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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb immobilizacji mikroorganizméw na i/lub w celulozie bakte-
ryjnej biosyntetyzowanej przez bakterie z gatunku Gluconacetobacter xylinus metodg hodowli stacjo-
narnej lub z wytrzgsaniem.

Probiotyki definiowane sg jako zywe mikroorganizmy, ktére wprowadzone w odpowiednich ilo-
Sciach wywotujg pozgdany efekt w organizmie cztowieka. Definicja Organizaciji Narodéw Zjednoczonych
ds. Wyzywienia i Rolnictwa (FAO) oraz Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) precyzuje, ze probiotyki
sg zywymi mikroorganizmami, gtéwnie bakteriami, ktére podawane w odpowiednich ilociach powodujg
dobroczynne dziatanie na gospodarza. Z zapisu w Dzienniku Ustaw (EC 11.09.1996 WC 263/3) wynika,
ze za szczepy probiotyczne uwaza sie drobnoustroje przynalezne do 15 rodzajow drobnoustrojéw,
w tym 11 gatunkéw bakterii, 3 gatunkéw drozdzy i 1 gatunku plesni. Do grupy bakterii probiotycznych
zalicza sie bakterie kwasu mlekowego (Lactobacillus spp., Streptococcus spp. i Pediococcus spp.),
drozdze i ple$nie (Saccharomycces spp. i Aspergillus spp.), bakterie z rodzaju (Bifidobacterium spp.,
Bacillus spp. i Clostridium spp.), a takze Lactococcus lactis, Enferococcus faecium i E.faecalis.

Mikroorganizmy probiotyczne pozytywnie wptywaja na jelitowg flore bakteryjng i ogéiny stan or-
ganizmu (obnizajg poziom cholesterolu; wzmagajg tolerancje laktozy; zapobiegajg nowotworom, bie-
gunkom; modulujg aktywno$¢ uktadu odporno$ciowego). Jednak skuteczno$é korzystnego oddziatywa-
nia probiotycznych szczepbw bakterii probiotycznych na organizm cztowieka lub zwierzat jest uwarun-
kowany wieloma czynnikami. Wazna jest réwniez wiadciwa selekcja i dobo6r szczepbéw probiotycznych
oraz systematyczne dostarczanie organizmowi duzej ich liczby w postaci zywych komérek.

Powszechnie stosowang metoda wprowadzania r6znego typu substancji aktywnych biologicznie
i mikroorganizméw do organizmu jest metoda doustna (per o0s). W tego typu metodzie substancja ak-
tywna moze byé wchtaniana w zotadku i jelicie, badz tylko w jelicie. W efekcie wchtaniane substancije
transportowane sg do uktadu krwiono$nego, osiagajac wysokie stezenie we krwi przez okreslony czas.
Innowacje w tej terapii polegajg na transporcie biologicznie aktywnych czgstek do wiasciwego miejsca
w organizmach zywych oraz ich uwalnianiu, najkorzystniej w kontrolowany sposo6b. Systemy opierajgce
sie na immobilizacji aktywnego biologicznie materiatu w czesciowo przepuszczalnych nosnikach dajg
medycynie i dietetyce nowe mozliwosci oraz pozwalajg na opracowywanie nowych metod podawania
lekdw, substancji odzywczych lub suplementéw diety.

W praktyce mikroorganizmy sg unieruchamianie na powierzchni no$nika lub wewnagtrz nosnika,
ktéry moze by¢ w postaci kapsutek. W obrebie metod unieruchomienia na powierzchni no$nika wyréznia
sie adsorpcje i adhezje, polegajace na wytworzeniu pomiedzy nosnikiem a substancjg aktywng wigzan
jonowych, wodorowych, hydrofobowych, sit elektrostatycznych, sit van der Waalsa lub kombinacji tych
sit. W tym przypadku no$nik wprowadza sie do roztworu z materiatem biologicznym w celu osadzania
na nim komérek mikroorganizméw. Proces ten moze byé wspomagany mieszaniem lub wytrzgsaniem.
W przypadku unieruchamiania substancji probiotycznych wewnatrz nos$nika stosuje sie hydrozelowe
kapsutki, wykonane najczesciej z alginianu, karagenu lub agarozy.

Powszechnie stosowana metoda doustna podawania preparatéw probiotycznych cechuje sie wie-
loma niedogodnosciami. Przyktadowo, probiotyki muszg pokona¢ bariere w postaci sokéw trawiennych
w zotadku lub zétci w jelicie. Niekorzystnym zjawiskiem zwigzanym z doustnym podawaniem mikroor-
ganizméw probiotycznych jest rowniez mozliwo$é ich uszkodzenia podczas wedréwki przez ukfad tra-
wienny. Dlatego tez, poszukiwanie odpowiedniego materiatu w celu unieruchamiania na powierzchni
lub enkapsulacji materiatu probiotycznego jest obecnie kluczowym problemem.

Nosnik do enkapsulacji tego typu substanciji powinien charakteryzowaé sie nietoksycznoscia, fa-
twoscig obrébki oraz stosunkowo niskim kosztem wytwarzania, jak réwniez biozgodnoécig. Ponadto
materiat taki powinien cechowac sie odpornosécia na $rodowiska kwasne i zasadowe oraz na aktywnos$¢
réznego rodzaju enzyméw, czy reakcji zachodzacych w organizmie. W przypadku dojelitowego dostar-
czania mikroorganizméw probiotycznych za pomocg kapsutek, stosowany materiat powinien by¢ nie-
rozpuszczalny w srodowisku kwasnym oraz rozpuszczalny po odpowiedniej ekspozycji w srodowisku
zasadowym. Przy terapii doustnej nalezy maksymalizowaé réwniez przezywalnos$¢ bakterii i ich zdol-
no$¢ do dostarczania substancji odzywczej oraz zapewnié odpowiednie wtasciwo$ci mechaniczne ma-
teriatu, ktéry stosowany jest jako nosnik.

Gtéwnym celem immobilizacji materiatu probiotycznego jest uzyskanie wiekszej zywotnosci bak-
terii w produktach kwasnych (np. jogurtach), czy w ludzkim zotgdku (pH ok. 2). W tym celu stosuje sie
zazwyczaj mikrokapsutkowanie z zastosowaniem polimeru alginianowo-skrobiowego indukowanego
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wapniem (Godward G., Kailasapathy K., Milk Science International, 58, 2003, 396—-399; Sultana K., et
al., International Journal of Food Microbiology, 62, 2000, 47-55), karagenianéw indukowanych potasem
(Adhikari K., et al., Journal of Diary Science, 83, 2000, 1946—1951) lub kapustkowanie w podtozach na
bazie biatek serwatkowych (Picot A., Lacroix Ch., International Dairy Journal, 14, 2004, 505-515).
Wszystkie te metody pozwolity na wydtuzenie czasu zywotnosci w warunkach ekstremalnych (pH
ok. 2).

Jako no$nik dla mikroorganizmoéw probiotycznych moze by¢ zastosowana celuloza bakteryjna.
Cechuje sie ona wysokg czystoscig, wytrzymatoscig mechaniczng, zdolnoécig chioniecia cieczy, bio-
zgodno$cia z zywg tkankg, porowatoscig oraz elastycznoscig. Celuloza bakteryjna jest réwniez nietok-
syczna oraz mozna stosowac jg jako dodatek do zywnosci. Wiasciwosci te otwierajg wiele mozliwosci
praktycznego zastosowania celulozy bakteryjnej m.in. jako nosnik dla organizméw probiotycznych. Ce-
luloze bakteryjng otrzymuje sie sposobem, ktéry polega na zaszczepieniu na wysterylizowanym oraz
wzbogacanym alkoholem etylowym podtozu Herstina-Schramma (zawierajgcym: glukoze, ekstrakt droz-
dzowy, pepton bakteryjny, kwas cytrynowy, Na:HPO4, MgSO4-H20) bakterii Gluconacetobacter xylinus,
przechowywanych na wysterylizowanym i wzbogaconym alkoholem etylowym podtozu o sktadzie: glu-
koza, ekstrakt drozdzowy, pepton bakteryjny, kwas cytrynowy, Na:HPO4, MgSO4-7H20, agar bakterio-
logiczny. Nastepnie przygotowang hodowle mieszano przez 15 minut i inkubowano przez 7 dni w tem-
peraturze 28-30°C, ponownie mieszano przez 5 minut i przenoszono tak otrzymane inokulum na $wieze
podtoze Herstin-Schramm o takim samym skfadzie w celu hodowli produkcyjne;j.

Wykonane z celulozy bakteryjnej membrany mogg by¢ stosowane, jako nosnik/matryca do unie-
ruchamiania réznego typu komérek. Przyktadowo w opisie patentu US 8871743 oméwiono wynalazek
polegajacy na wytwarzaniu matrycy celulozowej syntetyzowanej przez G. xylinus, ktérg mozna stoso-
wac do immobilizacji mikroorganizméw. Sposob wytwarzania wielowarstwowych matryc z zastosowa-
niem szczepu G. xylinus jest szczegdtowo omoéwiony w patencie CN 100460020. W patencie polskim
PL 214828 opisano sposéb immobilizowania bakterii Bacillus subtillis syntetyzujgcych proteinaze na
nosniku stanowigcg mieszanine alkoholu poliwinylowego i rozdrobnionej celulozy bakteryjnej otrzyma-
nej na drodze hodowli bakterii Acetobacter xylinum. W patencie CN 101967471 opisano metody pro-
dukcji celulozy bakteryjnej w formie granulek lub membran, ktére zastosowano do unieruchamiania en-
zyméw. Enzym na celulozowej matrycy byt immobilizowany na bazie oddziatywan fizycznych (metoda
adsorpcyjna) lub za pomocg sieciowania. W opisie patentowym CN 102226174 podano metode immo-
bilizacji drozdzy na matrycach celulozowych syntetyzowanych przez G. xylinus metodg hodowli stacjo-
narnej lub z wytrzgsaniem. Metoda ta polega na przenoszeniu tych matryc i zawieszeniu ich w pozywce
z zaszczepionymi drozdzami na czas od 2 do 5 godzin. Alternatywny sposéb immobilizacji, réwniez
opisany w tym patencie, polega na natryskiwaniu roztworu drozdzy na noénik i nastepne suszeniu go
przez okres od 2 do 5 godzin. W celu zachowania sterylnych warunkéw oba procesy prowadzone sg
z zastosowaniem ultradzwiekéw (20—40 kHz; 0,1-0,2 W-.cm?2). W patencie US 20120077250 podano
metode polegajgcg na wykorzystaniu matryc z celulozy bakteryjnej, syntetyzowanych przez G. xylinus,
do hodowli mikroorganizmoéw fotosyntetyzujgcych. Na odpowiednio spreparowany celulozowy nos$nik
(wstepnie umieszczony przez 1 godzine w pozywce stosowanej do hodowli) posiewa sie odpowiedni
szczep. W tym celu zawiesza sie nosnik celulozowy w medium z zaszczepionymi mikroorganizmami
fotosyntetyzujgcymi w pojemniku, ktéry o$wietlony jest za pomocg zrodta $wiatta.

Mikroorganizmy probiotyczne korzystnie wptywajg na organizm gospodarza poprzez poprawe
réwnowagi jego ekosystemu jelitowego. Obecnie mikroorganizmy probiotyczne stosowane sg, jako su-
plement diety w formie proszku, kapsutek lub tabletek. W celu osiggniecia optymalnych efektéw, mikro-
organizmy probiotyczne powinny zostaé dostarczone do jelita w stosunkowo duzych iloSciach przy utrzy-
maniu odpowiednio dtugotrwatej stabilnosci i zywotnoéci. Probiotyki cechujg sie stabg trwatoscig pod-
czas przechowywania, jak réwniez wysoka odpornoscig na ekstremalne warunki panujgce w przewo-
dzie pokarmowym. Sposobem na zwiekszenie przezywalnoéci mikroorganizmoéw probiotycznych jest
ich immobilizacja na matrycach, wykonanych z materiatu nietoksycznego dla organizmu gospodarza.
Alternatywnym sposobem dostarczenia probiotykéw jest ich kapsutkowanie z zastosowaniem takich
materiatéw jak: alginian sodu, karagenina i agar. Materiaty te cechujg sie dos¢ stabg wytrzymatoscig na
niekorzystne warunki Srodowiskowe, co moze prowadzi¢ do uszkadzania wytworzonych z tych materia-
t6w matryc lub powtok, powodujac w efekcie obnizenie jakosci i ilosci materiatu probiotycznego.
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Uwzgledniajgc powyzsze spostrzezenia, celowym jest opracowanie sposobu immobilizaciji mikro-
organizmoéw probiotycznych z zastosowaniem no$nikow wykonanych z materiatlu kompatybilnego z or-
ganizmem gospodarza, odpornych na niekorzystne warunki panujgce w uktadzie trawiennym oraz
umozliwiajgcych kontrolowane uwalniane mikroorganizméw probiotycznych we wtasciwym czasie.

Sposéb immobilizacji mikroorganizmoéw na i/lub w celulozie bakteryjnej, wedtug wynalazku, cha-
rakteryzuje sie tym, ze mokrg lub suchg celuloze bakteryjng umieszcza sie w zawiesinie bakterii Lacto-
bacillus spp., o0 gestosci 1°McFerland i inkubuje sie jg w tej zawiesinie przez 24 h w temperaturze 25°C
z wytrzgsaniem 180 obr/min. Stosuje sie bakterie Lactobacillus spp. podchodzgce z 24 h hodowli pro-
wadzonej w ptynnym podtozu MRS (deMan, Rogosa and Sharpe), ktére oddzielono od podioza poprzez
wirowanie przez 15 minut przy 3000 obr/minute. Zawiesine bakterii Lacfobacillus spp. otrzymano
umieszczajgc bakterie w buforze fosforanowym (PBS). Do immobilizacji bakterii Lactbacillus spp. sto-
suje sie celuloze bakteryjng w postaci membran lub kulek, uzyskang w wyniku prowadzenia 6 dniowej
hodowli, odpowiednio w warunkach stacjonarnych lub wytrzgsanych przy zastosowaniu 180 obr/min.

Sposéb wedtug wynalazku pozwala na zapewnienie ochrony komoérek bakteryjnych przed nieko-
rzystnym wptywem soli kwasow zétciowych, enzyméw trzustkowych i soku zotgdkowego. Zastosowanie
uwodnionej lub suchej celulozy bakteryjnej w formie membran lub kulek do unieruchomienia bakterii
probiotycznych Lactbacillus spp. pozwala na istotne zwiekszenie przezywalnosci tego typu mikroorga-
nizméw w poréwnaniu do bakterii nieimmobilizowanych na nosniku wykonanym z celulozy bakteryjnej.

Sposbb immobilizacji wedtug wynalazku przedstawiony jest w przyktadach wykonania oraz ry-
sunku, na ktérym fig. 1 przedstawia zdjecie mokrej, 6 dniowej celulozy bakteryjnej, uzyskanej w hodowli
stacjonarnej oraz po inkubaciji celulozowych membran przez okres 24 h w zawiesinie bakterii Lacfoba-
cillus spp.; fig. 2 przedstawia zdjecie mokrej, 6 dniowej celulozy bakteryjnej uzyskanej w hodowli wy-
trzgsanej oraz po inkubaciji celulozowych kulek przez okres 24 h w zawiesinie bakterii Lactobacillus spp.

Przyvktad1

W celu uzyskania nosnika celulozowego, przygotowano inokulum bakterii G. xylinus. W pierw-
szym etapie, sporzadzono podtoze Herstina-Schramma zawierajgce: glukoze (2 w/v%), ekstrakt droz-
dzowy (0,5 w/v%), pepton bakteryjny (0,5 w/v%), kwas cytrynowy (0,115 w/v%), NaxHPO4 (0,27 w/v%),
MgSO4-H2-0 (0,05 w/v%). Podtoze wysterylizowano oraz wzbogacono alkoholem etylowym (1 v/v%).
Bakteria G. xylinus, przechowywana w statym podtozu o sktadzie: glukoza (2 w/v%), ekstrakt drozdzowy
(0,5 wiv%), pepton bakteryjny (0,5 w/v%), kwas cytrynowy (0,115 w/v%), Na2HPO4 (0,27 w/v%),
MgSO4-7H20 (0,05 w/v%) agar bakteriologiczny (2 w/v%), rébwniez wysterylizowanym i wzbogaconym
alkoholem etylowym (1 v/v%). Po zaszczepieniu bakterii hodowle mieszano na wytrzgsarce laboratoryj-
nej przez 15 minut i inkubowano sie przez kolejne 7 dni w temperaturze 28-30°C. Po 7 dniach inkubaciji
uzyskang hodowle ponownie mieszano na wytrzgsarce typu worteks przez 5 minut. Otrzymane w ten
sposéb inokulum bakterii G. xylinus przenoszono na $wieze podioze Herstina-Schramma o takim sa-
mym sktadzie jak podano powyzej i prowadzono hodowle, wedtug nastepujgcej procedury. Inokulum
bakterii G. xylinus, otrzymane wedtug opisu powyzej, w ilosci 2 w/v% przenoszono do $wiezego podtoza
Herstina-Schramma, ktére zawiera: glukoze (2 w/v%), ekstrakt drozdzowy (0,5 w/v%), pepton bakte-
ryjny (0,5 w/v%), kwas cytrynowy (0,115 w/v%), NazHPO4 (0,27 w/v%), MgS0O4-H20 (0,05 w/v%). Pod-
foze wysterylizowano oraz wzbogacono alkoholem etylowym (1 v/v%). Nastepnie 2 ml uzyskanej ho-
dowli przenoszono do ptytki 24-dotkowej. Inkubacje prowadzono przez 6 dni w temperaturze 28°C.
Otrzymane membrany celulozowe przenoszono do czystych pojemnikéw, przemywano wodg destylo-
wang, a nastepnie oczyszczano poprzez inkubacje w 0,1 M wodnym roztworze NaOH w temperaturze
90°C przez 30 minut. Procedure oczyszczania powtarzano trzykrotnie. W kolejnym etapie oczyszczong
celuloze ptukano w wodzie destylowanej do momentu ustabilizowania pH na poziomie 6,5-7,5, a na-
stepnie celuloze poddawano autoklawowaniu w temperaturze 121°C przez 15 minut. W ten sposéb
uzyskano celuloze mokrg (uwodniong). W celu uzyskania celulozy suchej, celuloze uwodniong podda-
wano suszeniu w temperaturze 60°C, do momentu uzyskania statej wagi.

W nastepnym etapie komorki Lacfobacillus spp. pochodzace z 24 h hodowli, prowadzonej w ptyn-
nym podtozu MRS (deMan, Rogosa and Sharpe), oddzielano od podtoza poprzez odwirowanie z pred-
koscig 3000 obr/min przez 15 min, a nastepnie komoérki zawieszano w buforze fosforanowym (PBS),
w celu otrzymania zawiesiny komoérek o gestosci 1°McFerland.

W celu immobilizacji bakterii Lactobacillus spp. na powierzchni celulozowego noénika, zaréwno
w formie mokrej jak i suchej, membrany umieszczano w przygotowanej zawiesinie bakterii i inkubowano
przez 24 h w temperaturze 25°C z wytrzgsaniem 180 obr/min.
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Dla uzyskanego biomateriatu przeprowadzono testy w celu okres$lenia wptywu symulowanego
soku zotgdkowego i soli zétciowych na immobilizowane bakterie Lacfobacillus spp. na powierzchni ce-
lulozowego nos$nika. W tym celu przygotowano roztw6r HCI o pH 2,0 (podtoze MRS + 5 MHCI) oraz
roztwor soli zétciowych (MRS + 0,3% soli z6tciowych). Nastepnie membrany z celulozy bakteryjnej z im-
mobilizowanymi na nich bakteriami probiotycznymi inkubowano w przygotowanych roztworach przez 4h
w temperaturze 37°C. Jako kontrole te same testy przeprowadzono dla mikroorganizméw probiotycz-
nych nieimmobilizowanych na membranach z celulozy bakteryjnej. Opisany powyzej sposéb unierucha-
miania umozliwia immobilizowanie ok. 300 x 105 komérek bakterii probiotycznych na gram celulozy mo-
krej i uzyskanie stopnia przezywalnosci immobilizowanych na mokrej celulozie bakterii w obecnosci
symulowanego kwasu zotgdkowego powyzej 50% i soli z6tciowych powyzej 90% oraz immobilizowanie
ok. 20 x 105 komérek bakterii probiotycznych na gram celulozy suchej i uzyskanie stopnia przezywalno-
Sci immobilizowanych na suchej celulozie bakterii w obecnos$ci symulowanego kwasu zotgdkowego po-
wyzej 50% i soli zéiciowych powyzej 90%.

Przyvktad2

Inokulum bakterii G. xylinus, przygotowane wedtug opisu w przykfadzie pierwszym, w ilosci
2 w/v% przeniesiono do 50 ml $wiezego podtoza Herstina-Schramma, umieszczonego w szklanych kol-
bach o pojemnosci 100 ml, a nastepnie hodowle inkubowano sie przez 6 dni w temperaturze 28°C
Z jednoczesnym wytrzgsaniem 180 obr/min. Uzyskang celuloze bakteryjng w postaci kulek przemy-
wano, oczyszczano i autoklawowano w taki sam sposéb jak w przyktadzie pierwszym. W celu uzyskania
suchej celulozy otrzymane kulki celulozowe poddawano suszeniu w temperaturze 60° C do momentu
uzyskania statej wagi. W kolejnym etapie przygotowano zawiesine komérek Lactobacillus spp., wedtug
sposobu podanego w przyktadzie pierwszym. Immobilizacja na powierzchni kulek celulozowych oraz
testy przezywalnosci w obecnosci HCI i soli z6tciowych przeprowadzono w sposob podany w przykfa-
dzie pierw szyn. Opisany powyzej spos6b unieruchamiania umozliwia immobilizowanie ok. 400 x 10°
komorek bakterii probiotycznych na gram celulozy mokrej i uzyskanie stopnia przezywalno$ci immobili-
zowanych na mokrej celulozie bakterii w obecnosci symulowanego kwasu zotgdkowego powyzej 50%
i soli zétciowych powyzej 90% oraz immobilizowanie ok. 30 x 10% komérek bakterii probiotycznych na
gram celulozy suchej i uzyskanie stopnia przezywalnosci immobilizowanych na suchej celulozie bakterii
w obecnoéci symulowanego kwasu zotgdkowego powyze;j i soli z6tciowych powyzej 90%.

Zastrzezenie patentowe

1. Sposo6b immobilizacji mikroorganizmoéw na i/lub w celulozie bakteryjnej, znamienny tym, ze
mokrg lub suchg celuloze bakteryjng umieszcza sie w zawiesinie bakterii Lactobacillus spp.
o gestosci 1°McFerland i inkubuje sie je w tej zawiesinie przez 24 h w temperaturze 25°C
z wytrzgsaniem 180 obr/min., przy czym stosuje sie bakterie Lactobacillus spp pochodzgce
z 24 h hodowli prowadzonej w ptynnym podtozu MRS (deMan, Rogosa and Sharpe) ktére
oddzielono od podtoza poprzez wirowanie przez 15 minut z predkoscig 3000 obr/minut, zas
celuloze bakteryjng syntetyzowana przez bakterie Gluconacetobacter xylinus w postaci uwod-
nionych lub suchych membran otrzymanych z hodowli stacjonarnej prowadzonej przez 6 dni
badz w postaci uwodnionych lub suchych kulek otrzymanych z hodowli wstrzgsanej prowa-
dzonej przez 6 dni przy zastosowaniu 180 obr/min.



PL 234 248 B1

Rysunki

Fig. 2



