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ABSTRACT

Polyphenols are one of the most numerous and ubiquitous groups of secondary
plant metabolites, and constitute an integral part of both human and animal diets.
These compounds possess a high spectrum of biological activities, including
antioxidant,  antibacterial,  antiviral, anti-inflammatory, = neuroprotective
and cardioprotective. A lot of preclinical research and epidemiological data
suggests that plant polyphenols reduce the risks of neurodegenerative diseases,
cardiovascular disease, osteoporosis or diabetes and can slow the progression
of cancers. These facts sugest that plant polyphenols might act as potential
chemopreventive and anti-cancer agents.

However, the levels of polyphenols that appear effective in vitro are often of an
order of magnitude higher than the concentrations determined in vivo. This
is a serious problem, as only a small part of the substance remain available
following oral administration, due to insufficient gastric residence time, low
permeability and solubility within the gut. An important element is polyphenols
instability under conditions encountered in food processing and storage (oxygen,
temperature, light), or in the gastrointestinal tract (enzymes, pH, other nutrients), all
of which limit the activity of polyphenolic compounds. Another unfortunate trait
of polypheonls is their potential unpleasant taste. In order to overcome these
drawbacks, various formulation methods have been developed.

Among them, encapsulation seems to be a promising technique to improve the
effectiveness and the bioactivity of polyphenols. Moreover, it protects the core
material from environmental factors. Microcapsules are small particulates that may
range from submicron to several millimeters in size. Encapsulation methods can be
classified in three groups: physical, physico-chemical, and chemical. The research
studies reported in this paper revealed useful strategies to provide remarkable
protection against harmful factors of polyphenolic compounds, avoiding the loss in
activity and improving their bioavailability.

Keywords:  polyphenolic  compounds, microencapsulation, coacervation,
polymerisation, spray drying

Stowa kluczowe: zwiazki polifenolowe, mikrokapsulkowanie, koacerwacja,
polimeryzacja, suszenie rozpylowe
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WPROWADZENIE

Zwiazki polifenolowe to zréznicowana grupa wtdrnych metabolitow roslinnych.
Ich wspdlng cecha jest obecnos$¢ jednego lub kilku pierscieni aromatycznych oraz od
jednej do kilkunastu grup hydroksylowych. Ze wzgledu na budowe tych zwiazkow
mozemy wsrod nich wyrdznié: proste fenole, kwasy fenolowe, kumaryny, ksantony,
stilbeny, lignany, antrachinony [1]. Polifenole moga by¢ koniugowane z cukrami lub
kwasami organicznymi, a takze wystepowac jako polimery lub tworzy¢ zwiazki
z biatkami. W roslinach polifenole wystepuja gtdéwnie w postaci glikozydowej [2].
Zidentyfikowano ponad 8 000 naturalnych struktur tych zwiazkéw. Wigkszos$¢ z nich
wykazuje korzystng dla zdrowia aktywnos¢ biologiczna, wynikajaca w duzej mierze
z potencjatu antyoksydacyjnego. Wiasciwosci przeciwutleniajace polifenoli warunkuje
ich budowa chemiczna, a doktadniej obecnosé¢ grup hydroksylowych. Sita tego dziatania
zalezy od ich liczby, potozenia w pierscieniu i estryfikacji a takze obecnosci innych
podstawnikéw [3]. Niska biodostepnos¢ oraz niestabilno$¢ polifenoli w procesie
trawienia i wchtaniania ogranicza jednak w znacznym stopniu ich dziatanie biologiczne
i korzysci zdrowotne. W rzeczywistosci tylko niewielka ich czgs¢ (okoto 10%)
przyjmowana doustnie jest wchianiana. Dzieje si¢ tak z powodu niewystarczajacego
czasu przebywania zwigzkow polifenolowych w zotadku oraz stabej rozpuszczalnosci
w wodzie. Dodatkowo, zwiazki te sg wrazliwe na warunki fizyczne i chemiczne [4].
Z tego wzgledu opracowano szeroka game metod kapsutkowania polifenoli, ktére
umozliwiaja polepszenie ich rozpuszczalnosci w wodzie, chronia je przed
niekorzystnymi warunkami panujacymi w zotadku i uwalniaja je w odpowiednich
miejscach przewodu pokarmowego [5].

Kapsutkowanie polega na otoczeniu substancji kapsutkowanej $ciankami
i zamknieciu jej w ten sposéb w powstalej strukturze. W przypadku, gdy rozmiary
kapsulki sa mniejsze od 1000 pm mamy do czynienia z mikrokapsutkami [4]. Do
technik mikrokapsutkowania naleza m.in. suszenie rozpylowe, koacerwacja,
emulsyfikacja, tworzenie liposoméw, miceli, nanoczasteczek, liofilizacja,
kokrystalizacja [6]. Kazda z nich ma swoja specyfike, mocne i slabe strony zwiazane
z ochrong 1 dostarczeniem sktadnikéw aktywnych, koszt, biodegradowalnos¢
i biokompatybilnos¢.

Powyzsza praca przegladowa skupia sie na omowieniu rdéznych strategii
stosowanych do mikrokapsutkowania, z uwzglednieniem metod fizycznych, fizyko-
chemicznych oraz chemicznych.

1. AKTYWNOSC BIOLOGICZNA ZWIAZKOW
POLIFENOLOWYCH

Niejednorodna budowa polifenoli jest przyczyng ich zréznicowanej aktywnosci
biologicznej. Wytwarzaja je jedynie rosliny, zatem przez czlowieka musza by¢
pobierane wraz z pokarmami roslinnymi. Zwigzki te majg zdolno$¢ zmiatania
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wolnych rodnikéw, a mechanizm ich dziatania antyoksydacyjnego jest
zréznicowany. Moga hamowa¢ wytwarzanie reaktywnych form tlenu, poprzez
inhibicj¢ enzymdw biorgcych udziat w ich powstawaniu (np. oksydaza ksantynowa)
lub wychwytywac¢ i unieczynniaé wolne rodniki, ktore zostaly juz wytworzone.
Zapobiegaja takze peroksydacji lipidow, poniewaz przerywajg cigg reakcji
wolnorodnikowych i moga dziala¢ ochronnie na inne antyoksydanty (tokoferol,
kwas askorbinowy). Powoduja ponadto podwyzszenie aktywnosci enzymdw takich
jak peroksydaza, dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza glutationowa [7].

Polifenole wykazuja aktywnos$¢ przeciwzapalna, ktéra zwigzana jest m.in.
z wptywem na komorki nalezace do uktadu odpornosciowego organizmu [8]. Ze
wzgledu na uciazliwe skutki uboczne i czgsto niezadowalajacy efekt terapeutyczny
konwencjonalnej farmakoterapii, prowadzone sa badania nad mozliwoscia
wlaczenia zwiazkéw polifenolowych do terapii choréb autoimmunologicznych.
W $wietle wynikow badan wydaja sie one obiecujaca alternatywng leczenia
niektéorych choréb, np. takich jak wrzodziejace zapalenie jelita grubego,
leukodermia, reumatoidalne zapalenie stawéw, sarkoidoza i stwardnienie rozsiane
[9]. Znane jest dobroczynne dziatanie polifenoli na uktad trawienny, nerwowy,
a takze sercowo-naczyniowy. Odgrywaja one wazna role w ochronie przed
zaburzeniami patologicznymi takimi jak nadcis$nienie tetnicze, miazdzyca czy
zaburzenia czynnosci moézgu [10]. Stosowane sa takze do obnizania poziomu
cholesterolu, prewencji osteoporozy oraz zmniejszania objawdw menopauzy
[11,12]. Ponadto moga hamowa¢ procesy neurodegeneracyjne, m.in. dzigki
zdolnosci  hamowania  aktywnosci  cholinoesterazy, ktora jest jedna
Z najwazniejszych strategii terapeutycznych w chorobie Alzheimera [13]. Obecnie
trwaja badania ich potencjatu w kierunku tagodzenia objawéw choroby Parkinsona
[14]. Dane literaturowe wskazuja, ze polifenole roslinne sg skuteczne
w zapobieganiu i hamowaniu rozwoju roznego rodzaju nowotworéw [1,2,15].
Moga rowniez pozytywnie wplywaé na profilaktyke i lagodzenie przebiegu
cukrzycy. Dzieje si¢ tak, poniewaz maja zdolno$¢ modulowania metabolizmu
weglowodandw i lipidéw, obnizania hiperglikemii, dyslipidemii i insulinoopornosci
oraz poprawiania metabolizmu tluszczéw. Ponadto zwiazki polifenolowe moga
zapobiega¢ rozwojowi odleglych powiktan cukrzycy, w tym neuropatii, nefropatii
i retinopatii [16]. Ta grupa wtérnych metabolitow roslin zmniejsza takze ryzyko
otytosci. Oprocz aktywnosci przeciwbakteryjnej zwiazki polifenolowe obdarzone sa
aktywnoscig przeciwwirusowa [2]. Dodatkowo polifenole sa skutecznym
konserwantem zywnosci, poniewaz wykazujg dziatanie hamujace rozwdj bakterii
powodujacych psucie si¢ zywnosci [17].
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2. METABOLIZM, BIODOSTEPNOSC I STABILNOSC POLIFENOLI
A METODY MIKROKAPSULKOWANIA

Ztozonos$¢ strukturalna i polimeryzacja polifenoli wptywa na ich niska
absorpcje w jelicie cienkim. Ich staba biodostepnos¢ jest gtéwnym problemem przy
zastosowaniu jako srodkoéw terapeutycznych. Niewchtonigte polifenole gromadza
si¢ w jelicie grubym wraz z koniugatami zolci i tam sg poddawane dziataniu
enzymow mikrobiomu jelitowego, ktéry metabolizuje glikozylowane polifenole do
zwiazkdéw o nizszych masach czasteczkowych [18]. Biotransformacja polifenoli
moze zachodzi¢ poprzez roézne reakcje, w tym hydroksylacje, utlenianie,
dekarboksylacje, metylacje, izomeryzacje, hydratacje, dehydrogenacje, glikozylacje
itp. [19]. Badania przeprowadzone przez Tao i wspotpracownikow potwierdzity, ze
bakterie jelitowe przeksztalcaja flawonoidy — linaryng i pektolinaryng w ich
aglikonowe formy, a te z kolei w hydroksylowane, metylowane, acetylowane
i uwodornione produkty uboczne [20]. Metylacja flawonoidow moze skutkowaé
wzrostem ich stabilnosci metabolicznej w watrobie, ale takze znaczng poprawg ich
wchtaniania jelitowego, co moze znacznie zwiekszy¢ ich biodostgpnos¢ po podaniu
doustnym. Wykazano rowniez, ze daidzeina, gléwny izoflawon sojowy, jest
metabolizowana przez mikroflore jelitowa do equolu, ktory wykazuje wyzsza
aktywnos¢ antyestrogenna, wlasciwos$ci przeciwutleniajace i przeciwnowotworowe
niz daidzeina. Opisane powyzej badania sugeruja, ze to gléwnie metabolity
powstale w wyniku degradacji polifenoli sa odpowiedzialne za korzystny wptyw na
zdrowie czlowieka [21].

Mozliwo$¢ zastosowania polifenoli w terapii i profilaktyce wielu chordb
ograniczaja cztery gtéwne problemy:

1. Slaba rozpuszczalno$¢ w wodzie, powodujaca niska biodostepnosc
(kurkumina, resweratrol, kwercetyna, kwas elagowy);

2. Niestabilnos¢ pod wpltywem ekspozycji na $wiatlo i skrajne warunki
pH (resweratrol, kwercetyna lub kwas elagowy);

3. Slabe wchilanianie z jamy ustnej i dalszych odcinkéw przewodu
pokarmowego (z powodu degradacji lub zbyt szybkiego metabolizmu,
np. galusanu epigallokatechiny (EGCG), kurkumina, resweratrol,
kwercetyna, kwas elagowy);

4. Krotki okres pottrwania i szybka eliminacja z organizmu (resweratrol,
kwas elagowy) [4].

W celu zniwelowania powyzszych wad, ochrony i stabilizacji nietrwatych
sktadnikow aktywnych przed rozktadem oraz unikniecia niepozadanych interakcji
ze skladnikami zywnosci stosuje sie rézne techniki kapsutkowania. Generalnie,
polegaja one na otoczeniu substancji aktywnej (rdzenia, jadra) Sciankami
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i zamknigciu jej w ten sposob w powstatej strukturze. Rozmiary czasteczek
klasyfikowanych jako mikrokapsulki nie majg scisle ustalonych granic. Przyjeto sig,
ze kapsutki mniejsze niz 1 um to nanokapsutki, w przedziale 1 pm — 1000 pm to
mikrokapsulki, natomiast wigksze niz 1000 pm to makrokapsuitki.

Wybor techniki kapsutkowania zalezy od fizyko-chemicznych wilasciwosci
substancji leczniczej, wlasciwosci polimeru (otoczki) oraz przeznaczenia
koncowego produktu. Istnieje duza grupa technik mikrokapsutkowania, wsrod
ktérych wyrdzniamy metody fizyczne, fizyko-chemiczne oraz chemiczne [22].

3. FIZYKO-CHEMICZNE METODY KAPSULKOWANIA

3.1. KOACERWACJA

Koacerwacja, czyli rozdzial fazowy polega na wydzieleniu cieklej fazy
substancji powlekajacej z roztworu i zamknigciu w niej czasteczek substancji
aktywnej. W pierwszym etapie procesu ma miejsce rozdzial faz z wytworzeniem
kropli koacerwatu. Krople adsorbujg si¢ nastepnie na powierzchni czastek
substancji aktywnej, tworzac otoczke mikrokapsutek. Do rozdzielenia faz dochodzi
pod wpltywem zmiany pH, temperatury, dodatku niezgodnego polimeru lub soli.
Prosta koacerwacja ma miejsce w ukladzie zawierajagcym tylko jeden koloid,
ztozona - gdy jest ich wiecej (np. Zelatyna i guma arabska) [23]. W drugim
przypadku, przy pH ponizej punktu izoelektrycznego zelatyna wykazuje fadunek
dodatni, a guma arabska ujemny. W warunkach niskiego pH przeciwnie
naladowane czasteczki przyciagaja si¢. Powstaja wtedy nierozpuszczalne
kompleksy, ktére wytracaja si¢ w postaci lepkiego roztworu. Okrywa on czasteczki
substancji rdzenia zawieszone w wodzie. Otrzymane mikrokapsutki wydziela sig¢
przez odwirowywanie lub saczenie, przemywa i suszy.

Koacerwacja moze zachodzi¢ w $rodowisku wodnym lub bezwodnym.
Podczas procesu przebiegajacego w $Srodowisku bezwodnym, substancja
powlekajaca jest zazwyczaj hydrofobowa, a rdzen moze by¢ rozpuszczalny lub
nierozpuszczalny w wodzie. Koacerwacja wodna stosowana jest do zamykania
zwigzkow nierozpuszczalnych w wodzie i wymaga hydrofilowego koloidu
powlekajacego (np. zelatyna). Mikrokapsulki otrzymane przez koacerwacje
zawieraja az 85-90% rdzenia, ktéry moze by¢ uwolniony dzieki dziataniu
czynnikdw chemicznych, ci$nienia lub temperatury [24].

Xiong i wspolpracownicy wykazali [25], ze kapsutkowanie antocyjanéw
poprzez zastosowanie naturalnych polimeréw, takich jak glukan, moze zwieksza¢
stabilno$¢ tej klasy zwiazkéw. Inni badacze kapsutkowali ekstrakty yerba mate
(ostrokrzew paragwajski, llex paraguariensis A.St.-Hil.), zawierajgce kwas
galusowy, stosujac dwa r6zne podejécia: zelowanie jonowe z alginianem wapnia
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i koacerwacje z alginianem wapnia oraz chitozanem [26]. Chitozan zawiera grupy

polarne, takie jak takie jak -OH i1 -NH,, natomiast alginian grupy karboksylowe
zlokalizowane w szkielecie polimerowym. W ten sposéb moga ulega¢ koacerwacji,
dzigki obecnosci przeciwnych ladunkéw. Kulki alginianu wapnia, z warstwa
chitozanu i bez niej, zostaly przygotowane w celu oceny wplywu metody
kapsutkowania na ich wlasciwosci mechaniczne i zbadania wplywu matrycy na
stabilno$¢ i uwalnianie polifenoli. Znacznie wyzsza zawartos¢ polifenoli (85%)
uzyskano w mikrokapsutkach alginianowych bez warstwy chitozanu, natomiast
maksymalne uwalnianie w wodzie w krétszym czasie uzyskano w przypadku
kapsutek pokrytych chitozanem. Wyniki te potwierdzily znaczny wptyw materiatu,
z ktorego powstaje otoczka mikrokapsutki, na uwalnianie polifenoli. Podczas
kolejnego eksperymentu ekstrakt z propolisu byt kapsutkowany przez koacerwacje
z uzyciem izolowanego biatka sojowego i pektyny jako materiatow na otoczke [27].
Technika ta zapewnita ochrone przed degradacja zwigzkéw fenolowych obecnych
w  wolnym propolisie, gwarantujac przez to zachowanie jego aktywnosci
biologicznej.

3.2. METODY EMULSYJNE

Metody emulsyjne sa najczesciej stosowanymi i najstarszymi technikami
otrzymywania mikrokapsutek. Stosowane sa w celu zamykania zwigzkow
rozpuszczalnych i nierozpuszczalnych w wodzie, a takze ochrony substancji
wrazliwych na dzialanie czynnikéw zewnetrznych. Techniki emulsyjne
ukierunkowane s3 na wytworzenie pojedynczej lub podwdjnej emulsji
niemieszajacych si¢ cieczy, ktére zawierajg substancje czynng i polimer. Poprzez
usuwanie rozpuszczalnika wywotywane jest zestalanie polimeru wokét substancji
leczniczej i utworzenie mikrokapsutki [24].

Zwiazki polifenolowe wyekstrahowane z wytlokéw winogronowych
(pochodzacych z winorosli wilasciwej, Vitis vinifera L.) byly kapsutkowane
W postaci nanoemulsji skomponowanych z oleju stonecznikowego Iub palmowego
oraz kombinacji hydrofilowych i hydrofobowych emulgatoréw w celu zatrzymania
zwigzkéw stabo rozpuszczalnych w wodzie [28]. Nanokapsulki wytworzono
stosujac  homogenizacj¢ wysokoci$nieniowa, a badania stabilnosci fizyko-
chemicznej prowadzono w roznych temperaturach przez 14 dni. Wyniki wykazaly,
ze nanoemulsje na bazie oleju stonecznikowego byly bardzo stabilne fizycznie
i chemicznie, dzieki czemu uniknigto degradacji polifenolowych sktadnikéw
czynnych.

Polifenole herbaty charakteryzuja si¢ niezwyklymi wiasciwosciami
przeciwutleniajacymi i przeciwdrobnoustrojowymi, a ich skuteczno$¢ zalezy od
konkretnej odmiany herbaty. Almajano i wspdtpracownicy kapsutkowali pigé
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réznych napar6w herbaty (czarnej, bialej, zielonej, czerwonej i rooibos)
w emulsjach oleju stonecznikowego w wodzie, niezawierajacych lub zawierajacych
0,2% albuminy z surowicy bydlecej [29]. Nie stwierdzono niekorzystnych zmian
w zawartosci i aktywnosci przeciwutleniajacej polifenoli podczas dtugotrwatego
przechowywania preparatu w stanie suchym w 37°C. Ponadto uzyskane wyniki
wskazaly, ze emulsje zawieraja ekstrakty z zielonej i bialej herbaty oraz 0,2%
albuminy z surowicy bydlecej byty bardziej stabilne podczas przechowywania. Ze
wzgledu na wlasciwosci przeciwutleniajace i przeciwbakteryjne powstatych
mikrokapsulek moga by¢ one rozpatrywane jako naturalny srodek konserwujacy
Zywnos¢.

Mikrokapsutkowanie przez chlodzenie emulsji jest technika oparta na
rozpuszczaniu lub dyspersji polifenoli roslinnych w stopionym materiale,
zemulgowanym poprzez ogrzewanie w wyzszej temperaturze niz temperatura jego
topnienia. Otrzymang emulsj¢ szybko schiadza sig, przez co nastepuje utworzenie
si¢ czastek stalych. Takie podejscie zostalo zastosowane w celu
mikrokapsulkowania flawonoidow, kwercetyny i galusanu epigallokatechiny.
Zaobserwowano, ze dzigki opisanemu procesowi kwercetyna byla stabilna przez co
najmniej 10 tygodni i nie zachodzity w niej procesy utleniania, natomiast 3-galusan
epigallokatechiny charakteryzowal sie stabilnosciga przez ponad 4 tygodnie
(zwigzek ten rozpuszczony w wodzie ulega 100% degradacji w ciagu zaledwie
4 godzin) [30].

3.3. MICELE I LIPOSOMY

Makroczasteczkowe ~ zwiazki ~ powierzchniowo  czynne — wystepuja
w rozcienczonych roztworach w postaci pojedynczych czasteczek. W miare
wzrostu stgzenia tych substancji wzrasta ilo$¢ ich asocjatow. Stgzenie, przy ktorym
wskutek tworzenia si¢ asocjatow, samorzutnie tworza si¢ micele i ulegaja zmianie
wlasciwoscei fizyczne, nazywa si¢ krytycznym stezeniem powstawania miceli.
Powyzej tego stezenia, zespol czasteczek jest formag termodynamicznie trwala,
pozostajaca w stanie rownowagi z pojedynczymi czasteczkami. Podczas
rozcienczania natomiast micele ulegaja rozpadowi, a proces ten moze przebiegac
dowolnie czgsto w obydwu kierunkach. Powstawanie miceli jest charakterystyczne
dla substancji organicznych, ktorych czasteczki sg zbudowane z elementow
o odmiennej polarnosci tzn. czgsci hydrofobowej i hydrofilowej. Przyczyna
tworzenia si¢ miceli przez niepolarne czasteczki w fazie wodnej jest stabe
oddziatywanie migdzy woda a niepolarnym lancuchem obecnym w czasteczce.
Polarne grupy miceli sg skierowane ku fazie wodnej, natomiast niepolarne tancuchy
weglowodorowe tworza jej wnetrze [31].
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Liposomy, czyli pecherzyki lipidowe zbudowane sa z jednej lub kilku
warstewek thuszczowych. Substancja aktywna moze by¢ zamknieta wewnatrz
wodnej fazy pecherzyka lub moze zostaé wilaczona do struktury lipidowej [6].
Liposomy wystepuja w organizmach zywych (np. lipoproteiny krwi) oraz sa
produkowane na skalg¢ laboratoryjng i przemystowa. Liposomy sztuczne mozna
podzieli¢ na nastepujace grupy:

1. Liposomy z wiecej niz jedna warstwa lipidowa (wielowarstwowe)

o rozmiarze w granicach 0,4 - 10 pm;

2. Liposomy jednowarstwowe o rozmiarze w granicach 0,01 — 1 pm, a wsréd
nich mate liposomy jednowarstwowe o rozmiarze 0,02 - 0,03 pm oraz duze
liposomy jednowarstwowe o rozmiarze 0,05 — 1 um,;

3. Liposomy wielopgcherzykowe o rozmiarze wiekszym od 1 pm [6,31].

Lin i wspolpracownicy [32] badali wptyw tworzenia miceli i liposoméw na
stabilno$¢ chemiczng polifenoli o réznej hydrofobowosci. Autooksydacje pieciu
polifenoli (galusan katechiny, katechina, epikatechina, galusan epigallokatechiny
i epigallokatechina) obserwowano w trzech réznych roztworach wodnych:
molekularnym, micelarnym (Tween-20) i1 liposomalnym  (fosfatydylocholina
sojowa). W porownaniu z roztworem kontrolnym obecnos¢ miceli i liposomow
zmniejszyla degradacje polifenoli z zachowaniem ich struktury, a samoutlenianie
byto najwolniejsze w przypadku liposoméw. Najbardziej stabilng forme¢ uzyskaty
polifenole hydrofobowe, ktére mozna latwiej rozpuszcza¢ lub laczy¢ z micelami
i dwuwarstwami lecytyny.

W innym badaniu, majacym na celu poprawe odpornosci na utlenianie
i stabilno$¢ polifenoli wyekstrahowanych z herbaty, liposomy przygotowano
metoda dyspersji ultradzwickowej [33]. Przechowywano je w zamrazarce lub
w temperaturze pokojowej przez 15, 30 i 60 dni. Uzyskane wyniki potwierdzity ich
duza stabilno$¢. Zblizone rezultaty otrzymano w eksperymencie dotyczacym
resweratrolu zamknigtego w liposomach [34].

4. CHEMICZNE METODY KAPSULKOWANIA - POLIMERYZACJA

Polimeryzacja migdzyfazowa polega na wytworzeniu otoczek, co nastgpuje
dzieki polimeryzacji monomeréw na granicy fazy rozpraszajacej (woda, etanol,
glicerol, cykloheksan, chloroform) i rozproszonej (tluszcze roslinne, zwierzece
1 syntetyczne). Obydwie fazy wraz z rozpuszczonym lub zawieszonym zwiazkiem
aktywnym oraz monomerem otoczkujacym (np. wielofunkcyjne izocyjaniany
i chlorki kwasoéw organicznych, octan winylu) miesza si¢ do momentu wytworzenia
emulsji o/w. Monomery dyfunduja migdzy fazg o/w i powstaje nierozpuszczalna
w oleju polimerowa membrana. Polimeryzacja in situ zachodzi natomiast bez
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dodatku reaktywnych czynnikéw. W pierwszej fazie powstaje prepolimer o niskiej
masie czasteczkowej, ktéry zwieksza swoj rozmiar i osadzajac si¢ na materiale
rdzenia tworzy stalg otoczke kapsutki [24].

Kwercetyna zostata poddana procesowi polimeryzacji z uzyciem metakrylanu
metylu, migliolu 812 i lecytyny jako odpowiednio monomeru, kostabilizatora
i $rodka powierzchniowo czynnego [35]. Odnotowano, ze obecno$¢ kwercetyny
wykazywala wigkszg stabilno$¢ niz analogiczny preparat zawierajgcy nanosfery.
W innych badaniach oceniono kapsutkowanie kwercetyny i ZnO przy uzyciu
techniki polimeryzacji. Miato to na celu opracowanie nanoczastek o wysokim
wspoétczynniku ochrony przeciwstonecznej i dziataniu przeciwutleniajacym do
stosowania w lotionach fotoprotekcyjnych. Do preparatéw dodano takze oktokrylen
i olejek z zielonej kawy jako $rodki stabilizujgce. Otrzymano kuliste nanoczastki
o jednorodnej wielkosci od (169 do 346 nm) i regularnych powierzchniach, ktére
pozostawaly stabilne przez co najmniej 30 dni. Kwercetyna i olejek z zielonej kawy
w takiej postaci wykazywatly wysoka aktywnos$¢ przeciwutleniajaca. Tak wiec
mikrokapsutkowanie kwercetyny i olejku z zielonej kawy za pomoca ZnO
i oktokrylenu w preparatach przeciwstonecznych moze przyczynia¢ si¢ do wzrostu
sun protection factor (SPF) in vivo, zwalczania wolnych rodnikéw i zmniejszenie
szkéd spowodowanych promieniowaniem UV [36].

5. FIZYCZNE METODY KAPSULKOWANIA

5.1. SUSZENIE ROZPYLOWE

Suszenie rozpylowe jest to najpowszechniej stosowana technika
mikrokapsutkowania w przemysle spozywczym [31]. Polega na zdyspergowaniu
substancji aktywnej w roztworze substancji powlekajacej i rozpyleniu powstatej
dyspersji w goracej wodzie. Na skutek odparowania rozpuszczalnika polimeru
powlekajacego tworza si¢ mikrokapsutki. Dyspersja powstaje w wyniku mieszania
materiatu rdzenia z roztworem polimeru, a w razie potrzeby z dodatkiem srodka
powierzchniowo czynnego, ktéry utatwia dyspergowanie. Istotne, aby materiat
rdzenia byl nierozpuszczalny w materiale otoczki. Najczegsciej stosowanymi
materiatami powlekajacymi sa skrobia modyfikowana oraz guma arabska [22].
Czgsto nosnik dla preparatow polifenoli stanowia maltodekstryny [37]. Parametrem
decydujacym o jakosci mikrokapsulek jest temperatura - na wlocie i wylocie
komory wynosi odpowiednio okoto 180 i 100°C. W trakcie suszenia jako pierwsza
odparowuje woda z zewngtrznej powierzchni rozpylonych kropelek. W miare
postepu odwodnienia przepuszczalnos¢ matrycy polisacharydowej zwieksza si¢
bardziej wobec polarnej wody niz niepolarnych np. sktadnikoéw aromatycznych
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[32]. Typowy ksztalt czastek suszonych rozpytowo jest kulisty, o srednim zakresie
wielkosci wynoszacym 10-100 um [31].

Suszenie rozpylowe jest jednostopniowa i nie generujaca wysokich kosztéw
metoda kapsulkowania, ktéra umozliwia ciagla prace, a uzyskane stabilne czastki
charakteryzujace si¢ wysoka jakoscig. Pomimo tych zalet technika ta ma pewne
ograniczenia, takie jak niedostateczna ilo§¢ dostgpnych materialéw powtokowych
rozpuszczalnych w wodzie oraz fakt relatywnie wysokich temperatur wlotu
powietrza stosowanych podczas procesu, ktére moga prowadzi¢ do degradacji
zwigzkéw wrazliwych na wysoka temperature [38]. Natomiast istotne jest to, ze
optymalizowana stosowana temperatura moze osigga¢ wartosci nizsze niz w wielu
innych metodach otrzymywania mikrokapsutek [39].

Mikrokapsutkowaniu rozpylowemu poddano polifenole obecne w pestkach
winogron przy uzyciu jako nos$nika m.in. maltodekstryny czy gumy jadloszynowe;j
pochodzacej z jodloszynu baziowatego (Prosopis juliflora L.) [40]. Zhang i in. [41]
w celu mikrokapsutkowania procyjanidyn z tychze pestek wykorzystali mieszanine
maltodekstryn (60%) 1 gumy arabskiej (40%) [41]. Badania przeprowadzone przez
polskich naukowcow wskazuja, ze mikrokapsutkowane preparaty polifenoli win
i sokéw owocowych, otrzymane technika suszenia rozpytowego z wykorzystaniem
odpowiednich maltodekstryn jako nos$nikéw, charakteryzuja sie wysoka
zawartoscia polifenoli i antocyjanin oraz znaczng aktywnos$cia antyoksydacyjna,
a takze trwaloscia [42]. Natomiast przy uzyciu suszenia rozpylowego polifenole
zawarte w ekstrakcie liSci oliwki zostaty zamkniete w macierzy chitozanowej [43].
Chiou i Langrish [44] wprowadzili blonnik owocéw cytrusowych jako $rodek
kapsutkujacy = do  suszenia  rozpylowego substancji bioaktywnych
wyekstrahowanych z ketmii szczawiowej (Hibiscus sabdariffa 1.). Gléwnymi
zwigzkami bioaktywnymi w ekstrakcie z tej rosliny sg polifenole, a dokladniej
kompleksy antocyjanéw. Wyniki wykazaly, ze naturalne wiokna owocowe moga
by¢ potencjalnym nosnikiem zastepczym. Ten proces kapsutkowania potaczyt dwa
produkty (btonnik owocowy i polifenole), tworzac nowy produkt nutraceutyczny
[44]. Inna grupa badawcza analizowala wptyw srodkow wspomagajacych suszenie
zawierajacych koloidalny dwutlenek krzemu (tixosil 333), maltodekstryne i skrobie
na suszenie rozpytowe ekstraktu sojowego. Powstaty produkt, do ktérego dodano
tixosil 333, wykazywat wieksza trwatos¢ polifenoli i aktywnos¢ przeciwutleniajaca,
co sugeruje, ze wlasciwy dobor suszacych substancji pomocniczych jest waznym
krokiem w zagwarantowaniu stabilnosci i jakosci gotowego produktu. Otrzymane
wyniki wskazaly réwniez, ze temperatura gazu wlotowego miata istotny wplyw na
catkowitg zawartos$¢ polifenoli, biatka i genisteiny w suszonych ekstraktach [45].

W celu otrzymywania proszkow o lepszych wlasciwosciach rekonstytucyjnych
oraz ulatwienia bezpiecznego usunigcia wody resztkowej z materiatu (majacego
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wplyw na jakos¢ produktu) mozna przeprowadzi¢ proces suszenia
dwustopniowego. Zastosowanie suszenia dwustopniowego pozwala na obnizenie
temperatury wylotowej powietrza z suszarki rozpytowej z okoto 100 do 80°C, co
wplywa pozytywnie na zawarto$¢ polifenoli. Pierwszy etap suszenia rozpylowego
zakonczony jest wigksza zawartoscig wody niz w tradycyjnym wariancie metody.
Dalsze dosuszanie oraz chlodzenie nastgpuje w drugim etapie procesu,
prowadzonym w  roznego rodzaju  suszarkach  fluidyzacyjnych  lub
wibrofluidyzacyjnych, ktére moga by¢ zintegrowane z komora suszarki rozpylowej
lub stanowi¢ oddzielne urzadzenie. Inne mozliwe modyfikacje suszenia
rozpylowego to m.in. suszenie powietrzem o obnizonej wilgotnosci oraz
rozpylowo-sublimacyjne [46].

5.2. PROCESY Z UZYCIEM PLYNOW NADKRYTYCZNYCH

Tradycyjne metody kapsutkowania zwigzane sa z pewnymi ograniczeniami
wynikajacymi ze stosowania rozpuszczalnikéw organicznych oraz $rodkow
powierzchniowo czynnych, ktore moga powodowaé powstawanie toksycznych
pozostatosci w produkcie suszonym rozpylowo. Ponadto, zastosowane parametry
temperaturowe i pH moga skutkowa¢ ryzykiem degradacji polifenoli. Istnieja
fizyczne metody stabilizacji zwiazkéw polifenolowych oparte na procesach
z uzyciem ptynéw nadkrytycznych [38], ktére charakteryzuja si¢ lepkoscia zblizona
do gazéw, natomiast gestoscia do cieczy, a takze wysoka dyfuzyjnoscia.
Rozpuszczalnos$¢ sktadnikéw w ptynie uzalezniona jest od cisnienia i temperatury
[47]. Dwutlenek wegla jest najczesciej stosowanym plynem nadkrytycznym ze
wzgledu na niskie parametry krytyczne, ktére determinuja prace ze zwigzkami
termolabilnymi, ponadto charakteryzuje si¢ wysoka dyfuzyjnoscia oraz duza
lotnoscig, ktora ufatwia jego usuwanie z produktu po zastosowanym procesie.
Dwutlenek wegla w stanie nadkrytycznym jest ekonomiczny, nietoksyczny,
niepalny 1istabilny chemicznie [38]. Zastosowany w procesie mikronizacji
nadkrytycznej rozpuszczalnik moze spetnia¢ funkcje tradycyjnego rozpuszczalnika,
antyrozpuszczalnika lub wspotrozpuszezalnika. Metody te réznig si¢ od siebie
znaczaco, od etapu przygotowania probki az do uzyskania zakapsutkowanego
proszku [48].

W przypadku stosowania plynu nadkrytycznego jako antyrozpuszczalnika,
nastepuje  wytracenie  pozadanych  zwigzkéw z  konwencjonalnych
rozpuszczalnikow. Otrzymany roztwér rozpyla sie do komory przez dysze,
wspoétbieznie z nadkrytycznym antyrozpuszczalnikiem — przy umiarkowanym
cisnieniu i temperaturze. Nastepuje zmniejszenie rozpuszczalnosci okreslonej
substancji rozpuszczonej w rozpuszczalniku pierwotnym. Nastepnie, na skutek
proceséw zachodzacych pomiedzy rozpuszczalnikiem organicznym, a antyrozpu-
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szczalnikiem, w wyniku krystalizacji tworza si¢ czastki o niejednorodnym
rozktadzie wielkosci. Nadmiar rozpuszczalnika organicznego jest usuwany przy
cigglym przeplywie czystego ptynu nadkrytycznego.

W celu poprawy stabilnosci polifenoli liSci rozmarynu (Rosmarinus officinalis
L.) oraz zwig¢kszenia rozpuszczalno$ci w wodzie zastosowano kapsutkowanie
etanolowego ekstraktu w poloksamerach, osiagajac wydajnos$¢ do 100% i uzyskujac
czastki o wielkosci w zakresie submikronowym [49]. Inna praca badawcza zostata
skupiona na kapsutkowaniu zwigzkow polifenolowych z zielonej herbaty (Camellia
sinensis L.) z biodegradowalnym polimerem (poli-g-kaprolaktonem) w polciagtym
procesie nadkrytycznym antyrozpuszczalnikiem z uzyciem dwutlenku wegla.
Analizowano wplyw parametréw procesu na ksztalt otrzymanych czastek.
W wyniku wigkszosci eksperymentéw uzyskano czastki kuliste o chropowatych
powierzchniach, natomiast jedynie niskie stezenia polimeru skutkowaty
otrzymaniem czastek o ptaskich ksztattach [38].

UWAGI KONCOWE

Polifenole sa wtérnymi metabolitami roslinnymi charakteryzujacymi sie
niezwyktym dziataniem biologicznym. Wymieniona grupa zwiazkow wykazuje
wlasciwosci przeciwutleniajace, przeciwbakteryjne, przeciwzapalne,
przeciwnowotworowe, neuroprotekcyjne i kardioprotekcyjne. Jednak te naturalne
substancje maja ograniczona stabilno$¢ i rozpuszczalnos¢, co skutkuje ich staba
biodostepnoscia. Rowniez nieprzyjemny smak wigkszosci zwiazkow fenolowych
ogranicza ich zastosowanie. W celu wyeliminowania powyzszych wad, ochrony
i stabilizacji nietrwalych skladnikéw aktywnych przed rozkladem oraz unikniecia
niepozadanych interakcji ze sktadnikami zywnosci stosuje si¢ rdézne techniki
kapsutkowania. Generalnie, polegaja one na otoczeniu substancji aktywnej (rdzenia,
jadra) $ciankami i zamknigciu jej w ten sposob w powstatej strukturze. Wybodr techniki
mikrokapsutkowania zalezy od fizyko-chemicznych wlasciwosci substancji lecznicze;j,
wlasciwosci polimeru (otoczki) oraz przeznaczenia koncowego produktu. Istnieje duza
grupa technik mikrokapsutkowania, wsrdéd ktorych wyrdzniamy metody fizyczne
(suszenie rozpylowe, procesy z uzyciem plynéw nadkrytycznych), fizyko-chemiczne
(koacerwacja, tworzenie miceli i liposomdéw, emulsyfikacja) oraz chemiczne
(polimeryzacja in situ) [22].

Nie ma watpliwosci, ze postep w technologii kapsutkowania polifenoli przyczynia
si¢ do szybszego wzrostu zastosowania tych fitozwigzkow, nie tylko jako dodatkéw do
zywnosci czy suplementow diety, ale takze jako aktywnych biologicznie
farmaceutykow, dajacych nieocenione korzysci dla zdrowia cztowieka.



WYBRANE STRATEGIE KAPSULKOWANTA POLIFENOLI 995

N
=

PISMIENNICTWO CYTOWANE

M. Olszowy, Plant Physiol. Biochem. 2019, 144, 135.

A. Durazzo, M. Lucarini, E.B. Souto, C. Cicala, E. Caiazzo, A.A. 1zzo, E. Novellino, A. Santini,
Phytother. Res. 2019, 33, 2221.

M. Murkovic, Encyclopedia of Food and Health, Academic Press, Oxford, 2016.

W. Lu, A.L. Kelly, S. Miao, Trends Food Sci. Tech. 2016, 47, 1.

Y. Shi, S. Zhou, S. Fan, Y. Ma, D. Li, Y. Tao, Curr. Opin. Food Sci. 2021, 38, 102.

A. Munin, F. Edwards-Lévy, Pharmaceutics 2011, 3, 793.

H. Cory, S. Passarelli, J. Szeto, M. Tamez, J. Mattei, [online] Front. Nutr. 2018, 5.
https://doi.org/10.3389/fnut.2018.00087.

S.E. Bianchi, S. Kaiser, V. Pittol, E. Doneda, K.C.B. De Souza, V.L. Bassani, Phytochem. Anal.
2019, 2, 182.

H. Khan, A. Sureda, T. Belwal, S. Cetinkaya, I.; Stintar, S. Tejada, H.P. Devkota, H. Ullah,
M. Aschner, Rev. 2019, 18, 647.

I. Ignat, I. Volf, V.I Popa, Food Chem. 2011, 4, 1821.

T. Blicharski, A. Oniszczuk, Open Chem. 2017, 1, 34.

K. Kasprzak-Drozd, T. Oniszczuk, M. Stasiak, A. Oniszczuk, Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 3715.
M.C. Morzelle, J.M. Salgado, A.P. Massarioli, P. Bachiega, A.O. Rios, S.M. Alencar,
A.R. Schwember, A.C.J. Camargo, Food Bioact. 2019, 5, 136.

S. Zhang, Z. Yu, J. Xia, X. Zhang, K. Liu, A. Sik, M. Jin, Food Funct. 2020, 11, 1425.

T. Pejcic, T. Tosti, Z. Dzami¢, U. Gasi¢, A. Vuksanovi¢, Z. Doli¢anin, Z. Tesic, Molecules
2019, 24, 3982.

Z. Bahadoran, P. Mirmiran, F. Azizi, Diabetes Metab. Disord. 2013, 12, 43.

M. Sari, Y. Chung, F. Agatha, H.K. Kim, Applied Biol. Chem. 2019, 62, 1.

G.M. Pasinetti, R. Singh, S. Westfall, F. Herman, J. Faith, L. Ho, Alzheimers Dis. JAD 2018,
63, 409.

F. Cardona, C. Andrés-Lacueva, S. Tulipani, F.J. Tinahones, M.I. Queipo-Ortuiio, J. Nutr.
Biochem. 2013, 24, 1415.

J.H. Tao, J.A. Duan, S. Jiang, Y.Y. Qian, D.W. Qian, J. Chromatogr. B Analyt. Technol.
Biomed. Life. Sci. 2016, 1025, 7.

A.W.C. Man, Y. Zhou, N. Xia, H. Li, Nutrients 2020, 12, 3054.

J. Korus, B. Achremowicz, M. Sikora, ZNTJ, 1997, 1, 30.

R.F.S Gongalves, J.T. Martins, CM.M. Duarte, A.A. Vicente, A.C. Pinheiro, Trends Food Sci.
Technol. 2018, 78, 270.

M. Przybystawska, K. Winnicka, Technologia Postaci Leku 2012, 68, 283.

S. Xiong, L.D. Melton, A.J. Easteal, D. Siew, J. Agric. Food Chem. 2006, 54, 62018.

L. Deladino, P.S. Anbinder, A.S. Navarro, M.N. Martino, Carbohydr Polym. 2008, 71, 12634.
M.P. Nori, C.S. Favaro-Trindade, S. Matias de Alencar, M. Thomazini, J. de Camargo Balieiro,
C.J. Contreras Castillo, LWT - Food Sci. Technol. 2011, 44, 42935.

M. Sessa, A.A. Casazza, P. Perego,R. Tsao, G. Ferrari, F.Donsi, Food Bioprocess Technol 2012,
6,2609.

M.P. Almajano, R. Carbd, L.A.L. Jimeénez, M.H. Gordon, Food Chem 2008, 108, 55.

A. Barras, A. Mezzetti, A. Richard, S. Lazzaroni, S. Roux, P. Melnyk, D. Betbeder,
N. Monfilliette-Dupont. Int. J. Pharmaceut. 2009, 379, 270.

Z. Fang, B. Bhandari, Trends Food Sci. Techn. 2010, 21, 510.

Q.L. Lin, J. Wang, D. Qin, B. Bjorn, Sci China Ser B-Chem 2007, 50, 121.

Q. Lu, D.C. Li, J.G. Jiang, J. Agric. Food Chem. 2011, 59, 13004.

C. Caddeo, K. Teskac, C. Sinico, J. Kristl, Int. J. Pharmaceut. 2008, 363, 183.



996 A. ONISZCZUK, K. KASPRZAK-DROZD, M. WAKSMUNDZK A-HAINOS

[35] N. Bernardy, A.P. Romio, E.I. Barcelos, C.D. Pizzol, C.L. Dora, E. Lemos-Senna,
P.H.H. Araujo, C. Sayer, J Biomed. Nano.Technol. 2010, 6, 181.

[36] L.A. Fogaga, P.E. Feuser , E. Ricci-Junior , P.H.H. de Aratjo, C. Sayer, C. da Costa Mater. Res.
Expres 2020, 7, 015096.

[37] E. Dluzewska, Przem. Spoz. 2008, 62, 30.

[38] R. Watson, V. Preedy, S. Zibadi. Polyphenols in Human Health and Disease, Academic Press,
2013.

[39] S.S. Bansode, S.K. Banarjee, D.D. Gaikwad, S.L. Jadhav, R.M. Thorat. Int. J. Pharm. Sci. Rev.
Res. 2010, 1, 38.

[40] G. Davidov-Pardo, I Arozarena, R. Marin. Food Bioproc Tech. 2013, 6, 941.

[41] L. Zhang, D. Mou, Y. Du. J. Agric. Food Chem, 2007, 87, 2192.

[42] W. Ambroziak, A. Wilkowska, J. Adamiec. Designed Food, 2011, 3, 30.

[43] S.L.Kosaraju, L. D’ath, A. Lawrence, A. Carbohydr. Polym. 2006, 64, 163.

[44] D. Chiou, T.A.G. Langrish, T. A. G. J. Agric. Food Chem. 2007, 82, 84.

[45] S.R. Georgetti, R. Casagrande, C.R.F. Souza, W.P. Oliveira, M.J.V. Fonseca, LWT - Food Sci.
Technol., 2008, 41, 1521.

[46] K. Samborska. Postepy Techniki Przetworstwa Spozywczego, 2008, 1, 63.

[47] L. Qingyong, W. Chien M. Talanta, 2001, 53, 771.

[48] E.Janiszewska, D. Witrowa-Rajchert, E. R6j, ZNTJ, 2013, 91, 5.

[49] A. Visentin, S. Rodriguez-Rojo, A. Navarrete, D. Maestri, M.J. Cocero, J. Food Eng. 2012, 109,

9.

Praca wptyneta do Redakcji 14 maja 2021 r.



