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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest preparat bakteryjny zawierajacy zywe bakterie z rodziny Lactoba-
cillaceae oraz medium liofilizacyjne dla konserwacji zywych bakterii z rodziny Lactobacillaceae.

Bakterie z rodzaju Lactobacillus petnig wazng role w zyciu ssakéw, a w tym cztowieka. Sg one
miedzy innymi skfadnikami wielu srodkéw spozywczych i preparatow leczniczych. W celu zapewnienia
im dtugiej zywotnosci poddaje sie je liofilizacji w medium. Medium z jednej strony musi zapewnié¢ na-
wodnienie zywych komorek, a z drugiej strony zapewni¢ biochemiczng ochrone zywych komorek
przed uszkodzeniem w trakcie zamrazania lub suszenia.

W tradycyjnym medium liofilizacyjnym wykorzystuje sie mleko odtluszczone z dodatkiem we-
glowodanow np. sacharozy. Jednak ze wzgledu na mozliwos¢ alergennego dziatania biatek mleka
w nowszych preparatach mleko zastepuje sie substancjami prebiotycznymi, jak np. fruktooligosacha-
rydy czy inulina.

Z praktyki znany jest preparat ,Lactiv up” zawierajgacy liofilizat bakterii Lactobacillus aci-
dophilus oraz inuline, ktora stanowi sktadnik medium liofilizacyjnego. Preparat ten stuzy do przy-
wracania prawidtowej flory bakteryjnej w przewodzie pokarmowym cztowieka po lub w trakcie
leczenia antybiotykami.

Inny preparat o nazwie ,LaciBios femina” zawiera liofilizowane szczepy bakterii Lactobacillus
rhamnosus na podtozu zawierajacym skrobie ziemniaczang i mikrokrystaliczng celuloze. Preparat
pomaga przywroéci¢ wiasciwag flore bakteryjng uktadu moczowo-ptciowego kobiety.

Z kolei preparat o nazwie ,,Gynoflor” zawiera liofilizat bakterii Lactobacillus acidophilus na pod-
tozu zawierajgcym laktoze jednowodng i celuloze mikrokrystaliczng. Preparat pomaga przywrdcié
wiasciwg flore bakteryjng uktadu moczowo-ptciowego kobiety.

Znanych jest tez szereg zastosowan spiruliny. Ze skrotow opisdw zgtoszen patentowych
JP 2003009813 i JP 2003061614 znana jest zdrowa zywnos¢ zawierajgca m.in. spiruline oraz bakterie
z rodzaju Lactobacillus. Wymienione suplementy diety dziatajg na organizm cziowieka, co objawia sie
redukcjag stresu. W opisie patentowym RU 2183464 przedstawiony jest preparat spiruliny o dziataniu
immunomodulacyjnym na organizm cztowieka i potencjalnym zastosowaniu w terapii choréb.

Znanych jest takze szereg publikacji naukowych, a w tym:

1. .Probiotic efficiency of Spirulina platensis-stimulating growth of lactic acid bacteria
Dola Bhowmik, et. al World Journalo f Dairy & Food Sciences, 2009, Vol. 4 No. 2 pp. 160-163.

2. .Lactic acid bacteria growth promoters from Spirulina platensis” Parada JL, et. al.
Int J., Food Microbiol., 1998 grudzieh 22; 45(3), str. 225-8.

3 ,Effect of Spirulina platensis biomass on the growth of lactic acid bacteria in milk”.
World Journal of Microbiology and Biotechnology tom 16, Issue 6, 07/2000 str. 563-565.

4, Influence of Spirulina platensis powder on the microflora of yoghurt and acidophilus
milk” Guldas, M.; Irkin, R. Mljekarstvo 2010 Vol. 60 No. 4 pp. str. 237-243.

5. Spirulina in Human Nutrition and Health, M. E. Gershwin, Amha Belay, Taylor & Fran-

cis, 08-10-2007, str. 328,

ktére dotyczg zastosowania Spiruliny do stymulacji wzrostu komorek bakterii kwasu mlekowego
w hodowlach ptynnych w warunkach in vitro. W przytoczonych pracach efektem suplementacji me-
dium hodowlanego spiruling jest przyrost biomasy bakterii.

Z kolei w opisie patentowym PL 159645 przedmiotem wynalazku sg liofilizowane kultury bakterii
kefirowych i jogurtowych, a sktad medium liofilizacyjnego to sacharoza granulowana, skrobia ziemnia-
czana oraz talk.

Istota medium liofilizacyjnego dla bakterii z gatunku Lactobacillus rhamnosus, zawierajacego
dwucukier oraz wode, polega na tym, ze medium zawiera do 3% spiruliny, zas dwucukier stanowi
sacharoza lub laktuloza, przy czym ilos¢ jednego z nich nie przekracza 15% w/v, za$ ich taczna ilosé
nie przekracza 20% w/v oraz wode do 100.

Istota preparatu bakteryjnego zawierajacego liofilizowane bakterie z gatunku Lactobacillus rha-
mnosus oraz dwucukier, znamienny tym, ze zawiera spiruline, zas dwucukier stanowi sacharoza lub
laktuloza, przy czym stosunek wagowy ilosci spiruliny do ilosci dwucukréw wynosi od 1:10 do 1:35.

Preparaty symbiotyczne wytworzone na bazie bakterii liofilizowanych w medium wedtug
wynalazku, tgczg w sobie probiotyczne dziatanie bakterii z wartosciami odzywczymi i prozdrowot-
nymi spiruliny, bez udziatu biatek mleka jako potencjalnych czynnikédw uczulajgcych. Medium we-
dtug wynalazku moze by¢ stosowane do przygotowania liofilizatow bakterii z gatunku Lactobacillus
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rhamnosus mozliwych do stosowania przez osoby uczulone na biatka mleka. Liofilizowane bakterie
tego rodzaju mogq znalez¢ zastosowanie do produkcji preparatow probiotycznych w przemysle far-
maceutycznym, spozywczym i paszowym.

Badania poréwnawcze przezywalnosci bakterii po liofilizacji z uzyciem opracowanego podtoza
i medium zawierajgcego mleko odttuszczone wykazaty wiekszy efekt ochronny podioza bedacego
przedmiotem wynalazku niz znanego podtoza, to jest dzieki medium wedtug wynalazku mozna osia-
gnac¢ ten sam efekt terapeutyczny przy wykorzystaniu znacznie mniejszej liczby bakterii niz w przy-
padku preparatu opartego na znanym medium.

Zawarta w podtozu spirulina i laktuloza nadajg mu charakter prebiotyczny. Spirulina jest suple-
mentem diety, ma status GRAS (uznana jako bezpieczna dla zdrowia ludzi i zwierzat) jest bogatym
zrodtem biatek, witamin, istotnych aminokwaséw, mineratéw, kwasow ttuszczowych, glikolipidéw, sul-
folipidéw i ré6znych zwigzkdéw fitochemicznych. Po spozyciu spirulina wywiera pozytywny wptyw na prze-
wod pokarmowy i uklad immunologiczny cztowieka. Spirulina stymuluje réwniez wzrost bakterii kwasu
mlekowego (z rodzaju Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium). Przeprowadzone badania wykazaty,
ze spirulina dziata ochronnie na komoérki bakterii Lactobacillus rhamnosus podczas liofilizaciji.

Laktuloza w odrdznieniu od innych dwucukréw nie ulega hydrolizie ani wchtanianiu w jelicie
cienkim. Jest fermentowana dopiero w jelicie grubym przez bakterie z rodzajéw Bifidobacterium,
Streptococcus i Lactobacillus. W procesie bakteryjnego rozktadu laktulozy powstajg krétkotancuchowe
kwasy tluszczowe, a takze obniza sie pH jelita grubego. Powoduje to wzrost cisnienia osmotycznego
skutkujac zatrzymaniem wody w $wietle jelita i nasileniem perystaltyki. Obecno$¢ laktulozy w jelicie
zwieksza wchtanianie i retencje zwigzkéw mineralnych w organizmie zapobiegajac osteoporozie oraz
aktywujgc system odpornosciowy. Laktuloza reguluje rowniez proces trawienia biatek i ttuszczéw ha-
mujac wytwarzanie i wchtanianie amoniaku. Pozytywny wptyw laktulozy przejawia sie takze w utrzy-
maniu réwnowagi mikroflory jelitowej i hamowaniu rozwoju patogenow.

Zastosowane w medium dwucukry charakteryzujg sie wysokg masg molowa, przez co posiada-
ja zdolnosci do podwyzszania temperatury przemiany szklistej krysztatéw lodu w zawiesinie komorek,
przyspieszajac jej przejscie w stan szklisty. Powodujg zwiekszenie lepkosci roztworu, w wyniku czego
nie nastepuje krystalizacja lodu, poniewaz woda zostaje unieruchomiona w tej strukturze. W takich
warunkach zostajg zatrzymane przemiany fizykochemiczne biatek wewnatrzkomdrkowych. Dodatkowo
uzyte protektanty powodujg wzrost hydratacji tancuchéw polipeptydowych w komérkach, wptywajac na
stabilizacje konformac;ji biatka. Cukry obnizajg poziom przejscia fazowego fosfolipidéw btony komaor-
kowej tworzac wigzania wodorowe z grupami polarnymi. PrzejScia fazowe btony dajg takze mozliwos¢
wnikniecia do wnetrza komoérki dwucukrow. Powstate wigzania wodorowe zapobiegajg tez denaturacji
biatek. Podczas odwadniania komérki ubytek wody powoduje przejscie biatek cytoplazmy z hydrozolu
w hydrozel. Aby zachowa¢ biatkowa strukture cytozolu podczas suszenia sublimacyjnego materiatu
biologicznego cukry muszg mieé¢ dostep do wnetrza komérki i muszg by¢ obecne po obu stronach
btony komdrkowej. Protektanty zapobiegajg rowniez agregacji hydrofilowych czesci fosfolipidéw bto-
nowych w trakcie zarazania i rozmrazania poprzez zwiekszanie gestosci fadunku wokét nich i w efek-
cie zapobiegajq integralnosci bton. Dodatek sacharozy obniza temperature krioskopowsg, co prowadzi
do skrdcenia czasu zamrazania i wptywa na wzrost przezywalnosci komérek.

Przyktady I-IX

Sktad medium liofilizacyjnego opracowano w oparciu o statystyczng metode odpowiedzi ptasz-
czyzn (RSM) wykorzystywang m.in. w przemys$le do projektowania nowych produktéw, zwtaszcza
w sytuacji analizy wielu zmiennych i ich wptywu na otrzymany produkt. Opracowano dziewie¢ rodza-
jow medium réznigcych sie pomiedzy sobg jakoscig lub iloscig poszczegdlnych skiadnikéw. We
wszystkich przypadkach rozpuszczalnik stanowita sterylna woda destylowana, zas jako spiruline uzyto
100% suszone rozpytlowo sinice Arthrospira platensis w postaci proszku (Ocean Star International,
Inc. Snowville UT 84336 USA).

W celu uzyskania medium rozpuszczono w wodzie sacharoze lub/i laktuloze, po czym dodano
spiruline i uzupetniono wodg do 100, caty czas mieszajac. Dane jakosciowe i ilosciowe zestawiono
w Tabeli nr 1.



4 PL 215973 B1

Tabela 1l
Sktad medium liofilizacyjnego
Przyktad Spirulina Sacharoza Laktuloza

[% wiv] [% wiv] [% wiv]
1 0,5 5 5
2 0,5 5 11
3 0,5 11 5
4 11 5 11
5 0,8 2,96 8
6 0,8 8 8
7 1,3 13 55
8 0,2 5 0
9 0.2 0 5

Przyktad poréwnawczy |

Zbadano wptyw spiruliny na wzrost Lb. rhamnosus na podiozu minimalnym (MM) o sktadzie
wodorofosforan potasu - 7 g/dms, di wodorofosforan potasu - 3 g/dm3, cytrynian trisodowy x 3H,0 - 0,5,
siarczan magnezu x 7 H,O - 0,1 g/dm®, siarczan amonu - 1 g/dm? i glukoza 2 g/dm®. Sktadniki podioza
zawieszono w dejonizowanej wodzie i ustalono pH = 6,0 przy uzyciu 0,1 M HCI, po czym poddano je
sterylizacji w temperaturze 121°C przez 15 minut. Nastepnie pobrano i przygotowano cztery porcje:
do pierwszej porcji dodano 0,2% wi/v spiruliny, do drugiej 0,4% wi/v spiruliny, do trzeciej dodano 0,6% w/v
spiruliny, za$ do czwartej, kontrolnej nie dodano spiruliny. Po 24 godzinach hodowli Lb. rhamnosus
stwierdzono ponad 100% wzrost biomasy w porcjach zawierajacych dodatek 0,4 i 0,6% spiruliny.

Swiadczy to o dziataniu stymulacyjnym spiruliny na komérki bakterii z gatunku Lactobacillus
rhamnosus.

Przyktad poréwnawczy |l

Przeprowadzono ocene przezywalnosci Lb. rhamnosus po liofilizacji w zaleznosci od skfadu
medium liofilizacyjnego na tle medium handlowego (8% w/v mleko odttuszczone i 6% w/v sacharoza)
oraz na tle medium kontrolnego, to jest nie poddanego liofilizacji.

W celu oceny przezywalnosci bakterii przeprowadzono hodowle bakterii w bioreaktorze na pod-
tozu optymalnym do produkcji biomasy w temperaturze 37°C przez 18 godzin. Uzyskang biomase
odwirowano (12000 obrotéw na minute, przez 20 minut) i dwukrotnie przeptukano roztworem soli fizjo-
logicznej. Tak uzyskane bakterie zawieszono w 20% w/v wodnym roztworze medium (dla kazdego
skfadu odrebnie), po czym zamrozono w minus 80°C i przeniesiono do liofilizatora (Labconoco), gdzie
poddano je suszeniu sublimacyjnemu w temperaturze minus 50°C, przy cidnieniu 0,24 Pa przez
18 godzin. W dalszym etapie komérki rehydratowano w wodzie sterylnej i okreslono ich przezywalnosé
metodg ptytkowa, w poréwnaniu z medium kontrolnym nie poddanym liofilizacji. Uzyskane wyniki ze-
stawiono w Tabeli 2.

Tabela 2
Rodzaj medium Srednia przezywalnos$c¢ [%]
1 2
Przyktad 1 39,22
Przyktad 2 29,54
Przyktad 3 48,32
Przyktad 4 42,6
Przyktad 5 62,15
Przyktad 6 59,25
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cd. tabeli 2
1 2
Przyktad 7 87,5
Przyktad 8 78,1
Przyktad 9 56,53
Medium handlowe 16
(8% w/v mleko odttuszczone i 6% wiv sacharoza)
Medium kontrolne (nie poddane liofilizaciji) 100

Zastrzezenia patentowe

1. Medium liofilizacyjne dla bakterii z gatunku Lactobacillus rhamnosus, zawierajace dwucukier
oraz wode, znamienne tym, ze zawiera do 3% spiruliny, zas dwucukier stanowi sacharoza lub laktu-
loza, przy czym ilo$¢ jednego z nich nie przekracza 15% wlv, zas ich taczna ilos¢ nie przekracza
20% wi/v oraz wode do 100.

2. Preparat bakteryjny zawierajgcy liofilizowane bakterie z gatunku Lactobacillus rhamnosus
oraz dwucukier, znamienny tym, ze zawiera spirulinge, zas dwucukier stanowi sacharoza lub laktulo-
za, przy czym stosunek wagowy ilosci spiruliny do ilosci dwucukréw wynosi od 1:10 do 1:35.
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