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ANOTACE

Tato diplomové prace se zabyva zménou slozeni levandulového esencidlniho oleje v prubéhu
izolace hydrodestilaci. Standardy silic nejvyznamnéjSich komponent levandulovych
esencidlnich oleji byly vystaveny podminkdm simulujicich hydrodestilacni proces a byla
sledovana jejich transformace. Vzorky byly analyzovany pomoci plynové chromatografie
s hmotnostni detekci. Na zdklad¢ vysledkii a poznatkli z literarnich zdroji byly nasledné

navrzeny mozné mechanismy pozorovanych transformaci.

KLICOVA SLOVA

levandule, hydrodestilace, esencialni olej, transformace

TITLE

Chemical transformation of volatile compounds contained in lavender
ANNOTATION

The subject of the diploma thesis is transformation of volatile compounds lavender essential
oils during hydrodistillation. The experimental part is focused on the chemical transformation
of typical volatile compounds lavender essential oils. The samples were analysed by GC-MS.

Based on the results and literature sources were proposed mechanisms of transformations.

KEYWORDS
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EP European Pharmacopoeia
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FID plamenové ioniza¢ni detektor
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FTIR infracerveny detektor s Fourierovou transformaci
GC-MS plynova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem

GC-MS-MS tandemova hmotnostni spektrometrie

GGPP geranylgeranyldifosfat
GPP geranyldifosfat
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SPE extrakce tuhou fazi

SPME mikroextrakce tuhou fazi

SWE extrakce subkritickou vodou
TCD tepelné vodivostni detektor
TFME mikroextrakce na tenkém filmu
TIC celkovy iontovy chromatogram
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WCOT wall-coated open tubular column
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UvVOD

Esencialni oleje z levanduli jsou jedny z nejpopularnéjsich a nejuniverzalnéjSich. Cenné jsou
pro své senzorické, ale také 1éCivé vlastnosti. NejvyznamnéjS$imi a nejprodukovanéj$imi druhy
pro jejich vyrobu jsou Lavandula angustifolia, Lavandula intermedia a Lavandula latifolia.
SloZeni téchto esencialnich oleji je takika stejné, nicméné pomér danych latek se u jednotlivych
druhii 1isi. Nekteré slozky jsou cenény pro senzorické vlastnosti, vyuzivaji se tedy spise pro
vonny prumysl, jiné maji prokazatelné¢ zdravotni uCinky, pouzivaji se tedy hojné

ve farmaceutickém primyslu jako piimeési do 1é¢iv, kosmetiky atd.

Na koneény obsah latek v esencialnim oleji ma vliv mnoho faktord, které slozeni ovliviuji jiz
od péstovani, sklizn€¢, zpracovani, uchovavani az po samotny pribéh ziskavani. VéEtSina
esencialnich oleji je v soucasné dob¢ ziskdvana parni destilaci, divodem je Setrnost pro
zachovani plvodnich latek. V této oblasti stale dochazi ke zlepSovani a modernizaci
destilacnich procest. Ty maji za ukol eliminovat transformacni dé¢je, které vedou ke snizovani
kvality daného esencidlniho oleje. Nejrozsahlejsi premény jsou dany v dusledku hydrolyzy

a tepelné degradace.

Tato diplomova prace se vénuje transformaci levandulovych silic v pribéhu hydrodestilace,
kdy je extrahovany material v pfimém kontaktu s vodou. Na zaklad¢ vysledkl analyz jsou

navrzeny konkrétni mechanismy pozorovanych transformaci.
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1. TEORETICKA CAST

1.1 Levandule
Levandule je rostlinny rod patfici do nejpocetnéjsi podceledi Nepetoideae z ¢eledi Lamiaceae
(hluchavkovité). Taxonomicky se déli na 3 podrody Lavandula, Fabricia a Sabaudia. Existuje
okolo 40 druhu levanduli, jejichz vzajemnym kiizenim vznikaji i dalSi varianty. Druhy
levanduli se od sebe navzajem lisi jak vzhledem, tak obsahem esencidlnich olejti a dalSich
slozek. Obvykle jsou to ketfe a polokete nebo viceleté, opakované kvetouci vytrvalé byliny
doristajici vysky 20 az 60 cm [1]. Barva kvétu je fialové-rizova, poptipad¢ bila. Jedna se
0 rostliny dobfte snasejici sucho, idedlnim prostfedim pro rast jsou hlinitopis¢ité nebo Stérkovité
pidy s nizkym zavodnénim vystavény piimému slune¢nimu svitu. Nejlépe roste v pidach o pH
6-8. Radi se mezi udrzitelné plodiny, protoze jejich p&stovani neni zavislé na pouziti pesticidii

¢i hnojiv [2].

Levandule pochézeji ze stiedomoii, vV mistech chudych, skalnatych pid pobiezi mirného
podnebi. Dnes jsou péstované takika po celém svéte. Jednotlivé druhy levanduli snaseji rozli¢né
podminky podnebi pro péstovani [2]. Mezi nejodolnéjsi patii Lavandula angustifolia, ktera
byva bézné oznacovana také jako levandule 1ékatskd, anglicka, tizkolista ¢i prava. Je odolna
vuci mrazu a ve svych ptivodnich mistech vyskytu roste az v nadmotskych vyskach do 1300 m.
V mirngjsich podminkach v oblastech s niz§i nadmotskou vyskou a teplotami nad bodem mrazu
roste Lavandula latifolia, oznacovana také jako levandule Sirokolista. Oproti Lavandula
angustifolia vsak obsahuje méné kvalitni esencialni oleje. Hybridem téchto dvou druhu
levanduli je Lavandula intermedia neboli lavandin. Ta obsahuje vysoké mnozstvi vonnych
esencidlnich oleji, vice nez Lavandula angustifolia [3][4]. Z komer¢niho hlediska jsou
Lavandula angustifolia a Lavandula intermedia nejpéstovanéj$imi druhy na svété pro produkci
esencidlnich oleji, ale také ostatni ¢asti primyslu jako farmaceuticky, kosmeticky, kvétinatsky,
potravinatsky ¢i turisticky ruch [5]. Morfologicka rozdilnost zminénych druhd levanduli je

znazornéna na (Obrazek 1).

K nejvétsim producentiim v Evropé patii Bulharsko, Francie, Velké Britanie, Spanélsko, jinde
ve svété pak Cina, Maroko, Turecko & Spojené Staty. Né&které druhy lze pouZit jako okrasné
rostliny. Komeréné se levandule péstuji zejména pro vyrobu levandulového esencialniho oleje

hojné vyuzivaného v 1ékafstvi, kosmetice, aromaterapii nebo potravinarstvi [3].
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Lavandula latifolia Lavandula angustifolia Lavandula intermedia

Obrazek 1: Botanicky vzhled Lavandula latifolia, Lavandula angustifolia a Lavandula intermedia [6]

2.1 Esencialni oleje
Esencialni oleje, dale jen EO, oznacovany také jako silice nebo éterické oleje, obsahuji esenci,
tedy charakteristickou vini rostliny, ze které pochazi. Jsou to koncentrované hydrofobni
kapaliny obsahujici t€kavé chemické slouceniny z rostlin. Bézné je lze také oznalit jako
rostlinné sekundarni metabolity tvofeny smési t€kavych organickych latek. Jejich sloZeni,
kvalitu a mnozstvi 1ze ménit vybérem rostlinnych organt k extrakci, vékem rostliny, slozenim
pudy, zménou klimatu ¢i stadiem rostlinného cyklu. Rozdilné chemické vlastnosti jsou dany

poctem a typem molekul a jejich stereochemickou strukturou [7].

Urc¢it obdobi, kdy doslo K prvni vyrobé EO je pomérné obtizné. Starovéké pisemnosti hovoii
0 leécivych vodach, které byly ziskany destilaci, avSak nepopisuji dostatecné piesné postup
jejich vyroby. Prvni dokument popisujici destila¢ni proces se datuje do 9. stoleti, kdy Arabové
ptinesli EO do Evropy. Samotny pojem ,,esencialni olej* je znam az od 16. stoleti. Od této doby
se EO zacaly komer¢né€ pouzivat v pramyslu, k terapeutickym uceliim a kosmetickém odvétvi.

Dalsi rozmach a rozsifeni jejich vyuziti probéhl na konci 19. stoleti [8].

Od pocatku 20. stoleti jsou levandule péstovany pro vyrobu EO. Svétovd produkce
levandulového EO (Lavandula angustifolia) se pohybuje okolo 200 tun ro¢né. Nejvétsimi
producenty jsou Bulharsko, Velka Britanie a Francie. Svétova produkce lavandinového EO

(Lavandula intermedia) je pfiblizn¢ 1200 tun ro¢n¢ a téméf 90 % pochazi z Francie [9].

Pouzivaji se jako ptisada do potravinatskych vyrobki a ndpoji napt. octy, pecivo, cukrovinky.
Zejména kvli vini jsou slozkou kosmetickych pfipravkl a primyslovych vyrobkt. Drazsi EO

se pouzivaji hlavné¢ ve vonném pramyslu. Vysokéd cena nckterych EO napfi¢ zminénymi
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odvétvimi bohuzel vede ke zvySenému riziku jejich falSovani za levné&jsi varianty. Zakladni

kategorie falSovani jsou:

e miseni EO z riiznych druht levanduli,

e piidavek EO z jinych rostlin podobnych levandulim,

e piidavek cisténych nebo syntetickych latek za ucelem ziskat produkt o podobnych
senzorickych vlastnostech jako pravy levandulovy EO,

e falzifikace netékavymi rozpoustédly napt. glykoly, benzylbenzoat, benzylsalicylat,

triethyl citrat nebo rostlinné oleje [4].

2.1.1 SloZeni levandulovych EO

Chemické slozeni levandulovych EO zahrnuje vice nez 200 sloucenin. VétSina obsahu
(90-95 %) je tvotena tékavymi slou¢eninami, zejména ptitomnosti okyslicenych monoterpenti
(terpenoidi) jako linalool, linalylacetat, 1,8-cineol, kafr a strukturné nepravidelnych
monoterpenoidtl napt. lavandulol a lavandulyl acetat. V mensi mife se vyskytuji monoterpeny
a, f-pinen a B-ocimen spolu se seskviterpeny jako g-farnesen, S-karyofylen a seskviterpenoidy,
napt. karyofylenoxid. Pti prubéhu ziskavani EO muze dojit i k extrakci netékavych slou¢enin
jako flavonoidy, véetné antokyanu, fenolickych sloucenin, tanind, kumarind, fytosterold,
mastnych kyselin a mineralnich slouc¢enin. Ty tvoii 1-10 % EO [10]. Je nutno zminit, Ze mnoho
identifikovanych sloucenin v levandulovych EO pochézi z degradac¢nich reakci probihajicich
béhem jejich ziskavani, napiiklad pfiprocesu hydrodestilace, aniz by byly pfirozenymi
slozkami rostliny [3]. Pfehled chemickych slou¢enin levandulovych EO zobrazen na (Obrazek
2).
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Obrazek 2: Prehled majoritnich sloucenin levandulovych EO [10]
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Ztraty cennych slozek a zména barvy vznikaji také v prubéhu konzervace. Nejbéznéjsi metodou
pro rostliny bohaté na EO je suSeni. Tradi¢ni metoda je suSeni slune¢nim zafenim. V soucasné
dob¢ je nejrozsitené]si konvekeni suseni (CD), kdy se pouziva proudéni horkého vzduchu.
K dal$im patfi lyofilizace, suSeni infraCervenym zarenim, vakuové mikrovinné suseni (VMD),
sprejové suSeni ¢i kombinace konvekéniho susSeni s vakuové mikrovinnym susenim (CPD-
VMFD), nicméné¢ jejich vyuziti je rozsifené spise v oblasti vyzkumu nez primyslu. Optimalni

teplota pro suseni rostlin je mezi 50-60 °C [11].

Zakladni chemickou slouceninou v EO je uhlovodik isopren (Obrazek 3). Jedna se
0 nenasyceny uhlovodik 2-methyl-1,3-dien odvozeny od 1,3-butadienu. Je to bezbarva, t¢kava
kapalina hotlavé povahy. SlouZi jako stavebni jednotka pro tvorbu isoprenoidii, které se déli na

terpeny a steroidy [12].

=

Obrdzek 3: Chemickd struktura isoprenu [13]
Terpeny a terpenoidy (oxidované terpeny) se odvozuji kondenzaci dvou prekurzort, jimiz jsou
isopentenyldifosfat (IPP) a dimethylalyldifosfat (DMAPP). Ty pochazeji z acetylkoenzymu
A prostiednictvim mevalonatové drahy v cytosolu nebo 2C-methyl-D-erytritol-4-fosfatové
drahy v plastidech. Na zacatku kondenzacni reakce se nejprve tvoii geranyldifosfat (GPP),
farnesyldifosfat (FPP), neryldifosfat (NPP), lavandulyldifosfat (LPP) a geranylgeranyldifosfat
(GGPP) [14]. Ty lze terpenovymi syntazami modifikovat za vzniku monoterpent (C10),
seskviterpenti (C15), diterpenti (C20), triterpenti (C30), tetraterpenti neboli karotenoidt (C40)
a polyterpent (> C40) [15][16]. Plastidialni GPP a NPP slouzi jako prekurzory pro pravidelné
monoterpeny, LPP je substratem pro nepravidelné monoterpeny, FPP je vyuZzivan pro tvorbu
seskviterpenti a triterpenid v cytosolu, zatimco GGPP je prekurzorem pro diterpeny

a tetraterpeny v plastidech. Tyto vzniklé slouceniny jsou prekurzory dalsich terpenoida [14].

Monoterpenoidy
Nejvétsi zastoupeni ve slozeni maji monoterpenoidy. U druhti Lavandula angustifolia,
Lavandula latifolia a Lavandula intermedia mohou ptesahovat az 90 %. Nejb&ézn&jsimi jsou

alkoholy (linalool, terpinen-4-ol, a-terpineol, borneol, lavandulol), estery (linalylacetat,
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lavandulylacetat, geranylacetat, geranylpropionat), ketony (kafr, fenchon, thujon) a oxidy (1,8-
cineol). Maji vyznamné farmakologické a senzorické vlastnosti, které jsou odpovédny za
typickou levandulovou vini. Vys§i obsah monoterpenoidii podporuje aktivita plastidovych

hydroxylaz a dehydrogenaz, které se podileji na pfeméné terpenovych uhlovodika [10].

Na obsah monoterpenoidii ma vliv také pocasi. Destové srazky a nasledny pokles teploty
snizuji obsah linaloolu, ale obsah linalylacetatu se neméni. Vliv ma i ontogeneze rostliny.

Obsah monoterpenoidii a monoterpenti se zvySuje s kvétenstvim [10].

Monoterpeny

Jsou fazeny mezi minoritni slozky levandulovych EO. Jejich nejvétsi koncentrace byva jeste
v nezralych kvétech a listech. Nejvyssi hladina se nachazi udruhu Lavandula dentata
(4,7-20 %), u n€kterych vzorku ojedinéle az pies 40 %. U druht Lavandula angustifolia ¢ini
jejich obsah (1,5-32,7 %) u Lavandula intermedia (1,1-17,17 %). Nejvétsi zastoupeni maji
monoterpeny acyklické (f-myrcen, cis- a trans-ocimen), monocyklické (D-limonen)
a s bicyklickymi strukturami (a-, f-pinen, kamfen). a-, f-pinen, limonen a 3-karen pievazuji
jako pravotoc¢ivé enantiomery. Kamfen se primarné vyskytuje jako levoto¢ivy enantiomer [17].
Monoterpenové uhlovodiky piili§ nepfispivaji k senzorickym vlastnostem. Maji tendenci
oxidovat. Nékteré vzniklé oxida¢ni produkty pozménuji zapach a zhorSuji tak kvalitu.
V potravinafstvi a vonném primyslu se proto n€které monoterpeny, jako napiiklad limonen,

zamérn¢ odstranuji [18].

Seskviterpeny

Také patii mezi minoritni slozky, coz je zptisobeno slabou aktivitou mevalonatové drahy, ktera
je hlavni cestou pfi jejich biosyntéze. Vyznamné pfispivaji k aroma a vini rostlin. Produkuji se
Vv sekre¢nich buiikdch a jsou uloZeny v dutinach Zlaznatych trichomt, které jsou pfitomny na
povrsich listd a kvéta [19]. Nejvice jsou zastoupeny u druhu Lavandula canariensis (az 40 %)
a Lavandula angustifolia (1,2-38,40 %). Hlavnimi seskviterpeny jsou f-karyofylen, p-farnesen,

bisabolen, germakren D, a-muurolol, a-bisabolol, a-cadinol, karyofylen oxid a viridiflorol [10].

Ackoliv EO zlevanduli maji Vv podstaté¢ totozné chemické slozeni, pomér jednotlivych
sloucenin u jednotlivych druhti je odlisny. BéZna kritéria pro urceni ptivodu a stanoveni kvality
EO jsou hladiny kafru, linaloolu a linalylacetatu [20]. Piehled o procentualnim zastoupeni
jednotlivych latek podle norem ISO (International Organization for Standardization), EP

(European Pharmacopoeia) a WHO (World Health Organization) je uveden v (Tabulka 1).
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Tabulka 1: Slozeni levandulovych a lavandinovych olejii podle autoritativnich zdrojii (v % esencidlniho oleje) [4]

Levandule
Anglicka levandule Lavandin | Lavandin | Sirokolisti
(Lavandula angustifolia) Abrial Grosso (Lavandula
latifolia)
Komponenty 1SO2 EP WHO ISO ISO ISO
limonen 0-0,1 <10 <10 0,5-1,5 0,5-1,5 0,5-3
1,8-cineol 0-3,0 <2,5 <25 6,0-11,0 |4,0-7,0 16,0-39,0
S-felandren 0-1,0 - - - - -
cis-B-ocimen 0-10,0 - - b b -
trans-p-ocimen | 0-6,0 - - b b -
3-oktanon 0-5,0 0,1-5,0 <25 - - -
kafr 0,1-5,0 <1,2 <1,2 7,0-11,0 |6,0-8,0 8-16
linalool 20,0-45,0 | 20,0-45,0 | 20-40 26,0-38,0 | 24,0-35,0 | 34,0-50,0
linalylacetat 25,0-47,0 | 25,0-47,0 | 25-46 20,0-29,0 | 28,0-38,0 | <1,6
lavandulol 0-3,0 >0,1 - 0,4-1,2 0,2-0,8 -
terpinen-4-ol 0-0,8 0,1-8,0 1,2-6,0 |0,3-1,0 1,5-5,0 -
lavandulylacetat | 0-8,0 >0,2 >1,0 1,0-2,0 1,5-3,0 -
a-terpineol 0-2,0 <20 <20 - - 0,2-2,0

rozpéti.

v w

2|SO normy maji konkrétni specifikace pro esencialni oleje z divoké anglické levandule

z Francie a esencialni oleje z rostlin péstovanych rostlinnymi fizky ve Francii (odriida

b Limity pro p-ocimen jsou 1,0-7,0 % pro Lavandin Abrial a 0,5-1,5 pro Lavandin Grosso.

Bez rozdilu mezi cis- a trans-isomery.

2.1.2 Zdravotni ucinky levandulovych EO
Skutecny obraz o zdravotnich ucincich je zdvisly na konkrétnim druhu levandule a jejim
chemickém profilu. V l1ékafstvi se aplikuji na zmirnéni koznich onemocnéni, inhaluji pro
zlepSeni spanku nebo ulevu od uzkosti. Uspokojivé vysledky prokdzala studie peroralniho
ptipravku pfi onemocnéni MADD (smiSena uzkostné depresivni porucha). Uzivani zmirnilo

depresivni nalady a tzkosti [21].

Pfi aromaterapii u¢inky zptsobuje limbicky systém, zejména amygdala a hipokampus. Dochazi

ke zvySeni uc¢inku kyseliny gama-aminoméselné v amygdale. Linalool inhibuje uvoliovani
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acetylcholinu a tim méni funkci iontového kanalku na nervosvalové ploténce. Linalool
a linalylacetat se rychle vstfebavaji kiizi. Linalool ptlisobi jako sedativum a linalylacetat ma
narkotické ucinky. Aromaterapie slouzi 1 v 1é¢bé chronické bolesti. Dobré analgetické ucinky

maji levandulové EO s vys$8im obsahem 1,8-cineolu, naptiklad Lavandula latifolia [22].

Pomahaji pfi [écbé dermatitid, ekzém a lupénky. Prokazéna je také aktivita proti bakteriim
(Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa),
kvasinkam a vlaknitym houbam (Candida sp., Aspergillus niger, Penicillium expansum), kdy

inhibuji jejich rist pfi koncentracich v rozmezi 0,4 - 4,5 pg/ml [23].

3.1 Vyroba EO

Extrakéni metody lze rozdélit na klasické (konvencni) a inovativni metody. K izolaci EO
z levanduli se obvykle vyuzivaji extrakéni metody hydrodestilace a destilace vodni parou. Lze
pouzit také metody extrakce rozpoustédlem nebo zelené extrakéni metody jako mikrovinna
extrakce, extrakce superkritickou tekutinou, ultrazvukova extrakce, extrakce tuhou fazi.
Vyuzitelné jsou také rizné kombinované systémy naptiklad mikrovinna asistovana
hydrodestilace, mikrovinna parni destilace, mikrovinna gravita¢ni hydrodifize a koaxialni

mikrovinna asistovana hydrodestilace [10].

Pti volbé metody se bere ohled na jeji vyhody ¢i nevyhody zejména v otazkach primyslového
vyuziti, odlisné selektivity produktii, ispory energie a ¢asu ¢i nizkého ekologického dopadu.
Dulezité je brat také v uvahu podminky, pii kterych metody ziskdvani EO probihaji. Vodné
prostiedni, pH, prodlouZena extrakce ¢i vysoké teploty mohou ovlivnit jejich sloZeni, zpusobit
ztratu tékavych slozek, tepelnou ¢i hydrolytickou degradaci nenasycenych sloucenin a estert,
zanechat zbytky rozpoustédla, zpiisobit ztratu farmakologickych slozek, zménit barvu nebo

vini/zapach [10].

3.1.1 Macerace
V tomto procesu se rostlinny material umisti do uzaviené nadoby s rozpoustédlem a necha se
stat pti pokojové teploté alespont po dobu 3 dnti. Béhem celé doby macerace je nutné smes
pravideln€ promichéavat. Kapalina obsahujici esencidlni oleje se poté oddéli dekantaci nebo

filtraci [24].

3.1.2 Lisovani za studena
Timto zplsobem se v dneSni dobé ziskavaji pouze citrusové oleje. Prubéh zahrnuje lisovani

ktrry, po kterém dochazi k sekani a opé€t k naslednému lisovani. Vysledkem je ziskéni vodnaté
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smési, kterd obsahuje jak EO, tak vodnou fazi. Zivotnost takto ziskanych EO je bohuzel kratka,

ve srovnani s pouzitim jinych metod [8].

3.1.3 Enfleraz
Patii mezi tradi¢ni metody. Provadi se navrstvenim tuku pfes rostlinny material. Ten absorbuje
EO. K oddéleni a extrakci EO od tuku se pouziva alkohol. Na konci procesu se alkohol odpati,
tim se ziska ¢isty EO [8].

3.1.4 Hydrodestilace

Tato metoda je jedna z nejjednodussich a nejstarSich pfi ziskavani EO. Je vhodna pro rostlinny
material obsahujici hydrofobni slozky o vys$§im bodu varu. Zafizeni zahrnuje tepelny zdroj,
nadobu, kondenzator, a dekantér. Rostlinny material se ponofi ptimo do vody a piivede se
Kk varu. Princip je zaloZen na azeotropické destilaci. Béhem procesu zahfivani tvoii voda
a esencialni slozky heterogenni smés, jejiz bod varu je nizsi nez 100 °C, ackoli bod varu slozek
EO je vyssi. Voda je s vétSinou terpenovych latek nemisitelna a po kondenzaci je dekantacné
oddélena od EO. Diky vodnému prostiedi nedochazi k piehfati a extrakce probiha pod teplotou
100 °C [25]. Mezi nevyhody patfi:

e neni mozna Uplna extrakce,

e proces je neekonomicky (naro¢n€jSi instrumentace, prostor, znalost a zkuSenosti
obsluhy),

¢ dlouha doba extrakce v rozmezi 3-6 hodin, pomalejsi nez destilace vodni parou,

e slozky oleje, jako jsou estery, jsou nachylné k hydrolyze. Tu usnadiiuje hodnota pH,
ktera se v prab¢hu destilace snizuje.,

e acyklické uhlovodiky a aldehydy podléhaji polymeraci,

e oxidované slozky, jako naptiklad fenolické slouceniny, maji sklon se ve vodé rozpoustét
[26].

Levandulové EO ziskané hydrodestilaci se vyznacuji vyssim obsahem alkoholli, monoterpenti
a maji krats$i dobu skladovatelnosti nez EO ziskané naptiklad parni destilaci. Jejich viiné je
typicky kvétinova s dievitym podtonem. Hydrodestilace zplsobuje degradaci termolabilnich
sloucenin a hydrolyzu pti pH 5,5 — 6,5. Tyto jevy se vyskytuji souc¢asné a navzjem se ovliviiuji
[27]. Obecné lze fici, ze ¢im vyssi je obsah vody v aparatuie, tim rozsahlejsi je degradace
a nasledna tvorba produkt. Hydrodestilace vyzaduje ponotfeni rostlinného materialu do vody,

proto v porovnani s ostatnimi metodami dochazi k nejrozsahlejsim preménam [28] [29].
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K hydrolyze dochazi uvoliiovanim H" iontl z vody, reakce je katalyzovana karboxylesterazami

nebo esterazami. Z esteru vznika odpovidajici alkohol a kyselina [27].

Pti hydrodestilaci a destilaci pomoci vodni pary vznikaji také vedlejsi produkty jako hydrosoly
neboli hydrolaty. Zatimco EO obsahuji slozky rostlin rozpustné v tucich, hydrosoly obsahuji
rostlinné latky rozpustné ve vodé. Hlavnimi slozkami levandulovych hydrosolt jsou linalool,
a-terpineol, borneol a geraniol. Z ekonomického hlediska je jejich pouziti vyhodné zejména
V kosmetickém a potravinaiském prumyslu. V kosmetickych piipravcich maji chladici,
hydrataéni, tonizujici G€inky a vykazuji revitalizacni a relaxaéni vlastnosti. Nevyhodou oproti

EO je zejména jejich snizena antimikrobialni aktivita [30].

Sono-Clevengerova extrakce

Clevengerova aparatura je jedna z nejpouzivanéjSich pro hydrodestilaci. Jeji modifikace Sono-
Clevengerova aparatura (Obrazek 4) byla navrzena ke zlepSeni ucinnosti metody. VyuZziva
ultrazvukovou technologii. Vlivem ultrazvuku dochazi k sonikaci, to vede Kk rychlému
a tplnému ziskani analytli z matrice. Aparatura sestava s Clevengerova pfistroje s pouzitim
dvouhrdelné varné barky, kdy na jedno z hrdel je navic pfipojena ultrazvukova sonda. Tak se

dodavané ultrazvukové viny dostavaji pfimo do matrice [31].

Obrazek 4: Sono-Clevengerova aparatura [31]
3.1.4.1 Chemické premény linalylacetatu
K nejpodstatnéjsim pfeménam dochazi u linalylacetatu, proto je jeho pfeménam vénovana
V nésledujicim textu pozornost. Z hlediska terpent se tvoii bud’ okyslicené nebo neokyslicené

monoterpeny. Okyslicené monoterpeny jako naptiklad 1,8-cineol, a-terpineol se tvoii hydrataci
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a-terpinylového kationtu a terpinen-4-ylového kationtu. Neokyslicené monoterpeny, napiiklad
terpinolen, limonen, o-terpinen, jsou tvofeny ze stejnych kationtdl, ale eliminaci protonu.
Podobné reakéni mechanismy vykazuje také linalool [29]. Produkty, které vznikaji hydrolyzou

linalylacetatu jsou znazornény na (Obrazek 5 a Obrazek 6).

OH

Karboxylesteraza Allylovy presmyk
+ H,0 - ’ i o

‘ OH

Linalvlacetat Linalool a-terpineol

Obrazek 5: Produkty vzniklé hydrolyzou linalylacetatu 1. [29]
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Obrazek 6: Produkty vzniklé hydrolyzou linalylacetatu II. [29]
Linalylacetat degraduje, coz vede zejména K vys$imu obsahu linaloolu, ktery tvofi
nejpodstatnéjsi ¢ast jeho premény. Tepelnou degradaci linalylacetatu vznikaji geraniol, nerol
a linalool [29]. Nekatalyzovanou pericyklickou reakci oznacovanou jako sigmatropni presmyk
muZe dochazet k tvorbé geranylacetdtu a nerylacetatu. Eliminaci vznikaji monoterpeny

myrcen, cis-ocimen a trans-ocimen, tyto slouceniny vznikaji zaroven také dehydrataci linaloolu
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[28]. Prubéh piemény linalylacetatu v disledku tepelné degradace a naslednych reakcei jsou

znazornény na (Obrazek 7 a Obrazek 8).
Razné izomery terpineolu méni viiné do tont pelargonie nebo Cajovniku. Pfi izolaci za pouziti

destilacnich technik se ve vyssi koncentraci vyskytuji karyofylen a derivaty cadinenu, coz

prispiva k dievité vini. Tyto EO jsou posléze cenné pro vonny priamysl a aromaterapii [27].

‘ _OCOCH;3

Tepelna degradace |
‘ - ¥ "

Linalylacetat

Hydratace Hydratace

OH

OH

T OH

Geraniol Nerol Linalool

Obrazek 7: Tepelna degradace linalylacetatu [29]
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Obrazek 8: Premény linalylacetatu a linaloolu béhem hydrodestilace [28]
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3.1.5 Destilace pomoci vodni pary
Jedna se o nejpouzivanéjsi metodu. Timto zpuisobem se ziskava témét 93 % EO. Princip je
obdobny jako metoda hydrodestilace s tim rozdilem, ze nedochézi ke kontaktu extrahované
Casti rostliny s vodou [28]. Rostlinny material se zahfivda pomoci dodavané pary, ktera se
vytvari samostatné ve vyvijeci par. Mnozstvi a teplotu pary je mozné regulovat. Teplota ohievu
rostlinného materialu neptesahuje 100 °C. Para zptsobuje naruseni pori rostlinného materialu,
tim se za¢ne uvoliovat EO. Para se poté kondenzuje a oddéli se od oleje. Tato technika je

Setrnéjsi k zachovani pivodniho slozeni rostlinného EO [26].

Parni hydrodestilace
Extrakce je provadéna v destilaéni aparatufe. Extrahovany material je dérovanou piepazkou
odd¢len od vodni ¢asti, kde je vyvijena vodni para. Vodni para proudi rostlinnym materidlem

smérem zdola nahoru [25].

Parni destilace
Ma stejné vyhody a principy jako parni hydrodestilace. Ke tvorbé par dochazi mimo destila¢ni
aparaturu. Para mize byt nasycena nebo piehiatd a zavadi se do spodni Casti extraktoru

V podminkéach mirné nad hodnotou atmosférického tlaku [32].

Parni hydrodifuze

Jedna se o zvlastni ptipad destilace, kdy para proudi z generatoru destilaéni nddobou smérem
shora doli. Metoda se aplikuje pouze pro suSené Casti rostlin. Provadi se za sniZzeného tlaku
nebo vakua a teplota pary muze klesnout pod 100 °C. Inovativni verze této klasické metody je

mikrovlnna parni difuze, jejiz vyhodou je zejména zkraceni doby extrakce [33].

3.1.6 Extrakce rozpoustédlem
K extrakci rozpoustédlem se pouZzivaji béznd rozpoustédla jako aceton, petrolether, hexan,
methanol ¢i ethanol. Rostlinny materidl se smisi s rozpoustédlem, smés se mirn¢ zahieje
a nasledné dojde k filtraci a odpareni rozpoustédla. Timto se ziska koncentrat obsahujici vosky,
vonné latky a EO. Koncentrat se misi s Cistym alkoholem a poté se destiluje pii nizké teploté.
Po odpafieni alkoholu se ziska samotny EO. Ve srovnani s jinymi metodami je tato vice Casové

a finan¢né narocna [34].

Takto ziskané esencidlni oleje nejsou vhodné pro potravinaisky a farmaceuticky primysl,
nebot’ obsahuji znec€istujici zbytky. Této nevyhod¢ je mozné se vyhnout volbou kombinované

metody, tedy pouZiti organického rozpoustédla o niz§im bodu varu a parni destilace [35].
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Extrakce rozpoustédlem mlize zvySovat hladinu kumarinu, ptiblizné o 20 %. Levandulovy EO

ma poté sladké, kvétinovo-drevité aroma [27].

3.1.7 Superkriticka fluidni extrakce (SFE)
Jedna se o alternativni metodu, ktera fes$i nedostatky extrakce rozpoustédly nebo
hydrodestilace. Hlavnimi problémy téchto metod jsou dlouha doba ptipravy, velké mnozstvi
organickych rozpoustédel, ztraty t€kavych sloucenin, nizkd ucinnost, degradace nenasycenych
sloucenin a zbytky toxickych latek v extraktu. Superkriticky stav zavisi na kritické teploté
a kritickém tlaku urcenych pro konkrétni kapalinu a plyn. V tomto stavu vykazuji vlastnosti

mezi plynem a kapalinou [13].

Superkriticka fluidni extrakce Lavandula angustifolia produkuje EO obsahujici vyssi hladiny
monoterpenestertl a seskviterpenoidi nez hydrodestilace, ¢imz zvysSuje jeho kvalitu. ZlepSuje
vynosnost seskviterpent (oxokadinol, kyselina hexadekanova a B-selinen) a monoterpenoida

(cis a trans-linalool oxid, epoxy-linalool, borneol, terpinen-4-ol a verbenon) [36].

Nejcastéji pouzivanou superkritickou tekutinou je oxid uhlicity. Kritického stavu dosahuje za
tlaku 7,4 MPa a teploty 31,2 °C, COz je nevybusny, netoxicky, cenové dostupny a snadno
odstranitelny z extraktu. Ma také nizké povrchové napéti a viskozitu a je vhodny k extrakci
lipofilnich latek. Za podminek vysokého tlaku se pfeméni na kapalinu, kterou lze pouzit jako
velmi inertni médium K extrakci EO. V kone¢ném produktu nezlstava zadny zbytek
rozpoustédla, protoze kapalny CO: se za normdalniho atmosférického tlaku a teploty vraci zpét
do plynného stavu Hlavni nevyhodou je, Ze postrada polaritu potiebnou k extrakci polarnich

latek. Tento problém se da fesit pfidavkem modifikatoru, napf. methanolu. [37].

Jako velice slibné chemické médium se povaZzuje superkritickd voda. Jedna se o vodu, ktera
prekracuje teplotu 374 °C a tlak 22,1 MPa. Pfi téchto podminkach voda méni své vlastnosti
aprechazi do superkritického stavu. Vlastnosti vody o zvySené teploté lze vyuzit i1 pfi
podkritickych teplotach, tzv. extrakce subkritickou vodou (SWE). Teplota je mezi 100-374 °C
a tlak mezi 1-6 MPa. Voda je polarni rozpoustédlo. S rostouci teplotou se ale méni struktura,
narusuji se vodikové mustky a voda ztraci polaritu. Je tedy schopna rozpoustét i nepolarni

organické latky. Hlavni vyhody jsou nulova toxicita a nizké provozni naklady [38].

3.1.8 Mikrovinna extrakce bez rozpoustédla
Jednd se o rychlou extrakci EO zaromatickych bylin. Metoda zahrnuje kombinaci
mikrovinného ohfevu a suché destilace provadéné za atmosférického tlaku bez pouziti

rozpoustédla nebo vody. Izolace a koncentrace je provedena v jednom stupni. Nespornou
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vyhodou je zejména kratka doba extrakce, 30 minut mikrovinné extrakce odpovida tii hodinové
hydrodestilaci. Vykazuje i lepsi vynosy, mensi dopad na zivotni prostfedi a zna¢né eliminuje

ztratu a preménu latek v ziskaném EO, ten ma i mnohem vétsi Cistotu [34].
3.2 Pfediprava a analyza EO

3.2.1. Extrakce tuhou fazi
Extrakce tuhou fazi (SPE) je jednou z variant predupravy vzorkl a nahrazuje extrakci kapalina-
kapalina v biologickych, potravinaiskych a environmentalnich analyzach. Nej¢astéji se pouziva
pro extrakci stiedné tékavych a netékavych latek, k jejich zakoncentrovani a odstranéni
nezéadoucich latek. Mezi jeji stézejni vyhody patii nizka spotieba rozpoustédla, nizké naklady,

zkraceni doby zpracovani a automatizace procesu [39].

V ptipadé EO se SPE vyuziva pro predseparaci a frakcionaci pfed analyzou na plynovém
chromatografu nebo po extrakci SWE. EO Ize rozdélit do dvou skupin. Prvni a nejvétsi
skupinou jsou EO, které obsahuji velkou a slozitou smés sloucenin (uhlovodiky, estery,
alkoholy, karbonyly atd.). Druha skupina se sklada z jedné hlavni slozky, ktera mnohdy tvofi
vice nez 90 % a n€kolika dalSich minoritnich slou¢enin. Pravé u druhé skupiny miiZze byt obtizné
stanovit a kvantifikovat nekteré z vedlejsich slozek, ackoli mohou byt stéZzejni pro kvalitu
a vlastnosti daného EO. Pomoci SPE lze vytvofit tfi frakce. Prvni obsahuje veskeré nasycené
i nenasycené uhlovodiky, druha frakce karbonylové slouceniny, ethery, estery a terciarni

alkoholy, tfeti frakce obsahuje primarni alkoholy, kyseliny a dioly [40].

Principem SPE je extrakce z kapaliny na tuhou fazi prolévanim kapalného vzorku kolonkou
naplnénou pevnym adsorbentem. Analyt musi mit vétsi afinitu k pevné fézi, tudiZz se na ni
zachycuje a zaroven zakoncentrovava. Po extrakci veSkerého analytu na pevnou fazi nasleduje
promyti vhodnym elu¢nim cinidlem o malém objemu, které uvolni a vymyje analyt
z adsorbentu. Takto ziskany analyt se stanovi vhodnou analytickou metodou jako plynova nebo
kapalinovd chromatografie, elektroforéza ¢i spektrofotometrie. Mechanismy sorbentl jsou
zalozeny na riiznych interakcich, napt. Van der Waalsovy sily, vodikové vazby, dip6l-dipol

nebo iontové vymené [39].

Sorbenty pro SPE se déli do nékolika typl. SPE sorbent zaloZen na normalni fazi je tvofen
polarni stacionarni fazi, ktera interaguje s polarni funkéni skupinou analytu. Naopak obracena
faze SPE je zaloZena na nepolarni stacionarni fazi a polarni nebo stfedné€ polarni mobilni fazi.
Obecn¢ se obracena faze pouziva pro roztoky, kde jsou hlavni interak¢ni silou Van der

Waalsovy sily. Iontové vyménna SPE, obsahuje bud’ kladné nabity anex, slouzici k vymeéné
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aniontl nebo zaporné nabity katex, slouzici k vyméné kationtti [41]. Ptikladem sorbentt jsou
SiO2 vazany nepolarnimi fetézci jako jsou oktadecyl (C18), oktyl (C8), cyklohexylové skupiny
nebo polarnimi fetézci jako hydroxyl, kyano a diol skupiny. Pouzivaji se také polymerni

pryskyfice, florisil a AlOz [39]. Pichled sorbentti pouzivanych v SPE je uveden v (Tabulka 2).

Tabulka 2: Sorbenty pouzivané pri SPE [42]

Nepolarni sorbent oktadecyl, oktyl, ethyl, cyklohexyl, fenyl,

(umoziuje retenci latek z vodnych roztoku) kyanopropyl

Polarni sorbent silikagel, aminopropyl, 2,3-

(umoznuje retenci latek z nevodnych roztokt) | dihydroxypropoxypropyl, kyanopropyl

Iontové vyménny sorbent aminopropyl, trimethylaminopropyl,
karboxypropyl, benzensulfonova kyselina,

propylsulfonové kyselina

Extrakéni sorbenty se vyuZzivaji v nékolika provedenich. Naptiklad jako disky o priméru cca
47 mm, disky v kazetach, kolonky s fritou umisténé v injek¢éni stiikacce, ve Spickach pipet nebo

Vv jamkach [41].

3.2.1.1 Mikroextrakce tuhou fazi
Princip mikroextrakce tuhou fazi (SPME) je zaloZen na rozdéleni analyti mezi vzorek a vlakno.
Vlékno je potazeno stacionarni fazi, kterou mize byt kapalina, polymer, pevny sorbent ¢i jejich
kombinace. Mozné jsou dva nejpouzivanéjsi zpuisoby extrakce. Jednim z nich je ptima extrakce
DI-SPME, kdy se vlakno ponofi ptimo do plynného ¢i kapalného vzorku. V piipadé kapalného
vzorku je pro zkraceni doby extrakce nutné michani. Druhym zptisobem je HS-SPME neboli
headspace SPME. Analyt se extrahuje z prostoru nad vzorkem v uzaviené nadobé. Vyhodou je
ochrana vldkna pted interferujicimi latkami z matrice vzorku a uprava pH. HS-SPME se
pouziva pro extrakci t€kavych latek, je tedy vhodna pro extrakci a zakoncentrovani sloZzek EO.
Extrahované slouc¢eniny na vlakné jsou desorbovany a nasledné vstiikovany do chromatografu.
V ptipadé plynové chromatografie se analyt uvoliiuje tepelnou desorpci, pti pouziti kapalinové
chromatografie se rozpousti v eluénim rozpoustédle [43]. Dalsi moznosti je membranou
chranénd extrakce. Ta se obvykle vyuziva pro vzorky, které¢ obsahuji interferujici slouceniny,
napf. proteiny, huminové kyseliny ¢i tuky. Membrana je selektivni a propousti pouze zadany
analyt. Vysokomolekularni latky, které by naruSovaly analyzu se neextrahuji. Tento typ

extrakce je bohuzel ve srovnani s vySe uvedenymi pomaly [44]. VSechny postupy extrakce
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vyzaduji optimalizaci parametri, hlavnimi aspekty jsou citlivost a doba extrakce. Optimalizacni
parametry zahrnuji podminky michani, dobu extrakce, zvolenou techniku extrakce, teplotu,

objem vzorku, charakteristiky vlakna a pH [43].

v

SPME se provadi nejcastéji ve dvou provedenich. Nejvyuzivanéj$i je metoda zalozena na
pouziti vlakna. Pfehled stacionarnich fazi SPME vlaken je uveden v (Tabulka 3). In-tube SPME
vznikla ve snaze ulehcit piipravu vzorku pro HPLC analyzu. Slou€eniny jsou extrahovany na
vnitini povrch trubice a poté se pfimo desorbuji mobilni fazi do kolony HPLC [45]. S vyvojem
extrakce HS-SPME se pouziva chlazené vlakno. Tento zptisob se pouziva zejména pro matrice
s vysokou viskozitou a tékavé latky s nizkym rozdélovacim koeficientem. Mezi inovativni
zpisoby se fadi i1 nevlaknové techniky SPME, mezi néZ patii napiiklad sorpéni extrakce na

michadélku (SBSE) a mikroextrakce na tenkém filmu (TFME) [43].

Tabulka 3: Stacionarni faze SPME vidken [46]

Druh faze Analyty

polydimethylsiloxan t€kavé, stiedné t€kavé
polyakrylat stredné tekavé, polarni
carbowax/divinylbenzen polarni
polydimethylsiloxan/carboxen tékavé, stopova mnozstvi
carbowax/templated resin povrchové aktivni latky (tenzidy)
polydimethylsiloxan/divinylbenzen tékavé polarni (obecné pouziti)
polydimethylsiloxan/carboxen/divinylbenzen | obecné pouziti

3.2.2 Analyza EO
V praxi je analyza dulezitd pro kontrolu kvality, celkové hodnoceni a v neposledni tadé¢
odhaleni mozné falzifikace EO. Fyzikaln&-chemické vlastnosti se urcuji standardizovanymi
metodami méfeni esterového, kyselého nebo karbonylového indexu, hustoty, indexu lomu,
optické rotace, bodu tuhnuti, bodu varu ¢i kvantifikace pfitomného ethanolu a vlhkosti. Tyto
metody vSak mnohdy nestaci a je nutné pouziti citlivéjSich analytickych metod jako plynova
chromatografie, kapalinova chromatografie, vysoce uCinna tenkovrstva chromatografie
a spektroskopické techniky (vibra¢ni techniky a nukledrn€ magnetickd rezonance).

o 24

levandulovych EO vénovat [47].
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3.2.2.1 Plynova chromatografie
V plynové chromatografii jsou slozky analytu separovany na zaklad¢ distribuce mezi plynnou
mobilni a kapalnou ¢i pevnou stacionarni fazi. Odpafeny vzorek se davkuje na celo
chromatografické kolony. Eluce probihd pomoci toku inertni plynné mobilni faze. Rozlisuji se
dva typy plynové chromatografie, a to rozdélovaci plynova chromatografie (GLC) a adsorpéni
plynové chromatografie (GSC). V piipad¢ rozd€lovaci plynové chromatografie se analyt déli
mezi mobilni plynnou fazi a kapalnou stacionarni fazi, ktera je imobilizovana na povrch pevné
napln¢ nebo sténach kapilary. V pfipad¢ adsorpcni plynové chromatografie jsou analyty
zadrzovany na pevné stacionarni fazi. Jeji pouziti ma zna¢né omezeni kviili silnému zadrzovani
polarnich a aktivnich molekul a vyraznému chvostovani elu¢nich pikd, které je zptisobeno
nelinearitou adsorpéniho procesu. Blokové schéma typického plynového chromatografu

ukazuje (Obrazek 9) [48].

vzorkovaci kohout

y
™S

privod vzorku elektronika

X -T:—> detektor

zasobnik /’T‘%

regulacni ventil

nosného chromatogram
plynu
~ chromatograficka
kolona
N termostat

Obrazek 9: Zakladni soucasti chromatografu [49]

Nosny plyn

Mobilni plynna faze musi byt inertni. Své inertni chovani si musi udrZet i pfi vysSich teplotach.
Nejcastéji se pouziva helium, argon, dusik a vodik, volba zavisi na pouzitém detektoru. Plyn je
umistén v tlakové lahvi a ke kontrole pratoku jsou nutné tlakoméry a prutokoméry [49].
Vstupni tlak se pohybuje od 70 az 350 kPa nad hodnotou tlaku v laboratofi. Priitok je v piipadé
napliovych kolon 25-150 ml/min a pro kapilarni kolony 1-25 ml/min [48].

Davkovani vzorku
Vzorek je davkovan stiikackou skrz silikonovou membranu nebo septum do vyhiivaného
injektoru, ktery je umistén na cCele kolony. Teplota injektoru se udrzuje na teploté

zhruba 0 50 °C vyssi, nez je teplota varu nejméné té€kavé analytické slozky vzorku.
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U néaplnovych kolon je davkovany objem 0,1 — 20 pl. Kapilarni kolony vyzaduji davkovani
mnohonasobn¢ mensi. Pro tyto ucely slouzi déli¢ vzorku, ktery na kolonu davkuje pouze malou
¢ast nastiiku, zbytek je odveden do odpadu. Bézny je jiz také zcela automaticky proces

davkovani pomoci autosampleru [48][50].

Typy kolon

Rozlisuji se dva zakladni typy kolon, népliové kolony a kapilarni kolony. V soucasnosti se
pouzivaji zejména kapilarni kolony umoznujici rychlejsi analyzu. Délka kolony se pohybuje od
2 az do 60 m. Jsou vyrobeny znerezové oceli, skla, taveného kifemene nebo
polytetrafluoretylenu. Kolona je umisténa v termostatu. Jeji optimalni teplota se pohybuje
okolo teploty varu analyzovanych slozek. Pokud maji analyty Siroké rozmezi teplot varu,
pouziva se teplotni program [48]. Teplota kolony se tak v prubéhu separace méni, a to bud’
prubézné, nebo skokové. Pro zvyseni tékavosti, zvyseni citlivosti a G¢innosti separace se analyt
pievadi na vhodng&jsi derivaty. Nejcastéjsi typy derivatizace je silylace, acylace, alkylace nebo
esterifikace [51]. Pfehled kolon pro plynovou chromatografii je uveden v (Tabulka 4).

Tabulka 4: Viastnosti a charakteristiky typickych kolon pro GC [48]

Typ kolony FSOT? WCOTP | SCOT® napliiova
délka/m 10-100 10-100 10-100 1-6
vnitini praimér/mm 0,1-0,5 0,25-0,75 | 0,5 2-4
ucinnost, pocet pater na 1 m | 2000-4000 | 1000-4000 | 600-1200 | 500-1000
mnozstvi vzorku/ng 10-75 10-1000 10-1000 10-10°
relativni tlak nizky nizky nizky vysoky
relativni rychlost Vysoka vysoka vysoka nizka
pruznost ano ne ne ne
chemickd inertnost nejlepsi » | Nejhorsi
*fused-silica open tubular column, kapilarni kolona z taveného kiemene
bwall-coated open tubular column, kapilarni kolona s pokrytymi vnitfnimi
sténami

‘support-coated open tubular column, kapilarni kolona s inertnim nosi¢em

Detektory

Idealni vlastnosti detektoru jsou velka stabilita a reprodukovatelnost, linedrni odezva na analyt
Vv rozsahu nékolika koncentracnich fadd, schopnost pracovat ve velkém rozpéti teplot, kratka

doba odezvy bez zavislosti na pratoku, nedestruktivni charakter pro vzorek, vysoka mez
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detekce a spolehlivost. Piehled nejbéznéjsich je uveden v (Tabulka 5). V ptipadé detekce

jednotlivych slozek EO je vhodny plamenové ioniza¢ni detektor a hmotnostni detektor [48].

Tabulka 5: Detektory v GC [48]

(ECD)

Typ detektoru Detegované analyty Typicka mez detekce
plamenové ionizacni detektor (FID) | uhlovodiky 1 pa/s

tepelné vodivostni detektor (TCD) univerzalni detektor 500 pg/ml

detektor elektronového zachytu halogenované latky 5 fgls

halogeny, S nebo N

hmotnostni detektor (MS) libovolné 0,25-100 pg/s
dusiko-fosforovy detektor (NPD) latky obsahujici N a P 0,1 pg/s (P) a1 pg/s (N)
detektor elektrolytické vodivosti latky obsahujici 0,5 pg/s (CI), 2 pg/s (S),

4 pg/s (N)

transofrmaci (FTIR)

fotoionizaéni detektor latky ionizovatelné UV- | 2 pg/s (C)
zafenim
infraderveny detektor s Fourierovou | organické latky 0,2-40 ng/s

Princip plamenové¢ ioniza¢niho detektoru je zalozen na vedeni eluentu z kolony do plamene,
ktery vznika spalovanim vodiku ve vzduchu. Dochazi k pyrolyze za vzniku iontd a elektrond.
Nad plamenem se nachazi sbérna elektroda. Mezi elektrodou a vrcholem hotéku je vlozeno
napéti 300 az 400 V. Ionty a elektrony vzniklé pyrolyzou vedou elektricky proud mezi hotdkem
a sbérnou elektrodou. Tento proud se nasledn€ méti za pomoci ampérmetru. Detektor neni
citlivy na nespalitelné plyny jako vodni para, CO2, SO2 a NOx. Hlavni nevyhodou tohoto
detektoru je destrukce vzorku [52]. Schéma plamenov¢ ioniza¢niho detektoru znazornéno na
(Obrazek 10).
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Obrazek 10: Schéma plamenové ionizacniho detektoru [49]
Hmotnostné spektrometricky detektor patii v plynové chromatografii k nejuniverzalngj$im.
Mg¢ti pomér hmotnosti a naboje (m/z) iontl vznikajicich ionizaci. Pro spojeni GC-MS se dnes

pouzivaji vyhradné kapilarni kolony [53].

K ionizaci dochazi nejcastéji elektronovou a chemickou ionizaci. Volba ioniza¢ni techniky
zavisi na vlastnostech analytu, charakterem vzorku a cilem analyzy. U tvrdych ioniza¢nich
technik, napft. elektronova ionizace, dochazi k rozséhle fragmentaci a vznikaji ionty s velkou
vnitini energii, coz je vhodné pro identifikaci latek porovnavanim spekter. Mohou vsak chybét
molekularni ionty, t0 znemoznuje urcit molekulovou hmotnost. Ionizace probihd v plynném
stavu za vakua. Elektrony piedaji energii molekule, tim dojde k odtrzeni elektronu z molekuly
vzorku a vznikne ion. U mékkych ioniza¢nich metod, napf. chemicka ionizace, je situace
opacna. Niz8i obsah vnitini energie je pfi¢inou mensi fragmentace. Je tedy moZzno urcit
molekulovou hmotnost, ale nikoli strukturu slouceniny. Ionizace probiha reakci plynného
analytu s kationradikaly pomocného plynu jako methan nebo amoniak. Ve zptisobech ionizace
dochazi ke znaénému rozvoji. Dalsi ioniza¢ni techniky jsou ionizace elektrosprejem, laserova
desorpce a ionizace za ucasti matrice (MALDI) nebo ionizace ostfelovanim urychlenymi atomy

(FAB). Stale vsak plati, Ze zadnou z ioniza¢nich technik nelze pokladat za univerzalni [48].

Nejb&zng&jsimi hmotnostnimi analyzatory jsou kvadrupdl a iontova past. U¢inn&j$im spojenim
pro identifikaci sloZzek komplikovanych smési je tandemova hmotnostni spektrometrie (GC-

MS/MS) nebo hmotnostni spektrometrie s Fourierovou transformaci [53].

Ke zpracovani dat je nezbytné pouziti pocitaového datového systému. Data mohou byt

analyzovana nékolika zplsoby. Celkovy iontovy chromatogram (TIC) pfipomina bézny
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chromatogram. Pro analyzu jsou secteny Cetnosti vSech iontll v daném spektru a vyneseny jako
funkce Casu. Jinou moznosti je zobrazeni spektra zaznamenaného v ur¢itém okamziku separace
za ucelem identifikace latek, které v dany Cas eluuji. Sledovani vybraného iontu (SIM) sleduje

pouze jednu hodnotu m/z v prubéhu celého chromatografického experimentu [48].
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2. EXPERIMENTALNI CAST

V experimentalni ¢asti diplomové prace byla pozorovana transformace levandulovych silic pii

podminkach simulujicich proces hydrodestilace. Na zaklad¢ vysledkt analyz byly navrzeny

procesy piemény a vysledky byly porovnany s daty z dostupnych zdroja.

2.1 Vzorek a jeho tprava k analyze

Pro diplomovou praci byly pouzity silice od firmy Sigma Aldrich, které se bézné vyskytuji

Vv levandulovych EO ve vyznamnéjSim zastoupeni. Jejich transformace mé tedy vyznam pro

senzorické a kvalitativni vlastnosti.

Linalylacetat > 97%
Linalool 97%
Myrcen > 95%
a-terpineol > 96%
Nerylacetat > 98%

Geranylacetat > 97%

2.2 Pouzité chemikalie

destilovana voda

n-hexan CHROMASOLV™ od firmy Sigma Aldrich (Praha, Ceska republika)
ethanol 96% od firmy Lach-Ner s.r.o. (Neratovice, Ceska republika)

kyselina octova 99% od firmy Lach-Ner s.r.o. (Neratovice, Ceské republika)
standardy n-alkanti C8-C40 od firmy Restek (Bellefonte, PA, USA)

2.3. Pouzité pristroje a pomiicky

laboratorni néadobi (kadinky, odmérmné vélce, odmérné banky, stficky, pipety,
mikropipety, vialky na vzorky)

ttepacka Vibramax 100, bez nastavce od firmy Heidolph Instruments (Schwabach,
Némecko)

plynovy chromatograf GC-2010 s hmotnostim detektorem GCMS-QP2010 Plus od
firmy Shimadzu (Kyoto, Japonsko)

chromatograficka kolona SLB-5ms od firmy Supelco (Bellefonte, PA, USA)
autosampler Combi PAL od firmy CTC Analytics GmbH (Zwingen, Svycarsko)
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2.4 Priprava vzorku k analyze
Z dostupnych silic byly piipraveny do vialek zasobni roztoky o koncentraci 100 mg/ml. Jako

rozpoustédlo byl zvolen ethanol.

2.4.1 Experimenty s vyuZitim extrakce kapalina-kapalina
Ze zasobnich roztokd standardu silic bylo pipetovano mnozstvi 20 ul do 10 ml destilované
vody. Krome vzorkt linalylacetatu a jednoho vzorku linaloolu byl pfidan 1 ml roztoku kyseliny
octové o koncentraci 0,1 % V/V. Takto ptipravené vzorky byly bud’ ponechany po rizny ¢as
pii laboratorni teploté nebo byly zahtaty pii 100°C po dobu 20 min. Po zahtati byl vzorek ihned
ochlazen na teplotu laboratote. Nasledné byly do vzorku piidany 2 ml hexanu a smés byla
tiepana na tfepacce po dobu 10 min pti 800 rpm. Faze hexanu byla odpipetovana do vialek pro

analyzu GC-MS.

2.4.2 Podminky analyzy GC-MS
Analyza byla provedena na plynovém chromatografu s hmotnostni detekci. K separaci byla
zvolena kolona SLB-5ms. Délka kolony 30 m, vnitini praimér 0,25 mm, tloustka vrstvy filmu
0,25 um. Nosnym plynem bylo hélium 4.6 od firmy Linde Gas a.s. (Praha, Ceska republika),
linearni rychlost pritoku Cinila 30 cm/s. Byl davkovan 1 ul vzorku. Teplota nastfiku byla

200 °C. Celkova doba analyzy byla 43 min. Teplotni program byl nastaven nasledovné:

e zacatek separace 40 °C podobu 3 min,

e vzestup teploty rychlosti 3 °C/min do konec¢né teploty 100 °C,

e vzestup teploty rychlosti 10 °C/ min az do kone¢né teploty 250 °C, kterd byla udrzovana
po dobu 10 min.

Zaznam signalu byl méfen 6,5 minut po nadavkovani vzorku (solvent cut time), z divodu
omezeni piistupu rozpoustédla do detektoru. Teplota iontového zdroje a teplota pifevodniku do
MS ¢inila 200 °C. Ionizace prob&hla elektronovou ionizaci s hodnotou ioniza¢ni energie 70 eV.

V rezimu scan byla zaznamenavana odezva iontti v rozmezi m/z od 40 do 450.

2.4.3 Vyhodnoceni dat z chromatogramii
Metodou GC-MS byly za vyse popsanych podminek zméfeny jak vzorky, tak smes n-alkant.
Reten¢ni ¢asy homologické fady alkant byly pouzity k identifikaci jednotlivych sloucenin.
K vyhodnoceni namétenych dat byl pouzit program GCMS Solution 4.20. Identifikace

probihala srovnanim naméfenych hmotnostnich spekter se spektry v knihovnach FFNSC2
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(Shimadzu. Kyoto, Japonsko) a NIST 11 (NIST, Gaithersburg, MD, USA) a dale porovnanim

vypocitanych reten¢nich indext s publikovanymi.

2.4.4 Optimalizace extrakce kapalina-kapalina
Zasobni roztok silice byl pipetovan do 10 ml destilované vody simulujici prostiedi
hydrodestilace a jejiho vlivu na zmény ptvodni silice. Nasledné byl vzorek tfepan na tfepacce
po dobu 10 min do 2 ml hexanu. Experimentaln¢ byly pfipraveny tfi koncentrace zasobnich
roztokt linalylacetatu viz (Tabulka 6). Na zaklad¢ vysledkti byla zvolena koncentrace
zasobniho roztoku 100 mg/ml a jeho néslednd pipetaz 20 pul do 10 ml destilované vody. Pti
téchto podminkach nevznikala nebo pouze zanedbateln¢ vznikala suspenze zplisobena

smichanim odpovidajiciho mnozstvi hexanu, ethanolu a destilované vody.

Tabulka 6: Optimalizace pripravy zdsobnich roztokii

Koncentrace Pipetované mnozstvi | Vysledek
zasobniho roztoku | do 10 ml destilované

[mg/ml] vody [pl]

1 2000 (3 faze)
10 200 (3 faze)
100 20 (2 faze)

Experimentalné byla také vyzkouSena potfebna a dostatecna doba pro zahiivani zasobniho
roztoku v 10 ml destilované vody. Zvolenou silici byl linalylacetat. Zahtivani pti 100°C
probihalo po dobu 10, 20 a 30 min. Na zéklad¢ vysledki byl zvolen ¢as zahfivani 20 min jako
dostacujici pro pozorovani transformace dané silice. Vzniklé produkty transformace jsou
uvedeny v (Tabulka 7). Grafické znazornéni transformace linalylacetatu je znazornéno na

(Obrazek 11) Tato doba zahtivani byla nasledné pouzita také u ostatnich silic.

Tabulka 7: Optimalizace doby zdhievu

Transformace linalylacetatu: extrakce kapalina-kapalina (100 °C, 10 min)
Identifikované latky | Reten¢ni index CAS cislo Relativni zastoupeni [%]
[-myrcen 990 123-35-3 2,36

limonen 1029 138-86-3 0,42

cis-f-ocimen 1036 3338-55-4 0,85

trans-$-ocimen 1047 3779-61-1 1,64

terpinolen 1086 586-62-9 0,36

linalool 1101 78-70-6 28,50
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a-terpineol 1198 98-55-5 11,86
linalylacetat 1254 115-95-7 45,35
dihydrolinalylacetat | 1272 108597-90-6 1,21
nerylacetat 1362 141-12-8 2,51
geranylacetat 1381 105-87-3 4,94

Transformace linalyl

acetatu: extrakce kapalina-kapalina (100 °C, 20 min)

Identifikované latky | Retencni index CAS cislo Relativni zastoupeni [%]
[-myrcen 990 123-35-3 2,41
limonen 1029 138-86-3 0,62
cis-f-ocimen 1036 3338-55-4 0,91
trans-$-ocimen 1047 3779-61-1 1,97
terpinolen 1086 586-62-9 0,93
linalool 1101 78-70-6 39,09
a-terpineol 1198 98-55-5 19,36
linalylacetat 1254 115-95-7 25,63
dihydrolinalylacetat | 1272 108597-90-6 0,94
nerylacetat 1362 141-12-8 2,59
geranylacetat 1381 105-87-3 5,55

Transformace linalyl

acetatu: extrakce kapalina-kapalina (100 °C, 30 min)

Identifikované latky | Reten¢ni index CAS cislo Relativni zastoupeni [%]
[-myrcen 990 123-35-3 2,50
limonen 1029 138-86-3 0,84
cis-f-ocimen 1036 3338-55-4 1,10
trans-f-ocimen 1047 3779-61-1 2,37
terpinolen 1086 586-62-9 0,61
linalool 1101 78-70-6 45,31
a-terpineol 1198 98-55-5 22,71
linalylacetat 1254 115-95-7 16,79
dihydrolinalylacetat | 1272 108597-90-6 0,58
nerylacetat 1362 141-12-8 2,07
geranylacetat 1381 105-87-3 5,12
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Transformace linalylacetatu (hydrolyza pfi 100°C)
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Obrazek 11: Transformace linalylacetdtu v zavislosti na c¢ase ohievu (hydrolyza pri 100°C)

2.5 Vysledky a diskuse
V této Casti diplomové prace jsou zaznamenany vysledky analyz silic, které se vyskytuji
Vv levandulovych EO. Analyzovany byly pomoci GC-MS. Latky jsou uvedeny v tabulkach, ty
obsahuji vzdy néazev identifikované latky, skupinu, do které dana latka patii, retencni index,
CAS ¢islo a procentualni zastoupeni dané latky vzhledem ke vSem identifikovanym latkam.
Uvedeny jsou pouze latky, které se podafilo identifikovat za pomoci knihovny spekter

a porovnanim reten¢nich indext, které se nelisily vice nez 0 10 jednotek.

2.5.1 Analyza pomoci extrakce kapalina-kapalina

2.5.1.1 Transformace linalylacetatu
Transformace linalylacetdtu v prostiedi destilované vody byla sledovdna jak za pokojové
teploty, tak po zahtati 20 min pii 100°C. Pii pokojové teploté byly analyzy provadény do ptl
hodiny a poté po 24, 48, 72 a 96 hodinach. Vysledky transformace jsou uvedeny pichledné

v (Tabulka 8). Prib¢h transformace v zavislosti na ¢ase zobrazen na (Obrazek 12).

U analyzy, ktera byla provedena do pul hodiny bylo identifikovano celkem 9 sloucenin.
Pavodni latka linalylacetat byl zastoupen v (95,05 %). I po tak kratké dobé vznikly v disledku
hydrolyzy dalsi slouceniny. Nad 1 % byly identifikovany slouceniny linalool (1,37 %),
dihydrolinalylacetat (1,17 %) a a-terpineol (1 %).
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Po 24 hodinach bylo také identifikovano 9 slouc¢enin. Piivodni latka linalylacetat byl zastoupen
v (84,41 %). Nad 1 % byly identifikovany slouceniny linalool (6,76 %), linaloolacetat
(1,24 %), o-terpineol (4,75 %) a geranylacetat (1,32 %).

Po 48 hodinach bylo taktéz identifikovano 9 sloucenin. Plivodni latka linalylacetat byl
zastoupen v (70,09 %). Podil linaloolu byl (13,66 %), a-terpineolu (9,34 %), geranylacetatu
(3,44 %) a nerylacetatu (1,74 %).

Po 72 hodinach bylo identifikovano 11 sloucenin. Nejvétsi zastoupeni mél linalool (30.97 %).
Pivodni latka linalylacetat jiz €inil pouze (30,84 %). Dalsi vyznamné zastoupeni mély latky

a-terpineol (18,66 %), S-myrcen (4,44 %), trans-f-ocimen (3,48 %) a geranylacetat (2,58 %).

Po 96 hodinach bylo identifikovano také 11 sloucenin. Nadale se vyznamné zvySoval podil
linaloolu (33,22 %), a-terpineolu (20,19 %), nerylacetatu (4,32 %), geranylacetatu (8,56 %).
Podil linalylacetatu ¢inil (27,95 %).

Tabulka 8: Transformace linalylacetatu, extrakce kapalina-kapalina (hydrolyza za laboratorni teploty)

Transformace linalylacetatu: extrakce kapalina-kapalina, bez zah¥rati (0 hod)

Skupina latek Identifikované Retenéni index | CAS ¢islo Relativni
latky zastoupeni
[%]
monoterpeny S-myrcen 988 123-35-3 0,29
trans-f-ocimen 1046 3779-61-1 0,16
monoterpenoidy | linalool 1099 78-70-6 1,38
a-terpineol 1197 98-55-5 1,00
linalylacetat 1254 115-95-7 95,34
dihydrolinalylacetat | 1271 108597-90-6 1,17
nerylacetat 1360 141-12-8 0,27
geranylacetat 1379 105-87-3 0,39
Transformace linalylacetatu: extrakce kapalina-kapalina, bez zahiati (24 hod)
Skupina latek Identifikované Retencni index | CAS ¢islo Relativni
latky zastoupeni
[%]
monoterpeny [-myrcen 989 123-35-3 0,39
cis-f-ocimen 1035 3338-55-4 0,14
trans-f-ocimen 1046 3779-61-1 0,23
monoterpenoidy | linalool 1099 78-70-6 6,76
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a-terpineol 1197 98-55-5 4,75
linalylacetat 1253 115-95-7 84,41
dihydrolinalylacetat | 1271 108597-90-6 1,24
nerylacetat 1360 141-12-8 0,76
geranylacetat 1379 105-87-3 1,32
Transformace linalylacetatu: extrakce kapalina-kapalina, bez zah¥ati (48 hod)
Skupina latek Identifikované Reten¢ni index | CAS ¢islo Relativni
latky zastoupeni
[%]
monoterpeny [-myrcen 989 123-35-3 0,51
cis-f-ocimen 1036 3338-55-4 0,44
trans-f-ocimen 1046 3779-61-1 0,02
monoterpenoidy | linalool 1099 78-70-6 13,66
a-terpineol 1197 98-55-5 9,34
linalylacetat 1252 115-95-7 70,09
dihydrolinalylacetat | 1271 108597-90-6 0,76
nerylacetat 1360 141-12-8 1,74
geranylacetat 1378 105-87-3 3,44
Transformace linalylacetatu: extrakce kapalina-kapalina, bez zahiati (72 hod)
Skupina latek Identifikované Retenéni index | CAS ¢islo Relativni
latky zastoupeni
[%]
monoterpeny [-myrcen 990 123-35-3 4,44
limonen 1029 138-86-3 2,44
cis-f-ocimen 1036 3338-55-4 1,76
trans-f-ocimen 1047 3779-61-1 3,48
terpinolen 1086 586-62-9 0,94
monoterpenoidy | linalool 1101 78-70-6 30,97
a-terpineol 1198 98-55-5 18,66
linalylacetat 1254 115-95-7 30,84
dihydrolinalylacetat | 1272 108597-90-6 1,83
nerylacetat 1362 141-12-8 2,06
geranylacetat 1381 105-87-3 2,58

Transformace linalylacetatu: extrakce kapalina-kapalina, bez zahtati (96 hod)
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Skupina latek Identifikované Retencni index | CAS ¢islo Relativni

latky zastoupeni
[%]

monoterpeny [-myrcen 988 123-35-3 1,12
limonen 1027 138-86-3 0,24
cis-f-ocimen 1034 3338-55-4 0,68
trans-f-ocimen 1045 3779-61-1 1,38
terpinolen 1084 586-62-9 0,64

monoterpenoidy | linalool 1098 78-70-6 33,22
a-terpineol 1196 98-55-5 20,19
linalylacetat 1252 115-95-7 27,95
dihydrolinalylacetat | 1270 108597-90-6 1,70
nerylacetat 1358 141-12-8 4,32
geranylacetat 1377 105-87-3 8,56
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Analyza linalylacetatu po zahiati na 20 min pfi 100 °C pfinesla stejné produkty transformace
jako analyzy pfi laboratorni teploté, proces piemény se vSak vyznamné urychlil. Kromé
hydrolyzy se na transformaci podilela také tepelna degradace. Vysledky analyzy jsou uvedeny
v (Tabulka 9).

Bylo identifikovano 11 sloucenin. Nejvétsi zastoupeni mél linalool (37,02 %). Podil plivodni
latky linalylacetatu byl (29,68 %). Vyznamny podil mély latky a-terpineol (18,23 %),
geranylacetat (5,47 %), nerylacetat (2,62 %) a f-myrcen (2,21 %).

Tabulka 9: Transformace linalylacetatu, extrakce kapalina-kapalina (20 min 100 °C)

Transformace linalylacetatu: extrakce kapalina-kapalina (20 min 100 °C)
Skupina latek Identifikované Retenéni index | CAS ¢islo Relativni
latky zastoupeni [%]
monoterpeny [-myrcen 989 123-35-3 2,21
limonen 1028 138-86-3 0,69
cis-f-ocimen 1035 3338-55-4 1,07
trans-f-ocimen 1046 3779-61-1 1,70
terpinolen 1085 586-62-9 0,50
monoterpenoidy | linalool 1099 78-70-6 37,02
a-terpineol 1197 98-55-5 18,23
linalylacetat 1253 115-95-7 29,68
dihydrolinalylacetat | 1271 108597-90-6 | 0,81
nerylacetat 1360 141-12-8 2,62
geranylacetat 1379 105-87-3 5,47

2.5.1.2 Transformace linaloolu
Transformace linaloolu byla sledovana pii dvou podminkach. Jeden vzorek silice byl
Vv prosttedi 10 ml destilované vody, druhy v 10 ml destilované vody s ptidavkem 1 ml roztoku
kyseliny octové o koncentraci 1ml/l, dale jen okyselena destilovana voda. Ptidavek kyseliny

octové mél simulovat hydrolyzu linalylacetatu, pii které vznika kyselina octova.

V ptipadé neokyseleného prostiedi byl identifikovan pouze jeden produkt a to dihydrolinalool
(0,77 %). V prostiedi okyselené destilované vody dosSlo k rozsahlejsi transformaci. Bylo
identifikovano 11 slou¢enin. Pavodni silice linaloolu byla zastoupena v (87,86 %). Vyznamny
byl vznik a-terpineolu (14,27 %). Nad 1 % byly identifikovany latky geraniol (3,46 %)
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a dihydrolinalool (1,08 %). Piehled identifikovanych sloucenin z obou analyz je v (Tabulka 10
a Tabulka 11).

Tabulka 10: Transformace linaloolu, extrakce kapalina-kapalina, bez okyseleni (20 min 100 °C)

Transformace linaloolu: extrakce kapalina-kapalina, bez okyseleni (20 min 100 °C)

Skupina latek Identifikované Retenéni index | CAS ¢islo Relativni
latky zastoupeni [%]

monoterpenoidy | linalool 1099 78-70-6 99,23
dihydrolinalool 1140 18479-51-1 0,77

Tabulka 11:Transformace linaloolu, extrakce kapalina-kapalina (20 min 100 °C)

Transformace linaloolu: extrakce kapalina-kapalina (20 min 100 °C)

Skupina latek Identifikované Retenéni index | CAS cislo Relativni
latky zastoupeni [%]

monoterpenoidy | linalool-3,7-oxide | 969 7392-19-0 0,25

monoterpeny S-myrcen 989 123-35-3 0,19
limonen 1028 138-86-3 0,25
cis-f-ocimen 1035 3338-55-4 0,23
trans-$-ocimen 1046 3779-61-1 0,42
terpinolen 1085 586-62-9 0,33

monoterpenoidy | linalool 1099 78-70-6 78,86
dihydrolinalool 1142 18479-51-1 1,08
a-terpineol 1197 98-55-5 14,27
nerol 1229 106-25-2 0,66
geraniol 1255 106-24-1 3,46

2.5.1.3 Transformace g-myrcenu
Transformace f-myrcenu probihala v prostfedi 10 ml okyselené destilované vody. Kromé
pavodni silice f-myrcenu, jehoZ zastoupeni bylo (92,03 %), vznikl pouze jeden produkt a to
pseudolimonen (7,97 %). Ptehled vysledkt analyzy je uveden v (Tabulka 12)

Tabulka 12: Transformace myrcenu, extrakce kapalina-kapalina (20 min 100 °C)

Transformace #-myrcenu: extrakce kapalina-kapalina (20 min 100 °C)

Skupina latek | ldentifikované Retencni index | CAS cislo Relativni
latky zastoupeni [%]

monoterpeny | f-myrcen 989 123-35-3 92,03
pseudolimonen 1002 499-97-8 7,97
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2.5.1.4 Transformace a-terpineolu
Transformace a-terpineolu probihala v prostfedi 10 ml okyselené destilované vody. Bylo
identifikovano 8 sloucenin. Zastoupeni ptivodni silice a-terpineolu bylo (83,99 %). Vyznamny

byl vznik izomert a-terpineolu a to y-terpineol (12,19 %) a o-terpineolu (1,7 %). Ptehled

vysledku analyzy je uveden v (Tabulka 13).

Tabulka 13: Transformace a-terpineolu, extrakce kapalina-kapalina (20 min 100 °C)

Tranformace a-terpineolu: extrakce kapalina-kapalina (20 min 100 °C)
Skupina latek Identifikované Retenc¢ni index | CAS c¢islo Relativni
latky zastoupeni [%]
monoterpeny limonen 1028 138-86-3 0,27
terpinolen 1085 586-62-9 0,68
monoterpenoidy | terpin-3-en-1-ol 1144 586-82-3 0,47
o-terpineol 1158 7299-42-5 1,07
[-terpineol 1175 7299-40-3 0,73
terpinen-4-ol 1185 562-74-3 0,60
a-terpineol 1198 98-55-5 83,99
y-terpineol 1201 586-81-2 12,19

2.5.1.5 Transformace nerylacetatu

Transformace nerylacetatu probihala v prostfedi 10 ml okyselené destilované vody. Bylo
identifikovano 6 sloucenin. Zastoupeni ptivodni silice nerylacetatu ¢inilo (90,74 %). Pfeménou
vznikl a-terpineol (6,56 %) a linalool (2,16 %). Ostatni produkty byly zastoupeny pod hranici
0,4 %. Ptehled vysledkt analyzy uveden v (Tabulka 14).

Tabulka 14: Transformace nerylacetdtu, extrakce kapalina-kapalina (20 min 100 °C)

Transformace nerylacetatu: extrakce kapalina-kapalina (20 min 100 °C)

Skupina latek Identifikované Reten¢ni index | CAS ¢islo Relativni
latky zastoupeni [%]

monoterpeny limonen 1029 138-86-3 0,02
terpinolen 1085 586-62-9 0,34

monoterpenoidy | linalool 1100 78-70-6 2,16
a-terpineol 1198 98-55-5 6,56
nerylacetat 1360 141-12-8 90,74
geranylacetat 1379 105-87-3 0,18
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2.5.1.6 Transformace geranylacetitu
Transformace geranylacetatu probihala v prostiedi 10 ml okyselené destilované vody. Celkem
bylo identifikovano 5 sloucenin. Zastoupeni ptuvodni silice geranylacetatu bylo (92,31 %).

Pteménou vznikl linalool (6,3 %). Ostatni zastoupeni vzniklych latek bylo pod 0,7 %. Piehled

vysledkt analyzy uveden v (Tabulka 15).

Tabulka 15: Transformace geranylacetdtu, extrakce kapalina-kapalina (20 min 100 °C)

Transformace geranylacetatu: extrakce kapalina-kapalina (20 min 100 °C)

Skupina latek Identifikované Retencni index | CAS cislo Relativni
latky zastoupeni [%]

monoterpenoidy | linalool 1100 78-70-6 6,30
a-terpineol 1198 98-55-5 0,63
citronellylacetat 1351 150-84-5 0,12
nerylacetat 1360 141-12-8 0,64
geranylacetat 1379 105-87-3 92,31

2.5.1.7 Souhrn transformaci silic pomoci extrakce kapalina-kapalina
Bylo zjisténo, ze nejrozsahlejsi transformace probihaji u silic linalylacetatu a linaloolu. Nejvétsi
ztrata byla pozorovana u linalylacetatu. Pfi simulaci podminek hydrodestilace po dobu 20 min
pii 100°C bylo jeho procentualni zastoupeni pouze (29,68 %). Naopak zastoupeni vzniklého
linaloolu bylo (37,02 %). Pii hydrolyze linalylacetatu dochazi k tvorbé linaloolu a kyseliny
octové (Obrazek 13). Linalool muiize také vznikat z geranylacetatu a nerylacetatu (Obrazek 14).
Pfi nasledném sledovani transformace linaloolu bylo zjisténo, ze prave vznikla kyselina octova
je pri¢inou jeho pfemény. V piitomnosti linaloolu s destilovanou vodou vznikal pouze jeden

produkt a to dihydrolinalool, po okyseleni bylo identifikovano jiz 11 sloucenin.

0]
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e 07 TeHy el CHo OH
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1 2 -

Obrazek 13: Hydrolyza linalylacetatu. 1: linalylacetat, 2: linalool, 3: kyselina octova
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Obrazek 14: Transformace geranylacetatu a nerylacetdtu na linalool. 1: geranylacetdt, 2: nerylacetat, 3: linalool

Pti srovnani vzniklych silic z linalylacetatu a linaloolu bylo zjisténo, ze linalool vznikly
Z linalylacetatu a jeho nésledna transformace ma vyznamny vliv na zji§téné zastoupeni silic.
Piehled totozné vzniklych silic z linalylacetatu a linaloolu uveden v (Tabulka 16). Tyto
produkty nevznikly pouze pfimou reakci z linalylacetatu, ale také druhotnou pifeménou

vzniklého linaloolu.

Tabulka 16: Srovndni vzniklych silic z linalylacetatu a linaloolu

Puvodni silice linalylacetat linalool

TotoZné latky S-myrcen S-myrcen
limonen limonen
cis-f-ocimen cis-f-ocimen
trans-f-ocimen trans-p-ocimen
terpinolen terpinolen
a-terpineol a-terpineol

DalSsi latky dihydrolinalylacetat dihydrolinalool
nerylacetat nerol
geranylacetat geraniol
linalool linalool-3,7-oxid

U obou transformaci je pomérné velké zastoupeni a-terpineolu, z linalylacetatu 18,23 %
a z linaloolu 14,27 %. Pravdépodobna cesta vzniku a-terpineolu je kyselinou katalyzovana
konverze linaloolu (Obrazek 15). Pfeménu zminuje také E. Haleva-Toledo a spol. [54]. Mozny
vznik je také pres hydrataci a-terpinylového kationtu, ktery vznika Vv prubéhu hydrolyzy
linalylacetatu (Obrazek 16). Reakci popisuje také G. D. Kiran Babu a Bikram Singh [29].
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Obrazek 15: Kyselinou katalyzovand konverze linaloolu. 1: linalool, 2: a-terpineol
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Obrazek 16: Vznik a-terpineolu z linalylacetatu. 1: linalylacetat, 2: kation a-terpinylu, 3. a-terpineol

Slouceniny f-myrcen, trans-p-ocimen a cis-f-ocimen vznikaji kyselinou katalyzovanou
dehydrataci linaloolu v disledku tepelné degradace (Obrazek 17, Obrazek 18). Sviij podil na
pfeméné mohou mit i kyselinou katalyzované izomerace téchto silic. Tyto slou¢eniny mohou
vznikat i termooxida¢nim rozkladem samotného linalylacetatu. Odstépenim kyseliny octové,
vznika dvojna vazba. Pokud dojde k odstépeni vodiku z CH3 skupiny vznika S-myrcen, pokud
z CH> skupiny vznikaji izomery cis a trans-f-ocimen (Obrazek 19). Tyto pfemény popisuje
také E. Jakab a spol. [28].
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Obrazek 17: Souhrn kyselinou katalyzované dehydratace linaloolu. 1: linalool, 2: f-myrcen, 3: trans-f-ocimen,
4: cis-p-ocimen
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Obrazek 18: Kyselinou katalyzovana dehydratace linaloolu. 1: linalool, 2: pf-myrcen
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Obrazek 19: Termooxidacni rozklad linalylacetatu. 1: linalylacetat 2: f-myrcen, 3: trans-f-ocimen, 4: cis-f-ocimen

Vznik limonenu a terpinolenu mize myt popsan nékolika mechanismy. Jednou z moznosti je
cyklizace latek vzniklych dehydrataci linaloolu, tedy f-myrcenu, cis-f-ocimenu a trans-f-
ocimenu (Obrazek 20). Tuto pfeménu zminuje i Hui-Ting Chang a spol. [55]. Jinym
mechanismem pro vznik limonenu muze byt kyselinou katalyzovana dehydratace pfitomného
a-terpineolu (Obrazek 21). Pfeménu popisuje také E. Haleva-Toledo a spol. [54]. Vznik je

mozny také eliminaci protonu z a-terpinylového kationtu a terpinen-4-ylového kationtu
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(Obrazek 22). Tento mozny mechanismus pfemény zminuje G. D. Kiran Babu a Bikram
Singh [29].
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CH CH
| Z 2 = CH, V L Z CHs
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CHy CH, CHj Ha

HC CHs HaC CHs HoC CHa HaC CHs

Obrazek 20: Vznik limonenu a terpinolenu cyklizaci f-myrcenu, cis- a trans-f-ocimenu. 1: f-myrcen, 2: limonen,
3: terpinolen, 4: cis-f-ocimen, 5: trans-f-ocimen

CH, CHa H3 CHy
Q @ o
OH H’ o-
\/‘ H” TH HaC ‘> HaC CH,
! 2

1

Obrazek 21: Kyselinou katalyzovand dehydratace o-terpineolu. 1: o-terpineol, 2: limonen
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Obrazek 22: Vznik terpinolenu a limonenu z linalylacetatu. 1: linalylacetat, 2: o-terpinylovy kationt, 3: terpinen-4-ylovy
kationt, 4: limonen, 5: terpinolen

Geranylacetat a nerylacetdt vznikaji sigmatropnim piesmykem linalylacetatu. Timto
presmykem dochazi soucasné k posunu z systému a o vazby v allylové pozici. Nova dvojna
vazba se tvofi na chiralnim atomu uhliku. Mohou se tak tvofit jak cis-, tak trans- izomery

(Obrazek 23). Sigmatropni pfemyk linalylacetatu popisuje i E. Jakab a spol. [28].

o
CH, CHs 0 r s
)]\ HaC
H3CWO CHa 2 \‘/\/\'/
2 CH3 CH3
3

Obrazek 23: Sigmatropni presmyk linalylacetatu. 1: linalylacetat, 2: geranylacetat, 3: nerylacetat

Vznik geraniolu a nerolu pfi transformaci linaloolu je dan kyselinou katalyzovanou konverzi
(Obrazek 24). Dalsi moznou cestou je hydratace geranylového a nerylového karbokationtu,
které vznikaji pii tepelné degradaci linalylacetatu (Obrazek 25). Pfemény zminuje také G. D.

Kiran Babu a Bikram Singh [29].
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Obrazek 24: Kyselinou katalyzovana konverze linaloolu. 1: linalool, 2: geraniol, 3: nerol
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Obrazek 25: Vznik geraniolu a nerolu tepelnou degradaci linalylacetatu. 1: linalylacetat, 2: geraniol, 3: nerol

Preménou ﬁ-myrcenu vznikl pouze jeden produkt a to pseudolimonen, mechanismus je

vrwe

dehydratace linaloolu (Obrazek 26).
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CH,

Obrazek 26: Transformace f-myrcenu na pseudolimonen. 1: f-myrcen, 2: pseudolimonen

Citronellylacetat vznika pravdépodobné hydrogenaci dvojné vazby geranylacetatu (Obrazek

27).

CH; Ha 0O
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H3C)\/\/l\/\o CH3
2

Obrazek 27: Transformace geranylacetatu na citronellylacetat. 1: geranylacetat, 2: citronellylacetdat

Pfi transformaci a-terpineolu vznikaly zejména jeho izomery y-terpineol, J-terpineol,

p-terpineol a terpinen-4-ol (Obrazek 28).
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Obrazek 28: Izomerace terpineolii. 1: a-terpineol, 2: y-terpineol, 3: p-terpineol, 4. o-terpineol, 5: terpinen-4-ol

Celkovy proces transformaci jednotlivych silic je navrzen na diagramu na (Obrazek 29). Jsou
zde uvedeny podstatné mechanismy transformaci levandulovych silic pfi procesu

hydrodestilace.
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Obrazek 29: Souhrnny diagram transformaci levandulovych silic
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KKK = kyselinou katalyzovana konverze
KKD = kyselinou katalyzovana dehydratace
KKI =kyselinou katalyzovana izomerace
SP = sigmatropni piesmyk

1 —a-myrcen

2 — f-myrcen

3 — g-terpinen

4 — limonen

5 — cis-f-ocimen

6 — trans-f-ocimen
7 — y-terpinen

8 — terpinolen

9 —linalool

10 — a-terpineol
11 —nerol

12 — geraniol

13 — o-terpinylacetat
14 — nerylacetat
15 — geranylacetat



2.5.2 Porovnani s dostupnymi zdroji
V nasledujici kapitole jsou porovnany vysledky, navrhy a zavéry, které byly diskutovany v této

diplomové praci s informacemi z jinych literarnich zdroju.

G. D. Kiran Babu a Bikram Singh [29] provedli studii, ve které porovnali slozeni
levandulového EO pfi pouziti riznych technik hydrodestilace a parni destilace. Na zakladé
vysledki analyz a pozorovani odliSnosti ve slozeni EO prezentovali mechanismy déja, které
mohou byt jejich pfic¢inou. V pifipadé hydrodestilace byla pouzita Clevengerova aparatura,
do které¢ byly vlozeny 2 kg kvétu druhu Lavandula angustifolia a 4 litry vody. Destilace
probihala 3 hodiny. Ziskany EO byl méfen a susen bezvodym Na»SOs, nasledné filtrovan

a analyzovan na plynovém chromatografu s plamenové-ioniza¢nim detektorem a GC-MS.

EO izolovany hydrodestilaci byl bohat§i na linalool (39,74 %), a-terpineol (8,01 %),
geraniol (2,89 %), geranylacetat (2,16 %) a nerylacetat (1,25 %). K nejveétsi ztraté
pii hydrodestilaci doslo u esterti. Celkovy obsah esterii pti hydrodestilaci byl (35,52 %),
pii destilaci vodni parou byl tento obsah az (50,44 %). Jednim z nejcennéjSich estert je
linalylacetat. V pripad¢ hydrodestilace byl jeho obsah pouze (30,01 %), pti destilaci za pouziti
vodni pary (47,10 %). Naopak nejvys$si obsah nerylacetatu a geranylacetatu byl zjistén
pti hydrodestilaci, coz mize byt dano transformaci linalylacetitu na nerylacetat a geranylacetat

za kyselych podminek.

Celkovy obsah alkoholti byl nejvyssi v EO produkovaném hydrodestilaci (52,32 %), pomoci
destilace vodni parou tvofil pouze (31,88 %). Nejvétsi zastoupeni tvofil linalool, hydrodestilaci
(39,74 %), udestilaci pomoci vodni pary (26,06 %). Na zakladé téchto vysledi lze
piedpokladat, ze pii hydrodestilaci, tedy pfimém kontaktu rostlinného materialu s vodou,

dochdazi k rozsahlejsi hydrolyze esterti neZ pfi destilaci vodni parou.

V praci jsou diskutovany také dalsi mozné premeény silic v pribehu jejich ziskdvani. Eliminaci
skupin CH3COOH nebo CHsCOO" z linalylacetatu a OH nebo O z linaloolu, ptesmyky
a dalsimi reakcemi vznikaji latky jako p-myrcen, a-terpinolen, a-terpineol, terpinen-4-ol,

a-terpinen, cis- a trans-g-ocimen, limonen, geraniol ¢i nerol.

A. Filly a spol. [56] zkoumali vliv extrakénich metod pouzivajicich vodu na vlastnosti
levandulového EO. Celkem bylo provedeno 10 rozli¢nych extrak¢nich metod. Kvalita byla
hodnocena pomoci slozeni EO, zejména podle obsahu linalylacetatu, linaloolu a terpinen-4-olu.
Pro hydrodestilaci byla pouzita Clevengerova aparatura, do které bylo vlozeno 250 g kvétu

druhu Lavandula hybribia a 3 litry vody. Destilace probihala 2 hodiny. Izolovany EO byl
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zvazen a susen bezvodym NaxSOs. Pfed analyzou byl vzorek skladovéan pti 4°C. Analyza

probéhla na plynovém chromatografu s plamenové-ionizacnim detektorem a GC-MS.

Bylo identifikovano 47 hlavnich sloucenin. Jejich jednotlivé zastoupeni v EO se vsak lisilo

a bylo zavislé na zvoleném zpusobu extrakce. Vysledky analyz ukazuji, Ze pii hydrodestilaci

bylo procento vzniklého linalylacetatu mensi nez pii mikrovinné a parni destilaci, naopak

procento linaloolu bylo vyssi. Obecné se potvrdilo, Ze extrakce, pii kterych dochazi ke kontaktu

vody s extrahovanym materialem, vykazuji vEétSi miru degradace piitomnych sloucenin.

Zminéna je mozna transformace linaloolu na terpinen-4-ol. Vliv pouzité extrakéni metody

na slozeni levandulového EO znézornuje (Obrazek 30).
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Obrazek 30: Viiv extrakcni metody na slozeni levandulového EO (sloupce v grafu jsou razeny dle poradi metod v legendeé)

[56]
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ZAVER

Pti sledovani slozeni levandulovych EO je podstatné znat druh pivodni rostliny. Zastoupeni
silic je u rozlicnych druhti riizné. Stejnou pozornost je nutné vénovat také pii transformaci
jednotlivych silic béhem procesu jejich ziskavani. Ptivodni obsah silice v rostling a jeji nasledna

transformace maji vyznam z hlediska senzorického a farmaceutického.

Z hlediska kvalitativniho je u levandulovych EO jednou z nejpodstatnéjSich slozek
linalylacetat. Je cenén nejen pro své senzorické vlastnosti, ale také zdravotni ucinky.
Ve farmacii je soucasti masti na hojeni modfin, ma sedativni uCinky, ptisobi jako hojici latka
nebo zabranuje Sifeni infekce. Vysledky analyz ukazaly, ze metoda hydrodestilace neni pro
zachovani linalylacetatu pfili§ vhodna. Pii pfimém kontaktu extrahovaného materialu s vodou
dochazi k rozsahlym transformacim, které byly v této praci experimentalné potvrzeny.
Na pfeménéach se podili zejména hydrolyza a degradace vlivem tepla. Majoritni produkty
pfemény jsou linalool, a-terpineol, monoterpeny A-myrcen, cis-f-ocimen, trans-f-ocimen
a estery geranylacetat a nerylacetat. K celkovému profilu zastoupeni jednotlivych silic ptispiva
i nasledna transformace téchto produkti. Obecné lze fici, Ze esencidlni oleje ziskané
hydrodestilaci jsou bohatsi na obsah alkoholii. Pro zachovani ptivodniho slozeni a vyssi kvality

je tak vhodnéjsi ziskavat EO pomoci Setrnéjsich metod, jako je napt. destilace vodni parou.
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PRILOHA — Chromatogramy
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Chromatogram analyzy linalylacetatu: extrakce kapalina-kapalina, zahtati (20 min, 100 °C).
1: p-myrcen, 2: limonen, 3: cis-f-ocimen, 4: trans-f-ocimen, 5: terpinolen, 6: linalool,
7: a-terpineol, 8: linalylacetat, 9: dihydrolinalylacetat, 10: nerylacetat, 11: geranylacetat
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Chromatogram analyzy linaloolu: extrakce kapalina-kapalina, zahtati (20 min, 100 °C).
1: linalool-3,7-oxid, 2: f-myrcen, 3: limonen, 4: cis-#-ocimen, 5: trans-f-ocimen, 6: terpinolen,
7: linalool, 8: dihydrolinalool, 9: a-terpineol, 10: nerol, 11: geraniol
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Chromatogram analyzy f-myrcenu: extrakce kapalina-kapalina, zahiati (20 min, 100 °C).
1: f-myrcen, 2: pseudolimonen
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Chromatogram analyzy a-terpineolu: extrakce kapalina-kapalina, zahtati (20 min, 100 °C).
1: limonen, 2: terpinolen, 3: terpin-3-en-1-ol, 4: J-terpineol, 5: S-terpineol, 6: terpinen-4-ol,

7: a-terpineol, 8: y-terpineol
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Chromatogram analyzy nerylacetatu: extrakce kapalina-kapalina, zahtati (20 min, 100 °C).
1: limonen, 2: terpinolen, 3: linalool, 4: a-terpineol, 5: nerylacetat, 6: geranylacetat
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Chromatogram analyzy geranylacetatu: extrakce kapalina-kapalina, zahtati (20 min, 100 °C).
1: linalool, 2: a-terpineol, 3: citronellylacetat, 4: nerylacetat, 5: geranylacetat
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