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ABSTRAKT

Mata peprnd (Mentha piperita), Salvéj lékatskd (Salvia officinalis), medunka Ilékatska
(Melissa oficinalis), hetmanek pravy (Matricaria chamomilla) a kozlik 1€katsky (Valeriana
officinalis) jsou byliny sléCivymi vlastnostmi. Jejich ethanolové extrakty se vyuzivaji
k fortifikaci potravin ¢i v kosmetice. V této praci byly analyzovany obsahové latky v
extraktech vybranych bylin, které byly pfipraveny maceraci a nasledn¢ analyzovany
plynovym chromatografem s hmotnostnim detektorem. Cilem priace bylo optimalizovat
metodu pro stanoveni senzoricky aktivnich latek, ty poté stanovit a vyhodnotit.

ABSTRACT

The peppermint (Mentha piperita), the salvia (Salvia officinalis), the lemon balm (Melissa
oficinalis), the camomile (Matricaria chamomilla) and the valerian (Valeriana officinalis) are
herbs with healing effects. Their ethanol extracts are used for food fortification or in a
cosmetic industry. Substances contained in herbal extracts were analyzed in this thesis. The
extracts were prepared by maceration. Next, they were analyzed by using a gas
chromatography and a mass spectrometry. The aim of this thesis was an optimalization of the
method used for the analysis of sensorially active substances. Then, herbal extracts were
analyzed and concentration of sensorially active substances was determined.
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1 UVOoD

Pojem senzoricky aktivni latka znamend, Ze jeji chutové a Cichové vlastnosti dokaZeme
vnimat smysly. Do této skupiny patii veskeré vonné latky v pfirod¢, které produkuji Zivé
organismy, pfedevSim rostliny. VétSina z nich jsou latky tékavé a rostliny je vytvareji
biogenetickym (mevalonatovym) ¢i fenylpropanovym (Sikimatovym) procesem.

Zjednodusen¢ je mevalonitovy proces popsan jako kondenzace izoprenovych jednotek za
pfitomnosti specifického enzymu. Jako meziprodukt se zde tvoii kyselina mevalonova a podle
ni byl proces pojmenovan. Nasleduje vznik terpenickych latek, které se vyskytuji v silicich

[1].

Vonné latky, které obsahuji aromatické jadro, vznikaji procesem Sikimatovym a vychozi
latkou zde byva glukosa. Jednim z meziproduktl je kyselina Sikimatova, nakonec vSak vznika
kyselina skoficovd. Zni dale biosyntetickymi procesy vznikaji aromatické slouceniny,
kumariny a jejich derivéty, a latky fenolické [1].

Silice obsahuji uhlovodiky, kyslikaté latky, alifatické a aromatické slouceniny. Skladaji se
z izoprenovych jednotek, fadi se mezi terpeny. Vonné a chutové vlastnosti silic maji za
pfiCinu vétSinou molekuly obsahujici kyslik. VétSinou jde o latky kapalné, nerozpustné
ve vodé a rozpustné v ethanolu a jinych organickych rozpoustédlech [1].

Silice se ziskavaji z riznych ¢asti rostlin, naptiklad z kvéth (rtiZze, jasmin, aj.), ze stonk,
popiipad¢ z kvetoucich stonkli (meduiika, mata, aj.), z plodi a semen (kmin, jalovec, aj.),
ze dfeva, z kofenu a oddenk, z listli nebo z pryskyfic produkovanych rostlinami. Z ptiblizn¢
100 000 v soucasnosti popsanych druhii rostlin, necelé 2 000 obsahuji silice a v praxi je
uzite¢nych zhruba jen 200 [1].

Z rostlin lze ziskat také bylinné extrakty riznymi zpiisoby. Nejcastéji se vyuZiva procesu
zvaného macerace, tedy extrakce rozpousStédlem (ethanol) za studena [24].



2 TEORETICKA CAST

2.1 Vybrané byliny

2.1.1 Mata peprna (Mentha piperita)

Mata peprna je 1éCiva bylina z Celedi hluchavkovitych. Je 30 az 90 cm vysoka s piimou
lodyhou, kterd se nahofe vétvi. Kvéty jsou riizové az nafialovélé barvy. Mata roste volné
v piirodé, prevazné v mirném pasu celého svéta. Jiz po staleti Rimané matou dochucovali
omacky a vino. Nejlépe se ji daii na vlhkych, vapenitych ptidach v polostinu. Listova silice,
kterd obsahuje pfevazné€ menthol (30-55 %), ma chladivé ucinky, tedy zmirfiuje pocity
svédéni, a pomaha pii silném nachlazeni, chiipce a bolestech svala [6], [7], [11], [14], [20].

Obrazek 1: Méta peprné [19]

Matova silice obsahuje kromé mentholu v nejvétsi mife také menthon (14-32 %). Mezi dalsi
aktivni latky pfitomny v maté patii: limonen, cineol, menthofuran, menthyl-acetat,
isomenthon, pulegon a karvon [2], [5], [8], [9], [20]. Jejich chemické struktury jsou uvedeny
v tabulce (viz Tabulka 1).



Tabulka 1: Chemické struktury latek matové silice

menthol menthon limonen menthofuran
(i O
: O H M E
menthyl-acetat cineol pulegon karvon
CHj CHj
o]
O
)k 3
Y (0] O
N HsC~ CHy HyC”™ CH,

2.1.2  Salvéj 1ékai'ska (Salvia officinalis)

v

Salvéj 1ékarska je siln€ aromaticka rostlina rovnéz z Celedi hluchavkovitych. Roste do vysky

30 az 70 cm a na jeji pfimé lodyze se vétvi kvétenstvi o 4 az 10 fialovych kvétech. O 1é€ivych
ucincich Salvéje védeli uz ve starovékém Egypté, kdy se droga vyuZivala proti nadymani a
prijmovym onemocnénim. Jeji hojné vyuZiti se pohybuje také v kosmetickém primyslu, kdy
se Salvéjové vytazky pouzivaji napiiklad jako piisady do ustnich vod a zubnich past ¢i
pletovych vod. Pro svij rist Salvéj potfebuje propustnou ptdu a slunné prostiedi [2], [6], [7],

[12], [13].

Obrazek 2: Salvéj 1ékarska [10]
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Hlavni latkou, kterou Salvéj obsahuje, je thujon. Ten plisobi na nase télo ve vysokych davkach
omamng¢ a predavkovani miiZe byt doprovazeno zimnici, tfesem, zvracenim az ztratou védomi
[12], [15].

Mezi dalsi aktivni latky, jeZ se v Salvéji vyskytuji, patii ve vétsi mife také cineol, kafr,
borneol a bornyl-acetat. Jejich chemické vzorce jsou uvedeny v tabulce (viz Tabulka 2).

Tabulka 2: Chemické struktury latek silice Salvéje 1ékaiské

thujon kafr borneol bornyl-acetat

HsC_ _CHs | HsC CHs

CHs
0 CHs
O
HaC H JL
HsC o) CHj
V4 OH
H;C CH,4 )

cineol

{

2.1.3 Medurika lékaiska (Melissa officinalis)

Meduiika 1ékaiska je 1éCiva rostlina, kterd se také tadi do celedi hluchavkovitych.
Charakteristickd je pro ni citronovd viné a tu ma na svédomi smés latek, jako jsou citral,
citronellal a citronellol. Medurika dortstad vysky az 100 cm a na jeji lodyze rostou dva typy
listi. Spodni dlouze tapikaté a vrchni srd¢ité s kratkym fapikem. Kvéty meduniky jsou drobné,
bilé.

Lécivé ucinky medunky lékatské jsou znidmé predevs§im jako uklidnujici prostiedky, nejvice
v oblasti traviciho traktu a srdce, také mirné sniZuje krevni tlak. Meduiika je vytrvala bylina,
ktera pro svuj rust vyzaduje lehké pudy bohaté na vapnik [1], [2], [3], [7], [23].
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Obrazek 3: Medurika Iékarska [16]

Mezi hlavni ucinné latky medunky patii silice, které je v rostlin€ kolem 0,15 % a obsahuje
latky jako citral, citronellol, citronellal, geraniol, limonen a linalool. Jejich chemické vzorce

jsou uvedeny v tabulce (viz Tabulka 3).

Tabulka 3: Chemické struktury latek silice medunky lékatské

citral citronellal citronellol
CH, CH, CH,
X
™
NS
o o) OH
HG™ NCH, HsC” CH, HyC” CH,
limonen linalool geraniol
HO_ .CHs CHj
N"oH
CH,
2 HaC” CHy
X Hi G CHa
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2.1.4 Hermanek pravy (Matricaria chamomilla)

Hefmanek pravy, téZ hefmanek Iékarsky, je 1éCiva rostlina z Celedi hvézdnicovitych
(Asteraceae). Jednoleta vonna bylina dorustd vysky 15 az 50 cm. Bilé okvétni listky jsou
vélcovitého tvaru okolo uprostfed uloZeného Zlutého kvétniho 1izka. Hefmanek pravy ma
mirné sedativni d¢inky, celkové zklidiiuje a usnadiiuje usinani. Uinkuje zevné na koZni
vyrazky a zanéty, proto se uziva i v fadé kosmetickych produktd. Casto jej miizeme spatiit
rust jako plevel v obili [2], [6], [7], [22].

Obrazek 4: Hefmanek pravy [17]

Aktivnimi latkami hefmanku jsou ptedevsim silice (obsah 1 az 3 %), které obsahuji ve znacné
mife a-bisabolol, farnesen, azulen, p-cymen, limonen a bisabolol oxid A. Jejich chemické
struktury jsou uvedeny v tabulce (viz Tabulka 4).

Tabulka 4: Chemické struktury latek silice hefmanku pravého

a-bisabolol farnesen azulen

CHa

bisabolol oxid A limonen p-cymen

HeG.  CHy CHg RN

CHg
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2.1.5 Kozlik 1ékarsky (Valeriana officinalis)

Kozlik 1ékatsky je vytrvala bylina a fadi se mezi rostliny z Celedi kozlikovitych. Dorusta
vySky az 200 cm a z piimé, duté lodyhy se vétvi kvétenstvi s malymi bilymi aZ rGZovymi
kvéty. U nas v Ceské republice roste velmi hojné zejména v niZ§ich polohich a
charakteristicky zapachd. UZ ve stfedovéku se kozlik pouZival k IéCivym ucelim pfi
nespavosti, slabosti, nervozité€ ¢i kie¢im. Hojné se vyskytuje ve vlhkém prostiedi lesnich cest
a luk na hlinitych ptdach [2], [6], [7], [18], [21].

Obrazek 5: Kozlik 1ékatsky [18]

Hlavnimi aktivnimi latkami kozliku lékafského jsou kyselina valerenova, bornyl-acetat,
limonen, p-cymen, terpinen a karvon. Chemické struktury téchto latek jsou uvedeny v tabulce
(viz Tabulka 5)
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Tabulka 5: Chemické vzorce latek v silici kozliku 1ékatrského

kyselina valerenova p-cymen y-terpinen
e HyC_ _CH, CH,
3 o)
H3C iy, / /
H OH
CH
3 CHs H3C CHjy
bornyl-acetat limonen karvon
HsC CHs s
0]
CHj
O
O/JL\CHS :
AN
N HaC” CH,

2.2 Chemické sloZeni silic

Silice jsou slozZité smé&si t€kavych latek obsazené v piirodnich rostlinnych materialech. Silice
se diive nazyvaly také éterické oleje. Nejcastéji jsou tvofeny terpeny a terpenovymi derivaty,
alkoholy, aldehydy, ketony a karboxylovymi kyselinami. Lze je rozdélit do dvou zakladnich
skupin podle jejich chemické struktury na terpenoidy a fenylpropanoidy [24], [44].

2.2.1 Fenylpropanoidy

Fenylpropanoidy ve své struktufe obsahuji aromatické jadro, na némZ7 je navazan dalsi
uhlikaty zbytek. Biogeneticky se vychézi z kyseliny Sikimové a pfes fenylalanin se ziskava
kyselina skoticova (struktury viz Obrazek 6). Ta dale podléha reduk¢énim reakcim za ucelem
tvorby fenylpropanoidti. Fenylpropanoidy dle struktury délime na aldehydy a derivaty
fenylpropenu [24], [44].

COOH

COOH . _COOH
I —_—
NH,
HO OH

OH
Obrazek 6: Kyselina Sikimova (vlevo), fenylalanin (uprostied), kyselina skoficova (vpravo)

2.2.2 Terpenoidy, terpenové uhlovodiky

Terpenové uhlovodiky se jinak nazyvaji také terpenoidy nebo izoprenoidy a jejich zakladni
jednotkou je izopren. Prekursorem terpenoidl je kyselina mevalonova (struktura je uvedena
v tabulce viz Tabulka 6). Terpenové uhlovodiky lze délit podle poc¢tu uhlikl, dle struktury
na cyklické a necyklické a dle funkcnich skupin na alkoholy, aldehydy, ketony, estery,
apod. [24], [44].
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Tabulka 6: Chemické struktury

izopren kyselina mevalonova
HOOC
H,C CHj
N
\[ HO——cH,
NS
CH,
OH

2.2.2.1 Monoterpeny

Jde o desetiuhlikaté slouceniny, které tvoii dvé izoprenové jednotky. Jsou hlavni slozkou
tékavych silic, jsou cyklické i necyklické, v prirodé se Casto vyskytuji jako kyslikaté derivaty,
tedy alkoholy, aldehydy a ketony. Patii sem naptiklad linalool, menthol, thymol, aj [1], [24],
[25], [44].

2.2.2.2 Iridoidy
Iridoidy maji monoterpenovy zéiklad, ale jejich vlastnosti se od monoterpenti zcela lisi.
V piirod¢ se vyskytuji ve forme glykosidi. Jde prevazné o derivaty cyklopentanu [1], [24].

2.2.2.3 Seskviterpeny

Zakladni skelet obvykle obsahuje 15 uhliki, cili 3 izoprenové jednotky. RozliSujeme
seskviterpeny cyklické a necyklické. Tvofii jednu z hlavnich slozZek silic, napf. azuleny [24],
[44].

2.2.2.4 Diterpeny

Diterpeny jsou slouceniny tvofici 20 uhlikd, tedy 4 izoprenové jednotky. Necyklické
diterpeny jsou velmi vzacné a maji snahu se zacyklit, tedy zaujmout co nejmensi prostor. Patii
zde napfiklad retinol, dehydroretinol, aj. [1], [24].

2.2.2.5 Triterpeny

Triterpeny jsou slouceniny tvoiici 6 izoprenovych jednotek, ¢ili 30 uhliki. Jde o skupinu
piirodnich latek steroidni povahy (steroidy, hormony, aj.) a triterpenoidy (saponiny, aj.) [24],
[44].

2.2.2.6 Tetraterpeny

Zakladni skelet se skladd z osmi izoprenovych jednotek, tedy z Ctyficeti uhlikh. Jejich
derivaty se nazyvaji karotenoidy, obsahuji je barviva lipofilni povahy (Zluta a cervend),
napftiklad B-karoten [1], [24].

2.2.2.7 Terpenové alkoholy

Alkoholy, pfedevs§im monoterpenové, jsou nositeli sladké, kvétinové viing. NejvyznamnéjSim
takovym alkoholem je linalool, ktery obsahuje napt. levandule. Patii sem také ale citronellal,
graniol, nerol aj. [1], [24].
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2.2.2.8 Terpenové ethery
Ethery jsou slozkami vyskytujicimi se v riznych druzich kofeni. Napt. anetol obsahuje silice
fenyklova a anyzova a methyleugenol silice hiebickovi. Dal$im piikladem je myristicin,

coZ je latka, kterou obsahuje silice muskatového ofiSku. Ve velkém mnoZzstvi vSak vykazuje
halucinogenni vlastnosti [1], [24].

2.2.2.9 Terpenové aldehydy

Nejcastéji vyskytujicim se aldehydem je citral, ktery je jednou z hlavnich slozek silice
citronové a zdzvorové. DalSim vyznamnym aldehydem je aromaticky benzaldehyd, ktery voni
po hotkych mandlich, a je tudiz sloZkou mandlové silice. NejvyznamnéjSim
hydroxyderivatem aromatickych aldehydii je wvanilin, ktery je zékladni slozkou silice
vanilkové [1], [24].

2.2.2.10 Terpenové ketony
Mezi ketony patii napi. 2-pentanon, ktery je slozkou skoticové silice a mnoha silic riznych

kvétin. Nejznaméjsi jsou monoterpenové ketony k nimZ patii tfeba menthon, vyskytujici se
pravé v matové silici. Patii zde také pulegon, kaft, aj. [1], [24].
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2.3 Extrak¢ni metody pro zisk bylinnych extrakti

Silice mohou byt obsaZeny v celé rostlin€, nebo je jejich vyskyt omezen na urCitou Cast
rostliny — kvét, list, lodyha nebo plod. Ziskani silic je ve vétSing piipadii ndro¢nym postupem.
K jejich extrakci jsou pouZziviny predev§Sim metody destilace s vodni parou, extrakce
rozpoustédlem, extrakce na fluidnim loZi ¢i macerace.

2.3.1 Destilace s vodni parou

Nejcastéji pouzivanou metodou pro zisk silic je destilace s vodni parou. Destilaci s vodni
parou se dé€li latky malo rozpustné ve vod€. Rostlinny materidl je umistén v proudu pary.
Destilace se provadi na specidlnim nastavci (viz Obrazek 7), kde dojde k oddestilovéni silic
a stanovi se jejich obsah ve vzorku. Je-li silice t€Z$i neZ voda, pouziva se pro destilaci smés
vody a glycerolu. Vzhledem k uZiti zvySené teploty miZe dojit k tepelné degradaci vonnych
latek. Kviili nizké selektivité destilace se n¢kdy provadi také dodatecné purifikace extraktu
pouzitim extrakce pevnou fazi (SPE). Destilace s vodni parou se uziva pro izolaci prchavych

latek. Izolované latky jsou nasledné analyzovany headspace technikou [26].

es LS LN LN BN B8 BN 08 B LERAI

Obrazek 7: Specialni nastavec pro destilaci silic [33]

2.3.2 Extrakce rozpoustédlem

Extrakce je metoda, kterd je zaloZena na distribuci slozky mezi dvé faze, tuhou a kapalnou
nebo dvé kapalné nemisitelné faze. Pfima extrakce rozpousStédlem je nejjednodussi a nejvice
uZivana extrakéni metoda.

Extrakce kapalina — kapalina umoZziiuje mnoho rychlych déleni rtiznych litek v Sirokém
rozmezi koncentraci. Vonné latky Ize obvykle pfimo extrahovat do vhodného rozpoustédla.

Vyhodou piimé extrakce je, Ze veSkeré latky jsou izolované v jediné operaci. Nutny
je spravny vybér rozpoustédla. Dulezité je, aby mélo vhodnou polaritu, teplotu varu,
viskozitu, polaritu a zdravotni nezdvadnost. NejcCastéji se uZivaji organické latky s nizkou
teplotou varu, naptiklad ethanol, methanol, aceton, chloroform, ether, aj [24], [26], [45].
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2.3.3 Extrakce na fluidnim loZzi

Vzorek je u této metody davkovan do extrakéni patrony a extrahovan vhodnym
rozpouStédlem. Rozpoustédlo se zahfiva az k bodu varu a jeho pary pronikaji pfes filtr
do extrakéni trubice. V chladi¢i pak pary kondenzuji a rozpousStédlo kape na vzorek
v extrakéni patroné. Jde o velice efektivni extrakéni metodu. Vyhodou je, Ze muze byt
extrahovano vice vzorkl soucasné a vSe kontroluje pocita¢ [39].

2.3.4 Macerace

Macerace, jinymi slovy, vyluh drogy za studena, je metoda, jiZ se vyrabi bylinné tinktury ¢i
likéry. Jeji princip spociva ve vyluhovani Cerstvych nebo suSenych, nadrcenych bylin ve vodé
¢i rizné koncentrovanych roztocich ethanolu. Macerace v lihu byla vyuZzivana jiz starymi
arabskymi alchymisty, od kterych pak metodu pfevzali obyvatelé Evropy.

Prakticky se macerace provadi tak, Ze se piipravené byliny vlozi do nadoby, zaliji se
roztokem ethanolu v koncentraci nej€astéji od 40 do 90 % a nechaji se n¢jaky Cas vyluhovat.
Obvykle luhovani trva, za ob¢asného promichani, pfiblizné 14 dni. Zalezi ale velmi na sloZeni

macerované smesi. Obecné¢ plati zdsada, Ze ¢im silnéjsi je ethanol, tim kratSi je doba macerace
a naopak [27], [28].

2.4 Analyza senzoricky aktivnich latek v bylinnych extraktech

K analyze senzoricky aktivnich latek se vyuZivaji chromatografické metody. Jsou to metody
separacni, pti kterych dochazi k rozdé€leni jednotlivych slozek obsazenych ve vzorku. Vzorek
se vnasi mezi dvé faze — mobilni (pohyblivou) a stacionarni (nepohyblivou). Mobilni faze
vzorek una$i po stacionarni fazi, na které se slozky zachycuji. Z hlediska geometrického
usporadani stacionarni faze se rozliSuje chromatografie kolonova a ploSnd (planarni).
Nejcastéji se vyuziva plynova a kapalinova chromatografie [24], [34], [46].

Nekdy se muZe pouzit k zakoncentrovani vzorku pied analyzou mikroextrakce tuhou fazi
ve spojeni s headspace technikou.

2.4.1 Plynova chromatografie
Plynova chromatografie (GC — Gas Chromatography) patifi mezi nejuZivanéjSi separacni
metody, je vhodna pro analyzu t€kavych latek, které je mozno prevést do plynného stavu.

Pouziva se predevSim pro separaci organickych latek, které maji bod varu nizsi nez 400 °C.
Mobilni fazi je inertni plyn, ktery je mélo viskézni a stlaCitelny [24], [34], [46].

Zakladni ¢asti plynového chromatografu jsou:

* zéasobnik plynné faze,

» zafizeni k regulaci tlaku,

¢ davkovaci zafizeni,

* kolona,

* termostat,

¢ detektor,

* zafizeni ke zpracovani signélu a jeho zdznam,
* vyhodnocovaci zafizeni.
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Obrézek 8: Plynovy chromatograf ve spojeni s hmotnostnim detektorem

2.4.1.1 Zdsobnik plynné faze

Nosny plyn byva umistén v tlakovych lahvich. Jednim z rozhodujicich faktord pfi jeho vybéru
je typ pouZzitého detektoru a kolony. Je nutné, aby plyn byl inertni vici sloZkdm vzorku
anebyl toxicky. V praxi se nejcastéji vyuziva dusik, vodik, helium a argon. Z fyzikdlnich
vlastnosti plynll se zde uplatiiuje hustota a viskozita, kviili ovliviiovani pratoku plynu kolonou
[24], [34], [46].

2.4.1.2 Zaiizeni k regulaci tlaku

Udrzovéani spravného pritoku plynu kolonou je velice dulezité. Pritok nosného plynu
ovliviiuje kvalitativni i kvantitativni analyzu. Vytvofenim tlakového spadu ptfed kolonou
muZeme nejlépe regulovat pritok, zmény tlaku v koloné€ jsou pak zanedbatelné [24].

2.4.1.3 Dadvkovaci zafizeni

Divkovaée (injektory) slouZi k zavedeni vzorku do proudu nosného plynu. Uéinnost kolony
a presnost vysledkll zavisi na zpisobu davkovani. Vzorek je nutno v co nejkrat$i dob€ vpravit
do kolony, pficemZz se nesmi zménit tlakové podminky v koloné¢ a davkovani musi byt
reprodukovatelné. Plyny se divkuji nejcastéji injekénimi stiikackami ptes pryZové septum,
diive se pouZzivaly také obtokové davkovaci kohouty. Davkovani vzorkil se 1isi v zavislosti
na typu kolony. Do kapilarnich kolon je nutno davkovat vzorky ve velmi malém mnoZstvi.
V napliovych kolonadch je vét§i mnozstvi staciondrni fize a kolona se nezahlti, ani kdyZz
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se nadavkuje vétSi mnozstvi vzorku. Nastiiky plynné fize mohou byt proviadény také
pomoci statickych nebo dynamickych headspace systémt [24], [34], [46].

2.4.1.4 Kolona

Kolony se v plynové chromatografii uzivaji naplnové nebo kapilarni. Klasické naplhové
kolony se vyrabéji z nerezové oceli, hliniku, skla, polyetylenu a teflonu. Délka kolony byva
vétSinou 30 az 400 cm. Kapilarni kolony se nejcastéji zhotovuji z taveného kiemene a
nerezové oceli. Jejich vnitini stény jsou potazeny stacionarni fazi. Délka kolony se voli
vrozmezi 10 az 200 m s vnitfnim primérem 0,1 — 0,6 mm. Obecné plati, Ze ¢im je vétsi
tloustka stacionarni faze, tim dochazi k vétsi zadrzi a tim i k lepsi separaci [24], [34], [35].

2.4.1.5 Termostat

Termostaty reguluji piikon tepla v prostoru, ve kterém je umisténa chromatograficka kolona.
UmozZnuje udrZet jeji konstantni teplotu. ZvySeni teploty kolony vede ke zvySeni tlaku par
slozky vzorku a k sniZeni reten¢niho Casu. V soucasnosti se vyuZivaji nejCastéji termostaty
teplovzdus$né. Vzduch byva po zahtati vhanén ptes ventilator do prostoru, kde jsou umistény
kolony. Termostat zajistuje, aby byl vzorek udrzovan v plynném stavu [24], [34].

2.4.1.6 Detektor

Detektory maji za ukol detekovat slozky, které vychazeji ven z kolony. Reaguji na zmény
sloZzeni protékajici mobilni faze, které prevadi na méfitelné veli¢iny. Mezi zakladni
posuzované vlastnosti detektorti patii citlivost, Sum signilu, odezva a hmotnostni prutok.

Nutna je rychli odezva a velka citlivost. Dilezita je také dobré stabilita signdlu a nizky Sum
[24] ,[34], [46].

Nejuniverzalnéjsi detektor je tepelné-vodivostni (TCD). Nosny plyn zde proudi pfes Zhavené
vlakno elektrickym proudem a ochladi je na urCitou teplotu. Pfitomnost slozky zméni
tepelnou vodivost prostiedi kolem Zhaveného vldkna, tim i jeho teplotu a odpor. Obvykle
se pracuje se dvéma Zhavenymi vlakny. Ptes jedno proudi Cisty nosny plyn a ptes druhé plyn
z kolony. Citlivost tepelné-vodivostniho detektoru lze zvysit zvétSenim Zhavicitho proudu
nebo pouZzitim nosného plynu s velkou tepelnou vodivosti [24], [34].

Ionizacni detektory jsou zaloZeny na vedeni elektfiny v plynech. Plyny jsou za normalnich
podminek elektricky nevodivé. Jejich vodivost l1ze zvySit pfitomnosti elektricky nabitych
¢astic. Nositelem ionizacni energie je nejcastéji plamen v plamenovém ionizacnim detektoru
nebo radioaktivni zafeni v detektoru elektronového zichytu. NejpouZivanéjsi je detektor
plamenovy ionizacni (FID). Analyt, ktery je undSen nosnym plynem z kolony se spaluje
v plazmé kyslikovodikového plamene, ktery hoti mezi dvéma elektrodami. Anoda je kovova
¢ast hotdku a katoda je kovovd sitka nebo trubicka, kterd je umisténa nad plamenem.
Organické latky se teplem §tépi na radikaly [CH a ty se pak oxiduji za vzniku iontd CHO"
a elektronli, coz je rozhodujici pro odezvu detektoru. Vyhodou je dobra stabilita signalu
arychla odezva. Detektor elektronového zdchytu (ECD) pracuje na principu zachycovani
elektrondi elektronegativnimi atomy, funkénimi skupinami nebo molekulami. Uginkem
radioaktivniho zéafeni B se ionizuje nosny plyn a dochézi ke vzniku kationti a elektroni. ECD
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je vysoce selektivni k latkdm obsahujicim atomy halogenti, siry, olova, fosforu,
k nitroslouéeninam a k aromatam [24], [34], [35], [46].

Velky vyznam ma také spojeni plynového chromatografu s hmotnostnim spektrometrem
(MS) viz Obrazek 8. Hmotnostni spektrometrie (MS — Mass Spectrometry) je instrumentalni
technika, ktera vzorek pfevadi na ionizovanou fazi a vzniklé ionty separuje podle hodnoty
podilu jejich hmotnosti a naboje. lonizace pfevaZné nastivd narazem prudce leticich
elektronti. Jako hmotnostni analyzator byva pouzivan kvadrupdl nebo kvadrupdlova iontova
past [34] ,[36], [37].

Kvadrupdl je magneticky analyzator (viz Obrazek 9), u kterého dochdzi k separaci iontil
pruchodem mezi ¢tyfmi kovovymi ty¢emi, na néZ je vloZeno stejnosmérné napéti. Aby ionty
pronikly polem, musi se podrobit oscilaci, kterd se udrZuje konstantni. Stabilita iontl zavisi
na hodnoté podilu hmotnosti a naboje. Castice s rozdilnou hodnotou jsou z elektrického pole
vyneseny ven a zadrZzeny elektrodami [34] ,[37].

cesta

cesta vybraného iontu

ostatnich iontd

/ detektor
urychlovaci
elektrody \ <
J[U/Madrupm

vzorek

*zdrcq iontd

Obréazek 9: Kvadrupdl [40]

2.4.1.7 Chromatograficky zdznam

Signil detektoru je zaznamenidn na chromatogramu, ktery znazoriuje, v jakém sledu
separované slozky opustily chromatografickou kolonu. K identifikaci latky slouzi umisténi
maxima piku v chromatogramu. Z chromatogramu lze vyc¢ist retencni Cas f,. Je to doba,

kterou molekula slozky stravi v chromatografické koloné. Reten¢ni Cas se déale d€li na dobu,
kterou molekula stravi v mobilni fazi (mrtvy reten¢ni Cas #,, ) [26], [34].

2.4.2 Kapalinova chromatografie

Kapalinovd chromatografie se uziva k separaci smési latek, které nejsou tékavé a jsou
termicky labilni. Mobilni fazi zde tvofi kapalina a stacionarni fazi sorbent, ktery je umistén
plosné nebo v koloné€. V kolonovém uspoiadani jde o chromatografii klasickou sloupcovou
nebo nejCastéji vyuzivanou vysokoucinnou kapalinovou chromatografii — HPLC. Separace
latek se provadi na kolonadch se stacionarni fazi o velikosti Castic 3 — 10 um. Vzorek
vstupujici do kolony je unasen a zaroven rozdélovéan tokem mobilni faze [34], [35], [46].
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Kapalinovy chromatograf se sklada ze:

e zasobniku mobilni faze,

e Cerpadla,

¢ smeéSovaciho zarizeni,

e davkovaciho zafizeni,

* kolony,

e detektoru,

e vyhodnocovaciho zatizeni.

2.4.2.1 Cerpadla
Mobilni faze se do kolony Cerpa pistovymi nebo membrianovymi Cerpadly. Zakladnim
pozadavkem na cerpadlo je dlouhodoba konstantnost priitoku a pracovni tlak minimalné

10 MPa. Materiél Cerpadla nesmi byt naruSovan mobilni fazi a nesmi do ni uvoliovat zadné
latky [34].

2.4.2.2 Dadvkovaci zafizeni

Konstrukce davkovace miiZe ovlivnit ucinnost separace. Pfi nedokonalém davkovani muzZe
dochézet k rozSifovani elucnich zon. Davkovani probihd pfimym néstfikem vzorku injekéni
stiikackou na vrstvu sorbentu v kolon¢ pfes septum nebo pomoci ddvkovaci smycky [24],
[34].

2.4.2.3 Kolony

Kolony pro HPLC jsou rovné trubice s hladkym vnitinim povrchem z materialu, ktery musi
byt odolny vici vysokym pracovnim tlakiim (aZ 60 MPa) a chemickému ptisobeni mobilnich
fazi. NejCastéji se vyrabi z antikorozni oceli nebo z borosilikatového skla. Jako ochrana pred
necistotami hlavni kolony se pouZzivd ptedkolona, kterd je umisténa mezi cerpadlem
a davkovacim zafizenim [24].

2.4.2.4 Detektory

Detektory pro kapalinovou chromatografii by mély mit okamZitou odezvu, vysokou citlivost,
nizky Sum a minimalni vliv zmény tlaku a teploty. Spektrofotometrické (UV-VIS) detektory
patii k nejpouzivangjSim. Mé&fi absorbanci eludtu vychéazejiciho z kolony. Existuje nékolik
konstrukénich typi. Vysoce selektivni a citlivy je detektor fluorimetricky. PouzZiva se
k detekci latek, které vykazuji fluorescenci. Refraktometricky detektor umoziuje detekci
témer vSech latek. Jeho odezva zdvisi na teploté. Méfi zménu indexu lomu mobilni faze.
Vodivostni detektory se pouZivaji k detekci iontd viontové vymeénné chromatografii.
Sleduje se zména vodivosti mobilni fize mezi dvéma elektrodami s vlozenym stifidavym
napétim. Stejné tak, jako u plynové chromatografie, se i u kapalinové chromatografie pouziva
hmotnostni detektor [24], [34], [35], [46].
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2.4.3 Mikroextrakce tuhou fazi - SPME

Jde o velice ucinnou, moderni techniku zkoncentrovani analytu, pii které nejsou potieba
7adna dalsi rozpoustédla ani sloZité aparatury. Metoda SPME se uziva ve spojeni s plynovou
a kapalinovou chromatografii [29]. Vlakno SPME je popsano na obrazku (viz Obrazek 10).

s W2z

Nejdulezitéjsi Casti zafizeni je kiemenné vlakno pokryté staciondrni fazi, které je ve spojeni
s ocelovym pistem umisténym v duté jehle. Staciondrni fazi je polymerni materil. Jehla
se zde uziva jako ochrana ptfed mechanickym poskozenim [29], [30].

Proces je rozdélen do dvou fazi. Nejprve se analyt extrahuje na kiemenné vldkno a pak se zpét
desorbuje v chromatografickém piistroji. Jehla s vlaknem se zasune do vzorku, po dosaZeni
sorpCni rovnovahy se vldkno zatdhne zpét do jehly a vloZi se do nastfikového prostoru
chromatografu [38], [50].

ocelowy pist

—— drzak STME
pistova zaragka

O nastavend jehly

taZna pruAna ocelova duta jehla /

leowrowé téanénd \

upevnénd vlalkna

lfemenné vlalmno

Obrazek 10: SPME, detail na vlakno

Vysledky vysoce ovliviiuje tloustka a polarita stacionarni faze, pH, zptsob vzorkovéni,
teplota roztoku a iontovd sila roztoku. Silngj$i vrstva stacionarni faze umoziluje
vyextrahovani vétStho mnoZstvi analytu neZ vrstva tenkd, proto se vlakno se silnéjsi vrstvou
poziva pii analyze t€kavych latek [31], [38].

Metoda SPME umoziiuje provadét dva zpuisoby extrakce:

* piim4 SPME (DI-SPME), pfi které dochazi k ponoieni vldkna piimo do vzorku,
* headspace SPME (HS-SPME), kdy jde o extrakci analytu z prostoru nad vzorkem
v uzaviené nadob¢, uziva se pro extrakci té¢kavych latek [30].
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SPME se uzivd zejména v oblasti Zivotniho prostiedi, ve farmaceutickém primyslu,
v potravinaiské chemii a v toxikologii.

Existuje nckolik typi vldken vhodnych pro extrakci t€kavych latek. Afinita vldkna vici
analytu zdavisi na polarit¢ stacionarni fize a na vlastnostech daného analytu. Naptiklad
nepolarni polydimethylsiloxanové (PDMS) vlakno je preferovano pro extrakci nepolarnich
analytli, kterymi jsou i nékteré t€kavé aromatické latky. Vice polarni polyakrylatové vldkno
(PA) je vhodnégjsi pro vice polarni latky, jako jsou fenoly nebo alkoholy. Kombinovani
vldkna, obsahujici divinylbenzen (DVB) nebo Carboxen (CAR), zvysuji retencni kapacitu
[51], [52].

Pro analyzu t€kavych aromatickych latek mohou byt pouzita nasledujici vldkna [51], [52]:

«  100pm PDMS

« 65um PDMS/DVB
« 75um CAR/PDMS
65 um CW/PDMS

2.4.4 Dynamicka extrakce vzorkii na pevné fazi - SPDE

Dalsi moderni technologie je SPDE, kterd pracuje obdobné jako SPME s tim rozdilem,
Ze sorbent je nanesen uvnitf jehly plynotésné stifkacky. Opakovanym nabirdnim kapalné nebo
plynné faze vzorku dochazi k jeho zakoncentrovani uvnitt jehly. Desorpce vyextrahovanych
latek se provadi tepeln¢ piimo do nastiiku. Umoznuje dynamickou extrakci vzorki, protoze
je zde vétsi plocha povrchu a vétsi mnoZstvi extrakéni fize. Primérna Zivotnost jehly SPDE
je 1 500 néstiika [41].

2.4.5 Headspace techniky

Analyza headspace (HS) je extrakcni technika t€kavych latek, obsazenych v plynné fazi, ktera
je ve styku s analyzovanou kondenzovanou fazi. Princip spoc¢iva v jimani t€kavych slozek,
které unikaji z kapaliny, do plynné faze. Metodou headspace lze analyzovat homogenni
1 nehomogenni materidly [24].

2.4.5.1 Statickd headspace

Headspace je plynné faze nad pevnou fazi nebo kapalinou ve vialce uzaviené septem. T¢kavé
slozky se rozptyli vplynné fazi v koncentracich, které odpovidaji jejich tlaku par.
Koncentrace sloucenin v headspace zavisi na tékavosti, koncentraci v plivodnim vzorku,
rozpustnosti a teploté [42], [43].

2.4.5.2 Dynamickd headspace

Rovnovazny stav mezi plynnou fazi a vzorkem zplsobuje relativné nizkou citlivost statické
headspace. U dynamické headspace plyn probublava kapalny vzorek a strhava s sebou tékavé
latky, ¢imZ se zvySuje vytéZek materidlu k dalS$i analyze. Desorpce probihd nejcastéji
tepelné [42], [43].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

Vzorky etanolovych extrakti vybranych bylin pouzitych pro analyzu (mata peprnd, Salvej
1ékatrska, meduiika 1ékaiskd, hefmanek pravy, kozlik 1ékaisky) byly vyrobeny maceraci ve
firmé Prvni jilovska a.s. Bylinné extrakty byly pfipraveny v etanolovém roztoku o riznych
koncentracich. Extrakty byly pfipraveny z bylin ze sklizn¢ z let 2015 a 2016.

3.2 Pouzité laboratorni vybaveni

3.3

analytické vahy (Sartorius)

béZné laboratorni sklo

vialky, mikropipety

plynovy chromatograf Trace Ultra (Thermo Scientific, USA)
hmotnostni spektrometr Trace DSQ (Thermo Scientific, USA)
kapilarni kolona SLB-5MS (60m x 0,25 mm x 0,25 Ym)
autosampler CombiPal (CTC Analytics AG, Svycarsko)

SPME vlikno DVB/CAR/PDMS

Chemikalie

nosny plyn helium

hexan (CAS: 110-54-3, SIGMA-ALDRICH)
methanol (CAS: 67-56-1, SIGMA-ALDRICH)
deionizovana voda

standardy:

o menthol (CAS: 89-78-1, SIGMA-ALDRICH)
limonen (CAS: 5989-54-8, SIGMA-ALDRICH)
cineol (CAS: 470-67-7, SIGMA-ALDRICH)
menthon (CAS: 10458-14-7, SIGMA-ALDRICH)
menthofuran (CAS: 17957-94-7, SIGMA-ALDRICH)
menthyl-acetat (CAS: 2623-23-6, SIGMA-ALDRICH)
isopulegol (CAS: 89-79-2, SIGMA-ALDRICH)
pulegon (CAS: 89-82-7, SIGMA-ALDRICH)
karvon (CAS: 2244-16-8, SIGMA-ALDRICH)
kafr (CAS: 464-48-2, SIGMA-ALDRICH)
borneol (CAS: 464-43-7, SIGMA-ALDRICH)
thujon (CAS: 546-80-5, SIGMA-ALDRICH)
bornyl-acetat (CAS: 76-49-3, SIGMA-ALDRICH)
citronellol (CAS: 106-22-9, SIGMA-ALDRICH)
nerol (CAS: 106-25-2, SIGMA-ALDRICH)
citral (CAS: 5392-40-5, SIGMA-ALDRICH)
citronellal (CAS: 106-23-0, SIGMA-ALDRICH)
geraniol (CAS: 106-24-1, SIGMA-ALDRICH)
p-cymen (CAS: 99-87-6, SIGMA-ALDRICH)
farnesen (CAS: 28973-97-9, SIGMA-ALDRICH)

0O 0O 0 O 00 0o o0 o 0O o o0 o o o o o o
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bisabolol oxid A (CAS: 22567-36-8, SIGMA-ALDRICH)
a-bisabolol (CAS: 515-69-5, SIGMA-ALDRICH)
y-terpinen (CAS: 99-85-4, SIGMA-ALDRICH)

kyselina valerenovéa (CAS: 3569-10-6, SIGMA-ALDRICH)

o O O O

3.4 Pracovni postup

3.4.1 Priprava vzorku bylinnych extrakta pro analyzu

Vzorky etanolovych extraktd byly pro analyzu vhodné fedény vodou do 20 ml vialky.
Kone¢ny objem vzorku ve vialce byl vzdy 5 ml. Poté byly vialky byly uzavieny vickem se
septem. Takto pfipravené vzorky byly analyzovany optimalizovanou HS-SPME/GC-MS.

3.4.2 Priprava standardnich roztoku

Jednotlivé standardy byly nafedény do 25 ml methanolu na koncentraci asi 500 pg-ml”.
Ptresné koncentrace zasobnich roztokl standardd jsou uvedeny v nésledujicich tabulkach.
Z téchto zasobnich roztokii byly fedény pracovni roztoky standardli pro analyzu jednotlivych
bylinnych extrakti. Koncentrace jednotlivych analytli v pracovnich roztocich byly zvoleny
podle jejich zastoupeni v analyzovanych bylinach na zakladné literarni reserse.

3.4.2.1 Standard pro analyzu mdtového extraktu

Do 10 ml odmérné banky byly mikropipetami odméteny standardy ze zasobnich roztokl (viz
Tabulka 7) a baiikka byla methanolem doplnéna po rysku. Takto pfipraveny pracovni roztok
standard® byl vhodné nafedén a pouzit k chromatografické analyze.

Tabulka 7: Pipetované objemy standardd pro analyzu matového extraktu

Analyt Koncentrace Objem [pl]
standardu [pg: ml'l]

limonen 336,8 600
cineol 567,2 1 800
1sopulegol 517,2 40
menthon 591,2 1400
menthofuran 598.,0 40
menthol 466,0 2 100
pulegon 570,8 40
karvon 636,0 30
menthyl-acetat 681,6 600

3.4.2.2 Standard pro analyzu Salvéjového extraktu

Do 5 ml odmérné baiiky byly mikropipetami odméteny standardy ze zasobnich roztoki (viz
Tabulka 8) a banika byla methanolem doplnéna po rysku. Takto ptipraveny pracovni roztok
standardt byl vhodné nafedén a pouZit k chromatografické analyze.
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Tabulka 8: Pipetované objemy standardd pro analyzu Salvéjového extraktu

Analyt Koncentrace Objem [pl]
standardu [pg: ml'l]

cineol 567,2 2

thujon 690,8 10

kafr 561,6 10

borneol 421,6 2

bornyl-acetat 444 8 1

3.4.2.3 Standard pro analyzu medurikového extraktu

Do 5 ml odmérné baiiky byly mikropipetami odméteny standardy ze zasobnich roztoki (viz
Tabulka 9) a banika byla methanolem doplnéna po rysku. Takto pfipraveny pracovni roztok
standardt byl vhodn¢ nafedén a pouZit k chromatografické analyze.

Tabulka 9: Pipetované objemy standardl pro analyzu meduinikového extraktu

Analyt Koncentrace Objem [pl]
standardu [pg: ml’]
citronellol 342.0 10
limonen 336,8 10
nerol 350,4 10
citral 355,2 10
citronellal 342.8 10
geraniol 351,6 10

3.4.2.4 Standard pro analyzu hefmdnkového extraktu

Do 5 ml odmérné baiiky byly mikropipetami odméteny standardy ze zasobnich roztoki (viz
Tabulka 10) a banika byla methanolem doplnéna po rysku. Takto pfipraveny pracovni roztok
standard® byl vhodné nafedén a pouzit k chromatografické analyze.

Tabulka 10: Pipetované objemy standardti pro analyzu hefmankového extraktu

Analyt Koncentrace Objem [pl]
standardu [pg: ml'l]

p-cymen 344.0 5

limonen 336,8 10

farnesen 613,6 25

bisabolol oxid A 0,1 50

a-bisabolol 2361,0 125

3.4.2.5 Standard pro analyzu kozlikového extraktu

Do 10 ml odmérné baiiky byly mikropipetami odméteny standardy ze zasobnich roztokt (viz
Tabulka 11) a baiika byla methanolem doplnéna po rysku. Takto pfipraveny pracovni roztok
standardt byl vhodné nafedén a pouZit k chromatografické analyze.
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Tabulka 11: Pipetované objemy standardl pro analyzu kozlikového extraktu

Analyt Koncentrace Objem
standardu [pg-ml™] | [p]]
p-cymen 344,0 10
limonen 336,8 10
y-terpinen 514,4 10
karvon 636,0 50
bornyl-acetat 4448 20
kyselina valerenova 40 000 100

3.4.3 Optimalizace HS-SPME

Pro stanoveni obsahu analyzovanych latek byla vyuzita metoda HS-SPME. Pro extrakci bylo
pouzito vldkno s fazi DVB/CAR/PDMS, které je vhodné pro analyzu tékavych latek o
molarni hmotnosti 40 aZ 275 g-mol™. U pouZitého vldkna byla optimalizovand doba a teplota
headspace extrakce.

3.4.3.1 Optimalizace doby headspace extrakce

Pii optimalizaci doby headspace extrakce analytd na vlidkno s fazi DVB/CAR/PDMS
z analyzovaného vzorku byly vytéZnosti extrakce testovany v c¢ase 10 az 50 minut
v desetiminutovych intervalech. Testovaci teplota byla zvolena 60 °C.

Z grafické zavislosti (viz Piiloha 1) je patrné, Ze do 20 min dochazi k prudkému nartstu
vytéznosti, v dobé od 20 do 30 min nastava pozvolna klesani vytéznosti extrakce. Od 30 min
pak dochazi k ustileni extrakce. Ze zavislosti vyplyva, Ze nejoptimalnéjsi doba extrakce je
20 min.

Pro optimalizaci metody HS ve spojeni s plynovou chromatografii s MS detektorem byl
pouzit vzorek extraktu Salvéje 1ékatské.

3.4.3.2 Optimalizace teploty headspace extrakce

Pfi optimalizaci teploty headspace extrakce analytd na vldkno s fiazi DVB/CAR/PDMS
z analyzovaného vzorku byly vytéZnosti extrakce testovany pii teplotich 30 az 80 °C
v desetistupniovych intervalech pfi optimalizované dob¢ extrakce (20 min).

Z grafické zavislosti (viz Ptiloha 2) je patrné, Ze byl detekovan strmy nartist vytéZnosti mezi
30 a 40 °C. Pti teplotach do 60 °C dochazelo stale k mirnému vzristu vytéZnosti a mezi 60 a
80 °C uzZ bylo zaznamenano ustileni. Nejvyssi vytéZnost HS extrakce byla pfi 60 °C a tato
teplota byla zvolena jako optimalni.

Pro optimalizaci metody HS ve spojeni s plynovou chromatografii s MS detektorem byl
pouzit vzorek extraktu Salvéje 1ékatské.
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3.4.4 Analyza bylinnych extrakti

3.4.4.1 GC-MS

Pro analyzu vzorki bylinnych extraktd byl pouZit plynovy chromatograf Trace Ultra
s hmotnostnim detektorem Trace DSQ na kapilarni kolon¢ SLB-5MS. Podminky
chromatografické analyzy jsou uvedeny v tabulce (viz Tabulka 12). Kazdy vzorek byl
analyzovan dvakrt.

HS-SPME: Piipravené vzorky ve vialkich byly umistény do autosampleru CombiPal.
Kondicionace vzorku probihala 10 min pifi 60 °C, doba extrakce byla 20 min pti 60 °C.
Desorpce z vlakna probihala 3 min v PTV injektoru a kondicionace vldkna byla nastavena na
5 min pii 260 °C.

Tabulka 12: Podminky chromatografické analyzy

Plynovy chromatograf: Trace Ultra — Thermo Scientific

Kolona: kapilarni kolona SLB-5MS (60m x 0,25 mm x 0,25 Jm)

Nosny plyn: helium — 1,5 ml/min

Teplotni program: 50°C (3 min), nartist 3°C/min. do 150°C (15 min),
nértst 10°C/min. do 200°C (5 min)

Teplota PTV injektoru: 250°C, splitless: 3 min

Objem vzorku pro HS-SPME: | 5 ml ve 20ml vialce,

Detektor MS: Trace DSQ — Thermo Scientific

Teplota iontového zdroje 200°C

Ionizacni energie: 70 eV

Full sken m/z: 20 — 450

3.5 Validace metody
Validace je proces, pii kterém se dokazuje, zda analyticky proces nebo jeho Cast probiha
standardnim zptsobem tak, Ze odchylky spliuji poZadovand kritéria [47].

3.5.1 Aritmeticky pramér
Aritmeticky pramér je definovan vztahem [49]:

__1 1
x=—Wx *tx, +..+tx )J=—) X, .
]’l( 1 2 n) n ; i
3.5.2 Smérodatna odchylka

Smérodatna odchylka byla vypocitina z opakovatelnosti analyzy a je mirou pfesnosti série
paralelnich vysledkt a je definovana vztahem [49]:

; :\/Li(xi 2

n-143
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3.5.3 Relativni smérodatna odchylka
Relativni smérodatnd odchylka se uvadi v procentech a udiva rozptyleni od aritmetického
primeéru [49]:

s, == 1100[%).
X

Relativni smérodatné odchylky vSech analyzovanych latek jsou uvedeny v tabulce (viz
Tabulka 46).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Byla provedena analyza riizn¢ koncentrovanych etanolovych extraktli bylin méaty peprné,
Salvéje 1ékarské, medunky 1€katské, hefmanku pravého a kozliku lékarského. Extrakty byly
vyrobeny a dodany firmou Prvni jilovska a.s. U rizn¢ koncentrovanych extraktii bylin byla
sledovana optimalni koncentrace etanolového roztoku tak, aby byla co nejvyhodnégjsi pro
pouziti pii fortifikaci potravin.

4.1 Optimalizace HS-SPME

Nejprve byly optimalizovany podminky tak, aby bylo dosaZzeno co nejvétSiho extrakéniho
vytézku pii pouziti DVB/CAR/PDMS vldkna. V soucasné dob¢ existuje spousta rtiznych typu
SPME vléken vhodnych k pouZiti extrakce t€kavych, vonnych latek. Dle doporucenti literatury
a firmy SIGMA-ALDRICH bylo kextrakci vybranych bylin pouZito vldkno
DVB/CAR/PDMS, jenz je dle piibalového letadku vhodné k analyzam tékavych latek molarni
hmotnosti 40 aZ 275 g-mol ™.

Optimélni doba extrakce byla 20 min pfi optimalni teploté 60 °C (viz Ptiloha 1 a Pfiloha 2).

4.2 Plynova chromatografie GC-MS

Metodou plynové chromatografie s hmotnostni detekci byly zjiStény obsahy vybranych
senzoricky aktivnich latek v rizné koncentrovanych etanolovych extraktech péti vybranych
bylin, kterymi byly mata peprnd, Salv¢j 1ékatskd, medunka Iékarska, hefméanek pravy a kozlik
1ékatsky.

4.2.1 Mata peprna
Chromatogram extraktu méty peprné je uveden v piiloze (viz Ptiloha 3).

Tabulka 13: Vysledky - Mata 2015, LP 21 % [80/2767]

Analyza 1 Analyza 2 Praumér
Analyt [mg: dm'3] [mg- dm'3] [mg- dm'3]

Limonen N N N
Cineol 174,14 192,47 183,31
Isopulegol N N N
Menthon 412,72 444,60 428,66
Menthofuran N N N
Menthol N N N
Pulegon 17,95 18,26 18,11
Karvon N N N
Mentyl-acetat 2,52 3,09 2,81

Poznamka: N — nedetekovano
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Tabulka 14: Vysledky: Méta 2015, LP 41 % [80/2768]

Analyza 1 Analyza 2 Priumér
Analyt [mg-dm'3] [mg: dm'3] [mg: dm'3]
Limonen N N N
Cineol 163.4 173,7 168,57
Isopulegol N N N
Menthon 771,5 970,7 871,10
Menthofuran N N N
Menthol N N N
Pulegon N N N
Karvon N N N
Mentyl-acetat 45,3 52,1 48,68
Pozndmka: N — nedetekovano
Tabulka 15: Vysledky: Mata 2015, LP 61,8 % [80/2769]
Analyza 1 Analyza 2 Priumér
Analyt [mg: dm'3] [mg:- dm'3] [mg- dm'3]
Limonen 97,6 117,7 107,64
Cineol 221,77 277,7 249,71
Isopulegol N N N
Menthon 1693,9 18774 1 785,65
Menthofuran N N N
Menthol N N N
Pulegon 5,8 7,8 6,83
Karvon N N N
Mentyl-acetat 160,5 179,1 169,77
Poznamka: N — nedetekovano
Tabulka 16: Vysledky: Mata 2016, LP 21 % [80/2788]
Analyza 1 Analyza 2 Priumér
Analyt [mg-dm'3] [mg: dm'3] [mg: dm'3]
Limonen N N N
Cineol 123,5 169,1 146,33
Isopulegol N N N
Menthon 349,2 390,5 369,83
Menthofuran N N N
Menthol N N N
Pulegon 14,8 21,5 18,12
Karvon N N N
Mentyl-acetat 4,2 3.4 3,80

Poznamka: N — nedetekovano
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Tabulka 17: Vysledky: Méta 2016, LP 41 % [80/2789]

Analyza 1 Analyza 2 Prumér
Analyt [mg-dm'3] [mg- dm'3] [mg- dm'3]
Limonen N N N
Cineol 198,0 205,2 201,61
Isopulegol N N N
Menthon 9534 9939 973,65
Menthofuran N N N
Menthol N N N
Pulegon N N N
Karvon N N N
Mentyl-acetat 46,0 56,0 51,02
Poznidmka: N — nedetekovano
Tabulka 18: Vysledky: Mata 2016, LP 61,8 % [80/2790]
Analyza 1 Analyza 2 Primér
Analyt [mg-dm'3] [mg:- dm'3] [mg- dm'3]
Limonen 146,4 157,9 152,16
Cineol 304,8 3322 318,53
Isopulegol N N N
Menthon 1991,8 20331 2012,47
Menthofuran N N N
Menthol N N N
Pulegon 7,1 10,6 8,86
Karvon N N N
Mentyl-acetat 136,8 125,9 131,37
Poznamka: N — nedetekovano
Tabulka 19: Vysledky: Mata 2016, 20 % [80/2257]
Analyza 1 Analyza 2 Praumér
Analyt [mg-dm'3] [mg- dm'3] [mg- dm'3]
Limonen N N N
Cineol 11,20 11,53 11,37
Isopulegol N N N
Menthon 88,00 92,47 90,24
Menthofuran N N N
Menthol N N N
Pulegon N N N
Karvon N N N
Mentyl-acetat 0,52 0,26 0,39

Poznamka: N — nedetekovano
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Tabulka 20: Vysledky: Méta 2016, 40 % [80/2258]

Analyza 1 Analyza 2 Prumér
Analyt [mg-dm'3] [mg- dm'3] [mg- dm'3]

Limonen N N N
Cineol 1154 137,3 126,32
Isopulegol N N N
Menthon 9574 1084,2 1 020,77
Menthofuran N N N
Menthol N N N
Pulegon N N N
Karvon N N N
Mentyl-acetat 97,8 119,6 108,71
Poznidmka: N — nedetekovano
Tabulka 21: Vysledky: Mata 2016, 60 % [80/2259]

Analyza 1 Analyza 2 Priumér

Analyt [mg-dm'3] [mg:- dm'3] [mg- dm'3]

Limonen N N N
Cineol 95,1 127,7 111,40
Isopulegol N N N
Menthon 1370,3 1420,1 1 395,21
Menthofuran N N N
Menthol N N N
Pulegon N N N
Karvon N N N
Mentyl-acetat 611,7 6249 618,29

Poznamka: N — nedetekovano

Z vysledkl je patrné, Ze ve vSech vzorcich extraktli maty peprné bylo detekovano nejvetsi
mnoZstvi menthonu, a to v minimalnim mnozstvi 90,24 mg-dm'3 ve vzorku 20% etanolového
extraktu zroku 2016 a v nejvétsim mnozstvi az 2 012,47 mg-dm'3 ve vzorku 61,8%
etanolového extraktu z roku 2016. Nejvyssi mnoZstvi detekovanych latek vyplyva z analyz
vzorki extraktli maty 61,8% z roku 2015 a 2016. V téchto vzorcich byly detekoviny analyty,
jez jsou uvedeny v tabulkach (viz Tabulka 15 a Tabulka 18).

Rozdilné zplisoby piipravy bylinnych extrakti v rizné koncentrovanych roztocich ethanolu
m¢ély zésadni vliv na kone¢ny vyskyt jednotlivych analytl. Jako nejvhodnéjsi pro fortifikaci
potravin vyplyvaji z tabulek pravé vzorky extraktlii maty, kde bylo detekovidno nejvice
analyt,, a to vzorky 61,8% zlet 2015 a 2016. Zde byly detekovéany: limonen, cineol,
menthon, pulegon a mentyl-acetat.

Mata peprna obecné dle literatury obsahuje nejveétsi mnozstvi mentholu, a to az z 50 % [11].
V analyzovanych etanolovych extraktech vSak menthol detekovan nebyl. Mohlo to byt
zapfi¢inéno piivodem byliny & podminkami p#i péstovani. Cesky Iékopis uvadi také v matové
silici procentudlni zastoupeni vSech deviti latek uvedenych v tabulkdch. V etanolovych
extraktech maty vSak bylo detekovano analyti maximalné pét.
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4.2.2 Salvéj 1ékaiska

Vzorovy chromatogram extraktu Salvéje 1€karské je uveden (viz Ptiloha 4).

Tabulka 22: Vysledky: Salvéj 2015, 20 % [80/3423]

Analyza 1 Analyza 2 Priumér
Analyt [mg-dm'3] [mg: dm'3] [mg: dm'3]
Cineol 5,2 5,2 5,2
Thujon 11,6 11,7 11,6
Kafr 37,7 38,4 38,1
Borneol 6,7 6,7 6,7
Bornyl-acetat N N N
Pozndmka: N — nedetekovano
Tabulka 23: Vysledky: galvéj 2015, 40 % [80/3424]
Analyza 1 Analyza 2 Priumér
Analyt [mg-dm'3] [mg: dm'3] [mg: dm'3]
Cineol 13,9 14,0 13,9
Thujon 54,7 55,2 54,9
Kafr 81,9 83,5 82,7
Borneol 16,7 16,9 16,8
Bornyl-acetat N N N
Poznamka: N — nedetekovano
Tabulka 24: Vysledky: galvéj 2015, 60 % [80/3425]
Analyza 1 Analyza 2 Priumér
Analyt [mg-dm'3] [mg:- dm'3] [mg- dm'3]
Cineol 19,9 20,0 20,0
Thujon 87,6 88,5 88,0
Kafr 115,9 118,2 117,1
Borneol 16,5 16,7 16,6
Bornyl-acetat 4,2 4,2 4,2
Pozndmka: N — nedetekovano
Tabulka 25: Vysledky: Salvéj 2016, 20 % [80/2251]
Analyza 1 Analyza 2 Praumér
Analyt [mg-dm'3] [mg- dm'3] [mg- dm'3]
Cineol 2,1 2,4 2,2
Thujon 5,1 6.4 5,7
Kafr 48,9 48,9 48,9
Borneol N N N
Bornyl-acetat N N N

Poznamka: N — nedetekovano
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Tabulka 26: Vysledky: Salvéj 2016, 40 % [80/2252]

Analyza 1 Analyza 2 Priumér
Analyt [mg-dm'3] [mg: dm'3] [mg: dm'3]
Cineol 59 6,5 6,2
Thujon 44.9 44,6 44,8
Kafr 79,7 85,8 82,7
Borneol N N N
Bornyl-acetat N N N
Poznidmka: N — nedetekovano
Tabulka 27: Vysledky: Salvéj 2016, 60 % [80/2253]
Analyza 1 Analyza 2 Priumér
Analyt [mg-dm'3] [mg: dm'3] [mg: dm'3]
Cineol 8,8 7,8 8,3
Thujon 66,7 73,3 70,0
Kafr 86,9 91,1 89,0
Borneol N N N
Bornyl-acetat 0,7 0,9 0,8

Poznamka: N — nedetekovano

Z vysledku je patrné, Ze ve vSech vzorcich extraktil Salvéje 1ékatské bylo detekovano nejvetsi
mnozstvi kafru, a to v minimalnim mnoZstvi 38,1 mg-dm'3 ve vzorku 20% etanolového
extraktu z roku 2015 a v nejvétSim mnoZstvi az 117,1 mg-dm'3 ve vzorku 60% etanolového
extraktu zroku 2015. NejvyS$§i mnoZstvi detekovanych latek vyplyva z analyzy vzorku
extraktu Salvéje 60% z roku 2015. V tomto vzorku byly detekovény analyty, jeZ jsou uvedeny
v tabulce (viz Tabulka 24).

Rozdilné zptlisoby piipravy bylinnych extrakti v rizné koncentrovanych roztocich ethanolu
m¢ély zasadni vliv na konecny vyskyt jednotlivych analyt. Jako nejvhodnéjsi pro fortifikaci
potravin vyplyva z tabulek pravé vzorek extraktu Salvéje, kde bylo detekovano nejvice
analytli, a to vzorek 60% z roku 2015. Zde byly detekovany: cineol, thujon, kafr, borneol a
bornyl-acetat.

Cesky 1ékopis uvadi v Salvéjové silici ve vétsi mife vyskyt thujonu a cineolu, coZ bylo
prokdzéno i v etanolovych extraktech. Chemické sloZeni Salvéjové silice se vSak liSi dle
podminek provedené extrakce, dle podminek suseni byliny a piedevs§im na zdkladé ptivodu a
podminek péstovéni.
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4.2.3 Meduika lékaiska

Vzorovy chromatogram extraktu medunky lékatské je uveden (viz Ptiloha 5).

Tabulka 28: Vysledky: Meduiika 2015, 20 % [80/2770]

Analyza 1 Analyza 2 Primér
Analyt [mg: dm'3] [mg: dm'3] [mg-dm'3]
Limonen N N N
Linalool 0,097 2 0,095 7 0,096 4
Citronellal N N N
Citral N N N
Nerol N N N
Geraniol N N N
Pozndmka: N — nedetekovano
Tabulka 29: Vysledky: Medunka 2015, 40 % [80/2771]
Analyza 1 Analyza 2 Priumér
Analyt [mg- dm'3] [mg- dm'3] [mg-dm'3]
Limonen 0,004 1 0,003 9 0,004 0
Linalool 0,156 9 0,1527 0,154 8
Citronellal 0,0850 0,083 2 0,084 1
Citral 0,022 2 0,027 7 0,024 9
Nerol N N N
Geraniol N N N
Poznamka: N — nedetekovano
Tabulka 30: Vysledky: Meduiika 2015, 60 % [80/2772]
Analyza 1 Analyza 2 Priumér
Analyt [mg- dm'3] [mg- dm'3] [mg-dm'3]
Limonen 0,1309 0,129 8 0,130 4
Linalool 0,191 9 0,186 3 0,189 1
Citronellal 0,500 4 0,485 4 0,492 9
Citral 0,426 0 0,027 7 0,226 8
Nerol N N N
Geraniol N N N

Poznamka: N — nedetekovano
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Tabulka 31: Vysledky: Meduiika 2016, 20 % [80/2791]

Analyza 1 Analyza 2 Primér
Analyt [mg: dm'3] [mg: dm'3] [mg-dm'3]
Limonen N N N
Linalool 0,098 4 0,097 6 0,098 0
Citronellal N N N
Citral N N N
Nerol N N N
Geraniol N N N
Poznamka: N — nedetekovano
Tabulka 32: Vysledky: Meduiika 2016, 40 % [80/2792]
Analyza 1 Analyza 2 Priumér
Analyt [mg- dm'3] [mg- dm'3] [mg-dm'3]
Limonen 0,002 6 0,002 7 0,002 7
Linalool 0,166 1 0,159 9 0,163 0
Citronellal 0,088 9 0,089 1 0,089 0
Citral 0,027 6 0,026 8 0,027 2
Nerol N N N
Geraniol N N N
Poznidmka: N — nedetekovano
Tabulka 33: Vysledky: Meduiika 2016, 60 % [80/2793]
Analyza 1 Analyza 2 Primér
Analyt [mg: dm'3] [mg: dm'3] [mg-dm'3]
Limonen 0,169 2 0,167 6 0,168 4
Linalool 0,188 6 0,185 4 0,187 0
Citronellal 0,441 8 0,434 9 0,438 4
Citral 0,459 9 0,448 8 0,454 3
Nerol N N N
Geraniol N N N

Poznamka: N — nedetekovano

Z vysledki je patrné, Ze pro fortifikaci potravinafskych vyrobkl jsou vhodné vzorky
etanolovych extraktl meduiky lékatrské, které jsou uvedené v tabulkich (viz Tabulka 29,
Tabulka 30, Tabulka 32 a Tabulka 33). Zde byly detekovany celkové Ctyfi analyty, a to
limonen, linalool, citronellal a citral.

Dle Ceského lékopisu silice meduiiky lékaiské obsahuji charakteristické latky citronellal a
citral, které bylin¢ davaji charakteristickou citronovou vuni. Tyto latky byly v etanolovych
extraktech detekoviny v zdsadnim mnoZstvi, a to predev§im v 60% etanolovych extraktech
z roku 2015 a 2016. Obsah silic meduiiky lékaiské se méni s podminkami klimatu a pivodem
byliny.
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4.2.4 HerFméanek pravy
Vzorovy chromatogram extraktu hetmanku pravého je uveden (viz Ptiloha 6).

Tabulka 34: Vysledky: Hefmének 2015, 20 % [80/3432]

Analyza 1 Analyza 2 Primér
Analyt [mg: dm'3] [mg: dm'3] [mg: dm'3]
p-cymen N N N
Limonen N N N
Farnesen N N N
o, - bisabolol 0,106 2 0,5357 0,321 0
Bisabolol oxid A 0,000 01 0,000 03 0,000 02
Poznamka: N — nedetekovano
Tabulka 35: Vysledky: Hefmének 2015, 40 % [80/3433]
Analyza 1 Analyza 2 Primér
Analyt [mg: dm'3] [mg: dm'3] [mg: dm'3]
p-cymen N N N
Limonen N N N
Farnesen N N N
o - bisabolol 62,5 68,0 65,2
Bisabolol oxid A 0,000 09 0,000 09 0,000 09
Poznamka: N — nedetekovano
Tabulka 36: Vysledky: Hefmének 2015, 60 % [80/3434]
Analyza 1 Analyza 2 Priumér
Analyt [mg- dm'3] [mg- dm'3] [mg- dm'3]
p-cymen 0,1379 0,221 2 0,179 6
Limonen 0,071 7 0,116 7 0,094 2
Farnesen 1,636 7 1,693 4 1,665 0
o - bisabolol 264.,4 283.0 273,7
Bisabolol oxid A 0,000 2 0,000 1 0,000 2
Poznamka: N — nedetekovano
Tabulka 37: Vysledky: Hefmének 2016, 20 % [80/2260]
Analyza 1 Analyza 2 Priumér
Analyt [mg- dm'3] [mg- dm'3] [mg- dm'3]
p-cymen N N N
Limonen N N N
Farnesen N N N
o - bisabolol 1,154 7 1,110 6 1,132 7
Bisabolol oxid A 0,000 03 0,000 03 0,000 03

Poznamka: N — nedetekovano
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Tabulka 38: Vysledky: Hefmének 2016, 40 % [80/2261]

Analyza 1 Analyza 2 Primér
Analyt [mg: dm'3] [mg: dm'3] [mg: dm'3]
p-cymen N N N
Limonen N N N
Farnesen N N N
o - bisabolol 51,1 51,6 51,3
Bisabolol oxid A 0,000 1 0,000 1 0,000 1
Poznidmka: N — nedetekovano
Tabulka 39: Vysledky: Hefmének 2016, 60 % [80/2262]
Analyza 1 Analyza 2 Primér
Analyt [mg: dm'3] [mg: dm'3] [mg: dm'3]
p-cymen 0,132 5 0,146 2 0,139 3
Limonen 0,091 4 0,079 6 0,085 5
Farnesen 0,441 4 0,408 1 0,424 7
o - bisabolol 213,9 230,6 2223
Bisabolol oxid A 0,000 1 0,000 1 0,000 1

Poznamka: N — nedetekovano

Z vysledki je patrné, Ze témét ve vSech vzorcich extraktii hefmanku pravého byl detekovan a-
bisabolol, a to v minimalnim mnoZstvi 0,321 0 mg-dm'3 ve vzorku 20% etanolového extraktu
z roku 2015 a v nejvétsim mnoZstvi aZ 273,7 mg-dm™ ve vzorku 60% etanolového extraktu
zroku 2015. Nejvys$si mnoZstvi detekovanych latek vyplyva z analyz vzorkl extraktil
hefméanku 60% z roku 2015 a 2016. V téchto vzorcich byly detekovany analyty, jeZ jsou
uvedeny v tabulkéch (viz Tabulka 36 a Tabulka 39).

Rozdilné zplisoby piipravy bylinnych extrakti v rizné koncentrovanych roztocich ethanolu
mély zdsadni vliv na kone¢ny vyskyt jednotlivych analytii. Jako nejvhodnéjsi pro fortifikaci
potravin vyplyvé z tabulek pravé vzorek extraktu hefmanku, kde bylo detekovdno nejvice
analytli, a to vzorek 60% zroku 2015 a 2016. Zde byly detekoviny: p-cymen, limonen,
farnesen, a-bisabolol a bisabolol oxid A.

Dle literatury a Ceského 1ékopisu silice hefmanku pravého obsahuji pfedeviim a — bisabolol,
farnesen, bisabolol oxid A a chamazulen. Chamazulen nebyl v etahonolvych extraktech
detekovan vibec. a — bisabolol obsahovaly v nejvétsi mite 60% etahonolové extrakty, tyto by

/////
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4.2.5 Kozlik 1ékaisky

Vzorovy chromatogram extraktu kozliku 1ékatského je uveden (viz Ptiloha 7).

Tabulka 40: Vysledky: Kozlik 2015, 20 % [80/3438]

Analyza 1 Analyza 2 Primér
Analyt [mg-dm'3] [mg: dm'3] [mg: dm'3]
p-cymen N N N
Limonen N N N
y-terpinen N N N
Karvon 0,099 63 0,084 92 0,092 28
Bornyl-acetat 0,023 18 0,028 10 0,025 64
Kyselina valerenova N N N
Poznidmka: N — nedetekovano
Tabulka 41: Vysledky: Kozlik 2015, 40 % [80/3439]
Analyza 1 Analyza 2 Priumér
Analyt [mg-dm'3] [mg- dm'3] [mg:- dm'3]
p-cymen 0,002 56 0,004 75 0,003 65
Limonen 0,004 21 0,008 89 0,006 55
y-terpinen N N N
Karvon 0,193 28 0,221 60 0,207 44
Bornyl-acetat 2,072 48 2,114 11 2,093 30
Kyselina valerenova 9,492 07 0,064 76 4,778 42
Poznamka: N — nedetekovéano
Tabulka 42: Vysledky: Kozlik 2015, 60 % [80/3440]
Analyza 1 Analyza 2 Priumér
Analyt [mg-dm'3] [mg- dm'3] [mg- dm'3]
p-cymen 0,563 35 0,578 83 0,571 09
Limonen 0,214 17 0,221 57 0,217 87
y-terpinen 0,093 37 0,094 08 0,093 72
Karvon 0,267 21 0,264 58 0,265 89
Bornyl-acetat 5,516 64 5,594 62 5,555 63
Kyselina valerenova 123,801 97 100,033 79 111,917 88

Poznamka: N — nedetekovano
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Tabulka 43: Vysledky: Kozlik 2016, 20 % [80/2266]

Analyza 1 Analyza 2 Primér
Analyt [mg-dm'3] [mg: dm'3] [mg: dm'3]
p-cymen N N N
Limonen 0,000 92 0,000 31 0,000 61
y-terpinen N N N
Karvon 0,367 35 0,476 14 0,421 75
Bornyl-acetat 0,246 24 0,050 58 0,148 41
Kyselina valerenova N N N
Poznidmka: N — nedetekovano
Tabulka 44: Vysledky: Kozlik 2016, 40 % [80/2267]
Analyza 1 Analyza 2 Primér
Analyt [mg-dm'3] [mg- dm™] [mg- dm™]
p-cymen N N N
Limonen 0,012 03 0,011 97 0,012 00
y-terpinen N N N
Karvon 0,498 76 0,402 48 0,450 62
Bornyl-acetat 2,470 71 2,302 48 2,386 59
Kyselina valerenova 6,280 62 8,421 51 7,351 06
Poznidmka: N — nedetekovano
Tabulka 45: Vysledky: Kozlik 2016, 60% [80/2268]
Analyza 1 Analyza 2 Primér
Analyt [mg-dm'3] [mg: dm'3] [mg: dm'3]
p-cymen 0,323 71 0,324 52 0,324 11
Limonen 0,213 19 0,215 38 0,214 28
y-terpinen 0,047 12 0,048 20 0,047 66
Karvon 0,537 01 0,610 74 0,573 88
Bornyl-acetat 4,361 48 4,764 28 4,562 88
Kyselina valerenova 99,823 03 112,653 55 106,238 29

Poznamka: N — nedetekovano

Z vysledkul je patrné, Ze témét ve vSech vzorcich extraktii kozliku 1ékatského byl detekovan
bornyl-acetat, a to v minimalnim mnozstvi 0,025 64 mg-dm'3 ve vzorku 20% etanolového
extraktu kozliku z roku 2015 a v nejvétSim mnoZstvi az 5,555 63 mg-dm'3 ve vzorku 60%
etanolového extraktu z roku 2015. Nejvyssi mnozZstvi detekovanych latek vyplyva z analyz
vzorkill extrakt kozliku 60% z roku 2015 a 2016. V téchto vzorcich byly detekovany analyty,
jez jsou uvedeny v tabulkach (viz Tabulka 42 a Tabulka 45).

Rozdilné zplisoby piipravy bylinnych extraktll v rizné koncentrovanych roztocich ethanolu
mély zdsadni vliv na kone¢ny vyskyt jednotlivych analytii. Jako nejvhodnéjsi pro fortifikaci
potravin vyplyva z tabulek pravé vzorek extraktu kozliku, kde bylo detekovano nejvice
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analytli, a to vzorek 60% z roku 2015 a 2016. Zde byly detekovany: p-cymen, limonen, y-

terpinen, karvon, bornyl-acetat a kyselina valerenova.

Charakteristicky zapachajici latkou kozliku 1ékatského je kyselina valerenova a jeji derivaty.

Ve vzorcich 20% etanolovych extrakti vSak nebyla detekovdna. Obsah silice kozliku

1ékatského se méni s pivodem byliny a podminkami pfi péstovani, pfedev§im klimatu.

Tabulka 46: Relativni smérodatné odchylky vSech analyzovanych latek

Analyt RSD [%]
menthol 9
limonen 7
cineol 12
menthon 8
menthofuran 6
menthyl-acetat 10
isopulegol 14
pulegon 14
karvon 10
kafr 13
borneol 15
thujon 10
bornyl-acetat 12
citronellol 8
nerol 6
citral 7
citronellal 9
geraniol 11
p-cymen 10
farnesen 6
bisabolol oxid A 7
a-bisabolol 9
y-terpinen 12
kyselina

valerenova 10
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S ZAVER

Tato diplomova prace se zabyva analyzou senzoricky aktivnich latek obsaZenych v bylinnych
extraktech. Jedna se o matu peprnou, Salv¢j Iékarskou, medunku Iékatskou, hefméanek pravy a
kozlik lékatsky.

Ethanolové extrakty vybranych bylin byly vyrobeny firmou Prvni jilovskad a.s. a nasledné
zanalyzovany plynovou chromatografii v kombinaci s hmotnostnim detektorem. Bylo
zjistovano, které latky riizn¢ koncentrované extrakty obsahuji a v jakém mnoZstvi.

V extraktech maty peprné bylo detekovano maximélné 5 analytd, a to limonen, cineol,

menthon, pulegon a mentyl-acetat. NejvySsi mnoZstvi téchto latek bylo stanoveno ve vzorcich
61,8% etanolovych extraktii méty z roku 2015 a 2016.

V extraktech Salvéje lékaiské bylo detekovano také 5 analytl, a to cineol, thujon, kafr,
borneol a bornyl-acetat. V nejvEtsi mire byly zastoupeny v 60% etanolovém extraktu Salvéje
z roku 2015.

Medunka lékatskd obsahovala v etanolovych extraktech 4 analyty, a to limonen, linalool,
citronellal a citral. Pro fortifikaci potravinaiskych vyrobkt tak byly nejvhodnéjsi extrakty 40
a 60% z roku 2015 a 2016.

V extraktech hefmanku pravého bylo detekovano 5 analyti, a to p-cymen, limonen, farnesen,
a-bisabolol a bisabolol oxid A. V nejvétsi mife byly analyzovany v 60% extraktech z roku
2015 a 2016.

Extrakty kozliku 1ékatského obsahovaly p-cymen, limonen, y-terpinen, karvon, bornyl-acetat
a kyselinu valerenovou. K fortifikaci potravinarskych vyrobki byly jako nejvhodné&jsi uréeny
60% etanolové extrakty z roku 2015 a 2016.

Na zaklad¢ naméfenych obsahli vybranych latek analyzovanych rtizné¢ koncentrovanych

etanolovych extraktl bylin jsou celkové pro fortifikaci potravin nejvhodnéjsi 60% etanolové
extrakty z roku 2015 a 2016.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

SPE
SPME
DI-SPME
HS-SPME
SPDE
GC

MS

TCD

FID

ECD
HPLC
UV-VIS
PA
PDMS
DVB
CAR

Extrakce tuhou fazi (Solid-phase extraction)

Mikroextrakce tuhou fazi (Solid-phase microextraction)

Piima SPME (Dirrect immersing SPME)

Headspace SPME

Dynamicka extrakce tuhou fazi (Solid-phase dynamic extraction)
Plynova chromatografie (Gas chromatography)

Hmotnostni spektrometrie (Mass spectrometry)

Tepelné-vodivostni detektor (Thermal conductivity detector)
Plamenovy-ioniza¢ni detektor (Flame ionization detector)

Detektor elektronového zachytu (Electron capture detector)
Vysokoucinna k. chromatografie (High-performance liquid chromatography)
Ultrafialovo-viditelnd spektroskopie (Ultraviolet-visible spectroscopy)
Polyakrylat (Polyacrylate)

Polydimethylsiloxan (Polydimethylsiloxane)

Divinylbenzen (Divinylbenzene)

Carboxen
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Priloha 1: Optimalizace doby headspace extrakce
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Priloha 2: Optimalizace teploty headspace extrakce
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Piiloha 3: Chromatogram extraktu maty peprné
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Priloha 4: Chromatogram extraktu Salvéje 1ékarské
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Priloha 5: Chromatogram extraktu meduiiky 1ékatské
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Priloha 6: Chromatogram extraktu hefmanku pravého
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Priloha 7: Chromatogram extraktu kozliku lékatského
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