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АННОТАЦИЯ

Введение. В отношении исследуемых растительных полифенолов в открытой литерату- 
ре представлены многочисленные материалы, указывающие на высокий потенциал этих 
веществ как функциональных пищевых ингредиентов. Для данных соединений опре- 
делены свойства антиоксидантные, противовоспалительные, иммуностимулирующие и 
другие. С другой стороны, изучаемые вещества склонны к окислительной деградации 
и активно вступают в химические реакции со снижением или потерей биоактивных 
свойств. Для минимизации указанных проблем предложено использование технологии 
инкапсуляции в клетки дрожжей Saccharomyces cerevisiae.

Цель. Изучение возможности инкапсуляции полифенолов в живые клетки дрожжей 
Saccharomyces cerevisiae для получения эффективных функциональных пищевых ингре- 
диентов. В задачи исследования входила оценка влияния используемого массового со- 
отношения дрожжи: биологически активное вещество и продолжительности процесса 
на эффективность инкапсуляции.

Материалы и методы. В качестве объектов исследования были выбраны представи- 
тели различных классов полифенолов (флавоноидов и стильбенов): дигидрокверце- 
тин, ресвератрол и рутин, являющиеся известными сильными антиоксидантами. Про- 
цесс инкапсуляции вели с применением методов простой диффузии в живые клетки 
Saccharomyces cerevisiae. Для этого использовали режимы инкапсуляции в условиях тер- 
мостатируемого встряхивателя, продолжительность процесса достигала 23 часов.

Результаты. Результаты исследований показали, что весомый вклад в повышение эф- 
фективности инкапсуляции внес временной фактор. Наблюдается четкая положитель- 
ная зависимость роста эффективности инкапсуляции от продолжительности ведения 
процесса. Вклад используемого при инкапсуляции соотношения дрожжи : биологически 
активное вещество не столь ощутим. На основании полученных результатов с примене- 
нием метода двухфакторного регрессионного анализа были получены математические 
модели, адекватно описывающие зависимость эффективности процесса инкапсуляции 
от продолжительности инкапсуляции и соотношения дрожжи : биологически активное 
вещество. Это позволило установить оптимальные режимы инкапсуляции биологически 
активных веществ в клетки дрожжей.

Выводы. Проведенные исследования подтвердили возможность инкапсуляции исследу- 
емых представителей полифенолов в живые клетки дрожжей Saccharomyces cerevisiae. 
Однако полученное максимальное значение эффективности инкапсуляции — 50,1 %, 
указывают на необходимость поиска путей совершенствования данного процесса.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА
растительные полифенолы, инкапсуляция, дрожжи Saccharomyces cerevisiae, эффектив- 
ность инкапсуляции, оптимизация
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ABSTRACT

Background. With regard to the studied plant polyphenols, the open literature presents 
numerous materials indicating the high potential of these substances as functional food 
ingredients. For these compounds, the antioxidant, anti-inflammatory, immunostimulating 
and other. On the other hand, the studied substances are prone to oxidative degradation 
and actively enter into chemical reactions with a decrease or loss of bioactive proper­
ties. To minimize these problems, it is proposed to use the technology of encapsulation in 
Saccharomyces cerevisiae yeast cells.

Purpose. Study of the possibility of encapsulation of polyphenols in living yeast cells 
Saccharomyces cerevisiae for obtaining effective functional food ingredients. The objectives 
of the study included assessing the influence of the mass ratio used yeast:biologically ac­
tive substance and the duration of the process on the efficiency of encapsulation.

Materials and Methods. Representatives of various classes of polyphenols (flavonoids and 
stilbenes) were selected as objects of study: dihydroquercetin, resveratrol, and rutin, which 
are known strong antioxidants. The encapsulation process was carried out using the meth­
ods of simple diffusion into living cells. Saccharomyces cerevisiae. For this, encapsulation 
modes were used under the conditions of a thermostatically controlled shaker; the duration 
of the process reached 23 hours.

Results. The results of the studies showed that the time factor made a significant contri­
bution to increasing the efficiency of encapsulation. There is a clear positive dependence 
of the increase in the efficiency of encapsulation on the duration of the administration 
process. The contribution of the yeast : biological ratio used in encapsulation of the active 
substance is not so noticeable. Based on the results obtained using the method of two fac­
tor regression analysis, mathematical models that adequately describe the dependence of 
the efficiency of the encapsulation process on the duration of encapsulation and the ratio 
of yeast : biologically active substance. This made it possible to establish optimal modes of 
encapsulation of biologically active substances in yeast cells.

Conclusions. The conducted studies confirmed the possibility of encapsulation of the stu­
died representatives of polyphenols in living cells of the yeast Saccharomyces cerevisiae. 
However, the maximum encapsulation efficiency obtained is 50.1%, indicate the need to 
find ways to improve this process.

KEYWORDS
plant polyphenols, encapsulation, yeast Saccharomyces cerevisiae, encapsulation efficiency, 
optimization
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Оценка эффективности инкапсуляции полифенолов
в клетки дрожжей Saccharomyces Cerevisiae И. В. Калинина и соавт.

ВВЕДЕНИЕ

Микроинкапсуляция — это метод, который сегод- 
ня вызывает особый интерес исследователей в об- 
ласти фармацевтики, разработки БАД и функцио- 
нальных пищевых ингредиентов. Он определяется 
как процесс, в котором микрочастицы активного 
компонента (антиоксиданта, витамина, натураль- 
ного красителя, фермента и т. д.) окружены другим 
материалом, выполняющем защитную функцию, 
что приводит к образованию небольших капсул 
(Фаткуллин и соавт., 2021). Инкапсуляция позволяет 
обеспечить стабильность активного соединения, по- 
скольку материал капсулы действует как физический 
барьер для кислорода или других молекул, предот- 
вращая нежелательные химические реакции (Jade 
et al., 2020). Кроме того, защитная капсула призвана 
предотвращать потерю свойств активного соедине- 
ния в составе сложных пищевых систем, в процессе 
технологии производства, а также от ферментатив- 
ного разрушения при переваривании (Nagy et al., 
2012). Несомненным преимуществом технологии 
инкапсуляции является возможность обеспечения 
контролируемого высвобождения активного компо- 
нента (Serra et al., 2010).

Стабильность и свойства инкапсулированного ве- 
щества напрямую зависят от материала капсулы. 
Для технологий пищевых производств приори- 
тетным требованием является использование для 
инкапсуляции веществ, разрешенных в пищевой 
промышленности (Nagy et al., 2012). На сегодняш- 
ний день в литературе представлены исследования 
по использованию в технологиях инкапсуляции 
биологически активных веществ (БАВ) капсульных 
систем на основе углеводов: модифицированно- 
го крахмала, мальтодекстрина, циклодекстрина, 
камедей; белков: казеина, сывороточного альбуми- 
на, зеина; липидов: наноэмульсий, липосом и т.д 
(González et al., 2011).

Одним из новых подходов к инкапсуляции БАВ 
можно рассматривать использование в качестве 
защитной капсулы дрожжевой клетки, в частности 
Saccharomyces cerevisiae. Дрожжи широко исполь- 
зуются в пищевой и перерабатывающей промыш- 
ленности, играя ключевую роль в ферментативных 
процессах. Они могут рассматриваться как разре- 
шенные в пищевой отрасли ингредиенты, хорошо 

изученные и недорогие (Shishikura et al., 2006). Ис- 
следования показывают, что свойства фосфоли- 
пидных мембран дрожжевой клетки схожи с липо- 
сомами и могут использоваться для инкапсуляции 
как гидрофобных, так и гидрофильных молекул 
(Schramm et al., 2003). В литературе представлены 
исследования по инкапсуляции в дрожжевые клетки 
98 различных веществ, охватывая большой диапазон 
значений лимпофильности (обозначаемый log P), 
которые показали, что эффективность инкапсуля- 
ции может достигать 50 % для веществ со значе- 
нием log P, выше 2 (Shumin et al., 2017; Sugiyama et 
al., 2007). По сравнению с липосомами дрожжевая 
клетка имеет дополнительное преимущество за счет 
внешней толстой клеточной стенки (Uchiyama et al., 
2011), механическую прочность которой обеспечи- 
вают ряд веществ, среди них, β-глюкан и хитин (Yi 
et al., 2006; Yuksel et al., 2009; Tomás-Barberán et al., 
2012). Биодоступность инкапсулированных биоло- 
гически активных веществ в клетки дрожжей в жиз- 
неспособном и плазмолизированном состоянии 
изучалась рядом автором (Young et al., 2020; Leung 
et al., 2008), которые показали, что дрожжевая клет- 
ка способна эффективно сохранять биологически 
активные вещества в условиях желудочно-кишеч- 
ного переваривания. Так, инкапсуляция куркумина 
в дрожжевые клетки позволила успешно минимизи- 
ровать процесс его деградации на стадии желудка, 
обеспечивая максимальный выход из дрожжевой 
клетки на стадии кишечника (Young et al., 2020).

При этом, в литературе представлены противо- 
речивые данные о влиянии молекулярной массы 
веществ на их способность свободно проникать 
в дрожжевые клетки (Zhang et al, 2017). Исследо- 
вания Round и Nelson1 показывают, что свобод- 
ное проникновение в дрожжевую клетку за счет 
процессов диффузии возможно только для ве- 
ществ с молекулярной массой менее 760. Тогда 
как, в открытых источниках можно найти отдель- 
ные результаты экспериментальных исследова- 
ний, подтверждающие возможность инкапсуляции 
в дрожжевые клетки соединений с молекулярной 
массой до 20 000 (Калинина и соавт., 2019).

1 Round, A., & Nelson, G. (2006). UK Patent № 2424408. Encapsulation using microbial cells. Micap PLC.

В рамках настоящего исследования была сформу- 
лирована гипотеза о возможности инкапсуляции 
выраженно гидрофобных веществ полифенольной 
природы в живые клетки дрожжей Saccharomyces 
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cerevisiae. При этом оценивалось влияние продол- 
жительности инкапсуляции и соотношения дрож- 
жи: БАВ на эффективность процесса.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве активных соединений были выбраны 
рутин, дигидрокверцетин и ресвератрол, как силь- 
ные антиоксиданты, представляющие различные 
классы полифенолов. Свойства этих веществ и мо- 
лекулярное строение представлены в Таблице 1 
и на Рисунке 1. В качестве инкапсулирующего мате- 
риала использовали коммерчески доступные дрож- 
жи Saccharomyces cerevisiae.

Условия инкапсуляции

Инкапсуляцию полифенолов в дрожжевые клетки 
проводили в водной среде при соотношении ком- 
понентов дрожжи : БАВ, равной 3 : 1; 5 : 1 и 7 : 1

Таблица 1
Физико-химические свойства полифенолов 
(Фаткуллин, 2021)

Свойство
Значение

Рутин Ресвера- 
трол

Дигидро- 
кверцетин

Растворимость в воде 3,54 г/л 0,069 г/л 1,16 г/л

log P 0,15 2,57 1,07

Количество акцепторов 
водорода

16 3 7

Количество доноров 
водорода

10 3 5

Количество бензойных 5 2 3
колец

Молекулярная масса 610,5 228,3 304,3

по массе. Использовался гидромодуль (соотноше- 
ние сухие компоненты : вода) 1 : 50.

Инкапсуляцию проводили в термостатируе- 
мом встряхивателе при 200 об/мин, температуре 
28 °С в течение 23 часов. Контроль эффективности 
инкапсуляции проводили в трех временных точках: 
через 1, 12 и 23 часа. Эффективность инкапсуляции 
(ЭИ) определяли как отношение БАВ, инкапсулиро- 
ванных, к количеству БАВ, оставшемуся на поверх- 
ности клеток дрожжей, по методике (Калинина, 
2019).

Для определения содержания неинкапсулиро- 
ванных БАВ к 0,1 г густой суспензии добавляли 
10 мл этанола, аккуратно перемешивали и опре- 
деляли содержание БАВ в надосадочной жидкости 
(Potoroko et al., 2017).

Для определения общего содержания БАВ на по- 
верхности капсул и инкапсулированного к 0,1 г гу- 
стой суспензии дрожжей добавляли 10 мл этанола 
и 10 мл 5н HCl, активно перемешивали до разру- 
шения капсул. Затем центрифугировали 5 мин 
при 5000g и определяли содержание БАВ в надоса- 
дочной жидкости.

Эффективность инкапсуляции в % рассчитывали 
по формуле:

X 1 – X 0 X 1 – X 0
ЭИ (%) = ×100,

X 2 X 2
(1)

где X 1 — общее содержание БАВ (после процедуры 
разрушения капсул), мг; X 0 — содержание неин- 
капсулированного БАВ, мг; X 2 — количество БАВ, 
добавленное при инкапсуляции, мг.

aб в

Рисунок 1
Пространственная структура молекул рутина (а), дигидрокверцетин (б), ресвератрола (в)
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в клетки дрожжей Saccharomyces Cerevisiae И. В. Калинина и соавт.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Результаты определения динамики эффективности 
инкапсуляции исследуемых веществ представлены 
в Таблице 2.

На основании полученных результатов была 
проведена математическая обработка данных 
с применением двухфакторного регрессионно- 
го анализа и определено оптимальное сочетание 
регулируемых параметров для достижения наи- 
более высоких значений эффективности инкапсу- 
ляции из веществ в клетки дрожжей Saccharomyces 
cerevisiae (Рисунок 2).

a Таблица 2
Эффективность инкапсуляции исследуемых полифенолов 
в клетки дрожжей Saccharomyces cerevisiae

Продолжитель- 
ность инкапсу- 

ляции, час

Значение ЭИ, %

Рутин Дигидро- 
кверцетин

Ресвера- 
трол

Соотношение дрожжи : БАВ = 3 : 1

1 5,6 ± 0,3 3,4 ± 0,2 3,1 ± 0,3

12 35,8 ± 0,2 22,7 ± 0,2 19,1 ± 0,2

23 42,4 ± 0,4 31,4 ± 0,3 30,5 ± 0,3

Соотношение дрожжи : БАВ = 5 : 1

1 6,1 ± 0,3 3,8 ± 0,2 3,0 ± 0,3

12 41,2 ± 0,4 24,4 ± 0,3 20,5 ± 0,4

23 49,3 ± 0,3 31,9 ± 0,3 31,2 ± 0,3

Соотношение дрожжи : БАВ = 7 : 1

1 7,1 ± 0,2 3,6 ± 0,2 3,4 ± 0,2

12 43,4 ± 0,2 24,4 ± 0,3 23,5 ± 0,4

23 43,3 ± 0,2 31,8 ± 0,3 31,9 ± 0,3

б

Рисунок 2
Результаты математического моделирования эффективно- 
сти инкапсуляции рутина (а), дигидрокверцетина (б) и ресве- 
ратрола (в)
a — Y1 = –0,116Х12Х12 – 0,65Х22Х22 – 8,533 · 10–3Х1Х2+ 4,632Х1 + 
+ 7,439Х2 – 17,416;

б — Y1 = –0,051Х12Х12 – 0,121Х22Х22 + 1,732 · 10–3Х1Х2+ 2,5Х1 +
+ 1,379Х2 – 2,407;

в — Y1 = –0,053Х12Х12 –0,371Х22Х22 –0,088Х1Х2+ 2,631Х1 +
+ 4,556Х2 – 11,501
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ОБСУЖДЕНИЕ

Полученные данные свидетельствуют о значи- 
тельной вариабельности процесса инкапсуля- 
ции исследуемых полифенолов в клетки дрожжей 
Saccharomyces cerevisiae (Das et al., 2010). Наиболее 
высокие значения эффективности инкапсуляции 
были установлены для рутина, более чем в 1,5 раза 
превышающие эффективность инкапсуляции ди- 
гидрокверцетина и ресвератрола (Potoroko et al., 
2018). Объяснением этому факту может является 
более высокая растворимость рутина в воде, уста- 
новленная нами в предыдущих исследованиях 
(Калинина и соавт., 2022).

Весомый вклад в повышение эффективности ин- 
капсуляции внес временной фактор (Weston & 
Mathesius, 2004). Наблюдается четкая положитель- 
ная зависимость роста эффективности инкапсу- 
ляции от продолжительности ведения процесса. 
Так, через 12 часов эффективность инкапсуляции 
увеличивается в 6–7 раз, не зависимо от вида веще- 
ства и соотношения дрожжи:БАВ. Положительное 
влияние продолжительности процесса инкапсуля- 
ции на его эффективность являлось ожидаемым 
и согласуется с данными, представленными в лите- 
ратуре. Определяется это, вероятно, вкладом двух 
факторов: постепенным увеличением доли раство- 
ренных полифенолов и ростом биомассы дрожжей, 
способных инкапсулировать биологически актив- 
ные вещества.

Проведенные исследования показали, что вклад 
используемого при инкапсуляции соотношения 
дрожжи:БАВ не столь ощутим. Некоторый прирост 
значения эффективности инкапсуляции при увели- 
чении массы дрожжей к массе БАВ был отмечен для 
рутина. Эффективность инкапсуляции рутина в те- 
чение 23 часов при соотношении дрожжи:БАВ, рав- 
ном 7:1, превышала эффективность инкапсуляции 
в течение 24 часов при соотношении дрожжи:БАВ, 
равном 3:1 на 21 %. Для дигидрокверцетина и ре- 
свератрола такого весомого роста эффективности 
инкапсуляции в зависимости от используемого со- 
отношения дрожжи:БАВ не наблюдалось, прирост 
составлял 4–5 %.

Вместе с тем, важной задачей проводимого иссле- 
дования представлялось отслеживание влияния 
полифенолов на развитие дрожжевой культуры. 
Ряд исследований, представленных в литературе 

(Soares, 2012), показывает возможность возникно- 
вения полифенольного стресса у дрожжей при из- 
быточном количестве БАВ в системе (Tuohy et al., 
2012), что в целом может тормозить процессы жиз- 
недеятельности этих микроорганизмов и как след- 
ствие замедлять диффузионный перенос БАВ через 
мембрану дрожжевой клетки.

ВЫВОДЫ

Проведенные нами исследования подтвердили 
возможность инкапсуляции исследуемых пред- 
ставителей полифенолов в живые клетки дрожжей 
Saccharomyces cerevisiae методом простой диффу- 
зии. Вместе с тем, эффективность инкапсуляции, 
даже при значительных временных затратах, едва 
достигает 50 %. Такие результаты могут объяснять- 
ся низкой растворимостью данных веществ в воде, 
их склонностью к полимеризации и укрупнению 
размеров частиц. Полученные результаты указы- 
вают на необходимость поиска решения этой про- 
блемы, в качестве возможных направлений может 
стать предварительное наноструктурирование по- 
лифенолов (Verma et al., 2009), например с исполь- 
зованием ультразвукового воздействия (Tyukavkina 
et al., 1967; Blokhina et al., 2014). Вместе с тем, для 
полного понимания спектра необходимых для ре- 
шения задач, следует провести дополнительные 
исследования растворимости изучаемых полифе- 
нолов, в частности в 1-октаноле (веществе, ими- 
тирующем биологические жидкости), провести 
расчеты термодинамических характеристик про- 
цессов растворения, установить дисперсный состав 
частиц полифенолов в системе, что составляет ос- 
нову будущих исследований.
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