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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest szczep bakterii mlekowych Lactobacillus rhamnosus £tOCK 1146
zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorganizmow, w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej
Polskiej Akademii Nauk im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wroctawiu pod numerem B/00217, o wiasciwo-
Sciach probiotycznych. 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, a takze szczepy Lactobacillus
rhamnosus BioPL1 z opisu patentowego PL 226294 oraz Lactobacillus rhamnosus £OCK 1087 ze zgto-
szenia patentowego P.422602.

Wiadomo jest, iz probiotyki zapewniajg réwnowage mikrobioty jelitowej i wywierajg korzystny
efekt na zdrowie ludzi i zwierzgt. Okreslenie probiotyk jest zastrzezone dla preparatéw lub produktow,
ktére spetniajg nastepujace kryteria: zawierajg zywe komorki w odpowiedniej ilosci, poprawiajg stan
zdrowia gospodarza, korzystny efekt wywierajg w przewodzie pokarmowym (podawane jako dodatki do
zywnosci lub pasz). Skutecznos¢ korzystnego oddziatywania probiotycznych szczepow mikroorgani-
zmow, w tym gtownie bakterii fermentacji mlekowej (LAB) na organizm ludzi i zwierzat jest uwarunko-
wana wieloma czynnikami, dlatego wazna jest wtasciwa selekcja i dobor szczepow oraz systematyczne
dostarczanie organizmowi duzej liczby zywych komaérek tych mikroorganizméw. Zgodnie z propozycjami
Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO), Organizacji Narodéw Zjednoczonych ds. Wyzywienia i Rolnic-
twa (FAO) oraz Europejskiego Urzedu ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA) szczepy probiotyczne
w procesie selekcji muszg spetnia¢ zaréwno kryteria bezpieczenstwa, funkcjonalnosci, jak i przydatno-
$ci technologicznej. Bezpieczenstwo szczepu jest zdefiniowane poprzez jego pochodzenie oraz profil
opornosci na antybiotyki. Aspekty funkcjonalne okreslajg ich zdolno$é przezycia w przewodzie pokar-
mowym (m.in. odpornos$¢ na niskie pH i sole zétci). Wiasciwosci technologiczne obejmujg natomiast
zdolnos¢ przezycia probiotykéw i zachowania swoich uzdolnien podczas przechowywania i dystrybuciji.
Produkty probiotyczne sg znane juz od dawna, ale obecnie, z powodu zwiekszonej swiadomosci zywie-
niowej spoteczenstw, stajg sie bardzo popularne. Na zwigkszenie popytu majg rowniez wptyw choroby
cywilizacyjne zwigzane z niewtasciwym zywieniem, stresujgcy tryb zycia i polepszacze stosowane do
zywnosci. Produkcja zywnosci probiotycznej, dodatkéw paszowych oraz produktéw farmaceutycznych
wymaga jednak pozyskiwaniem nowych szczepéw oraz doboru szczepdw o odpowiednich wiasciwo-
Sciach.

Przedmiotem wynalazku jest nowy szczep bakterii mlekowych z gatunku Lactobacillus rhamno-
sus, ktéry oznaczono symbolem £tOCK 1146 i ktory zostat zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorga-
nizméw PCM w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk im. Ludwika
Hirszfelda we Wroctawiu pod numerem B/00217.

Szczep bakterii tOCK 1146 wyizolowano z katu dorostego cztowieka.

Szczep LOCK 1146 jest to Gram-dodatnia pateczka, nieruchliwa, nie przetrwalnikujgca. Jest
szczepem o witasciwosciach probiotycznych, stanowigcym homolog bakterii z gatunku Lactobacillus
rhamnosus o sekwencji nukleotydowej regionu DNA kodujgcego gen 16S rRNA przedstawionej na
kohcu opisu.

W celu okreslenia przynaleznosci gatunkowej nowego szczepu tOCK 1146 zsekwencjonowano
region DNA kodujgcy gen 16S rRNA o dtugosci 1432. Otrzymang sekwencje nukleotydowg genu 16S
rRNA poréwnano za pomocg programu BLASTN 2.6.0+ z sekwencjami dostepnymi w bazie National
Center of Biotechnology Information (NCBI) oraz programu CLC Main Workbench 8. Na podstawie po-
réwnania sekwencji nukleotydowych genéw 16S rRNA bakterii z gatunku Lactobacillus rhamnosus
KY348290.1 stwierdzono podobienstwo nowego szczepu bakterii do gatunku Lactobacillus rhamnosus
z prawdopodobienstwem 99,16%.

Nowy szczep tOCK 1146 hoduje sie na podtozu Rogosa przeznaczonym do hodowli bakterii
z rodzaju Lactobacillus sp., przejrzystym, o barwie zétto-brgzowej, o sktadzie w g/I: pepton kazeinowy
— 10,0, ekstrakt drozdzowy — 5,0, D(+)glukoza — 20,0, fosforan potasu — 6,0, cytrynian amonu — 2,0,
Tween 80 — 1,0, octan sodu — 15,0, siarczan magnezu — 0,575, siarczan zelaza Il — 0,034, siarczan
manganu — 0,12, agar — 15,0, o pH 5-6, w temperaturze 15-45°C, korzystnie 37°C w czasie 48 godzin.
Na podfozu Rogosa szczep rosnie w postaci biato-kremowych, okragtych kolonii, o gtadkiej powierzchni
i regularnych brzegach, o $rednicy okoto 2—3 mm.

Szczep LOCK 1146 hoduje sie takze w podtozu ptynnym MRS, stanowigcym modyfikacje podtoza
Rogosa, zawierajgcym jako zrodto glukoze, o sktadzie w g/l: ekstrakt drozdzowy — 4,0, ekstrakt miesny
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— 10,0, pepton z kazeiny — 10,0, D(+)glukoza — 20,0, Tween 80 — 1,0, wodorocytrynian amonu — 2,0,
fosforan dwupotasowy — 2,0, octan sodu — 5,0, siarczan magnezu 7-wodny — 0,20, siarczan magnezu
4-wodny — 0,05, o pH 5-6, w temperaturze 15-45°C, korzystnie 37°C w czasie 48 godzin. W poditozu
tym szczep rosnie tworzgc jednorodne zmetnienie pozywki.

Do wzrostu szczep preferuje atmosfere wzbogacong w CO2 wprowadzony w ilosci 5% (v/v). Ro-
Snie jednak zaréwno w warunkach tlenowych, jak i wzglednie beztlenowych.

Cechy morfologiczne szczepu £ OCK 1146

W obrazie mikroskopowym bakterie majg ksztait krétkiej dlugosci pateczek, prostych, o diugosci
4-5 um i do 1 um szerokosci. Pateczki nie wytwarzajg przetrwalnikow.

Cechy fizjologiczne i biochemiczne szczepu £t OCK 1146

Szczep nie wytwarza katalazy oraz oksydazy cytochromowej. Wybarwia sie na Gram (+).

Badanie metabolizmu glukozy w warunkach tlenowych i beztlenowych na pozywce Hugh-Le-
ifsona w wysokich stupach wykazato, ze szczep LOCK 1146 jest zdolny do rozkladu glukozy zaréwno
w obecnosci tlenu, jak i w warunkach beztlenowych, czyli na drodze fermentaciji.

Test API 50 CHL wykazat, ze szczep LOCK 1146 jest zdolny do fermentacji nastepujgcych sa-
charydéw i ich pochodnych: rybozy, galaktozy, glukozy, fruktozy, mannozy, sorbozy, ramnozy, inozy-
tolu, mannitolu, sorbitolu, N-acetyloglukozaminy, Metylo-a,D-glukopiranozydu, amygdaliny, arbutyny,
esculiny, salicyny, celobiozy, maltozy, laktozy, sacharozy, trehalozy, melecytozy, gencjobiozy, D-tura-
nozy, tagatozy, glukonianu.

Szczep LOCK 1146 charakteryzuje sie metabolizmem wzglednie heterofermentatywnym. Lak-
toze fermentuje z wytworzeniem kwasu mlekowego w ilosci 3,5 g/l, przy czym udziat kwasu L(+) mleko-
wego wynosu 97%, kwasu octowego (1,5 g/l), aldehydu octowego (1,0 mg/l) i etanolu (5,0 mg/l).

Test APl ZYM wykazat, ze szczep LOCK 1146 wykazuje aktywno$¢ nastepujgcych enzymow:
arylamidazy leucyny, arylamidazy waliny, arylamidazy cysteiny, fusfohydrolazy naftylo-AS-BI.

Szczep LOCK 1146 nie wytwarza siarkowodoru, ani amoniaku z argininy, nie wykazuje zdolnosci
rozktadu H20:x.

Cechy probiotyczne szczepu £tOCK 1146

Szczep LOCK 1146 spetnia kryteria stawiane bakteriom probiotycznym, co stwierdzono w wyniku
badan in vitro wykonanych wedtug procedur zalecanych przez FAO/WHO.

Nowy szczep wykazuje wysokg odpornos¢ na niskie pH (kwasowos¢ soku zotgdkowego) w za-
kresie od 2,0 do 3,0.

Szczep LOCK 1146 wykazuje réwniez wysokg odpornos¢ na sole zétci w stezeniach 1% i 2%.

Szczep LOCK 1146 wykazuje oporno$¢ w stosunku do antybiotykow i chemioterapeutykow
o dziataniu przeciwbakteryjnym tj.: penicylina, kanamycyna, wankomycyna, amoksycylina, doksycy-
klina, streptomycyna, erytromycyna, tetracyklina, cefalotyna, ceftazydym, aztreonam, amikacyna, klotri-
mazol.

Wykazuje aktywnos$¢ antagonistyczng w stosunku do patogendéw przenoszonych drogg pokar-
mowag tj. Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium, Salmonella Choleraesuis, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes, Li-
steria innocua.

Posiada niskg aktywno$¢ fekalng. Sposréd trzech enzyméw: B-glukozydazy, B-glukuronidazy
i ureazy aktywna jest tylko B-glukozydaza.

Szczep LOCK 1146 charakteryzuje sie dobrym przyleganiem do komérek nabtonka jelitowego
Caco-2, a wiec wykazuje wtasciwosci adhezyjne.

Wykazuje zdolnosci detoksyfikacyjne mykotoksyn (aflatoksyny B1, ochratoksyny A, fumonizyny,
toksyny T-2, zearalenonu, deoksyniwalenolu), ktére najczesciej moga stanowi¢ zanieczyszczenie zyw-
nosci i pasz.

Cechy biotechnologiczne szczepu +tOCK 1146

Wiasciwosci biotechnologiczne szczepu tOCK 1146, ze wzgledu na mozliwosé zastosowania
w zywnosci i w paszach okreslono zaréwno w mleku, jak i w mieszance paszowe;.

W mleku o 3,2% zawartosci ttuszczu szczep £LOCK 1146 faze stacjonarng osiggnat po 19 godzi-
nach hodowli, zas plon komérek wynosit 2,10x10° jtk/ml. Czas trwania fazy adaptacyjnej bakterii wyniost
2 godziny. Witasciwa szybkos$¢ wzrostu szczepu wynosita 0,42 h1, a produktywnos$¢ hodowli byta réwna
0,45x108.
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W mieszance paszowej (zmielone ziarna: pszenicy 40%, jeczmienia 30%, kukurydzy 20% i zyta
10%) szczep LOCK 1146 faze stacjonarng osiggnat po 18 godzinach hodowli, zas plon komoérek wynosit
2,35x10° jtk/ml. Czas trwania fazy adaptacyjnej bakterii wynidst 2 godziny. Wiasciwa szybko$¢ wzrostu
szczepu wynosita 0,17 h1, a produktywnos$¢ hodowli byta réwna 0,50x108.

Szczep LOCK 1146 znajduje zastosowanie jako dodatek do zywnosci i pasz.

Przedmiot wynalazku ilustrujg ponizsze przykfady.

Przyktad |

Szczep LOCK 1146 hodowano w podtozu ptynnym MRS (firmy Merck), o sktadzie w g/l: ekstrakt
drozdzowy — 4,0, ekstrakt miesny — 10,0, pepton z kazeiny — 10,0, D(+)glukoza — 20,0, Tween 80 — 1,0,
wodorocytrynian amonu — 2,0, fosforan dwupotasowy — 2,0, octan sodu — 5,0, siarczan magnezu
7-wodny — 0,20, siarczan magnezu 4-wodny — 0,05, o pH 5-6, w obecnosci CO. wprowadzonego
w ilosci 5% (v/v), w temperaturze 37°C.

Po 48 godzinach hodowli wyhodowane komérki oddzielono od podtoza na wstrzgsarce uzyskujac
gestosc¢ 2,5x10° komorek/ml.

Przyktadll

Szczep LOCK 1146 hodowano w podtozu ptynnym Rogosa (firmy Difco) o sktadzie w g/I: pepton
kazeinowy — 10,0, ekstrakt drozdzowy — 5,0, D(+)glukoza — 20,0, fosforan potasu — 6,0, cytrynian amonu
—2,0, Tween 80 - 1,0, octan sodu — 15,0, siarczan magnezu — 0,575, siarczan zelaza Il — 0,034, siarczan
manganu — 0,12, agar — 15,0, o pH 5-6, w obecnosci CO2 wprowadzonego w ilosci 5% (v/v), w tempe-
raturze 37°C.

Po 48 godzinach hodowli wyhodowane komérki oddzielono od podtoza na wstrzgsarce uzyskujac
gestosc 1,5x10° komorek/ml.

Przyktad 1l

Bakterie otrzymane jak w przyktadzie | umieszczono w srodowisku o pH 2,0 i 3,0. W srodowisku
o pH 2,0 po 180 minutach przezyto 3,5x108 jtk/ml przy wyjsciowej ich ilosci 5,0x108 jtk/ml. W $rodowisku
o pH 3,0 po 180 minutach przezyto 2,5x108 jtk/ml przy wyjsciowej ich ilosci 4,0x108 jtk/ml.

Przyktad IV

Bakterie otrzymane jak w przyktadzie | poddano dziataniu zofci o stezeniach 1% i 2% w czasie
do 4 godzin. Po 4 godzinach inkubacji przy stezeniu z6tci 2% przezywalnos$¢ komaérek wynosita 92%,
a przy stezeniu zofci 1% przezyto 95% komorek bakterii.

Przyktad V

Liofilizat bakterii otrzymanych jak w przyktadzie | przechowywano w temperaturze 4-5°C oraz
w temperaturze pokojowej 25°C w ciggu 4 miesiecy. Po tym czasie nastagpito obnizenie liczby zywych
komoérek o 5% dla temperatury chtodniczej i o 14% dla temperatury pokojowej. Temperatura chfodnicza
zapewnita wiekszg stabilnos¢ i trwatosé.
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Wykaz sekwencji
CTGATTTATTGAAAGGTGCTTGCATTCCTTGATTTAGATTTTGAACGAGTGGCGGA
CGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTTGGAAA
CAGATGCTAATACCGCATAAATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGG
CGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAA
CGGCTCACCAAGGCAATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATT
GGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCA
CAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGG
TCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGT
GACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGG
TTITTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGTGCATCGGAAAC
TGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACT
GACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
CATGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTTGGAAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCC
GCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAAC
TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAACATGTGGGTTTAATTCG
AAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATC
AGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGC
CAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACA
ATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCC
ATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAG

TAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGETGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG
CCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCGGAAAGCCGGTGGCGTAAACCCTT
TAGGGAGCGAGCCGTC

w ktdrej: A - oznacza adenine, G - guaning, C - cytozyne, T - tymine.

Zastrzezenie patentowe

1. Szczep bakterii mlekowych Lactobacillus rhamnosus £OCK 1146 zdeponowany w Polskiej
Kolekcji Mikroorganizméw PCM w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej
Akademii Nauk im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu pod numerem B/00217, o wiasciwo-
Sciach probiotycznych.
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