FKSTRAKCIJA

S SUBKRITICNO
\VODO

ZA PRIDOBIVANJE
RASTLINSKIH
EKSTRAKTOV

SUBCRITICAL WATER
EXTRACTION

FOR THE PRODUCTION
OF PLANT EXTRACTS

AVTORICI / AUTHORS:
asist. Katja Schoss, mag. ind. farm.
izr. prof. dr. Nina Ko€evar Glava¢, mag. farm.

Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo,
Katedra za farmacevtsko biologijo,
ASkerceva 7, 1000 Ljubljana

NASLOV ZA DOPISOVANJE / CORRESPONDENCE:
E-mail: katja.schoss@ffa.uni-lj.si

uvoD

Ekstrakcija s subkriticnimi tekocinami je med sodobnimi,
okolju prijaznimi tehnologijami ekstrakcije pritegnila veliko
pozornosti zaradi njihovih edinstvenih lastnosti, ki omogo-
Cajo razlicne moznosti uporabe. Uporaba subkriticne vode

POVZETEK

ZmanjSana poraba energije, ucinkovita pretvorba
reaktantov v produkte, manj stranskih odpadkoy,
moznost vpetosti v kroZzno gospodarstvo ter vecja
kakovost in varnost konénih izdelkov so kljucne
zahteve pri razvoju novih tehnologij in tehnologija s
subkriticnimi tekocinami po optimizaciji ekstrakcijske
metode v sploSnem ustreza vsem nastetim kriteri-
jem. Pogosto uporabliano topilo je voda, saj je okolju
prijazna, lahko dostopna in ekonomsko opravicljiva.
Subkriticna voda ima v primerjavi z vodo pri nor-
malnih pogojih posebne lastnosti, kot so manjSa
gostota, manjSa dielektricna konstanta, vecja ioni-
zacijska konstanta in nizja povrsinska napetost. V
¢lanku predstavljamo proces ekstrakcije s subkriti-
¢no vodo ter moznosti njene uporabe za pridobi-
vanje rastlinskih izvieckov.
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ABSTRACT

Reduced energy consumption, efficient conversion
of reactants into products, less by-products and
higher quality and safety of finished products are
key requirements in the development of new tech-
nologies, and subcritical fluid technology generally
meets all these conditions after optimisation of the
method. A frequently used solvent is water, as it is
environmentally friendly, easily accessible and eco-
nomically justifiable. Subcritical water has specific
properties compared to water under normal condi-
tions, such as lower density, lower dielectric con-
stant, higher ionization constant and lower surface
stress. In the article, we present the process of ex-
traction with subcritical water and the possibilities
of its use in the production of plant extracts.
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extraction, plant extracts subcritical water

je Se posebej zanimiva, ker je voda kot topilo netoksi¢na,
nevnetljiva in dostopna (1, 2). V nadaljevanju bomo pred-
stavili lastnosti subkriticne vode, postopek, prednosti in
slabosti ekstrakcije s subkriticno vodo ter primere uporabe
te tehnologije za pridobivanje rastlinskih izvieCkov, ki na-
kazujejo obetavne moznosti tudi za farmacevtsko, kozme-
tiCno in prehrambno industrijo.
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LASTNOSTI SUBKRITICNE
VODE

Subkriti¢na voda je ucinkovito topilo, katalizator in reaktant
za hidrolizne pretvorbe in ekstrakcije. Ekstrakcija poteka
pri temperaturah med 100 in 374 °C in pri tlaku v obmocju
do 220 bar, da vodo vzdrzuje v tekoCem stanju (slika 1).
Pri temperaturi nad 374 °C in tlaku nad 220 barov pa voda
preide v superkriticno stanje. Lastnosti vode pri normalnih
pogojih ter v subkriticnem in superkriticnem stanju so pred-
stavliene v preglednici 1 (3, 4, 5).

S spremembo temperature ekstrakcije in tlaka se spremenijo
lastnosti vode kot ekstrakcijskega topila. Voda je polarno
topilo z dielektricno konstanto (g) 78,5 pri normalnih pogaojih.
Odgovorna je za dobro topnost in ekstrakcijo polarnih spojin

pri sobnih pogojih. Pri temperaturi med 100 in 374 °C (pod
dovolj visokim pritiskom, da voda ostane v tekocem stanju)
pa se dielektricna konstanta vode moc¢no zniza in posledi¢no
voda postane primerna za ekstrakcijo tako polarnih kot ne-
polarnih spojin. Na primer, v subkritiénem stanju se dielek-
tri¢na konstanta vode zmanjSa na priblizno 33 pri temperaturi
200 °C (15 bar). Ta vrednost je primerliiva dielektri¢ni kon-
stanti nekaterih organskih topil, na primer metanola (e = 32,6;
normalni pogoji), ki ga pogosto uporabliamo za ekstrakcijo
spojin zmerne polarnosti. Pri temperaturi 250 °C znasa die-
lektricna konstanta vode 27, z nadaljnjim visanjem tempe-
rature na 300 °C pa pade na 20 (3, 4).

Z doseganjem nizje polarnosti pri poviSanih temperaturah
lahko tehnologija ekstrakcije s subkriticno vodo ustvari vi-
soke izplene ekstrakcije in hiter Cas ekstrakcije Stevilnih hi-
drofobnih organskih snovi (npr. eteri¢nih olj, mascobnih ki-
slin in karotenoidov) (3).

Tekote

Tlak (bar)

Superkritiéno

Kriti¢na tocka

Plinasto

Trojna tocka

Temperatura (°C)

Slika 1: Fazni diagram vode z oznacenim predelom, kjer je voda v subkriticnem stanju; povzeto po viru (36).
Figure 1: Water phase diagram with a marked area, where water is in subcritical state; adapted from (39).

Preglednica 1: Lastnosti vode pri razlicnih pogojih (3).
Table 1: Water properties under different conditions (3).

Lastnost Voda pri normalnih pogojih | Voda blizu kriticnega stanja | Superkriticna voda
Temperatura (°C) 25 350 400

Tlak (bar) 1 250 500

Gostota (kgm™) 997,45 625,45 577,79
Dielektricna konstanta (/) 78,5 14,86 12,16
Disociacijska konstanta (/) 14,0 11,5 11,5




Pri poviSanih temperaturah v subkriticnem stanju se poleg
polarnosti znatno zmanjSajo tudi gostota vode (preglednica
1), povrSinska napetost in viskoznost. ZmanjSanje povr-
Sinske napetosti omogoca povecano omocenje ekstrak-
cijskega materiala z vodo in hitrejSe raztapljanje cilinih spo-
jin. ZmanjSana viskoznost vode poveca njeno prodiranje
(difuzijo) v ekstrakcijski material, kar prav tako pospesi ek-
strakcijo (3).

Z viSanjem temperature pa se pojavijo tudi oksidacijske
lastnosti vode. Najmod&nejSe so prav ob prehodu v super-
kritiCno stanje, kar lahko povzroCi kemijske spremembe
snovi, ki se lahko odrazijo v zmanjSani topnosti (npr. fenolov)
3).

Poleg omenijenih lastnosti se spreminjajo tudi ionizacijske
lastnosti vode glede na temperaturo. Disociacijska kon-
stanta (Kw) vode se poveca od 1,0 x 10~* pri 25 °C do
1,2 x 10712 pri 350 °C. To pomeni, da se pH spremeni s
priblizno 7,0 na 5,5 (3).

Te edinstvene lastnosti subkritiCne vode skupaj z dejstvom,
da je voda kot topilo lahko dostopna, poceni, nestrupena,
nevnetljiva in okolju prijazna, vodijo do uveljavijanja Stevilnin
nacinov uporabe za ekstrakcijo, loCevanje in izolacijo razli-
¢nih spojin (3). Moznosti uporabe podrobneje opisujemo v
podpoglavju 5.

POSTOPEK EKSTRAKCIJE

3.1 PARAMETRI

Glavni parameter ekstrakcije s subkriticno vodo je tempe-
ratura, saj se z njo spreminjajo glavne kemijsko-fizikalne
lastnosti, opisane v podpoglavju 2. Tlak ima omejen vpliv
na lastnosti topila, pomembno pa je, da ohranja topilo v
tekocem stanju. Ostali pormembni parametri ekstrakcije so
razmerje topila in ekstrakcijskega materiala, pretok topila,
velikost delcev ekstrakcijskega materiala, Cas ekstrakcije,
mesanje in uporaba sotopila. Izbira ustreznih delovnih po-
gojev je lazje dolocljiva, ko je znana narava spojin, ki jih
bomo ekstrahirali (3, 5).

3.2 NAPRAVA

Za ekstrakcijo s subkriticno vodo obstajata dve vrsti
opreme: dinamic¢ni (neprekinjeni pretoc¢ni) sistem in staticni
(serijski) sistem (slika 2). Crpalka dinamiénega sistema do-
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vaja vodo skozi grelno tuljavo do ekstrakcijske posode.
Na ta nacin se voda predhodno segreje na temperaturo
ekstrakcije. Voda nato prehaja skozi ekstraktor do hladilne
tuljave, kjer se zbira. Tlak sistema nadzoruje zracna teko-
Cinska Crpalka s tlakom od 2 do 200 bar, ogrevanje pa
pecica. Da prepreCimo odtekanje vzorca oz. njegovo iz-
gubo in morebitno zamasitev cevi, mora imeti posoda za
ekstrakcijo sintrane filtre iz nerjaveCega jekla vsaj pri izstopu
vode iz ekstraktorja. Dinamicen in stati¢en sistem sta si
zelo podobna glede postavitve peci, cevi in ventilov. V na-
sprotju z dinamic¢nim sistemom pa stati¢ni nima Crpalke in
je pod podtlakom dusika, da prepre¢imo oksidacijo vzorca.
Cas zadrzevanja subkritisne vode v dinamiéni opremi je
krajsi kot v statiCni opremi, kar ima za posledico manjSo
razgradnjo termolabilnih komponent. Najvecja pomaniklji-
vost dinami¢nega sistema za ekstrakcijo s subkritiéno vodo
je, da je zaradi vecje kompleksnosti naprave draZji od sta-
ticnega sistema. Omeniti velja Se, da je poraba vode vedja
pri dinami¢nem sistemu. Glavne prednosti dinamic¢nega
sistema pa so krajSi Cas zadrzevanja ekstrakcijskega topila
ter posledicno manjSa razgradnja termolabilnih snovi in
vedji izplen (5).

PREDNOSTI IN SLABOSTI
EKSTRAKCIJE S
SUBKRITICNO VODO

Pri subkriti¢ni ekstrakciji z vodo je Cas ekstrakcije navadno
krajSi in poraba topila je manjSa v primerjavi z obicajnimi
metodami ekstrakcije za pridobivanje sorodnih ekstraktov,
kar vodi do manjSih obratovalnih stroskov. Poleg tega je
subkritiCna ekstrakcija z uporabo vode namesto organskih
topil varen ter okolju prijazen postopek s Siroko uporab-
nostjo za pridobivanje funkcionalnih Zivil ter kozmeticnih in
farmacevtskih sestavin. Ekstrakti so v sploSnem bolj kom-
pleksni z vidika kemizma, saj ekstrahiramo polarne in tudi
manj polarne spojine, subkriti¢na voda pa je v subkriti¢nih
pogojih tudi bolj difuzivna, zato daje vecje izplene.

Vendar pa je pri uvajanju te metode izredno pomembna
optimizacija ekstrakcijskin razmer. Predolg Cas segrevanja
lahko povzroci termiCno razgradnjo spojin. Prav tako je
veCja moznost za potek drugih kemijskih reakcij, kot je
Maillardova reakcija. Ce Zelimo konéni produkt v suhi obliki,
je slabost tudi dodatni korak susenja oz. koncentriranja, ki
ga moramo izvesti po ekstrakciji, saj iz naprave po izvedeni
ekstrakciji dobimo vodni ekstrakt. Zato je treba pred
uvedbo ekstrakcije s subkriticno vodo v industrijskem ob-
segu sestaviti natancen protokol, da zagotovimo strosko-
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Slika 2: Shematski prikaz ekstraktorja s subkriticno vodo; a) dinamicni ekstraktor, b) staticni ekstraktor.
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Figure 2: Schematic representation of a subcritical water extractor; a) dynamic extractor, b) static extractor.

vno udinkovitost postopka. Velik stroSek pa predstavija
tudi nakup take opreme (4, 6, 7).

MOZNOSTI UPORABE

Tehnologija s subkritiéno vodo je v zadnjih letih zelo razi-
skovano podrocje in v prihodnosti pri¢akujemo ve¢ novih
moznosti uporabe. Trenutno so najbolj aktualne uporaba
produktov v farmaciji, predvsem pri proizvodnii pripravkov
rastlinskega izvora, v kozmeti¢ni industriji ter v zZivilstvu.

5.1 EKSTRAKCIJA FENOLNIH SPOJIN

Vecina trenutno objavijenih raziskav o ekstrakciji s subkriticno
vodo je osredotoCena na antioksidante, predvsem fenolne
spojine iz razlicnih virov. Fenoli so razmeroma polarne spojine
in spojine z razli¢no termi¢no stabilnostjo, kar je treba upo-

Stevati pri izbiri ustreznih ekstrakcijskih razmer (3). Antioksi-
dativne fenolne spojine so s subkritiéno vodo ekstrahirali iz
semen granatnega jabolka (Punica granatum) (8), grozdnih
tropin (Vitis vinifera) (9), korenike ingverja (Zingiber officinale)
(10), olupkov krompirja (Solanum tuberosum) (11), cvetov
rumene zametnice (Tagetes erecta) (12) in plodov vrste pa-
paje (Vasconcellea pubescens) (13).

Povecanije izplena ekstrakcije antioksidativnin spojin so v
nekaterih primerin dosegli z dodatkom sotopila, kot je etanol,
kislina ali baza. Ugotovili so, da sta temperatura nad 175 °C
in dolg Gas ekstrakcije povezana z vecCjo antioksidativno
aktivnostjo v primeru cvetov rumene zametnice (12).

Glede na kemijsko naravo antioksidativnih spaojin, prisotnih
v rastlini, lahko razmere ekstrakcije prilagodimo tako, da
nekatere spojine selektivno ekstrahiramo. Antocianidini in
fenolne kisline so primeri rastlinskih sekundarnih metabo-
litov z antioksidativnim delovanjem, ki jih je mozno selekti-
vno ekstrahirati (14), saj lahko temperaturo, tlak in Cas ek-
strakcije optimiziramo glede na Stevilo prostih hidroksilnih
skupin v molekuli (14, 15). Na ta nacin so proucevali ek-
strakcijo fenolnih spaojin iz oplodja manga (Mangifera indica)

170




(8), zeli vednozelenega gornika (Arctostaphylos uva-ursi)
(8) in lubja cimeta (Cinnamomum zeylanicum) (3), ekstrak-
cijo mircetina, kvercetina in kemferola iz ¢rnega Caja (3),
rutina iz ajde (Fagopyrum esculentum) (4), izoksantohumola
iz hmelja (Humulus lupulus) (16) ter hesperidina in narirutina
iz lupin citrusov (17), pri Cemer so v tej raziskavi Stirikrat
povecali izplen v primerjavi s klasi¢no ekstrakcijo.

5.2 PRIPRAVA DRUGIH OBOGATENIH
EKSTRAKTOV

Spreminjanje pogojev ekstrakcije s subkritiéno vodo v od-
visnosti od temperature, tlaka, pretoka in dodanega soto-
pila so proucevali tudi za pripravo ekstraktov, obogatenih
z laktoni iz korenine kave kave (Piper methysticum) (18),
ter sladilnih spojin steviozidov iz listov stevije (Stevie re-
baudiana) (19, 20).

5.3 EKSTRAKCIJA POLISAHARIDOV

Polisaharidi so velika skupina strukturno raznolikin polime-
rov, ki vklju€ujejo npr. Skrob, celulozo, sluzi in pektine. Za-
radi visoke polarnosti so dobri kandidati za ekstrakcijo s
subkriticno vodo. Tako so s to metodo pridobili pektine iz
jabol&nih tropin in lupin citrusov (22), polisaharide iz na-
vadne kustovnice ali goji (Lycium barbarum) (6), hemicelu-
loze iz listov oljine palme (23) ter mono- in oligosaharide iz
kokosove moke (24).

5.4 PRIDOBIVANJE ALKALOIDOV

Alkaloidi so rastlinski sekundarni metaboliti s Sirokim spek-
trom bioloskih aktivnosti, ki vsebujejo dusik. Ugotavljanje
njihove vsebnosti je pogosto potrebno za vrednotenje in
zagotavljanje ustrezne kakovosti rastlinskih drog. Ekstrak-
cijo s subkriticno vodo so uporabili za ekstrakcijo kinolizi-
dinskih alkaloidov citizina, sofokarpina, matrina, soforidina
in oksimatrina iz vrste sofore Sophora flavescens (25) ter
za ekstrakcijo izokinolinskih alkaloidov hidrastina in berbe-
rina iz kanadskega hidrasta (Hydrastis canadensis) (26).

5.5 PRIDOBIVANJE ETERICNIH OLJ

Ekstrakcijo s subkriticno vodo kot metodo pridobivanja
etericnih olj opredeljujeta krajsi Cas ekstrakcije in vecji od-
stotek vsebnosti kisikovih spojin v primerjavi z eteriCnimi
olji, pridobljenimi s parno destilacijo. Metodo so uporabili
za pridobivanje eteri¢nih olj zeli rozmarina (Rosmarinus of-
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ficinalis) (27), lista origana in bazilike (28), iz listov rastline
Thymbra spicata, znane tudi pod imenom sredozemski ti-
mijan (29), zeli vritnega Setraja (Satureja hortensis) (30), zeli
poprove mete (Mentha x piperita) (30), listov modrega ev-
kalipta (Eucalyptus globulus) (31), zeli navadnega komarcka
(Foeniculum vulgare) (32), semen koriandra (Coriandrum
sativum) (33) in korenine ingverja vrste Zingiber cassumunar
(84). V vseh primerih so sestavo etericnega olja, ki so ga
proizvedli z ekstrakcijo s subkritiéno vodo pri razlicnih tem-
peraturah, primerjali s sestavo eteri¢nega olja, pridoblje-
nega z destilacijo. Na splosno so z ekstrakcijo s subkriticno
vodo v krajsem Casu pridobili vecji odstotek hlapnih polarnih
spojin (21).

SKLEP

Metoda ekstrakcije s subkriticno vodo sodi med uvelja-
vijajoCe se zelene, okolju prijazne tehnologije za pridobivanje
ekstraktov iz rastlinskega materiala. Klju¢na ekstrakcijska
parametra sta temperatura (>100 °C), saj z viSanjem tem-
perature znizujemo dielektricno konstanto vode, in tlak, ki
je potreben, da vodo vzdrzujemo v tekoCem stanju. Bi-
stvenega pomena je tudi Cas ekstrakcije, saj ob daljSanju
Casa pogosto pride do razgradnje zelenih produktov. Gla-
vna razlika v sestavi tako pridoblienih ekstraktov glede na
klasicne metode je SirSi nabor ekstrahiranih spojin zaradi
posebnih lastnosti vode v subkritinem stanju. Metodo ze
uporabljajo za izdelavo izvleCkov v kozmeti¢ni industriji,
najverjetneje pa ji bosta kmalu sledili tudi farmacevtska in
prehrambna industrija. Predvsem v slednji bi lahko ek-
strakcija s subkriticno vodo v prihodnosti Se dodatno pri-
dobila na pomenu zaradi moznosti uporabe v kroznem
gospodarstvu.
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