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ANOTACIA

Diplomova praca je zamerana na extrakty ziskané zroéznych druhov rastlinnych matric.
Teoreticka Cast’ je vo vSeobecnosti zamerana na esencialne oleje, najmé na ich vlastnosti
amoznosti ich ziskania. Dalej sa zaobera konvenénymi technikami (hydrodestilcia, parna
destilacia, lisovanie) a inovativnymi postupmi, ktoré prinaSaji niekolko vyhod (extrakcia
nadkritickou tekutinou, destilacia s podporou mikrovinného ohrevu). Velka Cast’ teoretickej
Casti je venovana extrakcii nadkritickou tekutinou. Préaca sa tiez zaobera analyzou prchavych
latok prostrednictvom plynovej chromatografie s hmotnostnou detekciou (GC-MS).
V experimentalnej casti je extrakcia nadkritickou tekutinou prevadzana v troch réznych
modoch (statickd, staticka s modifikatorom, dynamickd). Skuma ich vplyv na zlozenie
extraktov, ziskanych z orechov (kokosovy orech, pekanovy orech, lieskovy orech, betelovy
orech, muskatovy orech, para orech). Extrakty st analyzované prostrednictvom GC-MS.

Ziskané vysledky st porovnavané s dostupnou literatarou.
KLUCOVE SLOVA

Kokosovy orech, pekanovy orech, lieskovy orech, betelovy orech, muskatovy orech, para

orech, extrakt, extrakcia nadkritickou tekutinou, chromatografia



TITTLE

Use of supercritical fluid extraction for extraction of polar and non-polar substances from nuts
ANNOTATION

This diploma thesis is focused on extracts obtained from various types of plant matrices.
The theoretical part is generally based on essential oils, mostly on their properties
and possibilities of their recovery. This part also deals with conventional techniques
(hydrodistillation, steam distillation, pressing) and innovative processes that bring number
of advantages (supercritical fluid extraction, distillation with the support of microwave
heating). Major part of theoretical part is dedicated to supercritical fluid extraction. Thesis is
also focused on analyses of volatile compounds by gas chromagraphy-mass spectrometry
(GC-MS). Experimental part contains supercritical fluid extraction is performed in three
different modes (static, static with modifier, dynamic). It includes studies of these extraction
techniques and their influence on the composition of extracts obtained from nuts (coconut,
pecan nut, hazelnut, betel nut, nutmeg, para nut). Extracts are analysed by GC-MS. Obtained

results are compared with data avaible from scientific literature.
KEYWORDS

Coconut, pecan nut, hazelnut, betel nut, nutmeg, para nut, extract, supercritical fluid extraction,

chromatography
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Uvod

Uvod

Eterické oleje, ziskané zroznych rastlinnych matric, st charakteristické svojimi
antioxidacnymi, hojivymi, protizapalovymi, antivirovymi a antimikrobidlnymi vlastnostami.
Z tohto dévodu sa uz od nepamiti vyuzivaji vo farmaceutickom, kozmetickom priemysle
a Vv tradi¢nych lieCebnych postupoch. Okrem iného nachadzaju uplatnenie aj v potravinarskom

priemysle, ako r6zne dochucovadla.

Oleje st tvorené predovSetkym prchavymi a nestabilnymi molekulami. Existuje niekol’ko
sposobov, ktorymi mozno ziskat' esencialny olej z réznych matric - extrakéné techniky,
hydrodestilacia, lisovanic za studena. Va¢$ina metdd je ¢asovo vel'mi naroc¢na, preto bola
vyvinuta extrakcia nadkritickou tekutinou, s ciel'om znizit’ naro¢nost’ daného procesu. Vol'ba
techniky je zavisla od charakteru vzorky. Napriklad, v pripade hydrodestilacie sa vplyvom
vysokej teploty, mozu vysoko prchavé latky odparit. Extrakcia nadkritickou tekutinou
nachadza uplatnenie najma v potravinarstve, pokial’ rozptstadla spiiiaji podmienky suvisiace

S bezpecnost'ou potravin a nevytvaraju ziadne skodlivé produkty.

Aj napriek tomu, ze priaznivy G¢inok na 'udsky organizmus kazdého jedného orechu nie je este
doposial’ dokonale preStudovany, je potrebné poukazat’ na dodlezitost konzumacie tejto
potraviny. Rozne svetové stadie a vyskumy naznacuju, Ze pravidelnd konzumadcia orechov
by mohla priaznivo pdsobit’ na rézne ochorenia ako su hypertenzia, diabetes mellitus, ale aj
kardiovaskularne ochorenia. Po rastlinnych olejoch st najbohatSou matricou na mastné
kyseliny. Tiez su obohatené o tokoferoly, vlakninu, mineralne latky a vitaminy. Existuji vSak
aj zvysSené obavy z konzumadcie orechov, kvoli moznej kontaminacii plesiami. Pritomnost
plesni je zavisla od roznych faktorov - klimatické podmienky, skladovanie, zber, druh plesne

a jej genetické vybavenie.

Ciel'om tejto diplomovej prace je sledovat’ profil latok v extraktoch, obsiahnutych v réznych
rastlinnych matriciach (lieskovy, pekanovy, kokosovy, muskatovy, betelovy a para orech)
prave S vyuzitim extrakcie nadkritickou tekutinou v réznych modoch (staticka, staticka

s modifikatorom a dynamicka), s aplikaciou modernych technolégii.
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Teoreticka cast’ - ,,Zelena chémia*“

1 Teoreticka ¢ast’

Prva Cast’ diplomovej prace je zamerana na popis a principy jednotlivych extrakénych technik,
so zameranim na extrakciu nadkritickou tekutinou, ktora bola aplikovana v prakticke;j Casti tejto
prace. Dalej je tato ¢ast zamerana na moznosti, ktorymi ziskat' esencialne oleje a extrakty
Z r6znych rastlinnych matric a ich charakterizaciu prostrednictvom plynovej chromatografie
s hmotnostnou detekciou (GC-MS). Teoreticka Cast venuje pozornost' aj profilu latok,

pritomnych v orechoch a ich charakteristike.

1.1 ,,Zelena chémia®

Je definovana ako ,,ndvrh chemickych vyrobkov a procesov na zmiZenie alebo vylicenie
pouzivania a tvorby nebezpecnych latok*”. Koncept ,zelenej chémie” bol po prvykrat
sformulovany v 90. rokoch. Vyznacuje sa snahou navrhniit’ mechanizmy chemickych syntéz

tak, aby boli znemozZnené alebo Ciasto¢ne eliminované neziaduce dosledky [1].

Za posledné storoCie priemysel a odvetvia zaoberajuce sa chémiou zaznamenali vyrazny
rozvoj. Na druhej strane sa vSak chemicky priemysel stava pri¢inou vdznych ekologickych
katastrof a problémov. Zaroven je dolezité uvedomit’ si celosvetovy vplyv reklam a médii,
Vv ktorych casto nevidime prave tito oblast’. Napriek tomu sa vedci neustale snazia zmenit’ jej
negativny obraz vo svete. V sucasnosti sa zvySuje dopyt po chemickych technologiach
a produktoch, ktoré¢ su Setrné k zivotnému prostrediu. ,,Zelend chémia® preto predstavuje jeden
Z najatraktivnejSich konceptov, ktoré su zaloZzené na eliminovani nebezpecnych latok
a vyrobkov. Jej ideoldgia je zaloZena na tvorbe novych chemickych reakcii a podmienok
s cielom jednoduchosti, bezpe¢nosti zdravia a Zivotného prostredia. Dnes uz existuju stovky
ocenenych aplikacii od leteckého, automobilového, kozmetického, elektronického,

energetického, domaceho az po pol'nohospodarsky priemysel [1].
3 hlavné body ,,zelenej chémie*:

e navrhuje vSetky fazy chemického cyklu,
e cielom je navrhnut’ povahy vyrobkov tak, aby sa znizilo ich nebezpecenstvo,

e funguje ako sudrzny systém principov [1].

Je potrebné neustale znizovat’ mnozstvo organickych rozpustadiel, naro¢nost’ na ¢as a obsluhu
a zaroven zvysit’ bezpe€nost’ technik. V toho vyplyva nutnost’ zmien v rdmci odberu vzoriek
az po odstraiiovanie odpadu. Zmeny mozno uskuto¢nit’ prostrednictvom Statistik, aby sa

minimalizovalo mnozstvo vzoriek, pouzivanim integrovanych systémov pre zvysenie
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ucinnosti, zniZovanim obsahu reagencii, d’alej aplikéciou netoxickych a najlepSie prirodnych
¢inidiel, v mikro usporiadani. Tieto zmeny tvoria zéklad pre zvySenie ekologickosti laboratorii.
Vzhl'adom na r6znorodost’ analytov a metdd nie je mozné vytvorit’ jeden postup, ktory by bol
pouzitelny pre kazdy druh vzorky, avSak v budicnosti bude vSeobecnym zékladom
pre optimalizaciu a prevedenie danych metdéd. Na obrazku 1 st uvedené zakladné principy,

ktorymi sa riadi zelena chémia [2].

12. Prevencia nehod
11. Aktualne trendy v analyzach

pre prevenciu znecistenia .
zivotného prostredia @ 1. Prevencia
o LR
10. Navrh odburatelnych @ @ 2. Atébmova ekondémia
latok :

e 3. Bezpeénejsie chemické
9. Katalyza : L ’\a w/ SYNtézy

8. Zamedzenie vzniku 4. Koncept bezpeénejsich
derivatov rozpustadiel
N L _ @ s i‘a 5. Pouzivanie bezpecnejsich chemikalii
7. Pouzitie obnovitenych zdrojov 3

6. Spotreba energie

Obradzok 1: 12 zdkladnych principov ,,zelenej chémie” (prevzaté a upravené z [3])
Dvanast’ principov ,zelenej chémie® je zameranych najmd na minimalizaciu az uplna
eliminaciu organickych rozpustadiel. Vytvara rdozne navrhy chemickych reakcii tak, aby
nedochadzalo k tvorbe nadbyto¢ného a neziadiiceho odpadu. Okrem in¢ho sa zaobera aj
navrhom pre chemikalie, ktorych efektivita nebude zmenena ale eliminuje sa ich toxicita, a teda
budu bezpecné. Reakcie za pritomnosti katalyzatoru, maximalne zvySuju selektivitu, Setria
energetické zdroje, zarovenn umoziuju aplikaciu obnovitelnych zdrojov a zniZuji naroc¢nost’
celého chemického postupu. ,,Zelena chémia®“ upravuje chemické procesy a pouzitie
rozpust'adiel tak, aby sa minimalizovali neziaduce uniky, nehody, poziare, vybuchy, s ohl'adom

na vacésiu bezpecnost’ na pracovisku a vyssiu ochranu v stvislosti so Zivotnym prostredim [3].

19|Strana



Teoreticka cast’ - Extrakcéné techniky a esencidlne oleje

1.2 Extrak¢né techniky a esencidlne oleje

V laboratériu zohravaju extrakéné postupy vel'mi dolezita ulohu, a to najma pri uprave vzoriek.
Sluzia na odstranenie rusivych zloziek zo vzorky, pricom sa zaroven prevedie do kompatibilne;j
formy s analytickym pristrojom, ktory je potrebny k samotnému prevedeniu analyzy [4]. Tieto
techniky su zalozené na prechode zloziek zmesi cez fazové rozhranie dvoch nemiesitel'nych
faz, ktoré moézu byt kvapalné alebo pevné. Sucasné trendy v oblasti extrakénych technik sa
zameriavaju na metody zalozené na znizenom obsahu rozpustadla, sorpcii, environmentalnych

aplikaciach [4, 5].

1.2.1 Extrakcia s kvapaliny do kvapaliny

Jej princip spociva v zmieSani vzorky s extrakénym rozpustadlom, ktoré si vzajomne
nemiesitel'né. Zlozky vzorky mézu prechadzat’ do extrakéného rozpustadla a za urcity casovy
usek sa medzi vrstvami vytvori rovnovaha. Po premieSani a usadeni sa vytvoria dve vrstvy,
pricom jedna obsahuje vicSinu zluCeniny. Rovnovdha sa popisuje prostrednictvom
rozdel'ovacieho koeficientu, ktory je definovany podla rovnice (1). Pre efektivnu extrakciu
z kvapaliny do kvapaliny (LLE) je potrebné volit podmienky tak, aby sa skladala
z ¢o najmensicho poctu krokov a vicsina analytu sa nachadzala v extrakénom rozpustadle.
Nakoniec sa tieto dve vrstvy oddelia a jedna je vyuzita k d’al$im analytickym krokom [6].

Kp =& )

Cvoda

» Kb -rozdelovaci koeficient
" Corg. - kONncentracia analytu v rozpustadle

"  Cvoda- koncentracia analytu vo vode

V pripade, Ze sa tento proces prevadza v kolone, ktord je naplnena sorbentom, sa rovnica (1),

pre definiciu rozdel'ovacieho koeficientu prevedie na int formu, vid’ rovnica (2) [6].

k= —— =2 )

T oa+kh) T v

= K- reten¢ny faktor
*  Vo- mftvy reten¢ny objem

= V;-reten¢ny objem

LLE bola uz pred mnohymi rokmi uznavanou separacnou technikou v analytickej chémii, ktora

sa pouziva na separaciu homogénnej zmesi [7].
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1.2.2 Extrakcia tuhou fazou

Pred vykonanim analyzy sa na upravu vzoriek mnohokrat vyuziva extrakcia tuhou fazou (SPE),
ktorej mechanizmus je uvedeny na obrazku 2. Prvy krok SFE spociva v kondicionovani
kolonky vhodnym rozpustadlom, aby pevna faza mohla interagovat so vzorkou.
Po nadavkovani vzorky, sa stanovovany analyt nechd urcity ¢as adsorbovat’ na tuhy sorbent
v kolénke. Vhodne zvolenymi rozpustadlami sa prostrednictvom premyvacich krokov
odstranuju interferujuce latky a v zavere pomocou elu¢ného rozpustadla dochadza k uvolneniu

analytu do zbernej nadobky [6].

1. kondicionovanie 2. diavkovanie vzorky 3. premyvanie 4. elicia

— kondicionacné — roztok vzorky — premyvacie — eluent
rozpuistadio rozpuistadio

i ‘

|

| . 1 Y \
— polymér < ¥ P

. 2 vy |

i V‘l}‘" [ \\ |

.. 3 g stanovovany analyt
< ./ interferujiice zlozky " ?

»
¥y molekuly analytu
»

Obrdzok 2: Princip extrakcie tuhou fdzou (prevzaté a upravené z [8])

1.2.3 Mikroextrakcia tuhou fazou

Tradi¢na, rovnovazna technika, ktord sa cCasto aplikuje v suvislosti s analyzou zivotného
prostredia, priemyslu, potravin, drog ¢i v oblasti klinickej a forenznej analyzy. Mikroextrakcia
tuhou fazou (SPME) pouziva vlakna z roznych sorbentov na izolaciu stanovovaného analytu.
Po extrakcii sa za pomoci zariadenia, ktoré je obdobné injek¢nej striekacke, prevedie vlakno
do pristroja s naslednym uskuto¢nenim analyzy a detegovanim ciel'ovych analytov [9, 10]. Bola
vyvinutd ako technika, ktord zabezpeCuje rychlu pripravu vzorky nielen v laboratoriu
ale aj na mieste odberu. SPME sa povazuje za Gplnt v pripade, Zze koncentracia stanovovaného

analytu dosiahne rovnovahu medzi matricou vzorky a vlaknom [11].
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1.24 QUECHERS technika

Tato skratka znamena ,,quick, easy, cheap, effective, rugged and safe*, ¢o v preklade znamena
rychla, Tahka, lacna, efektivna, robustnd a bezpecna. V poslednych rokoch sa dostava
do popredia z dovodu zniZzovania mnozstva pouzivanych rozpustadiel, zniZovania Casovej
narocnosti a ndkladov. Vo vSeobecnosti sa najviac aplikuje pri vzorkach zivotného prostredia,
najmd na detegovanie rezidui pesticidov a mykotoxinov. Postup Upravy vzorky spociva
v nieckol’kych krokoch. Ako prvé sa vzorka zmiesa s acetonitrilom v pomere 1:1. Nasledne sa
po odstredeni prida sorbent na precistenie (siran horecnaty - MgSOs4). Po d’alSom odstredeni sa

prevedie vlastna HPLC alebo GC analyza [12].

1.3 Esenciidlne oleje a extrakty, ziskané konvenénymi a nekonven¢nymi

technikami
Podl'a Eurépskeho liekopisu je esencidlny olej definovany ako ,,aromaticky produkt, prevazne
komplexného zlozZenia, ziskany z botanicky definovanej suroviny, bud vodnou, parnou, suchou
destildaciou alebo inou vhodnou mechanickou metodou. Esencidlny olej sa zvycajne oddeluje
od vodnej fazy fyzikalnou metodou, ktorda nevedie k vyznamnej zmene chemického zloZenia

esencidlneho oleja* [13].

St zname najmid svojimi antiseptickymi, baktericidnymi, lieCivymi vlastnost'ami
a charakteristickou vonou. Tiez sa pouzivaji ako sedativne, protizapalové, analgetické
a lokalne anestetické prostriedky. Extrahuji sa z r6znych aromatickych rastlin, vyskytujiacich
sa prevazne v miernom az teplom pasme. Su prchavé, Cire, tekuté, zriedka sfarbené, rozpustné
v tukoch a organickych rozpustadlach. Esencidlne oleje va¢sinou pozostavaju z terpénovych
uhl'ovodikov. Viac ako 80 % celkového zloZenia tvoria monoterpény a seskviterpény. Dalej sa
vyznamne na zloZeni oleja podiel’ajii aj izoprenoidy - oxidovana forma terpénov (alkoholy,

aldehydy, ketony, estery) [13].

1.3.1 Konvenéné techniky, vyuZivané na zisk esencidlneho oleja z rastlinnych matric
Konven¢né metddy zahfniaji postupy, zalozené prevazne na principe destilacie vody, aby sa

mohol uvolnit’ esencialny olej z rastlinnej matrice [13].

Lisovanie

Lisovanie za studena patri medzi najstarSie extrakéné techniky, pouzivané vylu¢ne na vyrobu
citrusovych éterickych olejov. Pocas extrakcie dochadza k lamaniu Zliaz v Supke a kutikule,
aby sa mohol uvolnit’ olej. Tak vznika vodna emulzia, ktora sa nasledne oddel'uje za uvol'nenia

oleja [14].
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Destilacia

Medzi najbeznejsie vyuzivané metody patri parna destilacia a hydrodestilacia. Tento extrakény
proces mdze trvat’ v intervale od jednej az do desiatich hodin. Mnozstvo ziskaného oleja je
zavislé od niekol’kych faktorov - Cas, teplota, tlak, typ rastlinného materialu. Pri prevadzani
destilacie su rastlinné matrice vystavené priamemu kontaktu s vodou alebo parou, aby sa
nasledne mohol uvolnit’ esencialny olej. Pri skondenzovani pary sa zlozky zhromazduju
a separuju vo florentskej banke [14]. Destilacia aromatickych rastlin vo vSeobecnosti znamena
odparenie alebo uvolnenie olejov z bunkovych membran rastlin za pritomnosti vlhkosti,
pomocou vysokej teploty a potom ochladenim zmesi par, dochadza k oddeleniu oleja od vody,

na zaklade ich vzajomnej nemiesitelnosti a rozdielnej hustoty [15].

Hydrodestilacia

Predstavuje najstarSiu, zaroven najjednoduchsiu formu ako ziskat' esencidlny olej rastlinnej
matrice, ktora je v priamom kontakte s horucou vodou. V principe je zalozena na azeotropicke;j
destilacii. Voda a esencialny olej tvoria heterogénnu zmes, ktora dosiahla svoj bod varu
pri teplote 100 °C, zatial’ ¢o pre zlozky esencialneho oleja je bod varu ovel'a vyssi. Potom sa
zmes destiluje, akoby S$lo o jednu zlaéeninu. V separatore dochadza k oddeleniu vodnej
a organickej fazy. Vyhoda pouzitia vody spoCiva vtom, Ze je nemiesitel'na s vacSinou
terpénovych molekul esencidlneho oleja, a preto je mozné po kondenzacii ju jednoducho
oddelit, napriklad dekantaciou. Hydrodestilacia Clevenger je vhodna predovSetkym
pre extrakciu kvetov a okvetnych listkov, pretoze nedochadza k zhlukovaniu rastlinného
materidlu. Jednou hlavnou nevyhodou je ¢asova naro¢nost. Mdze trvat’ po dobu 3 - 6 hodin.
Vplyvom vysokej teploty modze dojst’ k Struktirnym zmendm alebo degradacii terpénovych
molekul a k ich odpareniu [13].

Parna destilacia

Je upraveny proces destilacie, pouzivany na regeneraciu matric, citlivych na teplo. Aplikuje sa
Vv pripadoch, v ktorych by klasickd destilacia mohla zapri€init'" degradaciu termolabilnych
zli¢enim. Matrica je poloZend na mriezke alebo site, ktoré je v dostatocnej vzdialenosti
od spodku destila¢nej nadoby, ateda nie je v priamom kontakte s vodou. Vzniknutd para,
prechadza cez matricu a obohacuje sa o prchavé zlozky. Po prechode do chladi¢a, para
skondenzuje a schladi sa na teplotu okolia. Kondenzovana kvapalna zmes je tvorena dvoma
vzdjomne nemiesitelnymi fazami, ktoré su potom v separatore od seba oddelené. Nasledne

mozno odobrat’ esencialny olej, zadrziavany najcastejSie na vodnej faze [16].
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1.3.1.1 Porovnanie zloZenia esencialnych olejov ziskanych réznymi extrakénymi postupmi
Analyza esencidlnych olejov poukazala na odlisnosti v zloZeni esencialnych olejov. Profil latok
sa moze liSit’ nielen v ich relativnom zastipeni ale aj Struktarou, v zavislosti od spdsobu
extrakcie, ktory ovplyviuje vlastnosti esencialneho oleja. Vo vSeobecnosti plati, ze extrakéné
metddy s vyuzitim mikrovinného ohrevu poskytli vel'mi podobné vysledky, zatial' o olej,
ziskany turbodestilaciou mal silny pizmovy zapach, pretoze extrahované latky boli

pravdepodobne poskodené [14].

1.3.2 Inovativne techniky, pouZivané na ziskanie esenciilneho oleja
Hlavnéa nevyhoda vyssie spominanych konvenénych technik suvisi s termolabilitou zloziek,
obsiahnutych v esencidlnych olejoch, ktoré podliechaji chemickym zmendm (oxidacia,

hydrolyza) v désledku vysokej teploty [13].

Destilacia s mikrovinnym ohrevom

V porovnani s konven¢nou metddou - parnou destilaciou a hydrodestilaciou, sa tato metoda javi
ako ovela efektivnejSia. Rovnaky vytazok sa dosiahne do 6 minut, za pdsobenia mikrovinného
ohrevu s vykonom 500 W na vzorku, oproti parnej destilacii, ktora moze trvat’ aj viac ako dve
hodiny [13]. Schopnost’ mikrovinného Ziarenia, ohriat’ tuhy material sa da vyuzit’ aj na ziskanie
esencialnych olejov. Rastlinny materidl je umiestneny do mikrovinného priestoru, kde je
ozarovany mikrovlnami. Tento proces poskytuje vyt'azky obohatené o relativne nizko prchavé

latky, v porovnani s esencialnymi olejmi, ziskanymi hydrodestilaciou. [15].

Extrakcia nadkritickou tekutinou

Tradi¢ne sa vyuZzivaji konven¢né metddy na ziskanie esencidlnych olejov (parna destilacia,
hydrodestilacia). Nevyhodou je ich nizky vytazok, ¢asova naro¢nost a pri vysSej teplote
dochadza k stratdim prchavych zlucenin. Tieto dovody viedli k vyvoju novych alternativnych
technik, napriklad SFE. Pri nizkych teplotdch umoZiuje extrahovat termolabilné latky.
Interakcie medzi vzorkou a kvapalinou mozno riadit’ prostrednictvom teploty a tlaku, ¢im je
zabezpecend vysoka selektivita. Metdda je zaroven priazniva pre Zivotné prostredie, pretoZe

prevazne pouzivany oxid uhlicity je netoxicky [13].

Extrakty ziskané SFE s pouzitim CO; sa nepovazuji za esencialne oleje ale extrakty
aj naprietok tomu, ze profil latok je takmer totozny s extrahovanou matricou. Preto sa Casto
pouziva v potravinarskom priemysle, ak su pouzité rozpustadla, ktoré st prijatelné

pre potraviny a nezanechavaju ziadne skodlivé zbytky [17].
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1.3.2.1 Porovnanie zloZenia extraktu ziskaného SFE s ostatnymi metédami

Pre uspesnu extrakciu nadkritickou tekutinou, je potrebné zohladnit’ niekol’ko faktorov - Cas,
teplotu, tlak, prietok nadkritickej tekutiny, typ vzorky ajej priprava, vyber modifikatoru.
V praxi sa najviac aplikuje CO2 kvoli jeho nizkej kritickej teplote, nizkym nakladom
a bezpecnosti. Extrakt SFE zaroven poskytoval najvyssie vytazky obohatené o prchavé latky.

SFE taktiez umoziuje vyrazne skratit’ extrakéna dobu v porovnani s ostatnymi technikami [14].

1.3.3 Laboratérna vyroba esenciilnych olejov

Dalsie techniky sii zamerané na analyzu mensiecho mnozstva prchavych zloziek a stanovenie
latok, ktoré obsahuje olej v rastline. Aparatara sa sklada sa z banky s gulatym dnom, ktora je
zaroven vyhrievana. Po aplikacii rastlinnej vzorky sa banka pripoji ku kondenzatoru a trubici,
ktord slizi na objemové stanovenie oleja. Trojcestny ventil zabezpec€uje tok vody spiat’ do banky
a na konci destilacie oddelenie esencialneho oleja z vodnej fazy pre d’alsiu analyzu. Cas na cely
proces je ovplyviiovany druhom byliny, vo vécSine pripadov vSak minimalne 3 - 4 hodiny.
Odporuca sa pridavok malého mnozstva xylénu (0,5 ml), aby bolo mozné oddelit’ aj malé

kvapky oleja z vodnej zlozky [17].

1.4  Extrakcia nadkritickou tekutinou

Zmienka o SFE, ktorej diagram je uvedeny na obrazku 3, pochadza z Londyna, kde sa analytici
zaoberali  schopnostou nadkritickej tekutiny rozpastat pevné materialy [18].
Najskor boli oddelené neprchavé porfyriny pouzitim chlorfluorovanych uhl'ovodikov
ako mobilnej fazy. Samotna absorpéna a ¢asticova chromatografia, s pouzitim oxidu uhliéitého,
n-pentanu a izopropanolu pri teplotach az do 245 °C a tlaku do 8 MPa bola aplikovana neskor
spolo¢ne so zavedenim protokolu S cielom znizit, pripadne Uplne vylucit vyrobu zvlast
nebezpecnych a Skodlivych rozpustadiel, ktoré predstavovali vaznu hrozbu pre Zivotné

prostredie [19, 20].

Regulator
spatného tlaku

A]; Chladié _Q+ '

Pumpa
CO;

Zéachyt extraktu

Extrakéna
cela

Obradzok 3: Diagram extrakcie nadkritickou tekutinou (prevzaté a upravené z [21])
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1.41 Moddy extrakcie nadkritickou tekutinou

SFE mozno prevadzat’ v nasledujucich modeloch - staticky, dynamicky, spojeny. Staticky si
mozno predstavit ako interakciu medzi Cajovym vreciSkom a poharom s hortcou vodou.
Extrak¢na nadobka, ktora je natlakovana obsahuje matricu vzorky a stacionarnu fazu, pri urcitej
teplote. Na zaklade vysokej difuzivity, tekutina prechddza matricou a strhdva analyt.
Po ukonceni extrakcie sa otvori ventil na nadobke a s naslednym znizenim tlaku, prechadza
analyt do zbernej vialky. Tento model sa najviac vyuziva spolu s pridavkom modifikatoru alebo

derivatiza¢ného ¢inidla (toluén), ktoré sa pridavaju eSte pred natlakovanim [22, 23].

V porovnani so statickou, dynamickd poskytuje vyssiu citlivost’ a automatizaciu. Jej pouzitie
vyplyva zo zadkladov kontinudlnej extrakcie. Cez extrak¢ni celu naplnent vzorkou, je
kontinualne Cerpany oxid uhli¢ity. Vyhoda spoc¢iva v neustalom kontakte vzorky s nadkritickou
tekutinou. Vyuziva ¢erpadlo, ktoré zavadza nadkriticky oxid uhli¢ity (CO2), tym padom udrzuje
konstantny tlak v systéme [22, 23].

Kombinécia statického a dynamického mddu s ciel'om presunut’ extrahovatelné latky do pasce,
ziskava na popularite hlavne v situaciach, kedy je potrebné, aby analyt difundoval do matrice,
a tak mohol byt extrahovany. Tato extrakcia vzdy zacina statickym modom, v ktorom ma
systém nulovy prietok. Po ur€itom ¢asovom intervale je tento mod prevedeny prostrednictvom
prepnutia ventilu do dynamického usporiadania. Cerstva nadkritickd tekutina vchadza

do nadoby, nahradzajic povod kritickt tekutinu, ktora excitovala cez obmedzovac [24].

1.4.2 Poutzitie nadkritickej tekutiny

Nadkriticka tekutina je dokonalo stladitelna a definovana ako tekutina, ktora sa nachadza
v stave nad jej kritickou teplotou a tlakom. Nadkriticka tekutina vykazuje fyzikalno-chemické
vlastnosti podobné kvapalinam a plynom. Kritick4 teplota je najvyssia teplota, pri ktorej sa
moze plyn premenit’ na kvapalinu, zvySenim tlaku. Kriticky tlak je najvyssi tlak, pri ktorom je
mozné premenit’ na plyn kvapalinu, zvySenim teploty kvapaliny. Nadkriticka tekutina nema
povrchové napitie, vykazuje vysoku hustotu, ktord je podobné kvapaline a viskozitu, ktora je

blizka plynom a moze prechadzat’ ako plyn cez tuht fazu [24, 25, 26].

Extrakcia nadkritickou tekutinou predstavuje efektivnejSiu pripravu vzoriek k analyze
a zaroven napomaha k znizovaniu, pripadnému eliminovaniu halogénovych rozpustadiel, ale
aj k efektivnemu extrahovaniu vzoriek. Dal3ia vyhoda extrakcie nadkritickou tekutinou spogiva
V nizkej casovej ndro¢nosti. Prostrednictvom nadkritickej tekutiny je mozné oddelit’

viaczlozkovl zmes, na zaklade prchavosti jednotlivych zloziek. Nadkritické tekutiny sa volia
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na zaklade kritickej teploty, tlaku a podla toho aku latku extrahujeme. Kriticka teplota a tlak
pre jednotlivé nadkritické tekutiny st uvedené v tabulke 1 [18, 31]. Kvapalina méze ziskat

urcité vlastnosti plynu a sice, straca povrchové napitie, a tak nevytvara meniskus na svojej
hladine [19, 28].

Tabulka 1: Kritické podmienky pre rozne rozpustadla [18, 31]

benzén (CsHe) 289,0 4,89
cyklohexan (CsH12) 280,3 4,07
chlortrifluormetan (CCIF3) 28,9 3,92
etan (Cz2He) 32,2 4,88
etylén (C2Ca) 9,3 5,04
oxid dusny (N20) 36,5 7,23
oxid uhli¢ity (CO2) 31,1 7,38
propan (CsHsg) 96,7 4,25
propylén (CzHs) 91,9 4,62
p-xylén (CgH1o) 343,1 3,52
toluén (C7Hs) 318,6 4,11
voda (H20) 374,2 22,0

Tabulka 1 naznacuje, Ze kritické hodnoty teplot sa mozu lisit” aj o stovky stupiiov. Z tohto
dovodu sa jednotlivé nadkritické tekutiny pouzivaju v rdznych konkrétnych aplikacidch.
Kritické teploty CO. a etanu sa vyrazne neliSia, preto st vhodnymi rozpustadlami
pre termolabilné latky, medzi ktoré patria napriklad farmaceutikd, nestabilné lipidy
a monoméry. Tepelne stabilné latky, ako napriklad priemyselné chemikalie a polyméry sa
upravuju pomocou uhlovodikov s teplotou medzi 100 - 150 °C. Uhlovodiky s este vyssou
molekulovou hmotnostou ako je cyklohexan a benzén s kritickou teplotou 250 - 300 °C, sa
vyuzivaju najmi na extrakciu neprchavych latok a vysokomolekuldrne ropné frakcie. Pouzitie

nadkritickej vody sa testuje v suvislosti S odstrannovanim nebezpe¢ného odpadu a reforméacie
uhl'ovodikov [18].

Nadkriticka tekutina - oxid uhliéity

Najviac vyuzivanou nadkritickou tekutinou je oxid uhlicity, ktorého fazovy diagram je uvedeny

na obrazku 4. Ma mnozstvo vyhod - nie je finan¢ne naro¢ny, je ekologicky a sprava potravin
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a lieciv (FDA) spolu s Europskym uradom pre bezpecnost’ potravin (EFSA) ho povazuju
za bezpeény. Pri izbovej teplote atlaku vykazuje charakter plynu, ¢o ul'ahCuje regeneraciu
analytu bez zostatkovych rozpustadiel. Pri priprave potravinovych a prirodnych vzoriek
sa vyuziva hlavne preto, Ze pri pouziti CO2 sa pracuje pri nizkych teplotach, ¢o umoznuje
extrakciu tepelne labilnych latok. Hlavnou nevyhodou je jeho nepolarny charakter, avsak
mozno ho modifikovat’. Pridavkom napriklad metanolu kK oxidu uhli¢itému sa rozsiruje rozsah
jeho extrakcie o viac polarnych analytov. Extrakty, mastné kyseliny, bioaktivne zli¢eniny sa

ziskavaju z ovocia a zeleniny pomocou nadkritického CO2 [20].

) ) F/ 7 /7/"77? =
Rﬂal;a] % // //// o
i Nadkriticka
Pevnd oblast’

Ix_utlcky bod
Te=31,1°C

Kvapalnd
faza
P.=7,38 MP3
Plynnd fiza

/ Trojny

bod

Teplota [°C]

Obrazok 4: Fazovy diagram CO: (prevzaté a upravené z [18])
Obrazok 4 znazoriuje fazovy diagram CO2 Rovnovazny stav medzi pevnou a plynnou fazou
popisuje sublima¢na krivka. Rovnovaha medzi pevnym a kvapalnym skupenstvom je dana
topiacou krivkou a krivka pary znazornuje rovnovahu medzi kvapalinou a jej parou. Fazovy
diagram CO: vychadza zo zavislosti tlaku na teplote. Varom sa oddel'uje plynna a kvapalna
zlozka, pri¢om kon¢i v kritickom bode, kde tieto zlozky zmiznt a stant sa jednou nadkritickou
fazou. Charakteristické vlastnosti nadkritickych tekutin v porovnani s kvapalinami a plynmi sa
uvedené v tabulke 2. VSetky nadkritické tekutiny st vzdjomne mieSatel'né, takze pre zmes

existuje zaruéenie jednej fazy, v ktorej je prekro¢eny kriticky bod zmesi [29].

Tabulka 2: Hustota, difuzivita, vizkozita pre kvapaliny, plyny a nadkritické tekutiny [29]

Fyzikalna veli¢ina Hustota [kg/m?®] Vizkozita [pPa-s] Difuzivita [mm?/s]
Plyn 1 10 1-10
Nadkriticka tekutina 100 - 1000 50 - 100 0,01-0,1
Kvapalina 1000 500 - 1000 0,001
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Nadkriticka tekutina - voda

Voda je jednym najcastejSie pouzivanym rozpustadlom. Vdaka vysokej kritickej teplote
374,2 °C atlaku 22,05 MPa uputava pozornost chemikov v oblasti SFE. Po presiahnuti
kritickych veli¢in voda meni svoje charakteristiky a dostava sa do nadkritickej oblasti.
Najvicsie pozitivum vody spociva v nulovej toxicite a nizkej cene. Vyznamnu sucast jej
vlastnosti tvoria vodikové mostiky. S narastajucou teplotou vSak dochadza Kk ich naruSeniu
a vytvaraju sa iba klastre molekal H2O bez interakcie. Po prekroceni kritickej teploty sa
v klastroch objavuju rozstiepené vodikové vizby, ktoré zodpovedaju za vyznamni zmenu
vlastnosti vody. Ako nadkriticka tekutina ma hustotu blizku kvapaline a diftizne vlastnosti st
blizke plynnému stavu. Vdaka nulovej toxicite sa vyuziva najmd v medicine

a Vv potravinarskom priemysle [30, 31].

NadKriticka tekutina - oxid dusny

Ked’ze pouzitie CO2 je obmedzené pre jeho nepolarny charakter, tak sa musia niektoré vzorky
derivatizovat’, pripadne je potrebné pouzit’ organické rozptstadlo. Moznou alternativou je aj
pouzitie oxidu dusného, ktory ma podobnii molekulovi hmotnost’ ako CO-. Pri aplikacii je

potrebné byt obozretny, kvoli jeho oxidaénym uc¢inkom a vybusnosti [32].

1.4.3 PouZzitie SFE a nadkritickych tekutin v roznych oblastiach a aktualne trendy

Zameriava sa najmd na fosilne palivd, Zivotné prostredie, potraviny, prirodné zlozky
a polyméry [33].

Farmaceuticka analyza sa zaobera Ccistotou a kvalitou lie¢ivych produktov, stabilitou
vychodiskovych a pomocnych latok, ale aj aktivnymi farmaceutickymi zlozkami. Nadkritické
tekutiny pouziva k vyrobe jemnych a monodisperznych praSkov. Najviac vyuZivany je
CO; - neskodny, ,,zeleny“. Castice z plynovych nasytenych roztokov vyuzivaji toho, Ze
je ovel'a jednoduchsie rozpustit’ CO2 v organickych rozpustadlach, nez vykonavanie opa¢ného
procesu. Této technologia je vSak vo vyvoji, ale predstavuje perspektivny rozvoj priemyslu

s moznou vyrobou komerénych lie¢iv [34, 35]

V environmentéalnej analyze cielom vedcov bolo zachytit' ¢o najviac zneCistujucich latok
zo zivotného prostredia (pesticidy, polychlorované bifenyly, dioxiny, polycyklické aromatické
uhl'ovodiky), naco vyuzili prave SFE [36]. Pouzitie nadkritickych tekutin nachddza vyuzitie
ako rieSenie vyCerpavania alternativnych zdrojov. Tato nahrada je mozna vd’aka pokroku

Vv oblasti alternativnej energie, ktora je katalyzovand predovSetkym negativnym dopadom

29 |Strana



Teoreticka cast’ - Extrakcéné techniky a esencidlne oleje

na zivotné prostredie. V nedavnych Studiach bol navrhnuty proces, s vyuzitim nadkritického
CO., na vyrobu bionafty. Tato technologia vSak este dokonale nie je spracovana, a preto bude

cielom d’al8ich $tudii v blizkej budtcnosti [37].

Nadkritické tekutiny nachadzaju uplatnenie aj v rade réznych experimentdlnych systémov
a potravinarskeho priemyslu s aplikovanim COz. V blizkej budicnosti mézeme ocakavat
rozvoj v oblasti dochucovadiel ale aj extrakcie a rafinacie potravinovych prisad, alternativnych
Spolurozpustadla su preto, lebo zvySuju rozpustnost’ CO2 v materidloch ako napriklad rybie

a ¢ucoriedkové oleje, monosacharidy [38].

1.4.4 Prevedenie SFE spolu s ostatnymi technikami

Pracu analytika v laboratoriu charakterizuje niekol'’ko krokov, a to priprava vzorky, analyza
asamotna interpretacia vysledkov [39]. Jednou z najatraktivnejSich extrakénych technik
s moznostou spojenia s analytickou metédou predstavuje prave SFE [33]. Prepojenie
S jednotlivymi technikami umoznuje neustile zlepSovanie separécie, s vysokou presnostou
a spravnost’ou ale aj s minimalizovanim ¢asovej naro¢nosti. Hlavnou pric¢inou je snaha nahradit’
doposial’ pouzivané metoédy, ako napriklad Soxhletovu extrakciu, ktorej hlavna nevyhoda
spo¢iva v nadmernej spotrebe rozpustadla a asovej narocnosti, s cielom zaviest’ postupy,
prostrednictvom ktorych je priprava vzorky rychla, jednoduchd a efektivnejSia, S moznou

automatizaciou a minimalnou spotrebou nebezpecnych rozpustadiel [40].

Samotnt SFE je moZné previest’ dvoma sposobmi. V offline méde kone¢ny produkt pozostava
z extraktu, ktory je rozpusteny v urcitom rozpustadle. Tato forma musi byt’ v§ak kompatibilna
s analytickym pristrojom. Online mdd je ovela efektivnejsi. Postup spoc¢iva v prenose a zbere
extrahovanych analytov zo SFE priamo do chromatografu. Aj ked’ offline usporiadanie ponuka
jednoduchost, komerénu dostupnost’ a vytazky, ktoré mozno analyzovat’ rdznymi technikami,
tak online mod ma vacsi potencial z dovodu vyssej citlivosti a automatizécie [40]. Pristroj SFE
je mozné pripojit k d’alSim analyzatorom, ktoré sa pouzivaji napriklad Vv spojeni

s chromatografiou [41].
Offline usporiadanie SFE

Vyznamne dolezity je zachyt analytov. Nespravny sposob zberu v zdvere analyzy vedie
k nespolahlivym vysledkom a dosledkom moze byt prave strata stanovovanej latky behom
nespravnej techniky zadrziavania analytu [41]. InStrumentalne usporiadanie vid’ obrazok 5,

vychadza ztych istych prvkov, ako aj pre online tak aj pre offline usporiadanie [39].
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Skvapalneny CO2 sa dodava do injek¢énej pumpy cez tlakovu fTasu s CO», ktora je opatrena
membranou. Nasledne sa skvapalneny CO; prevedie do nadkritického stavu este
pred naplnenim extrak¢nej nddoby. Zber materialu je usmerneny do vialky. Takyto systém
moze obsahovat’ aj prietokomer, ktory sa pouziva na meranie prietoku alebo prechodu
kvapaliny. Offline mod sa v sucasnosti stale viac uprednostiiuje, pretoze nie je obmedzeny
kapacitou vzorky. Online model, ktory poskytuje presnejSie vysledky sa vyuziva mene;.
Pri¢inou je obmedzend kapacita koncentracie analytu - teda limitom detekcie

a kvantifikovatelnosti [39].

Termostat
Extrakéna
cela

Davkovacia Restriktor
Pllll]pﬂ

Ohrev Z?berfla

o vialka

spiraly

Prietokomer

Filter Pasca Tlakova fl'asa

CO:

Obrdzok 5: Schéma offline modu SFE extraktoru (prevzaté a upravené z [39])

Online usporiadanie SFE - spojenie SFE s vysokou¢innou kvapalinovou chromatografiou

Nie vsetky latky st vhodné na analyzu GC-MS. Dovodom je tepelnd nestabilita 1atok alebo
priliS  vysokd polarita. Online usporiadanie SFE-HPLC je 2zvlast prospesné
pri stanovovani svetlocitlivych latok a stopovych mnoZstiev. Svoju atraktivnost’ zvySuje najma
schopnost'ou prenosu vSetkych analytov do chromatografického systému. SFE-HPLC nie je
az tak optimalna technika, najméa kvoli technike pripravy vzorky, v ktorej vyprodukovany plyn
interferuje s kvapalnou mobilnou fazou. HPLC analyzy su zalozené predovsetkym
na ¢o najniz§om obsahu plynu v systéme. Sonikacia alebo zahrievanie su konvencéné spdsoby,
ako sa efektivne zbavit’ plynu z pristroja, pretoZze by hrozilo poSkodenie kolony s nepresnou
detekciou [42].

Dalsie problémy sa mdzu objavit, ak sa bubliny plynu dostanu do systému s UV detekciou,
ktora sa najCastejSie pouziva pri HPLC. Plyny tieZ tlmia fluorescenciu jednotlivych latok, preto
nemozno aplikovat’ ani tento druh detekcie. Kompatibilnejsi je chemiluminescencny detektor
selektivny pre siru (SCD). Iba v mikro HPLC usporiadani mozno aplikovat’ SCD detektor.

V zdvere mozno skonStatovat, ze HPLC je vhodna skor pre kvalitativhu analyzu.
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V kvantitativnej analyze sa m6zu objavit’ problémy stvisiace s presnost'ou ¢erpadla a detektora
[42].

Spojenie SFE s nadkritickou kvapalinovou chromatografiou

Najskor sa SFE a SFC pouzivali ako dve oddelené jednotky, sluziace na extrakciu a nasledna
separaciu. V potravindrskych aplikéaciach sa tispesSne vyuziva na detekciu mastnych kyselin,
triglyceridov, terpenoidov a karotenoidov. Online usporiadanie SFE-SFC poskytuje mnozsvo
vyhod, pokial’ ide o automatizaciu, urychlentl analyzu a spolahlivost. Vel'kym benefitom je
moznost’ priameho zavadzania extraktu do komeréného pristroja vhodného k separacii.
Vyuziva sa najma v stopovej analyze, predchadza degradacii analytu a jeho strate. V offline

usporiadani je najskor extrakt zachyteny do vialky a az potom analyzovany [44].

SFE-SFC pozostava s niekol’ko po sebe iducich krokov. Najprv je vzorka zbavena vlhkosti
vysuSenim alebo pridavkom dehydratacného ¢inidla, a nésledne vlozend do extrakénej cely.
Po extrakcii sa analyty potom zachytavaji v injekénom okruhu alebo sorbente. Kvoli
obmedzenej znalosti vSetkych premennych vplyvajucich na separaciu, bola tato technika
obmedzena pre kvantitativne ucely. Realizdcia SFE-SFC je naro¢nejSia, pretoZe ziada
optimalizdciu extrakénych parametrov - vyber modifikatoru, vhodny prietok nadkritickej

tekutiny, tlak, mnozstvo vzorky a doba extrakcie [44].
Spojenie SFE s plynovou chromatografiou

Spojenie plynovej chromatografie (GC) a SFE v praxi charakterizuje podstatné ulahcenie,
ako rychlo analyzovat’ neznamu latku. V pripade pritomnosti nadkritického CO2 nenastava
Ziadny problém, pretoZe mobilnou fazou v GC je plyn. Po zachyte stanovovanej latky v kolone

a odvetrani CO; sa prevedie analyza [42].

GC poskytuje mnozstvo vyhod. Nie je narocné na Gpravu vzorky, ¢im sa skracuje celkova doba
analyzy. Vdaka nizkej naro¢nosti na tUpravu, nedochddza k stratam aani k degradacii
stanovovanej latky. Poskytuje presné vysledky aj pri nizkych koncentraciach vd’aka vysoke;j
citlivosti. Deteguje napriklad polycyklické aromatické uhl'ovodiky a vonné latky v prostredi
[43].

Spojenie SFE so spektralnymi technikami

V dnesnej dobe sa povazuje za rutinné spojenie SFE-GC a SFE-HPLC, ale spojenie
so spektralnymi technikami je vo vyvoji. Doposial’ infracervena spektrometria s Fourierovou

transformaciou je jedinou diskutovanou technikou v oblasti spektrdlnych metod. Téato
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nedestruktivna metdda je vSak ovplyvnena rozpustnostou stanovovanej latky v nadkritickom

CO., ako uvadza obrazok 6 [45].

Dynamicka extrakcia
A B -

Staticko-dynamicka extrakcia

Jo—

Dynamicka extrakcia s kryozachytom

A

1)) I
A B

Obrazok 6: Tvar pikov pre rozpustné (A) a nerozpustné (B) analyty v nadkritickej tekutine

Segment I)

Segment I1)

Segment I11)

(prevzaté a upravené z [45])

Dynamickou extrakciou st vyprodukované nizko objemové piky, ktoré
nemozno alebo t'azko kvantifikovat’. Piky su rozl'ahlé a plochého tvaru. Je to

znak toho, ze analyt dosiahol maximalnu rozpustnost’ v tekutine [45].

Pontika zlepSenie kvality piku pre oba pripady rozpustnosti - Gplna/Ciastocna.
Vdaka tomu je mozné zakoncentrovanie analytu v malom objeme CO; este

pred dynamickym vyplachom [45].

Predstavuje potencialny tvar piku pre oba pripady rozpustnosti, v ktorom bol
pouzity kryozachyt. Pre akukol'vek vidzbu analytu v zlozitom matrixe
kryozachyt moze viest' k excelentnym vysledkom a definitivnemu zlepseniu

oproti bezzachytovym metédam [45].

Kryozachytavanie moze viest' k rozSireniu pikov, U vysoko rozpustnych analytov. Zalezi

od toho, ako efektivne je extrakt odstraneny z pasce a privedeny na hlavicu kolony. Pre analyty

s obmedzenou rozpustnostou sa vysledky moézu liSit. PreruSovand ciara v segmente Il

predstavuje analyt, ktory bol efektivne odstraneny z povrchu pasce, naproti celej Ciare, ktora

predstavuje ovel'a postupnej$iu eltciu analytu z pasce [45].
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1.4.5 Optimalizicia podmienok pri pouziti SFE

Aplikacia nadkritickych tekutin sa zvySuje kvoli ich vlastnostiam a schopnosti extrahovat’
organické zluceniny z najréznejSich typov matric. Existuje niekolko parametrov, ktoré
vyznamne ovplyviiuji extrakciu. Medzi najvyznamnejsie patri tlak, teplota, pripadné pouzitie

modifikatoru a prietok nadkritickej tekutiny [46].
Vplyv tlaku na SFE

Medzi najhlavnejSie parametre, ktoré vplyvaji na ucinnost’ extrakcie, patri tlak. Pokial
pri urcitej teplote dojde k jeho zvySeniu, tak sa zaroven zvysuje aj hustota kvapaliny, a to vedie
k zvySeniu rozpustnosti latok. Objem tekutiny potrebny na danu extrakciu je modifikovatel'ny
upravou tlaku. ZvySenim tlaku sa potrebny objem zmensuje a naopak. Je potrebné poznamenat’,

ze nie vzdy je potrebné pouzitie vysokého tlaku. Zavisi na type matrice vzorky [26, 46].
Vplyv teploty na SFE

So zvysujucou sa teplotou a konstantnym tlakom sa zase znizuje hustota nadkritickej tekutiny.
Teplota zaroven ovplyviluje prchavé vlastnosti latky. Je ale naro¢né predpokladat’ urcity vplyv

teploty na vzorku, pretoze opat’ zavisi na jej charaktere [26, 46].
U¢inok modifikatoru na prevedenie SFE

Jeho charakter je zavisly od povahy extrahovanej latky. Ako uz bolo spominané¢, CO2 je vhodny
najmid pre nepolarne a stredne polarne latky. Polarne zlozky moZno extrahovat inou
nadkritickou tekutinou alebo modifikovanym CO2, kedy sa meni kriticky bod zmesi.
Medzi najviac aplikované modifikatory patri metanol, etanol, acetonitril a toluén. Ich pouzitie
doposial’ nie je dokonalo preStudované, avSak nepouziva sa iba na zvySovanie polarity, ale
pridavkom nizkeho mnozstva k nadkritickej tekutine sa pozoruhodne zvySuje aj extrak¢na

ucinnost’ [26, 46].
Vplyv ¢asu a prietoku na ucinnost’ extrakcie

Celkova doba extrakéného procesu je dana rychlostou toku nadkritickej tekutiny. Cim je
prietok pomalsi, tym sa tekutina dostdva hlbsie do matrice, a zdroven sa zvysSuje aj vytaznost’
extrakcie. Aj ked pri vy$Som prietoku dochadza k vyraznému zniZzeniu ¢asovej naro¢nosti,
tak rovnako aj k znizovaniu vytaznosti, pretoze tekutina sa nedostava hlboko do matrice a tiez

dochadza k stratam analytu behom zachytu do organického rozpustadla [26, 46].

34 |Strana



Teoreticka cast’ - Orechy

1.5 Orechy

Patria medzi najstar$i zdroj obzivy pre Cloveka, vtactvo a divoko Zzijuce zvieratd. Medzi
najobl'ibenejsie jedlé orechy patria mandle (Prunus amigdalis), lieskovce (Corylus avellana),
vlasské orechy (Juglans regia) a pistacie (Pistachia vera). Konzumuju sa v r6znych formach -

od celych (Cerstvé, prazené), v réznych natierkach a maslach, alebo ako oleje [47, 48].

Presna definicia orechov je doposial’ nejednozna¢na. Podl'a American Heritage Dictionary
of the English Language orech predstavuje ovocie, ktoré ma semeno uzatvorené v jednej
Skrupine. Zaroven sa za orech povazuje aj vac¢Sina suchych semien. Dovodom je ich Skrupina,
preto nie kazdy plod, ozna¢ovany ako orech, je v skuto¢nosti orechom. Naj¢astejSie sa orech

definuje ako tvrdé semeno Skrupiny, ktoré obklopuje jedlé olejové jadro [47, 48].

Orechy sa od seba liSia najmé tvarom, velkostou a Strukturou. Jadro moéze byt pevné
a jednoduché (mandle, gastan, kokos, pistacie) alebo oddelené (hickory, pekanové orechy).
Vo vicsine pripadov st gulovitého tvaru, s vynimkou napriklad brazilskeho orechu, ktory je

trojuholnikovy [49].

Po rastlinnych olejoch su najbohatSou matricou na tuky. Obsah nasytenych mastnych kyselin
tvori 4 - 16 % . Viac ako polovica je tvorend nenasytenymi tukmi, mononenasytenymi
mastnymi kyselinami (MUFA). V para orechoch prevladaju polynenasytené mastné kyseliny
(PUFA) - kyselina linolova a vo vlasskych orechoch - kyselina a-linolénova. Zaroven st vel'mi
dobrym zdrojom pre ziskanie potrebnych zloZiek pre spravnu funkciu organizmu. Obsahuju
vysokokvalitny rastlinny protein, vlakninu, mineraly (vépnik, hor¢ik, draslik), tokoferoly,
fytosteroly a fenolické zlt¢eniny [48]. Schéma fytochemickych latok, obsiahnutych v orechoch

je uvedena na obrazku 7.

V sucasnosti vSak existuju aj obavy z konzumacie orechov. Okrem alergie, ide o potencialnu
toxicitu, kedy orech moze byt kontaminovany mykotoxinom, najmi aflatoxinom. Ten moze
zapricCinit’ akutne poSkodenie a cirhdzu pecene, tvorbu nadorov, poruchy centralneho nervového

systému, kozné poruchy a hormonalne poruchy [48, 50].

Emilio Ros [52] vo svojej reSersi naznacuje, ze pravidelna konzumacia orechov, priaznivo
vplyva na Tludsky organizmus, Vv pripade obezity, hypertenzie, diabetu mellitu
aj kardiovaskularnych chor6b. Zaroven dokazu znizit' riziko zépalovych ochoreni. Napriek
tymto zaverom je vSak potrebné eSte presnejSie objasnit’ tieto vysledky, pretoze ucinky kazdého

jedného orechu este nie st Gplne presne popisané [51, 52].

35|Strana



euel1s|og

Fytochemickeé latky

Alkaloidy Organosirne Fenolicke UbFovodiky Bielkoviny Lipidy
) zlaéeniny zli¥eniny )
] \ Karotenoidy
Stilbény Triesloviny Lignany || Fenolové kyseliny Fenolicke Steroly
aldehvydy
Naftochinény Hydroxybenzoove l——| Chlorofyly
kyseliny Flavonoidy
Alkyl -
fenoly Antokyény
‘i — Flavanony | '
Protantokyanidiny Antokyanidiny
Hydrolyzovatelné J Hydroxyskoricove Flavény Isofl
triesloviny kyseliny B sotavony
Dihydroflavonoly [
\ | \ Flavonoly
Elagitaniny Galotaniny Flavan-3-oly

Obrazok 7: Schéma pre rozdelenie fytochemickych latok obsiahnutych v esencidlnych olejoch rastlinnych matric (prevzaté a upravené z [64])

AY281Q - IS12 DYO12109]



Teoreticka cast’ - Orechy

1.5.1 Delenie orechov podl’a gastronomického a botanického hl’adiska

Orechy mozno oznaCit' za vel'mi zloziti skupinu rastlin. Botanici definuji orech ako
jednosemenné suché ovocie, ktoré je obalené v perikarpe (pletivo). Pravé orechy sa vsak
po dozreti nerozlomia. Slovo orech sa v skuto¢nosti pouziva na pomenovanie akéhokol'vek
vel'kého olejovitého jadra v Skrupine, ktoré mozno skonzumovat. Vyznacuje sa schopnost'ou

poskytniit’ 'udskému organizmu zdraviu prospesné latky [52, 49].

Gastronomicka definicia je vel'mi obsiahla. Zahfiia orechy, semena (keSu, piniové oriesky,
tekvicové, sezamové), strukoviny (arasidy) a kdstkovice (mandle, makadamovy orech, pistacie
a vlassky orech). V skratke gastronomia definuje orech ako jedlé jadro, obklopené Skrupinou
[53].

V tejto &asti su uvedené aj rastlinné matrice, ktoré nespiiajii podmienku botanickej klasifikacie
orechu, avsak boli pouzité v praktickej Casti diplomovej prace. Pri¢inou je obsah latok,
vyznamnych pre ludsky organizmus a dostupnost. Orechové oleje st velmi vyuZivanou
surovinou Vv potravinarskom priemysle, ktoré maji zdraviu prospe$né u¢inky. Okrem iného,

maju aj Siroké uplatnenie v kozmetickom priemysle [54].

1.5.1.1 Kokosovy orech

Je ovocim kokosovniku orechoplodého Cocos nucifera. Pestuje sa najmé kvoli jeho vyzivovym
a lieCivym schopnostiam. Olej sa ziskava zo suseného ovocia, ktoré prechadza réznymi
rafinacnymi krokmi a naopak panensky olej sa vyrdba bez chemickych postupov. Ma
antibakterialne, protiplesiiové, antivirusové, antiparazitarne, antioxida¢né ucinky. Kokosova
voda a jadro obsahuju mikromineraly a zZiviny nevyhnutné pre I'udsky organizmus. Kokosovy
olej obsahuje najmd nasytené mastné kyseliny (kyselina laurovd obsiahnuta
v 50 - 55 %). Je obohateny aj o mastné kyseliny so strednym retazcom (pozostavaju z kyseliny
kapronovej, kaprylovej, kaprinovej). Vyznamnu zloZku tvoria tokotrienoly, ktoré pdsobia proti

peroxidacii lipidov a tokoferoly s antioxida¢nou aktivitou [55, 56, 63].

1.5.1.2 Lieskovy orech

Lieskovy orech je plodom malych stromov alebo krov liesky Corylus avellana. Hlavnym
svetovym producentom je Turecko, ktoré v roku 2012 tvorilo priblizne 63 % celosvetovej
produkecie. Jadro lieskového orechu obsahuje okolo 60 % oleja, ktory sa ziskava bud’ lisovanim
za studena alebo extrakciou rozpustadlom. Medzi hlavné zlozky obsiahnuté v oleji z lieskovca
patri kyselina olejova a hlavnou vedlajsou zIuc¢eninou je f-sitosterol [54]. Zaroven je obohateny

0 draslik, fosfor, vapnik, hor¢ik a selén. Sluzi ako vyznamny zdroj vitaminu E a B. Obsahuje aj
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glutdmovu a asparagovu kyselinu, arginin, lyzin a tryptofan. Sacharidy, organické kyseliny,
aminokyseliny zohravaji vyznamnu tlohu v senzorike ale vd’aka jeho vyzivovym zlozkam je

dolezity aj pre spravnu funkciu organizmu [57, 63].

1.5.1.3 Pekanovy orech

Plodom Carya illinoinensis je kostkovica tvorena jednou kdstkou, ktora je obalena Supinou.
Pochadza z USA, avsak je dobre adaptovany aj v Juznej Afrike a Australii. Aj napriek tomu,
USA tvori 80 % celosvetovej produkcie. Hlavnou mastnou kyselinou je opét’ kyselina olejova
a hlavnym tokoferolom je p-tokoferol. Pekanovy orech je najbohatsi na f-sitosterol
a 5-avenasterol. VysSie koncentracie st charakteristické aj pre pritomnost metyl

a dimetylsterolov [54].

1.5.1.4 Betelovy orech

Vseobecne znamy aj ako arekovy orech, je plodom palmy Areca catechu. Pestuje sa v Indii,
Bangladési, Japonsku. Farmaceuticky vyznam tohto orechu spociva v pritomnosti alkaloidu -
arekolinu. Medzi hlavné zlozky obsiahnuté v betelovom orechu patri katechin, flavan-3,4-diol,
leukocyanidin, ktoré patria do skupiny polyfenolov. Zaroven tieto latky moézu prispievat
k toxicite orechu. Ako karcinogén sa preukazal safrol, hydroxychavikol a katechiny. Medzi
Styri hlavné alkaloidy izolované z areka orechu patri arekolin (7,5 mg/g), arekaidin (1,5 mg/g),
guvacolin (2,0 mg/g), guvacin (2,9 mg/g). VSetky tieto spominané alkaloidy st pribuzné
arekolinu, ktory je struktirne podobny nikotinu. Profil mastnych kyslin pozostava z kyseliny
laurovej, myristovej, palmitovej, stearovej, dekanovej, dodecénovej a hexadecénovej [58, 59,
60].

1.5.1.5 Muskatovy orech

Je vysusenym semenom aromatickej rastliny muskatovniku pravého Myristica fragnans,
s charakteristickou vornou a lie¢ivymi G¢inkami. PouZziva sa na liecbu zalidoénych vredov,
poruch pecene aj ako diuretikum. Olej ziskany z muSkatového orechu obsahuje myristin,
kyselinu myristovu. Produkuje 5 - 15 % prchavého oleja, ktory je zlozeny z borovice, sabinénu,
kamfénu, myristinu, elemicinu, izoelemikinu, eugenolu, izoeugenolu, metoxy eugenolu,
safrolu, lignanov, neolignanov. Tradicne sa pouziva v kulinarskom, farmaceutickom
a kozmetickom priemysle, tiez ako dochucovalo pri priprave peciva, misa, udenin, zeleniny,
nealkoholickych napojov . Na univerzite v Calgary (Faculty of Medicine), sa Dr. W. A.
Whitelaw [62], zaoberal intoxikaciou muskatovym orieSkom. Narkotické Gc¢inky mozno

vyvolat’ pozitim 2 - 5 g prasku. Priznaky sa objavuju priblizne po 6 hodinach od pozitia.
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Intoxikacia sa prejavuje scervenanim pokozky, zrychlenym tepom, absenciou slinenia,

vypadkami pozornosti, moznym sluchovym a ¢uchovym poskodenim [61, 62].

1.5.1.6 Para orech

Brazilsky orech, znamy ako para orech sa vyuziva ako potravina a v kozmetickom priemysle.
Plody stromu Bertholetia excelsa pochadzaji z Brazilie. Ovocie obsahuje 12 az 25 semien
(orechov). Pri priemyselnom spracovani sa semena oddel'uju od ovocia. Jadro para orechu je
obohatené predovSetkym o tuk, bielkoviny, sacharidy, vitaminy B a E. Zo vSetkych orechov
obsahuji najviac hor¢iku, zinku, selénu, fosforu a vapniku. Ich olej, je bohaty na mastné
kyseliny, hlavne kyselinu linolovi aolejova. Vdaka jeho vyznamnym vyzivovym
vlastnostiam, moéze slazit ako prevencia voli chronickym zavaznym ochoreniam srdca

¢i rakovine [63].

1.5.2 Latky obsiahnuté v orechoch

Orechové stromy st zdrojom najmé fytochemickych latok. ZloZenie sa moze vyznamne liSit
Vv zavislosti od druhu orechu, podmienok, za akych bol pestovany, skladovany. Fytochemikalie
su spojené S priaznivym pdsobenim na 'udsky organizmus. Maju protizapalové, antioxidaéné,
antivirusové ucinky. Pritomnost” organosirnych alebo antioxidacnych enzymov doposial

nebola prestudovana [64].

1.5.2.1 Celkovy obsah fenolickych zluc¢enin

Ich hladina je ovplyvnena réznymi faktormi - environmentalnymi, zlozenim pddy, Groviiou
zrenia, tak isto ako je to pri ovoci a zelenine. Fenoly su hlavnou skupinou latok, spadajtcich
do triedy fytochemikalii. Zahfiaji Siroku skupinu latok - polyfenoly (molekula obsahujuca

jednu alebo viac fenolickych skupin) [64, 65].

1.5.2.2 Flavonoidy
Do skupiny flavonoidov spadaju - flavonoly, flavony, flavandny, flavan-3-oly, antokyanidiny

a isoflavony. Struktura latok je uvedena na obrazku 8 [64].

Flavonoidy vznikaji ako sekundarne metabolity rastlin, obohatené o antioxidanty. Funkéné
hydroxylové skupiny preukazuju svoje antioxida¢né vlastnosti tym, ze vychytavaju vol'né
radikaly, ateda potlacuji oxidacny stres. Pdsobia ako prevencia pred rakovinou,

kardiovaskularnymi a respiracnymi ochoreniami [50, 64].
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Obrdzok 8: Struktura vybranych flavonoidov (prevzaté a upravené z [64])

1.5.2.3 Fytosteroly

Fytosteroly su zliceniny vel'mi podobné cholesterolu. LiSia sa Struktirou bo¢ného retazca,
napriklad f-sitosterol a stigmasterol maju etylovii skupinu na C24. Kampesterol
a brassikasterol obsahuji metylenovu skupinu. Konzumaciou fytosterolu (2 - 3 gramy denne)
vedu k znizeniu nizkodenzitného lipoproteinu (LDL cholesterol). Vitamin E je zlozeny
z 6smych prirodnych zlucenin - a, S, y, 8-tokoferolu a a, S, y, 6 a 5-tokotrienolu. Tokoferol sa
od tokotrienolu odliSuje stupfiom nasytenia hydrofébneho retazca. Tokotrienoly obsahuju tri

dvojnasobné viazby na C3, C7 a C11 v bo¢nom ret’azci [66].

1.5.2.4 Terpény

Prirodzene vyskytujiice sa zlozky Vroznych rastlinnych matriciach, ktoré pozostavaju
z izoprénovych jednotiek. Ich klasifikacia spoéiva v pocte tychto jednotiek a je uvedena
V nasledujucej tabul'ke 3. Terpény su pritomné najméa v matriciach rastlinného povodu. Vyrazne
prispievaju k charakteristickym organoleptickym vlastnostiam danej potraviny (chut’, vona).
Mono- a seskviterpény nachadzame predovsetkym V esencialnych olejoch a di-, tri a opat’

seskviterpény hlavne v balzamoch a ziviciach [67].

Tabulka 3: Delenie terpénov aj s prislusnymi poctami uhlikov [67]

Monoterpény C10
Seskviterpény C15
Diterpény C20
Sesterpény C25
Triterpény C30
Tetraterpény C40
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Monoterpény, vid tabulka 4, vznikaji kondenzaciou izopentenylu difosfatu (IDP)
s dimetylallyl difosfatom (DMADP). Eliminaciou difosfatového anioénu vznika geranyl difosfat
(GDP). Hydrolyza geranylu alebo neryldifosfatu, katalyzovana prenolpyrofosfatazou poskytuje
monoterpénové alkoholy - geraniol, nerol. Acyklické monoterpény (napriklad myrcén, ocimén)
vznikaju dehydrataciou geraniolu. Kondenzéacia IDP s GDP poskytuje farnezyldifostfat. Prave
velka Cast’ seskvi- (tabul’ka 4), di-, a polyterpénov sa tvori z farnezyldifosfatu [67].

Tabulka 4: VVybrané terpény, pritomné v esencidlnych olejoch a extraktoch rastlinnych matric [67]

acyklické
2.6-d1 lokta myrcen .
2.6-dimetyloktan yre ocimén
A |
monocyklické
p-mentan limonén o-terpinén
bicyklické [/ l
pinan o-pinén karan
acyklické
farnesan
monocyklické o A - L L |
bisabolén germakrén humulén
A
bicyklické
kadinén
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1.6  InStrumentilna analyza
Chromatografia je metoda, v ktorej su jednotlivé komponenty separované a distribuované
medzi dve fazy, pricom jedna je staciondrna a druhd mobilnd. V zmesi sa jednotlivé zluceniny

rozdelia v r6znych pomeroch, v zavislosti na ich rozpustnosti v danych fazach [68, 69].

1.6.1 Plynova chromatografia
Patri do technik, ktoré sa vyuzivaju pre separaciu a analyzu stredne prchavych a prchavych

latok. Mobilnou fazou v GC je plyn (hélium, dusik, vodik) [68, 69].

®
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®
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Obrdzok 9: Schéma plynového chromatografu
1 - zdsobnd flasa nosného plynu, 2 - ventil, 3 - reguldtor prietoku, 4 - ddvkovacie zariadenie, 5 - termostat,
6 - koldna, 7 - detektor, 8 - spracovanie ddt(prevzaté a upravené z [68])

Prietok plynu je regulovany pomocou ventilu aregulatoru prietoku. K davkovaciemu
zariadeniu je pripojena kolona. Vzorka je zavadzana do priadu nosného plynu pri dostatocne
vysokej teplote, aby sa odparili vSetky zlozky. Na davkovanie sa vécSinou pouziva
mikroinjek¢na striekacka, ktorej ihla prepichne septum v davkovacom zariadeni. Pary st potom
unasané prostrednictvom nosného plynu kolénou, kde dochadza k ich separacii. Detektor je
priamo napojeny na vystup z kolony a monitoruje pritomné zlozky, ktoré su eluované z kolony.
Detektor nesmie byt’ citlivy na nosny plyn, ale musi detegovat’ eluované latky. Zaznam jeho
odozvy Vv ¢ase tvori chromatogram. Zakladna schéma plynového chromatografu je uvedena

na obrazku 9 [69].

1.6.1.1 Detektory pouzivané v plynovej chromatografii
Na detekciu zlu€enin bolo vyvinutych niekolko detekénych zariadeni. Medzi najviac

uplatiiované v praxi sa radi plamenovo ioniza¢ny detektor (FID), tepelne vodivostny detektor
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a detektor elektronového zachytu (ECD). Idealny detektor by mal byt univerzalny, s vysokou
citlivostou a so Sirokym linearnym rozsahom [69]. Ich charakteristiky a principy st uvedené
v tabul’ke 5 [70].

Tabulka 5: Principy detektorov pouZivanych v GC [70]

Meranie rozdielov v
Tepelne o
tepelnej vodivosti vzorky _
vodivostny Univerzalny 1010 10
a referencnym
(TCD)
plynom
Plameniovo- Spal’uje zluc¢eninu v Reaguje na vSetky
ioniza¢ny plameni H2/O- oxidovatel'né 1012 107
(FID) pri 2000 °C a meria i6ny zltceniny uhlika
Meria prid, ktory sa meni .
Elektronového § o Reaguje na vSetky
po reakcii organickej . .
zachytu _ zluCeniny reagujice s 101 103
zluceniny
(ECD) Elektronom
s elektronom

Plameiniovo-ioniza¢ny detektor

Spliuje vSetky charakteristické znaky pre idedlny detektor. Princip spociva v spaleni organicke;j
latky v plameni H2/O2 pri 2000 °C, pricom dochadza k produkcii radikalov a Stepnych
fragmentov, ktoré indukuju prid medzi elektrodami. Na elektrédy je vloZené napitie
(200 - 300 V). Pocet fragmentov je Gmerny prudu, ktory pretekd medzi elektrodami.
Zo zaznamu zavislosti idGnového prudu na ¢ase, mozno reprodukovat’ koncentraciu organickej

zlteniny ako pik, tvoriaci sa v systéme. Minimalny detekény limit FID je 107 g [26, 69].
Detektor elektronového zachytu

ECD sa vyuziva najmé v environmentalnej analyze, pretoze je obzvlast citlivy na halogénové
zltCeniny. Vysoku citlivost’ vykazuje aj pri stanoveni dusikatych latok, alkylhalogenidov
a organokovovych zluc¢enin. Nie je vhodny pre analyzu alkoholov a ketonov. Detektor obsahuje
radioaktivny P ziari¢ (®3Ni), ktory koliduje s plynom za tvorby meratené¢ho pradu, ktory je
konstantny. Castice, ktoré su eluované z kolény mozu zachytavat elektrony aich ubytok

Vv prude je potom zaznamenavany [69, 70].
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Tepelne vodivostny detektor

Figuruje ako prvy vyvinuty detektor pre GC. Mozno ho charakterizovat’ ako nedestruktivny,
pomerne jednoduchy a citlivy. Je zaloZzeny na merani rozdielov medzi tepelnou vodivostou
nosného plynu a stanovovanej latky. Cez odporové vlakna, ktoré su vyhrievané na urcita
teplotu, prechadza priud mobilnej fazy s undSanymi analytmi. V pripade pritomnosti eluovanej
latky v plyne sodliSnou tepelnou vodivostou, dochiddza k zmene teploty vlakna,

a teda aj zmene jeho elektrického odporu [69, 70].

1.6.2 Hmotnostna spektrometria

Hmotnostna spektrometria (MS) je analytickd metoda, ktora zahfia meranie pomerov
hmotnosti k naboju i6nov, ktoré vznikli pri ionizacii vzorky. Vysledny zaznam tvori
hmotnostné spektrum, pozostavajuce zo zavislosti intenzity ibnov na ich pomere m/z. Vyuziva
sa na stanovenie hmotnosti atdbmov, avSak vd’aka fragmentécii i6nov, poskytuje informacie,
tykajice sa Struktiry danej latky [71, 72]. Schéma hmotnostného spektrometru je uvedena

na obrazku 10.

0d 20. storocia je vSak mozné prostrednictvom novo vyvinutych ionizanych technik ionizovat’
aj napriklad proteiny alebo polysacharidy. Spojenie s chromatografickymi technikami (GC,
HPLC) arozvoj tandemovej hmotnostnej spektrometrie prispel kK vyvoju analyz v oblasti
kontroly zivotného prostredia, metabolizmu liekov, proteomiky, dokonca sa dosiahlo aj priame

stanovenie hmotnosti virusov [71, 72].

Hmotnostny, Detektor
analyzator
Spracovanie
signalu

Obradzok 10: Zdkladnd schéma hmotnostného spektrometru (prevzaté a upravené z [72])

Ako je uvedené na obrazku 10, hmotnostny spektrometer je vybaveny idnovym zdrojom,
hmotnostnym analyzatorom, detektorom, systémom na vyhodnocovanie a archivaciu ziskanych
dat, obvykle pocitatom s tlaciarnou. Funkcia iénového zdroja spociva v prevedeni neutralnych
zloziek analytov na nabité ¢astice. Hmotnostny analyzator nasledne rozdel'uje vzniknuté i6ny

na zaklade pomeru hmotnosti a ndboja. Po rozdeleni detektor nakoniec snima i6ny a urcuje ich
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relativnu intenzitu. Hmotnostny spektrometer vSak mdze obsahovat viacero analyzatorov
pre prevedenie MS/MS analyzy. Najvyznamnejsi rezim skenovania v tandemovej hmotnostnej
spektrometrii je vysledny idnovy sken. I6ény suréitou hmotnostou sa vyberda prvym
hmotnostnym analyzatorom. Nasledne prechadzaji do koliznej cely, kde dochédza k zrazkam
S inertnym plynom a fragmentacii. Produktové i6ny sa analyzuju v druhom analyzatore. Iony,
ktoré nemaju vybranti hmotu, st odvedené z cely. Iony s uréenou hmotou za kratky casovy tsek

podlichaju fragmentacii a nasledne sa analyzuja [71, 72].

1.6.3 Plynova chromatografia - hmotnostna spektrometria
Spojenie GC-MS, vid’ obrazok 11 tvori synergicka kombinaciu dvoch vykonnych analytickych
technik. Plynova chromatografia umoziuje separaciu zlozitej zmesi v ¢ase a hmotnostny

spektrometer poskytuje informacie napomahajice k uréeniu Struktary kazdej zlozky [73].

Vzorka v toku mobilnej fazy, v tomto pripade plynu, putuje do hmotnostného spektrometru.
V pripade spojenia s chromatografickymi technikami, je nevyhnutné odstranit’ nadbytok
mobilnej fazy pred vstupom do vakua. V idbnovom zdroji podlieha plynny eluat ionizacii
a nasledne vzniknuté iony si delené podla ich pomeru hmotnosti a naboja. Prostrednictvom
ionizacie molekula ziskava prebytok vnutornej energie, ¢im je umoznena jej fragmentacia.

Vysledkom fragmentacie je produkcia jednoduchsich i6nov, ktoré su zaznamenavané pomocou

detektoru [70, 74].
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Obrdzok 11: Schéma usporiadania GC-MS (prevzaté a upravené z [75])

1.6.3.1 Ioniza¢né techniky
Pre uspesni analyzu je nevyhnutné zvolit vhodnu ioniza¢nl techniku. Existuje vela

dostupnych ionizanych technik pre hmotnostny spektrometer, avsak pri spojeni s plynovou
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chromatografiou sa najviac vyuziva elektronova a chemicka ionizacia. Kompatibilita medzi
hmotnostnym spektrom a ionizaciou je nevyhnutnostou. Pre kazdu skupinu zlucenin je urceny
zoznam ioniza¢nych technik, ktoré je mozné pouzit' pri ich analyze. Zaroven pre kazda
ioniza¢nu techniku su uvedené kompatibilné chromatografické metody, ktoré mozno pouzit

pri ich stanoveni [73, 76].

Uloha iénového zdroju spodiva v dodani energie pre molekulu, ktord je bezpodmieneéna
pre vykonanie uspesnej ionizacie. Podmienkou je vSak dodrzanie urcitej teploty, aby analyt

nemohol prejst’ do kvapalného stavu [70].
Elektréonova ionizacia (EI)

Ionizacia narazom elektronov je najbeznejSou technikou. Eluat neutralnych molekul, ktory
vychéadza z GC kolony, vstupuje do i6nového zdroja. Elektrony st emitované pomocou Zeravej
vicsinou wolframovej katody, ktoré su nasledne zachytavané anddou. Elektrony si zaroveil
vystavené prudu s energiou 70 eV. Tym, Ze sa priblizi emitovany elektréon k valenénému
elektronu, dochadza k jeho naslednému uvolneniu a vzniku radikalového kationu. Priebeh

elektronovej ionizacie mozno popisat’ nasledujiicou rovnicou (3).
M+ e - MY 4 2e” ©)

Vyprodukované i6ny su potom vytesnené z idbnového zdroja, nasledne zaostrené a usmernené
do hmotnostného analyzatora. EI je vhodna pre prchavé zluceniny nepolarneho a stredne
polarneho charakteru, s hmotnostou menSou ako 1000 Da. NemozZno ju pouzit’ v pripade

vysokomolekularnych a tepelne nestabilnych latok [70, 73, 76, 77].
Chemicka ionizacia (CI)

Vyuziva sa pre identifikiciu a kvantifikdciu organickych molekiil. Casom nasla uplatnenie

aj v oblasti chémie, biochémie, lekarstve a environmentalistiky [78].

CI je na rozdiel od EI zalozena na ionizacii vzorky reakciou iénov/molekul v plynnej fazy.
Pri urovani Struktiry je ale obzvlast vhodné preskumat’ oba typy spektier. CI najskor
vyuzivala pozitivne reakcie i6nov ale v poslednych rokoch sa zvysil zdujem aj o negativne
reakcie ako metddy ionizacie. Vyvoj zédpornych i6nov bol sposobeny tym, ze EI pri nizkych
tlakoch zdroja, poukazovali na nizku intenzitu produkcie negativnych idonov a zaroven silnu
zavislost’ spektier negativnych i6nov od ionizacnej energie. Zaroven komeréné hmotnostné

spektrometre neboli vybavené na analyzu V negativnom modde. V sGcasnosti je vSak pristroj
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schopny pracovat’” bez problémov aj v negativnom rezime, pretoze intenzity signalov su

minimalne také isté ako st intenzity v pozitivnom mode [78].

CI je zalozena na dvoch krokoch. V prvom dochadza k ionizéacii molekul reakéné¢ho plynu
anasledne prostrednictvom i6n molekuldrnych interakcii, nastdva ionizacia analytu. Patri
medzi prvi mikka ioniza¢ni techniku, v ktorej st produkované idény s parnym poctom

elektréonov [77].

1.6.3.2 Hmotnostné analyzatory

Po produkcii i6nov v idnovom zdroji, je potrebnd ich separdcia Vv hmotnostnom analyzatore
na zaklade pomeru hmotnosti a ndboja. Ich volba zavisi na niekolkych parametroch. Su
obmedzené svojim hmotnostnym rozsahom (napriklad existuju analyzatory pre komponenty
s hmotnostou menej ako 1000 Da). Dalej je to ich rozliSovacia schopnost’, chyba uréenia m/z,
dynamicky rozsah a rychlost. Umoziiuju meranie v dvoch modoch - sken a zdznam vybraného

i6nu (SIM) [69, 71].

Sken

Takmer vSetky vzorky sa najskor analyzujii pomocou Uplného skenu, aby bolo mozné ziskat’
o najviac informacii. Uplny sken umoziiuje magneticky sektorovy analyzator, kvadrupél
a analyzator doby letu. NajcastejSie sa prevadza sken v urCitom rozmedzi m/z, ¢im sa ziska
hmotnostné spektrum a na zéklade fragmentovych i6nov a logickych strat, st nam poskytnuté

informacie o molekulovej hmotnosti [76].
SIM

Pokial’ laboratérny pracovnik chce vylucit’ alebo zistit’ a nasledne urcit’ koncentraciu nejakej

zlozky uz v preskimanej vzorke, voli zaznam vybraného ionu SIM [76].
Kvadrupoélovy analyzator (Q)

Kvadrupdl je tvoreny S$tyrmi kovovymi ty¢ami, skruhovym prierezom dizky
20 - 30 cm. Kladné jednosmerné napitie je aplikované na dve protilahlé elektrody a zaporné
na zvySné dve protilahlé elektrody. Zaroven je eSte na vSetky elektrody vlozené
vysokofrekvencéné striedavé napitie. Ion zaéne okamzite oscilovat’ v momente, v ktorom je
usmerneny na stredovu os kvadrupdlového analyzatoru. Jeho princip spociva vo vytvoreni
stabilnej trajektérie ionov s pouzitim jednosmerného a striedavého napdtia. To znamena,
ze analyzator zachytava alebo vypudzuje i6ny na zdklade ich trajektorie. Za urcitych

podmienok (urcity casovy okamih a dany pomer U/V) je tato trajektoria stabilna iba pre i6n
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sdanou hodnotou m/z. Tento i6n potom prechadza celym kvadrupdlom, na rozdiel
od ostatnych, ktoré su zachytené na tydiach a nasledne je usmerneny na detektor. Upravou
podmienok sa vSetky i6ny postupne dostavaji na detektor, ateda ho mozno nazvat

aj hmotnostnym filtrom [70, 71, 79, 80].

V praxi nachddza najvécSie uplatnenie v kvalitativnej analyze, lekarstve, letectve a GC-MS
analyze. Aj ked’ méa nizku rozliSovaciu schopnost’, tak poskytuje rychly sken, a preto je vhodny

pre kombinaciu s chromatografickymi metodami (HPLC, GC) [80].
Detekcia neznamych latok vo vzorke v GC-MS

Uspesnej GC-MS analyze nebrania ziadne negativne aspekty. Jedine pouZitie kapilarnych kolén
s malym priemerom vedie Kk zniZeniu citlivosti a problémom s vakuovym systémom. Z tohto
dovodu sa v GC-MS nepouziva ako nosny plyn dusik ale hélium, ¢im sa zvySuje citlivost'.
Ako nosny plyn sa méze pouzit’ aj vodik ale pri elektronovej ionizacii mozu byt produkované
MH™ i6ny miesto M*. Aj napriek tomu, Ze MS je znidma svojou vysokou citlivostou,
tak v pripade zaznamu celého spektra poCas chromatografie sa vyrazne znizuje. RieSenie

predstavuje zaznam vybraného ionu, kedy sa citlivost metody zvySuje o jeden az dva rady [80].

Medzi najviac vyuzivané detektory v GC-MS analyze patri FID a hmotnostne spektrometricky
detektor (MSD), ktory je zalozeny na ionizacii neutralneho atomu alebo molekuly a naslednej

separacii a detekcii vzniknutych i6nov, na zaklade ich pomeru hmotnosti a naboja [70, 80].

Identifikacia nezndmych latok sa uskutocniuje pomocou kniznice spektier v pocitaci. Ziskané
spektrum sa teda porovnava so spektrom, ziskanym z kniznice spektier pre elektronovi
ionizaciu s energiou 70eV. Nevyhodou je, ze rézne zluceniny poskytuju vela podobnych
spektier, takZe identifikacia je Casto neista. Aj v pripade, Ze zhoda je vicsia ako 95% nemusi sa
jednat’ o danu latku. M6zu to byt’ r6zne izoméry, homoldgy alebo odlisné zltceniny, ktoré maju
spolo¢nu jednotku Struktiry. Aj ked identifikdcia v tomto pripade nie je dostatocnad, sluzi
ako vybornd pomocka pre urcovanie Struktury nezndmej latky, ¢o si vSak vyZzaduje urcita

znalost’ a skusenost’ [26, 81].

1.6.3.3 Kvalitativna a kvantitativna analyza
Kazdy pik je charakterizovany dvoma parametrami. Plochou, ktord odpoved4 kvantite
analyzovanej latky eluovanej z kolony a retenénym c¢asom reflektujicim interakciu medzi

analytom a stacionarnou fazou (kvalitativna analyza). Pre dokazovanie pritomnosti danych
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latok sa mozu v GC-MS analyze vyuzivat retencné indexy - Kovatsov index alebo

van den Doolov index [82].

Kovatsov index bol navrhnuty pre izotermalne podmienky v plynovej chromatografii.
Ako Standard bola vyuzitd homologickd rada n-alkdnov, pricom kazdy mal charakteristickt
hodnotu retencného indexu. Tieto hodnoty sa pocitaju ako stondsobok poctu uhlikov,
pritomnych v danom alkane. Napriklad retencny index n-butanu je 400. Identifikacia
stanovovanej (nezndmej) latky sa potom prevadza na zéklade porovnania vypocitaného indexu,
s indexom zname;j latky. Rovnica pre vypocet Kovatsovho indexu je uvedena v rovnici 4 [82,
83, 84].
RI, = 100 - n+ 100 —Ba=08m (4

logtn+1-logty

kde n je rovné poctu atdbmov uhliku v najblizSom nizS§om alkane, tx odpoveda retenénému ¢asu
stanovovanej latky, tn retenénému ¢asu najblizsieho niz§ieho alkanu, a nakoniec ty+1 je retenény
¢as najblizsieho vysSieho alkanu.

Van den Doolov index sa vyuziva v pripadoch, kedy podmienky nie su izotermalne. Obdobne
ako v pripade Kovatsovho indexu, je potrebné najprv urit’ retenéné ¢asy n-alkanov, ktoré su
premerané za takych istych podmienok ako vzorka. Rovnica pre vypocet van den Doolovho
indexu je uvedeny v nasledujucej rovnici 5 [84].

RL, =100 - n+100 &= (5)
(tn+1— tn)

kde RIx odpoveda retenénému indexu stanovovanej latky, tx charakterizuje retenény cas
analyzovanej latky, d’alej t, odpoveda retencnému casu Clena rady s poctom uhlikov n a th+1
odpoveda retencnému cCasu Clena homologickej rady s po¢tom uhlikov n+1. Poslednou

premennou je n ¢o odpoveda poc¢tu atdbmov uhliku v najbliz§om niz§om alkane [84].
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2 Experimentalna cast’
Tato Cast’ bude podrobne popisovat’ prevedenie experimentu. Vzorky pred extrakciou boli
najskor nastrdhané a nasledne podrobené extrakcii nadkritickou tekutinou v troch réznych
moddoch (staticky, staticky s modifikatorom a dynamicky). Ziskany extrakt bol analyzovany
pomocou GC-MS. Hmotnostné spektra boli vyhodnocované na zéklade porovnavania
S kniznicou hmotmostnych spektier Narodného instititu pre Standardy a technoldgiu
(NIST 14 Mass Spectral Library) a FFNSC (Flavour & Fragrance Natural & Synthetic
Compounds) . Pre potvrdenie zhody zliceniny bol vyuzity van Den Doolov reten¢ny index.
Pre jeho vypocet rovnica (5), je vSak nevyhnutné stanovit’ retenéné ¢asy homologickej rady
n-alkénov (priloha 1), ktoré su analyzované za takych istych podmienok ako vzorka.
2.1 Analyza
2.1.1 Chemikalie a plyny pouZité pri prevadzani praktickej ¢asti diplomovej prace

e Destilovana voda,

e hélium 4.6 (Linde Gas a.s., Praha, Ceska republika),

e n-hexan (Sigma - Aldrich, Praha, Ceska republika, SZBC2640V),

e metanol (Sigma - Aldrich, Praha, Ceska republika, SZBE167SV),

e oxid uhligity potravinarsky (Linde Gas a.s., Praha Ceska republika),

e rada n-alkanov C8 - C40 (Sigma - Aldrich, Praha, Ceska republika),

e tlakovy vzduch.
2.1.2 Pristroje, ktoré boli vyuZité k prevedeniu experimentalnej ¢asti diplomovej prace

e Extraktor Spe-ed SFE Helix (Applied Separations, Allentown, PA, USA),

e prietokomer FMA 4000 OMEGA (Omega Engineering Inc., Norwalk, CT, USA),

e plynovy chromatograf GC-2010 s hmotnostnym detektorom QP 2010 Plus (Shimadzu,

Kyoto, Japonsko),

e autosamplér PAL-Combi (CTC, Analytics AG, Zwingen, Svajiarsko),
2.1.3 Pomocny material a zariadenia

e Skleneny piesok,

e sklena vata (SUPELCO, Bellefonte, PA, USA),

e mlynéek na muskatovy oriesok (Tescoma, Zlin, Ceska republika),

e kadicky, pipety a odmerné valce roznych objemov,

e vialky s vieCkami a septami,

e vahy (KERN & SOHN GmbH, Balingen, Nemecko).
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2.1.4 Vzorky
K samotnej analyze bolo vyuzitych niekol’ko druhov zndmych orechov, ktoré boli zakipené
na internete alebo v miestnom obchode. V nasledujticej tabulke 6, st uvedené konkrétne

orechy, vyuzité k prevedeniu SFE a naslednej analyze.

Tabulka 6: Suhrnnd tabulka pre pouZité vzorky v praktickej casti

Nazov Firma Distributor
Pekanovy Naturalia Penny Market, s.r.o.,
orech Pocernicka 257, Radonice, CR
Lieskovy Belbake Lidl Stiftung & Co. KG Stiftsberg str. 1
orech Neckarsulm, Nemecko
orech M¢lnicka 133, Bysice, CR
Kokosovy Exver Food -
orech
Betelovy | troch Stock Freeship India
orech
Para orech Exver Food -

2.1.4.1 Priprava vzorky k analyze

Vzorka bola nastrihana, aby sa lepSie zavadzala do extrakénej patrony. Priprava extrakénej
patrony pozostavala z premyvacieho kroku, pre eliminaciu neziaducich latok, ktoré mohli byt
pritomné z predchadzajicej extrakcie. Nasledne sa na dno patrony aplikovala sklend vata
(zabranenie neziadticej kontaminacie tesnenia). Potom sa do patrony nasypal piesok, pridala
sa vzorka zmie$ana s pieskom, opdt’ piesok a sklena vata. Takto pripravend patréna bola
zatesnena, uzatvorena vlozena do Spe-ed Helix SFE extraktoru, ktory je vyobrazeny

na obrazku 12.

Obradzok 12: Zariadenie Spe-ed SFE Helix pre SFE extrakciu

51|Strana



Experimentdlna cast’

2.2 Prevedenie extrakcie nadkritickou tekutinou

Extrakcia sa prevadzala na pristroji Spe-ed SFE Helix. K tomuto pristroju bol pripojeny
aj prietokomer FMA 4000 OMEGA, ktory umozioval sledovat’ prietok oxidu uhli¢itého.
Pred zahdjenim extrakcie bolo potrebné vykonat’ niekolko nasledujucich krokov. Zapnut
privod vzduchu a potravinarskeho CO2, skontrolovat’ ¢i vsetky ventile (vstupny a vystupny
ventil CO., vyputstaci) st zatvorené. Pristroj bol riadeny pomocou pocitaca, kde sa nastavovali
podmienky extrakcie (teplota, tlak). Po ustaleni extrakénych podmienok bol CO: vedeny
do extrakénej patrony, kde prebiehala samotna extrakcia. Extrakt spolu s oxidom uhli¢itym
prechadzal kapilarou a dostaval sa do zachytnej vialky, v ktorej bolo zachytné rozpustadlo

(n-hexan).

2.2.1 Postup extrakcie nadkritickou tekutinou

Do kadicky bol navazeny 1 g pomletého orechu a zmieSany s pieskom. Tato zmes bola vlozena
do extrakénej nadoby. Nasledne bola extrakénid nddoba uzatvorend a vloZena do pristroja
pre SFE. Potom na pocitaci boli zvolené extrakéné podmienky (teplota, tlak). Do zachytne;j
vialky sa odmeralo zachytné rozpustadlo (5 ml n-hexanu), ktoré sa vzdy dopliialo
na pozadovanu hladinu, z dévodu jeho postupného odparovania v priebehu zachytu extraktu.
Pri zachytavani extraktu sa sledoval a reguloval prietok oxidu uhli¢itého. Po ukonéeni extrakcie
sa extrakt nechal v zachytnej vialke, ktora sa uzavrela, pokryla parafilmom, aby nedochadzalo
k odparovaniu extrahovanych latok auchovavala v chladnicke az po dobu, kym nebola

prevedend GC-MS analyza.

2.2.2 Helix SFE zariadenie

Kompaktna zakladna jednotka o rozmeroch 25,4 cm x 40,64 cm x 86,36 cm je vychodiskovou
platformou pre prevadzku. Tento laboratorny extraktor, ktorého parametre st uvedené
v tabulke 7, bol vyvinuty pre optimalizaciu procesov s dorazom na maximalnu flexibilitu.
Vyhodou tohto pristroja je moznost’ doplnenia o d’alSie prisluSenstvo, kedykol'vek pri zmene
kritérii. Zaklad SFE HELIX extraktoru tvori samotny extraktor, cyklonovy separator, pumpa
COg, zariadenie pre recyklaciu CO2, pumpu pre modifikator [83].

SFE extraktor mozno vyuzit' v oblasti farbenia textilu, pri produkcii nanocastic a extrakcii
prchavych a vonnych latok. Dalej sa uplatiuje napriklad pri Gisteni elektronickych
komponentov a stuciastok zo strojov a pri extrakcii nadkritickou vodou. Vhodnou kombinaciou
teploty, tlaku a modifikatoru, CO2 dokaze rozpustit’ §iroku Skalu polarnych a nepolarnych latok.

V tejto diplomovej praci bude pouzity na extrakciu roznych druhov orechov [83].
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Tabulka 7: Parametre pouZivané pre SFE Helix zariadenie [83]

Extrak¢na teplota: az do 250 °C

Pracovny tlak: 68 MPa

Prietok CO2: az 400 ml (rozsirenie az na 800 ml/min)
Objem extrakénej cely: 100 - 1000 ml

Cela cyklonového separatoru: 100 - 1000 ml (68 MPa)

MozZnost’ rozSireného mieSania

V pripade potreby moznost’ pridavku modifikéatoru ku kvapalnému CO>

Nezavisla kontrola tlaku a teploty extrakénych celach a nadob separatoru

2.3  Chromatograficka analyza

Systém bol vybaveny kapilarnou koléonou SLB-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm), od Supelco
(Bellefonte, PA, USA). Ako nosny plyn bolo vyuZzit¢ hélium, s linedrnou rychlostou
30 cm-s™. Teplotny program bol nastaveny na po¢iato¢nu teplotu 40 °C, ktora bola udrziavana
3 minuty. Nasledne sa systém vyhrieval na teplotu 230 °C, rychlostou 3 °C/min. Teplota
nastreku bola nastavena na 200 °C, podobne ako teplota interface. Vzorka bola vzdy davkovana
v objeme 1 pl so splitom 1:10. Ionizacia molektl prebichala prostrednictvom elektrénovej

ionizacie (ioniza¢na energia 70 eV) a nasledne boli ibny merané v rozsahu m/z 40 - 450.

Pred samotnym zahajenim analyzy sa ziskané extrakty zachytené v n-hexane previedli do 5 ml
odmernych bank a boli doplnené po rysku opédt’ n-hexdnom. Pre kvalitativnu analyzu sa

nasledne vyuzili dostupné uz spominané kniZnice spektier.
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3  Vysledky a diskusia

V tejto Casti diplomovej prace su zhrnuté vysledky analyz extraktov kokosového, pekanového,
lieskového, para, betelového, muskatového orechu pomocou GC-MS. Vysledky st uvadzané
formou tabuliek. V jednotlivych tabulkach st uvedené identifikované latky pomocou kniznice
spektier a na zaklade porovnania vypocitanych a referen¢nych retenénych indexov nezname;j
auz znamej latky, spolu s ich retenénymi ¢asmi, CAS Cislami, plochami Vv pripade GC-MS
analyzy. Identifikované zliceniny st rozdelené¢ podla jednotlivych skupin, pre lepSiu
orientaciu. Dalej st v prilohe uvedené aj chromatogramy z GC-MS analyz pre jednotlivé druhy

orechov.

3.1 Vplyv pouzitej SFE na vyt'aznost’ aromatickych latok

Klasické extrakéné metddy s pouzitim rozpustadiel st Casovo narocné a vyzaduju aj niekol’ko
desiatok hodin. Podl'a dostupnej literatiry [85], po prevedeni extrakcie mdze byt ziskany
extrakt o0 nizkej koncentracii, ¢o vyzaduje nasledné zakoncentrovanie anemusi dojst
ani k zachytu pozadovanych latok pre kvantitativnu analyzu. SFE umoziuje zisk aromatickych,
prirodnych latok a Siroké spektrum moznych aplikécii - farmaceuticky priemysel, precistenie
zdravotnickych pomdcok ako uvadza prispevok [85].

V praktickej ¢asti bol kazdy orech extrahovany trikrat, avSak vzdy za inych podmienok, ktoré
st uvedené v tabulke 8. Po GC-MS analyze anaslednej identifikacii neznamych latok

obsiahnutych v extraktoch orechov, sa sledoval profil latok sich relativnym zastipenim.

Nakoniec sa vSetky vysledky extrakcii medzi sebou zrovnali.

Tabulka 8: Podmienky pre staticku, staticku s modifikdtorom a dynamicku extrakciu

dynamické 30
Staticky 50 30 40 - '
minut
Staticky s dynamicke 30
50 30 40 metanol
modifikatorom minut
. dynamické 30
Dynamicky 50 30 40 - .
minut
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Vysledky a diskusia - kokosovy orech

3.2 Vyhodnotenie extrakénych technik s vyuzitim kokosového orechu ako
vzorky

Celkovo boli prevedené tri extrakéné techniky, ktorych podmienky su uvedené v tabulke 8.

Ziskané extrakty sa nasledne analyzovali pomocou GC-MS alatky boli identifikované

porovnanim retenénych indexov so znamymi latkami (tabul’ka 9).

Pokial’ by sme zrovnavali jednotlivé extrakéné techniky v nasej $tadii medzi sebou, mozno
v zavere konStatovat’, ze na vytaznost’ extraktu maja vplyv rézne faktory. Moze to byt povod
rastlinnej vzorky, spdsob zberu, doba =zberu, C(istota, skladovanie, ako vyplyva
z0 zrovnania s vedeckymi prispevkami. Dal§im faktorom je samozrejme aj spdsob ziskania
extraktu, ¢ize vol'ba extrak¢nej techniky a jej podmienky. Z naSich vysledkov mozno usudit,
ze zloZenie extraktov, ktoré boli ziskané prostrednictvom extrakcie nadkritickou tekutinou
(statickd, statickd s modifikatorom, dynamickd) sa vyrazne nelii. Je potrebné zdoraznit,
7e aj ked’ sa zloZenie extraktov nemeni, tak sa meni relativne zastupenie jednotlivych latok,
obsiahnutych Vv extrakte (obrazok 13). V pripade statickej extrakcie, vid’ tabulka 9
(13 identifikovanych latok), najviac zastupenymi latkami boli alkany, ktoré tvorili az 42,63 %
z celkového obsahu latok. Dalsimi vyznamnymi skupinami latok boli laktony (15,38 %), ktoré
zapri¢inuju charakteristick vonu kokosu a mastné kyseliny (20,90 %). Po statickej extrakcii
(19 stanovenych zloZiek) s pouzitim metanolu ako modifikatoru je relativne zastipenie latok
v extrakte uplne odlisné. Najvacsiu Cast tvoria estery, s celkovym obsahom az 87,80 %. Ostatné
zlozky boli v pomere s estermi zastapené malo. U¢inok modifikatoru je zavisly aj od charakteru
extrahovanej latky. Okrem zvySovania polarity nadkritickej tekutiny, mdze vyrazne zvysit
aj extrak¢éntl G¢innost’. Ako posledna bola prevedena dynamicka extrakcia, na zaklade ktorej sa
podarilo stanovit 23 prchavych latok. Najvacsiu Cast opédt’ vytvaraju estery s celkovym
obsahom 61,56 % (najmi metyl dodekanoat s relativnym zastipenim 32,15 %). Dalej su
zastiipené najmd mastné kyseliny v 21,51 %. Pokial’ by sme hodnotili relativne zastipenie
skupin latok, tak obsah mastnych kyselin v pripade dynamickej (21,51 %) a statickej extrakcie
(20,90 %) sa vyrazne neli$i. Relativne zastipenie laktonov sa vyrazne 1isi v statickej extrakcii
(15,38 %) od dynamickej (4,19 %) ale aj od statickej extrakcie s pouzitim modifikatoru
(1,50 %). Rozdiely v zastipeni st sposobené pravdepodobne rozdielnymi podmienkami
pri prevadzani extrakcie. Vo vSetkych troch pripadoch ostatné fytochemické latky boli

obsiahnuté vo vel'mi malych mnozstvach, pripadne vobec.
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Tabulka 9: Identifikované Idtky po GC-MS analyze v extraktoch kokosového orechu

Alkény oktan 801 800 111-65-9 40,69 4,45 8,64
nonan 900 900 111-84-2 1,94 0,21 0,39
Alkoholy 2-(1,1-dimetyletoxy) etanol 850 852 7580-85-0 | nepritomné 0,08 | nepritomné
o 3-nitro-4-metyl-6- 1938 1923 70945-23-2 6,29 | nepritomné | nepritomné
Dusikaté ey
Zliceniny meth_ychlnolu? , : : ’
1,3-dinitrobenzén 1445 1471 99-65-0 nepritomné 3,45 | nepritomné
Aromaticke etylbenzén 891 893 100-41-4 0,70 0,03 0,17
uhlovodiky
metyl hexanoat 924 922 106-70-7 nepritomné 1,43 0,45
metyl oktanoat 1123 1125 111-11-5 nepritomné 16,51 8,85
metyl dekanoat 1323 1327 110-42-9 nepritomné | nepritomné 6,60
etyl dekanoat 1394 1399 110-38-3 nepritomné 0,07 0,11
metyl dodekanoat 1523 1527 111-82-0 nepritomne 48,00 32,15
etyl dodekanoét 1592 1598 106-33-2 0,81 0,15 | nepritomné
Estery metyl 2-[[4-(4-hydroxy-4-
metylpentyl)-1-cyklohex-3- 1585 1589 67634-12-2 1,97 | nepritomné | nepritomné
enyl|metylideneamino]benzoat
metyl tetradekanoat 1723 1728 124-10-7 nepritomne 14,54 9,00
metyl hexadekanoat 1924 1925 112-39-0 nepritomne 4,28 2,61
metylester elaidovej kyseliny 2098 2085 1937-62-8 | nepritomné 1,55 | nepritomné
metylester olejovej kyseliny 2098 2085 112-62-9 nepritomné | nepritomné 1,01
metyl oktadekanoat 2126 2127 112-61-8 nepritomné 1,27 0,78
Fenylpropanoidy eugenol 1352 1357 97-53-0 9,18 0,48 2,32
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Tabulka 9: Identifikované Idtky po GC-MS analyze v extraktoch kokosového orechu - pokracovanie

Fenylpropanoidy eugenyl acetat 1514 1521 93-28-7 2,14 | nepritomné 0,52
o-oktalakton 1281 1280 698-76-0 8,82 0,75 2,24

Laktény o-dekalakton 1491 1494 705-86-2 5,89 0,75 1,52
o-dodekalakton 1705 1708 713-95-1 | nepritomné | nepritomné 0,43

o-tetradekalakton 1919 1920 2721-22-4 0,67 | nepritomné | nepritomné

dekanova kyselina 1365 1372 934-48-5 | nepritomné | nepritomné 0,80

Mastné kyseliny dodekanova kyselina 1562 1570 143-07-7 9,52 1,94 12,45
tetradekanova kyselina 1760 1769 544-63-8 11,38 | nepritomné 6,86

hexadekanova kyselina 1961 1968 57-10-3 | nepritomné | nepritomné 1,40

Monoterpény p-cymén 1046 1042 99-87-6 | nepritomné | nepritomné 0,30
Seskviterpény karyofylén 1421 1424 132_757 " | nepritomné 0,06 0,40
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Obrazok 13: Porovnanie profilu Idtok s ich relativnym zastupenim obsiahnutych v extraktoch kokosového orechu

U2240 daosoyoy - eisnysip v Aypajsd 4



Vysledky a diskusia - kokosovy orech

3.2.1 Porovnanie profilu latok extraktu kokosového orechu ziskaného SFE s dostupnou

zahrani¢nou literatirou

Alexia Prades, Manuel Dornier, Naffisatou Diop a Jean-Pierre Pain [86] uvadzaju,
ze existuju iba dve publikdcie, zaoberajlce sa zlozenim kokosovej vody. Ako prvy menovali
¢lanok, vydany Jirovetz L., Buchbauer G. a kol. [86], ktori sa zaoberali HS-SPME extrakciou
kokosovej vody. Prostrednictvom GC-MS analyzy bolo analyzovanych niekol’ko latok, pri¢om
hlavna zlozku tvoril nonanal (14,2 %), nonanol (11,2 %), heptanal (8,2 %), etyl dekanoat
(6,2 %), heptanol (5,3 %) a2-nonanol (5,1 %). Jadro kokosu bolo obohatené dalej
0 J-oktalakton (5, 3 %), kyselinu nonanovu (7,2 %) a dekanol (6,8 %). Po prevedeni
hydrodestilacie boli stanovené este estery s kratkym uhl'ovodikom, fenoly, thioly a ketony
[86]. V zrovnani s naSim experimentom mozno poukazat’ na vyrazny rozdiel relativneho
zastupenia skupiny esterov. Po statickej extrakcii S modifikatorom sa estery podielali
az 87,80 % na celkovom obsahu latok. Podobne to bolo aj v pripade dynamickej extrakcie, kedy
estery tvorili 61,56 % celkového obsahu. Laktony su typické tym, ze prispievaju
K charakteristickej voni kokosu. Po HS-SPME tvorili 3,34 % celkového zastipenia latok.
Vyznamne bola tato skupina zastipend v nasej praci po prevedeni statickej extrakcie, kedy ich
relativne celkové zastapenie bolo 15,38 %. V stadii [86] prostrednictvom HS-SPME bola
vyextrahovana aj skupina alkoholov, s celkovym zastapenim 30,5 %. V nasej stadii sa podarilo
identifikovat' iba jeden alkohol v minimalnom zastupeni - 2-(1,1-dimetyletoxy) etanol
(0,08 %). Vsetky tieto vyrazné odlisnosti su pravdepodobne zapri¢inené pouzitim inej matrice.
Kokosova voda je nizkokaloricka, bohatd predovSetkym na minerdly, rozpustné cukry

a proteiny [86].

Xiaojun Shen, Weibo Chen, Yajun Zheng, Xintao Lei, Minmin Tang, Hui Wang a Fei
Song [87] vyuzili na zisk esencialneho oleja kokosového orechu hydrodestilaciu. Vyskum
vykonavali botanici z Cinskej akadémie tropickych a polnohospodarskych vied. Cerstvé
rastlinné matrice sa najskor premyli. Vlozili do banky s destilovanou vodou a destilovali
po dobu 30 minuat. Ziskané hydrozoly sa az do prevedenia analyzy uchovavali v sterilnych
tmavych nadobach pri teplote 4 °C. Analyza prchavého zloZenia oleja sa uskutoc¢nila pomocou
GC-MS, na kapilarnej kolone HP-5MS. Profil testovanej vzorky poukazal na pritomnost
Sirokého spektra zlucenin vratane uhlovodikov, alkoholov, ketonov, aldehydov, esterov
a kyselin. Hlavné zlozky  kokosu tvorili 1,1-oxybisoktan (17,10 %);
3,7-dimetyl-1,6-oktadién-3-0l (15,35 %) a etyl-2-(5-metyl-5-5vinyltetrahydrofuran-2-yl),
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propan 2-ylkarbonat (10,33 %). Vyssie mnozstvo benzylalkoholu (7,94 %) je benefitom, najméa
kvoli jeho antiseptickym ucinkom. V naSom experimente nebola identifikovand ani jedna

zltéenina z vySSie uvedenych [87].

Dhanya G., Vivek P. a Ashish Gr. [88] extrahovali dozreté kokosové Skrupiny, zozbierané
v decembri 2016 v oblasti Kerala. Po vysuseni boli rozdrvené na jemny prasok. Ich destilacia
prebichala pomocou pristroja Clevenger. Prostrednictvom GC-MS identifikovali 11 hlavnych
fytochemikalii zo 109 zlG€enin. Za hlavné zlozky sa povazovali latky, ktoré mali viac ako 90%
zhodu s MS spektrom a percentualnu plochu viacésiu ako 0,1 %. Najviac zastGpenymi boli
mastné kyseliny: dodekénova kyselina (4,07 %), tetradekanova kyselina (7,00 %),
pentadekanova kyselina (0,38 %), n-hexadekanova kyselina (5,07 %), 9-oktadecénova kyselina
(0,99 %) aterpény: najmd skvalén (0,34 %), ktory je znamy svojimi antioxidaénymi
a protirakovinovymi GO¢inkami. Vysledky GC-MS analyzy vyskumu [88] naznacujq,
ze kokosovy orech je obohateny najmé o nasytené mastné kyseliny, ¢o sa potvrdilo aj v nasej
studii. Po statickej extrakcii bola identifikovana kyselina dodekanova (9,52 %) a tetradekanova
(11,38 %). Po prevedeni statickej extrakcie s modifikdtorom bola identifikovand iba jedna
mastna kyselina dodekénova (1,94 %). Po dynamickej extrakcii bola pritomnost’ potvrdena
pre kyselinu dodekanova (12,45 %), tetradekanova (6,86 %), hexadekanova (1,40 %)
a dekanovu kyselinu (0,80 %).

Pre National Chemistry instrumentation Center [89] bolo poskytnutych niekol’ko
komer¢nych vzoriek kokosového oleja na analyzu prchavych zlicenin. Zistili, Ze kokosovy olej
je jedine¢ny medzi ostatnymi rastlinnymi olejmi vd’aka obsahu kyseliny dodekanovej
45 - 55 %). Na prevedenie SPME extrakcie bolo vyuzité vlakno
divinylbenzén/karboxén/polydimetylsiloxan (DVB/CAR/PDMS). Vlakno bolo ponorené
vo vzorke po dobu 30 minut, pri teplote 40 °C a desorbované do GC pri 260 °C. Po GC-MS
analyze na koléne DB-1, najviac zastipenymi boli laktony (d-dekalakton LOD 70,15 ppm,
o-oktalakton LOD 18,10 ppm). Vyznamnu Cast’ tvoril aj ester - etyl dekanoat (LOD 19,34 ppm),
ktory bol identifikovany aj v naSom experimente, avSak s minimalnym relativnym zastupenim

<1%[89].

Arie Febrianto Mulyadi, Matthias Schreiner a kolektiv [90], poukazali nato, ze vyznamnu
Cast’ kokosového oleja tvoria najméa uhl'ovodiky, aldehydy, alkoholy, metylketony, a o-laktony

(hlavna zlozka, ktora prispieva k charakteristickej voni kokosu). Dalej bolo preukizané,

rwe v
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a GC-MS analyze boli identifikované nasledujuce zluceniny: etylacetat, kyselina octova,
2-pentandn, hexanal, n-oktan, 2-heptandn, limonén, nonanal, kyselina oktdnova, etyl oktanoat,
o-dekalakton a kyselina dodekanova. Vo vSetkych testovanych vyrobkoch z kokosu boli
pritomné laktony. Nizky, pripadne ziadny obsah mastnych kyselin z dlhym retazcom médze
zapriinit’ ich nizka prchavost. Arie Febrianto Mulyadi, Matthias Schreiner a koletiv [90]
uvadzaju, Ze najviac zastapenymi zo skupiny laktonov, boli J-oktalakton a J-dekalakton, ktoré
boli vyextrahované aj z naSej matrice, ako je uvedené vysSie. Vyznamnu Cast’ tvorili nasytené
mastné kyseliny, podobne ako v nasej stadii - kyselina dekanova a dodekdnova - ktoré sa

pravdepodobne tvoria z hydrolyzy triglyceridov [90].

Vo vsetkych vedeckych prispevkoch boli identifikované podobné skupiny latok ako v nasej
Studii s vynimkou terpénov, ktoré boli zastlipené iba v malych mnozstvach. Niektoré mali
percentudlne zastiipenie menej ako 0,10 %. V pripade statickej extrakcie sa podarilo urcit
eugenol (9,18 %). Mastné kyseliny podobne ako v nasom pripade tvoria vyznamna cCast
extraktu po prevedeni akéhokol'vek extrakéného modu. Velky rozdiel’ (tabulka 9) spociva

Vv pritomnosti alkdnov, ktoré v dostupnej literatire neboli stanovené vobec.

Podla Phacawat Tongnuanchan a Scoottawat Benjakul [91] sa stala hydrodestilacia
Standardnou metédou na ziskanie esencidlnych olejov z matric, akymi st drevo alebo kvetiny.
Tato metdda vd’aka okolitej vode zabraiuje do istej mierny prehriatu esenciadlneho oleja, ¢im

nemusi vzdy dochadzat’ k degradacii analytov [91].

Ezgi Aytac [92] sa zaoberal vytaznostou mastnych kyselin s pouzitim réznych extrakénych
technik (lisovanie za studena, Soxhletova extrakcia, SFE). Najvyssia vytaznost’ sa potvrdila
po prevedeni Soxhletovej extrakcie aj ked” v porovnani s SFE obsah kyseliny laurovej bol
takmer totozny. Z tohto dovodu sa ako najvhodnejSia technika preukazala SFE, z hl'adiska
Studii bola prevedena SFE kokosového orechu. Po statickej extrakceii ich celkového zastupenie
tvorilo 20,90 % apo dynamickej extrakcii 21,51 %. Po pouziti modifikatoru celkové
relativneho zastipenie mastnych kyselin tvorilo iba 1,94 %, ¢o mohlo byt zapri¢inené prave
modifikatorom, ktory zvysuje polaritu nadkritického CO,. Ako vyplyva z grafu na obrazku 13,
tak najvyznamnejSiu skupinu tvorila skupina esterov po prevedeni statickej extrakcii
s modifikdtorom, najmd vd’aka ich poldrnemu charakteru. Pre lepsi prehl'ad su dostupné

vedecké ¢lanky spracované vo forme tabulky 10 [92].
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Tabulka 10: Prehlad r6znych extrakénych technik s vysledkami GC-MS analyzy v dostupnej literature pre kokosovy orech

nonalol (11,23 %), nonanal (14,21 %), J-dekalakton
(2,2 %), o-dodekalakton (1,14 %), nonanova kyselina

duzina

etyl dekanoat, etyl acetat

Brazilia kokosova voda SPME GC-MS . [86]

(3,13 %), oktanal (2,55 %), dekanova kyselina

(1,1 %)
metylsalicylat (0,49 %), benzaldehyd (0,37 %),
5 benzylalkohol (7,94 %), geraniol (0,69 %), 1-heptanol

Cina kokosovy orech HD GC-MS [87]

(4,58 %), 3-heptadekan (0,82 %), pentadekan

(2,41 %)
tetradecénova kyselina (7,0 %), dodekanova kyselina
kokosova .
Kerala eruni destilacia GC-MS (4,07 %), n-hexadecénova kyselina (5,07 %), asaron [88]
Skrupina
(0,11 %), skvalén (0,34 %), tumerén (0,16 %)
vzorky od
o-dekalakton, etyldekanoat, d-oktalakton, octova
Neznamy Traders SPME GC-MS . . _ [89]
o kyselina, oktanova kyselina, dodekanova kyselina
Associacion
o-oktalakton, d-dekalakton, hexanal, nonanal,
cerstva kokosova

Neznamy HS-SPME GC-MS 2-pentandn, octova kyselina, limonén, oktan, [90]
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Vysledky a diskusia - muskdtovy orech

3.3  Vyhodnotenie profilu latok zastipenych v extrakte muSkatového orechu
S vyuzitim troch typov extrakcii

V extrakte, ziskanom statickym médom extrakcie nadkritickou tekutinou bolo urcenych 40

latok (z celkovych 45 pikov). Po prevedeni statickej extrakcie s vyuzitim metanolu ako

modifikatoru, bolo ur¢enych 39 latok (z celkového poctu 50 pikov). Po dynamickej extrakcii

bolo identifikovanych v extrakte muskatového orechu 30 latok (z celkovych 35).

Zlozenie extraktov sa vo vsetkych troch pripadoch vyrazne nelisi (vid’ tabulka 11). Velké
rozdiely nastdvaji v percentudlnom zastipeni jednotlivych skupin latok. Graf
na obrazku 14 naznacuje, ze vel’ku Cast’ extraktu muskatového orechu tvoria fenylpropanoidy,
monoterpény a monoterpenoidy. Dal$ou vyznamne zastGpenou skupinou sii mastné kyseliny.
V pripade statickej extrakcie z celkového mnozstva latok, tvoria fenylpropanoidy az 54,51 %,
najmd myristicin (48,50 %), ktorého pritomnost’ je charakteristickd pre muskatovy orech
a posobi ako psychoaktivna latka. Myristicin bol identifikovany aj v nasledujicich médoch
extrakcie nadkritickou tekutinou. Po statickej extrakcii s vyuzitim modifikatoru tvoril 31,20 %
z celkového obsahu latok a po dynamickej extrakcii bolo jeho percentudlne zastipenie
14 opét poukazuje na velky rozdiel v percentudlnom zastipeni tychto skupin. Po staticke;j
extrakcii bolo identifikovanych 10 monoterpénov s celkovym zastipenim 3,47 % (najmi
sabinén 1,15 %) a 12 monoterpenoidov s obsahom 29,50 % (hlavne terpinén-4-ol 10,91 %
a ment-2-én-1-ol 6,27 %). Ovel'a vyraznejSie bolo zastipenie monoterpénov po dynamickej
extrakcii. Podiel'aji sa aZ na 66,68 % celkového obsahu latok. Najvicsiu cast’ tvori sabinén
(29,26 %), S-pinén (12,86 %), a-pinén (7,02 %). Obsah monoterpénov po extrakcii s pouZzitim
modifikatoru je takmer o 29 % niz$i. Limonén sa podiel'a 4,36 % a a-pinén 6,27 % na celkovych
38,47 %. Naopak skupina terpenoidov je najviac zastipend po extrakcii s modifikatorom.
Identifikovanych bolo 12 monoterpenoidov, pricom najvacsiu ¢ast’ tvoril terpinén-4-ol (5,63 %
a geranyl acetat (3,05 %). Vo vSetkych typoch extrakcie boli identifikované rovnaké mastné
kyseliny - dodekanova, tetradekanova, hexadekanova. V porovnani s monoterpénmi,
monoterpenoidmi a fenylpropanoidmi je ich zastipenie vyrazne nizsie. Ostatné skupiny sa
podiel’aji minimalne na zlozeni extraktu. Vsetky tieto rozdiely v relativnom zastupeni budi
pravdepodobne zapri¢inené roznymi extrakénymi podmienkami a konkrétnou ¢ast’ou rastlinnej

matrice, ktora extrahovana, vid’ tabul’ka 12.
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Tabulka 11: Identifikované Iatky po GC-MS analyze v extraktoch muskdtového orechu

Alkény oktan 801 800 111-65-9 1,27 0,59 0,81
nonan 901 900 124-18-5 0,06 | nepritomné | nepritomné
ﬁ;?é?}fg;lk{; etylbenzén 892 893 100-41-4 0,03 [ nepritomné | nepritomné
Aldehydy 2,4-dodekadienal 1423 1418 21662-16-8 0,31 0,18 | nepritomné

eugenol 1354 1357 97-53-0 1,24 | nepritomné 0,13

metyl eugenol 1401 1403 93-15-2 1,03 0,91 0,31

izoeugenol 1450 1452 97-54-1 nepritomné 1,06 0,21

Fenylpropanoidy metoxy eugenol 1597 1600 6627-88-9 2,26 3,13 1,38
metyl izoeugenol 1496 1496 96-16-3 0,15 0,22 | nepritomné

myristicin 1523 1520 607-91-0 48,50 31,20 17,72

elimicin 1548 1550 487-11-6 1,33 1,10 0,41

Ketony sabina keton 1160 1157 513-20-2 0,07 0,02 | nepritomné
oxacyklohexadekan-2-6n 2139 2144 106-02-5 1,11 1,72 | nepritomné

dodekanova kyselina 1563 1570 143-07-7 2,15 0,67 0,78

Mastné¢ kyseliny tetradekanova kyselina 1763 1769 544-63-8 5,90 4.65 2,94

hexadekanova kyselina 1963 1968 57-10-3 1,26 0,72 0,74

y-terpineol 1217 1200 586-81-2 0,35 0,18 0,15

Cis sabinén hydrat 1071 1069 15537-55-0 3,70 1,63 1,69

Monoterpenoidy trans sabinén hydrat 1102 1099 17699-16-0 | nepritomné 2,53 1,66

terpinén-4-0l 1182 1180 562-74-3 10,91 5,63 3,68

linalyl acetat 1251 1250 115-95-7 0,50 [ nepritomné | nepritomné

bornyl acetat 1285 1285 92618-89-8 0,57 | nepritomné 0,16
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Tabulka 11: Identifikované Idtky po GC-MS analyze v extraktoch muskdtového orechu - pokracovanie

ment-2-én-1-ol 1102 1109 29803-82-5 6,27 | nepritomné | nepritomné

cis, para ment-2-én-1-ol 1126 1124 29803-82-5 0,69 0,29 0,20

neryl acetat 1378 1361 141-12-8 4,22 | nepritomné | nepritomné

izobornyl acetat 1286 1287 125-12-2 nepritomné 0,30 | nepritomné

Monoterpenoidy cis piperitol acetat 1336 1335 78774-33-1 | nepritomné 0,04 | nepritomné
geranyl acetat 1378 1380 105-87-3 nepritomné 3,05 | nepritomné

trans, para ment-2-én-1-ol 1144 1139 29803-81-3 0,45 0,21 | nepritomné

terpin-1-én-4-yl acetat 1297 1296 4821-04-9 0,24 0,14 | nepritomné

para cymén-8-0l 1188 1189 1197-01-9 0,12 0,09 | nepritomné

a-terpineol 1196 1195 98-55-5 1,48 0,91 0,35

a-thujén 926 927 2867-05-2 0,33 1,44 1,31

a-pinén 933 933 80-56-8 0,42 6,27 7,02

kamfén 949 943 79-92-5 nepritomné 0,11 0,12

S-pinén 977 978 127-91-3 0,53 [ nepritomné 12,86

a-felandrén 1006 1007 99-83-2 nepritomné 0,22 0,34

a-terpinén 1017 1018 99-86-5 0,20 0,89 1,23

Monoterpény p-cymén 1024 1025 99-87-6 0,13 1,00 1,64
y-terpinén 1059 1058 99-85-4 0,33 1,84 2,10

terpinolén 1086 1086 586-62-9 0,08 0,46 0,73

sabinén 972 972 3387-41-5 1,15 20,00 29,26

myrcén 990 991 123-35-3 0,07 1,88 2,72

limonén 1029 1030 138-86-3 0,23 4,36 6,90

3-karén 1009 1009 13466-78-9 | nepritomné | nepritomné 0,45

Seskviterpény S-kubenén 1390 1392 13744-15-5 0,11 0,12 | nepritomné
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Skupina latok

Seskviterpény

Vypocitany Referencny

Tabulka 11: Identifikované ldtky po GC-MS analyze v extraktoch muskdtového orechu - pokracovanie

Relativne zastupenie latok [%]

Nazov latky R | CAS S F Estatické S Fd‘Efsl:?:iCké . S F Edynamick%
S-farnesén 1454 1452 18794-84-8 | nepritomné 0,14 | nepritomné
germakrén D 1484 1480 105453-16-5 0,13 0,10 | nepritomné
trans a-bergamotén 1435 1430 13474-59-4 0,12 | nepritomné | nepritomné
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Relativne zastupenie skupin latok [%]
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Obrazok 14: Porovnanie profilu Idtok s ich relativnym zastupenim obsiahnutych v extraktoch muskdtového orechu
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Vysledky a diskusia - muskdtovy orech

3.3.1 Porovnanie profilu litok extraktu muskatového orechu s dostupnou literatirou

Siti Machmudah, Anny Sulaswatty a kolektiv [93], sa zaoberali ziskanim extraktov
prostrednictvom extrakcie nadkritickou tekutinou pri réznych tlakoch, teplotach a ¢asoch.
Ciel'om bolo zistit’ vplyv tychto podmienok na extrakéna Uc¢innost’ a Studium profilu latok
po GC-MS analyze na kapilarnej kolone HP-5MS. Semiacka boli dovezené z Indie
a pred zahajenim extrakcie boli pomleté na r6zne velkosti. V zévere analytici poukdazali nato,
ze extrakény vytazok sa zvySoval so znizujucou sa teplotou a velkostou Castic. Naopak mierne
sa zvysSoval srasticim prietokom COz. ZvySovanim tlaku zase dochadzalo k vyraznému
zvySovaniu extrakénej G¢innosti. Extrakt po extrakcii pri tlaku 15 MPa bol obohateny najméa
0 pritomnost’ myristicinu (31,55 %), p-felandrénu (19,22 %), a-pinénu (8,37 %),
S-pinénu (7,55 %) a d-limonénu (4,81 %). Ostatné zastupenie zloziek v extrakte bolo prevazne
pod 3 %. Relativne zastupenie myristicinu je takmer zhodné s naSou $tadiou po statickej
extrakcii s pouzitim modifikatoru. Na rozdiel od nasho experimentu, v dostupne;j literatare [93]

nebola identifikovana ani jedna mastna kyselina a ani skupina alkanov.

Li-cheong Choo, Siew-Meng Wong a Kong-Yong Liew [95] sledovali profil latok
muskatového orechu, ziskaného z perikarpu hydrodestilaciou po dobu 5 hodin, s vyuzitim
GC-MS analyzy na SPB-1 a Supelcowax 10 koléne. Tato $tidia v zavere naznacuje rozdielnost’
profilu relativneho zastipenia latok medzi esencidlnym olejom z perikarpu, muskatového
orechu a muskatového oleju. Esencidlny olej orechu pozostaval zo 16 monoterpénov (60 %),
9 monoterpénovych alkoholov (29 %), 8 aromatickych éterov (7 %), 3 seskviterpénov (1 %),
6 esterov (1 %) a 8 dalSich vedrlajSich neznamych zloZiek. Relativne zastipenie sabinénu,
myristicinu a safrolu je ovel'a niZSie, zatial’ o obsah terpinén-4-olu a a-terpineolu je podstatne
vy$$i neZz v muskatovom orechu a oleji. Pokial’ by sme toto tvrdenie porovnavali s nasou
Studiou tak, relativne zastupenie po statickej extrakcii terpinén-4-olu odpovedd 10,91 %
a a-terpineolu 1,48 %. Vyznamny rozdiel mdézeme vidiet v dynamickej extrakcii, kedy
relativne zastipenie terpinén-4-olu odpoveda 3,68 % a a-terpineolu iba 0,35 %. OdliSnost’
relativneho zastipenia je evidentna aj v obsahu myristicinu (HD 1,0 %) v porovnani s naSou
studiou, kedy prostrednictvom statickej extrakcie obsah myristicinu tvoril az 48,50 %,
s pouzitim modifikatoru 31,20 % a po dynamickej extrakcii 17,72 % z celkového obsahu latok
[95].

Na zisk esencialneho oleja muskatového orechu Muchtaridi, Anas Subarnas, Anton
Apriyantono a Resmi Mustarichie [94] preverovali t¢innost’ extrakcie tuhou fazou. Prchavé

zlozky boli analyzované prostrednictvom GC-MS na kapilarnej kolone DB-5MS. Najviac
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Vysledky a diskusia - muskdtovy orech

zastipenymi zlozkami boli: sabinén (21,38 %), 4-terpineol (13,92 %), a-pinén (10,23 %)
a myristicin (13,57 %). Mensi podiel celkového obsahu tvoril limonén (5,57 %), y-terpinén
(3,98 %), o-terpineol (3,11 %) asafrol (4,28 %). Ostatné¢ latky tvorili menej ako 3 %
Z celkového obsahu [55]. V zrovnani s naSou S$tadiou je monoterpén sabinén vyznamne
zastpeny po statickej extrakcii s modifikatorom (20,00 %) apo dynamickej extrakcii
(29,26 %). Obsah myristicinu sa vyrazne nelisi od dynamickej extrakcie (nd$ experiment

17,72 %) [94].

Cinthia Bittencourt Spricigo a kolektiv [96], vyuzili opat’ na zisk extraktu muskatového
orechu z Brazilie, extrakciu nadkritickou tekutinou. Nasledna GC-MS analyza bola
prevedena na kapilarnej kolone Carbowax 20. Celkovo bolo identifikovanych 37 latok, z ¢oho
najvacsiu Cast’ tvoril sabinén (36,63 %), a-pinén (11,05 %), f-pinén (10,19 %) a myristicin
(6,98 %). Ostatné zlozky tvorili menej ako 4 % celkového obsahu [96]. Relativneho zastupenie
sabinénu v zrovnani s naSim experimentom je celkom odlisné. Po statickej extrakcii bol
zastapeny v 1,15 %, po statickej extrakcii s modifikatorom 20,00 % a po dynamickej 29,26 %.
Vo vysledkoch stidie bol vyznamne zastipeny aj a-pinén a f-pinén. Po prevedeni statickej
extrakcie a GC-MS analyze zastlipenie a- a f-pinénu bolo < 1 %. Vo vicsej miere sa podielali

na celkovom obsahu latok po dynamickej extrakcii a-pinén 7,02 % a f-pinén 12,86 % [96].

Susana Elja Sudradjat, Kris Herawan Titomus, Abdul Mun’im a Effionora Anwar [97]
ziskali musSkatovy olej od spolo¢nosti Balittro. Esencialny olej sa bol ziskany destilaciou, ktora
sa prevadzala vzdy trikrdt za inych podmienok. Analyzy vzoriek sa potom previedli
prostrednictvom GC-MS na kapilarnej kolone HP-5MS. Identifikovanych bolo 55 zlucenin
S r6znym zastupenim. Z celkového poc¢tu malo 21 14tok relativne zastipenie viac ako 0,30 %.
Hlavné zlozky esencialneho oleja tvorili a-terpineol (15,42 %), 4-terpineol (10,77 %),
myristicin (12,90 %), a-terpinolén (9,77 %) a a-terpinén (6,09 %). Vysledky vyskumu
V zrovnani s naSim experimentom poukazuju na odli$né relativne zastupenie a-terpinolénu
a a-terpinénu, a-terpineolu, ktoré v naSom pripade neprekrocilo 1,5 %. Relativne zastiipenie
myristicinu je ovela vysSie v naSom experimente v zrovnani so Stidiou (staticka extrakcia -
48,50 %, staticka extrakcia s modifikatom - 31,20 % a dynamicka extrakcia - 17,72 %). Takmer

zhodné je relativne zastipenie 4-terpineolu po prevedeni dynamickej extrakcie [97].

V zavere mozno zhodnotit, Ze zloZenie extraktu muskatového orechu z ré6znych ¢asti rastlinne;j
matrice je podobné, avSak s rozdielnym relativnym zastipenim. VSetky vyznamne zastiipené

zlozky, ziskané r6znymi extrakénymi technikami, su uvedené v tabul'ke 12.
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Tabulka 12: Prehlad réznych extrakcnych technik s vysledkami GC-MS analyzy Vv dostupnej literature pre muskatovy orech

myristicin (31,55 %), f-felandrén (19,22 %), a-pinén

1,8-cineol (3,53 %), y-terpinén (4,05 %)

semiacka
) (8,37 %), f- pinén (7,55 %), o-limonén (4,81 %),
India muskatového SFE GC-MS [93]
" asaron (1,91 %), kamfén (1,07 %), 3-cyklohexén-1-ol
orecnu
(4,02 %), kopaén (1,22 %)
myristicin (13,57 %), a-pinén (10,23 %), sabinén
Indonézia muskatovy orech SPE GC-MS (21,38 %), 4-terpineol (13,92 %), limonén (5,57%), [94]
safrol (4,28 %), y-terpinén (3,98 %)
5 perikarp a-pinén (15,2 %), izoeugenol (4,5 %), a-terpineol
enan
(Malzi g ) muskatového HD GC-MS (15,5 %), terpinén-4-ol (13,5 %), a-terpinolén [95]
alajzla
: orechu (6,5 %), S-pinén (6,8 %), f-myrcén (3,3 %)
sabinén (36,63 %), a-pinén (11,05 %), f-pinén
cely muskatovy
Brazilia ] SFE GC-MS (10,19 %), myristicin (6,98 %), limonén (3,77 %), [96]
orec
elimicin (3,29 %), myrcén (3,15 %)
a-terpineol (15,42 %), 4-terpineol (10,77 %), myristicin
Java muskatovy olej destilacia GC-MS (12,93 %), a-terpinolén (9,77 %), [97]
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Vysledky a diskusia - betelovy orech

3.4  Vyhodnotenie profilu latok zastipenych v extrakte betelového orechu

Po prevedeni statickej extrakcie a GC-MS analyzy bolo identifikovanych 9 prchavych zlucenin
(z celkovych 20 pikov), po statickej extrakcii s modifikatorom 16 latok (z poctu 26 pikov)
a po dynamickej extrakcii 10 latok (z celkovych 19 pikov). Vysledky su uvedené v tabulke 13.

Spektrum skupin latok sa ani v tomto pripade vyrazne neliSi. Diferencia je zrejma opét
Vv relativnom zastapeni. Ako vyplyva z grafu, na obrazku 15, tak obsah extraktu v najvacsej
miere tvoria mastné kyseliny (staticka extrakcia - 73,04 %; staticka extrakcia s modifikatorom
- 76,23 %; dynamicka extrakcia - 68,63 %). Najvacsiu Cast’ tvorila kyselina dodekanova
(staticka 42,64 %, staticka s modifikatorom 19,99 % a dynamicka extrakcia 22,84 %)
a tetradekanova (staticka 22,14 %, staticka s modifikatorom 31,25 % a dynamické extrakcia
29,18 %). Vyznamne je zastupena aj skupina laktonov - staticka extrakcia s modifikatorom,
s celkovym relativnym zastupenim 17,46 % pre muskalaton a dynamické extrakcia s celkovym
obsahom 20,42 % pre muskalaton. ZnaCne =zastupend bola aj skupina alkanov.
Do celkového obsahu z roznych rastlinnych matric sa tato skupinu nezapocitava, pretoze alkany
vyrazne neovplyviluju vonu rastliny. Po statickej extrakcii sa ich celkové relativne zastipenie
podielalo na 24,72 % (hlavne oktan 23,26 %). Po prevedeni dynamickej extrakcie ich
zastupenie tvorili 9,63 % (najmé oktan 9,27 %), ¢o je takmer trikrat menej ako v pripade
statickej extrakcie. Po extrakcii s pouzitim modifikatoru tvorili menej ako 5 % celkového

obsahu latok.
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Tabulka 13: Identifikované latky po GC-MS analyze v extraktoch betelového orechu

oktan 801 800 111-65-9 23,26 4,03 9,27

Alkany nonan 901 900 111-84-2 1,46 0,22 0,36
dekan 1000 1000 124-18-5 | nepritomné 0,12 [ nepritomné

Aldehydy nonanal 1105 1104 124-19-6 0,42 0,19 0,33
Aromatické m-xylén 858 857 100-41-4 | nepritomné 0,05 [ nepritomné
uhlovodiky etylbenzén 891 893 100-41-4 0,49 [ nepritomné 0,28
Diterpény neofytadién 1836 1836 504-96-1 0,45 | nepritomné | nepritomné
metyl dekanoat 1323 1327 110-42-9 0,88 | nepritomné | nepritomné

metyl dodekanoat 1524 1527 111-85-0 | nepritomné 0,11 [ nepritomné

metyl tetradekanoat 1725 1727 124-10-7 | nepritomné 0,18 [ nepritomné

Estery metyl hexadekanoat 1926 1925 112-39-0 | nepritomné 0,30 | nepritomné
metyl linoleat 2093 2093 112-63-0 | nepritomné 0,18 | nepritomné
mety'ESter@;‘l’ikrf;dekano"ej 2099 2085 | 52380-33-3 | nepritomné 027 | nepritomné

Laktony muskalakton 2141 2144 106-02-5 nepritomne 17,46 20,42
dekanovi kyselina 1366 1372 334-48-5 nepritomne 0,45 1,64

Mastné kyseliny dodekanova kyselina 1565 1570 143-07-7 42,64 19,99 22,84
tetradekanova kyselina 1764 1769 544-63-8 22,14 31,25 29,18

hexadekanova kyselina 1964 1968 57-10-3 8,26 24,54 14,97

Ostatné acetyl tributyl citrat 2249 2254 77-90-7 nepritomné 0,66 0,71
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Porovnanie relativneho zasttpenia skupin latok v extraktoch betelového orechu
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Obrdzok 15: Porovnanie profilu ldtok s ich relativnym zastupenim obsiahnutych v extraktoch betelového orechu
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Vysledky a diskusia - betelovy orech

3.4.1 Porovnanie profilu latok extraktu betelového orechu s dostupnou literatirou

K. Periyanayagam, M. Muuben a M. Sakeem [98] pracu zapocali vysusenim listov,
s prevedenim hydrodestilacie po dobu 3 hodin. Po GC-MS separacii na kapilarnej kolone
DB-5MS, bolo celkovo identifikovanych 50 prchavych zlu¢enin. Stadia [98] zistila, ze hlavnt
zlozku aromatickych latok tvoria seskviterpény. Najmi germakrén D (16,07 %). Dalsimi
zastipenymi zlozkami v liste betelového orechu st - lepizodén (14,99 %), p-karyofylén
(9,86 %), 1,3,4-eugenol (7,17 %), p-elemén, a-selineol, f-kadimén (2,82 %) a cineol (2,80 %).
V orechovych listoch zozbieranych v oblasti Varnasi (India) bol najviac zastipeny eugenol
(63,39 %) a acetyleugenol (14,05 %). Tento olej bol ziskany rovnakou technikou, ako olej
z listov orechu z Casti Sholavandan. Spektrum latok pritomnych v esencialnych olejoch je
ovplyvnené najmé klimatickymi a geografickymi podmienkami [98]. V porovnani s nasim
experimentom, sa podarilo identifikovat maximalne 26 latok, zc¢oho vyplyva,
ze hydrodestilacia by mohla byt’ SetrnejSou technikou na zisk esencialneho oleja rastlinnych

matric. Pritomnost’ seskviterpénov sa v§ak v naSom experimente nepotvrdila.

Na ziskanie esencialneho oleja z betelového orechu XUE-YUA, Y. A. N. G a kolektiv [99]
vyuzili head-space mikroextrakciu tuhou fazou po dobu 30 minut, pri teplote 60 °C. Celkovo
pomocou GC-MS bolo analyzovanych 29 zlicenin, z ktorych medzi najviac zastupené patrili:
1-metoxy-4-(1-propenyl) benzén (25,73 %), hexanova kyselina (17,23 %), 3-fenylpropenal
(11,66 %), 4-metoxybenzaldehyd (4,51 %), dodekanova kyselina (4,46 %), hexanal (3,46 %)
[99]. Pokial' by sme zastipenie tychto latok zrovnavali s naSim experimentom, tak skupinu
aldehydov sa podarilo identifikovat’ vo vSetkych troch pripadoch, aj ked’ pritomnost’ je zna¢na
iba pre nonandl. Zaroveil sa svojim relativnym zastipenim nepodielal viac ako 1 %
na celkovom obsahu. TaktieZ v naSej §tadii nebola potvrdena ani pritomnost’ terpénovovych
zlucenin. Najviac zastupenymi mastnymi kyselinami boli - kyselina hexanova 17,23 %
a dodekanova kyselina 4,46 %. V naSej praci sa kyselina hexadekdnova podiel’ala po statickej
extrakcii s pouzitim modifikatoru az 24,54 % na celkovom obsahu latok v extrakte. Najmensiu
cast’ tvorila po statickej extrakcii s relativnym zastiipenim 8,26 %. Vo vSetkych pripadoch bola
kyselina dodekdnové identifikovand v ovel’a vysSich relativnych zastipeniach oproti dostupne;j
literature. Po statickej extrakcii tvorila takmer 10 nasobok relativneho zastiipenia v porovnani
so Stadiou. Navyse od literatary [99] v nasej praci boli identifikované aj d’alSie mastné kyseliny

- tetradekdnova a dekdnova mastna kyselina.

Mai Huynh Cang, , Phan Thi Bao Nhi, Nguyén Thi Cam Linh [100] pouZili na extrakciu

betelovych listov parnua destilaciu po dobu 5 hodin. Prostrednictvom GC-MS analyzy sa
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podarilo identifikovat’ 21 zlucenin. Hlavné zlozky esencidlneho oleja tvorili fenolové
zlt¢eniny, ktoré sa nam nepodarilo identifikovat’. Najviac zastipenymi boli - aceteugenol
(27,51 %), 4-allyl-1,2-diacytoxybenzén (27,39 %), eugenol (22,69 %). Olej d’alej obsahoval
terpénové zluceniny terpinén-4-ol (2,69 %), y-murolén (1,76 %), germakrén D (1,34 %),
a-muurolén (1,09 %), a-kadioneol (8,02 %) [3]. Esencialny olej orechového listu obsahoval
hlavné zlozky aceteugenol, 4-allyl-1,2-diacytoxybenzén a eugenol, ktorych pritomnost sa

nepotvrdila v nasej praci [100].

Kemprai Phirose, Bora Pranjit Kumar, Mahanta Bhaskar Protim, Sut Dristi, Saikia
Siddhartha Proteem, Banik Dipanwita a Haldar Saikat [101] identifikovali 21 zlu¢enin
V esencidlnom oleji nadzemnej cCasti rastliny po GC-MS na kapilarnej kolone TR-5MS.
Esencialny olej bol vyextrahovany prostrednictvom hydrodestilacie, ktord sa prevadzala
po dobu 10 hodin. Olej sa potom skladoval pri teplote 4 °C v tme az do doby, kym nebola
prevedend samotna analyza. Najviac zastupeny bol p-karyofylén (19,35 %), germakrén
(43,21 %), o-kadinol (3,86 %), d-elemén (1,11 %), D-limonén (2,03 %), viridiflorol (2,66 %),
a-kopaén (0,70 %), linalool (1,22 %) [4]. Skupina seskviterpénov (hlavné zlozky S-karyofylén,
garmakrén) a seskviterpenoidov (viridiflorol) sa v nasej praci nepotvrdili. Taktiez ani skupina

terpénov a terpenoidov [101].

V Cine Qu Li-jie, Liu Wen-Jie, Qian Xue-Jie a Sun Ai-Dong [102] s pouzitim extrakcie
nadkritickou tekutinou a GC-MS identifikovali az 105 zlucenin v extrakte betelového orechu.
Vécsinu tvorili alkoholy (49,79 %) a mastné kyseliny (17,76 %). Konkrétne analyzované
zluceniny a podmienky extrakcie nadkritickou tekutinou vsak vtomto prispevku nie su
dostupné [102]. V porovnani s nasim experimentom sa vyrazne podielali na celkovom obsahu
mastné kyseliny (statickd extrakcia celkové relativne zastupenie 73,04 % staticka extrakcia
s pouzitim modifikatoru s celkovym relativnym zastipenim 76,23 % a dynamicka extrakcia
68,63 %). Vysledky naSej prace poukazuji nato, Ze vo vSetkych typoch extrakcie sa mastné
kyseliny podielaji viac ako z polovice na celkovom zastupeni jednotlivych latok. Naopak

pritomnost’ skupiny alkoholov sa v nasej praci nepotvrdila [102].

Odlisnosti v profile latok mozu byt zapricinené réznymi faktormi - geologické, klimatické
podmienky, Cas a sposob zberu, skladovanie, preprava, pévod matrice a konkrétna Cast rastliny.
Vel'mi dolezity je aj spravny vyber extrak¢énej techniky a jej podmienky ale aj chromatograficka
analyza, pretoZe jednotlivé separacie sa uskuto¢iovali za rdznych podmienok, s pouzitim inych

kolon. Opit’ suhrn dostupnej zahrani¢nej literatury je uvedeny v nasledujicej tabulke 14.

75|Strana



euellIs|oL

Tabulka 14: Prehlad r6znych extrakcénych technik s vysledkami GC-MS analyzy v dostupnej literattre pre betelovy orech

Sholavandan

bicyklo germakrén (14,99 %), germakrén D (16,07 %),

(Indic) orechové listy HD GC-MS karyofylén (9,86 %), S-cis ocimén (2,45 %), a-pinén [98]
naia
(1,71 %), a-kadenol (2,26 %), y- murolén (3,18 %)
Varanasi orechové
_ _ HD GC-MS eugenol (63,39 %), acetyleugenol (14,05 %) [98]
(India) listy
1-metoxy-4-(1-propenyl) benzén (25,73 %), hexanova
5 kyselina (17,23 %), 3-fenylpropenal (11,66 %),
Cina betelovy orech HS-SPME GC-MS [99]
4-metoxybenzaldehyd (4,51 %), dodekanova kyselina
(4,46 %), hexanal (3,46 %)
4-allyl-1,2-diacetoxybenzén (27,39 %), eugenol
_ orechové
Vietnam list SD GC-MS (22,69 %), aceteugenol (27,50 %), y-muurolén [100]
IS
Y (1,76 %), terpinén-4-ol (2,67 %), a-kadionol (8,02 %),
f-karyofylén (19,35 %), germakrén (43,21 %),
Jorhat kampus nadzemna Cast’ )
_ _ HD GC-MS o-kadinol (3,86 %), J-elemén (1,11 %), D-limonén [101]
(India) rastliny o )
(2,03 %), viridiflorol (2,66 %), linalool (1,2 %)
) betelovy vitamin E, skvalén, alkoholy (49,79 %), mastné
Hainan SFE GC-MS [102]
orech kyseliny (17,76 %), uhlovodiky (8,31 %)
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Vysledky a diskusia - pekanovy orech

3.5 Vyhodnotenie profilu latok zastupenych v extrakte pekanového orechu

S vyuzitim troch typov extrakcii
Extrakt pekanového orechu bol ziskany prostrednictvom statickej extrakcie (identifikovanych
9 latok z 13), statickej extrakcie s pouzitim modifikatoru (identifikovanych 17 latok z 21)
a dynamickej extrakcie (identifikovanych 16 latok z celkovych 18). Vysledky GC-MS analyzy

su uvedené v tabul’ke 15.

Spektrum latok po prevedeni statickej extrakcie je odlisné od extrakcie, pri ktorej bol pouzity
modifikator a dynamickej extrakcie. NavySe bola identifikovana aj skupina esterov, alkoholov
a seskviterpénov. Najviac zastupenou skupinou boli mastné kyseliny, ktorych celkové relativne
zastipenie tvorilo 64,67 % (kyselina dodekanova - 44,24 % akyselina tetradekanova -
20,43 %). Po prevedeni ostatnych modov extrakcie ich celkové zastupenie bolo 0 nieco nizsie
(48,80 % staticka s modifikatorom, 49,70 % dynamicka). Seskviterpény boli identifikované iba
po prevedeni dynamickej extrakcie, avsak ich relativne zastipenie bolo < 1 %. Po dynamickej
extrakcii sa podarilo identifikovat’ 5 esterov (najviac zastipeny - metylester 9-oktadecénovej
kyseliny 12,92 % a metyl linoleat 9,29 %), ktorych celkového relativne zastipenie, bolo o nieco
nizsie 26,38 % v porovnani so statickou extrakciou s modifikdtorom, po ktorej celkovy podiel
esterov v extrakte tvoril 28,76 % (najmd metylester 9-oktadecénovej kyseliny
14,12 % a metyl linoleat 9,17 %). Spektrum latok pritomnych v extraktoch pekanového orechu

a ich relativne zastipenie je pre lepsiu predstavu uvedené v grafe na obrazku 16.
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Tabulka 15: Identifikované ldtky po GC-MS analyze v extraktoch pekanového orechu

Alkény oktan 801 800 111-65-9 27,75 16,68 17,30
nonan 900 900 111-84-2 1,09 0,91 0,81
Alkoholy 3-6_:tylpentén-3-0| 815 809 597-49-9 | nepritomné 0,49 [ nepritomné
2-(1,1dimetyletoxy) etanol 850 852 7580-85-0 | nepritomné 0,59 [ nepritomné
Aldehydy nonaldehyd 1104 1107 124-19-6 1,07 0,69 0,97
dekanal 1206 1208 112-31-2 | nepritomné | nepritomné 0,54
Aromaticke etylbenzén 891 893 100-41-4 0,78 | nepritomné 0,27
uhlovodiky
metyl oktanoat 1123 1125 111-11-5 [ nepritomné 0,49 [ nepritomné
metyl dodekanoat 1523 1527 111-82-0 [ nepritomné 0,72 | nepritomné
metyl hexadekanoat 1925 1925 112-39-0 [ nepritomné 2,65 2,64
metyl linoleat 2091 2093 112-63-0 [ nepritomné 9,17 9,29
metylester 9-01§tadecénovej 2098 2085 1937-62-8 | nepritomné 14,12 12,92
Estery kyseliny
metyl oktadekanoat 2126 2127 112-61-8 [ nepritomné 0,74 0,17
metylester 2-[[[4-(4-
hydroxy-4-metylpentyl)-, 3-
cyklohexén-1- 1584 1589 6763;'12' nepritomné 0,87 1,36
yl]metylén]amino]
benzoovej kyseliny
Fenylpropanoidy eugenol 1353 1357 97-53-0 3,37 1,78 2,65
eugenyl acetat 1515 1521 93-28-7 0,59 0,72 0,99
Ketony 3,3-dimetoxy-2-butanon 824 821 2198; 12 nepritomné 0,58 [ nepritomné
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Vypocitany Referencny

Tabulka 15: Identifikované Idtky po GC-MS analyze v extraktoch pekanového orechu - pokracovanie

Relativne zastupenie latok [%]

Skupina latok Nazov latky R RI CAS SFE uatick SFEstaticka s SFE dynamick
modifikitorom

Mastné dodekanova kyselit.la 1562 1570 143-07-7 44,24 31,20 26,16

kyseliny tetradekanova kyselina 1760 1769 544-63-8 20,43 17,60 15,10

hexadekéanova kyselina 1961 1968 57-10-3 | nepritomné | nepritomné 8,44

Monoterpény p-cymén 1046 1042 99-87-6 0,68 | nepritomné [ nepritomné

Seskviterpény karyofylén 1422 1424 13877-93-5 nepritomné | nepritomné 0,39
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Relatavne zastUpenie skupin latok [%]
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Obrdzok 16: Porovnanie profilu Idtok s ich relativnym zastupenim obsiahnutych v extraktoch pekanového orechu
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Vysledky a diskusia - pekanovy orech

3.5.1 Porovnanie profilu latok extraktu pekanového orechu s dostupnou literatirou

Stephanie Reis Ribeiro, Qullen Machado Ribeiro, Ingrid Duarte dos Santos a kolektiv
[103], sledovali profil latok obsiahnutych v ré6znych kultivaroch pekanového orechu. Vsetky
vzorky boli zozbierané v aprili 2016. Po prirodzenom vysuseni, boli orechy manualne zbavené
Skrupiny. Lipidy extrahované zo vzorky sa najskor alkalicky zmydelnili. Mastné kyseliny sa
stanovili prostrednictvom GC-FID na kapilarnej kolone CP-WAX 52 ako metylestery mastnych
kyselin. Barton kultivar bol bohaty predovSetkym na obsah mononenasytenych mastnych
kyselin. Najviac zastupenou bola kyselina olejova 66,92 % a kyselina linoleova s relativnym
zastpenim 22,50 %. ESte vySsi obsah kyseliny olejovej sa potvrdil v kultivaroch Mahan
(72,99 %) a Chickasaw (72,86 %). Naopak relativne zastipenie kyseliny linoleovej bolo nizsie
Mahan (16,27 %) a Chickasaw (16,91 %). Tento vyskum tiez uvadza $tadiu Amaral a kolektiv
[104], v ktorej vysledky poukazuji na nepriamy suvis pomeru obsahu olejovej a linoleovej
kyseliny, ktory sa 1isi v jednotlivych kultivaroch. V porovnani s naSou pracou st nasytené
mastné kyseliny v studii [103] zastipené pomerne v malom mnozstve. Ich celkové relativne
zastupenie tvori iba 9,27 % (hlavne kyselina hexadekanova 6,53 % a kyselina oktadekanova
2,46 %). V naSom experimente bola identifikovana kyselina dodekanova (44,24 %) a kyselina
tetradekanova (20,43 %) po statickej extrakcii. Po prevedeni statickej extrakcie s pouzitim
modifikatoru relativne zastipenie kyseliny dodekanovej bolo 31,20 % akyseliny
tetradekanovej 17,60 %. Po dynamickej extrakcii sa kyselina dodekanova podielala
na celkovom obsahu 26,16 %, kyselina tetradekanova 15,10 % a kyselina hexadekénova

8,44 %.

Zaroven sa tento vyskum zaoberal aj obsahom prchavych latok v réznych kultivaroch
pekanového orechu. Po HS-SPME, S pouzitim divinylbenzén/karboxén/
polydimetylsiloxanového vldkna po dobu 35 minut, prebehla GC-MS analyza, na kapilarnej
koléne Chrompack WAX 52-CB. Bola potvrdena pritomnost’ pre takmer 200 zlucenin, z ¢oho
sa podarilo identifikovat’ 83. Boli klasifikované ako alkoholy, kyseliny, aldehydy, ketony,
estery, furany. laktony, terpény a zli€eniny siry. Vo vSetkych kultivaroch boli identifikované
aldehydy, etanal, hexanal, 2-metylbutanal a 3-metylbutanal. Tieto zlozky sa popisuju ako
Stiplavé a aromatické, podla velkosti uhlikového retazca. V naSom experimente bola
potvrdena pritomnost’ skupiny aldehydov vo vSetkych modoch extrakcie, ale s minimélnym
relativnym zastipenim vid’ tabul’ka 14. Vysledky nasej prace poukazuji aj na bohaté zastipenie
skupiny esterov. Po prevedeni statickej extrakcie s modifikadtorom celkové relativne zastupenie

esterov tvorilo 28,76 % po dynamickej extrakcii 26,38 %. Dalej v nasom experimente bola

8l|Strana



Vysledky a diskusia - pekanovy orech

potvrdena  aj  pritomnost  alkanov, podobne ako v stadii  [103], avSak
do vysledkov nebolo ich zastipenie zapocitané, pretoze neovplyviiuji aromu pekanového
orechu. Naopak [103] identifikovala aj niekol’ko alkoholov, ktoré sa v naSom experimente

nepodarilo urcit’ vobec.

Intidhar Boudali, Ayda Khadhri, Sana Dallali, Ali Albouch a kolektiv [105] hodnotili
zloZzenie a antioxida¢nu aktivitu esencidlneho oleja pekanového orechu, ziskaného
hydrodestilaciou po dobu 3 hodin. Zistili, ze vytaznost’ esencidlneho oleja sa pohybuje
v rozmedzi od 0,023 do 0,03 %. Prostrednictvom GC-MS analyzy bolo identifikovanych 74
zltéenin, ¢o je niekol'ko nasobne krat viac nez v pripade naSich extrakénych technik. Najviac
zastapenym bol gafor (44,03 %), fenchon (28,85 %), f-elemén (17,66 %), Cis-, z-a- bisabolén
epoxid (16,76 %), aromadendran (13,31 %), kamfén (11,54 %) a karyofylén oxid (8,98 %).
V zrovnani s nasou $tadiou sa nepodarilo identifikovat’ ani jednu z vyssie uvedenych prchavych
zltéenin. Rozdielnosti mézu byt zapri¢inené povodom matrice ale aj typom extrakcie a jej

podmienkami [105].

Na extrakciu rozpustadlom K. R. Cadwallader, H. Kim, S. Puangpraphant
a Y. Lorjaroenphon [106] pouzili ¢erstvo vylipané pekanové jadra (odroda Steward, 2007).
GC-MS analyza neutrdlnych akyslych latok prebiehala na kapilarnej Stabilwax kolone.
Na analyzu zasaditych zloziek sa pouzila kapilarna kolona SAC-5. Zasadité a kyslé zlozky boli
identifikované az po prazeni. Z neutrdlnych v Cerstvom pekanovom orechu bol najviac
zastpeny hexanal 55,44 %, o-dekalakton 18,37 %, massoialakton 14,15 % a d-nonalakton
6,48 %. Vysledky nasej prace sa vobec nezhoduju s profilom latok identifikovanych literatirou
[106].

Maria A Corella - Madueno, Marvin K. Harris, Agustin A Fu - Castillo a kolektiv [107],
extrahovali olej puku pekanového orechu HS-SPME. Vzorky boli zozbierané pocas sezony
vo februari 2007 - 2009 na pobrezi v Mexiku. Extrakcia prebiehala pri teplote 50 °C po dobu
20 minut, s vyuzitim polydimetylsiloxdn-karboxénového vldkna. GC-MS analyza bola
prevedend na kapilarnej kolone DBS. Najviac zastipenymi v puku pekanového orechu boli
a-pinén (13,23 %), p-karyofylén (11,2 %), p-cymén (10,33 %), limonén (8,02 %), cuparén
(7,58 %), p-pinén (7,04 %) a kamfén (6,03 %). V nasej Stadii sa podarilo zo spominanych latok

identifikovat’ p-cymén po statickej extrakcii s relativnym zastipenim iba 0,68 % [107].

Okrem iného Maria A Corella - Madueno, Marvin K. Harris, Agustin A Fu - Castillo

a kolektiv [107], sktmali zlozenie vyhonku pekanového orechu a samotného oriesku.
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Extrakcia a analyza prebiehala za takych istych podmienok ako pri pukoch pekanového orechu.
Identifikované zluceniny boli roz¢lenené ako monoterpény a seskviterpény, d’alej alkoholy,
estery, karbonyly, cyklické uhl'ovodiky. Terpénové zluceniny pritom boli najviac zastipenymi
Vv esencidlnom oleji. Zo skupiny seskviterpénov najvacsi podiel esenciadlneho oleja tvoril
a-cedrén (26 %), selina-3,7(11)-dién (23,2 %) a y-gurjunén (11,3 %). Oproti seskviterpénom,
kategoria monoterpénov bola zastipend pomerne v nizkych relativnych zastipeniach
- a-ocimén (3,29 %), p-pinén (1,85 %) alimonén (1,85 %). Zo skupiny esterov najviac
zastipenymi boli hexylester octovej kyseliny (1,54 %) a 3-hexenylester butanovej kyseliny
(1,54 %). Dalgie prchavé zlu¢eniny mali relativne zastipenie < 1 % [4]. V nadej praci bol
zo skupiny seskviterpénov po dynamickej extrakcii identifikovany karyofylén s relativnym
zastpenim 0,39 %, ktorého pritomnost’ v dostupnej literatire [107] nebola potvrdena.
Vysledky studie poukazuji na vyrazny rozdiel relativneho zastipenia skupiny esterov. Zatial
¢o v Studii je ich zastupenie < 2%, tak v nasej praci sa vyrazne podiel’aju na celkovom zastupeni
latok. Po statickej extrakcii s pouzitim modifikatoru ich celkové relativne zastipenie tvori

28,76 % a po dynamickej extrakcii 26,38 % [107].

Vysledky stadie [107] d’alej potvrdili, Ze orieSok je obohateny o a-gurjunén (31,04 %), ktorého
zastupenie je ovel'a vysSie nez vo vyhonku pekanového orechu. Vyssi podiel na celkovom
zloZzeni esencialneho oleja tvori zo skupiny seskviterpénov valencén (11 %), y-gurjunén
(10,5 %) a a-kubenén (6,61 %). V naSom experimente vSak neboli identifikované. Z vyssie
uvedenych vysledkov a informacii vyplyva, Ze vyrazny vplav na zlozenie extraktu ma

extrahovana Cast’ rastliny (tabul'ka 16).
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Tabulka 16: Prehlad r6znych extrakénych technik s vysledkami GC-MS a GC-FID analyzy v dostupnej literattre pre pekanovy orech

Mahan - olejova kyselina 72,99 %, kyselina linoleova
16,27 % Barton - olejova kyselina 66,92 %, kyselina

y-gurjunén 10,5 %

Brazilia pekanovy orech HD GC-FID . _ . _ [103]
linoleova 22,50 Chickasaw - olejova kyselin 72,86 %,
kyselina linoleova 16,91 %
Chickasaw - octova kyselina 51,97 %, hexanal 20,49 %
Brazilia pekanovy orech HS-SPME GC-MS [103]
Mahan - octova kyselina 37,80 %,
) gafor 44,03 %, fenchon 28,85 %, [-elemén 17,66 %,
Tunisko pekanovy orech - GC-MS ) ‘ ' [105]
cis-,z-a-bisabolén epoxid 16,76 %, kamfén 11,54 %
) extrakcia hexanal 55,44 %, J-dekalakton 18,37 %, %,
Georgia (USA) | pekanovy orech GC-MS ) [107]
rozpustadlom massoialakton 14,15 %, J-nonalakton 6,48 %
uk pekanového o-pinén 13,23 %, f-karyofylén 11,2 %, p-cymén
Mexiko prEp HS-SPME GC-MS P o, frharyofy o Preym [107]
orechu 10,33 %, limonén 8,02 %, kuparén 7,58 %,
‘ vyhonok: a-cedrén 26 %, y-gurjunén 11,3 %, selina-
vyhonok/orieSok _ ' '
) 3,7(11)dién 23,2 %, a-ocimén 3,29 %, f-pinén 1,85 %,
Mexiko pekanového HS-SPME GC-MS ‘ ‘ [107]
" orieSok :a-gurjunén 31,04%, valencén 11 %,
orechu
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3.6  Vyhodnotenie profilu litok zastipenych v extrakte brazilskeho (para)
orechu

Vo vsetkych troch pripadoch bolo identifikovanych velmi malo latok (vid' tabulka 17).

Pri¢inou méze byt nevhodny sposob extrakcie alebo nevyhovujuci typ orechu. Pedro Barata,

fcaro Sarquis a Helison Carvalho [111] uvadzajt, ze para orech je bohaty predovietkym na

tuky 60 - 70 %, bielkoviny 15 - 20 %, vitaminy rozpustné v tukoch (A, E) a mineraly (Se, K,

Na, Ca, Fe, Zn) [111].

Po prevedeni statickej extrakcie sa podarilo identifikovat’ v naSej stadii 9 latok (z celkovych
10). Vyznamnu Cast’ celkového obsahu tvorili mastné kyseliny - najma kyselina tetradekanova
32,62 %, kyselina dodekanova 23,76 % a kyselina hexadekanova 8,80 %. Dalsou vyznamne
zastipenou skupinou boli alkany, ktoré sa podiel’ali 26,15 % na celkovom obsahu extraktu para
orechu (hlavne oktan 25,29 %). Po statickej extrakcii s vyuzitim modifikatoru bolo
identifikovanych iba 5 zlG€enin (z celkovych 9). Opat’ hlavnu cast’ celkového obsahu tvorili
mastné kyseliny - kyselina dodekanova 35,39 % a kyselina tetradekanova 37,90 %. Dalsou
vyznamne zastipenou skupinou boli alkany s celkovym relativnym zastipenim 25,19 %.
Ostatné skupiny sa podielali na celkovom obsahu latok menej ako 1 %. Vo vysledkoch sa
podarilo najmene;j latok identifikovat’ po dynamickej extrakcie, pri ktorej boli identifikované
4 latky (z celkovych 5). Aj v tomto experimente najviac zastipenymi boli mastné kyseliny -
kyselina dodekanova 34,32 %, tetradekdnovéa 41,96 % a hexadekanova kyselina 10,14 %.
Ako vyplyva z grafu na obrazku 17, prevazna vacsina extraktu ziskaného SFE bola tvorena

mastnymi kyselinami.
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Tabulka 17: Identifikované ldtky po GC-MS analyze v extraktoch para orechu

Alkény oktan 802 800 111-65-9 25,29 24,22 13,58
nonan 901 900 111-84-2 0,86 0,97 | nepritomné
Aldehydy nonanal 1106 1104 124-19-6 0,35 1,52 | nepritomné
ﬁ;?g:;té?ﬁ; etylbenzén 892 893 100-41-4 0,40 | nepritomné | nepritomné
metylester 2-[[[4-(4-
hydroxy-4-metylpentyl)-, 3- 67634-12-
Estery cyclohexén-1- 1586 1589 5 2,41 | nepritomné [ nepritomné
yl]metylén]amino]
benzoovej kyseliny
Ketony oxacyklohexadekan-2-6n 2140 2144 106-02-5 5,51 [ nepritomné | nepritomné
Mastné dodekanova kyselipa 1563 1570 143-07-7 23,76 35,39 34,32
kyseliny tetradekanova kyselina 1762 1769 544-63-8 32,62 37,90 41,96
hexadekénova kyselina 1966 1968 57-10-3 8,80 | nepritomné 10,14
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Vysledky a diskusia - para orech

3.6.1 Porovnanie profilu litok extraktu para orechu s dostupnou literatirou

V stadii vykonavanej O. V. Santos, N. C. F. Corréa a kolektiv [108], sa plodina zozbierana
v roku 2009 najskor susSila v peci. Vyskumnici sa zaoberali uc¢innostou réznych extrakénych
technik na rastlinné matrice. Na extrakciu lisovanim sa pouzil hydraulicky lis. Prebiehala
po dobu 5 minit, s naslednou vakuovou filtraciou. Rastlina bola podrobena aj Soxhletovej
extrakcii s petroléterom a hexanovymi ¢inidlami a extrakcii nadkritickou tekutinou. Profil
metylesterov mastnych kyselin sa charakterizoval podl'a normy ISO 5509. Navazil sa 1 g oleja
a zmieSal s 10 ml n-heptanolu. Potom sa pridalo 0,5 ml NaOH a metanol. Po premieSani
po dobu 20 sekund sa oddelil supernatant a prebehla GC analyza, na kapilarnej kolone SP-2560
[108].

Tabulka 18: Charakteristika profilu mastnych kyselin para orechu v jednotlivych extrakénych technikdch [108]

myristova 0,058+ 0,00 | 0,054+0001 | 0,052+0,002 | 0516+0,03
kyselina
palmitova 14,24 + 0,02 13,47 + 0,00 12,63 +0,159 | 14,94 + 0,927
kyselina
stearova kyselina | 11,19 < 0,01 11,93+0,012 | 11,63+0.141 1023 £ 0,07
olejova kyselina | 36,26 + 0,03 31,24 + 0,02 2976 + 0,408 | 35,55+ 2275
linoleova kyselina | 37,53 + 0,03 42,42 + 0,03 45,17 +0,722 | 40,51 £ 2,56
linolenova 0,076 £0,00 | 0,058+0,004 | 0,074+0,005 | 0,075 0,005
kyselina

Vysledky analyzy profilu mastnych kyselin (tabulka 18) poukazovali na bohaté zastpenie
73,73 %
po Soxhletovej extrakcii - petroleum éter, 75 % po Soxhletovej extrakcii - hexan a 75,13 %

nenasytenych mastnych kyselin s priemerom 73,86 % po lisovani,
po extrakcii nadkritickou tekutinou v porovnani s nasytenymi mastnymi kyselinami, ktoré
Vv priemere tvorili iba 25,75 %. NaSa $tadia naopak dokazovala bohaté zastipenie prave
na nasytené mastné kyseliny, ktoré sa podielali celkovym relativnym zastipenim 65,18 %
(hlavne kyselina tetradekanova 32,62 %) po statickej extrakcii. O nieco vyssie bolo zastupenie
nasytenych mastnych kyselin po statickej extrakcii s pouZitim modifikatoru celkovo 73,29 %
(kyselina dodekanova a tetradekdnovd stakmer totoznych relativnym zastipenim).
Po dynamickej extrakcii okrem alkanov boli identifikované iba nasytené mastné kyseliny
s celkovym zastapenim az 86,42 %. Hlavny podiel tvorila kyselina tetradekdnova 41,96 %.
Vsetky tieto odliSnosti st pravdepodobne zapri¢inené rozdielnymi extrakénymi technikami

a pripravou vzorky k samotnej analyze [107].
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Alan G. de O. Sartori, Geni R. Sampaio, Deborah H.M. Bastos a kolektiv [109],
monitorovali tvorbu prchavych latok pocas skladovania para orechov. Prchavé latky boli
vytazené head-space mikroextrakcie tuhou fazou a analyzované prostrednictvom GC-MS
na kapilarnej koléne Rtx-5MS. Vzorka sa najprv vlozila do head-space vialky, preplachla
dusikom po dobu 10 sektnd a uzavrela vieckom. Vialka bola potom ponorena do termostatu
s vodou vyhrievanou na 80 °C, s magnetickym mieSadlom po dobu 30 minut. Nésledne vlakno
SPME bolo vlozZené cez septum do head-space priestoru po dobu 10 minut. Predbezne stanovili
4 aldehydy (najmd hexanal 66,41 % a trans-2-heptanal 8,9 %), 2 ketony a2 alkoholy.
Uhl'ovodiky do tohto vyskumu nebolo zahrnuté, pretoze je nepravdepodobné, ze by vplyvali
na aroOmu para orechov. Vyskum [109] sa odvolava sa spracovant reSer§ R. G. Clark a H. E.
Nursten [110], ze existuje iba jedna $tidia, charakterizujiica prchavé zlozky para orechu.
V Cerstvych orechoch identifikovali hexanal a 2-nonanén. V nasom experimente bola
potvrdend pritomnost nonandlu (staticka extrakcia - 0,25 % astatickd extrakcia
s modifikatorom - 1,52 %). Zaroven sa tato skupina vedcov zaoberala profilom mastnych
kyselin v orechu po lisovani za studena. Metylestery mastnych kyselin boli analyzované
GC-FID na kapilarnej kolone Rtx-Wax. Najviac zastipenou bola kyselina linolenova

s relativnym zastipenim 39 %, ktora v naSom experimente nebola identifikovana [109].

Olej para orechu bol zakiipeny od firmy Amazon Oil Industry. Po esterifikacii sa uskutocnila
GC-FID analyza na kapilarnej kolone CP WA x 52 CB. Marcos Antonio Pena Musiz
a kolektiv [111] urcili ako najviac zastipené nenasytené mastné kyseliny (kyselina olejova
38,50 % akyselina linolova 31,26 %). Nasytené mastné kyseliny predstavovali 25,55 %
celkovych nasytenych mastnych kyselin (kyselina palmitova 14,27 % a kyselina stearova
11 %). V stopovych mnozstvach boli identifikované aj d’alSie nasytené mastné kyseliny -
arachidonova a laurova [110]. Z porovnania profilu mastnych kyselin v naSej $tadii vyplyva,
7e mastné kyseliny sa podiel’aju viac ako 50 % na celkovom zloZeni extraktu. Nasytena mastna
kyselina tetradekdnova tvorila najvicsiu ¢ast’ z celkového zastipenia latok (staticka extrakcia -

32,62 %, staticka extrakcia s modifikatorom - 37,90 %, dynamicka extrakcia - 41,96 %) [110].

Metylestery mastnych kyselin pripravili Nicola Cicero, Ambrogina Albergamo [112]
trepanim zmesi oleja v n-heptane s metanolickym roztokom KOH po dobu 30 sekind
pri laboratornej teplote. Po dekantatnom kroku sa hornd vrstva obsahujuca metylestery
analyzovala pomocou GC-FID na kapilarnej kolone SLB-IL 100. Najvéc¢siu Cast’ celkového
obsahu opat’ tvorila kyselina olejova 47,78 % a kyselina linolova 24,65 % [112]. Nenasytené

mastné kyseliny v nasej praci neboli identifikované.
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Podobne sa profilom mastnych kyselin zaoberali aj Pedro H. S. Barata, icaro R. Sarquis
[113], ktori ziskali etylestery pomocou enzymatickej katalyzy za pritomnosti amano lipazy
Pseudomonas fluorescens. Zmes vzorky, etanolu a amano lipazy sa inkubovala pri teplote
32 °C, po dobu 24 hodin. Po vysuSeni organickej fazy a odstraneni rozpustadla, bola vzorka
analyzovana GC-MS na kapilarnej koléne DB-5MS. Analyza poukazuje na zlozenie mastnych
kyselin, pozostavajice prevazne s nenasytenych mastnych kyselin - kyselina olejova 32 %
akyselina linolovd 29 %. Dalou identifikovanou bola nasytena kyselina stearova
so zastipenim 17 % a palmitovd kyselina s relativnym zastipenim 19 %, ktora bola
identifikovana aj v naSom experimente (staticka extrakcia - 8,8 % a dynamicka extrakcia -

10,14 %). Pre lepsi prehl’ad su vysledky dostupne;j literatary stru¢ne zhrnuté v tabul’ke 19 [113].
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Tabulka 19: Prehlad r6znych extrakcnych technik s vysledkami GC-MS a GC-FID analyzy v dostupnej literature pre para orech

. kyselina palmitova (14,94 %), kyselina stearova
rastlina para
Neznamy " SFE GC (10,23 %), kyselina olejova (35,55 %), kyselina [108]
orechu
linolova (39,79 %)
hexanal (66,41 %), trans-2-heptanal (8,9 %), 3-oktén-
vakuovo balené
Amazonia " HS-SPME GC-MS 2-6n (5,88 %), 1-oktén-3-ol (6,14 %), 1-pentanol [109]
orechy
(4,01 %), 2-nonanol (4,13 %)
vakuovo balené lisovanie za kyselina linolenova (39 %), kyselina palmitova (16 %),
Amazonia GC-FID [109]
orechy studena kyselina stearova (11 %)
) ) kyselina olejova (38,50 %), kyselina linoleova
orech prirodného | lisovanie za
Brazilia GC-FID (31,26 %), kyselina palmitova (14,27 %), kyselina [111]
povodu studena
stearova (10,61 %)
kyselina linolova (24,65 %), kyselina olejova
komerc¢ne .
Brazilia - GC-FID (47,78 %), kyselina hexadekanova (12,11 %), kyselina [112]
vyrobeny olej
oktadekanova (6,33 %)
kyselina olejova (32 %), kyselina linolova
Brazilia olej - GC-MS (29 %), kyselina vakcénova (< 2 %), kyselina [113]
palmitova (19 %), kyselina stearova (17 %)
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3.7  Vyhodnotenie profilu latok zastipenych v extraktoch lieskového orechu

Lieskovy orech bol podrobeny najprv statickej extrakcii, po ktorej GC-MS analyzou sa podarilo
identifikovat’ 31 latok z celkovych 42. Taktiez sa sledoval profil latok v extrakte, ziskanom
statickou extrakciou s pouzitim modifikatoru, kedy bolo identifikovanych 12 prchavych
zltcenin z celkovych 15. Ako posledna bola prevedena dynamicka extrakcia, po ktorej bolo
identifikovanych iba 7 latok z celkovych 9. Pre lepSiu orientaciu v texte boli data spracované

vo forme tabul’ky 20.

Spektrum latok v extraktoch lieskovca je vyrazne odlisné (obrazok 18). Zatial’ o po statickej
extrakcii, prevazni vacSinu tvorili terpénové zluCeniny, tak po statickej extrakcii
s modifikatorom bolo ich celkové relativne zastipenie 2,02 % apo dynamickej neboli
identifikované vobec. Pokial’ by sme hodnotili obsah terpénovych zlucenin v statickej extrakcii,
tak podl'a vysledkov mozno usudit, Ze aj napriek relativne nizkemu obsahu, pocetna skupinu
latok tvorili monoterpény a monoterpenoidy. Celkovy obsah skupiny monoterpénov sa podiel’al
15,18 % na zlozeni extraktu lieskového orechu a obsah monoterpenoidov tvoril 8,21 %.
Najviacsi podiel zo skupiny monoterpénov tvoril sabinén 6,41 %, S-pinén 2,08 %, limonén
2,22 % ay-terpinén 1,48 %. Zo skupiny monoterpenoidov to bol terpinén-4-ol 5,36 %
a a-terpinyl acetat 1,59 %. Najvacsia Cast’ extraktu sa skladala z fenylpropanoidov, ktoré sa
podielali az 59,64 % na celkovom obsahu latok (hlavne myristicin 52,56 %, metoxy eugenol
3,44 % aizoeugenol 1,27 %). Relativne zastipenie mastnych kyselin v zrovnani so skupinou
fenylpropanoidov je ovela nizSie. Hlavni zloZku tvorila kyselina tetradekanova 5,71 %.
Ostatné kategorie latok (aldehydy, alkany, aromatické uhlovodiky, laktoény) vzhladom
na vyssie uvedené skupiny latok nie st vyznamne zastipené. Ako vyplyva z grafu na obrazku
18, mozno sledovat’ zmeny V relativnom zastipeni mastnych kyselin, ktoré sa po statickej
extrakcii s modifikatorom podiel'aju az 48,88 % na celkovom obsahu latok v extrakte lieskovca
(hlavne kyselina dodekanova 18,67 % a kyselina tetradekanova 21,98 %). Relativne zastapenie
mastnych kyselin je eSte vysSSie po prevedeni dynamickej extrakcie 62,13 % (najmi kyselina
dodekanova 22,15 %, kyselina tetradekanova 31,54 %). Medzi d’al$iu zna¢nt1 kategoriu patrili
alkany s celkovym zastipenim 32,42 % (najviac oktan 31,05 %). Obsah myristicinu vyrazne
poklesol v porovnani so statickou extrakciou. Po dynamickej extrakcii a GC-MS analyze bolo
stanovené, Ze v najvicsej miere sa na celkovom zastipeni podiel’aju mastné kyseliny 62,13 %
(najma tetradekakova kyselina 31,54 % a dodekanova kyselina 22,15 %). Laktony sa podiel'ali

12,29 % (pre oxacyklohexadekan-2-6n) na celkovom obsahu.
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Tabulka 20: Identifikované latky po GC-MS analyze v extraktoch lieskového orechu

Alkény oktan 801 800 111-65-9 4,73 31,05 23,07
nonan 901 900 111-84-2 0,19 1,37 1,03
Aldehydy 2,4-dodekadienal 1424 1418 21662-16-8 0,22 | nepritomné | nepritomné
nonanal 1105 1104 124-19-6 | nepritomné 1,69 | nepritomné
ﬁ;{’gfé‘fk{; etylbenzén 892 893 100-41-4 0,08 0,68 | nepritomné
metylester 2-[[[4-(4-
hydroxy-4-metylpentyl)-, 3-
Estery cyklohexen-1- 1586 1589 67634-12-2 | nepritomné 1,25 | nepritomné
yllmetylén]amino]
benzoovej kyseliny
eugenol 1354 1357 97-53-0 0,81 | nepritomné [ nepritomné
metyl eugenol 1401 1403 93-15-2 0,37 | nepritomné | nepritomné
izoeugenol 1450 1452 97-54-1 1,27 | nepritomné | nepritomné
Fenylpropanoidy metyl izoeugenol 1496 1496 93-16-3 0,13 | nepritomné | nepritomné
myristicin 1523 1520 607-91-0 52,56 11,46 1,48
elimicin 1548 1551 487-11-6 1,06 | nepritomné [ nepritomné
metoxy eugenol 1960 1968 57-10-3 3,44 1,60 | nepritomné
Laktony oxacyklohexadekan-2-6n 2139 2144 106-02-05 1,14 | nepritomné 12,29
dodekanova kyselina 1562 1570 143-07-7 3,55 18,67 22,15
Mastné kyseliny tetradekdnova kyselina 1762 1769 544-63-8 5,71 21,98 31,54
hexadekénova kyselina 1962 1968 57-10-3 1,35 8,23 8,44
Monoterpenoidy cis-,para-ment-2-én-1-ol 1126 1124 29803-82-5 0,18 nepritomné | nepritomné
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Tabulka 20: Identifikované Idtky po GC-MS analyze v extraktoch lieskového orechu - pokracovanie

terpinén-4-ol 1182 1180 562-74-3 5,36 | nepritomné | nepritomné

a-terpineol 1197 1195 98-55-5 0,58 | nepritomné | nepritomné

Monoterpenoidy bornyl acetat 1285 1285 92618-89-8 0,35 | nepritomné | nepritomné
terpin-1-én-4-yl acetat 1297 1296 4821-04-9 0,15 | nepritomné | nepritomné

a-terpinyl acetat 1349 1349 80-26-2 1,59 | nepritomné | nepritomné

a-thujén 926 927 2867-05-2 0,43 | nepritomné | nepritomné

a-pinén 933 933 80-56-8 0,52 | nepritomné | nepritomné

sabinén 972 972 3387-41-5 6,41 0,61 [ nepritomné

S-pinén 977 978 127-91-3 2,08 | nepritomné | nepritomné

Monoterpény myrcén 990 991 123-35-3 0,70 [ nepritomné | nepritomné
a-terpinén 1017 1018 99-86-5 0,57 | nepritomné | nepritomné

p-cymén 1024 1025 99-87-6 0,67 | nepritomné | nepritomné

limonén 1029 1030 138-86-3 2,22 | nepritomné | nepritomné

0-cymén 1047 1042 527-84-4 0,10 1,41 | nepritomné

y-terpinén 1059 1058 99-85-4 1,48 | nepritomné | nepritomné
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3.7.1 Porovnanie profilu latok extraktu lieskového orechu s dostupnou literatirou
Mustafa Kiralan a S. Sezer Kiralan [114] vyuzili na analyzu prchavych latok uz vyrobeny
olej. SPME vlakno (karboxén/polydimetylsiloxan) bolo sorbované po dobu 45 mintt pri 35 °C
apotom priamym nadavkovanim do plynového chromatografu pri 250 °C boli zlozky
desorbované. K separacii dochddzalo na kapilarnej kolone DB-624. Najviac zastipenou bola
skupina aldehydov, najmi heptanal 21,90 %, nonanal 28,23 % a hexanal 21,77 %. V nasej studii
po dynamickej extrakcii sa nepodarilo identifikovat’ skupinu aldehydov. V pripade staticke;j
extrakcie s pouzitim modifikatoru bol identifikovany iba jeden aldehyd - nonanal s relativnym
zastipenim 1,69 %. Tak isto to bolo aj v pripade statickej extrakcie, kedy bol identifikovany
2,4-dodekadienal s relativnym zastiipenim 0,22 % [114].

Material na vyskum prevadzany Agnieszka Barbara Najda a Magdalena Joanna Gantner
[115], sa skladal z ptcikov a listov lieskovca. Zber pukov sa konal v aprili, kedy rastlina nema
eSte listy. Tie boli zozbierané neskdr vjuni. Vzorky sa najskér susili
pri 35 °C tesne po zbere. Esencidlne oleje boli vyextrahované pomocou parnej destilacie
a analyzované prostrednictvom GC-MS, na kolone VF-5MS. V pukoch lieskovca bola
potvrdend pritomnost’ 43 zluc¢enin, z ¢oho sa podarilo identifikovat’ 35. 13 zloziek malo
relativne zastiipenie vécsie ako 1 % - nerol (20,6 %), myrtenol (19,5 %). ZvySnych 22 latok sa
podiel’alo na celkovom obsahu v rozsahu 0,01 - 1 %. Listy po GC-MS analyze obsahovali 42
zlucenin, z ktorych sa podarilo 37 identifikovat’. 26 latok malo relativne zastipenie viac ako
1 % - nerol (13,0 %), myrtenol (9,4 %), a-kampholenol (9,0 %) a mentol (6,7 %). Profil latok
obsiahnuty v esencidlnom oleji sa vyrazne nelisSi v pritomnosti monoterpénov (puky 25,5 %,
listy 21,3 %). Vyrazny rozdiel je viditelny v zastupeni seskviterpénov (puky 1,5 %, listy
6,8 %), aldehydov a ketonov (puky 19,8 %, listy 11,5 %), tieZ aj monoterpénoV (puky 34,4 %,
listy 42,8 %) [115]. Skupiny latok pritomnych v pukoch a listov sa vyrazne lisia od nasej studie,
v ktorej bol pouzity lieskovy orech. Vo vysledkoch experimentu [115] ma najvysSie relativne
zastupenie nerol (20,6 %) a myrtenol (19,5 %), ktory v naSom pripade nebol analyzovany

vobec.

Orechy na stadiu vykonanti Cesarettin Alasalvar, Refeidoon Shahidi a Keith R. Cadwallder
[116] pochadzali zo zavodu na spracovanie a vyvoz lieskovcov v Turecku. Prirodny orech sa
susil iba na slnku, zatial’ ¢o d’al$i podiel orechov sa prazil pri 165 °C. Na zachyt prchavych
latok bola aplikovana dynamicka head-space extrakcia. GC-MS analyza prebichala
na kremikovej kolone CP-Wax 52 CB. Celkovo bolo pritomnych 79 prchavych zloziek v oboch

typoch orechu. Podobne ako v surovom orechu, tak aj v prazenom orechu vyznamnu ¢ast’ tvorili
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ketony. Velky rozdiel spociva v pritomnosti pyrazinov, terpénov, pyrolov a kyselin, ktoré¢ boli
stanovené iba v prazenych lieskovcoch [116]. Aj napriek tomu, Ze v nasej $tadii nebol pouzity
prazeny lieskovec sa podarilo identifikovat velké mnozstvo terpénov, terpenoidov,
fenypropanoidov ako aj v pripade experimentu [115]. Z vysledkov je viditeny rozdiel medzi
stadiou a nasou pracou v profile latok ale aj relativnom zastpeni. Po statickej extrakcii boli
vyznamné zastipenymi terpinén-4-ol (5,36 %), myristicin (52,56 %), sabinén (6,41 %)
a metoxy eugenol (3,44 %). Vyrazne nizSie je ale zastipenie latok po prevedeni statickej
extrakcie s modifikatorom pre muyristicin (11,46 %) a o-cymén (1,41 %). Po dynamicke;j
extrakcii bol identifikovany iba myristicin s relativnym zastipenim < 2 %. Z dostupnych
informacii vyplyva, ze zna¢ny vplyv na obsah latok v extraktoch ma prave vol'ba extrakcnej

techniky.

Fatemeh Amini-Noori a Parisa Ziarati [117] sa vo svojom vyskume zamerali na stanovenie
mastnych kyselin v lieskovom orechu. Vzorka bola extrahovana v Soxhletovom extraktore
apotom prevedenda na metylestery mastnych kyselin, ktoré boli analyzované
na GC-FID, s kapilarnou kolénou z oxidu kremicitého. Pri skiimani dvoch odrdd lieskového
orechu (Rudsar, Tarem) dospeli k tomu, Ze vel'ka Cast’ celkového obsahu mastnych kyselin
tvori kyselina olejova (Rudsar 37,225 % a Tarem 36,56 %), ktora v nasej $tudii nebola
identifikovand vobec. Vo vieobecnosti mozno povedat’ Ze v nasej Studii bola vyrazne zastiipena
iba kyselina tetradekanova (myristova), vid’ tabul’ka 19 a po statickej extrakcii s modifikatorom
kyselina dodekanova (laurova) so zastupenim 18,67 % [117]. Stru¢ny prehl'ad dostupnej

literatiiry je uvedeny v tabul’ke 21.
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Tabulka 21: Prehlad r6znych extrakcnych technik s vysledkami GC-MS a GC-FID analyzy v dostupnej literature pre lieskovy orech

Povod vzorky

Spracovana cast’

vzorky

Typ
extrakcie

Analyza

Hlavné analyzované zlozky [%0]

Dostupna

literatara

) 2-heptanal (21,90 %), nonanal (28,23 %), hexanal
olej z lieskového
Turecko " SPME GC-MS (21,75 %), 2-dekanal (6,91 %), heptanal (5,38 %), [114]
orechu
E,E dekadienal (9,41 %)
. nerol (20,6 %), myrtenol (19,5 %),
u
Pol'sko P SD GC-MS p-cymén (3,7 %), a-kampholenol (4,7 %), geraniol [115]
lieskového orechu
(2,4 %)
) nerol (13 %), myrtenol (9,4 %), p-linalol (1,5 %),
list zo stromu
Pol'sko SD GC-MS limonén (3,9 %), a-kampholenol (9,0 %), mentol [115]
lieskového orechu
(6,7 %)
Cerstvy lieskovy hexanal (2780 ng/g), 2-petanol (1509 ng/g), 2-pentandn
Turecko Y Y DHS GC-MS ( g/e). 2P ( 99). Z-p [116]
orech (1603 ng/g)
Salamiinové
Cerstvy lieskovy | Soxhletova kyselina olejova (37,23 %), kyselina stearova (3,13 %),
ostrovy ] GC-FID . [117]
orech extrakcia nasytené mastné kyseliny (38,11 %)
(Australia)
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Zaver

4 Zaver

Ciel'om diplomovej prace bolo porovnanie uc¢innosti troch médov SFE na zlozenie extraktov,
ziskanych z r6znych rastlinnych matric (orechov) a prevedenie GC-MS analyzy, ktorou boli

identifikované jednotlivé skupiny latok.

Teoreticka Cast’ je venovana moznostiam, ktorymi ziskat’ esencialne oleje a extrakty z roznych
rastlinnych matric, so zameranim na SFE a jej spojenim s réznymi separa¢nymi metodami.
Dalsia Gast’ teoretickej Casti sa zaobera botanickou a kulinarskou definiciou orechov, ich
charakteristikou a latkami, ktoré su obsiahnuté v orechoch. Vysledky klinickych Studii
naznacuju délezitost’ konzumadcie orechov, najma kvoli ich obsahu mastnych kyselin. Zaroven
viac ako polovicu tvoria nenasytené mastné kyseliny. Taktiez sti obohatené o vyznamné zlozky,
prispievajiice k spravnej funkcii organizmu (vliknina, mineraly, proteiny). Dalgia kapitola sa
sustredi na popis inStrumentalnych technik, pouzivanych néasledne v praktickej casti diplomove;j
prace (GC-MS). Posledna kapitola je zamerana na zrovnanie jednotlivych extrakénych modov

medzi sebou s dostupnou zahrani¢nou literatrou.

Z prace vyplyva, ze vytaznost' je zavisla od zvolenej extrakénej metody a jej podmienok.
Na u¢innost SFE vplyva mnozstvo faktorov - tlak, teplota, modifikator, Cas a prietok
nadkritickej tekutiny. Upravou vyssie uvedenych parametrov sa vyrazne meni vytaznost
extrakcie ale zalezi aj od charakteru vzorky [34, 57]. Najviac latok identifikovanych
v kokosovom orechu bolo po prevedeni dynamickej extrakcie. Najviac latok identifikovanych
po statickej extrackii bolo v muskatovom orechu, lieskovom orechu a para orechu. Najviac
latok po statickej extrakcii S pouzitim modifikatoru bolo identifikovanych v betelovom orechu
a pekanovom orechu. Okrem toho, ze modifikator ovplyviiuje polaritu nadkritickej tekutiny,

dokéze zvysit aj extrakénll ucinnost’.

Zo ziskanych vysledkov nie je mozné s urcitou presnostou povedat’, ktory mod SFE je najlepsi
a najucinnejsi, pretoZe kazdy z nich poskytol iné vysledky. V zavere ale moZzno skonStatovat’,
ze pre zahajenim samotnej extrakcie je nevyhnutné brat’ do avahy, ktora ¢ast’ rsatliny budeme
extrahovat’. Ako vyplyva z porovnania s vedeckou dostupnou literatirou, zastipenie prchavych
latok ¢i uz z listu, jadra orechu, vyhonku alebo vyrobeného orechového produktu je odlisné.

Taktiez zalezi od geografickych a klimatickych podmienok, spdsobu zberu a veku rastliny.
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6  Prilohy

Priloha 1: Homologickd rada n-alkdnov

Prilohy

Nazov Pocet uhlikov | Retencny index Ret?r;ci?%l’ cas CAS
n-oktan 8 800 7,23 111-65-9
N-nonan 9 900 11,55 111-84-2
n-dekan 10 1000 16,59 124-18-5
n-undekan 11 1100 21,71 1120-21-4
n-dodekan 12 1200 26,67 112-40-3
n-tridekan 13 1300 31,37 629-50-5
n-tetradekan 14 1400 35,81 629-59-4
n-pentadekan 15 1500 40,01 629-62-9
n-hexadekan 16 1600 43,98 544-76-3
n-heptadekan 17 1700 47,74 629-78-7
n-oktadekan 18 1800 51,32 593-45-3
n-nonadekan 19 1900 54,73 629-92-5
n-ikozan 20 2000 57,98 112-95-8
n-henkozan 21 2100 61,08 629-94-7
n-dokozan 22 2200 64,06 629-97-0
Priloha 2: Ukdazkové chromatogramy z GC-MS analyzy vzorky kokosového orechu
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Legenda k chromatogramu:

= Statickd extrakcia, = Statickd extrakcia s modifikatorom mDynamicka extrakcia




Prilohy

Priloha 3: UkdZkové chromatogramy z GC-MS analyzy vzorky muskdtového orechu
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Legenda k chromatogramu:
= Statickd extrakcia, = Staticka extrakcia s modifikatorom mDynamicka extrakcia

Priloha 4: UkdZkové chromatogramy z GC-MS analyzy vzorky betelového orechu
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Legenda k chromatogramu:

m Staticka extrakcia, = Staticka extrakcia s modifikatorom mDynamicka extrakcia



Prilohy

Priloha 5: UkdZkové chromatogramy z GC-MS analyzy vzorky pekanového orechu
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Legenda k chromatogramu:
= Staticka extrakcia, = Staticka extrakcia s modifikatorom mDynamicka extrakcia

Priloha 6: UkdZkové chromatogramy z GC-MS analyzy vzorky para orechu
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Legenda k chromatogramu:

= Statickd extrakcia, = Staticka extrakcia s modifikdtorom mDynamicka extrakcia



Prilohy

Priloha 7: Ukdzkové chromatogramy z GC-MS analyzy vzorky lieskového orechu

A dodekanova kyselina _ tetradelcinovi
=
B E / kyselina
o myristicin
E N hexadekdnova kyselin
-
| : - )
] dodekanova kyselina g
\ g g g hexadekdnovs
| - g xadekdnovd
g g a7 | = E kyselina
i % Z 9
| = 58| I
_h..._ 1l . 1 | . ) . _"\-,\JL, |I\\_ J.rl‘\-u.-..p.-m-\-d' Wt
E —4
o
1 ) ) 8 -.g
E ) = g8
p ¥ e
7 £ 8 : = g g
g i £ g o g
4 = o E‘ ' &
o F = = E' g §
E / | / ( ) 8
E : tho}w euzenol
| I WUPVOUR R B X
L e et e P

Legenda k chromatogramu:

= Staticka extrakcia, = Statickd extrakcia s modifikatorom mDynamicka extrakcia



