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Uvod

Kumariny, derivaty benzopyroénu, st latky prirodného
povodu. Zdrojmi mnohych kumarinov, ako aj zakladného
predstavitel’a podskupiny jednoduchych kumarinov, kuma-
rinu, su rastliny, niektoré huby a baktérie. Tieto zliceniny
su charakteristické vonou suseného sena a r6znymi biolo-
gickymi Géinkami. Kumarin sa pridava do potravin a koz-
metickych vyrobkov ako aromatickd prisada na zvyrazne-
nie a doplnenie vone'. Vzhladom na to, Ze vo vyssich dav-
kach moze spdsobovat’ bolesti hlavy, nevol'nost’, ospalost’
a v niektorych pripadoch aj poskodenie pecene u ¢loveka,
maximalne povolené mnozstvo kumarinu v potravinach
anapojoch je 2 mg kg™ (s vynimkou pre uréité karameli-
zované a alkoholické napoje, kde je povolend maximalna
koncentracia kumarinu 10 mg kg™)%.

Priprava vzorky je dolezitou Castou procesu chemic-
kej analyzy. Na pripravu vzorky pre analyzu cielenu na
stanovenie vybranych ucinnych latok v extraktoch, alebo
aj na izolaciu latok z rastlinnych materialov sa vyuzivaju
viaceré extrak¢éné techniky. Na extrakciu kumarinu a jeho

Tabul’ka I

derivatov z rastlin, korenin, potravinovych vyrobkov su
vhodné techniky, ako napr. extrakcia kvapalinou podpore-
na miesanim, extrakcia podporena ultrazvukom (UAE)
alebo mikrovlnovym ziarenim (MAE), extrakcia pri zvyse-
nom tlaku (ASE) a iné (tab. I). Primarne extrakty st Casto
zlozitou zmesou latok, a preto na precistenie alebo aj skon-
centrovanie analytu je vhodné pouzit' extrakciu tuhou fa-
zou (SPEY’.

Extrakcia podporend ultrazvukom vyuZziva pri extrak-
cii latok z tuhych vzoriek pomocou vhodného rozpustadla
aj ultrazvukové vilnenie, ktoré sposobuje lepsi prienik roz-
pustadla do Struktiry matrice. To spOsobi rozvibrovanie
Castic rozpustadla a tym sa zrychli ich pohyb, ¢o vedie
k rychlejSiemu a uc¢innejSiemu uvolneniu analytu zo vzor-
ky do rozpuitadla. Uginnost’ extrakcie v systéme kvapali-
na-tuhd fiza je vo velkej miere ovplyvnena typom ex-
trakéného rozpustadla. Tradi¢ne sa pouZzivaji organické
rozpustadla, napr. alkoholy (metanol, etanol, zmesi s vo-
dou). Novou skupinou ekologickych a bioodburatel'nych
extrakénych rozpustadiel su zmesi z nizkou prechodovou
teplotou (LTTM, Low transition temperature mixture).
LTTM predstavuje zmes minimalne dvoch zloZiek, akcep-
tor a donor vodika, ktorda ma mensSiu teplotu tavenia ako
kazda z tychto latok, pricom vo vyslednej kvapalnej zmesi
su zlozky viazané vodikovymi vdzbami. Vlastnosti LTTM
zavisia od typu a pomeru vychodiskovych zlozZiek a z toho
dovodu je potrebné optimalizovat’ zlozenie zmesi pre ex-
trakciu cielovych latok”.

Ciel'om préace bolo presetrit’ vplyv zmeny podmienok
UAE (typ rozpustadla, cas, teplota) na vytazok kumarinu
zo Skorice a potravinového vyrobku obsahujiceho skoricu.

Experimentalna cast’
Chemikalie

Referencnéa latka kumarin (98%) bola zakipena od
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Mobilnu fazu tvorili

Porovnanie vyhod a nevyhod vybranych extrakénych technik vhodnych na extrakciu kumarinu

Extrak¢na Extrakcia kvapalinou Extrakcia podporend ultrazvukom Extrakcia podporend mikrovinovym
technika podporend mieSanim Ziarenim
Vyhody - bezne pouzivana - ¢asovo nenaro¢na - rychlost’
- najjednoduchsia me- - malé naklady na vybavenie - nizka spotreba rozpustadiel
toda - vhodné pre termolabilné latky - moznost’ pracovat’ pri vysokych
- ultrazvukové viny zlepSuju prienik teplotach
rozpustadla do matrice - automatizacia
Nevyhody - pracnost’ - potrebna filtracia - potrebna filtracia

- Casova naro¢nost’ - riedenie vzorky

- obmedzeny vyber rozpustadla
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rozpustadla, metanol (pre HPLC, VWR Chemicals)
a kyselina octova (p.a., Centralchem). Deionizovana voda
(18,2 MW/cm) sa ziskala pomocou systému na Cistenie
vody AquaMax ultra (séria 370).

LTTM zmesi, cholin chlorid:L-kyselina mliecna
(LTTM1: 1:2, LTTM2: 1:3, LTTM3: 1:4, LTTM4: 1:5,
mol/mol), cholin chlorid:L-kyselina mlie¢na:1,3-propan-
diol (LTTMS: 1:2:1, mol/mol/mol) alebo chlorid: L-kyselina
mliecna:1,2-propandiol (LTTM6: 1:2:1, mol/mol/mol)
(vSetky chemikalie na pripravu boli Cistoty p.a, Centralchem).

Vzorky mletej Skorice a ceredlii s obsahom Skorice sa
zaobstarali  z obchodnej siete aboli  skladované
v pdvodnom obale na suchom a tmavom mieste pri labora-
torne;j teplote.

Extrakcia podporena ultrazvukom

Vzorka (50 mg) sa extrahovala extrakénym rozpus-
tadlom (1,5 ml; LTTM, deionizovana voda, metanol) defi-
novany ¢as (10-60 min) v ultrazvukovom kupeli pri kon-
Stantnej teplote (30—-60 °C). Na zaver sa zmes centrifugo-
vala (5 min, 3000 rpm). Supernatant sa oddelil, prefiltrova-
la cez 0,45 pm nylonovy filter a davkoval do HPLC.

HPLC analyza extraktov

Na analyzu extraktov sa pouzila HPLC s DAD detek-
ciou. Na separaciu sa pouzila kolona Kinetex C18 (100 x
4,6 mm, 5 um) a mobilnou fazou bola zmes kyseliny octo-
vej (1%, zlozka A) a metanolu s pridavkom kyseliny octo-
vej (1%, zlozka B). Priebeh gradientu mobilnej fazy bol
nasledovny: 0—12 min 20-45 % zlozky B, 12—-13 min
45-100 % B, 13—15 min 100 % B. Prietok mobilnej fazy
bol 1 ml min™', teplota kolony 23 °C a davkovaci objem
20 pl. Chromatogramy sa snimali pri vlnovej dizke
280 nm a UV spektra sa snimali v rozsahu vlnovych dizok
190-400 nm.

Vysledky a diskusia

Dvojzlozkové a trojzlozkové LTTM zmesi na zéklade
cholin chloridu a kyseliny mlie¢nej v roznych pomeroch sa
presetrili ako extrakéné rozpustadla pre extrakciu kumari-
nu zo Skorice. Samotné zloZzenie LTTM malo vplyv na
ucinnost’ extrakcie. ZvySovanim podielu L-kyseliny mliec-
nej sa zvySoval vytazok kumarinu. Pridavok 1,3-propan-
diolu, ako tretej zlozky, do extrakénej zmesi mal pozitivny
vplyv na vytazok kumarinu. Z testovanej skupiny sa vy-
brali dve extrakéné rozpustadla, pri ktorych sa ziskal naj-
vy$si vytazok kumarinu zo Skorice, zmesi cholin chlorid:L
-kyselina mlie¢na (1:4, mol/mol) a cholin chlorid:L-
kyselina mlie¢na:1,3-propandiol (1:2:1, mol/mol/mol).
LTTM zmesi sa vyznacuju vys$Sou viskozitou, a preto sa
presetroval vplyv pridavku vody na ucéinnost extrakcie
kumarinu. Vysledky ukazali, Zze pridavok vody mal pozi-
tivny vplyv na extrakény vytazok kumarinu. Najvhodne;jsi
pomer vody a LTTM bol 1:1 (v/v)’. Okrem zloZenia ex-
trakéného rozpustadla sa presetril vplyv teploty a ¢asu na
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Obr. 1. Vytazky kumarinu zo $korice ziskané pre UAE pomo-
cou LTTM extrak¢nych rozpust’adiel pri roznych teplotach a
casoch extrakcie

ucinnost’ UAE extrakcie. Z vysledkov vyplynulo, ze vhod-
na teplota a Cas extrakcie boli 50 °C a 10 min (obr. 1).
Zvolené¢ podmienky UAE sa aplikovali pri analyze
vzorky Skorice a ceredlii s obsahom Skorice. Na analyzu
extraktov sa vyuzila metéda HPLC-DAD v systéme

Tabul’ka II
Chromatografické charakteristiky a niektoré validacné
parametre metody

Parameter Kumarin

fr (min) 12,71

k 5,49

n 80042

H (um) 1,25

Opakovatel'nost’ (RSD %) 1 den 3 dni
tr (min) 0,82 1,55
A 1,17 491

LOD (mg ml™) 0,0022

LOQ (mg ml™") 0,0067

Linearita (¢, mg ml™") 179,8+134433,2.c

R 0,9959

Koncentraény rozsah (mg ml™) 0,007-0,05
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Obr. 2. Chromatografické zaznamy UAE extraktov $korice (A) a cerealii (B) ziskané pomocou extrakénych rozpustadiel cholin
chlorid:L-kyselina mlie¢na (1:4, mol/mol; LTTM3) a cholin chlorid:L-kyselina mlie¢na:1,3-propandiol (1:2:1, mol/mol/mol;

LTTMS) v zmesi s vodou (1:1, v/v). Legenda: 1-kumarin

s obratenymi fazami. Cas analyzy bol 16 min. Met6da bola
overena pre separaciu a stanovenie kumarinu pomocou
chromatografickych charakteristik a niektorych validac-
nych parametrov (medza detekcie a medza stanovenia
boli 2,2 pgml™” a 6,7 pg ml™', koncentraény rozsah
7,0-50,0 pg ml™'; tab. II). V $korici boli stanovené mnoz-
stva kumarinu 22mgg ' a 24mgg ' (pre zvolené ex-
trak¢éné rozpustadla). V porovnani s tradicnymi extrakény-
mi rozpustadlami sa dosiahol vacsi (voda) alebo mierne
niz§i vytazok kumarinu (metanol). V ceredliach sa stano-
vili mnozstva kumarinu 3,7 pg g a3,8 pg g™ (pre zvole-
né extrakéné rozpustadld). Obr. 2 dokumentuje chromato-
grafické zaznamy UAE extraktov skorice a cerealii ziskané
pomocou extrakénych rozpustadiel cholin chlorid:L-
kyselina mlie¢na (1:4, mol/mol) acholin chlorid:L-
kyselina mliecna:1,3-propandiol (1:2:1, mol/mol/mol)
v zmesi s vodou (1:1, v/v).

Zaver

Z vysledkov vyplynulo, ze LTTM na zaklade cholin
chloridu a kyseliny mlie¢nej su perspektivne rozpustadla
pre extrakciu kumarinu zo Skorice a testova-
nych potravinovych vyrobkov. Okrem zloZenia extrakéné-
ho rozpustadla mala na ucinnost extrakcie podporenej
ultrazvukom vplyv aj teplota a Cas extrakcie.
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increase the extraction yield of coumarin from samples of
cinnamon and foods containing cinnamon. Optimal UAE
conditions include extraction time of 10 min, temperature
of 50 °C and extraction solvent based on choline chloride
and L-lactic acid. The extraction yields were comparable to
traditional solvents — water and methanol.

Keywords: coumarin, cinnamon, ultrasonic assisted extrac-
tion, extraction solvent
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