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ABSTRAKT

V bakal&ské praci jsou charakterizovany senzoricky aktiatky obsazené v bylindch a
metody jejich stanoveni. K ndjlzitéjSim senzoricky aktivnim latkam sadi latky vonné
(predevSim terpenické uhlovodiky, aldehydy a ketooglyové latky (latky sladké, slané,

kyselé, htké a trpké) a barviva (karotenoidni, flavonoidmthéorofylova barviva).

Dale jsou popsany metody izolace a identifikaohtd latek z bylin. K izolénim metodam
setadi gedevSim extralni a destilani metody, k metodam stanoveni pakné spektro-
metrické metody (spektrofotometrie, IR) gegevSim chromatografické techniky (kapali-

nova chromatografie, plynova chromatografie) s wynwrizné detekce (UV, MS, FID).

Bylo také charakterizovano sedm bylin (dobromysintének, levandule, mata, S§lv
rozmaryna, iezalka a tymian), vyziajicich se vysokym obsahem senzoricky aktivnich

latek (gredevsim vonnych latek obsazenych v silici).

Klicova slova: byliny, senzoricky aktivni latky, izogc chromatografické metody
(HPLC,GC), spektrometrické metody.

ABSTRACT

In the thesis there are sensory active substandesrbs and methods for their determinati-
on characterized. The most important sensory adidestances are odorants (especialy
turpentine hydrocarbons, aldehydes and ketonestg tabstances (sweet, acid, bitter and

astringent substances) and colorants (carotentagdsnoids and chlorophyllous dyes).

There are also described methods of isolation dewkification of these substance in herbs.
For isolation are useful extraction and distillatimethods, for determination - various
spectrometric methods (spectrophotometry, IR) ape@ally chromatographic techniques

(liquid chromatography, gas chromatography) withous detectors (UV, MS, FID).

There is also characterized seven herbs (oregaamamile, lavender, mint, sage, rosema-
ry and thyme) chracterized by high content of sgnaotive substances (espacialy odorants

of essential oil).
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Keywords: herbs, sensory active substances, isalasipectrometric methods, chromato-
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UvoD

Bylinam neboli I€ivym rostlinam jsou od pradavndipisovany pozitivni léivé &inky

pii IéEbé mnoha nemoci, coz také potvrdila i moderni medicKron® léCeni se akteré

z nich pouZivaji jako keni, pomocné konzer#ai latky i jako aromatické latky, protoze

maji vysoky obsah senzoricky aktivnich latek Sioze obsah senzoricky aktivnich latek
se méni podle mista vyskytu, doby &l a fistovych podminek. Nevhodnou sklizni, suSe-
nim, zpracovanim a skladovanim dochazi ke &tséhzoricky aktivnich latek a ziskany

bylinny material se stava nevhodny.

Mezi senzoricky aktivni latky pitlatky chu’ove, vonné a barviva. Zaini jsou odpoyd-
né pedevsim uhlovodiky, alkoholy, étery a karbonyloMéu&niny. Tyto latky se
v bylinach vyskytuji hlavé jako slozky silic. Mezi chiové latky pat sloweniny majici
sladkou, slanou, tkou, trpkouéi palivou chi’. Na zbarveni rostlin se podileji hlavka-

rotenoidy, flavonoidni a chlorofylova barviva.

Smesi senzoricky aktivnich latek, zejména latek vormyziskané z rostlinnych matefial
ozna&ujeme jako silice. Silice jsokkavé kapaliny, ve vadnerozpustné a jsouilgzitou
surovinou pro kosmeticky a farmaceutickyupiysl a v neposledriact také pro pimysl
potravindsky. Pro tyto Gely se mnoho bylin §stuje jako zerédélska plodina. Pro uziti

v uvedenych odstvich priimyslu je nutné sledovat jejich kvalituietotu.

Stanoveni obsahu senzoricky aktivnich latek v laginje porirné nara@né, protozetasto
jde o latky vyskytujici se ve velmi malém mnoZsKiizolaci se pouZivajitizné metody
extrakce a destilace. Extrakce se provadi za gouizihych organickych rozpougtel, ¢i

jejich smeési, nebo také pomoci extrakce nadkritickym ,COestilaci Ize provéast také
n¢kolika zpisoby, nejbzrejSi je prosta a frali destilace, destilace s vodni patodesti-

lace za snizeného tlaku.

Ke stanoveni senzoricky aktivnich latek setas§ji pouzivaji metody chromatografické a
spektrometrické. Z chromatografickych metodiphtnejpouzivagSim plynova a kapali-
nova chromatografie, wWhterych gfipadech se vyuziva také metod planarni chromatogra-
fie. Metody spektrometrické se rozliSuji podle waalélky pouZzitého zéni, jde zejména

o spektrometrii ve viditelné a UV oblasti, spektedni infracervenou a hmotnostni.
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1 SENZORICKY AKTIVNI LATKY

NejvyznamujSim psychickym faktorem ve vyaiwlovéka je senzorickd neboli smyslova
jakost, ktera zasadrovliviiuje druh a jakost konzumované potraviny. Senzorigidost
ovliviuji senzoricky aktivni latky obsazené v potravinadsou to latky, které vnimame

smysly: [1, 2, 3]
» cichem, vyvolavajici olfaktorické&ichove) viemy
» chuti, latky vyvolavajici (gustativni) chiové viemy
e zrakem, gmto vjemim iikame vizualni (zrakové)
* hmatem, jde o vjemy haptické (hmatové)
* sluchem, pak jde o vjemy auditorské (zvukové).
K nejvyznamijSim senzoricky aktivnim latkam tedy gat
» latky vonné (ovlivujici viini potravin)
» latky chwové (uclujici potravinam cht)
» barviva (latky profjcujici potravinam barvu)
» latky ovlivaujici texturu potravin

Vung, chu’, barva a textura jsouibbzitymi organoleptickymi vlastnostmi potravin. Maj
pro konzumenta &Si vyznam nez jiné atributy (napobsah vitamifl), protoZe je vnima
jako prvni informaci, ktera vyrazmiispiva k vytvageni celkového dojmu o konzumované
potravire. Proto se mnoho potravin a pokrraromatizuje, ochucuje, barvi a upravuje je-
jich textura. Kazdaidatna latka (potravinové aditivum) musi projfeg svym pouzitim
Vv potraviré pirisnym hodnocenim své bezpesti. Dale se musi prokazat opodstatst a
nezbytnost pouZiti aditiva v potra¥in2, 4]
Podle fivodu Ize vonné, chiové i barevné latky rozliSit do dvou zakladnichik: [1, 2]

1. Léatky, které jsou fitomny v potravindch (potravitgkych surovinach) Zivasného

¢i rostlinného @vodu jako produkty sekundarniho metabolismu. Jsouetly

sekundéarni metabolity vnitrob&mnych proces. Jejich kvalita a kvantita zavisi

hlavré na genetickych dispozicich daného organismu. &eisle i jista variabilita
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zpusobena &kterymi zevnimi faktory. Pro tyto senzoricky aktivatky se pouziva

termin primarni senzoricky aktivni latky.

2. Rada vonnych, chiovych a barevnych latek je v potravinadtitgmna ve vazané,
senzoricky inaktivni form (jako glykosidy nebo estery). Zdhto slodenin se sen-
zoricky aktivni latky uvaiuji pasobenim enzyi Vznikaji také Bhem skladovani
a zpracovani potravin jako produkty enzymovych enagmovych reakci bilkovin,
sacharid a lipida, pripadré vitamini a pigmeni. Fermentani pochody a tepelné
zpracovani potravin jsou hlavnimi proceski, kierych tyto latky vznikaji ze svych
prekurzofi. Z chemickych reakci seigejich vzniku uplaiiuji predevSim antioxi-
datni reakce, Maillardova reakce a reakce enzymovéhdruti. Senzoricky aktiv-
ni latky vznikajici v pitbéhu zpracovani a skladovani potravinéasto oznéuji ja-

ko sekundarni senzoricky aktivni latky.

Vysledny viem wing, chuti a barvy byva ve vyjintaych gipadech utovan gitomnosti
jedné latky (tzv. kifova latka), skolika latek, ale ve &Sirg pripadi jde o slozité sisi

n¢kolika nebo mnoha sl@enin. [1, 4]

1.1 Vonné latky

Vonné latky fisobi natichové receptory a vyvolavaji dojening. Mohou zarove pasobit
na chuové receptory, pak je oztigeme jako aromatické latky. Vonné latky jsaeyazre
malo polarni nebo nepolarnikavé latky vyvolavajici Sirokou Skalu n&pnéjSich senzo-

rickych vjemi. [1, 5]

Obsah aromatickych latek v potravinach jSinou velmi nizky, ale ndjklad v kaeni
nebo drogach jejich obsah dosahuje &kohka procent. Win¢ potravin je velmicasto
komplexnim viemem vyvolanym velkym gem vonnych latek. &n¢ byva v kazdé po-
traviné nékolik set iznych vonnych slatenin. Na charakteristick&ixi potraviny se sice z
raznych divoda (charakter un¢, vysoka prahova koncentradeda z nich nepodilitbec,
jiné velmi malo, gkteré slodeniny vSak maji zasadni vyznam. Vyslednaunivpotom
tvori téchto rekolik latek. Pouze ve vyjimmych gipadech Ize typickoutni potraviny

spojovat s uni jediné nebo ¢kolika malo slodenin, tzv. kiéovych slozek. [1, 4, 5]
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Intenzita a kvalita &n¢ zavisi nejen naifftomnych vonnych latkach, ale také na dalSich
sloZzk&ch potravin jako jsou bilkoviny, sacharidypidy, se kterymi vonné latky interaguiji.
[4]

Vonne latky Ize nalézt v kazdé skupiorganickych sloéenin. Primarnimi a sekundarnimi
vonnymi latkami jsou &které uhlovodiky, ale &Sina vonnych latek obsahuje v molekule
kyslik (alkoholy, etery, aldehydy, ketony, kyselirgstery), dusik (aminy, dusikaté hetero-
cykly) a siru (trioly, sulfidy, sirné heterocykyL, 2]

1.1.1 Silice

Silice, rekdy nazyvané éterické olej&, olea aetherea, jsou pestrouésimmiznych senzo-
ricky aktivnich latek (vonnych, ¢bvych i barviv). Jedna se ¢kave, olejnaté, ve ved
nerozpustné latky nebo jejich rozmanitéésmJsou rozpustné v nepolarnich rozpéust
dlech jako jsou: eter, chloroform, benzin. Obvysgejedna o sloZité sisi latek. Nefastji
jsou tvaeny terpeny a terpenovymi derivaty, ale i uhlovgdédkoholy, aldehydy, ketony,

karboxylovymi kyselinami a dalSimi latkami. [6,8],

Obsah terpenovych uhlovodikzhorSuje rozpustnost silic v etanolu a také kuasilic.
Provadi se proto jejich deterpenace (tzn. odstiamonoterpenovych a seskvierpenovych
uhlovodiki) za pomoci destilace (napdestilace za snizeného tlaku), extrakce nebo ad-
sorpci. Terpenové uhlovodiky nemaji na charakte \priliS velky vliv, protoZze nositeli
viné jsou gedevsim kyslikaté sl@eniny. Silice zbavené terpenovych uhlovdd$ie ozna-

¢uji jeko deterpenové a jsou odgBi vici autooxidaci. [1]

Ziskavaji se z rostlin a to ZAiznych ¢asti, nap kvéti, stonki, kvetoucich stonk ploda,
semen, teva, listi nebo kaeni, kde jsou uloZeny ve speciélnich pletiveckiinéu silic na
lidsky organismus je mnoho. Podporuji wWsavani Zaludenich $av, vzbuzuji chti k
jidlu a mivaji antiseptické a desintek (Cinky. Neékteré zmsobuji drazdni a ¢ervenani
kuze a tim jeji zativani. Jiné usnauliji odkaslavani neboigobi jako mirné diuretikum.
VyuZivaji se také do maséznich élejramci tzv. aromaterapie. Z hlediska potrai$ha-

ho ptimyslu maji vyznam také jako antioxydantyiukl, 8]
Silice jsou priméara vytvareny jako latky chranici rostlinyted byloZravci, mohou proto
vykazovat toxické &inky. Protoze jsou lipofilni, dochazi k jejich alpgoi pokozkou a mo-

hou zpisobit podrazéhi pokozky a kontaktni dermatitidy. Toxické jsoyphakkteré mo-
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noterpenove slozky jako je thujon v rostlin&etedi cygisovitych a pulegon v rostlinach z
¢eledi hluchavkovitych, kteréugobi na centralni nervovy systém. Muselo by aldt doj

k poziti vysokych davek. [8]

Existuji takeé silice syntetické neboli rekonstitaoe, které obsahuji syntetické aromatické
latky, stejné jako firodni. Nevyhodou je, Ze postradaji jemnost typickoo silice pirod-

ni, jsou ale lev§si a maji standardni kvalitu. [1]

1.1.2 Vyznamné skupiny vonnych latek

Uhlovodiky

Uhlovodiky jsou pitomny v potravindch a pochutinach jako vyznammeélst silic, nebo
slozky lipofilnich podili. Jsou pirozenou sloZzkou potraviiigkych surovin a material
N¢které mohou vznikat sekundé&rbéhem skladovani, tepelného zpracovéinbzaovani
ionizujicim zd&enim. Ze senzorického hlediska jde o vyznamné |a#ighz prahové hod-

noty se vSak vyraznisi. K nejvyznamgyjSim seradi terpenové a aromatické. [1, 4, 9]

Terpenové uhlovodiky — obecny vzorec terpenovych uhlovadije (GHs), a zakladni
stavebni jednotkou je isopren. Polymeraci isopremikaji monoterpeny (n=2), seskviter-
peny (n=3), diterpeny (n=4), triterpeny (n=6) aatdrpeny (n=8). Terpenové uhlovodiky
tvofi aroma rostlinnych silic. Jsou slozkami t#mSech drufi ovoce, zeleniny a Keni.

Priklady vyznamnych uhlovodikjsou uvedeny na Obr. 1. [1, 4, 9]

Monoterpenové uhlovodiky z monotepenovych uhlovodiljsou nejzngjsi: myrcen,
ktery je obsazen v silici chmelu a v koriandru,noen, ktery je obsazen v silici fenyklu. D-
limonen, vonici po citrusovych plodectsterpinen, tveici slozku tymianove, kminove,
majorankove, fenyklové a pometawe silice. BZrn¢ se také v bylinnych silicich vyskytu;ji
dva isomery liSici se polohou dvojné vaztierpenen a-terpeneng- ap-fellandren jsou
piitomny v silicich badyandi skarice, a- ap-pinen, sabinen, kamfen se talesto vyskytu-

ji v potravinach rostlinnéhoipodu. [1, 4]

Seskviterpenové uhlovodikynejl@znéjSi seskviterpeny reprezentui: ay-bisabolen, ob-
sazené vtymianu a bazalce, zengiberen, kterif fwodstatnoucést silice zazvorug-
karyofyllen neboli a-humulen, ktery se nachazi v chmelu, jalovci a posgk, B-

karyofyllen (voni po febicku), chamazulen (hismankova silice, viz Obr. 1). [1, 4, 10]
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Aromatické uhlovodiky — tyto latky se vyskytuji jakoipozené slozky silic, fikladem je

p-cymen (viz Obr. 1), ktery vznika rozkladem citramwuoni intenziva po tymianu. [1, 9]

P9 bloga
| | / ZL

myrcen a-terpinen a-pinen  zingiberen humulen chamen p-cymen

Obr. 1 Vzorce vyznamnych terpenovych a aromatickjldovodik

Alkoholy

Alkoholy byvaji jak primarnimi, tak sekundarnimirvoymi a chtiovymi latkami potravin
rostlinného gvodu. Sekundagmohou alifatické alkoholy vznikat ze sachéra amino-
kyselin pisobenim enzyin V potravinach je najdeme jak volné, tak vazané.oBnimi
vonnymi latkami jsou fedevSim nizsi alifatické, nasycené a nenasycemdallk zvIast
monoterpenové a seskviterpenové alkohotykl&dy vyznamnych alkohaljsou uvedeny
na Obr. 2.[1, 4, 9]

Alifatické a alicyklické alkoholy

Nenasycené alkoholy jsou vyznamnymi aromatickymizlshmi ovoce, zeleniny a hub.

Nositeli pijemné bylinné (zelené)iné jsou isomery hex-3-en-1-olu (listovy alkohol). [1]

Monoterpenové alkoholigou charakteristickou sloZzkotiznych silic, jsou nositeli sladké,
tézke, kwtinové ving. Nejvyznamgijsi jsou (-)linalool, ktery je vonnou latkou mnokas-

ta (nag. levandule, konvalinek), (+)linalodkoriandol), ktery je sloZkou silice ze semen
koriandru dalsi citonellol, geraniol, neroliiné geraniolu a neroluijpominé fize.Castou
sloZkou silic je takeé-terpineol, ktery se vyskytuje v silici majorankgrdamonu, vaiinu

a badyanu, dale 4-terpineol, ktery je sloZzkou aifitajoranky, muskatovéhdexhu a tymi-
anu, a mentol, tuéci vyznamnou slozku silice maty, borneol, kteryyygnamnou sloZzkou

silice Sal¥je, muskatovéhorechu a levandule. [1, 4, 9]
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Mezi zastupceseskviterpenovych alkolioseiadi alicyklicky alkohol farnesol, ktery voni
po kwtinach a je obsaZzen v pometawé silici acaji, a- ap-bisabolon, které jsou obsazeny

v citrusech. [1, 4, 9]
Aromatické a heterocyklické alkoholy

Aromatické a heterocyklické alkoholy jsou primarnishozkami silic, vznikaji také ip
fermentaci a termickych procesech. Maji vyznam wfywaerii. Rikladem je sk&icovy

alkohol, ktery ma hyacintovouini. [1, 4]

Sy S CHOH { KHNH
A~
| | <o \
HO P H

(+)-linalool nerol e@niol  o-terpineol  mentol borneol

Obr. 2 Vzorce vyznamnych terpenovych alkdhol

Etery

Etery se jako vonné a ctawvé latky vyskytuji porrné malo. Jako slozkytznych druti
kotfeni se vyskytuji &které alkyl (aryl) étery — slagniny odvozené od anisolu. Vyznamné
jsou estragon (vyskytujici se v estragonové sjlametol (v anyzove, fenyklové a badyano-
vé silici), metyleugenol (viebickové silici) a asaron (obsazeny v silicickne pusSkvorce).
[1, 4]

K této skupirt latek se takéadi latky s pipojenym 1,3-dioxolovym kruhem fikladem je
myristicin, obsazeny v silicich keni (kmin). Tento eter ma halucinogendiniéy. DalSim

piedstavitelem je safrol, obsaZzeny v sassafrasoné z# stromu kaStadava, je také fi-

tomen v silici muskatovéhaechu, anyzu a skize. [1]
Karbonylové slodeniny

Karbonylové sloteniny se dli na aldehydy, které obsahuji aldehydickou skupi@&i=0

a ketony, obsahuijici ketonickou skupinu — C—. Topiny jsou vysoce reaktivni. [1]
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O

Tékaveé aldehydy a ketony jsou nejvyznafdimi vonnymi a chtovymi latkami, které jiz

v malych koncentracich velmi oviivji senzorickou jakost. V potravinach jsotitpmny
jako primérni i sekundarni latky, jejichz prekurgggsou aminokyseliny, mastné kyseliny a
sacharidy. [1, 4, 9]

Aldehydy

Ze senzorického hlediska jsou vyznanmeénoterpenovézidka i seskviterpenovaldehy-
dy. Negastji se vyskytuje nenasyceny aldehyd citral a jelmmiery: citral a (geranial) a
citral b (neral), ktery je sloZzkou citronoveé silice také silice zazvoru, eukalyptu a fp
Vyznamny je také citronelal, ktery ticaz 40% silice citronu a eukalyptu, a také safrana

ktery je charakteristickou vonnou slozkou Safragteélso. [1, 4, 9]

Aromatickéaldehydy byvaji velic&asto slozkami silic a aromatiznych potravin a po-
chutin. Rikladem je benzaldehyd, ktery je slozkukmmandlové silice, vyskytuje se volny
nebo vazany v glykosidu amygdalinu. Je obsazen wekskdicové silici a tvdi jednu ze
sloZzek aromatu destilaziskanych kvasenim peckového ovoce. DalSi lathkdditicp do této
skupiny je kumaldehyd, vyskytujici se ve Bkové a bazalkové silici a skoovy aldehyd
obsazeny ve skiwové silici. Dale anisaldehyd, ktery je vonnouz&lou anyzove, badyano-

vé, fenyklové a vanilkové silice. [1, 4, 9]

Z hydroxyderival aromatickych aldehydje vyznamny vanilin, ktery tud charakteristic-

kou slozku ardmatu vanilky. [1, 4]

Priklady vyznamnych aldehydsou uvedeny na Obr. 3.

CHO

neral geranial citronelal

Obr. 3 Vzorce vyznamnych aldeliyd
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Ketony

Ketony jsou také ifitomny v potravinach jako primarni i sekundarnkyaa slozky Zadou-

cich i nezadoucich aromat. [4]

Do skupiny ketofi paki 2-pentanon, coz je sloZzka slamvé a badyanové silice a je obsa-
Zen v mnoha silicich k#in, 2-methyl-2-hepten-6-on byl identifikovan v xéru, kakau a

citronech. [1, 4]

Senzoricky vyznamné jsoudgrevsSimmonoterpenoveé ketongiikladem je karvon (slozka
kminové a koprové silice), dihydrokarvon (kminvénatova silice) a jeho isomer pulegon
a také menton (oba se vyskytujmatove a také majorankové silici). Thujon, se visjey
jako stereoisomerni- a pB-thujon v silici Sal¢je a fiznych druli pelyiku. Kafr je sloZzka
skaicove, Sal¥jové a rozmarynové silice, ziskava se zevd Kafrovniku lékéského.
Fenchon je sloZkou fenyklové silice a 4-methoxyfacgton (anyzovy keton), ktery jéip
tomen v anyzové silici. Monocyklickseskviterpenové ketohyrmeson a ar-turmeron jsou

sloZzkami silice kurkumy. iklady vyznamnych ketanjsou uvedeny na Obr. 4. [1, 4, 9]

A & gy T

karvon pulegon menton a-thujon B-thujon kafr ar-turmeron

Obr. 4 Vzorce vyznamnych keton

1.2 Chutové latky

Prijimani potravy a jinych latek dutinou Ustni je doyazeno subjektivnimi cliovymi
pocity. Chuwové latky jsou podttem pro podrazthi chu’ovych receptar umisgnych
v celé dutig ustni, gedevsim na jazyku. Tyto latky jsogtSinou polarni, ve vadrozpust-
né a natkavé slodeniny. Celkovy vijem je kombinaciigdevSimétyr zakladnich chuti:
sladké, slané, kyselé aiké a ipadreé dalSich chuti: trpké, palivé a umami. Cawé vje-
my zakladnich chuti vznikaji viznych ¢astech dutiny ustni, kde jsou ungist speciali-

zované receptory. Ostatni chuti jsou registrovaigic ustni dutinou. [1, 2, 4]
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Vnimani chuti je mozno chapat jako interakci twe latky s chtiovym receptorem. Tyto

interakce jsou nejlépe prozkoumany u sladkych 1gtgk

Sladka chw’ je béZné spojovana s cukry. Sladké jsou monosacharidyoséigharidy a
cukerné alkoholy. Tento viem vyvolavaji také filfad synteticka nahradni sladidla, které
maji odliSnou strukturu nez sacharidy. Sladkeé |&yiSi kvalitou a intenzitou chuti, které
jsou ovlivreny druhem anomeru a koncentraci latky, teplotodiemnosti jinych latek

Jako referetni latka se pouziva sacharodza. [1, 2, 4]

Slanou chu’ vyvolavaji hlave anorganické soli a jejich ionty, kationty i anignt
Z organickych slogenin slanou chiivyvolavaji rekteré karboxylové kyseliny, aminokyse-
liny a oligopeptidy Cisté slanou chtima NaCl. Stej#jako u sladké chuti kvalitu oviiu-

je koncentrace, druh latky @ifpmnost dalSich latek. [1, 2]

Kysela chw’ potravin je zfisobena fitomnosti disociovanych a nedisociovanych kyselin a
oxoniovych katiof. V potravinach maji neftSi vyznam kyseliny citrénova, jaltied, L-
askorbova, vinna,tavelova, mléna a propionova. Tyto kyseliny se liSi jak chuk pa-

hovou hodnotou vnimani. [1, 4]

Z hlediska senzorické jakosti bylin jsou velmi vgpemé latky zpsobujicihorkou chut’,
kterouvykazujetada latek, jako jsouizné organické slaeniny (aminokyseliny, peptidy),
dusikaté heterocyklické sléeniny a dalSi. V potravinacheldme haké latky dle fivodu
na: [1]

» Latky v potravinach firozerg pritomné (geneticky podméné)

e Latky vzniklé @i skladovani a zpracovani potravin (chemické a eratické reak-

ce)
e Latky vzniklécinnosti kontaminujicich mikroorganisim
o Latky, které byly zarérné do potravin pidany.

U nékterych potravin je viem h&é chuti Zadouci (ndpu kakaa, pivagaje, kavy), u akte-
rych je povazovan za padhunag. u dzus, sym). Intenzita heké chuti souvisi
s hydrofobnosti molekuly a velikosti nepolatdisti molekuly. Za standard se povazuje

chinin nebo kofein, fi¢emz kofein je 60krat mérharky nez chinin. [1, 2]

Horké latky se firozere vyskytuji v fiznych druzich bylin a keni. V pelyiku je santonin

nebo absinting- a B-tujon v Sal¥ji. Hofec a zen¥?lu¢ obsahuji genciopikrin (jeho obsah u
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hoice je 2-3,5%), swertiamarin a amarogentin, kterggeazovan za nejvice fmu latku
vyskytujici se v firods. Sal&j a rozmaryna obsahuji Heé latky karnosol a pikrosalvin.
Pikrocin je haokou latkou Safranu. Oddenek puskvorce obsahujeirakor hakych latek

s toxickym @&inkem jsou stanoveny maximalni limity obsahu v geinéch. [1, 11]

Horké latky povzbuzuji chuk jidlu a giznivé ovliviwyji ¢innost traviciho Ustroji, jater a
Zluéniku. Zlwnik diky nim vyliuje dostatené mnozstvi Zlee (Zlwovych kyselin) a tim
podporuje spravny fibéh traveni ve sevech. V jatrech podporuji kony vznik antialer-
geni, ¢imZz pomahaji p alergiich, ekzémech @znych typech vyrazek. Majitfznivy vliv
na odbouravani tuka detoxikaci organismu. ddteré mohou byt i jedovaté (alkaloidy).
V potravindském pémyslu maji vyznam ip vyrobé alkoholickych i nealkoholickych

(nag. chinin ziskavany ztky stromu chininovniku) napbj [1, 7, 11]

Vjem trpké chuti vznika interakci bilkovin slin a sléanin, které jsou ifitomné hlave

v potravinach rostlinnéhodpodu. V rostlinach jsou lokalizovanytginou jen v wtitych
strukturach. Tyto latky ozrajeme jako itisloviny. DEli se na hydrolyzovatelné, coZ jsou
polymery estar kyseliny gallové, a kondenzované, které jsou pelynflavonoidnich la-
tek. [1, 11]

Priklady hydrolyzovatelnychrislovin jsou tellimagrandin | a 1, pedunkulagikasuariktin
vyskytujici se v mnoha rostlinach, ellagotanin gskytuje v rostlinach Zeledi izovitych
a v I&ivych rostlinach mochhnatrzniku arepiku. Hydrolyzou latek z této skupinysio-

vin vznik& cukr aiizny paet molekul kyseliny gallové. [1, 4, 11]

Kondenzovanérisloviny jsou meziproduktem syntézy flavonéid vyskytuji se tégt ve

vSech rostlinnych materialechid@stavitely jsou katechiny a gallokatechiny. Vengimn-

n¢jSim mnozstvi se vyskytuji v jablkach, hruskacméykakau atajovych listcich. [1, 4,
11]

Mirou intenzity chuti nebotn¢ je nejnizsi detegovatelnd koncentrace latky vakizinebo
ve vzduchu vyvolavajici dany vjem, ktera se nazyrahova hodnota, koncentrace, (angl.

detection value).

Rozeznava se [1]
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» podretovy prah (angl. detection threshold), ktery vyjgd koncentraci, ip které
Ize zjistit rozdil v chuti nebodni ve srovnéni s pragdim, které tuto latku neob-

sahuje

» prah rozpoznani (angl. recognition threshold),\kisfiadiuje koncentraci, ip které

Ize identifikovat kvalitu chuti neboiwne dané latky.

1.3 Barviva

Rostlinné barviva neboli pigmenty jsou velice romitau skupinou chemickych latek, kte-
ré absorbuji wité vinové délky viditeln&asti spektra a proto jsouizné barevné. Jsou
vyznamnou skupinou senzoricky aktivnich latekékteré z nich i jako vyzivove faktory.

Zpusobuji celkovy raziprody. [4, 12]

Prirodni barviva, ktera se vyskytuji v potravinachuptatiuji také jak dlezité senzorické
slozky. [5]

Prirodni barviva dlime z reékolika hledisek: podle jvodu (@irodni, girodre identicka a
synteticka), podle struktury (dusikaté heterocWdsloweniny, fenoly a z nich odvozena

barviva a terpenoidyi podle rozpustnosti (hydrofilni a lipofilni). [92]

1.3.1 Karotenoidy

Karotenoidy pai mezi velmi roz&ena rostlinna barviva, existuje kolem 270 druh Siro-

ké barevné Skale od Zlutées oranZovou az peervenou a fialovou. Jedna se o polymery
isoprenu, pesrEji jsou to tetraterpeny. Ve svych molekulach majiasgji 40 uhlikovych
atomi. Karotenoidy se vyzraji pouze ®kolika variantami uhlikového skeletu: majiddu
ryze alifatickyrettzec, nebdetzec zakoteny jednim¢i dvéma cykly (Sestiennym nebo
péticlennym). Dvojné vazby karotendicdumoziuji cis-transisomerii. \VE€tSinou maji kon-
figuraci all-trans, konfiguracecis se vyskytuje jen ve dvojnych vazbach nesubstitogefa
metyly. Jejich barva je vyvolana systéme#tSiho mnozstvi konjugovanych dvojnych va-
zeb (11 a vice). Tato barviva se nazyvaji polyen®azpousiji se v tucich a nepolarnich
rozpoustdlech. [4, 9, 13]

Karotenoidy se &li na dw zakladni skupiny: [14]
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» Karoteny,

» Xantofyly — kyslikaté sloteniny odvozené od karotegnnegastji alkoholy, alde-
hydy, ketony a karbonové kyseliny.

Karoteny

Karoteny byly roku 1831 poprvé izolovany zi&ne mrkve obecné@ucus carot® podle
niz byly pojmenovany. NejjednodussSim karotenencjklecky polynenasyceny uhlovodik
lykopen, jehoZ isomeraci a cyklizaci Ize odvodistppre y-, a- a B- karoten, které se od
sebe liSi pouze strukturnim ugpdanim na koncich molekuly: a - karoten se vyskytuji
v rostlinnych pletivech a jsou uloZzeny v chromof#ah (fotoaktivnich organelach). Z hle-
diska vyzivyc¢lovéka ma vyznang - karotena-karoten,y-karoten a [3-kryptoxantin, které
jsou provitaminy vitaminu A. Lykopen je barvivenjdat a Sipk, kryptoxantin je hlavnim

pigmentem kukkice a papriky. [4, 13]

Xantofyly

Xanthofyly jsou v listech fitomny ve volné forré na rozdil od plod, kde jsou vazany ve
lutein, derivata-karotenu obsaZzeny v &ech a plodech. Jeebr¢ nazyvan xantofyl. Mezi
xantofyly pati dale zeaxantin, violaxantifi;kryptoxantin, anteroxantin, neoxantin a taxa-
xantin, které byvaji sawsti fotosystén Podobnou strukturu majervena barviva
kapsantin a kapsorubin, obsazené v paprice. Délepséi Zluty krocetin obsazeny v Safra-

nu. Hlavnim barvivem citrusovych ploge B-citraurin. [13, 14]

Karotenoidni barviva se pouZzivaji kiparvovani potravin. Z tohoto hlediska je vyznamny

B-karoten a lutein. [4]

1.3.2 Flavonoidni barviva

Flavonoidni barviva p#&t mezi pyrranova barviva. Vifiodé se vyskytuji vazana na mole-
kulu cukru jako glykosidy. Jsou rozpustné ve &ddodavaji rostlinam barvy od Zlutégs
¢ervenou az po modrou. Jsou obsazena&ekh, plodech a v listech.&%8ina z nich ma

biologickou aktivitu. [11]

Mrivriw s
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Flavony, izoflavony a flavanoly

Zahrnuji tSi mnozstvi Zlutych pigmeint které jsou hydroxyderivaty flavonu a izoflavo-
nu. Pati sem apigenin, ktery je aglykonem Zlutych glykdspiitomnych v hémanku, pe-
trzeli a celeru a také gesperidin, ktery dodavdozitbarvu citrusovym pladn. Zakladni

sloZkou tzv. bilé ,mouky” na stvolech a listech @senky pomotené je flavon. [11]

Flavonoly jsou rovi&Z v giirodé hojré zastoupeny. Do této slupiny patjedno z nejrozSi-
fengjSich barviv v pirodé - kvercetin, ktery se vyskytuje chmelu obecnéaji, kukurici,
c¢esneku kuchyském a v plodech jirovce rfialu. Je oranzai*hnédy a ovliviiuje permea-

bilitu buné¢nych sen. [11]

Antokyany

Jsou to hydroxyderivaty flavyliovych soli a jsousitely barev od modréies fialovou az
po ¢ervenou a dodavaji barvu zejménaitkm a ploaim rostlin.. Jejich barva je zé@e
zavisla na pH prostdi a na pitomnosti iont nékterych kowi (zvlast Zelezitych a hlini-
tych). Antokyanidy souvisi sifslusnymi rostlinami: pelargonidin (kty pelargonii), kya-
nidin (kwéty razi, peckovic iteSni a bobuli brusinky obecné), delfinidin v macesky
trojbarevné a bobule révy vinné), perunicingtyvpetinie zahradni), peonidin @ty pivo-
n¢k) a malvidin (malvice jablo¥). [4, 11, 14]

Antokyanidiny, neboli aglykony, obsahuji minimélrgtyii hydroxylové skupiny, coz
vzhledem k velkému mnoZstviznych druli cukni a jejich kombinacim, fiedstavuje ob-
rovské mnozstvituznych antokyai Vazanym cukrem n&pstji byva glukdza, dale ra-

mnaosa, arabindsa, disacharidy rutindsa nebo safofds, 14]

1.3.3 Chlorofylovéa barviva

Zaklad jejich struktury tvid porfirinovy skelet, ktery je sloZzen zgyt pyrrolovych jader
spojenych do cyklu methinovymitmstky. Porfyrit snadno ztraci vodiky z dusiku aijetp
schopen vazat kationty kovV centru molekuly chlorofylu je atom hoku. Dale je v
chlorofylu cyklopentanové jadro, obsahujici karbdoxgpu skupinu. Rozdil mezi chlorofy-
lem a a chlorofylem b je v tom, Ze na druhém pymol& chlorofyl a metylovou skupinu,
zatimco chlorofyl b aldehydickou. Oba chlorofylys sebe liSi rozpustnosti a absiorim
spektrem. [4, 9, 14]
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s

Chlorofyly jsou nejdlezit¢jSi fotosynteticky aktivni pigmenty rostlin, uloZen
v chloroplastech. V s@asné dobje znamo 7 typ - chlorofyl a, b, g, d, e, bakteriochloro-
fyl a bakterioviridin. Dominantni ijp fotosyntéze jsou chlorofyl a a chlorofyl b. Vysky

Mrivriw s

fadi chlorofyl a, ktery je modrozeleny, chlorofyjebzlutozeleny. [4, 9, 14]

Pri vysSich teplotach a v kyselém pi@sti dochézi k od§peni atomu higiku a jeho na-

hrazeni vodikem vznikaji feofytiny, které maji @i zelenou az Zlutou barvu. [4, 14]
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2 METODY IZOLACE A STANOVENI SENZORCKY AKTIVNICH
LATEK

Stanoveni senzoricky aktivnich latek v potravek&m materialu, i bylinach, je dosti slozi-
ty ukol, nebd jejich koncentrace jsou ve srovnani s ostatnimikdmi analyzovaného

vzorku pongrné nizké.

Pro izolaci senzoricky aktivnich latek se vyuzZivdjzné izol&ni techniky. Pro izolaci
vonnych latek jsou toipdevsim techniky extréki a destilani (ziskani silice). Pro izolaci

chwovych latek a barviv jsou to extr&ki techniky.

Pred izolaci je nutny odip reprezentativniho vzorku a zabédhnezadoucim chemickym a
biochemickym zrmdnam. Postup ip odbéru vzorku je obvykle fesré stanoven fisluSnou
normou. U ¥tSiny stanoveni se provadi také Uprava vzorku enmdeti (kdeni nebo susSe-
né byliny), i zde je nutné dodrZovat jisté zasadyzerek by se ne#h zahivat, a vzorky

obsahujici vodu nebo olej se drtifedi misce nebo kraji. [3, 5, 15]

Pro stanoveni senzoricky aktivnich latek v bylindemejastji pouzivaji metody chroma-
tografické, hlava planarni, kapalinova a plynova chromatografie,edatty spektrometric-
ké a to spektrometrie ve viditelné a UV oblastfratervena spektrometrie a hmotnostni

spektrometrie.

2.1 Destilaéni metody

Destilace je nejpouzivéj$i metodou d8eni kapalnych sisi o fizném bodu varu nebo
odstraiovani rozpousdel z még tékavych latek. Principem destilace jéepedeni
vzorku, nefasgji kapaliny, k varu pvadénim tepla a nasledné jimani kondenzujicich
par v oddlené c¢asti fistroje. Destilaci Ize odtit tékawjSi latku od méa tékavé

a zarova zjistit teplotni rozmezi varu s¥si, tzv. bod varu. [16, 17, 18]

2.1.1 Prosté a frakéni destilace

Prostou destilaci se od sebe &df kapalné latky o znaé rozdilné ¢kavosti nebo se od-
destilovava rozpoudtllo od netkavého zbytku. Prosta destilacée slouzit i k sledovani

priabéhu varu smisi a ke stanoveni destild kiivky. [16]
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2.1.2 Destilace s vodni parou

Destilaci vodni parou se ziskava r$v mnoZstvi silic. Rostlinny material je du
v destil&ni nadolks zahivan zality vodou nebo je para do destiianadoby fivadna
z externiho zdroje. (Obr. 5.) [19]
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Obr. 5 Aparatura pro destilaci vodni parou

Destilaci s vodni parou seétginou li latky, které jsou ve vadmalo rozpustné arpbodu
varu vody maji znatelny tlak nasycenych par. Vquira s sebou strhavéa slozky silice, a ta

je v destil&ni nadoks jimana jako olejovita vrstva, kterou je nutné friakovat, susit a
Cistit. [16, 19]

U aromatickych latek se stanovuje tzv. aromom#o, které je definovano jako mnozstvi
0,1 N dichromanu draselného pEliného na oxidaci aromatickych latek v 100g nebo
100ml vzorku. Aromatickeé latky se destiluji s dichmanem draselnym, ¥ipomnosti kyse-

liny sirové. Vznik& kyselina octové &gbytek dichromanu se stanovi ttna. [5]

Obr. 6 Speciélni nistavec

pro destilaci ¢kavych silic
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Principem stanoveni obsahu silic destiiametodou je destilace s vodni parou a nasledné
stanoveni kondenzatu volumetricky nebo gravimegri€estil&ni stanoveni se provadi na
specialnim nastavci, kde dojde k oddestilovant slistanovi se jejich obsah ve vzorku
(vhodné pro vzorky s vysokym obsahem silic #ekn). Pokud je silices£Si neZ voda, po-
uzije se pro destilaci s¥a vody a glycerolu nebo se do postranniho ramémede xylen.

Tato metoda je vhodna zejména pro vzorky s vysojgahem silic. [3, 5]

Jinym zpisobem stanoveni je oxidace silic, vydestilovanyebdni parou, kyselinou bro-
movou nebo manganistanente®estilované silice Ize stanovit i titr& dichromanem dra-
selnym v prosedi kyseliny sirové. Sés se zafiva a dochazi k oxidaci silic. Do ochlaze-
ného vzorku seifda Kil, ktery reaguje s dichromanem a uvolni se jddry se stanovi tit-
raci thiosiranem sodnym. Vorek musi byt vSak roegmbby bylo stanoveni kvantitativni.
[3, 3]

2.1.3 Destilace za snizeného tlaku

Za snizeného tlaku se destilufit§inou latky o vy$Sim bodu varu, které by gedestilaci

za normalniho tlaku rozkladaly nebo by je nebylbec mozné fedestilovat. [16]

Obr. 7 Aparatura pro destilaci za snizeného tlaku

Destilaci za snizeného tlaku se ziskavdjave senzoricky aktivni latky z potraviis&ych
matriali, jejichz hlavni sloZkou je voda (ovoce). Naskegsou jimany do nadob chlaze-

nych sn¢si CQ a kapalnym dusikem. [3]
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Destilatnimi metodami Ize izolovat uhlovodiky, alkoholgrkoxylové kyseliny a karbo-

nylové slodeniny. [3, 5]

2.1.4 Nove techniky destil&ni metody

Rouatbi a kol. provedli izolactékavych latek z list tymianu a plod ¢erného pefe desti-
laci superhorkou parou. Vydestilované silice bglglovany pomoci rozpouXtel a analy-

zovany GC. Vysledky ukazaly, Zze vynosy extrakceujswjvysSi pro rozemlety pip

Vzhledem ke kvalit silice je vhodné pouZzivat péaru o teglaegesahujici 175°C. [20]

Lucchesi a kol. porovnali klasickou destilaci vogarou s SFME (Solvent-free Microwa-
ve Extraction), ktera je kombinaci mikrovinéhoie@u a suché destilace, provedené za
atmosférického tlaku a bezigavku rozpougdla nebo vody. Izolace a zakoncentrovani
teékavych slozek u této metody probihala v jednom wuroBtanovili tkavé slozky u if
aromatickych bylin (bazalky, maty a tymianu) a parali ji s klasickou destilaci. @bme-
tody byly kvalitativré (sloZzeni aromatickych latek) i kvantitattvémnoZstvi vynos) srov-
natelné a silice ziskané touto metodou obsahugi Réxinotnych kyslikatych aromatickych

slowenin. [21]

Tigrine-Kordjani a kol. porovnavali klasickou déati s vodni parou s mikrovinou destila-
ci (Microwave Accelerated Distillation - MAD)ipziskavani silice rozmaryny. Vysledky
ukazaly, Ze p pouziti metody MAD doSlo k vyrazné usgoenergie &asu (30 min proti 3

h) a vyssi byl i vynos kyslikaté frakce (59% priPo). Byla gitom ziskana silice spujici
pozadovanou kvalitu. V obouipadech bylo ziskano takéilgizné stejné mnozstvi silice.
MAD je proto ze stejnychid/odi jako SFME povoZovana za dobrou alternativu pro ex-
trakci silic z aromatickych rostlin pouzivanych nomaterapii a v potravitgkém ptmys-

lu. [22]

Také Chemata a kol. vypracovali novou destilaechniku, tzv. mikrovinnou parni desti-
laci (Microwave Accelerated Steam Destilation — MASkterou vyzkouSeli pro izolaci
levandulové silice. Bhem MASD je vzorek kit levandule umigh nad zdrojem pary,
takZze vzorkem prochazi jen para, bérgsi vrouci vody, jak je tomu vifpact destilace.
Touto metodou doSlo k Usfmenergie, protoze byla mnohem rychlejsi (10 miroth®0

min u klasické destilace), byl vySSi vynéistota a kvalita silice. [23]
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2.2 Extrak éni metody

2.2.1 Extrakce

Extrakce jegistici a rozdlovaci metoda, zalozena na kontaktu dvou nemisitalfézi,
pii které dochazi kigchodu slozkyi sloZzek ze swsi latek (ze vzorku) v kapalngé
tuhé fazi do jiné kapalné faze (rozpaula). Extrakce je velmi vhodna pro izolaci ter-
molabilnich latek, idch piitomnych v bylindch, protoZe je mozné ji prostdza labo-
ratornich teplot a nebo za chladu. Extrakce je f@uéna tak, aby zarowedochazelo

k zakoncentrovani analytu. [15, 24]

2.2.1.1 Extrakce tuhych latek

Analyt (tuha latka) je rozpudt ve vhodném rozpou&tle nebo srisi rozpoustidel. Nej-
jednodussi extrakcefipniz se tuha faze rozmicha s rozpeédEm a Zzfiltruje, se nazyva
macerace. Opakovana macera¢kotika mensimi davkami rozpousiia je &inngjSi nez
jedind macerace celym mnoZstvim rozpédist Macerace horkym rozpowdiem se na-

zava digesce. Podobnymigmbem se extrahujtiinné latky z bylin. [15, 24, 25]

Extrakci Ize provagt kontinudl (Soxhlefiv extraktor) nebo
diskontinualg (vsadko¥). [18]

Extrakci bylin organickymi rozpou&tly se ziska konkrétni silice ,\
(konkret). Jedna se o voskovitou, polotuhou hmdtera obsahuje

balastni latky (vosky), a proto se silice rozpowstitepla v etanolu a ,
vymrazi. Dojde k vyloteni voski, které se odfiltruji a etanol se odpa W

Takto ziskana silice se oznhge jako silice absolutni. [1, 19]

Extrakce karbonylovych sl@éenin se provadi pomoci vody nebo alkoholu na slimipc
silné kyselych nebo sikhzasaditych ionek Extrakce aromatickych karboxylovych kyselin
z rostlinnych materiél se provadi horkym 80% etanolem. Po ddpa rozpougidla se
odparek znovu rozpusti v horké voal extrahuje dietyleterem. K extrakci sacharse tak-

téZ pouziva 80% etanol, alé faboratorni teplat [3, 26]

Optimélni podminky pro extrakci fenolickych latek susené Salje (Salvia officiali9
zjistovali Durling a kol. za pomoci stei etanol-voda. Byla sledovana teplota, doba kon-

taktu, pondr rozpoustdlo/Sal\gj a pongr etanol/voda na extrakci aktivnich slozek. Zjistil
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Ze optimalni extraini podminky poskytuji vysSi vynosy vSech aktivnsbbzek. Nejvhod-
ngjSi extrakni teplota byla 40°C, po#n etanol/Sal¥j 6:1, k extrakci byl pouzit 55 — 75%
etanol a doba extrakce 3 hodiny. [1, 27]

Tato metoda se pouZziva i pro izolaci barviv z hylin

Flavonoidni barviva se extrahujicerstvého materialu kratkym paemim (inaktivace en-
zymi), poté se sis Zzfiltruje a zhomogenizuje a naslédextrahuje etanolem. U suchych
vzorka se extrahuje iffmo metanolem, vodnym roztokem metanolu po&rmpn chladi-

¢em nebo v Soxhlet@woristroji. [3]

U chlorofylovych barviv se taktéz dop@uje inaktivace enzyi K extrakci se pouzivaji
smesi rozpoudtdel o vysoké koncentraci, napnetanol a petroleter nebo metanol a aceton

a provadi se ve vysokoobratkovém homogenizatoro mdieci misce. [3]

Karotenoidni barviva se extrahuji acetonem, extsakzahusti, poté séigé petroleter, do
kterého pejdou karotenoidy po naslednémiegani. Extrakt se @pzahusti a vysusSi bez-

vodym siranem sodnym. [3]
2.2.1.2 Extrakce kapalin

Extrakce latek z vodnych roztble dilezitou a v dnesni deéljednou z nejpouzivajsich
izolaéni operaci. Latky mohou byt ve vodné fazi rozpagt emulgovanyi suspendovany
alze je ziskat extrakci jinym rozpoédiem, které se nemisi sypdnim roztokem, takze
se vytvdeji dw zietelre ohrantené vrstvy. Takové vrstvy vznikaji nagii smiseni vody

s cetnymi nepolarnimi organickymi rozpo#dly (eterem, chloroformem, benzenem). DalSi
podminkou je, aby extrahovana latka byla Iépe ret@uv organickém rozpogsgte nez
ve vodt. Optimalni extrakni podminky poskytuji vySSi vynosy jednotlivych Z&b&. [15,
17, 24, 25]

Diskontunualni extrakce se nazyvaiegavani. Provadi se ¥létich

nadobach — dic¢kach kulového, koénického nebo valcového tvaru. <‘E‘\

viN s

vSak @&inngjSi nez vytepavani, a proto je vhodné pro extrakci late
ponerné doke rozpustnych ve vad Fristroje pro kontinualni extrakci

kapalin se nazyvaji perforatory. [24]
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Pii extrakci kapaliny tuhou latkou je absorbent roamdin ve vzorku
(statické provedeni) nebo je prolévan kolonou obgeihadsorbent
(dynamické provedeni). Analyt je z absorbentu udolteplem nebo i— 9

vymytim roztokem. [15] "

2.2.1.3 Head space extrakce

DalSim typem extrakce je extrakce plynem (headespaalysis). Princip této metody spo-
giva v jimani gkavych slozek unikajicich z kapalin do plynné fazéinnost této metody
Ize zvysit tzv. dynamickym provedenim, kdy je dalgtu vharn proud plynu. Uvol#éné

tekave slozky jsou poté zachytavany na tuhém adsobptt]

2.2.2 Mikroextrak ¢éni metody

K izolaci senzoricky aktivnich latek Ize vyuzitowgjSi mikroextrakni metody. Jdefede-
vSim o mikroextrakci na tuhé fazi (SPME - solid ghanicroextraction) a mikroextrakci

kapalnou fazi (SDME — single-drop microextractids).

2.2.2.1 SPME

SPME je sorpn¢ - desorpni metoda, pi niz dochazi k zakoncentrovani analytu. diarnia

a jednoducha@, protoze nevyzaduje rozpadiétani komplikované aparatury. Princip meto-
dy sp&iva v interakci malého mnozstvi exttak faze s nadbytkem vzorku. Cely proces
SPME je rozdlen do dvou fazi. Prvnim krokem je extrakce anahdukemenné viakno,
které je pokrytoiznymi typy stacionarni faze, a druhym je desorptaydu z vlidkna. K
desorpci dochazi n&gseji v chromatografickém fistroji. Bylo prokazano, ze pro zachy-
ceni ¥tSiho mnoZstvi analytu jeatbZita tlou$ka vrstvy stacionarni faze a jeji poréznost.
SPME technika se #Ze vyuZit i na izolaci¢kavych latek z headspace prostoru nad vzor-
kem. Pro identifikaci izolovanych slozek se pouziynova i kapalinova chromatografie.
[6, 28]
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An a kol. pouzili k izolaci silice z ki levandule techniku SPME. Obsah iatgmnost
hlavnich slozek silice ziskanych touto metodou Ipdyovnany s vysledky trathi metody

- extrakce organickymi rozpougty, pricemz okt metody poskytly podobné vysledky. [29]

Lopez a kol. provedli optimalizaci podminek SPMEtoaky pro tkavé latky uvalované z
bazalky, kiebicku, rozmaryny lekeskeé, mediikky a skdice. Zjistili, Ze tato metoda dava
pomérné presné informace o sloZzeni a do jisté miry i o mnoZsidnotlivych &kavych

latek analyzovanych bylin. [30]

Také Baranauskiénva a kolektiv testovaligkavé latkyz tymianu a dobromysli metodou
SPME, a nasledntekave latky zachycené na SPME vilékanalyzovali pomoci CG-MS.
[31]

2.2.2.2 SDME

SDME je ,tén&i* bezrozpoustdlova technika. Principem metody je, tak jako u M
interakce malého mnozZstvi exttak faze s nadbytkem vzorku. K extrakci analytu zerv
ku dochazi sorpci do kapky o objemtkaolika mikrolitri. V SDME dochazi k rozdeni

extrahované latky mezi dwemisitelné faze. Jejilici schopnost je dana selektivni roz

pustnosti latek v rozpoustie. U SDME odpada proces desorpce analytu z extrdéze.
[6]

SDME pouziva pro kazdou analyzu vzdy nové rozpalst pficemz SPME vladkna jsou
pouzivana opakovéra nezabrani se takiaku negativnich pastovych efekt z predcho-
zi analyzy. Mezi dalSi vyhody techniky SDME fbgeji vysoka citlivost, coz umaiiije
minimalizaci vzorku. Pro identifikaci analytu seuyzdva plynova i kapalinova chromato-
grafie. [6, 28]

Dulezité je optimalizovat podminky SPME a SDME prcsabeni spravnych agsnych
vysledki. Velkou roli hraje konstantni velikost vzorkova@dobky a objem vzorku. -
Zitymi parametry jsou i konstantni hloubka ponor&@RME vlakna, ktera je zafidvana

regulovatelnou jehlou, a v¢gbvhodného vlakna. [6]
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2.2.3 Superkritickd CO ;, extrakce

Speciélnim gipadem extrakce je extrakce nadkritickou (supeadkidiu) kapalinou (Super-
critical fluid extraction — SCF). Nadkriticka kap# je plyn, jeZ je vystaven velkému tlaku

(desitky MPa). Ma vlastnosti kapalin (hustota)yindl (viskozita). [15]

Tato extrakce se je zvl&Sthodna pro extrakci tuhych latek, protoze nadkkdi kapalina

dohie pronika vzorkem. Pro tytatély se velmicasto vyuziva Cg jedna se totiz o nepo-
larni latku a je tudiz vhodny pro extrakci nepoié@mslowenin. Jeho polaritu Ize ovlivnit
piidavkem nap vody nebo etanolu. Aromatické latky se zachytiawajadsorbent, ze kte-

rého jsou nasledruvolovany (nap. zalfivanim za vakua). [5, 15]

Reverchon a kolstudovali vlivy fiznych parametr nadkritické CQ na sloZeni extraktu
silice Saleje a zjistili, Ze dlezitymi parametry extrakce jsou hustota (tlak) ,GOdoba

extrakce. [32]

Catchpole a kol. uskutrili témei kritickou CQ, extrakci Salgje, celeru a koriandrovych
semen. Podminky extrakce byly nasledujici: tlak P2k 40°C. Potvrdilo se také, Ze nej-

vétsi vliv na vynosy ma velikos@astic rozdrceného vzorku a doba extrakce. [33]

Ada Nalan a kol. sledovali vligtyi riznych podminek (teploty, tlaku, rychlosti toku €&
velikosti ¢astic) na vynosy silice levandulovych &t nadkritickou CQ extrakci. Doba
extrakce byla stanovena na 4 hodiny. Zjistili, péiraalni podminky pro extrakci jsou: tlak
8,58 MPa, teplota 36°C, rychlost praénd CO, 10,11 I/hod, a gmér ¢astic 2,14m. [43]

Aleksovski a Sovova provedli extrakci susenyctkiistalwje lékaské nadkritickym CQ
za nasledujicich podminek: tlak — 9 az 12,8 MRapta — 25 az 50°C, mnoZstvi Sgk —
3 az 4q, rychlost toku CGO- 0,05-0,35 g/min, podil rozpogdto/navazka — 16/21. Zjistili,
Ze extrakce jemnmletych ¢asti je jednodussi, protoze dochazi k lepSimu kauntenezi
vzorkem a reozpou&dlem. Zjistili také, Ze vynosy extrakce kyslikatéinonoterpenu ma-

noolu byla vice nez dvojnasobna oproti vyimosziskanym destilaci. [34]

Ramirezova a kolektiv zkoumali podminky frakcioma@&xtraktu rozmarynyiskaného
extrakci kapalinou o nadkritické teptotOptimalni podminky byly stanoveny tak, aby do-
Slo k izolaci slodenin zodpo¥dnych za antioxidai a antimikrobialni aktivitu. Révym
vybérem separéich podminek je mozné ziskatédwizné frakce, jednu obohacenou o an-

tioxida¢ni a antimikrobialni slateniny a bez Zzadného zbytkového rozmarynového aroma,
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a dalSi obsahujici silici. Jako optimalni se ukapaldminky: teplota kolony - 80 °C, tlak —
13 MPa. [35]

Barton a kolektiyprovedli extrakci silic z maty peprné a kéae, zéestvych i ze suSenych
rostlin, pomoci nadkritického G destilace vodni parou. Podminky extrakce, ©@y
nasledujici: teplota — 24 az 43°C, tlak 6 az 18 MW@aoZstvi rozpousgtila se pohybovalo
mezi 6 — 30 g/g suchého rostlinného materialu. Dextsakce se pohybovala od 4 do 9
hodin. ZjiS&né sloZeni silic a doSazené vynosy byly u obou cthedott stejné. Bylo také
zZjisteno, Ze chd a viné matového extraktu, ziskaného pomoci@®trakce, se svou kva-
litou blizi chuti a wini skut&nych matovych listk, ve srovnani s matovou silici vyxitou

klasickou destilaci s vodni parou. [36]

Zizovicova a kol. sledovali vliv nadkritického G@a specialni wky, v nichZ je uloZzena
silice a jez se nachazisre pod povrchem v listech rostlinéeledi hluchavkovitychl(a-
miaceag. Nadkriticky CQ byl nasleds pouzit k uvolrni silic z €chto v&ka. Tento po-

kus byl proveden konkrétru bazalky, rozmaryny, majoranky a maty. [37]

Superkriticka CQ@ extrakce poskytuje po¥meé pevné extrakty, protoZe se spolu se silicemi
extrahuji i kutikularni vosky. Ernesto Reverchootprproved| frakcionaci extraktu, ziska-
ného pomoci SCF z listmajoranky na sérii separatorPrincipem frakcionace byld@zna

rozpustnostéchto latek a také jejichiznd koncentrace v roztoku. [38]

Kdse a kolstudovali¢cast€énou deterpenaci silice dobromysli nadkritickym £0kolorg,

na jejiz horni a dolntést byly aplikovany rozdilné teploty.¢&dici hledali nejvhodsi
kombinaci teploty a tlaku a sledovali obsah 14 hielr sloZzek a monoterpenovych (MT) a
vysSich terpenovyctT) frakci silice, které byly ziskany z kolony ve&iech Kiznych de-
terpenygnichcasech. Bylo nutné brat v ivahu také velikost daxgrku a ponir rozpous-
tédlo/silice. NejlepSich vysledkseparace MT a NMT bylo dosazeni ftaku 7 MPa, tep-
lot¢ 38°C v dolni, 55°C v hornrasti kolony a 15 — 25 minutach deterpenace. [39]

2.3 Dalsi izolani postupy

K izolaci silic z rostlin se pouziva tzv. anflerabebo lisovani za studena. Tyto postupy

v8ak maji v dnesni délbvyznam jen v parfuniékém pamyslu. [1, 19]

Anfleraz, se pouziva i izolaci silic k (kvét pomaragovniku, jasmin)Cersté kvéty se

pokladaji na skletny plat, ktery je pokryt vrstvou sfsi tuki. Tuk pohlcuje silici, kterd se
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z kvéta uvohuje. Kwty se vynénu;ji tak dlouho dokud se tuk silici nenasyti. Tulsyaeny
silici se nazyva pomada. Pomada se extrahuje emanaxtrakt se vymrazi a filtruje,

vznikly produkt se nazyva lavaz. Po oddestilovdhaeolu se ziskéista silice. [1, 19]

Izolace silic pomoci lisovani se pouziidziskavani silic z oplodi citrusovych plibgpo-

merartova a citronova silice). [19]

2.4 Chromatografické metody

Podstatou &iciho procesu sloZzek vzorku pomoci chromatogrgfipostupné adkolika-
nasobné ustavovani rovnovahy mezérda fazemi. Jedna zZdhto fazi se ozraje jako
mobilni, protoZe nese vzorek postdmestupujici sepataim prostorem, a druha z nich je
stacionarni fazi, protoze tkionepohybujici se obsah separido prostoru. B postupu
vzorku separanim prostorem, dochézi k interakcim mezi stacionarmobilni fazi (tyto
interakce majitznou kvalitu i kvantitu). Jednotlivé frakce vzorjaou proto brzény a to
riznou silou v zavislosti na druhu frakce. Pohyb,atietiistribuci frakce (slozky) vzorku
Ize charakterizovat tzv. distriboi konstantou K. Zkoumana latka obsahuje frakceua-r
ném Ky a tyto frakce se pohybuji sepamém prostorem jinou rychlosti, coz vede k jejich
vzajemnému odileni. Je dlezité, Ze hodnoty K nezavisi jen na charakteru zkoumané

latky, ale také na charakteru (vlastnostech) mébilstacionarni faze. [15, 25, 17 , 18]

2.4.1 Kilasifikace chromatografickych metod
Chromatografické metodyimeme rozliSit podle ¢kolika hledisek [15, 25]:

1. podle skupenstvi pouzité mobilni faze:
- plynova chromatografie (GC)
- kapalinova chromatografie (LC)
2. podle typu pouZité stacionérni faze — toto &bedi zohleduje mechanismus separace:
- adsorpni
- rozdlovaci
- iontow vymeénnou
- gelovou permeani

- afinitni.
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2.4.2 Planarni chromatografie

Planarni chromatografie je instrumentahmejjednodussi a hajnpouzivana chromatogra-

fickd metoda. RozliSujeme dva zakladni typy: [15], 1

1. papirova chromatografie (PG) pouziva se &Sinou sestupné usfamani, tzn., ze

prouzek chromatografického papiru je na okraji &nomobilni fazi v rlké na-
dobce a je volzawsen pes jeji okraj, mobilni faze se pohybuje papireny gigk
jimu vzlinani a gravitaci. Jako stacionarni fazepeeziva papir na bazisté celu-

16zy.

2. tenkovrstva chromatografie (TLG) stacionarni fazi tud tenka vrstva sorbentu,

pro TLC je typické vzestupné usi@oani, kdy spodni okraj tenké vrstvy je sara
mobilni fazi a k jejimu pohybu vrstvou dochazi diljinani. Jako stacionarni faze

se pouziva silikagel, oxid hlinity, Skrob nebo nakrystalicka celuldza.

Detekce se provadi selektivajiSténim pozic skvrn, barevné latky jsou viditelné pomhy
okem, nebarevné latky absorbujiedi v ultrafialové oblasti. DalSim @pobem detekce je
chemicky zjisob, kdy je na vrstvu nanesetinidlo, které reaguje s separovanymi slozka-
mi za vzniku barevnych produkt[15, 25, 17, 18]

Pri kvalitativni analyze vyhodnocujeme hodnoty retérich faktofi separovanych latek.
[15]

Identifikace separovanych frakci se provadi poraimd jejich retardénich faktofi
s retardanimi faktory standaril Kvantitativni analyzu Ize u planarni chromatoggadro-

vést jen omezen[17, 18]

Metody planarni chromatografie 1ze aplikovat kenstaeni: vonnych (uhlovodiky, alkoho-

ly, karbonylové slo&eniny) i chiwovych latek a pedevsim barviv.

Stanoveni karbonylovych sléenin ve fornd 2,4-dinitrofenylhydrazoin se provadi jak
papirovou (pro detekci se pouziva etanolovy rottgdroxidu sodného), tak tenkovrstvou

chromatografii (n€pstji se pouziva silikagel). [5, 3, 26]

Pothier a kol. provedli srovnani analyzy silic zelsi chemotyf tymianu prostednictvim
tenkovrstvé chromatografie (TLC) a plynové chrorgaafie (GC), kterd se v dnesni @dob

k analyzadm silic nejvice pouziva. Zjistili, Ze wydky TLC jsou srovnatelné s vysledky GC.
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Prestoze TLC ma dith omezeni, je stadle vhodnou metodou diky svégddaohosti, rych-
losti a nizkym néklatim. Pouzivanim automatickych davkoéuaa denzitomefr a také
novych modifikovanych metod (Optimum Performancenisar Chromatography OPLC),

se reprodukovatelnost a kvalita separacemhalepsi. [40]

Z hlediska obsahu chiavych latek v bylinach jsou nejvyznaggimi latkami haké a trp-
ké. Absintin, obsazeny v pelyu stanovoval Lachenmeier pomoci tenrovrstevnémhbro
tografie na silikagelu, k vyvijeni pouzil ssacetonu, kyseliny octove, toluenu a dichlor-
metanu. Naslednou detekci pak provedli pomoci dematrie (554 nm). Ke stanoveni
téislovin papirovou chromatografii se jako rozpédkt pouziva smss 1-butanolu, kyseliny
octové a vody, detekuje se etanolovym roztokem lkysemolybdenfosforéné nebo

v ultrafialovém zé&eni. U chromatografie na tenké visteelulosy se jako rozpoustio
pouziva benzen, metanol a kyselina octova, detedaijpotyho rozpou&tllem nebo fluo-

roglucinolem. [3, 5, 41]

Flavonoidni barviva se&l papirovou chromatografiifpmo jako rostlinné extrakty nebo
jako frakce, jiz pecisténé sloupcovou chromatografii. Jako rozpédist se pro flavonoidni
latky pouziva kyselina octova nebo &inn-butanolu, kyseliny octové a vody, pro anto-
kyany, sngsi n-butanol a kyselina octova nebo kyselina octeed@la a kyselina chlorovo-
dikova. Tenkovrstva chromatografie se provadéasdjji na vrstw¥ celulésy, polyamidu,
silikagelu nebo oxidu hlinitéhdro antokyanova barviva se pouzivaji dvouré&zr@ me-
tody chromatografie na vratceluldzy, kdy se jako vyvijeginidlo v prvnim sméru pouZzi-
va sngs n-butanol, kyselina chlorovodikova a v druhéndrsnsés voda, kyselina chloro-
vodikova a kyselina mraveén Detekce flavonoidnich latek je moznéd na za&klgjich
vlastniho zbarveni ve viditelné nebo ultrafialov#asti, nebo aplikaatinidel (amoniaku,

metanolicky roztok chloridu hlinitého, roztok vanil). [3]

Rozdleni chlorofylovych barviv papirovou chromatografé uskut&iuje pouzitim srési
petroleteru, benzenu a acetonu. Jako adsompaterialy se u TLC uplatji kiemelina a

silikagel. Pouzitim dvourozénné chromatografie se dosahne lepSiho dlerd slozigjSich

smesi. [3]

Pti déleni karotenoidnich barviv se pouZziva petroletdroneho snisi s acetonem,ipTLC
se jako adsorbentu vyuziva silikagel nebo jeh@sssmoxidem kemiitym. Rozdlené

skvrny se eluuji dietyleterem a stanovi spektroitigtr [3, 5]
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2.4.3 Kapalinova chromatografie

Princip kapalinové chromatografie byl v podstpbpsan jiz v ivodu chromatografickych
metod. Sepatai prostor tvéi skleréna kolona napkna stacionarni fazi. Vzorek vstupuiji-
ci do kolony je undsen a zaraveozclovan tokem mobilni faze. Kolonatibe byt také
naplrena tiznymi sorbenty (polyamid, Skrob), na kterych steda latka g pratoku mo-

bilni faze zachycuje. Rozkkné frakce vzorku jsou nasledwhodnocovany. [15, 18]

Vyhodnoceni se provadi pomoci detektoru, vysledjerdznam odezvy detektoru &ese,
neboli chromatogram. V chromatografii se pouzidgtektory zaznamenavajici odezvu
ameérnou koncentraci a zony oéldvanych latek prochazejicich detektorem jsou zawna

nany jako tzv. chromatografické piky. [15, 25, 18]
Z chromatogramu je moznécitr [15]

1. reter¥ni ¢as frakce vzorku €asovy interval od ndsku vzorku do okamziku detek-
ce maximalni hodnoty koncentrace prvni frakce grd&tektorem,

2. mrtvy ¢as kolony <€asovy interval od okamziku néi&u vzorku do okamziku de-
tekce maximalni hodnoty koncentrace frakce, kterd stacionarni fazi zadrzovana
a pohybuje se rychlosti mobilni faze,

3. Sitka chromatografickeho piku €€ se udava v jednotkadasu

4. vySka a plocha chromatografického piku — udava gigstusnych délkovych a

plosnych jednotkach

Vyuziti dat ziskanych chromatografickyméranim v kvalitativni analyze zavisi na typu
pouzitého detektoru.iPpouziti spektralniho detektoru je identifikacéklamozné na z&-
kladé rozboru pisluSného spektrarifpouziti kEznych detektar Ize identifikaci (pirazeni
urcité latky piku) provést na zakladorovnani referamich ¢cadi a referetnich faktoi
dané frakce vzorku a standardiasgji se v kvantitativni analyze vyuziva kombinaceahr
matografickych metod <hterou instrumentalni metodou jako tzv. ,hyphenated
techniques” (GC-MS, LC-IR). K detekci se ¢e5tji pouziva fotometricky detektor (UV
detektor), ktery r&i absorbanci analytu vystupujiciho z kolony, a tAkétnostni detektor
(MS), ktery identifikuje analyt na zaklathmotnostnich spekter. [15, 17, 18]

Kvantitavni analyza je zaloZena na principu poreamd ploch chromatografickych ik

stanovované frakce k standardu o znameé konceni&gi.
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2.4.3.1 Vysokowinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysoko&inna kapalinova chromatografie (High Performanceguid Chromatography
HPLC) je pokrdila a instrumentak nar@&na metoda. Pouzivaji se kolony najlé staci-
onarni fazi o malé a déedznamé velikosttastic,cimz se dosahuje vysoke segarialkin-
nosti. [15, 17]

Mobilni faze je dodavana pomoci vysokotlakéegpadla. Davkovaci ¥aeni musi praco-
vat tak, aby do proudu mobilni faze byl késtut pesré definovany objem vzorku a aby
byly co nejvice omezeny fluktuace mobilni faze. &tol pouzivané v HPLC jsou vyrobeny
vétSinou z ocelové trubice nebo tlustsié sklesné trubice, aby odolaly vysokému tlaku
mobilni faze. Stacionarni fazi uvhitrubice tvdi oxid kiemiity nebo granulovany ionto-
meni¢, tvoreny WtSinou sfovanym polystyrenem (lontévvyménna chromatografie —
IEC). K detekci separovanych latek v HPLC se pa@iftometricky detektor (négst;ji
fotometricky detektor pracujici v UV oblasti, ktgeypro organické latky univerzalni), flu-

orimetricky, hmotnostni a elektrochemicky detekfab, 17]

HPLC se pro analyzu senzoricky aktivnich latek lri&ch vyuzivd ke stanoveni afos

vych latek — sachanida hakych latek.

Okurama a kol.v pouzili HPLC ke stanoveni karnogblarké latky) v rozmarynu a Saiy

a to v iznychc¢astech rostliny. Jako mobilni fazi pouzili kyselifosfore&nou a acetonitril,
jejichz rychlost proughi byla 1ml/min, detekci provedliip230 nm pomoci UV detektoru.
[42]

2.4.4 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (Gas Chromatography GC) ¢éoda vhodnaiedevsim pro ana-
lyzu &kavych latek, které je moznéqvést do plynného stavuélavé latky jsou unaSeny
nosnym plynem, ktery je inertni jak k analytu, taktacionarni fazi, a jejich mnozstvi za-

znamenava detektor. Vzorekihe byt jak pevny tak kapalny. [17, 18, 25]

Vzorek je unasen proudem plynné mobilni fazé (nqdgy — vodik, dusik nebo helium)
do chromatografické kolony a detektoru, které jamistny v termostatu. Zézeni je vy-
baveno poitatem, ktery zpracovava Udaje z detektotida pribéh analyzy. K detekci se u
plynové chromatografie pouziv&kolik typa detektoti, v sowasné dob nejpouzivadjsi

plameno¥ ionizalni detektor, detektor elektronového zachytu a takétnostni detektor.
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Plameno¥ ionizatni detektor pracuje na principueieni elektrického napi vzniklého i
shdeni analytu po vystupu z kolony. Detektor elektna#two zachytu ki pokles proudu

pii prichodu analytu deteéki komorou s konstantnim proudem. [15, 18, 25]

GC je nepostradatelnou metodou pitedi £kavych latek a proto je vhodna také pro sta-
novovani ¢kavych senzoricky aktivnich latek bylin: uhlovodilkgarbonylové slogeniny a

alkoholy. Plynovou chromatografii Ize stanovit tdagboxylové kyseliny. [3, 5]

Ada Nalan a kol. provedli stanoveni jednotlivycbzak levandulové silice pomoci GC-MS
Identifikovali fenchon, kafr, linalool, bornyl addta kadinen, fxxXemZ fenchon a kamfor

byly identifikovany jako pevazujici slozky. [43]

Sur se spolupracovnikyyvinuli metodu plynové chromatografie pro standveyznam-
nych biologicky aktivnich monoterpendids rostlinném materialu a vodném extraktu z
maty, fenyklu, Salgje a plazivého tymianu. Analyza vyZaduje 1-2 glmesého materialu
nebo100-200 g vodného extraktu a netrva déle riebidd, etns destilace a GC. [41]

K analyze &kavych latek obsazenych v silici S&k lu¢ni pouzili Cai, Lin a kol. kombina-
ce metod GC — FTIR a GC — MS. Informace zisk&nmétd metodami se dofuliji a zvySu-

je se tak spolehlivost kvalitativni i kvantitativamalyzy[44]

Goodner a kol. stanovovali profikavych latek ve vzorcich silic tymianu pomoci GC/IMS
Zjistili, Ze mezi slodeniny, které nejviceifspivaji k aromatu tymianu jsou linalool, bor-

neol, thymol 3-damascenon, eucalyptol a terpinyl acetat. [45]

Shellie a kol. analyzovali dév vzorki levandulové silice pomoci GC-MS. Hmotnostni
spektrometrie umaitje identifikaci dosud ,neznamych* sléenin acini identifikaci spo-

ce zaloZzena. V kazdém vzorku se pddaspolehliv charakterizovat 70% obsaZenych
sloZzek. Celkow bylo identifikovano 85 slatenin. Metodou GC-MS se identifikuje mno-

hem vice slozek silic nez metodou GC-FID. [46]

Také Mohammad a kol. aplikovali GC/MS analyzu naognocenidkavych silic ziska-
nych destilaci tymianutfhymus vulgarisv raiznych vegeténich stadiich. Silice byly boha-
té na obsah monoterperthymol a karvol) a také na jejich prekurzory (pven, y-
terpinen), coZz poukazuje na &ny slozeni silic Bhem vegetace. Silice ziskané ze star-
Sich rostlin obsahovaly prokazatenizSi mnoZzstvi monoterpenovych uhlovadiklavns

y-terpinenu) a vySSi obsah kyslikatych monotetipgimool a borneol), monoterpenovych
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fenola (hlavre thymolu) a jejich derivdt seskviterpeh a jejich kyslikatych derivat ve
srovnani s jinymi vzorky. Naproti tomu mladSi rostl poskytovaly nejlepsi vynosy silic

(1,2%) a také vySSi vynosy monoterpenovych fiendl7]

2.5 Spektrometriké metody

Spektrometrické metody jsou zaloZeny n&eni optickych vlastnosti a spekter zkoumané

soustavy. [18]

2.5.1 Spektrometrie ve viditelné a ultrafialové oblasti

Molekulovd absortni spektrometrie je zaloZzena na interpretacirzmkteré nastavaji
v molekulach p absorpci zéeni v rozmezi vinovych délek 200 — 800 nm. Latkgabu-
jici zaeni o vinové délce nizsi nez 380 nm se jevi jakabbeyé, naproti tomu latky absor-
bujici z&eni o vinovych délkach 380 — 760 nm se jevi jakeewaé. Pohlcenim titého
kvanta zfivé energie, fejde molekula z nizSiho do vy3Siho elektronovélawstktery je
spojen s zrgnou jejich vibr&nich a rotaénich stav. Vysledkem ndteni absoréniho spek-
tra molekul jsou abso&pi pasy, jejichz porovnanim je mozné identifikozajména orga-
nické latky. Kvantitativni analyza je pak zalozema platnosti Lambert-Beerova zakona.
[15, 18, 25, 48]

M¢éreni se provadi na spektrofotometrickydisfrojich. Zdrojem Zi@ni je vodikova nebo
deuteriova vybojka (pro UV oblast) a wolframova oadialogenova zarovka (pro VIS ob-
last). Aby bylo mozné gfeni vyhodnotit, musi se ziit i tzv. ,blank” (roztok obsahuijici

vSechny slozky, kroganalytu). [18, 48]

Souwasné spektrometrické metody umog i pritokovou analyzu. Jsou to kontinualniipr
tokova analyza (Continous Flow Analysis — CFA) @ @kova injekKni analyza (Flou In-
jection Analasis — FIA). Latky je mozné také ajmkow detegovat po vystupu

z chromatografické kolony. [15]

Spektrometrickymi metodami lze v bylinach stanowarboxylové kyseliny, aldehydy,
ketony, alkoholy, firodni barviva, itisloviny, haké a sladké latky. U flavonoidnich barviv
se n&ii zmeény ultrafialového spektra v roztoku, metanolatursgdt nebo v kyselém roz-
toku chloridu hlinitého a dalSich. Spektrometrigténoveni antokydinse provadi poigd-

chozi extrakci octanovym pufrem a naslkede nttri absorbanceipvinove délce 500nm.
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Takeé tisloviny izolované z bylin Ize stanovit spektronigty. Pisobenim Zelezitych soli
na tisloviny v alkalickém progedi vznikacervenohgdé zbarveni. Spektrometrické stano-

veni se provadi ntenim absorbancei®g00nm. [2, 3, 5, 26]

2.5.2 Infra ¢ervena spektrometrie

Principen infréervené spektromerie (IR — Infrared Spektrometry)nigeni vibra&nich a
rotatnich pochod, které odpovidaji vinové délce infexveného z&ni (800nm - 100m).
Prechod molekuly do vysSiho vilir@ho a rotaniho stups je vyvolan prag abdorpci pi-
slusného kvanta inféarveného (tepelného)izhi. [18, 25]

Zdrojem infr&erveného z&ni u infr&erveného spektrometru jsouiz@ z polovodio-
vych material, soasti fFistroje je také monochromator. Detektorem byva teektric-
ky ¢lanek nebo pneumaticky, tzv. Goiay(zalozeny na bazi tepelné roztaznosti fijyn
detektor. [18]

V dnesni dob se pouziva kigvedeni polychromatického zazeni na monochromapokeée
moci Fourierovy transformace, kter4 vyrazvysuje citlivost, pesnost a rychlost &eni a

rozliSeni. [25]

Analyzu za pouziti tznych spektroskopickych metod: IR, NIR (spektromeetr blizké
infracervené oblasti (Near Infrared Spektrometry) a Ramarspektroskopie k analyze
silic izolovanych z bazalky, keanku, tymianu a dobromysli provedli Schulz a kéiek
Zatimco spektroskopicka data ziskana pomoci NIRaudyt interpretovana jen pomoci
slozitych matematickych vygtl, spektra ziskana IR a Romanovou spektroskopii sili
mohou byt jednoduSe pouZzita jako skupina ukaiatddentifikaci fiznych rostlinnych
chemotypd bylin. Tato metoda e byt velmi uzitén4 v potravingském a parfunigkém

pramyslu ke kontrol&isticich, smiSovacich a redestiaich proces. [49]

Pododobné srovnani metod IR a NIR-Ramanovy spskampie, bylo provedeno jinou pod
vedenim Schulze uétsi skupiny bylin (dobromysl, saturejka, Sgjvtymian, levandule).
Byla ziskana vibréni spektra charakterizujici jednotlivékavé slozky bylin - karvakrol,
tymol, p-cymeny-terpinen, kafr, 1,8-cineol- andp-pinen. Srovnavané metody poskytuji
rychlou, snadnou a spolehlivou chemotaxonomickaralterizaci. Ob spektralni metody
mohou potenciakhnahradit existujici standardni metody pouzivamékantrolu kvality a

kontinualni vyhodnocovani destil@ho procesu. [50]
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2.5.3 Hmotnostni spektrometrie

Principem metody je ionizace latky (vzorku) a ndske uteni ¢etnosti vyskytu iontu o

urcité hmotnosti v zavislosti na relativni hmotnosti ia poné¢ru hmotnost/naboj). [25]

Vzorek je ionizovan, ndp narazem elektronu, a vznikaji molekulové iontfragmenty.
Jejich proud je veden do homogenniho magnetickéhe, fkde dojde k jejich rozliSeni
podle jejich hmotnosti a k zéikeni jejich drah. Kvalita svazku leticictastic se ufuje
podle mista dopadu na detektor. Kvantita podleniritg dopadu {im vicecastic dopadne

na dané misto, tim je vySsi intenzita signalu), [1& 25, 48]

Tato metoda séasto uziva v kombinaci s plynovou chromatografins@h analytu je sta-
noven s pesnosti 18 %. Podminkou analyzy jestginou tlak kolem 10 Pa,&imZ se ome-
zi srazky ioni se zbytkovou atmosférou spektrometru a pouzitstrumentaci. Zakladni-

mi prvky instrumentace jsou: zdroj idgntanalyzator, detektor. [25]

2.6 DalSi metody stanoveni

Instrumentalni metody analyzy potravadu vyhod: poskytuji ddb opakovatelné a snad-
no reprodukovatelné vysledky, provedeni je jednbéutasto automatizované a provedeni
analyzy je por&rné rychlé. Nevyhodou instrumentalnich metod je, ZgepouZzit jen teh-
dy, pokud zname vztah mezi intenzitou pé&dna charakterem viemuiétl provedenim
analyzy je nutnéfjstroj nakalibrovat pomoci vzaoiikohodnocenych senzorickou analyzou.
Instrumentala 1ze mefit barvu (spektrofotometricky, obrazovou analyzowkteré texturni
vlastnosti (nap pristroj Instron), aromaticke latky (elektronicky h@gpod. Krond instru-
mentalnich metod je pro stanoveni organoleptickftabtnosti (chuti, tn¢), za které jsou
odpowdné senzoricky aktivni latky, vhodné pouzit i mesahzorické analyzy potravin a
potravindskych materidl. Pomoci senzorické analyzy sestimpctitky a vjemy, kdezto

instrumentalnimi metodami seih podréty (fyzikalni ¢i chemické vlastnosti). [51, 52]
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3 BYLINY (LE CIVE ROSTLINY)

Poznavani l&vych rostlin je jednim z nejstarSich advi botaniky. L&iva rostlina je byli-
na, jejizéasti se pouzivaji k &&ni chorob nebo k vyrehbléciv a 1éki. Negasgji sbirané

¢asti jsou kety, listy nebo né. [53, 54]

Pro &ely této prace jsou popsany nejzrgghdruhy bylin pevazrié z celedi hluchavkovi-
tych (Laminaceag které jsou charakterizovany z analytického, senkého i zdravotniho
hlediska: Dobromys| obecna, Heanek pravy, Levandule lélska, Mata peprna, Sa&jv

lékaskd, Rozmaryna obecna a Tymian obecny.

3.1 Dobromysl obecna

Dobromysl| obecnadriganum vulgare D. je rostlina zceledi

hluchavkovitych Laminaceag
Shira se kvetouci riaktera se pouziva zejména jakadw (pod
ndzvem oregano); typickym pouZitim jeikoini pizzy, jako

souwast provensalského keni. Pouziva se téz vcieelstvi pro

své aseptické a protizéttivé (¢inky, usnaduje odkaSlavani,

zvySuje vyngSovani Zldi, dale se uziva proti bolestem hlavy a
pii astmatu. [10, 55, 56]

Chu’ dobromysli je vyrazna. Celé rostlina voiiijemns korenit.

Nat' dobromyslu obsahuje asi 0,1 — 1,1% silice, kterdvifena z 50% thymolem, déale
karvakrolem, cymolem, linaloolena;pinenem, kafrem, bornylacetatem, a asi z §%a-
vinami a hacinami. Kvetouci vrcholky se pouZivaji také jakobeo, barvi vinu na&erve-
nohredo. [1, 53, 54, 57]

3.2 Heiméanek pravy

Hefmanek pravyNlatricaria chamomillaL.) je I&iva rostlina zéeledi hwzdicovitych As-

traceas.

V |&citelstvi se jako droga pouziva susSengtk{Flos chamomillag Odvaréi ¢aj z he-

manku fisobi proti zagtlivym onemocgnim, @ nemocech traviciho traktui@im, koli-
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ce, nadymani) a snizuje bolest. Dale pomaha hajy B brani
tvorbé jizev, proto se fiklada ve fornd obkladi na rany,
mokvavé ekzémy i®. Byly dokadzany jeho baktericidnicin-
Ky. Hojr¢ se vyuziva i v kosmetickém gmyslu. Nekteri lidé
jsou vSak na lenanek alergiti. [10, 56, 58]

Rostlina ma charakteristickou, pronikavou ijgmre aroma-
tickou vini, ktera pochazi ze silice. Silice ma jefmmodrou

barvu zfisobenou fitomnosti azululein V hemanku je tato

silice obsazena v mnozstvi 0,2 — 1%. ObsahigelgvSim ter-
penové uhlovodiky of-bisabolol, azulenp-karyophylen, bisabolen, bisabolol, trams-
farnesen, trang-farnesen, farnesol, geraniol, guajazulen, chaneazawhamomillol, karyo-
fylen, matrikarin, thujon), aromatické kyseliny @efina salicylova, kyselina 2,5-
dihydroxybenzoova, kyselina 3,4-dihydroxyskova, kyselina 4-methoxybenzoova, kyse-
lina kdvova), kumariny, steroidy, flavonoidykteré sacharidy, glykosidy a vitaminy (vi-
tamin C, niacin, thiamin). [1, 10, 53, 59, 54]

3.3 Levandule IékaFska

Levandule Iékeska (avandula officinalis L). paki do ¢elec hlu-

chavkovitych Laminaceag

Kvéty se v kuchyni hodi k duSenym nias a k rybam, do

vonavych dzem, levandulového octa a kanduji se. [57]

V lécitelstvi se pouZzivad vyhradnkvét. Levandule psobi mirr
diuretetcky, proti ke¢im a zvySuje ¢innost centralni nervove

soustavy. B vnittnimu pouZiti ukliduje, zlepSuje psychickou

odolnost, pomahaftp nadymani, pijmech, poruchach traveni a
strevnich potizich nervovéhoiayodu, @i funkénich poruchach v nadiBku, drazdivém
Zaludku, pi srdeEnich potizich; fi kasli; potl&uje rist bakterii, miré snizuje krevni tlak.
Zevni pouZiti se aplikujeipnespavosti a bolestech hlavy, ziuije silné emoce a nervové
napsti, silice povzbuzuje krevni ¢h a prokrveni pokozky. Ve farmacii se pouziva k-aro

matizovani Iék. V kosmetice se pouZziv&igécheé lupa a nadmirném vypadavani vias



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 46

dale na posilujici pt®vou vodu pro jemnou a citlivou pokozku do mydgkisakné; silice
jako prisada do parfétn olej je zakladem masaznich aglépag. pii bolestech svadl). [10,
54, 55, 60]

Obsahuje 1 az 3% silice, jejiz hlavni slozkou jeohbl linalool a linalyacetat. Dale obsa-
huje borneol, isoborneol, cineol, geraniol, kumakiaf a asi dalSich 25 sloZzek. Ma vysoky
obsah (asi 12%}¥islovin, obsahuje také antokyany itiay, pryskyice. Na' obsahuje vice

téislovin, kwt vice silice. V kétu byl v rem zjiS€n kumarin a kyselina koumarova, hernia-

rin a sesquiterpen cedren. [53, 59]

3.4 Mata peprna

Méata peprnaNlentha piperita L), lidové nazyvana pepva
mata, balSam, &rova bylina, ¥trové kdeni - je vytrvala

bylina z¢eledi hluchavkovitychl{amiaceag

Shiraji se listy nebo mladé kvetouci vrSky s lifdyoga se
pouziva i vyrob¢ likérd, v cukrdstvi a kosmetice. Aroma-
tické listy maji peprmintovou cliua vini. Kvéty chutnaji

jako peprmintovy bonbon. [10, 55]

Méata tlumi a odstiauje kiece zazivaciho Ustroji, podporuje
chuw’ k jidlu, pisobi proti nadymani, upravujgnost Zlgniku apod. Ma i ostzujici a pro-
tizargtlivée €inky. F¥iznivé pasobi na nervovou soustavu, nélsilice potl&uje citlivost
nervovych zakoteni. Nefastji se pouziva ve forhnalevu ze samotné drogy nebdar
jovych sngsich. Matova silice se pouziva také jako kloktadidnhalacim pi zanstech
hrtanu a pkdusek, zevé ke koupelim fi revmatismu a koznich vyrazkach. Mentol byva
souwasti protirevmatickych a o&&ujicich masti a mazani, dale je v kosmetice nenoyt
surovinou pro vyrobu zubnich past, Ustnich vodzaych kréni. Dodava jim pijemnou

vani a @ styku s pokozkou chladivy pocit. [56, 60, 58]

Méata obsahuje 1 — 2 % silice, v nizZ j@p 50 % mentolu, dale jeho estery s kyselinou oc-
tovou, es 10 % mentonu a celdadu terpef, jako jsou: pulegony-pinen,a-fellandren,

cineol, limonen, sabine-karyofylen kyselinu isovalerovou. Pémtéchto latek je dosti
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promenlivy. Estery mentholu dodavaji typické aromatickestnosti. Dale jsou v nati obsa-

Zeny tisloviny (5 — 10 %) a hoiny. [53, 54, 59]

3.5 Salwj lékaiska

Salwj lékaiska Galvia officinalis L.) je rostlina z ¢eledi

W,
? ”*".‘;T hluchavkovitych amiaceag
:&' Shira se kvetouci faJako k#eni se uzivajterstvé nebo susené

N
"'i'i i i' i““ listy. Sal\&j chutna trpce a lehce natte. Fidava se do ongék,
-\.-""'\-I'.d‘l" F JOR T , Y s~ . s s .

ol 16 f - nadivek, k ochuceni syrPouziva se téz vdielstvi pro své proti-
< 5{;; zaretlivé cinky. Fripravuji se ¢aje a odvary pouzivané jako
, kloktadlo @i angiré, na vyplachovani Ustni dutiny na vymyvani
Spaté se hojicich ran. Saly zabraiuje pmjmam a omezuje

poceni. Byva satéisti Ustnich vod, zubnich pasta. [10, 55, 56]

Obsahuje 1,5 az 2,5% silice, ktera je odjuma za charakteristickou Saj@vou wini.
Sklad4 se hlawnze salviolu, déle z 1,8-cineolu, tujonu, cinedatru, borneolu, myrcenu,
a- ap-pinenu, dale obsahujé&gloviny, hdaciny (karnozol), saponiny, flavonoidy, prysky

ce, organické kyseliny, estrogenni hormony a amgkny nikotinové. [1, 53, 57]

3.6 Rozmaryna lékarska

Rozmaryn lékesky nazyvany téZ Rozmaryna légkd Rosmarinus
officinalis) je stalezelena rostlina Zeledi hluchavkovitych

(Lamiaceag
Ma kafrovitou chd a vini. [10]

Jako kdeni se uzivaji listy, suSenéceérstvé, samotné nebo jako
souwast provensalského keni. Rozmaryna pomaha lepSimu tra-

veni, msobi proti nadyméani, podporuje vywvani ZIgi, pri

nizkém krevnim tlaku. [10, 55]

Bylo prokdzano, Ze gkteré slozeky silic rozmaryny maji antimikrobialixfinky. Touto
problematikou se zabyvali Gachkara a kol. fikstudovali antimikrobialni &nky silice
rozmaryny naEscherichia coli Staphylococcus aurewsListeria monocytogenegjistili,

Ze nejvice fsobily tyto silice nd&scherichia colik usmrceni vSech mikroorganigrdosio
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po 25 min), relativé nejmeérk pasobily naListeria monocytogeng& usmrceni vSech mik-

roorganisni doslo 190 minutach). [61]

Obsahuje 1,4 az 2% silice, ve které se nachazbewen, borneol, cineol, kafr, limonen aj.
Rozmaryn také obsahuje flavonoidy: luteolin, apigemiosmetin; diterpenové kony:
pikrosalvin, rosmanol, rosmadial, dale kyselinuulogou, oleanovou, kavovou, chlorge-

novou a rozmarynovoutisloviny (az 8%) a dalSi latky. [53, 57, 65]

3.7 Tymian obecny

Tymian obecny Thymus vulgarid..) je rostlina zceledi

hluchavkovitych Lamiaceag

Cerstva rostlina je velmi aromaticka a je t#muni-

verzalnim kéenim. Ma nahiklou chu’. [57]

V |€écitelstvi se pouzivaji listy, cela fha kvetouci vrchol-

ky. F¥i vnittni pouZiti (formoucaje) podporuje zaZzivani,

uvoluje hlen, omezuje nadymani, mirniijony, podrécuje
tvorbu bilych krvinek pro ochranurgd infekci, sniZzuje
nespavost a zbavuje svalovych bolestiii Z8@vnim pouziti (formou obkldd koupeli a

vdechovani) psobi na kozni onemoéni, rany, wedy apod. [10, 56, 60]

Nat' tymianu obsahuje 0,1 - 0,6% silice, jehoz hlavoEleou je tymol a karvakrol, dale
obsahuje p-cymen, linalool, limonempinen, terpinen, borneol, 5 — 7,5%stovin a hd-

¢inu serpylin, organické kyseliny, saponiny a flavigly. [53, 54, 55]
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ZAVER
Cilem této prace je zpracovani reSerse, tykajicdhseakteristiky senzoricky aktivnich la-

tek, metod izolace a stanovovattito latek v bylinach.

Senzoricky aktivni latky jsou nositeliime, chuti nebo zbarveni vSechinmdnich materid
a jejich analyza je v séasné dob velice studovanou oblasti, a to zejména protailiee
(smeési senzoricky aktivnich latek ziskané z rostlinnychterial) jsou girodnimi surovi-

nami pro farmaceuticky, kosmeticky a potrawsiy ptimysl.

V posledni dob dochazi k ndistu zajmu o firodni senzoricky aktivni latky oproti synte-
tickym. Jednim z @ivodu je riziko negativniho fisobeni syntetickych aditiv na lidsky orga-

nismus (alergie ap.).

Izolace a stanoveni senzoricky aktivnich latek meddi rekolika zakladnimi metodami,
ale pa@et uprav a modifikaciéthto metod je vysoky. Také zdokonalovani stavdjicic
vyvoj novych metod jde rychle digdu. Giraz je kladen na rychlostigsnost, snadnou

reprodukovatelnost a Uspotasu, energie dinidel. To vSechno ma vést k ziskavani co

Vv s

Nejcasgji vyuzivanymi izol&nimi metodami jsou extrgki a destilani metody. Uziti
konkrétni metody zavisi na povaze latky, ktera bisdeovana. Prockavé senzoricky ak-
tivni latky je vhodnou a v dnedni dbhojné vyuzivanou extralni metodou extrakce nad-
kritickym CQO,, ktera je rychla a ma vysokowianost. Pormrné novymi metodami jsou
také SPME (mikroextrakce pevnou fazi) a SDME (méktoakce kapalnou fazi), které
pracuji s malym mnozstvim vzorkdinidel. Z destil&nich metod se nejvice vyuziva desti-

lace vodni parou, které také poskytuje goms kvalitni silice.

Z metod vhodnych pro stanoveni senzoricky aktiviétek se vyuZivaji igdevsim chro-
matografické a spektrometrické metody. Chromatagkéfmetody maji v analyze senzo-
rickych latek zasadni vyznam. Naggji pouzivanou je plynova chromatografie, ale vy-

znamna je také kapalinova chromatografie - HPLC.

Spektrometrické metody vyuzivaji ke stanovovanizegnky aktivnich latek jejich optické
vlastnosti. Realizuji se &enim a interpretaci energetickych spekter, kterdkei pii ab-
sorpci nebo emisi &€ energie nebdastic. Uplatiuji se hlavi spektrometrie ve viditelné

a UV oblasti, infréervend spektrometrie a hmotnostni spektrometrexakée mimo jiné
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velice ¢asto pouziva jako detektor u plynové a kapalindwématografii. Pro svou jedno-

duchost a nenatoost se vyuZzivaji i metody planarni chromatografie.

Doufam, Ze zpracovani bakeé prace fispéje k lepSi orientaci v metodach, vyuziva-

nych k analyze senzoricky aktivnich latek bylin.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

CFA

FIA

FID

FTIR

GC

HPLC

IEC

LC

MAD

MPa

MS

MT

NIR

NMT

PC

SCF

SDME

SFME

SPME

TLC

uv

Kontinudlni piitokova analyza (Continous Flow Analysis)
Pritokova injekni analyza (Flou Injection Analysis)

Plamanow ionizaéni detektor (Flame lonization Detektor)

Furierova transforngai infracervena spektrometrie (

Plynova chromatografie (Gas CHromatography)

Vysokodinna kapalinova chromatografie (High Performancguid Chromato-
graphy)

lontow vymeénna chromatografie (lon Exchange Chromatography)
Infracervend spektrometrie (Infrared Spektrometry)

Kapalinova chromatografie (Liquid Chromatogrgph
Mikrovina destilace (Microwave Accelarated Bligtion)

Megapaskal

Hmotnostni spektrometrie (Mass Spektrometry)

Monoterpenove

Spektrometrie v blizké inféarvené oblasti (Near Infrared Spektrometry)
VysSi terpenove frakce (nemonoterpenove frakce

Papirova chromatografie (Paper chromatography)

Extrakce nadkritickou kapalinou (Supercrotédald Extraction)
Mikroextrakce kapalnou fazi (Single-Drop Mikroeadtion)
Bezrozpougidlova mikrovinna extrakce (Solvent Free Microwawergction)
Mikroextrakce na tuhé fazi (Solid Phase Mikroegtian)

Tenkovrstva chromatografie (Thin Layer Chrooggphy)

Spektrometrie v ultrafialové oblasti, UV detekt
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