Badania nad ekstrakcja cyklicznych peptydow
z materiatow odpadowych Inu zwyczajnego

Prosimy cytowac jako: CHEMIK 2011, 65, 9, 837-848
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Len, to jedna z najstarszych roslin uprawnych o nieocenionych
wartosciach zdrowotnych. Przyroda bogato wyposazyta len w od-
zywcze sktadniki roslinne poszukiwane przez cztowieka. Juz dawno
stwierdzono, ze czeste jedzenie siemienia Inianego (minimum 10 g
dziennie) chroni przed takimi chorobami, jak: miazdzyca, nadcisnie-
nie, zawaf serca, udar mézgu, za¢ma. Zapobiega rowniez pewnym
rodzajom raka: piersi, bton §luzowych, macicy, prostaty i jelit. Osta-
nia przewod pokarmowy (szczegoélnie zofadek) i dziata przeczysz-
czajaco. Stosuje sie go w stanach zapalnych uktadu pokarmowego,
w zaparciach, przy niezytach drég oddechowych. Obniza poziom
cholesterolu i dziafa regenerujaco na btony $luzowe. Wspomaga tra-
wienie dzieki duzej zawartosci btonnika. Zewnetrznie rozdrobnio-
ne nasiona mozna stosowac w postaci oktadéw na ropnie i wrzody,
ktére szybciej sie goja.

Nasiona Inu zawierajg ok.: 8% sluzéw, od 30 do 40% oleju,
25% biatka, glikozydy, sterole, enzymy, sole mineralne (zelaza, ma-
gnezu, miedzi, cynku, kobaltu) [1].

Sluzy roslinne znane sa jako naturalne powlekajace substancje,
roztwarzajace si¢ w wodzie na kleik o wysokiej lepkosci i ciagliwo-
$ci. tagodza one w naturalny sposéb wptyw czynnikéw draznigcych
btony sluzowe przewodu pokarmowego i oddechowego. Siemie Inu
polecane jest w terapii choréb przewodu pokarmowego, oddecho-
wego czy schorzen dermatologicznych, gdzie wykorzystuije sie dzia-
tanie osfaniajace, rozwalniajace, zmigkczajace i fagodzace $luzu Inia-
nego. Na bazie zmodyfikowanego genetycznie Inu, zespdf z Instytutu
Biochemii i Biologii Molekularnej Uniwersytetu Wroctawskiego pod
kierunkiem prof. Jana Szopy-Skérkowskiego opracowat opatrunek,
ktory okazat sie zbawienny dla pacjentéw borykajacych sie z prze-
wlektymi owrzodzeniami pochodzenia zylnego czy odlezynami. No-
watorski opatrunek sktada sig¢ z trzech sktadnikéw: tkaniny, emulsji
i ekstraktu z Inu [1].

Nasiona Inu zawieraja rowniez ok. 40% cennego oleju. Olej Inia-
ny jest unikalnym olejem roslinnym zawierajacym ponad 90% niena-
syconych kwaséw ttuszczowych. Zawiera ok. 60% glicerydu kwasu
linolowego, 20% glicerydu kwasu linolenowego, 5% glicerydu kwasu
olejowego, 8% glicerydow kwaséw nasyconych, | % wolnych kwasow
oraz witaming E i inne zwiazki.

Na uwage zastuguje fakt, ze olej ten zawiera ponad 50% kwaséw
tluszczowych z rodziny omega 3, stanowiacych bardzo wazne ogniwo
w prawidfowych przemianach cholesterolu w organizmie cztowieka.
Kwasy ttuszczowe z rodziny omega 3, nalezace do grupy tzw. niezbed-
nych nienasyconych kwaséw ttuszczowych (NNKT), s3 bardzo rzadko
spotykane w innych olejach roslinnych. Wigkszos¢ powszechnie spozy-
wanych olejéw roslinnych zawiera prawie wytacznie wielonienasycone
kwasy ttuszczowe z rodziny omega 6. W miare rozwoju cywilizacj
poglebia sie przewaga spozywania kwaséw omega 6 przy niedoborze
kwaséw omega 3, co jest glowna przyczyna nasilajacych sie obecnie
choréb serca i ukfadu krazenia.

Trzecim waznym sktadnikiem nasion Inu jest bardzo wartoscio-
we i lekkostrawne biatko, ktorego siemig zawiera do 25%. Wskaz-
niki strawnosci biatka Inu pod dziataniem pepsyny i trypsyny naleza
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do jednych z najwyzszych. Sa wyzsze nawet od wskaznikéw strawnosci
biatka mleka, a uzupetnienie biatka Inu biatkiem mleka pozwala na uzy-
skanie idealnej kompozycji aminokwaséw.

Biatko Inu jest bogate w aminokwasy egzogenne, a wiec te skiad-
niki, ktére musza by¢ dostarczane z zewnatrz, a ktérych brak moze
spowodowac liczne zaburzenia w organizmie cztowieka. Biatko Inu,
w poréwnaniu do biatek innych roslin, zawiera dos¢ znaczne ilosci tryp-
tofanu, aminokwasu egzogennego, ktérego brak wptywa niekorzystnie
na wzrok oraz sprzyja powstawaniu choréb skérnych. W ostatnich la-
tach z Inu wydzielono cykliczne peptydy [1], tzw. cyklopeptydy, skia-
dajace sie z 8 lub 9 potaczonych cyklicznie czasteczek aminokwaséw.
Maja one podobna budowe czasteczki do cyklosporyny sktadajacej sie
z || aminokwaséw, ktéra jest stosowana jako immunosupresor, ko-
nieczny przy transplantacjach.

Wsréd bioaktywnych skfadnikéw Inu znajduja sie réwniez niedawno
odkryte zwiazki chemiczne z grupy tzw. fitohormonéw — hormonéw
roslinnych okreslanych nazwa lignanéw roslinnych [2, 3]. Lignany moga
wystepowac¢ w wielu gatunkach roslin; siemie Iniane, zawiera prze-
cietnie 700 razy wiecej tych substancji niz inne najczesciej spozywane
produkty roslinne. Juz wczesniej zwrécono uwage na hormonozalez-
nos$¢ niektorych typéw choréb nowotworowych, co spowodowato
kolejne badania naukowe majace na celu przetestowanie ochronnego
efektu diety bogatej w hormony roslinne wobec niektérych rodzajéw
nowotworow.

Poniewaz problem jest niezwykle interesujacy, obserwujemy
od kilku lat prawdziwa eksplozje badan naukowych dotyczacych zalez-
nosci pomiedzy dieta zawierajaca siemie Inu a profilaktyka i leczeniem
niektdrych typow nowotwordéw u zwierzat i ludzi.

Jak dotad uzyskano niezwykle obiecujace wyniki efektu ochron-
nego w poszczegolnych typach i stadiach rozwoju choréb nowo-
tworowych, autoimmunologicznych a takze obu typéw cukrzycy.
Pojawity sie takze doniesienia naukowe o korzystnym wplywie tej
diety na objawy zwiazane z menopauza i osteoporoza. Obiecujacym
kierunkiem badan jest zastosowanie cyklopeptydéw z Inu jako leki
immunosupresyjne.

Immunosupresory s lekami hamujacymi lub ostabiajacymi odpo-
wiedzi immunologiczne. Wskazaniem do ich stosowania s3 przeszcze-
py narzaddéw i tkanek oraz choroby immunologiczne. Dziatanie im-
munosupresyjne maja m.in.: hormony kory nadnerczy, antymetabolity
hamujace procesy biosyntezy, leki alkilujgce hamujace wytwarzanie
przeciwciat, globulina antylimfocytarna zawierajaca przeciwciafa anty-
limfocytarne, cyklosporyna. Immunosupresory hamuja proces wytwa-
rzania w ustroju przeciwciat i komérek odpornosciowych, czyli immu-
nogeneze. W transplantologii uzywa sie ich w celu ostabienia reakc;ji
organizmu biorcy na przeszczepiong tkanke bedaca dla niego antyge-
nem. Podawanie immunosupresoréw bezposrednio po transplantacji
zmniejsza ryzyko odrzucenia przeszczepu.

Znanym i stosowanym immunosupresorem jest cyklosporyna. Cy-
klosporyna A (rys. |), substancja czynna leku, jest cyklicznym pepty-
dem nierybosomalnym ztozonym z | | aminokwaséw produkowanym
przez grzyb Tolypocladium inflatum, oryginalnie wyizolowany z prébki
norweskiej ziemi.
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Rys. I. Struktura cyklosporyny A

Mechanizm dziafania cyklosporyny polega na wiazaniu sig z cyklo-
filina, cytozolowym biatkiem, w immunokompetentnych limfocytach,
gtéwnie typu T. Kompleks tych dwoch biatek inhibuje kalcyneuryne
(kalcineuryne), ktéra w normalnych okolicznosciach jest odpowiedzial-
na za aktywacje transkrypgiji interleukiny-2. Hamuje takze produkcje
limfokin i uwalnianie interleukin, co prowadzi do redukcji funkgji efek-
toréw komoérek T.

Niestety u oséb przyjmujacych cyklosporyne obserwuije sig licz-
ne dziatania niepozadane, ktére szczegdlnie wystepuja u pacjentow
leczonych ze wskazan transplantologicznych. Najczestsze z nich to:
zaburzenia czynnosci nerek, nadcisnienie tetnicze, drzenie, béle glowy
i hiperlipidemia. Dlatego ciagle poszukuje sig¢ nowych, lepszych immu-
nosupresorow.

W nasionach Inu zwyczajnego stwierdzono obecnos$¢ cyklicznych
peptydow, ktérymi zainteresowano sie ze wzgledu na podobng do cy-
klosporyny budowe, co mogto sugerowa¢ potencjalne immunosupre-
syjne dziatanie.

Cyklopeptydy sa to cykliczne nona- lub oktapeptydy o wtasciwo-
$ciach hydrofobowych oraz o potencjalnym dziataniu immunosupre-
syjnym.

Cyklopeptyd A (CLA) zostat wyizolowany jako pierwszy w 1959 .
z surowego oleju Inianego przez Kaufmanna i Tobschirbela [1]. 10 lat
pozniej okreslono strukture pierwszorzedowa CLA (1) (rys. 2) jako
cyklicznego nonapeptydu. Czasteczka CLA cyklo(PPFFLIILV)nona-
peptyd, zawiera kolejno dwie reszty aminokwasowe proliny, dwie
fenyloalaniny, leucyne, dwie izoleucyny, leucyne oraz jedng reszte
waliny. Natomiast czasteczka CLB cyklo(PPFFVIMLI) (2) (rys. 2) [4]
sktada si¢ kolejno z dwdch reszt aminokwasowych proliny, dwéch
fenyloalanin, waliny, izoleucyny, metioniny, leucyny, izoleucyny.

Dla tych cyklononapeptydéw okreslono zaréwno wzajemne po-
wiazanie aminokwasdw jak i konfiguracje wokot centréw chiralnosci,
stosujac metody spektrometrii mas, spektroskopii 'H-NMR i '*C-NMR
oraz techniki dwuwymiarowej spektroskopii NMR (HMBC, NOESY).

Dotychczas wydzielono i okreslono struktury dla 13 cyklicznych
peptydow z nasion Inu. S3 to cykliczne:

* nonapeptydy (CLA, CLB, CLC) [4]
* oktapeptydy (CLD, CLE, CLF CLG, CLH, CLI, CLR CLW,

CLX) [4, 5]

* bicykliczny dekapeptyd (BCD).

Podobieristwo sekwencji aminokwasowej pomiedzy cyklosporyna
a CLA sugerowato dziafanie immunosupresyjne cyklopeptydu, ktore
zostafo potwierdzone licznymi badaniami medycznymi [6, 7]. Stwier-
dzono, ze mechanizm dziatania CLA na ukfad odpornosciowy organi-
zmu jest analogiczny do mechanizmu dziatania cyklosporyny.
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Rys. 2. Struktury cyklopeptydéw CLA (1) i CLB (2)

Na podstawie wstepnych badan medycznych stwierdzono réw-
niez, ze cyklopeptydy wykazuja, w poréwnaniu do cyklosporyny,
zblizone dziaftanie immunosupresyjne w nizszych dawkach, maja duzo
nizsza toksycznos¢ i nie powoduja dziatart ubocznych. Na potwierdze-
nie tych badan trzeba jeszcze poczekaé ze wzgledu na czasochtonne
i kosztowne badania medyczne, ktére odbywaja sie wedtug scisle okre-
$lonych procedur.

Ponadto cyklopeptydy wykazuja réwniez inne korzystne dziafanie,
np. przeciwmalaryczne [8].

Nasze badania maja na celu wyodrebnienie z olejéw, makuchéw
lub z odpadowych plew frakgcji cyklopeptyddw i rozdzielenie ich na po-
szczegdlne sktadniki metoda chromatograficzng oraz identyfikacje me-
todami spektroskopowymi [9]. Otrzymane frakcje cyklopeptydéw
poddane zostang badaniu aktywnosci farmakologicznej w wybranych
kierunkach. Do wyodrebniania cyklopeptydéw z Inu zastosowano na-
stepujace metody:

* ekstrakcjg CO, w stanie ciektym lub nadkrytycznym
* ekstrakcje rozpuszczalnikowa.

Badania nad ekstrakcja cyklicznych peptydéw z makuchéw
i plew Inianych za pomoca CO, w stanie cieklym lub
nadkrytycznym

Ekstrakcja nadkrytyczna jest procesem wymiany masy, w kto-
rym zamiast klasycznych rozpuszczalnikéw stosuje sie sprezone gazy
w warunkach nadkrytycznych. Ta forma ekstrakcji wykorzystuje
pozytywna, z punktu widzenia proceséw wymiany masy, ceche ga-
zow i cieczy, jaka jest niska lepkos¢ przy stosunkowo duzej gestosci.
W wyniku tego ekstrahent posiada wysoka zdolnos$¢ rozpuszczania
oraz dobre wiasnosci penetracyjne. Zdolno$¢ rozpuszczania dla tego
samego rozpuszczalnika zmienia si¢ w szerokim zakresie i zalezy
od temperatury i ci$nienia prowadzenia procesu. Mozliwy jest przy-
padek prowadzenia ekstrakcji ciektym gazem, pod wysokim cisnie-
niem i temperaturze nizszej niz jego temperatura krytyczna.
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Uproszczony schemat laboratoryjnej instalacji do badan proceséw
ekstrakcji nadkrytycznej przedstawiono na rysunku 3.
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Rys. 3. Schemat aparatury laboratoryjnej do ekstrakcji nadkrytycznej

Rozpuszczalnik podawany jest z butli do ekstraktora pompa
P wyposazong w manometr, wspdtpracujaca z uktadem regulacji
ci$nienia PIC. Ekstraktor umieszczono w termostatowanej fazni
wodnej, dzieki czemu mozliwe jest prowadzenie procesu w sta-
tej, zadanej temperaturze. Na rurociaggu wylotowym z ekstrak-
tora znajduje sie zawor rozprezajacy Z, utrzymujacy cisnienie
w ekstraktorze. Bezcisnieniowy wezet odbioru ekstraktu skfada
sie z separatorow Sep-1, Sep-2 oraz uktadu pomiarowego ilosci ga-
zowego rozpuszczalnika. Chwilowy przeptyw mierzony jest za po-
moca rotametru, a ilo$¢ catkowita — gazomierzem, oznaczonym
na schemacie litera G. Ekstrakt ciezszy zbierany jest do szklanych,
wymiennych pojemnikdéw umieszczonych wewnatrz separatora
Sep-1, a ekstrakt lekki do szklanych pojemnikéw umieszczonych
wewnatrz, chtodzonego za pomoca laboratoryjnego kriostatu
do temp. -30°C, separatora Sep-2.

Badania ekstrakgcji nadkrytycznej dotyczyty:
*  wpltywu temperatury i przeptywu CO2 na szybko$¢ procesu eks-

trakcji CO2
* wplywu wstepnej ekstrakcji rozpuszczalnikowej wytypowanymi

rozpuszczalnikami organicznymi na sktad i ilos¢ produktow uzyski-

wanych w koncowej ekstrakeji CO2
* frakcjonowania produktéw ekstrakcji CO2 w zaleznosci od czasu

trwania procesu.

Wplyw temperatury na szybkos¢ ekstrakcji i na zawartos¢
CLA z surowych makuchéw Inianych za pomoca CO,

Badajac wpltyw temperatury na ekstrakcje surowych makuchéw
Inianych za pomoca CO,, wykonano préby w temp.: 80°C, 60°C, 40°C
i 27°C pod cisnieniem 20 MPa. Dla temperatur 80°C, 60°C i 40°C eks-
trahentem byt CO, w stanie nadkrytycznym, a w temperaturze 27°C,
ekstrahentem byt ciekly CO,. Do badan wykorzystano materiat od-
padowy z Inu zwyczajnego odmiany ,,Modron” w postaci plew i ma-

kuchéw.
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Rys. 4. Wplyw temperatury na szybkosc¢ ekstrakcji
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Proces ekstrakeji nadkrytycznej w temp. 60°C prowadzony byt
do praktycznego zaniku strumienia ekstraktu i trwat | I8 h. Doswiad-
czenie to przyjeto jako ukiad odniesienia dla ekstrakcji w pozostatych
temperaturach. Dla poréwnania uzyskanych danych, wyniki doswiad-
czen przeliczono na 100 g wsadowego surowca roslinnego, a przyrost
wagi ekstraktu w czasie odniesiono do ilosci zuzytego CO,. Wyniki
przeprowadzonych doswiadczen przedstawiono w sposdb graficzny
na rysunku 4.

Uzyskane dane doswiadczalne pokazuja, ze ekstrakcja makuchéw
Inianych cieklym CO, prowadzona w temp. 27°C jest najszybsza i naj-
bardziej wydajna. Wzrost temperatury ekstrakeji prowadzi do wyraz-
nego spowolnienia procesu. Wptyw temperatury i czasu prowadzenia
procesu na zmiang stezenia CLA w poszczegdlnych probkach ekstrak-
tu, przedstawiono na rysunku 5.
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Rys. 5. Zmiana stezenia CLA w zaleznosci od czasu ekstrakgji

Zmieniajace sig ilosci CLA, odbierane w kolejnych probkach eks-
traktu w zaleznosci od czasu trwania ekstrakcji CO,, wyliczone zostaty
na podstawie analizy HPLC i wagi probki. llos¢ odbieranego CLA w eks-
trakcie, w zaleznosci od czasu ekstrakgji przedstawiono na rysunku 6.
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Rys. 6. llos¢ CLA w kolejnych frakcjach ekstraktu

Poréwnanie wynikéw doswiadczalnych zatezania CLA w drodze
ekstrakeji CO, surowych makuchéw Inianych w réznych tempera-
turach pokazuje, ze nizsze temperatury procesu powoduja wyrazny
wzrost ilosci CLA odbieranego w poczatkowych porcjach ekstraktu.
W temperaturach wynoszacych 27°Ci40°C, poczatkowe, stosunkowo
wysokie stezenie CLA w ekstrakcie od 10-12 h procesu gwaitownie
maleje. llosci wagowe odbieranego ekstraktu sa na poczatku procesu
wyraznie wigksze.

Wydaje sie zatem, ze w celu wstepnego zatezenia strumienia CLA
droga ekstrakcji CO, surowych makuchéw, proces powinien by¢ pro-
wadzony w niskiej temperaturze, nie diuzej niz 10-12 h.

Wplyw parametréow wstepnej ekstrakcji rozpuszczalnikowej
na zawarto$¢ CLA w ekstraktach CO,

W dalszych badaniach zastosowano wstepna ekstrakcje rozpusz-
czalnikowa makuchéw Inianych: heksanem, cykloheksanem i toluenem
w temperaturach ich wrzenia. Nastepnie makuchy te poddano eks-
trakcji za pomocg CO,. Spowodowato to prawie catkowite usunig-
cie wszystkich sktadnikéw ekstrahowanych rozpuszczalnikami. llosci
ekstraktu uzyskane w drodze ekstrakcji nadkrytycznej CO, w kazdej
z tych préb byty mate.
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Ekstrakcjg CO, makuchéw Inianych, poddanych wstepnej ekstrak-
cji rozpuszczalnikowej, prowadzono w 60°C.

Wyniki oznaczonych zmian stezenia CLA w prébkach ekstraktu
odbieranego w czasie trwania procesu ekstrakcji CO, oraz obliczonych
na ich podstawie ilosci CLA w poszczegélnych prébkach przedstawio-
no na rysunku 7.
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Rys. 7. Zmiana stezenia CLA w kolejnych prébkach ekstraktu CO,
po wstepnej ekstrakcji rozpuszczalnikowej

llosci CLA zawarte w kolejnych prébkach ekstraktu odebranych
w czasie ekstrakcji CO,, wyliczone na podstawie analiz HPLC oraz
wagi prébek przedstawiono na rysunku 8.
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Rys. 8. Zmiana ilosci CLA zawartych w kolejnych probkach ekstraktu

Wstepne ekstrakeje rozpuszczalnikowe makuchéw Inianych, pro-
wadzone w temperaturach wrzenia rozpuszczalnikéw, spowodowaty
usuniecie poszukiwanych przez nas sktadnikéw. llosci ekstraktu uzy-
skane w drodze pézniejszej ekstrakeji tych makuchéw za pomoca
nadkrytycznego CO, byly zbyt mate, aby mogly by¢ wykorzystane
do dalszej izolacji CLA.

Poréwnanie wynikéw ekstrakeji nadkrytycznych za pomoca CO,
makuchdéw surowych i poddanych wstepnej ekstrakcji rozpuszczalni-
kowej w temperaturze pokojowej, pokazuje, ze dla heksanu i cyklo-
heksanu uzyskano nieznaczny wzrost $redniego stezenia CLA w eks-
trakcie CO,.

Po przeprowadzeniu kilku doswiadczen stwierdzono, ze uzyte
w badaniach rozpuszczalniki ekstrahuja cyklopeptydy razem z olejem.

Czasy catkowite prowadzenia ekstrakecji CO, po wstepnej ekstrak-
cji rozpuszczalnikowej, skracaja sie z | 18 h — w przypadku makuchow
surowych, do 30 h. llos¢ CLA zawartego kolejnych porcjach ekstraktu
maleje w poréwnaniu z ekstrakcja CO, makuchéw surowych.

Powtarzalnos¢ procesu ekstrakcji makuchow Inianych
za pomoca CO,

W celu dokonania oceny powtarzalnosci procesu ekstrakcji CO,,
porcje makuchéw Inianych poddanych wstepnej ekstrakcji rozpusz-
czalnikowej cykloheksanem w temperaturze pokojowej, podzielono
na dwie porcje. Kazda z nich poddano osobno ekstrakcji CO, w warun-
kach nadkrytycznych, w temp. 60°Ci ci$nieniu 20,0 MPa. W pierwszym
przypadku ekstrakt zbierano do pojemnika tacznie, notujac przyrost
wagi ekstraktu w czasie. W doswiadczeniu drugim porcje ekstraktu
zbierano i wazono oddzielnie. W prébkach ekstraktu oznaczono ste-
zenie CLA.

Na podstawie wynikéw oznaczen i wagi otrzymanych ekstraktéow
sporzadzono bilans wagowy facznej, otrzymanej w kazdej prébie, ilo-
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$ci CLA. W doswiadczeniu drugim, na podstawie sumarycznej ilosci
CLA w kazdej z trzech prébek i facznej wagi ekstraktu, wyliczono
stezenie koncowe. Uzyskany wynik obliczen stezenia koncowego
réznit sie o 0,002 od wartosci stezenia oznaczonego metoda HPLC
w ekstrakcie odebranym w catosci (w jednej porcji) z doswiadczenia
pierwszego. W wyniku obu przeprowadzonych doswiadczen, w po-
dobnym czasie, uzyskano zblizone wagowo ilosci ekstraktu.

Zbiezne wyniki ekstrakeji identycznego surowca uzyskane w obu
probach swiadcza o powtarzalnosci badanych proceséw.

Badania nad ekstrakcja cyklicznych peptydéw z makuchéw
i plew Inianych tradycyjnymi rozpuszczalnikami

W ramach pracy podjeto prébe wyizolowania cyklicznych pepty-
déw tradycyjnymi rozpuszczalnikami organicznymi. Do badan wytypo-
wano rozpuszczalniki, takie jak: heksan, cykloheksan, metanol i toluen.
Proces ekstrakeji prowadzono periodycznie z uzyciem rozpuszczalni-
kéw w temperaturze pokojowej i w ich temperaturze wrzenia. Jako
surowce stosowano plewy i makuchy Iniane.

Badania rozpoczeto od przeprowadzenia ekstrakgji cyklicznych
peptydow z makuchdéw Inianych z zastosowaniem heksanu w tempe-
raturze wrzenia w aparacie Soxhleta. Ekstrakcje prowadzono przez
14 h; w jej wyniku uzyskano, po odparowaniu rozpuszczalnika, 15,06%
ekstraktu w przeliczeniu na uzyty surowiec. Ekstrakt zawierat 0,085%
CLA. Nastepnie sprawdzono efektywnos¢ ekstrakgji cyklicznych pep-
tydéw z makuchéw za pomoca heksanu w temperaturze pokojowej.
Ekstrakcja heksanem trwafa 6 h, a w jej wyniku uzyskano 13,97%
ekstraktu o zawartosci 0,016% CLA. Zaobserwowano, ze heksan
w temperaturze pokojowej ekstrahuje zblizong ilos¢ ekstraktu w po-
réwnaniu do temperatury wrzenia, ktory zawiera pieciokrotnie mniej
cyklopeptydu CLA. Podwyzszenie temperatury ekstrakcji do tempera-
tury wrzenia rozpuszczalnika (69°C) powoduje niewielki wzrost ilosci
ekstraktu o |,1% i wzrost zawartosci CLA o 0,069%.

Te same makuchy wstepnie 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 zawierajacego 0,5% CLA.
Natomiast w wyniku dziatania goracym metanolem otrzymano eks-
trakt stanowiacy 9,03% masy makuchoéw i zawierajacy 0,001% CLA.

Zaobserwowano, ze metanol w temperaturze wrzenia pozwala
uzyskac duza ilos¢ ekstraktu o bardzo matej zawartosci CLA w poréw-
naniu do toluenu, ktéry daje niewielka ilo$¢ ekstraktu o duzej zawarto-
$ci CLA. Toluen w temperaturze wrzenia duzo lepiej ekstrahuje CLA
w poréwnaniu z metanolem.

Poréwnano zawartos¢ 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 zawartosci 0,037% CLA. Natomiast
ekstrakcja wrzacym cykloheksanem pozwolita na uzyskanie materiatu
stanowiacego 10,06% poczatkowej masy makuchdéw, zawierajacego
0,083% CLA.

Cykloheksan w temperaturze wrzenia ekstrahuje dwa razy wiecej
cyklopeptydu CLA w poréwnaniu do temperatury pokojowej. Jedno-
czesnie w temperaturze pokojowej ma dwukrotnie wyzsza zawartosé¢
CLA w poréwnaniu do heksanu.

Zawartos$¢ cyklopeptydéw w materiale roslinnym jest bardzo mata
i nie przekracza 0,02%; ponadto makuchy zawierajg jeszcze ok. 10%
oleju, ktéry zmienia rozpuszczalnosé cyklopeptydow i wptywa na ich
ekstrakcje.

W celu wydobycia maksymalnej ilosci CLA postanowiono wy-
kona¢ wielokrotng ekstrakcje tego samego materiatu roslinnego.
W pierwszym etapie makuchy Iniane poddano ekstrakcji toluenem
w temp. 20°C w celu wyekstrahowania oleju Inianego. Otrzymany
ekstrakt stanowit 7,26% wyjsciowej masy zastosowanego materia-
tu roslinnego i zawierat 0,17% CLA. Nastepnie makuchy poddano
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trzykrotnej ekstrakcji toluenem w temp. 90°C. Uzyskane ekstrak-
ty stanowity kolejno 2,33%, 0,55% oraz 0,23% masy makuchéow
Inianych.

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

Toluen w temperaturze pokojowej wyekstrahowat 0,170% CLA
Natomiast podwyzszenie temperatury do 90°C wplyneto na wzrost
zawarto$ci CLA do 0,293% masy ekstraktu.

Ekstrakcja toluenem w temperaturze pokojowej spowodowata,
ze razem z olejem Inianym nastapito wydobycie znacznej ilosci cyklicz-
nych peptydéw (0,32%).

W nastepnym doswiadczeniu, do wstepnej ekstrakeji oleju zasto-
sowano cykloheksan. Ekstrakcje prowadzono w temperaturze poko-
jowej przez |3 h; w wyniku tego procesu otrzymano 8,35% ekstraktu
o zwartosci 0,091% CLA. Nastepnie te same makuchy ekstrahowa-
no trzykrotnie toluenem w temp. 90°C. Ekstrakty stanowity kolejno
1,57%, 0,30% oraz 0,18% masy makuchéw Inianych. Wszystkie uzy-
skane ekstrakty poddano analizie metoda HPLC dla oznaczenia ilosci
cyklopeptyddw, otrzymujac nastepujace wyniki: ekstrakt toluenowy
-0,69%, I1-0,58% i Ill - 0,58% CLA.

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

W obu doswiadczeniach uzyskano bardzo zblizong sumaryczng
ilos¢ cyklopeptydu CLA. Zastosowanie cykloheksanu do wstepnej eks-
trakeji oleju spowodowato, ze ekstrakty toluenowe zawieraly wiecej
07,4 mg CLA w pordwnaniu do eksperymentu, w ktérym do wstepnej
ekstrakgji uzyto toluen. Wyniki omawianych eksperymentoéw zilustro-
wano na rysunku 9.
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Rys. 9. Wyniki ekstrakcji rozpuszczalnikowej makuchéw Inianych

Drugim surowcem odpadowym zastosowanym do badan byty
Iniane plewy. W celu okreslenia zawartosci CLA w plewach Inianych
i poréwnania jej z zawartoscig tych peptydéw w makuchach Inianych,
przeprowadzono doswiadczenie w warunkach podobnych jak dla ma-
kuchéw Inianych.

Ekstrakcje z plew Inianych prowadzono ze wstepna ekstrakcja
materiatu roslinnego heksanem przez 7 h w temperaturze pokojowe;j,
a nastepnie trzykrotnie ekstrahowano toluenem przez 7-8 h w tem-
peraturze wrzenia. Ekstrakt heksanowy stanowit 0,91% masy uzy-
tych plew o zawartosci CLA réwnej 0,001%. Ekstrakcje prowadzone
z zastosowaniem toluenu stanowity kolejno: 1,68%, 0,57% i 0,49%
w przeliczeniu na mase uzytego surowca, a zawartos¢ CLA w eks-
traktach wynosita odpowiednio: 0,144%, 0,044% i 0,005%. W sumie
otrzymano 3,64 g ekstraktu z wydajnoscia 3,64% w przeliczeniu na po-
czatkowa mase plew.

Sumarycznie ekstrakty z plew zawieraly 2,67 mg CLA.

Natomiast w zblizonych warunkach z makuchéw Inianych uzyska-
no sumarycznie 15,23 mg CLA (w ekstrakcie heksanowym 2,23 mg
CLA, a w ekstrakcie toluenowym ok. I3 mg CLA).

Zawarto$¢ CLA w plewach Inianych okazata si¢ bardzo mata i dla
potwierdzenia tego wyniku wykonano dodatkowa ekstrakcje w iden-
tycznych warunkach z zastosowaniem nowej partii surowca.

CHEMIK nr9,/2011 ¢ tom 65

Ekstrakcje z plew prowadzono ze wstepnym odolejeniem materia-
tu cykloheksanem w temperaturze pokojowej, a nastepnie toluenem
w temperaturze wrzenia. Ekstrakt cykloheksanowy stanowit 0,03%
masy uzytych plew, o zawartosci CLA réwnej 0,010%. Natomiast za-
warto$¢ CLA w ekstrakcie toluenowym wynosita 0,053% masy eks-
traktu uzyskanego z wydajnoscia 1,39%. W sumie otrzymano 1,42 g
ekstraktu (co stanowi |,42% poczatkowej masy plew).

Sumarycznie ekstrakty zawierajq 0,743 mg CLA.

Graficzne poréwnanie otrzymanych danych dla makuchéw i plew

Inianych przedstawiono na rysunku 10.
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Rys. 10. Wyniki ekstrakcji rozpuszczalnikowej plew i makuchéw
Inianych

Z otrzymanych danych wynika, ze zawartos¢ CLA w plewach jest
duzo nizsza w poréwnaniu do zawartosci CLA w makuchach Inianych.
Najkorzystniejszy wynik ekstrakcji CLA z makuchoéw Inianych uzyska-
no z zastosowaniem wstepnego oczyszczania cykloheksanem w tem-
peraturze pokojowej, a nastepnie trzykrotng ekstrakcja toluenem
W temperaturze wrzenia.

Dane zebrane z powyzszych do$wiadczer wskazuja, iz zastosowa-
nie we wstepnej ekstrakcji rozpuszczalnikowej heksanu, cykloheksanu
i toluenu w temperaturze pokojowej, w celu usunigcia oleju, powoduje
czesciowe wymycie CLA w poszczegdlnych ekstrakcjach. Najwyzsza
ilos¢ CLA zawiera ekstrakt toluenowy (0, 1 7%), a dwukrotnie mniejsza
ekstrakt cykloheksanowy (0,09%) i dziesigciokrotnie mniejsza heksa-
nowy (0,016%).

We wszystkich przypadkach, w ktérych zastosowano wstepna
ekstrakcje oleju z surowego materiatu roslinnego, obok olejowych
kwasoéw ttuszczowych i ich glicerydéw zawsze byty obecne cyklopep-
tydy. Prawdopodobnie oleje roslinne zwiekszaja rozpuszczalnos¢ CLA
w rozpuszczalnikach niepolarnych, nawet w temperaturze pokojowej.
Whyniki tych doswiadczen przedstawiono na rysunku | |.
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Rys. | 1. Zaleznos¢ stezenia CLA od rodzaju rozpuszczalnika i tempe-
ratury ekstrakgji

Ekstrakt uzyskany heksanem w temperaturze pokojowej zawie-
rat 0,016% CLA. Natomiast w temperaturze wrzenia zawarto$¢ CLA
w ekstrakcie wynosita 0,085%.
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W przypadku zastosowania cykloheksanu, zawartosci CLA w eks-
trakcie otrzymanym w temperaturze pokojowej wynosita 0,037%,
a w temperaturze wrzenia 0,083%.

Podsumowanie

Cyklopeptydy wydzielono z makuchéw i plew Inianych (Linum
usitatissimum L.). Wydzielanie prowadzono dwiema metodami: eks-
trakcja za pomoca nadkrytycznego CO, i tradycyjng ekstrakcjg roz-
puszczalnikowa.

Przeprowadzono badania zaleznosci wydajnosci ekstrakgji cyklo-
peptydow za pomoca CO, od temperatury. Stwierdzono, ze najwyz-
sza wydajnos¢ cyklopeptydu CLA (0,006%) otrzymuije si¢ w temp.
25-40°C pod cisnieniem 20 MPa z makuchéw surowych. Ekstrakt
zawiera 0,08% cyklopeptydu CLA.

Wydajnos¢ ekstrakcji cyklopeptydu CLA za pomoca CO, maku-
chéw (po wstepnej ekstrakgji cykloheksanem) wynosi 0,001%, a ste-
zenie w ekstrakcie jest wyzsze i wynosi 0,1 1%.

Do badan nad opracowaniem najefektywniejszej metody pozyska-
nia cyklopeptydu CLA w ekstrakgji rozpuszczalnikowej zastosowano
trzy rozpuszczalniki: toluen, heksan, cykloheksan w temperaturze po-
kojowej i temperaturze wrzenia. Badania wykazaly, ze wysoka tem-
peratura rozpuszczalnikow zwigksza zawartos¢ cyklopeptydu CLA
w otrzymanych ekstraktach.

Opracowano metode, ktéra pozwala na otrzymanie najwigkszej
ilosci cyklopeptydu CLA z makuchéw Inianych. Polega ona na wstep-
nej ekstrakgji cykloheksanem w temperaturze pokojowej, a nastepnie
trzykrotnej ekstrakcji toluenem w temperaturze wrzenia. Wstepna
ekstrakcja ma na celu usunigcie z makuchdéw resztek oleju. Ten sposéb
pozwolit na wyodrebnienie 0,02% cyklopeptydu CLA z materiatu ro-
$linnego. Produkt zawierat 0,66% cyklopeptydu CLA.

W przypadku plew Inianych obie zastosowane metody ekstrakgji,
za pomocg CO, i ekstrakcji rozpuszczalnikowej, daty poréwnywalng
ilos¢ ekstraktu 1,4-1,7% masy surowca. Natomiast stezenie cyklopep-
tydu CLA w ekstraktach jest rézne i wynosi w ekstrakcie CO, 0,01%,
a w ekstrakcie rozpuszczalnikowym 0,05%.

Na podstawie uzyskanych danych stwierdzono, ze procesy ekstrak-
cji za pomoca CO,, jak réwniez ekstrakji rozpuszczalnikowej, moga by¢
stosowane jako podstawa technologii izolacji cyklopeptydéw z Inu.

Na podstawie identyfikacji stwierdzono, ze ekstrakt uzyskany
za pomocg CO, zawiera gtéwnie cyklopeptyd CLA (ok. 80%), nato-
miast ekstrakt rozpuszczalnikowy obok cyklopeptydu CLA — poréw-
nywalne ilosci cyklopeptydu CLE.
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