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Abstrakt

Cilem prace byla analyza bioaktivnich slozek ze tfi druhti A/oe. Vzorky téchto
druhii byly vybrany ze tfi destinaci. Prvni vzorek Aloe chinensis byl z Kanarskych
ostrovi, presnéji ostrov Lanzarote. Druhy vzorek Aloe candelabrun byl ptivezen ze
$panélské provincie Galicie a tietim vzorkem byla Aloe barbadensis z Ceské republiky.
Vsechny tii vzorky byly vyextrahovany pomoci Soxhletovy extrakce a nasledné
analyzovany v plynové chromatografii s hmotnostni spektrometrii (GC-MS). S pomoci
vysledkll se nasledné¢ identifikovaly latky Aloe, které byly porovndny mezi vSemi
zkoumanymi vzorky a v zadvéru také s odbornymi ¢lanky. Vysledky potvrdily pfitomnost
pozitivnich slozek ve vSech zkoumanych druzich Aloe, ale zaroven poukézaly na

odlisnosti druhti v zastoupeni identifikovanych latek.

Klicova slova: extrakt, Aloe Vera, GC-MS, sitosterol, alfa-tokoferol



Author’s abstract

The aim of the work was to analyze bioactive components from three different
types of Aloe. Samples of these species were collected from three destinations. The first
sample of Aloe chinensis was from the Canary Islands, specifically the island Lanzarote.
The second sample of Aloe candelabrun was brought from the Spanish province of
Galicia and the third sample was Aloe barbadensis from the Czech Republic. All three
samples were extracted by Soxhlet extraction and analyzed by gas chromatography with
mass spectrometry (GC-MS). The 4/oe substances were subsequently identified and then
compared between all samples examined. Also comparison with specialized articles has
not been omitted. The results confirmed the presence of components in all examined
species of Aloe, but also highlighted the differences between the quantity of identified

substances.

Key words: extract, Aloe Vera, GC-MS, sitosterol, alpha-tocopherol
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Seznam zKkratek pouzitych v praci:
GC - gas chromatography (plynova chromatografie)

GC-MS - gas chromatography/mass spectrometry (plynova chromatografie

kombinovana s hmotnostni spektrometrii)
SGP — sérum glutamat pyruvat

SGO — sérum glutamat oxaloacetat

DHT - dehydrotestosteron

AML - akutni myeloidni leukémie

ALL - akutni lymfatickd leukémie

EI — elektronové ionizace

LLE - liquid liquid extraction



1. Uvod

Aloe Vera byla dulezitym zdrojem mediciny po tisice let. Dnes, Svétova Zdravotnicka
Organizace odhaduje, ze 80 % lidi k 1écbé stale vyuziva tradi¢nich prostiedki (Rao N. &
Thammanna K. 1987). Druhy Aloe se ve velké miie vyskytuji v Africe, Evropé a dale se
$ifi do témét celého svéta. Mnoho vyzkumi se zamétovalo na bioaktivni slozky Aloe,
které zahrnuji antibakteridlni a antimikrobidlni i¢inky neustale se objevujicich v gelu této
rostliny (Magwa M. L. et al. 2006). Nicmén¢ se uz méné vyskytuji vyzkumy na bioaktivni
slozky préave extraktu Aloe.

Aloe Vera byla pouZzivana k oSetfeni riiznych zranéni kiize, fezné rany, spaleniny
a ekzémy. Udajné §tava z Aloe zmiriovala bolest a redukovala zanéty. Nicméné evidence
téchto ucinkl byla rozporuplnd (Arunkumar S. & Muthuselvam M. 2009). Dnes uz diky
mnoha vyzkumim miiZeme 1é¢ivé Gcinky potvrdit. Proto je také Aloe pridavana do
nespoctu kosmetickych a farmaceutickych ptipravki. Mluvime zde o Samponech pro
podporu riistu vlasti, krémy na suchou az ekzémovou plet, opalovaci krémy a mnoho
dalsich. Extrakt z Aloe se pouzival k 1écbé rakovinnych nadort, Zaludeénich viedd, a
dokonce i k 1écbé AIDS (Saljooghianpour M. & Javaran T.A. 2012).

Aloe Vera patti do skupiny Aloeaceae a je to sukulentni mékka rostlina tvorena
z velké Casti z vody (99-99,5 %). Pevna cast obsahuje fadu bioaktivnich slozek (latky
rozpustné v tucich a vodé, vitaminy, jednoduché/komplexni polysacharidy, organické
kyseliny, enzymy a slouceniny fenolu (Baruah A. 2016). Listy jsou sloZeny z gelu, latexu
a svrchni ktry.

K ziskani extraktu vzork (Aloe chinensis, candelabrun, barbadensis) byla
pouzita Soxhletova extrakéni metoda. Jde o metodu kontinudlni extrakce, kdy jsou latky
pfi protiproudovém pohybu stile v kontaktu. Slouzi kizolaci jedné nebo vice
organickych latek z pevné matrice (Borkovcova I., Kostrhounova R. 2013).

K analyze extraktli a ndsledné identifikaci bioaktivnich slozek byla pouzita jako
separacni metoda plynovd chromatografie s hmotnostni spektrometrii. Jednd se o
zakladni separa¢ni metodu, béhem které mezi dvéma nemisitelnymi slozkami nékolikrat
opakované vznikad rovnovaha. Tato metoda dokaze v jednom kroku rozdé€lit smés na

jednotlivé slozky a zaroven ziskat kvalitativni 1 kvantitativni informace. MlzZeme tedy



fict, ze kromé funkce smési lze rozpoznat i koncentraci individualnich slozek (Fiehn O.
2016).
Z nasledné identifikace latek se na zavér porovna procentudlni zastoupeni latek ve

vSech vzorcich a nasledné také s vybranymi odbornymi ¢lanky.



2. Cile

2.1 Hlavni cil

Cilem prace byla chemickd analyza extrakti ze tfi druhii Aloe a identifikace
ucinnych latek.

2.2 Specifické cile

® Provést literarni reSersi o Aloe Vera a jejich uc¢innych latkach.

® Porovnat pfipadné rozdily v chemickém sloZeni jednotlivych vzorkda.

® Porovnat vysledky analyzy s védeckymi ¢lanky.



3. Literarni reSerse

3.1 Aloe Vera

Védecky nazev Aloe Vera podle Mezinarodnich pravidel botanické nomenklatury je Aloe
barbadensis. Taxonomicky Aloe Vera patii do Celedi Aloeaceae (taxonomické rozdéleni
v Tabulce €. 1). Pivod této rostliny je zfejmé u jizni Afriky, dnes se vSak rozsifila
prakticky do celého svéta, vSude kde v zimé pida nepromrzd (Nilanjana D. &
Chattopadhay R. N. 2004). Gel tvotici vnitini ¢ast listu obsahuje vice nez 200 biologicky
aktivnich latek. Jedna se o smé&s polysacharidd, riznych enzymd, vitaminti, mineralnich
latek, antioxidanti a esencidlnich aminokyselin. Zastoupeni a pfirozend kombinace
esencialnich latek, které¢ se vzédjemné ve svych ucincich podporuji, je to, co Aloe Vera

déla mimotradnou rostlinou (Cervantes J.L. et al. 2018).

Mezi tyto latky fadime:

e Vitaminy — vitamin A ve form¢ betakarotenu, B1, B2, B6, stopy B12, C,
PP, E, kyselina folova, niacin, cholin

e Mineradly — vépnik, draslik, magnesium, sodik, méd’, zelezo, zinek,
mangan

e Aminokyseliny — lysin, threonin, valin, methionin, izoleucin, fenylalanin,
tryptofan, arginin, kyselina asparagova, serin, kyselina glutamova, glycin,
alanin, cystein, tyrosin, histidin, prolin, hydroxyprolin, leucin, asparagin,
glutamin

e Monosacharidy a polysacharidy — acemannan, arabinosa, galaktosa,
glukosa, manosa, rhamnosa, xylosa, kyselina hexuronova, kyselina
glukuronovd, kyselina galakturonové, celulosa

e Enzymy — oxidasa, katalasa, amylasa, bradykinasa, celulasa, lipasa,
aliinasa, fosphatasa, krestinfosphokinasa, dahydrogenasa, SGO -
transaminasa, SGP — transaminasa

e Steoroly — campesterol, lupeol, beta — sitosterol

e Aminocukry — glukosamin, galaktosamin

e Dalsi — kyselina jable¢n4, lignin, sapogenin (Sui Chin S. et al. 2017).
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TABULKA 1 - TAXONOMICKA KLASIFIKACE ALOE VERA

Zdroj: USDA Natural Resources Conservation Service

Taxonomicka Védecky nazev (latinsky)
jednotka
Rige Plantae
Podrise Tracheobionta
Odd¢leni Magnoliophyta
Tiida Liliopsida
Podtrida Lilidae
Rad Liliales
Celed Aloeacea
Rod Aloe L.
Druh Aloe barbadensis

Aloe je sukulentni méekka rostlina tvofena z velké casti z vody (99-99,5 %). Pevna

cast, v rozsahu 0,5-1 %, obsahuje skélu aktivnich slozek (latky rozpustné v tucich a vodg,

vitaminy, jednoduché/komplexni

polysacharidy, organické

kyseliny, enzymy a

slouceniny fenolu (Baruah A. 2016). Listy jsou slozeny ze tii vrstev: gel, latex a svrchni

kara (OBRAZEK 1).
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e Gel: Vnitini vrstva je tvofena z vlhkého, jemného a €istého pletiva, které obsahuje
hlavné vodu (99 %), glukomany, aminokyseliny, lipidy, steroly a vitaminy.

e Latex: Prostfedni vrstva obsahujici antrachinony, hotkou Zlutou mizu a glykosidy.

e Svrchni klira: Zevni tlustd vrstva sloZzena z 15-20 bunck, které chrani gelovou

vrstvu a pomdhaji v syntéze karbohydratii a proteini (Maan A. et al. 2018).

3.1.1 Historie Aloe Vera

Prvni historické poznatky o Aloe Vera pochéazeji z roku 2100 pf.n.l., kde byla zminéna v
kolekei sumerskych hlinénych desek (Sanchez — Machado D. et al. 2017). V roce 1552
pt.n.l. to bylo zminéno jako laxativum v egyptském ebersové papyru. Ve skutecnosti az
v knize De Materia Medica fecky 1ékat Discordes uvedl, ze Aloe Vera muze 1&Cit rany,
infekce klize, omezit ztraty vlast a eliminovat hemeroidy (Shelton R.M. 1991).

Ve 4. stoleti pi.n.1. nalezli Rekové Aloe Vera na ostrové Socotra v Indickém oceanu.
Alexandr Veliky, ptesvédcéen jeho mentorem Aristotelem, dobyl tento ostrov kvili
zasobam Aloe Vera, aby uzdravil své zranéné vojéky. Aloe Vera pouzivala také Cleopatra
(69-30 pi.n.l.) a Nefertiti jako soucast jejich kosmetickych oSetfeni pleti (Manvitha K. &
Bidya B. 2013).

V roce 1920 se nejprve péstovala Aloe Vera pro farmaceutickou distribuci.
Komer¢ni uziti Aloe Vera gelu zacalo v 50. a v 60. letech. Lékarnik Dr. Bill Coat v
Dallasu (Texas, USA) dosahl svého cile, kdy béhem extrakce gelu Aloe Vera doslo
k zachovéni jeho 1éCebnych vlastnosti. Tento Gspéch oteviel mnoho dalSich moZnosti
k vyuziti této rostliny. Mexiko je hlavnim svétovym producentem Aloe Vera (Sanchez —

Machado D. et al. 2017).



3.1.2 Rozsireni

Rozsifeni je klimaticky velmi rozsahlé, roste od mirného az k subtropickému pasmu.
Pochazi z jizni a vychodni Afriky podél Nilu odkud pak byla zavedena do severni Afriky
a do stfedomotskych zemi. Aloe Vera neni ptizplisobena k pifeziti v teplotdich mrazu.
Kazd4 rostlina ma obvykle 12—16 listi (o délce mezi 25 az 30 cm) (Sanchez — Machado
D. etal. 2017). Kazdy z nich pfi zralosti vazi 1,5 kg a podél okraji maji ostré zuby. Kvete
od fijna do ledna a dlouhé kvétenstvi obsahuje velké mnozstvi malych Zlutych a
cervenych kvitkii. Mnozeni rostlin je obecné vegetativni. Plody se rozvijeji od tinora do
dubna a obsahuji mnoho semen. Listy jsou pokryté tlustou kutikuli s bilymi a Sedo —

zelenymi skvrnami (Shelton R.M. 1991).

3.1.3 Péstovani Aloe Vera

Aloe Vera se péstuje v fadach na plantazich. Pokud jde o vodu, neni Aloe Vera naro¢na.
Proto v oblastech, které celi problému sucha, by péstovani Aloe Vera, z divodu
ekonomické atraktivnosti pro zeméd¢lce, prospélo. Listy mohou byt sklizeny po 7-8
meésici po vysadbé, a to s pouzitim ostrého noze. Nejvyssi vytéznost je dosazena po dvou

letech a zivotnost je 12 let (Sanchez — Machado D. et al. 2017).

3.1.4 Sklizen a zpracovani

Pti sklizni se ostrym noZem ru¢né odiezavaji listy od stonku ve spodni ¢asti rostliny. Dale
se pak Setrné omyji od vnéjSich necistot. VSechny okraje listu se odfiznou a nasledné se
odfizne celd svrchni vrstva. Na konec uz ziistane jen prihledny mazlavy gel, ktery je
vhodny pro kosmeticky ¢i potravinovy primysl (Ramachandra C.T. & Srinivasa Rao P.

2008).



3.1.5 Svétova produkce

Mezi nejvétsi producenty podle The International Aloe Science Council patii Spojené
staty americké, Stfedni Amerika, Jizni Amerika, Cina, Indie, Afrika, Karibské zemg,
Austrélie a tropicka Asie.

Dale pak mezi nejvétsi evropské zpracovatele Aloe Vera patii némecka
kosmeticka firma LR Health & Beauty v Ahlenu. Ptes 20 let vyrabi predevsim kosmetiku
a tento rok se navic stala nejmodernégj$i a nejveétsi vyrobnou Aloe Vera produktl na svete.
Hlavnimi produkty jsou kosmetické vyrobky a Aloe Vera dzusy, které vyvazi do celé¢ho

svéta. V dnesni dob¢ je firma rozsifena do 28 evropskych zemi.

3.1.6 Vyuziti Aloe Vera:

Uziti této sukulentni rostliny je velmi rozsdhlé. Od vyuziti v potravindiském a

kosmetickém priimyslu az po vyuziti farmaceutické.

3.1.6.1 Farmaceutické vyuZiti

Mnohé vyzkumy potvrdily zvySujici se vyznamnost 1éCivych latek z Aloe Vera.
V dtsledku se Aloe vyuzivala k ptipravé produktii ve farmacii, po¢inaje mastickami a
pilulkami. Rozmanitost slozek ptitomnych v Aloe Vera byla shledana jako efektivni
v boji s riznymi nemoci (zalude¢ni problémy, zacpa, infekce, rakovina, aj.) (Maan A. et

al. 2018).

3.1.6.2 Podpora hojeni ran/jizev a protizanétlivé ucinky

Aminokyseliny pfitomné v Aloe Vera napomahaji rychlému hojeni jizev. Také obsahuje
spoustu anorganickych elektrolytl, jako Zelezo, draslik, hoi¢ik, chrom, méd’, vapnik,
sodik a zinek, ktera jsou nezbytna pro spravny a rychly pribéh hojeni. Stimuluje télo
k produkci protilatek a uvoliovanim rastovych faktori dojde k hojeni. Mnohé studie
dokazaly, Ze slécbou Aloe Vera opravdu dochdzi k rychlej§imu hojeni. Aloe vera
zabranuje tvorb¢ jizev béhem poranéni kiize tim, ze stimuluje bunécnou produkci a

podporuje regeneracni proces v nejhlubsich vrstvach ktize.
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Diky pfitomnosti antrachinonti a chromonli ma Aloe Vera velmi efektivni
protizanétlivé ucinky (Vasquez B. et al. 1996) (Subhashis P. et al. 2014). Oralni podani
malého mnozstvi Aloe gelu zjemtiuje bolest a napomaha k 1é€be aftozni stomatitidy. Aloe
Vera také velmi ulevuje s bolesti kloubtll. Slozit¢ mechanismy téla zptisobuji bolestivé
zanéty, které vedou k produkci bradykininu (zanétlivy medidtor) v reakci na rizné typy
zranéni. Studie ukdzaly, Ze Aloe Vera ma anti-bradykininové vlastnosti, protoze obsahuje
enzym bradykinézy, ktery rozklada bradykinin a snizuje zanét. Aloe Vera gel je u¢inn&jsi
proti zanétu zpsobenému syntézou prostaglandinu a infiltraci leukocytli a méné t€¢inny

proti zanctu zptisobenému alergennimi €inidly (Cervantes J.L. et al. 2018).

3.1.6.3 Anti — rakovinné a anti-diabetické ucinky

Glykoproteiny a polysacharidy ptitomné v Aloe Vera z ni délaji silné chemo-preventivni
¢inidlo, uzite¢né proti riiznym druhtim rakoviny. Barbaloin (aloin), aloe-emodin a aloesin
extrahované z Aloe Vera ukézaly cytotoxicitu rakovinnych bun€k akutni myeloidni
leukémie (AML) a akutni lymfatické leukémie (ALL) (Maan A. et al. 2018).

Aloe gel je efektivni anti — hyperglykemické ¢inidlo proti dvéma typtim cukrovky.
Snizuje hladinu gluko6zy v krvi bez naruseni normalni hladiny lipidt v krvi a funkeci jater

¢i ledvin (Dajeong L. et al. 2018) (Tabatabaei S.R.F. et al. 2017).



3.1.6.4 VyuZiti v kosmetickém priimyslu

Aloe gel se v kosmetickém priamyslu intenzivné pouziva a stal se tak velmi dulezitou
prodejni slozkou. Pouziva se jako zdkladni materidl k vyrobé mnoha ptipravkll véetné
zvlhcovacl a opalovacich emulzi, které se pouzivaji k hydrataci ktize. Diky cennym
hydratacnim a uklidiiujicim G¢inkim ma v kosmetice Aloe Vera gel a prasek dalSich
mnoho moznych aplikaci. Vyrobky jako jsou Sampony, mydla, Cistici prostfedky a
hydratac¢ni krémy maji tu vyhodu, Ze nezanechéavaji pokozku suchou a podréazdénou. Aloe
vytazky jsou dokonce pridavany do nékterych holicich pén ke zmirnéni bolesti a zvySeni
hojeni ran po holeni (Javed S. & Rahman A. 2014).

Rada koznich problémil jako spaleniny Slunce, Supinovita nebo sucha kize,
problémy s vlasy a pokozkou hlavy, psoridza, strupy a lupy jsou léCeny krémy Cci
opalovacimi krémy. Aloe vera je proslula svou silnou 1é¢ivou aktivitou i na epitelidlni
urovni pokozky a poskytuje tak ochrannou vrstvu na pokozce, kterd umoziuje pokozce
hojit se rychleji kvili jejimu nutricnimu obsahu a antioxida¢nim vlastnostem (Lobine D.
et al. 2018). Prevenci ptfed vysuSenim pleti je aplikace Aloe Vera pted pouzitim
mineralniho make — upu. Jeji zvlhcujici G€inek je paradoxné idedlni pro mastnou plet,
protoze nezanechava mastny pocit. Giberelin, ptitomny v Aloe Vera, je ristovy hormon,
ktery stimuluje riist novych buné€k a 1€¢i tak pokozku s minimalnimi jizvami. Aloe Vera
se pouziva v Ayurvédském lékarstvi k 1é€bé chronickych koZnich problémi, jako je jiz
zminénd psoriaza, akné a ekzém. Antioxidanty véetn¢ B-karotenu, vitaminu C a E
ptitomné v listu Aloe Vera zlepsuji pfirozenou pevnost pokozky a udrzuji pokozku

hydratovanou (Maan A. et al. 2018).
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3.2 Utinné litky v Aloe Vera

3.2.1 o - Tokoferol

(2R) - 2, 5, 7, 8 — Tetramethyl — 2 — [(4R, 8R) — (4, 8, 12 —
trimethyltridecyl)] chroman — 6 — ol

(dle mezindrodniho ndzvoslovi IUPAC)

CHj

H3C

Ollu-v

Hs

CH;,

OBRAZEK 2 - MOLEKULA ALFA — TOKOFEROLU

Zdroj: www.nafiun.cz

a - tokoferol neboli vitamin E, je pfirozené nejvice obsaZen v rostlinnych olejich.
Znamy jsou 4 druhy tokoferoll, a-, B-, x-, 0- tokoferoly. Z téchto je a- tokoferol
nejcastéji pritomen v potravindch a je povazovan za tokoferol snejvys$si nutriCni
hodnotou (Phuong D. et al. 2018). Mame na mysli rostlinné oleje, dale riznd seminka,
zrnicka, ofechy aj. (Albanes D. et al. 1996). Tokoferoly jsou pfirodni antioxidanty a patii
mezi vitaminy rozpustné v tucich (Phuong D. et al. 2018). Vitamin E nalezneme také
v mléce, masle, saladtu, mase savcl atd. V pfipad¢ jakékoliv Upraveé ¢i konzervovani
potravin jeho obsah klesa. Béhem zvyseného ptfijmu nenasycenych tukii nebo zvyseném
vystaveni kysliku se potfeba vitaminu E zvySuje. Obecna antioxidacni ochrana neni
jedina funkce vitaminu E. Dalsi vlastnosti je ochrana pied skodlivymi vlivy a vznikem
nékterych onemocnéni. Mezi tato onemocnéni fadime diabetes a Sedy zékal. Dale dokéaze

ovlivnit imunitni reakce a snizit Skodlivé nasledky ischémie.
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Casto se tvrdi, Ze o - tokoferol ma i¢inné vlastnosti v boji proti rakoving plic i
je jeho uziti prevenci proti vzniku rakoviny plic. Védci vSak v mnoha studiich zjistili, ze
tomu tak neni. B€hem studii pozorovali vybér muzi a Zen, kutaki i nekuréki, béhem
uzivani pravé a - tokoferolu a k porovnani také B — karotenu. Po n¢kolika letech vysledky
ukdzaly, ze vétsi pravdépodobnost prevence ¢i 1écby rakoviny plic ma B — karoten a o, -
tokoferol nejevi zadné ucinky (Albanes D. et al. 1996) (Virtamo J. et al. 2003).

Na druhou stranu jina studie poukézala na fakt, ze a - tokoferol zpomaluje vyvoj

Alzheimerovy choroby (Sano M. et al. 1997).
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3.2.2 P - Sitosterol

17 — (5§ — Ethyl — 6 — methyleptan — 2 — yl) — 10, 13 — dimethyl — 2, 3, 4, 7,
8,9,11,12, 14, 15, 16, 17 — dodecahydro — 1H — cyclopenta phenanthren — 3- ol

(dle mezindrodniho ndzvoslovi IUPAC)

OBRAZEK 3 - MOLEKULA BETA — SITOSTEROLU

Zdroj: www.chemfaces.com

B - sitosterol je rostlinny sterol nebo také fytosterol. Najdeme ho v nékterych
rostlinach a plni podobnou funkci jako cholesterol u vyssich zivocichi. Je to velmi
vyznamna zivina, kterd se nachdzi v riiznych druzich ovoce, prevazné v tropickém
ovoci, zelening, ofeSich a semenech. Déle se ziskava naptiklad z hnédé ryze.

V téle plsobi jako antioxidant a dehydrotestosteron (DHT). ZvySena hladina
DHT vkrvi je ovlivnéna biologickym starnutim a vzdy pii tom dochazi
k degenerativnim zménam. Mezi tyto zmény fadime zvétSeni prostaty a zvySené
vypadavani vlasi, zvySené ukladani tukl a oslabeni imunitniho systému. Pouziva se
k vyrobé l1éki a také se pouziva béhem 1écby zvetSené prostaty. B - sitosterol mlize
pomoci snizit hladinu cholesterolu v krvi ¢i navazat na prostatu a snizit tak otok a
v neposledni fad€ mé protizanétlivé ucinky (Arndt T. 2008).

Neéktera studie po vyzkumném Setfeni dokazuji, Ze [ - sitosterol je opravdu
efektivni lécbou v boji proti benigni hyperplazii prostaty (Klippel K.F., Hiltl D.M. &
Schipp B. 2003). Dalsi studie poukazuje zase na jeho protizanétlivé ucinky a na jeho
antipyretické vlastnosti (Gupta M.B. et al. 2008).
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3.3 Chromatografie

Chromatografie je zdkladni separacni metoda, béhem které mezi dvéma
nemisitelnymi slozkami nékolikrdt opakované vznikd rovnovaha. Jde o
vicestrannou metodu, kterd dokdze v jednom kroku rozdélit smés na jednotlivé
slozky a zaroven ziskat kvalitativni i kvantitativni informace. MiiZeme tedy fict, Ze
kromé funkce smési lze rozpoznat i koncentraci individuéalnich slozek (Fiehn O.
2016).

Podstatou metody je odlisna rychlost pohybu latek v soustavé mobilni a
stacionarni faze. Mobilni fazi je unaSen vzorek obsahujici n€kolik slozek. Podle
vazby jednotlivych slozek ke stacionarni a mobilni fazi dochazi bud’ k rychlému
nebo pomalému pohybu nekterych slozek (Dostal H. 2004). Mobilni fazi byva plyn
nebo kapalina. Naopak stacionarni fdze mé rozdilnou podobu podle typu
chromatografie. Mizou to byt napiiklad ¢astecky, tuha faze, tenkd vrstva kapaliny

na pevnych casticich a dalsi (Ubik K. 2000).

Chromatografické metody mtizeme rozdélit podle nékolika kritérii:
e Podle skupenstvi mobilni faze
- plynové chromatografie, kdy mobilni fazi je plyn
o tato metoda byla pouzita pii analyze
extraktu Aloe Vera

- kapalinova chromatografie, mobilni fazi je kapalina

- plazmova chromatografie, kdy mobilni fazi je latka
v nadkritickém stavu

e podle staciondrni faze

- kolonova chromatografie — stacionarni faze je situovédna
v kolon¢

- papirova chromatografie — stacionarni fazi je papir nebo

upravend celuldza
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- chromatografie na tenké vrstvé — tenkou vrstvou myslime
suspenzi na pevném nosi¢i (sklenénd deska, hlinikova

folie)

3.3.1 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie patfi mezi separacni a analytické metody. Vyznamné se podili
pfi analyze tékavych latek. Diky této metodé¢ dochazi k jednoduchému a rychlému
provedeni analyzy a ucinnému oddéleni latek pomoci malého mnozstvi vzorku
potiebného k analyze.

K separaci latek pomoci plynové chromatografie dochazi tehdy, kdyZ nosny plyn
stale prochazi kolonou stacionarni fdze. ZkousSeny vzorek se nasttikne do injektoru, kde
dojde k odpafeni a ve formé pary je dale undSen nosnym plynem az do kolony.
Separované slozky ze vzorku se sorbuji na zacatku kolony ve stacionarni fazi a nasledné
desorbuji nosnym plynem. Postupné jsou nosnym plynem undSeny slozky na konec
kolony a separacni proces se neustale opakuje. Detektor okamzité indikuje koncentraci
oddélenych latek vnosném plynu. Signal detektoru se vyhodnoti a zjeho

chromatogramu, tedy casového pribéhu, se ur¢i druh a pocet zastoupenych slozek (Ubik

K. 2000).
davkovaé
e

zdroj
nosného detektor
plynu I |
fidicia
vyhodnocovaci

zafizeni

termostatovany
prostor

OBRAZEK 4 - SCHEMA PLYNOVEHO CHROMATOGRAFU

Zdroj: Separacni metody chromatografie
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3.4 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je jednou ze separacnich technik podobné jako chromatografie.
Hlavnim rozdilem mezi chromatografii a hmotnostni spektrometrii je prostiedi, ve kterém
k separaci dochazi. U chromatografie dochézi k separaci v kapaliné nebo plynu. Princip
MS je interakce nabitych ¢astic s magnetickym nebo elektrickym polem ve vakuu. Sklada
se ze tfi ¢asti —iontovy zdroj, analyzator a detektor ¢astic (Friedecky D. & Lemr K. 2012).

Iontové zdroje jsou dulezitou soucasti MS. Zde se tvoii ionty v plynné fazi, které
mohou po svém vzniku fragmentovat. Ze slozek vstupujicich do iontového zdroje
nasledné vznikaji kladné nebo zaporné nabité ionty. lontové zdroje 1ze rozdélit na tzv.
tvrdé a mekké ionizace. Mezi ty tvrdé patii elektronova ionizace (EI), ktera pracuje na
principu vydavani energie leticich elektronii molekulam analytu (De Hoffman E. &
Stroobant V. 2007). EI zavisi na energii elektronu i molekuly. Urychlovaci schopnosti
jsou déany energii elektront a energie molekuly je zavisla na teploté iontového zdroje a
také na jeji teploté (Ubik K. 2000).

Slozky vystupujici z iontového zdroje obsahuji ionty riznych hmot a nesou jeden
1 vice nabojl, proto je tieba je pfed vstupem do detektoru roztiidit. V kvadrupolovém
hmotovém filtru dochdzi k separaci iontll jejich prichodem mezi ¢tyfmi kovovymi
tyCemi, tzv. filtrem (Ubik K. 2000). Na filtr pisobi kombinace stfidavého a
stejnosmérn¢ho napéti. Na zakladé velikosti amplitudy mezi napétim, se v daném
okamziku ionty s ur¢itou hodnotou pohybuji po stéle stejné trajektorii dale k detektoru.
Ionty, které zméni trajektorii jsou vychyleny a na detektor nedopadnou (Friedecky D. &
Lemr K. 2012).

Po separaci iontll v hmotnostnim analyzatoru se z detektoru, na ktery dopadaji
ionty generuje signal. Nasledné se signal prevede do digitalniho forméatu, ktery se ihned

uklada do pameéti pocitace (Ubik K. 2000).
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3.5 Metody extrakce tékavych latek

Extrakce ucCinnych latek je mozné provést nékolika zplisoby, fluidni extrakei,

Soxhletovou extrakei, extrakci kapalnou féazi aj.

3.5.1 Obecna charakteristika extrakce

Jde o proces, pii kterém se separuji (odd€luji) dvé vzajemné nemisitelné latky. Na zaklad¢
rozdilné rozpustnosti (riznych rozdélovacich koeficientll) ve vybranych rozpoustédlech
dojde k rozdé¢leni analytu mezi tyto latky. K nejdokonalejSimu oddéleni dochazi pfti
nejvetsim rozdilu mezi rozdélovacimi koeficienty.

Cilem extraktu je selektivni az charakteristickd separace analytu od ostatnich

komponentii zkoumaného vzorku nebo naopak separace rusicich komponentti od analytu.

Rozdéleni extrakei:

e podle zicastnénych frakci
o plyn —kapalina — headspace metoda
- extrakce t¢kavych latek plynem z kapaliny
- pouziti napt. v plynové chromatografii
o kapalina — kapalina — LLE — liquid liquid extrakce

o tuha faze — kapalina — selektivni rozpousténi, louZeni

e podle zpilisobu provedeni
o jednostupniovd — dochazi k vytvofeni jedné rovnovahy mezi
latkami, napf. tfepani v separacni nalevce
o mnohostupiiovd — proces vytvoreni rovnovahy se neckolikrat
opakuje v separacnich krocich
o kontinudlni — latky jsou pfi protiproudovém pohybu stale
v kontaktu

- napf. extrakce v Soxhletové extraktoru
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e podle charakteru extrahovanych latek
o extrakce organickych latek
o extrakce kovovych chelatt

o extrakce iontovych asociatil

Proces extrakce miizeme rozdélit do tfech na sebe navazujicich fazi. V prvni fazi
dochazi k upravé vzorku, kdy se vytvori extrahovatelna forma nami vybrané a nasledné
sledované latky. Dalsi faze je samotna extrakce, pfi které dojde k vytvoreni separacni
rovnovahy. Na zavér se odpafi rozpoustédlo, dojde k reextrakci a pripadné se izoluje

zkoumana latka z organické faze (Borkovcova I. & Kostrhounova R. 2013).

3.5.2 Soxhletova extrakce

- metoda kontinudlni extrakce — latky jsou pfi protiproudovém pohybu
stale v kontaktu

- slouzi k izolaci jedné nebo vice organickych latek z pevné matrice

Do stfedni ¢asti (extraction chamber) pfistroje

se vlozi papirova extrak¢ni patrona valcovitého tvaru

Sl s kulatym dnem, kterou naplnime vzorkem.
Banku (boiling flask) naplnime vhodnym
| rozpoustédlem, vnémz se dobfe rozpousti slozka,
Extraction chamber kterou chceme separovat. Poté zahfivame varnou
vaporI baitkku k varu vybraného rozpoustédla. Pary
Siphon arm

rozpoustédla stoupaji bocni trubi¢kou (vapor) kolem
stfedni Casti extraktoru do chladi¢e (condenser), kde
i kondenzuji. Na vzorek obsazeny v papirové patroné

Boiling flask , "
e nam kape rozpoustédlo.

Extraction solvent

OBRAZEK 5 - SOXHLETOVA EXTRAKCE

Zdroj: Chemistry glossary
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Stfedni C¢éast extraktoru se nam tak pomalu zapliuje zkondenzovanym
rozpoustédlem, které stoupd i v uzké prepadové trubi¢ce (siphon arm). Dostane-li se
hladina rozpoustédla ve stfedni ¢asti extraktoru do nejvyssi €asti pfepadové trubicky,
preteCe roztok do destilaéni banky, zniz se t€kavé rozpoustédlo znovu destiluje

(Borkovcova I. & Kostrhounova R. 2013).
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4. Metodika

4.1 Sbér vzorku

Byly vybrany 3 destinace, kde prob&hl sbér vzorkli. Prvni lokalitou byl jeden
z Kanérskych ostrovil, ostrov Lanzarote (4loe chinensis). Dalsim mistem sbéru Aloe bylo
Spanélsko, presndji jeho severozapadni provincie Galicie (Aloe candelabrun). Posledni
vzorek (Aloe barbadensis) byl z Ceské Republiky. Divodem tohoto vybéru bylo
porovnani ,,naseho* klasicky péstované¢ho Aloe, ktery je tak obliben pti 1écbé drobnych
poranéni. Zda Aloe barbadensis vypéstovand v domacnostech mirného pasma obsahuje
mensi, stejné ¢i veétsi mnozstvi 1éCivych latek nez Aloe péstovana v subtropickych
oblastech.

Dale bude popsan proces identifikace chemickych latek extraktu vSech vzorki:

Aloe chinensis, Aloe barbadensis a také Aloe candelabrun.

Ceska Republika
Aloe barbadensis

Spanélsko —
severozapadni
provincie Galicie
Aloe candelabrun

OBRAZEK 6 - DESTINACE SBERU ALOE

Zdroj: mapaevropy.eu

Kanarské ostrovy — Lanzarote
Aloe chinensis
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OBRAZEK 8 - VZOREK C.2 ALOE BARBADENSIS,
KANARSKY OSTROV LANZAROTE CR

Zdroj: autorka prace Zdroj: autorka prace

/ [ [ 'W , | \

OBRAZEK 9 - VZOREK €. 3 ALOE CANDELABRUN, GALICIE,
SPANELSKO

Zdroj: autorka prace
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4.2 Priprava vzorku

Vsechny 3 vzorky Aloe byly nejprve omyty destilovanou vodou. Nasledn€ nakrajeny na
pfiblizné ptl milimetru tenké platky, které se vyskladaly do sklenénych Petriho misek.
Ty byly vlozeny do oteviené digestofe a po dobu 24 hodin suseny pti pokojové teploté
24°C.

OBRAZEK 11 - SUSENI V DIGESTORI OBRAZEK 10 - PLATKY ALOE V

. , PETRIHO MISKACH
Zdroj: autorka prace

Zdroj: autorka prace

OBRAZEK 12 - SUSENA ALOE OBRAZEK 13 - SUSENA ALOE
CHINENSIS CANDELABRUN
Zdroj: autorka prace Zdroj: autorka prace
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4.3 Extrakce tékavych latek

Po suseni bylo potieba ze vzorkil separovat extrakt pro spravnou identifikaci jednotlivych
slozek Aloe. K dispozici bylo 2,9 g Aloe candelabrun, 2,3 g Aloe chinensis a 2,5 g Aloe
barbedensis. Extrakt byl ziskan Soxhletovou extrakei za pouziti hexanu

(99 %, Sigma Aldrich) jako rozpoustédla, ktery byl pfitomen v baiice ponoiené do vody
zahtivané na 60°C. V papirové patron¢ byl ususeny vzorek Aloe a takto se v n€kolika

opakovanych cyklech ziskal extrakt z kazdého vzorku.

OBRAZEK 15 - SOXHLETOVA EXTRAKCE ALOE
BARBADENSIS

Zdroj: autorka prace

OBRAZEK 14 - EXTRAKTY ALOE CANDELABRUN A CHINENSIS

Zdroj: autorka prace
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Po extrakci bylo rozpoustédlo odpafeno pomoci rota¢ni vakuové odparky a byly ziskany
pevné slozky vzorkd, které byly nasledné pouzity v GC-MS analyze.

OBRAZEK 17 - ROTACNi VAKUOVA ODPARKA OBRAZEK 16 - PEVNA SLOZKA Z EXKTRAKTU ALOE
BARBADENSIS

Zdroj: autorka prace
Zdroj: autorka prace
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4.4 GC-MS analyza

Z kazdého vzorku bylo odebrano 5 mg a natedéno 1 ml hexanu. Kazdy vzorek byl méten
3x, celkem bylo provedeno 9 méteni.

Analyza byla provedena pouzitim plynového chromatografu s hmotnostni
spektrometrii, Agilent Technologies 5977A MSD, s kolonou HP-5MS (5% fenyl-metyl-
siloxan), (30nmx0.25mmIDx0.25um). Teplotni program meétfeni byl nastaven na 2
minuty, kdy byla udrZzovana zékladni teplota 70 °C a nasledné teplota vzriistala rychlosti
10 °C /min. Po dosazeni konecné teploty 300 °C byla takto udrZzovéana po dobu 10 min.
Nosnym plynem bylo helium (1 ml/min). Hmotnostni detektor mél elektronovou energii
70 eV s teplotou zdroje (MSD source heater) 230°C.

Vzorky byly na kolonu nasttiknuty v objemu 1 pl, pfi teploté 250 °C.

4.5 Identifikace latek

Spektra byla vyhodnocena pomoci softwaru MassHunter, Workstation Software,
B.07.00. Identifikace latek byla provedena srovnanim jejich hmotnostnich spekter s
knihovnou NIST verze 2.2. Procentudalni zastoupeni slozek bylo zprimérovano ze vSech
tii méfeni a pro kazdou latku byl spocitan Kovatstiv index. Ten byl nasledné porovnan s
Kovatsovym indexem z literatury, pokud byl pro danou t¢kavou latku dostupny. K
vyhledani Kovatsovych indext slouzila internetova databdze Pherobase.com. Zdrojem

Kovatsovych indexti byly vysledky Adamse RP z roku 1995 zmétfené na koloné DB-5.
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5. Vysledky

Pro porovnani bylo vybrano 10 nejvice zastoupenych latek. Nejvétsi procentudlni
zastoupeni sitosterolu bylo zjisténo ve vzorku Aloe barbadensis (16,79 %), nasledovano
vzorkem Aloe chinensis (13,04 %) a nejmensi zastoupeni ve vzorku Aloe candelabrun
(5,61 %).

Procentualni zastoupeni a - tokoferolu bylo také nejvetsi v Aloe barbadensis (14,93
%). Potadi nasledujici se obratilo a vétsi zastoupeni tentokrat bylo ve vzorku Aloe
Aloe barbadensis disponuje velmi 1éCivymi slozkami, na druhou stranu, jak je vidét
v nésledujici tabulce, Aloe chinensis ma opravdu obsahlé zastoupeni latkou otobain
(41,15 %), ve vzorku Aloe barbadensis byl zastoupen pouze v 1,39 % a v Aloe
candelabrun nebyl dokonce viibec. Tato latka podle vyzkumu Zhongzhou Li et al. 2016
potlacuje rast naddoru rakoviny plic. Aloe candelabrun zase naopak disponuje latkou
hentriacontane (60,14 %), ktery patii mezi alkany a je tvofen z 89 % vcelim voskem.
Proto by byl vhodnym dopliikem do naptiklad balzdmt na rty. Velmi zajimavym
vysledkem je neptitomnost tohoto uhlovodiku v ostatnich vzorcich.

DalSimi vyznamnéjSimi latkami zjisténymi ve vzorcich byl octadecanol, phytol,
hexadecanoic acid, lupeol, squalene a octacosanol. Studie ukazuji, Ze latka lupeol ma
protizanétlivé ucinky a az z 20 % muze zna¢né snizit riziko rakoviny prostaty, stfev a
prsu (Saleem M. 2009).

Nize na obrazku 18 je pro ukdzku vlozeno spektrum latky hentriacontane a
chromatogramy vsech zkoumanych druhti 4/oe. Nasledné v tabulce €. 2 jsou zndzornény

vSechny identifikované latky.
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TABULKA 2 - IDENTIFIKACE BIOAKTIVNICH SLOZEK

Zdroj: autorka prace

KI cal KI lit Area % (primer)
Slouc¢enina Aloe Aloe Aloe
candelabrun | chinensis | barbadensis

Nonanal 1131 1098 X X 4,43
Decanal 1208 1204 X 0,21 0,1
Nonanoic acid 1274 1280 X X 1,24
Olivetol 1540 0,05 0,16 0,17
Dihydroactinidiolide 1559 1539 0,03 0,2 0,1
Octyl 1581 0,06 0,32 0,22
propylphosphonofluoridoate
Methyl tetradecanoate 1727 1726 X 1,25 X
Tetradecanoic acid 1764 1768 X 1,3 0,14
Loliolide 1796 0,04 0,79 0,61
Neophytadiene 1843 1827 0,09 1,04 0,61
Phytone 1850 1849 0,08 0,23 0,21
Nonadecane 1900 1900 0,11 X X
Methyl hexadecanoate 1929 1927 X 1,62 X
Hexadecanoic acid 1972 1984 X 0,39 1,47
Ethyl hexadecanoate 1996 1978 X 0,38 X
Eicosane 2000 2000 0,1 0,28 0,37
Octadecan-1-ol 2089 1,04 2,87 2,93
Heneicosane 2100 2100 0,21 0,72 0,47
Methyl octadecenoate 2108 X 2,41 X
Phytol 2123 1949 3,72 0,5 3,98
Octadecenoic acid 2153 2161 X X 0,7
Ethyl octadecadienoate 2169 X 0,2 X
Ethyl octadecatrienoate 2177 X 0,82 X
Docosane 2201 2200 0,31 0,54 0,62
Tricosene 2294 2287 X 0,27 0,28
Tricosane 2301 2300 0,37 0,79 0,86
Chrysarobin 2362 0,4 X X
4,8,12,16- 2371 X X 0,45
Tetramethylheptadecan-4-olide
Chrysophanol 2389 0,93 X X
Tetracosane 2400 2400 0,58 0,7 0,67
Pentacosane 2500 2500 0,48 0,97 1,46
Rhodomycin 2510 1,03 X X
Otobain 2576 X 36,19 1,47
Hexacosane 2600 2600 0,29 0,24 0,3
Machilin A 2629 X 2,33 X
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Pokradovani tabulky:

Macelignan 2666 2200 X 0,56 X
Heptacosane 2700 2700 0,53 0,67 0,75
Licarin A 2745 X 2,54 X
Myrisfragransin 2762 X 1,3 X
Octacosane 2799 2800 0,32 0,22 0,33
Squalene 2844 2790 0,8 1,07 7,46
Nonacosane 2902 2900 0,73 0,95 0,69
Triacontane 3001 3000 0,74 0,83 X
Octacosanal 3050 X 0,85 7,43
B Tocopherol 3067 3076 X 0,38 0,58
v-Tocopherol 3067 2,05 X X
Octacosanol 3115 X 0,91 7,54
Hentriacontane 3124 3100 60,14 X X
a-Tocopherol 3169 8,99 4,44 14,93
Dotriacontane 3204 3200 1,68 X X
Triacontanal 3253 X X 3,44
Tritriacontane 3304 3300 2,24 X X
Sitosterol 3374 3408 5,61 13,05 16,79
Lupeol 3454 3,96 X X
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6. Diskuze

Po identifikaci byly latky déale porovnany se tfemi védeckymi ¢lanky. Prvni ¢lanek
k porovnani (Arunkumar S. & Muthuselvam M. 2009) disponoval vzorkem Aloe Vera
(vice neuptesnéno) z Indie. Metodika vyzkumu byla téméf totozna s metodikou préce.
Byla pouzita Soxhletova extrakce a GC—MS analyza. Identifikace latek se velmi shoduje
s identifikaci latek Aloe chinensis a Aloe barbadensis. Nejvétsi zastoupeni zde bylo
kyseliny palmitové (14 %) (hexadecanoic acid), sitosterolu (13 %), phytolu (10 %) a
kyseliny olejové (11,74 %) (oleic acid). Procentudlni zastoupeni vSech latek je vyssi nez
u nami zkoumanych latek. Mizeme odhadovat, Ze to je vétSim mnozstvim vzorku
k extrakei (20 g).

V dal$im ¢lanku (Magwa M.L. et al. 2006) je popsan vyzkum Aloe ferox. Zde je
identifikace latek odlisnad od vsSech naSich vzorkid. Pfesto mnoho z tékavych sloucenin
identifikovanych v této studii jsou zndmy vyuzitim v pfirodnim Iékafstvi a jsou uvadény
na trh po celém svété. Nejvice zastoupeny 1, 3, 6-octatriene (23,87 %), ktery se ve velkém
mnozstvi vyskytuje v esencidlnich olejich. Dale byly identifikovany latky, které se hojné
vyskytuji v riznych druzich ovoce, bornylene (5,24 %) a theaspirane A (5,64 %) (Magwa
M.L. et al. 2006).

Tietim vzorkem je Aloe Vera z Iranu (Saljooghianpour M. & Jaravan T.A. 2012).
Zde nalezneme velké mnozstvi stejnych latek, ale rozdilného procentuélniho zastoupeni.
V tomto druhu se identifikovalo velké zastoupeni kyselin, kyselina palmitova (22 %) a
kyselina olejna (14,49 %). Ve vSech naSich zkoumanych vzorcich nebyla nalezena
kyselina olejnd a jen velmi malé procento kyseliny palmitové.

Zde se nam potvrzuje, ze kazdy druh Aloe je zastoupenim latek zcela ¢i docela
odli$ny. Urcité mlze nastat mnoho faktorii, které by zastoupeni latek mohly ovlivnit,
puda, podnebi, mnozstvi zkoumaného vzorku, vybér extrakéni metody aj. Mnoho dalSich
studii se zabyva spiSe vyzkumem gelu z Aloe, ale je pravdépodobné, Ze je velky potenciél

pravé v extraktu této velmi pozoruhodné rostliny.
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7. Zavér

Cilem této bakalaiské prace byla chemickd analyza extraktl ze tfi druhl Aloe a jejich
naslednd identifikace uc¢innych latek. V literarni reSerSi byla popsana Aloe Vera, jeji
vyuziti a zakladni G¢inné latky a - tokoferol a f - sitosterol. V metodické ¢asti prace,
kterd byla postavena na vlastnim vyzkumu, bylo pomoci plynové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii identifikovdno a uréeno procentudlni zastoupeni latek.
Praktickd cast potvrdila pfitomnost o - tokoferolu a [ - sitosterolu. Celkové se
identifikovalo 55 aktivnich slozek. Tim byl splnén hlavni cil.

Specifickym cilem bylo porovnat piipadné rozdily v chemickém sloZeni vzorkda.
GC — MS analyza prokézala zasadni odliSnosti v latkdch obsazenych v jednotlivych
extraktech. Je tedy jisté, Ze kazdy druh disponuje rozdilnym zastoupenim latek mizeme
tedy fict, Ze pro konkrétni 1écbu je potieba zvolit také vhodny druh této 1é¢ivé rostliny.

Druhym a zarovenl poslednim cilem bylo porovnani analyzy s vybranymi
veédeckymi ¢lanky. Zde se potvrdily rozdily v druzich. Nekterd byla naprosto odlisné a
nékterd byla témét totoznd, liSila se jen napiiklad vEétSim procentudlnim zastoupenim.

Timto tedy byly vSechny cile splnény.
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