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Levandule lékarska (Lavandula angustifolia Mill.) je aromaticky polokef z rodu Lamiaceae
a ma tradicni vyuziti v mnoha odvétvich. Je zndma pro své hojivé a antimikrobidlni Gcinky
v rostlinné mediciné. V aromaterapii se vyuziva jako relaxacni prostfedek, ale také tvori
nedilnou soucast parfémd, mydel nebo pokrml v kuchyni 4. Obecny analyticky postup
pro esencidlni oleje se sklada ze dvou krokl — extrakce a vlastni instrumentalni analyzy.
Zatimco instrumentalni analyza trva par desitek minut, extrakce miZze trvat az nékolik hodin °.

Extrakce

Tradi¢né se esencialni olej z levandule extrahuje parni destilaci (SD), nebo hydrodestilaci
(HD) #67, Existuji také dalSi alternativni a moderni techniky extrakce, které Ize pouzit pro izolaci
esencialniho oleje. A. Filly a kol. pouzili ve své studii celkem deset alternativnich extrakcnich
technik k porovnani slozeni extrahovanych silic z levandule: tradicni SD a HD, turbo
hydrodestilaci (THD), hydrodestilaci s chloridem sodnym (NaCl-HD), enzymatickou hydrodestilaci
(Enyzme-HD), micelarni hydrodestilaci (Micelle-HD), ultrazvukovou hydrodestilaci (US-HD),
subkritickou hydrodestilaci (SW-HD), mikrovinnou extrakci bez rozpoustédel (SFME) a
mikrovinnou parni destilaci (MSD) 7. Zvolend extrakcni technika mdze mit znacny vliv na
vytéznost, slozeni esencialniho oleje a jeho antimikrobialni a antioxidacni icinnost 8. Esencialni
olej izolovany z levandule obsahuje cca 150 rliznych latek, z nichz nejvétsi podil tvori linalool,
linalyl acetat a eukalyptol 4. Americka SpoleCnost pro esencidlni oleje (The Essential Oil
Company) udava procentualni vytézky esencialniho oleje z levandule v rozmezi 0,5 — 1 % °.

Chromatograficka analyza

Vlastni analyza esencialniho oleje ziskaného extrakci se provadi plynovou chromatografii
(separace latek) s hmotnostni detekci (identifikace latek) >81%11, Identifikace jednotlivych
sloucenin se provadi porovnanim hmotnostnich spekter ziskanych mérenim se spektry
z knihoven. K potvrzeni identity slouCeniny se vyuzivaji retencni indexy. Kvantitativni analyza
latek v esencidlnim oleji se provadi plynovou chromatografii s plamenovym ionizacnim
detektorem (GC-FID) ®.
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Antimikrobialni Gcinky

V soucasnosti se o esencidlnich olejich z levandule, ale i z jinych rostlin, hovori jako
0 mozném konzervacnim prostfedku potravin, ktery by prodlouzil idrznost potravin a zamezil
gastrointestinalnim potizim zplisobenym mnozicimi se mikroorganismy v potravinach. Esencialni
olej z levandule je diky svym antimikrobialnim Gcinkdm efektivni proti nékolika mikroorganism@m,
jako jsou zejména Candida albicans, Escherichia coli, Enterococcus faecalis a Staphylococcus
aureus. K urceni antimikrobialni aktivity se pouziva agarova diskova difizni metoda. Sterilni disky
napusténé danou antimikrobialni latkou, v tomto pripadé esencialnim olejem, jsou davkovany na
inokulovanou Petriho misku. Po inkubaci se odecita inhibi¢ni zdna v mm 812,

Cil Prace

Cilem této prace bylo prozkoumat vliv dvou rliznych extrak¢nich metod, konkrétné
hydrodestilace a destilace vodni parou na chemické slozeni ziskaného esencialniho oleje
z levandule |ékarské (Lavandula angustifolia Mill. ), véetné antimikrobialnich vlastnosti.

EXPERIMENTALNI CAST
Identifikace chemickych sloucenin v silicich z Lavandula angustifolia Mill.
Rostlinny material

Susené kvéty levandule lékarské byly zakoupeny u firmy Mediate, s.r.o. (Libchavy, CR),
zemi plvodu je Chorvatsko.

Hydrodestilace

Navazka cca 55 g ususenych kvétl levandule lékarské byla vioZzena do 2000 ml destilacni
barfiky obsahuijici destilovanou vodu. HD probihala po dobu 220 minut do predestilovani
1700 ml hydrolatu, kdy se objem esencidlniho oleje uz nezvySoval. Extrakt v podobé
esencialniho oleje byl po oddéleni od vodné faze preveden pomoci stfikacky do tmavé vialky a
uskladnén v lednici pfi 4 °C, dokud nebyl analyzovan.

Destilace vodni parou

Navazka cca 55 g ususenych kvétd levandule lékarské byla viozena do ovalného nastavce
opatreného sitkem proti propadavani vzorku, ktery byl upevnén nad 2000 ml destilacni bariku
obsahujici destilovanou vodu. Vodni para vznikajici v destilacni barice prochazela pres rostlinny
material a kondenzovala v chladici, v separatoru poté dochazelo k oddéleni esencialniho oleje
od vodné faze. SD probihala po dobu 260 minut za stejnych podminek jako HD. Extrakt byl
uskladnén stejnym zptlsobem, jako v pripadé HD.

Esenciaini olej

K analyze GC-MS bylo vzato 5 pl esencialniho oleje a doplnéno na objem 1 ml
r-hexanem. K analyze GC-FID byl nejprve pfipraven vnitfni standard odmérenim 5 pl /-nonanu
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a doplnénim nhexanem na objem 1 ml. Z takto pfipraveného vnitfniho standardu bylo
odméreno 5 pl k 5 pl esencidlniho oleje a opét doplnéno +hexanem na objem 1 ml.

Plynovd chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MS)

GC-MS analyza vzorkd byla provedena na plynovém chromatografu GC 2010
s hmotnostnim detektorem GCMS-QP2010 Plus (oboji Shimadzu, Kyoto, Japonsko)
a autosamplerem PAL-Combi (CTC Analytics AG, Zwingen, Switzerland). Chromatograf byl
vybaven kapilarni kolonou ZB-5HT Inferno o délce 30 m, vnitfnim prméru 0,25 mm a tloust'ce
filmu 0,25 pm (Phenomenex, Torrance, CA, USA). Jako nosny plyn bylo pouzito helium.
Separace latek probihala pfi konstantni linedrni rychlosti nosného plynu 30 cm*s™. Teplotni
program byl nastaven na pocatku na 40 °C po dobu 3 minut, poté byl termostat zahfivan na
250 °C rychlosti 2 °C'min‘! a finalni teplota byla udrzena po dobu 10 minut. Teplota nastfiku
a prevodniku do detektoru byla nastavena na 200 °C. Davkovan byl vzdy 1 pl vzorku se splitem
1:50. Hmotnostni spektrometr byl provozovan v rezimu elektronové ionizace, ionizaCni energie
byla 70 eV a skenovany byly ionty v rozsahu m/z 33-500. Identifikace chemickych slozek
esencialniho oleje byla provedena pomoci hmotnostnich spekter, které byly porovnavany
s knihovnou spekter Narodniho institutu pro standardy a technologii (NIST ‘14 Mass Spectral
Library), knihovnou Wiley (Wiley Registry™ of Mass Spectral Data, 11th Edition) a knihovnou
FFNSC 2 (Flavour & Fragrance Natural & Synthetic Compounds GC/MS library), verifikace byla
provedena na zakladé porovnani retencnich indexd.

Plynovad chromatografie s plamenové ionizacnim detektorem (GC-FID)

GC-FID analyza vzork byla provedena na plynovém chromatografu GC 2010
s plamenovym ionizacnim detektorem a autosamplerem AOC-20i (oboji Shimadzu, Kyoto,
Japonsko). Chromatografické podminky byly totozné jako u GC-MS analyz. Teplota nastfiku
byla nastavena na 200 °C a teplota detektoru na 260 °C. Davkovany objem vzorku byl 1 pl
pri splitu 1:50. Identifikace slozek esencialniho oleje byla provedena na zakladé vypocitanych
retencnich indext a vysledkl identifikace latek z MS analyzy. Procentualni zastoupeni
jednotlivych latek v esencidlnim oleji bylo vypocteno z pomérd ploch prislusnych pikG
a vnitfniho standardu.

Antimikrobialni acinky
Diskova difuzni metoda

Ke stanoveni antimikrobidlnich ucinkl esencidlniho oleje z levandule byl pouzit
Mueller-Hintonlv (MH) agar pro bakterie (Escherichia coli CCM 3954, Staphylococcus aureus
CCM 3953, Enterococcus faecalls, Pseuomonas aeruginosa CCM 3955), MALT agar pro kvasinky
(Candlida albicans CCM 8215 ). Byla pripravena bakterialni suspenze s turbiditou podle stupnice
McFarlanda odpovidajici stupni 0,5; tj. 10® CFU'ml. Takto pfipravenou suspenzi byl agar
inokulovan danym mikroorganismem. Poté se na agar aplikoval sterilni disk, na ktery bylo
pipetovano 8 pl esencialniho oleje. Bakterie byly inkubovany 24 h pri 37 °C, kvasinky 48 h pri
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37 °C. Po inkubaci byla citlivost mikroorganismu na esencialni olej vyhodnocena podle priiméru
inhibi¢ni zény (mm). Pfitomnost inhibi¢ni zény znadi antimikrobialni aktivitu proti testovanym
bakteriim a kvasinkam.

VYSLEDKY A DISKUZE
Izolace silic z Lavandula angustifolia Mill.

Hydrodestilace a parni destilace byla provedena vzdy dvakrat do chvile, kdy se jiz zZadny
esencialni olej nedestiloval, tzn. do odméreni cca 1700 ml hydroldtu. Prlmérna rychlost
destilace byla cca 6,5-7,5 mI'min. Z vysledkl je patrné, Ze vytéznost v obou pouzitych
destilacnich technikach je rozdilna (tabulka 1), z ¢ehoz vyplyva, ze pouzita extrakeni technika
ma vliv na vytéZzek extrakce. Parni destilaci bylo dosazeno vyssi vytéznosti nez hydrodestilaci.
Znacnou nevyhodou obou pouzitych destilacnich technik je doba potfebna k zisku maximalni
vytéZnosti esencialniho oleje. SD probihala po dobu 220 minut, HD po dobu 260 minut. Ackoliv
SD a HD jsou pouzivany jako referencni metody k extrakci esencialnich olejli, vzhledem
k Uspore Casu by bylo vhodnéjsi pouZit k izolaci esencidlniho oleje jinou extrakéni metodu,
kterou by Slo ziskat srovnatelné vytézky v kratSim casovém intervalu. F. Chemat a kol. ve své
studii porovnavaji MSD a SD, pficemz dosli k zavéru, ze MSD po 10 minutach poskytuje
srovnatelné vytézky s vytézky ziskanymi SD po 90 minutach °. M. An a kol. pouzili k extrakci
esencialniho oleje z levandule mikroextrakci tuhou fazi (SPME) a dosli k zavéru, ze SPME je
jednoduchou, ¢asové Uspornou a vysoce citlivou alternativou k tradi¢nim extrakénim technikam
pouzivanym k analyze esencialnich olejli 13. Nicméné jedna se pouze o techniku screeningovou.

Tabulka 1: Viysledky vytéZznosti extraktu Lavandula angustifolia Mill. z SD a HD

SD/HD Navazka [g] Vyvazka [g] Vytéznost[%] Hydrolat [I]

SD 53,86 1,54 2,86 1,7
SD 56,39 1,57 2,78 1,7
HD 53,84 1,18 2,19 1,7
HD 56,44 1,28 2,27 1,7

Identifikace a kvantifikace silic z Lavandula angustifolia Mill.

Slozeni esencialnich olejt z ususenych kvétd Lavandula angustifolia Mill. ziskané SD a HD
je rozdilné jak v procentudlnim zastoupeni latek, tak v pritomnosti jednotlivych latek
v esencialnich olejich z obou destilacnich technik. Esencialni oleje se majoritné skladaji
z terpenl a jejich oxidovanych sloZzek — terpenoidll. Nejrozsahlejsi skupinou latek v obou
vydestilovanych olejich jsou monoterpenoidy (Graf 1), z nichZ nejvétsi zastoupeni ma linalool,
linalyl acetat a eukalyptol. Hlavni slozky esencialniho oleje jako je linalool, linalyl acetat,
eukalyptol, hexyl butyrat, oktan-3-on, karyofylen atd. jsou pritomny v esencialnich olejich z HD
i SD, ale maji rlizné procentualni zastoupeni (tabulka 2). Celkové se extrakty shoduiji v 53
slouceninach. Zbylé latky jsou obsazeny pouze v esencidlnim oleji z SD, napriklad a-humulen.
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V esencialnim oleji zSD bylo identifikovano 56 latek, v esencidlnim oleji zHD bylo
identifikovano 52 latek (tabulka 2). Obecné Ize tedy fici, ze esencidlni olej z HD obsahuje
0 néco méné latek nez esencidlni olej z SD.

Tabulka 2: Identifikované slouceniny v extraktech ziskanych parni destilaci a hydrodestilaci
Lavandula angustifolia Mill. a jejich procentuaini zastoupeni

Plocha [%]

RIyp. RI Sloucenina
SD HD
800 800 n-oktan 0,71 0,52
826 821 1-methoxy hexan 0,16 0,16
925 927 a-thujen 0,04 0,04
929 933 a-pinen 0,50 0,59
943 943 kafren 0,58 0,01
969 976 sabinen 0,26 0,21
971 978 Spinen 0,96 1,02
981 980 vinyl amyl karbinol 0,14 0,16
986 986 oktan-3-on 1,40 1,54
991 991 myrcen 0,43 1,07
998 999 oktan-3-ol 0,18 0,21
1015 1012 hexyl acetat 0,27 0,39
1022 1022 o-cymen 0,14 0,04
1025 1032 eukalyptol 12,01 12,24
1038 1041 a-ocimen 0,65 0,91
1048 1054 S-ocimen 0,22 0,73
1057 1057 y-terpinen 0,07 0,21
1065 1069 (Z)-sabinen hydrat 0,26 0,02
1086 1087 a-terpinolen 0,03 0,22
1099 1101 linalool 39,75 47,96
1105 1109 hotrienol 0,29 0,33
1126 1120 3-oktyl acetat 0,02 0,04
1135 1139 (E)-pinokarveol 0,01 0,01
1140 1149 kafr 0,34 0,33
1143 1145 verbenol 0,01 0,03
1150 1150 hexyl isobutyrat 0,24 0,29
1155 1151 nerol oxid 0,01 0,09
1159 1164 pinokarvon 0,09 0,31
1163 1165 borneol 0,04 0,10
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Tabulka 3: Identifikované slouceniny v extraktech ziskanych parni destilaci a hydrodestilaci
Lavandula angustifolia Mill. a jejich procentuaini zastoupeni - pokracovani

Plocha [%]

RIyp. RI Sloucenina

SD HD
1165 1170 o-terpineol 0,36 0,05
1175 1180 terpinen-4-ol 0,57 0,76
1184 1187 crypton 0,16 0,10
1189 1195 a-terpineol 0,83 0,96
1193 1193 hexyl butyrat 0,54 1,43
1229 1225 Nerol 0,04 0,31
1238 1230 hexyl isobutyl karbonat 0,04 0,44
1243 1243 hexyl isovalerat 0,28 0,31
1256 1250 linalyl acetat 25,89 13,27
1284 1277 bornyl acetat 0,03 0,03
1292 1284 levandulyl acetat 0,23 0,26
1331 1329 hexyl-tiglat 0,26 0,30
1365 1364 neryl acetat 0,07 0,69
1381 1382 Sbourbonen 0,01 -
1384 1385 geranyl acetat 0,18 1,36
1386 1390 hexyl kaproat 0,08 -
1405 1410 seskvithujen 0,03 0,02
1416 1424 (E)-karyofylen 2,03 0,85
1418 1418 a-santalen 0,23 -
1434 1432 (E)-a-bergamoten 0,18 0,08
1450 1454 a-humulen 0,02 -
1457 1452 (E)-Bfarnesen 0,57 0,17
1478 1480 germakren D 0,71 0,21
1510 1508 levandulyl 2-methylbutyrat 0,05 0,05
1579 1586 karyofylen oxid 0,82 0,90
1682 1679 a-bisabolol 1,86 1,95
1844 1841 fyton 0,06 0,02

Co se tyka procentualniho zastoupeni jednotlivych latek, tak nejvétsi rozdil je u linaloolu,
kde v esencialnim oleji z HD je 47,76 %, zatimco v esencialnim oleji z SD je pouze 39,75 %,
stejné tak geranyl acetat ma vyssi zastoupeni v extraktu z HD. DalSi patrny rozdil v obsahu je
u linalyl acetatu a seskviterpen(, kde naopak v extraktu z SD je vétsi procentudlni zastoupeni
nez v extraktu z HD (obrazek 1, tabulka 2).

170



Rebickova K. a kol., str. 165-172 SVOC - FChT2016/2017

@ Monoterpeny < Monoterpenoidy @ Seskviterpeny @ Seskviterpenoidy @ Diterpenoidy @ Nezarazeno

@ @ de @le b > ® @ ! ) » @ - [* ]

Parni destilace

@ QAP W e o- e ? & 3 s o o 9

Hvdrndectilare

800 1000 1200 1400 1600 1800
Retencni index

Obrazek 1: Zastoupeni skupin identifikovanych (GC-MS) a kvantifikovanych latek (GC-FID)
v extraktu z Lavandulla angustifolia Mill.

Antibakterialni ucinky
Vysledky antimikrobidlnich ucinkd stanovenych diskovou difizni metodou jsou uvedeny
v tabulce 3. Esencialni oleje ziskané z obou destilacnich technik inhibovaly vsechny testované

mikroorganismy v rlizné mire, kromé Pseudomonas aeruginosa, ktera nebyla inhibovana zadnym
z olejli. Esencialni olej ziskany HD mél vétsi inhibicni Ucinnost nez esencialni olej ziskany SD.

Tabulka 3: Velikosti inhibicnich zon u testovanych mikroorganismd viivem esenciginiho oleje
(SD a HD) a viivem nékterych antibiotik (prevzato ze **)

Priimér inhibi¢ni zony [mm)]

Testovany mikroorganismus
SD HD Penicilin Amoxicilin Cefalexin Nystatin

Escherichia coli CCM 3954 11,0 16,5 0 23,0 21,0 -
Staphylococcus aures CCM 3953 17,5 28,0 37,0 32,0 28,0 -
Enterococcus faecalis 11 11 23,0 28,0 0 -
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 0 0 0 0 0 -
Candida albicans CCM 8215 11 11 - - - 17,0

V ptipadé Enterococcus faecalis a Candida albicans byla senzitivita bakterie a kvasinky
obéma vzorklm identicka. Nejcitlivéjsi zkoumany mikroorganismus byl Staphylococcus aureus.
Navic esencialni olej ziskany HD mél na Staphylococcus aureus srovnatelny vliv, jako ma
antibiotikum cefalexin * (tabulka 3). Stanojevi¢ a kol. pouzili ve své studii k extrakci
esencialniho oleje z levandule dvé rlizné hydrodestilacni techniky a jejich vzorek vykazoval
antimikrobialni ucinky také proti Pseudomonas aeruginosa, na rozdil od nami ziskaného oleje.
Zplsobeno to mlze byt tim, Ze antimikrobidlni aktivita esencidlniho oleje z levandule je mimo
jinych latek dUsledkem plsobeni 1,8-cineolu, kafru a borneolu, které byly v jejich oleji
obsazeny v mnohem vyssi mife nez v naSem esencialnim oleji 1. Ve studii A. Herman a kol. je
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zkouman aditivni antimikrobialni charakter linaloolu, ktery mél v nasem oleji nejvétsi
zastoupeni, pridaného do esencialniho oleje. Vyzkum ukazal, ze pfidany linalool vyznamné
zvySuje antimikrobialni Gc¢innost esencidlniho oleje *°. Z toho plyne, Ze linalool ma v silicich
z levandule vysokou antimikrobidlni aktivitu a pfi porovnani nami ziskaného esencialniho oleje
SD a HD vysvétluje, pro¢ oleje mély rozdilné antimikrobialni Ucinky na vétSinu testovanych
mikroorganism{ a také vysvétluje vétsi inhibicni Gc¢inek esencialniho oleje ziskaného HD, kde
je procento linaloolu vyssi.
ZAVER

VytéZnost esencialniho oleje zavisi na typu zvolené destilacni techniky. Vyssi vytézek
esencialniho oleje z levandule byl ziskan parni destilaci. Soucasné je na zvolené destilacni
technice zavislé i slozeni esencialniho oleje. Vice latek bylo identifikovano v esencialnim oleji
z parni destilace. Vyssi antimikrobialni aktivitu proti testovanym bakteriim a kvasince obecné
vykazoval esencialni olej ziskany hydrodestilaci. Ani jeden esencialni olej neplsobil na bakterii
Pseudomonas aeruginosa a na Enterococcus faecalis a Candida albicans pQsobily oba
esencialni oleje identicky. Nejvice senzitivni byl Staphylococcus aureus. Zavérem lze fici, ze
pravdépodobné by pro extrakci esencidlniho oleje z hlediska antimikrobidlni aktivity byla

vhodnéjsi hydrodestilace, nebot’ poskytla lepsi vysledky. Naopak z hlediska vytéznosti a poctu
identifikovanych latek v esencialnim oleji z levandule by byla o néco vhodnéjsi parni destilace.
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