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청

청 항 1 

한 생 공학연 원에 탁  KCTC13392BP  탁  하  특징  나타내  비피도 리움 애니 리  브

시  락티 (Bifidobacterium animalis subsp. lactis) LDTM8102 신균주

(a)  앰피실린(ampicillin),  나마 신(kanamycin),  트 마 신(streptomycin)   에리 마 신

(erythromycin)에 한 내  없 .

(b) 타- 루코시다아 (β-glucosidase), 에 라 (Esterase), 에 라  리 아 (Esterase lipase), 리

아 (Lipase), 린 아릴아미다아 (Valine arylamidase)  알 -갈락 시다아 (α-galactosidase)에 

 .

(c) pH 2에  2시간 생  100% 상 .

청 항 2 

1항  LDTM8102 신균주  식 , 사료,  또  약  에 하거나, 매  에 하

청 항 3 

삭

 

   야

본  한  아  변  리한 새 운 산균 균주에 한 것  특   타- 루코시다[0001]

아 (β-glucosidase) 생산  가지 , 내산   내담  우 한 비피도 리움 애니 리  브

시  락티 (Bifidobacterium animalis subsp.lactis) LDTM8102 신균주[KCTC13392BP]에 한 것 다.

 경  

 주  식 식단 취, 규 한 식사, 주, 연, 운동 , 과도한 트  등에 해 량[0002]

동 한  질  하  한  가 가하고 다. 민건강보험공단 료에  내 량 

  2006  48만 9천 에  2011  64만  5  사 에 31% 가하 다. 에 한   건강  향상

시키  해  생균 (probiotics)  취에 한 심과 그  아지고 다.

그런 , 연 에  생균  당  취 시 사람 또  동물 내 미생물  균  개 시켜 주에게 건강[0003]

상 한 과  주  살아  미생물  미생물   산균   알 지 , 특 , 산균  당

 하여 산  생 하  균  식 에   당 하, 체  감 , 피 질  ,

염  , 역  강  등  과도  것  알 진다. 

그런 , 생균  시  원료, 첨가  또  식  야  할  나,  에  식[0004]

야에  어지곤  한다.  그  에 도  특 ,  산균  락 실러  애시도필러 (Lactobacillus

acidophilus) La5  비피도 리움 락티 (Bifidobacterium lactis) Bb12  함 하  거트  취  2

당뇨병 들   콜 과 LDL-콜  도  감 시킴  심 질  험 들  개 하

과가  것   비만  당뇨  억 하  산균  한 , , 식 , 식

개  가  여 다.

산균   비피도 리움 (Bifidobacterium spp.)  생균 에 사   산균  미  에프[0005]

에 (Food and Drug Administration,FDA)에   그라 (Generally Recognized as Safe, GRAS)에 등재하

여 안 한 식  재  하고 다. , 연    같  비피도 리움  비만  당뇨 개 과
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어 사, 염, 과민  후   염  질  개 , 내 균  식, 내 해균 나 병원

미생물  억 에 과가 고, 피 염과 알 도 시키  것  알  다.

룰  해하    하나  타- 루코시다아 (β-glucosidase)   리고당 또  비[0006]

에 하여 타- 루코시드 결합(β-glucoside bond)  가  해하   갖   룰  

해에 해 생  비   감 시킴  룰  해  향상시킬  다. 또한, 

타- 루코시다아 (β-glucosidase)  미생물 에  루코  생산하  해  필  

므  식   매  에  어  매우 하다.

한민 공개특허공보 10-2013-0014516  루코시다아 (glucosidase)   ,  물  [0007]

매  가  해 에 한 것 , 열  균 래 루코시다아 (glucosidase)  코 하  DNA에 

비 시그  열  코 하  DNA  Asn-X-Ser 또  Asn-X-Thr  코 하  DNA  도 하여 열  균 래

변  루코시다아 (glucosidase)  코 하  DNA  진핵 미생물에 도 해 비 단 질  게 하

것  포함한다. 또한, 상  변  루코시다아  포함하   물  상   물  사 하  

매  가  해  공하고 다.

또한, 근 생물  통하여 다양한  지닌 천연물 재  개 하  연 가 많  루어지고 나,[0008]

재 지  재 합  또  미생물  하거나, 식 에  사  한 어  곰  하여

생물  한 사 가 많다. 에, 식  재     생물  재  많지 않  실 다.  해

결하  해  체 도 건강  가지고 고, 타- 루코시다아 (β-glucosidase) 등  생물

 가지고  산균에 한 연 들  심  집 고 나, 산균  생물   상

낮고, 산균  한 생물  공  에 한 연 가 미 한 상 다. 또한, 재 지  산균에 한

연  주  ,  등 식 에  래한 산균에 집 어 어 산균  다양한 식  재에 하

 것에 한계가 다. 

행 문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) - 등 특허공보 10-1726207 (2017.04.12.공고) [0010]

(특허문헌 0002) - 공개특허공보 10-2014-0047886 (2014.04.23.공개) 

비특허문헌

(비특허문헌 0001)  - 'β-glucosidase formation in Cellulomonas sp.'( 남 학  업 연 보고 3[0011]

2 , 1976.12.) 

(비특허문헌  0002)   -  ‘ 에  리  산균  타 루코시다아   탐색’(Food  Engineering

progress, Vol.14, No.3, pp.243-248(2018)) 

 내

해결하  과

본  타- 루코시다아 (β-glucosidase) 생산  우 하여 식 , 사료,   약  등에 [0012]

가 한 산균  하  것   한다.  통해 매  생물  산업  도 하도  지

원할  다.

또한, 본  내산 과 내 담  우 하  항생  내  없  생균  공하고  한다.  통해 [0013]

체 무해하고 지 살아가  안착하여 식할   안 한 생균  개  지원할  다. 

과  해결 단

라  상  같  과  해결하  하여 본  한 생 공학연 원에 탁  KCTC13392BP  탁[0015]

등록특허 10-2010834

- 4 -



하  특징  나타내  비피도 리움  애니 리  브 시  락티 (Bifidobacterium  animalis  subsp.

lactis) LDTM8102 신균주  (a) 앰피실린(ampicillin), 나마 신(kanamycin), 트 마 신(streptomycin)

 에리 마 신(erythromycin)에 한 내  없 , (b) 타- 루코시다아 (β-glucosidase), 에 라

(Esterase),  에 라  리 아 (Esterase  lipase),  리 아 (Lipase),  린  아릴아미다아 (Valine

arylamidase)   알 -갈락 시다아 (α-galactosidase)에  , (c)  pH  2에  2시간 생  100%

상  것  특징  한다.

또한, 본  비피도 리움 애니 리  브 시  락티 (Bifidobacterium  animalis  subsp.  lactis)

LDTM8102 신균주  식 , 사료,  또  약 에 하거나, 매  에 하   

공함  달 할  다.

삭[0016]

 과

본   한  아  변  리한  비피도 리움  애니 리  브 시  락티[0017]

(Bifidobacterium  animalis  subsp.lactis)  LDTM8102  신균주[KCTC13392BP]  공하 ,  LDTM8102  신균주

[KCTC13392BP]  타- 루코시다아 (β-glucosidase) 생산  우 하여 다양한 식 , 사료,   

약  등에 공   다.

또한,  본  LDTM8102  신균주[KCTC13392BP]  타- 루코시다아 (β-glucosidase)  생산  우 하여[0018]

매   생물  가 하게 함  에탄  등과 같  연료  생산하  

공할  다. 

또한, 본  LDTM8102 신균주[KCTC13392BP]  우 한 내산   내담  가지 , 항생  내  갖지 않[0019]

에 내 생   체에 무해하여 약  생균  개 에   다.

또한, 본  LDTM8102 신균주[KCTC13392BP]  식 , 사료, 약 , , 연료  포함하  다양한 산[0020]

업 야에  상  산균 균주 그  또  그것  포함한 물  다양하게   다.

도  간단한 

도  1  한  아  변  리, 동  산균 균주 5  타- 루코시다아 (β-glucosidase)[0021]

 도  한 것 다.

또한, 도  2  리, 동  산균 균주 5  산  건에  내  평가한 것 , 강한 산  건에

상  산균 균주   생  할  다.

도  3  리, 동  산균 균주 5  내담  평가한 것 , 상  산균 균주가 내 담  도에

한 내  가지고  할  다.

 실시하  한 체  내

하, 본  실시  통하여 보다 상 하게 한다. 그러나, 들 실시  본  시  [0022]

하  한 것  본  가 들 실시 에 한  것  아니다. 

<실시  1.> 균주 리, 동[0024]

1-1. 균주 리[0026]

한  내 래 산균 균주  리하  해 100  미만  아  변  공 아(IRB No. 1605/003-[0028]

006), 락 실러  (Lactobacillus spp.)과 비피도 리움 (Bifidobacterium spp.)  택 지  하

여 균주 리하 다.

체 ,  집  변 시료  0.85％ sodium  chloride(NaCl)  액에 10  단계 하여 0.02%  sodium[0029]

azide  첨가한 De Man Rogosa, Sharpe agar (MRS agar; Difco, USA)  50mg/L lithium mupirocin  첨가한

TOS-propionate agar(Merck KGaA, Germany)에 도말한 후 37℃  도에  48시간 동안  양하 다.

또한 양 후 콜 니(colony) 태가  다  균주  하고,  균주  MRS broth  Glucose Blood[0030]

등록특허 10-2010834

- 5 -



Liver broth(BL broth; MB cell, Korea)에  계 양한 후 20% 리  함  MRS broth  BL broth에

-80℃  도에  동결 보 하 다. 

1-2. 균주 동[0032]

가. API kit  한 균주 동[0034]

상  1-1.과  통해 리  산균 균주  한 동  해 , API  20A  kit,  API-ZYM  kit(BioMetrieux[0036]

Co. France)  하여 탄 물 ,   함  상  산균 균주  생 학  특  검 하

다.

그  결과,  상  동 한  비피도 리움  애니 리  브 시  락티 (Bifidobacterium  animalis[0037]

subsp.lactis)  5  하  [  1]  같  탄 물   프 에  어도  루코 (glucose),  락

(lactose),  크 (sucrose),  말 (maltose),  살리신(salicin),  (xylose),  아라비

(arabinose),라피 (raffinose)   할  고, 비피도 리움 (Bifidobacterium spp.)과 82.8%

내지 96.8 %  상동  보여 그 가  하 다.

 1

[0039]

Biochemical reaction,
enzyme, or isolate

identification

Strain

KT 9-4 KT 11-6 KT 11-7 KT 11-8 KT 11-9

  Indole - - - - -

  Urease - - - - -

  Glucose + + + + +

  Mannitol + + - + +

  Lactose + + + + +

  Sucrose + + + + +

  Maltose + + + + +

  Salicin + + + + +

  Xylose + + + + +

  Arabinose + + + + +

  Gelatin - - - - -

  Esculin - - - - -

  Glycerol - - - - -

  Cellobiose - - - - -

  Mannose - + - - -

  Melezitose - - - - -

  Raffinose + + + + +

  Sorbitol - - - - -

  Rhamnose - - - - -

  Trehalose - - - - -

Isolate identification Bifidobacterium spp.

96.8 % 91.1 % 82.8 % 96.8 % 96.8 %

또한, 상  동 한 비피도 리움 애니 리  브 시  락티 (Bifidobacterium animalis subsp.lactis)[0041]

5  하  [  2]과 같  타- 루코시다아 (β-glucosidase) 에도 에 라 (esterase), 신 아릴아미

다아 (leucine  arylamidase),  알 -갈락 시다아 (α-galactosidase),  타-갈락 시다아 (β-

galactosidase), 알 - 루코시다아 (α-glucosidase)  도가  균주들  었고, 특  KT9-4  타

균주에 비해 에 라  리 아 , 리 아 , 린 아릴아미다아  지 었다. 본 에  특

타- 루코시드 결합(β-glucoside bond)  가 해하   갖  식   매  에 한 타

- 루코시다아 (β-glucosidase)  심  심  연 하 다.
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 2

[0043]

Enzymes Strain

KT 9-4 KT 11-6 KT 11-7 KT 11-8 KT 11-9

Control - - - - -

Esterase (C4) + + + + +

Esterase lipase + - - - -

Lipase + - - - -

Leucine arylamidase + + + + +

Valine arylamidase + - - - -

Cystine arylamidase + + - + +

Acid phosphatase + + + + +

Naphtol-AS-BI-phosphohydrola
se

+ + + + +

α-galactosidase + + + + +

β-galactosidase + + + + +

β-glucuronidase - - - - +

α-glucosidase + + + + +

β-glucosidase + + + + +

나. 16S ribosomal RNA(16S rRNA) gene sequencing  통한 균주 동[0045]

상  1-1.  과 에  리  산균 균주들   한 동  해 , 염 열 사  ㈜Macrogen에[0047]

16S rRNA gene sequencing  뢰하 고, 27F(5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’), 1492R(5’-GGT TAC CTT

GTT ACG ACT T-3’) 프라  사 하여 PCR 폭 후 , 동 한 결과 하  [  3]에 보  것과 같  균주가

비피도 리움  애니 리  브 시  락티 (Bifidobacterium  animalis  subsp.lactis)  하 고,

[  3]  KT9-4 , LDTM8102균주[KCTC13392BP]  염 열  도 4  같  었다.

 3

[0049]

No. 균주 16S rRNA gene sequencing 결과

1 KT9-4 Bifidobacterium animalis subsp. lactis

2 KT11-6 Bifidobacterium animalis subsp. lactis

3 KT11-7 Bifidobacterium animalis subsp. lactis

4 KT11-8 Bifidobacterium animalis subsp. lactis

5 KT11-9 Bifidobacterium animalis subsp. lactis

처럼,  API  kit  한  탄 물   특 ,    프 링과  염 열  (16S  rRNA  gene[0051]

sequencing) 등  통해 상  1-1.에  리  산균 균주  비피도 리움 애니 리  브 시  락티

(Bifidobacterium animalis subsp.lactis)  었다.

<실시  2.> 균주  타- 루코시다아 (β-glucosidase)  평가[0053]

상  <실시  1.>에  리,  동  균주  5    락 실러  (Lactobacillus[0055]

casei)[ATCC393]  상  colorimetric assay  하여 β-glucosidase  하 다. 타- 루코

시다아 (β-glucosidase)   MRS broth에 계 양한 상  산균 균주  양액  17,000g에  5

간  원심 리한  후  상등액과  균체  쇄하여  액  사 하고,  5mM  4-Nitrophenyl  β-D-

glucopyranoside(Sigma,  USA)에  비한  액  고  37℃에  20 간  시킨 후,  차가운 500mM  sodium

carbonate(Na2CO3) 액  첨가하여  단시킨 액  1 간 원심 리한 후 405nm에  도  하

여 하 다.

타- 루코시다아   도  [  4]  도  1과 같  산균 균주 5 과  비시 KT9-4 트[0056]

 포 내(intracellular) 타- 루코시다아 (β-glucosidase)    것  알  다. , 
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포 내 도  KT11-6 등 동  재  리  타 트 에 비해 차 KT9-4  약 72% 내지 220% 

한 특  어 향후 , 보리, 우 , 콩, 삼 등 식 과 해 , 질계 등  포함하  매

천연물에 해 미생물 사  통해 물질  생물 하  과  할   것  었다. 

 4

[0058]

균주   결과

Intracellular(Unit/mL) Pellet(Unit/mL)

KT9-4 52.09 ± 1.10 13.18 ± 0.15

KT11-6 30.68 ± 0.46 13.31 ± 0.07

KT11-7 35.68 ± 0.26 15.10 ± 0.20

KT11-8 29.02 ± 0.40 13.31 ± 0.27

KT11-9 16.30 ± 0.76 14.33 ± 0.26

ATCC393 - 22.23 ± 0.27

<실시  3.> 균주  내산 (acid resistance) 평가[0060]

상  <실시  1.>에  리, 동  산균 균주 5  내산  평가하  해 균주  0.05% cysteine  함[0062]

한  MRS  broth에  계 양하여  비하 다.  pH에   상  산균  균주  생  도  하  해

hydrochloric acid (HCl) 액  하여 pH 2, 2.5, 3, 3.5  한 0.05% cysteine  함 한 MRS broth

에 척한 산균 균체  2×10
6
 CFU/mL  하 다.  후 37℃에  2시간 동안 양한 균주  생

 , 비 하 다.  

학식 1

[0064]

하  [  5]   도  2  균주  생  보여주  것  균주  5  강  산  건에  생  매우[0066]

았다. 그 에 도 특  KT9-4 균주  동  재  래  타 트 에 비해 pH2.0  강산  건에

2시간 양 시 양  균  100.84%가 살아 어 식 나 약 에 사 시 체내 액  향  지 않고 

지 과  도달할   우 한 내산  하여 생균 에 할  다   하 다.

 5

[0068]

균주 2시간 양시 생 (%)

pH 2.0 pH 2.5 pH 3.0 pH 3.5

KT9-4 100.84 99.12 100.62 101.39

KT11-6 100.69 100.46 99.94 101.08

KT11-7 98.35 99.67 100.58 99.77

KT11-8 97.45 96.74 98.58 100.22

KT11-9 99.97 100.52 100.77 100.13

<실시  4.> 균주  내담 (bile resistance) 평가[0070]

상  <실시  1.>에  리, 동  산균 균주 5  내담  하  해 상  산균 균주  0.05%[0072]

cysteine  함 한 MRS broth에 계 양하여 비하 다. 양액  담 산  도에  상  균주 생  

하  해  bovine  bile  각각  0.015%,  0.031%,  0.062%,  0.125%,  0.25%,  0.5%,  1%,  2%  첨가  0.05%

cysteine  함 한 MRS agar에 척한 산균 균체  20μL씩 하고  37℃에  48시간 동안 양한

후 MIC(minimal inhibitory concentration)  하 다.

산균 균주 5  MIC 사 결과, [  6]  도  3과 같  균주들   0.25% 하 bovine bile에  상[0073]

하  것  하 고,  통해 균주들   내 담  도에 생  가 하여 생균  할  
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 하 다.

 6

[0075]

균주 MIC of bovine bile(%)

KT9-4 0.25

KT11-6 0.25

KT11-7 0.25

KT11-8 0.25

KT11-9 0.25

<실시  5.> 균주  안  평가[0077]

상  <실시  1.>에  리,  동  산균  균주  5  항생  내  여  하  해  microdilution[0079]

method(CLSI, M07-A9)  하여 검 하 다. 

 균주  0.05% cysteine  함 한 MRS broth에 계 양한 후 2  척하여 균체  Mcfarland 1, optical[0080]

density 600nm(OD600)에  0.3  도  2× LAB susceptibility test medium broth(LSM broth)에 하 다.

후 액  2× LSM broth에 300  하여 비하고,  microplate에 100μL씩 주한 후 2× 항생

(ampicillin, kanamycin, streptomycin, erythromycin) 액  100μL씩 주하 다. 

또한, 항생  1 mg/L에  128 mg/L 지 단계  하여 비하 다. 37℃에  48시간 동안 양한[0081]

후 MIC  하 고, 하  [  7]  리  균주 5  MIC  결과 , European Food Safety Authority 

에 하  균주들   ampicillin, kanamycin, streptomycin, erythromycin에 한 내  없  알 

다.  통해 리  균주 5   생균  사 하 에 합한 것  하 다.

 7

[0083]

균주 MIC(mg/L)

Amp
*

Kan
*

Str
*

Ery
*

KT 9-4 ≤ 1 > 128 > 128 ≤ 1

KT 11-6 ≤ 1 > 128 > 128 ≤ 1

KT 11-7 ≤ 1 > 128 > 128 ≤ 1

KT 11-8 ≤ 1 > 128 > 128 ≤ 1

KT 11-9 ≤ 1 > 128 > 128 ≤ 1

Microbiological cut-off values of Bifidobacterium spp. (mg/L) 

EFSA
* 2 n.r. 128 1

(
*  
Amp:  Ampicillin;  Kan:  Kanamycin;  Str:  Streptomycin;  Ery:  Erythromycin;  Tet:  Tetracycline;  Chl:[0084]

Chloramphenicol; EFSA: European Food Safety Authority)

상 살펴본  같 , 본 에 한 타- 루코시다아 (β-glucosidase)   비피도 리움 애[0086]

니 리  브 시  락티 (Bifidobacterium animalis subsp. lactis) LDTM8102 신균주[KCTC13392BP]  pH

2.0에 도 강하게 생 하  우 한 내산  에도 내담 , 항생  내  등 생균  사 건   검 하여

건강 식 , 약  생균  개 에 할  고, 나아가 다양한 식 , 사료,  또  약  에

하거나, 매  에도 할  다.

탁

[0088]

탁  : 한 생 공학연 원

탁  : KCTC13392BP
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탁  : 20171114

도

도 1

도 2
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도 3
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도 4

 열  

<110>    Seoul National University R & DB Foundation

<120>    A new Bifidobacterium animalis subsp. lactis LDTM8102

         strain(KCTC13392BP) having advanced beta-glucosidase activity

<130>    P18-005

<160>    1

<170>    KoPatentIn 3.0
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<210>    1

<211>    1541

<212>    DNA

<213>    Unknown

<220><223>    Bifidobacterium animalis subsp. lactis LDTM8102

<400>    1

tgggggtcgt ggatgctgga tgtggggccc tttccacggg tcccgtgtcg gagccaacgc         60

gttaagcatc ccgcctgggg agtacggccg caaggctaaa actcaaagaa attgacgggg        120

gcccgcacaa gcggcggagc atgcggatta attcgatgca acgcgaagaa ccttacctgg        180

gcttgacatg tgccggatcg ccgtggagac acggtttccc ttcggggccg gttcacaggt        240

ggtgcatggt cgtcgtcagc tcgtgtcgtg agatgttggg ttaagtcccg caacgagcgc        300

aaccctcgcc gcatgttgcc agcgggtgat gccgggaact catgtgggac cgccggggtc        360

aactcggagg aaggtgggga tgacgtcaga tcatcatgcc ccttacgtcc agggcttcac        420

gcatgctaca atggccggta caacgcggtg cgacacggtg acgtggggcg gatcgctgaa        480

aaccggtctc agttcggatc gcagtctgca actcgactgc gtgaaggcgg agtcgctagt        540

aatcgcggat cagcaacgcc gcggtgaatg cgttcccggg ccttgtacac accgcccgtc        600

aagtcatgaa agtgggtagc acccgaagcc ggtggcccga cccttgtggg gggagccgtc        660

taaggtgaga ctcgtgattg ggactaagtc gtaacaggtt aacccgtaaa atggtgagcc        720

ccttaaattt ttaatcccta ggggtaagga caaggcccca aaaccctccc ttcccccttg        780

gggttcctcc ccaaatttca acatttcccc ccttttcccc gggaatttcc gtctcccccc        840

tcgagcctat cccacccccc ccttatccgg ggctgaaacc ccccctttga agagcggaga        900

tttttccccc cgagcacagc gaaaaacccc agccaaaacc ctttttaccc ccaaaaatcc        960

acgaggaaaa accccccccc ccccctagtt ttttaatctt gcgggctggg acccgacaaa       1020

taatccccat cctttttttt ttgaaaatcc cccctcctct tgcaggccga agaaagatta       1080

cttttttcct ttttacaaaa aaacgatttt tttttatccc ctaaggacca cccttccctc       1140

cccaccccga ccgttcgttg gtttttggtc cggttctagc cccgtgcctg gcccaggtat       1200

aatccccacc tccgtggctc ccccccatca aggaaaacta tgggggggtt ttgggcatca       1260

agcccaacct gtaggtctct aatggttctt cctccccccc ccacctttca actacggcgt       1320

cgcccccccc ccccctattt aagggaatgg ggcgggcccg gtcccccccc cccccccccc       1380

cccctgtgaa acaaaaatgc gggtcccatt cccggacccc ccccccatcc cccccccttc       1440

acccccactc actcctggcg gtcccccccc ccccctcccg acccacccac cccgaacatc       1500
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cggacggccc cccaacccca agccccaccc cctccgcgcc c                           1541
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