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Extrakce beta-sitosterolu z kofenu kopfivy superkritickym CO,

M. Sajfrtova, M. Bartlova, H. quové
Ustav chemickych procesit AV CR, Rozvojova 135, 165 02 Praha 6, Tel.: 220 390 234, E-mail:
sovova@icpf.cas.cz

Abstrakt. Oddenky (tzv. kofeny) kopfivy obsahuji fadu nepolarnich i polarnich biologicky aktivnich
latek. Z neutralnich lipid kopfivy je nejvyznamngjsi f-sitosterol, uZivany v rostlinnych vytazcich proti
nadmérmému vypadavéni vlasi a pii benigni hyperplasii (zvétSeni) prostaty. Suché oddenky kopiivy
jsme extrahovali superkritickym oxidem uhliitym, nepoldrnim rozpoustédlem s variabilnimi
vlastnostmi, pfi tlaku 15-60 MPa a teplot& 40-80 °C. Soxhletovou extrakci n-hexanem byl stanoven
obsah f-sitosterolu v oddencich 0,28 g/kg. Vytézek f-sitosterolu superkritickou extrakci byl v priméru
o 11 % niZ8i, ale vlivem vy33i selektivity metody se jeho koncentrace oproti hexanovému extraktu
zvysila primémé o 13 % na 3,8 % hm. Oddélenym odbérem extraktu ve vhodné zvoleném ¢asovém
rozmezi lze ziskat frakce s dvojndsobnou i vyss§i koncentraci. Matematicky model kinetiky extrakce f-
sitosterolu a celkového extraktu umozZnil studium systému simula¢nimi vypodty.

1. Uvod

Oddenky koptivy dvoudomé (Urtica dioica), vbé&zné fteci oznaCované jako kofeny, jsou
vyznamnym zdrojem nékolika biologicky aktivnich latek, z nichZ f-sitosterol plisobi jako antioxidant a
reguldtor Cinnosti fady enzymil. Nejvétsi vyznam mé jako inhibitor enzymu 5-alfareduktazy, ktery
provadi pfeménu testosteronu na dehydrotestosteron (DHT). ZvySené mnozstvi DHT v krvi je dano
biologickym starnutim a je vzdy provazeno degenerativnimi zménami. Mezi nejvyznamnéjsi z té€chto
zmén patii zvétSeni prostaty a zvySené vypadavéani vlasi (degenerace vlasovych folikull), zvySené
ukladdani tukd a oslabeni imunitniho systému. Rostlinné vytazky obsahujici [-sitosterol jsou proto
Zadanym doplitkkem stravy.

V poslednich letech na trhu potravinovych doplikii a rostlinnych vytazkd pro pouZiti
v kosmetickych produktech vyrazné pribyvaji extrakty lipofilnich latek ziskané superkritickym oxidem
uhli¢itym, oznacované vétSinou jako CO, extrakty. Jde o rostlinné oleje ze semen rostlin bohaté na
nenasycené mastné kyseliny, extrakty aromatickych rostlin bohaté na vonné latky a extrakty z lé¢ivych
rostlin obsahujici bioaktivni latky. Z definice jsou superkritické tekutiny latky v nadkritickém neboli
superkritickém stavu, tedy pfi tlaku a teploté nad kritickym bodem. Kriticky bod oxidu uhli¢itého ma
parametry 7,4 MPa a 31,1 °C. Extrakce probihd semikontinudlnim zpiisobem, kde pfes nehybnou
vrstvu rostlinného materidlu protékd konstantnim pratokem rozpoustédlo. I kdyz superkriticka extrakce
vyZzaduje oproti tradi¢nim zavedenym metoddm destilace silic vodni parou a extrakce rostlinnych latek
standardné do 30 MPa a pro rychlou, u¢innou, ale méné selektivni extrakci i do 60 MPa), jeji pfednosti
stale vice nad nevyhodami prevazuji. K jejim pfednostem patii autentické prirodni sloZeni extraktu
beze stop organickych rozpoustédel a s vysokou aktivitou, protoZe mirné teploty a inertni atmosféra
chrani extrahované labilni bioaktivni latky pted degradaci, §etrnost extrakéniho provozu k Zivotnimu
prostiedi, kterd metodu fadi mezi ,,zelené" technologie, nizka cena a snadnd dostupnost rozpoustédla ve
vysoké (istoté, jeho nehoflavost a nevybusnost, univerzalni vyuZziti extrakéniho zafizeni vzhledem
k moznosti vyladéni rozpoustéci schopnosti superkritického CO; pomoci tlaku a teploty, a kone¢né i
fakt, Ze po extrakci je rostlinnd matrice neporu$end a miZe byt vyuzita napfiklad jako slozka krmiva
nebo nizkokalorické stravy.

Cilem této prace bylo optimalizovat podminky superkritické extrakce [-sitosterolu z oddenku
kopFivy. Experimenty navéazaly na diivéj§i préci /1/, kde byl zji§fovan ucinek ptidavku etanolu jako
modifikatoru CO, na extrakci fF-sitosterolu a polérniho skopoletinu. ProtoZe etanol umozZiiuje extrakci



poléarnich latek, zvétSoval se celkovy vytéZek extraktu, ale na rozdil od skopoletinu nebyl vliv etanolu
na vytézek f-sitosterolu Zadny nebo pfi vyssich koncentracich byl dokonce negativni. V této praci jsme
se proto zaméfili na zavislost kinetiky extrakce ¢istym CO; na extrakénim tlaku a teploté.

2. Experimentalni ¢ast

2.1 Material

Na vzduchu sulené oddenky kopfivy byly kratce pred extrakci umlety v mlynku na kdvu. Pomoci
sitové analyzy byla vyhodnocena stiedni velikost ¢astic ds; = 0,26 mm.

Oxid uhli¢ity potravinafské kvality (>99.9%) dodal Linde Technoplyn.. Rozpoustédla n-hexan a

metanol byly od firmy Lach-Ner, Neratovice. Chromatograficky standard byl S-sitosterol (>90%) od
firmy Fluka BioChemika.

2.2 Superkriticka extrakce

K extrakei bylo pouZito zafizeni Spe-ed SFE (Applied Separations). Pfiblizné 10 g kopfivy, pfesné
zvazeno, bylo umisténo do extraktoru, vysokotlaké kolonky o objemu 24 ml. Rostlina byla vloZena
mezi vrstvy sklenénych kulicek, zajistujicich rovnomérmou distribuci toku rozpoustédla po prifezu
extraktoru. Extraktor byl umistén vertikdlné do vzduchem temperovaného boxu a pomoci
vysokotlakého ¢erpadla naplnén stlatenym oxidem uhliCitym. Po ustaveni extrakéniho tlaku a teploty
by otevien elektricky vyhrivany mikrometricky ventil na vystupu z extraktoru, pfes ktery roztok
rozpusténych rostlinnych latek v CO; vytékal do sklenéné vialky, kde se pfi atmosférickém tlaku sbiral
extrakt vysraZzeny z CO, béhem poklesu tlaku a odkud se plynny CO, prakticky prosty extraktu vedl do
laboratorniho plynomeéru. Extrakéni tlak byl v rozsahu 15-50 MPa a extrakéni teplota 40-80 °C. Pritok
CO; byl nastaven na 0,9 g/min, doba extrakce byla 7-12 h. Vialky se ve zvolenych intervalech
vymeénovaly, jejich obsah byl vaZen a analyzovan na S-sitosterol.

2.3 Soxhletova extrakce

Priblizné 10 g kopfivy, pfesné zvazeno, bylo vloZeno do patrony Soxhletova pristroje a extrahovano
3 hodiny. Ziskany roztok byl odpafen na rota¢ni vakuové odparce a byla stanovena hmotnost extraktu,
ktery byl potom rozpustén v metanolu a analyzovan na f-sitosterol.

2.4 Stanoveni S-sitosterolu

Vzorky extrakth byly rozpu$tény v metanolu a filtrovany. Jejich chemické analyza byla provedena
na HPLC zafizeni (dodavatel Watrex Praha) se dvéma kolonami fazenymi za sebou: Nucleosil C18
(250 x 4,6 mm, 5 pm, Watrex Praha) a Biospher PSI 200, C18 (250 x 4mm, 5pm, Labio). Mobilni faze
byla methanol — 2-propanol 80:20 (v/v), pritok 0,4 ml/min. K detekci byl pouZit evaporativni detektor
rozptylu svétla PL-ELS 2100 (Polymer Laboratories). Teplota odpafovaci komory byla 50°C, teplota
nebulizéru také 50°C, priitok nebuliza¢niho plynu dusiku 1,6 slm.

3. Vypocet prubéhu extrakce

Pro vyhodnoceni prib&éhu extrakce celkového extraktu a [-sitosterolu jako jeho vedlejsi slozky
z mletych oddenkti jsme upravili dnes uz zavedeny matematicky model superkritické extrakce oleje
z umletych semen.

3.1 Model extrakce oleje
Model /2/ pfedpoklada, Ze extrahovand latka je ulozena v celadch (dutinich), jejichZ stény jsou
pomérné Spatné prostupné, a tyto cely jsou rovnomérné rozdéleny v objemu extrahovaného materialu.



Mletim semen vzniknou ¢astice, které uvnité obsahuji neporuené cely, ale u povrchu ¢éstic byly stény
cel pfi mleti mechanickym namahanim poruSeny a material v nich je snadno ptistupny k extrakei. Cim
podil otevienych cel G, 0 <G < 1.

Tok rozpoustédla vrstvou ¢astic v extraktoru mizeme modelovat mySlenym rozdélenim vrstvy po
vy$ce na » idedlnich misi¢h. Nastavitelnym poctem misi¢li pak simulujeme riznou miru zpétného
promichavani, kde n = 1 odpovida dokonalému promichavani rozpoustédla v celé vrstvé a n — oo
simuluje pistovy tok. Z bilance rychlosti zmén mnoZstvi extrahované latky v tekuté fzi, v otevienych
celach a v uzavienych celdch j-tého misice vyplyvé

dyj znyjfl_yj_i_y;_yj
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dt z, t
de;‘ =_},J’; — Vi +’_‘f_xf
dt t, g -
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kde koncentrace v tekuté fizi jsou vyjadreny jako hmotnostni poméry v jadre tekutiny y; (g/g CO;) a na
fazovém rozhrani na povrchu €4stic y7; (g/g CO,), a koncentrace v rostling jsou hmotnostni podily x;

(g/g Casti rostliny s otevienymi celami) a X, (g/g ¢4sti rostliny s uzavienymi celami). Doba extrakce je

t (min), doba prodleni rozpoustédla ve vrstvé &éstic je ¢, (min), ¢asova konstanta s povrchu do jadra
tekutiny je #r (min), ¢asova konstanta difize v Castici s uzavienymi celami je ¢ (min), a kone¢né ¥ (g
CO,/g rostliny) je pomér hmotnosti CO, v mezerdch mezi rostlinnymi ¢asticemi k hmotnosti ¢astic
v extraktoru.

Pfenos hmoty s povrchu ¢astic do jadra proudici tekutiny je rychly, protoZze viskozita
superkritickych tekutin obecné je men3i neZ u kapalin a difuzivita 1atek v nich rozpusténych je vysoka.
Naopak difuze sténami neporusenych cel je pomal, takZe plati ¢r << £, a obvykle také #; < ¢.. Proto se
zpocatku relativn€ rychle extrahuji latky z otevienych cel a rychlost extrakce zévisi zejména na
rovnovazné koncentraci y";, ktera je funkci x;. KdyZ se extrakt z otevienych cel vyderpd, extrakce
zpomali a je fizena vnitini difuzi v ¢asticich.

Oznacime-li x, (g/g rostliny) pocatetni obsah extrahované latky vrostliné a e (g/g rostliny)
extrakéni vytéZzek, v kazdém okamziku plati celkové bilance

x, =e+~ Y [w, +Gx, + (1-G)%,] )
n j=1
Plati i pro ¢ = 0, kdy e = 0 a vzhledem k pomalé difuzi z uzavienych cel pfedpokladame x; = x, pro
vSechna j, a poCateéni podminka je potom pro viechna j
Gx, =w,;+Gx; prot=0. 3)
ProtoZe do extraktoru piitéka ¢isté rozpoustédlo, okrajova podminka je y;.; =0 proj=1.
Pro priibéh extrakce je zasadni fazova rovnovaha, ktera silné zavisi na tlaku a teploté v extraktoru.

Pii dostatené vysokém obsahu v rostling je rovnovazné koncentrace extrahovanych latek v CO,, kterd
se nazyva zdanliva rozpustnost, rovna jejich termodynamické rozpustnosti. Kdyz ale v pribéhu



extrakce obsah latky v rostliné poklesne, zdanliva rozpustnost se snizi, protoZe se zalne projevovat
adsorpce latky na rostlinnou matrici. Pfi nizké koncentraci v rostliné je zdanlivd rozpustnost dina
adsorpni izotermou. Jak ukdzali del Valle a Urrego /3/, tato zavislost se dé vyjadrit vztahem

L x* _
Yy _'Kx+xf,+xb (ys KJC) (4)
1
* =K - Kx
y e G (v, - Kx) @

kde y; je termodynamicka rozpustnost, K je koeficient linedrni adsorpéni izotermy, x, je koncentrace
v rostling, pfi které dochdzi k pfikrému pfechodu mezi obéma typy rovnovahy, a exponent b Fidi
piikrost tohoto ptechodu (viz obr. 1).
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Obr. 1. Zdanliva rozpustnost v CO; pii superkritické extrakei z rostliny pfi parametrech rovn. (4)
K = 0,05 grostliny/g CO,, y; = 0,005 g/g CO,, x,= 0,02 g/g rostliny.

3.2 Model extrakce smési
Uvedeme zde rovnice extrakce bindrni smési, které 1ze snadno roz§ifit na viceslozkovou smés. Vyse
uvedené bilan¢ni rovnice plati beze zmény pro kazdou slozku jednotlivé:

dy_j,i i Yy =V n y},: — Vi

>

dt L tf
dej,i =_yy;-,i_yj,i +-’_Cj,f_xj,i ,
dt by t,
dx .. X..—Xx..
(1-G)—L=—L 2 pro j=12,..1i=12 (1a)



Vzijemna interakce sloZzek se projevuje ve vztahu pro rovnovahu. KdyZ Shen a kol. /4/
vyhodnocovali pritbéh superkritické extrakce séjovych otrub, délili zméfenou pocateéni rovnovaznou
koncentraci extrahované i-t¢ slozky v CO; jejim hmotnostnim zlomkem v hexanovém extraktu
z rostliny, aby ziskali veli¢inu srovnatelnou s termodynamickou rozpustnosti slozky v CO,. V souladu
s tim jsme do rovnovaZného vztahu zavedli hmotnostni podil i-té slozky v rostliné

z,=—2— pro i=12 )

H
2%
i=1
a rovnovaznou koncentraci sloZzky i v CO; poc¢itame podle rovnice

¥ =Kx,+ " (y,z,—K,x,) pro i=1,2 (4a)

(xrizi)b +Xx

kde parametry yg;, Kj, X, jsou rovnovazné parametry ¢isté slozky i.

4. Vysledky a diskuse

Obsah [-sitosterolu v suchych oddencich 0,28 mg/g byl stanoven extrakci hexanem, priCemz
celkovy vytéZek byl 8,3 mg/g rostliny a koncentrace f-sitosterolu v extraktu byla 3,4 % hm. Podminky
pokusii se superkritickou extrakei jsou vyéisleny v tabulce 1. Casové rozpéti mezi prvnim a poslednim
pokusem bylo 4 mésice. Priibéh téchto experimentl byl znédzornén graficky formou extrakénich kiivek,
tj. zévislosti extrakéniho vytéZku na dobé extrakce nebo na mnoZstvi extraktorem proteklého
rozpoustédla vztazeného na hmotnost extrahované rostliny. Prvni zpisob je vhodny pfi vétSim odporu
proti pfenosu hmoty, kdyz je extrakce fizena difuzi v rostlinnych &ésticich, a druhy zplisob, pouzity
v této praci (obr. 2, 3), pii prevlddajici extrakei z otevienych cel, kdy z extraktoru vytékd téméf nebo
zcela nasyceny roztok. Z tabulky i obrazki je zfejmé, Ze se po€atecni rozpustnost a tim i rychlost

Tabulka 1. Vliv extrakénich podminek na po¢ateéni koncentraci extraktu v CO,

tlak, MPa teplota, °C | hustota CO,, kg/m’ poé. koncentrace konc. f-sitosterolu
extraktu, g/g CO, v extraktu, % hm.

12 40 781,2 0,0010 4,48

30 40 910,6 0,0036 3,19

50 40 991,8 0,0044 3,13

15 60 605,6 0,0006 4,10

20 60 724,5 0,0015 4,49

30 60 830,4 0,0028 4,28

60 60 968,4 0,0041 3,25

30 80 746,1 0,0033 3,84




0,007 -L 0,0003

0,006 !
; 0,00025

. b o
= I . ;} ®
% 0,005 ‘ 8
e A | 00002 ©
=g ! i bt
0,004 ! 3
% A | 2
ke | o 0.00015 &
.?,0,003 ! A %
%‘ | L 00001 &
20002 A I £
3 B
(3] | :0
0001 A m - 000005 &

‘ !

. | :

L d— Lo
0 10 20 30 40 50 60 70

C0O,, g/g rostliny

Obr. 2. Extrakéni kiivky naméfené pii 15 MPa a 60 °C. Acelkovy extrakt, M f-sitosterol.
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Obr. 3. Extrakéni kfivky naméfené pfi 30 MPa a 80 °C. Acelkovy extrakt, B f-sitosterol.

extrakce zvySuje srostoucim extrakénim tlakem a zaroveil se tvary extrakénich kfivek celkového
extraktu a fF-sitosterolu sblizuji, tedy selektivita procesu klesa. Piesnéji reCeno, celkova rozpustnost
roste s rostouci hustotou a s teplotou, jak naznacuje obr. 4. Tabulka 1 ukazuje i celkovou koncentraci -
sitosterolu v extraktu na konci pokusu, kterd byla nejvy$§i pfi mirnych extrakénich podminkich, kdy



byl mensi celkovy vytéZek, protoZe se jedté nestacily plné vyextrahovat nejméné rozpustné slozky
extraktu. Poéateéni koncentrace extraktu v CO; ode&tené piimo z experimentélnich dat pro B-sitosterol
byla zatizena V&3 experimentdlni chybou, a proto jsme dal¥i vyhodnoceni provedli pomoci
experimentalnimi daty proloZenych kfivek vypoltenych matematickym modelem. Proudéni
v extraktoru jsme modelovali fadou péti misi¢i.
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Obr. 4. Zavislost potate¢ni koncentrace extraktu v CO; na teploté a hustoté superkritické tekutiny.

Tyto vypotty ukazaly, Ze odpor proti pfenosu hmoty byl maly a rychlost extrakce zcela zavisela na
pomérné nizké rozpustnosti extrahovanych latek. Obména asovych konstant kolem hodnot #r= 2 min a
#; = 400 min nem&la vliv na vypoétené extrakéni kfivky, zvlasté kdyZ podil otevienych cel byl blizky
jedné, coz je v souladu s tim, Ze oddenky byly umlety na praSek. Celkovy obsah extrahovatelnych latek
v rostliné vyhodnoceny modelem mirné klesal s dobou skladovani materiélu z x, = 7,7 mg/g na x, = 6,7
mg/g, co je o 19 % méné neZ vytdzek z extrakce hexanem, provedené ve stejnou dobu. Obsah £
sitosterolu v rostling vyhodnoceny modelem z extrakénich kiivek kolisal bez zfetelného vlivu tlaku a
teploty a bez vlivu doby skladovani mezi x,2 = 0,19 a x,2 = 0,30 mg/g s prumérnou hodnotou 0,25
mg/g, coZ je o 11 % ménd nez vytézek [F-sitosterolu extrahovaného hexanem. Rovnovazné parametry
vyhodnocené modelem z priibéhu vytéZki extraktu bez S-sitosterolu jako slozky 1 a [-sitosterolu jako
slozky 2 jsou uvedeny v tabulce 2. Pii vypoctech jsme pouZili exponent b = 7 vrovnici (4a) pro
vypoéet rovnovéhy. V tabulce je vidét nejen trend riistu rozpustnosti obou slozZek s rostoucim tlakem a
pii tlaku 30 MPa v piipadé F-sitosterolu i s teplotou, ale i pokles parametru xt s rostoucim tlakem, to
znamend, e pii vy&Sich tlacich véZe rostlinnd matrice méné extrahovanych latek. S rostoucim tlakem
roste i distribuéni koeficient K, vazba latek na matrici je tedy slabsi. Ve dvou pfipadech byl vliv
adsorpce b-sitosterolu na priibéh proloZenych extrakénich kfivek [-sitosterolu tak slaby, Ze nebylo
moZné parametry K a x, vyhodnotit.



Tabulka 2. Parametry rovnovahy podle rovnice (4a) pfi superkritické extrakci dvou sloZek, extraktu bez
[-sitosterolu (1) a 5 -sitosterolu (2)

tlak, teplota, Vs, /8 Xn, 8/8 K, g/g V2, 8/8 X, 8/8 K, g/g | separacni
MPa G faktor
15 40 0,0017 0,0051 0,008 0,0006 0,003 0,05 0,35
30 40 0,0040 0,0055 0,060 0,0014 0,003 0,05 0,35
50 40 0,0040 0,0026 0,050 0,0022 0,002 0,20 0,55
15 60 0,0011 0,0060 0,014 0,0002 - - 0,18
20 60 0,0015 0,0050 0,025 0,0016 0,003 0,08 0,67
30 60 0,0030 0,0026 0,085 0,0020 0,001 0,10 0,67
60 60 0,0050 0,0023 0,050 0,0024 - B 0,48
30 80 0,0035 0,0035 0,070 0,0032 0,002 0,08 0,91

Separa¢ni faktor f-sitosterolu ke zbytku extraktu je pocitin jako pomér rozpustnosti ys/ysi. Protoze
[sitosterol je méné rozpustny v CO, neZ hlavni slozky extraktu, je hodnota separa¢niho faktoru mensi
nez 1, a ze sledovanych podminek by ty nejlepsi pro zvy$eni koncentrace [F-sitosterolu v extraktu
superkritickym CO, na protiproudé koloné byly 15 MPa a 60 °C. Pro superkritickou extrakei to ale
vhodné podminky nejsou, protoZe piili§ nizké rozpustnosti by vyZzadovaly velké mnoZstvi rozpoustédla.
I kdyZ oxid uhli¢ity ve vyrobnim zafizeni obih4, takZe jeho spotieba neroste, rostou naklady na jeho
stladovani, ohiev a chlazeni.
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Obr. 5. Extrakéni kiivky naméfené pti 30 MPa a 40 °C a vypoétené modelem. A celkovy extrakt, B 5-
sitosterol.

Zvydeni koncentrace v extraktu je moZno dosdhnout uz béhem superkritické extrakce z rostlin
vyuzitim takzvané frakcionace v &ase, tj. zmén sloZeni extraktu v pribéhu extrakce, odbérem extraktu
oddélens ve vhodng zvoleném intervalu. Na obr. 5 je zndzornén priib&h extrakce pfi tlaku 30 MPa a




teploté 40 °C. ProtoZe za této teploty je extrakce nékterych sloZek extraktu znaéné pomalejsi nez
extrakce [-sitosterolu, véasnym ukondenim extrakce se zabréni jeho zbyte¢nému fed€ni v extraktu.
Spojenim druhého a tetiho odbéru vznikla frakce s dobrym vytézkem [-sitosterolu 0,24 mg/g rostliny
a s koncentraci 5,2 % hm., o 15 % vy33i neZ pii extrakci hexanem. Jak ukazuji vypocty, pfi odbéru se
zadanym vytézku S-sitosterolu 0,14 mg/g rostliny, tedy polovi¢nim vytéZkem oproti vytézku hexanem,
pfi odbéru mezi relativnim mnozZstvim CO, 1,9 a 6,0 g/g rostliny ziskat frakci s koncentraci 7,5 % hm.
[-sitosterolu.

5. Zaveér

Prokézali jsme, Ze superkritick4 extrakce je vhodna metoda pro vyrobu dopliikd stravy z oddenkil
koptivy. PHi standardizaci obsahu f-sitosterolu v produktu lze s vyhodou vyuZit frakcionaci extraktu
v &ase. Vliv tlaku a teploty na rychlost extrakce a na separatni faktor [-sitosterolu vzhledem
k majoritnim lipiddm, povazovanym za pseudoslozku extraktu, byl vyhodnocen pomoci modelu
superkritické extrakce smési latek.

Podgkovani. Autofi dékuji TACR za finanéni podporu této préce (projekt ¢. TA01010578).
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