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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposdb otrzymywania bakteryjnej nanocelulozy (BNC) w postaci
bton o wysokiej rozciagliwosci i o rozluznionej strukturze.

Celuloza bakteryjna jest polisacharydem ztozonym z reszt D-glukopiranozy, potaczonych wigza-
niem p-1,4-glikozydowym. Jest ona wytwarzana przez mikroorganizmy, takie jak bakterie z rodzaju Rhi-
zobium, Achromobacter, Alcaligenes, Aerobacter, Azotobacter, Pseudomonas, Agrobacterium, Rhodo-
bacter, Dikeya i Sarcina, ale najwydajniejszymi producentami tego biopolimeru sa bakterie z rodzaju
Acetobacteraceae, szczegolnie z gatunku Komagataeibacter (wczesniej Gluconacetobacter) (czasopi-
smo Cellulose, 2013, t. 20, nr 5, s. 2191-2219). W hodowli stacjonarnej bakterii, celuloza bakteryjna
jest gromadzona na powierzchni pozywki w formie bton o charakterze hydrozelu, sktadajacego sie
w 99% z wody i w 1% z czystej chemicznie celulozy. Btony celulozowe zbudowane sg z nanowiokien
o $rednicy w zakresie 20—100 nm, o stopniu polimeryzacji 4000—10000, utozonych w tréjwymiarowa
sie¢ o wysokiej krystaliczno$ci (czasopismo Angewandte Chemie: International Edition, 2011, t. 50,
s. 5438-5466). Celuloza bakteryjna znajduje zastosowanie w wielu gateziach przemystu, takich jak me-
dycyna i farmacja, kosmetyka, przemyst spozywczy, papiernictwo, elektronika i akustyka, a takze
ochrona $rodowiska. Wysokie zainteresowanie tym biomateriatem i szeroki potencjat aplikacyjny wyni-
kaja z jego unikatowych wtasciwosci, przede wszystkim biokompatybilnosci i nietoksycznosci, wysokiej
zawartosci wody, uporzadkowanej krystalicznej struktury oraz wysokiej wytrzymatosci mechanicznej
(czasopismo Cellulose, 2016, t. 23, nr. 4, s. 2291-2314). Parametry fizyko-chemiczne celulozy bakte-
ryjnej oraz wydajnos¢ jej biosyntezy sa Scisle uzaleznione od szeregu czynnikéw, takich jak szczep
produkcyjny, metoda hodowli i rodzaj stosowanego bioreaktora, sktad podtoza hodowlanego i w szcze-
golnosci zrodto wegla i azotu czy tez dodatki stosowane do podtoza (czasopismo Macromolecular Bio-
science, 2014, t. 14, s. 10-32).

Znane sa sposoby otrzymywania celulozy bakteryjnej w formie bton z zastosowaniem réznych
szczepow bakterii octowych, w hodowli stacjonarne;.

W opisie patentowym PL171952 ujawniono sposob wytwarzania celulozy bakteryjnej w formie
bton w drodze hodowli stacjonarnej szczepu bakterii Acetobacter xylinum P23.

Z opisu patentowego PL185337 znana jest metoda dwustopniowego wytwarzania celulozy bak-
teryjnej w formie bfon, z zastosowaniem szczepu bakterii Acetobacter xylinum.

Znana jest z opisu patentowego PL 212003, metoda wytwarzania celulozy bakteryjnej z zastoso-
waniem bakterii Acetobacter xylinum w hodowli stacjonarnej poprzedzonej preinkubacja.

W opisie patentowym PL 216180 ujawniono sposob wytwarzania bionanocelulozy z zastosowa-
niem szczepu bakterii Gluconacetobacter xylinus E25, ktéry przechowuje sie w formie zliofilizowane;
z odttuszczonym mlekiem lub w formie zliofilizowanej z glicerolem. Liofilizat stuzy do przygotowania
inokulum na podtozu hodowlanym o skfadzie: 2% glukozy, 0,9% etanolu, 0,1% kwasu cytrynowego,
0,5% ekstraktu drozdzowego oraz sole mineralne 0,05% MgSOa4 oraz 0,30% NazHPOs. Podtoze hodow-
lane stanowi réwniez ciecz pohodowlana oraz woda wodociagowa po ptukaniu bton roztworem wodo-
rotlenku sodu. Zaszczepione podtoze poddaje sie preinkubacji w temperaturze 27-30°C w biomieszal-
nikach, a nastepnie prowadzi sie hodowle wtasciwg w temperaturze 27-30°C w czasie 2—11 dni, w wa-
runkach stacjonarnych, a uzyskane btony celulozowe na koniec oczyszcza sie.

Znana jest takze, z opisu patentowego PL 227860 metoda otrzymywania celulozy w formie bton,
o zwiekszonej absorpcji wody, w warunkach hodowli stacjonarne] bakterii Gluconacetobacter xylinus,
w ktorej inokulum przygotowuje sie w ptynnym podtozu Hestrin-Schramm o sktadzie: 2% glukozy, 0,5%
ekstraktu drozdzowego, 0,5% peptonu, 0,115% kwasu cytrynowego, 0,27% NazHPOa4, 0,05% MgSOa4
uzupetnionego 1% etanolu, w temperaturze 28-30°C, w czasie 7 dni. Tak przygotowanym inokulum
szczepi sie podtoze produkcyjne i prowadzi hodowle przez 3 dni, przy pH poczatkowym 4,5-5,5, w tem-
peraturze 28—-30°C i w obecnos$ci wirujacego pola magnetycznego. Nastepnie otrzymane btony oczysz-
cza sie i suszy.

Z opisu zgtoszenia patentowego P 416817 znana jest metoda wytwarzania celulozy bakteryjne;
z wykorzystaniem bakterii Gluconacetobacter xylinus w hodowli stacjonarnej poprzedzonej i/lub zakon-
czonej ekspozycja na pole magnetyczne.

W opisie zgtoszenia patentowego US 5962278A ujawniono metode otrzymywania bionanocelu-
lozy w hodowli szczepu bakterii Acetobacter xylinum subsp. nonaacetooxidans.
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W opisach zgtoszeh patentowych US 20030203013A1, US 20040028722A1 oraz
US 20050019380A1 przedstawiono metode otrzymywania celulozy bakteryjnej w postaci bton celulozo-
wych przez bakterie Acetobacter xylinum w hodowli stacjonarne;.

W opisie zgtoszenia patentowego JPH 0739386A ujawniono metode wytwarzania celulozy bak-
teryjnej w oparciu o hodowle bakterii z rodzaju Acetobacter, jak Acetobacter xylinum ATCC23768,
BPR200, ATCC10821, ATCC23769.

W opisie zgtoszenia patentowego US 5580782A ujawniono metode otrzymywania celulozy bak-
teryjnej w czasie 4-dniowej hodowli z zastosowaniem szczepu bakterii Acetobacter xylinum BPR2001.

Z opisu zgtoszenia patentowego US 20030032148A1 znany jest sposéb otrzymywania celulozy
mikrobiologicznej o wysokim stopniu polimeryzacji, w wyniku hodowli, mieszanej lub stacjonarnej, mu-
tantéw bakterii Acetobacter xylinum BPR2001.

Znany jest takze, z opisu patentowego US 4912049 sposéb wytwarzania filmu celulozowego
o podwyzszonej rozciagliwo$ci z zastosowaniem bakterii Acetobacter xylinum, w hodowli stacjonarne;
prowadzonej w temperaturze pozwalajacej na aktywno$¢ metaboliczna bakterii i w czasie pozwalajacym
na uzyskanie materiatu o pozadanej grubosci. Tak otrzymane btony celulozowe wykazuja rozciagliwos¢
réwna 74%.

Badania nad wptywem witamin na synteze nanocelulozy bakteryjnej ujawniaty, ze najlepszymi
stymulatorami procesu sa pirydoksyna, kwas nikotynowy, kwas p-aminobenzoesowy oraz biotyna.

W czasopismie Carbohydrates Polymers, 2014 r., t. 99, s. 98—100, opisano metode zwiekszenia
wydajnosci biosyntezy celulozy bakteryjnej w hodowli szczepdw bakteryjnych Gluconacetobacter xyli-
nus ATCC 10245, IFO 13693, IFO 13772 oraz IFO 13773, poprzez modyfikacje podtoza hodowlanego
Hestrin-Schram o sktadzie: 20 g/| glukozy, 5 g/l peptonu, 5 g/l ekstraktu drozdzowego, 2,7 g/l dwuwo-
dorofosforanu sodu, 1,15 g/l kwasu cytrynowego, 0,5 g/l siarczanu magnezu, polegajaca na uzupetnie-
niu medium hodowlanego 0,5% dodatkiem witaminy C. Hodowle prowadzono przy pH 6,0 w tempera-
turze 28°C przez 7 dni.

Obecnie znane metody otrzymywania celulozy bakteryjnej pozwalajg na otrzymywanie biomate-
riatu o wysokiej wytrzymatosci na zrywanie, ale o niskim wspoétczynniku rozciagliwosci.

W czasopi$mie Food Hydrocollois, 2018 r., t. 81, s. 87-95, opisano metode otrzymywania bton
celulozowych z wykorzystaniem szes$ciu szczepdw Komagataeibacter xylinus: ATCC 53524, ATCC
10245, ATCC 23769, ATCC 700178 oraz Komagataeibacter xylinus NBRC 13693, w hodowli stacjonar-
nej na podtozu zawierajacym 20 g/l glukozy, 5 g/l peptonu, 5 g/l ekstraktu drozdzowego, 2,7 g/l dwuwo-
dorofosforanu sodu, 1,15 g/l kwasu cytrynowego, przy pH 5,0 w temperaturze 30°C przez 3 dni, w bio-
reaktorze cylindrycznym o $rednicy 40 mm. Tak otrzymane btony w stanie mokrym charakteryzuja sie
rozciagliwoscia odpowiednio 20,72%, 18,60%, 17,97%, 20,72% oraz 16,20%.

Znane sa takze sposoby uzyskiwania materiatu celulozowego o zmienionych parametrach wy-
trzymatosciowych, w tym rozciagliwosci, poprzez modyfikacje celulozy bakteryjne;.

W czasopismie Advanced Functional Materials, 2004 r., t. 14, nr 11, s. 1124-1128, opisano me-
tode modyfikacji celulozy bakteryjnej uzyskanej w hodowli bakterii Acetobacter xylinum ATCC 53582,
polegajaca na zamoczeniu btony w roztworze zelatyny o stezeniu 15-50% i chemicznym usieciowaniu
z zastosowaniem wodnego roztworu wodorochlorku N-(3-dimetyloaminopropylo)-N'-etylokarboimidu.
Tak uzyskany kompozyt wykazywat rozciagliwos¢ na poziomie 28%, przy 22% dla proby kontrolne;.
Ponadto, w artykule wykazano, ze modyfikacja celulozy bakteryjnej z uzyciem alginianu sodu w tempe-
raturze 70°C i nastepnie usieciowienie kompozytu roztworem CaClz powoduje zwiekszenie rozciagliwo-
$ci materiatu do 89%.

W zgtoszeniu patentowym US 4942128A opisano metode otrzymywania modyfikowanej celulozy
bakteryjnej, charakteryzujacej sie sprezystoscia i elastycznoscia w stanie suchym. Biomateriat powstaje
w wyniku hodowli bakterii produkujacych celuloze w podtozu suplementowanym pochodnymi celulozy,
szczegdlnie karboksymetyloceluloza.

W literaturze opisane sa rowniez metody wytwarzania materiatéw kompozytowych, w ktérych ce-
luloza bakteryjna stosowana jest jako komponent do wytworzenia materiatu o wysokim stopniu rozcia-
gliwosci i wysokim module sprezystosci.

Z opisu patentowego US 4742164 znany jest sposdb otrzymywania materiatu tatwo ksztattowal-
nego, o wysokiej dynamicznej wytrzymatosci, zawierajacego mikrofibryle celulozy bakteryjnej. Przed-
stawiona metoda polega na poddaniu bton celulozowych maceraciji i/lub $ciskaniu pod cisnieniem i na-
stepnie suszeniu. Dodatkowo materiat moze charakteryzowac sie jednoosiowym utozeniem wtdkien, co
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weditug metody uzyskuje sie w procesie rolowania. Tak uzyskiwany materiat charakteryzuje sie modu-
tem sprezystoséci rownym przynajmniej 7,4 GPa i moze by¢ formowany w arkusze, wstegi i ptachty.
Wiasciwosci opisanego materiatu modyfikuje sie w zaleznosci od przeznaczenia, poprzez inkorporacje
odpowiednich sktadnikéw organicznych i nieorganicznych do jego struktury.

W opisie zgtoszenia patentowego US 5846213A ujawniono spos6b modyfikacii celulozy bakteryj-
nej, polegajacy na produkcji celulozy w hodowli bakterii z rodzaju Acetobacter w zbiorniku z mieszaniem
i nastepnie rozpuszczeniu biomateriatu w uktadzie rozpuszczalnikédw dimetyloacetoamid/chlorek litu.
Kolejno roztwér odlewa sie na ptaskiej powierzchni i poddaje sie regeneracji w kapieli zelujacej oraz
wprowadza sie humektant w procesie wymiany rozpuszczalnikdw. Opisany sposéb prowadzi do otrzy-
mania filmdéw celulozowych o rozciagliwosci w zakresie 37-143%.

Niemodyfikowana celuloza bakteryjna otrzymywana w znanych, opisanych powyzej sposobach
w drodze hodowli réZnych szczepdw bakterii nie wykazuje struktury rozluznionej ani tez zwiekszonej
podatnosci na rozciaganie.

Prowadzone w ostatnich latach badania nad wykorzystywaniem nanocelulozy bakteryjnej wyka-
zaty, ze nanoceluloza bakteryjna wykazuje wysoka biokompatybilno$¢ i doskonale nadaje sie do zasto-
sowan wewnetrznych w medycynie regeneracyjnej, przy czym celuloza ta, o strukturze mocno rozluz-
nionej, moze by¢ matryca na przyktad do osadzania komorek eukariotycznych w hodowlach tkankowych
lub matryca do immobilizacji biatek enzymatycznych, lekéw i innych zwiazkéw aktywnych. Nadto stwier-
dzono, Ze nanoceluloza bakteryjna o zwiekszonej podatnosci na rozciaganie (o niskim module Younga)
moze znalez¢ zastosowanie do wytwarzania inteligentnych opakowan, w kosmetologii, kosmetyce, kar-
diologii.

W Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw (PCM) w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalne;
Polskiej Akademii Nauk z siedziba we Wroctawiu, pod numerem B/00222 zostat zdeponowany szczep
bakterii Komagataeibacter hansenii SI1.

Szczep Komagataeibacter hansenii S11 zostat wyodrebniony z herbaty Kombucha. Komérki tego
szczepu wystepuja w postaci tlenowych, owalnych, pojedynczych pateczek lub uktadaja sie podwdjnie
lub w tancuszki. Komérki nie wytwarzaja przetrwalnikéw. Na podtozu SH (podtozu Hestrin-Schram) ze-
stalonym agarem, szczep wytwarza okragte, wypukte i gtadkie kolonie o barwie od jasnokremowej do
bladorézowej. Komérki szczepu Komagataeibacter hansenii S11 wydajnie metabolizujg glukoze, fruk-
toze, mannitol, glicerol i sacharoze do celulozy. Szczep zachowuje zdolnoéci produkcyjne w tempera-
turze 28-32°C przy pH 3,5-7,5 oraz pozytywnie reaguje na 1% dodatek etanolu do podtoza produkcyj-
nego.

Sposdb otrzymywania nanocelulozy bakteryjnej w postaci bton o wysokiej rozciagliwosci i o roz-
luznionej strukturze, w drodze hodowli stacjonarnej szczepu bakterii z rodziny Komagataeibacter, w kto-
rym szczep bakterii Komagataeibacter, przechowywany w postaci zamrozonej w roztworze glicerolu,
aktywuje sie poprzez posiew redukcyjny na poditozu zestalonym 2% agarem, o sktadzie w czesciach
wagowych: 20 czes$ci glukozy, 5 czesci ekstraktu drozdzowego, 5 czesci aminobaku, 2,7 czesci dwu-
wodorofosforanu sodu, 1,15 czesci kwasu cytrynowego, 0,5 czeéci siarczanu magnezu oraz inkubacje
w czasie 3 dni w temperaturze 30°C, nastepnie przenosi sie jedng kolonie zaktywowanych bakterii
do 5 ml ptynnego podtoza inokularnego o skfadzie jakosciowym i iloéciowym jak sktad podtoza do po-
siewu redukcyjnego i po inkubacji w czasie dalszych 3 dni w temperaturze 30°C, nagromadzong bio-
mase wraz z wyrosnieta btona celulozowa przenosi sie do podtoza inokularnego o skfadzie jakosciowym
i ilosciowym jak sktad podioza do posiewu redukcyjnego, stosujac cato$¢ nagromadzonej biomasy
na 100 ml podfoza i prowadzi inkubacje w czasie 3 dni w temperaturze 30°C, po czym tak przygotowana
zawiesing inokulum, po intensywnym jej wymieszaniu, zaszczepia sie podtoze hodowli produkcyjnej
o sktadzie w czesciach wagowych: 20 czesci glukozy, 5 czesci ekstraktu drozdzowego, 5 czesci pep-
tonu, 0,5 cze$ci MgSOa x 7H20, 2,7 czesci NazHPOa4, 1,15 czesci kwasu cytrynowego, wzbogacone do-
datkowo kwasem askorbinowym dodanym w iloéci do 3%, korzystnie 0,5% wagowych masy pod-
toza, stosujac 2—10% v/v, korzystnie 5% v/v inokulum w stosunku do objetosci podtoza i prowadzi ho-
dowle produkcyjna w warunkach stacjonarnych, w czasie 5-12, korzystnie 7 dni w temperaturze 28—
32°C, korzystnie 30°C i po zakonczeniu hodowli produkcyjnej, btone celulozowa powstata na po-
wierzchni podtoza poddaje sie oczyszczaniu polegajacemu kolejno na ptukaniu w goracej wodzie wo-
dociggowej, traktowaniu 1% wodnym roztworem wodorotienku sodu w temperaturze 100°C w czasie
1 godziny lub 1-2% wodnym roztworem tego wodorotlenku w czasie 20—24 godzin w temperaturze po-
kojowej, ptukaniu w wodzie wodociagowej, traktowaniu 1% roztworem wodnym kwasu octowego w cza-
sie 20—24 godzin, ponownym ptukaniu w wodzie wodociagowej i nastepnie w wodzie destylowane;j,
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wedlug wynalazku charakteryzuje sie tym, ze stosuje sie szczep bakterii Komagataeibacter hansenii
SI1.

Nanoceluloza bakteryjna wytworzona sposobem wedtug wynalazku charakteryzuje sie wysoka
rozciagliwoscia we wszystkich kierunkach przy niskich wartosciach naprezenia oraz wyjatkowo rozluz-
niona struktura, daje sie tatwo modelowa¢ do dowolnego ksztattu, zachowuje nadany ksztait po mody-
fikacji, jest biokompatybilna i biodegradowalna, jak réwniez stanowi bariere ochronna dla mikroorgani-
zmow. Jest potencjalnie lepszym materiatem do osadzania komdrek eukariotycznych niz bakteryjne
celulozy wytworzone przez inne szczepy z gatunku Komagateibacter.

Nanoceluloza wytworzona sposobem wedtug wynalazku znajdzie zastosowanie jako biomateriat
(skafold) do osadzania komodrek eukariotycznych lub do immobilizaciji biatek, lekéw, zwiazkéw chemicz-
nych o dziataniu bakteriostatycznym, bakteriobdjczym, angiogennym oraz czynnikéw wzrostu, lub na
opatrunek do leczenia ran. Ponadto moze znalez¢ zastosowanie w kosmetologii, kosmetyce lub do wy-
twarzania inteligentnych opakowan.

Sposéb wedtug wynalazku ilustruja ponizsze przyktady, z powotaniem sie na rysunek, na ktérym
fig. 1 przedstawia zdjecie mikroskopowe struktury witékien nanocelulozy bakteryjnej otrzymanej w przy-
ktadzie 1, fig. 2 — zdjecie mikroskopowe struktury wtékien nanocelulozy bakteryjnej otrzymanej w przy-
ktadzie 2, fig. 3 - zdjecie mikroskopowe struktury wtékien w nanocelulozie bakteryjnej otrzymanej w przy-
ktadzie 3, fig. 4 — zdjecie nanocelulozy bakteryjnej otrzymanej w przyktadzie 2: przed rozciagnieciem
(a), po rozciagnieciu (b), fig. 5 — zdjecie nanocelulozy bakteryjnej otrzymanej w przyktadzie 3: przed
rozciagnieciem (a), po rozciagnieciu (b).

Przyktad 1

Zawiesine starterowa przygotowano aktywujac szczep Komagataeibacter hansenii SI1, przecho-
wywany w postaci zamrozonej w roztworze glicerolu, poprzez posiew redukcyjny na podtozu SH (pod-
tozu Hestrin-Schram) zestalonym 2% agarem, o sktadzie: 20 cze$ci wagowych glukozy, 5 czesci wago-
wych ekstraktu drozdzowego, 5 czesci wagowych aminobaku, 2,7 cze$ci wagowych sodu dwuwodoro-
fosforanu, 1,15 czesci wagowych kwasu cytrynowego oraz 0,5 czesci wagowych magnezu siarczanu
oraz inkubacje w czasie 3 dni w temperaturze 30°C. Nastepnie dokonano transferu 1 kolonii aktywowa-
nego szczepu do 5 ml podtoza inokularnego o sktadzie jako$ciowym i iloSciowym jak sktad podtoza do
posiewu redukcyjnego i poddano inkubacji przez 3 dni w temperaturze 30°C. Nagromadzona biomase
wraz z wyrosnieta btona celulozowg przeniesiono ilosciowo do 100 ml podtoza inokularnego i inkubo-
wano przez 3 dni w temperaturze 30°C. Tak przygotowana zawiesina drobnoustrojéw, po intensywnym
wymieszaniu, stanowita zawiesine starterowa do szczepienia wlasciwej hodowli.

200 ml podtoza produkcyjnego o sktadzie w czesciach wagowych: 20 czesci glukozy, 5 czesci
ekstraktu drozdzowego, 5 czesci peptonu, 0,5 czesci MgSOa4 x 7H20, 2,7 czesci Na2HPO4, 1,15 czesci
kwasu cytrynowego, zaszczepiono uzyskang uprzednio zawiesing starterowa, uzytg w ilosci 5% v/v
w stosunku do objetosci podtoza i prowadzono hodowle produkcyjna w bioreaktorach prostopadtoscien-
nych o wymiarach 14 cm x 10 cm x 6 cm (dtugos¢ x szerokos¢ x wysokosé), w czasie 7 dni w tempera-
turze 30°C.

W tym czasie na powierzchni zaszczepionych podtozy przyrastata btona celulozowa do grubosci
okoto 5—-7 mm. Po zakonhczeniu inkubaciji, btony celulozowe poddano oczyszczaniu. Proces oczyszcza-
nia wytworzonych bton nanocelulozowych polegat kolejno na ptukaniu w goracej wodzie wodociagowe;,
traktowaniu 1% wodnym roztworem wodorotlenku sodu w czasie 24 godzin w temperaturze pokojowe;,
ptukaniu w wodzie wodociagowej, traktowaniu 1% roztworem wodnym kwasu octowego w czasie 24
godzin, ponownym ptukaniu w wodzie wodociggowej, ptukaniu w wodzie destylowanej. Wytworzone
btony zapakowano i poddano sterylizacji.

Wydajno$¢ produkcji nanocelulozy bakteryjnej byta réwna 1,63 g suchej masy z 1 litra podfoza.
Wytworzone bfony celulozowe charakteryzowaty sie rozciagliwoscig rowna 78% i modutem Younga
réownym 131 kPa. Badanie skaningowym mikroskopem elektronowym ujawnito luzna strukture wtdkien
celulozowych w btonie (fig. 1 rysunku) o $redniej wielkosci poréw na poziomie 0,6 um. Krystaliczno$é
bton celulozowych wynosita 85%.

Przyktad 2

Hodowle inokulum prowadzono postepujac jak w przyktadzie 1. Hodowle produkcyjna prowa-
dzono postepujac jak w przyktadzie 1, na podtozu o skfadzie jak w przyktadzie 1, ale zawierajacym
dodatkowo kwas askorbinowy w ilosci 0,5% wagowych masy podtoza. Proces oczyszczania powstatych
bton nanocelulozowych prowadzono postepujac jak w przyktadzie 1.
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Wydajno$¢ produkcji nanocelulozy bakteryjnej byta réwna 1,63 g suchej masy z 1 litra podtoza
SH. Wytworzone btony nanocelulozowe charakteryzowaty sie rozciagliwoscig réwna 97% i modutem
Younga réownym 142 kPa. Badanie skaningowym mikroskopem elektronowym ujawnito strukture btony
(fig. 2 rysunku) charakteryzujaca sie obecnoscia skupisk fibryli celulozowych z porami pomiedzy nimi
o $redniej wielkosci 0,62 um. Krystaliczno$¢ btony nanocelulozowej wytworzonej w tym przyktadzie wy-
nosita 77%.

Na fig. 4 rysunku przedstawiono btone nanocelulozy otrzymana w tym przyktadzie: a — przed
rozciagnieciem, b — po rozciagnieciu.

Przyktad 3

Hodowle inokulum prowadzono postepujac jak w przyktadzie 1. Hodowle produkcyjna prowa-
dzono postepujac jak w przyktadzie 1, na podiozu o sktadzie jak w przyktadzie 1, ale zawierajacym
dodatkowo kwas askorbinowy w ilosci 1% wagowy masy podtoza. Proces oczyszczania powstatych bton
nanocelulozowych prowadzono postepujac jak w przyktadzie 1.

Uzyskano wydajnos¢ produkcji nanocelulozy bakteryjnej rowna 1,38 g suchej masy z 1 litra pod-
toza SH. Wytworzone btony nanocelulozowe charakteryzowaty sie rozciagliwoscig rowng 123% i modu-
tem Younga rownym 101 kPa. Badanie skaningowym mikroskopem elektronowym ujawnito bardzo roz-
luzniona strukture btony (fig. 3 rysunku) charakteryzujaca sie czystymi, rozdzielonymi fibrylami celulo-
zowymi z porami pomiedzy nimi o $redniej wielkosci 0,75 um. Krystaliczno$¢ btony nanocelulozowe;
wytworzonej w tym przyktadzie wynosita 87%.

Na fig. 5 rysunku przedstawiono btone nanocelulozy otrzymana w tym przyktadzie: a — przed
rozciagnieciem, b — po rozciagnieciu.

Zastrzezenie patentowe

1. Sposdb otrzymywania nanocelulozy bakteryjnej w postaci bton o wysokiej rozciagliwosci
i 0 rozluznionej strukturze, w drodze hodowli stacjonarnej szczepu bakterii z rodziny Komaga-
taeibacter, w ktérym szczep bakterii Komagataeibacter, przechowywany w postaci zamrozo-
nej w roztworze glicerolu, aktywuje sie poprzez posiew redukcyjny na podtozu zestalonym 2%
agarem, o skfadzie w czesciach wagowych: 20 czesci glukozy, 5 czesci ekstraktu drozdzo-
wego, 5 czesci aminobaku, 2,7 czesci dwuwodorofosforanu sodu, 1,15 cze$ci kwasu cytryno-
wego, 0,5 czedci siarczanu magnezu oraz inkubacje w czasie 3 dni w temperaturze 30°C,
nastepnie przenosi sie jedna kolonie zaktywowanych bakterii do 5 ml ptynnego podtoza ino-
kularnego o sktadzie jakosciowym i ilosciowym jak sktad podtoza do posiewu redukcyjnego
i po inkubacji w czasie dalszych 3 dni w temperaturze 30°C, nagromadzong biomase wraz
z wyro$nieta btona celulozowa przenosi sie do podioza inokularnego o sktadzie jakosciowym
i ilosciowym jak sktad podtoza do posiewu redukcyjnego, stosujac catos¢ nagromadzonej bio-
masy na 100 ml podtoza i prowadzi inkubacje w czasie 3 dni w temperaturze 30°C, po czym
tak przygotowana zawiesing inokulum, po intensywnym jej wymieszaniu, zaszczepia sie pod-
toze hodowli produkcyjnej o sktadzie w czedciach wagowych: 20 czesci glukozy, 5 czesci eks-
traktu drozdzowego, 5 czesci peptonu, 0,5 czesci MgSOa4 x 7H20, 2,7 czesci NazHPO4, 1,15
czesci kwasu cytrynowego, wzbogacone dodatkowo kwasem askorbinowym dodanym w ilosci
do 3%, korzystnie 0,5% wagowych masy podfoza, stosujac 2—10% v/v, korzystnie 5% v/v ino-
kulum w stosunku do objetosci podtoza i prowadzi hodowle produkcyjna w warunkach stacjo-
narnych, w czasie 5-12, korzystnie 7 dni w temperaturze 28-32°C, korzystnie 30°C i po za-
koriczeniu hodowli produkcyjnej, btone celulozowa powstata na powierzchni podtoza poddaje
sie oczyszczaniu polegajacemu kolejno na ptukaniu w goracej wodzie wodociagowej, trakto-
waniu 1% wodnym roztworem wodorotlenku sodu w temperaturze 100°C w czasie 1 godziny
lub 1-2% wodnym roztworem tego wodorotlenku w czasie 20—-24 godzin w temperaturze po-
kojowej, ptukaniu w wodzie wodociagowej, traktowaniu 1% roztworem wodnym kwasu octo-
wego w czasie 20—-24 godzin, ponownym ptukaniu w wodzie wodociggowej i hastepnie w wo-
dzie destylowanej, znamienny tym, ze stosuje sie szczep bakterii Komagataeibacter hansenii
SI1 zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw w Instytucie Immunologii i Terapii Do-
Swiadczalnej Polskiej Akademii Nauk z siedzibg we Wroctawiu, pod numerem B/00222.
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