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Zastosowanie technologii nadkrytycznych
do ekstrakcji i analizy produktow spozywczych
oraz substancji aktywnych biologicznie

Reakcje w warunkach nadkrytycznych znajduja coraz szersze zastosowanie w
réznych galeziach przemysh, o czym moze Swiadczy¢ wzrastajaca liczba publikacji
poswiecanych tej problematyce. W ostatnich 10 latach pojawito si¢ takze wiele
artykuléw na ten temat w czasopismach ekonomicznych [25].

Zainteresowanie procesami w warunkach nadkrytycznych zwiazane jest z poszu-
kiwaniem czystych, nietoksycznych technologii separacyjnych. Zastosowanie takiej
proekologicznej technologii, zwlaszcza w przemysle spozywczym i farmaceutycz-
nym, moze istotnie poprawié wiasciwosci zywieniowe oraz funkcjonalne produktu.

Juz 170 lat temu baron Charles Cagniard de la Tour odkryt, Ze powyzej okreslone;
temperatury pewne pojedyncze substancje nie ulegaja ani procesowi parowania, ani
kondensacji, lecz wystepuja w formie specyficznego ptynu [8]. Z czasem dla punktu,
w ktérym 6w stan powstaje (punkt krytyczny), zostaty dokfadnie okreslone wartosci
temperatury i ciSnienia.

Intensywne studia nad ptynami w warunkach nadkrytycznych, prowadzone od lat
szesédziesiatych, doprowadzity do wyodrgbnienia si¢ dwoch podstawowych zastoso-
wan [18]: .

— ekstrakcji nadkrytycznej (SFE, Supercritical Fluid Extraction),

— chromatografii nadkrytycznej (SFC, Supercritical Fluid Chrom’at.og.raphy).
Ekstrakcja nadkrytyczna ma wiele interesujacych wilasciwosci, istotnych dla

procesow separacyjnych.

1) jest szybka, gdyz charakteryzuje sig lepszym transferem masy, spowodowanym
wyzsza dyfuzyjnoscia i nizsza lepkoscia nadkrytycznego ptyxfm;

2) whsciwosci rozpuszczajace nadkrytycznego ptynu moga by'c’ tz}nvf) ko.ntrolowa-
ne, albowiem rozpuszczalno$é zalezy od temperatury i cisnienia uzytego do
ekstrakcji pltynu; N . .

3) wiele zwiazk6w stosowanych w ekstrakcji nadkrytyczne:] jest gazami, co nie-
zmiernie ulatwia proces separacji rozpuszczonego czynnika z ekstrahentu, a w
hromatografii upraszcza proces analizy;
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4) Niektore zwiazki stosowane jako ekstrahenty (np. CO2) sa szczegdlnie korzystne
ze wzgledu na istotne cechy prosrodowiskowe [13, 18].

Wiasciwosci CO2 przydatne w procesach prowadzonych
w warunkach nadkrytycznych

Zwiazkiem, ktory z pewnoscia moze pretendowac do miana rozpuszczalnika XXI
wieku, jest dwutlenek wegla. WsSréd wielu réznorodnych rozpuszczalnikéw jako
jedyny charakteryzuje si¢ brakiem toksyczno$ci, co w potaczeniu z innymi cechami,
jak niska temperatura krytyczna i niska cena, decyduje o jego potencjalnej wysokiej
uzytecznosci w przemysle rolno-spozywczym.

Temperatura krytyczna CO,, wynoszaca 31,1°C, jest dostatecznie niska dla prze-
prowadzania procesOw separacji termowrazliwych substancji. Ta cecha CO, jest tez
szczegolnie korzystna dla przebiegu reakcji enzymatycznych w warunkach nadkry-
tycznych, np. interestryfikacji triacylogliceroli [ 7].

Typowe procesy ekstrakcyjne prowadzone sa z uzyciem r6Znorodnych rozpusz-
czalnikow petrochemicznych. Zawieraja one w swym skladzie wiele substancji mu-
tagennych i kancerogennych. Z tego tez powodu ekstrakcja w nadkrytycznym CO,
wydaje si¢ by¢ idealnym procesem przydatnym w przemysle rolno-spozywczym oraz
farmaceutycznym.

W literaturze Swiatowej wiele uwagi po§wigcono procesom ekstrakcji barwnikow
oraz substancji zapachowych z zi6t i przypraw [5, 20, 22], separacji wolnych kwasow
thuszczowych z oleju rybiego [15], ekstrakcji i separacji glicerydéw [3, 11, 15],
separacji lecytyny z oleju sojowego [27, 35, 36], ekstrakcji cholesterolu z masta,
stoniny, foju i jaj [4, 25], frakcjonowaniu komponentéw z olejow i thuszczy [11, 12],
dekofeinacji kawy [25, 29] oraz ekstrakcji chmielu [10, 25, 29].

Ekstrahowano takze metabolity roslinne, takie jak: mevinolin [20], 8-karoten [23]
czy tez ergosterol z grzybow [40].

Prowadzone sa badania nad rozpuszczalnoScia i ekstrakcja takich naturalnych
produktéw, jak sterydy, alkaloidy, substancje o dzialaniu antynowotworowym, oleje
roslinne i zwierzgce oraz kofeina [25]. Nadkrytyczny CO, testowany byl takze do
ekstrakcji substancji toksycznych z Zywnosci np. dioksyn z oleju ryb [16].

Dwutlenek wegla, jako rozpuszczalnik nadkrytyczny, posiada wtasciwosci po-
Srednie pomig¢dzy whasciwosciami cieczy i gazu. W stanie nadkrytycznym CO, jest
zasada Lewisa o tendencjach protonowo-akceptorowych, co umozliwia oddziatywa-
nie z wieloma substancjami [37]. Stwierdzono, ze w miar¢ powig¢kszania sig liczby
grup hydroksylowych i karboksylowych rozpuszczalno$¢ danej substancji w CO,
maleje [33]. Efekt ten jest bezposrednio zwiazany z silnymi oddziatywaniami typu
roztwér—roztwdr, ktére nie moga by¢ przetamane przez CO,. Duza liczba wiazan
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wodorowych, wystgpujacych w cukrach i aminokwasach, nie pozwala wigc na ekstra-
kcje tego typu zwiazk6w w nadkrytycznym CO,. Aby polepszyé polarnosé CO, (jako
rozpuszczalnika), dodaje sig do niego modyfikatory polarne, np. alkohol etylowy [11,
32]. Modyfikator wzmacnia zdolnosci rozpuszczajace ptynu nadkrytycznego, a tym

samym rozszerza spektrum zwiazkéw podlegajacych procesom ekstrakcyjnym w
nadkrytycznym CO,,.

Wybrane przyklady zastosowania nadkrytycznego CO2

Istniejace obecnie zaktady przemystowe, uzywajace technologii nadkrytycznych,
umiejscowione sa przede wszystkim w Europie Zachodniej i USA. Naleza do nich
HAG/General Foods, SKW Chemicals oraz Barth Hopfenextraction z Niemiec,
specjalizujace si¢ w procesach dekofeinacji kawy i herbaty oraz ekstrakcji chmielu,
przypraw i substancji zapachowych. Technik¢ ekstrakcji nadkrytycznej w USA sto-
suja Philip Morris, Kraft-General Foods and Pfizer Inc., zajmujace si¢ ekstrakcja
nikotyny z tytoniu, dekofeinacja kawy oraz ekstrakcja zywic chmielowych dla bro-
warnictwa. Zaklady uzywajace technik nadkrytycznych znajduja si¢ takze w Wielkiej
Brytanii, Wtoszech, Australii [5]. W Polsce jedyna instalacja laboratoryjna do ekstra-
kcji nadkrytycznej substancji naturalnych znajduje si¢ w Instytucie Inzynierii Chemi-
cznej PAN w Gliwicach (10).

Mimo intensywnych badaii, po§wigconych ekstrakcji w warunkach nadkrytycg-
nych, jedynie dwa procesy znalazly szersze zastosowanie komercyjne: dekofeinacja
kawy i herbaty oraz ekstrakcja zywic chmielowych z chmielu [29].

Technologia procesu dekofeinacji oparta jest na recyrkulacji dwutlenku we;g!a w
systemie naczyn ekstrakcyjnych i absorpcyjnych. Suchy CO, nie jest wystarczajqc:\{
dla whasciwego przebiegu ekstrakcji, dlatego tez kawa przed procesem ekstrakcji
nawilzana jest woda. Woda dziata jako czynnik destabilizujacy wewnqtrznfg s.truktlexrc;
kawy, tworzona przez kwas chlorogenowy [25]. Redukcja dotyczy zawartosci kofeiny
20,7-3% do 0,02%, bez wptywu na aromat i barwg kawy. |

Pozyskiwanie ekstraktu zywic chmielowych jestdruga szerzej.stosowanat techn.o-
logia, wykorzystujaca nadkrytyczny CO, jako medium ekstrakcyjpe. W konwencjo-
nalnych procesach ekstrakcyjnych jako rozpuszczalnik stosowany J.est dichlorometan
lub chlorek metylenu. Konsekwencja tego jest konieczno$¢ usuniecia res.ztek roZpusz-
czalnika przez odparowanie. Zastosowanie nadkrytyczneg(? CQZ ufatwia od.zyskame
kofeiny z rozpuszczalnika, co osiaga si¢ przez redukcjg cién.lema. Tec.hnolo gia eks.tra-
kcji zywic chmielowych polega na zmieleniu szyszek chmxelowy.ch i u.formowamu z
nich granulek, ktére umieszczone w ekstraktorze poddawane sg dziataniu nadkrytyc.:z-
nego CO,. Otrzymany ekstrakt zawiera 99% zywic chmielowych zawartych w chmie-
lu[14, 29].



94 D. £ ukaszynski

Oprocz powyzszych zastosowari opublikowano szereg danych, odnoszacych sig
do badan przeprowadzanych w skali laboratoryjnej oraz péttechnicznej z uzyciem
innych surowcéw, ktorych ekstrakcja skfadnikéw oraz ich analiza w warunkach
nadkrytycznych wydaje si¢ by¢ szczeg6lnie interesujaca. Jednym z waznych zastoso-
wan jest ekstrakcja olei jadalnych.

Zastosowanie nadkrytycznego CO, dla ekstrakcji oleju w poréwnaniu z tradycyj-
nie uzywanymi rozpuszczalnikami, np. heksanem, daje wiele korzysci. Przede wszy-
stkim eliminuje si¢ wystepowanie toksycznych pozostatosci rozpuszczalnika oraz
zastgpuje energochlonng destylacje prostym zbieraniem ekstraktu na zasadzie redu-
kcji ciSnienia, wskutek czego dochodzi do wytracenia si¢ ekstrahowanego sktadnika.

Rozpuszczalnik jest regenerowany i przeprowadzony ponownie w stan nadkryty-
czny, wraca do ekstraktora, a wydzielona substancja jest usuwana z komory separa-
cyjnej [10]. Ma to takze istotne znaczenie w kontekscie ograniczenia proceséw
utleniajacych. W produkcji oleju sojowego proces ekstrakcji poprzedzony jest roz-
drobnieniem nasion soi, ktore umieszcza si¢ w kolumnie ekstrakcyjnej, po czym
przepuszcza si¢ CO,. Mieszanina CO, — olej po opuszczeniu kolumny rozpreza sig,
w wyniku czego oddziela sig olej sojowy, natomiast CO, zostaje ponownie sprgZony
i skierowany do obiegu. W temperaturze 80°C i pod ci$nieniem 825 baréw dwutlenek
wegla i triacyloglicerole z soi staja si¢ wzajemnie rozpuszczalne. Odzyskanie oleju
nastgpuje przez redukcje ciSnienia jedynie o 70-140 bar [25].

Nadkrytyczny CO, by} takze testowany w procesach ekstrakcji innych olei roslin-
nych, np. z nasion stonecznika, rzepaku, zarodkéw pszennych i kukurydzianych,
oliwek i orzechow ziemnych [25, 29].

Liczne badania przeprowadzono takze nad ekstrakcja i separacja olejow rybich.
Stanowia one szczeg6lnie bogate Zrodto wielonienasyconych kwaséw thuszczowych.
Badania kliniczne dowiodly znaczenia diety rybnej, zwlaszcza dla os6b cierpiacych
ma schorzenia ukladu krazenia. Badania te odnosza si¢ gléwnie do dwoch kwasow
wielonienasyconych, tj. kwasu eikosopentainowego (EPA) oraz dokosoheksainowe-
go (DHA). Oba kwasy maja wysoki stopien nienasycenia, lecz w wyniku tradycyjnej
obrobki, przeprowadzanej pod wysokim ci$nieniem i w wysokiej temperaturze, moze
dochodzic¢ do degradacji tych zwiazkow. Przeprowadzenie ekstrakcji olejéw w warun-
kach nadkrytycznych oprécz ochrony przed degradacja zapewnia takze mozliwoS¢
koncentracji EPA, nawet do 95% (25, 39].

Problematyce rozpuszczalno$ci poszczegdlnych kwaséw thuszczowych i triacylo-
gliceroli poswigcono wiele publikacji [11, 15]. Badania obejmuja réwniez ekstrakcje
polarnych lipidéw (fosfatydylocholina) za pomoca dwutlenku wegla wzbogaconego
o modyfikator (5-procentowy etanol) [31].
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Enzymatyczne reakcje w nadkrytycznym CO2

Faza ciekta nadkrytycznego CO, moze by¢ zastosowana jako medium dla reakcji
enzymatycznych. Do zalet tego medium naleza: dobra dyfuzyjnos$¢ oraz lepkos¢
zblizona do gazéw, co prowadzi do znacznego polepszenia kontaktu substratu z
enzymem.

Biokatalizatory i produkty reakcji enzymatycznych odznaczaja si¢ duza termola-
bilnoscia. Temperatura krytyczna CO, (31,1°C) jest na tyle niska, ze umozliwia prace
z wieloma termowrazliwymi enzymami [ 7).

Reakcje enzymatyczne w nadkrytycznym CO, sg intensywnie badane od 1985
roku, kiedy to Nakamura przeprowadzil interesteryfikacje triacylogliceroli za pomoca
lipazy [24]. Wedlug niektérych autoré6w mozliwosci wykorzystania nadkrytycznosci
w reakcjach enzymatycznych napotykaja jednak pewne ograniczenia. Taniguchi [33]
stwierdzil niestabilnos¢ lipazy w nadkrytycznym CO,, zawierajacym etanol jako
modyfikator procesu. Randolph [28] testowat oksydazg cholesterolows i wykazat jej
szybka dezaktywacje termiczna. Rezultaty badan wskazuja, Ze utrata aktywnosci
enzymatycznej w nadkrytycznym CO, moze by¢ spowodowana termiczna denatura-
cja w nadmiernie wilgotnym $rodowisku. Kasche [19] sugeruje inny mechanizm
deaktywacji, wedtug ktérego strukturalne zmiany biatek s3 powodowane przez zbyt
szybki proces rozpr¢zania CO,. Pomimo pewnych trudnosci cz¢S¢ badaczy." wyjatko-
wo pozytywnie ocenia efekty uzyskiwane poprzez przeprowadzanie reakcji enzyma-
tycznych w nadkrytycznym CO, [11, 21, 24, 33]. Dla przemystu rolno-spoZ)fwczcgo
moga by¢é réwniez interesujace badania nad enzymatyczng hydroliza skrobi w nad-
krytycznym CO, [21], frakcjonowanie i separacja olejow oraz thuszczy w ce!u wy-
odrebnienia najwartosciowych sktadnikéw [11, 12, 15] czy tez oczyszczanie biologi-

Tabela 1. Wybrane reakcje enzymatyczne w nadkrytycznym CO; [8]

Proces Substraty Enzym
Utlenianie cholesterol oksydaza cholesterolowa
4-chlorofenol oksydaza polifenolowa
Estryfikacja kwas laurowy — butanol lipaza
kwas mirystynowy — etanol lipaza
kwas oleinowy — etanol lipaza
Interestryfikacja kwas stearynowy — tréjoleinian lipaza
kwas palmitynowy — tréjlaurin lipaza

Transestryfikacja octan etylu —alkohol isoamylowo/nonylowy lipaza
kwas asparaginowy — estry L-fenyloalaniny termolizyna
etanol —ester N-acetylo L-fenyloalaniny chlo- subtylizyna
roetylu
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cznie czynnych substancji [17]. Istotnym czynnikiem ograniczajacym rozwdj tego
typu procesow moze okaza¢ si¢ wysoki koszt inwestycji aparaturowych.

Chromatografia w warunkach nadkrytycznych

Obiecujaco wyglada polaczenie ekstrakcji i technik chromatograficznych do
analiz réznorodnych zwiazkéw (zwlaszcza termolabilnych) w warunkach nadkryty-
cznych.

Popularno$¢ ptynéw nadkrytycznych w badaniach analitycznych stopniowo wzra-
sta. Sprzyja temu szereg zalet tych metod, jak redukcja czasu przygotowywania
probek i samej analizy oraz mate zuzycie rozpuszczalnika. Analiza przeprowadzana
jest w sposéb bezposredni. Dzigki temu mozliwo$¢ zakazenia probek w trakcie
procesu minimalizuje si¢. Istnieje takze mozliwo$¢ frakcjonowania substancji w
trakcie kolekcjonowania prob.

Ekstrakcje w warunkach nadkrytycznych mozna taczy¢ z ré6znymi technikami
chromatograficznymi, jak chromatografia cienkowarstwowa, gazowa, nadkrytyczna,
HPLC [13, 36].

Chromatografia nadkrytyczna staje si¢ popularng technika badawcza. Oprocz
zastosowan przedstawionych w tabeli 2 metoda ta zostala wykorzystana do analizy
kwaséw thuszczowych i ich estréw u grzybéw [32], analizy mitomycyny C [26],
separacji i identyfikacji cyklosporyny, witamin i antybiotykéw jonowych [38], alka-
loidéw z Catharantus roseus [6] i mikotoksyn [30]. Za pomoca chromatografii w
warunkach nadkrytycznych badano takze ekstrakty gum do Zucia, pieprzu, miodu,
ré6znorodnych warzyw i owocow [6].

Rozszerzeniem zastosowai proceséw chromatograficznych jest nadkrytyczna
chromatografia preparatywna, zapoczatkowana badaniami Tswetta nad frakcjonowa-
niem chlorofilu [34].

Proces preparatywnej, chromatograficznej elucji oparty jest na zasadach podo-
bnych do innych proceséw chromatograficznych. O ile procesy preparatywne w

Tabela 2. Przyklady wykorzystania analiz on-line do cel6w analitycznych [13]

Material Analizowany komponent

Tkanki roslinne i zwierzece steroidy, witaminy, pozostalo$ci lekow
Woda fenole

Owoce cytrusowe terpeny, aldehydy, alkohole
Przyprawy zwiazki aromatyczne

Kawa kofeina, zw. aromatyczne

Masto, sery, thuszcze kwasy tluszczowe, triacyloglicerole

LiScie drzew terpeny, oksyterpeny
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mniejszej skali zostaly juz czg¢Sciowo opisane, to wciaz niewiele jest informacji na
temat chromatografii w skali p6itechnicznej [2, 9].

W praktyce napotyka si¢ wiele probleméw praktycznych, jak: recyrkulacja elu-
entu, proces separacji produkt—eluent, okresowe iniekcje czy kolekcjonowanie frakcji.
W skali pottechnicznej procesy te stwarzaja szereg probleméw opanowanych juz w
skali laboratoryjnej. Obiecujace rezultaty uzyskali Berger i Perrut [2]. Wybudowali
oni w petni zautomatyzowana jednostke pilotowa z kolumna dhugo$ci 1 m i Srednica
wewngetrzng do 6 cm. Recyrkulujacy eluent osigga przeptyw do 50 kg/h. Oczyszczali
oni witaminy w kolumnie 60 x 6 cm Srednicy wewngtrznej, uzywajac CO, wzboga-
conego alkoholem. W wyniku procesu otrzymano produkt, ktorego czystosSc si¢gata
99%, jednak wydajno$¢ procesu byta relatywnie niska.

Przeprowadzano takze frakcjonowanie estréw kwasow ttuszczowych w celu
otrzymania czystych kwaséw EPA i DHA, osiagajac czystos¢ odpowiednio 90% i
80% [1].

Podsumowanie

Ekstrakcja naturalnych substancji za pomoca nadkrytycznego CO, wydaje sig
obiecujacym rozwiazaniem technologicznym w czasach szeroko pojgtych dziatan
proekologicznych. Narastajacy problem zanieczyszczenia Srodowiska i zwiazana z
nim alergizacja zZycia wymusza poszukiwanie i zastosowanie nowych, bezpiecznych
dla Srodowiska technologii. Za szczegdlnie atrakcyjne zastosowanie technologii nad-
krytycznych nalezy uznaé separacjg wartoSciowych sktadnikéw, bedacych kompo-
nentami lekéw. Separacja skfadnikéw Zywnosci za pomocg nadkrytycznego CO,
poprawia ich czystosé, a co za tym idzie wtasciwosci funkcjonalne prod.ul'ctu. Jest to
szczegblnie wazne w zywieniu dzieci, alergikow, os6b starszych. Sktadniki uzyskane
ta droga, sa pozbawione alergizujacych pozostatosci i mogg by¢ wykorgy.stywane do
produkcji nieszkodliwych i czystych produktéw spozywczych, jak rowniez farmaceu-
tycznych.
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The use of supercritical technologies for extraction and
analysis of food products and biologically active compounds

Summary

The last 15-20 year has been a period in which considerable interesthas developed
in the use of supercritical fluid (SCF). Supercritical fluids, are receiving attention as
a medium for extraction processes as well for enzymatic reaction or chromatographic
processes, because of advantages such as high diffusivity and low viscosity. Carbon
dioxide is particularly attractive because it is nontoxic, a potential advantage for
processes yielding food or pharmaceuticals. Functional application like decaffeina-
tion, aroma and oil recovery, fish oil separation, enzymatic catalysis and others have
been reviewed. Developments using supercritical CO, in analytical and preparative
chromatography have been described.



