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ANOTACE

Predmétem diplomové prace jsou esencialni oleje. Teoretickd Cast je zaméfena na chemické
a biologické vlastnosti vybranych esencidlnich oleju a jejich vyuziti. Déle se prace zabyva
izolaci esencialnich oleji a jejich charakterizaci plynovou chromatografii s hmotnostni detekci
(GC-MS) a plynovou chromatografii s plamenovym ioniza¢nim detektorem (GC-FID).
Experimentalni Cast prace se zabyva zejména hydrodestilaci a parni destilaci v klasickém
uspofadani a vlivem téchto extrakénich technik na sloZeni esencidlnich olejii. Esencialni oleje
jsou analyzovany GC-MS a GC-FID. Dale prace sleduje antimikrobialni a antioxidacni
vlastnosti esencidlnich oleji. Prace je zaméfena na 4 usuSené matrice — kvéty levandule
1€katské, listy vaviinu uslechtilého, kvéty hiebickovce kofenného a semena fenyklu obecného.
Antioxida¢ni G¢inky esencialnich oleji byly hodnoceny metdou s difenylpikryl hydrazylovym
radikdlem. Antimikrobidlni u¢inky esencidlnich oleji byly hodnoceny metodou diskového
difizniho testu (DDT) ve srovnani s n€kolika vybranymi antibiotiky. V piipad¢ kvalitativni
metody DDT se citlivost mikroorganismu projevi inhibi¢ni zonou rustu. Testy byly provadény
na étyfech vybranych druzich mikroorganismu — Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa a Candida albicans.

KLICOVA SLOVA

Esencialni olej, levandule lékatskd, vaviin uslechtily, hiebic¢kovec kofenny, fenykl obecny,

hydrodestilace, parni destilace, chromatografie, antimikrobidlni aktivita, antioxidacni aktivita.



TITLE

Utilization of hydrodistillation and steam distillation in extraction of volatile compounds from

plants.

ANNOTATION

The subject of the diploma thesis is essential oils. The theoretical part is focused on the chemical
and biological properties of selected essential oils and their ussage. In addition, the thesis deals
with the isolation of essential oils and their characterization by gas chromatohraphy with mass
spektrometry detection (GC-MS) and gas chromatography with flame ionization detection
(GC-FID). The experimental part deals mainly with hydrodesilation and steam distillation
inaclassical setup and the influence of these extraction techniques for the composition
of essential oils. Essential oils are analyzed by GC-MS and GC-FID. Furthermore, the thesis
follows the antimicrobial and antioxidant properties of essential oils. The work is focused on 4
dried matrices - lavender flowers, laurel leaves, clove flowers and fennel seeds. The antioxidant
properties of essential oils were evaluated by diphenylpicrylhydrazyl radical method.
The antimicrobial effects of essential oils were evaluated by a disk diffusion test (DDT) method
compared to several selected antibiotics. Inthe case of the DDT qualitative method,
the susceptibility of the microorganism to the growth inhibition zone is demonstrated. The tests
were conducted on four selected microorganisms - Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa and Candida albicans.

KEYWORDS

Essential oil, lavender, laurel, clove, fennel, hydrodistillation, steam distillation,

chromatography, antimicrobial aktivity, antioxidant activity.
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SEZNAM ZKRATEK

ABTS* 2,2"-anizobis(3-etyl-2,3-dihydrobenzotiazol-6-sulfonat)
AOX Antioxidacni

BHT 2,6-di-terc-butyl-4-metylfenol

CCM Ceska sbirka mikroorganismi

DI-SPME Mikroextrakce tuhou fazi s ptimym vzorkovanim (Z anglického Direct Immersing
Solid Phase Microextraction)

DMAPP Dimethylallyl difosfat

DPPH Difenylpikrylhydrazyl

ECD Detektor elektronového zachytu (z anglického Electron Capture Detector)
EO Esencialni olej

Fe3*-TPTZ Fe®"-2,4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-triazin)

FFP Farnesyl fosfat

FID Plamenovy ioniza¢ni detektor (z anglického Flame Ionization Detector)

FRAP Obnoveni fluorescence po fotovybéleni (z anglického Fluorescence recovery after
photobleading)

GC Plynova chromatografie (z anglického Gas Chromatography)
GC-MS Plynova chromatografie s hmotnostni detekci

GC-FID Plynova chromatografie s plamenovym ioniza¢nim detektorem
GGPP Geranylgeranyldifosfat

GPP Geranylfosfat

HD Hydrodestilace (z anglického Hydrodistillation)

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie (z anglického High Pressure Liquid
Chromatography)

HS Headspace

HS-SPME Mikroextrakce tuhou fazi s headspace vzorkovanim (z anglického Head-Space
Solid Phase Microextraction)

IPP Isopenthyl difosfat



MASD Parni destilace podporovana mikrovinnym ohtfevem (z anglického Microwave
accelerated steam distillation)

MASE Extrakce podporovana mikrovinnym ohfevem (z anglického Microwave assisted
solvent extraction)

MEP 2-methyl-erythriol-4-fosfat

MH agar Mueller-Hintontv agar

MIC Minimalni inhibi¢ni koncentrace (z anglického Minimal inhibitory concentration)
MS Hmotnostni spektrometr (z anglického Mass spectrometer)

MSD Mikrovlnna parni destilace (z anglického Microwave Steam Distillation)

MV A Mevalonatova kyselina (z anglického Mevalonate acid)

RI Retenc¢ni index

SD Parni destilace (z anglického Steam Distillation)

SFE Extrakce nadkritickou tekutinou (z anglického Supercritical Fluid Extraction)
TCD Tepeln¢ vodivostni detektor (z anglického Thermal Conductivity Detector)

TEAC Trolox ekvivalentni antioxidacni kapacita (z anglického Trolox equivalent antioxidant
capacity)

TIC Celkovy iontovy proud (z anglického Total Ion Current)



UvVOD

Esencialni oleje, jinak také silice, jsou smeési tékavych latek ptirozené se vyskytujicich
Vv rostlinach. Od pradavna maji tradi¢ni vyuziti v mnoha oborech. Tyto latky jsou z rostlin
destilovany, nebo v ptipad¢ citrusovych plodi lisovany. Vytvaii vysoce koncentrované oleje
S rozmanitymi U¢inky. Jsou zndmé zejména pro své hojivé, protizanétlivé, insekticidni,
antimikrobialni a antioxida¢ni ucinky. V aromaterapii se vyuzivaji jako relaxacni prostiedek,
ale také maji efektivni vyuziti ve farmacii, potravinatstvi nebo kosmetice (souéast parfému
a mydel). V soucasnosti se diskutuje o vyuZiti esencialnich oleji pii konzervaci potravin. Také
je snahou nahradit syntetické pesticidy za stejn¢ efektivni pfirodni ptipravky, obsahujici
esencidlni oleje. Rovnéz se uvazuje o moznosti vyuziti ptirodnich esencialnich oleju, které maji
mnohdy silné¢ antimikrobidlni ucinky, k l1é€bé bakteridlnich, kvasinkovych ¢i virovych
onemocnéni. O téchto alternativach lze uvaZzovat diky rozmanitym vlastnostem esencialnich

oleju, které jiz byly zminény.

Vyroba esencidlniho oleje je Casové a energeticky naro¢ny proces. Z velkého mnozstvi
rostlinného materidlu se mnohdy ziska pouze velmi malé mnozstvi oleje (vétSinou jednotky
procent). Mezi nejpouzivanégj$i metody pro ziskani esencialniho oleje jak Vv laboratornim,
tak primyslovém prostiedi patii hydrodestilace a destilace vodni parou. Ob&é metody jsou
zdlouhavé a vytéznosti esencialniho oleje byvaji velmi malé. Proto se dnes klade diraz
na zefektivnéni téchto metod, zejména zrychleni procesu, sniZeni energetické narocnosti
a zvyseni vytéznosti. Omezené se pro ziskavani esencialnich oleji pouZzivaji extrakce pomoci
rozpoustédel. Zde je diskutovanym aspektem pouZziti organickych Ccinidel pii extrakci
esencialnich oleju, kdy vznika nezadouci odpad, ktery je ekologicky neSetrny. Také z tohoto
divodu je dodnes destilace S vodou ¢i vodni parou nejvhodnéjsi a nejhojnéji pouzivana

k izolaci esencialnich oleja.

Cilem diplomové prace je porovnani vlivu dvou riznych destilacnich metod, konkrétné
hydrodestilace a destilace vodni parou na chemické sloZeni ziskanych esencidlnich oleja

z vybranych matric, véetné jejich antimikrobidlnich a antioxidacnich vlastnosti.
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. TEORETICKA CAST

V této ¢asti jsou popisovany chemické a biologické vlastnosti vybranych esencidlnich oleju.
Déle je popisovano jejich vyuziti, zejména v rostlinné mediciné¢ a kosmetickém pramyslu.
V teoretické Casti je také popsana izolace esencialnich oleji a jejich charakterizace plynovou
chromatografii s hmotnostni detekci (GC-MS) a plynovou chromatografii s plamenovym

ionizacnim detektorem (GC-FID).
1 ESENCIALNI OLEJE

Esencialni oleje, také definované jako esence, silice, t€kavé oleje nebo éterické oleje, jsou
slozit¢ smési t€kavych sloucenin, které jsou produkovany Zivymi organismy a izolovany
fyzikalni (lisovanim — citrusy a destilaci) nebo chemickou cestou (extrakce rozpoustédlem)
z rostliny nebo jeji ¢asti [1, 2]. V rostlinach se esencialni oleje vyskytuji v olejovych buiikach,
sekre¢nich kanalech a dutinach nebo ve zlaznatych trichomech [2]. Silice se v rostlinach tvofi
Vv protoplazmé, rozpadem bunéénych blan nebo hydrolyzou ur¢itych glykosida [3]. V nékterych
ptipadech jsou esencialni oleje vdzané na sacharidy ve formé glykosidd, a proto je nutné provést
pted destilaci enzymatickou hydrolyzu glykosidické vazby rostlinného materialu [2]. Obsah
esencialnich oleju v rostlinném materialu je nizky, typicky 1-3 % hmotnosti rostliny, proto je
I vytéznost extrakce velmi nizka. Z toho divodu jsou esencialni oleje pomérmné drahé. Kvalita
oleje ziskaného z urcitého druhu rostlin je ovlivnéna tim, kde se péstuje a jak byl material
zpracovan. Spravna sklizen je velmi dulezitd. Obsah esencialniho oleje v rostliné zna¢né zavisi
na jejim rastovém stadiu a také na denni dobé& sklizné. Pokud je rostlina sklizena v nespravné
dobg, vytézek oleje nebo jeho kvalita mize byt znacné snizena [4]. Vyskyt esencialnich oleji

a jejich funkce v prirode¢ je stale otazkou a pfedmétem probihajiciho vyzkumu [1].

1.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti esencidlnich oleji

Esencialni oleje jsou pfijemné vonici kapaliny olejovité konzistence [2, 5]. Jsou tékavé,
rozpustné v lipidech ¢i organickych nepoldrnich rozpoustédlech (napt. hexan), nerozpustné
ve vodé. VEétsinou maji nizsi hustotu nez voda [2]. Zpravidla jsou bezbarvé, zvlasté v Cerstvém
stavu, delsSim uchovavanim snadno oxiduji, pryskyfnati a tmavnou. Pfirodn¢ zlutohnéd¢ jsou
silice obsahujici karyofylen, zelené¢ nebo modfe jsou zbarvené silice obsahujici azulen,
napiiklad oleje z hefméanku. Za normalni teploty jsou kapalné, nékteré, napiiklad rizové

a anyzové oleje, caste¢né tuhnou. Vyznacuji se optickou aktivitou a vysokym indexem lomu
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danym pfitomnosti nenasycenych latek s dvojnymi a trojnymi vazbami [3]. Body varu t€kavych
sloucenin jsou dostatecné nizké, aby bylo mozné provést destilaci za atmosférického
tlaku, molekulovou hmotnost maji niz§i nez 300 Da. Jsou hydrofobni, coz umoziuje provadét
destilace s pouzitim vody ¢i vodni pary a snadno olej po ukonceni destilace oddélit od vodné
vrstvy [1]. Diky své tekutosti pfi pokojové teploté jsou esencialni oleje charakterizovany

z biochemického hlediska jako oleje [2].

1.2 Chemické sloZzeni esencialnich oleju

Esencialni oleje jsou velmi slozité smési, které mohou obsahovat desitky slozek v pomérné
odlisnych koncentracich [6]. Jsou to vysoce koncentrované latky extrahované z kvétd, lista,
stonktl, plodi a kofenti rostlin [5]. Casto jsou charakterizovany dvéma nebo tfemi hlavnimi
sloZkami v pomérné vysokych koncentracich (20-70 %) ve srovnani s Ostatnimi slozkami
pfitomnymi V minoritnim mnozstvi. Vzhledem ke zptisobu extrakce, nejcastéji destilaci
z aromatickych rostlin, obsahuji esencialni oleje rizné t€kavé molekuly [6]. Jsou to smési
nasycenych a nenasycenych uhlovodiki, alkoholii, aldehydd, esterd, etherti, ketond, oxidu,
fenoli a terpenti. Nékteré oleje mohou obsahovat také derivaty dusiku nebo siry — aminy,
sulfidy [2]. Hlavni slozkou esencialnich oleji jsou terpeny a jejich oxidovana forma. Jsou
to latky obvykle zodpovédné za charakteristickou vuni silic [5]. Terpeny jsou piirodni
uhlovodiky, jejichZ zakladni stavebni jednotkou je isopren. Terpeny se déli v zavislosti na poctu
uhlikt do Sesti tfid. D¢li se na hemiterpeny (C5), monoterpeny (C10), seskviterpeny (C15),
diterpeny (C20), triterpeny (C30) a tetraterpeny (C40). [7] Dalsi sloZkou, avSak mén¢ Casto se

vyskytujici, jsou aromatické slouc¢eniny odvozené od fenylpropenu [6].

Biosyntéza terpenti aromatickych rostlin (Obrazek 1) probiha dvéma cestami, které se od sebe
li$i zptisobem vzniku zakladnich prekurzort terpenti — isopenthyldifosfatu (IPP) a jeho izomeru
dimethylallyldifosfatu (DMAPP) [8]. Prvni biosynteticka cesta (mevalonatova draha) je
odvozena od kyseliny mevalonatové (MVA) a dochazi k ni v bunééném cytosolu. Druha cesta
je odvozena od 2-erythritol-4-fosfatu (MEP) a probiha v plastidech bunék. Z téchto dvou cest
(GPP) enzymem geranylfosfat syntazou. GPP je prekurzorem monoterpenti. Reakci GPP s dalsi
molekulou IPP vznikd farnesylfostat (FFP), jehoz reakce je katalyzovana enzymem
farnesylfosfat syntazou. FFP je prekurzorem seskviterpent. Dalsi reakci s IPP, katalyzovanou
geranylgeranyldisfosfat  syntdzou, vznika prekurzor vysSich terpeni  (diterpent)

geranylgeranyldifosfat (GGPP). V rostlinach tyto dvé cesty nemusi probihat striktné oddélené,
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ale mohou byt i propojené [1, 5, 8, 9]. V esencialnich olejich existuje nespocet jednotlivych
substanci a sloZeni silic se velmi lisi naptiklad v zavislosti na stafi rostliny, klimatu, doby

sklizng ¢i na pouzité extrakéni technice [1, 4].

MVA draha MEP draha
CYTOSOL PLASTIDY

@ IMP ﬂDMAPP ﬁ 5
4

GPP
Syntdza

FPP GGPP.

FPP (—— | opp —) GGPP
syntaza syntaza @
SESKVITERPENY MONOTERPENY VYSSI TERPENY

Obrdzek 1: Biosyntéza terpenii (Prevzato a upraveno z [9])

1.2.1 Hemiterpeny

Zakladem hemiterpent je jedna izoprenova jednotka obsahujici 5 uhliki. V pfirodé se vyskytu;ji
ziidka. Tvoii prekurzory ostatnich isoprenoidid — isopentyldifosfat a dimethylallyldifosfat.

Jejich ptitomnost byla prokazana v metabolizujicich pletivech a bunéénych extraktech [10].

1.2.2 Monoterpeny

Monoterpeny jsou slozeny ze dvou izoprenovych jednotek, maji 10 uhlikti. Mezi terpeny jsou
nejvice zastoupeny a jsou to lehké molekuly, které se rychle vypartuji [6]. Vyskytuji se ve forme
acyklické, monocyklické a bicyklické jako uhlovodiky, alkoholy, fenoly, karbonyly nebo oxidy
a peroxidy, jak je zobrazeno v Tabulce 1 [3]. Acyklické monoterpeny jsou relativné nestabilni
a nekteré maji agresivni zapach diky jejich nenasycené struktuie. Cyklické monoterpeny
se vétsinou v esencialnich olejich vyskytuji ve velkém mnozstvi. Obecné pfispivaji pomérné
malo k vini, ale Casto slouzi jako vychozi latky pro biologickou nebo chemickou syntézu

aromatickych sloucenin. Monoterpeny limonen a karvon se Casto pouzivaji jako piisada
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uhlovodiky pro svtij aromaticky zapach [4].
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Tabulka 1: Rozdéleni monoterpenii do jednotlivych skupin a strukturni vzorce charakteristickych sloucenin
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1.2.3 Seskviterpeny

Seskviterpeny jsou slozeny ze tii izoprenovych jednotek a obsahuji 15 uhlikt. Vzhledem
K vy$simu poctu uhlikt maji v porovnani s monoterpeny vyssi bod varu. Pfispivaji méné k vini,

na rozdil od monoterpenti [6]. Stejn¢ jako monoterpeny se vyskytuji ve formé acyklické,

monocyklické, bi- a tricyklické, jak je zobrazeno v Tabulce 2 [3].

Tabulka 2: Rozdéleni seskviterpenii do jednotlivych skupin a strukturni vzorce charakteristickych sloucenin

ACYKLICKE
WOH NN NN SN
Farnesol Farnesen
Nerolidol
MONOCYKLICKE
ffJ ‘\\
—{ %, N\
If: AY ’,-;.r \
N r F /1
\:"’ 'Ijj / OH ‘{\
/ / .‘
\\ / .\‘\ \ti} /
S % 'Y
Bisabolol
Bisabolen Humulen

Bl- A TRICYKLICKE

Kopaen

[-Karyofyllen

1.2.4 Diterpeny

Diterpeny jsou slozeny ze ¢tyft izoprenovych jednotek a maji ve své molekule 20 uhlikd. Jejich
prekurzorem je geranylgeranyoldifosfat [9]. Vyskytuji se ve form¢ acyklické, monocyklické,
bi-, tri-a tetracyklické. Acyklické diterpeny se v piirodé¢ piili§ nevyskytuji. Patii sem naptiklad
geranyllinalol nebo fytol. Mezi bi-, tri-a tetracyklické diterpeny patii nékteré vyznamné hot¢iny

a latky tvotici soucast balzamu a silic, napfiklad kyselina pimarova [10]. V esencialnich olejich

29




se vyskytuji vyjimeéné, a to pouze ve formé vedlejSich produktd, nebo se nevyskytuji viibec
[11].
1.2.5 Triterpeny

Triterpeny jsou latky sloZzené z Sesti izoprenovych jednotek, majici 30 uhlikti ve své molekule.
Casteénym odbouravanim triterpent vznikaji steroidy [10]. V esencialnich olejich se vykytuji
minimalné. Pfikladem je lanosterol [12].

1.2.6 Tetraterpeny

Tetraterpeny jsou slouc¢eniny sloZzené z osmi izoprenovych jednotek, majici 40 uhlikti. Vznikaji
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f-karoten. Stejné jako di — a triterpeny se vyskytuji v esencialnich olejich vyjimeéné [10, 12].

1.2.7 Derivaty fenylpropenu

Do této skupiny se tadi aromatické slouCeniny odvozené od fenylpropenu. Tyto derivaty
se vyskytuji v esencialnich olejich méné oproti terpentim [6]. Jsou odvozeny od biosyntetické
drahy kyseliny Sikimové [1]. Patii mezi né napiiklad anetol, eugenol, safrol a foenikulin,

které jsou zobrazeny v Tabulce 3 [3].

Tabulka 3: Strukturni vzorce charakteristickych slouceniny ze skupiny derivati fenylpropenu

DERIVATY FENYLPROPENU

O | o O

—0

Anetol Eugenol Safrol Foenikulin

1.3 Biologické vlastnosti esencialnich oleju

Esencidlni oleje maji rozmanité biologické vlastnosti. Jsou baktericidni, virucidni, fungicidni,
antiparazitarni, antioxida¢ni a insekticidni [6, 13, 14]. Maji také vlastnosti antiseptické,
analgetické, sedativni, antiflogistické, spasmolytické a lokaln¢ i anestetické [6]. Nékteré silice
obsahuji slouc¢eniny drazdici kizi (zEervenani a pocit tepla). Jsou to esencialni oleje obsahujici

vice karvakrolu, eukalyptolu, citronellalu, pinenu, limonenu a kafru. Naptiklad kafr je diky
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t&mto vlastnostem soucasti masti a liniment! proti revmatickym a neuralgickym bolestem. Jiné
slozky silic, naptiklad a-bisabolol, maji protizdnétlivé ucinky. Esencidlni oleje 1ze také pouzit
jako stomachika, které slabym podrazdénim Zaludecni sliznice zvysuji sekreci zalude¢nich stav
a reflektoricky tak zvysSuji chut kjidlu a traveni. Patifi sem aromatické esencidlni oleje,
které se rovnéz pouzivaji jako dochucovadla, naptiklad oreganovy ¢i rozmarynovy olej.
Antiseptické a desinfekéni vlastnosti maji naptiklad eugenol, karvakrol ¢i eukalyptol.
Jako insekticid se pouziva kafr [3]. Do deodoranti se piidava naptiklad farnesol,
ktery zabrafiuje poceni [16]. V soucasnosti hraji silice nékolik dulezitych roli zejména
V potravinovém pramyslu. Esencialni oleje jsou piirozenymi antioxidanty, inhibitory

potravinovych patogend, organoleptickymi ¢inidly a ¢inidly snizujicimi toxicitu potravin [6].

Je tfeba miti na paméti, ze esencialni oleje jsou komplexni smési latek. Je otazkou, zda jsou
jejich biologické ti¢inky vysledkem synergického ptisobeni v§ech molekul, nebo odrazeji pouze
vliv hlavnich slozek. Podle studie Ipek a kol. hlavni slozky velmi dobie ukazuji biofyzikalni
a biologické vlastnosti esencidlnich olejii, ze kterych byly izolovany. Z ¢ehoz vyplyva,
Ze ucinnost esencialniho oleje zavisi na koncentraci hlavnich slozek oleje. Synergicke piisobeni
slozek esencialniho oleje se zda byt sporné, je vSak mozné, ze aktivita majoritnich slozek je
modulovdna minoritnimi sloZzkami oleje. Je pravdépodobné, Ze nékteré slozky esencialnich

oleju hraji roli napfiklad pti definovani viing, hustoty, struktury ¢i barvy [6].

1.3.1 Cytotoxické ucinky

Esencialni oleje, jako typické lipofilni latky, prochazeji bunécnou sténou a cytoplazmatickou
membranou, naruSuji strukturu riznych vrstev polysacharidii, mastnych kyselin a fosfolipid
a permeabilizuji je. Cytotoxicita je tedy charakteristickd pravé takovym poskozenim
cytoplazmatické membrany. VétSina esencidlnich oleji je sice cytotoxicka, avSak neni

mutagenni [6].

U bakterii je permeabilizace membrany spojena se ztratou iontl a sniZenim membranového
potencialu, kolapsem protonoveé pumpy a depleci zasobniku adenosintrifosfatu. Esencialni oleje
mohou zptisobit koagulaci cytoplazmy a poskodit lipidy a proteiny. Poskozeni bunécné stény

muze vést K uniku makromolekul az k 1yze bunék [6].

V eukaryotickych buitkdch mohou esencidlni oleje vyvolat depolarizaci mitochondrialni

membrany snizenim membranového potencidlu, ovlivnénim iontového cyklu vapenatych ionta

! Linimentum je specialni piipravek uréeny k aplikaci na kiZi, jinak také balzam. [15]
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a dal$ich iontovych kanalii a redukci pH gradientu. Tento sled reakei ovlivni protonovou pumpu
a produkci adenosintrifosfatu. Membrany se stanou abnormaln¢ propustné. Zména propustnosti
membrany vede k uniku radikald, cytochromu C, vapenatych iontti a bilkovin. Nasleduje
oxidativni stres organismu a bioenergetické selhani. Poté nastdva smrt bunék apoptézou nebo

nekrozou. Tyto bunééné pochody lze pozorovat skenovaci elektronovou mikroskopii [6].

1.3.2 Antimutagenni ucinky

Terpenické a terpenické fenolové slouceniny z aromatickych rostlin pravdépodobné zasahuji
do oprav DNA pomoci intracelularnich prooxidacnich reakei, maji tedy antimutagenni ucinky.
Naptiklad a-bisabolol inhibuje mutagenezi vyvolanou aflatoxinem B1, 2-aminoantracenem,
benzopyrenem a 2-aminofluorem. Esencialni oleje z levandule silné inhibuji mutagenezi
indukovanou 2-nitrofluorem. Mechanismus snizeni mutagenity zavisi na typu mutagenu,

ne na typu esencialniho oleje [6].

1.3.3 Insekticidni aéinky

Esencidlni oleje se jevi jako moZna nahrada za syntetické pesticidy, naptiklad pti skladovani
suSeného ovoce, ofechtl, fazoli atd. Nékteré plynné pesticidy, které se pouzivaji pii skladovani
téchto potravin, napiiklad methylbromid, jsou od roku 2004 v mnoha zemich zakazany kvli
porusovani ozonové vrstvy. Syntetické pesticidy jsou Casto toxické, avSak vysoce Uc¢inné
a hospodarné. Je dlileZité najit vhodnou néhradu za tyto pesticidy, kterd by nebyla ekologicky
zavadna a byla stejné U¢innd. O mnoha bylinach a jejich extraktech je znamé, Ze maji
insekticidni vlastnosti. Bylinné latky pouzivané jako insekticidy predstavovaly v roce 2007
pouze 1 % svétového trhu s insekticidy. V poslednich letech se ale zvysil zajem o botanické
insekticidy v dasledku obav o Zivotni prostiedi a hmyzu rezistentniho na konven¢ni chemikalie.
Esencialni oleje z riznych rostlin maji ovicidni, larvicidni a repelentni vlastnosti proti riznym
druhim hmyzu a jsou povazovany za ekologicky Setrné pesticidy. Ayvaz A. a kol. dosli ve své
studii insekticidnich vlastnosti vybranych esencialnich oleji, které testovali na riznych druzich
hmyzu Kk zavéru, ze insekticidni ucinky lze pfipsat hlavnim slozkam, jako jsou linalool,
linalylacetat a eukalyptol. Dale konstatovali, Ze insekticidni Gi¢innost esencialnich oleji se méni

Vv zavislosti na stadiu ristu hmyzu, jeho druhu a rostlinném ptivodu esencialniho oleje [17].

1.3.4 Antimikrobidlni aktivita

Antimikrobialni latka se podle serveru MedicineNet.com definuje jako: ,,Obecny termin

pro léky, chemikalie nebo jiné latky, které bud zabijeji nebo zpomaluji rust mikrobi®.
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Mezi antimikrobialni latky patfi antibakteridlni 1éCiva, antivirotika, antifungalni cinidla
a antiparazitika [18]. Antimikrobidlni aktivita esencialnich oleji z rostlin tvofi zaklad
pro mnoho aplikaci. Vyuziva se ke konzervaci syrovych ¢i zpracovanych potravin, 1é¢iv a také
mikrobialnich onemocnéni, je roz§ifovani patogenti rezistentnich viici lé€iviim. Esencialni oleje
jsou predmétem vyzkumu pro jejich mozné vyuziti k alternativnimu 1é¢ebnému postupu mnoha
infek¢nich onemocnéni [20]. Bylo prokazano, Ze slouceniny obsazené v esencialnich olejich
z rostlin maji specifickou i obecnou antibakterialni, antifungalni a antivirotickou aktivitu
a antibioticky potencial [21, 22]. Obecné je antimikrobidlni aktivita zavisla na pfitomnosti
a mnozstvi jednotlivych slozek v esencialnich olejich. Antimikrobialni aktivita je nejucinnéjsi
u esencialnich oleji obsahujicich latky fenolové povahy. Fenolické slouceniny jsou aktivni
proti Sirokému spektru mikroorganismd, na rozdil od uhlovodikd, které maji antimikrobialni
aktivitu nejmensi [23]. Fenolické slouceniny, naptiklad eugenol, denaturuji proteiny a reaguji
s fosfolipidy na bunééné membrang, kde méni jejich permeabilitu [24]. Antimikrobialni Gi¢inky

se hodnoti diskovou difazni nebo mikrodilu¢ni metodou [25, 26].

1.3.5 Antioxidaéni aktivita

Esencialni oleje maji antioxida¢ni vlastnosti [6, 27]. Né&které studie vsak ukazuji,
ze V eukaryotickych buiikdich mohou plsobit jako prooxidanty ovlivitujici intracelularni
membrany a organely, jako jsou mitochondrie. V zavislosti na typu a koncentraci vykazuji také
cytotoxické ucinky na zivé buiiky, ale jsou obvykle nemutagenni, jak bylo popsano vyse.
V nékterych ptipadech mohou esencialni oleje diky antimutagennim G¢inkiim indukovat zmény
V intracelularnim redoxnim potencidlu a mitochondrialnich dysfunkcich. V souhrnu maji silice
z ¢asti také prospésné ucinky v dusledku prooxida¢nich G¢inkti na bunééné trovni [6].
Antioxidacni aktivita esencialnich oleji se jevi jako mozné vychodisko k prevenci a zpomaleni
oxidace lipida, ktera vede krozvoji nezadouci prichuté potravin. Zkracuje trvanlivost
a prijatelnost potravin. Mimo jiné také snizuje bezpecnost a nutriéni kvalitu potravin
vytvafenim potencionalné toxickych produktd [28]. Nekteré syntetické antioxidanty, jako je
napiiklad butyl hydroxyanisol nebo propylgalat, které se ptidavaji do potravin obsahujici
lipidy, jsou potencionalné zdravi nebezpecné. Mohou mit karcinogenni Gc¢inky. Toto zjisténi
vedlo khledani pfirozenych antioxidanti vyskytujicich se v rostlinach jako alternativa
k syntetickym antioxidantim [28, 29]. Piirodni antioxidanty jsou stale roz§ifené;si
Vv potravinach. Vyhodné je pouziti kotfeni a bylin, které slouzi jako ochucovadlo a zarovei maji

antioxidacni a antiseptickou ucinnost, napfiklad hfebi¢ek nebo bobkovy list. Antioxidacni
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esencialni oleje jsou rozsiteny také v preventivni medicing, kde jsou jednim z dalezitych zdroji

pfi 1é¢bé onemocnéni spojenych s oxidacnim poskozenim [30].

1.4 Charakteristika a vyuziti vybranych matric a jejich esencialnich oleju

1.4.1 Levandule lékaiska

Levandule l¢karska (Lavandula officinalis L.) je siln¢ aromaticky trvaly polokef patiici
do Celedi Lamiaceae. Dortsta do vysky 60 cm [31]. Jeji kvéty jsou fialové a maji tradi¢ni
vyuziti v mnoha odvétvich. Levandule je znama pro svou piijemnou vini a 1éCivé
a aromaterapeutické uc¢inky. Je nedilnou soucasti riznych kosmetickych produkti [32-35].
Levandule se péstuje zejména v Bulharsku a Francii, v mensim rozsahu v Maroku, byvalych
oblastech Jugoslavie, Mad’arsku, Italii, Rusku, Ukrajin¢ a Turecku [25]. Silice z levandulového
oleje maji antimikrobialni a antioxida¢ni 0Cinky, jak prokazalo nékolik studii [36, 37].
O levandulovém esencidlnim oleji se také hovoii jako o mozném konzerva¢nim prostredku
potravin, diky jeho biologickym vlastnostem [32]. Esencialni olej ziskany z levandule Iékatské
je bezbarvy a sklada se predevsim z linalylacetatu, linalolu, eukalyptolu a dalSich slozek [25,
26, 35].

1.4.1.1 Vyuziti levandule v kosmetice

Levandule se pouziva do koupeli jako vonna osvézujici pfisada. Esencilni olej se pouZziva jako
parfémova ptisada do mydel, kréma a koupelovych piisad. Hojné se uplatituje pii vyrobé
luxusnich parfémti. Déle se pfidava do bylinnych masek na oblicej, avSak pouze v malém
mnozstvi, protoze ve velkém mnozstvi drazdi pokozku [38]. Hydrolat ziskany pii destilaci
z levandule lze pouzit jako pletovou vodu nebo vodu po holeni. Podporuje bunéénou regeneraci

a ptirozené funkce pleti, uklidiiuje nervozni plet’ a zmiriiuje zacervenani [16].

1.4.1.2 Vyuziti levandule v pfirodni mediciné

Levandule se pouziva v aromaterapii k 1écbé nespavosti, tzkosti a psychosomatickych
onemocnéni. Zklidiiuje a harmonizuje ¢innost centralniho a autonomniho nervového systému.
Na rozdil od 1éki na spani navozuje pfirozeny, posilujici spanek, po kterém se Clovek citi
odpocaty. Dale zlepSuje traveni, protoZe ma mirné karminativni a protikfeCové u€inky na stfevo
a pouziva se k 1é¢b¢ zanétu tlustého stieva [39]. V rostlinné medicing se da také vyuzit k 16¢bé
deprese ¢i jako sedativum. Pouziva se k 1é¢bé koznich poruch, véetné ran, popalenin a viedd.

Ve studii kolektivu Djemaa, F.G.B. zjistili, ze 1écba masti z levandule 1ékaiské vyznamné
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zvySuje miru kontrakce rany (98 %) a proteosyntézu. Z jejich vysledkl je patrné, ze masti

z levandule 1ékatské je mozné pouzit pro uc¢innou 1é¢bu poranéné tkané [32-35].

1.4.2 Vaviin uslechtily

Vaviin uslechtily (Laurus nobilis) je stalezeleny strom nebo ket patiici do ¢eledi Lauraceae.
Dortsta do vysky az 12 m. Jeho listy jsou zndmé jako bobkovy list, ktery se pouziva zejména
jako koteni a dochucovadlo v potravinaiském primyslu, ale ma vyuziti také v kosmetice.
Vaviin pochdzi z oblasti jizni Evropy a Stfedomoii. Péstuje se hlavné v Evropé a Spojenych
statech americkych jako ozdobna a 1éCiva rostlina [40]. Silice z bobkového listu maji
antimikrobialni a antioxidacni vlastnosti, jak prokazalo nékolik studii [41, 42]. Nejvétsi
zastoupeni v chemickém slozeni esencialniho oleje ziskaného z bobkového listu ma eukalyptol,

sabinen a linalool [40, 43].

1.4.2.1 Vyuziti vaviinu v kosmetice

Vaviinové silice pfi zevnim pouZiti prokrvuji pokozku, proto se pfidava jako aromatickd

piisada do koupeli [38].

1.4.2.2 Vyuziti vaviinu v pfirodni mediciné

Vavfin se v rostlinné mediciné pouziva ke zlepSeni traveni. Dale je mirné mocopudny
astimuluje a upravuje menstruaci. Olej z vaviinu je velmi G¢inny pfi zevnim pouziti
se pouziva k masirovani ztuhlé¢ $ije, bederniho ustielu, ischiasu, vymknutého kotniku a dalSich
bolesti svali a kloubt [39]. V iranské lidové mediciné byly listy vaviinu pouzivané k 1é¢bé
epilepsie, neuralgie a parkinsonismu. Listy a ovoce vaviinu maji aromatické, stimulujici
a narkotické vlastnosti. Oraln¢ se pouzivaji k 1ébé gastrointestinalnich problému (epigastrické

nadymani, plynatost) a navic se daji pouzit také ke zmirnéni hemeroidnich bolesti [40].

1.4.3 Hiebickovec kofenny

Hiebicek je suSeny kalich s poupétem hiebickovce kofenného (Syzygium aromaticum) a patii
do celedi Myrtaceae. Tradicné se pouziva jako dochucovadlo, antimikrobialni aditivum
do potravin nebo ptisada do parfému [24, 44]. Druh ptivodem pochazi z vulkanickych ostrovii
ve vychodni ¢asti Indonésie, kterd je vedle Madagaskaru a Zanzibaru jednim z nejvétSich
producentii hiebicku. Strom je stiedné¢ velky, stalozeleny, do vysky dosahuje az 20 m a pramér

kmene dospélych rostlin mize dosdhnout az 30 cm. Hlavnimi produkty hiebicku jsou celé
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nebo mleté pupeny a z nich ziskany esencidlni olej. Pupeny hiebicku se sklizeji ve chvili,
kdy dosahnou své plné velikosti a zabarvi se do ¢ervena. Po sklizni jsou pupeny odd€leny
od stonkti ruéné nebo strojem a ihned jsou vysuSeny na slunci nebo v umélé suSicce.
Pokud by byly pupeny $patné skladovany, mohlo by dojit ke ztraté oleji, rastu plisni a vzniku
zapachu. Pupeny hiebi¢ku obsahuji 15-20 % esencialniho oleje z celkové hmotnosti [44].
Esencialni olej z hifebicku mé antibakteridlni, antifungalni, insekticidni a antioxidaéni
vlastnosti. Ma rovnéZz terapeutické ucinky, vcetné analgetickych, antispasmatickych
a antiseptickych [24, 45, 46]. Hiebicek ma také fytotoxicky potencial, ktery lze pouzit
u raznych zemédelskych rostlin. Principem fytotoxicity je inhibice ristu primarnich meristéma
rostlin poskozenim plazmatické membrany. [45] Silice maji nazloutlou barvu, lehce dohnéda

[24]. V esencialnim oleji jsou nejvice zastoupeny eugenol, eugenylacetat a karyofylen [24, 45].

1.4.3.1 Vyuziti hiebickovce v kosmetice

Silice z hiebicku se ptidava do Ustnich vod, toaletnich mydel, oleji na vlasy a deodoranti.
V kosmetice plni funkci vonavé latky a desinfekéniho prostfedku. Pridavad se rovnéz

do parféma [38].

1.4.3.2 Vyuziti hiebickovce Vv ptirodni mediciné

Silice z hiebi¢ku funguje jako ustni dezinfekce a analgetikum. Doporucuje se pti zanétu sliznice
dutiny Ustni nebo zanétu dasni. Pfi bolesti zubli zplisobené zubnim kazem se aplikuje pfimo
na postizené misto, kde docasn¢ zmirfiuje bolest. Esencidlni olej z hiebicku Ize pouzit také jako
povzbuzujici prostfedek, ale ma mnohem mirnéj§i GCinky nez kofein [39]. Funguje také
proti zvraceni nebo k posileni spravné ¢innosti ledvin. LéCi se jim napiiklad houbové infekce
kize nebo hyperpigmentace [24, 45, 46]. V Koreji byl esencialni olej z hiebicku uspésné pouzit

pro 1é¢bu astma a alergii peroralnim podanim [24].

1.4.4 Fenykl obecny

Fenykl (Foeniculum vulgare) je jednoleta, dvouleta nebo trvala aromaticka bylina patfici
do Celedi Apiaceae. Pouziva se jako kofeni, ochucovadlo, aroma a ptidava se do likért,
kosmetiky a 1€kt [47]. Roste na kyprych, hlubokych ptidach bohatych na ziviny a s obsahem
vapniku a dortista do vysky 1,5-2 m. Kvete v Cervenci az zaCatkem fijna a jeho semena se sbiraji
pred zacatkem mrazt, respektive nez zhnédnou [16]. Pochazi zjizni Evropy a oblasti
Sttedomoii [47]. Fenykl je Siroce péstovan Vv mirnych a subtropickych oblastech svéta.

Hlavnimi producenty jsou Francie, Némecko, Rusko, Italie, Indie a Spojené staty americké
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[48]. Péstuje se také v Egypté a roste divoce v mnoha oblastech Sahary. Stejné jako ostatni
zminéné esencidlni oleje ma antioxidacni, antibakterialni, antifungalni a insekticidni Gcinky.

Hlavni slozky esencialniho oleje jsou fenchon, limonen, anetol a pinen [47].

1.4.4.1 Vyuziti fenyklu v kosmetice

Fenyklovy nalev, pifipraveny ze semen fenyklu a vody, se pouziva jako pletovd voda
na mastnou plet. Dale se fenyklovy nalev doporucuje k umyvani mastnych vlast a ptidava
se do posiliiujicich koupeli prokrvujicich pokozku téla. Esencialni olej, nebo pouze jeho slozka
anetol, se ptidava do zubni pasty, ustni vody, mydla a vody po holeni [38]. V pfirodni 1é¢ivé
kosmetice se ptidava do o¢nich krém, kde uklidiiuje o¢ni okoli, ddle zmiriiuje alergické reakce

pleti, nebo se pouziva ve forme& masaznich oleju, které uvolnuji kiece svalstva [16].

1.4.4.2 Vyuziti fenyklu v pfirodni mediciné

Fenykl se pouziva zejména ke zmirnéni nadymani, protoze usnadiiuje odchod plynt a stimuluje
peristaltiku sttev. M4 mirn€¢ projimavé ucinky. ZlepSuje traveni tim, Ze napoméha
vyprazdnovani zaludku. Dale usnadiiuje vykaslavani pii zanétech pridusek a nachlazeni [39,

49].

1.5 Esencialni oleje v aromaterapii

Uz od pravéku je lidem znama 1€¢iva sila rostlin, kterou vyuZziva aromaterapie, coz je jeden
ze zptsobi fytoterapie?. Pi 1é¢bé inhalaénim zptisobem molekuly esencialniho oleje pii vstupu
do dychaciho tstroji drazdi ¢ichové buiiky a nasledné putuji do plic a krevniho ob&hu. Cichové
buiiky jsou neurony, které prevadéji zpravu o vini na elektrické impulzy, které jsou posilany
do riiznych ¢asti mozku — amygdaly a hippocampu ve spankovém laloku (centrum ¢ichové
paméti), talamu (centrum emoci), a hypofyzy (regulacni centrum produkce hormontt). Spojeni
¢ichového Ustroji s talamem, hypotalamem a hypofyzou vysvétluje, pro€ maji viing tak vyrazny
harmoniza¢ni uc¢inek na neurohormondlni soustavu. Pro dosazeni pozitivnich vysledkl v 1écbé
by méla aromaterapie esencialnimi oleji probihat alespont po dobu tfi tydnd. Oleje se aplikuji

diftzi nebo se uzivaji vniting. Dale je 1ze pouzit k aromatickym masazim ¢i do koupele [39].

2 Fytoterapie je 1é¢ba 1éky rostlinného pivodu.
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2 METODY IZOLACE, @ ANALYZY A  STANOVENI
BIOLOGICKYCH VLASTNOSTI ESENCIALNICH OLEJU

Rostlinny material je pifed samotnym procesem ziskdvéani esencidlniho oleje Casto jeste
upravovan. Piiprava materialu se li§i podle zpracovavané matrice. Nékteré materialy, zejména
kvétiny, by mély byt destilovany co nejrychleji po sbéru. Mnoho bylin je pied destilaci suseno,
navic usuSenda semena, kiry a kofeny lze skladovat nékolik mésicii pied zpracovanim.
Pfi suSeni je nutné vénovat pozornost teploté, nebot’ pfi vyssSich teplotach mize dochazet
ke ztratam esencialnich oleji obsazenych v rostlinach. Naptiklad listy je dobré susit v polostinu
a nemély by byt nahromadény na sobé, protoze by nemuselo dochdzet k suSeni, naopak
by mohlo byt vyvolana nezadouci fermentace. Z ¢ehoz vyplyva, ze je rovnéz dulezité pii suseni
hlidat vlhkost [4].

2.1 lzolace esencialnich oleju

V soucasnosti existuje nékolik technik, které je mozné pouzit pro izolaci esencialnich oleji
zrostlin. Lze pouzit tradicni hydrodestilaci a destilaci vodni parou za normalniho tlaku
nebo zvyseného tlaku, extrakci rozpoustédlem (hexan, dichlormethan [35]), extrakci
nadkritickou tekutinou nebo hydrotermalni extrakci. Dale lze pro citrusové plody pouzit
lisovani [43, 50].

2.1.1 Lisovéni

Lisovani je jednou z nejstarSich technik pouzivanych k extrakci esencidlnich oleji z citrust.
Na citrusovou kliru je aplikovan tlak za normalni teploty. Pod tlakem se mechanicky narusuji

olejové bunky rostlin a uvoliluje se esencialni olej, ktery se nasledn¢ odd¢li [51].

2.1.2 Extrakéni techniky

Extrakce je separacni technika zalozend na prechodu slozky smési dvou nemisitelnych tazi
fazovym rozhranim z jedné faze (plynné, kapalné nebo tuhé) do druhé faze (kapalné nebo tuhé).
Extrakce se provadi ¢asto nejen za ucelem separace, ale také za i¢elem zakoncentrovani analytu

z relativné velkého objemu faze analytu do malého objemu extrak¢niho Cinidla [52].

2.1.3 Destila¢ni techniky

Hydrodestilace (HD) a destilace vodni parou (SD) jsou nejpouzivanéj$i metody k ziskani

esencialnich oleju z rostlin. Zjednodusené feceno je principem destilace s vodou nebo vodni
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parou preména kapalné faze za dané teploty varu vypafovanim na plynnou fazi, pficemz
v chladici destilacniho zafizeni se para ochladi a kondenzuje. Vodni para funguje jako nosi¢

esencialniho oleje [1].

Destilace je metoda oddélovani kapalin v roztoku za pouziti rozdilti v bodech varu. Odd¢€leni
slozek z kapalné smeési destilaci zavisi na rozdilech v bodech varu jednotlivych slozek.
Destila¢ni proces zavisi na tlaku par charakteristické¢ho pro kazdou latku. Tlak par Cisté latky
je tlak vyvijeny latkou proti vnéjSimu tlaku, obvykle atmosférickému a je méfitkem tendence
kondenzované latky uniknout z kondenzované faze. Cim vétsi tlak par je, tim vétsi je tendence
kondenzované latky k odpafovani. Jakmile tlak par kapalné latky dosdhne vnéjsiho tlaku,
dochazi k varu latky. V rovnovaze je proces odpafovani kompenzovan stejnym mnozstvim

kondenzace [4].

Destilace se sklada z n€kolika krokti — dosazeni bodu varu, sbér vzorku, ¢iSténi. Jak bylo
zminéno vyse, teplota varu ¢isté kapaliny je definovana, jako teplota, pfiniz se tlak par kapaliny
vyrovna tlaku atmosférickému. Teplota varu smési je funkci tlakli par riznych slozek ve smési.
Necistoty bud’ zvySuji nebo snizuji pozorovanou teplotu varu vzorku v zavislosti na interakci
necistot se slouceninou, pro kterou se méti bod varu. Destilaci smési, kterd obsahuje dvé rizné
latky, se v podstaté zahtiva roztok na teplotu mezi dvéma teplotami varu. Vice t€kava latka
se stane plynem, zatimco méné& t€kava latka zlstane kapalinou. Plyn tékavé latky je odvadén
do chladi¢e, kde kondenzuje a kapalina je odvadéna do separatoru. Destilace neprodukuje
extrémné Cisté slozky, coz mnohdy vyzaduje, aby se destilovany produkt dale chemicky

separoval [4].

Kvalita a vytézky esencialnich oleju zavisi jednak na typu izola¢ni techniky, ale také na fadé
agronomickych faktord. Zavisi na podminkéch, ve kterych jsou rostliny péstovany, zejména
pak na klimatickych podminkach, typu pidy, vodnim stresu, pisobeni hmyzu
a mikroorganismil, na procesu péstitelstvi, dobé sklizn€ nebo zplisobu skladovani rostlinného
materialu. Rovnéz zavisi také na postupu zpracovani vzorku pted zpracovanim [1, 53].
Naptiklad H. B. Sowbhagya a kol. upravili vzorek rostlinného materialu enzymatickou
hydrolyzou a nasledné¢ pouzili konvencni destilani metodu (SD a HD), aby dosahli lepsi
vytéznosti a kvality esencidlniho oleje. Pfediprava vzorku enzymatickou hydrolyzou
podle nich také zlepSuje aroma esencidlniho oleje [54-56]. HD, SD nebo extrakce
rozpoustédlem maji pfi ziskavani esencialnich oleju nékolik nevyhod, jako je tepelny rozklad

extraktll, jejich kontaminace rozpoustédly nebo zbytky rozpoustédel. Znecisténi rostlinného
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materialu rozpoustédlem mize mit ekologicky dopad na Zivotni prostfedi ve formé znecisténi
[47]. V primyslové vyrobé se klade duraz, vedle zlepSeni kvality oleju a ekologickych dopadi,
také na zvySeni procentualni vytéznosti, protoze rostlinny material je pomérné drahy a vytézky

jsou malé [48].

2.1.3.1 Hydrodestilace

Hydrodestilace je nejjednodussi a nejlevnéjsi metoda destilace [4]. Pti hydrodestilaci je
rostlinny material ponofeny do vrouci vody. Rostlinny material pii varu pohlti ¢ast vody.
Nésledné podle principu osmdzy esencialni olej, ktery je obsazeny v olejovych buiikach rostlin
projde pfes bunécnou sténu zpét do vody v destilacni barice. Tato smés je varem odpaiena
a Vv chladi¢i pary smési zkondenzuji. V separacni Casti aparatury se oddéli organickd faze
(silice) od vodné (hydrolat) [1]. Separace esencialniho oleje od hydrolatu je duleZitou fazi,
a to jak pro hydrodestilaci, tak v§echny ostatni destila¢ni techniky, nebot’ se jedna o velmi mala
mnozstvi olejii a maximalni efektivita je klic¢em k ziskovosti. Vétsina éterickych oleja je lehci
nez voda, tudiz plave na jejim povrchu. Nékteré oleje jsou vSak hustsi nez voda a klesaji dold,
naptiklad silice hefmanku. Po oddéleni by mél byt esencialni olej skladovan v hnédych
sklenénych lahvich, tésn€ uzavien bez pfistupu kysliku, ktery by mohl ménit jejich vonné

vlastnosti [4].

Ptikladem pouziti hydrodestilace je prace F. M. Hammouda a kol., kteti extrahovali esencialni
olej z fenyklu tfemi metodami, a to hydrodestilaci, extrakci nadkritickym CO2 a mikrovinnou
extrakci. Pfi hydrodestilaci bylo ptedlozeno 100 g fenylu do 1000 ml destilované vody
v destilacni aparatute. Destilace trvala 3 hodiny. Vydestilovany esencialni olej ze vsech tfech
extrakénich metod byl poté uskladnén v tmavé nadobce pii 4 °C, dokud nebyly vzorky
analyzovany GC-MS. Vytéznost esencialniho oleje ziskaného hydrodestilaci byla 0,98 %,
zatimco vytéZnost z SFE a mikrovinné extrakce byla vySsi — presahovala 2 %. Kvalitativni

slozeni vSech tfech extraktl bylo stejné, ale kvantitativni slozeni bylo odlisné [47].

2.1.3.2 Destilace vodni parou

Parni destilace je metoda destilace sloucenin, ktera se uptednostiuje pti destilaci termolabilnich
sloucenin. Typicky se jedna 0 aromatické slouceniny [4]. Vodni para vznika v destila¢ni bafice
a prochazi pfes destilovany material (rostlinny material), kde se obohati o esencialni ole;j.
Jak péra stoupd ptes rostlinny materidl, zpisobuje otevieni olejovych membran a uvolnéni

esencialnich oleju. Jednotlivé slozky oleje se odpatuji a odvadi se do chladice, kde para nakonec
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zkondenzuje a v separatoru poté dojde k oddé€leni organické faze od vodné. Vydestilovany olej
se vétsinou drzi na povrchu vodni fazi, proto jej 1ze lehce odebrat [1, 4].

Prikladem pouziti parni destilace je studie Zheljazkov a kol., kde zkoumali vliv doby destilace
vodni parou na vytéznost a chemické slozeni esencialniho oleje z levandule 1¢kaiské. Pii parni
destilaci bylo piedlozeno 250 g ususenych kvéth levandule 1ékaiské do 2000 ml destilované
vody v destila¢ni aparatufe. Destilace byly provedeny v rozmezi 1,5 — 240 minut a sledovala se
vytéznost a procentudlni zastoupeni jednotlivych slozek esencidlniho oleje. Hlavnimi
identifikovanymi slozkami byli eukalyptol, fenchol, kafr a linalylacetat. Procentualni
zastoupeni slozek se individudlné ménilo s dobou destilace. VytéZnost esencidlniho oleje byla
v rozmezi 0,5 — 6,8 %. Maximalni vytéznosti bylo ve studii dosazeno pfti destilaci trvajici

60 minut [57].

2.1.3.3 Destilace podporovana mikrovinnym ohfevem

Destilace podporovana mikrovinnym ohifevem (MASE), je modifikovana SD ¢i HD, kde je
navzorek svodou aplikovan mikrovinny ohtfev [43, 58]. Rozdily mezi konvenénimi
destilacemi a MASE jsou zejména ve vynalozené energii potiebné k zisku EO, jak uvadi
G. Flamini a kol. ve své publikaci. Vzorek ususeného bobkového listu byl nastiihan a vlozen
do 1000 ml barky, ktera obsahovala 650 ml destilované vody a magnetické michadlo. Byla
emitovana mikrovlnnd energie do 800 W pii 2450 MHz v pulsnim vlnovém reZimu
a maximalnim vykonu 8 KW a energie 300 W v kontinualnim rezimu po dobu 1 h. Vytéznost
EO MASE vV pulznim rezimu ¢inila 0,654 % a byla nizs$i v porovnani s klasickou HD,
kde byla vytéZnost 0,784 %. Naopak u MASE v kontinualnim reZimu byla vytéZnost nejvyssi

1,132 %. Z ¢ehoz vyplyva, ze nejucinngjsi se jevi MASE v kontinualnim rezimu [43].

F. Chemat a kol. porovnavali vytéZznosti a slozeni EO z levandule vyextrahovaného parni
destilaci podporovanou mikrovinnym ohievem (MASD) a klasickou SD. V obou piipadech
bylo navazeno 50 g usuSenych levandulovych kvéta, ptiddno 200 ml destilované vody. MASD
trvala 10 minut, zatimco SD 60 minut. Ob¢ destilace byly provedeny za atmosférického tlaku
pti 100 °C. Vytéznost obou extrakti byla téméf srovnatelna (MASD — 8,86 %, SD — 8,75 %)
stejné jako slozeni a procentualni zastoupeni slozek oleje. Z tohoto zjisténi vyplyva, ze MASD

zna¢né usetii Cas a energii, na rozdil od klasické SD [58].
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2.1.3.4 Extrakce nadkritickou tekutinou

Extrakce nadkritickou tekutinou (SFE) je variantou extrakce tuhé latky kapalinou. Pokud ma
plyn vyssi teplotu, nez je jeho kriticka teplota a je na néj aplikovan dostatecné vysoky tlak
(MPa), pak piechazi do stavu tzv. nadkritické tekutiny. Nadkriticka tekutina neboli fluidum,
ma nékteré vlastnosti typické pro plyny (viskozita), jiné pro kapaliny (hustota). Je vyhodna
pro extrakci tuhych latek praveé diky jeji nizké viskozité, protoze vzorkem dobie pronika.
Nejcastéji se pro extrakei nadkritickou tekutinou pouziva oxid uhli¢ity, ktery je nepolarni, proto
je vhodny pro extrakci nepolarnich latek [52]. Jeho hlavni vyhodou je enviromentalni
neskodnost a zachovani organoleptickych vlastnosti rostlinného materialu [24]. Extrakce
se provadi pii mirné teploté¢ (nad 31 °C), diky tomu mohou byt tepeln¢ labilni slouceniny
ziskany bez rozkladu. Dalsi vyhodou je, ze extrakt je absolutné¢ zbaven rozpoustédla,

protoze COz je pii pokojové teploté plynny [4].

F. M. Hammouda a kol. extrahovali fenykl pii tlaku 20 MPa, teploté¢ 50 °C po dobu 15 minut
ve statickém modu a nasledné 3 hodiny v dynamickém médu s pritokem CO2 1 I-min. Ziskali
2,2 % vytéznost EO, ktera byla vys$si nez vytéznost HD (0,98 %) a niz$i nez vytéznost

mikrovinnou extrakci (2,8 %), které byla pouzity pro porovnani [47].

Vyzkumy poukazuji na moznost nahrady konvencnich destilaci extrakci nadkritickou
tekutinou, kdy jsou ziskavany Cisté extrakty s pfirodni vini, bez chemické zmény zpisobené
teplem a vodou. Oproti extrakcim rozpoustédly neobsahuji zbytky rozpoustédla a nezadouci

slouceniny jako jsou organické a anorganické soli, cukry, aminokyseliny a tfisloviny [26].

2.2 Mikroextrakce tuhou fazi

Mikroextrakce tuhou fazi je velmi jednoducha a u¢inna metoda pro ptipravu vzorku bez pouziti
rozpoustédel, ktera ma Siroké vyuziti. SPME se rutinné pouziva ve spojeni s plynovou
chromatografii ¢i vysokoucinnou kapalinovou chromatografii. Tato technika se ¢asto vyuziva
pro analyzu silic Vvrostlinnych materidlech. Slouzi vSak pouze ke kvalitativnim
nebo semikvantitativnim analyzam. Nevyhodou této metody je nemoznost prumyslového

vyuziti (nelze ziskat extrakt pro dalsi vyuziti, napf. pfi vyrobé kosmetickych produktir) [59, 60].

Pro extrakci se pouziva tenké kiemenné vlakno, které je potazeno vhodnym sorbentem
umisténym v duté ocelové jehle [59, 60]. Analyty ze vzorku se piimo extrahuji
a zakoncentrovavaji na stacionarni fazi (sorbent). Analyt se na vlakno bud adsorbuje

nebo absorbuje, v zavislosti na pouzitém sorbentu. P¥i SPME muZzeme pouzit dva typy
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vzorkovani, a to pfimé vzorkovani nebo tzv. headspace vzorkovani. Pfi piimé SPME,
oznacované zkratkou DI-SPME, je vlakno ptimo ponofeno do vzorku. Pti headspace SPME,
oznacované zkratkou HS-SPME, je vlakno pfimo v kontaktu s plynem nad vzorkem umisténym
v temperované nadobce. Headspace vzorkovani se s vyhodou pouZziva u ,,$pinavych® matric
jako jsou kaly ¢i biologické tekutiny. Vyhodou je, ze pifi tomto uspotradani neni
chromatograficky systém zandSen necistotami. Po uplynuti pozadované doby extrakce
(od desitek minut po n€kolik hodin) je vlakno zatazeno do ocelové jehly a vpraveno
do nasttikového prostoru chromatografu. Desorpce analytu z vlakna probiha v ptipadé GC
tepelné. V pripadé vysokoucinné kapalinové chromatografie je analyt eluovan mobilni fazi.
Typ sorbentu se voli podle polarity a t¢kavosti analytu. Polarni sorbenty se pouzivaji pro polarni
analyty a nepoléarni sorbenty se pouzivaji pro nepoldrni analyty, stejn¢ jako staciondrni faze
pfi plynové chromatografii [59]. Vyhodou SPME je, ze vSechny kroky konvenéni extrakce jsou
integrovany do jednoho kroku a jednoho zatizeni, coz znacné zjednodusuje a urychluje postup

ptipravy vzorku [60].

2.3 Headspace analvza

Headspace (HS) technika ve spojeni s plynovou chromatografii je zakladni a velmi Casto
pouzivand technika pro stanoveni tékavych latek ve vzorku. Je zalozena na t€kavosti
stanovovanych latek, kdy dochazi k rozdéleni analytu mezi netékavou kapalnou nebo tuhou fazi
a parni fazi nad kapalnym nebo tuhym vzorkem. Headspace vzorkovanim se zajisti selektivni
extrakce silic bez dalSich sloZek matrice, které by dale mohly ovliviiovat vlastni stanoveni
plynovou chromatografii a zatéZovat chromatograficky systém [50, 61, 62]. Headspace analyza

muze byt provadéna dvéma zpiisoby, a to staticky a dynamicky.

Piti statické headspace technice je vzorek v nadobce temperovan, dokud se nevytvoii rovnovaha
mezi kapalnou a plynnou fazi. Poté je odebran znamy objem plynné faze, ktery je pireveden
na chromatografickou kolonu. Dtlezitym aspektem pro pfesnost tohoto uspoiadani analyzy je
vyuziti automatickych davkovacich systémii, které vyrazné zlepSuji opakovatelnost metody.
Pti statické headspace je pro vytvofeni rovnovahy mezi fdzemi dulezitd vhodnad kombinace

teploty a doby temperovani vzorku [62].

Pfi dynamické headspace technice je do prostoru nad vzorkem piivadén inertni plyn, na rozdil
od statické headspace. Vzorek je kontinudlné extrahovan inertnim plynem, ktery nésledné

prochazi sorp¢ni trubici, kde jsou zachycovany uvolnéné t€kavé latky. Poté je sorbent v sorp¢éni
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trubici rychle zahfat a tékavé latky jsou uvolnény a pievedeny na chromatografickou kolonu
[61, 62].

2.4 Analvza esencialnich oleju

Pro charakterizaci EO je pozadovana vysoka citlivost a specifita pouzité analytické metody.
Vzhledem k tomu, Ze sloZzky esencialnich oleju jsou tékavé a nepolarni, stala se nejpouzivané;si
metodou pro analyzu EO plynova chromatografie shmotnostni detekci. Pro stanoveni
procentudlniho zastoupeni slozek esencidlniho oleje se pouzivd plynova chromatografie

S plamenovym ioniza¢nim detektorem [35, 63].

2.4.1 Plynova chromatografie

Podstatou plynové chromatografie je separace slozek smési mezi pohyblivou a nepohyblivou
fazi. Je vhodna pro analyzu té€kavych latek, které je mozné ptevést do plynného stavu.
Principem je opakované ustavovani rovnovahy analytu mezi dvéma fazemi, tzv. mobilni
a stacionarni fazi [52]. Mobilni fazi je v ptipad¢€ plynové chromatografie plyn, nejéastéji helium
nebo dusik [35, 46, 53]. Stacionarni faze je zakotvena v kolon¢ a rozliSujeme faze polarni
anepolarni [52, 62]. Analyt je unaSen mobilni fazi kolonou, kde dochazi k separaci.
Pti prichodu vzorku kolonou dochdzi k jeho opakované interakci se stacionarni fazi.
Komponenty vzorku jsou touto opakovanou interakci selektivné brzdény ve svém pohybu

a mira brzdéni je imérna vazebné sile dané interakce [52, 64].

Vlastni analyza esencidlniho oleje se provadi separaci latek plynovou chromatografii
a identifikaci v hmotnostnim detektoru [26, 58, 65]. Latky je mozné identifikovat dvéma
zpuisoby. Prvni zptsob identifikace je na zdklad€ porovnani hmotnostniho spektra s dostupnym
standardem. Druhym zplsobem je identifikace latek fizend programem pomoci dostupnych
knihoven spekter jednotlivych sloucenin. V knihovnach spekter jsou uvedena pouze ta spektra
sloucenin, které byly v hmotnostnim spektrometru ionizovany elektronovou ionizaci
pfi ionizacni energii 70 eV. Pouziva se napiiklad knihovna spekter Narodniho institutu
pro standardy a technologii (NIST 14 Mass Spectral Library) nebo Wiley knihovna (Wiley
Registry™ of Mass Spectral Data, 11th Edition) [40, 57]. Pro potvrzeni identity slou¢eniny
muze slouzit tzv. retencni index. Vypocet retencniho indexu podle van den Doola a Kratze je
uveden nize (1). Pro vypocet je nezbytné stanovit retencni ¢asy homologické tfady alkant

analyzované za stejnych separacnich podminek jako vzorek. Vypocitany reten¢ni index dané
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slouceniny identifikované pomoci knihovny spekter se porovné s retenénim indexem dané
slouceniny dostupnym z literatury [57].

RI =100 -n + 100 - x=tn)_ 1)

(tn+1—tn)

RI je retenc¢ni index analyzované slozky, tx je retencni Cas analyzované slozky, tn je retencni ¢as
¢lenu homologické fady s poctem uhliki n, th+1 je retencni ¢as ¢lenu homologické fady s poctem

uhlik n+1.

V ptipad¢ stanoveni relativniho zastoupeni jednotlivych slozek esencialniho oleje se analyza
provadi pomoci plynové chromatografie splamenovym ionizaénim detektorem [6].
Chromatograf s FID detektorem byva vybaven a nastaven na stejny teplotni program
jako v piipadé GC-MS analyzy. Pro sparovani s identifikovanymi slou¢eninami z GC-MS
analyzy se pouzivaji Van den Doolovy reten¢ni indexy. Nebo lze piky v GC-FID
chromatogramech identifikovat a kvantifikovat komeréné¢ dostupnymi standardy,

které vSak byvaji dostupné pouze pro malou ¢ast slozek daného EO [46, 57].

2.4.1.1 Instrumentace v plynové chromatografii

Zéakladnimi ¢astmi plynového chromatografu jsou zasobnik nosného plynu S regulatorem
pritoku, prostor pro nastiik vzorku, davkovac, chromatograficka kolona umisténa v termostatu
a detektor napojeny na pocita¢ S vyhodnocovacim programem. Termostat umoziuje
individualni nastaveni teplotniho programu separace [52]. Vzorek v plynném i kapalném stavu
je davkovan do chromatografu mikrostiikackou pres silikonovou tésnici gumu (septum),
které uzavira vnitini prostor nastfikového bloku. Teplota v davkovacim prostoru by méla
pfesahovat bod varu nejméné t€kavé analyzované slozky vzorku alespoii o 50 °C,
aby nedochézelo ke kondenzaci vzorku. Nosny plyn, ktery je v plynové chromatografii mobilni
fazi, hraje dileZzitou roli. Musi byt suchy, bez obsahu kysliku, nehoflavy a chemicky inertni.
Nejcastéji je pouzivano helium nebo dusik [66]. Na kolonu je mozné pievést jen velmi malé
mnozstvi vzorku, fadove 0,01-0,1 pl, podle zvolené¢ho typu kolony. Z tohoto diivodu je ¢asto
nutno v injektoru oddélit dany podil vzorku mimo kolonu (tzv. split rezim, splitovaci pomér).
Mnozstvi vzorku pfivedeného na kolonu lze libovolné meénit v nastaveném poméru, ¢imz
se omezuje piesyceni kolony i1 detektoru. V plynové chromatografii se pouzivaji zejména
kapilarni separacni kolony, nejcastéji vyrobeny z kiemenné kapilary o vnitinim priméru
50-350 pm. Na vnitini sténé kapilarni kolony je nanesena stacionarni faze, kterou je zakotvena

neté¢kava kapalina. Soucésti instrumentace je také pocita¢ s programem, ktery umoznuje
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zpracovani signalu podle retencnich dat slozek analytu. Vysledny zdznam chromatografické

analyzy se nazyva chromatogram [52].

2.4.1.2 Detektory v plynové chromatografii

Mezi nejpouzivanéjsi detektory v plynové chromatografii patii plamenovy ioniza¢ni detektor
(FID), detektor elektronového zachytu (ECD) a hmotnostni detektor (MS) [67]. Nejstarsi
pouzivany detektor je univerzalni tepelné vodivostni detektor (TCD) [52]. Hmotnostnimu

detektoru bude vénovana samostatna kapitola.

2.4.1.2.1 Plamenovy ionizac¢ni detektor

Vzorek obsahujici organické latky se spaluje ve vodikovém plameni se vzduchem, kde je
ionizovan. loniza¢ni mechanismus v plaminku FID je zaloZen na termalni emisi iontd, které
vznikaji béhem procesu spalovani. Molekuly organickych latek jsou v plamenu S$tépeny
na fragmenty iontového, nebo radikalového typu. Fragmenty se na prvni elektrod¢ nabiji
na urcity potencial a ptitahuje je druha elektroda, kde odevzdaji sviij naboj. Mezi elektrodami

zacne protékat méfeny proud, ktery je piimo tmérny poctu iontl ve vzorku [52].

2.4.2 Hmotnostni spektrometrie

Principem hmotnostni spektrometrie je interakce nabitych ¢astic s elektrickym
nebo magnetickym polem ve vakuu. Hmotnostni spektrometry maji nékolik modifikaci a vzdy
se skladaji ze tfi zékladnich casti — iontovy zdroj, analyzator a detektor. Tyto tfi ¢asti jsou
ve vysokém vakuu [68]. Molekuly vzorku jsou ionizovany a rozs§tépeny na jednotlivé
fragmenty, které se lisi pomérem hmotnosti a naboje. Vysledkem detekce téchto fragmentt je
hmotnostni spektrum neznamé latky. Hmotnostni spektra se zpravidla zobrazuji v normované
podob¢€, to znamend, Ze znazornuji pomérné zastoupeni fragmentt v souboru vzhledem
Kk nejpocetnéji zastoupenému fragmentu. Vzhledem k tomu, ze pfi ionizaci vznikaji zpravidla
fragmenty o jednotkovém naboji, 1ze z polohy jednotlivych fragmenti ve spektru odecist jejich
relativni molekulové hmotnosti a z polohy molekulového iontu relativni molekulovou hmotnost
slouceniny. Abychom mohli nezndmou slouceninu identifikovat, vyhodnoti se hmotnostni

spektrum neznamé latky a porovna se s hmotnostnim spektrem znamych sloucenin [52].

2.4.2.1 Zplsoby ionizace

Iontovy zdroj slouzi k pfevedeni neutralnich molekul analytu na nabité Castice v plynné fazi.

Analyt vstupuje do iontového zdroje spolecn€ s matrici a vznikaji z néj kladné nebo zaporné
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nabit¢ ionty — molekularni, aduktové nebo v pfipadé méné stabilnich latek fragmenty
ionizované molekuly. lonizacni techniky lze rozdélit podle dodané energie na mékké a tvrdé.
Pii tvrdé ionizaci, kterd se pouziva ve spojeni GC-MS ziska ionizovana molekula nadbytek
vnitini energie a dojde k fragmentaci molekulového iontu na mensi ¢asti. Radi se mezi né
elektronovéa ionizace, kterd je zalozena na principu predavani energie leticich elektroni
molekuldam analytu a je ,,nejtvrdsi ionizacni technikou. Me&kké ionizacni techniky jsou
Setrn¢jSi a ionizovana molekula ziskdA mnohem mensi energii oproti tvrdé ionizaci.
V hmotnostnim spektru jsou pak viditelné deprotonované nebo protonované molekuly
a minimum fragmentovanych iontt. Pfikladem mekké ionizacni techniky je chemicka ionizace.
Volba ioniza¢ni techniky zna¢né zavisi§ na charakteru analytu [68, 69]. U esencialnich oleju
se kionizaci pouziva elektronové ionizace, ktera je vhodné&jsi nez chemicka ionizace,

protoZze umoznuje porovnani hmotnostnich spekter latek s knihovnami spekter [46, 63].

2.4.2.2 Hmotnostni analyzatory

Hmotnostni analyzatory jsou klicovou soucasti hmotnostniho spektrometru a dochazi v nich
za vysokého vakua (10°3az 1011 Pa) k separaci iontti v plynné fazi na zdkladé pomé&ru hmotnosti
ku naboji (m/z). Analyzatory vyuzivaji k separaci statické nebo dynamické elektrické
¢i magnetické pole nebo jejich kombinaci [68, 69]. Analyzatory se podle fyzikalniho principu
déli do nékolika skupin [68, 69]:

e zakiiveni drahy letu ionti v magnetickém nebo -elektrickém poli (magneticky
a elektricky analyzator),

e rlzna stabilita oscilaci ionti ve dvoj-, nebo trojrozmérné kombinaci stejnosmérného
a vysokofrekvenéniho sttidavého napéti (kvadrupo6l, iontova past),

e ruzna doba rychlosti letu ionti (analyzator doby letu),

e ruzna frekvence harmonickych oscilaci v Orbitrapu,

e ruzna absorpce energie pii cykloidalnim pohybu iontd v kombinovaném magnetickém

a elektrickém poli (iontova cyklotronova rezonance).
Dale se iontové analyzatory mohou délit podle zptsobu déleni ionti [68, 69]:

e skenujici,
e iontové pasti,
e priletove,

e analyzatory pohyblivosti ionti.
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2.4.2.3 Hmotnostni detektory

Ionty jsou po separaci detekovany v hmotnostnim detektoru. Jako detektory se pouzivaji

elektronové fotonasobice, fotonasobice a Faradayova klec [68].

2.5 Stanoveni antimikrobialni aktivity

Po kultivaci mikroorganismu, mozného potencialniho patogenu, je dulezité stanovit
jeho specifickou citlivost na antibiotika, pfipadné jiné latky s antimikrobidlnim ucinkem,
pro vybér vhodné antimikrobialni terapie [70]. Metody uréeni antimikrobialni aktivity se déli
na kvalitativni — difizni a metody kvantitativni — dilu¢ni. Hodnoti se schopnost rastu
mikroorganismu za pfitomnosti latky s antimikrobidlnim G¢inkem. Kvalitativni difizni metody
slouzi k semikvantitativnimu zjisténi citlivosti bakterii na antimikrobialni latky. Principem
téchto metod je difuze antimikrobidlni latky ze zdroje do okoli, ¢imz vznikne klesajici
koncentra¢ni gradient branici ristu mikroorganismti do vzdéalenosti inhibi¢ni zony.
Kvantitativni difuzni metody slouzi k ur€eni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)

antibiotika, respektive zkoumané latky s antimikrobialnim u¢inkem [70, 71].

2.5.1 Agarovy diskovy difiizni test

Na inokulovanou Petriho misku se aplikuji sterilni disky, které bud’ obsahuji, nebo se naplni
poZadovanym mnozstvim antimikrobidlni latky, v tomto pfipadé esencidlnim olejem. Nasledné
se sleduje rust, respektive inhibice ristu mikroorganismu v okoli aplikovaného disku. Velikost
inhibi¢ni zony ristu je zavisla na koncentraci a rychlosti difuze EO v disku. Inhibi¢ni zoéna

se zm¢éti a udava se v délkovych jednotkach, nejcastéji milimetrech [70].

2.5.2 Dilu¢ni test

Kvantitativni diluéni test se provadi ve zkumavkach, které obsahuji kultivacni médium
S koncentracni fadou antimikrobidlni latky. Takto pfipravené kultivatni médium s EO
se naoCkuje testovanym mikroorganismem a po kultivaci se sleduje MIC, tj. nejmensi
koncentrace antimikrobialni latky, ktera inhibuje viditelny rast mikroorganismu. MIC je
nejcastéj$i vyjadieni ucinnosti antimikrobidlni latky inhibovat rust mikroorganismu [70].
Vzhledem k nizké rozpustnosti EO ve vodném médiu miize byt toto stanoveni MIC nespravné

[1].
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2.6 Stanoveni antioxidacni aktivity

K méfeni antioxida¢ni (AOX) aktivity lze pouzit nékolik analytickych metod, které jsou
zalozeny nartznych principech a maji rizné modifikace. DE€li se na metody zalozené
na eliminaci radikalt (napifiklad metoda s difenylpikrylhydrazylem (DPPH test)) a metody
zalozené na hodnoceni redoxnich vlastnosti latek (metody chemické a elektrochemické).
Vysledky AOX aktivity se nejcastéji srovnavaji podle celkové antioxidacni aktivity (TAA).

Tento parametr kvantifikuje schopnost antioxidanti odbouravat radikaly [72, 73].

2.6.1 Metoda s DPPH radikalem

Tato metoda sradikdlem difenylpikrylhydrazylem (DPPH) je jednou ze zakladnich
analytickych metod pro stanoveni AOX aktivity Cistych latek i smésnych vzorku. Metoda je
jednoduché a ¢asové nendrocnd. Princip metody spociva v reakci testované latky se stabilnim
DPPH radikalem, pfi niz je tento radikal redukovan podle rovnic (2) a (3). Stabilni DPPH
radikal je redukovan podle rovnice (2) antioxidantem (AH) na bezbarvy komplex DPPH>
a volny radikal antioxidantu (A"). DPPH radikal mtze byt redukovan také radikalem (R") podle

rovnice (3) a odbarvi roztok za vzniku komplexu DPPHR.
DPPH* + AH - DPPH, + A @)
DPPH* + R* - DPPHR 3)

Ve spektrofotometru se sleduje pokles absorbance pti 517 nm a to bud’ po uplynuti stanovené¢ho
konstantniho ¢asu, nebo se pracuje v kinetickém rezimu [72]. Jako standardy se pouzivaji
napiiklad a-tokoferol, Trolox nebo 2,6-di-terc-butyl-4-methylfenol (BHT) [26]. Celkova AOX

aktivita se vyjadiuje jako ubytek absorbance, nebo v ekvivalentech pouzitého standardu [72].

Kurceni antioxidac¢ni aktivity je mozné pouzit také kombinaci DPPH radikalové metody
s vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC). Spektrofotometricky se detekuje pik
DPPH radikalu v blanku a v roztoku s antioxidantem. Vyhodné je pouziti kombinace DPPH
radikalové metody s HPLC u silné zbarvenych vzorki, kdy se na rozdil od samotné

spektrofotometrie zbarveni vzorku eliminuje [74].

L. T. Danh a kol. urcovali pomoci DPPH metody antioxida¢ni aktivitu levandulového
esencialniho oleje ziskaného extrakei nadkritickou tekutinou a hydrodestilaci. Bylo smichano
40 pl esencidlniho oleje zlevandule s0,4 ml 0,5 mM DPPH v absolutnim ethanolu

ve zkumavkach, které byly zakryty alobalem a doplnény na celkovy objem 1,5 ml. Kontrola
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byla pfipravena z 0,4 ml 0,5 mM DPPH v absolutnim etanolu a byla doplnéna na celkovy objem
1,5 ml. Pro srovnani byly zvoleny dva standardy (a-tokoferol a BHT), které byly zpracovany
stejnym zptisobem jako vzorky esencidlniho oleje (40 pg standardu). Vsechny zkumavky byly
protfepavany pii pokojové teplot¢ po dobu 30 minut a poté byla zméiena absorbance
pii 517 nm za pouziti UV-Vis spektrofotometru. Lepsi AOX aktivitu vykazoval esencialni olej
ziskany SFE (60 — 70% inhibice radikalu DPPH), nez EO ziskany HD (40 — 50% inhibice
radikalu DPPH). Standard a-tokoferol mél 70 — 80% inhibici radikalu DPPH. BHT standard
mél o néco mensi inhibiéni vliv (60 — 70%) na DPPH radikal nez a-tokoferol, ale srovnatelny

s extraktem ziskanym SFE [26].

2.6.2 Metoda analyzy aldehyda

Metoda analyzy aldehydi, respektive karboxylové kyseliny je jednoducha ve srovnani
s typickymi testy pro stanoveni AOX aktivity latek ¢i jejich smési. Princip je zalozen
na inhibi¢nim t¢inku vzorku pii oxidaci aldehydu na karboxylovou kyselinu. U tékavych latek,
které jsou rozpustné v organickych cinidlech, 1ze snadno zméfit jejich AOX potencial. AOX
aktivita aldehydu (hexanalu) je sledovana pfi tomto testu po dobu 40 dnti a srovnavaji se piky

vzorku a vnitiniho standardu (undekanu) ziskané GC [28].

K. G. Lee a kol. stanovovali AOX aktivitu silic tymianu a bazalky timto testem a ke vzorku EO
pfidali 2 ml dichlormethanového roztoku hexanalu o koncentraci 3 mg-ml? obsahujiciho
0,2 mg'ml? undekanu jako vnitiniho standardu. Oxidace takto upraveného vzorku byla
zahajena zahtivanim pii teploté 60 °C po dobu 10 minut v uzaviené nadobé. Poté byla nadoba
skladovéna pfi pokojové teploté. Nadoba se vzorkem byla po dobu 10 dni kazdych 24 hodin
¢iSté€na Cistym vzduchem. Pokles hexanalu byl sledovan vzdy po 5 dnech GC. Pro srovnani byly
pouzity standardy BHT a tokoferol. Ze studie vyplynulo, Ze esencialni oleje ztymianu

a bazalky maji srovnatelnou AOX aktivitu jako pouzité standardy [28].

2.6.3 Metoda TEAC

Metoda pouzivajici kation-radikal ABTS™ (2,2 -anizobis(3-etyl-2,3-dihydrobenzotiazol-6-
sulfonat)) je jednou ze zakladnich a nejpouzivanéjSich metod pro stanoveni celkové AOX
aktivity. Princip je zalozen na testovani schopnosti vzorku zhaSet kation-radikal ABTS.
Tato metoda je oznaCovana také jako Trolox ekvivalentni antioxida¢ni kapacita (TEAC),

protoze vysledna AOX aktivita vzorku se srovnava se standardem Troloxem. Antioxidanty
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se chovaji jako donory vodiku a zhaSeni kation-radikadlu se sleduje spektrofotometricky
pii 734 nm [72].

2.6.4 Metoda FRAP

Jedna se o chemickou metodu stanoveni AOX aktivity, ktera je zalozena na principu redoxni
reakce. Pfi této metodé redukuji antioxidanty obsazené ve vzorku komplex Fe®*-2,4,6-tri(2-
pyridyl-1,3,5-triazin) (Fe**-TPTZ). Spektrofotometricky se méfi narist absorbance pii 593 nm,
ktery odpovidd mnozstvi komplexu Fe?*-TPTZ vznikajiciho reakci s antioxidanty ve vzorku.
Metoda sleduje pouze schopnost vzorku redukovat ion Fe®* a nemusi byt shodna s celkovou
AOX aktivitou [72].
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. EXPERIMENTALNI CAST

V této casti diplomové prace bude popisovan experimentdlni postup. UsuSeny rostlinny
material byl upraven stiithanim, pfipadné ponechan v ptivodnim stavu a dale byl zpracovan
destilaci vodni parou a hydrodestilaci. Ziskany esencidlni olej byl analyzovan za pouziti
GC-MS a GC-FID. Ze ziskanych chromatogrami bylo na zéklad¢ retencnich indext
a porovnani s knihovnami spekter zjisténo kvalitativni slozeni EO (GC-MS). Z GC-FID
chromatogrami bylo vypocitano relativni zastoupeni jednotlivych slozek EO. Dale byla
stanovena antioxidacni aktivita esencidlnich oleji metodou s DPPH radikalem
a antimikrobialni aktivita oleji agarovou diskovou difuzni metodou na vybranych

mikroorganismech. VySe uvedeny postup experimentu je na obrazku 2.

STRIHANI

KVALITATIVNI ANALYZA: GC-MS 5 s I
KVANTITATIVNI ANALYZA: GC-FID i in . Antimikribidlni

R0 DISKOVY DIFUZNi TEST
aktivita

HYDRODESTILACE
PARNI DESTILACE

METODA S DPPH RADIKALEM

Obrazek 2: Postup pri experimentalni casti diplomové prdace
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3 INSTRUMENTALNI ANALYZA

3.1 Chemikalie

e Demineralizovand voda — ¢&iténa systémem Mili-QR (Merck KGaA, Darmstadt,
Némecko),

e n-hexan CHROMASOLV™  ¢istota > 97 %, jako rozpoustédlo (Sigma-Aldrich, Praha,
Ceska republika),

e standard uhlovodiki C8-C40, rozpustény v n-hexanu (Sigma-Aldrich, Praha, Ceské
republika),

e vnitini standard n-nonan, rozpuitén v n-hexanu (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska

republika).

3.2 Vzorky

Pro extrakci esencialniho oleje byly pouzity nasledujici vzorky — kvéty levandule 1ékaiské, listy
vaviinu uslechtilého, kvéty hiebitkovce kofenného a semena fenyklu obecného. Cesky
a latinsky nazev vzorku rostlin, véetné jejich ptivodu je uveden v tabulce 4. Vzorky byly
uchovany v uzaviratelnych pytlich do doby destilace. Kvéty levandule, kvéty hiebicku
a semena fenyklu byly k destilaci pouzity celé. Bobkové listy byly nastfihany na asi 0,5 cm

velké kusy.

Tabulka 4: Pivod vzorkii rostlinného materidlu

3

Nazev rostliny Latinsky nazev Celed Puavod Firma
Levandule o ) Mediate, s.r.o.
Lavandula officinalis L. | Lamiaceae | Chorvatsko .
1ékatska (Libchavy, CR)

Kasia Vera, s.r.o.

Vaviin uslechtily Laurus nobilis Lauraceae Brazilie 5 5
(Ricany, CR)

Kasia Vera, S.r.0.

Hiebicek kofenny | Syzygium aromaticum | Myrtacea | Madagaskar 5 y
(Ricany, CR)

Ceska Kasia Vera, s.r.0.

Fenykl obecny Foeniculum vulgare Apiaceae ) 5 5
republika (Ricany, CR)
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3.3 Pristroje a pomucky

3.3.1 Piistroje

e Aparatura pro destilaci vodni parou,

e aparatura pro hydrodestilaci,

e topné hnizdo LTHS 2000 (Brnénska Drutéva, Brno, Ceska republika),

e laboratorni vahy (KERN & SOHN GmbH, Balingen, Némecko),

e plynovy chromatograf GC 2010 s hmotnostnim detektorem GCMS-QP2010 Plus (oboji
Shimadzu, Kyoto, Japonsko) a autosamplerem pal-Combi (CTC Analytics AG,
Zwingen, Svycarsko),

e plynovy chromatograf GC 2010 splamenovym ionizaénim detektorem

a autosamplerem AOC-20i (oboji Shimadzu, Kyoto, Japonsko).

3.3.2 Pomucky

e Stficka na demineralizovanou vodu,

e kadinky riznych objemut,

e mikrostfikacka o objemu 25 pl a 250 pl,

¢ nadobky z tmavého skla s uzavérem, nddobky pro analyzu,

e odmérny valec 500 ml.

3.3.3 Destilace vodni parou

3.3.3.1 Aparatura a podminky destilace

K destilaci vodni parou byla pouzita aparatura podle obrazku 3 s destilacni baitkkou o objemu
2000 ml. Destila¢ni barika byla naplnéna ptiblizné¢ 1500 ml demineralizované vody, ktera byla
béhem destilace dopliiovana a zahiivana topnym hnizdem. Na destila¢ni baniku navazoval
destilacni nastavec valcovitého tvaru opatfeny sitkou, ktery obsahoval navazeny vzorek.
Vydestilované slozky oleje s vodni parou odchazely do chladice, kde byla smés ochlazena.
Vznikly destilat byl zachycen ve sbérném zatizeni s vyvodem na odtok hydrolatu, ktera ustila
do sbérné kadinky o objemu 1000 ml. Extrakt v podobé esencialniho oleje byl po oddéleni
od vodné faze pieveden pomoci stiikacky do tmavé nadobky s vickem a byl uskladnén v lednici

pti 4 °C, do doby analyzy.

Nastavec pro parni destilaci byl naplnén odpovidajicim mnozstvim rostlinného materiélu,

viz tabulka 5. Mnozstvi vzorku bylo voleno podle objemu nadoby a kazda destilace byla
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provedena dvakrat. Destilace probihala do té doby, dokud se destiloval esencialni olej. Cas
destilace se pohyboval v rozmezi 260 — 345 minut a objem hydrolatu se pohyboval v rozmezi

1,7 — 21, rychlost destilace se pohybovala v rozmezi 5,3 — 6,7 ml-min™, ve shrnuto v tabulce 5.

Obrazek 3: Aparatura pro parni destilaci

Tabulka 5: Podminky destilace vodni parou

Vzorek — experiment 1.2 Navazka | Hydrolat | Doba destilace Rychlost c.IestiIace
(9) 0 (min) (ml-mint)

Levandule 1ékarska 1 53,9 1,7 260 6,5
Levandule 1ékaiska 2 56,4 1,7 260 6,5
Vavfin uslechtily 1 70,7 1,8 280 6,4
Vavfin uslechtily 2 70,5 1,8 340 5,3
Hiebickovec kotfenny 1 100,3 2,0 345 5,8
Hiebickovec kotenny 2 100,3 2,0 315 6,3
Fenykl obecny 1 100,4 1,8 270 6,7
Fenykl obecny 2 100,6 1,8 270 6,7
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3.3.4 Hydrodestilace

3.3.4.1 Aparatura a podminky destilace

K hydrodestilaci byla pouzita aparatura podle obrazku 4 s destila¢ni barikou o objemu 2000 ml.
Do destilacni banky byla ptedlozena navazka vzorku a odpovidajici mnozstvi demineralizované
vody. Demineralizovana voda byla béhem destilace dopliovana a zahfivana spolecné
s rostlinnym materidlem topnym hnizdem. Vydestilované slozky esencialniho oleje s vodou
putovaly do chladi¢e. Vznikly kapalny destilat byl zachycen ve sbérném zafizeni s vyvodem
na odtok hydrolatu, ktera tstila do sbérné kadinky o objemu 1000 ml. Extrakt (EO) byl oddélen

od vodni faze a uskladnén stejnym zptisobem jako v piipadé SD.

Mnozstvi vzorku pro hydrodestilaci (viz tabulka 6) bylo voleno podle navazky vzorku na parni
destilaci (tak, aby bylo mozné provést porovnani obou metod). Kazda destilace byla provedena
dvakrat. Destilace probihala do té doby, dokud se destiloval esencialni olej. Cas destilace
se pohyboval v rozmezi 220 — 310 minut a objem hydrolatu se pohyboval v rozmezi 1,7 — 2 |,

primérna rychlost destilace byla 6,9 ml-min?, vie shrnuto v tabulce 6.

Obrazek 4: Aparatura pro hydrodestilaci
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Tabulka 6: Podminky hydrodestilace

Vzorek — experiment 1.2 Navazka | Hydrolat | Doba destilace | Rychlost o-IestiIace
©) 0 (min) (ml-min)

Levandule lékarska 53,8 1,7 220 1,7
Levandule 1ékafska 2 56,4 1,7 220 1,7
Vavfin uslechtily 1 70,6 1,8 270 6,7
Vavfin uslechtily 2 71,0 1,8 295 6,1
Hiebickovec kotfenny 1 100,2 2,0 270 7,4
Hiebickovec kotenny 2 100,6 2,0 310 6,5
Fenykl obecny 1 101,7 1,8 270 6,7
Fenykl obecny 2 100,7 1,8 270 6,7

3.3.5 Plynova chromatografie s hmotnostni detekci

3.3.5.1 Ptiprava vzorkil k analyze

Vzorky esencidlniho oleje byly fedény pro analyzu GC-MS nésledujicim zplsobem: 5 pl

esencialniho oleje bylo fedéno n-hexanem na objem 1 ml.

3.3.5.2 Podminky analyzy

GC-MS analyza vzorkii byla provedena na plynovém chromatografu s hmotnostnim
detektorem. Chromatograf byl vybaven kapilarni kolonou ZB-5HT Inferno o délce 30 m,
vnitinim priméru 0,25 mm a tloust’ce filmu 0,25 pm (Phenomenex, Torrance, CA, USA).
Jako nosny plyn bylo pouZito helium 5.0 (firma Linde, Praha, Ceska republika). Separace latek
probihala p#i konstantni linearni rychlosti nosného plynu 30 cm-s™. Teplotni program byl
nastaven na poc¢atku na 40 °C po dobu 3 minut, poté byl termostat vyhiivan na teplotu 250 °C
rychlosti 2 °C-min? a finalni teplota byla udrzovana po dobu 10 minut. Teplota nastfiku
a prevodniku do detektoru byla nastavena na 200 °C. Davkovan byl vzdy 1 ul vzorku se splitem
1:50. Hmotnostni spektrometr byl provozovan v rezimu elektronové ionizace, ioniza¢ni energie

byla 70 eV a byly méfeny ionty v rozsahu m/z 33-500.

3.3.6 Plynova chromatografie s plamenovym ioniza¢nim detektorem

3.3.6.1 Piiprava vzorki k analyze

K analyze GC-FID byl nejprve piipraven vnitini standard n-nonan (pro vSechny vzorky stejny)

odmeéfenim 5 pl n-nonanu a doplnéni n-hexanem na objem 1 ml. Z takto piipraveného vnitiniho
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standardu bylo odméfeno 5 pl, pfidano5 pl esencialniho oleje a opét doplnéno

n-hexanem na objem 1 ml.

3.3.6.2 Podminky analyzy

GC-FID analyza vzorkli byla provedena na plynovém chromatografu s plamenovym
ioniza¢nim detektorem. Chromatografické podminky byly totozné jako u GC-MS analyz.
Teplota nasttiku byla nastavena na 200 °C a teplota detektoru na 260 °C. Davkovany objem
vzorku byl 1 ul pii splitu 1:50.

3.4 Vvyhodnoceni méfeni a identifikace slou¢enin

Identifikace t€kavych slozek esencialniho oleje byla provedena pomoci hmotnostnich spekter,
které byly porovnavany s knihovnou spekter Narodniho institutu pro standardy a technologii
(NIST ’14 Mass Spectral Library) a knihovnou FFNSC (Flavour & Fragrance Natural
& Synthetic Compounds GC-MS library), verifikace byla provedena na zakladé porovnani
reten¢nich indext. V piipadé GC-FID byla identifikace slozek esencialniho oleje provedena
na zaklad¢ vypocitanych reten¢nich indext, pomoci vzorce 1 a vysledki identifikace slou¢enin
z MS analyzy. Kam se dosazovaly nameéfend data retencnich cast slozek esencialnich olejd,
retencnich ¢asu fady alkant (C8-C40) a jejich znamych retenénich indext podle vzorce (1).
Procentualni zastoupeni jednotlivych sloucenin v esencialnim oleji bylo vypocteno z poméra
ploch pfislusnych pikil a celkové plochy pikli v chromatogramu. Semikvantitativni zastoupeni
jednotlivych identifikovanych sloZzek v mg/1 ml esencialniho oleje bylo provedeno piepoctem

na vnitini standard (n-nonan).
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4 STANOVENI BIOLOGICKYCH CHARAKTERISTIK

4.1 Antimikrobialni aktivita

Antimikrobialni aktivita esencialnich olejii byla stanovena agarovou diskovou difizni metodou.

Pro srovnani byla vyhodnocena také antimikrobidlni aktivita n¢kolika bézné pouzivanych

antibiotik. Agarovy diskovy difuzni test se hodnoti podle velikosti inhibi¢ni zény ristu

mikroorganismu (mm).

411

4.1.2

Chemikalie

Mueller-Hintondv agar (MH agar) (HiMedia — CADERSKY-ENVITEK, Brno, Ceska
republika),

MALT agar (HiMedia— CADERSKY-ENVITEK, Brno, Ceska republika),

chlorid sodny,

demineralizovana voda (autoklavovéna pti 121 °C, 15 minut).

Vzorky

Vzorky vydestilovanych esencialnich oleji byly pouzity ke stanoveni bez upravy.

4.1.3

Pristroje a pomucky

Analytické vahy KERN 440-43 (Kern& SOHN GmbH, Balingen, Némecko)

Vortex Reax top (Heidolph, Schwabach, Némecko),

McFarland denzitometr (Biosan, Riga, Lotyssko),

autoklav Sterilab (BMT, Praha, CR),

biologicky termostat BT120M (Laboratorni pistroje Praha, CR),

plastové sterilni Petriho misky,

bézné sterilni plastové pomicky (jednorazové klicky, L hokejky, S$picky
pro automatické pipety),

sterilni st€rové tampony,

automatické pipety o objemu 10 pl, 100 ul a 10 ml (Eppendorf, Hamburk, Némecko),
bézné sterilni sklenéné pomicky (zkumavky, Erlenmayerovy baniky o objemu 500 ml),
davkovac sterilnich diskt (Oxoid, Basingstoke, UK)

sterilni disky, sterilni disky s antibiotiky (Oxoid, Basingstoke, UK),

pinzeta.
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4.1.4 Priprava médii a fyziologického roztoku

4.1.4.1 Mueller-Hintoniv agar

Pro kultivaci bakterii byla pouzita komplexni ptida Mueller-Hintondv agar. Bylo navazeno 38 g
praskové smési na analytickych digitalnich vahach a smichdno s 1000 ml demineralizované
vody. Tato smés byla dikladn¢ promichana a sterilizovana v autoklavu 15 minut pii 121 °C.

Poté byl agar rozlit do sterilnich plastovych Petriho misek.

4.1.4.2 MALT agar

Pro kultivaci kvasinek byla pouzita specificka pida pro kvasinky MALT agar. Bylo navazeno
45 g praSkové smési na analytickych digitalnich vahach a smichano s 1000 ml
demineralizované vody. Smés byla dikladné promichéna a sterilizovana v autoklavu 10 minut

pti 115 °C. Poté byl agar rozlit do sterilnich Petriho misek.

4.1.4.3 Fyziologicky roztok

K ptipraveé bakteridlnich suspenzi bylo pfipraveno 500 ml fyziologického roztoku smichanim
4,3 g chloridu sodného a 500 ml demineralizované vody. Roztok byl diikladn€ promichan a dale

sterilizovan v autoklavu 15 minut pfi 121 °C.

4.1.5 Modelové mikroorganismy

Pro hodnoceni antimikrobialni aktivity esencidlnich oleji bylo vybrano né€kolik modelovych
mikroorganismli — grampozitivni bakterie, gramnegativni bakterie a kvasinky, které byly

ziskany z Ceské sbirky mikroorganismti (CCM) (Brno, Ceska republika).

e Grampozitivni bakterie

o Staphylococcus aureus CCM 3953

o Enterococcus faecalis CCM 2541
e Gramnegativni bakterie

o Escherichia coli CCM 3954

o Pseudomonas aeruginosa CCM 3955
e Kvasinky

o Candida albicans CCM 8215
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4.1.6 Agarovy diskovy difuzni test

Ke stanoveni antimikrobidlnich ucinkti esencialniho oleje byl pouzit Mueller-Hintontiv (MH)
agar pro bakterie (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeruginosa), MALT agar pro kvasinky (Candida albicans). Byla piipravena
bakteridlni suspenze s turbiditou podle stupnice McFarlanda odpovidajici stupni 0,5;
tj. 108 CFU-ml. Takto p¥ipravenou suspenzi byl agar inokulovan danym mikroorganismem.
Poté se na agar aplikoval sterilni disk, na ktery bylo pipetovano 8 ul esencialniho oleje. Bakterie
byly inkubovany 24 h pti 37 °C, kvasinky 48 h pifi 37 °C. Po inkubaci byla citlivost
mikroorganismu na esencidlni olej vyhodnocena podle priméru inhibi¢ni zény (mm).
Pfitomnost inhibi¢ni zény znac¢i antimikrobidlni aktivitu proti testovanym bakteriim

a kvasinkam.

4.2 Antioxidacéni aktivita

Antioxidacni aktivita esencidlnich oleji byla stanovena DPPH radikdlovym testem.
Spektrofotometricky byl sledovan pokles absorbance pii 517 nm po uplynuti konstantniho ¢asu

(15 minut). Jako standard byl pouzit Trolox.

4.2.1 Chemikalie

e DPPH radikal (Sigma-Aldrich, Praha, CR),
e standard Trolox (Sigma-Aldrich, Praha, CR),
e ethanol (Sigma-Aldrich, Praha, CR),

e demineralizovana voda.

4.2.2 Vzorky

Esencialni olej z kvétu hiebickovce kofenného byl zfedén pipetovanim 10 pl EO a doplnénim

na objem 10 ml ethanolem. Ostatni esencialni oleje nebyly upravovany.

4.2.3 Pristroje a pomucky

e Spektrofotometr Libra S22 (Biochrom, Cambridge, Spojené kralovstvi),
o Kkyvety,

e mikrostiikacka Hamilton,

e automaticka pipeta a Spicky,

e tmavé nadobky s uzavérem,
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e sklenéné baiiky se zabrusovym uzavérem o objemu 5 ml.

4.2.4 DPPH test
4.2.4.1 Ptiprava DPPH radikalu

DPPH radikal byl ptipraven odvazenim 0,05 g tuhého DPPH radikalu a dopIlnénim ethanolem

na objem 250 ml.

4.2.4.2 Ptiprava standardu a kalibra¢ni fady

Pro piipravu roztoku standardu Troloxu bylo odvazeno na analytickych vahach 0,025 g Troloxu
a doplnéno ethanolem na objem 25 ml. Takto pfipraveny standard mél koncentraci
1000 pg-ml . Standard byl dale desetkrat ziedén odpipetovanim 1 ml a doplnénim ethanolem

na objem 10 ml.

Kalibra¢ni fada Troloxu byla pfipravena odpipetovanim 300, 240, 180, 120, 60, 30 pl
ziedéného standardu (Tabulka 22), 1,5 ml zfedéného DPPH radikalu a doplnéna ethanolem
na objem 10 ml. Reakéni smés byla ponechana 15 minut na tmavém misté bez pfistupu svétla

a poté méfena. Vysledky kalibrace jsou uvedeny v kapitole vysledky v tabulce 22 a grafu 6.

4.2.4.3 Ptiprava vzorkil pro méfeni antioxidacni aktivity

Bylo pipetovano 10 pl esencidlniho oleje, 500 ul DPPH radikalu v absolutnim ethanolu
a doplnéno 490 pl ethanolem na celkovy objem 1 ml. Reakéni smés byla uskladnéna v uzaviené
nadobce 15 minut na tmavém misté bez pfistupu svétla a poté méfena. Soucasné byl pfipraven
slepy vzorek odpipetovanim 500 pl DPPH radikalu v absolutnim ethanolu a doplnény

ethanolem na 1 ml.

4.2.4.4 Mg¢teni antioxidacni aktivity

Absorbance piipravenych roztokti byla méfena na UV/Vis spektrofotometru Libra S 22
pii vinové délce 517 nm proti slepému vzorku. Test byl opakovan vzdy dvakrat pro kazdy

vzorek. Inhibice radikalu (I %) byla vypoc¢tena pomoci nasledujiciho vzorce (4):
1 (%) = 100 - L2 4)
0

A je absorbance slepého vzorku a As je absorbance vzorku s esencialnim olejem. Celkova AOX
aktivita byla vyjadfena v ekvivalentech pouzitého standardu (Troloxu) a byla vypocitana

Z vypocitané procentudlni inhibice a kalibra¢ni rovnice standardu.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

V této casti diplomové prace jsou uvedeny vysledky vytéznosti esencidlnich oleji z parni
destilace a hydrodestilace. Dale jsou zde shrnuty vysledky analyz esencialnich oleji levandule
1ékarskeé, vaviinu uslechtilého, hiebickovce kofenného a fenyklu obecného pomoci GC-MS
a GC-FID. Vysledky jsou uvedeny formou tabulek a aromaprofili zobrazenych pomoci
bublinovych grafti. V tabulkach s vysledky z chromatografické analyzy jsou uvedeny pouze
latky, které byly identifikovany v knihovnach spekter se shodou 80 % a vice a ovéreny podle
vypocitanych retencnich indexd a jsou rozdéleny podle tiid terpend. Pro lepsi orientaci je
v tabulkach obsah slozek uveden v relativnich procentech, dale byl obsah jednotlivych slozek
vztaZen na vnitini standard n-nonan a vypo¢ten v mg/ml EO a tato hodnota byla vyjadfena ve formé
,» T, kde pocet + odpovida rozmezi zastoupeni slozky, jak je uvedeno v tabulce 7. Plochy kruht
v bublinovych grafech odpovidaji pfisluSnym plocham pik chromatogramu, ktery zahrnuje
soucet intenzit vSech métenych iontli ve spektru (TIC — Total lon Current) ajsou v nich
zobrazeny vSechny nalezené slouceniny, které jsou fazeny podle jejich experimentalné
zjisténych retencnich indexti. Dale jsou v ptiloze uvedeny ukazkové chromatogramy z GC-MS
analyz. Vysledky ur¢eni antimikrobidlni a antioxida¢ni aktivity uvedenych esencidlnich olejii
jsou shrnuty ve formé tabulek. Vysledky agarového diskového diftizniho testu jsou v praci

uvedeny také ve formé fotografii.

Tabulka 7: Prrevod zastoupeni jednotlivych identifikovanych slozek na pocet ,, +*;
obsah jednotlivych slozek byl vztazen na vnitini standard n-nonan

Pocet ,,+ Obsah slozky (mg/ml esencialniho oleje)
+ do1l
++ 1-10
+++ 10-100
++++ 100-1000

5.1 Vliv zpusobu izolace esencialnich oleju z vybranyvch matric na vyté€znost

Hydrodestilace a parni destilace byla provedena vzdy dvakrat do chvile, kdy se jiz Zadny
esencialni olej nedestiloval. Z grafu 1 je patrné, Zze vytéznost v obou pouzitych destila¢nich
technikach je rozdilna, z ¢ehoz vyplyva, ze pouzitd extrakéni technika ma vliv na vytézek
extrakce. Parni destilaci bylo dosazeno V ptipadé levandule (o 0,59 %) a hiebicku (o 1,97 %)

vyssi vytéznosti nez hydrodestilaci. Naopak u fenyklu (o 0,24 %) a vavtinu (o 0,16 %) bylo
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dosazeno vyssi vytéznosti hydrodestilaci. Zna¢nou nevyhodou obou pouzitych destilaénich
technik je doba potfebna k zisku maximalni vytéznosti esencialniho oleje. SD probihala
po dobu 260 — 345 minut, HD po dobu 220 — 310 minut. Ac¢koliv SD a HD jsou pouzivany
jako referen¢ni metody k extrakci esencialnich oleji, vzhledem k uspoie Casu by bylo
vhodnéjsi pouzit k izolaci esencidlniho oleje jinou extrakéni metodu, kterou by Slo ziskat

srovnatelné vytézky v krat§im ¢asovém intervalu.

Tabulka 8: Vysledky priimérné procentudlni vytéznosti esencidlnich olejii

se smerodatnou odchylkou z hydrodestilace a parni destilace

Rostlinny material SD (% m/m) HD (% m/m)
Levandule 1ékaiska 2,82+0,04 2,23+0,05
Vavfin uslechtily 0,79+0,07 0,95+0,06
Hiebickovec kotenny 11,91+0,12 9,94+0,02
Fenykl obecny 0,75+0,03 0,99+0,05
14,00
11,91
12,00 =
9,94
10,00
S
= 8,00
g
;g 6,00 ®SD
ES ®HD
4,00 2,82
2,23
2,00 I-' E 079 0,95 0,75 099
0,00 = =
Levandule Iékarska Vavrin uslechtily Hrebickovec korenny Fenykl obecny

Esencialni olej

Graf 1: Procentualni vytéznost esencidlnich olejii z rostlinného materidlu z hydrodestilace a parni destilace

5.1.1 Porovnani vytéznosti esencidlnich oleja s dostupnou literaturou

F. Chemat a kol. ve své studii porovnavaji mikrovinnou parni destilaci (MSD) a parni
destilaci v klasickém usporadani levandule 1ékatské. V této studii dosli k zaveéru, ze MSD
po 10 minutach poskytuje srovnatelné vytézky s vytézky ziskanymi SD po 90 minutéch,
coz zna¢né uSetii Cas pottebny k extrakci [58]. M. An a kol. pouzili k extrakci esencialniho
oleje zlevandule mikroextrakci tuhou fazi (SPME) a dosli kzavéru, ze SPME je
jednoduchou, cCasové uspornou a vysoce citlivou alternativou k tradicnim extrakénim

technikam pouzivanym k analyze esencialnich oleji [75]. Nicmén¢ jedna se pouze o techniku
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screeningovou, ktera je také znacné zavisla na experimentalnich podminkach, predev§im
na teplot¢ extrakce. D. V. Zheljazkov a kol. zkoumali ve své studii vliv doby destilace
levandule 1ékatské na vytéznost a SloZeni esencialniho oleje. Susené kvéty levandule destilovali
parni destilaci po dobu 1,5; 3; 3,75; 7,5; 15; 30; 60; 90; 120; 150; 180 a 240 minut. Vytézek
destilace exponencialné stoupal a maxima dosahl pfi 60 minutach extrakce. Vytéznost byla
v rozmezi 0,5 — 6,8 %. V nasi praci byla parni destilace levandule provadéna po dobu 260 minut
a vytéznost byla oproti maximu této studie podprimérna (2,82 %), coz miize byt zplisobeno
ruznymi faktory, mezi které patii napt. geograficky piivod materidlu nebo ristové podminky.
Ve studii je poukazovano také na vysokou vytéznost oleje oproti jinym studiim, coz ptisuzuji
tomu, ze byly destilovany pouze kvéty levandule bez zbytkt stonkt ¢i listd. Z tohoto poznatku
je mozné usuzovat, Ze pfi ndmi provedené parni destilaci levandule byla ziskana mensi
vytéznost, protoze susené kvéty levandule mohli obsahovat rezidua stonki a listl, ve kterych
nejsou pritomny olejové bunky [57]. C. Jianu a kol. ziskali esencialni olej z kvéta levandule
1ékatské parni destilaci a dosahli cca polovicni vytéznosti (1,13 %) oproti nasi praci (2,82 %).
Rozdil ve vytéznosti této prace, a i jinych praci a nasi mize byt dan riznym puvodem vzorku,

rozdilnou sklizni, nebo napftiklad zpisobem suseni esencialniho oleje [25].

G. Flamini a kol. studovali vliv pouziti mikrovinné energie ve spojeni s hydrodestilaci
pro extrakci esencidlniho oleje z vaviinu uslechtilého. Nejvyssi vytéznosti bylo dosazeno
pii hydrodestilaci s 300 W mikrovinnym systémem (1,13 %). Hydrodestilaci v klasickém
uspotadani bylo dosazeno vytéznosti 0,78 %. Nami ziskand vytéZznost esencidlniho oleje
Z hydrodestilace byla 0,99 %, coz je vysledek podobny obéma vysledkim ve studii,
avsak nejucinngjsi by se jevila hydrodestilace podporovand mikrovinnym ohfevem. Maly rozdil
ve vytéznosti ziskané hydrodestilaci v této studii a nasi praci miize byt stejn¢ jako v ptipadé
levandule zptsoben rozdilnym ptivodem vzorkd, dobou sklizné, nebo upravou vzorku

pted destilaci [43].

G. Wengiang a kol. extrahovali esencialni olej z hiebicku extrakci nadkritickym CO:2
a srovnavali vysledky s destilaci vodni parou a hydrodestilaci. VytéZnost esencialniho oleje
extrakci nadkritickym COz byla 19,56 %, coz je oproti vytéznosti ziskané SD a HD v této studii
1 nasi praci témeét dvojnasobek. SFE poskytuje vyssi vytéznost EO a také uSetii Cas potiebny
k extrakci EO oproti SD a HD, jak vyplyva z této prace. DalSim zjisténim v této studii byl vliv
velikosti ¢astic rostlinného materialu pfi SFE na vytézek extrakce. VytéZnost se zvySuje
se snizujicim se rozmérem castic rozmélnéného kvétu hiebicku. Toto je zplisobeno naruSenim

olejovych bun¢k kvétu hiebicku, ¢imz se olej snadnéji uvolni. Navic krat§i difuzni drahy
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V rozemletém rostlinném materidlu vedou k mensi odolnosti vii¢i diftizi mezi ¢asticemi. Z vyse
uvedeného vyplyva, Ze na vytéznost ma vliv pouzitd extrakéni technika, ale také velikost Castic
[24]. V nasi praci byly kvéty hiebi¢ku pouzity k destilaci SD a HD celé, coz mohlo zpusobit
mensi vytéznost, nez kdyby byly rozemleté. Pro piisti studie, které se budou zameérovat
na vytéznost esencialnich olejti by proto bylo lepsi rostlinny material rozemlit, pfipadné rozdrtit

a dale pozorovat vliv naruSeni struktury rostliny a velikosti ¢astic na vytéznost EO.

F. M. Hammouda a kol. extrahovali esencialni olej z fenyklu obecného hydrodestilaci,
mikrovinnou hydrodestilaci a extrakei nadkritickym CO2 Hydrodestilaci ziskali vytéznost
0,98 %, coz je téméf shodné snami ziskanou vytéznosti esencialniho oleje z fenyklu
hydrodestilaci (0,99 %). SFE (2,2 %) a mikrovinna HD (2,8 %) poskytly vétsi vytéznosti oproti
konvenéni hydrodestilaci. SFE a mikrovinna HD se tedy jevi zhlediska vytéznosti
jako u¢inngjsi extrakéni metoda esencialnich oleji oproti hydrodestilaci v klasickém
usporadani a mimo jiné také Setii ¢as, coz potvrzuje také vySe popsana studie Wengiang a kol.

[47].

Pii shrnuti poznatkl z na$i prace a literatury je zfejmé, Ze na vytéznost esencialniho oleje ma
vliv mnoho faktor. Jednd se o plvod rostlinného materialu, sklizen, Cistotu rostlinného
materialu, zda jsou ptfitomny pouze ¢asti rostliny obsahujici olejové bunky, nebo zda jsou
naruseny rostlinné buiiky ¢i nikoliv. Mimo jiné mé znacny vliv na vyt€Znost extrakce
esencidlniho oleje z rostlinného materidlu pouzitd extrakéni metoda. Nejvice je pouZivana
tradi¢ni parni destilace a hydrodestilace, avSak jsou zdlouhavé a napiiklad oproti extrakci
nadkritickou tekutinou nebo spojeni konvencnich destilaci s mikrovinnou energii také méné
ucinné. Jak se ukazalo ve studii Zheljazkov a kol. nemaly vliv na vytéZnost extrakce ma rovnéz
doba extrakce. VSechny tyto faktory je tfeba brat na zfetel pii srovnavani vysledkl nasi prace

s literaturou a v literatufe navzajem.

5.2 Identifikace a kvantifikace esencialnich oleju z vybranyvch matric

5.2.1 Levandule lékaiska

V esencidlnim oleji ziskaném parni destilaci kvéta levandule 1€katské bylo identifikovano 55
sloucenin (93,82 % plochy v TIC) z celkovych 214 pikd. V esencialnim oleji ziskaném
hydrodestilaci bylo identifikovano 50 slou¢enin (92,02 % plochy v TIC) z celkovych 244 piki.
Slozeni esencialnich oleji z ususenych kvéta Lavandula angustifolia Mill. ziskanych SD a HD

je rozdilné jak v procentualnim zastoupeni sloucenin, tak v pfitomnosti jednotlivych slouc¢enin
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Vv esencidlnich olejich z obou destilacnich technik. Celkové se esencialni oleje shoduji v 50
slouceninach. V esencialnim oleji ziskaném hydrodestilaci nebyl nalezen jeden monoterpenoid
(epoxy-a-terpenylacetat), 3 seskviterpeny (a-humulen, a-santalen, f-bourbonen) a jeden ester
(hexylkaprylat). Ani v jednom oleji nebyl obsazen Zadny derivat fenylpropenu. Obecné Ize fici,
ze esencialni olej z HD obsahuje o néco méné sloucenin nez esencidlni olej z SD, coz mlize byt
zpusobeno tim, Ze z fyzikalniho hlediska je parni destilace Setrnéjsi vici rostlinnému materialu,

oproti hydrodestilaci [26].

Esencialni oleje se sklddaji zejména z terpent a jejich oxidovanych slozek — terpenoida.
Nejrozsahlejsi skupinou latek v obou vydestilovanych olejich jsou monoterpenoidy
(SD - 80,73 %, HD — 77,18 %) viz Graf 2, znichZz nejvétsi zastoupeni ma linalool
(SD — 39,75 %, HD — 47,76 %), linalylacetat (SD — 25,89 %, HD — 13,27 %) a eukalyptol
(SD — 12,01 %, HD — 12,24 %). Tyto slozky jsou pfitomny v esencialnich olejich z HD i SD,
ale jak je patrné, maji riizné procentualni zastoupeni (Tabulka 9). V procentualnim zastoupeni
jednotlivych sloucenin byl nejvétsi rozdil zaznamenan u linaloolu, kde v esencialnim oleji
z HD je linaloolu 0 8,01 % vice nez v EO z SD, stejné tak geranylacetat ma o 1,18 % vyssi
zastoupeni v oleji z HD. Dalsi patrny rozdil v obsahu je u linalylacetatu, kde naopak v oleji
z SD je procentudlni rozdil v zastoupeni vétsi o 12,62 % nez v EO z HD, jak je patrné z grafu
2 atabulky 9. Tento rozdil je pravdépodobné dan del§im plsobenim vody v piipadé
hydrodestilace, kdy pfi styku s vodou dochazi k hydrolyze linalylacetatu za vzniku linaloolu.

Také z tohoto divodu je vice linaloolu obsazeno v oleji z HD nez v oleji z SD.

Pokud bychom hodnotili zastoupeni jednotlivych slozek podle poctu ,,+*, pak v oleji z HD bylo
17 sloucenin v rozmezi jednoho ,,+*, v oleji z SD 22 sloucenin. V rozmezi ,,++* bylo v ptipadé
oleje zHD 24 sloucenin, Vv oleji zSD 27 sloucenin. Do rozmezi ,,+++* spadaly z SD 4
slouceniny, z HD 5 sloucenin. Z SD byly nejvice zastoupeny a zafazeny do kategorie ,,++++
3 slouceniny, a to linalool, linalyl acetdit a eukalyptol. Zatimco voleji zHD byly
do této kategorie zarazeny pouze 2 slouceniny (linalyl acetat a eukalyptol) a linalool byl
na rozdil od SD zafazen do kategorie ,,+++++“ s obsahem v rozmezi 500-1000 mg/ml EO.
Nejpocetnéji se v obou esencialnich olejich SD i HD vyskytovaly slouceniny s obsahem
v rozmezi 1-10 mg/ml EO. Zastoupeni mnozstvi latek podle obsahu v jednotlivych skupinach

bylo lehce rozdilné u obou destilacnich metod.
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5.2.1.1 Porovnani chemického sloZeni esencialniho oleje zlevandule lékaiské

s dostupnou literaturou

V ¢lanku Filly A. a kol. urcovali chemické slozeni a procentualni zastoupeni slozek
Vv esencialnim oleji ziskaném z usuSenych kvéti levandule, mimo jinych metod, také parni
destilaci a hydrodestilaci. Levandule pochazela z jizni Francie a byla sklizena v ¢ervenci.
Ziskany esencialni olej byl vysusen bezvodym siranem sodnym a nasledn¢ podroben analyze
GC-MS na kolon¢ HP1-MS a GC-FID na kolon¢ HP1. Celkem bylo identifikovano 44
sloucenin v oleji z HD a 43 sloucenin z oleji z SD, oproti tomu v nasi praci bylo identifikovano
vice sloucenin (50 — HD a 55 — SD) Dosli k zavértim, Ze v obou olejich byly nejvice zastoupeny
monoterpeny a jejich oxidované slozky, stejné jako v naSem experimentu. Konkrétné byl
nejvice zastoupen linalool (HD — 30,1 %, SD — 28,1 %), linalylacetat (HD — 13,7 %,
SD — 21,8 %) a eukalyptol (HD — 3,8 %, SD — 4,5 %), stejné jako v této praci. Procentualni
zastoupeni se oproti naSemu experimentu liSi, avSak linalool je stejn¢ jako v nasi praci
zastoupen vice v esencialnim oleji z HD, a naopak linalylacetat je vice zastoupen v EO z SD.
Pravdépodobny diivod rozdilného zastoupeni téchto dvou slozek je popsan vySe (kapitola
5.2.1). Navic esencidlni olej ve vySe popsané studii obsahoval ve vétsim procentualnim
zastoupeni (nad 3 %) kafr, borneol, a-terpineol a levandulylacetat oproti nasi praci, kde byly

tyto slozky obsaZeny v mnozstvi mensim nez 1 % [76].

L.T. Danh a kol. extrahovali esencialni olej z usuSenych kvéta levandule lékarské tfemi
riznymi extrakénimi metodami — hydrodestilaci, extrakei nadkritickym CO:2 a extrakci
hexanem. Levandule pochazela z Australie a pred extrakci byly jeji kvéty rozmélnény na mensi
kusy. Esencialni oleje byly po destilaci vysuSeny bezvodym siranem sodnym a nasledné
analyzovany GC-MS na koloné¢ HP5-MS; stejné jako v nasi praci a GC-FID na kolon¢ AT-5.
Celkem identifikovaly 45 sloucenin, z toho 40 v oleji z HD. V nasem oleji ziskaném HD bylo
identifikovano 50 sloucenin, tj. o 5 sloucenin vice. Dale identifikovali v extraktu ziskaném SFE
32 sloucenin a 31 sloucenin v esencialnim oleji ziskaném extrakci hexanem. Hlavni slozky
ve vSech tfech extraktech tvorily linalool, kafr, borneol a linalylacetat. V esencialnim oleji
z HD tyto Ctyfi slozky tvortily 78,15 %. Zatimco v nasi praci byly zastoupeny hlavné linalool,
linalylacetat a eukalyptol a tyto hlavni slozky tvofily 73,47 %. Borneol v nasem oleji nebyl
identifikovan. Faktem je, Ze majoritn¢ zastoupenou slozkou je v obou ptipadech esencidlnich
oleji ziskanych hydrodestilaci linalool (52,6 % v praci L.T.Danh a 47,96 % v nasi praci).
Nejvetsi rozdil je v nasi préci v pritomnosti eukalyptolu (12,24 %), ktery je ve studii L. T. Danh
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a kol. zastoupen pouze 1,51 % a neptitomnosti borneolu v nasi praci, ktery je v této studii
zastoupen 7,5 % [26].

Ve studii Zheljazkov a kol. sledovali kromé¢ vlivu doby extrakce (parni destilace)
na vytéznost také vliv na chemické slozeni esencialniho oleje z levandule. Ze studie vyplynulo,
ze doba extrakce méla kromé vlivu na vytéznost, také vliv na slozeni ziskaného esencidlniho
oleje. Hlavni slozky — eukalyptol, fenchol, kafr a linalylacetat mély v riznych ¢asech rizné
procentualni zastoupeni. Zastoupeni eukalyptolu (35 %) a fencholu (2,9 %) bylo nejvétsi
pfi extrakci trvajici 1,5 minuty a poté se snizovalo. V nasi praci byl eukalyptol zastoupen
12,01 % po parni destilaci trvajici 260 minut. Kafr byl nejvice zastoupen v esencidlnim oleji
ziskaném extrakei trvajici 15 minut (9,2 %), Vv nasi praci byl po 260minutové destilaci vodni
parou zastoupen pouze 0,34 %. Koncentrace linalylacetatu byla nejvEétsi v extraktu
po 30 minutach (38 %), v nasi praci po 260 minutach byl zastoupen pouze 25,89 %. Linalool,
ktery byl v nasem oleji ziskaném parni destilaci zastoupen nejvice, nebyl v esencidlnim oleji
Z této prace vubec obsazen. Z vySe uveden¢ho vyplyva, Ze doba extrakce ma znacny vliv
jak na vytéznost, tak na chemické slozeni esencialniho oleje a je tfeba ji brat na zietel

pii srovnavani vysledkd analyz s dalsi literaturou [57].

C. Jianu a kol. provedli GC-MS analyzu esencialniho oleje z levandule 1ékaiské ziskaného
parni destilaci. UsuSené levandulové kvéty pochazely z Rumunska a byly sklizeny v ¢ervenci.
Vydestilovany esencialni olej byl susen bezvodym siranem sodnym. Celkem identifikovali
22 sloucenin, coz je cca o polovinu mén¢ nez v nasi praci. Nejveétsi zastoupeni ze sloucenin meél
karyofylen (24,12 %), B-felandren (16 %) a eukalyptol (15,69 %). Linalool a linalylacetat
neobsahoval esencialni olej viibec, nebo pouze ve stopovém mnozstvi. V nasi préaci byl
karyofylen zastoupen pouze 2,3 %, p-felandren pfitomen nebyl a eukalyptol byl zastoupen

12,24 %. Jedina spole¢na hojné zastoupena slozka v obou EO byl eukalyptol [25].

V praci F. Chemat a kol. srovnavali chemické slozeni esencialniho oleje ziskaného dvéma
destilacnimi metodami — parni destilaci a parni destilaci podporovanou mikrovinnym
ohievem. Levandule byla sklizena v ¢ervnu v severni Italii a nasledné byla ususena. Ziskany
EO byl susen bezvodym siranem sodnym a poté podroben analyze GC-MS na koloné SBP-5™,
Chemické slozeni esencialnich olejii z obou destila¢nich metod bylo velmi podobné. Nejvice
byly stejné jako v nasi praci zastoupeny monoterpenoidy (F. Chemat — 78,3 % MASD,
75,1 % SD; nase prace — 82,7 % SD). Z nich byl nejvice zastoupen stejné jako v nasi praci

linalool, eukalyptol a linalylacetat. Navic obsahoval ve vétsim mnozstvi kafr, borneol

69



a terpinen-4-ol oproti nasemu EO z SD. Ve studii je uvedeno, ze MASD poskytuje oproti SD

v klasickém uspofadani zna¢nou vyhodu v Setfeni energie a nakladu [58].

Sedesat slou¢enin bylo identifikovano skupinou C. Da Porto a Kkol. v esencialnich olejich
ziskanych mimo jiné hydrodestilaci a extrakei nadkritickym CO2. Levandule pochazela
ze severovychodni Italie, byla sklizena v Cervenci, nasledné ususena a dale byly pouzity celé
kvéty. V esencialnim oleji analyzovaném GC-MS na koloné DB-5 byly nejvice zastoupeny
monoterpenoidy (74,91 %) podobné jako v praci Chemat a kol. Esencialni olej obsahoval hlavni
slozky linalool, linalylacetat, kafr, borneol a terpinen-4-ol stejné jako v praci F. Chemat a kol.
a L. T. Danh a kol. S nasim olejem ziskanym HD se procentualni zastoupeni témét shodovalo
pouze u linaloolu a linalylacetatu. C. Da Porto také uvadi, ze v extraktu z SFE bylo ziskano
vice seskviterpeni nez vextraktu zHD [77]. To bylo potvrzeno také v na$i studii
(seskviterpeny SD — 10 sloucenin, 5,66 %; HD — 7 sloucenin, 3,29 %).

L. Lesage-Meessen a kol. ve své reSersi uvadi, Ze esencialni olej z levandule je charakterizovan
ptitomnosti linaloolu, linalylacetatu a eukalyptolu, které jsou nejvice zodpovédné za jejich
charakteristickou viini a biologické vlastnosti. Toto tvrzeni potvrzuje nase prace, kde byly tyto
tii slozky zastoupeny nejvice [36]. AvsSak z vySe patrnych odlisnosti ve slozeni esencialnich
oleju, kde jsou nékteré slozky v riznych studiich zastoupeny vice, jinde méné nebo viibec,
mohou byt zpisobeny riznymi vnéj$imi i vnitinimi faktory, napf. enviromentalnimi faktory
(klimatickymi, sezonnimi, geografickymi), genetickymi rozdily rostlin ¢i podminkami extrakce
nebo analyzy. Konkrétn¢ mtize mit vliv na sloZzeni EO odrada rostliny, podminky rtstu rostliny,
doba sklizné a dalsi [78]. Ve vSech vysSe popsanych studiich byly nejvice zastoupeny
monoterpeny a jejich oxidované formy. Linalool a linalylacetat byl zastoupen ve vétsin€ praci
nejvice, stejné¢ jako v nasi praci, u ostatnich sloZek esencidlnich olejli byly patrné rozdily.
Podminky extrakci se Casto liSily, rostlinny materidl pochazel od riznych dodavatelti, z riznych
klimatickych podminek, ruzné doby sklizné a byly rtuzn¢ zpracovany, chromatograficka
separace byla provedena na riiznych kolonach. Nami ziskané esencialni oleje nebyly na rozdil
od ostatnich praci suSeny bezvodym siranem sodnym, coZ mohlo mit také ngjaky vliv

na chemické slozeni EO.
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1.

Tabulka 9: Identifikované slouceniny v esencidlnich olejich ziskanych parni destilaci a hydrodestilaci levandule lékarské a jejich procentudlni zastoupeni

Relativni obsah slozky

Vyjadi‘eni koncentrace v mg/mi

Skupina latek Latka CAS dislo RI (%) EO
SD HD SD HD
Vinyl amyl karbinol 3391-86-4 981 0,14 0,16 + ++
2-ethylhexanol 589-98-0 998 0,18 0,21 ++ ++
Hexylacetat 142-92-7 1015 0,27 0,39 ++ ++
3-Oktylacetat 4864-61-3 1126 0,02 0,04 + +
ALKOHOLY, Hexylisobutyrat 2349-07-7 1150 0,24 0,29 ++ ++
ESTERY Hexylbutyrat 2639-63-6 1193 0,54 1,43 ++ +++
Hexylisobutylkarbonat 10032-15-2 1238 0,04 0,44 + ++
Hexylisovalerat 10032-13-0 1243 0,28 0,31 ++ ++
Hexyltiglat 16930-96-4 1331 0,26 0,30 ++ ++
Hexylkaprylat 1117-55-1 1386 0,08 - + -
a-Thujen 2867-05-2 925 0,04 0,04 + +
a-Pinen 80-56-8 929 0,50 0,59 HH+ ++
Kafren 79-92-5 943 0,58 0,01 + +
Sabinen 3387-41-5 969 0,26 0,21 ++ ++
S-Pinen 127-91-3 971 0,96 1,02 HH+ S
MONOTERPENY Myrcen 123-35-3 991 0,43 1,07 ++ +++
0-Cymen 527-84-4 1022 0,14 0,04 ++ +
a-Ocimen 3338-55-4 1038 0,65 0,91 ++ ++
S-Ocimen 3779-61-1 1048 0,22 0,73 ++ ++
y-Terpinen 555-10-2 1057 0,07 0,21 + ++
a-Terpinolen 586-62-9 1086 0,03 0,22 + ++
Kafr 76-22-2 1140 0,34 0,33 ++ ++




¢l

Skupina latek

Latka

CAS ¢dislo

RI

Relativni obsah slozky

Vyjadieni koncentrace v mg/mi

(%) EO
SD HD SD HD
MONOTERPENY Verbenol 473-67-6 1143 0,01 0,03 + +
trans-Geraniol 9007-92-5 1229 0,04 0,31 ++ ++
Eukalyptol 470-82-6 1025 12,01 12,24 +H++ +H++
cis-Sabinen hydrat 15537-55-0 1065 0,26 0,02 ++ +
Linalool 78-70-6 1099 39,75 47,96 ++++ 4+
Hotrienol 20053-88-7 1105 0,29 0,33 ++ ++
trans-Pinocarveol 547-61-5 1135 0,01 0,01 + +
Nerol oxid 1786-08-9 1155 0,01 0,09 + +
Pinokarvon 30460-92-5 1159 0,09 0,31 ++ +
Isoborneol 10385-78-1 1163 0,04 0,10 + ++
o-Terpineol 7299-42-5 1165 0,36 0,05 ++ +
MONOTERPENOIDY Terpinen-4-ol 562-74-3 1175 0,57 0,76 ++ ++
Cryptone 500-02-7 1184 0,16 0,10 ++ +
a-Terpineol 98-55-5 1189 0,83 0,96 ++ +++
Linalylacetat 115-95-7 1256 25,89 13,27 ++++ ++++
Bornylacetat 92618-89-8 1284 0,03 0,03 + +
Levandulylacetat 25905-14-0 1292 0,23 0,26 ++ ++
Epoxy-a-terpenylacetat 80-26-2 1352 0,13 - ++ -
Nerylacetat 141-12-8 1365 0,07 0,69 + ++
Geranylacetat 105-87-3 1384 0,18 1,36 ++ -
Levandulylbutyrat 17609-96-0 1510 0,05 0,05 + +
SESKVITERPENY S-Bourbonen 5208-59-3 1382 0,01 - + -
Seskvithujen 58319-05-5 1405 0,03 0,02 + +




Relativni obsah slozky

Vyjadieni koncentrace v mg/mi

Skupina latek Latka CAS dislo RI (%) EO
SD HD SD HD
S-Karyofylen 13877-93-5 1416 2,03 0,85 +++ ++
a-Santalen 512-61-8 1418 0,23 - + -
trans-oa-Bergamoten 13474-59-4 1434 0,18 0,08 ++ +
SESKVITERPENY S-Seskvifelandren 20307-83-9 1442 0,02 0,01 + +
a-Humulen 6753-98-6 1450 0,02 - + -
cis-p-Farnesen 18794-84-8 1457 0,57 0,17 ++ ++
epi-a-Bisabolol 23178-88-3 1682 1,86 1,95 +++ e+
D-Germakren 105453-16-5 1478 0,71 0,21 ++ ++
SESKVITERPENOIDY Karyofylen oxid 1139-30-6 1579 0,82 0,90 + ++
DITERPENOIDY Fyton 502-69-2 1844 0,06 0,02 + +

Vysvetlivky vyjadreni koncentrace sloucenin v mg/1 ml esencidlniho oleje v ,,+*: ,,+*“ do 1 mg/ml, ,, ++ 1-10 mg/ml, ,, +++“ 10-100 mg/ml,

,, +4+++100-500 mg/ml, ,, +++++“ 500-1000 mg/ml

,,-“ Sloucenina nebyla pritomna.
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Tabulka 10: Prehled porovnani extrakcnich metod pouzitych v dostupné literatuie pro levanduli lékaiskou

sodnym

Uprava Uprava
Extrakéni Pocet id. )
Pivod vzorku | rostlinného esencialniho | Analyza | Kolona Hlavni slozky (%) Literatura
metoda ) sloucenin
materialu oleje
Linalool (SD-28,1 %, HD-30,1 %),
SuSeni )
HP1- linalylacetat (SD-21,8 %,
) . Susené celé bezvodym GC-MS, SD-43
Jizni Francie SD, HD MS, HD-13,7 %), [76]
kvéty siranem GC-FID HD-44
HP1 eukalyptol (SD-3,8 %, HD-4,5 %)
sodnym
Suseni ) )
Susené HD, (SFE, HP5- Linalool (HD-52,6 %), linalylacetat
) bezvodym GC-MS, HD-40
Australie rozmélnéné extrakce MS, (HD-9,27 %), kafr (HD-8,79 %), [26]
siranem GC-FID
kvéty hexanem) AT-5 borneol (HD-7,5 %)
sodnym
SD - )
o Eukalyptol (1,5 min-35 %), fenchol
Kalifornie, Susené celé srovnani ) )
neuvedeno GC-FID DB-5 neuvedeno | (1,5 min-2,9 %), kafr (15 min-9,2 [57]
USA kvéty doby ] )
) %), linalylacetat (30 min-38 %)
destilace
Suseni
Factor
Susené celé bezvodym Karyofylen (24,12%), p-felandren
Rumunsko SD GC-MS | Four™ 22 [25]
kvéty siranem V.35 (16 %), eukalyptol (15,69 %)




9.

Uprava Uprava
Extrakéni Pocet id. .
Pivod vzorku | rostlinného esencialniho | Analyza | Kolona Hlavni slozky (%) Literatura
metoda ) sloucenin
materialu oleje
Linalool (SD-46,85 %, MASD-
47,82%), eukalyptol (SD-7,23 %,
Suseni MASD — 7,29 %), linalylacetat
) Susené celé bezvodym SD-35 (SD-11,9 %, MASD-10,74 %), kafr
Severni Italie SD, MASD GC-MS | sSBP5™ [58]
kvéty siranem MASD-35 (SD-10,23 %, MASD-11,82%),
sodnym borneol (SD-4,07 %, MASD-4,15
%), terpinen-4-ol (SD-5,54 %,
MASD-5,94 %)
linalool (HD-35,96 %), linalylacetat
(HD-21,74 %), terpinen-4-ol (HD-
Severovychod | Susené celé | HD, (SFE
. neuvedeno GC-MS DB-5 Celkem 60 6,57 %), kafr (HD-5,56 %), [77]
ni Italie kvéty s COy)

eukalyptol (HD-3,98 %), borneol
(HD-2,71 %)




5.2.2 Vavftin uslechtily

V esencialnim oleji ziskaném parni destilaci listi vaviinu uSlechtilého bylo identifikovano
74 sloucenin (83,64 % ploch v TIC) z celkovych 218 pika. V esencialnim oleji ziskaném
hydrodestilaci bylo identifikovano 54 slouc¢enin (87,9 % ploch v TIC) z celkovych 263 piki.
V obou esencialnich olejich bylo identifikovano 49 stejnych sloucenin s riznym relativnim
procentualnim zastoupenim. 34 sloucenin bylo obsazeno pouze v jednom z oleji. SloZeni
esencialnich oleji z vaviinu ziskanych SD a HD je rozdilné jak v procentualnim zastoupeni
latek, tak v pfitomnosti jednotlivych sloucenin Vv esencidlnich olejich z obou destilacnich
technik. Nejrozsahlejsi skupinou latek v obou vydestilovanych olejich jsou monoterpeny
(SD — 30,18 % plochy v TIC, HD — 26,52 % plochy v TIC) a jejich oxidované formy
(SD - 48,92 % plochy v TIC, HD — 57,78 % plochy v TIC) (Graf 3). Dale oba oleje obsahovaly
seskviterpeny, seskviterpenoidy, diterpenoidy, derivaty fenylpropenu a ostatni (alkoholy,

karbonyly a estery).

Konkrétné byl nejvice zastoupen a-pinen (SD — 10,92 %, HD — 8,92 %), sabinen (SD — 13,72 %,
HD — 10,41 %), eukalyptol (SD — 26,99 %, HD — 37,29 %) a a-terpinylacetat (SD — 17,46 %,
HD — 15,33 %). Tyto hlavni slozky vaviinového esencidlniho oleje jsou piitomny
v esencialnich olejich zHD i SD, ale maji rizné procentualni zastoupeni (Tabulka 11).
V procentualnim zastoupeni jednotlivych sloucenin byl nejvétsi rozdil zaznamenan
u eukalyptolu, kde v esencialnim oleji z HD bylo o 10,3 % vice nez v EO z SD. Dalsi patrny
rozdil v obsahu byl u a-pinenu (0 2 %), sabinenu (o 3,31 %) a a-terpinylacetatu (o 2,13 %),
kde naopak v oleji z SD bylo vétsi relativni procentualni zastoupeni nez v oleji z HD (Graf 3,
Tabulka 11).

Pokud bychom hodnotili zastoupeni jednotlivych slozek podle poctu ,,+*, pak v esencidlnim
oleji z SD bylo 39 sloucenin v rozmezi ,,+*, zatimco v oleji z HD bylo 22 sloucenin. V rozmezi
T+ bylo v ptipad¢ oleje z HD 23 sloucenin, v oleji z SD bylo 27 slou¢enin. Do rozmezi ,,+++
spadaly z SD 4 slouceniny, z HD 5 sloucenin. Z SD i HD byly zafazeny do kategorie ,,++++
4 stejné slouceniny a to a-pinen, sabinen, eukalyptol a a-terpinylacetat. Tyto 4 slouceniny
zaujimaly nejv¢Etsi obsah v obou esencialnich olejich, z SD i HD, a to v rozmezi 100-500 mg/ml
esencialniho oleje. Do kategorie ,,+++++“ nebyla ani z jednoho EO zafazena Zadna sloucenina.
Zastoupeni mnozstvi latek podle obsahu v jednotlivych skupinach bylo rozdilné u obou
destila¢nich metod. U parni destilace byla nejpocetnéjsi skupina ,,+“ v rozmezi do 1 mg/ml EQ,

zatimco u hydrodestilace to byla skupina ,,++“ v rozmezi 1-10 mg/ml EO.
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5.2.2.1 Porovnani chemického slozeni esencialniho oleje z vaviinu uslechtilého

s dostupnou literaturou

Pro srovnani, v diskuzi kolektivu autort Flamini G. a kol. ziskali hydrodestilaci listd vaviinu
uslechtilého sklizeného v dubnu esencidlni olej, ktery byl podroben analyze GC-MS
na kapilarni kolon¢ HP-5. Listy vaviinu uslechtilého pochazely z Italie. V esencidlnim oleji
byly nejvice zastoupeny monoterpeny (17,37 % plochy v TIC) a jejich oxidované formy
(60,43 % plochy v TIC) jako v této praci. Z jednotlivych slozek byl nejvice zastoupen
eukalyptol (35,7 %), a-terpinylacetat (9,3 %), sabinen (6,5 %) a a-pinen (3,2 %) stejné jako
v této praci. Esencidlni olej kolektivu Flamini G. obsahoval navic ve vétSim mnozstvi
trans-sabinenhydrat (9,7 %), methyleugenol (6,8 %) a eugenol (4,8 %). Navic i vytéZznost

esencialniho oleje z hydrodestilace byla podobna (méné nez 1 %) [43].

Ve studii M.C. Diaz-Maroto a kol. provedli headspace mikroextrakei tuhou fazi spojenou
s GC-MS. Jako kolona byla pouzita SPB-1. Vzorek bobkového Ilistu byl ususen
a homogenizovan. V extraktu bylo identifikovano 23 sloucenin, coz je oproti naSemu extraktu
z SD (76) a HD (56) o dost méné. Nejvice byl zastoupen eukalyptol (19,2 %), linalool (10,8 %),
terpinylacetat (12,3 %) a methyleugenol (5,9 %). Ve srovnani s nasi praci se shoduje velké
zastoupeni pouze u eukalyptolu (SD — 26,99 %, HD — 37,29 %), avSak i ten je v naSem
experimentu zastoupen vice nez v této studii. Nelze ovSem takto pfimo hodnotit zcela rizné
extrakéni metody jako je HS-SPME a SD nebo HD. Autofi studie uvadéji, ze HS-SPME
ve spojeni s GC-MS je rychld a jednoducha metoda umoznujici extrakci a identifikaci t€kavych
sloucenin z riznych druht rostlin, dale konstatuji, ze ptidani vnitiniho standardu do vzorkt

umoziuje zlep$eni opakovatelnosti vysledku [79].

I. H. Sellami a kol. zkoumali zmény v chemickém slozeni esencialniho oleje z vaviinu
uslechtilého v zavislosti na pouzité susici metodé rostlin. Celkem bylo ve studii pouzito 6
ruznych susicich metod. Esenciélni oleje z Cerstvych a susenych vzorki vaviinu byly izolovany
hydrodestilaci a analyzovany GC-MS na kapilarni kolon¢ HP5-MS. Kolona s ekvivalentni
staciondrni fazi byla pouzita i pfi naSem experimentu. Vysledky ukézaly, ze pfisuSeni
rostlinného vzorku vzduchem pfi teploté okoli a suSeni infracervenym zatenim pfi teploté 45 °C
vyznamné vzrostl obsah esencialniho oleje. Hlavni slozky eukalyptol, methyleugenol, terpinen-
4-ol, linalool a eugenol vykazovaly vyznamné odchylky pifi rlznych suSicich metodéch.
Koncentrace téchto sloucenin vyznamné vzrostla v ptipad¢ suSeni vzduchem pii teploté okoli.

V nasi praci byl nejvice zastoupen eukalyptol (HD - 37,29 %), a-terpinylacetat
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(HD — 15,33 %), a-pinen (HD — 8,92 %) a sabinen (HD — 10,41 %). Oproti tomu v této studii
byl a-pinen zastoupen v setinach procenta, sabinen byl zastoupen oproti nasemu oleji cca
polovi¢n€, naopak eukalyptolu bylo v nasSi praci t€éméf o polovinu méné nez V této studii
a terpinylacetat byl zastoupen pouze v desetinach procenta oproti nasi praci. Jak autofi uvadi
na slozeni EO ma zna¢ny vliv suseni vzorku, a i proto se nejspise na§ EO ziskany HD lisi

od jejich oleju [80].

Kolektiv autorit E. Derwich provedli hydrodestilaci vaviinovych listd pochazejicich
ze severniho Maroka a sklizenych v mésici dubnu. Hydrodestilace probihala 2,5 hodiny.
Ziskany esencialni olej byl poté analyzovan GC-MS a GC-FID na koloné¢ HP5-MS, stejné
jako v nasem experimentu. Celkem bylo identifikovano 26 sloucenin, coz je o 30 sloucenin
méné nez v naSem esencidlnim oleji ziskaném hydrodestilaci. Hlavni slozky v ziskaném
esencialnim oleji byly — eukalyptol (52,43 %), a-terpinylacetat (8,96 %), sabinen (6,13 %)
a a-pinen (3,72 %) stejné jako v nasi praci. Relativni procentualni obsah slozek v oleji se lisil
od nasi prace, avSak oba oleje obsahovaly jako dominantni slozku eukalyptol. Jak autofi uvadi,
eukalyptol je zodpoveédny za charakteristickou pfichut’ tohoto koteni. Proto by se dalo o¢ekavat,
ze nas bobkovy list by byl pfi pouzivani v kuchyni nejspiSe chutové méné vyrazny, protoze
v oleji ziskaném hydrodestilaci bylo méné eukalyptolu, konkrétné 37,29 %. V této studii také
porovnavali z hlediska chemického slozeni esencialni oleje ziskané z vaviinovych listd
pochéazejicich z riznych geografickych oblasti (Turecka, Ciny, Tuniska, Chorvatska, Italie,
Nizozemi a Argentiny). Dominantni slozkou byl ve vSech zminénych oblastech eukalyptol
a chemické slozeni bylo velmi podobné, avSak se liSilo v procentudlnim zastoupeni

jednotlivych slozek [81].

M. K. Sangun a kol. pouzili k extrakci esencialniho oleje susené vaviinové listy pochazejici
ze tfech riznych oblasti Turecka. Listy byly sklizeny v priabéhu ¢ervna. K zisku EO byla
vybrana hydrodestilace. EO byl vysusen pod bezvodym chloridem vapenatym a nasledné byl
analyzovan GC-MS na koloné HP-5. Celkem bylo identifikovano 25 sloucenin, coz je podobné
mnozstvi jako v ostatnich studiich, avSak znaén€ méné oproti nasi praci. Hlavni slozkou byl
Vv olejich ze vSech tiech oblasti eukalyptol, a to v koncentraci cca 50 %, coz je vice nez v nasem
oleji ziskaném HD i SD. Dale byl v esencialnim oleji obsazen ve velké mife sabinen
a a-terpinylacetat, ale v malé mife oproti nasemu experimentu a-pinen. Dale autofi uvadéji,
ze esencialni oleje ziskané z listd pochazejicich z riznych oblasti Turecka byly rozdilné

jak z kvalitativniho, tak z kvantitativniho hlediska [82].
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V ¢lanku O. Politeo a kol. provadeéli hydrodestilaci vaviinovych listd z Chorvatska po dobu
3 hodin. Ziskany esencialni olej byl ususen bezvodym siranem sodnym a analyzovan v systému
GC-MS na kolon¢ HP-101 a HP-20M. Celkem bylo identifikovano 25 chemickych sloucenin
Vv esencidlnim oleji, coz je stejné¢ jako v ostatnich studiich o polovinu méné nez v nami
ziskaném esencialnim oleji z HD a dvé tfetiny mén¢ nez v nami ziskaném esencialnim oleji
z SD. Hlavni slozkou byl opét eukalyptol (45,5 %) ve vétsim mnozstvi nez v nasem EO z obou
destilaci. Dalsi majoritn¢ zastoupené slozky se také shodovaly s ostatnimi studiemi i nasi praci,

avSak v lehce rozdilnych koncentracich [83].

Ve vSech vySe zminénych studiich bylo identifikovdno méné slou€enin nez v nasi studii.
Tento fakt mlze souviset s dobou destilace, protoze v téchto studiich byla doba destilace
v rozmezi 2-3 h, na rozdil od naSich destilaci, které probihaly cca po dobu 5 hodin. Dale je
mozné, ze z tohoto divodu mély nase esencialni oleje ziskané z SD a HD mensi obsah
eukalyptolu, a naopak vyssi obsah jinych sloucenin (sabinen, a-pinen), protoze je mozné,
Ze se eukalyptol destiluje diive nez tyto slouceniny, které jsou Vv nasi praci zastoupeny
ve vétSim procentu nez v ostatnich studiich. Déle je pravdépodobné, Ze nizs§i procento
eukalyptolu oproti jinym studiim v naSich esencialnich olejich je zptisobeno tim, ze nase oleje

obsahuji vice sloucenin, proto i relativni zastoupeni eukalyptolu klesa.
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Tabulka 11: Identifikované slouceniny v esencidlnich olejich ziskanych parni destilaci a hydrodestilaci vaviinu uslechtilého a jejich procentudlini zastoupeni

Vyjadieni relativniho obsahu

Skupina latek Latka CAS ¢islo | RI |Relativni obsah slozky (%) v
SD HD SD HD
2-Heptylacetat 5921-82-4 |1046 0,01 - + -
ALKOHOLY, Heptylmethyl keton 821-55-6 |1092 0,01 - -
KARBONYLY, ESTERY 2-Cyklohexen-1-ol 29803-82-5 | 1124 - 0,05 - +
Undekan-2-on 112-12-9 |1294 0,09 0,08 ++
a-Thujen 2867--05-2 | 924 0,86 0,69 +++ ++
a-Pinen 80-56-8 932 10,92 8,91 ++++ ++++
Kamfen 79-97-5 946 0,51 0,44 ++ ++
Sabinen 3387-41-5 | 972 13,72 10,41 ++++ ++++
Myrcen 123-35-3 | 989 0,61 0,58 ++ ++
MONOTERPENY a-Felandren 99-83-2 | 1004 0,17 0,14 ++ ++
Karen 13466-78-9 | 1007 - 0,06 - +
a-Terpinen 99-85-5 1015 0,73 0,85 ++ ++
0-Cymen 527-84-4 |1023 0,98 2,45 +++ +++
y-Terpinen 99-85-4 1057 1,40 1,59 +++ +4+4+
Terpinolen 586-62-9 | 1084 0,28 0,39 ++ ++
1,3,8-p-Menthatriene 18368-95-1 | 1111 0,01 - + -
Eukalyptol 470-82-6 | 1033 26,99 37,29 ++++ ++++
trans-Sabinenhydrat 17699-16-0 | 1069 0,09 0,10 ++ ++
Linalol 78-70-6 | 1100 0,46 0,66 ++ ++
MONOTERPENOIDY o-Kamfolenal 4501-58-0 | 1125 i 0,04 i +
trans-Pinokarveol 5947-36-4 | 1139 0,18 0,25 ++ ++
Menth-2-en-1-ol 29803-82-5 | 1111 0,05 - + -
Pinokarvon 30460-92-5 | 1160 0,23 0,28 ++ ++
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Vyjadfeni relativniho obsahu

Skupina latek Latka CAS ¢islo | RI | Relativni obsah slozKky (%) V4
SD HD SD HD
y-Terpineol 7299-42-5 |1169 - 0,18 - ++
Terpinen-4-ol 562-74-3 | 1179 0,09 1,01 ++ +++
a-Thujenal 57129-54-1 | 1182 0,55 0,08 ++ +
trans-Isocarveol 21391-84-4 | 1187 - 0,09 - ++
Myrtenal 564-94-3 1194 0,70 1,09 ++ +++
a-Terpineol 98-55-5 | 1195 0,04 - + -
Piperitol 491-04-3 |1209 0,02 - + -
Metha-1(7),8-dien-2-ol 22626-43-3 | 1225 0,04 0,05 + +
Nerol 106-25-2 |1229 0,03 - + -
Cuminaldehyd 122-03-2 |1241 0,06 0,05 + +
Karvon 99-49-0 |1243 0,02 - + -
MONOTERPENOIDY Linalylacetat 115-95-7 |1257 0,03 - + -
Bornylacetat 92618-89-8 | 1276 0,05 0,03 + +
Sabinylacetat 139757-62-3 | 1288 0,08 0,07 + +
Pinokarvylacetat 1686-15-3 | 1299 0,02 0,03 + +
Thymol 89-83-8 |1301 0,06 0,03 + +
o-Terpineolacetat 93836-50-1 | 1313 1,07 0,91 +4+ +++
Mentha-1,4-dien-7-ol 22539-72-6 | 1330 0,03 - + -
a-Terpinylacetat 80-26-2 |1349 17,46 15,33 4+ 4+
Karvylacetat 1205-42-1 | 1364 0,02 - + -
Nerylacetat 141-12-8 |1359 0,18 0,15 ++ ++
Gerany acetat 105-87-3 |1388 0,22 - ++ -
Perillylacetat 15111-96-3 | 1433 0,06 - + -
Cinamylacetat 21040-45-9 | 1444 0,08 0,06 + +




€8

Vyjadfeni relativniho obsahu

Skupina latek Latka CAS ¢islo | RI | Relativni obsah slozKky (%) V4
SD HD SD HD
a-Copaen 138874-68-7 | 1368 0,10 0,03 ++ +
S-Elemen 1388 - 0,11 - ++
Karyofylen 13877-93-5 | 1417 0,16 0,09 ++ +
a-Humulen 6753-98-6 | 1447 0,08 - + -
Isogermakren D 317819-80-0 | 1456 0,10 0,04 ++ +
Spirolepechinen 246243-00-5 | 1468 0,02 - -
SESKVITERPENY Germakren D 105453-16-5 | 1479 0,05 0,02 +
Selinen 17066-67-0 | 1486 0,16 0,07 ++
Valencen 473--13-2 | 1491 0,04 - + -
Germakren A 28387-44-2 | 1505 0,04 0,02 + +
a-Kalakoren 38599-17-6 | 1544 0,01 - + -
a-Bisabolen 25532-79-0 | 1540 0,07 - + -
a-Elemol 639-99-6 | 1547 0,04 - + -
Spatulenol 72203-24-8 | 1570 0,06 0,05 + +
Karyofylen oxid 1139-30-6 |1580 0,57 0,50 + ++
Viridiflorol 552-02-3 |1602 0,06 - ++ -
Humulen epoxid 19888-34-7 | 1607 0,07 0,06 +
Junenol 472-07-1 | 1627 0,03 0,02
SESKVITERPENOIDY Eremoligenol 10219-71-3 | 1632 0,18 0,17 ++
Karyofyla-4(12),8(13)-dien5-beta-ol | 19431-80-2 | 1635 0,29 - ++ -
Eudesm-7(11)-en-4-ol 473-04-1 | 1641 0,06 0,06 ++ +
S-Eudesmol 473-15-4 | 1646 0,08 0,22 ++
Agarospirol 1460-73-7 | 1648 0,05 - -
Aromadendren epoxid 85760-81-2 | 1653 0,52 0,59 ++ ++
Germakra-4(15),5,10(14)-trien-1-0-0l | 81968-62-9 | 1683 0,19 0,15 ++ ++
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Vyjadfeni relativniho obsahu

Skupina latek Latka CAS ¢islo | RI | Relativni obsah slozKky (%) V4
SD HD SD HD
SESKVITERPENOIDY 14-hydroxy-9-epi-Karyofylen 79768-25-5 | - - 0,10 - ++
a-Eudesmolacetat 67996-62-7 | 1781 0,03 - + -
Fyton 502-69-2 |1841 0,01 - + -
DITERPENOIDY Farnesyl aceton 1117-52-8 | 1921 0,05 - + -
Fytol 150-86-7 |2108 0,04 - + -
Eugenol 97-53-0 |1352 0,39 0,39 ++ ++
DERIVATY Methyleugenol 93-15-2 | 1400 0,72 0,71 ++ ++
FENYLPROPENU Methylisoeugenol 93-16-3 |1494 0,17 0,10 ++ ++
Elemicin 487-11-6 | 1560 0,05 - + -

Vysvetlivky vyjadreni koncentrace sloucenin v mg/1 ml esencidlniho oleje v ,,+“: ,,+“ do 1 mg/ml, ,, ++“ 1-10 mg/ml, ,, +++“ 10-100 mg/ml,
,, ++++“100-500 mg/ml, ,, +++++“ 500-1000 mg/ml

,, - Sloucenina nebyla pritomna.
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Tabulka 12: Prehled porovndni extrakcnich metod pouzitych v dostupné literature pro vaviin uslechtily

sodnym

(6,13 %) a a-pinen (3,72 %)

I'Jprava I'Jprava
Extrakéni Pocet id. )
Pivod vzorku | rostlinného esencialniho | Analyza | Kolona Hlavni slozky (%) Literatura
metoda ) sloucenin
materialu oleje
Eukalyptol (35,7 %),
a-terpinylacetat (9,3 %),
) SuSené celé trans-sabinenhydrat (9,7 %),
Italie ) HD neuvedeno GC-MS HP-5 38 ) [43]
listy methyleugenol (6,8 %), sabinen
(6,5 %), eugenol (4,8 %)a-pinen
(3,2 %)
Eukalyptol (19,2 %), linalool (10,8
Susené celé )
Neuvedeno list HS-SPME neuvedeno GC-MS SPB-1 23 %), terpinylacetat (12,3 %), [79]
isty
methyleugenol (5,9 %)
Susené celé .
listy — 6 Suseni Eukalyptol, methyleugenol,
] bezvodym . .
Tunis riiznych HD , GC-MS | HP5-MS 47 terpinen-4-ol, linalool, eugenol [80]
siranem o ’ P ’ wr s
suicich (rtizné zastoupeni dle zvolené susici
sodnym metody)
metod
SuSeni
Eukalyptol (52,43 %),
SusSené celé bezvodym ) )
Turecko ) HD GC-MS | HP5-MS 26 a-terpinylacetat (8,96 %), sabinen [81]
listy siranem




JAS

Uprava Uprava
Extrakéni Pocet id. .
Pivod vzorku | rostlinného esencialniho | Analyza | Kolona Hlavni slozky (%) Literatura
metoda ) sloucenin
materialu oleje
Suseni
Turecko — tii Susené celé bezvodym Eukalyptol (50 %), sabinen (7-14
. ) HD ) GC-MS HP-5 25 ) [82]
rtzné oblasti listy chloridem %), a-terpinylacetat (11-25 %)
vapenatym
Suseni Eukalyptol (45,5 %),
Susené celé bezvodym HP-101 a methyleugenol (10 %),
Chorvatsko ) HD GC-MS 25 ) ) [83]
listy siranem HP-20M a-terpinylacetat (9,1 %), linalool
sodnym (8,5 %)




5.2.3 Hrebickovec kofenny

V esencialnim oleji ziskaném parni destilaci kveth hiebickovce kofenného bylo identifikovano
7 sloucenin (98,21 % ploch v TIC) z celkovych 51 pikid. V esencidlnim oleji ziskaném
hydrodestilaci bylo identifikovano 7 sloucenin (98,76 % ploch v TIC) z celkovych 48 pikd.
V obou esencidlnich olejich bylo identifikovano 7 stejnych sloucenin s velmi podobnym
relativnim procentualnim zastoupenim. Nejrozsahlejsi skupinou latek v obou vydestilovanych
olejich jsou derivaty fenylpropenu (SD — 96,47 % plochy v TIC, HD — 97,35 % plochy v TIC)
(Graf 4). Dale oba ziskané esencialni oleje obsahovaly tfi seskviterpeny. Neobsahovaly zadné

oxidované formy terpenti, ani monoterpeny a diterpeny.

Esencialni olej ziskany HD i SD obsahoval nejvice eugenolu (SD — 76,83 %, HD — 76,71 %)
a eugenylacetatu (SD — 19,47 %, HD — 20,44 %). V procentualnim zastoupeni jednotlivych
sloucenin byl rozdil mezi SD a HD velmi nepatrny, jak je ziejmé z grafu 4 a tabulky 13.

Pokud bychom hodnotili zastoupeni jednotlivych slozek podle poctu ,,+, respektive v mg/ml
esencialniho oleje, pak v oleji z HD byly v rozmezi ,,+“dv¢ slouceniny, zatimco v oleji z SD
byla pouze jedna slou¢enina. V rozmezi ,,++* byly v piipadé SD t#i slouceniny, Vv pfipadé HD
pouze dvé slouceniny. Do rozmezi ,,+++* patiila z SD i HD pouze jedna slou¢enina. Z SD a HD
byla zatazena do kategorie ,,++++ 1 stejna sloucenina, a to eugenylacetat. Nejvice byl obsazen
v esencialnim oleji z hiebickovce eugenol a byl tak zafazen do kategorie ,,++++ v oleji z SD
i HD. Jeho obsah odpovidal rozmezi 500-1000 mg/ml esencialniho oleje. Toto hodnoceni
potvrzuje, Ze nejvice byl zastoupen eugenol a eugenylacetat a rozdil v zastoupeni mezi SD

a HD byl minimalni.

5.2.3.1 Porovnani chemického slozeni esencidlniho oleje z hiebickovce kotfenného

s dostupnou literaturou

Pro srovnani, v diskuzi kolektivu autord Wengiang G. a kol. ziskali hydrodestilaci a parni
destilaci hiebi¢ku pochazejiciho z Ciny esencialni olej, ve kterém bylo identifikovano 13
sloucenin (SD) a 12 sloucenin (HD). V nasi praci bylo identifikovano v obou olejich (SD i HD)
pouze 7 sloucenin. Analyza GC-MS byla provedena na kolon¢ DB-5. Nejvice byly zastoupeny
derivaty fenylpropenu (SD — 72,04 %, HD — 52,79 %) — eugenol a eugenylacetat, stejné jako
VvV této praci. Navic jejich oleje obsahovaly znacné mnozstvi seskviterpenu karyofylenu
(SD — 20,59 %, HD — 36,94 %), ktery byl v nasem esencialnim oleji zastoupen v ptipadé
SD 1,39 % a v piipad¢ HD 1,25 %. Kromé hydrodestilace a parni destilace autoti provedli také
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extrakci nadkritickym COz a testovali vliv tfech parametra (tlak, teplota a velikost Castic)
na vytéznost a chemické slozeni ziskaného esencialniho oleje. Velikost ¢astic méla nejveétsi vliv
na vytéznost, teplota méla nejveétsi vliv na procentudlni zastoupeni hlavni slozky oleje
eugenolu. Dale uvadéji, ze vytéznost esencialniho oleje ziskaného SFE byla ptiblizné¢ dvakrat
vy$$i nez u HD a SD. Chemické slozeni bylo u vSech tiech extraktii podobné, ale lisily se

z kvantitativniho hlediska [24].

Hiebickovy esencialni olej pochazejici z Ciny podrobila skupina X. Huang a kol. GC-MS
analyze na stejné kolon¢ jako byla nase HP5-MS. Celkem bylo identifikovano 10 sloucenin
Vv esencialnim oleji, coZ je o 3 slouceniny méné nez v naSich olejich ziskanych SD a HD.
Nejvice byl zastoupen eugenol a to 76,8 %, coz je témét shodné s naSim obsahem eugenolu
V obou extraktech. Dale jejich esencialni olej obsahoval 9,5 % eugenylacetatu, coz je témét
0 polovinu méné nez v nasich EO a 6,0 % p-karyofylenu, kterého bylo v nasich olejich

cca Sestkrat méné [46].

Skupina M. Santana de Oliveira a kol. extrahovala esencialni olej z hiebicku metodou SFE
s CO2 a ziskany esencialni olej podrobila analyze GC-MS na koloné kapilarni RTX-5MS.
Hiebickovec kotenny pochéazel z Brazilie a byl sklizen v ¢ervnu. Celkem bylo identifikovano
21 sloucenin, coz je tiikrat vice nez v naSem esencialnim oleji. Nejvice byl zastoupen eugenol
cca 60 %, coz je méné€ nez v naSich olejich ziskanych SD a HD. Déle jejich esencidlni olej
obsahoval cca 16 % f-Karyofylenu, coz je Sestnactkrat vice nez v nasich olejich a cca 20 %
eugenylacetatu, ktery byl v naSich olejich zastoupen v podobném mnozstvi. Déle byl v tomto
¢lanku zkouman vliv tlaku a teploty pfi extrakci na vytéznost EO a ukazalo se, ze nejlepsi

vytéznost byla dosazena pfi teploté 50 °C a tlaku 30 MPa [45].

K. Chaieb a kol. extrahovali esencialni olej z ususenych hiebi¢kovych kvétti pochazejicich
z Tuniska hydrodestilaci. Hydrodestilace byla provadéna po dobu 3 hodin a ziskany esencialni
olej byl poté vysuSen bezvodym sulfidlem sodnym. EO byl podroben analyze
GC-MS na kolon¢ HP-20. Celkem bylo identifikovano 36 slou¢enin, coz je téméf pétkrat vice
slou€enin nez v naSich olejich z SD a HD. Nejvice byl obsazen eugenol (88,6 %), ktery byl
Vv nasem oleji obsazen méné, dale eugenylacetat (5,6 %), ktery byl v naSem oleji zastoupen

ctyrikrat vice. Nami ziskany olej HD, ale i SD obsahoval tyto dvé slozky také nejvice [84].
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Tabulka 13: Identifikované slouceniny v esencidlnich olejich ziskanych parni destilact a hydrodestilaci hifebickovce kofenného a jejich procentudlini zastoupeni

Skupina latek Latka CAS ¢islo RI Relativni obsah slozky (%) Vyjadfeni relativniho obsahu v ,,+¢
SD HD SD HD
Chavikol 1745-81-9 1199 0,04 0,05 + +
DERIVATY Anetol 4180-23-8 1266 0,18 0,15 ++ ++
FENYLPROPENU Eugenol 97-53-0 1377 76,78 76,71 +++++ 4+
Eugenylacetat 93-28-7 1540 19,47 20,44 ++++ ++++
S-Karyofylen 13877-93-5 1434 1,40 1,25 +++ +++
SESKVITERPENY a-Humulen 6753-98-6 1470 0,15 0,15 ++ ++
Karyofylen oxid 1139-30-6 1598 0,19 0,01 ++ +

Vysvétlivky vyjadreni koncentrace sloucenin v mg/1 ml esencidlniho oleje v ,,+*: ,,+*“ do 1 mg/ml, ,, ++“ 1-10 mg/ml, ,, +++“ 710-100 mg/ml,
,, ++++“100-500 mg/ml, ,, +++-++“ 500-1000 mg/ml

,, - Sloucenina nebyla pritomna.
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Tabulka 14: Prehled porovnani extrakénich metod pouzitych v dostupné literatuie pro hiebickovec koienny

sodnym

I'Jprava I'Jprava
Extrakéni Pocet id.
Puvod vzorku | rostlinného esencialniho | Analyza | Kolona Hlavni slozky (%) Literatura
metoda ) sloucenin
materialu oleje
Eugenol (SD-58,2 %,
Drcené SD.13 HD-48,82 %), eugenylacetat
Cina susené SD, HD neuvedeno | GC-MS | DB-5 HD.12 (SD-13,84 %, HD-3,89 %), [24]
kvéty S-karyofylen (SD — 20,59 %,
HD — 36,94 %)
Komercné
5 Susené celé Eugenol (76,8 %), eugenylacetat
Cina koupeny neuvedeno | GC-MS | HP5-MS 10 [46]
kvéty (9,5 %), p-karyofylen (6,0 %)
(neuvedeno)
Susené celé RTX- Eugenol (60 %), p-karyofylen
Brazilie SFE s CO» neuvedeno | GC-MS 21 [45]
kvéty 5MS (16 %), eugenylacetat (20 %)
Suseni
) Susené celé bezvodym Eugenol (88,6 %), eugenylacetat
Tunisko HD GC-MS | HP-20 36 [84]
kvéty siranem (5,6 %)




5.2.4 Fenykl obecny

V esencialnim oleji ziskaném parni destilaci fenyklu obecného bylo identifikovdno 13
sloucenin (97,66 % ploch v TIC) zcelkovych 59 pikid. V esencialnim oleji ziskaném
hydrodestilaci bylo identifikovano 11 sloucenin (97,54 % ploch v TIC) z celkovych 48 piku.
V obou esencialnich olejich bylo identifikovano 11 stejnych sloucenin s velmi podobnym
relativnim procentualnim zastoupenim. Esencialni olej ziskany HD neobsahoval karvon
a isoeugenol. Nejrozsahlejsi skupinou latek v obou vydestilovanych olejich jsou monoterpeny
(SD - 12,08 % ploch v TIC, HD — 12,23 % ploch v TIC) a jejich oxidované formy
(SD — 85,81 % ploch v TIC, HD — 85,26 % ploch v TIC) (Graf 5). Oba ziskané esencialni oleje

z fenyklu neobsahovaly z4dné seskviterpeny, diterpeny ani jejich oxidované formy.

Esencialni olej ziskany HD i SD obsahoval nejvice estragolu (SD — 83,76 %, HD — 85,26 %)
a limonenu (SD - 10,87 %, HD — 11,11 %). V procentualnim zastoupeni jednotlivych slou¢enin

byl rozdil mezi SD a HD velmi nepatrny, jak je zfejmé z grafu 5 a tabulky 15.

Pokud bychom hodnotili zastoupeni jednotlivych slozek podle poctu ,,+, respektive v mg/ml
esencialniho oleje, pak voleji zHD byly vrozmezi ,,+ 3 slouceniny a voleji z SD 4
slouceniny. V rozmezi ,,++“ bylo v ptipadé¢ SD 1 HD 6 sloucenin. Do rozmezi ,,+++* pattila
z SD 1 slou¢enina a to fenchon, z HD zadna slouéenina. Z SD a HD byla zatazena do kategorie
,HH++< 1 stejna sloucenina, a to limonen. Do kategorie s nejvétsim obsahem latky v rozmezi
500-1000 mg/ml esencialniho oleje (,,+++++<) zSD i HD patfil estragol. Toto hodnoceni
potvrzuje, ze nejvice byl zastoupen estragol a poté limonen a zastoupeni slozek SD a HD bylo

velmi podobné.

5.2.4.1 Porovnani chemického slozeni esencidlniho oleje =z fenyklu obecného

s dostupnou literaturou

Pro srovnani, v diskuzi kolektivu autort F. M. Hammouda a kol. ziskali hydrodestilaci
fenyklu pochazejiciho ze Stfedomoii esencialni olej, ve kterém byly nejvice zastoupeny
monoterpeny a jejich oxidované formy — limonen (3,5 %), anetol (65 %), fenchon (22 %)
apinen (3 %). Analyza GC-MS esencialniho oleje byla provedena na kolon¢ MDN-5S. Nami
ziskany olej z hydrodestilace obsahoval ve vét§sim mnozstvi pouze limonen (11,11 %) a ostatni
zminéné latky obsahoval v mnozstvi mensim nez 1 %. Navic oproti vyzkumu Hammouda a kol.

obsahoval nas olej estragol a to ve znaéném procentualnim zastoupeni [47].
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K. Ch. Baby a kol. pouzili kextrakci esencidlniho oleje zfenyklu parni destilaci,
které ptredchézela enzymaticka tdprava vzorku. Kvalitativni analyza byla provedena pomoci
GC-MS na kolon¢ HP-1. Celkem bylo identifikovano 5 slou¢enin, coz je méné nez v obou
nasich olejich. Nejvice byl obsazen anetol (78,45 %), ktery byl v naSem experimentu zastoupen
V obou olejich méné nez 1 %. Dale byl v EO identifikovan limonen (10,55 %) V pfiblizné
stejném mnozstvi jako v nasi praci v obou olejich. Estragol, ktery byl v nasi praci zastoupen
nejvice a to pies 80 % v obou olejich (SD a HD), byl v této studii zastoupen pouze 2,09 %. Dale
jejich EO obsahoval fenchon, a a-pinen, stejné jako naSe oba oleje. Z pohledu vytézku
esencialniho oleje se enzymaticka uprava vzorku pted parni destilaci jevi jako velmi ucinna,
protoze vytéznost oproti parni destilaci v klasickém uspofadani ve studii vzrostl. Na druhou
stranu, jak je patrné z porovnani Snasi praci, se vyrazné¢ zmeénilo procentudlni slozeni
jednotlivych slozek esencidlniho oleje. Ve studii je dale uvedeno, Ze enzymatickd uprava

zlepsila ptichut’ esencialniho oleje [48].

W. R. Diao a kol. extrahovali esencialni olej zfenyklu parni destilaci a nasledné
ho charakterizovali GC-MS a GC-FID na kapilarni kolon¢ DB-5. Fenyklova semena pochazela
z Ciny. Celkem bylo identifikovano 28 slou¢enin, coZ je vice neZ dvojnasobek oproti nagemu
esencialnimu oleji z parni destilace. Nejvice byl zastoupen anetol (68,53 %), estragol (10,42 %)
a limonen (6,24 %). Oproti tomu v nasi praci bylo v EO z SD vice estragolu (83,91 %)

a limonenu (10,87 %), ale anetolu znacné€ méné (0,6 %) [85].
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Tabulka 15: Identifikované slouceniny v esencidlnich olejich ziskanych parni destilaci a hydrodestilact fenyklu obecného a jejich procentudlni zastoupeni

Vyjadieni relativniho obsahu v
Skupina latek Latka CAS dislo RI Relativni obsah slozky (%) e
SD HD SD HD
a-Pinen 80-56-8 947 0,17 0,14 ++ ++
Sabinen 3387-41-5 971 0,24 0,24 ++ ++
Myrcen 123-35-3 1005 0,06 0,003 + +
MONOTERPENY Cimen 99-87-6 1024 0,28 0,28 ++ ++
Limonen 138-86-3 1030 10,87 11,11 +H++ +H++
B-Ocimen 3779-61-1 1037 0,24 0,23 ++ ++
y-Terpinen 99-85-4 1058 0,22 0,23 ++ ++
Fenchon 1195-79-5 1087 0,99 0,89 +++ ++
MONOTERPENOIDY Estragol 140-67-0 1205 83,91 83,76 ++++ +H+++
Karvon 2244-16-8 1218 0,01 - + -
Anetol 4180-23-8 1286 0,60 0,62 ++
DERIVATY Eugenol 97-53-0 1352 0,06 0,05 +
FENYLPROPENU Isoeugenol 5912-86-7 1449 0,01 - + -

Vysvétlivky vyjadreni koncentrace sloucenin v mg/1 ml esencidlniho oleje v ,,+*: ,,+“ do 1 mg/ml, ,,++“ 1-10 mg/ml, ,, +++*
10-100 mg/ml, ,, ++++* 100-500 mg/ml, ,, +++++* 500-1000 mg/ml

,, - Sloucenina nebyla pritomna.
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Tabulka 16: Prehled porovndni extrakcnich metod pouzitych v dostupné literatuie pro fenykl obecny

I'Jprava I'Jprava
Extrakéni Pocet id.
Pivod vzorku | rostlinného esencialniho | Analyza | Kolona Hlavni slozky (%) Literatura
metoda sloucenin
materialu oleje
SuSena cela Anetol (65 %), fenchon (22 %),
Sttedomofi HD neuvedeno | GC-MS | MDN-5S | neuvedeno | ) [47]
semena limonen (3,5 %), a-pinen (3 %)
Susena cela
semena, Anetol (78,45 %), limonen
_ enzymaticka (10,55 %), fenchon (5,85 %),
Indie SD neuvedeno | GC-MS HP-1 5 [48]
uprava estragol (2,09 %),
(naruseni a-pinen (3,05 %)
buné¢k)
Anetol (68,53 %), limonen (6,24
5 SuSena cela GC-MS,
Cina SD neuvedeno DB-5 28 %), fenchon (5,45 %) estragol [85]
semena GC-FID
(10,42 %)




5.3 Vliv sloZeni esencialnich oleju na jejich antimikrobialni aktivitu

Antimikrobidlni u¢inky esencidlnich olejii byly ur€ovany agarovou diskovou difuzni metodou
apro kazdy esencidlni olej je uvedena vlastni tabulka s vysledky inhibi¢nich zén. Pro porovnani
byly zméfeny inhibi¢ni zo6ny vybranych antibiotik (tetracyklin, ciprofloxacin, ampicilin

a fluconazol) na testované mikroorganismy, které jsou uvedeny v tabulce 17.

Tabulka 17: Inhibicni zény antibiotik testovanych mikroorganismii

Antibiotikum Sifka inhibi¢ni zény [mm)]
Testovany
mikroorganismus Tetracyklin | Ciprofloxacin Ampicilin Fluconazol
Escherichia coli - 36 7 -
Staphylococcus aureus 23 34 - -
Pseudomonas aeruginosa 19 36 - -
Enterococcus faecalis - 27 21 -
Candida albicans - - - 18

5.3.1 Levandule lékaiska

Vysledky antimikrobidlnich ucinkli esencidlniho oleje ziskaného =z levandule Iékaiské
stanovenych diskovou difizni metodou jsou uvedeny v tabulce 18 a obrazku 5. Esencialni oleje
ziskané z obou destila¢nich metod inhibovaly vSechny testované mikroorganismy v rizné mife,
krom¢ Pseudomonas aeruginosa, ktera nebyla inhibovana zadnym z levandulovych oleju.
Esencidlni olej ziskany HD mél vétsi inhibicni Gc¢innost neZ esencidlni olej ziskany SD.
V piipadé Enterococcus faecalis a Candida albicans byla senzitivita bakterie a kvasinky
prooba vzorky (SD a HD) identickd. Nejcitlivéjsi zkoumany mikroorganismus byl
Staphylococcus aureus. Navic esencialni olej ziskany HD mél na Staphylococcus aureus hodné

podobny ucinek, jako ma antibiotikum tetracyklin (Tabulka 17, 18).

Stanojevi¢ a kol. pouzili ve své studii K extrakci esencialniho oleje z levandule dvé rizné
hydrodestilatni metody a jejich vzorek vykazoval antimikrobialni wc¢inky také proti
Pseudomonas aeruginosa, na rozdil od nami ziskaného oleje. Zptisobeno to muze byt tim,
ze antimikrobidlni aktivita esencidlniho oleje z levandule je mimo jinych sloucenin disledkem
pusobeni eukalyptolu, kafru a borneolu, které byly v jejich oleji obsaZzeny v mnohem vyss§i mife
nez v naSem esencidlnim oleji [78]. Ve studii A. Herman a kol. je zkouman aditivni
antimikrobialni charakter linaloolu, pfidaného do esencidlniho oleje. Linalool m¢l v nasem oleji
nejvetsi zastoupeni Vyzkum ukazal, Ze pfidany linalool vyznamné zvySuje antimikrobidlni
ucinnost esencialniho oleje [86]. Z toho plyne, Ze linalool ma vysokou antimikrobialni aktivitu
a pfi porovnani s nami ziskanym esencidlnim olejem hydrodestilaci a parni destilaci vysvétluje,
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proc oleje mély rozdilné antimikrobialni uc¢inky na vétSinu testovanych mikroorganismt a také

vysvétluje vétsi inhibi¢ni ucinek esencialniho oleje ziskaného HD, kde je procento linaloolu

Vyssi.

Tabulka 18: Inhibicni zény esencidlniho oleje z levandule lékarské testovanych mikroorganisma

Levandule Iékaiskd Sifka inhibi¢ni zony [mm]
mikfg;tr(é‘;lrilsym us SD HD
exp. 1 exp. 2 priumér | exp.1l | exp.2 | Prumér
Escherichia coli 11 11 11 15 18 16,5
Staphylococcus aureus 15 17 16 19 20 19,5
Pseudomonas aeruginosa 0 0 0 0 0 0
Enterococcus faecalis 12 10 11 11 11 11
Candida albicans 11 10 10,5 11 11 11

E. coli— levandule Iékarska Ps. aeruginosa — levandule

lékarska

S. aureus — levandule lékarska

® o

C. albz'c — levandule

Ent. faeccalis — levandule 7 4
lékarska

lékarska
Obrdzek 5: Diskovy difiizni test levandule lékarské

5.3.2 Vaviin uslechtily

Vysledky antimikrobidlnich 0€inkli esencidlniho oleje ziskaného z vaviinu uslechtilého
stanovenych diskovou difizni metodou jsou uvedeny v tabulce 19 a obrazku 6. Esencialni oleje

ziskané z obou destila¢nich metod inhibovaly vSechny testované mikroorganismy v rizné mifte,
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kromé& Escherichia coli, ktera nebyla inhibovana zadnym z oleji. Esencialni olej ziskany SD
m¢l vétsi inhibi¢ni ucinnost nez esencialni olej ziskany SD na Enterococcus faecalis a Candida
albicans. Na Staphylococcus aureus mél vétsi inhibiéni Gcinky olej ziskany z HD. V piipadé
Pseudomonas aeruginosa byla senzitivita bakterie k obéma vzorkim (SD a HD) identicka.
Nejcitlivejsi zkoumany mikroorganismus byl Enterococcus faecalis. Navic esencialni olej
ziskany SD mél na Enterococcus faecalis hodn¢ podobny ucinek, jako mélo antibiotikum
ampicilin (Tabulka 17). Ruzné antimikrobialni G¢inky oleju ziskanych z SD a HD budou

nejspise zpisobeny odliSnym procentualnim zastoupenim hlavnich slozek obou olej.

Tabulka 19: Inhibicni zény esencidlniho oleje z vaviinu uslechtilého testovanych mikroorganismii

Vaviin uslechtily Sifka inhibi¢ni zény [mm]
mikrfgcs)tr(;‘;:ilgmus SD HD
exp. 1 exp. 2 primér | exp.l | exp.2 | primér
Escherichia coli 0 0 0 8 8 8
Staphylococcus aureus 12 11 11,5 16 13 14,5
Pseudomonas aeruginosa 6 7 6,5 6 7 6,5
Enterococcus faecalis 20 20 20 15 14 14,5
Candida albicans 17 19 18 14 16 15

E. coli — vaviin uslechtily S. aureus — vavrin uslechtily Ps. aeruginosa — vaviin

uslechtily

C. albicans — vaviin uslechtily
uslechtils HD sD

Ent. faecalis — vavFin C. albicans — vav¥in uslechtily

Obrazek 6: Diskovy difuzni test vaviinu uslechtilého
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5.3.3 Hrebickovec kofenny

Vysledky antimikrobidlnich U¢inkli esencialniho oleje ziskaného z hiebickovce kotfenného
stanovenych agarovou diskovou diftizni metodou jsou uvedeny v tabulce 20 a obrazku 7.
Esencialni oleje ziskané zobou destilatnich metod inhibovaly vSechny testované
mikroorganismy pfiblizné ve stejné mife. Esencidlni oleje z hiebicku nejvice inhibovaly
Candida albicans, a to dvojnasobn¢ vice nez standardné pouzivané antifungitikum fluconazol.
Staphylococcus aureus inhibovaly oleje ve stejné miie jako oleje ziskané z levandule 1ékaiské
a vysledky byly podobné jako inhibi¢ni zony ristu bakterie pti pouziti antibiotika tetracyklin.
Inhibi¢ni G¢inky esencialnich olejii na rist Pseudomonas aeruginosa a Enterococcus faecalis
nebyly tolik vyznamné. Podobné inhibicni vlastnosti esencidlnich olejl ziskanych z SD a HD
na rist mikroorganismii budou nejspiSe zplsobeny podobnym procentudlnim sloZenim
hlavnich slozek oleju, které by se pravdépodobné mohli podilet na antimikrobidlni aktivité EO.
Esencialni oleje ziskané z hiebicku se ze vSech esencidlnich olejt jevi jako nejsilngjsi ptirodni
antibiotikum. Hiebicek je jedna z nejbohatSich rostlin na fenolické latky jako je eugenol
a eugenylacetat, které maji silné biologické vlastnosti, respektive antimikrobialni vlastnosti.

V ndmi ziskanych olejich, SD a HD, byly tyto dvé latky obsaZeny v procentudlnim zastoupeni

cca 90 %, coz vysvétluje a potvrzuje velice silné antimikrobidlni vlastnosti htebickového oleje.

Tabulka 20: Inhibicni zény esencidlniho oleje z hiebickovce korenného testovanych mikroorganismii

Hebickovec koFenny Sirka inhibi¢ni z6ny [mm]
_ T estovany SD HD
mikroorganismus
exp. 1 exp. 2 primér | exp.l | exp.2 | primér
Escherichia coli 13 14 135 16 15 15,5
Staphylococcus aureus 20 20 20 20 19 19,5
Pseudomonas aeruginosa 8 8 8 9 9 9
Enterococcus faecalis 12 12 12 13 14 13,5
Candida albicans 35 36 35,5 35 36 35,5
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S. aureus — hebickovec Ps. aeruginosa — hfebickovec
korenny koFenny

¥

/.
A
2 g

Ent faecalis — hfebickovec C. albicans — hrebickovec C. albicans — hrebickovec
korerny koFenny HD korerny SD

Obrazek 1: Diskovy difiizni test hiebickovce korenného

5.3.4 Fenykl obecny

Vysledky antimikrobidlnich w¢€inkli esencidlniho oleje ziskaného =z fenyklu obecného
stanovenych diskovou difizni metodou jsou uvedeny v tabulce 21 a obrazku 8. Inhibice ristu
mikrooganismu byla v piipadé SD i HD velmi podobna u vSech testovanych mikroorganismu.
Fenyklovy olej mél nejsilngjsi ucinek na Candida albicans ze vsech testovanych
mikroorganismi. Tento G¢inek na Candida albicans byl srovnatelny s G¢inkem antibiotika
fluconazol. Podobné inhibi¢ni vlastnosti esencialnich oleji ziskanych z SD a HD na rast
mikroorganismu, stejn¢ jako v ptipadé hiebiCku, budou nejspiSe zpilisobeny podobnym
procentudlnim slozenim hlavnich slozek oleji, které by se pravdépodobné mohli podilet

na antimikrobialni aktivité EO.
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Tabulka 21: Inhibicni zény esencidlniho oleje z fenyklu obecného testovanych mikroorganismii

Fenykl obecny Sifka inhibi¢ni zény [mm]
mikl?:cs)ig‘;]’igmus Sb HD
exp. 1 exp. 2 primér | exp.l | exp.2 | primér
Escherichia coli 9 9 9 9 9 9
Staphylococcus aureus 13 12 12,5 11 11 11
Pseudomonas aeruginosa 7 7 7 7 7 7
Enterococcus faecalis 10 10 10 10 11 10,5
Candida albicans 23 24 23,5 20 22 21

E. coli— fenykl obecny S. aureus — fenyki obecny Ps. aeruginosa — fenykl obecny

Ent. faecalis — fenykl obecny C. albicans — fenyki obecny

Obrdazek 8: Diskovy difiizni test fenyklu obecného

5.4 Vliv slozeni esencialnich oleju na jejich antioxida¢ni aktivitu

Utinky esencialnich olejti na volny DPPH radikal jsou uvedeny v tabulce 23 a vysledky
kalibra¢ni fady jsou uvedeny v tabulce 22. Pro vyhodnoceni vysledku ve formé ekvivalentu
standardu bylo nutné sestrojit kalibra¢ni fadu, jejiz graf 6 a rovnice linedrni regrese byla pouzita
pro vypocet TEAC. Jak je patrné ze sloupcového grafu 7, az na levandulovy olej mély oleje
ziskané parni destilaci vét$i antioxida¢ni aktivitu neZ oleje ziskané hydrodestilaci. Siln&jsi
AOX tucinnost olejii ziskanych parni destilaci bude pravdépodobné zpiisobena tim, Ze je parni

destilace z fyzikalniho hlediska Setrné&jsi k rostlinnému materialu, ktery neni jako v ptipadé HD
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ponofen do vrouci vody, ale pouze ptes n¢j prochdzi para a slozky se extrahuji do ni. Toto
tvrzeni potvrzuje i studie Danh L.T. a kol., kde zjistili, ze SFE extrakty mély vétsi AOX
ucinnost nez extrakty ziskané hydrodestilaci. Toto zjiSténi bylo pfisouzeno prave vétsi fyzikalni
Setrnosti SFE k rostlinnému materialu, protoze pii SFE nedochazi vzhledem k niz$im teplotam
extrakce k teplotni degradaci aktivnich slozek esencidlniho oleje [26]. Nejvétsi antioxidacni
ucinnost mél olej z hiebicku, ktery musel byt oproti ostatnim olejim 1000x zfedén. Poté m¢l
nejsilngjsi AOX ucinnost vaviin, avsak téméf 1000x mensi nez hiebickovy olej. Levandulové
a fenyklové oleje mély oproti vaviinu AOX aktivitu cca 0 polovinu mensi a jejich aktivity byly
podobné. Velmi silné antioxida¢ni G¢inky hiebickového oleje jsou pravdépodobné zplisobeny
velkym obsahem fenolickych latek, jako je eugenol (76,78 %) a eugenylacetat (19,47 %),
které zpusobuji AOX aktivitu latek. V esencialnich olejich fenyklu a vaviinu jsou derivaty
fenylpropenu obsazeny pouze ve velmi malém mnozstvi (méné nez 1 %) a v levanduli nejsou
obsazeny zadné. Antioxidacni aktivita esencidlnich oleji bude tedy zplsobena piedev§im
latkami fenolické povahy, pifesnéji derivaty fenylpropenu a méné dalSimi tékavymi

slouceninami.

Tabulka 22: Namérené absorbance a vypocitané inhibice radikalu standardem

Troloxem
Kalibrace Troloxu

CTroloxu (ug/ml) AE)SS](-)?T'?]?:)CB | (%)
3,0 0,092 58,6
2,4 0,133 40,1
1,8 0,157 29,3
1,2 0,189 14,9
0,6 0,196 11,7
0,3 0,218 1,8
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Graf 6. Kalibracni graf antioxidacni aktivity esencidlnich olejii
Tabulka 23: Namérené absorbance a vypocitané inhibice DPPH radikdlu a TEAC esencidlnich olejii po
zapocitani ziedovacich faktori
I TEAC
Absorbance o 1
Vzorky (%0) (ng-ml™)
ADbSsD priam. | ADSHD prim.| SD HD SD HD
1 Vavftin uslechtily 0,093 0,108 58,1 | 51,3 | 3,18 2,84
2 Fenykl obecny 0,176 0183 | 209|178 | 1,29 | 113
3 Levandule 1ékatska 0,186 0,181 16,2 | 18,7 | 1,05 1,18
4 Hiebicek kofenny 0,117 0,119 47,5 | 46,6 | 2641 2595
3,5 3000
3,18 2641 5505 _
X
3 284 2500 §
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£ 2
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Graf 7: Antioxidacni aktivita esencidlnich olejii — inhibice DPPH radikalu

(L-vaviin uslechtily, 2-fenykl obecny, 3-levandule lékaiska, 4-hiebickovec korenny)
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5.5 Celkové zhodnoceni biologickych vlastnosti esencialnich oleja ziskanych

hydrodestilaci a parni destilaci

Z hlediska biologickych vlastnosti (antimikrobidlnich i antioxidacnich) vSech ziskanych
esencialnich oleji byl nejsiln€jsi EO ziskany z hiebicku. Toto zjisténi potvrzuje predpoklad,
ze za biologické vlastnosti esencidlnich oleji mohou zejména latky fenolické povahy,
které byly v hiebickovém oleji obsazeny pies 90 %. Pravdépodobné by bylo mozné pouzit tento
esencidlni olej jako silny antioxidant vedle komeréné dostupnych syntetickych sloucenin.
Hriebickovy esencialni olej vykazoval velmi silné antimikrobialni u¢inky na kvasinku Candida
albicans, a to dokonce dvojnasobné vyssi nez antifungitikum fluconazol, které se b&ézné
pouziva na kvasinkova a jina plisnova onemocnéni. Vaviinovy olej mél také velmi silné
antioxida¢ni ucinky, avSak niz$i nez hiebickovy olej, zfejme protoze neobsahoval takové
mnozstvi fenolickych latek. Nejsilngji ze vSech esencialnich oleji plsobil na Enterococcus
faecalis. Na Staphylococcus aureus mél nejsilngjsi G¢inky olej ziskany z hiebi¢ku a levandule,
a to podobny jako antibiotikum tetracyklin. Levandulovy olej neobsahoval zadné fenolické
latky, ale obsahoval velké procento linaloolu, ktery méa velmi silné antimikrobidlni vlastnosti.
Pseudomonas aeruginosa je velmi odolna gramnegativni bakterie, na kterou nejvice pusobil
esencialni olej zfenyklu, hfebicku a vavfinu, avSak inhibice byla oproti pouzivanému
antibiotiku tetracyklin a ciprofloxacin velmi nizka. Nejsiln€j$i inhibi¢ni G¢inek na rast

Escherichia coli m¢l esencialni olej z levandule a hiebicku.
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6 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo porovnat parni destilaci a hydrodestilaci z hlediska vytéznosti
esencialniho oleje, jeho slozeni a biologickych charakteristik. Vzhledem k tomu, ze existuje
velmi malo studii, které by se vénovaly srovnani SD a HD mezi sebou, pfinesla nase prace
zajimavé poznatky. Navic esencialni olej z fenyklu obecného a hiebickovce kotfenného byl
prozatim relativné malo prozkouman jak z chemického, tak z biologického hlediska. Nejvice
byla ve studiich k extrakci esencialniho oleje z rostlinného materidlu pouzivana hydrodestilace
[26, 43, 47, 77, 80-84]. Méné¢ byla pouzivana parni destilace [25, 48, 57, 58, 85]. Pouze ve dvou
studiich byly porovnavany tyto dvé extrakéni techniky (HD, SD) a jejich vliv na vytéznost
a chemické slozeni, ale nebyla hodnocena antioxidacni a antimikrobialni aktivita esencidlnich

oleju [24, 76].

Z prace vyplynulo, ze vytéznost esencidlniho oleje zavisi na typu zvolené extrakéni metody.
Vyssi vytézek esencialniho oleje zlevandule a hiebicku byl ziskan parni destilaci.
Naopak vétsiho vytézku esencialniho oleje z fenyklu a vaviinu bylo dosazeno hydrodestilaci.
Pokud bychom chtéli hodnotit, jestli je pro vytéZnost z hlediska destilaéni metody lepsi
hydrodestilace nebo parni destilace, nelze jednoznacné fici, Ze to byla jedna nebo druha metoda,
protoze vysledky se u kazdé matrice liSily. Proto by bylo nejlepsi pro maximalni vytéznost
esencidlniho oleje z rostlinné matrice zvolit destilaéni metodu podle charakteru izolované latky,
dané rostliny, ¢i jeji ¢asti. Nejbohatsi na esencialni oleje byl hiebicek, poté levandule, a nakonec
byl na stejné urovni fenykl a vaviin. V literatuie se uvadi, Ze na vytéZnost esencidlniho oleje
ma také znaény vliv doba destilace [57], ¢i Gprava rostlinného materialu napiiklad drcenim,
kdy se narusi olejové bunky [24]. Tyto dva parametry by bylo vhodné zkoumat v dalSich
pracich, nebot’ v souvislosti s esencialnimi oleji se jimi zabyva velmi malo studii a nejsou

do hloubky prozkoumany.

Obecné je mozné fici, ze esencialni oleje ziskané parni destilaci obsahuji vice sloucenin
nez esencialni oleje ziskané hydrodestilaci. Tento poznatek muize byt zplsoben tepelnym
rozkladem nékterych slozek esencialniho oleje pti piimém kontaktu s vrouci vodou
pti hydrodestilaci. Z tohoto diivodu je parni destilace z fyzikalniho hlediska k rostlinnému
materidlu Setrnéj$i. Esenciélni olej ziskany z levandule, vaviinu a fenyklu obsahoval nejvice
monoterpent a jejich oxidovanych forem. Jediny esencialni olej z hiebicku obsahoval nejvétsi
mnozstvi derivati fenylpropenu. Nelze jednoznacné fici, jestli hydrodestilace nebo parni

destilace poskytuje latky s vys$$im procentudlnim obsahem slozek v oleji, protoze u levandule
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a vaviinu byly slozky v olejich rizné procentualné zastoupeny. V esencidlnim oleji ziskaném
SD i HD htebicku a fenyklu byly slozky velmi podobné procentualné zastoupeny. Rozdilné
slozeni nami ziskanych esencidlnich oleji a oleji z literatury muaze byt ovlivnéno
agronomickymi faktory, jako je ptiivod vzorki, doba sklizn¢ ¢i uskladnéni sklizeného materidlu.
Dale by mohlo mit vliv na sloZeni esencidlniho oleje zpracovani rostlinného materialu
pted destilaci (suSeni, drceni, stithani, mleti aj.), délka trvani destilace (obsah nékterych slozek
v raznych Casech destilace kolisa) a dalsi faktory. Na mnozstvi identifikovanych sloucenin

mohou mit vliv 1 parametry analyzy (napf. pouzitd kolona, teplotni program aj.)

Nejsilngjsi antiooxidaéni ucinky mél esencialni olej ziskany z hiebicku. Toto zjisténi potvrzuje
predpoklad, ze za biologické vlastnosti esencialnich oleji mohou zejména latky fenolické
povahy, které byly v hiebickovém oleji obsazeny pies 90 %. Pravdépodobné by bylo mozné
pouzit tento esencidlni olej jako silny antioxidant vedle komeréné dostupnych syntetickych
sloucenin. Obecné na gramnegativni bakterie pusobily vice esencialni oleje ziskané
hydrodestilaci. Na grampozitivni bakterie vétSinou pusobily esencialni oleje z hydrodestilace
I parni destilace stejn€, nebo vyjimecné z HD o trochu vice. Na kvasinky pusobily nejcastéji
oba esencialni oleje z hydrodestilace a parni destilace bud’ stejné, nebo z SD vice. Pokud
tyto skute¢nosti zobecnime, je mozné vyvodit, Ze proti bakteriim by mohly byt lepsi esencialni
oleje ziskané hydrodestilaci, naopak proti kvasinkam esencialni oleje ziskané parni destilaci.
Esencidlni oleje obsahujici latky fenolové povahy maji nejsilngjsi biologické vlastnosti, oproti
uhlovodiktim. I pfesto mohou byt silnymi antioxidanty a antimikrobialnimi latkami i esencidlni
oleje, které neobsahuji zadné latky fenolické povahy, protoze biologické vlastnosti nejsou
zpiisobeny plisobenim pouze téchto latek, ale nékolika dalSich z fady monoterpenti a jejich
oxidovanych forem (naptiklad linalool). Piedpoklada se, Ze vybrané latky v esencidlnich olejich
maji synergické Gc€inky a zvySuji tak uc€innost mén¢ u€innych sloucenin, které¢ by samy o sob¢

nem¢ly tak silné biologické vlastnosti.

Zavérem neni mozné jednoznacné s jistotou fict, jestli je hydrodestilace ¢i parni destilace lepsi,
protoze kazda z nich poskytla riizné vysledky ve vytéznosti, chemickém sloZeni i biologickych
vlastnostech esenciédlnich oleju. Pti vybéru extrakéni metody je pro extrakci esencialnich oleji
nutné brat v potaz za jakym ucelem bude esencidlni olej pouzivan, jestli preferujeme veétsi
vytéznost, vysSi procentudlni zastoupeni nékteré ze slozek, nebo dobré antioxidacni
a antimikrobialni vlastnosti. Dale je pti vybéru extrakéni metody potieba zvazit, kterou matrici
budeme destilovat (Cerstva vs. suSena, cela rostlina vs. ¢asti rostliny), z jaké geografické oblasti

je sklizena a jakym zptsobem je dale upravovana.
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