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Anotace

This thesis deals with the analysis of herbs traditionally used for the absinth
production: Pimpinella anisum, Foeniculum vulgare and Artemisia absinthium.
The suitable GC-MS methods were developed and validated and they were used
for the determination of the volatile substances content in essential oils and dried herbs
which are available at the Czech market. Another aim of this study was to determine
the content of t-anethole and /3-thujone during the distillation of absinth in both laboratory
and industrial scale. Finally, distillation residues were tested on Spodoptera littoralis

larvae for potential pesticidal effects at VURV.
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CILE PRACE

Literarni piehled stanoveni obsahovych latek v rostlinach pouzivanych pro ptipravu
absinthu. Studium slozeni obsahovych latek pomoci chromatografickych metod
v rostlinnych extraktech a produktech spojenych s vyrobou absinthu. Pfi studiu slozeni
obsahovych latek aplikovat jak necilenou, tak cilenou analyzu. Vysledky zpracovat pomoci
statistickych metod. Otestovat odpady z produkce absinthu na jejich mozny pesticidni

potencial.



1 TEORETICKA CAST

1.1 Rostlinny material

1.1.1 Bedrnik anyz (Pimpinella anisum)

Bedrnik anyz (také znamy jako anyz vonny) je
jednoleta rostlina patfici do celedi mifikovitych
kvetouci v pribéhu Cervence a srpna. Plodem jsou
dvounazky.! Jedna se o teplomilnou rostlinu
s pivodem v Asii a Egypté. V soucasnosti je péstovan
zejména ve Stfedomoii, zdpadni Africe a stfedni
Americe.? Drogou je plod, ktery méa charakteristicky
pach po anetolu.?

Minimalni obsah silice v droze je Ceskym
lékopisem stanoven na 20 ml/kg. Stanoveni obsahu
silic se provadi pomoci pfesné definované destilace

s vodni parou®. Dominantni slozkou anyzové silice je

t-anetol. Dle Ceského lékopisu musi byt sloZeni silice

Obr. 1: Bedrnik anyz*

nasledovné: linalool < 1,5 %,

estragol 0,5 — 5 %, a-terpineol < 1,2 %, c-anetol 0,1 — 0,4 %, t-anetol 87 - 94 %,

anisaldehyd 0,1 — 1,4 %, pseudoisoeugenyl-2-methylbutanoat 0,3 — 2,0 %.% Publikovana

jsou viak i odli$na slozeni esencidlniho oleje* > .

Anyz byl vyuzivan jako kofeni i 1é¢ivo jiz pred 3500 let v Egypt&.? Pro 1é&ebné ucely

se Vyuziva zejména ve formé nalevu, a to pro podporu vykaslavani a traveni.! Od 16.

stoleti byl anyzovy olej vyuzivan také k trdveni mysi a pozdgji také holubti.! Zacatkem

tisicileti bylo zjisténo, Ze anyzovy esencialni olej je mozné vyuzit v zeméd¢lstvi napf.:

proti msici bavinikové (Aphis gyssypii) a sviluskam (Tetranychus spp.).’



1.1.2 Fenykl obecny (Foeniculum vulgare)

Fenykl obecny je teplomilna dvouleté rostlina patfici
do ¢&eledi mifikovitych. Jejim plodem je dvounazka.l

Fenykl obecny ma pivod ve Stiedozemi?

a soucasny
areal jeho péstovani se piiblizné kryje s oblastmi, kde je
péstovana réva vinna.> Drogou je plod, ktery je sbiran
obvykle v srpnu druhého roku po vysadbé. Idealni
podminky pro sbér jsou rano za rosy.?

Cesky lékopis uvadi dvé odridy: vulgare a dulce.

Odrida dulce je oznacovana jako fenykl obecny sladky.
Stanoveni obsahu silic se provadi pomoci piesné

definované destilace s vodni parou. Minimalni obsah

Obr. 2: Fenykl obecny!

silice v droze var. vulgare je stanoven na 40 ml/kg, pro
var. dulce je to 20ml/kg. Odlisné jsou i pozadavky na zastoupeni sledovanych latek. Pro
var. vulgare je vyzadovan minimaln¢ 60% obsah t-anetolu a 15% obsah fenchonu v silici.
Pro var. dulce vyzadovan minimalné¢ 80% obsah anetolu a maximalné¢ 10,0 % estragolu a
7,5 % fenchonu v silici. Pro esencialni olej fenyklu jsou limity nastaveny nasledovné:
a-pinen 1,0 — 10,0 %, limonen 0,9 — 5,0 %, fenchon 12,0 — 25,0 %, estragol < 6,0 %,
c-anetol < 0,5 %, t-anetol 55,0 — 75,0 % a anisaldehyd < 2,0 %, dale plati, Ze pomér
a-pinenu a limonenu je vétsi nez 1,0.2 V publikacich jsou dale zmifiovany dva hlavni
chemotypy fenyklu obecného dle dominantni latky esencialniho oleje, a to t-anetolovy a
estragolovy chemotyp.®

Fenykl obecny je uZivan zejména ve formé ndlevu pro tlumeni nadymani a kieci
traviciho ustroji, dale maze byt také vyuzit pro omyvani oci, ¢i podporu vykaslavani hlent.
herbdf, 1é¢ivky Tnsekticidni efekt esencialniho oleje fenyklu obecného byl ovéfen napi.: proti
larvam komard Culex quinquefasciatus, housenkam blyskavky Spodoptera littoralis a

dospélcim mouchy Musca domestica.’



1.1.3 Pelynék pravy (Artemisia absinthium)

Pelyn¢k obecny je vytrvala rostlina s viceCetnym
oddenkem.! Piivodnimi oblastmi vyskytu byla zapadni
Asie, jizni Evropa a severni Afrika. Dnes je rozsifen po
celé Evropé, Severni a Jizni Americe a Novém
Zg€landu. Roste zejména na skalnatych stranich, podél
cest, v blizkosti lidskych sidel, etc. Kvete od ¢ervna do
srpna.® ™8 Drogou jsou ususené piizemni listy a
kvetouci malo olisténé vrcholky.

Minimalni obsah silice vdroze je Ceskym

I¢kopisem stanoven na 2 ml/kg. Stanoveni obsahu silic

se provadi pomoci ptesné¢ definované destilace s vodni

1

) . Obr. 3: Pelyn¢k pravy
parou. Lékopis neuvadi pozadavky na sloZeni silice.®

Z literatury je znama celd fada chemotypl. Pfehledovy clanek Sources of variability of
wormwood (Artemisia absinthium L.) essential oil uvadi 17 dominantnich latek, které
mohou byt pfitomny v esencialnich olejich. Zastoupeni jednotlivych latek definuje celou
fadu chemotypii a to jak ,Cisté” chemotypy (napf.: f-tujonovy, C-epoxyocimenovy,
sabinyl-acetatovy, etc.), tak smésné chemotypy (napi.: f5-tujon + sabinyl acetatovy, c-
epoxyocimen + chrysantenyl-acetat + sabinyl-acetatovy, etc.).X® Pokud jsou v esencialnim
oleji pfitomen tujon, tak je ptrevladajici formou f-tujon, ale existuji 1 vyjimky s prevladajici
a-tujon formou.!! Pti¢iny tohoto fenoménu nejsou dosud presvédéivé vysvétleny. Vyse
jmenovany ¢lanek uvadi n€kolik faktort, které variabilitu mohou ovliviiovat, a to: podnebi,
lokalita, genotyp, sezona, ¢ast rostliny, fenologicka faze, etc. Hodnoceni jednotlivych
analytickych praci je pak znesnadnéno tim, Ze fada z nich podrobné&ji nepopisuje pouzity
rostlinny material ¢i vyuziva odligné extrakéni metody.'® Kromé terpenti obsahuje pelynék
jesté dalsi biologicky aktivni latky, mezi které patii i laktony absinthin, anabsinthin a
artemisetin, které¢ by ve vétsi mife mély pfispivat k extrémné hotké chuti pelyniku pravého.
Zmény v obsahu téchto latek byly zatim zkoumany a potvrzeny pouze s ohledem na
fenologickou fazi rostliny. 12

Pelyn¢k pravy se pouzival hojné jiz ve starovéku. Vyuzivan mize byt ve formé nalevu
(vodného) ¢i tinktury (ethanolové) zejména pro podporu zazivani, tlumeni kieci ¢i zevné
k dezinfekci ran. Duraz je kladen na nepiekracovani doporucené denni davky (3 g suSené

drogy) a nevhodnost dlouhodobého uzivani.l ? Pelyn&k pravy se také vyuziva pro pfipravu



fady alkoholickych napojii, coz je podrobnéji rozvedeno v 1.4. Insekticidni uUCinky
pelynkovych extraktd jsou zndmy napi.: proti sviluSkam, mSicim, molicim, bélasku

zelnému a dal$im.’

1.2 Analyza terpenu

Pro analyzu terpenti je v dnesni dobé ve vétSin¢ piipadl vyuzivan plynovy
chromatograf ve spojeni s plamenové ionizacnim detektorem (s vyhodou pro kvantifikaci),
nebo hmotnostnim detektorem (s vyhodou pro identifikaci latek). Pro chromatografickou
separaci je nejcastéji vyuzivana 30 m kolona s vnitinim primérem 0,25 mm a tlouStkou
filmu 0,25 um (5% fenyl, 95% dimethylpolysiloxan). Kvali mnozstvi izomeru, které maji
jen nepatrné€ odlisné retencni Casy, je obvykle volena metoda s nizkou pocatecni teplotou
(40-70 °C) a pozvolnym narGstem teploty (jednotky °C/min), aby bylo dosazeno

dostateéné specificity metody. 13 141516

1.3 Botanické pesticidy

Pesticidy obecné jsou latky, které jsou vyuzivany k omezeni populaci nezaddoucich
druhti organismi.l’ Zejména v priibéhu 20. stoleti doslo k velkému narGistu spotieby
syntetickych pesticidli. Rozvoj analytickych metod a lékaistvi pomohl odhalit celou fadu
nepfiznivych vedlejsich efektii na p¥irodni prostiedi véetné lidského zdravi.” 8 Navzdory
tomu, Ze nejstar§i historické zminky o vyuZiti botanickych pesticidi jsou jiz nckolik
tisicileti staré, kjejich masivnéjSimu vyuziti v zemédé€lstvi dochazi az v poslednich
dekadach.'® Hlavnimi vyhodami biopesticidi miize byt mensi zatéz pro Zivotni prostiedi a
zéroven sniZena tvorba rezistence u cilovych organismii.}’ Rostlinné extrakty mohou
pusobit na celou fadu skiidcii nejriznéjSimi zplsoby. Jednim z typi rostlinnych produkti,
kterym je vénovéna zvySena pozornost, jsou praveé esencialni oleje. Jejich €innost jiz byla
ovéfena fadou praci a nékteré z nich jsou jiz pouzivany na komer¢ni bazi. Pfesto zde zbyva
jesté zna¢ny prostor pro dalsi vyzkum.'® Y7 Uginnost esencidlnich olejii proti vybranym
$ktidctim jiz byla v minulosti ovéfena jak u bedrniku anyzu?® 2! tak i fenyklu obecného® 2

a pelyiku pravého’r 1623

1.4 Absinth

Absinth je jednim z alkoholickych napoji pfi jejichz vyrobé je pouzivan pelynck
pravy. Produkty oznacované na trhu jako absinth, je v soucasnosti mozné rozd¢lit do dvou

hlavnich typa.?



Prvni varianta vychazi z originalnich pievazné Svycarskych a Francouzskych recepti
z 19. stoleti. Tyto recepty jsou zalozeny na maceraci semen fenyklu obecného, semen
bedrniku anyzu, nati pelynku pravého a ptipadné jesté dalSich rostlin ve vodném ethanolu
o typické koncentraci 50 - 70 %. Nasledn¢ je tato smés destilovana a ve vzniklém cCirém
destilatu jsou macerovany barvici byliny (zejména pelynék pontsky), které jsou
zodpovédné za zelené zbarveni absinthu. Destilat je poté zfedén vodou na obvyklych
60 - 70 % ethanolu. Pied konzumaci je destilat fedén ledovou vodou v rizném poméru
(1:1- 1:7).%° Protoze latky zodpovédné za hotkost pelyiiku (absinthin, anabsinthin...)
zustavaji v pribéhu destilace ve varné nadob¢, je hotkost nipoje mirnd S dominantni
anetholovou chuti a vini. 24

Druha varianta je vyrabéna zejména v Ceské republice, kde nikdy nedoslo k zédkazu
vyroby absinthu, ale kde také chybély zkuSenosti s vyrobou tohoto napoje tradicnimi
postupy. Zpusob vyroby, ktery zde ptevladl, spociva obvykle ve smichdni rostlinnych
extraktli s ethanolem pozadované koncentrace (obvykle 50 - 70 %), pfidani umé&lych barviv
a ptipadné karamelu. Pfi tomto zptisobu vyroby nedojde k odd€leni hotkych pelyiikovych
latek destilaci, a tak je vysledny napoj charakteristicky zejména vysokou hoikosti, anethol
obvykle chybi uplné€, nebo je pfitomen jen v minimalnim mnoZstvi. Tento ndpoj nebyva
pied konzumaci fedén vodou.?* 2

V soudasnosti je produkce absinthu povolena vcelé EU.%® V poslednich dvou
dekadach dochazi k renesanci ve vyrobé tohoto napoje, a to i v Ceské republice. Jedinym
specifickym opatfenim, které se dotyka vyroby absinthu, je Nafizeni evropského
parlamentu a rady (ES) ¢. 1334/2008, které stanovuje maximalni obsah a a f-thujonu
v alkoholickych napojich na 35 mg/kg. Tato latka byla v minulosti ozna¢ovana za ptivodce
nemoci absintismu, ktera postihovala pijaky absinthu.?’ To pocatkem 20. stoleti vedlo k
zdkazu vyroby absinthu ve vétsiné evropskych statd.? Moderni vyzkumy ukézaly, Ze
koncentrace thujonu v dobovych produktech nemohla byt takova, aby dochazelo ke
spousténi popisovanych p¥iznak(.?® Negativni projevy u pacienti tak pravdépodobné
souvisely s nadmérnou konzumaci alkoholickych napoji jako takovych.?’

Spolu se zvySenym zijmem o produkci absinthu po zruSeni vSeobecného zakazu
vyvstala fada aktudlnich otdzek tykajicich se napiiklad kvantity a kvality aromatickych

latek pouzivanych rostlinach'2, procesu vyroby? &i senzorického hodnoceni®*.



2 MATERIALY A METODY

2.1 Pouzité chemikalie a €inidla
Seznam pouzivanych standardii:

Tab. |: Vyrobci a cistota pouzitych standardii.

Latka Vyrobce Cistota [%)]
t-Anethol Sigma-Aldrich 99,5
p-Anisaldehyd Sigma-Aldrich 98
Borneol Sigma-Aldrich 99,0
p-Cymen Sigma-Aldrich 99,5
Estragol Extrasynthese 97
Eukalyptol Sigma-Aldrich 99
Ethylbenzen Fluka 99
Fenchon Extrasynthese 98
Geraniol Sigma-Aldrich 98
a-Humulen Sigma-Aldrich 95,0
Chrysanthenol Extrasynthese ?
Kafr Sigma-Aldrich 99
Kamfen Supelco ?
3-Karen Sigma-Aldrich 98,5
Karvakrol Extrasynthese 98
Karvon Sigma-Aldrich 98
t-Karyofylen Sigma-Aldrich 98,5
t-Karyofylen oxid Sigma-Aldrich 98,5
Limonen Sigma-Aldrich 97
Linalool Extrasynthese 96,5
Menthol Sigma-Aldrich 99
Menthon Sigma-Aldrich 97,0
Myrcen Sigma-Aldrich 90
Myrtenyl-acetat Sigma-Aldrich 95
Piperitenon oxid extrahovan ?




a-Phellandren Sigma-Aldrich 95
a-Pinen Sigma-Aldrich 98
/3-Pinen Sigma-Aldrich 99,0
Sabinen hydrat Sigma-Aldrich 97,0
Sabinyl-acetat Extrasynthese 90
y~Terpinen Extrasynthese 97
a+3-Thujon Sigma-Aldrich a—90-98, 3 —2-10
1-Tetradecen Sigma-Aldrich 99,8
Terpinen-4-ol Extrasynthese 95
a -Terpineol Sigma-Aldrich 60,0-85,0
Terpinolen Extrasynthese 95
Thymol Extrasynthese 99
Ostatni:

Methanol, methyl-tert-butyléter, ethanol, hexan, deionizovana voda, dusik z generatotu,

helium 5.0 (Messer).

2.2 Instrumentalni vybaveni

GC-MS: Trace 1310, ISQ, Thermo Fischer Scientific
LC-MS: LCQ-Fleet, Thermo Fischer Scientific

GC kolona: Rxi-5ms, 30 m x 0,25 mm x 0,25 um, Restek

HPLC kolona: Luna 3pu C1g 100 A, Phenomenex
HPLC ptedkolona:p/N: AJO-9000, Phenomenex
Generator dusiku: Peak Scientific NM32LA

Analytické vahy: Sartorius 1712

Sada mikropipet s nastavitelnym objemem Eppendorf Research Plus

Centrifuga 5810R, Eppendorf

Ultrazvukova lazen Sonorex digiplus, Bandelin

Trepacka

Topné hnizdo LTHS 2000 ml

Triakovy regulator vykonu




Software:

Sada nastrojit MS Office
Statistica 13

Canoco 5.10

BioStat 5.9.8.5

Xcalibur 2.2 SP1.48
Xcalibur 4.2.47

2.3 Priprava roztok( standardu

Zasobni roztoky standardti pro identifikaci latek byly pfipraveny odpipetovanim

1998 ul hexanu a 2 pl standardu. U tuhych standardt byly piesné¢ odvazeny ptiblizné€ 2 mg

a nafedény 1998 ul hexanu. Pro méfeni byly tyto zasobni roztoky jesté dale zfedény a to

1:99 (10ul zasobniho roztoku + 990 ul hexanu). Timto zptsobem byly pfipraveny roztoky

vSech standardi uvedenych v Tab. I.

Zpisob piipravy zasobnich roztokd pro testovani prubéhu kalibrac¢nich kiivek

vybranych latek je uveden v Tab. II.

Tab. Il: Zpusob pripravy zasobnich roztokii pro testy pribéhu kalibracnich krivek.

] Koncentrace
Objem hexanu
Latka Navazka [mg] zasobniho roztoku
[nl]
[mg/ml]

a+/3-Thujon 15,2 2947 5
t-Anethol 17,8 3542 5
a-Pinen 13,0 2548 5
Fenchon 14,9 2920 5
Menthol 13,5 2673 5
Kafr 18,0 3564 5

Ze zasobnich roztokli uvedenych v Tab. Il byl pfipraven smésny pracovni roztok

(SPR). Z kazdého zasobniho roztoku byly odpipetovany 2 ml (6 x 2 ml) a pfidano 8 ml

hexanu. Koncentrace takto pfipraveného roztoku byla 0,5 mg/ml od kazd¢ latky.

Zasobni roztoky latek urCenych ke kvantifikaci obsahu danych latek v neznamych

vzorcich byly pfipraveny dle Tab. Il1.




Tab. I Zpiisob pripravy zdsobnich roztokii uréenych pro kvantifikaci.

Odmérna banka Koncentrace zasobniho
Latka Navazka [mg]
[ul] roztoku* [mg/ml]
a-Thujon* 153,8 5000 1,4
t-Anethol 74,0 5000 30,6

* Se zapoc¢tenim naméteného poméru a a S-thujonu viz 3.1.1

Ze zéasobniho roztoku a-thujonu a t-anetholu byl pfipraven smésny kalibra¢ni roztok
(SKR) nasledujicim zptisobem: ze zasobniho roztoku a-thujonu bylo odpipetovano 3571 ul
a ze zasobniho roztoku t-anetholu 3268 pl do odmérné barky o objemu 10 ml. Banka byla
poté doplnéna po rysku hexanem. Takto piipraveny roztok mél koncentraci a-thujonu 0,5
mg/ml a t-anetholu 10 mg/ml.

Zasobni roztoky vnitinich standardt byly pfipraveny dle Tab. V.

Tab. IV: Zpiisob pripravy zasobnich roztokii vnitinich standardii.

Odmérna banka Koncentrace zasobniho
Latka Navazka [mg]
[pl] roztoku [mg/mi]
1-Tetradecen 157,6 5000 31,52
Ethylbenzen 3,0 5000 0,60

Ze zasobniho roztoku 1-tetradecenu a ethylbenzenu byl pfipraven smésny roztok
internich standardt (SIS) nasledujicim zptsobem: ze zasobniho roztoku 1-tetradecenu bylo
odpipetovano 3965 ul a ze zasobniho roztoku ethylbenzenu 4167 pl do odmérné banky o
objemu 25 ml. Tato barika byla poté doplné€na po rysku hexanem. Takto pfipraveny roztok
m¢él koncentraci 1-tetradecenu 5 mg/ml a ethylbenzenu 0,1 mg/mi.

Zpusob fedéni smésného pracovniho roztoku na jednotlivé koncentra¢ni urovné pro

testovani prub¢&hu kalibra¢nich kiivek je popsan v Tab. V.

Tab. V: Redéni smésného pracovniho roztoku na jednotlivych koncentracnich iirovnich.,

. . . Vysledna
Koncentra¢ni| Objem SPR Objem SIS Objem hexanu
koncentrace
uroven (] (] (]
[ng/ml]
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K1 0,2 50 950 0,1
K2 1 50 949 0,5
Ks 4 50 946 2

Ks 20 50 930 10
Ks 60 50 890 30
Ke 150 50 800 75
K7 300 50 650 150

Zpisob fedéni smésného kalibracniho roztoku na jednotlivé koncentraéni rovné pro

kvantifikaci obsahu danych latek v neznamych vzorcich byl ptipraven dle Tab. VI.

Tab. VI: Redéni smésného kalibracniho roztoku na jednotlivych koncentracnich tirovnich.

] . Vysledna Vysledna
Objem ) Objem
Koncentra¢ni Objem SIS koncentrace koncentrace
SKR hexanu )
uroven [ul] a-thujonu t-anetholu
[ud] (]
[ng/ml] [ng/mi]
K1 0,2 100 900 0,1 2,0
K> 1 100 899 0,5 10,0
K3 4 100 896 2 40,0
Ka 20 100 880 10 200,0
Ks 60 100 840 30 600,0
Ke 150 100 750 75 1500,0
K7 300 100 600 150 3000,0

2.4 Podminky chromatografickych separaci a nastaveni detektoru

2.4.1 GC-MS

Jako nosny plyn bylo pouzivano helium. Jeho prutok byl nastaven na 1 ml/min.
Teplota lineru byla 250 °C, iontového zdroje 200 °C a teplota transfer line 270 °C.

Pro méfeni celkového spektra pfitomnych tékavych latek byla pouzivan nasledujici
metoda (CHM-kval): nastiik 1 pl, splitless, pocateéni teplota 40 °C byla drZzena 5 minut,
poté teplota nartistala rychlosti 3 °C/min do 150 °C, nasledné teplota stoupala rychlosti

10 °C/min az do 310 °C, tato teplota byla drzena 4 minuty, pro ionizaci byl pouzivan
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emisni proud 50 pA a energie 70 eV, signal hmotnostniho detektoru byl snimén od
3. minuty az do konce analyzy, a to v rozsahu 50-600 m/z.

Pro stanoveni obsahu thujont a t-anetholu byla pouzivana nasledujici metoda
(CHM-kvant): nastiik 0,5 ul, split 1:20, pocate¢ni teplota 70 °C byla drzena 19 minut, poté
teplota narastala rychlosti 3 °C/min do 90 °C, nasledné teplota stoupala rychlosti
10 °C/min az do 130 °C tato teplota byla drZzena 8 minut, nésledné teplota stoupala
rychlosti 15 °C/min az do 240 °C, finaln¢ teplota stoupala rychlosti 30 °C/min na 300 °C a
tato teplota byla drzena 2 minuty. Podminky ionizace a nastaveni hmotnostniho detektoru

Vv jednotlivych ¢asech shrnuje Tab. VII.

Tab. VII: Podminky ionizace, casova okna a rozsah snimanych iontii.

Cas [min] lonty [m/z] Energie [eV] Emisni proud [pA]
3,40 91, 106 70 50
3,70 50-200 70 50
15,20 95,110 70 50
15,80 50-300 70 50
16,50 95,110 70 50
17,00 50-300 70 50

29,35 50-300 70 5
29,65 50-600 70 50
33,00 50-300 70 5
33,40 50-600 70 50

2.4.2 LC-MS/PDA

Teplota autosampleru byla nastavena na 20 °C a teplota kolony na 35 °C.
Nasttikovano bylo 10 pl metodou ¢astecné plnéné smycky. PDA detektor snimal po celou
dobu analyzy, a to v rozsahu 200 - 600 nm po 1 nm pii 20 Hz. Pro tvorbu ionti byla
pouzita APCI ionizace. MS detektor snimal od 2. minuty az do konce analyzy a to
Vv pozitivnim (150 — 1000 m/z) i negativnim (110 — 2000) modu. Pro fragmentaci byla
pouzita technika CID, izola¢ni Sitka A m/z 1 a normalizovana kolizni energie byla
nastavena na 35 %.

Pouzit¢ mobilni faze: A — 5% acetonitril s 0,1 % kyseliny mravenéi, B — 80%

acetonitril s 0,1 % kyseliny mravenc¢i. Eluéni gradient shrnuje Tab. VIII.
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Tab. VIII: Pouzity elucni gradient.

Cas [min] A [%] B [%]
0 100 0
20 70 30
25 60 40
30 40 60
31 100 0
35 100 0

2.5 Validace GC-MS metod

2.5.1 Mez detekce a stanovitelnosti

Pro stanoveni meze detekce a stanovitelnosti CHM-kval byl pouzit smésny pracovni
roztok Sesti monoterpenii (viz. 2.3 Tab. V) a to na tfech koncentracnich urovnich K1, K2 a
K3 ve tfech opakovanich. Z naméfenych hodnot vysky signalu a Sumu zakladni linie byla
poté vypoctena primeérnd mez detekce jako trojnasobek vysky signdlu k Sumu zakladni
linie a primérnd mez stanovitelnosti jako desetindsobek vysky signalu k Sumu zékladni

linie.

2.5.2 Linearita, spravnost a presnost

Pro hodnoceni linearity, spravnosti a presnosti CHM-kvant byly pfipraveny kalibra¢ni
roztoky dle 2.3 Tab. VI, a to v Sesti opakovanich. Tti opakovani byla pouzita ke konstrukci
kalibra¢nich kiivek a vypocet koeficientu determinace. Zbyla tfi byla pouzita pro vypocet
QC koeficientu, spravnosti (jako vytéZnosti) a piesnosti (jako relativni smérodatné
odchylky). Rozsah kalibra¢ni kfivky byl stanoven na zakladé vyse uvedenych kritérii, ve

kterych byly vypoétené hodnoty v souladu s limity uvedenymi v literatufe.
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2.6 Priprava vzorkt k méreni

2.6.1 Vybér extrakéniho ¢€inidla

Pro test extrakénich c¢inidel bylo piesné odvazeno po ptiblizné 0,5 g suSenych semen
bedrniku anyzu, suSenych semen fenyklu obecného a suSené drcené nati pelyiikku pravého
do 7 ml vialky. Poté bylo k rostlinné matrici pfidano 5 ml pfislusného rozpoustédla (hexan,
MTBE a 96% ethanol) s ISTDs. Pro urychleni extrakce byla pouzita ultrazvukova ldzen po
dobu 20 minut. Po ultrazvukové sonikaci byly vzorky centrifugovany po dobu 10 minut pii
3500 rpm a 20 °C. Z kazdé vialky byly poté pomoci Pasteurovy sklenéné pipety odebrany
ptiblizn¢ 2 ml supernatantu a uzavieny do 4 ml vialky. Pro méfeni na GC-MS bylo
odpipetovano 200 pl extraktu do 250 pl insertu. Extrakce byla provedena ve tfech

opakovanich pro kazdé rozpoustédlo.

2.6.2 Extrakce rostlinného materialu od riznych dodavatelt

Pro porovnani obsahovych latek Vv susenych semenech bedrniku anyzu a fenyklu
obecného a suSené drcené nati pelyniku pravého od riznych dodavatelti bylo do 7 ml vialky
odvazeno pfiblizné presné 0,5 g rostlinné matrice — vzdy pouze jeden druh od jednoho
dodavatele do jedné vialky. Poté bylo K rostlinné matrici pfidano 6 ml 96% ethanolu s
ISTDs v pripadé pelynku pravého a 5 ml 96% ethanolu s ISTDs v ptipad¢ fenyklu
obecného a bedrniku anyzu. Vialky byly poté tiepany pii 150 ot/min po dobu 12 h. Poté
byly vzorky centrifugovany po dobu 10 minut pii 3500 rpm a 20 °C. Z kazdé vialky byly
poté pomoci Pasteurovy sklenéné pipety odebrany piiblizn€ 2 ml supernatantu a uzavieny
do 4 ml vialky. Extrakce byla provedena ve tfech opakovanich pro kazdy druh a
dodavatele. Pro méfeni na GC-MS bylo odpipetovano 900 pl extraktu do 2 ml vialky.
Nasledné¢ bylo k extraktu ptidano 100 ul SIS.

2.6.3 Priprava vzorku esencialnich olejl od riznych vyrobct

Pro stanoveni slozeni vzorkd esencidlnich olejii od riznych vyrobeti na GC-MS byly
z kazdého vzorku odpipetovany 4 pl do 996 pl hexanu s ISTDs. Pro méfeni byl tento

roztok dale zfedén v poméru 1 : 99 (10 ul roztoku vzorku a 990 ul hexanu).
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2.6.4 Ethanolova destilace

Pro destilaci suSenych semen bedrniku anyzu, susenych semen fenyklu obecného a
susené drcené nati pelynku pravého od vybranych dodavateli bylo ptiblizné¢ odvazeno 20 g
daného rostlinného vzorku do 2 1 varné baiky. Do baiky bylo nasledné ptidano 0,5 1 vody
ztadu a 0,5 1 96% ethanolu. Stejnym zplsobem bylo postupovano iV ptipadé pritahové
destilace smési vSech tii druhi jen s tim rozdilem, ze bylo odvazeno piiblizné¢ 20 g od
kazdého druhu. Pro vlastni pritahovou destilaci byla pouzita jednoducha destilacni
aparatura skladajici se z 2 1 varné baiky se zdbrusem, zabrusovym destilacnim ndstavcem
s chladi¢em a zadbrusovym rtutovym teplomérem (50-200 °C). K ohfevu varné banky bylo
pouzito topné hnizdo o objemu 2 1, které bylo zapojeno do elektrické sité pres triakovy
regulator vykonu. Triakovy regulator umoziuje ptesné tidit vykon topného hnizda bez
vykyvi, coz je dulezité pro plynuly prabéh destilace. Béhem destilace byly odebirany 4 ml
vzorky destilatu po kazdych 50 ml. Po odebrdni vzorku byla zaznamendna teplota par
jdoucich do chladice. Destilace byla ukonéena po oddestilovani 650 ml. Destila¢ni zbytek
byl po ochlazeni piefiltrovan ptes filtracni papir a pieveden do lahve pfislusné velikosti.
Vzorky destilatu byly ulozeny pti 4 °C a destilacni zbytky pii -18 °C. Pratahova destilace
bedrniku anyzu, fenyklu obecného a pelyinku pravého byla provedena jen u vzorku
od jednoho vyrobce a v jednom opakovani. Dale byly destilovany 2 smési bedrniku anyzu
(20 g), fenyklu obecného (20 g) a pelynku pravého (20 g) od riznych dodavatelli oznacené
jako Mix A a Mix B ve dvou opakovanich pro kazdou smés. U destila¢nich zbytkd smési
byla stanovena suSina pomoci lyofilizace. 3 x 1 ml destila¢niho zbytku z kazdého
opakovani byl lyofilizovan po dobu 5 dni. Kazda vialka byla pfesné¢ zvaZena prazdna,

s roztokem a po lyofilizaci.

2.7 Test pesticidniho potencialu destilacnich zbytku

2.7.1 Testované roztoky

Pesticidni potencidl byl testovan u destilacnich zbytkii po destilaci smési bedrniku
anyzu, fenyklu obecného a pelyiku pravého, viz 2.6.4. Pro test pesticidniho potencidlu
byly destila¢ni zbytky ze dvou opakovani spojeny (Mix Al + Mix A2, Mix B1 + Mix B2).
Destilacni zbytky byly poté zfedény vodou z fadu do 6 koncentra¢nich urovni: 0; 6,25;

12,5; 25; 50 a 100 % ptvodniho roztoku.
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2.7.2 Testovany hmyz

Pesticidniho potencidlu destilacnich zbytkGi byl testovan na cerstvé vylihlych
housenkach druhu Spodoptera littoralis. Tento druh je chovan na VURV pii 25 + 1 °C a je
krmen specialni umélou vyzivou (Stonefly Industries, Bryan, TX, USA).

2.7.3 Test akutni toxicity

Pro test akutni toxicity bylo umisténo vzdy po 10 housenkach do Petriho misky. Poté
byl na povrch kazdé housenky aplikovan 1 pl roztoku destilacniho zbytku dané
koncentra¢ni urovné. Pro kazdou koncentra¢ni troven byla provedena 3 opakovani.

Po 24 h byl test vyhodnocen spoctenim Zivych a mrtvych housenek.

2.7.4 Test ovlivnéni vyvoje

Pro test ovlivnéni vyvoje bylo umisténo vzdy po 10 housenkdch do Petriho misky
spolu s potravou. Potrava byla pfipravena rozmichanim 3,3 g suché smési (Stonefly
Industries, Bryan, TX, USA) s10 ml roztoku destilacniho zbytku dané koncentracni
urovné. Pro kazdou koncentracni Groven byla provedena 3 opakovani. Po 14 dnech byly

vSechny Zivé housenky zvéazeny.

2.8 Statisticka vyhodnoceni

2.8.1 Kalibrac¢ni krivka a-thujonu
Vhodnost pouziti polynomu druhého fadu pro vyjadieni pribéhu kalibracni kiivky
a-thujonu byla otestovana pomoci F-testu. Porovnavany byla sumy ¢étvercti odchylek
modelt s ohledem na sloZitost modelu.?
SS1—-SS2  SSI1-suma ctverct odchylek jednodussiho modelu
E_ 52  SS2- suma &tverchi odchylek slozit&jsiho modelu
DF1-DF2 pFg. pocet stupniti volnosti jednodussiho modelu
DF2  pEo-nocet stunid volnosti sloFitsis
Vypocet hodnoty testového kritéria byl proveden v MS Excel. Dosazena hladina

vyznamnosti byla vypoc¢tena pomoci statistické kalkula¢ky v programu Statistika.
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2.8.2 Porovnani obsaht terpenickych latek

Kvantitativni porovnani celkového obsahu terpenickych latek mezi srovnatelnymi
matricemi (EO, suSend rostlina) bylo provedeno pomoci ANOVA testi v programu
Statistika. U dat byla provedena logaritmicka transformace. Homogenita variance byla
ovéfena pomoci Bartel, Cochran C a Hartley testu. Porovnani normalizovaného obsahu

terpenickych latek bylo provedeno pomoci PCA a RDA testi v programu Canoco.

2.8.3 Pesticidni potencial

Porovnani hmotnosti larev bylo provedeno v programu Statistika pomoci jednocestné
ANOVY. Homogenita variance byla ovéfena pomoci Bartel, Cochran C a Hartley testu.
Tukey post hoc test byl pouzit k separaci odlisnych skupin. Vypocet LCso byl proveden na
VURV v programu BioStat.
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3 VYSLEDKY

3.1 Optimalizace GC metod

3.1.1 Méreni standardu

GC metody byly postupné optimalizovany pro nejlepsSi moznou separaci piki
méfenych latek. Reten¢ni ¢asy standardi byly naméfeny za pouziti GC metody CHM-kval.

Naméfené retencéni Casy jsou shrnuty v Tab. IX.

Tab. IX: Retencni casy standardu pri pouziti metody pro stanoveni celkového profilu

tekavych latek.

Latka RT [min] Latka RT [min]
a-Pinen 11,60 Chrysanthenol 23,19
Kamfen 12,39 Borneol 23,79
f3-Pinen 13,83 Menthol 24,10
Myrcen 14,62 Terpinen-4-ol 24,16
a-Phellandren 15,38 a -Terpineol 24,89
3-Karen 15,46 Estragol 25,04
p-Cymen 16,36 Karvon 27,15
Limonen 16,58 Geraniol 27,56
Eucalyptol 16,72 p-Anisaldehyd 27,64
y~Terpinen 18,10 t-Anethol 29,14
Sabinen hydrat 18,76 Sabinyl-acetat 29,30
Terpinolen 19,44 Thymol 29,46
Fenchon 19,58 Karvakrol 29,84
Linalool 20,30 Myrtenyl-acetat 30,77
a-Thujon 20,44 Piperitenon oxid 32,47
S-Thujon 21,00 t-Karyofylen 34,78
Kafr 22,44 a-Humulen 36,31
Menthon 22,96 t-Karyofylen oxid 41,34
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Retenéni Casy vybranych standardii naméfenych za pouziti GC metody CHM-kvant

jsou shrnuty v Tab. X.

Tab. X: Retencni vybranych standardii pri pouziti metody pro stanoveni obsahu

a-thujonu, f5-thujonu a t-anetholu.

Latka RT [min]
Ethylbenzen 3,51
a-Thujon 15,55
/3-Thujon 16,76
t-Anethol 29,55
1-Tetradecen 33,11

Na zaklad¢ ploch piki a-thujon a -thujon bylo zptesnéno pomérné zastoupeni téchto
latek ve standardu (Sigma-Aldrich) a to na 96,95 : 3,05 (a-thujon : -thujon).

3.1.2 Test kalibrac¢nich krivek a vnitifnich standardu

Pro vybér interniho standardu bylo vytipovano né€kolik latek. Vhodny reten¢ni cas,
kdy nedochazelo ke koelucim, mély pouze tfi z nich — hexanal, ethylbenzen a 1-tetradecen.
1-Tetradecen byl na zakladé RT vybran jako interni standard pro t-anethol. Pro thujony byl
vybran ethylbenzen na zakladé niz§i RSD pro pomér a-thujon/ISTD pii 10 x opakovaném

meéfeni stejného roztoku, viz Tab. XI.

Tab. Xl: Relativni smérodatné odchylky namérené pri desetkrdat opakovaném méreni

stejného roztoku po prepocteni ploch pikii na vnitini standard.

a-Thujon / a-Thujon / t-Anethol /
Opakovani
ETB Hexanal 1-TETR
RSD [%] 1,76 3,15 2,19

Prvni testy méfeni kalibracnich roztokd pro t-anethol a a-thujon vedly ke zjisténi,
ze tyto latky maji odlisné pribéhy kalibrac¢nich kiivek. K lepSimu pochopeni problému
bylo vybrano Sest monoterpenti, viz Obr. 4. V prvnim pfipadé byly kalibracni roztoky
piipraveny ptfesné¢ dle 2.3 Tab. V. Ve druhém piipadé byl do kazdé vialky ptidan 1 pl
diethylenglykolu. Kalibra¢ni kiivka bez ptidavku diethylengykolu byla méfena dvakrat: od
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Obr. 4: Strukturni vzorce vybranych monoterpent.
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Obr. 5: Kalibra¢ni ktivky a-pinenu, fenchonu, a-thujonu, kafru, mentholu a t-anetholu
(sabez piepoctu na ISTD - ETB) aproximované pomoci polynomt druhého fadu.
Kalibra¢ni kiivka s pfidavkem diethylenglykolu je ozna¢ena DEG. Kalibracni kiivka
méfena od nejnizsi po nejvyssi koncentraci je oznacena K1 - K6. Kalibra¢ni kiivka

meéfend od nejvyssi po nejnizsi koncentraci je oznacena K6 - K1.
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3.2 Validace kalibracnich krivek GC-MS

3.2.1 Meze detekce a meze stanovitelnosti

Primeérné hodnoty namétenych pomért vysek signalii a Sumu ze tfech opakovani na
koncentracnich trovnich na koncentracnich trovnich Ki-Ks pro 6 vybranych monoterpent
pro metodu CHM-kval jsou uvedené v Tab. XII spolu s vypoc¢tenou primérnou hodnotou

meze detekce a stanovitelnosti.

Tab. XIl: Primérné poméry vysky signdlii analytii a vysSek Sumii zdakladni linie.

Koncentrace [mg/l] 0,1 0,5 2
alpha-Pinen 3,8 10,0 57,7
Fenchon 3,4 15,0 53,3
SN a-Thujon 2,8 10,5 58,3
Camphor 3,0 15,0 72,0
Menthol 2,8 8,3 52,0
t-Anethol 2,5 17,5 95,0
Prumérna mez detekce [mg/l] 0,15
Prumérna mez stanovitelnosti [mg/1] 0,36

Pro metodu CHM-kvant (SIM mod) bylo pouze ovéfeno, Ze i nejnizsi kalibraéni
uroven o-thujonu se nachazi nad limitem kvantifikace, coz bylo splnéno. Primérna

hodnota S/N ze tii opakovani pro koncentraci 0,1 mg/1 byla 18,3.

3.2.2 Linearita

Pro stanoveni linearity byly ptipraveny kalibraéni roztoky a-thujonu a t-anetholu dle
2.3. Tab. VI na koncentra¢nich trovnich K>-Kg ve tfech opakovanich. Prab¢h kalibra¢nich
ktivek a-thujonu aproximovanych pomoci polynomu prvniho a druhého fadu je znazornén
na Obr. 6. Pribéh kalibra¢ni kiivky t-anetholu aproximované pomoci polynomu prvniho

fadu je znazornén na Obr. 7.
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Obr. 6: Kalibra¢ni kiivka a-thujonu aproximovana pomoci polynomu prvniho a druhého

fadu s vyobrazenymi regresnimi rovnicemi a koeficientem determinace.

Vhodnost pouziti polynomu druhého fadu pro kalibraéni kiivku a-thujonu byla
ovéfena pomoci F-testu sumy ¢tvercti odchylek obou modeltl (polynom prvniho a druhého
fadu) — F= 860,94; p<0,0001; df=13;12.

Pro kalibra¢ni kfivku a-thujonu byla dosazena hodnota koeficientu determinace
0,9991 a 4,4 % pro QC koeficient.

10

8 y =2,894x-0,0622
R?=0,9988

Plocha piku/ ploch ISTD

0 1 1 2 2 3 3 -

Koncentrace [g/I]

Obr. 7: Kalibra¢ni kiivka t-anetholu aproximovana pomoci polynomu prvniho fadu

S vyobrazenou regresni rovnici a koeficientem determinace.
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Pro kalibra¢ni kiivku t-anetholu byla dosazend hodnota koeficientu determinace

0,9988 a 4,3 % pro QC koeficient.

3.2.3 Spravnost a presnost

Pro stanoveni linearity byly pfipraveny kalibra¢ni roztoky a-thujonu a t-anetholu dle
2.3. Tab. VI na koncentra¢nich trovnich K>-Kg ve tfech opakovanich. Dosazené hodnoty
spravnosti a presnosti vypoctené ze 3 opakovanych meéteni pro kazdou koncentracni

uroven jsou zaznamenany v Tab. XIII pro a-thujon a Tab. X1V pro t-anethol.

Tab. XIll: Hodnoceni spravnosti a presnosti na jednotlivych koncentracnich vrovnich pro

ro a-thujon. Hodnoty presahujici prijatelné rozmezi ?® jsou zvyraznény cervené.
p yici pry J 84 y

Teoreticka koncentrace [mg/1] 0,5 2 10 30 75
Vypoctena koncentrace - primeér [mg/1] 1,2 2,0 9,6 284 | 71,3
Spravnost — priamér [%0] 231,6 | 102,0 | 95,6 | 94,7 | 950
Piesnost (RSD) [%)] 3,4 2,1 53 (38 |40

Tab. XIV: Hodnoceni spravnosti a presnosti na jednotlivych koncentracnich urovnich pro

pro t-anethol. Hodnoty piesahujici prijatelné rozmezi * jsou zvyraznény cervené.

Teoreticka koncentrace [g/1] 0,02 0,08 0,4 1,2 3

Vypoctena koncentrace - primer [g/1] 0,04 0,09 0,42 1,16 | 2,86

Spravnost - priamér [%0] 181,1 |110,7 | 105,7 | 96,4 | 955

Piesnost (RSD) [%] 2,3 0,2 9,6 16,4 | 7,8
3.2.4 Rozsah

Po srovnani dosazenych hodnot validacnich charakteristik uvedenych v 3.2.2 a 3.2.3 s
literaturou®® 3° je mozné konstatovat, 7e kalibracni kfivka a-thujonu byla Gsp&sné
validovana v rozsahu 2 — 75 mg/l. Kalibra¢ni ktivka t-anetholu v rozsahu 0,08 — 3 g/l

nespliovala pouze kritérium pfesnosti.

3.3 Vybér extrakéniho €inidla

Kritérii pro vybér extrak¢niho ¢inidla byla vytéznost extrakce (hodnoceno porovnanim

ploch pikt analytii) a pocet extrahovanych latek nad detekénim limitem. Ve sledovaném
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casovém useku 3,00 — 38,50 bylo u obou kritérii dosazeno nejlepsiho vysledku u 96%
ethanolu - ethanol 15 latek, MTBE 14 latek a hexan 9 latek. Srovnani ploch pikd analytd
viz Obr. 8.

MTBE Hexan ™ Ethanol
Bisabolen

Longifolen
UN11
t-Anetol

p-Anisaldehyd

Estragol

B-Thujon
a-Thujon
Linalool
Limonen
p-Cymen
a-Phellandren
Myrcen

Kamfen

KT

a-Pinen

0,E+00 5,E+07 1,E+08 2,F+08 2,F+08

Priimérna plocha piku

Obr. 8: Srovnani primérnych ploch pikti analytd pii pouziti riznych extrakénich ¢inidel.

Chybov¢ usecky vyznacuji £ dvojnasobek vybérové smerodatné odchylky.

3.4 Porovnani obsahu terpenickych latek v esencialnich olejich

od raznych vyrobci

3.4.1 Anyzové esencialni oleje

Anyzové esencidlni oleje od tii rlznych vyrobcl (Al, A2 a A3) byly
analyzovany metodou CH-kval. Nalezeno bylo 9 latek a z nich se 9 podafilo uréit pomoci
standardli a knihovny spekter NIST. Namétené hodnoty normalizovanych ploch analyth
jsou graficky shrnuty v Obr. 9. Pomoci RDA analyzy byly zjistény prikazné rozdily ve
sloZzeni mezi jednotlivymi vyrobci (pseudo-F= 1360, p= 0,002), celkova vysvétlena

variabilita modelu byla 97,71 %.
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Obr. 9: Srovnani primérnych normalizovanych ploch pikti analyti pro anyzovy EO od tii
riznych vyrobci. Chybové usecky vyznacuji + dvojnasobek vybérové smérodatné

odchylky.

3.4.2 Fenyklové esencialni oleje

Fenyklové esencialni oleje od tfi riznych vyrobcl (F1, F2 a F3) byly analyzovéany
metodou CH-kval. Nalezeno bylo 11 latek a z nich se 11 podafilo ur¢it pomoci standardi a
knihovny spekter NIST. Naméfené hodnoty normalizovanych ploch analytl jsou graficky
shrnuty v Obr. 10. Pomoci RDA analyzy byly zjistény prukazné rozdily ve sloZeni mezi
jednotlivymi vyrobcei (pseudo-F= 402, p= 0,002), celkova vysvétlend variabilita modelu
byla 99,01 %.
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Obr. 10: Srovnani primérnych normalizovanych ploch pikt analytd pro fenyklovy EO od
tii raznych vyrobcti. Chybové useCky vyznacuji + dvojnasobek vybérové smérodatné

odchylky.

3.4.3 Pelynkové esencialni oleje

Pelyiikkové esencialni oleje od tii rGznych vyrobct (P1, P2 a P3) byly analyzovany
metodou CH-kval. Nalezeno bylo 32 latek a z nich se 28 podatilo ur¢it pomoci standardi a
knihovny spekter NIST. Namétfené hodnoty normalizovanych ploch analytl jsou graficky
shrnuty v Obr. 11. Pomoci RDA analyzy byly zjistény prukazné rozdily ve slozeni mezi
jednotlivymi vyrobci (pseudo-F= 869, p= 0,002), celkova vysvétlend variabilita modelu
byla 99,54 %.

27



mP3 mP2 mP1

UNPK2
Karvakrol

Sabinyl-acetat

Bornyl-acetat
t-Anethol
t-Geraniol
Karvon
c-Geraniol

Terpineol

Terpinen-4-ol
Kafr

UNPK1
B-Thujon

a-Thujon
Linalool
Fenchon
Sabinen hydrat
y-Terpinen
t-2-karen-4-ol
Eukalyptol

Limonen

p-Cymen
3-Karen
a-Felandren
UNPKO
Myrcen
B-Pinen

UNO

Kamfen
a-Pinen

2-Thujen

Tricyklen

o = 11!}]..»111.]-;- .lllnl 1 ll[r! I

20 40 60

Priimérna normalizovana plocha piku [%]

Obr. 11: Srovnani pramérnych normalizovanych ploch pikt analytt pro pelyiikovy EO od
tii raznych vyrobcli. Chybové useCky vyznacuji + dvojnasobek vybérové smérodatné

odchylky.
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3.5 Porovnani obsahu terpenickych latek v susenych rostlinach

od riznych dodavatelt

3.5.1 Anyzové extrakty

Ethanolové extrakty semen anyzu od dvanacti ruznych dodavatela (1, 2, 3, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 11, 12, 14) byly analyzovany metodou CH-kval. Nalezeno bylo 6 latek a z nich se 6
podafilo urcit pomoci standardi a knihovny spekter NIST. Grafické porovnani souctd
ploch vSech analyti je uvedeno na Obr. 12. Celkové plochy pikii se mezi dodavateli
prukazné odlisovaly (F= 179,1; p<0,0001; df= 1;11). Tukey post hoc testu ukazal, Ze
nejmensi obsah sledovanych latek mél anyz od dodavatele ¢. 5. a naopak nejvyssi obsah

téchto latek byl u dodavatelt €. 1, 3 a 6.
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1.0E+09 |E|
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o
6.2E+08 | EI
4.2E+08 | T o E] T

2.2E+08 | H |
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Obr. 12: Srovnani celkové plochy piki analyti pro ethanolovy extrakt semen anyzu od 12
riznych dodavateli. Bod udava primérnou hodnotu, box dvojndsobek smérodatné

odchylky a chybové tsecky 95% konfidencni interval.

RDA analyza normalizovanych ploch analytti ukazala prikazny rozdil v pomérnych
zastoupenich jednotlivych analytd mezi dodavateli (pseudo-F= 2041, p= 0,001), celkova
vysvétlena variabilita modelu byla 99,88 %. Na zdklad¢ naslednych RDA analyz
s postupnym vybérem dodavateli a naméfenych dat, byly vybrany skupiny vzorkl
s podobnym sloZenim analyzovanych latek a skupiny analytd, které skupiny odliSuji.
Vysledky RDA analyzy s vybranymi skupinami latek a dodavatelti jsou na Obr. 13.
Srovnani primérnych normalizovanych ploch pikG skupin analytd ve skupinach

dodavatell je zndzornéno na Obr. 14.
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Obr. 13: Grafické znazornéni vysledku RDA testli naméfenych normalizovanych ploch
analytt pro ethanolové extrakty semen anyzu od 12 riznych dodavateld se zvyraznénymi
skupinami dodavatel (oranzova), které byly odliseny na zakladé naméfenych dat a RDA

testu.
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Obr. 14: Rozdé€leni dodavateli susenych semen anyzu do skupin podle kli¢ovych skupin
analytii na zakladé namétenych dat a jejich RDA analyz. Chybové Gsecky vyznacuji + 2%

smérodatnou odchylku.

Klicové latky pro rozdéleni dodavateld do skupin byly: thymol, t-anethol, p-
anisaldehyd a ostatni (f5-pinen, a-felandren a y-terpinen). Dodavatelé byli rozdéleni
nasledovné: AA — 6; AB —5; AC — 14; AD - 2, 3,7, 8, 9, 10, 11, 12, 14. Na zaklad¢
naméieny dat a provedenych analyz je mozné konstatovat, ze u skupiny dodavateli AD byl
Vv extraktu pfitomen témét 100% t-anethol. Skupiny AB (dodavatel ¢. 5) a AC (dodavatel ¢.
14) se od sebe odlisovaly riznym pomérem t-anetholu a p-anisaldehydu. Naprosto odlisné
slozeni méla skupina AA (dodavatel ¢. 6), kde byl dominantni latkou thymol doprovazeny

f3-pinenem, a-felandrenem a y-terpinenem.

3.5.2 Fenyklové extrakty

Ethanolové extrakty semen fenyklu od ¢trnacti riznych dodavatelt (1 - 14) byly
analyzovany metodou CH-kval. Nalezeno bylo 10 latek a z nich se 9 podafilo urc¢it pomoci
standardii a knihovny spekter NIST. Grafické porovnani soucti ploch vSech analyti je
uvedeno na Obr. 15. Celkové plochy pikli se mezi dodavateli prukazné odliSovaly (F=
19,45; p<0,0001; df= 1;13). Tukey post hoc test ukazal, ze nejvyssi obsah sledovanych
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Obr. 15: Srovnani celkové plochy piki analyti pro ethanolovy extrakt semen fenyklu od
14 riznych dodavateli. Bod udava primérnou hodnotu, box dvojndsobek smeérodatné

odchylky a chybové tsecky 95% konfidencni interval.

RDA analyza normalizovanych ploch analyti ukézala prikazny rozdil v pomérnych
zastoupenich jednotlivych analyti mezi dodavateli (pseudo-F= 6,1, p= 0,001), celkova
vysvétlend variabilita modelu byla 62,74 %. Na zékladé¢ naslednych RDA analyz
S postupnym vybérem dodavatell a naméfenych dat, byly vybrany skupiny vzorki
s podobnym sloZenim analyzovanych latek a skupiny analytd, které skupiny odliSuji.
Vysledky RDA analyzy s vybranymi skupinami latek a dodavatelti jsou na Obr. 16.
Srovnani primérnych normalizovanych ploch pikit skupin analytd ve skupindch

dodavatell je znazornéno na Obr. 17.
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Obr. 16: Grafické znazornéni vysledku RDA testil naméfenych normalizovanych
ploch analyti pro ethanolové extrakty semen fenyklu od 14 riznych dodavatelt se
zvyraznénymi skupinami dodavateli (oranzova), které byly odliSeny na zakladé

namétenych dat a RDA testd.

33



FE
m Ostatni

Estragol + 4-Cymen
FD [

® Thujen

fc m Fenchon

Skupina

_
SN
W t-Anethol
1
=
FB ——|i

FA D

Zastoupeni [%]

Obr. 17: Rozdéleni dodavateli suSenych semen fenyklu obecného do skupin podle
klicovych skupin analyti na zakladé¢ naméfenych dat a jejich RDA analyz. Chybové

usecky vyznacuji £ 2x smérodatnou odchylku.

Kli¢ové latky pro rozdéleni dodavateltt do skupin byly: t-anethol, fenchon, thujen,
estragol s 4-cymenem a ostatni (UNO, myrcen, a-felandren, y-terpinen kafr). Dodavatelé
byli rozdéleni nasledovné: FA — 1, 4, 7, 13, 14; FB -6, 8, 9, 10; FC — 3, 5, 11; FD - 2;
FE - 12. Na zakladé naméfenych dat a provedenych analyz je mozné konstatovat, ze u
skupiny dodavatelt FA byl v extraktu dominantni latkou estragol spolu s 4-cymenem. U
skupiny FB, FC, FD a FE byl dominantni latkou t-anethol. Skupina FC se odliSovala
zejména absenci fenchonu a thujenu, skupiny FB, FD a FE se pak odliSovaly riznymi

poméry obsahu téchto dvou latek.

3.5.3 Pelynkové extrakty

Ethanolové extrakty drcené naté pelynku sedmi riznych dodavatelu (2, 5, 8, 9, 11, 12,
14) byly analyzovany metodou CH-kval. Nalezeno bylo 24 latek a z nich se 12 podafilo
urcit pomoci standardl a knihovny spekter NIST. Grafické porovnani soucta ploch vSech
analyti je uvedeno na Obr. 18. Celkové plochy pikil se mezi dodavateli prikazné

odlisovaly (F= 196,70; p<0,0001; df= 1;6). Tukey post hoc test ukazal, ze nejvyssi obsah

34



cvwr

12, 14.

8.1E9 | i

T1E9 +

6,1E9

51E9

41E9

Celkova plocha piki

31E9 =

21E9

1,1E9 ¢ El J_

1E8 - : - : - : —=
2 5 8 9 11 12 14

Dodavatel

Obr. 18: Srovnani celkové plochy pikd analytt pro ethanolovy extrakt naté pelyiku od
7 riznych dodavateli. Bod udava primérnou hodnotu, box dvojnasobek smérodatné

odchylky a chybové tisecky 95% konfidencni interval.

RDA analyza normalizovanych ploch analytii ukézala prikazny rozdil v pomérnych
zastoupenich jednotlivych analyti mezi dodavateli (pseudo-F= 30,6, p= 0,001), celkova
vysvétlena variabilita modelu byla 89,88 %. Na zdklad¢ néslednych RDA analyz
S postupnym vybérem dodavateli a naméfenych dat, byly vybrany skupiny vzorkl
S podobnym sloZenim analyzovanych latek a skupiny analytl, které¢ skupiny odliSuji.
Vysledky RDA analyzy s vybranymi skupinami latek a dodavatelti jsou na Obr. 19.
Srovnani primérnych normalizovanych ploch piktt skupin analytd ve skupinach

dodavatelll je znazornéno na Obr. 20.
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Obr. 19: Grafické znazornéni vysledku RDA testd naméfenych normalizovanych ploch
analytt pro ethanolové extrakty naté pelyniku od 7 ruznych dodavateli se zvyraznénymi
skupinami dodavatell (oranzovad), které byly odliSeny na zakladé namétenych dat a RDA

testd.
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Obr. 20: Rozdéleni dodavateli suSenych semen pelynku pravého do skupin podle
klicovych skupin analytd na zakladé¢ naméfenych dat a jejich RDA analyz. Chybové

usecky vyznacuji £ 2x smérodatnou odchylku.

Kli¢ové latky pro rozdéleni dodavatelti do skupin byly: a + -thujon, UNP3 + UNPO+
UNPS8, cymen + UNO + UNP5 + UNP12, karvon + thujen + eukalyptol + terpinen +
myrtenyl-acetat + UNP1 + eugenol + limonen + myrcen + phellandren + UNP9 + UNP6 +
UNP10 + UNP7. Dodavatelé byly rozdéleni nasledovné: PA — 5,8; PB — 12, 14; PC — 11;
PD - 9; PE - 2. Na zaklad¢ naméfenych dat a provedenych analyz je mozné konstatovat, ze
u skupiny dodavateli PA byl dominantnimi latkami myrcen a UN, u skupiny PB 4-cymen
a UNO, u skupiny PC UNPO, u skupiny PD f-thujon a u skupiny PE UNP1.

3.6 Prutahova destilace

3.6.1 Frakce

Vysledky méfeni obsahu f-thujonu a t-anetholu v jednotlivych frakcich destilata
ptipravenych v laboratofi (Mix A, Mix B) a v primyslovém méfitku (Mix C) jsou

zobrazeny na Obr. 21 — 24.
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Obr. 21: Prtbéh absolutnino mnozstvi f-thujonu v jednotlivych frakcich v pribéhu

destilace pro 3 rizné sady bylin (A, B, C). Pro kazdou sadu bylin byla destilace provedena
dvakrat (1, 2).
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Obr. 22: Prubéh relativniho zastoupeni [-thujonu v jednotlivych frakcich v prabéhu
destilace pro 3 riizné sady bylin (A, B, C). Pro kazdou sadu bylin byla destilace provedena
dvakrat (1, 2).
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Obr. 23: Prib&h absolutniho mnozstvi t-anetholu v jednotlivych frakcich v pribéhu
destilace pro 3 rizné sady bylin (A, B, C). Pro kazdou sadu bylin byla destilace provedena
dvakrat (1, 2).
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Obr. 24: Prabéh relativniho mnozstvi t-anetholu v jednotlivych frakcich v pribéhu
destilace pro 3 rizné sady bylin (A, B, C). Pro kazdou sadu bylin byla destilace provedena
dvakrat (1, 2).
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3.6.2 Destilac¢ni zbytek

Vysledky analyzy destilacnich zbytkli pomoci plynového chromatografu a metody

CHM-kval jsou zaznamenéany na Obr. 25.
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Obr. 25: Srovnani primérnych normalizovanych ploch pikt analyt v destilacnich zbytcich
pro 2 sady bylin. Chybové useCky vyznaCuji + dvojnasobek vybérové smérodatné

odchylky.
[lustracni grafické zaznamy chromatogramti ziskanych analyzou jedno druhovych i

smésnych destilacnich zbytkdi pomoci kapalinového chromatografu a metody popsané

VvV 2.4.2 jsou zaznamenany na Obr. 26.
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Obr. 26: Chromatogramy ziskané méfenim destilacniho zbytku anyzu, fenyklu, pelyiku a

dvou jejich smési pomoci HPLC-DAD.

Primémé hodnoty suSiny stanovené po pétidenni lyofilizaci jsou uvedeny

v Tab. XV.

Tab. XV: Vysledky stanoveni susiny v destilacnich zbytcich stanovené pomoci lyofilizace.

Susina [mg/g] RSD [%)]
Mix-Al 72,2 1,8
Mix-A2 64,3 0,7
Mix-B1 68,1 1,1
Mix-B2 70,2 0,4

3.7 Testy pesticidniho potencialu

3.7.1 Test ovlivnéni vyvoje

Ctrnactidenni test ovlivnéni vyvoje housenek Spodoptera littoralis krmenych stravou
obohacenou o zbytky po destilaci v riznych koncentracich pfines vyznamné rozdily
v hmotnosti housenek — Mix A (F= 169,49; p<0,0001; df= 1;4), Mix B (F= 173,05;
p<0,0001; df= 1;4). S vyjimkou koncentrace 12,5 % u Mix A byla na v§ech koncentrac¢nich
urovnich u obou mixt véha housenek vyznamné niZsi oproti kontrole a stejné tak i mezi

riznymi koncentra¢nimi trovnémi. Vysledky pokusu jsou graficky shrnuty na Obr. 27.
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Obr. 27: Hmotnost housenek po 14 dnech konzumace stravy obohacené o roztok
destilacniho zbytku dané koncentrace. Bod udavd pramérnou hodnotu, box 95%

konfiden¢ni interval a chybové tsecky dvojnasobek smérodatné odchylky.

Test akutni toxicity prokazal vyznamné rozdily v mortalité housenek v zavislosti na
koncentraci destilaéniho zbytku — Mix A (F= 169,50; p<0,0001; df= 1;4), Mix B (F=89,56;
p<0,0001; df= 1;4). K vyznamnému narustu mortality v porovnani s kontrolou doslo u 50 a
100 % koncentrace Mixu A. Dale mortalita u 100 % koncentrace byla prikazné vyssi nez u
koncentrace 50 %. Mortalita u Mixu B pak byl prikazné vyssi oproti kontrole na vSech
koncentra¢nich Urovnich. Prikazné rozdily mezi koncentratnimi urovnémi nebyly
zaznamenany pouze mezi koncentracemi 25 a 50 % a také 50 a 100 %. Rozdil mezi
koncentraci 25 a 100 % byl prukazny. Vysledky pokusu jsou graficky shrnuty na Obr. 28.

Na zakladé naméfenych dat bylo mozné vypocitat hodnotu LCso pro oba mixy:
LCsomixa= 75,5 = 8,8 % (Clgs = 62,3-97,8 %); LCsomixa= 16,9 £ 2,7 % (Clos = 11,6-1,7 %).
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Obr. 28: Mortalita housenek 24 hodin po aplikaci 1 pl roztoku destilaéniho zbytku o dané
koncentraci. Bod udava primérnou hodnotu, box dvojnasobek smérodatné odchylky a

chybové usecky 95% konfidenéni interval.
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4 DISKUZE

4.1 Validace kalibracnich krivek — GC/MS

Validace kalibraénich kiivek byla provedena v souladu s doporu¢enimi FDA3!.
Navzdory tomu, Ze pro stanoveni terpenii pomoci plynového chromatografu byva uvadéna
linearni zavislost'® 1 a to i pfimo pro a-thujon®? (ve spojeni s FID detektorem), se na
daném GC/MS systému nepodafilo v koncentraénim rozsahu 0,1-75 mg/l zaznamenat
linearni pribéh u zadného z Sesti testovanych analyti - a-pinenu, fenchonu, a-thujonu,
kafru, mentholu a t-anetholu. Otestovan byl vliv diethylenglykolu jako protektantu®® ale
jeho piidavek se pozitivné projevil pouze v piipadé a-pinenu. Rovnéz piepocet dle
ptidaného vnitiniho standardu (ethylbenzen) nevedl k linearizaci kalibra¢nich ktivek, viz
3.1.2 Obr. 5. Zaroven se jiz v minulosti pfi méfeni na daném GC/MS systému vyskytly
analyty, jez bylo nutné stanovovat pomoci polynomialni kalibraéni kfivky.®* Kalibra¢ni
ktivka a-thujonu byla na zaklad¢ téchto zjisténi aproximovana V koncentraénim rozsahu
0,5 — 75 mg/l pomoci polynomu druhého tadu, viz 3.2.2 Obr. 6. Toto feSeni je v souladu s
doporuéenim FDA®! a jiz bylo publikovano V literatufe.?® Vhodnost tohoto feseni byla
ovétena statistickou analyzou 8 viz 3.2.2. Kalibra¢ni  kiivka  t-anetholu  byla
v koncentraénim rozsahu 0,08 — 3 g/l aproximovana polynomem 1. stupné, viz 3.2.2 Obr.
7.

Na zaklad¢ méfeni smési a-pinenu, fenchonu, a-thujonu, kafru, mentholu a t-anetholu
byla stanovena prumérna mez detekce (0,15 mg/l) a mez stanovitelnosti (0,36 mg/l).
V literatufe uvedena mez detekce u GC/FID systému pro a-thujon (0,1 mg/1)% byla v tésné
shodé€ s ndmi namétenou hodnotou.

Kritériim pro stanoveni linearity uvedenym v literatuie®® bylo v daném koncentraénim
rozsahu vyhovéno u obou analytd. Kritériim pro stanoveni spravnosti a piesnosti
uvedenym v literatuie?® bylo vyhovéno u a-thujonu v rozsahu 2 - 75 mg/l. U t-anetholu
byla hodnota spravnosti piijatelna v rozsahu 0,08 — 3 g/l, ale ptesnost pouze u koncentraci
0,02 a 0,08 g/l. Vysvétlenim této skuteCnosti mize byt ptili§ vysoka koncentrace analytu,
kdy ke snizeni signalu MS detektoru bylo nutné snizit emisni proud (z 50 mA na 5 mA).
S ohledem na velky rozsah koncentraci, které bylo zapotiebi stanovit v jedné analyze
(a-thujon 2 — 75 mg, t-anethol 80 — 3000 mg/1) byla kalibra¢ni kiivka t-anetholu v rozsahu

0,08 — 3 g/l povazovana za vyhovujici.
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4.2 Volba extrakéniho c¢inidla

Z testovanych extrakénich ¢inidel se jako nejlepsi volba z hlediska poctu i mnozstvi
extrahovanych latek pro analyzu na plynovém chromatografu ukazal 96% ethanol, viz 3.3
Obr. 8. Vzhledem k tomu, Ze jednotlivé terpeny se mohou zna¢né odliSovat polaritou svych

funkénich skupin®

, se volba stiedné¢ polarniho rozpoustédla jevi optimalni (vyhodna).
Dalsi vyhodou tohoto extrakéniho €inidla je, ze extrakty mohou byt bez pfevadéni méteny

na GC 1 HPLC systémech.

4.3 Obsah terpenickych latek

4.3.1 Bedrnik anyz

V zakoupenych anyzovych esencialnich olejich bylo nalezeno a identifikovano celkem
9 latek. Dominantni latkou byl ve vSech tfech vzorcich t-anethol svice nez 80%
zastoupenim, coz je pro anyz typické, stejné jako kvantitativni a kvalitativni variabilita
V zastoupeni minoritnich slozek.* ® 14 3¢ Celkové je mozné konstatovat, ze EO od viech tfi
vyrobceli si byly vzajemné podobné z kvalitativniho i kvantitativniho hlediska.

Ve vzorcich suSenych semen anyzu bylo nalezeno a identifikovano celkem 6 latek.
Dominantni latkou byl t-anethol s vyjimkou dodavatele ¢. 6, kde byl dominantni slozkou
extraktu thymol, ktery se bé&zné vyskytuje jako dominantni slozka EO u tymianu
obecného®’. V literatufe se nepodatilo dohledat jinou studii provedenou na bedrniku anyzu,
ktera by popisovala obdobné zastoupeni thymolu. Pro vylouceni moznosti kontaminace
vzorku béhem piipravy byla extrakce zopakovana a vSak se stejnym vysledkem. Detailni
prohlidka semen odhalila, Ze se ve skutecnosti jedna o semena tymianu obecného, viz obr
29. Analyza extraktli semen bedrniku anyzu ukdzala, Ze mezi jednotlivymi dodavateli jsou
statisticky vyznamné rozdily, a to zejména pokud jde o celkové mnozstvi terpenickych
latek, viz 3.5.1 Obr. 12. Rozdily ve slozeni terpenickych latek byly rovnéz statisticky
prokazany (viz 3.5.1 Obr. 13 a 14), ale je otazkou, nakolik by byly vyznamné pii
praktickém vyuziti.
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Tymian obecny .

Obr. 29: Semena bedrniku anyzu (vpravo) ve srovnani se semeny tymianu obecného

(vlevo) na milimetrovém papiie.

4.3.2 Fenykl obecny

V zakoupenych fenyklovych esencialnich olejich bylo nalezeno a identifikovano 11
latek. U vSech ti vyrobcti byl dominantni slozkou esencidlnich oleju t-anethol, jednalo se
tedy 0 anetholovy chemotyp®. Celkové je mozné konstatovat, ze EO od vsech tif vyrobci si
byly vzajemné podobné z kvalitativniho i kvantitativniho hlediska.

Ve vzorcich susenych semen fenyklu bylo nalezeno 10 latek a 9 identifikovano.
Vzorky od dodavatelu ¢. 2, 3, 6, 8, 9, 10, 11 a 12 nalezely k anetholovému chemotypu a
vzorky od dodavateli &. 1, 4, 7, 13 a 14 nalezely k estragolovému chemotypu®. Analyza
extraktll semen fenyklu obecného ukazala, ze mezi jednotlivymi dodavateli jsou statisticky
vyznamné rozdily v celkovém mnozstvi terpenickych latek, viz 3.5.2 Obr. 15. Nejvétsi
rozdil ve slozeni terpenickych latek byl zplsoben piislusnosti k anetholovému /
estragolovému chemotypu, ovSem i v rdmci jednoho chemotypu byly rozdily ve slozeni

statisticky vyznamné (viz 3.5.2 Obr. 16 a 17).

4.3.3 Pelynék pravy

V' zakoupenych pelyiikkovych esencidlnich olejich bylo nalezeno 32 latek a
identifikovano jich bylo 28.

Vzorek od vyrobce Pl mél dominantni podil f-thujonu nasledovaného
sabinyl-acetatem. Tento chemotyp byl v literatufe popsan opakovang.l% 38 1239 40 Bghem
identifikace latek byly objeveny nesrovnalosti mezi nami naméfenym rozpadovym
spektrem sabinyl-acetatu a spektrem uvadénym v online databazi NIST.*! Rozdilné byly
jak poméry nékterych hmot (79 x 81 m/z), tak i reportované hmotnostni piky (70, 95, 109

m/z). Nejvétsi nesrovnalosti jsou znazornény na Obr. 30.
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Vzorek od vyrobce P2 neobsahoval zadny thujon a dominantnimi latkami spektra byly

karvon, linalool, eukalyptol, cymen, 2-thujen a neidentifikované latka UNO. Podobny

profil nebyl publikovan v zddném z nalezenych ¢lank, 10 11 12 16. 38, 39,40, 42

Vzorek od vyrobce P3 mél dominantni podil bornyl-acetatu a malo obvykly pomér a a
B-thujonu (ptiblizné 7 % : 1 %). Vice nez 20% zastoupeni bornyl-acetatu bylo publikovano
v kofenech pelyiiku pravého®® a semenech #4. Vyssi podil zastoupeni a-thujonu oproti /3-
thujonu (15,08 % : 0,34 %) byl jiz také publikovan.!!

Rozdily ve slozeni mezi vyrobci P1, P2 a P3 byly zna¢né a odrazeji vysokou

variabilitu ve sloZeni terpenickych latek pelyiiku pravého.®
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Obr. 30: Srovnani nami naméfeného (nahotfe) hmotnostniho spektra sabinyl-acetatu a
hmotnostniho spektra uvedeného v databazi NIST*' naméfena pomoci plynového

chromatografu s elektronovou ionizaci.
Ve vzorcich susené nati pelyniku pravého bylo nalezeno 24 latek a 12 z nich bylo

identifikovano. Na zédklad¢ analyzy namétenych dat, bylo 7 dodavatelti rozdéleno do 5

skupiny podle slozeni terpenickych latek. Ve skupiné PA byl dominantni latkou myrcen
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nasledovany nezndmou latkou UNO. Ve skupiné PB byl dominantni latkou 4-cymen a opét
neznama latka UNO. U skupiny PC byly dominantni neznamé latky UNPO a UNPS.
Skupina PD byla charakterizovana vysokym obsahem f-thujonu. Ve skupiné¢ E byla
dominantni neznama latka UNP1. Analyzy tak potvrdily, Ze u pelyiku pravého existuje
velmi vysoka variabilita v mnoZstvi a sloZzeni terpenickych latek. Tato variabilita je
zpusobena velkym poctem odlisnych chemotypti a didle mtize byt prohlubovana zptisobem
péstovani, sbéru a uskladnénil®, Pro praktické vyuZiti je tak nezbytné vénovat velkou

pozornost vybéru konkrétniho rostlinného materidlu ¢i extrakti.

4.4 Obsah t-anetholu a B-thujonu ve frakcich

Analyza jednotlivych frakci u laboratorné i pramyslové pfipravené¢ho absinthu
potvrdila, Ze absolutni mnozstvi t-anetholu i f-thujonu zavisi na volbé konkrétniho
rostlinného materidlu a jeho mnozstvi, které bohuZzel u primyslovych vzorka nebylo zndmé
(vyrobni tajemstvi), viz 3.6.1 Obr. 21 a 23. Naopak shoda napti¢ vSemi vzorky byla u
relativnich zastoupeni velmi dobra 3.6.1 Obr. 22 a 24. Odlisny prubéh zastoupeni
f3-thujonu a t-anetholu by mohl mit pii¢iny v absolutnich mnozstvich obou latek, a bodech
varu (f5-thujonu — 201 °C a t-anethol 234 °C).

Obsah t-anetholu v pribéhu ethanolové destilace dosud nebyl publikovan, a tak neni
mozné naSe data porovnat s jinymi. Nami namétfena data mohou najit uplatnéni v praxi pfi
vyrob¢ absinthu.

Obsahem thujonu v pribéhu destilace, se vénuje ¢lanek: Behaviour of thujone during
distillation and possible concentration ranges in pre-ban absinthe od autort Dirka W
Lachenmeiera and Thomase Kuballa. Nejlépe porovnatelna s nasimi pokusy byla destilace
smési 60% ethanolu a ¢&istého a-thujonu®. Porovnani grafickych vysledki tohoto pokusu
spolu nasimi vysledky je zaznamenéno na Obr. 31. Ze srovndni je patrné, Ze u naSich
vysledkt, bylo maximalni koncentrace dosazeno v 6/12 — 8/12 na rozdil od Lachenmeier,
Kuballa 2007, kde bylo dosazeno maximalni koncentrace v 8/10 a 9/10.*° Domnivame se,
ze rozdil mize byt zplsoben piitomnosti dalSich t€kavych latek ve smési. Toto zjisténi
mize mit velky vyznam pii praktickém fizeni odbéru frakci béhem vyrobé absinthu. U
t-anetholu nebylo v koncentra¢nim rozsahu 0,02 a 0,08 g/l vyhovéno kritériu pfesnosti,

proto neni mozné metodu doporucit k pfesnému stanoveni obsahu t-anetholu.
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Obr. 31: Obsah thujonu v prib&hu destilace provedené Lachenmeierem a Kuballou 2007%

(vlevo) a nami (vpravo).

4.5 Destilacni zbytky

Analyzy provedené na destilaénich zbytcich pomoci plynové i kapalinové
chromatografie ukazaly na ptitomnost mnoha latek, viz 3.6.2 Obr. 25 a 26. Identifikaci
byla zaméfena zejména na potencidlné bioaktivni latky zmiflované v literatufe pfi
extrakcich polarnimi ¢inidly napft.: laktonylz, lignany*?, flavonoidy'? ¢, fenoly*®,
antokiany*®, glukosidy4s, 47 “etc Bohuzel se vsak zadné z vytipovanych latek nepodafilo
spolehlivé identifikovat.

Pesticidni efekt pro housenky Spodoptera littoralis se podatilo prokazat u obou
testovanych destilacnich zbytkl. Prokazan byl jak pfimy letalni ucinek pii aplikaci na
pokozku housenky (LCsomixa= 75,5 = 8,8 %, LCsomixg= 16,9 = 2,7 %), tak i snizeni
hmotnosti housenek pii konzumaci stravy obohacené o destilacni zbytky jiz od 25%
koncentrace u Mixu A a 12,5% koncentrace u Mixu B. Dosazené hodnoty pesticidnich
efektd jsou obtizné porovnatelné s vysledky bézné uvadénymi v literatufe, nebot’ se
jedna o velmi specificky zpasob piipravy extraktu a zaroven se nepodafilo
identifikovat jejich sloZeni.

Vzhledem k dosazenym vysledkim by bylo vhodné v praci pokracovat, a to
podrobnou analyzou sloZeni destilacnich zbytki, separaci destilaénich zbytkii do

ruznych frakci a otestovani jejich pesticidniho potencialu.
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5 ZAVER

V teoretické Casti prace byly shrnuty poznatky tykajici se bedrniku anyzu, fenyklu
obecného a pelyilku pravého ve vztahu k vyrobé absinthu a pesticidnimu potencialu
odpadu z jeho vyroby.

Prvnim krokem v praktické casti byla optimalizace GC metod a naméfeni retenénich
Casu a fragmentacénich spekter dostupnych standardii terpeni. Pribéh kalibra¢nich kiivek
byl otestovan pro Sest vybranych terpend. Bylo zjisténo, Ze ve zvoleném koncentratnim
rozsahu vykazuji kalibrace nelinearni priibéh, ktery je nestejnomérné ovlivnén potadim, ve
kterém byly vzorky méfeny. Vliv pfidavku protektantu (diethylenglykolu) byl zjevny
pouze V ptipadé a-pinenu. Validace analytické metody pro stanoveni a a f-thujonu byla
uspésna v koncentracnim rozsahu 2 — 75 mg/l. Metodu je tak mozné vyuzit pro stanoveni
maximalniho povoleného obsahu a a f-thujonu, které je na uzemi EU 35 mg/kg. Validace
analytické metody pro stanoveni obsahu t-anetholu nebyla v koncentra¢nim rozsahu
0,08 -3 g/l uspésna, nebot’ nespliiovala kritérium piesnosti. Tuto metodu tak nelze
doporucit ke stanoveni ptesného obsahu t-anetholu.

Z trojice testovanych extrakénich ¢inidel (hexan, MTBE, ethanol) vykazoval nejlepsi
vlastnosti pro analyzu latek na plynovém chromatografu 96% ethanol.

Z testovani obsahu tékavych latek u zakoupenych esencidlnich oleji a suSeného
ve sloZzeni a vSak stale jeSt€ statisticky vyznamnou. Vzorky fenyklu obecného bylo dle
obsahu dominantnich latek mozné rozd¢lit na dva hlavni chemotypy — estragolovy a
t-anetholovy. OvSem i vramci jednoho chemotypu existovaly statisticky vyznamné
rozdily. Zdaleka nejvyssi variabilitu vykazovaly vzorky pelyiikku obecného, a to jak
esencialni oleje, tak suSeny rostlinny materidl. Mezi dominantni latky v rznych skupinach
patfil: myrcen, 4-cymen, f-thujon, karvon, bornyl-acetat, sabinyl-acetat a nékteré dalsi
neznamé latky. U sabinyl-acetatu byly nalezeny nesrovnalosti mezi naméfenym a
publikovanym fragmentaénim spektrem. Provedené analyzy ukazaly, ze pro praktické
vyuziti mize mit vybér konkrétniho rostlinného materidlu velky vyznam, a to zejména u
pelynku pravého.

Mg¢feni obsahu t-anetholu a -thujonu ve frakcich v priabéhu destilace ukazalo dobrou
shodu mezi laboratornim a primyslovym méfitkem V relativnim zastoupeni sledovanych

latek, a to navzdory rozdilim v absolutnim zastoupeni. Diky srovnani laboratorniho a
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prumyslového méfitka jsou ndmi namétena data robustni a mohou tak upravit nékteré diive
publikované udaje.

Novy potencialni zdroj botanického pesticidu — odpad z vyroby absinthu — byl Gispésné
otestovan na housenkach Spodoptera littoralis na VURV. Prokazan byl jak piimy letalni
ucinek pii aplikaci na pokozku housenky (LCsomixa= 75,5 £ 8,8 %, LCsomixa= 16,9 + 2,7
%), tak i snizeni hmotnosti housenek pfi konzumaci stravy obohacené o destilacni zbytky,

a to jiz od 25% koncentrace u Mixu A a 12,5% koncentrace u Mixu B.
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7 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

ANOVA Analysis of variance — Analyza rozptylu

Clos 95% interval spolehlivosti

CID Collision-induced dissociation - Kolizné indukovana disociace
D Detected - Detekovano

df Degrese of freedom - Stupen volnosti

EO Esencialni olej

ETB Ethylbenzen

FDA Food and Drug Administration

FDA Food and drug agency

FID Flame ionization detector - Plamenové ioniza¢ni detektor

GC Gas chromatography — Plynova chromatografie

HPLC High performace liquid chromatography — Vysoce ucinna kapalinova

chromatografie

CHM-kval GC chromatograficka metoda pro stanoveni kvality
CHM-kvant GC chromatograficka metoda pro stanoveni kvantity
ISQ lon single quadrupole — Jednoduchy kvadrupoél

ISTD Internal standard — Vnitini standard

LCso Lethal concentration — Stfedni smrtna koncentrace
LOD Limit of detection — Mez detekce

LOQ Limit of quantification — Mez stanovitelnosti

MS Mass spectrometry — Hmotnostni spektrometrie
MTBE Methyl -tert -butylether

NA Not analyzed — Nebylo analyzovano

ND Not determind — Nebylo uréeno

NR Not reported - Nebylo uvedeno

p Probability - Pravdépodobnost

PCA Principal Component Analysis - Analyza hlavnich komponent
R? Coefficient of determination — Koeficient determinace
RDA Redundancy analysis — Redundan¢ni analyza

SIM Single ion monitoring — Mé&feni jediného iontu

SKR Smésny kalibracni roztok
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SPR
ST
TETR
TIC

UN
uv
VURV

Smésny pracovni roztok

Standard

1-Tetradecen

Total ion chromatogram — Mé&ieni vSech hmot (celkového iontového
proudu) v daném rozsahu

Unknown — neznama latka

Ultra violet — Ultrafialové zafeni

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby
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