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Uvod

Studium vyskytu a slozeni terpenickych latek v jehli¢na-
nech bylo pfedmétem mnoha studii. Kromé porovndvani riiz-
nych druht jehlicnanti mdze byt jejich cilem i monitorovan{
vlivu zZivotniho prostfedi na rostliny. K izolaci terpenickych
latek z rostlinného materidlu pro analytické ucely je pouZivdna
fada metod. Mezi nejroziifen&jsi patii destilace' *, paralelni
destilace a extrakce™®, extrakce rozpou§tédlem1’9 (SE) a ex-
trakce superkritickou kapalinou® (SFE). Izolaénim postuptim
se podrobné vénuje studie Holubové, Chvilickové a Kubang!,
ktefi srovndvali riizné metody izolace monoterpeni z jehli¢i
smrku ztepilého (Picea abies) a smrku omorika (Picea omo-
rica). Jiittner’ zjisfoval zmény koncentraci terpenti v jehlici
smrku ztepilého rostouciho ve znecisténém prostiedi. Mnoz-
stvi nejvice zastoupenych terpend (v pg.g”' jehlici) izolova-
nych témito autory z jehli¢i smrku ztepilého jsou uvedena
v tabulce I.

Vétsina monoterpenti jsou latky opticky aktivni. Kromé
stdceni roviny polarizovaného svétla se tyto latky projevuji
i v infracervené oblasti ve spektrech vibra¢niho cirkuldrniho
dichroismu (VCD). Touto metodou by proto mohlo byt sle-
dovdno slozeni terpenickych latek v jehlic¢i s pfipadnym vy-
uzitim pfi monitorovdni vlivu prostfedi na jejich tvorbu. Ne-
vyhodou metody VCD je to, Ze potiebuje pomérné velké
mnozstvi vzorku (fddové jednotky az desitky mg ve 100 ul

Tabulka I
Mnozstvi terpent izolovanych z jehli¢i smrku ztepilého (ug.g’l
cerstvého jehlici) v zdvislosti na metodé izolace

Metoda izolace o-Pinen Limonen Kamfen Lit.

SE 44.4 53,9 84,1 1
SFE 443 50,2 78,7 1
Destilace 14,0 22,8 31,9 1
SE?* 131 120 241 7

U této metody pouzit jiny zpisob zpracovani jehli¢i
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rozpoustédla), a proto je tieba zpracovat navazku nékolika de-
sitek gramd jehli¢i. To je pomérné snadno proveditelné meto-
dou destilace z vodného prostfedi. Tato price se proto zabyva
nékolika riiznymi variantami destilace se snahou dosahnout
uspokojivé vytéznosti postupu pii soucasném zakoncentro-
vani izolovanych litek v co nejmensim objemu rozpoustédla.
Tyto varianty byly studovdny na mesitylenu (1,3,5-trimethyl-
benzenu) jako modelové ldtce. Jako perspektivni z téchto va-
riant se jevila destilace z vodného prostiedi spojend s pfimym
zakoncentrovanim destildtu na tuhém sorbentu. Tento postup
byl pak pouzit pro izolaci terpenti z jehli¢i. Pro porovndni byly
nékteré aspekty izolace terpenickych ldtek studovany i meto-
dou piimé extrakce rozpoustédlem.

Experimentalni ¢ast
Pouzité pristroje

Absorpéni spektra v UV oblasti byla méfena na spektro-
fotometru Cary 50 (Varian) v rozsahu vlnovych délek 200-
400 nm. Obsah mesitylenu v modelovych pokusech byl vyhod-
nocen z rozdilu absorbance pfi vinové délce 272,5 nm (vlnova
délka absorp¢niho maxima mesitylenu) a 285 nm (pozadi).

K separaci kapalinovou chromatografif byla pouZita skle-
nénd kolona 150x3 mm plnénd sorbentem Separon SGX C18,
7 um (Tessek, Praha). Methanol jako mobilni faze byl ¢erpdan
rychlosti 0,4 ml.min~! cerpadlem LCP 4000 (Ecom, Praha).
K fotometrické detekci pfi vinové délce 202 nm slouzil spek-
trofotometricky detektor Knauer (Némecko), nebo byla zazna-
mendvana spektra eludtu v rozsahu 190 az 360 nm detektorem
s diodovym polem SM 5000 (LDC Analytical, USA). Namé-
fené chromatogramy byly zpracovdny programem CSW (Data
Apex, Praha).

Analyzy plynovou chromatografii byly provadény na chro-
matografu Varian 3350 na kapildrni koloné 25 m x 0,32 mm
s NB-54 staciondrni fdzi (Nordion), s dusikem jako nosnym
plynem a plamenovym ioniza¢nim detektorem. Pocdtecni te-
plota kolony byla 45 °C po dobu 2 min, potom byla zvySovdna
rychlosti 10 °C.min"" na teplotu 180 °C a pii ni byla kolona
udrzovana dal$i 4,5 min. Injektor a detektor byly vyhrity na
teplotu 200 °C.

Spektra VCD byla méfena ve stfedni infracervené oblasti
na spektrometru s Fourierovou transformaci IFS-66/S (Bru-
ker, Némecko) vybaveném modulem PMA 37 (Bruker, Né-
mecko). Metoda méfeni byla detailné popséana diive'’.

Destilac¢ni postupy

Pii destilaci modelovych vzorkl s mesitylenem bylo ke
400 ml destilované vody v 0,5 1 varné baiice piiddno 200 ul
mesitylenu. Smés byla destilovdna po dobu 45 az 60 mi-
nut. K zachycenym frakcim destildtu bylo pfiddno dostatecné
mnozstvi methanolu (nékolik ml) tak, aby se mesitylen pii-
tomny ve frakcich rozpustil. Po skonceni destilace byla desti-
la¢ni aparatura rozebrdna a jeji jednotlivé ¢dsti oplachnuty
methanolem do pfipravenych banék. Pfi pouziti polyuretha-
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Obr. 1. Destila¢ni aparatura ¢. 5; ¢isla 1, 2 a 3 oznacuji umisténi
polyurethanovych vdlecka

nové pény byly po skonceni destilace polyurethanové valecky

promyty methanolem. Ve frakcich i extraktech byl obsah

mesitylenu stanoven absorpéni spektrometrii.
Destilace byla provddéna s péti variantami destila¢nich
aparatur:

Aparatura ¢. 1 byla tvofena destilacni batikou a sestupnym
chladi¢em o délce 50 cm.

Aparatura ¢. 2 se od aparatury ¢. 1 liSila pouze destilacn{
baikou s postrannim otvorem, jimz byl v prib&hu desti-
lace vstfikovdn ethanol.

Aparatura ¢. 3 byla tvofena destilacni bankou, limcovkou
s postranni trubici pro odbér destildtu a zpétnym chla-
dicem.

Aparatura ¢. 4 byla shodnd s aparaturou ¢. 3, pouze do po-
strann{ trubice pro odbér destilatu byly umistény tii valec-
ky z polyurethanové pény.

Aparatura ¢. 5 (obr. 1) byla tvofena destila¢ni barikou s na-
sazenou redukci NZ 32-14, do niz byl zasunut vodou
chlazeny trn osazeny vdlecky z polyurethanové pény. Na
obrdzku jsou vyznacena mista, kde byly valecky umistény.

Vysledky a diskuse
Modelové pokusy

Postupy, jako je destilace s vodni parou, jsou ¢asto s vyho-
dou pouzivany pfi izolaci t€kavych slozek z matrice vzorku.
ve vodé. Tato skutecnost je sice pfizniva pro urychleni pre-
chodu latky do plynné faze, avSak zkondenzuje-li tato latka
jako oddélend fdze v chladic¢i nebo na jinych mistech apara-
tury, pak je jen velmi pomalu transportovana predestilovanou
vodou do piedlohy. To se velmi zfetelné projevilo pfi mode-
lovém pokusu s destilaci mesitylenu v aparatuie ¢. 1, kterd se
jinak v laboratofich k destilacim bézné pouziva. V sestupném
chladici aparatury se velmi rychle vytvofily kapicky mesity-
lenu, které dlouho ulpivaly na jeho sténdch, takze do prvych
70 ml destildtu se dostalo pouze 37 % vneseného mnoZzstvi
mesitylenu. Hlavni nevyhodou aparatury ¢. 1 je tedy velky
objem destilatu potiebny k predestilovani mesitylenu s dosta-
te¢nou vytéZnosti (tabulka II).

Ve snaze urychlit vymyti zkondenzovaného mesitylenu
z aparatury byl v dal$im pokusu s aparaturou ¢. 2 pfidan béhem
destilace do varné banky postranni trubici ethanol. Vyrazné-
ho urychleni destilace mesitylenu se ale timto zptisobem nedo-
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Tabulka IT
Celkovy objem destildtd a extraktl vzorkl V. a vytéZnost Ry,
mesitylenu pii pouZziti riiznych destila¢nich aparatur

Aparatura Ve [ml] Ry [%]
1 213 74,9
2 211 81,2
3 32 81,0
4 34 84,6
5 22 89,8

mensim rozmérdm bylo 63 % mesitylenu obsazeno v prvych
10 ml destildtu. Pomérné znacny podil (asi 13 %) mesitylenu
zustdval v postranni trubici pro odbér destildtu.

Vzhledem k tendenci mesitylenu ulpivat na sténdch apa-
ratury se nabizi moznost vyuzit této skutecnosti k jeho zachy-
ceni na vhodném materidlu piimo v destilacni aparature. Pri
prvém pokusu v tomto sméru byla aparatura ¢. 3 upravena tak,
7e do postranni trubice byly vloZeny tfi vdlecky z polyure-
thanové pény, takze odebirany destildt protékal témito vdlecky
(aparatura €. 4). Zachytilo se v nich 57 % mesitylenu, v pro-
teklém destildtu o celkovém objemu 25 ml bylo nalezeno 39 %
mesitylenu. Uéinnost zéchytu v polyurethanovych valedcich
je v tomto piipade sniZovana vysokou teplotou destildtu, ktery
jimi protékd. Proto byla v destilacni aparatufe ¢. 5 polyure-
thanova péna navléknuta ve tfech segmentech piimo na chla-
dici trn umistény nad vrouci kapalinou (obr. 1). Po 30 mi-
nutdch varu a vychladnuti aparatury bylo v segmentech po-
lyurethanové pény nalezeno 90 % mesitylenu, okolo 3 %
mesitylenu bylo nalezeno ve vodé zbylé v destilacni barce.
Dostatecné vysokd vytéznost byla zjisténa i v ptipadé, ze do
vody bylo kromé mesitylenu pfiddno 50 g jehli¢i. V tomto
piipadé extrakty z polyurethanovych vdlecki obsahovaly kro-
mé mesitylenu piili§ mnoho jinych latek absorbujicich v UV
oblasti spektra, a proto byl mesitylen stanoven kapalinovou
chromatografii.

Destilace jehlic{

Pii prvém experimentu se zpracovanim jehli¢i bylo v apa-
ratufe €. 5 vafeno ve 400 ml vody 5 g erstvého jehli¢i po dobu
30 minut. Jehli¢f bylo jen minimdlné poskozené pfi oddélo-
vani ze smrkové vétvicky. Po tydnu byl tyz vzorek destilovdn
znovu. Methanolické extrakty tif vdleckd z polyurethanové
pény byly analyzovany kapalinovou chromatografif s fotome-
trickou detekci. Ze slozek patrnych na chromatogramech bylo
mozno porovndnim se standardy identifikovat tfi monoter-
peny, jejichz celkové mnozstvi nalezené v jednotlivych vélec-
cich polyurethanové pény je uvedeno v tabulce II1. Prekvapivé
bylo po tydnu izolovdno vétsi mnoZzstvi monoterpent nez pri
prvé extrakci. Je patrné, Ze terpeny jsou z neposkozeného
jehlici extrahovany jen velmi pomalu, a ani teplota varu vody
nestaci k jejich uvolnéni. To se potvrdilo i dalSim pokusem,
pii kterém bylo zpracovdno 15 g jehli¢i a polyurethanové
vdlecky byly pro dcely VCD extrahovdny tetrachlormetha-
nem. Po zfedéni hexanem byl roztok analyzovan plynovou
chromatografii. Tabulka IV uddvd celkové mnozstvi izolova-
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nych monoterpenti ze vSech tif polyurethanovych valeckd,
tabulka V distribuci celkového mnozstvi monoterpenti mezi
jednotlivé vélecky. Opét je po tydennim stani patrny ndrtst
mnozstvi izolovanych monoterpent.

Tabulka IIT

Celkové mnozstvi izolovanych monoterpend (o-pinenu, li-
monenu a kamfenu) z jehlici smrku ztepilého (ug.g™ cerstvého
jehlici) ziskané destilaci 5 g jehli¢i v aparatufe ¢. 5 a ana-
lyzované kapalinovou chromatografii

Vilecek 1. destilace 2. destilace®
1 51 89
2 23 64
3 21 33
Celkem 95 186

 Destilace opakovéna tyden po prvni destilaci

Tabulka IV

Mnozstvi izolovanych monoterpenti z jehli¢i smrku ztepilého
(ug.g”' erstvého jehlici) ziskané destilaci 15 g jehli¢i v apa-
ratufe €. 5 a analyzované plynovou chromatografii

Limonen Borneol Kafr
o-Pinen Kamfen Terpinol

Destilace
Celkem

1 1,3 45 37 95 15 15 49
2? 32 87 94 11 11 27 262

? Destilace opakovéna tyden po prvni destilaci

Tabulka V

Distribuce celkového mnozstvi terpend (ug.g” erstvého je-
hli¢i) v jednotlivych véleccich z polyurethanové pény ziska-
nych destilaci 15 g jehli¢i v aparatufe ¢. 5

Vilecek 1. destilace 2. destilace®
1 18 179
2 21 50
3 10 33
Celkem 49 262

* Destilace opakovéna tyden po prvni destilaci

Tabulka VI
Mnozstvi jednotlivych monoterpenti (g.g ™! Eerstvého jehlici)
v hexanovych extraktech stanovené plynovou chromatografif

Celkem
Terpinol

Limonen Borneol
o-Pinen Kamfen

Destilace

Rozdrcené 210 420 430 31 64 1155
Neposkozené 9,2 21 22 16 17 85,2
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Vyznam naruSeni povrchu jehli¢i pro uvolnéni monoter-
pent byl sledovan plynové-chromatografickou analyzou he-
xanovych extrakti. Ve dvou vialkdch s 1 ml hexanu byly po
dobu 12 hodin extrahovdny tfi jehlice, pficemz v jedné vialce
byly jehlice na pocatku extrakce pod hladinou hexanu rozdr-
ceny sklenénou ty¢inkou. Mnozstvi extrahovanych monoter-
penti uvadi tabulka VI.

I v dalsi sérii experimentti nebylo v hexanovych extraktech
neposkozenych jehlic nalezeno vyznamné mnozstvi terpend,
a to ani tehdy, jestlize byla extrakce hexanem podpofena
mikrovlnnym ohfevem. Mikrovinnd energie neni absorbovana
hexanem, ale pouze jehli¢im, které se tak intenzivné zahiiva,
ackoliv hexan pfitom zlistdvd pomérné chladny. Ohfev byl
ukoncen, kdyz jehlici ztratilo jasné zeleny odstin; pfitom se od
jehli¢i oddélila povrchova vrstva voskt. V hexanu ale ani
v tomto piipadé nebyly terpeny nalezeny ve vyznamném mnoz-
stvi. Jak jehlice zpracované mikrovlnnym ohfevem v hexanu,
tak i jehlice Cerstvé byly extrahovdny hexanem. V jedné fadé
pokust byly 3 jehlice rozdrceny v 1 ml hexanu sklenénou
ty¢inkou, v druhé byly rozdrceny v kulovém mlynku za teploty
kapalného dusiku. Hexan byl k jehlicim pfiddvén jesté pred
ochlazenim na teplotu kapalného dusiku a drcenim. Pokud byl
pfiddan az po rozdrceni jehlic, byly nalezeny podstatné nizs{
obsahy monoterpend, protoZe béhem temperace a dal$i ma-
nipulace s jemné rozdrcenym vzorkem zna¢nd ¢dst monoter-
pent ze vzorku vytékala.

Vysledky analyz jsou pro dva az tfi paralelni pokusy
uvedeny v tabulce VII. Nalezené obsahy se (na 5% hladiné
vyznamnosti) neliSi ani podle zptisobu rozdreenti jehlic, ani pfi
porovndni Cerstvych jehlic s jehlicemi pfedbéZné extraho-
vanymi hexanem s mikrovinnym ohievem.

Pouzitelnost postupu pro VCD analyzu

Ukazuje se, Ze i destilacni postup izolace terpenti z jehli-
¢i s aparaturou ¢. 5 md pro praktické pouziti ve VCD spektro-

Tabulka VII
Mnozstvi jednotlivych monoterpenti (lg.g " Eerstvého jehlici)
nalezené v hexanovych extraktech pro rtizné zptisoby zpra-
covani jehlic

Zpracovani Limonen Borneol Kafr
jehlic® o-Pinen Kamfen Terpinol Celkem
CR 155 138 284 84 65 163 890
118 105 220 &1 72 180 776
164 146 312 90 70 191 972
CD 236 200 423 109 71 194 1234
131 120 260 69 49 114 743
MR 211 200 385 89 63 224 1171

120 113 226 67 50 174 751

156 131 276 64 42 154 824

MD 202 195 388 91 75 189 1141
137 117 266 63 53 126 762

8 102 175 53 37 102 559

& C — Cerstvé jehli¢i, M — jehli¢i podrobené mikrovlnnému
ohtevu, R — jehlice rozdrcené v hexanu sklenénou ty¢inkou, D —
jehlice drcené v kulovém mlynku za teploty kapalného dusiku
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Obr. 2. VCD spektrum tetrachlormethanového extraktu jehlici; 1
— VCD spektrum, 2 — $um (k hodnotdm je pictena hodnota 3.10)

metrii fadu nevyhod. K extrakci monoterpenti z polyuretha-
novych vilecku je tfeba pouZzit pomérné velky objem tetra-
chlormethanu (celkem asi 1,5 ml na jeden vdlecek). Spojené
extrakty ziskané zpracovanim 15 g jehli¢i byly proto po vysu-
Seni bezvodym siranem sodnym zakoncentrovany odpafenim
prebyte¢ného tetrachlormethanu proudem dusiku. To bylo
nevyhnutelné doprovdzeno ztrdtami monoterpenti. Spektrum
VCD odpateného extraktu o vysledném objemu asi 100 ul je
na obr. 2. Ve spektru je zfetelna pfitomnost opticky aktivnich
latek v extraktu. Signdly jsou slabé, ale dobfe odlisené od Sumu
pristroje. Je jich pomérné znacny pocet. Porovndnim s dostup-
nymi standardy neni mozno jednoznac¢né urcit, kterym latkdm
signdly pfislusi. V extraktu byla zfejmé obsazena pfiliS sloZitd
smés opticky aktivnich latek. Pravdépodobné bude v dal$im
postupu tfeba ziskanou smés rozdélit na jednodussi skupiny
latek. Také bude tfeba ovérit, zda ztraty terpenickych latek pii
odpatovani extraktu bude mozno udrzet v pfijatelnych mezich.

Tato prdce byla feSena v rdmci grantu MSMT CR, & MSM
223400008 a grantu MZP CR, ¢. VaV 340/1/01. Autori dékuji
Ing. Viladimiru Setnickovi za zméreni VCD spektra.
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P. Rezanka and J. Fihnrich (Department of Analytical
Chemistry, Institute of Chemical Technology, Prague): Isola-
tion of Terpenes from Norway Spruce Needles by Distilla-
tion

A novel approach to isolation of semivolatile organic
compounds from aqueous media is proposed based on com-
bined distillation and solid phase extraction. A model com-
pound, 1,3,5-trimethylbenzene, was concentrated with good
yield on polyurethane foam coating of a cooler positioned
above the boiling aqueous mixture. It was found that terpenes
are released very slowly from intact Norway Spruce (Picea
abies) needles even at the boil. Also microwave-assisted ex-
traction with hexane was inefficient. The vibrational circular
dichroism spectrum of compounds isolated from the needles
by distillation and solid phase extraction was too complex to
be easily interpreted.



