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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposob otrzymywania suchych ekstraktéw triterpenéw oraz bton-
nika, w szczegoélnosci ze skorek jabtek, i ich zastosowanie jako sktadnikéw produktéw zywnosciowych,
w szczegolnosci mlecznych napojow fermentowanych i deseréw owocowych na bazie przecieru jabtko-
wego, przeznaczonych dla diabetykow.

Triterpeny (kwas ursolowy, kwas oleanolowy i inne) wystepujg powszechnie w tkankach wielu
roslin, zaréwno w formie wolnej, jak i zwigzanej. Bogatym ich zrédtem sg owoce derenia jadalnego
(Cornus mas) i swidosliwy (Amelanchier alnifolia). W znaczgcej ilosci wystepujg one takze w owocach
jarzebiny (Sorbus spp.), aronii (Aronia melanocarpa) i rokitnika (Hippophae rhamnoides). Migzsz owo-
cow glogu pierzastolistnego (Crataegus pinnatifida) moze zawiera¢, w przeliczeniu na suchg mase, do
1,1 mg/g triterpendw, giéwnie kwasu ursolowego. W przypadku niektérych odmian jabtek zawartos¢
triterpendw, gtéwnie kwasu ursolowego, siega 0,117 mg/g swiezego owocu. W odréznieniu od cukrow
prostych, ktére w owocach zlokalizowane sg gtéwnie w wakuolach komdérek mezokarpu, triterpeny aku-
mulowane sg w gtdéwnie w egzokarpie (skorce), przy czym ich bezwzgledna zawartos¢ jest cechg od-
mianowa. W skorce jabtek odmiany ‘Piekna z Bokoop’ zawarto$¢ kwasu ursolowego wynosi ok. 0,2%,
a kwasu oleanowego 0,1%, podczas gdy u odmian takich jak ‘Golden Delicious’, ‘Granny Smith’ czy
‘Jonagold’ byty one 10-krotnie wyzsze. Kwas ursolowy moze stanowic¢ od 30 do 70% warstwy woskowej
pokrywajgcej owoce. Naturalne triterpeny takie jak kwas ursolowy i kwas oleanolowy oraz ich pochodne
wywierajg korzystny wptyw na pobieranie i metabolizm glukozy w komérkach zwierzecych i tagodzag
skutki insulinoodpornosci. W badaniach na zwierzetach wykazano, ze mogg by¢ one pomocne w terapii
cukrzycy oraz patologicznej otyto$ci.

Znany jest z polskiego opisu patentowego nr 202948 sposob ciggtego uzyskiwania triterpenow
z roslin i/lub czesci roslin, ktéry obejmuje etapy: a) ciggtego doprowadzania czesci roslin i rozpuszczal-
nika, w ktérym rozpuszczalnos$¢ triterpendw wynosi nie wiecej niz 1 g/litr oraz wymywania czesci roslin
rozpuszczalnikiem w przeciwpradzie w temperaturze 20°C do 70°C; b) ciggtego ekstrahowania triterpe-
néw rozpuszczalnikiem w temperaturze od 50°C do 200°C i pod cisnieniem 100 kPa do 30000 kPa
w przeciwpradzie; c) ciggtego schtadzania i odprezania roztworu zawierajgcego triterpeny, przez co ftri-
terpeny wykrystalizowywujg z rozpuszczalnika z etapu b); d) odsgczenia triterpenéw w temperaturze
pokojowej; ) wymywania triterpendw rozpuszczalnikiem. Sposéb charakteryzuje sie tym, ze triterpeny
uzyskuje sie z kory brzozy, korzystnie z biatej czesci kory brzozy (z korka brzozy) o czystosci przynajm-
niej 80%, korzystnie 85%, w szczegolnosci 90%, a szczegdlnie korzystnie ponad 90%, przy czym
gtébwng czes$¢ wyekstrahowanych triterpendéw stanowi betulina, a zawarto$é betuliny wynosi przynajm-
niej 80%, korzystnie 85%, w szczegdlnosci 85%, a szczegdlnie korzystnie ponad 90%. Stosowanym
rozpuszczalnikiem jest rozpuszczalnik wybrany z grupy zawierajgcej CO2 w stanie nadkrytycznym, we-
glowodor o niskiej temperaturze wrzenia lub mieszanina, zawierajgca weglowodory o niskiej tempera-
turze wrzenia, w szczegdélnosci n-pentan, n-heksan lub n-heptan, a poza tym w etapie a) uzyskiwania
triterpendw jako rozpuszczalnik stosuje sie rozpuszczalnik odpadowy z etapu drugiego, wymywanie
w etapie a) uzyskiwania triterpenéw prowadzi sie pod cisnieniem 100 kPa do 30000 kPa, korzystnie
1000 do 3500 kPa, szczegdlnie korzystnie 2500 kPa, ekstrakcje w etapie b) uzyskiwania triterpendw
prowadzi sie w temperaturze od 50 do 200°C, korzystnie w temperaturze od 140 do 160°C, bardziej
korzystnie w temperaturze 150°C i pod cisnieniem 1000 do 3500 kPa, korzystnie 2500 kPa, krystalizacje
w etapie c) uzyskiwania triterpenéw prowadzi sie jako proces mikrokrystalizacji z przecietng wielkoscig
czgstek <40 um, w szczegdlnosci od 2 do 32 um.

Znany jest z polskiego opisu patentowego nr 141399 sposéb wytwarzania kwasu oleanolowego
i jego soli z nagietka lekarskiego, w ktérym rozdrobnione ziele nagietka z kwiatami lub bez poddaje sie
bezposrednio ekstrakcji 50-80% wodnym roztworem alkoholu alifatycznego, zawierajgcego nie wigcej
niz 3 atomy wegla, wyciag zageszcza sie, a nastepnie poddaje hydrolizie gorgcym 5-20% wodnym
roztworem kwasu mineralnego, uzyskany osad odsgcza sie, przemywa wodg i ekstrahuje wodnym roz-
tworem alkaliéw uzyskujgc nierozpuszczalng w tym roztworze frakcje stanowigcg sél zagdanego kwasu,
ktérg oczyszcza sie przez krystalizacje z metanolu lub etanolu i przeprowadza dziataniem kwasu mine-
ralnego lub organicznego w wolny kwas oleanolowy.

Znany jest z europejskiego opisu patentowego EP1732875 sposdb wyodrebniania kwasu olea-
nolowego z korzeni Lantany pospolitej, w ktérym proces obejmuje nastepujgce etapy: a) uzyskanie wy-
suszonego korzenia Lantany pospolitej; b) rozdrabnianie wysuszonego korzenia z etapu (a) w celu
otrzymania proszku; c) odttuszczanie proszku do trzech razy rozpuszczalnikiem organicznym przez
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6—12 godzin w temperaturze 30—-40°C; d) ekstrahowanie odttuszczonego proszku z jednego rozpusz-
czalnika do trzech razy w temperaturze 30—40°C przez 6-12 godzin; e) usuwanie rozpuszczalnika
w etapie (d) w celu uzyskania surowego ekstraktu; f) wytrgcanie surowego ekstraktu w celu uzyskania
osadu, po czesciowej krystalizacji osadu z jednego rozpuszczalnika do uzyskania kwasu oleanolowego.

Przyktady realizacji sposobu wedtug wynalazku przedstawiono ponizej.

Przyktad |

Skoérki owocowe pobrane z przemystowej linii do obierania poddano sortowaniu i zamrozono
w temperaturze -25°C do czasu dalszego przetwarzania. Przed przerobem skérki rozmrozono do osia-
gniecia temperatury otoczenia. Rozmrozone skoérki jabtkowe zmieszano z wodg o temperaturze 40°C
w proporcji 1:3. Skorki ekstrahowano wodg poprzez ciggte mieszanie, ktére odbywato sie w temperatu-
rze 40°C przez 20 minut. Nastepnie skoérki wyttoczono na prasie hydraulicznej, a wyttoki po roztadowa-
niu prasy zebrano, roztozono na sitach i wysuszono w suszarce owiewowej przez 6 godzin w tempera-
turze 70°C. Po zmieleniu prébek i separacji do partii o srednicy ziaren ponizej 100 pm dodano je do
napoju jogurtowego w ilosci 0,4% otrzymujac napdj jogurtowy o zawartosci triterpendw 20 mg/250 g
produktu.

Przyktad

Skérki owocowe pobrane z przemystowej linii do obierania zamrozono w temperaturze -25°C do
czasu dalszego przetwarzania. Przed przerobem skoérki rozmrozono do osiggniecia temperatury oto-
czenia. Rozmrozone skorki jabtkowe zmieszano z wodg o temperaturze 40°C w proporcji 1:3. Skorki
ekstrahowano wodg poprzez ciggte mieszanie, ktére odbywato sie w temperaturze 40°C przez 20 minut.
Nastepnie skorki wyttoczono na prasie hydraulicznej, a wyttoki oddzielono i zamrozono. Zamrozone
wyttoki suszono w suszarce przemystowej typu ,Lesniczanka” w temperaturze 80°C przez 12 godzin.
Suche wyttoki poddano rozdrabnianiu i separacji do partii o Srednicy ziaren ponizej 200 um, po czym
dodano do napoju jogurtowego w ilosci 0,3% otrzymujgc napdj jogurtowy o zawartosci triterpenow
20 mg/250 g produktu i zawartosci btonnika ogétem 1,2 g/250 g.

Zawartosc triterpendw, cukrow i btonnika w napoju jogurtowym przedstawia ponizsza tabela.

Jogurt A Jogurt B
Badany parametr Jednostka (z blonnikiem) | (naturalny)

Kwas oleanolowy mg/250 g 3,0 0,0
Kwas ursolowy mg/250 g 17,5 0,0
Rebaudiozyd A mg/l 140 132
Stewiozyd mg/I 72 82

Laktoza g/100 g 3,63 3,62
Glukoza g/100 g 0,10 0,10
Galaktoza g/100 g 0,40 0,39
Fruktoza g/100 g 0,19 0,14
Btonnik ogdtem (TDF) g/100 g 0,48 0,23
Btonnik rozpuszczalny (SDF) g/100 g 0,28 0,16
Btonnik nierozpuszczany (SDF) g9/100 g 0,19 0,07

Sposdb otrzymywania suchych ekstraktéw triterpendw i bfonnika wedtug wynalazku charaktery-
zuje sie tym, Zze wyttoki z jabtek sortuje sie i zamraza w temperaturze -25°C, nastepnie rozmraza sie do
temperatury otoczenia i miesza z wodg o temperaturze 40°C w proporcji 1:3, po czym wymieszane
z woda wyttoki poddaje sie jednostopniowej ekstrakcji poprzez ciggte mieszanie w temperaturze 40°C
przez okres 20 min, nastepnie wyttacza sie na prasie, suszy w temperaturze 70—-80°C przez okres
6—12 h, rozdrabnia i separuje do Srednicy ziaren ponizej 200 um. Wynalazek obejmuje takze zastoso-
wanie suchych ekstraktéw triterpendw i btonnika uzyskanych z wyttokdéw z jabtek opisanym wyzej spo-
sobem jako sktadnikéw napojéw mlecznych fermentowanych w ilosci 0,2—1,5% lub deseréw owocowych
w ilosci 0,2-1,5%.

Zaletg sposobu wedtug wynalazku jest mozliwos¢ otrzymywania suchych ekstraktéw triterpenéw
i blonnika ze skérek jabtkowych. Po przetworzeniu jabtek z pozostatych odpaddéw odzyskuje sie cenne
odzywcze i prozdrowotne skfadniki: kwas oleanolowy i kwas ursolowy, bfonnik spozywczy oraz gliko-
zydy kwercetyny w jednej frakcji suchej. Zaletg sposobu jest tez to, ze preparat zostaje pozbawiony
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frakcji weglowodanowej sktadajgcej sie z sacharozy, glukozy, fruktozy i sorbitolu, co stanowi o jego
przydatnosci do zastosowania w produktach dla diabetykéw, natomiast pozostaje zachowana frakcja
triterpendw sktadajgca sie z kwasow oleanolowego i ursolowego, wykazujgcych dziatanie ograniczajgce
ryzyko cukrzycy typu Il. Ponadto w preparacie obecne sg glikozydy kwercetyny, wykazujgce cenne wta-
sciwosci zdrowotne. Preparat po procesie technologicznym zawiera do 80% bfonnika ogdétem i do
35 mg sumy triterpendéw na 1 g preparatu. Ponadto poziom skfadnikéw jest stabilny podczas rocznego
okresu przechowywania w temperaturze 20°C.

Zastosowanie naturalnych preparatéw z owocow o wysokiej zawartosci triterpendw w produktach
spozywczych wspomagajgcych profilaktyke cukrzycy jest szczegdlnie uzasadnione, gdyz wyniki badan
dowodzg, iz korzysci zdrowotne spozycia owocow i warzyw zwigzane sg nie tylko z aktywnoscig po-
szczegolnych zwigzkow o wiasciwosciach prozdrowotnych, ale réwniez z ich uzupetniajagcym i synergi-
stycznym oddziatywaniem. Wykazano, ze triterpeny wraz z innymi substancjami bioaktywnymi i btonni-
kiem mogg mie¢ znaczenie w zapobieganiu chorobom nowotworowym, m.in. jelita grubego. Stad za-
stosowanie naturalnych ekstraktéw z owocéw moze mie¢ przewage w poréwnaniu do efektdéw spozycia
Wysoko oczyszczonych preparatow zawierajgcych wyizolowane triterpeny. Zastosowanie ekstraktéw tri-
terpenéw do wytwarzania fermentowanych napojéw mlecznych o obnizonej zawartosci cukréw prostych
i laktozy pozwala na skojarzenie naturalnego produktu, o skfadzie korzystnym dla diabetykow, z prepa-
ratem o wiasciwosciach nutraceutyku. W badaniach klinicznych kwas korosolowy podawany doustnie
w dawce 32 lub 48 mg/dobe przez 2 tygodnie obnizat stezenie glukozy na czczo u pacjentéw chorych
na cukrzyce typu Il. Osoby te na 45 dni przed badaniem przestaty bra¢ doustne leki hipoglikemizujgce
i nie zmieniaty diety. Spadek ten wynosit odpowiednio 20 i 30% w poréwnaniu do wartosci przed préba
(baseline). W innym badaniu kwas korosolowy podany jednorazowo w dawce doustnej 10 mg obnizat
poziom glukozy w tescie obcigzenia 75 g glukozy u zdrowych oséb. Biorgc pod uwage wyniki tych préb
klinicznych nalezy przyjaé, ze dawka triterpenéw w postaci mieszaniny kwaséw ursolowego, oleano-
wego i korolosowego w przeliczeniu na kwas korosolowy w jednej porcji jogurtu powinna wynosi¢
20 mg przy zatozeniu, ze pacjent bedzie zjadat 2 porcje dziennie. Jest to jednak tylko zatozenie robocze,
za$ dawki triterpenoidow stosowane we wtasciwym badaniu klinicznym bedg ustalone na podstawie
wynikow badan in vitro i na zwierzetach oraz na podstawie wynikéw pilotazowych proéb klinicznych.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb otrzymywania suchych ekstraktéw triterpendw i btonnika, w ktérym rozdrobniony ma-
teriat organiczny poddaje sie procesowi ekstrakcji przy pomocy rozpuszczalnika, a nastepnie
suszy, znamienny tym, ze wyttoki z jabtek sortuje sie i zamraza w temperaturze -25°C, na-
stepnie rozmraza sie do temperatury otoczenia i miesza z wodg o temperaturze 40°C w pro-
porcji 1:3, po czym wymieszane z wodg wyttoki poddaje sie jednostopniowej ekstrakcji po-
przez ciggte mieszanie w temperaturze 40°C przez okres 20 min, nastepnie wyttacza sie na
prasie, suszy w temperaturze 70-80°C przez okres 6—12 h, rozdrabnia i separuje do srednicy
ziaren ponizej 200 um.

2. Zastosowanie suchych ekstraktéw triterpendw i btonnika uzyskanych z wyttokéw z jabtek,
ktére sortuje sie i zamraza w temperaturze -25°C, nastepnie rozmraza sie do temperatury
otoczenia i miesza z wodg o temperaturze 40°C w proporcji 1:3, po czym wymieszane
z wodg wyttoki poddaje sie jednostopniowej ekstrakcji poprzez ciggte mieszanie w tempe-
raturze 40°C przez okres 20 min, nastepnie wyttacza sie na prasie, suszy w temperaturze
70-80°C przez okres 6-12 h, rozdrabnia i separuje do $rednicy ziaren ponizej 200 um,
jako sktadnikow napojow mlecznych fermentowanych w ilosci 0,2—1,5% lub deseréow owo-
cowych w ilosci 0,2-1,5%.
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