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Wstęp

Len, to jedna z najstarszych roślin uprawnych o nieocenionych 
wartościach zdrowotnych. Przyroda bogato wyposażyła len w od-

żywcze składniki roślinne poszukiwane przez człowieka. Już dawno 
stwierdzono, że częste jedzenie siemienia lnianego (minimum 10 g 
dziennie) chroni przed takimi chorobami, jak: miażdżyca, nadciśnie-

nie, zawał serca, udar mózgu, zaćma. Zapobiega również pewnym 
rodzajom raka: piersi, błon śluzowych, macicy, prostaty i jelit. Osła-

nia przewód pokarmowy (szczególnie żołądek) i działa przeczysz-

czająco. Stosuje się go w stanach zapalnych układu pokarmowego, 
w zaparciach, przy nieżytach dróg oddechowych. Obniża poziom 
cholesterolu i działa regenerująco na błony śluzowe. Wspomaga tra-

wienie dzięki dużej zawartości błonnika. Zewnętrznie rozdrobnio-

ne nasiona można stosować w postaci okładów na ropnie i wrzody, 
które szybciej się goją.

Nasiona lnu zawierają ok.: 8% śluzów, od 30 do 40% oleju, 
25% białka, glikozydy, sterole, enzymy, sole mineralne (żelaza, ma-

gnezu, miedzi, cynku, kobaltu) [1].
Śluzy roślinne znane są jako naturalne powlekające substancje, 

roztwarzające się w wodzie na kleik o wysokiej lepkości i ciągliwo-

ści. Łagodzą one w naturalny sposób wpływ czynników drażniących 
błony śluzowe przewodu pokarmowego i oddechowego. Siemię lnu 
polecane jest w terapii chorób przewodu pokarmowego, oddecho-

wego czy schorzeń dermatologicznych, gdzie wykorzystuje się dzia-

łanie osłaniające, rozwalniające, zmiękczające i łagodzące śluzu lnia-

nego. Na bazie zmodyfikowanego genetycznie lnu, zespół z Instytutu 
Biochemii i Biologii Molekularnej Uniwersytetu Wrocławskiego pod 
kierunkiem prof. Jana Szopy-Skórkowskiego opracował opatrunek, 
który okazał się zbawienny dla pacjentów borykających się z prze-

wlekłymi owrzodzeniami pochodzenia żylnego czy odleżynami. No-

watorski opatrunek składa się z trzech składników: tkaniny, emulsji 
i ekstraktu z lnu [1].

Nasiona lnu zawierają również ok. 40% cennego oleju. Olej lnia-

ny jest unikalnym olejem roślinnym zawierającym ponad 90% niena-

syconych kwasów tłuszczowych. Zawiera ok. 60% glicerydu kwasu 
linolowego, 20% glicerydu kwasu linolenowego, 5% glicerydu kwasu 
olejowego, 8% glicerydów kwasów nasyconych, 1% wolnych kwasów 
oraz witaminę E i inne związki.

Na uwagę zasługuje fakt, że olej ten zawiera ponad 50% kwasów 
tłuszczowych z rodziny omega 3, stanowiących bardzo ważne ogniwo 
w prawidłowych przemianach cholesterolu w organizmie człowieka. 
Kwasy tłuszczowe z rodziny omega 3, należące do grupy tzw. niezbęd-

nych nienasyconych kwasów tłuszczowych (NNKT), są bardzo rzadko 
spotykane w innych olejach roślinnych. Większość powszechnie spoży-

wanych olejów roślinnych zawiera prawie wyłącznie wielonienasycone 
kwasy tłuszczowe z rodziny omega 6. W miarę rozwoju cywilizacji 
pogłębia się przewaga spożywania kwasów omega 6 przy niedoborze 
kwasów omega 3, co jest główną przyczyną nasilających się obecnie 
chorób serca i układu krążenia.

Trzecim ważnym składnikiem nasion lnu jest bardzo wartościo-

we i lekkostrawne białko, którego siemię zawiera do 25%. Wskaź-

niki strawności białka lnu pod działaniem pepsyny i trypsyny należą 

do jednych z najwyższych. Są wyższe nawet od wskaźników strawności 
białka mleka, a uzupełnienie białka lnu białkiem mleka pozwala na uzy-

skanie idealnej kompozycji aminokwasów.
Białko lnu jest bogate w aminokwasy egzogenne, a więc te skład-

niki, które muszą być dostarczane z zewnątrz, a których brak może 
spowodować liczne zaburzenia w organizmie człowieka. Białko lnu, 
w porównaniu do białek innych roślin, zawiera dość znaczne ilości tryp-

tofanu, aminokwasu egzogennego, którego brak wpływa niekorzystnie 
na wzrok oraz sprzyja powstawaniu chorób skórnych. W ostatnich la-

tach z lnu wydzielono cykliczne peptydy [1], tzw. cyklopeptydy, skła-

dające się z 8 lub 9 połączonych cyklicznie cząsteczek aminokwasów. 
Mają one podobną budowę cząsteczki do cyklosporyny składającej się 
z 11 aminokwasów, która jest stosowana jako immunosupresor, ko-

nieczny przy transplantacjach.
Wśród bioaktywnych składników lnu znajdują się również niedawno 

odkryte związki chemiczne z grupy tzw. fitohormonów – hormonów 
roślinnych określanych nazwą lignanów roślinnych [2, 3]. Lignany mogą 
występować w wielu gatunkach roślin; siemię lniane, zawiera prze-

ciętnie 700 razy więcej tych substancji niż inne najczęściej spożywane 
produkty roślinne. Już wcześniej zwrócono uwagę na hormonozależ-

ność niektórych typów chorób nowotworowych, co spowodowało 
kolejne badania naukowe mające na celu przetestowanie ochronnego 
efektu diety bogatej w hormony roślinne wobec niektórych rodzajów 
nowotworów.

Ponieważ problem jest niezwykle interesujący, obserwujemy 
od kilku lat prawdziwą eksplozję badań naukowych dotyczących zależ-

ności pomiędzy dietą zawierającą siemię lnu a profilaktyką i leczeniem 
niektórych typów nowotworów u zwierząt i ludzi.

Jak dotąd uzyskano niezwykle obiecujące wyniki efektu ochron-

nego w poszczególnych typach i stadiach rozwoju chorób nowo-

tworowych, autoimmunologicznych a także obu typów cukrzycy. 
Pojawiły się także doniesienia naukowe o korzystnym wpływie tej 
diety na objawy związane z menopauzą i osteoporozą. Obiecującym 
kierunkiem badań jest zastosowanie cyklopeptydów z lnu jako leki 
immunosupresyjne.

Immunosupresory są lekami hamującymi lub osłabiającymi odpo-

wiedzi immunologiczne. Wskazaniem do ich stosowania są przeszcze-

py narządów i tkanek oraz choroby immunologiczne. Działanie im-

munosupresyjne mają m.in.: hormony kory nadnerczy, antymetabolity 
hamujące procesy biosyntezy, leki alkilujące hamujące wytwarzanie 
przeciwciał, globulina antylimfocytarna zawierająca przeciwciała anty-

limfocytarne, cyklosporyna. Immunosupresory hamują proces wytwa-

rzania w ustroju przeciwciał i komórek odpornościowych, czyli immu-

nogenezę. W transplantologii używa się ich w celu osłabienia reakcji 
organizmu biorcy na przeszczepioną tkankę będącą dla niego antyge-

nem. Podawanie immunosupresorów bezpośrednio po transplantacji 
zmniejsza ryzyko odrzucenia przeszczepu.

Znanym i stosowanym immunosupresorem jest cyklosporyna. Cy-

klosporyna A (rys. 1), substancja czynna leku, jest cyklicznym pepty-

dem nierybosomalnym złożonym z 11 aminokwasów produkowanym 
przez grzyb Tolypocladium inflatum, oryginalnie wyizolowany z próbki 
norweskiej ziemi.
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Mechanizm działania cyklosporyny polega na wiązaniu się z cyklo-

filiną, cytozolowym białkiem, w immunokompetentnych limfocytach, 

głównie typu T. Kompleks tych dwóch białek inhibuje kalcyneurynę 

(kalcineurynę), która w normalnych okolicznościach jest odpowiedzial-

na za aktywację transkrypcji interleukiny-2. Hamuje także produkcję 

limfokin i uwalnianie interleukin, co prowadzi do redukcji funkcji efek-

torów komórek T.

Niestety u osób przyjmujących cyklosporynę obserwuje się licz-

ne działania niepożądane, które szczególnie występują u pacjentów 

leczonych ze wskazań transplantologicznych. Najczęstsze z nich to: 

zaburzenia czynności nerek, nadciśnienie tętnicze, drżenie, bóle głowy 

i hiperlipidemia. Dlatego ciągle poszukuje się nowych, lepszych immu-

nosupresorów.

W nasionach lnu zwyczajnego stwierdzono obecność cyklicznych 

peptydów, którymi zainteresowano się ze względu na podobną do cy-

klosporyny budowę, co mogło sugerować potencjalne immunosupre-

syjne działanie.

Cyklopeptydy są to cykliczne nona- lub oktapeptydy o właściwo-

ściach hydrofobowych oraz o potencjalnym działaniu immunosupre-

syjnym.

Cyklopeptyd A (CLA) został wyizolowany jako pierwszy w 1959 r. 

z surowego oleju lnianego przez Kaufmanna i Tobschirbela [1]. 10 lat 

później określono strukturę pierwszorzędową CLA (1) (rys. 2) jako 

cyklicznego nonapeptydu. Cząsteczka CLA cyklo(PPFFLIILV)nona-

peptyd, zawiera kolejno dwie reszty aminokwasowe proliny, dwie 

fenyloalaniny, leucynę, dwie izoleucyny, leucynę oraz jedną resztę 

waliny. Natomiast cząsteczka CLB cyklo(PPFFVIMLI) (2) (rys. 2) [4] 

składa się kolejno z dwóch reszt aminokwasowych proliny, dwóch 

fenyloalanin, waliny, izoleucyny, metioniny, leucyny, izoleucyny.

Dla tych cyklononapeptydów określono zarówno wzajemne po-

wiązanie aminokwasów jak i konfiguracje wokół centrów chiralności, 

stosując metody spektrometrii mas, spektroskopii 1H-NMR i 13C-NMR 

oraz techniki dwuwymiarowej spektroskopii NMR (HMBC, NOESY).

Dotychczas wydzielono i określono struktury dla 13 cyklicznych 

peptydów z nasion lnu. Są to cykliczne:

  nonapeptydy (CLA, CLB, CLC) [4]• 

 oktapeptydy (CLD, CLE, CLF, CLG, CLH, CLI, CLP, CLW,  • 

CLX) [4, 5]

 bicykliczny dekapeptyd (BCD).• 

Podobieństwo sekwencji aminokwasowej pomiędzy cyklosporyną 

a CLA sugerowało działanie immunosupresyjne cyklopeptydu, które 

zostało potwierdzone licznymi badaniami medycznymi [6, 7]. Stwier-

dzono, że mechanizm działania CLA na układ odpornościowy organi-

zmu jest analogiczny do mechanizmu działania cyklosporyny.

Na podstawie wstępnych badań medycznych stwierdzono rów-

nież, że cyklopeptydy wykazują, w porównaniu do cyklosporyny, 

zbliżone działanie immunosupresyjne w niższych dawkach, mają dużo 

niższą toksyczność i nie powodują działań ubocznych. Na potwierdze-

nie tych badań trzeba jeszcze poczekać ze względu na czasochłonne 

i kosztowne badania medyczne, które odbywają się według ściśle okre-

ślonych procedur.

Ponadto cyklopeptydy wykazują również inne korzystne działanie, 

np. przeciwmalaryczne [8].

Nasze badania mają na celu wyodrębnienie z olejów, makuchów 

lub z odpadowych plew frakcji cyklopeptydów i rozdzielenie ich na po-

szczególne składniki metodą chromatograficzną oraz identyfikację me-

todami spektroskopowymi [9]. Otrzymane frakcje cyklopeptydów 

poddane zostaną badaniu aktywności farmakologicznej w wybranych 

kierunkach. Do wyodrębniania cyklopeptydów z lnu zastosowano na-

stępujące metody:

ekstrakcję CO• 
2
 w stanie ciekłym lub nadkrytycznym

ekstrakcję rozpuszczalnikową.• 

Badania nad ekstrakcją cyklicznych peptydów z makuchów 

i plew lnianych za pomocą CO
2
 w stanie ciekłym lub

 nadkrytycznym

Ekstrakcja nadkrytyczna jest procesem wymiany masy, w któ-

rym zamiast klasycznych rozpuszczalników stosuje się sprężone gazy 

w warunkach nadkrytycznych. Ta forma ekstrakcji wykorzystuje 

pozytywną, z punktu widzenia procesów wymiany masy, cechę ga-

zów i cieczy, jaką jest niska lepkość przy stosunkowo dużej gęstości. 

W wyniku tego ekstrahent posiada wysoką zdolność rozpuszczania 

oraz dobre własności penetracyjne. Zdolność rozpuszczania dla tego 

samego rozpuszczalnika zmienia się w szerokim zakresie i zależy 

od temperatury i ciśnienia prowadzenia procesu. Możliwy jest przy-

padek prowadzenia ekstrakcji ciekłym gazem, pod wysokim ciśnie-

niem i temperaturze niższej niż jego temperatura krytyczna.

Rys. 1. Struktura cyklosporyny A

Rys. 2. Struktury cyklopeptydów CLA (1) i CLB (2)
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ekstrakcji nadkrytycznej przedstawiono na rysunku 3.

Rozpuszczalnik podawany jest z butli do ekstraktora pompą 

P, wyposażoną w manometr, współpracującą z układem regulacji 

ciśnienia PIC. Ekstraktor umieszczono w termostatowanej łaźni 

wodnej, dzięki czemu możliwe jest prowadzenie procesu w sta-

łej, zadanej temperaturze. Na rurociągu wylotowym z ekstrak-

tora znajduje się zawór rozprężający Z, utrzymujący ciśnienie 

w ekstraktorze. Bezciśnieniowy węzeł odbioru ekstraktu składa 

się z separatorów Sep-1, Sep-2 oraz układu pomiarowego ilości ga-

zowego rozpuszczalnika. Chwilowy przepływ mierzony jest za po-

mocą rotametru, a ilość całkowita – gazomierzem, oznaczonym 

na schemacie literą G. Ekstrakt cięższy zbierany jest do szklanych, 

wymiennych pojemników umieszczonych wewnątrz separatora 

Sep-1, a ekstrakt lekki do szklanych pojemników umieszczonych 

wewnątrz, chłodzonego za pomocą laboratoryjnego kriostatu 

do temp. -30°C, separatora Sep-2.

Badania ekstrakcji nadkrytycznej dotyczyły:

 wpływu temperatury i przepływu CO2 na szybkość procesu eks-• 

trakcji CO2

 wpływu wstępnej ekstrakcji rozpuszczalnikowej wytypowanymi • 

rozpuszczalnikami organicznymi na skład i ilość produktów uzyski-

wanych w końcowej ekstrakcji CO2

 frakcjonowania produktów ekstrakcji CO2 w zależności od czasu • 

trwania procesu.

Wpływ temperatury na szybkość ekstrakcji i na zawartość 

CLA z surowych makuchów lnianych za pomocą CO
2

Badając wpływ temperatury na ekstrakcję surowych makuchów 

lnianych za pomocą CO
2
, wykonano próby w temp.: 80°C, 60°C, 40°C 

i 27°C pod ciśnieniem 20 MPa. Dla temperatur 80°C, 60°C i 40°C eks-

trahentem był CO
2 
w stanie nadkrytycznym, a w temperaturze 27°C, 

ekstrahentem był ciekły CO
2
. Do badań wykorzystano materiał od-

padowy z lnu zwyczajnego odmiany „Modron” w postaci plew i ma-

kuchów.

Proces ekstrakcji nadkrytycznej w temp. 60°C prowadzony był 

do praktycznego zaniku strumienia ekstraktu i trwał 118 h. Doświad-

czenie to przyjęto jako układ odniesienia dla ekstrakcji w pozostałych 

temperaturach. Dla porównania uzyskanych danych, wyniki doświad-

czeń przeliczono na 100 g wsadowego surowca roślinnego, a przyrost 

wagi ekstraktu w czasie odniesiono do ilości zużytego CO
2
. Wyniki 

przeprowadzonych doświadczeń przedstawiono w sposób graficzny 

na rysunku 4.

Uzyskane dane doświadczalne pokazują, że ekstrakcja makuchów 

lnianych ciekłym CO
2 
prowadzona w temp. 27°C jest najszybsza i naj-

bardziej wydajna. Wzrost temperatury ekstrakcji prowadzi do wyraź-

nego spowolnienia procesu. Wpływ temperatury i czasu prowadzenia 

procesu na zmianę stężenia CLA w poszczególnych próbkach ekstrak-

tu, przedstawiono na rysunku 5.

Zmieniające się ilości CLA, odbierane w kolejnych próbkach eks-

traktu w zależności od czasu trwania ekstrakcji CO
2
, wyliczone zostały 

na podstawie analizy HPLC i wagi próbki. Ilość odbieranego CLA w eks-

trakcie, w zależności od czasu ekstrakcji przedstawiono na rysunku 6.

Porównanie wyników doświadczalnych zatężania CLA w drodze 

ekstrakcji CO
2
 surowych makuchów lnianych w różnych tempera-

turach pokazuje, że niższe temperatury procesu powodują wyraźny 

wzrost ilości CLA odbieranego w początkowych porcjach ekstraktu. 

W temperaturach wynoszących 27°C i 40°C, początkowe, stosunkowo 

wysokie stężenie CLA w ekstrakcie od 10-12 h procesu gwałtownie 

maleje. Ilości wagowe odbieranego ekstraktu są na początku procesu 

wyraźnie większe.

Wydaje się zatem, że w celu wstępnego zatężenia strumienia CLA 

drogą ekstrakcji CO
2
 surowych makuchów, proces powinien być pro-

wadzony w niskiej temperaturze, nie dłużej niż 10-12 h.

Wpływ parametrów wstępnej ekstrakcji rozpuszczalnikowej 

na zawartość CLA w ekstraktach CO
2

W dalszych badaniach zastosowano wstępną ekstrakcję rozpusz-

czalnikową makuchów lnianych: heksanem, cykloheksanem i toluenem 

w temperaturach ich wrzenia. Następnie makuchy te poddano eks-

trakcji za pomocą CO 
2
. Spowodowało to prawie całkowite usunię-

cie wszystkich składników ekstrahowanych rozpuszczalnikami. Ilości 

ekstraktu uzyskane w drodze ekstrakcji nadkrytycznej CO
2
 w każdej 

z tych prób były małe.

Rys. 3. Schemat aparatury laboratoryjnej do ekstrakcji nadkrytycznej

Rys. 4. Wpływ temperatury na szybkość ekstrakcji

Rys. 5. Zmiana stężenia CLA w zależności od czasu ekstrakcji

Rys. 6. Ilość CLA w kolejnych frakcjach ekstraktu
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Ekstrakcję CO
2
 makuchów lnianych, poddanych wstępnej ekstrak-

cji rozpuszczalnikowej, prowadzono w 60°C.

Wyniki oznaczonych zmian stężenia CLA w próbkach ekstraktu 

odbieranego w czasie trwania procesu ekstrakcji CO
2
 oraz obliczonych 

na ich podstawie ilości CLA w poszczególnych próbkach przedstawio-

no na rysunku 7.

Ilości CLA zawarte w kolejnych próbkach ekstraktu odebranych 

w czasie ekstrakcji CO
2
, wyliczone na podstawie analiz HPLC oraz 

wagi próbek przedstawiono na rysunku 8.

Wstępne ekstrakcje rozpuszczalnikowe makuchów lnianych, pro-

wadzone w temperaturach wrzenia rozpuszczalników, spowodowały 

usunięcie poszukiwanych przez nas składników. Ilości ekstraktu uzy-

skane w drodze późniejszej ekstrakcji tych makuchów za pomocą 

nadkrytycznego CO
2
 były zbyt małe, aby mogły być wykorzystane 

do dalszej izolacji CLA.

Porównanie wyników ekstrakcji nadkrytycznych za pomocą CO
2
 

makuchów surowych i poddanych wstępnej ekstrakcji rozpuszczalni-

kowej w temperaturze pokojowej, pokazuje, że dla heksanu i cyklo-

heksanu uzyskano nieznaczny wzrost średniego stężenia CLA w eks-

trakcie CO
2
.

Po przeprowadzeniu kilku doświadczeń stwierdzono, że użyte 

w badaniach rozpuszczalniki ekstrahują cyklopeptydy razem z olejem.

Czasy całkowite prowadzenia ekstrakcji CO
2
 po wstępnej ekstrak-

cji rozpuszczalnikowej, skracają się z 118 h – w przypadku makuchów 

surowych, do 30 h. Ilość CLA zawartego kolejnych porcjach ekstraktu 

maleje w porównaniu z ekstrakcją CO
2
 makuchów surowych.

Powtarzalność procesu ekstrakcji makuchów lnianych 

za pomocą CO
2

W celu dokonania oceny powtarzalności procesu ekstrakcji CO
2
, 

porcję makuchów lnianych poddanych wstępnej ekstrakcji rozpusz-

czalnikowej cykloheksanem w temperaturze pokojowej, podzielono 

na dwie porcje. Każdą z nich poddano osobno ekstrakcji CO
2 
w warun-

kach nadkrytycznych, w temp. 60°C i ciśnieniu 20,0 MPa. W pierwszym 

przypadku ekstrakt zbierano do pojemnika łącznie, notując przyrost 

wagi ekstraktu w czasie. W doświadczeniu drugim porcje ekstraktu 

zbierano i ważono oddzielnie. W próbkach ekstraktu oznaczono stę-

żenie CLA.

Na podstawie wyników oznaczeń i wagi otrzymanych ekstraktów 

sporządzono bilans wagowy łącznej, otrzymanej w każdej próbie, ilo-

ści CLA. W doświadczeniu drugim, na podstawie sumarycznej ilości 

CLA w każdej z trzech próbek i łącznej wagi ekstraktu, wyliczono 

stężenie końcowe. Uzyskany wynik obliczeń stężenia końcowego 

różnił się o 0,002 od wartości stężenia oznaczonego metodą HPLC 

w ekstrakcie odebranym w całości (w jednej porcji) z doświadczenia 

pierwszego. W wyniku obu przeprowadzonych doświadczeń, w po-

dobnym czasie, uzyskano zbliżone wagowo ilości ekstraktu.

Zbieżne wyniki ekstrakcji identycznego surowca uzyskane w obu 

próbach świadczą o powtarzalności badanych procesów.

Badania nad ekstrakcją cyklicznych peptydów z makuchów 

i plew lnianych tradycyjnymi rozpuszczalnikami

W ramach pracy podjęto próbę wyizolowania cyklicznych pepty-

dów tradycyjnymi rozpuszczalnikami organicznymi. Do badań wytypo-

wano rozpuszczalniki, takie jak: heksan, cykloheksan, metanol i toluen. 

Proces ekstrakcji prowadzono periodycznie z użyciem rozpuszczalni-

ków w temperaturze pokojowej i w ich temperaturze wrzenia. Jako 

surowce stosowano plewy i makuchy lniane.

Badania rozpoczęto od przeprowadzenia ekstrakcji cyklicznych 

peptydów z makuchów lnianych z zastosowaniem heksanu w tempe-

raturze wrzenia w aparacie Soxhleta. Ekstrakcję prowadzono przez 

14 h; w jej wyniku uzyskano, po odparowaniu rozpuszczalnika, 15,06% 

ekstraktu w przeliczeniu na użyty surowiec. Ekstrakt zawierał 0,085% 

CLA. Następnie sprawdzono efektywność ekstrakcji cyklicznych pep-

tydów z makuchów za pomocą heksanu w temperaturze pokojowej. 

Ekstrakcja heksanem trwała 6 h, a w jej wyniku uzyskano 13,97% 

ekstraktu o zawartości 0,016% CLA. Zaobserwowano, że heksan 

w temperaturze pokojowej ekstrahuje zbliżoną ilość ekstraktu w po-

równaniu do temperatury wrzenia, który zawiera pięciokrotnie mniej 

cyklopeptydu CLA. Podwyższenie temperatury ekstrakcji do tempera-

tury wrzenia rozpuszczalnika (69°C) powoduje niewielki wzrost ilości 

ekstraktu o 1,1% i wzrost zawartości CLA o 0,069%.

Te same makuchy wstępnie wyekstrahowane heksanem w tempe-

raturze pokojowej ekstrahowano toluenem lub metanolem w tempe-

raturze wrzenia. W wyniku ekstrakcji toluenem, po odparowaniu roz-

puszczalnika, otrzymano 2,55% ekstraktu zawierającego 0,5% CLA. 

Natomiast w wyniku działania gorącym metanolem otrzymano eks-

trakt stanowiący 9,03% masy makuchów i zawierający 0,001% CLA.

Zaobserwowano, że metanol w temperaturze wrzenia pozwala 

uzyskać dużą ilość ekstraktu o bardzo małej zawartości CLA w porów-

naniu do toluenu, który daje niewielką ilość ekstraktu o dużej zawarto-

ści CLA. Toluen w temperaturze wrzenia dużo lepiej ekstrahuje CLA 

w porównaniu z metanolem.

Porównano zawartość CLA w ekstraktach uzyskanych z zasto-

sowaniem cykloheksanu w temperaturze pokojowej i temperaturze 

wrzenia. W wyniku ekstrakcji cykloheksanem w temperaturze pokojo-

wej uzyskano 8,35% ekstraktu o zawartości 0,037% CLA. Natomiast 

ekstrakcja wrzącym cykloheksanem pozwoliła na uzyskanie materiału 

stanowiącego 10,06% początkowej masy makuchów, zawierającego 

0,083% CLA.

Cykloheksan w temperaturze wrzenia ekstrahuje dwa razy więcej 

cyklopeptydu CLA w porównaniu do temperatury pokojowej. Jedno-

cześnie w temperaturze pokojowej ma dwukrotnie wyższą zawartość 

CLA w porównaniu do heksanu.

Zawartość cyklopeptydów w materiale roślinnym jest bardzo mała 

i nie przekracza 0,02%; ponadto makuchy zawierają jeszcze ok. 10% 

oleju, który zmienia rozpuszczalność cyklopeptydów i wpływa na ich 

ekstrakcję.

W celu wydobycia maksymalnej ilości CLA postanowiono wy-

konać wielokrotną ekstrakcję tego samego materiału roślinnego. 

W pierwszym etapie makuchy lniane poddano ekstrakcji toluenem 

w temp. 20°C w celu wyekstrahowania oleju lnianego. Otrzymany 

ekstrakt stanowił 7,26% wyjściowej masy zastosowanego materia-

łu roślinnego i zawierał 0,17% CLA. Następnie makuchy poddano 

Rys. 7. Zmiana stężenia CLA w kolejnych próbkach ekstraktu CO
2 

po wstępnej ekstrakcji rozpuszczalnikowej

Rys. 8. Zmiana ilości CLA zawartych w kolejnych próbkach ekstraktu
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iatrzykrotnej ekstrakcji toluenem w temp. 90°C. Uzyskane ekstrak-

ty stanowiły kolejno 2,33%, 0,55% oraz 0,23% masy makuchów 

lnianych.

Sumarycznie wyekstrahowano 22,30 mg CLA ze 100 g makuchów.

Toluen w temperaturze pokojowej wyekstrahował 0,170% CLA 

Natomiast podwyższenie temperatury do 90°C wpłynęło na wzrost 

zawartości CLA do 0,293% masy ekstraktu.

Ekstrakcja toluenem w temperaturze pokojowej spowodowała, 

że razem z olejem lnianym nastąpiło wydobycie znacznej ilości cyklicz-

nych peptydów (0,32%).

W następnym doświadczeniu, do wstępnej ekstrakcji oleju zasto-

sowano cykloheksan. Ekstrakcję prowadzono w temperaturze poko-

jowej przez 13 h; w wyniku tego procesu otrzymano 8,35% ekstraktu 

o zwartości 0,091% CLA. Następnie te same makuchy ekstrahowa-

no trzykrotnie toluenem w temp. 90°C. Ekstrakty stanowiły kolejno 

1,57%, 0,30% oraz 0,18% masy makuchów lnianych. Wszystkie uzy-

skane ekstrakty poddano analizie metodą HPLC dla oznaczenia ilości 

cyklopeptydów, otrzymując następujące wyniki: ekstrakt toluenowy 

I – 0,69%, II – 0,58% i III – 0,58% CLA.

Sumarycznie otrzymano 20,02 mg CLA ze 100 g makuchów.

W obu doświadczeniach uzyskano bardzo zbliżoną sumaryczną 

ilość cyklopeptydu CLA. Zastosowanie cykloheksanu do wstępnej eks-

trakcji oleju spowodowało, że ekstrakty toluenowe zawierały więcej 

o 7,4 mg CLA w porównaniu do eksperymentu, w którym do wstępnej 

ekstrakcji użyto toluen. Wyniki omawianych eksperymentów zilustro-

wano na rysunku 9.

Drugim surowcem odpadowym zastosowanym do badań były 

lniane plewy. W celu określenia zawartości CLA w plewach lnianych 

i porównania jej z zawartością tych peptydów w makuchach lnianych, 

przeprowadzono doświadczenie w warunkach podobnych jak dla ma-

kuchów lnianych.

Ekstrakcję z plew lnianych prowadzono ze wstępną ekstrakcją 

materiału roślinnego heksanem przez 7 h w temperaturze pokojowej, 

a następnie trzykrotnie ekstrahowano toluenem przez 7-8 h w tem-

peraturze wrzenia. Ekstrakt heksanowy stanowił 0,91% masy uży-

tych plew o zawartości CLA równej 0,001%. Ekstrakcje prowadzone 

z zastosowaniem toluenu stanowiły kolejno: 1,68%, 0,57% i 0,49% 

w przeliczeniu na masę użytego surowca, a zawartość CLA w eks-

traktach wynosiła odpowiednio: 0,144%, 0,044% i 0,005%. W sumie 

otrzymano 3,64 g ekstraktu z wydajnością 3,64% w przeliczeniu na po-

czątkową masę plew.

Sumarycznie ekstrakty z plew zawierały 2,67 mg CLA.

Natomiast w zbliżonych warunkach z makuchów lnianych uzyska-

no sumarycznie 15,23 mg CLA (w ekstrakcie heksanowym 2,23 mg 

CLA, a w ekstrakcie toluenowym ok. 13 mg CLA).

Zawartość CLA w plewach lnianych okazała się bardzo mała i dla 

potwierdzenia tego wyniku wykonano dodatkową ekstrakcję w iden-

tycznych warunkach z zastosowaniem nowej partii surowca.

Ekstrakcję z plew prowadzono ze wstępnym odolejeniem materia-

łu cykloheksanem w temperaturze pokojowej, a następnie toluenem 

w temperaturze wrzenia. Ekstrakt cykloheksanowy stanowił 0,03% 

masy użytych plew, o zawartości CLA równej 0,010%. Natomiast za-

wartość CLA w ekstrakcie toluenowym wynosiła 0,053% masy eks-

traktu uzyskanego z wydajnością 1,39%. W sumie otrzymano 1,42 g 

ekstraktu (co stanowi 1,42% początkowej masy plew).

Sumarycznie ekstrakty zawierają 0,743 mg CLA.

Graficzne porównanie otrzymanych danych dla makuchów i plew 

lnianych przedstawiono na rysunku 10.

Z otrzymanych danych wynika, że zawartość CLA w plewach jest 

dużo niższa w porównaniu do zawartości CLA w makuchach lnianych. 

Najkorzystniejszy wynik ekstrakcji CLA z makuchów lnianych uzyska-

no z zastosowaniem wstępnego oczyszczania cykloheksanem w tem-

peraturze pokojowej, a następnie trzykrotną ekstrakcją toluenem 

w temperaturze wrzenia.

Dane zebrane z powyższych doświadczeń wskazują, iż zastosowa-

nie we wstępnej ekstrakcji rozpuszczalnikowej heksanu, cykloheksanu 

i toluenu w temperaturze pokojowej, w celu usunięcia oleju, powoduje 

częściowe wymycie CLA w poszczególnych ekstrakcjach. Najwyższą 

ilość CLA zawiera ekstrakt toluenowy (0,17%), a dwukrotnie mniejszą 

ekstrakt cykloheksanowy (0,09%) i dziesięciokrotnie mniejszą heksa-

nowy (0,016%).

We wszystkich przypadkach, w których zastosowano wstępną 

ekstrakcję oleju z surowego materiału roślinnego, obok olejowych 

kwasów tłuszczowych i ich glicerydów zawsze były obecne cyklopep-

tydy. Prawdopodobnie oleje roślinne zwiększają rozpuszczalność CLA 

w rozpuszczalnikach niepolarnych, nawet w temperaturze pokojowej. 

Wyniki tych doświadczeń przedstawiono na rysunku 11.

Ekstrakt uzyskany heksanem w temperaturze pokojowej zawie-

rał 0,016% CLA. Natomiast w temperaturze wrzenia zawartość CLA 

w ekstrakcie wynosiła 0,085%.

Rys. 9. Wyniki ekstrakcji rozpuszczalnikowej makuchów lnianych

Rys. 10. Wyniki ekstrakcji rozpuszczalnikowej plew i makuchów 
lnianych

Rys. 11. Zależność stężenia CLA od rodzaju rozpuszczalnika i tempe-

ratury ekstrakcji
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W przypadku zastosowania cykloheksanu, zawartości CLA w eks-
trakcie otrzymanym w temperaturze pokojowej wynosiła 0,037%, 

a w temperaturze wrzenia 0,083%.

Podsumowanie

Cyklopeptydy wydzielono z makuchów i plew lnianych (Linum 

usitatissimum L.). Wydzielanie prowadzono dwiema metodami: eks-

trakcją za pomocą nadkrytycznego CO
2
 i tradycyjną ekstrakcją roz-

puszczalnikową.

Przeprowadzono badania zależności wydajności ekstrakcji cyklo-

peptydów za pomocą CO
2
 od temperatury. Stwierdzono, że najwyż-

szą wydajność cyklopeptydu CLA (0,006%) otrzymuje się w temp. 

25-40°C pod ciśnieniem 20 MPa z makuchów surowych. Ekstrakt 

zawiera 0,08% cyklopeptydu CLA.

Wydajność ekstrakcji cyklopeptydu CLA za pomocą CO
2
 maku-

chów (po wstępnej ekstrakcji cykloheksanem) wynosi 0,001%, a stę-

żenie w ekstrakcie jest wyższe i wynosi 0,11%.

Do badań nad opracowaniem najefektywniejszej metody pozyska-

nia cyklopeptydu CLA w ekstrakcji rozpuszczalnikowej zastosowano 

trzy rozpuszczalniki: toluen, heksan, cykloheksan w temperaturze po-

kojowej i temperaturze wrzenia. Badania wykazały, że wysoka tem-

peratura rozpuszczalników zwiększa zawartość cyklopeptydu CLA 

w otrzymanych ekstraktach.

Opracowano metodę, która pozwala na otrzymanie największej 

ilości cyklopeptydu CLA z makuchów lnianych. Polega ona na wstęp-

nej ekstrakcji cykloheksanem w temperaturze pokojowej, a następnie 

trzykrotnej ekstrakcji toluenem w temperaturze wrzenia. Wstępna 

ekstrakcja ma na celu usunięcie z makuchów resztek oleju. Ten sposób 

pozwolił na wyodrębnienie 0,02% cyklopeptydu CLA z materiału ro-

ślinnego. Produkt zawierał 0,66% cyklopeptydu CLA.

W przypadku plew lnianych obie zastosowane metody ekstrakcji, 

za pomocą CO
2
 i ekstrakcji rozpuszczalnikowej, dały porównywalną 

ilość ekstraktu 1,4-1,7% masy surowca. Natomiast stężenie cyklopep-

tydu CLA w ekstraktach jest różne i wynosi w ekstrakcie CO
2
 0,01%, 

a w ekstrakcie rozpuszczalnikowym 0,05%.

Na podstawie uzyskanych danych stwierdzono, że procesy ekstrak-

cji za pomocą CO
2
, jak również ekstrakcji rozpuszczalnikowej, mogą być 

stosowane jako podstawa technologii izolacji cyklopeptydów z lnu.

Na podstawie identyfikacji stwierdzono, że ekstrakt uzyskany 

za pomocą CO
2
 zawiera głównie cyklopeptyd CLA (ok. 80%), nato-

miast ekstrakt rozpuszczalnikowy obok cyklopeptydu CLA – porów-

nywalne ilości cyklopeptydu CLE.
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