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ABSTRAKT

Tato prace se vénuje silicim ¢ajovnikového oleje. Stézejni Cast teoretické Casti popisuje
biologické ucinky a chemické slozeni ¢ajovnikového oleje s dirazem na primarni aktivni
slouceninu terpinen-4-ol. S ohledem na chemické slozeni byla zminéna také norma
ISO 4730, ktera urcuje koncentracni limity cajovnikovych silic. Dale se prace vénuje
falSovani tea tree oleje a moznym autentifikacnim metoddm. Zavérem jsou popsany
konvenc¢ni a moderni izola¢ni metody a s tim souvisejici studie, které pojednavaji o slozeni

¢ajovnikového oleje.

V praktické ¢asti je popsana a vyhodnocena analyza pro kvalitativni a kvantitativni evaluaci
komerénich vzorkli ¢ajovnikového oleje. Jako primarni identifikacni metody byly zvoleny
plynovd chromatografie s FID detektorem a kombinovana plynova chromatografie
s hmotnostnim spektrometrem. Z analyzy vyplyva, ze vétSinové zastoupeni v oleji tvofi
slozky terpinen-4-ol (24,3-48,6 %), y-terpinen (12,5-27,4 %) a a-terpinen (7,4-13,5 %).
Hmotnostni spektrometrie umoznila pfedevsim identifikaci slozek, které nebylo mozné urcit
plynovou chromatografii, jako a-thujen, viridifloren nebo aromadendren. Naméfené

hodnoty byly srovnany mezi sebou, s literarnimi zdroji a ISO 4730 normou.

Jako doprovodné metody slouZzi refraktometrickda metoda pro stanoveni indexu lomu

a stanoveni maximalni absorbance pomoci UV-VIS spektrometrie.

Klicova slova: ¢ajovnikovy olej, esencialni olej, silice ¢ajovniku, Melaleuca alternifolia,
terpinen-4-ol, parni destilace, extrakce, plynova chromatografie, hmotnostni spektrometrie,

index lomu, absorbance, ISO 4730

ABSTRACT

This diploma thesis deals with tea tree essential oil. The main part of theoretical part
describes its biological activities and chemical composition with the emphasis on primary
active compound terpinene-4-ol. With regard to the chemical composition, the ISO 4730
standard, which determines the concentration limits of tea tree essential oils, was also
mentioned. The work also deals with the adulteration and possible authentication methods.
Finally, conventional and modern isolation methods and related studies are described, which

also discuss the composition of tea tree oil.

The practical part describes and evaluates the analysis for qualitative and quantitative

evaluation of commercial tea tree oil samples. Gas chromatography with FID detector



and combined gas chromatography with a mass detector were chosen as the primary
identification methods. The analysis shows that the majority of the oil consists of
terpinene-4-ol (24,3-48,6 %), y-terpinene (12,5-27,4 %) a oa-terpinene (7,4—-13,5 %).
In particular, mass spectrometry made it possible to identify components which could not be
determined by gas chromatography, such as a-thujene, viridiflorene or aromadendrene. The
measured values were compared with each other, with literature sources and the ISO 4730
standard. The refractometric method for determining the refractive index and determining

the maximum absorbance by UV-VIS spectrometry serves as accompanying methods.

Keywords: tea tree oil, essential oil, terpinene-4-ol, Melaleuca alternifolia, steam
distillation, extraction, gas chromatography, mass spectrometry, refractive index,

absorbance, ISO 4730
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UvVOD

Tato prace se vénuje vlastnostem, zplusobu ziskdvani a vyuziti Cajovnikového oleje
ziskaného z rostliny Melaleuca alternifolia. K pirednostem ¢ajovnikového oleje, které stoji

za zminku ihned v tivodu, patii ucinky proti bakteriim, virGm i plisnim.

Rod Melaleuca obsahuje mnoho individudlnich druhti, mezi které fadime také rostlinu
Melaleuca alternifolia. Zpracovanim primarn¢ této rostliny dochazi k produkci tea tree oleje
neboli &ajovnikového oleje. Cajovnikovy olej se oznacuje jako olej z Melaleuca, olej typu
terpinen-4-ol, pravé tento monoterpenoid je jeho majoritni slozkou. Kromé terpinen-4-olu

jsou dal§imi majoritnimi slozkami a-terpinen, y-terpinen a a-terpineol.

S postupnym objevem prospéSnych vlastnosti a vyuZiti tohoto oleje doSlo k expanzi
endemické australské rostliny do dalSich oblasti, jako jsou Spojené stity americkeé,
Zimbabwe, Novy Zéland, Cina nebo Indie. Samotny genericky nézev tea tree vznikl pfi
vypravné plavbé v 18. stoleti po Australii pod velenim kapitana Jamese Cooka. Ugastnici
vypravy si v§imli, ze domorodi lidé uZzivali listy této rostliny jako alternativu pro ¢aj, z ¢ehoz
byl odvozen dnesni nazev. Cajovnikovy olej ale neméa s Gajem uréenym ke konzumaci
zadnou spojitost, jedné se pouze o shodu jmen. Pfitomny pfirodovédec, sir Joseph Banks,
pti pfilezitosti vypravy sesbiral vzorky rostliny a kvili podobnému piekladu mistnich
oznaceni pojmenoval znamé rody Leptospermum, Melaleuca, Kunzea a Baeckea spole€nym
nazvem tea tree [1, s. 1] [2, s. 3] [3, s. 1109]. Pouziti stejného lidového nazvu pro
taxonomicky odlisné druhy mtize vést k zdméné autentického ¢ajovnikového oleje, a to
1 pfes jejich pozoruhodnou odliSnost co se ty€e botanickych, chemickych vlastnosti

a geografického umisténi.

Teoreticka ¢ast prace se zabyva biologickymi G¢inky a vyuZitim ¢ajovnikového oleje. Dale
bylo popsané jeho chemické slozeni, kde je kladen diiraz na rozdilné chemotypy a ISO 4730
normu, ktera definuje sloZeni Cajovnikového oleje pro komeréni ucely. Pozornost je
vénovana také falSovani tea tree oleje, které s sebou nese neopravnéné klamani zakaznika,
a také moznd zdravotni rizika v podobé dermatitid a vzniklych alergii. Mezi primarni
autentifika¢ni metody pro ovéteni pravosti esencialniho oleje patti plynova chromatografie,
hmotnostni spektrometrie, a dale stanoveni hustoty, indexu lomu a optické stacivosti. Jako

sekundarni doplitkové metody slouZi organoleptické hodnoceni a geneticka identifikace.

V zavéru teoretické Casti jsou popsany konvencni izolacni metody, jako parni destilace,

hydrodestilace a listovani. Z diivodu nutné modernizace ziskavani esencialnich olejli byly
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popsany také moderni izola¢ni metody, jako ultrazvukova a mikrovinna extrakce, které

vyrazné snizuji provozni néklady a dopady na zivotni prostiedi.

Cilem prace je kvalitativni a kvantitativni stanoveni silic komer¢nich vzorka cajovnikového
oleje pomoci GC a GC-MS analyzy. Jako dopliikkové identifikatni metody slouzi
refraktometrickd metoda pro stanoveni indexu lomu a stanoveni maximalni absorbance
pomoci UV-VIS spektrometrie. Pro evaluaci byly zakoupeny vzorky ctrnécti vyrobct, od

firmy Franchise Bewit s. r. 0. byl vzorek obdrzen darem.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BIOLOGICKE VLASTNOSTI A VYUZITIi CAJOVNIKOVEHO
OLEJE

Cajovnik tzkolisty, nebo také kajeput stiidavolisty, latinsky Melaleuca alternifolia, patii do
extenzivni botanické rodiny myrtovité [1, s. 12] [2, s. 2]. M. alternifolia je vysoky kef,
pfipadné nizky strom, typicky svou hustou korunou, ktery dortistd do vysky 5 az 8 metrti.
Na komer¢nich plantazich je vSak tato rostlina péstovand v podobé nizko rostoucich hustych
ketii, tak aby se docililo co nejhustéjsiho porostu listil za i¢elem maximalizované produkce
¢ajovnikového oleje [1, s. 63]. Na obrazku 1 [4, s. 1] je vyobrazen kajeput stfidavolisty jako
volné rostouci rostlina, kterd napadné pfipomind nizky strom s dievnatym kmenem. Na

obrazku 2 [5, s. 1] je zndzornén kajeput stiidavolisty péstovany na plantazich, kde ma jiz

podobu nizsiho kefte.

Obrazek 1 Volné rostouci Melaleuca alternifolia [4, s. 1]
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Obrazek 2 Melaleuca alternifolia na plantazi [5, s. 1]

Esencidlni olej se ziskava parni destilaci listd a koncovych vétvi Melaleuca alternifolia,
Melaleuca linariifolia a Melaleuca dissitiflora, jakozto 1 dalSich druhii Melaleuca za
predpokladu, Ze ziskany olej spliiuje pozadavky dané mezinarodni normou ISO 4730:2014,
ktera je popsana nize v kapitole 2 [6, s. 6]. Tato ISO norma byla v roce 2017 nové vydana,
nebyl ale umoznén pfistup k plné verzi [7, s. 2]. V aktualizované normé se jiz nenachazi
Melaleuca dissitiflora jako mozny zdroj esencialniho oleje, diivody jsou dale uvedeny

v kapitole 3.

Prvotni studie biologickych vlastnosti silic ¢ajovniku zapocaly jiz ve 20. letech 20. stoleti
v Technologickém muzeu aplikovanych véd v Sydney. Penfold a Grant uvedli, ze se jedna
o netoxické antiseptikum, které nezplisobuje topické iritace. Ve tiicatych letech nadale
nartistala popularita oleje, ¢emuz dopomohla vydana zprava o medicinské a dentalni aplikaci
Ti-trolu z roku 1936. Nazev Ti-trol oznacuje ve vod¢ rozpustnou smes Cistého oleje, ktery
byl dale produkovan jako antisepticky roztok Melasol vyrabény spolecnosti Australian
Essential Oils Ltd. [1, s. 169]. V diplomové praci se oznacuje ¢ajovnikovy olej také zkratkou

TTO (tea tree oil).
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1.1 Biologicka aktivita

Na biologickeé aktivité cajovnikového oleje se podili zejména majoritni slozka terpinen-4-ol,
ktera vykazuje siln¢ antimikrobialni a protizanétlivé ti€inky. Jedna se o potentni baktericidni
agens, ktery vykazuje také antifungalni ucinky [8, s. 2]. Olej ma Sirokospektralni
antimikrobidlni G¢inky proti bakteridlnim, virovym, plisiovym a protozodlnim infekcim
postihujici kGizi a délozni a oralni sliznici [9, s. 1223, 1228]. Esencialni olej urychluje proces
hojeni ran a vykazuje aktivitu proti rakoviné kuze. Ne&kolik studii navrhlo pouziti
¢ajovnikového oleje pro 1é¢bu akné vulgaris, seboroické dermatitidy a chronické gingivitidy,
neboli zanétu dasni [10, s. 784]. Diky t€émto u¢inkiim se v monografii Evropské 1ékové
agentury olej popisuje jako vhodna lé€ba malych povrchovych ran a kousnuti hmyzem,
malych viedil (furunkly a mirné akné), svédéni a podrazdéni a mirngj$ich zanétl sliznice
dutiny ustni. TTO se podava v mnoha formulacich véetné Cistého oleje, masti a roztokt. Je
také soucasti Cisticich prostfedkd, detergentti a avivazi. Kromé bohatého kosmetického
vyuziti se ¢ajovnikovy olej pouziva také v aromaterapii koznich onemocnéni, onemocnéni
dychaciho Ustroji (astma, bronchitida, sinusitida, tuberkul6za, ¢erny kasel), urogenitalnich
onemocnéni (vagindlni kandidoza, cystitida, genitalni pruritus), dale také pii 1éCbé

infek¢nich onemocnéni [11, s. 129, 130].

Co se tyce toxickych ucinkl ¢ajovnikového oleje, mize byt TTO potencialné toxicky ve
vysSich davkach. Byla pozorovédna oralni otrava u déti i dospélych, pii podpirné 1écbé
ale pacienti reaguji z pravidla bez zjevnych nésledkll. V literatufe nebyla hlaSend Zadna
lidska umrti zpisobena TTO. Oralni LDso u krysiho modelu pro TTO je 1,9 az 2,6 ml - kg™,
pii podani 1,9 ml - kg~ TTO se dostavily letargické a ataxické projevy [12,s. 59] [13, s. 6].
Pii kozni aplikaci na krali¢im modelu byla stanovena hodnota LDso 5,0 ml - kg™! [13, s. 6].
Lokalni topicka aplikace oleje mize pii vyssSich koncentracich zpiisobit nezadouci reakce.
Paralelné s ¢astym pouzivanim TTO byly hlaSeny neZadouci Gi¢inky vetné€ podrazdéni kiize,
erytému, alergické kontaktni dermatitidy, systémové kontaktni dermatitidy nebo
onemocnéni linearnim imunoglobulinem A [10, s. 758]. Line4arni onemocnéni IgA, znamé
také jako bulozni dermatitida s linedrnim imunoglobulinem A, je autoimunitni onemocnéni
charakterizované subepidermalnimi bulami s IgA autoprotilaitkami namifenymi proti
nékolika riznym antigenim v zoéné bazdlni membrany. Jeho imunopatologicka
charakteristika spociva v pfitomnosti kontinudlniho linedrniho depozita IgA podél zony
bazalni membrany, tento jev je jasné€ viditelny pfi pfimé imunofluorescenci [14, s. 38].

Perrett a spol. studovali vznik tohoto onemocnéni jako odpovéd’ na kontaktni dermatitidu
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vyvolanou ¢ajovnikovym olejem [15, s. 167]. TTO je oznacovan jako mirny senzibilizator
a jeho senzibilizujici u¢inky mtize zvyraznit predchéazejici podrazdéni kiize nebo oxidace
oleje. Olej skladovany delsi dobu v oteviené lahvi podléhd procesu starnuti, jehoz
vysledkem je fotooxidace oleje vedouci ke vzniku degradacnich produkti jako jsou
peroxidy, epoxidy a endoperoxidy, které jsou silnymi senzibilizatory. Expozice na vzduchu
vede k trojnasobnému zvyseni senzibiliza¢ni u¢innosti, k cemuz napomaha také autooxidace

a-terpinenu na allylové epoxidy a dalsi oxida¢ni produkty [11, s. 818]

1.1.1 Antimikrobni G¢inky

Siroka $kala esencialnich olejii je zndma svymi antimikrobialnimi u¢inky v souvislosti
s aktivnimi monoterpenovymi konstituenty ve svém slozeni. TTO je z historického hlediska
Siroce pouzivané topické antiseptikum, které se vyskytuje v kosmetickych
a farmaceutickych pfipravcich uréenych pro zevni pouziti jako primarni antimikrobidlni
slozka, ptipadné jako konzerva¢ni komponent. Siroké antimikrobialni spektrum piisobeni se
pfipisuje zejména slozce terpinen-4-ol. Pfi examinaci bakterie Escherichia coli pomoci
elektronové mikroskopie byl pozorovan ubytek celularniho elektrodenzniho materidlu
a koagulace cytoplasmatickych konstituentli po expozici TTO. Tyto d&je byly pozorovany
sekundarné po bunécné smrti bakterie. TTO také stimuluje unik bunéénych draselnych ionti
a inhibuje respiraci E. coli v bunécnych suspenzich, coz poukazuje na letalni G¢inek spojeny
s poskozenim cytoplasmatické membrany mikroorganismii. Letalni ucinky jsou také
vysledkem inhibice metabolickych d&ja lokalizovanych v membrané a  ztraty
chemiosmotické kontroly, tedy naruSeni kaskddy oxidoreduktdz. Antibakteridlni u¢inky
TTO spocivaji ve schopnosti inhibovat bunéné respiracni pochody a také ve schopnosti

zvySovat membranovou permeabilitu v bakteridlnich bunikach [16, s. 171-172].

Jsou zndmé hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace a minimalni baktericidni koncentrace
TTO v souvislosti s E. coli, Staphylococcus aureus a Candida albicans. MIC a MBC pro
E. coli, ataké S. aureus, jsou 0,25 % a 0,5 %. Tyto hodnoty jsou v souvislosti s kvasinkou
C. albicans dvakrat nizsi, 0,125 % a 0,25 %. Hodnoty jsou uvedené v objemovém zlomku

(vAv) [16, s. 172].

Terpinen-4-ol je ucinnou slozkou proti meticilin-rezistentni bakterii S. aureus (MSRA)
a koagulasa-negativnimu Staphylococcus epidermidis. Studie ukézala, ze 10% roztok TTO
ma antibakteridlni ucinky na S. aureus srovnatelné suCinky topického antibiotika

mupirocinu. Topicky oplach 5% TTO je G€inny pii odstranéni MRSA z kiize a dodate¢né
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zavedeni solubilizatoru do systému vedlo k podstatnému zvySeni bakteriostatické aktivity.
Smés 0,5 % TTO, 5 % solubilizatoru polysorbat 80, neboli Tween 90, a 0,3 % syntetického
konzervacniho prostfedku zajistuje mikrobiologickou stabilitu té¢lového balzdmu v souladu
s Americko-Evropskym 1ékopisem AEP. TTO je uc¢inny také proti bakteriim, které se

nachdzeji v duting Ustni a zapticinuji vznik zubniho povlaku [10, s. 785], [17, str. 55].

1.1.2 Antivirové ucinky

Schnitzler a spol. [18] prokazali silnou virucidni aktivitu TTO proti viru herpes
simplex 1 (HSV-1) a HSV-2. Vprvni fazi doslo ke staveni cytotoxicity, ktera byla
hodnocena standardnim testem barveni a absorpce neutralniho ¢erveného barviva. TCso byla
stanovena pii koncentraci 0,006 %. Antivirova aktivita proti viru HSV-1 a HSV-2 byla
testovana in vitro za pouziti testu redukce plaku neboli biofilmu. Inhibi¢ni koncentrace ICso
¢ajovnikového oleje pii tvorbe€ plakl viru herpes simplex byla 0,00009 % a 0,0008 %. Pro
srovnani ICso eukalyptového oleje byla v tomto ptipadé 0,009 % a 0,008 % pro HSV-1
a HSV-2 v daném poradi. Je tedy ziejmé, ze TTO vykazuje o tad vys$si Groven virucidni
aktivity proti danému viru. Pfi oSetfeni viru herpes simples éterickym olejem doslo
k vyraznému sniZeni tvorby plaku, coz naznacuje, Ze TTO ovliviiuje zivotaschopnost viru
pred nebo béhem procesu absorpce do hostitelské bunky, nikoli uz vSak po priniku
[18, s. 1]. Randomizovana placebem kontrolovana studie navic prokézala, ze TTO mulze byt
levnéjsi potencidlni variantou pro 1€¢bu recidivujici herpes labialis. TTO se prokézal jako
ucinny Cinitel pii 1é€bé bradavic na rukou zptsobenych lidskym papilomavirem (HPV) tim,

ze usnadiiuje uplnou reepitelizaci infikovanych oblasti [10, s. 785].

1.1.3 Protizanétlivé ucinky

Protizanétlivé ucinky ¢ajovnikového oleje jsou castecné podloZzeny skutecnosti, ze ptidavek
TTO k neutrofilim aktivovanym lipopolysacharidy inhibuje uvoliovani superoxidu
ptiblizn€ o 85 %. Koncentrace ptidaného TTO byla 0,05 % [19, s. 620]. Superoxid je velice
reaktivni forma kysliku, ktera pfi reakci s radikalem oxidu dusnatého tvofi peroxynitrit. Ten
vzniké pfi rozvoji zanétu a jeho tkolem je likvidace patogenii. Peroxynitrity vSak zpusobuji
okamzitou smrt vSech zivych tkani a bun€k ve vzdalenosti do 10 pm v fadu milisekund.
Poskozuji tak DNA, bilkoviny, lipidy, v€etné builky, kterd peroxynitrit vyprodukovala,

a jedna se o krajni prostfedek obranného mechanismu organismu [20, s. 2].
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2 CHEMICKE SLOZENI A FYZIKALNI VLASTNOSTI SILIC
CAJOVNIKU

Olej z ¢ajovniku obsahuje ptes sto chemickych latek, vétSina z nich jsou monoterpeny,
seskviterpeny a také aromatické slouceniny. Jako monoterpeny oznacujeme acyklické,
monocyklické nebo bicyklické C10 isoprenoidy. Isoprenoidy jsou sekundéarni rostlinné
metabolity strukturné odvozené od isoprenu, uplatiuji se pfi procesu ristu, reprodukei, pii
prenosech signdlti a obrannych mechanismech. Protoze jsou monoterpeny tékavé, lze je
snadno identifikovat a také jednoduSe izolovat pomoci destilace vodni parou jako
tzv. roslinné silice [21, s. 839]. Monoterpeny — terpinen-4-ol, a-terpinen, 1,8-cineol,
p-cymen, o-terpineol, o-pinen, limonen, sabinen a terpineoly tvoii 80-90 % oleje.
Monoterpen p-cymen obsahuje jako jediny ve své struktufe benzenové jadro.
Na obrazku 3 [22, s. 1] [22, s. 1] [24, s. 1] jsou k vidéni tfi nejhojnéji zastoupené
terpeny v ¢ajovnikové silici — (+)-terpinen-4-ol, y-terpinen a a-terpinen. Aktivni enantiomer
(+)-terpinen-4-ol sta¢i rovinu polarizovaného svétla doprava, je tedy pravotolivy

dextro-izomer [25, s. 1623]

CH3 CH3 CH3
£ YOH
g
CHy” CHs HsC™  CHg CH3 CHs

Obrazek 3 Nejhojnéji zastoupené terpeny — (+)-terpinen-4-ol, y-terpinen, a-terpinen
[22,s.1]1[23,s. 1][24,s. 1]

Pfirozeny obsah terpenli se miZe znacné& liSit v zavislosti na pouzité populaci sklizné,
klimatu, maceraci listl, stari listi a délce destilace. Minimdlni a maximélni povolené
koncentrace jednotlivych slozek podle normy ISO 4730:2004 jsou uvedené
v tabulce 1 [6, s. 6]. Podle tabulky je patrné, ze nejvétsi zastoupeni v komerc¢nich olejich ma
slozka terpinen-4-ol v rozmezi 30-48 %. Cyklicky terciarni alkohol, monoterpen,
terpinen-4-ol je hlavni bioaktivni sloZkou ¢ajovnikového oleje [6, s. 1]. Aktualné platna ISO
4730 norma z roku 2017 je uvedena v tabulce 2 [7, s. 2] a je patrné, ze koncentracni intervaly
nekterych slou€enin se zazily a zejména na piipustné minimalni koncentrace se kladou vétsi

naroky. Nezménéné koncentracni rozmezi je ponechano u terpinolenu, p-cymenu, limonenu,
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sabinenu, viridiflorolu a globulolu. U ostatnich slou¢enin doslo k pfisnéjSim piipustnym
parametrim. Koncentracni interval terpinen-4-olu byl zizen nejmarkantnéji, o celych pét
procent. V piipadé¢ y-terpinenu byl posunuta hranice minimalni koncentrace z 10 % na 14 %.
S aktualni ISO normou z roku 2017 byly srovnadvané namétené hodnoty v praktické cCasti

diplomové prace.

Tabulka 1 Povolené koncentrace slozek dle ISO 4730:2004 [6, s. 1]

Slo7ka Minimalni koncentrace Maximalni koncentrace
[%o] [%o]
Terpinen-4-ol 30 48
y-Terpinen 10 28
a-Terpinen 5 13
a-Terpineol 1,5 8
Terpinolen 1,5 5
a-Pinen 1 6
p-Cymen 0,5 8
Limonen 0,5 1,5
1,8-Cineol Stopové mnozstvi 15
Sabinen Stopové mnoZzstvi 3,5
Aromadendren Stopové mnozstvi 3
d-Cadinen Stopové mnozstvi 3
Viridifloren Stopové mnozstvi 3
Viridiflorol Stopové mnozstvi 1
Globulol Stopové mnoZstvi 1
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Tabulka 2 Povolené koncentrace slozek dle ISO 4730:2017 [7, s. 2]

Slozka Minimalni koncentrace Maximalni koncentrace
[Yo] [Yo]
Terpinen-4-ol 35,0 48,0
y-Terpinen 14,0 28,0
a-Terpinen 6,0 12,0
a-Terpineol 2,0 5,0
Terpinolen 1,5 5,0
a-Pinen 1,0 4,0
p-Cymen 0,5 8,0
Limonen 0,5 1,5
1,8-Cineol Stopové mnozstvi 10,0
Sabinen Stopové mnoZstvi 3,5
Aromadendren 0,2 3,0
0-Cadinen 0,2 3,0
Viridifloren 0,1 3,0
Viridiflorol Stopové mnoZzstvi 1,0
Globulol Stopové mnozstvi 1,0

Zatimco sloZka terpinen-4-ol vykazuje vyznamné antimikrobidlni a protizanétlivé G¢inky,
1,8-cineol, zndméjsi jako eukalyptol, je pravdépodobné neZzadoucim alergenem
v produktech s obsahem TTO a v samotném oleji. Pti delsi dob¢ skladovani dochazi ke
zméndm pomérua slozek; hladina cymenu se zvysuje, naproti tomu hladina terpinen-4-olu se
sniZuje.

Cajovnikovy olej existuje v podobé $esti chemotypil, coZ jsou oleje s riznym chemickym
sloZzenim. Patii mezi né€ terpinen-4-olovy chemotyp (typ 1), terpinenovy chemotyp (typ 2)
a 1,8-cineolovy  chemotyp (typ 5). U tfi  zbyvajicich  chemotypl
(typy 3, 4 a 6) dominuje slozka 1,8-cineol a jsou povazované za 1,8-cineolové chemotypy,
které se 1i8i koncentracemi pfitomného terpinen-4-olu a terpinolenu. V tabulce 3 [11,s. 810]
je vypsano procentualni zastoupeni vybranych olejovych slozek v zavislosti na
chemotypech. SloZeni oleje se vSak mize ménit zejména za piitomnosti vzduSného kysliku,
svétla, nebo kdyzZ je olej vystaven nadmérné vlhkosti a vy$Sim teplotam. Za téchto podminek

oxiduji o-terpinen, y-terpinen a terpinolen na p-cymen. V disledku toho se hladiny
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oxidovanych sloucenin snizuji a hladina p-cymenu se zvysuje az desetinasobné. Koncentrace
p-cymenu je tedy dobrym métitkem oxidativni degradace ¢ajovnikového oleje [11, s. 811].
Hladina 1,8-cineolu obvykle snizuje zadouci podil terpinen-4-olu. Pro ucely komer¢ni
vyroby se vyuziva terpinen-4-olovy chemotyp, ktery je kvalifikovan jako olej z australského
¢ajovniku podle normy ISO 4730, a zaroven je nejrozsifenéjSim chemotypem v divoké

populaci rostlin [10, s. 784] [26, s. 45].

Tabulka 3 Koncentrace vybranych slozek v chemotypech ¢ajovnikového oleje [11, s. 810]

Chemotyp Terpinen-4-ol 1,8-Cineol Terpinolen
[l [%] [%]
Typ 1 22-40 0-17 2.6
Typ2 <3 22-44 41-60
Typ3 10-14 34-46 16-24
Typ 4 6-14 41-63 0-3
Typ > <1 72-86 <1
Typ 6 <1 65-80 614
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3 FALSOVANI OLEJE CAJOVNIKU

FalSovani je vyznamnym problémem v primyslu esencidlnich oleji, ktery je pohanén
optimalizaci ziska pouzitim levnéjSich materialii ptidavanych do pfirodnich esencialnich
olejii. Do oleje se za tcelem falSovani pfidavaji slozky z jinych esencialnich oleji, rostlinné
oleje, odpadni produkty ziskané z jinych esencidlnich olejii nebo také esencidlni oleje
zjinych druhtt Melaleuca nebo z blizce ptibuzného rodu Leptospermum. Mezi mozné
falzifikaty TTO patii druhy ¢ajovniku znamé jako kajuput, niaouli, manuka nebo kanuka,
nicmén¢ falSovani pomoci téchto druhii neni ekonomicky piinosné. Oleje téchto druhil
¢ajovniku jsou relativné drahé a jejich pouziti by znamenalo jen minimalni finan¢ni zisk.
K falSovani TTO ¢asto dochdzi pomoci fedéni syntetickym terpinen-4-olem nebo odpadnimi
produkty z primyslové vyroby eukalyptového oleje bohatého na cineol, a dalSich
esencidlnich oleju jako je borovice nebo bily kafr [27, s. 4]. Mezi nejcastejsi oleje piidavané
za ucelem falsifikace jsou Cinnamomum camphora, Eucalyptus globulus, Melaleuca
cajuputi, Melaleuca leucadendra, Melaleuca quinquenervia, Pinus massoniana, Pinus
pinaster a Pinus roxburghii. Esencidlni olej z Melaleuca ericifolia se ziskdva ve velmi
malém mnozstvi a prodava se za vyssi cenu ve srovnani s TTO z Melaleuca alternifolia, zde
se tedy o falSovani nejednd. Melaleuca dissitiflora je v Evropském lékopisu uvedena jako
dal$i mozny zdroj TTO, ale podle nejnové¢jSich pokyni ISO normy jiZ neni pfipustna
[28, s. 2, 3]. DGvodem vytazeni M. dissitiflora jako mozného zdroje pro TTO z normy ISO
2017 je vyssi koncentrace methyl eugenolu. Methyl eugenol je strukturni analog estragolu
a safrolu, které pii toxikologickych testech vyvolavaji karcinogenni ucinky u hlodavct
[27, s. 5]. Methyl eugenol je pod referencnim ¢islem 102  zanesen
v ptiloze III Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) €. 1223/2009. Jedna se o latku,
kterou lze pouzit jako kosmetickou piisadu, ale pouze v limitnich koncentracich.
V parfémech je jeho limitni koncentrace 0,01 %, v toaletnich vodach 0,004 %, ve vonnych
krémech 0,002 %. V ptipad¢ leave-on kosmetickych piipravki a ptipravkd pro ustni hygienu
je nejvyssi povolend koncentrace methyl eugenolu 0,0002 % a limitni koncentrace
v rinse-off kosmetice je 0,001 % [29, s. 107]. Methyl eugenol byl v roce 2002 zafazen na
seznam zakazanych latek ve Smérnici Rady 76/768/EHS o sblizovani pravnich ptedpisi
Clenskych stati tykajicich se kosmetickych prostfedkit z roku 1976 [30, s. 1]. Byl zde
zatazen z divodu potencidlnich karcinogennich uc¢inkt, roku 2010 byl ale tento dokument
zruSen predpisem (ES) €. 1223/2009 a methyl eugenol byl zatazen do regulovaného seznamu

sloucenin, které 1ze pouZzivat jako vonné slozky [31, s. 464]. Obrazek 4 Obrazek 4 [32, s. 1]
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[33,s. 1] [34, s. 1] poukazuje na strukturdlni podobnost zminénych sloucenin v nésledujicim

poradi — methyl eugenol, estragol, safrol.

/\/@OCHS /\/@OCHS /\/©:0>
H.C™ OCHs3 H,GZ H.C* O

Obrazek 4 Methyl eugenol, estragol, safrol [32, s. 1] [33,s. 1] [34,s. 1]

Falsifikace TTO s sebou nenese pouze ekonomické aspekty a neopravnéné klamani
zakaznika, ale také mozné bezpecnostni a terapeutické komplikace. Pozitivni testy na
kontaktni alergii zptisobenou TTO jsou zplsobené bud’ produkty oxidacnich procesii nebo
prave ptitomnosti neopravnénych slozek za ucelem falsifikace oleje. Pro autentizaci TTO se
vyuzivaji  organoleptické a  fytochemické  metody, pfipadné¢  geneticka
identifikace [27, s. 4, 5]. Pfed rozvojem moderni chemické analyzy bylo hodnoceni aroma
primdrnim prostfedkem k ovéfeni pravosti esencialnich oleji. Hodnoceni odéru je stale
soucasti vétsiny rutinnich test kontroly kvality. Viiné ¢ajovnikového oleje je v monografii
WHO popsana jako myristicka. Vyznacuje se kofenitym, svézim a kafrovitym aroma se
suchym podtéonem podobnym senu. Odbornici na organoleptické hodnoceni jsou schopni
odlisit autenticky TTO od jinych esencidlnich olejii a od rtiznych chemotypt TTO, nékteré
z méné napadnych zplsobl falSovani mohou ale pfehlédnout. Organoleptické hodnoceni
proto neni vhodné jako samostatnd metoda pro autentizaci TTO a musi byt kombinovéano
s vhodnou chemickou metodou pro jednoznacné urCeni identity. Geneticka identifikace
taktéZ slouzi jako dopliujici autentifikacni metoda. K rozliSeni mezi druhy Melaleuca
a druhy blizce pifibuznymi slouzi oblast chloroplastového genu NADH
dehydrogenazy F, ndhF. Tato oblast ndhF slouZzi k vytvofeni fylogenetického vztahu v rdmci
jednoho kmene [28, s. 2, 3]. Lékopisné a normativni metody se zamétuji na testovani slozek
neprodlené po parni destilaci, a krom¢ organoleptického hodnoceni zahrnuje hodnoceni
hustoty, indexu lomu, optické stacivosti, chromatografii na tenké vrstvé, konvencni
plynovou chromatografii, hmotnostni spektrometrii a chirdlni GC-MS analyzu [27, s. 5].
Evropsky 1ékopis vyuzZivd pro autentizaci metodu plynové chromatografie s plamenové
ioniza¢nim detektorem. Tato autentizace je zaloZend na relativnim procentudlnim
zastoupenim jedenacti terpenovych individui v TTO. Kromé toho se hlavnim standardnim
detekénim systémem plynové chromatografie stala hmotnostni spektrometrie. Pro

autentizaci je také mozné vyuzit nuklearni magnetické resonance, a to pomoci determinace
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enantiomerovych pomérti terpinen-4-olu a a-terpineolu za pouziti ¢inidel pro posun

lanthanoidt [27, s. 6].
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4 1ZOLACNI TECHNIKY PRO ZISKANI SILIC

Podstatnym krokem zpracovani esencialnich olejii (EO) je jejich izolace z rostlinné matrice.
K tomuto ucelu lze vyuzit rizné metody, véetné téch nejbéznéjsich, jako je vodni destilace,
parni destilace, lisovani za studena a extrakce rozpoustédlem [35, s. 275].

oy oo

nevyhod, jako jsou ztraty nékterych tékavych sloucenin, nizka Gcinnost extrakce, degradace
nenasycenych nebo esterovych sloucenin tepelnymi nebo hydrolytickymi ucinky nebo
pfipadna stopova mnozstvi toxickych rozpoustédel v extraktech EO. V disledku naristu
nakladl na energii a s pfichodem trendu ekologic¢téjsiho smysleni se praimyslova odvétvi
zaméfujici se na produkci EO orientovala na rozvoj modernéjSich izolacnich metod.
V soucasné dob¢ jsou k dispozici nové techniky pro extrakci EO, vcéetné superkritické
kapalinové extrakce, tlakové extrakce horkou vodou, membranové extrakce rozpoustédlem,
mikro extrakce na pevné fazi, mikrovinné a ultrazvukové extrakce. Tyto alternativy ke
konvencnim extrakénim postupim maji potencidl zvysit efektivitu vyroby a pfispét
k ochran¢ zivotniho prostfedni sniZzenim pouzivani neekologickych a nékladnych

rozpoustédel a fosilnich energii [35, s. 276].

Také na zéklad¢ zpracovdvané Casti a typu rostliny se voli vhodna izola¢ni metoda. Na
ptiklad, lisovani za studena je v pfipadé¢ zpracovani slupek citrusovych plodi vhodnéjsi nez
enfleuraz, protoZe slupky je nutné narusit a vyvinou na né tlak, ¢ehoZz v piipadé enfleuraze

dosahnou nelze.

Primysl esencidlnich oleji se neomezuje na vyrobu a distribuci EO a zdokonalovani metod,
ani na samotné vytvareni a udrzovani standardi kvality, ale stale vice se zabyva vyvojem,
vyrobou a testovanim syntetickych aromatl a smési, které si dnes nachazeji cestu do mnoha

produkti na trhu [36, s. 13].

4.1 Konven¢ni metody izolace

Vyuziti konvenénich metod izolace EO saha jiz do starovékého Egypta, kde se EO vyuzivaly
v 1€kafstvi, parfumerii a pfi balzamovani tél. V té dob¢, ani dlouho poté, se ale nemohlo
hovofit o velkoobjemové vyrobé jako ji zname dnes. Oleje se ziskavaly predevSim
enfleuraZi, maceraci a lisovanim za studena. O mnoho let pozdé&ji, po padu Rimské fise
a s ptichodem kiestanského ale predevsim muslimského lidského pokrok, byly femesiné

dovednosti a vyvoj EO pieneseny do arabského svéta, kde se staly jesté sofistikovanéjSimi.
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Ve stfedovéku byly tyto znalosti o viinich pfevezeny zpét do Evropy kiizéky, kteti se vraceli
ze Svaté zems, a byli dale obohacovany zejména tehdejsimi alchymisty. Céast dovednosti
ziskali Evropané na pocatku 8. stoleti, kdy velitel Tariq ibn Zijad a jeho vojsko ptekonali
uzinu pobliz Gibraltaru a dobyli Pyrenejsky poloostrov, ktery se tak dostal pod nadvladu
muslimského chalifatu. Tehdejsi méné rozvinuta stfredovekd Evropa tak dostala prilezitost
Cerpat z technickych a védeckych znalosti muslimské kultury. V prib€hu renesance se
pouzivani esencialnich olejti v parfumerii a kosmetice rozsitilo po celém svéte [37, s. 1, 2]

[38, s. 1].

4.1.1 Lisovani za studena

Lisovani za studena je nejstarsi ze zminénych izola¢nich metod. Tato metoda ma vyhodu
minimélniho vyvinu tepla béhem procesu, naopak nevyhodou je, Ze poskytuje nizké vytézky
EO. VétSinou se pouziva pro izolaci olejii z kliry citrusovych plodi z diivodu relativni
tepelné nestability aldehydt v nich obsazenych. Metoda mechanického lisovani za studena
probiha tak, Ze se ptisobenim tlaku nebo otérem narusi olejové Zlazy tak, ze se olej vymrsti
a smyje vodni sprSkou. EO ziskané pomoci této metody jsou pomérné stialé netékavé
slouceniny, obsahuji také kumariny a rostlinné pigmenty, a proto, pokud je pozadovan Cisty
EO, je nutné provést destilaci nad zftedénym hydroxidem sodnym [35, s. 276]. Vzhledem
k nevyhodam byly zkoumany piediipravy pomoci enzymii za i¢elem zvyseni vytéznosti EO.
Soto a kol. [39, s. 837] vyuzili enzymatickou hydrolyzu k upravé semen brutnaku Iékatského
pfed samotnym lisovanim za studena. Ve srovnani s kontrolou bez pfedbézného oSetfeni
enzymem byla vytéZnost vySsi. Za studena lisovany TTO se vyskytuje na trhu vétSinou
s oznacenim organického ptivodu. Takové produkty jsou obvykle prodavany za vyssi cenu
jako prémiové [35, s. 276]. Obrazek 5 [40, s. 1] piedstavuje schéma lisovani za studena ve

¢tytech zékladnich krocich.
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Obrézek 5 Schéma lisovani za studena; 1 - Rostlinn4 matrice postupuje dopravnikem dold;
2 - Naruseni olejovych zlaz, ptisobeni tlakem; 3 - Omyvani vodni sprchou, ptisobeni
tlakem; 4 - Centrifugace vzniklé emulze, EO je separovan od vodni faze, upraveno dle
[40,s. 1]

4.1.2 Destilace

Esencialni oleje se obecné nejéastéji ziskavaji pomoci vodni nebo parni destilace z riznych
¢asti rostlin, véetn¢ celé rostliny, ploda, listt, kofent, kiiry nebo semen. Pouzité ¢asti rostlin
se mohou nachazet v rizném stavu Cerstvosti, ale diilezité je, aby nebyly pied izolaci tepelné
upravovany, a to z divodu mozného snizeni vytéZnosti. Povaha slou¢enin ziskanych pomoci
destilacni metody je tékava [37, s. 3]. Pro podrobné&jsi popis destilacnich metod je tato
kapitola dale rozdélena do dvou podkapitol pojednavajicich o vodni a parni destilace.
Podkapitola parni destilace bude probrana podrobné&ji, protoZe je to izola¢ni metoda uZivana

primarné k ziskavani TTO 1 ve velkoobjemovém méfitku.
Vodni destilace

Pfi procesu vodni destilace je rostlinny materidl zcela ponofen do vrouci vody.
Charakteristickym rysem je, Ze dochézi k pfimému kontaktu mezi vrouci vodou a rostlinnou
matrici. V tomto se 1i8i parni destilace, kdy je pfitomna voda i vyvijena vodni para, ale
nedochazi ke kontaktu mezi vodou a rostlinou. V piipadé zpracovani menSich kvéth je
izolace vodni destilaci vyhodou, protoze nedochazi k jejich slepeni, ke kterému by za
pfitomnosti pary doslo [41, s. 79].

Obrazek 6 [42, s. 1] odkazuje na schéma vodni destilace. Vlivem horké vody a pary se silice
uvoliiuji z olejovych Zlaz, poté dochéazi k neptfimému chlazeni vodou, ¢imz vznikla parni

smés vody a oleje kondenzuje. Z kondenzatoru proudi vznikly destilat do separatoru, kde se
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olej zdivodu niz§i hustoty automaticky oddéli od destilované vody na
povrch [43, s. R1232]. Vysledna vodni faze obsahuje rostlinné slozky rozpustné ve vode
a oznacuje se jako kvétinové voda, bylinny destilat nebo hydrosol. I tato ¢ast produktu se
dale uvadi na kosmeticky trh [41, s. 79].

Anandhi a spol. [44] uskutecnili studii, kterd se zabyvala porovnanim vytézki z riznych
casti Melaleuca alternifolia pomoci izola¢ni metody vodni destilace. Byly porovnavané
vytézky z vétvicek, listl, klry, kveth, plodi a stonkl. Extrakce EO z ¢ajovniku z rtiznych
¢asti rostliny metodou vodni destilace odhalila, ze obsah oleje byl nejvyssi v listech
(2,30 %) a nasledovaly kvéty (2,25 %). Ostatni casti jako vétvicky a plody
zaznamenaly 1, 85% a 0,95% vytézek, zatimco v kiife nebyl pozorovan zadny ole;j.

Dtvodem vysoké vytéznosti z listl je zvySeny vyskyt trichomt [44, s. 2].

- ~

[
| kondenzator

___separator

20500 2.

Obrézek 6 Schéma vodni destilace; 1 - Rostlinnd matrice ve vrouci vode¢; 2 - parni smés
proudici kondenzatorem; 3 - oddélena vodni faze ve formé hydrosolu; 4 - oddélena faze
esencialniho oleje, upraveno dle [42, s. 1]

Parni destilace

Podil silic extrahovanych parni destilaci je 93 % a zbyvajicich 7 % zahrnuje jiné izolacni
metody. Aplikované teplo vodni pary je hlavni pfi¢inou prasknuti a rozpadu bunécné
struktury rostlinné matrice V diisledku toho se z trichomi uvoliiuji aromatické slouceniny
v podobé silic. Roku 2005 navrhl Masango [45] novy procesni systém a provoz pro parni
destilaci EO za ucelem zvySeni vytézku oleje a sniZeni ztraty polarnich sloucenin v odpadni
vod¢. Systém se sklada ze smési rostlinného materidlu, kterd je umisténa nad zdrojem pary.
Prochézi jim pouze péra a vrouci voda se s materidlem nemicha. Metoda také fesi jeden
mnozstvi pary pottebné pro destilaci dané hmoty rostlinného materialu. Navrh procesu
vyzaduje, aby napliiovymi patry prochazelo minimum péry za ticelem minimélniho obsahu

vody v destilatu. Tento minimalni pritok pary lze experimentalné stanovit. Teoreticky se
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jedna o rychlost priitoku pary, kterd vyvine pokles tlaku s nejniz§im transportem pary pies
jednu népliovou vrstvu rostlinného materidlu. Pfijeti nového destilacniho pfistroje
s designem parniho plasté vede k zvyseni vytézku EO, uspofe energie a ekologictéjsSimu
smysleni. Konstrukce parniho plasté kolony udrzuje pfi destilacnim procesu stalou vysokou
teplotu. Ke konci destilaéniho cyklu klesa vytézek tak nizko, ze je neekonomické v destilaci
dale pokracovat. Pomoci grafi vynosi je snadné urcit hrani¢ni bod
destilace [45, s. 833] [43, s. R1232]. Obrazek 7 [46, s. 834] poukazuje na diagram konstrukce

kolony. Podrobnéjsi popis parni destilace je probran v kapitole 4.3.

parni smés » kondenzator

1zolaéni vrstva

parni plast

napliiova
patra

vodni para

Obrézek 7 Konstrukce kolony s parnim plastém, upraveno dle [46, s. 834]
4.1.3 Extrakce rozpoustédlem

Hydrofobni charakter EO umoziuje extrakci pomoci organickych rozpoustédel. Tato
extrakce pracuje na principu distribuce rozpusténé latky mezi dvé nemisitelné kapalné faze,
které¢ jsou ve vzdjemném kontaktu. V tomto procesu se latka pfendsi z matrice pomoci
kapaliny, ve které je dana latka rozpustna [35, s. 277]. Rajantereh a spol. [47] zkoumali
ucinnost zvolenych rozpoustédel na vytézek TTO. Vyzkumna prace zahrnovala nepolarni
rozpoustédla, n-hexan a petrolether, a polarni rozpoustédla, ethanol a methanol. Ve studii
neni zminéno, ktera frakce petroletheru byl pouzitd. V pfipad€é, Ze se musi jednat
o rozpoustédlo snizkym bodem varu, piedpokladd se, Ze byla pouzita frakce
nizkomolekularnich alifatickych uhlovodiki, vétSinou pentanu a hexanu. Nejvyssi vytézek
TTO poskytovala extrakce petroletherem, ve srovnani s extrakci n-hexanem vykazal vytézek

z petroletheru nartst o 10,42 % a 0 35,90 % vyssi ve srovnani s vytézkem absolutniho TTO
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z ethanolové a methanolové extrakce [47, s. 1]. Vtéto praci doslo také
k porovnani procentualniho zastoupeni jednotlivych slozek v zadvislosti na pouzitém
extrakénim rozpoustédle. Jako referen¢ni standard slouzil zakoupeny komeréni vzorek,
ktery byl vzdy zfedén danym extrakénim rozpoustédlem v poméru 1:10, a nasledné
podroben GC-MS analyze. Pro charakterizaci byly v kazdém vzorku identifikovany celkem
Ctyfi  monoterpenové  slouCeniny  véetné  jejich  procentudlniho  zastoupeni.
V tabulce 4 [47, s. 31] jsou vypsana procentualni zastoupeni monoterpenti za pouziti riznych
extrak¢nich rozpoustédel. Ve druhém sloupci je zastoupeni sloucenin v referencnim
standardnim vzorku TTO a vposlednim sloupci standardni zastoupeni podle
ISO 4730 normy taktéz v procentech. Primarni slouc¢enina terpinen-4-ol vykazovala nejvyssi
koncentraci pfi extrakci n-hexanem a také se nejvice pfiblizila koncentraci této slozky
v referen¢nim vzorku TTO. Zaroven je tato koncentrace v souladu s ISO normou. Podobné
je tomu v piipad¢ 1,8-cineolu a a-terpineolu. Celkovy obsah y-terpinenu je v ptipadé vSech
pouzitych rozpoustédel ve srovnani s referencnim mnozstvi TTO (20,47 %), a také s jeho
mnozstvim dle ISO normy, velice nizky (1,49-3,28 %). Rajantereh tuto skutec¢nost
odlivodiiuje tim, Ze mohlo dojit ke zmén¢ slozeni béhem extrakéniho procesu za pfitomnosti
kysliku a ptisobeni UV zafeni [47, s. 32-33].

Tabulka 4 Zastoupeni monoterpent v zavislosti na pouzitém extrakénim rozpousteédle dle
GC-MS analyzy [47, s. 31]

Referencni Extrahovany TTO Obsah dle
Monoterpeny TTO [“o] ISO 4730
[Yo] n-Hexan | Petrolether | Ethanol | Methanol [o]
Terpinen-4-ol 38,44 39,34 28.81 17,22 20,57 30-48
1,8-Cineol 2,22 1,46 0,89 0,85 0,83 St.mn. —15
a-Terpineol 2,90 3,70 2,84 2,17 2,69 1,5-8
y-Terpinen 20,47 1,49 1,07 2,58 3,28 10-28

Hladiny a-terpinenu, y-terpinenu a a-terpinolenu klesaji diky plisobeni vnéjsiho prostiedi,
zatimco hladina p-cymenu a terpinen-4-olu se zvySuje az desetindsobn¢. Nasledna
hydrolytickd konverze a oxida¢ni degradace vede k tvorbé peroxidii, endoperoxidi
a epoxidl, které nasledné snizuji obsah y-terpinenu. To pfispiva k nadbytecnému sloZeni
terpinen-4-olu a p-cymenu. Na obrazku 8 jsou schematicky naznacené konecné produkty

hydrolyzy a oxidace TTO [47, s. 33].
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Obrazek 8 Konecné produkty hydrolyzy a oxidace slozek TTO [47, s. 33]

Co se tyCe ziskavani EO v laboratotich, kde se vyuziva Soxhletiiv extraktor, je extrakce
rozpoustédlem tou nejjednodussi metodou. Hlavni nevyhodou je kontaminace vzorku
rozpoustédlem, které musi byt zcela odstranény. Diky snadnému odpatovani slozek s nizkou
molekulovou hmotnostni dochdzi ke zménam aromatickych vlastnosti EO, coZ je nezadouci
pfedev§im pro aromaterapeutické odvétvi. Extrakty ziskané touto metodou proto nelze
povazovat za pravé EO, ¢asto vSak obsahuji vétSinu aromatickych profild, které jsou témet
identické se surovinou, ze které byly extrahovany. Dalsi nevyhodou jsou vzniklé odpadni
vody, které mohou obsahovat aktivni substance nebezpecné pro Zivotni prostiedi. V roce
1990 byl zaveden koncept zelené chemie ,,Green chemistry* jejimz cilem je sniZeni,
eliminace nebo pouziti rozpoustédel SetrnéjSich k zivotnimu prostredi. Z toho divodu se jiz

vvvvvv

iontové kapaliny nebo rozpoustédla ziskavana z biomasy [35, s. 277].

Pii tepelném oSetfeni rozpoustédla a rostlinné matrice vznikd voskova aromatickd smés
zndma jako concrete. Tato smés je dale smichana s alkoholem, coz pfi zahiati zptsobi
uvolnéni olejovych slozek. V kondenzatoru dojde k oddéleni slozek a ve vysledné fazi
vzniké tzv. absolut [35, s. 277]. Obrazek 9 [48, s. 1] je schématem popisované izola¢ni

metody.
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Obrazek 9 Schéma extrakce rozpoustédlem; 1 - vstup rozpoustédla; 2 - vakuova destilace,
odstranéni alkoholu, upraveno dle [48, s. 1]

Baker a spol. [49] porovnali metodu rozpoustédlové extrakce a parni destilace z hlediska
kvality 1 kvantity vytézkG Melaleuca alternifolia. Zkoumani podrobili rostliny s nizkou
1 vysokou koncentraci oleje, které byly bud’ Cerstvé (ptiblizné 50 % suSiny) nebo suSené na
vzduchu (pfiblizn€ 90 % suSiny). V mnozstvi a kvalit¢ oleje nebyl z hlediska mnoZstvi
susiny v rostliné zadny vyznamny rozdil, at’ uz se jednalo o rostlinu s vysokym nebo nizkym
podilem oleje. Extrakce ethanolem poskytla 48 mgge; - gia pro rostliny s nizkou
koncentraci oleje a 77 mg)e; - giia pro rostliny s vysokou koncentraci oleje. Tento vytézek
byl o 14 a 22 % vys§i nez mnozstvi EO vydestilovaného za 2 hodiny a dale za 6 hodin
z identickych rostlinnych vzorka. Pfi destilaci z listi s vysokym obsahem oleje byla niZsi
vytéznost seskviterpenoidnich slozek (5 mg-g~! nebo 7 %), zarovein doslo k vyssi
vytéznosti terpinen-4-olu (30 mg- g~ nebo 44 %). Naproti tomu extrakce listd poskytla
vétsi mnozstvi seskviterpenoidnich slozek (16 mg-g~! nebo 20 %). ZvySeny vytézek
z extrakce rozpoustédlem se tedy projevil v nizsich podilech kli¢ovych monoterpenoidnich

sloZek [49, s. 4042—4043].

4.2 Moderni metody izolace

Z duvodu zvySujicich se nédkladl na energie a také diky snaze o snizeni CO» emisi vénuje
chemicky, potravinafsky 1 farmaceuticky pramysl zvySenou pozornost vyvoji novych
separacnich technik. Kromé toho je zde snaha o eliminaci urcitych nevyhod konvenénich
metod, jako jsou ztraty nckterych t€kavych latek, nizka vytéznost, dlouha doba extrakce,

degradace nenasycenych nebo esterovych sloucenin prostfednictvim tepelného nebo
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hydrolytick¢ého plsobeni nebo pfitomnost rozpoustédla v extraktu [35, s. 277]
[43,s. R1237].

4.2.1 Superkriticka extrakce oxidem uhlic¢itym

Superkriticka extrakce neboli SFE (Supercritical fluid extraction) je technika pouzivana pro
extrakci rostlinnych material, ptfedevSim lipidii a esencidlnich oleji. Tato metoda je
obvykle rychlejsi, selektivnéjsi vaci slouceninam, které maji byt extrahovany, a také
Setrné€jsi k zivotnimu prostiedi ve srovnani s tradi¢nimi metodami [35, s. 279]. Oxid uhlicity
je nejbeznéji pouzivanou superkritickou tekutinou. Za zvysSeného tlaku se plynny oxid
uhli¢ity méni na kapalinu, kterou lze vyuzit jako velmi inertni a bezpecné médium k extrakci
aromatickych sloucenin z rostlinné matrix. Odstranénim kritickych podminek, snizenim
tlaku, konvertuje kapalny CO2 zpét do plynného stavu, ¢imZ dojde k absolutnimu odstranéni
rozpoustédla z esencialniho oleje [43, s. R1237]. Navzdory vysoké rozpustnosti slozek
EO v superkritickém COz je rychlost extrakce s ¢istym COz relativné pomala (80% vytéznost
po 90 minutich extrakce). Rychlost extrakce je ale mozné zvySit kombinaci
metod - 15-minutovd statickd extrakce s dichlormethanem nésledovana 15-minutovou
dynamickou extrakei s ¢istym CO2 odpovida 4-hodinové hydrodestilaci [50, s. 297]. Rozdil
mezi statickou a dynamickou extrakci je takovy, Ze v piipadé extrakce staticke je cely systém
ponechan v klidu, ¢imz dochazi k ustanoveni rovnovahy. Po ur¢ité dobé dojde k pfemisténi
extraktu do sbérné nadoby a cely postup je opakovan. Ptfi dynamické extrakci se
rozpoustédlo kontinualné cerpa skrz extrakéni celu se vzorkem. Dynamické extrakce SFE je
praktikovand mnohem castéji, jelikoZ je rostlinnd matrix v neustdlém kontaktu s Cerstvym
rozpoustédlem. Typicky systém SFE se skladd z vysokotlakého cerpadla, které dodava
dostatecny tlak a pratok nadkritické tekutiny bez tlakovych pulzt, a déle extrakéni cely
obsahujici vzorek, ve které je udrZzovan zvoleny tlak a teplota. Kromé& toho je cely systém
obstaram ventily, které redukuji tlak pfi vstupu a vystupu do systému [51, s. 14]. Do
kapalného CO» je mozné ptidat organické rozpoustédlo neboli kosolvent, ktery zlepsSuje
solvatacni vlastnosti, v takovém piipadé je sestava navic opatfena systémem cylindra

a pfidavnym cerpadlem [35, s. 279].

4.2.2 Tlakova extrakce horkou vodou

Tlakova extrakce horkou vodou (PHWE), znama také jako subkritickd vodni extrakce
(SWE), je vykonna technika probihajici pii zvySeném tlaku a teplotach 100-374 °C. Jedna

se o teplotni interval vody mezi teplotou varu a kritickou teplotou, kdy se voda nachazi
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v subkritické stavu. Voda je znama jako polarni rozpoustédlo, ptfi zvySujici se teploté ale
dochazi k naruseni vodikovych mustkll a voda ztraci polarni vlastnosti. Subkritickou vodu
1ze vyuzit jako nepolarni rozpoustédlo a nahradit tak nckterd neekologickd rozpoustédla
[52, s. 459]. Napiiklad rozpustnost benzo[e]pyrenu, polycyklického aromatického
uhlovodiku, ve vod¢ je pii zvySené teploté¢ 350 °C az 25-milionkrat vyssi. Rozpustnost
benzenu a alkylbenzenii ve vod¢ se pfi zvySeni teploty z 25 °C na 200 °C se zvySuje asi

Ctyficetkrat [53, s. 175].

4.2.3 Ultrazvukova extrakce

Primyslové vyuziti ultrazvuku je fytofarmaceutickym primyslem vyuzivané pro ziskavani
Siroké Skaly bylinnych extraktt,, které zahrnuji olejové, proteinové a bioaktivni latky
(polyfenoly, antokyany, aromatické slouceniny, polysacharidy a funkéni slouceniny)
[35, s. 279] [54, s. 162]. Ultrazvukem asistovana extrakce (SAE) se vyuZziva pro izolaci
tekavych latek z ptirodnich produktii za pokojové teploty pomoci organickych rozpoustédel,
coz zkracuje dobu extrakce, snizuje objem pouzitého rozpoustédla a zvySuje vytéznost
extraktu ve srovnani s konvenénimi metodami. ZvySend ucinnost extrakce organickych
slou€enin ultrazvukem se pfipisuje fenoménu kavitace, vzniku dutin v kapalin€ za lokalniho
snizeni tlaku, ktery vznikd prichodem ultrazvukové viny. Pfi plsobeni ultrazvuku tak
dochéazi ke vzniku a stlaCovani kavitacnich bublin. ZvySeni tlaku a teploty zpiisobené
kompresi vede ke zhrouceni bubliny, kterd produkuje rdzovou vlnu. Tato vlna prochézi
rozpoustédlem a podporuje michani systému rozpoustédlo-matrice. Ukéazalo se také, ze
sonicka energie snadno naruSuje olejové zldzy a uvoliluje jejich obsah, ¢imz se zvySuje
hromadny transport rozpoustédla z kontinualni faze do rostlinné buiiky. Schopnost naruseni
buiikky a pfenos extrahované latky jsou dva hlavni parametry, které vedou ke zlepSeni

ucinnosti extrakce pomoci ultrazvuku [35, s. 279].

4.2.4 Mikrovlnna extrakce

Tento druh extrakce vyuzivd mikrovinné zafeni jako zdroj ohfevu smési rozpoustédla
a vzorku. Diky G¢inkim mikrovin na hmotu, rotaci dipolu a iontové vodivosti, je ohfev
okamzity a probiha uvnitt vzorku, coZ vede k velmi rychlych extrakcim. Pti mikrovinné
extrakci Ize ziskat EO za 30 minut a méné a jak kvalitativné, tak kvantitativné jsou produkty
srovnatelné¢ s témi ziskanymi pomoci tradi¢nich metod, jako je hydrodestilace nebo
Soxhletova extrakce. Jednou z vyhod mikrovinného ohfevu je naruseni vodikovych vazeb,

k ¢emuz dochézi diky rotaci dipolti molekul. Tato metoda se li§i od konvencnich metod
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pfedevsim tim, ze v disledku ptsobeni elektromagnetickych vin dochazi ke zménam ve
struktuie bunck. Kromé zkradcené doby extrakce je vyhodou také nizky objem pouzitého
rozpoustédla. Zrychleni procesu a vysoky vytézek extrakce mohou byt disledkem
synergické kombinace dvou transportnich jevi, kterymi jsou tepelny a hmotnostni gradient
pusobici stejnym smérem. Tato metoda je predevsim vhodna pro extrakci termolabilnich

sloucenin [35, s. 278-279].

4.3 Velkoobjemové izolacni techniky

Prvni zdznamy o velkoobjemové vyrobé EO na severoamerickém kontinentu se datuji
k zacatku devatenactého stoleti. V brozuie ,,150 Years Service to American Health* vydané
nakladatelstvim Schieffelin and Company, New York, z roku 1944, se 1ze docist o nabidce
domacich matovych oleji v roce 1805. Jen v n¢kolika malo piipadech vSak byla vyroba EO
postavena na skuteéné modernich zemédelskych a technickych zakladech. Pied Prvni
svétovou valkou velké tovarny na EO v New Yorku, Londyné, Lipsku a Grasse pouzivaly

k destilaci rostlinny material dovezeny ze zahranici [36, s. 12].

V nasledujicim odstavci je popsan proces sklizné a zpracovani ¢ajovniku ve velkoobjemové
vyrobé. V obdobi zimy, kdy rostlina dosahuje pozadované vysky, se provadi sklizen. Thned
na plantazi jsou rostliny pomoci motorovych kombajnli opatfenych bfitvami nafezané
a slisované do sbérnych kontejnerti. Tato smés se oznacuje jako biomasa. Biomasa je
pfemisténd do velkoobjemovych destilacnich kontejnerd, které jsou déle transportovany do
destilacnich zafizeni k dalSimu zpracovani. Jsou také ptipady, kdy se sbérny kontejner pouze
utésni a napoji se na ptivod vodni pary, ¢imz se mize zah4jit pfima extrakce. Kontrolovana
nizkoteplotni para pod tlakem prochézi skrz destila¢ni kontejner smérem nahoru a diky tomu
dochazi k naruseni olejovych Zl4z. Ziskany olej se spolu s postupujici vodni parou odpatuje
a sméfuje nahoru potrubim do kondenzac¢ni jednotky. V kondenzatoru dojde za pomoci
studené vody k ohlazeni smésné pary zpét do kapalné formy, ktera obsahuje silice TTO. Tato
kapalina sméfuje dale do separa¢ni kade, kde se TTO diky své niz$i hustoté prirozené oddéli
od vodni faze. Po separaci dostatecného mnoZstvi se olej po dobu 16 hodin ponecha
k chlazeni. Tento proces se opakuje n€kolikrat za sebou, smés putuje do zasobniku a dale
op¢t do destila¢niho zafizeni az do pozadovaného mnozstvi ziskaného TTO. Ochlazeny EO
je dale vedeny potrubim opatfenym minimalné dvéma jemnymi filtry, které odstraiiuji
jakékoliv organicky a anorganické necistoty. TTO je skladovan ve velkoobjemovych

zadrzovacich nadrzich, ze kterych se odebiraji vzorky pro testovani kvality vyrobku. Pokud
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vyrobena Sarze projde testovanim, TTO je dale plnén do zvolenych primarnich obald,
nejcasteji se jedna o tmavé sklenéné lahvicky opatiené vickem a etiketou. Sekundarni obal
nejcastéji tvori papirova krabicka [55]. Obrazek 10 [56, s. 1] vyobrazuje schéma procesu

parni destilace.

B studena voda
.\ r— * j
. =ptepla voda
| kondenzator
| __separator
—
5.
3
1 4.

Obrazek 10 Schéma parni destilace; 1 - vstup vodni pary; 2 - parni smés pary a EO;
3 - voda a EO; 4 - kvétinova voda; 5 - vystup esencidlniho oleje, upraveno dle [56, s. 1]

Parni destilace je vhodnou velkoobjemovou metodou nejen proto, Ze zplisobuje minimalni
zmény sloZeni EO b&hem izolace, ale také proto, Ze para je snadno dostupna a netoxicka, je
ucinna 1 pii1 nizkém tlaku a lze ji recyklovat. UmoZiiuje extrakci oleje pii takové konstantni
teploté, aby nedoslo k poSkozeni oleje. Pouzitim pary za atmosférického tlaku Ize olej
destilovat pfi teplot€ mirné€ pod teplotou varu vody. Tlak par dvou nebo vicefazové kapalné
smési, ve které nejsou faze misitelné, se rovna souctu parcidlnich tlakli fazi. Pokud se tedy
voda vaii pfi 100 °C, smées vody a jiné té¢kavé kapaliny, kterd neni rozpustna ve vode,
tj. esencialni olej, bude mit vyssi tlak par nez samotna voda, a proto bude smés viit pii nizsi

teploté varu vody [1, s. 154—-155].

4.4 Vybrané studie analyzy ¢ajovnikového oleje

V pribéhu let bylo vydano mnoho studii na téma slozeni a vytéznost Cajovnikového
esencidlniho oleje z hlediska aplikované izola¢ni metody. V této kapitole je vypsan vyber

studii v obdobi 70. let 20. stoleti az po soucasnost.

JiZ vroce 1978 podrobili Swords a Hunter [57] GC-MS analyze dva komeréni vzorky

¢ajovnikového oleje. Pfed samotnou analyzou doSlo k rozdéleni frakci oleje pomoci systémil
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rozpoustédel n-hexanu, ethyl-acetdtu a methanolu na uhlovodikovou, nealkoholovou
kyslikatou a alkoholovou frakci. Nasledovala analyza na plynovém chromatografu
vybaveném sklenénou polarni kolonou Carbowax s FID detektorem doplnénou o hmotnostni
spektrometr. Jako hnaci plyn bylo pouzité helium. Naméfena data byla navic doplnéna
infraervenou spektroskopii a nuklearni magnetickou resonanci. Podafilo se identifikovat
48 sloucenin, znichz nejhojnéji  zastoupené byli terpinen-4-ol (29,41 %),
1,8-cineol (16,50 %), y-terpinen (11,54 %) a p-cymen (11,42 %). Kromé¢ toho se podafilo
pomoci hmotnostni spektrometrie, infracervené spektroskopie a nuklearni magnetické
resonance ur¢it strukturu viridiflorenu, kterou vidime autenticky vyobrazenou na

obrazku 11 [57,s. 737].

Obrazek 11 Autenticky nakres struktury viridiflorenu [57, s. 737]

Ve studii z roku 1989 Brophy a spol. [58] publikovali na zékladé méteni 850 vzorkl doposud
neidentifikované slouceniny pomoci GC-MS analyzy. VSechny vzorky byly zpracovany
pomoci parni destilace a hydrodestilace zralych listi po dobu 4 hodin. Pro analyzu byl pouzit
plynovy chromatograf Shimadzu GC6-AMP s celosklenénym splitem
a navazujici na hmotnostné selektivni detektor. Byly pouzité nasledujici kolony — FFAP;
FSOT FFAP; FSOT BP21 a FSOT BPI1. FFAP (Free fatty acid phase) je polarni kolona
urcend pro izolaci methyl esterli mastnych kyselin a volnych mastnych kyselin. Obsahu
polyethylenglykol modifikovany kyselinou nitrotereftalovou neboli
polyethylenglykol-2-nitrotereftlat [59, s. 334]. FSOT FFAP je typ WCOT (wall coated open
tubular) kolony, ktery je vyradbén z taveného oxidu kiemicitého s malym mnoZstvim oxidu
kovl. Pro zvySeni pevnosti je opatien vnéjsim polyamidovym povlakem [60, s. 2]. Taktéz
se jednalo o polarni typ kolony. Dale byla stanovena teplota tani, opticka rotace na

polarimetru, IR a NMR spektrum. V ramci hmotnostni spektrometrie byl pouZzity AEI MS
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12 hmotnostni spektrometr s elektronovou ionizaci (EIMS) a také AEI MS 902 s CIMS
chemickou ionizaci. V EIMS se k ionizaci pouziva elektronovy paprsek, ktery rozbiji
molekuly na charakteristické fragmenty. Metoda chemické ionizace CIMS vyuziva
reagen¢ni plyn, ktery je ionizovan elektronovym paprskem a dava tak vzniknout soustave
iontl [61, s. 1-2]. V rdmci této studie se podatilo identifikovat 97 sloucenin, z cehoZz nejvetsi
mnozstvi bylo terpinen-4-olu (40,1 %), dale y-terpinenu (23,0 %), a-terpinenu (10,4 %)
a p-cymenu (2,9 %). Tento vyzkum také poprvé zaznamenal Melaleuca alternifolia jako
zdroj seskviterpenoidii a-ylangen, bicyklogeracren, palustrol, globulol, rositoliol
a spatulenol a déale také monoterpenoidi p-felandren, trans- a cis-sabinen hydrat
a trans-piperitol. Brophy a spol. pii té ptilezitosti oponovali Hunterovi a Swordsovi [57] ve
véci koncentraci vybranych sloucenin. Typické komeréni TTO obsahuji mnohem mensi
mnozstvi p-cymenu a 1,8-cineolu, a naopak podstatné vétSi mnozstvi a-terpinenu,

y-terpinenu a terpinolenu.

Vroce 1990 analyzoval Kawakami a spol. [62] t€kavé slozky esencialnich oleji osmi
riznych klonl mnoZenych zjedné matetské rostliny ¢ajovniku stiidavolist¢ého pomoci
GC-MS metody. Vzorky esencidlniho oleje byly ptipraveny vzdy dvéma metodami — metoda
kontinualniho ¢isténi a extrakce (SPE) a extrakce rozpoustédlem za kontinudlni destilace
vodni parou (SDE). Pro analyzu byl pouzit Hewlett-Packard model 5890A vybaveny
Carbowax 20M polarni kapilarni kolonou a FID detektorem, nosny plyn helium. Na tento
chromatograf navazoval VG Trio-2 hmotnostni spektrometr. Pomoci SPE metody byly
ziskany mnohem niZ8§i koncentrace sloZek. Koncentrace terpinen-4-olu se pohybovaly
v intervalu 0,16-3,15 % v rozmezi vSech osmi analyzovanych klonl. Déle intervaly
koncentraci vybranych sloucenin vramci osmi analyzovanych klonl: a-terpinen
(0,95-19,82 9%); 1,8-cineol (2,57-52,37 %); y-terpinen (0,99-24,63 %); p-cymen
(<0,01-9.97 %), terpinen-4-ol (0,16-3,15 %). Izolacni metoda SDE poskytla vyssi
koncentrace  jednotlivych  sloucenin: a-terpinen (0,63-10,37  %); 1,8-cineol
(0,54-56,10 %); y-terpinen (0,94-19,36%); p-cymen (0,31-3,82%), terpinen-4-ol
(1,07-42,85 %). Slozeni oleji ziskanych pomoci SDE se mezi riznymi vzorky kloni
vyznamng liSilo.

De Figueiredo [63] vydala roku 2006 studii tykajici se zmén chemického slozeni
a koncentrace slou€enin TTO v pribcéhu jednoho roku na Gzemi jizni Afriky. Rostlinny
materidl byl sbirdn pribézné po cely rok 2004, po sklizni byly zpracované parni destilaci

anasledné podrobeny GC analyze. Jak vyplyva z namétenych vysledkli, mnoZzstvi ziskaného
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oleje se pochybovalo v zavislosti na mésici od 1,2 % do 3 %. Pro analyzu byl pouzity
chromatograf modelu Varian star 3400 Cx vybaveny FID detektorem a polarni kolonou, jako
nosny plyn slouzil vodik. Hodnoty koncentraci méfené po cely rok odpovidaly ISO
4730:1996 normé. V prubéhu sezény dochéazelo k riznym stupiiim odchylek v obsahu
hlavnich slozek v koncentraci oleje. Ze vsech sledovanych slozek se obsah terpinen-4-olu
meénil nejmarkantnéji. V ramci mésict byly celkové rozdily az 9%, v ptipad¢ y-terpinenu

byly rozdily mirnéjsi, 2-3 %, a u a-terpinenu se blizily nule.

Wang a spol. [64] se v roce 2015 zaméfili na hodnoceni kvality Cerstvé izolovanych vzorkt
TTO tak jako i komer¢nich produkti dostupnych na trhu. Hodnoceni probihalo pomoci
konven¢ni GC-MS metody, ale bylo také doplnéné chiralni GC-MS analyzou. Celkem bylo
hodnoceno 104 vzorki a ty Cerstv€ izolované byly ziskany parni destilaci. GC-MS analyza
probihala na modelu Agilent 7890 s kapilarni kolonou a hmotnostnim detektorem, jako
mobilni faze bylo aplikovano helium. Stejné instrumentalni uzpisobeni bylo prezentovano
v pripad¢ chiralni GC-MS analyzy, byla vSak pouzita chirdlni kolona, kterd je vhodna pro
separaci enantiomerti. Konvenéni metodou GC-MS se podafilo identifikovat 20 sloucenin,
z nichZ nejvétsi zastoupeni mél terpinen-4-ol. Jeho koncentrace v nékterych komer¢nich
produktech ptesahovala maximalni koncentraci povolenou ISO 4730 normou. 14 z 57 TTO
vzorkd neodpovidala alesponn jednomu ISO standardu, 1 pfesto, Ze analyza probéhla
bezprostfedné¢ po destilaci. Za vétSinu pozorovanych odchylek byla pravdépodobné
zodpovédna autooxidace. V pfipadé pozorovanych komerénich vzorkdi nebylo
49 % zpiisobilych k prodeji jako ,tea tree 0il*“ na komerénim trhu. Pro chiralni analyzu byly
pouzity Ctyfi chirdlni slozky, tj. a-pinen, limonen, terpinen-4-ol a a-terpineol. Chiralni
analyza zaloZend na téchto ctyfech sonddch by mohla byt pouzita k identifikaci
nevyhovujicich, falSovanych, substituovanych nebo jinak neobvyklych komer¢nich
produktt TTO. Tato analyza velkého mnozstvi vzorkdi umoznily stanoveni

charakteristického +/— chirdlniho poméru bez ohledu na dfive publikovana data.

De Groot a Schmidt [11, s. 810-815] vydali v roce 2016 report na téma kontaktni alergie
a chemickeé slozeni ¢ajovnikového oleje. Uvedli, Ze hlavnimi senzibilizatory jsou askaridol,
terpinolen, a-terpinen, 1,2.4-trihydroxymethan, a-felandren a limonen. Vytézek oleje
z listkli a kone¢nych vétvicek se pohyboval od 1,0 % do 1,8 %. Schmidt provedl samostatnou
studii a analyzoval 97 vzorki TTO piavodem z Australie, Vietnamu a Ciny v letech
1998-2013. Koncentrace deseti nejhojnéji zastoupenych sloucenin se pohybovaly

v nésledujicich intervalech: terpinolen (0,04—45,7 %), terpinen-4-ol (6,2—44,9 %), y-terpinen
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(3,1-23,0 %), p-cymen (0,3-19,4 %), cis-sabinen hydrat (<0,01-19,4 %), 1,8-cineol
(0,5-18,3 %), a-terpinen (2,3—11,7 %), a-pinen (1,8-9,2 %), p-felandren (<0,01-5,2 %),
a o-terpineol (1,9-4,2 %). Velmi vysokéd koncentra¢ni hodnota terpinolenu 45,7 % byla

naméfena pouze v jednom vzorku ptivodem z Ciny; median viech hodnot byl 3,1 %.

Sevik a spol. [65] publikovali v roce 2021 praci, kde kromé antifungalnich vlastnosti TTO
studovali jeho chemické slozeni pomoci GC-MS analyzy. Pét kilograma listka
M. alternifolia bylo sklizeno v Indii v obdobi od fijna do listopadu 2020 a bylo ponechano
15 dni ve stinu. Izolace oleje hydrodestilaci trvala pokazdé ptiblizn€ Sest hodin, davkovalo
se vzdy 500 g listki pro jeden cyklus destilace. Primérny vytézek byl stanoven
na 0,22 g oleje na 100 g rostlinné matrix, coz odpovida 1,05 % hm. Pro plynovou
chromatografii byl zvoleny chromatograf Agilent 7890A s polarnim kolonou Innowax, jako
nosny plyn bylo zvolené helium. Na ziklad¢ této analyzy byly naméfené nésledujici
hodnoty: a-pinen (21,64 %), y-terpinen (21,09 %), terpinen-4-ol (17,31 %), limonen
(9,37 %) a p-cymen (6,54 %). V tomto ptipadé byl ve vétSinovém zastoupeni a-pinen,
terpinen-4-ol byl s ohledem na jeho koncentracni zastoupeni az tfeti v poradi. Obsah

y-terpenovych uhlovodiki a kyslikatych monoterpent je 57,38 % a 14,35 %.
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ANALYZA ETERICKYCH OLEJU

4.5 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) je analytickd metoda, kterd slouzi k déleni jednotlivych
sloucenin plyni, kapalin i pevnych latek s bodem varu do 400 °C, a nasledn¢ k jejich
stanoveni. Princip metody je zalozen na dé€leni sloucenin mezi dvé faze — fazi pohyblivou
(mobilni) a nepohyblivou (statickou). Mobilni fazi je vzdy plyn neboli nosny plyn. Jako
nosny plyn se €asto pouziva helium, dusik, vzduch, vodik nebo jejich smés. Stacionarni fazi
je bud’ pevna latka, v tom piipadé je separacni mechanismus adsorp¢ni, nebo kapalina, pak
je mechanismus rozdélovaci. Postup analyzy a princip metody je nésledujici. Z tlakové ldhve
je odebiran nosny plyn, ktery proudi pies redukéni ventil a dale do injektoru, kde se
k nosnému plynu vstiikuje vzorek pomoci mikrostiikacky. Diky nastavené teploté dojde
v injektoru k okamzitému ptfechodu vzorku z kapalného stavu do plynného, obvykle se
teplota pohybuje od 150 °C do 350 °C. Vzorek spolu s nosnym plynem proudi do kolony,
ktera se nachdzi v termostatu. Na zéklad¢ raznych separacnich principti zde dochazi k déleni
vzorku na jednotlivé slozky. Nosny plyn proudi dale do detektoru, kde vznika odezva, ktera
je vedena na zesilovac. Tyto odezvy je tak mozné vyhodnotit pfes software a zobrazit na
monitor. Obecny princip déleni na stacionarni fazi v kolon¢ je nasledujici. Slozky vzorku
sorbuji na pocatku faze a poté opét resorbovany pomoci nosného plynu. Kazda slozka
postupuje spolu s nosnym plynem svou charakteristickou rychlosti, ktera zéavisi na

distribuc¢ni konstanté Kj, kazdé slozky.

Rovnice pro vypocet distribuéni konstanty je definovana jako podil rovnovéaznych

koncentraci sloZky ve stacionarni fazi ¢y a mobilni fazi c,,:
Kp =c¢5+¢cpy

Vzestupné podle potadi nartstajicich hodnot Kpvstupuji latky do detektoru, kde vznika
okamzitad odezva na zakladé¢ druhu pouzitého detektoru. Graficky zaznam piedstavuje
zavislost odezvy detektoru na ¢ase a oznacuje se jako chromatogram. Pokud dojde na koloné
k optimalnimu rozdéleni n-sloZek, vyobrazi se na chromatogramu n-kiivek neboli piki.
Poloha piku udava identitu dané slozky. Plocha a vyska piku odpovidd mnozstvi latky ve
vzorku a lze tak provést jak kvalitativni, tak kvantitativni analyzu vzorku [66, s. 1-5].

Obrazek 12 [67, s. 1] znazornuje zjednodusené schéma plynového chromatografu se vSemi
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vySe popsanymi nalezitostmi, na obrazku 13 [68, s. 1] lze vidét redlné rozmisténi

komponentt v pfistroji.

Injektor vzorku
Regulator pritoku —/\'A—
\ Zapisovat (poéitac)
><]
Detektor
Nosny plyn Termostaty pro kolonu,

injektor a detektor

Obrazek 12 Zjednodusené schéma plynového chromatografu [67, s. 1]

Obrazek 13 Nakres plynového chromatografu; 1-tlakova ldhev, 2-injektor, 3-kolona,
4-detektor, 5-vyhodnocovaci software [68, s. 1]

Mezi nejrozsitenéjsi detektory patii plamenové ionizacni detektor (FID), ktery byl pouZzity
1 pfi méfeni vzorkl ¢ajovnikového oleje v této praci. Jeho vyhodou je schopnost detekovat
Siroké spektrum organickych sloucenin v Sirokém koncentra¢nim intervalu. Tento detektor
méfi zménu elektrické vodivosti vodikového plamene. Tyto zmény jsou zplsobené
pritomnosti eluované latky [66, s. 5]. Toto stoleti piineslo inovaci v plynové chromatografii,
kterou je dvou- a tfidimenziondlni GC. Ty obsahuji dv¢, pfipadné tii, kolony a dosahuji tak

lepsi separace nékterych latek [69, s. 1793].
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4.6 Hmotnostni spektrometrie

Prvnim krokem v hmotnostni spektrometrické analyze slou¢enin je produkce plynnych iontt
slouceniny, napiiklad elektronovou ionizaci. Vznikly molekularni ion vétSinou podléha
fragmentacim. Protoze se jedna o radikalovy kation s lichym poctem elektronli, mize se
fragmentovat za vzniku bud’ radikalu a iontu se sudym poctem elektronti, nebo molekuly
a nového radikalového kationtu. Tyto dva typy ionti maji rozdilné chemické vlastnosti,
proto je dilezité je umét spravné odliSit. VSechny ionty jsou separovany v hmotnostnim
spektrometru podle jejich poméru hmotnosti a naboje a dale detekovany odpovidajicim
detektorem, ktery umozni vznik hmotnostniho spektra, coz je zavislost odezvy na poméru
m/z, kde m je hmotnost a z je naboj iontu [70, s. 1-2]. Pfi analyze dochazi k nasledujicim
pochodim: produkce iontl ze vzorkll v ionizaénim zdroji, oddéleni téchto iontil
v hmotnostnim analyzatoru podle poméru m/z, fragmentace iontd a analyza fragmentd,
detekce iontli vychazejicich z posledniho analyzatoru, pievod iontli na elektrické signaly,
zpracovani signalii softwarem, kde se pomoci Fourierovy transformace ptevadi ¢asova

oblast signalu do frekvenc¢ni oblasti [70, s. 5].

Dulezitou soucasti pfistroje je iontovy zdroj, ktery produkuje ionty v plynné fazi a vznikaji
tak zaporné nebo kladné ionty molekularni, M~ a M*, nebo aduktové, [M + H]*,[M — H]~
a podobné. lontové zdroje délime podle mnoZstvi dodané energie do dvou skupin, na ,,tvrdé*
a ,,m&kké”. Zastupce skupiny ,tvrdé*“ ionizace je elektronova ionizace. Tato ionizace
vplynné fazi se cCasto vyuzivd pro spojeni plynové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie. Vyhodou je vznik bohatych spekter, které umoznuji snadnéjsi identifikace
analyzované slouCeniny. DalSi podstatnou ¢asti spektrometru je analyzator, kde dojde
k separaci iontd ve vakuu na zdkladé poméru m/z. Principem je vyuziti statického nebo
dynamického elektrického nebo magnetického pole, ptipadné jejich kombinace. Zname
n€kolik druhti analyzatorii. Skenujici analyzatory separuji kontinudlné v ¢ase a vysilaji ionty
s ur¢itym ratiem m/z. Ptikladem je kvadrupolovy nebo sektorovy analyzator. Dalsi skupinou
jsou tzv. pruletové analyzatory, které transituji vSechny ionty soucasné do letové trubice.
Zde dojde diky rozdilnym dobam letu k detektoru k jejich separaci. Existuji také analyzatory
zachycujici ionty v cele €1 pasti. V neposledni fad¢ figuruje detektor, ktery zaznamena
signal, ktery je dale pfeveden do digitalni formy. Detektory 1ze rozdélit do dvou skupin podle
toho, jak zaznamenavaji ionty. Existuji detektory, které zaznamenaji vSechny vstupujici
ionty bez ohledu na velikost m/z. Takové detektory jsou zaloZzené na piimém méfeni

elektrického proudu vznikajiciho pii srazce s elektrodou. Zde se vyuziva nasobiC, ktery
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zesiluje zaznamenany elektricky proud. Druhd skupina detektorii je schopna zaznamenava
ionty ve vztahu k velikosti poméru m/z, zde miizeme tadit iontové cyklotronovou resonanci

nebo orbitrap [71, s. 152-156].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

45

II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem této prace bylo shrnuti aktualni metodiky izolace a analyzy cajovnikového oleje
v praxi. Vybrané komerc¢ni vzorky byly podrobené GC-FID a GC-MS analyze a vysledné
hodnoty porovnané¢ s normou ISO 4730:2017 sohledem na povolené koncentrace
jednotlivych sloucenin. Z namétfenych hodnot byly vybrany charakteristické znaky
chromatogramu ¢ajovnikového oleje a odchylky slozeni vzorka, které jsou diskutovany
v jednotlivych kapitolach. Dopliujicimi metodami méfeni byl index lomu a absorbance

v ultrafialové oblasti zafeni.
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6 ANALYZA CAJOVNIKOVEHO OLEJE

V pribéhu méteni bylo analyzovano 15 vzorkl ¢ajovnikového oleje, které jsou dostupné na
spotfebnim trhu. Pfistroje, vybaveni, chemikalie a vzorky uvedené nize byly pouzité

k GC-FID a GC-MS analyze nebo k naméfeni indexu lomu a absorbance v ultrafialové

oblasti svétla.

6.1 Vzorky ¢ajovnikového oleje

Za ucelem méteni bylo zakoupeno 14 vzorki ¢ajovnikového oleje Melaleuca alternifolia,

firma Bewit poskytla vzorek darem:

Tabulka 5 Vybrané komer¢ni vzorky ¢ajovnikového oleje Melaleuca alternifolia

Vyrobce Cislo $arZe Datum spotieby Puvod

Atok Original 2020111547 25.4.2024 Australie
Australian — Bodycare 00916562 3.2023 Australic
Continental Aps

Pharma‘ ) .ACUV_ viz sekundarni obal 12 mesv1cu’p0 Australie
Australian Original otevieni

Bewit Franchise s. r. 0. | 1000000100050055 | viz sekundarni obal Indie
Omega Pharma 1320 6.2022 viz sekundérni obal

Bylinna Iékarna

Dr. Miiller Pharma s. r.
0.

viz sekundarni obal

viz sekundarni obal

viz sekundarni obal

Aromaterapie  Karel 210824/013 8. 2023 Australie
Hadek s. r. o.
Nobilis Tilia L210715 15.7.2023 Australie
Pajoma 21.6461.04.20 viz sekundarni obal | viz sekundarni obal
Pharma Activ 102020 23.10.2023 Australie
Primavera 00012129 6 mes1vc ! PO Némecko
otevreni
Renovality 092021 22.9.2024 Ceska republika
SSarIO(O)S Naturcosmetics viz sekundarni obal 10. 2023 Australie
Tierra Verde viz sekundarni obal 09.2023 Jizni Afrika
Tuli a Tuli 211216T00681 07/2024 Australie

6.2 Plynova chromatografie

Zminéné komercni vzorky cajovnikového oleje byly podrobené analyze na plynovém

chromatografu DANI Master GC Fast Gas Chromatograph s nepolarni kapilarni kolonou
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Zebron ZB-5MS a detektorem FID. Vzorky byly zfedéné methanolem v poméru 1 500:1.
Tento pomér fedéni byl zvolen tak, aby odezva na FID detektoru byla odpovidajici a nedoslo
k jeho vysaturovani a tim byl také chromatogram vhodny k identifikaci jednotlivych
slou€enin. Kazdy vzorek byl analyzovan pomoci tfi metod o rtiznych parametrech méfeni,
které jsou popsané nize v kapitole 6.2.2. Pro diskuzi vysledkt byly z diivodu vypovédni
hodnoty vybrany vysledky méfené metodou A a C. Pro vyhodnoceni namétenych dat byl
pouzit software Clarity DataApex, verze 4.0.3.876.

6.2.1 Pouzité pristroje, vybaveni a chemikalie

Laboratorni sklo — vialky (N9 2ml véetn€ uzavéru a septa)

Obrazek 14 Vialka N9 2 ml

Mikrosttikacka (Hamilton 10, Gastight 1701)

R

Obrazek 15 Mikrosttikacka, Hamilton 10, Gastight 1701

Automaticka pipeta Eppendorf Research, 100—1000 pl

Plynovy chromatograf DANI Master GC Fast Gas Chromatograph s detektorem FID,
vyrobce DANI Instruments S.p.A.
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Obrazek 16 Plynovy chromatograf DANI Master GC Fast Gas Chromatograph
s detektorem FID

Kapilarni kolona Zebron™ ZB-5MS, GC kapilarni kolona 30 m x 0,25 mm x 0,5 um,

nepolarni

Methanol p. a.

6.2.2 Metody méreni

Kazdy vzorek byl méfen tfemi metodami, které se liSily nastavenim chromatografickych
parametrd na pfistroji. V této kapitole jsou metody méfeni blize popsany. VSechny metody

se shoduji v hodnotach objemu nastfikované¢ho vzorku, 1 pl, a v rychlosti priitoku mobilni
faze, ] ml- min~t.
Metoda A

Parametry méteni metody A jsou nasledujici: Teplota pfi nastfiku v injektoru byla nastavena

na 200 °C, teplotni gradient byl nastaven od 50 do 230 °C. Teplota se od 50 °C do 120 °C

1

navySovala rychlosti 6 °C - min~1. Dale stoupala teplota rychlosti 15 °C-min~! aZ na

230 °C. Analyza trvala vzdy 33,99 minut. DEli¢ toku mobilni faze byl v poméru 1:25

s oplachem septa 5 ml - min~1. FID detektor byl vyhiivan na teplotu 270 °C a odebirana

1

mnozstvi plynt pro plamenové ionizacni detektor je pro dusik 25 ml- min™", pro vodik

40 ml - min~* a pro vzduch 280 ml - min~1.
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Metoda B

Teplota nastiiku v ptipad¢ metody B byla taktéz nastavena na 200 °C, teplotni gradient byl
v rozmezi od 40 °C do 200 °C. Prvni 4 min byla teplota nastavena na 40 °C, poté teplota
vystoupala rychlosti 8 °C - min~! na 120 °C. Rychlosti ohievu 15 °C - min~! vystoupala
teplota az do 200 °C. Celkovy ¢as analyzy byl v tomto pfipadé 28,33 minut. DéEli¢ toku
mobilni fize byl v poméru 1:75 s oplachem septa 5 ml - min~1. Detektor udrzoval teplotu

240 °C. Mnozstvi odebiranych plyni pro FID byla nasledujici: dusik

1 1

25 ml - min~?!, vodik 40 ml - min~?! a vzduch 280 ml - min~2.

Metoda C

V ptipad€ metody C byla teplota nasttiku 220 °C, teplotni gradient se pohyboval od 60 °C
do 250 °C. Pocatek analyzy byl nastaven na teplotu 60 °C a rychlosti ohfevu
3 °C-min~? stoupala teplota az na 250 °C. Doba analyzy byla 63,33 minut. Dé&li¢ toku
mobilni faze byl v poméru 1:20 s oplachem septa 5 ml - min~1. Detektor byl vyhiivany na

teplotu 260 °C a mnozstvi nosnych plynd byly nasledujici:  dusik

1 1

25 ml - min~?!, vodik 40 ml - min~?! a vzduch 280 ml - min~2.

6.2.3 Vysledky a diskuze

Za ucelem prezentace naméfenych vysledkt byly vybrany chromatogramy tii vzorkda, které
jsou  vyhodnocené  také v kapitole 6.3.3, ktera se tykd  hmotnostni
spektrometrie, konkrétn¢ oleje znacky Bewit, Pharma Activ-Australian Original
a Renovality. Pro diskuzi vysledkl byla zvolena chromatografickd metoda A a metoda C,

a to z diivodu dostate¢nych rozdilt v nastavenych parametrech méteni.
Bewit Franchise s. r. o.

Vyrobce popisuje svij produkt jako 100% Ccisty esencialni olej, ktery ma silné, 1ékatskeé,
kafrové, balzamové a sladkohotké aroma. Olej je piivodem z Indie a byl ziskan pomoci parni
destilace z vétvicek rostliny Melaleuca alternifolia. Vyrobce udava také vyskyt moznych
alergenli a jejich relativni procentudlni zastoupeni v esencidlnim oleji. Obrazek 17 je
vysledny chromatogram vzorku TTO firmy Bewit méfeny podle metody A,
obrazek 18 predstavuje chromatogram méfeny podle metody C a tabulka 6 udava

vyhodnocend data analyzy.
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Obrazek 17 Plynovy chromatogram pro TTO firmy Bewit, metoda A
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Obrazek 18 Plynovy chromatogram pro TTO firmy Bewit, metoda C
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Tabulka 6 Procentudlni zastoupeni slozek komeréniho vzorku TTO firmy Bewit

Metoda A Metoda C
Slozka Pik [IlrfiTn] P}?,/f)l]‘a Slozka Pik [nffi‘;l] Pl[ﬂ/il]‘a
a-Pinen 9 8,097 19,8 a-Pinen 8 9,663 9,7
Sabinen 10 9,650 |3,2 Sabinen 9 11,150 | 3,2
S-Pinen 10 11,430 | 0,9
S-Myrcen 11 9,847 10,9 S-Myrcen 11 11,657 | 0,1
a-Terpinen 17 10,940 | 11,5 a-Terpinen 15 12,953 |43
p-Cymen 18 11,073 | 2,3 p-Cymen 16 13,273 | 12,1
Limonen 19 11,200 |44 Limonen 17 13,490 | 4,8
1,8-Cineol 20 11,363 | tr. 1,8-Cineol 18 13,673 | 4,8
y-Terpinen 21 11,777 | 12,5 y-Terpinen 19 14,720 | 13,1
Terpinolen 22 12,427 | 2,2 Terpinolen 20 15,953 |24
Terpinen-4-ol 25 14,227 | 35,8 Terpinen-4-ol 23 20,327 | 38,7
a-Terpineol 26 14,427 | 2,5 o-Terpineol 24 20,937 | 2,1

V ptipadé¢ metody A se podafilo identifikovat 11 jednotlivych slozek, u metody C bylo
identifikovano celkem 12 slozek. Koncentrace a-terpinenu a p-cymenu a 1,8-cineolu se od
sebe vramci metod pomérné vyrazné liSily. Koncentrace a-terpinenu byla pii méfeni
metodou A 11,5 %, zatimco pii méfeni metodou C jen 4,8 %. Koncentrace p-cymenu
v pfipadé metody A byla 2,3 %, v pifipadé metody C az 12,1 %. Pii vyhodnoceni
chromatogramu pro metodu A byl zaznamenan pik s plochou 0 %, ktery byl urcen jako
1,8-cineol. Byl tak ur¢en z diivodu retencniho ¢asu a umisténi piku, které je typickeé pro tuto

slozku pfi porovnani s ostatnimi chromatogramy pro metodu A.

Nésledujici slozky nespliovaly koncentraéni limity dané ISO 4730:2017 normou.
Koncentrace a-pinenu (9,8 %; 9,7 %) ptekracovaly maximalni moznou koncentraci 4,0 %.
V ptipadé p-cymenu tomu bylo taktéz, pouze vSak pii metodé¢ C, kdy byla koncentrace
piekrocena o 4,1 %. Koncentrace limonenu a a-terpinenu byly prekro¢ené v obou metodach.
Naopak nizké koncentracni zastoupeni vykazuje y-terpinen pii metodé C, jeho koncentrace

byla naméfena na 4,3 %, ISO norma udava minimalni koncentraci 6 %.
9 9
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Pharma Activ-Australian Original

Vzorek spole¢nosti Pharma Activ fady Australian Original je podle dostupného analytického
certifikatu poskytnutého dodavatelem cira kapalina charakteristického zapachu, pivodem
z Australie. Kromé toho jsou v certifikdtu dodavatelem poskytnuté udaje o fyzikalnich
vlastnostech esencidlniho oleje jako je relativni hustota pii 20 °C (0,885-0,906), index lomu
pti 20 °C (1,475-1,482), déle optickd otacivost pii 20 °C a rozpustnost v ethanolu.
Nasledujici obrazek 19 a obrazek 20 predstavuji chromatogramy pro metodu méteni A a C

a dale nasleduje tabulka 7, ktera obsahuje naméfend data, tedy reten¢ni Casy a relativni obsah

plochy pod kiivkou piku v procentech.
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Obrazek 19 Plynovy chromatogram pro TTO firmy Pharma Activ-Australian Original,
metoda A
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Obrazek 20 Plynovy chromatogram pro TTO firmy Pharma Activ-Australian Original,
metoda C
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Tabulka 7 Procentudlni zastoupeni slozek komeréniho vzorku TTO firmy
Pharma Activ-Australian Original

Metoda A Metoda C
Slozka Pk | | nlfiTn] Pl[‘;/co']‘a Slozka Pik [IlrfiTn] P l[‘;/il]'a
a-Pinen 8 8,600 |34 a-Pinen 9 9,610 |33
Sabinen 9 9,640 |03 Sabinen 10 11,097 | 0,3
[-Pinen 10 9,837 1,0 [-Pinen 11 11,377 | 1,0
[-Myrcen 11 9,910 0,8 [-Myrcen 12 11,600 | 0,8
a-Terpinen 14 10,740 | 7,6 o-Terpinen 15 12,900 | 7.4
p-Cymen 16 10,927 | 6,0 p-Cymen 16 13,217 | 7,7
Limonen 17 11,067 | 1,1 Limonen 17 13,433 | 1,2
1,8-Cineol 19 11,190 | 1,7 1,8-Cineol 19 13,613 | 3,0
y-Terpinen 20 11,767 | 20,2 y-Terpinen 20 14,663 | 19,7
Terpinolen 21 12,417 | 3,1 Terpinolen 21 15,897 | 3,2
- 22 14,153 | 12,0
Terpinen-4-ol 23 14,223 | 27,6 Terpinen-4-ol 25 20,267 | 44,2
a-Terpineol 25 14,420 | 1,8 o-Terpineol 26 20,877 | 2,8

Hodnoty koncentraci jednotlivych analyti se od sebe vramci metod vyrazné nelisi,
s vyjimkou tfi slozek — 1,8-cineol, terpinen-4-ol a a-terpineol. Naméfené¢ koncentrace
1,8-cineolu se od sebe vramci dvou hodnocenych metod 1isi o 1,3 %. Koncentrace
slouceniny a-terpineol se od sebe 1i8i 0 1 %. Nejvyraznéjsi rozdil nastava u terpinen-4-olu,
kdy jeho koncentrace pfi méfeni metodou A odpovida 27,6 %, zatimco pti méfeni metodou
Cje 44,2 %. V chromatogramu metody A si lze v§imnou délené¢ho neidentifikovaného piku
¢islo 22 sretenénim Casem 14,153 a s plochou 12 %. Pii secteni koncentrace 27,6 %
terpinen-4-olu a 12% koncentrace této neidentifikované slozky dostaneme 39,6 %. Tato
hodnota odpovidé zastoupeni terpinen-4-olu v TTO a Ize tak tvrdit, Ze doSlo pii méteni

k rozdéleni piku této slozky.

Vsechny identifikované latky a jejich koncentracni zastoupeni ve vzorku odpovida aktualni

ISO normé s vyjimkou dvou — terpinen-4-ol a a-terpineol. Koncentrace terpinen-4-olu
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meéfend metodou A (27,6 %) je nizsi nez udavané koncentracni minimum v ISO normé
(35,0%) a lisi se o 7,4 %. Slozka a-terpineol by také nesplitovala nutné minimalni
zastoupeni ve vzorku, ale pouze o 0,2 %. Koncentrace p-cymenu (6,0 %; 7,7 %) odpovidaji
ISO normé, hodnoty jsou ale vyrazné vyssi nez v ptipad¢ ostatnich analyzovanych vzork,

¢ehoz si lze v§imnou v souhrnné tabulce pfilohy P IV.

Renovality

Spolecnost Renovality uvadi na svych oficialnich webovych strankach, ze se jedna o olej
z listkli australského stromu Melaleuca alternifolia, ktery ma antisepticky a protiplisiovy
ucinek. Udava stupenn komedogenity (0) a doporuceny zpusob aplikace. V seznamu
ingredienci je kromé Melaleuca Alternifolia (Tea Tree) Leaf 0il — Tea Tree olej uveden také
a-pinen. Seznam ingredienci vSak neuvadi mozné alergeny jako je napiiklad limonen.
Obrazek 21 a obrazek 22 vysledné chromatogramy pro vzorek TTO firmy Renovality,

tabulka 8 je vyhodnocenim téchto chromatogramti.
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Obrazek 21 Plynovy chromatogram pro TTO firmy Renovality, metoda A
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Tabulka 8 Procentudlni zastoupeni slozek komeréniho vzorku TTO firmy Renovality

Metoda A Metoda C

Slozka Pik [IlrfiTn] Pllﬁ/i']‘a Slozka Pik [nffi‘;l] Pl[‘;/il]‘a

a-Pinen 9 8,737 |3,8 a-Pinen 4 9,677 |3,6
Sabinen 5 11,157 | 0,2
S-Pinen 6 11,440 | 1,2
[-Myrcen 7 11,637 | 0,1

a-Terpinen 10 10,783 | 12,0 o-Terpinen 10 12,960 | 12,0

p-Cymen 11 10,970 | 3.8 p-Cymen 11 13,277 | 3.8

Limonen 12 11,103 |29 Limonen 12 13,497 | 2,8

1,8-Cineol 13 11,227 | 2,5 1,8-Cineol 13 13,680 | 2,5

y-Terpinen 14 11,807 | 24,6 y-Terpinen 14 14,727 | 24,2

Terpinolen 15 12,450 | 2,7 Terpinolen 15 15,960 | 2,7

- 16 14,213 |44

Terpinen-4-ol 17 14,250 | 343 Terpinen-4-ol 16 20,343 | 40,8

- 18 14,423 | 1,0

a-Terpineol 19 14,447 | 4,2 a-Terpineol 17 20,953 | 5,5

Je ziejmé, Ze slozky sabinen, f-pinen a f-myrcen neposkytly béhem méfeni metodou A
Zadnou vyraznou odezvu. Charakteristické piky jsou v chromatogramu (obrazek 21)
viditelné v okoli reten¢niho ¢asu desaté minuty, nebyly vSak z ditvodu stopového mnozstvi
pojmenovany. V piipad¢ terpinen-4-olu poskytly metody meéfeni riznd koncentracni
zastoupeni. Metoda A vyhodnotila jeho koncentraci 34,3 %, metoda C pak az 40,8 %.
Diivodem mohlo byt opét rozdéleni piku této slozky. V chromatogramu metody A je
vyznaen nepojmenovany pik ¢islo 16 sretenénim casem 14,312 a procentudlnim
zastoupenim 4,4 %. Pfi souctu koncentrace terpinen-4-olu 34,3 % a plochy tohoto piku
dostaneme 38,7 %, coz jiz odpovida normalnimu zastoupeni terpinen-4-olu v TTO a také se
blizi koncentraci pfi méfeni metodou C. Také naméfené koncentrace a-terpineolu se v ramci
metod lisily. V chromatogramu metody A lze pozorovat neidentifikovany pik 18 s reten¢nim

Casem 14,423 a plochou 1,0 %. Pokud tuto koncentraci slozky pticteme k vyhodnocenému
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koncentratnimu zastoupeni a-terpineolu 4,2 %, rovna se vyslednd koncentrace
a-terpineolu 5,2 %. Tato hodnota se jiz blizi koncentraci slozky namétené pomoci metody

C5,5 %.

Pii porovnani sISO 4730:2017 normou piedstavovaly slozky limonen a a-terpineol
(metoda C) latky, které byly pfitomné v koncentraénim nadbytku. Obsah limonenu je
povolen pouze do 1,5 %, avSak v ptipadé obou metod byla tato hranice ptekrocena o 1,4 %
a o 1 %. V ptipadé¢ metody C analyt a-terpineol taktéZ nesplnil horni hranici ISO normy
00,5 %, naopak pii méfeni metodou A nebyla splnéna spodni koncentra¢ni hranice
o 1 %. Koncentrace terpinen-4-olu byla pfi méteni metodou A nizs$i, nez udava aktualni ISO

norma. Podle star$i ISO 4730:2004 normy by vSak byly hodnoty vyhovujici.

V plynovych chromatogramech firmy Atok a Salus, které jsou uvedené v ptiloze diplomové
prace, také pravdépodobné doslo k rozdéleni pikl. Pfi analyze vzorku firmy Atok byla
koncentrace terpinen-4-olu pii metodé A vyhodnocena na 31,4 % a pii metodé C na 22,9 %.
Chromatogram pii metodé¢ A vykazuje vedlejsi pik s retenénim casem 14,153 a plochou
4,9 %. Pti secteni uvedené koncentrace 31,4 % a 4,9 % bude vysledna koncentrace
terpinen-4-olu 36,3 %. V ptipad¢ téhoz vzorku firmy Atok pfi méfeni metodou C byla
koncentrace terpinen-4-olu stanovena na 22,9 %. Také zde figuruje vedlejsi
neidentifikovany pik, ktery ma reten¢nim Casem 20,167 a plochu 13,6 %. Pii secteni
koncentraci 22,9 % a 13,6 % bude vyslednd koncentrace terpinen-4-olu 36,6 %. Vysledné

koncentrace terpinen-4-olu v obou metodach se sobé¢ jiz vyrazné bliZi.

Pii méfeni vzorku firmy Salus pomoci metody A doslo pravdépodobné k rozdéleni pikil
sloZky terpinen-4-olu a také p-terpinenu. V pfiloZeném chromatogramu je koncentrace
terpinen-4-olu vyhodnocena na 24,3 %, ale 1 zde se vyskytuje vedlejsi nepojmenovany pik
s reten¢nim Casem 14,167 a plochou 10,9 %. Po secteni téchto procentudlnich hodnot je
vyslednad koncentrace 35,2 %. Koncentrace terpinen-4-olu v TTO firmy Salus namé&fena
metodou C byla 39,6 %. Nesrovnalosti byly nalezené pii koncentracich y-terpinenu
méfenych metodou A (15,5 %) a metodou C (23,3 %). V piipadé metody A lze pozorovat
vedlejsi pik s retencnim ¢asem 11,787 a plochou 7,8 %. Po secteni ploch obou pikti v metodé
A dojdeme k vysledné koncentraci 23,1 %, ktera se napadné blizi koncentraci dané slozky

méfené metodou C.

Vsechny chromatogramy maji spoleCnou charakteristiku dvou skupin piki, které se

soustied’uji blizko sebe. Prvni skupinu pikd tvofi sabinen, f-pinen a f-myrcen. Do druhé
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charakteristické skupiny patii a-terpinen, p-cymen, limonen a 1,8-cineol. Tento poznatek

muze pomoci pii identifikaci neznamého vzorku.

V zavéru kapitoly 6.3.3 budou diskutovany vysledky GC-FID a GC-MS analyzy

s publikovanymi studiemi.

6.3 Hmotnostni spektrometrie

Pro upfesnéni jiz naméfenych hodnot z plynové chromatografie, a také pro identifikaci
slozek, které ptes plynovou chromatografii nebylo mozné urcit, byla provedena analyza
pomoci plynové chromatografie s hmotnostnim detektorem. Méfeni probihalo na Shmidazu
GC-MS — QP2010 SE s elektronovou ionizaci a jak uvadi oficidlni stranka vyrobce, jedna
se o kvadrup6lovy chromatograf s hmotnostnim detektorem nabizejici stabilni a ndkladové
zajistuje vysokou citlivost v kvalitativni 1 kvantitativni analyze. Pomoci plynové
chromatografie dochéazi k separaci analyti, které jsou nasledn¢ podrobeny analyze
hmotnostni spektrometrie. Vyhodnocovaci software GCMSsolution umoznil vyhodnoceni

vyslednych chromatogramii uvedenych dale v kapitole 6.3.3.

6.3.1 PouZzité pristroje, vybaveni a chemikalie
Laboratorni sklo — vialky (N9 2ml véetn€ uzavéru a septa)

Plynovy chromatograf-hmotnostni spektrometr GCMS-QP2010 SE Shimadzu, Japonsko.

Obrazek 23 Plynovy chromatograf's hmotnostnim detektorem GCMS-QP2010 SE Shimadzu
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Automaticka pipeta Eppendorf Research, 100—1000 pl
Mikrosttikacka (Hamilton 10, Gastight 1701)

Ethyl-acetat a methanol, p. a.

6.3.2 Metody méreni

Me¢tené vzorky byly nafedéné v poméru 1:1000 v ethyl-acetatu nebo methanolu vysoké
Cistoty uréené pro analyzu. Byly nastavené parametry analyzy a diky mozZnosti

automatického davkovani vzorkti ponechané ptes noc k méfeni.

Pro analyzu byly pouzita chromatografickd kolona Equity™ s rozméry
30 m x 0,32 mm x 1,0 um od vyrobce Supelco. Nastavené parametry méfeni pro kazdy
vzorek byly nasledujici: teplotni profil na kolon¢ byl 40 °C na pocatku po dobu 7 minut poté
doslo k ohfevu na 250 °C rychlosti 25°C-min™1, pfi 250 °C termostat drzi teplotu
44,6 minuty; teplota injektoru 250 °C; nastfikova splitovaci technika; splitovaci pomér
100:1; tlak 33,5 kPa, celkovy pritok 216,2 ml-min~!; pritok kolonou

2,11 ml-min~?!

; plamenovy termionizacni splitovaci detektor; teplota iontového zdroje
200 °C; teplota interface 250 °C. Chromatogramy byly vyhodnocené pomoci software

GCMSsolution a dostupné knihovny hmotnostnich spekter.

Pted kone¢nym vyhodnocenim doslo vzdy k manudlni integraci jednotlivych pikt, poté byl
manuélné uréen pocatek a konec piku a doSlo k subtrakci okolni baseline pro piesnéjsi

identifikaci slozky.

6.3.3 Vysledky a diskuze

Pro reprezentaci namétenych vysledkli byly vybrany tfi vzorky firem Bewit, Renovality

a Australian Original.
Bewit Franchise s. r. o.

Obrazek 24 znazoriiuje zpracovany chromatogram vzorku ¢ajovnikového oleje firmy Bewit.
Tabulka 9 je souhrnné vyhodnoceni chromatogramu, kde jsou zminéné identifikované
slozky, jejich reten¢ni Cas, plocha piku, tedy pomér latek vici sobé pii daném méfeni,
a pravdépodobnost spravnosti urceni slozky. BliZ8i popis tohoto TTO je zminény v kapitole

6.2.3.
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Obrazek 24 Hmotnostni chromatogram vzorku firmy Bewit
Tabulka 9 Vyhodnoceni chromatogramu pro vzorek firmy Bewit
. Rt Plocha S. p. v Rt Plocha S. p.
SoZka 1 Imin] | %l | %] |O°H® (min] | [%] | [%]

a-Thujen 10,786 0,43 93 [-Terpinol 12,583 0,47 84
o-Pinen 10,883 6,27 98 trans-Pinokarveol 12,605 1,09 94
(+)-Sabinen 11,246 2,29 94 Terpinen-4-ol 12,849 44,33 95
S-Pinen 11,311 0,62 89 o-Terpineol 12,912 2,69 94
S-Myrcen 11,360 | 0,12 83 y-Terpineol 12,961 0,19 88
o-Felandren 11,532 0,25 92 Thujol 13,391 0,07 74
o-Terpinen 11,640 2,49 92 (+)-Aromadendren | 14,602 0,14 84
p-Cymen 11,661 11,25 95 Humulen 14,679 0,60 91
1,8-Cineol 11,755 5,64 91 Isoaromadendren 14,850 0,61 80
y-Terpinen 11,968 11,35 94 o-Kadinen 14,949 1,44 83

o-Terpinolen | 12,216 2,27 94

s. p. — spektralni podobnost s knihovnou spekter

Pfi analyze Cajovnikového oleje firmy Bewit bylo rozpoznano pomoci GC-MS analyzy

celkem 22 slozek. Koncentrace terpinen-4-olu, jakozto hlavni aktivni slozky, je v souladu

s ISO 4730:2017 normou, taktéZ je tomu v piipadé 1,8-cineolu, ktery je degrada¢nim

produktem. Zda se, Ze mirné€ zvySené mnozstvi 1,8-cineolu nemélo velky dopad na pfipadné

snizeni koncentrace terpinen-4-olu. Napadné zvySené koncentrace si je mozné vSimnout
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u a-pinenu a p-cymenu. Podle ISO normy je mezni koncentrace a-pinenu 4,00 %, v tomto
vzorku je obsazen v 6,27 %. ISO norma déle udéva hrani¢ni koncentraci p-cymenu 8,00 %,
zde bylo zjiSténo 11,25 %. Naopak nizs§i koncentrace, nez je pfipustné byly zjistény
u y-terpinenu a aromadendrenu. Je ale nutné zminit, ze slozka aromadendren byla
identifikovana jen s 84% spektralni podobnosti s knihovnou spekter. Tyto odchylky nemély

dopad na organoleptické vlastnosti oleje.
Pharma Activ-Australian Original

Fyzikalni vlastnosti esencialniho cajovnikového oleje této firmy byly jiz popsany v kapitole
6.2.3. Obrazek 25 je vysledny chromatogram c¢ajovnikového oleje dané firmy

a tabulka 10 prezentuje jeho data.
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Obrazek 25 Hmotnostni chromatogram vzorku firmy Pharma Activ-Australian Original
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Tabulka 10 Vyhodnoceni chromatogramu pro vzorek firmy

Pharma Activ-Australian Original

Slozka [Il;iTn] Pllﬁ/i']‘a ?;,/f]' Slozka [Iffi;] gl[‘:,jo}; i;, f]
a-Thujen 10,785 0,74 96 cis-Sabinen hydrat 12,445 | 0,13 84
o-Pinen 10,882 1,96 97 Terpinen-4-ol 12,849 | 42,83 95
(+)-Sabinen 11,245 0,17 86 a-Terpineol 12,914 | 3,04 93
[-Pinen 11,311 0,63 96 Thujol 13,390 | 0,3 75
S-Myrcen 11,356 0,46 91 Isoleden 13,487 | 0,41 84
a-Terpinen 11,638 5,22 93 (+)-Aromadendren | 14,602 | 2,39 93
p-Cymen 11,660 12,12 92 Viridifloren 14,876 | 1,64 91
1,8-Cineol 11,755 3,48 86 0-Kadinen 14,949 | 1,60 85
y-Terpinen 11,968 | 15,14 96 f-Kadinen 14,987 | 0,22 83
a-Terpinolen | 12,216 2,73 94

S. p. — spektralni podobnost s knihovnou spekter

Ve vzorku firmy Australian Original bylo urceno celkem 19 slozek ¢ajovnikového oleje.
KdyZ ptihlédneme k ISO normé, kromé p-cymenu a d-kadinenu nebyla pii vyhodnocovani
nalezend 74dnd odchylka v koncentraénim zastoupeni. Zastoupeni p-cymenu ve vzorku
odpovidalo 12,12 %, kdezto povoleny koncentra¢ni interval této slozky se rovna 0,5-8,0 %.
Déle o-kadinen, ktery byl ve vzorku z 1,60 %, avSak jeho povolené koncentrace se pohybu;i
od 0,2 % do 3,0 %. Tato sloZka byla vSak spravné identifikovana pouze z 85 %, proto nema
toto tvrzeni poZadovanou vypoveédni hodnotu. Ani v ptipadé¢ tohoto vzorku nebyly ovlivnény

organoleptické vlastnosti produktu.
Renovality

Informace o zakoupeném produktu uddvané vyrobcem jsou jiz zminéné v kapitole 6.2.3.
Obrazek 26 piedstavuje hmotnostni chromatogram vzorku esencidlniho oleje firmy
Renovality v tabulce 11 jsou vypsané identifikované analyty s retencnimi ¢asy, pomeérovym

zastoupenim a spektralni podobnosti.
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Obrazek 26 Hmotnostni chromatogram vzorku firmy Renovality
Tabulka 11 Vyhodnoceni chromatogramu pro vzorek firmy Renovality
. Rt Plocha | s.p. . Rt Plocha | s.p.
Slozka min] | [%] | [%] |k (min] | [%] | [%]
o-Pinen 10,883 2,35 96 y-Terpinen 11,967 | 21,09 96
(+)-Sabinen | 11,245 | 0,12 85 (+)-2-Karen 12,215 | 2,60 92
[S-Pinen 11,307 | 0,16 84 Terpinen-4-ol 12,849 | 42,10 95
o-Felandren | 11,531 0,12 83 a-Terpineol 12,913 6,62 94
a-Terpinen 11,638 9,74 94 (+)-Aromadendren | 14,609 | 3,07 95
p-Cymen 11,662 2,71 82 Viridifloren 14,876 1,29 87
1,8-Cineol 11,752 4,4 84

s. p. — spektralni podobnost s knihovnou spekter

Pii hmotnostni analyze vzorku firmy Renovality bylo ureno 15 analytl. VSechny

identifikované slozky se pohybuji v ramci stanovenych koncentraci dle ISO 4730:2017

normy s vyjimkou a-terpineolu a (+)-aromadendrenu. S koncentraci 6,62 % se a-terpineol

nenachazi ve daném intervalu 2,0-5,0 %. Koncentrace (+)-aromadendrenu 3,07 % jen mirné

prekracuje limitni koncentraci danou ISO normou 3,0 %. Obé tyto slozky byly uréené

spravné s pravdépodobnosti piesahujici 90 %.

Plynova chromatografie s hmotnostnim detektorem slouZila ptedevsim k identifikaci slozek

cajovnikového oleje, které nebyly pomoci konvenéni plynové chromatografie urcené.

Dtivodem problematického uréeni pomoci plynové chromatografie mohl byt delsi reten¢ni

Cas, a tedy pozdé&jsi odezva téchto dodate¢né urenych slozek. Diky ISO normé a literdrnim
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zdrojiim bylo jisté, Ze bylo potieba tyto slozky dodate¢né identifikovat. Mezi slozky, které
byly identifikovany pozd¢ji pomoci GC-MS analyzy byly zatazeny tyto: a-thujen,
cis-sabinen hydrat, thujol, isoleden, (+)-aromadendren, isoaromadendren, transpinokarveol,
humulen, viridifloren, f-kadinen, f-kadinen, a-felandren a (+)-2-karen. Naopak zndmy
seskviterpen viridiflorol, ktery je i podle ISO normy v ¢ajovnikovém olej obsazen, se
nepovedlo identifikovat v zadném z analyzovanych vzorkd. Literarni zdroje uvadi
koncentraéni zastoupeni viridiflorolu: de Groot a Schmidt (0,08-0,8 9%); Shellie
(0,06-0,2 %); Brophy (0,1-1,4 %); Southwell (0,3-0,7 %) [11, s. 815] [72, s. 311]
[58, s. 1333] [73, s. 16]. Adams [74, s. 568] uvedl reten¢ni ¢as viridiflorolu 32,58 min pfi
méteni pomoci MS. Pro identifikaci viridiflorolu v ¢ajovnikovém oleji 1ze provést porovnani
se standardni latkou, kterd bude namétfend plynovou chromatografii pomoci metod A, B a

C.

Na zavér kapitoly budou namétené hodnoty diskutované s vysledky dostupnych studii

zabyvajici se GC a GC-MS analyzou ¢ajovnikového oleje.
Tabulka 12

Tabulka 12 obsahuje souhrn naméfenych dat Etyt publikaci, které se zabyvaly GC, pfipadné
GC-MC analyzou, ¢ajovnikového oleje. V poslednim sloupci tabulky jsou vypsané souhrnné
koncentracni intervaly v ramci obou hodnocenych metod meéteni vlastnich komerénich
vzorkll. Tato tabulka se zamétuje pouze na prvnich sedm slozek s vétSinovym zastoupenim

v ¢ajovnikovém oleji podle ISO 4730 normy.

Tabulka 12 Porovnani vlastnich a publikovanych vysledkt pro GC a GC-MS analyzu

Slozka A B C D E
[%o] [%o] [%o] [%o] [%o]

Terpinen-4-ol 6,2-44.9 34,9-44,0 40,1 30,1-33,1 24,3-48,6
y-Terpinen 3,1-23,0 21,1-22,5 23,0 6,9-19,2 12,5-27,4
a-Terpinen 2,3-11,7 8,5-10,6 10,4 1,2-10,2 7,4-13,5
a-Terpineol 1,9-4,2 2,4-2.8 2,4 3,448 1,5-4,6
Terpinolen 0,04-45,7 3,1-3,6 3,1 1,6-3,8 2,2-4,0
p-Cymen 0,3-19,4 2,5-3,2 2,9 2,9-19.9 1,7-12,1
1,8-Cineol 0,5-18,3 2,5-3,2 5,1 5,1-5,4 0,0-5,6

A — De Groot [11], B — Shellie [72], C — Brophy [58], D — Southwell [73], E — vlastni data

Pfi srovnani vlastnich dat s publikovanymi hodnotami lze vypozorovat nasledujici

skutecnosti. Koncentrace terpinen-4-olu z vlastniho méfeni byla s odstupem nejvyssi,
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48,6 % této slozky bylo naméfeno ve vzorku firmy Nobilis Tilia. Vysoké mira koncentrace
této aktivni slozky urcuje kvalitu esencialniho oleje, a i1 piesto, ze hodnota v tomto piipadé
piekracuje aktualni ISO 4730:2017 normu, lze tvrdit, Ze se jedna o kvalitni produkt. Také
v piipad¢ y-terpinenu pochdzela nejvyssi naméfena hodnota 27,4 % z vlastniho méteni
a tykala se vzorku slovenské spole¢nosti Tuli a Tuli. Vzorek firmy Pharma Activ vykazoval
nejvyss$i koncentracni hodnoty a-terpinenu, 13,5 %, zaroven vSak piekrocil limitni
koncentrace dané ISO normou. SloZka a-terpinen je znama jako antioxida¢ni komponenta
¢ajovnikového oleje, ktery na vzduchu velmi rychle degraduje na produkty, jako jsou
allylové epoxidy, p-cymen a peroxid vodiku [75, s. 713]. Dals§i ndpadnd hodnota je
0,0 % 1,8-cineolu ve vlastnim méteni. Tato hodnota se tykd pouze méteni vzorku firmy
Bewit metodou A, v ptipadé metody C byla koncentrace této slozky 4,8 %, coZ vyhovuje
také ISO normé¢. Ostatni hodnoty vlastniho méteni bud’ spadaji do intervalu naméfenych dat

publikaci, nebo se od nich vyrazné neodchyluji.

6.4 Index lomu

Index lomu esencialnich olejii je podstatnym charakteristickym znakem urcujici jejich
kvalitu. Tato fyzikalni veli¢ina urcuje pomér rychlosti $ifeni svétla ve dvou riizné opticky
hustych prostiedich. K méfeni byl pouzit analogovy refraktometr typu Abbého
refraktometru firmy A. Kriiss Optronic GmbH s rozsahem meéteni 1,3000-1,7200. Jako
prisma slouZzi optické sklo a jako zdroj svétla LED osvétleni s vinovou délkou 589 nm. Pro

presnost meteni je v technickém listu spolecnosti uvedeny interval n £+ 0,0002.

6.4.1 PouZzité pristroje, vybaveni a chemikalie

Refraktrometr A. Kriiss Optronic GmbH




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 68

Obrazek 27 Refraktometr A. Kriiss Optronic GmbH

Temperovaci chladi¢ Isotemp, Fischer Scientific

Ethanol (96%, neutralni)

6.4.2 Postup méreni

Pro udrzeni stalé teploty byl pouzit temperovaci chladi¢ Isotemp firmy Fischer Scientific.
Temperovaci teplota se v prubéhu méfeni pohybovala v intervalu od 25,3 °C do 25,7 °C.
Mezi stény hranolii byl aplikovan vzorek TTO a po vhodném zaostfeni byl na stupnici
dalekohledu odecten index lomu pro vinovou délku 589 nm. Po kazdém méfeni byla plocha
hranold o¢isténd 96% ethanolem a méfeni probihalo proti vod¢, jakozto standardu. Kazdy
vzorek byl takto méfen tfikrat za sebou, z naméfenych hodnot je vypocitand primérna

hodnota indexu lomu » pro kazdy vzorek.
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6.4.3 Vysledky a diskuze
Tabulka 13 Hodnoty indexu lomu n komercnich vzorku ¢ajovnikového oleje
Index Prumérna Index Priumérna
Nazev vzorku |lomun hodnota n Nazev vzorku |lomun hodnota n
[1] (1] (1] (1]
1,4734 1.4737 1,4739 1.4736
Atok 1,4739 + Pajoma 1,4735 +
1,4739 0,0008 1,4735 0,0006
. 14749 1,47497 1,4738 1,4738
Australian 1,4750 + Pharma Activ | 1,4738 +
Bodycare
1,4750 0,00015 1,4738 0
1,4737 1,4745
Pharma  Activ- 1,4736 1,4746
Australian 1,4737 + Primavera 1,4747 +
Original
8 1,4735 0,0003 1,4746 0,0003
1,4740 1,47393 1,4736 1,4736
Bewit 1,4739 + Renovality 1,4738 +
14739 0,00015 1 4735 0,0004
1,4736 147363 1,4741 14742
Bylinna lékarna | 1,4737 + Salus 1,4743 +
1,4736 0,00015 14741 0,0004
1,4733 14734 1,4734 14734
Dr. . Miller |} -3 + Tierra Verde | 14734 +
Pharma
1,4735 0,0003 1,4734 0
1,4739 1,47393 1,4739 1,47397
Karel Hadek 1,4739 + Tuli a Tuli 1,4740 +
La7al 1,4740 1,3305 1,3306
Nobilis Tilia 1,4739 + Voda (standard) | 1,3305 +
1,4740 0,0003 1,3307 0,0003
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Index lomu c¢ajovnikového oleje méteny pii teplot¢ 25 °C se pohybuje v intervalu od
1,4750 do 1,4820 [76, s. 1]. Dalsi literarni zdroje uvadéji index lomu ¢ajovnikového oleje
meétfeného pii teploté 20 °C. Sukatta a spol. [77, s. 473] stanovili index lomu TTO jako
interval 1,475-1,481. Néazor na cajovnikovy olej vydany Evropskou komisi uvadi
n 1,475-1,482, neuvadi vsak teplotu, pfi které byl index lomu méteny [6, s. 11]. Také ISO
4730:2017 norma uvadi index lomu métfeny pii 20 °C 1,475-1,482 [7, s. 2]. Z namétenych
primérnych hodnot n uvedenych v tabulce 13 lze konstatovat, Ze se hodnoty pohybuji
v intervalu 1,4736-1,4750 pii teplotnim intervalu 25,3-25,7 °C. ZjiS§téné hodnoty jsou

v norm¢ s uvedenymi daty z literarnich zdroju a nevyskytovaly se zadné vyrazné odchylky.

6.5 Absorbance v UV spektru

Vyuziti pfimého méteni absorbance esencialnich olejii pro kvalitativni tcely je méné presna
metoda, a proto slouzi pfedevsim jako dopliujici charakteristika k GC-MS analyze. Métfeni
absorbance TTO v ultrafialové oblasti slouzi také k identifikaci ptipadnych necistot.

6.5.1 PouZzité pristroje, vybaveni a chemikalie

Laboratorni sklo (d€lené pipety, kadinky)

Mikrostiikacka (Hamilton 10, tfida 700 a 1700)

Spektrometr PhotoLab 6600 UV-VIS

Obrazek 28 Spektrometr PhotoLab 6600 UV-VIS

Kfemenna kyveta
Ethanol p. a.

Ethanol (96%, neutralni)
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6.5.2 Postup méreni

Na zakladé¢ literarni reSerSe byl pro fedéni vzorkid zvolen ethanol a méfeny interval vinové
délky 220400 nm. Cut-off ethanolu se nachéazi pti vinové délce 210 nm a tedy sam
neabsorbuje svételnou energii ve zvoleném meéfeném intervalu. Pro méfeni byla pouzita
kfemenna kyveta, kterd poskytuje vysledky v celém rozsahu ultrafialové a viditelné oblasti.
Pro dosazeni odezvy spektrometru v jedné absorpcni jednotce byla zvolend 0,2% hm.
koncentrace vzorkli. Po proméfeni slepého vzorku rozpoustédla byla spusténa analyza

vzorku.

6.5.3 Vysledky a diskuze

Tabulka 14 Maximalni absorbance pti dané vinové délce pro jednotlivé vzorky TTO

Amax A
Vzorek [ (nm]
Atok 266 0,890
Australian Bodycare 266 1,122
Australian Original 266 0,689
Bewit 264 0,627
Bylinna Iékarna 266 1,039
Karel Hadek 266 0,950
Nobilis Tilia 264 0,917
Pajoma 264 1,066
Pharma Activ 266 1,105
Primavera 264 1,031
Renovality 266 1,096
Salus 266 0,776
Tierra Verde 266 1,004
Tuli a Tuli 266 0,987

Tabulka 14 odkazuje na maximdalni absorbanci a odpovidajici vinovou délku vzorki
¢ajovnikového oleje. Primérnd hodnota maximalni absorbance je 265,43 a jeji smérodatna
odchylka priméru se studentovym koeficientem zohlediiujici pocet meétfeni je 1,08.

Vyslednou maximalni absorbanci vybéru l1ze zapsat jako A, = (265,4 + 1,1).

Pro reprezentaci naméfenych dat byla vybrana ze souboru dvé spektra, ktera predstavuji

modus vybéru maximalni absorbance, A ,x = 266, v intervalu vinové délky 220—-400 nm.
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320 340 360 380 400
A [nm]

-

Obrazek 29 UV spektrum komeréniho vzorku Atok

220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
A [nm]

Obrazek 30 UV spektrum komercniho vzorku Karel Hadek

Celkem pét vzorkll vykazovalo maximalni absorbanci pfi 266 nm a zaroven nepiesahli jednu
absorp¢ni jednotku. Obrazek 29 odkazuje na spektrum vzorku esencialniho oleje firmy Atok,
jehoZ maximalni absorbance byla namétena pii 266 nm. Stejné je tomu tak v pfipadé vzorku
firmy Karel Hadek, jehoZz spektrum je uvedeno na obrazku 30. V obou ptipadech nedoslo

k ptesahu jedné absorp¢ni jednotky.
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Pét vzorkli s maximalni vinovou délkou 266 nm ptesahovaly jednu absorpéni jednotku. Byly

to vzorky Australian Bodycare, Bylinnd 1¢kéarna, Pharma Activ, Renovality a Tierra Verde.

Ptikladem je vzorek spolecnosti Pharma Activ, jehoz spektrum vidime na obrazku 31.

1.2

2

0,0

220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
A [nm]

Obrazek 31 UV spektrum komer¢niho vzorku firmy Pharma Activ
U jednoho ze vzorkli byly naméfeny také zaporné hodnoty absorbance. Jednalo se o vzorek

firmy Salus a zaporné hodnoty se projevily ke konci méfeni. Nejzapornéj§i namétena

hodnota absorbance byla —0,004. Na obrazku 32 vidime dany graf zavislosti absorbance na

vlnové délce. Maximalni absorbance byla v tomto pfipad¢ taktéz 266 nm. Tato skute¢nost

poukazuje na to

1.4
12

1,0

0.8
=06
0.4

0.2

0.0
-0.2

, Ze vzorek absorbuje vétsi mnozstvi svétla nez slepy vzorek.

-
.
L]
o

I \

220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
A [nm]

Obrazek 32 UV spektrum komeréniho vzorku firmy Salus
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Z dostupnych zdrojt je maximalni absorbance TTO v ethanolu 265 nm [78, s. 1]. Maximalni
absorbance méfeného vybéru vzorki je Apax = (265,4 + 1,1) a je proto mozné tvrdit, ze
namétené hodnoty vSech vzorkt se od sebe nijak vyrazné nelisily a spliiuji hodnoty nalezené

v literatufe. Tato skutecnost naznacuje, ze analyzované oleje neobsahuji necistoty.
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ZAVER
Teoreticka ¢ast prace popisuje biologické ucinky a chemické slozeni Cajovnikového oleje

Melaleuca alternifolia s dirazem na primérni aktivni slouceninu terpinen-4-ol. Cajovnikovy

ey w1

S ohledem na chemické slozeni byla zminénd ISO 4730 norma, kterd ur¢uje koncentracni
limity ¢ajovnikovych silic. Dale se prace vénuje falSovani TTO a moznym autentifikacnim
metodam, jako je organoleptické hodnoceni, geneticka identifikace, GC, MS a fyzikalni

vlastnosti esencidlniho oleje jako index lomu, hustota a opticka stacivost.

V praktické Casti diplomové prace byla popsana metodika analyzy ¢ajovnikového oleje
z 15 komer¢nich zdrojii na plynovém chromatografu s FID a MS detekci, Abbého
refraktometru a UV-VIS spektrometru. GC-FID a GC-MS analyza slouzily jako primarni
prostiedek k urceni kvalitativniho a kvantitativniho slozeni vzorkt. Jako dopliujici metody

byly zvoleny index lomu a absorbance svételné energie v ultrafialové oblasti.

U vSech vzorkli byly identifikované slouceniny s vétSinovym zastoupenim, a to
terpinen-4-ol (24,3 — 48,6 %), a-terpinen (12,5-27,4 %) a y-terpinen (7,4-13,5 %). Pti
analyze slozeni vzorkii ¢ajovnikového oleje byl kladen diraz zejména na obsah hlavni
aktivni slozky tohoto esencialniho oleje, terpinen-4-ol. Nejvyssi koncentrace terpinen-4-olu
byla namétena ve vzorku firmy Nobilis Tilia (48,6 %), naopak nejnizsi ve vzorku firmy

Salus (24,3 %).

Vyhodnocovani bylo dile zaméteno na slouceninu 1,8-cineol neboli eukalyptol, ktery je
nezadouci soucasti degradacnich procest tohoto esencidlniho oleje a s jeho stoupajici
koncentraci klesa hladina aktivniho terpinen-4-olu. 1,8-Cineol, ktery muze slouzit jako
indikator  oxidace, byl vnejvétsim mnoZstvi nalezen ve vzorku firmy

Tierra Verde BIO (5,6 %).

Pomoci plynové chromatografie s hmotnostnim detektorem se podafilo dodate¢né
identifikovat slou€eniny jako a-thujen, thujol, aromadendren, J-kadinen nebo isoleden. Tyto
slouceniny neposkytovaly pii klasické plynové chromatografii pozadovanou odezvu
a nebylo je mozné porovnat se standardni latkou. Diivodem problematického ur¢eni mohl

byt také delsi reten¢ni Cas, a tedy pozd¢€jsi odezva téchto dodate¢né urcenych slozek.

Index lomu, ktery popisuje pomér rychlosti $ifeni svétla ve dvou optickych prostredich, byl

definovén intervalem 1,4736-1,4750. Smérodatné odchylky priméru byly minimalni
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a vysledky se shoduji s literaturou. Maximalni absorbance vybéru komer¢nich vzorkl

odpovida A .x = (265,4 + 1,1).
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ISO International Organization for Standardization

TTO Tea tree oil, Cajovnikovy olej Melaleucaa alterniofolia

AEP  American european pharmacopoeia, Americko-evropsky Iékopis
MIC Minimum inhibitory concentration, minimalni inhibi¢ni koncentrace
MBC Minimum bactericidal concentration, minimalni baktericidni koncentrace
MRSA Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus, methicilin-rezistentni S. aureus
HSV-1 Herpes simplex virus, oralni herpes typu 1

HSV-2 Herpes simplex virus, genitalni herpes typu 2

TCso Toxic concentration, stiedni toxicka koncentrace

ICso  Inhibitory concentration, stfedni inhibi¢ni koncentrace

HPV Human papillomavirus, lidsky papilomavirus

WHO World Health Organization

NADH Nikotinamidadenindinukleotid

ndhF chloroplast-nikotinamidadenindinukleotid dehydrogenaza F

GC  Gas chromatography, plynové chromatografie

MS  Mass spectrometry, hmotnostni spektrometrie

EO  Esencidlni olej

St.mn. Stopové mnozstvi

CO; oxid uhlicity

SFE  Superficial fluid extraction, superkriticka kapalinova extrakce

SWE Subkriticka vodni extrakce

PHWE Tlakova extrakce horkou vodou

s. 1. 0. Spole¢nost s ru¢enym omezenym

p.a. per analysis

FID Flame ionization detector
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IR infraerveny

NMR nuklearni magneticka resonance

FFAP Free fatty acid phase

FSOT Fused Silica Open Tubular

EIMS Electron lonization Mass Spectrometry

CIMS Chemical Ionizaton Mass Spektrometry

SPE  Simultaneous Purging and Extraction Method

SDE Simultaneous Steam Distillation and Solvent Extraction Method
p.a. pro analyzu

tr. Traces, stopové mnozstvi (<0,1)
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Plynovy chromatogram pro TTO firmy Atok, metoda A
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PRILOHA P I: PLYNOVE CHROMATOGRAMY, ATOK
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Vyhodnoceni GC, Atok, metoda A, C

Metoda A Metoda C
Slozka Pik [nl?iTn] Pllﬁ/i']‘a Slozka Pik [II;TH] Plocha [%]
o-Pinen 14 8,660 32 o-Pinen 9 9,640 3,5
Sabinen 10 11,110 0,2
S-Pinen 17 9,880 0,9 [S-Pinen 11 11,393 1,0
S-Myrcen 12 11,600 1,1
o-Terpinen 20 10,710 9,1 a-Terpinen 15 12,913 10,5
p-Cymen 21 10,900 4,6 p-Cymen 16 13,233 52
Limonen 22 11,033 1,3 Limonen 17 13,453 1,4
1,8-Cineol 24 11,160 3,0 1,8-Cineol 19 13,633 2,2
y-Terpinen 25 11,740 21,1 y-Terpinen 20 14,680 24,3
Terpinolen 26 12,390 32 Terpinolen 21 15,917 3,6
- 30 14,153 4,9 - 22 20,167 13,6
Terpinen-4-ol 31 14,203 31,4 Terpinen-4-ol 23 20,303 22,9
a-Terpineol 33 14,403 2,1 a-Terpineol 25 20,910 1,5




PRILOHA P II: PLYNOVE CHROMATOGRAMY, AUSTRALIAN
BODYCARE

Plynovy chromatogram pro TTO firmy Australian Bodycare, metoda A
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Vyhodnoceni GC, Australian Bodycare, metoda A, C

Metoda A Metoda C

Slozka Pik [IlrfiTn] Pllﬂ/i']‘a Slozka Pik [nffi‘;l] P'[‘;/il]‘a
a-Pinen 4 8,763 3,2 a-Pinen 12 9,693 3.4
Sabinen 5 9,717 1,1 Sabinen 13 11,183 1,2
[S-Pinen 6 9,913 0,9 | p-Pinen 14 11,463 1,0
[-Myrcen 7 9,987 1,0 | p-Myrcen 15 11,687 1,1
a-Terpinen 10 10,813 12,3 | a-Terpinen 19 12,987 12,0
p-Cymen 11 11,000 2,0 | p-Cymen 20 13,307 2,0
Limonen 12 11,133 1,0 Limonen 21 13,523 1,0
1,8-Cineol 14 11,257 2,9 1,8-Cineol 23 13,703 2,8
y-Terpinen 15 11,833 23,8 | y-Terpinen 24 14,753 22,5
Terpinolen 17 12,473 4,0 Terpinolen 26 15,987 3,7
Terpinen-4-ol 23 14,260 36,5 | Terpinen-4-ol 34 20,360 37,0
a-Terpineol 24 14,460 2,5 a-Terpineol 35 20,970 2,5
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PLYNOVE CHROMATOGRAMY, SALUS
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PRILOHA P III

Plynovy chromatogram pro TTO firmy Salus, metoda A
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Vyhodnoceni GC, Salus, metoda A, C

Metoda A Metoda C
Slozka Pik [IlrfiTn] P}?,/il]‘a Slozka Pik [IfiTn] P'[ﬂ/il]‘a
a-Pinen 16 8,740 3.8 a-Pinen 15 9,673 3,7
Sabinen 17 9,690 0,3
[S-Pinen 18 9,900 1,4 | p-Pinen 16 11,443 0,9
S-Myrcen 19 11,967 0,7 | p-Myrcen 17 11,660 0,8
a-Terpinen 22 10,797 10,1 o-Terpinen 19 12,963 10,0
p-Cymen 24 10,983 3,6 | p-Cymen 20 13,283 4,5
Limonen 25 11,193 3,6 Limonen 21 13,500 1,2
1,8-Cineol 26 11,247 2,1 1,8-Cineol 23 13,683 33
y-Terpinen 28 11,817 15,5 | y-Terpinen 24 14,730 233
Terpinolen 29 12,460 3,3 Terpinolen 25 15,967 3,4
- 30 14,167 10,9
Terpinen-4-ol 31 14,257 24,3 | Terpinen-4-ol 26 20,347 39,6
a-Terpineol 33 14,453 1,6 o-Terpineol 27 20,960 2,4




PRILOHA P IV: KONCENTRACNI ZASTOUPENI SILIC VE VZORCICH CAJOVNIKOVEHO OLEJE, GC

Prehled koncentracniho zastoupeni silice ve vzorcich (1)

Atok ‘;‘(‘)S;;Z‘::fe“ A(‘)‘:g;'lfl“ Bewit ﬁﬁ;‘r‘;‘: D&g‘g‘: " | Karel Hadek | Nobilis Tilia
Slozka %] %] ot (%] ot ool 1%] 1%]

A C A C A C A | C A C A C A C A C

Terpinen-4-ol | 314 | 229 | 365 | 370 | 276 | 442 | 358 | 38,7 | 41,8 | 432 [ 377 | 39,4 | 281 | 41,5 | 481 | 486

y-Terpinen 2010 | 243 [ 238 | 225 [ 202 [ 197 | 125 | 13,0 | 213 | 22,7 | 245 | 253 | 22,6 | 226 | 185 | 204
a-Terpinen 9,1 105 (123 120 76 | 7.4 | 115 43 [ 105 | 115 | 116 | 119 | 105 | 101 | 74 | 81
Terpinolen 3,2 36 | 40 | 37 | 30 | 32 | 22 | 24 | 31 | 34 | 37 ] 39|33 ] 35| 29 | 3.1
a-Terpineol 2,1 15 | 25 | 25| 18 28 | 25 21 | 44 | 44 | 26 | 24 | 19 | 25 | 24 | 24
a-Pinen 3,2 35 | 32 | 34 | 34 | 33 98 | 97 35 | 42 |35 ] 3537 ] 33| 24 | 27
p-Cymen 4.6 52 | 20 [ 20 |60 | 77 23 [ 120 26 | 28 | 33 | 34 | 23 | 34 | 37 | 42
Limonen 13 14 1010 0| 12] 44 a8 20102110/ 1024/ 13]10] 09
1,8-Cineol 3,0 22 |29 | 28 | 1,7 ] 30 o | 48 | 20 | 22 [ 20 | 25 [ 31 | 43 | 3,7 | 40
Sabinen - 02 | 11t 12030332 ]3202]02]047]04f03]03] - | o4
B-Pinen 0,9 10 oo 1of10] 10| - o9 o6 ] 0709 ] 10]o09] 10fo7] 10
B-Myrcen - 10 [ 10 1,0 o8] o0o8]oo o1 os |os| 11| 10] - ool - | o9




Prehled koncentracniho zastoupeni silice ve vzorcich (2)

Pharma

Pajoma Primavera Activ Renovality Salus Tierra Verde | Tulia Tuli
Slozka [o] [l (%] [7o] [%o] [7o] [Yo]
A C A C A C A C A C A C A C
Terpinen-4-ol | 31,1 | 37,2 | 353 | 45,9 | 30,0 | 37,7 | 343 | 40,8 | 24,3 | 39,6 | 35,6 | 355 | 37,5 | 33,2
y-Terpinen 24,7 | 24,8 | 23,6 | 233 | 26,7 | 25,5 | 24,6 | 242 | 15,5 | 233 19,5 | 22,3 | 24,6 | 274
a-Terpinen 12,6 | 12,8 | 10,0 9,1 13,5 12,5 12,0 | 12,0 | 10,1 10,0 | 10,0 | 11,3 11,7 | 13,3
Terpinolen 3,4 3,5 3,2 3,3 2,9 2,9 2,7 2,7 3,3 3,4 3,3 3,7 2,8 3,0
a-Terpineol 3,3 3,3 2,2 3,6 2,9 3,8 4,2 5,5 1,6 24 2,7 2,6 4,6 3,9
a-Pinen 3,8 4,2 3,6 3,2 53 4,7 3,8 3,6 3,8 3,7 2,6 2,8 4,7 5,3
p-Cymen 3,1 3,1 4,3 3,8 4,6 4,4 3,8 3,8 3,6 4,5 1,7 2,0 3,4 3,8
Limonen 1,8 1,8 1,2 1,1 3,0 2,8 2,9 2,8 3,6 1,2 1,1 1,2 2,6 3,1
1,8-Cineol 2,0 2,6 4,5 3,5 1,8 24 2,5 2,5 2,1 3,3 4,0 5,6 23 2,8
Sabinen 0,6 0,6 0,1 - - 0,2 - 0,2 0,3 - 0,7 0,9 - 0,3
S-Pinen 0,7 0,7 0,9 - - 0,3 -- 1,2 1,4 0,9 0,8 - - -
B-Myrcen 0,8 0,8 1,1 - - - 0,1 0,7 0,8 - - - -




PRILOHA P V: HMOTNOSTNi CHROMATOGRAMY, ATOK

Hmotnostni chromatogram pro TTO firmy Atok

10,000,000

12.848

Vyhodnoceni GC-MS, Atok

Slozka ming | o6l | 14 | Stk ming | 1ol | 1]
a-Thujen 10,786 | 0,73 96 (+)-2-Karen 12,213 2,99 94
o-Pinen 10,882 | 2,04 97 cis-Sabinen hydrat 12,448 0,15 76
(+)-Sabinen | 11,239 | 0,07 77 Terpinen-4-ol 12,848 | 43,13 96
pS-Pinen 11,311 | 0,62 94 a-Terpineol 12,910 | 2,93 95
[-Myrcen 11,356 | 0,52 92 Isoleden 14,217 | 0,36 85

o-Felandren | 11,530 | 0,34 87 (+)-Aromadendren | 14,608 | 2,66 95

a-Terpinen 11,638 7,09 87 a-Gurjunen 14,724 | 0,99 88
p-Cymen 11,661 4,51 91 Viridifloren 14,875 2,64 89
1,8-Cineol 11,754 | 4,82 91 0-Kadinen 14,948 1,68 85

y-Terpinen 11,966 | 17,74 96




PRILOHA P VI: HMOTNOSTNi CHROMATOGRAMY,

AUSTRALIAN BODYCARE

Hmotnostni chromatogram pro TTO firmy Australian Bodycare

10,000,000

12,849

Vyhodnoceni GC-MS, Australian Bodycare

Slozka ming | lo6l | oAl | S0 mind | (o6l | 1o
a-Pinen 10,883 1,90 97 y-Terpinen 11,968 17,99 96
(+)-Sabinen 11,248 0,71 93 (+)-2-Karen 12,215 3,42 92
S-Pinen 11,311 0,65 86 Terpinen-4-ol 12,849 43,79 95
S-Myrcen 11,357 0,69 95 a-Terpineol 12,913 2,89 95
a-Felandren 11,533 0,46 91 (+)-Aromadendren | 14,611 2,38 95
a-Terpinen 11,638 8,87 94 Viridifloren 14,879 2,92 87
p-Cymen 11,661 2,28 85 o-Kadinen 14,949 1,93 87
1,8-Cineol 11,755 3,56 86




PRILOHA P VII: HMOTNOSTNI CHROMATOGRAMY, SALUS

Hmotnostni chromatogram pro TTO firmy Salus
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Vyhodnoceni GC-MS, Salus

Slozka ming | 151 | oA | Sl mind | 1%] | 14
a-Thujen 10,784 | 0,68 95 (+)-2-Karen 12,213 | 2,87 95
a-Pinen 10,882 | 2,12 97 cis-Sabinen hydrat | 12,448 | 0,16 81
(+)-Sabinen 11,246 | 0,16 82 Terpinen-4-ol 12,848 | 41,30 95
S-Pinen 11,311 0,59 94 o-Terpineol 12,913 2,83 95
[-Myrcen 11,358 | 0,61 92 Thujol 13,39 0,10 94
o-Felandren | 11,533 0,35 92 Isoleden 14,220 | 0,40 86
a-Terpinen 11,638 7,04 91 (+)-Aromadenren 14,610 2,99 93
p-Cymen 11,660 | 4,22 93 a-Gurjunen 14,610 1,12 78
1,8-Cineol 11,754 | 3.88 90 Viridifloren 14,875 | 2,23 88
y-Terpinen 11,967 | 17,24 96 o-Kadinen 14,985 | 0,35 85




