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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest folia kefiranowa oraz sposéb wytwarzania folii kefiranowe;.

Kefiran jest egzopolisacharydem, otrzymywanym z mikroorganizmow obecnych w ziarnach ke-
firu. Wytwarzany jest przez kilka gatunkow Lactobacillus, takich jak: L. kefiranofaciens, L. kefirgranum,
L. parakefir, L. kefir, L. delbrueckii subsp. Bulgariens. Ze wzgledu na dobre wladciwosci mechaniczne
i barierowe kefiranu, znajduje on zastosowanie w produkcji folii opakowaniowych, a takze moze by¢
stosowany jako dodatek do zywnosci. Co wiecej, unikalne cechy kefiranu, takie jak wtasciwosci prze-
ciwbakteryjne, przeciwzapalne, przeciwutleniajace i biobdjcze, czynia go ponadto dobrym kandydatem
na matryce opatrunkowa.

Znane sa z publikacji ,Synthesis and characterization of biocompatible methacrylated kefiran hy-
drogels: Towards tissue engineering applications” Radhouani et ah, 2021, gdzie wskazano, ze mozli-
wosci aplikacji hydroZeli sa nadal ograniczone, gtéwnie ze wzgledu na ich niska wytrzymatos¢ mecha-
niczna i kruchy charakter. Dlatego przeprowadza sie kilka fizycznych i chemicznych modyfikacji siecio-
wania stosowane w celu poprawy ich wtasciwosci. W tych badaniach metakrylowany kefiran zostat zsyn-
tetyzowany w reakcji Kefiran z bezwodnikiem metakrylowym (MA). Opracowany MA-Kefiran scharakte-
ryzowano fizykochemicznie, i jego wiasciwosci biologiczne oceniane réznymi technikami. Modyfikacje
chemiczng MA-Kefiran potwierdzono za pomocg 1H-NMR i FTIR, a GPC-SEC wykazato sredniag Mw
793 kDa (PDI 1.3). Uzyskane dane mechaniczne wykazaty, ze MA-Kefiran jest ptynem pseudoplastycz-
nym z wyttoczeniem sita 11,21 2,87 N. Ponadto pomysinie opracowano kriozele MA-Kefiran 3D i w petni
scharakteryzowane. Dzieki mikro-CT i SEM rusztowania wykazaty wysoka porowatosc¢ (85,53 + 0,15%)
i wielkos¢ poréw (33,67 + 3,13 m), grube $ciany porow (11,92 + 0,44 m) i jednorodng strukture.
MA-Kefiran okazat sie biokompatybilny, poniewaz nie wykazuje aktywnosci hemolitycznej i jest wyzsza
funkcja komodrkowa komorek L929 obserwowana w tescie AlamarBlue®. Poprzez wtaczenie grup me-
takrylanowych w tancuchu polisacharydowym kefiranu, opracowano produkt MA-Kefiran w postaci hy-
droZelu majacego zastosowanie w inzynierii tkankowej i medycynie regeneracyjnej.

Kazda rana, od momentu powstania, narazona jest na zakazenie drobnoustrojami, dlatego tez
do matrycy kefiranowej dodano przeciwbakteryjna wiolaceine, bedaca naturalnym barwnikiem produko-
wanym przez bakterie Chromobacterium violaceum, nadajacym jej charakterystyczne fioletowo-purpu-
rowe zabarwienie. Znane jest wykorzystanie wiolaceiny jako srodka owadobdjczego (opis patentowy
EP 2632272) oraz chroniacego przed infestacja szkodnikéw (opis patentowy EP 2770836). Nie ujaw-
niono jednak ich zastosowania w materiatach opatrunkowych.

Celem wynalazku jest opracowanie takiego sposobu otrzymywania materiatéw kefiranowych,
ktére pozwola na zastosowanie ich jako materiaty opatrunkowe i biomateriaty, a zatem zastosowanie
kefiranu jako podtoza i matrycy polimerowej w materiatach opatrunkowych i biomateriatach, a takze
zastosowanie wiolaceiny jako substancji aktywnej w materiatach opatrunkowych i biomateriatach.

Zaleta wynalazku jest wykorzystanie wytacznie naturalnych produktéw do produkcji opatrunku,
czyniac go materialem bezpiecznym i ekologicznym. Wykorzystane zostaty naturalne substancje ak-
tywne, zapewniajace szereg wtasciwosci, wspomagajacych gojenie ran (w tym: przeciwbakteryjne,
przeciwbdlowe, przeciwzapalne, regeneracyjne), nie powodujac przy tym skutkéw ubocznych, co czesto
ma miejsce w przypadku stosowania antybiotykéw syntetycznych. Wazna cecha jest réwniez tatwosé
uzyskania materiatu oraz stosunkowo niskie koszty produkcji.

Istota wynalazku jest folia kefiranowa charakteryzujaca sie tym, ze zawiera kefiran w ilo$ci od 30
do 40%, wiolaceine w iloéci od 3 do 4%, gliceryne w ilosci od 1 do 4%, reszte stanowi woda dejonizo-
wana.

Istota wynalazku jest takze sposob wytwarzania folii kefiranowej charakteryzujacy sie tym, ze
kefiran rozpuszcza sie w wodzie dejonizowanej o temperaturze od 90 do 100°C w ilosci od 0,1 g do
10 g korzystnie 0,2 g kefiranu na 10 mL wody dejonizowanej, miesza mieszadtem korzystnie magne-
tycznym, studzi, dodaje wiolaceine w ilo$ci od 0,05 mg do 0,2 mg korzystnie 0,1 mg wiolaceiny na 1 mL
mieszaniny, miesza mieszadtem korzystnie magnetycznym, odgazowuje w suszarce prézniowej, dodaje
gliceryne roslinng w iloci od 0,01 g do 0,05 g korzystnie 0,03 g gliceryny na 1 mL mieszaniny, miesza,
i tak otrzymana jednorodna mieszanine wylewa na szalke Petriego i zostawia az do uformowania folii.
Korzystnie kefiran jest kefiranem swiezo wyizolowanym. Korzystnie kefiran wyizolowano z grzybka ty-
betanskiego, korzystnie sposobem Rodriguesa. Korzystnie kefiran z woda dejonizowana miesza sie
mieszadtem korzystnie magnetycznym korzystnie z predkoscia od 400 do 800 rpm do najkorzystnie;
600 rpm, w temperaturze od 90°C do 100°C korzystnie 100°C w czasie od 0,2 do 1,5 h korzystnie 1 h.
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Korzystnie studzenie prowadzi sie az do osiagniecia temperatury od 18°C do 25°C mieszaniny, korzyst-
nie 22°C. Korzystnie mieszanine z wiolaceing miesza sie mieszadtem korzystnie magnetycznym ko-
rzystnie z predkoscia od 300 do 800 rpm najkorzystniej 600 rpm, w temperaturze od 18°C do 25°C
mieszaniny, korzystnie 22°C czasie od 0,2 do 1,5 h korzystnie 30 min. Korzystnie odgazowanie prowa-
dzi sie w suszarce prozniowej w temperaturze od 40 do 60°C korzystnie 40°C w czasie od 0,2 do 1,5 h
korzystnie 1 h. Korzystnie mieszanine z gliceryna miesza sie mieszadtem korzystnie magnetycznym
korzystnie z predkoscig od 300 do 800 rpm najkorzystniej 600 rpm, w temperaturze od 18°C do 25°C
mieszaniny, korzystnie 22°C w czasie od 0,2 do 1,5 h korzystnie 30 min. Korzystnie stosuje sie szalke
Petriego z tworzywa sztucznego lub szklang, korzystnie o $rednicy od 30 do 60 mm najkorzystnie;
45 mm. Korzystnie formowanie folii prowadzi sie w suchym miejscu bez dostepu $wiatta, korzystnie
w czasie od 24 do 64 h najkorzystniej przez 48 h.

Przedmiot wynalazku zostat ukazany w ponizszych przyktadach wykonania.

Przyktad |

W przyktadzie wykonania wykorzystano kefiran, ktéry samodzielnie wyizolowano z grzybka tybe-
tanskiego, zgodnie z procedura opisana przez Rodrigues i wspétautoréw (Kamila Leite Rodrigues,
Luc'elia Rita Gaudino Caputo, Jose Carlos Tavares Carvalho, Jo~ao Evangelista, Jose Maur'icio Sch-
needorf. Antimicrobial and healing activity of kefir and kefiran extract. International Journal of Antimicro-
bial Agents 25 (2005) 404-408.). Poza kefiranem, zastosowano réwniez wiolaceine.

W celu przygotowania folii kefiranowej z dodatkiem wiolaceiny, $wiezo wyizolowany kefiran roz-
puszczono w goracej wodzie dejonizowanej (C=2% w/w) o temperaturze 90° w ilosci 0,2 g na 10 mL
wody mieszajac za pomoca mieszadta magnetycznego z predkoscia 600 rpm w temperaturze 100°C
przez 1 h.

Nastepnie, roztwdr ostudzono do temperatury pokojowej 22°C, po czym dodano wiolaceiny
(C=1%, 1 mL) w ilosci 0.1 mg na 1 mL roztworu. Cato$¢ mieszano w temperaturze pokojowej 22°C
przez 30 min za pomoca mieszadta magnetycznego 600 rpm. Roztwér odgazowano w suszarce proz-
niowej w temperaturze 40°C przez 1 h. Nastepnie dodano gliceryne roslinng w ilosci 0,03 g na 1 mL
roztworu jako petniaca funkcje plastyfikatora, i kontynuowano mieszanie przez 30 min z predkos$cia
600 rpm w temperaturze pokojowej 22°C. Tak otrzymana jednorodna mieszanine wylano na plastikowa
szalke Petriego o srednicy 45 mm i pozostawiono do odparowania rozpuszczalnika az do uformowania
folii w suchym i zaciemnionym miejscu na 48 h.

W wyniku przyktadu otrzymano folie kefiranowa o dobrych wtasciwosciach fizykochemicznych
oraz przeciwbakteryjnych o nastepujacym skiadzie:

— kefiran w iloéci 35%

— wiolaceina w ilosci 3,5%

— gliceryna ro$linna w ilo$ci 2,5%

— reszte stanowi woda dejonizowana

Analiza ATR-IR:

Pasmo przy 2921 cm-' wskazujg na obecnos¢ drgan C-H w tancuchu cukrowym kefiranu, co
mozna przypisa¢ grupom metylowym i metylenowym. Pasmo przy 1408 cm-' zwigzane jest z obecno-
$cig grup CHz i OH. Pasma w obszarze 1000-1200 cm" wskazuja na obecnos¢ wiazan C-O-C i C-O,
pochodzacych od grup alkoholowych kefiranu. W widmie pojawiaja sie takze pasma, potwierdzajace
obecnos¢ wiolaceiny w otrzymanym filmie. Szerokie pasmo przy 3341 cm-' zwiazane jest z obecnoscia
grup NH rdzenia indolowego, natomiast pasmo przy 1651 cm-' odpowiada grupie karbonylowej obecnej
w czasteczce wiolaceiny.

W innych przyktadach wykonania mozna wykorzystac kefiran wyizolowany z irafskich lub wto-
skich ziaren kefiru.

Przyktad Il

W przyktadzie wykonania wykorzystano kefiran, ktéry samodzielnie wyizolowano z grzybka tybe-
tanskiego, zgodnie z procedura opisana przez Rodrigues i wspétautorow (Kamila Leite Rodrigues,
Luc'elia Rita Gaudino Caputo, Jose Carlos Tavares Carvalho, Jo~ao Evangelista, Jose Maur’'ico Schne-
edorf. Antimicrobial and healing activity of kefir and kefiran extract. International Journal of Antimicrobial
Agents 25 (2005) 404-408.). Poza kefiranem, zastosowano rowniez wiolaceine.

W celu przygotowania folii kefiranowej z dodatkiem wiolaceiny, swiezo wyizolowany kefiran roz-
puszczono w goracej wodzie dejonizowanej (C=2% w/w) o temperaturze 95° w ilosci 5 g na 10 mL wody
mieszajac za pomoca mieszadta magnetycznego z predkoscig 400 rom w temperaturze 95°C przez
0,02 h.
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Nastepnie, roztwdr ostudzono do temperatury pokojowej 18°C, po czym dodano wiolaceiny
(C=l%, 1 mL) w ilosci 0,05 mg na 1 mL roztworu. Cato$¢ mieszano w temperaturze pokojowej 18°C
przez 0,2 h za pomocg mieszadta magnetycznego 400 rpm w temperaturze pokojowej. Roztwér odga-
zowano w suszarce prézniowej w temperaturze 50°C przez 0,2 h. Nastepnie dodano gliceryne roslinng
w ilosci 0,01 g na 1 mL roztworu jako petnigca funkcje plastyfikatora, i kontynuowano mieszanie przez
0,2 h z predkoscia 300 rpm w temperaturze pokojowej 18°C. Tak otrzymang jednorodng mieszanine
wylano na plastikowa szalke Petriego o srednicy 30 mm i pozostawiono do odparowania rozpuszczal-
nika az do uformowania folii w suchym i zaciemnionym miejscu na 64 h.

W wyniku przykfadu otrzymano folie kefiranowa o dobrych wtasciwosciach fizykochemicznych
oraz przeciwbakteryjnych o nastepujacym skiadzie:

— kefiran w iloéci 30%

— wiolaceina w ilosci 3%

— gliceryna roslinna w ilosci 1%

— reszte stanowi woda dejonizowana

W innych przyktadach wykonania mozna wykorzystac kefiran wyizolowany z iranskich lub wto-
skich ziaren kefiranu.

Przyktad Ill

W przyktadzie wykonania wykorzystano kefiran, ktéry samodzielnie wyizolowano z grzybka tybe-
tanskiego, zgodnie z procedura opisana przez Rodrigues i wspétautorow (Kamila Leite Rodrigues,
Luc'elia Rita Gaudino Caputo, Jose Carlos Tavares Carvalho, Jo~ao Evangelista, Jose Mau'’ico Schne-
edorf. Antimicrobial and healing activity of kefir and kefiran extract. International Journal of Antimicrobial
Agents 25 (2005) 404-408.). Poza kefiranem, zastosowano réwniez wiolaceine, zakupiong z firmy Im-
muno-Life.

W celu przygotowania folii kefiranowej z dodatkiem wiolaceiny, $wiezo wyizolowany kefiran roz-
puszczono w goracej wodzie dejonizowanej (C=2% w/w) o temperaturze 100° w ilosci 10 g na 10 mL
wody mieszajgc za pomoca mieszadta magnetycznego z predkoscig 800 rpm w temperaturze 90°C
przez 1,5 h.

Nastepnie, roztwér ostudzono do temperatury pokojowej 25°C, po czym dodano wiolaceiny
(C=1%, 1 mL) w ilosci 0,2 mg na 1 mL roztworu. Cato$§¢ mieszano w temperaturze pokojowej 25°C
przez 1,5 h za pomocg mieszadta magnetycznego 800 rpm w temperaturze pokojowej. Roztwér odga-
zowano w suszarce prézniowej w temperaturze 60°C przez 1,5 h. Nastepnie dodano gliceryne roslinng
w ilosci 0,05 g na 1 mL roztworu jako petnigca funkcje plastyfikatora, i kontynuowano mieszanie przez
1,5 h z predkoscia 800 rpm w temperaturze pokojowej 25°C. Tak otrzymang jednorodna mieszanine
wylano na plastikowa szalke Petriego o srednicy 60 mm i pozostawiono do odparowania rozpuszczal-
nika az do uformowania folii w suchym i zaciemnionym miejscu na 24 h.

W wyniku przyktadu otrzymano folie kefiranowa o dobrych wtasciwosciach fizykochemicznych
oraz przeciwbakteryjnych o nastepujacym skiadzie:

— kefiran w ilo$ci 40%

— wiolaceina w ilosci 4%

— gliceryna roslinna w ilosci 4%

— reszte stanowi woda dejonizowana

W innych przyktadach wykonania mozna wykorzystac kefiran wyizolowany z iranskich lub wto-
skich ziaren kefiru.

Zastrzezenia patentowe

1. Folia kefiranowa znamienna tym, ze zawiera kefiran w ilosci od 30 do 40%, wiolaceine w ilo-
éci od 3 do 4%, gliceryne w ilosci od 1 do 4%, reszte stanowi woda dejonizowana.

2. Sposob wytwarzania folii kefiranowe] znamienny tym, ze kefiran rozpuszcza sie w wodzie
dejonizowanej o temperaturze od 90 do 100°C w ilosci od 0,1 g do 10 g korzystnie 0,2 g
kefiranu na 10 mL wody dejonizowanej, miesza mieszadtem korzystnie magnetycznym, stu-
dzi, dodaje wiolaceine w iloéci od 0,05 mg do 0,2 mg korzystnie 0,1 mg wiolaceiny na 1 mL
mieszaniny, miesza mieszadtem korzystnie magnetycznym, odgazowuje w suszarce proznio-
wej, dodaje gliceryne roslinna w ilosci od 0,01 g do 0,05 g korzystnie 0,03 g gliceryny na 1 mL



10.

11.

PL 244266 B1 5

mieszaniny, miesza, i tak otrzymana jednorodna mieszanine wylewa na szalke Petriego i zo-
stawia az do uformowania folii.

Sposdb wedtug zastrz. 2 znamienny tym, ze kefiran jest kefiranem swiezo wyizolowanym.
Sposéb wedtug zastrz. 2 lub 3 znamienny tym, Zze kefiran wyizolowano z grzybka tybetan-
skiego, korzystnie sposobem Rodriguesa.

Sposéb wedtug zastrz. 2, 3 lub 4 znamienny tym, Ze kefiran z wodag dejonizowana miesza
sie mieszadtem korzystnie magnetycznym korzystnie z predkos$cia od 400 do 800 rpm do naj-
korzystniej 600 rpm, w temperaturze od 90°C do 100°C korzystnie 100°C w czasie od 0,2 do
1,5 h korzystnie 1 h.

Sposéb wedtug zastrz. 2, 3, 4 lub 5 znamienny tym, Ze studzenie prowadzi sie az do osia-
gniecia temperatury od 18°C do 25°C mieszaniny, korzystnie 22°C.

Sposéb wedtug zastrz. 2, 3, 4, 5 lub 6 znamienny tym, Ze mieszanine z wiolaceing miesza
sie mieszadtem korzystnie magnetycznym korzystnie z predkoscig od 300 do 800 rpm najko-
rzystniej 600 rpm, w temperaturze od 18°C do 25°C mieszaniny, korzystnie 22°C czasie od
0,2 do 1,5 h korzystnie 30 min.

Sposéb wedtug zastrz. 2, 3, 4, 5, 6 lub 7 znamienny tym, ze odgazowanie prowadzi sie w su-
szarce prozniowej w temperaturze od 40 do 60°C korzystnie 40°C w czasie od 0,2 do 1,5 h
korzystnie 1h.

Sposéb wedtug zastrz. 2, 3, 4, 5, 6, 7 lub 8 znamienny tym, ze mieszanine z gliceryng miesza
sie mieszadtem korzystnie magnetycznym korzystnie z predkoscig od 300 do 800 rpm najko-
rzystniej 600 rpm, w temperaturze od 18°C do 25°C mieszaniny, korzystnie 22°C w czasie od
0,2 do 1,5 h korzystnie 30 min.

Sposéb wedtug zastrz. 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 lub 9 znamienny tym, Ze stosuje sie szalke Petriego
z tworzywa sztucznego lub szklang, korzystnie o $rednicy od 30 do 60 mm najkorzystniej
45 mm.

Sposéb wedtug zastrz. 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9 lub 10 znamienny tym, ze formowanie folii prowadzi
sie w suchym miejscu bez dostepu $wiatta, korzystnie w czasie od 24 do 64 h najkorzystniej
przez 48 h.
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