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Opis wynalazku

Przedmiotem zgloszenia jest sposéb wytwarzania kompozycji o podwyzszonej zawartosci ferry-
tyny roslinnej i innych form zelaza, kompozycja i jej zastosowanie do wytwarzania preparatu do su-
plementowania diety cziowieka. Bardziej szczeg6towo rozwigzanie dotyczy kompozycji do suplemen-
towania diety cztowieka w celu zapobiegania anemii wynikajacej z niedoboréw zelaza. Wynalazek
dotyczy tez sposobu wytwarzania kompozycji oraz jej zastosowania w formie wysuszonych i rozdrob-
nionych kietkbw wzbogaconych w zelazo na przyktadzie kietkéw uzyskiwanych z roslin strgczkowych,
krzyzowych lub ziarniakdéw zb6z ze stymulowang podczas hodowli w stresowych warunkach biosynte-
zqg ferrytyny roslinnej jako srodka dietetycznego stosowanego w celu zapobiegania rozwoju anemii.

Wzbogacanie diety czltowieka w duze ilosci warzyw, owocéw oraz petnych nasion, ziaren, a tak-
ze produktéw powstatych na drodze ich przetwarzania wskazane jest z punktu widzenia zmniejszenia
ryzyka zachorowania na wiele chordéb, ktérych rozwoj zwigzany jest m.in. z wystepowaniem wzrastaja-
cego poziomu wolnych rodnikéw [1, 2]. Jednak odzywianie oparte przede wszystkim na produktach ro-
slinnych wigze sie z duzym niebezpieczenstwem wywotania w organizmie niedoborow zelaza. Niedobo-
ry tego mikroelementu w diecie cziowieka powodujg liczne problemy zdrowotne i dotyczg okoto 3 mid
ludzi, wywotujac przede wszystkim anemie u kobiet, czy nieodwracalne ostabienie zdolnosci koncen-
tracji i uczenia u dzieci [3]. Z kolei suplementacja diety cztowieka zwigzkami zelaza jest trudna ze
wzgledu na problemy zwigzane z biodostepnoscig stosowanych dodatkéw, na ich interakcje ze sktad-
nikami zywnosci, czy wrecz skutki uboczne dla zdrowia cziowieka i zwierzat [4]. Podczas rozwazania
mozliwosci zwiekszania podazy zelaza w diecie nalezy pamietac, ze absorpcja zelaza z zywnosci jest
bardzo niska i regulowana prawidtowym funkcjonowaniem erytotrocytéw w jelicie cienkim, dodatkowo
dla zelaza, hemowego i niehemowego wystepujg oddzielne drogi wchtaniania, a ilos¢ wchtanianego
zelaza zalezna jest od prawidiowego zbilansowania diety. Z tego powodu zaburzenia homeostazy
zelaza z pewnoscig nalezg do najczesciej wystepujacych problemoéw zdrowotnych u ludzi. Obiecuja-
cym sposobem na zmniejszenie problemow zwigzanych z matg biodostepnoscig zelaza w diecie czto-
wieka i jednoczesnie podniesienie wartosci odzywczej wielu produktéw roslinnych jest bezposrednie
zwiekszenie zwartosci zelaza w roslinach jadalnych. Zazwyczaj proponuje sie w tym celu potaczenie
inzynierii genetycznej i wiedzy zwigzanej z metodami uprawy ros$lin [5]. Szerokie zainteresowanie
kieruje sie takze na wykorzystanie endogennej ferrytyny roslin straczkowych [6] lub wywotanie jej
zwiekszonej biosyntezy w roslinach jadalnych [7, 8, 9].

Ferrytyna jest dobrze poznanym biatkiem magazynujacym Zelazo zaréwno w organizmach ro-
Slinnych, zwierzecych, jak i w bakteriach i grzybach nizszych. Wigzanie Zzelaza w rozpuszczalnej, bez-
piecznej i dostepnej dla organizmu formie chroni komérki przed wysokim stezeniem tego metalu, jed-
noczes$nie gromadzac Zelazo zgodnie z zapotrzebowaniami organizmu. Stwierdzono takze, ze ferryty-
na petni funkcje ochronne w odpowiedzi na stres oksydacyjny wywotywany przez wolne rodniki,
a takze stanowi cze$¢ systemédw obronnych rosliny uruchamianych podczas dziatania stresu biotycz-
nego. Charakterystyczng cechg ferrytyny jest zachowanie bardzo konserwatywnej struktury drugo-
i czwartorzedowej w przypadku wiekszosci organizméw. Apoferrytyne, czyli otoczke biatkowag (czesto
zwang ,muszlg”) formujg 12 lub 24 podjednostki polipeptydowe. Wewnatrz niej magazynowane jest
trojwartosciowe zelazo. Konserwatywne centrum ferroksydazy warunkuje zdolno$¢ ferrytyny do utle-
niania Fe** do mniej toksycznego Fe* i wigzania go w formie wodorotlenku zelazowego w potgczeniu
ze zmienng iloscig fosforandw [6].

Wystepujgca w komérkach jelita cienkiego (enterocytach) apoferrytyna jest gtéwnym regulato-
rem wchtaniania zelaza w jelitach i stanowi ona pewien rodzaj bloku jelitowego, chronigcego ustrdj
przed nadmiernym naptywem Zelaza. Apoferrytyna posiada wyjgtkowe zdolnosci do wigzania zelaza -
az do 4 tys. atoméw, zaréwno w formie rozpuszczalnej, jak i bioprzyswajalne;j.

Rozwdéj badan nad ferrytyna roslinng rozpoczat sie w latach 80-ych XX wieku obejmujac biatka
izolowane z wielu organizméw roslinnych, w tym: ferrytyne z nasion grochu zwyczajnego [10], soi
zwyczajnej [11], fasoli zwyczajnej [12] i kukurydzy [13], rzepaku zwyczajnego [14], rzodkiewnika [15],
lucerny siewnej [16], sosny [17] i in.

Zainteresowanie ferrytyna roslinng wzrasta, od kiedy stwierdzono, ze przy wystepujacych
w diecie niedoborach zelaza w formie hemowej organizm ludzki wykazuje zdolno$¢ adaptowania sie
do innych jego zrédet [18]. Wtasnie dlatego preparaty ferrytynowe mogg odgrywac¢ zasadniczg role
w wytwarzaniu wzbogacanej w zelazo zywno$ci i nutraceutykéw. Stwierdzono, Zze Zelazo w ferrytynie wy-
stepuje w formie ,trudno uwalnianej”, przede wszystkim ze wzgledu na odpornos¢ biatka na proteolize,
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dzieki czemu odporne jest ono na trawienie przez kwasy zotagdkowe. Biodostepnos¢ zelaza ferrytyno-
wego okazywata sie jednak lepsza niz w przypadku innych, niehemowych zrédet tego pierwiastka.
Istotne jest, ze nie obserwowano skutkéw ubocznych, jakie wywotuje suplementowanie diety cztowie-
ka zelazem w formie FeSQ,, przede wszystkim brak zmian oksydacyjnych w zywnosci [19, 20, 21].

W zwigzku z tym, ze mechanizm wchtaniania FeSO, z udzialem DMT1 nie ma zastosowania
w odniesieniu do zelaza ferrytynowego, podejrzewa sie, ze niezbedne jest wystapienie bezposrednich
oddziatywan pomiedzy ferrytyna i komorkami jelita [6].

Potwierdzono dobrg przyswajalnos¢ zelaza ferrtynowego z soi [22, 23] oraz preparatéw ferryty-
nowych otrzymywanych z tubinu zo6ttego [24].

Skietkowane nasiona roslin od lat stosowane sg w zywieniu ludnosci Dalekiego Wschodu, po-
niewaz sg uznanym sposobem na zwiekszenie udziatu podazy sktadnikow zawartych w ziarnach
i nasionach roslin w diecie. Stanowig przy tym dodatkowo znakomite zrédto skladnikdéw o znaczeniu
prozdrowotnym, w tym przeciwutleniaczy, witamin, mikroelementéw i kwaséw ttuszczowych z grupy
omega-3. Najczesciej do produkcji kietkdw uzywane sg nasiona roslin straczkowych oraz ziarniaki
niektorych zboz i nasiona roslin krzyzowych, najpopularniejsze sg kietki sojowe stosowane jako doda-
tek do satatek [25]. Soja uznawana jest za zrédto wartosciowego biatka i innych sktadnikéw zywienio-
wych w diecie cztowieka. Zawarte w niej skfadniki pozwalajg na obnizenie ryzyka rozwoju wielu choréb
nowotworowych i choréb serca [26]. Stosowanie soi w postaci skietkowanej jest dodatkowo niedrogg
i prosta metodg pozwalajacg na podniesienie jej odzywczych wartosci i obnizenie zawartosci lub bio-
dostepnosci sktadnikéw anty-zywieniowych. Kietki soi stanowig wysmienite zrédto biatka, witamin A, B,
C i K oraz fosforu, miedzi, potasu, zelaza, manganu i magnezu, charakteryzujg sie takze wysoka za-
wartoscig nienasyconych kwasow ttuszczowych. Regularne ich spozywanie ma dobroczynny wptyw na
cere, fagodzi stany nerwowe, dodaje energii i apetytu, ponadto utatwiajg obnizenie poziomu choleste-
rolu LDL oraz ciSnienie krwi.

Pszenica, ktéra przede wszystkim jest podstawowym zbozem chlebowym, po skietkowaniu staje
sie jednym z najbogatszych zrédet witamin A, B C i E, duzych ilosci magnezu, wapnia, fosforu, zelaza,
niacyny, tiaminy i kwasu pantotenowego.

Nasiona pastewnej rosliny - lucerny - po skietkowaniu sg cennym zrédtem filoestrogendw oraz wi-
taminy B12 i lecytyny. Uwaza sie takze, ze zapobiegajg powstawaniu niektérych odmian nowotwordw.

Poprzez odpowiedni dobér warunkéw kietkowania nasion i ziarniakéw mozliwe jest jednoczesne
wywotanie wystgpienia mechanizmdéw obronnych, warunkujacych pojawienie sie pozadanych réznic
w sktadzie otrzymywanych kietkbw. Formg odpowiedzi na okre$lone warunki kietkowania rosliny sg
zmiany w zachodzacych procesach biosyntezy biatek. Podejmowano wczesniej préby prowadzace do
zwiekszenia zawartosci zelaza w roslinach wzrastajgcych w podtozach bogatych w jony Fe®*. Metoda
zostata jednak zarzucona ze wzgledu na koszt takich upraw i niekontrolowane rozmieszczenie zelaza
w réznych, niekoniecznie cennych z punktu widzenia przysztego konsumenta, fragmentach rosliny.

Biosynteza ferrytyny jest regulowana u roslin na poziomie transkrypcji w zaleznosci od ilosci
wewnatrzkomérkowego zelaza. W wyniku wystapienia w $rodowisku hodowlanym kontrolowanego
stresu abiotycznego, przy odpowiednio dobranym poziomie wystepowania czynnika stresowego, jakim
jest nadmiar jonéw Zelaza, w roslinie nastepuje biosynteza ferrytyny w formie kompleksu Zelazo-
proteinowego, ktéry ma na celu detoksykacje komorek. Zelazo zamkniete w muszli biatkowe;j jest jed-
noczesnie niedostepne dla takich czynnikdw kompleksujacych jak taniny, fityniany czy szczawiany.
W zgtoszeniu patentowym W09846775 (opublikowanym 22-10-1998) przedstawiono rozwigzanie do-
tyczace roslin transgenicznych, ich czesci oraz komoérek roslinnych, w ktérych dochodzi do nadpro-
dukcji biatka wigzacego zelazo (ferrytyny), posiadajgcego jednoczesnie podwyzszong odpornos$é na
abiotyczne i biotyczne stresowe warunki utleniajace.

W opisie patentowym CN1257931 (opublikowanym 28-06-2000) opisano rozwigzanie, w ktérym
ferrytyna uzupetnia niedobdr zelaza w organizmie ludzkim, a takze proces przygotowania tego prepa-
ratu i jego zastosowanie. Preparat ferrytyny jest przygotowany przy zastosowaniu kultury inzyniero-
wych bakterii o0 wysokiej gestosci, wytwarzajgcych ferrytyne. Pozywka stosowana do otrzymania inzy-
nierowanych bakterii o wysokiej gestosci zawierata weglan amonu (5 g/L), kwasny fosforan dwupota-
sowy (6 g/L), dwuuwodniony fosforan potasu (3 g/L), siarczan magnezu (1,5 g/L), trypton (10 - 20 g/L),
ekstrakt drozdzowy (2-10 g/L), glukoze (80 - 100 g/L) i sladowe ilosci Cu, Co, Ca, Zn, Mo i Mn (w ilosci
pomiedzy 10 -10° g/L kazdego z nich).

W opisie patentowym US6017713 (opublikowanym 21-01-1999) przedstawiono rozwigzanie
ukfadu in vitro, umozliwiajacego dostosowanie biodostepnego zelaza w produktach zywieniowych.
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Ukfad ten wykorzystuje tworzenie ferrytyny w nabtonkowych komérkach jelitowych, jako wskaznik
przyjecia zelaza z trawionego pokarmu. W opisie patentowym US6011000 (opublikowanym 04-01-
-2000) opisano kompozycje farmaceutyczne zawierajgce zwigzki chemiczne oraz kompozycje zawie-
rajace czynnik zelazowy stymulujacy ekspresje hemoglobiny lub biatka globiny, przy chorobach uktadu
krwionosnego.

W opisie patentowym KR 20040097618 (opublikowanym 18-11-2004) przedstawiono transge-
niczny ryz z genem ferrytyny o zredukowanym okresie rozrodczym i akumulujacym duze ilosci zelaza
zwigzanego w formie ferrytyny. Ryz moze by¢ przydatny w produkcji naturalnej zywnosci jako zrodia
zelaza dla noworodkéw oraz kobiet w cigzy.

W opisie patentowym KR 20040087539 (opublikowanym 14-10-2004) opisano sposéb produkc;ji
heteroplimerycznej ferrytyny. Heteroplimeryczna ferrytyna magazynuje duze ilosci zelaza o duzej bio-
dostepnosci, tak, ze moze by¢ ona dodawana do jedzenia, paszy lub lekdw w celu zapobiegania oraz
leczenia choréb zwigzanych z niedoborami zelaza. W opisie patentowym KR 20040083887 (opubli-
kowanym 06-10-2004) opisano wektor do ekspresji heteropolimeru ferrytyny drozdzy i transformowany
rekombinant drozdzy z wektorem ekspresyjnym, oraz ekspresje heteropolimeru ferrytyny majaca na
celu akumulowanie duzych ilosci zelaza w komorce.

W opisie patentowym US6017713 (opublikowanym 25-01-2000) opisano system in vitro zdolny
do efektywnego przewidywania dostepnosci zelaza (Fe) w zywnosci. W systemie zastosowano rézne
formy ferrytyny w nabtonkowych komaérkach jelita jako wskaznika wchtaniania Fe podczas trawienia
zoftadkowego i jelitowego.

W opisie patentowym US2003008042 (opublikowanym 09-01-2003) opisano kombinacje zyw-
nosci oraz zestawu nutraceutykow, ktéra zapewnia tatwy i wygodny dostep do produktow spozyw-
czych oraz co najmniej jednego nutraceutyku. Opakowanie zawiera dwie czesci, ktére oddzielajg
i zabezpieczajg produkt spozywczy od nutraceutyku zapewniajac stabilne srodowisko, zabezpieczajg-
ce przed wymieszaniem produktéw. Nutraceutyk moze by¢ pakowany z produktem spozywczym, moz-
liwych jest takze kilka nutraceutykdw opakowanych z produktem spozywczym, kolejng mozliwoscig
jest umieszczenie nutraceutyku i produktow spozywczych na tacy w dwéch porcjach.

Korzystnie, gdy produktem spozywczym jest produkt na bazie owocéw, moze jednak przyjmo-
wac inne formy. Nutraceutykiem za$ moze by¢ ciato state, tabletka lub kapsutka badz forma ptynna.

Pomimo opisanych powyzej badan poswieconych ograniczaniu wystepowania niedoboréw ze-
laza w organizmie cziowieka istnieje ciagta potrzeba uzyskania skutecznych metod wprowadzenia do
diety catych fragmentéw rodlin wzbogacanych w Zelazo zapobiegajgc tym samym niedoborowi tego
pierwiastka w organizmie.

Celem niniejszego wynalazku jest uzyskanie kompozycji o podwyzszonej zawarto$ci ferrytyny
roslinnej i innych form Zelaza, otrzymywanej na drodze kietkowania soi i innych roslin w hodowlach
hydroponicznych w roztworach o podwyzszonym stezeniu zelaza. Wprowadzenie do diety catych
fragmentéw roslin wzbogacanych w zelazo poprzez kontrolowang hodowle w warunkach silnego stre-
su abiotycznego z jednej strony pozwala na bezposrednie wprowadzenie proponowanego produktu do
diety czlowieka, z pominieciem zmudnej procedury przygotowywania izolatéw biatkowych; z drugiej
strony propozycja przetworzenia kietkdw w forme wysuszonej i sproszkowanej kompozycji utatwia
przechowywanie i dozowanie proponowanego produktu; dodatkowo przygotowany preparat zawiera
mieszanine zwigzkow zelaza (zwigzanych jonowo w ferrytynie oraz w postaci soli organicznych i nie-
organicznych), wraz z innymi sktadnikami tkanki roslinnej (innymi biatkami, w tym enzymatycznymi,
sacharydami, witaminami, w tym witaming C, btonnikiem pokarmowym, przeciwutleniaczami),
w zwigzku z czym mozna oczekiwa¢ dodatkowych, synergistycznych efektéw korzystnych dla zdrowia
cztowieka. Nieoczekiwanie realizacja tak okreslonego celu i rozwigzanie opisanych w stanie techniki
probleméw zwigzanych z otrzymywaniem preparatéw wysuszonych i rozdrobnionych kietkéw wzboga-
conych w zelazo ze stymulowang podczas hodowli w stresowych warunkach biosyntezg ferrytyny
roslinnej jako srodka dietetycznego stosowanego w celu zapobiegania rozwoju anemii zostaty osia-
gniete w niniejszym wynalazku.

Przedmiotem wynalazku jest sposob wytwarzania kompozycji o podwyzszonej zawartosci ferry-
tyny rosdlinnej i innych form Zelaza, charakteryzujacy sie tym, ze kietki roslinne uprawia sie w hodowli
hydroponicznej w warunkach stresu abiotycznego wywotanego przez wprowadzenie do podioza
FeSO, o stezeniu w przedziale 1-40 mM oraz, ze nastepuje intensywna nadprodukcja ferrytyny maga-
zynujacej zelazo, przy czym sposéb obejmuje nastepujace etapy:
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a) odkazane nasiona lub ziarniaki roslin zalewa sie wodnym roztworem o stezeniu w przedziale
1-40 mM, korzystnie 4-35 mM FeSO, zawierajacym dodatkowo jony Mg®* i Ca®" i pozostawia sie
w temperaturze pokojowej na co najmniej 2 godziny do napecznienia;

b) speczniate nasiona lub ziarniaki kietkuje sie w temperaturze pokojowej i od nastepnego dnia
podlewa sie roztworem FeSO, o stezeniu w przedziale 1 - 40 mM, korzystnie od 4 - 35 mM, przez co
najmniej 3 dni, korzystnie 4-7 dni;

¢) nasiona lub ziarniaki razem z kietkami odkaza sie;

d) nasiona lub ziarniaki poddaje sie procesowi odkietkowania lub pozostawia wraz z nasionami
czy ziarniakami;

e) przeprowadza sie proces suszenia do uzyskania wilgotnosci co najwyzej 14%, korzystnie
2 - 14%;

f) wysuszone kiefki lub nasiona/ziarniaki wraz z kietkami rozdrabnia sie metodg mielenia i prze-
chowuje sie w szczelnie zamknietych opakowaniach.

Korzystnie sposdb charakteryzuje sie tym, ze kietki roslinne stanowig kietki roslin strgczkowych,
krzyzowych lub ziarniakéw zboz, korzystnie roslin strgczkowych, wzrastajacych w hodowlach hydro-
ponicznych w warunkach stresu abiotycznego. Kolejnym przedmiotem wynalazku jest kompozycja
o podwyzszonej zawartosci ferrytyny roslinnej i innych form zelaza zawierajaca rozdrobnione fragmen-
ty roslin: kiefki roslinne wraz z ziarniakami bgdz nasionami, albo oddzielone kietki roslinne, charaktery-
zujaca sie tym, ze kietki lub ziarniaki wraz z kietkami otrzymywane sg sposobem opisanym powyzej,
a kompozycja zawiera dodatkowo mieszanine zwigzkow zelaza, wraz z innymi sktadnikami tkanki
roslinnej, przy czym zawartos¢ zelaza jest podwyzszona co najmniej 10-krotnie w zaleznosci od ga-
tunku rosliny i stosowanego podczas hodowli stezenia FeSO,, w poréwnaniu z roslinami niepotrakto-
wanymi FeSO,, zas zwigzanemu w réznych formach przez rosliny zelazu towarzyszg substancje osta-
niajagce komorki przed jego toksycznym dziataniem, czyli naturalne przeciwutleniacze, w tym toko-
chromanole, karoten i witamine C.

Korzystnie kompozycja otrzymywana jest ze skietkowanych nasion roslin strgczkowych, krzy-
zowych lub ziarniakéw zbdz, korzystnie z nasion roslin straczkowych, wzrastajagcych w hodowlach
hydroponicznych w warunkach stresu abiotycznego.

Korzystnie kompozycja stanowi uniwersalny dodatek do zywnosci specjalnego przeznaczenia
lub nutraceutyk.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest zastosowanie kompozycji opisanej powyzej do wytwa-
rzania preparatu do suplementowania diety cziowieka w celu zapobiegania rozwojowi anemii wynika-
jacej z niedoboréw zelaza.

Korzystnie preparat stanowi uniwersalny dodatek do zywnosci specjalnego przeznaczenia i/lub
nutraceutyk.

Korzystnie zastosowanie ma miejsce w zywnosci ekstrudowanej i innych produktach przetwor-
stwa zbdz, przemysle koncentratéw spozywczych, korzystnie do zup oraz soséw w proszku, miesza-
nek i koncentratow przypraw oraz w przemysle owocowo-warzywnym, korzystnie do sokdéw przecie-
rowych.

Rozwigzanie wediug wynalazku zostato przedstawione, w przyktadach wykonania, objasnio-
nych w oparciu o rysunek, na ktérym:

figura 1 przedstawia catkowitg zawarto$é zelaza oznaczong w nasionach lucerny (L), soi (S)
oraz ziarniakach pszenicy (P) oraz po ich skietkowaniu w hodowli hydroponicznej w wodzie destylo-
wanej oraz w obecnosci 15 mM FeSOy;

figura 2 przedstawia zawartos¢ zelaza (Il) oznaczong w nasionach lucerny (L), soi (S) oraz ziar-
niakach pszenicy oraz po ich skietkowaniu w hodowli hydroponicznej w wodzie destylowanej oraz
w obecnosci 15 mM FeSOy;

figura 3 przedstawia zawartos¢ zelaza (lll) oznaczong w nasionach lucerny (L), soi (S) oraz
ziarniakach pszenicy oraz po ich skietkowaniu w hodowli hydroponicznej w wodzie destylowanej oraz
w obecnosci 15 mM FeSOy;

figura 4 przedstawia zawarto$¢ skrobi w nasionach lucerny (L), soi (S) oraz ziarniakach pszeni-
cy oraz po ich skietkowaniu w hodowli hydroponicznej w wodzie destylowanej i w obecnosci 15 mM
FeSOy;

figura 5 przedstawia zawarto$¢ cukrow redukujacych w nasionach lucerny (L), soi (S) oraz ziar-
niakach pszenicy oraz po ich skietkowaniu w hodowli hydroponicznej w wodzie destylowanej i w
obecnosci 15 mM FeSOy;
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figura 6 przedstawia aktywnos$¢ amylolityczng w ekstraktach otrzymywanych z nasion lucerny (L),
soi (S) oraz ziarniakdw pszenicy oraz ich skietkowanych form po hodowli hydroponicznej w wodzie
destylowanej i w obecnosci 15 mM FeSOy;

figura 7 przedstawia zawarto$¢ azotu ogélnego w nasionach lucerny (L), soi (S) oraz ziarnia-
kach pszenicy oraz po ich skietkowaniu w hodowli hydroponicznej w wodzie destylowanej i w obecno-
sci 15 mM FeSOy;

figura 8 przedstawia zawarto$¢ biatka wyekstrahowanego z nasion lucerny (L), soi (S) oraz
ziarniakéw pszenicy oraz z ich skietkowanych form po hodowli hydroponicznej w wodzie destylowanej
i w obecnosci 15 mM FeSOy;

figura 9 przedstawia ziarniaki pszenicy skietkowane w 15 mM FeSO, (Al) oraz otrzymang
z nich make (A2) w poréwnaniu do kietkéw hodowanych w wodzie (B1) i otrzymanej z nich maki (B2).

Ponizej zaprezentowano przykfadowg realizacje zdefiniowanego powyzej wynalazku.

Przyktady

Rozwigzanie wedtug wynalazku umozliwia wprowadzenie do zywienia cziowieka i zwierzat
spreparowanych kietkéw, w ktérych podczas hodowli hydroponicznej doprowadzono do intensywnej
nadprodukgcji ferrytyny magazynujacej znaczne ilosci zelaza na skutek wywotania stresu abiotycznego.

Sposoéb otrzymywania powyzszej kompozycji:

1. Odkazone (w tym przypadku za pomocg 70% etanolu) nasiona soi zalewano wodnym roz-
tworem 4-35 mM FeSO, zawierajacym dodatkowo jony Mg i Ca®* i pozostawiano w temperaturze
pokojowej na 4-12 godzin do napecznienia.

2. Speczniate nasiona soi umieszczane byty w kietkownicach, w temperaturze pokojowej i od
nastepnego dnia podlewano je 4-35 mM FeSO, roztworem FeSQO,, przez kolejnych 4-5 dni.

3. Nasiona lub ziarniaki razem z kietkami odkazano przez przemywanie 70% etanolem.

4. Nasiona lub ziarniaki wraz kietkami lub kietki po odkietkowaniu poddawano procesowi susze-
nia, az do uzyskania wilgotnosci ponizej 14%.

5. Wysuszone kietki lub nasiona/ziarniaki wraz z kietkami rozdrabniano metodg mielenia i prze-
chowywano w szczelnie zamknietych opakowaniach.

Otrzymana w ten sposéb sproszkowana kompozycja [27] charakteryzowata sie podwyzszong
zawartoscig zelaza (od 10- do ponad 380-krotnie, w zaleznosci od gatunku rosliny i stosowanego ste-
zenia FeSO,) (por. tab. 1-3), wystepujagcego w mieszaninie zwigzkéw biatkowych oraz organicznych
i nieorganicznych soli.

Tabela 1 przedstawia $rednig zawartos¢ zelaza w materiale (£SD), otrzymanym po hydropo-
nicznej hodowli soi w roztworach FeSO, (0-25 mM) oznaczona metodg ASA (dla Zzelaza catkowitego)
oraz metodg rodankowg i ferozynowg w ekstraktach (dla zelaza Fe3+), w poréwnaniu do zawartosci
zelaza w nasionach soi.

Tabela 2 przedstawia $rednig zawarto$¢ zelaza w materiale (£SD), otrzymanym po hydropo-
nicznej hodowli lucerny w roztworach FeSO, (0-25 mM) oznaczona metodg ASA (dla zelaza catkowi-
tego) oraz metodg rodankows i ferozynowa w ekstraktach (dla zelaza Fe3+), w poréwnaniu do zawar-
tosci zelaza w nasionach lucerny.

Tabela 3 przedstawia $rednig zawartos¢ zelaza w materiale (+SD), otrzymanym po hydropo-
nicznej hodowli pszenicy w roztworach FeSO, (0-15 mM) oznaczona metodg ASA (dla Zzelaza catkowi-
tego) oraz metodg rodankowg i ferozynowag w ekstraktach (dla zelaza Fe3+), w poréwnaniu do zawar-
tosci zelaza w nasionach pszenicy.

Tabelal

Soja odm. Naviko

Stezenie FeSO,4
zastosowane do hodowli

Caltkowita zawartos¢ zelaza
[mg/100 g s.S.]

Zawartos¢ zelaza 3+
zwigzanego w formie
jonowej
[mg/100 g s.S.]

1 2 3 4
nasiona - 11,29+0,71 5,3710,01
nasiona wraz z kietkami 0 11,07+1,00 4.2810,02
5 133,4049,99 5,41+0,01
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Cigg dalszy tabeli 1

1 2 3 4

10 193,12+10,34 7,55+0,01
15 199,27+11,67 11,91+0,02
20 311,56+11,4 70,54+0,14
25 276,08+17,76 18,82+0,01

oddzielone kietki 0 10,1445,73 4,82+0,02
5 95,51+0,83 47,63+0,04
10 376,24+3,73 56,55+0,10
15 611,27+1,84 219,49+0,01
20 462,82+2,62 220,95+0,05
25 741,1542,82 266,61+0,04

Tabela 2

Lucerna odm. Tula

Stezenie FeSO,4
zastosowane do hodowli

Catkowita zawartos¢ zelaza

Zawartosc¢ zelaza 3+

[mg/100 g s.S.]

zwigzanego w formie
jonowej
[mg/100 g s.S.]

nasiona - 7,17+0,00 0,96819+0,03
nasiona wraz z kietkami 0 14,41777+0,00 1,00478+10,01
5 395,1781+0,37 54,77+0,14
10 481,5843+0,10 63,87+0,09
15 631,3013+0,05 119,18+0,09
20 897,8216+0,11 204,45+0,04

Tabela 3.
Pszenica Stezenie FeSO, Catkowita zawartos¢ Zawartos¢ zelaza 3+
odm. Bombona zastosowane do hodowli zelaza zwigzanego w formie
[mg/100 g s.S.] jonowej
[mg/100 g S.S.]

ziarniaki - 5,6313,09 0,54+0,11

ziarniaki wraz z kietkami 0 6,4415,52 0,20+0,05

1 20,7418,63 10,95+0,01

2 36,3716,57 21,65+0,17

3 83,9816,28 43,23+0,36

4 115,9219,81 16,8040,23

5 99,2811,57 16,3810,02

10 246,4912,64 18,05+0,06

15 254,3011,7 17,5+0,02

Pod pojeciem sproszkowanej kompozycji (proszek) rozumiemy tu zmielone kietki roslinne wraz
z ziarniakami albo nasionami lub oddzielone kietki roslinne, wzbogacone podczas hodowli w zelazo,
przeznaczone do stosowania jako uniwersalny dodatek do zywnosci specjalnego przeznaczenia lub
nutraceutyk. Proponowane mozliwosci zastosowania obejmujg produkcje zywnosci ekstrudowanej
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oraz inne produkty przetworstwa zbdz (makarony, wyroby piekarnicze i cukiernicze), przemystu kon-
centratéw spozywczych (zupy oraz sosy w proszku, mieszanki i koncentraty przypraw), przemystu
owocowo-warzywnego (warzywne i owocowo-warzywne soki przecierowe) oraz innych gatezi przemy-
stu spozywczego.

Zmiany w skfadzie chemicznym, jakie zaobserwowano po otrzymaniu zgodnie z przedstawiong
powyzej procedurg proszku w stosunku do skfadu ziarniakdéw lub nasion roslin prezentujg figury 1-8
oraz tab. 4.

Figura 1 ilustruje zmiany w zawartosci zelaza oznaczanego metodg ptomieniowej absorpcyjnej
spektrometrii atomowej, przy dtugos¢ fali 248,3 nm i szerokosci szczeliny 0,15 nm. Natomiast zawar-
tos¢ zelaza na +2 i +3 stopniu utlenienia, oznaczona metoda ferrozynowa [28] w ekstraktach buforem
Tris-HCI (50 mM, pH 8,0) przedstawiono na figurze 2 i 3. Wyznaczona zawartos¢ Fe (1) i Fe (lll), po-
twierdzona w analizach wykonanych metoda rodankowg [29] $wiadczg o wigzaniu zelaza przez ko-
morke w réznych formach, w tym w postaci trwale zwigzanej z substancjami organicznymi (zelaza
schelatowanego), w postaci ferrytyny (na +3 stopniu utlenienia) i in. (soli organicznych i nieorganicz-
nych). Uwaza sie przy tym, ze u roslin straczkowych zelazo kumulowane jest w znaczacej wiekszosci
w postaci ferrytyny [6]. Nalezy przy tym podkresli€¢, ze oznaczona zawartos¢ zelaza (lll) swiadczy
o zawartosci zelaza zwigzanego w formie jonowej, a wiec w ferrytynie i stanowi, w zaleznosci od ga-
tunku i odmiany rosliny oraz zastosowanego stezenia zelaza podczas hodowli kietkow od 4-48% cal-
kowitego zelaza zwigzanego przez rosline. Kolejne figury ilustrujg zmiany, jakie stwierdzono w zawar-
tosci skrobi i cukréw redukujgcych oznaczanych metodg enzymatyczng (fig. 4 i 5) [30]. Aktywnosé
amylolityczng w pH 55 badano w ekstraktach wykorzystujagc metode z kwasem 3,5-dinitro-
salicylowym, wykrywajacej cukry redukujace po rozktadzie skrobi w35°C (fig. 6) [31]. Zmiany w zawar-
tosci azotu ogdlnego oznaczanego metodg Kiejdahla zaprezentowano na fig. 7 [32]. W otrzymanych
ekstraktach oceniano réwniez zawartos¢ biatka metodg Lowry'ego. Rezultaty przedstawia figura 8
[33]. Zmiany w zawartosci przeciwutlemaczy (tokochromanoli: a-T, B-T, y-T, B-T3, y-T3, 3-T oraz
B-karotenu) oznaczanych metodg HPLC w kompozycjach otrzymywanych po kietkowaniu w omawia-
nych warunkach nasion soi, po przechowywaniu kompozycji przez 12 miesiecy w szczelnie zamknie-
tych szklanych naczyniach, w temperaturze pokojowej, przedstawiono w tabeli 4. Tabela 4 przedsta-
wia zawarto$¢ wybranych przeciwutlemaczy, tj. sumy tokochromanoli (a-T, B-T, y-T, B-T3, y-T3, 3-T)
oraz karotenu w nasionach soi oraz kietkach sojowych wzrastajacych w medium hodowlanym zawiera-
jacym FeSO, w stezeniach 0-20 mM, suszonych po hodowli metodg owiewowsg i przechowywanych
przez 12 miesiecy.

Tabela 4
prébka medium hodowlane suma tokochromanoli B-karoten [mg/100 g s.S.]
[mg/100 g s.S.]

nasiona soi - 55,15 0,07
skietkowane nasiona soi H.O 36,13 0,83
5 mM FeSO, 50,80 0,85

10 mM FeSO4 51,43 2,07

15mM FeSOq4 48,92 0,4

20 mM FeSO, 45,28 0,19

Na figurze 9 przedstawiono wysuszone kietki pszenicy oraz otrzymany z nich proszek, po trady-
cyjnej hodowli oraz metodg zmodyfikowana, stanowigcg podstawe do niniejszego zgtoszenia.
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Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb wytwarzania kompozycji o podwyzszonej zawartosci ferrytyny roslinnej i innych form
zelaza, znamienny tym, ze kiefki roslinne uprawia sie w hodowli hydroponicznej w warunkach stresu
abiotycznego wywotanego przez wprowadzenie do podtoza FeSO, o stezeniu w przedziale 1-40 mM
oraz, ze nastepuje intensywna nadprodukcja ferrytyny magazynujacej zelazo, przy czym sposob
obejmuje nastepujace etapy:

a) odkazane nasiona lub ziarniaki roslin zalewa sie wodnym roztworem o stezeniu w przedziale
1-40 mM, korzystnie 4-35 mM FeSO,, ktory moze zawiera¢ dodatkowo jony Mg®* i Ca** i pozostawia
sie w temperaturze pokojowej na co najmniej 2 godziny do napecznienia;

b) speczniate nasiona lub ziarniaki kietkuje sie w temperaturze pokojowej i od nastepnego dnia
podlewa sie roztworem FeSO, o stezeniu w przedziale 1 - 40 mM, korzystnie od 4 - 35 mM, przez co
najmniej 3 dni, korzystnie 4 - 7 dni;

) nasiona lub ziarniaki razem z kietkami odkaza sie;

d) nasiona lub ziarniaki poddaje sie procesowi odkietkowania lub pozostawia wraz z nasionami
czy ziarniakami;

e) przeprowadza sie proces suszenia do uzyskania wilgotno$ci co najwyzej 14%, korzystnie 2 - 14%;

f) wysuszone kietki lub nasiona/ziarniaki wraz z kietkami rozdrabnia sie i przechowuje sie
w szczelnie zamknietych opakowaniach.

2. Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze kietki roslinne stanowig skietkowane nasiona
lub ziarniaki roslin straczkowych, krzyzowych lub ziarniakéw zbéz, podkietkowane albo wraz z ziarnia-
kami.

3. Kompozycja o podwyzszonej zawartosci ferrytyny roslinnej i innych form Zelaza zawierajgca
rozdrobnione fragmenty roslin: kietki roslinne wraz z ziarniakami bgdz nasionami, albo oddzielone
kietki roslinne, znamienna tym, Ze kietki lub ziarniaki wraz z kietkami otrzymywane sg sposobem okre-
Slonym w zastrzezeniu 1, a kompozycja zawiera dodatkowo mieszanine zwigzkéw zelaza, wraz z in-
nymi sktadnikami tkanki roslinnej, przy czym zawarto$¢ Zzelaza jest podwyzszona co najmniej 10-
-krotnie w zaleznosci od gatunku rosliny i stosowanego podczas hodowli stezenia FeSO,4, w poréwna-
niu z roslinami niepotraktowanymi FeSO,4, zas zwigzanemu w réznych formach przez rosliny zelazu
towarzyszg substancje ostaniajgce komorki przed jego toksycznym dziataniem, czyli naturalne przeci-
wutleniacze, w tym tokochromanole, karoten i witamine C.

4. Kompozycja wedtug zastrz. 3, znamienna tym, ze otrzymywana jest ze skietkowanych na-
sion roslin straczkowych, krzyzowych lub ziarniakéw zbdz, korzystnie z nasion roslin straczkowych,
wzrastajgcych w hodowlach hydroponicznych w warunkach stresu abiotycznego.

5. Kompozycja wedtug zastrz. 3, znamienna tym, ze stanowi uniwersalny dodatek do zywnosci
specjalnego przeznaczenia lub nutraceutyk.

6. Zastosowanie kompozycji okreslonej zastrzezeniami od 3 do 5 do wytwarzania preparatu do
suplementowania diety cztowieka w celu zapobiegania rozwojowi anemii wynikajgcej z niedoboréw
zelaza.

7. Zastosowanie wedtug zastrz. 6, znamienne tym, ze preparat stanowi uniwersalny dodatek
do zywnosci specjalnego przeznaczenia i/lub nutraceutyk.

8. Zastosowanie wedtug zastrz. 6 w zywnosci ekstrudowanej i innych produktach przetwérstwa
zbéz, przemysle koncentratéw spozywczych, korzystnie do zup oraz soséw w proszku, mieszanek
i koncentratéw przypraw oraz w przemysle owocowo-warzywnym, korzystnie do sokéw przecierowych.
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