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1 Uvod

Bioaktivni slouceniny ptirodniho ptivodu patii do velké skupiny chemicky odlisnych molekul
produkovanych mikroorganismy, plisnémi, houbami, sinicemi, rostlinami a zivocichy.
Vlastnostmi se jedna o t€kavé ¢i netékavé chemické latky s riznymi biologickymi vlastnostmi.
Mezi bioaktivni latky, na které je soustfedéna pozornost védcii po celém svéte, patii mimo jiné

esencialni oleje (EO) a fenolické latky (t€kavé 1 netékavé).

EO jsou tekavé uhlovodiky a jejich derivaty, znamé téz jako silice. Jsou témef nemisitelné
s vodou a jsou bohaté zastoupeny zejména v aromatickych rostlindch. Vyskytuji se bud’ v celé
rostliné, nebo v jejich jednotlivych castech (kvéty, listy, plody atd.). Jsou to produkty
metabolismu rostlin, které mohou vznikat dvéma cestami. Tzv. mevalonatovou cestou vznikaji
latky terpenické, které zahrnuji hlavné monoterpeny (uhlovodikové a kyslikaté monoterpeny)
a seskviterpeny (uhlovodikové a kyslikaté seskviterpeny). Tzv. Sikimdtovou cestou Se tvori
napf. kumariny ¢i fenolické slouceniny. EO jsou tedy komplexni smési t€kavych sloucenin.
Diky svému chemickému slozeni maji silice cetné biologické ucinky (antioxidacni,
(pouziti jako antibakterialni nebo antioxida¢ni latky (Dhifi et al. 2016)) i pro oblast lidského
zdravi (vyrobky pro kazdodenni hygienu, aromaterapie). Pro kosmeticky priimysl jsou zase

vyznamné diky svym vonnym vlastnostem.

Fenolické latky jsou béZzn¢ obsazeny v potravinach rostlinného ptivodu, kde jsou soucasti
riznorodych skupin slouc¢enin. Chemicky jsou to latky obsahujici aromaticky kruh, na kterém
je navazana jedna nebo vice hydroxylovych skupin. Jsou zndmy piedevsim jako antioxidanty,
ale mohou plnit 1 funkci vonnych ¢i chutovych latek nebo barviv. Studie ukazuji na rtizné
pfinosy antioxidacnich slou€enin v prevenci celé fady chorobnych stavii, ¢imZ se zkoumani
fenolickych slou¢enin z rostlin stalo vyznamnou oblasti vyzkumnych studii souvisejicich

se zdravim a medicinou.

V poslednich nékolika desetiletich bylo témét 65 % (Newman a Cragg 2020) noveé schvalenych
1€k z oblasti protinadorovych a protiinfekénich latek ptfirodniho pivodu (plvodni piirodni
produkty, produkty odvozené z piirodnich produktli nebo syntetické produkty zalozené
na modelech ptirodnich produktt). To je jeden z rozhodujicich faktora pti vyvoji novych 1ékt
(napt. ve formé& odvarl, ndlevi, tekutych extraktd, tinktur, polotuhych nebo praskovych

extraktl). V tomto smyslu piedstavuje oblast extrakce bioaktivnich sloucenin a identifikace



jejich vlastnosti jeden ze zakladnich kament nejen farmaceutického primyslu, ale 1 jinych

odvétvi vyroby, zejména potravinaiského a parfumerského pramyslu.

Pted izolaci, piipadné purifikaci bioaktivnich sloucenin je diilezit¢ zvolit vhodnou metodu
extraktl jakozto meziproduktli vyuzivanych déle v primyslové vyrobé. Vzhledem ke slozitosti
rostlinnych matric a riznym fyzikalné-chemickym vlastnostem bioaktivnich latek
(napf. t€¢kavost, tepelna stabilita a fotostabilita, rozpustnost ve vodé, lipofilni charakter) mize
byt extrakce z rostlinného materidlu obtiznym tUkolem. Proto je nezbytné identifikovat

a optimalizovat dulezité parametry extrakce, které ovliviiuji kvalitu ziskaného extraktu.

Tato habilita¢ni prace je rozdélena do tii hlavnich kapitol. Prvni kapitola popisuje moznosti
analyz vybranych netékavych fenolickych sloucenin v rostlinném materidlu a castecné
navazuje na autorovu disertacni praci. Druhd kapitola je vénovana silicim, jsou zde popsany
moznosti jejich ziskdvani jak v komerénim méfitku, tak v laboratornim. V obou kapitolach jsou
komentovany védecké vystupy, na kterych se autor vyznamné podilel, souvisejici s danou
tématikou, a které byly publikovany v mezinarodnich Zzurnalech. Ve tfeti kapitole jsou
komentovany publikované prace, které jsou zaméfené na jina témata, nez jsou fenolické latky
a silice, ale dokresluji oblast témat feSenych autorem. Seznamy komentovanych publikaci,
sefazenych vzestupné podle roku vydani, jsou na koncich hlavnich kapitol. Kopie

publikovanych praci jsou ptiloZeny v Ptilohach.



2 VyuzZiti extrakénich postupll pro analyzu fenolickych latek

Fenolické slouceniny (FS) jsou rozsahlou skupinou rostlinnych sekundéarnich metabolitt, které
jsou Siroce rozsifeny v rostlinach a nasledné i potravinach. Obecné se jedna o latky
S benzenovym jadrem, na kterém je navazana alespon jedna hydroxylova skupina. Zastupce FS
muzeme najit jak mezi t€kavymi slozkami rostlin, tak 1 mezi t€émi netékavymi. MoZnostmi
extrakce a analyzy tékavych FS se obecné zabyva kapitola 3, kdezto dalsi text v této kapitole
bude vénovan netékavym FS.

Ve skuping fenolickych sloucenin bylo zaznamenano vice nez 8000 molekul a jejich seznam se
stale rozSifuje. FS se podle chemické struktury déli predevS§im na flavonoidy, tfisloviny,
fenolové kyseliny, lignany a stilbeny. Existuje mnoho studii, které poukazuji na pozitivni
ucinky fenolickych sloucenin, jako jsou antioxidacni, antimikrobidlni, antikarcinogenni,
protizanétlivé ucinky, prevence kardiovaskularnich onemocnéni, diabetu a nemoci spojenych
s oxida¢nim stresem (Alu'datt et al. 2017; Zhang et al. 2022). Pied pouzitim téchto latek
ve specifickych aplikacich, jako je potravinatsky, farmaceuticky a kosmeticky primysl, je tieba
tyto slou¢eniny ziskavat z prirodnich matric, poté analyzovat a charakterizovat. Vyvoj u¢inného
postupu pro extrakci, spravnou analyzu a charakterizaci FS z riznych zdrojt je naro¢ny ukol
vzhledem K jejich strukturni rozmanitosti a slozitym matricim. V tomto svétle se nasledujici
ptehled zabyva riznymi metodami extrakce fenolickych sloucenin. Jako separa¢ni metoda
pro analyzu ziskanych extraktli je pouzivana kapalinovd chromatografie, jako detektory

obvykle slouzi hmotnostni spektrometr a UV ¢i elektrochemicky detektor.

2.1 Extrakce tuha latka — kapalina

Vzhledem kcené a jednoduchosti provedeni je extrakce tuha latka — kapalina (SLE)
nejpouzivanéj$§im typem extrakce FS. Obecné SLE spociva v piimé extrakci rostlinného
materidlu riznymi organickymi rozpoustédly (napf. methanol, aceton, ethylacetat, hexan),
jejich vzajemnymi smésmi ¢i smésmi s vodou. Nelze jednoduse fict, které rozpoustédlo je pro
extrakci FS nejvhodnéjsi, nicméné obecné se ma za to, Ze rozpoustédla s vysSsi polaritou
dosahuji lepsich vysledki, pokud jde o extrakci FS, a to z divodu leps$i rozpustnosti FS v téchto
rozpoustédlech. Klasickd SLE obvykle vyzaduje vice extrak¢énich krokd. Neni dostate¢né
selektivni a vétSinou nasleduje dalsi proces, napt. extrakce tuhou fazi, k odstranéni nezadoucich
latek pfitomnych v prvotnim extraktu. Mnoho dalsich typt extrakce vychazi z principu SLE,

piicemz jsou vhodné modifikovany (napfi. ultrazvukem, zvySenym tlakem, teplotou, pouzitim
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mikrovin, pfipadné kombinaci téchto faktoru), vétSinou s cilem zvysit ucinnost extrakce

¢i zkratit extrakéni ¢as.
2.2 Soxhletova extrakce

Soxhletova extrakce (SOX) patii mezi tradi¢ni extrakéni metody. Je jednou z nejoblibenéjsich
technik extrakce analyti z pevnych materialti. Od svého objevu v roce 1879 (Soxhlet 1879) se
standardni Soxhletova technika rutinné pouziva v analytickych laboratotich. Hlavni vyhodou
SOX je velmi jednoduchad obsluha a nizké pofizovaci néklady. Extrakéni rozpoustédlo je
ve varné bance zahiivano k bodu varu, po odpafeni prochdzi do chladice, kde kondenzuje
a skapava na vzorek, ktery je umistén v extrakéni patron€. Slozky vzorku rozpustné v pouzitém
rozpoustédle jsou uvolinovany, vznikly extrakt je prepadem vracen zpét do varné barky a cely
proces se periodicky opakuje po zvolenou dobu. Vzorek je tedy vzdy extrahovan Cistym
rozpoustédlem a ve varné baiice jsou koncentrovany slozky uvolnéné ze vzorku. Nevyhodou je
casova naroc¢nost celého procesu (obvykle v fadech hodin az desitek hodin), vysoka spotteba
rozpoustédel a omezené pouziti smési rozpoustédel. Vzhledem k nevyhodam tedy byly jednak
vyvijeny jiné extrakéni postupy (napi. extrakce s vyuzitim ultrazvuku ¢i mikrovln, extrakce
kapalinou za vysokého tlaku, extrakce nadkritickou tekutinou), jednak byl tradicni postup SOX
modifikovan (automatizovand SOX, SOX s vyuzitim mikrovin ¢i ultrazvuku, vysokotlaka
Soxhletova extrakce). Dodnes ale zlistava Soxhletova extrakce standardni metodou, s niz se

porovnava vykonnost modernich extrakénich technik.

2.3 Extrakce s vyuzitim ultrazvuku

Uprava vzorkt pred analyzou pomoci ultrazvuku je jednim z mnoha extrakénich postupt
pouzivanych v analytické chemii. V ptipad¢ extrakce fenolickych latek z rostlinného materialu
se jedna o klasickou extrakci SLE podpofenou ultrazvukem, ktery zvySuje Gi¢innost extrakce
Z rostlinnych vzorkll destrukci bunéénych stén rostlin. Pfi pouziti ultrazvuku se vyuZziva
tzv. kavitace, coz je jev, pii kterém vlivem lokalniho poklesu tlaku béhem cyklického stlacovani
a zfed'ovani kapaliny vznikaji v kapalin€ plynové dutiny, naplnéné parami kapaliny. Po vzniku
kavitace mize kavitani bublina projit dvéma riznymi druhy radialnich oscilaci. Bud’ mtze
kmitat nelinedrné béhem mnoha cykli akustické viny (tzv. stabilni kavitace) nebo mtize rychle
rust a prudce se zhroutit neboli implodovat (tzv. pfechodna kavitace). Béhem imploze bubliny
okolni kapalina rychle proudi, aby vyplnila prazdné misto vytvofené kolabujici bublinou.
Vysledkem tohoto proudéni je intenzivni razova vina, kterd je vhodna napf. pro ¢iSténi povrcht

(pti nizsi kavitacni energii) nebo napf. pro destrukci rostlinnych tkani (pfi vyssi kavitacni
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energii). Pii implozi bubliny mize byt také v zavislosti na kavita¢ni energii dosazeno vysokého
tlaku a teploty. Dva z faktord, které ovliviiuji velikost kavitacnich bublin a odpovidajici
kavitacni energii, jsou frekvence ultrazvukové viny a jeji amplituda. Konkrétné pti vysSich
vlnovych frekvencich je kratsi doba pro rist bublin, vysledkem jsou mens$i bubliny
a odpovidajici snizeni kavitacni energie. Vyss$i amplituda viny zpisobuje vétsi kavitacni
bubliny a vétsi kavitacni energii (Azar 2009).

Casova naro¢nost extrakci s vyuzitim ultrazvuku (UAE) je ve srovnani s klasickou SLE niz§i
a klesa také pocet potiebnych extrakénich kroka. V principu existuji dvé moznosti, jak
ultrazvuk zavadét do vzorku. Prvni moZnosti je systém vyuzivajici ultrazvukovou sondu
k pfenosu ultrazvuku pfimo do rozpoustédla se vzorkem. Druhou moznosti je ultrazvukova
lazen, kde ultrazvuk obvykle prochazi pies pracovni lazen a stény nadobky, ve které je vzorek
s extrakénim rozpoustédlem. Vysledky UAE zavisi, kromé& parametra dilezitych pro SLE,
nejen na parametrech ultrazvuku, ale také na pouzitém ultrazvukovém systému. To vSe muize
ovlivnit celkové vytézky extrakce, zejména v piipadé pevnych vzorkd. Proto mize byt volba
ultrazvukového systému, vhodné frekvence a vykonu ultrazvuku klicovym bodem celého

analytického procesu.

2.4 Extrakce s vyuzitim mikrovin

Extrakce s vyuzitim mikrovin (MAE) vyuziva ptimého ti¢inku mikrovinného zafeni na kinetiku
extrakce, kdy dochdzi k rychlému zahtivani extrak¢éniho ¢inidla pomoci mikrovlnného zateni.
Mezi hlavni parametry dalezit¢é pro MAE patii nejen mikrovinny vykon, doba extrakce,
rozpustnost extrahovanych slou¢enin v extrakénim c¢inidle, ale napt. 1 dielektrickd konstanta
extrak¢éniho Cinidla. Pfi vyvoji metod pro extrakci fenolickych latek rostlinného ptivodu je tak
potieba optimalizovat nékolik parametri MAE, v¢etné polarity a objemu extrakéniho ¢inidla
¢i mnozstvi vzorku. MAE nabizi, podobné jako UAE, mnoho vyhod, jako je zkraceni doby
extrakce, snizeni spotfeby rozpoustédla, moznost soucasné extrakce vice vzorklli. Ve spojeni
s UAE predstavuje atraktivni alternativu ke konvenénim pfistuptim k extrakci fenolickych

latek. (Eskilsson a Bjorklund 2000)

2.5 Vysokotlaka extrakce kapalinou

Technika vysokotlaké extrakce kapalinou (PLE, také oznacovana jako PFE nebo ASE) byla
predstavena v roce 1995 (Richter et al. 1995) a s nastupem automatickych extraktort (Richter
et al. 1996) je komerén¢ vyuzivana od roku 1996. Pii PLE je vzorek umistén v extrakeni cele.

Extrakce probiha pfi teplotach presahujicich teplotu varu extrakéniho rozpoustédla, coz vede
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Kk nutnosti pouziti dostate¢né vysokého tlaku, aby se rozpoustédlo udrzelo v kapalném stavu.
Zvysovanim teploty roste rozpoustéci kapacita solventu vici extrahovanym latkam, zvySuje se
diftzni rychlost, snizuje se viskozita a povrchové napéti rozpoustédla, ¢imz se zlepSuje kontakt
mezi extrahovanymi latkami a extrakénim cinidlem (Giergielewicz-Mozajska et al. 2001).
Nevyhodou PLE je instrumentalni naro¢nost. Pii PLE je mozné pouZzivat rozpoustédla bézna
pro extrakci kapalinami, dokonce je mozné za vhodnych teplot a tlakti pouzivat vodu, ktera zde

ma jedine¢né postaveni diky své ekologické Setrnosti.

2.5.1 Extrakce podkritickou vodou

Extrakci podkritickou vodou (PHWE) se rozumi extrakce vodou o vysoké teploté a vysokém
tlaku, ale zaroven pod kritickym bodem (374 °C, 22,1 MPa). Uzite¢nou vlastnosti podkritické
vody je, Ze jeji polarita Se s rostouci teplotou vyznamné snizuje (Archer a Wang 1990).
Podkritické voda se proto v zavislosti na teploté a tlaku miize chovat podobné jako rozpoustédla
pouzivana pii extrakci kapalinami. Tato ,laditelna™ vlastnost umoziuje provadét skupinové
selektivni extrakce, jako je extrakce polarnich sloucenin pfi nizsich teplotach a méné polarnich
slozek pti vysSich teplotach. Naptiklad pfi teploté 200 °C a tlaku 20 MPa ma voda relativni
permitivitu srovnatelnou s methanolem pii laboratorni teploté, pii¢emz methanol je jedno
Z bézné pouzivanych rozpoustédel pro extrakci fenolickych latek z rostlinného materidlu. Diky
tomu je podkritickd voda velmi vhodnou a zaroven ekologickou extrakéni kapalinou
pro extrakei fenolickych slouc¢enin. Nevyhodou pii provadéni extrakce podkritickou vodou je

narocnd instrumentace a také potencialni degradace organickych latek za vysokych teplot.

2.6 Extrakce nadkritickou tekutinou

Pii extrakci nadkritickou tekutinou (SFE) se jako extrakéni c¢inidla pouzivaji latky
v nadkritickém stavu. Da se pouzit napf. oxid uhli¢ity, ethan, butan, pentan, oxid dusny,
amoniak. Diky svym vlastnostem je ale pouzivan v podstaté pouze CO2, jelikoz mé nizky
kriticky tlak (7,4 MPa) 1 teplotu (31 °C), je nepoldrni, netoxicky, nehoflavy, levny. Nekteré
vlastnosti nadkritického COz se blizi kapalindm (hustota) a jiné se blizi plyntim (viskozita).
Hustota nadkritického CO2 je vyssi nez plynného CO2, coz zvySuje jeho solvatacni silu.
V porovnani s kapalinami ma nizkou viskozitu, vyssi diftizni koeficient a nulové povrchové
napéti, coz umoziuje rychlejsi prestup hmoty nez u béznych extrakénich kapalin. Jelikoz se
Vv pfipad¢ extrakce bioaktivnich latek jedna pfevazné o extrakce z tuhych materiali, nulové
povrchové napéti miize vyrazné urychlit penetraci rozpoustédla do matrice. Rozpustnost latky

v nadkritickém CO: zavisi nejen na tlaku a teploté, ale miize byt ovlivnéna piidavkem
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tzv. modifikatoru. Jedna se o organické latky (napt. methanol, ethanol, aceton,...), které se
ptidavaji k nadkritickému CO2 obvykle v mnozstvi do 5% a tim se méni polarita extrakéniho
¢inidla. Toho se vyuziva napf. pii extrakci fenolickych sloucenin, kdy je pfidavek polarniho
modifikatoru do nadkritického CO2 nutnosti. Zachyt extraktu se realizuje pii atmosférickém
tlaku, kdy se veskery CO2 odpafi a ziistanou pouze vyextrahované latky. V pfipadé nutnosti se
zachyt extrahovanych latek provadi do malého mnozstvi rozpoustédla ¢i na sorbent. Velkou
vyhodou SFE je zadnd nebo jen minimalni spotfeba organickych ¢inidel (modifikator, zachyt
extraktu). Nedostatkem SFE metody je obtizna extrakce polarnich sloucenin a také narocna

instrumentace.

2.7 Extrakce tuhou fazi

Extrakce tuhou fazi (SPE) je metoda zakoncentrovavani cilovych slouéenin z kapalnych,
ptipadné plynnych vzorkl. V fad¢ ptipadl se také pouziva k precisténi vzorkil ¢i extrakth
od nezadoucich ptimési, pficemz oboji se da kombinovat v jednom extrakénim kroku. SPE se
ptipadné da pouzit také pro zménu rozpoustédla vzorku.

Po vybéru vhodného sorbentu nastava fize smoceni, kdy je sorbent solvataci predepsanym
rozpoustédlem piipraven na interakci se slozkami vzorku. Pii samotné SPE je v prvnim kroku
vzorek prosdvan pres sorbent, kde dochazi k zachyceni cilovych sloucenin, ptipadné
I nezadoucich piimési. Piimési jsou poté vymyty pomoci vhodné zvoleného rozpoustédla.
V poslednim kroku jsou cilové slouceniny desorbovany elu¢nim rozpoustédlem. V praxi se
obvykle pouzivaji tzv. SPE kolonky (plastové stiikacka bez pistu, z¢asti naplnéna sorbentem)
nebo SPE patronky. Vzhledem ke slozitosti rostlinnych matric je SPE b&Zné pouzivana
k precisténi a odstranéni koextrahovanych slozek z extrakti ziskanych jinymi extrakénimi
technikami.

Vyhodami SPE jsou jednoduché provedeni, variabilita stacionarni faze (sorbentil), velké
propustnost vzorkd a také moznost skladovani, ptipadné transportu, vzorkli pomoci SPE

kolonek.

2.7.1 Disperze matrice na tuhé fazi

Disperze matrice na tuhé fazi (MSPD) je metoda ptipravy vzorkt, kterou Ize piimo pouzit pro
polotuhé, tuhé a viskozni vzorky. MSPD poprvé piedstavil Barker a kol. v roce 1989 (Barker
et al. 1989). Na rozdil od SPE, pted niz je nutna extrakce cilovych sloucenin z tuhého vzorku
rozpoustédlem, 1ze pii pouziti MSPD vzorky pfimo smichat se sorbenty (napf. tfenim v tieci

misce) tak, aby se ziskala homogenni smés. Ta se pievede do prazdné SPE kolonky ¢i patronky,
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promyje se a poté jsou cilové slouceniny eluovany kapalnymi rozpoustédly. MSPD také

eliminuje kroky pfedbézné upravy extraktu, jako je odstfed’'ovani a filtrace.

2.8 Nové trendy v extrakénich rozpoustédlech

V posledni dobé je v oblasti extrakénich metod patrny jasny trend sméfujici k vyvoji novych
extrakénich rozpoustédel jako alternativy nahrazujici organickd rozpoustédla, ktera jsou
vyrobena z ropy a jsou tékava, hoflavd a oznacovana jako nebezpecna. DalSim motivem je
zefektivnéni celého extrakéniho procesu, tzn. zvySeni vytézkl a sniZzeni nakladii. To vSe s co

cvwr

fenolickych sloucenin.

2.8.1 lontové kapaliny

Iontové kapaliny (IL) byly navrzeny jako slibnd média pro extrakci a separaci bioaktivnich latek
nejriznéjsiho plivodu. Jsou to soli v kapalném skupenstvi s bodem tani niz$im nez 100 °C, jez
jsou tvoteny kombinaci organickych kationtti a organickych ¢i anorganickych aniontd. Nejvetsi
ptednosti téchto latek je to, Ze jsou to tzv. designovd rozpousStédla. Vhodnym vybérem
iontovych soucasti a zac¢lenénim funkénich skupin do jejich struktury lze cilené ptipravit IL,
které maji specifické fyzikalné-chemické vlastnosti, jako jsou viskozita ¢i schopnost interakce

s jinymi chemickymi latkami (Ventura et al. 2017).

2.8.2 Hluboce eutekticka rozpoustédla

Hluboce eutekticka rozpoustédla (DES) jsou pii laboratorni teploté¢ kapalna rozpoustédla
vznikla ze dvou tuhych materiala s vyssi teplotou tani. Typickym ptikladem je smés mocoviny
(bod tani 133 °C) a cholin chloridu (bod tani 302 °C). Poprvé byla DES piedstavena v praci
Abbotta a kol. (Abbott et al. 2003). Tyto latky maji nékteré vlastnosti podobné IL, zaroven byva
vyzdvihovana jejich snadna piiprava, moznost cileného ladéni specifickych vlastnosti
vysledného rozpoustédla a také to, Ze jsou zalozené na obnovitelnych surovinach s nizkou
toxicitou a velmi dobrou biologickou rozlozitelnosti (Farias et al. 2017). Minimaln¢ posledni

tvrzeni ale byva v n€kterych ptipadech zpochybnovano.

2.9 Praktické aplikace extrakce fenolickych sloucenin z rostlinného materialu

V této kapitole jsou shrnuty vysledky vyzkumu zaméfeného na extrakci fenolickych slouc¢enin

(viz Tabulka 1) z riznych rostlinnych matric a publikovaného v odbornych ¢asopisech.
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Tabulka 1 Zakladni informace o rostlinnych vzorcich, cilovych analytech a pouzitych extrakénich metodach, kterymi se autor zabyval v ramci

publikovanych praci o analyze fenolickych sloucenin

Cilové analyty Stav a forma vzorku Pouzité extrakéni metody Zdroj

Susené listy bylin:
Matricaria recutita L., Rosmarinus officinalis L.,

Foeniculum vulgare Mill., Agrimonia eupatoria L., MSPD
Medicago sativa L., Calendula officinalis L., PLE
Apigenin, Biochanin A, Daidzein, Genistein, Kaempferol, Hyssopus officinalis L., Thymus vulgaris L., SFE
Kumestrol, Kumarin, Eskuletin, Umbelliferon, Bergapten, Ononis spinosa L., Rhaponticum carthamoides L., SPE Ptiloha 1,2
Kvercetin, Rutin, Skopoletin, Xantotoxin Valeriana officinalis L. Melissa officinalis L., UAE
Symphytum officinale L., Tropaeolum majus L., SOX
Verbena officinalis L., Helianthus tuberosus L.,
Betonica officinalis L., Tanacetum vulgare L.,
Levisticum officinale L., Genista tinctoria L.
Kapsaicin Chili papriky Cerstvé, susené, chili kofeni:
. - ; . PHWE
Dihydrokapsaicin Capsicum chinense Jacq., SOX Piiloha 3.4
Nordihydrokapsaicin Capsicum frutescens L., UAE ’
Nonivamid Capsicum annuum L.
tyrosol,  tryptofol,  homovanilalkohol,  4-methylkatechol,

pyrogallol, resveratrol, koniferol, eugenol, 2,6-dimethoxyfenal,

4-vinylguaiakol, 4-vinylfenol, 4-ethylguaiakol, salicylaldehyd,

protokatechualdehyd, syringaldehyd, 4-hydroxybenzaldehyd, L . .

4-hydroxy-3-methoxycinnamaldehyd, cthylvanilat, cthylgalat, D2iZamikové octy s riiznou deklarovanou kvalitou - Ptiloha 5
ethyl 3,4-dihydroxycinnamat, katechin, epikatechin, rutin, a plivodem

skopoletin, vanilin, 4-hydroxy-3-methoxyfenylaceton, kyselina

p-kumarova, kyselina kavova, kyselina syringova, kyselina

gallova, kyselina salicylova, kyselina protokatechova




2.9.1 Extrakce fytoestrogenii a antioxidantd (Ptiloha 1,2)

Fytoestrogeny (FYT) jsou velka skupina substituovanych rostlinnych fenolickych sloucenin,
které jsou strukturné nebo funkéné podobné estrogentim savci, zejména 174-estradiolu, a maji
estrogenni a/nebo antiestrogenni Uc¢inky. Tyto ucinky jsou zprostiedkovany vazbou
na estrogenové receptory azménou koncentraci endogennich estrogend. Kilasifikace
fytoestrogenti je kontroverzni, jednim z klasifikacnich systémt je rozdéleni fytoestrogent
do ¢tyt hlavnich tfid: flavonoidy (flavony a isoflavony), lignany, kumenstany a stilbeny
(Bacciottini et al. 2007). FYT se nachazeji v celé fadé potravin, zejména v s6ji. Casto se jim
piisuzuje fada zdravotnich vyhod, vCetné nizsiho rizika osteopordzy, srde¢nich onemocnéni,
rakoviny prsu a menopauzalnich symptomii, ale mnohé z nich jsou také povazovany
za endokrinni disruptory, coz znamena, Zze maji potencial zptisobovat také neptiznivé zdravotni
ucinky. Odpovéd’ na otazku, zda jsou fytoestrogeny pro lidské zdravi prospesné, nebo Skodlive,
je tedy slozitd a miuze zaviset na v€ku, zdravotnim stavu a dokonce i na pfitomnosti
¢i nepfitomnosti specifické stievni mikroflory (Patisaul a Jefferson 2010).

Antioxidanty (AOX) jsou ptirodni nebo syntetické latky, které mohou chranit biomolekuly pted
pusobenim volnych radikald. Nejvyznamnéjsi skupinou piirodnich antioxidantt jsou tokoferoly
(vitamin E), flavonoidy a kumariny (Cherng et al. 2008). Zdrojem piirodnich antioxidantl jsou
rostliny, kde se tyto slou¢eniny vyskytuji ve vSech ¢astech rostliny. Vyznamnymi zdroji jsou
napi. ovoce a zelenina. Bylo zjisténo, ze strava bohatd na zeleninu a ovoce miize byt jednou
z pti¢in niz§iho rizika vyskytu nékterych onemocnéni, napt. rakoviny, srde¢nich chorob
a mrtvice (Gilgun-Sherki et al. 2002; Chen a Chen 2013).

Pro stanoveni fytoestrogenil a antioxidantii v suSenych listech vybranych bylin byly pouzity
ruzné extrakéni metody (viz Tabulka 1). Extrakéni parametry jednotlivych metod byly
optimalizovany a vzniklé extrakty byly podle potieby ptecistény pomoci SPE (kromé extraktu
ziskaného metodou MSPD). Byl zjistén zasadni vliv druhu sorbentu na vytéZznost SPE, osvéd¢il
se smésny sorbent, kopolymer N-vinylpyrrolidonu a divinylbenzenu. Naopak u nepolarnich
sorbentll byl zjistén nizky vytéZzek testovanych sloucenin. Celkové vysledky stanoveni
fytoestrogenti a antioxidant ukéazaly, Ze vhodnymi metodami extrakce jsou pro tento Ucel
Soxhletova extrakce a extrakce ultrazvukem, a to konkrétné pii pouziti sondy, kdy byl ultrazvuk

o frekvenci 20 kHz a vykonu 90 W zavadén ptimo do rozpoustédla se vzorkem.

2.9.2 Extrakce kapsaicinoidt (Pfiloha 3,4)
Kapsaicinoidy jsou rostlinné alkaloidy zodpovédné za palivou chut’ chilli paprik. Pro savce

vcetné Cloveka je drazdivy a vyvolava pocit paleni v tkani, se kterou piijde do styku. Jsou to
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sekundarni metabolity rostlin, které nalezneme pouze u rodu Capsicum, tedy u paprik. Jedna se
dokonce o jedny z nejvyuzivanéjSich rostlinnych metaboliti na celém svéte€ vzhledem
ke skutecnosti, Ze asi jedna ¢tvrtina lidi denné konzumuje chilli. Obecné se v chilli paprickach
vyskytuji dva hlavni kapsaicinoidy, a to kapsaicin a dihydrokapsaicin, které predstavuji
ptiblizné 77-98 % celkového obsahu kapsaicinoidi v paprickach (Barbero et al. 2014). Kromé
téchto dvou hlavnich kapsaicinoida se v palivych paprikach vyskytuji i dal§i mén€ vyznamné
kapsaicinoidy, jako  jsou  nordihydrokapsaicin,  norkapsaicin,  homokapsaicin,
homodihydrokapsaicin, nornorkapsaicin, nornornorkapsaicin a nonivamid (Barbero et al.
2006). Palivost chilli papricek se popisuje pomoci tzv. Scovilleho jednotek palivosti. Hlavni
charakteristickou vlastnosti kapsaicinoidl je vazba na receptory bolesti a tepla. Bezprostiedné
po kontaktu s kizi mtize zpusobit silnou bolest diky pfimému plisobeni na senzoricka nervova
vlakna. Kapsaicin ma antimutagenni (Huynh a Teel 2005) a antikarcinogenni (Anandakumar et
al. 2013) vlastnosti a ma analgetické a protizanétlivé ¢inky (Surh et al. 1998; Ercan et al. 2013;
Martini et al. 2013).

Kapsaicinoidy byly extrahovany riznymi rozpoustédly s vyuzitim ultrazvuku a podkritickou
vodou, vysledky obou metod byly porovnany se Soxhletovou extrakci methanolem jako
se standardni metodou. Jak ultrazvukové extrakce, tak extrakce podkritickou vodou byly
ve srovnani Sse Soxhletovou extrakci ucinnéjsi z pohledu vytéznosti kapsaicinoida.
U ultrazvukovych metod byl jasné patrny vliv polarity rozpoustédla na vytéznost extrakce,
ktera klesala nasledovné: methanol — aceton — ethylacetat — hexan, tedy se snizujici se polaritou
rozpoustédla. Pouziti ultrazvukové sondy se, stejné jako v piipadé fytoestrogent a antioxidantt,
ukazalo vhodnégjsi nez pouziti ultrazvukové lazn€. Vysledky ukazuji, Ze jak frekvence
ultrazvuku, tak 1 jeho amplituda (vykon) maji vliv na vytéznost extrakce. Niz§i frekvence
a vyssi amplituda ultrazvuku mély za nasledek vysSi vytéznost extrakce, pfiCemz vliv
amplitudy viny byl vyraznéjsi. Pro extrakce kapsaicinoidii pomoci ultrazvuku je tedy vhodné
pouzit vySsi kavitaéni energii, aby doslo k lepSimu rozruSeni rostlinné matrice a uvolnéni
kapsaicinoidi do extrak¢niho rozpoustédla. U extrakce podkritickou vodou byl pozorovan
zajimavy jev. Pomér dvou majoritnich kapsaicinoidut, kapsaicinu (CAP) ku dihydrokapsaicinu
(DHC), byl prokazatelné zavisly na teploté extrakce. A¢ si jsou tyto dvé slouceniny strukturné
velmi podobné, tak se zvysujici se teplotou se v extraktech pomér CAP/DHC snizoval. Blizsi
zkoumani ukazalo, Ze s teplotou extrakce se sice postupné zvySoval obsah obou kapsaicinoidi,

ale u DHC byl vliv teploty vyznamngé;jsi.
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2.9.3 Analyza fenolickych latek v octech (Piiloha 5)

Balzamikovy ocet je jednim z nejzndméjSich a nejoblibenéjSich druhl octa a je bohatym
zdrojem polyfenolickych latek. Kvalita balzamikového octa i obsah fenolickych latek se lisi
Vv zavislosti na zpisobu vyroby. Tradice a historie jeho vyroby jsou uzce spjaty s italskymi
provinciemi Modena a Reggio Emilia. Proto v roce 2000 ziskal chranéné oznaceni ptivodu,
které umoznuje vyrabét produkty s ndzvem "tradi¢ni balzamikovy ocet z Modeny" (TBVM)
nebo "z Reggio Emilia" (TBVRE) a "balzamikové octy z Modeny" (BVM) nebo "z Reggio
Emilia" (BVRE) pouze v téchto italskych provinciich a za pouziti stanovenych postupti. Ostatni
vyrobky oznacované jako "balzamikovy ocet" mohou byt vyrabény kdekoli ve zbytku svéta
(Rada Evropské unie, 2000).

V této praci byla vyvinuta metoda pro komplexni charakterizaci obsahu fenolickych latek
Vv balzamikovych octech zaloZena na kombinaci plynové chromatografie (GC) a vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC) ve spojeni s hmotnostné spektrometrickou detekci
V jednoduchém rezimu (MS) a tandemovém rezimu (MS/MS). Celkem bylo analyzovano
14 vzorkt riznych typt balzamikového octa. Separacni podminky a detek¢ni parametry HPLC-
MS/MS byly optimalizovany a pouzity pro stanoveni 29 fenolickych slou¢enin a 6 fenolickych
kyselin. Profil fenolickych sloucenin byl doplnén semikvantitativni analyzou tékavych
organickych latek pomoci GC-MS po optimalizované mikroextrakci tuhou fazi z parniho
prostoru (HS-SPME, vice o technice extrakce v kapitole 3.5.1). Jako hlavni fenolické
slouceniny v balzamikovych octech byly identifikovany kyselina gallova, kyselina
protokatechova, kyselina kavova a kyselina p-kumarova. Mezi jednotlivymi druhy
balzamikovych octil byly zjistény vyznamné rozdily v celkovém obsahu fenolickych sloucenin.
Pro identifikaci tékavych fenolickych slou¢enin byla pouzita metoda HS-SPME-GC-MS
a pro semikvantitativni analyzu metoda HS-SPME-GC-FID. Porovnanim vysledkl analyz
ziskanych pouzitymi metodami bylo dosaZeno komplexni charakterizace vzorki, kterou lze
vyuzit pro kategorizaci balzamikovych octi. Dale bylo zjisténo, Ze nékteré fenolické slouceniny

mohou byt potencialnimi ukazateli kvality balzamikovych octu.
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3 VyuzZiti extrakénich postuptl pro analyzu tékavych latek

Silice lze ziskat z rtiznych ¢asti rostlin riznymi extrakénimi metodami (viz Tabulka 2). Vybér
metody obvykle zavisi na pouzitém botanickém materidlu (napt. druh rostliny), dalSim
zvazovanym parametrem je stav (Cerstvy, suseny) a forma (listy, kofeny, semena, kvéty, atd.)
materialu. Metoda extrakce je jednim z hlavnich faktord, které urcuji kvalitu extraktu.
Nevhodny postup extrakce mize vést ke zméne chemickych znaki vysledného produktu, coz
muze mit za nasledek napft. ztratu bioaktivity a pfirodnich vlastnosti.

Kromé postupti uvedenych v Tabulce 2 existuje fada dalSich extrakénich metod, které ale
nemaji komer¢ni vyuziti a pouzivaji se zejména Vv laboratornim métitku pro kontrolu kvality
a chemickou analyzu silic. Mezi tyto metody patii naptf. hydrodestilace v Clevengerové
aparatufe, headspace extrakce ¢i mikroextrakce tuhou fazi.

Jako separacni metoda pro analyzu produktti destilace ¢i extrakce silic je pouzivdna zejména
plynovd chromatografie, jako detektory jsou vyuzivdny hmotnostni spektrometr

a plamenové-ioniza¢ni detektor (FID).

Tabulka 2 Komeréné vyuzivané metody ziskavani silic

Metoda extrakce Rostlinny material
Lisovani Citrusové plody

Hydrodestilace Ruzny rostlinny material
Destilace

Rostlinny material s vy$§im obsahem latek nachylnych

Parni destilace na hydrolyzu &i tepelnou degradaci

Extrakce rozpoustédlem Kvéty s nizkym obsahem silic
Extrakce nadkritickym CO- Razny rostlinny materiél
Enfleuraz — extrakce tukem Jasmin, bélokvét hliznaty

3.1 Lisovani

Mechanické lisovani je pro svou jednoduchost komeréné pouzivané pro produkci EO
z citrusovych ploda. EO se u citrusit nachazeji v olejovych vaccich ve slupce, kterou staci
zmacknout, olejové vacky prasknou a esencidlni olej voln€ vytékd ven. Vysledkem tohoto
procesu je vodnata emulze, ktera se nasledné odstiedi, aby se oddélil esencialni olej. Divodem

pro extrakci silic z citrusovych slupek mechanickymi metodami je tepelnd nestabilita
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pritomnych aldehydu. Esencialni oleje z jinych nez citrusovych ploda se touto metodou obvykle
neziskavaji. (Pybus a Sell 1999; Preedy 2016)

3.2 Destila¢ni metody

Nejcastéji pouzivanou metodou ziskavani EO z rostlin je destilace. Destila¢nich zatizeni
rizného provedeni je po celém svét€¢ mnoho, od primitivnich, které jsou typické pro rozvojové
zem¢, po technologicky vyspélejsi a pocitacove podporovanad zatizeni v prumysloveé vyspélych
zemich. Funguji na principu kodestilace jednotlivych slozek silic s vodni parou.
Nejjednodussim typem destilace EO je hydrodestilace (HD), pii které je extrahovany material
ponofen do vrouci vody. Rostlinny material béhem varu nasdkne vodu a olej obsazeny
v olejovych bunkach difunduje pres bunééné stény pomoci osmozy. Jakmile olej difunduje
Z olejovych bunék, vypaii se a je odvadén spolu s vodni parou do chladice, vznikajici kondenzat
je potom veden do separatoru, kde dochazi k oddéleni EO od vodné faze. Rychlost odpatovani
jednotlivych slozek nezavisi na jejich t€kavosti, ale zavisi na stupni jejich rozpustnosti ve vode¢.
Vysledkem je, Ze slozky rozpustnéjsi ve vodé se destiluji diive nez ty tékavejsi, ale zaroven
méné rozpustné ve vode. Ur€ita nevyhoda hydrodestilace nastava u nestabilnich slou¢enin, kdy
delsi doba kontaktu extrahovaného materidlu s vrouci vodou miize zplsobit jejich degradaci.
Béhem hydrodestilace mtze dochazet napt. k hydrolyze esterii na alkoholy a kyseliny. To mtize
mit v ptipadé olejii bohatych na estery zavazné dusledky, které se mohou projevit zménou
vlastnosti EO. Typickymi pfiklady jsou levandulovy nebo lavandinovy olej bohaty
na linalylacetat a kardamomovy olej bohaty na o-terpinylacetit. Ne vzdy je ale rozklad
nékterych sloucenin béhem hydrodestilace na Skodu, ptikladem je riZzovy olej. Hlavni slozky
rizového oleje, citronellol, geraniol a nerol, jsou produkty fermentace glykosida, ktera probiha
béhem procesu hydrodestilace (Baser a Buchbauer 2016). Pii destilaci slou¢enin nachylnych
k degradacnim zménam se Casto upfednostiiuje parni destilace (SD), pfi které je kontakt
rostlinného materidlu s horkou vodou vyznamné redukovan. Vodni para vznika oddélené
Vv destila¢ni bance a poté prochazi pies rostlinny material, kde je obohacena o esencialni ole;j.
Daéle pokracuje stejné jako pii hydrodestilaci do chladice a separatoru.

Metoda hydrodifuze je typem parni destilace a li§i se zplsobem, jakym se para dostava
do nadoby destilacniho pfistroje. Pfi hydrodifuzi se para na rostlinny material pfivadi shora,
zatimco pfi parni destilaci se para ptivadi zdola. Timto zpiisobem muze para nasytit rostlinny
materidl rovhomérnéji a za kratSi dobu neZ pii parni destilaci. Ke kondenzaci smési pary

obsahujici silice dochazi pod mistem, kde se nachazi rostlinny material. Hlavni vyhodou této
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metody oproti parni destilaci je, Ze Se spotiebuje méné pary a vyrazné se zkrati doba zpracovani
(Clarke 2008; Tongnuanchan a Benjakul 2014).

Destilace podporovana mikrovinnym ohfevem (MASE), je modifikovanad SD ¢i HD, kde je
navzorek svodou aplikovan mikrovinny ohiev. Rozdily mezi konven¢nimi destilacemi
a MASE jsou zejména ve vynalozené energii potiebné k ziskani EO (Flamini et al. 2007).

V laboratornim méfitku se pro izolaci EO vyuziva hlavné hydrodestilace v Clevengeroveé
aparatufe (metoda uznana a zapsana v Evropském lékopisu), coz je cirkula¢ni destilacni
piistroj, ktery umoziuje recyklaci vodné faze vznikajici v separatoru. Tim je umoZnéna
nepierusena destilace silic bez nutnosti dopliiovani vody do systému. V ptipad¢, ze obsah silic
v rostlinném materialu je velmi nizky a esencialni olej se v separatoru neodd¢€luje, 1ze pro ucely
analyzy chemického slozeni silic vyuzit kombinaci hydrodestilace a extrakce rozpoustédlem,
metodu tzv. simultanni hydrodestilace-extrakce (SHDE). Pti této modifikaci kondenzat
vznikajici v chladi¢i protéka do separatoru pies vrstvu rozpoustédla nemisitelného s vodni fazi
(napf. hexan). Pfi prichodu kondenzatu ptes rozpoustédlo jsou slozky silic extrahovany

do organické vrstvy, ktera je pak analyzovana.

3.2.1 Vedlejsi produkt destilace

Béhem destilace esencidlnich oleji vznika vedlejsi produkt, tzv. hydrolat ¢i hydrosol. Je to
vodna faze, ktera se oddéluje v separdtoru od esencialniho oleje. Hydrolaty maji obecné
vyrazné aroma a obsahuji mnoho bioaktivnich hydrofilnich slouc¢enin. Vzhledem k tomu, Ze se
jednd o vedlejsi (a mnohdy odpadni) produkt, jsou v literatuie jejich sloZzeni a vlastnosti,
ve srovnani s EO, popisovany pouze okrajove. Od esencidlnich olejti se 1isi jak kvalitativnim,
tak pfedevSim kvantitativnim zastoupenim bioaktivnich latek, tudiz se nabizi jejich potencialni

vyuziti v 1ékafstvi, kosmetice nebo také jako konzervaéni prostfedek v potravinafstvi.

3.3 Extrakce rozpoustédlem

Extrakce rozpoustédlem je metoda levna a relativné rychla a vyuzivana hlavné pro citlivy
rostlinny material, ktery obsahuje malo silic (typicky nékteré kvéty). Pouzivaji se rozpoustédla
jako petrolether, aceton, hexan, ethylacetat, pfipadné jejich kombinace, dalsi potencialné
vhodna rozpoustédla nejsou vyuzivana napt. z hlediska vysoké toxicity (benzen). Vznika tzv.
,.konkret®, ktery krom¢ silic obsahuje i spoustu balastnich latek, jako jsou vosky a barviva.
Konkret je poté smichan s ethanolem a za nizkych teplot filtrovan, ze ziskaného filtratu je
ethanol oddestilovan a vznikd tzv. ,absolute®, coz je velmi Cistd a koncentrovand forma

esenciadlniho oleje. Od esencidlnich oleji ziskanych destilaci se 1i8i tim, Ze neobsahuje vSechny
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tékavé slouCeniny, ale jen ty rozpustné v ethanolu. Nékteré takto izolované vonné latky mohou
obsahovat zbytky balastnich latek nebo pouzitych rozpoustédel, a pokud jako extrakcni
rozpoustédlo nebyl pouzit ethanol, pak je pouziti vzniklého produktu nevhodné napf.
V potravinafstvi ¢i aromaterapii. Hlavni vyhodou extrakce rozpoustédlem oproti destilaci
(krom¢ nékladi) je to, Ze se pii ni pouziva nizsi teplota, ¢imz Se snizuje riziko chemickych
zmén zpusobenych vysokymi teplotami, které se pouzivaji pii destilaci. Z tohoto diivodu je tato
metoda pouzivana hlavné v parfumérském priamyslu. S rozvojem ,,zelené chemie a nastupem
nadkritickych tekutin se ¢aste¢né od tradi¢nich rozpoustédel upustilo a zdjem byl soustiedén na
vyuziti oxidu uhli¢itého v nadkritickém stavu (Pybus a Sell 1999; Clarke 2008; Tongnuanchan
a Benjakul 2014).

3.3.1 Extrakce nadkritickym CO2

Konvenéni metoda extrakce rozpousStédly mé urcité nedostatky, jako je ¢asovd ndrocnost
a velka spotieba organickych rozpoustédel. Kromé toho mize dochazet ke ztratdm nékterych
tékavych sloucenin, nizké ucinnosti extrakce, ¢i vzniku toxickych zbytkii rozpoustédel
v extraktu. Proto se o nadkritickych tekutinach uvazuje jako o alternativnim médiu pro extrakci

esencialnich oleji. Vice o SFE v kapitole 2.6

3.4 Enfleuraz

EnfleuraZ je technika extrakce velmi vzacnych silic z kvétd, které jsou nachylné na zahtati ¢i
mechanické poskozeni. Stejné jako extrakce klasickym rozpoustédlem je to metoda zastarala
a velmi pracna a ¢asoveé ndroc¢nd, nicméné vzhledem k cené€ vyslednych produkti je stale jeste
ob¢as vyuzivana. Jedna se o extrakci zivoCiSnym tukem, ktery byl pfedem zbaven pachu.
Meziprodukt se nazyva ,,pomada“ a je stejné jako konkret extrahovan ethanolem a destilovan

za vzniku ,,absolute” (Pybus a Sell 1999; Baser a Buchbauer 2016).

3.5 Extrakce tuhou fazi

SPE neni primarné¢ pouzivanou technikou pro ziskavani silic z rostlinného materidlu.
Se zvySujicim se zajmem o vedlej$i produkty destilace silic, hydrolaty, se ov§em tato metoda
extrakce nabizi jako vhodna obohacovaci technika pro dal$i zpracovani hydrolata. Vice o SPE

v kapitole 2.7

3.5.1 Mikroextrakce tuhou fazi
Mikroextrakce tuhou fazi (SPME) je modifikovana technika SPE. Vyhodou je, zZe ji Ize vyuzit

pro vSechna skupenstvi vzorkd. Principem je transport a sorpce analyti ze vzorku
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na tzv. sorp¢ni vlakno, coz je kiemenné vlakno potazené stacionarni fazi s riznymi sorpcnimi
vlastnostmi. Kifemenné vlakno je chranéno kovovym pouzdrem, podobnym injek¢éni stiikaccee,
ptizptisobeného jak pro snadnou manipulaci (& pro vysouvani vldkna pfi extrakci), tak
pro davkovani extraktu do chromatografu. Existuji dvé moznosti vzorkovani slou¢enin, a to
piimé vzorkovani ponotfenim aktivni ¢asti vlakna do kapalného vzorku a extrakce latek z plynné
faze nad kapalnym ¢i tuhym vzorkem, ktery se nachazi v uzaviené nadobce (HS-SPME).
Ponofenim vlakna do vzorku dochazi k pfenosu hmoty a ustaveni rovnovahy mezi analyty
ve vzorku a stacionarni fazi na vlakné. Pti HS-SPME se ustavuji dvé rovnovahy, vzorek — parni
faze a parni faze — sorp¢ni vldkno. Dnes se SPME rutinné spojuje s plynovou chromatografii.
Slouceniny sorbované na vlakné jsou pak tepeln¢ desorbovany v nésttikovém bloku plynového
chromatografu. Extrakce sloucenin ze vzorku je ovliviiovana fadou faktorti jako napft. druh
sorbentu, extrakcni teplota, doba sorpce, iontova sila a pH roztoku.

Vyznamnymi znaky této metody jsou jednoduchost, relativné nizké potizovaci a provozni
naklady, moznost automatizace, selektivita a citlivost ve spojeni s vhodnou detek¢ni technikou.
Tato technika ma i své nevyhody, mezi n¢z se tadi napiiklad kiehkost vldkna. Ziskany extrakt
je analyzou spotiebovan, v ptipad€ extrakce silic se tedy jednd pouze o laboratorni vyuziti

pro analyzu profilu té¢kavych sloucenin v daném rostlinném materiélu.

3.6 Praktické aplikace extrakce t€kavych sloucenin z rostlinného materialu

V dalS$im textu jsou komentovany prace publikované v odbornych ¢asopisech, které souvisi
S vyuzitim vétSiny vysSe popsanych metod pro izolaci a analyzu tékavych slou€enin.

Z riznych typa rostlinného materialu a rostlinnych produktt (viz Tabulka 3) byly s pouzitim
zakoncentrovavacich metod pfipraveny esencialni oleje ¢i extrakty obsahujici silice za Gi¢elem
dalSich analyz, jako jsou analyza chemického sloZeni, identifikace latek a kvantifikace latek,

stanoveni antimikrobialnich vlastnosti ¢i klasifikace vzorku.
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Tabulka 3 Zakladni informace o analyzovanych materialech a pouzitych postupech izolace

tékavych sloucenin publikovanych v mezinarodnich zurnéalech

. o Stav a forma Zemé Typ .
Rostlinny material/Typ vzorku vzorku piivodu Jakoncentrovani Zdroj
Jakon
(Smallanthus sonchifolius (Poepp.)  Susené listy Ekvador HS-SPME Ptiloha 6
H. Rob.)

Jitrocel kopinaty Susené list CR HD — Clevenger  Piiloha 7
Plantago lanceolata L. Y g

Vrbovka malokvéta Susené stonky a « HD — Clevenger, o

Epilobium parviflorum Schreb. listy CR HS-SPME Priloha 8

Bez cerny Cerstvé a susené * SHDE, o

Sambucus nigra L. kvéty CR HS-SPME Priloha 9
Toulen srdéita

Houttuynia cqrdata Thunb. S_usene stonky a HD - Clevenger  Pfiloha 10
Rdesno vonné listy

Persicaria odorata (Lour.) Sojak

Pimentovnik pravy “ . HD — Clevenger, Y

Pimenta dioica (L.) Merr. Susen¢ plody Mexiko HS-SPME Priloha 11
Vavfin vzneseny VT i wr

Laurus nobilis L. Susené listy Brazilie HD, SD Piiloha 12
Levandule [¢kafska Susené kvéty Chorvatsko

(Lavandula angustifolia Mill.)

}geblc.kovec koretr.my . Susené kvéty Madagaskar

(Syzygium aromaticum L. SD, HD, SPE Pfiloha 13
Fenykl obecny S 9

(Foeniculum vulgare Mill.) emena CR

Vaviin vzneseny

(Laurus nobilis |_.) Susené listy Brazilie

Silovon obecny Fermentovana Jizni SHDE, SFE, Piiloha 14
Dipteryx odorata (Aubl.) Willd. semena Amerika HS-SPME

Areka obecna . SHDE, o

Areca catechu L. Plody Indie HS-SPME Priloha 15
Cesnekm‘/l:te (Allla_ceae) Cerstve Vstonky, CR HS-SPME Pfiloha 16, 17
Brukvovité (Brassicaceae) listy, kofeny

Ovocné destilaty Kapalina CR HS-SPME Piiloha 18, 19
Dteviny Casti kmene CR, Rusko HS-SPME Ptiloha 20, 21

3.6.1 Jakon (Ptiloha 6)

Jakon (Smallanthus sonchifolius) je hliznata plodina ptvodné péstovana v Jizni Americe

na Andské vyso€in€. Pro mistni obyvatelstvo je potravinou i uzndvanou lé¢ivou rostlinou.

Péstovani této plodiny bylo zavedeno v Japonsku, Novém Zélandu, USA a Evropé (pfedevsim

v Ceské republice, kde byl v letech 2001-2005 na riiznych odrtidach jakonu sledovéan vliv

meteorologickych podminek na produkci biomasy) (Fernandez et al. 2006). Antioxidac¢ni
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a antidiabetické vlastnosti (Serra-Barcellona et al. 2014; Russo et al. 2015) jsou pfisuzovany
listim jakonu, které se susi a pouzivaji pfi piipravé Caje.

Pro extrakcei t€kavych sloucenin z listl riznych odrud jakonu byla zvolena metoda HS-SPME.
Byly sledovéany rizné parametry ovliviiujici extrakei (typ sorbentu, teplota sorpce, doba sorpce
a desorpce, hmotnost vzorku) s cilem optimalizovat podminky extrakce. Jako hlavni silice byly
identifikovany tfi slouCeniny B-pinen, karyofylen a y-kadinen. Jejich relativni obsah se ukazal

jako dilezity faktor pro specifikaci odrid jakonu.

3.6.2 Jitrocel kopinaty (Pfiloha 7)

Jitrocel kopinaty (Plantago lanceolata) ma fadu uvadénych farmakologickych vlastnosti, jako
¢i antioxida¢ni (Beara et al. 2012) a protinadorovou (Herbert et al. 1991) aktivitu. Mimoto se
ale také pouziva v lidovém lé¢itelstvi pii 1é¢bé poruch dychacich cest (Fons et al. 2008), coz
naznacuje potencidlné pozitivni u€inky silic na lidsky organismus. Esencidlni olej jitrocele
kopinatého byl vydestilovan ze tfi rtznych rostlinnych vzorkli pomoci hydrodestilace
v Clevengerov¢é aparatufe a analyzovan plynovou chromatografii. Ukazalo se, ze takto
ptipraveny esencialni olej je smés obrovského mnozstvi latek (v jednotlivych chromatogramech

se nachazelo az 236 piki), pricemz identifikovano bylo 154 sloucenin.

3.6.3 Vrbovka malokvéta (Pfiloha 8)

Druhy rodu Epilobium se tradi¢né pouzivaji jako 1é¢ivé rostliny, napt. pfipravky pfipravené
z E. angustifolium (vrbovka uzkolistd) maji protizanétlivé G€inky a vytazky z E. parviflorum
(vrbovka malokvétd) zmiriiuji potize spojené s benigni hyperplazii prostaty u muzt stfedniho
a star$iho v€ku (Remmel et al. 2012). Publikované studie se rovnéz zminuji o antioxida¢nich
(Kiss et al. 2011; Cando et al. 2014), protizanétlivych (Juan et al. 1988; Hiermann et al. 1991)
a antimikrobialnich (Battinelli et al. 2001; Bartfay et al. 2012; Kosalec et al. 2013; Eghmazi et
al. 2015) vlastnostech extraktt z rostlin druhu Epilobium. Ctyfi vzorky vrbovky malokvété
ve formé susenych listd a stonkti byly podrobeny hydrodestilaci v Clevengerové aparatuie,
ziskany esencialni olej byl, spolecné s hydrolatem jakozto vedlejsim produktem hydrodestilace,
analyzovan pomoci plynové chromatografie. Ziskané esencialni oleje, stejné jako hydrolat, byly
bohaté na pocet slozek (az 301 pikti v chromatogramech jednotlivych EO a dokonce 322 pikt
v chromatogramech hydrolatu). Antimikrobialni aktivita EO a hydrolatu ziskaného z Epilobium
parviflorum byla testovana proti péti mikroorganismim. Tii z testovanych mikroorganismut
jsou Dbakterie uznavané jako puvodci bakterialni prostatitidy (Enterococcus faecalis,

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa), jeden je potencialni kandidat (Staphylococcus
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aureus) (Pavone-Macaluso 2007). O antimikrobialnich Géincich silic Epilobium parviflorum
bylo v literatufe dostupné jen omezené mnozstvi informaci. Antimikrobialni wGc¢inky
etanolickych extraktii z rostlin Epilobium spp. popisuje napft. studie (Battinelli et al. 2001),
ktera uvadi vysledky minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC) v rozmezi 81 az 650 pg/ml.
Jedna z pfedchozich studii (Eghmazi et al. 2015) se zabyvala antibakterialnim G¢inkem silice
z Epilobium hirsutum (vrbovka chlupata), i tato studie popisuje vyznamnou antibakterialni
aktivitu vi¢i grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim. Silice ziskana destilaci vrbovky
malokvété méla vyssi antimikrobidlni ucinek (MIC 5-60 pg/ml) nez etanolické extrakty
ve studii Batinelliho, i nez silice izolované z E. hirsutum ve studii Eghmaziho. Dale bylo
zjisténo, ze 1 hydrolat v koncentracich 70-90 % ve vod¢ (V/V) inhiboval vSechny testované
bakterie a kvasinky. Vysledky nasvédcuji tomu, ze silice z vrbovky malokvété mohou mit

vyrazné 1é¢ivé ucinky na bakteridlni prostatitidu.

3.6.4 Bez Cerny (Ptiloha 9)

Bez ¢erny (Sambucus nigra) se jiz po staleti uspé$né pouziva k 1é¢ebnym ucelim, k pfipravé
¢aji, vin a likérii. Tradi¢ni lidova medicina pouzivd nalev ze suSenych kvétd kvili jeho
mocopudnym ucinkiim, sniZovani horecky, podpote poceni a mirnéni kasle. Vytazky z cerné¢ho
bezu se podileji na komer¢nich produktech pouzivanych jako imunitni stimulanty nebo k 1é¢bé
ptiznakil chfipky, nachlazeni, virovych infekci ¢i nervovych zanéta (Ulbricht et al. 2014).
Tékavé latky uvoliované kvéty ¢erného bezu v riznych stadiich (pfimo na keti a v rtiznych
fazich po sklizni) byly analyzovany s cilem zjistit zmény ve sloZeni profila té¢kavych latek
vyvolané jednak sbérem kvéti (pomoci zakoncentrovani HS-SPME) a také suSenim kvéta
(pomoci destilace silic metodou SHDE). Odbér vzorki t€kavych latek v terénu (pomoci
HS-SPME) s naslednou chromatografickou analyzou poskytl zajimavé informace, 55 %
az 79 % celkové plochy pikd v chromatogramech tvotily latky, které plisobi jako hmyzi
feromony. V profilech té¢kavych latek stanovenych pied a po sklizni (Casovy usek cca 3 hodiny)
byly pozorovany vyznamné zmény, napi. pokles relativniho obsahu hmyzich feromond.
Nékteré slouCeniny zcela vymizely, ale bylo identifikovano 34 novych sloucenin, zejména
terpenickych latek, coz muze byt dasledek indukované reakce rostliny na bioticky stres
(poskozeni rostliny). Poskozeni rostlinnych pletiv zptisobuje Sirokou Skalu reakci rostlin a mize
také zpusobit zvySeni obsahu sekundarnich metabolita (Karban a Myers 1989). Pomoci SHDE
byly pfipraveny extrakty z kveéti 3 hodiny po sbéru a z kvéth suSenych dvéma postupy
(na dennim svétle pfi laboratorni teploté a za tmy v susarné pii 45 °C) s cilem urcit zmény

ve slozeni silic. Slozeni aromatickych latek sklizenych kvét cerného bezu bylo siln€ ovlivnéno
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postupem suseni. Obecné se celkovéa plocha pikt v chromatogramech extraktii ziskanych
ze susenych kvétli ve srovnani s extrakty z Cerstvych kvéth snizila (o 15 % pii suSeni
pfi laboratorni teploté a o 45 % pfi suSeni na 45 °C). To vSak neznamend, ze Se obsah
jednotlivych tékavych latek pouze snizil. Celkovy profil tékavych latek je smési tiid latek
a jejich obsah se béhem suseni méni v disledku probihajicich fyzikalné-chemickych procest.
Obsah nékterych tékavych latek se tedy snizil pod detekéni limit metody, ale nekteré latky
se naopak vyskytly az v prib¢hu suseni. Je ziejmé, ze jak proces sklizné, tak 1 zplisob suseni

ma vliv na chemické slozeni silic ve vyslednych produktech.

3.6.5 Toulen srdcita, rdesno vonné (Ptiloha 10)

Vzhledem k rostouci poptavce po prirodnich produktech a s ohledem na pievahu IéCiv,
antioxidantl nebo potravinaiskych aditiv v procesu konzervace potravin se V poslednich letech
fada vyzkumnikd zaméfila na hledani novych antimikrobialnich latek, které by se mohly
uplatnit jako prosttedky odolné vuci vice druhiim mikroorganismi. Hlavnim zdrojem takovych
ptirodnich latek jsou 1é¢ivé byliny a produkty z nich, jako jsou esencialni oleje. Pouzivaji se jiz
od dob nepaméti jako nejdostupnéjsi prostiedky k 1écbé nemoci. Jak bylo nékolikrat prokéazano,
EO maji rozmanité biologické vlastnosti a v této oblasti je jim v€novana znana pozornost.
Cilem této studie bylo vyhledat byliny pouzivané v kuchyni 1 v ptirodni medicin€ a urcit sloZeni
jejich EO a zejména jejich antimikrobialni u¢innost v parni i kapalné fazi. Pro tuto studii byly
vybrany dvé byliny pochazejici z jihovychodni Asie, a to toulen srd¢ita (Houttuynia cordata)
a rdesno vonné (Persicaria odorata), které se pouzivaji pfedevsim v tradi¢ni ¢inské medicing
a jako koteni v asijské kuchyni. Znamé zdravotni uCinky téchto rostlin z ¢inské mediciny
anedostatek veédecké literatury o antimikrobidlnich G¢incich EO z Houttuynia cordata
a Persicaria odorata vedly Kk podrobngjsimu zkoumani jejich G¢inki na vybrané
mikroorganismy.

Esencidlni oleje byly piipraveny metodou hydrodestilace v Clevengerové aparatuie,
antimikrobialni vlastnosti EO byly testovany bujonovou mikrodiluéni volatilizaéni metodou
(Houdkova et al. 2017). Jedna se o jednoduché a rychlé simultanni stanoveni antibakterialniho
potencialu rostlinnych t€kavych latek v kapalné a parni fazi v riznych koncentracich.
Vysledky ukazuji nové zajimavé poznatky. Chemickeé slozeni EO odpovida predchozim studiim
s drobnymi odchylkami, které mohou byt zplisobeny agronomickymi faktory, skladovanim
nebo pfipravou vzorkii aj. Oba EO vykazovaly antimikrobialni aktivitu v rdznych

koncentracich vuci testovanym bakteriim. Vzhledem k velké antibakterialni aktivité EO je
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velky potencial pro budouci vyuziti téchto silic, naptiklad jako pfirodnich antimikrobidlnich

latek nebo konzervacnich latek v potravinach.

3.6.6 Pimentovnik pravy (Pfiloha 11)

Monoterpeny a seskviterpeny jsou tékavé organické slouCeniny rozsifené v rostlinach. Tyto
latky hraji dulezitou roli v potravinarské chemii, protoze jsou zodpovédné za aroma mnoha
druhti kofeni, které je jednim ze zadkladnich parametri pii hodnoceni kvality kofeni. Jednim
Z koreni, ve kterém jsou tyto charakteristické latky ptitomny, jsou susené plody tropickych
stromi botanické skupiny Pimenta Lindl., znamé jako nové kofeni. Druhy rodu Pimenta Lindl.,
které se celosvétove nejéastéji pouzivaji k ochucovani potravin, jsou Pimenta dioica a Pimenta
racemosa. Hydrodestilaci byl pfipraven esencidlni olej, ktery byl dale analyzovan.
Pro porovnani byly provedeny analyzy profilu t€kavych latek také pomoci HS-SPME, kdy byla
testovana riizna extrakéni vlakna a studovan vliv absorpce a adsorpce na slozeni vyslednych
extraktli. Obecné lze fici, ze pozorovani provedena pro dané extrakcni teploty ukazuji,
ze pro extrakci seskviterpentt bylo vhodné vlakno se sorbentem PDMS a pro extrakci
monoterpent vlakno se sorbentem DVB/CAR/PDMS. Zvyseni teploty extrakce vedlo podle
o¢ekavani k vy$sim vytézkum seskviterpeni na tikor monoterpent. Byl také studovan vliv

pridavku vody ke vzorku na vysledek HS-SPME, ktery se ukazal jako nevyznamny.

3.6.7 Vavfin uslechtily (Pfiloha 12)

Hydrodestilace a destilace vodni parou jsou nejvice vyuzivané techniky pro vyrobu
esencialnich oleji. Pouzivaji se rGzn€, v zavislosti na experimentalnich zkuSenostech
U konkrétni rostliny ¢i daného vyrobce. Pomoci téchto dvou destilacnich technik byly
pfipraveny esencialni oleje z vaviinu uSlechtilého (Laurus nobilis). Bylo zkoumano
a porovnavano jejich sloZeni a antioxidacni a antimikrobidlni aktivita.

Studie potvrdila, ze vytézek silice, slozeni a biologické vlastnosti zavisi na pouzité destilacni
metodé. VEtsiho vytézku silice bylo dosaZeno hydrodestilaci, ale na pocet slouc¢enin byl bohatsi
esencialni olej ziskany parni destilaci. To miize naznacovat (uz diive zminénou) nevyhodu
hydrodestilace spocivajici v tepelné modifikaci nebo degradaci nékterych sloucenin vlivem
dlouhého tepelného naméhani v porovnani s parni destilaci, coz se ukazalo napt. na poklesu
relativniho obsahu terpenickych ester. Z tohoto divodu je parni destilace Setrnéjsi
k vaviinovému oleji a mohla by poskytnout kvalitngjsi olej z hlediska obsahu terpenickych
esteril. Ziskané vysledky také ukdzaly, Ze silice z vaviinovych listh maji vyrazny
antimikrobialni a antioxidaéni ucinek. Zda se, Ze silice ziskana hydrodestilaci je G¢inngjsi

antimikrobialni latkou nez silice ziskana parni destilaci, coz je pravdépodobné (mimo jiné)
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dusledek obsahu eukalyptolu, ktery ma vyrazné antimikrobialni ucinky (Millezi et al. 2012;
Damasceno et al. 2019; Saraiva et al. 2021). Jeho obsah byl cca o 30% vyssi v oleji ziskaném
hydrodestilaci. Naopak, EO ziskany parni destilaci Se projevil jako silngjsi antioxidant.
Zavérem lze konstatovat, ze pti volbé destilaéni metody je tfeba zvazit tiéel pouziti vaviinového
oleje, zda preferuyjeme vyssi obsah nékteré ze sloucenin nebo dobré antioxidacni

¢i antimikrobidlni vlastnosti.

3.6.8 Hydrolaty (Ptiloha 13)

Vzhledem k rostouci rezistenci mikroorganismii je vhodné vénovat pozornost antimikrobialnim
ucinktim pftirodnich latek, a to i v synergické kombinaci s nekterymi antibiotiky. Hlavnim
problémem je rezistence mikroorganismu s patogennim potencidlem. Mezi takové
mikroorganismy patii mimo jiné bakteric podobné arcobakteru. Spojitost arcobakteru
S lidskymi onemocnénimi byla prokazana u druht A. butzleri, A. cryaerophilus, A. skirrowii
a A. thereius (Collado et al. 2009; Van den Abeele et al. 2014). Pro tyto bakterie je zasadni
ptezivani ve formé planktonnich bunék nebo v biofilmu, protoze tak mohou 1épe kolonizovat
hostitele nebo kontaminovat prostiedi potravinaiskych zavodu.

Cilem této studie bylo rozsitit soucasné znalosti o chemickém slozeni a antimikrobiélni aktivité
hydrolati ziskanych z levandule 1ékatfské (Lavandula angustifolia), hiebickovce kofenného
(Syzygium aromaticum), fenyklu obecného (Foeniculum vulgare) a vaviinu uslechtilého
(Laurus nobilis) na vybrané mikroorganismy. VSechny tyto pifirodni matrice jsou Siroce
dostupné, ale doposud se studie nezabyvaly testovanim hydrolatd ziskanych z téchto matric.
Hydrolaty ziskané hydrodestilaci a parni destilaci byly zakoncentrovany pomoci extrakce tuhou
fazi a analyzovany plynovou chromatografii. Antimikrobialni aktivita hydrolati byla stanovena
metodou diskové difuze a minimalni inhibi¢ni/baktericidni koncentrace byla vyhodnocena
mikrodiluéni metodou. Tvorba biofilmu mikroorganismi v pfitomnosti testovanych hydrolata
byla sledovéna modifikovanou Christensenovou metodou.

Byla zaznamenana vyznamna antimikrobidlni aktivita vySe uvedenych hydrolati vici
testovanym mikroorganismiim, a to zejména po jejich zakoncentrovani pomoci SPE.
Koncentrované hydrolaty mély rovnéz inhibi¢ni G¢inky na tvorbu mikrobidlniho biofilmu,
navic nevykazovaly zZadny cytotoxicky ucinek va¢i lidskym buitkdm AS549. Lze tedy
konstatovat, Ze existuje potencialni pouziti jako napf. pfirodni antimikrobidlni latky nebo

konzervacni latky v potravinach.
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3.6.9 Silovon obecny (Pfiloha 14)

Silovon obecny (Dipteryx odorata) je zastupce rodu Dipteryx pochazejici z tropickych destnych
lest Stiedni a severni Jizni Ameriky. D. odorata, pfedevsim semena, kvéty a kiira, byl studovan
pro své fytochemické vlastnosti. Existuji prace zabyvajici se izolaci isoflavonu (Januario et al.
2005), mastnych kyselin (Oliveros-Bastidas et al. 2013) a diterpenoida (Godoy et al. 1989).
Semena D. odorata byla dale zkoumana na obsah extraktu rozpustného v ethylacetatu jako
potencialni chemopreventivni latky proti rakoviné (Jang et al. 2003). Fermentovana semena
silovoné obecného, znamé také jako ,,tonkové boby*, maji vyrazné aromatické vlastnosti.
Krom¢ toho také obsahuji pomérné vysoké mnozstvi kumarinu, obvykle v rozmezi 1-3 %
(Ehlers et al. 1995; Ehlers et al. 1996; Oliveros-Bastidas et al. 2013). Vzhledem k tomu,
ze Cetné studie prokdzaly toxické vlastnosti kumarinu, bylo jeho pouzivani v potravinach
(nikoli vSak v tabadkovych vyrobcich) v roce 1954 v USA a fad¢ Evropskych zemich zakazano
¢i omezeno (Givel 2003). Vytazky ztonkovych bobl byly vzhledem ke svym vyraznym
aromatickym vlastnostem dale vyuzivany jako ptisady do aromatickych tabakul, cigaret,
doutniku a také do parfému (Sullivan 1982). Ptestoze jsou extrakty z tonkovych bobu Siroce
vyuzivany, ptedev§im v parfumérském primyslu, vyzkumné studie o t€kavych slouceninach
tonkovych bobtll jsou sporadické. Muze to byt disledkem zaméfeni vyzkumnikli na hlavni
slouc¢eninu kumarin, ktera je v poptedi z4jmu diky svym toxikologickym vlastnostem.

Tato studie predstavuje vysledky analyzy tékavych latek ziskanych z tonkovych bobli pomoci
riznych extrak¢nich metod, jeji vysledky mohou poskytnout zasadni informace pro pouziti
raznych zplsobl zpracovani tonkovych bobi.

Pomoci extrakénich metod HS-SPME, SHDE a SFE s naslednou chromatografickou separaci
bylo identifikovano celkem 191 sloucenin. Z vysledk je patrné, Ze v ptipadé extrakce tékavych
latek z tonkovych bobi je zvoleni vhodné metody zdsadnim krokem k zisku kvalitnich extraktt
bohatych na aromatické slouceniny. Rozdil mezi SFE a SHDE byl pozorovan hlavné
u terpenickych sloucenin. V extraktech z SHDE zaujimaly identifikované terpeny cca 12 %
celkové plochy vSech pikd v chromatogramu, potvrdilo se, Ze destilaéni metody jsou vhodné
pro extrakci EO, jejichz zaklad tvofi terpenické slouceniny. S vyuzitim metody HS-SPME bylo
identifikovano celkem 155 sloucenin, ztoho 100 Ilatek bylo zaznamenano pouze
vV chromatogramech ziskanych s vyuzitim HS-SPME. Nicméné, na rozdil od SHDE a SFE ji

nelze vyuzit ke komer¢ni produkci extrakti, ale napt. ke kontrole kvality tonkovych bobii.
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3.6.10 Betelové ofechy (Pfiloha 15)

Betelovy ofech (nebo arekovy ofech) je semeno plodu palmy Areca catechu. Tato palma je
roz§ifena v jizni a jihovychodni Asii, véetné Ciny, Indie, Indonésie, Malajsie, Filipin a Nové
Guineje. Tradi¢nim zvykem v téchto zemich je Zvykat tzv. ,,betel quid®, ktery obsahuje betelovy
list, arekovy ofech a hasené vapno, pfipadné muze obsahovat tabak. Kromé toho se podle
mistnich preferenci pfidavaji dalsi latky, zejména koteni, jako je kardamom, Safran, hiebicek,
anyz, kurkuma, hoi¢ice nebo sladidla. Uginky Zvykani jsou srovnatelné s uzivanim nikotinu,
vcetné mozné zavislosti a abstinencnich ptiznaku. Je odhadovano, ze betel quid zvyka vice nez
400 miliont lidi, coZ z n¢j €ini ¢tvrtou nejpouzivanéjsi drogu po alkoholu, nikotinu a kofeinu
(Peng et al. 2015). N¢které studie dokonce indikuji potencialni toxicitu ¢i karcinogenitu
spojenou se zvykanim betelovych ofechd. Kromé negativnich G¢inkl na zdravi byla ale také
zjisténa fada ucinkd pozitivnich, mimo jiné Ze zvykani betelového ofechu zlepSuje ustni
hygienu. Byly popsany souvislosti niz§iho vyskyt zubniho kazu ve srovnani s populaci, ktera
betel quid neuziva (Mdoller et al. 1977; Schamschula et al. 1977).

Prestoze je arekovy ofech Siroce znamou drogou a rostlinou, neexistuje dostatek zprav
zabyvajicich se t¢kavymi slouceninami této matrice. Cilem této studie tedy bylo stanovit té¢kavé
latky arekového ofechu a antimikrobidlni aktivitu extraktu pfipravené¢ho pomoci metody
SHDE. Ukazalo se, Ze takto pfipraveny extrakt byl bohaty na mastné kyseliny, coZ se projevilo
1 na antimikrobidlnich vlastnostech, extrakt mél na nékteré z testovanych mikroorganismii vyssi

antimikrobialni u¢inky nez srovnavaci antibiotika.

3.6.11 Rostliny celedi Alliaceae a Brassicaceae (Ptiloha 16, 17)

Aroma potravin je ovlivnéno raznymi druhy slozek, mezi nimiz jsou vyznamnou skupinou
slouceniny obsahujici siru, a to diky jejich hojnému vyskytu a aromatickému ¢inku. Sira je
esencialni prvek vyskytujici se zejména ve dvou aminokyselinach - cysteinu a methioninu.
Produkty rozkladu téchto organickych molekul jsou tékavé slozky, jako jsou napft. thioly
nebo sulfidy (disulfidy, trisulfidy atd.). I ve stopovém mnozstvi mohou byt tyto slouceniny
zodpovédné za specifické aroma.

Rostliny pattici do ¢eledi Alliaceae a Brassicaceae jsou casto jedlé, a proto se obvykle pouzivaji
v kuchyni po celém svété, zejména na severni polokouli. Mnoho z nich je také zndmé pro své
antimikrobialni nebo protinddorové ucinky a ¢asto maji vyuziti jak v lidovém lécitelstvi, tak
ve farmaceutickém primyslu (Lanzotti 2006; Yabuki et al. 2010).

Metodou HS-SPME s naslednou chromatografickou separaci byly zkoumany profily tékavych

sloucenin u deseti druhii rostlinnych vzorku, které jsou hojné vyuzivany v kuchyni.
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Vysledky prezentované v téchto studiich ukazuji, ze obé celedi Alliaceae a Brassicaceae
obsahuji pomérné Sirokou skalu aromatickych latek, pti¢emz u poloviny vzorkt tvoftily t¢kavé
sirné latky vice nez 50 % celkového profilu t€kavych sloucenin. Zda se profil sirnych slouc¢enin
meéni v ¢ase po rozruseni rostlinné tkané, bylo sledovano u cibule kuchynské. Bylo zjisténo,
ze nekteré slouceniny mizi z aromaprofilu zahy po rozruseni cibule, napft. thiopropanal S-oxid,
tzv. slzny faktor cibule, mél vrchol zastoupeni v aromaprofilu ihned po rozkrojeni cibule, poté
postupné¢ klesal a uz po 2 minutach byl na cca 15 % mnozstvi stanoveného ihned po rozkrojeni.
Nekteré latky, typicky sulfidy, se naopak postupné uvolnovaly pravdépodobné i vlivem
degradace jinych sirnych sloucenin.

Soucasti studie bylo i stanoveni antimikrobialni aktivity cibulové $tavy pomoci jamkové
difuzni metody. Vysledky potvrdily antimikrobidlni aktivitu, nejvyraznéjsi inhibi¢ni zoény byly

pozorované u kvasinky Candida albicans.

3.6.12 Ovocné destilaty (Ptiloha 18, 19)

Vyroba ovocnych destilatli ma dlouhou tradici v zemich stiedni Evropy a mnoho narodii je ma
jako tradi¢ni alkoholicky napoj. Lze je vyrabét z ovoce s vysokym obsahem cukru, napf.
Z tfesni, jablek, hruSek, merunék, Svestek, broskvi, mirabelek nebo malin. Ovoce (rozdrcené
nebo nakrdjené) nebo ovocna Stava se vystavi alkoholovému kvaSeni, nasleduje dvojita
destilace a Uprava konecného destilatu (fedéni, filtrace atd.). Ovocné destilaty jsou obvykle
bezbarvé (s vyjimkou lihovin skladovanych v dfevénych sudech) se specifickou ovocnou vini.
Pro charakterizaci profilu tékavych latek byla vyuzita metoda HS-SPME s naslednou analyzou
plynovou chromatografii s hmotnostni spektrometrii pro identifikaci jednotlivych t€kavych
latek. DalsSi data, naméfena pomoci plynové chromatografie s plamenové-ionizacni detekci
(GC-FID), byla pouzita pro identifikaci druhu destilatu pomoci tzv. ,fingerprint analyzy
S vyuzitim ortogonalni projekce do latentnich struktur (OPLS).

Na zékladé hmotnostnich spekter a retencnich charakteristik bylo ve 24 vzorcich ovocnych
destilatd identifikovdno 271 tékavych sloucenin s hlavnim podilem ethylesteri mastnych
kyselin (celkem 116 estert s podilem 54-88 % rel. v daném profilu t€kavych sloucenin). Byla
rovnéz identifikovana sloucenina (E,E)-a-farnesen, ktera se nachazela pouze v destilatech
vyrobenych z hrusek a jablek (tedy jadfincové ovoce).

Dale bylo analyzovano 63 vzorka riznych druhti ovocnych destilati (52 vzorka destilata
Z jablek, hrusek, Svestek, merun€k a mirabelek a 11 vzorkt jinych druhil) pomoci HS-SPME
a GC-FID. Vzorky byly rozdéleny na kalibra¢ni set (47 vzorkil) a valida¢ni set (16 vzorki).

Nameéfené chromatogramy byly pfevedeny na matici dat a analyzovany pomoci metody OPLS.
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Zakladnim vysledkem statistické analyzy bylo vytvofeni OPLS modelu pro rozliSeni lihovin
do skupin podle druhu ovoce. Selekce bylo dosazeno se specificitou 1,000 a senzitivitou 1,000
pro kazdy z péti testovanych druht lihoviny. Statisticky model byl ovéfen externi validaci
pomoci naméfenych dat jak z kalibra¢niho, tak z valida¢niho setu. Vysledné rozdé€leni vSech
testovanych vzorku pfesné odpovidalo bud jednomu z péti typu destilati, nebo jako
nezatazeny. Hierarchicka shlukovad analyza ukazala podobnost tékavych profili palenek
z jadiincového ovoce (jableéné a hruskové palenky) a palenek z peckovin (mirabelkovice,

slivovice, merunkovice).

3.6.13 Drevo (Priloha 20, 21)

Tékavé organické slouceniny (VOC) patii mezi extraktivni latky, které se ve dieveé vyskytuji
v mnozstvi 0,5 az 5 % (w/w) a mohou se nachazet v jadrovém dievé (mrtva a nefunkéni Cast
dfeva), v pryskyfi¢nych kanélech jehli¢natych dfevin nebo jako rezervni latky v béli (ziva ¢ast
dfeva podilejici se na vzlindni mizy). Extraktivni latky z nékterych druht dieva se bézné
pouzivaji v mnoha lékaiskych piipravcich a také v parfumerském pramyslu. (Sjostrom 2013;
Sandak et al. 2016). VOC jsou zodpovédné za pfijemnou vini vétSiny dfevin, nékteré z nich
maji odpovédnost za odolnost dieva proti hnilob¢, poSkozeni hmyzem a bakterialnim infekcim
(Martin et al. 2002). Mnozstvi a typ t€kavych organickych latek se lisi mezi jednotlivymi druhy
dfeva a dokonce 1 v ramci jednoho vzorku dfeva v zavislosti na tom, zda se analyzuje b¢l
nebo jadro. Chemické slozeni dfeva vSak neni ovlivnéno pouze druhem, ale i dal$imi faktory,
jako je umisténi bun€k v rdmci stromu a na kone¢né chemické slozeni (a potazmo 1 vlastnosti)
dfeva maji vliv i podminky rustu a prostiedi (Wajs et al. 2006). Prikladem mtize byt modfin.
Jeho dfevo je hojné vyuzivano k vyrobé nabytku, obkladiim stén ¢i jako stavebni dfivi. Modfin
sibifsky obsahuje vice extraktivnich latek nez modfin opadavy, vyskytujici se ve stfedni Evropé
(Forsthuber et al. 2017). Proto je modfin sibifsky vhodné&jsi a cennéjsi pro venkovni pouziti.
To zplsobuje, Ze sibifsky modiin ma ve srovnani s evropskym modiinem vyssi cenu, coZ nékdy
motivuje prodejce dieva k podvodnému prohlasovéani evropského modiinu za sibifsky. V jiném
piipadé bylo poukazdno na opacny problém, kdy se dovozci sibifského modiinu snazi vyhnout
nakladnym rostlinolékarskym kontrolam (Horacek et al. 2009). Za timto ucelem Se né&kteti
dovozci snazi deklarovat sibifsky modiin jako modiin evropsky. Dovoz mimoevropského dieva
bez rostlinolékatského osvédéeni na izemi Evropské unie je zdkonem zakéazan.

Byla vyvinuta metoda pro stanoveni VOC ve vzorcich riznych druhti dfeva zalozena
na HS-SPME. Tato metoda byla aplikovdna na 82 vzorku dieva z evropskych a sibifskych

modfini. Nameéfenda chromatografickd data byla konvertovana do cCiselnych matic
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a analyzovana metodou OPLS. Pted statistickou analyzou byly vzorky rozdéleny na pracovni
soubor (70 vzorkd) a validaéni soubor (12 wvzorkd). Model OPLS byl vytvoren
Z chromatografickych udajti pracovniho souboru a jeho externi validace byla provedena pomoci
chromatografickych udaji valida¢niho souboru. Piedlozena prace ukazuje vyvoj nového
piistupu k rozliSovani pivodu modiinového dieva pochazejiciho z riznych zemépisnych oblasti
na zdkladé méfeni profili nékterych extraktivnich latek a jejich statistického vyhodnoceni.
OPLS model pro rozliseni jednotlivych vzorkt dieva se ukazal jako vhodny nastroj, nebot
dokazal ur¢it misto ptivodu u vSech 70 vzorkti modiinového dieva z pracovniho souboru, stejné
jako u 12 vzorki ze souboru ur¢eného pro ovéfeni prediktivity vytvofeného modelu. Bylo také
identifikovano 17 z 20 nejvyznamnéjsSich slouc¢enin zodpovédnych za diskriminaci jednotlivych
vzorkl. Klicovymi t€kavymi organickymi latkami pro pfifazeni vzorkl k evropskym modiintim
byly seskviterpeny, seskviterpenoidy a diterpenoidy, zatimco u sibifskych modiini byly
klicovymi tékavymi organickymi latkami ptfedev§im alifatické karbonylové slouceniny

S niz§imi body varu.
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4 Ostatni publikované prace

V této Casti habilita¢ni prace jsou uvedeny publikace v odbornych ¢asopisech, na kterych se
autor podilel, ale které primarn€ nesouvisi s pfedchozimi diskutovanymi publikacemi. Jedna se
0 tii publikace, z nichz jedna je z oblasti petrochemie, druha publikace pojednava o extrakci
syntetickych barviv z potravin a tieti pak navazuje na problematiku fenolickych sloucenin.
Prace zabyvajici se stanovenim 2-ethylhexylnitratu v nafté¢ (Pfiloha 22) pomoci infratervené
spektrometrie navazuje na autorovo odborné zaméieni z doby, kdy se pohyboval pies sedm let
v soukromém sektoru v oblasti petrochemie a zahrnuje vyvoj a validaci analytické metody
pro stanoveni aditiva pro zvySeni cetanového Cisla v motorové nafté obsahujici bioslozku
a ve smésné motorove nafte.

Ve studii pojednavajici o extrakci a stanoveni syntetickych potravinaiskych barviv
v cukrovinkach modifikovanou metodou QUECHhERS (Ptiloha 23) byla vyvinuta rychla, snadna
a uéinna metoda pro extrakci syntetickych potravinaiskych barviv jako alternativa k do té doby
bézné pouzivané metodé zalozené na extrakci barviv pomoci vinénych vlaken. Metoda
QUEChERS (odvozeno z anglického ,,quick, easy, cheap, effective, rugged, and safe®, tj.
,rychly, snadny, levny, G¢inny, odolny a bezpecny*) byla ptivodné vyvinuta pro stanoveni
pesticidi v potravinach (Lehotay et al. 2010).

Posledni diskutovana prace (Ptiloha 24) je ptehledovy ¢lanek vznikly jako reakce na nejasné
nazvoslovi nékterych sloucenin ze skupiny chlorogenovych kyselin, a to konkrétné v ptipadé
kyseliny 5-kafeoylchinové a 3-kafeoylchinové. Tyto nejasnosti se objevily pfi studiu informaci
o fenolickych slouceninach, kam také ob¢ kyseliny patii. Pfi¢inou zminénych nejasnosti je
skutecnost, ze pro kyselinu 5-kafeoylchinovou a kyselinu 3-kafeoylchinovou jsou pouzivany
trivialni nazvy, a to kyselina chlorogenova a neochlorogenova. Pied rokem 1976, kdy byla
vydana nova pravidla pro nazvoslovi, byla kyselina 3-kafeoylchinova trivialn¢ ozna¢ovana jako
kyselina chlorogenova. Po zavedeni nového nazvoslovi se ale ¢islovani zménilo, tzn. z kyseliny
3-kafeoylchinové se razem stala kyselina 5-kafeoylchinova a opacné. Jinymi slovy, Kyselina
chlorogenova dostala jiny systematicky nazev a od roku 1976 se kyselina 5-kafeoylchinova ma
spravné trivialné nazyvat kyselina chlorogenovd. Mnozi vyzkumnici a také dodavatelé
chemikalii vSak nadale (a nespravng¢) pouzivaji pro kyselinu 3-kafeoylchinovou trivialni nazev
kyselina chlorogenova, pficemz ve skuteCnosti tento nazev je uréen pro kyselinu

5-kafeoylchinovou. Kyselina 3-kafeoylchinova ma trivialni nazev kyselina neochlorogenova.
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