesu krevniho tlaku égobi antibioticky.

M¢sicek je jedna z maladévek, které vykazuji kancerostaticky efektéi pormalnim po-

davani formowaje, zejména v oblasti traviciho Ustroji a Zenskyaani. [1, 3, 4]

M¢ésicek kronme Ié&Civého a dekorativniho vyznamu ma také nabozenskypam: mnoho
meSickovych kwta spotebuji v Orieng pii nabozZzenskych dadech, nejviceip pohtbech

jako kadilo misto drahého Safranu. [8]
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6 TOXICITA, ALERGIE A KONTRAINDIKACE

6.1 Toxicita

Vodny extrakt misicku ma LDy 375 mg/kg (nitrozilg) a LDygo 580 mg/kg (podisSnico-
vé) u mysSi.Vodné extrakty v 30% etanolu (droga/extiak 1 a 0,5 : 1) & LDso hodnoty
450 mg/mys (podkoz) a 526 mg/100 g krysy (nitroZih

| kdyZ extrakty z msicku maji promdnné hodnoty latek v zavislosti na pouzité rostlin
nebyly pozorovany zadné&ipnaky po dlouhodobé aplikaci extrakt mssicku na zvia-
tech. Pomoci Amesova testu s pouzitBalmonella typhimuriummebyla zjiSna zadna
mutagenita ani karcenogenita a extrakty byly ¢ena jako nekarcinogenni na krysach a

kietcich, ale je nedostatek klinickych studii na taxiai ¢clovéka. [3, 6, 16]

6.2 Alergie

M¢ésicek mize zmisobit alergickou reakci u citlivych jediiczvlast pak u &ch s existujici
hypersensitivitou na dalgleny celedi AsteraceaelLaktony seskviterpenjsou nejétSimi
alergeny vyskytujicimi se u #gicku, ale je jen malofijppad: vyskyti alergii na tyto latky.
Ve studii, kde byl risicek testovan na vice nez 1000 padiejen jeden pacient vykazoval

piecitlivélost na ngsicek. [3, 6]

6.3 Kontraindikace

Interakce s léky nenfdre zdokumentovana. Nicménpotencionalni riziko hrozi u 1ék

podavanych sowing, zvlast pak u &ch, které maji podobné nebo profidné &inky.

Je také znamo, Zedsicek ma uterotonickydinek (in vitro) a triterpenoidni sloZkyipobi
spermicidg. Diky nedostatku udajo toxicit je l1épe se rsicku vyhnout v obdobi¢ho-

tenstvi a kojeni. [3, 6]
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. PRAKTICKA CAST
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7 MATERIAL A METODY

7.1 Vzorky a jejich priprava

Tab.1 Vzorky |

Pavod vzorku: Bygtice
Zemepisna délka:  49° 38’ 8”
Vzorek | | Zemepisna Stka: 18° 43’ 51"
Nadmdska vyska: 400 m
Barva kwtu Oranzova
Obr.10 Vzorek |
Pavod vzorku: Bydtice
Zemepisna délka: ~ 49° 38’ 8”
Vzorek Il | Zemspisna Sika: 18° 43’ 51”
Nadmdska vyska: 400 m
Barva kwti Zluta
Obr.11 Vzorek Il
Piavod vzorku: Beznice
Zemepisna délka:  49°11' 7”7
Vzorek lll | Zemepisna Sika: 17° 39’ 28"
Nadmdska vyska: 294 m
Barva kwtu Oranzova

Obr.12 Vzorek Il
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Pavod vzorku: Beznice
Zemgpisna délka:  49°11'7”
Vzorek IV | Zemgpisna Sika: 17° 39’ 28”
Nadmdska vyska: 294 m
Barva kta Oranzova

Vzorek je o rok starSi nez vSechny jiné vzorky

Pavod vzorku: Zlin-Zarami
Zemgpisna délka:  49° 13’ 39’
Vzorek V | Zemgpisna Sika: 17° 40’ 00"
Nadmdska vyska: 230 m
Barva k&ta Oranzova

OBNzorek IV

Z téchto vzorki byly pripraveny extrakty:

Tab.2 Extrakty

Obr.14 Vzorek V

N—r

Oznaseni vztorku| Cislo pivodniho vzor-| Rozpou3- Teplota i extrakci
ku dlo

1 I EtOH Teplota varu (78°C)
2 I Voda Teplota varu (100°C)
3 Il EtOH Teplota varu (78°C)
4 Il Voda Teplota varu (100°C)
5 I EtOH Laboratorni teplota (25°(
6 I EtOH Teplota varu (78°C)
7 I Voda Teplota varu (100°C)
8 Il EtOH Laboratorni teplota (25°C
9 v EtOH Teplota varu (78°C)
10 V EtOH Laboratorni teplota (25°C
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7.1.1 Priprava vzorka 5, 8, 10 — Extrakce za laboratorni teploty

Postup: Cerstvé Gbory rsicku byly viozeny do lahve a byly zalityiglusnym ex-
trakeénim ¢inidlem (EtOH, voda). Takto byly ponechanskolik mésiai a poté byly vzorky
zfiltrovany. Ziskané extrakty bylyipvedeny do sklegmych Iékovek a pouzity na dalsi
stanoveni.

Chemikalie:

Pouzité chemikalie byly vistot per analysis (p.a.)

Etanol

Destilovana voda

7.1.2 Pr¥ipravavzorka 1, 2, 3, 4, 6, 7, 9, 10 - Extrakce v Soxhletoaparatuie

Postup: Vzorky byly vysuSeny do konstantni hmotnodiitpplo€ 30°C. Byly nava-
Zeny 3g vzorku a nasledlibyla navaZzka vloZzena do papirové extrdkpatrony, ktera byla
uzawena vatou, zbavenou extrahovatelnych slozek. Patsenvzorkem byla vloZzena do
stredni ¢asti extraktoru (vizObr. 15), ktera byla nasazena na varnoikba250 ml) s
vhodnym rozpougtllem (EtOH, voda). Varna bka byla naplana do jednéfietiny (asi
80ml). Na stednic¢ast byl nasazen #my chladié. Po oteveni givodu vody do chlade a
bylo zapnuto topné hnizdo. Doba extrakce byla 2riyod akto ziskané extrakty byly stan-
dardizovany na 50 ml,ipvedeny do skleémych Iékovek a pouzity naléni pomoci TLC.
[18]

Chemikalie:
Pouzité chemikalie byly vistoi p.a.
Etanol

Destilovana voda
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a‘t < Chladig

Patrona se wzorkem

Varnd bafka & rozpoustédlem

: /; Topné hnizdo

Obr.15 Soxhlatv extraktor [17]

7.2 Stanoveni obsahu latek rozpustnych v nepolarnim rgoustdle

Postup: Bylo navadzeno 1,5g vzorku a naslédwyla navazka vlozena do papirové
extrakeni patrony, ktera byla uzéena vatou, zbavenou extrahovatelnych sloZzek. Pasen
vzorkem byla vioZzena doisdni ¢asti extraktoru (vizObr. 15), kterd byla nasazena na
piredem vysuSenou a zvazenou varnotkbg250 ml) s rozpou&tllem (50ml heptanu). Na
stredni ¢ést byl nasazen #my chladé. Byl otewen ventil od pivodu vody do chlade a
bylo zapnuto topné hnizdo. Doba extrakce byla bdirty. Takto ziskany extrakt byl vysu-
Sen a zvazen. Nasletlhyl vypatitdn obsah extrahovatelnych latek. [18]

Chemikalie:

Heptan p.a.

7.3 Stanoveni neutralré-detergentni vliakniny
Pro stanoveni neutrédetergentni vidkniny (dale jen NDF) byly pouZigovky I, Il a lll.
Princip:

NDF, jako zbytek bu&nych sén rostlinnych pletiv, se stanovi vazkopo hydrolyze

vzorku v prostedi neutralniho roztoku laurylsulfatu sodného.[28,1
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Postup: Filtracni s&ky ozna&ené popisouw&gm na textil byly vyprany v acetonu a
vysuseny po oditrani v digestti byly zvazeny (np). Do sé&ku bylo navazeno 0,5g vzorku
s presnosti 0,0001g (s a filtracni s&ek byl zataven. Po zatavenicka byl poklepanim
vzorek rozprosgen na celou plochu uzganého sé&u. Byl ponechan jeden prazdnysk

(slepy pokus), ktery byl pouzit pro stanoveni kaiek;, c,).
VSechny sé&ky byly umistny do za¥Sovae po tech do jednoho oddilu. Posledni oddil

zustal prazdny, slouzil jako viko a bylo ngj polozeno zavazi. Za&gova se vzorky byl
umiseén do analyzatoru vlidkniny (ANKOM 200/220 Fiber amzar). Do gistroje byl nalit
pracovni roztok neurddrdetergentnih@inidla (dale jen NI@) v mnoZzstvi 100 ml/sék,
nejmért vSak 1500 ml. Bylo zapnuto michani a topeni. Rderd a utsreni vika byl i-
stroj zapnut. Po 75 minutach bylo vypnuto michaahi@v, byl otewen vypou&ici kohout

a bylo oteveno viko pistroje.

Po vypu&ni NDC roztoku byl uzaten vypoudici kohout a do fistroje byly nality 2 | hor-
ké (85-90 °C) vody, do které bylyigany 4 mla-amylazy. Bylo zapnuto michani aiek
na 4 minuty, ale viko se neutahovalo. Tento pobiippakovan dvakrat.

Pri tietim proplachnuti byla pouzita studena voda d@emnylazy. Po vypushi vody byl
zawsSova vytahnut z pistroje, saky byly vyjmuty a voda z nich byla jemarvymatkana
pomoci filtra&&niho papiru.

S&ky byly viozeny do kadinky aiplity acetonem. Po 3 minutach byly vyjmuty a aceton
byl jemre vytlaten pomoci filtréniho papiru. S&ky byly rozprosteny na suchy filtréni
papir a nechany vytrat v digesté. Poté, co aceton Wwkal, byly suSeny v susSarmii
105 °C po dobu 3 hodin.

Po vysusSeni a vychladnuti v exsikatoru bylyksazvazeny (ng), vlozeny do vyzihanych a
zvazenych porcelanovych kelifnla spaleny v muflové peckipgs50 °C po dobu 5 hodin.

Po ochlazeni v exsikatoru byly kelimky znovu zvazem,). [18, 19]
Chemikalie:

1. Roztok neutralé-detergentnihaginidla:

Slozenicinidla:

Chelaton Ill (sodnais kyseliny etylediaminotetraoctové),
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Tetraboritan sodny dekahydrat
Hydrogenfosforénan sodny dodekahydrat
Laurylsulfat sodny

Ve 2 | destilované vody se rozpusti 12@igidla, 20 ml trietylenglykolu. Roztok mé& mit

pH v rozmezi 6,9-7,1.
2. Pracovni roztok NI (laurylsulfat sodny v neutralnim progedi):

Do 2 | NDC se fiida ski¢itan sodny v mnozstvi 1 g / 100 ml NDaa-amylaza v mnoZzstvi
0,2 ml/100 ml NI

3. Aceton

Vypocet korekci:

_my
QL__
m
m
czzﬁp
Kde

ms  je hmotnost prazdného vysuSenéhtkago hydrolyze (g)
mp  je hmotnost popela prazdnéhalad (g).

Vypocet obsahu NDF:

V - (m3 B rnlcl)r; (m4 B rnlCZ) * 100
2

Kde:
\ je obsah NDF (%)
m;  je hmotnost s&u (g)
m,  je hmotnost navazky vzorku (g)
m3z  je hmotnost vysuSenéhocka s rezidui vzorku po hydrolyze (g)

m;  je hmotnost popela po spaleni vysusSenékikusa rezidui vzorku po hydro-
lyze (g)
of je korekce hmotnosti 8ku po hydrolyze (g)

C je korekce hmotnosti 8lau po spaleni (g)
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7.4 Chromatografie

7.4.1 Analyza aminokyselin rostliny mési¢ku Iékairského pomoci iontovyninné

chromatografie

Pro analyzu aminokyselin pomoci automatického adédyu aminokyselin (dale jen

AAA) byly pouzity vzorky I, 11, lll a IV.

AAA je urcen pro stanoveni aminokyselin v hydrolyzatech hiilkppeptidi, pro stanoveni
volnych aminokyselin ve fyziologickych roztocicheatraktech a pro stanoveni biogenich
aminm. Diky tomu nachazi analyzator upl&tin v zakladnim biochemickém vyzkumu bil-

kovin, vyzkumu vyzivy lidi a zvat, v Iekdske diagnostice,fpkontrole I€iv a potravin.

Pristroj pracuje na principu igidotlaké kapalinové chromatografie s ionexovou kolg

ninhydrinovou derivatizaci a fotometrickou detekci.

VSechny procesy ifstroje Wetrg vyhodnoceni vysledk a tvorby protokoluridi pasi-
tat.[18, 20]

Na obrazku (obr. 16) je zachycendeahi snési aminokyselin na katexovém ionténici.
Aminokyseliny jsou pislusnymi pufry eluovany z kolony. Ss1aminokyselin na chroma-
togramu je vysledkem kyselé hydrolyzy proteidifist&nd jsou rozloZzeny serin (Ser) a

threonin (Thr), a proto nemohou byt po kyselé hijag® kvantifikovany.

Aminokyseliny jsou z kolony eluovany v faali od polar§Sich k nepolarnim a od nega-
tivné nabitych (kyselych) kém, které maji naboj pozitivni. Aminokyseliny elugtou
bezbarvé. K jejich zviditebni, piipadré stanoveni, se vyuziva reakce s ninhydrinem. Iden-
tifikovat jednotlivé aminokyseliny Ize pouzitim st#ardi aminokyselin, které se nanesou
na kolonu a ufi se objem pufru nutny k eluci (€hi objem). Poté porovhame &hi ob-
jemy standardu a swi.[18, 21]
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asp 26.08
thr 32.56|
ser 3428
—qlu 41.20
pro43.51
gly 48.05
ala 50.41

| 57.15

ile 62.91
leu 64.55
tyr 71.38
phe 73.16
his 78.26|
lys 8118
NH3 84.10:
arg 88.50
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Obr.16 D¥leni aminokyselin[18]

7.4.1.1 P¥iprava vzorl pro stanoveni volnych aminokyselin

Bylo odvazeno mnozstvi vzorku gggnosti na 0,0001 g. Navazka vzorku byla kvantiati
né pievedena do hydrolyZai baiky, byl piidan dostatény objem kyseliny chlorovodikové
(c = 6 mol/l), tj. asi 150 az 250 ml na 1 g navaakyrouzenim byl obsah promichan. Kyse-
la hydrolyza byla provedena ve varnychikéch pod zptnym, vzduSnym chladem v ole-
jové lazni gi teplot 110 az 115 °C po dobu 23 hodin.

Po ukoreni hydrolyzy byl obsah hydroly&ai baiky zfiltrovan gres filtratni papir (390) a
kvantitativre kyselinou chlorovodikovou (c = 0.1 mol/lfgveden do od#ameé baiky (250
ml). Filtrat byl doplrén 0,1 M kyselinou chlorovodikovou po rysku.

Z filtratu byl odebran alikvotni podil (25 ml), kfebyl odpaen na rotaéni vakuové odparce
(RVO 400, Ingos, Praha) do sirupovité konzistengegplot do 50 °C. Sirupovity odpa-
rek byl rozpu&tn v rekolika ml destilované vody a znovu odpa a pak jestjednou roz-
micham v gkolika ml destilované vody a znovu odpa. Odparek byl kvantitati¢npie-
veden do odirné baiky (10ml) pomoci tlumivého roztoku o pH = 2,2 a bigp po rysku.
Takto upraveny vzorek byl pouzit k analyze na AALS]
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Chemikalie:
Pouzité chemikalie byly vistot p.a.
kyselina chlorovodikova

destilovana voda

7.4.1.2 P¥iprava vzorli pro stanoveni sirnych aminokyselin

Priprava oxida¢éni smési:  Oxidani smés byla gipravena smichanim peroxidu vodiku
(30 %) a kyseliny mravein (85 %) v pondru 1:9. Po dvou hodinachigaboratorni teplat
byla umistna do chladriky pri teplo& 0°C na dobu 15 minut.[18]

Hydrolyza: Bylo odvaZzeno mnozstvi vzorku $egsnosti na 0,0001 g. Navazka vzorku
byla kvantitativié prevedena do varné tilgy. Ke vzorku bylo pidano 15 ml oxidéni sne-

si a po opatrném rozmichéni byl unafstdo chladniky pri teplo& 0 az 4°C na dobu 16
hodin. K oxidovanému vzorku byl pakigan nejprve 1 ml koncentrované kyseliny chloro-
vodikové a po vySuemi dalSich 100 — 150 ml kyseliny chlorovodikové=(6 mol/l). Ky-
sela hydrolyza byla provedena ve varnyckikddgah pod zginym vzdusnym chladem po
dobu 23 hodin % teplot 110 °C od dosazeni teploty. Po ukeni hydrolyzy byl obsah
hydrolyza&ni baiky kvantitativré preveden kyselinou chlorovodikovou (¢ = 0,1 molf#$
filtra¢ni papir (390) do odémné baiky (250 ml). Baka byla doplgna kyselinou chlorovo-
dikovou (c = 0,1 mol/l) po rysku. Z filtratu byl edran alikvotni podil (50 ml), ktery byl
odpden na roténi vakuové odparce RV-05-ST (lka Werkesmecko) do sirupovité kon-
zistence fi teplot do 50°C. Sirupovity odparek byl rozpéstv rekolika ml vody a znovu
odpden — tento proces byl opakovan ¢gtdnou. Odparek byl nasleflkvantitativre pie-
veden do odwrné baiky (10 ml) a doplan tlumivym roztokem o pH 2,2 po rysku. Takto
upraveny vzorek byl pouZzit k analyze na AAA.[18]

Chemikalie:

Pouzité chemikalie byly vistot p.a.
peroxid vodiku 30 %

kyselina mraveti 85 %

kyselina chlorovodikova

destilovana voda
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pufr pH 2,2

7.4.2 Analyza latek rostlin mésicku lékarského pomoci chromatografie na tenké

Vrstvé

K chromatografickému procesu na tenké wstochézi g pratoku mobilni faze tenkou
vrstvou jemnozrnného sorbentu nebo destakotvené faze, ktery je rozpihest a bd’
volné uloZen (nasypan), nebo fixovan na vhodné podloPeelloZkou je bdi skleréna
deska, nebo hlinikova, poplastova félie. Tenké vrstvy séipravuji v laboraté nebo se
pouziva hotovych kome&nich desek nebo félii s nanesenou tenkou vrstvaorék se na-
nese na start a po odpai rozpou&dla se deska ulozi v korfes mobilni fazi na dna
vyviji se vzestuptinebo horizontakh Jakmile¢elo mobilni faze dosahne pebné vzdale-
nosti, chromatogram vyjmeme a po vysuseni provedaebekci. Pro kazdou latku je na
chromatogramu aip charakteristicka jeji poloha, vyjigha hodnotou R(retardation fac-
tor). [18, 22]

7.4.2.1 Vyhodnoceni chromatogra pomoci hodnot R

Kazda slodenina ma v danych podminkédch charakteristickoulogthmigrace, ufujici
jeji polohu na chromatogramu. K vyj&ai rychlosti migrace se pouZzivaji tzv. hodnoty R
Je to pondr vzdalenosti $edu (8ZiSte) skvrny od startu a vzdalenogéla rozpousidla od
startu (viz. obr. 17). To znamena, Ze se hodnetydRybuji od 0 do 1; pro latky u startu se
blizi nule, pro latky wela se blizi jedné. KdyZ nelze zjistitlo rozpousdtdla (nag. pri
vyvijeni na pecteni), pouzivaji se tzv. hodnotyRvyjadtuji polohu latky k latce X, jejiz
Rr jsme poloZili rovno 1. Misto indexu X se potom divdadzev nebo zkratka této latky,
nag. Reie. R« je tedy pondr vzdalenosti ufité latky od startu a vzdalenosti latky X od star-
tu. [18, 22]
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Obr.17 Dxleni latek na chromatogramu[18]

Hodnoty R by sice ndly byt pri presném dodrZzovani experimentalnich podminek reprodu-
kovatelné, avSak ovliwje je tolik faktoi (teplota, zniny ve sloZzeni mobilni faze, &po-
bené chybami v od#éiovani nebo jejim starnutim, obsah zakotvené fapapie, vzdale-
nost startu od hladiny rozpog8ta, druh atd.), Zefppraktickém provaéhi chromatografie
vzdy kolisaji. Proto je nikdy nelze povazovat zastanty. B praktické analyze relati¥n
nejmért vadi, neéni-li se hodnoty R vSech latek na chromatogramu stejnynisgibem,
takZe Zistava zachovanostbni. U slodenin tizného typu se vSak mohou hodnotyrie-

nit riznym snérem, takze rize dojit az ke z#m¢ v pa‘adi skvrn na chromatogramu.
Pres tyto nedostatky ma pouzivani a udavars\Rj vyznam:

a) @i jednorazové analyze. Jedna-li sebia jen o jedinou latku, ma vyznam doku-

ment&ni, nebd nas informuje o fiblizném chovani dané sléeniny v pouzité soustay

b) @i vypracovavani novych metod. Tabulka hodnptuRazuje vhodnost soustavy

a &innost i zakonitost &eni uvni¥ skupiny.

c) pi zpracovavani tabulek hodnot Rro velké skupiny latek. Hodnoty-Reba

n¢kolika set slodenin nelze ziskat z jednoho chromatogramu. [18, 22]

7.4.2.2 Denzitometrické vyhodnoceni vybranych chromatogram

Denzitometrie se zabyvadienim optické hustoty. K vyhodnoceni hustoty zbairveplos-
ném usptadani se pouziva optickych denzitoniettedna se postup podobny fotometric-
kému n&ieni, liSi se v usgadani. Meifenim intenzity zéeni odrazeného od néptedné

podlozky se zabyva reflexni denzitometrie.
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Pii této technice se sleduje odraZzenéemé od homogerinzbarvené podlozky. Reflexni
fotometry se pouzivaji pro kvantitativni vyhodnocezekci probihajicich na pevné fazi se
suchymicinidly po jejich aktivaci vodou obsazenou wi®ném vzorku. Na principu re-
flexni fotometrie jsou také zaloZzeny denzitometrg gvantitativni hodnoceni chromato-
grami na tenké vrsi/nebo obarvenych elektroforeograma nepithlednych nosiich.[18,
24]

Pii pfimé denzitometrii se ziskava graficky zaznam fotoovaného Useku, jednotlivé
frakce dlené sndsi tvaii na zdznamu v ideélnintipadt soungrné Kivky zvonovitého
tvaru. Plochadchto piki pripadajicich jednotlivym frakcim je (dma relativnimu zastou-

peni jednotlivych frakci véené sngsi.[18,23]

7.4.2.3 Material a pFistroje pro chromatografii na tenkeé vrsiv

Na rozaleni jednotlivych latek byly pouzity chromatogrdecdesky ALUGRAM

SIL G/UVzs4. Na start byly vzorky davkovany v mnoZzstvi 3 & 3. Po vyjmuti z laza a
vysuseni byly desky pozorovany na denritlsy kde byly zaznamenany barevné skvrny a
dale pod UV lampouip 254nm a 366nm a nasledn vybranych desek byla provth

detekce pomoci densitometru (Camag TLC-Scann€d8).

PrisluSna rozpoustila uvedena v tabulce (tab. 3) bylgistott p.a. a voda byla destilova-
na. Pro rozéleni latek pomoci tenkovrstvé chromatografie bydygity nasledujici vyvije-

ci soustavy:

Tab.3 Soustavy procteni latek pomoci TLC

Soustava Vyvijeci soustava Poén pouzitych latek
1 Chloroform : MeOH : voda 13:7:2
2 MeOH : voda 2:1
3 n-hexan : etylacetat 4:1
4 Toulen : etylacetat : MeOH : voda 9:1:5:5
5 Chloroform : MeOH : amoniak 13:7:1
6 Etylacetat : cyklohexan : voda 60:40:1
7 Etylacetat : cyklohexan 9:1
8 Chloroform : kyselina octova 5:2
9 Toulen : MeOH : voda 10:5:5
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Soustava Vyvijeci soustava Poén pouzitych latek
10 Chloroform : MeOH 13:7
11 Etylacetat : cyklohexan 4:1
12 Hexan : dietylether 1:1
13 Benzen : etylacetét : kyselina octova 75:25:1
14 Chloroform : EtOH 15:5
15 MeOH : voda 1:2
16 Chloroform
17 Chloroform : EtOH : kyselina octova : voda 34.6:
18 Aceton : isopropylalkohol 1:1
19 Chloroform : aceton 16:9
20 MeOH
21 Benzen : etylacetat : kyselina octova 50:50:1
22 Hexan : aceton 15:10
23 Aceton
24 Aceton : EtOH 15:10
25 MeOH : amid kyseliny mraven 1:1

7.4.3 Analyza latek rostlin mési¢ku Iékai'ského pomoci plynové chromatografie

Chromatografie je proces umajici dleni snési na jednotlivé slozky. Takto e byt
kazda slozka ve vzorku identifikovana (kvalitatiym zarové zmegiena (kvantitativey). Je
nekolik druhi chromatografickych technik, plynova chromatogrdtiédle jen GC) je jed-
nou z nich. GC se pouZziva pro & které jsou teplothstalé a zarovetekave (nebo mo-
hou byt na ¢gkavé enenény). Diky jednoduchosti, citlivosti ac¢innosti @i oddlovani

e

slozek je GC jednim z neajtezit¢jSich nastraj v analytické chemii.

Prvnim krokem fi pouZiti metody GC je odpeni vzorku v temperovaném davkovacim
zaizeni (injektoru), nasleduje odéléni jednotlivych slozek s#ési v chromatografické ko-

long, detekce kazdé slozky a jeji vyhodnoceni.

Pristroj se sklada z davkovacihaiz&ni, chromatografické kolony umisé v termostatu,
detektoru a systému na zpracovani dat (nebo iritegrdpogipact zapisovae). Nosny

plyn protéka kolonou kontrolovanou rychlosti nebiokpntrolovaném tlaku do detektoru.
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Stanoveni se provadi budl gonstantni tepl@ nebo podle daného teplotniho programu.

Nosny plyn Pomocné plyny Vstup viorku Detektor Signa

L

Obr.18 Schéma plynové chromatografie[27].

Vzorek z injektoru je zaveden do proudu nosnéhaplktery protéka kolonou se stacio-
narni fazi umishou v termostatu. Kolony mohou byt népvé nebo kapilarni.#Ppratoku
plynu kolonou se jednotlivé slozky g pohybuji fiznymi rychlostmi ovlivénymi mirou
interakce se stacionarni fazi. stedku toho se jednotlivé slozky &shoddluji a pi vy-
stupu z kolony mohou byt kvantifikovany vhodnymeddbrem a/nebo zachyceny pro dalsi

analyzy.

Obvykle se pouzivaji plamenoioniza detektory (dale jen FID), ale podléelu analyzy
mohou byt pouZity i dalSi detektory: elektronovét@mhytu, dusiko-fosforovy, hmotnostni
spektrometr (dale jen MS), tepélwodivostni, spektrofotometr v inffarvené oblasti s

Fourierovou transformaci a jiné. [27, 28]

7.4.3.1 Stanoveni mastnych kyselin pomoci GC-FID
Princip:

Metoda je zaloZzena na zmydé&hi glycerich a fosfolipidh a na nasledné esterifikaci vol-
nych mastnych kyselin v alkalickém prizsti metanolu. Metylestery mastnych kyselin se

po extrakci do heptanu stanovi GC s vyuZzitim FHE9] [
Priprava nasyceného roztoku NaCl

Ve 100 ml destilované vody bylo za mirnéhoibami rozpudtno 160 g NaCl. Po ochla-
zeni vypadnou na drbaiky krystaly NaCl.[29]
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Priprava metylestemi mastnych kyselin

Do 250 ml béky s kulatym dnem bylo navazZzendlpizné (s presnosti na 4 desetinna mis-
ta) 1,5 g vzorku pofdani 15 ml 0,5 M metanolického roztoku NaOH. Blghkitka 15 min
zahrivana na topném hnizdpod zgtnym chladéem, poté bylo idano 6 ml heptanu a
smes byla zakivana jest 1 minutu. Po vypnuti topného hnizda bkildan nasyceny roztok
NaCl a obsah ligy byl krouzivym pohybem promichan. Pak byl obsatikly preveden do
odmerného valce a bylijdan dalSi nasyceny roztok NaCl, aby heptanov&argystoupila

a bylo ji mozno odsat. Povychladnuti a rodedi vrstev bylo pipetou odebrano cca 1,5 ml

horni vy¢etené heptanové vrstvy do vialky pro stanoveni.[29, 3

Pro stanoveni byl pouzit GC-FID s detektorem Shimma@C-FID 2010 a kolona Supelco
SPBrv—PUFA 30 m x 0,25 mm x 0 m. Jako nosny plyn bylo pouzito helium. Analyza
byla provadna v rezimu konstantni lineérni rychlosti 38 crilgplotni program byl nasle-
dujici: start pi 80 °C po dobu 1 minuty s naslednym zvySenim 40mi€ na teplotu
250°C, ktera byla udrZzovana po dostatedlouhou dobu. FID byl nataven na 250 °C Pro
uréeni mastnych kyselin byl pouzit standart Food inguSAME Mix 30mg/ml in Methy-
lene Chloride (katalogovéislo 35077). VSechny integrace a vypo byly provadny

v programu GCsolution Software.

Chemikalie:

Pouzité chemikalie byly vistot p.a.

Metanol

NaOH — 0,5 M roztok v metanolu

NacCl

Heptan

Destilovana voda

7.4.3.2 Stanoveni latek v heptanovém extraktu pomoci GC-MS

Postup prace byl shodny jako v kapitole 7.4.3..n@tani mastnych kyselin pomoci GC-
FID. Pro stanoveni byl pouzit GC s kvadrupolovym hmatmios detektorem Shimadzu
GC-MS QP2010 a kolona Equity-1 30m x 0,32mmunl Jako nosny plyn bylo pouzito

helium. Analyza byla prové&da v reZimu konstantni linearni rychlosti 38 cni/eplotni
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program byl nasledujici: startid00 °C podobu 5 minut s naslednym zvySenim 2mic/
na teplotu 250 °C, ktera byla udrzovana po do&ttélouhou dobu. lontovy zdroj 200 °C,
70 event. Pro @eni latek byla pouzita MS knihovna NIST 02. VSeclmyggrace a vy-

pocty byly provagny v programu GCsolution Software.

7.4.3.3 Stanoveniékavych latek pomoci GC-MS headspace analyzy

Postup: Do vialky bylo navazeno cca 0,59 vzorku. Poté lagrek umisin do auto-

sampléru, zativan na teplotu 55°C po dobu 20 minut a poté bgbodn vzorek.

Pro stanoveni byl pouzit GC s kvadrupolovym hmatmios detektorem Shimadzu GC-MS
QP2010 a kolona Equity-1 30m x 0,32mm il Jako nosny plyn bylo pouzito helium.
Analyza byla provéagha v rezimu konstantni linearni rychlosti 38 cni/eplotni program
byl nasleduijici: startip100 °C podobu 5 minut s naslednym zvySenim 2micha teplo-
tu 250 °C, ktera byla udrzovana po dostatedlouhou dobu. lontovy zdroj 200 °C, 70
event. Pro ufeni latek byla pouZzita MS knihovna NIST 02.

7.4.4 Analyza latek rostlin mési¢ku Iékai'ského pomoci kapalinové chromatografie

Mezi metodami kapalinové chromatografie zaujimanamné misto technika HPLC.
Zkratka je odvozena od dvouipustnych nazi této techniky a to ,high performance
liquid chromatography* (vysok@inna kapalinova chromatografie) nebo ,high pressure
liquid chromatography” (vysokotlaka kapalinova amatografie). Mobilni fazi je v tomto
piipact kapalina. Stacionarni fazi je filnfiplusné latky zakotveny na povrchu ri@shebo
pevny adsorbent.iBtroj, na kterém se provadi HPLC analyzy se nakgagalinovy chro-

matograf.
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Vstrikovaci
tryska

Kolona

==

Zpracovani dat Detektor

Obr.19 Schéma HPLCJ[31]

Vysokotlakd bezpulzni pumpa zaji§e ptichod mobilni faze kolonou. Vzorek je davko-
van do proudu mobilni faze pomoci davkovaci &gynebo pomoci automatického dav-
kovate. Vzorek putuje do kolony. Zpravidla se jedna cemevou trubici o vninim pia-
meéru okolo 4 mm a délce typicky 5-25 cm, ktera jelnapa stacionarni fazi. O schopnosti
kolony separovat dité smesi na jednotlivé slozky ap rozhoduje zejména typ stacionarni
faze zakotvené na silikagelovém nosiSeparované latky nasletiputuji na detektor.
V metodt HPLC je dostupna @p fada tiznych detektar, které se liSi principem funkce,
konstrukci, selektivitou, citlivosti, mezi deteledinearnim dynamickym rozsahem. Meto-
da HPLC vyuzZiva tyto typy detektor spektrofotometricky detektor (UV-VIS), fluo-
rescekini detektor, MS, refraktometricky detektor a dal&dlba detektoru ofi zavisi na

konkrétni aplikaci.
Metoda HPLC existuje jako tzv. ,normalni“ a ,revets

Pfi normalni HPLC je stacionarni faze pol§gi nez faze mobilni. #Preversni HPLC je

naopak stacionarni faze migpolarni nez faze mobilni.[32]

P praktickém provééhi analytiky pomoci HPLC je nutno se velice striktrzZet jiz vy-
pracovanych metodcetné takovych detail, jako je pouziti chemikalii a kolonek od kon-

krétniho vyrobce. Metody byvaji také zpravidla \agwvany pro uity okruh materidl a u
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jinych je nutno zranit alespa Uvodnicisteni vzorki. Nevyhodou je také ztaa materia-

lova nar@nost plynouci z ndkladna pdizeni a provoz ifpstroje.

Hlavnim problémem vysokotlaké kapalinové chromatbigrjsou ztraty p ¢isténi. Mohou

se nenit podle pouzité metody i analyzovaného mateiiag).

7.4.4.1 Stanoveni latek rostlin @sicku lekai'ského rozdlenych na TLC pomoci
LC-MS

Postup:

Po rozaleni latek na TLC byla skvrna o-R0,35+0,02 ze soustavy 13 seSkrabana do vial-
ky. Nasledg do vialky byl gilit MeOH jako rozpou&idlo pro obsazenou latku a vialka
byla 1 minutu praepavana. Poté byl extrakt nasan dikatky, prefiltrovan ges mikrofil-

tr docisté vialky a dan na stanoveni.

Rozctleni latek probhlo na gistroji Dionex UltiMate 3000 Standard LC Systémé][a
detekce byla prové&aa na detektoru Bruker amaZon 3 [35]. Jako molfdré byl pouzit
MeOH.

Chemikalie:

MeOH p.a.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 45

8 MATEMATICKO — STATISTICKE METODY VYHODNOCENI
ZISKANYCH VYSLEDK U

K matematicko-statistickému vyhodnoceni dat bylyfity nasledujici statistické metody:
8.1 Aritmeticky pr amér
Aritmeticky pimér je definovan jako saet vSech hodnot vyteny jejich pd@tem. [25]

0= (% %+t %) =2 %
n n4<

8.2 Smérodatna odchylka

Smérodatna odchylka se obvykle definuje jako odmocramazptylu ndhodné velny X,

tzn.

o =,/D(X) =,/var(X)

kde D(X) oznauje rozptyl ndhodné veiny X. Smerodatnou odchylku Ize vygd@tat po-
moci stedni hodnoty E(X) affjpadre i E(X?).

o =JE((X - E(X))?)

— iN 2 = iN 2y _ o2
a—JNg(xi ) J(N;xi) X
[26]

8.3 Korelaéni koeficient

Chceme-li posoudit, je-li variabilita mala nebo k&l porovhame sénodatnou odchylku

S ptimeérem.[26]

v, = 10q%]
X
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9 VYSLEDKY A DISKUZE

9.1 Stanoveni obsahu latek rozpustnych v nepolarnim rqgoustédle

M¢éteni bylo provedeno zacélem zjiSéni a nastaveni vhodnych paranigbro stanoveni

na plynovém chromatografu. Celkolze fict, Ze suSena droga obsahuje 10,57 = 2,04 %
latek extrahovatelnych v nepolarnim rozpéd (Tab. 4). Na prvni pohled Ize takiét,

Ze vzorky vygstovaneé v Bysici (Vzorek | a Il) maji o skoro 30 % vice taktotehova-
telnych latek, nez vzorkytwodem z Beznice (Vzorek Il a IV), ale zidlodi nedostatku

hodnot nelze toto statisticky potvrdit.

Tab.4 Obsah latek rozpustnych v nepolarnim rozgdlest

Vzorek | Navazka | Hmotnost vyextrahova- | Obsah vyextrahovanych latek vzta-
(9) nych latek (g) Zeny na navazku (%)
I 1,8852 0,2226 11,81
Il 1,4129 0,1652 11,69
Il 1,5161 0,1244 8,21
\Y 1,5086 0,1283 8,50

9.2 Stanoveni neutralré-detergentni vliakniny

Vlaknina byla stanovena dle metodiky popsané vtképi7.3. Ke stanoveni byly pouzity
vzorky I, I, lll. Stanoveni bylo u kazdého vzorgmwvadno 3x vedle sebe. Vysledky byly
vypocteny a zaneseny do tabulkyb. a pro lepSi nazornost vyneseny do grafu (O@y. 2
Z vysledki vyplyva, Ze suSena droga obsahuje 20,78 = 3,080%. Nejvice NDF nil
vzorek |, nasledoval vzorek Il a lll. Porovnanintupru vzorki z Bystice (Vzorek | a Il)
a vzorek z Beznice (Vzorek Ill), Iz&ict, Ze vzorky z Bysice obsahuji o 20 % vice NDF

nez vzorek z B2znice.

Tab.5 Vysledky stanoveni NDF u vzdrk 11, IIl.

Vzorek m; m, ms my c (o NDF
(9) (9) (9) (9) (%)
A 0,4575 | 0,2572| 10,5209 0,0066 0,06222  0,002268 ,313
IB 0,4570 | 0,3129| 10,5344 0,0066 0,07622  0,002273 ,629
IC 0,4620 | 0,2798[ 0,5299 0,007p 0,066T1  0,003526 ,581
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Vzorek my my mg m, C (o NDF
@) 9) @) @) (%)
INA 0,4599 0,3165 0,5342 0,0072 0,07311 0,0028u5 2,2@
1B 0,4583 0,3075 0,5281 0,0081 0,06862 0,003761 1,02
InNc 0,4509 0,303 0,5237 0,008y 0,07164 0,004431 ,1&7
" A 0,4558 0,3763 0,5246 0,007% 0,06762 0,0031B8417,12
1B 0,4576 0,3335 0,5183 0,0064 0,05952 0,00206717,26
" c 0,4578 0,3303 0,5187 0,0056 0,05972 0,00126517,70
mi(9) | m(g) | m(9)
Prazdny filtr&ni s&ek 0,4647 0,4659 | 0,0044

NDF [%]

Pramér NDF v % | Snerodatna odchylka Korelaini koeficient
Vzorek | 23,17 0,44 14,66
Vzorek Il 21,82 0,52 17,27
Vzorek 11l 17,35 0,25 8,31

25,00

20,00

15,00 +

10,00 +

5,00 T

0,00

HH

23,17

=

21,82

17,35

HA

Vzorek |

Vzorek Il

Obr.20 Zastoupeni NDF ve vzorcich

Vzorek IlI
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9.3 Chromatografie

9.3.1 Analyza aminokyselin rostliny mési¢ku Iékairského pomoci iontovyninné

chromatografie

Byla provedena analyza aminokyselin pomoci AAAmletodiky popsané v kapitole 7.4.1.
Analyza byla provedena 2x vedle sebe u kazdéhduzuoa stanoveni volnych aminokyse-
lin a jednou pi stanoveni sirnych aminokyselin. Navazky vZokkanalyze jsou uvedeny
v tabulce 6, vysledky hydrolyzy jsou uvedenyiilghach (PIl: Tabulka obsahu aminokyse-
lin ve vzorcich). V pilohach se nachazi i grafy, kde je znazarnbsah AMK se s#mo-
datnou odchylkou pro kazdy vzorek zulg®ll: Obsahy aminokyselin ve vzorcich). Pro
lepSi nazornost byl zpracovan graf (Obr. 21), kdepprovnani obsdhaminokyselin

v mgtenych vzorcich.

Pramérné méla suSena droga 51,12 + 6,34 g AMK na 1 kg sudfngrafu Ize vyist, Ze
nejvice AMK obsahoval vzorek IV, poém nasledovaly vzorky llI, 1l a I. i porovnani
praméra vzorki z Bystice (47,46 + 0,255 g/kg) a {méra vzorki z Breznice (60,76 +
3,274 g/kg) bylo zjigno, Ze vzorky z Beznice (Vzorek Il a IV) obsahovaly o0 20 % AMK
vice nez vzorky z Bysite (Vzorky | a Il). Co do obsahu jednotlivych AW&orky | a i
pievysuji obsahem AMK vzorky Il a IV jen u prolinunaethioninu. U kyseliny asparagove
je paadi nasledujici: vzorek IV, vzorek Il, vzorek | aovek lll. Kyselina asparagova je
jedind AMK, u které se fimérné obsahy AMK sidaly a netvély dvojice vzorka Bysti-

ce-Bystice, Breznice-Beznice.

Tab.6 Navazky vzorkna analyzu aminokyselin

Kysela hydrolyza Oxidativni hdyrolyza
Vzorek | Znaeni vzorku| Navazka (g) | Vzorek| Znateni vzorku| Navazka (g)
[ A 0,1515 [ o) 1,1058
IB 0,1507
I 110 1,0809
I A 0,1497
B 0,1590 I 1o 1,0681
0T A 0,1570 IV IV O 1,0597
1B 0,1589
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Vzorek Zna&enivzorku Navazka (g)

v VA 0,1551
IV B 0,1533

Obsah AMK [g/kg]

9
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Obr.21 Srovnani obsalaminokyselin ve vzorcich

9.3.2 Analyza latek rostlin mési¢ku Iékaiského pomoci chromatografie na tenké

Vrstvé

Pomoci TLC byly rozélovany extrakty uvedené v tabulce 2. Z pouZzitychussav

z kapitoly 7.4.2 tabulky 3 se latky nejlépdily na soustaw 5 (chloroform:MeOH:amoniak
13:7:1) a soustavl3 (benzen:etylacetat:kys. octova 75:25:1). Navajigich soustavach
bud’ latky zistaly na startu, putovaly¢elem nebo nedoslo k dost&tému rozédleni. Ten-
ké vrstvy se soustavou 5 a 13 byly nastedizualné a denzitometricky vyhodnoceny. Fo-
tografie desek s roZienymi latkami se nachazeji vifphach (Plll: Fotografie rozdenych
latek na soustav 5, PIV: Fotografie roztglenych latek na soustavl3). Zaznamy
z denzitometrického vyhodnoceni se nachazeji @wnpilohach (PV: Denzitometrické
zdznamy chromatogranze soustavy 5, PVI: Denzitometrické zaznamy chtogrami ze
soustavy 13). V tabulce 7 se nachazeji H®dnoty rozdlenych latek na soustas a

v tabulce 8 jsou Rhodnoty rozdlenych latek na soustad3.
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Cilem této prace bylo najit soustavu, na které g lmozné dote rozalit extrakty a na-
sledré urcit rozcklené latky pomoci standarechebo pouzitim jinych metod. Standardy byly
z finartnich divodi nedostupné, ale byla moznost réledé latky uéit pomoci hmotnost-

ni spektroskopie (Kapitola 9.3.4).

Z vysledki jsou patrné rozdily mezi vodnymi a etanolickymirakty. NejwtSi rozdily
mezi extrakty jsou patrnétippouziti vyvijeci soustavy 13, kde vodné extrakgobsahuiji
latky s R=>0,60 (vyjimku tvaéi extrakt 7 s R=0,87). Vodné extrakty obsahuji nééde-
tekovanych latek nez etanolické a teké obsahuwiltky v menSich mnozstvich a dokonce
etanolické extrakty, extrahované faboratorni teplat obsahuji vice latek a vetéi mie
nez vodné extrakty gizené pi 100°C (viz. PV, PVI).

Na desce se soustavou 5 bylo pozorovano, Ze skviRy0,96+0,01 jsou obsazeny
v kazdé stop. Bylo predpokladano, Ze by se mohlo jednat o vice latekjjgilts¢elem,
stejre tak skvrna s R=0,00 byla u vSech extraka Zejme se jedna o latky, kterégtaly na
startu. Latka s R0,86 = 0,01 byla detekovana jen u etanolickychiadti extrahovanych
pii teplo& varu. Latka s R=0,78 + 0,01 byla detekovana u vSech exftrakiohlo by se
jednat o stejnou latku, detekovanou u soustavyjdl® je latka s R=0,36 = 0,01, ktera
byla detekovana také u vSech vzorkatky s R=0,75 a R=0,57 = 0,01 byly charakteris-
tické tim, Ze nebyly detekovany u vodnych extiaktorku | a Il. DalSi latky, které byly
detekovany na soust&a®, mely nahodna rozéleni a nebyly charakteristické prociié po-

uzité rozpoustdlo nebo teplotu extrakce.

Tab. 7. Zleni latek na soustab

Vzorek
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0,96| 0,97/ 0,97| 097/ 096 | 097 0,96 0,95 0,06 0)97
0,85 0,87 0,85 0,85 0,85
0,78| 0,78/ 0,78| 0,78/ 0,78 | 0,78 0,78 0,77 0,/8 0|77
0,75 0,75 0,75| 0,75 0,75 0,75 0O,/5 0}75
Rr 0,73\ 0,73 0,74 0,72 0,68
0,57 0,57 0,57 0,58 057 056 0,6 056
0,21 0,25 0,23 0,22
0,00| 0,00} 0,00| 0,00/ 0,00| 0,00 0,00 0,00 0,00 0j00
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Na desce se soustavou 13 byly charakteristickg atkodnotou R=0,92, které byly de-
tekovany jen u extraktu 1 a 3 a to jen u violrla Il extrahovanych etanolenii fppodu varu
rozpoustdla. Jak bylo zmiéno vyse, latky s R=0,36 + 0,01 byly detekovany u vSech ex-
traktl @ mohou mit souvislost s latkou detekovanou natagu5 s R=0,78 + 0,01 a vod-

né extrakty neobsahuiji latky $R,60 (vyjimku tvéi extrakt 7 s R=0,87).

Tab. 8. &Zleni latek na soustavi3

Vzorek
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0,92 0,92
0,88 0,88 0,88 0,87 0,88| 0,88
0,78 0,78 0,80 0,78| 0,78
0,70
0,60 0,63
Re 0,55 0,54| 0,53
0,37| 0,37 | 0,37, 0,37| 0,37 | 0,37/ 0,37| 0,36| 0,35| 0,35
0,29 | 0,29 0,28
0,23 0,25 0,21 0,24
0,15| 0,15 | 0,15 0,17 | 0,15
0,10, 0,10 | 0,09| 0,09]| 0,10 0,09
0,00| 0,00 | 0,00K 0,00 0,00 | 0,00/ 0,00| 0,00| 0,00/ 0,00

9.3.3 Analyza latek rostlin mési¢ku Iékai'ského pomoci plynové chromatografie

9.3.3.1 Stanoveni mastnych kyselin pomoci GC-FID

V lidové medicind se z m¥sicku vyrabi fizné oleje a masti zalozené na nepolarnich latkach
obsazenych v droze (kapitola 3). Tyto latky obsaptgdevSim mastné kyseliny, a proto
tato ¢ast prace se zabyva obsahem mastnych kyselin uglggth vzorcich. Analyza byla
provad¢na na GC-MS. Jako standart byl pouzity Food ingus&kME Mix 30mg/ml in
Methylene Chloride (katalogovéislo 35077). Vysledné chromatogramy jsou k dispozic
v prilohach (PVII: Chromatogram ze stanoveni MK pom@8-FID Vzorku | az V). Vy-
sledky jsou rov&Z uvedené v tabulkach (Tab. 9, Tab. 10, Tab. 1fjoalepSi ndzornost

jsou vyneseny v grafu (Obr. 22). Zwbdu neostatmé rozalovaci schopnosti kolony ne-
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bylo mozné ufit jednozn&né mastné kyselina o retémich ¢asech 22,006 a 23,631+0,001,

proto jsou uvedeny @éhmoznosti.

Ve vSech vzorci s vyjimkou vzorku | byly detekovétgpové mnoZzstvi kratkych nasyce-
nych mastnych kyselin (£, Cs.0, Cs.0). VSechny vzorky obsahovaly nejvice kyseliny pal-
mitoveé (32,3 £ 1,69 %), dale nasledovala kyselinaistova (25,5 + 4,12 %), u které vzor-
Ky z Bystice (Vzorek | a Il) mdly v praiméru o 25 % vice této kyseliny nez zbylé vzorky
(Vzorek lll, IV a V). Treti v pdadi byla kyselina alfa/gama-linolenova (16,2 + 3%2)) u
které nely vzorky z Bystice v ptiméru o 28 % méatéto kyseliny nez zbylé vzorkgitvr-
tou v pdadi byla kyselina linolova/linolelaidova gmeérné 12,8 + 5,9 %), u které &y
vzorky z Bystice v ptiméru o 58 % méd této kyseliny nez zbylé vzorky. DalSi mastné
kyseliny jsou stearova (3,2 + 1,79 %), laurova 8,0,82 %) a arachova (1,7 + 0,95 %).
Ve stopovém mnozZstvi a stpnérnym vyskytem byly také detekovany miéwbvyklé mast-
né kyseliny jako kyselina heptadecenova (pouzekyzeBystice), pentadecenova a my-

ristoolejova.

Tab. 9. Zastoupeni mastnych kyselin ve Vzorku ka{u I

Vzorek | Vzorek Il
Vzorec Mastna kyselina Retetni ¢as| % Retertni ¢as| %
C4:.0 méselna 3,738 1,0
C6:0 kapronova 6,684 1,8 6,686 0,6
C8:0 kaprylova 9,846 0,4
C12:0 laurova 14,460 2,2 14,459 4,3
C14:0 myristova 16,018 30,0 16,019 29,6
C14:1Acis-9 myristoolejova 16,266 1,6 16,264 0,1
C15:1Acis-10 pentadecenova 17,219 2,3 17,240 0,2
C16:0 palmitova 17,919 330 17,920 32,7
C17:1Acis-10 hepatdecenova 19,532 6,8 19,529 0,8
c18:0 stearova 20,914 4,0 20,914 3,9
C18:2Atrans-9,12 /| linolova /
C18:2Acis-9,12 linolelaidova 22,006 3,2 22,006 10,8
C20:0 arachova 22,494 2,2 22,497 2,0
C18:3Acis-6,9,12 /| gama-linolenova
C18:3Acis-9,12,15| alfa-linolenova 23,361 13,0 23,360 13,5




UTB ve Zling, Fakulta technologick& 53
Tab. 10. Zastoupeni mastnych kyselin ve Vzorka Mzorku IV
Vzorek IlI Vzorek IV

Vzorec Mastna kyselina Retetni ¢as| % Retentni ¢as| %
C4:0 maselna 3,741 0,4 3,742 0,3
C6:0 kapronova 6,688 0,8 6,690 0,4
C8:0 kaprylova 9,847 0,4 9,847 0,4
C12:0 laurova 14,460 3,2 14,460 3,4
C14:0 myristova 16,019 227 16,020 24,4
C15:1Acis-10 pentadecenova 17,145 0,2 17,144 0,7
C16:0 palmitova 17,921 30/0 17,922 31,3
c18:0 stearova 20,912 4.0 20,914 4,1
C18:2Atrans-9,12 /| linolova /
C18:2Acis-9,12 linolelaidova 22,005 17,0 22,006 16,5
C20:0 arachova 22,498 1.3 22,502 0,2
C18:3Acis-6,9,12 /| gama-linolenova
C18:3Acis-9,12,15 | alfa-linolenova 23,360 20,5 23,362 18,4
Tab. 11. Zastoupeni mastnych kyselin ve Vzorku V

Vzorek V
Vzorec Mastna kyselina| | Retentni ¢as| %
C4:0 maselna 3,741 0,6
C6:0 kapronova 6,690 0,6
C8:0 kaprylova 9,799 0,1
C12:0 laurova 14,461 2,5
C14.0 myristova 16,019 20,8
C1l4:1Acis-9 myristoolejova 16,262 51
C15:1Acis-10 pentadecenova 17,143 1,0
C16:0 palmitova 17,919 34,4
C18:2Atrans-9,12 {linolova /
C18:2Acis-9,12 |linolelaidova 22,005 16,3
C20:0 arachova 22,511 2,7
C18:3Acis-6,9,12 | gama-linolenova |/
C18:3Acis9,12,15| alfa-linolenova 23,360 15,9
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Obr.22 Porovnani obsahu mastnych kyselin ve vzorcic

9.3.3.2 Stanoveni latek v heptanovém extraktu pomoci GC-MS

Byla provedena analyza dle metodiky popsané v &kgpit.4.2.3. Vysledky analyzy pro
jednotlivé vzorky jsou uvedené v tabulkach (Tab.., 1Bab.14, Tab. 15, Tab.16).
V piilohach (PVIIl: Chromatogram GC-MS analyzy Vzorkad 1V) se nachazeji chroma-
togramy jednotlivych vzork s @islusnymi chemickymi vzorci, které odpovidaji detei-
nym latkam. Ve vSech vzorcich byly zaznamenany méakyseliny, ale protoZe stanoveni
mastnych kyselin byla&movana samostatna kapitola (9.3.3.1 Stanoveni yaskyselin
pomoci GC-FID) s metodikou |Iépe odpovidajici tomstemoveni, nebudeme v této kapito-

le pojednavat o mastnych kyselinach.

Ve vSech vzorcich byly v malém mnoZzstvi nalezerdiié rozeétvené metylestery kyselin.
U vSech vzork byl také zaznamenam sesquiter@sarmacren D, ktery ma prokazanou anti-
mikrobni aktivitu [36]. Dale byl u vSech vzarkzaznamenan diundecylester kyseliny ftalove, ale
pravdpodobnost, Ze by se jednalo o tuto latku je mata%]J, mize se v3ak jednat ajaky jiny
diester kyseliny ftalové. Dale u vzorku |, Il a bily detekovany latky jako Damascenon, trans-
beta-lonon a Megastigmatrienon. Tyto latkyipato skupiny ketof, jsou velmi aromaticke i

v malych koncentracich, a proto se pouZzivaji jakdky parfént. Vznikaji degradaci karotén

které jsou v misicku hojre zastoupeny (kapitola 4.1.2 Karotenoidy) [37, 3, 3
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U vzorka I, Il a Il byl detekovan Hexahydropseudoionontd &tka se pouZziva jako vychodii p
vyrobe fytolu (CyoHso-OH) [40]. Jen u vzorku IV byl detekovan Cycloaménlednd se o sterol,
ktery se vyskytuje u fotosyntetizujicich rostliehd syntéza vychazi z triterpenoidu skvalenu [41].

Nepritomnost Damascenonu, trans-beta-lononu a Megaatigmonu a naopakipomnost Cyclo-

artenolu ve vzorku IV iize byt zfisobena tim, Ze vzorek je o rok starsi nez zbylékyzo

Tab. 12. Vzorek |

Retereni Plocha Vyska Néazev
¢as piku piku (% pravd épodobnosti, Ze se jedn& o danou latku)
(min.) (%) (%)
5,709 2,29 1,46 Metylester kyseliny 2-metylbutan(8&)
8,034 5,54 2,22 Metylester kyseliny 2-metyl-2-buted (94)
11,493 0,80 0,56 Metylester kyseliny 3-metylpentan(80)
12,567 0,65 0,70 Metyl ester kyseliny kapronové (79
13,030 5,05 4,98 Metylester kyseliny 3-metyl-2-gaave (92)
13,640 2,04 2,15 6-metyl-5-hepten-2-on (89)
15,417 0,70 1,04 Metylester kyseliny kaprylové (86)
17,088 0,55 0,82 Metylester kyseliny stearové (73)
18,337 0,23 0,62 Damascenone (81)
18,375 1,22 1,37 trans beta lonon (72)
18,541 5,66 6,80 Metylester kyseliny laurové (92)
18,675 0,34 0,58 5,6,7,7a-Tetrahydro-4,4,7a-tritriz{gH)-
benzofuranon (83)
18,731 2,74 1,97 Germacren D (89)
19,275 0,46 0,67 Megastigmatrienon (77)
19,771 28,68 37,69 Metylester kyseliny stearové (93
19,928 0,73 1,02 Kyselina pentadekanova (81)
20,519 1,70 1,89 Hexahydropseudoionon (89)
21,001 24,54 23,50 Metyl ester kyseliny palmito@8)(
21,194 2,02 1,53 Diundecylester kyseliny ftalové)(7
22,396 2,04 2,00 Metylester kyseliny linolové (92)
22,452 4,10 3,50 Metylester kyseliny 11,14,17-edfnenove (91)
22,675 7,92 2,93 Metylester kyseliny 6-oktadeken@#




UTB ve Zling, Fakulta technologicka

56

Tab. 13. Vzorek Il

Retertni ¢as | Plocha piku | VySka piku Nazev
(min.) (%) (%) (% pravd épodobnosti, Ze se jedné o danou latk
5,713 1,16 0,66 Metylester kyseliny 2-metylbutan(84)
8,030 2,28 0,86 Metylester kyseliny 2-metyl-2-bated (92)
11,500 0,75 0,50 Metylester kyseliny 3-metylpenten(®0)
12,566 0,64 0,58 Metyl ester kyseliny kapronové (86
13,033 2,34 2,12 Metylester kyseliny 3-metyl-2-gemveé (93)
15,417 0,50 0,69 Metylester kyseliny kaprylové (90)
17,140 0,22 0,33 Metylester kyseliny stearové (84)
18,543 4,91 6,15 Metylester kyseliny lauroveé (92)
18,734 1,12 0,84 Germacren D (88)
19,277 0,24 0,30 Megastigmatrienon (73)
19,772 34,91 43,08 Metylester kyseliny stearové (93
19,931 0,64 0,89 Kyselina pentadekanova (88)
20,517 0,58 0,69 |[Hexahydropseudoionon (86)
21,002 33,62 31,09 | Metyl ester kyseliny palmito®8)(
21,195 0,64 0,57 |Diundecylester kyseliny ftalove (74)
22,398 3,27 2,89 Metylester kyseliny linolové (95)
22,449 6,88 5,32 Metylester kyseliny 11,14,17-egtosnové (92)
22,713 5,29 2,44 Metylester kyseliny 12-metylmyrigt (87)
Tab. 14. Vzorek llI
Retertni ¢as | Plocha piku | VySka piku Nazev
(min.) (%) (%) (% pravd épodobnosti, Ze se jedn& o danou
latku)
5,717 0,80 0,43 Metylester kyseliny 2-metylbutan(®/é)
8,019 2,45 0,81 Metylester kyseliny 2-metyl-2-buted (92)
12,565 0,62 0,56 Metyl ester kyseliny kapronové (87
13,03 1,23 1,18 Metylester kyseliny 3-metyl-2-pewtes (94)
13,647 0,58 0,66 6-metyl-5-hepten-2-on (91)
15,415 0,52 0,74 Metylester kyseliny kaprylové (86)
17,14 0,25 0,32 Metylester kyseliny stearové (83)
18,542 4,36 5,42 Metylester kyseliny laurové (93)
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Retertni ¢as | Plocha piku | Vy3ka piku Nazev
(min.) (%) (%) (% pravd épodobnosti, Ze se jedn& o danou
latku)
18,726 0,68 0,49 Germacren D (89)
19,772 29,63 36,61 Metylester kyseliny stearové (93
19,93 0,70 0,81 Kyselina pentadekanova (87)
20,51 0,25 0,34 Hexahydropseudoionon (83)
21,002 36,06 33,68 Metyl ester kyseliny palmita®g)(
21,203 0,39 0,44 Diundecylester kyseliny ftalové) (7
22,396 7,40 6,51 Metylester kyseliny linolové (95)
22,449 10,82 8,78 Metylester kyseliny 11,14,17-s#itdenové (92)
22,711 3,24 2,23 Metylester kyseliny 12-metylmyrigt (91)

Tab. 15. Vzorek IV

Reter¥ni ¢as| Plocha piku|Vyska piku Nazev
(min.) (%) (%) (% pravd épodobnosti, Ze se jedna o danou latku
5,716 0,55 0,36 Metylester kyseliny 2-metylbutadn(®4)
8,039 2,01 0,74 Metylester kyseliny 2-metyl-2-maeé (94)
12,566 0,58 0,52 Metyl ester kyseliny kapronov@ (8
13,032 1,54 1,40 Metylester kyseliny 3-metyl-24esiové (92)
13,649 0,33 0,35 6-metyl-5-hepten-2-on (90)
15,415 0,53 0,68 Metylester kyseliny kaprylové)(90
17,142 0,25 0,36 Metylester kyseliny stearové (86)
18,543 4,18 5,32 Metylester kyseliny laurové (93)
18,715 1,38 0,82 Germacren D (87)
19,474 0,25 0,29 Tau-Muurolol (83)
19,773 29,66 37,24 Metylester kyseliny stearoa (9
19,934 0,94 1,17 Kyselina pentadekanové (91)
20,937 0,60 0,58 (3beta)-9,19-Cyclolanost-24-at=&ycloartenol (83
21,004 35,86 32,99 Metyl ester kyseliny palmit(@@)
21,204 0,89 0,74 Diundecylester kyseliny ftalowg)(
22,401 7,51 6,31 Metylester kyseliny linolové (94)
22,451 8,11 7,38 Metylester kyseliny 11,14,17-s#ktdenové (92)
22,715 4,69 2,50 Metylester kyseliny 12-metylmyng (91)
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9.3.3.3 Stanoveniékavych latek pomoci GC-MS headspace analyzy

M¢sicek méa svou charakteristickouin, a proto je pstovan i v orientu a pouziva se jako
kadidlo (kapitola 5.6). Tatéast diplomové prace byla z&rena na latky, diky kterym ma
droga svoji charakteristickouini. Postup analyzy je popsan v kapitole 7.4.3.&tani
tekavych latek pomoci GC-MS. Vysledky jsou v tabuldea v pilohdch (PIX: Chromato-
gram tkavych latek misicku) se nachazi chromatogram s chemickymi vzoifiglysnych

latek.

NejvétSi mnozstvi bylo alfa-Thujenu, alfa-Pipenu a jejlnezomel Sabininu a Nopinenu.

Dalsi latky byly zaznamenény ve stopovém mnoZzstvi.

Tab. 16. Uéeni tkavych latek u rsicku lékaského

Retereni Plocha VysSka Nazev
cas piku piku (% pravd épodobnosti, Ze se jedn& o danou
(min.) (%) (%) latku)
13,851 63,46 62,69 alfa—Thujen (95)
13,966 28,71 28,05 alfa—Pinen (97)
14,481 3,56 3,92 Sabinin (91)
14,552 0,94 1,14 Nopinen (77)
14,672 1,26 1,41 Myrcen (81)
14,877 1,14 1,65 beta—Thujen (83)
15,159 0,92 1,14 Eucalyptol (81)

9.3.4 Analyza latek rostlin mési¢ku Iékai'ského pomoci kapalinové chromatografie

Zamerem tétocasti prace bylo dit rozdklené latky na TLC pomoci MS detektoru a srov-
nani vysledi s databazi spekter. Vzhledem k tomu, Ze doslclniekym problémim, byl
zmefen pouze jeden vzorek, a to latka @edd pomoci TLC na soustavl3 o
R=0,35%0,02. V této dabnebyla k dispozici databazeéigilusnych spekter, a proto se ne-
poddilo ur¢it konkrétre o jaké latky se jedna. Vysledna spektra jsou Radigi

v prilohach (PX: Hmotnostni spektra latek z analyzyaktti pomoci HPLC-MS). iiPana-
lyze bylo zaznamenano 1dznych latek. Toto mnoZstvi latek je mozné vyvodiblzo, Ze
skvrna se nachazela v doli@isti desky a latky, které putovaly timto mistermezdnaly po
soke stopy. Jelikoz fistroj je velmi citlivy tak zaznamenal i tyto latkyyhodnoceni ana-

lyzy bude mozno, az bude k dispozici vyhovujiciadidize spekter.
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ZAVER
Tato diplomova prace byla z&ena na analyzu vybranych latek rostliglendula offici-

nalis L. pouzitim chromatografickych metod a metod vhaink provozni kontrole ip

pramyslovém zpracovani.

Teoretickacast diplomové prace jeémovana botanické charakteristice rostliny. Déle je

kladen diraz na jeji hlavni obsahoveé latky a jejiaklspbeni na organizmus.

V praktickécasti diplomové prace jsou popsany materialy, kbsfg k dispozici, a meto-
dy, které byly pouzity k analyze vzdrkNasledg jsou uvedeny vysledky, které jsou zhod-

noceny.

K analyze bylo k dispozicigh vzorki, které se liSily progedim, ve kterém bylygstovany,
st&im a barvou. Ze vSech vzdrlbyly nejdive pipraveny vodné a etanolické extrakty,
které slouzily ke chromatografii na tenké vistvnasledé k urceni rozélenych latek po-
moci HPLC-MS. Poté byly ffpraveny heptanové extrakty, které slouzily ke stemi
mastnych kyselina pomoci GC-FID acemni vyextrahovanych latek pomoci GC-MS. U
susené drogy byl nasletistanoven obsah neutréldetergentni vlakniny, obsah aminoky-

selin a byly stanovengkavé latky.

Bylo stanoveno, Ze suSena droga obsahuje 10,6 &€k &ttrahovatelnych v nepolarnim
rozpoustdle a 20,8 % NDF. Dale bylo stanoveno, Ze suSengadobsahuje 5,1 % zaklad-
nich aminokyselin. Na tenké vrstgilikagelu se vodné a etanolické extrakty nejlégiy
na soustav chloroform:metanol:amoniak 13:7:1 a sousthenzen:etylacetat:kyselina oc-
tova 75:25:1. Diky své nend@mosti na technické vybaveni se zdaji byt vhodnémpm

vozni kontroly @i praimyslovém zpracovani rostliny.

P¥i stanoveni celkovych mastnych kyselin byl isinejvyssi obsah kyseliny palmitové
(32,3 %), dale kyseliny myristové (25,5 %), nasjediyselina alfa/gama-linolenova (16,2
%). Ctvrtou nejzastoupeisi mastnou kyselinou je kyselina linolova/linoidiava (12,8
%). DalSi mén zastoupené mastné kyseliny a jejich obsahy jscedemwy v kapitole
9.3.3.1.

Pomoci knihovny spekter byly v heptanovych extrelitekron& mastnych kyselin, identi-

fikovany latky jako je Germacren D, Damascenaandrbeta-lonon, Megastigmatrienon a
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Hexahydropseudoionon. DalSi latky a jejich chanadtiky jsou uvedeny v kapitole
9.3.3.2.

Pomoci knihovny spekter byly také identifikovariavé latky drogy. Tyto latkyiedsta-
vuji predevsim Thujeny, Pipeny a jejich mezomery. Dalfidylgsou uvedeny v kapitole
9.3.3.3.

Posledni analyzou byla identifikace rélahych latek na TLC pomoci HPLC-MS. Protoze
nebyla k dispozici knihovna spekter k uvedenéniistiwji, nebylo mozné identifikovat

Zadnou z rozélenych latek. Tuto problematiku popisuje kapitola.8.

Z provedenych analyz vyplyva, Ze neni rozdil veurkanych latkach mezi oranzovym a
Zlutym zbarvenim k&t drogy, které rostly na stejném stanovisti. OvSeni pe rozdily
mezi vzorky drogy gstovanymi v naiznych stanovistich. Tyto rozdily jsou patriége-
vSim u obsahu a zastoupenim aminokyselin a mastygdiin. Vliv skladovacich podmi-

nek nelze prokazat z analyz, které byly provedetstw praci.

Pro dalSi studium by bylo zajimavé vice se &@mma agrogeologicky a agrotechnicky roz-

bor podminek, za kterych je drogésppvana.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

EtOH Etanol

MeOH Metanol

LDx Smrtelna davka (Lethal dose)

p.a. per analysis = pro analyzu

GC Gas chromatography = Plynova chromatografie

MS Mass spektrometry = Hmotnostni spektrometrie

TLC Thin layer chromatography = Tenkovrstva chrtogeafie
FID Flame ionization detektor = Plamegawnizani detektor
NDF Neutralg-detergenini viaknina

NDC Neutrali-detergesni ¢inidlo

AAA Automaticky analyzator aminokyselin

UV lampa Ultrafialova lampa
R Retardani faktor

NMR Nuklearni magneticka rezonance
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Priloha PI: Tabulka obsahu aminokyselin ve vzorcich
Obsah sirnych aminokyselin [g/kg]
Vzorek I Vzorek 11 Vzorek 111 Vzorek IV
AMK % Sy Vi % S« Vi % Sy Vi % Sy Vi
Cystein 0,66 | 0,016 | 23| 0,75]0,045|59% | 1,370,016 1,21 1,220,026 | 2,2
Methionin 1,19 10,040 | 34| 1,17]0,017|1,5% | 1,05]0,015 1,51 1,05(0,029| 2,7
Soucet 1,86 1,93 2,42 2,26
Obsah aminokyselin [g/kg]
Vzorek 1 Vzorek I1 Vzorek 111 Vzorek IV

AMK % Sy Vi % S« Vi % Sy Vi % Sy Vi
Kyselina
asparagova 6,67 | 0,351 | 5,3% | 7,130,264 |3,7% | 6,190,122 | 2,0% | 7,30 | 0,262 | 3,6%
Threonin 2,290,110 | 4,8% | 2,36 | 0,048 | 2,1% | 3,21 [ 0,085 | 2,6% | 3,45 | 0,162 | 4,7%
Serin 3,04 0,160 | 5,3% | 3,16 0,108 | 3,4% | 3,721 0,093 | 2,5% | 4,24 | 0,276 | 6,5%
Kyselina
glutamova 5,73 10,474 | 8,3% | 5,940,069 | 1,2% | 6,700,117 | 1,7% | 8,550,333 | 3,9%
Prolin 5,64 0,246 | 4,4% | 5,06 | 0,333 |6,6% | 2,940,127 | 43% | 3,30 | 0,198 | 6,0%
Glycin 2,26 |1 0,085 | 3,8% | 2,30 | 0,049 | 2,1% | 3,21 [ 0,045 | 1,4% | 3,30 | 0,098 | 3,0%
Alanin 2,5510,200 | 7,8% | 2,640,043 | 1,6% | 4,600,037 [0,8% | 4,78 |0,121 | 2,5%
Valin 2,78 10,178 | 6,4% | 2,70 | 0,085 | 3,1% | 3,530,071 [ 2,0% | 3,910,233 | 6,0%
Isoleucin 2,07 10,1231 6,0% | 2,010,106 |5,3% | 2,660,139 |52% | 2,910,208 | 7,1%
Leucin 3,350,205 | 6,1% | 3,370,132 |3,9% | 4,86|0,197 | 4,1% | 4,96 | 0,190 | 3,8%
Tyroxin 1,19 {0,049 | 4,1% | 1,70 | 0,101 | 5,9% | 2,190,147 | 6,7% | 2,14 | 0,201 | 9,4%
Fenylalanin 3,63 10,096 | 2,6% | 3,28 | 0,141 | 4,3% | 5,100,204 | 4,0% | 4,91 0,350 | 7,1%
Histidin 1,05 { 0,038 | 3,6% | 1,130,043 |3,7% | 1,460,094 | 6,5% | 1,430,074 | 5,2%
Lysin 2,45 10,141 | 5,8% | 2,45|0,071 | 2,9% | 4,440,403 | 9,1% | 4,00 | 0,127 | 3,2%
Arginin 2,58 10,221 | 8,6% | 2,410,049 | 2,0% | 3,640,141 [ 3,9% | 3,890,052 | 1,3%
Soucet 47,28 47,64 58,44 63,07
Kde:

%) je aritmeticky pramér

Sx je smérodatnd odchylka

Vi je korela¢ni koeficient




Priloha PIla: Obsahy aminokyselin ve vzorcich
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Priloha PIIb: Obsahy aminokyselin ve vzorcich
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Priloha PIII: Fotografie rozdélenych latek na soustavé 5
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Latky pod UV svétlem



Priloha PIV: Fotografie rozdélenych latek na soustavé 13
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Piiloha PVa: Denzitometrické zaznamy chromatogramu ze soustavy 5
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Piiloha PVb: Denzitometrické zaznamy chromatogramii ze soustavy 5
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Piiloha PVc: Denzitometrické zaznamy chromatogramii ze soustavy 5

Vzorek 9 Vzorek 10

Spectrun  : Tic2 HIT taboratary Zhv IRi/2RT 17102 Spectrun H; THC2 WHT laboratery ERLE
_tizthodScon WTREREIGINN o3 |ibration Spectrws Dats B0 il _tsthoi Scon WEREERNONN caisbration Spectrwn Jate B
Standard favel 3 Standard jeve] 4
[abd 1 Il 15@7‘
bl &
81 68
4 L}
|
@ i I..""..J? a
i I X - **”‘147.
|
] T T T i ] T T
8 s " i s o
Kawetensth. 365 m L) Have lengih 36 e o
Track: 9, noise leval: B BOBel. raw data {108 TiC2 Track: 18, naoise lewsi: 0.03880, rau data File: 102

CATS3, 16 S/MIBIOSABII  CAMRG SOFTIMRE ic) 199 SCANMER i1 Blecee CHTS3, 16 SAN:BIOSABII  CAMAG SOFTWARE (c) 1934 SCRHHER 117 idGoe



Piiloha PVIa: Denzitometrické zaznamy chromatogrami ze soustavy 13
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Piiloha PVIb: Denzitometrické ziznamy chromatogrami ze soustavy 13
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Piiloha PVIc: Denzitometrické ziznamy chromatogrami ze soustavy 13
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Priloha PVIIa: Chromatogram ze stanoveni MK pomoci GS-FID Vzorku I

Intensity
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Retencni ¢as (min.) Mastna kyselina Obsah v %
6,684 kapronova 1,8
14,460 laurova 2,2
16,018 myristova 30,0
16,266 myristoolejova 1,6
17,219 pentadecenova 2,3
17,919 palmitova 33,0
19,532 hepatdecenova 6,8
20,914 stearova 4,0
22,006 linolova / linolelaidova 3,2
22,494 arachova 2,2
23,361 gama-linolenova / alfa-linolenova 13,0




Priloha PVIIb: Chromatogram ze stanoveni MK pomoci GS-FID Vzorku I1
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6,686 kapronova 0,6
9,846 kaprylova 0,4
14,459 laurova 4.3
16,019 myristova 29,6
16,264 myristoolejova 0,1
17,240 pentadecenova 0,2
17,920 palmitova 32,7
19,529 hepatdecenova 0,8
20,914 stearova 3,9
22,006 linolova / linolelaidova 10,8
22,497 arachova 2,0
23,360 gama-linolenova / alfa-linolenova 13,5

50



Priloha PVIIc: Chromatogram ze stanoveni MK pomoci GS-FID Vzorku II1
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20,912 stearova 4,0
22,005 linolova / linolelaidova 17,0
22,498 arachova 1,3
23,360 gama-linolenova / alfa-linolenova 20,5
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Priloha PVIId: Chromatogram ze stanoveni MK pomoci GS-FID Vzorku IV
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17,144 palmitova 0,7
17,922 stearova 31,3
20,914 arachova 4,1
22,006 gama-linolenova / alfa-linolenova 16,5




Priloha PVIle: Chromatogram ze stanoveni MK pomoci GS-FID Vzorku V
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14,461 laurova 2,5
16,019 myristova 20,8
16,262 myristoolejova 51
17,143 pentadecenova 1,0
17,919 palmitova 34,4
22,005 linolova / linolelaidova 16,3
22,511 arachova 2,7
23,360 gama-linolenova / alfa-linolenova 15,9
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