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ANOTACE

Predmétem této bakaléiské prace je studium esencialnich olejt, z hlediska jejich chemického
sloZeni, vlastnosti a vyuziti. Dale se prace v teoretické ¢asti zaméfuje na metody izolace
Z rostlinnych materiald a zplsoby analyzy esencidlnich oleji. Experimentalni cast je
vénovana hydrodestilaci a destilaci vodni parou tymianu, nasledné analyze tymianového oleje

pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekei.
KLiCOVA SLOVA

Esencialni oleje, hydrodestilace, destilace vodni parou, tymidn, plynova chromatografie

S hmotnostni detekci.

TITLE

Extraction and analysis of essential oils
ANNOTATION

The aim of this bachelor thesis is study of essential oils, in terms of their chemical
composition, properties, use and application. Furthermore, the theoretical part is focused
on isolation methods out of plants and analysis of essential oils. The experimental part is
concerned with hydrodistillation and steam distillation of thyme. Finally, thyme oil is

analysed using gas chromatography with mass spectrometry detection.
KEYWORDS

Essential oils, hydrodistillation, steam distillation, thyme, gas chromatography-mass

spectrometry.
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Uvod

0 UVOD

Lécebné ucinky rostlin byly znamy uz od pradavna. Jejich listy, kvéty nebo plody
se pouzivaly k riznym uceliim, kvili svému specifickému aroma a chuti. Ve 13. stoleti
se esencialni oleje, diky terapeutickym vlastnostem, zacaly vyuzivat ve farmaceutickém
prumyslu. Rostlinné silice se dodnes vyuzivaji k farmakologickym ucelim nebo jako vonné
latky navozujici klid a dobrou néaladu. Nyni se diskutuje jejich multifunk¢ni pouziti v riznych
odvétvich jako napt. v kosmetickém a potravinaiském prumyslu. Snahou je také nahradit jimi
nékteré syntetické piisady v potravinaich nebo vyrab&t pesticidni piipravky s obsahem

esencialnich olejti (EO), které by byly Setrnéjsi k zivotnimu prostiedi.

Esencialni oleje jsou slozité smési latek. Jejich slozeni zavisi jak na druhu rostliny, tak
i na jeji ¢asti pouzivané k izolaci. Je dokazano, ze EO stejné rostliny ziskany z kvéta a kofenti
ma ruzné sloZeni. Na slozeni mize mit vliv zplisob a misto péstovani, ¢as sbéru, ale

I nasledné zpracovani rostlinného materialu (suSeni za svétla, tmy, teplota, aj.).

Izolace, identifikace a zaroven stanoveni latek v esencialnim oleji je naro¢ny proces.
Nejznaméj§imi a nejhojnéji vyuzivanymi metodami pro ziskani silic z rostlinného materialu
jsou hydrodestilace a destilace vodni parou. Oba typy destilace jsou jak casové€, tak
i energeticky velmi naro¢né. Dnes se pii izolaci EO klade diraz na sniZzovani energetické
naro¢nosti a omezovani pouziti organickych rozpoustédel tak, aby jejich vyroba byla Setrngjsi

k Zivotnimu prostiedi.

Cilem této prace bylo porovnat dvé metody izolace esencidlnich oleji s naslednym
vyhodnocenim pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekci. Vlastni experiment
se zam¢fuje na analyzu tymianového oleje ziskaného metodou parni destilace
a hydrodestilace. U ziskanych extraktli jsou porovnavany kvalitativni resp. kvantitativni

parametry.
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Teoreticka cast

1 TEORETICKA CAST

Esencialni oleje (EO) neboli silice jsou aromatické tékavé kapaliny olejovitého charakteru
ziskané z rostlinného materialu (stonky, kvéty, semena, dievo, plody nebo koieny) [1].

Obecné jsou Spatné rozpustné ve vod¢, maji piijemnou viini a mnohdy i vyraznou chut’ [2].

Esencidlni oleje jsou dilezitou tifidou sekundarnich metaboliti aromatickych rostlin,
ziskavany jsou vétsinou metodou parni destilace. Tyto metabolity se skladaji z mnoha
chemickych sloucenin, zahrnujici nékteré terpeny, fenoly a alkoholy. V posledni dobé EO
pfitahovaly pozornost, diky jejich odlisné biologické a antimikrobialni aktivité, jako
insekticidy, repelenty a antifeedanty®. Vé&tsina z nich jsou tékavé, na svétle nestalé, tepelnd

nestabilni a snadno rozlozitelné latky [3].

1.1 Historie pouZziti esencialnich oleji

Jiz ve starovéku se vétSina druhlt EO pouzivala zejména kvili své specifické chuti,
kofenénému nadechu a konzerva¢nim vlastnostem. Podle feckych a fimskych historikti byl
jako prvni zminén terpentynovy olej. Pfed vice nez 2000 lety na dalném vychodé (Egypt,
Persie a Indie) byla poprvé pouzita destilace, jako metoda pro vyrobu EO. Ke zdokonaleni
metod jejich ziskani ptispéli Arabové v 9. stoleti. Prvni autenticky zaznam o destilaci silic je
ptipisovan Spanélskému katalanskému 1ékati, Arnaldu de Villanova (1235-1311).
Od 13. stoleti zacaly lékarny a farmaceuticky primysl vyrabét EO a objasiovat jejich
farmaceuticky ucinek v Iékopisech. I presto se jejich pouzivani nerozsitilo do celé Evropy.
Dva Strasbursti 1ékafi, Brunschwig a Reiff, publikovali o destilaci a pouziti EO, ve svych
spisech zminili terpentynovy olej a dale oleje zjalovcového dieva, ruze, rozmarynu,
levandule, hiebicku, muSkatového kvétu a ofiSku, anyzu a skofice. Podle francouzského
Iékafe Josepha du Chesne (1544-1609) byla v 17.stoleti ptiprava oleji velmi znama
a lIékarny byly standardné zasobeny 15-20 riiznymi olejovymi preparaty. Pouziti tea tree oleje
pro medicinalni Gcely bylo dokumentovano od kolonizace Australie koncem 18. stoleti, i kdyz
je pravdépodobné, Zze byl pouzit jiz pred tim, domorodymi Australany. Roku 1881
De la Croix poprvé experimentalné dokazal stanovit a popsat baktericidni vlastnosti par
esencidlnich oleji. V pribéhu 19. a 20. stoleti zaznamenala problematika pouziti EO

v medicin€ vzestup, a jejich vyuziti pouze pro chut’ a aroma se stalo druhotadym [1].

! Antifeedanty jsou rizné slouceniny produkované rostlinami, slouzici k ochrang rostliny pied napadenim
skadei [3].
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1.2 Vyskyt esencialnich olejt

Esencialni oleje jsou produkovany vice nez 17 500 rostlinnymi druhy. Z typickych celedi
rostlin obsahujici silice miizeme jmenovat naptiklad hluchavkovité (Lamiaceae), routovité
(Rutaceae), myrtovité (Myrtaceae) nebo zazvorovnikovité (Zingiberaceae). Silice jsou
tvofeny v protoplazm¢, rozkladem bunéénych blan nebo hydrolyzou urcitych glykosidi.
Mohou prostupovat vSemi pletivy nebo jsou koncentrovany v urCitych orgéanech, naptiklad
V Zlaznatych trichomech? maty, v oplodi a kvétech citroniku apod. V piirodé EO zastupuji
mnoho raznych funkci— chrani rostliny pfed nadmérnym teplem ichladem, ziskédvaji
opylovace a uziteny hmyz, ¢i brani pfed nebezpeénymi mikroorganismy a skudci. Obsah
silic v rostling kolisa, nejen béhem jejiho vyvinu, ale i béhem 24 hodin, coz dokazuje jejich

aktivni zapojeni do latkové vymény [4, 5].

1.3 Vyuziti esencidlnich oleji

Pouziti esencialnich oleji ma dlouhou historii, lidé jej pouzivali v bézném zivoté, at’ uz
Z ritudlniho ¢i praktického divodu. Rostlinné produkty byly hlavnim zdrojem farmaceuticky
ucinnych latek, pouzivanych v tradi¢ni medicing. N&které 1é¢ivé rostliny jsou bohaté na latky
s antimikrobialnim u¢inkem, jiné maji insekticidni, antimykotické, protizanétlivé,
¢i antioxida¢ni ucCinky [6]. Diky témto ucinkim nachazi S$iroké uplatnéni v mediciné
a farmaceutickém primyslu, kde se vyuzivaji kromé olejti i jejich jednotlivé izolované slozky.

Ptikladem muze byt menthol z maty peprné [7].

Diky své specifické chuti a viini nachazi EO vyuziti v oblasti drogerie, kosmetiky, at’ uz jako
parfémy, ptipravky do koupele, o té€lo pecujici séra, nebo masazni oleje. Nezaostavaji ani
V potravinafském priamyslu, kde jsou funkénimi latkami pro dochucovani napojt a potravin,

nebo slouzi jako konzervaéni latky [4, 6, 8, 9].

V mediciné existuje mnoho vyuziti drog obsahujici silice, pfi 1écbé zaZivacich potizi,
nevolnosti, bronchitidy, onemocnéni jater [7]. Ne&které dalsi silice prokazuji téz
hypoglykemické, protizdnétlivé, dokonce i antitrombotické ucCinky, vedouci ke snizeni

srazlivosti krve [10].

Bylo prokézano, Ze mnoho vonnych latek ma vliv na ndladu lidi, navozuji u nich piijemné
pocity, generuji Stastné vzpominky a vyvolavaji pozitivni pocit klidu. U nékterych jedinct

muzou esencialni oleje pusobit i na snizeni vysokého krevniho tlaku (muskatovy ofisek),

2 Trichomy neboli chlupy jsou pokozkové vyristky, které vytvareji nesméagitelny povrch rostliny [4].
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nebo pii zevni aplikaci k redukci akné (Tea tree). Tohoto vyuziva terapeuticka technika zvana

aromaterapie [11].

Ve skutecnosti vsak esencidlni oleje a jejich komponenty ziskavaji daleko vét$i pozornosti
ze strany spotiebitelil, a to z divodu zvysujiciho se zdjmu o nahrazeni potencialné Skodlivych
syntetickych ptisad ve vyrobcich. Mnozi autofi informuji o jejich relativni bezpecnosti

a multifunkénim ucelném vyuziti [4, 8].

Dnes$ni védecka komunita se snazi nasmérovat pozornost i k rozvoji pesticida s obsahem EO,

které jsou Setrnéjsi k zivotnimu prostiedi [4].

1.4 Slozeni esencialnich oleji

Esencialni oleje jsou velmi slozité smési ptirodnich latek o riznych koncentracich, nejcastéji
v rozmezi 20—60 %. Vzdy je charakterizuji dv¢ az tii hlavni komponenty v pomérné vysokych
koncentracich (20-70 %), které jsou typické pro danou rostlinu. V porovnani s nimi, jsou
ostatni slozky pfitomny mnohdy ve stopovém mnozstvi. Pravé tyto majoritni slozky vykazuji

biologické a farmaceutické ucinky [4].

Slozeni ziskaného oleje zavisi na tom, z jaké Casti rostliny zkoumany material pochazi: kvéty,
zelené casti (listy, stonky), kdra, dievo, celé ovoce, oplodi, nebo kofeny. Kuropka,
Neugebauer a Glombitza (1991) prokazali, Ze obsah monoterpeni nalezenych v kofenu
a zelenych castech febticku bertramu (Achillea ptarmica L.) byl velmi maly, zatimco kvét
obsahoval vysoky obsah monoterpent. Také deficit vody pii pé€stovani rostliny muize vést

ke zménam slozeni [2].

Hlavni skupinou komponent zastoupenych v silicich jsou terpeny a terpenoidy [4, 12].
Terpenoidy piedstavuji oxidované uhlovodikové derivaty pavodnich terpenti. Mohou
vychazet jak z monoterpend, tak i seskviterpent [13]. Do druhé skupiny se fadi ostatni
aromatické a alifatické slouceniny, z nichz mizeme jmenovat alkoholy, aldehydy, ketony,
kyseliny, estery, ethery a dalsi. VSechny tyto latky jsou charakterizovany nizkou molekulovou
hmotnosti. EO jsou syntetizovany v cytoplazmé a plastidech rostlinnych bunék pomoci

kyseliny malonové®, kyseliny mevalonové* a methyl-D-erytritol-4-fosfatu (MEP) [4, 12].

¥ Kyselina malonova systematicky kyselina propandiova [12].
* Kyselina mevalonova systematicky 3,5-dihydroxy-3-methylpentanové kyselina [12].
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1.4.1 Uhlovodiky - terpeny

Terpeny jsou uhlovodiky, skladajici se z n¢kolika isoprenovych jednotek, jeZ jsou zastoupeny
ve vSech silicich. Monoterpeny se skladaji ze dvou isoprenovych jednotek (C10). Tato
jednotka je zobrazena na obrazku 1. Monoterpeny maji nejveétsi zastoupeni ve slozeni EO,
predstavuji asi 90 % z celkového mnozstvi. Existuje mnoho strukturnich variant — acyklické

(s otevienym fetézcem), monocyklické a bicyklické [4].

P

Obrazek 1: Struktura isoprenu, neboli 2-metyl-buta-1,3-dienu.

Do monocyklickych monoterpend patii limonen, vyskytujici se v citrusovych silicich;

a-terpinen obsazeny v koriandru; nebo o-felandren ptitomny v eukalyptu nebo fenyklu.

Struktury téchto latek jsou zobrazeny na obrazku 2 [12].

R LS

Obriazek 2: Struktury monocyklickych monoterpent, zleva: limonen, a-terpinen, a-felandren.

Do bicyklickych monoterpend fadime pinen, obsazeny v silicich jehli¢natych rostlin.

Acyklické monoterpeny se vyskytuji vzacné. Prikladem muize byt ocimen nebo myrcen. Jejich

strukturni vzorce jsou zobrazeny na obrazku 3 [12].

3T

Obriazek 3: Struktury bicyklickych a acyklickych monoterpent, zleva: pinen, ocimen, myrcen.
Nekteré terpeny se pouzivaji jako ucinné 1éky proti rakoving, malérii a onemocnéni srdce.

Dale vykazuji i insekticidni vlastnosti [13].
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Seskviterpeny jsou tvofeny tfemi isoprenovymi jednotkami (C15). Prodlouzenim fetézce
se zvySuje pocet cyklizaci, coz vede k riiznym strukturdm. Mezi hlavni rostlinné zdroje téchto

sloucenin patii celer, mata, pomeran¢, rozmaryn nebo Salvéj [4].

1.4.2 Alkoholy

Vyskytuji se jako oxidované monoterpeny a seskviterpeny. K acyklickym alkoholtim patii
geraniol, linalool; k monocyklickym menthol z matové silice; mezi bicyklické alkoholy
fadime borneol. Zazvorova silice pak obsahuje seskviterpenicky gingerol. Strukturni vzorce
nekterych alkoholll jsou zobrazeny na obrazku 4. Pfitomny jsou i alifatické alkoholy, které

diky své rozpustnosti ve vodé piechazeji pii destilaci do vodné faze [12].

OH

X-"0H |

| | OH

Obrazek 4: Struktury alkoholi, zleva: geraniol, linalool, menthol.

1.4.3 Fenoly

Vyskyt fenoli v silicich je bud pfirozeny, nebo se tvoii destruktivni destilaci.

zobrazeny na obrazku 5 [12].

- G

Obrazek 5: Struktury fenoli, zleva: karvakrol, tymol.
1.4.4 Fenolické ethery
Mezi fenolické ethery patii anethol (anyz, fenykl), safrol (japonsky hvézdicovy anyz) a jeho
derivaty, jako je naptiklad myristicin (=methoxysafrol). Obrazek 6 zobrazuje jejich

komplikované struktury [12].
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O O @)
_0 _ _

Obrazek 6: Struktury fenolickych etheri, zleva: anethol, safrol, myristicin.

1.4.5 Aldehydy

Mezi acyklické aldehydy patii monoterpen citral, nékdy nazyvany geranial, ktery strukturné
odpovida alkoholu geraniolu. Do aromatickych cyklickych aldehydd pak mizeme zafadit
benzaldehyd, skoricovy aldehyd nebo vanilin [12].

1.4.6 Ketony

Ketony tvoii zejména monocyklické monoterpeny — menthon (mata peprna), karvon (kmin),
piperiton (eukalyptus); nebo bicyklické — kafr, thujon. Strukturni vzorce ketonl jsou uvedeny
na obrazku 7 [12].

OH
™

Obrazek 7: Struktury ketont, zleva: menthon, karvon, piperiton, diosfenol, thujon, kafr.
1.5 Ucinné latky silic a jejich pFirodni zdroje
Lécivé rostliny, respektive jejich sbirané a ususené c¢asti neboli drogy jsou surovinou

pro pramyslovou izolaci Gé¢innych, chemicky ¢istych latek nebo jejich smési. Dale se z drog
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mohou piipravovat rizné extrakty (dle extrahovadla vodné, lihové, etherové) nebo tinktury.

Z ¢erstvych rostlin se pak lisovanim a naslednym zahusténim pfipravuji stavy [14].

1.5.1 Levandule lékarska (Lavandula angustifolia L.)
Levandule pochazi pivodné ze zapadniho Stfedomoii. Dnes se péstuje v rtiznych zemich

(Indie, Maroko, Bulharsko a Francie), rovnéZ i u nas, kde misty zplanuje [15, 16, 17].
Droga® mé silné kofenitou, nasladlou, bylinnou viini a chutna hoice [15, 17].

Levandule I€katska je asi 60 cm vysoky poloket nebo ket s killovym kotfenem. Listy pfisedlé,
carkovité az izce kopinaté, dolni béloplstnaté, horni Sedozelené. Koruna je fialova [16]. Plody

jsou ¢tyfi drobné tvrdky. Sbira se kvét a nat, jesté pred uplnym rozvitim [17].

Dnes je péstovana pro silici (1-3%), ukladajici se ve zlaznatych chlupech kalichu, jez
obsahuje estery linaloolu (az 60 %), pfedevsim linalylacetat a dale terpineol, borneol, cineol,
geraniol a dalsi slozky [14, 16, 17]. V droze byly zjistény také glykosidické slouceniny, jako

kumarin a umbeliferon [14]. Kroms silice obsahuji kvéty jests 12 % ttislovin® [17].

Zevné se uziva olej na podporu regenerace a prokrveni bungk, hojeni ran a jizev. Hydrolat’ je
pouzivan jako pletova voda, i jako obklad pro zacervenalé oci. Jako viné¢ mirni svalové
napéti a revmatické potize. Uklidiiuje pfili§ namahanou mysl, buSeni srdce, konej$i negativni
emoce, pomaha pii migrénach a nespavosti. Nalevy se pouzivaji pifi zalude¢nich potizich,

prijmech a jako mirna diuretika® [15, 17].

1.5.2 Riize Sipkova (Rosa canina L.)
Je roz§itena po celé Evropé, u nas roste na stranich, mezich, kfovinach od nizin do podhiii
ajen ojedinéle v horach [17]. Mén¢ hojné roste v zapadni Asii, izolované v severozapadni

Africe [14].
Ving je vzdusna, piijemna, tepla. Chut je nakysla a mirné svirava [14, 15].

Roste na slunnych az polostinnych polohach s hlubokou piidou, ve venkovskych zahradach
a na okrajich cest a lesii. Vyska kete dosahuje 3 m. Od druhého roku ma pievislé vétve a ostie

zubaté listy ve stfidavém postaveni, trny jsou srpkovitého tvaru. Je charakteristicka bilymi

® Droga je susena rostlinna surovina, napf. listy, stonky, kvéty apod. [17].

® Tiisloviny piedstavuji piirodni bezdusikaté latky se schopnosti tvofit s bilkovinami obsazenymi v ki
nerozpustné slouceniny [14].

" Hydrolat n&kdy nazyvany jako kvétova voda, piedstavuje aromatickou vodu, kterd vznika pii destilaci
sili¢natych rostlin [18].

® Diuretikum je prostfedek podporujici vylu¢ovani moéi [17].
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az narizovélymi kvéty a tvorbou Cerveného duznatého Sipku vejcitého tvaru. Sbiraji se kvéty
asemena Sipkt. Doba sbéru kvéti je od cervna do zaii a semen v Sipcich od zafi

do listopadu [15].

gipek obsahuje hlavné¢ vitamin C, za Cerstva asi 0,5-0,7 %, kdezto suché asi 10—20 %. Dale je
zdrojem vitaminu B; a Bj, provitaminu A a karotenoidid (lykopin, karoten, rubixantin,
zeaxantin, xantofyl a taraxantin). Doprovodnymi ucinnymi latkami jsou tfisloviny, kyselina
citronova, jable¢na a nikotinova, cukry (30 %) a slizové latky [14, 17]. Nazky obsahuji olej
a vitamin E [16].

Reguluje a vyzivuje prirozenou funkci kiize, pouziva se vnitiné jako ¢ajovy extrakt, zevné
jako zékladovy olej’ nebo jako hydrolat. Jako olejova lazen uklidiiuje, hydratuje a pecuje
0 pokozku. Hydrolaty se pouzivaji v ustnich vodéch, diky protizanétlivym UCinkiim. Dale
zklidiluje a oSetiuje problematickou plet, plsobi proti akné, neurodermatitidé nebo

O posilujici 16k, ktery zaroveii zvysuje

. , PR 1
kuperdze [15]. Dale se pouziva jako roborans
srazlivost krve. Je téz Gcinny pfi zanétlivych onemocnénich hornich a dolnich cest mocovych

a jako diuretikum [17].

1.5.3 Rozmaryn lékarsky (Rosmarinus officinalis L.)

Divoce roste ve Stiedomofi, u nas se Casto péstuje v zahradach i v kvétinacich [17].
Droga ma kafrovité kofenény, trpky pach a hotce aromatickou chut’ [15, 17].

Roste na teplych, slunnych, humoznich a pis€itych padach. Je to vytrvaly, stilezeleny ket
dosahujici vySky az 50 cm. Jeho syté zelené listy jsou uzké, srolované dold, rozlozené
ve vstiicném postaveni. Pyskaté kvéty najdeme na hornich koncich vétvicek, vyznacuji
se modrymi az bilymi vy€nivajicimi tyCinkami. Kvete od bfezna do kvétna, ziidka jesté
podruhé na podzim. Koncentrace oleju zavisi na stanovisti — ¢im slunnéjsi stanovisté, tim

vetsi je koncentrace oleju. Sbiraji se listy, a to tésné pred kvetenim [15].

Aktivnimi slozkami listd jsou flavonoidy, diterpeny, hydroxytriterpeny, rozmaricin,
a tanin [18]. Silice obsahuji pinen, cineol, kamfen, borneol a jeho ester. Vyznamny je také
obsah kyseliny rozmarynové, predstavujici ester kyseliny kavové a kyseliny

hydroxydihydrokavové, ktera je vyznamnym antioxida¢nim ¢inidlem [15]. Jakost silice zavisi

9 Zakladovy olej je nosny rostlinny olej, ktery se pouziva k vyrobé maceratu, tedy pro extrakci &erstvé rostliny
do oleje. Nejeastéji se pouziva rakytnikovy, sluneénicovy, olivovy nebo jojobovy [15].
10 Roborans je termin pouZivany pro posilujici 1k [17].
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na ro¢nim obdobi a sloZeni kolisa podle ptivodu a sbéru. Jarni silice ukazuji proti podzimnim

opacnou optickou otacivost [17].

Jeho ucinkl, podporujicich prokrveni a mirnicich bolesti, vyuzivaji lidé uz po tisicileti.

vvvvv

a Vv samponu pomaha proti lupim. Rozdrceny s mouckou z fas se pouziva jako télovy zabal

11

apomaha proti celulitid® [15]. Vnitfng se uZiva jako spasmolytikum®* a choleretikum®

Cast&ji nez droga se uziva silice hlavné proti revmatismu [17].

1.5.4 Tymian obecny (Thymus vulgaris L.)
Je piivodem ze Stfedozemi. Dnes se péstuje v riznych zemich Evropy 1 Asie. Je rozSifenou
rostlinou na neobdé¢lanych suchych ptidach. U nds se péstuje v zahradach a polnich kulturach.

Ojedingle zplanuje [17].
Sili¢cna droga ma kofenitou vuni a piijemnou aromatickou chut’ [17].

Siln€ aromatické nizké ketiky tymidnu jsou péstovany bud’ jako jednoleté, nebo i vytrvalé
byliny. Drobné listy jsou fapikaté nebo piisedlé, ¢arkovité az okrouhle vejéité, s prisedlymi
zlazkami. Nartuzovélé kvéty jsou oboupohlavni a nartistaji do vidlanovitych svazkti. Nat’

se sbira pied kvétem v kvétnu a v ¢ervnu za suchého pocasi [15, 17].

Nat’ obsahuje silici (1,7-2,6 %) s hlavnimi obsahovymi slozkami karvakrolem, geraniolem,
cymolem a nejpodstatnéjsim tymolem. Dalsimi slozkami, jez obsahuji esencialni oleje, jsou
tymol methylether, cymen, a-pinen, borneol a jeho ester [19]. Kromé toho tymian obsahuje
asi 10 % tiislovin, flavoni a hydroxyterpenovych kyselin [17]. Z drogy jsou izolovany také
aromatické a triterpenické kyseliny, jako naptiklad kyselina kavova, chlorogenova, ursolova
nebo oleanolova [14]. Obsah aromatickych sloucenin je nejvyssi, kdyz se bylina susi

pfi teploté 60 °C [19].

Vnitin€ se pouziva jako sekretolytikum13 a spasmolytikum pfi chronickém zanétu pridusek,
bronchialnim astmatu, chronickych Zaludec¢nich kiec¢ich a poruchach traveni. Zevné se tymian
pouziva do kloktadel k dezinfekci dutiny Gstni a hrtanu, rovnéZ do koupeli a obkladi pii 1é¢bé

hnisavych ran [17].

1 Spasmolytikum je prostiedek uvolfiujici kiecovité stazeni hladkého svalstva [17].
12 Choleretikum je latka zvySujici tvorbu a vyluGovani zlude [17].
13 Sekretolytikum je prostiedek, ktery zied'uje a zkapaliiuje husty hlen nahromadény v dychacich cestach [17].
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1.5.5 Mata peprna (Mentha piperita L.)
Mata pochazi z Asie, piedev§im z Ciny a Severni Ameriky [15]. Je to druh péstovany

Vv riznych zemich v ¢etnych odradach. U nas se péstuje také a je Slechténa [17].

Droga ma slaby charakteristicky pach a palfivé kofenitou chut s piijemné chladivou

pachuti [17]. Viné je svézi az mentholova [15].

Roste na vlhkych, slunnych a polostinnych stanovistich s vlhkou humozni ptidou. Dosahuje
vysky 50 cm. Tato syté zelena rostlina s hranatym stonkem ma ovalné, vstiicné, fapikaté listy
a svétle fialové kvéty pyskatého tvaru. Kvéty jsou uskupeny v nepravych trsech. Kvete
od ¢ervence do zafi. Sbér listi probiha na zacatku kvétu a znovu vzdy po obrazeni. Teplota

suseni sbiranych listd nesmi piekrocit 35 °C [14, 15, 17].

Listy obsahuji silici (1-2,5 %) s hlavnimi slozkami mentholem (50-60 %), menthonem
a menthofuranem. Silice se v rostliné tvofi jen pies den. Obsah tiislovin kolisd mezi
5-6 % [17]. Dalsimi slozkami je menthon, cineol, limonen, pulegon, viridiflorol
a karvon [14].

4 karminativum®® a spasmolytikum, vniting

Mata peprna se pouZiva jako cholagogum®
Vv nalevu pii bolestivych kie€ich traviciho traktu a nadymani, pfi nemocech Zaludku
nervového puvodu, kolikach, pfi nedostate¢ném vyluCovani zluce a povzbuzeni chuti k jidlu.
Ptiznivé pusobi také inhalace pii rymé, zanétu hrtanu a pradusek. Zevné, jako anestetikum
se mize mata uzit v koupelich pfi revmatismu a koznich vyrazkach [17]. Podle druhu pouziti
a davkovani mize plisobit umrtvujicim zplisobem na nervova zakonceni a mirnit bolest. Diky
mentholu ma siln¢ chladivy, projasiujici a Cistici ucinek, ¢ehoz se vyuziva v zubnich pastach
a ustnich vodach. Jako masazni olej chladi a uvoliiuje bolesti hlavy, krku a bolesti z napéti.

Dokaze také mirnit revmatické obtize [15].

1.5.6 Dobromysl obecna (Origanum vulgare L.)
Dobromysl, zndma jako oregano je rozsifena v Evropé a Asii. U nds se Casto vyskytuje

na slunnych stranich, pasekach, ve svétlych lesich a v kfovinach [17].

Droga ma pfijemnou aromatickou vini s ponékud nahotklou kofenénou chuti [17].

¥ Cholagogum je prostiedek podporujici tvorbu Zlude ajeji vyludovani ze Zluéniku pies Zluovod
do dvanactniku [17].
15 Karminativum jsou prostredky proti nadymani [17].
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Vytrvala bylina je pfibuzna majoranu. Byva 60 cm vysoka, ma nacervenalou chlupatou
lodyhu adfevnaty vybézkaty oddenek. Kvitky vyriustaji v pazdich ovalnych, na Spicce
fialovych listent. Kalich je trubkovité zvonkovity. Plody jsou tvrdky. Kvete v Cervenci

a srpnu. Sbira se nat’ [17].

Nat’ obsahuje az 0,4 % silice, jejiz hlavni slozkou je tymol (skoro 50 %), dale asi 8 % ttislovin
a hot¢in [17]. Vyznamné jsou latky fenolické povahy, ptedevsim tymol a karvakrol, jejichz
mnozstvi se Vsilici méni podle pivodu drogy. Kromé toho je v silici smés mono-
a sekviterpenickych uhlovodikii a kyslikatych latek. Dale silice obsahuje karyofylen,
a-bisabolen, dipenten, p-cymol, linalool, terpineol a terpinyl- nebo bornylacetat a jesté dalsi
terpenické latky [14].

Vniting se pouziva jako stomachikum®®, spasmolytikum a choleretikum pfi Gporném a Serném
kasli a pfi onemocnénich dychaciho Ustroji. Je regulatorem stolice, zvlast’ pii prijmech.
Zevné se upotiebuje k ptipravé koupeli, kloktadel uzivanych pfi onemocnéni dychacich cest
a k ptipravé obkladu pifi zdnétlivém zduieni zlaz. Pti kasli a rymé pfiznivé pisobi inhalované

pary [17].

1.6 Izolace esencidlnich olejt

| kdyz se esencialni oleje izoluji riznymi specidlnimi metodami, jako je extrakce
rozpoustédlem nebo extrakce nadkritickou tekutinou, vétSina z nich se stale ziskava destilaci
vodni parou [20]. Asi 93 % esencialnich oleju se izoluje destilaci vodni parou, zbyvajicich

7 % ostatnimi metodami [21].

Destilat obsahuje oddélenou olejovou a vodni fazi. V piipadé destilace citrusovych plodu je
esencidlni olej nahote a pod nim je takzvany hydrolat. Napiiklad pii destilaci levandule,
skofice nebo maty je to ale opacné, protoze je takovyto olej t€Z8i jak voda, zastava dole [18].
V obou fazich je obsazeno mnoho aktivnich u¢innych rostlinnych latek, které 1ze velmi dobie
pouzit pro piipravu lécivé kosmetiky. Hydrolat, n€kdy nazyvany jako kvétovd voda, je
zdrojem bioaktivnich, ve vodé rozpustnych latek. Hydrolaty se v 1éCivé kosmetice pouzivaji
jako kvalitni vodni baze pro krémy a mléka, a kromé toho samy o sobé jako pletové vody

a vody po holeni. S oblibou se vyuzivaji také v kuchyni nebo v 1ékatstvi [15].

Esencialni oleje mohou byt ziskavany z rostlinného materialu také extrakénimi metodami.

Extrakce, jako termin pouzivany ve farmacii, zahrnuje separace léCivych casti rostlin

18 Stomachikum jsou 1éky upravujici ¢innost zaludku a podporujici traveni [17].

24



Teoreticka cast

z inaktivnich nebo inertnich komponent s pouzitim selektivniho rozpoustédla. Produkty
ziskané takovouto separaci z rostlin jsou relativné necisté kapaliny nebo tuhé latky, pouzivané
zejména pro vnitini a zevni uziti. Ulelem extrakci surové drogy je ziskani latky
s pozadovanym terapeutickym ucinkem, nebo odstranéni nadbytecného inertniho materialu.
Ziskany extrakt muze byt pouzivan jako léCivy prostfedek ve formé tinktury, tekutého

extraktu nebo mize byt dale upraven do formy kapsli a tablet [22].

Zkoumani novych technologii v poslednich desetiletich vede ke zkvalitnéni extrakéniho
procesu, zkraceni doby extrakce, snizeni spotieby energii, zvySeni vytézku a zdokonaleni

kvality esencialniho oleje [13].

1.6.1 Destilace vodni parou

Jak jiz nazev napovida, jedna se o ptimou destilaci vodni parou (SD). Zkratka SD je odvozena
z anglického nazvu "steam distillation". Para je generovana v oddélené nadob& zvané
generator pary. Material je umistén na perforovaném patie v baiice nad piivodem pary, coz je
znazornéno na obrazku 8. Vyhodou je, Ze mnoZstvi generované pary mize byt snadno
kontrolovano. ProtoZze para je generovana oddélené ve vyvije¢i pary, teplota ohievu
rostlinného materidlu nepfesahne 100 °C, atudiz nepodléha tepelné¢ degradaci. Destilace
vodni parou je nejrozsSifenéj$i metoda pro vyrobu esencidlnich olejii ve velkém méfitku.

Ztejmou nevyhodou této metody jsou vysoké vydaje potiebné na vystavbu zatizeni [22].

Obrazek 8: Schéma aparatury pro destilaci vodni parou (pfevzato z [23]).

V severnim Wyomingu, v USA, byl pomoci parni destilace ziskédn a analyzovan olej z maty
klasnaté (Mentha spicata L.), tymianu obecného (Thymus vulgaris L.), dobromysli obecné

(Origanum vulgare L.) arozmarynu lékafského (Rosmarinus officinalis L.). Analyzou
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matového oleje byla zjisténa ptitomnost karvonu, limonenu a menthonu. V esencialnim oleji
z oregana dominoval karvakrol, p-cymen ay-terpinen [24]. Tato metoda se osvédcila
i pro destilaci levandulového oleje (Lavendula angustifolia L.) aoleje z pelynku ro¢niho
(Artemisia annua L.). V levandulovém oleji byl jako majoritni slozka identifikovan linalool
a Vv pelynkovém oleji byl nejvice zastoupen kafr [25]. V jiné studii byla SD pouzita pro
destilaci oleje ze tii druhd levanduli (Lavendula angustifolia L., Lavendula latifolia L.
a Lavendula hybrida L.) a dvou druhd tymianu (Thymus hyemalis L., Thymus zygis L.) [26].
V neposledni fad¢ byla parni destilace pouzita pro izolaci oleje z rozmarynu obecného [27]

nebo z ¢istce vlnatého (Stachys byzantina L.) a ¢istce lesniho (Stachys persica L.) [28].

1.6.2 Hydrodestilace

Hlavni charakteristikou hydrodestilace (HD, hydrodistillation) je pifimy kontakt vafici vody
a rostlinného materialu. K ohtevu dochazi bud’ pomoci plamenového hotaku, nebo topného
hnizda, v némz je umisténa destila¢ni banka obsahujici vodu a rostlinny material [22].
Na baiiku je napojen chladi¢, na jehoz konci je uchycena sbérnd nadoba pro destilat. Schéma
aparatury pro hydrodestilaci je zobrazeno na obrazku 9. Princip je stejny jako u azeotropické
destilace pti atmosférickém tlaku, kdy molekuly vody a esencialniho oleje tvoii heterogenni
smés. Ta ma nizsi teplotu varu nez 100 °C, zatimco slozky esencidlni oleje maji teplotu varu
daleko vys$si. Vyhodou je to, Ze voda je nemisitelnd s vétSinou terpenickych slozek
esencidlniho oleje a proto je Ize po kondenzaci oddé€lit. Tato metoda je vhodna pro extrakci
listkGi a kvétl, protoze piedchazi shlukovani a zhutnéni materialu v prib&hu procesu [13].
Jakykoliv jiny rostlinny materidl musi byt rozdrceny, aby nedochazelo k usazeni na dné
destila¢ni banky a tim k tepelné degradaci materialu [22]. Hydrodestilace ma ale ifadu
nevyhod, mezi né patii dlouha doba extrakce (3—6 hodin, napiiklad okvétni listky ruze
I 24 hodin), nebo piehiati aztrata nékterych polarnich molekul ve vodném vyluhu.
Po chemické strance miize dochazet ke strukturnim zménam terpenickych molekul po delSim
kontaktu s vodou, a to zejména k hydrolyzam nebo cyklizaénim reakcim. V primyslovém
mefitku se tato metoda vyuziva neustdle, ato hned z nékolika divodt, kterymi jsou

jednoduchost zafizeni, snadnost provedeni a jeho selektivita [13].
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Obrazek 9: Schéma aparatury pro hydrodestilaci (pfevzato z [23]).

Hojné se hydrodestilace vyuZziva pro izolaci rozmarynového oleje z raznych druhli rozmarynu
(Rosmarinus eriocalyx L. [29] a Rosmarinus officinalis L. [27]). Stejné jako destilace vodni
parou byla tato technika vyuzita pro Cistec vlnaty (Stachys byzantina L.) a Cistec lesni
(Stachys persica L.)[28]. Malajsijska universita publikovala o klasické hydrodestilaci
a hydrodestilaci S mikrovinnym ohfevem (MAHD) skofice Cinské
(Cinnamomum cassia L.) [30]. Dale byla tato metoda pouzita pro ziskani citronelového oleje
z Cymbopogon winterianus Jowitt [31], matetidousky vejcité (Thymus pulegioides L.) [32]
a jitrocele kopinatého (Plantago lanceolata L.) [33]. Pfitomnost karvakrolu byla ovéfena
pomoci GC/MS analyzy takto ziskaného oleje z riznych druhtt dobromysli [34]. Esencialni
olej byl HD ziskan i z koriandru setého (Coriandrum sativum L.) a z levandule lékaiské

(Lavandula angustifolia L.) [35].

1.6.3 LouZeni za studena — macerace

V tomto procesu se celd nebo hrubé nadrcend surova droga umisti do uzaviratelné nadoby
s rozpoustédlem a necha se stat piti pokojové teploté po dobu alesponn 3 dnu [22]. Mezi
nejCastéji  pouzivana rozpoustédla patii methanol [36], ethanol [37] nebo Kkyselina
mraven¢ni [38] smichana ve vhodném poméru s vodou. Dale se pro maceraci pouziva aceton,
acetonitril, nebo ethylacetat [38, 39]. Po tuto dobu je se smési casto michano, dokud
se rozpustné slozky nevylouzi do rozpoustédla. Po uplynuti této doby se vlhka droga stlaci
a vznikla kapalina se odd¢li filtraci nebo dekantaci [22]. Extrakt se pak zakoncentruje pomoci
odstranéni rozpoustédla za sniZzeného tlaku. Pfi této metod€ nedochédzi k chemickym zméndm
olejovych slozek jako u hydrodestilace. V prabéhu hydrodestilace vrouci voda zpiisobi

rozpusténi nékterych vonnych slozek, a tim sniZzeni pH na hodnotu 4—7. Puvodni extrahované
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slozky jsou podrobeny ucinku tepla a kyseliny apodléhaji proto chemickym
modifikacim [13].

Maceraci se v potravinaistvi velmi Casto vyrabi bylinné likéry. Analyzou alkoholového
maceratu hefmanku pravého (Matricaria recutita L.) byla zjisténa pfitomnost bisabololu
oxidu A. Macerat z koriandru (Coriander sativum L.) nejvice obsahoval linalool. Eukalyptol
byl ziskan z maceratu eukalyptu (Eucalyptus globulus Labill.) [40]. Macerat muskatovniku
vonného (Myristica fragrans Houtt.) byl ziskan pomoci absolutniho ethanolu [41].
K maceraci se vyuziva i plamatka zelna (Acmella oleracea L.), znama jako jambu, ktera je

zdrojem spilantholu [42].

1.6.4 Lisovani za studena

Lisovani za studena je tradi¢ni zptisob extrakce EO z kiry citrusovych plodi. Béhem extrakce
dochazi k prasknuti olejovych vackd na spodni strané¢ mezokarpu (duzniny) a uvolnéni
t€kavého oleje. Tento olej je oddélen mechanicky, lisovanim za studena, ¢imz se ziska vodna
emulze. Nasledné je olej ziskan centrifugaci. V tomto ptipad€ ziskdme citrusovou esenci,

ktera se pouziva v potravinaiském nebo kosmetickém primyslu, jako pfichut’ nebo ving [13].

1.6.5 Extrakce nadkritickou tekutinou

Extrakce nadkritickou tekutinou (SFE, supercritical fluid extraction) pfedstavuje alternativni
zpiisob ziskani EO, s obecnym cilem redukovat pouziti organického ¢inidla. Tato metoda ma
mnohé vyhody, jako napiiklad pouziti CO; jako extrak¢niho €inidla, ktery vykazuje piiznivé
fyzikédlni vlastnosti, je pomérn€ levny, bezpecny a dostupny. Omezujici je polarita
rozpoustédla, ato v piipadé, ze extrahujeme polarni latky apokud dochazi Kk silnym
interakcim analytu s matrici. Casto jsou proto pfiddvany k oxidu uhli¢itému organicka
rozpoustédla. Kromé& CO; je moZzné vyuzit i argon. Hlavni vyhodou této extrakéni techniky je
nizka teplota, pfi niz nedochézi k poskozeni extrahované latky v disledku tepla a organickych

rozpoustédel [22].

Kolumbijskd  univerzita  vyuzivala ~ SFE  k  ziskani  citronelového  oleje
(Cymbopogon winteriana L.) a oleje z vonatky citronové (Cymbopogon citrus L.), znama jako
citronova trava [43]. Jina studie popisuje SFE tahitské¢ limety (Citrus latifolia L.)
a dobromysli obecné (Origanum vulgare L.) [44]. Extrakce nadkritickou tekutinou byla
pouzita i pro ziskani EO z koriandru setého (Coriandrum sativum L.) [45], stoviku kyselého

(Rumex acetosa L.) [46], zazvoru lékatského (Zingiber officinale) [47] nebo hiebicku
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(Syzygium aromaticum) [48]. Srbska univerzita vyuzivala tuto metodu k extrakci EO
z trapatky nachové (Echinacea purpurea L.) [49].

1.7 Analyza esencialnich oleji

1.7.1 Headspace analyza — extrakce plynnou fazi

Vzorkovani headspace (HS), tedy z prostoru nad vzorkem, je dals$i moznosti, jak analyzovat
silice ze vzorku [50]. Headspace metoda ve spojeni s plynovou chromatografii piedstavuje
postup pro stanoveni tékavych latek. Je zalozena na rozdéleni sledovanych analyti mezi
neté¢kavou kapalnou, poptipadé pevnou fazi a parni fazi, nachazejici se nad kapalnym
¢i pevnym vzorkem [51]. Plynna faze je zpravidla v rovnovaze s analyzovanou kapalnou fazi.
Také proto se pouziva jako nepfimd metoda pro urceni obsahu dané slozky v kapalném
vzorku na zakladé analyzy plynné faze [52]. Timto Setrnym postupem se zajisti selektivni
extrakce silic bez dalSich slozek matrice [50]. Coz vyrazné potlacuje zatizeni
chromatografického systému nezéddoucimi interferujicimi nebo kontaminujicimi latkami
a vyrazn¢ prodluzuje zivotnost kapilarni kolony. Klicovym faktorem ovlivitujicim t¢innost
headspace postupu je distribuéni konstanta analytu mezi plynnou a kapalnou fazi. Cim vice je
rovnovaha posunuta k plynné fazi, tim s vétsi citlivosti bude latka stanovena. Headspace
analyza miize byt provadéna dvéma zpisoby. Pokud je vzorek v rovnovazném stavu
S plynnou fazi v uzavieném prostoru, potom se tato metoda nazyva statickd headspace. Pokud
nosny plyn proudi nad hladinou vzorku nebo probublava vzorkem a extrahované tékavé latky

se zachytavaji na sorbent [51].

Pii statické headspace se ustanovuje rovnovaha mezi t€kavymi latkami obsazenymi
ve vzorku a v parni fadzi nad vzorkem v plynotésné uzaviené nadobce. Po ustanoveni
rovnovahy je plynna faze odebrana a nastfiknuta na chromatografickou kolonu. K podpoie
vytésnéni latek z kapalného vzorku do parniho prostoru, je moZzno pouZit zvysenou teplotu
nebo zvysit iontovou silu vzorku pomoci vysoleni. Coz je minéno hlavné pro latky s nizkou
hodnotou distribu¢ni konstanty, které z vetsi ¢asti zlstavaji v kapalné fazi. Statické headspace
systémy jsou dvojiho typu — bud’ k déavkovéani pouzivaji plynotésnou stiikacku, nebo

ventilovy systém s davkovaci smyckou [51].

Pii dynamické headspace technice je kapalna faze kontinualné¢ extrahovana proudem
inertniho plynu a stanovuje se obsah komponent uvolnénych z extrahovaného materialu [52].

Dochazi zde k probubldvani inertniho plynu vzorkem a vytésnéné tékavé latky se zachytavaji
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na sorbentu. Poté je sorbent rychle zahtat a té¢kavé latky jsou tak uvolnény nebo desorbovany
a naneseny na kolonu plynového chromatografu. V dalsi fazi je sorbent vyhtat na jest¢ vyssi
teplotu, nez pii které doslo k uvolnéni sledovanych analytii, ¢imz se odstrani rezidua latek,
vlhkost a systém je piipraven pro dalsi analyzu [51]. I kdyz systém je vlivem stripovani
neustale vychylovan z rovnovahy, ptedpoklada se, Ze i za téchto nestandardnich podminek Ize
ziskat kvantitativni vysledky [52]. Tato technika je obecné citlivéjsi nez staticka headspace,
protoze probublavanim se podaii vytésnit z matrice vzorku podstatné vice analytli nez u

statického provedeni [51].

Headspace analyza se Casto pouziva ve spojeni S mikroextrakei tuhou fazi a plynovou
chromatografii. S vyuzitim této kombinace technik byly analyzovany extrakty z citrust [53].
Stejnou technikou byla provedena analyza extraktd r0zi, nasledujicich druha
Rosa pimpinellifolia L., Rosa villosa L., Rosa canina L., a Rosa dumalis L. V rizovém
extraktu bylo zkoumano zastoupeni mastnych kyselin, ve vSech druzich dominuji Kyselina

olejova a kyselina linolova [54]. Profil t€kavych latek byl takto identifikovan i v mangu [55].

1.7.2 Mikroextrakce tuhou fazi

Mikroextrakce tuhou fazi (SPME, solid phase mikroextraction) je velmi jednoduchy, efektivni
zpusob piipravy vzorku bez pouziti rozpoustédla. Pouziva kiemenné vlakno, na kterém je
z vnéjsi strany nanesena vrstva stacionarni fdze a analyty ze vzorku jsou pfimo extrahovany
do tohoto povlaku. Bézné pouzivané kiemenné vlakno je potazeno tenkou polymerni folii,
tvofenou nejcastéji polydimethylsiloxanem (PDMS). Polymerni povlak ptedstavuje jakousi
houbu, do niZ jsou koncentrovany analyty pomoci absorpcnich nebo adsorpénich procest.
Kinetika extrakce tuhou fazi zadvisi na tloust’ce filmu a promichavani vzorku. Po odbéru
vzorku je vlakno zatazeno do kovové jehly, kterd tvofi mechanickou ochranu. Dal§im krokem
je prevod analytu z vldkna do chromatografu. V piipadé¢ plynové chromatografie dochazi
K tepelné desorpci analytu v horkém injektoru. Existuji dvé techniky provedeni této metody,
a to bud’ headspace SPME nebo piimé vzorkovani, kdy se vlakno ponofi ptimo do kapaliny.

Vybér sorbentu zavisi na polarité a t€kavosti analytu [56].

Vyhodou SPME je, Ze zkracuje ¢as potiebny pro piipravu vzorku, snizuje potizovaci naklady
anaklady na likvidaci rozpoustédel. Ve spojeni s vhodnou detekéni metodou dosahuje

I vysoké citlivosti a selektivity [50, 56].

SPME metoda byla pouzita pro analyzu esencialniho oleje z tymianu (Thymus vulgaris L.)

a matetidousky uzkolist¢ (Thymus serpyllum L.)[57]. SPME analyzou tékavych latek
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v tabaku virginském (Nicotiana tabacum L.) bylo zjisténo, ze typickou latkou obsazenou
v tabaku je neofytadien a nikotin [58].

1.7.3 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC, gas chromatography) je separa¢ni metoda, ktera k separaci
plyni a par vyuziva dvé heterogenni faze. Mobilni faze je plynna, zpravidla inertni plyn a také
separované slozky jsou v plynném stavu. Nosny plyn je stlacitelny a malo viskozni [52].
Staciondrni faze muze byt tuha latka nebo Castéji kapalina zakotvena na inertnim nosici.
Ta pisobi selektivné na jednotlivé separované latky a na zékladé¢ vzajemnych interakci
dochazi k jejich rozdéleni v kolong, a tudiz k jejich rozdilné eluci. Rozdélené slozKy jsou
undSeny nosnym plynem a jejich mnozstvi je zaznamenano detektorem, jako funkce Casu

nebo objemu proteklého nosného plynu [59].

1.7.4 Hmotnostni spektrometrie

Podstatou hmotnostni spektrometrie (MS, mass spectrometry) je separace molekulovych iontl
a fragmentll analyzované latky, které vznikly ionizaci molekul nevratnym odStépenim
valencnich elektronli v magnetickém poli. Pro separaci je rozhodujici veli¢inou tzv. efektivni
hmotnost ionizované Castice (m/z); kde m je hmotnost iontu, z je ¢islo elementarniho naboje.
Analyzovany (plynny) vzorek je vystaven vlivu iontového zdroje, v némz vzniknou
molekulové ionty a fragmenty. Jejich proud se vlivem silného elektrického pole urychli a je
dale veden jako tenky svazek leticich Castic do homogenniho magnetického pole. V ném
se rozlisuji jednotlivé Castice podle svych efektivnich hmotnosti — dochazi k zaktiveni jejich
drah podle m/z. Castice stejnych efektivnich hmotnosti vychazi z magnetického pole jako
svazky zaostfené na stejné misto detektoru. Intenzita signalu je umérna poctu dopadlych
¢astic. V zadznamu, tzv. hmotnostnim spektru, jsou registrovany jednotlivé signaly v zavislosti

na hodnotach m/z [59].

1.7.4.1 Instrumentace

Mezi zékladni ¢asti hmotnostniho spektrometru patii iontovy zdroj, hmotnostni analyzator
a detektor. Iontovy zdroj slouZi k pfevedeni neutralnich molekul analytu na nabité Castice
(tzv. ionizace). Existuji rGzné konstrukce iontovych zdroji, které se lisi podle pouzité
ionizacni techniky. Hmotnostni analyzatory slouzi krozdéleni iontd v plynné fazi
za vysokého vakua podle poméru hmotnosti a naboje (m/z). Detektor slouzi k detekci iontd

po jejich rozdéleni dle m/z a k ur€eni relativni intenzity jednotlivych iontt. Dalsi dilezitou
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soucasti pristroje je vakuovy systém, iontova optika slouzici K urychleni a fokusaci iontd

a pocita¢ pro ovladani ptistroje, sbér a zpracovani dat [60].

1.7.4.2 Zpisoby ionizace vzorku

V technice GC/MS prichazeji do uvahy dva zpusoby ionizace vzorku — elektronova ionizace
a chemické ionizace. Prvni, nejvyznamnégjsi zpisob ionizace vzorku je narazem elektront,
nazyvame jej jako elektronova ionizace (EI, electron ionization). Molekuly se dostavaji
do proudu elektronti mezi anodou a zhavenou katodou, kde dochazi k jejich ionizaci. Vzniklé
kladné ionty jsou vytlacovany elektrodou a po urychleni vysokym kladnym potencidlem
na elektrodach prechdzeji do separatoru. Cely proces probihd za sniZzeného tlaku
(asi 10 a7 10® Pa), kdy v iontovém zdroji nedochazi ke srazkim &astic a ionty vznikaji
pouze monomolekulovymi rozpady. Chemicka ionizace (CI, chemical ionization) je druhy
zpasob, jehoz konstrukéni uspofadani iontového zdroje je shodné se zdrojem
pro elektronovou ionizaci. Zde se do iontového zdroje pfivadi kromé vzorku pomocny plyn,
zpravidla methan nebo isobutan. Tlak tohoto plynu dosahuje asi 100 Pa, zatimco tlak par
vzorku 10 Pa. Za t&chto podminek jsou vyhradng ionizovany molekuly pomocného plynu,

jejichz ionty pak reaguji s molekulami vzorku [52].

1.7.5 Spojeni plynové chromatografie a hmotnostni spektrometrie

Vyznamnou aplikaci je spojeni plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii, kdy
se hmotnostni spektrometrie vyuZivd jako analytickd koncovka pro identifikaci latek
rozdélenych plynovou chromatografii. Oddé¢lena latka ptichazi z plynového chromatografu

do iontového zdroje hmotnostniho spektrometru [59].

Propojeni mezi plynovym chromatografem ahmotnostnim spektrometrem se nazyva
chromatograficky vstup. Pfimé zavedeni vystupu z chromatografické kolony do iontové
komirky neni zpravidla mozné, nebot’ velké mnozZstvi plynu by porusilo rezim evakuovaného
prostoru v hmotnostnim spektrometru. Nejjednodussi spojeni predstavuje déli¢ umistény
navystupu z kolony, ktery déli proud nosného plynu do dvou vétvi. Jedna vstupuje
do bézného detektoru chromatografu a druha odvadi nosny plyn a eluujici slozky do iontové
komurky. MozZnost soucasného chromatografického zdznamu a zdznamu hmotnostnich

spekter je vyhodna jak pro interpretaci, tak i pro kvantitativni vyhodnoceni analyzy [52].

1.7.5.1 Identifikace sloZek na chromatogramu
Jednim ze zplsobi pro identifikaci slozek na chromatogramu je urovani reten¢nich indexa.

Tento systém byl poprvé zaveden Kovatsem a uplatnil se pii kolonovych i1 ploSnych
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chromatografickych technikdch. Pfi urCovani reten¢nich indexd je nutno nejprve zvolit
vhodnou homologickou fadu slou€enin, kterd vytvofi stupnici, do niz jsou vynasSena retencni
data identifikovanych komponent. Elu¢ni indexy jsou tabelovany a na zéklad¢ srovnani
ziskanych hodnot s tabelovanymi lze identifikovat separované latky. V plynové
chromatografii byla jako standardni zvolena homologickd fada nerozvétvenych alkant.
Kazdému atomu uhliku pak byla pfifazena hodnota 100, a tak elu¢ni index naptiklad methanu
RI = 100 a propanu RI = 300. Elué¢ni (retenéni) index libovolné slozky se vypocita podle
vztahu (1).

log t;, —log t,
log t,,—log t,

RI = 100 - +100-z (1)

Kde t;,t,,t, ,je redukovany retencni ¢as neznamé latky, n-alkanu se z uhliky a n-alkanu
se z+1 uhliky. Pfi stanoveni reten¢niho indexu musi platit, ze za standardni alkany je potfeba

zvolit dvojici, mezi niz eluuje analyzovana latka [59].

Vzhledem k tomu, ze Kovatsovy indexy se pouzivaji pouze pro izotermalni méfeni, byly
zavedeny reten¢ni indexy i pro teplotné programovana meéteni. Pro neizotermalni prib¢h
méteni byly reten¢ni indexy zavedeny van Den Doolem a Kratzem. Pfedstavuji analogii

Kovatsovych RI, pouze pro jejich vypocet slouzi vztah (2) [61].

btz

RI =100 -

+100 -z )

) )

z+1 ¢z

Pro nésledujici experimenty byly pouzity pravé van Den Doolovy a Kratzovy indexy, nebot’

teplota pfi chromatografickém méteni neustale rostla.

1.7.5.2 Knihovny hmotnostnich spekter

Knihovny hmotnostnich spekter umoziuji pfimé softwarové porovnani s naméfenymi spektry.
Vysledkem porovnani nezndmého spektra s knihovnou jsou nejpravdépodobnéj$i moZnosti
sefazen¢ podle klesajici podobnosti spekter. Ke kazdé moznosti jsou pfifazeny jesté
koeficienty shody, vyjadiené v procentech. Vysoky koeficient shody vSak neni dikazem
spravnosti identifikace, protoze i v takové situaci mohou byt spektra vice ¢i méné

odlisna [60].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Vzorky a chemikalie

2.1.1 Priprava vzorku

Pro analyzu byl pouzit tymian obecny (Thymus vulgaris L.), vypéstovany na zahradé v obci
Staré Civice (GPS soufadnice 50.01968N 15.70002E). Sbér byl proveden 14. zaii 2016.
Shromazdéna byla Cerstva nadzemni ¢ast rostliny. Celd, véetné listd a stonkd byla pouzita
pro destilaci. Stonky byly nastiihany na drobnéjsi kusy. Vzorek byl dale uchovavan v lednici

pii 5 °C, nebot’ vSechny destilace nemohly byt provedeny zaroven ve stejny den.

2.1.2 Chemikalie
n-Hexan a standardy n-alkant C8-C40 byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich

(Praha, Ceska republika). Demineralizovana voda byla purifikovana s pouZitim systému

Mili-Q® od firmy Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika).
2.2 Pouzité pristroje a metody

2.2.1 Podminky a pouziti hydrodestilace

K hydrodestilaci byla pouzita 21 destilacni baiika, do niz bylo ptfedlozeno 759 vzorku
tymidnu obecného S pfiblizné 1500 ml demineralizované vody a zahtivano topnym hnizdem.
Béhem destilace byla demineralizovana voda do banky pribézné dopliiovéana. Cely proces byl

zastaven asi po 5 hodinach, kdy jiZ nedochézelo k destilaci esencialniho oleje.

2.2.2 Podminky a pouziti destilace vodni parou

K destilaci vodni parou bylo zapotiebi 2 varnych banék 0 objemu 2 |. Do jedné, ktera je
oznacovana jako generator pary, byla pfedloZzena demineralizovana voda, do druhé rostlinny
materidl. Generovana para prochazi do banky s pfedloZzenym tymidnem a strhava tymianové
silice, které po prichodu chladi¢em kondenzuji. K destilaci vodni parou bylo ptedlozeno 75 ¢
vzorku tymianu, stejné tak jako v pfipad€ hydrodestilace. Destilace byla ukoncena v dobé,

kdy jiz nedochézelo k ziskavani esencialniho oleje.

2.2.3 Plynova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
Pro separaci tekavych slozek esencialniho oleje bylo pouzito plynového chromatografu
GC2010 spojeného s hmotnostnim spektrometrem GCMS-QP2010 Plus od firmy Shimadzu
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(Kyoto, Japonsko). Vzorky byly davkovany pomoci autosampleru Combi PAL
(CTC Analysis AG, Zwingen, Svycarsko). Vydestilovany esencidlni olej byl fedén
n-hexanem tak, ze k 10 ul esencialniho oleje byl pfidan 1 ml n-hexanu. Natedéné extrakty
esencidlniho oleje ziskané hydrodestilaci i destilaci vodni parou byly analyzovany pomoci

GC/MS.

2.2.3.1 Podminky plynového chromatografu

Pro analyzu tymianového oleje byla pouzita chromatograficka kolona ZB-5HT INFERNO
od firmy Phenomenex (Torrance, Kalifornie, USA) odélce 30 m, pruméru 0,25 mm
a s tloustkou filmu 0,25 um. Nosnym plynem bylo helium 5.0, Linde gasa.s. (Praha,
Ceska republika) s linearni rychlosti 30 cm/sec. Teplota nastfikového prostoru byla 200 °C.
Teplotni program byl nastaven tak, aby doSlo k co nejlepSimu rozdéleni slozek silice,

ato 40 °C (3 min), 2 °C/min — 300 °C (30 min) tj. celkem 163 min.

2.2.3.2 Podminky hmotnostniho detektoru
Teplota iontového zdroje byla 200 °C. Méteny byly ionty v rozsahu m/z 33 az 500. Méteni
bylo spusténo az po 4,5 min., kvili ochran¢ detektoru. Nastaven byl rezim SCAN, kdy

detektor snima odezvu vSech ionta.

2.3 Vyhodnoceni méfeni
Vyhodnoceni ziskanych chromatogramt bylo provedeno v programu GCMS Solution 4.20

(Shimadzu, Kyoto, Japonsko).

2.3.1 ldentifikace latek

Pro identifikaci latek v esencialnim oleji byla proméfena fadu n-alkanti C8-C40 za stejnych
podminek jako vzorky, pro korelaci hmotnostniho spektra a reten¢niho indexu latky. Reten¢ni
indexy a Casy jednotlivych n-alkand jsou shrnuty v tabulce 1. Hmotnostni spektra a namétené

hodnoty retencnich indexti jednotlivych pikii byly porovnavany s knihovnami spekter

FFNSC, NIST 14, NIST 14s a WILEY 229.

Retenéni indexy, uvedené v tabulce 1, jsou vypocéteny pomoci van Den Doolova vztahu
(viz vzorec 2), ktery se pouziva pro vypocty RI u chromatografickych analyz s teplotnim

programem.
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Tabulka 1: Retenéni ¢asy a indexy n-alkant pro vypocet reten¢énich indext separovanych latek.

Nazev alkanu | Pocet uhlikti | Retenéni ¢as [min] | Reten¢ni index RI
n-oktan 8 7,473 800
n-nonan 9 12,671 900
n-dekan 10 19,301 1000
n-undekan 11 26,453 1100
n-dodekan 12 33,565 1200
n-tridekan 13 40,388 1300
n-tetradekan 14 46,867 1400
n-pentadekan 15 53,009 1500
n-hexadekan 16 58,832 1600
n-heptadekan 17 64,373 1700
n-oktadekan 18 69,627 1800
n-nonadekan 19 74,644 1900
n-ikosan 20 79,429 2000
n-henkosan 21 84,006 2100
n-dokosan 22 88,376 2200
n-trikosan 23 92,591 2300
n-tetrakosan 24 96,624 2400
n-pentakosan 25 100,510 2500
n-hexakosan 26 104,255 2600
n-heptakosan 27 107,858 2700
n-oktakosan 28 111,343 2800
n-nonakosan 29 114,703 2900
n-triakontan 30 117,963 3000
n-hentriakontan 31 121,111 3100
n-dotriakontan 32 124,178 3200
n-tritriakontan 33 127,153 3300
n-tetratriakontan 34 130,021 3400
n-pentatriakontan 35 132,836 3500
n-hexatriakontan 36 135,802 3600
n-heptatriakontan 37 139,252 3700
n-oktatriakontan 38 143,330 3800
n-nonatriakontan 39 148,242 3900
n-tetrakontan 40 154,108 4000
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

V této sekci jsou shrnuty vysledky analyz tymianového oleje pomoci GC/MS formou tabulek
a aromaprofilti zobrazenych pomoci bublinovych grafii. Dale jsou zde umistény ilustra¢ni

chromatogramy z méfeni.

3.1 Srovnani zpisobii izolace esencialniho oleje

Cilem bylo porovnani dvou metod izolace esencialniho oleje, a to hydrodestilaci a destilaci
vodni parou. Extrakce EO byla provedena dvakrat metodou hydrodestilace a dvakrat metodou
destilace vodni parou. Oc¢ekavanym vysledkem bylo rozdilné sloZeni takto ziskanych olejt.

Vysledky poskytla analyza pomoci plynového chromatografu s hmotnostni detekci.

Tabulka 2 souhrnné uvadi jednotlivé slozky extraktd, ziskanych obéma destilaénimi
metodami. Analyzované slozky jsou uspofadany do skupin latek dle svého charakteru.
Ke kazdé slozce je navic uvedeno identifikacni CAS ¢&islo. CAS ¢islo je jednoznacny
chemicky identifikator latek, zavedeny sluZzbou Chemical Abstracts Service (CAS). Tyto &isla
JsSou V podstaté poradova ¢isla, prifazovana identifikovanym latkam z databaze, ktera
nevypovidaji nic o struktufe [62]. Dale je u kazdé latky uveden experimentalné ziskany
retencni index a relativni zastoupeni slozky v extraktu. Relativni obsah sloZek odpovidé plose
pikh v TIC, coZ znamend, ze plocha jednoho piku je vztaZzend k celkové ploSe pikl
v chromatogramu. TIC rezim, pievzato z anglitiny jako "total ion current", tedy celkovy
iontovy proud, jinymi slovy predstavuje soucet intenzit vS§ech méfenych iontii ve spektru,

veetné Sumu.
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Tabulka 2: Souhrnna tabulka tékavych sloZek tymianového oleje a jejich procentualniho zastoupeni.

Relativni obsah slozky [%]

) HYDRODESTILACE DESTILACE VODNI PAROU
Cislo experiment [experiment| prumérna |experiment|experiment| primérna
Skupina latek | piku Latka CAS ¢islo | RI 1 2 hodnota 1 2 hodnota

1 |a-Thujen 2867-05-2 | 922 0,35 0,37 0,36 1,82 1,68 1,75

2 |o-Pinen 80-56-8 927 0,25 0,28 0,27 1,06 0,97 1,02

3 | o-Fenchen 471-84-1 | 941 0,20 0,21 0,21 0,70 0,67 0,69

- | Sabinen 3387-41-5 | 968 0,05 0,05 0,05 0,09 0,08 0,09

E - |B-Pinen 127-91-3 | 969 0,12 0,13 0,13 0,32 0,27 0,29

L 4 | B-Myrcen 123-35-3 | 988 1,16 1,13 1,14 2,86 2,67 2,76

e - | o-Felandren 99-83-2 1000 0,07 0,09 0,08 0,18 0,22 0,20

'5 5 |a-Terpinen 99-86-5 |1011 0,94 0,93 0,93 2,26 2,19 2,23

CZ> 6 |o-Cymen 527-84-4 |1018 7,96 7,82 7,89 13,03 13,01 13,02

= - | Limonen 5989-54-8 | 1023 0,59 0,57 0,58 0,83 0,82 0,82
- |a-Ocimen 502-99-8 | 1046 0,03 0,05 0,04 - - -

- | (E)-B-Ocimen 3779-61-1 | 1045 - - - 0,05 0,06 0,05

7 | y-Terpinen 99-85-4 | 1053 16,36 16,22 16,29 25,94 26,55 26,25
- | Terpinolen 586-62-9 | 1083 0,04 0,04 0,04 - - -

- | B-Bourbonen 5208-59-3 | 1378 0,06 0,05 0,06 - 0,03 0,03

> 12 | (E)-B-Karyofylen 87-44-5 |1411 6,82 6,61 6,71 3,43 3,67 3,55
Z - |B-Ylangen 20479-06-5 | 1422 0,03 - 0,03 - - -

& - | a-Karyofylen 6753-98-6 | 1446 0,26 0,24 0,25 0,06 0,10 0,08

g 13 | Germacren D 23986-74-5 | 1474 1,01 1,01 1,01 0,44 0,54 0,49
i - | Valencen 4630-07-3 | 1488 0,25 0,26 0,25 - - -
A - |a-Muurolen 10208-80-7 | 1494 0,06 0,07 0,06 - - -

@ - | B-Bisabolen 495-61-4 | 1503 0,23 0,20 0,22 0,05 0,08 0,07

- | 3d-Kadinen 483-76-1 | 1517 0,53 0,51 0,52 0,10 0,14 0,12
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- [1,8-Cineol 470-82-6 | 1024 | 1,06 1,08 1,07 0,52 0,69 0,60

8 | (2)-Sabinen hydrat 546-79-2 | 1061| 1,28 1,24 1,26 1,30 1,29 1,30

- | trans-Sabinen hydrat 17699-16-0 | 1094 | 0,16 0,19 0,18 ] - -

> 9 | Linalool 78-70-6 | 1096 | 3,26 3,13 3,19 2,68 2,66 2,67
& - | Kafr 76-22-2 | 1137 0,24 0,24 0,24 0,12 0,12 0,12
é - | 4-Terpineol 562-74-3 | 1171| 0,50 0,50 0,50 0,27 0,31 0,29
S - | a-Terpineol 98-55-5 | 1186| 0,14 0,17 0,16 0,10 0,13 0,11
g - | citronellol 106-22-9 | 1227 | 0,06 0,06 0,06 - - -
E - [ Tymol methylether 1076568 | 1231| 0,11 0,14 0,12 0,02 0,04 0,03

z - | Neral 106-26-3 | 1237 | 0,26 0,25 0,26 ] ] -
2 - |citral 5392-40-5 | 1238 - - - 0,04 0,05 0,05
a - | Karvakrol metylether 6379-73-3 | 1239 | 0,94 0,08 0,96 0,26 0,32 0,29

5 - | Geraniol 106-24-1 | 1252 | 0,43 0,48 0,45 0,05 0,10 0,07

- | Geranial 141275 | 1267 | 049 0,50 0,49 0,12 0,14 0,13

10 | Tymol 89-83-8 | 1291 3395 | 3355 33,75 28,18 32,31 30,25

11 | Karvakrol 499-75-2 | 1299 | 1,01 1,87 1,89 1,47 1,77 1,62

| 14 | Karyofylen oxid 1139306 | 1574 | 2,36 2,30 2,33 0,21 0,32 0,27
sraru iy | 15 | a-Muurolol 19435-97-3 | 1633 | 1,89 1,83 1,86 0,18 0,28 0,23
- | =-Muurolol 10912-62-0 | 1647 | 047 0,49 0,48 ] 0,03 0,03

verone | - | 3-Oktanon 106-68-3 | 986 | 0,04 0,04 0,04 0,03 0,03 0,03
PEROXIDY | - |1-Methylpentylhydroperoxid | 24254-555 | 957 | 0,10 0,10 0,10 0,18 0,15 0,16

39




- | 1-Okten-3-ol 3391-86-4 | 979 0,12 0,23 0,18 0,46 0,47 0,46

- | 3-Oktanol 589-98-0 996 0,02 0,04 0,03 0,04 0,04 0,04
Z 16 | Isoborneol 124-76-5 | 1159 0,89 0,90 0,89 0,93 1,07 1,00
9_— - | 1-Dekanol 112-30-1 | 1271 0,06 0,07 0,06 - - -
Q - | p-Cymen-7-ol 536-60-7 | 1285 0,08 0,11 0,09 0,03 0,05 0,04
Z:' - | Germakren-D-4-ol 198991-79-6 | 1568 1,07 1,09 1,08 0,07 0,17 0,12

- | Guaiol 489-86-1 | 1611 0,34 0,33 0,33 - 0,04 0,04

17 | Shyobunol 35727-45-8 | 1682 1,66 1,66 1,66 - - -

- | Hex-3-(Z2)-enyl acetat 3681-71-8 | 1008 0,05 0,05 0,05 - - -

- | cis-3-Hexenyl-isobutyrat 41519-23-7 | 1142 0,07 0,11 0,09 0,03 0,02 0,02

- | (Z2)-3-Hexenylbutyrat 16491-36-4 | 1184 0,16 0,16 0,16 0,03 0,04 0,04
E 18 | Bornyl acetét 76-49-3 1280 1,60 1,60 1,60 0,31 0,38 0,35
L - | Geranyl acetat 105-87-3 | 1380 | 0,11 0,10 0,11 - - -
o - | Fenylethylisobutyrat 103-48-0 | 1390 0,03 0,05 0,04 - - -

19 | Geranyl propionat 105-90-8 | 1470 1,21 1,19 1,20 - - -

- | Geranyl isobutyrat 2345-26-8 | 1509 0,54 0,53 0,53 0,06 0,07 0,07

- | Geranyl butyrat 106-29-6 | 1556 0,25 0,29 0,27 - 0,04 0,04
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Ke slozkdm snejvyssi odezvou v chromatografickém zdznamu jsou pfifazena Cisla

pro snadn¢jsi orientaci v uvedenych chromatogramech.

Pro ilustraci nasleduji chromatogramy, jeden z analyzy EO ziskaného destilaci vodni parou
(viz obrazek 10) a jeden z analyzy EO z hydrodestilace (viz obrazek 11). Chromatograficky

zaznam piredstavuje zavislost intenzity signdlu (odezvy detektoru) na retencnim Case.

K detailnéjsi predstavé o slozeni jednotlivych extrakt slouzi tzv. aromaprofily, které jsou
pouze jinym (nazorn¢j$im) zobrazenim chromatogrami a jsou zobrazeny pomoci bublinovych
grafii. VSechny nalezené slouceniny jsou setazeny podle experimentalné zjisténych retencnich
indexi RI. Plocha kruhii v bublinovych grafech odpovidd plocham piku v TIC. Tyto

bublinové grafy jsou zobrazeny na obrazku 12 a obrazku 13.

41



(x1,000,000) Max ntensty : 1,750,973
TC (1.00) Tme ©538 Scan® 517 Inten. 1423,1776 Oven Temp47.04

0.9

0.8

intenzita

0.7+
0.6

0.5

12

5]

'c';—— [w—
i [
=
L
-
~

4
1 5
b Lk |
A — 'UL rLL_\_A_ gl UL LrL A }LA - A oo
0 125 150 s 200 : ) )

7S 25 290 2158 300 325 W0 31S
reten¢ni ¢as [min]

Obriazek 10: Chromatogram EO z destilace vodni parou - experiment 2.
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Obrazek 11: Chromatogram EO z hydrodestilace - experiment 2.
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Obrazek 12: Porovnani efektivity destilacnich metod.
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Obrizek 13: Porovnani sloZeni extrakti ziskanych rozdilnymi destila¢nimi metodami.
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3.2 Diskuse a porovnani destilacnich metod z hlediska sloZeni

3.2.1 Hydrodestilace

Ze vzorku Cerstvého tymianu byl hydrodestilaci ziskan olej, ktery byl analyzovan s vyuzitim
GC/MS. V obou experimentech bylo identifikovano 59 pik, coz odpovida asi 95 % celkové
plochy chromatogramu v TIC v obou pfipadech. Pro ilustraci je chromatograficky zdznam

této analyzy uveden na obrazku 11.

3.2.2 Destilace vodni parou

Pomoci GC/MS bylo analyzovano a nasledné vyhodnoceno kvalitativni a kvantitativni sloZeni
tymianového oleje ziskaného destilaci vodni parou. Identifikovano bylo 45 sloucenin, coz
odpovida 94 % pramérné celkové plochy pikd v chromatogramu. Chromatogram z této

analyzy je zobrazen na obrazku 10.

3.2.3 Porovnani vSech analyz

Vsechny identifikované slouceniny uvadi tabulka 2. Jak jiz bylo uvedeno v piedchozi ¢asti,
vysledky experimentl véetné analyzy jsou podobné. Z hlediska celkové efektivity procesu,
dosahuji ob¢ destilace podobnych vysledkli, coz muizeme vidét z obrazku 12. Celkové
mnozstvi identifikovanych slozek v extraktu, dosahuje v priméru u hydrodestilace 95 %
plochy pika v TIC a u destilace vodni parou 94 % plochy pikd v TIC. Ziejmy rozdil
ve slozeni extraktli je patrny pii porovnani procentualniho zastoupeni jednotlivych druhi
latek. To je zobrazeno na obrazku 13. Destilaci vodni parou se vydestilovalo zhruba dvakrat
vice latek s niz§im bodem varu, tj. monoterpenli. Mnozstvi oxidovanych monoterpent,
aldehydut, ketoni a peroxidi je podobné v obou extraktech. Avsak pii porovnani mnoZzstvi
ostatnich identifikovanych latek byla hydrodestilace efektivnéjsi. Hydrodestilaci se ziskalo
Ctyfnasobné vice oxidovanych seskviterpent, alkoholi a esterd, a dvojnasobné vice
seskviterpenti. Neékteré komponenty, jez byly nalezeny v EO z hydrodestilace, nebyly
nalezeny v EO z parni destilace. Tuto skute¢nost doklada tabulka 3. Rostlinny material byl
sbiran najednou, na stejném misté a vlastni zpracovani vzorku pied destilaci probihalo

za stejnych podminek, rozdil ve slozeni EO je tedy dan zpisobem izolace.
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Tabulka 3: Celkové zastoupeni a pocet latek v extraktech.

Pocet slozek Relativni zastoupeni [%o]
Skupina latek HD SD HD SD
monoterpeny 13 11 28,01 49,16
oxidované monoterpeny 15 12 44,57 37,53
seskviterpepeny 9 6 9,11 4,34
oxidované seskviterpeny 3 3 4,68 0,53
alkoholy 8 6 4,35 1,70
aldehydy a ketony 1 1 0,04 0,03
estery 9 5 4,06 0,51
peroxidy 1 1 0,10 0,16
celkem 59 45 94,91 93,96

Hlavni slozkou tymianové silice je bezpochyby oxidovany monoterpen tymol, tvofeny
v chloroplastech. Jeho zastoupeni tvoii 33,75 % plochy TIC v EO z hydrodestilace a 30,25 %
vV EO z parni destilace. Dalsimi vyznamnymi slozkami monoterpenického charakteru jsou
y-terpinen, o-cymen, E-(B)-karyofylen a linalool. Parni destilaci bylo ziskano o 10 % plochy
v TIC vice y-terpinenu a o 5 % plochy v TIC vice o-cymenu. Naopak v extraktu
z hydrodestilace bylo zjisttno méné oxidovaného seskviterpenu karyofylen oxidu,
ato 2,33 %. Naproti tomu v extraktu z parni destilace bylo nalezeno 2,67 % p-myrcenu.
Seskviterpenického E-(B)-karyofylenu bylo nalezeno v extraktu z hydrodestilace ptiblizné

0 3 % plochy v TIC vice, nez v extraktu z parni destilace. Coz souhrnné dokazuje tabulka 4.

Tabulka 4: Dominantni latky tymianové silice a porovnani jejich obsahu.

Dominantni sloZky EO a je

ich relativni zastoupeni (%)

Poradi HD SD
1 Tymol (33,75 %) Tymol (30,25 %)
2 |y-Terpinen (16,29 %) y-Terpinen (26,25 %)
3 0-Cymen (7,89 %) 0-Cymen (13,02 %)
4 E-(B)-Karyofylen (6,71 %) E-(B)-Karyofylen (3,55 %)
5 Linalool (3,19 %) B-Myrcen (2,76 %)
6 Karyofylen oxid (2,33 %) Linalool (2,67 %)

3.2.4 Porovnani analyzy tymianového oleje s literaturou

Ve studii Anety Wesolowske (2014) [63] bylo provedeno porovnani slozeni tymidnového

oleje ziskaného parni destilaci a hydrodestilaci suSeného tymidnu obecného

(Thymus vulgaris L.). Diky tomuto mohla byt experimentalni data porovnana s daty z tohoto
¢lanku. Tymian byl péstovan a sbirdn v zahrad¢, v oblasti severniho Polska. Vzorek tymianu
byl suSen pii pokojové teploté. K chromatografické analyze byla pouzita kolona typu
HP-5MS. Vytézek se pohybuje kolem 1,03% u HDa1,08% u SD. Uvedena procenta
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zastoupeni latky v esencidlnim oleji odpovidaji taktéz plochdm v TIC. Vice tymolu bylo
ziskano parni destilaci (57,14 % plochy v TIC). Hydrodestilaci se ziskalo pouze 41,34 %
tymolu. V naSem experimentu bylo ziskano vice tymolu hydrodestilaci. Druhou nejvice
zastoupenou latkou byl karvakrol, jehoz zastoupeni bylo 13,49 % plochy v TIC u SD
a 15,97 % u HD. V nami ziskanych extraktech nebyl tento oxidovany monoterpen vyrazné
zastoupen, jeho obsah se pohyboval mezi 1,6 az1,8% plochy v TIC. Extraktu z parni
destilace dale dominoval p-cymen, s obsahem 12,12 % a vy-terpinen s obsahem 10,12 %
plochy v TIC. Extrakt z hydrodestilace obsahoval 6,06 % plochy v TIC p-cymenu a 2,61 %
y-terpinenu. NaSe extrakty vSak obsahovaly 0-cymen. Obsah linaloolu byl porovnatelny
S naSimi extrakty, v rozmezi 2,4—-3,4 % plochy v TIC. Z pohledu zastoupeni monoterpenti
jako celku si na$ hydrodestilat vede podobné¢ jako hydrodestilat v literatute, ve kterém bylo
26,55 % plochy v TIC. Obsah monoterpent v extraktu z parni destilace byl ale pétkrat nizsi
(9,5% plochy v TIC), nez v naSem méfeni. Autorka uvadi, Ze obsah oxidovanych
monoterpent v hydrodestilatu byl 67,3 % plochy v TIC a v ptipad¢ destilace vodni parou byl
81,16 % plochy v TIC. Oproti nami naméfenym hodnotam jsou tyto dvojnasobné.
Naopak, v nasich EO byl stanoven dvojnasobny obsah seskviterpent, nebot’ literatura uvadi
2,93 % plochy v TIC v extraktu z destilace vodni parou a 4,68 % plochy v TIC v extraktu
z hydrodestilace. Ob¢ parni destilace dosahuji podobného vysledku pifi porovnani obsahu
oxidovanych seskviterpenti. V pfipadé hydrodestilace je nadmi analyzované mnozstvi

oxidovanych seskviterpent ¢tyinasobné vyssi.

Behnaz Tohidi (2016) [64] taktéz publikoval data o tymianovém oleji, ziskaném pouze
hydrodestilaci suSeného tymianu obecného (Thymus vulgaris L.). Tymian byl sbiran
v riznych regionech franu. Vzorek tymianu byl susen 7 dni p¥i pokojové teploté. K analyze
pomoci GC/MS byla pouzita chromatograficka kolona HP-5MS.Vytézek hydrodestilace byl
1,73 % plochy v TIC. Nejvice zastoupenou slozkou byl tymol (39,5 % plochy v TIC), coz
pfiblizné odpovida i obsahu tymolu v naSem extraktu. Dale byl identifikovan p-cymen
(12,8 %), y-terpinen (10,9 % plochy v TIC). Nas extrakt obsahoval 7,89 % plochy v TIC
0-cymen a naopak vice y-terpinenu (16,29 % plochy v TIC). Dale bylo analyzovano 4,2 %
karvakrolu a 2,67 % linaloolu. Obsah karvakrolu v nasem extraktu byl zanedbatelny, naopak

obsah linaloolu byl vyssi, a to 3,19 % plochy v TIC.

Pfi porovnani experimentalnich dat s udaji z literatury je patrné, zZe naSe tymidnové oleje
ziskané HD i1 SD obsahuji rozdilné mnozstvi identifikovanych latek. Stejné tak dosahuje

destila¢ni proces 1 odlisné vytéznosti. Divodu pro tyto rozdily mize byt né€kolik. Chemické
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slozeni esencidlnich olejt je totiz ovlivnéno mnoha vné&jSimi faktory, véetné klimatu. Nékteré
slouceniny se v rostliné hromadi v urCitém obdobi, odpovidajicimu zivotnimu cyklu
a enviromentalnim zménam. Dale muze byt sloZzeni ovlivnéno podnebim, hnojenim,
charakterem pudy, v niz je rostlina péstovana a obdobim sklizné. Klicova je také tprava
rostliny pied izolaci esencialniho oleje. SuSenim rostliny mize dojit ke zménam slozeni oleje
i k ovlivnéni jeho vytéznosti. VysSSi vytéznosti dosahuji destilace suSenych rostlin
nez Cerstvych, protoze se poCitd s hmotnosti suSené rostliny, zbavené vody. Tyto faktory

ovlivituji obsah i jednotlivych latek, zastoupenych v esencialnim oleji.

3.3 Porovnani metod z hlediska vytézkii oleje
Znavazky 75 g cCerstvého tymianu bylo destilaci vodni parou ziskano 0,23 g EO, coz
odpovida 0,305 % vytéZku. Pfi totozné navaZce vzorku bylo hydrodestilaci ziskano 0,21 g

oleje, s vytézkem 0,283 %. Vytézky esencialniho oleje byly pocitany dle vztahu (3).

hmotnost ziskan ého EO (g)

vytezek EO (%) =

-100 ©)

hmotnost rostlinn ého materi alu (g)

Z hlediska vytézkl si stoji obé destilaéni metody podobné. Mirné vyssiho vytézku vsak
dosahuje destilace vodni parou, coz potvrzuje i literatura. Divodem muize byt nizsi teplotni

zatizent silic.
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4 ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo zpracovani literarni reSerSe, tykajici se problematiky
esencidlnich oleji. V teoretické casti bylo charakterizovano jejich chemické slozeni
a vlastnosti. Rostliny jsou zdrojem stovky latek. Z nejvyznamnéjSich jsou to silice, které
se daji ziskat ve formé esencidlniho oleje nebo hydrolatu. Esencidlni oleje jsou tékavé
kapaliny s mnohdy aromatickou vini. Jejich pouziti ma dlouholetou tradici. Diky svym
blahodarnym vlastnostem se vyuzivaji ve farmacii, mediciné, kosmetice 1 v potravinaiském

priamyslu.

Dale se prace zamétfuje na metody izolace esencidlnich olejii a zplsoby jejich analyzy.
Zpisobi jak izolovat takovyto olej z rostlinného materidlu existuje cela fada. Nejcastéji se ale
setkavame s destilaénimi technikami, popfipadé s mnohem sofistikovangj$imi extrakcemi.
Po separaci olejové faze z destilatu nasleduje analyza pomoci plynové chromatografie

s hmotnostni detekci. Ta ndam umozni zjistit, jaké te¢kavé latky obsahuje dany esencialni ole;.

Volba metody izolace zavisi na charakteru izolované latky a na druhu rostliny.
Destilace vodni parou je velmi rozsifend, rychla a nenaro¢nd na zafizeni. Hydrodestilace
se daleko castéji pouziva v primyslovém meéfitku, avSak jeji nevyhodou je dlouhd doba

destilace a fakt, Ze mize dojit k tepelné a chemické degradaci vzorku.

V experimentalni ¢asti prace bylo provedeno srovnani dvou metod izolace esencialniho oleje
z tymianu obecného (Thymus vulgaris L.), a to hydrodestilace a destilace vodni parou.
Posuzovany byly kvalitativni a kvantitativni parametry extrakt. Extrahované oleje byly
analyzovany pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekci. Prace se dale zamétuje

na srovnani slozeni silic ziskanych z tymianu obecného (Thymus vulgaris L.) s literaturou.

Analyzou oleje ziskaného hydrodestilaci a parni destilaci vzorku tymidnu obecného
a porovnanim nameéfenych dat byly zjistény rozdily ve slozeni. Co se tykda poctu
identifikovanych latek, hydrodestilace poskytovala vétsi pocet slozek, hlavné oxidovanych
a neoxidovanych monoterpend, Seskviterpent, alkoholii a esterti. Porovnanim ploch piki
v chromatogramech bylo zjiSténo, Ze parni destilaci se ziskaly silice s vy$§im obsahem
monoterpenickych sloucenin, zatimco silice ziskané hydrodestilaci byly bohatsi na oxidované
monoterpeny. Hydrodestilat obsahoval ¢tyfnasobné vice oxidovanych seskviterpend, alkoholi
a estert a dvojnasobn¢ vice seskviterpent, pti porovnani ploch pika v TIC. Z ¢ehoz vyplyva,

ze hydrodestilaci ziskame vice kyslikatych slozek. Tento rozdil nelze jednoznacné objasnit,
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protoze tymian byl pé€stovan a sbiran za stejnych podminek pro obé destilacni metody. Taktéz
uprava rostliny pted destilacemi byla stejnd, tudiz nemutze hrat roli naptiklad suseni rostliny.
To by mohlo znamenat, ze pii hydrodestilaci dochazi k hydrolyzam terpenickych sloucenin
vlivem styku rostlinného materialu s vodou. Dale mize dochazet k riznym samovolnym
enzymatickym pochodlim uvnitf rostliny, které zplsobi vznik oxidovanych latek u HD.
Ziskani vétstho mnozstvi latek s vySSim bodem varu pomoci hydrodestilace, které
se z rostlinného materialu dostavaji az pii teploté nad 70 °C, se zda byt vyhodou. Dale byly
porovnavany vytézky EO z obou destilaci. Byl potvrzen fakt, Ze vytéznost EO ziskaného

hydrodestilaci je mirn¢ niz$i nez vytéznost pii destilaci vodni parou.

Pti porovnani vysledkl analyzy ziskanych esencialnich olejii s literaturou byly zjistény
odlisnosti jak ve slozeni esencidlniho oleje, tak i ve vytéznosti celého procesu. Tyto rozdily
mohou byt zplsobeny odlisSnou upravou vzorku tymianu pied destilaci. LiSilo se i misto
péstovani a doba sbéru rostliny, coz také mohlo vést k rozdilnému slozeni ziskaného
esencidlniho oleje. SloZeni a mnozZstvi latek, obsaZzenych v rostling, totiZ kolisa jak v dobé

vyvinu rostliny, tak i v prabéhu 24 hodin.
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