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ANOTACE

Néplni diplomové prace je analyza silic kofene chrpovniku lopuchového. Teoretickd cast je
zameétena na chrpovnik lopuchovy, zejména na jeho vyskyt, vlastnosti, vyuziti a chemické
slozeni. Dal§i Cast prace je vénovana kapitolam o esenciadlnich olejich a metodéach izolace

a analyzy tekavych slozek.

V experimentalni €asti diplomové prace byla provedena izolace t€kavych latek z kofene
chrpovniku lopuchového pomoci vybranych metod, konkrétn€ se jednalo o hydrodestilaci
a mikroextrakci tuhou fazi. Vzorky byly analyzovany pomoci plynové chromatografie
s hmotnostni detekci (GC/MS) a plynové chromatografie s plamenovym ioniza¢nim
detektorem (GC/FID). Na zakladé vysledki méfeni analyz byla provedena identifikace

a stanoveni relativniho zastoupeni jednotlivych slozek.

KLICOVA SLOVA

Chrpovnik lopuchovy, hydrodestilace, mikroextrakce tuhou fazi, esencialni olej, plynova

chromatografie.



TITLE

Analysis of volatile compounds of Saussurea costus

ANNOTATION

The content of the thesis is the analysis of volatile compounds of Saussurea costus. The
theoretical part is focused on Saussurea costus, especially on its occurrence, properties, use,
and chemical composition. The next section of the theoretical part is devoted to chapters not
only about essential oils but also about the methods of isolation and the analysis of volatile

compounds.

In the experimental part of the thesis, the isolation of volatile compounds from the root
of Saussurea costus was conducted. The volatile compounds were isolated by selected methods,
specifically by hydrodistillation and solid-phase microextraction. The samples were analysed
by gas chromatography with mass spectrometry detection (GC/MS), and by gas
chromatography with flame ionization detector (GC/FID). Based on the results of measurement,
the identification was accomplished and the relative amounts of the individual components

were determined.

KEYWORDS

Saussurea costus, hydrodistillation, solid-phase microextraction, essential oil, gas

chromatography.
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UvVOD

Chrpovnik lopuchovy je 1éCiva rostlina pivodem z vysokohorskych oblasti Indie a Pakistanu,
ktera se jiz od pradavna pouziva v tradi¢nich systémech 1éCitelstvi v riznych zemich Asie,
zejména v Indii a Cin&. Nachazi zde uplatnéni diky svym antibakterialnim a protizan&tlivym
uCinklim, a to napf. pfi kasli, astmatu a jinych plicnich obtizich, potizich s travenim
a nechutenstvim. Nejdualezit€jsi Casti této rostliny je kofen hnédé barvy s typickou silnou
aromatickou vuni. Kofen chrpovniku lopuchového se velmi Casto zpracovava za vzniku
esencialni oleje. Esencialni oleje jsou tékavé aromatické slozky piirozené produkované témét
vSemi Castmi rostlinného materialu, jako jsou kvéty, plody, listy, kofeny, kira atd. Byvaji
vyuzivany v mnoha odvétvich, napt. pti 1éCebnych ucelech, aromaterapii, aromatizaci potravin
a napoju nebo v kosmetice jako piisada do parfémut, mydel apod. Z rostlinného materialu jsou
esencialni oleje nejCastéji ziskavany pomoci destilatnich metod, pfipadné lisovanim
u citrusovych plodii. Vznika tak velmi koncentrovany, vétsinou maly objem esencialniho oleje.

Pti vyrobé esencialnich oleju je kladen diraz zejména na jejich kvalitu a vynosnost.

Téekave slouceniny jsou z rostlinného materialu izolovany obvykle pomoci destilatnich
nebo extrakCnich technik. Nejvice vyuzivané metody izolace jsou hydrodestilace a destilace
vodni parou, a to jak v laboratornich podminkach, tak v pramyslu. Jedna se o levné, ale Casove
naro¢né metody izolace, pii kterych vznika esencialni olej. Vyuziva se pii nich vrouci voda
nebo vodni para, a maze tedy dochazet k hydrolyze a dal§im nezadoucim reakcim. Dal§imi
moznostmi extrakce tékavych sloucenin z rostlinného materialu jsou napt. mikroextrakce tuhou
tazi a extrakce nadkritickou tekutinou. Mikroextrakce tuhou fézi je jednoduchd metoda, pfi

které se pouziva pouze malé¢ mnozstvi vzorku a minimalni nebo zadné mnozstvi rozpoustédel.

Cilem diplomové prace byla identifikace co nejvétsiho poctu tekavych slozek z kotene
chrpovniku lopuchového a stanoveni jejich relativniho zastoupeni. Izolace byla provedena
s pouzitim vhodnych metod, konkrétn€ pomoci hydrodestilace, pti které vznikal esencialni ole;j,
a mikroextrakce tuhou fazi zparniho prostoru. K analyze vzorku kofene chrpovniku
lopuchového byla pouzita plynova chromatografie shmotnostni detekci a plynova

chromatografie s plamenové ionizaéni detekci.
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1 TEORETICKA CAST
1.1 CHRPOVNIK LOPUCHOVY
1.1.1 Vyskyt

Chrpovnik lopuchovy (Saussurea costus) je rostlina z ¢eledi hvézdnicovitych (Asteraceae).
Bézné se lze setkat sjeho oznaCenim jako Saussurea lappa, v Indii byva také znamy pod
rGznymi lidovymi nazvy, nejcastéji jako Kuth, Kustha, Kot ¢i Kostum. Mezi zastupce této
Celedi se Fadi pfiblizné 1 000 rodl a pfes 30 000 druh(, které jsou rozsifené témér po celém
svété. Do rodu Saussurea nalezi asi 300 druhd, z nichZ zna¢néa €ast se vyskytuje v Indii. Uvadi
se, ze chrpovnik lopuchovy se vyskytuje pouze v urcitych oblastech Indie, ato ve vysokohorsky
poloZenych statech DZammu a KaSmir, Himécalpradés$ a Uttardkhand (Obréazek 1). Na téchto
Uzemich se nadmofska vysSka pohybuje v rozmezi 3 200-3 800 m n. m. (leZi v oblasti pohofi

Himalaje) a chrpovnik zde roste na vihkych svazich vysokohorskych lest a pastvin [1].

Kromé svého pfirozeného vyskytu v severozapadni Indii a severovychodnim Péakistanu
je chrpovnik lopuchovy hojné péstovan také v Ciné a Nepélu. JelikoZ se z ngj vyuZivaji zejména
koreny, je béhem shéru celd rostlina vykofenéna. Vzhledem k vysoké poptavce pro rdzné
komercni i 1é€ivé Ucely a neSetrné sklizni nedochazi k jeho pFirozené regeneraci a velmi rychle
klesd vyskyt v jeho pfirozeném prostfedi [2]. Dle Mezindrodniho svazu ochrany pfirody,
(IUCN, z angl. International Union for Conservation of Nature) [3]je od roku 2014 chrpovnik

lopuchovy zafazen mezi kriticky ohroZené druhy.

Obrazek 1: Mapa Indie s nejhojnéjsim vyskytem chrpovmku lopuchového: 1 DZammu a KaSmir,
2. Himéacalpradeés, 3. Uttarakhand [1]
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1.1.2 Vlastnosti
Chrpovnik lopuchovy (Obrazek 2) je vytrvald, robustni bylina s pevnou a vzpfimenou lodyhou
dorlstajici se vysky 1-2 m. Listy jsou lalo¢naté, pomérné tenké, nepravidelného tvaru, na
vrcholu $picaté. Spodni listy maji vétsi velikost, ktera se smérem vzhlru zmensuje. Na konci
lodyhy vyrstaji bud samostatné nebo ¢asto v uskupenich po 2-5 kulovité kvéty. Jejich primér

je zhruba 2,5-4 cm a maji modrofialovou, tmavé fialovou nebo aZ témér Cernou barvu [1], [4].

Obrazek 2: Chrpovnik lopuchovy [3]

Z hlediska vyuziti je nejdllezitéjsi Casti rostliny jeji kofen, ktery je zndzornény na
Obréazku 3. Kofen se mlize dorlstat délky az 40 cm, primérné je dlouhy 8-12 cm, jeho $itkaje
zhruba 1-3 cm. Je pomérné tvrdy, mé Sedou, nahnédlou nebo aZ tmavé hnédou barvu. Jeho

charakteristickym znakem je specifické silné aroma [4], [5].

Obrazek 3: Kofen chrpovniku lopuchového [6]
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Koten chrpovniku lopuchového je vyuzivan k ziskavéani esencidlniho oleje, ktery ma
stejné jako kofen velmi vyraznou, specifickou vuni. Tento olej ma obvykle svétle ¢i syt€ Zlutou,
nékdy az nahnédlou barvu a je vyuzivan napf. k pfipravé vlasovych oleja nebo jako pifisada pfi

vyrobe kvalitnich parfému [7].

1.1.3 Tradicni vyuziti
Chrpovnik lopuchovy je 1éCiva rostlina, kterd tradicn€ nachézi své vyuziti zejména
v domorodych Ié¢itelstvich v Indii, Cing&, Tibetu a Koreji [1]. V t&chto tradi¢nich systémech

jsou jeho u€inky znamy a vyuzivany jiz asi 2 500 let [8].

V systémech indické mediciny (tzv. Ajurvéda, Siddha a Unani) se vyuZivaji jeho
koteny, a to bud’ samostatn€ nebo v kombinaci s jinymi 1é¢ivy. Pouziti zde nachdzi hlavné jako
1€k proti kieCim u astmatu a kasle, dale také pii 1é¢bé€ cholery, revmatismu a chronickych
koznich onemocnéni [9]. Kromé¢ jiz vySe zmin€ného se uvadi tradi¢ni vyuziti v Indii jako

afrodiziakum, antiseptikum, stimula¢ni diuretikum a pfidavek do parféma [10].

Tradi¢ni ¢inska medicina (TCM) 1éebna metoda, ktera se vyvijela po tisice let a vyuziva
se pfi ni ruznych metod k feSeni zdravotnich komplikaci. Mezi tyto metody se fadi napf.
akupunktura, cviCeni tai chi nebo praveé jiz zminéné vyuzivani riznych bylinnych produkta
[11]. Chrpovnik lopuchovy je obsazen v mnoha piipravcich TCM. M4 v nich své vyuZiti napi.
pfi plicnich obtizich, nepravidelné menstruaci, potizich s polykanim a pfi pocitu plnosti bficha

[10].

1.1.4 Chemické slozeni
V kotenu chrpovniku lopuchového se vyskytuje celd fada tekavych slou€enin, mnohé z nich
jsou vyznamné pro své biologicky aktivni uCinky. Z velké Casti byva stanoveni téchto latek
provadeéno po upravé vzorku na esencidlni olej. Je také mozné analyzovat napt. hexanovy

extrakt nebo pfimo Cerstvy kotfen bez predchozi upravy [4].

V nésledujicim textu jsou shrnuty informace z nékolika publikaci zabyvajicich se
analyzou chemického slozeni EO z chrpovniku, ze kterych je patrné, ze pfevazna ¢ast slozeni

je tvorena latkami ze skupin alkohold, uhlovodika, aldehyda a ketont [12], [13].
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Studie [12] zkoumala t€kavé aromatické slozky v esencidlnim oleji ziskaném z kofene
chrpovniku lopuchového. Jednalo se o dva vzorky, jeden byl pavodem z Koreje a druhy z Ciny.
Ususené koteny byly zpracovany 3 hodiny trvajici hydrodestilaci a ziskany EO byl analyzovan
pomoci plynové chromatografie s detekci hmotnostni spektrometrii (GC/MS). Ve vzorku
zKoreje bylo stanoveno celkov€é 63 slouCenin tvoricich 87,5 % celkové plochy
chromatogramu. Tento olej obsahoval 26 uhlovodikii (zejména se jednalo o seskviterpeny
a monoterpeny), 13 alkoholi, 11 ketont, 4 aldehydy, 3 estery, 1 oxid a 1 karboxylovou
kyselinu. Nejvice zastoupenou tekavou slouCeninou byl cis,cis,cis-hexadeka-7,10,13-trienal
(21,2 %), olej dale obsahoval dehydrocostus lakton (10,3 %), valerenol (5,3 %), vulgarol B
(5,1 %), B-eudesmol (4,6 %) a B-elemen (4,1 %).

U vzorku ptivodem v Ciny bylo ve stejné studii [12] stanoveno celkem 46 slozek, které
tvorily 65,7 % celkové plochy chromatogramu. Jednalo se o 24 uhlovodikt, 7 alkohold,
10 ketond, 1 aldehyd, 2 estery, 1oxid a 1 karboxylovou kyselinu. Ve vzorku EO opét
dominovalo mnozstvi aldehydu cis,cis,cis-hexadeka-7,10,13-trienalu (23,3 %). Vzorek dale
vyznamné¢ obsahoval dehydrocostus lakton (11 %), a-curcumen (4,9 %), B-elemen (4,7 %)

a valerenol (4,2 %).

Studie [13] se zabyva t€kavymi slozkami z kofene chrpovniku lopuchového, jehoz puivod
je v Indii. Kofen byl ususen na vzduchu, rozemlet na prasek a zpracovan hydrodestilaci, ktera
trvala 6 hodin. Nasledné byl esencialni olej vznikly hydrodestilaci analyzovan pomoci GC/MS.
Bylo identifikovano celkem 41 sloucenin (z toho 6 ve stopovych koncentracich), které tvotily
piiblizn€ 93 % =z celkového sloZeni oleje. Hlavnim zastupcem aldehydu, ktery byl
identifikovan, je stejné jako ve studii [12] cis,cis,cis-hexadeka-7,10,13-trienal (25,5 %). Druhou
nejvice zastoupenou slozkou byl seskviterpenovy lakton dehydrocostus lakton (16,7 %).
Z alkoholl byly nejvice zastoupeny slouCeniny elemol (5,8 %), valerenol (4,2 %), vulgarol B
(3,1 %), y-costol (1,8 %) a terpinen-4-ol (1,6 %). Mimo tyto latky byly zastoupeny dalsi
alkoholy a uhlovodiky, jako jsou napt. B-elemen (2,1 %) a (E)-f-ocimen (2,3 %). Estery
a kyseliny identifikovany nebyly.

1.1.5 Farmakologické ucinky
Byly provedeny studie, které zkoumaly farmakologické ulinky chrpovniku lopuchového
pomoci vhodnych in vitro a in vivo testd. Vytazky z né& dle téchto studii vykazuji mnohé

farmakologické aktivity, napt. protizanétlivé, protirakovinné, antibakterialni, imunomodulacni,
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angiogenezni, hepatoprotektivni, proti viedim, antikonvulzivni (pii 1é¢bé a prevenci
epileptickych zachvatl), antivirové, a dalsi [1], [8]. Velka cast téchto Gcinkd chrpovniku
lopuchového je zptisobena pfitomnosti seskviterpenovych laktond, a to zejména dehydrocostus

laktonu, costunolidu a cynaropicrinu [1].

1.1.5.1 Antibakterialni udinky
Studie [14] zkoumala in vifro antibakterialni aktivitu ethanolovych extrakti z 30 bylin
pouzivanych v TCM, vé&etné chrpovniku lopuchového. Jako testovaci patogen byl pouzit jeden
standardni a pét klinickych kmena Helicobacter pylori. Tato bakterie se muze podilet na vzniku
zaludeCnich viedu, chronické gastritidy az zalude¢niho karcinomu. Minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC, z angl. minimal inhibitory concentration) byla stanovena pomoci agarové
dilu¢ni metody na Columbia agaru. MIC se v mikrobiologii oznaCuje nejnizsi koncentrace
ucinné latky, ktera viditeln€ inhibuje riist mikroorganismu po inkubaci. Chrpovnik lopuchovy
vykazoval spolecn€ s dalSimi dvéma rostlinnymi extrakty nejniz§i MIC proti vSem Sesti
testovanym kmenam, ktera odpovidala 40 pg/ml. Tato studie rovné€Z naznaluje, Ze
antibakterialni aktivita extraktd té€chto bylin je zpusobena zejména piitomnosti obsazenych

tekavych latek.

1.1.5.2 Protizanétlivé ucinky
Studie [15] uvadi Casté pouziti chrpovniku lopuchového v tradi¢ni korejské medicin€ pii
zanétlivych onemocnénich. V této studii se zabyvaji inhibi€nimi u€inky 59 orientalnich bylin
na indukci interleukinu 8 (IL-8), coz je peptid, ktery aktivuje neutrofily s chemotaktickym
uCinkem. Podili se v patofyziologii u nékolika zanétlivych onemocnéni, jako jsou
napt. revmatoidni artritida, plicni fibroza nebo lupénka. V uvedené studii byl pouzit
methanolovy extrakt z kofene chrpovniku lopuchového o koncentraci 0,1 mg/mg.
9 zkoumanych  extraktd  zcelkovych 59,  vCetné  extraktu z  chrpovniku

lopuchového, vykazovalo vice nez 50% inhibici indukce IL-8.
V dalsi studii popisujici protizanétlivé ucinky byly zkoumany in vifro u&inky
cynaropicrinu, coz je seskviterpenovy lakton vyskytujici se v chrpovniku lopuchovém.

Sledovaly se jeho ulinky na faktor nadorové nekrézy o (TNF-o, z angl. tumor necrosis

factor a), uvoliovani oxidu dusnatého (NO) a proliferaci lymfocytli. Cynaropicrin silné
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inhiboval uvolnéni TNF-a a hromadéni NO. Vysledky tedy ukézaly, ze tato latka se ucCastni

zanétlivé reakce pomoci inhibice produkce zanétlivych mediatora a proliferace lymfocyta [16].

1.1.5.3 Protirakovinné ucinky
Studie [1], [8] shrnuji prace zabyvajici se protirakovinnymi ucinky chrpovniku lopuchového.
Vycet zahrnuje napf. testovani pusobeni na lidské leukemické bunky, bunéCné linie
nemalobuné¢ného karcinomu plic, bunécné linie rakoviny Zzaludku, karcinom prostaty,

karcinom zaludku atd.

Uginky na zastaveni ristu bunék a apoptozu (programovanou bun&énou smrt) v butikach
rakoviny zaludku se =zabyvala studie [17]. Jsou vni zkoumdny cytostatické ucinky
ethanolového extraktu z kotene chrpovniku lopuchového za pouziti zalude¢nich rakovinnych
bunék. Pouziti extraktu vedlo k apoptoze a zastaveé bunécného cyklu v zavislosti na pouzité
davce a délce pusobeni. Tyto Gcinky jsou pfipisovany regulaci cyklini a proapoptickych
molekul, ataké potlaceni antiapoptotickych molekul. Vysledky této studie naznacuji, ze
extrakty by mohly byt kandidaty na lé¢bu rakoviny zaludku bud’ tradi¢ni bylinnou terapii nebo

kombinaci s konven¢ni chemoterapii.

Ve studii [18] uvadi u€inky costunolidu na indukci apoptdézy a jeho predpokladané
zpusoby pusobeni v lidskych leukemickych bunkach. Jedna se o ucinnou latku izolovanou
z kotene chrpovniku lopuchového. Posuzovani probihalo na zakladé€ analyzy apoptdzy, méteni
reaktivnich forem kysliku (ROS, zangl reactive oxygen species) a posouzeni
mitochondrialnich  membranovych  potenciald.  Vysledky  popisuji  mechanismus
protirakovinného pusobeni costunolidu. Jedna se o silny induktor apoptozy, generuje ROS,
¢imz vyvola prechod mitochondrialni propustnosti a uvoliiovani cytochromu C do cytosolu,

ktery nasledn¢€ vede k nastupu apoptdzy.

1.1.5.4 U¢inky proti viredim
Studie [19] se zabyva protiviedovou aktivitou ethylacetatového extraktu z kotene chrpovniku
lopuchového pomoci sledovani zaludeCni a duodenalni ulcerace u potkand. Vysledky
naznacuji, Ze pusobeni extraktu ma vyznamné ucinky proti viedim, které mohou byt zpiisobeny
bud ochrannym pusobenim na buriky nebo posilenim Zzalude¢ni a duodenalni sliznice, ktera

zesili svoji ochrannou mukdzni vrstvu.
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1.2 ESENCIALNI OLEJE

Esenciélni oleje (EO) byvaji bézn€ oznafovany také jako éterické, t€kavé nebo aromatické
oleje, silice ¢i esence. Jsou charakterizovany jako tekavé, pfirodni, komplexni slouCeniny
vyznacujici se silnym specifickym zapachem, chuti nebo vini. Jsou syntetizované rostlinami
jako jejich sekundarni metabolity v cytoplazmé a plastidech. Mohou byt syntetizovany vSemi
Castmi rostliny, tzn. jejimi pupeny, kvéty, listy, stonky, vétvemi, semeny, plody, kofeny
a dfevem nebo karou. V rostlinach jsou ulozeny v sekreCnich burikach, kanalech a dutinach

nebo ve zlaznatych trichomech [20].

Z rostlin jsou esencialni oleje izolovany pomoci metod zaloZzenych na rdznych
fyzikélnich a chemickych vlastnostech (napf. lisovanim, destilaci ¢i extrakci). Vyté€znost EO
ovliviyje cela fada agronomickych vliva. Patii mezi n€ vlihkost, vitr, dést a teplota. Dalsi faktor,
ktery ovliviiuje jak mnozstvi, tak kvalitu oleje je proces sklizn€ [21]. Mimo jiz uvedené je také
dulezity vliv podnebi, typ pudy, stres zpusobeny hmyzem a mikroorganismy a péstitelské

postupy [22].

Chemické slozeni vydestilovaného EO nemusi byt stejné jako sloZeni v olejovych
bunkach rostlinného materialu. Tyto odlisnosti mohou byt zpisobeny kontaktem s vrouci
vodou Ci parou, pfi kterém dochéazi k chemickym zménam. Muize se jednat o produkty
enzymatického stépeni nebo chemické degradace vysokomolekularnich netekavych sloucenin

ptitomnych v rostlinach [22].

1.2.1 Vyuziti esencialnich oleju
EO jsou jiz od pradavna uznavané pro svoji 1écivou hodnotu. Byly uzivany napt. v diivejsi
Mezopotamii, Cing, Indii, Persii & starovékém Egypté. V soutasné dobé se pouZivaji zejména
jako pfisady do kosmetiky a parfémi, k ochucovani a aromatizaci potravin a napoju, pfi
aromaterapii nebo k jiz zmifiovanym léebnym ucelim. NejCastéji se jedna o EO levandule,

maty peprné, ruze, eukalyptu, pelargdnie, santalového dieva a hefmanku [23].

Uvadi se také dulezita role téchto latek pfi ochrané rostlin pomoci antibakterialnich,
antimykotickych a insekticidnich vlastnosti. EO mohou poméhat rostlinam odrazovat
nezadouci hmyz a Skidce nebo naopak pritahovat uziteCny hmyz, ktery rostlina potiebuje

k opyleni [20].
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1.2.2 Chemické sloZeni esencialnich olejd
Jedné se o velmi komplexni smési pFirodnich latek, které vétSinou obsahuji zhruba 20-60 slozek
v riznych koncentracich. Vyznacuji se dvéma nebo tfemi hlavnimi slozkami, které jsou typické
pro danou rostlinu a obvykle jsou pfitomné v pomérné vysokych koncentracich (20-70 %).
Tyto majoritni sloZzky ur€uji biologické vlastnosti EO. Ostatni komponenty jsou oproti nim

pfitomné v niz8ich, mnohdy az stopovych mnozZstvich [24].

Hlavni skupinu sloZek zastoupenych v EO tvofi uhlovodiky terpeny aterpenoidy. Druhou
poCetnou sloZkou jsou ostatni aromatické a alifatické slouceniny, mezi které se fadi alkoholy,
kyseliny, aldehydy a ketony, estery, ethery atd. VVSechny tyto sloZzky jsou charakteristické svoji

nizkou molekulovou hmotnosti [24].

1.2.2.1 Terpeny
Terpeny jsou pfirodni uhlovodiky sloZené z nékolika jednotek izoprenu (Obrazek 4). Izopren
ma 5 uhlikd a jeho trividlni oznaceni je 2-methylbuta-1,3-dien. Terpenoidy jsou derivaty
plvodnich terpend. Jsou biochemicky modifikované pomoci enzym a lisi se pFitomnosti dalsi
molekuly kysliku a zménou polohy €i odstranénim methylové skupiny [24]. Terpeny se déli do
6 tfid podle poctu uhlikd. Jsou to hemiterpeny (Cs), monoterpeny (C1o0), seskviterpeny (Cis),
diterpeny (Czo0), triterpeny (Cs3o) a tetraterpeny (Cao) [20].

PFi biosyntéze terpend jsou vychozimi latkami pro syntézu isopentenyldifostat (IPP)
ajeho izomer dimethylallyldifosfat (DMAPP). Tyto prekurzory vznikaji bud mevalonovou
cestou, kteraje odvozena od kyseliny mevalonové (MVA) a probihd v cytosolu bunék. Druhou
moznosti vzniku prekurzord je methylerythritolfosfatova (MEP) cesta probihajici v bunéénych
plastidech. V rostlinach lze najit obé tyto cesty. Triterpeny jsou produkovany MVA cestou,

zatimco hemiterpeny, monoterpeny a diterpeny jsou produkovany cestou MEP [25], [26].

Hemiterpeny obsahuji jednu izoprenovou jednotku (Cs) a v pfirodé se vyskytuji pouze

ojedinéle [26].
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Monoterpeny jsou tvofeny spojenim dvou izoprenovych jednotek (C10). Maji nejvétsi
zastoupeni v EO, tvofi asi 90 % z celkového mnoZstvi. Existuji ve velkém mnozZstvi
strukturnich podob [20]. Monoterpeny se déli do 3 podskupin: monocyklické, bicyklické
a acyklické. Vyskytuji sejako jednoduché nenasycené uhlovodiky nebo s funkénimi skupinami

jako alkoholy, fenoly, aldehydy, ketony nebo estery [26].

Mezi monocyklické monoterpeny vyskytujici se vEO 1z kofene chrpovniku

lopuchového se fadi napf. limonen, a-terpinen athymol (Obrazek 5) [13], [26].

Obrazek 5: Monocyklické monoterpeny: limonen, a-terpinen, thymol

Bicyklické monoterpeny obsahuji vZdy jeden Sesti¢lenny kruh a déli se podle velikosti
druhého kruhu, ktery je bud tficlenny, CtyfClenny nebo péticlenny. Pfikladem bicyklickych
monoterpenl vyskytujicich se v EO izolovaném z chrpovniku lopuchového mizou byt napf. a-

thujon, a-pinen a P-pinen. Jejich strukturni vzorce jsou na Obrazku 6 [13], [26].

Obrazek 6: Bicyklické monoterpeny: a-thujon, a-pinen a P-pinen

Acyklické monoterpeny maji otevieny kruh a nenasycenou strukturu. Mezi zastupce
acyklickych monoterpend, které se nachazi v EO izolovaném z kofene chrpovniku lopuchového

se mize fadit napf. myrcen, linalool a citronellal (Obréazek 7) [13], [26].

Obrézek 7: Acyklické monoterpeny: myrcen, linalool a citronellal
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Seskviterpeny jsou slouceniny odvozené ze tfi jednotek izoprenu (Cis). Diky delSimu
uhlovodikovému Fetézci se vyskytuji ve velkém mnoZstvi forem, které zahrnuji stejné jako
u monoterpend struktury linearni, monocyklické, bicyklické a tricyklické [20], [26]. V EO

z kofene chrpovniku se vyskytuji napf. nerolidol a a-humulen (Obréazek 8) [13], [26].

Obrazek 8: Seskviterpeny: nerolidol a a-humulen

Lze se také setkat se skupinou latek zvanou seskviterpenové laktony, které jsou
chemicky odlisné diky pfitomnosti y-laktonu. Typickymi zéastupci v EO z kofene chrpovniku

lopuchového jsou napf. costunolid a dehydrocostus lakton (Obréazek 9) [13], [26].

Obrazek 9: Seskviterpenové laktony: costunolid a dehydrocostus lakton

Mezi diterpeny se fadi chemicky heterogenni skupina latek, ktera méa spole¢nou
uhlikovou kostru tvofenou ze Ctyf jednotek izoprenu (C20). Opét se mohou vyskytovat
v rliznych formach jako linearni, bicyklické, tricyklické, tetracyklické, pentacyklické nebo
makrocyklické diterpeny. V pfirodé se tyto slouceniny bézné vyskytuji s keto a hydroxylovou
skupinou ajsou také Casto esterifikovany malymi alifatickymi nebo aromatickymi kyselinami

[26].

Uhlikova kostra triterpend je sloZena z Sesti izoprenovych jednotek (C3o). Jedna se
0 pomérné slozité cyklické struktury, vétSinou alkoholy, aldehydy nebo karboxylové kyseliny
[26].

Tetraterpeny se skladaji z osmi izoprenovych jednotek (C40). NejvyznamngjSimi

zéstupci tetraperpend jsou karotenoidy, coZ jsou pfirodni pigmenty rozpustné v tucich [26].
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Diterpeny, triterpeny a tetraterpeny se v EO vyskytuji pfevazné s nizkym zastoupenim

a v nékterych pfipadech se nevyskytuji viibec [27].

1.2.2.2 Aromatickeé slouceniny
Aromatické slouceniny se v esenciélnich olejich vyskytuji v mensi mife neZ terpeny. Jedna se
o slouceniny odvozené od fenylpropanu. MiZe se opét jednat o zastupce z fad alkohold,
aldehyd(, fenold ¢&i methoxy derivatd [20]. Z téchto sloucenin se v esencialnim oleji
izolovaném z kofene chrpovniku lopuchového vyskytuje napf. methoxy derivat estragol

(Obrazek 10) [13], [20].

Obrazek 10: Aromaticka slou€enina: estragol

1.2.3 Zmény ve slozeni esencialnich olejl
SloZeni a mnozstvi jednotlivych latek obsazenych v esencidlnich olejich se m(ze ménit
v zavislosti na rliznych podminkach. Jedna se napf. o klimatické podminky a zemépisnou
polohu pfi ristu rostlinného materialu, stafi rostlinného materialu v okamziku sklizné, techniku

pouzitou pfi extrakci esencialniho oleje nebo zplsob a délku skladovani [28].

Vlivem doby a podminek pfi skladovani na sloZeni esencialnich oleji se zabyva napf.
studie [28]. Byly v ni porovnavany zmény ve sloZeni tékavych sloZek esencialnich olej
extrahovanych ze semen koriandru setého pomoci kapilarni plynové chromatografie.
Z vysledkl vyplyva, ze klimatické podminky zplsobovaly mensi zmény ve sloZzeni EO nez
oblast ristu rostlinného materialu. Pfi skladovani EO ve tmé po dobu jednoho roku dochézelo
pouze k drobnym zménam ve sloZeni a organoleptickych vlastnostech oleje. Naopak vyrazné;si
zmény ve sloZeni oleje zplsobilo skladovani po dobu jednoho roku za denniho svétla. Tyto
zmény mohly byt zpdsobeny napf. chemickou modifikaci terpenli vcetné jejich oxidaci
vyvolanych plsobenim svétla.

Zménami chemického slozeni esencialnich olejd béhem jejich skladovani se zabyvaji také

autofi ve studii [29]. Uvadi, Ze béhem skladovani EO dochazi krlznych fyzikalnim

a chemickym reakcim. Tyto reakce vedou ke zménam ve sloZeni, a méni se také organoleptické
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a farmakologické vlastnosti té€chto olejii. Zmeény ve slozeni jsou zavislé na druhu esencialniho
oleje, resp. rostlinného materialu, z kterého jsou extrahovany. Muaze dochazet ke zvyseni
obsahu nékterych slozek, ale 1 k jejich snizeni az aplnému vymizeni, resp. k jejich chemické

pfeméné na slozky jiné.
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1.3 METODY IZOLACE TEKAVYCH LATEK

V soucCasné dobe se vyuziva nékolik zpusobu izolace t€kavych slozek z pfirodnich materiald.
Jednéd se o klasické destilatni metody, pfi kterych vznikd esencidlni olej. Mezi né se radi
hydrodestilace a destilace s vodni parou. DalSimi vyuzivanymi metodami jsou extrakce, a to

zejména extrakce nadkritickou tekutinou a mikroextrakce tuhou fazi [21].

V parfémovém pramyslu se provadi extrakce za pouziti tékavych rozpoustédel,
napt. hexanu ¢i petroletheru. Pii tomto zpisobu provedeni extrakce je udrzovana stala teplota
(obvykle kolem 50 °C) v prabéhu extrakce a vysledné esencialni oleje maji pfirozené€jsi vuni
nez esencialni oleje ziskané destilaci, pii které muze dochazet puisobenim vysoké teploty

k chemickym zménam [21].

Dal§i moznosti ziskani esencialniho oleje je lisovani, které se vyuziva pro
produkci tékavych oleju z citrusovych plodi (z pomerancu, citrond, grapefruit a mandarinek).
V tomto piipad€ dochazi k mechanickému naruseni olejovych bunék pasobenim tlaku, které
zpusobi uvolnéni esencialniho oleje. Za vyhodu lisovani se povazuje to, ze se provadi za
normalni laboratorni teploty, diky které nedochazi ke zménam tepeln€ nestabilnich slozek olejti

[221, [31].

V nékterych ¢astech rostlinného materialu (napt. v okvétnich listcich) je pfitomen pouze
velmi nizky obsah t€kavych slouCenin, a proto neni mozné vyuziti vyse uvedenych zpusobu
izolace. V té€chto piipadech lze pouzit technika zvana enfleurdz, pti které je rostlinny material
umistén do tuku, ktery absorbuje tekavé slouCeniny. Tento proces byl vyuzivan zejména
v dfivéjsi dobé pii vyrobé parfému [21].

Volba konkrétniho procesu, kterym bude esencialni olej ziskan zéavisi na jeho citlivosti
vaci pusobeni tepla a vody, t€kavosti a rozpustnosti ve vodé. Esencialni oleje s vysokou
rozpustnosti ve vodé a citlivé k pasobeni tepla nelze destilovat parou. K tomu, aby mohl byt
esencialni olej destilovan pomoci pary musi byt t€kavy. Vét§ina esencialnich oleju je primérené
stabilni vici pusobeni tepla a prakticky nerozpustna ve vodé, a proto jsou destilatni metody

vhodnymi zplisoby jejich izolace [21].

1.3.1 Destila¢ni metody
Zakladnim principem destilace je déleni smési kapalin na zaklad€ jejich rozdilnych bodt varu.

Bod varu je takova teplota, pfi niz tenze pary nad kapalinou dosahne okolniho tlaku. Dochézi
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k tomu, ze parni faze je v rovnovaze s fazi kapalnou, ale parni faze ma odlisené slozeni (je
obohacena o te€kavejsi slozku). Vzorek je zahfivan az k bodu varu a vznikajici pary kondenzuji

v dalsi Casti destilaéni aparatury [32].

Destilace oleju z rostlinnych materiald zjednoduSené znamena odpafovani nebo
uvoltiovani oleje z olejovych bun¢k v pritomnosti vihkosti, za pouziti vysoké teploty a nasledné
ochlazeni smési par a oddéleni oleje od vody na zdkladé vzajemné nemisitelnosti a rozdilné

hustoty [21].

Mezi destilatni metody vyuzivajici se kizolaci esencialnich oleji zrostlin patfi
hydrodestilace a destilace s vodni parou kde proud pary pasobi jako nosi¢ EOQ. Modifikovanou

metodou je destilace s mikrovinnym ohfevem [22].

1.3.1.1 Hydrodestilace
Hydrodestilace (HD, z angl. hydrodistillation) je metoda vyuzivand pfi vyrobé a extrakci
esencialnich oleji a bioaktivnich sloucenin z rostlinného materialu. Jedna se o nejjednodussi
a také obvykle nejlevnéjsi metodu destilace. Pti hydrodestilaci se pouziva jednoducha aparatura
(Obrazek 11). Je vhodna i pro praskové a velmi tuhé materialy, kterymi jsou napf. kofeny, kura
¢i drevo [33].

Pti hydrodestilaci je rostlinny material pln€ ponofen do vody (popt.jiného
rozpoustédla) v destilacni barice a piivadi se k varu. B€hem varu dochazi k nasavani vody do
rostlinného materialu a olej obsazeny v olejovych buikach difunduje pies bunécné stény
pomoci osmoézy. Jakmile molekuly oleje prejdou z olejovych bunék zpét do vody, dochazi
k jejich vyparovani. Jsou odvadény proudem pary pres chladic, kde se navraceji do své kapalné
formy. Vznikajici kapalina je smesi oleje a vodné faze (tzv. hydrolatu), a protoZe esencialni
oleje nejsou rozpustné ve vodeé, 1ze je snadno oddélit. Ve vétsiné piipadua jsou esencialni oleje
leh¢i nez voda a vznasi se na povrchu [22], [33].

Hydrodestilace je mnohostranny proces, ktery lze vyuzit pro velka i mala primyslova
odvétvi. Doba trvani hydrodestilace zavisi predev§im na druhu zpracovavaného rostlinného
materialu. Prodlouzenim doby trvani hydrodestilace dochézi jiz pouze k nepatrnému navysSeni
mnozstvi esencialniho oleje, ale mize naopak dochazet k hydrolyze, vzniku produktd oxidace
a dalSich nezadoucich slou¢enin [30].

Dulezitym faktorem pii hydrodestilaci je dostatecné mnozstvi vody, které musi vystacit

na cely destilacni proces. V ptfipade nedostatku vody by mohlo dojit k prehfati az spéleni
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rostlinného materialu. Esencialni olej ziskany pomoci hydrodestilace ma mirné tmavsi barvu
a lehce silngjsi intenzitu nez oleje produkované jinymi metodami. Pfi destilaci rostlinného
materialu ve formé prasku mize dochazet k jeho usazovani na dné destilacni bariky a k tepelné

degradaci [21].

Obrazek 11: Schéma hydrodestilace [30]

1.3.1.2 Destilace s vodni parou
Destilace svodni parou (SD, z angl. steam distillation) je typ destilace, ktera se pouZziva
u termolabilnich sloucenin, jako jsou pfirodni aromatické slouceniny, které se pfi vysokych
teplotach rozkladaji, aje potfebaje ziskat Setrnéjsim zplsobem. Na rozdil od hydrodestilace je
rostlinny material vystaven pouze plsobeni vodni pary bez pfimé macerace ve vrouci vodg.
Para protéka rostlinnym materidlem a funguje jako Cinidlo, které plsobi na olejové buiky
auvoliuje z nich esenciélni olej. Vznika smés pary obohacend o poZzadovany esenciélni olej.
Tato smés stejné jako u hydrodestilace dale postupuje aparaturou, prochazi pfes chladic¢

a kondenzuje. Nakonec dojde na zakladé nemisitelnosti k oddéleni vodné faze a oleje [30].

1.3.1.3 Hydrodestilace s mikrovinnym ohievem
Dal$i metodou vyuzivanou k ziskavani esencialnich oleji z rostlinnych material( je
hydrodestilace s mikrovinnym ohfevem (MAHD, z angl. microwave-assisted
hydrodistillation), jejiz schéma je zobrazeno na Obrazku 12. Rostlinny material je umistén do

destilaéni bariky a vystaven ohfevu. Ten probihd pomoci pfimého plsobeni mikrovinného
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zéreni na rostlinny material a vodu (rozpoustédlo). Tato technika mizZe byt pouZita pro velké
mnozstvi rostlinnych materiall za rliznych podminek [21], [22], [30]. Aplikaci MAHD pfi
extrakci se zkracuje jak extrakéni Cas, tak mnozstvi potfebného rozpoustédla. Minimalizuje se
i dopad na Zivotni prostfedi diky nizkému mnoZstvi emitovaného oxidu uhliitého do

atmosféry. Dalsi vyhoda MAHD je dobfe regulovatelny proces zahfivani [30].

Kondenzator

Esencialni olej

Vodna faze

Mikrovinna trouba
Desmacm barka

Rostlinny matenal
avoda

Obrazek 12: Schéma hydrodestilace s mikrovinnym chrevem [30]

1.3.2 Extrak¢ni metody
Extrakce jsou separacni metody, které jsou zaloZeny na distribuci sloZzky mezi dvé nemisitelné
faze. MUze se jednat o pfechod mezi pevnou a kapalnou fazi nebo mezi dvéma nemisitelnymi
kapalnymi fazemi. Kromé izolace latky Ize extrakci pouZzit také kjejimu obohaceni

(prekoncentraci) [34].

1.3.2.1 Extrakce nadkritickou tekutinou

Extrakce nadkritickou tekutinou neboli superkriticka fluidni extrakce (SFE, z angl. supercritical
fluid extraction) je proces oddélovani jedné slozky (extrakéniho Cinidla) od dalSi (matrice) za
pouZiti superkritické tekutiny jako extrakéniho rozpoustédla. Extrakce se provadi obvykle
z tuhé matrice, ale midze probihat i z kapaliny [30].

Nadkriticka tekutina (fluidum) se vyskytuje pfi teplotach a tlacich, které jsou vyssi
neZ teploty a tlaky kritické. Za téchto podminek se nejedna o kapalinu, ani o plyn. Viskozita
nadkritické parni faze je podstatné nizsi neZ viskozita kapalin ajeji hustotu je mozné ovliviiovat

tlakem [34].
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Nejpouzivanéjsi nadkritickou tekutinou je oxid uhli€ity, ktery se vyuziva ve vice nez
90 % vSech analytickych aplikaci. Oxid uhli¢ity ma relativné nizky kriticky tlak (7,4 MPa)
a kritickou teplotu (32 °C). Je netoxicky, nehoflavy, nekorozivni, bezpecny, dostupny ve
vysoké Cistoté a za pFiznivou cenu. P¥i pokojové teploté je plynny, a proto Ize z extraktu snadno
odstranit. Oxid uhlicity je nepolarni slou€enina vhodna pro extrakci nepolarnich latek. Jeho
nevyhodou je nedostate¢na polarita pro extrakci polarnich analytd, proto byva v nékterych
pfipadech modifikovan pomocnymi polarnimi rozpoustédly, jako jsou napf. ethanol nebo
methanol [30].

Mezi dalSi pouzivané nadkritické tekutiny patfi napf. oxid dusny, chlordifluormethan
(CHQF2) nebo fluorid sirovy (SF6) [35].

SFE je technika vhodna pro nékteré esencidlni oleje, které nelze ziskat pomoci
hydrodestilace. Extrakty ziskané pomoci SFE maji vynikajici kvalitu. Za nevyhodu této
techniky mize byt povazovan fakt, Ze je pomérné nakladna [30].

Nasledujici odstavec shrnuje pfinosy pouziti SFE. Nadkritickd tekutina méa nizsi
viskozitu a vyssi difuzivitu. V disledku toho mUze pronikat do pevnych poréznich material(
rychleji a ucinnéji neZz kapaliny. Jako dal§i vyhoda této metody se uvadi, Ze obvykle byvéa
provadéna pfi nizkych teplotach, které jsou ideélni ke studiu termolabilnich slou€enin. SFE
mdlzZe byt pfimo spojena schromatografickymi metodami, coZ je pfinosné pfi kvantifikaci

vysoce tékavych sloucenin [36]. Schéma SFE je zobrazeno na obrazku 13.

Pumpa Regulator zpé&tného tlaku

Chladi¢ Termostat

Oxid uhlicity Methanol Kolona Extrakéni nadoba Shérna nadoba

Obrazek 13: Schéma extrakce nadkritickou tekutinou [37]
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1.3.2.2 Mikroextrakce tuhou fazi
Mikroextrakce tuhou fazi (SPME, z angl. solid-phase microextraction) je extrak¢ni technika,
ktera se vyuziva pii extrakci z kapalnych, pevnych nebo plynnych materiald, a slouzi k izolaci
a zakoncentrovani analytt z matrice vzorku [21]. Vyuziva se pfi ni kiemenné vlakno, které je
potazeno malym objemem stacionarni faze s riznou tloustkou. Stacionarni faze je tvorena bud’
z polymerniho materidlu (pf. polydimethylsiloxan, polyakrylat) nebo smeési polymerniho
materidlu s pevnym adsorbentem (pf. Castice na bazi grafitizovaného uhliku, tzv. Carboxen)
[21], [38]. Tabulka 1 uvadi ptiklady stacionarnich fazi na povrchu vlaken, spolecné s jejich

tloustkou a vyuzitim [40].

Tabulka 1: Priklady staciondrnich fazi SPME a jejich pouziti

b
Druh stacionarni faze Tloustka Pouziti
[pm]
Carboxen/Polydimethylsiloxan 75, 85 Plyny
7 Nepolarni latky
. . Stredné t€kavé nepolarni
Polydimethylsiloxan 30 Ltky
100 Tekavé latky
60 Polarni latky
Polydimethylsil /Divinylb
olydimethylsiloxan/Divinylbenzen o5 Tekave latky
Polyakrylat 85 Stredné t€kavé polarni latky
Divinylbenzen/Carboxen/Polydimethylsiloxan 50/30 Latky tekave, ,stredne :zekqve
a ve stopovém mnozstvi
Polyethylenglykol 60 Polarni latky

1.3.2.2.1 Prubéh mikroextrakce tuhou fazi

Vldkno je umisténo uvniti kovové jehly, kterd slouzi k jeho ochran€ pfed mechanickym
poskozenim a zaroven k propichnuti septa vialky se vzorkem. Pfi vzorkovani se vldkno vysune
z jehly a po dosazeni sorp¢ni rovnovahy je zasunuto zpét do jehly [39].

Pii kontaktu se vzorkem jsou analyty bud absorbovany (v pfipadé, ze se jedna
o polymerni vrstvu) nebo adsorbovany (v pfipadé vrstvy pevné faze) na vlakno v zavislosti na
jeho povaze [38]. Po extrakénim kroku jsou analyty desorbovany do chromatografu, kde
dochazi kjejich separaci a analyze. Desorpce analytd z vlakna u plynové chromatografie
probiha tepelné. U vysokoucinné kapalinové chromatografie miuze byt desorpce provedena
proudem mobilni faze (tzv. dynamicka desorpce) nebo v piipad€ siln€jsi sorpce je vladkno

nejdiive ur¢itou dobu namaceno v mobilni fazi a teprve poté je provedena desorpce na
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chromatografickou kolonu (tzv. statickd desorpce). Tato technika tedy nabizi jednoduché
spojeni extrakce, vzorkovani a analyzy vzorku [21], [38].

PFi SPME se rozliSuji dva zakladni principy vzorkovani, a to bud pfimé ponofeni
vldkna do plynné nebo kapalné matrice vzorku (DI-SPME, z angl. direct immersion) nebo
tzv. headspace analyza (HS-SPME), pfi které je vlakno v plynném prostoru nad kapalnym,

popf. pevnym vzorkem [41]. Schéma HS-SPME je zobrazeno Obréazku 14.

1.3.2.2.2 Vyhody, nevyhody a vyuZiti mikroextrakce tuhou fazi
Mezi hlavni pfednosti metody SPME se fadi jeji rychlost, ekonomickéa stranka (vldkna jsou
opakovatelné pouzitelna - primérné se najednom vlakné provadi cca 50 extrakci), i moznost
univerzalniho pouziti pro celou fadu aplikaci, napf. v toxikologii, pfi analyze vzork{ Zivotniho
prostfedi, prirodnich latek, biologickych vzork(, potravin atd. Vyhodou také je, Ze k provedeni
SPME neni potfeba pouZivat rozpoustédla ani sloZité aparatury. Velkou vyhodou SPME je

moZznost spojeni s plynovymi a kapalinovymi chromatografy [38].

SPME ma i své nevyhody, patfi mezi né moZnost snadného ohnuti a zlomeni vlakna.

Metoda lIze pouZzit pouze ke kvalitativnim nebo semikvantitativnim analyzéam [41].

Obréazek 14: Schéma mikroextrakce tuhou fazi [42]

1.3.2.2.3 Faktory ovliviiujici mikroextrakci tuhou fazi
Pribéh SPME analyzy je ovliviiovan mnoha faktory, které plisobi na ustavovani rovnovahy,

aje vhodné je optimalizovat. Mezi tyto faktory se fadi napf. polarita a tlouStka stacionarni
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faze, délka doby sorpce, teplota vzorku pfi extrakci, zpisob vzorkovani, mnozstvi vzorku,

hodnota pH ¢i michani vzorku [39].

Vybér vhodného vlakna pro SPME se fidi tim, ze pro extrakci polarnich latek se
pouzivaji vlakna polarni a k extrakci nepolarnich latek slouzi vlakna nepolarni. Vlakna se
siln€j§i vrstvou stacionarni faze se vyuzivaji pro zachyceni tekavejsich latek diky schopnosti
vyextrahovat vice analytu. Naopak u vlaken s tenci vrstvou dochézi k rychlej§imu uvolfiovani

vyse vroucich latek pfi tepelné desorpci [39].

Optimalni délka trvani sorpce je doba potfebna k dosazeni rovnovahy, pii které ma
metoda nejvetsi citlivost. Optimalni délku trvani lze zjistit z promé&feni zavislosti vytéznosti

analytu v zavislosti na dob¢ trvani sorpce [39].

1.3.2.3 Headspace analyza
Headspace analyza se vyuziva u t€kavych vzorkl spolu ve spojeni s plynovou chromatografii.
Rozlisuji se dva zakladni zpusoby provedeni headspace analyz, a to staticky a dynamicky.
V dnesni dobé se lze setkat s vice riznymi zpusoby provedeni, diky jejich miniaturizaci

a automatizaci [43].

Pii statickém provedeni headspace analyzy je vzorek v nadobce temperovan do
vytvoreni rovnovahy mezi kapalnou (popf. pevnou) a plynnou fazi, ke které dochazi vhodnou
kombinaci teploty a délky temperovani vzorku. Poté se odebere znamy objem plynné faze
z uzavien¢ho prostoru nad vzorkem a je pfeveden na chromatografickou kolonu. Pro presnost

a opakovatelnost tohoto usporadani je dulezité vyuzivat automatické davkovaci systémy [44].

Pti dynamickém zptisobu provedeni headspace analyzy je do prostoru nad vzorkem
piivadén inertni plyn. Poté dochazi k jeho prachodu sorpéni trubici, ktera slouzi k zachytu
uvolnénych tekavych latek. K zachytu tékavych latek se vyuzivaji napt. sorbenty Porapak Q
(polydivinylbenzen) ¢i polydimethylsiloxan. Zachycené latky jsou nasledné prevedeny na
chromatografickou kolonu. K desorpci latek zachycenych na sorbentu dochazi nejCastéji
termalné, pficemz teplota a délka desorpce zavisi na mnozstvi a typu pouzitého sorbentu. Jako
promyvaci plyn a zarovei mobilni faze se bézn€ pouziva helium. Specialnim zpusobem
provedeni je tzv. purge and trap analyza, pii které interni plyn na rozdil od dynamické

headspace analyzy prochazi pfimo vzorkem [44].
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1.4 METODY ANALYZY TEKAVYCH LATEK

Pii analyzach esencialnich oleji, resp. t€kavych latek je technickym cilem dosahnout co
nejlepsi separace pomoci nejucinngjsi a snadno dostupné technologie. Vysledky z téchto analyz
slouzi jednak k vyzkumu, objevovani novych slozek, charakterizaci chemickych tfid
piitomnych slouCenin, a také k pramyslovym uGcelim, napf. pii kontrole kvality oleja
a zkoumani jejich slozeni a pfipadného falSovani. Pfi analyzach esencialnich oleju je nejvice
vyuzivanou metodou pro identifikaci jednotlivych slozek spojeni plynové chromatografie
s hmotnostni detekci (GC/MS). Kur€eni relativniho zastoupeni jednotlivych komponent
esencialniho oleje se vyuzivad plynova chromatografie s detekci plamenovym ioniza¢nim

detektorem (GC/FID) [27].

1.4.1 Plynova chromatografie
Plynova chromatografie (GC, z angl. gas chromatography) je separacni analyticka metoda
slouzici k separaci plynu a par t€kavych kapalin a roztoku tuhych latek, které 1ze do plynného
stavu prevést. Pii separaci vyuziva dveé heterogenni faze, a to fazi mobilni a stacionarni, mezi

kterymi dochazi k opakovanému ustanovovani rovnovahy [34], [45].

Jako mobilni faze u plynové chromatogratie slouzi nosny inertni plyn, nejCastéji vodik,
dusik, helium nebo argon. V pfipadé plynové chromatografie je stacionarni faze umisténa
v chromatografické koloné. Rozlisuji se dva typy kolon, a to bud’ napliiové nebo kapilarni.
U népliiovych kolon je stacionarni faze tvofena tuhym povrchové aktivnim anorganickym
(napft. silikagel) ¢i porovitym organickym adsorbentem (napft. styren-divinylbenzen). Kapilarni
kolony, které jsou v souCasné dob& nejvyuzivanési, jsou vyrabény ztaveného kiemene
pokrytého polyimidem. Tyto kolony maji nejCastéji délku 30 m a vnitini pramér 0,25 mm.
Stacionarni fazi u kapilarnich kolon tvoti velmi tenkd (0,25-0,50 um) vrstva kapaliny, ktera je
chemicky vazana na nosi¢i. Jako piiklad téchto kapalin lze uvést napf. nepolarni
polydimethylsiloxan v kolonach urCenych pro separaci nepolarnich latek nebo polarni

polyethylenglykol pro separaci latek polarniho charakteru [34], [45], [46].

1.4.1.1 Hlavni ¢asti plynového chromatografu
Pti plynové chromatografii je nosny plyn odebiran z tlakové lahve ptes redukéni ventil. Po

pruchodu susici trubici a regulatory tlaku a pratoku pfichazi nosny plyn do injektoru, ve kterém
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se davkuje propichnutim silikonové zatky do proudu nosného plynu vzorek. Injektor je
vyhtivan na takovou teplotu, pii které dojde k okamzitému zplynéni vzorku, ale zaroven teplota
nesmi byt pfili§ vysoka, aby nedoslo k rozkladu latek. Teplota injektoru se pohybuje v rozmezi

150-350 °C [34], [47].

V ptipadé pouziti kapilarnich kolon je injektor opatien déli¢em toku, ktery umoziiuje
nadavkovani pouze malého mnozstvi vzorku kvuli podstatné nizsi kapacité kolony [47]. Jedna
se o tzv. techniku splitovani (splitovaci pomér, split ratio), pfi které je smés vzorku a nosného
plynu v injektoru rozdélena na dvé nestejné velké Casti. MenSi Cast vstupuje k analyze na

chromatografickou kolonu a vétsi ¢ast odchazi do odpadu [48].

Pary vzorku jsou nosnym plynem vneseny na chromatografickou kolonu umisténou
v termostatu [34], [47]. V piipadé, Ze je teplota kolony v prubéhu cel€ analyzy konstantni, jedna
se o isotermalni analyzu. U vzorku smési latek s rozdilnymi body varu se vyuziva teplotni
gradient, pii kterém se teplota kolony béhem analyzy meéni podle vytvoreného teplotniho
programu. Vyhodou pouziti teplotniho gradientu je zkraceni doby analyzy [48]. V kolong
dochazi k separaci jednotlivych slozek vzorku, které spolecn€ s nosnym plynem postupné
vstupuji do detektoru. Detektor je napojeny na pocitaC, ve kterém dochdzi ke zpracovani

a vyhodnocovani dat [34], [47].

1.4.1.2 Zpusoby detekce u plynového chromatografu
Nejrozsifenéjsim detektorem vyuzivanym ve spojeni s plynovou chromatografii je plamenovy
ionizaCni detektor (FID, z angl. flame ionization detector) [47], [48]. Dalsimi pouzivanymi
detektory v plynové chromatografii jsou napt. tepelné vodivostni detektor (TCD, z angl.
thermal conductivity detector), detektor elektronového zachytu (ECD, z angl. electron capture

detector) a hmotnostni spektrometr (MS, z angl. mass spectrometer) [34].

Dulezitymi parametry pii vybéru detektoru jsou vysoka citlivost, rychlost odezvy,

stabilita poskytovaného signalu v Case a snadnost konstrukce a provozu detektoru [49].

Plamenovy ioniza¢ni detektor je schopny detekovat téméf vSechny organické latky.
Sklada se z ocelové trysky, kde do plamene prochazi eluat z kolony, vodik a vzduch jako
dopliikovy plyn, a v hotdku dochazi ke spaleni latek naionty. Princip plamenového ionizaniho
detektoru spociva v méfeni zmény ionizaCniho proudu mezi dvéma polarizovanymi

elektrodami. Jednu elektrodu tvoii samotny hotak, druhou elektrodou je kolektor. Vysledny
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graficky zaznam je zavislosti napétové odezvy na Case, nazyva se chromatogram a lze z n¢j
vyhodnotit reten¢ni parametry jednotlivych signalt, napf. retencni ¢as ¢i plochy a vysky pika.

Odezva detektoru piimo zavisi na koncentraci stanované latky a na jeji struktute. [47], [48].

1.4.2 Hmotnostni spektrometrie
Hmotnostni spektrometrie (MS, z angl. mass spectrometry) je metoda, pfi které dochazi
k prfevedeni molekul na ionty, jejich rozd€leni podle poméru hmotnosti iontu a naboje (m/z)
a zaznamu relativnich intenzit jednotlivych iontd. Vysledné hmotnostni spektrum je tedy
grafickou zavislosti intenzity ionti na jejich m/z. Vyhodou hmotnostni spektrometrie je vysoka
citlivost, minimalni spotfeba vzorku a moznost jejitho vyuziti v kvalitativni (napt. ureni
molekulové hmotnosti, strukturnich informaci) 1 kvantitativni (odezva zéavisi na koncentraci)
analyze. Nevyhodami hmotnostni spektrometrie jsou vysoké potizovaci a provozni naklady

a destruktivnost metody [S0].

1.4.2.1 Hlavni ¢asti hmotnostniho spektrometru
Zakladnimi ¢astmi hmotnostniho spektrometru jsou iontovy zdroj, hmotnostni analyzator
a detektor. Tontovy zdroj prevadi neutralni molekuly vzorku na nabité Castice a ma ruzné
konstrukce podle pouzité ioniza¢ni techniky. V hmotnostnim analyzatoru se rozdé€li ionty podle
m/z v plynné fazi za vysokého vakua. D¢leni iontli probiha na zakladé riznych fyzikalnich
principa, napf. zakfiveni drahy letu jednotlivych iontt v elektrickém nebo magnetickém poli,
rizna doba rychlosti letu iontt nebo rizna frekvence harmonickych oscilaci. Ve spojeni GC/MS
se velmi ¢asto vyuziva kvadrupolovy analyzator nebo iontova past, které jako fyzikalni princip
vyuzivaji riznou stabilitu oscilaci ionti v kombinaci stejnosmérného a vysokofrekven¢niho
stfidavého napéti. V detektoru probiha detekce jednotlivych iontl a ureni jejich relativni
intenzity. Pouzivanymi detektory v hmotnostni spektrometrii jsou elektronové nasobice,
fotonasobicCe a Faradayova klec. Mezi dalsi dilezité Casti hmotnostniho spektrometru se fadi
iontova optika pro urychleni a fokusaci iontd, vakuovy systém a pocitaC k ovladani pfistroje,

zpracovavani dat a porovnavani s knihovnou spekter [51].
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1.4.2.2 Zpusoby ionizace vzorku u hmotnostni spektrometrie
Pti spojeni hmotnostni spektrometrie s plynovou chromatografii se vyuziva ionizace vzorku
pomoci elektronové nebo chemické ionizace. Ioniza¢ni techniky se déli podle mnozstvi dodané
vnitini energie na tvrdé a mekké. Volba ioniza¢ni techniky zavisi na povaze analytu [51]. Pti

spojeni GC/MS pouzivaji iontové zdroje nejcastéji elektronovou a chemickou ionizaci [50].

Mezi tvrdé ionizani techniky patii napf. elektronova ionizace (EI, z angl. electron
ionization), pii které ziska molekula velky nadbytek vnitini energie. Ten se projevi fragmentaci
molekulového iontu na men$i nabité a nenabité Casti (tzv. fragmentové ionty). Pfi rozsahlé
fragmentaci miZze dojit az ke ztraté molekularniho iontu. Elektronova ionizace pracuje za vakua
a jeji vyhodou je moznost ptimého softwarového porovnani namétfenych spekter s knihovnami
spekter v pocitaci. Pro moznost porovnani je nutné pouzit standardni ionizacni energii, ktera je

stanovena na 70 eV a pfi které byla naméfena spektra v knihovnach. [51].

Mekké ionizaéni techniky jsou Setrn&jsi, molekula ziska mnohem mensi mnozstvi energie
oproti elektronové ionizaci a ve spektrech se proto objevuji zejména protonované
a deprotonované molekuly a pouze minimum fragmentovych iontt. Pfikladem mékké ionizacni
techniky je chemickéd ionizace (CI, z angl. chemical ionization), kterd mé stejny princip
a konstrukci iontového zdroje jako elektronova ionizace, ale navic je ve zdroji pfitomen reakéni
plyn (nejcasteéji methan). Nejdiive dochazi k ionizaci molekul reakéniho plynu, které poté

ionizuji molekuly analytu [51].

1.4.3 Spojeni plynové chromatografie a hmotnostni spektrometrie
Propojeni technik GC/MS je velmi vyhodné, je mozné v jedné analyze kombinovat separaci
a identifikaci 1 slozit&jsich smési latek. V soucasné dobé& se jednd o rutinni metodu, kterd se
pouziva ve spojeni s vyhfivanymi kapilarnimi kolonami o prutoku asi 1 ml/min. Nosny plyn
spolu s analytem se zavede pfimo do iontového zdroje umisténého ve vakuu a vakuovy systém

odstrani prebytek nosného plynu [50], [S1].

1.4.3.1 Identifikace sloucenin
V ptipad€ plynové chromatografie se identifikace chromatografickych pikti provadi pomoci
porovnani reten¢nich Cast s referennimi slouCeninami. V takovém pfipadé se pouZzivaji

komer¢n€ dostupné standardy, které ovSem vétSinou nejsou dostupné pro vSechny slozky
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slozitych smési, mezi které se fadi napt. esencialni oleje. V takovém pfipadé je mozZnosti
identifikace vypocet reten¢niho indexu (viz kapitola 1.4.3.1.1). U techniky GC/MS se vyuziva
kombinace porovnani reten¢nich indext jednotlivych slozek s publikovanymi daty a pfimého

porovnavani namétrenych hmotnostnich spekter s knihovnami spekter [52].

1.4.3.1.1 Retencni indexy

K identifikaci slouCeniny je mozné pouzit 1 vypocCet reten¢niho indexu (RI). Pavodni
logaritmicka verze reten¢niho indexu, tzv. Kovatsuv index se pouziva pfi pouziti izotermalniho
prubéhu separace. Vztah pro vypoCet Kovatsova reten¢niho indexu uvadi rovnice (1).
K vypoctu reten¢niho indexu je potfeba za stejnych podminek jako u vzorku stanovit také
retencni Casy homologické fady nerozvétvenych n-alkani. Retencni indexy jsou dostupné pro
velké mnozstvi latek a na zaklad€ porovnani vypocitané a tabelované hodnoty lze provést
identifikaci latky [34], [47].

_ . _llog(tx)—log (tz)] ]
RE=100" 5 s otog (e1 T 1002 (1)

Kde RI je retentni index stanovované latky, #, . a t-+;jsou retencni Casy nezndmé latky, n-
alkanu s po¢tem uhlikt z a n-alkanu se z+ / uhliky.
Pii pouziti programovaného teplotniho programu separace latek se vyuziva vypocet

podle Van den Doola a Kratze (2).
RI =100 &=2 4 100 7 )

(tz+1 _tz)

1.4.3.1.2 Knihovny hmotnostnich spekter
Vzorky je mozné identifikovat na zakladé pocitaCového porovnani neznamého spektra
s knthovnou spekter. Vzorky v téchto knihovnach byly ionizovany pomoci elektronové
ionizace pii standardni urychlujici energii 70 eV (pfi této hodnoté je spektrum bohaté na
fragmentové ionty a u vétsiny latek je pfitomen i molekularni ion). Jedna se napt. o databaze
Narodniho institutu standardt a technologie (NIST, z angl. National Institute of Standards and
Technology) nebo Wiley online knihovnu (Wiley Registry of Mass Spectral Data,
11th Edition). Vysledkem porovnani neznamého spektra sknihovnou jsou navrhy latek
sefazené podle nejvetsi podobnosti s vyjadienim jejich koeficientu shody v procentech. Vysoky

koeficient shody nemusi svédCit o spravné identifikaci, a je nutné jest¢ manudlni posouzeni
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spravnosti, zejména u nizSiho koeficientu shody nebo pfi vyznamnych rozdilech mezi spektry

naméfenymi a spektry v knihovné [51].

1.4.4 Navrh a analyza experimentu
K optimalizaci podminek SPME analyzy lze vyuzZit napf. navrh na zakladé principd centralné
kompozitniho planovani (CCD, z angl. central composite design). CCD se fadi mezi jedny ze
zékladnich metod planovéani experiment(l. Jedna se o kombinaci Uplného faktorového planu
a hvézdicovitého planu, ktery ve svém matematickém modelu zahrnuje zak¥iveni plochy. Pfi
CCD je doporuceny rozsah zkoumanych faktord (parametr) 2 az 10. Konstrukce kazdého
centralné kompozitniho ndvrhu se sklada ze tfi ¢asti, kterymi jsou jadro nédvrhu, centrélni bod
a axialni (hvézdicové) body. Jadro navrhu vychazi z faktorovych bodd, které tvori vrcholy n-
rozmérné krychle a jsou koédovany +1 a-1. Centralni bod lezi uprostfed experimentalniho
prostoru aje kodovan jako 0. Opakovanym méfenim centralniho bodu (obvykle se provadi 3-
6 opakovani) lze ziskat data k hodnoceni opakovatelnosti. Axialni body pfedstavuji extrémni
hodnoty (vysoké i nizké) pro kazdy faktor ndvrhu a jsou umistény symetricky od stfedového
bodu ve vzdalenosti +a [53], [54], [55]. Schéma centralné kompozitniho planu a jeho

zakladnich bod0 je zobrazeno na Obrazku 15.

Hvézdicovy bod....... ml
(0.a)
(+1.+1)
Faktorovy" Centrélni bod
bod
¢
(-a,0) A2 (0,0) (0,0)
(-1,-1) o x Yo+l
(O’_a)

Obrazek 15: Centralné kompozitni plan [56]

1.4.4.1 Metoda odezvoveé plochy
Pro analyzu ziskanych dat je moZné pouZit napf. metodu odezvové plochy (RSM, z angl.

response surface methodology). RSM je jedna z nejCastéji vyuzivanych matematickych
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a statistickych metod pfi modelovani a analyze procesu, ve kterém je odezva ovlivnéna rliznymi
proménnymi, a cilem této metody je odezvu optimalizovat. Parametry ovliviiujici proces se
nazyvaji nezavisle proménné (xi, X2), odezva se oznaCuje jako zavisle proménna (y). V pfipadé,
Ze model zohlednuje zakfiveni plochy, pouZivd se polynom druhého stupné [55], [57].
Optiméalni podminky procesu se ur¢i pomoci grafického znazornéni odezvové plochy
(Obrazek 16).

Obrazek 16: Metoda odezvové plochy-priklad grafického znazornéni modelu polynomu druhého stupné [58]
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2 EXPERIMENTALNI CAST

Nasledujici cast diplomové prace popisuje experimentalni postup. Cilem prace bylo pomoci
vhodné metody izolovat tekavé latky ze suseného kofene chrpovniku lopuchového (Saussurea
costus), nasledn¢€ je zanalyzovat, a provést identifikaci co nejvétsiho poctu téchto latek.
Extrakty byly analyzovany prostfednictvim plynového chromatografu shmotnostnim
detektorem (GC/MS) a plynového chromatografu s plamenovym ionizaCnim detektorem
(CG/FID). Chromatogramy ziskané z GC/MS analyzy slouzily ke zjisténi kvalitativniho slozeni
vzorku porovnanim vypocitanych reten¢nich indexd s publikovanymi a na zakladé porovnani
nametenych spekter jednotlivych latek s knihovnami spekter. Relativni zastoupeni jednotlivych
identifikovanych slozek bylo vypocitano z GC/FID chromatogrami na zakladé shody
retencnich indexa a velikosti jednotlivych pikt. Jednou ze zvolenych metod izolace t€kavych
slozek byla hydrodestilace esencialniho oleje, ktery byl analyzovan. Dal$im zpisobem
provedeni izolace tékavych sloucenin ze vzorku byla mikroextrakce tuhou fazi v headspace
usporadani (HS-SPME) pifimo z nadrceného neupraveného vzorku. Metodou centralniho
kompozitniho planovani byla navrzena série méfeni a na jejim zéklade byly optimalizovany
extrakéni podminky. Za optimalizovanych podminek HS-SPME byla provedena analyza
s naslednou identifikaci latek, opét pomoci méreni na GC/MS a GC/FID.
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2.1 Vzorek a jeho priprava k analyze

V diplomové praci byl jako vzorek pouzit ususeny koten chrpovniku lopuchového (Saussurea

costus) puvodem z Vietnamu, kde byl zakoupen na mistnim trhu. Pro lepsi prubéh

hydrodestilace a snadn€j§i manipulaci se vzorkem byl kofen namlet na jemny praSek pomoci

nozového mlynku Grindomix GM 200 od firmy Retsch GmbH (Haan, Némecko).

2.2 Pouzité chemikalie
Destilovana voda,
n-hexan od firmy Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika),
standardy n-alkanii C8—C40 firmy Restek (Bellefonte, PA, USA).

2.3 Pouzité pristroje a pomucky
Laboratorni vahy od firmy KERN & SOHN GmbH (Balingen, Némecko),
analytické vahy HR-120 od firmy DInstruments Ltd (Oxford, Anglie),
aparatura pro hydrodestilaci,
topné hnizdo LTHS 2000 od firmy Brn&nska Drutéva (Brno, Ceska republika),
razné laboratorni nadobi a pomucky (kadinky, odmérmé valce, stficky, mikropipety,
1zicky, nadobky a vialky na vzorky, SPME vialky),
plynovy chromatograf s hmotnostnim detektorem GCMS-QP2010 Plus od firmy
Shimadzu (Kyoto, Japonsko),
plynovy chromatograf GC-2010 s plamenovym ioniza¢nim detektorem od Shimadzu
(Kyoto, Japonsko),
autosampler Combi PAL od firmy CTC Analytics GmbH (Zwingen, Svycarsko),
SPME vlakna: cervené¢ 100 um PDMS (Polydimethylsiloxan), $edé 50/30 um
DVB/CAR/PDMS (Divinylbenzen/Carboxen/Polydimethylsiloxan) a svétle modré
85 um CAR/PDMS (Carboxen/Polydimethylsiloxan), vSechny od firmy Supelco
(Bellefonte, PA, USA).
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2.4 Postup a podminky provedeni hydrodestilace
Jednim z provadénych zpisobl izolace tékavych slozek z kofene chrpovniku lopuchového byla
hydrodestilace. Aparatura pouZzita pro hydrodestilaci je zobrazena na Obrazek | Obrazku 17.
K hydrodestilaci bylo navédZzeno 100 g suSeného drceného kofene chrpovniku lopuchového,
ktery byl vloZzen do destilacni bariky o objemu 2 000 ml. Ke vzorku bylo do bariky pfidano asi
1000 ml destilované vody, varné kulicky a byla zahajena samotna hydrodestilace, pfi které
dochazelo k zahfivani rostlinného materialu plné ponofeného v destilované vodé pomoci
topného hnizda. Vodni péra spolecné se sloZzkami esencialniho oleje prochazely pfes chladic,
kde kondenzovaly a ve sbhérné Casti aparatury se oddéloval esencialni olej, ktery plaval na
povrchu. Pfebyte¢né mnozZstvi vody se vracelo zpét do destilani bariky a voda tedy nemusela

byt v pribéhu hydrodestilace dopliiovana.

Hydrodestilace byla provadéna tak dlouho, dokud jes$té dochézelo k destilaci dalSiho
esencialniho oleje. V tomto pfipadé se jednalo o ¢as 210 minut. Po uplynuti této doby byl
esencidlni olej preveden do sklenéné nadobky svickem, byla zvéZzena jeho hmotnost a byl
uskladnén v lednici pfi 4 °C do doby, neZ byl analyzovan. Hydrodestilace byla provedena

celkem dvakrat.

Obrézek 17: Aparatura pro hydrodestilaci
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2.5 Mikroextrakce tuhou fazi
Druhym zptisobem provedeni izolace t€kavych slozek z kotfene chrpovniku lopuchového byla
mikroextrakce tuhou fazi v headspace usporadani. Byla testovana tfi vldkna: ¢ervené vlakno
100 ym PDMS (Polydimethylsiloxan), Sedé¢ vldkno 50/30 um DVB/CAR/PDMS
(Divinylbenzen/Carboxen/Polydimethylsiloxan) a svétle modré vldkno 85 um CAR/PDMS
(Carboxen/Polydimethylsiloxan). Jako vhodné vlakno bylo pro samotnou optimalizaci extrakce
a analyzu vzorku zvoleno Sedé vldkno. Pted prvnim pouzitim kazdého vlakna byla provedena
kondicionace sorbentu za podminek uvedenych v navodu od vyrobce. Optimalizace extrakce
byla provedena v rozsahu 20-120 minut a 40-120 °C. Vzorek byl nejdfive inkubovan pii teploté
extrakce po dobu 20 minut, aby doslo k ustaveni rovnovazného stavu. Po prob&hnuti HS-SPME
byly analyty desorbovany z vlakna v nastfikovém bloku plynového chromatografu, desorp¢ni
Cas byl 15 s a desorpéni teplota 230 °C. Mezi jednotlivymi mefenimi bylo vlakno Cisténo pfi
250 °C po dobu 5 minut. Cely proces HS-SPME i desorpce probihal automaticky s vyuzitim

autosampleru.

2.6 Plynova chromatografie

2.6.1 Priprava vzorku k analyze
Vzorky vydestilovaného esencialniho oleje byly pred analyzou na plynovém chromatografu

nafedény n-hexanem v pomeéru 1:100.

Pii ptipravé vzorktu k HS-SPME bylo do kazdé headspace vialky navazeno 100 mg

nadrceného kotene chrpovniku. Vialky byly poté uzavieny vicky s teflonovymi septy.

2.6.2 Podminky analyzy plynové chromatografie s hmotnostni detekci
K separaci vzorkl byla pouzita kolona SLB-5ms od firmy Supelco (Bellefonte, PA, USA),
s délkou 30 m, vnitfnim pramérem 0,25 mm a vrstvou filmu o tloustce 0,25 um. Jako nosny
plyn slouzilo helium 4.6 od firmy Linde Gas a.s. (Praha, Ceska republika) s linearni rychlosti
pratoku 30 cm/s. Teplota nastfikového bloku byla nastavena na 230 °C. V piipadé¢ EO byl
davkovan 1 ul natfedéného vzorku pii splitovacim poméru 1:30. Extrakty ziskané HS-SPME
byly desorbovéany z extrakéniho vldkna v néstfikovém bloku po dobu 15 sekund. Separace
probihala pii teplotnim programu, ktery zacinal pii teploté 40 °C po dobu 2 minut, poté se

teplota zvedala rychlosti 2 °C/min az do kone¢né teploty 250 °C, ktera byla udrzovéana po dobu
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5,5 minut. Celkova doba analyzy byla tedy 112,5 minut. Teplota iontového zdroje i teplota
prevodniku do MS byla nastavena na 200 °C. lonizace separovanych latek byla provedena
pomoci elektronové ionizace s ionizacni energii 70 eV a v rezimu scan byla sniméana odezva
vSech iontll v rozmezi m/z = 35-500. Samotné méfeni se zaznamem signalu bylo spusténo az

po 5 minutach od nadavkovani vzorku z divodu ochrany detektoru (tzv. solvent cut time).

2.6.3 Podminky analyzy plynové chromatografie s plamenovym ioniza¢nim
detektorem
K separaci vzorki pomoci GC/FID byla pouzita stejna kolona SLB-5ms jako v GC/MS (viz
kapitola 2.6.2). Teplotni program a podminky separace byly také stejné jako v ptipadé GC/MS.
Teplota nastiikového bloku byla nastavena na 230 °C, teplota na detektoru na 270 °C. Spalovani
latek v plamenovém ionizaCnim detektoru probihalo v plameni, ktery tvofila smes vodiku se
vzduchem. Rychlost prutoku vodiku byla nastavena na hodnotu 40 ml/min, rychlost pratoku

vzduchu na 400 ml/min.

2.7 Vyhodnoceni dat z chromatogramu

Pomoci GC/MS 1 GC/FID byly za stejnych podminek zméteny jednak samotné vzorky, a také
smés n-alkani. Reten¢ni Casy n-alkani byly pouzity k vypoltim retenCnich indext
jednotlivych sloucenin. Jelikoz separace probihaly pfi programované teploté, retencni indexy
byly vypocitany na zakladé vztahu dle Van den Doola a Kratze (viz rovnice 2 v kapitole
1.4.3.1.1) zretenCnich Casu m-alkani a reten¢nich Casu jednotlivych latek (Tabulka 2).
Vyhodnoceni naméfenych dat bylo provedeno v programech CGMS Solution 4.20
a GC Solution od Shimadzu (Kyoto, Japonsko).

Ke zjisténi kvalitativniho slozeni vzorku byly pouzity chromatogramy z GC/MS
analyzy. Identifikace sloucenin byla provedena na zéklad€ srovnani nameétenych hmotnostnich
spekter s knithovnami spekter. Bylo pouzito srovnani s knihovnami FFNSC (Mass Spectra of
Flavors and Fragrances of Natural and Synthetic Compounds od Shimadzu, Kyoto, Japonsko),
NIST 11 a NIST 11s (National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, Maryland,
USA). Ovéfeni probihalo porovnanim vypoctenych reten¢nich indext s reten¢nimi indexy

publikovanymi.
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GC/FID chromatogramy

slouzily k ur€eni

relativniho zastoupeni jednotlivych

slouCenin. Byly vypocitany reten¢ni indexy jednotlivych latek dle rovnice 2 (viz kapitola

1.43.1.1). Na zakladé srovnani reten¢nich indexti ziskanych z GC/MS a z GC/FID

chromatogram bylo provedeno pfifazeni relativniho zastoupeni jednotlivym identifikovanym

slouCeninam. Relativni procentudlni zastoupeni jednotlivych latek bylo vypocitano z poméru

plochy piku slouceniny k celkové plose vSech pikii chromatogramu a je vztazeno piimo na

esencialni olej a SPME extrakt, nikoliv na cely kofen. Méfeni vzorka pomoci GC/FID bylo

provedeno dvakrat a data byla zprimérovana.

Tabulka 2: Reten¢ni ¢asy n-alkant a jejich retenéni indexy

Reten¢ni ¢as (MS)

Retenéni ¢as (FID)

Nizev alkanu | Pocet uhlika [min] [min] Retencni index
n-oktan 8 7,198 7,647 800
n-nonan 9 12,157 12,720 900
n-dekan 10 18,667 19,291 1 000

n-undekan 11 25,807 26,439 1 100
n-dodekan 12 32,962 33,584 1200
n-tridekan 13 39,869 40,467 1 300
n-tetradekan 14 46,435 47,011 1 400
n-pentadekan 15 52,660 53,209 1 500
n-hexadekan 16 58,558 59,084 1 600
n-heptadekan 17 64,163 64,659 1 700
n-oktadekan 18 69,482 69,962 1 800
n-nonadekan 19 74,557 75,011 1 900
n-ikosan 20 79,401 79,828 2 000
n-henkosan 21 84,027 84,434 2 100
n-dokosan 22 88,462 88,844 2 200
n-trikosan 23 92,711 93,070 2 300
n-tetrakosan 24 96,795 97,127 2 400
n-pentakosan 25 100,726 101,033 2 500
n-hexakosan 26 104,506 104,786 2 600
n-heptakosan 27 108,190 — 2 700
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

V nésledujici Casti prace jsou popsany vysledky z experimentalni Casti diplomové prace
zameétené na izolaci a analyzu tekavych slozek z kotene chrpovniku lopuchového. Izolace byla
provedena pomoci dvou extrak¢nich technik — hydrodestilace a mikroextrakce tuhou fazi
v headspace usporadani. Je zde uveden postup optimalizace podminek HS-SPME a jsou
interpretovany vysledky jednotlivych analyz provadénych s vyuzitim plynové chromatografie
pomoci jednotlivych extrakénich technik, srovnany vzijemné rozdily ve vysledcich po
provedeni jednotlivych typt extrakce, a také porovnany vysledky s dostupnymi literarnimi

zdroji.

3.1 Mikroextrakce tuhou fazi
Metoda HS-SPME byla nejdiive optimalizovana. Samotna optimalizace se skladala z vybéru
nejvhodnéjsiho SPME vlékna a z ur€eni vhodnych podminek pro provedeni extrakce (teploty
a doby extrakce). Jako analyticka koncovka byla pfi optimalizaci extrakéni metody pouzita

plynové chromatografie s plamenovym ioniza¢nim detektorem.

3.1.1 Vybér vhodného SPME vlikna
V diplomové praci byla porovnavana tii rizna vlakna, ktera byla vybrana na zakladé doporuceni
uvadeéného vyrobcem [40]. Jednalo se o ¢ervené vlakno 100 um PDMS, §edé vldkno 50/30 um
DVB/CAR/PDMS a svétle modré vldkno 85 um CAR/PDMS. Z téchto tii vldken byl poté
proveden vybér na zakladé vysledka z provedeni predbéznych analyz. Ke vSem provadénym
analyzam bylo navazeno stejné mnozstvi (100 mg) drceného vzorku kofene chrpovniku
lopuchového. VSechny tfi typy vlaken byly otestovany pii raznych hodnotach teploty a Casu.
Jednalo se o Casy extrakce 20 min, 60 min a 100 min, a o inkubaéni teploty 40 °C, 70 °C
a 100 °C. Z vysledki téchto méteni bylo pro extrakci t€kavych sloucenin na zaklad€ poctu pika
a celkové plochy pikt (Tabulka 3) vybrano Sedé vlakno, které poskytovalo jak nejvyssi celkovy
pocet pikt v chromatogramu, tak zarover i nejvyssi celkovou plochu pikta. S timto vlaknem

byla provedena optimalizace extrak¢nich podminek.
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Tabulka 3: Vysledky analyz pii testovani tif vlaken pro SPME

Sedé vldkno 50/30 pm Cervené vlikno | Modré vldkno 85 pm
DVB/CAR/PDMS 100 pm PDMS CAR/PDMS
Doba a teplota Celkova Pocet Celkova | Pocet | Celkova Pocet
pri SPME plocha pika pikii | plocha piki | piku | plocha pika | pika
20 min, 40 °C 881 775 61 583 020 41 585 650 48
60 min, 70 °C 8230 976 126 5441 551 88 5640 616 109
100 min, 100 °C 8531 732 141 4 865 572 91 5041 865 107

3.1.2 Experimentalni optimalizace podminek HS-SPME
K optimalizaci podminek HS-SPME byl opét pouzit vzorek chrpovniku lopuchového, ktery byl
pouze nadrceny na jemny prasek, jinak byl bez dalSich uprav. Mnozstvi vzorku bylo u vSech
analyz stejné (100 mg). Série méfeni pro optimalizaci dvou parametrQ, a to konkrétné doby
extrakce a extrakéni teploty, byla provedena na zékladé ndvrhu centralniho kompozitniho
planovani. Navrh optimalizace tvofilo celkem 13 experimentt, (C)je v tabulce oznacen
centralni bod. Chromatografické analyza na GC/FID byla provedena za podminek uvedenych
v kapitole 2.6.3. Chromatogramy byly vyhodnoceny na pocet pik a celkovou plochu pika
(Tabulka 4). Optimalni podminky byly nasledn€ vyhodnoceny pouze na zakladé poctu pika

v chromatogramech, celkové plochy piki jsou v Tabulce 4 uvedeny pouze pro doplnéni.

Tabulka 4: Navrh optimalizace a jeji vysledky v podobé poc¢tu pikt a plochy celkového signalu chromatogramu
pii pouZiti vlakna 50/30 pm DVB/CAR/PDMS

Doba extrakce | Teplota extrakce

Pokus [min] (x) [°C] () Pocet piku | Celkova plocha pika
1 20 40 55 761 707
2 20 120 115 5258 087
3 120 40 95 2478 177
4 120 120 119 4743 019
5 20 80 109 6 169 815
6 120 80 136 10 133 256
7 70 40 80 1650 901
8 70 120 112 4 953 062

9(©) 70 80 125 9652212
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10 (C) 70 80 120 9370 861
11 (C) 70 80 123 9738 818
12 (C) 70 80 131 10 235 814
13 (C) 70 80 129 10 010 674

Vyhodnoceni experimentu bylo provedeno metodou odezvové plochy ve statistickém
softwaru STATISTICA 12 od firmy StatSoft CR (Praha, Ceska republika). Tento program
umoziiuje mimo jiné vytvofeni riznych matematickych modeld, napf. polynomu druhého
stupn€. Cilem celého experimentu bylo identifikovat co mozna nejvice sloucenin ve vzorku
kofene chrpovniku, proto bylo vyhodnoceni provedeno podle poctu pika v chromatogramech.
Metodou odezvové plochy byla vytvorena polynomicka rovnice, jejiz proménnou tvoii pocet

piki (rovnice 3). Grafické zobrazeni polynomu je na Obrazku 18.
PP = —70,8175 + 0,6865x — 0,006x? + 3,6087y — 0,0176y% — 0,0045xy + 0 3)
Kde PP znaci pocCet piku, x dobu extrakce a y teplotu extrakce.

Z grafu je patmné, ze optimalni podminky lezi v teplotnim rozsahu 70-100 °C a Case
trvani extrakce 100 min a vice. Na zdklad€ vyhodnoceni kritického bodu pomoci software byla
zvolena teplota extrakce 85 °C a doba extrakce 120 minut. Za téchto podminek byl
predpokladany pocet pikt 136. S rostouci dobou extrakce jiz nedochazelo k vyraznéjsimu ristu
predpokladaného poctu pikd, proto byla zvolena tato extrakéni doba. Predpokladany pocet pika

pti teploté extrakce 85 °C v zavislosti na ménici se dob¢€ extrakce uvadi Tabulka 5.

Tabulka 5: Predpokladany pocet piku na zaklad¢ vypoctu pfi teploté 85 °C

Doba extrakce [min] | Pfedpokladany pocet piki
100 133
105 134
110 135
115 135
120 136
125 137
130 138
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Obréazek 18: Zavislost pottu pikll na Case a teploté HS-SPME

3.2 Analyza vzorku
Tékavé latky z kofene chrpovniku lopuchového byly zisk&dny upravou vzorku ve formé
esencialniho oleje a ve formé SPME extraktu. Separace latek byla provedena pomoci plynové

chromatografie. V pfiloze 1-4 jsou na ukdzku chromatografické zaznamy z obou analyz.

3.2.1 Analyza esencialniho oleje
Esencidlni olej byl ziskan hydrodestilaci. Hydrodestilace byla provedena celkem dvakrat,
v obou pFipadech byla doba trvani 210 minut. VytéZnost po provedeni prvni hydrodestilace
byla 0,1051 g esencidlniho oleje z pdvodni navazky 100 g vzorku chrpovniku,
tzn. 0,11 %. V pfipadé hydrodestilace u druhého vzorku se jednalo o vysledné mnoZstvi
0,1019 g esencialniho oleje ze stejného mnozZstvi navazky vzorku chrpovniku (100 g), tedy

vysledné 0,10 %. VytéZnost hydrodestilace byla vypocitana dle rovnice (4).

Vytégeﬁ EO (%) - hmostnost vytézku HD (a) 100 )

hmotnost navazky vzorku (g)
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Tabulka 6 uvadi jednotlivé identifikované slozky esencidlniho oleje, které jsou
usporadané do skupin podle jejich chemického slozeni. U kazdé slozky je uvedeno jeji
registraCni Cislo CAS (z angl. Chemical Abstracts Service). CAS je jedinecné Cislo prifazené
konkrétni chemické sloucenin€, které oznafuje vzdy jen jednu konkrétni latku a slouzi
k jeji pfesné identifikaci. Jedna se pouze o poradova Cisla latek, ktera nevyjadiuji zadné udaje
o jejich struktute [59]. U kazdé slozky je také uveden experimentalné stanoveny retencni index
a relativni zastoupeni jednotlivych slozek v esencidlnim oleji, které bylo stanoveno z velikosti
plochy pika jednotlivych sloucenin vztazenych k celkové plose vSech pikl v chromatogramu.
U hodnot relativniho zastoupeni jednotlivych latek je v tabulce uvedena prumérna hodnota
zvysledkd dvou méfeni na GC/FID. Tabulka 6 také uvadi celkova mnozstvi jednotlivych

skupin sloucenin, kterd jsou vyznacena tuc¢né.

Ve wvzorku esencialniho oleje zchrpovniku lopuchového bylo =z celkovych
118 detekovanych pikt identifikovano 63 slouCenin, které tvofily 98,1 % celkové plochy pika
chromatogramu. Prevazujici zastoupeni tvorfily terpeny, a to konkrétn€ 9 monoterpend,
4 oxidované  monoterpeny, 19 seskviterpenu, 14  oxidovanych  seskviterpent
a 3 seskviterpenové laktony. DalSimi slozkami byly 4 alifatické uhlovodiky, 7 apokarotenoidd,

1 furan, 1 ether a 1 ester.

Slozkou s majoritnim zastoupenim v esencialnim oleji byl aplotaxen (Ci7Hzs) neboli
1,8,11,14-heptadekatetraen, (Z,Z,7Z)-, kterého olej obsahoval primérné€ 29,24 %. Druhou
nejvice zastoupenou slozkou byl dehydrocostus lakton s prumémym relativnim zastoupenim
937 %. Dalsi slozkou vyskytujici se ve velkém mnozstvi byl PB-costol s relativnim
obsahem 4,80 %. Ze skupiny seskviterpenu esencialni olej v nejvetsi mife obsahoval latky (E)-
B-karyofylen (3,61 %), (E)-a-ionon (2,73 %), a-selinen (2,71 %), B-elemen (2,32 %) a B-selinen
(2,04 %).

3.2.2 Analyza tékavych slozek po mikroextrakci tuhou fazi
Z celkovych 114 detekovanych pikli v chromatogramu bylo identifikovano 52 slouCenin, které
tvotily 78,7 % celkové plochy chromatogramu v TIC. VSechny identifikované slouceniny
spole¢né sjejich CAS (isly, experimentalné stanovenymi reten¢nimi indexy, relativnim
zastoupenim jednotlivych slozek uvedenym z priméru dvou méfeni na GC/FID a celkovym

mnozstvim jednotlivych skupin latek uvadi Tabulka 6.
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Identifikované slouceniny tvorily opét zejména terpeny, konkrétn€¢ se jednalo
0 3 monoterpeny, 1 oxidovany monoterpen, 21 seskviterpent, 12 oxidovanych seskviterpenu
asS seskviterpenovych laktonti. Dalsimi stanovenymi slouceninami byly 3 alifatické

uhlovodiky, 3 apokarotenoidy, 2 aldehydy a ketony, 1 fenol a 1 ether.

Slozkou s nejvétsim zastoupenim byl stejné€ jako u vzorku esencidlniho oleje aplotaxen
(1,8,11,14-heptadekatetraen, (Z,Z,Z)-), ktery se vyskytoval sprimérnym relativnim
zastoupenim 59,28 %. Druhou nejvice zastoupenou slozkou byl opét dehydrocostus lakton
s relativnim zastoupenim 8,12 %. Kromé aplotaxenu byl ve vzorku ve vétSim mnozstvi
stanoven také dihydro-aplotaxen (1,8,11-heptadekatrien, (Z,Z)-) v relativnim mnozstvi 3,55 %.
Dal§imi latkami zastoupenymi ve vétsi mife byly (E)-B-karyofylen (2,32 %), B-selinen
(1,53 %), p-elemen (1,45 %) a o-curcumen (1,31 %) ze skupiny seskviterpent, dale
seskviterpenovy lakton dihydrodehydrocostus lakton (1,38 %) a oxidovany seskviterpen (-
costol (1,31 %).

Tabulka 6: Identifikované slouceniny v kofeni chrpovniku lopuchového po tupravé hydrodestilaci (HD)
a mikroextrakci tuhou fazi z parniho prostoru (HS-SPME) a jejich relativni procentudlni zastoupeni (n=2)

CAS RI Relativni zastoupeni [%]

HD HS-SPME
ALIFATICKE UHLOVODIKY
Oktan 111-65-9 802 0,05 -
Dihydro-aplotaxen 56134-03-3 1663 1,75 3,55
Aplotaxen 10482-53-8 1668 29,24 59,28
1-Heptadecen 6765-39-5 1695 0,02 0,23
Y ALIFATICKE UHLOVODIKY 31,06 63,06
MONOTERPENY
o-Pinen 80-56-8 932 0,13 -
f-Pinen 127-91-3 976 0,31 -
o-Felandren 99-83-2 1006 0,2 0,01
a-Terpinen 99-86-5 1017 0,09 -
p-Cymen 99-87-6 1024 0,55 0,04
Limonen 138-86-3 1029 0,15 -
y-Terpinen 99-85-4 1058 0,2 0,02
Terpinolen 586-62-9 1085 0,07 -
p-Cymenen 1195-32-0 1090 0,03 -
> MONOTERPENY 1,73 0,07

54



Relativni zastoupeni [%]

CAS Rl HD HS-SPME
OXIDOVANE MONOTERPENY
Linalool 78-70-6 1101 0,07 -
4-Terpineol 562-74-3 1180 0,44 0,06
a-Terpineol 98-55-5 1195 0,11 -
Karvakrol 499-75-2 1300 0,07 -
Y OXIDOVANE MONOTERPENY 0,69 0,06
APOKAROTENOIDY
Dihydroedulan 72746-44-2 1287 0,07 -
a-lonol 25312-34-9 1375 0,1 -
Dihydro-a-ionon 31499-72-6 1412 1,7 0,47
(E)-o-Ionon 127-41-3 1422 2,73 0,81
Nerylaceton 3879-26-3 1429 0,05 —
Geranylaceton 3796-70-1 1448 1,88 0,76
(E)-p-ionon 79-77-6 1479 1,93 -
>, APOKAROTENOIDY 8,46 2,04
SESKVITERPENY
S-Elemen 515-13-9 1389 2,32 1,45
(+)-Sativen 3650-28-0 1393 0,07 0,05
Isokaryofylen 118-65-0 1401 - 0,06
S-Longipinen 41432-70-6 1403 0,2 -
a-Cedren 469-61-4 1414 0,17 0,1
(E)-p-Karyofylen 87-44-5 1418 3,61 2,32
(E)-a-Bergamoten 13474-59-4 1433 0,63 0,58
a-Karyofylen 6753-98-6 1454 0,45 0,29
p-Santalen 511-59-1 1457 - 0,02
p-Acoradien 43219-80-3 1465 0,08 0,06
Aristolochen 823810-22-6 1469 0,05 0,03
Selina-4,11-dien 17627-30-4 1473 0,64 0,48
y-Curcumen 451-55-8 1476 - 0,42
a-Curcumen 644-30-4 1481 1,14 1,31
p-Selinen 17066-67-0 1488 2,04 1,53
Valencen 4630-07-3 1489 - 0,02
a-Selinen 473-13-2 1495 2,71 -
p-Himachalen 1461-03-6 1499 0,05 0,05
pS-Bisabolen 4891-79-6 1508 0,07 0,07
(Z2)-y-Bisabolen 13062-00-5 1511 0,36 0,39
S-Seskvifelandren 20307-83-9 1524 0,06 0,16
Selina-4(15),7(11)-dien 58893-88-2 1536 0,05 0,05
(E)-a-Bisabolen 25532-79-0 1541 0,14 0,17
> SESKVITERPENY 14,84 9,61
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Relativni zastoupeni [%]

CAS Rl HD HS-SPME
OXIDOVANE SESKVITERPENY
a-Elemol 19078-36-5 1548 0,51 0,19
(E)-Nerolidol 40716-66-3 1561 0,29 0,13
Karyofylen oxid 1139-30-6 1580 0,65 0,29
Humulen epoxid I1 19888-34-7 1608 0,05 0,03
y-Eudesmol 1209-71-8 1632 0,23 0,05
Karyofyla-4(12),8(13)-dien-Sa-ol  19431-80-2 1636 0,3 0,14
S-Eudesmol 473-15-4 1653 0,45 0,14
(Z.E)-a-Bergamotol 88034-74-6 1690 0,64 0,3
(6R,7R)-Bisabolon 72441-71-5 1736 0,04 0,02
y-Costol 65018-14-6 1745 1,11 0,05
Lanceol, cis 10067-28-4 1755 0,12 -
13-Hydroxy-Valencen 438536-20-0 1758 0,07 -
S-Costol 515-20-8 1769 4.8 1,31
a-Costol 65018-15-7 1772 1,54 0,39
Y OXIDOVANE SESKVITERPENY 10,80 3,04
SESKVITERPENOVE LAKTONY
S-Cyklodihydrocostunolid 22387-64-0 1920 - 0,12
Dihydrodehydrocostus lakton 4955-03-7 1930 1,64 1,38
p-Cyclocostunolid 2221-82-1 1957 0,72 0,38
Dehydrocostuslakton 477-43-0 1984 9,37 8,12
Costunolid 553-21-9 2060 - 0,01
Y SESKVITERPENOVE LAKTONY 11,73 10,01
OSTATNI
2-Pentylfuran 3777-69-3 991 0,03 -
Italicen ether 104188-25-2 1533 0,21 0,03
Methyl linolat 112-63-0 2092 0,02 -
Furfural 98-01-1 829 - 0,04
Acetofenon 552-41-0 1436 - 0,04
0-Cresol 95-48-7 1052 - 0,02
> OSTATNI 0,26 0,13

3.3 Porovnani vysledku analyz

3.3.1 Porovnani majoritnich slozek z obou zpusobu upravy vzorku
Tabulka 7 uvadi srovnani nejvice zastoupenych slozek ve vzorku kofene chrpovniku
lopuchového. U vzorku byly provedeny dva typy extrakce. Cast vzorku byla zpracovana

hydrodestilaci, pti které vznikal esencidlni olej, s druhou casti vzorku byla provedena
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mikroextrakce tuhou fazi z parniho prostoru. Slozkou s majoritnim obsahem byl pii obou
stanovenich aplotaxen, ktery se v extraktu po provedeni HS-SPME vyskytoval v relativnim
zastoupeni 59,28 %, u vzorku esencialniho oleje tvofilo relativni zastoupeni 29,24 %. Druhou
nejvice zastoupenou slozkou byl v obou pfipadech dehydrocostus lakton, kterého se
vyskytovalo relativni mnozstvi 8,12 % u vzorku po provedeni HS-SPME a 9,37 % u EO.
V obou vzorcich se vyrazné&ji projevil také obsah (E)-B-karyofylenu, B-selinenu a f-elemenu.
B-costol byl ve vetsi mife obsazen v EO (4,8 %), v extraktu po HS-SPME tvoiil pouze (1,3 %).
Naopak dihydro-aplotaxen, ktery tvofil u vzorku po HS-SPME 3,55 %, se v EO vyskytoval
méne (1,75 %).

Slozeni 1 relativni zastoupeni jednotlivych identifikovanych sloucenin ve vzorku se
muze lisit kvuli zpisobu jeho zpracovani. Pii hydrodestilaci mohou nékteré slouCeniny (napf.
estery) podléhat hydrolytickym rozkladnym reakcim nebo mize dochazet k polymeraci

u nékterych citlivych sloucenin (napf. aldehydua) [21].

Tabulka 7: Porovnani nejvice zastoupenych sloZek v zavislosti na pouzité metod¢ apravy vzorku pied analyzou,
HD...hydrodestilace, HS-SPME .. mikroextrakce tuhou fazi z parniho prostoru

HD HS-SPME
Slozka zasﬁ)el:ztell‘llin E%] Slozka zasﬁ)el:ztell‘llin E%]

Aplotaxen 29,24 Aplotaxen 59,28
Dehydrocostus lakton 9,37 Dehydrocostus lakton 8,12
B-Costol 4,80 Dihydro-aplotaxen 3,55
(E)-B-Karyofylen 3,61 (E)-B-Karyofylen 2,32
(E)-a-Ionon 2,73 B-Selinen 1,53
a-Selinen 2,71 B-Elemen 1,45
B-Elemen 2,32 Dihydrodehydrocostus lakton 1,38
B-Selinen 2,04 B-Costol; a-Curcumen 1,31

3.3.2 Porovnani zastoupeni sloZek z hlediska skupin latek
Pii porovnani vysledkti z hlediska obsahu latek rozdélenych do skupin po provedeni
jednotlivych technik extrakce je patrné, ze pomoci HS-SPME byl ziskédn nizsi pocet sloucenin
ze skupin monoterpentl, oxidovanych monoterpent a apokarotenoidd, oproti stanoveni vzorku
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esencialniho oleje ziskaného hydrodestilaci. Pti teploté, ktera byla pro extrakci pouZita, se sice
tyto slouCeniny pravdépodobné naadsorbovaly na SPME vlakno, ale vzapéti doslo k jejich
desorpci. Pouziti nizsi teploty pti HS-SPME by pravdépodobné vedlo k identifikaci vice latek
ze skupin nizkovroucich monoterpent, nicméné by velmi pravdépodobné poklesnul celkovy
pocet extrahovanych latek. V ostatnich skupinach latek nejsou rozdily v poctu latek z hlediska

jednotlivych extrakénich technik tolik vyrazné.

Celkove bylo pfi podminkach, za kterych byly extrakce provadény ve vzorku
esencialniho oleje identifikovano vice slouCenin (63) nez v extraktu po provedeni HS-SPME
(52). Dulezité je poznamenat, Ze s ménici se teplotou pii HS-SPME by dochazelo ke zménam
v celkovém poctu extrahovanych sloucenin a tim 1 identifikovanych latek. VSechny vysledky

jsou podrobnéji uvedeny v Tabulce 8.

Tabulka 8: Porovnani skupin latek ve vzorku po hydrodestilaci (HD) a po mikroextrakci tuhou fazi z parniho
prostoru (HS-SPME)

HD HS-SPME

Skupina latek Pocet zasﬁ)el:;teil‘llin[i% ] Pocet Zasﬁ)(i::l):bil‘llin;% ]
MONOTERPENY 9 1,73 3 0,07
OXIDOVANE MONOTERPENY 4 0,69 1 0,06
APOKAROTENOIDY 7 8,46 3 2,04
SESK VITERPENY 19 14,84 21 9,61
OXIDOVANE SESKVITERPENY | 14 10,80 12 3,04
SESKVITERPENOVE LAKTONY | 3 11,73 5 10,01
ALIFATICKE UHLOVODIKY 4 31,06 3 63,06
OSTATNI 3 0,26 4 0,13
CELKEM 63 79,57 52 88,02

3.3.3 Porovnani namérenych vysledku s literaturou
Analyzou ¢tyt riznych vzorka komeréné dodavanych esencialnich olejii z kotene chrpovniku
lopuchového pomoci GC/MS a GC/FID na kolon€ HP-1 se zabyva napt. piispévek z konference
ve formé plakatového sdéleni [60]. Stejné jako v této praci byl ve vSech analyzovanych

vzorcich nejvice zastoupenou slozkou aplotaxen, ktery se vyskytoval v riznych relativnich
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procentualnich zastoupenich (12,6-35,1 %). Jako dalsi nejvice zastoupené slouCeniny byly
stanoveny dehydrocostunolid a elema-1,3,11(13)-trien-12-ol, které ve vzorku v této praci nebyly
vubec identifikovany. Naopak druha nejvice zastoupena sloucenina této prace dehydrocostus
lakton nebyla identifikovana v zadném z téchto komercnich oleji. Autofi zde vyslovuji
myslenku, Ze slozeni esencidlniho oleje z kofene chrpovniku lopuchového je pravdépodobné
zavislé na délce destilace, a to zejména z toho divodu, Ze laktony s vysokou teplotou varu
mohou byt z rostlinného materialu zcela ziskany az prodlouzenim destila¢ni doby. Na zaklade
jejich prace je také patrné, ze slozeni jednotlivych esencialnich oleju se 1isi jednak v mnozstvi

a druhu identifikovanych slou€enin, ale také v relativnich zastoupenich jednotlivych slozek.

Analyzou dvou vzorki esencialniho oleje z kofene chrpovniku lopuchového pivodem
zKoreje a Ciny se zabyvala studie [12]. Hydrodestilace ususeného, nadrceného kotene byla
provadéna po dobu 180 min, coz je o 30 minut méné nez v této praci. Ziskany esencialni olej
byl analyzovan pouze pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekci, uvedené relativni
procentualni zastoupeni je tedy stanoveno pouze ze zaznamu z hmotnostniho spektrometru. Pfi
analyze byla vyuzita kolona HP-SMS. Ve vzorku z Koreje bylo stanoveno 63 sloucenin, coz je
stejné mnozstvi jako v této praci, ve vzorku z Ciny to bylo pouze 46 sloudenin. V obou vzorcich
byl nejvice zastoupenou slozkou cis,cis,cis-hexadeka-7,10,13-trienal (tvotil 21,2 % v piipadé
vzorku zKoreje a 23,3 % u vzorku z Ciny). Stejné jako v této praci byl druhou nejvice
zastoupenou slouceninou v obou vzorcich dehydrocostus lakton (10,3 % ve vzorku z Koreje

a 11 % ve vzorku z Ciny).

Ve studii [13] byl analyzovan vzorek kotene chrpovniku lopuchového z Indie, jehoz
tekavé slouCeniny byly extrahovany 6 hodin trvajici hydrodestilaci. Nasledna analyza byla
provedena na kolon¢ HP-5 na GC/FID a GC/MS. V této studii bylo identifikovano celkem
41 sloucenin (z toho 6 ve stopovych mnozstvich). Nejvétsi relativni zastoupeni ve zkoumaném
vzorku tvoril aldehyd cis,cis,cis-hexadeka-7,10,13-trienal (25,5 %). Druhou nejvice
zastoupenou slouceninou byl dehydrocostus lakton (16,7 %), kterého se vyskytovalo vétsi
zastoupeni nez v této praci (9,37 %). V pomérné velkém relativnim zastoupeni byly ve studii
také stanoveny elemol (5,8 %), ktery byl v této praci stanoven v podstatné€ niz§im relativnim
zastoupeni (0,5 %), a a-ionon (3,9 %), kterého se v této praci stanovilo podobné relativni
zastoupeni (2,73 %). Odlisné slozeni a relativni zastoupeni slouCenin ve zmifiované studii
oproti této praci by mohlo byt, mimo dalsi vlivy viz kapitola 1.2.3, zpisobeno delsi dobou trvani

hydrodestilace.
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ZAVER

Cilem teoretické casti diplomové prace bylo zpracovani literarni reSerSe zabyvajici se
chrpovnikem lopuchovym. V této Casti je uvedeno jeho charakteristické misto rastu, vlastnosti
a vzhled rostliny, typické zpusoby jeho vyuziti a chemické slozeni. Nasledujici kapitoly
teoretické Casti prace popisuji moznosti izolace a analyzy t€kavych latek. Izolace te€kavych
slouCenin z rostlinného materialu se provadi pomoci ruznych metod. Volba metody se vzdy
odviji od druhu rostlinného materilu a charakteru izolovanych slouc¢enin. Esencialni oleje jsou
tekavé aromatickée kapaliny, které se ziskavaji z rozlicnych ¢asti rostlinného materialu zejména
pomoci destilacnich a extrak¢nich metod. V piipadé chrpovniku lopuchového se esencidlni
oleje ziskavaji z jeho aromatického kotene. V této Casti je také popsano vyuziti a chemické

slozeni esencialnich oleja, veetné moznych podminek, které mohou mit vliv na zménu sloZeni.

V experimentalni ¢asti diplomové prace byla provedena izolace tekavych latek ze
vzorku kotfene chrpovniku lopuchového pomoci dvou metod. Prvni pouzitou metodou izolace
byla hydrodestilace, pfi které vznikal esencialni olej. Druhym zplisobem izolace byla
mikroextrakce tuhou fazi z parniho prostoru nad tuhym vzorkem, u které byla pomoci série
meéfeni provedena optimalizace podminek provedeni. Konkrétn€ bylo vybirano nejvhodnéjsi
SPME vlakno a optimalni doba trvani a teplota pfi extrakci. Vlastni analyza vzorku byla
provedena s vyuzitim plynové chromatografie s hmotnostni detekci ke zji§téni kvalitativniho
slozeni a plynové chromatografie s plamenovym ioniza¢nim detektorem ke stanoveni

relativniho kvantitativniho zastoupeni jednotlivych latek.

Vzorek obsahoval latky zejména ze skupin terpend (monoterpeny, oxidované
monoterpeny, seskviterpeny, oxidované seskviterpeny, seskviterpenové laktony), dale
alifatické uhlovodiky, apokarotenoidy a ojedinéle nekteré ostatni latky (estery, furany, ethery,
fenoly, aldehydy a ketony), a to po provedeni obou technik izolace. Za podminek, pii kterych
byly extrakce provadény bylo celkove ve vzorku esencialniho oleje identifikovano 63 slou¢enin
a ve vzorku po provedeni HS-SPME 52 sloucenin. Niz§i byl u vzorku po HS-SPME zejména
pocet latek ze skupin monoterpent a oxidovanych monoterpent, pravdépodobné kvali teploté

pouzité pii extrakei.

Po provedeni obou zpusobu izolace byl jako hlavni slozka identifikovan alifaticky
uhlovodik aplotaxen (1,8,11,14-heptadekatetraen, (Z,Z,Z)-,), ktery se u vzorku esencialniho
oleje vyskytoval v relativnim zastoupeni 29,24 %, ve vzorku po HS-SPME tvofilo relativni

zastoupeni 59,28 %. Druhou majoritni latkou byl v obou piipadech seskviterpenovy lakton
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dehydrocostus lakton, kterého se vyskytovalo relativni mnozstvi 9,37 % u vzorku esencialniho
oleje a 8,12 % u vzorku po provedeni HS-SPME. Dalsimi latkami zastoupenymi ve vétSim
mnozstvi byly apokarotenoid (E)-o-ionon, seskviterpeny p-elemen, (E)-B-karyofylen, a-

curcumen, -selinen, a-selinen a oxidovany seskviterpen [-costol.

Pii porovnani vysledkt analyz s dostupnou literaturou byly zjistény rozdily, jak ve
slozeni, tak v relativnim zastoupeni jednotlivych slozek. Tyto rozdily mohou byt zpisobeny
mnoha faktory, napf. technikou pouZitou k extrakci a podminkami jejiho provedeni, zpisobem
a délkou skladovani vzorku, podminkami pfi rastu rostlinného materialu, staiim v dobé sklizné
a zpracovanim rostlinného materialu pred extrakci. Mnozstvi identifikovanych latek se muize
meénit také vlivem parametrt pouzitych pfi analyze, napf. pouzitym teplotnim programem nebo
typem kolony. V3echny tyto faktory mohou pfispivat ke zménam ve slozeni a obsahu
jednotlivych latek a porovnani s literaturou slouzilo jako ukazka dalsich studii, ve kterych byla

provedena analyza vzorku chrpovniku lopuchového.

61



POUZITA LITERATURA

[1]

2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[]

[10]

PANDEY, Madan Mohan; RASTOGI, Subha; RAWAT, Ajay Kumar Singh. Saussurea
costus: botanical, chemical and pharmacological review of an ayurvedic medicinal

plant. Journal of ethnopharmacology, 2007, 110.3: 379-390.

KASANA, Shruti; DWIVEDI, Mayank D.; UNIYAL, P. L. Taxonomic Status of
Saussurea costus (Falc.) Lipsch. (Asteraceae: Cardueae): a critically endangered species

from Himalaya, India.

SAHA, D., VED, D., RAVIKUMAR, K. & HARIDASAN, K. [online]. Saussurea
costus. The IUCN Red List of Threatened Species 2015 [cit. 2019-10-21]. Dostupné z:
https://www.iucnredlist.org/species/50126641/50131430

MADHURI, K.; ELANGO, K.; PONNUSANKAR, S. Saussurea lappa (Kuth root):
review of its traditional uses, phytochemistry and pharmacology. Oriental Pharmacy and

Experimental Medicine, 2012, 12.1: 1-9.

PHARMACOPOEIA, Indian Herbal. Indian drug manufacturers’ Association. Revised
edition. Mumbai: Indian Herbal Pharmacopoeia, 2002, 493: 494,

LIU, Zhi Long, et al. Essential oil composition and larvicidal activity of Saussurea lappa
roots against the mosquito Aedes albopictus (Diptera: Culicidae). Parasitology research,

2012, 110.6: 2125-2130.

ZAHARA, Kulsoom, et al. A review of therapeutic potential of Saussurea lappa-An
endangered plant from Himalaya. Asian Pacific journal of tropical medicine, 2014, 7.

S60-S69.

MADHURI, K.; ELANGO, K.; PONNUSANKAR, S. Saussurea lappa (Kuth root):
review of its traditional uses, phytochemistry and pharmacology. Oriental Pharmacy and

Experimental Medicine, 2012, 12.1: 1-9.

CHOPRA, R. N.; NAYAR, S. L.; CHOPRA, 1. C. Glossary of Indian medicinal plants
CSIR publication. New Delhi, 1956.

WYNN, Susan G. Safe Substitutes for Endangered Herbs: Plant Conservation and Loss
of Our Medicines. In: Veterinary Herbal Medicine. Mosby, 2007. p. 265-271.

62


https://www.iucnredlist.org/species/50126641/50131430

[11] TRADITIONAL CHINESE MEDICINE: What You Need To Know [online]. National
Center for Complementary and Integrative Health (NCCIH). October 2013 [cit. 2019-12-
07]. Dostupné z: https://nccih.nih.gov/health/whatiscam/chinesemed.htm

[12] CHANG, Kyung-Mi; KIM, Gun-Hee. Comparison of volatile aroma components from
Saussurea lappa CB Clarke root oils. Preventive Nutrition and Food Science, 2008, 13.2:
128-133.

[13] GWARI, Garima, et al. Volatile constituents of Saussurea costus roots cultivated in

Uttarakhand Himalayas, India. Pharmacognosy research, 2013, 5.3: 179.

[14] LI Yang, et al. In vitro anti-Helicobacter pylori action of 30 Chinese herbal medicines

used to treat ulcer diseases. Journal of Ethnopharmacology, 2005, 98.3: 329-333.

[15] LEE, Gyeong-Im, et al. Inhibitory effects of oriental herbal medicines on IL-8 induction
in lipopolysaccharide-activated rat macrophages. Planta Medica, 1995, 61.01: 26-30.

[16] CHO, Jae Youl, et al. In vitro anti-inflammatory effects of cynaropicrin, a sesquiterpene
lactone, from Saussurea lappa. Furopean Journal of Pharmacology, 2000, 398.3: 399-
407.

[17] KO, Seong Gyu, et al. Saussurea lappa induces G2-growth arrest and apoptosis in AGS
gastric cancer cells. Cancer letters, 2005, 220.1: 11-19.

[18] LEE, Min-Goo, et al. Constunolide Induces Apoptosis by ROS-mediated Mitochondrial
Permeability Transition and Cytochrome C Release. Biological and Pharmaceutical

Bulletin, 2001, 24.3: 303-306.

[19] SUTAR, Niranjan, et al. Antiulcerogenic activity of Saussurea lappa root. Int J Pharm
Life Sci, 2011, 2.1: 516-520.

[20] BAKKALLI Fadil, et al. Biological effects of essential oils—a review. Food and chemical
toxicology, 2008, 46.2: 446-475.

[21] UNITED NATIONS INDUSTRIAL DEVELOPMENT ORGANIZATION, et
al. Extraction technologies for medicinal and aromatic plants. Earth, Environmental and

Marine Sciences and Technologies, 2008.

63


https://nccih.nih.gov/health/whatiscam/chinesemed.htm

[22] BASER, K. Husnu Can, BUCHBAUER, Gerhard. Handbook of essential oils: science,
technology, and applications. CRC press, 2015.

[23] DJILANI, Abdelouaheb; DICKO, Amadou. The therapeutic benefits of essential
oils. Nutrition, well-being and health, 2012, 7: 155-179.

[24] PAVELA, Roman. Essential oils for the development of eco-friendly mosquito larvicides:
a review. Industrial crops and products, 2015, 76: 174-187.

[25] OLDFIELD, Eric; LIN, Fu-Yang. Terpene biosynthesis: modularity rules. Angewandte
Chemie International Edition, 2012, 51.5: 1124-1137.

[26] LUDWICZUK, A.; SKALICKA-WOZNIAK, K., GEORGIEV, M. L. Terpenoids.
In: Pharmacognosy. Academic Press, 2017. p. 233-266.

[27] MARRIOTT, Philip J.; SHELLIE, Robert; CORNWELL, Charles. Gas chromatographic
technologies for the analysis of essential oils. Journal of Chromatography A, 2001, 936.1-
2:1-22.

[28] MISHARINA, T. A. Influence of the duration and conditions of storage on the
composition of the essential oil from coriander seeds. Applied Biochemistry and

Microbiology, 2001, 37.6: 622-628.

[29] FEDOTOVA, Irina Anatolyevna, et al. Change of the chemical composition of essential
oils during storage. Plant Biology and Gardening: Theory, Innovation, 2019, 151: 66-75.

[30] RASSEM, Hesham HA; NOUR, Abdurahman H.; YUNUS, Rosli M. Techniques for
extraction of essential oils from plants: a review. Australian Journal of Basic and Applied

Sciences, 2016, 10.16: 117-127.

[31] FERHAT, Mohamed A.; MEKLATI, Brahim Y.; CHEMAT, Farid. Comparison of
different isolation methods of essential oil from Citrus fruits: cold pressing,
hydrodistillation and microwave ‘dry’distillation. Flavour and Fragrance Journal, 2007,

22.6:494-504.

[32] HANDLIR, Karel. Laboratorni cviceni z obecné a anorganické chemie 1. Vyd. 3.
Pardubice: Univerzita Pardubice, 2012. ISBN 978-80-7395-535-9.

64



[33] AHMAD, Zainal Abidin Bin, et al. Hydro-distillation process in extracting of agarwood

essential oil. 2015.

[34] CHURACEK, Jaroslav. Analyticka separace ldtek: celostdtni vysokoskolskd ucebnice pro
vysoké Skoly chemickotechnologické. Praha: Statni nakladatelstvi technické literatury,

1990. ISBN 80-03-00569-8.

[35] POURMORTAZAVI, Seied Mahdi; HAJIMIRSADEGHI, Seiedeh Somayyeh.
Supercritical fluid extraction in plant essential and volatile oil analysis. Journal of

chromatography A, 2007, 1163.1-2: 2-24.

[36] LANG, Qingyong; WAI, Chien M. Supercritical fluid extraction in herbal and natural
product studies—a practical review. Talanta, 2001, 53.4: 771-782.

[37] JULIASIH, Ni Luh Gede Ratna, et al. Supercritical fluid extraction of quinones from

compost for microbial community analysis. Journal of Chemistry, 2015, 2015.

[38] LABICOM: SPME [online]. 20/9 HPST, s.r.o. [cit. 2019-12-31]. Dostupné z:

https://www.labicom.cz/produkty/spotrebni-material/priprava-vzorku-prislusenstvi/spme

[39] MENDELU: Extrakéni techniky [online]. Univerzitni informacni systém Mendelovy
univerzity y Brné [cit. 2020-03-12]. Dostupné Z:
https://is.mendelu.cz/eknihovna/opory/zobraz_cast.pl?cast=52968

[40] SIGMAALDRICH: Fiber Selection Guide [online]. 2020 Merck KGaA, Darmstadt,
Germany [cit. 2020-03-13]. Dostupné z: https://www.sigmaaldrich.com/technical-

documents/articles/analytical/selecting-spme-fibers. html

[41] MULLER, L.; GORECKI, T.; PAWLISZYN, J. Solid-Phase Microextraction in Analysis
of Pollutants in the Field. Encyclopedia of Analytical Chemistry: Applications, Theory

and Instrumentation, 2006.

[42] SCHMIDT, Kamila; PODMORE, Ian. Current challenges in volatile organic compounds

analysis as potential biomarkers of cancer. Journal of biomarkers, 2015, 2015.

[43] SNOW, Nicholas H.; SLACK, Gregory C. Head-space analysis in modern gas
chromatography. 7rAC Trends in Analytical Chemistry, 2002, 21.9-10: 608-617.

65


https://www.labicom.cz/produkty/spotrebni-material/priprava-vzorku-prislusenstvi/spme
https://is.mendelu.cz/eknihovna/opory/zobraz_cast.pl?cast=52968
https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/analytical/selecting-spme-fibers.html
https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/analytical/selecting-spme-fibers.html

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

STERBA, K.; DOSTALEK, P.; KARABIN, M. Moderni postupy vyuZivané pii piipravé
vzorkd pro stanoveni alkohold, estert a kyselin v pivu. Chemické listy, 2011, 105: 603-

610.

VSCHT: TYPY KOLON A STACIONARNICH FAZI VPLYNOVE
CHROMATOGRAFII [online]. Vysokd Skola chemicko-technologickda v Praze. [cit.
2020-02-11]. Dostupné z:  https://web.vscht.cz/~poustkaj/ISM%20PIGA%20Cz-
4%20GC-2-KOLONY-SF_JP2018.pdf

SIGMAALDRICH: GC Column Selection Guide [online]. 2020, Merck KGaA,
Darmstadlt, Germany [cit. 2020-03-24]. Dostupné Z:
https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-

aldrich/docs/Supelco/General Information/t407133 pdf

ZACHAR, P SYKORA, D. Plynova chromatografie [online]. [cit. 2020-01-29].
Dostupné z: http://old.vscht.cz/anl/lach2/GC .pdf

MUNI: HLAVNI CASTI PLYNOVEHO CHROMATOGRAFU [online]. Informacni
systém Masarykovy univerzity [cit. 2020-01-29]. Dostupné z
https://is.muni.cz/el/1431/jaro2005/C6390/um/365564/gc_popis_metody.pdf

MCWILLIAM, 1. G. The comparison of detectors for gas chromatography. Journal of
Applied Chemistry, 1959, 9.7: 379-388.

JANDERA, Pavel. Atomovd a molekulova spektroskopie se zaméienim na stopovou
analyzu kontaminantii. Vyd. 3. Pardubice: Univerzita Pardubice, 2011. ISBN 978-80-
7395-392-8.

HOLCAPEK, Michal, et al. Molekulova spektrometrie [online]. Mass Spectrometry
Group, Univerzita Pardubice [cit. 2020-02-01]. Dostupné Z:
http://holcapek.upce.cz/teaching/Mol spek/Mol spek prednaska6 MS pdf

JALALI-HERAVI, Mehdi; ZEKAVAT, Behrooz; SERESHTI, Hassan. Characterization
of essential oil components of Iranian geranium oil using gas chromatography—mass
spectrometry combined with chemometric resolution techniques. Journal of

Chromatography A, 2006, 1114.1: 154-163.

66


https://web.vscht.cz/~poustkaj/ISM%20PIGA%20Cz-4%20GC-2-KOLONY-SF_JP2018.pdf
https://web.vscht.cz/~poustkaj/ISM%20PIGA%20Cz-4%20GC-2-KOLONY-SF_JP2018.pdf
https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/docs/Supelco/General_Information/t407133.pdf
https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/docs/Supelco/General_Information/t407133.pdf
http://old.vscht.cz/anl/lach2/GC.pdf
https://is.muni.cz/el/1431/jaro2005/C6390/um/365564/gc_popis_metody.pdf
http://holcapek.upce.cz/teaching/Mol_spek/Mol_spek_prednaska6_MS.pdf

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

HOLEC, Tomas. Planovany experiment. Brno, 2016. Diplomovéa prace. Vysoké uceni

technické v Brné. Vedouci prace Josef Bednar.

NIST: Central Composite Designs (CCD) [online]. National Institute of Standards and
Technology [cit. 2020-03-26], Dostupné z
https://www.itl.nist.gov/div898/handbook/pri/section3/pri3361.htm

SUCHANKOVA, Petra. Analyza syntetickych potravinaFskych barviv s vyuzitim metody
QUEChERS. Pardubice, 2012. Diplomova prace. Univerzita Pardubice. Vedouci préace
Martin Adam.

YOON, Minseok, et al. Optimization of the processing conditions for the preparation of
surimi products containing rice flour. Fisheries and aquatic sciences, 2014, 17.2: 167-
173.

AYDAR, Alev Yuksel. Utilization of response surface methodology in optimization of
extraction of plant materials. Statistical Approaches With Emphasis on Design of

Experiments Applied to Chemical Processes, InTech, 2018, 157-169.

BRADLEY, Nuran. The response surface methodology. 2007. PhD Thesis. Indiana
University South Bend.

TCEQ: Chemical Abstract Service (CAS) Numbers Information [online]. Texas
Commission  On  Environmental Quality [cit. 2020-03-17], Dostupné =z

https://www.tceq.texas.gov/assets/public/permitting/tier2/CAS-numbers.pdf

WANNER, Juergen. Some rectifications on the composition of costus root oil (Saussurea
costus (Falc.) Lipsch) and absolute and GC-MS-FID analyses thereof. 46th International
Symposium on Essential Oils, At Lublin, Poland, 2015.

67


https://www.itl.nist.gov/div898/handbook/pri/section3/pri3361.htm
https://www.tceq.texas.gov/assets/public/permitting/tier2/CAS-numbers.pdf

PRILOHY

Retencni ¢as [min]

Priloha 1: Chromatogram z GC/FID esencialniho oleje chrpovniku lopuchového po provedeni hydrodestilace

Priloha 2: Chromatogram z GC/FID esencialniho oleje chrpovniku lopuchového po provedeni hydrodestilace
s pFibliZzenim oblasti reten¢niho €asu 46-60 minut
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PFiloha 3: Chromatogram z GC/FID chrpovniku lopuchového po provedeni mikroextrakce tuhou fazi z parniho
prostoru
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PFiloha 4: Chromatogram z GC/FID chrpovniku lopuchového po provedeni mikroextrakce tuhou fazi z parniho
prostoru s priblizenim oblasti reten¢niho ¢asu 46-60 minut
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