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ANOTACE

Diplomova préace se zabyva vznikem hydrosolti pfi destilaci silic z rostlin. Zejména pak se
zamétenim na hydrosoly z levandule ziskané parni destilaci a hydrodestlici. Vénuje se studiu
jejich slozeni s vyuzitim vhodnych extrak¢énich postupt a identifikaci pomoci GC-FID a GC-
MS.

KLICOVA SLOVA

levandule, hydrosoly, destilace, extrakce, plynova chromatografie

TITLE

Analysis of hydrosols formed after distillation of essential oils from lavender

ANNOTATION

The work deals with the formation of hydrosols after distillation of essential oils. Especially
with focus on lavender hydrosols after steam distillation and hydrodistillation. It investigates
its composition with the use of appropriate extraction procedures and identification by GC-
FID and GC-MS.

KEYWORDS

lavender, hydrosols, distillation, solid phase extraction, gas chromatography
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0 Uvod

Hydrosoly, ¢i hydrolaty nebo také kvétinové vody, vznikaji jako vedlejsi produkt pti
parni destilaci ¢i hydrodestlilaci silic z rtiznych c¢asti rostlin. Jedna se o vodné roztoky
tékavych latek, slozenim podobnym pfisluSnym esencidlnim olejim. Dané latky se vSak
v hydrosolech vyskytuji v jiném pomeéru, pifipadné Uplné chybi. Ziskavaji tim vSak své
specifické vlastnosti. Na rozdil od esencidlnich oleju jsou jiz fedéné a pfi jejich pouziti neni
tfeba je nadale upravovat. Hydrosoly nachazi Siroké uplatnéni v kosmetickém primyslu diky
svému blahodarnému ucinku na plet. Stejné jako esencidlni oleje, 1 hydrosoly maji svou
specifickou viini, diky které mohou byt vyuzivany v aromaterapii. Dale lze hydrosoly vyuzit i
v gastronomii k dochuceni pokrmi a napoju jako napiiklad v arabskych zemich, kde
S vynalezenim parni destilace nachazeji své vyuziti jiz po staleti.

Levnadule je polokef svym vyskytem typicky pro podnebi Sttedozemniho mote. Diky
obsahu biologicky aktivnich tékavych latek patfi mezi tradi¢ni 1éCivé rostliny vyuzivané
k zisku esencialniho oleje a hydrosolu. Levandulovy hydrosol ma ptiznivy vliv na plet’, kterou
uklidniuje a hydratuje a dale diky své viini zmirfiuje i psychickou unavu a stres.

Tato diplomova prace se zabyva studiem hydrosoltl z levandule ziskanych parni destilaci
a hydrodestilaci. Jejim cilem je porovnani sloZzeni levandulovych hydrosoli ziskanych témito
druhy destilace. Vyuziva pii tom extrakénich technik v podobé extrakce tuhou fazi,
mikroextrakce tuhou fazi a extrakce z kapaliny do kapaliny. K identifikaci sloucenin je
pouzita plynova chromatografie v kombinaci s hmotnostni spektrometrii, relativni zastoupeni
jednotlivych identifikovanych sloucenin je provedeno s vyuzitim plamenové-ionozacniho

detektoru.
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1 Teoreticka cast

1.1 Levandule

Levandule je polokef dosahujici vysky 40 — 60 cm. Ze zdievnatélé spodni cCasti
vystupuji vzptimené zelené stonky nesouci uzké vstticné vyristajici listy Sedozelené barvy.
Listy jsou po okrajich podhrnuty a pokryty ochlupenim, které je chrani pied silnym slune¢nim
svitem, vétrem a nadmérnou ztratou vody. Kvét levandule je tvofen lichoklasem modrofialové
az fialové barvy [14]. Pfirozenym mistem vyskytu levandule jsou tepla stanovisté
Stfedozemniho mote a jizni Evropy. Celkem bylo klasifikovano zhruba 28 druhii levandule
s vice jak 200 odridami. Rod levandule patii do Celedi Lamiaceae, tedy hluchavkovitych.
Ctyfmi hlavnimi rody jsou Lavandula angustifolia, Lavandula latifolia, Lavandula stoechas a
Lavandula x intermedia, neboli lavandin, ktery je sterilnim hybridem Lavandula angustifolia
a Lavandula latifolia [1,4].

Levandule je péstovana celosvétové v iad€ zemi. Mezi nejvétsi producenty patii
Bulharsko, Francie, Spojené kralovstvi, Cina a Spanélsko. Déle mezi vyznamné producenty
patii i Maroko, Italie, Mad’arsko, Chorvatsko, Rusko, Rumunsko, Ukrajina a Turecko.
Popularni se levandule stala i ve Spojenych statech u malych obchodnikli a farmaia jako
soucast agroturismu, zabavnich farem nebo podnikani v aromaterapii [5,6,22].

Levandule miize byt rozmnozovana generativné, prostfednictvim semen nebo
vegetativng, fezy mékkych 1 tvrdych zdievnatélych casti. Profezavani levandulovych ketiki
stimuluje rast a kveteni rostliny. Obdobi kvétu trvd od Cervence do srpna. Sklizenn by méla
probihat béhem suchych a slune¢nych dni. Kvéty by mély byt sbirdny pted otevienim a
suseny ve svazcich na stinénych a dobfe vétranych mistech [14].

Nazev levandule pochazi z latinského slova lavo, lavare, které znamena myt, ¢i Cistit.
Levandule byla pro své 1é¢ebné Gginky vyuZivana uZ ve starovéku. Sta¥i Rimané si levanduli
ptidavali do koupeli a ve stfedovéku byla jednou z nejvice cenénych rostlin k zisku
esencialniho oleje pro vyrobu parfémi a mydel [14].

Destilaci ¢asti rostliny se ziskava levandulovy nebo lavandinovy olej, jako vedlejsi

produkt vznikd levandulovy/lavandinovy hydrosol.
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Obrazek 1 Svazek levandule Obrazek 2 Kerik levandule

1.2 Esencialni oleje

Pouziti esencialnich oleji jako 1é¢ebného prostiedku je velmi staré. V Bibli jsou
esencidlni oleje povazovany za léCivé latky pro ducha, télo 1 mysl. Staroveéky fecky lékar
Hippokrates nazyval aromatické rostliny ,,otcem 1€k a esencialni oleje z téchto rostlin byly
vyuzivany jako konzerva¢ni latky potravy, ochucovadla a 1éCivé prosttedky [3]. Ve
starovékém Egypté byly esencidlni oleje pouzivany k prevenci nemoci, stejné tak jako jejich
16¢b&. Brzy poté zadali esencialni oleje po vzoru starovékych Egyptant pouzivat i Rekové a
Rimané. Ti je vyuzivali ve formé aromaterapie pii koupelich, do kterych piidavali esencialni
oleje jasminu, levandule nebo ylang-ylang k podpote dusevni relaxace. Poprvé byl termin
»esencialni olej” pouzit v 16. stoleti. Tento termin pouZzil Paracelsus von Hohenheim ve své
knize ,,Quinta essential“, kde tak pojmenoval u¢innou slozku 1éku [8].

Lécivé rostliny maji schopnost syntetizovat Sirokou Skéalu chemickych latek, at” uz pro
jejich vlastni vyuziti jako soucast piirozeného ristu, nebo jako reakci na nepiiznivé a
ohrozujici podminky prostiedi [1]. Mnozstvi a sloZeni téchto tzv. fytochemikali, stejné tak
jako stav dané rostliny, tedy odpovida pfirodnim podminkdm a prostiedi, ve kterych se
rostlina nachazi [12].

Esencidlni oleje jsou znamy jako druhotné metabolity rostlin a nachéazeji vyuZiti
zejména Vv aromaterapii, kosmetice [9], farmakologii, agrochemii a vyzivé [11]. Piedstavuji
smés tekavych latek, které jsou charakteristické svou silnou vini a pfichuti. Majoritni slozky

esencialnich oleji mohou byt pfitomny az v destitkach procent obsahu. V soucasné dob¢ je
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znamo okolo 3000 esencidlnich olejii, z nichz zhruba 300 je komercné dostupnych. Tyto
slouceniny jsou syntetizovany v ruznych ¢astech rostlin, jako jsou pupeny, kvéty, listy, stonky
a vétvicky, semena, kotfeny, dievo a kira a skladovany jsou v sekre¢nich butikach, dutinich,

kanalcich a koznich a Zlaznatych trichomech [13].

1.2.1 Vyroba esencialnich oleju

Esencialni oleje mohou byt ziskavany z riznych ¢asti rostlin riznymi zptsoby (Tabulka
1). Volba dané metody vyroby zavisi na materialu, z n¢hoz je esencialni olej ziskavan.
Samotny stav rostliny je jednim z faktord, ktery ovliviiuje vyslednou kvalitu esencialniho
oleje. Nevhodny extrakéni proces mize vést ke zni¢eni nebo pozménéni chemického slozeni

esencialniho oleje a tim i ovlivnéni jeho bioaktivity [15].

Tabulka 1 Vyroba esencialnich olejii z riznych zdroju s vyuZitim riiznych metod; [15]

Extrakce rozpoustédlem

Rozpoustédlo (petrolether, aceton, hexan, Salvgj (Salvia officinalis), drmek obecny
ethylacetat...) (Vitexagnuscastus L.), citron (Citrus x limon)

rozmaryn (Rosmarinus officinalis), fenykl
(Foeniculum vulgare), anyz (Pimpinella
anisum), kminova seminka (Cuminum
cyminum), majoranka (Majorana hortensis
Superkriticky CO, Moench), thyme (Thymus vulgarit L.),
hiebi¢ek (Eugenia caryophyllata), hefmanek
(Matricaria chamomilla), oregano
(Origanum vulgare L.), koriandr (Coriandum

sativum L.)

majoranka (Origanum majorana), oliva
Nadkriticka voda (Olea  europea), seminka  koriandru

(Coriandrum sativum L.)

Destilace

levandule (Lavandula species), pelargonie

(Pelargonium  sp.), tymian  (Thymus
Parni destilace ) )
kotschyanus), ozanka (Teucrium orientale),

rozmaryn (Rosmarinus officinalis),
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eukalyptus (Eucalytpus citriodora), bazalka
(Ocimum basilice L.), hiebicek (Eugenia

caryophyllata), pomeran¢ (Citrus sinensis)

Hydrodestilace

citron (Citrus x limon), yzop (Hyssopus
officinalis L.), salvéj (Salvia officinalis L.),
hiebicek (Eugenia caryophyllata), kmin
(Carum carvi), tyminan (Thymus vulgarit L.),
bazalka (Ocimum basilice L.), mata (Mentha

crispa L.)

Hydrodifuze

pomeran¢ (Citrus sinensis), rozmarynové

listky (Rosmarinus officinalis)

Mikrovinna extrakce bez rozpoustedla

oregano (Origanum vulgare L.), kmin
(Carum  carvi), kardamon (Elletaria
cardamomum  L.), bazalka (Ocimum
basilicum L.), mata (Mentha crispa L.),
tymian (Thymus vulgaris L.), fesetlak motsky

(Hippophae rhamnoides L.)

Lisovani

citrusové plody

Kombinované metody — rozpoustédlo +

para

kmin (Cuminum cyminum), tabak (Nicotiana

tabacum)

1.2.1.1 Hydrodestilace

Hydrodestilace patii mezi standardni metody ziskdvani esencidlnich oleji. Je vyuzivana

k destilaci ve vodé nerozpustnych rostlinnych produkti s vysokym bodem varu. Béhem

hydrodestilace je rostlinny materidl, ze které¢ho je esencidlni olej ziskdvan, kompletné ponotfen

do vody, ktera je nasledné ptivedena k varu. Pary vody spole¢né se slozkami esencidlniho

oleje stoupaji k chladi¢i, kde nasledné kondenzuji a jsou vedeny do separatoru, kde se

odd¢luje esencidlni olej od hydrosolu. Voda zaroven slouZzi jako ochrana esencidlniho oleje

pted piehiatim a je nutné ji pribézné doplhovat [15].
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Obrazek 3 Hydrodestilace; vzorek se nachazi spolu s vodou v destilaéni bafice

1.2.1.2 Parni destilace

Parni destilace patfi mezi nejCastéji pouzivanou metodu izolace esencialniho oleje
z rostlinného materialu [15]. Byla vyvinuta na Stfednim Vychodé Araby ve sttedoveku [3,8].
Pomér esencialnich olejli ziskdvanych parni destilaci dosahuje az 93% oproti 7% zbyvajicich
metod. Pfi parni destilaci je rostlinny materidl od vrouci vody oddélen. Nachazi se ve vlastni
bance nad bankou destilacni, ze které stoupa vodni para skrze rostlinny material. Na banku
S rostlinnym materidlem je napojen chladi¢, kde vodni para spole¢né se slozkami esencidlniho

oleje kondenzuji a jsou odvedeny do separatoru fazi [15].
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Obrazek 4 Parni destilace

1.2.1.3 Levandulovy esencialni olej

Levandule obsahuje 2 — 3% esencidlniho oleje, ktery se ziskava parni destilaci ¢i
hydrodestilaci. Levandulovy esencialni olej je nazloutlé barvy a ma intenzivni kvétinovo-
bylinnou viini, zcela charakteristickou pro levanduli, sjemnym ndznakem ovoce a dieva.
Kvalitativni 1 kvantitativni sloZzeni esencialniho oleje zavisi na genotypu rostliny, misté rastu,
klimatickych podminkach, rozmnozovani a morfologickych charakteristikach [14].

Levandulovy esencialni olej patfi mezi nejoblibenéjsi a je mozné ho ziskat z fady
druht levandule. Nejvyuzivanéj$§im druhem pro obchodni ucely je Lavandula angustifolia,
esencialni olej tohoto druhu je také nejvice cenény [6,9]. Kromé antibakterialnich a
redukuje tvorbu jizev [10], ptsobi proti kie¢im, sedativné a neuroprotektivné [1].

Uginnymi latkami je smés mono- a seskviterpenoidnich alkoholtl, esterti, oxidd a

ketonll. Nejvétsi zastoupeni maji terpenoidy linalool a linalylacetat [1]. Dalsimi slozkami o
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stedni koncentraci jsou lavandulylacetat, terpinen-4-ol a lavandulol. V malé mife se
v levandulovém esencialnim oleji nachazi i kafr a eukalyptol [9].

Béhem né¢kolika poslednich let presahla produkce levandulového esencialniho oleje
v Bulharsku produkci ve Francii a Bulharsko se tak stalo jeho nejvétSim producentem s
riznymi odriadami levandule rostouci na vice jak 6000 ha pidy. Hlavnim druhem levandule
péstovanym ve Francii je lavandin, ktery zde poskytuje 90% svétové produkce lavandinového
esencialniho oleje. Hlavnim producentem druhu Lavandula latifolia a esencialniho oleje z n¢j
je Spanélsko [22].

I presto, ze odrudy lavandinu poskytuji vice esencialniho oleje nez odridy levandule,
levandulové esencialné oleje jsou vice cenéné a s vys$i kvalitou kvuli vys§imu obsahu
linalylacetatu oproti lavandinovému esencialnimu oleji. Lavandin i levandule obsahuji stejné
slozky, rozdilem jsou vSak jejich rtizné poméry. Kritériem pro urceni kvality esencidlniho
oleje je mnozstvi kafru, linaloolu a linalylacetatu. Baydar a spol. uvadi, Ze dle Europian
Pharmacopia, levandulovy esencialni olej obsahuje 20-45% linaloolu, 25-46% linalyacetatu a

méné jak 1,2% kafru, zatimco lavandinovy esencialni olej obsahuje 12-18% kafru [21].

1.2.2 Aromaterapie

V dnesni dobé jsou esencidlni oleje vyuzivadny v alternativni medicing, ¢inské
medicin€, aromaterapii, masazich, a dale i v kosmetickém a potravinarském pramyslu [3].
Aromaterapie, kterd je odvétvim fytoterapie, ziskdva na vyznamu jako doplnkova terapie
klasické mediciny. Vyuziva esencialni oleje k 1é€bé nemoci prostiednictvim inhalace jejich
tékavych latek, véetné masazi [2]. V pfimé aplikaci na kizi by vSak esencialni oleje mély byt
pouzivany fedéné, napiiklad smisenim s rostlinnymi oleji [3,10]. Inhalace tékavych latek
esencialnich oleji hraje vyznamnou roli v fizeni centralni nervové soustavy [8]. Tyto latky
maji schopnost ovliviiovat ndladu i zdravotni stav jedince prostiednictvim psychologickych a
fyziologickych ucinku [2].

Aromaterapie je rychle pisobici metodou, neinvazivni a s minimdlnimi vedlejSimi
ucinky. Presny zplsob ucinkli aromaterapie vSak zlstavd nepiili§ jasny. Podstatou
aromaterapie je vdechovani té€kavych latek, jejichz molekuly drazdi Cichové receptory.
Depolarizace primarniho ¢ichového neuronu vede k tvorbé akéniho potencidlu, ktery se $ifi
podél ¢ichového nervového axonu do ¢ichového bulbu. Z €ichového bulbu vstupuji axony
mitralnich bun€k do ¢ichového traktu, ktery se rozdéluje na medidlni a lateralni ¢ichova stria.
Lateralni ¢ichové stria vy¢niva do amygdaly, kterd je klicovou strukturou limbického systému

zapojeného v chovani a emocich [20,23].
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Levandulovy esencidlni olej ma Siroké vyuziti a jen nékolik zjisténych citlivosti. Je
zndm pro své sedativni a relaxacni ucinky. Pfesny mechanismus, kterym vin¢ levandule
pusobi anxiolyticky (snizuje bdé€lost) je nejasny. Dvé hlavni slozky levandulového oleje,
linalool a linalylacetat, maji schopnost stimulovat parasympaticky nervovy systém.
Linalylacetat ma narkotické i¢inky, zatimco linalool u¢inky sedativni. Anxiolyticka G¢innost
levandulové aromaterapie byla hodnocena v mnoha klinickych podminkach. Bylo prokazano
snizeni uzkosti u pacienti na koronarni jednotce intenzivni péCe, zubni ordinace, pred
otevienou operaci srdce, vSseobecnymi chirurgickymi zékroky, pii periferni Zilni kanylaci a

dalsich [20].

1.3 Hydrosoly

Hydrosoly, ¢i hydrolaty, znamé téz jako bylinné ¢i kvétinové vody, ziskané z riznych
Casti dané rostliny, vznikaji jako vedlejsi produkt pii destilaénim zpracovani rostlin za tc¢elem
zisku esencialniho oleje [17]. Skladaji se z kapaliny pochazejici z rostliny a kapaliny
pouzivané pii destilaci. Maji podobnou viini jako pfislusné esencidlni oleje, jejich intenzita
v8ak zavisi na stupni ziedéni, tedy mnozstvi pouzité vody pii parni destilaci ¢i hydrodestilaci
[14]. Hydrosoly obsahuji kapic¢ky oleju a dalSich rostlinnych metabolitt, které obvykle
v esencialnich olejich chybi, ziskavaji tim tak specifickou biologickou aktivitu. Jakozto vodné

roztoky mohou byt na rozdil od koncentrovanych esencialnich olejii pouzivany bez dalSiho

fedéni [16].

1.3.1 Levandulovy hydrosol

Prusinowska a kol. uvadi, Ze levandulovy hydrosol obsahuje 24,83 — 97,23 mg/100 ml
organickych té€kavych latek. V nejvétSim mnozstvi se v ném nachazi linalool (39%), a-
terpineol (15%) a kumarin (7%). Na rozdil od levandulového esencialniho oleje,
V levandulovém hydrosolu chybi linalylacetat [14]. Diky svému zfedéni mize byt
levandulovy hydrosol aplikovan ptimo na jakykoliv typ pleti, zejména vSak na plet’ necistou a
mastnou. Ma chladivy a hydrata¢ni efekt podobny pouziti oleje a zmirfiuje i psychickou
unavu a stres. Hydrosol z Lavandula angustifolia lze pouzit téz jako pfisadu do vody ¢i

pokrmu k revitalizaci a relaxaci organismu [16].
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1.4 Extrakce

Extrakce je de¢lici metoda, pfi které dochazi k distribuci analyzované latky mezi dvé

faze, bud’ tuhou a kapalnou, ¢i tuhou a plynnou nebo mezi dvé faze kapalné nemisitelné [25].

Rozdéleni extrakcei [24]:
a) Zucastnéné faze
— kapalina-plyn
— kapalina-kapalina
— tuha faze-kapalina
b) Pocet kroku
— jednokrokova
— vicekrokova
— kontinualni
c) Charakter extrahovanych latek
— organické latky
— kovové chalaty

— lontové asociaty

Déle budou popsany metody, které byly pouzity v této praci.

1.4.1 Extrakce tuhou fazi

SPE, neboli extrakce tuhou fazi, je extrakcni metoda, pti které je vzorek prosavan skrz
tuhou fazi, tvofenou Casticemi sorbentu, na kterych jsou selektivné zachycovany molekuly
analytu. K extrakci molekul analytu dochazi promytim vhodnym elu¢nim rozpoustédlem.
Extrak¢ni sorbenty jsou dostupné v riznych provedenich, ulozené v kolonce s fritou v podobé
injekeni stiikacky ze skla ¢i polypropylenu, v discich ¢i Spickach pipet. Extrakce tuhou fazi je

jednoducha, rychla, flexibilni a citliva metoda [19].

Faze pouZivané pro SPE [24]:
a) Normalni faze — polarni
— silikagel, oxid hlinity, florisil, polarné modifikovany silikagel
b) Reverzni faze — nepolarni

— nepolarné modifikovany silikagel (C4, C8, C18, CH, PH, CN)
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c) lontové-vyménné faze
— anex — silikagel s chemicky vazanym kladné nabitym modifikatorem

— katex — silikagel s chemicky vazanym zaporné nabitym modifikatorem

Sorbenty maji rizné fyzikalné-chemické vlastnosti, jako jsou typ matrice a modifikace,
mérny povrch, velikost ¢astic a pérti. Volba vhodného sorbentu je velmi podstatnd, zavisla
pfedev§im na vlastnostech analytu a matrici vzorku. Obvykle se mérny povrch sorbentt
pohybuje od 250 do 600 m*/g, velikost porii do 7 nm a velikost &astic od 40 do 60 pm.

Dalsimi faktory, které ovliviiuji extrakci, jsou pH, elu¢ni rozpoustédlo, jeho iontova sila
a podminky extrakce. V zavislosti na polarité¢ analytu, sorbentu a pouzitém elu¢nim cCinidle,

dochazi k lepsi ¢i horsi eluci extrahovanych latek [31,33].

Tabulka 2 Druhy sorbentii pro SPE

Nepolarni sorbenty

Sorbent Navazana faze
C18 Oktadecyl
MF C18 Oktadecyl
C8 Oktyl
C2 Ethyl
CH Cyklohexyl
PH Fenyl

Polarni sorbenty

Silikagel
Diol-2,3-dihydroxypropoxypropyl

Iontové-vyménné sorbenty

SAX Trimethylaminopropyl
CBA Karboxypropyl

SCX Benzefulfonova kyselina
PRS Propylsulfonova kyselina

Extrakéni postup [31]:

Poustup extrakce tuhou fazi lze rozdélit do ¢tyt zakladnich korkt:
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— kondicionace sorbentu — dochazi k aktivaci sorbentu a odstranéni vzduchu,
obvykla rozpustédla pro kondicionaci sorbentu jsou methanol a isopropanol
— naneseni vzorku
— promyti — odstranéni interferentti
— eluce vzorku — vymti vzorku ze sorbentu
Prosavani kolonky vzorkem a rozpustédly mize probihat za snizeného tlaku, pietlaku ¢i

odstfedénim.

™,

\\ \\\\
RN

—
—
—
—

Obrazek 5 Postup SPE; A - kondicionace sorbentu, B - naneseni vzorku, C - promyti, D - eluce vzorku

Charakteristické znaky SPE

Malé objemy vzorkd. Extrahované latky lze eluovat i malym mnozstvim organickych
rozpoustédel. Jednd se o rychlou, pfesnou a reprodukovatelnou metodu. Lze zpracovavat i
vice vzorkl soucasné (12, 24, 96). Ktakovému ucelu slouzi napiiklad piistroj Visiprep
(Supelco) s prosavanim pod tlakem. Metoda SPE slouzi k izolaci, zakoncentrovani a

precisténi vzorku.

Pozadavky na SPE
Analyt musi byt schopny sorpce na zvoleny SPE sorbent. Je nutno stanovit ¢as pro

interakci analyt-sorbent. Sorbent a elu¢ni Cinidlo musi byt schopné selektivné odstranit
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interferujici latky od analytu. Analyt musi byt bez problému desorbovatelny z SPE sorbentu.

Hmotnost sorbovaného analytu by méla byt maximalné 5% hmotnosti sorbentu.

1.4.2 Mikroextrakce tuhou fazi

SPME, neboli mikroextrakce tuhou fazi, je extrakéni metoda, pfi které extrahované
latky ptechazi z kapalné, ¢i plynné faze do faze tuhé. Tato metoda omezuje pouziti toxickych
organickych rozpoustédel, zkracuje dobu extrakce, je rychla a vysoce selektivni. Extrahované
latky jsou zachycovany na tuhém sorbentu polymerniho charakteru, kterym je pokryto

kfemenné vlakno, ulozené v kovové jehle [29,30].

Obrazek 6 Vlakno k mikroextrakci tuhou fazi

Zpisoby provedeni SPME

Metodu SPME je mozné provadét dvéma zplisoby. Prvnim zplisobem je piima SPME
(DI-SPME), kdy je vlakno se sorbentem piimo ponofeno do roztoku vzorku. Druhym
zpusobem je headspace SPME (HS-SPME), kdy dochazi k sorpci analyt na vlakno z plynné

: i

faze prostoru nad vzorkem [28].

] L

Obrazek 7 Zpusoby provedeni SPME; A - headspace SPME, B - pfima SPME
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Druhy SPME fazi

SPME vlakna Ize podle charakteru stacionarni faze a zplsobu sorpce rozdélit na

absorp¢ni vlakna a adsorpéni vlakna. Absorpéni vlakna maji obecné vétsi extrakéni kapacitu,

nebot’ zde nedochazi ke kompetici analyti o sorpcni mista. Jedna se o ¢isté homogenni

polymery, a to bud’ kapalné (napf.: polydimethylsiloxan) nebo tuhé (napf.: polyakrylat). U

adsorpc¢nich vldken jsou porézni Castice rozptyleny v polymeru. Poréznimi ¢asticemi mohou

byt napft.: divinylbenzen (DVB) nebo Carboxen (CAR, castice na bazi grafitizovaného

uhliku). Adsorpéni vlakna jsou méné mechanicky odolna, ale maji vétsi selektivitu [32].

Tabulka 3 Druhy SPME fazi

Tloust’ka faze

(PDMS/CX/DVB)

Druh faze Analyty Urcéeni
(nm)
) ) 100 Tékavé GC/HPLC
Polydimethylsiloxan
30 Stiedné tékavé GC/HPLC
(PDMS)
7 Stiedné tékavé GC/HPLC
Polyakrylat Stfedné tékaveé
85 GC/HPLC
(PA) Polarni
Carbowax/divinylbenzen
65 Polarni GC
(CWDVB)
_ _ Tekavé
Polydimethylsiloxan/Carboxen
75 Stopova GC
(CWITPR) o
mnozsvi
Carbowax/Templated Resin
50 PAL HPLC
(PDMS/DVB)
Polydimethylsiloxan/divinylbenzen 65 Té&kavé polarni, GC
(PDMS/DVB) 60 obecné pouziti HPLC
Polydimethylsiloxan/
Carboxen/divinylbenzen 30/50 Obecné pouziti GC

Faktory ovlivituici SPME

Proces mikroextrakce tuhou fazi mize byt ovlivnén riznymi faktory:
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— Druh sorbentu: nepolarni vlakna by méla byt pouzivana pro extrakci nepolarnich
analyt a polarni vldkna analytd polarnich, citlivost extrakce ovliviiuje i tloustka
sorbentu, kdy siln¢jsi vrstva stacionarni faze je schopna extrahovat vice analytu, nez
vrstva tenka, vlakno se silngjs$i vrstvou sorbentu se proto pouziva pro tékavé latky,
zatimco tenkd vrstva pro latky vyse vrouci

— Doba extrakce: cas, po ktery jsou analyty extrahovany, se vétSinou voli tak, aby bylo
dosazeno co mozna nejvétsiho zkoncentrovani latek, tzn. do doby ustaveni rovnovahy

— Teplota extrkace: zahtivanim vzorku se zkracuje ¢as potfebny k extrakci, pfi
headspace provedeni se zvySuje koncentrace analytl v plynné fazi, coZ umoziuje
rychlej$i a u€innéjsi extrakci, teplotu extrakce je vZzdy nutné optimalizovat, nebot
profil extrahovanych latek se srlznymi teplotami extrakce méni, mize dochazet
K soucasné sorpci i desorpci za dané teploty, optimalizace by méla probihat
v zavislosti na pozadovaném vysledném parametru, tedy je-li cilem pouze jedna
slouc¢enina nebo jejich co nejvyssi pocet, popft.: pocet ¢i plocha pikli v chromatogramu

— Michani vzorku: michéani vzorku zlepSuje a zkracuje ¢as potiebny k extrakci, je vSak
zadouci, aby bylo rovnomérné, michdni vzorku je vhodné zejména pro extrakci latek

s vyS$$i molekulovou hmotnosti [28].

Spojeni SPME s GC a HPLC

Desorpce analytii miize probihat jak tepelné do plynné fize v ptipadé plynového
chromatografu, tak i rozpoustédlem v kombinaci s kapalinovou chromatografii. U tepelné
desorpce je vldkno v nastavci vsunuto do injekéniho prostoru plynového chromatografu.
V piipad¢ kapalinové chromatografie se vyuziva adaptér, ktery mobilni fazi umoznuje kontakt
s vlaknem. Desorpce mtize probihat jako dynamicka, kdy je analyt eluovan proudem mobilni
faze, nebo statickd, béhem které je vladkno ponofeno do mobilni faze po urcity ¢asovy usek.
Adaptér se sklada z desorp¢ni cely a Sesticestného ventilu. Po desorpci jsou analyty odnaseny

mobilni fazi na chromatografickou kolonu [27].

1.4.3 Extrakce kapalina-kapalina

Vytiepavani neboli extrakce z kapaliny do kapaliny, probiha v déli¢ce, kde se nachazi
kapalny vzorek obsahujici analyzované latky a rozpoustédlo se vzorkem nemisitelné, do
kterého jsou analyzované latky extrahovany. Je zalozena na selektivnim piechodu sloZzek

analyzované soustavy mezi dvéma vzajemné¢ nemisitelnymi fazemi, vyplyvajicim z jejich
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nestejné rozpustnosti v téchto fazich. Extrahovana latka je méné rozpustnd v pivodnim
rozpoustédle, nez vrozpoustédle do néhoz je extrahovana. Nejcastéjsi extrakce jsou
z vodného roztoku do organického rozpoustédla.

Kplné extrakci po jednom vytifepani vSak nedochazi a je vhodné postup nékolikrat
opakovat. Latky, jez maji pfejit pfes fazové rozhrani vodné a organické faze, musi byt

elektroneutralni [25,26].

Nevyhody extrakce L-L:
— Casove naro¢né
— nakladné
— velka spotteba organickych rozpoustédel
— nutné zakoncentrovani vzorku pred analyzou
— muze dochazet k tvorbé emulzi
— nizky a Casto nereprodukovatelnych vytézek

— nedostatecné odstranéni interferujicich latek

1.5 Separace latek

Kseparaci smési se pouzivaji chromatografické metody, napi.: kapalinova
chromatografie, plynovd chromatografie ¢i tenkovrstva chromatografie. Pro analyzu smési
tékavych latek, jaké jsou pfitomny napf.: v esencidlnich olejich ¢i hydrosolech, se s vyhodou

pouziva plynova chromatografie, proto bude déale rozvedena jen tato technika.

1.5.1 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie patii mezi separacni analytické metody. V prubéhu separace
dochazi k rozdélovani analytu mezi dvé heterogenni fize — stacionarni a mobilni. Mobilni
fazi, tzv. nosnym plynem, je inertni plyn, ktery unasi analyzované latky kolonou. Stacionarni
fazi je kapalina zakotvend na inertnim nosi¢i, nebo povrchové aktivni absorbent. Jednotlivé

slozky analyzované smési latek interaguji se stacionarni fazi a dochazi tak k jejich separaci

[25,26].
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Obrazek 8 Schéma plynového chromatografu; A - tlakova lahev s nosnym plynem, B — regulace tlaku a pritoku, C —

N

davkovaci zafizeni, D - termostat, E - chromatograficka kolona, F - detektor, G — po&itaé

1.5.2 Davkovaci zarizeni

Dévkovaci zatizeni slouzi k davkovani vzorku do kolony a je vyhiivano. Vzorek mize
byt plynny, kapalny nebo pevny. Davkovani musi byt rychlé a reprodukovatelné. Je potieba
zajistit, aby vzorek vnikl do kolony co nejrychleji, nezménily se teplené a tlakové podminky
vV kolon¢ a aby v pribéhu davkovani nedochazelo ke zméné slozeni vzorku. Davkovani

probiha prostfednictvim injek¢nich mikrostiikacek [25,26].

1.5.3 Termostat

Termostaty slouzi k zajisténi reprodukovatelnosti méfeni elucnich charakteristik.
Ulohou termostati je regulace teploty v okoli chromatografické kolony. Jedna se o vyhiivany
prostor, ve kterém se kolona nachazi. V soucasné dob¢ se pouzivaji zejména teplovzdusné

termostaty [25,26].

1.5.4 Chromatografické kolony

Dle zpusobu konstrukce lze rozlisit kolony ndpliiové a kolony kapilarni. Materidlem
kolon jsou trubice vyrobené napt.: ze skla, nerezové oceli, polyethylenu a teflonu. Napliové
kolony jsou plnény chromatografickou naplni a pohybuji se v délce od 30 do 400 cm. Vnitini
primér kolon je pak od 2 do 4 mm. Kolony kapilarni dosahuji délky od 30 do 100 m

S vnittnim priimérem od 0,1 az 0,3 mm.
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Kapilarni kolony je mozno rozdélit do tfi skupin:

1) WCOT - kolony se zakotvenou kapalnou fazi na vnitfnich sténach kolony, tloustka
kapalného filmu se pohybuje v rozmezi od 0,01 um az 5 pm, vnitini primér kolon je
0d 50 pum do 1 mm

2) SCOT - kapalna faze je zachycena na nosiéi, ktery je uchycen na vnitini sténé kolony,
tloustka vrstvy napIn€ je od 1 az 5 um

3) PLOT - kolony s adsrobentem, ktery je zachyceny na vnitini sténé kolony, tloustka
vrstvy absorbentu se pohybuje v rozmezi od 0,01 um do 10 um [25,26].

1.5.5 Detektory

Detektory slouzi k detekci analytd, které jsou spole€né s nosnym plynem unaSeny
kolonou. Pozadovanymi vlastnostmi detektorii jsou rychld odezva, velka citlivost a stabilita
nulového signalu. Dle zplisobu detekce analytli 1ze délit detektory na detektory destrukéni a
nedestrukéni. V destrukénich detektorech dochdzi k ireverzibilni zméné stanovované latky.

Nedestrukénim detektorem prochazi analyt beze zmény [25,26].

1551 FID

FID, neboli plamenové ionizacni detektor, je nejpouzivanéjSim detektorem v plynové
chromatografii. Molekuly analytu se misi s vodikem a vstupuji do trysky hotacku. Ionizované
Castice, vzniklé v plameni, vstupuji do prostoru mezi dvé elektrody, snizuji jeho odpor a
dochazi tak k pruchodu proudu. Plamenovy ioniza¢ni detektor, je vysoce citlivym detektorem,

vhodnym pro stopovou analyzu [25,26].

1.5.5.2 Tepelné vodivostni

Zpusob detekce probihd na zaklad¢ odvodu tepla z rozzhaveného odporového vlakna.
Nosny plyn vytékajici z kolony rozzhavené vldkno chladi a se zménou teploty dochézi i ke
zmén¢ elektrického doporu vldkna. Odporové vldkno je soucasti Wheatstonova mustku, ve
kterém se zménou odporu dochazi k poruseni rovnovdhy. To je moZno kompenzovat

ménitelnym odporem nebo zaznamenat méficim zafizenim [25,26].

1.5.5.3 Detektor elektronového zachytu
Princip detekce probihd na zdklad¢ zachycovani elektronli elektronegativnimi atomy,
funkénimi skupinami a molekulami. V elektrickém poli se pfi zachyceni elektroni zméni

pfenos naboje a za¢ne dochédzet k rekombinaci iontll. To ma za nasledek sniZeni ionizac¢niho
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proudu. Kionizaci nosného plynu dochazi prostfednictvim radioaktivniho zafice f (3H,
63Ni). Z nosného plynu vznikaji kationty a pomalé elektrony, které zprostiedkovavaji
prichod elektrického proudu. Pokud se v nosném plynu nachazi i analyty, dojde k jeho
snizeni [25,26].

1.6 Hmotnostni spektrometrie

V hmotnostni spektrometrii se méii hmotnosti molekul a jejich fragmentd vzniklych
po ionizaci vzorki. Ionizované fragmenty mohou byt nabity kladné ¢i zaporné, v zavislosti na
pouzité¢ ioniza¢ni technice. Mohou vSak vznikat 1 fragmenty bez naboje. Jednotlivé
molekulové 1 fragmentové ionty jsou separovany na zakladé rozdilné hmotnosti m ptipadajici
na naboj z, tedy dle efektivnich hmotnosti m/z. Nabité fragmenty jsou po separaci detekovany
a je zaznamenano hmotnostni spektrum jako zdvislost Cetnosti danych iontii na hodnotach
m/z. Mezi zékladni ¢asti hmotnostniho spektrometru patti iontovy zdroj, kde dochazi
k ionizaci molekul vzorku, hmotnostni analyzator, ktery slouzi k separaci iontt v plynném

skupenstvi dle jejich m/z a detektor pro detekci a registraci separovanych iontt [39].
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2 Experimentalni ¢ast
2.1 Vzorky

K piipravé hydrosoli parni destilaci a hydrodestilaci byl pouzit suseny kvét levandule od

firmy Mediate s.r.o.; Levandule fez, Sarze: 250715/9, expirace 09.2018, zemé pivodu

Chorvatsko.

2.2 Chemikalie a material

2.3

Ethanol, n-Hexan a Methanol od firmy Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika)
Destilovana voda byla purifikovana pouzitim systému MilliQ®Water Purification
Systém (Millipore SAS, Molsheim, Francie)

Smeés standardii n-alkant (C8-C40) byla zakoupena od Restek (Bellefonte, PA, USA)
v koncentracich 500 pg-ml™ rozpusténych v sirouhliku/dichlormethanu (3/1, V/V)
Helium a vodik od firmy Linde Gas a.s.

Chromatograficka kolona SLB-5MS od firmy Sigma-Aldrich (Praha, Ceska
republika), délka kolony: 30 m, vnitini primér: 0,25 mm, tloustka filmu 0,25 pm
Chromatografickd kolona ZB-5HT Inferno od firmy Phenomenex (Torrance,
Kalifornie, USA), délka kolony: 30 m, vnitini prumér: 0,25 mm, tloustka filmu 0,25
pum

SPME vlakno polydimethylsiloxan (100 pm PDMS) od firmy Sigma-Aldrich (Praha,
Ceska republika)

kolonky se sorbentem Separon SGX C18 (modifikovany oktadecylsilikagel, 60 um,
0,5 g) od firmy Tessek s.r.o0. (Praha, Ceské republika)

Instrumentace
Plynovych chromatograf GC-2010 s plamenové-ionizaénim detektorem od firmy
Shimadzu (Kyoto, Japonsko)
Plynovy chromatograf GCMS-QP2010 Plus s hmotnostni detekci od firmy Shimadzu
(Kyoto, Japonsko)

2.3.1 Priprava vzorku a destilace

Do baiky na rostliny materidl byl po maximum napéchovan suseny kvét levandule.

Hmotnost suseného kvétu levandule ¢inila 63 g. K destilaci byla pouzita 2 1 destilacni barika,
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do které bylo piedlozeno zhruba 1,2 1 destilované vody. Nad destilacni banku byla umisténa
banika s kvétem levandule a bylo spusténo zahfivani v topném hnizd¢. Péara vznikajici
zahtivanim vody prochézi skrz rostlinny materidl. V ptipad¢ hydrodestilace bylo navazenych
63 g suseného levandulového kvétu umisténo piimo do destilované vody v destilacni barce.
V priibéhu obou destilaci byla destilovana voda dopliiovana. Pti destilacich tékavych slozek
Z rostlinnych materialti jsou slozky ze vzorku uvoliiovany vlivem tepla vrouci vody. Tento
proces je znam jako hydrodifuze. Roztok tékavych slozek prochazi za vysSich teplot
membranami k povrchu rostlinného materialu. Koncentrace tékavych slozek v prostoru
headspace je dana tlakem pary téchto jednotlivych slozek. Po prichodu bunéénou membranou
jsou tekavé slozky odpafeny a vodni parou vedeny do chladice. Destilace hydrosola
ziskavanych pani destilaci a hydrodestilaci probihala tak dlouho, dokud nebyly ziskany v

mnozstvich 1,5 L

Obrazek 9 Suseny kvét levandule v baiice k parni destilaci

2.3.2 Extrakce kapalina-kaplina

K extrakci kapalina-kapalina byla pouzita 100 ml délicka. Do délicky bylo napipetovano
50 ml levandulového hydrosolu a 5 ml hexanu. Extrakéni smés byla tfepana po dobu 10
minut. Extrakce probihala ve dvou krocich dvakrat 5 ml hexanu, poté byly extrakty smichany.

Kazdy vzorek byl extrahovan tfikrat.

2.3.3 Extrakce tuhou fazi

K extrakci tuhou fazi byly pouzity kolonky se sorbentem Separon SGX C18
(modifikovany oktadecylsilikagel, 60 pm, 0,5 g). Kazda pouzitd kolonka byla aktivovana
promytim 5 ml methanolu a 10 ml destilované vody. Prosavané mnoZstvi levandulovych
hydrosolli bylo 100 ml. Eluce extrahovanych latek probihala pomoci 4 ml. Kazdy vzorek byl
takto upraven ttikrat.
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2.3.4 Mikroextrakce tuhou fazi

K mikroextrakci tuhou fazi bylo pouzito vlakno 100 pm PDMS od firmy Supelco.
Extrakce probihala za laboratorni teploty po dobu 20 minut v 8 ml vialce, do které bylo
nepipetovano 5 ml hydrosolu. Vldkno bylo do roztoku ponofené. Roztok byl v pribéhu
extrakce michan michadélkem na magnetickém michadle. Kazdy vzorek byl extrahovan

dvakrat.

2.3.5 Chromatograficka analyza

K separaci extrakti levandulovych hydrosoli a stanoveni relativniho zastoupeni
jednotlivych slozek byl pouzit plynovy chromatograf s plamenové-ionizaénim detektorem,
pro identifikaci slou¢enin plynovy chromatograf s hmotnostni detekci. Pii GC-FID analyzach
byla k separaci pouzita kolona SLB-5MS, teplotni program byl nasledujici: 40°C 3 min —
2°C/min = 250°C. Teplota prostoru nastiiku byla 40°C, teplota plamenové-ioniza¢niho
detektoru byla nastavena na 270°C, davkovany objem extraktt byl 1 ul, desorpce z vlakna
trvala 15 s. Celkovy Cas separace byl nastaven na 108 minut. Nosnym plynem bylo helium
S linearni rychlosti 30 ml/min. Prutok vodiku byl 40 ml/min a vzduchu 400 ml/min.
Vyhodnoceni naméfenych dat probéhlo v pogramu GC Solution.

Pti GC-MS analyzach byla k separaci pouzita kolona ZB-5HT Inferno, teplotni program
byl stejny jako pifi GC-FID analyzach. Pii hmotnostni detekci byla teplota interafce i
iontového zdroje 200°C. V ptipadé méfeni kapalnych vzroki byly ionizace a sbér dat
spustény v paté minuté analyzy. Pro ionizaci molekul separovanych latek byla pouzita
elektronova ionizace, hodnota ioniza¢ni energie byla 70 eV. Byly snimany ionty V rozmezi
m/z od 33 do 500 v rezimu Scan. Vyhodnoceni naméfenych dat prob¢hlo v programu GCMS
Solution.

Identifikace prob&hla na zdkladé srovnani hmotnostnich spekter jednotlivych pikl
v chromatogramu s hmotnostnimi spektry ¢istych sloucenin v knihovnach NIST 11 (NIST,
Gaithersburg, MD, USA) a FFNSC2 (Shimadzu, Kyoto, Japonsko). Verifikace byla
provedena na zékladé porovnani reten¢nich indexii jednotlivych pikli vypoctenych dle vztahu
van den Doola a reten¢nich indexti jednotlivych slouc¢enin uvedenych v literatufe. Rete¢ni
idenxy jednotlivych pikd v chromatogramu byly vypocteny s pouzitim reten¢nich ¢asu fady
standard n-alkani, a to jak pro GC-MS, tak pro GC-FID analyzy. K jednotlivym
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identifikovanym sloucenindm z GC-MS analyz byly na zaklad¢ shody retenc¢nich indext

ptifazeny hodnoty obsahu v relativnich procentech ziskanych z analyz GC-FID.
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Optimalizace extrakénich metod

Podminky pouzitych extrakénich postupi byly pred analyzami optimalizovany. U
extrakce kapalina-kapalina byl sledovanym parametrem objem extrak¢éniho ¢inidla a pocet
krokli, nebot u vicekrokové extrakce byla predpokladdna vys$si ucinnost. Sledovanym
parametrem extrakce tuhou fazi byl objem hydrosolu prosavaného pies kolonku a objem

elu¢niho ¢inidla a u mikroextrakce tuhou fazi typ sorbentu/vlakna a ¢as potiebny k extrakci.

3.1.1 Extrakce kapalina-kapalina

K extrakci kapalina-kapalina byla pouzita 100 ml déli¢ka, do které bylo napipetovano
50 ml levandulového hydrosolu. Objem hydrosolu byl uzptsoben velikosti vybrané délicky.
K50 ml hydrosolu bylo napipetovano zvolené mnozstvi extrak¢niho ¢inidla. Extrakénim
¢inidlem byl hexan, ktery je s vodnym roztokem tékavych slozek z levandule nemisitelny a
ma nizky reten¢ni ¢as vhodny k analyze na GC-FID a GC-MS, nebot’ nedochazi k prekryti

pikd analyzovanych latek pikem hexanu.

3.1.1.1 Pocet extrakénich kroki

Pro jednokrokovou extrakci bylo zvoleno 10 ml hexanu, pro dvoukrokovou extrakci
dvakrat 5 ml hexanu a tifikrokovou tiikrat 3 ml hexanu. Extrak¢ni smés byla béhem kazdé
extrakce tfepana po dobu deseti minut. Kazdy vzorek byl danym postupem extrahovan ttikrat.
Vyhodnocenim celkovych ploch piki v chromatogramech byl zjistén optimalni objem
extrak¢niho ¢inidla dvakrat 5 ml hexanu. Porovnani vysledkl ze vSech tii extrakénich postupiti

je na obrazku 10.
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Obrazek 10 Graf optimalizace extrakce kapalina-kapalina

3.1.2 Extrakce tuhou fazi
Sorbent kolonky byl aktivovan promytim 5 ml methanolu a 10 ml destilované vody.
Veskeré extrakce byly provedeny ru¢né s pomoci injekéni stiikacky z divodu vysoké

tékavosti latek, pro které by prosavani za snizené¢ho tlaku nebylo vhodné.

Obrazek 11 Kolonka se sorbentem Separon SGX C18 a injekéni stfika¢kou

3.1.2.1 Volba eluéniho rozpoustédla

Pti volbé eluéniho rozpustédla bylo zvoleno jedno rozpoustédlo polarni a druhé
nepolarni. Z polarnich rozpoustédel byl vybran ethanol, z nepolarnich rozpoustédel hexan.
Ob¢ rozpoustédla maji na pouzitych kolondch s pouzitym teplotnim programem nizké
retencni Casy a jsou tedy vhodnd k analyze na GC-FID a GC-MS, nebot’ neptekryvaji piky

analyzovanych latek. Porovnanim celkovych ploch piki ziskanych separaci po extrakci tuhou
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fazi s danymi elu¢nimi rozpoustédly bylo zjisténo, ze vhodnéjsim elu¢nim rozpoustédlem je

ethanol. Porovnani elu¢ni sily obou rozpoustédel je na obrazku 12.
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Obrazek 12 Graf porovnani eluc¢nich rozpoustédel

3.1.2.2 Objem vzorku
Byly zvoleny objemy 45, 60, 80 a 100 ml hydrosolu, které byly nasledn¢ ptes danou

kolonku postupné prosavany. Eluce byla provedena 2 ml ethanolu. Pro kazdy jednotlivy

objem byla pouzita nova kolonka, aby kazda extrakce probihala na ¢istém sorbentu. Pro

kazdy objem byla extrakce provedena tfikrat. Vyhodnocenim celkovych ploch piki v

chromatogramech bylo zjisténo, Ze optimalni prosavany objem vzorku z testovaného rozsahu

je 100 ml. Z dtivodu ¢asové tspory a jiz dostateéného zakoncentrvoani extraktu vyssi objemy

nebyly nadale testovany. Vysledky jsou graficky zobrazeny na obrazku 13.
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Obrazek 13 Graf optimalizace extrakce tuhou fazi

3.1.2.3 Objem elu¢niho rozpoustédla

Extrahované tékavé slozky byly z kolonky eluovany celkem 4 ml ethanolu. Eluce
probihala ve dvou krocich po 2 ml, nebot’ veskeré eluce probihaly s pomoci injek¢ni stiikacky
do 2 ml odmérné banky. Porovnani mnozstvi latek eluovanych v prvnim a druhém elu¢nim
kroku je znazornéno na obrazku 14. Z grafu je patrné, Ze mnozstvi latek eluované v druhém
extrakénim kroku je nizké v porovnani s prvnim elu¢nim krokem a je zanedbatelné. Nicméné
vzhledem k tomu, ze extrakt bylo stejné nutno pted chromatografickou analyzou fedit, byly

oba eluéni kroky smichany do vysledného extraktu.
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3.1.3 Mikroextrakce tuhou fazi

K mikroextrakci tuhou fazi byla pouzita vlakna ¢ervené (100 um PDMS) a sedé (50/30
um DVB/CAR/PDMS, StableFlex) barvy, nebot’ jsou dle vyrobce vhodné k extrakci tékavych
latek. Ob¢ vlakna byla pted pouzitim tepelné kondiciovana dle navodu, Sedé vlakno pti 270°C

po dobu 30 minut, ¢ervené pii 250°C po dobu 30 minut.

3.1.3.1 Volba vlakna k mikroextrakci tuhou fazi

Testovani vlaken probihalo v médu ptimé SPME po dobu 10, 20 a 30 minut. Desorpce
probihala v néstiikovém bloku pfti teploté 40°C po dobu 15 sekund. Porovnanim celkovych
ploch pikti v chromatogramech ziskanych po mikroextrakci tuhou fazi s vlaknem Sedé a
cervené barvy bylo zjisténo, Ze vhodnéjSim vldknem k mikroextrakci tuhou fazi je vlakno

cervené barvy.
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Obrazek 15 Graf porovnani Sedého a ¢erveného vlaka

3.1.3.2 Extrakéni ¢as

Byly zvoleny ¢asové tiseky 10, 20 a 30 minut. Pro kazdy extrak¢ni ¢as byly provedeny

dvé extrakce. Extrakce probihaly za laboratorni teploty. Mezi kazdou extrakci bylo vldkno

tepeln¢ Cisténo po dobu 10 minut pti 220°C a pro kazdou extrakci bylo pouzito 5 ml

levandulového hydrosolu. Extrakce probihaly vuzaviené 8 ml vialce a roztok byl

michdn michadélkem na magnetickém michadle. Vyhodnocenim celkovych ploch pikl

ziskanych chromatogrami bylo zjisténo, Ze optimalni ¢asovy tsek k extrakci je 20 minut.

Vysledky jsou graficky zobrazeny na obrazku 16.
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Obrazek 16 Graf optimalizace mikroextrakce tuhou fazi

3.1.4 Shrnuti optimalizovanych podminek

Sledovanymi parametry optimalizaci extrakci byly objem extrakéniho rozpoustédla a
pocet kroka extrakce u LLE, elu¢ni ¢inidlo, objem hydrosolu a elu¢niho ¢inidla u SPE, druh
vlakna a doba potiebna k extrakci u SPME. Tabulka ¢. 4 uvadi zjisténé optimalni parametry

extrakci.

Tabulka 4 Shrnuti optimalizovanych podminek

Objem extrakcniho
Pocet kroku extrakce
LLE rozpoustédla
2 dvakrat 5 ml hexanu
SPE Eluéni ¢inidlo/Objem Objem hydrosolu
Ethanol/4 ml 100 ml
Druh vlakna Doba extrakce
SPME i
100 pm PDMS, cervené 20 minut
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3.2 Analyza vzroki

Vzorky hydrosoli byly hodnoceny podle chemického

slozeni

(tzn. podle

identifikovanych sloucenin) a podle poétu piki v jednotlivych chromatogramech (tzn. podle

potencialniho poctu sloucenin ptitomnych v jednotlivych extraktech).

3.2.1 Analyza pomoci extrakce kapalina-kapalina

Tabulka ¢. 5 uvadi seznam identifikovanych sloucenin levandulového hydrosolu ziskaného

parni destilaci. Z celkového poctu 45 pika v chromatogramu bylo identifikovano 29

sloucenin. Majoritnimi slozkami hydrosolu jsou s primérnym relativnim zastoupenim

linalool 41,03%, eukalyptol 25,73%, cis-linalooloxid 8,40%, trans-linalooloxid 5,53% a

hotrienol 2,75%.

Tabulka 5 Seznam identifikovanych sloucenin v extraktu L-L v hydrosolu z parni destilace

Extrakce kapalina-kapalina / Parni destilace

Relativni
Identifikované latky Rf;g‘;f(“‘ CAS é&islo Vzorek 1 Vzorek 2 Z?;:‘l’l‘:l‘l’:r‘“
%)
oktan 801 111-65-9 1,59 1,65 1,62
1-ethylbutylhydroperoxid 956 24254 - 56 - 6 0,14 0,13 0,14
1-methylpentylhydroperoxid 981 24254 - 55 -5 0,17 0,17 0,17
1-okten-3-ol 985 3391-86-4 0,98 0,97 0,98
3-oktanon 989 106 - 68 - 3 0,09 0,09 0,09
3-oktanol 999 589-98-0 0,16 0,15 0,15
eukalyptol 1030 470-82-6 25,76 25,70 25,73
cis-linalooloxid 1069 5989 - 33-3 8,33 8,48 8,40
trans-linalooloxid 1085 34995 - 77 -2 5,46 5,59 5,53
linalool 1100 78-70-6 41,03 41,04 41,03
hotrienol 1103 29957 - 43 -5 2,73 2,77 2,75
kafr 1137 76-22-2 0,15 0,15 0,15
neroloxid 1158 1786-08-9 0,08 0,09 0,09
linalooloxid-cis-pyranoid 1169 507 -70-0 0,59 0,60 0,60
terpinen-4-ol 1178 7299-42-5 1,50 1,52 1,51
krypton 1183 14009 -71-3 0,08 0,09 0,09
p-cymen-8-ol 1185 562 -74-3 0,81 0,84 0,83
a-terpineol 1193 500-02-7 1,93 1,97 1,95
verbenon 1208 1197-01-9 0,15 0,14 0,14
kuminaldehyd 1240 98-55-5 0,13 0,12 0,12
geraniol 1252 80-57-9 0,36 0,36 0,36
felandral 1275 122-03-2 0,15 0,15 0,15
p-cymen-7-ol 1290 106-24-1 0,27 0,28 0,28
3-0xo0-para-menth-1-en-7-al 1332 21391-98-0 0,23 0,24 0,24
eugenol 1350 536 -60-7 0,48 0,47 0,48
geranylacetat 1431 160152 -34 -1 0,09 0,08 0,08
kumarin 1487 97-53-0 0,67 0,69 0,68
a-bisabololoxid B 1652 105-87-3 0,15 0,18 0,17
a-bisabolol 1684 91-64-5 0,50 0,42 0,46
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Tabulka ¢. 6 uvadi seznam sloucenin identifikovanych v hydrosolu ziskaného hydrodestilaci.
Z celkového poctu 59 pikd v chromatogramu, bylo identifikovano 36 sloucenin. S hlavnim
relativnim zastoupenim se zde nachdzi linalool s primérnou relativni hodnotou 46,57%,
eukalyptol 23,32%, cis-linalooloxid 5,94%, trans-linalooloxid 3,99% a n-heyxlbutanoat
3,86%.  Relativni zastoupeni 1,10% ma oktan a zbyvajici slozky se nachazi v

relativnim mnozstvi pod 1%.

Tabulka 6 Seznam identifikovanych sloucenin v extraktu L-L hydrosolu z hydrodestilace

Extrakce kapalina-kapalina / Hydrodestilace

Relativni
Identifikované latky Rf;g‘;;“‘ CAS &slo Vzorek 1 Vzorek 2 Z?;:‘l’l‘:]‘l’:r‘"
%)
oktan 801 111-65-9 1,11 1,09 1,10
1-hexanol 872 111-27-3 0,07 0,07 0,07
1-ethylbutylhydroperoxid 956 24254 - 56 - 6 0,11 0,11 0,11
1-okten-3-ol 981 3391-86-4 0,15 0,14 0,15
3-oktanon 989 106 - 68 - 3 0,09 0,09 0,09
3-oktanol 999 589-98-0 0,14 0,14 0,14
eukalyptol 1030 470-82-6 23,33 23,31 23,32
cis-linalooloxid 1069 5989 - 33 -3 5,91 5,97 5,94
trans-linalooloxid 1085 34995 -77 -2 3,96 4,02 3,99
linalool 1100 78-70-6 46,56 46,59 46,57
hotrienol 1103 29957 - 43 -5 3,52 3,49 3,51
I-pinokarveol 1137 547 -61-5 0,11 0,11 0,11
kafr 1139 76-22-2 0,22 0,21 0,21
sabinol 1144 471-16-9 0,52 0,52 0,52
verbenol 1148 1845-30- 3 0,18 0,18 0,18
neroloxid 1157 1786-08-9 0,06 0,06 0,06
5-terpineol 1169 7299-42-5 0,49 0,51 0,50
linalooloxid-cis-pyranoid 1170 14009 - 71 -3 0,37 0,37 0,37
terpinen-4-ol 1174 562 -74 -3 0,21 0,22 0,21
krypton 1183 500-02-7 0,06 0,07 0,06
p-cymen-8-ol 1185 1197-01-9 0,67 0,67 0,67
n-hexylbutanoét 1193 2639-63-6 3,86 3,86 3,86
verbenon 1208 80-57-9 0,12 0,12 0,12
trans-karveol 1218 1197-01-9 0,08 0,07 0,07
nerol 1225 106 -25-2 0,47 0,47 0,47
kuminaldehyd 1240 122-03-2 0,12 0,11 0,11
karvon 1242 99-49-0 0,09 0,09 0,09
felandral 1275 21391-98 -0 0,09 0,09 0,09
p-cymen-7-ol 1289 536-60-7 0,07 0,07 0,07
perilla alkohol 1290 536 -59 -4 0,22 0,22 0,22
3-0xo0-para-menth-1-en-7-al 1335 160152 -34 -1 0,10 0,10 0,10
eugenol 1358 97-53-0 0,08 0,09 0,08
geranylacetat 1377 105-87-3 0,14 0,14 0,14
kumarin 1432 91-64-5 0,12 0,11 0,11
karyofylen 1579 1139-30-6 0,08 0,08 0,08
a-bisabololoxid B 1652 26184 - 88 -3 0,13 0,14 0,13

3.2.2 Analyza pomoci SPE

Tabulka ¢. 7 uvadi seznam slouéenin identifikovanych v hydrosolu z parni destilace.

Z celkového poctu piki 161 bylo identifikovano 50 sloucenin. V nejvétSim relativnim
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zastoupeni se zde nachazi linalool s primérnou hodnotou 37,65%, eukalyptol 22,98%, cis-

linalooloxid 7,46% a trans-linalooloxid 4,68%.

Tabulka 7 Seznam identifikovanych sloudenin v extraktu SPE hydrosolu z parni destilace

Extrakce SPE / Parni destilace

Relativni
Identifikované Litky Rf;g‘;f(“‘ CAS Gislo Vzorek 1 Vzorek 2 Z?;:‘l’l‘:]‘]’::‘
%)
1-okten-3-ol 981 3391-86-4 0,15 0,15 0,15
3-oktanon 989 106 - 68 - 3 0,12 0,12 0,12
3-oktanol 999 589-98-0 0,13 0,13 0,13
0-Cymen 1022 527-84-4 0,02 0,02 0,02
eukalyptol 1030 470-82-6 22,28 23,69 22,98
levandulovy lakton 1040 1073-11-6 0,03 0,03 0,03
y-terpinen 1057 99-85-4 0,02 0,02 0,02
cis-linalooloxid 1070 5989 - 33 - 3 7,92 7,00 7,46
trans-linalooloxid 1086 34995 -77 -2 5,03 4,33 4,68
linalool 1102 78-70-6 36,89 38,41 37,65
hotrienol 1104 29957 -43 -5 2,64 2,72 2,68
kosmen 1129 460-01-5 0,04 0,04 0,04
trans-pinokarveol 1137 5947 -36-4 0,15 0,15 0,15
bornanon 1139 464 -49 -3 0,20 0,20 0,20
neroloxid 1156 1786-08-9 0,03 0,03 0,03
borneol 1163 507 -70-0 0,04 0,04 0,04
linalooloxid-cis-pyranoid 1169 14009-71-3 0,81 0,74 0,77
terpinen-4-ol 1174 562 -74-3 0,39 0,37 0,38
Krypton 1183 500-02-7 0,10 0,33 0,22
p-cymen-8-ol 1185 1197-01-9 0,85 0,86 0,85
a-terpineol 1190 98 -55-5 2,39 2,38 2,38
2,6-dimethyl-3,7-oktadien-2,6-diol 1192 13741-21-4 0,05 0,05 0,05
p-mentha-1,5-dien-7-ol 1194 19876-45-0 1,90 1,90 1,90
3-hexenylbutanoat 1199 16491-36-4 0,03 0,02 0,02
verbenon 1206 80-57-9 0,19 0,20 0,20
karveol 1219 1197 -07-5 0,17 0,20 0,18
2-hydroxycineol 1223 18679-48 -6 0,05 0,05 0,05
y -terpineol 1231 586 -81-2 0,19 0,19 0,19
kuminaldehyd 1240 122 -03-2 0,11 0,16 0,13
karvon 1242 99-49-0 0,11 0,11 0,11
cis-p-mentha-1(7),8-dien-2-ol 1251 22626 -43 -3 0,51 0,48 0,49
geraniol 1258 106-24-1 0,05 0,03 0,04
felandral 1251 21391-98-0 0,27 0,23 0,25
2,6-dimethyl-1,7-oktadien-3,6-diol 1258 51276-33-6 0,17 0,17 0,17
a-terpinen-7-al 1251 1197-15-5 0,04 0,04 0,04
cymen-7-ol 1258 536 -60-7 0,09 0,09 0,09
perilla alkohol 1251 536 -59 -4 0,45 0,44 0,45
4-vinylguaiakol 1313 7786-61-0 0,06 0,06 0,06
4-hydroxykrypton 1318 39725-34-3 0,04 0,04 0,04
limonen-1,2-diol 1325 1946 -00-5 0,02 0,03 0,02
p-mentha-1,4-dien-7-ol 1329 22539-72-6 0,12 0,13 0,12
3-0x0-p-menth-1-en-7-al 1333 160152 -34 -1 0,71 0,70 0,70
eugenol 1358 97 -53-0 0,11 0,13 0,12
nerylacetat 1363 141-12-8 0,03 0,04 0,03
cis-karveolacetat 1367 1205-42-1 0,21 0,29 0,25
geranylacetat 1385 105-87-3 0,03 0,04 0,03
a-bisabololoxid B 1654 26184 -88 -3 0,03 0,04 0,04
alloaromandendernepoxid 1659 85760 -81-2 0,04 0,04 0,04
hernianin 1719 23178 -88 -3 0,16 0,16 0,16
oplopanon 1731 531-59-9 0,06 0,07 0,06
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Tabulka ¢. 8 uvadi seznam sloucenin identifikovanych v hydrosolu z hydrodestilace. Celkem

bylo identifikovano 50 sloucenin z celkového poctu 141 piki. V nejvétSim relativnim

zastoupeni se zde nachazi linalool s primérnou hodnotou 44,82%, eukalyptol 21,87%, cis-

linalooloxid 6,01% a trans-linalool oxid 3,96%.

Tabulka 8 Seznam identifikovanych sloucenin v extraktu SPE hydrosolu z hydrodestilace

Extrakce SPE / Hydrodestilace

Relativni
Identifikované latky Retencni CAS dislo Vzorek 1 Vzorek 2 zast(:upf: m
index (primér,
%)
1-okten-3-ol 981 3391-86-4 0,14 0,13 0,14
3-oktanon 985 106 - 68 - 3 0,86 0,80 0,83
trans-anhydrolinalool 989 54750 - 70 - 8 0,10 0,15 0,13
3-oktanol 997 589-98-0 0,02 0,02 0,02
cis-dehydrolinalooloxid 1004 527-84-4 0,06 0,06 0,06
eukalyptol 1030 470-82-6 22,77 20,97 21,87
levandulovy lakton 1040 1073-11-6 0,02 0,02 0,02
cis-linalooloxid 1070 5989 - 33 - 3 4,78 7,24 6,01
trans-linalooloxid 1086 34995 -77 -2 2,90 5,01 3,96
linalool 1102 78-70-6 46,58 43,05 44,82
hotrienol 1104 29957 - 43 -5 3,86 3,63 3,75
1-okten-3-ylacetat 1109 460-01-5 0,05 0,04 0,05
p-cis-menth-2-en-1-ol 1122 5947-36-4 0,03 0,02 0,03
trans-pinokarveol 1137 464 - 49 - 3 0,12 0,08 0,10
bornanon 1139 1786 -08-9 0,20 0,20 0,20
verbenol 1142 507-70-0 0,05 0,05 0,05
neroloxid 1156 14009-71-3 0,02 0,02 0,02
pinokarvon 1160 562 - 74 - 3 0,06 0,05 0,06
borneol 1162 500-02-7 0,04 0,3 0,04
S-terpineol 1164 1197-01-9 0,02 0,02 0,02
linalooloxid-cis-pyranoid 1169 98-55-5 0,59 0,61 0,60
terpinen-4-ol 1174 13741-21-4 0,22 0,24 0,23
krypton 1183 19876-45-0 0,05 0,05 0,05
m-cymen-8-ol 1185 16491-36 -4 0,75 0,78 0,77
a-terpineol 1189 80-57-9 0,27 0,29 0,28
hexylbutyrat 1192 1197 -07-5 0,07 0,08 0,08
3-hexenylbutanoat 1199 18679-48 -6 0,03 0,04 0,04
verbenon 1206 586 -81-2 0,15 0,15 0,15
trans-karveol 1218 122-03-2 0,11 0,14 0,13
nerol 1225 99-49-0 0,62 0,58 0,60
4-isopropylfenol 1230 99-89-8 0,02 0,03 0,03
kuminaldehyd 1235 122 -03-2 0,02 0,02 0,02
karvon 1242 99-49-0 0,08 0,07 0,08
geraniol 1251 106-24-1 1,29 1,11 1,20
2,6-dimethyl-1,7-oktadien-3,6-diol | 1258 51276-33-6 0,02 0,02 0,02
felandral 1270 21391-98-0 0,04 0,04 0,04
a-terpinen-7-al 1280 1197-15-5 0,02 0,02 0,02
bornylacetat 1284 92618-89 -8 0,05 0,04 0,05
p-cymen-7-ol 1289 536 -60-7 0,12 0,11 0,12
perilla alkohol 1290 536 -59 -4 0,32 0,28 0,30
karvakrol 1302 499 -75-2 0,04 0,03 0,04
4-vinylguaiakol 1311 7786-61-0 0,03 0,03 0,03
p-mentha-1,4-dien-7-ol 1329 22539-72-6 0,07 0,06 0,07
3-0x0-p-menth-1-en-7-al 1332 160152 -34 -1 0,14 0,11 0,13
trans-piperitolacetat 1350 78774 -34-2 1,14 1,12 1,13
eugenol 1358 97-53-0 0,09 0,09 0,09
geranylacetat 1380 105-87-3 0,02 0,02 0,02
kumarin 1431 91-64-5 0,28 0,28 0,28
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a-bisabololoxid B

1658

26184 - 88 -3

0,03

0,04

0,04

epi-a-bisabolol

1683

23178 -88 -3

0,29

0,29

0,29

3.2.3 Analyza pomoci SPME

Tabulka ¢. 9 uvadi seznam slou¢enin v hydrosolu z parni destilace. Z celkového poctu 73 piki

bylo identifikovano 45 sloucenin. Nejvyssi relativni zastoupeni ma linalool s primérnou

hodnotou 31,83%. Druhou nejvice zastoupenou slouceninou je epi-a-bisabolol s primérnou

hodnotou 4,69%. V hodnot¢ nad 1% v relativnim zastoupeni se je$té nachazi 1-okten-3-ol a to

v pruméru 1,98%. Zbyvajici slou¢eniny maji relativni zastoupeni pod 1%.

Tabulka 9 Seznam identifikovanych sloudenin v extraktu SPME hydrosolu z parni destilace

Extrakce SPME / Parni destilace

Relativni
Identifikované litky Revencnt CAS dislo Vzorek 1 Vzorek 2 Z?;:‘l’l‘:l‘l’:r‘"
%)
2,7-dimethyloxepin 939 1487-99-6 0,06 0,06 0,06
dehydrosabinen 950 36262 - 09 - 6 0,03 0,03 0,03
1-okten-3-ol 985 3391-86-4 2,05 1,90 1,98
trans-anhydrolinalool 996 54750 -70 - 8 0,09 0,09 0,09
cis-dehydrolinalooloxid 1004 54750 - 69 - 5 0,23 0,23 0,23
p-cymen 1022 99-87-6 0,21 0,21 0,21
eukalyptol 1027 470-82-6 0,06 0,06 0,06
trans-B-ocimen 1036 3779-61-1 0,14 0,13 0,14
y-terpinen 1056 99-85-4 0,18 0,19 0,19
cis-linalooloxid 1069 5989 -33-3 0,64 0,64 0,64
trans-linalooloxid 1085 34995 - 77 -2 0,38 0,39 0,39
linalool 1101 78-70-6 31,91 31,74 31,83
hotrienol 1105 29957 -43 -5 0,10 0,11 0,11
kosmen 1120 460-01-5 0,11 0,12 0,12
a-kamfolenal 1125 4501-58-0 0,04 0,04 0,04
3-oktylacetat 1129 4864 -61-3 0,27 0,29 0,28
trans-pinokarveol 1138 5947 -36-4 0,17 0,02 0,10
kafr 1144 76-22-2 0,48 0,46 0,47
hexylisobutyrat 1151 2349-07-7 0,84 0,82 0,83
neroloxid 1154 1786-08-9 0,03 0,03 0,03
pinokarvon 1160 30460-92 -5 0,15 0,14 0,14
4-terpineol 1169 7299-42-5 0,12 0,12 0,12
terpinen-4-ol 1174 562 -74-3 0,03 0,03 0,03
krypton 1185 500-02-7 0,32 0,31 0,31
a-terpineol 1191 98-55-5 0,48 0,55 0,52
n-hexylbutanoat 1193 2639-63-6 0,89 0,88 0,89
verbenon 1208 80-57-9 0,06 0,05 0,06
nerol 1230 106-25-2 0,03 0,03 0,03
kuminaldehyd 1240 122 -03-2 0,48 0,46 0,47
hexylisovalerat 1242 10032-13-0 0,19 0,20 0,19
piperiton 1251 89-81-6 0,43 0,41 0,42
felandral 1275 21391-98-0 0,91 0,91 0,91
a-terpinen-7-al 1284 1197-15-5 0,28 0,29 0,29
p-cymen-7-ol 1290 536-60-7 0,12 0,12 0,12
hexyltiglat 1335 16930-96 -4 0,09 0,09 0,09
eugenol 1358 97 -53-0 0,49 0,56 0,52
nerylacetat 1366 141-12-8 0,04 0,04 0,04
geranylacetat 1383 105-87-3 0,06 0,07 0,06
kumarin 1431 91-64-5 0,19 0,17 0,18
spathulenol 1574 72203 -24 -8 0,06 0,07 0,07
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B-atlantol 1611 38142 -56 - 2 0,04 0,04 0,04
alloaromandendernepoxid 1645 85760-81-2 0,04 0,04 0,04
a-bisabololoxid B 1652 26184 -88 -3 0,56 0,59 0,58
epi-a-bisabolol 1684 23178-88 -3 4,25 5,14 4,69
cyklokolorenon 1750 489 -45-2 0,04 0,05 0,04

Tabulka. ¢. 10 uvadi seznam sloucenin identifikovanych v hydrosolu ziskaném hydrodestilaci.

Z celkového poctu 79 pika bylo identifikovano 47 sloucenin. V nejvétSim relativnim

zastoupeni se zde nachazi linalool s primérnou hodnotou 36,78%, dale epi-a-bisabolol

2,62%, 3-oktanon 1,88%, n-hexylbutanoat 1,58%, hotrienol 1,22%

Zbyvajici slouceniny se nachdzi v mnozstvi pod 1%.

Tabulka 10 Seznam identifikovanych sloucenin v extraktu SPME hydrosolu z hydrodestilace

a piperiton 1,11%.

Extrakce SPME / Hydrodestilace

Relativni
Identifikované latky Rf;g‘;f(“‘ CAS ¢éislo Vzorek 1 Vzorek 2 Z?;:‘l’l‘:l‘l’:r‘“
%)
2,7-dimethyloxepin 939 1487-99-6 0,07 0,07 0,07
dehydrosabinen 950 36262 - 09 - 6 0,02 0,02 0,02
3-oktanon 985 3391-86-4 1,90 1,87 1,88
trans-anhydrolinalool 996 54750 -70 - 8 0,09 0,09 0,09
butylbutanoat 999 109-21-7 0,10 0,10 0,10
cis-dehydrolinalooloxid 1004 54750 - 69 - 5 0,22 0,21 0,21
hexylacetat 1015 142-92-7 0,08 0,06 0,07
p-cymen 1022 99-87-6 0,09 0,07 0,08
eukalyptol 1027 470-82-6 0,07 0,05 0,06
trans-beta-ocimen 1036 3779-61-1 0,16 0,14 0,15
butyl-2-methylbutyrat 1046 15706 - 73 - 7 0,19 0,16 0,17
y-terpinen 1056 99-85-4 0,14 0,12 0,13
cis-linalooloxid 1069 5989 - 33 -3 0,42 0,43 0,43
trans-linalooloxid 1085 34995 -77 -2 0,26 0,27 0,26
linalool 1101 78-70-6 36,71 36,84 36,78
hotrienol 1105 29957 - 43 -5 1,21 1,22 1,22
hexylpropanodt 1108 2445 -76 - 3 0,33 0,34 0,34
a-kamfolenal 1125 4501-58-0 0,04 0,04 0,04
3-oktylacetat 1129 4864 -61-3 0,06 0,06 0,06
trans-pinokarveol 1138 5947 -36-4 0,03 0,03 0,03
kafr 1144 76-22-2 0,13 0,14 0,14
hexylisobutyrat 1151 2349-07-7 0,61 0,62 0,62
neroloxid 1154 1786-08-9 0,02 0,03 0,03
pinokarvon 1160 30460-92 -5 0,13 0,13 0,13
isoborneol 1164 10385-78 -1 0,02 0,02 0,02
&-terpineol 1169 7299 -42-5 0,16 0,16 0,16
terpinen-4-ol 1174 562 -74-3 0,02 0,02 0,02
krypton 1185 500-02-7 0,26 0,28 0,27
a-terpineol 1191 98-55-5 0,69 0,76 0,72
n-hexylbutanoét 1193 2639-63-6 1,58 1,59 1,58
piperiton 1208 80-57-9 1,10 1,12 1,11
a-terpinen-7-al 1230 106 -25-2 0,02 0,01 0,01
bornylacetat 1240 122-03-2 0,29 0,30 0,29
p-cymen-7-ol 1242 10032-13-0 0,08 0,08 0,08
karvakrol 1251 89-81-6 0,03 0,03 0,03
hexyltiglat 1275 21391-98 -0 0,16 0,18 0,17
a-terpinylacetat 1284 1197-15-5 0,44 0,45 0,44
eugenol 1290 536 -60 -7 0,86 0,90 0,88
nerylacetat 1335 16930 - 96 - 4 0,03 0,03 0,03
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geranylacetat 1358 97-53-0 0,05 0,05 0,05
lavandulol-s-methylbutyrat 1366 141-12-8 0,05 0,05 0,05
spathulenol 1383 105-87-3 0,06 0,05 0,05
B-atlantol 1431 91-64-5 0,03 0,03 0,03
alloaromandendernepoxid 1574 72203 -24 -8 0,03 0,03 0,03
a-bisabololoxid B 1611 38142 -56 -2 0,42 0,43 0,42
epi-a-bisabolol 1645 85760 - 81 -2 2,69 2,54 2,62
cyklokolorenon 1652 26184 -88 -3 0,02 0,02 0,02

3.2.4 Porovnani extrakénich metod

Porovnani vsSech tii typld extrakci bylo provedeno na zdkladé poctu piki
v chromatogramech. Pocty pikd uvadi tabulka ¢. 11. A také na zakladé relativniho obsahu
majoritnich sloucenin, které uvadi tabulka ¢. 13. Primérny pocet piki v chromatogramech
hydrosolu z parni destilace po extrakci kapalina-kapalina byl 53, z toho bylo identifikovano
29 sloucenin. V hydrosolu z hydrodestilace se v chromatogramech primérné nachazelo 55
pika, z toho 36 sloucenin bylo identifikovano. V ptipad¢ extrakce SPE byl praimérny pocet
pikt v chromatogramech po separaci latek hydrosolu z parni destilace 152, z toho bylo 50
sloucenin identifikovano. V piipadé hydrosolu z hydrodestilace bylo po separaci Vv
chromatogramech primérné 120, z toho 50 sloucenin identifikovdno. Primérny pocet pika v
chromatogramech hydrosolu parni destilace s vyuzitim extrakce SPME byl 111, z toho bylo
45 sloucenin identifikovano. Pro hydrosol z hydrodestilace bylo v chromatogramech po
separaci prumeérné nalezeno 125 pikti, z toho 47 sloucenin bylo identifikovano.

V piipad¢ extrakce kapalina-kapalina a SPME bylo vétsi mnozstvi latek nalezeno v
hydrosolu z hydrodestilace. Pochazi-1i vS§echny extrahované latky primarné ze vzorku je vSak
diskutabilni, nebot’ kviili pfimému a relativné¢ dlouhému styku vzorku s vrouci vodou muze
dochazet k jejich degradaci a hydrolyze. Zmény slou¢enin ve své studii uvadi i Andersen a
kol. [38]. Jedna se o biosyntetizované seskviterpeny. Jako ptiklad uvadi germakreny, u nichz
v disledky vysoké teploty, kyselého prostiedi a reaktivnich materiali dochazi ke zménam
struktury. Dalsi studie provedena Périno-Issartierem a kol. [37] uvadi degradaci linalylacetatu
na linalool v lavandinovych esencialnich olejich ziskanych parni destilaci a hydrodestilaci a
také ndslednou moZznou transformaci linaloolu na dal$i monoterpeny a monoterpenoidy.
Béhem parni destilace neni vzorek v piimém kontaktu s vrouci vodou, tudiz v ptipadé
esencialniho oleje z parni destilace nepodlehl linalylacetat degradaci v takovém rozsahu jako
v ptipad¢ hydrodestilace, kdy vzorek v pfimém kontaktu s vodou byl. Relativni zastoupeni
linalylacetatu tak bylo nizsi v ptipadé esencialniho oleje z hydrodestilace.

Hlavni sloZzkou obou hydrosoli v nejvétSim zastoupeni byl linalool, pfirozené se

vyskytujici v mnoha rostlinach (koriandr, bazalka, anyz, kumquat) [34,35,36]. Druhou nejvice
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zastoupenou slouceninou byl eukalyptol, dale pak cis-linalooloxid, trans-linalooloxid a

hotrienol.

Nejvhodnéjsi extrakéni technikou, co do poctu extrahovanych latek se jevi SPE v

kombinaci s hydrosolem z parni destilace. SPE je metoda, rychla, pfesna a reprodukovatelna.

Lze zpracovavat i1 velké mnozstvi vzorkll najednou. Na rozdil od SPME, ktera slouzi Cisté

k extrakci analytt, se kterymi nelze jakkoliv jinak manipulovat, SPE nachazi téz primyslové

vyuziti. Tabulka ¢. 12 poskytuje souhrnné porovnani extrakei.

Tabulka 11 Primérné pocty piki a po¢ty identifikovanych sloucenin

Parni destilace Hydrodestilace
L-L SPE SPME L-L SPE SPME
Prumérné pocty pikuv | g5 152 111 55 120 | 125
chromatogramech
Pocet 1dentv1ﬁk.0vanych 29 50 45 36 50 47
sloucenin
Tabulka 12 Souhrnné porovnani extrakei
L-L SPE SPME
Celkovy Ob;'em 10 ml / vzorek 4 mi 5mil
extrakti
Casova naro¢nost 10 minut / vzorek 5-10 minut / vzorek 20 minut
Celkovyvol)"em 10 ml / vzorek 9ml -
rozpoustédel

Tabulka ¢. 13 uvadi souhrn péti sloucenin s nejvyssim relativnim zastoupenim v jednotlivych

extraktech hydrosolil z parni destilace a hydrodestilace. Slouc¢eninou s nejvyssim zastoupenim

ve vSech extraktech byl linalool. Druhou slouceninou s nejvys$Sim zastoupenim byl

eukalyptol, az na extrakt ziskany pomoci SPME. V piipad¢ extraktu SPME bylo jeho relativni

zastoupeni méné¢ nez 0,1% Vvobou zkoumanych hydrosolech. Dal§imi slou¢eninami

s vyznamnym relativnim zastoupenim byly cis-linalooloxid a trans-linalooloxid, opét az na

vyjimku SPME extraktu, kde bylo jejich relativni zastoupeni mensi nez 1%.
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Tabulka 13 Souhrn péti slou¢enin s nejvy$$im relativnim zastoupenim

L-L | SPE | SPME
Relativni zastoupeni (%)
linalool 41,03 linalool 37,65 linalool 318
, . 3
Parni destilace —
eukalyptol 25,73 eukalyptol 22,98 epi-a-bisabolol 4,69
cis-linalooloxid 8,40 cis-linalooloxid 7,46 1-okten-3-ol 1,98
trans-linalooloxid 5,53 trans-linalooloxid 4,68 felandral 0,91
hotrienol 2,75 a-terpineol 2,68 n-hexylbutanoat 0,89
linalool 46,57 linalool 44,82 linalool 26‘7
. eukalyptol 23,32 eukalyptol 21,87 epi-a-bisabolol 2,62
Hydrodestilace i inaiooioxia 504 | cis-linalooloxid 6,01 | 3-oktanon 1,88
trans-linalooloxid 3,99 trans-linalooloxid 3,96 n-hexylbutanoat 1,58
n-hexylbutanoat 3,86 geraniol 1,20 eugenol 0,88

3.2.5 Porovnani s literarnimi zdroji

V nasledujicich odstavcich bude pojednano o porovnani hydrosolt, které byly
predmétem studie této diplomové prace. Jedna se o hydrosoly z parni destilace (hydrosol SD)
a hydrodestilace (hydrosol HD).

Prusinowska a kol. [7]. provedli studii levandulového hydrosolu ziskaného
hydrodestilaci. K piipravé hydrosolu bylo pouzito 60 g suSeného levandulového kvétu
ponoieného do 1200 ml destilované vody v 2 1 destila¢ni baiice. Destilace trvala 4 hodiny.
Byly ptipraveny dva druhy hydrosola, 400 ml (HV 400) a 3200 ml (HV 3200).

K extrakci t€kavych latek hydrosolu byla pouzita extrakce kapalina-kapalina. K 200
ml hydrosolu bylo ptfiddno 10 g NaCl a extrahovano v péti krocich 40 ml pentanu. Poté byl
extrakt zakoncentrovan na 2 ml, byl pfidan 1 ml 10% vnitiniho standardu C14 a doplnéno
pentanem na 5 ml.

Extrakce a analyza bohuzel neprobihaly ze ptesné stejnych podminek, nicméné
Prusinowska a kol. uvadi, Ze bylo identifikovano 38 slou¢enin. V hydrosolu z hydrodestilace
v m¢é studii bylo identifikovano 36 sloucenin. V nejvétSim relativnim zastoupeni se v obou
zkoumanych hydrosolech u Prusinowské a kol. nachazel linalool a to 39,2% v HV 400 a 29%
VHV 3200, coz se shoduje shydrosolem HD piipravenym hydrodestilaci po extrakci
kapalina-kapalina, nicmén¢ v tomto hydrosolu bylo stanoveno relativni zastoupeni v praiméru
41%. Dalsi slouceninou s vyznamnym zastoupenim byl a-terpineol v relativnim zastoupeni
7,1% v HV 400 a 12,7% v HV 3200. V ptipad€ hydrosolu HD ¢inilo relativni zastoupeni o-
terpineolu v priméru 2%. Identifikovan byl téz cis-linalooloxid v relativnim zastoupeni
10,1% v HV 400 a 17, 2% v HV 3200 a trans-linalooloxid 8,2% v HV 400 a 1,9% v HV

3200. V ptipad¢ hydrosolu HD bylo relativni zastoupeni cis-linalooloxidu v primeéru 8,4% a
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trans-linalooloxidu 5,5%. Posledni jmenovanou slou€eninou s vyznamnym zastoupenim
V hydrosolu HD je eukalyptol. Jeho relativni primérné zastoupeni bylo 25,7%, zatimco

Prusinowska a kol. eukalyptol mezi identifikovanymi slouceninami ani neuvadi.

Analyza levandulového hydrosolu byla provedena téz Anne Plotto a Donaldem
Robertsem [18]. Ve své studii zkoumali sloZeni hydrosold, esencialnich oleji a oleju
fedénych vodou z deviti riiznych vzorkt levandule, véetné lavandinu, v zavislosti na druhu
rostliny a misté ptivodu. Zde je uvedeno porovnani slozeni hydrosolu SD ziskaného parni
destilaci po extrakci SPME se vzorkem €. 3, kterym je téZ hydrosol ziskany parni destilaci
s SPME extrakci. Vzorkem ¢. 3 byl hydrosol z Lavandula agnustifolia péstované v Yakima
Valley ve Washingtonu. Druh ¢asti levandule, ze které hydrosol pochazel, mnozstvi vzorku a
prubéh parni destilace vSak autofi neuvadi, nebot’ byl hydrosol zakoupen jiz ptipraveny od
vyrobcil.

K extrakci bylo pouZito SPME vldkno PDMS 100 pum, coZ je vlakno shodné s vlaknem
pouzitym k extrakci v mé studii. Extrakéni ¢as a mnozstvi vzorku jsou vsak odlisna od mych.
Autofi ¢lanku k extrakei pouzili 100 ml levandulového hydrosolu, pieneseného do 125 ml
Erlenmeyerovy banky. VIdkno bylo do hydrosolu ponofeno v Sesti raznych casovych
intervalech a to po dobu 30 sekund, 1, 2, 3, 4 a 5 minut. Teplota vzorku byla 22-23°C a
vlakno ve vzorku jemné vitilo.

Slouceninou s nejvétsim relativnim zastoupenim byl opét linalool 47,9%, v ptipadé
hydrosolu z lavandinu jeho relativni zastoupeni ¢inilo az 68,49%. Primérna hodnota linaloolu
V hydrosolu SD ¢inila 31,8%, coZz také odpovida nejvétSimu relativnimu zastoupeni
z identifikovanych slou¢enin. Druhou nejvySe zastoupenou slou¢eninou v hydrosolu SD byl
epi-a-bisabolol s primérnymi 4,7%, ve studii Plotto a Robertse vSak mezi identifikovanymi
slouceninami uveden nebyl. Obdobna relativni zastoupeni v porovnavanych hydrosolech se
v8ak nachazela v pfipadé cis- a trans-linalooloxidu a to pod 1%. Druhou nejvice zastoupenou
slouceninou v hydrosolu Plotto a Robertse byl eukalyptol, jehoz relativni zastoupeni
v levandulovém hydrosolou ¢inilo 6,38%, v lavandinovém hydrosolu pak 1,57%. V piipadé

hydrosolu SD byla priimérna hodnota relativniho zastoupeni 0,06%.
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4 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo provést literarni reSer$i na téma parni destilace a
hydrodestilace silic z rostlin se zaméfenim zejména na levanduli. V teoretické ¢asti byla
popsana levandule, esencidlni oleje vcetné jejich vyroby a odpadni produkt destilaci,
prostiednictvim kterych se esencialni oleje ziskavaji, tedy hydrosoly. Jak esencialni oleje, tak
hydrosoly obsahuji tékavé latky, které wvznikaji jako druhotné metabolity rostlin.
Z chemického hlediska se jednd o monotepreny, seskviterpeny, jejich oxidované formy,
alkoholy, aldehydy a ketony, estery, ethery a peroxidy. Jmenovanym zastupcem muze byt
linalool, ktery patfi mezi terpenové alkoholy a mél vitbec nejvyssi relativni zastoupeni, jak
v hydrosolu z parni destilace, tak z hydrodestilace a to v piipadé pouziti vSech tfi druhd
extrakei (L-L, SPE, SPME). Relativni zastoupeni ¢inilo od 31 do 46%. Dale se v danych
hydrosolech v pomérné velkém zastoupeni nachazel eukalyptol. Eukalyptol patii mezi
cyklické ethery a jeho relativni zastoupeni Cinilo 22 az 25%. Pouze v piipadé extrakce SPME
bylo jeho relativni zastoupeni niZsi nez 0,1%. DalSimi vyznamnymi sloZkami obou hydrosolt
byly cis-linalooloxid a trans-linalooloxid, které jsou oxidovanou formou linaloolu. Cis-
linalooloxid se v obou hydrosolech nachéazel v relativnim mnozstvi od 5 do 8%, trans-
linalooloxid od 3 do 5%. Pouze v ptipadé SPME bylo jeho relativni zastoupeni nizsi nez 1%.
K tomu mohlo opét dochazet v dusledku délky extrakéniho Casu.

Déle byla popsédna metoda plynové chromatografie, nebot’ nepieberné mnozstvi latek,
které se v rostlinach vyskytuji, jsou latky tékavé, pro néz je separace pomoci plynové
chromatografie vhodna.

Tekavé latky hydrosoli byly extrahovany vhodnymi extrak¢nimi technikami. Z
extrak¢nich technik byly vybrany dvé na pevné fazi a to SPE a SPME a extrakce kapalina-
kapalina, ktera patii mezi zakladni a nejstars$i druhy extrakce. Pied samotnymi analyzami byly
extrakce optimalizovany. Identifikace t¢kavych latek probéhly na plynovém chromatografu s
hmotnostni detekei. Potvrzeni identity identifikovanych latek probehlo prostfednictvim
srovnani retencnich indexti vypoctenych po separaci na GC-MS s retenénimi indexy v
literatufe.  Prostfednictvim dat z GC-FID byly vypocteny relativni zastoupeni
identifikovanych sloucenin. V hydrosolu z parni destilace bylo v extraktech ziskanych pomoci
extrakce kapalina-kapalina identifikovano 29, prostfednictvim SPE 50 slouc¢enin a SPME 45
slouCenin. V hydrosolu  z hydrodestilace bylo pomoci extrakce kapalina-kapalina

identifikovano 36 sloucenin, pomoci SPE 50 sloucenin a prosttednictvim SPME 47 sloucenin.
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Chromatogramy s nejvétsim poctem pikti poskytla analyza extraktd ziskanych pomoci SPE

z hydrosolu z parni destilace.

Pii porovnani dat z analyz s literarnimi zdroji byly zjistény rozdily v relativnich
zastoupenich jednotlivych slozek. Skute¢nosti je ovSem to, ze ani vzorky, jejich pivod a
druhy, zplsoby destilace, extrakce a separace nebyly provedeny za piesné stejnych podminek.

Dané porovnani méla slouzit jen pro ukazku vysledku jinych studii levandulovych hydrosol.
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PRILOHY

(x1,000.000)

Obrazek 17 Chromatogram L-L SD; 1 - oktan, 2 - eukalyptol, 3 — cis-linalooloxid, 4 — trans-linalooloxid
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Obrazek 18 Chromatogram L-L HD; 1 — oktan, 2 — eukalyptol, 3 — cis-linalooloxid, 4 — linalool, 5 — a-terpineol
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Obrazek 19 Chromatogram SPE SD; 1 — eukalyptol, 2 — cis-linalooloxid, 3 — trans-linalooloxid
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Obrazek 20 Chromatogram SPE HD; 1 — eukalyptol, 2 — cis-linalooloxid, 3 — trans-linalooloxid
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Obrazek 21 Chromatogram SPME SD; 1 - eukalyptol, 2 - linalool, 3 - geranylacetat, 4 — a-bisabolol
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Obrazek 22 Chromatogram SPME HD; 1 — eukalyptol, 2 — linalool, 3 — geranylacetat, 4 — a-bisabolol
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