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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie preparatu elagotanin z maliny wtasciwej Rubus
idaeus L.

Grzyby z rodzaju Geofrichum, ktére znalazty zastosowanie w przemysle spozywczym i bio-
technologicznym do produkcji seréw dojrzewajgcych typu Brie, Camembert, sg réwniez czestymi
zanieczyszczeniami produktédw fermentowanych: mlecznych i roélinnych. U ludzi grzyby te mogg wy-
wotywaé geotrichoze — zakazenie miejscowe lub rozsiane, ktérego najczestszym czynnikiem etiolo-
gicznym jest gatunek Geofrichum candidum. Droga infekcji moze by¢ pokarmowa lub inhalacyjna po-
przez inhalacje zarodnikéw czy nawet urazy tkanek (czasopismo Postepy Mikrobiologii, 2009, 48, 2,
125-132, czasopismo International Journal of Food Microbiology, 2008, 126, 327-332). Szczepy
grzybow Geofrichum candidum wystepujg w powietrzu, glebie, wodzie, w przewodzie pokarmowym
cztowieka i zwierzat. Geotrichum candidum jest mikroorganizmmem oportunistycznym, a podstawowym
czynnikiem predysponujgcym do zakazen jest niska odporno$é organizmu spowodowana chorobami
wspdtistniejacymi, takimi jak nowotwory uktadu krwiotwoérczego, zakazenie HIV oraz dodatkowo dtugo-
trwata antybiotykoterapia. Na zakazenie podatni sg réwniez pacjenci przyjmujacy kortykosteroidy oraz
chorzy na cukrzyce (czasopismo Postepy Mikrobiologii, 2009, 48, 2, 125—-132).

W artykule w czasopi$mie International Journal of Food Microbiology, 2005, 102, 1-20 podano
informacje o obecnosci Getrichum candidum w 17-40% probek mleka krowiego, koziego, owczego,
w iloéci 102 jednostek tworzacych kolonie (jtk) w 1 ml. Obecno$é omawianych grzybow w surowym
mleku bedzie powodowata obecnosé tych grzybéw w przetworach takich jak twarogi, kwasne mieko
i innych produktach, w ktérych wytwarzaniu nie stosuje sie pasteryzacji. W przypadku kiszonek ro$lin-
nych zakazenia drozdzami z gatunkéw Geofrichum candidum, Pichia manshurica i Issachenkia occi-
dentalis sg czestg przyczyng obnizenia jakosci produktu. Grzyby te utleniajg kwasy organiczne odpo-
wiedzialne za trwato$¢ kiszonki, a w wyniku obnizenia kwasowosci srodowiska stwarzajg dogodne
warunki do rozwoju bakterii gnilnych (czasopismo Journal of Research and Applications in Agricultural
Engineering, 2012, 57(3), 31-36).

Elagotaniny cechujg sie ztozong budowa chemiczng, posiadajg w strukturze co najmniej jedng
czgsteczke kwasu elagowego. Wystepujg naturalnie w niektérych owocach, orzechach, nasionach,
ziotach. Bogate w elagotaniny sg owoce jagodowe, zwfaszcza maliny, jezyny, porzeczki, truskawki,
a takze orzechy wioskie, pistacje, orzechy nerkowca, kasztany, zotedzie oraz pikany. Szczegblnie
obfitujgcymi w elagotaniny sg owoce granatu oraz winogrona (czasopismo Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 2002, 50(14): 3971-3976). Mechanizmy ich aktywnos$ci biologicznej sg réznorodne
i obejmujg wiasciwosci antyoksydacyjne, antydrobnoustrojowe, przeciwzapalne i antynowotworowe.
Elagotaniny wykazujg aktywno$é antydrobnoustrojowg wobec bakterii, grzybdéw, a nawet wiruséw,
przy czym oddziatywania antybakteryjne sg dominujacym rodzajem ich aktywnosci.

Z czasopisma World Scientific, 2009, 55-93 oraz z czasopisma Plant Polyphenols, 2000, 2:
575-594, Springer US wiadomo, iz elagotaniny, takie jak corilagin czy phyllanthusiin C hamujg wzrost
grzybow, takich jak Candida albicans i Cryptococcus neoformans, przy czym efekt ten jest poréwny-
walny do dziatania tych elagotanin wobec bakterii Staphylococcus (MIC 125-500 pg/ml).

Dotychczas do fermentowanych napojow mlecznych klasyfikowanych od | do IV generacji stosuje
sie wsady owocowe oraz dodatki barwne pochodzenia naturalnego, takie jak czerwien buraczana (betalai-
ny) E162 czy antocyjany (zwigzki polifenolowe, na przyktad z czarnej porzeczki) E163. Dodatki te majg za
zadanie podniesé walory sensoryczne i organoleptyczne mlecznych produktéw fermentowanych.

Zastosowanie elagotanin jako $rodka antydrobnoustrojowego wobec grzybéw, wedlug wyna-
lazku polega na tym, ze ekstrakt elagotanin z wyttokéw uzyskanych w produkciji soku z maliny wtasci-
wej Rubus idaeus L stosuje sie jako Srodek ograniczajacy wzrost grzyba Geotrichum candidum
w fermentowanym mleku podczas przechowywania chtodniczego fermentowanego mieka, ktéry doda-
je sie do mleka w takiej iloSci, aby stezenie elagotanin w mleku byto rowne 10 mg/ml mleka przy za-
warto$éci grzyba w mleku do 1,2x10° jtk/ml. Ekstrakt elagotanin dodaje sie do mleka przed lub po jego
fermentacji.

Obecno$é preparatu elagotanin powoduje zahamowanie wzrostu grzyba Geofrichum candidum
oraz obnizenie jego liczebnoéci podczas przechowywania chfodniczego (5°C). Zastosowanie elagota-
nin do ograniczenia wzrostu tego grzyba zanieczyszczajgcego zywnos¢ mleczng, fermentowang po-
zwala na otrzymanie produktéw o wysokiej jako$ci mikrobiologiczne;.

Sposéb wedtug wynalazku ilustrujg ponizsze przyktady.
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Przyktad 1

Ekstrakt elagotanin otrzymano z pozostatosci tj. wyttokéw uzyskanych w produkciji soku malino-
wego w nastepujgcy sposob. Ekstrakcje elagotanin przeprowadzono w dwéch sukcesywnych etapach
za pomocg 60% acetonu w temperaturze pokojowej. Stosunek wyttokéw do zastosowanego ekstra-
henta wynosit 1:5, a czas ekstrakcji jednego etapu 8 godzin. Proces ekstrakcji wspomagano wytrzg-
saniem. Ekstrakty otrzymane w dwdéch etapach potgczono i przefiltrowano przez filir celulozowy. Uzy-
skany w ten sposéb surowy ekstrakt poddano procesowi odpedzenia w celu usuniecia acetonu, z za-
stosowaniem rotacyjnej wyparki prézniowej. Proces odpedu prowadzono w temperaturze 60°C, przy
prézni od 45 do 7,2 kPa. Odpedzony ekstrakt poddano filtracji na filirze celulozowym, a nastepnie
oczyszczaniu. Proces oczyszczania przeprowadzono na kolumnie o wymiarach 90x2,6 cm wypemio-
nej ztozem sorpcyjnym Amberlite XAD 1600N. Ekstrakt nanoszono na kolumne z predkoscig
ok. 15 mL/min. Nastepnie przeprowadzano proces elucji z predkoscia okoto 10 mL/min, za pomocg
wodno-etanolowych roztworéw o stezeniu etanolu kolejno: 10%, 20%, 30%, 40%, 50% i 60%. Obje-
tos¢ roztworbw kazdego stezenia etanolu, uzyta w procesie elucji byta réwna objetosci kolumny. Naj-
bogatszy w elagotaniny, w tym w lambertianine C i sanguine H-6 byt eluat zbierany w trakcie nano-
szenia 40% etanolu. Uzyskany w ten sposéb eluat poddano procesowi odpedu etanolu, a nastepnie
zatezania do okoto 5°Bx za pomocg rotacyjnej wyparki prézniowej. Proces odpedu i zatezania prowa-
dzono w temperaturze 60°C, przy prézni od 45 do 7,2 kPa. Pozbawiony etanolu i zatezony ekstrakt
zamrozono, a nastepnie poddano procesowi liofilizacji. Uzyskany preparat o barwie czerwonej charak-
teryzowat sie zawartoscig elagotanin 60%, przy czym lambertianina C i sanguina H-6 razem stanowity
ponad 90% ogétu elagotanin.

Mleko rekonstruowane 10%-owe (mleko w proszku odttuszczone firmy BTL sp. z 0.0.) pastery-
zowano w temperaturze 80°C przez 10 minut. Po ochtodzeniu zaszczepiono je bakteriami fermentacji
mlekowej Lactfobacillus acidophilus uzytymi w ilosci 1,5x108 jtk/ml i dodano roztwér wodny otrzymane-
go uprzednio preparatu elagotanin w takiej ilosci, aby stezenie elagotanin w mleku wynosito 10 mg/ml.
Tak przygotowane mleko inkubowano 48 godzin w temperaturze 37°C. Nastepnie zanieczyszczono
mleko grzybem Geofrichum candidum dodanym w ilosci 1,2x105 jtk/ml. Otrzymane fermentowane
mleko, zanieczyszczone grzybem przeniesiono w warunki chtodnicze (5°C). Podczas przechowywania
w fermentowanym mleku kontrolowano liczebno$¢ grzyba Geofrichum candidum w czasie 2, 5, 9
i 14 dni. Réwnolegle wykonano probe kontrolng mleka fermentowanego zanieczyszczonego grzybem,
ale bez dodatku elagotanin.

W tabeli 1 przedstawiono liczebno$¢ grzyba Geotrichum candidum w mleku fermentowanym
przez bakterie z rodzaju Lactobacillus, w obecnoéci preparatu elagotanin podczas przechowywania
chtodniczego.

Tabela 1
Czas [doba] Mieko fermentowane bez Mieko fermentowane
dodatku elagotanin z elagotaninami
0 1,2x10° 1,2x10°
2 4,4x10° 1,6x10"
5 8,0x10° 9,8x10°
9 1,8x10° 1,6x107
14 5,7x10" 0,0

Przyktad 2

Mleko rekonstruowane 10%-owe (mleko w proszku odttuszczone firmy BTL sp. z 0.0.) paste-
ryzowano w temperaturze 80°C przez 10 minut. Po ochtodzeniu zaszczepiono bakteriami fermenta-
cji mlekowej Lactobacillus acidophilus w ilo$ci 1,5x108 jtk/ml. Tak przygotowane mleko inkubowano
48 godzin w 37°C. Nastepnie mleko zanieczyszczono grzybem Geofrichum candidum dodanym
w ilosci 1,2x10° jtk/ml i dodano roztwér wodny preparatu elagotanin otrzymanego jak w przykfa-
dzie 1 w takiej ilosci, aby stezenie elagotanin w mleku wynosito 10 mg/ml. Otrzymane fermentowane
mleko z dodatkiem elagotanin przeniesiono w warunki chtodnicze (5°C). W przechowywanym fer-
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mentowanym mleku kontrolowano liczebno$¢ Geotrichum candidum w czasie 2, 5, 9 i 14 dni. Réw-
nolegle wykonano prébe kontrolng mleka fermentowanego zanieczyszczonego grzybami ale bez
dodatku elagotanin.

W tabeli 2 podano liczebno$é grzyba Geofrichum candidum w mleku fermentowanym przez
bakterie z rodzaju Lacfobacillus z dodatkiem preparatu elagotanin (po fermentacji) podczas przecho-
wywania chtodniczego.

Tabela 2
Czas [doba] Mleko fermentowane bez Micko fermentowane z do-
dodatku elagotanin datkiem elagotanin po fer-
mentacji
0 1,2x10° 1,2x10°
2 4,4x10* 1,4x10°
5 8,0x10* 3,0x10°
9 1,8x10° 1,2x10"
14 5,7x10° 0,0

W kazdym z podanych przyktadéw, w wyniku dodatku preparatu elagotanin do mleka fermen-
towanego przez bakterie z rodzaju Lactobacillus, zanieczyszczonego grzybem Geotrichum candidum
stwierdzono ograniczenie wzrostu grzybéw podczas przechowywania chtodniczego. Efektywniejsze
ograniczenie wzrostu i eliminacje grzybéw ze Srodowiska fermentowanego mleka uzyskano dodajgc
preparat elagotanin do mleka fermentowanego po procesie fermentacji.

Zastrzezenia patentowe

1. Zastosowanie elagotanin jako $rodka antydrobnoustrojowego wobec grzybdéw, znamienne
tym, ze ekstrakt elagotanin z wyttokéw uzyskanych w produkcji soku z maliny wiasciwej Ru-
bus idaeus L stosuje sie jako Srodek ograniczajgcy wzrost grzyba Geotrichum candidum
w fermentowanym mleku podczas przechowywania chtodniczego fermentowanego mleka,
ktéry dodaje sie do mleka w takiej ilosci, aby stezenie elagotanin w mleku byto réwne
10 mg/ml mleka przy zawarto$ci grzyba w mleku do 1,2x105 jtk/ml.

2. Zastosowanie wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze ekstrakt elagotanin dodaje sie do mleka
przed lub po jego fermentaciji.



