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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania antybakteryjnych nanokompozytéw tlenku
cynku, z uzyciem hodowli szczepu bakterii kwasu mlekowego, ktére maja zastosowanie w farmacji wo-
bec szczepdw patogennych, w szczegdlnoéci S. aureus, E. coli oraz K. pneumonia.

Cynk jest jednym z najwazniejszych i niezbednych do prawidtowego funkcjonowania mikroe-
lementéw — stanowi skfadnik centréw aktywnych wielu enzymdéw zaangazowanych w metabolizm,
bierze udziat w mineralizacji kosci, gojeniu sie ran, odpowiada za prawidtowe funkcjonowanie
uktadu immunologicznego, wydzielanie insuliny czy tez utrzymanie prawidtowego stezenia witaminy
A oraz cholesterolu Chociaz cynk jest uznawany za stosunkowo nietoksyczny, to istnieje coraz
wiecej dowoddw na to, ze wolne jony cynku moga powodowaé np. degradacje neurondéw, co ujaw-
niono w publikacji Frederickson, Christopher J., Jae-Young Koh, and Ashley |. Bush. 2005. “The
Neurobiology of Zinc in Health and Disease.” Nature Reviews Neuroscience 6(6): 449-62. Wyelimi-
nowanie cytotoksycznego dziatania jonéw Zn?* wykazano przez otrzymanie tlenku cynku w formie
biokoloidow potaczonych bioaktywnym ligandem — biatkami badz w formie nanokompozytéw ZnO
(ZnO NCs, ang. Zinc Oxide Nanocomposites) ujawnione w publikacji naukowej Pomastowski, Pawet
et al. 2016. “Silver-Lactoferrin Nanocomplexes as a Potent Antimicrobial Agent.” Journal of the
American Chemical Society 138(25): 7899-7909. Podstawowymi metodami otrzymywania nano-
Zn0O sa metody chemiczne oraz fizyczne, jednak otrzymane w ten sposéb nanomateriaty charakte-
ryzuja sie wysoka cytotoksycznoscia w stosunku do komérek zwierzecych i ludzkich, co dyskwalifi-
kuje ich zastosowanie jako np. preparaty medyczne.

Mikrobiologiczny wewnatrzkomorkowy sposéb otrzymania nanoczastek ZnO ujawniono w pu-
blikacji naukowej Kundu, Debasree et al. 2014. “Extracellular Biosynthesis of Zinc Oxide Nanopar-
ticles Using Rhodococcus Pyridinivorans NT2: Multifunctional Textile Finishing, Biosafety Evalua-
tion and in Vitro Drug Delivery in Colon Carcinoma.” Journal of Photochemistry and Photobiology
B: Biology 140: 194-204 stosujac mikroorganizmy gram-dodatnie (Rhodococcus pyridinivorans).
Natomiast w publikacji Jayaseelan, C. et al. 2012. “Novel Microbial Route to Synthesize ZnO
Nanoparticles Using Aeromonas Hydrophila and Their Activity against Pathogenic Bacteria and
Fungi.” Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy 90: 78-84, przed-
stawiono uzycie bakterii gram-ujemnych (np. Aeromonas hydrophila) do otrzymania nanokompozy-
téw ZnO. Zastosowanie bakterii probiotycznych kwasu mlekowego (np. Lactobacillus plantarum
VITESO7 lub Lactobacillus paracasei LB3) ujawniono w publkacji Selvarajan, E., and V. Mohana-
srinivasan. 2013. “Biosynthesis and Characterization of ZnO Nanoparticles Using Lactobacillus
Plantarum VITESOQ7.” Materials Letters 112: 180-82.

Rajabairavi i jego wspoétpracownicy przeprowadzili zewnatrzkomérkowa biosynteze nano-
ZnO za pomoca supernatantu uzyskanego po hodowli Sphingobacterium thalpophilum i przy uzyciu
1 mM azotanu cynku jako prekursora. Proces biosyntezy prowadzono w temperaturze pokojowej
przez 24 godziny, a nastepnie otrzymane probki suszono w temperaturze 120°C. W rezultacie otrzy-
mano nanoczastki o wielkosci okoto 40 nm wykazujace dziatanie antybakteryjne wobec szczepdéw
P. aeruginosa i E. aerogenom.

Celem wynalazku jest opracowanie szybkiego sposobu otrzymywania nanokompozytéw tlenku
cynku o witasciwosciach antybakteryjnych majacych zastosowanie w farmacji wobec szczepéw pato-
gennych, w szczegodlnosci Pseudomonas aureginosa ATCC 15441, Staphylococcus aureus ATCC
11632, Klebsiella pneumonia ATCC BAA-1144 oraz Escherichia coli ATCC 25922.

Istota wynalazku jest sposdb otrzymywania antybakteryjnych nanokompozytéw tlenku cynku po-
przez zewnatrzkomorkowa biosynteze z uzyciem supernatantu uzyskanego z hodowli szczepu bakterii
kwasu mlekowego oraz prekursora w postaci azotanu cynku charakteryzujacy sie tym, ze szczep bak-
terii kwasu mlekowego to szczep Lactobacillus paracasei LPC20 zdeponowanego pod numerem
B/00287 a do supernatantu pohodowlanego dodaje sie przy jednoczesnym mieszaniu azotan cynku
w stezeniu 0,1 g/mL, przy czym proces biosyntezy prowadzi sie w temperaturze 60°C przez 1 h, po
czym supernatant ogrzewa sie w temperaturze 100°C az do catkowitego odparowania ptynu i uzyskania
nanokompozytu w formie proszku. Nastepnie nanokompozyt oczyszcza sie poprzez trzykrotne ptukanie
woda dejonizowana z odwirowaniem.

Korzystnie, gdy hanokompozyt doczyszcza sie poprzez dialize za pomoca membrany o granicz-
nej masie molowej 3 kDa przez okres co najmniej 120 h.
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Wynalazek przedstawiono w przykfadzie wykonania.

Sposdb otrzymania nanokompozytéw ZnO w pierwszym etapie obejmuje hodowle szczepu L. Pa-
racasei, ktory zostat zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw (PCM, PAN, Warszawa) pod
numerem B/00287 zawierajacego w przedziale od 107 do 108 CFU/mL zywych komoérek w 100 mL
pozywki ptynnej MH (Mueller Hinton Broth; Sigma-Aldrich). Hodowle prowadzono przez 48 h w tempe-
raturze 37°C. Po uptywie czasu inkubacji hodowla bakteryjna zostata zwirowana (12000 rpm, 30 min,
20°C), a do uzyskanego supernatantu dodano heksahydrat azotanu cynku (Zn(NQz)2 - 6 H20) do ste-
zenia 0,1 g/mL przy ciagtym mieszaniu i proces mieszania prowadzono przez 1 godzine w temperaturze
60°C. Nastepnie mieszanine poreakcyjng odwirowano przy predkosci 7000 rpm przez 15 min przy tem-
peraturze 22°C, a uzyskany supernatant przeniesiony do nowego szklanego naczynia i ogrzewano
w 100°C do odparowania ptynu i uzyskania nanokompozytéw tlenku cynku w formie proszku w ilosci
ok. 8 g. Otrzymany ZnO NCs oczyszczono poprzez przeptukanie 20 mL woda dejonizowana, wortekso-
wane przez 10 min, poddane sonikacji w tazni ultradzwiekowej przez 20 min oraz wirowane (10000 rpm,
10 min, 20°C). Oczyszczanie takie dokonano trzykrotnie. W celu wyptukania niezwigzanych jonéw oraz
niskoczasteczkowych metabolitow wstepnie oczyszczony nanokompozyt ZnO poddano 5-dniowej diali-
Zie przy uzyciu membrany o granicznej masie molowej (cut off) 3 kDa (Spectrumlab, USA). Oczysz-
czone ZnO NCs poddano badaniom fizykochemicznym oraz testom na aktywnosci antybakteryjna.

Obecnos¢ tlenku cynku potwierdzono przy uzyciu transmisyjnego mikroskopu elektronowego
(TEM) sprzezonego z detektorem dyspersji energii promieniowania rentgenowskiego (EDX).

Fig. 1 przedstawia obrazy kolejnych powiekszen struktur ZnO a Fig. 2 widmo EDX co jedno-
znacznie potwierdza obecnos¢ ZnO.

Fig. 3 przedstawia obraz dyfrakcyjny (SAED), ktory potwierdza krystaliczng postaé¢ ZnO, a przed-
stawione na Fig. 4 widmo dyfrakcyjne XRD wskazuje na tlenek cynku w formie wurcytu o statych sieci
a=0,3249 nm i c = 0,5208 nm (zgodnie z karta JCPDS nr 36-1451, P63mc). W przypadku syntezy
kontrolnej (pozywka MH z dodatkiem prekursora) nie wykazano obecnos$ci ZnO NCs. Na podstawie
otrzymanych wynikéw oraz réwnania Scherrera obliczony zostat krystaliczny rozmiar nanokompozytéw,
ktory wynosit 13,70 £ 1,53 nm.

Fig. 5 przedstawia wykres potencjatu zeta ZnO NCs w przedziale pH 2-10, wskazujac na stabil-
no$¢ struktury ZnO NCs przy najwiekszej stabilnosci nanoczastek w przedziale pH 7-9; $rednia warto$¢
potencjatu wynosi -29,15 + 1,05 mV.

Fig. 6 przedstawia wynik badania za pomoca analizy termograwimetrycznej stabilno$ci termicz-
nej otrzymanych nanokompozytéw ZnO NCs, ktére byty stabilne termicznie do temperatury 130°C.

Fig. 7 przedstawia wynik badania spektroskopii w podczerwieni z transformacja Fouriera (FT-IR).
Otrzymane dane wskazuja na obecno$¢ depozytu organicznego na powierzchni nanokompozytéw
w postaci grup amidowych oraz karboksylowych. Dolny pik (5) w obszarze miedzy 500-600 cm-' ozna-
cza wigzanie Zn-O i potwierdza obecnos¢ tlenku cynku w badanej prébce.

Tabela 1 przedstawia skutecznos¢ dziatania antybakteryjnego wytworzonych nanoczastek tlenku
cynku wykazane poprzez oznaczenie minimalnego stezenia hamujacego (MIC, ang. Minimal Inhibitory
Concentration), czyli najmniejszego stezenia $rodka o witasciwosciach antybakteryjnych hamujace
wzrost bakterii w warunkach in vitro. Warto$¢ MIC jest wyrazona w ug/mL.

Staphylococcus | ., . | Pseudomonas Klebsiella
. . Escherichia coli . N
Mikroorganizm aureus Y9z aeruginosa phreumoniae
. ATCC 25922 -
ATCC 11632 ATCC 15441  |ATCC BAA-1144
ZnO NCs 86,25 ng/mL 172,5 ug/mL - 172,5 pg/mL

Opracowany sposob jest proekologiczny. W sposobie wedtug wynalazku nie zostat uzyty zaden
dodatkowy zwiagzek chemiczny, a wykorzystanie supernatantu po hodowli mikroorganizméw jest bez-
pieczne, gdyz posiadaja one status GRAS (ang. generally recognized as safe). Ponadto, wykorzystanie
serwatki z mleka krowiego, bedacej drugim gtéwnym odpadem ciektym przemystu mleczarskiego, do-
skonale wpisuje sie w zatoZenia zielonej chemii oraz zrébwnowazonego rozwoju. Aktualne wykorzystanie
przemystowe serwatki stanowi jedynie niewielki procent jej mozliwosci, dlatego tez wykorzystanie jej
w celu syntezy ZnO NCs, znacznie zwieksza wachlarz mozliwo$ci wykorzystania tego surowca. Zapro-
ponowane interdyscyplinarne podejscie oparte na wykorzystaniu technik stosowanych w naukach che-
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micznych oraz mikrobiologicznych umozliwito opracowanie metody syntezy nowatorskich nanokompo-
zytdw tlenku cynku przy wykorzystaniu supernatantu po hodowli szczepu Lactobacillus paracasei wyi-
zolowanego z serwatki. Otrzymane nanokompozyty ZnO z depozytem organicznym na powierzchni,
pozwalaja na zastosowanie ich jako preparatéw do leczenia np. trudno gojacych sie ran, i moze stac
sie krokiem milowym w walce z lekoopornoscia bakterii czy grzybow.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposdb otrzymywania antybakteryjnych nanokompozytéw tlenku cynku poprzez zewnatrzko-
morkowa biosynteze z uzyciem supernatantu uzyskanego z hodowli szczepu bakterii kwasu
mlekowego oraz prekursora w postaci azotanu cynku znamienny tym, ze szczep bakterii
kwasu mlekowego to szczep Lactobacillus paracasei LPC20 zdeponowanego pod numerem
B/00287 a do supernatantu pohodowlanego dodaje sie przy jednoczesnym mieszaniu azotan
cynku w stezeniu 0,1 g/mL, a proces biosyntezy prowadzi sie w temperaturze 60°C przez 1 h,
po czym supernatant ogrzewa sie w temperaturze 100°C az do catkowitego odparowania
ptynu i uzyskania nanokompozytu w formie proszku, nastepnie nanokompozyt oczyszcza sie
poprzez trzykrotne ptukanie woda dejonizowana z odwirowaniem.

2. Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze nanokompozyt doczyszcza sie poprzez dialize
Za pomocg membrany o granicznej masie molowej 3 kDa przez okres co najmniej 120 h.
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