Sposéb wytwarzania preparatu z wytlokow z czarnuszki i preparat z czarnuszki

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wyvtwarzania preparatu i preparat z wytlokow z
czarmnuszki o ‘duzej zawartosci biatka 1 Dblonnika oraz zwigkszone] aktywnosci
antyoksydacyjnej.

Aktualne trendy 2zywieniowe wskazuja na duze zainteresowanie produktami
spaizywczymi lub dodatkami funkcjonalnymi o zwigkszone) zawartosci biatka, blonnika a
takze rownoczesnie zwickszone] aktywnoscl antyoksydacyjnej. Nasiona czarnuszki
(Nigella sativa L.) przez wieki byly uznawane i stosowane jako lekarsiwo 'na wiele choréb
w medycynie tradycyjnej (Khan et al. 2011; Mohtashami, 2019; Thippeswamy i Naidu,
2005). Nasiona czarmuszki a szczegolnie olej z nich pozyskany zawiera wiele aktywnych
skladnikow, w tym tymochinon, tymohydrochinon, ditymochinon, tymol, karwakrol, N-
tlenek nigelliminy. nigellicyne, nigellidyne 1 alfa-hederyne (Randhawa 1 in. 2011). Zwiazki
aktywne wykazuja rozne wlasciwodct w  tym  szezegOlnie  przeciwutleniajgee i
przeciwnowotworowe (Mahmoud i Abdelrazek. 2019; Ramadan. 2007). Niewiele badan
dotyczy wiadciwosel 1 wykorzystania produktow ubocznych z czarnuszki w tym wytlokow
po wytlaczaniu olcju. Poprzednic badania wykazaly, ze moga one miec wykorzystanie jako
dodatek do chleba pszennego (Osman i in. 2015; Debonne i in. 2018) albo do chieba
bezglutenowego (Al-Subhi, 2014; Coskun i in. 2020) czy skrobiowego (Roézylo i in. 2021).
Mikronizacja jest procesem od niedawna stosowanym w produkeji Zywnoscei 1 jest niewiele
dostegpnych badan w tym kierunku. Nieliczne, dostgpne wyniki badan dowodza, ze mozna
zastosowac 1¢ technike do bardzo drobnego rozdrabniania otrgb ryzowych (Yin i in. 2022},

winogron (Bender i in. 2020) czy lisci i lodyg szpinaku (Rézylo 1 in. 2022). Nikt nie
zajmowal si¢ okresleniem wplywu procesu mikronizacji polaczonego z fermentacja
wytlokow z czarnuszki na wlasciwosci produktu koncowego.

Jesli chodzi o opracowania patentowe preparatow na bazie czamuszki, w publikacji
WO2016178589A1 ujawniona zostala kompozycja roslinna o wlasciwosceiach
‘przeciwzapalnych, przeciwalergicznych. przeciwastmatycznych i/lub
przeciwbakteryjnych, zawierajagca kombinacje eksirakiéw wykazujgcych dzialanie
synergistyczne, otrzymanych miedzy innymi tez z nasion czarnuszki (Nigella
sativa). 7. publikacji zgloszenia patentowego CNI110917248A znana jest metoda

ekstrakeji i separacji substancji czynnej z oleju z nasion czarnuszki a z publikacji
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patentu US11007243B2 - wspomagana enzymatycznie ekstrakcja nadkrytyczna nasion
czarnuszki siewnej . Nie sa znane rozwigzania dotyczace preparatu z wyttokow z
czarmnuszki. Odnosnie wyttokdw z innych surowcow roslinaych dostepne jest zgloszenie
patentowe dotyczace sposobu otrzymywania kwasow organicznych z ekstraktu z wyttokow
jabtkowych (P.437539) lub spos6b otrzymywania preparatu oligosacharydow
prebiotycznych  z wyttokéw jabtkowych na drodze hydrolizy kwasowej |
enzymatyczne] (P.434965). Sposob otrzymywania preparatu prebiotycznego z
wyttokow jabtkowych na drodze hydrolizy enzymatycznej zostal opatentowany tez
w innym opracowaniu (PL.221737). Z poprodukcyjnych wytlokow 2 nasion
wiesiotka dziwnego (OQenothera paradoxa) wytworzono polifenolowy ekstrakt
wiesiotka (P.435623).

Celem  wynalazku  jest  zaproponowanie  sposobu wytwarzania
petnowartosciowego preparatu z wytlokow z czarnuszki, ktore to wytloki nadal
stanowig zrédto cennych skladnikéw odzywezych.

Istota sposobu wytwarzania preparatu z wytlokow z czarnuszki jest to, ze stosuje
sic produkt uboczny z tloczenia na zimno nasion czarnuszki w temperaturze nie
przekraczajgeej 50°C. Produkt ten wstepnie rozdrabnia si¢, a nasigpnie mikronizuje 1
przygotowuje si¢ wodny roztwoér z mikronizowanych wytlokow, kiore poddaje sie
fermentacji z wykorzystaniem kultur starterowych zawierajacych bakterie kwasu
mlekowego. Po fermentacji otrzymany roztwor poddaje si¢ liofilizacji, a nastgpnie
liofilizat rozdrabnia si¢ do uzyskania formy proszku.

Mikronizacje prowadzi sie przynajmniej przez 10 minut i do uzyskania 50%
czastek o wymiarach nie wigkszych niz d50< 80,2 um i 90% czastek o wymiarach nie
wigkszych niz d90<312,2 pum.

Wodny roztwér do fermentacji przygotowuje si¢ stosujgc proporcj¢ wytloki : woda
od 1:1 do 1:3, najkorzystniej stosujac proporcje wyttoki : woda 1:2.

Fermentacj¢ prowadzi sie przez 1-3 dni, najkorzystniej przez 2 dni.

Kultury starterowe zawierajace bakierie kwasu mlekowego obejmujg -szczepy baktern
Streptococcus thermophilus i Lactobacillus delbrueckii ssp. Bulgaricus.

Liofilizacje prowadzi si¢ w temperaturze nie wyzszej niz 40°C.

Istota preparatu z wytlokéw z czarnuszki jest te, ze otrzymany jest on sposobem
okreslonym powyzej i zawiera zwiazki fenolowe w ilosci nie mniejszej niz 22.62mg GAE/

g s.m. przed trawieniem i 28.31mg GAE/ g s.m. po trawieniu.
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Przedmiot wynalazku przedstawiono szczegolowo ponize] w  przykladowym
wykonaniu.

Po przeprowadzeniu wstgpnych pomiarow wytloki czarnuszki mikronizowano za
pomocg miyna kulowego w roznych warunkach i parametrach, w konsekwencji dobrano
istotnie zroznicowane proby, ktore byly mikronizowane przez 10 1 20 minut z predkoscig
600 obrotdéw/min. Proby kontrolne i proby mikronizowane fermentowano wykorzystujac
kulture starterowa bakterii Vege C LYO (GAP Food Additives, Lopuszna, Polska),
skladajacy sie ze szczepow bakterii Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii
ssp. Bulgaricus. Wszystkie sfermentowane prébki liofilizowano (ALPHA 1-4 30°C, 63 Pa)
i po tym procesie probki rozdrabniano na miynie nozowym do uzyskania postaci proszku.
Badania wykazaly, ze fermentacja roztworu wodnego wytlokéw z czarnuszki moze by¢
prowadzona przez 1-3 dni, przy réznym rozcieficzeniu wytlokéw (1:1; 1:2; 1:3; wytloki:
woda). Najlepsze rezultaty, uwzgledniajace kosztochtonnosé i czasochionnosé uzyskano
dla roztworu 1:2 1 czasu fermentacji 2 dni. Probkg kontrolng poréwnano z probkami

fermentowanymi oraz mikronizowanymi przez 10 minut (10MFE) i 20 minut (20MF).

Angliza skladu chemicznego surowca

Podczas realizacji badan wykonano oceng skladu chemicznego surowca
wykorzystanego do badan tj. wytlokdw z czamuszki metodg Kjeldahla (1SO 20483:2013),
tluszcz metoda Soxhleta (ISO: 659:2009), popidél metoda spopielania (1ISO 2171:2007),
wilgotnoéé metoda suszenia (ISO 712:2009) oraz zawartosci blonnika pokarmowego przy
uzyciu metody Asp et al. (1983) oraz kalorycznoscei probki za pomoca wspcﬁ&lczynni’kéw
Atwatera opisanych przez Costantini i in. (2014).

Przeprowadzono analize wielkosci czastek powstalych proszkéw na analizatorze
laserowym Mastersizer 3000 (Malvern Instruments Ltd., Wiclka Brytania) z przystawksa do
suchej dyspers]i (Aero S) przy uzyciu wezesniej opisane] metodologii. Podczas pomiaréw
wyznaczono Srednie wielkoscei czastek w objgtosel D [4; 3] [um]) oraz sredni rozmiar
czastek na powierzchni D [3; 2] [um]. Wielkosci czastek okresiono rowniez dla 10%
{(Dv10), 50% (Dv30) 1 90% (Dv90) catkowitej objetosei probki.

Strukture proszkéw na poziomie atomowym badano metodg dyfrakeji
renigenowskiej z uzyciem dyfraktometru Emprean (PANalytical). W tym celu ZIMICrzZono
profile dyfrakcyjne w geometrii z krokiem 0.01°, Dyfrakiometr byl wyposazony w lampg z

anody miedziang dzialajaca przy 40 kV i 30 mA. Do utworzenia wigzki padajacej jak
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rowniez rozproszone} zostaly uzyte szezelina 1/4 stopnia, szezelina rozbiesna i szczeliny
Sollera. Do wykrywania promieniowania zastosowano detektor proporcionalny, a czas
zliczania wynosil 5 s dla kazdego punkiu danych.

Surowice do. badan stanowily wytloki z czamuszki kiore charakleryzowaly sig
wilgotnoscig 5,9 g/100 g, zawartoscig bialka 29,9 g/100 g, zawartoscia thuszezu 23,05
g/100 g oraz zawartodcig blonnika 32,06 g/100 ¢ (tab. 1).

Tabela . Podstowowy skiad chemiceny odpaddw toczonych z czamuszki

Parametr Zawarnoid

Wilgotnodd (g/100g) 5.87+0.27

Bintko (p/100g) 29,86+1,15

Thiszez (g/100g) 23,05+14)

Popidt{g/100gy 5,25%0,31

‘Blonnik pokarmowy (g/100g) 32,061,153
Weglowodany przyswajalne (g/100g). 3.91
Wartosd odzyweza (keal/100g) 407

W tabeli 2 przedstawiono wyniki wielkosei czastek proszkow z wytlokdw przed i
po mikronizacji oraz fermentacji. W poréwnaniu. z prébka kontrolng po pt‘(:)(.‘iCSif:
mikronizacji i fermentacji zaobserwowano znaczne zmniejszenie wielkosci czastek. Juz 10
minut mikronizacy spowodowalo ponad 4-krotny spadek wielkosci czastek Dv5S0 z 374,77
do 802 pm. Srednie wymiary czastek na powierzchni D [3;2] i objetosci D {4:3]
zmniejszyly si¢ ponad 3-Krotnie, odpowiednio z 195,7 um do 49,4 um oraz z 446 do 142
pum. 20 minut mikronizacji nie spowodowalo tak znaczacych zmian Dv30 obnizylo si¢ do

60,8 um, D [3:2] obnizylo sie do poziomu 37,2 pum, a D [4;3] do 85,6 um.

Tabeln 4. Wyniki rozkladu wielkodet czastek

D321 (pmy | D43 (um) d10 {um) dsi (pm) D90 (um)
KWC 195,74 23,92 446+ 374 | 838+30a | 3747469 8087 & 11,5a
IOMFWC 494 & | 0k 142+ 1.9 204 =0,3b 80,2+.3,3b 312,24 39 8b
ZOMFWC 372407c | B56:2 3¢ 16,540 1c | 60,84 0,5¢ 160,01 + 3.9¢

KWC - prébka kontrolna wyttokéw z czarmnuszki, |0MFWC- preparat z fermentowanyeh wytlokdw z
czamuszki mikronizowanych przez 10 minut, 20MFWC - preparat z fermentowanych wytlokdw z

fiterami sg istotnie (o = 0,03) réine.

Dla wszystkich badanych probek to jest wytlokéw kontrelnych oraz preparatow

uzyskanych po mikronizacji i fermentacji uzyskano obrazy struktury wewngtrzne) jako




amorficzne, na co wskazuje gléwny szeroki pik obecny na profilu dyfrakcyjnym przy 20
okolo 20°. Otrzymane wartosci Sredniej odleglosci miedzyatomowej nie wykazuja
tendencji- do zmian, a réznica migdzy otrzymanymi wartosciami jest bardzo mala
(maksymalna réznica wynosi 0,005 nm). Powyzsze pozwala wnioskowac, ze procesy
fermentacji i mikronizacji nie wplywaja na wewneirzna strukture proszkéw otrzymanych z

odpadow tloczonych z czarnuszki.

Tabela 3. Pozyeie glownego piku i odpowiadaigea im drednia odleglodé migdzyatomown w proszkach 2
wytlokéw czarmuszki

26 {deg) d-przestrzen (nm
KW 19,907 (.446
TOMFWC 20,077 0,442
ZO0MFWC 19,84 0,447

czarmuszki mikronizowanych przez 10 minut, 20MFWC ~ preparat z fermentowanych wytlokow 2
czarnuszki mikronizowanych przez 20 minut * wartosei a-c w e} samej kolumnie oznaczone] réznymi
literami sg istotnie {a = (,05) résne.

Tabela 4. Parametry biochemiczne wytlokéw z czarmuszki oraz preparatow
mikronizowanych i fermentowanych

TPC [mg GAE/g san.] ABTS [EC 50 meg/mi] DPPH {EC 30 mg/mi]
Mazwa Przed Po Przed Po Przed Po
pribki trawieniem | trawieniu trawieniem | wawieniu | trawieniem | trawieniy
kwC JL53E007a | 144520282 | LIB001c ) LV720040 | 28920, | 32.664242¢
TOMFWC | 2B.3632.49b | 354853 11¢c | 0.92£0.03a | 1.1620.06a | 1.7920.03a | 5.19+0.12b
20MFWC | 22624251 | 28.3124.12b | 1.10£0.04b | 1.56£0.09b | 1.8320.01b | 32020132

"KW - probka kontrolna wytlokéw z czarnuszki, 1OMFWC- preparat z fermentowanyeh wytoki z
czamuszki mikronizowanych przez 10 minut, 20MFWC - preparat 2 fermentowanych wytlokéw z
czarnuszki mikronizowanych przez 20 minut * wartodci a-c w tej samej Kolumni€ oznaczoneg] réZnyini
literami sg istoinie (o = 0,03} réine.

Przeprowadzone badania udowodnily, ze jednoczesna mikronizacia i fermentacja
-wytlokéw wplynela pozytywnie na parametry biochemiczne prébki. Najlepsze wyniki
uzyskano dla prébek mikronizowanych przez 10 minut i fermentowanych, dalszy proces
mikronizacji nie dal juz tak znaczacej poprawy parametrow biochemicznych. Calkowita
zawartos¢ zwigzkow fenolowych (TPC: Total phenolic content) w preparacic z wytlokow
z czarnuszki fermentowanym i mikronizowanym przez 10 minut byla ponad 2,46 razy
wieksza od probki kontrolne) tj. samych wytlokéw z czarnuszki byla réwna 28,36 mg
GAE/g s.m., po trawieniu probki jeszcze wigksza i rownala si¢ 35.48 mg GAE/g s.m.

(gdzie GAE jest ekwiwalentem kwasu galusowego). Aktywno$é przeciwrodnikowa
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preparatu wyrazona wskaznikiem ECso wobee ABTS przed trawieniem i po trawieniu byla

probki  kontrolnej (1,18; 1,77).. Aktywnos¢ przeciwrodnikowa preparatu wyrazona
wskaznikiem EC50 wobec DPPH byta réwniez znacznie i istotnic korzystnie nizsza przed
trawieniem: 1,79 oraz po trawicniu: 5,19 mg sm./ml od probki kontrolnej, kidra

charakteryzowala si¢ bardzo duza wartodcig po trawieniu az 32,66 mg s.m./ml.
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