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Kapsutkowanie soku z ziemniaka w liposomach

Potato juice encapsulation into liposomes

Sok z ziemniaka jest surowcem o wielokierunkowej aktywnos$ci biologicznej obejmujacej dziatanie
przeciwzapalne w obrebie przewodu pokarmowego, dziatanie antyproliferacyjne w stosunku do
komoérek nowotworowych zotadka i jelit oraz stymulujace wzrost probiotycznych bakterii
Bifidobacterium 1 Lactobacillus, przy jednoczesnym zahamowaniu rozwoju szkodliwych —
Clostridium perfringens 1 E. coli. Wykorzystanie aktywnosci biologicznej soku z ziemniaka poprzez
zastosowanie go do wzbogacania zywnos$ci moze by¢ ograniczone przez degradacj¢ substancji
bioaktywnych wskutek dzialania §wiatla, tlenu, czy interakcji z innymi substancjami znajdujacymi si¢
w matrycy produktu spozywczego. Proponowane rozwigzanie moze stanowi¢ zabezpieczanie soku z
ziemniaka poprzez kapsutkowanie w liposomach. Celem pracy byla ocena przydatnosci lecytyn
roéznego pochodzenia biologicznego do nanokapsutkowania hydrolizatu soku z ziemniaka metoda
uwadniania cienkiego filmu. W procesie kapsutkowania stosowano sok z ziemniaka zat¢zony w przez
kriokoncentracj¢, a nastgpnie poddany proteolizie prowadzonej w reaktorze membranowym z
ultrafiltracyjnym modutem separacyjnym. Hydrolizat rozcienczono w zbuforowanym roztworze soli
fizjologicznej i kapsutkowano w liposomach. Wytwarzanie liposomow realizowano metoda hydratacji
cienkiego filmu. Oznaczano rozktad wielkosci liposoméw metoda dynamicznego rozpraszania $wiatta
oraz ich stabilno$¢ poprzez pomiar potencjatu . Réwnoczeénie badano morfologi¢ otrzymanych
nanokapsulek za pomoca cytometru przeptywowego. Ponadto, okreslono wydajnos$¢ kapsutkowania
soku wewnatrz liposomow. Stwierdzono, ze lecytyny sojowa i stonecznikowa moga by¢ zastosowane
do nanokaputkowania hydrolizatu soku ziemniaczanego. Lecytyna z zottka jaj, ze wzgledu na
niezadowalajaca wydajnosc¢ kapsutkowania nie moze by¢ rekomendowana do tego procesu. Najwyzsza
wydajnos¢ kapsutkowania odnotowano przy zastosowaniu lecytyny stonecznikowej, jednak otrzymane
liposomy charakteryzowaty si¢ niezadowalajaca stabilnoscia. Do nanokapsutkowania hydrolizatu soku
z ziemniaka nalezy rekomendowac lecytyng¢ sojowa, ktora umozliwia uzyskanie trwatych liposoméw z
zadowalajaca wydajnoscia, bez koniecznosci silnego rozcienczania hydrolizatu w zbuforowanym
roztworze soli fizjologicznej. Wykazano, ze tak otrzymana populacja liposomdéw jest homogeniczna
zarowno pod wzgledem wielkosci jak i struktury nanokapsutek.

* Praca zostata wykonana w ramach projektu nr POIG 01.01.02-00-061/09 pt. ,,Nowa zywnos¢ bioaktywna
o zaprogramowanych wlasciwosciach prozdrowotnych” realizowanego w Programie Operacyjnym Innowacyjna
Gospodarka, 2007-2013

Redaktor prowadzgcy: Wojciech Nowacki
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The potato juice is a material of various biological activities. It reveals anti-inflammatory effect
within gastrointestinal tract, as well as antiproliferative activity against stomach and intestine cancer
cells. Moreover, it stimulates the growth of probiotic Lactobacillus and Bifidobacterium, inhibiting the
development of pathogens — Clostridium perfringens and E. coli at the same time. However, due to
the high susceptibility of potato juice bioactive substances to degradation by light, oxygen and possible
interaction in the food product, the use of potato juice for food products fortification may be limited.
Encapsulation into liposomes may be the solution. The aim of this study was to evaluate the usefulness
of lecithin of different biological origins for the encapsulation of potato juice into liposomes by a thin
film hydration method. Prior to encapsulation process, potato juice was subjected to cryoconcentration
and then to a proteolysis performed in a membrane reactor equipped with an ultrafiltration separation
unit. The hydrolysate was diluted in phosphate buffered saline and encapsulated into liposomes.
Liposomes were prepared by thin lipid film hydration technique. Size distribution of the obtained
particles was determined by dynamic light scattering method as well as was their stability by the {
potential measurement. At the same time, the nanocapsules morphology was studied by flow cytometry.
Additionally, the encapsulation process efficiency was evaluated. It was found that, both sunflower and
soya lecithin may be used for potato juice hydrolysate encapsulation into liposomes. Egg yolk lecithin,
due to the unsatisfactory encapsulation efficiency cannot be recommended for this purpose. The highest
encapsulation yield was observed for sunflower lecithin, but the obtained liposomes were characterized
by relatively low stability. Soy lecithin however, provided stable liposomes with a satisfactory
efficiency, and without a necessity of a strong dilution of the hydrolysate in a phosphate buffer saline.
It was shown that the obtained population of liposomes was homogeneous both in terms of size and
structure of the nanocapsules.

Key words: hydrolysate, liposome, nanocapsule, potato juice
WSTEP

Sok z ziemniaka jest produktem ubocznym powstajgcym w procesie produkcji skrobi.
Pomimo swej wysokiej warto$ci odzywczej jest uwazany za materiat odpadowy, ucigzliwy
i trudny do zagospodarowania (Lubiewski i in., 2006). Tymczasem sok z ziemniaka jest
surowcem o wielokierunkowej aktywnosci biologicznej. Najszerzej udokumentowane jest
dzialanie przeciwzapalne w obrgbie przewodu pokarmowego (Pouvreau i in., 2001;
Ruseler-van Embden i in., 2004; Lewandowicz i in., 2014). Jest ono zwigzane z dziataniem
antyproliferacyjnym w stosunku do komoérek nowotworowych zotadka i jelit (Olejnik i in.,
2011; Lewandowicz i in., 2012) badz tez ze stymulacjg wzrostu probiotycznych bakterii
Bifidobacterium 1 Lactobacillus, przy jednoczesnym zahamowaniu rozwoju szkodliwych
— Clostridium perfringens i E. coli (Lee, 2005).

Najbardziej naturalnym sposobem wykorzystania aktywnosci biologicznej soku
z ziemniaka wydaje si¢ by¢ jego zastosowanie do wzbogacania zywno$ci (Kowalczewski
i in., 2012 b). Jednak cze$¢ zwiazkow bioaktywnych w nim zawartych moze ulega¢
degradacji wskutek dziatania $§wiatta, tlenu, czy interakcji z innymi substancjami
znajdujagcymi si¢ w matrycy produktu spozywczego. Ponadto, przeciwutleniacze sg
adsorbowane jelitach w niewielkim stopniu, lub degradowane w procesie trawienia (Keller,
2001; Chen i in., 2009). Zwigkszenie biodostepnosci oraz trwalosci labilnych sktadnikow
soku z ziemniaka mozna osiggnaé przez zakapsutkowanie ich wewnatrz liposomow.
Liposomy sg to bowiem sztuczne struktury kuliste (pgcherzykowe) zbudowane z
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podwdjnych warstw fosfolipidowych zawierajace wewnatrz faze wodna i bedace rowniez
w fazie wodnej zawieszone. Sg one nietoksyczne, biokompatybilne oraz charakteryzuja si¢
bardzo matymi rozmiarami (w granicach od 20 nm do > 1um). Mogg by¢ zbudowane z
jednej lub kilku dwuwarstw fosfolipidowych (Kozubek, 2004). Liposomy sa
rekomendowane gtownie jako nosniki lekow i sktadniki kosmetykoéw, jednak w ostatnich
latach rosnie zainteresowanie zastosowaniem liposoméw w wytwarzaniu zywnoS$ci
(Mozafari i in., 2008).

Pierwszy raz liposomy zostaty opisane przez Banghama i wspotpracownikow w 1965
roku. Przedstawiono wowczas metode otrzymywania nanoczastek poprzez uwadnianie
cienkiego filmu fosfolipidowego (Bangham i in., 1965). Nastepnie, opracowano wiecle
technik zaréwno otrzymywania liposomoéw jak i obrobki majacej na celu redukcje ilosci
dwuwarstw budujacych liposom i ujednolicenie rozktadu rozmiaru otrzymanej populacji.
Wséréd nich warto wymieni¢ sonikacje (Papahadjopulos 1 in., 1967), zamrazanie-
rozmrazanie (Freezing and Thawing FAT) (Hope i in., 1986), hydratacj¢-dehydratacje
(Shew i in., 1985). Metoda Banghama (uwadnianie cienkiego filmu fosfolipidowego) jest
najprostsza i najczgsciej stosowang technikg otrzymywania liposoméw (Meure i in., 2008).
W kombinacji z procedurg FAT, pozwala uzyska¢ stosunkowo jednorodna populacje
pecherzykow o zadowalajacych wartosciach wydajno$ci enkapsulacji (Hope i in., 1986).

Ze wzgledu na niewielkie rozmiary liposomdéw ich badanie jest niezwykle trudne.
Klasyczna mikroskopia optyczna jest nieprzydatna ze wzglgdu na niewystarczajaca
rozdzielczo$¢ tego typu przyrzadow. Konieczne jest zastosowanie mikroskopow
elektronowych, przy czym ze wzgledu na ruchy Browna jakim podlegaja liposomy
najkorzystniejsze rezultaty uzyskuje si¢ przy zastosowaniu techniki transmisyjnej
mikroskopii elektronowej w zamrozeniu ciektym azotem (Khosravi-Darani i in., 2007).
Wsréd metod fizykochemicznych najbardziej powszechnie stosowane jest badanie
mobilnos$ci czastek koloidalnych w polu elektrycznym oraz ich potencjatu . (Wagner i in.,
2002; Vorauer-Uhl i in., 2002; Jaafar-Maalej i in., 2011). Jest to zwigzane z tym, zZe
zrodlem stabilnosci liposoméw w dyspersji wodnej, jest obecno$¢ tadunkéw na
powierzchni ich czgstek. Ladunek ten powoduje powstanie atmosfery jonowej podobnej do
tej jaka tworzy si¢ wokot jonow. Jony gromadza si¢ wokot liposomow tworzac podwojna
warstwe elektryczng. Promien sfery, ktora zawiera wewnetrzna, sztywna warstwe jonow,
sciSle przylegajacych do powierzchni liposomdéw, nazywa si¢ promieniem $cinania.
Potencjal elektryczny w odlegtosci rownej promieniowi $cinania, liczony wzgledem
potencjatu w punkcie odleglym od czastki znajdujacym si¢ w glebi roztworu, nazwa si¢
potencjatem ( lub potencjalem elektrokinetycznym (Atkins, 2007). Potencjal { nie jest
mierzony bezposrednio, jest natomiast obliczany z zastosowaniem modeli teoretycznych
na podstawie pomiaréw elektrokinetycznych (Delgado i in., 2005). Generalnie pomiary
elektrokinetyczne sa zrodtem informacji na temat rozmiarow i stabilnos$ci czastek
rozproszonych w uktadach koloidalnych.

Alternatywg dla pomiaréw elektrokinetycznych jest zastosowanie do badania
liposomow cytometrii przeptywowej. Technika ta umozliwia analize iloSciows i1 jako$cio-
wa matych obiektow, gldéwnie komoérek mikroorganizmdw, przeptywajacych przez komore
pomiarowa i skanowanych promieniem lasera. Analiza cytometryczna dostarcza informacji
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o morfologii obiektow zarowno w aspekcie ich wielkosci jak i struktury. Jest to mozliwe
dzieki réwnoczesnej rejestracji $wiatla rozproszonego, mierzonego w przedtuzeniu
promienia lasera (forward scatter channel — FSC) i1 pod katem 90° do promienia lasera
(side scatter channel — SSC). Dodatkowe informacje mozna uzyskac¢ dzigki zastosowaniu
barwnikow  fluorescencyjnych wykazujacych zroéznicowane powinowactwo do
poszczegdlnych elementow strukturalnych komorek. Wyniki badan uzyskane metoda
cytometrii przeptywowej stanowig konkluzje wynikajace z wielowymiarowej analizy
statystycznej cech komorek w badanej probce. Sa one zwykle przedstawiane w
postaci jedno-, dwu- lub tréjwymiarowych histograméw bedgcych graficznym sposobem
przedstawiania rozktadu empirycznego cech badanych komorek.

Cytometria przeptywowa stosowana do badania liposomow umozliwia oszacowanie
ilosci fosfolipidu budujgcego pecherzyk, ilos¢ zakapsutkowanej substancji, strukture
liposomu, wielkos$¢ oraz rozktad tych cech w populacji (Sato i in., 2006).

Tworzenie si¢, struktura i stabilno$¢ powstajacych liposomow zaleza od szeregu
czynnikow zwigzanych zaréwno z kapsulkowanym materiatem, rodzajem fosfolipidow
tworzacych dwuwarstwe oraz warunkow srodowiskowych takich jak np. pH oraz sita
jonowa. Ze wzgledu na wielo$¢ czynnikow decydujacych o efektywnosci procesu
nanokapsulkowania w opisanym w pracy eksperymencie zadecydowano o uzyciu
przetworzonego 1 wystandaryzowanego surowca jakim jest hydrolizat skoncentrowanego
soku z ziemniaka. Za uzyciem hydrolizatu przemawial réwniez fakt iz aktywnos$¢
biologiczna soku z ziemniaka zwicksza si¢ wskutek hydrolizy frakcji biatkowej
(Kowalczewski i in., 2012 a).

Celem pracy byla ocena przydatnosci lecytyn roznego pochodzenia biologicznego do
nanokapsutkowania hydrolizatu soku z ziemniaka metoda uwadniania cienkiego filmu w
kombinacji z procedurg wielokrotnego zamrazania i rozmrazania. Oznaczano efektywno$¢
kapsutkowania oraz wielko$¢, stabilno$¢ i1 jednorodno$¢ populacji powstajacych
liposomow.

MATERIALY I METODY

Przygotowanie hydrolizatu soku z ziemniaka

Materiat przeznaczony do enkapsulacji stanowit hydrolizat enzymatyczny soku
z ziemniaka. Sok ziemniaczany pozyskano z Zaktadu Produkcyjnego w Stawie nalezacego
do Wielkopolskiego Przedsi¢biorstwa Przemyshu Ziemniaczanego w Luboniu. Surowcem
do otrzymywania hydrolizatu byt sok pigciokrotnie zatezony w procesie kriokoncentracji,
a sam proces hydrolizy enzymatycznej prowadzono w reaktorze membranowym
wyposazonym w ultrafiltracyjny modut separacyjny. Metodyka proceséw kriokoncetracji
i hydrolizy zostata opisana przez Lewandowicz i wspotpracownikow (Lewandowicz i in.,
2010, 2012). Otrzymany produkt o stezeniu ekstraktu 30,5° Brix byl kierowany do
bioreaktora III (New Brunswick Scientific Co., Inc. USA) z membrang ceramiczna firmy
Tami o punkcie odciecia 5 kDa i powierzchni filtracyjnej 0,06 m? Ustalono pH na
poziomie 8,0, temperature 30°C, po czym dodawano enzym Alcalase 2,4l FG. Hydrolize
prowadzono w sposob ciagly.
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Przygotowanie liposomow

Do wytworzenia otoczek nanokapsutek liposomowych wykorzystano handlowe
lecytyny dostarczone na nos$niku skrobiowym: sojowg (Soy Lecithin, Adlec),
stonecznikowg (Lecisol, Hortomex), z zottka jaja kurzego (l-alfa lecytyna granulowana,
Across).

Liposomy wytwarzano metoda uwadniania cienkiego filmu lipidowego (Bangham i in.,
1965). W tym celu przyrzadzano 1,13% roztwory lecytyn w chloroformie. Nastepnie
rozpuszczalnik organiczny odparowywano na wyparce prozniowej (Laborata 4000
Efficient, Heidolph). Powstaly suchy film lipidowy kierowano do procesu uwadniania
bedacego wlasciwym etapem formowania nanokapsutek liposomowych.

W celu zachowania wlasciwej, dla stabilnosci liposomow sily jonowej srodowiska w
procesie uwadniania stosowano hydrolizat soku z ziemniaka rozcienczony w
zbuforowanym roztworze soli fizjologicznej, zwyczajowo zwanym buforem PBS 1 x
stezonym (1 x PBS). Stosowano trzy rozcienczenia: dziesigciokrotne oznakowano jako I,
stukrotne jako II i tysigckrotne jako IIl. Proces uwadniania prowadzono w temperaturze
T =20 °C, w czasie t = 2 godz. Poniewaz w procesie uwadniania nastgpowato wytracanie
no$nika skrobiowego, w celu jego oddzielenia od dyspersji liposomowej proby wirowano
w czasie t=4 min., przy 2,5 tys. rpm (Mini Spin, Eppendorf), a nast¢gpnie pobierano
supernatant, a osad odrzucano.

W celu ujednolicenia populacji liposomow oraz zmniejszenia liczby dwu warstw
fosfolipidowych otrzymane dyspersje poddawano dziesigciu cyklom zamrazania w
ciektym azocie i rozmrazania w tazni wodnej T= 20°C.

Oznaczenie wydajnoS$ci kapsulkowania

Do oddzielania liposoméw od niezakapsutkowanego hydrolizatu zastosowano metode
opracowang przez Ruysschaert i in. (2005). Polega ona na oddzielaniu liposoméw od
substancji niezakapsutkowanych i potencjalnych zanieczyszczen na drodze chromatografii
zelowej. Stosowano zloze Sephadex G75 warunkujace optymalny rozdzial przy
stosunkowo niskim poziomie strat lipidu (Ruysschaert i in., 2005). Wykorzystano kolumneg
chromatograficzng (Pharmacia Fine Chemicals) o objetosci 45 cm?, rownowazong buforem
1 x PBS. Obecnos¢ liposomdéw w poszczegdlnych frakcjach weryfikowano poprzez pomiar
abosrbancji za pomoca spektrofotometru (Specord 205, Analytic Jena) przy dtugosci fali
A =340 nm umozliwiajacej ocenienie stopnia zm¢tnienia probek.

W celu wyznaczenia wydajnosci kapsutkowania przeprowadzono analizy metodg UV-
Vis przy dtugosci fali A = 420 nm odpowiadajacej maksimum absorpcji hydrolizatu soku z
ziemniaka. Oznaczono absorbancje¢ dla kazdej z frakcji uzyskanej na drodze filtracji
zelowej. Stosunek sumy wartosci absorbancji frakcji bogatych w liposomy do sumy
warto$ci absorbancji wszystkich frakcji, wyrazona w procentach, odpowiadata wydajnosci
procesu enkapsulacji.

Elektrokinetyczne oznaczanie rozmiaréw i stabilnosci liposomow

Potaczone frakcje zawierajace liposomy badano metoda dynamicznego rozpraszania
$wiatla (DLS-Dynamic Light Scattering) z wykorzystaniem aparatu Nano Series, Zeta Potential
Analyzer. W analizie wynikow zastosowano oprogramowanie stanowigce integralne
wyposazenie analizatora i dostarczane przez producenta.
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Cytometria przeplywowa

Do badan wykorzystano cytometr przeptywowy z sorterem komorkowym BD FACS
AriaTMIII firmy Becton Dickinson. Zastosowano barwniki fluorescencyjne: Thiazole Orange
(TO, Sigma Aldrich) oraz DID (Lipophilic Carbocyanine DilC;s, Vybrant® Multicolor Cell-
Labeling Kit DiD). Stanowia one unikalng kombinacji fluorochroméw: wnikajacego do
wnetrza liposomow TO (wykazujacego zielong fluorescencje) oraz wigzacego si¢ z
dwuwarstwag fosfolipidowa DiD (charakteryzujacego si¢ czerwong fluorescencjg). Celem
wybarwienia badanych obiektow pobierano 5 pl DID na 1 ml proby i inkubowano przez 30
min w 37°C. Nastgpnie, proby trzykrotnie wirowano przez t= 4 min, 4 tys. rpm kazdorazowo
phuczac zawiesing liposoméw roztworem 1 x PBS. Przygotowywano 1 uM roztwor TO w
DMSO. Dodano 2 pl roztworu TO na 1 ml proby i inkubowano 10 min w 37°C (Thermomixer
Compact, Eppendorf).

WYNIKI I DYSKUSJA

Przeprowadzone analizy z zastosowaniem filtracji zelowej (rys. 1-3), pozwolily na
zweryfikowanie czy w zastosowanym procesie uwodnienia cienkiego filmu trzech réznych
lecytyn nastepuje formowanie liposomow.
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Rys. 1. Zmetnienie frakcji prob uzyskanych z lecytyny sojowej
Fig. 1. Turbidity of the fractions for soy lecithin samples
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Fig. 2. Turbidity of the fractions for sunflower lecithin samples
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Fig. 3. Turbidity of the fractions for egg yolk lecithin Samales
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Zastosowana metodyka pomiaru (Ruysschaert i in., 2005) powodowata iz czastki byly
eluowane z kolumny w zaleznosci od rozmiaru: od najwigkszych, do najmniejszych, a pik
pojawiajacy si¢ na wykresach dla frakcji 5-10 odpowiada obecnosci liposomow. Wyzsze
wartosci absorbancji dla frakcji >15 sugeruja obecno$¢ niezakapsutkowanego hydrolizatu.
Obliczone wartosci wydajnosci kapsutkowania (tab. 1) wskazuja, Ze najbardziej efektywnie
proces ten przebiegal w przypadku lecytyny stonecznikowej. Wydajnos¢ kapsutkowania z
zastosowaniem lecytyny stonecznikowej byla okoto dwukrotnie wyzsza niz dla lecytyny
sojowej. W przypadku lecytyny z zottka jaja wydajnos¢ byta bardzo niska, zwlaszcza w
przypadku bardziej stezonych roztworéw hydrolizatu (proby 1 i II). Otrzymane wartosci
wydajnosci kapsutkowania z uzyciem lecytyn sojowej, a zwlaszcza stonecznikowej, nalezy
uzna¢ za zadowalajace poniewaz odpowiadaja danym najczgsciej przytaczanym w literaturze
(Charcosset i in., 2005 oraz Jaafar-Maalej i in., 2005).

Tabela 1
Podstawowa charakterystyka populacji liposoméw
The liposomes populations basic characteristics
Pochodzenie Liczba Sredni Indeks Potencjat Wydajnos¢
lecytyny Rozcienczenie|zliczen (keps)|rozmiar (nm) | polidyspersyjnosci PDI| Zeta (mV) | kapsulkowania (%)
Origins of Dilution Numer of |Average size| Polydispersity index | { potential Encapsulation
lecithin counts (kcps) (nm) (PDI) (mV) efficiency (%)
. I 149.4 493,6 0,637 31,2 36,11
Soja 1l 95,9 444,7 0,579 -30,5 33,18
Soybean
11 55,5 554,0 0,622 -30,9 29,43
Stonecznik I 118,3 4132 0,587 -19,8 62,70
Sunflower 11 216,6 550,0 0,539 221 72,20
11 2232 387,6 0,614 21,2 52,89
Z6ttko jaja I 23,0 229,2 0,475 -22,9 3,72
kurzego 11 9,4 2239 0,475 27,5 2,32
Egg yolk I 26,2 426,4 0,958 -28,9 14,55

Pomimo iz wydajnos¢ kapsutkowania z zastosowaniem lecytyny zoltka jaja byta
niezadowalajaca, do elektrokinetycznych badan stabilnosci liposoméw zostaly skierowane
frakcje 510, zawierajace liposomy. Wyniki przedstawiono na rysunkach 4—6 oraz w tabeli 1.
W analizie danych przedstawionych graficznie nalezy wzig¢ pod uwagg, ze intensywno$é
sygnatlu uzyskana z aparatu Zeta Sizer nie zalezy gléwnie od ilosci czastek obecnych
w analizowanej probie ale od ich wielkosci. Stad na rys. 4-6 mozemy zaobserwowac bardzo
intensywne piki w zakresie powyzej 500 nm pomimo iz $rednie warto$ci rozmiardéw czastek,
obliczone przez oprogramowanie aparatu Zeta Sizer, przytoczone w tabeli 1 mieszczg si¢
w granicach 230-550 nm. Obecno$¢ pikow w zakresie powyzej 500 nm $wiadczy jedynie
o obecnosci wickszych czastek, niekorzystnie wplywajacych na jednorodnos¢ populacji
liposomow. Na podstawie danych literaturowych, mozna wnioskowa¢, Ze otrzymano gtéwnie
liposomy typu LUV (z ang. Large Unilamellar Vesicles) osiagajace rozmiary >100 nm
i zbudowane z jednej dwuwarstwy fosfolipidowej oraz DBV (z ang. Double Bilayer Vesicles)
réwniez osiagajace rozmiary >100 nm, ale zbudowane z dwoch dwuwarstw fosfolipidowych
(Kozubek, 2004). Oprocz gtdwnej populacji zawierajacej liposomy, zaobserwowano obecno$é
drobnych zanieczyszczen i wigkszych czastek (rys. 4-6).
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Rys. 4. Rozklad rozmiaru w populacji liposoméw w lecytyny sojowej
Fig 4. Size distribution for soy lecithin liposomes population
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Rys. 5. Rozklad rozmiaru w populacji liposoméw w lecytyny slonecznikowej

Fig. 5. Size distribution for sunflower lecithin liposomes population
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Fig. 6. Size distribution for egg yolk lecithin liposomes population

Bardzo waznym parametrem oceny procesu kapsutkowania jest wartos¢ potencjatu ¢,
poniewaz okresla on stabilno$¢ uktadu koloidalnego. Im wyzsza bezwzglgdna wartos§¢
potencjatu {, tym wigksza stabilnos¢ dyspersji. W tym aspekcie najlepsza okazala si¢
lecytyna sojowa, poniewaz bezwzgledne wartosci potencjatu (, bez wzglgdu na stopien
rozcienczenia hydrolizatu soku z ziemniaka byty powyzej 30. Odpowiada to danym
najczesciej przytaczanym w literaturze (Charcosset i in., 2005; Jaafar-Maalej i in., 2005).
Sugeruje si¢, ze poprzez modyfikacje sktadu otoczki liposoméw oraz optymalizacje
warunkow procesu mozna dgzy¢ do dalszego podwyzszenia tych wartosci (Wagner i in.,
2006). W przypadku lecytyny stonecznikowej bezwzgledne wartosci potencjatu { byly
najnizsze. Jest to prawdopodobnie zwigzane z bardzo wysokg wydajnoscia procesu. Nalezy
zwréci¢ uwage, ze wartos¢ potencjatu £ liposomdéw wytworzonych z lecytyny sojowej byta
najwyzsza w przypadku najbardziej st¢zonego roztworu hydrolizatu (wariant I), co
wskazuje na szczegdlna przydatnosé tego surowca do nanokapsutkowania. Biorac to pod
uwagg jak rowniez wydajno$¢ procesu kapsutkowania i jednorodnos$¢ populacji liposomow
oraz ich trwato$¢ do badan metoda cytometrii przeptywowej skierowano jedynie liposomy
z lecytyny sojowe;.

Wyniki uzyskane z zestawienia sygnatow otrzymanych z FSC, SSC (detektorow $wiatta
rozproszonego) oraz obydwu detektorow zielonej i czerwonej fluorescencji (rys. 7A, D, G)
wskazuja, ze najbardziej homogeniczng zaré6wno pod wzgledem struktury jak i rozmiaru
byla populacja liposoméw uzyskana w wyniku kapsulkowania najbardziej stezonego
roztworu hydrolizatu (rozcienczenie I, rys. 7 A).
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Rys. 7. Dwuwymiarowe histogramy populacji liposoméw otrzymanych z uzyciem lecytyny sojowe;j

A, B, C — rozcienczenie I; D, E, F, — rozcienczenie II, G, H, I, — rozcienczenie II1
SSC-A — boczny detektor $wiatta rozproszonego
FSC-A — przedni detektor $wiatta rozproszonego
FITC-A — sygnat zielonej fluorescencji
APC-A — sygnat czerwonej fluorescencji
Fig. 7. Two dimensional histograms of population of liposomes obtained using soy lecithin
A, B, C —dilution I; D, E, F, — dilution II, G, H, I, — dilution IIT
SSC-A — Side Scatter Channel
FSC-A — Forward Scatter Channel
FITC-A — green fluorescence signal
APC-A — red fluorescence signal
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Tylko nieco gorszg homogennoscig charakteryzowata si¢ populacja liposomow
otrzymana w wyniku kapsutkowania stukrotnie rozcienczonego hydrolizatu (rozcienczenie
11, rys. 7D). Kapsutkowanie najsilniej rozcienczonego soku skutkowato powstaniem dwoch
populacji réznigcych si¢ przede wszystkim struktura (rozcienczenie III, rys. 7QG).
Intensywno$¢ zielonej fluorescencji, rejestrowanej przez detektor zielonej fluorescencji
(FITC-A) (rys. 7B, E, H) jest cisle uzalezniona od stopnia wybarwienia analizowanych
czastek fluorochromem TO. Barwnik ten wykazuje powinowactwo do wody, zatem sygnat
bedzie tym silniejszym, im wigce] przestrzeni wodnej w liposomie. Silny, skoncentrowany
sygnal obserwowano dla rozcienczenia I (rys. 7 B) co $wiadczy o wystgpowaniu czastek o
zblizonej ilosci przedziatow oraz ilosci zakapsutkowanego hydrolizatu. Mniejszy, ale takze
skoncentrowany sygnat odnotowano dla rozcienczenia II (rys. 7 E). W przypadku
kapsutkowania najbardziej rozcienczonego hydrolizatu (rozcienczenie III, rys. 7 H)
zaobserwowano trzy populacje o réznej wielkosci i intensywnosci, co §wiadczy iz powstaty
wowczas liposomy o odmiennej strukturze i o odmiennej ilosci dwuwarstw
fosfolipidowych (rys. 7 H). Obserwacje te s3 w zgodzie z otrzymanymi warto$ciami
wydajnos$ci procesu enkapsulacji najwigkszymi odpowiednio dla proby wariantu I, 11 1 II1
(tab. 1).

Stopien intensywnosci sygnatu czerwonej fluorescencji (APC-A), wskazuje na ilo$¢
fosfolipidu w czastce, poniewaz barwnik ten wykazuje powinowactwo do lipidow.
Przeprowadzona analiza wskazuje, ze w przypadku najnizszego rozcienczenia hydrolizatu
(rozcieficzenie I, rys. 7 C) uzyskano najbardziej homogeniczna populacj¢ lipsomow.
Rozcienczenie 1II (rys. 7 F) wykazywato podobny rozktad ilosci fosfolipidu w populacji
lipsomow. Nalezy zauwazy¢, ze w obydwu przypadkach zaobserwowano szeroki rozrzut
cech w ramach populacji (rys. 7 C i F). W przypadku najsilniejszego rozcienczenia
kapsutkowanego hydrolizatu soku z ziemniaka zaobserwowano wystepowanie dwoch
odrgbnych populacji, réznigcych si¢ zawartoscig fosfolipidu (rys. 7 I). Podsumowujac
wyniki badania metoda cytometrii przeptywowej nalezy stwierdzi¢, ze potwierdzaja one
wnioski uzyskane z badan elektrokinetycznych wskazujac réwnoczednie, ze najlepsze
rezultaty uzyskuje si¢ w przypadku stabo rozcienczonego hydrolizatu soku
ziemniaczanego.

WNIOSKI

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, Ze:

— lecytyny sojowa i stonecznikowa mogg by¢ zastosowane do nanokaputkowania
hydrolizatu soku ziemniaczanego;

— lecytyna z zdéttka jaj, ze wzgledu na niezadowalajagca wydajno$¢ kapsutkowania nie
moze by¢ rekomendowana do tego procesu;

— najwyzszag wydajno$¢ kapsutkowania odnotowano przy zastosowaniu lecytyny
stonecznikowej, jednak otrzymane liposomy charakteryzowaty si¢ niezadowalajaca
stabilnoscia;

— do nanokapsutkowania hydrolizatu soku z ziemniaka nalezy rekomendowa¢ przede
wszystkim lecytyne sojowa, ktora umozliwia uzyskanie trwatych liposomow z
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zadowalajacag wydajnoscig, bez konieczno$ci silnego rozcienczania hydrolizatu w
zbuforowanym roztworze soli fizjologicznej. Wykazano, ze tak otrzymana populacja
liposoméw jest homogeniczna zaréwno pod wzgledem wielkosci, jak 1 struktury
nanokapsutek.
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