Sposoéb izolacji nowych szczepdw bakteni kwasu miekowego i sposdb
‘otrzymywania nanoczasteczek srebra za pomoca tych szczepow oraz lecznicze
zastosowanie takich nanoczasteczek srebra

Przedmiotem wynalazku jest sposéb izolacji nowych szczepdéw bakterii kwasu
‘mlekowego i sposob ofrzymywania nanoczgsteczek srebra za pomocg tych
szczepbw oraz lecznicze zastosowanie takich nanoczasteczek srebra. Bardziej
szczegdtowo wynalazek dotyczy sposobu izolacji nowych szczepdw bakterii kwasu
mlekowego dla otrzymywania nanoczasteczek srebra (AgNPs, ang. silver
nanoparticles) z depozytem organicznym w postaci metabolitéw produkowanych
przez szczepy bakterii kwasu miekowego izolowanych z produktow miecznych
pochodzacych zregionu Drzycimia (powiat $wiecki) oraz sposobu oczyszczania
tych metabolitdw dla uzyskania nanoczasteczek srebra oraz zastosowanie
w materiatach opatrunkowych, masciach i kremach do leczenia trudno gojacych
ran.

Wiasciwosci antybakteryjne roztwordw koloidalnego srebra znane sg od ponad
100 lat. Stosuje sie je wleczeniu owrzodzen, oparzen, trudno gojgcych ran
i odlezyn. Nanoczasteczki srebra dodawane do opatrunkdw przyspieszaja gojenie.
Stanowig dodatek do masci, kremow, preparatow na bol gardia oraz zapalenie
zatok. Nanoczasteczki srebra sg rowniez powszechnie stosowane w wielu
komercyjnych produktach takich jak lodéwki, pralki, ubrania, plastry, szczoteczki do
zebow, kosmetyki i ptyny do mycia.

Nanoczasteczki  srebra  otrzymuje sie  metodami  chemicznymi,
elektrochemicznymi, fizycznymi, fotochemicznymi oraz biologicznymi. Wé$réd
wymienionych metod najbardziej rozpowszechnione to metody chemiczne, ktore
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polegajg na redukcji rozpuszczalnych soli srebra za pomoca takich czynnikow
redukujacych jak cytryniany, glukoza, glikol etylenowy lub bromowodorek sodu
z dodaniem zwigzkow stabilizujgcych zapobiegajgcych agregacji tworzacych sie
nanoczasteczek.

Elektrochemiczny sposdb otrzymywania nanoczastek srebra znany jest
z opisu do patentu polskiego nr 205765, ktory polega na tym, 2e roziwarza sie
srebro podczas potencjostatycznej lub galwanostatycznej polaryzacji anodowej
w alkcholowych roztworach soli, korzystnie chloranach VIl iazotanach V przy
stezeniu soli w roztworze 0,01-0,1 M i potencjatach anodowych réwnych i wyzszych
od 0,8 V wzgledem elektrody NEW lub gestosci pradu ancdowego rownych {ub
wiekszych od 0,5 mA/em2 otrzymujgc roziwor koloidalny nanoczastek srebra
w alkoholowym rozpuszczalniku, przy czym rozmiary czgstek reguluje sie wartoscig
potencjalu i diugodcig czasu anodowej polaryzacji a nastepnie oddziela sie je od
rozpuszczalnika i suszy w atmosferze ochronnej otrzymujgc nanokrysztaty czystego
srebra.

Natomiast z opisu do patentu polskiego nr 214690 znany jest chemiczny
spos6b wytwarzania nanoczgstek srebra w drodze redukeji soli srebra, korzystnie
azotanu srebra podsiarczynem sodu w obecnosci wodorotlenku sodu, ktéry
charakteryzuje sie tym, Zze do wodnego roztworu soli srebra o temperaturze 20-80°C
wkrapla sie powoli roztwér wodny podsiarczynu sodowego i wodorotlenku sodu,
korzystnie w obecnosci srodkéw ochronnych w postaci zwigzkéw powierzchniowo
czynnych niejonowych, jonowych lub polimeréw syntetycznych rozpuszczalnych
w wodzie. Powstaly w ten sposdb osad przemywa sig woda destylowana, nastepnie
alkoholem i suszy w temperaturze otoczenia.

Powtarzalnosé struktury nanoczasteczek srebra powyZzszymi sposobami jest
trudno osiggalna. Nawet niewielkie zanieczyszczenia odczynnikéw, zmiany stezen
lub temperatury wplywajg na wiasciwosci wytwarzanych nanoczgsteczek. Ma to
szczegdlne  znaczenie  wprzypadku  wytwarzania  nanoczasteczek do
elektronicznych ukiad scalonych.

Sposdb wytwarzania $cisle okreslonych pod wzgledem ksztaltu, rozmiaru
i ewentualnych domieszek materialowych nanoczgsteczek srebra zostat ujawniony
w amerykanskim opisie do zgloszenia patentowego US2013/0029034A1, ktéry
polega redukcji soli srebra organicznymi  aminami w roztworze dwoch
rozpuszczalnikdow o réznej polarnosci. Metoda ta mimo niskich kosztéw nie nadaje
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si¢ do zastosowania w produktach przeznaczonych dia ludzi lub zwierzat, gdyz
powstate nanoczgsteczki okluduja toksyczne produkty uboczne i rozpuszczalniki.

Wady tej nie posiadaja sposoby wytwarzania nanoczasteczek przez
wykorzystanie biologicznych czynnikdw takich jak rosliny i produkty roslinne, algi,
grzyby, drozdze, bakterie oraz wirusy do. produkcji nanoczgsteczek srebra.

W amerykanskim opisie patentowym US9144544B1 przedstawiony zostat
spostb wytwarzania nanoczgsteczek srebra azotanu (V) srebra z wykorzystaniem
ekstraktéw z ziaren roslinny Pimpinella anisum. 2z kolei, amerykariski opis
zgtoszenia patentowego nr US2011/0274736A1 przedstawia sposéb otrzymywania
nanoczastek srebra  wwyniku reakcji kwasu fenazyno-karobksylowego,
pozyskanego z plynu pohodowlanego bakterii Pseudomonas aeruginosa NJ-101
oraz soli srebrowych.

W syntezie biologicznej nieorganiczny lub organiczny czynnik redukujacy oraz
stabilizujacy sq zastapione przez czasteczki produkowane przez Zywe organizmy,
ktére reguluja wzrost nanoczasteczek oraz zapobiegajg ich agregacji. Metoda ta
jest prosta, powtarzalna, niedroga i wymaga znacznie mniej energii w poréwnaniu
do innych sposobow ich wytwarzania. Szczegéinie bakterie stanowig grupe
organizméw najczescie] wykorzystywang do wytwarzania nanoczasteczek.
‘Amerykanski opis zgloszenia patentowego nr US 201210108425A1 przedstawia
mikrobioclogiczny proées wylwarzania nanoczasteczek srebra i ztota wykazujacych
szerokie dziatanie przeciwgrzybiczne. Nanoczgsteczki srebra produkowane sg
wwyniku  mikrobiologicznej syntezy przy wykorzystaniu bakterii  z grupy
Pseudomonas aeuroginosa, grzybéw zgrupy Trichoderma alroviride oraz
promieniowcow z genus Streptomyces spp.

Proces biologicznege wylwarzania nanoczastek srebra moze przebiegac
zewngtrzkomadrkowo albo wewnatrzkomdorkowo. Proces wewngtrzkomorky redukcja
soli srebra wymaga oczyszczania koncowego produkiu polegajacego na lizie
komérek takimi metodami jak ultrasonifikacja, uzycie detergentow, steZzonych soli
lub traktowanie wysokimi temperaturami. Matomiast zewnatrzkomébrkowy proces
wytwarzania nanoczgsteczek srebra zachodzi poza komérkami bakteryjnymi
z wykorzystaniem biomasy, ekstraktéw komorkowych lub supernatanty po hodowli
komdérkowej.

Okazato sie, ze wiele szczepéw bakteri kwasu mlekowego (LAB, ang. lactic
acid bacteria) posiada zdolno$¢ redukcji soli srebra, Wynika to z tego, ze skiad
gram (+) bakterii charakteryzuje sie m.in. niska zawartoécia par GC (guanina-
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cytozyna) oraz wysoka tolerancjq na zakwaszenie $rodowiska. Zrédto izolacji tych
bakteni, ich pochodzenie Srodowiskowe przekiada sie bezposrednio na ich: cechy
morfologiczne i fenotypowe a tym samym zdolnos¢ redukcji soli srebra.

Z opisu do patentu amerykanskiego nr USB8454986B2 znany jest sposdb
otrzymywania nanoczasteczek srebra wykazujacych szerokie dziatanie
antybakteryjne, przeciwko patogennym szczepom o znaczeniu klinicznym
polegajagcy na inkubacji bakterii z rodzaju Lactobacillus. w roztworze wodnym
zawierajacym co najmniej 4 mM soli srebra w obecnosci amoniaku i wodcrotienku
metalu_ alkalicznego az do uzyskania biomasy bakterii zawierajacych praktycznie
tylko. nanoczasteczki srebra a nastepnie ekstrahowania ‘wymienionego
nanoczasteczek srebra z biomasy za pomocg stezonego wodorotlenku metalu
alkalicznego lub stezonego kwasu nieorganicznego albo enzymaow.

Istota wynalazku jest izolacja nowych szczepdw bakteri miekowych
z produktéw mieczarskich pochodzacych z regionu Drzycimia, powiat swiecki, ich
identyfikacja na podstawie sekwencjonowania 16S rRNA oraz spektrometryczne
techniki laserowej jonizacji desorpcji wspomagane] matrycg (MALDI.

Istotg wynalazku jest wykorzystanie uzyskanych izolatéw LAB w alkalicznym
i amoniakalnym roztworze soli srebra do zewnatrzkomérkowe] syntezy
nanoczasteczek srebra z depozytem organicznym oraz sposdb oczyszczania
nanoczasteczek z pozostalosci jonéw Ag+, soli, oraz niskoczasteczkowych
zwiazkéw organicznych

Istota wynalazku jest zastosowanie wten sposob  otrzymanych
nanoczgsteczek w produktach  opatrunkowych  jako  skladnik  materiatéw
opatrunkowych, masci oraz kremow o dziataniu - antybakteryjinym oraz
przyspieszajacym gojenie ran, zwlaszcza zakazerh wywolanych przez Pseudomonas
aeruginosa, MSSA, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Proteus
mirabilis.

Przyktad reatizacji wynalazku

Szczep bakterii Lactobacillus casei izolowano poprzez posiew redukecyjny na
pozywce MRSA probek sera morskiego produkowanego w regionie Drzycimia.
Szczep bakterii Bifidobacterium sp. izolowano z posiewu redukcyjnego na pozywce
MRSA zmleka produkowanego w regionie Drzycimia. Natomiast szczep
Lactococcus lactis 56 oraz 58 izolowano 2z serwatki produkowanej w okolicy
Drzycimia, a jej probki byly wysiewane na pozywke M17. Przynalezno$¢ gatunkowa
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izolowanych szczepéw ustalono na podstawie metody sekwencjonowania 16S
rRNA oraz MALDI-TOF.

lzolacje DNA' badanych szczepow bakterii przeprowadzono przy uZyciu
zestawu do izolacji genomowego DNA z bakterii EXTRACTME (wersja zestawu:

1.2014; DNA Gdarisk, BLIRT S.A.).

StQZenia DNA mierzono za pomocy aparatu NanoDrop, a nastepnie
przeniesiono po 1 yl DNA do probéwek. Do kazdej z préb dodano po 2 pl TagPCR

MasterMix oraz po 1 pl starteréw F1 i R12 i umieszczono w termocyklerze. Reakcja

amplifikacji przebiegata wedtug programu przedstawionego w Tab. 1

Temperatura
[°cl

Czas [min]

Liczba cykli

95

94

x30

72

72

xl

4

U BT e b D

Tabela 2 przedstawia wyniki sekwencjonowania bakterii wyizolowanych

z poszczegoinych produktéw mlecznych.

Zrodlo Zidentyfikowa |BLAST Stopieri pokrycia (%)
na bakteria
Ser morski Lactobacillus | Lactobacillus casei 1430/1430 (100%)
izolowane z MRSA | casei [KF673500]
Lactobacillus paracasei 1430/1430 (100%)
subsp. paracasei
[KF418817]
Lactobacillus casei 1430/1430 (100%)
[JN560891]
Mieko Bifidobacteriu | Bifidobacterium sp. - raw | 1370/1371 (99%)
izolowane z MRSA | msp. milk and raw milk cheeses
{Delcenserie i wps., 2007)
Bifidobacterium 1377/1383 (99%)
psychraerophilum
(Simpson et al., 2003)
Serwatka Lactococeus Lactococcus lactis 1433/1433 (100%) |
izolowane z M17 lactis 56 [JN7852396]
Serwatka Lactococcus Lactococcus lactis 1433/1433 (100%)
izolowane 2z M17 Lactis 58 [JN7852396]
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Uzyskane proby (5pl DNAMwzorca + 3pl wody wolnej od RNaz + 2yt buforu
obcigzajacego) nanoszonc na 1% zel agarozowy (bufor TAEx1 + Sml bromku
etydyny). Elekiroloreze prowadzono w buforze TAEXT przez 30 min, przy napieciu
100 V. Sekwencjonowanie wykonano w Pracowni Sekwencjonowania DNA | Syntezy
Oligonukleotydéw IBB PAN w Warszawie. Uzyskane sekwencje porownywano za
pomoca programu BLAST z sekwencjami dostepnymi w bazie danych i dokonano
procentowej oceny ich podobienstwa.

Dla wyizolowanych szczepow wykonano rowniez widma w spektrometrze
masowym Ultraflextreme Bruker przy uzyciu dwéch matryc DHB oraz HCCA. w tym
celu 2 oczka ezy kolonit pakleryine] zawieszano w5 ol Bacterial Solution
i mieszano. Nastepnie 2 pl zawiesiny bakteryjnej fagczono z 2 pyl matrycy | nakladano
na plytke MTP AnchorChip 384 (Bruker). Widma uzyskane dla Lactobacillus casei,
Bifidobacterium sp oraz Lactococcus lactis 56 sa przedstawione na Fig. 1, 2
i3 Fig 1 Widmo MALDI-TOF MS Lactobacillus casei z wykorzystniem matrycy DHB
oraz HCCA.

Fig. 2 Widmo MALDI-TOF MS Bifidobacterium sp. z wykorzystriiem matrycy
DHB oraz HCCA.

Fig. 3 Vidmo MALDI-TOF MO Laciococcus jactis 586 2 wykorzystaniem
matrycy DHB oraz HCCA.

Kolejnym etapem bylo uzycie wyizolowanych szczepdw do wylwarzania
nanoczasteczek srebra. Wyizolowane szczepy hodowano na pozywkach MRS broth
(Lactobacillus casei, Bifidobacterium) oraz M17 broth (Lactococcus lactis 56 1 57).
Inkubacje prowadzono z cigglym mieszaniem przez 14 dni w temperaturze 26°C.
Uzyskane kultury wirowano przy 9,000 rpm przez 15 minut, 8 do uzyskanego
supematantu dodawano 3 mM AgNO. ., stosunku 101 (v Otrzymany  roztwer
inkubowano z cigglym mieszaniem przez 14 dni w 26°C w ciemnosci. Po tym czasie
oczyszczano powstate nanoczasteczki przez wirowanie przez 30 minut przy 14,000
rpm, a nastepnie trzykrotnie przeptukiwane woda dejonizowang i wirowane przez 8
mingt orzv 10000 mm Abv  usungd  niezredukowane  iony  Ag+ oraz
niskoczgsteczkowe  metabolity przeprowadzono  dialize  z wykorzystaniem
membrany o granicznej masie molowej (cut off) 3kDa (Spectrumiab, USA). Analiza
TEM oraz EDX wykazata obecno$¢ metalicznego srebra. Obecnosé
nannczasteczek srehra notwierdzonn rownie? analiza SAED nraz FFT (Fig. 4 5 6,
7).
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Fig. 4 Obrazy nanoczasteczek srebra pozyskane z analiz SEM/EDX (a); TEM
(b); HRTEM (c); SAED (d) produkowanych przez L. factis 56 Fig.5 Obrazy
nanoczasteczek srebra pozyskane z analiz SEM/EDX (a); TEM (b); HRTEM (c);
SAED (d) produkowanych przez L. lactis 58 Fig. 6 Obrazy nanoczasteczek srebra
pozyskane z analiz SEM/EDX (a), TEM (b); HRTEM (c); SAED (d) produkowanych
przez Bifidobacterium sp., Fig. 7 Obrazy nanoczgsteczek srebra pozyskane z analiz

SEM/EDX (a); TEM (b); HRTEM (c); SAED (d) produkowanych przez L. casei

Dziatanie antybakteryjne wytworzonych nanoczgsteczek srebra potwierdzono
wykonujac  antybiogramy  przeciwko bakieriom o znaczeniu  klinicznym
grzadstéwiane na fig. 8; na ktére oznaczenia literowe oznaczajg odpowiednio
szczepy bakterii chorobotwérczych: A — MSSA, B — Staphylococcus aureus, C —
Proteus mirabilis, D - Pseudomonas aeruginosa; E - Staphﬁytococcus epidermidis;
a oznaczenia liczbowe odpowiednio stezenie nanoczastek srebra: 1 — 100 pg/mL;
2-50ug/ml: 3-12.5 pg/mlL.

Pomiary zahamowania wzrostu bakterii przestawia tabela:

Serefa nbamowania [mm]

Patngen Seetenie srebra [pefaudeienkel )
15 5 1075 )
Psewgdomonas aeruginoss 145012 0 12:0.05 74005
MSSA 12+0.02 B 0.05 6005
Swphyloceccus aurens 14:0.02 12:0.09 740.06
Stapbwlococcus epldermidis 16:0.05 14:4:0.08 2:0.04

Proteus mirabilis 110,07 9:0.08 G002




