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MIKROKAPSULKOWANIE 0-TOKOFEROLU WEWNATRZ
KOMOREK DROZDZY SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Streszczenie

W pracy oceniono przydatno$¢ drozdzy Saccharomyces cerevisiae jako naturalnego materiatu no$ni-
kowego w procesie mikrokapsulkowania witaminy E oraz ustalono optymalne warunku tego procesu.

Witaming E, w formie DL-a-tokoferolu, mieszano z porcja drozdzy oraz wodnym roztworem alkoholu
etylowego i inkubowano przez 48 h w temperaturze od 25 do 55 °C. Przy uzyciu metody plaszczyzny
odpowiedzi (RSM) oceniono wplyw temperatury (X,), stezenia etanolu (X,) oraz stosunku drozdzy do
witaminy (X3) na koncowa zawarto$¢ witaminy E w komoérkach drozdzowych (wydajnos¢ procesu).

Stwierdzono, ze w badanym zakresie, wydajnos$¢ procesu jest nicliniowa funkcja st¢zenia etanolu. Po
przekroczeniu okreslonej wartosci stezenia wydajnos¢ malata. Zaobserwowano réwniez liniowy, ujemny
wplyw stosunku masowego drozdzy do witaminy na ten proces. W badanym zakresie temperatura wywie-
rata niewielki, dodatni wptyw na wydajnos¢ procesu. Po zastosowaniu optymalnych warunkéw mikrokap-
sulkowania witaminy E w komorkach drozdzy (temperatura 25 - 55 °C, stgzenie etanolu — 54,3 % i stosu-
nek drozdzy do witaminy réwny 1) uzyskano wydajnos¢ procesu na poziomie 36,1 %.

Stowa kluczowe: przeciwutleniacze, witamina E, Saccharomyces cerevisiae, mikrokapsutkowanie wita-
min, metoda plaszczyzny odpowiedzi (RSM)

Wprowadzenie

Przeciwutleniacze sa zwiazkami o zdolno$ci do wiazania wolnych rodnikow.
Dzigki tej whasciwosci sa w stanie chroni¢ wrazliwe sktadniki komorek (kwasy nuklei-
nowe, bialka, fosfolipidy btonowe) przed degradacja na drodze utleniania, a tym sa-
mym zapobiega¢ uszkodzeniom tkanek pod wptywem zwigkszonej aktywnosci wol-
nych rodnikow. Prowadzi to do obnizenia ryzyka wystapienia niektérych schorzen,
takich jak: choroby uktadu sercowo-naczyniowego, choroby uktadu nerwowego i no-
wotwory [9, 12]. Jednym z najczg¢$ciej wystepujacych naturalnie przeciwutleniaczy jest
witamina E, bedaca grupa zwiazkdéw chemicznych o zblizonej budowie i aktywnoSci.
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Wsrdd nich najwicksza aktywnos$¢ przeciwutleniajaca wykazuje a-tokoferol (aTP),
stosowany powszechnie do produkcji zywnosci, m.in. jako dodatek do margaryn i ole-
jow, smalcu, pieczywa cukierniczego oraz odwodnionego tluszczu mlecznego. Po-
wszechnie wystepuje takze jako jeden ze sktadnikow suplementow diety [18]. Ze
wzgledu na ograniczong trwato$¢ w warunkach dostepnosci tlenu i1 $wiatla, a takze
uleganie szybkiej degradacji pod wptywem wysokiej temperatury, zastosowanie oaTP
jest w wielu procesach technologicznych mocno utrudnione [3]. Dodatkowo, lipidowy
charakter witaminy E wymusza konieczno$¢ stosowania emulgatoréw, natomiast cie-
kta jej posta¢ ogranicza uzycie w produktach suchych i sproszkowanych [25].

Zwigkszenie stabilno$ci wrazliwych dodatkow do zywnosci, takich jak aromaty
czy witaminy uzyskuje si¢ zwykle poprzez zastosowanie metod mikrokapsutkowania,
polegajacych na wytworzeniu wokot substancji otoczki o specyficznych wiasciwo-
$ciach [13]. W literaturze opisano wiele metod mikrokapsutkowania uzywanych
w procesie ochrony i zwigkszania dostgpnosci aTP. Najczgsciej stosowanymi techni-
kami sa: suszenie rozpylowe, zestalanie rozpytowe, ekstruzja w biomateriatach, prosta
i zlozona koacerwacja oraz suszenie sublimacyjne. W charakterze materiatow otoczku-
jacych wykorzystywane sa przede wszystkim naturalne polimery, tluszcze, woski
ibiatka [11, 20]. W nowszych metodach wykorzystuje si¢ kapsutki alginianowe [27],
otoczki biatkowe uzyskane technika wymuszonego zelowania [23], Zele pektynowe
[24], nanoczasteczki uzyskane z polimeru e-kaprolaktonu [4] oraz kompleksy biatko-
wo-chitozanowe [15].

Alternatywg dla wymienionych metod moze stanowi¢ uzycie struktur komorko-
wych jako naturalnego no$nika w procesie mikrokapsutkowania. Najczgsciej wymienia
si¢ drozdze z gatunku Saccharomyces cerevisiae (drozdze piekarskie), stanowiace tani
i ogdlnodostepny produkt [1, 16]. Gtéwnymi zaletami biomasy drozdzowej, w poréw-
naniu z materiatami tradycyjnymi, jest petna biokompatybilno$¢ z produktem oraz
nietoksyczno$¢, pozwalajaca na niemal nieograniczone stosowanie w produkcji zyw-
no$ci. Dodatkowo, drozdze odznaczaja si¢ niewielkimi wymiarami oraz duza odporno-
$cig na dziatanie czynnikow zewngtrznych (wysoka temperatura, sity Scinajace). Istnie-
je rowniez mozliwo§¢ wykorzystania w procesie drozdzy odpadowych, powstajacych
w duzych ilo$ciach w takich gal¢ziach przemyshu spozywczego, jak browarnictwo czy
gorzelnictwo.

Proces mikrokapsutkowania w komoérkach drozdzowych prowadzi si¢ zwykle po-
przez zmieszanie wodnej emulsji substancji kapsutkowanej z porcja biomasy i inkuba-
cje w okreslonej temperaturze przez kilka do kilkudziesigciu godzin, po ktéorym bioma-
sa jest oddzielana, ptukana i suszona. Ze wzgledu na pasywny, dyfuzyjny charakter,
proces ten nie wymaga stosowania skomplikowanej i drogiej aparatury, co znaczaco
wplywa na obnizenie kosztéw. Do tej pory z powodzeniem wykorzystano t¢ metode do
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mikrokapsutkowania barwnikow [1], aromatow [16, 26], przeciwutleniaczy [17, 21,
22] oraz sktadnikdéw preparatow farmaceutycznych [19].

Celem badan byta ocena przydatnosci drozdzy z gatunku Saccharomyces cerevi-
siae jako naturalnego nosnika w procesie mikrokapsutkowania witaminy E oraz opty-
malizacja tego procesu. Testowanymi czynnikami byla temperatura inkubacji oraz
stezenie etanolu i stosunek suchej masy drozdzy do witaminy w mieszaninie kapsutku-

jacej.
Material i metody badan

Witamina E

Substancje o aktywnos$ci witaminy E stanowil syntetyczny DL-a-tokoferol
0 97-procentowej czystosci (Sigma-Aldrich, Polska).

Drozdze

W badaniach wykorzystano komercyjnie dostgpne drozdze piekarskie (Lesaffre
Polska). Przed procesem drozdze zostaly poddane plukaniu w celu usunigcia pozosta-
tosci pozywki oraz fragmentéw komodrek. W tym celu porcj¢ ok. 500 g drozdzy zawie-
szano w 0,5 M buforze fosforanowym (pH 6,8) i oddzielano przez wirowanie
(3950 x g, 10 min). Procedurg ptukania powtarzano trzykrotnie. Uzyskang paste droz-
dzowa poddawano nastgpnie liofilizacji przez 48 h.

Mikrokapsutkowanie witaminy E

Proces mikrokapsulkowania wykonywano w zamknigtych szklanych wialach
z ciemnego szkla o poj. 40 ml przy uzyciu termostatowanego bloku aluminiowego,
umieszczonego na mieszadle magnetycznym (IKA, Niemcy). Odpowiednia porcje
drozdzy zawieszano w 15 ml wody destylowanej i dodawano 200 mg aTP rozpuszczo-
nego w takiej ilosci etanolu, by jego koncowe stezenie w mieszaninie byto zgodne
z przyjetym planem doswiadczenia (tab. 2). Zawartos¢ wial inkubowano przez 48 h
w temp. 25 - 55 °C, przy mieszaniu na poziomie 150 obr.- min™'. Po zakonczeniu inku-
bacji zawiesing wirowano (3950 x g, 15 min), po czym pozostaty osad komorek zawie-
szano w wodzie destylowanej i ponownie wirowano w celu usunigcia pozostatosci
niezakapsulkowanej witaminy. Procedurg powtarzano trzykrotnie, po czym biomasg
drozdzowa poddawano suszeniu sublimacyjnemu przez 24 h.

Oznaczenie wydajnosci mikrokapsutkowania witaminy E

Zawarto$¢ witaminy E w komorkach okreslano metoda ekstrakeji i analizy chro-
matograficznej [6]. W tym celu nawazke suchych mikrokapsutek (10 mg) zawieszano
w 0,5 ml wody destylowanej i ekstrahowano porcja bezwodnego alkoholu etylowego.
Dla polepszenia ekstrakcji proby poddano sonikacji przez 20 min. W celu okreslenia
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strat podczas ekstrakcji dodawano znana ilo$¢ standardu wewnetrznego w postaci oc-
tanu DL-o-tokoferolu. Uzyskany ekstrakt filtrowano przez filtr strzykawkowy
(0,45 um), po czym mierzono zawartos¢ DL-a-tokoferolu w filtracie metoda szybkiej
chromatografii cieczowej (RRLC) w chromatografie Infinite 1200 (Agilent Technolo-
gies, USA), wyposazonym w kolumng XDB-C18, z detekcja sygnatu przy dtugosci fali
A =280 nm. Jako eluent stosowano 97-procentowy metanol w przeptywie 2 ml /?min™".
Identyfikacji jako$ciowej 1 ilosciowej dokonywano metoda kalibracji zewngtrznej,
z wykorzystaniem wzorca o znanym stezeniu.

Wydajnos¢ procesu (ang. Encapsulation yield, EY) wyrazano procentowa zawar-
toscig witaminy E w komorkach drozdzy piekarskich i obliczano z rdwnania:

EY [% wag.] = _Ce x 100
my, X Dy,

C. — zawarto$¢ witaminy E w ekstrakcie [mg],
my — masa proby [mg],
Dy — sucha masa kapsulek [% (m/m)].

Plan doswiadczenia optymalizacyjnego

Optymalizacj¢ procesu mikrokapsulkowania przeprowadzano metoda ptaszczy-
zny odpowiedzi (ang. Response surface methodology, RSM), przy uwzglednieniu me-
tody centralnego planu kompozycyjnego. W badaniach oceniano wptyw: temperatury
inkubacji w zakresie 25 — 55 °C (X)), stezenia etanolu w zakresie 50 — 85 % (obj.).
(X3) oraz stosunku masowego drozdzy do witaminy w zakresie 1 — 2,5 (X3) na konco-
wa zawarto$¢ witaminy E w komoérkach drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Poszcze-
golne poziomy badanych czynnikéw zakodowano dla ulatwienia pdzniejszej analizy
wariancji (tab. 1). Dla analizowanej zmiennej zaleznej wyznaczono metoda regres;ji
krokowej wstecznej rownanie wielomianu o ogdlnej postaci:

Y =b+b X, +..+b X, +b, X X, +..4b_, X, X, +b, X} +..+b, X}

gdzie: Y to zmienna zalezna, natomiast by, by, bi1,x 1 by to odpowiednio wspdtczynniki
okreslajace wyraz wolny, efekty gldwne, ich interakcje oraz wyrazy kwadratowe.
W trakcie opracowywania modelu regres;ji, wartosci zmiennej zaleznej poddano trans-

formacji zgodnie z rOwnaniem:
y' =y +k

gdzie: y’ to zmienna transformowana, natomiast y to zmienna zalezna w postaci pier-
wotnej (EY), k to stata rowna 0,4. Typ transformacji ustalono na podstawie wynikow
testu Box-Cox, stanowigcego narzedzie wspomagajace procedury wyboru formy funk-
cyjnej modeli regresji w przypadku wykrycia nieprawidlowosci zwiazanych z wyste-
powaniem korelacji pomigdzy $redniag a wariancja [2]. Poprawnos¢ dopasowania mo-
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delu matematycznego opisujacego zaleznosci migdzy zmiennymi oraz ich wplyw na
warto$¢ EY oceniano na podstawie testu braku dopasowania (ang. Lack of fit) oraz
skorygowanego wspotczynnika determinacji R>. We wszystkich analizach przyjeto
poziom istotnosci p = 0,05. Analize statystyczna wykonano w programie Statistica 6.0
PL.

Uwalnianie witaminy E z mikrokapsutek w sztucznych ptynach trawiennych

Doswiadczenie dotyczace uwalniania witaminy E w sztucznych ptynach trawien-
nych przeprowadzano z mikrokapsutkami wykonanymi w optymalnych warunkach
procesu. Do wytworzenia symulujacego ptynu zotadkowego (ang. Simulated gastric
Sfluid, SGF) uzyto 0,05 M HCI (pH 1,2) zawierajacego (m/m.): 0,2 % NaCl, 0,5 %
Tweenu 80 oraz 0,1 % pepsyny. Tween 80 dodano w celu zwigkszenia dyspersyjnosci
uwolnionej witaminy E. Jako sztuczny plyn jelitowy (ang. Simulated intestinal fluid,
SIF) zastosowano 0,05 M PBS (pH 7,4) zawierajacy (m/m): 0,5 % Tweenu 801 1 %
trypsyny [27]. Probe kontrolna stanowila woda destylowana zawierajaca 0,5 % Twee-
nu 80. Porcje 150 mg mikrokapsulek o znanej zawarto$ci witaminy E zawieszano
w 25 ml SGF, SIF lub proby kontrolnej i inkubowano przez minimum 8 h w temp.
37 °C, przy ciaglym mieszaniu 120 obr.-min™'. Probke (20 pl) pobierano co 30 min
1 zastgpowano $wieza porcja cieczy, po czym ekstrahowano 1 ml dichlorometanu. Po
odparowaniu rozpuszczalnika w strumieniu azotu i rozpuszczeniu pozostatosci w me-
tanolu oznaczano zawarto$¢ DL-a-tokoferolu metoda chromatograficzna.

Wynik wyrazano procentowo, jako stosunek ilosci witaminy E uwolnionej do roz-
tworu do poczatkowej ilosci witaminy, wprowadzonej w formie mikrokapsutek. Do-
$wiadczenie wykonano w trzech powtorzeniach (n = 3).

Tabela 1l
Wartosci kodowe zmiennych niezaleznych uzytych w doswiadczeniu optymalizacyjnym.
Coded levels for independent variables used in optimisation experiment.
. Wartos¢ kodowa / Coded level
Zmienna / Variable Kod, X; ™ i
Code, X; -2 -1 0 1 2
Temperatura [°C]
X 15 65
Temperature [°C] ! 25 40 55
Stezenie etanolu [% obj.]
Ethanol concentration [% vol.] X2 38 S0 67,5 85 7
Stosunek drozdzy do oTP
Yeast to aTP ratio X3 0.5 1 1,75 25 3
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Wiyniki i dyskusja
Optymalizacja procesu mikrokapsutkowania

W pierwszych etapie badan przeprowadzono oceng wptywu wybranych czynni-
kéw (zmiennych wejsciowych) na koncowa wydajnos¢ procesu (EY), wyrazona jako
procent masowy oaTP w suchej masie mikrokapsutek. Schemat wykonanego doswiad-
czenia oraz uzyskane wyniki w postaci $redniej z trzech powtorzen przedstawiono
w tab. 2.

Tabela 2

Plan doswiadczenia optymalizacyjnego z uwzglgdnieniem wybranych zakresow: temperatury (X), steze-
nia etanolu (X;) i stosunku masowego drozdzy do oTP (X3) oraz uzyskane wartosci wydajnosci procesu
mikrokapsutkowania witaminy E (EY).

Optimisation experiment plan including selected ranges of: temperature (X,), ethanol concentration (Xj),
and yeast to aTP mass ratio, and vitamin E microencapsulation yield (EY) values obtained.

Lp. Temperatura Stezenie etanolu‘ Stosunel;%;ozdzy do Wydajno.s'c'a
No. Temperature Ethanol cqncentratlon Yeast to oTP Encaps. yield®
[°C] [% obj. / vol.] Ratio [% (m/m / w/w)]
1 25 50,0 2,5 28,3
2 25 85,0 2,5 0,0
3 40 67,5 0,5 31,2
4 55 50,0 2,5 30,1
5 40 67,5 1,75 24,9
6 40 97,0 1,75 0,0
7 25 50,0 1 35,3
8 40 38,0 1,75 20,6
9 25 85,0 1 1,1
10 40 67,5 1,75 25,1
11 55 85,0 2,5 0,0
12 40 67,5 1,75 25,8
13 55 50,0 1 43,0
14 40 67,5 1,75 28,3
15 65 67,5 1,75 24,4
16 15 67,5 1,75 223
17 40 67,5 1,75 25,0
18 40 67,5 3 19,5
19 55 85,0 1 0,1
20 40 67,5 1,75 24,7

* — warto$¢ $rednia z 3 powtdrzen / mean value from 3 runs
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Wybrany model matematyczny (tab. 3) o postaci wiclomianu drugiego stopnia,
zastosowany do opisu uzyskanych wynikow, byt istotny na poziomie p < 0,0001. Cha-
rakteryzowat si¢ dobrym dopasowaniem, na co wskazuje warto$¢ skorygowanego
wspolczynnika determinacji R* = 0,98. Na podstawie wyniku testu braku dopasowania
rownego (0,0909) mozna stwierdzi¢, ze dla badanych przedzialdow zmiennych wej-
sciowych wybrany model moze by¢é wykorzystany do przewidywania zawarto$ci wi-
taminy E w komorkach. Analiza statystyczna wykazala, ze sposrod ocenianych zmien-
nych wejSciowych istotny wplyw na koncowa zawartos¢ witaminy E w mikro-
kapsutkach mialo st¢zenie etanolu (X,, p < 0,0001) oraz stosunek masowy drozdzy do
oTP (X3, p <0,0001), natomiast temperatura inkubacji w badanym zakresie wywierata
niewielki (statystycznie nieistotny), dodatni efekt (X, p = 0,4174). Wielko$¢ wptywu
poszczegdlnych czynnikow na warto$¢ EY oceniono na podstawie wykresu PARETO
efektow (rys. 1). Wyznaczone rownanie regresji w postaci wielomianu kwadratowego
dla wartos$ci EY miato nastgpujaca postac:

y’ = 0,048X, —2,53X, - 0,31X; — 1,68X,” + 5,04.

Tabela 3
Wiyniki analizy wariancji zredukowanego modelu w postaci wielomianu kwadratowego.
Results of reduced model analysis of variance in the form of quadratic polynomial.
’ Suma Stopnie Sredni
Zrodto kwadratow swobody kwadrat Warto$¢ F Prawdopodobienstwo
Source Sum of Degree of Mean F value Probability
squares freedom square
Model 65,33 4 16,33 365,26 <0,0001
Temp., X, 0,031 1 0,031 0,70 0,4174
Stez. etanol, X, 59,11 1 59,11 1321,85 <0,0001
Drozdze/aTP, X; 1,33 1 1,33 29,83 <0,0001
Stez. etanol *, X,” 23,98 1 23,98 536,39 <0,0001
Reszty 0,63 14 0,045 ; )
Residues
Brak dopasowania 0,54 9 0,06 3,49 0,0909
Lack of fit
Blad czysty 0,086 5 0,017 - -
Pure error

W przeprowadzonym doswiadczeniu wydajno$¢ mikrokapsutkowania witaminy E
w komorkach drozdzy piekarskich bytla bardzo zréznicowana i wahata si¢ od 0 do
42,99 % (m/m). Sposrod analizowanych zmiennych wej$ciowych najwigkszy wpltyw
na wydajnos¢ miato koncowe stgzenie etanolu w mieszaninie kapsutkujacej, natomiast
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stosunek masowy drozdzy do witaminy wptywat na t¢ warto$¢ w nieznacznym stopniu
(rys. 2). Zaobserwowano, ze w mieszaninie kapsutkujacej zawierajacej powyzej 85 %
(obj.) etanolu proces mikrokapsutkowania praktycznie nie zachodzil, gdyz koncowa
wydajnos¢ wynosita ponizej 0,1 % (m/m). Zmniejszanie zawarto$ci etanolu w miesza-
ninie powodowato wzrost koncowej zawartosci witaminy E w komorkach, przy czym
najwigksza warto§¢ stwierdzono w wariantach zawierajacych ok. 55 % (obj.) etanolu.
Po przekroczeniu tej ilo$ci obserwowano zmniejszanie wydajnosci procesu.

Temperatura H
Temperature

Stez. etanol \ % W

Ethanolconc.

Drozdze/o TP R
Yeast/oTP

Stez. etanoli W\ N

Ethanol conc.”

PRI U T TN TN T T N W N N W O O O A0
p=005

Bezwzgledna wartos$¢ standaryzowanej oceny efektu
Absolute value of standarised effect

Rys. 1.  Wykres PARETO efektow dla analizowanych czynnikow.
Fig. 1. PARETO chart of effects for factors analysed.

Weczesniejsze badania wykazaly, ze obecno$¢ rozpuszczalnika organicznego, ta-
kiego jak np. etanol, jest niezbgdne do uzyskania statystycznie istotnych zawarto$ci
witaminy E w komoérkach. Stwierdzono, ze w uktadach niezawierajacych rozpuszczal-
nika ilo§¢ zwiazanej witaminy nie przekraczata 1 - 2 % (m/m) [7]. Zjawisko to mozna
thumaczy¢ koniecznoScia zwigkszenia rozpuszczalnosci hydrofobowego DL-a-
tokoferolu w $cianie komorki drozdzowej, ktéra jest gtownym sktadnikiem tej komorki
decydujacym o wnikaniu zwiazkow do jej wnetrza [28]. Prosty model mikrokapsutko-
wania zwiazkéw hydrofobowych wewnatrz komérek Saccharomyces cerevisiae zostat
zaproponowany przez Ciamponi i wsp. [5], ktorzy okreslili sciang komorki jako hy-
drofilowa, selektywna membrang. Przedstawiony w wymienionej pracy model dyfuz;ji
Ficka wskazuje, ze im substancja lepiej rozpuszcza si¢ w $cianie komorki drozdzowe;,
tym wydajniejszy jest proces mikrokapsutkowania. Niewielkie zwiazki o matej masie
czasteczkowej, takie jak terpeny i weglowodory niskoczasteczkowe, moga do$¢ swo-
bodnie przenika¢ do wnetrza komorki [26]. Ze wzgledu na dos¢ duza mase czastecz-
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kowa (430,7 g'mol™) oraz obecnos¢ w czasteczce silnie hydrofobowego tancucha
bocznego, DL-a-tokoferol praktycznie nie dyfunduje w sposdb bierny przez $ciang
komoérkowa. Podobne wyniki uzyskali Kilcher i wsp. [14] w badaniach nad wnikaniem
syntetycznych oligomeréw do wnetrza komorki drozdzy Saccharomyces cerevisiae.
Oligomery te r6éznity si¢ migdzy soba tylko liczba jednostek monomeru, a tym samym
masa czasteczkowa. Zwiazki o duzej masie nie byly w stanie przenika¢ do wnetrza,
w przeciwienstwie do zbudowanych z niewielkiej liczby podjednostek. Wyznaczona
dla danego oligomeru granica masy czasteczkowej moze by¢ modyfikowana poprzez
zmiang polarno$ci srodowiska. Zastosowany w wymienionej pracy sulfotlenek dimety-
lu (DMSO) znaczaco zwigkszat rozpuszczalnos¢ wysokoczasteczkowych oligomerow
w $cianie komorki Saccharomyces cerevisiae, a tym samym ich zawarto$¢ w komor-
kach. Uzyty w niniejszych badaniach optymalizacyjnych etanol powodowat zwigksze-
nie rozpuszczalno$ci DL-a-tokoferolu w $cianie komorkowej, co zwigkszyto jego kon-
cowa zawarto$¢ w mikrokapsutkach. Zaobserwowano, ze w badanych uktadach
wydajno$¢ byla nieliniowa funkcja stezenia etanolu. Po przekroczeniu pewnego stgze-
nia etanolu, wielko$¢ EY malala (rys. 2). Za efekt ten odpowiada prawdopodobnie
degradujacy wplyw etanolu na struktury komorki drozdzowej, takie jak btony cytopla-
zmatyczne, bedace przypuszczalnie gtdéwnym miejscem wiazania i stabilizacji kapsut-
kowanego DL-a-tokoferolu [10].

Analiza zmian wydajnosci procesu mikrokapsutkowania witaminy E w zalezno$ci
od stosunku masowego drozdzy do witaminy (X3) wykazala, ze w badanym zakresie
zmiennej wraz z jej wzrostem dochodzito do obnizenia EY, z wartosci 28,2, w przy-
padku stosunku rownego 1, do 21,9 w odniesieniu do stosunku réwnego 2,5 (X; = 40,
X, = 67,5). Efekt ten przypuszczalnie mozna ttumaczy¢ ustaleniem si¢ specyficznego
stanu rownowagi pomigdzy biomasa drozdzowa, a DL-a-tokoferolem. W stanie row-
nowagi dana ilo$¢ biomasy w okreslonych warunkach temperatury i st¢Zenia etanolu
moze zwigza¢ okre$long ilo§¢ witaminy E. Wzrost udziatu suchej masy drozdzy
w mieszaninie kapsutkujacej powodowat przesunigcie tego stanu w strong mniejszych
zawarto$ci koncowych witaminy w komorkach.

Zblizony efekt zaobserwowano w badaniach nad stabilizacja kurkuminy we-
wnatrz komorek drozdzy Saccharomyces cerevisiae [17]. Kurkumina, podobnie jak
DL-a-tokoferol, jest zwiazkiem stabo rozpuszczalnym w wodzie i o duzej masie cza-
steczkowej (368,4 grmol™). Wykazano, ze do uzyskania wysokiej wydajnosci procesu
mikrokapsutkowania, stosunek drozdzy do kurkuminy nie powinien przekraczaé 0,5.
Szczegdlowy mechanizm tego zjawiska, w odniesieniu do witaminy E, nie zostal jed-
nak jeszcze poznany.

Wykonane do$wiadczenie optymalizacyjne pozwolito na okreslenie optymalnych
warunkow mikrokapsutkowania oTP do uzyskania maksymalnej wydajnosci procesu
w badanym zakresie zmiennych wejsciowych. Ich wartosci liczbowe wyniosty kolejno:
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temperatura (X;) — 25 - 55 °C, stezenie etanolu (X;) — 54,3 % (obj.) oraz stosunek ma-
sowy drozdzy do witaminy (X;) réwny 1. Rzeczywista, uzyskana doswiadczalnie
w wymienionych warunkach, warto$¢ liczbowa EY wyniosta 36,1 + 0,7 % i byta zbli-

zona do oczekiwanej (39,9 %) oraz miescita si¢ w wyznaczonym przedziale ufnosci
(37,1 - 42,8 %).

s o/ NA
B oy NA

Rys. 2. Plaszczyzna odpowiedzi dla wartosci EY w funkcji st¢zenia etanolu i stosunku drozdzy do oTP.

Temperatura inkubacji rowna 40 °C.

Response surface for EY value as a function of ethanol concentration and yeast to aTP ratio.
Incubation temperature equalling 40 °C.

Fig. 2.

Uwalnianie witaminy E z mikrokapsutek w SGF' i SIF

Drugi etap do$wiadczenia polegal na ocenie kinetyki uwalniania DL-a-tokoferolu
z mikrokapsulek drozdzowych w symulowanych plynach trawiennych. Uzyskane pro-
file uwalniania przedstawiono na rys. 3. Stwierdzono, ze w $§rodowisku kwasnym (sy-
mulowany sok zotadkowy) uwolnienie witaminy E z mikrokapsutek zachodzito istot-
nie szybciej niz w stabo zasadowym pH (symulowany sok jelitowy) oraz w probie
kontrolnej. W SGF w ciagu 4 godzin uwolnito si¢ 69,4 % oTP, w SIF — 38,7 %, nato-
miast w probie kontrolnej — 34,7 %. Stwierdzono rowniez, ze po tym czasie dalsze
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uwalnianie witaminy E bylo istotnie wolniejsze i po 8 h wyniosto kolejno: 71,1, 47,3
140,1 %. Niska retencja witaminy o TP w mikrokapsutkach znajdujacych si¢ w warun-
kach symulowanego ptynu zotadka jest przypuszczalnie spowodowana specyficznag
budowa komorki Saccharomyces cerevisiae, zawierajacej sztywna S$ciang¢ zlozona
gtownie z B-1,3- 1 B-1,6-glukandéw oraz niewielkie iloSci chityny [8]. W warunkach
kwasnych struktura ta ulega degradacji poprzez hydrolize, wptywajac na zwigkszona
szybko$¢ uwalniania witaminy. Podobna zalezno$¢ zaobserwowano podczas oceny
uwalniania kwasu chlorogenowego mikrokapsutkowanego w komoérkach drozdzy Sac-
charomyces cerevisiae, w ktorych stwierdzono ubytek 95 % tego kwasu w ciagu 2 h
inkubacji w SGF [21]. Obserwowane uwolnienie znaczacych ilo$ci witaminy E z mi-
krokapsutek w krotkim czasie sugeruje jej wzglednie nietrwate zwigzanie ze struktu-
rami komorki, np. z f-glukanami lub mannoproteinami $ciany komorkowej. Dodatko-
wo stwierdzone niepetne uwolnienie oTP w trakcie doswiadczenia wskazuje, ze
podczas mikrokapsutkowania czg$¢ witaminy wiaze si¢ z innymi strukturami komorki,
takimi jak np. btony lipidowe [10], wykazujac tym samym mniejsza podatnos¢ na te-
stowane warunki. Jednym z dalszych etapow badan powinna by¢ proba okreslenia
miejsca wigzania si¢ witaminy E z komorka drozdzowa oraz poznania czynnikow ma-
jacych wplyw na ten proces.
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Rys. 3. Profile uwalniania witaminy E z mikrokapsulek (X; =55 °C, X, = 54,3 %, X5 = 1) w symulowa-
nych ptynach trawiennych oraz w wodzie destylowanej (proba kontrolna).

Fig. 3. Release profiles of vitamin E from microcapsules (X; = 55 °C, X, = 54,3 %, X3 = 1) in simulat-
ed digestive fluids and in distilled water (control sample).
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Whioski

1. Sposrod badanych czynnikoéw najwigkszy wplyw na koncowa zawarto$¢ witaminy
E w komorkach (wydajno$¢ mikrokapsutkowania) ma stgzenie etanolu w miesza-
ninie kapsutkujace;.

2. Zwigkszenie stosunku masowego drozdzy do witaminy ma negatywny wplyw na
wydajno$¢ mikrokapsutkowania.

3. W analizowanym zakresie temperatura inkubacji wywierata niewielki dodatni
wplyw na proces mikrokapsutkowania.

4. Wyznaczone, optymalne wartosci zmiennych wejsciowych w przypadku maksy-
malnej wartosci EY wynosza: temperatura (X,;) 25 - 55 °C, stezenie etanolu (X;) —
54,3 % (obj.) i stosunek masowy drozdzy do witaminy (X;) réwny 1.

5. Uwalnianie witaminy E z mikrokapsutek przebiega istotnie szybciej w warunkach
kwasnych niz w stabo zasadowym pH.

Badania zrealizowano w ramach Projektu Badawczego nr N N312 213638 Mini-
sterstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.
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MICROENCAPSULATION OF o-TOCOPHEROL INSIDE
SACCHAROMYCES CEREVISIAE YEAST CELLS

Summary

The objective of the paper was to assess the Saccharomyces cerevisiae cells as a natural carrier matrix
for the vitamin E microencapsulation process and to set optimal parameters thereof.

Vitamin E, in the form of DL-a-tocopherol, was mixed with a suspension of yeast cells in the ethyl al-
cohol - water solution and incubated for 48 h at a temperature ranging from 25 to 55 °C. The effect was
assessed of the temperature (X,), ethanol concentration (X,), and yeast to vitamin E (X3) mass ratio on the
final amount of vitamin E in yeast cells (process yield).

It was found that, within the scope of the research study, the process yield was a non-linear function of
ethanol concentration. As soon as the predetermined concentration value was exceeded, the yield de-
creased. Furthermore, a linear negative effect of yeast to vitamin E mass ratio on the process was ob-
served. When the predetermined optimal conditions were applied to microencapsulate vitamin E in yeast
cells (temperature: 25 - 55 °C; ethanol concentration: 54.3 %; yeast cells to vitamin E mass ratio: 1), the
process yield obtained was at a level of 36.1 %.

Key words: antioxidants, vitamin E, Saccharomyces cerevisiae, vitamin microencapsulation, response
surface methodology (RSM)
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