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ABSTRAKT

Bakalatska prace predevSim pojednava o slozeni a analytickych metodach pouzivanych
k hodnoceni esencialnich oleji. Jelikoz jsou esencialni oleje ¢im dal vice hojné
vyuzivany, dochazi tak k jejich ¢astému falSovani, proto je dilezité sledovat a kontrolovat

jejich slozeni a kvalitu.

Prvni kapitola se veénuje historii a zdrojim esencidlnich oleji. Dale pak strucné
senzorickému hodnoceni, fyzikdlné-chemickym parametrim a instrumentalnim technikam.
Nasledujici kapitola popisuje chemické slozeni a chemotypizace silic. Dalsi ¢ast prace se
zabyva metodami izolace, mezi které se fadi predevSim destilace a lisovani, podilejicich se
na jejich ziskavani. Posledni ¢ast prace je vénovana analytickym metodam, které identifikuji

a charakterizuji zékladni slozky esencialniho oleje.

Klicova slova: esencialni olej, silice, chemické slozeni, chemotyp, plynova

chromatografie, nuklearni magnetické rezonance

ABSTRACT

The bachelor thesis deals mainly with the composition of essential oils and analytical
methods used for their evaluation. As essential oils are increasingly used, they are frequently

adulterated, so it is important to monitor and control their composition and quality.

The first chapter deals with the history and sources of essential oils. Furthermore, briefly
sensory evaluation, physico-chemical parameters and instrumental techniques. The
following chapter describes the chemical composition and chemotyping of essential oils.
The next part of the thesis deals with methods of their isolation, which include distillation
and pressing, involved in their recovery. The last part of the thesis is devoted to analytical

methods that identify and characterize the basic components of essential oil.

Keywords: essential oil, chemical composition, chemotype, gas chromatohraphy, nuclear

magetic resonance
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UvVOD

Esencialni oleje jsou pfirodni materialy Siroce vyuzivané po celém svété a jejich pouzivani
neustale vzrustd. V mnoha oborech existuje poptavka po Cisté ptirodnich surovinach a z toho
divodu se ve svété¢ vyrabi velkd mnozstvi esencidlnich oleji, které jsou soucasti
aromaterapie a fytomediciny, v primyslu chuti a vini, kosmetiky a zdravotnictvi. Nekteré
esencialni oleje se proto vyrabéji ve velkém métitku (napt. produkce pomerancovych oleju
a citronovych olejit), jiné se diky své vzacnosti vyrabéji naopak v mnohem mensim métitku
a za vy$si ceny (napf. olej z agarového dieva, iris nebo rizovy olej). Jelikoz poptavka po
esencidlnich olejich roste, roste tak i pomér falSovanych, pancovanych oleji na trhu.
Ptidatnymi latkami mohou tak byt rostlinné nosné oleje, alkoholy a syntetické oleje
pouzivané jako fedidla. Dale pak levnéjsi oleje stejného druhu, ale rizného zemépisného
puvodu, extrahované z jiné ¢asti rostliny nebo izolované piirodni ¢i syntetické slouceniny.
Autentizace je tedy dilezitym predmétem pro spotiebitele i pro chemické spolecnosti.
Z hlediska regulace byly normy kvality stanoveny prostfednictvim pozadavku na oznaceni
kvality, které specifikuje chemické sloZeni kazdého esencidlniho oleje. Je znamo, Ze
chemické slozky esencialnich oleji se mohou liSit v zdvislosti na obdobi
sklizn€, stanovisti, procesech suSeni, pouzitych extrakénich aizola¢nich technikach
a mnoha dalSich faktorech. Je proto nezbytné stanovit profil chemickych slozek esencialnich
oleji.  Zvazujeme tedy  pouziti  rlznych  analytickych  metod,  vcetné

fyzikélnich, chemickych, chromatografickych, spektroskopickych a tepelnych technik.
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1 ESENCIALNIi OLEJE

Staly se nedilnou soucasti kazdodenniho zivota. Esencidlni oleje, pfedevsim jejich frakce
aizolaty jsou vyuzivany jako doplinkové latky, v potravinafstvi, kosmetice a parfémech.
Kromé¢ toho maji uplatnéni v oborech mediciny, lazenistvi a homeopatii. Vice pak
specializovand oblast jejich pouzivani mize byt aromaterapie. Esencialni olej, mtize byt také
definovan jako esence, étericky olej ¢i t€kavy olej. Jedna se o slozité smeési tékavych
organickych slouCenin biosyntetizovanych zivymi organismy. Vyskytuji se predevsim
v aromatickych rostlindich. Ve vod¢€ jsou nerozpustné, anebo maji rozpustnost
omezenou, maji urcity rozdélovaci koeficient, kdy jde o pomér mezi oktanolem a vodou.
Nekteré slozky se rozpusti méné a jiné vice. Jsou dobfe rozpustné v ethanolu, diethyl etheru
a dalSich organickych rozpoustédlech. Obsahuji mimo jiné uhlovodiky a jejich kyslikaté
derivaty. Nékteré obsahuji i atomy dusiku nebo siry. Mohou existovat ve formé
alkoholt, kyselin,  ester, epoxidli, aldehydt, ketoni, amind a  sulfidd.
Monoterpeny, seskviterpeny, a dokonce nckteré diterpeny tvoii kompozici mnoha
esencidlnich oleji. Velkd vétSina slozek je pfitomnd v mnozstvi nizSim nez 1 %

[1,s.41],[2,s.2,7,13], [3, s. 43, 44], [4, s. 146, 147].

Oleje jsou pouzivany jako takové nebo ve ziedéné formé. Uvolnény mohou byt ze svych
matric napiiklad vodou, vodni pérou, suchou destilaci, nebo expresi u citrusovych ploda.
V nékterych piipadech jsou vazany se sacharidy ve formé& glykosidii. Tyto latky musi byt
uvolnény hydrolyzou glykosidické vazby. Extrakty z aromatickych rostlin nebo Zivocisnych
materidlii, ziskané za pouziti organickych rozpoustédel nejsou povazovany za Cisté silice

[1,s.41], [2, s. 6], [13, 5. 155].

Vzhledem k jejich kapalnému skupenstvi pii pokojové teploté, by nemély byt zaméiovany
s oleji potravinaiskymi. Ty se totiZ skladaji z pfirozené se vyskytujici smési triacylglycerolt
(TAG), které nejsou tékavé. Z tohoto divodu, se esencialni oleje li§i chemickym
sloZenim, tak 1 fyzikalnimi vlastnostmi. Rozdily jsou patrné i pfi zkouSce, kdy se esencialni
olej Uplné€ vypafi z filtracniho papiru, a naopak olej potravinaisky neboli TAG na ném
zanecha trvalou mastnou skvrnu, ktera se neodpati ani pii1 zahtati [6, s. 179].

Vétsina esencialnich olejli je bezbarva nebo svétle Zlutd, ackoli nékteré jsou vyrazné
barevné, jako naptiklad modry hefmankovy a febti€¢kovy olej, nebo kozlik 1ékarsky, ktery

ma barvu zelenou [2, s. 6].
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1.1 Historie

Eterické oleje jsou znamy po staleti, dokonce tisicileti, jejich pouZivani ma tedy dlouhou
historii. Dfive nez se zacaly pouzivat samotné viné olejii, muselo byt rozpoznano jejich
pusobeni. Lidé objevovali, ze nekteré listy, plody a koteny, které sbirali, ptisobily na zlepSeni
stavu nemocnych lidi, nebo Ze vytazky z nékterych rostlin napoméhali k hojeni ran.
Pozorovali rovnéz rostliny, které si vybirala nemocnd zvitata k jidlu. Na zakladé téchto
svych zkuSenosti a znalosti pak dale oleje vyuzivali k riznym ucelim. Pozdé&ji byly také

pouzity pii ptiprave rané kosmetiky, pracich praskt a mydel [1, s. 85-88].

Pokud jde o historicky pocatek vyroby esencidlniho oleje, tak se nazory vyrazné lisi. Podle
nékterych byla kolébkou hydrodestilace Cina, zatimco jini poukazuji na Induskou kulturu.
Avsak jsou zde i zpravy, které uznavaji také Araby, jako vynalezce destilace. Nekteré
publikovatelné zpravy naznacuji, ze prvni praktické zatizeni pro destilaci vody, je datovano
z Induské kultury pted 5000 lety. Nicméné nebyly zjistény zadné pisemné doklady, které by
to potvrzovaly. Nejstarsi doloZzené zaznamy o metod¢ a zafizeni, které se zdaji byt druhem
destila¢niho postupu pochazi z Mezopotamské kultury. Popisuji druh hrnce na vateni, ktery
se liSil od designu hrnce té doby, kdy zvlaStnim rysem byl kanal mezi vyvySenymi okraji.
Mezopotamské uméni destilace bylo poté oZiveno ve starovékém Egypté a rozSifeno

o techniku lisovani citrusovych plodu [1, s. 87, 88].

Prvni diikaz schopny rozliSovat mezi t€kavymi oleji a vonnymi mastnymi oleji byl pfedlozen
v Sestnactém stoleti. Dostupnost tisténych knih usnadnila védciim hledani navodu k destilaci
esencidlnich oleji. Zatimco znalosti védy o esencidlnich olejich se béhem sedmnactého
stoleti nezvySily, osmnacté stoleti pfineslo maly pokrok v konstrukci zafizeni
a zdokonalovani pouzivanych technik. Zacatek devatenactého stoleti ptinesl pak velky
pokrok v chemii. Vzhledem k tomu, ze béhem devatenactého stoleti zaCala pramyslova
vyroba syntetickych chemikalii, zvySila se tak 1 vyroba esencialnich oleji, ktera narostla

v disledku jejich vyznamu pro novodoby zptsob zivota [1, s. 85-88].

1.2 Zdroje esencialnich olejt

Esencidlni oleje lze nalézt v rGznych c¢astech rostlin ve zvlaStnich pletivech. Jsou tak
pfitomny v kvétech (levandule, ruze, magnolie) a v listech

(eukalypty, maty, petitgrain, paculi, lemongrass). Nékdy mohou byt pouzity celé casti
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rostlin (bazalka, tymian, rozmaryn). Oleje se také Casto ziskavaji ze semen, které byvaji
soucasti plodd, jako je koriandr, kardamom, pept a nové koteni. Citrusové oleje jsou
lisovany z epikarpu citrusu (citron, limetka, grapefruit, mandarinka). Plody nebo mozna
piesnéji bobule ziskdme zjalovce. Zndmé mohou byt také pro ziskdvani klry z biizy
a skoftice. Dale se vyuziva benzoe a peruansky balzam (kadidlo), SiSek (cypris), jadro dieva
(santalové dfevo), jehli¢i (pro esencidlni oleje ziskanych z druhti Pinus), oddenkut
(zazvor, kozlik) akofenii trav (vousatka-vetiver), kde jsou uloZzeny v sekrecnich
bunikach, dutinach, kanalcich, epidermalnich buinikach nebo zlazovych trichomech. Nalézt
EO mutzeme i v moiskych fasach, houbach a plisnich. U rostlin plni esencialni oleje
ochranou funkci proti bylozravcim, skudctim, ale také lakaji hmyz k opylovani

rostliny, nebo jsou vyuZity ke komunikaci (hmyzi feromony) [1, s. 411, [2, s. 6], [3, s. 43, 44].

1.3 FalSovani

Nékladnéj$i  esencidlni oleje, jak bylo feeno vuavodu, byvaji predmétem
falSovani, pancovani. Mezi takové patii naptiklad silice riiZe, santalového dfeva nebo neroli.
Ugelem je zvysit zisk piidanim jinych pachovych latek. Takové vonné piimési pak mohou
obsahovat jiné esencialni oleje ¢i syntetické chemikalie. Pfimési nebo ,,plniva®, které se
pouzivaji, jsou latky, jako je ethanol, rostlinny a mineralni olej, glykoly, ftalaty a stale oleje

predevsim fepkovy a bavilnikovy [5, s. 11].

Ptidavani rostlinnych nebo mineralnich olejt je ptedevsim z divodu jejich relativné nizkym
nakladiim, snadné dostupnosti, hustoté blizké éterickych oleji a podobné mastné texture.
Tento druh falSovani ma za nasledek pouze fedéni, které sniZzuje vlni esencialniho oleje

[4, s. 148].

K provadéni kontrol oleji se obvykle pouzivaji moderni analytické techniky, jsou ale také
k dispozici jednoduché testy, které byly nastaveny dlouho pfed pifichodem vykonnych
analytickych zafizeni. Tyto jednoduché testy se osvéd¢ily a byly Siroce
pouzivany. V pribéhu Casu, ale zacaly vykazovat drobné nedostatky. Naptiklad lze uvést
jodovy test, ktery miizeme pouzit k charakterizaci oxidaci produktu, coz je povazovano za
znamku falSovani rostlinnymi oleji. Dalsi test miize byt proveden saponifikacni reakci
s vodnym hydroxidem draselnym, kdy tvorba krystalii indikuje potencidlni podvod pfidanim

estert [4, s. 150, 153].
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1.4 Analyza esencialnich olejt

V dnesni dob¢ kontrola shody esencidlniho oleje zac¢ina fadou zkousek podle doporuceni
certifikacnich a regulacnich orgédni (napt. ISO a Iékopisy), aby se zajistila

identita, kvalita, bezpeCnost a ucinnost extraktu 3, s. 73, 74], [4, s. 150], [13, s. 157].
Mezi techniky a kritéria, které se pouzivaji k posouzeni kvality esencialnich olejii patfi:
e Senzorické hodnoceni
e Fyzikalné-chemické parametry

¢ Instrumentélni techniky

1.4.1 Senzorické hodnoceni

vvvvvv

vvvvv

piijjatelnosti. Jejich hodnoceni byvaji ovéfena a doloZena experimentidlnim dikazem.

3, s. 73].

1.4.2 Fyzikalné-chemické parametry

Jedna se o testy, které jsou vyzadovany v publikovanych monografiich o esencidlnim oleji

v normach, 1ékopisech a kodexech.

Fyzikalné-chemické vlastnosti stanovujeme standardizovanymi metodami, jako je méfeni
indexu estert, kyselin nebo karbonylli, lomu, hustoty, optické aktivity, bodu tuhnuti nebo
bodu varu. Na zakladé€ téchto technik 1ze provadét kontrolu kvality a hodnoceni esencialnich
olejii a nasledné detekovat mozné falSovani. Nékteré esencidlni oleje, jako jsou napiiklad
citrusové, obsahuji pfevazné (+)-limonen, budou tak mit pfi pfidani terpentynu niz§i mérnou
hmotnost a niz$i optickou rotaci, protoZe a-pinen, jeho hlavni slozka, mé nizsi bod varu
anizsi optickou rotaci. U peprmintového oleje je pfidani terpentynu charakterizovano

bodem tuhnutim niz$im nez 10,5 °C [3, s. 73], [13, s. 158, 159].

1.4.3 Instrumentalni techniky

Jako jedny zmodernich metod, pouzivané k hodnoceni kvality esencidlnich oleji se

vvvvvv
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separacni techniky, jako plynova chromatografie GC a kapalinova chromatografie LC.
V kombinaci s GC Ize pouzit celou fadu detektorti. Pro kvantitativni analyzu zakladnich
slozek esencidlniho oleje je dostacujici plamenové ionizacni detektor FID. Dale mizeme
zminit napfiklad hmotnostni kvadrupolovy detektor, ktery je také nezbytny pro

charakterizaci slozek silic.

Mezi dalsi techniky patfi nukledrni magnetickd rezonance NMR, kterou povazujeme za
nové&jsi nastroj pro detekci falsovani. Podobna je pak i dalsi technika '*C-NMR, ktera mtize
byt uspésné vyuzita v pfimé analyze esencialnich olejii. Dale se miizeme setkat s metodami
jako tenkovrstva chromatografie TLC, infradervend spektrometrie IR, hmotnostni

spektrometrie MS a ultrafialovo-viditelna spetkroskopie UV/VIS [3,s. 73, 74], [13, s. 159].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 15

2 CHEMICKE SLOZENIi A CHEMOTYPIZACE SILIC

Esencidlni oleje jsou organické (tj. na bazi uhliku) slouceniny, jako napiiklad i rostlinné
oleje, se kterymi se Casto misi. Obvykle obsahuji desitky podobnych slozek, ale 1 vyrazné
odlisné chemické struktury. Kazda slozka miva charakteristickou viini a u¢inky na télo
Clovéka ¢i jeho psychiku. VétSina slozek je Siroce rozsifena v celé rostling. Ackoliv
esencialni oleje obsahuji mnoho riznych typt sloucenin, jedna nebo dvé slozky casto
prevladaji. Procentualni zastoupeni dané slozky neboli silice se Casto méni. To miizeme vidét
u prikladu viz. tabulka 1. Tyto odchylky mohou byt zpisobeny faktory, které maji vliv na
prostiedi, ve kterém se rostliny nachéazi [1,s. 42,43],[2,s.7, 13—15], [3, s. 43, 44],
[4,s.147], [13].

Je to naptiklad:
A) zpusob izolace,
B) geograficka poloha,
C) povétrnostni podminky,
D) typ piidy a hnojivo, které se pouZiva,

E) dusledky faktordi jako je staii rostliny, denni doba nebo rok, kdy byly rostliny
sklizeny [2, s. 7].

Tabulka 1 Hlavni sloueniny esenciadlniho oleje vybranych typli Aksamitniku
(Tagetes lucida)

Latka Anethol | Estragol | Methyleugenol | Nerodilol | SmiSeny

Typ@ |Typ®) | Typ() | Typ(5) | Typ
Linalool 0,26 0,69 1,01 st. 3,68
Estragol 11,57 78,02 8,68 3,23 24,28
Anethol 73,56 0,75 0,52 st. 30,17
Methyleugenol 1,75 5,50 79,80 17,76 17,09
B-Karyofylen 0,45 1,66 0,45 2,39 0,88
Germakren D 2,43 2,89 1,90 st. 5,41
Methylisoeugenol 1,42 2,78 2,00 st. 3,88
Nerolidol 0,35 0,32 0,31 40,52 1,24
Spathulenol 0,10 0,16 0,12 st. 0,23
Karyofylen oxid 0,05 0,27 0,45 10,34 0,53
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Misto ptivodu v Guatemala: (2) Cabrican / Quetzaltenango, (5) La Fuente / Jalapa,

(7) Joyabaj / El Quiche, (8) Sipacapa / S. Marcos, SmisSeny typ: Taltimiche / San

Marcos [2].

Tabulka 2 Citron (destilace) [2, s. 330]

Slozka Obsah
(+)- Limonen 64,0-70,5 %
B-Pinen 8,2-14,0 %
y-Terpinen 8,4-10,7 %
Geranial 0,7-2,2 %
o-Pinen 1,1-2,1 %
Sabinen 0,8-1,7 %
B-Myrcen +

methyl-heptenon 1,4-1,6 %
Neral 0,5-1,5%

Tabulka 4 Geografickd poloha — Rize
damaska (Rosa x damascena) [2]

Slozka Obsah
Bulharsko

Citronellol 16-35,9 %
Geraniol 15,7-25.7 %
Alkany a alkeny 19-24,5 %
Nerol 3,7-8,7 %
Turecko

Citronellol 24,5-43,5 %
Nonadekan 6,4-20,6 %
Geraniol 2,1-18 %
Henikosan 2-8.9 %

Tabulka 3 Citron (lisovani) [2, s. 331]

Slozka Obsah
(+)-Limonen 56,6-76,0 %
B-Pinen 6,0-17,0 %
y-Terpinen 3,0-13,3 %
a-Terpineol 0,1-8,0 %
o-Pinen 1,3-4.4 %
Geranial 0,5-4.3 %
Sabinen 0,5-2,4 %
p-Cymen st—2,3 %
B-Myrcen st—2,2 %
Neral 0,4-2,0 %
Terpinen-4-ol st—1,9 %
Neryl-acetat 0,1-1,5 %

*st. — stopové mnozstvi/stopy

Tabulka 5 Geografickd poloha
Levandule (Lavandula angustifolia) [2]

Slozka Obsah
Francie

Linalool 3045 %
Linalyl-acetat 3346 %
Levandulyl-acetat <1,3 %
B-Karyofylen 1,80 %
Bulharsko

Linalool 22-34 %
Linalyl-acetat 3042 %
Levandulyl-acetat 2-5%
(2)-B-Ocimen 3-9%
Australie

Linalool 25-38 %
Linalyl-acetat 25-45 %
Terpinen-4-ol 1,5-6 %
(£)-B-Ocimen 3-9%
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2.1 Izomery

Izomery (nebo enantiomery) jsou slouCeniny se stejnym poctem a typem zakladnich
atomd, lisi se ale zplsoby, jakymi byvaji jejich atomy uspofddany v molekule. Geraniol
a nerol patii mezi znamé geometrické izomery. Maji rizna usporadani atomt u kazdého
konce jedné z jejich dvojnych vazeb uhlik-uhlik. Na rozdil od jednoduché vazby uhlik-
uhlik, dvojné vazby nejsou obvykle schopné volné se otacet, a proto existuji odlisné
izomery, které nejsou schopné interkonvertovat. Kazda chiradlni molekula ma zrcadlovy
obraz, ktery se nazyva opticky izomer, jehoz atomy a spojeni jsou identické, ale usporadani
v prostoru je jiné. Optické izomery maji schopnost otocit rovinu polarizovaného svétla
v opacénych smérech (ve sméru hodinovych rucicek a proti sméru hodinovych rucicek) a ve
stejném rozsahu. Tato rotace 1ze méfit s pfesnosti a poméha tyto slou€eniny rozlisit. Ackoli
pary optickych izomert jsou v mnoha z nich prakticky identické, vlastnosti jako je teplota
tani a teplota varu, které mohou mit, byvaji zcela odlisné kviili asymetrii makromolekul, se

kterymi interaguji.

Pokud existuji dva enantiomery ve stejném poméru, pak se jejich slou¢enina nazyva racemat.
Enantiomery mohou byt levotocivé (L, 1, -, S), nebo pravotocivé (D, d, +, R). Racemické
slouCeniny ukazuji nulovou optickou rotaci. Kazdy enantiomer miZe vykazovat zcela
odli$né organoleptické vlastnosti a byt tak charakteristicky pro konkrétni zdroj éterického

oleje, to miize také slouzit jako dikaz pravosti nebo jeho falSovani.

Esencialni oleje maji obecn€ chirdlni struktury s vysokou enantiomerni Ccistotou.
,Enantiotaxonomy* lze pouZzit enantiomerni chemotypy nebo ,.enantiotypy* za ucelem
rozpoznani chemické latky mezi TUzce souvisejicimi aromatickymi rostlinami

[2,s. 14, 15, [3, s. 71-73].
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CH, CH,
“/oH ~" VoH
H4C CH, HyC” CH,
(1S, 2R, 5S)-(+)-Menthol (1R, 28, 5R)-(-)-Menthol
[a] 23/D +48° [a] 20/D -50°
CH,4 CH; CHj CH,
o o
HZC \\\\\‘ H2c v
CH =
CH, 3 HZC/\CHg, HyC CH,
(R)-(-)-Karvon (S)-(+)-Karvon (R)-(+)-Limonen (S)-(-)-Limonen
[a] 20/D -61° [o] 23/D +55° [a] 20/D +115° [o] 19/D -94°

Obrazek 1 Ukazka izomert a hodnota optické otacivosti, roztoky 10 % v ethanolu
[41]

2.2 Chemické slozeni

V éterickych olejich vétSina funkénich skupin obsahuje heteroatomy (atomy jiné nez uhlik)
zejména kyslik, zahrnujici alkoholy, fenoly, aldehydy, ketony, estery a ethery. Mohou tak
byt rozdéleny do riznych skupin v zavislosti na jejich chemické struktute. Obecné vSak
byvaji klasifikovany jako terpeny a neterpenové uhlovodiky (alkoholy s kratkym fetézcem
a aldehydy tvofici se metabolickou pfeménou ¢i degradaci fosfolipidii a mastné kyseliny).
Pod pojmem funkéni skupina rozumime atom, nebo skupinu atomi, urcujici do zna¢né miry
charakteristické chemické vlastnosti jakékoli molekuly, ktera ho obsahuje. Nahradit funkéni
skupiny atomy vodiku v uhlovodiku neznamenda, Ze uhlovodikova cast molekuly nema
zadnou roli ve fyzikdlnich, nebo chemickych vlastnostech slouceniny. Naopak, ma
vyznamny vliv na rozpustnost a té¢kavost, coz jsou klicové faktory vzhledem k pachovym

a chutovym receptorim [2, s. 7, 15], [3, s. 43, 44].

2.2.1 Uhlovodiky

Uhlovodiky jsou rozpustné v lipidech (tj. lipofilni), ale velmi Spatné rozpustné ve vode¢.
Skladaji se vyhradné z atomi uhliku a vodiku, maji velkou variabilitu ve velikosti a slozitosti
struktur. Nejjednodussi uhlovodik je methan (CH4), vysoce hotlavy plyn bez barvy

a zapachu. Uhliky jsou spojeny jednoduchou, dvojnou nebo trojnou vazbou za vzniku
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uhlovodiki s vys$i molekulovou hmotnosti. Nasycené struktury s piimym fetézcem se
nazyvaji alkany, zatimco jejich nenasycené formy se nazyvaji alkeny. Alkeny vykazuji

izomerii vzhledem k poloze atomii vodiku piipojenych k dvojné vazbé.

e Alkany: ptiklad methan, vSechny atomy jsou spojeny dohromady jednoduchymi

vazbami.

e Alkeny: maji jeden nebo vice dvojnych vazeb ve své struktufe, tato dvojné vazba ma
vyznamné chemické vlastnosti. Ve slozkach obsahujicich kruhové struktury mutize
dvojna vazba C=C tvofit ¢ast kruhu (endocyklicka alkeny), nebo mohou byt soucasti

postranniho fetézce (exocyklické alkeny, napt. fenylpropenoidy).

e Alkyny: na rozdil od alkent maji alespon jednu trojnou vazbu C=C, normalné se
nenachazi v EO. Spole¢né s alkany se Casto vyskytuji v kruhové nebo alicyklické
struktufe a zahrnuji cyklohexan, ktery obsahuje Sesti¢lenny kruh. Slozky obsahujici
jeden nebo vice kruhli a jsou oznacovany jako mono-, bi-, tri-, tetracyklické

atd. [1,s. 1121, [2, s. 151, [6, 5. 8, 27, 51].

2.2.2 Terpenoidy

Nazyvané také jako terpeny C¢i izoprenoidy. Nejcastéji se vyskytujici slouceniny
v esencialnich olejich spole¢né s fenylpropanoidy. Jsou biologicky syntetizovany. Vice nez
30 000 terpenti bylo izolovano z rostlin, mikroorganisma a zvitat. Déli se podle poctu
izoprenovych jednotek. Za hemiterpen byva povazovan izopren, ktery je zdkladni

jednotkou; chemicky 2-methyl-1,3-butadien (viz. obrazek 2) [2, s. 16-17], [3, s. 714,

44, 45, 540].
/
\)J\nebo nebo)\/

Obrazek 2 Izopren [3, s. 45]

Monoterpeny

Jsou vytvoteny ze dvou pfipojenych jednotek izoprenu: 2,6-dimethyloktanu, jako
nejjednodussi kostra. Mohou tedy byt acyklické nebo linearni jako B-myrcen, cyklické
zahrnuji 1 dalsi dtlezité Cleny, a to oxidované derivaty napiiklad a-terpineol a mentol.

V esencialnich olejich se vyskytuji jako aromatické monoterpeny, obsahujici benzenovy
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kruh. Naptiklad thymol a fenylethylalkohol, kteti jsou spolecni pro mnoho esencidlnich

oleju, jako je esencidlni olej z oregana, tymianu a rize [2, s. 16, 17], [6, s. 63-76].

B-Myrcen Limonen o-Felandren a-Terpinen
/ féb
o-Pinen p-Pinen Kamfen [B-Pinen
OH
/]\/<.></ /k{/\)\/\
= | CH OoH

Linalool Nerol Citronellol Karvakrol

[=]

(4] o

Tymol Citronellal Karvon o-Thujon

Obrazek 3 Ptiklady monoterpentl [27]

Seskviterpeny

Tvofi se pfidanim jedné dalsi izoprenové jednotky k monoterpenové molekule, obsahuji tedy
tf1 izoprenové jednotky. Jsou to nenasycené slouceniny. Existuji linearni, rozvétvené nebo
cyklické seskviterpeny. Cyklické seskviterpeny mohou byt dale monocyklické, bicyklické
nebo tricyklické. Jsou méné bohaté na esencidlni oleje nez monoterpeny, maji vétsi
molekulovou hmotnost a vykazuji niz$i té€kavost. Patii mezi nejrozmanitéj$i skupinu
tékavych terpenoidi. Azuleny jsou skupina bicyklickych seskviterpend, které zodpovidaji
za modré zabarveni nékterych typickych EO. Obsahuji vysoce konjugované péticlenné

a Sesti¢lenné Cleny aromatické uhlikové kruhy spojené dohromady [2, s. 16, 17], [6, s. 78].
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{-)-a-bisabolol (+)-o-bisabolol

Obrazek 4 Ptiklad monocyklického seskviterpenu [28]

Diterpeny

Preskupeni Ctyt izoprenovych jednotek mé za nésledek tvorbu diterpend. Skladaji se tedy
z 20 atomt uhliku. Diterpeny se obvykle vyskytuji v pryskyficich, napt. kyselina pimarova
a kyselina abietovd. Nékteré diterpenoidy byvaji také slozkami éterickych olejd, napf.
phytol. Jako seskviterpeny jsou diterpeny téz$i neZ monoterpeny a potiebuji vice energie

k t¢kavosti. Z tohoto divodu musi mit delsi destilacni ¢asy [3, s. 60—63], [6, s. 86].

%Lﬁﬂ

Obrézek 5 Phytol [29]

2.2.3 Fenylpropanoidy

Jsou biosyntetizovany cestou Sikimoveé kyseliny z fosfoenolpyruvatu a erytrosy-4-fosfatu.
Nepovazuji se za terpenoidy kvili jejich riznym biogenetickym plivodim. Jednoduché
fenylpropanoidy byvaji slozkami éterickych olejii. Vyznacuji se fetézcem tii atomi uhliku
pfipojeny k benzenovému kruhu. Jejich hlavni predstavitelé zahrnuji oxidované uhlovodiky
anethol, eugenol a safrol, které maji dvojnou vazbu C=C v postrannim fetézci a jsou tedy
fenylpropenoidové alkeny, nebo ,.fenylpropenoidy*“. Lze zde zatradit i aldehyd kyseliny

skoficové a vanilin [2, s. 16], [3, s. 64].

(ﬁh P - COzH
\J

Obrazek 6 (E)-kyselina skoticova [2, s. 18]
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2.2.4 Alkoholy

v

Obsahuji hydroxylovou funkcni skupinu a nejspise jsou nejrozmanitéj$i skupina derivati
terpeni. Byvaji relativné netoxické a maji nizkou drazdivost a alergenni ucinky. Ptiklady

geraniol, linalool, mentol [2, s. 17], [6, s. 9, 27], [18, s. 197].

CH,4 CH,4
HO/\)\/\)\CH;;
geraniol

Obrazek 7 Geraniol

2.2.5 Fenoly

Stejné jako alkoholy, maji také fenoly hydroxylovou skupinu. OvSem, -OH je pfipojena
k benzenovému kruhu, coz ¢ini hydroxylovou skupinu slabé kyselou a pomérné reaktivni.
V tomto dusledku mohou fenoly zpiisobovat podrazdéni pokozky ¢i sliznice. Ptikladem je

thymol (viz. obrazek 3) [2, s. 17].

2.2.6 Aldehydy

Tyto slouceniny obsahuji karbonylovou funkéni skupinu. Aldehydy, které 1ze povazovat za
CasteCné oxidované primarni alkoholy, jsou Siroce rozSiteny jako slozky ptirodniho
esencialniho oleje. Aldehydy maji lehce ovocnou vini. Casto zptisobuji podrazdéni kize

a alergické reakce [2, s. 18], [3,s. 51],[6,s. 12], [18, s. 189].

2.2.7 Ketony

Ketony jsou strukturné¢ podobné aldehydiim a maji také karbonylovou skupinu. Ketony
mohou byt produkovany oxidaci sekundarnich alkoholii. Jsou to relativné stabilni slouc¢eniny

a nejsou dale snadno oxidovany [2, s. 18], [6, s. 17, 44], [18, s. 193].

2.2.8 Karboxylové kyseliny a estery karboxylovych kyselin

Dalsi kategorii karbonylovych funk¢nich skupin je skupina karboxylové kyseliny, obsahujici
-COOH. Karboxylové kyseliny vznikaji pti oxidaci aldehydu a jsou ziidka nalezeny v EO
kvali jejich nizké tékavosti. Jedna se o slabé kyseliny, velmi reaktivni a ¢asto maji Stiplavy
zapach. Ochotné tvofti estery s alkoholy (nebo laktony, pokud je alkohol skupina je ve stejné
molekule) a amidy s aminy. Estery karboxylovych kyselin maji ¢asto intenzivné sladkou

aovocnou vini, lze je vyrobit z odpovidajiciho terpenového alkoholu a karboxylové



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

kyseliny. Jejich nejvyssiho obsahu byva dosazeno pii zralosti ovoce / rostliny nebo pfi plném

kvétu rostlin [2, s. 18], [18, s. 197].

2.2.9 KEstery

Estery benzenoidii a monoterpenovych kyselin a alkohold i nenasycené karboxylové
kyseliny se nachdzi v EO. Naptiklad methyl-salicylat, hlavni slozka zimostrazového oleje, je
odvozen od kyseliny benzoové. Dalsimi dilezitymi estery jsou linalyl-acetat, benzyl-

benzoat a benzyl-isobutyrat [1, s. 155], [3, s. 64], [6, s. 18].

O/’

0}

OH

Obrazek 8 Methyl-salicylat [33]

2.2.10 Laktony

Laktony jsou cyklické estery odvozené od kyseliny mlécné. Jsou také slozkami mnoha
byvaji pomérné variabilni. Obsahuji heterocyklicky kyslik vedle karbonylové funkéni
skupiny na kruhu, ktery mtize byt nasyceny nebo nenasyceny. Ty, které maji péti¢lenny kruh
se nazyvaji y-laktony, a ty, které obsahuji SestiClenny kruh, se nazyvaji o6-laktony.
Seskviterpenové laktony jsou proslulé svymi tendencemi byt senzibilizatory kiize [2, s.19],

3, s. 66], [18, 5. 197-200].

Kumarin

Benzenoidni lakton, ktery se vyskytuje v nc¢kolika esencidlnich olejich a také ve formé
derivatii. Skladd se ze dvou kondenzovanych kruhli. Vini ma podobnou vanilce, a je

zodpovédny za vlini nové posekaného sena, nalezneme jej i ve fazoli tonka

[2,s.19], [3, s. 66].
\
: 0~ ~0

Obrazek 9 Kumarin [25]
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2.2.11 Aromatické uhlovodiky

Dalsi tfida uhlovodikii je znamé jako aromaticka. Tyto slouceniny obvykle obsahuji
benzenovy kruh. Zahrnuji fenyl, benzyl, fenylethyl a fenylpropyl i1 polycyklické
struktury, jako je naftalen. Néazev aromaticky pochazi z prvnich derivati benzenu
izolovanych z rostlin, u kterych bylo shleddno, ze jsou pfijemné vonici. Ptikladem je p-

cymen [2, s. 15-17], [9, s. 105].

Obrazek 10 p-Cymen [26]

2.3 Chemotypizace

Chemotypizace pojednava o rostlinach stejného rodu, které miizou byt prakticky identické
vzhledem, ale produkuji esencidlni oleje s riiznymi hlavnimi slozkami. Naptiklad komeréné

vyrabéné tymianové oleje, jsou rozdélovany odborniky do nasledujicich sedmi chemotypi:
1) Karvakrol,
2) Thymol,
3) Thymol/Karvakrol,
4) Borneol,
5) Geraniol,
6) Linalool,

7) Thujanol [2, s. 7].
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Priklady:

Tabulka 6  Chemotyp Divoka Tabulka 7 Chemotyp Niaouli

majoranka (Origanum majorana) (2] (Melaleuca quinquenervia) [2]

Slozka Obsah Slozka Obsah

Typ Karvakrol Typ Cineol

Karvakrol 76,4-81,0 % 1,8-Cineol 55-65 %

p-Cymen 5,2-6,0 % a-Pinen 7-12 %

y-Terpinen 3,0-3,6 % Limonen 6-12 %

a-Felandren 0-1,8 % a-Terpineol 4-10 %

Typ Linalool Typ Linalool

Linalool 67,7 % (E)-Nerolidol 61,1 %

Karvakrol 23,3 % 1,8-Cineol 2,6 %

y-Terpinen 2,1 % a-Pinen 1,9 %

p-Cymen 2,0% Limonen 23,9 %
a-Terpineol 1.8 %
Typ Nerolidol
(E)-Nerolidol 75,7-92,5 %
B-Karyofylen 0,5-8,7 %
1,8-Cineol st.—6,6 %
Karyofylen oxid | 0,1-6,1 %

Tabulka 8 Chemotyp Rozmaryn (Rosmarinus officinalis) [2]

Slozka Obsah Slozka Obsah

Typ Borneol Typ Kafr

1,8-Cineol 20 % Kafr 17-27,3 %

Borneol 15,6 % 1,8-Cineol 17-22,5 %

Kafr 15,3 % a-Pinen 4,4-22 %

Verbenon 8,4 % y-Terpinen 0,5-10,8 %

Typ Bornyl-acetat Typ 1,8-Cineol

a-Pinen 24-28.5 % 1,8-Cineol 39-57,7 %

Bornyl-acetat 11,5-14,3 % Kafr 7,4-14,9 %

1,8-Cineol 6,8-13,6 % a-Pinen 9,6-12,7 %

Kafr 9,9-10,4 % B-Pinen 5,5-7,8 %
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3 IZOLACE Z ROSTLIN

Existuje n¢kolik metod, které se vyuzivaji, mezi nejcastéj$i patii destilace. Uplatnéna
zejména pii zpracovani ropy a v potravinaistvi pii vyrobé destilath. V prabehu destilace se
odd¢luji dveé nebo vice latek, které se 1isi bodem varu (t€kavosti). Pti zahtati dvouslozkové
smési na teplotu varu prechazi do plynné faze smés bohatsi na t€kavéjsi slozku. Termin
,destilace je odvozen z latinského ,,distillare* coz znamena ,,stékani*. Ve své nejjednodussi
form¢ byva destilace definovéana jako ,,odpafovani a nasledné¢ kondenzovani kapaliny*.
Vsechny kapaliny se ve vétsi ¢i mensi mife odpafuji, a to i za bézné pokojové teploty.
Exprese neboli lisovani je pravdépodobné nejstarsi metoda a pouziva se témet vyhradné pro
vyrobu citrusovych oleji. Dalsi metodou je hydrodestilace nebo destilace parou, ta patii
mezi nejcastéji pouzivanou metodu pro vyrobu esencialnich oleji. Patii zde 1 sucha
destilace, ktera se ale pouzivd jen zifidka pro nékteré velmi zvlastni pfipady

[1,s.5,95,96], [3,s. 364, 365, 415, 416].
Uvadéji se tii nejcastejsi metody, které budou dale zminény a to:

e Parni destilace.
e Hydrodestilace.

e Lisovani.

3.1 Parni destilace

V pribéhu destilace vodni parou, se t€kavé rostlinné latky strhavaji parou a nasledné
kondenzuji pfi ochlazeni. Vznika tak nemisitelna olejové a vodna faze oznacovana také jako

kvétinova voda [13, s. 83].

Historie ukazuje, ze o extrahovani slozek rostlin parni destilaci je dlouholety zajem.
Destila¢ni zatizeni s rtznou konstrukci se hojné vyskytuji po celém svété. Zatimco
v nékterych rozvojovych zemich se stile pouzivaji tradicni a né¢kdy pon€kud primitivni
metody, vyspélé zemé se naopak snazi vyuzivat technologicky vyvinutéjsi a komplexnéjsi
vybaveni jako tfeba pocitac, ktery pomaha s analyzou v procesu kone¢ného produktu. Oba
tyto velmi odliSné zplsoby komeréni vyroby poskytuji ovSem vynikajici kvalitu

esencialniho oleje [1, s. 99—117].

Destilacni zafizeni se sklada ze zasobniku biomasy neboli rostlinného materialu, chladiciho

systému, odlu¢ovace oleje a velkokapacitniho parniho generatoru. Valcovy kotel slouzi jako
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skladovaci nadrz s parnimi trubkami umisténymi ve spodni ¢asti destilaéniho zafizeni.
Desky s perforovanym  sitem se Casto pouzivaji k oddéleni rostlinného
materidlu, predchazeji tak zhutnéni, coz umoziuje parfe neomezeny pristup k biomase.
Vyvod pro vodni paru nasycenou olejem byva zallenén do konstrukce obvykle
polokulovitého sklopného vika hrnce. Para pak prochazi chladicim systémem, bud’
deskovym vyménikem tepla nebo povrchovym vyménikem tepla, jako naptiklad
kondenzator studené vody. Kapalny kondenzat se Casto rozdéluje na esencidlni olej
a destila¢ni vodu, ve vhodném odlucovaci oleje, jako je florentska nadoba. Destilacni voda
muze byt v nékterych ptipadech redestilovana a veSkery esencidlni olej izolovan, vysusen

a skladovan [1, s. 99-117], [13, s. 89].

Tepla voda

—_——

Rostlinmg
material Kondenzato studens voda

—

) " 4 =
A o I

Separator

Voda
Voda

Latky tezii
neivoda ——*

Ventil

Obrazek 11 Obecné schéma parni destilace [30]
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3.2 Hydrodestilace

Princip hydrodestilace je zalozen na varu suspenze aromatického rostlinného materialu
a vody tak, aby jeho pary byly schopné kondenzace. Olej, ktery je s vodou nemisitelny, se
poté oddéli. Pti destilaci byva rostlinny material vzdy v ptimém kontaktu s vodou. Extrémné
dilezitym faktorem je to, ze v destilatech, kde je voda vafena v pfimém kontaktu
s ohném, musi byt voda piitomnd v destilacnim zafizeni vzdy vice nez dostateCna, aby
vydrzela po celou dobu destilace. Rostlinny material by se jinak mohl ptehiat a zuhelnatét.
Lze tomu zabranit, pokud bude udrzovano michani rostlinného materialu, zatimco se voda
vafi, jinak aglomerace hust$iho materidlu budou usazeny na dn¢ destilacni nadoby a material
se stane tepelné¢ degradovanym. Dulezité je taky zajistit, aby davka rostlinného materidlu

byla snadno rozptylena ve vod¢ [1, s. 5], [13, s. 83].

Oleje destilované vodou maji obvykle tmavsi barvy a mnohem silngj$i tony nez oleje
produkované jinymi metodami. Pokud olej obsahuje slozky s vyssi teplotou varu
(fenoly, alkenylfenolyethery nebo seskviterpeny), prodluzuje se doba destilace u oleju, které
obsahuji pouze monoterpenové uhlovodiky a okysli¢ené slozky. Obecné neni mozné vlozit
dostatek vody do destilace a nechat ji béZet po cely destilaéni cyklus. Aby se toto
kompenzovalo, je na bok destilacni trubice umisténa soudrzna trubice, voda se tak muze
neustale vracet do hrnce. Oleje vyrobené hydrodestilaci maji tendenci byt nizsi kvality, nez

oleje vyrobené jinymi metodami z nasledujicich diivodi:

e Hydrolizovatelné slozky, jako jsou estery, byvaji citlivé na reakci s vodou, zatimco
jiné, jako naptiklad acyklické monoterpenové uhlovodiky nebo aldehydy, jsou

nachylné k polymeraci.

e Oxygenované sloZzky, jako jsou fenoly, maji tendenci se Castecné rozpoustét

v destilacni vode¢, takze jejich uplné odstranéni destilaci neni mozné.

e Hydrodestilace je pomalejsi proces nez napiiklad destilace parni, v diisledku tedy

méné energeticky efektivni.

Vyhodou muize byt to, Ze u rostlinného materidlu, ktery ma tendenci aglomerovat nebo
aglutinovat na neproniknutelnou hmotu, jimZ neprojde péara (okvétni listky rdzi), je

hydrodestilace povazovana za preferovanou metodu izolace oleje [13, s. 100].
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Chladit

Ezencialni
olej

—— Banka
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Obrazek 12 Obecné schéma hydrodestilace [31]

3.3 Lisovani

Exprese nebo lisovani za studena, je provadéna pievazné u citrusovych plodi. Jedna se
hlavné o pomerance, grapefruity, citrony a mandarinky. Tato metoda byla praktikovana
dlouho ptedtim, nez 1lidé objevili proces destilace, pravdépodobné proto, Ze nezbytné
nastroje byly snadno dostupné. Kameny nebo dfevéné nastroje se jevili jako vhodné pro

rozbiti olejovych bunék a jejich nasledné uvolnéni [1, s. 5, 95-99].

Patii i mezi nejjednodussi techniku, bez nutnosti dodavani tepla. Jde tedy o proces, pfi
kterém se olejové buiky uvnitt kiiry citrusovych plodii mechanicky rozdrti tlakem a dochazi
tak k uvolnéni jejich obsahu. Ten je nasledné preveden do vody, kde vznikd vodna
emulze, poté dochazi k jejimu odstied’ovani, pii kterém se odd€li EO. Dale mtze probihat
¢isténi a dochlazeni. Tyto oleje lisované za studena jsou bézn¢ komeréné dostupné. Vyhodné

byvaji predevsim pro kosmetiku a aromaterapii [2, s. 119, 120].

Dtivodem extrakce citrusovych oleji z ovocné kiiry pomoci mechanickych metod je relativni
nestabilita aldehydli v nich obsazenych. Mastné, napiiklad alifatické¢ aldehydy, jako
heptanal, oktanal, dekanal, dodekanal podléhaji snadno oxidaci vzdusnym kyslikem, davaji
tak podnét k tvorbe zapachajicich karboxylovych kyselin [1, s. 96].

Jeden z druh lisovani citrusovych plodt se nazyva Pellatrice Process. Jde o proces, kdy jsou
citrusové plody piivadény z nésypky do abrazivniho plasté stroje. Plody se otaci proti

abrazivnimu plasti s pomalu se pohybujicim archimédskym Sroubem, jehoZ povrch narusuje
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ovocny povrch a zplsobuje prasknuti nékterych dutin s esencidlnim olejem na kiife a jejich
nasledné uvolnéni do emulze olej/voda. Tento Sroub déle prepravuje ovoce do nasypky, ve
které¢ valce pokryté brusnymi hroty narusuji zbyvajici olejové dutiny EO. Emulze oleje
avody se zovoce omyje jemnym postiikem vody. Dale pak emulze prochazi
separatorem, kde jsou odstranény veskeré pevné latky, poté prochdzi dvéma odstredivymi
separatory pracujicimi v sérii za ziskani produktu ve formé Cistého oleje. Timto zptisobem

se vyrabi vétSina bergamotového a citronového oleje [13, s. 104, 105].

3.4 DalSi postupy

Mezi dal$i vyuZivané postupy lze zaradit riizné typy extrakce a enfleuraz (kladeni Cerstvych

kvéti na sklenénou desku, kterd je pokryta vrstvou tuki) [6, s. 36].
e Extrakce kapalina-kapalina (LLE)
o Extrakce kapalina-pevna latka (LSE)
e Superkritickd fluidni extrakce (SFE)
e Extrakce tuhou fazi (SPE)

e Mikroextrakce tuhou fazi (SPME)

Mizeme zde zatadit 1 ethanolovou extrakci, kterd se v pfipadé€ rostlinnych materialt moc
nevyuziva, z divodu vysokého podilu vody ve srovnéni s olejem v rostling. Tato metoda
nazvem ambrine ve svém stievnim traktu. Jelikoz je latka vyluCovana do mote, prochazi
fadou degradacnich reakci. Latku pak podrobime extrakci etanolem a ziskdme tinkturu

ambry [1, s. 5], [3, s. 364].
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4 ANALYTICKE METODY

V prubéhu posledniho pulstoleti bylo vyvinuto a aplikovano velké mnozstvi technik
k analyze éterickych oleji. Cast z nich byla dnes nahrazena u¢inngjsimi, nebo snadngji
ovladatelnéjsimi technikami, zatimco jiné metody si zachovaly svlj vyznam a byly
vylepSeny. Mezi nejcastéjsi metody dostupné pro analyzu éterickych olejl patii tenkovrstva
chromatografie (TLC), razné typy kapalinové chromatografie (LC) a plynova kapalinova
chromatografie (GC). Krom¢ toho Ize uvést nékolik spektroskopickych technik, jako je UV
a IR spektroskopie, MS a 'H-NMR spektroskopie.

Jedna znejvyuzivangjSich analytickych metod je povazovdna chromatografie. Jde
o separacni metodu, pii které se rozdé€luji slozky ptitomné ve vzorku. Vzorek je vpraven
mezi dvé, vzajemné se nemisitelné faze, fazi staciondrni (nepohyblivou) a fazi mobilni
(pohyblivou). Existuje velké mnozstvi chromatografickych metod, které 1ze rozdélit pomoci
skupenstvi mobilni faze, uspofddani stacionarni faze, nebo podle povahy dé&je, ktery

prevlada pfti separaci [1, s. 11],[2,s. 13],[7, s. 10].

4.1 Plynova chromatografie (GC)

Idealni je pro t€kavé slouceniny a ve zjisStovani vedlejSich chemickych slozek, zvlasteé pii
pouziti ve spojeni s MS a NMR spektroskopii. Jedna se o zplisob odd€lovani komplexni
smési a ndsledné kvantifikaci jednotlivych slozek. Do proudu plynu (dusik nebo helium) se
davkuje vzorek, ktery je dale unasen kolonou. Vzorek musi byt okamzZité pfeménén na plyn
nebo paru, aby doslo k jeho transportu. Separace slozek probiha na zdkladé rtizné schopnosti
sloucenin poutat se na staciondrni fazi. Slozky, které opoustéji kolonu, nésledné
zaznamenava detektor vyhodnocujici signal z casového pribéhu a intenzity daného
signalu, pomoci n€hoz je wuren druh a kvantitativni zastoupeni slozek

[1,s. 12, 13],[2, s. 10, 131, [5, s. 14], [13, s. 160-163], [18, s. 106, 107, 114], [23, 5. 30].

4.1.1 Detektory

Reaguji na pfitomnost analytu a zaznamenavaji signal v zavislosti na ¢ase. PoZadavkem je
jejich vysoké selektivita pro stanovované analyty. Existuje celd fada detektor nejvice se
vSak v analyze esencialnich olejli pouziva plamenové-ionizacni detektor (FID) a hmotnostni

spektrometr (MS).
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Priklady detektord v plynové chromatografii:

e Tepelné-vodivostni (TCD): typ univerzalniho detektoru, byl jako prvni komeréné
dostupny, nejvice vyuzivany pifi analyzach nizkomolekularnich latek

a anorganickych plynt.

e Jonizacni: zalozeny na vedeni elektiiny v plynech, patii zde naptiklad plamenové-
ionizacni detektor (FID), plamenové-ionizacni detektor s alkalickym kovem

(AFID), detektor elektronového zachytu (ECD) a fotoionizacni detektor (PID).

e Atomovy emisni (AED): vyuzivaji emise zafeni vzorkem [7, s. 13, 14], [8, s. 896—

900, 902, 904, 905], [18, s. 107].

4.1.2 Kolony

e Naplilové: trubice naplnéné sorbenty nebo nosic¢i pokrytymi kapalnou fazi. Vyrobeny
jsou z oceli ¢i skla, o vnitinim praméru 2 az 3 mm a délky 1 az 3 m. Pro adsorp¢ni
chromatografii se jako napln¢€ adsorbentli vyuziva silikagelu nebo grafitizované saze
a aluminia. Jako molekulovéa sita se vyuziva hlinitokfemicitanti. V rozdé&lovaci

chromatografii jsou nosice kapalné fadze na bazi kifemeliny.

e Kapilarni: nosici stacionarni faze své vnitini stény. Jedna se o kolony dlouhé 15 az
60 m, vyrobené ze skla nebo z taveného kiemene s malym vnitinim primérem od

0,1 do 0,6 mm.

RozliSujeme 3 typy kapilarnich kolon podle ulozeni mobilni faze. WCOT, kde se tvofi
kapalnd stacionarni fdze na vnitini stén¢ sloupu/kapilary. PLOT, majici na vnitini sténé
tenkou vrstvicku porovitého materidlu jako adsorbentu. A jako posledni SCOT, kde je
kapalna stacionarni faze potazena na neutralnich poréznich nosnych ¢asticich. Diilezita byva
také polarita separovanych slozek a volba staciondrni faze, kterd je rozhodujici pro vybér
vhodné kolony pro dany vzorek. Nepolarni slouceniny byvaji sloZeny jen z uhlikovych
a vodikovych atomil, proto se pro analyzy smési alkanG vyuzivaji nepolarni kapildrni
kolony. Na separaci polarnich molekul, obsahujici na uhlikovém fetézci jeden nebo vice
atoma O, N, S, P nebo Cl (aminy alkoholy, estery ketony, thioly, ...) a polarizovatelnych
molekul, které obsahuji jednu ¢i vice ndsobnych vazeb mezi uhliky, pouzivame spiSe
polarnich kolon. Déle se pro analyzu esencidlnich olejii pouZzivaji nepoléarni silikonové faze
jako SE-30, SE- 52, SE-54, OV-1, OV-73, OV-101, DB-1 a DB-5[7, s. 12], [13, s. 160—
163].
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P. A. Paranagama a kolektiv vroce 2001 porovndvali slozeni oleji ziskanych
z ktiry, kotentl, ploda a listi skoticovniku (Cinnamomum zeylanicum) rostouciho na Sri
Lance. Plynovy chromatograf s FID detektorem 1 MS byl vybaven kolonou Suplecowax-10
a SBP-1. S tim, Ze bylo konstatovano, ze kolona Suplecowax-10 je pro separaci jednotlivych
analyti vhodnéj$i. Navic bylo zjisténo, ze EO z jednotlivych ¢asti rostliny maji jiné
zastoupeni analytli (viz. tabulka 9) [39, s. 148, 149].

Tabulka 9 Zastoupeni analytti skotice (Cinnamomum
zeylanicum) [39, s. 151]

Kiira | Listi | Korfeny | Plody
Monoterpeny 25,3 6,7 95,2 6,7
Fenyl propanoidy | 64,8 85,4 2,2 0,9
Seskviterpeny 8,7 4,7 0,7 83,6

Ptiklady vybranych kolon od spolecnosti Phenomenex:

1. Kolona nepolarni ZB-1ms o rozmérech 10 m x 0,10 mm x 0,10 pm pficemz je podle

podminek uvedenych v aplika¢nim listu 16053 analyzovan EO Ylang Ylang.
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Obrazek 13 Slozky esencialniho oleje Ylang Ylang [37]

Kde: 3 linalool, 5 geraniol, 10 humulen, 11 germakren, 15 farnesol

2. Kolona polarni ZB-WAX Plus 60 m x 0,25 mm x 0,25 um. Podle podminek
aplika¢niho listu 15812 je chromatogram ukéazkou separace slozek za studena

lisovaného EO z pomerance.
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Obrazek 14 Slozky za studena lisovaného esencialniho oleje z pomerance [38]

Kde: 3 sabinen, 6 limonen, 8 oktanal, 14 linalool

4.1.3 Plynovy chromatograf

Tlakova lahev slouzi pro zdroj nosného plynu, obsahujici obvykle vodik, dusik, nebo helium.
Cistici zafizeni zachytava neéistoty nosného plynu, zbavuje je tak ostatnich nezidoucich
plynt, které mohou byt pfitomny. Pritok nosného plynu zajiStuje regulacéni systém.
Dévkova¢ ma na starosti zavedeni vzorku do proudu nosného plynu. V koloné je poté
umisténa stacionarni faze, kde probiha separace slozek. K identifikaci latek se vyuziva
detektor, ktery vySle signal. Ten zachyti vyhodnocovaci zafizeni a vytvoii tak
chromatogram. Nasledné se provadi vyhodnoceni. Termostat zajiSt'uje dostatecné vysokou

teplotu, aby byl udrZzen vzorek v plynném stavu [7, s. 11].

min
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Obrazek 15 Schéma plynového chromatografu [7, s. 11]

4.1.4 Technika plynové chromatografie-olfaktometrie (GC-O)

V potravinafském primyslu existuje zvySend poptavka po rychlych, jednoduchych
acitlivych  metodach  vyuzivanych  k  hodnoceni  tékavych  latek, pro
identifikaci, autentizaci, kontrolu nebo formulaci produktu. Protoze kvalita surovin
a zpracované produkty jsou Casto ur¢ovany tékavymi vlastnostmi, je tfeba pro konkrétni viini
objektivni metody k hodnoceni aromat a chuti. Ve skute¢nosti jsou pro tento ti¢el vycviceny
lidské smyslové panely, které odbornici pouzivaji v jiz zminovaném potravinafském
a aromatickém prumyslu, k doplnéni analytickych metod, jako je plynova chromatografie
(GC). Aby bylo mozné k interpretaci laboratorni analyzy je nutné tyto metody GC casto
kombinovat s MS nebo soucasné pouzivat ,Cichajici linky. AvSak 1 tyto nejvice
sofistikované analytické metody nemohou plné€ nahradit lidsky nos, ktery jako jediny lidsky
smysl muze urcit, zda je sloucenina relevantni pro konkrétni viini/zdpach. Neni proto
divu, Ze bylo vynaloZeno opakované usili léta zavadét nastroje fungujici na podobném
principu jako lidsky nos. Byly tedy realizovany uspofadani, které se Casto nazyvaji
»elektronické nosy* nebo ,,umélé nosy“. Princip c¢innosti, po¢et senzorti i citlivost
a selektivita jsou vSak velmi odlisné. Proto by byl lepSi nazev ,technologie
multisenzorového pole”“. Potencidlni oblasti pouziti zahrnuji tedy potravinaisky
primysl, parfumerie,  chemicky  primysl, farmaceuticky  primysl, tabakovy
primysl, kosmetiku, kontrolu zdravi a Zivotniho prostiedi, pokud jsou uréeny k poziti tak

pro kontrolu kvality surového a vyroben¢ho produktu, sledovani cCerstvosti
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a zralosti, hodnoceni efektivity procesu, predikce trvanlivosti a detekce mikrobialnich

patogenti [3, s. 326], [14, s. 350, 351].

4.2 Kapalinova chromatografie (LC)

Mobilni fazi byva kapalina, a je mozné pracovat za laboratorni teploty bez nutnosti prevadét
vzorek na plyn, tudiz mize byt kapalinova chromatografie vhodna pro separaci tepelné
nestalych a netékavych sloucenin. Techniky kapalinové chromatografie se vzdy pouzivaly
pii analyze éterickych olejii. Pro separaci terpenovych uhlovodikli od okyslicenych
uhlovodikii se pouziva jednoducha sloupcova chromatografie (CC) s normalnimi fazemi.
Frakce se eluuji v nasledujicim pofadi, nejprve n-hexanem nebo pentanem, poté
diethyletherem. Vysokouc¢inna/vysoce vykonna kapalinova chromatografie
(HPLC), stfedotlaka kapalinova chromatografie (MPLC), vylucovaci chromatografie (SEC)
(= gelova permeacni chromatografie — GPC) a superkritickd fluidni chromatografie
(SFC), jsou techniky pouzivajici se pro prefrakcionaci slozitych smési esencialnich latek

pted analyzou GC [7, s. 25], [13, s. 160].

4.2.1 Vysoce vykonna kapalinova chromatografie (HPLC)

V nékterych ptipadech nestaci charakterizovat informace pomoci GC, naptiklad
u citrusovych esencidlnich olejii mize byt vyZadovana analyza netékavé frakce. Analyza se
tedy obvykle provadi pomoci LC, oznacCovana také jako vysoce vykonna kapalinova
chromatografie (HPLC), v normalnich (NP-HPLC, kdy je odd€lovani analyti zaloZeno na
zaklad¢ polarity pomoci polarni stacionarni faze a nepolarni mobilni faze), nebo reverznich
fazich (RP-HPLC, zaloZeny na pouziti nepolarni stacionarni faze a vodné, mirn€¢ polarni
mobilni faze, kdy retenéni ¢asy jsou kratsi pro polarnéj$i molekuly, které se snadno eluuji)

[1,s. 165-167], [4, s. 153], [8, s. 921, 922], [18, s. 114].

4.2.2 Kapalinovy chromatograf

Cerpadlo, které miize byt pistové nebo membranové slouzi k tomu, aby se kapalina dostala
do kolony. Naprogramované sméSovaci zatizeni, zajiStuje sloZeni mobilni faze. Kolony se
vyuzivaji pouze napliové, ovSem razné délky, priméru a ndplné. Jsou zpravidla zhotoveny

z nerezove oceli, v rozmezi 3—50 cm dlouhé o vnitinim praméru 1-5 mm [7, s. 25].
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Obrazek 16 Schéma kapalinového chromatografu [7, s. 25]

4.2.3 Detektory

Mc¢ly by byt malo citlivé na mobilni fazi, a také selektivni pro analyty. Mezi nejpouzivanéjsi

detektory miizeme zatadit:

e Fotometrické: méfi absorbanci eludtu vychézejiciho z kolony, kdy jednodussi

vvvvvv

detektory mohou pak vyuZit nastaveni vlnové délky pomoci monochromatoru.

e Refraktometrické (RI): méfi rozdily mezi indexem lomu eludtu vzorku a cisté

mobilni faze.

e Fluorescencni: zalozeny na fluorescenci, jsou vysoce selektivni a 1ze je kombinovat

s fotometrickym detektorem.

Déle se pak muzou vyuzivat 1 detektory elektrochemické (ECD), které se d€li na dvé
tfidy, a to voltametrické a konduktometrické. Zaradit 1ze 1 hmotnostni spektrometr, ktery se

jako detektor vyuziva nejen v CG ale i LC [7, s. 26], [8, s. 934, 935, 938, 940-943].

4.3 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Tato technika se dnes kvili Spatné separacni sile nepouziva pro kvalitativni ani kvantitativni
ucely pro komplexni smési, jako jsou éterické oleje. Piesto miize byt uzite¢nou technikou

pro hodnoceni jednoduché smési [1, s. 155], [13, s. 160].
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TLC lze spojit s vykonnymi detekénimi systémy: MS, IR a Ramanovy spektroskopie
[4,s. 152].

4.4 Headspace extrakce (HS)

Analyza headspace (HS) se stala dal$i z velmi Casto pouzivanych technik pro zkoumani
aromatickych rostlin, viini a kofeni. Je to prostfedek k oddéleni tékavych latek od kapalin
nebo pevnych latek ptfed analyzou plynovou chromatografii. Pfednostné se pouzivd pro
vzorky, které se nemohou piimo vstfikovat do plynového chromatografu

[1,s. 8], [18, s. 98,99, 112], [21, 5. 251-254].

Techniku HS lze rozdélit do dvou typt: statické a dynamické. Staticky HS uzavira kvétinu
po stanovenou dobu a analyzuje té¢kavé latky shromazdéné na konci obdobi. Dynamicky HS
v podstat¢ presouva aromatické chemikalie nepietrzité z kvétu piimo do sbérné matice. Prvni
technika headspace pouzivana ke sbéru viné kvétiny, byla statickd technika, vyvinuta
Dodsonem a Hillem v roce 1966, ktefi se pokouseli identifikovat aromatické latky
odpovédné za prilakani vcel k orchideji. Umistili tedy orchidej do uzaviené nadoby, po 30
minutach byl plynny vzorek odebran stiikackou a vsttiknut piimo do GC. Nasledné byli
schopni pomoci této techniky identifikovat rizné vonné slozky. Jejich jednoduché
experimenty zahdjily novou cestu vyzkumu. Staticky HS mé vSak nevyhodu, poskytuje
velmi nizké koncentrace méné t€kavych aromatickych latek, ¢asto pod detekénimi limity
analytickych metod. Kvétina, kterd ma byt studovana pomoci dynamické HS, je umisténa
do zafizeni (nddoby) pro minimalizaci vzduSného znecisténi Zivotnim prostfedim. Sbérné
nadoby jsou obvykle vyrobeny ze skla a obsahuji opatfeni pro vstupni port, vystupni port
a otvor, ktery umozni zatizeni byt umisténo kolem nebo nad kvétinou, aniz by ji poskodilo.
Filtr umistén na vstupnim portu obsahuje material, slouZici k adsorpci necistot ve vzduchu.
Vystupni port ma pasti obsahujici materidl, na kterém bude vonici kvét adsorbovan. To je
pfipojeno k vhodnému cerpadlu nebo vakuovému zafizeni. Vzduch ptenasi t€kavé latky
emitované z kvétu do sbémé pasti, kde jsou zachyceny na adsorpénim materidlu
(napft. aktivni uhli, Tenax, Prosil atd.), ktery je tepelné¢ desorbovan nebo vhodné eluovan
minimalnim mnozstvim vodného rozpoustédla pted analyzou pomoci GC nebo GC/MS

[13,s. 157], [14, s. 252-255].
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4.5 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Vsestranna, citliva a rychld metoda slouzici predev§im ke kvalitativni, ale 1 kvantitativni
chemické analyze. Poskytuje totiz velké mnozstvi informaci o vzorku a jeho slozeni.
Napomaha k identifikaci, ureni struktury organické latky a urceni jeji relativni molekulové
hmotnosti. Pouziva se tedy hlavné pro objasnéni struktury izolovanych slouceniny. Existuji
vsak nékteré zpravy o hmotnostni spektrometrické analyze éterickych olejii. Jeden piiklad
predstavil Schultze a kolektiv (1986), zkoumajici sekundarni metabolity v suSeném
rostlinném materialu pfimym hmotnostnim spektrometrickym meéfenim. Pomoci této
techniky bylo zkoumano mnoho 1é¢ivych rostlin, jejichz hlavni komponenty byly touto

metodou identifikovany [1, s. 21, 28], [7, s. 52], [8, s. 705], [18, s. 108, 114].

Hmotnostni spektrometrie spadd mezi separaéni techniku, ptfevadéjici vzorek na
ionizovanou plynnou fazi a vzniklé ionty separuje podle podilu jejich hmotnosti a naboje
m/z. Mezi zédkladni kroky této techniky patii odpaieni vzorku, ionizace, akcelerace iontli do
hmotnostniho analyzatoru, separace iontl hmotnostnim filtrem a detekce iontti. Hlavni
vyhodou muize byt, ze analyty jsou odstranény z matrice vzorku bez pouziti organického
rozpoustédla. Vysledny chromatogram tedy neobsahuje rozpoustédlo

[7,s. 50], [9, s. 705], [14, s. 351], [10, 5. 118, 119].

. lonty
lonty uréitého
| = &
vfut':kpu iontovy hmotnostni ERNhEe vyhodnocovaci
zdroj analyzator zafizeni

Obrézek 17 Schéma hmotnostniho spektrometru [7, s. 50]

Plynovéa chromatografie / hmotnostni spektrometrie (GC / MS) je sofistikovana technika, pti
které MS slouzi jako detektor sloucenin separovanych GC. Moderni zatizeni GC / MS maji
pocitacové knihovny a pokrocilé vyhledavaci systémy. Plynova chromatografie separuje
vzorek organické latky. Tyto separované slozky jsou v molekulovém separatoru zbaveny
nosného plynu a analyzovany hmotnostnim spektrometrem. Hmotnostni spektrum kazdé
detekované slouceniny mulze byt okamZité¢ pofizeno a porovnano s tisici hmotnostnich

spekter obsazenych v pocitacové knihovné pro identifikaci [7, s. 521, [13, s. 157, 163].
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4.5.1 Hmotnostni spektrum

Je to pomérné zastoupeni ruznych druhi iontt, které vznikly za urcitych experimentalnich
podminek. Vodorovna osa zobrazuje hodnoty m/z a svisld ptredstavuje hodnoty relativni

intenzity iontového proudu v procentech (viz. obrazek 18) [7, s. 52], [10, s. 118, 119].

Nejintenzivnéjsi pik méa pak ve spektru hodnotu 100 % a je oznafen za zdkladni pik.
Spole¢né se zdkladnim pikem se vyskytuje i pik molekulovy, nazyvany také jako
molekularni iont. Zapisovan byva symbolem M™ a poskytuje molekulovou hmotnost
slouceniny. Tyto molekulové piky mizeme hojné najit napiiklad u benzenu ¢i naftalenu.
Pokud je zékladni pik stejny jako pik molekulovy, svéd¢i to o velké stabilité slouceniny.
Naopak vysoce rozvétvené alifatické slouceniny, které jsou snadno fragmentovany, maji
velmi malé nebo dokonce neexistujici molekulové piky a svéd¢i tak o tom, ze sloucenina

vykazuje nestabilitu [40].
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Obrazek 18 Graf — p-Cymen [35]
SDBS 1176, CAS 99-87-6, M+ = 134 m/z (25,5 %), 119 m/z (100 %), 91 m/z (15,9 %),
Retencni ¢as 8,53 min, Al = 1020 a KI = 1024
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Obrazek 19 Graf — o-Cymene [35]
SDBS 6722, CAS 527-84-4, M+ = 134 m/z (29,4 %), 119 m/z (100 %), 91 m/z (17,9 %),
Retencni ¢as 8,59 min, AI = 1022 a KI = 1026
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Obrazek 20 Graf — a-Terpinen [11]
CAS 99-86-5, M" =136 m/z (40 %), 121 m/z (100 %), 93 m/z (95 %); Retenéni Cas 8,30 min,
Al=1014aKI=1017

Hmotnostni spektra byla ziskdna na hmotnostnim spektrometru Hewlett Packard 5970b MSD, ktery byl spojen
s plynovym chromatografem HP 5890 s kolonou DB-5, 30 m X 0,25 mm X 0,25 um. Teplota kolony byla
zahfivana gradientovym zptisobem od 60 °C do 246 °C rychlosti 3 °C/min. Mobilni fazi bylo helium.
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5 DALSI METODY

Dalsimi metodami zabyvajici se hodnocenim esencialnich oleja jsou:

e Polarimetrie
e Index lomu
e Hustota

¢ NMR

5.1 Polarimetrie

Princip polarimetrie spocivd ve sledovani schopnosti nékterych latek stacet rovinu
polarizovaného svétla. Takové latky jsou vétSinou organického plvodu, a maji ve své
molekule uhlikovy atom substituovany ¢tyfmi riznymi substituenty. Mohou to byt i latky
anorganického piivodu, které maji asymetrickou molekulu. Souhrnné tyto latky nazyvame
jako opticky aktivni. Lze je rozdé€lit podle sméru staCeni roviny polarizované¢ho svétla
arozlisit tak latky pravotocivé a levotocivé. Opticky aktivni latky jsou charakterizované
pomoci mérné otacivosti. Mérna otacivost je pak definovana jako thel, o ktery oto¢i opticky
aktivni latka rovinu monochromatického polarizovaného svétla o jednotkové tloustce vrstvy
a jednotkové koncentraci. Polarimetrie nachazi vyuziti pfedev§im v potravinaiském
primyslu, kde se vyuziva optické aktivity sacharidi. Opticka rotace esencialniho oleje je
uhel rotace roviny polarizace svételného zateni pii vinové délce 589 + 0,3 nm, kdyZz prochazi
pres tloustku 100 mm esencialniho oleje za dobife definovanych teplotnich podminek

[4,s. 148], [7, . 58, 59].

polostinove
Zafizeni

filtr ; kyveta analyzator
se vzorkem

Obrazek 21 Schéma subjektivniho polarimetru [7, s. 59]
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Tabulka 10 Zakladni fyzikalni parametry vybranych esencialnich oleji
Nazev oleje gl? ttil‘fil:: Index lomu Hustota CAS
[a] 20/D n [20] [g/ml, 25 °C]
(Chl;z’v‘;ny 2 studona) +64° 1,473 0,850-0,853 | 8008-56-8
Lemongrass —10° az 0° - 0,896 8007-02-1
Tymian —1° 1,502 0,917 8007-46-3
Santalové dievo —15° 1,507 0,974 8006-87-9
Zazvor -39° 1,490 0,871 8007-08-7
Mata peprna —26° 1,461 0,898 8006-90-4
Eukalypt - 1,460 0,909 8000-48-4
Petitgrain —3° 1,459 — 8014-17-3
Rozmaryn +1,2° 1,467 0,908 8000-25-7
Hiebicek plody —1,5°az 0° 1,532 1,050 8000-34-8

5.2 Index lomu

Index lomu je pomér mezi sinem uhlu dopadu a sinem uhlu lomu svételného paprsku predem

stanovené vlnové délky v éterickém oleji udrzovany pfi konstantni teploté [4, s. 148].

5.3 Hustota

Hustota esencialniho oleje je pomér mezi jeho objemovou hmotnosti a objemovou hmotnosti

referencni slouceniny (vody) [4, s. 148].

5.4 NMR

Objev nuklearni magnetické rezonance (NMR) saha do roku 1945. Znamenalo to tak velky
skok, ktery podnitil dalsi vyvoj spektralnich metod. Prvni komeréni pfistroj, Varian
HR- 30, byl instalovan v roce 1952. Postupem casu se NMR stala hlavni identifika¢ni
metodou a napomohla tak rozvoji organické chemii nejen v oblasti heterocyklickych
sloucenin, ale také v oblasti chirdlnich slouc¢enin, stereoselektivni syntéze a za posledni roky

1 pti syntéze ptirodnich sloucenin.

Dokaze studovat intramolekularni a intermolekularni interakce a je také cennym néstrojem
v supermolekularni chemii pro latky v kapalném, plynném tak i tuhém stavu. Objasiiuje

struktury molekul zkoumanim prostfedi specifickych atomt, jako je naptiklad vodik, pfi
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pohledu na jejich charakteristické jaderné spiny. Je tedy zalozena na interakci spinil jader
s radiofrekvenénim zéafenim v pfitomnosti silného homogenniho magnetického pole

[2,s.7,12, 13], [4, s. 152], [7, 5. 92-94], [8, s. 113], [10, s. 143-145, 147], [18, s. 109].

Vysokofrekvenéni
vysilaé Vysokofrekvencni
prijimat a zesolovat
magnet magnet
et |- I
Magnetické Magneticke | Oviadaci panel
pole pole e .
zapisovat

Otacejici se
zhumavka
se vzorkem

Generdtor

Obrazek 22 Schéma NMR spektrometru [34]

NMR spektrometr se sklada ze: silného magnetického pole vytvoreného magnety, zkumavky
se vzorkem zachycené v civce (skrz civku ménéna frekvence radiofrekvenéniho zéteni
vznikajiciho v generatoru), vysilace, pfijimace, zesilovace a z ovladajiciho panelu (slouZici
jako  vyhodnocovaci zafizeni, ze kterého je vysledkem spektrum NMR)

[7,s.94], [10, s. 153].

54.1 BBC-NMR

Vyuzita v piimé analyze esencidlnich oleji bez potfeby oddélit pomoci GC. Pouziva se

k objasnéni struktury chemickych latek.

Technika '3C-NMR spektroskopie umoziuje analyzovat vzorek éterického oleje bez
ptedchoziho rozdéleni na jeho slozky. Dalsi vyhodou této techniky je, ze poskytuje ptimé
informace o molekularni struktute a funkénich skupinédch jednotlivych slozek. Pro rutinni
analyzu éterického oleje, se pouzivd protonova Sirokopasmova oddé€lovaci technika

[1,s.29], [3,s. 74], [8, s. 177], [13, s. 1671, [19], [22, 5. 265].
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Ptiklad experimentu na Alpinia speciosa.

Esencidlni olej byl nejprve analyzovan za pouziti piistroje HP-5971 GC / MS vybaveného
25 m kolonou z oxidu kiemicitého s kapilarou SE-54 (0,25 mm id), za pouziti helia jako
nosného plynu (1 ml / min) a teplotu naprogramovanou zpoc¢atku od 50 do 180 ° C pti4 ° C
/ min a poté od 180 do 250 ° C pti 20 ° C / min. 13C-NMR spektrum oleje bylo ziskano na
pristroji Brucker A200 (200 MHz, 12 hodin po ziskani) [22, s. 269].

Tabulka 11 Chemické sloZeni éterického oleje z Alpinia speciosa pomoci
BC-NMR shody [22, s. 269]

Sloucenina KI O[bo/ia]lh MIG | Shoda1l | Shoda2
p-Cymen 1011 33,1 0,9 1,0 1,0
1,8-Cineol 1017 18,9 0,9 1,0 1,0
(E)-Terpinen-4-ol 1173 18,8 1,0 1,0 1,0
Sabinen 963 8,2 1,0 1,0 1,0
(£)-Karyofylenoxid 1556 24 0,9 0,9 0,8
a-Thujen 921 2,1 1,0 0,9 0,6
Linalool 1084 1,8 0,9 0,8 0,7
B-Pinen 966 1,6 1,0 0,8 0,5
a-Terpineol 1176 1,1 0,9 0,9 0,4
a-Pinene 927 0,9 1,0 0,8 0,4
(£)-Sabinen hydrat 1101 0,9 0,8 0,7 0,4
(E)-Sabinen hydrat 1128 0,8 0,8 0,6 0,3
p-Cymen-9-ol 1181 0,7 0,8 0,9 0,7
B-Terpineol 1051 0,7 0,8 0,9 0,3
Piperitol 1196 0,3 0,8 0,7 0,2
(Z£)-Nerolidol 1527 0,3 1,0 0,9 0,3
B-Karyofylen 1410 0,2 0,9 0,7 0,2
Bornyl acetat 1269 0,2 0,9 0,7 0,1
Myrcen 978 0,2 1,0 0,6 0,0
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Obrézek 23 Chromatogram pro fenyklovy olej (Mad’arsko) [36, s. 118]

Tabulka 12 Hodnoty pro Fenyklovy olej (Mad’arsko) [36, s. 118]

Sloucenina Kéd Mad’arsko ‘ Spanélsko (‘yRektiﬂkovany ‘ Sladky
0
a-Thujen/a-Pinen | Ten/aPin 11,73 15,86 0,73 1,95
B-Pinen BPin 1,63 4,15 0,06 0,59
Sabinen Sab 0,27 0,21 0,22 0,10
Myrcen Myr 1,80 3,13 0,11 0,87
Limonen Lim 10,33 28,58 5,72 21,03
Linalool Loo 0,01 0,01 - 0,35
Estragol Eol 2,34 1,44 5,07 2,28
trans-Anethol tAne 47,59 14,48 67,30 58,12
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Obréazek 24 3C-NMR spektrum (A) pro fenyklovy olej (Mad’arsko), rozsah 100 az 160
ppm [36, s. 120]

Tabulka 13 Hodnoty chemického posunu *C-NMR

spektrum (A) [36, s. 120]

Chemicky posun | Intenzita Kéd Sloutenina
[ppm] [%]
159,24 24,4 tAne | trans-Anethol
158,65 1,1 Eol Estragol
149,96 3,0 Lim Limonen
144,53 1,6 aPin a-Pinen
139,47 0,9 Myr Myrcen
138,31 2,1 Eol Estagol
133,37 2,4 Lim Limonen
132,03 1,3 Eol Estragol




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 48

D 7]
c c
< B
S
5 T S
2 § s5¢
. Lo IS
(g &

I

Obréazek 25 *C-NMR spektrum (B) pro fenyklovy olej (Mad’arsko), rozsah 10 az 60 ppm
[36,s. 121]

Tabulka 14 Hodnoty chemického posunu *C-NMR
spektrum (B) [36, s. 121]

Chemicky posun | Intenzita Kéd Sloutenina

[ppm] [Yo]

54,69 49,5 tAne | trans-Anethol
47,32 2,7 oPin o-Pinen
41,24 5,1 Lim Limonen
41,06 3,0 oPin o-Pinen
40,73 0,5 BPin B-Pinen
39,47 2,1 Eol Estragol
37,99 1,9 oPin o-Pinen
31,00 4.8 Lim Limonen
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Obrazek 26 *C-NMR spektrum (C) pro fenyklovy olej (Mad’arsko), rozsah 20 az 33 ppm
[36,s. 122]

Tabulka 15 Hodnoty chemického posunu '“C-NMR
spektrum (C) [36, s. 122]

Chemicky posun | Intenzita Kéd Sloucenina

[ppm] [l

31,59 4,0 oPin a-Pinen
31,00 4,8 Lim Limonen
30,67 4,7 Lim Limonen
25,53 0,7 BPin/Myr | B-Pinen/Myrcen
23,71 0,6 BPin B-Pinen
23,37 3,8 Lim Limonen
22,85 3,5 aPin a-Pinen
21,75 0,6 BPin B-Pinen
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ZAVER
Cilem této bakalarské prace bylo shrnout sloZzeni a metody vyuzivajici se pro hodnoceni
esencidlnich oleji. JelikoZz se esencialni oleje staly nedilnou soucasti naSeho

zivota, nalezneme je naptiklad v oborech mediciny, lazenstvi ¢i aromaterapii. Jejich frakce

a izolaty se pak pouzivaji jako doplikové latky v potravinarstvi, kosmetice i parfumerafstvi.

Vzhledem k rozsitené poptavce, se nékteré oleje vyrabéji ve velkém mnozstvi, to miize
v disledku zpiisobovat nartstajici panCovani a falSovani. Existuji tak napiiklad levnéjsi oleje
stejného druhu, ale rizného zemépisného pivodu, nebo oleje extrahované zjiné Casti
rostliny. Dale pak mohou obsahovat i ptidatné latky, naptiklad alkoholy ¢i rostlinné

oleje, které se pouzivaji jako fedidla.

Autentizace je tedy velmi dilezita jak pro spotiebitele, tak 1 pro chemické spolecnosti. Ke
stanoveni profilu chemickych slozek éterického oleje slouzi analytické metody, vcetné
separacni techniky (GC, LC), které lze pouzit iv kombinaci sfadou detektor. Dalsi
technikou vyuZzivajici se pro detekci falSovani je NMR. Ta objasiiuje struktury molekul
zkoumanim prosttedi specifickych atomd. Velmi podobna je i '*C-NMR spektroskopie
umoziujici analyzovat vzorek éterického oleje bez predchoziho rozdé€leni na jeho slozky.
Vyhodou této techniky miiZe byt i to, Ze poskytuje piimé informace o molekularni struktuie

a funk¢nich skupinach jednotlivych slozek.
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FID
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MHE

LLE

LSE

SFE
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SPME

HS

TAG

TLC

IR

UV/VIS

RI

ECD

TCD

AFID

PID

AED

Esencialni olej (Essential Oil)

Plynové chromatografie (Gas Chromatography)

Kapalinova chromatografie (Liquid Chromatography)
Plamenové-lonizacni detektor (Flame Ionization Detektor)
Hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)

Nuklearni magneticka rezonance (Nuklear Magnetic Resonance)
(Multiple Headspace Extraction)

Extrakce kapalina-kapalina (Liquid-Liquid Extraction)

Extrakce kapalina-pevna latka (Liquid-Solid Extraction)
Superkriticka fluidni extrakce (Supercritical Fluid Extraction)
Extrakce tuhou fazi (Solid Phase Extraction)

Mikroextrakce tuhou fazi (Solid Phase Micro Extraction)
(Headspace Extraction)

Triacylglyceroly

Tenkovrstva chromatografie (Thin Layer Chromatography)
Infracervend spektrometrie (Infrared spectroscopy)
Ultrafialovo-viditelna spektroskopie (Ultraviolet-visible spectroscopy)
Index lomu (Refractive index)

Elektrochemické detektory (Electrochemical Detector)
Tepelné-vodivostni detektor (Thermal Conductivity Detector)

Plamenové-ionizaéni detektor s alkalickym kovem (Alkali Flame Ionisation

Detector)
Fotoioniza¢ni detektor (Photo lonization Detector)

Atomovy emisni detektor (Atomic Emission Detector)
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GC-O Technika plynové chromatografie-olfaktometrie (Gas Chromatography-

Olfactometry)
WCOT (Wall Coated Open Tubular)
SCOT (Support Coated Open Tubular)

PLOT (Porous Layer Open Tubular)
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