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Opis wynalazku

DZIEDZINA TECHNIKI

Przedmiotem wynalazku jest nowy szczep bakterii fermentacji mlekowej Weissella cibaria, zde-
ponowany w dniu 6 lutego 2023 r. (06.02.2023) jako KKP 2094p w kolekcji KKP tj. w Kolekcji Kultur
Drobnoustrojow Przemystowych, IBPRS-PIB im. prof. Wactawa Dabrowskiego (Instytut Biotechnologii
Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. Wactawa Dabrowskiego — Panstwowy Instytut Badawczy
w Warszawie, Polska) (IAFB, Culture Collection of Industrial Microorganisms, prof. Wactaw Dgbrowski,
IAFB-SRI). Przedmiotem wynalazku jest réwniez kompozycja zawierajgca Weissella cibaria KKP 2094p,
kompozycja farmaceutyczna do zastosowania, suplement diety, preparat probiotyczny, bakteryjna kul-
tura starterowa do wyrobu pieczywa, zakwas, pieczywo, sposdb wytwarzania pieczywa, sposoéb mikro-
biologicznego wytwarzania dekstranu, preparat bakteryjny oraz zastosowania wykorzystujgce ten
szczep szczegoOlnie do zapobiegania i/lub leczenia, korzystnie leczenia nowotworu jelita, korzystnie no-
wotworu jelita grubego.

Biomasa szczepu Weissella cibaria KKP 2094p stuzy do biotechnologicznego wytwarzania dek-
stranu, do prowadzenia zakwasow oraz do zastosowania jako probiotyk. Wyselekcjonowany pod katem
optymalnego efektu technologicznego w biotechnologicznej produkciji dekstranu, korzystnych wtasciwo-
Sci technologicznych do produkcji zakwaséw i pieczywa na zakwasie oraz pod katem korzystnych wia-
Sciwosci prozdrowotnych do zastosowan probiotycznych i zdolnoéci do przetrwania w warunkach imitu-
jacych przewdd pokarmowy.

Przedmiotem wynalazku jest réwniez zastosowanie bakteryjnego szczepu Weissella cibaria KKP
2094p do wytwarzania dekstranu, do konstruowania kultur starterowych do produkcji zakwasow i pie-
czywa na zakwasie oraz jako szczep probiotyczny o korzystnych wtasciwosciach w Srodowisku skéry,
oraz przewodu pokarmowego. Szczep Weissella cibaria KKP 2094p wykazuje wysokg wydajnosé pro-
dukcji dekstranu, aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowe i przeciwnowotworowe, wysokg oporno$¢ na sole
z6tciowe i niskie pH, mozna go stosowac do biotechnologicznego wytwarzania dekstranu, jako szczep
o korzystnych wtasciwosciach technologicznych do produkciji zakwasow i pieczywa na zakwasie oraz
jako szczep probiotyczny.

STAN TECHNIKI

Po raz pierwszy bakterie z rodzaju Weissella odkryto w 1993 roku w fermentowanych kietbasach.
Rodzaj ten zalicza sie do rodziny Lactobacillaceae, ktéra nalezy do znanej grupy bakterii fermentac;i
mlekowej [z ang. lactic acid bacteria (LAB)] (Collins i wsp., 1993). Weissella spp. sg Gram-dodatnie,
katalazo-ujemne, ich komoérki o morfologii ziarniakéw lub pateczek nie tworzg endospor. Szczepy i ga-
tunki Weissella od dawna sg izolowane z réznych Srodowisk i majg rézne zastosowania aplikacyjne.
Fermentowane produkty spozywcze, takie jak jogurt, zakwas i kimchi, sg jednymi ze zrédet, z ktérych
mozna wyizolowac bakterie Weissella (Mun i Chang, 2020; Valerio i wsp., 2020). Szczepy Weissella
odgrywajg kluczowg role w ksztattowaniu smaku i tekstury zywnosci podczas fermentaciji.

Wiekszos$¢ literatury naukowej dotyczgcej Weissella spp., w szczegolnosci Weissella confusa
i Weissella cibaria koncentruje sie na wytwarzaniu i charakterystyce egzopolisacharydéw (EPS) (Hu
i Ganzle, 2018). W. confusa i W. cibaria mogg wytwarzac¢ dekstrany o duzych masach. Te polisacharydy
zwiekszajg elastycznosé pieczywa, a ich zastosowanie w wypiekach bezglutenowych wydaje sie obie-
cujgce (Wolter i wsp., 2014). W produktach kosmetycznych sg stosowane jako $rodki nawilzajgce i mo-
dyfikatory reologii (Yildiz i Karatas, 2018). Dekstran dziata kojgco, poprawia nawilzenie skéry. Jest sta-
bilizatorem emulsji. Zatrzymuje wilgo¢ na powierzchni skoéry i zapobiega wysychaniu kosmetykow.

EPS produkowane przez LAB zyskaty popularno$é na przestrzeni lat ze wzgledu na ich mozliwe
cechy funkcjonalne i technologiczne (Lynch i wsp., 2018). Wykazano, ze Weissella i Leuconostoc wy-
twarzajg znaczne ilosci EPS wérdd LAB (Kavitake i wsp., 2016). W szczegdblnoSci rodzaj Weissella jest
odpowiedzialny za znaczng produkcje dekstranu (Kim i wsp., 2008). Weissella hellenica, W. confusa
i W. cibaria to producenci EPS z rodzaju Weissella, ktéry wytwarza wiele EPS o réznej strukturze
i sktadzie chemicznym. Bakterie z rodzaju Weissella wykorzystujg szlak syntezy polisacharydéw poza-
komdrkowych do produkcji glukanu, dekstranu, lewanu, galaktanu i fruktanu, ktére sg homo lub hetero-
polisacharydami (Zhou i wsp., 2018). Na produkcje EPS wptywa wiele cukréw, ktére obejmujg monosa-
charydy, takie jak glukoza, mannoza, galaktoza, fruktoza i oligosacharydy: laktoza, sacharoza, rafinoza.
Wyjatkowe cechy technologiczne EPS LAB sprawiajg, ze zajmujg one istotng pozycje w przemys$le spo-
zywczym jako skuteczne emulgatory, zageszczacze, stabilizatory lub polepszacze tekstury (Han i wsp.,
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2016; Zhang i wsp., 2018). Buksa i wsp. wykazali ostatnio, ze 1,5% udziat dekstranu ogranicza tworze-
nie sie skrobi opornej w pastach skrobiowych podczas przechowywania. Prace te dostarczajg nowych
informacji na temat utrudniania tworzenia opornej skrobi dzieki zastosowaniu EPS, ktére mozna wydaj-
nie wytwarza¢ w zakwasie, poprawiajgc w ten sposob wtasciwosci chleba na zakwasie (Buksa i wsp.
2021).

EPS majg réwniez niesamowite wtasciwosci biologiczne poprzez dziatanie prebiotyczne, przeci-
wutleniajgce, przeciwwirusowe, przeciwnowotworowe i immunomodulujgce (Badel i wsp., 2011; Saadat
i wsp., 2019; Xu i wsp., 2017). Aby zostaé sklasyfikowanym jako prebiotyk, substancje nie podlegajace
trawieniu, w tym m.in. EPS muszg bardziej stymulowac wzrost bakterii probiotycznych niz bakterii obec-
nych w jelicie. Wykazano, ze dekstran wytwarzany przez W. cibaria stymuluje wzrost L. plantarum,
L. acidophilus, B. animalis, B. bifidum i B. infantis bardziej niz E. coli i E. aerogenes (Baruah i wsp.,
2016). Ta aktywno$¢ potwierdzita klasyfikacje dekstranu jako zwigzku prebiotycznego.

Dane literaturowe dotyczace réznych szczepbdw bakterii mlekowych wskazuja, iz ilo§¢ produko-
wanych EPS jest zwykle wyzsza niz 1 g/l (Torino i wsp., 2015; Vasanthakumari i wsp., 2015) a w przy-
padku kilku szczepo6w osigga warto$é okoto 10 g/l (Zeidan i wsp., 2017). Najwyzszg wydajnos¢ produkcji
dekstranu odnotowano jako 24,8 g/l dla szczepu W. cibaria 27 wyizolowanego z kimchi (Kavitake i wsp.,
2020). Przeprowadzona ostatnio analiza EPS wytwarzanych przez wybrane cztery szczepy Weissella
confusa/cibaria wykazata réznice w wydajnosci produkcji EPS w granicach od 3.2 g/l do 47.1 g/l i po-
zwolita na okreslenie rodzaju produkowanego EPS jako dekstran (Buksa i wsp. 2021).

Dostepnos$é nowych szczepdédw LAB o wtasciwosciach pro-technologicznych ma wielkie znacze-
nie dla przemystu. Dlatego badacze koncentrujg sie na poszukiwaniu dzikich szczepéw ze zrédet natu-
ralnych do projektowania nowych, interesujgcych przemystowo starteréw, kultur pomocniczych lub bio-
ochronnych, a takze probiotykéw. Niedawne postepy w badaniach nad mikrobiomem, przyczynity sie
do wzrostu zainteresowania i utorowaty droge do badania mechanizméw dziatania probiotykdéw (Tao
i wsp., 2017). Oprécz bakterii z dawnego rodzaju Lactobacillus znanych jest wiele innych niepatogen-
nych szczepdéw LAB o renomowanym statusie GRAS (z ang. Generally Recognized as Safe), dostar-
czanym przez FDA w USA lub statusie QPS (z ang. Qualified Presumption of Safety) w Europie, ktére
mogq by¢ brane pod uwage przy wyborze nowych szczep6éw probiotycznych. Istnieje coraz wiecej do-
wodow na to, ze wybrane szczepy Weissella sp., ktére odgrywajg wazng role w wielu procesach fer-
mentacji przemystowej i spozywczej, przedstawiajg aktywno$¢ probiotyczng. Wiadomo, ze bakterie
z rodzaju Weissella zamieszkujg jelita kregowcow, m.in. ludzi (Lee i wsp., 2012). Dotychczas stwier-
dzono, ze bakterie te wptywajg na przepuszczalno$¢ jelit (Prado i wsp., 2020), zmniejszajg depresje
(Sandes i wsp., 2020), regenerujg komorki nabtonka jelit (Prado i wsp., 2020), wptywajg na metabolizm
(Elshaghabee i wsp., 2020) i mogg zabija¢ szkodliwe bakterie (Dey i Kang, 2020). Ponadto wiadomo
réwniez, ze niektore szczepy Weissella sp. majg korzystny wplyw na zdrowie cztowieka, m.in. na utrzy-
manie zdrowej jamy ustnej (Kang i wsp. 2019), leczenie atopowego zapalenia skory i niektérych nowo-
tworéw (Teixeira i wsp., 2021), wykazujg dziatanie antytoksyczne, przeciwnowotworowe czy immuno-
modulujgce (Yu i wsp., 2019a; 2019b; Le i wsp. 2020), ale do tej pory jest to grupa LAB, ktéra nie
znalazta sie na liscie gatunkéw o statusie QPS opublikowanej przez EFSA (Europejski Urzad ds. Bez-
pieczenstwa Zywnosci). Zastosowanie tych bakterii jako probiotykéw wymaga przeprowadzenia analiz
bezpieczenstwa (EFSA, 2018). Jest to powodem dotychczas ograniczonego wykorzystania tej grupy
LAB jako komercyjne kultury starterowe w przemys$le spozywczym czy jako szczepy probiotyczne.

Aby mikroorganizmy mogty byé stosowane jako probiotyki muszg one by¢ niepatogenne i niewi-
rulentne i nie mogg posiadac¢ gendéw opornosci na antybiotyki, w szczegélnosci na ruchomych elemen-
tach genetycznych. Oprocz tego mikroorganizmy te powinny charakteryzowaé sie cechami funkcjonal-
nymi wptywajgcymi korzystnie na zdrowie gospodarza. Zdolno$¢ do zycia i przetrwania w warunkach
przewodu pokarmowego, szczegdlnie przy wysokich stezeniach soli zétciowych i niskim pH, a takze
adhezja do $luzu, macierzy zewnatrzkomaérkowej lub komérek nabtonka jelita to najwazniejsze cechy
probiotyk6w wspierajgce ich dziatanie, (Lee i wsp., 2015). W. cibaria moze wytwarzaé kilka substanciji
0 dziataniu przeciwdrobnoustrojowym. Udokumentowano, ze szczep probiotyczny do stosowania w ja-
mie ustnej (W. cibaria CMU) wykazywat dziatanie przeciwbakteryjne przeciwko patogennym bakteriom
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, oraz Fusobacterium nucleatum, zwigzane ze zdolno-
$cig do wytwarzania kwaséw organicznych, H202, kwasdéw oleinowych i biatek, takich jak N-acetylomu-
raminaza (Lim i wsp., 2018). W innych badaniach, ten sam szczep (W. cibaria CMU) jak rowniez szczep
W. cibaria CMS1 wykazaty dziatanie przeciwdrobnoustrojowe oraz hamujgce tworzenie biofilmu przez
szczepy bakterii chorobotwoérczych powodujgcych zakazenia gérnych drég oddechowych takich jak:
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Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis
(Yeu i wsp., 2021). Badania Patrone i wsp. (2021) wykazaly, ze supernatanty z hodowli szczepéw
W. cibaria SP7 i SP19 hamowaty wzrost Escherichia coli ATCC 25,922 i Salmonella enterica UC3605
co byto zwigzane z niskim pH. Szczepy W. cibaria nie tylko wykazujg dziatanie antagonistyczne wobec
bakterii chorobotwérczych, ale réwniez mogg wykazywaé zwiekszong zdolnos$¢ do skutecznego obni-
zania poziomu infekcji grzybiczych (Ndagano i wsp., 2011; Lan i wsp., 2012).

Obecnie problem narastajgcej antybiotykoopornosci wéréd wielu patogenéw bakteryjnych wy-
maga nowych strategii wykrywania i opracowywania antybiotykéw lub innych $rodkéw przeciwdrobno-
ustrojowych stanowigcych alternatywe dla antybiotykéw konwencjonalnych. Oporny na wiele antybioty-
kow S. aureus jest jedng z najczestszych przyczyn ciezkich zakazen szpitalnych, a przewdd pokarmowy
jest waznym zrédtem jego przenoszenia (Boyce i wsp., 2007; Onanuga i Temedie, 2011). Jednoczes$nie,
gronkowce zostaty uznane za patogeny odpowiedzialne za biegunke zwigzang ze stosowaniem anty-
biotykéw u ludzi (Boyce i Havill, 2005). Kolonizacja cztowieka przez fakultatywne patogeny bakteryjne,
takie jak S. aureus, stanowi gtdéwny czynnik ryzyka infekcji inwazyjnych. W ostatnich latach wzrasta
liczba infekcji powodowanych zaréwno przez S. aureus, jak i Staphylococcus epidermidis oraz inne
koagulazo-negatywne gronkowce. Bakterie te mogg by¢ przyczyng zapalenia stawow, Sciegien, wsier-
dzia, kosci, ptuc, uktadu moczowego, protez stawowych, zastawek serca, kateteréw, zatru¢ pokarmo-
wych i infekcji skory, takich jak: liszajec zakazny, zapalenie mieszkédw wtosowych, czyraki, gronkow-
cowe ztuszczajgce zapalenie stawdw (zespdt SSSS — staphylococcal scalded skin syndrome), ale mogg
takze wtornie infekowaé zmiany skérne, np. owrzodzenia (Sokotowska-Wojdyto, 2021). W tym kontek-
Scie bardzo pozgdane jest m.in. opracowanie preparatéw bazujgcych na sktadnikach naturalnych, ktére
utrzymajg stan higieny skéry poprzez zabezpieczenie jej przed kolonizacjg przez chorobotwércze bak-
terie bez zaburzania sktadu naturalnej, komensalnej mikrobioty oraz doustnych probiotykéw ogranicza-
jacych rozwdj gronkowcdw w przewodzie pokarmowym ludzi, a tym samym minimalizujgcych ryzyko
przenoszenia wieloantybiotykoopornych patogenéw z jednego z ich gtéwnych rezerwuaréw w $rodowi-
sku.

Z publikacji opisu patentowego PL238153B1 znana jest kultura starterowa zawierajgca szczepy
Lactobacillus plantarum B/00117, Lactobacillus plantarum B/00118 i Lactobacillus brevis opisana jako
Zestaw 11 stosowana do wytworzenia zakwasdéw z maki razowej i zytniej oraz wypieku pieczywa z jej
wykorzystaniem.

UJAWNIENIE WYNALAZKU

W $Swietle opisanego stanu techniki celem niniejszego wynalazku jest przezwyciezenie wskaza-
nych niedogodnosci i dostarczenie wyselekcjonowanego nowego szczepu bakterii fermentaciji mlekowe;j
z rodzaju Weissella sp. o wysokiej wydajnosci produkcji EPS o korzystnych wtasciwo$ciach technolo-
gicznych do produkciji zakwasow i pieczywa, jednoczes$nie posiadajgcego dodatkowe korzystne wiasci-
wosci prozdrowotne do zastosowan probiotycznych i przeciwnowotworowych, zdolno$¢ do przetrwania
w warunkach imitujgcych przewdd pokarmowy oraz potwierdzone bezpieczenstwo stosowania (dopusz-
czalny poziom opornos$ci na antybiotyki, brak genéw opornos$ci na antybiotyki, brak genéw wirulencji).

Wynalazek dotyczy nowego szczepu bakterii Weissella cibaria, zdeponowanego w KKP
(IAFB - Kolekgcji Kultur Drobnoustrojow Przemystowych, IBPRS-PIB im. prof. Wactawa Dgbrowskiego
w Warszawie, Polska) pod nr depozytu KKP 2094p.

Wynalazek réwniez dotyczy kompozyciji zawierajgcej nowy szczep bakterii Weissella cibaria, zde-
ponowany w KKP (IAFB - Kolekcji Kultur Drobnoustrojow Przemystowych, IBPRS-PIB im. prof. Wactawa
Dabrowskiego w Warszawie, Polska) pod nr depozytu KKP 2094p.

Kompozycja jest korzystnie kompozycjg farmaceutyczng zawierajacg ponadto dopuszczalny far-
maceutycznie nosnik, przy czym korzystnie kompozycja jest w postaci ptynnej, statej, proszku, tabletki,
kapsutki przeznaczonej do podawania doustnego.

Wynalazek ponadto dotyczy kompozycji farmaceutycznej do zastosowania jako lek zawierajacej
szczep bakterii Weissella cibaria wedtug wynalazku i/lub kompozycje wedtug wynalazku oraz dopusz-
czalny farmaceutycznie no$nik do zastosowania jako lek.

Korzystnie kompozycja farmaceutyczna do zastosowania jako lek jest do zastosowania do zapo-
biegania i/lub leczenia nowotworu jelita, korzystnie do zapobiegania i/lub leczenia nowotworu jelita gru-
bego, najkorzystniej gruczolakoraka jelita grubego.
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Wynalazek dotyczy réwniez suplementu diety zawierajgcego szczep bakterii Weissella cibaria
wedtug wynalazku i/lub kompozycje wedtug wynalazku, przy czym suplement diety korzystnie jest
w postaci ptynnej, statej, proszku, tabletki, kapsutki przeznaczonej do podawania doustnego.

Wynalazek dotyczy réwniez preparatu probiotycznego zawierajgcego szczep bakterii Weissella
cibaria wedtug wynalazku i/lub kompozycje wedtug wynalazku, przy czym preparat probiotyczny ko-
rzystnie ponadto zawiera substancje prebiotyczne, korzystnie wybrane z oligosacharydéw, polisacha-
rydéw, fruktooligosacharydéw, laktulozy, inuliny, skrobi opornej, celulozy, hemicelulozy i pektyn, przy
czym preparat korzystnie ponadto zawiera postbiotyki, korzystnie postbiotyki wybrane sg z krétkotancu-
chowych kwaséw tluszczowych, enzymow, lipopolisacharydow, kwaséw tejchojowych, witamin, kwasu
mastowego, octanu, propionianu, dipeptydu muramilu, indlu, kwasu teichowego, laktocepin.

Preparat probiotyczny jest korzystnie w postaci ptynnej, statej, proszku, tabletki, kapsutki prze-
znaczonej do podawania doustnego.

Wynalazek dotyczy réwniez bakteryjnej kultury starterowej do wyrobu pieczywa, w ktérej sktad
wchodzi szczep Weissella cibaria wedtug wynalazku.

Wynalazek dotyczy rowniez zakwasu do wyrobu pieczywa, ktory zawiera bakteryjng kulture star-
terowag wedtug wynalazku.

Wynalazek dotyczy rowniez sposobu wytwarzania pieczywa, ktéry obejmuje etap dodawania bak-
teryjnej kultury starterowej wedtug wynalazku i/lub zakwasu wedtug wynalazku.

Wynalazek dotyczy réwniez pieczywa zawierajgcego bakteryjng kulture starterowg wedtug wyna-
lazku i/lub zakwas wedtug wynalazku lub wytworzonego z ich wykorzystaniem lub ich mieszaniny.

Wynalazek dotyczy réwniez sposobu mikrobiologicznego wytwarzania dekstranu, ktéry obejmuje
etap, w ktérym szczep bakterii Weissella cibaria wedtug wynalazku i/lub kompozycje wedtug wynalazku
hoduje sie na ptynnym podtozu bez dekstrozy (bez glukozy) z dodatkiem sacharozy, organicznym zro-
dtem azotu zawierajgcym aminokwasy i krétkie peptydy, witaminy z grupy B i sole mineralne.

W korzystnym sposobie hodowle prowadzi sie na podtozu MRS (bulion DeMan-Rogosa-Sharpe)
lub innym podfozu dla bakterii mlekowych, korzystnie z dodatkiem 5-10%+2 wag. sacharozy.

Wynalazek dotyczy réwniez preparatu bakteryjnego zawierajgcego szczep bakterii Weissella ci-
baria wedtug wynalazku i/lub kompozycje wedtug wynalazku do zastosowania jako sktadnik czynny
w probiotyku, preparacie terapeutycznym, zywnosci funkcjonalnej, suplemencie diety, do zastosowania
jako skfadnik aktywny leku przeznaczonego do zapobiegania i/lub leczenia nowotworu jelita, korzystnie
nowotworu jelita grubego.

Wynalazek dotyczy rowniez zastosowania szczepu bakterii Weissella cibaria wedtug wynalazku
i/lub kompozycji wedtug wynalazku jako dodatku funkcjonalnego w zywnosci funkcjonalnej, dodatku
funkcjonalnego do napoju spozywczego, jako sktadnika aktywnego preparatu probiotycznego, prepa-
ratu bakteryjnego, suplementu diety, kompozycji farmaceutycznej.

Wynalazek dotyczy rowniez zastosowania szczepu bakterii Weissella cibaria wedtug wynalazku
i/lub kompozycji wedtug wynalazku w przemy$le spozywczym jako emulgator, zageszczacz, stabilizator
lub polepszacz tekstury produktu spozywczego.

Wynalazek dotyczy rowniez zastosowania szczepu bakterii Weissella cibaria wedtug wynalazku
i/lub kompozycji wedtug wynalazku do mikrobiologicznego wytwarzania egzopolisacharydéw (EPS), ko-
rzystnie dekstranu.

Wynalazek dotyczy rowniez zastosowania szczepu bakterii Weissella cibaria wedtug wynalazku
i/lub kompozycji wedtug wynalazku i/lub bakteryjnej kultury starterowej wedtug wynalazku do wytwarza-
nia zakwasu do pieczywa.

Wynalazek dotyczy rowniez zastosowania szczepu bakterii Weissella cibaria wedtug wynalazku
i/lub kompozycji wedtug wynalazku i/lub zakwasu do wyrobu pieczywa wedtug wynalazku do wytwarza-
nia pieczywa.

Szczep Weissella cibaria IBB3394 zdeponowany jako KKP 2094p bedgcy przedmiotem wyna-
lazku wykazuje korzystne witasciwosci technologiczne i funkcjonalne stanowi przewage nad obecnie
znanymi i wykorzystywanymi szczepami. Szczep ten, podobnie jak wcze$niej opisany szczep Weissella
confusa/cibaria EPS_3 - IBB3326 (Buksa i wsp. 2021) o duzej wydajnosci produkcji EPS wyizolowany
zostat z zakwasu piekarskiego i na podstawie uzyskanych przez twércéw analogicznych wynikéw po-
siada zdolno$¢ wytwarzania EPS (dekstranu) na poziomie 50 g/l (dane niepublikowane). llo$¢ EPS wy-
twarzanego przez szczep IBB3326 oraz IBB3394, jest wyzsza od opisywanych dla innych szczepéw
bakterii mlekowych z wyjatkiem szczepu W. confusa VP30 produkujgcego dekstran na poziomie 60 g/l
(Jiniwsp., 2019). Jednakze nalezy podkresli¢, ze wydajnos¢ surowego EPS dla szczepu VP30 nie byta
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poréwnywalna ze wzgledu na znaczng zawarto$¢ zanieczyszczen. Opisane wyzej szczepy W. cibaria
27 i W. confusa VP30 o wysokiej wydajnosci produkcji dekstranu zostaty wyizolowane odpowiednio
z kimchi oraz z katu dziecka i mogg nie byé przystosowane do $rodowiska zakwaséw piekarskich,
w przypadku ktérego wykazano wczesniej korzystny wptyw EPS na jako$¢ wytwarzanego z zakwasu
pieczywa. Oprécz zdolnosci do produkcji dekstranu szczep W. cibaria IBB3394 (KKP 2094p) charakte-
ryzuje sie réwniez innymi wykazanymi funkcjonalnymi wtasciwosciami (wtasciwo$ciami probiotycznymi):
aktywnos$cig przeciwdrobnoustrojowg i przeciwnowotworowg, wyjatkowg wysokg opornoscig na sole
z6tciowe i niskie pH w poréwnaniu do innych badanych przez tworcéw szczepow Weissella confusa/ci-
baria wyizolowanych z réznych zrédet oraz obecnoscig wszystkich gendéw szlaku produkcji witaminy
B12 i K2 jak rowniez gendw szlaku odzyskiwania witaminy B1. Zaden z opisanych w literaturze probio-
tycznych szczepbw Weissella cibaria, nie wykazuje az tak wysokiej wydajnosci produkcji dekstranu,
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej i przeciwnowotworowej oraz uzytecznych wiasciwosci fizykoche-
micznych jak wyselekcjonowany szczep W. cibaria IBB3394 (KKP 2094p) wedtug wynalazku. Ponadto,
nalezy podkresli¢, iz w przypadku W. cibaria IBB3394 (KKP 2094p) wedtug wynalazku w analizie pro-
biogenomicznej wykazano oporno$é na antybiotyki na poziomie zgodnym z warto$ciami rekomendowa-
nymi przez EFSA, jednoczes$nie potwierdzajgc brak genéw opornosci na antybiotyki oraz brak genow
wirulencji. Wykazano réowniez brak cytotoksycznos$ci wytwarzanego przez szczep W. cibaria IBB3394
(KKP 2094p) egzopolisacharydu na badane linie komérkowe: ludzkiego nabtonka jelitowego (gruczola-
koraka jelita grubego) Caco-2 (ATCC HTB-37) i ludzkich embrionalnych komdrek nabtonka nerki
HEK293 (ATTC CRL- 1573) oraz wykazano wiasciwosci przeciwnowotworowe W. cibaria IBB3394 (KKP
2094p), szczegdlnie wobec raka jelita, szczegdlnie jelita grubego.

Istotg wynalazku jest szczep bakterii fermentacji mlekowej Weissella cibaria 1BB3394 (KKP
2094p) o wysokiej wydajnosci produkcji egzopolisacharydu, aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej i prze-
ciwnowotworowej, doskonatych wtasciwosciach kwaszgcych, bardzo dobrej przezywalnosci w warun-
kach imitujgcych przewdd pokarmowy, charakteryzujacy sie obecnoscig wszystkich genéw wybranych
szlakdw produkcji lub odzyskiwania witamin, o potwierdzonym bezpieczenstwie.

Szczep Weissella cibaria (dla ktérego w niniejszym opisie stosowane jest oznaczenie wiasne
IBB3394) zostat zdeponowany w dniu 6 lutego 2023 r. pod nr depozytu: KKP 2094p jako depozyt dla
celéw patentowych w KKP (Culture Collection of Industrial Microorganisms, prof. Wactaw Dgbrowski
IAFB-SRI) tj. w Kolekcji Kultur Drobnoustrojéw Przemystowych, IBPRS-PIB im. prof. Wactawa Dgbrow-
skiego (Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. Wactawa Dgbrowskiego — Pan-
stwowy Instytut Badawczy w Warszawie).

Nowy, nieznany i nieopisany wczeéniej szczep bakterii fermentacji mlekowej W. cibaria KKP
2094p wedtug wynalazku wykazuje korzystne wiasciwosci technologiczne dla produkciji zakwaséw i pie-
czywa na zakwasie oraz wtasciwosci probiotyczne i przeciwnowotworowe, charakteryzuje sie wyjgtkowo
wysoka wydajnoscig produkcji dekstranu, wykazuje aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg wobec S. au-
reusi S. epidermidis oraz przeciw niepozgdanym w pieczywie bakteriom przetrwalnikujgcym (aktywno$é
antagonistyczna wobec Bacillus cereus, Bacillus brevis i unikalna wobec Lysynibacillus fusiformis), ha-
muje proliferacje komoérek raka jelita grubego, jest wysoce oporny na sole z6tciowe i niskie pH, posiada
wszystkie geny szlaku produkciji witaminy B12 i K2 jak réwniez geny szlaku odzyskiwania witaminy B1,
ponadto, wykazuje dopuszczalny poziom opornosci na antybiotyki. W analizie probiogenomicznej tego
szczepu nie stwierdzono genéw opornosci na antybiotyki ani gendéw wirulencji co potwierdza jego bez-
pieczenstwo.

Szczep W. cibaria KKP 2094p zostat wyizolowany z zakwasu piekarskiego.

Wynalazek dotyczy réwniez zastosowania szczepu do biotechnologicznego wytwarzania dek-
stranu.

Korzystnie w skiad podtoza hodowlanego dla W. cibaria KKP 2094p powinna wej$¢ sacharoza,
organiczne zrodio azotu zawierajgce aminokwasy i krétkie peptydy, witaminy z grupy B i potrzebne sole
mineralne. Przykfadowo, odpowiednim podtozem do hodowli bakterii z rodzaju Weissella sp. umozliwia-
jacym produkcje EPS jest handlowa pozywka MRS (bulion DeMan-Rogosa-Sharpe) z dodatkiem sa-
charozy.

W korzystnym przykfadzie wykonania sposobu wytwarzania dekstranu jest hodowla W. cibaria
KKP 2094p na podtozu MRS bez dekstrozy (bez glukozy) z dodatkiem sacharozy, korzystnie sacharozy
o stezeniu 10% wag. pozwalajgcym na uzyskanie maksymalnej wydajnosci produkciji dekstranu.

Wynalazek dotyczy metody pozyskiwania dekstranu z hodowli szczepu W. cibaria KKP 2094p
wedtug wynalazku.
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Korzystnie uzyskane hodowle rozciefAczano zimng, sterylng wodg (1:1, v/v) oddzielono ptyn po-
hodowlany od komoérek poprzez wirowanie (15 151 ref, 4°C, 15 min), a nastepnie w uzyskanym super-
natancie ekstrahowano EPS. Precypitacje EPS przeprowadzano dwuetapowo dodajac kazdorazowo
4 objetosci schtodzonego 75% etanolu. Po pierwszym etapie prébke wirowano, zawieszano osad
w wodzie i dodawano drugg porcje etanolu.

Wynalazek dotyczy rowniez wykorzystania szczepu W. cibaria KKP 2094p, ze wzgledu na ko-
rzystne wiasciwosci technologiczne wykazywane przez ten szczep, do wytwarzania zakwaséw i pie-
czywa na zakwasie (wytwarzanie dekstranu, aktywno$¢ antagonistyczng wobec niepozgdanych w pie-
czywie bakterii przetrwalnikujgcych).

Aktywnos$¢ antagonistyczng testowano wobec niepozgdanym w pieczywie bakteriom przetrwal-
nikujgcym (Bacillus cereus, Bacillus brevis i Lysynibacillus fusiformis).

Wynalazek dotyczy rowniez wykorzystania szczepu ze wzgledu na wtasciwosci probiotyczne.

W korzystnych przyktadach wykonania szczep W. cibaria KKP 2094p, wykazat aktywnos$é anta-
gonistyczng wobec szczepdw S. aureus i S. epidermidis, ale nie hamowat wzrostu szczepu reprezentu-
jacego bakterie fermentacji mlekowej L. /actis.

Wykazano aktywno$é antagonistyczng hodowli nocnej szczepu W. cibaria KKP 2094p, jego za-
wiesiny komérek w PBS oraz supernatantu pohodowlanego tego szczepu wobec S. aureus IBB4005 (t;.
wieloopornego szczepu S. aureus NCTC9789 [PS80] wykazujgcego opornosé na amp Pen Asa Cad
Mer). Przy czym najkorzystniejszg aktywnos$¢ zaobserwowano dla hodowli nocnej i zawiesiny komoérek
w PBS.

Wykazano, ze szczep W. cibaria KKP 2094p ma cechy uznawane za pozadane dla bakterii pro-
biotycznych: oporno$é na niskie pH, gwarantujgca przejScie bakterii do dalszych odcinkéw przewodu
pokarmowego; oporno$¢ na sole zotciowe, gwarantujgcg przezycie bakterii w obecnosci sokdw trzust-
kowych.

Wykazano, ze wytwarzany przez szczep W. cibaria KKP 2094p dekstran nie jest cytotoksyczny
wobec ludzkich linii komérkowych Caco-2 i nienowotworowych komérek nabtonka nerek HEK293 ani
nie wykazuje aktywnosci antagonistycznej wobec badanych szczepdw bakterii S. aureus i L. lactis.

Wykazano, ze szczep W. cibaria KKP 2094p hamowat proliferacje komoérek raka jelita grubego,
przy czym wykazana aktywno$¢ przeciwnowotworowa jest silniejsza niz aktywnos$é znanych szczepéw
bakterii mlekowych (Lactococcus lactis zdeponowanych w PCM jako B/00311 i B/00312) o potwierdzo-
nej aktywnos$ci antyproliferacyjnej (patent no. PL241568B1, Satanski i wsp. 2022).

Szczep W. cibaria KKP 2094p zostat zsekwencjonowany, a analiza probiogenomiczna potwier-
dzita brak obecnosci genéw opornosci na antybiotyki i brak genéw wirulencji a zatem potwierdzono
mozliwo$¢ probiotycznego i medycznego jego stosowania.

Analize bioinformatyczng szczepu W. cibaria KKP 2094p wykonano zgodnie z zaleceniami EFSA
wykorzystujgc rekomendowane programy i bazy danych.

W niniejszym zgtoszeniu przez okreslenie ,biomasa” rozumie sie biomase komérek szczepu bak-
terii Weissella cibaria KKP 2094p otrzymywang w wyniku namnozenia komérek w pozywkach ciektych
lub na podfozach statych o skfadzie dostosowanym do wymogow kultur bakterii fermentaciji mlekowe;j.

W niniejszym zgtoszeniu przez okre$lenie ,potencjalnie probiotyczne” rozumie sie cechy wyka-
zane w badaniach in vitro o mozliwym korzystnym wptywie na zdrowie gospodarza zgodnie z dostep-
nymi danymi literaturowymi, w szczegdlnosci: wytwarzanie EPS, aktywnos$¢ przeciw bakteriom S. au-
reus i S. epidermidis, obnizanie pH $rodowiska, oporno$é na niskie pH i obecnos$¢ soli zétciowych.

W niniejszym zgtoszeniu przez okre$lenie ,aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa” rozumie sie dzia-
fanie antagonistyczne wobec bakterii S. aureus i S. epidermidis oraz wobec niepozgdanym w pieczywie
bakteriom przetrwalnikujgcym (Bacillus cereus, Bacillus brevis i Lysynibacillus fusiformis).

W niniejszym zgtoszeniu przez okreslenie ,potwierdzone bezpieczenstwo” rozumie sie dopusz-
czalny poziom opornosci na rekomendowane przez EFSA 9 antybiotykdw: ampicyline (AM), chloramfe-
nikol (CL), klindamycyne (CM), kanamycyne (KM), gentamycyne (GM/CN), streptomycyne (SM), tetra-
cykline (TC), wankomycyne (VA), erytromycyne (EM), oraz brak gendéw opornos$ci na antybiotyki, brak
genoéw wirulencji w analizie probiogenomicznej wykonanej zgodnie z zaleceniami EFSA wykorzystujgc
rekomendowane programy i bazy danych.

W niniejszym zgtoszeniu przez okre$lenie ,cytotoksyczny” rozumie sie cytotoksyczno$¢ powyzej
10% i wynikajgcg z niej przezywalnos$¢ komorek ponizej 90% zgodnie z wartoSciami zaproponowanymi
przez EL-Adawi i wsp. (2012) dla EPS wytwarzanych przez bakterie mlekowe.
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W niniejszym zgtoszeniu przez okre$lenie ,hodowla nocna” rozumie sie hodowle szczepu bakte-
ryjnego zatozong z pojedynczej kolonii w odpowiednim podfozu inkubowang przez kilkanascie godzin.

W niniejszym zgtoszeniu przez okreslenie ,supernatant” rozumie sie ptyn pohodowlany oddzie-
lony od komérek bakterii.

W niniejszym zgtoszeniu przez okreslenie ,ekstrakt komoérkowy” rozumie sie ptyn uzyskany po
rozbiciu przy uzyciu szklanych kulek komérek bakterii oddzielonych przez wirowanie z hodowli nocnej
i zawieszonych w buforze PBS.

W niniejszym zgtoszeniu przez okre$lenie ,zawiesina komérek w PBS” rozumie sie komorki bak-
terii uzyskane z hodowli nocnej poprzez zwirowanie, przeptukane i ponownie zawieszone w buforze
PBS.

SZCZEGOLOWE PRZEDSTAWIENIE WYNALAZKU

Szczep Weissella cibaria IBB3394 zdeponowany jako KKP 2094p wedtug wynalazku wyizolo-
wano jak przedstawiono w Przyktadzie 1, poszukujgc zdolnych do produkcji egzopolisacharydéw (EPS)
szczepOw Weissella sp. pochodzgcych z réznych $rodowisk (roslin, fermentowanych roslin, fermento-
wanych produktéw mlecznych). Szczep W. cibaria KKP 2094p zostat zidentyfikowany jako Weissella
confusa/cibaria metodg sekwencjonowania genéw kodujgcych 16S rRNA. Przynalezno$é gatunkowg
szczepu W. cibaria KKP 2094p okre$lono nastepnie jako Weissella cibaria poprzez sekwencjonowanie
genomu oraz metodg spektroskopii masowej z uzyciem aparatu MALDI TOF. Szczep W. cibaria KKP
2094p zostat wyselekcjonowany sposréd wyizolowanych pieciu szczepéw Weissella sp., w poréwnaniu
réwniez do szczepow tego rodzaju wyizolowanych wczesniej ze spontanicznych zakwaséw piekarskich,
na podstawie wynikéw analizy klasyfikujgcej go do grupy szczepdéw o najwyzszej aktywnosSci antagoni-
stycznej wobec S. aureus (Fig. 1) i jednoczes$nie potwierdzajgcej brak takiej aktywnosci wobec przed-
stawiciela bakterii mlekowych (Fig. 2), przeprowadzonej jak opisano w Przykiadzie 2 oraz wyjgtkowo
wysokiej w poréwnaniu do pozostatych badanych szczepoéw (Fig. 3) opornosci na niskie pH i obecnosé
soli zétciowych, w warunkach wykorzystanych w Przyktadzie 3 do sprawdzenia przezywalnosci szcze-
péw w warunkach imitujgcych przewdd pokarmowy. Dla szczepu W. cibaria KKP 2094p potwierdzono
nastepnie aktywnos$é antagonistyczng wobec innych szczepdw S. aureus oraz szczepOw S. epidermidis
(Przyktad 4). W przyktadzie tym wykazano réwniez zdolno$¢ szczepu W. cibaria KKP 2094p do zakwa-
szania Srodowiska. Wykazano mozliwe wykorzystanie szczepu W. cibaria KKP 2094p jako szczepu
potencjalnie probiotycznego posiadajgcego aktywnos$é przeciw S. aureus (Fig. 4) i potwierdzono
w Przyktadzie 5 zaréwno dla hodowli nocnej szczepu jak i zawiesiny komérek w PBS. Aktywno$¢ tego
typu, jednak na nizszym poziomie zaobserwowano dla supernatantu, co wskazuje na to iz hamujacy
efekt w stosunku do S. aureus nie jest spowodowany wytgcznie obnizaniem pH srodowiska. Ponadto,
brak aktywnosci antagonistycznej w przypadku ekstraktu komoérkowego, wskazuje na istotng, jak dotad
niepoznang role odgrywang przez zywe komérki tego szczepu. W Przyktadzie 6 wykazano dla szczepu
W. cibaria KKP 2094p wyjatkowo silne dziatanie hamujgce proliferacje komoérek raka jelita grubego
(Fig. 5), wskazujgc na mozliwo$¢ zastosowania szczepu w leczeniu raka przewodu pokarmowego.

Zaobserwowana w Przykladzie 4 dla szczepu W. cibaria KKP 2094p wedtug wynalazku, wyizo-
lowanego z zakwasu piekarskiego (przystosowanego do zycia w takim $rodowisku) zdolno$¢ do zakwa-
szania jak rowniez wykazana w Przykladzie 7 aktywno$¢ antagonistyczng wobec niepozgdanych
w zakwasach i pieczywie bakterii przetrwalnikujacych (Bacillus cereus, Bacillus brevis i Lysynibacillus
fusiformis) potwierdzajg mozliwo$¢ wykorzystanie szczepu W. cibaria KKP 2094p ze wzgledu na ko-
rzystne wiasciwosci technologiczne do produkcji zakwaséw i pieczywa na zakwasie. Wykorzystanie
tego szczepu w tym celu jest rowniez korzystne ze wzgledu na zdoIno$¢ do wytwarzania EPS petnia-
cego istotng role w ksztattowaniu wtasciwosci reologicznych i strukturalnych pieczywa.

Wyselekcjonowany szczep W. cibaria KKP 2094p posiadajgcy zdolnosé do produkcji EPS, wyko-
rzystano w Przyktadzie 8 do wytworzenia EPS uzyskujgc na podtozu z 10% sacharozg jedng z najwyz-
szych udokumentowanych wydajnoéci biotechnologicznej produkcji dekstranu.

W Przyktadzie 9 Swiezo uzyskany EPS oraz EPS przechowywany w warunkach chtodniczych
przez 6 miesiecy sprawdzono pod katem aktywnoSci antagonistycznej wobec S. aureus oraz szczepu
bakterii mlekowych (Fig. 6). Zastosowany zakres stezen EPS od 0 do 20 mg/ml nie spowodowat zna-
czacego zahamowania wzrostu zadnego ze szczepdw wskaznikowych, tym samym wskazujac iz taki
EPS nie ma istotnej aktywnosci antagonistycznej wzgledem badanych szczepéw bakterii.

Egzopolisacharydy stosowane jako dodatki do zywnosci i pasz powinny by¢ bezpieczne dla ludzi
i zwierzat. Cytotoksycznosé egzopolisacharydéw wytwarzanych przez bakterie mlekowe nie powinna
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by¢ wyzsza niz 10%, co oznacza, ze odsetek komorek przezywajgcych nie powinien by¢ nizszy niz 90%
(EL-Adawi et al., 2012). Cytotoksyczno$¢ egzopolisacharydu ze szczepu Weissella cibaria (KKP 2094p)
byta badana zgodnie z opisem w Przyktadzie 10 wzgledem dwdch ludzkich linii komérkowych pocho-
dzacych z American Type Culture Collection: gruczolakoraka jelita grubego Caco-2 (ATCC HTB-37)
i nienowotworowych komoérek, komérek nabtonka nerek HEK293 (ATTC CRL-1573). Traktowanie linii
komaérkowych stezeniami egzopolisacharydu od 2,5 do 30% nie spowodowato istotnego statystycznie
zahamowania proliferacji, tym samym potwierdzajgc brak cytotoksycznosci badanego EPS (Fig. 7-10).

Dla szczepu wykonano réwniez analizy potwierdzajgce bezpieczenstwo. W Przyktadzie 11, test
na wrazliwo$¢ na antybiotyki potwierdzit poziom opornosci na akceptowalnym poziomie zgodnie z wy-
tycznymi EFSA. W przypadku rodzaju Weissella, dla ktérych nie podano specyficznych wartosci gra-
nicznych wyniki, zgodnie z rekomendacjg, nalezy poréwnywaé z wynikami dla najblizej filogenetycznie
spokrewnionych bakterii (heterofermentatywnych laktobacilluséw oraz leukonostokéw). Dodatkowo,
bezpieczenstwo szczepu (brak gendw opornosci na antybiotyki oraz brak czynnikéw wirulencji) zostato
potwierdzone w analizie probiogenomicznej opisanej w Przyktadzie 12.

W Przyktadzie 13, szczep W. cibaria KKP 2094p z powodzeniem wykorzystano do wytworzenia
pieczywa na zakwasie, ktore uzyskato lepsze oceny w poréwnaniu z pieczywem uzyskanym bez udziatu
tego szczepu.

KROTKI OPIS FIGUR RYSUNKU
Przyktadowe realizacje wynalazku zaprezentowano na figurach rysunku, na ktérych:

Fig. 1 Przedstawia wynik badania aktywnos$ci antagonistycznej szczepoéw Weissella sp. prze-
ciwko S. aureus IBB4005. Liczac od lewej do prawej, od gory do dotu szalka (a) zawiera: 3714 (1), 3715
(2), 3716 (3), 3717 (4), 3277 (5), 3278 (6), 3279 (7), 3385 (8), 3386 (9), 3387 (10), 3388 (11), 3389 (12),
3393 (13), 3394 (14) (tj. W. cibaria 1BB3394 (KKP 2094p) i K - szczep kontrolny (wytwarzajgcy nizyne
L. lactis 1BB1339). Natomiast szalka (b) zawiera: 3287 (15), 3325 (16), 3326 (17), 3327 (18), 3382 (19),
3383 (20), 3384 (21), 3280 (22), 3281 (23), 3282 (24), 3284 (25), 3285 (26), 3286 (27) i K - szczep
kontrolny (wytwarzajgcy nizyne L. lactis IBB1339).

Fig. 2 Przedstawia wynik badania aktywnos$ci antagonistycznej szczepdéw Weissella sp. prze-
ciwko L. lactis IL1403. Liczac od lewej do prawej, od gory do dotu szalka (a) zawiera: 3714 (1), 3715
(2), 3716 (3), 3717 (4), 3277 (5), 3278 (6), 3279 (7), 3385 (8), 3386 (9), 3387 (10), 3388 (11), 3389 (12),
3393 (13), 3394 (14) (1j. W. cibaria IBB3394 (KKP 2094p) i K- szczep kontrolny (wytwarzajacy nizyne L.
lactis IBB1339). Natomiast szalka (b) zawiera: 3287 (15), 3325 (16), 3326 (17), 3327 (18), 3382 (19),
3383 (20), 3384 (21), 3280 (22), 3281 (23), 3282 (24), 3284 (25), 3285 (26), 3286 (27) i K-szczep kon-
trolny (wytwarzajgcy nizyne L. /actis IBB1339).

Fig. 3 Przedstawia odpowiedz szczepow Weissella sp. na stres zwigzany z obecnoscig soli z6t-
ciowych i niskiego pH.

Fig. 4 Przedstawia wplyw W. cibaria IBB3394 (KKP 2094p) (hodowli nocnej, supernatantu, eks-
traktu komérkowego, zywych komoérek zawieszonych w buforze PBS) na przezywalno$é S. aureus
IBB4005. Liczebnos$¢ bakterii Staphylococcus wyrazong w procentach przedstawiono wzgledem liczeb-
nosci w kontroli w MRS (dla hodowli i supernatantu) lub PBS (dla komérek i ekstraktu). Obliczenia dla
pomiaru po rozpoczeciu (To), po godzinie (T+n) i trzech godzinach (Tan) inkubacii.

Fig. 5 Przedstawia hamujgcy wptyw szczepu Weissella sp. IBB3394 (KKP 2094p) na proliferacje
komoérek gruczolakoraka jelita grubego Caco-2 w poréwnaniu do wptywu dwdch innych szczepdéw bak-
terii mlekowych, w tym szczepu IBB109 o potwierdzonej wczesniej aktywnosci antyproliferacyjnej. Pro-
liferacje komorek Caco-2 inkubowanych ze szczepami bakteryjnymi mierzono w odniesieniu do wolnej
od bakterii hodowli komdrkowej Caco-2 (100%) stosujgc test kolorymetryczny BrdU. Stupki btedéw
przedstawiajg btad standardowy.

Fig. 6 Przedstawia wynik badania wptywu EPS produkowanego przez Weissella sp. IBB3394
(KKP 2094p) na wzrost S. aureus 1BB4005 (a) i L. lactis 1L1403 (b). Swieze i przechowywane przez
6 miesiecy w warunkach chtodniczych prébki EPS (20, 10, 5, 2,5, 0 mg/ml) nakroplono powyzej linii,
podczas gdy ponizej linii nakroplono kontrole pozytywne — z bakteriocyng nizyng w réznych stezeniach
(100, 50, 20, 10, 5, 2,5 mg/ml), dolna cze$¢ szalki od lewej do prawe;j.

Fig. 7 Przedstawia wynik badania przezywalnosci komoérek linii komérkowej gruczolakoraka jelita
grubego Caco-2 po inkubacji z réznymi stezeniami egzopolisacharydu izolowanego z hodowli szczepu
Weissella sp. IBB3394 (KKP 2094p) w stosunku do linii komdrkowej niekoinkubowanej z egzopolisa-
charydem. Stupki btedéw przedstawiajg btad standardowy.



10 PL 246440 B1

Fig. 8 Przedstawia wynik badania przezywalnosci linii komdrkowej nabtonka nerki HEK293 po
inkubacji z réznymi stezeniami egzopolisacharydu izolowanego z hodowli szczepu Weissella sp.
IBB3394 (KKP 2094p) w stosunku do linii komdrkowej niekoinkubowanej z egzopolisacharydem. Stupki
bteddéw przedstawiajg btad standardowy.

Fig. 9 Przedstawia wynik badania cytotoksycznosci egzopolisacharydu izolowanego z hodowli
szczepu Weissella sp. IBB3394 (KKP 2094p) na komérki linii komdrkowej gruczolakoraka jelita grubego
Caco-2 w stosunku do linii komérkowej niekoinkubowanej z egzopolisacharydem. Stupki btedéw przed-
stawiajg btad standardowy.

Fig. 10 Przedstawia wynik badania cytotoksycznoSci egzopolisacharydu izolowanego z hodowli
szczepu Weissella sp. IBB3394 (KKP 2094p) na linii komoérkowej nabtonka nerki HEK293 w stosunku
do linii komérkowej niekoinkubowanej z egzopolisacharydem. Stupki btedéw przedstawiajg btad stan-
dardowy.

Cytowane w opisie publikacje oraz podane w nich odniesienia sg w cato$ci niniejszym wigczone,
jako referencje. Ponizsze przykfady ilustrujg wynalazek, nie ograniczajgc go w zaden sposéb.

SPOSOBY WYKONANIA WYNALAZKU

Ponizsze przykfady umieszczono jedynie w celu zilustrowania wynalazku oraz wyjasnienia po-
szczegOlnych jego aspektéow, a nie w celu jego ograniczenia i nie powinny byé utozsamiane z catym
jego zakresem, ktéry zdefiniowano w zatgczonych zastrzezeniach.

PRZYKLADY

Przyktad 1 Izolacja i identyfikacja szczepéw produkujacych EPS

Poszukiwanie szczepow bakterii zdolnych do produkcji EPS przeprowadzono na podtozu selek-
cyjnym statym MRS bez dekstrozy z dodatkiem 10% sacharozy, na ktére wysiewano posiewem reduk-
cyjnym zakwas piekarski, sok z fermentowanej kapusty i ogérkéw, ptyn uzyskany po doktadnym wyptu-
kaniu fragmentéw roélin w buforze PBS (pH 7,4), lub po zawieszeniu fermentowanych produktéw mlecz-
nych. Ptytki inkubowano w warunkach tlenowych w temp. 30°C przez minimum 48 godzin. Pojedyncze
kolonie bakterii o Sluzowatej morfologii pasazowano na podfoze state MRS do uzyskania czystych kultur
wyizolowanych bakterii, ktére to szczepy zdeponowano w Kolekcji IBB PAN (COLIBB, Polska).

Przynalezno$¢ gatunkowg okreslono metodg sekwencjonowania gendéw kodujgcych 16S rRNA.
Wsréd bakterii produkujacych EPS wyizolowanych z podioza zawierajgcego sacharoze wytypowano
bakterie nalezgce do Leuconostoc sp. (12 szczepdw) i Weissella confusa/cibaria (5 szczepéw). Na dal-
szym etapie badan po okreSleniu zaskakujgcych wtasciwosci uzytkowych dla szczepu W. cibaria
IBB3394 potwierdzono jego przynalezno$¢ gatunkowg jako Weissella cibaria poprzez sekwencjonowa-
nie genomu oraz metodg spektroskopii masowej z uzyciem aparatu MALDI! TOF przy dokonywaniu de-
pozytu tego szczepu do KKP (IAFB, Kolekcji Kultur Drobnoustrojow Przemystowych, IBPRS-PIB im.
prof. Wactawa Dgbrowskiego) gdzie zostat zdeponowany jako KKP 2094p.

Przvkiad 2 Badanie przesiewowe szczepow Weissella sp. pod katem aktywnos$ci antago-
nistycznej wzgledem patogennego szczepu S. aureus

Antagonistyczne dziatanie 5 szczepéw Weissella sp. wyizolowanych jak opisano w Przyktadzie
1 oraz 12 szczepbw wyizolowanych wczesniej ze spontanicznych zakwasow piekarskich (Tabela 1)
przeciwko patogennemu szczepowi S. aureus |IBB4005 (Fig. 1) i szczepowi L. lactis IL1403 reprezen-
tujgcemu bakterie mlekowe (Fig. 2) analizowano metodg nakraplania na szalke ze szczepem wskazni-
kowym, wobec wytwarzajgcego nizyne szczepu L. lactis IBB1339 jako kontroli pozytywne;.



PL 246440 B1 11

Tabela 1. Szczepy Weissella confusa/cibaria uzyte w przyktadzie.

Numer  Zrodio izolacji Numer w "COLIBB"
1 ogdrki matosalne (bazar "Zieleniak") 3714
2 ogdrki matosolne 3715
3 rukola 3716
4 ziarna soi (suche) 3717
5 zakwas zytni 3277
6 zakwas zytni 3278
7 zakwas zytni 3279
8 zakwas z pszenicy zwyczajnej 3385
9 zakwas z pszenicy zwyczajnej 3386
10 zakwas z pszenicy zwyczajnej 3387
11 zakwas z pszenicy zwyczajnej 3388
12 zakwas z pszenicy zwyczajnej 3389
13 zakwas z pszenicy zwyczajnej 3393
14 2akwas piekarski 3394
15 zakwas zytni 3287
16 zakwas z pszenicy orkisz 3325
17 zakwas z pszenicy orkisz 3326
18 zakwas z pszenicy orkisz 3327
19 zakwas z pszenicy zwyczajnej 3382
20 zakwas z pszenicy zwyczajnej 3383
21 zakwas z pszenicy zwyczajnej 3384
22 zakwas zytni 3280
23 zakwas zytni 3281
24 zakwas zytni 3282
25 zakwas 2ytni 3284
26 zakwas zytni 3285
27 zakwas zytni 3286

Szczepy Weissella sp., L. lactis IBB1339 (szczep kontrolny) i IL1403 (szczep wskaznikowy)
z kolekcji szczepdéw IBB PAN (COLIBB, Polska) wysiano odpowiednio na szalkach z podtozem MRS,
GM17 i BHI i inkubowano przez 48 godzin w 30°C. S. aureus IBB4005 (szczep wskaznikowy) réwniez
wysiano na szalce z podtozem BHI (laboratorium BSL2). Pojedynczg kolonig z kazdej szalki zaszcze-
piono ptynng pozywkg i inkubowano przez noc. Kultury robocze bakterii hodowano w bulionie MRS
w 30°C dla Weissella, w ptynnym podtozu GM17 w 30°C dla L. /actis IBB1339 oraz w bulionie BHI
w warunkach tlenowych w 37°C z wytrzgsaniem i w 30°C bez wytrzgsania dla szczepdéw wskazniko-
wych, odpowiednio S. aureus IBB4005 i L. lactis IL1403. Po6tptynny agar BHI podgrzany do 55°C (5 ml)
zaszczepiono 100 pl hodowli nocnej (szczepy wskaznikowe: S. aureus IBB4005, L. lactis IL1403) i na-
tychmiast wylano na duzg szalke z podtozem statym BHI i rGwnomiernie rozprowadzono, aby pokryé
powierzchnie. Po zwigzaniu agaru, 5 pul hodowli nocnych badanych kultur Weissella sp. i kontroli pozy-
tywnej (szczepu L. lactis IBB1339 wytwarzajgcego nizyne) nanoszono na okreslone miejsca na szalce.
Szalki pozostawiono do wchtoniecia kropli i inkubowano przez noc w 37°C i w 30°C odpowiednio dla
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S. aureus 1BB4005 i L. lactis IL1403. Eksperyment przeprowadzono w trzech powtérzeniach biologicz-
nych. Antagonizm wobec szczepdw wskaznikowych oceniano przez obserwacje stref zahamowania
wzrostu.

Wielko$¢ i przezroczystosé takich stref rozni sie w zaleznosci od szczepu. Ogédlnie zaobserwo-
wano cztery rézne efekty: i.) wyrazne strefy zahamowania, ii.) strefy zahamowania z widocznym wzro-
stem badanego szczepu w $rodku, iii.) niewyrazne strefy ze stabo widocznym wzrostem wskaznika
i widocznym wzrostem badanego szczepu w $rodku oraz iv.) brak stref zahamowania wzrostu wokét
badanego szczepu. Pierwsze dwa efekty zostaty sklasyfikowane jako silne dziatanie antagonistyczne
i oznaczone jako (+), trzeci efekt byt bakteriostatyczny (+/-), a ostatni efekt zostat scharakteryzowany
jako brak aktywnosci antagonistycznej (-). Wynik uzyskany z trzech powt6rzen (Tabela 2) wskazywaty,
ze niektére szczepy Weissella sp. byly w stanie zahamowaé wzrost S. aureus, niektére okazaty sie
bakteriostatyczne, podczas gdy inne nie hamowaty wzrostu S. aureus. Jednoczes$nie zaden z testowa-
nych szczepéw nie hamowat wzrostu szczepu bakterii mlekowej L. lactis L1403 (Tabela 2).

Tabela 2. Wyniki badania aktywno$ci antagonistyczne;.

Aktywnosc antagonistyczna przeciwko
Numer |Numer w “COLIBB" | L. lactis 111403 S. aureus IBB4005
Powt.1|Powt. 2 | Powt. 3 |Powt.1|Powt. 2 | Powt. 3

0 1339 + + + + + +
1 3714 - - - + + +
2 3715 - - - + + +
3 3716 - - - + + +
4 3717 - - - + + +
5 3277 - - - + + +
6 3278 - - - + +/- +/-
7 3279 - - - + + +
8 3385 - - - + + +
9 3386 - - - - - -
10 3387 - - - - - -
11 3388 - - - +/- + +
12 3389 - - - +/- +/- +/-
13 3393 - - - + +

14 3394 - - - + + +
15 3287 - - - + +/- +/-
16 3325 - - - + + +
17 3326 - - - + + +
18 3327 - - - + +/- +
19 3382 - - - + +/- +/-
20 3383 - - - +/- +/- +/-
21 3384 - - - + + +
22 3280 - - - + +/- +/-
23 3281 - - - + + +/-
24 3282 - - - + + +
25 3284 - - - + +/- +/-
26 3285 - - - +/- + +/-
27 3286 - - - +/- + +/-

Przvkiad 3. Test przezywalnosci szczepéw Weissella sp. w niskim pH i w obecnosci soli
26iciowych

Jedng z waznych wtasciwosci definiujgcych bakterie probiotyczne jest ich zdolno$¢ do przetrwa-
nia w przewodzie pokarmowym. Oporno$¢ 5 szczepdw Weissella sp. wyizolowanych jak opisano
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w Przykfadzie 1 oraz 12 szczep6w wyizolowanych wczes$niej ze spontanicznych zakwaséw piekarskich,
na sole kwasoéw zotciowych (stres zwigzany z solg zo6iciowa) i niskie pH (stres kwasowy) badano
w nastepujacy sposéb. Swiezo wyhodowane kolonie na podiozu IST-MRS [90% ISO-Sensitest broth
(Oxoid) i 10% MRS (Merck)] dla kazdego izolatu bakteryjnego zawieszono w PBS, pH = 7,4 (PBS404,
BioShop) i rozcieiczono do OD600nm = 0,5 w 1 ml PBS, pH = 7,4 (kontrola); PBS, pH = 3 (stres kwa-
sowy); oraz PBS, pH = 7,4, zawierajacy 3 g/l dwoch soli kwasdéw zo6tciowych: cholanu sodu i dezoksy-
cholanu sodu (B8756, Sigma-Aldrich) (stres zwigzany z solami z6tciowymi). Prébki inkubowano przez
godzine w temperaturze 37°C. Po inkubacji probéwki odwirowano (3 minuty, 4°C, 10000 rpm) i zlano
supernatant, a osad komérkowy zawieszono w 0,5 ml buforu PBS pH 7,4. Z kazdej probki przygotowano
rozcienczenia od 10" do 10°. Na szalkach z podtozem statym IST-MRS nakraplano po 20 pl rozcien-
czen. Szalki inkubowano przez 48 h w 30°C w warunkach tlenowych. Eksperymenty przesiewowe pod
katem charakterystyki szczepéw w warunkach nasladujgcych przewdéd pokarmowy przeprowadzono
w trzech powtdrzeniach biologicznych i obliczono $rednig dla kazdego z warunkéw. Podatno$¢ na czyn-
niki stresowe wyrazono jako spadek o rzedy wielkosci liczby jednostek tworzgcych kolonie bakteryjne
(CFU)/ml w poréwnaniu z warunkami kontrolnymi (pH PBS = 7,4). Uzyskane wyniki przedstawiono na
wykresie (Fig. 3), na ich podstawie wybrano izolat IBB3394 (zdeponowany nastepnie jako KKP 2094p)
jako unikalny szczep najbardziej oporny na sole zétciowe i niskie pH.

Przyktad 4. Badanie wybranych szczepow Weissella sp. pod katem aktywno$ci antago-
nistycznej wzgledem szczepdw S. aureus i S. epidermidis

Szes$é szczepbdw bakterii mlekowych z rodzaju Weissella (confusa/cibaria) wytypowanych z Ko-
lekcji Szczepbéw Bakteryjnych IBB PAN (COLIBB) przetestowano pod kagtem:

e aktywnosci kwaszacej, w celu zbadania ewentualnego wptywu obnizenia pH na zahamowanie
wzrostu szczepow S. aureus i S. epidermidis,

e aktywnosci antagonistycznej wobec zywych komérek trzech patogennych szczepéw S. aureus
w tym szczepu wieloopornego,

e aktywnosci antagonistycznej wobec zywych komérek dwdch szczepdw S. epidermidis repre-
zentujgcych gatunek bakterii wywotujgcy zakazenia oportunistyczne (nie wywotujacy infekcji
u ludzi zdrowych).

Testowane szczepy Weissella nakraplane na podtoze state BHI z purpurg bromokrezolowg
(wskaznikiem kwasowo$ci) powodowaty zmiane zabarwienia podfoza z fioletowo-purpurowej na zéitg
co Swiadczy o zakwaszeniu podtoza wokot strefy nakroplen. Wartosci pomiaru pH hodowli nocnych
szczepOw wynosity od 4,23 do 4,89.

Test aktywnos$ci antagonistycznej wykonywano poprzez nakroplenie po 5 pl ptynnych hodowli
nocnych szczepéw Weissella na duze szalki (BHI z purpurg bromokrezolowg) z wysianymi w formie
murawki szczepami wskaznikowymi S. aureus 1BB4002, IBB4005 i IBB4009 oraz S. epidermidis 6P116
i 5L03. Szalki inkubowano 24 godziny w 37°C. Wokét badanych szczepéw Weissella zaobserwowano
strefy zahamowania wzrostu dla wszystkich wskaznikowych szczepéw S. aureus (Tabela 3) oraz
S. epidermidis (Tabela 4).
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Tabela 3. Wyniki badania aktywnos$ci antagonistycznej wzgledem szczepdw S. aureus (Srednie z dwéch
powtérzen biol.).

érednica érednica érednica érednica érednica $rednica
kropli strefy | téinica kropli strefy | réinica kropli strefy | ré2nica
na BHI z | zahamowania na BHI z | zahamowania na BHI z | zahamowania
ip| MMEW S rpur wzrostu dla urpur. wzrostu dia urpur. wzrostu dla
P|coLpg~ | PU"PU" ao02 |PUTPUM 4005 | PUrPUrd 4009
po24h S. aureus [mm] po24 h S. aureus [mm) po24h S. aureus [mm)
szalka z | 4002 na BHI 2z szalka 2 | 4005 na BHI 2 szalka 2 | 4009 na BHI 2
4002 purpurg 4005 purpura 4009 purpurg
1| 3287 7,50 9,50 2,00 8,00 950| 1,50 2,75 950 1,75
3325
2 7,75 10,00 2,25 6,75 9,25| 2,50 7,00 9,00 2,00
3| 3326 7,25 1025 300 775 1025| 250 7,50 9,00 150
4| 3389 7,50 9,70/ 220| 725 895| 170/ 7,25 9,75| 2,50
5| 3393 7,25 9,05| 1,80 750 955| 205 7,25 9,75 2,50
6| 3394 7,50 950 200| 7,75 950 1,75 7,25 875| 1,75

Tabela 4. Wyniki badania aktywnos$ci antagonistycznej wzgledem szczepdw S. epidermidis ($rednie z dwbch
powtérzen biol.).

srednica strefy Srednica strefy
Srednica kropli zahamowania .. , . .| zahamowania
réznica | srednica kropli -
| numer w na BHI 2z wzrostu dla na BHI z wzrostu roznica

P "COLIBB" purpurg po S. epidermidis 6PIIG 24 S. epidermidis dla 5L03

24 h szalka z 6PII6 na BHI 2 purpura po 5L03 na BHI z

h s2alka z 5L03
6PIl6 purpura purpurgy

1 3287 9,0 11,0 2,0 7,0 8,0 1,0
2 3325 8,8 10,0 1,2 7,0 8,0 2,0
3 3326 8,8 10,3 15 6,8 8,5 1,7
4 3389 9,3 12,0 2,7 7,0 8,0 1,0
5 3393 8,8 10,0 1,2 7,0 7,5 0,5
6 3394 8,8 10,0 1,2 7,0 8,5 1,5

Przvkiad 5. Aktywno$¢é antagonistyczna szczepu W. cibaria IBB3394 (KKP 2094p) dla
réznych form preparatu (hodowli, supernatantéw, ekstraktow komoérkowych, zywych komoérek
zawieszonych w buforze PBS) wobec zywych komérek szczepu S. aureus

Eksperyment wykonano dla réznych wariantéw:

e Hodowla nocna szczepu W. cibaria 1BB3394 (KKP 2094p) — 900 ul,

e Supernatant — 900 pl ptynnej hodowli nocnej W. cibaria 1BB3394 (KKP 2094p) — wirowano
3 min, 13 tys. RPM, a nastepnie supernatant filtrowano przez filtr 0,45 um,

e Ekstrakt z komérek W. cibaria 1BB3394 (KKP 2094p) osadzonych przez wirowanie (3 min,
13 tys. RPM) — osad zawieszano w 900 pl buforu PBS i rozbijano kulkami (3x1 min, z przerwami
na chfodzenie na lodzie po 1 min), nastepnie wirowano 10 min 14 tys. RPM w 4°C. Ptyn znad
kulek zbierano i dodawano do PBS (ok. 100 pl) do objetosci kornicowej 900 pl,

e Zawiesina komorek w PBS — 900 pl ptynnej hodowli nocnej W. cibaria IBB3394 (KKP 2094p)
wirowano 3 min, 13 tys. RPM, nastepnie osad komoérek zawieszano w 900 pl sterylnego PBS,
ponownie wirowano 3 min, 13 tys. RPM a powstaly osad zawieszano w 900 nl sterylnego PBS.

RozciefAczenie w sterylnym PBS ptynnych hodowli nocnych szczepu wskaznikowego S. aureus
IBB4005 (100 000x).

Inkubacja rozciericzonych hodowli nocnych Staphylococcus (100 pl z rozcienczenia 10°) z po-
szczegdblnymi wariantami dla szczepu W. cibaria IBB3394 oraz 900 nl PBS lub podtoza MRS jako kon-
trola przez 3 h w temperaturze ok. 30°C. Wysiewy na szalki LB po 100 pl z kazdego wariantu w dwoch
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powtérzeniach zaraz po rozpoczeciu inkubacji (To), po godzinie (T1n) i trzech godzinach (Tan). Szalki
inkubowano w 42°C (zeby wyeliminowaé wzrost LAB) przez 24 h lub 48 h (wariant z hodowlg nocng
i komoérkami). Do$wiadczenie wykonywano w 2 powtdérzeniach technicznych i minimum 2 powtérzeniach
biologicznych. Wyniki zaprezentowano na wykresie (Fig. 4), na ktérym liczebno$¢ bakterii Staphylococ-
cus wyrazong w procentach przedstawiono wzgledem liczebnosci w kontroli (w MRS lub PBS).

Wyrazne dziatanie antagonistyczne zaobserwowano dla hodowli nocneji komérek zawieszonych
w buforze PBS. Aktywnos$é przeciwgronkowcowg wykazywat ponadto supernatant, podczas gdy nie
zaobserwowano takiego efektu dla ekstraktu komérkowego.

Przyktad 6. Aktywno$¢ antyproliferacyjna szczepu IBB3394 (KKP 2094p) wobec komérek
gruczolakoraka jelita grubego Caco-2

Badanie hamowania proliferacji komérek raka jelita grubego wykonano wedtug metody opisanej
przez Satanskiego i wsp. (2022), hodujac szczep Weissella sp. IBB3394 na podtozu MRS. Wyniki testu
BrdU wykazaty, ze szczep IBB3394 silnie hamowat aktywno$¢ proliferacyjng komérek nowotworowych
Caco-2 (Fig. 5).

Przyktad 7. Badanie szczepu IBB3394 (KKP 2094p) pod katem aktywnosci antagonistycz-
nej wzgledem niepozadanych w pieczywie bakterii przetrwalnikujacych (Bacillus cereus, Bacil-
lus brevis i Lysynibacillus fusiformis)

Aktywnos$¢ antagonistyczng szczepu IBB3394 (KKP 2094p) zbadano wzgledem bakterii prze-
trwalnikujgcych, psujacych pieczywo zgodnie z metodg opisang dla szczepédw wyizolowanych z za-
kwasu zytniego (Litwinek i wsp., 2022). W tym celu zaszczepiono podtoze ptynne Luria-Bertani (LB)
(Difco Laboratories, Franklin Lakes, New Jersey, USA) bakteriami wskaznikowymi przetrwalnikujgcymi
(Bacillus cereus, Bacillus brevis i Lysynibacillus fusiformis) i hodowano przez noc. Nastepnie hodowle
nocne uzyto do zaszczepienia uptynnionej i ostudzonej pozywki statej LB, ktdérg natychmiast wylano na
szalke. Po zastygnieciu podtoza, 5 ul badanego szczepu wyhodowanego na podtozu ptynnym MRS
naniesiono na wybrane miejsca na szalce. Plytki pozostawiono do wchtoniecia kropli i inkubowano przez
noc w temperaturze 30°C. Antagonizm w stosunku do szczepu uwidoczniono przez obserwacje strefy
zahamowania wzrostu. Obecno$é strefy zahamowania oznaczano jako ,++", ,+" lub ,+/-" w zalezno$ci
od wielkos$ci, natomiast brak aktywno$ci antagonistycznej oznaczano jako ,—”". Uzyskany wynik porow-
nano z wynikami otrzymanymi dla szczepdéw Weissella sp. wyizolowanych z zakwasoéw z maki zytniej
(Litwinek i wsp., 2022). Na podstawie przeprowadzonej analizy stwierdzono, ze szczep IBB3394 (KKP
2094p) przejawia aktywnos$¢ antagonistyczng oceniong na ,+" wzgledem wszystkich szczepéw wskaz-
nikowych, w tym unikalng wobec szczepu Lysynibacillus fusiformis. Aktywno$¢ ta byta wyzsza niz dla
szczepOw wyizolowanych z zakwasu zytniego, dla ktérych zaobserwowano nieco stabsze hamowanie
wzrostu Bacillus brevis przez wszystkie badane szczepy, aktywno$é antagonistyczng wobec Bacillus
cereus dla 4 z 7 szczepbw i brak takiej aktywnosSci wzgledem Lysynibacillus fusiformis.

Przykiad 8. Charakterystyka egzopolisacharydu (EPS) wytwarzanego przez IBB3394
(KKP 2094p)

Oznaczenie wydajnosci produkcji egzopolisacharydu (EPS) przez IBB3394 przeprowadzono dla
szczepu hodowanego na podtozu MRS bez dekstrozy zawierajgcym dodatek 5% lub 10% sacharozy.
Produkcje, a nastepnie ekstrakcje, rozdziat i charakterystyke EPS wykonano zgodnie z metodg opisang
przez Buksa i wsp. (2021). Wyniki analizy wydajnosci produkcji oraz charakterystyke EPS przedsta-
wiono w Tabeli 6. Wydajno$¢ produkcji surowego EPS dla szczepu IBB3394 byta wyzsza na podtozu
Zz 10% sacharozg i wyniosta blisko 50 g/I. W wyniku rozdziatu surowego EPS na kolumnach SEC wykryto
frakcje o wysokiej masie molowej, ktérg zidentyfikowano jako dekstran.
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Tabela 5. Wydajnos¢ produkcji surowego egzopolisacharydu (EPS) i udziat procentowy reszt cukrowych po
kwasowej hydrolizie preparatu surowego EPS.

Wydajnosé
orodukcji EPS w Udziat reszt cukrowych po hydrolizie kwasowej (%)
Szczep .
podtozu z sacharozg
(g s.m./1) Glc Gal Man Fru Suma
EPS wytworzony w obecnosci 5% sacharozy w podtoiu produkcyjnym
IBB3394 | 26.4+0.8 95.610.8 0.410.1 0.6x0.8 0.340.1a 96.9:0.8
EPS wytworzony w obecnosci 10% sacharozy w podtozu produkcyjnym
IBB3394 | 48.9+0.9 94.9+0.8 0.510.2 0.5+0.8 0.340.2a 96.2+0.8

Przykiad 9. Badania wplywu EPS produkowanego przez Weissella sp. IBB3394 (KKP
2094p) na S. aureus IBB4005 i L. /lactis IL1403

Ocene aktywnosci antagonistycznej EPS wytwarzanego przez szczep 1BB3394, przeprowadzono
metodg podobng do opisanej dla oznaczenia aktywnos$ci antagonistycznej szczepéw Weissella sp.
w Przyktadzie 2. W tym przypadku na szalki ze szczepami wskaznikowymi nakraplano okres$lone ste-
zenia (20, 10, 5, 2,5, 0 mg/ml) Swiezego i przechowywanego przez 6 miesiecy w warunkach chiodni-
czych EPS wobec kontroli pozytywnych - nizyny w ré6znych stezeniach (100, 50, 20, 10, 5, 2,5 mg/ml).
Wyniki uzyskane w odniesieniu do ré6znych stezen nizyny wskazujg, ze EPS z Weissella IBB3394 dla
wiekszosci badanych stezen nie hamowat wzrostu S. aureus (Fig. 6a), z wyjatkiem stezenia 20 mg/ml,
ktére wykazywato bardzo niewielkie zahamowanie. Ponadto zaobserwowano, ze zadne stezenie EPS
nie hamowato wzrostu L. /actis IL1403 (Fig. 6b).

Przvkiad 10. Badanie cytotoksycznosci egzopolisacharydu (EPS) izolowanego z hodowli
szczepu Weissella sp. IBB3394 (KKP 2094p)

Badanie przeprowadzono wedtug metody opisanej przez Vosough et al., 2021, z modyfikacjami.
Linie komdrkowe gruczolakoraka Caco-2 (ATCC HTB-37) oraz komérki embrionalne nabtonka nerki linii
HEK293 (ATTC CRL-1573) hodowano w warunkach optymalnych, zalecanych przez ATCC, tj. w 37°C,
5% CO2, wilgotnosé 95%. Podtozem (dalej zwanym podtozem dla linii komérkowych) stosowanym
w hodowli byt MEM (Minimal Essential Medium; Gibco) wzbogacony 10% bydleca surowicg ptodowa,
roztworem aminokwasow (NEAA — non-essential amino acid solution) (1X), 1 mM pirogronianem sodu,
dodatkiem penicyliny (100 U/ml) i streptomycyny (100 pg/ml). Liczbe komérek linii komorkowych okre-
Slano w komorze Thoma. Komorki rozcieAczano w ww. podtozu dla linii komérkowych do uzyskania
gestosci 10° komdrek/ml i nanoszono na ptytke 96-dotkowg po 100 ul zawiesiny komoérek na dotek
i inkubowano przez 24 godziny w warunkach optymalnych. Na ptytki 96-dotkowe, zawierajgce komérki
Caco-2 lub HEK293 po 24-godzinnej hodowli znad ktérych uprzednio zebrano pozywke, naktadano po
100 pl zawiesiny egzopolisacharydu o stezeniach 30, 20, 10, 5i 2,5 mg/ml w podtozu dla linii komérko-
wych. Ptytki inkubowano 24 godziny w 37°C, 5% CO: i wilgotnoéci 95%, a nastepnie oceniano zywot-
nos$¢ komérek linii komérkowych metodg kolorymetryczng przy uzyciu komercyjnie dostepnego testu
proliferacji Cell Proliferation Kit I, MTT (Roche). Pomiar absorbancji prowadzono przy diugos$ciach fali
570 i 680 nm. Doswiadczenie wykonywano w 10 powtdérzeniach technicznych i 3 powtérzeniach biolo-
gicznych. Kontrole stanowity hodowle komérek Caco-2 i HEK293 traktowane podtozem bez egzopoli-
sacharydu. Przezywalno$¢ liczono z nastepujgcego wzoru:
oD probki . 0%
0D kontroli ’ natomiast cytotoksyczno$¢é ze wzoru: Cytotoksycznos$cé [%]
= 100% - Przezywalno$¢ [%]. Ze wzgledu na duzg lepko$é zawiesiny egzopolisacharydu, stezenie
30 mg/ml zostato wybrane jako najwyzsze mozliwe do zastosowania w tym do$wiadczeniu. Analizy
statystyczne przeprowadzono z uzyciem testéw Shapiro-Wilka i wieloczynnikowej analizy warianciji
(ANOVA).

Wyniki przedstawiono na rysunkach (Fig. 7-10). Traktowanie linii komérkowych stezeniami egzo-
polisacharydu od 2,5 do 30% nie spowodowato istotnego statystycznie zahamowania proliferacji, tym
samym potwierdzajgc brak cytotoksycznosci badanego EPS.

Przezywalnosé [%] =
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Przyktad 11. Test wrazliwos$ci na antybiotyki

Ocene bezpieczenstwa wybranego szczepu Weissella sp. IBB3394 przeprowadzono wykonujgc
oznaczenie antybiotykowrazliwosSci przy uzyciu paskéw E-test (bioMérieux) zgodnie z zaleceniami pro-
ducenta. Badany szczep wysiano na podtoze state IST-MRS i inkubowano w temperaturze 30°C w wa-
runkach tlenowych. Uzyskane kolonie wykorzystano do przygotowania zawiesiny bakteryjnej w PBS
0 OD600nm = 0,25 — skala McFarlanda 1, ktérg nastepnie rozprowadzano wymazdéwkg po powierzchni
szalek w réznych kierunkach, w celu zapewnienia, rownomiernego rozprowadzenia szczepu. Na po-
wierzchni szalki umieszczono paski z antybiotykiem i ptytki inkubowano w temperaturze 30°C przez
48 h w warunkach tlenowych. Wykonano oznaczenie opornosci szczepu na 9 antybiotykéw (zgodnie
z zaleceniami EFSA): ampicyline (AM), wankomycyne (VA), gentamycyne (GM), kanamycyne (KM),
streptomycyne (SM), erytromycyne (EM), klindamycyne (CM), tetracykline (TC) i chloramfenikol (CL).

Uzyskane wyniki przedstawiono w Tabeli 6. \Wykazano, ze minimalne stezenie hamujgce (MIC)
w stosunku do wszystkich badanych antybiotykéw byto ponizej wartosci granicznych rekomendowanej
przez EFSA.

Tabela 6. Wyniki badania wrazliwosci szczepu IBB3394 (KKP 2094p) na antybiotyki.

Minimalne stezenie hamujace (MIC) Stezenia graniczne MIC rekomendowane przez EFSA
(ng/mi] (ug/mi]
Antybiotyk
iBB3394 heteti)cfte::::\ll:::wne Leuconostoc spp.
AM 0,38-0,5 2 2
VA >256 * *
GM 4 16 16
KM 16 32 16
SM 8 64 64
EM 0,094 1 1
™ 0.016 1 1
TC 2 8 8
CL 23 4 4

* Nie wymagane (opornos¢ naturalna)

Przykiad 12. Analiza genomu szczepu IBB3394 (KKP 2094p)

Ze szczepu Weissella IBB3394 wyizolowano DNA, ktory nastepnie zostat poddany sekwencjono-
waniu catego genomu w Srodowiskowej Pracowni Sekwencjonowania i Syntezy DNA w IBB PAN
z wykorzystaniem platformy lllumina MiSeq (lllumina, San Diego, USA) i sekwenatora GridION (Oxford
Nanopore Technologies, Oxford, Wielka Brytania).

Do analizy bioinformatycznej wykorzystano rézne serwery, oprogramowanie i bazy danych. Ser-
wis RAST zostat wykorzystany do oznaczenia sekwencji kodujgcych (CDS) i niekodujgcego RNA (Aziz
iin., 2008). Ogdlna analiza sekwencji genomowej szczepu IBB3394 wykazata, ze szczep posiada kolisty
chromosom DNA o wielkosci 2 488 843 bp i 44,8% zawartosci GC, podczas gdy liczba catkowitych
sekwencji kodujgcych (CDS) wynosita 2 313. Analiza sekwencji genomu szczepu wykazata, ze nalezy
on do gatunku Weissella cibaria. Do analizy funkcjonalnej genéw wykorzystano baze danych KEGG
(Kanehisa i in., 2022) oraz automatyczng ustuge adnotacji BlastKOALA (Kanehisa i in., 2016). Stwier-
dzono, ze szczep koduje 172 rézne szlaki metaboliczne. Wsréd 30 kompletnych modutéw szlakdéw zna-
leziono m.in. kompletne szlaki biosyntezy witamin, takich jak ryboflawina (witamina B12) i menachinon
(witamina K2) oraz szlak odzyskiwania tiaminy (witamina B1). Analize bezpieczenstwa przeprowadzono
poprzez wyszukanie domniemanych czynnikéw wirulencji za pomocg narzedzia VirulenceFinder. Ocene
przeprowadzono poréwnujac sekwencje catego genomu IBB3394 ze znanymi genami wirulencji Ente-
rococcus, E. coli, S. aureus i Listeria. Wynik wskazuje, ze w genomie IBB3394 nie ma genow wirulenciji.
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W rezultacie stwierdzono, ze IBB3394 nie posiada zadnych toksycznych ani patogennych genéw zwig-
zanych z dobrze znanymi patogenami Enterococcus, E. coli, S. aureus i Listeria. Wynik zostat rowniez
potwierdzony przez analize sekwencji catego genomu przy uzyciu innego serwera sieciowego do prze-
widywania patogennosci bakterii — PathogenFinder. To narzedzie nie sklasyfikowato szczepu IBB3394
jako patogenu. Analiza genomu z wykorzystaniem réznych narzedzi bioinformatycznych rekomendowa-
nych przez EFSA, takich jak ResFinder, CARD i RGI oraz KEGG, nie wykazata w szczepie |1BB3394
obecnoséci gendéw opornosci na antybiotyki (ARG). Poprzez analize sekwencyjng potwierdzono bezpie-
czenstwo wykorzystania szczepu jako probiotyku oraz szczepu do zastosowan przemystowych, spo-
zywczych i medycznych.

Przykiad 13. Wytwarzanie pieczywa na zakwasie zawierajacym Weissella cibaria
IBB3394 (KKP 2094p)

Pieczywo z dodatkiem drozy piekarskich wytworzono z wykorzystaniem maki zytniej petnoziarni-

stej.

Do wytworzenia zakwaséw wykorzystano opisang w patencie PL238153B1 kulture starterowg
zawierajgcg szczepy Lactobacillus plantarum B/00117, Lactobacillus plantarum B/00118 i Lactobacillus
brevis w proporcji 1:1:1 jako kontrole oraz ten sam zestaw uzupetniony o szczep W. cibaria IBB3394
(KKP 2094p) w proporcji 1:1:1:1 jako probie badane;.

Zakwasy wytworzono jak w Przykfadzie 3 opisanym w patencie PL238153B1.

Pieczywo przygotowano wedtug nastepujgcej receptury (dla chlebéw o wadze 0,5 kg).

Przygotowanie surowcow i ich iloSci na okoto 1 kg ciasta:

— maka zytnia typ 2000 0,5 kg

— zakwas z maki zytniej typ 2000 0,17 kg

— drozdze piekarskie 0,006 kg

- sol 0,012 kg

— woda (temp. 38°C) okoto 0,31 kg
Wytwarzanie i sporzgdzanie ciasta wiasciwego

— czas miesienia — wolne obroty 7 min.

— czas miesienia — szybkie obroty 3 min.

— temperatura ciasta wtasciwego do 35°C
Dzielenie, formowanie, ksztattowanie ciasta wiasciwego

— masa kesa 0,5 kg

— czas dzielenia i ksztattowanie ciasta na kesy 45 min.

— czas fermentacji ciasta wiasciwego w kesach do 90 min.
Proces wypieku

— temperatura wypieku: 200°C

— czas wypieku 60 min.

Do oceny pieczywa stosowano metody opisane w PL238153B1. Otrzymane pieczywo poddano
ocenie organoleptycznej wg PN-A-74108:1996, analize przeprowadzono metodg punktowg przez panel
o sprawdzonej wrazliwosci sensorycznej. Po wypieczeniu wykonano analize wilgotno$ci miekiszu oraz
profilu tekstury miekiszu upieczonych chlebéw. Dla wytworzonego pieczywa wyznaczono réwniez trwa-
to$¢ mikrobiologiczng. Otrzymane chleby przechowywano przez 7 dni w celu okre$lenia zmian zacho-
dzacych podczas starzenia sie pieczywa.

Dla chleba z dodatkiem zakwasu wytworzonego z W. cibaria IBB3394 (KKP 2094p) zaobserwo-
wano zwiekszong elastyczno$¢ miekiszu z zachowaniem chrupkosci skorki chleba, polepszenie smaku
i zapachu otrzymanego chleba w poréwnaniu do kontroli. Pieczywo z dodatkiem W. cibaria IBB3394
(KKP 2094p) charakteryzowato sie zwiekszong objetoscig bochenka i wyzszg wilgotnoscig miekiszu,
znaczaco mniejszg twardoscig i zujnoscig miekiszu w poréwnaniu do pieczywa kontrolnego. Pieczywo
na zakwasie suplementowanym W. cibaria IBB3394 (KKP 2094p) wykazuje takg samg trwato$¢ mikro-
biologiczng (przez 3 dni) jak pieczywo kontrolne. Otrzymane pieczywo uzyskato wyzszg ocene organo-
leptyczng od pieczywa kontrolnego.
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Zastrzezenia patentowe

1. Nowy szczep bakterii Weissella cibaria, zdeponowany w Kolekcji Kultur Drobnoustrojéw Prze-
mystowych, IBPRS-PIB im. prof. Wactawa Dgbrowskiego w Warszawie, Polska pod nr depo-
zytu KKP 2094p.

2. Kompozycja zawierajgca nowy szczep bakterii Weissella cibaria, zdeponowany pod nr depo-
zytu KKP 2094p.

3. Kompozycja wedtug zastrz. 2, znamienna tym, ze jest kompozycjg farmaceutyczng zawiera-
jacq ponadto dopuszczalny farmaceutycznie noénik, przy czym korzystnie kompozycja jest
w postaci ptynnej, statej, proszku, tabletki, kapsutki przeznaczonej do podawania doustnego.

4. Kompozycja farmaceutyczna zawierajgca szczep bakterii Weissella cibaria jak okreslony
w zastrz. 1 i/lub kompozycje jak okreslong w zastrz. 3 oraz dopuszczalny farmaceutycznie
nos$nik do zastosowania jako lek.

5. Kompozycja farmaceutyczna wedtug zastrz. 4, znamienna tym, ze jest do zastosowania jako
lek do zapobiegania i/lub leczenia nowotworu jelita, korzystnie do zapobiegania i/lub leczenia
nowotworu jelita grubego, najkorzystniej gruczolakoraka jelita grubego.

6. Suplement diety zawierajacy szczep bakterii Weissella cibaria jak okreSlony w zastrz. 1 i/lub
kompozycje jak okreslong w zastrz. 3, przy czym suplement diety korzystnie jest w postaci
ptynnej, statej, proszku, tabletki, kapsutki przeznaczonej do podawania doustnego.

7. Preparat probiotyczny zawierajgcy szczep bakterii Weissella cibaria jak okre$lony
w zastrz. 1 i/lub kompozycje jak okre$long w zastrz. 3, przy czym preparat probiotyczny ko-
rzystnie ponadto zawiera substancje prebiotyczne, korzystnie wybrane z oligosacharyddw,
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polisacharydéw, fruktooligosacharydéw, laktulozy, inuliny, skrobi opornej, celulozy, hemicelu-
lozy i pektyn, przy czym preparat korzystnie ponadto zawiera postbiotyki, korzystnie postbio-
tyki wybrane sg z krétkotaricuchowych kwaséw ttuszczowych, enzyméw, lipopolisacharydéw,
kwasow tejchojowych, witamin, kwasu mastowego, octanu, propionianu, dipeptydu muramilu,
indlu, kwasu teichowego, laktocepin.

Preparat probiotyczny wedtug zastrz. 7, znamienny tym, ze jest w postaci w postaci ptynnej,
statej, proszku, tabletki, kapsutki przeznaczonej do podawania doustnego.

Bakteryjna kultura starterowa do wyrobu pieczywa, znamienna tym, ze w jej sktad wchodzi
szczep Weissella cibaria jak okreSlony w zastrz. 1.

Zakwas do wyrobu pieczywa, znamienny tym, ze zawiera bakteryjng kulture starterowg jak
okre$long w zastrz. 9.

Sposo6b wytwarzania pieczywa, znamienny tym, ze obejmuje etap dodawania bakteryjnej kul-
tury starterowej jak okres$lonej w zastrz. 9 i/lub zakwasu jak okre$lonego w zastrz. 10.
Pieczywo, znamienne tym, ze zawiera bakteryjng kulture starterowg jak okreslong w zastrz.
9 i/lub zakwas jak okreslony w zastrz. 10.

Spos6b mikrobiologicznego wytwarzania dekstranu, znamienny tym, ze obejmuje etap,
w ktorym szczep bakterii Weissella cibaria jak okreslony w zastrz. 1 i/lub kompozycje jak okre-
Slong w zastrz. 2 hoduje sie na ptynnym poditozu bez dekstrozy (bez glukozy) z dodatkiem
sacharozy, organicznym zrédtem azotu zawierajgcym aminokwasy i krétkie peptydy, witaminy
Z grupy B i sole mineralne.

Sposo6b wedtug zastrz. 13, znamienny tym, ze hodowle prowadzi sie na podtozu MRS (bulion
DeMan-Rogosa-Sharpe), podtozu dla bakterii mlekowych, korzystnie z dodatkiem 5-10%=+2
wag. sacharozy.

Preparat bakteryjny zawierajacy szczep bakterii Weissella cibaria jak okre$lonej
w zastrz. 1 i/lub kompozycje jak okreslong w zastrz. 2 do zastosowania jako sktadnik czynny
w probiotyku, preparacie terapeutycznym, zywnosci funkcjonalnej, suplemencie diety, do za-
stosowania jako sktadnik aktywny leku przeznaczonego do zapobiegania i/lub leczenia nowo-
tworu jelita, korzystnie nowotworu jelita grubego.

Zastosowanie szczepu bakterii Weissella cibaria jak okreSlonego w zastrz. 1 i/lub kompozycii
jak okre$lonej w zastrz. 2 jako dodatku funkcjonalnego w zywnosci funkcjonalnej, dodatku
funkcjonalnego do napoju spozywczego, jako sktadnika aktywnego preparatu probiotycznego,
preparatu bakteryjnego, suplementu diety, kompozycji farmaceutycznej.

Zastosowanie szczepu bakterii Weissella cibaria jak okreSlonego w zastrz. 1 i/lub kompozycii
jak okreslonej w zastrz. 2 w przemysle spozywczym jako emulgator, zageszczacz, stabilizator
lub polepszacz tekstury produktu spozywczego.

Zastosowanie szczepu bakterii Weissella cibaria jak okreSlonego w zastrz. 1 i/lub kompozycii
jak okre$lonej w zastrz. 2 do mikrobiologicznego wytwarzania egzopolisacharydéw (EPS), ko-
rzystnie dekstranu.

Zastosowanie szczepu bakterii Weissella cibaria jak okreSlonego w zastrz. 1 i/lub kompozycii
jak okres$lonej w zastrz. 2 i/lub bakteryjnej kultury starterowej jak okreslonej w zastrz. 9 do
wytwarzania zakwasu do pieczywa.

Zastosowanie szczepu bakterii Weissella cibaria jak okreSlonego w zastrz. 1 i/lub kompozycii
jak okres$lonej w zastrz. 2 i/lub zakwasu do wyrobu pieczywa jak okreslonego w zastrz. 10 do
wytwarzania pieczywa.
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