PL 440018 A1

(19)

(12)

R G a1 PL 440018 A1

PATENTOWY
RZECZYPOSPOLITEJ
POLSKIE)J

Opis zgloszeniowy wynalazku

(z daty zgtoszenia)

(21) Numer zgtoszenia: 440018 (51) MKP:
(22) Data zgtoszenia: 2021.12.29 A23P 10/30 (2016.01)
(43) Data publikacji o zgtoszeniu: 2023.07.03 BUP 27/2023 A23L 31/10  (2016.01)
A23D 9/00 (2006.01)
A23L 33/115 (2016.01)
A23L 3/44 (2006.01)
B01J 13/02 (2006.01)
(71) Zgtaszajacy: (72) Tworca(-y):
UNIWERSYTET PRZYRODNICZY PRZEMYStLAW KOWALCZEWSKI, Poznan, PL
W POZNANIU, Poznan, PL ADRIAN CZERNIAK, Poznan, PL
MARIUSZ LESIECKI, Poznan, PL
DOMINIK KMIECIK, Poznan, PL
KRZYSZTOF SMARZYNSKI, Katy, PL
(74) Petnomocnik:
Barttomiej Fijatkowski, £6dz, PL
(54) Tytuk
Sposoéb kapsutkowania olejow w komérkach drozdzowych
(57) Skrét opisu:

Przedmiotem zgtoszenia jest sposob kapsutkowania blendéw w komoérkach drozdzowych charakteryzujacy sie
tym, ze materiat wejsciowy, jaki stanowig drozdze piekarskie o zawartosci suchej masy nie mniejszej niz
25% wagowych, poddaje sie procesowi ptukania i suszenia liofilizacyjnego, nastepnie prowadzi sie obrébke
wstepng biomasy tak, ze w 10% wag. zawiesinie suchej masy drozdzy o pH 5,2, w butlach szklanych typu
Lpyrex', inkubuje sie zawiesine w temperaturze nie mniejszej niz 35°C i nie wyzszej niz 75°C, po czym
w procesie hydrolizy enzymatycznej, przygotowang wczesniej zawiesine drozdzowg poddaje sie wstepnej
pasteryzacji w 95°C przez 10 minut i do tak przygotowanej biomasy dodaje sie glukanaze (Glucanex R200;
0,2 U/mg) wilosci od 0,0015 do 1,5% wag., po czym prowadzi si¢ inkubacje w temperaturze od 45°C do 55°C,
korzystnie 50°C przez nie krocej niz 24 h, po czym prowadzi sie proces wigzania blendéw olejow w biomasie
drozdzy piekarskich metodg Bishop i in. (1998), przy czym w naczyniach typu ,pyrex” o pojemnosci 100 ml
odwaza sie porcje 40 g wody dejonizowanej zawierajgcej 2% wag. dodatku emulgatora w postaci
monooleinianu polioksyetylenosorbitolu (Tween 80, E433), dopuszczonego do zastosowania w zywnosci,
i dodaje sie nawazke blendu olejow, po czym wytwarza sie emulsje typu o/w metodg homogenizaciji rotor/stator
przez 5 minut przy predkosci 10 000 min-l w homogenizatorze szybkoobrotowym, przy czym przez blendy
olejowe rozumie sie mieszaniny olejow, jakie zawierajg olej ryzowy w ilosci od 39% do 91% wagowych, jaki
zmieszany jest korzystnie z olejem rzepakowym w ilosci od 39% do 55% wagowych, korzystnie
45% wagowych, albo korzystnie z olejem konopnym w ilosci od 8% do 28% wagowych, korzystnie 15%
wagowych albo korzystnie z olejem Inianym w ilosci od 9% do 14% wagowych, korzystnie 11% wagowych
albo korzystnie z olejem rydzowym w ilosci od 10% do 15% wagowych, korzystnie 12% wagowych, przy czym,
w przypadku zastosowania oleju konopnego sktad mieszaniny uzupetniony jest do 100% olejem rzepakowym,
a wzajemny stosunek kwasow ttuszczowych omega 6 do omega 3 (w6/w3) opracowanej blendy zawarty jest
w przedziale od 4:1 do 6:1, a do tak wytworzonej emulsji dodaje sie odwazong porcje liofilizowanej biomasy
drozdzowej i mieszanine kapsutkujgcg inkubuje sie nastepnie przez czas nie krotszy niz 8 h i przy cigglym
mieszaniu rownym 200 min-lI, a po zakonczeniu inkubacji, zawarto$¢ naczyh oddziela sie od mieszaniny
poreakcyjnej na drodze wirowania przy przyspieszeniu nie mniejszym niz 3950 x g przez okres nie krétszy niz
10 min, po czym oddzielong paste drozdzowg ptucze sie co najmniej trzykrotnie wodg dejonizowang celem
usuniecia resztek mieszaniny reakcyjnej, a mokrg biomase przenosi sie¢ do naczyn do liofilizacji i zmraza
w temp. -80°C przez 12 h, po czym liofilizuje przy cisnieniu 0,125 mbara przez min. 48 h.
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Sposoéb kapsutkowania olejow w komadrkach drozdzowych.

Przedmiotem wynalazku jest sposéb kapsutkowania olejdow w komodrkach drozdzowych.

Oleje jadalne tradycyjnie stanowig uznane i cenione zrddlo energii oraz skladnikow odzywezych w
diecie czlowicka. Wynika to z ich ogolnej dostepnosci, umiarkowanej kosztochlonnosci oraz czesto
bogactwa skladnikéw o funkcjach prozdrowotnych. Wsréd olejow jadalnych szczegdlne zainteresowanie
poswigcca si¢  olejom bogatym w wiclonienasycone kwasy tluszczowe z rodzajow omega-3 1 omega-6,
ktére posiadaja powszechnie znany i dobrze udowodniony naukowo wplyw na ograniczenie ryzyka

wystgpienia wielu chorob.

Technologia zywnosci tzw. funkcjonalnej (prozdrowotnej) od wielu lat rozwija sie w kierunku
wzbogacania produktéw w oleje lub ich mieszanki, zawierajgce optymalne ilosci kwaséw
wielonienasyconych takich jak kwas eikozapentaenowy (EPA), dokozaheksaenowy (DHA), linolowy (LA),
alfa-linolenowy (ALA) i innych. Poszukuje sie naturalnych zrédet tych kwasow, ktdre najczesciej stanowig
oleje pozyskiwane z organizmdw i mikroorganizméw morskich oraz oleje tfoczone z nasion roélin oleistych.
Ich powszechne stosowanie w zywnoS$ci jest jednak ograniczone z powodu ich niestabilnosci. Kwasy
ttuszczowe wielonienasycone ulegajg szybkiemu utlenianiu w typowych warunkach produkcji, pakowania
i przechowywania zywnosci, szczegdlnie w warunkach dostepu tlenu, Swiatta oraz w podwyzszonej
temperaturze. Produkty utleniania tych kwasow prowadzg do pogorszenia jakosSci sensorycznej (tworzenie
niepozgdanych zwigzkéw wptywajgcych na aromat produktu oraz smak), obnizajg stabilnosé
przechowalniczg i wptywajg na ogdlne obnizenie jakosci produktéw wzbogaconych w oleje jadalne.
Kolejnym utrudnieniem w zastosowaniu olejéw jadalnych w zywnosci jest ich nierozpuszczalnos¢ w
wodzie, co utrudnia ich szerokie zastosowanie w produktach, szczegdlnie produktach suchych i o wysokiej

zawartosci wody.

Mikrokapsutkowanie jest metodg stabilizacji hydrofobowych (np. oleje jadalne, witaminy, olejki
eteryczne) oraz hydrofilowych substancji lub sktadnikow zywnosci poprzez ich otaczanie inng substancjg,
tzw. matrycg lub nosnikiem. Powoduje to wytworzenie uktadu, w ktérym substancja chroniona, np. olej,

jest otoczona ciggty lub nieciggty barierg z innej substancji.

Kapsutkowanie ma za zadanie przede wszystkim ograniczenie parowania, maskowanie
nieakceptowalnego smaku lub aromatu, albo poprawe niektérych parametréow, na przykiad

rozpuszczalnosci.
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Stosowane w przemysle spozywczym i farmaceutycznym technologie mikrokapsutkowania mozna
podzieli¢ na dwie gtéwne grupy: fizykochemiczne i mechaniczne. Do pierwszej grupy zaliczajg sie metody
oparte na zastosowaniu emulsji, koacerwacji, ekstruzji i tworzeniu komplekséw witgczeniowych. Do drugiej
grupy nalezg metody fizyczne wykorzystujagce suszenie i zestalanie rozpytowe, liofilizacje oraz

otoczkowanie fluidalne.

Obiecujacg alternatywe dla dotychczas stosowanych technologii mikrokapsutkowania moze stanowic
wykorzystanie struktur komodrkowych jako naturalnych, wstepnie uformowanych nos$nikéw dla
réznorodnych substancji aktywnych. Sposrdd szeregu nosnikéw tego typu najwiecej uwagi poswieca sie

zastosowaniu komdérek mikroorganizméw, przede wszystkim grzybdw, bakterii oraz alg.

Biomasa drozdzy piekarskich, ze wzgledu na swdj niski koszt, tatwo$é pozyskania i powszechng
akceptowalno$é w produktach spozywczych, moze stanowié atrakcyjng alternatywe dla substancji
chemicznych stanowigcych nosnik (otoczke) hydrofobowych olejow jadalnych. W ogdlnym zarysie,
procedura tej metody mikrokapsutkowania zostata opracowana przez Bishop i in. (1998) i sktada sie z kilku
etapdw, z ktérych najistotniejszym jest moment inkubacji wodnej emulsji lub dyspersji substancji
kapsutkowane]j z odpowiednio przygotowang biomasg drozdzowg. W trakcie inkubacji zachodzi proces
biernego (pasywnego) wnikania kapsutkowanych zwigzkéw do wnetrza komérek i ich immobilizacji w
formie zwigzanej z strukturami komorki lub w formie kropel wewngatrzkomdrkowej emulsji. Osiggane tg
metodg wydajnosci zwykle oscylujg w granicach 20-40% wag. zawartosci kapsutkowanej substancji w

gotowym produkcie.

Biomasa drozdzowa, przed jej zastosowaniem jako nosnika dla substancji hydrofobowych, musi zosta¢
poddana obrobce wstepnej polegajacej na zabiegach majacych na celu standaryzacje 1 usunigcie
uszkodzonych lub pofragmentowanych komorek, a takze resztek podlozy hodowlanych 1 innych substancji
mogacych znajdowac si¢ w ,,surowej” biomasic. Natywne komoérki drozdzowe wykazujg ograniczong
zdolnos$¢ do biemego wchlaniania i magazynowania substancji hydrofobowych, dlatego przed procesem
poddaje si¢ je obrobce majacej zwickszy¢ porowatos¢ komodrek oraz przestrzen wewnagtrzkomorkows dla
substancji magazynowanych. Zabiegi te polegaja najczescie] na usuwaniu rozpuszcezalnych skladnikéw
komérki na drodze autolizy, plazmolizy lub hydrolizy, a takze na dzialaniu enzymami i detergentami,

zwigkszajacymi przepuszczalnosé sciany 1 blony komorkowej komoérek drozdzowych.

Znane jest rozwigzanie wedlug RU2678130 w jakim slodycze takie jak ,, Kremowe Toffi” wytwarzane
sa z wykorzystaniem metody produkcji kapsultkowanego oleju roslinnego obejmujg produkeje mieszanki

biatkowo-polisacharvdowej BPS z suchej serwatki, gumy arabskiej, karageniny i gumy ksantanowej oraz
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wody, a nastepnie podgrzanie mieszanki do 60°C i pgcznienie przez 40-60 minut. Nastepnie BPS rzepaku,
siemienia Inianego, oleju z orzecha wloskiego 1 ich mieszanin. Do BPS wprowadzana jest druga czegsé
substancji stodzacych: sorbitolu, ksylitolu 1 izomaltu, a calo$¢ jest mieszana. Powstaly syrop podgrzewa si¢
1 gotuje do temperatury 110-115 °C. Do gotowanego syropu wprowadza si¢ melase 1 olej roslinny. Mase

utrzymuje sic w temperaturze 113-115°C, nast¢pnie schladza do 90-100°C 1 wykonuje si¢ z niej kapsulki.

Znany jest tez wynalazek NZ239349 w jakim nierozpuszczalne kapsulki utworzone z hydrofilowego
materialu koloidowego 1 mieszanki polimeréw pochodzacych z rozkladu polisacharydow; produkty olejne
w kapsulkach; zastosowano do powlekania papieru i zywnosci. Pochodne polisacharydéw o krotkim
lancuchu, takie jak hydrolizaty jonowych pochodnych celulozy, stosuje si¢ do tworzenia kapsulek przez
polaczenie pochodnych polisacharydu o krétkim tancuchu z innym polimerem. Substancje przeznaczone do
kapsulkowania shuza jako jadra, wokol ktorych tworzg si¢ kropelki koacerwatu. Naladowany polimer o
krotkim lancuchu zawiera produkty degradacji pochodnych polisacharydéw o $rednim stopniu
polimeryzacji w zakresie od 3 do okolo 500. W zgloszeniu ujawniono sposoby stosowania kapsulek do
dostarczania lub przechowywania olejow 1 innych substancji. Wynalazek ujawnia réwniez zastosowanie
kapsulek w produktach spozywczych, paszowych, farmaceutycznych, kosmetycznych 1 higieny osobistej

oraz w powlekaniu papieru mikroskopijnymi pekajgcymi kapsutkami zawierajacymi plyn drukarski.

Znane metody pozwalajg co prawda na kapsulkowanie w zelatynie lub innych substancjach migdzy
mnymi olejow, jednak jak pokazuja przeprowadzone analizy i badania, efektywna przenikalnos¢ czy

zdolnos¢ do uwalniania zakapsulkowane) substancji sigga najczesciej 5-10%.

Przeprowadzone badania mialy na celu opracowanie nowej metody, w oparciu o wykorzystanie
biomasy drozdzy piekarskich (Saccharomyces cerevisiae), blendoéw olejow tloczonych na zimno o cechach
prozdrowotnych z wykorzystaniem blendéw zawicrajacych zoptymalizowane mieszaniny olejow, jakie
zawierajg olej ryzowy w ilosci od 39 do 91% wagowych, jaki zmieszany jest korzystniec z olejem
rzepakowym w ilosci od 39% do 55% wagowych, korzystnie 45% wagowych, albo korzystnie z olejem
konopnym w ilosci od 8% do 28% wagowych, korzystnie 15% wagowych albo korzystnie z olejem Inianym
w ilosci od 9% do 14% wagowych, korzystnie 11% wagowych albo korzystnie z olejem rydzowym w ilosci
od 10% do 15% wagowych, korzystnie 12% wagowych, przy czym, w przypadku zastosowania oleju
konopnego sklad mieszaniny uzupelniony jest do100% olejem rzepakowym, a wzajemny stosunck kwasow

tluszczowych omega 6 do omega 3 (w6/w3) opracowanej blendy zawarty jest w przedziale od 4:1 do 6:1.

Sposéb kapsulkowania blendéw w komorkach drozdzowych wedlug wynalazku polega na tym, ze
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material wyjsciowy, jaki stanowig drozdze piekarskie, korzystnic prasowane drozdze pickarskic o
zawartosci suchej masy nie mniejszej niz 25% wagowych, poddaje si¢ procesowi plukania 1 suszenia
liofilizacyjnego. Biomase¢ w stezeniu 10% wag. plucze sic w 0,0lM roztworze bezwodnego
wodorofosforanu dipotasu o pH 6.8, po czym oddziela si¢ na drodze wirowania (3950 x g, 10 min) i
uzyskana mas¢ o zawartosci suchej substancji nie mniejszej niz 20% wag. umieszcza si¢ na stalowych tacach
liofilizacyjnych 1 zamraza w temp. -80°C przez 12 h. Zamrozong biomas¢ poddaje si¢ liofilizacji przy
cisnieniu 0,06 mbar przez 48 h. W uzyskanym proszku oznacza si¢ metodg ekstrakcji odczynnikiem Folcha
zawarto$¢ lipidow calkowitych, ktéra wynosila 4,7 + 0,55 g100 g' proszku, oraz liczebnos¢ calkowitg

komorek metodg opartg o bezposredni pomiar w komorze Neubauera, wynoszaca 3,6 X 10"g™! proszku

Nastepnie prowadzi si¢ obrébke wstepng biomasy. tak, ze w 10% wag. zawiesinie suchej masy drozdzy
o pH 5,2, w butlach szklanych typu ,,pyrex”, inkubuje si¢ zawiesing w temperaturze nie mnigjszej niz 35°C
1 nie wyzszej niz 75°C. Réwnoczesnie korzystnie, gdy stosuje si¢ dodatek octanu etylu lub chlorku sodu do
wspomagania procesu ekstrakeji skladnikéw wewnatrzkomorkowych (plazmolizy). Korzystnie do biomasy
dodaje si¢ dodatek octanu etylu o wielkosci w ilosci od 0,5 do 6,5% wag. (w stosunku do masy zawiesiny)
oraz dodatek chlorku sodu w ilosci od 5 do 40% wag., po czym prowadzi si¢ plazmolize¢ w temperaturze nie
mnigjszej niz 50°C. 1 nie wyzszej niz 60°C., korzystnie w trakcie procesu plazmolizy stosuje si¢ temperaturg
55°C.

Nastepnie w procesie hydrolizy enzymatycznej, przygotowang wczesnie zawiesing drozdzowa
poddaje si¢ wstepnej pasteryzacji w 95°C przez 10 minut celem inaktywacji endogennych enzymow. Do
tak przygotowanej biomasy dodaje si¢ glukanazg (Glucanex R200; 0,2 U/mg) w ilosci od 0,0015 do 1,5%
wag., po czym prowadzi si¢ inkubacje w temperaturze od 45°C do 55°C, korzystnie 50°C przez nie krécej
niz 24 h.

Nastepnie prowadzi si¢ proces wigzania blendéw olejow w biomasie drozdzy piekarskich metoda
Bishop 1 in. (1998), przy czym w naczyniach typu ,,pyrex” o pojemnosci 100 ml odwaza si¢ porcje 40 g
wody dejonizowanej zawierajace] 2% wag. dodatku emulgatora w postaci monooleinianu
polioksyetylenosorbitolu (Tween 80, E433), dopuszczonego do zastosowania w zywnosci, i dodaje si¢
nawazke blendu olejow, po czym wytwarza si¢ emulsje typu o/w metodg homogenizacji rotor/stator przez
5 minut przy predkosci 10 000 min™ w homogenizatorze szybkoobrotowym.

Przy czym przez blendy olejowe rozumie si¢ mieszaniny olejow, jakie zawierajg olej ryzowy w ilosci
od 39 do 91% wagowych, jaki zmieszany jest korzystnie z olejem rzepakowym w ilosci od 39% do 55%
wagowych, korzystnie 45% wagowych, albo korzystnie z olejem konopnym w ilosci od 8% do 28%

wagowych, korzystnie 15% wagowych albo korzystnie z olejem Inianym w ilosci od 9% do 14% wagowych,
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korzystnie 11% wagowych albo korzystnie z olejem rydzowym w ilosci od 10% do 15% wagowych,
korzystnie 12% wagowych, przy czym, w przypadku zastosowania oleju konopnego sklad mieszaniny
uzupelniony jest do100% olejem rzepakowym, a wzajemny stosunck kwaséw tluszczowych omega 6 do

omega 3 (w6/w3) opracowanej blendy zawarty jest w przedziale od 4:1 do 6:1.

Korzystnie, gdy zastosowane blendy olejowe maja nastepujacy sklad ilosciowy:

% % %
Sktadnik | Sktadnik Il Sktadnik 111 wag wag wag
Olej ryzowy Rzepakowy - 55 45 -
Olej ryzowy Olej Rydzowy - 88 12 -
Olej ryzowy Olej Lniany - 89 11 -
Olej ryzowy Olej Konopny Rzepakowy 55 15 30

Do tak wytworzonej emulsji dodaje si¢ odwazona porcje liofilizowanej biomasy drozdzowe;j.
Mieszaning kapsulkujaca inkubuje si¢ nastepnie przez czas nie kréotszy niz 8 h 1 przy cigglym mieszaniu
rownym 200 min™. Po zakonczeniu inkubacji, zawarto$¢ naczyn oddziela si¢ od mieszaniny poreakcyjnej
na drodze wirowania przy przyspieszeniu nie mniejszym niz 3950 x g przez okres nie krotszy niz10 min.
Oddziclong paste drozdzowa plucze si¢ nastgpnie co najmniej trzykrotnie woda dejonizowang celem
usuni¢cia resztek mieszaniny reakcyjnej. Mokrg biomas¢ przenosi si¢ do naczyn do liofilizacji 1 zmraza w

temp. -80°C przez 12 h., po czym liofilizuje przy cisnieniu 0,125 mbara przez min. 48 h.

W uzyskanych lizatach oraz w hydrolizacie okreslono wydajnos¢ procesu ,rozpuszczania” (Ya),
stezenie uwolnionego bialka ogoélnego oraz uwolnionej D-glukozy, bedacej produktem hydrolizy
enzymatycznej beta-glukandéw sciany komoérkowej. Wyniki wyrazono w miligramach danej substancji na
gram suchej masy ekstraktu drozdzowego (mg g™).

Wydajnos¢ obrobki wstepnej mierzy si¢ posrednio, w oparciu o ilos¢ (wage) substancji
rozpuszczalnych w wodzie, uwolnionych z danej ilosci biomasy. W tym celu z kazdej butli pobrano 10 ml
zawiesiny 1 oddzielono biomase na drodze wirowania (3950 x g, 10 min). Objetos¢ zebranego supernatantu
zmierzono za pomocg cylindra miarowego, po czym pozostaly osad drozdzowy zawieszono w identycznej
objetosci wody dejonizowanej 1 ponownie zwirowano. Uzyskane supernatanty polaczono i oznaczono w
nim zawarto$¢ suche] masy na drodze suszenia w 105°C, zgodnie z normg PN-A-79005-4:1997P.

Wydajnos¢ procesu autolizy okreslono jako procent suchej masy biomasy drozdzowej przeksztalcony do
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postaci rozpuszczalnej:
gdzie:

0, A—C 0,
MY [Yoyag] = BXB) x 100%

mE - masa ckstraktu, g,
my - masa zawiesiny drozdzowej, g,
SM - sucha masa prébki, g.

W uzyskanym ekstrakcie o znanej zawartosci suchej masy, okreslono st¢zenie rozpuszczalnego bialka
calkowitego oraz stezenie uwolnionej glukozy. Wyniki wyrazono w miligramach danej substancji na gram
suchej masy ekstraktu drozdzowego (mgg). Okreslenie ilosci bialka calkowitego w probach prowadzono
przy wykorzystani zmodyfikowane] metody Lowry’ego. Do okreslenia ilosci uwolnionej glukozy
wykorzystano metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Stosowano kolumne¢ Aminex
HPXS87H (Bio-Rad, USA) oraz 0,005 N H2S04 jako fazg ruchomg. Pomiar ilosci D-glukozy okreslano na

podstawic krzywej kalibracyjnej sporzadzonej dla czystej D-glukozy (kalibracja zewngetrzna).

Pomiar ilosci blendu olejow, kapsulkowanego wewnatrz komorek drozdzy, wykonano metoda
ckstrakcji w aparacie Soxhleta eterem naftowym. Nawazke ok. 2.5 g (masa okreslona z dokladnoscia do
d=0,001g) suchych mikrokapsulek umieszczono w celulozowej gilzie 1 zamknigto korkiem z waty szklanej.
Ekstrakcje prowadzono przez 2 h za pomocg 100 ml eteru naftowego w temperaturze wrzenia
rozpuszczalnika. Uzyskany ekstrakt przeniesiono ilosciowo do wyprazonej i wstgpnie zwazonej (d=0,0001
g) kolby miarowej 1 odparowano rozpuszczalnik w temp. 40°C za pomoca rotacyjnej wyparki prozniowej.
Zawarto$¢ kolby suszono dodatkowo w 95°C przez godzing. Mas¢ oleju uzyskanego z danej porcji
mikrokapsulek okreslono na podstawie réznicy w masach kolby zawierajacej olej oraz kolby pustej.

Pomiar ilosci blendu olejéw, wystepujacego na powierzchni mikrokapsulek drozdzowych, mierzono
metoda szybkiej ekstrakcji heksanem. W tym celu nawazke 1 g suchych mikrokapsulek umieszczono w
kolbie miarowej o pojemnosci 250 ml 1 napelniono 100 ml heksanu, po czym wytrzasano r¢cznie przez 5
min. Komorki oddzielono poprzez filtracje przez bibule filtracyjng Nr 3 (Whatman). Pozostalo$¢ biomasy
plukano dodatkowg porcjg heksanu (100 ml). Uzyskane ekstrakty laczono i, po przeniesieniu do kolby
okraglodennej, okreslono ilos¢ pozyskanego oleju metoda identyczng jak dla ekstrakcji oleju z wnetrza
komorek.

Wydajnos¢ mikrokapsultkowania (ang. microencapsulation yield, MY) okreslono jako procentowy
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zawartos¢ kapsutkowanej substancji w danej masie mikrokapsulek 1 wyznaczano z ponizszego réwnania:

MY [Yoag] = e x 100%
wagl = (B x By

A - masa oleju pozyskanego w ekstrakcji metoda Soxhleta, g,
C - masa oleju pozyskana w ekstrakcji heksanem, g,

B - masa nawazki mikrokapsulek, g,

Bum - sucha masa mikrokapsulek, g.

Stabilnos¢ oksvdacyjng blendu olejow, stabilizowanego wewnatrz komérek drozdzy, mierzono w
trakcie 30 dni przechowywania w temperaturze pokojowej i w warunkach wilgotnosci wzglednej otoczenia
wynoszacych 0, 43 1 90%. W tym celu nawazki suchych mikrokapsulek (10 g) rozsypano na szalkach
Petriego o srednicy 5 cm 1 umieszczono w eksykatorach zawierajacych wyprazony zel krzemionkowy (0%
wilgotnosci wzglednej, w.w.), nasycony roztwér K2CO3 (43% w.w.) lub KNO3 (90% w.w.). Co 5 dni
pobierano ok. 1 g mikrokapsulek i, po pozyskaniu oleju na drodze ekstrakcji mierzono stopien utlenienia
oleju poprzez pomiar liczby nadtlenkowej (LOO), zgodnie z procedurg PN-ISO 3960:1996P (Oleje 1
tluszcze roslinne oraz zwierzece. Oznaczanie liczby nadtlenkowej.). Uzyskany wynik wyrazono jako
mikrorownowaznik aktywnego tlenu na 1 kg oleju (meqvOz-kgt). W celach poréwnawczych
przeprowadzono doswiadczenie dla natywnego blendu olejow w formie zemulgowane;.

Dla zminimalizowania wplywu ekstrakcji na wzrost liczby nadtlenkowej zrezygnowano z ekstrakcji
metoda Soxhleta na rzecz ekstrakcji heksanem. W tym celu nawazke 1 g kapsulek zawieszono w 10 ml
zimnego heksanu 1 dezintegrowano poprzez sonikacje przez 10 min przy uzyciu sonikatora. W trakcie
procesu dezintegracji zawiesina byla chlodzona w lazni lodowej celem zminimalizowania przyrostu
temperatury. Uzyskany ekstrakt przesaczono przez bibule filtracyjng 1 plukano pozostalo$¢ dwiema
porcjami swiezego heksanu. Zebrane ekstrakty polaczono i odparowano rozpuszczalnik w strumieniu azotu.

Uzyskany olej przechowywano w szczelnie zamknigtym naczyniu w temperaturze -20°C.
Rozwiazanie wedlug wynalazku przedstawiono w przykladach wykonania.
Przyklad 1
Sposob kapsutkowania blendow w komoérkach drozdzowych wedlug wynalazku polega na tym, ze

material wyjsciowy, jaki stanowig drozdze pickarskie, korzystnic prasowane drozdze pickarskic o

zawartosci suchej masy nie mniejszej niz 25% wagowych, poddaje si¢ procesowi plukania 1 suszenia
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liofilizacyjnego. Biomas¢ w stezeniu 10% wag. plucze si¢ w 0,0IM roztworze bezwodnego
wodorofosforanu dipotasu o pH 6,8, po czym oddziela si¢ na drodze wirowania (3950 x g, 10 min) i
uzyskang mase o zawartosci suchej substancji nie mniejszej niz 20% wag. umieszcza si¢ na stalowych tacach
liofilizacyjnych 1 zamraza w temp. -80°C przez 12 h. Zamrozong biomas¢ poddaje si¢ liofilizacji przy
cisnieniu 0,06 mbar przez 48 h. W uzyskanym proszku oznacza si¢ metodg ekstrakcji odczynnikiem Folcha
zawarto$¢ lipidow calkowitych, ktéra wynosila 4,7 + 0,55 g100 g! proszku, oraz liczebnos¢ calkowita

komorek metodg opartg o bezposredni pomiar w komorze Neubauera, wynoszaca 3,6 X 10! proszku

Nastepnie prowadzi si¢ obrobke wstepna biomasy tak, ze w 10% wag. zawiesinie suchej masy drozdzy
o pH 5,2, w butlach szklanych typu ,,pyrex”, inkubuje si¢ zawiesing w temperaturze niec mniejszej niz 35°C
1 nie wyzszej niz 75°C, korzystnie w temperaturze 55°C. Réwnoczesnie korzystnie, gdy stosuje si¢ dodatek
octanu etylu lub chlorku sodu do wspomagania procesu ekstrakcji skltadnikow wewngtrzkomorkowych
(plazmolizy). Korzystnie do biomasy dodaje si¢ dodatek octanu etylu o wiclkosci w ilosci od 0,5 do 6,5%
wag. (w stosunku do masy zawiesiny), korzystnie 1,5% wag., oraz dodatek chlorku sodu w ilosci od 5 do
40% wag., korzystnie 10% wag., po czym prowadzi si¢ plazmolize¢ w temperaturze nie mniejszej niz 50°C
1 nie wyzszej niz 60°C, korzystnie w trakcie procesu plazmolizy stosuje si¢ temperature 55°C.

Nastepnie w procesie hydrolizy enzymatycznej, przygotowang wezesniej zawiesing drozdzowa
poddaje si¢c wstepnej pastervzacji w 95°C przez 10 minut celem inaktywacji endogennych enzymoéw. Do
tak przygotowanej biomasy dodaje si¢ glukanaze (Glucanex R200; 0,2 U/mg) w ilosci od 0,0015 do 1,5%
wag., korzystnie 0,15% wag., po czym prowadzi si¢ inkubacje w temperaturze od 45°C do 55°C, korzystnie
50°C przez nie krocej niz 24 h.

Nastepnie prowadzi si¢ proces wigzania blendéw olejow w biomasie drozdzy piekarskich metoda
Bishop 1 in. (1998), przy czym w naczyniach typu ,,pyrex” o pojemnosci 100 ml odwaza si¢ porcje 40 g
wody dejonizowanej zawierajace] 2% wag. dodatku emulgatora w postaci monooleinianu
polioksyetylenosorbitolu (Tween 80, E433), dopuszczonego do zastosowania w zywnosci, i dodaje si¢
nawazke blendu olejow, po czym wytwarza si¢ emulsje typu o/w metodg homogenizacji rotor/stator przez
5 minut przy predkosci 10 000 min™ w homogenizatorze szybkoobrotowym.

Przy czym przez blendy olejowe rozumie si¢ mieszaniny olejow, jakie zawierajg olej ryzowy w ilosci
od 55% wagowych, jaki zmieszany jest korzystnie z olejem rzepakowym w ilosci 45% wagowych, a
wzajemny stosunck kwasow tluszczowych omega 6 do omega 3 (w6/w3) opracowanej blendy zawarty jest

w przedziale od 4:1 do 6:1.

Korzystnie, gdy zastosowane blendy olejowe maja nastepujacy sklad ilosciowy:
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% % %
Sktadnik | Sktadnik Il Sktadnik 111 wag wag wag
Olej ryzowy Rzepakowy - 55 45 -

Do tak wytworzonej emulsji dodaje si¢ odwazona porcje liofilizowanej] biomasy drozdzowe;j.
Mieszaning kapsulkujaca inkubuje si¢ nastepnie przez czas nie krétszy niz 8 h i przy cigglym mieszaniu
rownym 200 min!. Po zakonczeniu inkubacji, zawarto$é naczyn oddziela si¢ od mieszaniny poreakcyjnej
na drodze wirowania przy przyspieszeniu nie mniejszym niz 3950 x g przez okres nie krétszy niz erdw10
min. Oddziclong paste drozdzowa plucze si¢ nastgpnie co najmniej trzykrotnic woda dejonizowang celem
usuni¢cia resztek mieszaniny reakcyjnej. Mokra biomas¢ przenosi si¢ do naczyn do liofilizacji 1 zmraza w

temp. -80°C przez 12 h., po czym liofilizuje przy cisnieniu 0,125 mbara przez min. 48 h.

W uzyskanych lizatach oraz w hydrolizacie okreslono wydajnos¢ procesu ,rozpuszczania” (Ya),
stezenie uwolnionego bialka ogoélnego oraz uwolnionej D-glukozy, bedacej produktem hydrolizy
enzymatycznej beta-glukandéw sciany komoérkowej. Wyniki wyrazono w miligramach danej substancji na
gram suchej masy ekstraktu drozdzowego (mg g™).

Wydajnos¢ obrobki wstepnej mierzy si¢ posrednio, w oparciu o ilos¢ (wagg) substancji
rozpuszczalnych w wodzie, uwolnionych z danej ilosci biomasy. W tym celu z kazdej butli pobrano 10 ml
zawiesiny 1 oddzielono biomase na drodze wirowania (3950 x g, 10 min). Objetos¢ zebranego supernatantu
zmierzono za pomocg cylindra miarowego, po czym pozostaly osad drozdzowy zawieszono w identycznej
objctosci wody dejonizowanej 1 ponownie zwirowano. Uzyskane supernatanty polaczono i oznaczono w
nim zawarto$¢ suche] masy na drodze suszenia w 105°C, zgodnie z normg PN-A-79005-4:1997P.
Wydajnos¢ procesu autolizy okreslono jako procent suchej masy biomasy drozdzowej przeksztalcony do

postaci rozpuszczalnej:
gdzie:

MY [Yoyag] = e x 100%
weg.l = (B % By,)

mE - masa ckstraktu, g,
my - masa zawiesiny drozdzowej, g,
SM - sucha masa prébki, g.

W uzyskanym ckstrakcie o znanej zawartosci suchej masy, okreslono st¢zenie rozpuszczalnego bialka

10/26



PL 440018 A1

calkowitego oraz stezenie uwolnionej glukozy. Wyniki wyrazono w miligramach danej substancji na gram
suchej masy ckstraktu drozdzowego (mgg-). Okreslenie ilosci bialka calkowitego w probach prowadzono
przy wykorzystani zmodyfikowanej metody Lowry’ego. Do okreslenia ilosci uwolnionej glukozy
wykorzystano metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Stosowano kolumng Aminex
HPXS87H (Bio-Rad, USA) oraz 0,005 N H2S04 jako fazg ruchomg. Pomiar ilosci D-glukozy okreslano na

podstawie krzywej kalibracyjnej sporzadzonej dla czystej D-glukozy (kalibracja zewnetrzna).

Pomiar ilosci blendu olejow, kapsulkowanego wewnatrz komérek drozdzy, wykonano metoda
ckstrakcji w aparacie Soxhleta eterem naftowym. Nawazke ok. 2,5 g (masa okreslona z dokladnoscig do
d=0,001g) suchych mikrokapsulek umieszczono w celulozowej gilzie 1 zamknieto korkiem z waty szklanej.
Ekstrakcje prowadzono przez 2 h za pomocg 100 ml eteru naftowego w temperaturze wrzenia
rozpuszczalnika. Uzyskany ekstrakt przeniesiono ilosciowo do wyprazonej 1 wstepnie zwazonej (d=0,0001
g) kolby miarowej 1 odparowano rozpuszczalnik w temp. 40°C za pomoca rotacyjnej wyparki prozniowej.
Zawartos¢ kolby suszono dodatkowo w 95°C przez godzing. Mase oleju uzyskanego z danej porcji
mikrokapsulek okreslono na podstawie roznicy w masach kolby zawierajgcej olej oraz kolby puste;j.

Pomiar ilosci blendu olejow, wystepujacego na powierzchni mikrokapsulek drozdzowych, mierzono
metodg szybkiej ekstrakeji heksanem. W tym celu nawazke 1 g suchych mikrokapsulek umieszczono w
kolbie miarowej o pojemnosci 250 ml i napelniono 100 ml heksanu, po czym wytrzasano recznie przez 5
min. Komoérki oddzielono poprzez filtracj¢ przez bibulg filtracyjng Nr 3 (Whatman). Pozostalo$¢ biomasy
plukano dodatkowa porcjg heksanu (100 ml). Uzyskane ckstrakty lgczono 1, po przeniesieniu do kolby
okraglodennej, okreslono ilos¢ pozyskanego oleju metoda identyczng jak dla ekstrakcji oleju z wnetrza
komorek.

Wydajnos¢ mikrokapsutkowania (ang. microencapsulation yield, MY) okreslono jako procentowy

zawartos¢ kapsutkowanej substancji w danej masie mikrokapsulek 1 wyznaczano z ponizszego réwnania:

MY [Yorag] = e x 100%
wag.l = (B X Bp)

A - masa oleju pozyskanego w ekstrakcji metodg Soxhleta, g,
C - masa oleju pozyskana w ekstrakcji heksanem, g,

B - masa nawazki mikrokapsulek, g,

Bm - sucha masa mikrokapsulek, g.

Stabilnos¢ oksvdacyjng blendu olejow, stabilizowanego wewnatrz komérek drozdzy, mierzono w

trakcie 30 dni przechowywania w temperaturze pokojowej 1 w warunkach wilgotnosci wzglednej otoczenia
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wynoszacych 0, 43 1 90%. W tym celu nawazki suchych mikrokapsulek (10 g) rozsypano na szalkach
Petriego o srednicy 5 cm 1 umieszczono w eksykatorach zawierajacych wyprazony zel krzemionkowy (0%
wilgotnosci wzglednej, w.w.), nasycony roztwor K2COs (43% w.w.) lub KNO3 (90% w.w.). Co 5 dni
pobierano ok. 1 g mikrokapsulek i, po pozyskaniu oleju na drodze ekstrakcji mierzono stopien utlenienia
oleju poprzez pomiar liczby nadtlenkowej (LOO), zgodnie z procedurg PN-ISO 3960:1996P (Oleje 1
tluszcze roslinne oraz zwierzece. Oznaczanie liczby nadtlenkowej.). Uzyskany wynik wyrazono jako
mikrorownowaznik aktywnego tlenu na 1 kg oleju (meqvOz-kgt). W celach poréwnawczych
przeprowadzono doswiadczenie dla natywnego blendu olejow w formie zemulgowane;.

Dla zminimalizowania wplywu ekstrakcji na wzrost liczby nadtlenkowej zrezygnowano z ekstrakcji
metoda Soxhleta na rzecz ekstrakcji heksanem. W tym celu nawazke 1 g kapsulek zawieszono w 10 ml
zimnego heksanu i dezintegrowano poprzez sonikacje przez 10 min przy uzyciu sonikatora. W trakcie
procesu dezintegracji zawiesina byla chlodzona w lazni lodowej celem zminimalizowania przyrostu
temperatury. Uzyskany ckstrakt przesaczono przez bibule filtracyjng 1 plukano pozostalo$¢ dwiema
porcjami swiezego heksanu. Zebrane ekstrakty polaczono 1 odparowano rozpuszczalnik w strumieniu azotu.
Uzyskany olej przechowywano w szczelnie zamknietym naczyniu w temperaturze -20°C.

Przyklad II

Przeprowadzone badania mialy na celu opracowaniec nowej metody, w oparciu o wykorzystanie
biomasy drozdzy piekarskich (Saccharomyces cerevisiae), blendow olejow tloczonych na zimno o cechach
prozdrowotnych z wykorzystaniem blendéw zawierajacych zoptymalizowane mieszaniny olejow, jakie
zawieraja olej ryzowy w ilosci 88% wagowych, jaki zmieszany jest z olejem rydzowym w ilosci 12%, a
wzajemny stosunck kwaséw tluszczowych omega 6 do omega 3 (w6/w3) opracowanej blendy zawarty jest

w przedziale od 4:1 do 6:1.

Sposéb kapsulkowania blendéw w komorkach drozdzowych wedlug wynalazku polega na tym, ze
material wyjsciowy, jaki stanowig drozdze pickarskie, korzystnic prasowane drozdze pickarskic o
zawartosci suchej masy nie mnigjszej niz 25% wagowych, poddaje si¢ procesowi plukania i suszenia
liofilizacyjnego. Biomas¢ w stezeniu 10% wag. plucze si¢ w 0,0lM roztworze bezwodnego
wodorofosforanu dipotasu o pH 6,8, po czym oddziela si¢ na drodze wirowania (3950 x g, 10 min) i
uzyskana mas¢ o zawartosci suchej substancji nie mniejszej niz 20% wag. umieszcza si¢ na stalowych tacach
liofilizacyjnych i zamraza w temp. -80°C przez 12 h. Zamrozong biomas¢ poddaje si¢ liofilizacji przy
cisnieniu 0,06 mbar przez 48 h. W uzyskanym proszku oznacza si¢ metoda ekstrakeji odczynnikiem Folcha
zawarto$¢ lipidéw calkowitych, ktéra wynosila 4,7 + 0,55 g100 g' proszku, oraz liczebnos¢ calkowitg

komorek metodg opartg o bezposredni pomiar w komorze Neubauera, wynoszaca 3,6 X 10" proszku
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Nastepnie prowadzi si¢ obrobke wstepng biomasy. tak, ze w 10% wag. zawiesinie suchej masy drozdzy
o pH 5,2, w butlach szklanych typu ,,pyrex”, inkubuje si¢ zawiesing w temperaturze nie mniejszej niz 35°C
1 nie wyzszej niz 75°C, korzystnie w temperaturze 55°C. Réwnoczesnie korzystnie, gdy stosuje si¢ dodatek
octanu etylu lub chlorku sodu do wspomagania procesu ekstrakcji skltadnikow wewngtrzkomorkowych
(plazmolizy). Korzystnie do biomasy dodaje si¢ dodatek octanu etylu o wiclkosci w 1losci od 0,5 do 6,5%
wag. (w stosunku do masy zawiesiny), korzystnie 1,5% wag., oraz dodatek chlorku sodu w ilosci od 5 do
40% wag., korzystnie 10% wag., po czym prowadzi si¢ plazmoliz¢ w temperaturze nie mniejszej niz 50°C.
1 nie wyzszej niz 60°C., korzystnie w trakcie procesu plazmolizy stosuje si¢ temperature 55°C.

Nastepnie w procesie hydrolizy enzymatycznej, przygotowang wezesniej zawiesing drozdzowa
poddaje si¢c wstepnej pastervzacji w 95°C przez 10 minut celem inaktywacji endogennych enzyméw. Do
tak przygotowanej biomasy dodaje si¢ glukanazg (Glucanex R200; 0,2 U/mg) w ilosci od 0,0015 do 1,5%
wag., korzystnie 1,5% wag., po czym prowadzi si¢ inkubacje w temperaturze od 45°C do 55°C, korzystnie
50°C przez nie krocej niz 24 h.

Nastepnie prowadzi si¢ proces wigzania blendéw olejow w biomasie drozdzy piekarskich metoda
Bishop 1 in. (1998), przy czym w naczyniach typu ,,pyrex” o pojemnosci 100 ml odwaza si¢ porcje 40 g
wody dejonizowanej zawierajacej] 2% wag. dodatku emulgatora w postaci monooleinianu
polioksyetylenosorbitolu (Tween 80, E433), dopuszczonego do zastosowania w zywnosci, 1 dodaje si¢
nawazke blendu olejow, po czym wytwarza si¢ emulsje typu o/w metodg homogenizacji rotor/stator przez
5 minut przy predkosci 10 000 min™ w homogenizatorze szybkoobrotowym.

Przy czym przez blendy olejowe rozumie si¢ mieszaniny olejow, jakie zawierajg olej ryzowy w ilosci
88% wagowych, jaki zmieszany jest z olejem rydzowym w ilosci 12%, a wzajemny stosunek kwasow

tluszczowych omega 6 do omega 3 (w6/w3) opracowane] blendy zawarty jest w przedziale od 4:1 do 6:1.

Korzystnie, gdy zastosowane blendy olejowe maja nastepujacy sklad ilosciowy:

% % %
Sktadnik | Sktadnik Il Sktadnik 111 wag wag wag
Olej ryzowy Olej Rydzowy - 88 12 -

Do tak wytworzonej emulsji dodaje si¢ odwazona porcje liofilizowanej biomasy drozdzowe;j.
Mieszaning kapsulkujacg inkubuje si¢ nastepnie przez czas nie krotszy niz 8 h 1 przy cigglym mieszaniu
rownym 200 min!. Po zakonczeniu inkubacji, zawarto$é naczyn oddziela si¢ od mieszaniny poreakcyjnej

na drodze wirowania przy przyspieszeniu nie mniejszym niz 3950 x g przez okres nie krotszy niz10 min.
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Oddziclong paste drozdzowa plucze si¢ nastgpnie co najmniej trzykrotnie woda dejonizowang celem
usuni¢cia resztek mieszaniny reakcyjnej. Mokra biomase¢ przenosi si¢ do naczyn do liofilizacji 1 zmraza w

temp. -80°C przez 12 h., po czym liofilizuje przy cisnieniu 0,125 mbara przez min. 48 h.

W uzyskanych lizatach oraz w hydrolizacie okreslono wydajnos¢ procesu ,rozpuszczania” (Ya),
stezenie uwolnionego bialka ogoélnego oraz uwolnionej D-glukozy, bedacej produktem hydrolizy
enzymatycznej beta-glukandéw sciany komoérkowej. Wyniki wyrazono w miligramach danej substancji na
gram suchej masy ekstraktu drozdzowego (mg g™).

Wydajnos¢ obrobki wstepnej mierzy si¢ posrednio, w oparciu o ilos¢ (wage) substancji
rozpuszczalnych w wodzie, uwolnionych z danej ilosci biomasy. W tym celu z kazdej butli pobrano 10 ml
zawiesiny 1 oddzielono biomase na drodze wirowania (3950 x g, 10 min). Objetos¢ zebranego supernatantu
zmierzono za pomocg cylindra miarowego, po czym pozostaly osad drozdzowy zawieszono w identycznej
objctosci wody dejonizowanej 1 ponownie zwirowano. Uzyskane supernatanty polaczono i oznaczono w
nim zawarto$¢ suche] masy na drodze suszenia w 105°C, zgodnie z normg PN-A-79005-4:1997P.
Wydajnos¢ procesu autolizy okreslono jako procent suchej masy biomasy drozdzowej przeksztalcony do

postaci rozpuszczalnej:
gdzie:

MY %y, | = (A x 100%

-C
B X B,,)

mE - masa ckstraktu, g,
my - masa zawiesiny drozdzowej, g,
SM - sucha masa prébki, g.

W uzyskanym ekstrakcie o znanej zawartosci suchej masy, okreslono st¢zenie rozpuszczalnego bialka
calkowitego oraz stezenie uwolnionej glukozy. Wyniki wyrazono w miligramach danej substancji na gram
suchej masy ekstraktu drozdzowego (mgg). Okreslenie ilosci biatka calkowitego w probach prowadzono
przy wykorzystani zmodyfikowane] metody Lowry’ego. Do okreslenia ilosci uwolnionej glukozy
wykorzystano metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Stosowano kolumne¢ Aminex
HPXS87H (Bio-Rad, USA) oraz 0,005 N H2S04 jako fazg ruchomg. Pomiar ilosci D-glukozy okreslano na

podstawic krzywej kalibracyjnej sporzadzonej dla czystej D-glukozy (kalibracja zewng¢trzna).

Pomiar ilosci blendu olejow, kapsulkowanego wewnatrz komoérek drozdzy, wykonano metoda
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ckstrakcji w aparacie Soxhleta eterem naftowym. Nawazke ok. 2,5 g (masa okres$lona z dokladnoscig do
d=0,001g) suchych mikrokapsulek umieszczono w celulozowej gilzie 1 zamknig¢to korkiem z waty szklane;j.
Ekstrakcje prowadzono przez 2 h za pomoca 100 ml eteru naftowego w temperaturze wrzenia
rozpuszczalnika. Uzyskany ekstrakt przeniesiono ilosciowo do wyprazonej 1 wstepnie zwazongej (d=0,0001
g) kolby miarowej 1 odparowano rozpuszczalnik w temp. 40°C za pomoca rotacyjnej wyparki prozniowej.
Zawartos¢ kolby suszono dodatkowo w 95°C przez godzing. Mase oleju uzyskanego z danej porcji
mikrokapsulek okreslono na podstawie roznicy w masach kolby zawierajgcej olej oraz kolby puste;j.

Pomiar ilosci blendu olejow, wystepujgcego na powierzchni mikrokapsulek drozdzowych, mierzono
metodg szybkiej ekstrakeji heksanem. W tym celu nawazke 1 g suchych mikrokapsulek umieszczono w
kolbie miarowej o pojemnosci 250 ml 1 napelniono 100 ml heksanu, po czym wytrzasano recznie przez 5
min. Komoérki oddzielono poprzez filtracje przez bibule filtracyjna Nr 3 (Whatman). Pozostalo$¢ biomasy
plukano dodatkowa porcjg heksanu (100 ml). Uzyskane ckstrakty lgczono i, po przeniesieniu do kolby
okraglodennej, okreslono ilos¢ pozyskanego oleju metoda identyczng jak dla ekstrakcji oleju z wnetrza
komorek.

Wydajnos¢ mikrokapsutkowania (ang. microencapsulation yield, MY) okreslono jako procentowy
zawartos¢ kapsutkowanej substancji w danej masie mikrokapsulek 1 wyznaczano z ponizszego réwnania:

MY [Yoyag.] = x 100%

A—
(B X Bm)

A - masa oleju pozyskanego w ekstrakcji metoda Soxhleta, g,
C - masa oleju pozyskana w ekstrakcji heksanem, g,

B - masa nawazki mikrokapsulek, g,

Bm - sucha masa mikrokapsulek, g.

Stabilnos¢ oksvdacyjng blendu olejow, stabilizowanego wewnatrz komérek drozdzy, mierzono w
trakcie 30 dni przechowywania w temperaturze pokojowej i w warunkach wilgotnosci wzglednej otoczenia
wynoszacych 0, 43 1 90%. W tym celu nawazki suchych mikrokapsulek (10 g) rozsypano na szalkach
Petriego o srednicy 5 cm i1 umieszczono w eksykatorach zawierajagcych wyprazony zZel krzemionkowy (0%
wilgotnosci wzglednej, w.w.), nasycony roztwér K2CO3 (43% w.w.) lub KNO3 (90% w.w.). Co 5 dni
pobierano ok. 1 g mikrokapsulek i, po pozyskaniu oleju na drodze ekstrakcji mierzono stopien utlenienia
oleju poprzez pomiar liczby nadtlenkowej (LOO), zgodnie z procedurg PN-ISO 3960:1996P (Oleje 1
tluszcze rodlinne oraz zwierzece. Oznaczanie liczby nadtlenkowej.). Uzyskany wynik wyrazono jako
mikrorownowaznik aktywnego tlenu na 1 kg oleju (meqvOz-kgt). W celach poréwnawczych

przeprowadzono doswiadczenie dla natywnego blendu olejow w formie zemulgowane;.
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Dla zminimalizowania wplywu ekstrakcji na wzrost liczby nadtlenkowej zrezygnowano z ekstrakcji
metoda Soxhleta na rzecz ekstrakcji heksanem. W tym celu nawazke 1 g kapsulek zawieszono w 10 ml
zimnego heksanu 1 dezintegrowano poprzez sonikacje przez 10 min przy uzyciu sonikatora. W trakcie
procesu dezintegracji zawiesina byla chlodzona w lazni lodowej celem zminimalizowania przyrostu
temperatury. Uzyskany eckstrakt przesaczono przez bibule filtracyjng 1 plukano pozostalo$¢ dwiema
porcjami swiezego heksanu. Zebrane ekstrakty polaczono 1 odparowano rozpuszczalnik w strumieniu azotu.
Uzyskany olej przechowywano w szczelnie zamknietym naczyniu w temperaturze -20°C.

Przyklad IIT

Sposob kapsutkowania blendow w komoérkach drozdzowych wedlug wynalazku polega na tym, ze
material wyjsciowy, jaki stanowia drozdze piekarskie, korzystnie prasowane drozdze piekarskie o
zawartosci suchej masy nie mnigjszej niz 25% wagowych, poddaje si¢ procesowi plukania i suszenia
liofilizacyjnego. Biomas¢ w stezeniu 10% wag. plucze si¢ w 0,0lM roztworze bezwodnego
wodorofosforanu dipotasu o pH 6.8, po czym oddziela si¢ na drodze wirowania (3950 x g, 10 min) i
uzyskana mas¢ o zawartosci suchej substancji nie mniejszej niz 20% wag. umieszcza si¢ na stalowych tacach
liofilizacyjnych 1 zamraza w temp. -80°C przez 12 h. Zamrozong biomas¢ poddaje si¢ liofilizacji przy
cisnieniu 0,06 mbar przez 48 h. W uzyskanym proszku oznacza si¢ metoda ekstrakeji odczynnikiem Folcha
zawartos¢ lipidow calkowitych, ktora wynosila 4,7 + 0,55 g100 g' proszku, oraz liczebnos¢ calkowity

komorek metodg opartg o bezposredni pomiar w komorze Neubauera, wynoszaca 3,6 X 10"g™ proszku

Nastepnie prowadzi si¢ obrobke wstepng biomasy. tak, ze w 10% wag. zawiesinie suchej masy drozdzy
o pH 5,2, w butlach szklanych typu ,,pyrex”, inkubuje si¢ zawiesing w temperaturze nie mniejszej niz 35°C
1 nie wyzszej niz 75°C, korzystnie w temperaturze 55°C. Rownoczesnie korzystnie, gdy stosuje sie dodatek
octanu etylu lub chlorku sodu do wspomagania procesu ekstrakcji skladnikow wewnatrzkomérkowych
(plazmolizy). Korzystnie do biomasy dodaje si¢ dodatek octanu etylu o wielkosci w ilosci od 0,5 do 6,5%
wag. (w stosunku do masy zawiesiny), korzystnie 1,5% wag., oraz dodatek chlorku sodu w ilosci od 5 do
40% wag., korzystnie 10% wag., po czym prowadzi si¢ plazmolize w temperaturze nie mniejszej niz 50°C.
1 nie wyzszej niz 60°C., korzystnie w trakcie procesu plazmolizy stosuje si¢ temperature 55°C.

Nastepnie w procesie hydrolizy enzymatycznej, przygotowana wezesnie] zawiesing drozdzowa
poddaje si¢c wstepnej pasteryzacji w 95°C przez 10 minut celem inaktywacji endogennych enzymow. Do
tak przygotowanej biomasy dodaje si¢ glukanaze (Glucanex R200; 0,2 U/mg) w ilosci od 0,0015 do 1,5%
wag., korzystnie 0,15% wag., po czym prowadzi si¢ inkubacj¢ w temperaturze od 45°C do 55°C, korzystnie
50°C przez nie krocej niz 24 h.

Nastepnie prowadzi si¢ proces wigzania blendéw olejow w biomasie drozdzy pickarskich metoda
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Bishop 1 in. (1998), przy czym w naczyniach typu ,,pyrex” o pojemnosci 100 ml odwaza si¢ porcje 40 g
wody dejonizowanej zawierajacej 2% wag. dodatku emulgatora w postaci monooleinianu
polioksyetylenosorbitolu (Tween 80, E433), dopuszczonego do zastosowania w zywnosci, 1 dodaje si¢
nawazke blendu olejow, po czym wytwarza si¢ emulsje typu o/w metodg homogenizacji rotor/stator przez
5 minut przy predkosci 10 000 min™ w homogenizatorze szybkoobrotowym.

Przy czym przez blendy olejowe rozumie si¢ mieszaniny olejow, jakie zawierajg olej ryzowy w ilosci
89% wagowych, jaki zmieszany jest z olejem Inianym w ilosci 11% wagowych, a wzajemny stosunek
kwasow thuszczowych omega 6 do omega 3 (w6/w3) opracowane] blendy zawarty jest w przedziale od 4:1

do 6:1.

Korzystnie, gdy zastosowane blendy olejowe majg nastepujacy sklad ilosciowy:

% % %
Sktadnik | Sktadnik Il Sktadnik 111 wag wag wag
Olej ryzowy Olej Lniany - 89 11 -

Do tak wytworzonej emulsji dodaje si¢ odwazonag porcje liofilizowanej biomasy drozdzowej.
Mieszaning kapsulkujacg inkubuje si¢ nastepnie przez czas nie krétszy niz 8 h i przy cigglym mieszaniu
rownym 200 min™. Po zakonczeniu inkubacji, zawarto$¢ naczyn oddziela si¢ od mieszaniny poreakcyjnej
na drodze wirowania przy przyspieszeniu nie mniejszym niz 3950 x g przez okres nie krotszy niz10 min.
Oddzielong paste drozdzowa plucze si¢ nastgpnic co najmniej trzykrotnie wodg dejonizowang celem
usuni¢cia resztek mieszaniny reakcyjnej. Mokra biomase¢ przenosi si¢ do naczyn do liofilizacji 1 zmraza w

temp. -80°C przez 12 h., po czym liofilizuje przy cisnieniu 0,125 mbara przez min. 48 h.

W uzyskanych lizatach oraz w hydrolizacie okreslono wydajnos¢ procesu ,rozpuszczania” (Ya),
stezenie uwolnionego bialka ogoélnego oraz uwolnionej D-glukozy, bedacej produktem hydrolizy
enzymatycznej beta-glukandéw sciany komdrkowej. Wyniki wyrazono w miligramach danej substancji na
gram suchej masy ekstraktu drozdzowego (mg g™).

Wydajnos¢ obrébki wstepnej mierzy si¢ posrednio, w oparciu o ilo$¢ (wagg) substancji
rozpuszczalnych w wodzie, uwolnionych z danej ilosci biomasy. W tym celu z kazdej butli pobrano 10 ml
zawiesiny 1 oddzielono biomas¢ na drodze wirowania (3950 x g, 10 min). Obj¢tos¢ zebranego supernatantu
zmierzono za pomocy cylindra miarowego, po czym pozostaly osad drozdzowy zawieszono w identycznej

objetosci wody dejonizowanej 1 ponownie zwirowano. Uzyskane supernatanty polaczono i oznaczono w
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nim zawarto$¢ suchej masy na drodze suszenia w 105°C, zgodnie z normg PN-A-79005-4:1997P.
Wydajnos¢ procesu autolizy okreslono jako procent suchej masy biomasy drozdzowej przeksztalcony do

postaci rozpuszczalnej:
gdzie:

MY Y] = e x 100%
Wag1 (B x Bm)

mE - masa ckstraktu, g,
my - masa zawiesiny drozdzowej, g,
SM - sucha masa probki, g.

W uzyskanym ekstrakcie o znanej zawartosci suchej masy, okreslono st¢zenie rozpuszczalnego bialka
calkowitego oraz stezenie uwolnionej glukozy. Wyniki wyrazono w miligramach danej substancji na gram
suchej masy ekstraktu drozdzowego (mgg-). Okreslenie ilosci bialka calkowitego w probach prowadzono
przy wykorzystani zmodyfikowane] metody Lowry’ego. Do okreslenia ilosci uwolnionej glukozy
wykorzystano metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Stosowano kolumn¢ Aminex
HPXS87H (Bio-Rad, USA) oraz 0,005 N H2S04 jako faz¢ ruchomg. Pomiar ilosci D-glukozy okreslano na

podstawie krzywej kalibracyjnej sporzadzonej dla czystej D-glukozy (kalibracja zewngtrzna).

Pomiar ilosci blendu olejow, kapsulkowanego wewnatrz komérek drozdzy, wykonano metoda
ckstrakcji w aparacie Soxhleta eterem naftowym. Nawazke ok. 2.5 g (masa okreslona z dokladnoscig do
d=0,001g) suchych mikrokapsulek umieszczono w celulozowej gilzie i zamknig¢to korkiem z waty szklane;j.
Ekstrakcje prowadzono przez 2 h za pomocg 100 ml eteru naftowego w temperaturze wrzenia
rozpuszczalnika. Uzyskany ekstrakt przeniesiono ilosciowo do wyprazonej 1 wstepnie zwazonej (d=0,0001
g) kolby miarowej i odparowano rozpuszczalnik w temp. 40°C za pomocg rotacyjnej wyparki prozniowe;.
Zawartos¢ kolby suszono dodatkowo w 95°C przez godzing. Mas¢ oleju uzyskanego z danej porcji
mikrokapsulek okreslono na podstawie réznicy w masach kolby zawierajacej olej oraz kolby pustej.

Pomiar ilosci blendu olejow, wystepujacego na powierzchni mikrokapsulek drozdzowych, mierzono
metoda szybkiej ekstrakcji heksanem. W tym celu nawazke 1 g suchych mikrokapsulek umieszczono w
kolbie miarowej o pojemnosci 250 ml i napelniono 100 ml heksanu, po czym wytrzasano r¢cznie przez 5
min. Komoérki oddzielono poprzez filtracje przez bibule filtracyjng Nr 3 (Whatman). Pozostalo$¢ biomasy
plukano dodatkowg porcja heksanu (100 ml). Uzyskane ckstrakty laczono 1, po przeniesieniu do kolby

okraglodennej, okreslono ilos¢ pozyskanego oleju metoda identyczng jak dla ekstrakcji oleju z wngtrza
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komoérek.
Wydajnos¢ mikrokapsutkowania (ang. microencapsulation vield, MY) okreslono jako procentowy

zawartos¢ kapsutkowanej substancji w danej masie mikrokapsulek 1 wyznaczano z ponizszego réwnania:

MY [Yoay] = e x 100%
wagl = (B x Bp)

A - masa oleju pozyskanego w ekstrakcji metodg Soxhleta, g,
C - masa oleju pozyskana w ekstrakcji heksanem, g,

B - masa nawazki mikrokapsulek, g,

Bm - sucha masa mikrokapsulek, g.

Stabilnos$¢ oksydacyjng blendu olejow, stabilizowanego wewngtrz komorek drozdzy, mierzono w
trakcie 30 dni przechowywania w temperaturze pokojowej 1 w warunkach wilgotnosci wzglednej otoczenia
wynoszacych 0, 43 1 90%. W tym celu nawazki suchych mikrokapsulek (10 g) rozsypano na szalkach
Petriego o srednicy 5 cm 1 umieszczono w eksykatorach zawierajacych wyprazony zel krzemionkowy (0%
wilgotnosci wzglednej, w.w.), nasycony roztwéor K2CO3 (43% w.w.) lub KNO3 (90% w.w.). Co 5 dni
pobicrano ok. 1 g mikrokapsulek i, po pozyskaniu oleju na drodze ekstrakcji mierzono stopien utlenienia
oleju poprzez pomiar liczby nadtlenkowej (LOO), zgodnie z procedurg PN-ISO 3960:1996P (Oleje 1
tluszcze rodlinne oraz zwierzece. Oznaczanie liczby nadtlenkowej.). Uzyskany wynik wyrazono jako
mikrorownowaznik aktywnego tlenu na 1 kg oleju (meqvOzx-kg!). W celach porownawczych
przeprowadzono doswiadczenie dla natywnego blendu olejow w formie zemulgowane;.

Dla zminimalizowania wplywu ekstrakcji na wzrost liczby nadtlenkowej zrezygnowano z ekstrakcji
metoda Soxhleta na rzecz ekstrakcji heksanem. W tym celu nawazke 1 g kapsulek zawieszono w 10 ml
zimnego heksanu i1 dezintegrowano poprzez sonikacje przez 10 min przy uzyciu sonikatora. W trakcie
procesu dezintegracji zawiesina byla chlodzona w lazni lodowej celem zminimalizowania przyrostu
temperatury. Uzyskany ckstrakt przesaczono przez bibule filtracyjng 1 plukano pozostalo§¢ dwiema
porcjami $wiezego heksanu. Zebrane ekstrakty polaczono i odparowano rozpuszczalnik w strumieniu azotu.

Uzyskany olej przechowywano w szczelnie zamknigtym naczyniu w temperaturze -20°C.
Przyklad IV
Sposéb kapsulkowania blendéw w komorkach drozdzowych wedlug wynalazku polega na tym, ze

material wyjsciowy, jaki stanowig drozdze pickarskie, korzystnic prasowane drozdze pickarskic o

zawartosci suchej masy nie mniejszej niz 25% wagowych, poddaje si¢ procesowi plukania 1 suszenia
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liofilizacyjnego. Biomas¢ w stezeniu 10% wag. plucze si¢ w 0,0IM roztworze bezwodnego
wodorofosforanu dipotasu o pH 6,8, po czym oddziela si¢ na drodze wirowania (3950 x g, 10 min) i
uzyskang mase o zawartosci suchej substancji nie mniejszej niz 20% wag. umieszcza si¢ na stalowych tacach
liofilizacyjnych 1 zamraza w temp. -80°C przez 12 h. Zamrozong biomas¢ poddaje si¢ liofilizacji przy
cisnieniu 0,06 mbar przez 48 h. W uzyskanym proszku oznacza si¢ metodg ekstrakcji odczynnikiem Folcha
zawarto$¢ lipidow calkowitych, ktéra wynosila 4,7 + 0,55 g100 g! proszku, oraz liczebnos¢ calkowita

komorek metodg opartg o bezposredni pomiar w komorze Neubauera, wynoszaca 3,6 X 10! proszku

Nastepnie prowadzi si¢ obrobke wstepng biomasy. tak, ze w 10% wag. zawiesinie suchej masy drozdzy
o pH 5,2, w butlach szklanych typu ,,pyrex”, inkubuje si¢ zawiesing w temperaturze niec mniejszej niz 35°C
1 nie wyzszej niz 75°C, korzystnie w temperaturze 55°C. Réwnoczesnie korzystnie, gdy stosuje si¢ dodatek
octanu etylu lub chlorku sodu do wspomagania procesu ekstrakcji skltadnikow wewngtrzkomorkowych
(plazmolizy). Korzystnie do biomasy dodaje si¢ dodatek octanu etylu o wiclkosci w ilosci od 0,5 do 6,5%
wag. (w stosunku do masy zawiesiny), korzystnie 1,5% wag., oraz dodatek chlorku sodu w ilosci od 5 do
40% wag., korzystnie 10% wag., po czym prowadzi si¢ plazmolize w temperaturze nie mniejszej niz 50°C.
1 nie wyzszej niz 60°C., korzystnie w trakcie procesu plazmolizy stosuje si¢ temperature 55°C.

Nastepnie w procesie hydrolizy enzymatycznej, przygotowang wezesniej zawiesing drozdzowa
poddaje si¢c wstepnej pastervzacji w 95°C przez 10 minut celem inaktywacji endogennych enzymoéw. Do
tak przygotowanej biomasy dodaje si¢ glukanaze (Glucanex R200; 0,2 U/mg) w ilosci od 0,0015 do 1,5%
wag., korzystnie 0,15% wag., po czym prowadzi si¢ inkubacj¢ w temperaturze od 45°C do 55°C, korzystnie
50°C przez nie krocej niz 24 h.

Nastepnie prowadzi si¢ proces wigzania blendéw olejow w biomasie drozdzy piekarskich metoda
Bishop 1 in. (1998), przy czym w naczyniach typu ,,pyrex” o pojemnosci 100 ml odwaza si¢ porcje 40 g
wody dejonizowanej zawierajace] 2% wag. dodatku emulgatora w postaci monooleinianu
polioksyetylenosorbitolu (Tween 80, E433), dopuszczonego do zastosowania w zywnosci, i dodaje si¢
nawazke blendu olejow, po czym wytwarza si¢ emulsje typu o/w metodg homogenizacji rotor/stator przez
5 minut przy predkosci 10 000 min™ w homogenizatorze szybkoobrotowym.

Przy czym przez blendy olejowe rozumie si¢ mieszaniny olejow, jakie zawierajg olej ryzowy w ilosci
55 % wagowych, jaki zmieszany jest z olejem konopnym w ilosci 15% wagowych 1 olejem rzepakowym w
losci 30%, a wzajemny stosunek kwasow tluszczowych omega 6 do omega 3 (w6/w3) opracowanej blendy

zawarty jest w przedziale od 4:1 do 6:1.

Korzystnie, gdy zastosowane blendy olejowe maja nastepujacy sklad ilosciowy:
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% % %
Sktadnik | Sktadnik Il Sktadnik 111 wag wag wag
Olej ryzowy Olej Konopny Rzepakowy 55 15 30

Do tak wytworzonej emulsji dodaje si¢ odwazona porcje liofilizowanej] biomasy drozdzowe;j.
Mieszaning kapsulkujaca inkubuje si¢ nastepnie przez czas nie krétszy niz 8 h i przy cigglym mieszaniu
rownym 200 min!. Po zakonczeniu inkubacji, zawarto$é naczyn oddziela si¢ od mieszaniny poreakcyjnej
na drodze wirowania przy przyspieszeniu nie mniejszym niz 3950 x g przez okres nie krotszy niz10 min.
Oddziclong paste drozdzowa plucze si¢ nastgpniec co najmniej trzykrotnie woda dejonizowang celem
usuni¢cia resztek mieszaniny reakcyjnej. Mokra biomas¢ przenosi si¢ do naczyn do liofilizacji 1 zmraza w

temp. -80°C przez 12 h., po czym liofilizuje przy cisnieniu 0,125 mbara przez min. 48 h.

W uzyskanych lizatach oraz w hydrolizacie okreslono wydajnos¢ procesu ,rozpuszczania” (Ya),
stezenie uwolnionego bialka ogoélnego oraz uwolnionej D-glukozy, bedacej produktem hydrolizy
enzymatycznej beta-glukandéw sciany komoérkowej. Wyniki wyrazono w miligramach danej substancji na
gram suchej masy ekstraktu drozdzowego (mg g™).

Wydajnos¢ obrobki wstepnej mierzy si¢ posrednio, w oparciu o ilos¢ (wagg) substancji
rozpuszczalnych w wodzie, uwolnionych z danej ilosci biomasy. W tym celu z kazdej butli pobrano 10 ml
zawiesiny 1 oddzielono biomase na drodze wirowania (3950 x g, 10 min). Objetos¢ zebranego supernatantu
zmierzono za pomocg cylindra miarowego, po czym pozostaly osad drozdzowy zawieszono w identycznej
objctosci wody dejonizowanej 1 ponownie zwirowano. Uzyskane supernatanty polaczono i oznaczono w
nim zawarto$¢ suche] masy na drodze suszenia w 105°C, zgodnie z normg PN-A-79005-4:1997P.
Wydajnos¢ procesu autolizy okreslono jako procent suchej masy biomasy drozdzowej przeksztalcony do

postaci rozpuszczalnej:
gdzie:

MY [Yoyag] = e x 100%
weg.l = (B % By,)

mEe — masa ckstraktu, g,
my — masa zawiesiny drozdzowej, g,
SM - sucha masa probki, g.

W uzyskanym ckstrakcie o znanej zawartosci suchej masy, okreslono st¢zenie rozpuszczalnego bialka
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calkowitego oraz stezenie uwolnionej glukozy. Wyniki wyrazono w miligramach danej substancji na gram
suchej masy ckstraktu drozdzowego (mgg-). Okreslenie ilosci bialka calkowitego w probach prowadzono
przy wykorzystani zmodyfikowanej metody Lowry’ego. Do okreslenia ilosci uwolnionej glukozy
wykorzystano metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Stosowano kolumng Aminex
HPXS87H (Bio-Rad, USA) oraz 0,005 N H2S04 jako fazg ruchomg. Pomiar ilosci D-glukozy okreslano na

podstawie krzywej kalibracyjnej sporzadzonej dla czystej D-glukozy (kalibracja zewnetrzna).

Pomiar ilosci blendu olejow, kapsulkowanego wewnatrz komérek drozdzy, wykonano metoda
ckstrakcji w aparacie Soxhleta eterem naftowym. Nawazke ok. 2,5 g (masa okreslona z dokladnoscig do
d=0,001g) suchych mikrokapsulek umieszczono w celulozowej gilzie 1 zamknieto korkiem z waty szklanej.
Ekstrakcje prowadzono przez 2 h za pomocg 100 ml eteru naftowego w temperaturze wrzenia
rozpuszczalnika. Uzyskany ekstrakt przeniesiono ilosciowo do wyprazonej 1 wstepnie zwazonej (d=0,0001
g) kolby miarowej 1 odparowano rozpuszczalnik w temp. 40°C za pomoca rotacyjnej wyparki prozniowej.
Zawartos¢ kolby suszono dodatkowo w 95°C przez godzing. Mase oleju uzyskanego z danej porcji
mikrokapsulek okreslono na podstawie roznicy w masach kolby zawierajgcej olej oraz kolby puste;j.

Pomiar ilosci blendu olejow, wystepujacego na powierzchni mikrokapsulek drozdzowych, mierzono
metodg szybkiej ekstrakeji heksanem. W tym celu nawazke 1 g suchych mikrokapsulek umieszczono w
kolbie miarowej o pojemnosci 250 ml i napelniono 100 ml heksanu, po czym wytrzasano recznie przez 5
min. Komoérki oddzielono poprzez filtracj¢ przez bibulg filtracyjng Nr 3 (Whatman). Pozostalo$¢ biomasy
plukano dodatkowa porcjg heksanu (100 ml). Uzyskane ckstrakty lgczono 1, po przeniesieniu do kolby
okraglodennej, okreslono ilos¢ pozyskanego oleju metoda identyczng jak dla ekstrakcji oleju z wnetrza
komorek.

Wydajnos¢ mikrokapsutkowania (ang. Microencapsulation yield, MY) okreslono jako procentowy

zawartos¢ kapsutkowanej substancji w danej masie mikrokapsulek 1 wyznaczano z ponizszego réwnania:

MY [Yorag] = e x 100%
wag.l = (B X Bp)

A — masa oleju pozyskanego w ekstrakcji metoda Soxhleta, g,
C - masa oleju pozyskana w ekstrakcji heksanem, g,

B — masa nawazki mikrokapsulek, g,

Bm — sucha masa mikrokapsulek, g.

Stabilnos¢ oksvdacyjng blendu olejow, stabilizowanego wewnatrz komérek drozdzy, mierzono w

trakcie 30 dni przechowywania w temperaturze pokojowej 1 w warunkach wilgotnosci wzglednej otoczenia
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wynoszacych 0, 43 1 90%. W tym celu nawazki suchych mikrokapsulek (10 g) rozsypano na szalkach
Petriego o srednicy 5 cm 1 umieszczono w eksykatorach zawierajacych wyprazony zel krzemionkowy (0%
wilgotnosci wzglednej, w.w.), nasycony roztwor K2COs (43% w.w.) lub KNO3 (90% w.w.). Co 5 dni
pobierano ok. 1 g mikrokapsulek i, po pozyskaniu oleju na drodze ekstrakcji mierzono stopien utlenienia
oleju poprzez pomiar liczby nadtlenkowej (LOO), zgodnie z procedurg PN-ISO 3960:1996P (Oleje 1
tluszcze roslinne oraz zwierzece. Oznaczanie liczby nadtlenkowej.). Uzyskany wynik wyrazono jako
mikrorownowaznik aktywnego tlenu na 1 kg oleju (meqvOz-kgt). W celach poréwnawczych
przeprowadzono doswiadczenie dla natywnego blendu olejow w formie zemulgowane;.

Dla zminimalizowania wplywu ekstrakcji na wzrost liczby nadtlenkowej zrezygnowano z ekstrakeji
metoda Soxhleta na rzecz ekstrakcji heksanem. W tym celu nawazke 1 g kapsulek zawieszono w 10 ml
zimnego heksanu 1 dezintegrowano poprzez sonikacj¢ przez 10 min przy uzyciu sonikatora. W trakcie
procesu dezintegracji zawiesina byla chlodzona w lazni lodowej celem zminimalizowania przyrostu
temperatury. Uzyskany ckstrakt przesaczono przez bibule filtracyjng 1 plukano pozostalo$¢ dwiema
porcjami swiezego heksanu. Zebrane ekstrakty polaczono 1 odparowano rozpuszczalnik w strumieniu azotu.

Uzyskany olej przechowywano w szczelnie zamknietym naczyniu w temperaturze -20°C.
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Zastrzezenia patentowe
Sposéb kapsulkowania blendow w komoérkach drozdzowych znamienny tym, ze material
wejsciowy, jaki stanowig drozdze pickarskie o zawartosci suchej masy nie mnigjszej niz 25%
wagowych, poddaje si¢ procesowi plukania i suszenia liofilizacyjnego, nastgpnie prowadzi si¢
obrébke wstepna biomasy tak, ze w 10% wag. zawiesinie suchej masy drozdzy o pH 5,2, w butlach
szklanych typu ,,pyrex”, inkubuje si¢ zawiesing w temperaturze nie mniejszej niz 35°C 1 nie wyzszej
niz 75°C, po czym w procesie hydrolizy enzymatyczngj, przygotowang wczesniej zawiesing
drozdzowga poddaje si¢ wstepnej pasteryzacji w 95°C przez 10 minut 1 do tak przygotowane]
biomasy dodaje si¢ glukanaz¢ (Glucanex R200; 0,2 U/mg) w ilosci od 0,0015 do 1,5% wag., po
czym prowadzi si¢ inkubacje w temperaturze od 45°C do 55°C, korzystnie 50°C przez nie krocej
niz 24 h, po czym prowadzi si¢ proces wigzania blendow olejow w biomasie drozdzy pickarskich
metodg Bishop i in. (1998), przy czym w naczyniach typu ,,pyrex” o pojemnosci 100 ml odwaza si¢
porcje 40 g wody dejonizowanej zawierajacej 2% wag. dodatku emulgatora w postaci
monooleinianu polioksyetylenosorbitolu (Tween 80, E433), dopuszczonego do zastosowania w
zywnoscl, 1 dodaje si¢ nawazke blendu olejow, po czym wytwarza si¢ emulsje typu o/w metoda
homogenizacji rotor/stator przez 5 minut przy predkosci 10 000 min-1 w homogenizatorze
szybkoobrotowym, przy czym przez blendy olejowe rozumie si¢ mieszaniny olejow, jakie zawierajg
olej ryzowy w ilosci od 39 do 91% wagowych, jaki zmieszany jest korzystnie z olejem rzepakowym
w ilosci od 39% do 55% wagowych, korzystnic 45% wagowych, albo korzystnie z olejem
konopnym w ilosci od 8% do 28% wagowych, korzystnie 15% wagowych albo korzystnie z olejem
Inianym w ilosci od 9% do 14% wagowych, korzystnie 11% wagowych albo korzystnie z olejem
rydzowym w ilosci od 10% do 15% wagowych, korzystnie 12% wagowych, przy czym, w
przypadku zastosowania oleju konopnego sklad mieszaniny uzupeliony jest do100% olejem
rzepakowym, a wzajemny stosunck kwasow tluszczowych omega 6 do omega 3 (w6/w3)
opracowangj blendy zawarty jest w przedziale od 4:1 do 6:1, a do tak wytworzonej emulsji dodaje
si¢ odwazong porcje liofilizowanej biomasy drozdzowej i mieszaning kapsultkujaca inkubuje si¢
nastepnie przez czas nie krotszy niz 8 h 1 przy cigglym mieszaniu rownym 200 min-1, a po
zakonczeniu inkubacji, zawarto$¢ naczyn oddziela si¢ od mieszaniny poreakcyjne] na drodze
wirowania przy przyspieszeniu nie mniejszym niz 3950 x g przez okres nie krétszy niz10 min, po
czym oddzielong paste drozdzowa plucze si¢ co najmniej trzykrotnic woda dejonizowang celem
usuni¢cia resztek mieszaniny reakcyjnej, a mokra biomas¢ przenosi si¢ do naczyn do liofilizacji 1

zmraza w temp. -80°C przez 12 h., po czym liofilizuje przy ci$nieniu 0,125 mbara przez min. 48 h.
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Sposéb wedlug zastrz 1 znamienny tym, ze biomas¢ w stezeniu 10% wag. plucze si¢ w 0,01M
roztworze bezwodnego wodorofosforanu dipotasu o pH 6,8, po czym oddziela si¢ na drodze
wirowania (3950 x g, 10 min) i uzyskang masg o zawartosci suchej substancji nie mnigjszej niz 20%
wag. umieszcza si¢ na stalowych tacach liofilizacyjnych i zamraza w temp. -80°C przez 12 h, po

czy zamrozong biomase poddaje si¢ liofilizacji przy cisnieniu 0,06 mbar przez 48 h.

Sposob wedlug zastrz 1 albo 2 znamienny tym, ze korzystnie, gdy do biomasy stosuje si¢ dodatek
octanu etylu lub chlorku sodu do wspomagania procesu ckstrakcji skladnikow

wewnatrzkomorkowych (plazmolizy).

Sposoéb wedlug zastrz 3 znamienny tym, ze do biomasy dodaje si¢ dodatek octanu etylu o wielkosci
w ilosci od 0,5 do 6,5% wag. (w stosunku do masy zawiesiny) oraz dodatek chlorku sodu w ilosci
od 5 do 40% wag., po czym prowadzi si¢ plazmolize w temperaturze nic mniejszej niz 50°C. 1 nie

wyzszej niz 60°C.

Sposob wedlug zastrz 4 znamienny tym, ze w trakcie procesu plazmolizy stosuje si¢ temperature

55°C.

Sposob wedlug zastrz 1 albo 2 alb 3 albo 4 albo 5 znamienny tym, ze zastosowane blendy olejowe

maja nastepujacy sklad ilosciowy:

% % %
Sktadnik | Sktadnik Il Sktadnik Il wag wag wag
Olej ryzowy Rzepakowy - 55 45 -
Olej ryzowy Olej Rydzowy - 88 12 -
Olej ryzowy Olej Lniany - 89 11 -
Olej ryzowy Olej Konopny Rzepakowy 55 15 30
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. m U RZAD PAT E N TO WY al. Niepodlegtosci 188/192
@ RZECZYPOSPOLITEJ POLSKIE 00950 Warszaws, sk poczt 203

tel.: (+48) 22 579 05 55 | fax: (+48) 22 579 00 01
e-mail: kontakt@uprp.gov.pl | www.uprp.gov.pl

SPRAWOZDANIE O STANIE TECHNIKI ZGLOSZENIA NR P.440018

Klasyfikacja zgtoszenia: A23P10/30 (2016.01) ; A23L31/10 (2016.01) ; A23D9/00 (2006.01) ;
A23L33/115; A23L3/44 (2006.01) ; B01J13/02 (2006.01)

Poszukiwania prowadzone w klasach: A23D9/00; A23L31/10; A23L1/29 ; A23L1/30; A23L3/44 ;;
A23L33/115; A23P10/30; A61K9/50; B01J13/02

Bazy komputerowe, w ktérych prowadzono poszukiwania:
esp@cenet ; EPOQUENET; bazy UPRP; Google, STN

dléitfr%l(()arnit?u Dokumenty - z podang identyfikacja O((jj(:lizeassifrr;i.e
A GB2418654 A (MICAP PLC [GB]) 05-04-2006 1-6
A EP0242135 A (AD2 LIMITED [GB]) 21-10-1987 1-6
A FR2179528 A (SEROZYM LABORATOIRES [FR]) 23-11-1973 1-6
A PL426836 A (SZKOLA GtOWNA GOSPODARSTWA WIEJSKIEGO W 1-6
WARSZAWIE, WARSZAWA [PL]) 09-03-2021
A PL395052 A (NOVELINVENT SPOLKA Z OGRANICZONA 1-6

ODPOWIEDZIALNOSCIA, KRAKOW [PL]) 03-12-2012

[] Dalszy cigg wykazu dokumentéw na nastepnej stronie

A - dokument okre$lajacy ogdlny stan techniki, ktéry nie jest uwazany za posiadajacy szczegdlne znaczenie,

E - dokument stanowigcy wczes$niejsze zgtoszenie lub patent, ale opublikowany w lub po dacie zgtoszenia,

L - dokument, ktdry moze poddawaé w watpliwos¢ zastrzegane pierwszenstwo(-wa), lub przytoczony w celu ustalenia daty publikacji
innego cytowanego dokumentu lub z innego szczegdlnego powodu,

0 - dokument odnoszacy sie do ujawnienia ustnego przez zastosowanie, wystawienie lub ujawnienie w inny sposéb,

P - dokument opublikowany przed data zgtoszenia, ale pdZniej niz zastrzegana data pierwszenstwa,

T - dokument pdzniejszy, opublikowany po dacie zgtoszenia lub w dacie pierwszenstwa

i niebedacy w konflikcie ze zgtoszeniem, ale cytowany w celu zrozumienia zasad lub teorii lezacych u podstaw wynalazku,

X - dokument o szczegdlnym znaczeniu; zastrzegany wynalazek nie moze by¢ uwazany za nowy lub nie moze by¢ uwazany za
posiadajacy poziom wynalazczy, jeZeli ten dokument brany jest pod uwage samodzielnie,

Y - dokument o szczegdlnym znaczeniu; zastrzegany wynalazek nie moze by¢ uwazany za posiadajacy poziom wynalazczy, jezeli ten
dokument zostanie polaczony z jednym lub kilkoma tego typu dokumentami, a takie polaczenie bedzie oczywiste dla znawcy,

& - dokument nalezacy do tej samej rodziny patentowe;j.

Sprawozdanie wykonal/-a: Krzysztof Szymanski - Ekspert data 02.09.2022r.

/-podpisano kwalifikowanym podpisem elektronicznym-/
Pismo wydane w formie dokumentu elektronicznego

Uwagi do zgtoszenia

Sprawozdanie zostato wykonane w oparciu o wersje zastrzezen patentowych z 29-12-2021 r..
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