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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest odczynnik do ochrony mikroorganizméw — bakterii — podczas liofili-
zacji i jego zastosowanie, majacy wykorzystanie w szczegdélnosci przy produkcji probiotykéw.

Liofilizacja to proces polegajacy na odparowaniu rozpuszczalnika z zamrozonych substancji — su-
szenie sublimacyjne. Liofilizacja jest czesto stosowana metoda do prezerwacji bakterii na potrzeby
dtugotrwatego zachowania ich zywotnoéci w komercyjnych preparatach probiotycznych, a takze
na cele ich przechowywania jako szczepéw o zdefiniowanych cechach i wiasciwosciach w kolek-
cjach mikroorganizmow.

Istotnym do rozwiazania problemem tego procesu jest ograniczenie spadku zywotnos$ci bakterii
zaréwno podczas wymrazania preparatu, jak i podczas zmian ksztattu komérek bakteryjnych pod wpty-
wem utraty wody. W kolekcjach mikroorganizmoéw, takich jak miedzynarodowa kolekcja ATCC (Ameri-
can Type Culture Collection) z siedzibg w Stanach Zjednoczonych, do zabezpieczania komorek bakterii
w procesie liofilizacji wykorzystywany jest odczynnik zawierajacy w iloéci (na kazde 100 mL objetosci
odczynnika): 0,75 g bulionu tryptonowo-sojowego (ang. trypticase soy broth, TSB), 10 g sacharozy,
5 g albuminy surowicy bydlecej (serum bydlecego) (ang. bovine serum albumine, BSA) opisywany dalej
jako ,Reagent 18”. Jest on skuteczny, jednak w jego sktadzie znajduje sie kosztowna i pochodzaca
od zwierzat albumina surowicy bydlecej (serum bydlecego).

Z opisu patentowego EP2167639 znane jest wykorzystanie do pozywek bakteryjnych peptonu
roslinnego, w tym peptonu pszenicznego. Pepton pszeniczny w opisywanym rozwiazaniu stanowi zrédto
biatkowego azotu nieodzwierzecego, nie stanowi zas srodka ochrony mikroorganizméw przed warun-
kami srodowiska w tym w procesie liofilizacji.

Wynalazek dotyczy opracowania skutecznego srodka ochrony mikroorganizméw zapewniaja-
cego wysoka przezywalnosc¢ bakterii w trakcie liofilizacji.

Odczynnik do ochrony mikroorganizméw podczas liofilizacji, charakteryzuje sie wedtug wyna-
lazku tym, Zze zawiera bulion tryptonowo-sojowy (TSB), sacharoze oraz pepton pszeniczny. Istota jest,
ze odczynnik zawiera od 0,5 do 1% wagowo/objeto$ciowych (w/v) bulionu tryptonowo-sojowego (TSB),
od 20 do 40% w/v sacharozy, medium oraz od 0,1 do 1,1% w/v pepton pszeniczny.

Korzystnie, zawiera od 0,1-0,5% wagowych peptonu pszenicznegdo.

Korzystnie, zawiera od 0,2-0,3% wagowych peptonu pszenicznego.

Korzystnie, medium stanowi woda.

Wynalazek dotyczy réwniez zastosowania wyzej opisanego odczynnika do ochrony bakteryjnych
szczepow probiotycznych podczas liofilizaciji.

W odczynniku wedtug wynalazku, opisywanego jako ,Reagent PS”, zastosowano pepton psze-
niczny w ilosci od 0,1 do 1,1% w/v, zwtaszcza od 0,127 do 1,02% w/v. Opracowano réwniez najkorzyst-
niejszy zakres tego skiadnika. Dzieki takiej ilosci odczynnik charakteryzuje wysoka skutecznosé
ochronna. Wykazano w tym zakresie pozytywny wptyw na przezywalnos¢ mikroorganizmoéw. Wynalazek
zapewnia obnizenie kosztu produkcji, a jednoczesnie zapewnia wysoka skuteczno$¢ liofilizacji.

Wynalazek opisano w przyktadach wykonania, a jego skutecznos¢ przedstawiono dodatkowo
na fig. 1 i fig. 2, przedstawiajace wykresy typu ramka wasy przezywalnosci mikroorganizméw opisane
blizej w przyktadzie 5.

Przyktad 1

Sposob otrzymywania odczynnika

Odczynnik do liofilizacji (Reagent PS) o opracowanym skfadzie na kazde 100 mL objeto$ci odczynnika:
0,75 g TSB, 10 g sacharozy i 0,255 g peptonu pszenicznego jest przygotowywany przez rozpuszczenie
w wodzie demineralizowanej wszystkich sktadnikow ww. i jatowieniu tak przygotowanego roztworu
w temperaturze 121°C przy 0,7 Atm, przez 15 minut. Po jalowieniu i schtodzeniu do temperatury poko-
jowej odczynnik jest gotowy do uzycia.

Przyktad 2

Odczynnik otrzymano jak opisano w przyktadzie 1, z tym ze uzyto 0,127 g peptonu.

Przyktad 3

Odczynnik otrzymano jak opisano w przyktadzie 1, z tym ze uzyto 0,510 g peptonu.

Przyktad 4

Odczynnik otrzymano jak opisano w przyktadzie 1, z tym ze uzyto 1,020 g peptonu.

Przyktad 5

Badanie skutecznos$ci odczynnika o réznym stezeniu peptonu.
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Skutecznosé odczynnikdw otrzymanych jak opisano w powyzszych przyktadach 14 ,Reagent PS”
przetestowano poprzez poréwnanie przezywalnosci 4 szczepéw mikroorganizmaéw liofilizowanych z wyko-
rzystaniem, jako krioprotektanta, odczynnika ,Reagent PS”, odczynnika ,Reagent 18", rekomendowanego
przez ATCC, oraz wody (kontrola, bez substancji ochronnej). Wersje odczynnika oznaczono na podstawie
stezenia peptonu pszenicznego PS4 (1,020 g /100 ml); PS2 (0,510 g /100 ml); PS1 (0,255 g /100 ml);
PS1/2 (0,127 g/100 ml). Wérdd szczepdw znajdywaty sie bakterie o potencjale w biologicznej ochronie
roslin przed patogenami takie jak: Serratia plymuthica A294, Serratia rubidea H440, Pseudomonas flu-
orescens CHAO, oraz szczep probiotyczny stosowany doustnie u ludzi Lactobacillus rhamnosus GG.

Bakterie hodowano przez noc (16 h) w pozywkach ptynnych. W przypadku bakterii probiotycz-
nych byta to pozywka De Man, Rogosa i Sharpe (MRS), w pozostatych przypadkach wykorzystano Bu-
lion Tryptonowo-Sojowy (TSB). Hodowle prowadzono w temperaturze 28 lub 37°C w zaleznosci od wy-
magan wzrostowych poszczegdlnych szczepdw. Bakterie osadzono przez wirowanie (6500 rcf, 5 min)
i zawieszono w ww. odczynnikach do liofilizacji lub wodzie. Miano bakterii w zawiesinach przedliofiliza-
cyjnych okreslono (w jednostkach tworzacych kolonie na mililitr, jtk/mL) metoda seryjnych rozcienczen
i ich wysiewania na odpowiednie podifoZza wzrostowe zestalone agarem. Zawiesiny zamrozono
przez noc w -80°C, a nastepnie liofilizowano w -50°C przez 24 h. Otrzymane liofilizaty rozpuszczono
w jatowej wodzie destylowanej w objetosci réwnej wyjsciowej objetosci zawiesiny i okreslono, z wyko-
rzystaniem metody opisanej powyzej, liczbe zywych komoérek w kazdej z préb. Miano zywych komaérek
w liofilizatach poréwnano z poczatkowym mianem bakterii w zawiesinach przedliofilizacyjnych celem
okreslenia odsetka przezywajacych komérek. Dla testowanych 4 szczepdw nie wykryto istotnych réznic
w przezywalnosci liofilizacji w odczynnikach przygotowanych wedtug przyktadu 1-4 oraz liofilizowanych
w odczynniku R18. Przezywalno$¢ byta istotnie wyzsza od przezywalno$éci liofilizacji w wodzie (Kruskal-Wal-
lis chi?= 15,341, df = 6, p = 0,01776; réznice pomiedzy grupami sprawdzono za pomoca testu Dunna).
Wyniki przezywalnosci przedstawiono na fig. 1, gdzie poréwnano nastepujace probeki:

PS4 - liofilizacja w ,Reagent PS” przygotowanym wedtug przyktadu 4,
PS2 — liofilizacja w ,Reagent PS” przygotowanym wedtug przyktadu 3,
PS1 - liofilizacja w ,Reagent PS” przygotowanym wedtug przyktadu 1,
PS 1/2 —liofilizacja w ,Reagent PS” przygotowanym wedtug przyktadu 2,
R18 - liofilizacja w ,Reagent 18”.

H20 - liofilizacja w wodzie.

Przezywalno$¢ liofilizacji wybranych szczepdw wyznaczono obliczajac stosunek liczby jtk w liofili-
zacie do jtk wyjSciowej zawiesiny bakterii. Przezywalno$¢ liofilizacji w wodzie byta istotnie nizsza niz w od-
czynniku ,Reagent 18” (p = 0,00095). Nie ma istotnych réznic w przezywalnosci pomiedzy odczynnikiem
,Reagent 18", a odczynnikiem ,Reagent PS” w zadnej z testowanych wersji: PS4 (1,02 g peptonu /100 mL),
PS2 (0,510 g peptonu /100 mL), PS1 (0,255 g peptonu /100 mL), oraz PS1/2 (0,127 g peptonu /100 mL).
Na wykresie typu ramka wasy ramkami oznaczono przestrzen Q2-Q3, pogrubiona linig oznaczono me-
diane, wasy oznaczaja odchylenia standardowe, a kropki wartosci odstajace. Gwiazdkami oznaczono wy-
niki rézniace sie istotnie od odczynnika ,Reagent 18" (,*" p < 0,05). W przypadku niektdrych szczepow
przezywalnos$é nieznacznie przekraczata 100%, co wynika z btedu metody (koniecznos¢ pobrania proby
z gestej zawiesiny bakterii). Poréwnania wptywu odczynnika na przezywalno$é dokonano na podstawie
zgrupowanych wynikow dla czterech badanych szczepdw (Serratia plymuthica A294, Serratia rubidea
H440, Pseudomonas fluorescens CHAO, Lactobacillus rhamnosus GG).

Badanie skutecznos$ci odczynnika o stezeniu peptonu réwnym 0,255 g peptonu pszenicz-
nego/100 mL.

Skutecznos¢ odczynnika otrzymanego jak opisano w przyktadzie 1 ,Reagent PS” przetestowano
poprzez poréwnanie przezywalnosci 16 szczepdw mikroorganizmow liofilizowanych z wykorzystaniem,
jako krioprotektanta, odczynnika ,Reagent PS”, odczynnika ,Reagent 18”, rekomendowanego przez
ATCC, oraz wody (kontrola, bez substancji ochronnej). Wéréd szczepdw znajdywaty sie bakterie mo-
delowe takie jak Escherichia coli DHS5a, szczepy o potencjale w biologicznej ochronie roslin przed pa-
togenami takie jak Serratia plymuthica A294, Enterobacter amnigenus A167, Rahnella aquatilis H145,
Serratia rubidaea H440, Serratia rubidaea H469, Pseudomonas fluorescens CHAO, Pseudomonas flu-
orescens Pf-5, Ochrobactrum sp. Ad4, Bacillus subtilis 168, Pseudomonas donghuensis P482 oraz
szczepy probiotyczne stosowane doustnie u ludzi takie jak: Saccharomyces boulardi, Bacillus coagu-
lons, Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus brevis, Lactobacillus rhamnosus 573.

Przezywalnos¢ liofilizacji okreslono jak opisano w badaniu skuteczno$ci odczynnika o réznym
stezeniu peptonu.
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Dla 13 z 16 testowanych szczepdw skuteczno$é odczynnika PS i ,Reagent 18” byta zblizona,
tj. zapewniata od 38% do 100% przezywalnoéci dla ,Reagent PS” i od 40% do 100% dla ,Reagent 18”.
Jednoczesénie byta to przezywalnos¢ o 3,5 do 4 razy wyzsza w stosunku do szczepow liofilizowanych
w wodzie (kontrola) (Tabela 1). Dla dwdch z 16 szczepdw: Escherichia coli DHSa i Ochrobactrum sp.
Ad4, przezywalnos¢ byta wysoka w wodzie destylowanej i wynosita 76% oraz 37% (Tabela 1). Liofiliza-
cja tych bakterii najprawdopodobniej nie wymaga zastosowania odczynnika poprawiajacego przezywal-
nos$é. Natomiast przezywalnos¢ ostatniego z 16 szczepdw, Saccharomyces boulardi, byta niska nawet
w przypadku zastosowania odczynnikéw krioprezerwacyjnych —najwyzsza przezywalnos¢ uzyskano
w wyniku zastosowania odczynnika ,Reagent 18” i wynosita ona tylko 2,38% (Tabela 1). W tym wy-
padku, aby uzyska¢ wyzsza przezywalnos¢, nalezatoby prawdopodobnie zastosowac odczynnik do lio-
filizacji o indywidualnie dobranym sktadzie.

W wielu przypadkach potwierdzono skutecznos¢ ochronna $rodka wedtug wynalazku.

Tabela 1. Przezywalnos¢ procesu liofilizacji przez testowane szczepy bakteryjne przy zastosowaniu dwéch
roznych odczynnikéw krioprezerwacyjnych oraz wody (kontrola). Przezywalnos$¢ okreslono zgodnie ze wzorem:

przezywalnosc¢ = (jtk/mL w liofilizatach x 100% / jtk/mL w zawiesinach przedliofilizacyjnych). Jesli podano, informacja
w nawiasie w rubryce ,Szczep” dotyczy nazwy komercyjnego preparatu, z ktérego pochodzit dany mikroorganizm.

Przezywalnos¢ liofilizacji (%)
Lp. Szczep H,O Reagent PS | Reagent 18
1 | Serratia plymuthica A294 8,14% 111,65% 61,23%
2 | Enterobacter amnigenus A167 5,23% 50,16% 65,09%
3 | Rahnella aquatilis H145 10,10% 57,00% 65,37%
4 | Serratia rubidaea H440 9,34% 112,03% 58,06%
5 | Serratia rubidaea HA469 2,06% 61,44% 115,13%
6 | Pseudomonas fluorescens CHAO 1,18% 59,90% 55,21%
7 | Pseudomonas fluorescens Pt-5 0,38% 61,86% 146,29%
8 | Ochrobactrum sp. A44 37,43% 59,36% 88,96%
O | Bacillus subtilis 168 4,80% 75,49% 83,61%
10 | Pseudomonas donghuensis P482 0,05% 37,92% 40,99%
11 | Escherichia coli DH5a 76,06% 12,93% 16,28%
Saccharomyces boulardi (ENTEROL

12 0,04% 0,95% 2,38%
250)

13 | Bacillus coagulans (Colinox) 4,49% 56,76% 44,80%
Lactobacillus rhamnosus GG (Dicoflor

14 3,00% 111,25% 64,62%
50)

15 | Lactobacillus brevis 5,00% 100,00% 72,22%
Lactobacillus rhamnosus 573

16 ) 0,53% 110,71% 60,00%
(Lactovaginal)

W celu sprawdzenia czy istnieja istotne réznice w skutecznoéci odczynnika ,Reagent 18” i nowo
opracowanego odczynnika ,Reagent PS”, poréwnano przezywalno$¢ 16 szczepdw liofilizowanych
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w 2 roznych odczynnikach oraz w wodzie za pomoca testu statystycznego dla 3 prob niezaleznych.
Na podstawie wykonanych obliczen stwierdzono, Ze przezywalnosé liofilizacji w wodzie jest najnizsza
i rézni sie istotnie statystycznie (Kruskal-Wallis chi2 = 21,297; df = 2, p = 2,374e-05) od przezywalno$ci
w odczynniku ,Reagent 18” (Dunn test p = 0,00018) jak i odczynniku ,reagent PS” (p = 0,00018). Zgru-
powane wyniki dla wszystkich 16 badanych szczepéw przedstawiono na fig. 2.

Przezywalno$¢ liofilizacji wybranych szczepdw wyznaczono obliczajac stosunek liczby jtk w liofi-
lizacie do jtk wyjsciowe] zawiesiny bakterii. Przezywalnos¢ liofilizacji w wodzie byta istotnie nizsza
niz w odczynniku wedtug wynalazku. Na tym etapie nie wykazano istotnych réznic w przezywalnosci
pomiedzy odczynnikiem ,Reagent 18", a odczynnikiem ,Reagent PS”, co potwierdza istotng skutecz-
nos¢ drodka wedtug wynalazku, gdyz srodek oznaczony jak ,Reagent 18" jest uznawany za bardzo
skuteczny. W wykresie typu ramka-wasy pokazanym na fig. 2 oznaczono przestrzen Q2—-Q3, pogru-
biona linia oznaczono mediane, wasy oznaczaja odchylenia standardowe, a kropki wartosci odstajace.
Gwiazdkami oznaczono wyniki réznigce sie istotnie statystycznie (***” p < 0 ,001). Na wykresie H20
oznacza liofilizacje w wodzie, a PS — liofilizacje w ,Reagent PS”, zas R18 oznacza liofilizacje w ,Reagent 18”.
W przypadku niektérych szczepow przezywalnos$é nieznacznie przekracza 100%, co wynika z btedu
metody (konieczno$¢ pobrania préby z gestej zawiesiny bakterii).

Zastrzezenia patentowe

1. Odczynnik do ochrony bakterii podczas liofilizacji, znamienny tym, ze zawiera od 0,5 do 1%
wagowo/objetosciowych (w/v) bulionu tryptonowo-sojowego (TSB), od 20 do 40% w/v sacha-
rozy, medium oraz od 0,1 do 1,1% w/v pepton pszeniczny.

2. Odczynnik wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze zawiera od 0,1-0,5% wagowych peptonu
pszenicznego.

3. Odczynnik wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze zawiera od 0,2-0,3% wagowych peptonu
pszenicznego.

4. Odczynnik wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze medium stanowi woda.

5. Zastosowanie odczynnika scharakteryzowanego w ktérymkolwiek z zastrz. 1-4 do ochrony
bakteryjnych szczepdw probiotycznych podczas liofilizacji.

Rysunki

Przezywalnosé liofilizacii w roznych
wersjach odczynnika
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Skutecznosé odczynika PS w odniesieniu do fiofilizacji w odczynniku R18 i wodzie destylowanej

Fig. 2




