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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva vyuzitim extrakce nadkritickou tekutinou a GC-MS pfii analyze
ruzi. V teoretické ¢asti se zaméfuje na analyzu razi (slozeni). V experimentalni ¢asti je popsana
optimalizace extrakce a analyza redlnych vzorka riizi. Analyza byla provedena pomoci plynové

chromatografie spojené s hmotnostni spektrometrii.
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ANNOTATION

This thesis deals with use supercritical fluid extraction and GC-MS for analysis of roses. In the
first part is analysis of rose. Next part is about optimization of extraction and analysis of real

rose samples. Analysis was performed using gas chromatography with mass spectrometry

KEYWORDS
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SEZNAM ZKRATEK

ANOVA — analyza rozptylu dat (analysis of variance)

CAS — registracni ¢islo latky (Chemical Abstract Service)

CG — plynova chromatografie (gas chromatography)

CG/MS - spojeni plynové chromatografie shmotnostnim spektrometrem (gas
chromatography — mass spektrometry)

CR — Ceska republika

CSN - oznaéeni &eskych technickych norem

ECD - detektor elektronového zachytu (electron capture detector)

FID — plamenov¢ ioniza¢ni detektor (flame ionization detector)

HD — hydrodestilace (hydrodistillation)

HS-SPME — headspace mikroextrakce tuhou fazi (headspace solid phase microextraction)

ISO — Mezindrodni organizace pro normalizaci (International Organization for Standardization)
MS — hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)

RI — reten¢ni index

SD — destilace s vodni parou (steam distillation)

SFE — extrakce nadkritickou tekutinou (super fluid extraction)

SPME — mikroextrakce tuhou fazi (solid phase microextraction)

TCD - tepelné vodivostni detektor (termal conductivity detector)


https://en.wikipedia.org/wiki/Electron_capture_detector
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/jf402487a
https://en.wikipedia.org/wiki/Thermal_conductivity_detector

UvVOD

Raze je uz od nepaméti povazovana za kralovnu kvétin. Lidé ji vnimaji jako symbol
lasky, krasy, smyslnosti, kiehkosti, ale také pomijivosti Zivota, protoZe i pies svou krasu rychle
uvada. Tato diplomova prace je zamétena predevSim na vonné tékavé slozky, které rize
obsahuji, na jejich izolaci a naslednou analyzu.

Tématem této prace je vyuziti extrakce nadkritickou tekutinou a GC-MS pii analyze
ruzi. Nejprve je v teoretické ¢asti zaméfena na chemické slozeni tékavych latek obsazenych
v ruzich. Poté jsou zde uvedeny metody izolace silic a to pomoci hydrodestilace, destilace
svodni parou a extrakci nadkritickou tekutinou. Ziskané extrakty z téchto operaci jsou
nejcasteji analyzovany pomoci plynové chromatografie S hmotnostni spektrometrii.

V experimentalni ¢asti je nejprve uveden postup ptipravy vzorku, pouzité chemikalie
a pristroje, dale také provedeni extrakce nadkritickou tekutinou. Dale je zde popsana
optimalizace extrakce. Ta byla provadéna pomoci 17 extrakci, u kterych byly rizné varianty
extrakénich podminek. Ziskané extrakty byly poté analyzovany pomoci plynové
chromatografie s tepelné vodivostnim detektorem. Vysledky byly zpracovany ve statistickém
programu Statistica 12 a poté byly u¢eny optimalni podminky, pro extrakci realnych vzorka
(Rosa incredible, Rosa margo, Rosa moonwalk, Rosa rhodos Rosa tacazzi, Rosa tara). Tyto
extrakce byly nasledné provedeny a extrakty analyzovany pomoci plynové chromatografie

spojené S hmotnostni spektrometrii.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Rize

Ruize je uz od nepaméti povazovana za kralovnu kvétin. U ruzi je popsano 100 az 300
samostatnych druhti. Existuje n¢kolik tfid, do kterych se rtize déli (velkokvété, Cajové hybridy,
mnohokvété, sadové, pnouci a dalsi). Jedny z nejoblibenéjSich jsou tzv. velkokvété Cajové
hybridni riize (¢ajohybridy), které se bézn¢ prodavaji v kvétinatstvi. Tyto riize jsou péstovany
ptedevsim pro svij velky a plny kvét a také pro Sirokou barevnou skalu.(1),(2)

Pro tuto diplomovou praci byly vybrany rtze Rosa Incredible, Rosa Margo, Rosa
Moonwalk, Rosa Rhodos, Rosa Tara, Rosa Tacazzi a rize u které nebyla znama jeji odruda.

Vsechny tyto uvedené riize patii do skupiny ¢ajohybridu.

1.2 Silice

Silice neboli esencialni oleje jsou t€kavé ve vodé nerozpustné vonné latky. Jedna se
0 slozité smési latek, které jsou obsazené v rostlinnych materialech a davaji rostling jeji aroma.
Silice jsou vétSinou bezbarvé, kapalné a olejovité. Silice nejcastéji tvoii tii hlavni skupiny a to
terpeny, slouc¢eniny obsahujici kyslik (alkoholy, aldehydy a karboxylové kyseliny) a slou¢eniny
obsahujici siru a dusik. Nejvetsi zastoupeni maji terpenové uhlovodiky.(3)

Esencidlni olej ziskany zriznych c¢asti stejné rostliny mize mit odliSné sloZeni.
Mnozstvi silic v rostlinach také kolisa vzhledem k roénimu obdobi, denni dob¢ a mistu vyskytu.
Vyuziti esencidlnich olejii je Siroké. Byly prokazany jeho aromaterapeutické, antioxidacni
alécivé ucinky. Proto jsou vyuZivany v potravinaiském, farmaceutickém a kosmetickém

pramyslu. (4)

1.2.1 Esencialni olej z rizi

Ziskani esencialniho oleje z rizi je velmi finanéné naro¢né, protoze na 1 litr esencialniho
oleje je potieba piiblizné 5 000 kg okvétnich listkil. Proto patii mezi jedny z nejdrazsich oleji
na trhu. Pro vyrobu rizového oleje je nejcastéji vyuzivana damasska rize (Rosa damascena).
Rosa damascena patii do ¢eledi rizovité (rosaceae) je péstovana v riznych zemich v Evropé,
Asii 1 Severni Americe. Pro produkci esencialniho oleje bohatého na vonné latky jsou tieba
mirné teploty pii pé€stovani a dostate¢na vlhkost vzduchu. Nejvétsim vyrobcem rtizového oleje

je Bulharsko. V Bulharsku se vyrobi nejvice rtzového oleje na svété a to kolem 70 %
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celosvétové produkce. Cisty esencialni olej se vétiinou neprodava, kvili jeho vysoké cené.
Nejcastéji se rizovy olej prodava nafedény jinym olejem nebo alkoholem. (5)

V soucasné dobé bylo identifikovano vice nez 400 tékavych latek, které obsahuje
esencidlni olej z rGzi. Mezi tyto latky patii citronellol, nerol, fenylethylalkohol, geraniol,
heptadekan, nonadekan, heneikosan, linalool,3-damascone, rose oxid (rizovy oxid), methyl
eugenol, eikosan, eugenol, heptakosan, trikosan, geranyl acetat a dal$i. Na obrazku 1 jsou

zobrazeny vybrané slou¢eniny (6),(7)

HO:,

Cpomnscone I Croscooe W weor

HD/\)\/\)\ HD/\)\/\-?I\
=T " cmoneuion )

Obrdzek 1 Vzorce vybranych ldatek, které jsou obsaZené v rizich (7)

1.2.2 lzolace Silic

Silice se nejcastéji z rostlinného materialu ziskavaji pomoci hydrodestilace, destilace
s vodni parou, lisovanim, extrakci rozpoustédlem nebo extrakci nadkritickou tekutinou. Tato
extrakce bude v dalsi ¢asti podrobnéji popsana. Ziskavani silic pomoci lisovani se provadi
predevsim u kury z citrusovych plodu.

Hydrodestilace a destilace vodni parou patii mezi nejbéznéj$i metody pro izolaci
teékavych latek zrostlinného materialu. Tyto metody jsou standardizovany normou
CSN ISO 6571. Princip destilace s vodni parou (SD) je zaloZen na prochazeni pary pies vzorek
a tim dochazi k extrakci. Para je generovana ve varné bance. Poté prochazi pies vzorek
a dochazi k vyextrahovani latek. Para, které je obohacena o aromatické slozky poté kondenzuje

v chladici. Dale je olej odseparovan od vody. U hydrodestilace (HD) je vzorek s vodou zahtivan
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ve varné bance. Pfi zahfivani vznikajici para extrahuje latky ze vzorku a undsi je dal do
chladice, kde dochazi ke kondenzaci. (8)

Destila¢ni proces obou metod probiha po dobu nékolika hodin v tzv. Clevengerové
aparatufe. Ziskany olej se po odseparovani od vody se susi bezvodym siranem sodnym. Do
analyzy se uchovava v tmavych vzduchotésnych nadobach pii teplotich 5 — 8 °C. Podminkou
téchto technik je, Ze t€kavé latky jsou nemisitelné s vodou.(8)

Extrakce rozpoustédlem ma vyhodu oproti hydrodestilaci a destilaci s vodni parou, Ze
muze probihat i za laboratorni teploty a tim se mohou extrahovat i latky, které jsou tepelné
nestalé. Provadi se také extrakce v tzv. Soxhletove extraktoru. Pfi této extrakci je tuhy vzorek
navazen do patrony, ktera je umisténa v aparatuie. Do patrony neustdle kondenzuje
rozpoustédlo a extrahuje rozpustné komponenty z tuhé matrice vzorku. Rozpoustédlo, které
obsahuje rozpusténé analyzované latky, potom pietéka zpét do varné baiiky. Tento proces je
neustale opakovan. Vzorek je vzdy extrahovan ¢istym rozpoustédlem, zatimco ve varné baiice
jsou koncentrovany netékavé slozky vyextrahované ze vzorku. Izolované latky tedy musi byt
stabilni pii teploté varu pouzitého extrakéniho rozpoustédla. Hlavni nevyhoda této techniky je

velka spotieba rozpoustédla a ¢asova naro¢nost.(9)

1.3 Analyza rizi

SloZeni esencialniho oleje rizZi je zavislé na mnoha faktorech. Mezi né patii naptiklad
druh ruze, vyvojové stadium kvétu, denni doba, ro¢ni obdobi a misto vyskytu. V roce 2011 byl
Vv Casopise Food Chemistry zvefejnén Clanek, ktery se zabyval sloZzenim té¢kavych latek rizi pti
riznych stadiich kvétu a doby sbéru. Kvéty damasské rize (Rosa damascena) byly sbirany
v osmi stadiich kvétu a Sesti dennich dobach. Stadia kvétu jsou zobrazena na obrazku 2. Byla
provedena extrakce rozpouStédlem (hexan) a dale potom analyza pomoci plynové
chromatografie spojené s hmotnosti spektrometrii. Vysledky studie podporuji tradi¢ni postupy
sbéru rizi. A to stadium kvétu 5-7 a denni doba sklizné od 6 do 12 hodin. Dale také je uvedeno,
ze 62 tekavych latek z celkovych 103 je ovlivnéno ¢asem sbéru kvétin a 80 latek je ovlivnéno
vyvojovou fazi kvétu. Jako hlavni sledované slouceniny, u kterych byla pozorovany zména
vzhledem k denni dob¢ sbéru a fazi kvétu byly p-citronellol, trans-geraniol, fenylethyl alkohol,

heneikosan, nonandekan, heptadekan a nerol. (10)
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Obrdzek 2 Stadium kvétu 1-8 (10)

V roce 2013 byl v Bulgarian Journal of Agricultural Science zvefejnén ¢lanek ktery se
zabyval chemickym slozenim riznych genotypd razi. Ve studii byly porovnavany rize Rosa
damascena Mill., Rosa alba L. a Rosa Ne 836/61. Listky vybranych ruzi byly ihned po sbéru
podrobeny dvouaptilhodinové hydrodestilaci. Ziskany rizovy olej byl poté analyzovan pomoci
plynové chromatografie. Celkem bylo v olejich identifikovano 60 sloucenin. Kvalita
jednotlivych oleju byla téméf stejna, lisily se od sebe kvantitou. Jako hlavni komponenty oleju
byly identifikovany latky citronellol, geraniol, nonadekan a nerol. U riize Rosa damascena bylo
z celkového mnozstvi latek 70% kyslikatych monoterpenti a 12% nasycenych uhlovodiki. U
rize Rosa alba L. bylo kyslikatych monoterpeni méné a to 48%, ale 24% nasycenych
uhlovodiki. U rize Rosa Ne 836/61 to bylo 51% kyslikatych monoterpenti a 31% nasycenych
uhlovodiki. V tabulce 1 jsou uvedeny vybrané latky, které jsou typické pro rizové oleje. Jejich

mnozstvi je vyjadieno jako plocha piku v procentech. (11)

Tabulka 1 Procentudlni zastoupeni jednotlivych hlavni komponent v riiZovych olejich (11)

Rosa damascena (%) Rosa alba L. (%) Rosa Ne 836/61 (%)
citronellol 48,24 30,94 8,12
geraniol 13,06 8,76 23,23
nonadekan 7,78 11,83 18,84
nerol 4,19 4,96 12,09

1.3.1 Hydrodestilace

1.3.1.1 Rosa persica
V roce 2016 byl v Bulgarian Chemical Communications zveiejnén ¢lanek, ktery se zabyval

slozenim iranské rize (Rosa persica). V této studii byl vzorek riize nejprve vysusen a poté 100g
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takto upravené rize bylo podrobeno ¢tyfhodinové hydrodestilaci v Clevengerové aparatuie.
Ziskany olej byl uchovavan v tmavych sklenénych nadobach v lednici. Ziskany extrakt byl dale
analyzovan pomoci GC-FID a GC-MS. Jednotlivé slozky extraktu byly rozdéleny na koloné
HP-5MS, 50 m x 0,25 mm x 0,25 um tloustka filmu. Celkem bylo v extraktu identifikovano 56
latek. Mezi detekované latky patiil linalool, geraniol, oktadekan, nonadekan, geranyl acetat,

heptadekan, trikosan, pentakosan a heptakosan. (12)

1.3.1.2 Rosa damascena
V roce 2012 byl v Journal of Medicinal Plants Research zvefejnén ¢lanek, ktery se zabyval

slozenim Rosa damascena, ktera pochéazela z deviti riiznych oblasti franu. V této studii bylo
400 g cerstvych listkil rize podrobeno v Clevengerové aparatute tithodinové hydrodestilaci.
Ziskany extrakt byl dale analyzovan pomoci GC-MS. Jednotlivé slozky byly rozdéleny na
kolon¢ DB5 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm tloustka filmu. Celkem bylo z extraktt, které pochazely
z deviti riznych oblasti, identifikovano 24 latek. Mezi detekované latky pattil citronellol,
geraniol, neral, linalool a nonadekan, tyto latky byly hlavni sloZkou témé&f ve vSech extraktech.
(13)

Dalsi clanek, ktery se zabyval esencidlnim slozenim této odridy ruze, byl zvefejnén
v Revista de Chimie z roku 2015. Pro hydrodestilaci v Clevengerové aparatufe, ktera trvala pét
hodin, bylo pouzito 250 g Cerstvych listki rize Rosa damascena a 1,5 litru vody. Ziskany
extrakt vysusen siranem sodnym a uchovavan v tmavé sklenéné nadob¢ pii teploté 4°C. Poté
bylo 30 ul oleje smichano s 1 ml hexanu. Takto pfipravena a zhomogenizovana smés byla
analyzovéana pomoci GC-MS. Jednotlivé slozky byly rozdéleny na kapilarni kolon¢ DB5-MS
30 m x 0,32 mm x 0,25 um tloustka filmu. Latky identifikovany v extraktu byly rozdéleny do
4 skupin (monoterpeny, seskviterpeny, alifatické uhlovodiky a ostatni latky). Alifatické
uhlovodiky, tvofili 85,7 % z celkového poctu identifikovanych latek. Patiil sem heneikosan,
nonadekan, trikosan, eikosan a octacosane. Monoterpeny pfedstavovaly pouze malou ¢ast
z identifikovanych latek (6,5%). B-pinen, cis-ocimen, sylvestrene, trans-ocimen mezi kyslikaté

monoterpeny patfil nerol a B-citronellol.(14)

1.3.1.3 Rosa brunonii
V roce 1999 byl ve Flavour and Fragrance Journal uveden Clanek, ktery se zabyval

tékavymi slozkami esencidlniho oleje ziskaného z himalajské riize (Rosa brunonii). Cerstvé
listky ruze byly podrobeny hydrodestilaci v Clevengerové aparatuie po dobu tii hodin. Ziskany

¢iry esencialni olej byl analyzovan pomoci GC-MS. Celkem bylo v oleji identifikovano 35
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latek. Nejveétsi procentudlni zastoupeni mély latky jako eugenol (30,07%), terpien-4-ol
(13,72%) a geraniol (10,53%). Mezi dalsi identifikované latky pattily a-terpineol, citronelol,

geranyl acetat, eikosan, nonadekan a dalsi.(15)

1.3.2 Mikroextrakce tuhou fazi (SPME)

V roce 2004 byl ve Flavour and Fragrance Journal uveden ¢lanek, ktery se zabyval
slozenim esencialniho oleje damasské rize (Rosa Damascena). Nejprve byly Cerstvé listky
podrobeny hydrodestilaci a z ni ziskany esencialni olej byl poté analyzovan. Esencialni ole;j
(1ml) byl ulozen v tmavych zabrusovych lahvich s 5 ml vody. Z této lahve byla provedena
headspace mikroextrakce tuhou fazi na vlakno s polydimethylsiloxanem po dobu 30 minut pii
pokojové teploté. Thned po dokonceni mikroextrakce bylo vlakno vlozeno do nastiikového
prostoru GC-MS a latky desorbovany pfi teploté 250 °C. Byla také provedena analyza té¢kavych
sloZzek esencialniho oleje, ktery byl aplikovan na lidskou kiizi. Kazdou hodinu po aplikaci 100
ul esencialniho oleje na pokozku byla provedena SPME a dale analyza GC-MS pro identifikaci
latek. Pomoci HS-SPME bylo identifikovano celkem 90 latek. Latky s nejvetSim zastoupenim
byly citronelol, nonadekan, geraniol, nerol, heneikosan a 9-eikosen. U analyzy t€¢kavych latek
z lidské pokozky byly jako cilové slozky, které mohou za dlouhotrvajici viini oznaceny
citronelol geraniol, nerol, geranial a 2-fenylethylalkohol. Tyto latky byly i po péti hodinach od
aplikace na pokozku, zastoupeny ve velké koncentraci. (16)

V roce 2015 byla v Acta Scientiarum Polonorum uveden ¢lanek, ktery byl zaméten
pfevedSim na stanoveni ucinkl skladovani a suSeni na mnoZzstvi té¢kavych latek v rtzich.
Nejprve byly pomoci HS-SPME z Cerstvych listkid rizi vyextrahovany tékavé latky, které byly
poté analyzovany pomoci GC-MS. Celkem bylo v ¢erstvych listcich identifikovano 20 latek.
Teploty skladovani byly 4°C a 25 °C a teploty suseni byly 40, 50 a 60 °C. Po skladovani a suSeni
bylo z pivodnich 20 latek identifikovano pouze 5 — 6 latek. Typické latky, které obsahuji rize
(citronellol, geraniol, eugenol, rizovy oxid) bud’ nebyly po skladovani a suSeni detekovany,
nebo byly pfitomné ve velmi malém mnozstvi. Tabulka z této studie, ve které jsou uvedeny
latky a jich koncentrace z jednotlivych méteni je k dispozici v piiloze A. Z této studie tedy
vyplyva, ze pii usuSeni listki r0zi dochazi ke ztratdm té€kavych latek, které jsou typické pro

rize. (17)
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1.3.3 Extrakce nadkritickou tekutinou (SFE)

1.3.3.1 Rosa damascena
V roce 1997 byl v Flavour and Fragance Journal zvefejnén ¢lanek, ktery se slozenim

extraktu ziskaného pomoci SFE z riize (Rosa Damascena). V této studii byly porovnany s SFE
dv¢ dalsi metody ziskani extraktu (parni destilace a extrakce do alkoholu). Podminky SFE byly
tlak 80 bar, teplota 40 °C, doba extrakce 480 min pfi pratoku 1,5 kg CO2 za hodinu. MnozZstvi
vlozeného vzorku bylo 20 g. Parni destilace byla provadéna po dobu tii hodin. Extrakt ziskany
alkoholem byl pripraven tak, ze byl smichan vzorek s ethylalkoholem, pfti teplot¢ 54 °C.
Homogenni smés byla poté po dobu 20 hodin chlazena na teplotu -30 °C a potom za vakua
zfiltrovana, takto vznikly extrakt byl poté analyzovan. VSechny extrakty byly analyzovany na
GC-MS, jednotlivé slozky extraktu byly rozdéleny na koloné¢ DBS (J&W Scienti®c, Folsom,
CA), 30 m x 0,25 mm x 0,25 um tloustka filmu. Latky, které byly v extraktu v nejvyssich
koncentracich byly 2-fenylethanol, citronellol, 2-fenylethyl acetat, nonadekan, trikosan
a heptakosan. Procentualni zastoupeni citronellolu v SFE extraktu bylo 11,4%, v extraktu
z parni destilace 26,1% a Vv extraktu z alkoholu 3,8%. Dalsi latka, u které se procentualni
zastoupeni v jednotlivych extrakcich radikalné lisilo byla 2-fenylethanol. Jeho procentualni
zastoupeni v SFE extraktu bylo 50,0% v parni destilace 10,4% a extraktu z alkoholu 28,3%.
Celkem bylo ve vSech extraktech identifikovano 54 latek. SFE extrakce miZe byt hodnocena
jako lepsi metoda, protoZe vytézek 2-fenylethanolu byl znacné vyssi neZ u parni destilace. Na
druhou stranu mnozstvi citronellolu v SFE extraktu bylo o polovinu niz$i nez z parni destilace.
U ostatnich latek nebyl rozdil tak zna¢ny jako u téchto. Také SFE extrakt obsahoval méné
nezadoucich sloucenin nez ostatni metody, proto studie upfednostiiuje extrakci nadkritickou
tekutinou pfed parni destilaci a extrakei do alkoholu. V tabulce 2 jsou uvedeny identifikované

latky z extrakci a jejich procentualni zastoupeni. (18)
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Tabulka 2 Latky identifikované v jednotlivych extraktech (SFE, SD, extrakce do alkoholu)(18)

Extrakce do

Kovatstv
Latka SFE (plocha %) SD (plocha %) alkoholu
index
(plocha%)
Hepta-1-ol 911 0,1 0,1 -
a-Pinen 912 0,2 0,1 0,4
Benzaldehyd 958 0,6 0,1 0,5
B-Pinen 968 0,1 <0,1 0,1
Oktan-3-ol 967 0,1 0,7 1,9
B-Myrcen 988 0,5 0,8 0,7
0-Cymen 1019 0,1 0,1 0,1
Limonen 1028 0,2 0,6 1,3
o-Kresol 1015 0,6 0,1 0,2
p-Ocimen 1046 0,2 0,3 0,3
y-Terpinen 1056 0,1 0,1 0,1
Oktan-1-ol 1011 0,1 0,1 0,2
Terpinolen 1059 0,1 - <01
Terpinyl acetat 1080 0,2 0,1 0,1
Linalol 1092 0,1 0,2 0,1
2-fenylethylalkohol 1038 50,0 10,4 28,3
Rizovy oxid 1112 0,1 - <0,1
Menthon 1129 0,1 0,5 0,2
Isomenthon 1141 0,1 1,1 3,0
Methylfenyl acetat 1064 0,2 0,2 0,1
Verbenon 1175 2,8 5,6 0,9
Citronellol 1176 11,4 26,1 3,8
Myrtenyl acetat 1233 0,2 0,5 0,5
2-Fenylehtyl acetat 1190 7,5 14,8 2,4
Citral 1197 0,3 0,7 0,1
Citronellyl formiat 1249 0,1 - 0,1
Menthyl acetat 1287 0,1 - 1,6
Eugenol 1236 2,9 3,5 0,4
Geranyl acetat 1362 0,3 0,6 -
Methyl eugenol 1337 1,2 2,0 0,4
Cyryofyllen 1400 0,3 0,8 0,4
a-Guaien 1424 0,2 0,5 0,1
B-Selinen 1440 0,2 0,4 0,1
Valencen 1474 0,3 1,0 0,1
n-Pentadekan 1500 0,4 1,0 -
Methyl tetradekan 1509 0,2 - <01
Tetradekan-1-ol 1652 0,1 0,4 -
n-Heptadekan 1700 1,6 3,5 1,5
Hexadekan-1-ol 1841 2,6 3,3 3,5
n-Nonadekan 1900 7,8 10,0 15,2
n-Eikosan 2000 0,6 0,5 15
n-Heneikosan 2100 3,4 1,7 12,0
n-Dokosan 2200 0,1 0,3 0,5
n-Triakosan 2300 0,9 11 7,0
n-Tetrakosan 2400 0,1 15 0,4
Methyl tetrakosan 2490 - 1,4 -
n-Pentakosan 2500 0,1 15 43
n-Hexakosan 2600 - 0,5 0,2
n-Heptakosan 2700 - 0,8 2,7
n-Nonakosan 2900 - - 1,0
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1.3.3.2 Horska riaze (Cistus ladanifer L.)
V roce 2000 byl v Separation Science and Technology zvefejnén ¢lanek, ktery se zabyval

izolaci éterického oleje z horské raze (Cistus ladanifer L.) pomoci SFE. V této studii bylo pro
extrakci pouzito 500 g materidlu. Optimalni podminky pro extrakci byly zvoleny tlak 9 MPa,
teplota 40°C a pratok CO2 0,7 kg za hodinu. SFE obsahoval dva separatory a na konci
zachytnou trubicku naplnénou aktivnim uhlim. Po extrakci nebylo v téchto sorp¢nich

trubickach zjisténo zadné mnozstvi esencialniho oleje. Schéma SFE je zobrazeno na obrazku 4.

Obrdzek 3 Schéma SFE, CS — chladici systém,; HE — tepelny vyménik; EX — Extraktor, PRV — Regulace tlaku; S1, S2 — separdtor,
FM — pritokomér; ST — sorpcni trukicka naplnénd aktivnim uhlim (19)

V prvnim separatoru byla oddé€lena tzv. voskova frakce a ve druhém byla zachycena frakce
obsahujici esencidlni olej. Obé tyto frakce byly poté analyzovany pomoci GC-MS. Prvni frakce
(vosk) byla analyzovana na koloné¢ HP-1 25 m x 0,20 mm X 0,33 um tloustka filmu a druha
frakce (olej) na kolon¢ HP-5 50 m x 0,32 mm x 0,17 um tloustka filmu. V esencialnim oleji
bylo pomoci GC-MS identifikovano 41 latek. Identifikované latky byly rozdéleny na
monoterpeny (38,1%), Kyslikaté monoterpeny (60,7%) a seskviterpeny (1,2%). Latky
Snejvys$im zastoupenim byly napiiklad linalool, camphor, 1,4-cineol, p-cymen, v -
terpineolnerol a nerol. Ve voskové frakci bylo pomoci GC-MS identifikovano 13 latek. Latky
s nejvys$im zastoupenim byly napiiklad trikosan, pentakosan, heptakosan, hexakosan

a nonakosan. (19)
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1.3.3.3 Pelargonie vonna
V roce 2007 byl v Journal of Supercritical Fluids zvefejnén c¢lanek, ktery se zabyval

aplikaci SFE jako technologie pro ziskani esencialniho oleje z Portugalské pelargonie vonné
(Pelargonium sp.). V tomto ¢lanku byla SFE porovnavana s dalSimi extrakénimi technikami,
ato s hydrodestilaci a s extrakci organickym rozpoustédlem (hexan). Pro jednu SFE bylo
pouzito 122,5 g rostliny. Optimalni podminky pro SFE byly teplota 40°C, tlak 90 — 100 bara
doba extrakce 15 — 30 minut. Pro hydrodestilaci bylo pouzito 20 g listki s 600 ml vody.
Hydrodestilace probihala po dobu dvou hodin v Clevengerové aparatufe. Vsechny extrakty
byly analyzované pomoci GC-MS na koloné¢ CP-WAX 52 CB 50 m x 0,25 mm x 0,20 pm
tloustka filmu. Mezi identifikované latky v extraktu patiil napt. linalool, citronellol, geraniol
a dalsi. Procentualni zastoupeni linaloolu v extraktu z hydrodestilace bylo 4,4%, z SFE 0,1%
a z hexanu 0%. Dalsi latky, jako napiiklad geraniol byl extraktu z hydrodestilace zastoupen
8,4%, v SFE 8,5% a Vv hexanu 10,8%. Procentudlni zastoupeni citronellolu bylo ve vsSech
extraktech ptiblizné stejné a to +24%. SFE byla vyhodnocena jako nejlepsi extrakéni technika
pro ziskani esencidlniho oleje. Ziskany extrakt mél vynikajici organoleptické vlastnosti, velmi
sve€zi prirodni kvétinové-ovocny charakter svétle zluté barvy a byl vyhodnocen jako

nejvhodnéjsi pro pouziti v parfumerii. (20)

1.4 Extrakce nadkritickou tekutinou

Extrakce nadkritickou tekutinou (SFE) je moderni analyticka technika, ktera je pouZivana
k extrakci latek z piirodnich matric. SFE je provadéna pomoci tekutiny, ktera se nachazi
v nadkritickém (superkritickém) stavu. Tohoto stavu Ize dosdhnout, pokud latka pfesahne sviyj
kriticky bod, ktery je definovan pomoci kritické teploty a kritického tlaku. Obrazek 4 zobrazuje
fazovy diagram pro oxid uhli€ity, kde je zobrazen kriticky bod.
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Obrazek 4 Fazovy diagram oxidu uhlic¢itého (21)

Nadkriticka tekutina mé nékteré vlastnosti jako kapalina jiné jako plyn. Je stlacitelna, jeji
hustotu Ize ménit a je velmi podobna hustoté kapaliny, viskozita je az 0 dva fady vyssi nez
viskozita kapalin, ma vysokou difuzivitu a nema povrchové napéti. Pro SFE se vyuziva oxid
uhli¢ity, voda, methan, ethan, propan, methanol, aceton a dal$i. Nejcastcji se ovSem pouziva
oxid uhli¢ity. V tabulce 2 jsou uvedeny vlastnosti plynt, nadkritickych tekutin a kapalin.
(22),(23)

Tabulka 3 Viastnosti plynu, superkritické tekutiny a kapaliny (25)

Tekutina Hustota (g/mol) | Viskozita (g/cm-s) | Difuzivita (cm?s™?)
Plyn 0,6-2,0- 10 0,5-3,5-10™ 0,01-0,1
Nadkriticka tekutina | 0,2-1,0 2,0-9,9 - 10* 0,5-3,3-10*
Kapaliny 0,8-1,0 0,3-2,4 - 10 0,5-2,0 - 107

Mezi latky, které je mozné pomoci SFE vyextrahovat patii esencidlni oleje, triglyceridy,

terpeny, alkaloidy, lipidy, stereoidy a oligomery. (22),(23)

1.4.1 Oxid uhli¢ity

Pro SFE se cCasto pouziva superkriticky oxid uhliCity. Jeho kritickd teplota je
304,1 K a kriticky tlak 7,38 MPa tyto hodnoty jsou pomérné nizké a instrumentalné snadno
dosazitelné, coz je jedna z vyhod pro jeho pouziti pro SFE. Mezi dalsi vyhody patii netoxicita,
nehoflavost a dostupnost v pozadované ¢istoté. Hustota CO2 v nadkritickém stavu je podobna

kapalin€, naopak jeho viskozita a difuzivita je podobna plynu. Nevyhoda je, ze je CO2
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nepolarni. Pro zvyseni polarity se pouzivaji modifikatory (methanol, acetonitril, toluen a dalsi).

V nadkritickém oxidu uhli¢itém jsou velmi dobie rozpustné vonné latky a esencialni. (23),(24)

1.4.2 Instrumentace SFE

Extrakci nadkritickou tekutinou mtzeme z hlediska provedeni rozdélit na statickou
a dynamickou. Pfi statické extrakci je extrakéni cela naplnéna vzorkem a nadkritickou
tekutinou. Systém je ponechan v klidu do ustanoveni rovnovahy. Poté je extrakt vypustén do
sbérné nadoby a cely postup je opakovan. Pti dynamické extrakci je extrakéni cela naplnéna
vzorkem a nadkriticka tekutina je kontinudlné ¢erpana skrz celu. Vyhodou dynamické extrakce
je, ze vzorek je neustale v kontaktu s ¢istou tekutinou, proto se také pouziva Castéji nez staticka
SFE. Na obrazku 5 je zobrazeno schéma extraktoru Se-1 (SEKO s.r.0. Brno) pro dynamickou
extrakci (24),(25)

UZAVER
EXTRAKCNI CELY

VENTIL PRO
ODTLAKOVANI

EXTRAKCNI CELA

VYSOKOTLAKA PUMPA

TOPENI
RESTRIKTORU

REGULATOR CHLAZENI
HLAVY PUMPY
ZACHYTNA
NADOBA

TOPENI /

CHLAZENI
ZACHYTU

REGULATOR
CHLAZENI
ZACHYTU

DISPLAY

KLAVESNICE

Obrdzek 5 Schéma SFE extraktoru Se-1 (SEKO s.r.o. Brno) (26)

1.4.3 Zachyt extrahovanych analytu.

Z hlediska provedeni je mozny off-line nebo on-line zpisob zachytu extrahovanych
analytt. Pfi on-line provedeni je SFE spojena s analytickou jednotkou (napf. plynova
chromatografie). Odpad4 manipulace se vzorkem, je dosahovano vyssi citlivosti, ale provedeni
je pristrojové naro¢néjsi. Pti off-line provedeni je zachyt extrahované latky proveden do
kapalného rozpoustédla, na inertni materidl, na tuhy sorbent nebo do ptfedehiatych par
rozpoustédla.

V této diplomové praci byla provadéna off-line extrakce se zachytem do kapalného

rozpoustédla. Zachyt do kapalného rozpoustédla je jednoducha a nejCastéji vyuzivana metoda.
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Konec restriktoru je ponofen do nadobky s rozpoustédlem, ve kterém jsou analyty
zachycovany. Uginnost zichytu zavisi na tékavosti extrahovanych latek, na mnozstvi i vysce
sloupce rozpoustédla a teploté zachytu. Nizsi teplota snizuje t€kavost rozpoustédla a jeho

ubytek béhem zachytu. Objem rozpoustédla, které se pouziva je obvykle 2 — 10 ml. (25),(27)

1.4.4 Vliv parametri na SFE

1.4.4.1 Vliv tlaku a teploty
Cim vys§i je extrakéni tlak, tim méné je potieba objemu oxidu uhli¢itého pro danou

extrakci. Na druhou stranu ale, vysoky tlak neni vzdy zddany, napi. pro slozitou matrici. Pti
konstantnim tlaku a zvySujici se teplotou se zvySuje hustota. Teplota ovliviiuje mnoZzstvi

rozpus$téné latky, ucinek teploty je t€Zké predvidat, zavisi na povaze vzorku. (27),(28)

1.4.5 Pouziti modifikatoru

Jak bylo jiz uvedeno nadkriticky CO2 se vyuziva ptevazné pii extrakci nepolarnich latek.
Pro zvySeni polarity se pozivaji modifikatory. Modifikator se pouziva v nizkych koncentracich
a jeho pfidanim dochézi ke zméné kritického bodu smési. Modifikator nemusi pouze zvySovat
polaritu nadkritické tekutiny, ale mtize se také vazat na aktivni centra matrice silnéji nez analyt
a tim analyt z matrice vytésiiovat. V praxi se jako modifikatory pozivaji latky jako acetonitril,

methanol, ethanol, toluen, hexan a dalsi polarni rozpoustédla.(28)

1.4.6 Doba extrakce a pritok

Doba extrakce je dana pifevazné rychlosti pritoku nadkritické tekutiny. Rychlost
protékajici tekutiny ma velky vliv na efektivitu extrakce. Pokud je desorpce analytu a diftizni
proces rychly a tc¢inny, tak vysSim prutokem tekutiny zvy$ime rychlost extrakce. Na druhou
stranu, ale mize vysoky pratok zptsobit pokles vytézkli extrakce, protoze nedochazi
Kk dostate¢nému proniknuti tekutiny do vzorku a miize dochazet i ke ztratdm analytu pii zachytu
do rozpoustédla. Pii pomalejsim prutoku tekutiny, dochazi k lepSimu proniknuti do matrice
vzorku a dochazi k vétSimu vytéZku extrakce, na druhou stranu se ale prodluzuje doba

extrakce.(28)

1.4.7 Pouziti SFE pro extrakci esencialniho oleju
V roce 1997 byl v Journal of Supercritical Fluids zvetfejnén clanek, ktery se zabyval

vyuzitim SFE pro ziskéni esencialnich olejii z pfirodnich materiald. Tato studie shrnovala
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informace z provadénych extrakei z jinych studii. Byla zde uvedena tabulka rozpustnosti latek
jako napiiklad. a-Pinen, eugenol, 1-hexadekanol, Oktakosan, kyselina laurova, Kyselina
palmitova, kyselina stearova a dalsi. Znalost rozpustnosti téchto latek pfi urcitém tlaku a teploté
muze byt vyuzito pii ziskani esencialniho oleje. Pokud tyto slozky jsou v koneéném produktu
nezadouci nebo naopak, muzou byt diky znalosti rozpustnosti extrakéni podminky upraveny
tak, aby dochazelo nebo nedochazelo k jejich vyextrahovani. Dale jsou ve studii uvedeny
informace o chemickych a organoleptickych vlastnostech vybranych extrakti (jedle kanadska,

and¢lika 1ékaiska, hefmanek pravy a dalsi). (29)

1.4.8 SFE v porovnani s ostatnimi extrakénimi technikami

V roce 1992 ve Flavour a Fragrance Journal byl zvefejnén ¢lanek, ktery se zabyval
porovnanim esencialniho oleje rozmarynu ziskaného z SFE a hydrodestilace. SFE byla
provadéna pii teplot¢ 40 °C a tlaku 100 bart. Bylo extrahovano 200 g rozmarynu.
Hydrodestilace byla provadéna po dobu 2 hodin v Clevengerové aparatute. Ziskané extrakty
byly poté analyzovany pomoci GC-MS na koloné¢ DB-5 30 m x 0,25 mm x 0,25 um tloustka
filmu. Celkem bylo v extraktu identifikovano 48 latek. Latky byly pro porovnani rozdéleny do
pcti skupin (monoterpeny, kyslikaté monoterpeny, seskviterpeny, kyslikaté seskviterpeny
a ostatni). U SFE extraktu bylo procentualni zastoupeni monoterpent 15,5 % u hydrodestilace
36,5 %. Kyslikatych monoterpenti bylo v SFE extraktu 73,7 % a v HD extraktu 59,4 %.
Seskviterpenti bylo v SFE extraktu 6,6 % a v HD extraktu 2,2 %. Kyslikaté seskviterpeny byly
v SFE extraktu 0,8 % a v HD extraktu 0,9 %. Ostatni latky byly v SFE extraktu 1,3 % a v HD
extraktu 0,7 %. Esencialni olej ziskany z SFE byl vyhodnocen jako lepsi, protoze mél silngjsi
aroma a lepsi organoleptické vlastnosti nez olej ziskany pomoci hydrodestilace. (30)

V roce 2004 byl ve Flavour and Fragrance Journal zvefejnén ¢lanek, ktery se zabyval
porovnanim extrakce nadkritickou tekutinou s hydrodestilaci jalovcovych listkti (Juniperus
communis L.). Podminky pro SFE byly tlak 200 — 350 atmosfér, teplota 45 — 55 °C, doba
extrakce 20 — 30 minut a ptidavek modifikatoru (methanol). Extrakty byly analyzovany pomoci
GC-MS. Nejvice latek bylo vyextrahovano pomoci SFE pfti tlaku 350 atmosfér, teploté 55 °C,
extrak¢ni dob¢ 30 minut a pfidavku modifikatoru. Na druhou stranu pfi niz§im tlaku a teploté
(200 atmosfér, 45°C, 30 minut, bez modifikatoru) byla SFE selektivnéjsi pro tékavé slozky
extraktu (a-thoujon, limonen). SFE byla vyhodnocena jako lepsi extrakéni technika, protoze

extrakt obsahoval vice latek (celkem 22). Extrakt, ktery byl ziskdn pomoci hydrodestilace
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obsahoval pouze 11 latek, ale obsahoval napt. f—felandren, ktery nebyl nalezen u SFE extraktu.
(31)

Jako dalsi technika se pouziva destilace s vodni parou. V roce 2017 byl v Journal of Food
Engineering zvetejnén c¢lanek, ktery porovnaval ziskani esencidlniho oleje rozmarynu
(Rosmarinus Officinalis) pomoci extrakce nadkritickou tekutinou, hydrodestilace a parni
destilace. Extrakce byly provadény z 25 g a 50 g rozmarynu. Optimalni podminky pro SFE
byly, teplota 40°C, tlak 10,34 MPa a prutok 126,24 + 20,82 ml CO; za minutu. Ziskané extrakty
byly analyzovany pomoci GC-MS. U jednotlivych extrakti byla také vypocitana jejich
antioxidac¢ni aktivita. Antioxidacni aktivita extraktu z SFE byla ¢trnactkrat vy$si nez u ostatnich
technik. Vyssi vytézky silice byly pozorovany u SFE extraktu, nasledovala parni destilace
a hydrodestilace. (32)

V tabulce 4 jsou shrnuty podminky pro extrakci nadkritickou tekutinou u vybranych

rostlinnych materiala.

Tabulka 4 Podminky SFE u vybranych rostlinnych materidli

navazka | teplota tlak poznamky
Rosa damascena 209 40 °C, 80 bar 480 min, pratok 1,5
(18) kg/hod. CO2
Cistus ladanifer 500 g 40 °C 90 bar prutok 0,7 kg/hod. CO2
L.(29)
Pelargonium 12259 40 °C 90 — 100 bar 15 — 30 minut
sp.(20)
Rosmarinus 200 g 40°C 100 bar
officinalis (30)
Juniperus 250 40 — 202,65 — 354,63 20 — 30 minut, methanol
communis L (31) 55°C bar
Rosmarinus 259 40°C 172,4 bar 126,24 + 20,82 ml/min
officinalis (32) CO2
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1.5 Instrumentalni metody

1.5.1 Plynova chromatografie

Plynovd chromatografie (GC) patifi do separacnich analytickych metod. GC je
vyuzivana prevazné pro identifikaci a stanoveni stiedné tékavych a tékavych latek. Kolonou
neustale prochazi nosny plyn. Jako nosny plyn se pouziva nejcastéji helium, ale a i dalsi plyny jako
je dusik, argon nebo vodik. Vzorek se pomoci mikrostiikacky vsune do vyhtivaného injektoru, kde
se vzorek odpaii a jeho pary jsou unaseny pomoci nosného plynu kolonou, kde dochazi k separaci
jednotlivych slozek smési az k detektoru. Detektory pro GC se pouzivaji plamenové ionizacni
detektor (FID), detektor elektronového zachytu (ECD), tepeln¢ vodivostni detektor
(TCD), hmotnostni spektrometr (MS) a dalsi. Na obrazku 7 je zobrazeno schéma plynového
chromatografu. (33)

2 o3 ] ‘ '
/:\ 10
1

1 — tlakova lahev s nosnym plynem, 2.3 —regulatory tlaku a pritoku, 4 —injektor,
5 — detektor, 6 — termostat, 7 —kolona, 8 — zesilova¢, 9,10 — data, monitor

Obrdzek 6 Schéma plynového chromatografu

V této diplomové praci byl pouzit plamenové ioniza¢ni detektor (FID) a hmotnostni
spektrometr (MS). U plamenov¢ ioniza¢niho detektoru molekuly organickych latek vstupuji do
plamene, kde se spaluji za tvorby Stépnych fragmentl iontové nebo radikalové povahy, které
umoziuji priuchod proudu mezi elektrodami. Na elektrody je vloZeno tzv. ioniza¢ni napéti.
Proud, ktery mezi elektrodami protece, je imérny poctu proslych fragmenti. Tento proud je po
zesileni registrovan. Rozdil signalti dava piesnou informaci o vzorku, protoze proud je ptimo
umérny ionizaci, kterd zavisi na sloZeni vzorku. FID je pro organické latky témét univerzalni,

ma velkou citlivost, proto se pouziva pro stopovou analyzu. (34),(35)
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1.5.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analytickd metoda, u které dochazi k prevedeni
molekul na ionty. Ionty se od sebe rozlisuji podle poméru efektivni hmotnosti a naboje (m/z)
anaslednému zaznamu relativnich intenzit jednotlivych iontl. Zaznam z MS se nazyva
hmotnostni spektrum. Mezi vyhody hmotnostni spektrometrie patii vysoka citlivost, minimalni
spotfeba vzorku, ur¢eni molekulové hmotnosti a dalSich strukturnich informaci. Jako nevyhodu

metody mizeme vnimat, ze se jedna o destruktivni metodu a vysoké pofizovaci naklady.(36)

1.5.3 Spojeni plynové chromatografie a hmotnostni spektrometrie

Spojeni plynové chromatografie a hmotnostni spektrometrie kombinuje vyhody obou
technik, u GC je to separace latek a u MS identifikace. Lze identifikovat velmi slozité smési
latek. Nosny plyn s analyzovanymi latkami se zavadi ptimo do iontového zdroje ve vakuu, kde
vakuovy systém odstrani ptebyte¢ny nosny plyn. Pouziti elektronové ionizace umoziuje piimé
softwarové porovnani namétenych spekter s knihovnami spekter v databazich. V soucasné
dob¢ je GC-MS rutinni. (37)

1.5.4 Kvalitativni analyza

U plynové chromatografie se kvalitativni analyza urcuje z reten¢niho ¢asu. Aby mohla
byt latka oznacena, jako pfitomna ve vzorku musi byt pfekonana tzv. mez detekce. Mez detekce
predstavuje prekonani trojnasobku Sumu. Pro identifikaci latky se pouzivaji reten¢ni indexy
napft. tzv. Kovatsiiv index. Tento index je vztaZen na rozsahlou skupinu referen¢nich latek (n-
alkant). Identifikace neznamé latky se poté provadi pomoci srovnani vypocitaného indexu
s indexy znamych latek. Rovnice pro vypocet retenéniho (Kovatsova indexu) je uveden v
rovnici 1. (38)

_ logty—logt,
I = 100n + 100, ~=—"~= (1)

n = pocet atomu uhliku v nejblizsim nizsim n-alkanu
t;= reten¢ni Cas nejblizsiho nizsiho n-alkanu
tz+1= retencni ¢as nejbliz§iho vyssiho n-alkanu

tx= retencni Cas piku neznamé latky
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U hmotnostni spektrometrie je kvalitativni analyza urena pomoci shody hmotnostnich
spekter neznamé latky s hmotnostnimi spektry v knihovnach. Shoda je poté uvadéna
v procentech. Pokud ma neznama latka shodu spektra s vice latkami rozhoduje o identifikaci

latky vypocitany Kovatsiv index. (38)
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Pouzité pristroje a chemikalie

2.1.1 Pristroje
SPEX SamplerPREP 5100 MIXER MILL
Ptistroj pro SFE: Se-1 (SEKO s.r.o0. Brno)
Pratokomér FMA 4000 Omega
GC 2010 (Shimadzu, Japonsko), detektor FID
Autosampler AOC - 20i (Shimadzu, Japonsko)
GC 2010 s hmotnostnim detektorem QP2010 plus (oboji Shimadzu, Japonsko)
Autosampler COMCI PAL (CTC ANALYTICS, Svycarsko).

2.1.2 Chemikalie a plyny
Toluen pro organickou stopovou analyzu (Merck spol. s r.0., CR)
Rada alkanti C9 — C35 (Sigma — Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Oxid uhligity 99,5% (Linde Gas a.s., CR)
Oxid uhligity potravinaisky (Linde Gas a.s., CR)
Dusik 4.0 (Linde Gas a.s., CR)
Helium 4.6 (Linde Gas a.s., CR)
Vodik 3.0 (Linde Gas a.s., CR)
Vzduch
Dusik

2.2 Uprava vzorku

Vzorky rizi byly nejprve dlouhodobé suSeny na vzduSném a suchém misté€ na filtraénim
papiru pfi teplotach 20 — 25°C.Takto usuSené listky rizi byly rozemlety pomoci pfistroje SPEX
SamplerPREP 5100 MIXER MILL. Do nadobky bylo vloZeno malé mnoZstvi usuSené riize a tfi
sklenéné mleci kuli¢ky, potom byla nddobka zazatkovana a vloZena do pfistroje. Mleti trvalo
pfiblizn€ 10 minut. Vznikly jemny prasek byl zvazen a pieveden do zabrusové lahve. Pouzité
odridy razi pro mleti byly Rosa incredible, Rosa margo, Rosa moonwalk, Rosa rhodos, Rosa
tara, Rosa tacazzi a neznama odruda riize. Pro optimalizaci extrakce byla zvolena rize, u které

nebyla znama odrada, protoZe ji bylo k dispozici nejvétsi mnozstvi.
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2.3 Extrakce nadkritickou tekutinou

Extrakce byla provadéna na pfistroji Se-1 (SEKO s.r.o. Brno). Dale byl k pfistroji Se-1
pripojen priutokomér FMA 4000 Omega. Do pfistroje byly vedeny 3 plyny, CO2 vysoké Cistoty
pro SFE extrakci, CO; potravinaisky pro ochlazovani a N2. Extrakéni pfistroj se skladal z vice
¢asti. Jako jedna z hlavnich ¢asti je tlakovéa nadoba s posuvnym pistem, kam byl ptivadén CO2
vysoké Cistoty. Zde byl zkapalnén a ochlazen pomoci potravinaiského CO2 a N2. Odtud byl
CO2 v nadkritickém stavu veden do vyhtivané extrakéni nadobky, kde probihala extrakce. Oxid
uhli¢ity obohaceny o vyextrahované latky byl dale veden kapilarou (restriktorem) do zachytné
zkumavky, ve které bylo zachytné rozpoustédlo (toluen). Pramér kapilary (restiktoru) byl 50
um. Za zkumavkou byl pfipojen prutokomeér, diky kterému bylo mozné zjistit objem pouzitého
oxidu uhli¢itého pti extrakci. Na obrazku 8 je vyobrazen pfistroji Se-1 (SEKO s.r.0. Brno)
a prutokomér FMA 4000 Omega.

Obrdzek 7 Pristroj Se-1 (SEKO s.r.o. Brno) pro SFE

2.3.1 Postup SFE

Na lodi¢ku bylo navazeno pozadované mnozstvi usuSené a rozmleté riize. Poté byla
navazka smichéna se sklaifskym piskem. Takto pfipravend smés byla prevedena do extrakéni
nadobky. Extrakéni nddobka byla uzaviena a vloZena do extrakéniho ptistroje. Na pfistroji byly
poté nastaveny pozadované parametry (teplota, tlak). Do zachytné nadobky byly napipetovany
2 ml zachytného rozpoustédla (toluen). Na zkumavce byla vyznacena hladina rozpoustédla. To
bylo provadéno z diivodu odpafovani rozpoustédla béhem zachytu. V pribéhu extrakce bylo

rozpoustédlo na pozadovanou rysku dopliiovano, aby mnozstvi rozpoustédla bylo ve vSech
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extraktech stejné. Pii samotné extrakci byl neustale sledovan na pritokoméru pratok oxidu
uhlic¢itého, jeho hodnota se pohybovala mezi 80 — 120 ml CO2 za minutu. Po ukonéeni extrakce
byl extrakt uchovéavan v lednici, aby nedochéazelo k odparovani rozpoustédla a extrahovanych

latek. Potom byl extrakt analyzovan pomoci GC-FID.

2.3.2 Optimalizace extrakce

Pro optimalizaci metody byly zvoleny celkem tfi parametry (teplota, tlak, mnozstvi oxidu
uhlic¢itého). Teplota byla nastavena v rozsahu od 36 do 103 °C, tlak byl zvolen v rozsahu od 11
do 38 MPa a mnozstvi oxidu uhli¢it¢ého bylo od 990 ml do 6000 ml. Optimalizace byla
provedena na suSenych a rozemletych listcich riize neznamé odriidy. Nezndmé rize bylo
k dispozici nejveétsi mnozstvi (ptiblizné 22 g), proto byla pouzita. Navazka pro extrakci byla
400 mg.

Pro extrakci bylo také nutné zvolit vhodné zachytné rozpoustédlo. Mezi testovana
zachytna rozpoustédla pattil methanol, hexan a toluen. Pti pouziti methanolu jako zachytného
rozpoustédla se pfi extrakci vytvorila bila srazenina. Pfi pouziti hexanu se vytvorili dvé faze.
Jako nejvhodnéjsi rozpoustédlo byl tedy zvolen toluen (zadna sraZenina ani dvé faze). Pro
optimalizaci metody bylo celkem provedeno 17 extrakci. V tabulce 5 jsou uvedeny vSechny

extrakce a jejich podminky, které byly provedeny.
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Tabulka 5 Extrakcni podminky pro optimalizaci z programu Statistica 12 (centrdlni kompozitni, nefaktoridlni experimenty)

Cislo | Tlak (MPa) | Teplota (°C) | Objem CO2 (ml)
8 33 50 2000
15 25 70 990
10 25 70 3500
16 25 70 6000
13 25 36 3500
2 17 90 5000
4 33 90 2000
7 17 90 2000
6 17 50 5000
11 11,6 70 3500
5 25 70 3500
3 33 50 5000
12 38,4 70 3500
1 17 50 2000
14 25 103 3500
17 25 70 3500
9 33 90 5000

2.4 GC-FID
Extrakty pro optimalizaci SFE byly proméfeny na plynovém chromatografu GC 2010

(Shimadzu, Japonsko). Jako detektor byl pouzit plamenové ioniza¢ni detektor (FID). Jednotlivé
slozky smési byly rozdé€leny na kapilarni koloné¢ SLB-5MS 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm tloust’ka
filmu. V tabulce 6 je uveden teplotni program, ktery byl pouzit pro tuto analyzu. Doba jednoho
méfeni byla 33 minut. Jako nosny plyn pro GC bylo pouzito helium 4.6 (Linde Gas a.s., CR).
Linearni rychlost byla 30 cm/s. Teplota nastfiku na plynovém chromatografu byla 250 °C
ateplota na FID detektoru 305 °C. Extrakt byl davkovan na kolonu v modu split (1 : 100).
Pro lepsi opakovatelnost méfeni byl pouzit autosampler AOC — 20i (Shimadzu, Japonsko).
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Tabulka 6 Teplotni program pro GC-FID

Teplotni nartist (°C) | Koneéna teplota (°C) | Cas udrzeni konstantni teploty (min)
- 40 5
20 300 15

Vysledné chromatogramy byly poté vyhodnoceny v programu GC Postrun Analysis.

2.5 Analyza realnych vzorki

Pro analyzu realnych vzorkt bylo vybrano celkem 6 rizi a to byly Rosa incredible, Rosa
margo, Rosa moonwalk, Rosa rhodos, Rosa tara, Rosa tacazzi. Vsechny tyto ruze se fadi mezi
tzv. Cajohybridy. Extrakce téchto realnych vzorku probihaly za podminek z optimalizace, a to
tedy teplota 70 °C, tlak 18,3 MPa, objem pouzitého CO2 6000 ml, navazka 0,4g a objem
zachytného rozpoustédla 2 ml (toluen). Pro srovnani byla také provedena extrakce Cerstvé rtize
(Rosa moonwalk) a i ususené této rize za stejnych podminek i navazky.

Extrakty realnych vzorkd, byly proméfeny na plynovém chromatogramu GC 2010, ktery
byl spojen s hmotnostnim spektrometrem QP2010 plus (oboji Shimadzu, Japonsko).
Hmotnostni spektrometr QP2010 zaznamenaval latky v rezimu SCAN v rozsahu efektivnich
hmotnosti (m/z) od 45 do 500. Jednotlivé slozky smési byly rozdéleny na kapilarni koloné
Zebron ZB-5HT- INFERNO, 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum tloustka filmu od firmy Phenomenex
(Torrance, CA, USA). V tabulce 7 je uveden teplotni program, ktery byl pouzit pro analyzu
realnych vzorku (stejny jako u FID). Doba jednoho méfeni byla 33 minut. Jako nosny plyn pro
plynovou chromatografii bylo pouzito helium 4.6 (Linde Gas a.s., CR). Teplota néstiiku na GC
byla 250 °C a teplota pfevodniku do hmotnostniho spektrometru 200 °C. Extrakt byl davkovan
na kolonu v modu split (1 : 100). Pro lepsi opakovatelnost méteni byl pouzit autosampler

COMCI PAL (CTC ANALYTICS, Svycarsko).

Tabulka 7 Teplotni program pro GC-MS

Teplotni nartist (°C) | Koneéna teplota (°C) | Cas udrzeni konstantni teploty (min)
- 40 5)
20 300 15
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3 VYSLEDKY

3.1 Statistické zpracovani dat

Data z analyzovanych extraktli byla vyhodnocena ve statistickém programu Statistica 12.
V programu Statistica 12 byl pouzit program centralni kompozitni, nefaktorialni experimenty.
Pouzitd data pro tento program byla pocet piki, celkova plocha pikl, celkova vyska pikt
a celkova plocha pikl po odeéteni vysokych (plocha vyssi nez 3 000).

Optimalni podminky byly zvoleny z hodnot ploch piki po odecteni pika jejichz plocha
byla vétsi nez 3000. Hodnota R kvadratniho rozd€leni byla nejvyssi a jeho hodnota byla
0,73794. Tabulka 8 obrazuje tabulku ANOVA s hodnotou R kvadratniho rozdéleni. V ptiloze B
jsou uvedeny ostatni ANOVA tabulky, které byly vyhodnoceny jako nevyhovujici kvili

niz§imu R-kv.

Tabulka 8 Tabulka ANOVA pro celkovou plochu piki po odecteni velkych pika

ANOVA; Prom:plocha po odecteni; R-kv.=,73794; Upr:,68041
3 fakt. , 1 bloky , 51 poku; MS rezidui =180886E2

ZP: plocha po odec¢teni

Faktor SS df MS F
(Dtlak (MPa)(L) 1,904408E+07 1 19044080 1,05282
tlak (MPa)(K) 4.585291E+08 1 458529102 25,34912
(2)teplota (°C)(L) 9,586962E+06 1 9586962 0,53000
teplota (°C)(K) 1,979042E+07 1 19790420 1,09408
(3)objem (ml)(L) 5,365678E+08 1 536567850 29,66338
objem (ml)(K) 1,420476E+08 1 142047577 7,85290
1L * 2L 2,936067E+08 1 293606732 16,23163
1L * 3L 3,616487E+08 1 361648673 19,99323
2L * 3L 3,795808E+06 1 3795808 0,20985
Chyba 7,416310E+08 41 18088560

Celk. SS 2,829975E+09 50

Také graf pozorovanych hodnot vs. pfedpovédi byl ze vSech nejvhodnéjsi. Tento graf je

na obrazku 9. V ptiloze C jsou uvedeny ostatni grafy pozorovanych hodnot vs. predpovédi.
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Pozorované vs. predpovédi
3 fakt. , 1 bloky , 51 poku; MS rezidui =180886E2
ZP: plocha po odetteni
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Obrdzek 8 Graf predpovéd'vs. pozorované
Ze statistického programu byly uréeny optimalni podminky pro SFE extrakci a to tlak
18,3 MPa, teplota 70 °C a objem CO. 6000 ml. Na obrazku 10 jsou profily pro piedpovédi
a vhodnost. Na obrazku 11 je zobrazen 3D graf vhodnostniho povrchu/vrstevnice i se

zobrazenymi body.

Profily pro predpovédi a vhodnost
tisk (MPz) teplota (°C) objem (ml) Vhodnost

L

80000,

[ T ey .

L . ] ‘5
57042, |-- -_-_w--_:i ---------- ---J_"T-lu-:l»:"“ ------------- + - '| 57570, §
+ b \ L - ¢ 1 e o
==\ . )
| ,{ 1 4 %- 4 -’ a
. 5" @
{,' 43015, £
7 o
[ ‘ .¥ :
- 23460,
r )
20000, :
1.0000 f-----z@c---mmmmm - - -o—e—t-------q] |- + -1
. g . '
a -]
“ ;
. in
P o
' c
[y v 9
; £
o =3
o &7
11.8 38,38 368 70, 103.4 220 6000,
18,295
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Obrdzek 10 3D graf vhodnostniho povrchu/vrstevnice se zobrazenymi body

Jednotlivé extrakty se od sebe liSily svoji barvou. Nekteré roztoky byly bezbarvé a jiné
zluté. Na barvu roztoku méla vliv teplota a tlak pfi extrakei. Na obrazku 12 mizeme pozorovat
zmeény barev jednotlivych roztokd. Vlevo jsou roztoky pfi stejné teploté (70 °C) a rizném tlaku
(11 MPa, 25 MPa, 38 MPa). Vpravo jsou roztoky pii stejném tlaku (25 MPa) a riizné teploté
(36 °C, 70 °C, 103 °C). Vysledna barva neméla vliv na mnoZstvi vyextrahovanych latek
(s rostouci intenzitou zbarveni, nerostl pocet pikll). Napiiklad u extrakti pfi stejné teploté
a ruzném tlaku (obrazek vlevo) bylo na chromatogramu (GC-FID) u prvniho extraktu celkem
47 pikd, u druhého extraktu to bylo 76 pikti a u tfetiho to bylo 68 pikd. U extraktl pii stejném
tlaku, ale rizné teploté (obrazek vpravo) to bylo v prvnim extraktu 60 piki u druhého 77 pikt
a u tietiho 68 pik.
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Obrdzek 11 Barvy roztoku z extrakce. Vlevo pri teploté 70 °C a tlaku 11 MPa, 25 MPa a 38 MPa. Vpravo pri tlaku 25 MPa
a teploté 36 °C, 70 °C a 103 °C.

Jako optimalni objem oxidu uhli¢itého pro extrakci bylo ze statistického programu urc¢eno
6000 ml. OvSem z obrazku 4 (optimalni podminky pro extrakci) je patrné, ze kiivka objemu ma
stoupajici nelinearni prib¢h. Pro ovéfeni spravnosti této hodnoty byly provedeny extrakce se
stejnymi podminkami tlaku a teploty, ale s riznymi objemy. Podminky byly tedy teplota 70 °C
a tlak 18,3 MPa, objemy pouzitého CO2 byly 2000 ml 4000 ml, 6000 ml a 8000 ml. Tyto
extrakty byly analyzovany stejné jako extrakty z optimalizace, a to pomoci plynové
chromatografie s plamenovée ioniza¢nim detektorem. Vysledky byly zaneseny do grafu, ktery

je vyobrazen na obrazku 13.
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Obrdzek 12 Graf zdvislosti objemu CO; na celkové plose piki

Graf potvrzuje hodnotu 6000 ml CO; pro extrakci. Pii pouziti niz§iho nebo vyssiho objemu by

dochézelo k niz§im vytézkim.
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Zaznam dat byl proveden v programu GC-MS Real Time Analysis. Data byla vyhodnocena
v programu GC-MS Postrun Analysis. Pro porovnani namétenych spekter byly pouzity knihovny
spekter NIST 14, NIST 14s, Wiley 229 (Wiley Registry) a FENSC 2. Pro vSechny latky byly
vypocitany reten¢ni indexy (tzv. Kovatsiv index). Pro vypocet reten¢nich indexu latek v extraktu,
byl nejdiive proméfen standart n-alkanti. Tento standard se skladal z tady alkani C9 — C35.
Retenéni Gasy fady alkani jsou uvedeny v tabulce 9. Z téchto Casu byl vypocitan retenéni

(Kovatstiv) index pikd, které byly nalezeny v extraktech analyzovanych vzorki.

Tabulka 9 Retencni casy rady alkani C9-C35

Alkan | Retenéni ¢as | Kovatsiiv index | Alkan | Reten¢ni ¢as | Kovatsiiv index

C9 8,485 900 C23 17,791 2300
C10 9,731 1000 C24 18,212 2400
C11 10,719 1100 C25 18,651 2500
C12 11,565 1200 C26 19,118 2600
C13 12,320 1300 Cc27 19,633 2700
C14 13,016 1400 Cc28 20,216 2800
C15 13,668 1500 C29 20,887 2900
C16 14,280 1600 C30 21,676 3000
C17 14,900 1700 C31 22,608 3100
C18 15,470 1800 C32 23,712 3200
C19 15,932 1900 C33 25,062 3300
C20 16,429 2000 C34 26,682 3400
C21 16,902 2100 C35 28,652 3500
C22 17,355 2200
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3.2 Rosa incredible

Rosa incredible je rtize, ktera ma intenzivné ¢erveny kvét. Ziskany extrakt z SFE byl Ciry.
Na obrazku 14 je vyobrazen chromatogram extraktu. Celkem bylo z 31 pika identifikovano 22
latek. Latky, které poskytovaly intenzivni pik, byly naptiklad kyselina palmitova, heneikosan,
trikosan,pentakosan, heptakosan, nonakosan a hentriakontan. V tabulce 10 jsou uvedeny nazvy,

CAS cisla, reten¢ni index a retenéni ¢asy vSech latek, které byly identifikovany v extraktu.

i i =

1

4

¢as [min]

Obrdzek 13 Chromatogram extraktu ze vzorku Rosa incredible, analyza GC-MS

Tabulka 10 Tabulka identifikovanych latek v extraktu ze vzorku Rosa incredible

CAS ¢islo Retenc“fni Shoda MS R Nazev latky
¢as (min) spektra (%) vypocitany

100-51-6 10,150 94 1042 Benzyl alkohol
334-48-5 12,737 75 1360 Kyselina kaprinova

36653-82-4 15,831 91 1878 Hexadekanol
57-10-3 16,233 93 1961 Kyselina palmitova
84-74-2 16,329 80 1980 Dibutyl ftalat
112-95-8 16,433 76 2001 Eikosan
629-94-7 16,908 96 2101 Heneikosan
544-35-4 17,092 90 2183 Ethyl linoleat
57-11-4 17,199 87 2166 Kyselina strearova
629-97-0 17,360 87 2201 Dokosan
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CAS dislo Reten(‘jni Shoda MS Rl Nazev latky
¢as (min) spektra (%) vypocitany
638-67-5 17,793 95 2301 Trikosan
646-31-1 18,219 94 2402 Tetrakosan
57402-36-5 | 18,376 90 2437 Dokosanal
629-99-2 18,656 95 2501 Pentakosan
630-04-3 19,124 94 2601 Hexakosan
57866-08-7 19,331 93 2641 Tetrakosanal
593-49-7 19,645 94 2702 Heptakosan
630-02-4 20,228 94 2802 Oktakosan
630-03-5 20,899 93 2901 Nonakosan
638-68-6 21,692 89 3002 Triakontan
630-04-6 22,624 94 3101 Hentriakontan
630-05-7 25,108 80 3303 Tritriakontan

3.3 Rosa margo

Rosa margo je ruze, ktera ma zbarveni kvétu malinové barvy. Ziskany extrakt z SFE byl
¢iry. Na obrazku 15 je vyobrazen chromatogram extraktu. Celkem bylo z 34 pikt
identifikovano 25 latek. Latky, které poskytovaly intenzivni pik, byly naptiklad hexadekanol,
kyselina palmitova, heneikosan, trikosan, pentakosan, heptakosan, nonakosan a hentriakontan
V tabulce 11 jsou uvedeny nazvy, CAS ¢isla, reten¢ni index a reten¢ni ¢asy vSech latek, které

byly identifikovany v extraktu.
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Obrdzek 14 Chromatogram extraktu ze vzorku Rosa margo, analyza GC-MS

Tabulka 11 Tabulka identifikovanych latek v extraktu ze vzorku Rosa margo

CAS ¢islo Retencni | Shoda MS Rl Nazev latky
¢as (min) | spektra (%) | vypocitany

100-51-6 10,150 92 1042 Benzyl alkohol
60-12-8 10,924 95 1124 Fenylethyl alkohol
143-07-7 14,025 84 1558 Kyselina laurova

5989-02-6 15,463 89 1799 Loliolid

36653-82-4 | 15,827 94 1877 Hexadekanol
629-92-5 15,934 96 1900 Nonadekan
123-69-3 16,049 85 1924 Ambrettolide
57-10-3 16,233 95 1961 Kyselina palmitova
112-95-8 16,429 92 2000 Eikosan
112-92-5 16,805 90 2079 1-Okadekanol
629-94-7 16,904 96 2100 Heneikosan
60-33-3 17,092 91 2142 Kyselina linolova
57-11-4 17,192 90 2164 Kyselina stearova
629-97-0 17,360 90 2201 Dokosan
638-67-5 17,793 94 2301 Trikosan
646-31-1 18,215 92 2401 Tetrakosan
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CAS dislo Retenétni Shoda MS Rl Nazev latky
¢as (min) | spektra (%) | vypocitany
629-99-2 18,652 93 2500 Pentakosan
630-01-3 19,120 92 2600 Hexakosan
593-49-7 19,637 94 2702 Heptakosan
630-02-4 20,220 94 2802 Oktakosan
506-52-5 20,707 90 2870 1-Hexakosanol
630-03-5 20,895 90 2904 Nonakosan
638-68-6 21,680 80 3002 triakontan
630-04-6 22,608 89 3100 Hentriakontan
59-02-9 23,390 81 3171 Vitamin E

3.4 Rosa rhodos

Rosa rhodos je rize, ktera ma zbarveni kvétu ¢ervené barvy. Ziskany extrakt z SFE byl
¢iry. Na obrazku 16 je vyobrazen chromatogram extraktu. Celkem bylo z 30 pika
identifikovano 19 latek. Latky, které poskytovaly intenzivni pik, byly napiiklad heneikosan,
trikosan, pentakosan, heptakosan, oktakosan, nonakosan a hentriakontan. V tabulce 12 jsou

uvedeny nazvy, CAS ¢isla, reten¢ni index a reten¢ni ¢asy vSech latek, které byly identifikovany

v extraktu.

o
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%60
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Obrdzek 15 Chromatogram extraktu ze vzorku Rosa rhodos, analyza GC-MS
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Tabulka 12 Tabulka identifikovanych ldtek v extraktu ze vzorku Rosa rhodos

CAS cislo Retentni | Shoda MS Rl Nazev latky
Cas (min) | spektra (%) | vypocitany
100-51-6 10,150 94 1042 Benzyl alkohol
334-48-5 12,737 86 1360 Kyselina kaprinova
143-07-7 14,022 93 1558 Kyselina laurova
36653-82-4 15,827 89 1877 Hexadekanol
57-10-3 16,233 86 1961 Kyselina palmitova
629-94-7 16,904 96 2100 Heneikosan
630-07-9 17,360 85 2201 Dokosan
638-67-5 17,793 95 2301 Trikosan
646-31-1 18,219 93 2402 Tetrakosane
57402-36-5 18,376 89 2437 Dokosanal
629-99-2 18,656 96 2501 Pentakosan
630-01-3 19,124 94 2601 Hexakosan
57866-08-7 19,331 91 2641 Tetrakosanal
593-46-7 19,645 95 2702 Heptakosan
630-02-4 20,228 95 2802 Oktakosan
630-03-5 20,902 94 2904 Nonakosan
638-68-6 21,684 89 3001 triakontan
630-04-6 22,624 94 3101 Hentriakontan
630-05-7 25,088 83 3302 Tritriakontan

3.5 Rosa tacazzi

Rosa tacazzi je riize, ktera ma zbarveni kvétu malinové barvy. Ziskany extrakt z SFE byl
¢iry. Na obrazku 17 je vyobrazen chromatogram extraktu. Celkem bylo z 27 pikd
identifikovano 20 latek. Latky, které poskytovaly intenzivni pik, byly napiiklad kyselina
palmitova, heneikosan, kyselina linolova, trikosan, pentakosan, heptakosan, oktakosan,
nonakosan a hentriakontan. V tabulce 13 jsou uvedeny nazvy, CAS C¢isla, retencni index

a reten¢ni ¢asy vsech latek, které byly identifikovany v extraktu.
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Obrdzek 16 Chromatogram extraktu ze vzorku Rosa tacazzi, analyza GC-MS
Tabulka 13 Tabulka identifikovanych Ildtek v extraktu ze vzorku Rosa tacazzi
CAS cislo Reten(ﬁni Shoda M3 Rl Nazev latky
¢as (min) | spektra (%) | vypocitany
100-51-6 10,154 92 1043 Benzyl alcohol
36653-82-4 | 15,831 89 1878 Hexadekanol
57-10-3 16,237 93 1961 Kyselina palmitova
112-92-5 16,805 81 2079 1-oktadekanol
629-94-7 16,908 96 2101 Heneikosan
60-33-3 17,092 89 2142 Kyselina linolova
54-11-4 17,192 91 2164 Kyselina strearova
112-95-8 17,360 90 2201 Dokosan
2400-66 17,502 85 2234 Eikosanal
638-67-5 17,793 96 2301 Hexadekanal
646-31-1 18,219 95 2402 Tetrakosan
57866-08-7 | 18,376 91 2437 Tetrakosanal
629-99-2 18,656 94 2501 Pentakosan
630-01-3 19,128 95 2602 Hexakosan
57866-08-7 | 19,331 93 2641 Tetrakosanal
593-49-7 19,645 94 2702 Heptakosan
630-02-4 20,228 95 2802 Oktakosan
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Retenéni Shoda MS RI
CAS cislo ] Nazev latky
cas (min) | spektra (%) | vypocitany
630-03-5 20,899 93 2901 Nonakosane
638-68-6 21,684 85 3001 triakontan
630-04-6 22,620 93 3101 Hentriakontan

3.6 Rosatara

Rosa Tara je rize, ktera ma zbarveni kvétu zluté barvy. Ziskany extrakt z SFE byl svétle
zluty. Na obrazku 18 je vyobrazen chromatogram extraktu. Celkem bylo z 33 pikd
identifikovano 22 latek. Latky, které poskytovaly intenzivni pik, byly naptiklad hexadekanol,
kyselina palmitova, heneikosan, Kkyselina linolova, trikosan, pentakosan, heptakosan,
nonakosan a hentriakontan. V tabulce 14 jsou uvedeny nazvy, CAS C¢isla, reten¢ni index

a retenéni Casy vSech latek, které byly identifikovany v extraktu.
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Obrdzek 17 Chromatogram extraktu ze vzorku Rosa tara, analyza GC-MS

Tabulka 14 Tabulka identifikovanych latek v extraktu ze vzorku Rosa tara

Reten¢ni | Shoda MS RI
CAS ¢islo ] Nézev latky
¢as (min) | spektra (%) vypocitany
60-12-8 10,920 96 1124 Fenethyl alkohol
143-07-7 14,025 75 1558 Kyselina laurova
5989-02-6 | 15,463 91 1799 Loliolid
36653-82-4 | 15,827 94 1877 Hexadekanol
544-85-4 15,931 91 1900 Nonadekan
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CAS cislo Retencvfni Shoda MS Rl Nazev latky
cas (min) | spektra (%) vypocitany
57-10-3 16,229 94 1960 Kyselina palmitova
630-04-6 16,429 94 2000 Eikosan
112-92-5 16,805 91 2079 1-Oktadekanol
629-94-7 16,904 96 2100 Heneikosan
60-33-3 17,088 92 2141 Kyselina linolova
57-11-4 17,192 91 2164 Kyselina stearova
629-97-0 17,357 90 2200 Dokosan
638-67-5 17,790 92 2300 Trikosan
646-31-1 18,211 89 2400 Tetrakosan
629-99-2 18,652 94 2500 Pentakosan
630-01-3 19,120 91 2600 Hexakosan
593-49-7 19,637 94 2701 Heptakosan
630-02-4 20,220 91 2801 Oktakosan
630-03-5 20,891 92 2904 Nonakosan
638-68-6 21,677 83 3000 Triakontan
630-04-6 22,612 91 3100 Hentriakontan
59-02-9 23,379 79 3170 Vitamin E

3.7 Rosa moonwalk

3.7.1 Cerstva ruze

Rosa moonwalk je riize, ktera ma zbarveni kvétu Zluté barvy. U této rize byla provedena
extrakce Cerstvé i ususené rize. U obou extrakci byla pouzita stejna navazka a to 0,4 g. Ziskany
extrakt Cerstvé rize z SFE byl ¢iry. Na obrazku 19 je vyobrazen chromatogram extraktu.
Celkem bylo z 26 piku identifikovano 19 latek. Latky, které poskytovaly intenzivni pik, byly
naptiklad trikosan, pentakosan, heptakosan, nonakosan a hentriakontan.V tabulce 15 jsou

uvedeny nazvy, CAS C¢isla, reten¢ni index a reten¢ni asy vSech latek, které byly identifikovany

v extraktu.
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Obrdzek 18 Chromatogram extraktu ze vzorku Cerstvé Rosa moonwalk, analyza GC-MS

Tabulka 15 Tabulka identifikovanych ldtek v extraktu ze vzorku Cerstvé Rosa moonwalk

¢as [min]

CAS cislo Retentni | - Shoda MS Rl Nazev latky
¢as (min) | spektra (%) | vypocitany

100-51-6 10,123 88 1040 Benzyl alkohol
60-12-8 10,901 76 1122 Fenethyl alkohol
334-48-5 12,707 84 1356 Kyselina kaprinova
143-07-7 13,995 91 1553 Kyselina laurova
126-73-8 14,547 94 1643 Tributyl fosfat
544-63-8 15,149 81 1744 Kyselina myristova

36653-82-4 | 15,800 88 1871 Hexadekanol
629-92-5 15,908 81 1895 Nonadekan
57-10-3 16,203 88 1954 Kyselina palmitova
629-94-7 16,877 95 2095 Heneikosan
111-06-8 17,276 78 2183 Butyl palmitat
638-67-5 17,771 93 2295 Trikosan
646-31-1 18,192 76 2395 Tetrakosan
629-99-2 18,625 93 2494 Pentakosan
630-01-3 19,089 80 2594 Hexakosan
593-49-7 19,603 93 2694 Heptakosan
630-02-4 20,186 91 2795 Octakosan
630-03-5 20,849 93 2894 Nonakosan

50




Retenéni Shoda MS RI

CAS cislo ] Nézev latky
cas (min) | spektra (%) | vypocitany

630-04-6 22,555 92 3094 Hentriakontan

3.7.2 UsuSena ruze

Ziskany extrakt usuSené rize Rosa moonwalk z SFE byl svétle zluty. Na obrazku 20 je

vyobrazen chromatogram extraktu. Celkem bylo z 35 pikt identifikovano 20 latek. Latky, které

poskytovaly intenzivni pik, byly napiiklad heneikosan, trikosan, pentakosan, heptakosan,

nonakosan a hentriakontan.V tabulce 16 jsou uvedeny nazvy, CAS C(isla, retenéni indexy

a retenéni Casy vSech latek, které byly identifikovany v extraktu.
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Obrdzek 19 Chromatogram extraktu ze vzorku ususené Rosa moonwalk, analyza GC-MS
Tabulka 16 Tabulka identifikovanych latek v extraktu ze vzorku ususené Rosa moonwalk
Reten¢ni | Shoda MS RI
CAS ¢islo _ Nézev latky
¢as (min) | spektra (%) | vypocitany
100-51-6 10,127 87 1040 Benzyl alkohol
60-12-8 10,905 88 1122 Fenethyl alkohol
126-73-8 14,554 94 1644 Tributyl phosphate
36653-82-4 15,808 83 1873 Hexadekanol

629-92-5 15,911 88 1896 Nonadekan
57-10-3 16,210 83 1956 Kyselina palmitova
630-04-6 16,410 83 1996 Eikosan
629-94-7 16,885 96 2096 Heneikosan
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111-06-8 17,280 82 2183 Butyl palmitat
629-97-0 17,337 86 2196 Dokosan
2400-66-0 17,475 79 2228 Eikosanal
638-67-5 17,774 95 2296 Trikosan
123-95-5 18,146 82 2384 Butyl stearat
646-31-1 18,192 92 2395 Tetrakosan
629-99-2 18,629 95 2495 Pentakosan
630-01-3 19,093 93 2595 Hexakosan
593-49-7 19,611 91 2696 Heptakosan
630-02-4 20,189 93 2795 Octakosan
630-03-5 20,856 94 2895 Nonakosan
630-04-6 22,562 92 3095 Hentriakontan

3.8 Porovnani vysledkii

Latky identifikované v realnych vzorcich byly popsany v teoretické ¢asti jako vyskytujici
se v extraktech r0zi. Latky typické pro rGze jako je naptiklad geraniol, linalool, citronellol,
rizovy oxid nebo nerol nebyly v analyzovanych extraktech detekovéany. Pfi¢inou muize byt
mnoho aspektd. Naptiklad nevyextrahovani latek pomoci CO2, nizka koncentrace v ruzich,
nebo také vypareni téchto latek pii suSeni. Ostatni latky, které byly uvedeny v teoretické ¢asti
a byly v extraktech detekovany jsou napiiklad fenylethyl alkohol, hexadekanol, ethyl linoleat,
nonadekan, eikosan, heneikosan, trikosan, hentriakontan. Dale kyseliny, které byly uvedeny ve
studii z roku 1997 Ernesto Reverchon - (29) to byla naptiklad kyseliny palmitova, kyselina
linoleova, kyselina stearova. Na obrazku 21 jsou zobrazeny chromatogramy extraktli z Cerstvé

rize Rosa moonwalk (¢erny zaznam) a ususené riaze Rosa moonwalk (rizovy zaznam).
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Obrdzek 20 Porovndni chromatogrami cerstvé Rosa moonwalk (Cernd) a ususené Rosa moonwalk (rizZova)

(O B ey B
150 160

¢as [min]

T
200

T T
210 220

Z obrazku je patrné, ze extrakt ziskany z usuSené ruze obsahoval vice latek nez extrakt

ziskany z Cerstvé rize. Celkem bylo identifikovano v extraktu z Cerstvé rize 19 latek ze 26

avextraktu z ususené rize 20 latek z 35. Z obrazku je také mozné sledovat intenzitu

jednotlivych pikt. Intenzita je vétsi z extraktu z usuSené riize nez u extraktu z erstvé ruze.

V tabulce 17 jsou uvedené latky, které byly spoleéné pro extrakty. Jejich mnozstvi je

vyjadieno procentualnim zastoupenim v extraktu.

Tabulka 17 Latky identifikované v extraktech a jejich procentudlni zastoupeni

Rosa Rosa
Rosa Rosa Rosa Rosa | Rosa
_ o moonwalk | moonwalk
Latka tacazzi | rhodos |incerible | margo | Tara
%) %) %) %) %) cerstva usuSena
(0] (0] 0 0 0
(%) (%)
Benzyl alkohol 0,51 0,72 0,59 0,51 0,8 1,17 0,82
Fenylethyl
- - - 061 | 1,12 0,56 0,35
alkohol
Hexadekanol 0,28 0,21 0,36 2,42 | 4,27 0,71 0,17
Kyselina
1,46 0,31 1,21 1,78 | 2,33 1,3 0,23
palmitova
Heneikosan 1,39 1,2 2,2 5,53 6,38 2,85 3,41
Kyselina linolova 0,92 - - 1,35 2,82 1,2 -
Kyselina
0,61 - 0,36 081 | 1,14 - -
strearova
Trikosan - 3,59 3,99 6,4 4,34 4,23 5,3
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Rosa Rosa
Rosa Rosa Rosa Rosa | Rosa
_ o moonwalk | moonwalk
Latka tacazzi | rhodos |incerible | margo | Tara
%) %) %) %) %) Cerstva ususSena
0 0 0 0 0
(%) (%)
Pentakosan 10,44 6,56 6,7 9,19 | 6,14 4,95 7,1
Heptakosan 33,8 29,53 27,76 | 29,62 | 27,71 30,54 32,31
Oktakosan 2,5 3,32 3,16 199 | 2,34 1,84 2,14
Nonakosane 29,48 37,03 33,99 25,6 | 25,44 30,54 24,48
Hentriakontan 2,12 7,6 4,74 3,9 2,74 4,19 2,4
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo provést literarni resSersi zamétenou na analyzu razi
pomoci plynové chromatografie, zejména na analyzu tékavych latek charakterizujici rize. Dale
provést optimalizaci metody pro extrakci nadkritickou tekutinou a nalézt vhodné podminky pro
analyzu ziskanych extraktti pomoci GC-MS a metodu ovéfit na redlnych vzorcich.

Teoreticka Cast prace byla zamétena na rize jejich analyzu a t€kavé slozky, které rize
obsahuji. V experimentalni ¢asti byla provedena optimalizace extrakce na ptistroji Se-1 (SEKO
s.r.0. Brno). Optimalni podminky, které byly vyhodnoceny z programu Statistica 12 pro SFE
byly tlak 18,3 MPa, teplota 70 °C a objem proslého oxidu uhli¢itého 6000 ml. Za téchto
podminek byly provedeny extrakce realnych vzorkd, a to ruzi Rosa incredible, Rosa
margo,Rosa moonwalk Rosa rhodos, Rosa tacazzi a Rosa tara. Nejvice latek bylo
identifikovano v extraktu ze vzorku Rosa margo a to 25. V extraktu z Rosa incredible bylo
identifikovano celkem 22 latek, v extraktu ¢erstvé Rosa moonwalk 19 latek, v extraktu usuSené
Rosa moonwalk 20 latek, v extraktu z Rosa rhodos 19 latek, v extraktu z Rosa tacazzi 20 latek
a zextraktu z Rosa tara 22 latek. Pocet identifikovanych latek z extraktu Cerstvé Rosa
moonwalk a ususené se moc neli§il. OvSem jednotlivé chromatogramy se od sebe liily
intenzitou pikd a jejich celkovym poctem.

Latky, které jsou typické pro rize (geraniol, linalool, citronellol, rizovy oxid, nerol),
ale nebyly v extraktu identifikovany. Tyto latky nemusely byt v rizich pfitomny v dostate¢né
koncentraci, aby mohlo dojit k jejich extrakci, protoze se jednalo o rize z ¢eledi ¢ajohybrid.
Razovy olej se vétsinou ziskava z odriad Rosa Damascena a jejich genotypu. Jako dalsi divod
pro¢ nebyly v extraktu analyzovany tyto latky je pouziti malé navazky (0,4g). V teoretické Casti
byly uvedeny extrakce, kde byly extrakty provadény se stonasobné vétsi navazkou,
u hydrodestilaci i tisicinasobné. Napiiklad u SFE extrakce, kterou provadéli v roce 1997 E.
Revechon, G. Della Porta a D. Gorgoglione také nebyly v extraktu analyzovany latky jako
geraniol, nerol a rizovy oxid. Latky uvedené v teoretické Casti, které byly identifikovany
Vv extrakterch byly napfiklad fenylethylalkohol, hexadekanol, ethyl linole4t, nonadekan,

eikosan, heneikosan, trikosan, hentriakontan.
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Ptiloha A — Tabulka identifikovanych latek v ruzi Rosa Damascena pomoci SPME (Cerstve listky, skladovani pri 4°C, 25°C a suseni p7i 40°C,

50°C a 60°C) (17)

Table 1. The percentage of volatile composition of R damascena Mill, flowers stored at cold and room conditions and dried for four days

Storage condition Convective drying
Compounds RT Fresh petal
4°C 25°C 40°C SFC 60 C

2-Amino-propionic acid 229 2.55+0.37 nd nd nd nd nd
a=-Pinene 6,27 2,05 £0.30 nd nd nd nd nd
o-Limonene 6,59 030,04 nd nd nd nd nd
[l-myreene 1.67 0,75 20,11 nd nd nd nd nd
Trans rose oxide 11.07 .94 +0.14 nd nd nd nd nd
Pheny lethyl alcohol 11.43 2506 +£3.61 68,54 10,85 63.764£7.63 8108 417,75 T 32 411,37 772042116
Citronellol 14.62 21.09 £3.04 21.00+£3.33 14.55+1.74 8.94 1.9 840 +1.20 10,69 £2.93
Cieraniol 1538 0,21 0,03 1.79 40,28 10,38 1,24 nd nd nd
Citronellv] acetate 18.03 090 0,13 nd nd nid nid nid
Cierany| acetate 18,88 069 0,10 1.24 40,20 3. 704045 2,26 +0.49 2334033 2,18 +0.60
Eugenol 18.40 0,82 0,12 nid nd nid nid nid
Methvl eugenol 19.58 1.98 +0,28 2.24 40,35 nd 1.28 0,28 0,98 0,14 nd
a-Phenyl cinnamic acid 21.76 nd nid nd nid 1.65 +0.24 28T £0.79
Dimethvl-lauramine 2204 0,43 20,06 nd nd nd nd nd
2-Trifluoromethy | 25.65 2.66+0,38 nid nd nid nid nid
Mebuty -2-decanam ine 26.37 F.80 0,83 nd nd nd nd nd
4-Amino-furazan 31,28 23.45+£3.37 nd nd nd nd nd
Monadecane 3137 3.58 40,52 50194082 T.52 +0,90) 643 1,41 7324105 6,07 41,91
M.n-dimethyl 3158 1B 1+ 26 nid nd nd nid nid
Undecanoic acid 3704 493 £0.71 nd nd nd nd nd

2-Trifluoromethyl — 2-Trifluoromethylbenzoic acid, 2-octyl ester

4-Amino-furazan — 4- Amino-furazan-3-carboxylic acid { 3-morpholin-d-y1l-propy}amide

N.n-dimethyl — N n-dimethyl-1-hexadecanamine

Undecanoic acid — undecanoic acid isopropyl ester

RT - retention time

nd — correct isomer not determined

The data are corresponding standard deviation (+) of the three reading
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Ptiloha B — Tabulky ANOVA pro celkovou plochu, pocet pikii a celkovou vysku pikii

ANOVA,; Prom:celkova plocha; R-kv.=,64143; Upr:,56272 (Tabulkal)

3 fakt. , 1 bloky , 51 poku; MS rezidui =273143E4

ZP: celkova plocha
Faktor SS df MS F p
(Dtlak (MPa)(L) 5,856423E+09 1 5,856423E+09 2,14409| 0,150746
tlak (MPa)(K) 5,418301E+10 1 5,418301E+10| 19,83686| 0,000064
(2)teplota (°C)(L) 3,158186E+08 1 3,158186E+08 0,11562| 0,735566
teplota (°C)(K) 3,309410E+06 1 3,309410E+06 0,00121| 0,972402
(3)objem (ml)(L) 6,803669E+10 1 6,803669E+10| 24,90881| 0,000012
objem (ml)(K) 9,573014E+08 1 9,573014E+08 0,35048| 0,557094
1L * 2L 2,607599E+10 1 2,607599E+10 9,54664 | 0,003591
1L* 3L 2,574299E+10 1 2,574299E+10 9,42473| 0,003789
2L * 3L 7,473903E+09 1 7,473903E+09 2,73626| 0,105731
Chyba 1,119887E+11 41 2,731431E+09
Celk. SS 3,123237E+11 50

ANOVA; Prom:pocet pikl; R-kv.=,67755; Upr:,60677 (Tabulkal)

3 fakt. , 1 bloky , 51 poku; MS rezidui =21,47064

ZP: pocet pik{
Faktor SS df MS F p
(Dtlak (MPa)(L) 629,478 1 629,4776 29,31806 0,000003
tlak (MPa)(K) 503,050 1 503,0503 23,42968 0,000019
(2)teplota (°C)(L) 62,089 1 62,0887 2,89180 0,096606
teplota (°C)(K) 4,071 1 4,0711 0,18961 0,665524
(3)objem (ml)(L) 59,358 1 59,3584 2,76463 0,103996
objem (ml)(K) 57,087 1 57,0867 2,65883 0,110636
1L* 2L 54,000 1 54,0000 2,51506 0,120447
1L * 3L 204,167 1 204,1667 9,50911 0,003650
2L* 3L 88,167 1 88,1667 4,10638 0,049260
Chyba 880,296 41 21,4706
Celk. SS 2730,039 50

ANOVA; Prom:vyska; R-kv.=,60055; Upr:,51286 (Tabulkal)

3 fakt. , 1 bloky , 51 poku; MS rezidui =679366E3

ZP: celkova vySka pikU
Faktor SS df MS F P
(Dtlak (MPa)(L) 9,452281E+08 1 9,452281E+08 1,39134 0,244978
tlak (MPa)(K) 1,056741E+10 1 1,056741E+10 15,55481 0,000306
(2)teplota (°C)(L) 4,921570E+08 1 4,921570E+08 0,72444 0,399637
teplota (°C)(K) 2,891293E+07 1 2,891293E+07 0,04256 0,837579
(3)objem (ml)(L) 1,505528E+10 1 1,505528E+10 | 22,16079| 0,000029
objem (ml)(K) 4,445818E+08 1 4,445818E+08 0,65441 0,423211
1L* 2L 6,388944E+09 1 6,388944E+09 9,40428 0,003823
1L * 3L 3,982792E+09 1 3,982792E+09 5,86252 0,019978
2L * 3L 1,000617E+09 1 1,000617E+09 1,47287 0,231839
Chyba 2,785400E+10 41 6,793658E+08
Celk. SS 6,973049E+10 50
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Ptiloha C — grafy pozorovanych vs. Predpovédi pro celkovou plochu, pocet pikit a vysku pikii

Pozorované vs. predpovédi
3 fakt. , 1bloky , 51 poku; MS rezidui =273143E4
ZP: celkova plocha
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