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Uvod

Cesnek, cibule, paZitka a dalsi druhy zeleniny maji
charakteristickou chut’ a vlini. Toto vyrazné aroma je zpu-
sobené predevsim teékavymi latkami, které se z dané rostli-
ny uvoliluji po jejich desintegraci. Po mechanickém po-
Skozeni buriky se spousti enzymatickd reakce a vznikaji
organické slouceniny, které se v neposkozené buiice nevy-
skytuji. Tyto metabolity, zodpovédné za charakteristicky
zapach, je mozné analyzovat. U rostlin Celedi Alliaceae
(¢esnekovité) maji nejvétsi vyznam organické slouceniny
obsahujici siru. Z této celedi je znamych asi 30 roda a asi
600 druhii, které jsou rozsifeny po celém svété. V CR ros-
tou pouze zastupci jediného rodu, a to Cesnek (Alium).
Cesnek kuchynisky (4llium sativum L.) obsahuje celou
fadu t€kavych organickych sloucenin. Na vysledném aro-
maprofilu a chuti se pak podileji pfedevsim sirné slouceni-
ny. Cesnek mé antimikrobialni, protinadorové, protizanét-
livé, kardiovaskularni a dali pozitivni G¢inky'~.

Pro izolaci nebo zakoncentrovani t€kavych sloucenin
z rostlin je moZné vyuZit Sirokou $kalu modernich extrak¢-
nich metod, které nahrazuji diive pouzivanou metodu zalo-
zenou na destilaci s vodni parou. Mezi tyto moderni meto-
dy patii napiiklad extrakce nadkritickou tekutinou (SFE —
Supercritical Fluid Extraction), vysokotlaka extrakce roz-
poustédlem (PFE — Pressurised Fluid Extraction) nebo
extrakce prehiatou vodou (PHWE — Pressurised Hot Water
Extraction). V poslednich letech se vSak stale ¢astéji uplat-
fluji metody mikroextrakeni, jako jsou mikroextrakce tu-
hou fazi (SPME - Solid Phase Microextraction) nebo
sorpéni extrakce na michadélku (SBSE — Stir Bar Sorptive
Extraction)’.

SBSE je zalozena na sorpci analytd ze vzorku na po-
lymerni sorbent pokryvajici magnetické michadélko. Tuto
sorpéni ty€inku lze vlozit jak do kapalného vzorku, ¢imz je
soucasné zajisténo i jeho michani béhem extrakce, tak i do
prostoru nad vzorkem (tvz. headspace). V tomto piipad¢ je
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metoda zndmé;jsi pod nazvem HSSE — Headspace Sorptive
Extraction. Zachycené slouceniny lze z michadélka uvolnit
bud’ tepelnou desorpci ve specialni termodesorpéni jednot-
ce nebo lze provést desorpci rozpoustédlem. Ve srovnani
s metodou SPME m4 tato metoda mnohem vyssi sorpéni
kapacitu vzhledem k vétSimu objemu polymerni stacionar-
ni faze a diky tomu je i vyznamné citlivéjsi.

Cilem této price byla optimalizace parametri metody
HSSE s ohledem na naslednou GC analyzu ziskanych ex-
traktl. Pro tuto optimalizaci bylo cilem urcit, které
z testovanych parametrii maji statisticky vliv na extrakéni
ucinnost a tyto parametry poté optimalizovat na zaklad¢
principti planovani experimentu. Zamérem bylo nalézt
podminky, pomoci kterych by bylo mozné identifikovat co
nejvice sloucenin podilejicich se na celkovém aromaprofi-
lu ¢esneku.

Experimentalni ¢ast

Pro extrakci t€kavych latek ze vzorkl cesneku bylo
pouzito michadélko Twister o délce 10 mm a tloustce
sorpéni vrstvy PDMS (Polydimethylsiloxan) 0,5 mm
(Gerstel, Miilheim an der Ruhr, Némecko). Michadélko
bylo aktivovano po dobu 60 min pfi teploté 250 °C.

Analyzovan byl Cesnek z oblasti Vysocina sklizeny
vroce 2015. Pfed analyzou byl vzorek oc€iStén, zbaven
slupky, rozmélnén a pro potieby optimalizace zhomogeni-
zovan.

Do 20ml sklenéné vzorkovaci nadobky (Supelco,
Bellefonte, PA, USA) bylo navazeno 0,5 g vzorku ¢esneku
a do prostoru nad vzorkem umisténa sorpcni ty¢inka. Pro
jeji uchyceni byl vyuzit dratek prochazejici skrz septum ve
vicku vzorkovaci nadobky. Cela nadobka byla vlozena do
vodni lazné¢ (Julabo F12, Schwabach, Némecko) vyhraté
na extrakéni teplotu 80 °C tak, aby cela navazka cesneku
byla pod hladinou. Po 15 min extrakci byla michaci tycin-
ka vyjmuta a pfemisténa do desorpcni nadobky, kde byly
zachycené slouceniny desorbovany do 1,5 ml diethyletheru
(Cistota p. a., Penta, Chrudim, CR) po dobu 1 min pti 25 °C
v termobloku (IKA Dry Block Heater 1, IKA-Werke, Stau-
fen, Némecko). Nasledné byl extrakt proudem dusiku od-
paren, odparek prevrstven 20 pl n-hexanu (Sigma Aldrich,
Praha, CR) a po promichéani podroben GC-ECD analyze.

Do plynového chromatografu GC 17A s detektorem
elektronového zachytu ECD-17 (Shimadzu, Kyoto, Japon-
sko) byl davkovan 1 pl. Pro separaci byla pouzita kapilarni
kolona HP-5 o rozmérech 30 m x 0,32 mm s tloustkou
filmu 1 pm (J&W Scientific, Folsom, CA, USA). Nosnym
plynem byl dusik pii konstantnim pietlaku 30 kPa. Teploty
nastiiku i1 detektoru byly udrzovany na 250 °C. Teplotni
program byl nasledujici: pocatecni teplota 55 °C po dobu
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3 min, nasledoval linedrni nartst teploty rychlosti 6 °C/min
do 250 °C, ktera byla udrzovana 10 min.

Vysledky a diskuse

Pfi optimalizaci podminek extrakce je tfeba nejprve
vyhodnotit, které parametry maji statisticky vyznamny vliv
na UCinnost extrakce a které maji vliv nevyznamny. Pro
tento ucel se dobfe hodi tfidici plan Plackett-Burmana, kdy
lze o statistickém vyznamu jednotlivych parametrii roz-
hodnout za pomoci relativné malého poctu experimentd.
Mezi testované parametry patiily: navazka vzorku, teplota
a doba extrakce, Uprava iontové sily pfidavkem NaCl, tep-
lota a doba desorpce rozpoustédlem a objem desorpcniho
rozpoustédla. Pro téchto sedmero parametrii lze pouzit
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Plackett-Burmantiv navrh sestavajici z celkem 8 experi-
mentl (viz tab. I), avSak kvili vyhodnoceni statistické
vyznamnosti na urovni p 0,05 je tfeba alesponi jeden
z experimentll zopakovat. V tomto piipadé byl jeste¢ 2x
zopakovan experiment vykazujici nejvétSi odezvu pfi
GC-ECD analyze.

Pred optimalizaci bylo tfeba jesté pomoci tzv. pted-
béznych experiment zvolit systém rozpoustédel. Pro de-
sorpci latek z michadélka byl z testovanych rozpoustédel
zvolen diethylether, ktery vykazoval dostate¢nou rozpous-
téci kapacitu vici studovanym latkdm, ¢imz byla zajiSténa
ucinna desorpce, a souCasné je dostatecné tékavy, aby
mohlo dojit k jeho odpatfeni bez vyznamné ztraty cilovych
sloucenin. Pro naslednou GC-ECD analyzu se vsSak tato
tékavost ukazala byt problematickou vzhledem k ptipadné
prodlevé mezi desorpci a GC analyzou. Tento problém byl

Tabulka I

Plackett-Burmaniiv navrh

Pokus  Navazka Hmotnost NaCl Teplota Doba Teplota Doba Objem
Cislo vzorku [g]  [g] extrakce [°C] extrakce [min] desorpce [°C] desorpce [min] rozpoustédla [ml]
1 0,5 (-1) 0-1) 30 (-1) 30 (+1) 25 (+1) 10 (+1) 1(-1)
2 1,5 (+1) 0(-1) 30 -1) 5(1) 10 -1) 10 (+1) 3(+1)
3 0,5 (-1) 0,5 (+1) 30 (-1) 5(1) 25 (+1) 1(-1) 3(+1)
4 1,5 (+1) 0,5 (+1) 30 (-1) 30 (+1) 10 (-1) 1(-1) 1(-1)
5 0,5(-1) 0(-1) 80 (+1) 30 (+1) 10 -1) 1(-1) 3(+1)
6 1,5(+1) 0(-1) 80 (+1) 5(1) 25 (+1) 1(-1) 1(-1)
7 0,5 (-1) 0,5 (+1) 80 (+1) 5(1) 10 (-1) 10 (+1) 1(-1)
8 1,5 (+1) 0,5 (+1) 80 (+1) 30 (+1) 25 (+1) 10 (+1) 3(+1)
Pozn.: Cisla v zavorkach predstavuji hodnoty kodované matice navrhu

Tabulka II

Centralné kompozitni plan (pokusy oznacené tu¢né¢ se shoduji)

Pokus  Doba Teplota Objem Pokus Doba Teplota Objem
¢islo extrakce [°C] extrakce [min] rozpoustédla [ml] |Cislo extrakce [°C]  extrakce [min] rozpoustédla [ml]
1 10,0 (-1) 40 (-1) 1,00 (-1) 11 17,5 (0) 55 (0) 1,75 (0)
2 10,0 (-1) 70 (+1) 2,50 (+1) 12 17,5 (0) 55 (0) 1,75 (0)
3 25,0 (+1) 40 (-1) 2,50 (+1) 13 5,0 (-o) 55(0) 1,75 (0)
4 25,0 (+1) 70 (+1) 1,00 (-1) 14 30,0 (+a) 55(0) 1,75 (0)
5 17,5 (0) 55 (0) 1,75 (0) 15 17,5 (0) 30 (-o) 1,75 (0)
6 17,5 (0) 55 (0) 1,75 (0) 16 17,5 (0) 80 (+a) 1,75 (0)
7 10,0 (-1) 40 (-1) 2,50 (+1) 17 17,5 (0) 55(0) 0,50 (-or)
8 10,0 (-1) 70 (+1) 1,00 (-1) 18 17,5 (0) 55(0) 3,00 (+a)
9 25,0 (+1) 40 (-1) 1,00 (-1) 19 17,5 (0) 55 (0) 1,75 (0)
10 25,0 (+1) 70 (+1) 2,50 (+1) 20 17,5 (0) 55 (0) 1,75 (0)

Pozn.: Cisla v zavorkach predstavuji hodnoty kodované matice navrhu
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Obr. 1. Odezvové profily optimalizovanych parametri

eliminovén tim, Ze byl diethylether po desorpci zcela odpa-
fen a odparek prevrstven n-hexanem, ktery neni tak tékavy
jako diethylether. Navic tato sloucenina neni aktivni pfi
pouziti ECD detektoru a nerusi tak odezvu sledovanych
sloucenin.

Na zaklad¢ vysledkd analyzy ve statistickém progra-
mu STATISTICA 12Cz (Dell Software, Praha, CR) byly
jako vyznamné parametry uréeny teplota extrakce, doba
extrakce a objem desorp¢niho rozpoustédla. Tyto parame-
try byly dale optimalizovany dle principl centralné kom-
pozitniho planovani experimentu (viz tab. I), ktery umoz-
fuje 1épe vyhodnotit vzajemnou korelaci testovanych para-
metrt. Ostatni parametry byly zvoleny nasledovné: navaz-
ka vzorku 0,5 g bez ptidavku NaCl, desorpce diethylethe-
rem pii 25 °C po dobu 1 min. Po provedeni vSech 20 expe-
rimentd v nahodném potadi byly pocty piki a jejich celko-
va plocha opét statisticky zpracovany.

Na zaklad¢é odezvovych profild pro jednotlivé para-
metry (viz obr. 1) byly nasledn¢ vyhodnoceny optimalni
podminky pro aplikaci metody HSSE pro analyzu celkové-
ho aromaprofilu ¢esneku.

Jako vhodna teplota extrakce byla urcena teplota 80 °C.
Je to nejvyssi testovana teplota, avSak jeji dalsi navySeni
neni vhodné s ohledem na zvysujici se riziko tepelné de-
gradace. Pfi hodnoceni doby extrakce bylo zjisténo, Ze pii
kratsi dob¢ bylo zaznamenano vice pikd, ale pfi delsi dobé
mély piky vétsi plochu. Bylo tedy vybrano 15 min, coz
pfedstavuje vhodny kompromis. Objem desorpéniho roz-
poustédla je 1,5 ml. Pfi vy$$im mnozstvi je extrakt zbytec-
né zfedén, coz predstavuje vyssi riziko ztraty analyti be-
hem odpafovani diethyletheru. Pfi niz$im objemu neni
michaci ty¢inka zcela ponofena, ¢imz dochazi
k nedokonalé desorpci.

Teplota extrakce (°C)
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Zavér

Na zékladé principt planovani experimentu byly opti-
malizovany podminky pro aplikaci metody HSSE pfi ana-
lyze aromaprofilu Cesneku, kde hraji vyznamnou roli sirné
slouceniny. Vzhledem k tomu bylo mozné pro analyzu
téchto predevsim sirnych sloucenin s vyhodou vyuzit GC
analyzu s detektorem elektronového zachytu, ktery je
v tomto pfipad¢ jesté citlivejsi nez detektor hmotnostni.

Optimalizované podminky byly aplikovany na extrak-
ce redlnych rostlinnych vzorkl ¢esneku kuchynského, pii-
¢emz v chromatogramu bylo nalezeno 50 piki, z toho se
prozatim pouze dle retencnich indext a literatury podafilo
identifikovat 25 latek®. Nejvétsi zastoupeni mé&ly dimetyl
tetrasulfid, benzothiazol, propenyl propyl trisulfid
a 2 fenetylisothiokyanat. Pro potvrzeni spravnosti identifi-
kace a pfipadné pro identifikaci dalsi slozek by bylo tieba
metodu HSSE spojit s GC-MS analyzou, avSak v tomto
pripad¢ je tieba eliminovat rusici vliv n-hexanu. Pro identi-
fikaci latek s nizS§imi reten¢nimi ¢asy by bylo vhodné napf.
opakovani  experimentu za  stejnych  podminek
s rozpousStédlem, jeZ poskytuje piky s vySSim retencnim
Casem a nasledné porovnani zdznami. Nabizi se také moz-
nost vyuziti termické desorpce, kde by byl vliv rozpouste-
dla na vyslednou analyzu zcela eliminovan.
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This study is focused on the optimisation of stir-bar
sorptive extraction method for isolation of volatile sulphur
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compounds of garlic followed by gas chromatography
coupled with electron impact detector analysis. By the
Plackett-Burmantiv design the significant experimental
parameters affecting the extraction process were evaluated
and these parameters were then optimised by central com-
posite design principles.

Keywords: garlic, volatile sulphur compounds, SBSE,
GC-ECD
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