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ANOTACE

Tato diplomova prace se zaméfuje na syntézu vybranych terpenickych latek,
pfedev§im hasiSenu, a jejich naslednou charakterizaci pomoci analytickych metod.
Teoreticka Cast se vénuje prehledu hlavnich terpentt obsazenych v konopi, jejich
biologickému vyznamu, metodam extrakce a syntézy.

Experimentalni ¢ast popisuje laboratorni syntézu hasiSenu z myrcenu pomoci
fotochemické cyklizace za pouziti UV zéfeni, jeho izolaci a identifikaci pomoci GC-MS
a dalSich metod. Ziskané vysledky ptispivaji k hlubSimu pochopeni chemickych aspektt
rostlinnych terpenti a jejich potencidlnimu vyuZiti ve farmacii a dalSich odvétvich.

KLiCOVA SLOVA:

Terpeny, haSiSen, myrcen, fotocyklizace, plynova chromatografie



ABSTRACT

This master's thesis focuses on the synthesis of selected terpenes, particularly
hashishene, and their subsequent characterization using analytical methods. The
theoretical part provides an overview of major terpenes found in cannabis, their biological
significance, and methods of extraction and synthesis.

The experimental section describes the laboratory synthesis of hashishene from
myrcene via photochemical cyclization under UV radiation, followed by its isolation and
identification using GC-MS and other techniques. The results contribute to a deeper
understanding of the chemical and aspects of plant terpenes and their potential
applications in pharmaceuticals and other industries.

KEYWORDS:

Terpenes, hashishene, myrcene, photocyclization, gas chromatography
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Uvod

V poslednich desetiletich ptitahuji rostlinné extrakty a jejich aktivni slozky,
terpeny, velkou pozornost vyzkumnikl a odbornikdi v oblasti chemie a mediciny diky
svym jedine¢nym vlastnostem a svému potencidlu. Terpeny jsou velkou a rozmanitou
skupinou uhlovodiki, které se nachdzeji v rostlinnych silicich. Maji vyznam nejen tim,
ze dodavaji rostlinam jejich charakteristické viin¢ a chuté a piisobi jako obrana proti
Sktidctim, ale také tim, ze se ui€astni rtiznych biochemickych procesti spojenych s rustem
a vyvojem rostlin. Tyto slouceniny se syntetizuji z jednoduchych uhlovodiki
enzymatickym procesem, ktery zacina spojovanim isoprenovych jednotek, coz urcuje
jejich chemickou strukturu a rozmanitost. Jsou dulezitymi slozkami v syntetické a
piirodni chemii, protoZe maji schopnost interagovat s biologickymi systémy a maji riizné
farmakologické ucinky. Jednim z takovych terpenti, ktery je zvlasté zajimavy, je hasiSen
(5,5-dimethyl-1-vinylbicyklo[2.1.1]hexan).

HasSiSen je organickd slouCenina, ktera byla identifikovdna pifi vyzkumu
konopnych silic. Diky svym strukturnim vlastnostem a u¢innym latkam je atraktivni pro
veédecky a aplikovany vyzkum. Pro pochopeni jeho ulohy a pouziti je vSak dilezité vzit v
uvahu obecné principy terpenoidnich sloucenin a metody pouzivané k jejich zkoumani,
jako napftiklad plynovéa chromatografie kombinovana s hmotnostni spektrometrii (GC-
MS), a také mikrobiologické testy, které mohou poskytnout informace o potencialni
antibakterialni aktivité ¢i bezpecnosti sloucenin.

Vyznam terpenii pfesahuje jejich biologickou ulohu v rostlinach. Tyto slouceniny
pritahuji pozornost védct a primyslu diky svym rozmanitym vlastnostem a potencialnim
aplikacim. Terpeny maji rozsahlou skdlu biologickych aktivit v€etné antibakterialnich,
antimykotickych, protizdnétlivych a antioxidacnich vlastnosti. V této souvislosti jsou
povazovany za slibné slouceniny pro rtiznd priimyslova odvétvi. PouZzivaji se pii vyrobé
chemickych slou€enin, jako jsou steroidy a vitaminy. V potravinaiském pramyslu se
studuje jejich potencidl v roli pfirodnich konzervacnich latek. Ve farmaceutickém
pramyslu se terpeny zkoumaji jako potencidlni u¢inné latky pro vyvoj novych 1éciv,

zejména v oblasti 1é€by rakoviny a zanétlivych onemocnéni.
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1 Teoreticka cast

1.1 Konopi seté

Jednim z hlavnich sméri moderniho vyzkumu terpenti je studium jejich interakcei
s dal$imi biologicky aktivnimi latkami a urceni jejich role v synergickych ucincich.
Naptiklad v konopi terpeny Casto interaguji s kanabinoidy a zvysuji terapeutické ucinky
téchto latek. Tato interakce otevird nové obzory pro vyvoj komplexnich lécivych
ptipravkil na bazi ptirodnich rostlinnych extrakta.

Konopi seté (Cannabis sativa) je jednou z nejstarSich a nejrozsitengjSich rostlin
na sveté, kterd je znama mnoha uzite¢nymi vlastnostmi a rozmanitym vyuzitim v riiznych
oblastech lidské Cinnosti. Historie konopi sahd az do staroveékych civilizaci, kde se
pouzivalo jako zdroj vldken pro vyrobu textilii, provazl a papiru, ale také k 1é€ebnym a
ritualnim Gceltim.

Konopi je jednoletd rostlina z ¢eledi konopovitych (Cannabaceae). V zéavislosti
na odriidé a podminkéch péstovani miiZze dosahovat rizné vysky, od kompaktnich kefiki
az po vysoké rostliny ptesahujici tfi metry. Ma charakteristick¢ dlanité listy a husté
vétveni, coz ji dodavd nezaménitelny vzhled. Z biologického hlediska se konopi
vyznacuje vysokou odolnosti vii¢i nepiiznivym podminkam prostiedi a schopnosti rychle
se prizpusobit riznym klimatickym podminkam. To z n¢ Cini jednu z
nejprizpisobivéjsich rostlin pro péstovani, coz piispiva k jeho Sirokému rozsifeni na
vSech kontinentech. Ditlezitym aspektem je rozd€leni na rtzné biotypy, které se lisi
chemickym slozenim a morfologickymi vlastnostmi. Mezi hlavni biotypy patfi technické
konopi s nizkym obsahem psychoaktivnich latek a konopi pro 1é¢ebné a rekreacni ucely,
které se vyznacuje vysokym obsahem tetrahydrokanabinolu (THC).

Vyznamnymi slozkami konopi jsou jeho fytochemikalie, vCetné kanabinoidd,
flavonoidi a terpenti. Konopi je také oblibené pro moznosti vyuZziti v riznych
primyslovych odvétvich. Vlakna této rostliny se pouZivaji k vyrobé& tkanin, biokompoziti
a dokonce 1 stavebnich materialii. Konopna semena jsou bohata na bilkoviny a esencialni
mastné kyseliny, coZ z nich ¢ini cennou slozku pro potravinafsky primysl. Kromé toho
je konopi aktivné zkouméno a vyuzZivano pro lécebné ucely diky bohatému sloZeni
ucinnych latek s protizdnétlivymi, analgetickymi a dal§imi terapeutickymi vlastnostmi.

[1]
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V poslednich desetiletich se konopi znovu dostalo do popiedi zajmu védca a
pramyslu diky svym ekologickym pfinosim a mnoha moznostem vyuziti. Moderni
vyzkum aktivné zkouma jeho genetickou vybavu, metody péstovani a potencidlni
I¢katiské, primyslové a environmentalni vyuziti. Vzhledem ke své vSestrannosti a
prospéSnym vlastnostem je konopi i nadéale dalezitym predmétem védeckého zajmu a

inovaci v riznych oblastech. [2]

1.2 Konopné terpeny

vvvvvv

bioaktivnich latek, které se v konopi nachazeji. Tyto organické slouceniny syntetizované
rostlinou jsou odpovédné za jeji charakteristické aroma a jeji biologickou aktivitu. Tvoii
vyznamnou ¢ast t€kavych slozek konopi a ovliviiuji jeho 1écebné vlastnosti tim, ze
interaguji s kanabinoidy 1 dal$imi fytochemikaliemi. [3] A¢koli terpeny tvoii pouze ¢ast
chemického profilu rostliny, jsou diilezité pii utvareni jeji chuti a interakci s dal§imi
biologicky aktivnimi latkami. Terpeny, které se syntetizuji v pryskyficnych Zlazach
rostliny, maji nejen funkéni vyznam pro samotnou rostlinu, protoze poskytuji ochranu
proti Skiidctim a chorobam, ale jsou zajimavé i pro Iékaiské a primyslové vyuziti.

Z biochemického hlediska jsou terpeny uhlovodiky tvofené isoprenovymi
jednotkami (CsHs). Tyto slouceniny se d€li do né€kolika tiid podle poctu téchto jednotek:
monoterpeny (obsahuji dvé isoprenové jednotky), seskviterpeny (tfi isoprenové jednotky)
a diterpeny (Ctyfi isoprenové jednotky). VSechny tyto tiidy se vyskytuji v konopi, coz
vysvétluje rozsédhlou skalu jeho aromatickych a biologickych vlastnosti. Koncentrace a
typ terpentl v rostliné se mohou lisit v zavislosti na genetickych faktorech, podminkach
péstovani a zpracovani, coz z jejich profili ¢ini dualezity parametr ve vyzkumu a
aplikacich konopi. [3]

Funkéni dloha terpenti v rostliné je mnohostrannd. Predev§im maji obrannou
funkei, chréani rostlinu pred fytopatogeny a Skidci. Terpeny mohou pfitahovat opylovace
a odrazovat predatory, ¢imzZ vytvafeji kolem rostliny chemickou obranu. Za stresovych
podminek, které predstavuje sucho, UV zafeni nebo mechanické poSkozeni, rostliny casto
zvySuji syntézu terpentl, coZ ukazuje na jejich vyznam pro adaptaci a preziti. [4] Kromé
biologické tlohy v rostlin€ maji konopné terpeny vyznamny terapeuticky potencial. Tyto
slou¢eniny vykazuji Sirokou Skalu farmakologickych uc¢inkd, v€etné protizanétlivych [5],
antioxidacnich [6], analgetickych [7], antibakteridlnich [8] a antivirovych [9] vlastnosti.
Na rozdil od kanabinoidd, jako je tetrahydrokanabinol (THC) a kanabidiol (CBD), nemaji
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terpeny psychoaktivni vlastnosti, ale mohou modulovat ucinky kanabinoidl
prostiednictvim jevu znamého jako doprovodny efekt. [10] Tato interakce naznacuje, ze
terapeuticky ucinek smeési terpent a kanabinoidii mtize byt silngj$i nez ucinek kazdé z
téchto sloucenin samostatné. Pravé tato vlastnost déla z terpenti dilezité slozky 1écivych
ptipravki na bazi konopi.

Koncentrace a slozeni terpenti v konopi jsou faktory, které urcuji jeho aromatické
vlastnosti. Charakteristicka viné konopi, ktera mize byt od zemité a dievité az po
citrusovou a sladkou, je ddna dominantnimi terpeny. Profily aromatickych latek se
pouzivaji ke klasifikaci rtiznych odrid konopi a mohou slouzit jako ukazatel jeho kvality
a terapeutické uCinnosti. [11]

Soucasny vyzkum terpenli z konopi je zaméfen na podrobné studium jejich
biologické aktivity a potencidlniho I¢kaiského vyuziti. Je dilezité poznamenat, Ze
navzdory Cetnym studiim zstadva mnoho aspektli u€inka terpenii na lidsky organismus
nedostatecné prozkoumano, coZ otevird Siroké perspektivy pro dalSi vyzkum. Mezi
potencialni oblasti vyzkumu patfi studium interakce terpenil se systémy organismu, jejich
role pfi 1é¢b€ raznych onemocnéni a moZnosti vyuZziti terpenit jako pfirodnich

konzervacnich latek nebo jako slozek aromatickych a kosmetickych vyrobkt. [12]
1.2.1 Majoritni terpeny v konopi

1.2.1.1 Limonen

Limonen je cyklicky monoterpen, ktery se hojné vyskytuje v rostlindch a
vyznacuje se silnym citrusovym aroma a vysokou té€kavosti. Jeho chemicka struktura
zahrnuje Sesti¢lenny kruh s jednou dvojnou vazbou. Existuji dva stereoizomery limonenu:

D-limonen a L-limonen, jejichz strukturni vzorce jsou znazornény na Obrdzku 1.

/\
1 2
Obrazek 1. Struktura D-limonenu (1) a L-limonenu (2).
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D-Limonen

Mezi terpeny zaujima D-limonen zvlastni misto, protoze tvoii hlavni slozku
vétSiny citrusovych olejii. Kromé toho se nachazi v éterickych olejich rostlin, jako je
kmin, bergamot a kumin, kde tvofi diilezitou soucast aromatické kompozice. [13]

D-limonen mé velky potencial ve farmacii. Vyzkumy ukazuji, Zze tento izomer
vykazuje mnoho terapeutickych ucinkti, véetné protirakovinnych [14], analgetickych
[15], gastroprotektivnich vlastnosti [16], schopnosti predchazet zalude¢nim viedim [17],
antioxidacnich [18] a protizanétlivych Gcinkl [19] a piispiva ke zlepSeni funkce plic. [20]
L-Limonen

L-limonen, se vyznacuje terpentynovou viini a je rovnéz ptitomen v rostlinach,
kde predstavuje hlavni slozku t€kavych latek, které uvoliiuji duby a borovice. [21]
Praktické vyuziti limonenu

Limonen nachézi Siroké uplatnéni v primyslu. Diky svym aromatickym a
chutovym vlastnostem se hojné vyuziva jako ptisada do parfémt, napojli, detergentd,
mydel a Cisticich prostfedkil pro domacnost. Kromé toho slouzi jako zdkladni surovina
pro syntézu rtznych latek vyskytujicich se v pfirod€, avSak obtizn¢ izolovatelnych,
naptiklad p-cymenu. [22]
1.2.1.2 Myrcen

Myrcen (CioHie) je cyklicky monoterpen, ktery patii mezi uhlovodiky obsahujici
dvé dvojné vazby. Jeho strukturni vzorec tvoti linearni fetézec se dvéma konjugovanymi
dvojnymi vazbami. Myrcen se vyskytuje ve dvou izomernich formach: a-myrcen a -
myrcen, které se 1isi usporaddnim dvojnych vazeb.
Vlastnosti a vyskyt myrcenu

Myrcen je bezbarvy olej s charakteristickou vini pfipominajici pelargonie.
PtestoZze jeho Cistd forma neni béZzné vyuzivdna jako ochucovadlo, md vyznamné
uplatnéni pii syntéze dalSich latek. [23]
a-Myrcen

o Strukturni vzorec o-myrcenu je zndzornén na Obrazku 2.
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Obrazek 2. Struktura a-myrcenu (3).

Vyskyt a syntéza: a-Myrcen je méné béZnou formou myrcenu a v pfirodé se
nevyskytuje. Jeho syntéza je mozné napiiklad metodou navrzenou Pigulevskim, ktera
zahrnuje dehydrataci linaloolu za pouziti jodové katalyzy. [24]

Vyuziti: Pfestoze a-myrcen neni tak hojné studovan jako jeho izomer B-myrcen,
nachazi uplatnéni pfedevsim jako vychozi materidl pro syntézu specifickych latek,
napiiklad derivati naftohydrochinonu, které jsou zndmé svymi cytotoxickymi Gi€inky.

[25]

pB-Myrcen:

Struktura:

Strukturni vzorec B-myrcenu je zndzornén na Obrazku 3.

N
4
Obrazek 3. Struktura f-myrcenu (4).

vvvvvv

je chmel, tymian, citronova trdva a vavfin. Je to bezbarva olejovitd kapalina s
pfijemnou viini, coz z ni ¢ini oblibenou slozku v parfumerii a pfi vyrob&é vonnych
latek. [26]

Biologické ucinky: Vyzkumy ukazuji, ze B-myrcen ma Siroké terapeutické tcinky,
véetné protirakovinnych ucinkl, sniZovani oxidativniho stresu, protizanétlivych

vlastnosti, analgetickych u¢inkd. [27, 28]
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e Primyslové aplikace: Diky unikatni struktuie je B-myrcen intenzivné zkouman v
oblasti ekochemie. Jeho kopolymerizace s dalSimi latkami umoznuje vyrobu

biologicky rozlozitelnych termoplastickych elastomert, plasti a gum. [29, 30]

1.2.1.3 Pinen

Pinen je monoterpen ptitomny ve dvou hlavnich stereoizomerech: a-pinen a [3-
pinen. Oba izomery se nachdazeji v ruznych rostlinach, véetné jehli¢nanti (zejména
borovicové pryskyfice), a maji charakteristicky borovicovy zapach. Pinen patii do
skupiny bicyklickych terpent, coz znamena, Ze jeho struktura zahrnuje dvé konjugované
cyklické jednotky. [12]
o-Pinen

a-Pinen je castéj$i izomer pinenu, ktery patii do skupiny bicyklickych
monoterpent. Jeho struktura obsahuje dva kruhy: Sesticlenny a ctyiclenny. Typickou
vlastnosti a-pinenu je dvojna vazba na druhém uhliku, coZ jej €ini reaktivnim pfi adi¢nich
a polymeracnich reakcich.

Strukturni vzorec:

5

Obrazek 4. Struktura a-pinenu (5).

Je bézné pritomen v esencialnich olejich jehli¢natych stromt, jako jsou borovice,
a ma charakteristické pryskyficné aroma. Vyuziva se v chemickém pramyslu pro vyrobu
vuni, pfisad do potravin a v organické syntéze. [31, 32]
p-Pinen

B-Pinen je druhy izomer pinenu, ktery md mirné odliSnou bicyklickou strukturu.
Rozdil spociva v poloze dvojné vazby, coz ovliviiuje jeho fyzikalni a chemické vlastnosti,
jako je reaktivita a aroma. B-pinen se nachdzi v esencialnich olejich rostlin, naptiklad v
rozmarynu, petrzelové nati a bazalce. [33, 34]

Strukturni vzorec:
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6
Obrazek 5. Struktura g-pinenu (6).

Diky svému aroma, které je méné pryskyficné a vice bylinné nez u a-pinenu, se
pouziva v parfumerii, a také jako ochucovadlo v potravinafstvi. Slouzi také jako vychozi
latka pro syntézu dalSich terpent. Dvojné vazba je terminélni, takZe se 1i8i reaktivitou a z
hlediska pramyslovych aplikaci umoZziuje ziskat dalsi produkty s danymi
strukturnimi motivy. [31, 35]

Vyznamné aplikace:
e Farmacie, farmakochemie: a-Pinen mé antibakterialni a protizanétlivé vlastnosti,

diky ¢emuz je pouzivany v 1é¢ivych mastech a inhalatorech [36, 37].

e Parfémy a viné: Pinen je hlavni slozkou esencidlnich oleji pouzivanych v
parfémarském a kosmetickém pramyslu diky svému svézimu, dievitému aroma.

e Rozpoustédla a chemikalie: Pinen se pouziva pii vyrob¢ terpentynu, ktery je
dalezitym organickym rozpoustédlem, a také jako prekurzor pro syntézu dalSich

chemikalii, v€etné kafru a terpenoidi. [38, 39]

Pinen je tedy dulezitou slozkou nejen v rostlindch konopi, ale je také Siroce
pouzivan v ruznych primyslovych odvétvich diky svym jedineénym chemickym
vlastnostem a priimyslovému vyznamu. [40]
1.2.1.4 Karyofylen

Karyofylen je seskviterpen, ktery se hojn¢ vyskytuje v éterickych olejich rtiznych
rostlin, jako je cerny pept (Piper nigrum), htebic¢ek (Syzygium aromaticum) a samoziejmeé
konopi. Karyofylen je mezi terpeny jedine¢ny v tom, Ze ma nejen aromatické vlastnosti,
ale také interaguje s endokanabinoidnim systémem, takze je dilezity pro lékatsky
vyzkum. [41]

Struktura a chemické vlastnosti

Karyofylen mé cyklickou strukturu sestavajici z kondenzovaného deviticlenného
a cyklobutanového kruhu, coz je v pfirod¢ pomérné unikatni. Hlavnim chemickym
znakem tohoto terpenu je pfitomnost dvojnych vazeb v rizném uspotadani (jedna trans-

v cyklu a druhd exocyklicka termindlni), coZ mu dava unikatni reaktivitu pfi rtiznych
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chemickych reakcich. Komplexni struktura karyofylenu umoziuje naptiklad jeho oxidaci
na karyofylen oxid del$im stanim na vzduchu. Tato latka je vyznamna tim, ze funguje
jako senzoricky marker pro specidlné vycvicené psy urcené k detekci drog (zejména
marihuany). Tito psi jsou schopni zachytit jeji pritomnost pravé diky oxidovanému
karyofylenu (karyofylenoxid), nikoliv diky THC, kter¢ je pro n¢ jinak necichatelné. [42]

Strukturni vzorec:

7
Obrazek 6. Struktura karyofylenu (7).
Praktické vyuziti karyofylenu

Karyofylen ma charakteristické kotenité, dfevité aroma s tony hiebicku a pepfe,
proto je oblibeny v aromaterapii a parfémovém primyslu kde pfispiva k vytvatfeni
jedine¢nych vini; v potravinaistvi jako ochucovadlo dodéavajici intenzivni kofenéné tony.
[43]

Tento terpen je unikatni tim, ze plisobi jako selektivni agonista CB> receptoru
endokanabinoidniho systému, coz otevird moznost jeho vyuziti pro lécebné ucely.
chronickeé bolesti a zanéta. [44, 45] Pro své antioxidacni vlastnosti se pouziva pii vyvoji
doplnki a 1€k zaméienych na boj proti zanétlivym onemocnénim. [2]
1.2.1.5 HaSiSen

HasiSen (H-terpen), chemicky 5,5-dimethyl-1-vinylbicyclohexan. Tento terpen je
ptikladem slozité struktury terpend, které mohou vykazovat unikétni vlastnosti a
biologické aktivity. [11]

Strukturni vzorec:

8

Obrazek 7. Struktura hasiSenu (8).
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Vyznacuje se komplexni bicyklickou strukturou s alkylovymi substituenty. Jeho
chemicka struktura zahrnuje dimethylové skupiny a vinylovou skupinu, které ptispivaji k
jeho specifickym vlastnostem. [2]

HasiSen byl identifikovan a izolovan v 60. letech 20. stoleti béhem rozsahlého
vyzkumu terpentt v konopi, ktery odhalil Sirokou Skalu chemickych sloucenin s
potencialnimi terapeutickymi vlastnostmi. Ackoli neni tak zndmy nebo studovany jako
n¢které jiné terpeny, jeho pritomnost v konopi naznacuje, ze mize mit specifické ucinky
na uzivatele. Terpeny obecné mohou mit rizné biologické aktivity, vcetné
antimikrobidlnich, protizanétlivych a analgetickych ucinki. HaSiSen, vzhledem k jeho
chemické struktute, mize ptispivat k aromatickému profilu konopi a ovliviiovat celkovy
terapeuticky potencial rostliny. Prestoze detailni studie o jeho specifickych ucincich jsou
omezené, obecné se piedpoklada, ze terpeny s podobnou strukturou maji potencialni
vyuZiti v ramci aromaterapie a parfumarstvi. JelikoZ moderni trendy naznacuji, Ze terpeny
mohou interagovat s endokanabinoidnim systémem, vyloucené neni ani dalSi smétovani

v ramci ,,standardni“ mediciny. [46]
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1.3 Soucasny stav v oblasti extrakce terpenickych latek

Extrakce terpenickych latek z rostlinnych materialii je dilezitym krokem v jejich
vyzkumu a aplikaci. V soucasné dobé existuje nékolik metod, z nichz kazda ma své
vyhody a nevyhody. Jednou z nejucinnéjsich metod pouzivanych k extrakci terpent z
konopi je superkriticka fluidni extrakce (SFE) pomoci oxidu uhli¢itého (CO-). [47]

Oxid uhli¢ity v nadkritickém stavu prochézi rostlinnym materidlem a rozpousti
terpenové slouceniny. Po vystupu z extrakéni komory je ochlazen a ptfeveden na
atmosféricky tlak, coz umoziuje separaci terpenovych latek od CO», ktery ze systému
odchazi v plynné form¢. Timto zpiisobem se terpenove slouceniny shromazd’uji jako Cisty
extrakt bez zbytkil rozpoustédel, coz zajistuje vysokou kvalitu kone¢ného produktu. Tato
metoda ma fadu vyhod. Zajistuje vysokou Cistotu extraktu, protoze nevyzaduje pouziti
chemickych rozpoustédel, coz minimalizuje riziko kontaminace kone¢ného produktu.
Superkriticky CO» je vysoce selektivni, diky cemuz je proces extrakce efektivnéjsi a
produkuje produkty s vysokym obsahem cilovych terpenii. CO: je navic netoxicky a jeho
pouziti minimalizuje negativni dopad na zivotni prostfedi. Pfesné extrakéni podminky
(teplota a tlak) umoznuji piizptsobit proces extrakci specifickych terpent. Pres vSechny
vyhody ma vSak metoda i své nevyhody. Zatizeni pro superkritickou extrakci je drahé,
coz muze byt pro nékteré laboratofe a primyslova odvétvi omezenim. Tato metoda také
vyzaduje znacné technické znalosti pro optimalizaci podminek extrakce a zajisténi vysoce
kvalitniho produktu. [48]

Dalsi ¢asto pouzivanou metodou je destilace. Je to proces zalozeny na oddéleni
slozek ze smési na zakladé odpateni slozek podle jejich rozdilnych teplot varu a nasledné
kondenzace. Existuji 3 zakladni typy, které se pouzivaji pro extrakci terpenickych latek
z rostli: [49, 50]

1. Hydrodestilace: Pii této metod¢ se rostlinny materidl zcela ponoti do vody a ptivede
k varu. Voda zde slouZi jako médium k ohtati éterickych olejl, které poté kodestiluji
s vodni parou. Po ochlazeni kondenzatu dochdzi k oddéleni vody a éterického oleje,
ktery se nasledné sbird pro dalsi pouziti.

2. Parni destilace: Pfi této metod€ se rostlinny material umisti do nadoby, kterad se
nachazi nad destilacni nddobou s vodou a je tak vystaven proudu horké pary. Para
otevird bunky obsahujici éterické oleje, ¢imZ uvoliluje aromatické molekuly, které se
odpatuji spolu s parou. Smés pary a éterickych olej se nasledné ochlazuje, ¢imz se

pfeménuje zpét na kapalinu, ze které se oddé€li étericky olej a voda.

26



3. Kombinovana vodni a parni destilace: Tento zplsob kombinuje prvky obou
ptedchozich metod. Rostlinny material je ponofen do vody uvniti destilacni nadoby,
ktera je zahtivdna, a zaroven je do smési pfivadéna para. Tento proces umoziuje
efektivni extrakci éterickych oleji pii soucasné ochrané jejich slozeni.

Mezi hlavni vyhody destilaci patfi vysoka ucinnost, ktera umoznuje efektivni
ziskavani esencialnich oleji z riznych druht rostlin. Tento proces zaroven zajistuje
vysokou kvalitu a Cistotu ziskanych olejt, coz je klicové pro jejich vyuziti v kosmetice,
aromaterapii nebo farmaceutickém prumyslu. Dal$i vyhodou je Siroké pouziti, jelikoz
destilace je univerzalni metoda vhodna pro mnoho rostlinnych druhti. Proces destilace je
navic relativné jednoduchy, coz znamend, Ze jej lze realizovat 1 s méné slozitym
vybavenim, a piesto dosahnout kvalitnich vysledka. [51]

Na druhou stranu vSak destilace ptinasi i n€kolik nevyhod, které je nutné pii jeji
aplikaci zvazit. Jednou z nich je vysoka energeticka narocnost, jelikoz proces vyzaduje
kontinualni zahtivani i1 nasledné chlazeni. Tento faktor zarovenl souvisi s Casovou
naro¢nosti, protoze destilace muze trvat nékolik hodin v zavislosti na druhu a mnozstvi
zpracovavaného materialu. DalSim omezenim je riziko degradace nékterych slozek
esenciadlnich olejii pfi plisobeni vysokych teplot, coz muze vést ke ztraté nékterych
cennych aromatickych nebo bioaktivnich latek. Déle je diilezité zminit, ze destilace neni
vhodna pro vSechny rostliny, zejména pro ty, jejichz esencialni oleje jsou citlivé na teplotu
nebo jsou rozpustné ve vodé. [52]

Prestoze destilace predstavuje energeticky i Casové ndrocny proces, jeji vysoka
ucinnost a schopnost ziskat esencialni oleje Cisté a vysoce kvalitni z ni Cini jednu z

nejpreferovanéjSich metod extrakce v pramyslu i laboratorni praxi. [53]
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1.4 Laboratorni metody syntézy terpent

Laboratorni syntéza terpenti zahrnuje nékolik dualezitych aspektl, které urcuji

vysledné parametry konecného produktu. Hlavni charakteristiky procesu jsou: [54]

1.

Vychozi materialy: Hlavnimi stavebnimi kameny pro syntézu terpend jsou
isoprenové slouceniny (CsHg). Tyto molekuly jsou pétiuhlikaté monomery, které se
mohou spojovat do vétSich struktur, jako jsou monoterpeny (CioHis), seskviterpeny
(CisH24) a dalsi terpenové slouceniny. Isoprenové slouceniny lze ziskat bud z
ptirodnich zdrojii (napi. extrahované z rostlin), nebo syntetizovat chemicky, coz
umoziuje kontrolu nad vychozimi materialy a kvalitou syntézy.

Pouziti katalyzatori: Dulezitou charakteristikou terpenové syntézy je potieba
pouziti katalyzator ke snizeni aktivacni energie reakci a zvySeni jejich G€innosti.
Katalyzatory pomahaji urychlit dillezité reakce, cyklizaci a isomeraci, bez vysokych
teplot nebo extrémnich podminek. Mezi bézné katalyzatory pro syntézu terpent patii
kyselé katalyzatory, jako je kyselina sirova nebo Lewisovy kyseliny (napt. chlorid
hlinity) pouzivané pro cykliza¢ni a izomerizacni reakce. [41] Organické katalyzatory,
jako jsou amidy nebo Brenstedovy kyseliny, 1ze pouZit pro mirng;si reakce, jako je
aktivace dvojné vazby nebo izomerace. Kromé toho se pro vysoce specifické reakce
pouzivaji biokatalyzatory - terpenové syntazy, coz je dulezit¢ ve farmaceutickém a
potravinaiském pramyslu, kde se vyzaduje vysoka Cistota a bioaktivita produkt. [12]
Reak¢ni kinetika je dilezita oblast chemie, kterd studuje rychlost chemickych reakci
a jejich mechanismy. Pro vyrobu hasisenu a dalSich terpeni ma pochopeni reakéni
kinetiky vyznam, protoze pomaha optimalizovat podminky syntézy, zvysit vytézky a
minimalizovat tvorbu vedlejsich produkti. [55, 56] NiZe jsou uvedeny hlavni aspekty
ovliviiyjici reakéni kinetiku v kontextu syntézy terpent.

Reakéni mechanismus popisuje posloupnost zakladnich krokli, kterymi se

reaktanty preméiiuji na produkty. Pochopeni mechanismu syntézy terpeni umoziuje

predpovédét, jaké meziprodukty mohou vznikat, a také jaké podminky mohou syntézu

optimalizovat. Reakéni mechanismus lze studovat pomoci riiznych technik, napiiklad

kinetické studie, spektroskopie a analyzy meziproduktii.

Reakéni podminky: Syntéza terpenti vyZaduje peclivé kontrolované podminky,

véetné teploty a tlaku, které maji pfimy vliv na rychlost reakce, vytézek a Cistotu

produktu. Napftiklad polymerace a cyklizace Casto probihaji pii mirnych teplotach (50-
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150 °C) a nékdy vyzaduji tlak, aby se stabilizovaly meziprodukty reakce. V zavislosti na
ucelu syntézy a povaze terpeni Ize pro dosazeni nejlepsich vysledki pouzit rizné teplotni
rezimy a tlaky. [46]

Kromé teploty, tlaku a katalyzatorti hraji dtlezitou roli parametry jako reak¢ni
doba, koncentrace €inidel a vybér rozpoustédla. Prodlouzeni reakéni doby muze zvysit
vytézek produktu, ale mize také vést ke zvySeni koncentrace vedlejsich produktt, jako
jsou degradacni produkty nebo nezadouci izomery. Kontrola koncentrace Cinidel je také
dualezita pro udrZeni optimalni reakéni rychlosti a minimalizaci vedlejSich procesi. [57]
Rozpoustédla mohou meénit rozpustnost reaktantii, ovliviiovat stabilitu meziproduktd a
modifikovat aktivni formy molekul. [58]

4. Typy reakci: Chemicka syntéza terpent zahrnuje nékolik typt reakci, z nichz kazda
hraje dtleZitou roli pfi vzniku poZadovanych struktur:
. [zomerizace: pfeména jednoho izomeru na jiny, ktera je dilezitd pro dosazeni
spravné konfigurace terpenti.
. Polymerizace: spojovani isoprenovych jednotek za vzniku terpenovych
fetézcl.
. Cyklizace: tvorba kruhovych struktur, které jsou charakteristické pro mnoho
terpent (napf. limonen a pinen).
. Oxidace: preména terpent na terpenové alkoholy nebo kyseliny, ktera se ¢asto
pouziva k vyrobé aromatickych sloucenin nebo biologicky aktivnich latek.
5. Separace a ¢iSténi: Po dokonceni syntézy terpent je nutné oddé¢lit cilovy produkt od
vedlejSich produktli a necistot. Mezi nejbeznéjsi purifikacni metody patii zejména:
. Destilace: metoda zalozena na rozdilu bodti varu slozek smési.
. Extrakce: pouziti rozpoustédel k oddéleni cilovych terpenti a vedlejSich
produktd.
. Preparativni chromatografie: metoda zaloZena na oddéleni slozek smési podle

jejich interakce se stacionarni fazi.

1.4.1 Vybér UV reaktoru pri syntéze terpeni

Popis technologie ultrafialovych (UV) reakci v kontextu syntézy terpend, jako je
hasiSen, zahrnuje pochopeni principii UV reaktorli a jejich pouZiti k iniciaci a fizeni
chemickych reakci. UV reaktory jsou dilezit¢ v modernich chemickych a

farmaceutickych procesech a poskytuji ucinné a ekologicky Setrné metody syntézy. [11]
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Reakce s ultrafialovym zafenim je technika, ktera vyuziva UV zéfeni k excitaci molekul
a iniciaci chemickych premén.

Vysokotlaké rtutové vybojky jsou jednim z nejvyznamnéjSich zdroji
ultrafialového (UV) zafeni a nachazeji Siroké vyuziti v primyslu, véde i mediciné. Mezi
jejich hlavni vlastnosti patfi vysoka intenzita vyzarovani v UV i viditelném spektru a
relativné dlouhd zivotnost ve srovnani s jinymi vybojkovymi zdroji. Vedle vysokotlakych
rtutovych vybojek existuji 1 dalsi typy vybojek, které se lisi slozenim a charakteristikami
vyzatovaného spektra: [59]

. Nizkotlaké rtutové vybojky — Tyto vybojky produkuji témef monochromatické
zafeni na vlnové délce 253,7 nm a pouZivaji se naptiklad v dezinfek¢nich
aplikacich.

. Sodikové vybojky — Emituji pfevazné zluté svétlo s dominantni emisni ¢arou
na 589 nm a jsou bézn¢ vyuzivany v pouli¢nim osvétleni.

. Metalhalogenidové vybojky — Obsahuji smées kovovych halogenidi a rtuti, coz
Jim umoznuje generovat Siroké spektrum svétla s lepsi barevnou vérnosti oproti
Cisté rtutovym vybojkam.

. Xenonové vybojky — Produkuji spojité spektrum podobné dennimu svétlu a
pouzivaji se v projek¢nich systémech a spektroskopickych aplikacich.

UV reaktory umoziuji presnou kontrolu reakénich podminek, coz je rozhodujici
pro ziskani ¢istého a vysoce kvalitniho produktu. UV reaktory Ize nakonfigurovat tak,
aby pracovaly pfi riznych vlnovych délkach, coz umoznuje vybér optimalnich podminek
pro konkrétni chemické reakce. Napiiklad zahajeni reakce, ktera pfeménuje vychozi
terpenové slouCeniny na haSiSen, mtize vyzadovat specifickou vinovou délku
odpovidajici excitaci molekul vychozich slozek. UV reaktory navic umoznuji vysokou
uroven kontroly reakéni doby a distribuce energie, coz pomaha minimalizovat tvorbu
vedlejSich produkti a zlepsit selektivitu syntézy. PouZziti UV reaktori rovnéz pomaha
zkrétit reakéni Casy a zvySit vytéznost produkti, coz z nich ¢ini G¢inny nastroj v
laboratorni praxi i primyslové vyrobé.

Proces reakce zaCina ozafenim cinidel UV paprsky, coz vede ke vzniku
excitovanych molekul. Tyto excitované molekuly maji vysokou energii a mohou se
ucastnit riznych chemickych reakci, které za normalnich podminek neprobihaji. UV

zafeni mlZe iniciovat fotochemicky rozklad, fotooxidaci nebo fotosyntézu. [60]
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UV reaktory mohou pracovat v riiznych rezimech, jako je kontinualni pritok nebo
vsadkovy proces, v zavislosti na specifikach syntetizovaného produktu a pozadovanych
podminkdch. V kontinualnich systémech jsou reaktanty do reaktoru pfivadény
konstantnim pritokem, coz umoznuje stabilni reakéni podminky. [57] Vsadkové systémy
lze naproti tomu pouzit k syntéze menSich objemti produkti s pfisn€jsi kontrolou
podminek. [48, 61]

Dulezitym aspektem je také potieba bezpecnosti pii praci s UV reaktory, protoze
UV zafeni muZze byt zdravi Skodlivé. V laboratornim prostfedi se pouZivaji specidlni
ochranné¢ $§tity a ventilacni systémy, aby se zabranilo vystaveni obsluhy tomuto zateni.

[48]
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1.5 Syntéza haSiSenu

Hasisen muize byt produkovan bud’ ptirozen€, nebo syntetizovan v laboratornim
prostiedi. V ptirodé vznika slozitymi biochemickymi procesy v rostliné a jeho extrakce
je spojena se zpracovanim pryskyftice. V laboratornich podminkéch jej lze syntetizovat
chemickymi metodami a ¢istit pomoci chromatografickych metod. Pochopeni téchto

procest je velmi diilezité pro dalsi vyzkum a aplikaci terpent v riznych oblastech. [60]

1.5.1 Prirozena produkce haSiSenu

Bioaktivni terpeny, jako je 1 haSiSen, jsou v rostliné produkovany komplexnim
procesem syntézy, a to prostiednictvim biosyntetické drahy terpent, ktera zacina
zékladnimi isoprenovymi jednotkami isopentenylpyrofosfat (IPP) a
dimethylallylpyrofosfat (DMAPP). Tyto slouc¢eniny jsou tvofeny dvéma biochemickymi
procesy: cytosolickou mevalonatovou cestou (MVA) a plastidiovou methylerythritol
fosfatovou cestou (MEP). Obé& drahy produkuji isoprenové prekurzory, které se pak

Béhem terpenogeneze dochazi k polymeraci izoprenovych jednotek na
geranylpyrofosfat (GPP), ktery slouZi jako klicovy prekurzor pro tvorbu monoterpenti. V
piipad¢ hasiSenu se predpoklada, Zze po vzniku geranylpyrofosfatu dochazi ke specifické
cyklizaci vedouci ke wvzniku bicyklické struktury. Tento proces je katalyzovan
terpensyntdzami, enzymy, které ftidi reakci za vzniku poZadované molekuldrni
konfigurace.

Po cyklizaci kli¢ovych prekurzorti dochazi k modifikaci vysledné slouceniny
prostiednictvim enzymatickych reakci, jako je dehydratace a izomerizace, které dokonci
syntézu hasiSenu. Tyto enzymatické procesy produkuji dvé kruhové struktury
charakteristické pro bicyklické terpeny, stejn€ jako vinylovou skupinu pfipojenou k jedné
z téchto struktur. [12]

Ve studii Marchini a kol. [62] se piSe o riznych aspektech terpentl, vcetné jejich
struktury, vlastnosti a potencidlnich aplikaci. Jednim z témat prace je studium terpent v
konopi, vcetné hasiSenu. Tato studie podrobné popisuje chemickou strukturu riznych
terpentl, v€etné konopnych, a jejich syntetické dréhy. Syntéza hasiSenu je popséana jako
komplexni proces zahrnujici specifické reakce, které vedou ke vzniku strukturnich prvki,
jako je 5,5-dimethylbicyklicky kruh a vinylové skupina. Diky tomu je haSiSen chemicky

jedine¢ny a zajimavy pro studium jeho biologickych vlastnosti. Studie také zkouma
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senzorické vlastnosti terpentl. Védci poznamenavaji, Ze hasiSen ovliviiuje aroma rostliny,

ve které se nachazi.

1.5.2 Metody syntézy hasiSenu fotocyklizaci z myrcenu.

Fotocyklizace je specificky typ fotochemické reakce, pfi niz svétlo slouzi jako
katalyzator pro indukci intramolekularni prestavby vedouci k uzavieni kruhu. Aby byla
tato reakce Uspésna, je dulezité zajistit optimalni podminky, jako je volba vinové délky
svétla, pouziti senzibilizatora (je-li to nutné) a kontrola teploty, aby se zabranilo vedlejSim
reakcim nebo destrukci vychozi latky.

Syntéza haSiSenu fotocyklizaci z myrcenu je pfikladem sloZité laboratorni metody
organické syntézy zahrnujici pouziti fotochemickych reakci za vzniku specifickych
strukturnich jednotek. Podle studii Crowleyho a Daubena [63, 64] pfimé ozafeni myrcenu
UV zéfenim (A > 220 nm) vede k cyklizaci na 1-(4-methylpent-3-en-1-yl)cyklobuten jako
hlavni produkt a a-pinen jako vedlejsi produkt (cca 10 %). V piitomnosti
fotosenzibilizatorti se tvofi hlavné haSiSen, nezavisle na typu senzibilizdtoru a
rozpoustédel. [59, 63, 64]

Proces je zalozen na vyuziti fotochemické aktivace, kterd zpisobuje
intramolekularni interakci dvojnych vazeb. Plsobeni svétla (obvykle ultrafialového)
excituje m-elektrony dvojnych vazeb v molekule myrcenu, coz vede k jejich radikalové
interakci a vzniku novych chemickych vazeb (Obrazek 8). Tento fotochemicky proces
vede ke vzniku polycyklické struktury, hasiSenu, coz je bicyklicky uhlovodik. [54, 62]

— - #

uv

+senzibilizator

Obrazek 8. Schéma fotocyklizace myrcenu 4 na hasiSen 8.

Dimerizace myrcenu
Dimerizace myrcenu zahrnuje reakci dvou molekul myrcenu za vzniku vétsi
molekuly. Tento proces probiha dvéma hlavnimi mechanismy: [65, 66]
1. Diels-Alderova cykloadice
Diels-Alderova reakce je [4+2] cykloadice, pfi které reaguje konjugovany

dien s dienofilem za vzniku cyklohexenového aduktu. V ptipadé myrcenu mohou dvé

33



molekuly myrcenu reagovat Dielsovou-Alderovou reakci za vzniku kamforend, jako
je m-kamforen a p-kamforen.
2. Fotochemicka dimerizace
Pti vystaveni UV zafeni se myrcen muze excitovat do tripletového stavu, kde
reaguje s dalsi molekulou myrcenu za vzniku cyklobutanovych derivatt, které¢ obsahuji
cyklobutanovy kruh a jejich struktura zavisi na podminkach reakce.
Dimery myrcenu nalézaji vyuziti v riznych oblastech: [66—68]
o Paliva: Hydrogenované dimery myrcenu se testuji jako slozky vysoce energetickych
paliv.
e Maziva: Pouzivaji se jako zdkladové oleje pro syntetickd maziva.
e Polymery: Slouzi jako monomery pro syntézu specialnich polymert.

e Parfémy a vonné latky: Maji pfijemnou viini a pouZivaji se ve vyrobé parfémd.
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1.6 Charakterizace terpenii pomoci analytickych metod

DalSim dulezitym krokem po syntéze terpenti je charakterizace vysledného
produktu, kterd umoznuje posoudit istotu, strukturu a funkéni vlastnosti. K tomuto ucelu
se pouzivaji spektroskopické metody, separacni techniky. Tyto metody umoznuji
komplexni pochopeni vlastnosti terpenii a jejich potencidlniho vyuziti v riznych
oblastech.

Mezi nejcastéji pouzivané spektrometrické metody patfi nukledrni magneticka
rezonance (NMR) a infracervena spektrometrie (IR). NMR umoziuje podrobné studium
molekularni struktury terpenti, v€etné jejich izomerniho stavu, konformace a moznych
funkénich skupin. NMR spektra pomahaji urcit polohu atomil vodiku a uhliku, coZ je
dalezit¢ zejména u slozitych bicyklickych terpentd, jako je haSiSen. Infracervena
spektrometrie umoznuje identifikaci funkénich skupin v molekule (napt. hydroxylovych
nebo karbonylovych), které mohou vyznamné ovlivnit fyzikalné-chemické vlastnosti
terpent. Na zakladé pfitomnosti charakteristickych absorpcnich past v IR spektru je
mozn¢é také usuzovat o struktuie molekuly a ptitomnosti specifickych vazeb. [40]

K izolaci Cistych slozek ze smési ziskané po syntéze se pouzivaji separacni
techniky.

Mezi nejbéznéjsi patii:

Chromatografické techniky: Plynova chromatogratie (GC) a vysokotlaka
kapalinova chromatografie (HPLC) umoznuji uc¢innou separaci a identifikaci
jednotlivych slozek na zaklade¢ jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti. GC se pouziva pro
tékavé a termostabilni latky, zatimco HPLC umoznuje separaci neté¢kavych a polarnich
latek. Jednou z technik kapalinové chromatografie je preparativni chromatografie, ktera
se vyuziva k purifikaci, zakoncentrovani a izolaci cilové slouceniny ve vétSim mnozstvi.
Kolonova chromatografie je dal$i chromatograficka technika, které se pouziva k separaci
slozek ze smési na zaklad¢ jejich rozdilné afinity k stacionarni fazi. [55]

Destilace je bézné pouzivana technika k separaci kapalnych slozek na zakladé
rozdilnych teplot varu. Existuje nékolik variant provedeni destilace. Jednoducha destilace
se pouziva pro smési slozek, které maji vyrazné odliSné body varu. Frakcni destilace
slouZi k separaci sloZek s blizkymi body varu pomoci separacni kolony. Vakuova destilace
je ur¢ena pro vysokovrouci, teplotné labilni latky, protoZze umoZziuje sniZeni jejich bodu
varu. Membranova destilace je moderni technika vyuzivand pro specifické aplikace,

napiiklad v systémech s omezenym mnoZstvim energie. [69—71]
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Extrakce tuhou fazi (SPE, Solid Phase Extraction) je metoda pouzivana k izolaci
a koncentrovani analyti z kapalnych vzorkii na zaklad€ jejich interakci s pevnou
adsorp¢ni fazi. SPE umoziuje odstranéni interferujicich latek a zlepSeni detek¢nich limitt
analytickych metod, jako jsou chromatografické a spektrometrické techniky. Mezi hlavni
vyhody patii vyssi selektivita, opakovatelnost, moznost automatizace a miniaturizace

oproti klasickym extrakcim kapalina-kapalina. [72]

1.6.1 Plynova chromatografie

Plynovéa chromatografie (GC) je jednou z nejucinngjSich a nejpouzivané;Sich
metod pro identifikaci a kvantifikaci tékavych organickych latek.

Princip:

Plynové chromatografie je zaloZena na separaci sloZzek smési v plynné tazi, kdy
inertni nosny plyn (napt. helium nebo dusik) ptfenasi vzorek pies kolonu naplnénou
stacionarni fazi. Stacionarni faze je obvykle tenkd vrstva kapaliny nanesena na povrchu
vnitini stény chromatografické kolony. Slozky smési se oddéluji v zavislosti na jejich
bodu varu a interakci se stacionarni fazi. [54, 73]

Jednotlivé faze analyzy plynovou chromatografii:

Vzorek obsahujici terpenové slouCeniny se zavede do chromatografického
systému. To se obvykle provadi pomoci autosampleru, ktery vsttikuje vzorek do injektoru
chromatografu, kde dochazi ke zplynéni vzorku.

1. Uvnitf chromatografické kolony, ktera obsahuje stacionarni fazi, jsou slozky vzorku
separovany na zaklad¢ jejich chemickych vlastnosti. Proces separace zpravidla
probiha podle nasledujicich kritérii: t€kavé sloueniny se pohybuji kolonou rychle;ji
nez mén¢ tékave slouceniny, pii separaci hraje roli také interakce mezi slozkami a
stacionarni fazi kolony. Komponenty s rtiznou polaritou budou zpozdény po riznou
dobu.

2. Kazda slozka je eluovana z kolony v urcitém case, ktery se nazyva retencni cas.
Protoze kazdy terpen ma charakteristicky bod varu a riiznou schopnost interagovat se
stacionarni fazi, vystupuji z kolony do detektoru postupné, coz umoziluje piesnou
identifikaci kazdé slozky smési. [74]

Tyto metody lze doplnit hmotnostni spektrometrii (MS) pomoci niz je moZno
identifikovat jednotlivé slouceniny ¢i potvrdit jejich strukturu porovnanim jejich

hmotnostnich spekter s knihovnami zndmych sloucenin.
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1.6.1.1 Plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii

Plynova chromatografie-hmotnostni spektrometrie (GC-MS) je analyticka
technika, kterd kombinuje separa¢ni schopnosti plynové chromatografie (GC) s
detek¢nimi schopnostmi hmotnostni spektrometrie (MS). GC odd¢€luje slozky smési na
zaklade¢ jejich fyzikalnich a chemickych vlastnosti a MS identifikuje oddélené slozky na
zaklad¢é jejich ionizace a nasledné detekce jednotlivych fragmentti podle poméru
hmotnosti k naboji. Kombinace plynové chromatografie a hmotnostni spektrometrie
poskytuje vykonny analyticky nastroj pro podrobné studium terpenti a dalSich
organickych sloucenin. Tato integrace metod umoziuje komplexni studium a
terpend a umoznuje identifikovat 1 drobné necistoty nebo strukturni odchylky. [57, 75]

Pouziti GC-MS pro analyzu terpent ma né¢kolik dualezitych vyhod. Poskytuje
vysokou citlivost a selektivitu, coZ umoziuje detekci 1 malych mnoZstvi terpent, které
mohou mit vyznamny vliv na biologickou aktivitu extrakti ¢i jinych produkt. Diky
vysoké rychlosti analyzy umozituje GC-MS soucasné ziskavani dat z velkého poctu
vzorki, coz z ni ¢ini idedlni néstroj pro hodnoceni variability sloZeni terpenti v zavislosti
na podminkéach rlstu a zpracovani rostlin. Lze pouzit ke stanoveni dynamiky zmén
koncentrace terpenti béhem extrakce, skladovani a zpracovani, coz je dilezité pro
optimalizaci podminek pfipravy rostlinnych extraktt. [46] Pouziti GC-MS pro analyzu
terpent také odhaluje mozné interakce mezi riznymi terpeny a také jejich interakce s
jinymi rostlinnymi slozkami, jako jsou kanabinoidy nebo flavonoidy. To je dulezité
zejména pro vyzkum komplexnich ptirodnich extraktii a vyvoj novych produktli na bazi
terpeni. GC-MS miize poskytovat komplexni informace o vlastnostech terpenti a pomaha
odhalit jejich biologicky vyznam a potencidlni aplikace. [54]

Hmotnostni spektrometr se sklad4 z iontového zdroje, hmotnostniho analyzatoru
a detektoru. Iontovy zdroj ionizuje slozky smési, tento proces lze provadét riznymi
metodami, jako je napf. elektronova ionizace (EI). Hmotnostni analyzator odd¢luje ionty
na zéklad¢ jejich poméru hmotnosti k ndboji (m/z). Rlizné typy hmotnostnich analyzatort,
jako jsou kvadrupdlové analyzétory, analyzatory doby letu (TOF) nebo iontové pasti,
mohou pouZzivat rizné separacni principy. [34, 35]. Detektor méfi mnozZstvi iontl s

kazdym pomérem hmotnosti k naboji. Vysledkem je tzv. hmotnostni spektrum.
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1.6.1.2 Identifikace latek

Interpretace vysledkti hmotnostnich spekter zahrnuje porovnani ziskanych dat se
znamymi spektry terpentl, které 1ze nalézt ve spektralnich knihovnach nebo védecké
literatute. To umoziuje identifikaci terpenovych sloucenin a potvrzeni jejich pritomnosti
ve vzorku. Kromé molekularniho iontu, ktery poskytuje informaci o molarni hmotnosti,
se analyzuji fragmentacni vzory, jez mohou pomoci pfi rozliSeni izomert. [3]

Identifikace latek ze slozitych smési byva komplikovana kvuli pfitomnosti
izomert a izobarickych sloucenin, jejichz hmotnostni spektra jsou ¢asto velmi podobna.
V nékterych ptipadech miiZe dojit k situaci, kdy nékolik sloucenin vykazuje témét shodné
spektrum s vysokou procentudlni shodou v databazi, coZ komplikuje jejich jednoznacné
urceni. Proto spolehlivési identifikace se dosahuje kombinaci retenéniho indexu a
hmotnostniho spektra, pfi¢emz se vysledky porovnavaji s dostupnymi databazemi. [76]

Reten¢ni indexy (RI) pfedstavuji standardizovany zpiisob porovnavani retencnich
¢asti raznych slou€enin pifi plynové chromatografii. Tento koncept, plivodné zavedeny
Kovatsem, umoziuje ptesnou identifikaci sloZzek tim, Ze eliminuje vliv specifickych
parametri chromatografického systému. RI se obvykle urcuji pomoci reten¢nich ¢asii n-
alkani a lze je pouzit k predikci dalSich fyzikalné-chemickych vlastnosti, jako jsou
teplota varu, tlak par nebo molarni hmotnost. [77, 78]

Pti GC analyze v izotermickych podminkach retencni indexy stanovuji pomoci
Kovatsovych indext. Pfi teplotné¢ programované chromatografii se vyuziva linearni
retencni index (LRI), ktery se vypocitava podle Van den Doolovy rovnice. Tato rovnice
umoziuje stanoveni LRI na zaklad¢ Casu retence referencnich latek, které jsou pouzity k
normalizaci chromatografickych dat. Rozdily mezi témito metodami mohou vést k
nespravnym interpretacim, pokud nejsou spravné uvedeny podminky meéteni. [79]

Postup izolace terpent, jejich detekce a interpretace vysledkii metodou GC-MS
tedy vyzaduje peclivy pristup v kazdé fazi. Od spravného vybéru metody extrakce a
pfipravy vzorku az po jemné vyladéni chromatografickych a hmotnostné
spektrometrickych podminek hraje kazdy aspekt analyzy vyznam pii zajiStovani

presnosti a spolehlivosti ziskanych dat. [12]
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Pouzité chemikalie

e Myrcen, CAS:123-35-3 (Merck KgaA, Darmstadt, Némecko)

e [B-Acetonafton, CAS:93-08-3 (Merck KgaA, Darmstadt, Némecko)

e Cyklohexan, CAS: 110-82-7 (Penta, Praha, Ceska republika)

e NaBH4, CAS:16940-66-2 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)

e Demineralizovana voda, CAS:7732-18-5 (OQEMA, Senov, Ceska republika)

o MgSO4, CAS:7487-88-9 (Lach-Ner s.r.o, Neratovice)

e Roztok standardu n-alkanové smési (C8 — C33), CPAchem, Stara Zagora, Bulharsko

e Technické plyny — helium 4.6, vodik, dusik (Linde Gas a. s., Praha, Ceska republika)
a vzduch (z mistniho rozvodu).

e Tridekan CAS: 629-50-5 (Merck Life Science spol. s r.o., Praha, Ceska republika)

o Silikagel (S10, 60A, velikost ¢astic 0,006 — 0,035 mm, Fluorochem)

2.2 Aparatury a pristroje

2.2.1 Fotoreaktor

Pro syntézu hasiSenu byl pouzit fotoreaktor (Obrazek 9, Obrazek 10), ktery
obsahuje n¢kolik klicovych komponent: reakéni smés je umisténa ve dvouplastovém
(pritokové chlazeném) sklenéném reaktoru. V ném je umisténa zasuvna sklenéna trubice
z kifemenného skla (propousti UV zéfeni, bézné borosilikatové sklo jej pohlcuje), ve
kterém je dale vlozena rtutova vybojka (Bellight, VarSava, Polsko) s odstranénou
ochrannou banikou obalenou luminoforem (Obrazek 11), jde tedy o pifimy pienos
zdrojového UV svétla (prosty jakychkoli filtrti €1 modifikatort vinovych délek). Soucasti
systému je chlazeni, které zajiSt'uje optimalni teplotu reakce, chladici kapalina cirkuluje
kolem reakéni smési. Cely systém je obklopen vrstvou alobalu, ktera slouzi k odrazu
svétla a maximalizaci u¢innosti osviceni reakéni smési a ochrané zraku. Pro zajiSténi
homogenniho promichani smési je fotoreaktor vybaven michadlem, které je pohanéno

externi magnetickou michackou (JoanLab SH-3, Huzho, Cina).
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Obrazek 9. Schéma fotoreaktoru.
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Obrazek 11. Foto rtut'ové vybojky.
2.2.2 Destila¢ni aparatura

Pro rozdestilovani produktu syntézy byla pouzita standardni destila¢ni aparatura,
ktera se skladala z n¢kolika klicovych komponent zajistujicich efektivni separaci slozek

kapalné smési na zaklad¢ rozdilnych bodt varu (Obrazek 12).

Obrazek 12. Destila¢ni aparatura.

Na destila¢ni banku, umisténou v topném hnizd¢ s regulaci teploty, byla pfipojena

vpichové kolona, vyplnéné sklenénymi trubi€¢kami o vnéjS§im priméru 7 mm, vnitinim
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priméru 4 mm a délce 15 mm. Kolona umoziovala lepsi separaci slozek diky
opakovanému odparovani a kondenzaci uvniti kolony, ¢imz se zvySovala u¢innost celého
procesu destilace. Na vpichovou kolonu navazovala destilacni hlava, v jejiz konstrukci
byl zabudovan teplomér, jenz umoznoval pfesné méteni teploty par tésné pied jejich
kondenzaci. Destila¢ni hlava zajistovala kondenzaci par a smérovani vzniklého destilatu

k naslednému sbéru do Erlenmeyerove baiky.

2.2.3 Plynovy chromatograf

Pro chromatografickou analyzu byly pouzit plynovy chromatograf s hmotnostnim

detektorem GCMS-QP2010 Plus (Shimadzu, Kyoto, Japonsko).
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2.3 Pracovni postupy

2.3.1 Priprava haSiSenu

Acetonafton
'
uv
N Cyklohexan, 72 hod A
4 8

Obrazek 13. Schéma fotocyklizace myrcenu 4 na hasiSen 8.

Sloucenina 8 byla pfipravena dle modifikovaného postupu (Obrdzek 13). Do
reaktoru byl navazen myrcen (150 g; 1,1 mol), acetonafton (6,9 g; 0,041 mol) a 1000 ml
cyklohexanu jako rozpoustédlo. Fotoreaktor byl spustén a osvit probihal nepfetrzité¢ po
dobu 72 hodin.

Kazdych 12 hodin byla vyc¢isténa sklenéna trubice obsahujici zarovku a odebran
2ml vzorek reakéni smési. Ke kazdému vzorku bylo ptidano 10 mg borohydridu sodného
a nekolik kapek destilované vody. Borohydrid sodny byl pfidan za ucelem zastaveni
reakce a redukce vzniklych radikali (quenchovani reakce). Poté byla separovana
organickd vrstva.

Po uplynuti 72 hodin bylo osvétleni vypnuto a do reakéni smési za michani
piidano 1,5 g borohydridu sodného. Po 15 minutach byly postupné v desetiminutovych
intervalech pfidany tfi ddvky vody po 50 ml. Nésledn€¢ byla vodna vrstva oddélena v
délici nalevce.

Organickd faze byla vysuSena pomoci MgSO. a pfefiltrovanim pies 30 g
silikagelu. Poté byla provedena destilace za atmosférického tlaku, pfi které byly odebrany
frakce v rozsahu teplot: 80-85 °C, 85-120 °C, 120-147 °C a 147-158 °C (hlavni
produkt). Vytézek hlavni frakce ¢inil 76 g.

2.3.2 Plynova chromatografie

GC analyza probihala na kapilarni koloné LN-5 Sil MS o délce 30 m, vnitfnim

priméru 0,25 mm a tloustce filmu 0,25 um. Jako nosny plyn bylo pouZito helium.
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e Analyza ¢asovych vzorkii reakéni smési a destila¢nich frakei

Vzorky reakéni smési odebirané v Case byly desetkrat ziedény cyklohexanem,
vzorky destilacnich frakci byly zifedény stokrat cyklohexanem. Do 975 pl takto
nafedénych vzorkdi bylo pfidino 25 pl vnitfniho standardu (tridekan ztfedény
cyklohexanem 1:30).

Analyza byla provedena za néasledujicich podminek: teplota injektoru byla
nastavena na 200 °C, splitovaci pomér byl nastaven na 1:100. Teplotni program na koloné
zacinal na 40 °C, kde setrval po dobu 3 minut, poté se zahtival rychlosti 3 °C/min na
konecnou teplotu 300 °C. Nosny plyn helium byl pouzit pfi linearni rychlosti 30 cm/s. .
Celkova doba analyzy ¢inila 89,67 minut.

Detekce byla provedena hmotnostnim spektrometrem. Teplota ioniza¢niho zdroje
byla 230 °C, solvent cut (odfiznuti rozpoustédla) byl 5 minut. Data byla sbirana
skenovanim od 5,10 do 89,60 minut v rozsahu m/z 35-450.

e Stanoveni zbytkového acetonaftonu v produktu

Ze zasobniho roztoku acetonaftonu v toluenu (0,0501 g/10 ml roztoku) byly v 10
ml odmérnych bankach pfipraveny jednotlivé roztoky kalibra¢ni fady odebranim 0,4 ml,
0,6 ml, 0,8 ml a 1 ml, pfidanim 25 pl tridekanu jako interniho standardu a doplnénim
toluenem po rysku.

Pro zméteni vzorku a vypocet koncentrace acetonaftonu v produktu bylo do 1 ml
vzorku ptidano 2,5 pl tridekanu jako interniho standardu.

Analyza byla provedena za nasledujicich podminek: teplota injektoru byla
nastavena na 200 °C, splitovaci pomér byl 1:100. Teplotni program na kolon¢ zacinal na
40 °C (3 minuty), nasledné byla teplota zvySovana rychlosti 3 °C/min na konecnou teplotu
200 °C. Celkovy cas ¢inil 56,33 min. Nosnym plynem bylo helium pfi lineérni rychlosti
30,0 cm/s.

Detekce byla provedena hmotnostnim spektrometrem. Teplota ionizacniho zdroje
1 rozhrani GC-MS byla nastavena na 230 °C. V priibéhu analyzy dochazelo k vypnuti
ioniza¢niho vldkna ve 4,25 minuté a jeho opétovnému zapnuti v 27. minuté. Méteni bylo
provadéno v médu scan v rozsahu 35-450.

e Stanoveni zbytkového cyklohexanu v produktu

Ze zasobniho roztoku cyklohexanu v toluenu (0,7943 g/10 ml roztoku) byly v 10
ml odmérnych bankéch pfipraveny jednotlivé roztoky kalibra¢ni fady odebranim 0,25 ml,
0,5 ml, 1 ml a 1,5 ml, pfiddnim 25 pl tridekanu jako interniho standardu a doplnénim
toluenem po rysku.
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Pro zméteni vzorku a vypocet koncentrace cyklohexanu byl pfipraven roztok v 10
ml odmérné bance. Do banky bylo pfidano 1 ml vzorku, 25 pl tridekanu jako interniho
standardu a nasledné byl objem doplnén toluenem po rysku.

Analyza byla provedena za stejnych podminek separace i detekce, jako pfi
stanoveni zbytkového acetonaftonu.
e Identifikace latek

Pro identifikaci latek byly pouzity knihovny NIST 14 (NIST, Gaithersburg, MS,
USA) a FFNSC 2 (Shimadzu, Kyoto, Japonsko). Ovéfeni identifikovanych latek bylo
provedeno pomoci retencnich indexii vypoctenych podle vztahu Van den Doola (rovrice
1) na zadklad¢ reten¢nich casti standardii alkanit C8—C40 analyzovanych za stejnych
chromatografickych podminek. Identifikovanym slouc¢enindm z GC-MS byla
potépfifazena relativni procenta vypocitand z poméru ploch pikt latky ku vnitinimu

standardu.

!

t t
RI = 100 = <M> +100n

n+1 — tn

Rovnice 1. Kde ¢, je redukovany reten¢ni Cas (prakticky byl pouzit retencni Cas
t), n je pocet atomu uhliku na n-alkanu, ¢, je reten¢ni Cas n-alkanu a #,+; je retencni cas
vysSiho n-alkanu.
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3 Vysledky a diskuse

3.1 Analyza vychozi a finalni reakéni smési

Pro hodnoceni prib&hu chemické reakce byla provedena plynova chromatografie
s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) jak pro vychozi smés pred reakci, tak pro finalni

reak¢ni smés po ukonceni reakce. Vysledky jsou uvedeny v Tabulkach 1 a 2.

Tabulka 1. SlozZeni vychozi reakcni smési.

Vychozi sloZeni reak¢ni smési
Ret.éas | CAS ¢&islo Ret. Inde),( Ret. In(}ex Nazev
stanoveny databaze
15.481 79-92-5 983 960 Kaen
15.819 123-35-3 990 991 -Myrcen
16.535 499-97-8 1004 1004 Menta-1(7),8-dien
16.728 | 13466-78-9 1008 1009 3-Karen

Analyza surové reakéni smési odhalila pfitomnost nékolika sloucenin. Hlavni
slozkou smési byl B-myrcen, ktery byl rozpustén v cyklohexanu. Ostatni identifikované
slouc¢eniny byly pfitomny v mensim mnozstvi a pfedstavovaly necistoty f-myrcenu.

Je dulezité poznamenat, ze identifikace slouCenin byla provedena na zakladé
porovnani jejich retencnich indext a hmotnostnich spekter s databazi NIST (National
Institute of Standards and Technology). Retencni indexy sloucenin identifikovanych v
surové reakéni smési vykazovaly dobrou shodu s reten¢nimi indexy v databazi, coz
podporuje jejich identifikaci.

Tabulka 2. Slozeni finalni reakcni smési. (* Cyklooktadien a kamforen jsou uvedeny jako
izomery, protoZe se v reakcni smési vyskytuje vice izomerii téchto sloucenin).

Finalni sloZeni reak¢ni smési
Ret. Index | Ret. Index
Ret.¢as CAS ¢islo Nazev
stanoveny | databaze
10.917 108-93-0 892 906 Cyklohexanol
11.300 108-94-1 901 901 Cyklohexanon
12.260 16626-39-4 920 920 HaSiSen
14.676 967 Cyklooktadien izomer*
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Finalni slozeni reakéni smési

Ret. Index | Ret. Index

Ret.cas CAS dislo Nazev
stanoveny | databaze

k15.179 127-91-3 978 978 B-Pinen

15.500 79-92-5 984 960 Kamfen

15.860 123-35-3 991 991 -Myrcen
16.559 499-97-8 1005 1005 Pseudolimonen
16.758 13466-78-9 1008 1009 3-Karen
17.902 1031 Cyklooktadien izomer*
291 115 3,7,11-trimethyl-1,6,10-

Dodecatrien-3-ol

44.888 93-08-3 1627 1617 2'-Acetonafton
52.316 1830 Kamforen izomer*
54.423 1891 Kamforen izomer*
55.175 1913 Kamforen izomer*
56.304 20016-73-3 1948 1946 m- Kamforen*
57.494 20016-72-2 1984 1984 p- Kamforen*
57.925 1997 Kamforen izomer*
58.190 2005 Kamforen izomer*

Po 72 hodinach reakce doslo k vyraznym zménam v chemickém slozeni smési.
Zatimco né¢které puvodni latky byly stale pritomné, objevila se fada novych produkti,
které nebyly zaznamenany ve vychozi smési. Mezi nejvyznamnéjsi nové slouceniny patii
hasisen (5,5-dimethyl-1-vinylbicyklo[2.1.1]hexan).

Dalsi vyznamnou skupinou nové vzniklych slou¢enin jsou kamforenové derivaty.
Kamforen je bicyklicky terpen, jehoz vznik byl popsan i v jinych studiich zamétenych na
termalni a katalytické premény myrcenu.[67, 68] V na$i studii jsme identifikovali
ptitomnost n€kolika izomer kamforenu, coz naznacuje, ze reakéni podminky umoznily
vznik riznych stereoizomerl a substituovanych derivati této slouceniny. Nicméné,
pfesna identifikace jednotlivych izomerli byla komplikovand kvili nedostatku
odpovidajicich reten¢nich indexi v dostupnych databazich. I ptes to, Ze vznik kamforenu
byl v publikacich popsan, nebylo moZzné dohledat reten¢ni indexy pro vSechny izomery,

coz znemoznilo jednozna¢nou identifikaci jednotlivych izomert. Dalsi ocekavanou
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ttidou sloucenin byly cyklooktadieny, které byly rovnéz objeveny ve finalni reakéni
smési. Podobné jako u kamforenovych derivatl, i v ptipad¢ cyklooktadienti jsme se
setkali s problémem nedostupnosti retenénich indexii pro jednotlivé izomery. Nicméng,
pritomnost cyklooktadienti naznacuje, ze reakce probihd komplexné a vede k tvorbé
Sirokého spektra produkti. Pro detailnéjsi analyzu cyklooktadienii by bylo vhodné pouzit

dalsi analytické techniky, jako je naptiklad NMR spektroskopie.

3.2 Reak¢ni kinetika premény myrcenu na hasisen.

Pro vyhodnoceni zmén koncentraci myrcenu a haSiSenu byla provedena analyza
vzorkd, které byly odebirany kazdych 12 hodin po celou dobu prubéhu reakce. Vysledky
této analyzy jsou zaznamenany v nasledujicim grafu (Obrdzek 14), ktery znazornuje

zéavislost koncentrace myrcenu a hasiSenu v Case a poskytuje ptehled o kinetice ptemény

myrcenu.
Zmeéna koncentrace myrcenu a hasiSenu v ¢ase
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Obrazek 14. Kinetika myrcenu a haSiSenu v Case.

Z grafu je patrné, Ze koncentrace B-myrcenu (modré body) v pribéhu reakce
vyrazné klesd, pficemz nejvyrazné€jsi pokles je patrny v prvnich 20 hodinach reakce. Po
45 hodinach uz byla koncentrace myrcenu velmi nizka, a po 72 hodinéch se blizila k nule.
Tento trend naznacuje, Ze myrcen byl béhem reakce téméf kompletné pfeménén na jiné
produkty.

Naopak hasiSen (oranzové body) na zacatku reakce nebyl detekovan, coz
potvrzuje jeho neptitomnost ve vychozi smési. Postupem ¢asu vSak jeho mnozstvi zacalo

narlstat. Zasadnim zjiSténim je, Ze od pfiblizn€ 57. hodiny reakce se koncentrace
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hasiSenu v reak¢éni smési jiz dale nezvysSuje. To naznacuje, ze reakce dosahla rovnovahy

nebo se blizi k rovnovaze a dalsi prodluzovani reakéni doby jiz nevede k vyznamnému

nariistu vytézku hasSiSenu. Tento poznatek ma vyznamné praktické disledky pro

optimalizaci reakce. Ukonceni reakce po 57 hodindch namisto jejiho prodluzovani vede

k vyraznym Gsporam:

¢ Financ¢ni uspory: zkraceni reakéni doby snizuje spotiebu energie, coz vede k niz$im
vyrobnim nakladim.

e Bezpecnostni uspory: kratSi reakéni doba snizuje riziko nehod a expozice
nebezpecnym latkam.

e Casové uspory: zkraceni reakéni doby urychluje vyrobni proces a zvysuje efektivitu.

Vzhledem k tomu, Ze v kone¢né fazi experimentu jiz nedochazi k dalSimu narastu

koncentrace hasiSenu, l1ze ptedpokladat, Ze doslo k termodynamickému ustaleni reakce.

3.3 Analyza Cistoty cilového produktu a stanoveni zbytkii
rozpoustédel a katalyzator.

Pro cisténi haSiSenu byla pouzita destilace. Destila¢ni frakce v rozmezi teplot 147—
158 °C, ktera obsahovala nejvyssi podil haSiSenu (7abulka 3, Obrazek 15), byla vybrana
jako finalni produkt. Slozeni této cilové frakce bylo analyzovano pomoci plynové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC-MS). Vysledky analyzy jsou shrnuty v
Tabulce 4.

Tabulka 3. Destilacni frakce a jejich teplotni intervaly.

Cislo frakce | Interval teplot
80-85°C
85-90°C

90-100°C

100-110°C
110-120°C
120-130°C
130-140°C
140-147°C
147-158°C

—

O 0| | O | K|l W N
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10

AHasisen/ATridekan

Distribuce hasisenu v destilacnich frakcich

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Cislo frakce

Obrazek 15. Zavislost poméru ploch piku hasiSenu a vnitiniho standardu

v jednotlivych destilacnich frakcich.

Tabulka 4. SlozZeni finalni reakcni smesi. (* Cyklooktadien je uveden jako izomer, jelikoz

se v reakcni smesi vyskytuje vice izomerii této slouceniny).

SloZeni cilové frakce
Plocha piku | Ret. Index | Ret. Index
CAS Nazev
(% rel.) stanoveny | databaze
108-93-0 2,43 891 906 Cyklohexanol
108-94-1 0,09 900 901 Cyklohexanon
16626-39-4 78,02 920 920 Hasisen
0,09 948 Cyklooktadien izomer*
2-Methylbicyklo[3.2.0]hept-
0,09 950 ylbicyidol hep
2-en
0,17 961 Cyklooktadien izomer*
0,30 967 Cyklooktadien izomer*
127-91-3 0,86 977 978 B-Pinen
1-methylen-4-(1-
79-92-5 1,84 983 960
methylethenyl)-cyklohexan
123-35-3 3,19 990 991 B-Myrcen
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SlozZeni cilové frakce

Plocha piku | Ret. Index | Ret. Index

CAS Nazev
(% rel.) stanoveny | databaze
Bicyklo[4.1.0]heptan, 3,7,7-
0,11 1000 Y P
trimethyl-
499-97-8 8,33 1004 1005 Pseudolimonen

13466-78-9 0,45 1008 1009 3-Karen

2,86 1030 Cyklooktadien izomer*

Z tabulky je patrné, Ze cilova frakce obsahuje 78,02 % haSiSenu, coZ potvrzuje
ucinnost destilace pifi Cisténi produktu. Nicméné, frakce stile obsahuje vyznamné
mnozstvi dalSich slou€enin. Mezi identifikované slouceniny patii: cyklohexanol (2,43 %)
a cyklohexanon (0,09 %), tyto slouc¢eniny mohou byt zbytky rozpoustédel nebo produkty
oxidace; B-myrcen (3,19 %) naznacuje, ze destilace nebyla zcela u¢inna pro jeho
odstranéni; pseudolimonen (8,33 %) je vedlejSim produktem reakce. Dalsi uhlovodiky a
terpeny byly detekovany v menS$ich koncentracich.

Destilace vedla k vyznamnému obohaceni haSiSenu v cilové frakei. Z této frakce
bylo ziskano 65 g produktu s obsahem haSiSenu 78,02 %. Nicméné frakce stale obsahuje
vyznamné mnozstvi dalSich sloucenin, které mohou ovlivnit kvalitu findlniho produktu.
Pro dalsi ¢isténi haSiSenu by bylo vhodné pouzit dodatecné separacni techniky, jako je
napfiklad preparativni chromatografie. V laboratornim m¢éfitku se preparativni
chromatografie jevi jako idedlni metoda pro dosazeni vysoké Cistoty hasSiSenu. Nicméné
v prumyslovém méfitku se tato metoda stava ekonomicky netnosnou, protoze je ndkladna
jak z hlediska investi¢nich ndkladi na zatizeni, tak z hlediska provoznich nékladl na
spotiebu rozpoustédel a sorbentil. Dale je preparativni chromatografie ¢asové naro¢na,
coz miZze omezovat produktivitu vyroby. Proto se v prumyslovém méftitku obvykle
preferuji jiné separacni techniky, jako je napiiklad destilace, krystalizace nebo extrakce,
které jsou ekonomicky vyhodnéjsi a umoznuji zpracovani velkych objemt produktu. Tyto
metody mohou byt optimalizovany tak, aby bylo dosaZeno vysoké Cistoty hasiSenu pfi

minimalizaci provoznich nékladl a maximalizaci vytéZnosti.
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Tabulka 5. Bilance reakce - konverze myrcenu na hasisen.

Mol:rni Latkové

Latka Hmotnost (g) hmotnost v s Konverze %
(g/mol) mnozstvi (mol)

Myrcen 150 136,24 1,10

Hasisen 50,84 136,24 0,37 33,90

Pro vyhodnoceni ucinnosti reakce premény myrcenu na hasiSen byl vypocten
konverzni pomér na zdkladé molarntho mnoZstvi vzniklého produktu ve vztahu k
vychozimu molarnimu mnozstvi reaktantu (7abulka 5). Tento piistup umoziuje
posouzeni efektivity reakéniho procesu nezavisle na absolutnim mnozstvi latky. Z
tabulkovych tdaji je patrné, Ze z pivodniho mnozstvi 150 g myrcenu, coz odpovida 1,10
mol, vzniklo 50,84 g haSiSenu, tedy 0,37 mol. JelikoZ molarni hmotnost obou sloucenin
je shodna (136,24 g/mol), vypocet konverzniho poméru byl vyrazné zjednoduSen. Na
zaklad¢ téchto tidaji byl konverzni pomér reakce stanoven na piiblizné 33,90 %. Tato
hodnota poukazuje na skutecnost, Ze reakce neprobiha kvantitativné za vzniku hasiSenu
a dochazi k tvorbé vedlejSich produktl, coz odpovidd znamym faktim o této reakci,
ocekavanim 1 pozorovanim. Jde o radikalovou reakci, ty jsou chronicky zndmé pro
obtizné vedeni selektivity a velké mnozstvi vedlejSich reakei. Po destilaci finalni reak¢ni
smesi 1ze pozorovat velké mnozstvi destilacniho zbytku, ktery byl urcen jako polymerni
hmota na bazi myrcenovych ¢i hasiSenovych jednotek, ktera chlazenim zatuhne az na

sklovitou hmotu, mé piijemnou mirn¢ terpenickou viini).

. Stanoveni zbytkového katalyzatoru.

Graf na Obrdzku 16 ukazuje zavislost plochy piku acetonaftonu na jeho
koncentraci. Linearni regresi dat byla ziskdna rovnice y = 4,261x - 0,0121, kde y
predstavuje pomér plochy piku acetonaftonu ku ploSe piku tridekanu, ktery byl pouzit
jako interni standard, a x koncentraci acetonaftonu.

Koeficient determinace R* = 0,9968 naznacuje vysokou linearitu kalibra¢ni kiivky
a potvrzuje dobrou korelaci mezi koncentraci acetonaftonu a plochou piku. Tento
vysledek sv&d¢i o pifesnosti metody a jejim vhodném pouziti pro kvantifikaci

acetonaftonu ve vzorcich.

52



Graf kalibrace acetonaftonu
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Obrazek 16. Graf kalibrace acetonaftonu.

Z analyzy vysledného produktu bylo zjiSténo, Ze koncentrace acetonaftonu je 1,16
mg/ml. Vzhledem k tomu, Ze acetonafton byl pivodné pouzit jako katalyzator reakce,
jeho detekce ve vysledném produktu neni ptrekvapiva. Koncentrace 1,16 mg/ml
naznacuje, ze se jedna o malé mnozstvi rezidudlniho katalyzatoru, ktery nebyl béhem
destilace odstrafien, je mozné, ze Cast katalyzatoru ztstala ve smési diky ko-destilaci nebo
jinym interakcim s reak¢nimi slozkami. Jeho dikladnéjsi odstranéni by bylo mozné napf.
prodlouzenim doby ucinku NaBH4 na reakéni smés, jelikoz ten redukuje acetonafton na
mén¢ te¢kavy alkohol. Acetonafton lze potiditi v tzv. “food grade” kvalité, jeho ptipadné

stopy tedy neptedstavuji vyraznéjsi problém.

o Stanoveni zbytkového rozpoustédla.

Cyklohexan byl v rdmci vyrobniho procesu pouzit jako rozpoustédlo a byl
nasledn¢ detekovan ve finalnim produktu.

Pro kvantitativni stanoveni byla pfipravena série standardnich roztokl
cyklohexanu o koncentracich 1,89 mg/ml, 3,79 mg/ml, 7,58 mg/ml, 11,37 mg/ml. Na
zaklade jejich analyzy byl sestaven kalibra¢ni graf (Obrazek 17), ktery vykazoval velmi
dobrou linearitu (R? = 0,9998). Rovnice kalibra¢ni kiivky ve tvaru y = 0,4235x + 0,0294
byla nasledné¢ vyuZita pro vypocet koncentrace cyklohexanu ve vzorcich produktu.

Vypoctena koncentrace zbytkového cyklohexanu €inila 4,08 mg/ml, coz odpovida

relativné nizkému obsahu zbytkového rozpoustédla.
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Graf kalibrace cyklohexanu
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Obrazek 17. Graf kalibrace cyklohexanu.

Finalni produkt, v némz byl stanoven obsah zbytkového cyklohexanu, neni urcen
k perordlnimu ani parenterdlnimu podani. Jedna se o vonnou kompozici s obsahem
hagiSenu, ktera je uréena pro parfémové aplikace. Cisty hasiSen se zpravidla nevyuziva
jako samostatna viné Ci prichut, ale byva soucasti parfémovych formulaci, kde se
obvykle vyskytuje v koncentracich v rozmezi 5 —10 %. Vzhledem k charakteru findlniho
produktu je tedy tieba vysledky interpretovat v kontextu kosmetické a chemické
legislativy, nikoliv ve smyslu farmaceutickych smérnic. Z hlediska platné¢ evropské
legislativy, konkrétné natizeni REACH a natizeni (ES) ¢. 1223/2009 o kosmetickych
piipravcich, neni pro cyklohexan v parfémovych kompozicich stanoven piesny
maximalni limit. Obecné vSak plati, Ze jeho pfitomnost by méla byt co nejvice
minimalizovana, zejména s ohledem na jeho klasifikaci jako t€¢kavé a potencidlné toxické
latky.

Zjisténd koncentrace 4,08 mg/ml, coz odpovida ptiblizné 0,41 %, zGstava v
mezich bézn¢ akceptovatelnych hodnot pro vonné latky a neptedstavuje riziko z hlediska
toxikologického profilu pfi standardnim pouziti produktu. Z organoleptického hlediska
by pfitomnost zbytkového cyklohexanu mohla ovlivnit vysledny charakter viing. V dané
koncentraci v§ak nebyly pozorovany zadné negativni senzorické projevy, coZ naznacuje,
ze zbytkové mnozstvi cyklohexanu nemad vyrazny vliv na kvalitu findlniho parfémového

produktu.
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3.4 Radikalova cyklizace myrcenu a souvisejici produkty

Radikalova cyklizace myrcenu je klicovym mechanismem, ktery vede ke vzniku
bicyklickych a monocyklickych terpenoidii, véetné derivati limonenu. Tato reakce
probiha za podminek, kdy je v systému pfitomen iniciator radikalové reakce, jako jsou
ultrafialové zareni nebo peroxidy. Proces probiha skrze generaci alkylového radikalu na
jednom z koncit myrcenu, ktery dale prochazi cyklizaci a naslednymi izomeriza¢nimi
reakcemi (Obrdzek 18).

Mechanismus radikalové cyklizace myrcenu:

Iniciace: Reakce zaciné iniciaci, coZ je proces, pii kterém se tvofi radikaly.
Radikaly jsou nestabilni molekuly, které maji neparovy elektron. Iniciace miize probihat
riznymi zpusoby, napiiklad plisobenim svétla, tepla nebo chemickych iniciatori.

Propagace: Propagace vede k tvorbé meziproduktti. Radikaly se cyklizuji, casto
pfes intramolekularni radikalové pfemisténi, pfi kterém vznikd bicyklickd struktura. V
zavislosti na reakénich podminkdch mohou vznikat rGzné izomery bicyklickych
uhlovodiki. Diulezitym faktorem je stabilita meziprodukt, kdy vyhodnéjsi polohy
radikala ¢i nenasycenych vazeb mohou smérovat reakci k ur€itym derivatim. .

Terminace: K ukonceni radikalové feté¢zové reakce dochazi pii rekombinaci dvou
radikala, vedouci k tvorb¢ stabilnich produkti. Miize dojit také k disproporcionaci, kde
jeden radikél odevzda vodikovy atom druhému, ¢imz se vytvaii smés nasycenych a

nenasycenych produkti.
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vedl. produkty s limonenovym skeletem

Obrazek 18. Mechanismus cyklizace myrcenu 4 na hasiSen 8 a limonenové

derivaty. Sloucenina 9 predstavuje teoreticky product reakce.

V prvni fazi cyklizace myrcenu dochdzi k intramolekularni adici vedouci ke
vzniku bicyklickych slou¢enin. Jednim z moznych produkti je 8, tj. 5,5-dimethyl-1-
vinylbicyclo[2.1.1]hexan (haSiSen), ktery je tvofen uzavienim SestiClenného kruhu s
piidatnym bicyklickym systémem. Tento produkt je stabilizovan prostorovymi
interakcemi, které podporuji jeho vznik.

Druhy  teoreticky mozny  bicyklicky produkt 9, 3,3-dimethyl-1-
vinylbicyclo[2.2.0]hexan, nebyl experimentalné detekovan. Divodem je jeho nepiizniva
geometrie pro cyklizaci podle Baldwinovych pravidel, kterd uptednostiiuji tvorbu péti- a
Sesti¢lennych kruhti. Tento fakt potvrzuje 1 experiment, ktery prokazal absenci tohoto
derivatu mezi vzniklymi produkty.

Pseudolimonen miize vznikat cyklizaci myrcenu alternativnim seskupenim
radikald, které probihd ne zcela prozkoumanym mechanismem, avSak vznik
limonenového skeletu je patrny z Obrdzku 18. Proces miiZze byt veden i pies atypickou

konjugovanou adici (nukleofilni adice indukovana napt. kysele, bazicky apod.), avSak
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presnéjsi mechanistické studie nejsou obsahem této prace a mohou poslouzit jako nosné
téma pro dalsi vyzkumy. Vzhledem k mnozstvi detekovaného pseudo-limonenu je patrné,
ze mechanismus bude pomérné netypicky a energeticky neptili§ preferovany.

Vzhledem k tomu, Ze cilovym produktem této reakce byl hasiSen a experiment
probihal za pfitomnosti UV zafeni s pouzitim [-acetonaftonu jako katalyzatoru,
pseudolimonen vznikal pouze v malych mnozstvich. Reakéni podminky upiednostiiovaly
jiné cykliza¢ni drahy vedouci k dominantnéjSim produktim, zatimco tvorba
pseudolimonenu zlstala vedlejSim procesem.

Produkty radikalové cyklizace myrcenu jsou chemicky blizké slozeni terpenoidii
nalezenych ve frakci 147 — 158 °C. Pravé derivaty limonenu a podobné slou¢eniny mohou
hrat roli v senzorickych a farmakologickych vlastnostech finalnich extrakti. Proto
studium cyklizace myrcenu miize ptispét k lepSimu pochopeni biosyntézy a chemickych
transformaci terpenoidli, které jsou dilezité v primyslové produkci haSiSenovych
extraktii. Tento proces tak nabizi potencidlni aplikace nejen v syntetické chemii, ale také

v oblasti separace a Cisténi ptirodnich produkti pro farmaceutické nebo potravinaiské
vyuziti.
3.4.1 Vyznam spektralniho sloZeni UV vybojky pri syntéze hasiSenu

Pouzitd vysokotlakd rtutova vybojka BELLIGHT HPM 400W E40 patii mezi
vybojky generujici Siroké spektrum zareni. Tento typ lampy obsahuje kiemennou
vybojovou trubici naplnénou parami rtuti. Béhem provozu dochazi k excitaci rtutovych
atomu a naslednému vyzafovani charakteristickych emisnich car. Tyto ¢ary jsou piitomné
v ultrafialové, modré, zelené a Zluté ¢asti spektra.

Spektralni vlastnosti vysokotlakych rtutovych vybojek

Spektrum vysokotlakych rtutovych lamp se vyznacuje n€kolika dominantnimi
emisnimi ¢arami, které jsou vyrazné silnéj$i nez spojité zateni pozadi. Nejvyznamnéjsi z
nich jsou: 365 nm (blizké UV zateni, 10,7 %); 405 nm (fialova, 4 %); 436 nm (hluboka
modra, 12,6 %); 546 nm (zelenozluta, 7,1 %); 579 nm (zluty dvojity pas, 7,9 %) [83]

Dale jsou v oblasti mezi 250 a 350 nm pfitomny krat$si UV vinové délky, které
mohou mit zésadni vliv na chemické reakce, protoze predstavuji energeticky velmi
intenzivni zafeni a mohou indukovat nezddouci vedlejsi reakce a snizovat vytéznost
cilového produktu. Proto se nabizi otazka, zda by bylo moZné dosahnout vyssi selektivity

volbou vhodnéjsiho zdroje UV svétla. Naptiklad pouZiti monochromatického UV laseru
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s vinovou délkou ptizptisobenou optimalni absorpci myrcenu by mohlo zvysit efektivitu
cyklizace a minimalizovat vznik vedlejSich produktt.

Moznost optimalizace reakénich podminek by mohla byt ovéfena
spektrofotometricky, pfi¢emz UV-VIS spektrofotometrie by umoznila urcit absorpcni
spektrum myrcenu a jeho intermediat. Pro optimalizaci radikalové cyklizace myrcenu
taky by bylo vhodné provést experimentdlni srovnani riznych zdroji UV zafeni.
Selektivnéjsi UV zdroj, naptiklad LED s pfesn¢ definovanou vinovou délkou nebo
filtrovana vybojka, by mohl zvysit Gi€innost reakce. Kromé toho by analyza absorp¢niho
spektra reaktantii mohla poskytnout klicové informace o nejvhodnéjSich podminkéach

ozareni.

3.5 Stabilita hasiSenu v ¢ase

Po syntéze byl cilovy produkt uchovavan v uzaviené lahvicce v lednici pfi teploté
pfiblizné 4 °C. Cilem bylo ovéfit stabilitu této slouceniny v béznych laboratornich
podminkach pii chlazeném skladovani a posoudit miru degradace v pribéhu casu.
Analyza byla provadéna pomoci plynové chromatografies vyuZitim interniho standardu
(tridekanu), ktery slouzil k normalizaci vysledkii a zajisténi srovnatelnosti jednotlivych
meéfeni.

Na Obrazku 19 je znazornén vyvoj relativniho mnozstvi hasiSenu ve vzorku v
zévislosti na Case, vyjadifeny jako pomér plochy piku hasiSenu ku plose piku tridekanu.
Meéieni bylo provadéno ve zhruba tydennich az dvoutydennich intervalech po dobu vice

nez 60 dnu.
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Stabilita hasisenu v case
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Obrazek 19. Graf stability hasiSenu v Case.

Z pribéhu grafu je zfejmé, Ze v ase dochazi k postupnému poklesu koncentrace
haSiSenu, a to 1 pfi chlazeném skladovani. Na pocatku (den 0) byl zaznamendn nejvyssi
pomér ploch (cca 1,8), coz bylo povazovano za 100 %. JiZ po dvaceti dnech doslo k
poklesu na pfiblizné 1,65, coz odpovida sniZzeni koncentrace o pfiblizné 8 %. Po 40 dnech
klesl pomér na hodnoty kolem 1,2, coZ znamena pokles o zhruba 33 % oproti plivodni
hodnoté¢. Po 60 dnech se hodnota pohybovala tésn¢ nad 1,0, tedy koncentrace hasSiSenu
poklesla o vice nez 44 % ve srovnani s poc¢ate€nim stavem.

Tento vyvoj naznacuje, Ze haSiSen postupné degraduje nebo se jinak snizuje jeho
koncentrace ve vzorku i za chlazenych podminek, pravdépodobné v disledku chemické
nestability spojené s pfitomnosti vinylové skupiny.

Pri¢inou této degradace je pravdépodobné ptitomnost vinylové skupiny ve
struktue haSiSenu. Tato skupina obsahuje konjugovanou dvojnou vazbu, kterda je
nachylnd vici riznym degrada¢nim procesiim, jako je oxidace na vzduchu, radikalové
Stépeni, nebo reakce s rozpoustédlem. Takové funkéni skupiny jsou zndmé svou
nachylnosti k rozkladu, a to 1 pfi nizsich teplotach. Kromé vlivu vinylové skupiny mize
ke snizovani koncentrace pfispivat i t€kavost hasiSenu a jeho potencialni absorpce na
stény nddoby. Zatimco svétlo bylo v tomto experimentu vylouceno jako faktor, ziistdva
chemicka nestabilita hlavnim diivodem pozorovaného poklesu.

Na zaklad¢ vysledkli 1ze konstatovat, Ze haSiSen je z chemického hlediska
pomérné nestabilni latka, a pro pfesnou kvantitativni i kvalitativni analyzu je nezbytné

analyzovat vzorky co nejdfive po pfipravé — idedlné do dvou az tii tydnti. Pti delSim
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skladovani je tieba pocitat s degrada¢nimi ztratami, které mohou ovlivnit jak analytickou
presnost, tak pfipadné biologické testovani.

Pro budouci experimenty by bylo vhodné testovat alternativni zpisoby
skladovani, naptiklad zmrazeni nebo inertni atmosféru (napt. dusik nebo argon), které by

mohly vyrazn€ zpomalit degradacni procesy a zachovat integritu produktu.

3.6 Vyuziti haSiSenu v primyslovych aromatickych smésich

HasiSen, jakozto bicyklicky terpen s vyraznym aromatickym profilem, nachazi v
poslednich letech uplatnéni nejen ve vyzkumu, ale stale castéji také v primyslové vyrobé
aromatickych smési uréenych pro pouziti ve vaporizérech, difuzérech ¢i jinych formach
aromaterapie. Jeho specifické aroma, které kombinuje zemitost, kofenéné tony a
pryskyti¢ny charakter, jej ¢ini vhodnym zakladem pro formulace inspirované ptirodnimi
pryskyficemi a extrakty.

V ramci této prace byly praktické zkusenosti ziskany ve spolupraci se spole¢nosti
FutuLabs s.r.0., kde haSiSen se vyuZiva jako sou€dst aromatickych smési imitujicich viiné
klasického konopného hasiSe. Jednim z prikladl je smés s ndzvem ,,Moroccan Hash®,
ktera byla navrzena tak, aby vérné¢ napodobila tradi¢ni vini rucné vyradbéného
severoafrického hasiSe. Tato smés je slozena z vice nez deseti terpenickych slozek a
hasiSen v ni hraje kliCovou roli jako aroma aktivni komponenta 1 stabilizacni prvek celé
kompozice.

Vedle hasisenu smés obsahuje i1 dalsi terpeny, které ptispivaji ke komplexnimu a
vicevrstvému aromatickému profilu: B-karyofylen a humulen dodéavaji kotenité a drevité
tony; a-pinen a B-pinen piindseji svézest s pryskyficnym a lesnim charakterem; 3-karen
a linalool pfispivaji k jemnosti, kvétinovym podtonim a lehce citrusovému nadechu;
bisabolol pfidava jemnost, lehce medovou sladkost a podporuje celkovou harmonii smési.

Chromatogram této smési je uveden v Priloze 5, kde lze pozorovat ptitomnost
jednotlivych terpent, véetné haSiSenu, v definovaném pomeéru. VSechny slozky byly
peclivé vybirany s ohledem na vini, stabilitu a synergii v rdmci findlniho produktu.

Mg¢feni bylo provedeno pomoci GC-MS na koloné typu LN-5 Sil MS o délce 30
metrli, vnittnim praméru 0,25 mm a tloustce filmové vrstvy 0,25 um. Jako nosny plyn
byl pouzit helium v reZimu fizeni linearni rychlosti (30,0 cm/s). Teplota injektoru byla
nastavena na 200 °C, teplota pece byla inicializovana na 40 °C (udrzena po dobu 3 minut),
poté byla zvySovana rychlosti 2 °C/min az na 250 °C. Celkova doba analyzy cinila 108
minut.
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Injekce byla provadéna v rezimu split s pomérem déleni 10:1. Ionizacni zdroj a
rozhrani byly nastaveny na 200 °C, hmotnostni spektrometr pracoval v rezimu skenovani
v rozsahu m/z 35400, s nastavenym solvent cut-off ¢asem 5,4 minuty.

Je dilezité zminit, Ze sou¢asnym trendem v oblasti aromatickych produktl je
vytvareni neobvyklych, autentickych a prirozené ptisobicich vini, které evokuji konkrétni
rostlinné nebo pfirodni zdroje — pfiemz pravé kompozice inspirované konopim a
hasiSem patii mezi stale oblibengjsi. Takové smési oslovuji nejen uzivatele vaporizéri,
ale 1 tvlurce ptirodnich parfémi, vyrobcl interiérovych vini ¢i aromaterapeutickych
produktii.

Vyvoj téchto formulaci je vS§ak mimotadné slozity, a to nejen kvili pottebe piresné
vyvazené kombinace jednotlivych terpenit z hlediska jejich senzorickych vlastnosti a
tékavosti, ale také kvili komplexnimu vlivu matrice. V tomto kontextu je tfeba chéapat
matrici nejen jako soucet aromatickych slozek, ale jako celkové slozeni smési, tedy
vcetn€ nosicil, rozpoustédel, stabilizacnich latek a dalSich pfimési, které zdsadnim
zpusobem ovliviiuji jak vnimani viing, tak uvoliiovani jednotlivych sloZek v ¢ase. Matrice
moduluje volatilni profil smési, dynamiku uvoliiovani a dokonce i synergii ¢i potlacovani
jednotlivych aromatickych toni. I drobné zmény v poméru slozek nebo zptisobu michani
mohou vést k vyrazné odlisnému senzorickému vysledku.

Z téchto divodu je vyvoj takovych smési naro¢nou kombinaci chemického know-
how, senzorické zkuSenosti a praktického testovani. HasSiSen se v tomto ohledu ukazal
jako velmi cenny prvek, ktery nejen podporuje vérohodnost konopného aromatického

profilu, ale zaroven pfispiva ke stabilité a celkové vyvazenosti finalni smési.
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Zavér

Tato diplomova prace se zaméfila na syntézu vybranych rostlinnych terpenti se
zvlastnim dirazem na haSiSen a jeho naslednou charakterizaci pomoci analytickych
metod. V teoretické Casti byla podrobn¢ popsana struktura a vlastnosti hlavnich terpenti
obsazenych v konopi, stejné jako soucasné poznatky o jejich biologické aktivité,
moznostech syntézy a vyuziti v riznych odvétvich.

Experimentalni ¢ast se zabyvala syntézou haSiSenu z myrcenu metodou
fotocyklizace za pouziti UV zafeni. Byly optimalizovany reakéni podminky a nasledné
probéhla identifikace a kvantifikace produktu pomoci plynové chromatografie spojené s
hmotnostni spektrometrii (GC-MS). Vysledky prokazaly, ze zvolend metoda je vhodna
pro laboratorni syntézu haSiSenu a Ze ziskané vzorky lze s uspéchem charakterizovat
pomoci modernich analytickych nastroji. Praktickd ¢éast prace rovnéz potvrdila
prumyslovy potencial hasiSenu v oblasti tvorby aromatickych smési.

Soucasti prace bylo také sledovani stability haSiSenu v Case. Ukdzalo se, Ze 1 pfi
chlazeném skladovani dochazi k jeho postupné degradaci, pfi¢emz hlavni ptic¢inou je
pravdépodobné pritomnost vinylové skupiny ve struktufe molekuly, ktera je nachylné k
oxidaci a dal§im degradacnim procestum. Na zéklad¢ téchto poznatki je zifejmé, ze pro
zachovani analytické pfesnosti je vhodné analyzovat vzorky bezprosttedné po syntéze
nebo zvolit vhodnéjs$i podminky pro jejich dlouhodobé uchovavani.

Vysledky této prace prispivaji k hlubSimu pochopeni chemického chovani
terpent, moznosti syntézy a stability, a zaroven oteviraji prostor pro dal§i vyzkum v
oblasti jejich biologické aktivity a praktického vyuziti, naptiklad ve farmacii, kosmetice
¢i v oblasti prirodnich konzervantli. Ziskané poznatky mohou byt vyuzity nejen pii
laboratorni ptiprave téchto latek, ale 1 pfi navrhu inovativnich primyslovych produkta v

oblasti vaporizace, parfumerie a aromaterapie.
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Priloha 1. GC-MS chromatogram vychozi reakéni smési.
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Piiloha 2. GC-MS chromatogram reakéni smési po 33 hodinach reakce.
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Priloha 3. GC-MS chromatogram reakcni smési po 72 hodinach reakce.
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Priloha 4. GC-MS chromatogram destila¢ni frakce 147-158 °C.
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Piiloha 5. GC-MS chromatogram terpenové smési “Moroccan Hash*.
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