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Przedmiotem zgtoszenia jest spos6b wytwarza-
nia modyfikowanej bionanocelulozy (BNC),
wedtug wynalazku, polegajgcy na przygoto-
waniu inokulum poprzez zaszczepienie na po-
diozu ptynnym Hestrin-Schramm zawierajgcym
glukoze, ekstrakt drozdZzowy, pepton bakteryj-
ny, kwas cytrynowy, Na;HPO4, MgSO4 ¢ H20,
w plynnej wysterylizowanej pozywce hodo-
wlanej bakterii fermentacji octowej z rodzaju
Komagataeibacter, korzystnie szczepem bakte-
rii Komagataeibacter xylinus. Nastepnie wymie-
szaniu przez 15 minut i inkubowaniu przez 7 dni
w temperaturze 25 - 30°C, ponownym wymie-
szaniu przez 5 minut, i, przeniesieniu tak otrzy-
manego inokulum w ilosci 5 — 20% objetoscio-
wych do podtoza produkcyjnego i prowadzeniu
hodowli stacjonarnej przez 3 - 20 dni w tempera-
turze 25 - 30°C. Nastepnym oczyszczaniu za
pomoca 0,1 M roztworu NaOH w 80°C przez 30
min i przeptukiwaniu wodg destylowang do mo-
mentu ustabilizowania pH na poziomie 6,5 - 7,5
i wysuszeniu. Istota wynalazku polega na tym,
ze materiat BNC poddaje sie modyfikacji za
pomoca plazmy niskocisnieniowej, czyli zjonizo-
wanych czgsteczek gazu przez czas 1 - 30 min-
ut. Proces prowadzi sie w generatorze plazmy
przy przeptywie gazu w zakresie 5 - 50 sccm.
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Sposéb wytwarzania modyfikowanej celulozy bakteryjnej o wtasciwosciach

przeciwdrobnoustrojowych

Przedmiotem wynalazku jest sposob otrzymywania modyfikowane] ex sifu
bionanocelulozy (BNC) wytwarzanej w warunkach hodowli stacjonarnej lub
dynamicznej z wykorzystaniem szczepu z rodzaju Komagataeibacter (wczesniej
Gluconacteobacter), korzystnie Komagataeibacter xylinus o wlasciwosciach
przeciwbakteryjnych, przeciwgrzybiczych 1 przeciwwirusowych. Materialy BNC
wytworzone metoda wedlug wynalazku zapewniaja inaktywacj¢ czynnika zakaznego
dzigki funkcjonalizacji membrany BNC za pomoca plazmy niskocisnieniowe], czyli
zjonizowanych czasteczek gazu 1 moga znalez¢ zastosowanie miedzy innymi
w medycynie np. jako materiat opatrunkowy w terapii zakazonych, przewlektych 1 trudno
gojacych sie ran. Zaleta metody opracowanej wedtug wynalazku, jest wykorzystanie na
wszystkich jej etapach tylko tzw. ,,zielonych” technik, niewymagajacych zastosowania
szkodliwych substancji chemicznych i nie generujacych toksycznych odpadow czyniac
caly proces w pelni proekologicznym. Istotnym aspektem opracowanego rozwigzania jest
ponadto mozliwos¢ wykorzystania odpadéw przemystu rolno-spozywczego jako nowych
zrodet sktadnikéw odzywcezych dla bakterii syntetyzujacych celuloze (jako przyktad,
pozywki produkcyjnej na bazie soku komorkowego z bulw ziemniakow, w tym jako
produktu odpadowego przemystu krochmalniczego, opisanej w zgtoszeniu patentowym
PL 433327).

Wykorzystanie BNC w medycynie, miedzy innymi jako materialu opatrunkowego oraz
sztucznych organow, jest mozliwe dzieki takim jej wlasciwosciom jak wysoka czystosc,
wytrzymato$¢  mechaniczna, zdolno$¢  chloniecia  cieczy, nietoksycznosé
1 biokompatybilno$¢. Ponadto material uzyskiwany z BNC jest porowaty, elastyczny,
w petni biodegradowalny, tatwy w zastosowaniu 1 przechowywaniu, zapewnia optymalna
wilgotnos¢ sprzyjajaca gojeniu si¢ ran 1 moze by¢ sterylizowany termicznie. Wtasciwie
oczyszczone blony celulozowe, wytworzone metoda hodowli stacjonarnej, moga
stanowi¢ material opatrunkowy spelniajacy standardy przypisane nowoczesnym

opatrunkom. Btony celulozowe sa réwniez bardzo dobrymi nosnikami stuzacymi do
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immobilizacji roznorodnych substancji bioaktywnych, przyspieszajacych proces gojenia
lub o charakterze przeciwdrobnoustrojowym.

W opisie patentowym PL 171952 przedstawiono sposéb wytwarzania BNC w postaci
blon na drodze hodowli stacjonarnej bakterii Acetobacter xylinum P23 na podiozu
agarowym opartym o glukoze. Uzyskane blony o zawartosci 90-97% a-celulozy moga
by¢ stosowane jako srodek opatrunkowy w chirurgii 1 dermatologii. Opis patentowy PL
185337 dotyczy sposobu wytwarzania BNC z zastosowaniem szczepu Acetobacter
xylinum w postaci bton stosowanych jako biomaterial opatrunkowy. Prezentowana
metoda jest dwuetapowa, przy czym w pierwszym etapie przygotowania inokulum
stosowana jest eza szczepu na 25-50 cm® podtoza (czas inkubacji 40-48 h), za$ w drugim
etapie przygotowania inokulum, pozywka z utworzona na niej btong, po intensywnym
zmieszaniu, zaszczepia sie podtoze (5-10% wag. zawiesiny na 200-300 cm® podtoza; czas
inkubacji 40-48 h). Zastosowanie tej metody pozwala na uzyskanie wysokokrystaliczne;j
a-celulozy bakteryjnej w postaci folii o grubosci 0,01-0,5 mm, o czystosci wynoszace]
~97%, o stopniu polimeryzacji 2000-6000 oraz cechujacej si¢ wysoka jednorodnoscia
i gestoscig powierzchniowg (22-24 g'm™). Z opisu patentowego PL 216180 znany jest
sposob wytwarzania BNC o wlasciwosciach opatrunku na uszkodzenia skory,
przeznaczonej do zastosowania dla wyroboéw medycznych 1 dermatologiczno-
kosmetycznych w postaci czystych, wilgotnych, suszonych, liofilizowanych lub
napawanych z uzyciem substancji czynnych 1/lub pomocniczych lub ich kombinacji,
ktory charakteryzuje sie tym, ze BNC wytwarza si¢ na drodze hodowli szczepu bakterii
G. xylinus E»s, przechowywanym w postaci liofilizatu z 5 - 15% odtluszczonego mleka
lub w postaci liofilizatu z 5 - 15% glicerolu, z ktérych przygotowuje si¢ inokulum
starterowe do zaszczepienia podtoza hodowlanego zawierajacego: 2% glukozy, 0,90%
etanolu, 0,10% kwasu cytrynowego, 0,50% ekstraktu drozdzowego oraz sole mineralne:
0,05% MgS0sx7H20, 0,30% NayHPO4. W zgloszeniu patentowym PL 430888
przedstawiono sposéb wytwarzania modyfikowane] BNC, ktory polega na impregnacji
oczyszczone] BNC w mieszaninie 20% roztworu kwasu cytrynowego, a nastepnie
przeprowadzeniu reakcji sieciowania w obecnosci 5 - 15% roztworu wodorofosforanu
disodu i/lub wodoroweglanu sodu jako katalizatora (korzystnie w stosunku wagowym
kwasu cytrynowego do katalizatora od 1:1 do 6:1, w temperaturze 120 - 200°C).

Chemicznie modyfikowana poprzez reakcje sieciowania BNC, z zastosowaniem
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katalizatorow, posiada whasciwosci, ktore ukierunkowu;jg jej zastosowanie w medycynie,
lub kosmetyce, jako wysokochtonne materiaty o dowolnym ksztatcie 1 kompozycji:
w formie czystej lub jako nosniki wysycane roznego rodzaju substancjami o dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym, przeciwzapalnym, nawilzajagcym lub tagodzacym. Tak
modyfikowane btony BNC moga by¢ szczegdlnie przydatne do przygotowania
opatrunkow znajdujacych zastosowanie w leczeniu rozleglych, trudno gojacych si¢ ran
oraz tagodzeniu uszkodzen skory po zabiegach leczniczych oraz dermatologiczno-
kosmetycznych. Opatrunki takie moga znalez¢ réwniez zastosowanie w leczeniu ran
wysokowysiekowych, gdyz sa w stanie pochtania¢ przez dlugi okres duze ilosci
substancji ptynnych (np. wysiek z rany). Z opisu patentowego US 7390499 B2 znany jest
sposob otrzymywania celulozy mikrobiologicznej w warunkach statyczne; hodowli
z zastosowaniem szczepu A. xylinum charakteryzujacej sie¢ zdolnoscia do oddawania
nadmiaru ptynow na rzecz stopniowego wysychania, ale 1 do pobierania nadmiaru ptynu
po wyschnieciu, a tym samym znajdujacej zastosowanie do produkcji opatrunkow
przeznaczonych do leczenia ran przewleklych, owrzodzeniowych, odlezynowych i stopy
cukrzycowe;j.

Pomimo opisanych powyzej sposobdéw otrzymywania BNC 1 mozliwych aplikacji
tego unikalnego biomaterialu jako opatrunkéw lub nosnikow dla substancji
bioaktywnych, istnieje ciagla potrzeba doskonalenia jego wlasciwosci w celu
zwigkszenia mozliwosci jego zastosowania w specyficznych aplikacjach medycznych
i biotechnologicznych. Zwigzane jest to z faktem, iz istniejagce metody i technologie
ciggle nie pozwalaja osiggna¢ maksymalnych, a czesto nawet wystarczajacych
parametrow jakie mozna uzyska¢ w przypadku biomateriatdéw na bazie BNC, a tym
samym w pelni wykorzystac ich potencjat aplikacyjny.

Jednym ze znanych sposobow, pozwalajacych na modyfikacje polimerow, w tym
biopolimeréw takich jak BNC, w celu poprawy ich wtasciwosci fizycznych
1 biologicznych jest modyfikacja za pomoca plazmy, czyli zjonizowanych czasteczek
gazu (Cools 1 in., 2019). Najczesciej stosowana jest plazma niskotemperaturowa,
okreslana powszechnie jako ,,zimna” plazma, ktora moze by¢ generowana w procesach
niskocisnieniowych lub przy cisnieniu atmosferycznym. Obecnie znanych
i skomercjalizowanych jest wiele metod otrzymania plazmy, opartych o wyladowania

koronowe, wytadowania jarzeniowe lub wykorzystujace generatory o czestotliwosci
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radiowe] 1 generatory mikrofalowe. W technologii tej rowniez szeroko stosowane sg
réznego rodzaju gazy 1 ich mieszaniny jak np. powietrze atmosferyczne, tlen, azot, argon,
hel, wodér czy amoniak. Jako sposob modyfikacji powierzchni, plazma jest metoda
,,zielong” poniewaz w procesie nie stosuje si¢ rozpuszczalnikow organicznych, produkt
nie wymaga doglebnego ptukania, a sam proces jest niskoodpadowy.

W sektorze ochrony zdrowia, zastosowanie plazmy jest znane od lat 1960, poczawszy od
opisu wynalazku US3383163A przedstawiajagcego sterylizacje wnetrz pojemnikow
szklanych lub polimerowych za pomoca plazmy argonowej lub azotowej. Kolejnym
bardzo istotnym zastosowaniem plazmy w tym sektorze jest wykorzystanie plazmy
tlenowej, azotowe], halogenowej oraz ich mieszanin do funkcjonalizacji powierzchni
polimeréw oraz metali w celu otrzymania wybranych grup funkcyjnych, co zostato
uyjawnione w opisie wynalazku US4452679A. Przykladowo, technika ta moze byc¢
zastosowana do nadawania wiasciwosci adhezyjnych pojemnikom Ilub szalkom
polistyrenowym wykorzystywanym w hodowli komorek oraz tkanek.

W opisie patentowym US10016533B2 przedstawiono dwuetapowy sposob powlekania
plazmowego urzadzen medycznych, w tym stentéw, cewnikow, rozrusznikow serca
i biosensorow, w celu uzyskania powierzchni o polepszonej dlugoterminowe;j
biokompatybilnosci.

Nie ma jednak zadnych doniesien literaturowych pokazujacych mozliwosci zastosowania
modyfikacji w materiatach na bazie BNC. W artykule naukowym pt. , Hydrophobic
modification of bacterial cellulose using oxygen plasma treatment and chemical vapor
deposition” (Leal 1 in., 2020), opisano metode, w ktorej BNC byta poddawana aktywacji
za pomoca plazmy tlenowej (przez 15 minut przy regulowanym przeplywie gazu w celu
utrzymania statego cisnienia w reaktorze 100 Pa), natomiast dalsza modyfikacja
krzemoorganiczna byta przeprowadzona poprzez konwencjonalne chemiczne osadzanie
z fazy gazowej.

W publikacji naukowej pt. ,,Surface modification of bacterial cellulose by nitrogen-
containing plasma for improved interaction with cells” (Pertile 1 in., 2010), opisano
mozliwos¢ zastosowania plazmy azotowej (proces prowadzono przez 30 minut, przy
przeplywie gazu 10 sccm), w celu zwigkszenia wihasciwosci adhezyjnych tego
biopolimeru wobec komorek zwierzecych. Z kolei w innym artykule pt.

,Biofunctionalized bacterial cellulose membranes by cold plasmas” (Kurniawan i in.,
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2012), BNC byta poddawana dziataniu plazm z szerszego zakresu gazow (azot, tlen, CF3),
(proces prowadzono przez 60 s, przy przeptywie gazu 20 sccm) rowniez w celu dalszego
polepszenia wtasciwosci adhezyjnych.

Sposob  wytwarzania modyfikowanej bionanocelulozy (BNC), wedtug
wynalazku, polegajacy na przygotowaniu inokulum poprzez zaszczepienie na podtozu
ptynnym Hestrin-Schramm zawierajacym glukoze, ekstrakt drozdzowy, pepton
bakteryjny, kwas cytrynowy, Na,HPOs, MgSO; - H,O, w plynnej wysterylizowanej
pozywce hodowlanej bakterii fermentacji octowej z rodzaju Komagataeibacter,
korzystnie szczepem bakterii Komagataeibacter xylinus. Nastgpnie wymieszaniu przez
15 minut i inkubowaniu przez 7 dni w temperaturze 25 - 30°C, ponownym wymieszaniu

2

przez 5 minut, i, przeniesieniu tak otrzymanego inokulum w ilosci 5 - 20%
objetosciowych do podtoza produkcyjnego i prowadzeniu hodowli stacjonarnej przez 3 -
20 dni w temperaturze 25 - 30°C. Nastgpnym oczyszczaniu za pomocg 0,1 M roztworu
NaOH w 80°C przez 30 min i przeptukiwaniu woda destylowang do momentu
ustabilizowania pH na poziomie 6,5 - 7,5 i wysuszeniu . Istota wynalazku polega na tym,
ze material BNC poddaje sie modyfikacji za pomocg plazmy niskoci$nieniowe], czyli
zjonizowanych czasteczek gazu przez czas 1 — 30 minut. Proces prowadzi si¢
w generatorze plazmy przy przeplywie gazu w zakresie 5 - 50 sccm.
Jako zjonizowane czasteczki gazu stosuje si¢ argonu albo azot albo mieszanke
azot/wodor albo powietrze albo hel.

Sposéb produkcji biomateriatéw BNC wedlug wynalazku, dzigki modyfikacji
z wykorzystaniem PNC pozwala na uzyskanie materialtu o wlasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych. Wytworzony materiat jest biokompatybilny, co oznacza, ze
nie wykazuje on efektu cytotoksycznego wzgledem hodowli komorek in vitro. Materialty
BNC wytworzone metoda wedlug wynalazku zapewniaja inaktywacje czynnika
zakaznego dzigki funkcjonalizacji membrany BNC za pomocg PNC, czyli zjonizowanych
czasteczek gazu 1 moga znalez¢ zastosowanie miedzy innymi w medycynie np. jako
material opatrunkowy w terapii zakazonych, przewleklych 1 trudno gojacych sig ran.
Przyklad 1

Przygotowano inokulum. W tym celu na podtozu H-S zaszczepiono bakterie K.
xylinus. Podtoze H-S zawierato: glukoze (2 w/v%), ekstrakt drozdzowy (0,5 w/v%),
pepton bakteryjny (0,5 w/v%), kwas cytrynowy (0,115 w/v%), Na;HPO4 (0,27 w/v%),
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MgS0O4H,0 (0,05 w/v%). Podtoze byto wysterylizowane oraz wzbogacone alkoholem
etylowym (1 v/v%). Bakterie K. xylinus, przechowywane byly na stalym podtozu
o sktadzie: glukoza (2 w/v%), ekstrakt drozdzowy (0,5 w/v%), pepton bakteryjny (0,5
w/v%), kwas cytrynowy (0,115 w/v%), Na;HPO4 (0,27 w/v%), MgSO47H,O (0,05
w/v%) agar bakteriologiczny (2 w/v%), rowniez wysterylizowanym 1 wzbogaconym
alkoholem etylowym (1 v/v%). Po zaszczepieniu bakterii hodowl¢ mieszano na
wytrzasarce laboratoryjnej przez 15 minut i inkubowano przez kolejne 7 dni
w temperaturze 25 - 30°C. Po 7 dniach inkubacji uzyskana hodowlg ponownie mieszano
na wytrzasarce typu worteks przez 5 minut. Otrzymane w ten sposob inokulum
przenoszono na $wieze podtoze produkcyjne oparte na glukozie i jej pochodnych (np.
medium H-S o takim samym sktadzie jak podano powyzej). Hodowle produkcyjne
prowadzono w pojemnikach hodowlanych o dowolnym ksztalcie 1 rozmiarze, korzystnie
na tacach ze stali nierdzewnej, lub naczyniach laboratoryjnych (szklanych
i plastikowych), wyposazonych w pokrywki posiadajace filtry membranowe
umozliwiajacych wymiang gazowa w warunkach sterylnych (pory o $rednicy 0,22 pm),
w  warunkach stacjonarnych lub  dynamicznych (mieszanych/wytrzasanych)
w temperaturze 25 - 30°C w czasie 3 - 20 dni.

Po zakonczeniu hodowli uzyskany material zwazono na wadze analitycznej,
a nastepnie otrzymane membrany celulozowe przenoszono do czystych pojemnikow
1 przemywano woda destylowang. W kolejnym etapie celulozg oczyszczono poprzez
inkubacje w 0,1 M wodnym roztworze NaOH w temperaturze 80°C przez 30 minut
i ponownie wazono. Oczyszczong celuloze ptukano w wodzie destylowanej do momentu
ustabilizowania pH na poziomie 6,5 - 7,5. Nastepnie, celuloze suszono i poddawano
modyfikacji za pomocg plazmy niskocisnieniowej (PNC), z wykorzystaniem argonu
przez 10 min przy przeptywie gazu 10 sccm.

W celu potwierdzenia skutecznosci modyfikacji za pomoca PNCA membrany
celulozowe analizowano technika spektroskopii w podczerwieni wykorzystujacej
zjawisko ostabionego catkowitego odbicia promieniowania IR (ATR-FTIR). Metoda ta
pozwala na doktadng analize powierzchni otrzymanych membran BNC i potwierdzenie
obecnosci na jej powierzchni okreslonych grup funkcyjnych. W wyniku modyfikacji
powierzchni materialtéw BNC przez PNCA na otrzymanych widmach ATR-FTIR

stwierdzono obecnos¢ grup karbonylowych (tym samym potwierdzono skutecznos¢
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zastosowane] metody modyfikacji). Potwierdzono, ze membrany przechowywane
w warunkach ze swobodnym dostepem powietrza atmosferycznego, jak i warunkach
prozniowych charakteryzuja, si¢ wysoka stabilnoscig (trwatoscig) zastosowanych
modyfikacji (minimum 3 miesiace).

Wiasciwosci  przeciwdrobnoustrojowe  analizowano  wzgledem  bakterii
patogennych zroéznicowanych po wzgledem ksztatltow, rozmiaréw oraz budowy $ciany
komorkowej: Gram dodatnie ziarniaki Staphyloccocus aureus ATCC 6538, Gram ujemne
pateczki Escherichia coli ATCC 8739, a takze grzyby Candida albicans ATCC 10231.
Analizowano roéwniez whasciwosci przeciwwirusowe wzgledem 6 réznych bakteriofagow
réznigcych si¢ ksztaltem i rozmiarem. Wykorzystano takze
bakteriofaga Pseudomonas phi6, ktory ze wzgledu na swodj rozmiar i otoczke biatkowa
stanowi modelowy mikroorganizm rekomendowany w badania dotyczacych wirusa
SARS-CoV-2. Wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe analizowano wedlug normy /SO
20743:2013 - Wyznaczanie aktywnosci antybakteryjnej wyrobow widkienniczych.
Ustalono, ze modyfikowane materiaty wykazywaly 100% redukcje liczby analizowanych
bakterii 1 bakteriofagow. Probki modyfikowane PNCA zachowywaty petng aktywnosc
przeciwdrobnoustrojowa przez minimum 3 miesigce przechowywania (nie wykazano
roznic w aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe] w przypadku préb przechowywanych
w opakowaniach z dostepem powietrza lub w opakowanych prézniowych).

BNC modyfikowana z wykorzystaniem PNCA nie wykazywata rowniez
wlasciwosci cytotoksycznych, co potwierdzono testami toksycznosci wzgledem komorek
mysich fibroblastéw w warunkach in vitro.

Przyklad 2

Sposob jak w przykladzie pierwszym, z tym, ze modyfikacje przeprowadza sie
z wykorzystaniem PNC wytworzonej poprzez jonizacj¢ czasteczek azotu. Zastosowanie
azotu nie zmieniato wlasciwosci materiatowych BNC, w poréwnaniu do metody opisane]
w Przyktadzie 1, natomiast skutecznos¢ redukcji liczby S. aureus, E. coli, C. albicans
wynosita 90%, a bakteriofagow 100%.

Przykiad 3

Sposob jak w przykladzie pierwszym, z tym, ze modyfikacje przeprowadza sie
z wykorzystaniem plazmy niskoci$nieniowej wytworzonej poprzez jonizacj¢ czasteczek

mieszanki gazow azot/woddér. Zastosowanie mieszanki azot/woddr nie zmieniato
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wlasciwosci materiatowych BNC, w poréwnaniu do metody opisanej w Przyktadzie 1,
natomiast skuteczno$¢ redukcji liczby S. aureus, E. coli, C. albicans wynosita 80%,
a bakteriofagow 100%.

Przyklad 4

Sposob jak w przykladzie pierwszym, z tym, ze modyfikacje przeprowadza si¢
z wykorzystaniem plazmy niskoci$nieniowej wytworzonej poprzez jonizacj¢ czasteczek
powietrza. Zastosowanie powietrza nie zmienialo wiasciwosci materiatowych BNC,
w porownaniu do metody opisanej w Przyktadzie 1, natomiast skuteczno$¢ redukcji
liczby S. aureus, E. coli, C. albicans wynosita 70%, a bakteriofagéw 100%.

Przyklad S

Sposob jak w przykladzie pierwszym, z tym, ze modyfikacje przeprowadza sie
z wykorzystaniem plazmy niskoci$nieniowej wytworzonej poprzez jonizacj¢ czasteczek
helu. Zastosowanie helu nie zmieniato wlasciwosci materialowych BNC, w poréwnaniu
do metody opisanej w Przyktadzie 1, natomiast skutecznos¢ redukeji liczby S. aureus, F.
coli, C. albicans wynosita 90%, a bakteriofagéw 100%.

Przyklad 6

Sposob jak w przyktadzie pierwszym albo drugim albo trzecim albo czwartym albo
piatym, z tym, ze jonizacje prowadzi si¢ przez czas 30 minut przy przeptywie gazu 5
sccm.  Zastosowane parametry procesu jonizacji nie zmieniaja wlasciwosci
materiatowych oraz przeciwdrobnoustrojowych BNC w porownaniu do parametrow
opisanych w przyktadzie pierwszym albo drugim albo trzecim albo czwartym albo
piatym.

Przyklad 7

Sposob jak w przyktadzie pierwszym albo drugim albo trzecim albo czwartym albo
piatym z tym, ze jonizacj¢ prowadzi si¢ przez czas 1 minuty przy przeptywie gazu 50
sccm. Zastosowane parametry procesu jonizacji nie zmieniaja wlasciwosci
materiatowych oraz przeciwdrobnoustrojowych BNC w porownaniu do parametrow

opisanych w przykladzie pierwszym albo drugim albo trzecim albo czwartym albo

piatym.
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Zastrzezenia patentowe

Sposdb wytwarzania modyfikowanej bionanocelulozy (BNC) polegajacy na
przygotowaniu inokulum poprzez zaszczepienie na podtozu plynnym Hestrin-
Schramm zawierajacym glukoze, ekstrakt drozdzowy, pepton bakteryjny, kwas
cytrynowy, Na;HPOs, MgSOs - H2O, w plynnej wysterylizowanej pozywce
hodowlanej bakterii fermentacji octowej z rodzaju Komagataeibacter, korzystnie
szczepem bakterii Komagataeibacter xylinus, nastgpnie wymieszaniu przez 15 minut
i inkubowaniu przez 7 dni w temperaturze 25 - 30°C, ponownym wymieszaniu przez
S minut, i, przeniesieniu tak otrzymanego inokulum w ilosci 5 - 20% objetosciowych
do podtoza produkcyjnego i prowadzeniu hodowli stacjonarnej przez 3 - 20 dni w
temperaturze 25 - 30°C, nastepnym oczyszczaniu za pomoca 0,1 M roztworu NaOH
w 80°C przez 30 min 1 przeplukiwaniu woda destylowana do momentu
ustabilizowania pH na poziomie 6,5 - 7,5 i wysuszeniu znamienny tym, ze material
BNC poddaje si¢ modytikacji za pomocg plazmy niskoci$nieniowej przez czas 1 — 30
minut, a proces prowadzi si¢ w generatorze plazmy przy przeptywie gazu w zakresie
5-50 scem.

Sposob wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze jako zjonizowane czasteczki gazu
stosuje sie argonu.

Sposob wedlug zastrz. 1 znamienny tym, ze jako zjonizowane czasteczki gazu
stosuje sie azot.

Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze jako zjonizowane czasteczki gazu
stosuje sie mieszanke azot/wodor.

Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze jako zjonizowane czasteczki gazu
stosuje sie powietrze.

Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze jako zjonizowane czasteczki gazu

stosuje sie hel.
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