PL 246470 B1

(19)

‘ g/'\szé\NDTOWY (10) PL 246470 B1
' RZECZYPOSPOLITE)J
POLSKIEJ

(12) Opis patentowy
(21) Numer zgloszenia: 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)
(45) Data publikacji o udzieleniu patentu: 2025.02.03 WUP 05/2025 A23D 9/00  (2006.07)
A23L 33/115 (2016.01)
A23L 3/44  (2006.01)
B01J 13/02 (2006.01)
(73) Uprawniony z patentu:
UNIWERSYTET PRZYRODNICZY W POZNANIU,
Poznan, PL
(72) Tworca(-y) wynalazku:
PRZEMYStLAW KOWALCZEWSKI, Poznan, PL
ADRIAN CZERNIAK, Poznan, PL
MARIUSZ LESIECKI, Poznan, PL
DOMINIK KMIECIK, Poznan, PL
KRZYSZTOF SMARZYNSKI, Katy, PL
(74) Petnomocnik:
rzecz. pat. Barttomiej Fijatkowski, £L6dz, PL
(54) Tytuk:

Sposoéb kapsutkowania olejéw w komérkach drozdzowych



2 PL 246470 B1

Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposdb kapsutkowania olejéw w komdrkach drozdzowych.

Oleje jadalne tradycyjnie stanowia uznane i cenione zrodto energii oraz sktadnikow odzywczych
w diecie cztowieka. Wynika to z ich ogdlnej dostepnosci, umiarkowanej kosztochtonnosci oraz czesto
bogactwa sktadnikow o funkcjach prozdrowotnych. Wérod olejow jadalnych szczegdine zainteresowanie
poswieca sie olejom bogatym w wielonienasycone kwasy tluszczowe z rodzajéw omega-3 i omega-6,
ktére posiadaja powszechnie znany i dobrze udowodniony naukowo wptyw na ograniczenie ryzyka wy-
stapienia wielu chordb.

Technologia zywnosci tzw. funkcjonalnej (prozdrowotnej) od wielu lat rozwija sie w kierunku
wzbogacania produktow w oleje lub ich mieszanki, zawierajace optymalne ilosci kwaséw wielonienasy-
conych takich jak kwas eikozapentaenowy (EPA), dokozaheksaenowy (DHA), linolowy (LA), alfa-linole-
nowy (ALA) i innych. Poszukuje sie naturalnych zrodet tych kwaséw, ktdre najczesciej stanowia oleje
pozyskiwane z organizmow i mikroorganizmdw morskich oraz oleje ttoczone z nasion roélin oleistych.
Ich powszechne stosowanie w zywno$ci jest jednak ograniczone z powodu ich niestabilnosci. Kwasy
ttuszczowe wielonienasycone ulegaja szybkiemu utlenianiu w typowych warunkach produkcji, pakowa-
nia i przechowywania zywnosci, szczegdlnie w warunkach dostepu tlenu, swiatta oraz w podwyzszonej
temperaturze. Produkty utleniania tych kwaséw prowadza do pogorszenia jakosci sensorycznej (two-
rzenie niepozadanych zwigzkéw wptywajacych na aromat produktu oraz smak), obnizajg stabilnos¢
przechowalniczg i wptywaja na ogdlne obnizenie jakosci produktow wzbogaconych w oleje jadalne. Ko-
lejnym utrudnieniem w zastosowaniu olejéw jadalnych w zywno$ci jest ich nierozpuszczalnosé¢ w wo-
dzie, co utrudnia ich szerokie zastosowanie w produktach, szczegdlnie produktach suchych i o wysokiej
zawartosci wody.

Mikrokapsutkowanie jest metoda stabilizacji hydrofobowych (np. oleje jadalne, witaminy, olejki
eteryczne) oraz hydrofilowych substancji lub sktadnikéw zywnosci poprzez ich otaczanie inng substan-
cja, tzw. matryca lub nosnikiem. Powoduje to wytworzenie uktadu, w ktérym substancja chroniona, np.
olej, jest otoczona ciagta lub nieciagta bariera z innej substancji.

Kapsutkowanie ma za zadanie przede wszystkim ograniczenie parowania, maskowanie nieak-
ceptowalnego smaku lub aromatu, albo poprawe niektorych parametréw, na przyktad rozpuszczalno$ci.

Stosowane w przemysle spozywczym i farmaceutycznym technologie mikrokapsutkowania
mozna podzieli¢ na dwie gtdéwne grupy: fizykochemiczne i mechaniczne. Do pierwszej grupy zaliczaja
sie metody oparte na zastosowaniu emulsji, koacerwacji, ekstruzji i tworzeniu komplekséw wtaczenio-
wych. Do drugiej grupy nalezg metody fizyczne wykorzystujace suszenie i zestalanie rozpytowe, liofili-
zacje oraz otoczkowanie fluidalne.

Obiecujaca alternatywe dla dotychczas stosowanych technologii mikrokapsutkowania moze sta-
nowi¢ wykorzystanie struktur komorkowych jako naturalnych, wstepnie uformowanych nosnikéw dla
roznorodnych substancji aktywnych. Sposréd szeregu nosnikow tego typu najwiecej uwagi poswieca
sie zastosowaniu komérek mikroorganizmoéw, przede wszystkim grzybéw, bakterii oraz alg.

Biomasa drozdzy piekarskich, ze wzgledu na swdj niski koszt, tatwos¢ pozyskania i powszechna
akceptowalnos¢ w produktach spozywczych, moze stanowi¢ atrakcyjna alternatywe dla substancji che-
micznych stanowigcych nosnik (otoczke) hydrofobowych olejéw jadalnych. W ogdlnym zarysie, proce-
dura 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 kap-
sutkowanej z odpowiednio przygotowana biomasa drozdzowa. W trakcie inkubacji zachodzi proces bier-
nego (pasywnego) wnikania kapsutkowanych zwigzkéw do wnetrza komarek i ich immobilizacji w formie
zwigzanej z strukturami komorki lub w formie kropel wewnatrzkomorkowej emulsji. Osiagane ta metoda
wydajnosci zwykle oscyluja w granicach 20-40% wag. zawartosci kapsutkowanej substancji w gotowym
produkcie.

Biomasa drozdzowa, przed jej zastosowaniem jako nosnika dla substancji hydrofobowych, musi
zosta¢ poddana obrdbce wstepnej polegajacej na zabiegach majacych na celu standaryzacje i usuniecie
uszkodzonych lub pofragmentowanych komorek, a takze resztek podtozy hodowlanych i innych
substancji mogacych znajdowac sie w ,surowej” biomasie. Natywne komorki drozdzowe wykazuja
ograniczong zdolnos¢ do biernego wchtaniania i magazynowania substancji hydrofobowych, dla-
tego przed procesem poddaje sie je obrébce majacej zwiekszy¢ porowatos¢ komorek oraz prze-
strzen wewnatrzkomoérkowa dla substancji magazynowanych. Zabiegi te polegaja najczesciej
na usuwaniu rozpuszczalnych sktadnikéw komérki na drodze autolizy, plazmolizy lub hydrolizy,
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a takze na dziataniu enzymami i detergentami, zwiekszajacymi przepuszczalnos¢ sciany i btony
komérkowej komérek drozdzowych.

Znane jest rozwiazanie wedtug RU2678130 w jakim stodycze takie jak ,Kremowe Toffi” wy-
twarzane sg z wykorzystaniem metody produkcji kapsutkowanego oleju roslinnego obejmuja produkcje
mieszanki biatkowo-polisacharydowej BPS z suchej serwatki, gumy arabskiej, karageniny i gumy ksan-
tanowej oraz wody, a nastepnie podgrzanie mieszanki do 60°C i pecznienie przez 40—60 minut. Nastep-
nie BPS rzepaku, siemienia Inianego, oleju z orzecha wioskiego i ich mieszanin. Do BPS wprowadzana
jest druga czes¢ substancji stodzacych: sorbitolu, ksylitolu i izomaltu, a catos¢ jest mieszana. Powstaty
syrop podgrzewa sie i gotuje do temperatury 110-115°C. Do gotowanego syropu wprowadza sie melase
i olej roslinny. Mase utrzymuje sie w temperaturze 113-115°C, nastepnie schtadza do 90-100°C i wy-
konuje sie z niej kapsuiki.

Znany jest tez wynalazek NZ239349 w jakim nierozpuszczalne kapsutki utworzone z hydrofilo-
wego materiatu koloidowego i mieszanki polimerdw pochodzacych z rozktadu polisacharydow; produkty
olejne w kapsutkach; zastosowano do powlekania papieru i zywnoéci. Pochodne polisacharydéw o krot-
kim tahcuchu, takie jak hydrolizaty jonowych pochodnych celulozy, stosuje sie do tworzenia kapsutek
przez potaczenie pochodnych polisacharydu o krotkim tancuchu z innym polimerem. Substancje prze-
znaczone do kapsutkowania stuzg jako jadra, wokét ktorych tworza sie kropelki koacerwatu. Natado-
wany polimer o krétkim tancuchu zawiera produkty degradacji pochodnych polisacharydéw o $rednim
stopniu polimeryzacji w zakresie od 3 do okoto 500. W zgtoszeniu ujawniono sposoby stosowania
kapsutek do dostarczania lub przechowywania olejéw i innych substancji. Wynalazek ujawnia réwniez
zastosowanie kapsutek w produktach spozywczych, paszowych, farmaceutycznych, kosmetycznych
i higieny osobistej oraz w powlekaniu papieru mikroskopijnymi pekajacymi kapsutkami zawierajacymi
ptyn drukarski.

Znane metody pozwalaja co prawda na kapsutkowanie w zelatynie lub innych substancjach mie-
dzy innymi olejow, jednak jak pokazuja przeprowadzone analizy i badania, efektywna przenikalnos¢ czy
zdolnos¢ do uwalniania zakapsutkowanej substancji siega najczesciej 5-10%.

Przeprowadzone badania miaty na celu opracowanie nowej metody, w oparciu o wykorzystanie
biomasy drozdzy piekarskich (Saccharomyces cerevisiae), blendéw olejéw tloczonych na zimno o ce-
chach prozdrowotnych z wykorzystaniem blendéw zawierajacych zoptymalizowane mieszaniny olejow,
jakie zawieraja 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 Inia-
nym 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 tluszczowych omega 6 do omega 3 (w6/w3) opracowane] blendy zawarty jest w przedziale
od4:1do6:1.

Sposéb kapsutkowania blendéw w komérkach drozdzowych wediug wynalazku polega na tym,
ze materiat wyjsciowy, jaki stanowia drozdze piekarskie, korzystnie prasowane drozdze piekarskie o za-
wartosci suchej masy nie mniejszej niz 25% wagowych, poddaje sie procesowi ptukania i suszenia liofili-
zacyjnego. Biomase w stezeniu 10% wag. ptucze sie w 0,01M roztworze bezwodnego wodorofosforanu
dipotasu o pH 6,8, po czym oddziela sie na drodze wirowania (3950 x g, 10 min) i uzyskang mase o za-
wartosci suchej substanciji nie mniejszej niz 20% wag. umieszcza sie na stalowych tacach liofilizacyjnych
i zamraza w temp. -80°C przez 12 h. Zamrozona biomase poddaje sie liofilizacji przy cisnieniu 0,06 mbar
przez 48 h. W uzyskanym proszku oznacza sie metoda ekstrakcji odczynnikiem Folcha zawarto$¢ lipidéw
catkowitych, ktora wynosita 4,7 +0,55 g 100 g proszku, oraz liczebnos¢ catkowita komdrek metoda oparta
0 bezposredni pomiar w komorze Neubauera, wynoszaca 3,6 X 10'%g" proszku.

Nastepnie prowadzi sie obrébke wstepna biomasy, tak ze w 10% wag. zawiesinie suchej masy
drozdzy o pH 5,2, w butlach szklanych typu ,pyrex”, inkubuje sie zawiesine w temperaturze nie mniejszej
niz 35°C i nie wyzszej niz 75°C. Réwnoczesnie korzystnie, gdy stosuje sie dodatek octanu etylu lub
chlorku sodu do wspomagania procesu ekstrakcji sktadnikow wewnatrzkomaorkowych (plazmolizy). Ko-
rzystnie do biomasy dodaje sie dodatek octanu etylu o wielkosci w ilosci od 0,5 do 6,5% wag. (w sto-
sunku do masy zawiesiny) oraz dodatek chlorku sodu w ilosci od 5 do 40% wag., po czym prowadzi sie
plazmolize w temperaturze nie mniejszej niz 50°C i nie wyzszej niz 60°C, korzystnie w trakcie procesu
plazmolizy stosuje sie temperature 55°C.
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Nastepnie w procesie hydrolizy enzymatycznej, przygotowang wczesniej zawiesine drozdzowa
poddaje sie wstepnej pasteryzacji w 95°C przez 10 minut celem inaktywacji endogennych enzymow.
Do tak przygotowanej biomasy dodaje sie glukanaze (Glucanex R200; 0,2 U/mg) w ilosci od 0,0015
do 1,5% wag., po czym prowadzi sie inkubacje w temperaturze od 45°C do 55°C, korzystnie 50°C przez
nie krocej niz 24 h.

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

Przy czym przez blendy olejowe rozumie sie mieszaniny olejow, jakie zawierajg olej ryzowy w ilo-
$ci 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.

Korzystnie, gdy zastosowane blendy olejowe maja nastepujacy sktad 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

Do tak wytworzonej emulsji dodaje sie odwazong porcje liofilizowanej biomasy drozdzowej. Mie-
szanine kapsutkujaca inkubuje sie nastepnie przez czas nie krotszy niz 8 h i przy ciggtym mieszaniu
rownym 200 min-'. Po zakonczeniu inkubacji, zawarto$¢ naczyn oddziela sie od mieszaniny poreakcyj-
nej na drodze wirowania przy przyspieszeniu nie mniejszym niz 3950 x g przez okres nie krotszy
niz 10 min. Oddzielong paste drozdZzowa ptucze sie nastepnie co najmniej trzykrotnie woda dejonizo-
wanag celem usuniecia resztek mieszaniny reakcyjnej. Mokra biomase przenosi sie do naczyn do liofili-
zacji i 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 wydajno$¢ procesu ,rozpuszczania” (Ya),
stezenie uwolnionego biatka ogdélnego oraz uwolnionej D-glukozy, bedacej produktem hydrolizy enzy-
matycznej beta-glukanow sSciany komérkowej. Wyniki wyrazono w miligramach danej substancji
na gram suchej masy ekstraktu drozdzowego (mg g).

Wydajnos¢ obrébki wstepnej mierzy sie posrednio, w oparciu o ilos¢ (wage) substancji rozpuszczal-
nych w wodzie, uwolnionych z danej ilosci biomasy. W tym celu z kazdej butli pobrano 10 ml zawiesiny
i oddzielono biomase na drodze wirowania (3950 x g, 10 min). Objeto$¢ zebranego supernatantu zmie-
rzono za pomoca cylindra miarowego, po czym pozostaty osad drozdzowy zawieszono w identycznej ob-
jetosci wody dejonizowanej i ponownie zwirowano. Uzyskane supernatanty potagczono i oznaczono w nim
zawartos¢ suchej masy na drodze suszenia w 105°C, zgodnie z norma PN-A-79005-4:1997P. Wydajnos¢
procesu autolizy okreslono jako procent suchej masy biomasy drozdzowej przeksztatcony do postaci
rozpuszczalnej:

0, A_C O,
MY[/Owag.] = (BX—Bm)X 100%
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gdzie:

MY (% wag.) — wydajnos¢ mikrokapsutkowania (ang. microencapsulation yield, MY)

A — masa oleju rybiego pozyskanego w ekstrakcji metoda Soxhleta, [g],

C — masa oleju rybiego pozyskana w ekstrakcji heksanem, [g],

B — masa nawazki mikrokapsutek, [g],

Bm — sucha masa mikrokapsutek, [g].

W uzyskanym ekstrakcie o znanej zawartosci suchej masy okreslono stezenie rozpuszczalnego
biatka catkowitego oraz stezenie uwolnionej glukozy. Wyniki wyrazono w miligramach danej substancji
na gram suchej masy ekstraktu drozdzowego (mgg™"). Okreslenie ilosci biatka catkowitego w probach
prowadzono przy wykorzystani zmodyfikowanej metody Lowry’ego. Do okreslenia ilosci uwolnionej glu-
kozy wykorzystano metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowe] (HPLC). Stosowano kolumne
Aminex HPX87H (Bio-Rad, USA) oraz 0,005 N H2SO4 jako faze ruchoma. Pomiar ilosci D-glukozy okre-
$lano na podstawie krzywej kalibracyjnej sporzadzonej dla czystej D-glukozy (kalibracja zewnetrzna).

Pomiar ilodci blendu olejow, kapsutkowanego wewnatrz komorek drozdzy, wykonano metoda
ekstrakcji w aparacie Soxhleta eterem naftowym. Nawazke ok. 2,5 g (masa okreslona z doktadnoscia
do d = 0,001 g) suchych mikrokapsutek umieszczono w celulozowej gilzie i zamknieto korkiem z waty
szklanej. Ekstrakcje prowadzono przez 2 h za pomoca 100 ml eteru naftowego w temperaturze wrzenia
rozpuszczalnika. Uzyskany ekstrakt przeniesiono ilosciowo do wyprazonej i wstepnie zwazone;
(d = 0,0001 g) kolby miarowej i odparowano rozpuszczalnik w temp. 40°C za pomoca rotacyjnej wyparki
prozniowej. Zawartos¢ kolby suszono dodatkowo w 95°C przez godzine. Mase oleju uzyskanego z danej
porcji mikrokapsutek okreslono na podstawie roznicy w masach kolby zawierajacej olej oraz kolby puste;.

Pomiar ilosci blendu olejéw, wystepujacego na powierzchni mikrokapsutek drozdzowych, mie-
rzono metoda szybkiej ekstrakcji heksanem. W tym celu nawazke 1 g suchych mikrokapsutek umiesz-
czono w kolbie miarowej o pojemnosci 250 ml i napetniono 100 ml heksanu, po czym wytrzasano recznie
przez 5 min. Komorki oddzielono poprzez filtracje przez bibute filtracyjna Nr 3 (Whatman). Pozostatos¢
biomasy ptukano dodatkowa porcja heksanu (100 ml). Uzyskane ekstrakty taczono i, po przeniesieniu
do kolby okragtodennej, okreslono ilo$¢ pozyskanego oleju metoda identyczna jak dla ekstrakcji oleju
z wnetrza komoérek.

Wydajnos$¢ mikrokapsutkowania (ang. microencapsulation yield, MY) okreslono jako procentowa
zawartos¢ kapsutkowanej substancji w danej masie mikrokapsutek i wyznaczano z ponizszego réwnania:

MY [%aq | x 100%

A —
" (B XBp)

MY (% wag.) — wydajnos¢ mikrokapsutkowania (ang. microencapsulation yield, MY)

A — masa oleju rybiego pozyskanego w ekstrakcji metoda Soxhleta, [g],

C — masa oleju rybiego pozyskana w ekstrakcji heksanem, [g],

B — masa nawazki mikrokapsutek, [g],

Bm — sucha masa mikrokapsutek, [g].

Stabilno$¢ oksydacyjna blendu olejow, stabilizowanego wewnatrz komérek drozdzy mierzono
w trakcie 30 dni przechowywania w temperaturze pokojowej i w warunkach wilgotno$ci wzglednej otocze-
nia wynoszacych 0, 43 i 90%. W tym celu nawazki suchych mikrokapsutek (10 g) rozsypano na szalkach
Petriego o $rednicy 5 cm i umieszczono w eksykatorach zawierajgcych wyprazony zel krzemionkowy
(0% wilgotnosci wzglednej, w.w.), nasycony roztwor K2COzs (43% w.w.) lub KNO3 (90% w.w.). Co 5 dni
pobierano ok. 1 g mikrokapsutek i, po pozyskaniu oleju na drodze ekstrakcji, mierzono stopien utlenienia
oleju poprzez pomiar liczby nadtlenkowej (LOO), zgodnie z procedura PN-ISO 3960:1996P (Oleje
i tluszcze roslinne oraz zwierzece. Oznaczanie liczby nadtienkowej.). Uzyskany wynik wyrazono jako
mikroréwnowaznik aktywnego tlenu na 1 kg oleju (meqvO2-kg™'). W celach poréwnawczych przeprowa-
dzono doswiadczenie dla natywnego blendu olejow w formie zemulgowane;.

Dla zminimalizowania wptywu ekstrakcji na wzrost liczby nadtlenkowej zrezygnowano z ekstrakcji
metoda Soxhleta na rzecz ekstrakcji heksanem. W tym celu nawazke 1 g kapsutek zawieszono w 10 ml
zimnego heksanu i dezintegrowano poprzez sonikacje przez 10 min przy uzyciu sonikatora. W trakcie
procesu dezintegracji zawiesina byta chtodzona w tazni lodowe| celem zminimalizowania przyrostu tem-
peratury. Uzyskany ekstrakt przesaczono przez bibute filtracyjna i ptukano pozostato$¢ dwiema porcjami
Swiezego heksanu. Zebrane ekstrakty potgczono i odparowano rozpuszczalnik w strumieniu azotu. Uzy-
skany olej przechowywano w szczelnie zamknietym naczyniu w temperaturze -20°C.
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Rozwiazanie wedtug wynalazku przedstawiono w przyktadach wykonania.

Przyktad |

Sposéb kapsutkowania blendéw w komérkach drozdzowych wediug wynalazku polega na tym,
ze materiat wyjsciowy, jaki stanowia drozdze piekarskie, korzystnie prasowane drozdze piekarskie o za-
wartosci suchej masy nie mniejszej niz 25% wagowych, poddaje sie procesowi ptukania i suszenia liofili-
zacyjnego. Biomase w stezeniu 10% wag. ptucze sie w 0,01M roztworze bezwodnego wodorofosforanu
dipotasu o pH 6,8, po czym oddziela sie na drodze wirowania (3950 x g, 10 min) i uzyskana mase o za-
wartosci suchej substancji nie mniejszej niz 20% wag. umieszcza sie na stalowych tacach liofilizacyjnych
i zamraza w temp. -80°C przez 12 h. Zamrozona biomase poddaje sie liofilizacji przy cisnieniu 0,06 mbar
przez 48 h. W uzyskanym proszku oznacza sie metoda ekstrakcji odczynnikiem Folcha zawarto$¢ lipidéw
catkowitych, ktora wynosita 4,7 +0,55 g 100 g proszku, oraz liczebnos¢ catkowita komdrek metoda oparta
o bezposredni pomiar w komorze Neubauera, wynoszaca 3,6 X 10'%g" proszku.

Nastepnie prowadzi sie obrébke wstepna biomasy tak, ze w 10% wag. zawiesinie suchej masy
drozdzy o pH 5,2, w butlach szklanych typu ,pyrex”, inkubuje sie zawiesine w temperaturze nie mniejszej
niz 35°C i nie wyzszej niz 75°C, korzystnie w temperaturze 55°C. Réwnoczesnie korzystnie, gdy stosuje
sie dodatek octanu etylu lub chlorku sodu do wspomagania procesu ekstrakcji sktadnikéw wewnatrzko-
morkowych (plazmolizy). Korzystnie do biomasy dodaje sie 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 sie plazmolize w temperaturze
nie mniejszej niz 50°C i nie wyzszej niz 60°C, korzystnie w trakcie procesu plazmolizy stosuje sie tem-
perature 55°C.

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

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

Przy czym przez blendy olejowe rozumie sie mieszaniny olejow, jakie zawierajg olej ryzowy w ilo-
sci od 55% wagowych, jaki zmieszany jest korzystnie z olejem rzepakowym w ilosci 45% wagowych,
a wzajemny stosunek kwasow tluszczowych omega 6 do omega 3 (w6/w3) opracowanej blendy zawarty
jest w przedziale od 4:1do6:1.

Korzystnie, gdy zastosowane blendy olejowe maja nastepujacy sktad ilosciowy:

% % %
Sktadnik | Sktadnik Il Sktadnik Il wag wag wag
Olej ryzowy Rzepakowy - 55 45 -

Do tak wytworzonej emulsji dodaje sie odwazong porcje liofilizowanej biomasy drozdzowej. Mie-
szanine kapsutkujaca inkubuje sie nastepnie przez czas nie krotszy niz 8 h i przy ciggtym mieszaniu
rownym 200 min-'. Po zakonczeniu inkubacji, zawarto$¢ naczyn oddziela sie od mieszaniny poreakcyj-
nej na drodze wirowania przy przyspieszeniu nie mniejszym niz 3950 x g przez okres nie krotszy
niz 10 min. Oddzielong paste drozdZzowa ptucze sie nastepnie co najmniej trzykrotnie woda dejonizo-
wanag celem usuniecia resztek mieszaniny reakcyjnej. Mokra biomase przenosi sie do naczyn do liofili-
zacji i 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 wydajno$¢ procesu ,rozpuszczania” (Ya),
stezenie uwolnionego biatka ogdélnego oraz uwolnionej D-glukozy, bedacej produktem hydrolizy enzy-
matycznej beta-glukanow Sciany komérkowej. Wyniki wyrazono w miligramach danej substancji
na gram suchej masy ekstraktu drozdzowego (mg g).
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Wydajnos¢ obrébki wstepnej mierzy sie posrednio, w oparciu o ilo$¢ (wage) substancji rozpuszczal-
nych w wodzie, uwolnionych z danej ilosci biomasy. W tym celu z kazdej butli pobrano 10 ml zawiesiny
i oddzielono biomase na drodze wirowania (3950 x g, 10 min). Objetos¢ zebranego supernatantu zmie-
rzono za pomoca cylindra miarowego, po czym pozostaty osad drozdzowy zawieszono w identycznej ob-
jetosci wody dejonizowanej i ponownie zwirowano. Uzyskane supernatanty potaczono i oznaczono w nim
zawartos¢ suchej masy na drodze suszenia w 105°C, zgodnie z norma PN-A-79005-4:1997P.

Wydajno$¢ procesu autolizy okreslono jako procent suchej masy biomasy drozdzowej przeksztat-
cony do postaci rozpuszczalne;j:

MY %04 ] x 100%

-C
" (BXBp)

gdzie:

MY (% wag.) — wydajnos¢ mikrokapsutkowania (ang. microencapsulation yield, MY)

A — masa oleju rybiego pozyskanego w ekstrakcji metoda Soxhleta, [g],

C — masa oleju rybiego pozyskana w ekstrakcji heksanem, [g],

B — masa nawazki mikrokapsutek, [g],

Bm — sucha masa mikrokapsutek, [g].

W uzyskanym ekstrakcie o znanej zawartosci suchej masy, okreslono stezenie rozpuszczalnego
biatka catkowitego oraz stezenie uwolnionej glukozy. Wyniki wyrazono w miligramach danej substancji
na gram suchej masy ekstraktu drozdzowego (mgg™"). Okreslenie ilosci biatka catkowitego w probach
prowadzono przy wykorzystani zmodyfikowanej metody Lowry’ego. Do okreslenia ilosci uwolnionej glu-
kozy wykorzystano metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowe] (HPLC). Stosowano kolumne
Aminex HPX87H (Bio-Rad, USA) oraz 0,005 N H2SO4 jako faze ruchoma. Pomiar ilosci D-glukozy okre-
$lano na podstawie krzywej kalibracyjnej sporzadzonej dla czystej D-glukozy (kalibracja zewnetrzna).

Pomiar ilodci blendu olejow, kapsutkowanego wewnatrz komaorek drozdzy, wykonano metoda
ekstrakcji w aparacie Soxhleta eterem naftowym. Nawazke ok. 2,5 g (masa okreslona z dokfadnoscia
do d = 0,001 g) suchych mikrokapsutek umieszczono w celulozowej gilzie i zamknieto korkiem z waty
szklanej. Ekstrakcje prowadzono przez 2 h za pomoca 100 ml eteru naftowego w temperaturze wrzenia
rozpuszczalnika. Uzyskany ekstrakt przeniesiono ilosciowo do wyprazonej i wstepnie zwazone;
(d = 0,0001 g) kolby miarowej i odparowano rozpuszczalnik w temp. 40°C za pomoca rotacyjnej wyparki
prozniowej. Zawartos¢ kolby suszono dodatkowo w 95°C przez godzine. Mase oleju uzyskanego z dane;j
porcji mikrokapsutek okreslono na podstawie roznicy w masach kolby zawierajacej olej oraz kolby puste;.

Pomiar ilosci blendu olejéw, wystepujacego na powierzchni mikrokapsutek drozdzowych, mie-
rzono metoda szybkiej ekstrakcji heksanem. W tym celu nawazke 1 g suchych mikrokapsutek umiesz-
czono w kolbie miarowej o pojemnosci 250 ml i napetniono 100 ml heksanu, po czym wytrzasano recznie
przez 5 min. Komorki oddzielono poprzez filtracje przez bibute filtracyjna Nr 3 (Whatman). Pozostatos¢
biomasy ptukano dodatkowa porcja heksanu (100 ml). Uzyskane ekstrakty taczono i, po przeniesieniu
do kolby okragtodennej, okreslono ilo$¢ pozyskanego oleju metoda identyczna jak dla ekstrakcji oleju
z wnetrza komoérek.

Wydajnos$¢ mikrokapsutkowania (ang. microencapsulation yield, MY) okreslono jako procentowa
zawartos¢ kapsutkowanej substancji w danej masie mikrokapsutek i wyznaczano z ponizszego réwnania:

= %1009
(B x B,,) 0

MY [%way]

MY (% wag.) — wydajnos¢ mikrokapsutkowania (ang. microencapsulation yield, MY)

A — masa oleju rybiego pozyskanego w ekstrakcji metoda Soxhleta, [g],

C — masa oleju rybiego pozyskana w ekstrakcji heksanem, [g],

B — masa nawazki mikrokapsutek, [g],

Bm — sucha masa mikrokapsutek, [g].

Stabilno$¢ oksydacyjna blendu olejow, stabilizowanego wewnatrz komoérek drozdzy, mierzono
w trakcie 30 dni przechowywania w temperaturze pokojowej i w warunkach wilgotnosci wzglednej otoczenia
wynoszacych 0, 43 i 90%. W tym celu nawazki suchych mikrokapsutek (10 g) rozsypano na szalkach
Petriego o $rednicy 5 cm i 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
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pobierano ok. 1 g mikrokapsutek i, po pozyskaniu oleju na drodze ekstrakcji, mierzono stopien utlenienia
oleju poprzez pomiar liczby nadtlenkowej (LOO), zgodnie z procedura PN-ISO 3960:1996P (Oleje
i tluszcze roslinne oraz zwierzece. Oznaczanie liczby nadtienkowej.). Uzyskany wynik wyrazono jako
mikroréwnowaznik aktywnego tlenu na 1 kg oleju (meqvO2-kg™'). W celach poréwnawczych przeprowa-
dzono doswiadczenie dla natywnego blendu olejow w formie zemulgowane;.

Dla zminimalizowania wptywu ekstrakcji na wzrost liczby nadtlenkowej zrezygnowano z ekstrakcji
metoda Soxhleta na rzecz ekstrakcji heksanem. W tym celu nawazke 1 g kapsutek zawieszono w 10 ml
zimnego heksanu i dezintegrowano poprzez sonikacje przez 10 min przy uzyciu sonikatora. W trakcie
procesu dezintegracji zawiesina byta chtodzona w tazni lodowe| celem zminimalizowania przyrostu tem-
peratury. Uzyskany ekstrakt przesaczono przez bibute filtracyjna i ptukano pozostato$¢ dwiema porcjami
Swiezego heksanu. Zebrane ekstrakty potaczono i odparowano rozpuszczalnik w strumieniu azotu. Uzy-
skany olej przechowywano w szczelnie zamknietym naczyniu w temperaturze -20°C.

Przyktad Il

Przeprowadzone badania miaty na celu opracowanie nowej metody, w oparciu o wykorzystanie
biomasy drozdzy piekarskich (Saccharomyces cerevisiae), blendéw olejéw tloczonych na zimno o ce-
chach 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 stosunek kwasow ttuszczowych omega 6 do omega 3 (w6/w3) opracowanej blendy zawarty
jest w przedziale od 4:1do6:1.

Sposéb kapsutkowania blendéw w komorkach drozdzowych wedtug wynalazku polega na tym, ze
materiat wyjéciowy, jaki stanowig drozdze piekarskie, korzystnie prasowane drozdze piekarskie o zawartosci
suchej masy nie mniejszej niz 25% wagowych, poddaje sie procesowi ptukania i suszenia liofilizacyjnego.
Biomase w stezeniu 10% wag. ptucze sie w 0,01M roztworze bezwodnego wodorofosforanu dipotasu
o pH 6,8, po czym oddziela sie na drodze wirowania (3950 x g, 10 min) i uzyskana mase o zawartosci
suchej substancji nie mniejszej niz 20% wag. umieszcza sie na stalowych tacach liofilizacyjnych i zamraza
w temp. -80°C przez 12 h. Zamrozona biomase poddaje sie liofilizacji przy cisnieniu 0,06 mbar przez 48 h.
W uzyskanym proszku oznacza sie metoda ekstrakcji odczynnikiem Folcha zawartos¢ lipidow catkowitych,
ktora wynosita 4,7 +0,55 g 100 g proszku, oraz liczebno$¢ catkowita komorek metodg oparta o bezpo-
$redni pomiar w komorze Neubauera, wynoszaca 3,6 X 10'%g"" proszku.

Nastepnie prowadzi sie obrobke wstepna biomasy, tak, ze w 10% wag. zawiesinie suchej masy
drozdzy o pH 5,2, w butlach szklanych typu ,pyrex”, inkubuje sie zawiesine w temperaturze nie mniejszej
niz 35°C i 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 sktadnikéw wewnatrzko-
morkowych (plazmolizy). Korzystnie do biomasy dodaje sie 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 sie plazmolize w temperaturze
nie mniejszej niz 50°C i nie wyzszej niz 60°C, korzystnie w trakcie procesu plazmolizy stosuje sie tem-
perature 55°C.

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

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

Przy czym przez blendy olejowe rozumie sie mieszaniny olejow, jakie zawieraja olej ryzowy
w ilosci 88% wagowych, jaki zmieszany jest z olejem rydzowym w ilosci 12%, a wzajemny stosunek
kwasow ttuszczowych omega 6 do omega 3 (w6/w3) opracowanej blendy zawarty jest w przedziale
od4:1do6:1.
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Korzystnie, gdy zastosowane blendy olejowe maja nastepujacy sktad ilosciowy:

% % %
Skiadnik | Sktadnik Il Skfadnik Il wag wag wag
Olej ryzowy Olej Rydzowy - 38 12 -

Do tak wytworzonej emulsji dodaje sie odwazong porcje liofilizowanej biomasy drozdzowej. Mie-
szanine kapsutkujaca inkubuje sie nastepnie przez czas nie krotszy niz 8 h i przy ciagtym mieszaniu
rownym 200 min-'. Po zakonczeniu inkubacji, zawarto$¢ naczyn oddziela sie od mieszaniny poreakcyj-
nej na drodze wirowania przy przyspieszeniu nie mniejszym niz 3950 x g przez okres nie krotszy
niz 10 min. Oddzielong paste drozdZzowa ptucze sie nastepnie co najmniej trzykrotnie woda dejonizo-
wanag celem usuniecia resztek mieszaniny reakcyjnej. Mokra biomase przenosi sie do naczyn do liofili-
zacji i 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 wydajno$¢ procesu ,rozpuszczania” (Ya),
stezenie uwolnionego biatka ogdélnego oraz uwolnionej D-glukozy, bedacej produktem hydrolizy enzy-
matycznej beta-glukanow sciany komoérkowej. Wyniki wyrazono w miligramach danej substancji
na gram suchej masy ekstraktu drozdzowego (mg g™).

Wydajnos¢ obrobki wstepnej mierzy sie posrednio, w oparciu o ilo$¢ (wage) substancji rozpuszczal-
nych w wodzie, uwolnionych z danej ilosci biomasy. W tym celu z kazdej butli pobrano 10 ml zawiesiny
i oddzielono biomase na drodze wirowania (3950 x g, 10 min). Objetos¢ zebranego supernatantu zmie-
rzono za pomoca cylindra miarowego, po czym pozostaty osad drozdzowy zawieszono w identycznej ob-
jetosci wody dejonizowanej i ponownie zwirowano. Uzyskane supernatanty potagczono i oznaczono w nim
zawartos¢ suchej masy na drodze suszenia w 105°C, zgodnie z norma PN-A-79005-4:1997P.

Wydajno$¢ procesu autolizy okreslono jako procent suchej masy biomasy drozdzowej przeksztat-
cony do postaci rozpuszczalne;j:

= %1009
(B x B,,) 0

MY [%way]

gdzie:

MY (% wag.) — wydajnos¢ mikrokapsutkowania (ang. microencapsulation yield, MY)

A — masa oleju rybiego pozyskanego w ekstrakcji metoda Soxhleta, [g],

C — masa oleju rybiego pozyskana w ekstrakcji heksanem, [g],

B — masa nawazki mikrokapsutek, [g],

Bm — sucha masa mikrokapsutek, [g].

W uzyskanym ekstrakcie o znanej zawartosci suchej masy, okreslono stezenie rozpuszczalnego
biatka catkowitego oraz stezenie uwolnionej glukozy. Wyniki wyrazono w miligramach danej substancji
na gram suchej masy ekstraktu drozdzowego (mgg™"'). Okreslenie ilosci biatka catkowitego w probach
prowadzono przy wykorzystani zmodyfikowanej metody Lowry’ego. Do okreslenia ilosci uwolnionegj glu-
kozy wykorzystano metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowe] (HPLC). Stosowano kolumne
Aminex HPX87H (Bio-Rad, USA) oraz 0,005 N H2SO4 jako faze ruchoma. Pomiar ilosci D-glukozy okre-
$lano na podstawie krzywej kalibracyjnej sporzadzonej dla czystej D-glukozy (kalibracja zewnetrzna).

Pomiar ilodci blendu olejow, kapsutkowanego wewnatrz komorek drozdzy, wykonano metoda
ekstrakcji w aparacie Soxhleta eterem naftowym. Nawazke ok. 2,5 g (masa okreslona z doktadnoscia
do d = 0,001 g) suchych mikrokapsutek umieszczono w celulozowej gilzie i zamknieto korkiem z waty
szklanej. Ekstrakcje prowadzono przez 2 h za pomoca 100 ml eteru naftowego w temperaturze wrzenia
rozpuszczalnika. Uzyskany ekstrakt przeniesiono iloéciowo do wyprazonej i wstepnie zwazone;
(d = 0,0001 g) kolby miarowej i odparowano rozpuszczalnik w temp. 40°C za pomoca rotacyjnej wyparki
prozniowej. Zawartos¢ kolby suszono dodatkowo w 95°C przez godzine. Mase oleju uzyskanego z danej
porcji mikrokapsutek okreslono na podstawie roznicy w masach kolby zawierajacej olej oraz kolby puste;.

Pomiar ilosci blendu olejéw, wystepujacego na powierzchni mikrokapsutek drozdzowych, mie-
rzono metoda szybkiej ekstrakcji heksanem. W tym celu nawazke 1 g suchych mikrokapsutek umiesz-
czono w Kolbie miarowej o pojemnosci 250 ml i napetniono 100 ml heksanu, po czym wytrzgsano recznie
przez 5 min. Komorki oddzielono poprzez filtracje przez bibute filtracyjna Nr 3 (Whatman). Pozostatos¢
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biomasy ptukano dodatkowa porcja heksanu (100 ml). Uzyskane ekstrakty taczono i, po przeniesieniu
do kolby okragtodennej, okreslono ilo$¢ pozyskanego oleju metoda identyczna jak dla ekstrakcji oleju
z wnetrza komorek.

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

0, A C 0,
MY [Yoyag.] = BXED x 100%

MY (% wag.) — wydajnos¢ mikrokapsutkowania (ang. microencapsulation yield, MY)

A — masa oleju rybiego pozyskanego w ekstrakcji metoda Soxhleta, [g],

C — masa oleju rybiego pozyskana w ekstrakcji heksanem, [g],

B — masa nawazki mikrokapsutek, [g],

Bm — sucha masa mikrokapsutek, [g].

Stabilno$¢ oksydacyjng blendu olejow, stabilizowanego wewnatrz komoérek drozdzy, mierzono
w trakcie 30 dni przechowywania w temperaturze pokojowej i w warunkach wilgotnosci wzglednej otoczenia
wynoszacych 0, 43 i 90%. W tym celu nawazki suchych mikrokapsutek (10 g) rozsypano na szalkach
Petriego o $rednicy 5 cm i 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 mikrokapsutek i, po pozyskaniu oleju na drodze ekstrakcji mierzono stopien utlenienia
oleju poprzez pomiar liczby nadtlenkowej (LOO), zgodnie z procedura PN-ISO 3960:1996P (Oleje
i ttuszcze roslinne oraz zwierzece. Oznaczanie liczby nadtienkowej.). Uzyskany wynik wyrazono jako
mikroréwnowaznik aktywnego tlenu na 1 kg oleju (meqvO2-kg™'). W celach poréwnawczych przeprowa-
dzono doswiadczenie dla natywnego blendu olejow w formie zemulgowane;.

Dla zminimalizowania wptywu ekstrakcji na wzrost liczby nadtlenkowej zrezygnowano z ekstrakcji
metoda Soxhleta na rzecz ekstrakcji heksanem. W tym celu nawazke 1 g kapsutek zawieszono w 10 ml
zimnego heksanu i dezintegrowano poprzez sonikacje przez 10 min przy uzyciu sonikatora. W trakcie
procesu dezintegracji zawiesina byta chtodzona w tazni lodowe| celem zminimalizowania przyrostu tem-
peratury. Uzyskany ekstrakt przesaczono przez bibute filtracyjna i ptukano pozostato$¢ dwiema porcjami
Swiezego heksanu. Zebrane ekstrakty potaczono i odparowano rozpuszczalnik w strumieniu azotu. Uzy-
skany olej przechowywano w szczelnie zamknietym naczyniu w temperaturze -20°C.

Przyktad Il

Sposoéb kapsutkowania blendéw w komorkach drozdzowych wedtug wynalazku polega na tym, ze
materiat wyjsciowy, jaki stanowig drozdze piekarskie, korzystnie prasowane drozdze piekarskie o zawartosci
suchej masy nie mniejszej niz 25% wagowych, poddaje sie procesowi ptukania i suszenia liofilizacyjnego.
Biomase w stezeniu 10% wag. ptucze sie w 0,01M roztworze bezwodnego wodorofosforanu dipotasu
o pH 6,8, po czym oddziela sie na drodze wirowania (3950 x g, 10 min) i uzyskana mase o zawartosci
suchej substancji nie mniejszej niz 20% wag. umieszcza sie na stalowych tacach liofilizacyjnych i zamraza
w temp. -80°C przez 12 h. Zamrozona biomase poddaje sie liofilizacji przy cisnieniu 0,06 mbar przez 48 h.
W uzyskanym proszku oznacza sie metoda ekstrakcji odczynnikiem Folcha zawartos¢ lipidow catkowitych,
ktora wynosita 4,7 +0,55 g 100 g proszku, oraz liczebno$¢ catkowita komorek metodg oparta o bezpo-
$redni pomiar w komorze Neubauera, wynoszaca 3,6 X 10'%g"" proszku.

Nastepnie prowadzi sie obrobke wstepna biomasy, tak, ze w 10% wag. zawiesinie suchej masy
drozdzy o pH 5,2, w butlach szklanych typu ,pyrex”, inkubuje sie zawiesine w temperaturze nie mniejszej
niz 35°C i 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 sktadnikéw wewnatrzko-
morkowych (plazmolizy). Korzystnie do biomasy dodaje sie 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 sie plazmolize w temperaturze
nie mniejszej niz 50°C i nie wyzszej niz 60°C, korzystnie w trakcie procesu plazmolizy stosuje sie tem-
perature 55°C.

Nastepnie w procesie hydrolizy enzymatycznej, przygotowang wczesniej zawiesine drozdzowa
poddaje sie wstepnej pasteryzacji w 95°C przez 10 minut celem inaktywacji endogennych enzymow.
Do tak przygotowanej biomasy dodaje sie glukanaze (Glucanex R200; 0,2 U/mg) w ilosci od 0,0015
do 1,5% wag., korzystnie 0,15% wag., po czym prowadzi sie inkubacje w temperaturze od 45°C
do 55°C, korzystnie 50°C przez nie krocej niz 24 h.
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Nastepnie prowadzi sie proces wiazania blenddéw olejow w biomasie drozdzy piekarskich metoda
Bishop i in. (1998), przy czym w naczyniach typu ,pyrex” o pojemnosci 100 ml odwaza sie porcje 40 g
wody dejonizowanej zawierajacej 2% wag. dodatku emulgatora w postaci monooleinianu polioksyetyle-
nosorbitolu (Tween 80, E433), dopuszczonego do zastosowania w zywnosci, i dodaje sie nawazke
blendu olejow, po czym wytwarza sie emulsje typu o/w metoda homogenizacji rotor/stator przez 5 minut
przy predkosci 10 000 min-' w homogenizatorze szybkoobrotowym.

Przy czym przez blendy olejowe rozumie sie mieszaniny olejow, jakie zawierajg olej ryzowy w ilo-
$ci 89% wagowych, jaki zmieszany jest z olejem Inianym w ilosci 11% wagowych, a wzajemny stosunek
kwasow tluszczowych omega 6 do omega 3 (w6/w3) opracowanej blendy zawarty jest w przedziale
od4:1do6:1.

Korzystnie, gdy zastosowane blendy olejowe maja nastepujacy sktad ilosciowy:

% % %
Skiadnik | Sktadnik Il Sktadnik I wag wag wag
Olej ryzowy Olej Lniany - 29 11 -

Do tak wytworzonej emulsji dodaje sie odwazong porcje liofilizowanej biomasy drozdzowej. Mie-
szanine kapsutkujaca inkubuje sie nastepnie przez czas nie krotszy niz 8 h i przy ciggtym mieszaniu
rownym 200 min-'. Po zakonczeniu inkubacji, zawarto$¢ naczyn oddziela sie od mieszaniny poreakcyj-
nej na drodze wirowania przy przyspieszeniu nie mniejszym niz 3950 x g przez okres nie krotszy
niz 10 min. Oddzielong paste drozdZzowa ptucze sie nastepnie co najmniej trzykrotnie woda dejonizo-
wanag celem usuniecia resztek mieszaniny reakcyjnej. Mokra biomase przenosi sie do naczyn do liofili-
zacji i 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 wydajno$¢ procesu ,rozpuszczania” (Ya),
stezenie uwolnionego biatka ogdélnego oraz uwolnionej D-glukozy, bedacej produktem hydrolizy enzy-
matycznej beta-glukanow sciany komérkowej. Wyniki wyrazono w miligramach danej substancji
na gram suchej masy ekstraktu drozdzowego (mg g™).

Wydajnos¢ obrébki wstepnej mierzy sie posrednio, w oparciu o ilo$¢ (wage) substancji rozpuszczal-
nych w wodzie, uwolnionych z danej ilosci biomasy. W tym celu z kazdej butli pobrano 10 ml zawiesiny
i oddzielono biomase na drodze wirowania (3950 x g, 10 min). Objetos¢ zebranego supernatantu zmie-
rzono za pomoca cylindra miarowego, po czym pozostaty osad drozdzowy zawieszono w identycznej ob-
jetosci wody dejonizowanej i ponownie zwirowano. Uzyskane supernatanty potaczono i oznaczono w nim
zawartos¢ suchej masy na drodze suszenia w 105°C, zgodnie z norma PN-A-79005-4:1997P.

Wydajno$¢ procesu autolizy okreslono jako procent suchej masy biomasy drozdzowej przeksztat-
cony do postaci rozpuszczalne;j:

MY|%wag| = x 100%

-C
(B x By)
gdzie:

MY (% wag.) — wydajnos¢ mikrokapsutkowania (ang. microencapsulation yield, MY)

A — masa oleju rybiego pozyskanego w ekstrakcji metoda Soxhleta, [g],

C — masa oleju rybiego pozyskana w ekstrakcji heksanem, [g],

B — masa nawazki mikrokapsutek, [g],

Bm — sucha masa mikrokapsutek, [g].

W uzyskanym ekstrakcie o znanej zawartosci suchej masy, okreslono stezenie rozpuszczalnego
biatka catkowitego oraz stezenie uwolnionej glukozy. Wyniki wyrazono w miligramach danej substancji
na gram suchej masy ekstraktu drozdzowego (mgg™"). Okreslenie ilosci biatka catkowitego w probach
prowadzono przy wykorzystani zmodyfikowanej metody Lowry’ego. Do okreslenia ilosci uwolnionej glu-
kozy wykorzystano metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowe] (HPLC). Stosowano kolumne
Aminex HPX87H (Bio-Rad, USA) oraz 0,005 N H2SO4 jako faze ruchoma. Pomiar ilosci D-glukozy okre-
$lano na podstawie krzywej kalibracyjnej sporzadzonej dla czystej D-glukozy (kalibracja zewnetrzna).

Pomiar iloéci blendu olejow, kapsutkowanego wewnatrz komorek drozdzy, wykonano metoda
ekstrakcji w aparacie Soxhleta eterem naftowym. Nawazke ok. 2,5 g (masa okreslona z dokfadnoscia
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do d = 0,001 g) suchych mikrokapsutek umieszczono w celulozowej gilzie i zamknieto korkiem z waty
szklanej. Ekstrakcje prowadzono przez 2 h za pomoca 100 ml eteru naftowego w temperaturze wrzenia
rozpuszczalnika. Uzyskany ekstrakt przeniesiono ilosciowo do wyprazonej i wstepnie zwazone;
(d = 0,0001 g) kolby miarowej i odparowano rozpuszczalnik w temp. 40°C za pomoca rotacyjnej wyparki
prozniowej. Zawartos¢ kolby suszono dodatkowo w 95°C przez godzine. Mase oleju uzyskanego z dane;j
porcji mikrokapsutek okreslono na podstawie roznicy w masach kolby zawierajacej olej oraz kolby puste;.

Pomiar ilosci blendu olejéw, wystepujacego na powierzchni mikrokapsutek drozdzowych, mie-
rzono metoda szybkiej ekstrakcji heksanem. W tym celu nawazke 1 g suchych mikrokapsutek umiesz-
czono w Kolbie miarowej o pojemnosci 250 ml i napetniono 100 ml heksanu, po czym wytrzgsano recznie
przez 5 min. Komorki oddzielono poprzez filtracje przez bibute filtracyjna Nr 3 (Whatman). Pozostatos¢
biomasy ptukano dodatkowa porcja heksanu (100 ml). Uzyskane ekstrakty taczono i, po przeniesieniu
do kolby okragtodennej, okreslono ilo$¢ pozyskanego oleju metoda identyczna jak dla ekstrakcji oleju
z wnetrza komoérek.

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

MY [Yowag| = BxB

x 100%

MY (% wag.) — wydajnos¢ mikrokapsutkowania (ang. microencapsulation yield, MY)

A — masa oleju rybiego pozyskanego w ekstrakcji metoda Soxhleta, [g],

C — masa oleju rybiego pozyskana w ekstrakcji heksanem, [g],

B — masa nawazki mikrokapsutek, [g],

Bm — sucha masa mikrokapsutek, [g].

Stabilno$¢ oksydacyjng blendu olejow, stabilizowanego wewnatrz komoérek drozdzy, mierzono
w trakcie 30 dni przechowywania w temperaturze pokojowej i w warunkach wilgotno$ci wzglednej otocze-
nia wynoszacych 0, 43 i 90%. W tym celu nawazki suchych mikrokapsutek (10 g) rozsypano na szalkach
Petriego o $rednicy 5 cm i umieszczono w eksykatorach zawierajacych wyprazony zel krzemionkowy
(0% wilgotnosci wzglednej, w.w.), nasycony roztwor K2COzs (43% w.w.) lub KNO3 (90% w.w.). Co 5 dni
pobierano ok. 1 g mikrokapsutek i, po pozyskaniu oleju na drodze ekstrakcji mierzono stopien utlenienia
oleju poprzez pomiar liczby nadtlenkowej (LOO), zgodnie z procedura PN-ISO 3960:1996P (QOleje
i tluszcze roslinne oraz zwierzece. Oznaczanie liczby nadtienkowej.). Uzyskany wynik wyrazono jako
mikroréwnowaznik aktywnego tlenu na 1 kg oleju (meqvO2-kg™'). W celach poréwnawczych przeprowa-
dzono doswiadczenie dla natywnego blendu olejow w formie zemulgowane;.

Dla zminimalizowania wptywu ekstrakcji na wzrost liczby nadtlenkowej zrezygnowano z ekstrakcji
metoda Soxhleta na rzecz ekstrakcji heksanem. W tym celu nawazke 1 g kapsutek zawieszono w 10 ml
zimnego heksanu i dezintegrowano poprzez sonikacje przez 10 min przy uzyciu sonikatora. W trakcie
procesu dezintegracji zawiesina byta chtodzona w tazni lodowe| celem zminimalizowania przyrostu tem-
peratury. Uzyskany ekstrakt przesaczono przez bibute filtracyjna i ptukano pozostato$¢ dwiema porcjami
Swiezego heksanu. Zebrane ekstrakty potaczono i odparowano rozpuszczalnik w strumieniu azotu. Uzy-
skany olej przechowywano w szczelnie zamknietym naczyniu w temperaturze -20°C.

Przyktad IV

Sposoéb kapsutkowania blendéw w komorkach drozdzowych wedtug wynalazku polega na tym, ze
materiat wyjéciowy, jaki stanowig drozdze piekarskie, korzystnie prasowane drozdze piekarskie o zawartosci
suchej masy nie mniejszej niz 25% wagowych, poddaje sie procesowi ptukania i suszenia liofilizacyjnego.
Biomase w stezeniu 10% wag. ptucze sie w 0,01M roztworze bezwodnego wodorofosforanu dipotasu
o pH 6,8, po czym oddziela sie na drodze wirowania (3950 x g, 10 min) i uzyskanga mase o zawartosci
suchej substancji nie mniejszej niz 20% wag. umieszcza sie na stalowych tacach liofilizacyjnych i zamraza
w temp. -80°C przez 12 h. Zamrozona biomase poddaje sie liofilizacji przy cisnieniu 0,06 mbar przez 48 h.
W uzyskanym proszku oznacza sie metoda ekstrakcji odczynnikiem Folcha zawartos¢ lipidow catkowitych,
ktora wynosita 4,7 +0,55 g 100 g proszku, oraz liczebno$¢ catkowita komorek metodg oparta o bezpo-
$redni pomiar w komorze Neubauera, wynoszaca 3,6 X 10'%g”" proszku.

Nastepnie prowadzi sie obrébke wstepna biomasy, tak ze w 10% wag. zawiesinie suchej masy
drozdzy o pH 5,2, w butlach szklanych typu ,pyrex”, inkubuje sie zawiesine w temperaturze nie mniejszej
niz 35°C i nie wyzszej niz 75°C, korzystnie w temperaturze 55°C. Rownoczesnie korzystnie, gdy stosuje
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sie dodatek octanu etylu lub chlorku sodu do wspomagania procesu ekstrakcji sktadnikéw wewnatrzko-
morkowych (plazmolizy). Korzystnie do biomasy dodaje sie 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 sie plazmolize w temperaturze
nie mniejszej niz 50°C i nie wyzszej niz 60°C, korzystnie w trakcie procesu plazmolizy stosuje sie tem-
perature 55°C.

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

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

Przy czym przez blendy olejowe rozumie sie mieszaniny olejow, jakie zawierajg olej ryzowy
w ilosci 55 % wagowych, jaki zmieszany jest z olejem konopnym w ilosci 15% wagowych i olejem rze-
pakowym w ilosci 30%, a wzajemny stosunek kwasow ttuszczowych omega 6 do omega 3 (w6/w3)
opracowanej blendy zawarty jest w przedziale od 4:1do 6: 1.

Korzystnie, gdy zastosowane blendy olejowe maja nastepujacy sktad ilosciowy:

% % %
Sktadnik | Sktadnik Il Sktadnik Il wag wag wag
Olej ryzowy Olej Konopny Rzepakowy 55 15 30

Do tak wytworzonej emulsji dodaje sie odwazong porcje liofilizowanej biomasy drozdzowej. Mie-
szanine kapsutkujaca inkubuje sie nastepnie przez czas nie krotszy niz 8 h i przy ciggtym mieszaniu
rownym 200 min-'. Po zakonczeniu inkubacji, zawarto$¢ naczyn oddziela sie od mieszaniny poreakcyj-
nej na drodze wirowania przy przyspieszeniu nie mniejszym niz 3950 x g przez okres nie krotszy
niz 10 min. Oddzielong paste drozdZzowa ptucze sie nastepnie co najmniej trzykrotnie woda dejonizo-
wanag celem usuniecia resztek mieszaniny reakcyjnej. Mokra biomase przenosi sie do naczyn do liofili-
zacji i 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 biatka ogdélnego oraz uwolnionej D-glukozy, bedacej produktem hydrolizy enzy-
matycznej beta-glukanow Sciany komérkowej. Wyniki wyrazono w miligramach danej substancji
na gram suchej masy ekstraktu drozdzowego (mg g™).

Wydajnos¢ obrébki wstepnej mierzy sie posrednio, w oparciu o ilo$¢ (wage) substancji rozpuszczal-
nych w wodzie, uwolnionych z danej ilosci biomasy. W tym celu z kazdej butli pobrano 10 ml zawiesiny
i oddzielono biomase na drodze wirowania (3950 x g, 10 min). Objetos¢ zebranego supernatantu zmie-
rzono za pomoca cylindra miarowego, po czym pozostaty osad drozdzowy zawieszono w identycznej ob-
jetosci wody dejonizowanej i ponownie zwirowano. Uzyskane supernatanty potaczono i oznaczono w nim
zawartos¢ suchej masy na drodze suszenia w 105°C, zgodnie z norma PN-A-79005-4:1997P.

Wydajno$¢ procesu autolizy okreslono jako procent suchej masy biomasy drozdzowej przeksztat-
cony do postaci rozpuszczalne;j:

MYI%wag.] = (BX—Bm)

x 100%

gdzie:
MY (% wag.) — wydajnos¢ mikrokapsutkowania (ang. microencapsulation yield, MY)
A — masa oleju rybiego pozyskanego w ekstrakcji metoda Soxhleta, [g],
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C — masa oleju rybiego pozyskana w ekstrakcji heksanem, [g],

B — masa nawazki mikrokapsutek, [g],

Bm — sucha masa mikrokapsutek, [g].

W uzyskanym ekstrakcie o znanej zawartosci suchej masy, okreslono stezenie rozpuszczalnego
biatka catkowitego oraz stezenie uwolnionej glukozy. Wyniki wyrazono w miligramach danej substancji
na gram suchej masy ekstraktu drozdzowego (mgg™"). Okreslenie ilosci biatka catkowitego w probach
prowadzono przy wykorzystani zmodyfikowanej metody Lowry’ego. Do okres$lenia ilosci uwolnionegj glu-
kozy wykorzystano metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Stosowano kolumne
Aminex HPX87H (Bio-Rad, USA) oraz 0,005 N H2SO4 jako faze ruchoma. Pomiar ilosci D-glukozy okre-
$lano na podstawie krzywej kalibracyjnej sporzadzonej dla czystej D-glukozy (kalibracja zewnetrzna).

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

Pomiar ilosci blendu olejéw, wystepujacego na powierzchni mikrokapsutek drozdzowych, mie-
rzono metoda szybkiej ekstrakcji heksanem. W tym celu nawazke 1 g suchych mikrokapsutek umiesz-
czono w kolbie miarowej o pojemnosci 250 ml i napetniono 100 ml heksanu, po czym wytrzasano recznie
przez 5 min. Komorki oddzielono poprzez filtracje przez bibute filtracyjna Nr 3 (Whatman). Pozostatos¢
biomasy ptukano dodatkowa porcja heksanu (100 ml). Uzyskane ekstrakty taczono i, po przeniesieniu
do kolby okragtodennej, okreslono ilos¢ pozyskanego oleju metoda identyczna jak dla ekstrakcji oleju
z wnetrza komoérek.

Wydajnos$¢ mikrokapsutkowania (ang. Microencapsulation yield, MY) okreslono jako procentowy
zawartos¢ kapsutkowanej substancji w danej masie mikrokapsutek i wyznaczano z ponizszego réwnania:

= AT 1000
B =B, < 100%

MY (9,

MY (% wag.) — wydajnos¢ mikrokapsutkowania (ang. microencapsulation yield, MY)

A — masa oleju rybiego pozyskanego w ekstrakcji metoda Soxhleta, [g],

C — masa oleju rybiego pozyskana w ekstrakcji heksanem, [g],

B — masa nawazki mikrokapsutek, [g],

Bm — sucha masa mikrokapsutek, [g].

Stabilno$¢ oksydacyjng blendu olejow, stabilizowanego wewnatrz komoérek drozdzy, mierzono
w trakcie 30 dni przechowywania w temperaturze pokojowej i w warunkach wilgotnosci wzglednej otoczenia
wynoszacych 0, 43 i 90%. W tym celu nawazki suchych mikrokapsutek (10 g) rozsypano na szalkach
Petriego o $rednicy 5 cm i umieszczono w eksykatorach zawierajacych wyprazony zel krzemionkowy
(0% wilgotnosci wzglednej, w.w.), nasycony roztwor K2COzs (43% w.w.) lub KNO3 (90% w.w.). Co 5 dni
pobierano ok. 1 g mikrokapsutek i, po pozyskaniu oleju na drodze ekstrakcji, mierzono stopien utlenienia
oleju poprzez pomiar liczby nadtlenkowej (LOO), zgodnie z procedura PN-ISO 3960:1996P (Oleje
i ttuszcze roslinne oraz zwierzece. Oznaczanie liczby nadtienkowej.). Uzyskany wynik wyrazono jako
mikroréwnowaznik aktywnego tlenu na 1 kg oleju (meqvO2-kg™'). W celach poréwnawczych przeprowa-
dzono doswiadczenie dla natywnego blendu olejow w formie zemulgowane;.

Dla zminimalizowania wptywu ekstrakcji na wzrost liczby nadtlenkowej zrezygnowano z ekstrakcji
metoda Soxhleta na rzecz ekstrakcji heksanem. W tym celu nawazke 1 g kapsutek zawieszono w 10 ml
zimnego heksanu i dezintegrowano poprzez sonikacje przez 10 min przy uzyciu sonikatora. W trakcie
procesu dezintegracji zawiesina byta chtodzona w fazni lodowej celem zminimalizowania przyrostu tem-
peratury. Uzyskany ekstrakt przesaczono przez bibute filtracyjna i ptukano pozostato$¢ dwiema porcjami
Swiezego heksanu. Zebrane ekstrakty potgczono i odparowano rozpuszczalnik w strumieniu azotu. Uzy-
skany olej przechowywano w szczelnie zamknietym naczyniu w temperaturze -20°C.
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Zastrzezenia patentowe

Sposob kapsutkowania blendéw w komoérkach drozdzowych znamienny tym, ze materiat wej-
Sciowy, jaki stanowig drozdze piekarskie o zawartosci suchej masy nie mniejszej niz 25% wa-
gowych, poddaje sie procesowi ptukania i suszenia liofilizacyjnego, nastepnie prowadzi sie
obrobke wstepna biomasy tak, ze w 10% wag. zawiesinie suchej masy drozdzy o pH 5,2,
w butlach szklanych typu ,pyrex”, inkubuje sie zawiesine w temperaturze nie mniejszej
niz 35°C i nie wyzszej niz 75°C, po czym w procesie hydrolizy enzymatycznej, przygotowana
wczesniej zawiesine drozdzowa poddaje sie wstepne] pasteryzacji w 95°C przez 10 minut
i do tak przygotowanej biomasy dodaje sie glukanaze (Glucanex R200; 0,2 U/mg) w ilosci
od 0,0015 do 1,5% wag., po czym prowadzi sie inkubacje w temperaturze od 45°C do 55°C,
korzystnie 50°C przez nie krocej niz 24 h, po czym prowadzi sie proces wigzania blendow
olejéw w biomasie drozdzy piekarskich metoda Bishop i in. (1998), przy czym w naczyniach
typu ,pyrex” o pojemnosci 100 ml odwaza sie porcje 40 g wody dejonizowanej zawierajgce;j
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 metoda homogenizacji rotor/stator przez 5 minut
przy predkosci 10 000 min-' w homogenizatorze szybkoobrotowym, przy czym przez blendy
olejowe rozumie sie mieszaniny olejow, jakie zawieraja olej ryzowy w ilosci od 39 do 91%
wagowych, jaki zmieszany jest korzystnie z olejem rzepakowym w ilosci od 39% do 55% wa-
gowych, 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 zastosowa-
nia oleju konopnego sktad mieszaniny uzupetniony jest do 100% olejem rzepakowym, a wza-
jemny stosunek kwaséw 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 kapsutkujaca inkubuje sie nastepnie
przez czas nie krotszy niz 8 h i przy ciagtym mieszaniu réwnym 200 min', a po zakonczeniu
inkubacji, zawartos¢ naczyh oddziela sie od mieszaniny poreakcyjnej na drodze wirowania
przy przyspieszeniu nie mniejszym niz 3950 x g przez okres nie krotszy niz 10 min, po czym
oddzielona paste drozdzowa ptucze sie co najmniej trzykrotnie woda dejonizowang celem
usuniecia resztek mieszaniny reakcyjnej, a mokra biomase przenosi sie do naczyn do liofili-
zacji i zmraza w temp. -80°C przez 12 h, po czym liofilizuje przy cisnieniu 0,125 mbara przez
min. 48 h.

Sposob weditug zastrz. 1 znamienny tym, ze biomase w stezeniu 10% wag. ptucze sie
w 0,01M roztworze bezwodnego wodorofosforanu dipotasu o pH 6,8, po czym oddziela sie
na drodze wirowania (3950 x g, 10 min) i uzyskana mase o zawartosci suchej substancji
nie mniejszej niz 20% wag. umieszcza sie na stalowych tacach liofilizacyjnych i zamraza
w temp. -80°C przez 12 h, po czym zamrozong biomase poddaje sie liofilizacji przy cisnieniu
0,06 mbar przez 48 h.

Sposob wedtug zastrz. 1 albo 2 znamienny tym, ze korzystnie, gdy do biomasy stosuje sie
dodatek octanu etylu lub chlorku sodu do wspomagania procesu ekstrakcji sktadnikow we-
wnatrzkomorkowych (plazmolizy).

Sposob wedtug zastrz. 3 znamienny tym, ze do biomasy dodaje sie dodatek octanu etylu
o wielkosci wilosci 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 sie plazmolize w temperaturze nie mniej-
szej niz 50°C i nie wyzszej niz 60°C.

Sposob wedtug zastrz. 4 znamienny tym, ze w trakcie procesu plazmolizy stosuje sie tempe-
rature 55°C.

Sposob wedtug zastrz. 1 albo 2, albo 3, albo 4, albo 5 znamienny tym, ze zastosowane blendy
olejowe maja nastepujacy skiad iloSciowy:
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% % %
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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