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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest szczep bakterii Lactobacillus rhamnosus oraz sposéb otrzymywa-
nia mleczanu wapnia przy uzyciu tego szczepu.

Dotychczas znane sg szczepy bakterii z gatunku Lactobacillus rhamnosus, jak Lactobacillus
rhamnosus ATCC 53103, Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus rhamnosus Lc705, Lactobacillus
rhamnosus ATCC 8530, Lactobacillus rhamnosus CASL.

Kwas L-mlekowy lub jego sole znajdujg zastosowanie w produkcji biodegradowalnych tworzyw
sztucznych — polimleczanéw PLA. Produkcja biodegradowalnego polimeru PLA wymaga optycznie
czystego kwasu L-mlekowego, ktory jest przerabiany na LL-laktyd, prekursor izotaktycznego krysta-
licznego kwasu polimlekowego o pozgdanych cechach fizykochemicznych. LL-laktyd poddaje sie na-
stepnie reakcji polimeryzacji z otwarciem pierscienia co prowadzi do wytworzenia polilaktydu PLA.
Zastosowanie do produkcji polimeru mieszaniny racemicznej DL kwasu mlekowego prowadzi do po-
wstawania ataktycznego polimeru o strukturze bezpostaciowej i cechach elastomeru. Kwas L-mlekowy
jest produkowany metodami fermentacyjnymi przy wykorzystaniu wyselekcjonowanych szczepéw
bakterii mlekowych zdolnych do syntezy izomeru L kwasu mlekowego. Podstawowg zaletg metody
fermentacyjnej jest fakt, iz przy doborze odpowiedniego mikroorganizmu otrzymuje sie jeden izomer
kwasu mlekowego, w przeciwienstwie do metod chemicznych, gdzie produktem jest mieszanina
racemiczna. Wybor drobnoustroju do produkcji kwasu L-mlekowego metodg fermentacyjng zalezy
przede wszystkim od rodzaju weglowodanéw stosowanych do fermentacji. Do pozgdanych cech drob-
noustrojéw wykorzystywanych w przemysle do produkcji tego kwasu zalicza sie: zdolnos¢ do szybkiej
i catkowitej fermentacji sacharydéw, niskie zapotrzebowanie szczepdw na substancje azotowe, wyso-
kg wydajnos¢ produkciji, a przede wszystkim wytwarzanie pozadanej formy izomerycznej i matej ilosci
produktéw ubocznych. Bakterie produkujgce kwas milekowy powinny by¢ odporne na niskie pH po-
zywki i rosngé w podwyzszonej temperaturze 40-55°C. Cechami takimi charakteryzujg sie, miedzy
innymi, baterie mlekowe nalezgce do rodzajow Lactobacillus i Enterococcus. Kwas mlekowy jest pro-
dukowany na skale przemystowg z wykorzystaniem réznych substratéw takich jak glukoza, sacharoza,
sacharoza techniczna, laktoza, melasa buraczana i trzcinowa, serwatka, permeat serwatki WPC, hy-
drolizaty skrobi zb6z (kukurydza, owies, zyto, pszenzyto, jeczmien, pszenica, ryz) i roslin okopowych
(ziemniaki, kasawa), hydrolizaty surowcéw lignocelulozowych.

W tradycyjnej, fermentacyjnej technologii wytwarzania kwasu mlekowego wykorzystuje sie
szczepy bakterii Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii charakteryzujgce sie wysokim optimum
temperatury wzrostu 50-55°C, odpornoscig na niskie pH i duzg szybkoscig fermentacji. Szczepy nale-
zgce do tego gatunku wytwarzajg w przewadze kwas D-mlekowy lub mieszanine racemiczng 50%
formy L i 50% formy D. Ich podstawowym ograniczeniem jest waskie spektrum fermentowanych sa-
charydéw, co sprawia, ze mogg one fermentowac jedynie niektére substraty (glukoza, fruktoza, man-
noza, sacharoza, maltoza, laktoza — 20% szczepdw) i surowce zawierajgce te sacharydy. Bakterie
Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii fermentujg preferencyjnie sacharoze, a fermentacja glukozy
zachodzi wolno. Poniewaz bakterie mlekowe sg wrazliwe na niskie pH powodowane wytwarzaniem
kwasu mlekowego, pozywke zobojetnia sie roztworem wodorotlenku sodu, wodg amoniakalng lub
wodorotlenkiem wapnia. Najczesciej do pozywki dodaje sie zmielong krede (weglan wapnia) w ilosci
niezbednej do zobojetnienia powstajgcego kwasu mlekowego, co stabilizuje pH podczas procesu
fermentacji na poziomie 5,4-5,6. Proces fermentacji zachodzi w temperaturze 50-55°C w ciggu 2 do
8 dni (zwykle 4-5 dni).

Do produkcji kwasu L-mlekowego w skali przemystowej wykorzystuje sie takze szczepy bakterii
Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei subspecies paracasei, Lactobacillus rhamnosus (szczepy
Lactobacillus rhamnosus CASL, Lactobacillus rhamnosus M1), Lactobacillus zeae, Enterococcus fae-
cium, Enterococcus mundtii.

Znany jest sposéb fermentacyjny wytwarzania kwasu L-mlekowego przy uzyciu szczepu Lacto-
bacillus rhamnosus CASL z hydrolizatu skrobi zawartej w bulwach manioku Manihot esculenta.
Szczep ten produkuje kwas L-mlekowy z wydajnoscig dochodzaca do 96% osiggajgc koricowe steze-
nie produktu na poziomie 180 g/I.

Znany jest takze sposéb wytwarzania kwasu L-mlekowego przy uzyciu szczepu Lactobacillus
rhamnosus M1 z hydrolizatu skrobi kukurydzianej.
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Wysokie wymagania pokarmowe bakterii mlekowych sprawiajg ze pozywka wzbogacana jest
w organiczne formy azotu w postaci ekstraktu drozdzowego, namoku kukurydzianego, ekstraktu kiet-
kéw stodowych, hydrolizatéw biatek i innych zrédet aminokwaséw oraz witamin.

Czysty kwas L-mlekowy wytwarza sie takze przy uzyciu szczepu przetrwalnikujgcych bakterii
Bacillus coagulans w warunkach beztlenowych oraz przy uzyciu szczepu Enterococcus mundtii z su-
rowcow zawierajgcych D-ksyloze.

Szczep bakterii Lactobacillus rhamnosus BioPL1 stanowiacy przedmiot wynalazku, zostat
zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw PCM w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiad-
czalnej Polskiej Akademii Nauk im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu, pod numerem B/00049.

Szczep bakterii Lactobacillus rhamnosus BioPL1 wyizolowano z fermentujgcej roslinnej kiszonki
paszowej. Szczep ten charakteryzuje sie zdolnoscig do wzrostu w temperaturze 45°C, co odréznia go
od blisko spokrewnionych gatunkéw Lactobacillus casei oraz Lactobacillus paracasei subspecies pa-
racasei, ktérych optymalna temperatura wzrostu jest nizsza i wynosi 37°C. Przynaleznos$¢ gatunkowa
nowego szczepu okreslono metodg sekwencjonowania genu 16S rybosomalnego RNA i stwierdzono,
ze jest on podobny do znanych szczepow Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103, Lactobacillus rha-
mnosus GG, Lactobacillus rhamnosus Lc705, Lactobacillus rhamnosus ATCC 8530, ktérych sekwen-
cje DNA zdeponowano w GenBank Database Narodowego Instytutu Zdrowia (NIH, National Institute
of Health, USA) pod numerami AP011548, FM179322, NC013199, CP003094.

Na koncu opisu jest zamieszczony wykaz petnej sekwencji genu 16S rRNA szczepu Lactobacil-
lus rhamnosus BioPL1, w poréwnaniu z analogicznymi sekwencjami genu 16S rRNA szczepow Lac-
tobacillus rhamnosus, ATCC 53103, GG, Lc705 i ATCC 8530. Sekwencja DNA genu 16S rybosomal-
nego RNA szczepu BioPL1 jest w 100% zgodna z analogiczng sekwencjg szczepu ATCC 8350 i rézni
sie dwoma nukleotydami z analogiczng sekwencjg szczepow GG oraz ATCC 53103 (99,9% zgodno-
$ci) oraz jednym nukleotydem z sekwencjg szczepu Lc705 (99,9%). Dane te wskazujg jednoznacznie
na przynaleznos¢ szczepu BioPL1 do gatunku Lactobacillus rhamnosus, lecz jednoczes$nie nie swiad-
czg o identycznoséci tego szczepu ze szczepem Lactobacillus rhamnosus ATCC 8530.

Szczep bakterii Lactobacillus rhamnosus BioPL1 wytwarza preferencyjnie wytgcznie kwas
L-mlekowy i fermentuje glicerol, D-arabinoze, D-ryboze, galaktoze, glukoze, fruktoze, mannoze, ramno-
ze, dulcytol, inozytol, mannitol, sorbitol, N-acetyloglukozamine, amigdaline, arbutyne, eskuline, salicy-
ne, celobioze, maltoze, laktoze, sacharoze, trehaloze, melezytoze, amidon (skrobia), gentiobioze,
tagatoze, L-fukoze, L-arabitol i glukonian oraz nie fermentuje sorbozy, metylo-D-glukozydu i turanozy.
Nowy szczep zawiera system CRISPR-Cas (ang. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats-CRISPR-associated proteins), ktéry zabezpiecza komorki bakterii przed inwazjg obcego DNA
fagowego lub plazmidowego. System ten sktada sie z czterech genéw csnl, casl, cas2, i cas3 kodu-
jacych biatka sprzezone ze zgrupowanymi, regularnie przedzielonymi krétkimi palindromowymi powté-
rzeniami (CRISPR). Powtarzalng sekwencje nukleotyddéw o dtugosci 36 par zasad w strukturze CRI-
SPR szczepu Lactobacillus rhamnosus BioPL1 przedstawiono na koncu opisu, przy czym pogrubiong
i podkreslong czcionkg zaznaczono réznice pomiedzy prostymi powtorzeniami.

Region zgrupowanych regularnie przedzielonych krétkich palindromowych powtérzen (CRISPR)
zawiera 21 prostych powtérzen o dtugosci 36 nukleotyddéw i wystepujgcej 17 razy sekwencji DNA
5-GTCTCAGGTAGATGTCAGATCAATCAGTTCAAGAGC-3', a takze zawiera 20 unikalnych i charak-
terystycznych sekwencji tgcznikowych (ang. spacers) o kolejnosci nukleotydéw przedstawionej na
koncu opisu, przy czym na koncu opisu, dla poréwnania, przedstawiono takze sekwencje palindromo-
we powtdrzen systemu CRISPR-Cas szczepdéw Lactobacillus rhamnosus GG i ATCC53103.

Z poréwnania wynika, iz sekwencje tgcznikowe systemu CRISPR-Cas szczepdw Lactobacillus
rhamnosus GG i ATCC53103 wystepujg w ilosci 24 sztuk i roznig sie catkowicie od sekwencji tgczni-
kowych szczepu Lactobacillus rhamnosus BioPL1.

Nowy szczep bakterii ma charakterystyczne cechy gatunku Lactobacillus rhamnosus, komérki
majg ksztait krétkich gramdodatnich pateczek potaczonych w tancuszki, jest nieruchliwy, nieprzetrwal-
nikujgcy, nie wytwarza katalazy oraz oksydazy.

Nowy szczep charakteryzuje sie metabolizmem wzglednie heterofermentatywnym wytwarzajgc
kwas L-mlekowy jako gtéwny produkt fermentacji sacharydéw. Sposrdd 49 substratéw wchodzgcych
w sktad testu APl 50CHL BioMerieux Francja, fermentuje 29 badanych substancji: glicerol, D-ara-
binoze, D-ryboze, galaktoze, glukoze, fruktoze, mannoze, ramnoze, dulcytol, inozytol, mannitol, sorbi-
tol, N-acetylo-glukozamine, amigdaline, arbutyne, eskuling, salicyne, celobioze, maltoze, laktoze, sa-
charoze, trehaloze, melezytoze, amidon (skrobia), gentiobioze, tagatoze, L-fukoze, L-arabitol, gluko-



4 PL 226 294 B1

nian. W odréznieniu od szczepu typowego nie fermentuje sorbozy, metylo-D-glukozydu i turanozy.
Fermentacja D-arabinozy, dulcytolu, skrobi (amidonu), L-fukozy L-arabitolu odréznia ten szczep od
typowych przedstawicieli tego gatunku.

Nowy szczep dobrze rosnie w pozywce ptynnej wg De Man, Rogosa, Sharpe o nazwie handlo-
wej MRS zawierajacej fermentowane monosacharydy jak i disacharydy w ilosci 2% wagowych/objeto-
sciowych. Na pozywce MRS z dodatkiem 2% wagowych/objeto$¢ D-glukozy zestalonej agarem szczep
rosnie w postaci $redniej wielkosci wypuktych btyszczgcych kolonii o $rednicy 2—3 mm i jasno kremo-
wej barwie.

W systemie CRISPR pomiedzy palindromowymi powtérzeniami znajdujg sie unikalne sekwencje
nukleotydéw zwane tgcznikami o dtugosci 30—-31 par zasad odpowiedzialne za odpornos¢ komérek
bakterii na atak okreslonego bakteriofaga lub plazmidu. Sekwencje te po transkrypcji na RNA i odpo-
wiedniej obrébce rybonukleazami, wraz z biatkami Cas i Csn, rozpoznajg obce DNA fagowe lub pla-
zmidowe i hamujg jego replikacje. System CRISPR-Cas rejestruje historie infekcji fagowych lub pla-
zmidowych danego szczepu i jest jego unikalng cechg genetyczng odrézniajgcg go od innych szcze-
pow tego samego gatunku. Jest to rodzaj odcisku palca pozwalajgcy na bezbtedng identyfikacje
szczepu zawierajgcego system CRISPR-Cas.

Na koncu opisu przedstawiono takze unikalng charakterystyczng sekwencje CRISPR w nowym
szczepie Lactobacillus rhamnosus BioPL1, o dtugosci 1357 par zasad.

Sposob otrzymywania L-mleczanu wapnia, w drodze hodowli szczepu bakterii mlekowych Lacto-
bacillus rhamnosus, polegajacy na hodowli inokulum bakterii w wyjatowionej ptynnej pozywce inokula-
cyjnej zawierajgcej glukoze, Pepton Bacto, ekstrakt drozdzowy, CaCO; oraz wode destylowana, o po-
czatkowym pH = 7,2, w temperaturze 37-45°C w czasie 24 godziny, nastepnie zaszczepieniu otrzyma-
nym inokulum wyjatowionej pozywki produkcyjnej zawierajgcej ekstrakt drozdzowy, produkt pochodzenia
roslinnego i/lub zwierzecego, sole mineralne, jak K,HPO,, NaH,PO,, MgSO,-7H,0, MnSO,4-H,0, nadto
CaCO; i wode destylowang, o poczatkowym pH=7,2 i prowadzeniu hodowli produkcyjnej wgtebnej
w warunkach beztlenowych, a po jej zakonczeniu na dodaniu do bioreaktora zawiesiny Ca(OH),, inak-
tywacji bakterii, oddzieleniu biomasy bakterii od brzeczki pofermentacyjnej zawierajgcej L-mleczan
wapnia i krystalizacji L-mleczanu wapnia z brzeczki, wedlug wynalazku charakteryzuje sie tym, ze
stosuje sie szczep bakterii Lactobacillus rhamnosus BioPL1. Hodowle inokulum prowadzi sie na po-
zywce zawierajgcej w 1 | pozywki 50 g glukozy, 5 g Pepton Bacto,10 g ekstraktu drozdzowego, 25 g
CaCO; i wode destylowang do 1000 ml. Hodowle produkcyjng prowadzi sie w pozywce zawierajgcej
jako produkt pochodzenia roslinnego lub zwierzecego sok gesty cukrowniczy, enzymatyczny hydroli-
zat ziarna owsa nagiego Avena nuda, koncentrat permeatu serwatki lub glukoze w ilosci 5-15% wa-
gowych, ekstrakt drozdzowy w ilosci 1-5 g/l pozywki, K;HPO, w ilosci 0,5-2,5 g/l pozywki, NaH,PO,
w ilosci 0,5-2,5 g/l pozywki, MgSO,-7H,0 w ilosci 0,02-0,2 g/l pozywki, MnSO,4-H,0 w iloci 0,05-0,2 g/l
pozywki, CaCO; w ilosci 25,0-83,0 g/l pozywki i wode destylowang do 1000 ml, zaszczepionej inoku-
lum uzytym w ilosci 10-50 ml/l, w temperaturze 35-45°C przy pH zmieniajagcym sie samorzutnie od
7,2 do 5,2 w czasie 30-72 godziny. Krystalizacje L-mleczanu wapnia z brzeczki pofermentacyjnej
prowadzi sie w temperaturze 0-5°C, po czym powstajgcy krystaliczny L-mleczan wapnia oddziela sie
od tugu pokrystalizacyjnego, przemywa wodg lodowg i suszy w suszarce prézniowej lub z nawiewem
gorgcego powietrza.

W wyniku hodowli szczepu Lactobcillus rhamnosus BioPL1 w pozywkach produkcyjnych uzy-
skuje sie L-mleczan wapnia, ktéry moze by¢ stosowany jako dodatek do pasz dla bydta, trzody chlew-
nej i drobiu. L-mleczan wapnia moze by¢ réwniez wykorzystywany jako surowiec do otrzymywania
czystego kwasu L-mlekowego do zastosowan w przemysle spozywczym badz do produkcji biodegra-
dowalnych polimeréw — polimleczanu PLA.

Przedmiot wynalazku ilustrujg ponizsze przyktady.

Przyktad 1

Szczep bakterii Lactobacillus rhamnosus BioPL1, przechowywany w formie zamrozonej zawie-
siny komorek w pozywce MRS z dodatkiem 15% objetosciowo glicerolu, uaktywniono przez jego roz-
mrozenie i posiew redukcyjny na zestalong agarem pozywke MRS, po czym ptytki Petriego inkubowa-
no w czasie od 48 do 72 godzin w temperaturze od 37 do 45°C. Po tym czasie na powierzchni pozyw-
ki agarowej wyrosty pojedyncze kolonie bakterii o srednicy od 1 do okoto 2,5 mm. Kolonie bakterii
sprawdzono mikroskopowo pod katem prawidtowej morfologii komadrek bakterii i obecnosci potencjal-
nych zakazen innymi bakteriami. Do sporzadzenia hodowli inokulacyjnej wybrano dwa razy po trzy
sprawdzone najwigksze kolonie i przeniesiono je do 10 ml jatowej ptynnej pozywki MRS o nastepuja-



PL 226 294 B1 5

cym skfadzie [g/l]: glukoza 20,0, ekstrakt drozdzowy 4,0, ekstrakt miesny 8,0, cytrynian di-amonu 2,0,
wodorofosforan di-potasu 2,0, octan sodu 5,0, MgSQO,-7H,0 0,2, MnSO,4-4H,0 0,05, woda destylowa-
na do 1000 ml. Poczatkowe pH pozywki nastawiono na 7,2 za pomocag 30% roztworu NaOH, rozlano
po 10 ml do probéwek bakteriologicznych i sterylizowano w temperaturze 121°C przez 15 minut. Za-
szczepione probdéwki inkubowano w temperaturze od 37 do 45°C przez 16—24 godziny. Mikroskopowo
sprawdzono czy otrzymane hodowle bakterii nie zawierajg obcej mikroflory. Zawartos¢é poszczegél-
nych probowek przeniesiono jatowo do dwdéch porcji po 250 ml pozywki inokulacyjnej o nastepujgcym
skfadzie [g/l]: glukoza 50,0, Pepton Bacto 5,0, ekstrakt drozdzowy 10,0, CaCO; 25,0, woda destylo-
wana do 1000 ml. Poczagtkowe pH pozywki nastawiono na 7,2 za pomocg 30% roztworu NaOH, rozla-
no po 250 ml do butelek o pojemnosci 500 ml z zakretkg i sterylizowano w temperaturze 121°C przez
15 minut. Zaszczepione butelki inkubowano w temperaturze od 37 do 45°C przez 24 godziny. Po ho-
dowli sprawdzono jakos$¢ otrzymanego inokulum metodg mikroskopowg i makroskopowo. Catkowite
rozpuszczenie sie kredy i intensywne gazowanie wskazywato na dobrg jakosé¢ otrzymanego inokulum.
Do zaszczepienia bioreaktora wybierano inokulum ocenione jako bardziej aktywne. Proces fermentaciji
mlekowej prowadzono w bioreaktorze o pojemnosci 7,0 | zawierajgcym 5 | jatowej pozywki o nastepu-
jacym skiadzie [g/l]: sok gesty buraczany 66°Bx 227,3, ekstrakt drozdzowy K,HPO, 0,5, NaH,PO, 0,5,
MgSO,-7H,0 0,2, MnSO,4-H,O 0,05, CaCO; 83,4, odpieniacz ,Structol” 0,2, woda destylowana do
1000 ml. Poczatkowe pH pozywki nastawiono na 7,2 za pomocg 30% roztworu NaOH. Pozywke stery-
lizowano w bioreaktorze z wigczonym mieszadtem (200 obrotéw/minute) w temperaturze 121°C przez
30 minut. Po sterylizacji i ochtodzeniu zawartosci bioreaktora do temperatury roboczej uzupetniono
jego zawartos¢ do objetosci 5 | jatowg wodg destylowana. Bioreaktor zaszczepiono 250 ml wczesniej
przygotowanego inokulum. Proces fermentacji mlekowej prowadzono w temperaturze 42°C z miesza-
niem (300 obrotow/ minute) w czasie 45 godzin. Koncowa warto$¢ pH pozywki fermentacyjnej wynosi-
ta 5,2. Po zakonczeniu procesu fermentacji do bioreaktora dodano 30% zawiesine Ca(OH), w ilosci
niezbednej do zobojetnienia wolnego kwasu mlekowego i alkalizacji srodowiska do pH = 10,0. Zawar-
tos¢ bioreaktora ogrzano do temperatury 80°C w celu inaktywacji komérek bakterii i koagulacji biatek
wytworzonych w procesie fermentacji. Po ochtodzeniu do temperatury 50°C brzeczke pofermentacyj-
ng w ilosci 4900 ml odwirowano w litrowych porcjach (4500 obrotéw/min., 40°C, 15 minut). Oddzielono
supernatant od skoagulowanej biomasy otrzymujgc 4800 ml klarownej brzeczki pofermentacyjnej
i 193,3 g mokrej masy bakterii i osadow organicznych i nieorganicznych. Zawartos¢ bezwodnego mle-
czanu wapnia w brzeczce pofermentacyjnej wynosita 189 g/l, a w przeliczeniu na czysty kwas mleko-
wy 156,0 g/l, co stanowito 97% wydajnosci konwersji cukru do kwasu L-mlekowego. Do oznaczenia
zawartosci kwasow D- i L-mlekowego wykorzystano testy enzymatyczne o nazwie handlowej ,D-Lactic
Acid Test” i ,L-Lactic Acid Test” firmy Megazyme. Udziat procentowy izomeru kwasu L-mlekowego
w otrzymanym kwasie mlekowym wynosit 98,1%.

Nastepnie przeprowadzono krystalizacje L-mleczanu wapnia. W tym celu klarowng brzeczke
pofermentacyjng (4800 ml) przeniesiono do krystalizatora i pozostawiono w temperaturze +4°C przez
24 godziny. Zawartos¢ krystalizatora ulegta zestaleniu do gestej pasty. Oddzielono krysztaty piecio-
wodnego L-mleczanu wapnia przez odwirowanie powstatej pasty (4500 obrotéw/ minute, +4°C, 15 mi-
nut) otrzymujac 2427 g mokrego mleczanu wapnia oraz 2400 ml tugu pokrystalizacyjnego. Mleczan
wapnia wysuszono w suszarce z nawiewem powietrza (44°C) otrzymujgc 890,5 g suchego produktu.
tug pokrystalizacyjny zatezono w wyparce prézniowej (60°C, 120 obrotéw/minute, 9000 Pa) do 1/3
objetosci (800 ml) i poddano kolejnej krystalizacji, w wyniku ktérej otrzymano 481,3 g mokrego mle-
czanu wapnia. Otrzymane krysztaty pieciowodnego mleczanu wapnia przemyto wodg lodowg o tem-
peraturze 0°C i odwirowano (4500 obrotéw/minute, 4°C, 15 minut). Po ptukaniu otrzymano 403,2 g
mokrej masy mleczanu wapnia, a po jego wysuszeniu uzyskano 171,4 g suchego mleczanu wapnia.
Po krystalizacji pozostato 400 ml tugu i 300 ml poptuczyn. Ogdtem z procesu fermentacji otrzymano
1061,9 g suchego L-mleczanu wapnia, co stanowito 82,6% wydajnosci w przeliczeniu na wykorzysta-
ny cukier. Pozostaty w tugu pokrystalizacyjnym i poptuczynach mleczan wapnia wyodrebniono dodat-
kowo w kolejnym procesie krystalizaciji.

Przyktad 2

Proces fermentacji mlekowej prowadzono w bioreaktorze o pojemnosci 7,0 | zawierajgcym 5 |
jatowej pozywki o nastepujgcym skitadzie [g/l]: glukoza 150,0, ekstrakt drozdzowy 5,0, K,HPO, 2,6,
(NH,;).S0,4 2,5, MgS0O,4-7H,0 0,2, MnSO4-H,O 0,05, CaCO; 83,4, woda wodociggowa do 1000 ml.
Poczatkowe pH pozywki nastawiano na 7,2 za pomocg 30% roztworu NaOH. Pozywke sterylizowano
w bioreaktorze z wigczonym mieszadtem (200 obrotéw/minute) w temperaturze 121°C przez 30 minut.
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Po sterylizacji i ochtodzeniu zawartosci bioreaktora do temperatury roboczej, uzupetniano jego za
wartos¢ do objetosci 5 | jatowg wodg destylowang. Bioreaktor zaszczepiano 250 ml inokulum otrzy-
manego z nowego szczepu bakterii Lactobacillus rhamnosus BioPL1 i przygotowanego jak w przykta-
dzie 1. Proces fermentacji mlekowej prowadzono w temperaturze 42°C z mieszaniem (300 obrotow/
minute) w czasie 72 godzin.

Po fermentacji zawarto$¢ bezwodnego mleczanu wapnia w brzeczce pofermentacyjnej wynosita
139 g/l, a w przeliczeniu na czysty kwas 114,8 g/l, co stanowito 76,5 % wydajnosci konwersji cukru do
kwasu L-mlekowego.

Przyktad 3

Proces fermentacji mlekowej prowadzono w bioreaktorze o pojemnosci catkowitej 1000 ml za-
wierajgcym 700 ml jatowej pozywki o sktadzie [g/l]: glukoza 100,0, ekstrakt drozdzowy 5,0, K,HPO,
2,6, (NaH,),S0, 2,5, CaCO; 55,6, woda destylowana do 1000 ml. Poczatkowe pH pozywki nastawia-
no na 7,0 za pomocg 30% roztworu NaOH. Pozywke sterylizowano w autoklawie w temperaturze
121°C przez 30 minut. Do zaszczepienia hodowli produkcyjnej uzyto inokulum otrzymane z nowego
szczepu bakterii Lactobacillus rhamnosus BioPL1 i przygotowane jak w przykfadzie 1, w ilosci 70 ml.
Hodowle prowadzono w temperaturze 37°C w czasie 53 godziny z mieszaniem (300 obrotéw/minute).

Po procesie fermentacji otrzymano roztwér mleczanu wapnia o stezeniu 105,2 g/l, a w prze-
liczeniu na czysty kwas 86,9 g/l, co stanowito 93,2% wydajnosci konwersji cukru do kwasu L-mleko-
wego. W pozywce pozostato 6,8 g/l nieprzefermentowanej glukozy.

Przyktad 4

Pozywka produkcyjna do fermentacji mlekowej zawierata enzymatyczny hydrolizat $ruty owsa
nagiego o zawartosci cukrow redukujgcych 191,7 g/l. Hydrolizat $ruty owsa nagiego przygotowano
znang metoda z 1,5 kg surowca, wykorzystujgc do procesu handlowe preparaty enzymatyczne — ter-
mostabilng a-amylaze ,Aquazym ATL”, glukoamylaze ,Spritase GA 14400” oraz stéd owsiany z owsa
nagiego. Proces fermentacji mlekowej prowadzono w kolbach stozkowych z ptaskim dnem o pojem-
nosci 300 ml zawierajgcych 200 ml jatowej pozywki o nastepujgcym skiadzie [g/l]: hydrolizat Sruty
owsa nagiego 625 ml (120 g cukréow redukujacych), ekstrakt drozdzowy 1,0; K,HPO, 0,5, NaH,PO,
0,5, MgS0O,4-7H,0 0,2, MnSO,4-H,0 0,05, CaCO; 67,0, woda destylowana do 1000 ml. Poczgtkowe pH
pozywki nastawiano na 7,2 za pomocg 30% roztworu NaOH. Pozywke sterylizowano w autoklawie
w temperaturze 121°C przez 30 minut. Do zaszczepienia hodowli produkcyjnej uzyto inokulum otrzy-
mane z nowego szczepu bakterii Lactobacillus rhamnosus BioPL1 i przygotowane jak w przyktadzie 1,
w ilosci 10 ml. Hodowle prowadzono w temperaturze 42°C przez 48 godzin na wytrzgsarce (100 obro-
téw/minute).

Po procesie fermentacji otrzymano roztwér mleczanu wapnia o stezeniu 117,7 g/l, a w przeli-
czeniu na czysty kwas 97,2 g/l, co stanowito 90,7% wydajnosci konwersji cukru do kwasu mlekowego.
Udziat procentowy izomeru kwasu L-mlekowego w otrzymanym kwasie mlekowym wynosit 98,5%.

Przyktad 5

Proces fermentacji mlekowej prowadzono w kolbach stozkowych z ptaskim dnem o pojemnosci
500 ml zawierajgcych 200 ml jatowej pozywki o nastepujacym skiadzie [g/l]: koncentrat permeatu serwatki
(80% wagowych laktozy) 150,0, ekstrakt drozdzowy 5,0, K;HPO, 2,6, MgSQO,4-7H,0 0,2, MnSO,4-H,0 0,05,
CaCO; 67,0, woda destylowana do 1000 ml. Poczagtkowe pH pozywki nastawiano na 7,2 za pomocg
30% roztworu NaOH. Pozywke sterylizowano w autoklawie w temperaturze 121°C przez 30 minut. Do
zaszczepienia hodowli produkcyjnej uzyto inokulum otrzymane z nowego szczepu bakterii Lactobacil-
lus rhamnosus BioPL1 i przygotowane jak w przyktadzie 1, w ilosci 10 ml. Hodowle prowadzono
w temperaturze 42°C przez 48 godzin na wytrzgsarce (100 obrotéw/minute).

Po procesie fermentacji otrzymano roztwér mleczanu wapnia o stezeniu 125,7 g/l, a w przeli-
czeniu na czysty kwas 103,8 g/l, co stanowito 86,5% wydajnosci konwersji laktozy do kwasu mleko-
wego.
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Wykaz pelnej sekwencji genu 16S rRNA szczepu Lactobacillus rhamnosus BioPL1
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1 50
AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGARCGCTGGCGGCGTGCCTAATACATG
AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTARTACATG
AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATG
AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTARTACATG
AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATG
AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGARCGCTGGCGGCGTGCCTAATACATG
51 100
CAAGTCGAACGAGTTCTGATTATTGAAAGGTGCTTGCATCTTGATTTAAT
CAAGTCGAACGAGTTCTGATTATTGAARAGGTGCTTGCATCTTGATTTAAT
CAAGTCGAACGAGTTCTGATTATTGAARGGTGCTTGCATCTTGATTTAAT
CAAGTCGAACGAGTTCTGATTATTGARAGGTGCTTGCATCTTGATTTAAT
CAAGTCGARCGAGTTCTGATTATTGARAGGTGCTTGCATCTTGATTTAAT
CAAGTCGRACGAGTTCTGATTATTGAAAGGTGCTTGCATCTTGATTTAAT
101 150
TTTGAACGAGTGGCGGACGGGTCAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAA
TTTGAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAR
TTTGAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAR
TTTGAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAA
TTTGARCGAGTGGCGGACGGGTGAGCTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAR
TTTGAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTARCACGTGGGTAACCTGCCCTTAA
151 200
GTGGGGGATAACATTTGGARACAGATGCTAATACCGCATAARATCCAAGAR
GTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAAATCCAAGAA
GTGGGGGATAACATTTGGARACAGATGCTAATACCGCATARATCCAAGAR
GTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAAATCCAAGAA
GTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAARATCCAAGAA
GTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAAATCCAAGAA
201 250
CCGCATGGTTCTTGGCTGARAGATGGCGTARGCTATCGCTTTTGGATGGA
CCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGIAAGCTATCGCTTTTGGATGGA
CCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGIAAGCTATCGCTTTTGGATGGA
CCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAARGCTATCGCTTTTGGATGGA
CCGCATGGTTCTTGGCTGARAGATGGCGCAAGCTATCGCTTTTGGATGGA
CCGCATGGTTCTTGGCTGARAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGA
251 300
CCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAATGA
CCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAATGA
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CCCGCGGCGTATTAGCTAGT TGGTGAGGTAACGGCTCRACCAAGGCRATGA
CCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAATGA
CCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAATGA
CCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAATGA
301 350
TACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGEG
TACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACAT TGGGACTGAGACACGG
TACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGSG
TACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGARGACACGEG
TACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGEG
TACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGG
351 400
CCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCA
CCCAARACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCA
CCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCA
CCCARACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCA
CCCRARCTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCA
CCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCA
401 450
AGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAA
AGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTARAA
AGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAA
AGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGCTCGTAAR
AGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTARA
AGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAR
451 500
ACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGA
ACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGA
ACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGA
ACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGA
ACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGA
ACTCTGTTGTTGGAGAARGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGA
501 550
CGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
CGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
CGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
CGGTATCCAACCAGARAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
CGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
CGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
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551 600
ATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTARAGCGAGCGC
ATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTARAGCGAGCGT
ATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATT TATTGGGCGTARAGCGAGCGC
ATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATT TATTGCGGCGTARAGCGAGCGC
ATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTARAGCGAGCGC
ATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTARAGCGAGCGC
601 650
AGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGT
AGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGT
AGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGT
AGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGARAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGT
AGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGARAGCCCTCGGCTTAACCGAGGRAGT
AGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGT
651 700
GCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCAT
GCATCGGARACTGGAARACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCAT
GCATCGGARACTGGAARACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCAT
GCATCGGAAACTGGGAARACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCAT
GCATCGGAAACTGGGARACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCAT
GCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCAT
701 750
GTGTAGCGGTGARATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGT
GTGTAGCGGTGARATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGARGGC
GTGTAGCGGTGARATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGC
GTGTAGCGGTGARATGCCTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGC
GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAARCACCAGTGGCGAAGGC
GTGTAGCGGTGAARATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGC
751 800
GGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAA
GGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAA
GGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAA
GGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAA
GGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGARAGCATGGGTAGCGAA
GGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGARAGCATGGGTAGCGAA
801 850
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTG
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTG
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTG
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CAGGATTA@ATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTG
CAGGATTAéATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTG
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTG
851 900
TTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCG
TTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAARGCATTCCG
TTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCG
TTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTARGCATTCCG
TTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCG
TTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCG
901 950
CCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCARAGGAAT TGACGGGGGCC
CCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGARACTCARAGGAATTGACGGGGGCC
CCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
CCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
CCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCARAGGAAT TGACGGGGGCC
CCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAARACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
951 1000
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCT
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCT
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCT
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGARGAACCT
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCT
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCT
1001 1050
TACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTC
TACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCEGGTTTCCCCTTC
TACCAGGTCTTGARCATCTTTTGATCACCTGAGAGATCGGGTTTCCCCTTC
TACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTC
TACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTC
TACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTC
1051 1100
GGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG
GGGGGCARAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG
GGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG
GGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG
GGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG
GGGGGCAARATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG



BioPL1l

GG

ATCC 53103
ATCC 8530
Lec705

Konsensus

BioPL1l

GG

ATCC 53103
ATCC 8530
Lc705

Konsensus

BioPL1l

GG

ATCC 53103
ATCC 8530
Lc705

Konsensus

BioPL1l

GG

ATCC 53103
ATCC 8530
Lc705

Konsensus

BioPLl

GG
ATCC 53103
ATCC 8530
Lc705

Konsensus

BioPL1l
GG
ATCC 53103

(1101)
(1101)
(1101)
(1101)
(1101)
(1101)

(1151)
(1151)
(1151)
(1151)
(1151)
(1151)

(1201)
(1201)
(1201)
(1201)
(1201)
(1201)

(1251)
(1251)
(1251)
(1251)
(1251)
(1251)

(1301)
(1301)
(1301)
{1301)
(1301)
(1301)

(1351)
(1351)
(1351)

PL 226 294 B1

1101 1150
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAG
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGT TGCCAG
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAG
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAG
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAG
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAG
1151 1200
CATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG
CATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG
CATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACARACCGGAGGAAGG
CATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGARGG
CATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG
CATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG
1201 1250
TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGT
TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGT
TGGGGATGACGTCARATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGT
TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGT
TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGT
TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGT
1251 1300
GCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATC
GCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATC
GCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATC
GCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATC
GCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCARAGCTAATC
GCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATC
1301 1350
TCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGA
TCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGA
TCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGA
TCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGA
TCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGA
TCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGA
1351 1400
AGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTC
AGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTC
AGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTC
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ATCC 8530
Lec705

Konsensus

BioPL1

GG

ATCC 53103
ATCC 8530
Lc705

Konsensus

BioPLl

GG

ATCC 53103
ATCC 8530
Lc705

Konsensus

BioPL1

GG

ATCC 53103
ATCC 8530
Le705

Konsensus

BicoPL1l

GG

ATCC 53103
ATCC 8530
Le705

Konsensus

(1351)
(1351)
(1351)

(1401)
(1401)
(1401)
(1401)
(1401)
(1401)

(1451)
(1451)
(1451)
(1451)
(1451)
(1451)

(1501)
(1501)
(1501)

(1501)

(1501)
(1501)

(1551)
(1551)
(1551)
(1551)
(1551}
(1551)
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AGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGRATACGTTC

AGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTC

AGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGETGAATACGTTC
1401 1450
CCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCG
CCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCG
CCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTARCACCCG
CCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTARCACCCG
CCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTARCACCCG
CCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCG
1500
AAGCCGGTGGCGTAACCCTTTTAGGGAGCGAGCCGTCTAAGGTGGGACAA
AAGCCGGTGGCGTAACCCTTTTAGGGAGCGAGCCGTCTAAGGTGGGACAA
AAGCCGGTGGECGTAACCCTTTTAGGCGAGCGAGCCGTCTAAGGTGGGACAA
AAGCCGGTGGCGTAACCCTTTTAGGGAGCGAGCCGTCTAAGGTGGGACAA

1451

AAGCCGGTGGCGTAACCCTTTTAGGGAGCGAGCCGTCTAAGGTGGGACAA

AAGCCGGTGGCGTAACCCTTTTAGGGAGCGAGCCGTCTAAGGTGGGACAA
1501 1550
ATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGAGARACCTGCGGCTG
ATGATTAGGGTGAARGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGCTG

ATGATTAGGGTGARGTCGTAACARGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGCTG
ATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGCTG

ATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGCTG
ATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGCTG
1551

GATCACCT

GATCACCT

GATCACCT

GATCACCT

GATCACCT

GATCACCT

Wykaz sekwencji tacznikowych regionu palindromowych powtorzen (CRISPR) nowego

szczepu

a. 5" -GCGTTTAGAATGATGCCACTTGAATGCTGT~3"
b. 5" -AGTGTGATCCTCATCACCTCTTTGCCACTA-3"
¢. 5" -GATCGAATGCCTCATGAAATCGTATGTGCG-3"
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. 5" -TTTAGCAACAACCTACACGGTTATTTGTGG-3’

d
d. 5' -TTGGATTTCTTTGGAACAGTGACCGGCAGAA-3’

N Q T 0 8O 3 H /& W B D oa th 0

031

. 5’ ~CTTAAAAGAGGTAATTAAAAATGGAAAATT-3'
. 5" -ATTTTGATACTGAAATTGGTGAAAGTAAAG-3’
. 5’ -CGCAGCAGGTTAGTCAAGTGGCTAGTAGTC-3"
. 5’ -AATAGGAAACGTGAGTGTGTCTAAGCCCGT-3"
. 5" -TTCTGCATCAACTGCCAAATATTTTTTGCT-3"
. 5" -CACAAGCAGACGCGAATACCTATCAGTCTT-3"
. 5" -TTGGGATTGGTAAGCTGCGACATGAATTTA-3’

5" -GGATCAAGGCGTTCGCGGACAAGCAAGACA-3'
5" -TCCCATGATGTTCTTGGGGCTTATCAGCGT-3"

. 5" -GTGATCATTGGTCACTGCTTAGGCCACAGC-3"

5" -AAGTGTCATGGRAAGCAATATCACTCTICTT-3"

. 5" -ACGTTTAGAATGATACCACTTGGATGITGT -3’

5" -AGCCCTGAAAGAAATTGATTACGGTGTATT -3’

. 5" ~AGGCGAAGAACTGGCGCTGACAGTCGGTGA-3"
. 5'"-ACTCGGGTATTGACAAAGATCGACGCGGCA-3"

Sekwencje palindromowych powtérzen systemu CRISPR - Cas szczepu Lactobacillus

rhamnosus BioPL1

Sekwencja prostego palindromowego powtdrzenia systemu

5'—GTCTCAGGTAGATGTCAGATCAAEEAQETEEAG&EE—3'
5'-GTCTCAGGTAGATGTCAGATCAATCAGTTCAAGAAC-3 "
5" ~GTCTCAGGTAGATGTCAGATCAAAAACCTTCAGTGA-3 '

Pogrubiong i podkreslong czcionka zaznaczono roéznice pomiedzy prostymi powtdrzeniami.

Sekwencje palindromowych powtdrzen systemu CRISPR-Cas szczepow Lactobacillus

rhamnosus GG 1 ATCC53103

L.p.

1

Sekwencja prostego palindromowego powtérzenia

Liczba powtorzen
17
3
1

Liczba powtorzen

5'"-GTCTCAGGTAGATGTCAGATCAATCAGTTCAAGAGC-3' 21

13
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2 5'-GTCTCAGGTAGATGTCAGATTAATCAGTTCAAGAGC-3' 1
3 5" -GTCTCAGGTAGATGTCAGATCAATCAGTTCAAGAGG-3" 1
4 5'-GTCTCAGGTAGATGTCAGATCAATCAGTTCAAGAAT -3 1
5 5" -GTCTCAGGTAGATGTCAGATCAAAAAAACTTCAGTG-3" 1

Pogrubiong i podkreslong czcionka zaznaczono réznice pomigdzy prostymi powtérzeniami.

Charakterystyczna sekwencja CRISPR w nowym szczepie Lactobacillus rhamnosus
BioPL1, o dlugosci 1357 par zasad.

>BioP11-CRISPR
gtctcaggtagatgtcagatcaatcagtticaagagegegtttagaatgatgecacttgaatgetgtgtet
caggtagatgtcagatcaatcagttcaagagcagtgtgatcctcatcacctetttgecactagtetcagg
tagatgtcagatcaatcagticaagagcgatcgaatgectcatgaaatcgtatgtgeggtetcaggtaga
tgtcagatcaatcagticaagagctttagcaacaacctacacggttatttgtgggtctcaggtagatgtc
agatcaatcagticaagagcttggatttctttggaacagtgaccggeagaagtctcaggtagatgicaga
tcaatcagttcaagagcecttaaaagaggtaattaaaaatggaaaattgtctcaggtagatgtcagatcaa
tcagttcaagagcattttgatactgaaattggtgaaagtaaaggtctcaggtagatgtcagatcaatcag
ttcaagagccgeagcaggttagtcaagtggetagtagtegtetcaggtagatgtcagatcaatcagtica
agagcaataggaaacgtgagtgtgtctaagcccgtgictcaggtagatgtcagatcaatcagttcaagag
cttetgcatcaactgecaaatattttttgetgtctcaggtagatgtcagatcaatcagticaagagecac
aagcagacgcgaatacctatcagtcttgtctcaggtagatgtcagatcaatcagtticaagagcettgggat
tggtaagctgegacatgaatttagtctcaggtagatgtcagatcaatcagtticaagageggatcaaggeg
ttcgcggacaagcaagacagtctcaggtagatgtcagatcaatcagitcaagagcetcecatgatgttett
ggggcttatcagegtgtctcaggtagatgtcagatcaatcagticaagagegtgateattggteactget
taggccacagcegtctcaggtagatgtcagatcaatcagticaagageaagtgtcatggaageaatatcac
tettettgtctcaggtagatgtcagatcaatcagticaagageacgtitagaatgataccacttggatgt
tgtgtctcaggtagatgtcagatcaatcagticaagaacagecctgaaagaaattgattacggtgtattg
tctcaggtagatgtcagatcaatcagttcaagaacaggegaagaactggegetgacagteggtgagtctc
aggtagatgtcagatcaatcagttcaagaacactcgggtattgacaaagatcgacgeggceagictcaggt

agatgtcagatcaaaaaccttcagtga
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Zastrzezenia patentowe

1. Szczep bakterii Lactobacillus rhamnosus BioPL1 zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroor-
ganizméw PCM w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk
im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu, pod numerem B/00049.

2. Sposob otrzymywania L-mleczanu wapnia, w drodze hodowli szczepu bakterii mlekowych
Lactobacillus rhamnosus, polegajacy na hodowli inokulum bakterii w wyjatowionej ptynnej
pozywce inokulacyjnej zawierajgcej glukoze, Pepton Bacto, ekstrakt drozdzowy, CaCO; oraz
wode destylowang, o poczgtkowym pH=7,2, w temperaturze 37-45°C w czasie 24 godziny,
nastepnie zaszczepieniu otrzymanym inokulum wyjatowionej pozywki produkcyjnej zawieraja-
cej ekstrakt drozdzowy, produkt pochodzenia roslinnego i/lub zwierzecego, sole mineralne, jak
K,HPQO,, NaH,PO,, MgSQ, 7H,0, MnSO,'H,0O, nadto CaCO; i wode destylowang, o poczgt-
kowym pH=7,2 i prowadzeniu hodowli produkcyjnej wgtebnej w warunkach beztlenowych,
a po jej zakonczeniu na dodaniu do bioreaktora zawiesiny Ca(OH),, inaktywacji bakterii, od-
dzieleniu biomasy bakterii od brzeczki pofermentacyjnej zawierajgcej L-mleczan wapnia
i krystalizacji L-mleczanu wapnia z brzeczki, znamienny tym, ze stosuje sie szczep bakterii
Lactobacillus rhamnosus BioPL1, przy czym hodowle inokulum prowadzi sie na pozywce
zawierajgcej w 1 I: 50 g glukozy, 5 g Pepton Bacto,10 g ekstraktu drozdzowego, 25 g CaCO;
i wode destylowang do 1000 ml, hodowle produkcyjng prowadzi sie w pozywce zawierajgce;j:
jako produkt pochodzenia roslinnego lub zwierzecego sok gesty cukrowniczy, enzymatyczny
hydrolizat ziarna owsa nagiego Avena nuda, koncentrat permeatu serwatki lub glukoze
w ilosci 5-15% wagowych, ekstrakt drozdzowy w ilosci 1-5 g/l pozywki, K,;HPO, w ilosci
0,5-2,5 g/l pozywki, NaH,PO, w ilosci 0,5-2,5 g/l pozywki, MgSO,-7H,0 w ilosci 0,02-0,2 g/l
pozywki, MnSO4-H,O w ilosci 0,05-0,2 g/l pozywki, CaCO; w ilosci 25,0-87,0 g/l pozywki
i wode destylowang do 1000 ml, zaszczepionej inokulum uzytym w ilosci 10-50 ml/l, w tem-
peraturze 35-45°C przy pH zmieniajagcym sie samorzutnie od 7,2 do 5,2 w czasie 30—72 go-
dziny, zas krystalizacje L-mleczanu wapnia z brzeczki pofermentacyjnej prowadzi sie w tem-
peraturze 0-5°C, po czym powstajgcy krystaliczny L-mleczan wapnia oddziela sie od tugu
pokrystalizacyjnego, przemywa wodg lodowg i suszy w suszarce prézniowej lub z nawie-
wem gorgcego powietrza.
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