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ANOTACE

Piedmétem disertacni prace je extrakce bioaktivnich latek, zaméfujici se piedevsim na izolaci
esencialnich oleju a flavonoidd, z rostlinného materialu. Teoreticka ¢ast popisuje vlastnosti a
vyuziti rostlinnych extraktt a vybrané rostlinné matrice. Nejrozsahlejsi ¢ast teorie disertacni
préace se vénuje modernim extrakénim technikdm se zamétfenim na zelenou extrakci. Dale jsou
V praci popsany metody analyzy extraktt pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekci
(GC-MS) a splamenovym ioniza¢nim detektorem (GC-FID) a pomoci vysokouc¢inné
kapalinové chromatografie s UV detekci. V zavéru teoretické ¢asti jsou struéné popsany

metody stanoveni antimikrobialni aktivity rostlinnych extraktti v kapalné a plynné fazi. Veskera

popisovana metodika je zobrazena v obrazkovych a schematickych formach.

Experimentalni ¢ast je rozdélena do tfech hlavnich kapitol, popisujici 3 témata vyzkumu, ktera
byla publikovana ve 4 zahrani¢nich impaktovanych Casopisech. Prvni kapitola je vénovana
chemickému slozeni a antimikrobidlni aktivit¢ hydrolath ziskanych z vybranych bylin, které se
péstuji v Ceské republice (levandule lékaiska, hiebi¢kovec kofenny, fenykl obecny, vaviin
uslechtily). V druhé kapitole je diskutovano chemické slozeni a antimikrobidlni aktivita
esencidlnich olejii v kapalné, a navic Vv parni fazi, ziskanych z vybranych asijskych bylin (toulen
srd¢it4, rdesno vonné, kerblik tfebule a bahnatka vonnd). Posledni, tfeti kapitola, je vénovéana
vyuziti ,,zelené* mikrovinné extrakce iontovou kapalinou pro stanoveni profilu flavonoidl z

listlh ovocnych stromtl z Kandrskych ostrovii (mango a mucenka).
KLICOVA SLOVA

Zelena extrakce, bioaktivni slouceniny, esencialni oleje, destilace, iontové kapaliny, plynova

chromatografie, kapalinova chromatografie, antimikrobialni aktivita.



TITLE
Extraction and analysis of plant-based products using chromatographic techniques
ANNOTATION

The subject of the doctoral thesis is the extraction of bioactive compounds from plant material,
focusing mainly on extraction of essential oils and flavonoids. The theoretical part of thesis is
focused on the properties and usage of plant extracts and a description of selected plant
matrices. The most extensive part of the theory describes modern extraction techniques with a
focus on green extraction. Furthermore, methods of analysis of extracts, namely gas
chromatography with mass spectrometer detector (GC-MS) and with flame ionization detector
(GC-FID) and high-performance liquid chromatography with UV detector are described.
Finally, the theoretical part briefly describes methods for determining the antimicrobial activity
of plant extracts in the liquid and vapor phase. All described methodology is shown in pictures

and schemes forms.

The experimental part is divided into three main chapters, describing 3 research topics,
published in 4 foreign impact journals. The first chapter deals with the chemical composition
and antimicrobial activity of hydrolates obtained from selected plants that grow in the Czech
Republic (Lavandula angustifolia, Syzygium aromaticum, Foeniculum vulgare and Laurus
nobilis). The second chapter discusses the chemical composition and antimicrobial activity of
essential oils in the liquid, as well as the vapor phase, obtained from selected Asian herbs
(Houttuynia cordata, Persicaria odorata, Anthriscus cerefolium and Limnophilla aromatica).
The last, third chapter, considers use of green ionic liquid microwave extraction for flavonoid

profile determination of leaves originated from Canary fruit trees (Mangifera sp. and Passiflora
sp.).
KEYWORDS

Green extraction, bioactive compounds, essential oils, distillation, ionic liquids, gas

chromatography, liquid chromatography, antimicrobial activity.



CILE PRACE

Pro disertacni praci byly stanoveny nésledujici cile:

1)

2)

3)

4)

Shrnuti tradi¢nich a modernich ,,zelenych extrakénich® metod pro extrakci pfirodnich

latek
v" Shrnuti s ohledem na aktudlni v&deckou situaci daného tématu

Shrnuti obecnych principti separace a identifikace nepolarnich latek obsazenych

Vv esencialnich olejich pomoci GC-MS a GC-FID

v" Interpretace MS spekter vybranych ptirodnich latek obsaZenych v esencialnich

olejich

Chemické slozeni a antimikrobidlni aktivita extrakti ziskanych tradi¢ni

hydrodestilaci/destilaci vodni parou

v’ Izolace a analyza hydrolatii z bylin péstovanych v Ceské republice a stanoveni

jejich antimikrobialnich vlastnosti

v’ Izolace a analyza esencialnich olejii z asijskych bylin a stanoveni jejich

antimikrobidlnich vlastnosti v parni a kapalné fazi esencialniho oleje

Vyuziti ,,zelené extrakce* iontovou kapalinou pro stanoveni profilu flavonoida z listi

exotickych ovocnych stromi
v' Syntéza iontovych kapalin
v" Optimalizace extrakce iontovou kapalinou pomoci statistického modelu
v" Porovnani extrakce iontovou kapalinou s konvenéni extrakéni metodou
v Vliv struktury pouzité iontové kapaliny na slozeni extraktu

v’ Stanoveni vybranych flavonoidti v nékolika kultivarech listi dvou exotickych

ovocnych stromil



OBSAH

SEZNAM ODTAZKIL ...ttt ettt ettt e e bt et e e be e et e e s be e e be e neneenees 12
SEZNAM AT ...t 15
SEZNAM TADUIEK ... 16
SEZNAM ZKIALEK ... 18
UIVOU. e 21
1  Vyuziti rostlinnych extraktli v piirodni medicing.........ccocvvvviviiiiiieiiiin e 23
1.1  Fytochemické sloZeni rostlinnych extraktil ............ccoovviiiiiiiiiiiie s 23
1.1.1  ESencialni Ol€Je ........cccueiiiiiiiiiiiiiiiiii s 24

L.1.2 FIAVONOIAY ...ovovviiiieiieeee ettt sttt 25

2  Charakteristika vybranych rostlinnych matric pouZitych v experimentalni ¢asti............. 26
2.1  Levandule lékatska (Lavandula angustifolia) ...........cccccevereiiiininininieeeee, 26
2.2  Hrebickovec kofenny (Syzygium aromatiCum)..........ccccueeeeerierrerienieneseseseeeeeenes 26
2.3 Fenykl obecny (Foeniculum vUIQAre) ... 27
2.4 Vavtin uslechtily (LAurus NODILIS) ......ccooveiiiiiiiiiiie e 27
2.5  Toulen srd¢ita (HOUttUYNIA COrdata) ........coevverviriiiiiiiiiieieieiee e 28
2.6 Rdesno vonné (PersiCaria 000orata) .........cccooereririnieiinieieieesie e 28
2.7 Kerblik tiebule (Anthriscus cerefolium) ...........ccocviiiiiiiiiieiee e 28
2.8 Bahnatka vonna (Limnophilla @aromatiCa)...........ccccevvriieiiirerieii e 28
2.9  Trezalka kanarska (HYPericum Canari€nSe) ........cocueveeeeerierieniesiesiesiesieseeseeeeeeens 29
2.10  Mangovnik (Mangifera SPECIES) ......cuuuiierereriiie st 29
2.11  Mucenka (Passiflora SPECIES) .......couiiieiiiieiieieeee e 29

3 Metody extrakce bioaktivnich sloucenin z rostlinnych materidll ..........cccooeeiiiiiiinnnn. 30
3.1 LiSOVANT Z& StUACNA....c.uiiiiiiiiieiii e 31
3.2 Macerace, iNfUZE, AIZESCE ......viiieriiiiiiieiieeie et 31
3.3 Destilace esencidlnich Ol€JU........ccouriiiiiiiiiiiieiie e 32

33,1 HYAroGeStHACE .....ccvveeeeie et 32



3.3.2  Parnl dEStILACE .oeveeereeee oottt ettt e et e et r e 33

3.3.3  Modifikovan deStilace..........oiuiiiiiiiiiiii i s 33
3.4 SOXNIELOVEA EXIIAKCE ..ot 34
3.5 ZRIeNE EXIIAKCE ... veeiii it ee e 34

3.5.1 Extrakce bez pouZziti 10ZpouStedel ..........coiiiiiiiiiiiiiiii e 35

3.5.2 Extrakce vodou V podKritick€m StaVU .........ccceveriiiiinieiee e 36

3.5.3  Extrakce nadKritick§m CO2.......ooiiiiiiiiiiiieciee e 36

3.5.4 Extrakce iontovou KapaliNOU .........cccoeierierieiiie i 39

3.5.5 Extrakce s pouzitim eutektickych rozpoustédel.........ccoccvvvriiiiiiieniniiniseien 43
3.6 MIKIOBXIIAKCE ...t 44

3.6.1 Mikroextrakce tuhou fazi a jeji MOdifikace .........ccovvvrireiiiicicccee 44

3.6.2 Mikroextrakce kapalnou fazi a jeji modifikace .........ccocoeeiiiiiiiiiiiiin e, 48

4 Metody analyzy t€kavych latek v rostlinnych extraktech...........cccooovviiiiiiiiiiinnccne, 55
4.1  Plynova chromatografie ..........cccoiiiiiiiiiiiie e 55
4.1.1 Vyuziti hmotnostni spektrometrie v identifikaci slozek esencialnich oleja ......... 56

5 Metody analyzy netékavych sloucenin v rostlinnych extraktech se zaméfenim na

L EE V70 00 ] [0 YA OSSPSR 72
5.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie ............cccoceviiiiiiiiiiiin 72

6 Metody analyzy antimikrobialnich vlastnosti rostlinnych extraktd............ccoovvivviiininennn, 74
6.3  Metody KvalitatiVid.......cooiiiiiiiiiic s 74
6.3.2  Diskova difizni metoda..........cocuiiiiiiiiiiiiiie e 74
6.3.3  Agarova jamkova difizni metoda...........cooiiiiiiiiiiiic 76
6.3.4 Diskova volatiliza€ni metoda...........oceeiiiiiiiiiiiic 76

6.4  Metody KVantitatiViid.......ccviviiieiieiciiesiee e 78
6.4.5 Bujonova diluni metoda.........coocuiiiiiiiiiiiiiiiie e 78
6.4.6 Agarova dilucni Metoda.........ccoiuiiiiiiiiiii 80

6.4.7 Bujonova mikrodilu¢ni volatiliza¢ni metoda...........cccevviiiiiiiiiiiiiie e 80



7  Chemické slozeni a antimikrobidlni aktivita hydrolati ziskanych z Lavandula

angustifolia, Syzygium aromaticum, Foeniculum vulgare a Laurus nobilis...............cccccoeeee. 83
7.1 Materidl @ MELOAY ....cveiiiiiiiiiiieie e 83
7.1.1  Rostlinny material.........oooviiiiiiiiiieie s 83
7.1.2  HYdrodeStilaCe .......coveieiieiiie e e 84
7.1.3  Destilace VOANT PATOU ....c.eviiiiiiiiiiieiie e 85
7.1.4  Extrakce tuhOU fAZ1 .....c.oooiiiiii 86
7.1.5 Testovani antimikrobidlni UCINNOSL .....ccvvviiiiiiiiiici 86
T16  GC-MS...o s 87
TLT GCFID .o bbb 87
7.2 Vysledky @ DIiSKUSE ......ccoiiiiiiiiiiiic s 88
7.2.1 Hydrolat z kvéti levandule 16Karske...........ooovviiiiiiiiiiccc e 90
7.2.2  Hydrolat z listt vaviinu uSlechtilého ............cccooiviiiiiiiiii 94
7.2.3 Hydrolat ze semen fenyklu obecn€ho ...........cccovviiiiiiiiiiicn e 99
7.2.4 Hydrolat z kvétt hiebickovee kofenného ..........cccvvviiiiiiiiciiie, 102
7.2.5 Antimikrobidlni aktivita rostlinnych hydrolatl ............ccooeviiiiiiiicice, 105
7.3 SHIMIUH ..t 110

8 Chemické sloZeni a antimikrobidlni aktivita esencidlnich oleji z asijskych bylin

(Houttuynia cordata a Persicaria odorata) v kapalné a parni fazi..........cccecevceviivnieninennnn 111
8.1  Materidl @ MEtOAY ....cceiviiiiiiiiiiie s 112
8.1.1  ROStHNNY MAETIAL.......oiiiiiiiiiie s 112
8.1.2  Izolace esencidlniho Ol€Je ........coovviiiiiiiiiiie e 112
8.1.3 Bakterialni kmeny a kultivaéni média ...........cccoovviriiiiiiii 113
8.1.4 Metoda urceni antimikrobidlni aktivity .........ccooviveriiiiiiii e 113
8.1.5 GC-MS analyza esencialnich 0lejli..........cccueririiiiiiiiiiiieseee e 114
8.1.6  ANAlyza GC-FID.......coooiiiiiiii e 115

8.2  Vysledky @ DiSKUSE ......cooiuiiiiiiiiiieiiiie e 115
8.2.1 VytéZnost extrakce a chemické sloZeni esencialnich olejll ..........cceviviiinennnnn, 115



8.2.2  AntiMIKrODIAINT AKEIVITA.....ciiiieeieiee s et e e et e e e e e e e e eee e e e e eeeseeeernnns 122

8.3  Chemické slozeni a antimikrobidlni aktivita esencidlnich oleji v kapalné a parni fazi

ziskanych hydrodestilaci bylin (Anthriscus cerefolium a Limnophilla aromatica)............ 124
8.3.3 VytéZnost extrakce a chemické slozeni esencidlnich olejli ..........coevvveiiernnnnne. 124
8.3.4  Antimikrobidlni aKtiVIta........cccoeeiiiiiiiiiiieee e 131

ST ] 114 1101 SO TS T PP PP PR OPI 132

9  Vyuziti zelené mikrovinné extrakce iontovou kapalinou pro stanoveni profilu flavonoid

z listd Kanarskych ovocnych stromti (Mangifera sp. a Passiflora sp.) ........ccococvvvviiniienen, 133
9.1  Material @ PIIStIOJ@ .eeuveiueeiieiiiiesie et 135
9.1.1 Chemikalie a rostlinny mMaterial...........ccoeereiiririininieieese e 135
9.1.2  PTIStIOJ€ @ ZATIZENT ..ecuveiviiiieieiiiieieee e 136

0.2 IMIBLOOY ..t bbb 137
9.2.1 Syntéza povrchové aktivnich iontovych kapalin ..........cccocceeiiiiiiiiiiiiiinnienee 137
9.2.2 HPLC-PDA .. 138

9.2.3 Extrakéni metoda ILMA-SLE s pouzitim povrchové aktivnich iontovych kapalin

138
9.2.4 Extrak¢ni metoda UA-SLE s pouzitim methanolu ..........cccoceviiiiiiiiiiiiiicnnn, 139
9.2.5 Optimalizace IL-MA-SLE .......cocoiieeeee s 142
9.3 Vysledky @ DiSKUSE .....coeiiiiiiiiiieieiie e 143
9.3.1 Optimalizace IL-MA-SLE pomoci RSM........ccccooviiiiiiiiicieciees 143
9.3.2 Analytické parametry metody IL-MA-SLE-HPLC-PDA...........ccooiiiiiiiiennn, 149
9.3.3  Vliv pouzité iontové kapaliny na slozeni extraktu..........ccccooveviiiiiniiiiiiiieninens 150

9.3.4 Analyza rostlinnych extraktti pfi optimalnich podminkadch metody IL-MA-SLE-
HPLC-PDA ... bbbt b bbbt 159

9.4  Stanoveni rutinu, kvercetinu a apigeninu v extraktech listi Kanarské byliny
Hypericum canariense pomoci navrzené optimalizované¢ metody IL-MA-SLE-HPLC-PDA
161

9.5 SRINULL. .. 164






Seznam obrazkua

Obrazek 1 Mikroextrakce tuhou fazi v uspotfadani headspace (vlevo) a pifimé vzorkovani.....45

Obrazek 2 Mikroextrakce na michadélku potaZzenym sorbentem v uspotfadani zleva direct a

NBAOSPACE ...t bbb bbbt e e 46

Obrazek 3 Mikroextrakce v jehle mikrostiikacky (vlevo) a mikroextrakce tuhym sorbentem ve

SPICCE MIKTOPIPELY (VPTAVO) weviiiviiieiiiieesiiieesiiiessiteessittesteessbee e sbee e st e s ssbe e e snbeesnsbeesbneesbneeansneeas 47

Obrazek 4 Mikroextrakce v jedné kapce rozpoustédla v uspotadani zleva direct a headspace49

Obrazek 5 Disperzni mikroextrakce z kapaliny do kapaliny ..........ccccooeiiiiiiiiniciiicnice 50
Obrazek 6 Mikroextrakce kapalnou fazi v dutém vIAKNE ..........c.ccoovviiiiiiiiii 51
Obrazek 7 Typické §tépeni pozorovatelné u terpenickych sloucenin obsahujicich kyslik....... 57
Obréazek 8 Strukturni VZOTEC 1SOPTEIIUL .....cuvietreiiiieiieeeiiesiee et e st sreessee e et e e e sre e neesseeenee e 58
Obrazek 9 Hmotnostni SPektrum 1SOPTEINU .......ceiveeriiiiiieiiiiiesieesie e 59
Obrazek 10 Strukturni VZOrec S-MYTCENU.........coiieiiieeriieiii et 60
Obrézek 11 Hmotnostni spektrum S-MYTCENU.......cccueiiiiiiiiiieiie e 61
Obrazek 12 Strukturni vzorec allo-0CIMENU ..........ccciiiiiiiiiiieee e 61
Obrazek 13 Hmotnostni spektrum allo-0CIMENU .........ccoiiiiiiiiniiiiiece e 62
Obrazek 14 Strukturni vZorce o @ S-PINENU .......coveiiiiriirierierie et 62
Obrazek 15 Hmotnostni spektrum a-pinenu (vlevo) a S-pinenu (VPravo) .........ccoceeevevereereenes 63
Obrazek 16 Strukturni vzorec HMONENU.........cceoiiiiiiiiiiicii s 63
Obrazek 17 Hmotnostni spektrum lMONenU...........ccoooviiiiiiiiiiiiic e 64
Obrazek 18 Strukturni vzorec Kafrt.........ocviiiiii e 64
Obrazek 19 Hmotnostni spektrum Kafru..........ccoooveiiiiiiiiii 65
Obrazek 20 Strukturni vzorec INalolu.........coooviiiiiiiiiii s 65
Obrazek 21 Hmotnostni spektrum HNalolu.........ccoovviiiiiiiiii e 67
Obrazek 22 Strukturni vZorec farneSenu ............ccoevviiiiiiiiiies e 67
Obrazek 23 Hmotnostni spektrum farnesenul...........cocvviieiiiiiiiiiiiicicsee s 68

Obrazek 24 Strukturni vZorec fytonU.........cociviiiiiiiiiiiici e 69



Obrazek 25 Hmotnostni spektrum fytonu..........ccceeoiiiiiiiiiiiiciee e 70

Obrazek 26 Strukturni vzorec estragolul ........cocvviveiiiiiiicii e 70
Obrazek 27 Hmotnostni spektrum eStragoltl .........coocvveiiiiiiiiiiiiiiiiie e 72
Obrazek 28 Schéma diskoveé difizni Metody ........oocvviiiiiiiiiiiii 75
Obrazek 29 Schéma diskové volatilizacni Mmetody .........ccocvviiiiiiiiiiiieice e 77
Obrazek 30 Schéma bujonoveé dilucni MEtody ........coccvvrviiiiiiiieiic 79

Obrazek 31 Schéma Bujonové mikrodiluéni volatilizacni metody na piikladu testovani

€SENCIAINICH OLEJUL... et n e 81
Obrazek 32 Aparatura pro hydrodestilaci..........ccoveiiiriiiiiiiiisci s 85
Obrazek 33 Aparatura pro hydrodestilaci..........ccoveiviiiirieiiiiiee s 85
Obrazek 34 Chromatogram z GC-MS analyzy hydrolatl levandule 1ékaiskeé................coeeeee. 93
Obrazek 35 Chromatogram z GC-MS analyzy hydrolati vaviinu uslechtilého....................... 97

Obrazek 36 Chromatogram z GC-MS analyzy hydrolatu a esencidlniho oleje ziskaného

hydrodestilaci vaviinu uSIechtilého ............cooviiiiiiii 98
Obrazek 37 Chromatogram z GC-MS analyzy hydrolati fenyklu obecného............c............ 101
Obrazek 38 Chromatogram z GC-MS analyzy hydrolati hiebickovee kofenného................ 104

Obrazek 39 Chromatogram z GC-MS analyzy esencidlnich olejl ziskanych z toulené srd¢ité a

Q8 (S I TA0) 0V 1<) 4 (o IR R 121

Obrazek 40 IL-MA-SLE metoda pro extrakci flavonoidi z ovocnych listil (optimalni podminky
L L Lot ) TSSOSO 140

Obrazek 41 UA-SLE metoda pro extrakci flavonoidi z ovocnych Listd .......ccvvveiveiienivennne, 141

Obrazek 42 Ziskané odezvy plochy popsané regresni rovnici druhého fadu pro kazdy flavonoid

popisujici zavislost plochy piku na studovanych proménnych..........c.ccoooviiiiiiieiiinicnnne. 147

Obrazek 43 Extrakéni u¢innost metody MA-SLE-HPLC-PDA s vyuzitim vybranych IL ke
stanoveni rutinu, kvercetinu a apigeninu v ovocnych listech Passiflora sp. (PS032) a Mangifera
SP. (SWEBT TAIT) ...ttt bbbt bbbt 155



Obrazek 44 Ukazka chromatogramu ziskané¢ho analyzou extraktu Passiflora sp. PS032
ziskaného metodou IL-MA-SLE-HPLC-PDA s [C10Gu*][CI] v porovnani s chromatogramem
ziskanym analyzou extraktu téz rostliny metodou UA-SLE-HPLC-PDA..........c.ccocovvrinenne. 158

Obrazek 45 Ukazka chromatogramu ziskaného analyzou extraktu tfezalky kanarské ziskaného

metodou 1L-MA-SLE-HPLC-PDA § [CLOGUTICIT ....uvveeremereeseeeeeeeereeeeeeeeeseeeeee s 163



Seznam grafi

Graf 1 Aromaprofily hydrolatl ziskanych z levandule 1€kafské ............cccovvviiiiiiiiiniiiiennn, 92
Graf 2 Aromaprofily hydrolatd ziskanych z listt vaviinu uslechtilého..........ccccoovriveiiiinnnn, 96
Graf 3 Aromaprofily hydrolati ziskanych ze semen fenyklu obecného .........c.cccoeviiiiieinen, 100
Graf 4 Aromaprofily hydrolatt ziskanych z kvéti hiebickovee kofenného............ccvvevveenne 103

Graf 5 Grafické porovnani poctu identifikovanych sloucenin v jednotlivych skupinach ...... 119
Graf 6 Aromaprofily esencialnich oleju ziskanych z toulen¢ srd¢ité a rdesna vonného ........ 120
Graf 7 Aromaprofil esencidlniho oleje ziskaného z bahnatky vonné ..............ccocevvvivinnennnn, 129

Graf 8 Aromaprofil esencidlniho oleje ziskaného z kerbliku tiebule ............cccovviviiiiinennene, 130



Seznam tabulek

Tabulka 1 Srovnani extrakénich technik na piikladu izolace esencidlniho oleje z levandule..38
Tabulka 2 Ptiklady slozeni kationtli a aniontti v iontovych kapalinach ..............ccocovininnn 39

Tabulka 3 Ptiklady vyuziti iontovych kapalin pfi extrakci bioaktivnich molekul z rostlinnych

TNALETTAITL ...ttt b e e nn e nnee s 40
Tabulka 4 Priklady kombinaci vychozich produkti pro syntézu DES a NADES................... 43
Tabulka 5 Srovnani vyhod a nevyhod mikroextrak¢nich technik ..........cccovcviiiiiiiiiiniiiienn, 53

Tabulka 6 Analyzované rostliny vcetné zakladnich informaci (latinsky nazev, ¢eled’, pivod,

dodavatel, ANATOIMIE). .......i ittt bt 84
Tabulka 7 Porovnani analyz koncentrovanych extraktli Hsp spe @ HHD_SPE «+evvvervverveerivennnnne 89

Tabulka 8 Chemické slozeni hydrolatu ziskaného hydrodestilaci a parni destilaci kvéti

LEVANAULE TEKATSKE . ...ttt et e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeennnaanens 90

Tabulka 9 Chemické slozeni hydrolatu ziskaného hydrodestilaci a parni destilaci listti vaviinu

L01S] (o] o 15 1<) 4 U YT 94

Tabulka 10 Chemické slozeni hydrolatu ziskaného hydrodestilaci a parni destilaci semen

fenYKIU ODECTIENO ... 99

Tabulka 11 Chemické slozeni hydrolatu ziskaného hydrodestilaci a parni destilaci kvéti

hIEbICKOVCE KOTENMENO ...ttt e et ettt et e e e e e et et e e et e e s e e eeeeeesbannn s 102

Tabulka 12 Antimikrobidlni aktivita hydrolath zakoncentrovanych s vyuzitim SPE testovana na
kmenech Arkobakterti, primér inhibi¢nich zén + standardni odchylka je uveden v mm

(zahrnujici 6 mm disk) a minimalni inhibi¢ni/baktericidni koncentrace v %, n=4 .............. 108

Tabulka 13 Antimikrobidlni aktivita hydrolath zakoncentrovanych s vyuzitim SPE testovana na
vybranych mikroorganismech, primér inhibi¢nich zon + standardni odchylka je uveden v mm

(zahrnujici 6 mm disk) a minimalni inhibi¢ni/baktericidni koncentrace v %, n=4 .............. 109
Tabulka 14 Chemické slozeni esencidlnich olejii z toulené srdcité a rdesna vonného........... 116

Tabulka 15 Antimikrobialni aktivita testovanych esencialnich olejii z toulené srdCité a rdesna

vonného a antibiotika ampicilin proti gramnegativnim a grampozitivnim bakteriim. ........... 122

Tabulka 16 Chemickeé sloZeni esencialnich olejii z kerbliku ttebule a bahnatky vonné......... 125



Tabulka 17 Antimikrobidlni aktivita testovanych esencialnich oleji z kerbliku tfebule a

bahnatky vonné a antibiotika ampicilin proti gramnegativnim a grampozitivnim bakteriim.131

Tabulka 18 Chemicka struktura a fyzikalné-chemické vlastnosti sledovanych flavonoidi

(stazeno z databaze SciFinder® 2020).........cccooiiiiiiiiiieer e 143

Tabulka 19 Experimentalni model — matice experimentti BBD pouzita pro optimalizaci metody

IL-MA-SLE, véetné kédovanych a pracovnich hodnot............cccooeiiiiiiiiiiiicc 144

Tabulka 20 Ziskané hodnoty pro konstantu a koeficienty regresni rovnice druhého fadu pro

odezvy plochy pro rutin, Kvercetin @ apigenin............ccoovieeieeieiieese e ee e 145
Tabulka 21 Parametry ziskané z analyzy rozptylu (ANOVA) experimentalnich hodnot ......148
Tabulka 22 Optimalni podminky metody IL-MA-SLE pro jednotlivé analyty...................... 149

Tabulka 23 Analytické parametry metody IL-MA-SLE-HPLC-PDA pro stanoveni rutinu,

QY= (o= (T [U I W= o [=] 1LV SR 150

Tabulka 24 Vybrané vlastnosti pouzitych iontovych kapalin jako extrakéniho ¢inidla v metodé

MA-SLE-HPLC-PDA k extrakci flavonoidii z rostlinnych matric ..........cccoovevvniiiicncniennnn 152

Tabulka 25 Listy rtiznych kultivart Passiflora sp. a Mangifera sp. pouzité k extrakci a stanoveni
FlAVONIOTAT ...ttt ettt bt s et et e e bn e te e nne e reennee s 159

Tabulka 26 Koncentrace sledovanych analytli v mg-g* ziskané navrzenou metodou IL-MA-

SLE-HPLC-PDA s vyuzitim iontové kapaliny [C10GU*][CI7] extrakci listdh mucenky a manga

Tabulka 27 Koncentrace sledovanych analytli v mg-g* ziskané navrzenou metodou IL-MA-
SLE-HPLC-PDA s vyuzitim iontové kapaliny [C10GU][CI"] extrakci listi Hypericum

AN AT NS <. 162



Seznam zkratek

BDM

BMVM

CMC

DAD

DDM

DI

DI-SPME

DES

DLLME

DMSO

EAMHD

EO

FID

GC

HD

HF-LPME

Hspspe

Hhpspe

HPLC

HPLC-PDA

Bujonova dilu¢ni metoda (Broth Dilution Method)

Bujonova mikrodiluéni volatilizaéni metoda (Broth Microdilution Volatilization

Method)

Kriticka micelarni koncentrace (Critical Micelar Concentration)

Detektor s diodovym polem (Diod Array Detector)

Diskova difuzni metoda (Disc Diffusion Method)

Ptima (Direct)

Mikroextrakce tuhou fazi v pfimém modu (Direct Solid Phase Microextraction)
Eutektické rozpoustédlo (Deep Eutectic Solvent)

Disperzni  mikroextrakce kapalina-kapalina (Dispersive  Liquid-Liquid

Microextraction)
Dimethylsulfoxid

Enzymem asistovana mikrovlnna hydrodestilace (Enzyme Assisted Microwave

Hydrodistillation)

Esencialni olej

Plamenovy ionizaéni detektor (Flame Ionization Detector)
Plynova chromatografie (Gas Chromatography)
Hydrodestilace (Hydrodistillation)

Mikroextrakce kapalnou fazi v dutém vlakné¢ (Hollow Fibre Liquid Phase

Microextraction)
Hydrolaty ziskané destilaci vodni parou a zakoncentrované extrakci tuhou fazi
Hydrolaty ziskané hydrodestilaci a zakoncentrované extrakei tuhou fazi

Vysokoucinna  kapalinovd  chromatografie = (High  Pressure  Liquid

Chromatography)

Vysoce u¢inna kapalinova chromatografie s detektorem diodového pole



HS

HS-SPME

IL
IL-MA-SLE
ILE

LLE

LOD

LOQ

LPME

MAD

MAE

MEPS

MF
MH

MHD

MIC
MBC
MS

MSD

MTT

Headspace

Mikroextrakce tuhou fazi v modu headspace (HeadSpace Solid Phase

Microextraction)

Iontové kapaliny (Ionic Liquids)

Mikrovinna extrakce kapalina-tuh4 latka s pouzitim iontové kapaliny
Extrakce iontovou kapalinou (lonic Liquid Extraction)

Extrakce kapalina-kapalina (Liquid Liquid extraction)

Limit detekce (Limit Of Detection)

Limit kvantifikace (Limit Of Quantification)

Mikroextrakce kapalnou fazi (Liquid Phase Microextraction)

Destilace podporovand mikrovinnym ohtevem (Microwave Assisted

Distillation)

Extrakce podporovana mikrovinnym ohievem (Microwave Assisted

Extraction)

Mikroextrakce v jehle mikrostiikacky pomoci tuhého sorbentu

(Microextraction with Packed Sorbent)
Mobilni faze
Mueller-Hinton

Hydrodestilace podporovand mikrovinnym ohfevem (Microwave assisted

HydroDistillation)

Minimalni inhibi¢ni koncentrace (Minimal Inhibition Concentration)
Minimalni baktericidni koncentrace (Minimal Bactericidal Concentration)
Hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)

Parni destilace podporovana mikrovinnym ohfevem (Microwave assisted Steam

Distillation)

Thiazolyova modf tetrazoliumbromidu (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide)



MW
NADES

PT-SPE

PDA
PVDF
R2
RSD
S/IN
SBSE
SD
SDME
SF
SFE
SFME
SLE
SPE

SPME

MikrovInné zatfeni (Microwave)
Pfirodni eutektické rozpoustédlo (Natural Deep Eutectic Solvents)

Mikroextrakce tuhou fazi ve SpiCce pipety (Pipette Tips Solid Phase

Microextraction)

Detekce fotodiodovym polem (Photodiode Array Detection)
Polyvinyliden fluorid

Determina¢ni koeficient (Coefficient of Determination)

Standardni relativni odchylka (Relative Standard Deviation)

Pomeér signal/Sum (Signal/Noise ratio)

Extrakce na michadélku (Stirr Bar Sorptive Extraction)

Parni destilace (Steam Distillation)

Mikroextrakce jednou kapkou rozpoustédla (Single Drop Microextraction)
Stacionarni faze

Extrakce nadkritickou tekutinou (Supercritical Fluid Extraction)
Mikrovinna extrakce bez pouziti rozpoustédla (Solvent Free Microextraction)
Extrakce tuha latka kapalina (Solid Liquid Extraction)

Extrakce na tuhé fazi (Solid Phase Extraction)

Mikroextrakce tuhou fazi (Solid Phase Microextraction)

SWE (PHWE)Extrakce vodou v subkritickém stavu (Subcritical Water Extraction/Pressurized

UAE

UA-SLE

UV/Vis
uz

Hot Water Extraction)
Extrakce podporovana ultrazvukem (Ultrasound Assisted Extraction)

Extrakce kapalina-tuha latka podporovana ultrazvukem (Ultrasound Assisted
Solid-Liquid Extraction)

Spektrofotometricky detektor

Ultrazvuk



Uvod

Prvnim aspektem této disertacni prace zabyvajici se extrakci bioaktivnich sloucenin
Z rostlinnych matric je nahled na porovnani riznych extrakcnich technik, a to zejména téch
,»zelenych® v navaznosti na trend ,,zelené chemie®. Ptikladem téchto extrakénich technik je
destilace ¢i extrakce s pouzitim iontovych kapalin (IL), ale i dals$i metody popisované
V teoretické ¢asti této prace. Trendem soucasné doby je udrzitelné smyslejici populace. Roste
poptavka po zhodnoceni vedlejsich rostlinnych produktt (tj. list, slupek, semen, buniciny)
s cilem pouzit je jako zdroj bioaktivnich sloucenin pro Cetné aplikace ve farmaceutickém,
kosmetickém a potravindiském pramyslu. Tyto vedlejsi produkty piedstavuji problém
s likvidaci pro zemédé€lsky a potravinaisky primysl a jsou skutecné bohaté na piirodni
bioaktivni slouceniny, jako jsou, mimo jiné, terpeny, flavonoidy, karotenoidy a fytosteroly.
Bioaktivni slouc¢eniny z rostlin poskytuji mnohostranné vyhody pro zdravi jedince a jsou Siroce

pouzivany pro své antimikrobialni, antioxida¢ni nebo funk¢ni vlastnosti.

Druhym aspektem pro vyzkum v této disertaéni praci je nalezeni novych a ucinnych
antimikrobidlnich latek, které by bylo mozné pouzit proti multi-rezistentnim
mikroorganismum, kterych v poslednich letech ptibyva. LéCivé rostliny a jejich piirodni
produkty tvoii prevladajici zdroj pfirodnich 1é¢iv, a proto uz od nepaméti slouzi jako
nejdostupnéjsi prostiedek k 1€¢bé mnoha nemoci. Pfirodni rostlinné extrakty mohou mit velké
potenciondlni vyuZiti v 1écbé mnoha, naptiklad bakteridlnich, onemocnéni. Tyto extrakty,
zejména esencidlni oleje, maji rozmanité biologické vlastnosti, nebot’ obsahuji mnoho
bioaktivnich latek. Obsahuji Siroké rozmezi komplexnich a strukturalné odliSnych sloucenin,
které jsou biologicky, respektive antimikrobialné aktivni, a na jejichz kombinaci by si mohly
bakterie hlife vypéstovat rezistenci na rozdil od komer¢nich antimikrobidlnich latek, které jsou
zaloZzené pouze na jedné chemické substanci. Aby tyto extrakty mohly byt v budoucnu
pouzivany k 1é¢b¢ riznych onemocnéni, je dilezité, aby byly spravné chapany souvislosti mezi

jejich chemickym sloZzenim a potenciondlni antimikrobidlni aktivitou.
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TEORETICKA CAST

Teoreticka Cast disertacni prace je rozdélena do 6 hlavnich kapitol zabyvajicich se vyuzitim
rostlinnych extraktli a charakteristikou rostlinnych matric pouZitych v experimentalni ¢asti
diserta¢ni prace. Dale popisuje tradi¢ni a moderni extrakéni metody pouzivané pro extrakci
pfirodnich latek z rostlinnych materiala s praktickymi ptiklady a s ohledem na aktualni védecké
publikace. Nakonec jsou popisovany metody analyzy te¢kavych a neté¢kavych piirodnich latek

Vv rostlinnych extraktech a metody pro stanoveni jejich antimikrobidlni aktivity.
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1 Vyuziti rostlinnych extraktii v pfirodni mediciné

Pouziti 1é¢ivych rostlin a jejich extraktii je staré jako lidska civilizace a neustéle je vyvijeno
usili o zlepSeni produkce rostlinnych extrakti ve smyslu zvySeni kvality a zaroven
I produkovaného mnozstvi pomoci riznych extrakénich technologii. LéCivé rostliny jsou
nejbohat$im biologickym zdrojem IéCiv pro tradi¢ni systém mediciny, moderni 1ékové formy,
dopliiky stravy, lidova 1é¢iva, farmaceutické meziprodukty a chemické entity pro synteticka
1é¢iva [1]. Neéktera 1éCiva na bazi rostlin se pouzivaji po staleti a neexistuje pro né jina
alternativa, naptiklad srdecni glykosidy [2]. Rostlinné extrakty jsou dodnes hlavnim zdrojem
1é¢ivych pripravkil ve velké Casti svéta, predevSim v rozvojovych zemich, a to i pfes velky
rozvoj nove syntetizovanych 1é¢iv béhem pocatku 20. stoleti. Pfikladem miize byt aspirin (klira
z vrby), dioxin (naprstnik ¢erveny), chinin (ktra z chinovniku) nebo morfin (mak sety) [3].
V poslednich letech je pozorovan opét zvySeny zdjem o rostlinné extrakty a jejich vyuziti
ve farmaceutickém primyslu a mediciné [4-9]. Mimo jiné tento zajem souvisi do jisté miry
S moznou toxicitou syntetickych 1é€iv nebo velkym mnoZstvim nezddoucich ucinkt. Dal§im
faktorem, ktery opét zvysil zajem o ptirodni extrakty, je zvySena rezistence mikroorganismil
vici komeréné dostupnym 1é¢ivym ptipravkiim a nové se objevujici infekéni onemocnéni,
na néz nemame dostupnou 1é¢bu [10]. Jak je znamo, rostlinné extrakty maji Siroké spektrum
ucinkl na lidsky organismus. Maji hojivé, protizanétlivé, antiinsekticidni, antibakterilni,
antimykotické a antivirotické vlastnosti [11-15]. Vonné¢ silice z extrakti se navic daji vyuzit
v aromaterapii (1é¢ba bolesti hlavy, nespavost, deprese, aj.) [16]. Fytomedicina, neboli
rostlinolékafstvi, je v soucasné dob¢ celosveétove akceptovana jako platny alternativni systém
lécby ve formé lé€iv, funkénich potravin, aj., a je uznavdna a podporovana Svétovou

zdravotnickou organizaci [10].

1.1 Fytochemické sloZeni rostlinnych extraktii

Zékladem fytochemického slozeni rostlin je rozdéleni latek na priméarni a sekundarni
metabolity. Primarni metabolity se vyskytuji u vSech druht rostlin. Jsou to produkty Zivotné
dilezitych metabolickych cest a zahrnuji proteiny, tuky, cukry a organické kyseliny.
Sekundérni metabolity v rostlinach jsou povaZzovéany spiSe za odpadni produkty, avSak maji
rozmanité chemické a biologické vlastnosti, a proto jsou velice zajimavé pro dalsi zkoumani.
Radi se sem napiiklad alkaloidy, terpeny, flavonoidy nebo saponiny [17]. V rostlinach a jejich
extraktech existuje nespocet jednotlivych sloucenin a slozeni extraktii se casto velice lisi
napiiklad v zavislosti na stafi rostliny, klimatu, doby sklizn¢, pouzité extrakéni technice

a podobné [18, 19]. Z tohoto hlediska lze rozdélit extrakty na ty, které obsahuji polarni,
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netékavé latky a ty, které obsahuji nepolarni, t¢kavé latky. Pro tuto disertacni praci byly
vybrany jako zastupci nepoldrnich sloucenin terpeny obsazené v esencidlnich olejich a jako
zastupci polarnich sloucenin flavonoidy obsazené v surovych extraktech, které budou dale

popisovany v nasledujicich kapitolach [17-20].

1.1.1 Esencialni oleje

Esencialni oleje (EO) jsou slozité¢ smési organickych latek, které mohou obsahovat desitky
slozek v odlisnych koncentracich, v zavislosti na druhu rostliny [15, 16]. Jsou to latky, které se
extrahuji z kvéti, listd, stonkt, ploda ¢i kofent rostlin. Jsou charakterizovany jako piijemné
vonici oleje, rozpustné v lipidech a organickych rozpoustédlech, nerozpustné ve vodé [21].
Nejvice pouzivanou technikou k ziskavani esencialnich oleju je destilace, pfi niz se uvoliluje
velké mnozstvi té¢kavych molekul. S ¢imz souvisi i hydrofobicita a body varu tékavych
slou€enin, které jsou dostatecn€ nizké, aby bylo mozné provést destilaci za atmosférického
tlaku s pouzitim vody ¢i vodni pary a po ukonceni destilace §lo snadno oddélit olej
od hydrosolu/hydrolatu [1, 21]. Esencialni oleje jsou smési nasycenych a nenasycenych
uhlovodik, alkoholt, aldehydt, esterti, etherti, ketonti, oxidd, fenoli. Mohou vSak obsahovat
I derivaty dusiku nebo siry, jako jsou aminy a sulfidy. Ve vét§iné€ ptipadt jsou EO tvofeny
dvéma az tfemi hlavnimi slozkami ve vysokych koncentracich (20-70 %) ve srovnani
S ostatnimi slozkami, které jsou zastoupeny pouze minoritné. Hlavni sloZzkou EO jsou terpeny
a jejich oxidované formy. Zakladni stavebni jednotkou terpend je isopren. Vyskytuji se
ve formé glykosidii, anebo ve volné formé. Biosyntéza terpent probihd dvéma cestami, které
se od sebe 1i8i zpiisobem vzniku zékladnich prekurzorii terpenti — mevalonatova draha a draha
kyseliny Sikimové. Dé€li se podle poc¢tu uhlikd na hemiterpeny (C5), monoterpeny (C10),
seskviterpeny (C15), diterpeny (C20), triterpeny (C30) a tetraterpeny (C40),
avSak v esencialnich olejich se vyskytuji pfevdzné jen mono a seskviterpeny a jejich oxidované
formy. Dale se Casto v esencidlnich olejich vyskytuji aromatické slouceniny odvozené

od fenylpropenu, tzv. derivaty fenylpropenu [15, 16].

Esencialni oleje, respektive jejich slozky, maji Siroké spektrum biologickych vlastnosti. Jsou
baktericidni, virucidni, fungicidni, antiparazitické, antioxida¢ni a insekticidni. Z terapeutického

hlediska maji vlastnosti antiseptické, sedativni, spasmolytické a analgetické [12, 15, 20, 22,
23].
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1.1.2 Flavonoidy

Flavonoidy se vyskytuji v rostlindich zejména jako zluté a bilé pigmenty, které zpiisobuji
naptiklad podzimni zbarveni list. V rostlinach maji predevsim funkci ochrannou (UV zafeni,
antioxidanty), ale také enzymatickou [17]. Jsou to latky méné ¢i vice polarni, rozpustné ve vodé
a organickych rozpoustédlech [20]. Vyskytuji se bud’ ve volné formé, nebo vazané
glykosidickou vazbou. Jejich chemicka struktura je zalozena na molekule C1s. Jsou to produkty
metabolické drahy kyseliny Sikimové a acetatu. Existuje nékolik tfid flavonoidii,

av8ak nejdulezitéjsi jsou zejména flavony (apigenin) a flavonoly (kvercetin) [17].

Z terapeutického hlediska maji flavonoidy efekt na srdecni ¢innost, cirkulacni systém a zvysuji

pevnost a pruznost kapilar. Maji synergicky efekt s kyselinou askorbovou. Jsou antioxida¢ni,

-----
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2 Charakteristika vybranych rostlinnych matric pouzitych v experimentalni

casti

2.1  Levandule lékaiska (Lavandula angustifolia)

Levandule 1ékaiska (Lavandula angustifolia) je silné aromaticky trvaly poloket pattici do ¢eledi
hluchavkovité (Lamiaceae). Dortsta do vysky 60 cm [28]. Jeji kvéty jsou fialové a maji tradi¢ni
vyuziti vmnoha odvétvich. Levandule je zndma pro svou pifijemnou vini a 1éCivé
a aromaterapeutické G¢inky. Je nedilnou soucasti riznych kosmetickych produkti [14, 29-31]
a pouziva se k1écbé nespavosti, uzkosti a psychosomatickych onemocnéni. Zklidiuje
a harmonizuje Cinnost centralniho a autonomniho nervového systému. Na rozdil od 1¢kt
na spani navozuje ptirozeny, posilujici spanek, po kterém se ¢lovek citi odpocaty. Dale zlepSuje
traveni, protoze ma mirné karminativni a protikfecové u¢inky na stfevo, pouziva se k 1é¢be
zanétu tlustého stieva [32]. Levandule se péstuje zejména v Bulharsku a Francii, v men$im
rozsahu v Maroku, byvalych oblastech Jugoslavie, Mad’arsku, Italii, Rusku, Turecku
a na Ukrajiné [33]. Silice zlevandulového oleje maji antimikrobialni a antioxida¢ni ucinky,
jak prokazalo nékolik studii [34, 35]. O levandulovém esencialnim oleji se také hovofi jako
0 mozném konzervaénim prostfedku potravin, diky jeho biologickym vlastnostem [14].
Esencialni olej ziskany z levandule 1ékaiské je bezbarvy a sklada se ptfedevsim z linalylacetatu,

linalolu, eukalyptolu a dal$ich slozek [11, 31, 33].

2.2  Hiebic¢kovec koienny (Syzygium aromaticum)

Hiebicek je suseny kalich s poupétem hiebickovce kofenného (Syzygium aromaticum) a patii
do ¢eledi myrtovité (Myrtaceae). Strom je stiedné velky, stalozeleny, dorista do vysky az20 m
aprimér kmene dospélych stromid muze dosdhnout az 30 cm. Tradi¢né se pouZiva jako
dochucovadlo, antimikrobialni aditivum do potravin nebo ptisada do parfému [36, 37]. Silice
z hi‘ebi¢ku funguje jako ustni dezinfekce a analgetikum. Doporucuje se pfi zanétu sliznice
dutiny ustni nebo zanétu dasni. PFi bolesti zubt zplisobené zubnim kazem se aplikuje
pFimo na postiZzené misto, kde docasné zmirnuje bolest. Esencidlni olej z hiebicku lze
pouZzit také jako povzbuzujici prosti‘edek, ale ve srovnani s kofeinem ma mirnéjsi uc¢inky
[32]. Hiebickovec kotenny pochazi z vulkanickych ostrovii ve vychodni ¢asti Indonésie, ktera
je vedle Madagaskaru a Zanzibaru jednim z nejvétSich producentt hiebicku. Esencialni olej se
ziskava z celych nebo mlety