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ABSTRAKT

Esencidlni oleje obsahuji desitky nizkomolekularnich sloucenin liSicich se (n¢kdy
zanedbatelng) jejich chemickou strukturou. Kazda z téchto latek ma svou charakteristickou
vlni, a prestoze jsou mnohé v daném esencidlnim oleji zastoupeny v nizké koncentraci,
jejich vliv na vyslednou viini daného esencidlniho oleje je klicovy. V ramci této diplomové
prace byly pomoci dvou extrakénich metod (destilace vodni parou a simultdnni destilace-
extrakce) a dvou raznych typi organickych rozpoustédel (dichlormethan a hexan)
extrahovany esencialni oleje ze skofice a hiebicku, fadicich se mezi koteni svétového
vyznamu. Extrahované esencidlni oleje byly nasledné podrobeny GC-MS analyze s cilem
navrhnout strukturu co mozna nejvétsiho poctu sloucenin v extraktech se vyskytujicich.
Studované vzorky kofeni byly rovnéZ podrobeny HS-GC-MS analyze s cilem srovnat
zastoupeni t€kavych nizkomolekularnich latek detekovanych pfi pouziti a za vylouceni

extrakce.

Kli¢ova slova: esencialni olej, hiebicek, skofice, simultanni destilace-extrakce, destilace

vodni parou, plynova chromatografie s hmotnostné-spektrometrickou detekci, headspace

ABSTRACT

Essential oils contain dozens of low-molecular-weight compounds differing (sometimes
insignificantly) in their chemical structure. Each of these compounds has its own
characteristic odor, and although many of them are present in low concentrations in a given
essential oil, their influence on the resulting odor of the essential oil is crucial. In this thesis,
essential oils from cinnamon and clove, two spices of world importance, were extracted
using two methods (steam distillation and simultaneous distillation-extraction) and two
different types of organic solvents (dichloromethane and hexane). The extracted essential
oils were then subjected to GC-MS analysis in order to propose the structure of as many
compounds as possible. The studied spice samples were also subjected to HS-GC-MS
analysis in order to compare the abundance of volatile low-molecular-weight compounds

detected using and excluding extraction.

Keywords: essential oil, clove, cinnamon, simultaneous distillation-extraction, steam

distillation, gas chromatography-mass spectrometry, headspace
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UvVOD

Esencidlni oleje jsou znamé jiz nekolik tisic let a své vyuziti nasly v mnoha oborech lidské
¢innosti, jako je napft. kosmetika, farmacie, potravinaistvi, aromaterapie a dalsi. Z pohledu
chemického predstavuji esencidlni oleje komplexni smés nizkomolekularnich latek ziskanou
z rostlinného materidlu a vyznacujici se silnou vini. Kromé viné jsou esencialni oleje
oblibené rovnéz pro své terapeutické ucinky, mezi n€z lze zatadit napi. uc€inky antioxidacni,
antibakterialni, antimykotické, antivirové, protizanétlivé ¢i protinddorové. Pravé diky tomu
jsou esencidlni oleje povazovany za perspektivni latky nejen v primyslu 1éciv, ale také
v primyslu potravinaiském. Slozeni esencidlnich oleji je variabilni a muze se lisSit
v zavislosti na konkrétnim druhu rostliny, jeji Casti, stanovisti, obdobi sklizng, pouzité

extrakéni metod¢ a pouzité analytické metode¢.

Cilem této prace bylo stanovit obsah a zastoupeni volnych tékavych latek ve vybranych
vzorcich hiebicku a skoftice. Ze zakoupenych vzorku koteni byly nejprve pomoci vybranych
extrakénich metod (destilace vodni parou a simultdnni destilace-extrakce) izolovany
esencialni oleje, které byly nasledné studovany pomoci plynové chromatografie
s hmotnostné-spektrometrickou detekci (GC-MS). Zakoupené rostlinné matrice byly
nasledné studovany také pomoci plynové chromatografie s hmotnostné-spektrometrickou

detekci vyuzivajici davkovani vzorku pomoci headspace (HS-GC-MS).

Pro lepsi orientaci v dané problematice byla nejprve zpracovana detailni literarni reSerSe
pojednavajici o obecném slozeni esencialnich oleji, podrobnéji pak bylo popsano slozeni
esencialniho oleje hiebickoveého a skoficového. V reSersni €asti prace byly rovnéZ popsany
vybrané extrakéni metody, které byly v rdmci této prace rozdéleny do dvou kategorii —
konvenéni extrakéni metody a mikrovlnami asistované extrakéni metody. V posledni
kapitole pak byly popsany metody analytické, které se pro stanoveni tékavych sloucenin
vyuzivaji.

Prakticka cast této prace nejprve pojedndva o pouzitych experimentdlnich metodach. Jsou
zde popsany extrakéni metody, které byly v ramci experimentll pouzity pro izolaci
prislusnych esencidlnich oleji a dale je zde pojednano o jejich analyze, predevSim pak
z pohledu pftistrojového vybaveni a parametri méteni. Hlavni ndplni praktické €asti této
prace je pak samotna interpretace ziskanych vysledki, a to nejen s ohledem na znacku
pfislusného kofeni, ale také sohledem na pouZitou extrakéni metodu a organické

rozpoustédlo.
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I. TEORETICKA CAST
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1 TEKAVE SLOUCENINY HREBICKU A SKORICE

Rostliny jsou schopny syntetizovat dva druhy oleji — netékavé oleje (triacylglyceroly,
tj. estery glycerolu a mastnych kyselin) a esencialni oleje (oznacované také jako tékavé
oleje). Esencidlni oleje piispivaji k chuti a viini rostliny a plni funkci komunikaéni. Obecné
pusobi jako atraktanty pro hmyz, pfilezitostné¢ pak slouzi pro komunikaci s rostlinami
stejného druhu. Rostliny, které produkuji esenciadlni oleje patii predevSim do celedi
vaviinovité, myrtovité, borovicovité, lipnicovité, routovité, zdzvornikovité, hluchavkovité,
cypfiSovité, hvézdnicovité¢ a mifikovité. Olej pak mlze byt extrahovan z riznych c¢asti
rostlin, konkrétné pak napt. z kvétd (rtze), listi (mata), ploda (citron), semen (fenykl),
koteni (vetiver), oddenkt (zazvor), kvéth stromt (ylang-alang), dfeva (cedr), kliry (skofice),

pryskyfic (kadidlo), susenych poupat (hiebicek), cibuli (Cesnek) ¢i trav (citronova trava).

Esencialni oleje obsahuji desitky chemickych individui s pfibuznou, ale pifesto odliSnou
chemickou strukturou, pficemz kazda latka ma svou charakteristickou viini. Vétsina z nich
(napf. B-limonen, linalool, pineny) je Siroce rozsifena a vyskytuje se ve velkém mnozstvi
riznych esencialnich oleju. Typicky esencidlni olej pfedstavuje komplexni smées 20 az 200
organickych sloucenin, pfiCemz vétSina z nich je v esencidlnim oleji pfitomna v mnozstvi
mens$im nez 1 %. I tyto slouceniny vSak mohou mit dulezity vliv na terapeuticky ¢i toxicky

ucinek daného esencidlniho oleje. [1]

Jak bylo zminéno vyse, esencialni oleje obsahuji velké mnozstvi rliznych sloZek. Tyto slozky
lze rozdélit do dvou hlavnich kategorii — uhlovodiky a kyslikaté derivaty uhlovodikil.

Ptehled jednotlivych tfid sloucenin je uveden v Tabulce 1.
Tabulka 1. Piehled hlavnich tfid slou€enin pfitomnych v esencidlnich olejich. [1, 2]

Uhlovodiky Kyslikaté derivaty uhlovodikii

monoterpeny alkoholy
) fenoly

terpeny seskviterpeny aldehydy
ketony
estery
laktony

diterpeny

karboxylové kyseliny

fenylpropanoidy ethery
furany
peroxidy
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Terpeny ptedstavuji rozsdhlou skupinu sloucenin, jez se ptirozené vyskytuji v esencidlnich
olejich. Jejich molekuly jsou slozeny z jednotek izoprenu (systematickym nazvem 2-
methylbuta-1,3-dien). Monoterpeny jsou tvofeny dvéma izoprenovymi jednotkami. [2]
Jedna se o vysoce tékavé bezbarvé kapaliny, které jsou snadno identifikovatelné, a navic
snadno ziskatelné destilaci vodni parou. [2, 3] Tyto latky maji nizky bod varu a velmi rychle
se odpaiuji, ale jejich viin€ neni pfili$ intenzivni. Monoterpeny jsou nachylné k oxidaci, a to
1 pii nizsich teplotach. Jejich oxidacni produkty jsou povazovany za drazdivé. Seskviterpeny
jsou tvoieny tiemi izoprenovymi jednotkami, jejich molekulova hmotnost je tedy vyssi,
v disledku ¢ehoz jsou méné té¢kavé a maji vyssi bod varu nez monoterpeny. V esencidlnich
olejich jsou zastoupeny méné nez monoterpeny. Stejné jako monoterpeny jsou nachylné
k oxidaci, cely proces vSak probih4 pomaleji. Diterpeny, které obsahuji ve své molekule Ctyti
izoprenové jednotky, nejsou v esencidlnich olejich tak bézné, protoze jejich vyssi
molekulova hmotnost a bod varu brani jejich extrakci destilaci vodni parou. Nejcasteji se

vyskytuji v pryskyficich. [1, 2]

Fenylpropanoidy, které se nachéazeji v nékterych esencialnich olejich, jsou syntetizovany
z kyseliny Sikimové (kyselina 3,4,5-trihydroxycyklohex-1-en-1-karboxylovd) a patii do
skupiny latek aromatickych. Jednim z neznaméjSich zastupcu této skupiny latek je napf.
eugenol. Dalsimi piiklady fenylpropanoidi jsou pak dale napt. chavicol, cinnamyl alkolol,

methyleugenol ¢i cinnamaldehyd. [1]

Kyslikaté derivaty uhlovodikii maji (spolecné se seskviterpeny) vyznamny vliv na vyslednou

vini esencialniho oleje. Pokud jsou odvozeny od terpent, jsou nazyvany terpenoidy.

o 4

vvvvvv

olejii, maji nizkou toxicitu a piijemnou vini. Esencidlni oleje s vysokym obsahem
fenolickych slou€¢enin mohou byt toxické pro jatra a mit drazdivé ucinky na kizi a sliznice.
Typickymi piiklady jsou esencidlni oleje ze skofice, hiebicku, anyzu, bazalky, estragonu,
Cerveného tymidnu a oregana. Aldehydy maji velmi silné aroma a Siroké pouziti
v parfumérském primyslu. Aldehydy, které se v tomto primyslu pouzivaji, vS§ak nejsou
derivaty terpent, ale jednd se o syntetické aldehydy, odvozené od mastnych kyselin.
Aldehydy jsou velmi reaktivni a oxiduji za vzniku karboxylovych kyselin. To miize mit za
nasledek podrazdéni pokozky a vznik alergickych reakci (pokud nejsou esencidlni oleje
skladovany spravn¢). Ketony se ve vétSin€ esencidlnich oleji pfilis ¢asto nevyskytuji,

zejména pak ty aromatické. Karboxylové kyseliny se v esencialnich olejich vyskytuji
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vzacné, jejich tékavost je totiz nizka. Reaguji spolu s alkoholy za vzniku esterd. Mnoho
esterd pfitomnych v esencialnich olejich se tvofi jako reakéni produkty béhem destila¢niho

procesu pii extrakei. [1, 2]

1.1 Hrebicek

Hiebickovec vonny (Syzygium aromaticum) je tropicky stalezeleny strom z ¢eledi myrtovité,
ktery dortista vysky 10 az 20 metrt a jehoz ptiivodni domovinou jsou Molucké ostrovy. Tyto
ostrovy se nachazeji v Indonésii a v minulosti si vyslouzily nazev Ostrovy kofeni. Mimo
Moluky roste tento strom piedevSim v Indonésii, Indii, Pakistanu, na Madagaskaru,

Zanzibaru a Sri Lance. [4—6]

Hiebickovec je péstovan predevSim pro neoteviend kvétni poupata, ktera se nasledné susi
(poptipad¢ pak 1 melou) a miizeme je znat coby koteni hiebicek. Zpocatku je barva poupat
bledd, nasledn¢ vSak dochazi k jejich zezelenani. Poté se poupata zbarvuji do rizova. V této

fazi jsou poupata ptipravena ke sklizni. [4, 5]

Vétsina produkovaného hiebicku je vyuzita pti vyrobé indonéskych cigaret, tzv. kretek,
které obvykle obsahuji 60 % tabaku a 40 % mletého hiebicku. Pouze asi 10 % produkce
hiebicku je vyuzivano pro jiné ucely, jako je lidové 1écCitelstvi, vyroba potravinaiskych
aromat a konzervacnich latek, vyroba vonnych latek a 1éCiv. [5, 6]

Svétovym lidrem v produkci hiebicku je Indonésie, zniz hiebi¢ek pochézi. DalSimi
vyznamnymi producenty jsou Tanzanie (Zanzibar a Pemba) a Madagaskar, dale pak
Komory, Sri Lanka, Malajsie (ostrov Penang), jizni Cina, Grenada, Kena, Togo, Brazilie

a Jamajka. [5, 6]

1.1.1 Hp¥ebickovy esencialni olej

Hiebickovy esencialni olej se da extrahovat z riznych €asti rostliny — ze suSenych poupat,
z list ¢i ze stonkl. Nejdrazsim z téchto esencidlnich olejli je olej extrahovany z poupat,
pficemz jeho mnozstvi se v suSenych poupatech pohybuje kolem 15-20 %. [5] Barva
extrahovaného oleje je nazloutld az hnéda, olej je Ciry a jeho viné je intenzivni a kofenéna.
[6] Chemické slozeni se pak 1i8i v z&vislosti na mist¢, kde byl strom péstovan a mimo jiné
zavisi také na zvolené extrakéni metod€. Z pohledu chemického predstavuje hiebickovy olej
smés riznych sloucenin, v niz vyrazné dominuje eugenol. Eugenol se fadi mezi fenolické
slouceniny a je Ccastené rozpustny ve vodé a snadno rozpustny v organickych

rozpoustédlech. [4, 5] Dal$imi vyznamnymi slouceninami jsou acetyleugenol a [-
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karyofylen. Strukturni vzorce vybranych sloucenin, jakoz i jejich primérné procentudlni
zastoupeni v esencialnim oleji je uvedeno na Obrazku 1. [5, 7]

H ~

/\/@OH O °
Hw
z O/ A/E‘j/ jc-)(
=
eugenol B-karyofylen acetyleugenol
(73,5-96,9 %) (0,6-12,4 %) (0,5-10,7 %)

a-karyofylen isoeugenol methyleugenol
(0,4-1,4 %) (0,1-0,2 %) (0-0,2 %)
Obrazek 1. Vybrané slouceniny piitomné v hiebicku a jejich primérné procentualni

zastoupeni. [7]

NejlevnéjSim z hebickovych esencidlnich oleji je olej extrahovany zlistl. Obsah
esencidlniho oleje v listech se pohybuje kolem 3 az 4 %, pficemz hlavni slozkou je eugenol
(77-88 %). Obsah acetyleugenolu je nizky (méné¢ jak 1,2 %), obsah B-karyofylenu je naopak
vyssi (3,5-6,4 %). Tento olej neni vhodny pro potravinaiské ucely, vyuziva se predev§im
jako zdroj eugenolu. Eugenol se pouziva jako analgetikum a byl prvni pfirodni slou¢eninou,
ktera byla pouzita pfi syntéze vanilinu (4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyd) na prelomu
19. a 20. stoleti. Syntéza vanilinu z eugenolu spoc¢iva v isomeraci eugenolu na isoeugenol
(1181 se polohou dvojné vazby v propenylovém fetézci) v alkalickych podminkach a nésledné
oxidaci (napf. nitrobenzenem) isoeugenolu na vanilin. Schéma této reakce je zndzornéno na
Obrazku 2. V soucasnosti je pro vyrobu syntetického vanilinu vyuZivana moderngjsi
metoda, vyuzivajici reakce guajakolu s kyselinou glyoxalovou. Eugenol se také pouziva jako
pramyslovy zdroj pro vyrobu methyleugenolu a isoeugenolu. [5, 7-9] Isomerace eugenolu
je, stejné jako isomerace mnoha jinych alkent, béZn¢ katalyzovéana zdsadami, jako je napf.
alkoholicky roztok KOH (nejcastéji se jednd o vyssi alkoholy) pfi vysokych teplotach.
Alternativné se pak ke katalyze téchto reakci pouzivaji komplexy prvki VIII. skupiny (napf.
RhCl3). Isoeugenol nasel uplatnéni v parfumeérském a farmaceutickém priimyslu a dale se
vyuziva zejména pii vyrob¢ cigaret, nealkoholickych napojii, zmrzliny a zvykacek. [5, 10]

O néco drazs$im je esencidlni olej extrahovany ze stonkil, pfi¢emz obsah oleje ve stoncich se
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pohybuje kolem 5 az 7 %. Hlavni slozkou je opét eugenol (76,4—84,8), zatimco obsah -
karyofylenu (3,5-12,4 %), acetyleugenolu (0,4—8,0 %) a dalSich slozek je nizsi. [5, 7]

OH oH OH
/\/@: KOH | /\/@ oxidace O\/@

eugenol isoeugenol vanilin

Obrazek 2. Schéma syntézy vanilinu z eugenolu. [9]

1.1.2 Hiebickovy oleoresin

Oleoresiny piedstavuji extrémné koncentrované produkty, které se pfipravuji extrakci
z ruznych Casti rostlin, kofeni a bylin. Kromé esencialniho oleje obsahuje ziskany oleoresin
také netékavé pryskyficné latky, coz vysvétluje, pro€ je jeho chut a viiné tolik podobna
puvodni rostlinné matrici. Oleoresiny jsou nejcastéji ziskdvany extrakci pomoci
rozpoustédla. Mezi nejpouzivanéjsi rozpoustédla patii ethyl-acetat, ethanol, chlorethan,
hexan a aceton. Nékteré oleoresiny ziskané z kofeni mohou obsahovat také esencialni olej,
ktery je k netékavé oleoresinové frakcei pfidavan po odpateni rozpoustédla. Tento esencialni
olej byl ziskdn v samostatném extrakénim procesu, kterym je bud’ hydrodestilace ¢i destilace
vodni parou. Kromé extrakce rozpoustédlem je mozné vyuzit 1 jiné extrakéni metody, jako
je napt. superkritickd fluidni extrakce, ultrazvukem asistovana extrakce ¢i mikrovlnami

asistovana extrakce. [5, 11]

Hiebickovy oleoresin se ptipravuje extrakci stonkl ¢i suSenych poupat hiebickovce, jeho
chut’ a viing je pak velmi podobna hiebicku, ktery se timto oleoresinem nékdy nahrazuje. [5]
Hiebickovy oleoresin se vyuziva v potravinaiském pramyslu, obvykle je provadéna jeho

dispergace v soli, mouce, glukose ¢i sucharech. [5, 12]

1.2 SKkorice

Rod Cinnamomum (Cesky skoticovnik) patii do ¢eledi vaviinovitych a Citd asi 250 druht
stromil a kel rostoucich v jihovychodni Asii, Ciné a Australii. Vyznamnym zastupcem
tohoto rodu je strom Cinnamomum verum (jinym botanickym nazvem také Cinnamomum
zeylanicum), ktery pochazi ze Sri Lanky a z oblasti Malabarského pobieZi v Indii. Jedna se
o stalezeleny strom rostouci v tropickych destnych pralesich, ktery ve volné ptirod¢ dortista
vysky 10 az 15 metrt. V péstitelskych podminkach se vSak castéji péstuje jako kef, ktery
nedorlsta vice nez 3 metrd. Na kefi vyrtsta 8—10 postrannich vétvi, které se ptiblizn€ po

ttech letech sklizeji a znichz se nasledné ziskava skofice, jedno znejstarSich
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a nejoblibenéjsich koteni, které¢ lidstvo vyuziva. Jednd se o suSenou stiedni ¢ast klry
skoticovniku, kterd se vyuziva bud’ ve forme¢ svitkl ¢i prasku. Barva této ¢asti kliry je svétle
hnédé a chut’ mirn€ nasladla. [7, 13, 14] Mezi nejvétsi producenty skofice patii Sri Lanka,
Indonésie, Seychely, Vietnam a Madagaskar. Skofice se péstuje také v Cing, Indii, Malajsii,

Mexiku, Brazilii, Francouzské Guyan¢, Karibiku (Jamajka, Martinik) ¢i na Taiwanu. [6]

Prava skofice je Casto falSovéana skofici cassia. Tyto dva druhy skofice se od sebe odlisuji
nejen vzhledem, ale také chuti. Ktira cassie je tlustsi, tvrdsi a jeji chut’ je extrémné hoika
a palc¢iva s ponékud Stiplavou ptichuti. Mleta skofice cassia ma cervenohnédou barvu. Prava
skofice je oproti tomu az papirové tenka, kiehka, snadno se drti a mele. Jeji chut je
tlumeng;j$i, méne hotka a jeji prichut’ je sladka. Jeji viné je sladka a aromaticka, kira ma
Zlutohnédou barvu. Skofice cassia pochazi z Myanmaru (Barma) a jejim zdrojem je strom
Cinnamomum cassia (synonymem Cinnamomum aromatica), ktery roste v Ciné a Vietnamu
a jehoz skofice byva oznacovana jako skofice ¢inskda, dale pak strom Cinnamomum
burmanii, ktery roste na Javé a Sumatie a jehoz skofice byva oznacovana jako skofice
indonéska a pak také strom Cinnamomum tamala, ktery roste v severovychodni ¢asti Indie
a v Myanmaru a jehoZ skofice byva oznafovéna jako skofice indicka. DalSim vyznamnym
druhem je pak Cinnamomum loureiroi, jehoz skofice byva oznaCovana jako skofice

vietnamska. [13, 15]

Hlavnim rozdilem mezi cejlonskou skofici a skofici cassia je obsah kumarinu. Wang a kol.
se touto problematikou zabyvali ve své praci. Experimentalni vysledky ukazaly, Ze zatimco
ktra Cinnamomum verum obsahuje pouze stopové mnoZzstvi kumarinu (0,017 g/kg), klira
vSech tfi druht cassie (Cinnamomum burmanii, Cinnamomum loureiroi, Cinnamomum
cassia), jez byly podrobeny analyze, obsahovaly zna¢né mnozstvi kumarinu, zvlasté¢ pak
ktra Cinnamomum burmanii (2,15 g/kg) a Cinnamomum loureiroi (6,97 g/kg). Obsah

kumarinu v Cinnamomum cassia byl niz$i, nez v ostatnich druzich cassie (0,31 g/kg). [16]

Skofice predstavuje vyznamné tradi¢ni rostlinné 1é¢ivo, které je hojné vyuzivano predev§im
v Cing, ale také v dalsich zemich, které se fadi mezi vyznamné producenty skofice. Bylo
zjiSténo, ze skofice ma vynikajici protizdnétlivé, antioxidacni, protirakovinné
a antibakteridlni Gc¢inky. V soucasné dobé se skofice hojn¢ vyuziva ve farmaceutickych

ptipravcich, kosmetice, kotenicich ptipravcich €1 potravinach a napojich. [17]
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1.2.1 SkoFicovy esencialni olej

vvvvv

Nejdulezitéjsi skoticové oleje jsou ziskavany z druhl Cinnamomum zeylanicum,
Cinnamomum cassia a Cinnamomum camphora. Skoticovy esencialni olej se da extrahovat
z raznych ¢asti rostliny (ktira skoficovniku, kiira kofent, listy), pfi¢emz mohou byt vyuzity
ruzné extrakéni metody. K extrakei se vyuziva bud’ hydrodestilace nebo destilace vodni
parou, extrakce mize byt vSak provedena také pomoci organickych rozpoustédel ¢i pomoci
mikrovlnami asistovanych extrakénich metod. Na zvolené extrak¢ni metod¢ pak zavisi nejen

puvodu skofice a na zptsobu jejiho zpracovani. [13, 14]

Skoficova kira obsahuje 0,4 az 2,8 % tekavych slozek. Sladka chut’ skofice je zplisobena
pfitomnosti cinnamaldehydu, ktery je hlavni slozkou extrahovaného esencialniho oleje.
Dale jsou pak v tomto esencidlnim oleji pfitomny slozky jako eugenol, cinnamyl-acetat
a dal$i. Strukturni vzorce vybranych sloucenin, jakoz i jejich procentualni zastoupeni je
uvedeno na Obrazku 3. Olej ze skoficové kiiry ma jantarovou az hnédou barvu, je Ciry
a jeho viné je silnd, tepld, sladce kofenénd. Chut je Stiplava, sladkd, ale ne hotka. [6, 13]
Esencialni olej ze skoficové kiiry nasel své uplatnéni ve farmaceutickém, kosmetickém
a potravinarském primyslu. Je soucasti fady ajurvédskych ptipravki a je rovnéz s oblibou
vyuzivan pii lécbé revmatismu a zanétl. Ve farmaceutickych ptipravcich pak slouzi
k maskovani nepfijemné chuti 1€kd. Pouziti v primyslu parfumérském je omezené, a to
predevsim kvili jeho senzibilizujicim G¢inkiim na pokozku. PouZiva se vSak jako vonna
slozka v mydlech ¢i ptipraveich pro péci o zuby. V primyslu potravinaiském se vyuziva
zejmeéna pro svou silnou antibakteridlni a antifungélni aktivitu, diky které zpomaluje kazeni
masa. [13, 14, 18, 19] Za timto ucelem jej ve své praci vyuzili Andevari a kol., ktefi testovali
zelatinovy povlak obohaceny skoticovou silici jako prostfedek k udrZeni Cerstvosti filetl
pstruha duhového. Uéinek tohoto povlaku byl pravideln& hodnocen pomoci mikrobialnich
analyz. Bylo prokazano, Ze zelatinovy povlak obsahujici 1,5 a 2 % skoficové silice

prodluzuje trvanlivost filetli, aniz by doslo ke zméné¢ jejich jakostnich znakt. [19]
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Obrazek 3. Vybrané slouceniny pritomné ve skofici a jejich primérné procentualni
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zastoupeni. [7]
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(E)-cinnamyl-acetat
(0,3-10,6 %)

~

p-cymen
(1,7-2,5 %)

<~

B-felandren
(<1,5 %)

e

terpinen-4-ol
(0,4-1,1 %)

S0

safrol
(<0,04 %)

Olej z kiiry mtze byt falSovan olejem z list, nebo je také Casto falSovan syntetickym

cinnamaldehydem a pfirodnim eugenolem. PtileZitostné je také mozné zakoupit oleje, které

byly ziskdny z cassie ¢i oleje, které byly uméle rekonstituovany. Rekonstituované esencialni
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oleje jsou vyrabény kombinaci jednotlivych slozek, které se nachéazeji v ptfirodnim oleji.
Obvykle je v§ak vynechana vétSina minoritnich slozek ptitomnych v pfirodnim esencidlnim

oleji. [1, 6, 7, 13]

Olej extrahovany z listl skoficovniku je levnéjsi nez olej extrahovany ze skoficové kury.
Viné tohoto oleje je tepla, kotfenénd, ale ponc¢kud ostiejsi v porovnani s esencialnim olejem
extrahovanym z kiry. Vytézek oleje se pohybuje mezi 0,5-1,8 %. Stejné jako esencialni olej
extrahovany z listi hfebiCkovce se i1 tento olej vyuziva jako zdroj eugenolu, ktery je jeho
hlavni slozkou (68,6—-87,0 %). Dal§imi vyznamnymi sloZzkami jsou pak eugenyl-acetat (1,0—
8,1 %) a linalool (2,0-5,0 %). [7, 13] Tento olej Ize rovnéz vyuzit k aromatizaci
potravinatskych vyrobku. [14]

Olej je moZno extrahovat také z kliry kofentd. Tento olej je bezbarvy aZ zlutohnédy a vini se
podoba oleji ze skotficové kliry, viin€ je vSak slabsi a kafrova. Pravé kaftr je hlavni slozkou

tohoto oleje a jeho obsah se pohybuje kolem 60 %. [13]

Esencialni olej lze ziskat také z kiiry cassie, pfi¢emz jeho vytézek se pohybuje v rozmezi
1,54 %, v zavislosti na tom, zda je pro extrakci pouzita Cerstva nebo susend kiira. Tento
olej ma Zlutou az cervenohnédou barvu, viné je kofenéna a nasladla. Hlavni slozkou
esencialniho oleje extrahovaného z kiry cassie je (£)-cinnamaldehyd, v menSim mnoZstvi
je pak déle ptitomny také (Z)-cinnamaldehyd, (E)-cinnamyl-acetat a dal$i. Strukturni vzorce
vybranych slou€enin, jakoz 1 jejich procentualni zastoupeni je uvedeno na Obrazku 4. [6,

7]
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Obrazek 4. Vybrané slouceniny ptitomné v cassii a jejich procentualni zastoupeni. [7]

Esencidlni olej z cassie Ize, stejné jako v ptipadé skofice, extrahovat také z listi. Barva takto

ziskaného oleje je zlutd az hnéda, vlivem starnuti nebo vzduchu pak olej tmavne a houstne.

Hlavni slozkou tohoto oleje je opét (E)-cinnamaldehyd (54,6-90,1 %), v menSim mnozstvi

je pak dale ptfitomny také (E)-cinnamyl-acetat (1,4-12,5 %), (£)-cinnamaldehyd (0,4—

10,5 %) a dalsi. Stejné€ jako esencidlni olej extrahovany z kliry cassie, obsahuje i tento olej

kumarin (0,03-2,5 %). [7]

1.2.2 Skoficovy oleoresin

Skoticovy oleoresin predstavuje vysoce koncentrovanou viskozni hydrofobni kapalinu

tmavé hnédé barvy, ktera se ziskdva extrakci rozpoustédlem a obsahuje vice jak 50 %
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tékavého oleje. Jeho presné chemické slozeni zdvisi na odriidé rostliny a také na tom, ze
které ¢asti rostliny byl oleoresin extrahovan. [13, 20] Své uplatnéni nasel skoficovy oleoresin
v potravinafstvi, kde se pouziva predevsim k aromatizaci potravinaiskych vyrobkt, jako

jsou dorty, kolace, cukrovinky ¢i napoje. [14, 20]

Oleoresiny jsou bohaté na latky, které maji vynikajici antioxida¢ni a antimikrobidlni
vlastnosti. Tyto latky jsou vSak velmi nachylné k degradaci ptisobenim svétla, kysliku
a teploty, coz vede ke zmén¢ jejich chemickych, fyzikalnich a senzorickych vlastnosti.
V dusledku toho pak oleoresiny ztraci svou ekonomickou a technologickou hodnotu. Dalsi
problém pak predstavuje lipofilita oleoresini, ktera brani jejich zaclenéni do potravinovych
matric na bazi vody. [20, 21] Ferraza a kol. pojednavaji o této problematice ve své praci
zabyvajici se emulzifikaci skoficového a paprikového oleoresinu a jejich nasledném vyuziti
v potravindiském primyslu. Dané oleoresiny byly uspésné emulgovany, ptfi¢emz bylo
zjisténo, ze smés skoticového a paprikového oleoresinu ma synergicky antioxida¢ni ucinek.
[20] Touto problematikou se dale také zabyvali Procopio a kol., jejichz prace se vénovala
vyrobé€ a charakterizaci tuhych lipidovych mikrocastic. Tyto ¢astice obsahovaly skoficovy

oleoresin a byly vyrobeny technikou sprejového suseni. [21]
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2 EXTRAKCNI METODY

Esencialni oleje maji komplexni a variabilni sloZeni, sestavajici z velkého mnozstvi slozek,
jejichz kombinaci vznika charakteristickd viné dan¢ho esencialniho oleje. Velmi dilezitou
soucasti esencialnich olejl jsou nejen jejich majoritni, ale také minoritni slozky. Proto je
dalezité, aby byl pii extrakci zachovan pfirozeny podil jednotlivych slozek, at” uz jsou
izolovany jakoukoliv metodou. Slozeni extrahovaného esencialniho oleje a vysSe jeho

vytézku se mohou znac¢né lisit v zavislosti na dané extrak¢éni metode.

Vyuziti konvencénich extrakénich metod ptinasi nékolik nevyhod. Jednou z nich je naptiklad
skute¢nost, ze tyto metody jsou obvykle energeticky narocné. Rostouci néklady na energie
a také snahy vyuzivat postupy Setrnéjsi k zivotnimu prostiedi pak vedly k hleddni
alternativnich extrak¢nich postupti, které budou efektivni, udrzitelné a zaroven budou

poskytovat extrakty se stejnymi ¢i dokonce lepSimi vlastnostmi. [22]
2.1 Konven¢ni extrakéni metody

2.1.1 Lisovani za studena

Lisovani za studena je nejstarsi extrakéni metodou, pficemz tato metoda je vyuzivana témér
vyhradné pro citrusy a pro jiné (necitrusové) oleje se obvykle nepouziva. V citrusové slupce
jsou pritomny zl4zky obsahujici esencialni olej, k jehoZ uvolnéni dochazi v disledku jejich
mechanického rozruSeni. Kromé oleje se uvoliiuje také voda a vysledkem extrakce je tak

vodna emulze. Esencidlni olej je od vody nasledné odd€len pomoci centrifugace.

Dtivodem, pro¢ se citrusové esencialni oleje ziskavaji timto zplisobem, je termolabilita
pfitomnych aldehydi. Oleje lisované za studena jsou obecné preferovany v parfumérském
primyslu a aromaterapii. Kromé lisovani za studena Ize pro extrakei citrusovych oleji vyuZit
také destilaci (zejména pro limetkovy olej). Jelikoz fototoxické slozky, které jsou
v citrusovych esencialnich olejich pfitomny, predstavuji pomérné velké net€kavé molekuly,
lze predpokladat, ze v disledku toho budou tyto molekuly pfitomny spiSe v olejich

lisovanych za studena nez v olejich, které byly ziskany pomoci destilace. [1, 22]

2.1.2 Extrakce rozpoustédlem

Extrakce rozpoustédlem je povazovana za metodu relativné levnou a rychlou. Tuto metodu
1ze s vyhodou vyuzit pro extrakci termolabilnich esencialnich olejii. Principem extrakéniho

procesu je umisténi rostlinného materidlu do rozpoustédlové lazné, ve které dochazi
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k extrakci esenciadlniho oleje a dalSich sloucenin. Extrakéni lazeni muze byt bchem
extrakéniho procesu mirn€ zahtivana, v disledku ¢ehoz dochazi k urychleni difuze. Po
extrakci je rostlinny material odfiltrovan a ziskany filtrat je nasledné¢ zahustén. [22, 23]
Kone¢nym produktem je concrete, ktery kromé vonnych latek obsahuje také rostlinné vosky.
Ptidanim ethanolu ke concrete dochazi k rozpousténi vonnych latek. Po odpateni ethanolu

je pak vyslednym produktem tzv. absolute. [1, 24]

Mezi bézné€ vyuzivana rozpoustédla patii aceton, hexan, ethanol, petrolether a methanol.
Ptednosti téchto rozpoustédel je pomérné€ nizka teplota varu, v diisledku ¢ehoz je pak béhem
jejich oddestilovani snizeno riziko chemickych zmén u extrahovanych slouéenin. [22, 23]
Nevyhodou této extrakéni metody je jeji Casova narocnost, od které se pak také odviji cena

takto extrahovanych olejt. [24]

2.1.3 Enfleurage

Enfleurage (také enfleurdz) je metodou, jejiz vyuziti ma koteny az ve staroveéku, a prestoze
mame v dnesni dob¢ k dispozici velké mnozstvi metod vhodnych pro extrakei t€kavych
sloucenin, je enfleurage stale povazovana za dulezitou extrakéni metodu. Pouziva se hlavné
pro extrakci esencidlnich oleji z kvétin (napf. jasmin ¢i tuber6za). Princip této metody je
pomérné jednoduchy. Rostlinny materidl je pii enfleuragi nanesen na vycistény, zapachu
zbaveny studeny tuk, kterym jsou potteny sklenéné desky. Pfirozenou vlastnosti tohoto tuku
je vysoka absorpcni schopnost a pokud se tedy tuk dostane do tésného kontaktu s vonnymi
kvéty, je schopen snadno absorbovat viini, kterou kvéty uvolnuji. Kvalita pouZzitého tuku je
pro spravné provedenou enfleurage dilezitou proménnou. Kromé toho, Ze musi byt tuk
prakticky bez zapachu, musi mit také spravnou konzistenci. Ptipraveny tukovy podklad
nesmi byt ani pfili§ tuhy, ani pfili§ mékky, a po provedeni enfleurage by kvéty mély byt
snadno odstranitelné, aby nedochdzelo ke ztratam tuku. B&hem procesu jsou kvétiny
nékolikrat obménovany, dokud nedojde k saturaci tuku. Takto ziskany tuk se nazyva
pomada, pokud je tuk extrahovan alkoholem, nazyvd se ziskany produkt absolute.

Z dnesniho pohledu se jedna o metodu nakladnou, pracnou a asové naroc¢nou. [22, 25, 26]

2.1.4 Destilace

Destilace predstavuje celosvétoveé nejrozsifencjsi a ndkladové nejefektivnéjsi metodu pro
extrakci vEtSiny esencidlnich oleji. Rostlinny materidl je pii tomto zplsobu extrakce
vystaven puisobeni vrouci vody (hydrodestilace, HydroDistillation, HD) nebo vodni pary

(destilace vodni parou, Steam Distillation, SD), pfi¢emz doba extrakce se pohybuje mezi
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1 az 10 hodinami. Délka extrakce ma pak spolecné s teplotou, tlakem a druhem pouzitého
rostlinného materidlu vliv na mnozstvi extrahovaného esencidlniho oleje. Béhem
extrakéniho procesu dochazi k uvolnéni esencialnich oleji, jejichz pary pak spolu s vodni
parou kondenzuji Vysledkem kondenzace je nemisitelnd smeés, slozena ze dvou fazi, a to
olejové a vodné. Olejova vrstva piedstavuje komplexni smés prevazné vonnych latek, nékdy
zabarvenych a Casto biologicky aktivnich. Jedna se o vyextrahovany esencidlni olej. Vodna
faze se nazyva hydrosol ¢i hydrolat a stejné jako olejova faze obsahuje vonné slozky. Tyto
vonné slozky jsou vSak ve vodné fazi obsazeny v mnohem nizsich koncentracich a v jiném

poméru, nez v jakém jsou zastoupeny ve fazi olejové. [1, 22, 27]
Hydrodestilace

Pii hydrodestilaci je Cerstvy nebo suSeny rostlinny materidl ponofen do vodni lazné
anésledné je teplota vody zvySovéana az k bodu varu. Princip extrakce je pak zaloZen na
azeotropické destilaci. Extrakéni proces probiha za atmosférického tlaku a molekuly vody
spolu s molekulami esencialniho oleje vytvareji heterogenni smes, jejiz teplota varu je nizsi
(Iehce pod 100 °C), nez teplota varu jednotlivych slozek pfitomnych v esencidlnim oleji.
Vznikl¢é pary jsou nasledné odvadény do kondenzacni ¢ésti aparatury, kde dochazi k jejich
ochlazeni a kondenzaci. U ziskaného destilatu je mozné po jeho dekantaci pozorovat dvé
vrstvy. Spodni vrstva je tvofena vodnou fazi, horni vrstva je pak tvofena extrahovanym
esencialnim olejem. Schématické znazornéni hydrodestilacni aparatury je uvedeno na

Obrizku 5. [1, 28-30]

Doba trvani hydrodestilace se obvykle pohybuje mezi 3 az 6 hodinami (v pfipadé okvétnich
platkd rize az 24 hodin), v zavislosti na extrahovaném rostlinném materialu, pficemz délka
trvani extrakce muze ovlivnit nejen velikost vytézku esencialniho oleje, ale také jeho
chemické slozeni. Obecné lze fici, Ze hydrodestilace je vhodnou extrakéni metodou pro
byliny a kofeni, které obsahuji esencialni oleje, které se izoluji obtiZzné a které jsou bohaté
na slozky tepeln¢ stabilni a ve vod€ nerozpustné. V opacném piipadé¢ miize totiz snadno
dochazet k hydrolyze nenasycenych nebo esterovych sloucenin, polymerizaci aldehyda nebo
tepelnému rozkladu termolabilnich slozek, v disledku ¢ehoZ pak dochazi ke snizeni kvality

esencialniho oleje. [29, 30]
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Obrazek 5. Schematické znazornéni hydrodestilaéni aparatury. [29]

Tuto extrakéni metodu vyuzili napt. Li a kol. ve své praci pojednavajici o detekci
a identifikaci slozek obsazenych ve skoficové kiife, pfiCemz proces hydrodestilace byl

proveden v souladu s lékopisem Cinské lidové republiky. [17]
Destilace vodni parou

Pt této extrakéni metode je rostlinny material vloZzen do nadoby s perforovanym dnem, které
umoznuje prichod vodni pary rostlinnym materidlem. Para nasycend tékavymi latkami
obsazenymi v rostlinném materidlu poté vstupuje do kondenzatoru, kde dochézi k jejimu
ochlazeni a kondenzaci. Olejovou a vodnou fazi lze oddélit pomoci dekantace nebo
odstfed’ovani. Schématické zndzornéni aparatury pro destilaci vodni parou je uvedeno na
Obrazku 6. Nevyhodou této extrakéni metody vSak zlstava jeji energetickd naro€nost. [25,

29]

Vyhodou této metody je zkraceni ¢asové ndrocnosti extrakéniho procesu, snizeni ztrat
hlavnich polarnich sloucenin a omezeni moZnych modifikaci pfirozenych sloZzek
esencidlniho oleje zplisobenych oxidaci. Optimdlni doba trvani extrakce potifebnd pro
zajiSténi jeji ucinnosti se u rznych rostlinnych materialt 1i8i. Bylo napf. prokézano, Ze pfi
pouziti destilace vodni parou bylo maximélniho vytézku esencidlniho oleje dosazeno
u japonské maty uz po 10 minutach, u levandule po 60 minutidch, u hefmanku pak az po
480 minutach. RovnéZ obecné plati, Ze mnoZstvi sloZzek s nizkym bodem varu je vyssi

u extrakei, které trvaji krat$i dobu. S prodluzujici se dobou extrakce pak dochazi k jejich
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degradaci. U slozek s vysokym bodem varu je pozorovan opacny trend — ¢im déle extrakce

trva, tim je obsah téchto slozek vyssi. [28, 29]
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Obrazek 6. Schematické znadzornéni aparatury pro destilaci vodni parou. [29]

2.1.5 Simultanni destilace-extrakce

Simultanni destilace-extrakce (Simultaneous Distillation-Extraction, SDE) byla vyvinuta
v 60. letech 20. stoleti a patfi mezi béZzn€ pouZivané extrakéni metody, zejména pokud jde
o extrakci vonnych a chutovych latek, které jsou pfitomny v komplexnich matricich. SDE
predstavuje metodu, ktera umoZiluje provést izolaci a koncentraci extrahovanych sloZzek

v jednom kroku, coZ ptindsi vyhodu v podobé casové uspory. [31, 32]

Na Obrazku 7 je zndzornéna Likensonova-Nickersonova aparatura, jejiZz navrh pochazi
zroku 1964. Varnd bailka pfipojend k levému rameni aparatury obsahuje extrahovany
vzorek (vodny roztok nebo suspenze pevného materidlu ve vod€), varna bainika pfipojend
k pravému rameni pak organické rozpoustédlo, jehoZz hustota musi byt vyssi neZ hustota
vody. Pokud by bylo pouzito rozpoustédlo s hustotou mensi, nez je hustota vody, bylo by
zapotiebi zménit pozici varnych ban€k. Obg€ varné baiiky jsou nésledné zahtivany, pfi¢emz
pary t€kavych latek, ptitomnych ve vzorku, stoupaji spolu s vodni parou levym ramenem
aparatury a poté v chladi¢i kondenzuji spolu s parami piislusného organického rozpoustédla.
Mezi obéma kapalnymi filmy pfitomnymi na povrchu chladi¢e pak dochézi k zapoceti
extrakéniho procesu. V separdtoru, jez se nachazi ve stiedni ¢asti aparatury, pak dochazi ke
shromaZd’'ovani kondenzatu, jeho dekantaci na vodnou a organickou fazi a kjejich

naslednému navréaceni zpét do piislusnych varnych bangk. [32]
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@
Obrazek 7. Likensonova-Nickersonova aparatura. [32]
V pribéhu let byla v riznych studiich pouzivanéd k extrakci pomoci SDE tada rtznych
rozpoustédel, jako je napf. dichlormethan, pentan, isopentan, hexan, chloroform, ethyl-
acetat, diethyl-ether, methyl-tert-butyl ether, trichlorfluormethan, trichlortrifluorethan a dale
pak smési rozpoustédel, jako je napt. smés pentanu a diethyl-etheru. Ze vSech téchto studii
1ze vyvodit zavér ktery tikd, ze dichlormethan se obecné jevi jako nejlepsi rozpoustédlo pro
extrakci pomoci SDE. Prestoze totiz pro nékteré specifické tiidy sloucenin mize jiné

-----

[32]

Liao a kol. popsali ve své praci moznost ptimého spojeni Likensonovy-Nickersonovy
aparatury s plynovou chromatografii s hmotnostni detekci. Rizné analyty, liSici se svou
t€kavosti, jsou charakterizovany rtiznymi optimalnimi dobami extrakce. U vysoce t€kavych
analyti miZe piili§ dlouhd doba extrakce vést k jejich vy€erpani, zatimco u analytd méné
tékavych muze pfili§ kratka doba extrakce vést k jejich nedostateCnému extrahovani
z matrice. Diky systému SDE/GC-MS lze zaznamenavat extrakéni profily v redlném Ccase,

diky ¢emuz jsme schopni sledovat extrak¢ni kinetiku jednotlivych tékavych analyti. [33]

2.1.6 Superkriticka fluidni extrakce

Mnohé slozky esencialnich olejli jsou citlivé viici vysokym teplotdm, coz Casto znemoziuje
pouziti klasickych, vyse komentovanych, extrakénich metod. Resenim mize byt aplikace
superkritick¢ fluidni extrakce (Supercritical Fluid Extraction, SFE), kterd vyuziva
mirnéjsich teplot a kratSich extrakénich Cast, a diky které je mozné ziskat esencialni oleje

vysoké kvality s miniméalnimi ztratami jejich pfirozenych slozek. Zachovani hlavnich slozek
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esencidlniho oleje je tedy hlavni vyhodou SFE oproti jinym tradi¢nim extrakénim metodam.

[22, 28]

Pro to, aby byla extrakce Gspésna, je tfeba vzit do uvahy nékolik faktorti. Mezi tyto patii typ
rostlinného materidlu a jeho preduprava, pouzité superkritické fluidum a zptisob jeho
ptivadéni k rostlinnému materialu, vybér modifikéatoru a dale také extrakéni podminky (tlak,
teplota, pratok, délka extrakce). Nastaveni optimalnich podminek ma vyznamny vliv nejen
na vytézek reakce, ale také na snizeni ztrat vzorku a usporu energie a ¢asu. Zménou
extrak¢nich podminek (napf. teplota a tlak) pak lze selektivné extrahovat olej pozadovaného
sloZzeni. V praxi se obvykle tato extrakéni metoda provadi s vyuzitim CO,. Mezi hlavni
vyhody patfi jeho nizka kriticka teplota, nizké cena, nulova toxicita, absence zapachu a chuti
a v neposledni fad¢ také moznost jeho snadného odstranéni bez zbytkovych residui. Polarita
superkritického CO: je podobnd, jako polarita pentanu, diky ¢emuz je tedy vhodnym
rozpoustédlem pro extrakci nepolarnich a také nékterych polarnich latek. Vzhledem
k lipofilnim vlastnostem esencialnich oleju je tedy ztejmé, ze SFE je vhodnou metodou pro

jejich extrakei. [22, 28]

Jak bylo uvedeno vyse, na extrakéni proces ma vliv fada faktordi. Jednim z nich je napf.
teplota, jejiz vliv na extrakci konkrétniho esencialniho oleje je obtizné piedvidat, jelikoz
zvySeni teploty vede pfi extrakénim procesu ke dvéma protichidnym jevim. Jelikoz jsou
mnohé slozky esencidlnich olejii povazovany za termolabilni, mohly by vyssi teploty
zpisobit jejich degradaci. V diisledku toho je béhem extrakéniho procesu vhodné vyuzivat
teploty v rozmezi 35-50 °C. Obecné Ize tedy fici, Ze teplota by se méla pohybovat v blizkosti
kritického bodu CO» a zaroven by m¢la byt teplota tak nizkd, aby nedochazelo k degradaci

extrahovanych latek.

Na kvalitu vysledného extraktu ma pak také vliv i samotna rostlinnd matrice. JelikoZ se
esencidlni oleje nachazeji spiSe v intracelularnich prostorech neZ na povrchu rostlinnych
bunék, je dilezité zajistit dobry kontakt esencidlniho oleje s fluidem. Toho Ize docilit
rozruSenim rostlinnych bun¢k pomoci rozemleti ¢i rozmélnéni. Nadmérné mleti vSak mize

extrakci v diisledku zpétné adsorpce extraktu na povrch matrice zpomalit.

Extrakéni proces je dale ovlivnén pfidavanymi modifikatory, které slouzi jako
korozpoustédla a jejichz cilem je zvySit rozpustnost extrahovanych latek a také rozsitit
mnozstvi latek, které lze z matrice extrahovat (superkriticky CO; je pomérné nepolarni,

pfidavek polarniho modifikatoru je nezbytny pro zlepSeni rozpustnosti molekul s vyssi
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polaritou). V disledku toho dochdzi ke zvySeni ucinnosti SFE. Mezi bézné pouzivané

modifikatory patii methanol, ethanol, propan-2-ol, dichlormethan a acetonitril. [28]

Masghati a Ghoreishi vyuzili tuto metodu pro extrakci cinnamaldehydu a eugenolu ze
skoficové kiry. Aby bylo dosazeno lepsi rozpustnosti eugenolu, ktery je latkou castecné
polarni, byl pouzit methanol, ktery zde vystupoval jako korozpoustédlo. S rostoucim tlakem
dochazelo ke zvyseni hustoty fluidu a ke zvySeni rozpustnosti cinnamaldehydu a eugenolu,

v disledku ¢ehoz bylo dosazeno vyssi vytéznosti. [34]

Tato metoda byla rovnéz vyuzita Guanem a kol. pfi extrakci esencidlniho oleje ze susenych
hiebickovych poupat. Vysledky jejich prace ukazuji, Zze na obsah eugenolu v extrahovaném
oleji méla nejvetsi vliv teplota extrakce, na vytézek extrakce pak méla nejvétsi vliv velikost

¢astic. [35]

2.1.7 Soxhletova extrakce

Soxhletova extrakce se fadi mezi nejstarSi pouzivané extrakéni metody a predstavuje
referen¢ni metodu, k niz je vztahovana c¢innost jinych extrakénich metod, slouzicich pro
extrakci typu pevna latka—kapalina. Pfi této extrakéni metod€ je vzorek, jez ma byt
extrahovan, umistén v extrakéni patroné, pfes kterou kontinualné proudi extrakéni
rozpoustédlo. Po skonceni extrakce tedy neni nutné provadét separaci vyextrahovaného

rostlinného materialu a ptislusného rozpoustédla. [25, 36, 37]

Stejn¢ jako je tomu 1 u jinych metod, pfedstavuje pouziti Soxhletovy extrakce urcité
nevyhody. Jednou z nich je napt. priimérna doba extrakce, ktera se pohybuje mezi 1 az 72
hodinami. Extrakéni proces sice neni mozné urychlit pomoci michéni, extrakéni dobu vSak
lze zkratit diky zmenSeni velikosti Castic extrahovaného materidlu. JelikoZz jsou vzorky
obvykle extrahovany pfi bodu varu extrakéniho ¢inidla po dlouhou dobu, nelze ignorovat

ani moznost tepelného rozkladu termolabilni sloucenin. [28, 38]

Velmi dilezitym aspektem Soxhletovy extrakce je vybér vhodného rozpoustédla, nebot’ toto
vyrazné¢ ovlivituje t€innost extrakce a také spektrum analytt, které budou z ptisluSné matrice
extrahovany. Pouzité rozpoustédlo by tedy mélo byt vysoce selektivni, tzn. Ze z rostlinného
materidlu by mély byt extrahovany pouze ty slozky, jejichZz extrakce je zaddouci. Polarita

rozpoustédla by méla byt podobna polarité cilovych analytt. [25, 37]

Sarikurkcu a kol. vyuzili tuto metodu ve své praci vénované extrakci plodi drmku obecného

za vyuziti 4 rozpoustédel liSicich se svou polaritou. Pro extrakci byl pouzit hexan,
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dichlormethan, ethyl-acetdt a methanol (fazeno podle stoupajici polarity). Nejvyssiho
vytézku bylo dosazeno pii pouziti hexanu (1,67 %), dale pak dichlormethanu (1,09 %)
Pro srovnéni byla také provedena extrakce pomoci hydrodestilace, jejiz vytézek Cinil 0,68 %.
Z vysledkl je patrné, ze vyssich vytézkli bylo dosazeno pii pouziti rozpoustédel s nizsi
polaritou. Na druhou stranu je vSak také nutné zminit, ze ze vSech extrahovanych
esencidlnich oleji vykazoval pravé olej extrahovany pomoci hydrodestilace nejvyssi
antioxida¢ni aktivitu, a to pravdépodobné diky vysokému obsahu fenolickych latek

a flavonoidii. Druhym v potadi pak byl olej extrahovany pomoci methanolu. [39]

2.1.8 Ultrazvukem asistovana extrakce

Ultrazvukem asistovana extrakce (Ultrasound-Assisted Extraction, UAE) je extrakéni
metoda vyuzivand v technologii zpracovani potravin. Diky této metod¢ 1ze snaze extrahovat
jejich jednotlivé slozky, jako jsou napft. oleje, proteiny ¢i polysacharidy. Diky ptreduprave
extrahovaného materidlu pomoci ultrazvuku je mozné nejenom zefektivnit rychlost
extrak¢éniho procesu, ale také maximalizovat velikost vytézku extrakce. DalSim benefitem
této metody je skutecnost, Ze ultrazvuk ma minimélni G¢inky na ptfitomné slozky, extrakéni
¢as je kratsi a dochazi také ke sniZzeni mnozZstvi pouzivanych rozpoustédel ¢i k eliminaci

jejich pouziti viibec. [22]

Rostlinny material obsahuje dva typy Zlaznatych bunék (vnéj$i a vnitini), které obsahuji
esencialni olej. Pokozka vnéjSich Zlaznatych bunék je tenka, v disledku ¢ehoz 1ze tyto buniky
snadno naruSit pomoci sonikace. Kromé toho muze také ultrazvuk usnadnit bobtnani
a hydrataci rostlinného materialu. Bobtnani rostlinného materidlu vede ke zvySeni rychlosti
prenosu hmoty a vede piipadné az k rozpadu bunécné stény, diky ¢emuz dochézi ke zvySeni

ucinnosti extrakce a/nebo zkraceni jeji doby. [40]

2.1.9 Ohmicka hydrodestilace

Ohmicka hydrodestilace (Ohmic-Assisted Hydrodistillation, OAHD) ptedstavuje pokrocilou
a zaroveil tzv. ,,zelenou® extrakéni metodu, pfi niZ je misto tradi¢niho zdroje ohfevu, pfi
némz je vymeéna tepla uskuteciiovéna prostfednictvim kondukce ¢i konvekce, vyuzivan
ohiev ohmicky. Pti tomto zplisobu ohfevu dochézi k pfeméné elektrické energie na tepelnou,
pficemz k vytvareni tepla dochazi pfimo uvnitt elektrovodivych €astic extrahované smési.
Je tedy zfeymé, Ze pii tomto zpiisobu ohievu nelze ptimo ohtivat materidly, jejichz elektricka

vodivost je nizka. Limitujicim faktorem je tedy iontova mobilita extrahovaného materialu.
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Vyhodou tohoto zpisobu ohfevu je urychleni celého extrakéniho procesu (mnozstvi
zkondenzované pary za jednotku casu je vys$i). Vyuziti ohmického ohievu mize také
urychlit uvoliiovani esencialniho oleje, jelikoz dochdzi k Gc¢innému rozbiti rostlinnych
struktur. Dalsi benefit pak predstavuje energetickd narocnost procesu, ktera je v porovnani
s jinymi extrakénimi metodami nizsi. [41, 42] Rychlost ohmického ohifevu ovlivituji razné
faktory, véetné elektrické vodivosti rostlinného materialu a intenzity elektrického pole. [41,

43]

Tato metoda ma urcity aplikacni potencial, jeji pramyslové vyuziti je vSak problematické.
Hlavni nevyhodu ptedstavuji kapitalové néklady, kter¢ instalace OAHD systému vyzaduje,
a které jsou vyssi nez v ptipad¢ kapitalovych nékladi nutnych pro instalaci konven¢niho
extrak¢éniho systému. Dal$i nevyhody pak predstavuje moznost tepelného iniku a nemoznost

pifimého ohfevu materiall, které nejsou elektricky vodivé (napft. tukové kulicky). [41]

Tung a Koca vyuzili tuto metodu ve své praci pro extrakci esencidlniho oleje z hiebicku.
Jelikoz je destilovana voda vybornym elektrickym izolantem, byl pro extrakci pomoci
OAHD pouzit 0,5% roztok NaCl. Déle pak byla provedena extrakce pomoci hydrodestilace
v pfitomnosti destilované vody a v pfitomnosti 0,5% roztoku NaCl. Ackoliv nebylo
prokézano, ze by mezi energetickou narocnosti jednotlivych metod existoval statisticky
vyznamny rozdil, extrakce pomoci OAHD poskytovala nejvétsi vytézek esencidlniho oleje
(13,18 £1,50 %). Takto extrahovany esencialni olej sice obsahoval méné& eugenolu, ale
zaroven vice isoeugenolu. Piedpoklada se, Ze toto bylo zpiisobeno skutecnosti, ze elektricky
proud miZe urychlit isomeraci eugenolu na isoeugenol. Celkova doba extrakce pak byla

v piipadé OAHD kratsi neZ u extrakce pomoci hydrodestilace. [43]
2.2 Mikrovinami asistované extrakéni metody

2.2.1 Mikrovlnami asistovana extrakce

Mikrovlnami asistovana extrakce (Microwave-Assisted Extraction, MAE) patii mezi nové
vyuzivané, tzv. ,zelené* extrakéni metody. MAE piedstavuje metodu, kterd kombinuje
tradi¢ni extrakci pomoci rozpoustédla s mikrovinnym ohfevem. Pro extrakci se obvykle
pouziva susSeny rostlinny material. Pfestoze je rostlinny materidl vysuSeny, rostlinné buiky
stale obsahuji stopové mnozstvi vlhkosti, kterd se diky plsobeni mikrovin odpatuje
a v disledku toho pak vytvaii tlak na vnitini stranu bunécné stény, ktery nakonec vede

k prasknuti rostlinné buniky a vylouceni aktivnich sloZek obsaZenych v rostlinné burice do
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okolniho rozpoustédla. Pokud je pouzito rozpoustédlo, které je schopno siln¢ absorbovat
energii mikrovln (napf. ethylen glykol, ethanol, DMSO, methanol), doch4zi k postupnému
zvySovani jeho teploty. ZvySena teplota pak napoméahad rozpoustédlu penetrovat do
rostlinného materialu, coz vede ke snadnéjsi extrakci aktivnich slozek. Jiny pfistup je
uplatiiovan pfi extrakci termolabilnich slozek, kdy je zvyseni teploty extrakéniho procesu
nezadouci. Pro jejich extrakci jsou pouzivana nepolarni rozpoustédla, ktera nemohou energii

mikrovin efektivné absorbovat (napi. hexan ¢i chloroform). [22, 25, 27, 44]

Oproti konvencnim metodam (napi. Soxhletova extrakce) je MAE rychlejsi (extrakce
obvykle netrva déle nez 30 minut), selektivnéjsi, poskytuje vyssi vytézky a ohiev probiha
rovnomérn€. Ve srovnani se Soxhletovou extrakcei je pak dalSim benefitem této metody
vyrazné sniZeni spotfeby organického rozpoustédla (Soxhletova extrakce vyzaduje pouZiti
100-500 cm® rozpoustédla, zatimco pro MAE se obvykle nepouziva vice nez 40 cm?). [22,

40]

2.2.2 Mikrovlnami asistovana extrakce za vylouceni rozpoustédla

Mikrovlnami asistovand extrakce za vylouceni rozpoustédla (Solvent-Free Microwave
Extraction, SFME) patii mezi pokrocilé ,,zelené* extrakéni metody. SFME je pomérné
novou extrakéni metodou. Byla vyvinuta v roce 2004 pro extrakci esencialnich oleji

z aromatickych bylin, kter¢ jsou Siroce vyuzivany v potravinarském primyslu. [22, 28, 42]

Princip tohoto extrakéniho procesu je pomérné jednoduchy. Jedna se o mikrovlnami
asistovanou suchou destilaci cerstvého rostlinného materidlu, ptficemz cely proces je
provadén za atmosférického tlaku a bez ptidavku jakéhokoliv rozpoustédla. Diky zahtivani
vody pfitomné v rostlinném materidlu (in situ) dochdzi k postupnému bobtnani pletiv, coz
nasledné vede k prasknuti Zlazek, obsahujicich esencialni olej. Nasledné se takto uvolnény
esencialni olej odpatuje za pomoci vody in situ a diky chladicimu systému, ktery se nachazi
mimo mikrovlnny zdroj dochazi k jeho kondenzaci. Prebytek vody mtize byt refluxovan zpét
do extrakéni nadoby, diky c&emuz dochdzi k obnoveni plivodniho mnoZstvi vody
v rostlinném materidlu. Pro ziskani esencialniho oleje neni nutné provadét extrakci
rozpoustédlem, nebot’ izolace a zakoncentrovani té€kavych sloucenin je provadéno

jednostupiiové. Schéma aparatury pro SFME je znazornéno na Obrazku 8. [28, 45, 46]
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Obrazek 8. Aparatura pro SFME. [29]

Lucchesi a kol. vyuzili tuto metodu k extrakci esencidlnich oleji z riiznych druhi koteni.
Bylo zjisténo, Ze esencialni oleje extrahované pomoci SFME obsahuji vyssi podil
kyslikatych sloucenin a niZsi podil monoterpenti, neZ esencidlni oleje extrahované pomoci
hydrodestilace. Bylo napf. zjiSt€no, Ze u esencidlnich oleji ziskanych z koptského
a fimského kminu ¢inil podil kyslikatych sloucenin vice nez 60 % pti pouziti SFME, zatimco
pii pouziti HD ¢€inil tento podil méné jak 40 %. Esencialni olej extrahovany z koptského
kminu pomoci SFME obsahoval jako majoritni slozku thymol, v mensi mife pak p-cymen
a y-terpinen. Olej extrahovany pomoci HD rovnéZ obsahoval vySe uvedené slou€eniny,
jejich pomér vSak byl pomérn€ vyrovnany. Esencialni olej extrahovany z fimského kminu
obsahoval 5 hlavnich sloucenin, jejichZ procentualni zastoupeni se vSak liSilo podle zvolené
extrakéni metody. Olej extrahovany metodou SFME obsahoval vice kuminaldehydu a a-
terpin-7-enalu, nez olej extrahovany pomoci HD. Zastoupeni y-terpinenu, p-cymenu a -
pinenu bylo naopak vyssi u oleje extrahovaného pomoci HD. Z vysledkt je patrné, Ze oleje
extrahované pomoci SFME obsahovaly vice kyslikatych derivath uhlovodiki, zatimco
mnozstvi monoterpent bylo nizsi. Strukturni vzorce pfedmétnych sloucenin jsou uvedeny

na Obrazku 9. [2, 47]
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Obrazek 9. Prehled vybranych slou¢enin pfitomnych v koptském a fimském kminu.

Dulezitym aspektem extrakéniho procesu je vhodné nastaveni vykonu mikrovinného zdroje,
nebot’ urCuje rychlost odpafovani vody, respektive azeotropni smési tvoiené vodou
a esencialnim olejem. Filly a kol. sledovali vliv vykonu mikrovinného zdroje (50, 150, 250,
500 a 750 W) na rychlost extrakce a slozeni extrahovanych esencidlnich oleju (analyza byla
provedena pomoci GC-FID a GC-MS). Jako optimalni byl stanoven vykon 150 W pfi pouziti
150 g Cerstvé rostlinné matrice (rozmaryn, obsah vlhkosti 70 %). [45, 48]

DalSim dulezitym faktorem je vlhkost rostlinného materidlu. Obecné lze fici, Ze ¢im vice
vody rostlinny material obsahuje, tim je SFME ucinnéjsi. JelikoZ je v Cerstvém rostlinném
materidlu dostatek vody, esencidlni olej se miize odparovat diky ohtfevu vody in situ, ktera
miiZe absorbovat mikroviny. Cerstvy rostlinny material se viak nesnadno uchovava a mnoho
druhii kofeni ¢i bylin se pfed skladovanim a pouzitim susi. V takovémto rostlinném
materidlu je pak pfili§ malo vody, kterd by mohla energii mikrovin absorbovat a esencialni

olej tedy nelze konvencnim zptisobem SFME extrahovat. [28, 49]

Manouchehri a kol. vyuzili tuto metodu ve své praci zabyvajici se extrakei esencialniho oleje
z damasské rGze pomoci tii riznych extrakénich metod — SFME, OAHD a HD. Bylo
zjisténo, ze SFME a OAHD jsou oproti HD vyrazné rychlejsi a k dosazeni teploty extrakce
a odpafeni prvnich kapicek esencialniho oleje staci kratSi ¢as. Ob¢ tyto metody rovnéz
poskytovaly vyssi vytézek esencialniho oleje, pticemz vytézek pomoci SFME je o 17 %
vys$si nez pomoci OAHD. Vyse uvedené vyhody SFME a OAHD jsou zplsobeny
skutecnosti, Ze pii téchto metodach dohazi k efektivnéjSimu a rychlejSimu ohtevu extrakeni

smési, zejména pak pii SFME. [42].
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2.2.3 Mikrovinami asistovana hydrodestilace

Mikrovlnami asistovand hydrodestilace (Microwave-Assisted Hydrodestillation, MAHD)
vyuziva dielektricky ohfev mikrovin, v dsledku ¢ehoz dochézi ke zkraceni doby extrakce,

vvvvv

vyplyva, jedna se o metodu, kterd jako rozpoustédlo vyuziva vodu.

Jeyaratnam a kol. vyuzili tuto metodu ve své praci, kterd se zabyvala extrakci a analyzou
esencialniho oleje ziskaného z Cinské skotice (Cinnamomum cassia). Pro extrakci
esencialniho oleje byla kromé MAHD vyuzita také extrakce pomoci hydrodestilace. Bylo
zjisténo, ze esencialni olej ziskany pomoci MAHD obsahoval o 9 % vice kyslikatych
sloucenin nez olej ziskany pomoci hydrodestilace. Analyza pomoci infracervené
spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR) odhalila, ze vSechny slouceniny, které
byly pfitomny v esencidlnim oleji extrahovaném pomoci hydrodestilace byly také v oleji
extrahovaném pomoci MAHD. Morfologicka analyza skotficového prasku po extrakci pak
odhalila, ze extrakce pomoci MAHD je mnohem efektivnéjsi, pficemz poskozeni zpiisobené
destruktivnim roztrzenim olejovych Zlaz bylo vyrazné men$i. Dale bylo zjiSténo, zZe
v piipad¢ pouziti MAHD dochdzi k uspofe energie a tato metoda je rovnéz Setrnéjsi
k zivotnimu prostiedi (emise CO2 byly v porovnani s extrakci pomoci hydrodestilace 0 59 %

niz). [50]
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3 ANALYTICKE METODY VHODNE PRO STANOVENI
TEKAVYCH SLOUCENIN

Pti analyze esencidlnich oleji se vyuziva fada analytickych metod. Pro hodnoceni
esencialnich je dilezité znat nejen jejich kvalitativni sloZeni, ale také slozeni kvantitativni.
Nejcastéji pouzivanou technikou, ktera je vhodna pro analyzu tékavych sloucenin je plynova
chromatografie (GC). Jedna se o metodu, kterd se vyborné¢ hodi pro detekci minoritnich
slozek, zvlaste pak je-li kombinovana s hmotnostni spektrometrii (MS). Kombinace téchto

technik pak byva oznaCovéna jako GC-MS. [1, 51]

3.1 Plynova chromatografie

vvvvvv

a nejpouzivangjSich chromatografickych metod. Pomoci plynové chromatografie je mozné
analyzovat nejen plyny, ale i latky pevné ¢i kapalné, které je mozné ptevést bez rozkladu do
plynného stavu (do teploty 400 °C). Mobilni faze tvofend nosnym plynem prochazi spolu
s piislusnym vzorkem, jenz byl pfeveden do plynné faze, ptfes stacionarni fazi, jez je
umisténa v koloné. Zde dochdzi k separaci jednotlivych slozek vzorku, pficemz rychlost
separace zavisi na jejich afinité ke stacionarni fazi. Cim mensi je afinita slozek ke stacionarni
fazi, tim rychleji se pohybuji kolonou. Doba, za kterou dana slozka projde kolonou se nazyva
retencni Cas. Nosny plyn je inertni, jeho ucelem je pouze unaset slozky vzorku kolonou,
Zadnym zpisobem vSak s nimi neinteraguje, stejné tak jako neinteraguje se stacionarni fazi.

[51-54] Nejcastéji se jedna o N2 ¢i He, v ne¢kterych piipadech se voli téz Hz, Ar €1 COz. [55]

Analyzovany vzorek muze byt ve skupenstvi plynném ¢i kapalném, pro provedeni analyzy
je klicova jeho tékavost. Déle také nesmi v pribéhu separace dochazet k jeho tepelné
degradaci. Kapalné vzorky se nastfikuji injek¢ni mikrosttikackou v objemu 0,1 az 20 pl ptes
tésnéni ze silikonové gumy (septum) do vyhiivané davkovaci komory, jeZ je promyvana
mobilni fazi. Teplota vyhtivani musi byt nastavena tak, aby doSlo k okamzitému odpaieni
vzorku. Zpravidla je pouzivana teplota o 50 °C vyssi nez teplota kolony. V piipadé pouziti
kapilarnich kolon se pouziva tzv. split (d€lic), ktery slouzi k odvedeni nadbyte¢ného
mnozstvi vzorku mimo kolonu, aby nedoslo k jeji saturaci. [52, 53, 55, 56] Dalsi moZnosti
davkovani je tepelnd desorpce z vlakna pouzitého k mikroextrakci nebo ve spojeni
s technikou headspace. [53] Pfistrojové vybaveni, jehoz ¢asti budou podrobnéji probrany

dale, je znazornéno na Obrazku 10.
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Obrazek 10. Schematicky nakres plynového chromatografu. [51]

3.1.1 Typy chromatografickych kolon
Napliové kolony

Napliiové kolony jsou vyrobeny ze skla, nerezové oceli ¢i jiného kovu a jsou naplnény
poréznim inertnim nosi¢em (nejCastéji aluminosilikatem) o prameéru ¢astic 30-350 pum.
Vnitini primér napliiovych kolon se pohybuje kolem 2 az 4 mm, délka pak kolem 2 aZ 6 m.
Jejich separacni schopnost je obecné niz$i, tzn. ze maximalni pocet slozek vzorkda, které 1ze

oddé¢lit, se pohybuje kolem dvaceti. [52, 53]
Kapilarni kolony

Kapilarni kolony jsou tvofeny kiemennou kapilarou, jejiz vnéjsi povrch je pokryty vrstvou
ochranného polymeru (polyimidu). Vnitini pramér kapilarnich kolon se pohybuje kolem 50—
350 pm, délka pak kolem 10 az 100 m. Na vnitini stén¢ kapilary je zakotvena (nanesena
nebo chemicky navazana) netékava kapalina, ktera plni roli stacionarni faze. Kapilarni
kolony, jejichz stacionarni fadze je navdzadna chemicky, se vyznacuji vysokou separacni

schopnosti, diky které je mozno separovat i vice nez sto slozek vzorku. [52, 53]
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3.1.2 Detektory pouzivané v plynové chromatografii
Tepelné-vodivostni detektor

Tepelné-vodivostni detektor (Thermal Conductivity Detector, TCD), téz nazyvany
katharometr, pfedstavuje nejstarsi pouzivany univerzalni detektor. Tento detektor je schopen
detekovat vSechny latky, nevyhodou je vSak jeho mensi citlivost. Princip tohoto detektoru je
zalozen na zméné odporu vldkna vlivem zmény slozeni efluentu (mobilni faze opoustéjici

kolonu). [52, 53]

Vlakno je vlivem priachodu elektrického proudu zahtivdno na urcitou teplotu. Pokud
detektorem prochazi ¢isty nosny plyn, jehoz pritok je konstantni, je i teplota odporového
vlakna konstantni. Pokud vSak dojde ke zmén¢ slozeni efluentu, zméni se i jeho tepelna
vodivost, v disledku ¢ehoz dojde rovnéz ke zméné teploty a elektrického odporu vldkna.
Elektricky odpor tohoto vldkna je poté porovndn s elektrickym odporem vldkna, jez je
omyvano ¢istou mobilni fazi. Pro TCD je nejvhodnéjsim takovy nosny plyn, jehoz tepelna

vodivost je nejvetsi. Z téchto diivodil se nejéastéji vyuziva Ha ¢i He. [53, 55]
Plamenové-ioniza¢ni detektor

Plamenov¢ ionizacni detektor (Flame lonization Detector, FID) patii v souCasnosti mezi
nejcastéji pouzivané detektory, ackoliv na rozdil od TCD neni detektorem naprosto
univerzalnim. Presto je tento detektor schopen detekovat vétSinu organickych latek, citlivy
je pak zejména k uhlovodikiim. Anorganické latky vcetné vody a CO; odezvu neposkytuji.
Tento typ detektoru byva pouZivan napt. v zafizenich kontroly kvality ovzdusi. [52, 53, 55,
56] Jeho principem je spalovani a hydrogenace efluentu ve vodikovém plameni za vzniku
iontl, elektronti a molekulovych fragmentii. Takto vzniklé elektricky nabité Castice jsou
schopny vést elektricky proud mezi dvéma elektrodami, na které bylo vloZeno stejnosmérné

napéti. [53]
Detektor elektronového zachytu

Detektor elektronového zachytu (Electron Capture Detector, ECD) patii mezi selektivni
a vysoce citlivé detektory, zvIasté pak pro latky obsahujici halogeny a nitroskupiny. Diky
tomu se ECD vyborné hodi pro analyzu stopovych mnozstvi halogen obsahujicich latek.
Muze se jednat napt. o rezidua pesticidii (DDT, PCB, dioxin) v pidé€, vod¢ ¢i potravinach.

Velmi malou odezvu naopak poskytuji aminy, alkoholy a uhlovodiky. [52, 54]
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Plamenovy fotometricky detektor

Plamenovy fotometricky detektor (Flame Photometric Detector, FPD) vyuzivd méfeni
intenzity emise charakteristického zatreni pti hofeni nékterych latek ve vodikovém plameni.
Tento typ detektoru je citlivy zejména na latky, které ve své struktuie obsahuji atomy siry ¢i
fosforu, proto je tedy vhodnym detektorem pro méfeni jejich stopovych mnozstvi
v komplexnich matricich vzorkdi Zzivotniho prostiedi (pesticidy, PCB), zpravidla pak

v kombinaci s univerzalnim detektorem, jako je napt. FID. [53, 56]
Hmotnostné-spektrometricky detektor

Hmotnostné-spektrometricky detektor (Mass Spectrometric Detector, MS) je nejCastéji
pouzivanym detektorem pouzivanym v kombinaci s plynovou chromatografii. Kromé
registrace zon latek eluovanych z kolony umoziuje tento detektor také jejich identifikaci na
zaklad¢ zaznamenaného hmotnostniho spektra. Vyuziva se pro analyzy komplexnich matric
a diky tad¢ jeho detekénich variant vede k vysoké selektivité a snizeni zbytkové nejistoty

identifikace. [56]

3.1.3 Headspace

Headspace pfedstavuje techniku analyzy nasycenych par, spocivajici v nasttiku plynné faze,
jez se nachazi nad pfislusnym analytem, kterym muze byt jak kapalina, tak pevna latka. Tato
technika je vhodna pro t€kavé latky, které jsou obsazeny v netékaveé matrici, a to jak kapalné
¢i pevné. [53] Prvni moZnosti, jak se da tato technika provadét, je tzv. staticky headspace.
Pii této technice je uzaviratelnd vialka z€asti naplnéna analyzovanym vzorkem a po
ustanoveni rovnovahy je plynna faze nachazejici se nad pfisluSnym vzorkem podrobena
analyze. [25, 53] Druhou mozZnosti je tzv. dynamicky headspace. Ke vzorku umisténému ve
vialce je po stanovenou dobu konstantni rychlosti pfivadén inertni plyn. T€kavé slouc¢eniny
jsou odvadény do adsorp¢ni pasti, kde dochazi k jejich koncentraci. Nasledné je past rychle

zahtata a desorbované analyty jsou pfeneseny na chromatografickou kolonu. [25]

3.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry, MS) piedstavuje fyzikalné-chemickou
metodu slouZici k ur€ovani hmotnosti atomil, molekul a jejich €asti po jejich pfevedeni na
kladné nebo zaporné ionty. Principem MS je rozdé€lovani iontl v plynné fazi podle jejich
poméru hmotnosti ku naboji a nasledna analyza jejich Cetnosti. Pomér hmotnosti ku naboji

(m/z) ptedstavuje bezrozmérny pomér, kde m je hmotnostni Cislo (nukleonové ¢islo) a z je
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nabojové Cislo, které je pomérem naboje iontu a elementarniho néboje. V MS je zvykem
vyjadfovat hmotnost iontu pomoci unifikované atomové hmotnostni jednotky, jejiz jednotka

u odpovida hmotnosti jedné dvanactiny nuklidu '2C. [53, 56]

Tato analyticka metoda poskytuje jak kvalitativni, tak kvantitativni informace o studovaném
analytu, pfi¢emz pii kvantitativni analyze je mozné detekovat i stopova (méné nez 10°° g)
a ultra stopova mnoZstvi (méné& nez 10°'° g). Analyzovat lze latky anorganické i organické.

[53]

Hmotnostni spektrometr je tvofen tiemi hlavnimi ¢astmi, kterymi jsou:
» iontovy zdroj,
» separator iontl,
» detektor.

Zakladnim ptedpokladem uspesné separace ionti je vytvoreni vysokého vakua, diky cemuz
nedochazi k vzajemnym kolizim jednotlivych ¢astic, a tedy ani k vymeéné energie mezi nimi.
Toto je nezbytnou podminkou umoznujici jejich analyzu. Vysoké vakuum musi byt
vytvofeno v separatoru iontil, ale vstup vzorku, popf. ionizace se mohou odehravat i za

atmosférického tlaku, v zavislosti na typu pouZité ionizace. [53]

3.2.1 Iontovy zdroj

V této casti hmotnostniho spektrometru dochézi k ionizaci neutralni molekuly analytu,
pricemz produkt ionizace se miize dale rozpadat na tzv. fragmentové ionty. Pfitomnost
a ¢etnost téchto fragmentovych iontl zavisi na pouZzitém zpiisobu ionizace. Podle urovné
fragmentace (respektive podle mnozstvi dodané energie) se obvykle ionizacni techniky déli
na tzv. mékkeé a tvrdé. Pi1 m€kkych ionizacnich technikach je energeticky prebytek dodany
molekule nizky, pravdépodobnost fragmentace je tedy rovnéZ nizka. Pti tvrdych ioniza¢nich
technikéch je energeticky piebytek jiz dostate¢né vysoky, v diisledku ¢ehoz mize dochazet
k vyraznéjsi fragmentaci primarn€ vzniklého iontu. Z toho vyplyva, Ze volbou vhodné
ionizacni techniky lze fragmentaci vyrazné potlacit, diky cemuz pak dochézi ke zvySeni
intenzity signalu molekulového iontu v hmotnostnim spektru. [53, 55, 56] loniza¢nich

technik je popsano nepieberné mnozstvi, nize bude struéné pojednano jen o n¢kterych z nich.
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Elektronova ionizace

Elektronové ionizace (Electron lonization, El) se fadi mezi tvrdé ionizacni techniky.
V soucasnosti se jedna o nejbéznéjsi a nejlépe propracovany zptsob ionizace, ktery se bézné
pouziva u kombinace GC-MS. Pfi tomto typu ionizace jsou molekuly, které jsou v plynném
stavu, ionizovany pomoci interakce s proudem vysokoenergetickych elektroni. Energie,
ktera je molekule pfedana, vede primarné ke ztraté elektronu a vzniku molekulédrniho ion-
radikalu. Dalsi cast piredané energie pak vede k rozpadu (fragmentaci) celku na ptislusné
fragmenty. Na zaklad¢ zaznamenanych fragmentovych ionti pak 1ze usuzovat na strukturu

puvodni molekuly analytu. [53, 56]
Chemicka ionizace

Chemicka ionizace (Chemical lonization, CI) se fadi mezi béZn¢ pouzivané mekke ionizacni
techniky a spolu s EI se béZné vyuZziva u kombinace GC-MS. Primarnim zdrojem energie je,
stejné jako v ptipadé EI, proud urychlenych elektront. Energie téchto elektrond vSak neni
pfenasena na analyt piimo, ale prostiednictvim reakéniho média. Do iontového zdroje je
tedy kromé& molekul analytu, které jsou v plynném stavu, pfivadén také tzv. reakéni plyn.
Ptikladem takového plynu mize byt methan, isobutan ¢i amoniak. Mnozstvi tohoto
reak¢niho plynu je mnohondsobné vétsi nez mnozstvi analytu, v disledku ¢ehoz dochazi

vlivem proudu vysokoenergetickych elektronti k jeho prednostni ionizaci. [53, 55, 56]
Ionizace laserem za icasti matrice

Ionizace laserem za ucasti matrice (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization, MALDI)
vyuziva pomocnou latku (matrici), s niZ je analyt smisen. Tato matrice slouzi k pfenosu
energie laserového zafeni na molekuly analytu. V disledku toho pak dochézi u molekul
analytu k jejich desorpci a ionizaci. K excitaci jsou vyuZzivany pulzni lasery, které emituji
v UV (nejéastéji) nebo IC oblasti. Ve spojeni s prilletovym hmotnostnim analyzatorem se

tato ionizacni technika usp€s$né vyuziva napt. pro analyzu biopolymert. [53, 55]
Ionizace elektrosprejem

Ionizace elektrosprejem (Electrospray Ionization, ESI) je v soucasnosti nejcastéji
pouzivanym iontovym zdrojem pro kombinaci HPLC-MS. Tato ionizac¢ni technika je
provadéna za atmosférického tlaku. ESI nepatii mezi univerzalni ioniza¢ni techniky, nebot’
je vhodna pouze pro ionizaci sttedné polarnich az polarnich latek. Velkou vyhodou je vSak
skutecnost, ze umoznuje ionizovat nejen latky nizkomolekularni, ale 1 vysokomolekularni

(v€etné proteint). [53, 55, 56] Charakteristickym znakem ESI je vznik iontdl s vysokym
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nabojem. V zavislosti na polarité napéti vlozeného na protielektrodu mohou vznikat kladné

1 zaporn€ nabité ionty. [56]

3.2.2 Hmotnostni analyzatory

Hmotnostni analyzator umoziuje rozdéleni smési iontli o riznych pomérech m/z, jez je

produkovana v iontovém zdroji. [56]
Kvadrupolovy analyzator

Kvadrupélovy analyzator je slozen ze Ctyf kovovych tyCi kruhového ¢i hyperbolického
prifezu, na které je pfivadéno stejnosmérné a vysokofrekvencni sttidavé napéti. Polarita ty¢i
je odlisna — ty€e umisténé naproti sobé maji polaritu stejnou, sousedni tyce opacnou. [53]
Ionty, které vlétnou do prostoru mezi ty¢emi, se dostanou do stfidavého elektrického pole,
kde za¢nou oscilovat. Pfi vhodné zvolenych hodnotéch stfidavého a stejnosmérného napéti
a jejich vhodném poméru projdou kvadrupdlovym analyzitorem do detektoru jen ionty
o ur¢ité hodnoté m/z. Ostatni ionty se zachyti na sténach pfistroje ¢i na tycich tvoficich
kvadrupdl. Postupnou zménou napéti vkladanych na kvadrupdlové tyce (skenovanim) je

mozno nechat kvadrupdlem projit ionty ve zvoleném intervalu hodnot m/z. [56]

Vyhodou kvadrupélového analyzatoru je rychlost proméfeni hmotnostniho spektra, diky
¢emuz je analyzatorem s vyhodou vyuzivanym pii hmotnostni spektrometrii s plynovou

(GC-MY) ¢i vysokoucinnou kapalinou chromatogratii (HPLC-MS). [53, 55]
Iontova past

Iontova past (lon Trap) je trojrozmérnou obdobou kvadrupolového analyzatoru. Tento typ
analyzatoru je tvofen vstupni a vystupni kruhovou elektrodou hyperbolického prifezu
a jednou prstencovou sttedovou elektrodou. Vstupni a vystupni elektroda jsou uzemnény, na
prstencovou stfedovou elektrodu je ptfivadéno vysokofrekvenéni napéti s proménnou
amplitudou. Skrz vstupni elektrodu jsou do iontové pasti pfivedeny molekuly analyzované
latky. Nasleduje faze akumulace, béhem které je na prstencovou elektrodu ptivadéno
sttidavé napéti o malé amplitud€. Naslednym zvySovanim amplitudy dochéazi k postupnému
vypuzeni ionti skrz otvor vystupni elektrody do detektoru. Zna¢nou vyhodu tohoto typu
analyzatoru pfedstavuje moZnost opakované izolace a fragmentace poZadovaného iontu (tzv.

tandemova hmotnostni spektrometrie). [53, 56]
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Priletovy analyzator

Priletovy analyzator (Time of Flight, TOF) ptfedstavuje nejjednodussi typ hmotnostniho
analyzatoru, ktery je tvoren pouhou evakuovanou trubici. K rozdé€leni iontl podle poméru
jejich m/z dochézi na zéklad¢ jejich odlisné doby letu z iontového zdroje do detektoru. Ionty
pomaleji a do detektoru tak dorazi pozd¢ji. Tento typ analyzatoru vyzaduje pulzni davkovani
iontd, coz jej predurCuje k vyhodnému spojeni s ionizaci MALDI, ktera pouziva pulzni
lasery. Vyhodou tohoto analyzatoru je rychlost méteni a dale rovnéz prakticky neomezeny

hmotnostni dosah. [53, 55, 56]

3.2.3 Detektory

Detektor, na néjz je smérovan proud iontd vychézejicich z hmotnostniho analyzatoru,
poskytuje analogovy signal imérny poctu téchto iontl. Nasledné je signal digitalizovan,
preveden do pocitate a poté vhodnym programovym vybavenim zpracovan do formy

hmotnostnich spekter. [53, 56]

Detektory pouZzivané v hmotnostni spektrometrii 1ze v zdkladu rozdélit do dvou kategorii:
detektory pro pfimé méteni a nasobiCové detektory. Detektory pro pfimé métfeni deteguji
elektricky proud vznikajici pfimym dopadem iontii, ndsobi¢ové detektory pak vyuzivaji
efektu nasobeni elektront, které vznikaji po dopadu ionti. Tyto detektory poskytuji
méfitelné signaly dokonce pro jednotlivé ionty. Vybér typu detektoru zavisi na dané aplikaci.
Detektory pro pfiméa méfeni jsou obecné soucasti specializovanych zakazkovych systémi,
detektory ndsobiCové jsou pak standardni soucasti komercni instrumentace, vcetné

kombinovanych syst¢emi GC-MS a LC-MS. [56]
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4 METODIKA

4.1 Material

Pro ucely extrakci t€kavych latek ze skofice a hiebicku byly zakoupeny vzorky pfislusnych
druhti kotfeni dvou znacek, jez jsou komerc¢né dostupné na Ceském trhu (Obrazek 11).

V Tabulce 2 jsou pak uvedeny detailné;jsi informace o pouzitych rostlinnych matricich.
Tabulka 2. Piehled pouzitych rostlinnych matric.

Puvod koreni a jeho cena

Cislo vzorku Znacka
Hrebicek Skorice
neuvedeno neuvedeno
1 Vitana
2 550 K¢/kg 1 690 K¢/kg
Komorské ostrovy Indonésie
2 Kofeni od Antonina
1 280 K¢/kg 1 200 K¢/kg

Vzorek oznaceny Cislem 1 je od znaCky Vitana a byl zakoupen v obchodnim fetézci
Kaufland. Pro tcely extrakci bylo od kazdého druhu koteni zakoupeno ne€kolik balickt, které
obsahovaly 10 g (skofice celd) ¢i 18 g (hfebicek cely) pfislusné matrice. Ani u jednoho
z koteni nebyla uvedena zemé ptivodu, stejné tak nebyl nikde uveden nézev stromu, z ngjz

bylo kofeni ziskano.

Vzorek oznaceny ¢islem 2 je od znacky Kofeni od Antonina a byl zakoupen na e-shopu

www.koreni.cz. Pro Gi¢ely extrakci byl od kazdého druhu koteni zakoupen 1 gastrostrosacek,

ktery obsahoval 200 g ptislusSného koteni. Nami zakoupena skotice byla ziskéna ze stromu
Cinnamomum burmanii (skoficovnik indonésky) a pochazi z Indonésie. Zakoupeny hiebicek

byl ziskan ze stromu Eugenia caryophyllata a pochazi z Komorskych ostrovi.

Vsechny vzorky, jez byly pro ucely extrakci pouzity, byly zakoupeny ve formé celé, nikoliv

mleté. Podrceni ptislusného vzorku bylo vzdy provedeno az tésné€ pied extrakei.


http://www.koreni.cz/

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 46

Obrazek 11. Zakoupené vzorky kofeni.

4.2 Popis extrakénich metod

4.2.1 Destilace vodni parou

Do destila¢ni batiky o objemu 500 cm? bylo navazeno 10 g (s presnosti na 0,1 g) ptislugného
vzorku kofeni, které bylo tésn¢ pred extrakci nadrceno v tieci misce. Poté bylo do banky
pfidano 250 cm?® destilované vody. Tato smés byla zahfivana na topném hnizdé a byla
probublavana vodni parou, kterd byla generovéana ve vyvijeci vodni pary a pro jejiZ pienos
byla pouZita silikonova hadice. Destilace byla provadéna po dobu 1 hodiny od ziskani prvni
kapky destilatu. Po ukondeni destilace byl ziskany kapalny podil extrahovan 3x15 cm?®
organického rozpoustédla (dichlormethan ¢i hexan). Spojené organické podily byly nasledné
vysuseny nad siranem sodnym (min. 6 hodin) a rozpoustédlo bylo odpaieno na vakuové
odparce. Takto ziskany extrakt byl az do analyzy uchovavan ve sklenéné vialce pod

ochrannou dusikovou atmostérou pii teploté 4 °C na tmavém misté.
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4.2.2 Simultanni destilace-extrakce

Simultanni destilace-extrakce byla provadéna v Likensonové-Nickersonove aparatuie. Do
destila¢ni baiiky o objemu 500 cm? bylo navazeno 10 g (s pfesnosti na 0,1 g) pfislusného
vzorku kofeni, které bylo té€sné€ pted extrakci nadrceno v tieci misce. Poté bylo do banky
pfiddno 250 cm? destilované vody. Druh4 destila¢ni batika o objemu 500 cm? byla naplnéna
100 cm® organického rozpoustédla (dichlormethan ¢&i hexan). Destilaéni baiika s vodou
a kotfenim byla zahfivana na topném hnizdég, destilacni baiika s organickym rozpoustédlem
na olejové lazni. Extrakce byla provadéna po dobu 1 hodiny. Ziskany organicky podil byl
nasledné vysusen nad siranem sodnym (min. 6 hodin) a rozpoustédlo bylo odpafeno na
vakuové odparce. Takto ziskany extrakt byl az do analyzy uchovavan ve sklenéné vialce pod

ochrannou dusikovou atmosférou pii teploté 4 °C na tmavém miste.
4.3 Analyza tékavych latek metodou GC-MS

4.3.1 Popis instrumentace a parametri GC-MS analyz

Vyextrahované esencialni oleje byly podrobeny GC-MS analyze, ktera byla provadéna na
plynovém chromatografu GC-2010 (Shimadzu) spojenym s hmotnostnim spektrometrem

GCMS-QP2010 (Shimadzu) vybavenym kvadrupdlovym hmotnostnim analyzatorem.

vvvvvv

Vybrané parametry pro GC

Chromatografické kolona: Equity™-1 (30 m % 0,32 mm x 1,0 um; Supelco)

Teplotni program: 50 °C/5 min; 30 °C/min zvySeni na 250 °C/8,33 min
(Obrazek 12)

Tlak na kolong: 36,3 kPa

Nosny plyn: helium

Pritok nosného plynu: 46,9 ml/min

Injekéni mod: splitovaci

Splitovaci pomér: 20,0

Teplota nastiiku: 250 °C
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Vybrané parametry pro MS

Skenovaci mod: pozitivni
Ionizace: ionizace elektrony
Iontovy zdroj: 70 eV, 200 °C
Interface: 250 °C
Skenovaci rychlost: 10 000 m/z-s™!
Pocatek analyzy: 3,01 min
Konec analyzy: 19,99 min
Rozsah m/z: 40-300
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Obrazek 12. Teplotni program na chromatografické kolon€ béhem analyzy GC-MS.

Pro samotnd méfeni a rovnéz 1 nasledné vyhodnocovani vysledkl jednotlivych analyz byl
pouzivan software GC-MS Solution typu Real time analysis a Postrun analysis. Pro ucely
kvantifikace byla plocha vSech pikli vztazena k ploSe piku interniho standardu (kapitola
4.3.2). Pro urcovani struktury jednotlivych latek byla pouzita integrovana knihovna

hmotnostnich spekter NIST 02.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 49

4.3.2 Priprava interniho standardu

Jako interni standard (IS) byl zvolen benzofenon, ktery byl zakoupen z komercnich zdroji
(Fluka). Na zaklad¢ provedené analyzy GC-MS byla ovétena jeho Cistota a byl pouzivan bez
jakychkoliv dalSich uprav. Pro potiebu GC-MS analyz byl pfipraven zasobni roztok IS
o koncentraci 7,5 mg-ml ™!, kdy bylo do 10 cm?® methanolu v LC-MS kvalité piidano 75 mg
IS. Ze zasobniho roztoku IS bylo vzdy bezprostiedné pied samotnou GC-MS analyzou
odebrano takové mnozstvi, aby vysledna koncentrace IS v analyzovaném extraktu Cinila

50 pg-ml.

4.3.3 Priprava vzorki pro GC-MS

Esencialni oleje, vyextrahované z prislusnych vzorki koteni, byly po odpaieni rozpoustédla
na vakuové odparce uchovavany ve sklenénych vialkdch pod ochrannou dusikovou
atmosférou pii teploté 4 °C na tmavém misté. Nasledné byly extrakty podrobeny GC-MS

analyze, a to v co nejkrat§im mozném case, nejpozdéji vSak do 48 hodin od jejich ziskani.

Jednotlivé vzorky byly piipravovany do sklenénych vialek o objemu 1,5 cm® tak, aby
koncentrace esencialniho oleje cinila 0,25 pl oleje na 1 500 pl rozpoustédla. Jako

rozpoustédlo byl pouzit methanol v LC-MS kvalité.
4.4 Analyza tékavych latek metodou HS-GC-MS

4.4.1 Popis instrumentace a parametria HS-GC-MS analyz

Piislusné vzorky koteni byly podrobeny HS-GC-MS analyze, ktera byla stejné jako analyza
GC-MS provadéna na plynovém chromatografu GC-2010 (Shimadzu) spojenym
s hmotnostnim spektrometrem GCMS-QP2010 (Shimadzu) vybavenym kvadrupdlovym

hmotnostnim analyzatorem. Parametry méteni byly stejné jako v piipadé GC-MS analyz.

4.4.2 Priprava vzorki pro HS-GC-MS

Tésné pred provedenim analyzy byly piislusné vzorky kotfeni podrceny v tfeci misce.
Nasledné bylo do sklenénych vialek o objemu 20 cm® navazeno 0,5 g podrceného vzorku
a vialky byly uzavieny magnetickym vi¢kem opatfenym septem. Pied analyzou byly takto
pfipravené vialky vyhtivany pfi teploté 50 °C po dobu 10 minut ve vyhiivané komote, ktera

je soucasti autosampleru (AOC 5000, Shimadzu).
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Extrakce tékavych latek

Pro extrakci tékavych latek, pfitomnych v hiebicku a skoftici byly od kazdého druhu koteni
pouzity dva vzorky. Kazdy ztéchto vzorkii byl extrahovan pomoci dvou rtznych
extrak¢nich metod, a sice pomoci destilace vodni parou (SD) a simultanni destilace-extrakce
(SDE). Kazd4 ztéchto extrakénich metod byla provedena se dvéma rtznymi typy
organickych rozpoustédel, a sice s dichlormethanem (DCM) a hexanem (HX), pficemz
kazdy typ extrakce v kombinaci s pfisluSnym organickym rozpoustédlem byl, s cilem ovéfit
opakovatelnost dané extrakéni metody, proveden dvakrat, v pfipadé nutnosti pak tfikrat.
Tteti extrakce byla provadéna zpravidla tehdy, lisila-1i se zasadnim zptisobem v ziskanych
chromatogramech intenzita ne¢kterych pikli. Pokud se intenzita daného piku pohybovala

v rozmezi té€chto intenzit, byly brany v potaz vysledky vSech tii extrakci.

Rostlinné matrice byly extrahovany v poradi hiebicek znacky Vitana, hiebi¢ek znacky
Kofeni od Antonina, skofice znacky Vitana a skofice znacky Koteni od Antonina. Destila¢ni
aparatury byly po kazdé provedené extrakci vzdy promyty destilovanou vodou, tento zptisob
Cisténi se vSak ukédzal jako nedostateény, predevSim pak v pfipadé¢ Likensonovy-
Nickersonovy aparatury, a to s ohledem na jeji konstruk¢ni slozitost. Toto se pak markantné
projevilo pfi extrakci a nasledné analyze prvniho vzorku skofice znacky Vitana. Ve spektru
byly pozorovany piky tékavych latek, jejichz vysoka intenzita je typicka prave pro hiebicek,
nikoliv vSak pro skofici. Konkrétné se jednalo napt. o eugenol, jehoZ intenzita se v prvni
extrakci pohybovala kolem 42 %, zatimco pii druhé extrakci jiZ jeho intenzita ¢inila pouze
2,4 %. Z téchto diivodl bylo ptistoupeno k provedeni tieti extrakce, diky niz bylo potvrzeno,
ze vysokou intenzitu eugenolu v prvni extrakci miizeme zcela jisté prisuzovat kontaminaci
hiebickovou silici, nebot’ intenzita piku odpovidajicitho eugenolu se pohybovala kolem
1,3 %. Celkové bylo v radmci experimentalni ¢asti této diplomové prace vyextrahovano 40
vzorkll esencidlnich olejii, pficemz do vysledkd byla zahrnuta data ziskana GC-MS

analyzami 35 z nich.

5.1.1 Destilace vodni parou

Pro destilaci vodni parou byva bézné pouZzivana aparatura sestavajici z vyvijece vodnich par,
pfiemz pro prenos téchto par do destilacni baiky lze vyuzit riznd média, jako je napf.

silikonové ¢i polyethylenovéa hadice nebo médéna trubka. Pravé tyto tfi uvedené moznosti
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pfenosu vodni pary vyuzila pfi optimalizaci extrakéniho procesu Pavla Mirosova, jejiz
diplomova préace pojednava o extrakci a GC-MS analyze té¢kavych latek pfitomnych ve
vybranych typech nefermentovanych ¢ajii. Cilem provedenych experimenta bylo stanovit,
ktery zuvedenych nosici bude pro vedeni vodni pary nejvhodnéjsi, piredevSim pak
s ohledem na koncentraci kontaminujicich latek. Provedenymi experimenty bylo zjiSténo, Ze
nejvyss$i koncentraci znecistujicich latek vykazovala hadice polyethylenova, nasledné
hadice silikonova, nejméné pak meédéna trubka. Na zakladé téchto experimentii byla jako
nejvhodnéjsi médium oznaCena médeénd trubka, kterd byla nasledn¢ vyuzita béhem
experimentll s realnymi vzorky. Ve slepych pokusech bylo celkem identifikovano 12
shodnych kontaminantti (pfevazné¢ vysSs$i uhlovodiky, silikdty a ftalaty), pficemz

nejvyznamnéj$im a zaroven nejintenzivnéj$im z nich byl 2,4-di-terc-butylfenol. [57]

V ramci této diplomové prace byla pro prenos vodnich par do destila¢ni banky zvolena
silikonova hadice. Po vydestilovani prvniho realného vzorku byl tento podroben GC-MS
analyze, diky niz bylo zji§téno, ze se v ziskaném extraktu nevyskytuji zddné kontaminujici
latky, o nichZ bylo pojednano ve vyse citované diplomové praci. Na zdkladé této analyzy
byla silikonova hadice oznacena za médium vhodné pro pfenos vodnich par a byla vyuzita

1 pti dalSich destilacich.

Dtivodem absence kontaminujicich latek ve vyextrahovanych esencidlnich olejich by mohly
byt odlisné parametry extrakéniho procesu, konkrétné doba, po kterou byla destilace
provadéna. V ramci vySe citované diplomové prace byla destilace provadéna po dobu
2 hodin, nebo do okamziku ziskani 500 cm? kapalného podilu v piedloze (vzdy >1,5 hodiny).
V ramci této prace pak byla destilace provadéna pouze po dobu 1 hodiny. Tento rozdil
v délce extrakéni doby mohl zapfticinit, Ze pti dels$i dobé extrakce dochéazi k markantnéjSimu
uvoliovani kontaminujicich latek.

Po ukonéeni destilace byl ziskany kapalny podil extrahovan 3x15 cm?

ptislusného
organického rozpoustédla. Spojené organické podily byly nasledné vysuseny nad siranem
sodnym (min. 6 hodin) a rozpoustédlo bylo odpafeno na vakuové odparce. Takto ziskany
extrakt byl az do analyzy uchovavan ve sklenéné vialce pod ochrannou dusikovou
atmosférou pfi teploté 4 °C na tmavém misté. Extrakty byly podrobeny GC-MS analyze v co

nejkrat§$im mozném Case, nejpozdéji vSak do 48 hodin od jejich ziskani.
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5.1.2 Simultanni destilace-extrakce

Pro simultanni destilaci-extrakci byla pouzita Likensonova-Nickersonova aparatura, o niz
bylo pojednano v reSersni Casti této prace (viz kapitola 2.1.5). V této aparatuie dochazi ke
kondenzaci par tékavych latek spolecné s parami extrakéniho rozpoustédla, v disledku
¢ehoz dochazi k izolaci a koncentraci extrahovanych slozek v jednom kroku. Pokud byl jako
extrak¢ni rozpoustédlo pouzit dichlormethan, jehoz hustota je vyssi nez hustota vody, byla
varna baiika s timto rozpoustédlem ptfipojena k pravému rameni aparatury. Pokud byl jako
extrakéni rozpoustédlo pouzit hexan, jehoz hustota je nizsi nez hustota voda, byla varna

baiika hexan obsahujici pfipojena k levému rameni aparatury.

Vzhledem k odlisnému principu této metody jiz nebylo nutné provadét po ukonceni
extrakéniho procesu extrakci kapalného podilu organickym rozpoustédlem, ale organicky
podil byl po ukonceni extrakce pfimo jimédn do Erlenmayerovy banky. Takto ziskany
organicky podil byl nasledn¢ vysusen nad siranem sodnym (minimalné po dobu 6 hodin)
a rozpousteédlo bylo néasledné odpareno na vakuové odparce. Takto ziskany extrakt byl az do
analyzy uchovavan ve sklenéné vialce pod ochrannou dusikovou atmosférou pfi teploté 4 °C
na tmavém misté. Extrakty byly podrobeny GC-MS analyze v co nejkrat§im moZzném case,

nejpozdéji vsak do 48 hodin od jejich ziskani.

5.2 Analyza tékavych litek metodou GC-MS

Obsah tekavych latek v extrahovanych esencialnich olejich byl studovan metodou GC-MS.
Kazdy vzorek, jenz byl pro GC-MS analyzu piipraven, byl pro potvrzeni opakovatelnosti
metody prométfen duplicitné. ZjiSt€na experimentalni chyba byla prakticky ve vSech
ptipadech mensi nez 5 %, coZ je v souladu s limitem urcujicim opakovatelnost analyzy.
Vyjimku tvofil pouze jeden vzorek, u né¢hoz byla zjisténa experimentdlni chyba vétsi nez
10 %. Tento vzorek jiz nasledné bohuzel nebylo mozné z diivodu mikrobidlni kontaminace
podrobit dalsi analyze. Konkrétné se jednalo o olej extrahovany ze skofice znacky Vitana

pomoci destilace vodni parou za pouziti hexanu jako extrakéniho rozpoustédla.

Ziskané vysledky byly nasledn€ vyhodnoceny za pouziti dostupného softwarového vybaveni
(konkrétn€ programu s nazvem Postrun Analysis). Diky tomuto programu bylo mozné ur¢it
relativni zastoupeni tékavych latek obsazenych v jednotlivych vzorcich a navrhnout jejich
strukturu (hmotnostni spektra vybranych t€kavych sloucenin jsou uvedena v ptiloze P I). Na
zaklad¢ toho byl vytvofen seznam (Tabulka 3) vSech tékavych sloucenin, jez se

v analyzovanych extraktech vyskytovaly. Pro pfehlednost byly do tabulky rovnéz zatazeny



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 53

i latky, které byly identifikovany pouze pomoci HS-GC-MS analyzy, nikoliv vSak pfi
analyze GC-MS. O analyze pfislusnych rostlinnych matric pomoci HS-GC-MS analyzy
bude blize pojednano v kapitole 5.3.

Jednotlivé tékavé latky jsou sefazeny vzestupné dle jejich unikatnich retencnich ¢ast (tr).
Soucésti tabulky je rovnéz i procentudlni spolehlivost, s jakou byly dané latky pomoci
knihovny hmotnostnich spekter NIST 02 urceny. Ne vsSechny latky, které¢ jsou uvedeny
v nasledujici tabulce, bylo mozné s jistotou identifikovat (vétSinou se jednalo o latky, které
snadn¢jsi orientaci pripadného ¢tendfe vtextu je takto vytvofeny seznam vsSech

identifikovanych latek ptilozen k diplomové praci ve formé tzv. ,handoutu*.

Tabulka 3. Seznam vSech identifikovanych tékavych latek.

Cislo tr Spolehlivost Strukturni
Nazev slouceniny
latky [min] [%o] vzZorec
1 1,30 95 ethanol ~OH
2 1,41 95 i M
t ty n
; octan manganaty )J\O' 2 2
, 0O
3 1,60 97 methyl-acetat ).I\O P
4 1,75 91 2-methylpropanal \ho
5 1,93 95 kyseli i
) tova
yselina octova )J\OH
) 0
6 2,24 96 ethyl-acetat )J\o A~
7 2,72 89 3-methylbutanal MO
/\}/O\
8 5,51 92 2,2-dimethoxybutan
O\.
0
9 7,03 91 ethyl-2-methyl-butanodt /W)LO/\

10 7,41 81 ND ND
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Tabulka 3. Seznam vsech identifikovanych tékavych latek — pokracovani.

Cislo tr Spolehlivost Strukturni
Nizev slouceniny
latky [min] [%%] vzorec
0
11 7,46 94 heptan-2-on /\/\)J\
12 7,55 90 bicyklo[4.2.0]okta-1,3,5-trien Ej:]
OH
13 7,63 93 heptan-2-ol PN
14 8,06 95 tricyklen ;B
15 8,07 96 o-thujen g%
16 8,15 98 a-pinen /é
17 829 96 kamfen Ki
18 8,47 85 sabinen %
19 8,52 97 B-pinen /é
20 8,56 93 B-myrcen >=\i>:
vys$$i uhlovodiky s jednoduchou
21 8,68 93 ND
vazbou

22 871 76 ND ND
23 8,79 89 3-3-karen /C[)<
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Tabulka 3. Seznam vsech identifikovanych tékavych latek — pokracovani.

Cislo tr Spolehlivost Strukturni
Nizev slouceniny
latky [min] [%%] vzorec
24 88l 94 o-terpinen M
25 883 93 p-cymen ©—<
26 8,85 87 ND ND
27 8,90 93 D-limonen 4@""(
28 8,91 94 eukalyptol ﬁ;
= S
29 897 91 cis-B-ocimen W
7
30 9,09 95 y-terpinen 4®—<
0
31 9,20 92 nonan-2-on )J\/\/\/\
32 929 96 B-linalool — o>
33 930 95 a-terpinolen {>=<
34 9,42 88 vy$§i uhlovodiky s dvojnou vazbou ND
]
35 9,63 90 hydrocinnamaldehyd @f\)
36 9,72 76 ND ND
37 9.80 88 borneol Z%\
OH
38 9,81 80 ND ND
39 984 93 a-terpinen-4-ol @J\
OH
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Tabulka 3. Seznam vsech identifikovanych tékavych latek — pokracovani.

Cislo tr Spolehlivost Strukturni
Nizev slouceniny
latky [min] [%%] vzorec
0
40 9,89 94 methyl-salicylat do’
OH
41 9,90 95 a-terpineol ~©—<OH
: o
42 9,98 93 benzylidenmalonaldehyd P
0
43 10,03 79 ND ND
OH
44 10,13 93 chavicol /\/Q/
=
45 10,16 66 ND ND
46 10,17 81 ND ND
X
47 10,25 97 cinnamaldehyd mo
48 10,38 79 ND ND
49 10,43 95 bornyl-acetat i ;
¥
50 10,62 78 ND ND
OH
51 10,71 95 eugenol /\/@[
= o~
52 10,78 93 d-elemen %{
|
53 10,82 73 ND ND
OH
54 10,83 79 isoeugenol /\/E:[
X o~



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 57

Tabulka 3. Seznam vsech identifikovanych tékavych latek — pokracovani.

Cislo tr Spolehlivost Strukturni
Nizev slouceniny

latky [min] [%o] vzorec
55 10,85 93 o-kubeben EE@,
56 10,91 91 bifenyl
57 10,92 68 ND ND
58 11,00 94 kopaen W@/
59 11,05 90 a-zingiberen ﬁ

0]
60 11,09 96 cinnamyl-acetat @MOJ\
61 11,13 91 a-bergamoten \@A/Y
0.0
62 11,14 89 kumarin ©/\j
Z
63 11,23 85 a-santalen ﬁ
4,11,11-trimethyl-8-
64 11,24 95
methylenbicyklo[7.2.0Jundec-4-en
\ prm—

65 11,35 88 B-cis-farnesen
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Tabulka 3. Seznam vsech identifikovanych tékavych latek — pokracovani.

Cislo tr Spolehlivost Strukturni
latky [min] [%] Nazev sloueniny vZorec
66 11,39 95 a-karyofylen @
~o
67 11,41 92 acetyleugenol /\/@/ O\n/
Z o]
68 11,44 85 ND ND
69 1145 82 ND ND
70 11,51 90 a-gurjunen @&6
71 11,54 93 o-amorfen @
72 11,58 87 ND ND
73 11,61 85 ND ND
74 11,62 82 ND ND
75 11,68 86 ND ND
76 11,79 86 ND ND
77 11,96 94 karyofylenoxid
o]
78 12,01 96 benzofenon (interni standard)
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Tabulka 3. Seznam vsech identifikovanych tékavych latek — pokracovani.

Cislo tr Spolehlivost Strukturni
Nizev slouceniny
latky [min] [%o] vzorec
79 12,17 72 ND ND
0]
80 12,24 78 2,3.,4-trimethoxyacetofenon -
O 0
81 12,29 75 ND ND
o H
\\S,N S
82 12,66 89 N-butyl-benzensulfonamid ©/ ‘0

5.2.1 Optimalizace méreni GC-MS

Pted zapocetim analyzy nami extrahovanych esencidlnich olejii byla provedena série
experimentll se dvéma komer¢né dostupnymi esencidlnimi oleji znacky Nobilis Tilia, jez
byly ziskany pomoci destilace vodni parou. Konkrétné se jednalo o olej extrahovany ze
skotficové klry (Cinnamomum zeylanicum) a olej extrahovany z hfebickovych ploda
(Syzygium aromaticum). Cilem téchto experimentl bylo optimalizovat pifipravu vzorkl pro
nasledné GC-MS analyzy (pfedevSim pak s diirazem na volbu vhodné koncentrace vzorku
esencialniho oleje a volbu vhodného rozpoustédla) a rovnéz také nalézt optimalni parametry
meéfeni.

Optimalizace pripravy vzorki pro GC-MS

Série experiment provadénych v ramci této diplomové prace byla zahajena proméfenim
komeréné dostupnych esencidlnich olejti znacky Nobilis Tilia s cilem optimalizovat pfipravu
vzorkll pro nasledné GC-MS analyzy naSich redlnych vzorkd. Prvotnim tkolem bylo
nalezeni takové koncentrace esencialniho oleje ve vzorku ptipraveném pro GC-MS analyzu,
aby nedochazelo k saturaci detektoru. V ramci téchto experimentii byly vyzkouSeny celkem
3 razné koncentrace, konkrétné 1,0, 0,5 a 0,25 pl esencialniho oleje na 1500 ul rozpoustédla.
Bylo zjisténo, Ze pii koncentraci 1,0 a 0,5 ul na 1500 ul rozpoustédla dochazi k saturaci
detektoru, pfi koncentraci 0,25 pl na 1500 pl rozpoustédla jiz k saturaci detektoru
nedochazelo. Tato koncentrace byla tedy shledana jako optimalni a byla nasledn¢ vyuzivana

pfi analyze extraktl realnych vzorki.
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Dalsim krokem pak bylo nalezeni vhodného rozpoustédla, které bude pro ptipravu vzorki
pro GC-MS pouzito. Celkem byla vyzkousena dvé rozpoustédla, jez se pro ptipravu vzorki
pro GC-MS bézné pouzivaji, a sice aceton a methanol. Jednotlivé vzorky byly pfipravovany
tak, jak bylo popsano v kapitole 4.3.3. V chromatogramu ziskaném analyzou skoticového
esencidlniho oleje znacky Nobilis Tilia v acetonu byly detekovany celkem 4 kontaminujici
latky — cyklohexan, vinylcyklobutan, 4-hydroxypentan-2-on a 4-hydroxy-4-methylpentan-
2-on (procentudlni shoda s knihovnou hmotnostnich spekter NIST 02 c¢inila 94, 96, 96
a 97 %). Posledni z vySe jmenovanych latek je produktem aldolové kondenzace dvou
molekul acetonu, piivod zbylych tfi slouc¢enin se nepodatilo objasnit. V chromatogramu
ziskaném analyzou stejného vzorku oleje v methanolu byla zjisténa pritomnost pouze jedné
kontaminujici latky, kterou byl 2,2-dimethoxybutan (procentualni shoda 92 %). Rovnéz
pocet piki pozorovanych v ziskanych chromatogramech byl v pfipad¢ methanolu vyssi, na

zaklad¢ ¢ehoz byl jako vhodnéjsi rozpoustédlo zvolen pravé methanol.
Optimalizace parametria GC-MS analyz

Cilem série dalSich provadénych experimentil byla optimalizace parametrit GC-MS analyz.
V ramci téchto experimentd byly vyzkouSeny celkem tfi rizné metody meéfeni, liSici se
predevsim svymi teplotnimi programy a dobou analyzy. Jako prvni byla vyzkousena metoda
trvajici 60 minut (teplotni program 100 °C/5 min; 30 °C/min zvySeni na 250 °C/50 min).
Béhem této metody bylo zjiSténo, ze k eluci posledniho piku dochézi jiz po 16 minutach, na
zakladé ¢ehoz bylo rozhodnuto o nevhodnosti této metody, a to zejména kvili jeji zbyte¢né
Casové narocnosti. Nasledné byla vyzkouSena metoda trvajici 34 minut (teplotni program
(50 °C/0 min; 6 °C/min zvySeni na 120 °C/0 min; 15 °C/min zvySeni na 230 °C/15 min),
kterou ve své praci zabyvajici se studiem silic rodu Mentha a Eucalyptus vyuzila Aneta
Jirdnova (v dané diplomové praci je metoda oznacena jako metoda A) [58] ¢i Lucie Retova,
jejiz prace pojedndva o studiu levandulovych oleji. [59] Kromé této metody byla rovnéz
vyzkouSena i metoda trvajici 20 minut (teplotni program 50 °C/5 min; 30 °C/min zvySeni na
250 °C/8,33 min). Obéma metodami byly ziskany v podstaté totozné vysledky, se shodnym
poctem detekovanych latek (liSicich se svymi reten¢nimi €asy), nicméné z ditvodu Casové
uspory byla jako vhodné&jsi zvolena metoda trvajici 20 minut, pii které dochazelo k eluci

posledniho piku ve 13. minut¢.
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5.2.2 Analyza vnitfniho standardu

Pro tucely kvantifikace jednotlivych tékavych latek byl jako vnitini standard zvolen
benzofenon, ktery neni pfirozenou soucasti analyzovanych extraktli. Pro potieby této prace
byl pouzit benzofenon v analytické kvalité, jenz byl zakoupen z komercnich zdrojt (Fluka).
Cistota interniho standardu byla ovéfena pomoci GC-MS. Dilezitym tdajem byl také jeho
zjistény retencni Cas, ktery za danych podminek méfeni odpovidal hodnoté 12,01 minuty
(Obrazek 13a). Jelikoz bylo méfeni provadéno v acetonu, mizeme si v chromatogramu
rovnéz povsimnout piku odpovidajiciho 4-hydroxy-4-methylpentan-2-onu, jez je produktem
aldolové kondenzace dvou molekul acetonu. V pribéhu provadéni optimalizacnich GC-MS
analyz komer¢né dostupnych esencidlnich oleji pak bylo zjisténo, Ze se v ziskanych
chromatogramech nevyskytuje Zadny pik, jehoz retencni ¢as by byl blizky retenénimu ¢asu
interniho standardu. Pfitomnost takového piku by byla zcela nezadouci, nebot’ by pak mohlo

dochazet k jejich nedokonalému odd¢leni ¢i vzajemnému piekryvu.

V naméfeném EI-MS spektru interniho standardu byly krom¢é molekulového iontu (182 m/z)
pozorovany dal§i vyznamné fragmenty vznikajici v priabchu ionizace. Zékladnim pikem je
ion o m/z 105, ktery byl identifikovan jako benzoylovy kation. Dale byly v hmotnostnim
spektru pozorovany fragmenty o m/z 77 (fenylovy kation) a 51. Ziskané hmotnostni
spektrum benzofenonu mohlo byt porovnano se spektrem obsaZzenym v knihovné
hmotnostnich spekter NIST 02, pfi¢emz procentualni shoda mezi naméfenym spektrem
a spektrem z databaze ¢inila 96 %. Hmotnostni spektrum vnitiniho standardu je uvedeno na

Obrazku 13b.
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Obrazek 13. GC-MS analyza interniho standardu; (a) chromatogram ziskany GC-MS

analyzou benzofenonu, (b) hmotnostni spektrum benzofenonu a navrh jeho fragmentace.
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5.2.3 Analyza hi'ebickovych extrakti

Podle stanovené metodiky a vybraného teplotniho programu (kapitola 4.3.1) byla provedena
strukturni analyza vyextrahovanych hiebickovych oleji. Kazda hiebickovd matrice byla
pomoci dané extrak¢éni metody extrahovana dvakrat, pri¢emz kazda extrakce byla provedena
s pomoci dvou riznych extrakénich rozpoustédel. V nekterych piipadech pak byla extrakce
provedena tfikrat, a to konkrétné¢ pii extrakci hiebicku znaCky Vitana pomoci SDE
v kombinaci s hexanem (do vystupu byly zahrnuty vysledky vSech tfi extrakci) a pomoci SD
v kombinaci s dichlormethanem (do vystupu byly zahrnuty vysledky pouze ze dvou
extrakci). Pti extrakci hfebi¢ku znacky Koteni od Antonina pak byla tfeti extrakce provedena
v ptipadé extrakce pomoci SDE v kombinaci s hexanem (do vystupu byly zahrnuty vysledky
vSech tii extrakci). VSechny ziskané extrakty byly ndsledné dvakrat analyzovany pomoci
GC-MS. V chromatogramech kazdého z analyzovanych extraktli esencidlnich oleji byla
provedena kvantifikace jednotlivych tékavych latek vztazenim plochy jejich piku k plose
piku vnitfniho standardu. S pomoci knihovny hmotnostnich spekter NIST 02 pak byla
navrzena struktura jednotlivych t€kavych latek. Zastoupeni jednotlivych tékavych latek ve
vybranych vzorcich hiebickovych extrakti ziskané ze Ctyf nebo Sesti méteni je prehledné
sumarizovano v Tabulce 4. V Tabulce 5 je pak uveden piehled tékavych latek

detekovanych metodou GC-MS v hiebi¢kovych extraktech pti jednotlivych extrakcich.
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Cislo
latky
8
40
44
50
51
54
56
58
64
66
67
73
77
79
80
81

tr
[min]

5,51
9,89
10,13
10,62
10,71
10,83
10,91
11,00
11,24
11,39
11,41
11,61
11,96
12,17
12,24
12,29

Tabulka 4. Zastoupeni t€kavych latek detekovanych metodou GC-MS v hiebickovych extraktech.?

DCM
1,3+0,4
0,11 +0,07
0,29 +0,17
0,63 +0,15
320 £70
0,18 0,11
ND
0,49 +0,08
13 +4
ND
28 £5
0,56 +0,08
1,00 +0,12
0,27 +0,16
0,87 +0,08
ND

SDE

Hrebicek znacky Vitana
HX DCM
1,2 +£0,3 0,77 £0,05
0,38 £0,07 0,11 +0,07
0,50 +0,04 0,69 +£0,13
0,20 £0,10 0,25 +0,03
330 +£30 330 +£30
0,41 +£0,08 0,05 +0,05
ND ND
0,61 £0,04 0,30 +0,03
15,4 +0,5 6,9 +0,3
1,0 £0,4 ND
19 +6 30 £3
0,50 +0,06 0,33 +0,08
0,73 +0,19 0,61 £0,08
0,18 +£0,12 0,32 +0,04
0,6 £0,3 1,08 £0,20
0,10 +£0,07 ND

SD

HX
0,79 +0,06
0,18 0,07
0,52 +0,10

0,4 £0,3
400 £18
0,26 +0,07
0,2 £0,3
0,44 £0,05
11,6 1,1
ND
3743
0,44 +0,07
0,99 +0,07
0,32 +0,19
1,19 £0,07
ND

Hrebicek znacky Koreni od Antonina

DCM
1,88 +0,12
ND
0,3+0,2
ND
2454 £1,5
ND
3,0+0,7
0,3 0,2
13,5 42,0
0,9 +0.5
22 +3
0.4+03
0,90 £0,12
ND
ND
ND

SDE

HX
1,11 £0,16
0,19 +0,06
0,71 +0,12

ND

270 £20
ND
2,3 +0,9
0,37 +0,06
14,1 £0,6
ND
29 £5
0,48 +0,08
0,90 +0,04
0,15 0,10
0,11 0,07
0,12 +0,08

DCM
1,86 0,10
ND
ND
ND
222 +4
ND
2,8 £0,5
ND
7,9 £0,4
ND
26,3 £0,5
ND
0,72 £0,06
ND
ND
ND

“ vysledek z minimaln€ dvou nezavislych extrakci dané matrice a minimalné ¢tyt GC-MS analyz; ND — sloucenina nebyla detekovana

SD

HX
0,77 +£0,04
ND
0,59 +£0,04
ND
258 £17
ND
0,63 +0,19
0,22 +0,05
6,4 £0.4
ND
3343
0,33 +0,05
0,69 +0,05
0,37 +£0,03
0,28 +£0,04
0,31 +0,03
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Tabulka 5. Pritomnost t¢kavych latek detekovanych metodou GC-MS v hiebickovych extraktech v jednotlivych extrakcich.

5 Hrebicek znacky Vitana Hrebicek znacky Koreni od Antonina

Cislo trR SDE SD SDE SD

latky [min] DCM HX DCM HX DCM HX DCM HX

1 2 1 2 3 1 2 1 2 1 2 1 2 3 1 2 1 2

8 5,51 + + + + + + + + + + + + + + + + +
40 9,89 + ND + + + ND + + GC2 ND ND + + ND ND ND ND ND
44 10,13 + ND + + + + + + + + ND + + + ND ND + +
50 10,62 + + ND + GCl1 + + GC2 + ND ND ND ND ND ND ND ND ND
51 10,71 + + + + + + + + + + + + + + + + +
54 10,83 + ND + + ND @ GCl1 + + ND ND ND ND ND ND ND ND ND
56 1091 ND ND ND ND ND ND ND @ ND GCl + + + + + + +
58 11,00 + + + + + + + + + ND + + + ND ND + +
64 11,24 + + + + + + + + + + + + + + + + +
66 11,39 ND ND + ND + ND ND ND ND + ND ND ND ND ND ND ND ND
67 11,41 + + + + + + + + + + + + + + + + + +
73 11,61 + + + + + + + + + + ND + + + ND ND + +
77 11,96 + + + + + + + + + + + + + + + + + +
79 12,17 + ND = ND + ND + + ND + ND ND + ND ND ND ND + +
80 12,24 + + ND + + + + + + ND ND + ND ND ND ND + +
81 1229 ND ND ND + ND ND ND ND ND ND ND + ND ND ND @ ND + +

+ —sloucenina byla detekovana; ND — slou¢enina nebyla detekovana; GC1 — slou¢enina byla detekovana jen v prvnim méteni; GC2 — sloucenina byla detekovana
jen ve druhém méteni
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Z Tabulky 4 je patrné, ze ve vSech analyzovanych hiebickovych extraktech bylo detekovano
celkem 16 tékavych latek, pficemz tyto latky jsou ve vySe uvedené tabulce sefazeny
vzestupné dle svych unikatnich retencnich ¢ast. Kazdé z téchto latek bylo zaroven pfifazeno
jeji specifické ¢islo, jez je v souladu s Tabulkou 3 (str. 53—59). Na prvni pohled je ziejmé,
ze nejhojnéji zastoupenou slouceninou byl eugenol (51), jenz byl detekovan ve vSech
extrahovanych vzorcich. Eugenol se fadi do skupiny fenolickych latek, stejné jako chavicol
(44) a isoeugenol (54), které byly v extraktech rovnéz detekovany. Ackoliv v piipadé
isoeugenolu Cinila procentudlni shoda s knihovnou hmotnostnich spekter NIST 02 pouhych
79 %, existuje zde predpoklad, ze by pik s danym reten¢nim ¢asem mohl skute¢né odpovidat
dané sloucenin¢. Dal$i vyznamnou skupinu latek tvofily estery, mezi néz je fazen
acetyleugenol (67), po eugenolu druhd nejhojnéji zastoupena sloucenina. Dal§im
detekovanym esterem pak byl methyl-salicylat (40). Krom¢ vysSe uvedenych latek byly dale
ve vzorcich detekovany latky ze skupiny seskviterpent, a to kopaen (58), a-karyofylen (66)
a 4,11,11-trimethyl-8-methylenbicyklo[7.2.0Jundec-4-en (64), ktery je jednim ze
stereoisomertt  B-karyofylenu. Ve vzorcich byla rovnéz detekovana ptitomnost
karyofylenoxidu (77), 2,3,4-trimethoxyacetofenonu (80) a 2,2-dimethoxybutanu (8),
pricemz posledni zuvedenych sloucenin ptedstavuje latku pochdzejici z pouzitého
rozpoustédla, tedy methanolu. V nékterych chromatogramech byly rovnéz detekovany piky
odpovidajici bifenylu (56). Jelikoz byla tato latka detekovana ve vSech vzorcich hiebicku
znacky Kofeni od Antonina, existoval zde pfedpoklad, Ze by bifenyl mohl byt obsazen
v obalovém materidlu pfislusného vzorku hiebicku. Jelikoz vSak bifenyl nebyl detekovan
v nasledné analyze pomoci HS-GC-MS, jeho piivod ziistava neobjasnén. V extrahovanych
vzorcich byly kromé vySe uvedenych latek detekovany jesté Ctyii slouceniny (50, 73, 79,
81), jejichz strukturu se vSak navrhnout nepodatilo. U latky 73 ¢inila dosaZzena procentudlni
shoda s knihovnou hmotnostnich spekter NIST 02 nejvice 73 %, pficemz se s nejvetsi
pravdépodobnosti mélo jednat o isoleden ¢i D-germacren. Tyto latky by se v hiebickovych
extraktech teoreticky vyskytovat mohly, nebot’ jak isoleden [35] tak D-germacren [60] byly

dle citovanych praci v hiebickovych extraktech identifikovany.
Hiebicek znacky Vitana

V extraktech, jez byly vyizolovany z hiebicku znacky Vitana bylo metodou GC-MS
detekovano vSech 16 sloucenin, o nichz bylo pojednano vyse. Ttinact z téchto slozek pak
bylo detekovano ve vSech extraktech vyizolovanych z této rostlinné matrice, tzn. jak pfi

extrakci pomoci SDE v kombinaci s dichlormethanem ¢i hexanem, tak pfi extrakci pomoci
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SD v kombinaci s dichlormethanem ¢i hexanem. Na tomto misté je v§ak nutné podotknout,
ze ne pii vSech extrakcich provadénych pomoci dané extrakéni metody v kombinaci
s prisluSnym organickym rozpoustédlem byla dana slouCenina detekovéana. Ptikladem mize
byt extrakce pomoci SDE v kombinaci s dichlormethanem, jez byla provedena celkem
dvakrat. V extraktu ziskaném béhem prvni extrakce byl chavicol (44) detekovan, v extraktu
ziskaném b&hem druhé extrakce vSak nikoliv. Z téchto diivodu Ize fici, ze je vysledek zatizen

znacnou experimentalni chybou.

Zbyvajici tfi sloucCeniny byly detekovany pouze ojedinéle. Konkrétné se jednalo o bifenyl
(56), jenz byl detekovan ve vzorku ziskaném pii druhé extrakci pomoci SD v kombinaci
s hexanem, pfiCemz tato sloucenina byla detekovdna pouze pii prvnim méfeni vzorku
pfipraveného pro GC-MS analyzu. Z téchto divodi je vysledek opét zatizen znacnou
experimentalni chybou. Dalsi minoritné se vyskytujici slouc¢eninou byl a-karyofylen (66),
jenz byl detekovan pouze pii dvou extrakcich ze tii provadénych pomoci SDE v kombinaci
s hexanem. Posledni ojedin¢le se vyskytujici slou¢eninou byla neznama latka (81), jez byla
detekovana v extraktu ziskaném pomoci SDE v kombinaci s hexanem. Tato latka vSak byla
detekovana pouze v jedné ze tii takto provadénych extrakci. Stejn€ jako v predeslych

ptipadech je tedy vysledek zatizen zna¢nou experimentalni chybou.

Srovname-li metodu SDE, jez byla provadéna v kombinaci s dichlormethanem spolu
s metodou SD provadénou v témze rozpoustédle, dojdeme k zavéru, Ze pouzitd extrakéni
metoda nemd na mnozstvi detekovanych sloucenin vliv (pfi obou metodach bylo detekovano
shodné mnozstvi slouCenin). Intenzita detekovanych slouCenin se sice nepatrné lisi, ale
rozdily nejsou nijak markantni, takZe neni moZno rozhodnout, ktera z extrakénich metod je
pii pouziti dichlormethanu vyhodnéjsi. Srovname-li pak metodu SDE, jeZ byla provadéna
za pouziti hexanu spolu s metodou SD provadénou v témze rozpoustédle, dojdeme k zavéru,
Ze pouzita extrakéni metoda ma na mnoZstvi detekovanych sloucenin pouze zanedbatelny
vliv. V extraktu ziskaném pomoci SDE bylo detekovano 15 sloucenin, v extraktu ziskaném
pomoci SD pak bylo detekovano celkové 14 sloucenin, kdy tfinact z nich bylo shodnych.
V extraktu ziskaném pomoci SDE byl navic detekovan a-karyofylen (66) a sloucenina (81),
jejiz strukturu jsme nedokazali identifikovat. V extraktu ziskaném pomoci SD pak byl
pfitomen navic bifenyl (56), ktery lze oznacit za latku kontaminujici. Porovname-li
zastoupeni detekovanych sloucenin, je patrné, ze mnozstvi dvou nejvyznamnéjsich slozek,

kterymi jsou eugenol (51) a acetyleugenol (67), je vyssi v pfipad¢ sloucCenin, jez byly
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detekovany v extraktech ziskanych pomoci SD. Intenzita ostatnich slozek se vSak rizni,

a tak neni mozné zcela jasné fici, kterd z extrak¢nich metod je pii pouziti hexanu lepsi.

Pokud jde o volbu rozpoustédla, byly sice pii analyze extrakti, jez byly extrahovany pomoci
SDE v kombinaci s hexanem detekovany navic dvé slouceniny (66 a 81), jez v extraktech
extrahovanych pomoci dichlormethanu detekovany nebyly, jejich intenzita vSak nebyla nijak
vysoka a vysledek byl v obou piipadech rovnéz zatizen znacnou experimentalni chybou.
Prvni z téchto sloucenin byl a-karyofylen (66), ktery se v hiebickovych extraktech bézné
vyskytuje [7], strukturu druhé slouceniny se bohuzel urcit nepodatilo. Srovname-li mezi
sebou intenzitu ostatnich sloucenin, jez se podafilo detekovat a identifikovat (44, 51, 54, 58,
64, 66, 67, 77, 80), mizeme si povSimnout nepatrné vys$i intenzity vétSiny z téchto
sloucenin v extraktu ziskaném pomoci hexanu. S pfihlédnutim k vySe uvedenym
skutecnostem bychom tedy mohli fici, Ze je hexan pro SDE vhodnégj$im rozpoustédlem, ale
jelikoz rozdily v intenzitach nebyly nijak markantni a intenzita detekovaného a-karyofylenu
(66) byla nizka, a navic zatizena zna¢nou experimentalni chybou, nemiizeme zcela jasné fici,

které z pouzitych rozpoustédel bylo pro extrakci pomoci SDE vhodné;si.

V ptipadé€ extrakce pomoci SD v kombinaci s dichlormethanem bylo detekovano o jednu
slouceninu vice nez u téze extrakéni metody pii pouziti hexanu. Touto slouc¢eninou byl vSak
bifenyl (56), jehoz ptivod zlistava neobjasnén. Nepochybné se vSak jedna se o latku, jez se
v dané matrici pfirozen¢ nevyskytuje. Pfihlédneme-li k intenzité€ jednotlivych detekovanych
sloucenin, jevi se pro metodu SD jako lepsi rozpoustédlo hexan, nebot’ intenzita vétSiny
detekovanych sloucenin je vyssi nez u slouc¢enin detekovanych v extraktu ziskaném pomoci

dichlormethanu.
Hi‘ebi¢ek znacky Koreni od Antonina

V extraktech, jez byly vyizolovany z hiebi¢ku znacky Kofeni od Antonina, bylo metodou
GC-MS detekovano celkem 14 sloucenin, coz je o 2 slouceniny ménég, neZz tomu bylo
u hiebicku znacky Vitana. Konkrétné se jednalo o slouc¢eninu 50, jejiz struktura nebyla
identifikovana a isoeugenol (54). Ob¢ tyto slouCeniny byly pfitom detekovany ve vSech
olejich extrahovanych z hiebi¢ku znacky Vitana. Z téchto 14 sloucenin jich pouze 6 bylo
pfitomno v kazdém extraktu vyizolovaném z této hiebickové matrice. Konkrétné se jednalo
o slouceniny 8, 51, 56, 64, 67 a 77. Zbyvajicich 8 sloucenin pak bylo detekovano jen pfi
pouziti urcit¢ extrakéni metody v kombinaci sur€itym rozpouStédlem. Stejné jako
v predeslych ptipadech pak mnohdy dané slou¢enina nebyla pfitomna ve vSech extrakcich

provedenych za pouziti urcité extrakéni metody v kombinaci s ur€itym rozpoustédlem.
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Ptikladem mohou byt naptiklad slouceniny 79, 80 a 81, jez byly detekovany v extraktu
ziskaném pii prvni extrakci pomoci SDE v kombinaci s hexanem. V extraktech ziskanych

pii dalSich dvou takto provedenych extrakcich vSak jiz tyto slouceniny detekovany nebyly.

Pii pouziti SDE v kombinaci s dichlormethanem bylo v ziskaném extraktu detekovano
celkem 10 sloucenin, pfi pouziti SD v kombinaci s dichlormethanem pak pouze 6 sloucenin,
pticemz téchto 6 sloucenin bylo pro obé metody spole¢nych. Extrakt ziskany pomoci SDE
obsahoval tedy o 4 slouceniny vice, konkrétné se jednalo o chavicol (44), kopaen (58), a-
karyofylen (66) a slouceninu 73, jez nebyla identifikovana. VSechny tyto slozky se bézné
v hiebickovém esencialni oleji vyskytuji, a prestoze jejich intenzita nebyla vysoka
a vysledek byl zatizen znacnou experimentalni chybou, mizeme fici, Ze metoda SDE
v kombinaci s dichlormethanem je pro extrakci vhodngj$i nez metoda SD pii pouziti
stejného rozpoustédla. Pti pouziti SDE v kombinaci s hexanem a SD v kombinaci s hexanem
byly v ziskanych extraktech detekovany shodné slouceniny. Mezi intenzitou téchto
sloucenin sice existovaly urcité rozdily, ale tyto nebyly natolik markantni, abychom mohli
s jistotou fici, ktera zextrakénich metod je pii pouziti hexanu vhodnéjsi. Piiklad
chromatogramu ziskaného GC-MS analyzou esencialniho oleje z této hiebickové matrice

extrahovaného pomoci SD v kombinaci s hexanem je uveden na Obrazku 14.

51

Obrazek 14. Chromatogram ziskany GC-MS analyzou esencialniho oleje z hiebicku

znacky Kofeni od Antonina extrahovaného pomoci SD v kombinaci s hexanem.

Pokud jde o volbu rozpoustédla, byly pii analyze extraktl, jez byly extrahovany pomoci

SDE v kombinaci s hexanem detekovany navic 4 slouceniny, konkrétné methyl-salicylat



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 69

(40), 2,3,4-trimethoxyacetofenon (80) a slouceniny 79 a 81, jejichz strukturu se nepodatilo
identifikovat. Pfihlédneme-li pak k intenzit¢ sloucenin detekovanych v extraktech ziskanych
pomoci SDE v kombinaci s hexanem, mizeme fici, Ze pro extrakci pomoci SDE je hexan
vhodnéjSim rozpoustédlem nez dichlormethan. Pfi pouziti metody SD je pak situace
obdobnd — v extraktech ziskanych za pouziti hexanu bylo detekovano vétsi mnozstvi
sloucenin nez v ptipad¢ extraktt ziskanych za pouziti dichlormethanu. Mizeme tedy fici, Ze

hexan je vhodnym rozpoustédlem i pro extrakci pomoci SD.

5.2.4 Analyza skofFicovych extrakti

Vyextrahované skoticové oleje byly podrobeny GC-MS analyze podle stejné metodiky jako
tomu bylo v pfipadé oleju hiebickovych. Kazda skoficovd matrice byla pomoci dané
extrak¢éni metody extrahovana dvakrat, pricemz kazda extrakce byla provedena pomoci dvou
ruznych rozpoustédel. V nekterych ptipadech pak byla extrakce provedena trikrat, a to
konkrétné pii extrakci skofice znacky Vitana pomoci SDE v kombinaci s hexanem (do
vystupu byly zahrnuty vysledky pouze ze dvou extrakci), dale pak pomoci SD v kombinaci
s dichlormethanem (do vystupu byly zahrnuty vysledky vSech tii extrakci) a rovnéZ pomoci
SD v kombinaci s hexanem (do vystupu byly zahrnuty vysledky pouze ze dvou extrakci).
Pti extrakei skotice znacky Kofeni od Antonina pak byla tteti extrakce provedena v ptipadé
extrakce pomoci SDE v kombinaci s dichlormethanem (do vystupu byly zahrnuty vysledky
pouze ze dvou extrakci) a pomoci SD v kombinaci s dichlormethanem (do vystupu byly
zahrnuty vysledky pouze ze dvou extrakci). Ve vSech ziskanych chromatogramech kazdého
z analyzovanych extraktli esencidlnich oleji byla provedena kvantifikace jednotlivych
tékavych latek vztazenim plochy jejich piku k ploSe piku vnitiniho standardu. S pomoci
knihovny hmotnostnich spekter NIST 02 pak byla navrzena struktura jednotlivych t€kavych
latek. Zastoupeni jednotlivych t€kavych latek ve vybranych vzorcich skoficovych extrakti
ziskané ze Ctyf nebo Sesti méfeni je pfehledné sumarizovano v Tabulce 6. V Tabulce 7 je
pak uveden piehled tékavych latek detekovanych metodou GC-MS ve skoficovych

extraktech pfi jednotlivych extrakcich.
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Cislo
latky

8
16
17
19
28
32
35
36
37
39
41
42
43
46
47
49
50
51
53
57
58
60
62
64
65

tr
[min]

5,51
8,15
8,29
8,52
8,91
9,29
9,63
9,72
9,80
9,84
9,90
9,98
10,03
10,17
10,25
10,43
10,62
10,71
10,82
10,92
11,00
11,09
11,14
11,24
11,35

Tabulka 6. Zastoupeni t€kavych latek detekovanych metodou GC-MS ve skoficovych extraktech.”

DCM
1,79 0,09
0,68 0,05
0,41 +0,04
0,52 £0,04
4,73 0,12
0,26 £0,15
0,96 0,05

ND
1,44 0,10
1,45 0,10
2.11 £0,04
2.25£0,12

ND

ND

307 +7

1,56 +0,11
ND
0,9 £0,3
ND
2.1 40,4
0,82 £0,06
7.5 +0.4
0,79 £0,15
0,65 £0,06
ND

Skorice zna¢ky Vitana

HX
1,64 £0,08
0,55 0,08
0,46 £0,11
0,43 £0,10
2,34 £0,50

1,3+0,5
0,95 +0,16

ND
1,58 £0,08
0,91 £0,09
1,90 £0,12

34403
ND
ND

289 +12

2.21+0,14

ND

1,8 £0,4

ND

2.5+0,6

0,59 +0,07
6,2 0.4

1,08 +0,11

0,63 £0,16
0,9 0,3

DCM
1,91 £0,10
ND
ND
ND
1,6 £0.4
ND
0,81 £0,09
ND
1,04 £0,18
0,80 £0,18
1,7 £0,4
2,64 £0,08
0,19 £0,13
ND
341 +9
1,06 0,20
ND
0.4 £0,3
0,47 £0,17
1,503
0,25 +0,16
50+1,7
4.8+13
ND
ND

HX
1,62 0,11
ND
ND
ND
3,1 40,9
ND
0,4+03
ND
0,58 £0,05
1,131 £0,014
1,50 £0,18
2,302
ND
ND
296 +4
0,72 £0,11
ND
0.8 £0,6
ND
2,0+0.,6
ND
3,540,3
22404
021+0,13
ND

Skorice znac¢ky Koreni od Antonina

DCM
1,51 +0,11
0,74 £0,08
0,49 +0,09
0,59 £0,12

4,4 +£0,6
1,04 +0,18
1,11 +0,08

ND

1,9 £0,3
1,30 +0,13

2,5 40,3
3,78 £0,17

ND
0,56 £0,08
290 +30
2,72 £0,13
ND
2,0 £0,5
ND
3,7+0,5
0,91 +0,14

9,3 +0,6

0,9 £0,6
0,90 +0,09

ND

SDE

HX
1,71 £0,20
ND
ND
ND
1,23 £0,08
ND
0,97 £0,16
ND
1,22 +0,08
0,96 +0,05
1,95 +0,10
10 £3
ND
0,67 +0,14

287 £11
2,25 £0,20
ND
2,19 £0,14
ND
2,95 +0,6
0,57 +0,15
5,67 0,07
0,99 +0,13
0,64 +0,10
ND

DCM
1,6 £0,2
ND
ND
ND
1,49 £0,10
0,30 +0,19
0,4 +£0,3
0,4 +0,3
0,65 £0,10
0,61 £0,06
1,07 £0,11
2,65 +0,13
ND
ND
225 +13
0,87 £0,03
0,5+0,3
0,74 £0,12
ND
2,5+1,3
ND
4,1 £0,6
3,8+1,4
ND
ND

“ vysledek z minimaln€ dvou nezavislych extrakci dané matrice a minimalné ¢tyt GC-MS analyz; ND — sloucenina nebyla detekovana

SD

HX
1,58 £0,08
ND
ND
ND
1,23 £0,20
ND
0,6 +0.4
0,5 +0,3
0,86 £0,07
0,72 £0,06
1,19 £0,08
3,1+0,7
ND
0,32 +0,19
277 £5
0,86 +0,05
0,4 +£0,3
0,52 £0,04
ND
10 +5
ND
3,6 0.4
3,0 +£0,6
ND
ND
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Cislo
latky

8
16
17
19
28
32
35
36
37
39
41
42
43
46
47
49
50
51
53
57
58
60
62
64
65

+ — sloucenina byla detekovana; ND — sloucenina nebyla detekovana

Tabulka 7. Pfitomnost té¢kavych latek detekovanych metodou GC-MS ve skoticovych extraktech v jednotlivych extrakcich.

tr
[min]

5,51
8,15
8,29
8,52
8,91
9,29
9,63
9,72
9,80
9,84
9,90
9,98
10,03
10,17
10,25
10,43
10,62
10,71
10,82
10,92
11,00
11,09
11,14
11,24
11,35

DCM
1 2
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
ND +
+ +
ND ND
+ +
+ +
+ +
+ +
ND ND
ND ND
+ +
+ +
ND ND
+ +
ND ND
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
ND ND

SDE

Attt =

Z,
++ &

ND
ND

ND

ND

+ o+ o+ o+

+

Skorice zna¢ky Vitana

HX

4+ + e

Z,
++ 5

+ 4+ + 4+ +

J’_

ND

ND

SD

+ 4+ + 4+ +

ND
ND

Skorice znac¢ky Koreni od Antonina

DCM
1 2
+ +
- -
- -
+ +
+ +
- -
- -
ND ND
+ +
+ +
- -
- -
ND ND
+ +
+ +
- -
ND ND
+ +
ND ND
+ +
- -
- -
ND  +
+ +
ND ND

SDE

+ + + + +

ND

HX

2
+
ND
ND
ND
+
ND
J’_

+ 4+ + + +

ND

DCM
1 2
_|._
ND ND
ND ND
ND ND
+ +
- -
- -
- -
+ +
+ +
- -
- -
ND ND
ND ND
+ +
- -
- -
+ +
ND ND
+ +
ND ND
- -
+ +
ND ND
ND ND

SD

+EE 8+ -

Z Z
+H G+ G

Z Z Z .z
og T tTgO TGS

HX
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Z Tabulky 6 je patrné, ze ve vSech analyzovanych skoficovych extraktech bylo detekovano
celkem 25 tekavych latek, pfi¢emz tyto jsou ve vyse uvedené tabulce sefazeny vzestupné dle
svych unikatnich reten¢nich Casti. Kazdé z téchto latek bylo zaroven piifazeno jeji specifické
¢islo, jez je v souladu s Tabulkou 3 (str. 53—59). Na prvni pohled je zfejmé, Ze nejhojnéji
zastoupenou slouceninou byl cinnamaldehyd (47), ktery byl detekovan ve vSech
extrahovanych vzorcich. Cinnamaldehyd se fadi do skupiny karbonylovych sloucenin, stejné
jako benzylidenmalonaldehyd (42) a hydrocinnamaldehyd (35), které byly v extraktech
rovnéz detekovany. Dal$i vyznamnou skupinu latek pak tvofily estery, mezi néz je fazen
cinnamyl-acetat (60), po cinnamaldehydu druhé nejhojnéji zastoupena sloucenina. DalSim
detekovanym esterem pak byl bornyl-acetat (49). Kromé vyse uvedenych latek byly dale ve
vzorcich detekovany monoterpenické alkoholy, konkrétné B-linalool (32), borneol (37), a-
terpinen-4-ol (39) a a-terpineol (41). Z fenolickych latek byl pak v extraktech detekovan
eugenol (51), pfi¢emz jeho intenzita byla v ziskanych skoficovych extraktech vyrazné nizsi
nez v extraktech hiebickovych. Dalsi skupinou latek, jez byly ve skoficovych extraktech
detekovany byly monoterpenické uhlovodiky, mezi néz je fazen a-pinen (16), kamfen (17)
a PB-pinen (19). Ze seskviterpenii byly ve vzorcich detekovany kopaen (58), 4,11,11-
trimethyl-8-methylenbicyklo[7.2.0Jundec-4-en (64), jenz je jednim ze stercoisomerti -
karyofylenu a dale pak také B-cis-farnesen (65). Vyznamnou latkou ze skupiny oxidl pak
byl kumarin (62), jehoz pfitomnost byla detekovana ve vSech ziskanych extraktech a jehoZz
pfitomnost je pro skofici cassia charakteristickd. V extraktech byla dale detekovana
ptitomnost eukalyptolu (28), jenZ je fazen do skupiny etherti. V neposledni fad¢ pak byla ve
skoficovych extraktech, stejné jako v extraktech hiebickovych, detekovana ptitomnost 2,2-
dimethoxybutanu (8) pochazejiciho z methanolu. Zbyvajici slouceniny, jez byly
v extraktech detekovany, bohuzel nebyly identifikovany. Konkrétné se jednalo o latky
s kddovym oznacenim 36, 43, 46, 50, 53 a 57.

Skorice zna¢ky Vitana

V extraktech, jez byly vyizolovany ze skofice znacky Vitana bylo metodou GC-MS
detekovano celkem 22 sloucenin. Tfinact z téchto latek pak bylo detekovano ve vSech
extraktech vyizolovanych ztéto rostlinné matrice, tzn. jak pfi extrakci pomoci SDE
v kombinaci s dichlormethanem ¢i hexanem, tak pfi extrakci pomoci SD v kombinaci
s dichlormethanem ¢i hexanem. Stejné jako v ptfedeslych ptipadech pak mnohdy dana
sloucenina nebyla ptfitomna ve vSech extrakcich provedenych za pouziti urcité extrakéni

metody v kombinaci s danym typem rozpoustédla. Tato situace nastavala Castéji pfi
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provadéni extrakce pomoci SD, v ptipadé SDE nastala pouze u jednoho vzorku, konkrétné
pfi extrakci pomoci SDE v kombinaci s dichlormethanem. Pii prvni takto provadéné
extrakci nebyl v ziskaném extraktu B-linalool (32) vlibec detekovan, pii druhé extrakei jiz
tato sloucenina byla detekovana. Z téchto davodil je vysledek opét zatizen znacnou
experimentalni chybou. Zbyvajicich 9 sloucenin pak bylo detekovano jen pfi pouziti dané
extrakéni metody v kombinaci s uréitym rozpoustédlem. Konkrétné se jednalo o slouc¢eniny

16,17, 19, 32, 43, 53, 58, 64 a 65.

V extraktech ziskanych pomoci SDE a SD v kombinaci s dichlormethanem bylo detekovano
14 sloucenin, jez se vyskytovaly v obou extraktech. Extrakt ziskany pomoci SDE pak
obsahoval navic jest¢ 5 dalSich slouCenin, které se ve druhém jmenovaném extraktu
nevyskytovaly. Konkrétné se jednalo o a-pinen (16), kamfen (17), B-pinen (19), B-linalool
(32) a 4,11,11-trimethyl-8-methylenbicyklo[7.2.0Jundec-4-en (64). V extraktu ziskaném
pomoci SD v kombinaci s dichlormethanem pak byly detekovany dalsi 2 slouceniny, jez
v extraktu ziskaném pomoci SDE v kombinaci s dichlormethanem detekovany nebyly.
Konkrétné se jednalo o slouceniny 43 a 53, jejichZ strukturu se urcit nepodafilo. Jelikoz
vSech 5 vySe uvedenych sloucenin, jeZ byly detekovany v extraktu ziskaném pomoci SDE
v kombinaci s dichlormethanem, se ndm podatilo identifikovat a mizeme s jistotou fici, ze
se jedna o slouceniny, jez se bézné v extraktech ze skofice cassia vyskytuji [6, 18], mizeme
metodu SDE pii pouziti dichlormethanu povazovat za vhodnéj$i extrakéni metodu nez SD
kombinovanou s tymz rozpoustédlem. Piiklad chromatogramu ziskaného GC-MS analyzou
esencidlniho oleje ztéto skoficové matrice extrahovaného pomoci SDE v kombinaci

s dichlormethanem je uveden na Obrazku 15.
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Obrazek 15. Chromatogram ziskany GC-MS analyzou esencialniho oleje ze skofice znaky Vitana extrahovaného pomoci SDE v kombinaci

s dichlormethanem.
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V extraktu ziskaném pomoci SD v kombinaci s hexanem bylo detekovano celkem 14
sloucenin, pricemz téchto 14 sloucenin bylo rovnéz detekovano i v extraktu ziskaném
pomoci SDE v kombinaci s hexanem. Ve druhém z jmenovanych extrakti pak bylo
detekovano jesté dalSich 6 sloucenin, a to konkrétné a-pinen (16), kamfen (17), B-pinen (19),
B-linalool (32), kopaen (58) a B-cis-farnesen (65). Na zaklad¢ tohoto zjisténi mizeme fici,

ze metoda SDE je vhodnéjsi extrakéni metodou i pfi pouziti hexanu.

Z Tabulky 6 je patrné, Ze pfi pouziti hexanu bylo pfi extrakci pomoci SDE detekovano
o jednu latku vice, nez tomu bylo v ptipad¢ extraktu ziskaného pomoci SDE v kombinaci
s dichlormethanem. Konkrétn¢ se jednalo o B-cis-farnesen (65). Porovname-li pak mezi
sebou zastoupeni jednotlivych detekovanych latek (vztazené vici internimu standardu),
muzeme videt urcité rozdily, ale jelikoz tyto nejsou nijak markantni, nedokdZzeme piesné

tici, které rozpoustédlo je pro extrakci pomoci SDE vhodnéjsi.

V extraktech ziskanych pomoci SD v kombinaci s dichlormethanem a hexanem bylo
detekovano 13 sloucenin, jez se vyskytovaly v obou extraktech. V extraktu ziskaném
pomoci SD v kombinaci s dichlormethanem pak byly navic detekovany 3 slouceniny,
konkrétné latky 43, 53 a 58. Strukturu se podafilo identifikovat jen u jedné z nich, a to u latky
58, kterou je kopaen. V druhém oleji, extrahovaném pomoci SD v kombinaci s hexanem,
pak byla detekovana 1 slouenina, jez se v extraktu ziskaném pomoci SD v kombinaci
s dichlormethanem nevyskytovala. Touto slouc¢eninou byl 4,11,11-trimethyl-8-
methylenbicyklo[7.2.0Jundec-4-en (64), jenZ je stereoisomerem P-karyofylenu. Na zakladé
poctu detekovanych latek tedy nemiizeme fici, které z rozpoustédel je pro extrakci pomoci
SD vhodnéjsi. Ptihlédneme-li vSak k intenzité jednotlivych detekovanych sloucenin,
muzeme si v piipadé extraktu ziskaného za pouziti hexanu povSimnout vyssi intenzity
vétSiny detekovanych slou€enin. Teoreticky tedy mizeme fici, Ze rozpousStédlem, které se

v

pro extrakci pomoci SD jevi jako vhodnégjsi, je dichlormethan.
Skorice znac¢ky Koreni od Antonina

V extraktech, jez byly vyizolovany ze skofice znacky Kofeni od Antonina bylo metodou
GC-MS detekovano celkem 22 sloucenin. Ttinact z téchto sloZzek pak bylo detekovano ve
vSech extraktech vyizolovanych z této rostlinné matrice, tzn. jak pii extrakci pomoci SDE
v kombinaci s dichlormethanem ¢i hexanem, tak pii extrakci pomoci SD v kombinaci
s obéma uvedenymi rozpoustédly. Stejné jako v predesSlych ptipadech pak mnohdy dana
sloucenina nebyla ptfitomna ve vSech extrakcich provedenych za pouziti urcité extrakéni

metody v kombinaci s uritym rozpoustédlem. Stejné jako tomu bylo u skofice znacky
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Vitana, 1 pii extrakci této rostlinné matrice nastavala tato situace Castéji pfi provadéni
extrakce pomoci SD, pfi metodé SDE nastala takova situace jen jednou, opét pfi extrakcei
pomoci SDE v kombinaci s dichlormethanem. Pti prvni takto provadéné extrakci nebyl
v ziskaném extraktu kumarin (62) vibec detekovan, pii druhé pak jiz tato sloucenina
detekovana byla. Z téchto diivodu je vysledek opét zatizen znacnou experimentalni chybou.
Zbyvajicich 9 sloucenin pak bylo detekovano jen pii pouziti dané extrakéni metody
v kombinaci s urcitym rozpoustédlem. Konkrétné se jednalo o slouceniny 16, 17, 19, 32, 36,

46, 50, 58 a 64.

V extraktech ziskanych pomoci SDE a SD v kombinaci s dichlormethanem bylo detekovano
14 sloucenin, jez se vyskytovaly v obou extraktech. Extrakt ziskany pomoci SDE pak
obsahoval navic jeSté¢ 5 dalSich sloucenin, které se ve druhém jmenovaném extraktu
nevyskytovaly. Konkrétné se jednalo o a-pinen (16), kamfen (17), B-pinen (19), slouc¢eninu
46 (strukturu se nepodatilo identifikovat) a 4,11,11-trimethyl-8-
methylenbicyklo[7.2.0Jundec-4-en (64). V extraktu ziskaném pomoci SD v kombinaci
s dichlormethanem pak byly detekovany dalsi 2 slou€eniny, jez v extraktu ziskaném pomoci
SDE v kombinaci s dichlormethanem detekovany nebyly. Konkrétné se jednalo o slouceniny
36 a 50, pticemz ani jednu z té€chto sloucenin se nepodatilo identifikovat. Situace je v tomto
pfipadé obdobna jako u skofice znacky Vitana — vzhledem ke skutecnosti, Ze v extraktu
ziskaném pomoci SDE v kombinaci s dichlormethanem bylo detekovano vice slozek,
pfi¢emZ se ndm vétSinu z téchto sloZzek podafilo identifikovat, miiZzeme metodu SDE pfi
pouziti dichlormethanu opét povazovat za vhodngjs$i extrakéni metodu nez SD

kombinovanou s tymz rozpoustédlem.

V extraktu ziskaném pomoci SDE a SD v kombinaci s hexanem bylo detekovano celkem 16
sloucenin, jez se vyskytovaly v obou extraktech. Extrakt ziskany pomoci SDE pak obsahoval
navic jeSté 2 dalSi slouCeniny, jez se ve druhém jmenovaném extraktu nevyskytovaly.
Konkrétné se jednalo o kopaen (58) a 4,11,11-trimethyl-8-methylenbicyklo[7.2.0Jundec-4-
en (64). V extraktu ziskaném pomoci SD v kombinaci s hexanem pak byly rovnéz
detekovany 2 slouceniny, jez v extraktu ziskaném pomoci SDE v kombinaci s hexanem
detekovany nebyly. Konkrétné€ se jednalo o slouceniny 36 a 50, pficemz ani jednu z téchto
slou€enin se nepodaftilo identifikovat. Pfihlédneme-li pak rovnéz k intenzité detekovanych
slou€enin, mizeme fici, Ze je metoda SDE pfi pouziti hexanu pro extrakci vhodnéjsi nez
metoda SD kombinovand stymz rozpoustédlem. Intenzita sloucenin detekovanych

v extraktu ziskaném pomoci SDE v kombinaci s hexanem byla totiz s vyjimkou dvou
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ptipadd, konkrétn¢ neidentifikované slouceniny (57) a kumarinu (62), vzdy nepatrné vyssi

nez intenzita slozek detekovanych v extraktu ziskaném pomoci SD v kombinaci s hexanem.

Z Tabulky 6 je patrné, Ze pii pouziti dichlormethanu bylo pfi extrakci pomoci SDE
detekovano vice latek nez pii extrakci pomoci SDE v kombinaci s hexanem. Konkrétné se
jednalo o a-pinen (16), kamfen (17), B-pinen (19) a B-linalool (32). Zbylé latky pak byly
shodné detekovany v obou porovnavanych extraktech. Intenzity detekovanych latek jsou si
pak velmi podobné, s vyjimkou benzylidenmalonaldehydu (42). Intenzita této slouceniny je
vyss$i v pripad¢ extraktu ziskaného pomoci SDE v kombinaci s hexanem, vysledek je vSak
zatizen znac¢nou experimentalni chybou, a to i pfesto, Ze byla tato slou¢enina detekovana ve
vSech Ctyfech chromatogramech. Na zéklad¢ téchto zjisténi mizeme konstatovat, ze pro
metodu SDE se jako lepsi rozpoustédlo jevi dichlormethan, a to pfedevsim kvili vétSimu

poctu detekovanych sloucenin.

V extraktech ziskanych pomoci SD v kombinaci s dichlormethanem a hexanem bylo
detekovano 15 sloucenin, jez se vyskytovaly v obou extraktech. V extraktu ziskaném
pomoci SD v kombinaci s dichlormethanem pak byla navic detekovana 1 slou€enina, a to
konkrétn¢ B-linalool (32). Ve druhém oleji, extrahovaném pomoci SD v kombinaci
s hexanem, pak byla detekovéana rovnéz 1 sloucenina, jez se v extraktu ziskaném pomoci SD
v kombinaci s dichlormethanem nevyskytovala. Jednalo se o slouceninu 46, jejiz strukturu
se nepodafilo identifikovat. Na zakladé poctu detekovanych latek tedy nemuizeme
rozhodnout, které z rozpoustédel je pro extrakci pomoci SD vhodnéjsi, pficemz vhodnost
daného rozpoustédla nemiiZze byt posouzena ani na zdklad€ rozdilnosti intenzit jednotlivych
detekovanych sloucenin. Pfiklad chromatogramu ziskaného GC-MS analyzou esencialniho
oleje z této skoticové matrice extrahovaného pomoci SD v kombinaci s dichlormethanem je

uveden na Obrazku 16.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 78

47
(" A
57
39 62
37 60
42
28 \ 41 49
" 32 A " 51
Vi
r T T T T I T T T T T T T T T I T /, T T T T T I T T T T 1 IS
9 10 11
\ J.
— i

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Retencni ¢as [min]

Obrazek 16. Chromatogram ziskany GC-MS analyzou esencialniho oleje ze skofice znacky Koteni od Antonina extrahované¢ho pomoci SD

v kombinaci s dichlormethanem.
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5.3 Analyza tékavych liatek metodou HS-GC-MS

Obsah tekavych latek ve vSech rostlinnych matricich byl studovan metodou GC-MS.
Jednotlivé vzorky byly piipravovany tak, jak bylo popsano v kapitole 4.4.2. Kazdy vzorek,
jenz byl pro HS-GC-MS analyzu pfipraven, byl pro potvrzeni opakovatelnosti metody
prométen duplicitn€. Bylo zjisténo, ze chromatogramy, jez byly pii analyze pftislusné
rostlinné matrice takto ziskdny, jsou shodné. Vyjimkou byly chromatogramy ziskané
analyzou hiebicku znacky Vitana. Dva takto ziskané chromatogramy se liSily pfitomnosti
cinnamaldehydu (47). Pritomnost této slouceniny zlstdvd neobjasnéna, nebot’
cinnamaldehyd se typicky nachazi ve skofici, nikoliv vSak v hiebicku. Teoreticky by se
mohlo jednat o kontaminaci vzorku zptsobenou naptiklad nevhodnou manipulaci se vzorky
rostlinnych matric béhem piipravy vzork pro HS-GC-MS analyzy, jelikoz vSak byla tato
sloucenina detekovéana jen ptfi druhém méfeni ptipraveného vzorku, zlstdva pritomnost

cinnamaldehydu ve vzorku neobjasnéna.

Ziskané vysledky byly nasledn€ vyhodnoceny za pouziti dostupného softwarového vybaveni
(konkrétn¢ programu s ndzvem Postrun Analysis). Diky tomuto programu bylo mozné
provést integraci jednotlivych pikd a navrhnout strukturu jednotlivych detekovanych
slouCenin. T€kavé slouceniny, jeZ byly v rostlinnych matricich detekovany jsou soucasti
Tabulky 3 (str. 53-59). Jednotlivé t€kavé latky jsou sefazeny vzestupné dle jejich unikatnich
retencnich ¢ast (tr). Soucasti tabulky je rovnéz i procentudlni spolehlivost, s jakou byly dané
latky pomoci knihovny hmotnostnich spekter NIST 02 uréeny. Na tomto misté je nutno
podotknout, Ze procentualni shoda s knihovnou hmotnostnich spekter NIST 02 byla v fadé
ptipadl Casto vys8i neZ spolehlivost, jaké bylo dosahovano pfi identifikaci jednotlivych

sloucenin v ziskanych extraktech.

5.3.1 Analyza hi'ebickovych matric

V hiebickovych matricich bylo detekovano celkem 40 sloucenin, jejichZ retencni Cas se
pohyboval v rozmezi 1,30 az 12,66 minut. Z celkového poctu sloucenin pak bylo 22 z nich
ptitomno v obou hiebickovych matricich, konkrétn€ se jednalo o slouc¢eniny 2-7, 10, 11, 13,
26, 27, 29, 34, 40, 51, 58, 64, 6668, 73 a 82. Vétsinu téchto latek 1ze z hlediska jejich
struktury zatfadit do skupiny terpenickych uhlovodikii. Z monoterpenti byly v matricich
zastoupeny D-limonen (27) a cis-B-ocimen (29), ze sekviterpentl pak kopaen (58), 4,11,11-
trimethyl-8-methylenbicyklo[7.2.0Jundec-4-en (64), jenz je stereoisomerem [B-karyofylenu
a dale pak a-karyofylen (66). Dalsi vyznamnou skupinu sloucenin, jez byly v hiebi¢kovych
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matricich detekovany, tvorily estery. Konkrétné se jednalo o methyl-acetat (3), ethyl-acetat
(6), methyl-salicylat (40) a acetyleugenol (67). Z alkohold byl detekovan pouze heptan-2-ol
(13), zastupcem skupiny fenolickych sloucenin pak byl eugenol (51). Z latek tadicich se do
skupiny karbonylovych sloucenin byly v hiebickovych matricich detekovany dvé latky ze
skupiny aldehydu, konkrétné 2-methylpropanal (4) a 3-methylbutanal (7) a jedna latka ze
skupiny ketond, konkrétné heptan-2-on (11). Ze skupiny karboxylovych kyselin pak byla
v hitebickovych matricich detekovéana pouze kyselina octova (5). Krom¢ vyse uvedenych
sloucenin pak byla v obou hiebickovych matricich rovnéz detekovana piitomnost octanu
manganatého (2) a N-butyl-benzensulfonamidu (82), ktery predstavuje necistotu pochazejici
z pristrojového vybaveni. Zbyvajicich pét sloucenin (10, 26, 34, 68 a 73) se bohuzel
identifikovat nepodafilo. U latky 68 cinila dosazena procentudlni shoda s knihovnou
hmotnostnich spekter NIST 02 nejvice 85 %, pficemz se s nejvetsi pravdépodobnosti jednalo
o aromadendren ¢i jeho stereoisomer alloaromadendren. Tyto stereoisomery by se
v hiebi¢kovych matricich teoreticky vyskytovat mohly, nebot pfitomnost alloaromadenrenu
byla v hifebickovém oleji diive potvrzena. [60] Slouc¢eninou 73 by pak teoreticky mohl byt

isoleden ¢i D-germacren (diskutovéano bliZe v kapitole 5.2.3).

Kromé vyse uvedenych sloucenin pak byly v hiebi¢ku znac¢ky Vitana detekovany jesté dalsi
Ctyfi slouceniny, a to ethanol (1), slouCenina 21, jejiz strukturu se nepodafilo identifikovat,
cinnamaldehyd (47), jenz vSak byl detekovan pouze v pfipadé jedné analyzy a konecné pak
a-kubeben (55), ktery nebyl kromé& analyzy HS-GC-MS hiebicku znacky Vitana detekovan

v z4dné nami realizované analyze.

V hiebicku znacky Kofeni od Antonina pak bylo kromé vySe uvedenych 22 slou¢enin
detekovano jesté 14 dalsich latek, jeZ se v hiebickoveé matrici znacky Vitana nevyskytovaly.
Drtivd vétSina ztéchto sloucenin patfila do skupiny monoterpenickych uhlovodiki,
konkrétné se jednalo o a-thujen (15), a-pinen (16), B-pinen (19), B-myrcen (20), 5-3-karen
(23), a-terpinen (24), p-cymen (25), y-terpinen (30) a a-terpinolen (33). Kromé téchto latek
byla dale v hiebickové matrici detekovana piitomnost ethyl-2-methyl-butanoatu (9), ktery
se fadi mezi estery a dale pak nonan-2-onu (31) patiiciho mezi oxoslouceniny (ketony). Pti
HS-GC-MS analyze této matrice byly pak detekovany 3 slouceniny, jejichZ strukturu se
nepodafilo navrhnout, konkrétné¢ se jednalo o slouceniny 22, 45 a 48. Priklad
chromatogramu ziskaného HS-GC-MS analyzou této hiebickové matrice je uveden na

Obrazku 17.
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Obrazek 17. Chromatogram ziskany HS-GC-MS analyzou hiebicku znacky Koteni od Antonina.
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5.3.2 Analyza skoficovych matric

Ve skoficovych matricich bylo detekovano celkem 41 sloucenin, jejichz retencni Cas se
pohyboval v rozmezi 1,41 az 12,66 minut. Z celkového poctu slouc¢enin pak bylo 16 z nich
pritomno v obou skoficovych matricich konkrétné se jednalo o slouceniny 16, 17, 19, 25,
39, 41, 47, 49, 51, 58, 59, 61, 64, 66, 74 a 82. Velka cast téchto latek se tadila do skupiny
terpenickych uhlovodikli. Z monoterpent byly v matricich zastoupeny a-pinen (16), kamfen
(17), B-pinen (19) a p-cymen (25), ze sekviterpenti pak kopaen (58), a-zingiberen (59), a-
bergamoten (61), 4,11,11-trimethyl-8-methylenbicyklo[7.2.0Jundec-4-en (64), jenz je
stereoisomerem [-karyofylenu a a-karyofylen (66). Z monoterpenickych alkoholii byly
v obou skoficovych matricich detekovany a-terpinen-4-ol (39) a o-terpineol (41),
z fenolickych latek byl pak v obou matricich detekovan eugenol (51). Jedinou karbonylovou
slou€eninou, jez byla v matricich detekovana byl cinnamaldehyd (47), jedinym esterem pak
bornyl-acetat (49). Stejné jako tomu bylo pii HS-GC-MS analyze hiebickovych matric,
i v matricich skoficovych byla detekovana ptitomnost N-butyl-benzensulfonamidu (82),
ktery predstavuje latku kontaminujici. Jedinou latkou, kterou se nepodatilo identifikovat

byla sloucenina 74.

Kromé vySe uvedenych sloucenin pak bylo ve skofici znacky Vitana detekovéano jesté
dalSich 12 sloucenin, a to konkrétné slouceniny 12, 15, 18, 20, 24, 28, 30, 33, 38, 55, 60
a 65. Velkou cast téchto latek tvorily monoterpenické uhlovodiky, mezi néz patii a-thujen
(15), sabinen (18), B-myrcen (20), a-terpinen (24), y-terpinen (30) a a-terpinolen (33), ze
seskviterpenti pak byly pfitomny a-kubeben (55) a B-cis-farnesen (65). Déle byla ve skofici
znacky Vitana detekovana piitomnost cinnamyl-acetatu (60), jenZz se fadi mezi estery,
eukalyptolu (28), ktery patii mezi ethery a v neposledni fad¢ rovnéz bicyklicky uhlovodik
bicyklo[4.2.0]okta-1,3,5-trien (12). Posledni z detekovanych sloucenin (38) se nepodafilo
identifikovat. Ptiklad chromatogramu ziskaného HS-GC-MS analyzou této skoficové

matrice je uveden na Obrazku 18.
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Obrazek 18. Chromatogram ziskany HS-GC-MS analyzou skofice znacky Vitana.

Ve skotici znacky Koteni od Antonina bylo kromé vyse uvedenych 16 slouc¢enin detekovano
jesté 12 dalsich sloucenin, jez se ve skoficové matrici znacky Vitana nevyskytovaly. Drtiva
vétSina z téchto sloucenin pattila do skupiny seskviterpenti. Konkrétné se jednalo o d-elemen
(52), a-santalen (63), a-gurjunen (70) a a-amorfen (71). Z monoterpenil pak byly pfitomny
tricyklen (14) a D-limonen (27). Ze skupiny monoterpenickych alkoholti byl pfitomen pouze
borneol (37), ktery byl mimo jiné detekovan také ve skoficovych extraktech obou znacek,
pfi¢emz jeho intenzita byla ve vSech extraktech velmi podobna. Zajimavosti tedy je, Ze a¢
byl borneol detekovéan ve vSech extraktech skofice znacky Vitana, pii HS-GC-MS analyze
této skoficové matrice detekovan nebyl. Posledni slouc¢eninou, jez se pii HS-GC-MS analyze
skofice znacky Kofeni od Antonina podatilo identifikovat, je octan manganaty (2).

Strukturu ostatnich detekovanych slouc¢enin (69, 72, 75 a 76) se bohuzel urcit nepodafilo.
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ZAVER

V ramci predlozené diplomové prace byl uspésné stanoven obsah a zastoupeni volnych
tékavych latek ve vybranych vzorcich hiebicku a skotice dostupnych na ¢eském trhu, a to
jak pfi pouziti, tak za vylouceni extrakce. Pro extrakci pfislusnych rostlinnych matric byly
pouzity dvé extrakéni metody (destilace vodni parou a simultanni destilace-extrakce) a dva
riuzné typy organickych rozpoustédel (dichlormethan a hexan). Vyizolované esencialni oleje

byly poté studovany pomoci metody GC-MS. Ob¢ studované rostlinné matrice byly rovnéz

analyzovany pomoci HS-GC-MS.

V extraktech, jez byly vyizolovany z hiebickovych matric, bylo detekovano celkem 16
t€kavych latek, pfi¢emz v extraktech z hiebicku znacky Vitana byly detekovany vSechny
tyto slouceniny, v extraktech z hiebicku znacky Kofeni od Antonina pak pouze 14 z nich.
Slouceninou, jez byla ve vSech extraktech zastoupena nejhojné;ji, byl eugenol (51), nasledné
pak acetyleugenol (67) a 4,11,11-trimethyl-8-methylenbicyklo[7.2.0]Jundec-4-en (64), ktery
je jednim ze stereoisomerd B-karyofylenu. Nepodafilo se sice s urcitosti prokéazat, ktera
z extrak¢nich metod byla pro izolaci hiebickovych silic vhodné&jsi, nicméné na zaklade
vyssiho poctu detekovanych sloucenin a/nebo jejich rozdilného zastoupeni Ize konstatovat,
ze pro izolaci hiebickovych silic byl vhodnéjSim z pouzitych extrakcnich rozpoustédel

hexan.

V extraktech izolovanych ze skoficovych matric bylo detekovéano celkem 25 tékavych latek,
pricemz pocet sloucenin detekovany v extraktech ze skofice znacky Vitana a ze skofice
znaCky Kofeni od Antonina byl shodny (22 sloucenin). Slou€eninou, jejiz mnoZstvi
dominovalo ve vSech ziskanych extraktech, byl cinamaldehyd (47). Druhou nejhojnéji
zastoupenou slouceninu pak ptredstavoval cinnamyl-acetat (60). Ve vSech extraktech byla
rovnéz detekovana piitomnost kumarinu (62), jehoz ptitomnost je pro skofici cassia typicka.
Na zdklad¢ vysSiho poctu detekovanych sloucenin se podatfilo prokdzat, Zze simultanni
destilace-extrakce byla pro izolaci skoficovych silic vhodnéjsi extrakéni metodou nez
destilace vodni parou, a to bez ohledu na typ pouZitého rozpoustédla. Na zaklade€ rozdilného
zastoupeni detekovanych sloucenin pak mizeme konstatovat, Ze pro izolaci skotficovych
silic pomoci destilace vodni parou byl dichlormethan vhodnéjSim extrakénim rozpoustédlem

nez hexan.

Rozdil v kvalitativnim zastoupeni jednotlivych té€kavych latek v danych rostlinnych

matricich se jasn¢ prokazal pti analyze studovanych vzorkl koteni metodou HS-GC-MS.
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Z vysledkii ziskanych analyzou htebickovych matric je patrné, ze pocet sloucenin
detekovanych v hiebi¢ku znacky Koteni od Antonina byl vyssi (o 10 sloucenin) nez tomu
bylo v ptipad¢ hiebicku znacky Vitana. Na zaklad¢ tohoto zjiSténi tedy mizeme konstatovat,
ze hiebicek znacky Koteni od Antonina je kvalitnéjsi matrici nez hiebicek znacky Vitana.
Pti analyze vzorkt skofice pak byl u obou znacéek koteni detekovan shodny pocet sloucenin
(celkem 28 tekavych sloucenin), pti¢emz pouze 16 z nich bylo detekovano v obou znackéach
skofice soucasné. V piipadé skotfice tedy muzeme konstatovat, ze se nepodafilo s urcitosti
prokazat, ktera ze znacek koteni je kvalitné;si.

Srovname-li pak vysledky analyz HS-GC-MS s GC-MS analyzami, kterym byly podrobeny
kvalitativni analyzy velmi uspokojivé vysledky, a to jak do poctu detekovanych, tak do poctu
identifikovanych tékavych sloucenin. Procentuélni shoda s knihovnou hmotnostnich spekter
NIST 02 byla v fad¢ ptipadi ¢asto vyssi nez shoda, jaké bylo dosahovano pfti identifikaci
jednotlivych sloucenin ve vyizolovanych extraktech. Pfihlédneme-li pak rovnéz k ¢asové
nenarocnosti a vyrazné mensi pracnosti této metody, miizeme konstatovat, Ze HS-GC-MS
byla pro analyzu té€kavych latek ptitomnych v hiebicku a skofici vhodné&jsi analytickou

metodou.
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DCM

GC

GC-FID

GC-MC

HD

HS-GC-MS

HX

IS

LC-MS

MAE

MAHD

MS

m/z

OAHD

SD

SDE

SFE

SFME

UAE

dichlormethan
plynova chromatografie
plynova chromatografie s plamenove¢ ioniza¢ni detekci

plynové chromatografie s hmotnostné-spektrometrickou

detekci

hydrodestilace

plynové chromatografie s hmotnostné-spektrometrickou

detekci vyuzivajici ddvkovani vzorku pomoci headspace

hexan
interni standard

kapalinova chromatografie s hmotnostné-spektrometrickou

detekci

mikrovlnami asistovana extrakce

mikrovlnami asistovana hydrodestilace

hmotnostni spektrometrie

hmotnost iontu ku velikosti naboje

ohmické hydrodestilace

destilace vodni parou

simultanni destilace-extrakce

superkriticka fluidni extrakce

mikrovlnami asistovana extrakce za vylouceni rozpoustédla

ultrazvukem asistovana extrakce
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