VYUZITI SFE PRO IZOLACI SILICE Z OKVETNICH LISTK0 ROZI
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Extrakce nadkritickou tekutinou (SFE) je moderni analyticka technika, ktera je
pouzivana k extrakci latek z pfirodnich matric. Tato prace je zaméfena na vyuziti extrakce
nadkritickou tekutinou, pro izolaci silice z okvétnich listkd razi.

SFE Extrakce je provadéna pomoci tekutiny, kterda se nachazi v nadkritickém
(superkritickém) stavu. Toho stavu Ize dosahnout, pokud latka pfesahne svij kriticky bod,
ktery je definovan pomoci kritické teploty a kritického tlaku. Nadkriticka tekutina ma nékteré
vlastnosti jako kapalina jiné jako plyn. Je stlaitelna, jeji hustotu Ize ménit a je velmi
podobna hustoté kapaliny, viskozita je o jeden fad vySSi nez viskozita kapalin, ma vysokou
difuzivitu a nema povrchové napéti .

Nadkriticky oxid uhlicity

Pro SFE se cZasto pouZiva nadkriticky oxid uhliity. Jeho kriticka teplota je
304,1 K a kriticky tlak 7,38 MPa. Tyto hodnoty jsou pomérné nizké a instrumentalné
dosazitelné, coz je jedna z vyhod pro jeho pouziti pro SFE. Mezi dalSi vyhody patfi netoxicita,
nehoflavost, snadna distitelnost CO,. Nevyhoda je, ze je CO, nepolarni. Pro zvySeni polarity
se pouzivaji modifikatory (methanol, acetonitril, voda a dals$i). V nadkritickém oxidu uhli¢itém
jsou velmi dobfe rozpustné vonné latky, esencidlni oleje, estery, alkoholy, aldehydy a
ketony 2,

Provedeni SFE

Existuji dva typy provedeni SFE a to statickd a dynamicka extrakce. U statické je
extrakéni nadobka naplnéna vzorkem a poté extrakénim Ccinidlem (nadkriticka tekutina)
a ponechana se v klidu, nez dojde k ustanoveni rovnovahy, poté je extrakt vypustén do
sbérné nadoby. U dynamické extrakce je nadkriticka tekutina Cerpana neustdle pies
extrakéni nadobku se vzorkem. Vzorek je tedy neustadle v kontaktu s Cerstvou tekutinou.
Vtéto praci byla pouZita dynamicka extrakce pomoci oxidu uhli¢itého. SFE se provadi
u pevnych vzorkd, u rostlinnych vzork( se &asto provadi nejprve suseni vzorku **.

Latky obsazené v rtizich

Latky, které byly stanoveny v rizich pomoci jinych druhl extrakci, jsou napfiklad
citronellol, nonandekan, geraniol, heneikosan, eikosan, Fenylestylalkohol a dalsi °.
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EXPERIMENTALNI CAST

Extrakce byla provadéna na pfistroji Se-1 (SEKO s.r.o. Brno). Déle byl k pfistroji Se-1
pFipojen prutokomeér FMA 4000 Omega. Do pfistroje byly vedeny 3 plyny, CO, vysokeé Cistoty
pro extrakci, CO, potravinarsky a N,. Extrakéni pFistroj se skladal z vice &asti. Jako jedna
z hlavnich &asti je tlakova nadoba s posuvnych pistem kam je pfivadén CO, vysoké Cistoty.
Zde je zkapalnén a ochlazen pomoci potravinarského CO, a N,. Odtud je CO, v nadkritickém
stavu veden do vyhfivané extrakéni nadobky kde probiha extrakce. Oxid uhli¢ity obohaceny o
vyextrahované latky je dale veden kapilarou (restriktorem) do zachytné nadobky, ve kterée je
zachytné rozpoustédlo. Za nadobku byl pfipojen pritokomeér, diky kterému bylo mozné Zjistit,
kolik mililitrd oxidu uhli¢itého bylo pouzito pfi extrakci.

Postup

Listky ruzi byly nejprve suseny a poté rozdrceny a rozemlety na jemny prasek. Navazka
takto upraveného vzorku byla smichana se sklafskych piskem. Tato smés byla poté
prevedena do extrakéni patronky. Patronka byla vloZzena do SFE extraktoru a byla provedena
extrakce. Mnozstvi pouzitého oxidu uhli¢itého bylo sledovano pomoci prutokoméru. Pratok
byl udrzovan mezi hodnotami 80 — 120 ml za minutu. Ziskany extrakt byl poté analyzovan
pomoc GC/MS.

Optimalizace metody

Pro optimalizaci metody byly zvoleny celkem &tyfi parametry (teplota, tlak, mnozstvi
oxidu uhli¢itého a vliv modifikatoru). Teplota byla nastavena v rozsahu od 36 do 103 °C, tlak
byl zvolen v rozsahu od 11 do 38 MPa a mnozstvi oxidu uhli¢itého bylo od 990 do 6000 ml.
Mezi testované modifikatory patfily methanol, acetonitril, toluen a bez pfidavku modifikatoru.
Optimalizace byla provedena na suSenych a rozemletych listcich rize Rosa Mariyo. Navazka
vzorku byla 150 mg.

Pro extrakci bylo také nutné zvolit vhodné zachytné rozpoustédlo. Mezi testovana
zachytna rozpousdtédla patfil methanol, hexan a toluen. PF¥i pouZiti methanolu jako
zachytného rozpoustédla se pfi extrakci vytvofila bila sraZzenina. Pfi pouZiti hexanu se
vytvorili dvé faze. Jako nejhodnéjsi rozpoustédlo byl tedy zvolen toluen (zadna srazenina ani
dveé faze).

Pro optimalizaci metody bylo celkem provedeno 19 extrakci. V tabulce 1 jsou uvedeny
v8echny extrakce, které byly provedeny.

Ziskany extrakt byl analyzovan na plynovém chromatografu GC 2010, ktery byl spojen
s hmotnostnim spektrometrem QP2010 plus (oboji Shimadzu, Japonsko). Data
z analyzovanych extrakt(l byla vyhodnocena ve statistickém programu Statistika 12. Pouzita
data pro program Statistika 12 byla pocet pikd, celkova suma ploch pik(, suma ploch
alkoholll a suma ploch po odecteni alkanl. Optimalni podminky byly zvoleny ze sumy ploch
pikG po odecteni alkanu. Hodnoty nejvhodnéjSich podminek byly tlak 38 MPa, teplota 70 °C,
3500 ml oxidu uhli¢itého a extrakce bez pridavku modifikatoru. Grafické znazornéni
optimalnich podminek je vyobrazeno na obrazku 1.
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Tabulka 1: Provedené extrakce pro optimalizaci.

Pokus ¢. Tlak (MPa) Teplota (°C) Objem CO,(ml)

8 33 50 2000
15 25 70 990
10 25 70 3500
16 25 70 6000
13 25 36 3500
2 17 90 5000
4 33 90 2000
7 17 90 2000
6 17 50 5000
11 11 70 3500
5 25 70 3500
3 33 50 5000
12 38 70 3500
1 17 50 2000
14 25 103 3500
17 25 70 3500
9 33 90 5000
18 25 70 3500
19 25 70 3500
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Obrazek 1: Grafické znazornéni optimalnich podminek.

GC/MS

Extrakty z optimalizace a extrakty realnych vzorkd, byly proméfeny na plynovém
chromatogramu GC 2010, ktery byl spojen s hmotnostnim spektrometrem QP2010 plus
(oboji Shimadzu, Japonsko). Hmotnostni spektrometr QP2010 zaznamenaval latky v rezimu
SCAN v rozsahu efektivnich hmotnosti (m/z) od 45 do 500. Jednotlivé slozky smési byly
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rozdéleny na kapilarni koloné Zebron ZB-5HT-INFERNO, 30 m x 0,25 mm x 0,25 ym tloustka
filmu od firmy Phenomenex (Torrance, CA, USA). V tabulce 2 je uveden teplotni program,
ktery byl pouZit pro analyzu. Doba jednoho méfeni byla 33 minut. Jako nosny plyn pro
chromatografii bylo pouzito helium. Teplota nastfiku na GC byla 180 °C a teplota pfevodniku
do hmotnostniho spektrometru 200 °C. Extrakt byl davkovan na kolonu v médu split
(1 : 100). Zaznam a zpracovani dat bylo provedeno v programu GC/MS Real Time Analysis.

Tabulka 2: Teplotni program na kapilarni koloné Zebron ZB-5HT-INFERNO,
30 m x 0,25 mm x 0,25 um.

Teplotni nardst (°C) Konecna teplota (°C) Cas udrZeni konstantni teploty (min)
- 40 5
20 300 15

Analyza realnych vzorki

Vzorky pro analyzu byly Rosa Tara, Rosa Deep Purple, Rosa Aqua a Rosa Naliba.
Navazka (150 mg) vzorku byla vzdy smichana se sklafskym piskem a vloZena do extrakéni
patronky a ta byla poté viozena do extraktoru. Do zachytné zkumavky bylo napipetovano
2,5 ml toluenu a vyznadena ryska, protoze pfi extrakci dochazelo k vypafovani toluenu.
Extrakce byla provadéna za podminek, ktery byly v optimalizaci zvoleny za nejvhodné;jsi
(38 MPa, 70 °C, 3500 ml oxidu uhli¢itého, bez pfidavku modifikatoru). Ziskana extrakt byl
poté analyzovan na GC/MS.

VYSLEDKY

Data byla vyhodnocena v programu GC/MS Postrun Analysis. Pro porovnani
nameérenych spekter byly pouzity knihovny spekter NIST 11, NIST 11s a FFNSC 2. Dale byl
pro vSechny latky vypocCitan retenéni index (tzv. Kovatsiv index). Retenéni index byl
vypocitan zreten¢nich Casl alkant C8 - C40. Tyto alkany byly proméfeny za stejnych
podminek jako vzorky. Pro co nejpfesnéjsi identifikaci latek byla vyuzivdna nejen shoda
hmotnostnich spekter, ale také porovnani retencnich indexu. Identifikované latky ve vzorcich
jsou uvedeny v tabulce 3.
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Tabulka 3: Latky identifikované v realnych vzorcich.

5 ) Rgtenéni Rgtenéni Rosa Rosa Rosa Rosa
CAS dislo Nazev mg!s:x ) ||3dex Aqua Deep Tara Naliba
vypocCitany latky Purple

100-52-7 Benzaldehyd 971 960 Iden Iden Iden Iden
100-51-6 Benzyl alkohol 1045 1040 Iden Iden Iden Iden
60-12-8 Fenylethyl Akohol 1124 1136 - - Iden -

36653 - 82 - 4 1-Hexadekanol 1881 1884 Iden - Iden Iden
124 -19-6 Nonadekan 1111 1107 - - Iden -
57-10-3 n-Hexadekanova kyselina 1961 1968 Iden Iden Iden Iden
112-95-8 Eikosan 2000 2009 - - Iden -
112-92-5 1-Oktadekanol 2083 2074 Iden Iden Iden -
629 -94 -7 Heneikosan 2101 2109 Iden Iden Iden Iden
150-86-7 Phytol 2127 2122 - - Iden -
60-33-3 Kyselina linolova 2142 2140 Iden - - Iden
57-11-4 Kyselina Stearova 2162 2165 Iden Iden Iden Iden
629 - 97 -0 Dokosan 2200 2200 Iden Iden Iden Iden
638 - 67 - 5 Trikosan 2301 2300 Iden Iden Iden Iden
646 - 61 - 1 Tetrakosan 2401 2400 Iden Iden Iden Iden
629 - 99 - 2 Pentakosan 2500 2500 Iden Iden Iden Iden

Hexadekanova kyselina,
23470 -00- 0  2-hydroxy-1-(hydroxy 2529 2519 Iden - - Iden
methyl)ethyl ester

630-01-3 Hexakosan 2601 2606 Iden Iden Iden Iden
506 - 51 -4 1-Tetrakosanol 2642 2650 - - - Iden
593-49-7 Heptakosan 2701 2705 Iden Iden Iden Iden

9,12-Oktadekadienova
3443 - 84 - 3 kyselina (Z,2)-, 2-hydroxy-1- 2716 2705 - - Iden Iden
(hydroxymethyl)ethyl ester

630 - 02 - 4 Oktakosan 2801 2804 Iden Iden Iden Iden
111-02-4 Squalen 2848 2847 Iden Iden Iden -
297 -03-0 Cyklotetrakosan 2872 2878 Iden Iden Iden Iden
630-03-5 Nonakosan 2900 2904 Iden Iden Iden Iden
638 - 68 - 6 Triakontan 3001 3003 Iden Iden Iden Iden
557 -61-9 1-Oktakosanol 3050 3047 Iden Iden Iden Iden
630-04-6 n-Hentriakontan 3101 3100 Iden Iden Iden Iden
58-95-7 Vitamin E 3171 3150 Iden Iden Iden Iden
544 - 85-4 n-Dotriakontan 3202 3200 Iden Iden - -
630-05-7 n-Tritriakontan 3301 3300 Iden Iden Iden Iden
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ZAVER

Tato prace byla zaméfena na vyuziti extrakce nadkritickou tekutinou, pro izolaci silic
z okvétnich listkd ruzi a nalezeni optimalnich podminek pro extrakci. Byly uréeny optimalni
podminky pro SFE a to tlak 38 MPa, teplota 70 °C, 3500 ml oxidu uhli¢itého a extrakce bez
pridavku modifikatoru. V realnych vzorcich bylo celkem identifikovano 29 latek. Nejcastéji se
jednalo o aldehydy, kyseliny a alkoholy. Neékteré latky, které jsou typické pro silice ruzi
(citronellol, geraniol, linaloon) nebyly v extraktu identifikovany. Nonadekan, heikosan
a eikosan byly ve vzorcich identifikovany.
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