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Uvod

Vonné kvétiny a jejich silice jsou pouzivany uz
od dob antiky jako kofeni nebo viné, v 1ékafstvi jako anti-
mikrobialni latky a k ochrané skladovanych surovin'?.
V soucasnosti jsou silice testovany jako potencialni latky
pro hubeni plevele, nebo také k lédeni nemoci®*. Hlavni
divody, které vedou k jejich vyuzivani, jsou pomérné
snadné ziskavani a biodegradace, pii které nedochazi ke
znec¢iStovani Zivotniho prostiedi. Déle hraji silice vyznam-
nou roli jako ochrana rostlin proti §ktidetim'*>. Vechny
tyto vlastnosti je predurcuji k pouziti na citlivych mistech
jako jsou $koly, restaurace nebo nemocnice’.

Silice jsou slouceniny tékavych latek, které se obvyk-
le vyskytuji pouze v nizkych koncentracich’, pouzivanych
s velkym uspéchem v aromaterapii spolecné s konvencni
a alternativni medicinou®. Do dnesni doby byly silice stu-
dovéany zejména z hlediska jejich chuté a viing pro vyuziti
v potravindch, napojich a dalSich vyrobcich. AvSak v sou-
Casnosti roste zajem o silice a jejich slozky diky jejich
relativni nezévadnosti, popularit¢ u konzumenti a diky
moznosti jejich viceutelového vyuziti™'®. V literatuie se
objevuje mnoho zprav o jejich antimikrobidlnich, antimy-
kotickych a antioxida¢nich vlastnostech'"*'%.

Silice mohou byt izolovany rliznymi metodami, napf.
lisovanim, destilaci s vodni parou nebo extrakci do orga-
nického rozpoustédla'®. Nicméné monoterpeny jsou znamy
svou nachylnosti k chemickym pfeménam pii provadéni
destilace s vodni parou. Také pfii klasické extrakci organic-
kym rozpoustédlem dochazi ke ztratam tékavych slozek,
zejména pii odstraiovani extrakéniho &inidla'. Vzorkova-
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ni headspace (HS, z prostoru nad vzorkem) je dalsi moz-
nosti, jak izolovat silice ze vzorku. Timto postupem se
zajisti selektivni extrakce silic bez dalSich slozek matrice,
které by mohly dale komplikovat vlastni stanoveni, ke
kterému se zpravidla vyuZiva plynové chromatografie'’.

Alternativou vySe zminénych technik je mikroextrak-
ce tuhou fazi (SPME, Solid Phase Microextraction), ktera
byla poprvé piedstavena Pawliszynem a spol.'®'’. Tato
technika redukuje pouziti organickych (toxickych) roz-
poustédel a podstatné zkracuje dobu extrakce, jelikoz
umoziuje automatizaci postupu pii ptipravé vzorku. Vy-
znamnymi znaky SPME jsou jednoduchost, nizké potizo-
vaci a provozni naklady, rychlost a také selektivita a citli-
vost ve spojeni s vhodnou detekéni metodou'™".

Hlavnim cilem této studie bylo posoudit vhodnost
riznych metod, a to mikroextrakce tuhou fazi z headspace
prostoru (HS-SPME), mikroextrakce tuhou fazi ve spojeni
s hydrodestilaci (HD-SPME) a destilace s vodni parou, pro
izolaci silic z rostlin a porovnat tyto techniky z rdznych
hledisek mezi sebou.
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Experimentalni ¢ast
Zatizeni a chemikalie

Vzorky analyzovanych rostlin, kterymi byly mata
pepma (Mentha piperita L.), levandule Iékarska
(Lavandula augustifolia L.) a Salvéj 1ékarska (Salvia offici-
nalis L.), byly pofizeny u firmy Botanicus s.r.o. (Ostra,
Ceska republika). Tyto byliny byly rozd&leny na stonky,
kvéty a listy a poté suSeny 24 hodin za laboratorni teploty.
Skladovany byly v tmavych prachovnicich za laboratorni
teploty. Pfed analyzou byly zkoumané casti nadrceny
v tfeci misce, aby bylo dosazeno maximalniho specifické-
ho povrchu.

Standardy jednotlivych silic byly zakoupeny u firmy
Sigma-Aldrich (Praha, Ceské republika). Jednalo se o eu-
kalyptol (98%), kamfor (95%), nerol (97%), borneol
(99%), karvakrol (98%), menthon (99%), limonen (99%),
a-pinen (99%), 1,4-cineol (98,5%) a a-thujon (96%).
Vsechny standardy i jejich zasobni roztoky byly skladova-
ny v lednici pii 4 °C. K extrakci byl pouzit 99% p-xylen
(Merck, Darmstadt, Némecko) a xylen p.a. (Lach-Ner
s.r.0., Neratovice, Ceské republika).

Pred extrakci metodou HS-SPME byly vzorky tempe-
rovany v termostatu Julabo EC-5 (Julabo Labortechnik,
Seelbach, Némecko), ktery ma teplotni rozsah —20 °C az
+100 °C. Pii temperaci a nasledné extrakci byly vzorky
umistény ve vzorkovacich nadobkach (Supelco, Bellefon-
te, PA, USA) o objemu 10 ml s vicky se septy potazenymi
teflonem. K HS-SPME a HD-SPME extrakcim bylo pouzi-
to vldkna 50/30 pm DVB/CAR/PDMS Stable Flex
(Supelco, Bellefonte, PA, USA). Drzék pro uchyceni vlak-

* Veronika Mlejova ziskala s touto praci 2. misto v soutézi O cenu firmy Merck 2009 za nejlepsi studentskou védeckou
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na pfi manualnim vzorkovani rovnéz dodala firma Supelco
(Bellefonte, PA, USA).

Pro destilaci s vodni parou bylo pouzito topné hnizdo
LTHS 500, 220 V, 480 W (Brnénska Drutéva v.d., Brno,
CR) a 500ml varna baiika s kulatym dnem a zabrusovym
hrdlem. Chladici systém byl tvofen svislou trubici opatie-
nou zabrusem pro pfipojeni na varnou baiiku, zahnutou
trubici, svislym kuli¢kovym chladi¢em, souborem tvorte-
nym trubici s postrannim ramenem, bankou hruskovitého
tvaru, odmérnou trubici s rozsifenim kulovitého tvaru,
téicestnym kohoutem a Sikmou ptipojkou.

Analyza extraktl ziskanych jednotlivymi extrakénimi
technikami byla provedena na plynovém chromatografu
Hewlett-Packard 5890 (Hewlett Packard, Avondale, USA)
vybavenym plamenové-ionizaénim detektorem (FID).
Separace byla provedena na 25 m dlouhé kapilarni koloné
Ultra # 2 o praméru 0,32 mm s fenylmethylsilikonem
(0,52 pum) jako stacionarni fazi. Teplotni rozsah kolony je
—60 °C az +325 °C. Pro desorpci analyti z SPME vlakna
byl pouzit SPME liner o objemu 250 pl.

Pracovni postupy pfi provedeni jednotlivych
extrakénich metod

Pro SPME techniku bylo navazeno 0,5 g rozdrceného
a vysusené¢ho vzorku do 10ml vzorkovaci nadobky. Na-
dobky byly uzavieny vicky se septy potaZzenymi teflonem.
Kazdy vzorek byl pfed extrakci temperovan pii teploté
70 °C po dobu 30 min. Thned po temperaci byla pfi stejné
teploté provedena extrakce. Septum ve vicku bylo propich-
nuto jehlou chranici vladkno. Pak nésledovalo vysunuti
vlakna do headspace prostoru nad vzorkem. Hloubka vy-
sunuti jehly ¢inila 2 cm. Po uplynuti doby extrakce
(25 min) bylo vlakno zasunuto zpét do jehly. Ta byla vyta-
zena ze vzorkovaci naddobky a vsunuta do nastfikového
prostoru plynového chromatografu, kde bylo vlakno vysu-
nuto z jehly a byla provedena tepelna desorpce. Vl1dkno
bylo z diivodu docisténi ponechano v nastiikovém prostoru
po dobu 10 min b&hem analyzy. Hloubka zasunuti jehly do
nastfikového prostoru ¢inila 2 cm.

V pfipadé¢ spojeni techniky HD-SPME bylo 2,5¢g
vzorku byliny spolu se 75 ml destilované vody zahtivano v
destilacni batice o objemu 250 ml. Destilace byla provade-
na po dobu 10 min, poté bylo do prostoru destilaéniho
nastavce umisténo SPME vldkno (50/30 um DVB/CAR/
PDMS). Extrakce soucasné s destilaci byla provadéna po
dobu 15 min, hloubka vysunuti vldkna do prostoru desti-
la¢niho nastavce byla 1,4 cm. Po ukonceni sorpce byly
extrahované slouceniny analyzovany metodou GC-FID.
Vlakno bylo z diivodu docisténi ponechano v nastiikovém
prostoru po dobu 10 min béhem analyzy pii nastavené
hloubce vysunuti vlakna 2 cm. Schéma aparatury je zna-
zornéno na obr. 1.

Pti destilaci s vodni parou bylo postupovano dle nor-
my CSN ISO 6571. Do varné baiiky bylo odméfeno
300 ml destilované vody. Na banku byl nasazen chladici
systém. Odmeérnd trubice a Sikmé trubice byly pomoci
postranniho ramena naplnény destilovanou vodou. Pipetou
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Obr. 1. Schéma aparatury pro HD-SPME; A — destilacni ban-
ka, B — SPME vlakno, C — jehla SPME vlakna, D — drzak SPME
vlakna, E — destila¢ni nastavec, F — zpétny chladi¢

byl postrannim ramenem pifidan 1 ml p-xylenu. Varna
barika byla zahfivana tak, aby rychlost destilace byla 2 az
3mlmin~". Po 30 min byl zéhiev pferusen, trojcestnym
kohoutem byl p-xylen prepustén do délené trubice (horni
hladina vyrovnana s nulou) a po ochlazeni byl odecten
objem p-xylenu. Do varné barnky bylo ptidano 20 g rozdr-
cené¢ho vzorku byliny a znovu spusténa destilace o rych-
losti 2-3 ml min™", ktera probihala 4 h. Po ukond&eni zahfi-
vani byla aparatura nechana zchladnout a byl odecten ob-
jem organické faze?. K nastiiku do plynového chromato-
grafu byl pouzit 1 pl zfedéného destilatu.

VSechny ziskané analyty byly separovéany na kapilar-
ni kolon¢ Ultra # 2. Jako nosny plyn byl pouzit dusik.
Desorbovany analyt byl veden na kolonu za pouziti délice
toku 1:10. Analyza extraktii probihala pfi teploté nasttiku
230 °C a teplot¢ detektoru 220 °C. Ptetlak na vstupu do
kolony ¢inil 50 kPa. Teplotni program na kolon¢ je uveden
v tab. I. Vysledky kvantitativni analyzy byly vyhodnoceny
metodou standardniho ptidavku. Chromatogram smési
standardd hledanych silic je zobrazen na obr. 2.

Tabulka I
Pouzity teplotni gradient pro analyzy na plynovém chro-
matografu

Teplota [°C] Izoterma [min] Gradient
[°C/min]
60 5 2
86 20
220 8 0
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Obr. 2. Chromatogram smési standardi ziskany GC-FID analyzou; 1 — a-pinen, 2 — 1,4-cineol, 3 — eukalyptol, 4 — limonen,

5 — kamfor, 6 — menthon, 7 — borneol, 8 —nerol, 9 — karvakrol

Vysledky a diskuse

Normovana metoda pro stanoveni silic v bylinach
zaloZzend na destilaci s vodni parou je metoda ndrocnd
nejen na cas, ale vyzaduje i vétsi mnozstvi analyzovaného
vzorku. Tyto nevyhody byly pozdé&ji ¢astecné eliminovany
aplikaci metody SPME vyuZivajici sorpci sledovanych
slozek silic z prostoru headspace. Cilem nasi studie bylo
pokusit se o kombinaci obou zplsobu a vyuzit tak jejich
vyhod. Bylo vSak tfeba nejprve provést optimalizaci této
HD-SPME metody.

Optimalizace HD-SPME metody

Optimalizace podminek pro metodu HD-SPME byla
provedena za ucelem docileni co nejvéetsi i€innosti extrak-
ce. Optimalizovanymi faktory byla doba extrakce a hloub-
ka zasunuti vlakna do destilacni aparatury. Pro tento tcel
byl pouzit kvét levandule 1ékaiské v mnozstvi 2,5 g. Pfi
této hmotnosti vzorku jsou plochy piki v ramci dané meto-
dy dostate¢né velké pro spravné vyhodnoceni chromato-
gramu a také je tato hmotnost pfijatelnd v souvislosti
s dostate¢nou homogenitou vzorkt. Konkrétnimi ukazateli
byly plochy pikii eukalyptolu, a-thujonu a kamforu.

Optimalizace doby extrakce

Obecné plati, ze s prodluzujici se dobou extrakce se
zvySuje mnozstvi sorbovanych sloucenin, a to aZ do dosa-
zeni rovnovazného stavu. V pripadé spojeni SPME s desti-
laci s vodni parou vSak dochazi s prodluzujici se extrakéni
dobou ke zvySeni vlivu vodni pary na stacionarni fazi.
Veétsi vliv vodni pary na stacionarni fazi zpisobuje jeji
bobtnani, v disledku ¢ehoz dochazi ke snizeni mnozstvi
sorbovanych slozek silic.

Pti optimalizaci doby extrakce byly zkouseny casy 5,
10, 15 a 25 min. Vysledky jsou graficky zndzornény na
obr. 3, ze kterého vyplyva, Ze nejvice a-thujonu a kamforu
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bylo sorbovano pii extrakéni dobé 15 min. Pfi delsi dobé
extrakce jiz narust sorbovanych sloucenin pozorovan ne-
byl, naopak dochézelo k poklesu velikosti ploch piki sle-
dovanych sloucenin a navic dochazelo i k viditelnému
efektu nabobtnani SPME vldkna. Pro dal§i experimenty
byl tedy zvolen extrakéni ¢as 15 min.

Volba pozice vldkna v destilacnim nastavci

Lze predpoklédat, Ze ucinnéjsi sorpce sloZek silic
bude dosazeno v Casti aparatury s nejvysSi koncentraci,
coz je horni ¢ast destilaéniho nastavce. V této ¢asti bude
soucasné i mensi vliv vodni pary na sorpcni vlastnosti
SPME vlékna. Pro potvrzeni této hypotézy byly testovany
3 rizné pozice SPME vlakna v destilacnim nastavci, které
byly upravovany zménou délky vysunuti vlakna. Testova-
ny byly hodnoty 4, 2 a 1,4 cm (nejmensi mozna hloubka
zasunuti vldkna u pouzité aparatury). S pomoci GC-FID
analyzy extraktd bylo zjisténo, ze nejvysSich ploch piki
sledovanych sloucenin bylo dosaZeno pfi vysunuti vlakna
1,4 cm, a to pro vSechny sledované slouceniny, tedy pro
eukalyptol, a-thujon a kamfor. V ptipad¢ zasunuti vlakna
hloubgji se vice uplatiioval vliv vodni pary na stacionarni
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Obr. 3. Zavislost obsahu sledovanych sloZek silic na dobé ex-
trakce
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Obr. 4. Chromatogram ziskany analyzou SPME extraktu $alvéje 1ékai'ské; 1 — o-pinen, 2 — limonen, 3 — kamfor, 4 — borneol

Tabulka II
Obsah silic ve 100 g listu Salvéje 1ékarské

Slouc¢enina HS-SPME * HD-SPME ° Destilace s vodni parou °
obsah [mg] RSD [%] ¢ obsah [mg] RSD [%] obsah [mg] RSD [%]
o-Pinen 11,87 1,94 <LoQ - 15,37 3,48
Limonen 4493 7,49 137,84 4,15 72,24 4,58
1,4-Cineol <LoQ - <LoQ - 1,06 1,54
Kamfor 91,69 0,63 369,77 4,06 131,37 6,84
Borneol 11,39 5,43 37,99 7,78 25,22 4,87

0,5 g vzorku v 10ml nadobce, vldkno 50/30 um DVB/CAR/PDMS, 70 °C, 25 min, b25 g + 75 ml vody do 250ml dest.
bariky, 15 min, vlakno 50/30 um DVB/CAR/PDMS, © 20 g vzorku, 300 ml vody, 1 ml p-xylenu jako sbérné rozpoustédlo,

destilace 4 h, Yrelativni sm&rodatna odchylka, n =13

fazi, kdy dochézelo k jejimu pozorovatelnému bobtnani.
Hloubka zasunuti vlakna 1,4 cm byla tedy pouzita pro
vSechny nasledujici experimenty.

SPME a destilace s vodni parou

Pro dosazeni spravnych a reprodukovatelnych vysled-
ki u metody HS-SPME stejné jako u metody GC-FID bylo
gramu ziskaného po analyze SPME extraktu Salvéje 1ékar-
ské je zobrazen na obr. 4.

Metoda destilace s vodni parou je normovanou meto-
dou a byla provedena dle normy CSN ISO 6571 (cit. »°).
Jedna se o destilaci vodné suspenze vzorku byliny. Destilat
je jiméan v délené trubici s danym mnoZstvim p-xylenu.
Dochazi k pohlceni t€kavych silic, oddéleni organické faze
od vodné a odecteni celkového objemu organické faze.
Podle normy by organickou fazi mél byt xylen. Pro desti-
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laci svodni parou u vzorki bylin byl pouzit
p-xylen, protoze u xylenu p.a. nedoslo k oddé¢leni piku -
pinenu od piku rozpoustédla a pfi slepém pokusu bylo
patrné, Ze xylen p.a. obsahuje interferujici latky.

Porovnani jednotlivych extrakénich metod

Z naméfenych vysledkl plyne, ze kvalitativni i kvan-
titativni obsah silic ve vzorku se 1i§i v z&vislosti na zvole-
né extrakéni technice. Je to zpusobeno odlisnou citlivosti
jednotlivych metod k jednotlivym silicim, ktera je zptso-
bena odlisnou sorpéni schopnosti rozpoustédla a stacionar-
ni faze a dal$imi podminkami pii extrakénich procesech,
ataké vlastnostmi vybranych silic, napf. jejich bodem
varu. V tabulkéach II, IIT a IV jsou pfehledn¢ znidzornény
ziskané obsahy jednotlivych silic ve vzorcich suSenych
listh analyzovanych bylin. Ne¢které z vyse zminovanych
silic nejsou v tabulkach pfitomny z davodu zachovani
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Tabulka IIT

Obsah silic ve 100 g listu levandule 1ékatské

Slou¢enina HS-SPME * HD-SPME ° Destilace s vodni parou °
obsah [mg] RSD [%] obsah [mg] RSD [%] obsah [mg] RSD [%] ¢

a-Pinen 1,34 5,68 <LoQ - 5,69 2,95

Eukalyptol 180,76 8,75 531,59 0,42 312,81 1,78

Kamfor 191,08 2,55 184,54 1,65 247,79 2,01

Borneol 42,67 5,76 68,96 7,70 55,07 7,30

*0,5 g vzorku v 10ml nadobce, vlakno 50/30 um DVB/CAR/PDMS, 70 °C, 25 min, 25 g + 75 ml vody do 250ml dest.
batiky, 15 min, vlakno 50/30 um DVB/CAR/PDMS, €20 g vzorku, 300 ml vody, 1 ml p-xylenu jako sb&mné rozpoustédlo,
destilace 4 h, “relativni smérodatna odchylka, n =3

Tabulka IV

Obsah silic ve 100 g listu maty peprné

Slou¢enina HS-SPME * HD-SPME ° Destilace s vodni parou °

obsah [mg] RSD [%] ¢ obsah [mg] RSD [%] obsah [mg] RSD [%]

a-Pinen 3,64 2,47 <LoQ - 3,52 2,10
1,4-Cineol <LoQ - <LoQ - 3,95 2,47
Eukalyptol 53,29 10,15 204,35 12,79 78,23 2,86
Menthon 422,83 9,85 322,51 9,38 476,54 2,74

0,5 g vzorku v 10ml nadobce, vlakno 50/30 um DVB/CAR/PDMS, 70 °C, 25 min, b25 g + 75 ml vody do 250ml dest.
batiky, 15 min, vlakno 50/30 um DVB/CAR/PDMS, €20 g vzorku, 300 ml vody, 1 ml p-xylenu jako sbérné rozpoustédlo,
destilace 4 h, 4relativni smérodatna odchylka, n =3

prehlednosti a proto, ze jejich hodnoty se pohybovaly pod cinalis L.). Analyza extraktli byla provedena plynovou

mezi kvantifikace. chromatografii s plamenové-ionizacni detekci. Vysledky
Ze srovnani mikroextrakénich technik s destilaci zméfené po analyze extraktd ziskanych mikroextrakénimi
s vodni parou vyplyva, Ze pro destilaci je nutné pouzit technikami byly poté porovnany s vysledky ziskanymi
vétsi mnozstvi vzorku i extrakéniho rozpoustédla, je caso- metodou destilace s vodni parou, kterd je prezentovana
v€ naro¢na, ale je vhodna pro kvalitativni i kvantitativni jako referenéni metoda pro stanoveni obsahu silic. Byly
analyzu jednotlivych slozek silic. Mikroextrakéni techniky optimalizovany parametry pro extrakéni techniku HD-
jsou nendro¢né na aparatury a ¢as, snizuji spotfebu orga- SPME, kdy bylo zjisténo, Ze vhodnou dobou extrakce je
nickych rozpoustédel a také finan¢ni naklady. Po provede- 15 min pii délce vysunuti SPME vlakna 1,4 cm. Tato dél-
ni optimalizace jednotlivych parametrli je mozné pomoci ka je nejmensi moznou hloubkou zasunuti vldkna u pouZi-
HS-SPME stanovit kvalitativni i kvantitativni obsah jed- té aparatury, coz je vyhodné z hlediska predpokladu, ze
notlivych sloZek silic. Metoda HD-SPME vykazuje mno- nejvyssi koncentrace silic je u horni ¢asti destilacniho na-
hem mensi selektivitu nez HS-SPME a je také ¢asové na- stavce. Zaroven pii této délce dochazi k nejmensimu ovliv-
roénéjsi. néni extrakce vodni parou. Podminky HS-SPME a destila-
ce svodni parou byly prejaty z literatury, proto nebylo
Zavér nutné provadét optimalizaci téchto metod. Na zakladé
ziskanych vysledku a dalSich poznatkti byly mikroextrak¢-
Mikroextrakce tuhou fazi a mikroextrakce tuhou fazi ni techniky porovnany jak mezi sebou, tak s normovanou
ve spojeni s destilaci s vodni parou byly pouzity k dikazu metodou, tedy s destilaci s vodni parou. Vysledky ukazaly,
i ke stanoven silic ve vzorcich susenych listi téchto bylin ze navrhovana metoda HD-SPME neni pro dany tcel piilis
— maty pepmé (Mentha piperita L.), levandule lékaiské vhodna, nebot’ jeji citlivost i selektivita je ve srovnani
(Lavandula augustifolia L.) a Salvéje 1ékatské (Salvia offi- s obéma zbyvajicimi metodami horsi.
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Headspace solid-phase microextraction (HS-SPME)
and solid-phase microextraction coupled with hydrodistil-
lation (HD-SPME) were used for detection and determina-
tion of essential oils in dried leaves of Mentha piperita L.,
Lavandula augustifolia L. and Salvia officinalis L. The
results were compared with those obtained using steam
distillation, which is a reference method. The extraction
time 15 min and the minimal fibre depth 1.4 cm are suit-
able for a 50/30 pm polydimethylsiloxane/divinylbenzene/
carboxen fibre. The method was compared with HS-SPME
and steam distillation.



