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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg nowe szczepy bakterii mlekowych Lactiplantibacillus plantarum
o wtasciwosciach probiotycznych, kompozycja nowych szczepdw oraz jej zastosowanie do fermentac;ji
produktow roslinnych.

Lactobacillus plantarum to gramdodatnie nieprzetrwalnikujgce bakterie, wykazujgce zdolnos¢ do
wzrostu w temperaturach od 12 do 40°C przy pH od 3,4 do 8,8. Sg bakteriami wzglednie heteroferme-
tatywnymi i podobnie jak inne bakterie z rodzaju Lactobacillus majg ksztatt pateczek i czesto spotyka
sie je w skupiskach krétkich tancuszkow.

Zgodnie z literaturg, w ostatnich latach systematyka bakterii ulegta zmianie i obecnie Lactobacil-
lus plantarum zostato przemianowane na Lactiplantibacillus plantarum (Zheng, L., Wittouck, S., Salvetti,
E., Franz, C.M.AP., Harris, H.M.B., Mattarelli, P., O'Toole, P.W., Pot, B., Vandamme, P., Walter, J.,
Watanabe, K., Wuyts, S., Felis G.E., Génzle, M.G., and Lebeer, S. "A taxonomic note on the genus
description of 23 novel genera, emended description of the genus Lactobacillus Beijerinck 1901, and
union of Lactobacillaceae and Leuconostocaceae.” Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 2020; 70(4): 2782—
2858). Przy czym, obie nazwy sg poprawne i w rozumieniu niniejszego wynalazku moga by¢ stosowane
zamiennie.

Brak wystepowania u nich fancucha oddechowego oraz cytochromoéw generuje powstawanie
nadtlenku wodoru, ktory dziata toksycznie na bakterie konkurujgce z nimi o pokarm. Bakterie te nie majg
réwniez zdolnosci do wytwarzania katalazy, jednak na odpowiednich podtozach mogg wykazywac ak-
tywnos¢ pseudokatalityczng. Lactobacillus plantarum posiada opornos$¢ na kilka antybiotykow, w tym
na streptomycyne, kolastyne, kanamycyne, gentamycyne czy neomycyne. Gatunek ten ma uznany sta-
tus GRAS, a jego liczne szczepy wyizolowano z réznych nisz ekologicznych, w tym miesa, ryb, owocow,
warzyw, mleka i produktéw zbozowych. L. plantarum jest powszechnie stosowany jako kultura poczat-
kowa w procesach fermentacji zywnosci, wptywa réwniez na wlasciwosci organoleptyczne, smak i tek-
sture. Produkcja kwasu mlekowego oraz zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych sprawia, ze gatunek ten
przyczynia sie do wytworzenia bezpiecznych do spozycia produktow procesu fermentacji (Svetoslav,
D. T., Gombossy De Melo Franco, B. D., Lactobacillus Plantarum. Characterization of the Species and
Application in Food Production ,,Food Reviews International”, 2010; 26(3):. 205-229).

Zastosowanie Lactobacillus plantarum w fermentacji produktéw roslinnych jest znane ze stanu
techniki. Na przyktad z opisu zgtoszeniowego EP2708599 znany jest szczep Lactobacillus plantarum
CCFM8661, ktéry moze by¢ przeznaczony do fermentacji burakéw, ogérkéw czy kapusty. Przy czym
ujawniony szczep wykazuje odporno$¢ na kwasy, dobrg tolerancje na jony otowiu in vitro z mozliwo$cig
tolerowania poczgtkowego stezenia roztworu jonéw otowiu 150 mg/L oraz dobrg zdolno$¢ wigzania jo-
néw otowiu, dzieki czemu moze obnizyé zawartos¢ ofowiu we krwi, watrobie, nerkach i zotgdkach. Ujaw-
niony moze by¢ stosowany do wytwarzania kompozycji farmaceutycznych i sfermentowanej zywno$ci
zdolnej do fagodzenia toksycznosci otowiu.

Z opisu zgtoszeniowego KR20110073897 znany jest sposdb wytwarzania produktu fermentowa-
nego przez bakterie kwasu mlekowego, ktéry przewiduje zastosowanie szczepu Lactobacillus planta-
rum PMOOQS8 o doskonatej przezywalnosci w zotgdku, zdolnosci adhezyjnej jelit, zdolnosci fermentacyj-
nej na materiatach rodlinnych, dziataniu przeciwnowotworowym lub przeciwbakteryjnym.

Z kolei z opisu zgtoszeniowego EP1869161 znane jest zastosowanie L. plantarum do przygoto-
wywania zywnosci dla alergikdw, w szczegdlnoéci dla oséb chorujgcych na celiakie.

Celem wynalazku jest uzyskanie nowych uniwersalnych szczepdw z rodzaju Lactiplantibacillus
taczgcych aktywnos¢ przeciw drobnoustrojom chorobotwdrczym oraz aktywnos$¢ probiotyczng z wysoka
efektywnos$cig prowadzenia procesu fermentacji warzyw, co pozwoli na ich zastosowanie jako szcze-
pionek lub skfadnika szczepionek do przetwérstwa zywnosci pochodzenia roslinnego.

Przedmiotem wynalazku sg nowe szczepy bakterii z rodzaju Lactiplantibacillus wyizolowane z ki-
szonych burakéw: Lactobacillus plantarum BPC1 zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorganizmow
(PCM) Instytutu Immunologii i Terapii Do$swiadczalnej Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu pod nu-
merem B/00373, Lactiplantibacillus plantarum BPC2 zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorgani-
zméw (PCM) Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu pod
numerem B/00374.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest kompozycja nowych szczepdw z rodzaju Lactobacillus,
ktéra zawiera szczep Lactiplantibacillus plantarum BPC1 zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorga-
nizméw (PCM) Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu
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pod numerem B/00373 oraz Lactiplantibacillus plantarum BPC2 w proporcji 1:1 zdeponowany w Polskiej
Kolekcji Mikroorganizmoéw (PCM) Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii
Nauk we Wroctawiu pod numerem B/00374.
Kolejnym przedmiotem wynalazku jest zastosowanie kompozycji wedlug wynalazku do fermen-
tacji produktow roslinnych, korzystnie buraka.
Wynalazek dostarcza nastepujgcych korzysci:
e Zapewnienie szczepionek do efektywnej fermentacji ukierunkowanej surowcow roslinnych;
o Korzystne wtasciwosci produktéw — kiszonek roslinnych wyprodukowanych z wykorzysta-
niem szczepoéw wedtug wynalazku, w tym:
stanowig dobry sktadnik diet odchudzajacych;
sg dobrze przyswajane;
wspierajg prace uktadu pokarmowego;
wspomagajg dziatanie uktadu odpornosciowego;
stabilizujg witamine C;
zawierajg silne przeciwutleniacze — witaminy A, C, E;
sg zrédtem witaminy B2 i PP;
sg zrédtem wielu skladnikow mineralnych (wapn, potas, magnez, zelazo i fosfor);
obnizajg poziom cholesterolu;
regulujg wchtanianie glukozy we krwi;
zawierajg acetylocholine;
stanowig zrodto probiotykdw i prebiotykow;
wptywajg na poprawe odpornosci organizmu na choroby, zwtaszcza wirusowe;
chronig mikroflore jelitowa podczas przewlektej lub czestej antybiotykoterapii;
wptywajg na prawidtowg prace jelit — zapobiegajgc zaparciom;
dzieki obecnosci witaminy C — przyczyniajg sie do poprawy stanu skory;
wptywajg na poprawe profilu lipidowego we krwi;
wptywajg na obnizenie cisnienia tetniczego krwi;
pomagajg w walce z anemig;
wspomagajg odchudzanie;
regulujg przemiane materii (pomagajg w wydalaniu kwasu moczowego z organizmu);
odkwaszajg organizm;
oczyszczajg organizm z toksyn wspomagajgc prace nerek i watroby;
obnizajg poziom ztego cholesterolu;
e Szczepy BPC1 oraz BPC2 wykazujg wtasciwosci probiotyczne;
e Szczepy BPC1 oraz BPC2 wykazujg aktywno$¢ przeciw drobnoustrojom chorobotwdrczym.

VVVVVVVVVVVVVVVYVYVVVVYVYYVYVYY

Charakterystyka ogélna szczepéw wedtug wynalazku

Szczep bakterii mlekowych Lactiplantibacillus plantarum BPC1 (dalej jako szczep BPC1) oraz
Lactiplantibacillus plantarum BPC2 (dalej jako szczep BPC2) wyizolowano z fermentowanego bu-
raka. Szczep BPC1 nalezy do gatunku Lactiplantibacillus plantarum i stanowi Gram-dodatnie krot-
kie pateczki (koko-pateczki) o metabolizmie wzglednie heterofermentatywnym. Szczep BPC1 zostat
zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorganizmoéw (PCM) Instytutu Immunologii i Terapii Doswiad-
czalnej Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu pod numerem B/00373, wykazuje wtasciwosci pro-
biotyczne oraz stanowi homolog bakterii z gatunku Lactobacillus plantarum [Php-GM13
(KY658476.1).

Szczep BPC2 nalezy do gatunku Lactiplantibacillus plantarum i stanowi Gram-dodatnie pa-
teczki o metabolizmie wzglednie heterofermentatywnym. Szczep BPC2 zostat zdeponowany w Pol-
skiej Kolekcji Mikroorganizmow (PCM) Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Aka-
demii Nauk we Wroctawiu pod numerem B/00374, wykazuje wiasciwosci probiotyczne oraz stanowi
homolog bakterii z gatunku Lactobacillus plantarum JNULCCO001 (MK294312.1).

Identyfikacja genetyczna szczepu BPC1 oraz BPC2

W celu okreslenia przynaleznosci gatunkowej nowego szczepu Lactiplantibacillus plantarum
BPC1 zsekwencjonowano region DNA kodujacy gen 16S rRNA. Okreslenie przynaleznosci gatunkowej
nowego szczepu Lactiplantibacillus plantarum BPC2 prowadzono analogicznie. Otrzymane sekwencje
nukleotydowe genu 16S rRNA poréwnano za pomocg programu BLASTN 2.8.0+ z sekwencjami do-
stepnymi w bazie National Center of Biotechnology Information (NCBI).
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Na podstawie poréwnania sekwencji nukleotydowych genéw 16S rRNA szczepdéw wedtug wyna-
lazku oraz sekwencji dostepnych w bazie NCBI stwierdzono 92% podobiehnstwo nowego szczepu bak-
terii BPC1 do szczepu Lactobacillus plantarum IPhp-GM13 (KY658476.1) oraz 94% podobienstwo no-
wego szczepu bakterii BPC2 do szczepu Lactobacillus plantarum IPhp-GM 13 (KY658476.1).

Cechy morfologiczne szczepu BPC1 oraz BPC2

Na podiozu statym MRS zawierajgcym jako zrodto wegla 2% glukozy nowy szczep BPC1 charak-
teryzuje sie wzrostem w postaci biatych, btyszczgcych i lekko wypuktych kolonii (§rednica okoto 2 mm)
o gtadkich brzegach. W obrazie mikroskopowym bakterie majg ksztatt bardzo krétkiej dtugosci pateczek
(koko-patki). Szczep BPC1 nie wytwarza przetrwalnikdw oraz wybarwia sie na Gram (+).

Na podiozu statym MRS zawierajgcym jako zrodto wegla 2% glukozy nowy szczep BPC2 charak-
teryzuje sie wzrostem w postaci biatych, blyszczgcych i lekko wypuktych kolonii (srednica okoto 1—
3 mm) o gtadkich brzegach. W obrazie mikroskopowym baterie majg ksztalt pateczek. Szczep BPC2
nie wytwarza przetrwalnikow oraz wybarwia sie na Gram (+).

Cechy fizjologiczne i biochemiczne szczepu BPC1 oraz BPC2

Szczep BPC1 rosnie w temperaturach od 10—40°C, natomiast optymalna temperatura wzrostu
szczepu wynosi 30—-37°C. Szczep BPC1 nie wytwarza katalazy.

Szczep BPC1 charakteryzuje sie metabolizmem wzglednie heterofermentatywnym. Wedtug testu
API 50 CHL zdolny jest do fermentacji nastepujgcych sacharydéw i ich pochodnych: L-arabinozy, ry-
bozy, D-ksylozy, galaktozy, glukozy, fruktozy, mannozy, mannitolu, sorbitolu, A-metylo-D-glukozydu,
N-acetyloglukozoaminy, amygdaliny, arbutyny, eskuliny, salicyny, celobiozy, maltozy, laktozy, meli-
biozy, sacharozy, trechalozy, melezytozy, rafinozy, gentobiozy, i D-turanozy. Szczep BPC1 fermentuje
glukoze z wytworzeniem kwasu mlekowego w ilosci 8,40 g/l, przy czym udziat kwasu L(+) mlekowego
wynosi 95,4%, kwasu octowego (1,20 g/l) i etanolu (6,70 mg/l).

Szczep BPC2 rosnie w temperaturach od 10—-40°C, natomiast optymalna temperatura wzrostu
szczepu wynosi 30—-37°C. Szczep BPC2 nie wytwarza katalazy.

Szczep BPC2 charakteryzuje sie metabolizmem wzglednie heterofermentatywnym. Wedtug testu
API 50CHL jest zdolny do fermentacji nastepujgcych sacharydéw i ich pochodnych: rybozy, galaktozy,
glukozy, fruktozy, mannozy, mannitolu, sorbitolu, A — metylo — D — mannozydu, N-acetylo glukazaminy,
amyglainy, arbutyny, eskuliny, salicyny, celobiozy, maltozy, laktozy, melibiozy, sacharozy, trehalozy,
melezytozy, rafinozy, glikogenu, gentiobiozy, glukonianu. Szczep BPC2 fermentuje glukoze z wytwo-
rzeniem kwasu mlekowego w iloci 15,33 g/l, przy czym udziat kwasu L(+) mlekowego wynosi 94,2%,
kwasu octowego (4,0 g/l), natomiast nie stwierdzono obecnoéci etanolu.

Cechy probiotyczne szczepu BPC1 oraz BPC2

Szczep BPC1 wykazuje bardzo duzg zdolno$¢ do przezycia w warunkach pasazu jelitowego przy
pH 3 i pH 4 na poziomie odpowiednio log 8,26 jtk/ml i log 9,06 jtk/ml oraz duzg przy pH 2 wynoszgcg
log 6,19 jtk/ml.

Szczep BPC2 wykazuje bardzo duzg zdolnos$¢ do przezycia w warunkach pasazu jelitowego przy
pH 3 i pH 4 na poziomie odpowiednio log 8,35 jtk/ml i log 8,94 jtk/ml oraz duzg przy pH 2 wynoszgcg
log 6,27 jtk/ml.

Szczepy BPC1 i BPC2 wykazujg opornos¢ w stosunku do nastepujgcych antybiotykéw i chemio-
terapeutykdw o dziataniu przeciwbakteryjnym: kolistyny, kanamycyny, gentamecyny, streptomycyny,
cefoperazonu, ampicyliny, linezolidu, cefuroksymu, amoksycyliny, norfloksacyny, cyprofloksacyny, ce-
fotaksymu, erytromecyny, nitrofurantoinu, azitromycyny.

Szczep BPC1 charakteryzuje sie silng adherencjg do szkta (stopiet adhezji wynosi 6,3) i zelatyny
(stopieh adhezji wynosi 3,5) oraz stabg do polistyrenu (stopien adhezji wynosi 1,8) i kolagenu (stopien
adhezji wynosi 1,5). Szczep BPC2 charakteryzuje sie silng adhezjg do zelatyny (stopien adhezji wynosi
4,8) oraz stabg adhezjg do szkfa (stopien adhezji wynosi 1,7), polistyrenu (stopien adhezji wynosi 1,9)
oraz kolagenu (stopien adhezji wynosi 1,6).

Szczep BPC1 wykazuje aktywnosé antagonistyczng w stosunku do bakterii patogennych przeno-
szonych drogg pokarmowg: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Ente-
rococcus faecalis, Salmonella enteritidis, Salmonella Typhimurium, Listeria monocytogenes, Listeria in-
nocua.

Szczep BPC2 wykazuje aktywnos$¢ antagonistyczng w stosunku do nastepujgcych bakterii pato-
gennych: Staphylococus aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Staphylococcus epidermidis,
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Klebsiella aerogenes, Salmonella typhimurium, Salmonella enterica, Enteropacter cloacae, Escherichia
coli, Campylobacter jejuni, Pseudomonas earuginosa.

Szczepy BPC1 i BPC2 wykazujg opornos¢ w stosunku do nastepujgcych antybiotykéw i chemio-
terapeutykéw o dziataniu przeciwbakteryjnym: kolistyny, kanamycyny, gentamecyny, streptomycyny,
cefoperazonu, ampicyliny, linezolidu, cefuroksymu, amoksycyliny, norfloksacyny, cyprofloksacyny, ce-
fotaksymu, erytromecyny, nitrofurantoinu, azitromycyny.

Cechy biotechnologiczne szczepu BPC1 oraz BPC2

Szczepy BPC1 oraz BPC2 przezywajg wielokrotne pasazowanie na pozywce MERS, a zatem
jako szczepy przezywajace przechowywanie wykazujg potencjat technologiczny.

Kazdy ze szczepéw BPC1 oraz BPC2 znajduje zastosowanie jako szczepionka lub sktadnik
szczepionki do fermentacji ukierunkowanej produktéw spozywczych, w szczegolnosci produktéw roslin-
nych, w szczegolnosci fermentacji buraka.

Wyzszg efektywnosé dziatania wykazujg dodatkowo preparaty wieloszczepowe. Dlatego w kolej-
nym aspekcie wynalazek dotyczy kompozycji nowych szczepdw zawierajgcej szczep Lactiplantibacillus
plantarum BPC1 oraz Lactiplantibacillus plantarum BPC2 w proporcji 1:1. Wyniki badania aktywnosci
antagonistycznej nie wykazaty znaczacego antagonizmu, a zatem nalezy uzna¢, ze szczepy BPC1 oraz
BPC2 cechuja sie harmonijnym wspotbiesiadowaniem. A zatem szczepy BPC1 oraz BPC2 mogg wcho-
dzi¢ w skiad jednej szczepionki oraz preparatu stosowanego do produkcji warzyw fermentowanych.

Proces fermentacji ukierunkowanej przebiegat z udziatem szczepionki w sktad ktérej wchodzity
szczepy BPC1 w ilosci od 105 jtk/ml do 108 jtk/ml oraz BPC2 w ilosci od 102 jtk/ml do 108 jtk/ml wyizolo-
wane ze spontanicznie fermentowanego surowca w stosunku 1:1.

Kiszonki wytworzone z udziatem zastosowanych szczepionek wykazaty sie wysokim namnoze-
niem bakterii fermentacji mlekowej 108 jtk/ml, co $wiadczy o poprawnosci przebiegajgcego procesu.

Wynalazek przedstawiono w przykfadach wykonania na rysunku, na ktérym fig. 1 przedstawia
profil mikrobiologiczny buraka kiszonego; fig. 2 przedstawia dynamike ilosci komérek szczepu Lacti-
plantibacillus plantarum BPC1 w kolejnych etapach warunkéw symulujgcych pasaz jelitowy, gdzie BPC1
K — prébka kontrolna; BPC1 2 — probka o pH=2,0; BPC1 3 — prébka o pH=3,0; BPC1 4 — prébka
o pH=4,0; fig. 3 przedstawia dynamike ilosci komorek szczepu Lactiplantibacillus plantarum BPC2 w ko-
lejnych etapach warunkéw symulujgcych pasaz jelitowy, gdzie BPC2 K — prébka kontrolna; BPC2
2 — probka o pH=2,0; BPC2 3 — prébka o pH=3,0; BPC2 4 — prébka o pH=4,0.

Przyktad 1

Izolacja szczepdw i identyfikacja szczepoéw BPC1 oraz BPC2

Szczep bakterii mlekowych Lactiplantibacillus plantarum BPC1 (dalej jako szczep BPC1) oraz
Lactiplantibacillus plantarum BPC2 (dalej jako szczep BPC2) wyizolowano z fermentowanego buraka.
Wykorzystany surowiec stanowit burak w plastrach albo w postaci widrek. Zakres badan mikrobiologicz-
nych prowadzonych w pierwszym etapie obejmowat okreslenie liczebnosci nastepujgcych grup mikro-
organizmow:

e bakterii fermentacji mlekowej (LAB),

e bakterii fermentacji mlekowej metabolizujgcych sacharoze (przypuszczalne Leuconostoc)

e grzybow (drozdze i plesnie)

e bakterii z rodziny Enterobacteriaceae

Badania przeprowadzono na réznych etapach fermentaciji:

e po dwéch dobach

e po tygodniu

e po dwéch tygodniach

e po szesciu tygodniach.

Prébki do badan przygotowywano zgodnie z procedurg zawartg w normie PN-EN 1SO 6887-1.
Liczebno$¢ mikroorganizmoéw oznaczano metodg hodowlang (posiew wgtebny). Pozywki hodowlane
oraz warunki inkubacji stosowane w trakcie oznaczania poszczegdlnych grup mikroorganizmow przed-
stawiono w tabeli 1.
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Tabela 1. Pozywki hodowlane oraz warunki hodowli

Temperatura
Grupa mikroorganizméw Pozywka Czas hodowli
hodowli
Podloze z sokiem pomidorowym
Bakterie fermentacji mlekowej wg Davisa, Bisseta i Hale’a z 30°C 72 godz.
dodatkiem nystatyny
Bakterie fermentacji mlekowe;j Podloze 7 sacharoza i weglanem
metabolizujgcych sacharoze wapnia wg Wemana z dodatkiem 30°C 72 godz.
(przypuszczalne Leuconostoc) nystatyny
Grzyby (drozdze i plesnic) YGC 30°C 5 dni
Bakterie z rodziny
VRBG 30°C 24-48 godz.
Enterobacteriaceae

Po zadanym okresie inkubacji zliczono wyroste kolonie. Wszystkie oznaczenia wykonano
w trzech niezaleznych powtérzeniach. Réwnoczesnie na poszczegolnych etapach fermentacji ozna-
czano zawarto$¢ gtéwnych i ubocznych produktéw fermentaciji metodg wysokosprawnej chromatografii
cieczowej, stosujgc metodyke opisang w literaturze (Guide to Aminex HPLC Columns for Food and
Beverage, Biotechnology, and Bio-Organic Analysis, Bio-Rad). Do badan stosowano chromatograf cie-
czowy Surveyor z detektorem RI firmy ThermoScientific. Zwigzki rozdzielano stosujac kolumng Aminex
HPX 87 H+ (300x7,8 mm) firmy (Bio-Rad). Szybkos¢ wymywania wynosita 0,6 ml/min, faze ruchomag
stanowit 0,005 M H2SO4. Zawarto$¢ poszczegdinych zwigzkéw wyznaczano z krzywych wzorcowych.
Wyniki stanowig $rednig z trzech powtorzen. Po kazdym etapie badan izolowano dominujgce mikroorgani-
zmy (z pozywki z sokiem pomidorowym — oznakowane LAB, oraz z pozywki z sacharozg — oznakowane
LEU). Czyste kultury drobnoustrojow poddano trzykrotnemu pasazowaniu na ptynnej pozywce MRS o pH
6,2-6,3 (2,0% amoniak; 0,8% ekstrakt wotowy; 0,4% ekstrakt drozdzowy; 1% glukoza; 0,2% K2HPO4; 0,5%
CH3COONa; 0,2% C2H4OH; 0,02% MgSQ4 - 7H20; 0,005% MnSOs - 4 H20; 0,1% obj. Tween 80) w celu
wyeliminowania drobnoustrojow o niskiej przydatnosci technologicznej (nie przezywajgcych przechowywa-
nia). Po etapie pasazowania przeprowadzono hodowle w ptynnej pozywce MRS w celu okreslenia profilu
metabolicznego, ktéry byt jedng z cech branych pod uwage podczas screeningu mikroorganizmow.

Profil mikrobiologiczny buraka kiszonego przedstawiono na fig. 1. W pierwszym okresie fermen-
tacji (po 2 dobach) liczebnos¢ bakterii fermentacji mlekowej pozostawata na podobnym poziomie tj.
108 jtk/g (jednostek tworzacych kolonie/gram). W kolejnych dniach fermentacji i przechowywania liczeb-
nos¢ tej grupy sukcesywnie spadata do 106 jtk/g drobnoustrojéw. Znalazto to odzwierciedlenie w zwiek-
szonej dynamice tworzenia etanolu. Wnioskowac nalezy, ze drozdze izolowane z produktu nie nalezg
do grupy psujgcych, a ich obecnosé moze nadawac wiasciwe walory organoleptyczne produktowi. R6z-
nice w liczebnosci bakterii metabolizujgcych sacharoze (potencjalne Leuconostoc) oraz pateczek z ro-
dziny Enterobacteriaceae pomiedzy oboma rodzajami surowca pozostajg w granicach btedu metody.
W przypadku burakéw w plastrach na poczatku, a w przypadku burakéw w widrkach w korncowym okre-
sie przechowywania zaobserwowano niewielkie ilosci grzybdw strzepkowych, ktére sg organizmami nie-
pozgdanymi w trakcie procesu. Przy takim poziomie namnozenia nie obserwowano jednak objawow
zepsucia. Grzyby strzepkowe pochodzity najprawdopodobniej z surowca wykorzystanego do badan.
W cieczy pofermentacyjnej stwierdzono obecnos¢ nastepujgcych zwigzkéw: z grupy kwaséw: burszty-
nowy, octowy, propionowy oraz gtéwny produkt fermentacji — kwas mlekowy jak réwniez alkoholi: glice-
rol i etanol. Kwas bursztynowy oraz glicerol powstaty najprawdopodobniej w wyniku dziatania drozdzy,
na pewno tez czes¢ powstatego etanolu jest produktem fermentacji alkoholowej prowadzonej z ich
udziatem, o czym wspomniano wczesniej. Dominujacym zwigzkiem byt kwas mlekowy, jego zawartosé
w burakach fermentowanych w postaci plasterkdw ksztaltowata sie na poziomie od 0,06 g/100 ml w fazie
poczatkowej procesu do 0,45 g/100ml na koncu procesu. Stezenie tej substanciji w buraku kiszonym
w postaci widrkow byto ponad dwukrotnie wyzsze na poczatku procesu, a w fazie koncowej osiggneto
wartos¢ 0,51 g/100 ml. Ponadto podczas kiszenia buraka zaobserwowano znaczace ilosci etanolu do
0,23 g/100 ml. Z fermentowanego buraka w trakcie badan wyizolowano dwa szczepy bakterii fermentacji
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mlekowej oznaczone jako BPC1 oraz BPC2, ktére najlepiej przezyly trzykrotny pasaz na ptynnej po-
zywce MRS, co $wiadczy o ich potencjale biotechnologicznym. Nastepnie szczepy BPC1 oraz BPC2
poddano ocenie biochemicznej oraz identyfikacji genetycznej.

Oznaczenie profilu biochemicznego szczepéw BPC1 oraz BPC2

Profil biochemiczny mikroorganizmdw wyizolowanych z kiszonek w trakcie fermentacji sponta-
nicznej okreslano w oparciu o metabolizm sacharydéw z zastosowaniem testu APl 50 CHL. Wyniki od-
czytywano po 48 godzinach inkubaciji. Jako wynik pozytywny uznawano, zgodnie ze wskazaniem pro-
ducenta testéw probe zabarwiong na kolor z6tty, co $wiadczyto o zmianie warto$ci pH, bedgcej rezulta-
tem fermentacji badanych zwigzkéw do kwaséw organicznych. W przypadku préby 25 wynik pozytywny
oznaczat zmiane zabarwienia na kolor czarny. Wyniki przedstawiono w Tabeli 2.

Tabela 2. Zdolno$¢ wykorzystywania réznych zrédet wegla przez bakterie izolowane
z kiszonych burakow (test APl 50 CHL)

Test Substrat BPC1 BPC2

Glicerol - -
Erytritol - -
D arabinoza - -
L arabinoza +
Ryboza + +
D ksyloza +
L ksyloza - -
Adonitol - -
B metylo- D-ksylozyd - -
Galakroza + +
Glukoza + +
Fruktoza + +
Mannoza + +
Sorboza - -
Ramnoza - -
Duleytol - -
Inozytol - -
Mannitol
Sorbitol
A — metylo — D - mannozyd
A — metylo — D — glukozyd
N — acetylo-glukozamina
Amygdalina
Arbutyna
Eskulina
Salicyna
Celobioza

API 50 CH

Maltoza
Laktoza
Melibioza
Sacharoza

+ 4+ 4+ F o+ F o+ o+ o+ o+
+ 4+ 4+ F o+ o+ o+

Trehaloza
Inulina
Melezytoza
Rafinoza
Skrobia
Glikogen
Ksylitol
Gentiobioza

+ +
+ +

P
+

+ +

D turanoza
D lyksoza - -
D tagatoza - .
D fruktoza - -
L fruktoza - -
D arabitol - -
L arabitol . -
Glukonian - +
2-ketoglukonian - -
5-keto-glukonian - -
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W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze badane bakterie zdolne byly do fermento-
wania: rybozy, galaktozy, glukozy, fruktozy, mannozy, mannitolu, sorbitolu, N-acetyloglukozoaminy,
amygdaliny, arbutyny, eskuliny, salicyny, celobiozy, maltozy, laktozy, melibiozy, sacharozy, trechalozy,
melezytozy, rafinozy i gentobiozy. Nie metabolizowaty natomiast: glicerolu, erytrytolu, D-arabinozy,
L-ksylozy, adonitolu, B-metylo-D-ksylozydu, sorbozy, ramnozy, dulcytolu, inozytolu, inuliny, skrobi, ksy-
litolu, D-lyksozy, D-tagatozy, D-fruktozy, L-fruktozy, L-arabitolu, 2-ketoglukonianu i 5-ketoglukonianu.

Charakterystyka morfologii szczepéw BPC1 oraz BPC2

Charakterystyke morfologii oraz zmiennos$¢ morfologiczng szczepéw BPC1 oraz BPC2 pocho-
dzgcych z kiszonych burakéw oceniano po 24 godzinach hodowli w pozywce MRS w temperaturze
30°C. Szczep BPC1 wystepowat w postaci koko-pateczki a BPC2 w formie pateczek. Wielkos¢é kolonii
na ptytkach ksztattowata sie od 1 do 3 mm. Wyniki przedstawiono w Tabeli 3.

Tabela 3. Charakterystyka morfologii szczepéw BPC1 oraz BPC2

McF* Metabolity (pozywka MRS) [%0]
= McF 48 | pH 48
s 24 Kolonia/morfologia Kwas Kwas
= godz. | godz. Etanol
godz. mlekowy octowy
Kolonic biale, blyszczace,
g 7.17 8.18 434 | Wypukle 0 gladkich 0.84 0,12 0,007
a brzegach, 2 mm/ koko-palki
Kolonie biale. blyszczace.
N .
% 1.97 11.5 3.89 | wypukle o gladkich 1.53 0.10 0.004
= brzegach, 1-3 mm/ paleczki

*McF oznacza skalg McFarlanda

Przeprowadzone analizy wykazaty, ze szczep BPC1 wystepowat w postaci koko-pateczki a BPC2
w formie pateczek. Wielkos¢ kolonii na ptytkach ksztattowata sie od 1 do 3 mm. Wzrost bakterii w pod-
tozu ptynnym MRS byt zréznicowany i po 24 godzinach inkubacji miescit sie w przedziale od 1,97 McF
do 8,18 McF, przedtuzenie czasu hodowli do 48 godzin znacznie polepszyto wzrost tych drobnoustrojow
i otrzymane wyniki miescity sie w przedziale od 8,18 McF do 11,5 McF. Dokonano réwniez pomiaru
kwasowosci przy uzyciu pH-metru. Otrzymane wyniki wskazywaty na zréznicowane zdolnosci kwaszgce
badanych bakterii i miescity sie w przedziale od pH=4,34 dla BPC1 do pH=3,89 dla BPC2.

W hodowli bakterii prowadzonej na pozywce MRS oznaczono réwniez ilos¢ wytworzonego przez
te bakterie kwasu mlekowego, octowego i etanolu. Gtéwnym metabolitem byt kwas mlekowy, ktérego
zawartos¢, w zaleznosci od zdolnosci fermentacyjnych bakterii, miescita sie w przedziale od 0,84%
BPC1 do 1,53 % BPC2. Drugim ilosciowo istotnym produktem metabolizmu byt kwas octowy obecnos¢
tego metabolitu miescita sie w przedziale od 0,1% dla BPC2 do 0,12% dla BPC1. Stwierdzono takze
$ladowe ilosci etanolu i wynosity one od 0,004 do 0,007%.

Identyfikacja genetyczna szczepé6w BPC1 oraz BPC2

Czyste kultury drobnoustrojow BPC1 oraz BPC2 poddano trzykrotnemu pasazowaniu na ptynnej
pozywce MRS w celu wyeliminowania drobnoustrojow o niskiej przydatnosci technologicznej (nie prze-
zywajgcych przechowywania). Po etapie pasazowania przeprowadzono hodowle w ptynnej pozywce
MRS w temperaturze 30°C przez 24 godziny w celu identyfikacji wyizolowanych szczepdw bakterii.
Identyfikacje bakterii przeprowadzono metodami molekularnymi w oparciu o sekwencjonowanie frag-
mentu genu 16S rRNA, gdzie DNA genomowe izolowano przy uzyciu zestawu Genomie Mini (A&A Bio-
technology), zgodnie z metodyka podang przez producenta. Mieszanine reakcyjng przygotowano w ob-
jetosci 50 ul zawierajacej: 25 ul polimerazy (1,5 jednostki) REDTaqg™ ReadyMix™ (Sigma), 0,4 pl roz-
tworu kazdego ze starterow (o stezeniu 100 uM) i 25 ul wody oraz 20 ng matrycowego DNA. Gen 16S
rRNA amplifikowano metodg PCR w termocyklerze MJ Mini Gradient Thermal Cycler (Bio-Rad) przy
uzyciu uniwersalnych starteréw o sekwencjach: 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGA-3’ (forward)
i 5-GGAGGTGATCCAGCGGC-3’ (reverse) w cyklu skfadajgcym sie z denaturacji wstepnej w 94°C
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przez 2 min, denaturacji w 94°C przez 1 min, przytgczania starteréw w 50°C przez 1 min (34 powtérze-
nia), elongacji 72°C przez 3 min i elongacji koncowej w 72°C przez 3 min.

Uzyskane produkty reakcji PCR analizowano technikg elektroforezy w zelu agarozowym o steze-
niu 1% (w/v). Amplifikowane produkty PCR oczyszczono za pomocg zestawu Clean-Up AX (A&A Bio-
technology), a nastepnie poddano reakcji sekwencjonowania w firmie GENOMED S.A. (Warszawa).
Otrzymane sekwencje nukleotydowe genu 16S rRNA dla bakterii poréwnano za pomocg programu
BLAST 2.8.0+ (The Basic Local Alignment Search Tool) z sekwencjami dostepnymi w bazie NCBI. Wy-
niki identyfikacji przedstawiono w Tabeli 4.

Tabela 4. Wyniki poréwnania sekwencji 16S rRNA BPC1 i BPC2 z sekwencjami zdeponowanymi w bazie NCBI

Symbol szczepu | Zidentyfikowany gatunck | Podobieiistwo | ©CrOWIYWana sekwencya z najwyzszym
stopniem podobienstwa
. - Lactobacillus  plantarum ~ JNULCC001
40
BPC2 Lactiplantibacillus plantarum 94% (MK294312.1)
. oo Lactobacillus  plantarum IPhp-GM13
0,
BPC] Lactiplantibacillus plantarum 92% (KY658476.1)

Na podstawie poréwnania sekwencji nukleotydowych genoéw 16S rRNA szczepdw wedtug wyna-
lazku oraz sekwencji dostepnych w bazie NCBI stwierdzono 92% podobienstwo nowego szczepu bak-
terii BPC1 do szczepu Lactobacillus plantarum IPhp-GM13 (KY658476.1) oraz 94% podobienstwo no-
wego szczepu bakterii BPC2 do szczepu Lactobacillus plantarum IPhp-GM13 (KY658476.1). W rezul-
tacie stwierdzono, ze bakterii BPC1 i BPC2 przynalezg do gatunku Lactiplantibacillus plantarum (inaczej
uprzednio zwanego Lactobacillus plantarum).

Natomiast w bazie NCBI nie odnaleziono sekwencji identycznej do sekwencji 16S rRNA BPC1
ani do sekwencji 16S rRNA BPC2. A zatem nalezy uzna¢, ze szczepy BPC1 oraz BPC2 wedtug wyna-
lazku sg nowe.

Przyktad 2

Badanie antagonistycznych wilasciwosci szczepéw BPC1 oraz BPC2

Jednym z aspektdéw wynalazku jest zastosowanie szczepéw BPC1 oraz BPC2 jako szczepionek
lub sktadnikoéw szczepionki fermentacyjnej przeznaczonej do wspomagania fermentacji produktéw ro-
slinnych (np. fermentacji buraka).

Wyzszg efektywnos¢ dziatania wykazujg dodatkowo preparaty wieloszczepowe. Natomiast kon-
strukcja szczepionek i mieszanych preparatéw oparta jest na harmonijnym wspotbytowaniu szczepow
sktadowych. W celu wytypowania kultur, ktére mozna wprowadzac¢ w sktad szczepionek oraz prepara-
téw stosowanych do produkcji warzyw fermentowanych okreslono stopien hamowania bakterii wyizolo-
wanych z badanych kiszonek.

W tym przyktadzie wykonania analizowano antagonizm szczepéw BPC1 oraz BPC2 w celu we-
ryfikacji czy mogg one zosta¢ sktadnikami jednej szczepionki fermentacyjnej do fermentacji zywnosci.
W badaniach antagonizmu szczepéw BPC1 oraz BPC2 zastosowano metode stupkowg opartg na row-
nolegtym wzroscie szczepu wskaznikowego i antagonistycznego. W tym celu z przerosnietego bakte-
riami mlekowymi statego podtoza MRS po 24-godzinnej inkubacji w temperaturze 37°C, wycinano stupki
o srednicy 10 mm i umieszczano je na ptytkach z murawg zaszczepiong szczepem wskaznikowym
(105-10° jtk/ml). Przy czym, wspomniang murawe stanowita pozywka bulionowa z agarem o pH 7,4-7,6
(sktad: 0,2% ekstrakt wotowy; 0,2% ekstrakt drozdzowy; 0,5% aminobak; 0,4% NaCl; 1,5% agar). Dla
szczepu BPC1 murawa byta zaszczepiona szczepem BPC1, natomiast stupki MRS byty przerosniete
szczepem BPC2. Natomiast dla szczepu BPC2 murawa byta zaszczepiona szczepem BPC1, natomiast
stupki MRS byty przerosniete szczepem BPC1.

Po 16 godzinach inkubacji w temperaturze 37°C odczytywano strefy przejasnienia murawy wokot
stupkéw. Wynik podawano w mm po odjeciu $rednicy stupka. Uzyskane wyniki poddano ocenie staty-
stycznej okreslajgc: srednig wartos¢ strefy hamowania wzrostu mikroorganizmu testowego, odchylenie
standardowe populacji, przedziat ufnosci, wspétczynniki korelacji i wspoétczynnik aktywnosci antagoni-
stycznej dla poszczegdinych metod badawczych. Wyniki przedstawiono w Tabeli 5.
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Tabela 5. Wspétczynnik aktywnos$ci antagonistycznej

Oznaczenie szczepu BPC1 BPC2
BPC(1)Lab X 0.1
BPC(2)Lab 0,1 X

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze szczepy BPC1 oraz BPC2 wyizolowane
z kiszonych burakéw dziataty w niewielkim stopniu antagonistycznie w stosunku do siebie. Srednie
strefy zahamowania wzrostu bakterii byty bardzo niewielkie i nie wykluczajg mozliwosci fgczenia ich
w szczepionki.

Przykiad 3

Fermentacja warzyw z wykorzystaniem kompozycji wedtug wynalazku zawierajacej szczep
BPC1 w ilosci 10° jtk/ml oraz BPC2 w ilosci 10° jtk/ml

W tym przyktadzie wykonania kompozycja wedtug wynalazku zawiera szczep Lactiplantibacillus
plantarum BPC1 oraz szczep Lactiplantibacillus plantarum BPC2 w proporcji 1:1. W tym przyktadzie
wykonania przed szczepieniem szczepy zawieszane byly w soli fizjologicznej. Natomiast do zawiesza-
nia szczepow mozna wykorzysta¢ réwniez np. PBS lub wode.

W przeprowadzonych badaniach szczepy byly hodowane na brzeczce.

Fermentacja za pomoca wyselekcjonowanych szczepéw starterowych w warunkach labo-
ratoryjnych

Proces fermentacji ukierunkowanej przebiegat z udziatem szczepionki, w skfad ktérej wchodzity
szczepy BPC1 wilosci 10° jtk/ml oraz BPC2 w ilosci 105 jtk/ml wyizolowane ze spontanicznie fermento-
wanego surowca w stosunku 1:1.

Kiszonka wytworzona z udziatem badanej szczepionki, wykazata si¢ wysokim namnozeniem bak-
terii fermentacji mlekowej 108 jtk/ml. Liczebno$¢ LAB na skutek fermentacji ukierunkowanej jest poréw-
nywalna do liczebnosci LAB w procesie fermentacji spontanicznej, co $wiadczy o poprawnosci przebie-
gajgcego procesu z uzyciem kompozycji szczepionki wedtug wynalazku.

W badanej préobie fermentacji ukierunkowanej nie stwierdzono wzrostu bakterii z rodzaju Leu-
conostoc. Namnozenie drozdzy w przebiegu fermentacji ukierunkowanej miesci sie w przedziale
104-10°% jtk/ml. llo$¢ bakterii z rodziny Enterobacteriaceae jest mniejsza niz 102 jtk/ml. Z uwagi na
to mozemy przypuszczac, ze procesy fermentacji z udziatem kultury starterowej przebiega prawi-
dtowo.

W prébach fermentacyjnych kiszonego buraka zaobserwowano wszystkie metabolity charaktery-
styczne dla fermentacji spontanicznej, jednakze kwas bursztynowy i glicerol wystepowaty w ilosciach
sladowych. Stezenie kwasow octowego i propionowego ksztattowato sie na poziomie ponizej 0,1%. Ba-
dane szczepy tworzyly powyzej 0,3% kwasu mlekowego.

Przykitad 4

Fermentacja warzyw z wykorzystaniem kompozycji wedtug wynalazku zawierajgcej szczep
BPC1 w ilosci 10° jtk/ml orazBPC2 w ilosci 10° jtk/ml

Fermentacje ukierunkowang prowadzono jak w przyktadzie 3, z tym Zze proces fermentacji ukie-
runkowanej przebiegat z udziatem szczepionki, w skiad ktérej wchodzity szczepy BPC1 w ilosci
106 jtk/ml oraz BPC2 w ilosci 108 jtk/ml wyizolowane ze spontanicznie fermentowanego surowca w sto-
sunku 1:1.

Przyktad 5

Badanie wtasciwosci probiotycznych szczepéw BPC1 oraz BPC2

Badanie wtasciwosci probiotycznych szczepéw BPC1 oraz BPC2 prowadzono z wykorzystaniem
szeregu szczepow testowych, ktére przedstawiono w Tabeli 6.
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Tabela 6. Szczepy testowe wykorzystane w badaniu uzdolnien antagonistycznych

11

Lp. Szczepy wskaznikowe
Bakterie Gram - dodatnie
L. Staphyvlococcus aureus 6538
2, Staphylococcus aureus 25923
3. Staphviococcus aureus 27734
4. Staphylococcus aureus 27794
5. Enterococcus faecalis 29212
6. Bacillus cereus 11778
7. Listeria monocytogenes 19115
8. Listeria monocytogenes 18195
9 Staphylococeus epidermidis J.W. 1533
Bakterie Gram - ujemne
10. Klehsiella aerogenes 13048
11. Salmonella typhimurium 13311
12. Salmonella typhimurium 2182 TA
13. Salmonella typhimurium 2180 PCM
14. Salmonella typhimurium 14033
15. Salmonella enterica 7001
16. Enterobacter cloacae 13047
17. Escherichia coli 10536
18. Escherichia coli 8738
19. Escherichia coli 8739
20. Campylobacter jejuni 11351
21. Pseudomonas aeruginosa 15442
22. Pseudomonas aeruginosa 24755
Drozdze
23. Rhodotorula glutinis R13 L0056
24. Rhodotorula mucilaginosa R12 100354
25, Candida peliliculoza
26. Cyberlindnera jadinii LOCK 0021
Plesnie
27, Aspergillus fimigatus E34 1.0426
28, Aspergillus niger ATCC 16404
29. Penicillum notatum E40 10533
30. Penicillum expansum E42 £00536

Do badan wykonanych w celu sprawdzenia tolerancji wyizolowanych szczepdéw na warunki za-
chodzgce w pasazu jelitowym, na ich adherencje do powierzchni biotycznych i abiotycznych, oraz zba-
danie ich antagonizmu w stosunku do bakterii, drozdzy i plesni wykorzystano pozywki oraz odczynniki
zestawione w Tabeli 7.
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Tabela 7. Stosowane podtoza hodowlane i odczynniki wraz z ich sktadem oraz przeznaczeniem

PL 245146 B1

Nazwa
Lp. Sklad pozywki Cel stosowania roztworu/pozywki
roztworu/pozywki

1. 6.2 g/l NaCl

Roztwar podstawowy | 2.2 g/l KCl Badanie przezywalnosci wyizolowanych

A 0,22 g/1 CaCl, szczepow w warunkach pasazu jelitowego.

1.2 g/l NaHCO,

z. Roztwor podstawowy 8 g’l] g/T?(%l Badanie przezywalnosci wyizolowanych

B 0.3 g/l CaCl, szczepow w warunkach pasazu jelitowego.
3. Pepsyna (BTL) 2000 Przygq_lowz'mié roztworu ov.sklad ;ic

FIP/g - odpo?ladajqc_\lm skladowi roztworn
soku zoladkowego.

4. Przygotowanie roztworu o skladzie

Sole z6lci - odpowiadajacym skladowi roztworu
soku jelitowego.

5. Przygotowanie roztworu o skladzie

Pankreatyna - odpowiadajacym skladowi roztworu
soku jelitowego.

6. Sterylna woda Sporzz;d;cnic zawiesin i przemywanic odwirowanc)
; - biomasy.

destylowana
7. 10 mM Na,HPO, Przemywanie i sporzadzenie zawiesin z

FBS 1 mM KH,PO, ud\l\"ir(;w';ne' biomasy |

pH=7.4 140 mM NaCl ane) ¥

3 mMKCl

8. Ustalenic pH roztworow.

IMHCI ) Ustalenie pH zawiesiny komorkowej badanych
szczepow przy sprawdzaniu tolerancji na warunki
pasazu jelitowego.

9. Ustalenic pH roztworow.
Ustalenic pH zawiesiny komorkowej badanych
1M NaOH - szczepOw przy sprawdzaniu tolerancji na warunki
pasazu jelitowego.
Neutralizacja badanych préb przed wysiewem.
10. | IM NaHCO; - Neutralizacja zawiesiny komorek
11. 2,0% amoniak
0.8% ekstrakt wolowy
0.4% ekstrakt

MRS drozdzowy

Podloze MRS plynne 1% glukoza Nammnazanie biomasy wyizolowanych szczepow.

(BTL) 0.2% K,HPO, T - '

pH=6.2-6.3 0,5% CH,COONa

0,2% C,H,OH
0,02% MgSO, - 7TH,0
0.005% MnSO, - 4 H,O
0.1% obj. Tween 80
12. I i 2. 1g/1kwas cytrynowy | Ustalenie pH roztworéw uzywanych do zbadania
Bufor cytrynianowy 1 o L L . s
M. pH Z45 Woda destylowana zdolnosci adherencyjnych komorek bakierii.
1M NaOH
13. | Fiolet krystaliczny Wybarwianic komoérek pedczas badania zdolnosci
0,1% ) adhezyjnych.
14. Kwas octowy 33% ) Ekstrakeja fioletu krystalicznego z komorek bakterii
C podczas badania ich zdolno$ci adherencyjnych.

15. 0.2% ckstrakt wolowy

Bulion plynny g.Z”_/:; ;kstrjdkt Ak‘ty"wac_ja i namno_ienie szczepow testowych przy

pH=7.4-7.6 r(_)?d?m'g- okreslaniu antagonizmu.

U 0.5% aminobak
0.4% NaCl

16. 0.2% ekstrakt wolowy

Bulion zestalony 0,2% ekstrakt . e

agarem - drobdzov_vy Hodowlg szczepow lestowych przy okreslaniu

pH=74-7.6 0.5% aminobak antagonizmu
S 0.4% NaCl
1,5% agar
17. Brreczka 5° Blg ) Ak[_\-"wac_ja i namnqicnic szczepow testowych przy
okreslaniu antagonizmu,
18. Brzt':czka 3°Blg Hodowla szczepow testowych przy okreslaniu
zestalona agarem - antagonizim
(2.0%) T
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Materiatami wykorzystanymi do okreslenia adhezji badanych szczepdéw do podtéz biotycznych
byty Sluz, zelatyna, kolagen, a abiotycznych szkito i polistyren.

Przezywalnosé w warunkach pasazu jelitowego

Ocene przezywalnosci wyizolowanych szczepéw w warunkach pasazu jelitowego zrealizowano
w nasladujacych je warunkach. Badane szczepy hodowano w 25 ml ptynnego podioza MRS, do mo-
mentu uzyskanie przez komoérki péznej fazy wzrostu logarytmicznego lub wczesnej stacjonarnej fazy
wzrostu tj. okoto 109 jtk/ml. Nastepnie biomasa zostata oddzielona od podtoza poprzez wirowanie (9000
rom, 15 min) oraz przemyta dwukrotnie roztworem PBS. Otrzymang biomase zawieszono w 25 ml roz-
drobnionych warzyw (odpowiednio dla kazdego ze szczepdw: z burakéw) i doprowadzono do pH=4,6
uzywajgc 1M HCI. Do zawiesiny komérek dodano 5 ml sterylnego roztworu podstawowego A, po czym
pobrano probe do wysiewu w celu ustalenia poczatkowej ilosci komorek. Nastepnie do zawiesiny do-
dano 3 ml roztworu podstawowego A (o pH=5,0) zawierajgcego pepsyne i lizozym, po czym ponownie
pobrano prébe do wysiewu. Kohcowe stezenie pepsyny w zawiesinie komorek w rozdrobnionych wa-
rzywach wynosito 0,3%, a lizozymu — 0,01%. Warunki analogiczne do tych panujgcych w zotgdku, czyli
niskie pH soku zotgdkowego uzyskano dodajgc 1M HCI do zawiesiny. Ustalono trzy rézne wartosci pH:
pH=2,0; pH=3,0 oraz pH=4,0. Po zakwaszeniu inkubowano zawiesiny przez 20 minut w 37°C, po czym
pobrano z kazdej zawiesiny prébe do wysiewu. Pozostatg zawiesine zneutralizowano do pH=6,5, ktére
odpowiada pH panujgcemu w dwunastnicy uzywajgc 1M NaHCOs. Do badanej zawiesiny dodano roz-
tworu podstawowego B (o pH=8,0) z solami zéici i pankreatyna, o koncowych ich stezeniach wynosza-
cych odpowiednio 0,45% i 0,1%. Zawiesine inkubowano przez 120 minut, po czym pobrano probe do
wysiewu. Przed kazdym z wysiewow pobrane préby neutralizowano 1M NaOH.

Przezywalnos¢ komorek poddanych dziataniu pasazu jelitowego obliczono ze wzoru:

N
Przezywalnosé = Wk x 100%

gdzie:

Nk — log jtk/ml préby kontrolnej,

N — log jtk/ml préby po symulacji

Ocene przezywalnosci zrealizowano w warunkach odwzorowujgcych warunki pasazu jelitowego
(poddanie ich dziataniu lizozymu, pepsyny, soli Zétci, pankreatyny i niskiego pH). Przezywalnos¢ szcze-
péw BPC1 oraz BPC2 sprawdzono w 6-ciu wystepujgcych po sobie etapach. Wyniki przezywalnosci
w Tabeli 8, a ich dynamike wzrostu na Fig. 2-3.

Tabela 8. Przezywalnos¢ szczepéw BPC1 oraz BPC2 w warunkach pasazu jelitowego

Szczep Lactiplantibacillus plantarum

Etap Czynniki dzialajace BPC1 K* BPCI BPC2 K* BPC2

Log ilos¢ bakterii [jtk/ml] {(DS)**

I | roztwor podstawowy A 8,98 (0,03) | 8,53 (0.05) | 8,76 (0.01) | 8,40 (0,02)
11 roztwor pepsyny 1 lizozymu 8,72 (0,05) | 8.40(0.13) | 8,80 (0.02) | 8,33 (0.,02)
IIT | roztwor pepsyny i lizozymu (po 20 min. inkubacji) | 8,78 (0.05) | 8,36 (0.03) | 8,78 (0.04) | 8,42 (0.13)

pH 2.0 6,31 (0.01) 8,13 (0,02)
v niskie pH (po 30 min. inkubacji) pH 3.0 8,70 (0,02) | 8,24 (0.01) | 8,86 (0,01) | 8,57 (0,02)
pH 4.0 8.78 (0.08) 8,78 (0,01)
pH 2.0 4,90 (0,01) 6,32 (0,21)
roztwor z solami )
- pH 3.0 8,71 (0,06) | 7,79 (0,03) | 8.88 (0,06) | 8,28 (0,05)

V | Zolci i pankreatyna

pH 4.0 8.58 (0.10) 8,61 (0.,01)

ToZtwor z solami pH 2,0 6,19 (0.01) 6.27 (0,06)

Vi z0lci 1 pankreatyng pH 3.0 9,03 (0,04) | 8.26(0.15) | 8,90 (0.05) | 8,35(0,01)
(po 120 min. inkubacji) pH 4.0 9.06 (0,06) 8.94 (0,09)

K* — proby kontrolne wykonane dla kazdego ze szczepow; DS** — odchylenie standardowe:; Wyniki istotne

statystycznie pogrubiono (p= 0,05).



14 PL 245146 B1

Przezywalnos$¢ szczepow izolowanych z fermentowanych burakéw po przejsciu przez symulo-
wany pasaz jelitowy wynosita 100% w poréwnaniu z préba kontrolng. Najwiekszy spadek liczebnosci
zywych komorek zaobserwowano w V etapie doswiadczenia podczas ktdrego przezywalnos¢ zmalata
do 56,3% dla szczepu BPC1, 71,2% dla BPC2 przy pH=2,0. Na zmniejszenie ilosci komérek bakterii
szczepow izolowanych z kiszonych burakéw najwiekszy wptyw miato dziatanie niskiego pH.

Badanie adherencji szczepéw BPC1 i BPC2 do powierzchni biotycznych i abiotycznych

Adherencje szczepow wedtug wynalazku przetestowano analizujgc ich przyleganie do zelatyny,
$luzu, kolagenu oraz polistyrenu i szkia.

Badanie adherencji komdrek bakterii do zelatyny

W 24-dotkowej ptytce umieszczono po 1 ml sterylnej 1% zelatyny w PBS, po czym inkubowano
ptytke przez 60 minut w 37°C. Po inkubacji zebrano nadmiar zelatyny i inkubowano w 4°C przez 24
godziny. Po wyjeciu z lodéwki dodano po 1 ml bakterii odpowiedniego szczepu (z wczesniej zwirowanej
24-godzinnej hodowli), w 3 powtérzeniach dla kazdego szczepu, w taki sposéb aby pokryé cate dno
dotka. Prébe kontrolng wykonano dodajgc roztworu PBS zamiast bakterii. Ptytke inkubowano przez
2 godziny w 4°C, niezadherowane komérki odessano, a zadherowane utrwalono w temperaturze 60°C
przez 20 minut. Po inkubacji dodano do kazdego dotka 0,1% fiolet krystaliczny w ilosci 300 pl/dotek
i barwiono przez 15 minut w 4°C. Nadmiar fioletu zebrano. Nastepnie przemyto ptytke dwukrotnie wodg
i dodano 1 ml buforu cytrynianowego o stezeniu 20 mM/L i pH=4,3. Plytke inkubowano wytrzasajgc przy
150 rpm przez 45 minut w temperaturze pokojowej w celu wymycia fioletu krystalicznego z komorek.
Zmierzono absorbancje kazdej proby przy dtugosci fali 570 nm, stosujgc jako probe slepg wode desty-
lowang. Kontrolg negatywng byta wybarwiona zelatyna bez bakterii. Probe kontrolng wykonano dodajac
roztworu PBS zamiast bakterii.

Badanie adherencji komorek bakterii do Sluzu

W 24-dotkowej ptytce umieszczono po 1 ml sterylnego sluzu, po czym inkubowano ptytke przez
72 godziny w 4°C. Po inkubacji doktadnie usunieto nadmiar niezwigzanego $luzu i utrwalono w 60°C
przez 20 minut. Nastepnie przygotowano bakterie poprzez ich odwirowanie oraz zawieszenie w roztwo-
rze PBS oraz ustalono absorbancje do wartosci 1,0 £ 0,1 (przy dtugosci fali 630 nm). Do kazdego dotka
dodano po 1 ml bakterii (przy czym dla kazdego szczepu zrobiono po 3 powtérzenia). Ptytke inkubowano
przez 2 godziny w 37°C, nastepnie niezadherowane komorki odessano, dotki przemyto delikatnie roz-
tworem PBS, zadherowane bakterie utrwalono w temperaturze 60°C przez 20 minut. Po inkubac;ji do-
dano do kazdego dotka 0,1% fiolet krystaliczny w ilosci 250 ul/dotek i barwiono przez 15 minut w 4°C.
Nadmiar fioletu zebrano. Nastepnie przemyto ptytke dwukrotnie woda i dodano 1 ml buforu cytryniano-
wego o stezeniu 20mM/L i pH=4,3. Ptytke inkubowano wytrzgsajgc przy 150 rpm przez 45 minut w tem-
peraturze pokojowej w celu wymycia fioletu krystalicznego z komoérek. Zmierzono absorbancje kazdej
préby przy diugosci fali 570 nm, stosujgc jako prébe slepg wode destylowang. Kontrolg negatywng byta
wybarwiona zelatyna bez bakterii. Probe kontrolng wykonano dodajgc roztworu PBS zamiast bakterii.

Badanie adherencji komdrek bakterii do kolagenu

W 96-dotkowej ptytce pokrytej kolagenem (BD) natozono po 200 ul bakterii zawieszonych w PBS
o absorbancji 1,0 + 0,1 (przy dtugosci fali 630 nm). Proby wykonano w 8 powtérzeniach dla kazdego
szczepu, a prébe kontrolng stanowit sam roztwor PBS. Plytke inkubowano przez 2 godziny w 30°C, po
czym niezadherowane komorki odessano, a dotki przemyto wodg. Zadherowane komoérki utrwalono
przez 15 minut z dodatkiem 50 ul 80% etanolu. Etanol odessano. Po inkubacji dodano do kazdego dotka
0,1% fiolet krystaliczny w ilo$ci 100 pl na dofek i barwiono przez 15 minut. Nadmiar fioletu zlano, a ptytke
przemyto woda. Nastepnie dodano po 200 pl 96% etanolu i ekstrahowano w czasie 45 minut przy 120
rpm. Zmierzono absorbancje kazdej préby przy uzyciu czytnika mikroptytek Berthold Technologies przy
dtugosci fali 490 nm. Prébe kontrolng wykonano dodajgc roztworu PBS zamiast bakterii.

Badanie adherencji komorek bakterii do polistyrenu/szkta

Do 96-dotkowej (polistyren) lub 6-doktowej (szkto) ptytki natozono po 100 pl (polistyren) lub 3 ml (szkio)
bakterii zawieszonych w PBS o absorbancji 1,0 + 0,1 (przy dtugosci fali 630 nm). Préby wykonano w 8 (po-
listyren) lub 3 (szkto) powtérzeniach dla kazdego szczepu, a probe kontrolng stanowit sam roztwér PBS.
Ptytke inkubowano przez 2 godziny w 30°C, po czym niezadherowany nadmiar odessano, a dotki przemyto
wodg. Zadherowane komérki utrwalono przez 15 minut z dodatkiem 100 pl (polistyren) lub 3 ml (szkto) 80%
etanolu. Etanol zlano. Po inkubacji dodano do kazdego dotka 0,1% fiolet krystaliczny w ilosci 100 pl (polisty-
ren) lub 3 ml (szkto) na dotek i barwiono przez 15 minut. Nadmiar fioletu zlano, a ptytke przemyto woda.
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Nastepnie dodano po 100 pl (polistyren) lub 3 ml (szkto) 96% etanolu i ekstrahowano w czasie 45 minut przy
120 rpm. Zmierzono absorbancje kazdej proby przy dtugosci fali 630 nm, stosujac jako prébe slepg wode
destylowang. Probe kontrolng wykonano dodajgc roztworu PBS zamiast bakterii.
Dla kazdego z wykonywanych doswiadczen obliczono wspétczynnik adherencji wedtug nastepu-
jacego wzoru:
_ _Aproby |
Ad N Akanrruéi,
gdzie:
Ad — wspoétczynnik adherencij;
A — absorbancja préby.
Uzyskany wynik zostat oceniony zgodnie z klasyfikacjg adhezji, ktérg przedstawiono w Tabeli 9.
Tabela 9. Klasyfikacja wspotczynnikow adherencji

Wspolczynnik adherencji Klasyfikacja
Ad<1 Brak adherencji
2>Ad>1 Slaba adherencja
3>2Ad>2 Srednia adherencja
Ad>3 Silna adherencgja

Stopien adherencji szczepéw BPC1 oraz BPC2 do wybranych materiatéw przedstawiono w Tabeli 10.

Tabela 10. Stopien adherencji szczepéw BPC1 oraz BPC2 do wybranych powierzchni

Wspdélezynnik adherencji

Sz¢zep | Powierzchnia abiotyczna Powierzchnia biotyczna
Polistyren | Kolagen Shuz Zelatyna
1.8 1,5 1,0 :
BPC2 1.7 1.9 1.6 0.8

Brak adherencji
Siaba adherenc}

Adherencja to cecha, ktéra umozliwia bakteriom przezycie oraz namnozenie sie w przewodzie
pokarmowym. Zdolnos¢ ta, gwarantujgca dtuzszy czas przebycia pozgdanych bakterii w uktadzie po-
karmowym, stata sie bardzo waznym kryterium podczas selekcji szczepoéw o cechach probiotycznych.
Wsrod powierzchni abiotycznych uzytych w doswiadczeniach wieksze wspétczynniki adherencji otrzy-
mano dla szkta. Dla szczepdw wyizolowanych z kiszonek mozna wyrézni¢ silng adherencije dla BPC1 —
wspotczynnik adherenciji — 6,3. Szczep BPC2 wykazat stabe przyleganie do szkta 1,7. Adherencja
szczepodw wyizolowanych z kiszonych burakéw do polistyrenu byta staba, wspétczynniki ksztattowaty
sie na poziomie 1,5 (BPC1)i 1,9 (BPC2).

Wsrod powierzchni biotycznych najwyzsze wspoétczynniki adherencji otrzymano w stosunku do
zelatyny. Komoérki szczepow BPC1 i BPC2, wykazywaty silng adherencje do zelatyny i wspotczynniki
ksztattowaty sie odpowiednio 3,5 i 4,8. Przyleganie do kolagenu dla badanych szczepéw byto stabe
i wartosci adherencji wynosity 1,5 (BPC1) i 1,6 (BPC2). Nie stwierdzono znaczgcej adherencji badanych
szczepow do $Sluzu. Stopien adherencji roznit sie pomiedzy badanymi powierzchniami i szczepami oraz
w ich obrebie.

Otrzymane wyniki pokazaty, ze badane szczepy w mniejszym lub wiekszym stopniu sg adhe-
rentne do wiekszosci testowanych powierzchni. Nalezy zatem uznac, ze przestanka adherentnosci zo-
stata spetniona.

Badanie zdolnosci antagonistycznych szczepéw BPC1 oraz BPC2 wzgledem szczepéw
wzorcowych
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W badaniach uzdolnien antagonistycznych wyizolowanych szczepéw BPC1 oraz BPC2 wykorzystana
zostata metoda stupkowa, ktéra pozwala na réwnolegly wzrost szczepéw badanych oraz testowych. Metoda
stupkowa umozliwia okresli¢ srednice stref zahamowania wzrostu danych szczepdéw testowych.

Podczas badania antagonizmu szczepow wyizolowanych z kiszonych warzyw wykorzystano 9 szcze-
poéw bakterii Gram — dodatnich, 13 szczepdw bakterii Gram — ujemnych oraz po 4 szczepy plesni i drozdzy.
Z przerosnietego bakteriami mlekowymi podioza MRS inkubowanego przez 24 godziny w 30°C wycieto po
3 stupki o $rednicy 10 mm i umieszczono je na ptytkach z murawg (pozywka brzeczkowa lub bulionowa
z wczesniej zaszczepionym szczepem wskaznikowym (tj. BPC1 lub BPC2) w ilosci 105 — 106 jtk/ml).

Plytki inkubowano przez 16 godzin w temperaturze 30°C, nastepnie odczytywano strefy przeja-
$nien murawy wokét stupkow. Wyniki stref zahamowania wzrostu podano jako $rednia ze $rednic zaha-
mowania wzrostu wraz z odchyleniem standardowym. Otrzymane wyniki przedstawiono w Tabelach
11-14.

Tabela 11. Uzdolnienia antagonistyczne wyizolowanych szczepéw BPC1 oraz BPC2
w stosunku do Gram-dodatniej bakteryjnej mikroflory patogennej

Srednica zahamowania wzrostu [mm] (SD)
Patogen Szczep
BPC1 BPC2
Staphylococcus aurens 6538 21 (1,00) 14 (0.58)
Staphviococcus aureus 25923 19 (1,15) 14 (0,50)
Staphylococcus aureus 27734 17 (0,58) 21(0,58)
Staphviococcus aureus 27794 21 (1,00) 21(0.,58)
FEnterococcus faecalis 29212 0 (0,00) 0 (0,00)
Bacillus cereus 11778 0 (0,00) 20 (1,53)
Listeria monocytogenes 19115 21(1,73) 0 (0,00)
Listeria monocytogenes 18195 17 (0,58) 18 (0.00)
Staphviococcus epidermidis J.W. 1533 40% (0,000 40% (0,00)

*Strefa zahamowania wzrostu patogenu bardzo duza, patogen wyrdst tylko na obrzezach plytki w postaci

pojedynczych kolonii; Pogrubienie oznacza wyniki istotne statystycznie

Tabela 12. Uzdolnienia antagonistyczne wyizolowanych szczepéw BPC1 ora BPC2
w stosunku do Gram-ujemnej bakteryjnej mikroflory patogennej

Srednica zahamowania wzrostu [mm] (SD)
Patogen Szezep
BPC1 BPC2
Klebsiella aerogenes 13048 0 (0,00) 16 (0,58)
Salmonella typhimurium 13311 33(1.73) 30 (1.33)
Salmonella typhimurium 2182 TA 27 (2,00) 30 (1,15)
Salmonella typhimurium 2180 PCM 21(1,33) 20 (0,58)
Salmonella typhimurium 14033 15 (1.53) 20 (1,00)
Salmonella enterica 7001 16 (0,58) 18 (0.58)
Enterobacter cloacae 13047 0 (0,00) 18 (0,58)
Escherichia coli 10536 0 (0,00) 16 (1,53)
Escherichia coli 8738 14 (1.00) 18 (1.53)
FEscherichia coli 8739 0 (0.00) 14 (0.00)
Campylobacter jejuni 11351 15 (0,58) 20 (0,58)
Pseudomonas aeruginosa 15442 5(8,08) 23 (1,53)
Pseudomonas aeruginosa 24755 5 (8,66) 19 (1,53)

Pogrubienie oznacza wyniki istotne statystycznie
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Tabela 13. Uzdolnienia antagonistyczne wyizolowanych szczepéw BPC1 oraz BPC2 w stosunku do plesni

Srednica zahamowania wzrostu [mm] (SD)
Nazwa patogenu Szezep
BPC1 BPC2
Penicillum notatum E40 L0333 26 (1,53) 31(1.73)
Penicillum expansum E42 100536 28 (2,00) 34 (0.58)
Aspergillus fumigatus E34 10426 27 (3.06) 27 (3.06)
Aspergillus niger ATCC 16404 20 (2,08) 20 (0,58)

Tabela 14. Uzdolnienia antagonistyczne wyizolowanych szczepdw w stosunku do drozdzy

Srednica zahamowania wzrostu [mm] (SD)
Nazwa patogenu
Szczep
BC1 BC2
Candida pelliculoza 20 (1.53) 18 (0,58)
Cyberlindnera jadinii LOCK 0021 20 (0.58) 20 (1.,53)
Rhodotorula glutinis R13 L0056 37 (0,58) 30 (2,00)
Rhodotorula mucilaginosa R12 £0054 20 (1.33) 22 (2.52)

Sposrod uzytych do doswiadczenia patogennych szczepdw bakterii Gram — dodatnich najwiekszg
wrazliwoscig na obecno$é komoérek Lactiplantibacillus plantarum BPC1 i BPC2 wykazat sie szczep
Staphylococcus epidermidis J.W. 1533, gdzie $rednica zahamowania wzrostu byta bardzo duza i wyno-
sita 40 mm, a patogen wyrést tylko na obrzezach ptytki. Wszystkie szczepy Staphylococcus aureus byty
wrazliwe na dziatanie szczepéw BPC1 i BPC2 a $rednice zahamowania ich wzrostu wynosity
14-29 mm. Najmniej wrazliwy na inhibicje wzrostu sposréd szczepdw testowy okazat sie szczep Listeria
monocytogenes 19115, gdzie brak zahamowania wzrostu zanotowano dla szczepu: BC2. Wzrost
szczepu Enterococcus faecalis 29212 nie byt hamowany przez badane drobnoustroje.

Szczepami testowymi bakterii Gram — ujemnych, dla ktérych zanotowano najwiekszg inhibicje
wzrostu wynoszgcg odpowiednio 33 mm (BPC1) i 30 mm (BPC2) jest Salmonella typhimurium 13311
oraz 27mm (BPC1) i 30 mm (BPC2) jest Salmonella typhimurium 2182 TA. Brak zahamowania wzrostu
w obecnosci szczepu BC1 wykazaty bakterie Escherichia coli 10536, Escherichia coli 8739 i Enterobac-
ter cloacae 13047.

Inhibicja wzrostu plesni oraz drozdzy zachodzita rownie skutecznie jak patogenow bakteryjnych.
W Zadnej z prob nie zaobserwowano braku zahamowania wzrostu. Najbardziej wrazliwy okazat sie
szczep Penicillum expansum E42 00536, gdzie Srednice zahamowania wyniosty odpowiednio 28 mm
(BPC1) i 35 mm (BPC2), a najmniejszg wrazliwos¢ zanotowano dla Aspergillus niger ATCC 16404 —
20 mm. Wsréd drozdzy to Rhodotorula glutinis R13 £0056 okazaty sie najbardziej wrazliwe, srednica
zahamowania wzrostu wyniosta odpowiednio 37 mm (BPC1) i 30 mm (BPC2), a najmniej — Candida
pelliculoza — 17 mm (BPC2) i 20 mm (BPC1).

Uzyskane wyniki potwierdzajg, ze szczepy BPC1 oraz BPC2 wykazujg aktywnos¢ antagoni-
styczng do patogendw jelitowych odpowiedzialnych za choroby u ludzi i zwierzat.

Opornosc¢ na antybiotyki i chemioterapeutyki szczepow BPC1 oraz BPC2

Do okreslenia opornosci szczepéw BPC1 oraz BPC2 na antybiotyki zastosowano metode dyfu-
zyjno-kragzkowej, w ktérej na ptytke agarowg nanosi sie zawiesing badanego szczepu bakterii (tj. BPC1
albo BPC2) w stezeniu 0,5 MacFarlanda i naktada sie krgzki bibutowe nasycone badanym antybioty-
kiem. Catos¢ inkubowano w 30°C przez 18 godzin. Nastepnie dokonywano odczytu strefy zahamowania
wzrostu wokot krgzka. Wyniki przedstawiono w Tabeli 15.
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Tabela 15. Ocena opornosci szczepéw BPC1 oraz BPC2 na antybiotyki i chemioterapeutyki

Nazwa badanego antybiotyku stezenie [ug] srednice zahamowania wzrostu [mm]
i )l ' BC1 BC2

Kolistyna 10 14 19
Kolistyna 25 13 35
Kolistyna 50 12 10
Kanamycyna 5 12 10
Gentamycyna 120 14 9
Gentamycyna 200 18 15
Sreptomycyna 25 11 0
Cefoperazon 75 10 10
Ampicylina 25 8 14
Linezolid 10 10 0
Linezolid 30 0 13
Cefuroksym 30 13 27
Amoksveylina 2 9 20
Amoksyeylina 10 15 23
Norfloksacyna 5 8 6
Norfloksacyna 10 12 6
Cefotaksym 5 14 12
Cefotaksym 30 15 3
Cyprofloksacyna 1 9 8
Cyprofloksacyna 5 8 0
Erytromycyna 30 19 15
Nitrofurantoina 100 18 15
Nitrofurantoina 200 12 30
Nitrofurantoina 300 16 12
Azytromycyna 15 13 14

Przeprowadzona analiza wykazata, ze Szczepy BPC1 i BPC2 wykazujg oporno$¢ w stosunku do
nastepujgcych antybiotykéw i chemioterapeutykdéw o dziataniu przeciwbakteryjnym: kolistyny, kanamy-
cyny, gentamecyny, streptomycyny, cefoperazonu, ampicyliny, linezolidu, cefuroksymu, amoksycyliny,

norfloksacyny, cyprofloksacyny, cefotaksymu, erytromecyny, nitrofurantoinu, azitromycyny.

Wykaz sekwencji nukleotydowych regionu DNA kodujgcego gen 16S rRNA szczepu BPC1 oraz

BPC2 ktére okreslajg ich przynaleznos¢ gatunkowa:
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Sekwencja nukleotydowa genu 16S rRNA szczepu BPC1
CRGCATGSGGGKCTATAATGCAGTCGACGARCTCYGGTATTGATTGGTGCTTGCATCAWGATTTACRTTTGAGTGAGTGG
CGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACA
ACTTGGACCGCAGGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGOGTATTAKCTAKATGG
TGGGGTAACGGCTCACCATGGSAATGATACGTASCCAACCTGAGAGGGTAATCSGCCMCWTTGGGACTGAGACACGGCCC
AAACTCCTACGGGAGGCAGCWKTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGASCAACGCCSCGTGAGTGAAKAA
GGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCA
GAAAGCCACRGCTAACTACGTGCCASCAGCCGCGGTAATACRTASGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGSGCGTAAAG
CGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCRGCTCAACCGRAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGA
STGCAGAAGAKGACAGTGGAACTCCATGTGTAKCGRTGAAATGCGTAKATATATGGAAKAACACCASTGGCGAACGCGGT
TGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGY ATGGGTAGCAAACASGATTAKATACCCTGGTAGTCCATACCGTAR
ACGATSAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCWKTGCTRCAGCTWACKCATTAAGCAY TCCRCSCTGTGKGAGTA
CGRCCGTCAAGGMTGAAACTCAAATGAATTTGACGGSGGACCMGCWACAAGCAGATGGAKCATGTGGTTTTAATTTCGAA
GCTACGCGTARGAACTTACTAGTCTTGACATTACTKATGCAATTCTARMAGAATAAGACGATTCCTTCGGGGAMATGRGA
TWACTGGTGGATGMCATGAATTGTTCKTCARCTCGAGATCCTGKAMATKCTTGGGATCAAGTCCTCGCAACGAACGACAA

TCGTTACTTATCRAGTAGRCAAKCATTACGTCGCACTCTTGATGGAAAACTTGGCCGGTGAACAAAAC

Sekwencja nukleotydowa genu 16S rRNA szczepu BPC2

CCTCAGTWGCGCGTTCTGY AATGGGKTCKAACRAGY TCTGCCWATTGATTGTGGCTGGCATCAWGATTTACGTTTGGRTG
GGTGGYGAACTGGTGGSCAACACAACGKGAAACCTGCCCCRAGSTGAGGGATAACACCTGGAAATTCATGCTAATACCGC
ATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAGGCTGGCTTCAGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGCTCTATGTACTA
TATGGTGGGGCAACGGCGCACCCTGGGWATGATRGGTARCGAACCTGAGACGGCATCCCCCCCTTTTGGGAGTGAGACAC
CGGCCAWACTCCTACAGGGGGCARCTTWAKGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTG
ACTAASGGTTTCGGCTGACAACACTCTGTTGTTACCTGTAACATATTCCCCAATAACTGTTCCKGTATTGACAGATTTTA
ACCAKAAAGCCACACCTAACTACGTGC TICCCGCCGCTKCAATACAAACCACATGCTCCACCGTCTKGGATT TATIGCCC
GTAAATTCCTTTGAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTCCCCRCCTTCAATGCTWCCKGAGATR TGTGTCGSAMTCTGGGAA
ACATACCTGCCAACAATTACARTGCAACTCCWTGTGTATGGACTAAMTGGGTATCTATATGTGATAGCTACACTTRCKTA
CGAGSCTGTCTGGTCTGTACCTGACRCASAGGCTCCWAAGYMWCKGKAGY WMTTMCGWATATATACSCWGTTMRYCSMTA
CAGAAGAMGATSAACGGTMMTCGTTTGAGGGY TTCTKTCCCTCTTTGCGATGCACTWTCTTMTTWTGAAYTCARCGY GTT
CASWTCRGACTTAARGMWSAAACTGCAMTSACTTGACGCGGRCTCRCTACAAGACGATSGATCGTSWGGTWYATATTCAA
CAGCTRCTGCWRGMACCGTTACYAGGYCGTGGACTTTACTRKKTCAAATACTRWCARAWTWCMGTASAATYASCTWTCTS
TGCAACATGGATACATCGTTGTAGCAAYRGATTGTTY TTACGAGYCGAGATCGTWCATGCATTSRCTCAGTCCTGCWCGA
TACGACATCCKTACTTATGAGGTTAGCATTCMTTACKC TGCATY CTGTAGACTTGCGCGGTGACATACGTMCGATGTGCG

AATTAGCCTCCT
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Zastrzezenia patentowe

Szczep bakterii mlekowych Lactiplantibacillus plantarum BPC1 zdeponowany w Polskiej Ko-
lekcji Mikroorganizmoéw (PCM) Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akade-
mii Nauk we Wroctawiu pod numerem B/00373.

Szczep bakterii mlekowych Lactiplantibacillus plantarum BPC2 zdeponowany w Polskiej
Kolekcji Mikroorganizméw (PCM) Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Aka-
demii Nauk we Wroctawiu pod numerem B/00374.

Kompozycja nowych szczepdéw z rodzaju Lactiplantibacillus, znamienna tym, ze zawiera
szczep Lactiplantibacillus plantarum BPC1 zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorgani-
zmoéw (PCM) Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk we Wro-
ctawiu pod numerem B/00373 oraz Lactiplantibacillus plantarum BPC2 zdeponowany w Pol-
skiej Kolekcji Mikroorganizmow (PCM) Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej
Akademii Nauk we Wroctawiu pod numerem B/00374 w proporcji 1:1.

Zastosowanie kompozycji okreslonej w zastrz. 3 do fermentacji produktéw roslinnych.
Zastosowanie wedtug zastrz. 4, znamienne tym, ze produkty roslinne stanowig buraki.
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