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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest nowy szczep bakterii mlekowych Lactobacillus paracasei, o wtasci-
wosciach probiotycznych.

Wiadomo jest, iz preparaty probiotyczne podawane zwierzetom hodowlanym w paszy lub za-
aplikowane oralnie, wptywajg korzystnie na ich wzrost, poprzez stymulujgce oddziatywanie na prze-
wod pokarmowy i procesy w nim zachodzgce. Odpowiednio dobrane bakterie probiotyczne deter-
minujg przyswajanie paszy, petnigc jednoczesnie role regulatora réwnowagi mikroorganizmow
przewodu pokarmowego zwierzgt. Efekty dziatania preparatéw probiotycznych zblizone sg do efek-
tow uzyskanych w wyniku zastosowania antybiotykéw paszowych, bowiem jedne i drugie redukujg
liczbe bakterii patogennych, jednak sposob ich dziatania jest réozny. Probiotyki nie powodujg zad-
nych skutkéow ubocznych i nie implikujg odktadania sie szkodliwych substancji obcych, stad nie
majg okresu karencji i nie ma niebezpieczenstwa ich przedawkowania. Z punktu widzenia konsu-
menta i producenta zywnosci, wazne jest rowniez, ze stosowanie probiotykéw dzieki mozliwosci
obnizania, a nawet catkowitej eliminacji koniecznosci stosowania antybiotykéw, jest sposobem
otrzymywania bezpiecznej zywnosci.

Dotychczas znane sg szczepy bakterii mlekowych Lactobacillus paracasei o wtasciwosciach pro-
biotycznych, jak Lactobacillus paracasei CRL-431, Lactobacillus paracasei F19, Lactobacillus paracasei
£OCK 0919 z opisu patentowego PL 209988, Lactobacillus paracasei £tOCK 0910 z opisu patentowego
PL 221961, Lactobacillus paracasei tOCK 0920 z opisu zgtoszenia patentowego P. 396640.

Przedmiotem wynalazku jest nowy szczep bakterii mlekowych z gatunku Lactobacillus paraca-
sei, ktory oznaczono symbolem LOCK 1091 i ktory zostat zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorga-
nizmoéw (PCM) w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk im. Ludwika
Hirszfelda we Wroctawiu pod numerem B/00122.

Szczep bakterii LOCK 1091 wyizolowano z tresci jelitowej lochy.

Szczep LOCK 1091 jest to Gram-dodatnia pateczka, nieruchliwa, nie przetrwalnikujgcg. Jest
szczepem o wtasciwosciach probiotycznych, stanowigcym homolog bakterii z gatunku Lactobacillus pa-
racasei o sekwencji nukleotydowej regionu DNA kodujgcego gen 16S rRNA przedstawionej na koncu
opisu.

W celu okre$lenia przynalezno$ci gatunkowej nowego szczepu Lactobacillus paracasei tOCK
1091 zsekwencjonowano region DNA kodujgcy gen 16S rRNA o dtugosci 1442 pz. Otrzymang sekwen-
cje nukleotydowg genu 16S rRNA poréwnano za pomocg programu BLASTN 2.6.0+ z sekwencjami
dostepnymi w bazie National Center of Biotechnology Information (NCBI) oraz programie DNA Baser
v4.36.0. Na podstawie poréwnania sekwencji nukleotydowych gendéw 16S rRNA bakterii z gatunku Lac-
tobacillus paracasei subsp. paracasei ATCC 25302 stwierdzono podobiehstwo nowego szczepu bakterii
do gatunku Lactobacillus paracasei z prawdopodobienstwem 99,51%.

Nowy szczep LOCK 1091 hoduje sie na podtozu Rogosa stanowigcym wybiércze medium prze-
znaczone do hodowli bakterii z rodzaju Lactobacillus sp., przejrzystym, o barwie z6tto-brgzowej, o skia-
dzie 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, korzystnie 5,5, w temperaturze 15—
45°C, korzystnie 37°C w czasie 48 godzin. W podtozu tym szczep rosnie w postaci biato-kremowych,
okragtych kolonii, o gtadkiej powierzchni i regularnych brzegach, o srednicy okoto 1-2 mm.

Szczep LOCK 1091 hoduje sie takze na podtozu ptynnym MRS, stanowigcym modyfikacje pod-
toza Rogosa, o skiadzie 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,
korzystnie 5,5, w temperaturze 15-45°C, korzystnie 37°C w czasie 48 godzin. W podtozu tym szczep
rosnie tworzgc jednorodne zmetnienie pozywki.

Do wzrostu szczep preferuje srodowisko wzbogacone w 5% (v/v) CO2. Ro$nie jednak zaréwno
w warunkach tlenowych, jak i wzglednie beztlenowych.

Cechy morfologiczne szczepu +tOCK 1091

W obrazie mikroskopowym bakterie szczepu £OCK 1091 majg ksztatt krétkich, prostych pateczek
o dtugosci 4-5 um i o szerokosci do 1 um. Pateczki nie wytwarzajg przetrwalnikow.
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Cechy fizjologiczne i biochemiczne nowego szczepu £OCK 1091

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 1091 jest zdolny do rozktadu glukozy zaréwno
w obecnosci tlenu, jak i w warunkach beztlenowych, czyli na drodze fermentaciji.

Wedtug testu APl 50 CHL szczep £OCK 1091 zdolny jest do fermentacji nastepujgcych sachary-
déw i ich pochodnych: rybozy, galaktozy, glukozy, fruktozy, mannozy, inozytolu, mannitolu, sorbitolu,
N-acetyloglukozaminy, amygdaliny, arbutyny, esculiny, salicyny, celobiozy, maltozy, laktozy, sacharozy,
trehalozy, inuliny, melecytozy, gencjobiozy, D-turanozy, D-tagatozy, glukonianu.

Szczep LOCK 1091 charakteryzuje sie metabolizmem wzglednie heterofermentatywnym. Glu-
koze fermentuje z wytworzeniem kwasu mlekowego w ilosci 9,41 umol/ml, kwasu octowego (4,02
umol/ml), kwasu mastowego (0,40 umol/ml), aldehydu octowego (0,09 umol/ml) i etanolu (0,14 pmol/ml).

Test APl ZYM wykazat, ze szczep LOCK 1091 wykazuje aktywno$¢ nastepujgcych enzymoéw:
fosfatazy alkalicznej, esterazy, a-galaktozydazy, B-glukuronidazy, pB-glukozydazy, kwasnej fosfatazy,
fosfoamidazy, arylamidazy leucyny, arylamidazy waliny, arylamidazy cystyny, N-acetyloglukozamini-
dazy.

Ponadto stwierdzono, ze szczep LOCK 1091 nie wytwarza siarkowodoru, ani amoniaku z argi-
niny, nie wykazuje zdolnosci rozktadu H20:.

Zdolnos¢ szczepu £OCK 1091 do wykorzystywania prebiotykéw

Szczep LOCK 1091 jest zdolny do wzrostu w podtozu zawierajgcym jako jedyne zrédto wegla
prebiotyki, jak skrobia, B-glukan, maltodekstryna, inulina, pektyna, jednak wzrost jest zréznicowany i za-
lezny od rodzaju i stezenia sacharydu. Najlepszym zrédtem wegla jest maltodekstryna i inulina w steze-
niu 2%. Z poréwnania wzrostu szczepu tOCK 1091 w obecnosci prebiotykow do wzrostu w obecnosci
glukozy (préba odniesienia) wynika, ze w przypadku wszystkich przebadanych prebiotykéw wzrost jest
poréownywalny lub lepszy, co obrazuje wykres 1 na rysunku. W wyniku fermentacji inuliny (12,59
pmol/ml) szczep LOCK 1091 wytwarza najwyzsze ilosci kwasu mlekowego, przy najwyzszym udziale
kwasu L(+) mlekowego wynoszgcym 86%. Oprocz kwasu mlekowego produktami fermentacji prebioty-
kéw (skrobi, B-glukanu, maltodekstryny, inuliny i pektyny) sg kwas octowy, kwas mastowy, aldehyd oc-
towy i etanol.

Cechy probiotyczne szczepu tOCK 1091

Szczep LOCK 1091 spetnia kryteria stawiane bakteriom probiotycznym, co stwierdzono w wyniku
badan in vitro wykonanych wedtug procedur zalecanych przez FAO/WHO.

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

Lactobacillus paracasei tOCK 1091 wykazuje rowniez wysokg odpornos¢ na sole zoici w steze-
niach 1% i 2% w czasie do 4 godzin.

Szczep LOCK 1091 wykazuje opornos¢ w stosunku do antybiotykdw najczesciej stosowanych
u zwierzat hodowlanych, jak penicylina, kanamycyna, amoksycylina, doksycyklina, erytromycyna, tetra-
cyklina.

Szczep ten wykazuje réwniez opornos¢ w stosunku do kokcydiostatykéw, jak diclazuril, de-
coquinat, narazyna-nikrabazyn.

Lactobacillus paracasei tOCK 1091 wykazuje aktywnos$¢ antagonistyczng w stosunku do pato-
genodw jelitowych zwierzat i odpowiedzialnych za zoonozy ludzi, takich jak Salmonella Enteritidis, Sal-
monella Typhimurium, Salmonella Choleraesuis, Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, Listeria mo-
nocytogenes.

Szczep LOCK 1091 posiada niewielkg aktywnos¢ fekalng. Sposrod trzech enzyméw: B-glukozy-
dazy, B-glukuronidazy i ureazy aktywna jest tylko B-glukuronidaza.

Szczep LOCK 1091 wykazuje zdolnosci detoksyfikacyjne mykotoksyn, jak aflatoksyna Bi, ochra-
toksyna A, fumonizyna, toksyna T-2, zearalenon, deoksyniwalenol, ktére najczesciej mogg stanowic
zanieczyszczenie zb6z i pasz dla zwierzat.

Cechy biotechnologiczne szczepu +tOCK 1091

Cechy biotechnologiczne szczepu LOCK 1091 okreslono w trzech pozywkach fermentacyjnych
(mieszankach paszowych P1, P2 i P3) o nastepujacym sktadzie zmielonych ziaren: pasza P1 (50%
pszenicy, 30% jeczmienia i 20% kukurydzy), pasza P2 (40% pszenicy, 30% jeczmienia, 20% kukurydzy
i 10% zyta), pasza P3 (40% pszenicy, 30% jeczmienia, 20% kukurydzy i 10% soi). Kompozycje pozywek
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fermentacyjnych ustalono na bazie ziaren stosowanych w zywieniu zwierzgt monogastrycznych.
Mieszanki paszowe roztworzono w wodzie w proporcjach: 1:1,0; 1:1,5; 1:2,0.

Pozywki fermentacyjne zaszczepiono zawiesing bakterii w ilosci 106 jtk/ml. Dynamike wzrostu
w pozywkach fermentacyjnych (jtk/g paszy) oznaczono w 4, 8, 12, 16, 24 i 30 godzinie hodowli, a probag
odniesienia byta hodowla w pozywce MRS (jtk/ml pozywki). Dynamike wzrostu szczepu przedstawiono
w postaci wykresu 2 na rysunku, zas parametry wzrostu szczepu w pozywkach fermentacyjnych oraz
w pozywce kontrolnej MRS przedstawiono w ponizszej tabeli.

Tabela
Plon komérek Pro_duktywnosc Wiasciwa szybkosé Faza adaptacyjna
N [jtk/g; jtk/mi] P [jtk/kgxh; wzrostu [h]
Szczep i itk/Ixh] p[h]
Pozywka fermentacyjna
Pl P2 P3 Pl P2 P3 Pl P2 P3 Pl P2  P3
Lb.
para-
casei | 2% 0% BT | B0 S0 M loa7 019 015|771 238 521
LOCK
1091
Pozywka kontrolna MRS
Lb. ‘
para-
casei 3,15x10° 1,05x10" 0,18 1,34
FOCK
1091

Okazato sie, ze dynamika wzrostu, plon biomasy oraz produktywno$¢ hodowli sg uzaleznione od
sktadu pozywki fermentacyjnej i najwyzsze wartosci, w odniesieniu do podtoza kontrolnego MRS, otrzy-
muje sie dla hodowli w pozywce fermentacyjnej P2. Plon komérek w tej pozywce wynosi 2,08 x 1010
jtk/g, a produktywnos$¢ szczepu wzrasta do poziomu 6,95x1011 jtk/kgxh. Stwierdzono ponadto, ze opty-
malng pozywka dla wzrostu szczepu LOCK 1091 jest pozywka o stosunku zmielonych ziaren (maki) do
wody 1:1,5. W tych warunkach bakteria osigga najwyzszy przyrost biomasy, réwniez produktywnosc¢
jest wyzsza w poréwnaniu do proporcji maki do wody 1:1,0 oraz 1:2,0.

Szczep LOCK 1091 wykazuje rowniez trwatos¢ przechowalniczg w postaci liofilizatu w warunkach
chtodniczych (4-5°C) oraz w temperaturze pokojowej (25°C) w trakcie 4 miesiecy przechowywania.

Szczep LOCK 1091 znajduje zastosowanie jako dodatek do pasz dla zwierzgt monogastrycznych
w profilaktyce wystepowania choréb bakteryjnych i zatru¢ wywotanych mykotoksynami oraz w celu po-
prawienia bezpieczenstwa chowu zwierzat.

Przedmiot wynalazku ilustrujg ponizsze przyktady.

Przyktad |

Szczep LOCK 1091 hodowano w podtozu ptynnym Rogosa (firmy Difco) o sktadzie w g/l: 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 5,5, w obecnosci CO2 wprowadzonego w ilosci 5% (v/v), w tempe-
raturze 37°C w warunkach tlenowych.

Po 48 godzinach hodowli wyhodowane komorki oddzielono od podtoza na wstrzgsarce uzyskujac
gestos¢ 3,10 x 10° komérek/ml.

Przyktad Il

Szczep LOCK 1091 hodowano w podtozu ptynnym MRS (firmy Merck), o sktadzie w g/I: 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 5,5, w obecnosci CO2 wprowadzonego w ilosci
5% (v/v), w temperaturze 37°C w warunkach wzglednie beztlenowych. Po 48 godzinach hodowli wyho-
dowane komoérki oddzielono od podioza na wstrzasarce uzyskujac gestosé 3,15 x 10° komorek/ml.
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Przyktad Il

Bakterie otrzymane jak w przyktadzie | umieszczono w $rodowisku o pH 2 i 3.

W pH 3,0 przezywalnos$¢ komoérek po 60 minutach wynosita 96%, a po 240 minutach 93%. Nato-
miast w pH 2,0 po 60 minutach przezyto 94% komorek, a po 240 minutach 91%.

Przyktad IV

Bakterie otrzymane jak w przyktadzie | poddano dziataniu zofci o stezeniach 1% i 2% w czasie
do 4 godzin. Po 4 godzinach inkubacji w obecnosci zétci o stezeniu 2% przezywalno$¢é komorek wyno-
sita 94%, a przy stezeniu zo6ici 1% przezyto 95% komarek 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 nastgpito obnizenie liczby zywych
komorek o 7% dla temperatury chtodniczej i 0 14% dla temperatury pokojowej. Temperatura chfodnicza
zapewnita wiekszg stabilnos¢ i trwatos¢.

Wykaz sekwencji nukleotydowej regionu DNA kodujacego gen 16SrRNA szczepu bakterii Lacto-
bacillus paracasei tOCK 1091, ktéra okresla jego przynaleznos¢ gatunkowa:

GCAGTCGACGAGTTCTCGTTGATGATCGGTGCTTGCACCCGAGATTCARCATCEGA-
CGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTT -
GGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAA-
GATGGCGTAAGCTATCGCTITTTGGATGGAZCCGCGGCGTATTAGC TAGTTGGTGAGGTAAT -
GGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGA-
CACGGCCCAAACTCCTACGGCACGCAGCASTAGGGARATCTTCCACAATGGACGCAAGTCT -
GATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAARACTCTGT TGTTGGAGAA-
GAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGARAGCCACGGCTA-
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATT -
GGGCGTAAAGCCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGARAGCCCTCGGCTTAACCGA-
GGAAGCGCATCGGAAACTGCGGARACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTC-
CATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGCAAGAACACCAGTGGCGAA-
GGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAARGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGA-
TACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGRATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTT -
CAGTGCCGCAGCTAACGCATTARGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACT -
CAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACARGCGGTGGAGCATCTGGTTTAATTCCAAGCAACGCGA~
GAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGASAGATCA-
GGTTTCCCCTTCGGGGGCARRATGACAGGTCCTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA-
GATGTTGGGTTAAGTCCCGCARCGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTT -
GGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGCTCAAATCAT -
CATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGAT -
CGCGAGGTCAACCTAATCTCTTARAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTA-
ACCACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGGTGARAAT -
ACGTTTCCCGGGCCTTGATACACCCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCGAAC -
CCCGGGGGCETAACCCTTGTAGGGAGCGATACCGT

w ktérej: A — oznacza adenine, G — guanine, C — cytozyne, T — tymine.

Zastrzezenie patentowe

1. Szczep bakterii mlekowych Lactobacillus paracasei tOCK 1091 zdeponowany w Polskiej Ko-
lekcji Mikroorganizméw w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii
Nauk im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu pod numerem B/00122, o wtasciwosciach probio-
tycznych.
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