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ABSTRAKT

Obsahem teoretické Casti diplomové prace byla botanika rodit Mentha a Eucalyptus. Stézejni
¢ast tvori popis esencialnich olejii s diirazem na jejich chemické slozeni. Dalsi kapitoly
teoretické prace se zabyvaji problematikou izolace esencidlnich olejli a jejich chemickou

analyzou.

V praktické ¢asti diplomové prace je zpracovana chemicka analyza vzorkii esencidlnich
oleji rodu Mentha a Eucalyptus pomoci plynové chromatografie s FID detektorem. Vzorky
olejii byly zakoupeny na ceském trhu. Z analyz vypliva, Ze v esencialnich olejich rodu
Eucalyptus je nejvétsi zastoupeni 1,8-cineolu, limonenu, a-pinenu. Vyjimkou je olej
z E. citriodora, kde je nejvice zastoupen citronellol. Napft. u E. globulus by podle ISO normy
770:2002 m¢l byt obsah 1,8-cineolu 60—80 % a u E. citriodora by podle ISO 3044:1997 mél
byt obsah citronellolu mezi 75-100 %. A bylo zjisténo, ze obsah 1,8-cineolu v E. globulus

se pohybuje v rozmezi od 62— 80 % a obsah citronellolu je v rozmezi od 54-67 %

U esencidlnich olejli rodu Mentha je v nejvétsi mife zastoupen menthol a menthon, dalSimi
komponenty jsou naptiklad limonen, isomenthol nebo methyl-acetat. Podle ISO 856:2006
by v oleji zmaty peprné mél byt obsah mentolu mezi 32-49 % a mentholu 13-28 %.
Vyjimku tvoti olej z maty klasnaté, kde nejvétsi podil tvoii karvon a podle ISO 3033-1:2005
by jeho obsah m¢l byt mezi 57-84 %. V tomto ptipadé bylo zjisténo, Ze obsah mentholu
v maté peprné se pohybuje v rozmezi od 33-50 % a obsah menthonu je od 18-21 %. A obsah

karvonu v mat¢ klasnaté je v rozmezi od 28-46 %

Klicova slova: Esenciélni olej, Mentha, Eucalyptus, plynova chromatografie, citronellol,

cineol, menthol, menthon.



ABSTRACT

The content of the theoretical part of the diploma thesis is the botany of the genera Mentha
and Eucalyptus. The main part is a description of essential oils and their chemical
composition. Other chapters of the theoretical part deal with the isolation of essential oils

and their chemical analysis.

In the experimental part of the diploma thesis, a chemical analysis of the samples from
essential oils of the genera Mentha and Eucalyptus is processed using gas chromatography
with a FID detector. All oil samples were purchased on the Czech market. The analyses show
that the essential oils of the genus Eucalyptus have the largest proportion of 1,8-cineole,
limonene and a-pinene. An exception is the oil from E. citriodora, where citronellol is most
represented. For example, according to ISO standard 770:2002, the content of 1,8-cineole in
E. globulus should be 60—80 % and, according to ISO 3044:1997, the content of citronellol
in E. citriodora should be between 70—100 %. The content of 1,8-cineole in E. globulus was
found to be in the range of 62—80 % and the representation of citronellol in E. citriodora in

the range of 54-67 %.

Menthol and menthone are the most represented in essential oils of the genus Mentha. Other
components are, for example, limonene, isomenthol or methyl acetate. According to ISO
856:2006, peppermint oil should contain 32—49 % of menthol and 13-28 % of menthone.
An exception is the oil from the spearmint, where the carvon is most represented and,
according to ISO 3033-1:2005, its content should be between 57-84 %. In this case, it was
found that the content of menthol in peppermint oil ranges from 33—50 % and the menthone

content ranges from 18-21 %. The content of carvone in spearmint is in the range of

28-46 %.

Keywords: Essential oil, Mentha, Eucalyptus, Gas chromatography citronellol, cineol,

menthole, menthone
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UvVOD

Esencidlni oleje jsou smési tékavych latek. Maji Siroké uplatnéni od potravinaiského
pramyslu, farmacie, parfumaistvi az po kosmeticky pramysl. Maji velky vyznam
v aromaterapii, matové i eukalyptové esencidlni oleje jsou vhodné pii 1é€bé nachlazeni a
rymy, maji uvoliujici G€inky. Mata vykazuje i antimikrobidlni, antioxida¢ni, cytotoxické a
nekteré druhy maty i1 protinadorové ucinky. Eukalyptové oleje maji analgetické tcinky,

pomahaji od bolesti svali., velice dobfe funguji jako odpuzovace proti hmyzu.

Eukalyptvé oleje jsou bohaté na 1,8-cineol, limonen, a-pinen a mnoho dal$ich, zatimco
matové jsou bohaté na menthol, menthon, limonen, linalyl-acetat, karvon a dalsi. Tyto oleje
se ziskavaji z Cerstvych, polosuchych nebo suchych listl rostliny a to predevsim destilaci
vodni parou, pifipadné hydrodestilaci nebo destilaci za vakua. Pro tento typ oleje se
nepouziva lisovani, to se vyuziva spiSe pro napi. citrusové esencialni oleje a ani pouziti

extrakce k izolaci neni typické.

Cilem této prace bylo provést analyzu jednotlivych vzorki oleji rodu Mentha a Eucalyptus
za ucelem identifikace jednotlivych analytd v olejich. K tomuto ukolu ndm poslouzili vzorky
esencialnich oleji Mentha a FEucalyptus od vyrobci Nobilis Tilia s.r.o., BEWIT
FRANCHISE s.r.0., Saloos naturcosmetic s.r.o. (Mica a Harasta s.r.0.), Aromaterapeuticka

KH a.s. (Karel Hadek), Phytos Natur CZ s.r.o. a Cesky narodni podnik s.r.o. (Manufaktura).
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I. TEORETICKA CAST
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1 ZAKLADNI BOTANIKA RODU MENTHA A EUCALYPTUS

1.1 Mentha

Tato rostlina je znama jiz od stiedoveku. Jednalo se vSak o jiné druhy, nez které zndme dnes.

K rozsifeni této byliny piispélo mezidruhové vyslechténi maty peprné v 17. stoleti v Anglii
[1]. Mata obecné roste v mirném klimatickém pasmu na celém svété. Casto se také péstuje
v zemich vychodni Asie, Evropy a Austrélie. Tato rostlina se vyuziva hlavné pro vyrobu
esencialniho oleje. [2] Mata se tadi do Celedi Lamiaceae (syn. Labiatae). Mata ma vysokou
genetickou rozmanitost, diky tomu existuje spousta kiizencii mezi druhy. Pfirozené
mezidruhové kiizeni se vyskytuje v sekci Mentha jak u volné Zijicich populaci, tak pfi
pestovani. [3] Tato Celed’ obsahuje vice jak 232 rodi a ptiblizné 7 200 druhti. Mata v této
¢eledi zahrnuje zhruba 25 az 30 druhti. [4] [5] [6] Jind literatura uvadi, ze v soucasné dobg,
existuje 18 druhii maty a 11 jejich kiizencl. Mezi ,,pravé* maty miizeme zatadit napiiklad
matu klasnatou dlouholistou, obecnou rolni a vodni. Mezi jeji kiizence miizeme zatadit métu
peprnou, ktera je kiizencem maty klasnaté a vodni a vyuziva se ze vSech druhti nejvice, dale
sem patii mata hebkd, jemna, dalmatska, kiovistni a preslenita. [7] Komercné jsou nejvice
vyuzivané druhy méta peprna (Mentha piperita) a mata (Mentha spicata), mata kukuti¢na
(Mentha canadensis) se péstuje pouze pro produkci esencialniho oleje. Tyto dva komeréné
vyuzivané typy jsou bohaté hlavné na menthol a menthon, zatimco mata peprné je bohata

hlavné na L-karvon a péstuje se v mnoha zemich jako koteni. [8] [9]

Mata se fadi mezi aromatické vytrvalé rostliny. M4 dfevnaty oddenek, podzemni 1 nadzemni
vybézky a ctythranné lodyhy, které mohou byt az 80 cm vysoké. Tvar listh je ovalny az
kopinaty a kvét je pétizuby, kdy jejich kalich mé fasnaté okraje. [2] Svéd¢i ji spiSe polostin
nez ptimy slune¢ni svit. [1] [7] Obsahuje mnoho silic. Jejich obsah kolisa se stafim rostliny,
ale zalezi 1 na tom, zda je den nebo noc a jak velké jsou listy a na poctu Zlaz. [7] Matam
sveédCi spiSe polostin nez ptimy slunecni svit. [1] Tato bylina vyzaduje pidu bohatou na
humus, ne jilovitou a pfili§ mokrou, ale ani velké sucho ji nesvéd¢i. Hodnota pH pidy by
m¢éla byt idealn€ mezi 6,2 az 7. Pokud chceme ziskat lepsi a kvalitnéjsi slozeni silic, pak je

vhodné matu péstovat v chladnéjSich, vyse poloZenych oblastech, kde se ji i 1épe dafi.

Tato bylina je 1éCiva a vyuzivaji se zni bud Cerstvé, nebo susené listy rostliny. Ma
blahodarné Uc¢inky na traveni, v kuchyni zlepSuje chut’ a viini pokrmii a piti a ma také
protizanétlivy ucinek. [1] Mata vykazuje antimikrobidlni, antioxidacni a cytotoxické ti¢inky.

Mezi potencialni kandidaty s t€émito G¢inky patii naptiklad druhy Mentha arventis, Mentha
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piperita, Mentha longifolia a Mentha spicata. Tato biologicka aktivita se pfisuzuje nékterym
chemickym slozkam jako je menthon, linalool a kafr. Chemické slozeni rostlin je dale
ovlivnéno nékolika vnéjSimi faktory, jako je klima. Protoze chemické slozeni nékterych
rostlin se méni v zavislosti na roénim obdobi. To znamend, ze stejnd rostlina sklizena
v riznych obdobich, muze obsahovat rizné slouceniny. Dokonce i nové s riznou

biologickou aktivitou. [2]

Nékteré druhy vykazuji protinddorové ucinky, coz pravdépodobné znamend piitomnost

fytosterolu, fenolickych slou€enin a nenasycenych mastnych kyselin. [3]

Je to rostlina, kterd je soucasti tradi¢ni vychodni i zdpadni mediciny. Historie jejich 1é¢ivych

G¢ink® sahd aZ do obdobi starovékého Egypta, Recka a Rima. [10] [11]

Tab. 1. Prehled druhit maty a jejich vyuziti upraveno dle [14] 12

Obr. 1. Mdta peprna [12] Obr. 2. Mdta klasnatd [13]
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Tab. 1. Prehled druhit maty a jejich vyuziti upraveno dle [14]

Botanicky nazev

Vyuziti

Mata jable¢na

Mentha x rotunifolia

Ovocné salaty, dezerty, Caje, jemna
ovocna vung

Mata bazalkova

Mentha spec

Kofteni do salat, mirn¢ peprna chut’,
matova

Mata bergamotova

Mentha x piperita var.citrata

smeési s cernymi ¢aji, viin€ pfipomina caj
Earl Grey

Mata klasnata -
black spearmint

Mentha spicata

Dezerty, Caje, likéry, intenzivni
"zvykackova" viiné

Mata zazvorova

Mentha x gracilis

Ozdoba dezertti, aromaticka, pikantni

Mata kadetava

Mentha spicata var. Crispa

¢aje, na vyroba esencialniho oleje,
intenzivni ving

Mata levandulova

Mentha spec.

Dezerty, koupele pii nachlazeni, jemna
ovocna viing

Mata citronova

Mentha x piperita var.
Citrata

Dezerty, michané ndpoje, svézi ovocna
viné

Mata marocka

Mentha spicata

Caje, sladkd, chladna, osvézujici ving

Mata multimenta Mentha spec. Caje, silnd ving
, Cerstvé listy do long drinkd, intenzivni
Mata memorosa Mentha spec. Y og “
viné
. Mentha x piperita var. < . . .
Mata proserpina S Caje, velké vynosy, intenzivni viné
proserp Piperita J Vynosy
Mata ruska Mentha spec. Caje, ostra intenzivni viing
Mata Thai Bai Kofeni do asijskych masovych pokrmu,
Mentha spec. o JSKyCl Masovych b
Saranae silna aromaticka viiné obsahujici metol
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1.2 Eucalyptus

Eukalyptus je ptivodem z Australie, nicméné¢ jeho né€kolik druhli pochazi ze sousednich
zemi. Roste v Siroké skale ptid a podnebi. [15] Eukalyptus roste v destném pralese ale 1
v horach. [16] Proto se dnes péstuje v Australii, Spanélsku, Portugalsku, severni a jizni
Africe, Asii a jizni Evrop&. Mezidruhovy kiiZenci se péstuji v Brazilii, Kongu, Cing,
Indonésii a Jizni Africe a malé plantaze jsou na Filipinach, ve Vietnamu, Thajsku, Malajsii
a v Jizni Americe (Argentina, Chile, Paraguay a Uruguay). Existuje piiblizn¢ 700 druhii po
celém svéte a pouze asi 1 % se pouziva pro prumyslové ucely. [15] [17] Jiny zdroj uvadi, ze
existuje kolem 800 druht eukalypt. Eukalypty se pouzivaji jako stavebni dievo, palivo a

jsou vyznamnym zdrojem esencidlnich oleji. [13]

Eukalypty obsahuji uhlovodiky terpenoidni povahy. Diky chemickému slozeni je 1ze rozdélit

na 1é¢ivé, pramyslove zajimavé a pro vyrobu parfémi, zubnich past a kloktadel. [13] [17]
Eucalyptus citriodora

Tento druh se vyznaluje citronovou viini a je jednim z nejznaméjsich druhtl. Siroce se
péstuje v Australii, ale 1 jinde ve svété. V Australii se mu dafi i v zimé&, tedy v obdobi destt.
Strom je velmi vysoky s hladkou ktirou. Pfi drceni listl je citit citronova viné. Eucalyptus

citriodora je vzhedem podobny E. maculata a E. henryi. [16]
Eucalyptus globulus

Je to jeden z nejrozsifenéjSich druhti na svéte. Je hlavnim zdrojem eukalyptového oleje na
svété. Pro tyto ucely se péstuje v Cing, Spanélsku, Portugalsku, Indii, Argenting, Brazilii a
v Chille. Stejné jako E. citriodora je tento strom vysoky a vétSinou ma hladkou kliru. Ma
vSak typické listy, podle kterych se E. gloubulus pozna. Listy jsou konkéavni a pfisedlé.
V soucasné dob& existuji Ctyfi poddruhy E. globulus. Z nich jeden subsp. globulus
z Tasmanie a jizniho pobfiezi Viktorie je hlavnim druhem, ktery se péstuje 1 v jinych zemich.
[16] Esencialni olej z E. globulus ma silné antimikrobidlni Uc¢inky, zejména proti

Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, Candida albicans a Staphylococcus aureus. [19]
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Tab. 2. Priklady péstovanych drithu Eucalyptus a jejich pouziti upraveno dle [15]

Pouziti Druh Zemé puvodu
Cina, Portugalsko, gpanélsko, India,
Eucalyptus globulus Brazilie, Chile,Bolivie, Uruquay,
Paraquay
E. smithii Jizni Afrika, Svazilsko, Zimbabwe
E. polybractea (syn. E. fruticetorum) Australie
Medicina -
E. exserta Cina
E. radiata (E. australiana, E. radiata Jizni Afrika, Australie
var. Australiana)
E. dives Australie
E. camaldulensis (syn. E. rostrata) Nepal
E. citriodora Cina, Brazilie, Indie
Parfumatstvi -
E.staigeriana Brazilie

Obr. 3. Eucalyptus globulus [20] Obr. 4. Eucalyptus citriodora [21]
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2 TECHNOLOGIE IZOLACE ESENCIALNICH OLEJU

Esencidlni oleje jsou sekundarni metabolity produkované rostlinami naptiklad v reakci na
stres, infekci nebo parazitarni ndkazu, ale i jako vysledek pfirozeného metabolismu. [22]

[23]

2.1 Destilace vodni parou

Rostlinny materidl je umistén v banice a vodni parou dojde k odpafovani tékavého oleje.
Tento zpilisob je podobny hydrodestilaci, ale destilaci vodni parou se ziskava vyssi vytézek

oleje. [24]

Obr. 5.Primyslové schéma destilace vodni parou [25]

Prima destilace

Vzorek piipraveny k destilaci je v bance s kulatym dnem a je rozpustén ve vodé. Tento
vzorek je zahfivan piimo, za stdlého michéani. Problém u pfimé destilace miiZe nastat, pokud
dojde k ptipéleni vzorku pouzitim velkého tepla. Metoda piimé destilace se vyuziva spise
pro potraviny. Zde muzou nastat dal§i problémy zplisobené pé€nénim potraviny, diky
ptitomnosti povrchové aktivnich latek. K odstranéni pénéni se pouzivaji odpénovace, které
tomuto problému mohou zabranit. Avsak ty jsou obvykle obsazené v destilatu. Coz ukazuje

nasledna analyza pomoci GC-MS. [26]
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Neprima destilace

Tento zpusob destilace ma oproti piimé destilaci nékolik vyhod. Nepfima destilace je
rychlejsi, dochazi k mensimu rozkladu vzorku, jelikoz vzorek neni zahiivan pifimym
zdrojem tepla. Péara a tékavé slozky vzorku jsou obvykle kondenzovany v sérii lapact,
kondenzatorti, chladicd, které jsou ochlazovany chladicimi kapalinami (voda, aceton,
methanol, suchy led). Para miize byt generovana v externim elektricky zahfivaném parnim
generatoru nebo muze byt vyuzita i technicka para. V ptipad€ pouziti technické pary musi
para prechazet ptes sifon, ktery umoziuje odstranéni vSech necistot, které mohou vychazet

z potrubi. [26]
Studena voda

Odpafena voda a
esencidlni oleje

o .
oy
ik
ol

Oheii RiFova voda

Obr. 6. Schéma destilace vodni parou upraveno dle [27]

Péra s esencialnim Horka voda

olejem

Esencialni ole
Aromatické
rostlmy

Vodni péara

Studena
voda

Voda
N Rii¥ova voda
Raifovd veda a

WA esencidlni olej

Teplo

Obr. 7. Schéma destilace vodni parou/ hydrodestilace upraveno dle [28]
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2.2 Metoda vakuové destilace

Pii extrakce esencialniho oleje vakuovou destilaci se vyuziva nizSich teplotach, ¢imz se

zabrani zméné chemického slozeni esencidlniho oleje béhem destilace. [15]

Pro vakuovou destilaci se pripravi vzorek, ktery se pripravuje z listd rostliny. Ochladi se
vakuovym dusikem. [15] [30] Destilace probiha za zvySeného vakua a vzorek je zahtivan ve
vodni l1azni. Po destilaci se vzorek centrifuguje ¢imz se docili oddéleni vody od oleje. [30]

[26]

Alkohol/ suchy led

Pozlaceni
médéna tyt

Redukéni
ventil

Vakuova
pumpa

Termostat pro vodni lazeii

Obr. 8. Schéma vakuové destilace upraveno dle [30]

2.3 Hydrodestilace

Hydrodestilace je nejrychlejsi a nejlevnéjsi destilaéni metoda. Rostlinny materidl se namoci
do vody a zahtiva se. Teplem dochézi k uvoliiovani pary, které je kondenzovana v chladici.

Poté dochazi k oddé€leni silice (organické faze) od hydrolatu (vodna faze). [31]

2.4 Extrakce

Extrakce patii v dnesni dob¢ k velmi ¢astym zptsobtim ziskavani oleji. Extrakce poskytuje
velmi velkou vytéznost oleje z rostliny, ale i tukl zivoc¢isného ptivodu. Zbytkového oleje je
méné nez 1 %. Umoziuje ziskévat olej 1 z mén¢ olejnatych rostlin. Nevyhodou této metody
je pouzivani rozpoustédel, ktera jsou velmi hotlava. Pfed samotnou extrakei je nutné provest
fadu preduprav stejné€ jako u lisovani. Pro izolaci esencialnich olejii se oficidlné nepouziva,

neni ptipustna. [32]
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Tlakova kapalinova extrakce (PLE)

Jednd se o nedavno vyvinutou techniku, kterd by mohla odstranit nevyhody dosud
pouzivanych metod extrakce. PLE pracuje na principu piehiatych kapalin, kdy zvySena
difuze rozpoustédla vede ke zvyseni rychlosti u¢innosti extrakce. PLE byla vyvinuta hlavné
pro enviromentalni analyzu a méla by slouzit jako nahrada Soxhletovy extrakce. Tato
metoda se pouziva pro extrakci agrochemikalii, riznych znecist'ujicich latek, 1é¢iv a lipida

z raznych matric. [33]
Superkriticka kapalinova extrakce (SFE)

Vyuziva schopnost urCitych plynii (obecné se pouziva CO2) pilsobit jako nepolarni

rozpoustédla pii urcité teploté a tlaku. Je ucinngjsi a rychlejsi nez hydrodestilace. [34]
Odsavani podkritické vody (SWE)

Pouziva se horkou voda (100-374 °C) jako odsavaci a vysoky tlak. Je rychlejsi a u€inng;si
nez hydrodestilace. Vyhodou je kratsi doba extrakce, vysoka kvalita extraktu, niz$i naklady

na odsavaci ¢inidlo a je Setrna k zivotnimu prostiedi. [35]

2.5 Lisovani

Lisovani je metoda, kdy se pomoci tlaku ptisobi na vhodné¢ upraveny material. Rozeznavame
dva druhy lisovani. Lisovani nizkotlaké (ptfedlisovani) a vysokotlaké. Predlisovani se
vyuziva hlavné u surovin bohatych na olej, kdy ve vyliscich ziistane cca 20 % oleje a po
nasledném dolisovani je zbytek oleje ve vyliscich zhruba 5-8 %. Ptfedlisovani se také
pouziva pro vyrobu velmi kvalitnich oleji. Pokud se voli zptisob bez predlisovani, zbytkovy
olej ve vyliscich se pohybuje kolem 5 %. Na mnozstvi ziskaného oleje ma vliv druh rostliny
a technologické Upravy pied lisovanim. Lisovani patii mezi nejstar$i metody ziskavani olejl.

Tato metoda se prevazné pouziva pii lisovani citrust. [32]
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3 STAVAJICI ANALYTICKE METODY SLOUZICI K ANALYZE
ESENCIALNICH OLEJU

Chemicky rozbor esencidlnich olejli je pomérné slozity tkol, nebot’ mnoho sloucenin, které
tvofi esencidlni olej, jsou pfitomné v nepatrném mnoZzstvi, a proto je tézké je detekovat.
Nekteré slouceniny se daji velmi dobie identifikovat, jiné je velice obtizné od sebe odlisit,
protoze si jsou velice podobné. A také proto, ze se jednd o rGzn¢ slozité smési. [36]
Piikladem z literatury jsou niZze uvedené chromatogramy eukalypttl z Ciny a Spanélska, a

maty z Michiganu a nativni maty.

WY 1418
3

n
|

30 s L5 45 50 55 63 (rmin

Obr. 9. Chromatogram Eucalyptus (Cina) [17]

Obr. 9: Kolona DB-Wax, délka 50 m, primér 0,25 mm, sila filmu 0,25 pm, detektor FID; 2 = a-Pinen 6,01 %,
4= Camphen 0,03 %, 5 = 8-Pinen 0,80 %, 7 = Myrcen 0,54 %, 8 = a- Fellandren 0,24 %, 9 = a-Terpinen
0,04 %, 10 =limonen 7,59 %, 11 = 8-Fellandren 0,16 %, 12 = 1,8-cineol 80,46 %, 13 = (Z)-8-Ocimen 0,09 %,
14 = y-Terpinen 0,7 %, 15 = (E)-8-Ocimen 0,10 %, 16 = p-Cymen 2,17 %, 17 = Terpinolen 0,10 %,
18 = Isoamyl isobutyrat 0,02 %, 22 Kamfor 0,27 %, 24 = Linalool 0,09 %, 27 = 8-Karyfyllen 0,04 %,
28 = Terpinen-4-0l 0,10 %, 31 = trans-pinokarveol 0,13 %, 33 = a-Terpineol 0,13 %, 34 = Geranyl acetdt
0,04 % [17]
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Obr. 10. Chromatogram Eucalyptus (Spanélsko) [17]

Obr. 10: Kolona DB-Wax, délka 50 m, pramér 0,25 mm, sila filmu 0,25 um, detektor FID; 1 = 8-methylbutanal
0,11 %, 2=q-Pinen 17,35 %, 3 =a-Fenehen 0,02 %, 4 = Kamphen 0,16 %, 5 = 8-Pinen 0,53 %, 6 = Verbenen
0,03 %, 7 = Myrcen 0,33 %, 8 = a-Fellandren 0,13 %, 9 = a-Terpinen, 10 = Limonen 4,65 %,
11 = 8-Fellandren 0,13 %, 12 = 1,8-cineol 61,76 %, 13 = y-Terpinen 0,59 %, 14 = (Z)-8-Ocimen 0,06 %,

15 = (E)-8-Ocimen 0,07 %, 16 = p-Cymen 2,47 %, 17 = Terpinolen 0,09 %, 18 = Isoamyl isobutyrdt 0,07 %,
19 = p-cynemen 0,07 %, 20 = o-Elemen 0,05 %, 21 = a-Copaen 0,0 %, 22 Kamfor? (?), 23 = a-Surjunen
0,26 %, 24 = Linalool 0,07 %, 25 = Pinokarvon 0,18 %, 26 = 8-Guaien 0,14 %, 27 = 8-Karyofyllen 0,07 %,
28 = Terpinen-4-0l 0,48 %, 29 = Aromadendren 2,63 %, 30 = Alloaromadendren 0,51 %,
31 = tans-Pinokarveol 1 %, 32 = a-Terpinyl acetat 1,6 %, 33 = a-terpineol 1,04 %, 34 = Borneol 0,09 %,
35= Geranyl acetat 0,19 %, 36 = trans-p-Menth-1(7),8-dien-2-0l 0,10 %, 40 = CisH20 0,12 %,
41 = Globulol 0,36 % [17]
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Obr. 11. Chromatogram matoveho oleje (Michigan) [17]

Obr. Kolona DB-Wax, délka 50 m, primér 0,25 mm, sila filmu 0,25 pm, detektor FID; Solvent =
rozpoustédlo, a-Pin = a-Pinen 1,34 %, cen = Campfen 0,01 %, 8-Pin = 8-Pinen 1,65 %, sab = Sabinen
0,77 %, myr = myrcen 0,33 %, aTer = a-Terpinen 0,43 %, Lin = Limonen 2,44%, Cin 1,8/ 8Phe = 1,8-
cineol/ 8-Fellandren 7,02 %, cOci = cis-8-Ocimen 0,41 %, gTer = y-Terpinen 0,68 %, tOci = trans-860cimen
0,11 %, pCym = p-cymen 0,24 %, Tno = Terpineol 0,18 %, 80l3 = Oktanol-3 0,30%, 15 = 1-Okten-3-0l 0,21 %,
tSabH = trans-Sabinen hydrat 1,14 %, mon = Menthon 23,14 %, mfn = Menthofuran 2,48 %, imon =

Isomenthon 3,08 %, 20 = 8-Bourbonen 0,27 %, Loo = Linalool 0,31%, Mo/Ac = Menthyl acetdt 3,69 %,
23 = Isopulegol 0,08 %, nMol = neo-Menthol 3,25 %, 25 = 8-Karyofyllen/ terpinen-4-ol 2,24 %,
26 = neo-Isomenthol 0,78 %, mol = Menthol 38,01 %, 28 = pulegon/ Isomenthon 1,38 %, aTol = a-Terpineol

0,15 %, GenD = Germacren D 1,27 %, Pip = Piperiton 0,46 %, 32 = karvon 0,24 %, vir = viridiflorol 0,15 %
[17]
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Obr. 12. Matovy olej (Native) [17]

Kolona DB-Wax, délka 50 m, primér 0,25 mm, sila filmu 0,25 pm, I = Methylbutanal 0,03 %,
2 = Methylbutanal 0,07 %, 3 = a-Pinen 0,79 %, 4 = a-Thujen 0,08 %, 5 = trans-2,5-Diethyl THF 0,06 %,
6 = B-pinen 0,7 %, 7= Sabinen 0,51 %, 8 = Myrcen 2,74 %, 9 = a-Terpinen 0,19 %, 10 = Limonen 10,62 %,

11 = 1,8-Cineol 2,15 %, 12 (Z)-8-Ocimen 0,2 %, 13 = y-Terpinen 0,38 %, 14 = (E)-8-Ocimen 0,2 %,
15 =p-Cymen 0,36 %, 17 = 3-Octyl acetdat 0,35 %, 18 = (Z)-3 Hexenol 0,05 %, 19 = 3-Ocktanol 0,95 %,
20 = Menthon 0,09 %, 21 = (E)-Sabinen hydrat 1,21 %, 22 = Isomenthon 0,06 %, 23 = 8-Bourbon 1,52 %,
24 = Linalool 0,08 %, 25 = (Z)-Sabinen hydrat 0,13 %, 26 = 8-Karyofyllen 0,56 %, 27 =terpinen-4-ol 1,12 %,
28 = cis-Dihydrokarvon 1,42 %, 29 = trans-Dihydrokarvon 0,19 %, 30 = y-Muurolen 0,35 %,
31 =(E)-8-Farnesen 0,68 %, 32 = Dihydrokarvyl acetit 0,34 %, 33 = a-Terpineol 0,33 %,
34 = neo-Dihydrokarveol 0,59 %, 36 = Karvon 66,26 %, 37 = Dihydrokarveol 0,25 % [17]
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Analyza esencidlniho oleje mé v zasad¢ jeden cil, a to dosdhnout co nejlepsi separace pomoci
nejucinnéjsi dostupné technologie. Vysledky analyzy jsou déale pouzity za ti¢elem kontroly
kvality oleje a chemotypizace, ke zjiSténi falzifikace, k charakterizaci piitomnych slouc¢enin
pfipadné objeveni dosud nerozpoznanych sloucenin obsazenych ve vzorku esencialniho

oleje. [31][36]

Mezi moderni metody, které se vyuzivaji k chemické analyze obsazenych latek patii plynova
chromatografie (GC) a kapalinova chromatografie (HPLC) v kombinaci s hmotnostni
spektrometrii (MS). Navic existuje moznost aplikovat magnetickou nuklearni rezonanci

(NMR) pro 3C a 'H jadra. [26] [36] [38]

Studie esencidlnich olejl je zaloZena na vztahu mezi fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi
oleje a v neposledni fad¢ 1 na hodnoceni organoleptickych vlastnosti oleje. Metody, které se
k hodnoceni oleje nejcastéji pouzivaji jsou zaméteny na aspekty kvality, tedy identifikaci a
Cistotu oleje. Tyto klasické metody nelze pouzit jako samostatné metody hodnoceni a je tieba
je kombinovat s modernimi metodami, zejména s GC. Predtim nez se zaCala pouzivat
metoda plynové chromatografie, byly oleje analyzovany méfenim optické rotace, relativni
hustoty, indexem lomu, ¢islem kyselosti, esterovym ¢islem, karbonylovym ¢islem, obsahem

fenolu a koncentraci nekterych specifickych izolatt (1,8-Cineolu). [39] [40]
Hustota

Je uvadéna jako nejcastéjsi fyzikalné — chemicka vlastnost. Je to zvlastni ptipad relativni
hustoty, kterd je definovana jako pomér hustot daného oleje a vody pii konstantni teploté.
Zjisténa hodnota se pohybuje mezi 0,696 a 1,118 pfi teploté 15 °C a je charakteristicka pro
kazdy olej zvlast. Pokud bylo méteni provadéno pii riznych teplotach je mozné pouzit

normaliza¢ni tidaje k faktorim konverze. [40]
Polarimetrie — Opticka otacivost

Tato metoda je urcend pro latky, které jsou opticky aktivni a maji ve své molekule chiralni
uhlik (latky organické), nebo ty, které maji asymetrickou molekulu (latky anorganické). Tyto
latky staceji rovinu polarizovaného svétla. Latka miize byt bud’ pravotociva nebo levotociva,
kazdd ma svou specifickou rotaci. Ke stanoveni optické otacivosti se vyuzivd prave
polarimetrie, kde je thel rotace zavisly na fad¢ parametrii, jako je délka sloupce, pies které
svétlo prochazi, vinova délka a teplota. Stupet a smér rotace je pro hodnoceni Cistoty
zasadni, protoze se vztahuje ke strukturam a koncentraci chirdlnich molekul ve vzorku. [40]

[41]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 26

Refraktometrie

Je fyzikalni bezrozmérna konstanta. Je zalozend na méfeni indexu lomu latek. Kdyz paprsek
prochazi rozhranim dvou fazi, ldme se (méni smér a rychlost). Tento jev se déje na zaklad¢
ruznych rychlosti svétla, které se Sifi v obou prostiedich, a na odlisné hustoté. V praxi to
byva vétSinou tak, ze jednim prostfedim je analyzovana latka a druhym prostfedim je
vzduch. Tak je umoznéno métit zménu smeru, kdyz prochazi obéma rozhranimi. Na to se
uplatnuje Snelltiv zakon. Index lomu je zavisly na vinové délce, proto se jako zdroj svétla
vyuzivaji wolframové zarovky (polychromatické svétlo) nebo sodikové vybojky. Oba zdroje
svétla poskytuji spektrum (¢arové) ve viditelné oblasti. Obvykle mohou nastat 2 piipady,
paprsek ptrechazi z prostiedi opticky fidSitho do hustSiho (lom svétla ke kolmici) nebo
z prostiedi opticky hust$iho do fid§iho (lom svétla od kolmice). K méteni indexu lomu se

vetsinou pouziva Abbého refraktometr. [41] [42] [43]
Senzoriické hodnoceni

Esencialni oleje je mozné hodnotit i organolepticky. Toto hodnoceni jako néstroj méteni
zahrnuje lidské subjekty. To sebou ovSem nese problémy, a to vrozenou variabilitu mezi

jednotlivci zpisobenou nejen predchozimi zkuSenostmi a oéekavanim ale 1 s jejich citlivosti.

Jednotlivci pro senzorické hodnoceni jsou pecliveé vybirani. [40]

3.1 Plynova chromatografie (GC)

Princip plynové chromatografie spo¢iva v separaci analyti (plynnych, kapalnych i pevnych),
které maji bod varu do 400 °C. Analyty jsou rozptyleny mezi dv¢ faze, stacionarni a mobilni
fazi. Kdy mobilni fazi je v tomto pfipad€ plyn, ktery je zarovenl nosnym plynem. Nosnym
plynem je obvykle vodik nebo helium. [32] [43] Pro plynovou chromatografii jsou vhodné
pouze ty slouCeniny, které se nerozklddaji (nesmi se rozkladat). Jednd se o vétSinu
rozpoustédel a pesticidii, esencialnich oleji, uhlovodikovych paliv a mnoho 1éciv. Kyseliny,
aminokyseliny, aminy, amidy, netékava 1éCiva, sacharidy a steroidy patii do skupiny latek,

které Casto vyzaduji derivatizaci pied plynovou chromatografii. [43]

Velikost piku nebo plocha pod pikem, je pfimo Umérnd mnozstvi konkrétni slozky
prochézejici detektorem. To je zase imérné koncentraci této slozky v roztoku vzorku, a to
je imérné mnozstvi vstiikovaného roztoku. MnozZstvi vstiikovaného roztoku ovliviiuje to,
kolik vzorku prochézi detektorem. Velikost/ vrchol piku je tim vétsi, ¢im vEtsi mnozstvi je

detekovano. Proto je pro kvantitativni chemickou analyzu dilezité, aby byla uréena metoda
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vyhodnocovani. Nej¢astéji se pouziva metoda integrace. Integrace je metoda, pti které jsou
seCteny hodnoty, které byly ziskany datovym systémem pti sledovani piku. Tento soucet je
tedy Cislo, které bylo vygenerované datovym systémem a je povazovano za oblast piku. [43]
Pro esencidlni oleje je nejlepSi piimé vstiikovani, pfipadné mize byt vzorek ziedén

rozpoustédlem, aby se dosahlo odezvy v mezich detektoru [29]

Injektor AW

Regulator n
prutoku Zanisovad iy u
apisovaé (poéitaé)
Detektor
Nosny plyn

Obr. 13. Schéma plynového chromatografu [viastni zdroj]

Zakladnimi ¢astmi plynového chromatografu jsou, zdroj nosného plynu, tedy tlakova nadoba
(zésobnik), ktera obsahuje plyny dusik, vodik, helium nebo argon. Plyn je déale veden do
davkovace pres Cistici systém, ktery redukuje necistoty a piipadnou vlhkost. Déle ptes
redukéni ventil plynu, ten zajist'uje staly pritok plynu, do separacni kolony, ktera je umisténa
v termostatovém bloku spolu s detektorem. Termostatovy blok umoziuje individudlni
nastaveni jednotlivych casti (teploty, ¢asu, pritoku). Nasledné signal z detektoru prechazi
do PC, kde je zpracovan. Zaroven PC slouZi k regulaci a nastaveni chromatografické

analyzy. [43]

Nastrik (davkovani vzorku):

K nasttiku se pouziva mikrostiikacka, kterou se vzorek aplikuje do davkovace pres septum
(polymerni tésnici ptepazka) do proudu nosného plynu. Do ddvkovace se vétSinou nastiikuje
1 pl vzorku, ale to zalezi na typu kolony. Obecné Ize fict, Ze je to velmi malé mnozstvi. Do
davkovace se nastiikuje vE&tSi mnozstvi vzorku nez objem, ktery pokracuje na

chromatografickou kolonu, zbytek vzorku se odvadi mimo ni. [43] [44] [45]
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Kolony:

Kolona je stacionarni fazi v plynové chromatografii. Separacni kolony jsou bud’ napliové

nebo kapilarni.

Napliiové kolony — jsou 1-6 metrti dlouh¢ o vnitinim priméru 2-4 mm. Tento typ kolony se

vyrabi bud’ ze skla nebo z oceli a jsou naplnéné sorbenty nebo nosici na kterych je nanesena
kapalna faze, nejCastéji se jedna o silikagel nebo oxid hlinity. Mikronapliiové kolony maji
maly primér a Castice které tvori napln jsou obvykle do velikosti 10 um. To zajistuje lepsi
separaci analyti pfi stejné dlouhé separacni kolon¢ jako u klasické néplnové kolony.[43]

[44] [47]

Kapilarni kolony — jsou 15-60 m dlouhé s vnitinim praimérem 50-350 um. Stacionarni fazi

u kapildrnich kolon tvofi jejich vnitini st€éna (nanesena netékava kapalina). Nejcastéji se
vyrabéji z kiemene a jsou potazené tenkou vrstvou polymerniho filmu, aby byly odolné&;si,

protoze jsou velmi kiehké. [43] [47]

b)

Obr. 14. Prurez chromatografickymi kolonami a) napliiova kolona b) kapilarni kolona
upraveno dle [44]

Detektory:

Plamenové ioniza¢ni detektor (FID)

Tento detektor je, co se ty€e pouziti v plynové chromatografii nejcastéjsi a je velmi citlivy
(detekéni limit — pikogramy analytu). Zvladne detekovat téméi vSechny latky, az na
anorganické plyny a pary. Radi se mezi ioniza¢ni detektory. Slozky latek, které jsou

postupné eluovany z kolony, jsou spalovany vodikovym plamenem v detekénim prostoru.
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Vodikovy plamen hofi mezi dvéma elektrodami a v priabéhu spalovani se organické
molekuly $tépi, respektive jejich vazby. Molekuly se $tépi na ionty, radikaly a elektrony. Ty
pak vedou elektricky proud mezi dvéma elektrodami. Tento proud se v detektoru nasledné
méii a odpovida poctu vzniklych iont. Detektor vydava odezvu v zavislosti na mnozstvi
aktivnich uhlikovych a neuhlikatych atomi a v zavislosti na charakteru vazeb, které jsou

mezi nimi. Pro FID je jako nejlepsi nosny plyn dusik. [45] [46] [47]

7 N

e e Elektroda
Zapalovani

(civka) g@

L Polarizované napéti

1

Vzduch j ' Vodik

Kolona

Obr. 15. Schéma FID detektoru upraveno dle [48]

Hmotnostni detektor (MS)

Hmotnostni spektrometrie (MS) je technika, kterd vytvari ionty v plynné fazi z molekul nebo
z atomtl ve vzorku. MS je v soucasné dobé jednou z nejrychleji se rozvijejicich oblasti
instrumentalni analyzy. MS byla vyvinuta z metody, ktera se pouZiva k prokazani, Ze vétSina
prvkl existuje jako izotopy riznych hmot. MS je analytickd technika, kterd poskytuje
kvalitativni a kvantitativni informace, véetné hmotnosti molekul a atomt ve vzorcich a
molekuldrni struktury organickych a anorganickych sloucenin. MS lze pouzit jako
kvalitativni analyticky néstroj k identifikaci a charakterizaci riznych materiali. MS se bézné

pouziva pro kvantitativni analyzu smési plynti, kapalin a pevnych latek. [45]
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Hmotnostni spektrometr je pfistroj, ktery oddéluje ionizované atomy, molekuly a fragmenty
molekul v plynné fazi. Nékteré zdroje uvadeji, ze MS oddéluje ionty na zaklad€ hmotnosti,
to je pravda pouze tehdy, kdyz je ndboj na iontu jediny kladny nebo zaporny. Zatimco
nekteré metody MS generuji vétSinou ionty s nabojem 1+ (metoda ionizace Electron impacty
ionization EI), mnoho novych technik generuje ionty s ndsobnym nabojem (metoda ionizace

Electrospray ionization ESI).[45] [49]

Hmotnost iontu je dana v jednotkach atomové hmotnosti, u. Jedna atomova hmotnostni
jednotka se rovna 1/12 hmotnosti nejhojnéjSiho, stabilniho, pfirozené se vyskytujiciho
izotopu uhliku, '>C. Hmotnost '>C je definovana jako piesné 12 u. Zkratka amu, pro
atomovou hmotnostni jednotku je povazovana za zastaralou, ale v n¢které literatufe se s ni

muzeme stale setkat. Synonymum pro sjednocenou jednotku atomové hmotnosti je dalton

[Da]. u=1 Da. [49]

Zakladnimi slozkami hmotnostniho spektrometru jsou: Cerpaci systém, rozhrani s plynovym
chromatografem, ioniza¢ni komora a elektronovy zdroj, zaostfovaci ¢ocka, analyzator,
detektor a systém fizeni. Cerpaci systémy poskytujici vysoké vakuum, jsou rozhodujici pro
provoz hmotnostniho spektrometru. Elektrony a ionizované slou¢eniny nemohou existovat
dostate¢n¢ dlouho, aby se dostaly k detektoru, pokud se srazi s molekulami vzduchu v

analyzatoru. [30]

Zdroj elektroni — | }ontox’é miizky
uJ.:J f b Detektor

{ i S|

Vzorek —= 3§ : : : _____________________________ L
Pl e .,
e ! —() Vystup signalu

q A\
Anoda’ gijx urychlujici ionty

Obr. 16. Schéma hmotnostniho spektrometru upraveno dle [30]

Hmotnostni spektrometr se Casto spojuje s plynovou chromatografii, coZ umoznuje ziskat

vybornou identifikaci latek, hlavné organickych sloucenin. [30]
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Obr. 17. Hmotnostni spektrum eugenolu

[Upraveno podle Spectral Database for Organic Compounds SDBS, National Institute of Advanced Industrial
Science and Technology (AIST), Japonsko, polozka MS-NW-1514, SDBS No. 2573, 24. 4. 2020]
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Obr. 18. Hmotnostni spektrum eugenolu

[Upraveno podle Spectral Database for Organic Compounds SDBS, National Institute of Advanced Industrial
Science and Technology (AIST), Japonsko, polozka MS-NW-1645, SDBS No. 91, 24. 4. 2020]
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U plynové chromatografie se vyuzivaji jesté dalsi dva typy detektort. Tepeln¢ vodivostni
detektor TCD, a detektor elektronového zachytu ECD. Pro chemickou analyzu esencialnich

oleju se nevyuzivaji. [44]

3.2 Kapalinova chromatografie (HPLC)

Pro hodnoceni esencialnich olejii se vyuziva spise plynové chromatografie, ale v nékterych
piipadech jen data z GC k charakterizaci oleje nestaci (napt. citrusové oleje). Pomoci
kapalinové chromatografie miizeme analyzovat i neté¢kavou frakci oleje, jako jsou kyslikaté
heterocyklické slouceniny (flavonoidy) anebo vosky. Ty mohou hrat roli pti identifikaci

oleje lisovaného za studena a pti kontrole kvality i pravosti oleje. [30]

Kapalinovd chromatografie md zakladni dva typy, a to kapalinovd chromatografie na
normalni fazi (NP-HPLC) a kapalinova chromatografie na obracené, reverzni fazi
(RP-HPLC). Prvni metoda se bézné pouziva, jestlize jsou stanovované analyty mirné
polarni. V tomto ptipadé je stacionarni faze polarni a mobilni faze nepolarni. Analyty jsou
separovany na zaklad¢ polarity. U RP-HPLC je stacionarni faze nepolarni a mobilni faze je

vodna, polarni. Pro polarni molekuly jsou vysledné retencni Casy kratsi. [32, 44]

Mobilni faze
_ Kolona
Pumpa A|] Pumpa B Detektor
Zapisovaé
(poéitag) Odpad

Obr. 19. Schéma kapalinového chromatografu upraveno dle [50]
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4 ESECIALNI OLEJE

Rostliny je mozné syntetizovat na dva druhy olejii. Na pevné oleje a esencialni oleje. Pevné
oleje obsahuji estery glycerolu a mastnych kyselin (triglyceridy nebo triacylglyceroly),
zatimco éterické oleje jsou smési tékavych organickych latek, které pfispivaji k chuti a viini
rostliny. Mnoho slozek, které se vyskytuji v esencidlnich olejich, vyuzivd hmyz pro
komunikaci a jsou znamé jako tzv. hmyzi feromony. Slovo esencidlni se vyuziva k vyjadieni
vnitini podstaty nebo podstaty rostlin, olej zase znaci kapalinu, ktera je nerozpustna ve vode¢.
Oleje jsou rozpustné v nepolarnich rozpoustédlech, jako je benzen nebo chloroform.
Aromatické rostliny a oleje z nich vyrobené se pouzivaji v 1é¢ivech a kosmetice uz po tisice
let. Odhaduje se, ze celosvétoveé je 3 350 000 druht rostlin a Ze 5 % z nich, tedy 17 500
druhil je aromatickych. Z nich je vice nez 400 komeréné zpracovano pro své aromatické
slouceniny, z nichz asi 50 % je ucelné péstovano a zbytek je ziskavan bud’ jako vedlejsi

produkt primarniho primyslu nebo jsou sklizeny ve volné ptirod¢. [38]

4.1 Bézné esencialni oleje rodu Mentha

Matovy olej je bezbarva, svétle zluta nebo svétle zelenozluta tekutina s charakteristickym
zapachem a chuti nasledovanou pocitem chladu a je rozpustny v 70 % ethanolu. Roztok
muze vykazovat opalescenci. [51] Silice maji olejovitou konzistenci. Pokud se, ale skladuji
pfili§ dlouho, dochazi k jejich oxidaci a tmavnuti.[3] Olej se nachdzi na spodni strané listd,
extrahuje se z celé nadzemni ¢asti rostliny tésné pred kvétenstvim, nejcastéji parni destilaci
a obvykle nasleduje rektifikace a frakcionace pted jeho pouzitim. [2] Zakladni surovinou
pro matovy olej jsou listy rostliny Mentha arvensis [51] Cela rostlina Mentha mé esencialni
oleje; mnozstvi oleje se vSak lisi v zavislosti na druhu a zptsobu izolace. [4] Déle se ziskava
z Mentha piperita L. a M. arvensis var. piperascens, patti mezi Labiatae. Mezi Labiatae se
fadi mnoho zndmych esencialnich oleji, jako je mata peprnd, bazalka, levandule, rozmaryn,

Salvéj, majoranka a tymian. [51]

Matovy olej a jeho slozky a derivaty se pouzivaji v potravindiském, kosmetickém,
farmaceutickém, parfumarském a aromatickém priimyslu. Naptiklad se pouziva k vyrobé
likért, zvykacek, farmaceutickych piipravkl, zubnich past, Gstnich vod, k parfemaci
kosmetickych ptipravki. [14] [6] Hlavni slozka menthol se pouZziva pii vyrobé past, zubnich
past, balzdmu na bolest, chladivych balzamt [2] Matovy olej se dale pouziva pii vyrobe
repelentd proti komaram (1,5 %), v Samponech. Menthol mé své uplatnéni i pii vyrobé

tabdkovych vyrobki. [4] Olej se pouziva k 1écbé urCitych zalude¢nich poruch, jako je
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poruchy traveni, problémy s plynatosti, kyselosti atd. Je hlavni slozkou ajurvédskych 1éka.

[2] Matovy olej se také vyuziva pti masazich (uvolnuje bolesti svalil) a aromaterapii. [3]

Esencidlni oleje zmaty se vyrab&ji hlavné v Argentiné, Angole, Australii, Brazilii,
Bulharsku, Cing, Ceské republice, Francii, Mad’arsku, Indii, Italii, Paraquai, SV}'/carsku,
Thajsku a USA. Rocni svétova produkce oleji Mentha arvensis a Mentha piperita je 22 000
a 7 500 tun, zatimco Indie produkuje 16000 a 100 tun ro¢n¢. [52]

U matovych oleji je mozné se setkat s jeho falSovanim. To se obvykle provadi ptfidanim
podobného, ale levnéjsiho oleje, jako je kukuficny olej (Mentha arvensis), nebo zifedénim

oleje riznymi rozpoustédlovymi oleji. [2]

Esencialni oleje riznych druhii Mentha byly izolovany riznymi metodami, jako je

hydrodestilace pomoci Clevengerova pfistroje nebo 1ékopisu destilacniho pfistroje.

Obr. 20. Schéma Cleverengova pristroje: a) destilace EO lehciho nez voda, b) destilace
EO téezsiho nez voda dle [53]

Cleverengertv pfistroj se sklada z hlavni trubice kombinované s kondenzitorem a odmérné
trubice s kohoutem. Olej se extrahuje parni destilaci z Cerstvé nebo ¢astecné suSené rostliny

a vytéznost je 0,1-1,0 %. [54]
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4.1.1 Chemické sloZeni esencidlnich oleji

Esencialni oleje jsou tékavé povahy a jednd se o slozitou smés monoterpeni (C10),
seskviterpenti (C15), diterpenti (C20), dale mohou byt ptfitomny rizné nizkomolekularni
alifatické uhlovodiky, alkoholy, kyseliny, aldehydy, estery acyklickych esterti nebo lakton
a vyjimecn¢ slouceniny, které obsahuji dusik nebo siru. Kumariny a homology fenyl-
propanoidii. [55] Nékteré strukturni vzorce, bézné se vyskytujicich latek v esencidlnich

olejich nalezneme v piiloze III a) a ptiloze III b)

Matovy olej je prirozenym zdrojem mentholu, ktery je hlavni slozkou kapek proti kasli.

Dalsimi latkami, které jsou obsazené v matovém oleji jsou viz. Tab. 3

Tab. 3. Chemické slozeni matového oleje 22 upraveno dle [2]

Slouceniny %
Limonen 1,0—5,0
Cineol 3,5—14,0
Menthon 14,0-32,0
Menthofuran 1,0—9,0
Isomenthon 1,5—10,0
Menthyl-acetat 2,8—10,0
Isopulegon max. 0,2
Menthol 30,0—55,0
Pulegon max. 4,0
Karvon max. 1,0

Dalsi chemické analyzy ukazaly, ze vétSina matovych olejii je bohatd na pulegon, menthon,
menthol, karvon, 1,8-cineol, B-karyofylen.[6] Chemické sloZeni esencialnich olejii se mtze
lisit i zptisobem ziskavani z rostliny. Jedna studie z koumala rozdily mezi izolaci matového
oleje vyuzitim superkritické fluidni extrakce v porovnani s hydrodestilaci. Pfi pouziti super
fluidni extrakce mél olej vyssi obsah menthonu, mentholu, 1,8-cineolu a piperitonu a nizsi
obsah a-karyofylenu a a-cadinu. Okyslicené monoterpenoidy, které jsou zodpovédné za viini

maty peprné &inily 79,2 % [54] [55]

Ve studii, kdy bylo testovano 16 druhi mat z oblasti zdpadni Himal4je v Indii, které byly
analyzovany a porovndvany pomoci plynové chromatografie a plynové chromatografie
s hmotnostnim spektrometrem bylo identifikovano padesat sedm slozek. Tyto slozky

predstavuji 92,8 — 99,8 % celkového sloZeni esencidlniho oleje. U deviti kultivard M.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 36

arvensis jsou hlavnimi slozkami esencialniho oleje monoterpenoidy v mnoZzstvi
88,1- 98,6 %. Mezi dalsi hlavni slozky patii menthol (73,7-85,8 %), menthon (1,5-11,0 %),
menthyl-acetat (0,5-5,3 %), isomenthon (2,1-3,9 %), limonen (1,2-3,3 %), neomenthol
(1,9-2,5 %). U dalsich péti druht kultivaru M. spicata to je 1-karvon (51,3-65,1 %), limonene
(15,1-25,2 %), B-pinen (1,3-3,2 %) a 1,8-cineol (< 0,1-1,6%). A v jednom kultivaru M.
spicata jsou hlavnimi slozkami oxid piperitenonu (76,7 %), aterpineol (4,9 %) a limonen
(4,7 %). U M.citrata jsou hlavnimi slozkami linalool (59,7 %), linalyl-acetat (18,4 %), nerol
(2 %), a-terpineol (1,5 %) a limonen (1,1 %). [56]

Indie je nejvétsim producentem matovych oleji. V Indii se mata péstuje hlavné ve tfech
oblastech (Uttarpradés, Haryana, Pandzab) kde zabiraji vice nez 162 800 hektari
zemédelské pudy. [5]

4.2 Bézné esencialni oleje rodu Eucalyptus

Eukalyptové esencialni oleje se vyuzivaji 1 v aromaterapii, pii 1é¢b¢ nosnich dutin, kasle,
chiipky, horecky, bolesti v krku, bolesti hlavy, mocového ustroji a k vyrob& zubnich past.
[14] Déle vykazuji antibakteridlni a antimykotické ucinky. Eukalyptové oleje a jejich
izolované frakce se pouzivaji k fedéni drazSich oleji jako jsou rozmarynové, tymidnoveé
oleje a dalsi. Vzhledem k tomu, Ze cena eukalyptovych olejl typu 1,8-cineol je nizka, tak
obecné nedochazi k jejich falSovani. (39) Eukalypty se béhem svého Zivota méni, méni se
napiiklad koncentrace 1,8-cineolu, kdy s vékem klesa. Né&které jiné latky se mizou naopak
zvySovat nebo ziistavaji konstantni. Pfi jedné studii bylo zjiSténo, ze u Eucalyptus
camaldulensis péstovaného v Recku dochazi k sezonnimu kolisani koncentrace oleje,
44,2 %) byla nejvyssi bez ohledu na cas sklizng. Velka variabilita vSech olejovych sloucenin
vSak neprokézala jasnou tendenci, ani sezonni, ani pokud jde o stafi listd nebo polohu listt.
Proto dospéli k zavéru, ze genotypové rozdily pievazuji nad sezdénnimi nebo
environmentalnimi U¢inky eukalyptli. Obecné se Eukalyptové oleje vyznacuji vysokym

obsahem 1,8-cineolu a nizkym obsahem a-pinenu a p-cymenu. [9] [16]
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4.2.1 Chemické sloZeni esencidlnich oleji

Hlavnimi slozkami jsou monoterpeny (1,8-cineol, p-cymen, citronellal, citronellol, limonen,
o-fellandren, p-fellandren, a-pinen, B-pindesmol, trans-pinokarveol, terpinolen, a-terpineol,

a-thujen) a seskviterpeny (B-karyophylen, B-eudesmol, globulol, spathulenol a virdiflorol).

Chemicky profil a hlavni slozky oleju z listh eukalyptu se mezi druhy zna¢né lisi. (88 120).
Naptiklad hlavni slozky oleje E. largiflorens byly 1,8-cineol (37,5 %), p-cymen (17,4 %),
neo-isoverbenol (9,1 %), limonin (6,5 %) a spathulenol (6,7 %), zatimco u E. spathulata
oleje bylo 1,8-cineol (72,5 %), a-pinen (12,7 %) a trans-pinokarveol (3,3 %), s absenci
neoisoverbenolu, limonenu a spathulenolu pfi niz§ich mnozstvich. Monoterpeny, 1,8-cineol
a a-pinen, jsou hlavnimi slozkami u vétSiny druhl. Zatimco E. citriodora je bohatd na
citronellal (49,5-87 %) a citronellol (8-20 %). Obsah 1,8-cineol u eukalyptovych oleji se
pohybuje od 10-90 %. Obecné plati, Ze obsah a-pinenu je niz8i nez 20 %. SloZeni
eukalyptovych olejii se 1i8i 1 mezi stromy stejného druhu v riiznych obdobich, lokalitach (25)
a metod¢ extrakce/ Case.(21) Eukalyptové oleje jsou tékavé organické slouceniny nalezené
v ovoci, kvétinach, kiife, semenech, dfeveé a kotfenech. Nicméné¢, jsou hlavné extrahovéany z

list [15]

Hlavni slozkou oleje z E. citriodora je citronellal, ktery dava charakteristickou citronovou
vini. Pfestoze olej nedavno nasel komer¢ni vyuziti jako aktivni slozku n€kterych repelent
proti komartim. Pouziva se hlavné pro parfumaiské téely. Vyrabi se predeviim v Cing, Indii
a Brazilii. Pouze jeden dalsi druh eukalyptu mé olej s citronovou viini, citrbnem bohaty E.

staigeriana. [16]

Obr. 21. citronellal [viastni zdroj]
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Chemické slozeni esencialniho oleje extrahovaného z Eucalyptus globulus bylo
analyzovano plynovou chromatografiii a hmotnostni spektroskopii. Diky této analyze se

zjistila pfitomnost 14 sloucenin, které tvoii 90,98 % z celkového oleje E. globulus.

Hlavni slozkou je zde 1,8-cineol (51,08 %) a pinen (24,6 %). Mezi minoritni slozky se fadi
L-pinokarveol (9,98 %) a globulol (2,81 %). Dal§imi slozkami, které byly v tomto oleji
identifikované jsou a-terpineol, myrtenol, kafr a cis-karveol. Eukalyptovy olej sestaval

ptevazné z okyslicenych monoterpent. [57]

Tab. 4. Chemické slozeni Eucalyptus globulus ziskaného parni destilaci (AlZir [58]

Slouceniny Retencni cas [min] %
a-Pinen 13,117 24,600
Camphen 13,517 0,177
B-Pinen 14,460 0217
1,8-cineol 16,323 51,083
a-Campholenal 17,083 0,390
Fenchol 18,729 0,179
L-pinocarveol 19,587 9,987
Borneol 20,233 0,346
4-Terpineol 20,541 0,178
Caren-4-ol 20,781 0,195
a-Terpineol 20,907 0,486
Myrtenol 21,044 0,202
Cis-Carveol 21,850 0,187
Globulol 30,509 2,817
Celkem identifikovano 90,984

Vytézek eukalyptovych oleji z listll zavisi na zkoumanych druzich a pohybuji se od 0,10 %
do 9,0 % na zakladé¢ suché hmotnosti, které jsou znazornény v tabulce 5. Vynosy
eukalyptovych oleji ovlivituje nékolik faktorti: stafi stromu a stafi listi, nadmotska vyska,
sezona, doba sklizn¢ a aplikace hnojiv. Mladé listy obsahuji vice oleje nez staré listy,
zatimco listy ze starSich stromll maji mirn€ vyssi vynos oleje. Produkce oleje je vSak vice
ovlivnéna nadmotskou vySkou nez vékem. Obsah oleje také kolisd s ro¢nim obdobim. U

Eucalyptu citriodora z Pakistanu bylo z listi, které byly shromaZzd’ovany shroméazdéné od
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dubna az do kvétna obsahoval 0,9% oleje nez 1,3 % v prosinci. Dobré vytézky
eukalyptového oleje ve strednim Thajsku byly ziskdny od ledna do cervence. Aplikace

dusiku, fosforu a draselnych hnojiv zvysila produkci esencidlnich oleja [15]

Tab. 5. Vytezky esencidalnich olejii (%) upraveno dle [16]

Druh Vytezek (%) Material

E. brakeri 1,8-3 sucha rostlina
E. brachycorys, E. crutis 0,75-3,75 sucha rostlina
E. casea 0,97 sucha rostlina
E. camaldulensis 0,39 Cerstva rostlina
E. camaldulensis 0,25-0,46 sucha rostlina
E. cinerea 1,2-2,3 sucha rostlina
E. citriodora 0,6 sucha rostlina
E. citriodora 0,9-1,3 sucha rostlina
E. crebra 0,29-1,33 sucha rostlina
E. dunii 3,67 sucha rostlina
E. globulus 1-2,7 Cerstva rostlina
E. grandis 0,36 Cerstva rostlina
E. microtheca, E. spahulata 0,38-1,88 sucha rostlina
E. nitens, E. denticulata 0,7-0,8 sucha rostlina
E. porosa 0,57 sucha rostlina
E. propinqua, E. pulverulenta 0,22-3,56 sucha rostlina
E. radiata ssp. E. robertsonii 6,7-8,4 sucha rostlina
E. radiata ssp. Radiata, E. smithii 6,0-9,0 sucha rostlina
g :ZIZ,(ZIZI;Z E. oleosa, E. patellaris, E. ranscontienalis, 0.1-53 such4 rostlina
E. tereticornis 1,57-2,09 sucha rostlina
E. viminalis 0,5-1,2 sucha rostlina

U Eucalyptu globulus je hlavni slozkou 1,8-cineol. U Eucalyptus camaldulensis existuje vice
chemotyptl. Jsou zname dvé¢ formy, jedna je bohata na 1,8-cineol a druhd na seskviterpeny.
Stejné je to 1 Eucalyptus radiata, kdy se uvadéji dva chemotypy. Jeden je bohaty na 1,8-

cineol a druhy na fellandren/ piperiton. [16]

Jedna studie se zabyvala extrakci eukalyptového esencidlniho oleje z listh Eucalyptus
camaldulensis pomoci destilace metodou Clevengerova pfistroje. Kdy byly studovany
ucinky provoznich parametrii na vytéznost esencialniho oleje. Sledovana byla doba do

dosaZeni rovnovahy, teplota (70 az 100 °C), pomér rozpoustédla k pevné latce (4 : 1 az 8 : 1
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(v/w)), rychlost michéani (0 az 900 ot./min) a velikost ¢astic ¢erstvych listd (0,5 az 2,5 cm).
Z vysledki je patrné, ze nejvyssi vytéznosti bylo dosazeno pfi teploté 100 °C pii rychlosti
michani 900 ot./min s pomérem rozpoustédla k pevné latce 5 : 1 pii 160 min velikosti ¢astic

0,5 cm. Pak byl procentudlni zisk oleje 46 % [54]

Dalsi studie se opét zabyvala extrakci oleje z listd Eucalyptus camaldulensis. Tentokrat
organickymi rozpoustédly n-hexanem a ethanolem. Byly sledovany hlavni provozni
parametry a to doba pro dosazeni rovnovahy, teplota pro n-hexan 45 °C az 65 °C a pro etanol
45 °C az 75 °C, pomér rozpoustédla k pevné latce 5 : 1 az 8 : 1 (v/w), rychlost michani 0 az
900 ot./min a velikost ¢astic 0,5 az 2,5 cm cerstvych listi, aby se nasli nejlepsi podminky
zpracovani a pro dosazeni maximalniho vytézku oleje. Koncentrace eukalyptového oleje
v rozpoustédle byla méfena na UV-spektrofotometru. Pro n-hexan se jako nejlepsi jevily
parametry kdy rychlost michani byla 900 ot./min, teplota 65 °C s pomérem rozpoustédla k
pevné latce 7 : 1 (v/w) velikosti ¢astic 0,5 cm po dobu 210 minut. Vytéznost eukalyptového
oleje pfi téchto podminkach byla 69 %. Pro ethanol se jako nejlepsi jevily stejné podminky,
az na teplotu, ktera v tomto ptipad¢ byla 75 °C a vytéznost oleje byla 65 %. [54]
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II. PRAKTICKA CAST
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5 UVOD

V praktické casti diplomové prace jsme se pokusili optimalizovat metodu analyzy
esencialnich olejti. K analyze jsme si vybrali plynovy chromatograf. Jednak proto, Ze je to
nejcastej$i zplisob analyzy esencialnich olejii a také proto, Zze k tomu mame patficné
vybaveni. Dal$im cilem bylo porovnat esencialni oleje rodu Mentha a Eucalyptus, které jsou
k dostani na ceském trhu. K tomuto ucelu jsme nakoupili nebo ziskali darem esencialni oleje
od spolec¢nosti: Nobilis Tilia s.r.o., BEWIT FRANCHISE s.r.0., Saloos naturcosmetic s.r.o.
(Mica a Harasta s.r.0.), Aromaterapeutickd KH a.s. (Karel Hadek), Phytos Natur CZ s.r.0. a
Cesky narodni podnik s.r.o. (Manufaktura).
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6 PRISTROJE, MATERIAL, POMUCKY

Plynovy chromatograf s plamenové ioniza¢nim detektorem (FID):
DANI MASTER GC Fast Gas Chromatograph, Italie.
Chromatografické stanice Clarity, DataApex, Ceské republika.

Kolona Phenomenex® Zebron™ZB-5MS, GC kapilarni kolona 30 m x 0,25 mm x 0,5 pm,

nepolarni, Spojené staty americké.

Obr. 22. Plynovy chromatograf DANI MASTER [viastni zdroj]
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Abbého refraktometr s digitalnim teplomérem

Obr. 23. Abbého refraktometr s digitalnim teplomérem [vlastni zdroj]

6.1 Pomiicky

Automaticka pipeta

Beézné laboratorni sklo

Obr. 24. Vialky N9 2ml se sroubovacim uzavérem a septem [viastni zdroj]
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Mikrostiikacka (Hemilton 10, tfida 700 a 1700)

Obr. 25. Mikrostrikacka Hamilton [viastni zdroj]
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6.2 Chemikalie

Tab. 6. Pouzité chemikdlie - cistota (%), vyrobce, zemé puvodu

Koncentrace

Sloucenina (%] Vyrobce Zemé puvodu
Methanol p. a. Lach-Ner Ceska republika
a-Pinen (-) Joseph Vogele Némecko
B-Pinen (-) Joseph Vogele Némecko
Sabinen 75 SIGMA-ALDRICH s.r.0 Cina
p-Cymen - - -
(R)-(+)-Limonen 97 SIGMA-ALDRICH s.r.o USA
1,8-cineol 99 SIGMA-ALDRICH s.r.o USA
Linalool 99 SIGMA-ALDRICH s.r.o Cina
Kafr 96 SIGMA-ALDRICH s.r.0 Cina
Karvakrol 99 SIGMA-ALDRICH s.r.o Cina
Benzyl-acetat - Joseph Vogele Némecko
Benzyl-benzoat - Joseph Vogele Némecko
(cis, trans) Menthon 98 Acros Organics B.V.B.A. Indie
(x) Menthol >98 SIGMA-ALDRICH s.r.o Némecko
Terpinen-4-ol Joseph Vogele

(cis, trans) Citral 95 Acros Organics B.V.B.A. Belgie
Citronellol - Joseph Vogele Némecko
terpineol - Joseph Vogele Némecko
Eugenol 99 SIGMA-ALDRICH s.r.o Indonézie
(cis, trans) Isoeugenol 98 SIGMA-ALDRICH s.r.o USA
Farnesol 95 SIGMA-ALDRICH s.r.o Némecko
Geraniol 99 Acros Organics B.V.B.A. USA
Karvon 99 Acros Organics B.V.B.A. Francie
Trans-cinamaldehyd 99 SIGMA-ALDRICH s.r.o Cina
Thymol 99-101 SIGMA-ALDRICH s.r.o Némecko
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6.3 Vzorky esencialnich oleji

Vzorky esencialnich oleji byly zakoupeny v Cervenci a zafi v roce 2019, bud’ v kamennych
prodejnach, nebo pies internetové obchody vyrobcu. Spole¢nosti Nobilis Tilia s.r.o. a Bewit

Franchise, s.r.0. ndm vzorky oleji darovaly.
Nobilis Tilia s.r.o.

Tab. 7. Nobilis Tilia: druhy esencidlnich olejii vybranych k chemické analyze

Druh Sarze Zem¢ puvodu
Mata peprna (Mentha piperita) E0009 USA
Mata kadetava (Mentha spicata) E0031 USA
Mata lucni (Mentha arvensis) EO16 Nepal
Mata citronova (Mentha citrata) EO015 Nepal
Eucalyptus globulus E0189 Australie
Eucalyptus citronovonny E0089 Cina
Eucalyptus camaldulensis E009 Nepal
Bio Eucalyptus radiata B0002 Australie
BEWIT FRANCHISE, s.r.o.

Tab. 8. Bewit: druhy esencialnich olejit vybranych k chemické analyze

Druh Sarze Zem¢e pavodu
Peppermint (Mentha piperita) 1000000100150046 Cina
Eucalyptus globulus 1000000100150017 Indie
Eucalyptus radiata 1000000100150525 Indie
Eucalyptus citriodora 1000000100150596 Indie
Eucalyptus camaldulensis 1000000100150597 Indie
Eucalyptus blue 1000000100150595 Indie

Saloos naturcosmetic, s.r.o., M+H, Mica a HarasSta s.r.o.

Tab. 9. Saloos: druhy esencialnich olejit vybranych k chemické analyze

Druh Sarze Zem¢ puvodu
Mata peprna (Mentha piperita) 02/2022 Indie
Mata kadetava (Mentha spicata) 11/2021 Cina
Eukalyptus globulus - Cina
Eukalyptus citriodora 12/2021 Cina
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Aromaterapeutickd KH a.s., Karel Hadek

Tab. 10. Karel Hadek: druhy esencidlnich olejii vybranych k chemické analyze

Druh Sarze Zem¢ puvodu

Mata peprna 190614/001 -

Mata kadetava 190703/005 -

Eukalyptus globulus 190618/022 -

Eukalyptus citriodora 190722/016 -
Phytos Natur CZ, s.r.o.

Tab. 11. Phytos: druhy esencidlnich olejii vybranych k chemické analyze

Druh Sarze Zem¢ puvodu

Mata peprna (Mentha piperita) - -

Mata kadetava (Mentha spicata) - -

Mata citronova (Mentha citrata) - -

Eucalyptus globulus - -

Eucalyptus citriodora - -

Eucalyptus radiata - -
Cesky narodni podnik, s.r.0., Manufaktura

Tab. 12. Manufaktura: druhy esencialnich olejii vybranych k chemické analyze

Druh Sarze Zem¢e pavodu
Mentha spicata 08/2021 neuvedeno
Eucalyptus radiata 10/2021 neuvedeno

6.3.1 Priprava vzorki

Redeéni 1:

K 1000 pl methanolu byl ptidan 1 pl esencialniho oleje.

Redeni 2:

Bylo odebrano 500 pl vzorku z 1. fedéni a pfidano 500 pul methanolu pro nafedéni vzorku.
Redeni 3:

Op¢ét bylo odebrano 500 pl z ptedchoziho fedéni (2. fedéni) a pridano 500 pl methanolu.
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7 VYVOJ METOD K CHROMATOGRAFICKE ANALYZE

Testovali jsme ¢tyfi rizné metody a to metodu A, metodu B, metodu C a metodu D. Metoda
A jiz byla na plynovém chromatografu nastavena i s moznou kalibraci od pana Petra

Radimétského z Nobilis Tilia. Metody B a C byly upraveny na zdkladé nastaveni a

aplika¢nich listii spole¢nosti Phenmenex®.

Naslednou analyzu jsme po vyhodnoceni separace na vybranych olejich provadéli pouze na

metod¢ A a D. Metoda B a C nam nepfinasela zcela uspokojivé vysledky.

Nastaveni plynového chromatografu:

Pro vSechny ¢tyii metody jsou stejné tyto parametry:

Objem nastfikovaného vzorku: 1 pl v MeOH.

Kolona: Zebron™ZB-5MS, GC kapilarni kolona 30 m x 0,25 mm x 0,5 pm, nepolarni.

Detektor: FID pratok = dusik 25 ml/min, vodik 40 ml/min, vzduch 280 ml/min.

7.1 Metoda A

Nastaveni:
Injektor/ nastik: T =200 °C, pritok 1 ml/min, d€li¢ toku 1 : 25, oplach septa 5 ml/ min.

Teplotni profil: poc¢atek 50 °C ohtev na 120 °C, gradient 6 °C/min do 230 °C, déle gradient

15 °C/min do 230 °C a setrvani 15 min.
Detektor: FID T =270 °C

Celkovy ¢as analyzy: 33,99 min.

7.2 Metoda B

Nastaveni:
Injektor/ nastiik: T =200 °C, pritok 1 ml/min, d€li¢ toku 1 : 25, oplach septa 5 ml/ min

Teplotni profil: poc¢atek 100 °C ohiev na 220 °C, gradient 2 °C/min do 220 °C a setrvani

5 min.
Detektor: FID T =270 °C.

Celkovy ¢as analyzy: 65 min.
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7.3 Metoda C

Upravena metoda podle spoleénosti Phenomenex® a aplikace &islo 15564 on-line

https://www.phenomenex.com/Application/Detail/15564?returnURL=/Application/Search&fsr=1.

Kolona aplika¢niho listu: Zebron™ ZB-5MS, GC kapilarni kolona 20 m x 0,18 mm x
0,18 pm.

Nastaveni:

Injektor/ nastiik: T =200 °C, pratok 1ml/min, déli¢ toku 1 : 75, oplach septa 5 ml/min.
Teplotni profil: pocatek 50 °C, gradient 18 °C/min na 225 °C a setrvani 10 min.
Detektor: FID T = 240 °C.

Celkovy ¢as analyzy: 23,19 min.

7.4 Metoda D

Upravena metoda podle spolecnosti Phenomenex® a aplikace c¢islo 14957 on-line

https://www.phenomenex.com/Application/Detail/ 14957 ?returnURL=/Application/Search& fsr=1

Kolona aplika¢niho listu: Zebron™ ZB-5MS, GC kapilarni kolona 30 m x 0,25 mm X
0,25 pm.

Nastaveni:
Injektor/ nastrik: T =200 °C, prutok 1ml/min, déli¢ toku 1 : 75, oplach septa 5 ml/min.

Teplotni profil: pocatek 4 min pti 40 °C, gradient 8§ °C/min na 120 °C, gradient 15 °C/min
na 200 °C, gradient 25 °C/min do 300 °C a setrvani 5 min.

Detektor: FID T =240 °C

Celkovy ¢as analyzy: 28,33 min.
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8 AKTIVNI SLOUCENINY V RUZNYCH ESENCIALNICH

OLEJICH

Tab. 13 a) Aktivni slouceniny v ruznych esencialnich olejich

Retenéni ¢as

Retencni ¢as

Analyt metoda A [min] metoda D [min]
o-pinen 8,730 12,280
a-thujen - 12,720
sabinen 9,710 13,350
B-pinen 9,880 13,183
B-myrcen 9,987 13,470
p-Cymen 10,980 14,320
D-Limonen 11,110 14,447
1,8-cineol 11,240 14,520
y-terpinen 11,837 14,950
Linalool 12,640 15,557
Kafr 13,760 16,550
Benzyl-acetat 13,840 16,500

Menthon (E/Z) 13,840 + 14,000 16,610 + 16,740
Menthol 14,170 16,840
Terpinen-4-ol 14,250 16,873
Methyl-salicylat 14,450 17,110
Estragol 14,450 17,130
Terpineol 14,450 17,070
Citronellol 14,770 17,347
Neral/Citral B 15,000 17,610
Linalyl-acetat 15,097 17,66
Geraniol 15,120 17,637
Karvon 15,160 17,760
Geranial/Citral A 15,380 17,950
Cinnamaldehyd 15,560 18,040
Thymol 15,640 18,180
trans-Anethol 15,720 18,233
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Tab. 2 b) Aktivni slouceniny v riiznych esencialnich olejich

Retenc¢ni ¢as

Retencni ¢as

Analyt metoda A [min] metoda D [min]
Karvakrol 15,770 18,320
Eugenol 16,460 18,930
Methyl-anthranilat 16,480 18,880
Methyleugenol 16,910 19,340
B-karyofylen 17,357 19,760
Isoeugenol 17,520 19,820
Elemol 18,470 -
Farnesol 19,540 + 19,780 21,543 + 21,693
Benzyl-benzoat 20,480 22,120

Pro metodu B a C neuvadime reten¢ni ¢asy. U téchto metod byly pro vhodnost nastaveni

chromatografickych metod analyzovany pfimo vybrané esencialni oleje.
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9 VYSLEDKY A DISKUZE

9.1 Meéreni indexu lomu

Index lomu esenciélnich oleji rodu Mentha a Eucalyptus, tedy to, jak se §ifi rychlost svétla
ve dvou optickych prostiedich, jsme méfili na Abbého refraktometru, v laboratornich
podminkach pfi teploté 25 °C. Esencialni oleje byly métfeny proti vodé. K méteni
esencidlniho oleje se pouzivaly 2 kapky vzorku, protoze pfi jedné kapce nebyly vysledky
uspokojujici. Mezi kazdym méfenim se vzdy komora pro méfeny vzorek ocistila

rozpoustédlem (methanolem).

Tab.13. Index lomu u jednotlivych vzorkii vybranych esencidlnich olejii Mentha

Index lomu

Saloos N,?ﬁ;:s Karel Hadek | Phytos | Manufaktura | Bewit
Mata peprna 1,4565 1,4575 1,4565 1,4580 - 1,4569
Mata kadetava 1,4870 1,4864 1,4859 1,4853 - -
Mata lucni - 1,4565 - - -
Mata citronova - 1,4561 - 1,4555 - -
Mata klasnata - - - 1,4915 -
Voda 1,3300

Tab.14. Index lomu u jednotlivych vzorkii vybranych esencialnich olejit Eucalyptus

Index lomu

Saloos N%tﬁ;is }11215:11{ Phytos | Manufaktura | Bewit
Eucalyptus globulus 1,4565 1,4564 1,4566 1,4590 1,4568 1,4610
Eukalyptus citriodora 1,4475 1,4495 1,4534 1,4531 - 1,4605
Eucalyptus camaldulensis - 1,4600 - - - 1,4633
Eucalyptus Blue - - - - - 1,4595
Eucalyptus radiata - - - 1,4607 - 1,4551
Bio Eucalyptus radiata - 1,4594 - - - -
voda 1,3300
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Index lomu u maty peprné byl Nobilis Tilia 1,4565, Bewit 1,4569, Saloos 1,4565, Phytos
1,4580 a Karel Hadek 1,4565. V literatuie se uvadi, ze mata peprna ma index lomu
1,4600.[100] Takze ani jeden esencialni olej maty peprné se nijak zna¢né nelisil od dostupné
literatury. U maty klasnaté uvadi literatura index lomu 1,489 a mata klasnata od Manufaktury
méla index lomu 1,9415. Eucalyptus globulus od Nobilis Tilia ma index lomu 1,4564,
Bewitu 1,4600, Saloos 1,4565, Karla Hadka 1,4566, Phytosu 1,4590 a Manufaktury 1,4590.
Literatura uvadi, ze index lomu E. globulus je 1,460. [100] Esencialni olej E. citriodora ma
index lomu pro vzorek od Nobilis Tilia 1,4495, Bewitu 1,4605, Saloos 1,4475, Karla Hadka
1,4534 a Phytosu 1,4605. Literatura uvadi index lomu pro E. citriodora 1,4550. Pro
esencialni olej E. radiata literatura uvadi index lomu 1,46. Index lomu u vzorkt E. radiata,
které jsme naméfili jsou, pro Nobilis tilia 1,4594, Bewit 1,4551 a Phytos 1,4607. [61] Pro
matu kadefavou, lu¢ni, citronovou, klasnatou a Eucalyptus camaldulensis, a E. blue jsme

nenasli porovnani s literaturou.
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9.2 Vyhodnoceni metody A — Eucalyptus

Pro chemické hodnoceni jednotlivého vzorku esencidlniho oleje jsme wvyuzili jen
nejdominantnéjsi signaly z celého chromatogramu. PovétSinou se jednalo o pét signalt
s nejvyssi intenzitou, plochou odkazujici dostatecné i na jejich relativni procentudlni
zastoupeni v silici. Tabulky s vysledky jednotlivych vzorkl esencidlnich oleji rodu Mentha
a Eucalyptus jsou pro lepsi prehlednost rozvrzeny tak, ze v jedné tabulce jsou vysledky napf.
vSech vzorkli maty peprné od jednotlivych vyrobcu. Vysledky v tabulce jsou fazeny podle
nejvyssi koncentrace detekovaného analytu, nikoli podle jejich retencnich ¢ast. Jako prvni

jsou vyhodnoceny vysledky z metody A a poté z metody D.

Tab.15. Vyhodnoceni analytii z metody A - Eucalyptus camaldulensis

Vyrobce Analyt Koncentrace [%] Rt [min]
1,8-Cineol 32 11,25

Limonen 31,6 11,187

Nobilis Tilia p-Cymen 8,5 11,113
o-Pinen 7,6 8,737
B-Pinen 4.6 9,877

Limonen 39,3 11,177

1,8-Cineol 20 11,213

Bewit p-Cymen 11,4 11,083
o-Pinen 8,4 8,707
B-Pinen 5,9 9,847

U esencialniho oleje Eucalyptus camaldulensis je obsah latek velmi podobny. V olejich se
v nejvétSich koncentracich vyskytuje 1,8-cineol, limonen, p-cymen, a-pinen a B-pinen. Lisi
se v zastoupeni 1,8-cineolu a limonenu. Kdy olej Nobilis Tilia ma koncentraci latek skoro
stejnou a u oleje Bewit je dominantni limonen s 39,3 % a 1,8-cienol je zastoupen jen v 20 %.

Ostatni polozky jsou si velmi blizké.
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Tab.16. Vyhodnocent analytii z metody A - Eucalyptus citriodora

Vyrobce Analyt Koncentrace [%] Rt [min]
Citronellal 57,8 13,643
Nobilis Tilia Isopulegon 19,6 13,570
Citronellol 4,6 14,770
Citronellal 42.6 13,617
a-Terpinen 18,0 10,577
Bewit Kafr 5,4 13,690
o-Pinen 5,2 8,700
Limonen 3,5 11,077
Citronellal 50,4 13,640
Saloos Isopulegon 33,8 13,570
Citronellol 2,2 14,773
Citronellal 31,2 13,627
? 28,4 13,527
Karel Hadek ? 8,7 13,473
Kafr 3,8 13,700
Citronellol 2,6 14,757

U E. citriodora je u v§ech analyzovanych vzorkl v nejvétsi koncentraci zastoupen citronellal
(Nbilis Tilia 57,8 % Bewit 42,6 %, Saloos 50,4 %, Karel Hadek 31,2 %). U dalSich analytt
s nejvyssi koncentraci, které byly detekovany nemuizeme s jistotou napsat o které konkrétni
konstituenty olejii se jednd, protoze jsme neméli jejich standardy a tudiz moznost zjisti
v kterém retencnim case maji odezvu na detektoru. Nicmén€ podle porovnavani
s literaturou. [17] [38] [59] [60] navrhujeme isopulegon v piipad€ u Nobilis Tilia (Rt 13,570
19,6 %) au Saloos (Rt 13,570 a 33,8 %) také isopulegon [99]. U E. camaldulensis od Karla
Hédka se nam bohuzel nepodatilo identifikovat o jaké latky by se mohlo jednat. Ani podle
casopiseckych literarnich zdrojli a ani podle zdroji tercidlnich, soubornych knih podle

reten¢nich indexua.
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Tab.17. Vyhodnocent analytii z metody A - Eucalyptus globulus

Vyrobce Analyt Koncentrace [%)] Rt [min]
1,8-cineol 79,3 11,23
Limonen 7.8 11,183
Nobilis Tilia
p-Cymen 4,0 11,093
a-Terpinen 4 10,96
1,8-Cineol 31,1 11,213
Limonen 29,7 11,150
Bewit
o-Pinen 14,5 8,690
p-Cymen 5,5 11,070
Limonen + p-Cymen 45,9 11,173
Saloos 1,8-Cineol 41,7 11,250
a-Terpinen 43 10,983
Limonen 62,3 11,157
Karel Hadek 1,8-Cineol 25,9 11,217
a-Terpinen 3,2 10,897
? 40,8 11,197
1,8-Cineol 31,2 11,257
Phytos
? 6,4 11,120
p-Cymen 5.8 10,987
1,8-Cineol 50,6 11,247
Limonen 30,1 11,190
Manufaktura
p-Cymen 7,2 11,117
a-Terpinen 4.5 10,983

E. globulus od Nobilis Tilia méa v nejvétsi koncentraci zastoupené analyty 1,8-cineol a

limonen, kdy rozdil mezi koncentracemi téchto dvou analytii je markantni 1-8-cineol je

zastoupen v 79,3 % a limonen pouze v 7,8 %. U Bewitu je to stejné, jen u Nobilis Tilia

nasleduje po limonenu p-cymen a u Bewitu a-pinen. U Saloos byl v nejvétsi koncentraci

zastoupeny limonen, ale jeho pik na chromatografu nemél typicky pik, proto si myslime, ze

doslo ke spojeni analyt limonen a p-cymen. Karel Hadek ma také v nejvétsi koncentraci

analyt limonen a za nim 1,8-cineol. U Phytosu se ndm nepodafilo identifikovat analyt
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s nejvetsi koncentraci 40,8 % a retencnim ¢asem 11,197 a pik 11,120 o koncentraci 6,4 %,
1,8-cineol je obsazen v koncentraci 31,2 %. U manufaktury je stejné poradi analytd 1,8-
cineol a limonen jako u Nobilis Tilia a u Bewitu. DalSimi analyty objevujicimi se
v E.camaldulensis jsou napiiklad p-cymen, a-pinen a a-terpinen. Kdy a-terpinen je opét jen
navrh, jelikoz nemame k dispozici jeho standard, ktery jsme vyhodnotili jako mozny

vzhledem k druhu oleji a v porovnéni s jinymi védeckymi pracemi [99].

Tab.18. Vyhodnoceni analytii z metody A - Eucalyptus radiata

Vyrobce Analyt Koncentrace [%)] Rt [min]
1,8-Cineol + Limonen 92,6 11,220
Bewit B-Pinen 2,6 9,85
Methyl-salicylat/ Terpineol/ Estragol 1,4 14,427
y-Terpinen 32,3 11,193
1,8-Cineol 20,9 11,253
Phytos
p-Cymen 9,5 10,987
Limonen 7,3 11,123

U E. radiata od Bewitu nebylo mozné s jistotou ur€it jednotlivé analyty. Pro interpretaci
vysledki bylo vybrano treti fedéni, kde, ale pravdépodobné doslo ke spojeni dvou analytt
v jeden pik (1,8-cineol a limonen), nebot’ je zvlastni, Ze by tvotil 92,6 % oleje a také proto,
Ze pti srovnani s druhym fedénim byly na chromatogramu piky dva. U druhého fedéni doSlo
pravdépodobné k vysaturovani detektoru. Nicméné ani jedno fedéni se nejevilo jako
uspokojivé. Pro retencni Cas 14,427 navrhujeme jeden z analytid methyl-salicylat/ terpineol/

estragol, blize to nedokazeme urcit, protoZe jejich retencni Casy jsou si dost podobné.
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Obr. 26. Chromatogram Eucalyptus radiata Bewit 2. Fedéni metoda A
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Obr. 27. Chromatogram Eucalyptus radiata Bewit 3. Fedeni metoda A

Na obrazku ¢. 26 je vidét, ze pfi druhém fedéni dochazi k Stépeni nejvétsiho piku, avSak
detektor je vysaturovany a pfi tfetim fedéni, tedy mensi koncentraci obr. ¢. 27 se nejvétsi pik

J1Z nestepi.
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E. radiata od Phytosu se pro pik s nejvétsi koncentraci podle retencniho Casu jevi jako y-

terpinen 32,3 % dale 1,8-cineol 20,9 %, p-cymen 9,5 % a limonen 7,3 %

Tab. 20. Vyhodnoceni analytii z metody A — BIO Eucalyptus radiata

Vyrobce Analyt Koncentrace [%] Rt [min]
Limonen 36,3 11,19
1,8-Cineol 35,4 11,24
Nobilis Tilia
p-Cymen 6 11,1
Methyl-salicylat/ Estragol 5.9 11,453

U bio E. radiata od Nobilis Tilia jsme v nejvétsi koncentraci identifikovali limonen 36,3 %,
dale 1,8-cineol 35,4 %, p-cymen 6 % a koncentraci 5,9 % pro kterou navrhujeme bud’ analyt

methyl-salicylat nebo estragol.

Tab. 9. Vyhodnoceni analytii z metody A - Eucalyptus blue

Vyrobce Analyt Koncentrace [%] Rt [min]
1,8-Cineol + Limonen 55,4 11,207
o-Pinen 25,5 8,717
Bewit
a-Terpinen 11 10,580
p-Cymen 2,4 11,080

V tomto piipad¢ pravdépodobné také doslo ke spojeni pikl 1,8-cineol a limonen, protoze
pik nebyl ostry. I pfesto, Ze se jedna o tfeti fedeni, tedy koncentrace je nizka, tak to nestacilo
k jejich odd¢leni. DalSimi analyty, které mély vyssi koncentraci jsou a-pinen, o-terpinen

(ndvrh), p-cymen
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9.3 Vyhodnoceni metody A — Mentha

U vzorkl esencialnich oleji rodu Mentha se jako velmi problematicka jevila identifikace
retencnich Cast pro menthol a menthon, jednak proto, ze na chromatogramu je mnoho
analytll v jednom mistg, které se mohou piekryvat a posunovat v retencnich ¢asech vici sobé

jak je vidét na obrazku ¢. 28 a také proto, Ze menthon se vyskytuje ve smési izomert £ a Z.
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Obr. 28. Chromatogram mata peprnad Bewit 3. Fedeni metoda A
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Tab. 22. Vyhodnoceni analytii z metody A — Mata peprnd

Vyrobce Analyt Koncentrace [%] Rt [min]
Menthol 22,7 14,173
? 21,7 14,080
Nobilis Tilia Menthon 13,4 13,837
Kafr 7,6 13,750
Limonen 4,7 11,153
Menthol 28,8 14,177
? 19,5 14,087
Bewit Menthon 13,7 13,830
Menthon 7,8 13,990
Kafr 7,6 13,753
Menthol 26,6 14,180
? 21,7 14,097
Saloos Menthon 10,6 13,84
Kafr 10,1 13,767
Limonen 5,8 11,170
Menthol 41,5 14,167
? 15,2 14,103
Karel Hadek Menthon 12,2 13,823
Menthon 7 13,987
Kafr 4,2 13,777
Menthol 21,9 14,18
? 27,3 14,11
Phytos Menthon 10,1 14
Menthon 10 13,84
Kafr 9,9 13,78

Vzorky maty peprné jsme méli k dispozici od firem Nobilis tilia, Bewit, Saloos, Karel Hadek
a Phytos. Ve vSech ptipadech je v nejvétsi koncentraci menthol (Nobilis Tilia 22,7 %, Bewit
28,8 %, Saloos 26,6 %, Karel Hadek 41,5 %, Phytos 21,9 %), ktery se pohyboval
v podobnych koncentracich, az u Karla Hadka je jeho koncentrace vyssi. U Bewitu jsme
nedokazali identifikovat pik s retenénim Casem 14,87 mohlo by se jednat o menthon, ale

nevime jestli se mezi mentholem a menthonem v tomto oleji nevyskytuje jesté néjaky jiny
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analyt. Stejny ptipad jako u Bewitu byl i u Phytosu u reten¢niho ¢asu 14,103. U Nobilis Tilia

v reten¢nim Case 14,080 a Saloos v retencni Case 14,097 se s nejvétsi pravdépodobnosti

jedna o jeden z izomerti menthonu, ale tyto dva Casy jsou posunuté, takze to nemuzeme

s urCitosti potvrdit. Jako dalsi analyt, ktery byl identifikovan v koncentraci okolo 10 % byl
kafr u Nobilis Tilia, Saloos, Karel Hadek a Phytos.

Tab. 23. Vyhodnoceni analytii z metody A — Mata kaderava

Vyrobce Analyt Koncentrace [%] Rt [min]
Karvon 33,3 15,187
Linalyl-acetat 31,3 15,060
Nobilis tilia
Limonen 18,1 11,123
B-Pinen 1,7 9,913
Neral 35,6 14,990
Saloos Karvon 32,2 15,183
Limonen 19,8 11,110
Karvon 33,6 15,160
Karel Hadek Linalyl-acetat/ Neral 29,8 15,083
Limonen 18,0 11,087
Limonen 29.6 11,11
Phytos Karvon 28,1 15,17
Linalyl-acetat 22,6 15,10

U maty kadefavé je ve vSech vzorcich zastoupen karvon v podobnych koncentracich, u

vzorku od Nobilis Tilia je to 31,3 %, Saloos 32,2 %, Karel Hadek 33,6 % a Phytos 28,1 %.

V nejvétsi koncentraci se vyskytuje pouze u Nobilis Tilia a u Karla Hadka u Saloos je

v nejvetsi koncentraci zastoupen Neral 35,6 % a u Phytosu limonen 29,6 %.
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Tab. 24. Vyhodnoceni analytii z metody A — Mata citronovd

Vyrobce Analyt Koncentrace [%] Rt [min]
Linalyl-acetat 31,1 15,087
Linalool 26,5 12,650
Nobilis Tilia
? 14,5 12,570
Neral 9 15,027
? 30,9 12,59
Linalyl-acetat 22,3 15,09
Phytos
Linalool 19,7 12,66
Neral 14,7 15,03

U Nobilis Tilia byl v nejvétsi koncentraci linalyl-acetat 31,1 % a linalool 26,5 % a neral 9 %.
U Phytosu se nam pik s nejvétsi koncentraci nepodafilo urcit. Podobny reten¢ni ¢as byl i u

maty citronové od Nobilis Tilia. Dalsi nejvice koncentrovanym analytem byl linalyl-acetat

22,3 % a linalool 19,7 % a neral 14,7 %.

Tab. 25. Vyhodnoceni analytii z metody A — Mata lucni

Vyrobce Analyt Koncentrace [%] Rt [min]
Menthol 49,0 14,187
Menthon 23,2 14,117
Nobilis Tilia
Menthon 5,4 13,843
Limonen 4 11,117

U maty luéni pfevazuje zastoupeni mentholu 49 % a menthonu 23,2 % a 5,4 % a 4 %

limonenu.
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Tab. 2610. Vyhodnoceni analytit z metody A — Mdta klasnatd

Vyrobce Analyt Koncentrace [%] Rt [min]
Karvon 45,6 15,170
Manufaktura Linalyl-acetat/ Neral 39,1 15,083
Limonen 9,1 11,107

U maty klasnaté od Manufaktury je v nejvyssi koncentraci analyt karvon 45,6 % a pro
druhou nejvyssi koncentraci analytu 39,1 % navrhujeme bud’ linalyl-acetat nebo neral B.

Nedokazeme to s urcitosti fict, protoze jejich reten¢ni ¢asy jsou velmi podobné.

9.4 Vyhodnoceni metody D — Eucalyptus

Od metody D jsme ocekavali lepsi déleni u problematickych signalu jako je u eukalyptu 1-

8 cineol a limonen nebo u maty menthol a menthon.

Tab. 27. Vyhodnoceni analytii z metody D - Eucalyptus camaldulensis

Vyrobce Analyt Koncentrace [%] Rt [min]
1,8-Cineol 60,1 14,520
Nobilis Tilia Limonen 11,6 14,420
o-Pinen 8,7 12,28
1,8-Cineol 47,7 14,537
p-cymen 12,1 14,430
Bewit Limonen 10,9 14,493
o-Pinen 8,5 12,290
? 5,6 13,360

U Eucalyptus camaldulensis byl v obou ptipadech nejvice zastoupen 1,8-cineol, u Nobilis
Tilia 60,1 % a u Bewitu 47,7 %. U obou byly obsazeny stejné analyty v klesajici tendenci,

ale u Bewitu byl jesté mezi 1,8-cineolem a limonenem identifikovan p-cymen 12,1 %.
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Tab. 28. Vyhodnoceni analytit z metody D - Eucalyptus citriodora

Vyrobce Analyt Koncentrace [%] Rt [min]
Citronellal 55,4 16,423
? 20,9 16,367
Nobilis Tilia
Benzyl-acetat 4.1 16,503
Citronellol 4,1 17,393
Citronellal 36,7 16,433
a-Terpinen 19,8 14,017
Bewit
? 5,3 16,377
Benzyl-acetat 5,2 16,510
Citronellal 66,6 16,413
16,2 16,357
Saloos
Benzyl-acetat 3,2 16,487
Citronellol 2,7 17,383
Citronellal 58,7 16,430
? 12,1 16,357
Karel Hadek
Benzyl-acetat 6,1 16,503
Citronellol 43 17,397
Citronellal 53,2 16,430
? 10,4 16,380
Phytos
a-Terpinen 9,8 14,007
Benzyl-acetat 5 16,507

U E. camaldulensis byl v nejvétsi koncentraci zastoupen citronellal (Nobilis Tilia 55,4 %,
Bewit 36,7 %, Saloos 66,6 %, Karel Hadek 58,7 %, Phytos 53,2 %) u vSech znacek. Dal§imi
analyty, které se vyskytuji E. camaldulensis jsou napt. benzyl-acetat, citronellol a a-terpinen.
Nepodatilo se nam identifikovat pik, ktery ma retencni Cas cca 16,35 a vyskytuje se

v kazdém analyzovaném vzorku esencidlniho oleje E. camaldulensis.
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Tab. 29. Vyhodnoceni analytii z metody D - Eucalyptus globulus

Vyrobce Analyt Koncentrace [%] Rt [min]
1,8-Cineol 78,6 14,530
Nobilis Tilia Limonen 7,7 14,427
p-cymen 4 14,320
1,8-Cineol 45,6 14,540
Limonen 16,0 14,490
Bewit
o-Pinen 13,6 12,290
p-Cymen 7,1 14,327
1,8-Cineol 61,8 14,52
Limonen 17,7 14,473
Saloos
? 7,2 14,420
p-Cymen 4,6 14,307
1,8-Cineol + Limonen 80,1 14,533
Karel Hadek ? 7,4 14,430
p-Cymen 3,3 14,323
1,8-Cineol 71,3 14,517
Limonen 7,2 14,413
Phytos
p-Cymen 5,8 14,310
y-Terpinen 4,6 14,950
1,8-Cineol 80 14,523
Manufaktura Limonen 7,5 14,420
p-Cymen 4,5 14,313

Olej E. globulus se svym sloZenim v jednotlivych vzorcich nijak nelisil, pouze v mnoZstvi

zastoupeného analytu. Ve vSech piipadech byl nejvice zastoupeny 1,8-cineol (Nobilis Tilia

78,6 %, Bewit 45,6 %, Saloos 61,8 %, Karel Hadek 80,1 %, Phytos 71,3 %, Manufaktura

80 %). Podle vysledkii mizeme fict, Ze nejvice 1,8-cineolu obsahoval vzorek od Karla

Hadka, ale tam pravdépodobné doslo k slou¢eni dvou piki v jeden (1,8-cineol a limonen).

Takze vzorek s nejvét§Sim mnoZstvim 1,8-cineolu byl vzorek od Manufaktury a s nejménsi

koncentraci od Bewitu. Druhym nejvice koncentrovanym analytem byl limonen. Dal§imi

analyty vyskytujicimi se v E. globulus jsou napt. p-cymen, , a-pinen, y-terpinen.
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Tab. 30. Vyhodnoceni analytii z metody D - Eucalyptus radiata

Vyrobce Analyt Koncentrace [%] Rt [min]
1,8-Cineol 473 14,500

Bewit Linalool 459 14,537
Sabinen 2,5 13,330

1,8-Cineol 52,6 14,537

Phytos p-Cymen 9,2 14,327
Limonen 8,1 14,433

V nejvétsi koncentraci byl 1,8-cineol u Bewitu v 47,3 % 1 u Phytosu. 52,6 %. Zajimavé je,

ze u Bewitu je linalool v 45,9 % a u Phytosu ne.

Tab. 31. Vyhodnoceni analytii z metody D — BIO Eucalyptus radiata

Vyrobce Analyt Koncentrace [%] Rt [min]
1,8-Cineol 70,8 14,520

Nobilis Tilia Methyl-salicylat/ Estragol 8 17,123
Limonen 6,2 14,413

U Bio E. radiata od Nobilis Tilia byl v nejvétsi koncentraci 1,8-cineol 70,8 % a pak uz byly

jen koncentrace analyti nizsi nez 10 % jako je v 8 % methyl salicylat nebo estragol,

nemuizeme s jistotou fict, ktery z nich to je a limonen v 6,2 %.

Tab.32. Vyhodnoceni analytii z metody D - Eucalyptus blue

Vyrobce Analyt Koncentrace [%] Rt [min]
1,8-Cineol 40,4 14,540

Bewit a-Pinen 22,7 12,287
Limonen 20,6 14,473

Op¢t byl nejvice zastoupeny 1,8-cineol 40,4 %, néasleduje a-pinen 22,7 % a limonen 20,6 %.
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9.5 Vyhodnoceni metody D — Mentha

Tab. 33. Vyhodnoceni analytii z metody D — Mdta peprna

Vyrobce Analyt Koncentrace [%] Rt [min]
Menthol 33,2 16,893
Menthon 17,8 16,610
Nobilis Tilia ? 7,6 16,843
Menthon 6,1 16,747
1,8-Cineol 5.9 14,527
Menthol 37,8 16,903
Menthol 17,9 16,613
Bewit ? 12,4 16,823
Menthon 8,3 16,753
Trans-anetol 5,1 18,220
Menthol 42,7 16,900
Menthon 19,0 16,610
Saloos
1,8-Cineol 5,7 14,530
Menthol 5,4 16,827
Menthol 49,7 16,890
Menthon 16,0 16,600
Karel Hadek
Menthon 7.5 16,740
Mentofuran 6,3 16,843
Menthol 40,7 16,900
Phytos Menthon 20,9 16,617
Menthon 8,0 16,757

U vSech vzorkii maty peprné pievazuje menthol a menthon, v malé mife je obsaZen 1
1,8-cineol u vzorku od Nobilis Tilia a Saloos a trans-anetol od Bewitu a u Karla Hadka
menthofuran. U Nobilis Tilia se ndm nepodafil identifikovat pik s retenénim casem 16,843.

A u Bewitu se nam nepodafil identifikovat pik s retenénim casem 16,823.
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Tab. 34. Vyhodnoceni analytii z metody D — Mdta kadeiava

Vyrobce Analyt Koncentrace [%] Rt [min]
Karvon 52,5 17,767
Nobilis Tilia Limonen 19,0 14,420
Geraniol 9,9 17,690
Karvon 52,1 17,757
Saloos Limonen 21,2 14,403
Geraniol 13,2 17,710
Karvon 59,4 17,767
Limonen 16,5 14,417
Karel Hadek
Menthon 5 17,693
Terpineol 2,6 17,170
Karvon 434 17,763
Limonen 28.9 14,413
Phytos
Geraniol 8,8 17,690
Terpineol 3,0 17,167

U maty kadetavé se menthol a menthon prakticky nenachazi, pouze u vzorku od Karla

Hédka. Jako nejvice zastoupenym analytem je tu karvon (Nobilis tilia 52,5 %, Saloos

52,1 %, Karel Hadek 59,4 %, Phytos 43,4 %). DalSim identifikovanym analytem je limonen,

geraniol terpineol

Tab. 35. Vyhodnoceni analytii z metody D — Mata citronova

Vyrobce Analyt Koncentrace (%) Rt [min]
Linalyl-acetat 26,7 17,667

Linalool 22,4 15,613

Nobilis Tilia

? 19,9 15,513

Neral 12,1 17,590

Linalyl-acetat 30,2 17,660

Phytos Linalool 29,1 15,603
Citronellal 19,2 15,540




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 71

Stejné jako u vysledki metody A je nejvice zastoupenym analytem linalyl-acetat, linalool,
citronellal a neral. U vzorku od Nobilis Tilia se ndm nepodafilo urcit pik s retenénim ¢asem

15,513.

Tab. 36. Vyhodnoceni analytii z metody D — Mdta luéni

Vyrobce Analyt Koncentrace (%) Rt [min]
Menthol 52,1 16,893
Menthol 20,6 16,800
Nobilis Tilia Menthon 5,7 16,603
Menthon 3.9 16,747
Limonen 3,6 14,423

U maty luéni je nejvice zastoupeny menthol a menthon, v malé miie i limonen.

Tab. 37. Vyhodnoceni analytii z metody D — Mdta klasnatd

Vyrobce Analyt Rt [min] Koncentrace (%)
Karvon 17,770 68,2
Manufaktura Geraniol 17,703 15,1
Limonen 14,430 10,4

Mata klasnatd ma nejvice karvonu. DalSimi latkami jsou i geraniol a limonen jak je vidét

v tabulce 37.

Na separaci a identifikaci analyt ma vliv koncentrace vzorku. Obecné se da fict, Ze méné
koncentrovany vzorek je lepsi a, Ze analyty jsou 1épe separované a identifikovatelné. Toto
neplati vzdy, v nékterych ptipadech 1 ve velmi mélo koncentrovaném vzorku nedochézi
k lepsi separaci analytli a naopak ostatni analyty jsou ve vzorku v tak nizké koncentraci, ze

uz nejsou detekovany.

V zadéni diplomové prace jsou zminény dva body. Prvnim bodem je, Ze vzorky silic m¢li
byt porovnany optickymi metodami refraktometrie a polarimetrie. Vysledky nemtzeme
porovnat, protoZe experiment za pomoci polarimetrie neprob¢hl. Zjistili jsme, ze v daném
pfistroji na kterém mél experiment probihat je velka kyveta a tim padem by byla velka

spotfeba vzorku a z divodu tohoto zjisténi k experimentu nedoslo. A bod ¢islo 2 se mél
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vénovat jesté dalsi chemické analyze na plynovém chromatografu, tentokrat na opacné,
polarni koloné. Pivodné mélo jit o typ Agilent DB-wax (30 m X 0,2 mm X 0,2 um) a
Phenmenex® ZB Wax plus (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm), ale to jsme vzhledem k ostatnim

ukolum nestihli.

Pro jednoznac¢néjsi identifikaci jednotlivych slozek bychom navrhli nékolik zmén v praci
v této problematice. A to zavedeni, proméfeni takovych standardii, které jsou analyticky
Cisté a jednoznacné¢ identifikované isomery. Pfikladem nejednoznacného urceni je menthon,
ktery ma dva isomery a nebylo ze standardni latky jasné v kterém retencnim Case piesné ten,
ktery isomer je z kolony eluovan. Nadto tato komerc¢ni latka byla slozitéj$i smési nezli by si
analyticky standard zaslouzil. Podobn¢ problematicky je i farnesol, isoeugenol ¢i menthol.
Dal$im feSenim identifikace by byla komparace analyz mezi riznymi délkami
chromatografickych kolon o stejné polarité¢ v kombinaci s detektorem FID a MS. Dalsi
variantou je pouzit jiny nosny plyn, jako je napi. helium, ktery je, ale ekonomicky narocny.
Ptipadné by se mohl jako nosny plyn pouzit i vodik, tato alternativa se dostava ¢im dal vice
do popiedi. Nevyhodou vodiku je, ze je za ur¢itych podminek vybusny. Posledni a schiidnou
moznosti v nasich podminkach by byla identifikace jednotlivych komponent pies tzv.
indexy, napt. Kovatsovy nebo aritmetické indexy spoctené pies retencni ¢asy homologické
fady uhlovodiki v rozsazich od C6 (hexan) po C40 (tetrakontan) separované za totoznych

podminek jako vzorky silic.
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ZAVER

Cilem prace bylo optimalizovat metodu separace esencialnich oleji metodou plynové
chrommatografie a analyza esencialnich oleji, které jsou k dostani na ¢eském trhu. K tomu
jsme vyzkouseli metodu A, kterd byla jiz pfednastavena na plynovém chromatografu DANI
MASTER a dalsi metody B, C a D, u kterych jsme si upravili nastaveni na zaklad¢
aplikaénich listi od Phenmenex®. Ani na jedné metodé se vzorky dokonale neseparovali.
Ale viditelné probihala separace 1épe na metodé¢ D nez na metodé¢ A. Coz mizeme vidét
napiiklad u Eucalyptus radiata od Bewitu na obr. 29 a obr. 30. Kdy na obr. 30 mizeme

vidét, ze pik s nejvysSim reten¢nim Casem se odstépuje.

Vzhledem k rozdilnému nastaveni plynového chromatografu a FID detektoru na metodé A
a metod¢ D doslo k posunu retencnich ¢asti na metodé D, celkovy ¢as analyzy byl delsi. A
zajimaveé je, ze 1 koncentrace jednotlivych analytt, podle reten¢niho ¢asu piku a jeho plochy,

byly vys$si nez na metod¢ A.

Z vysledkil analyzy mlizeme fict, Ze u eukalyptovych esencialnich olejl je v nejvetsi mite
zastoupen 1,8- cineol, limonen a dalS$i kompozity jako je a-pinen, B-pinen, o-terpinen,
methyl-salicylat a dalsi. Az na Eucalyptus citriodora u kterého je v nejvétsi koncentraci
zastoupeny citronellol. U matovych esencialnich oleji pfevazuje menthol, menthon a
limonen. DalS§imi kompozity matového oleje jsou naptiklad neral,, linalool, linalyl-acetat,
terpineol, geranial a dal$i. U maty kadefavé ma nejvétSi zastoupeni karvon a u maty

citronové je to linalyl-acetat.

K dispozici jsme méli vzorky esencidlnich oleji Mentha a Eucalyptus od vyrobcti Nobilis
Tilia s.r.0., BEWIT FRANCHISE s.r.0., Saloos naturcosmetic s.r.o. (Mica a Harasta s.r.o0.),
Aromaterapeuticka KH a.s. (Karel Hadek), Phytos Natur CZ s.r.o. a Cesky narodni podnik

s.r.o. (Manufaktura).
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SFC

SWE

CO2

GC

HPLC
MS

FID

EI

ESI
NP-HPLC
RP-HPLC
EO

MeOH

Tlakova kapalinova extrakce

superkriticka kapalinova extrakce

odsavani podkritické vody

oxid uhlic¢ity

plynova chromatografie

vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
hmotnostni spektrometr
Plamenové-ionizacni detektor

Electron Impacty ionization

Electrospray ionization

Kapalinova chromatografie na normalni fazi
Kapalinova chromatografie na obracené fazi
Esencialni olej

Methanol
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PRILOHA I A: CHROMATOGRAMY ESENCIALNICH OLEJU

METODA A - EUCALYPTUS
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PRILOHA I B: CHROMATOGRAMY ESENCIALNICH OLEJU
METODA A - MENTHA

Chromatogram mata citronova 3. redeni NOBILIS TILIA

[
250
200
()]
o
o
—
[¥p]
o 1507 o
kf o
=]
=
100
50 N
—- o=
g R | R AIgS S R% § &AR
j‘jf' > R
o — ——f—T—-r S8 S 0 B
B8 16 18
[min. ]
Chromatogram mata kaderava 3. redeni NOBILIS TILIA
[
300
s
i
250
200
O
& S
M LNy
S 1507 —)
>
100
o~
~—
—
i
501 : Ln
A x e L AR B2 || toedmny R
AN © o \H_HI‘:"ﬁ W;Lﬂﬁ‘ﬂ,ﬂ&ﬁtl “i
Jrrt—r—rr 0 R L e S B T T \
12




Voltage

Voltage

[rmv]

Chromatogram mata lucni 3. redeni NOBILIS TILIA

200

150

100

50

1410
Erry

16,94
17,35
14,

10 12 14 16 18

Chromatogram mata peprna 3. redeni NOBILIS TILIA

150

1007

50

umn
-
-y o
= R
=) O e
(=)} — ﬁﬁ

14,17

14,08

13,84

[min.]



BEWIT

I4

v

eni

Chromatogram mata peprna 3. ied

%48

€9'ST

01€'ST

£60°ST
0z0'st

€851

0zL'p1

06E'pT
0TE T

£80'pT

0€8°eT

066'T

£SL'ET

029'cT

£Sk'ET

ogT'eT
0ST'€T

533

400

300

abeyjopn

200

100+

[min. ]

Time



PRILOHA P II: CHROMATOGRAMY ESENCIALNICH OLEJU

METODA D - EUCALYPTUS
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PRILOHA P II B: CHROMATOGRAMY ESENCIALNICH OLEJU
METODA D - MENTHA
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PRILOHA III A: STRUKTURNI VZORCE AKTIVNICH SLOUCENIN
V RUZNYCH ESENCIALNICH OLEJICH
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PRILOHA III B: STRUKTURNI VZORCE AKTIVNICH SLOUCENIN
V RUZNYCH ESENCIALNICH OLEJICH
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