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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie szczepu bakterii Carnobacterium divergens oraz je-
go metabolitow do wytwarzania probiotyku dla ryb, mieczakéw i skorupiakéw stodkowodnych do ogra-
niczenia aktywnosci, wzrostu lub przezywalnosci chorobotworczych bakterii Aeromonas hydrophila,
Aeromonas salmonicida, Vibrio angillarum, Edwardsiella Tarda.

Stan zdrowia ryb zalezy od wielu czynnikdw zaréwno fizjologicznych, jak i srodowiskowych.
Wsréd nich wazng role odgrywa mikroflora przewodu pokarmowego. Jej zrodiem jest cate sSrodowisko
wodne. Bytujgce w nim mikroorganizmy, wsréd ktérych zwykle dominujg bakterie Yibrio, Aeromonas,
Flavobacterium, Corynebacterium, Micrococcus, Pseudomonas i Clostridium, juz w kilka godzin po
rozpoczeciu przez larwy aktywnego pobierania pokarmu zasiedlajg ich jeszcze nie w petni wyksztat-
cony przewod pokarmowy. Nastepnie kolonizujg go réwniez bakterie fermentacji mlekowej. W prze-
wodzie pokarmowym, zaréwno narybku jak i dorostych ryb morskich zwykle wystepujg one w niewiel-
kich ilosciach. U wielu gatunkow ryb stodkowodnych, a zwlaszcza pstrgga teczowego, troci wedrownej
oraz ryb karpiowatych, okoniowatych, jesiotrowatych i szczupakowatych sg one natomiast dominujgca
grupg drobnoustrojow. Najwiekszy udziat w populacji bakterii fermentacji mlekowej kolonizujgcych
przewod pokarmowy ryb stodkowodnych majg bakterie z rodzaju Enterococcus, Lactobacillus, Lacto-
coccus i Pediococcus. Naturalnymi i zwykle w petni bezpiecznymi komponentami ekosystemu jelito-
wego wielu ryb stodkowodnych sg takze bakterie z rodzaju Carnobacterium. W przewodzie pokarmo-
wym wolno zyjgcych troci wedrownych i pstrggéw teczowych reprezentowane sg one przez takie ga-
tunki jak: C. divergens, C. gallinarum, C. funditum, C. mobille i C. piscicola.

Bakterie Carnobacterium sg katalazo-negatywnymi, gram-dodatnimi, nie tworzgcymi spor,
wzglednie beztlenowymi pateczkami, blisko spokrewnionymi z bakteriami Lactobacillus. Sg niezdolne
do wzrostu na agarze octowym, zawierajg kwas mesodiaminopimelinowy w $cianie komérkowej,
hydrolizujg arginine do cytruliny oraz w odréznieniu od wielu innych LAB rosng nawet w temperaturze 4°C.
Nie rozwijajg sie natomiast w temperaturze wyzszej niz 45°C. Do prawidiowego wzrostu wymagaja
diety bogatej w weglowodany, aminokwasy, peptydy, kwasy ttuszczowe oraz witaminy. Carnobacte-
rium, podobnie jak i inne bakterie fermentacji mlekowej, sg zdolne do wytwarzania kwasu mlekowego,
ktéry obniza pH jelit i w konsekwencji tego hamuje wzrost wielu drobnoustrojéw, m. in. chorobotwor-
czych dla ryb. Istotng role w hamowaniu wzrostu drobnoustrojéw chorobotwdrczych dla ryb odgrywajg
réwniez inne metabolity bakterii Carnobacterium tj., nadtlenek wodoru, aldehyd octowy i bakteriocyny.
Sposrdéd wymienionych zwigzkéw szczegdlnie silng aktywnosc¢ przeciwdrobnoustrojowg majg bakte-
riocyny. Zwigzki te pod wieloma wzgledami przypominajg antybiotyki. W odréznieniu od nich sg jednak
catkowicie bezpieczne dla czlowieka i zwierzat oraz nie inicjujg powstawania form opornych drobno-
ustrojow. Z uwagi na duzg specyficzno$é dziatania bakteriocyny nie zaktécajg naturalnej rownowagi
ekosystemu jelitowego. Wiekszo$¢ bakteriocyn posiada bowiem waski zakres aktywnosci i dziata je-
dynie na kilka grup drobnoustrojow. Takiej wybioérczosci dziatania nie wykazujg antybiotyki.

Zdolnos¢ syntezy bakteriocyn aktywnych wzgledem drobnoustrojow patogennych dla ryb majg
jednak tylko niektére szczepy bakterii Carnobacterium. Podkresli¢ nalezy, ze wtasciwosci probiotyczne
sg rzadkie i szczepo-specyficzne. Znane sg od lat efekty probiotyczne mikroorganizmdw, ale do produk-
cji probiotykdw moga by¢ uzyte tylko wyselekcjonowane i sprawdzone pod wzgledem dziatania szczepy.
Oznacza to, ze w danym gatunku bakterii tylko nieliczne szczepy wyrdzniajg sie aktywnoscig probiotycznag.

Woda jest idealnym $rodowiskiem dla rozwoju drobnoustrojow. Rozmnazaniu sie mikroorgani-
zméw sprzyja skazenie wody resztkami pasz i katu rybiego. Mikroorganizmy unoszgce sie w wodzie
sg pobierane przez ryby i fatwo przenikajg do ich uktadu pokarmowego. W$réd mikroorganizmow
wodnych czesto wystepujg drobnoustroje chorobotwércze. Drobnoustroje te za posrednictwem wody,
zwtaszcza silnie zanieczyszczonej wnikajg do uktadu pokarmowego ryb i stajg sie przyczyng po-
waznych chordb ryb, czesto o wysokiej Smiertelnosci. Jak dotgd walka z patogenami rybimi polegata na
traktowaniu ryb antybiotykami (erytromycyng, josamycyng, spiramycyna, tetracyklinami i gentamycyng).
Terapia antybiotykowa jest jednak kosztowna i niekorzystna dla srodowiska. Alternatywa dla leczenia ryb
antybiotykami jest stosowanie probiotykéw. W odréznieniu od antybiotykéw, ich dziatanie moze mieé
charakter zaréwno leczniczy, jak prewencyjny, co ze wzgledéw praktycznych jest duzo korzystniejsze.

W chowie organizméw wodnych (ryby, mieczaki, stawonogi) preparaty probiotyczne sg stoso-
wane od kilkunastu lat, w celu modyfikowania jakosci wody, jako srodowiska ich zycia oraz wprowa-
dzania pozytecznej mikroflory do ich przewodu pokarmowego. Wspétczesna koncepcja probiotykow
zostata opracowana 35 lat temu przez Parkera, ktéry probiotyki zdefiniowat jako organizmy lub
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substancje, przyczyniajgce sie do zachowania rownowagi mikrobiologicznej w przewodzie pokarmo-
wym. Rozwdj badan nad zastosowaniem probiotykdw w zywieniu organizméw wodnych, w tym réw-
niez ryb, jest bezposrednig konsekwencjg poszukiwania alternatywy dla wycofanych z przemystu pa-
szowego antybiotykowych stymulatoréw wzrostu. Dziatanie wielu probiotykéw jest zblizone do efektow
stosowania antybiotykéw paszowych. Zaréwno probiotyki jak i antybiotyki, mogg by¢ wykorzystywane
jako narzedzia regulacji liczebnosci bakterii patogennych. Probiotyki, w odréznieniu do antybiotykow
nie niszczg jednak natywnej mikroflory przewodu pokarmowego organizmoéw wodnych a tylko jg stabilizuja.

W ostatnich latach w wytwarzaniu pasz stosuje sie coraz szerszg palete dodatkéw paszowych
— substancji lub zwigzkéw, ktérych zadaniem jest uzyskiwanie jak najlepszych efektéw produkcyjnych
w chowie zwierzat. Zastosowanie kazdego z dodatkow paszowych musi uwzglednia¢ bezpieczenstwo
zdrowia ludzi (konsumentéw), zdrowia zwierzat i ich dobrostanu, a takze wplyw na srodowisko. Przyje-
ty schemat procedury autoryzacji probiotykéw w akwakulturze obejmuje badania in vitro dotyczace:
wytwarzania substancji hamujgcych, konkurencji o sktadniki pokarmowe, czynnikéw opornosci i zdol-
nosci do adhezji oraz badania in vivo pod katem zdolnosci do kolonizacji przewodu pokarmowego
i ewentualnych zmian histopatologicznych.

Kolejny etap badan obejmuje przeprowadzenie eksperymentalnych pasazy przeciwko szcze-
pom patogennym, ktére ostatecznie decydujg o potwierdzeniu wiasciwosci probiotycznych. Probiotyk
otrzymany wedtug powyzszego schematu przed wprowadzeniem do obrotu musi zostaé oficjalnie
zarejestrowany, a dodatkowo podmiot ubiegajacy sie o zarejestrowanie przeprowadza analize opta-
calnosci wytwarzania probiotyku w skali komercyjne;j.

Szczepy probiotyczne wykazujg rézne mechanizmy dziatania na swego gospodarza — dzialajg
antagonistycznie wobec patogendw, zasiedlajg powierzchnie przewodu pokarmowego, zwiekszajg
oporno$¢ ryb na choroby, zwiekszajg efektywnosé trawienia sktadnikéw pokarmowych i aktywujg
uktad odpornosciowy zwierzat.

Wymienione efekty dziatania drobnoustrojéw probiotycznych sg tylko czescig potwierdzonych do-
Swiadczalnie ich pozytywnych wiasciwosci. Wiekszo$¢ komercyjnych preparatow probiotycznych dla ryb
opiera sie na wykorzystaniu bakterii z rodzaju Bacillus, Pseudomonas, Yibrio oraz Lactobacillus.

Szczep Carnobacterium divergens S1 bedacy aktywnym skfadnikiem probiotyku wedtug wyna-
lazku jest przedmiotem zgtoszenia patentowego P.369984 (opubl. 20-03-2006). Zgodnie z wymogami
traktatu budapesztanskiego dotyczgcego procedur patentowych zostat on zdeponowany w Kolekgciji
Kultur Drobnoustrojéw Przemystowych Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego pod
numerem KKP 2012p.

Bakterie C. divergens nalezg do mikroflory naturalnie wystepujacej w przewodzie pokarmowym ryb.
Szczep C. divergens S1 jest takze skiadnikiem ekosystemu jelitowego ryb. Zostat on wyizolowany z prze-
wodu pokarmowego tososia morskiego. Szczegotowg charakterystyke gatunku Carnobacterium divergens
przedstawit Holzapfel i Gerber (1984) oraz Collins i wsp. (1987). Taksonomiczna linia tego gatunku wy-
wodzi sie z klasy Bacilli, rzedu Lactobacillales, rodziny Carnobacteriacae i rodzaju Carnobacterium.

Wazng cechg szczepu C. divergens Sl jest zdolno$¢ syntezy bakteriocyny — diwercyny, ktéra
dziata bakteriobdjczo na chorobotwdrcze dla cztowieka Listeria monocytogenes, Enterococcus fecalis
i Clostidium. Nieoczekiwanie stwierdzono, ze szczep C. divergens Sl wykazuje rowniez aktywnosc¢
antagonistyczng wobec chorobotwérczych bakterii Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida,
Yibrio angillarum i Edwardsiella tarda. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa jest okreslana w testach
biologicznych, a jej miarg sg jednostki aktywnosci wyrazajgce odwrotno$é najnizszego stezenia sub-
stancji przeciwdrobnoustrojowych dziatajgcych antagonistycznie na rozwéj organizmow patogennych.

W fermowym chowie ryb stodkowodnych to wiasnie wymienione bakterie sg gtdwng przyczyng
Smiertelnosci narybku. Odkrycie to legto u podstaw niniejszego wynalazku i zostato wykorzystane do
opracowania na bazie szczepu C. divergens S1 nowego probiotyku. Bakterie, bedgce aktywnym
skfadnikiem probiotyku wedtug wynalazku w przewodzie pokarmowym ryb stodkowodnych efektywnie
wytwarzajg kwas mlekowy i bakteriocynopodobne pozakomdrkowe metabolity, ktére wyraznie ograni-
czajg rozwdj bakterii Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Vibrio angillarum i Edwardsiella
tarda. W konsekwencji tego probiotyk wedtug wynalazku zwieksza przezywalnos¢ narybku oraz
odpornos¢é mtodocianych ryb na infekcje bakteryjne, ograniczajgc tym samym powazne straty jakie
nastepujg w obsadach ryb, zwtaszcza w pierwszym roku hodowli. Stosowanie probiotyku wedtug
wynalazku wptywa takze pozytywnie na efekty produkcyjne chowu ryb: zwieksza dzienne przyrosty
masy ciata, poprawia wspotczynnik wydajnosci wzrostowej biatka oraz obniza wspétczynnik pokarmowy.
Odnotowane korzysci sg nastepstwem kolonizacji jelit przez bakterie C. divergens S1 i/lub efektem
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dziatania przeciwdrobnoustrojowego metabolitow tych bakterii. Probiotyk wedtug wynalazku, moze by¢
wiec stosowany do ochrony ryb stodkowodnych, zwtaszcza narybku przed bakteriami chorobotwor-
czymi, zwiekszenia ich przezywalnosci, poprawy tempa wzrostu oraz wykorzystania pasz. Probiotyk
zawierajgcy C. divergens S1 i/lub ich metabolity moze by¢ podawany rybom jako samodzielny prepa-
rat. Preparat ten moze by¢ wprowadzany bezposrednio do wody. Moze by¢ on réwniez sktadnikiem
pasz, suplementéw paszowych i/lub premikséw. Dziatanie prozdrowotne majg rowniez martwe komor-
ki C. divergens S1, ktére w tym przypadku mogg by¢ traktowane jako naturalny nosnik substancii
przeciwdrobnoustrojowych. Substancje te redukujg w ekosystemie jelitowym ryb stodkowodnych
liczebnos¢ chorobotwérczych dla nich bakterii.

W specijalistycznej literaturze naukowej wymienia sie gatunek C. divergens jako sktadnik probio-
tykow dla ryb morskich, gtéwnie tososia atlantyckiego, pstragga teczowego i dorsza. Na podstawie wy-
nikdw testow zywieniowych wskazuje sie, ze dodatek C. divergens do statej paszy, wyprodukowanej
na bazie odpadoéw rybich z dorsza, redukuje $miertelnosé narybku dorsza. Efekt ten jest nastepstwem
dziatania probiotyku na chorobotwércze bakterie Vibrio anguillarum.

W literaturze krajowej wyniki badan nad wptywem dodatku bakterii Carnobacterium divergens
do pasz dla karpia opisali badacze z Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu (Mazurkiewicz i wsp. 2007).
Zastosowali oni jednak szczepy bakterii C. divergens, ktdre nie miaty wtasciwosci probiotycznych, a co
za tym idzie nie wykazywaty prozdrowotnego dziatania. Ta sama grupa badawcza testowata rowniez
dziatanie komercyjnego preparatu Biosaf i wykazata, ze karpie, ktérym podawano ten probiotyk miaty
wieksze przyrosty masy ciata (Przybyt i wsp. 2006). Jak dotad w literaturze swiatowej brak jest innych
opiséw dotyczgcych produkcji i stosowania w hodowli ryb stodkowodnych probiotykéw zawierajgcych
Carnobacterium divergens. Istnieje natomiast kilka opiséw patentowych dotyczgcych wykorzystania
innych mikroorganizméw jako sktadnikéw probiotykéw przeznaczonych dla ryb.

W patencie US 7,708,988 przedstawiono kompozycje probiotyczng oraz opisano jej terapeu-
tyczne zastosowanie. Kompozycja probiotyczna wedilug tego patentu zawierata w swoim skfadzie
bakterie Bacillus coagulans i/lub inne bakterie fermentacji mlekowej i byta przeznaczona do zwalcza-
nia patogenodw jelitowych. Zastrzezono, ze sktadniki mikrobiologiczne, moga by¢ stosowane jako nie-
zalezne preparaty lub w potgczeniu z antybiotykami, sktadnikami fungistatycznymi, anty-drozdzowymi
i anty-wirusowymi. Osobnymi zastrzeZzeniami objeto takze doskonalenie genetyczne posiadanych
szczepow bakteryjnych i poszukiwanie nowych szczepdw.

Probiotykowi o dziataniu prozdrowotnym na ryby jest poswiecony takze patent US 6,878,373.
Wynalazek ten odnosi sie do nowej formuty probiotycznej dla ochrony ryb przed patogenami z rodzaju
Vibrio, Pseudomonas, Streptococcus i Aeromonas. Opisuje on metode kontroli rozwoju bakterii pato-
gennych oraz ograniczania smiertelnosci ryb zaréwno stodkowodnych, jak i morskich. Zastrzega on
ponadto stosowanie opracowanej formuty probiotycznej w celu poprawy stanu higienicznego wody
w zbiornikach hodowlanych.

W hiszpanskim patencie 2 216 704 do otrzymania probiotykéw zastosowano nowy szczep bak-
teryjny Roseobacter PP-154. Stosowanie probiotyku na jego bazie zmniejszyto $miertelno$¢ narybku
ryb, a takze matz i krewetek. W patencie zastrzezono szczep oraz sposob jego wykorzystania do pro-
dukcji preparatu bakteryjnego. Zastrzezono, ze preparat jest przeznaczony dla ferm morskich i ma
postac¢ liofilizatu, a jego dziatanie jest konsekwencjg aktywnosci wobec bakterii chorobotwdérczych
z rodzaju Vibrio, Tenacibaculum maritimum, Photobacterium damsela i Pseudomonas anguilliseptica.

W celu kontroli ilosci patogenéw w przewodzie pokarmowym ryb zastosowano takze bakterie
Bacillus coagulans. Rozwigzanie to jest opisane w patencie US 7,708,988. Dotyczy ono wykorzystania
jednego lub wiecej szczepdw Bacillus coagulans. Szczepy te wykazujg dziatanie terapeutyczne. Koloni-
zujg przewdd pokarmowy ryb i hamujg w nim wzrost mikroorganizméw chorobotwérczych, m. in. pato-
genow opornych na antybiotyki. Patent ten obejmuje rowniez przeciwdrobnoustrojowe zwigzki wytwa-
rzane przez Bacillus coagulans. W ramach niego zastrzezono takze selektywne ulepszanie i izolacje
bakterii probiotycznych wytwarzajgcych kwas mlekowy oraz przeciwdrobnoustrojowe metabolity.

Jako probiotyk zastosowano takze szczep Bacillus subtilis VKM B2287 wykazujgcy zdolno$é
oddziatywania na chorobotwércze bakterie Staphylococcus, Escherichia coli, Enterobacteria, Citrobacteria
i Aeromonas. Zastosowanie to opisano w patencie RU2246537. Na bazie szczepu B. subtilis VKM
B2287 opracowano profilaktyczny preparat dla zwierzat hodowlanych, drobiu i ryb o nazwie Subtilis+.

W patencie RU 2 223 643 C2 opisano z kolei inny probiotyczny szczep Bacillus subtilis VKM V-
2250 D. Szczep ten wprowadzano do ikry, do mtodych larw oraz do paszy dla narybku. Dzieki temu
uzyskano lepszg przezywalnosé narybku i wiekszg odpornos¢ mtodych ryb.
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W kolejnym patencie RU 2186576 C2, jako aktywny szczep wykorzystano modyfikowane gene-
tycznie bakterie Bacillus subtilis VKPM V-4759. Do bakterii tych wklonowano gen kodujgcy alfa-
-interferon. Preparat (o nazwie subaline) zawierajgcy tak udoskonalone bakterie podawano rybom
wraz z paszg przez 5 dni w dawce 700 biliondw spor na 1 tone paszy. Dzieki temu poprawiono wyglad
skory i skrzeli ryb, ustabilizowano funkcjonowanie ich przewodu pokarmowego i zredukowano zagro-
zenie ze strony bakterii patogennych.

Kolejnym probiotykiem opartym na bakteriach z gatunku Bacillus subtilis jest preparat opisany
w patencie RU 2 376 755. Do jego opracowania wykorzystano szczep B. subtilis B-1895. Szczep ten do-
dawano do wysoko biatkowej paszy w ilosci 0,05-0,15%, ktdrg nastepnie wykorzystywano w zywieniu ryb.

W patencie amerykanskim US 6,797,266 zastosowano natomiast probiotyczny szczep Lactoba-
cillus casei strain KEO1. Preparat na jego bazie ograniczat wzrost enteropatogennych bakterii Esche-
richia coli, Salmonella enetriditis, Yersinia i Listeria monocytogenes. W zastrzezeniach patentowych
podano skfad tego preparatu oraz jego przeznaczenie, ktére obejmowato zwierzeta hodowlane, ptac-
two i ryby.

Jedng z form oddzialywania na zdrowie ryb jest tez zasilanie wody w zbiornikach hodowlanych
w wybrane grupy mikroorganizméw. Aplikacje takg opisano w patencie US7736509. Dokiadniej, za-
strzezono rozwigzanie polegajgce na wprowadzaniu do wody probiotycznych bakterii, drozdzy, grzy-
béw, dafni, mikroalg, ktére z jednej strony stanowity pokarm dla ryb, a z drugiej strony wytrgcaty za-
wiesiny zawierajgce fosforany. Opisy korzystnego wptywu probiotykéw na ryby mozna takze znalez¢
w literaturze naukowej. Przyktadowo, podanie rybom Epinephelus gigas (ang. grouper, poi. granik
wielki - ryba z rodzaju Epinephelus) paszy zawierajgcej probiotyczny szczep drozdzy Saccharomyces
cerevisiae P13 w ilosci 10’ jtk/kg, zwiekszyto dzienne przyrosty masy, poprawito wykorzystanie paszy,
pobudzito ich system immunologiczny i zwiekszyto odpornos¢ (Chiu i wsp. 2010). Podobne zmiany
zaobserwowano takze po podaniu tej samej rybie paszy zawierajgcej probiotyczny szczep bakterii
Lactobacillus plantarum 7—40 (Son i wsp. 2009). W literaturze naukowej opisano takze efekty zywienia
karpi paszg z dodatkiem szczepu Lactobacillus acidophilus LAD oraz drozdzy browarnianych Saccha-
romyces cerevisiae SCD. Uzyskano zwiekszenie wzrostu narybku i polepszenie sktadu mikroflory
jelitowej (Dhanaraj i wsp. 2010).

Zastosowanie szczepu bakterii Carnobacterium divergens oraz jego metabolitéw, do wytwarza-
nia probiotyku dla ryb, mieczakéw i skorupiakéw stodkowodnych do ograniczenia aktywnosci, wzrostu
lub przezywalnosci chorobotwdrczych bakterii Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Vibrio
angillarum, Edwardsiella Tarda, polega na tym, ze szczep bakterii Carnobacterium divergens oraz
jego metabolity zdeponowane w Kolekcji Kultur Drobnoustrojéw Przemystowych Instytutu Biotechno-
logii Przemystu Rolno-Spozywczego pod numerem KKP 2012p, w ilosci co najmnie;j 10° komorek bak-
terii C. divergens S1, najkorzystniej powyzej 10°, korzystnie w formie zywej lub martwej i w ilosci ta-
kiej, ze w 1 gramie suchej masy ich ilo$¢ przekracza 100 jednostek aktywno$ci przeciwdrobnoustrojo-
wych metabolitow bakterii C. divergens Sl, korzystnie umieszcza sie na nosniku jakim jest piasek
i/albo zwir i/albo nosniki organiczne zmieszane ze sktadnikami paszowymi i/lub petnoporcjowe mie-
szanki paszowe lub premiksy, a biomasa jest korzystnie utrwalona metodg suszenia lub zamrazania.

Uzyskany probiotyk jest stosowany, jako $rodek profilaktyczny, leczniczy lub stymulujgcy wzrost
ryb stodkowodnych, szczegdlnie narybku karpia, pstrgga teczowego, suma europejskiego i ryb jesio-
trowatych oraz mieczakéw i skorupiakéw, szczegdlnie stodkowodnych matz i rakéw.

Przy czym uzyskany probiotyk mozna zastosowac¢ do obrébki ikry, albo wprowadza sie go do
basenéw hodowlanych, gdzie poprawia stan sanitarny wody.

Korzystnie gdy probiotyk ma posta¢ wybrang sposréd: zawiesiny, granulatu, proszku, postaé
otoczkowang, zelu, pasty, albo emulsiji.

Probiotyk ogranicza aktywnos¢, wzrost lub przezywalno$¢ chorobotwoérczych bakterii Aeromo-
nas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Vibrio angillarum, Edwardsiella tarda, Listeria monocytoge-
nes i niektérych Clostridium sp.

Probiotyk wedtug wynalazku stosuje sie jako srodek chronigcy przed zakazeniem, srodek lecz-
niczy lub stymulujgcy wzrost ryb stodkowodnych, szczegdlnie narybku karpia, pstrgga teczowego,
suma europejskiego i ryb jesiotrowatych oraz mieczakéw i skorupiakéw, szczegdlnie stodkowodnych
matz i rakéw.

Probiotyk zwieksza przezywalno$¢ narybku oraz juwenilnych form ryb poprzez zwiekszanie od-
pornosci na infekcje bakteryjne juwenilnych form ryb oraz mieczakéw i skorupiakéw, przy czym po-
prawiajg sie wyniki podchowu ryb oraz wykorzystanie paszy.
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Probiotyk obok komoérek szczepu bakterii C. divergens S1 i/lub ich metabolitéw, zawiera inne
dopuszczalne skfadniki, zwtaszcza nosniki lub substancje aktywne biologicznie.

Przy czym w pierwszym korzystnym przyktadzie wykonania do sterylnej pozywki ciekiej,
umieszczonej w bioreaktorze, wprowadza sie inoculum bakterii Carnobacterium divergens S| w ilosci
2x10° jtk/ml. Proces hodowli bakterii prowadzi sie w temp. 36°C przy pH 7,0 utrzymywanym na statym
poziomie przy pomocy NaOH, z tagodnym mieszaniem pozywki. Hodowle prowadzi sie przez 20 go-
dzin. Nastepnie separuje sie komorki bakteryjne poprzez ich odwirowanie przy 5.000 obr/min przez
15 minut. Zawiesine komorek wprowadza sie do roztworu zawierajgcego zageszczong pozywke ho-
dowlang, pozbawiong soli mineralnych, o cisnieniu osmotycznym na poziomie 1500 mOsm/kg, ktérag
nastepnie inkubuje sie przez 45 minut przy tagodnym mieszaniu w temperaturze 28°C, celem zwiek-
szenia przezywalnosci komérek w czasie suszenia. Nastepnie komorki odwirowuje sie i inkubuje
w roztworze, do ktérego dodaje sie maltodekstryne, biatko mleka, kwas askorbinowy i dwutlenek
krzemu. Cato$é miesza sie i suszy w suszami rozpytowej otrzymujgc preparat probiotyczny w formie
sproszkowanej i otoczkowanej, zawierajgcy 10° jtk/g. Preparat ten wprowadza sie do paszy wykonanej
metodg prasowania wysokocisnieniowego w takiej ilosci, aby w 1 gramie finalnej paszy liczebnosé
probiotycznych bakterii wynosita 10° jtk. Probiotyczng pasza karmi sie narybek karpia Cyprinus carpio.
W testach klinicznych i hodowlanych stwierdzono, ze przezywalnos¢ karpi w wodzie skazonej
Aeromonas hydrophila i Vibrio angillarum wzrosta o 80%, a dzienne przyrosty byly wieksze o 18%.

W drugim korzystnym przykfadzie wykonania szczep bakterii Carnobacterium divergens S1
wprowadza sie do pozywki zawierajgcej sacharoze, hydrolizat maki kukurydzianej, pepton kazeinowy,
ekstrakt drozdzowy i zestaw soli mineralnych w ilosci 10* jtk/ml. Przy czym uprzednio pozywke steryli-
zuje sie w bioreaktorze w 121°C przez 15 min i schtadza do 30°C. Proces hodowli bakterii prowadzi
sie w temp. 30°C przy pH 6,7, utrzymywanym przy pomocy Ca(OH),, przy tagodnym mieszaniu po-
zywki. Hodowle prowadzono przez 18 godzin. Nastepnie prowadzi sie separacje komorek bakteryj-
nych przy uzyciu mikrofiltra membranowego o porowatosci 0,45 pm metodg filtracji krzyzowej. Zawie-
sine komorek miesza sie z czynnikami krioochronnymi i suszy metodg liofilizacji. W wyniku suszenia
otrzymuje sie preparat probiotyczny w formie sproszkowanej, zawierajacy 3x10° jtk/g. Preparat ten
wprowadza sie do mieszanki paszowej w takiej ilosci, aby w gotowej paszy liczebnos$¢ probiotycznych
bakterii wynosita 7x10° jtk/g. Pasze prasuje sie wysokocisnieniowo, a po wysuszeniu granulat pokrywa
sie flmem hydrofobowym skfadajgcym sie z mieszaniny olejéw: rybnego i rzepakowego w proporc;ji
50:50. Tak przygotowang paszg probiotyczng karmi sie narybek pstrgga teczowego Oncorchynhus
mykiss. W testach klinicznych i hodowlanych stwierdzono, ze przezywalnos$é pstrggéw w wodzie ska-
zonej bakteriami Aeromonas salmonicide, Edwardsiella tarda i Vibrio angillarum wzrosta o 60%,
a dzienne przyrosty narybku byty wieksze 0 15%.

W trzecim korzystnym przykfadzie wykonania szczep bakterii Carnobacterium divergens S1
wprowadza sie do sterylnej pozywki 'A MRS wzbogaconej w hydrolizat enzymatyczny maki zytniej
w ilosci 10° jtk/ml. Pozywke uprzednio sterylizuje sie przez filtracje w mikrofiltrze membranowym
o porowatosci 0,45 pm i wprowadza sie jg do bioreaktora wysterylizowanego parg wodng. Proces
hodowli bakterii prowadzi sie w temp. 30°C przy pH 7,0 z korektg pH przy pomocy NaOH, przy tagod-
nym mieszaniu pozywki. Hodowle prowadzi sie przez 15 godzin, po czym kulture bakteryjng razem
z odfermentowang pozywkg zageszcza sie na mikrofiltrze membranowym redukujgc objetos¢ o 60%
w stosunku do objetosci poczgtkowej. Uzyskana gestwa bakteryjna zawiera 7x10° komorek/ml.
Nastepnie gestwe komérkowg razem z odfermentowang pozywka natryskuje sie na wysuszong pasze
granulowang w proporcji gestwy komoérkowej do suchej paszy, jak 1:5. Po doktadnym wymieszaniu
pasze dosusza sie metodg konwekcyjng powietrzem o temperaturze nieprzekraczajgcej 50°C,
po czym granulat nattuszcza sie olejem rybnym w ilo$ci 2% masy paszy w procesie nattuszczania
cisnieniowego. Analiza wykazata, ze tak przygotowana pasza zawierata 8x10° jtk/g oraz miata aktyw-
nos¢ przeciwko patogennym bakteriom Aeromonas hydrophila na poziomie 150 jednostek aktywnosci/g.
Gotowg paszg karmi sie narybek sterleta Acipenser ruthenus i jesiotra syberyjskiego Acipenser baeri.
W testach klinicznych i hodowlanych stwierdzono, ze w wyniku podawania paszy probiotycznej zwiek-
szyta sie przezywalno$¢ narybku oraz poprawito wykorzystanie paszy.

W czwartym korzystnym przyktadzie wykonania wysterylizowang pozywke zawierajgcg sacha-
rydy, aminokwasy, peptony, ekstrakt drozdZzowy i sole mineralne szczepi sie kulturg Carnobacterium
dirergens S1 w ilosci 4x10° jtk/ml i hoduje sie przy ciggtym mieszaniu w temperaturze 32°C przez
18 godzin, korygujac pH pozywki za pomocag weglanu wapnia (sproszkowanej kredy). Po zakonczeniu
hodowli catg pozywke wraz z bakteriami zageszcza sie przez mikrofiltracje membranowa, dodaje sie
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maczke rybng, rozdrobniong Srute sojowa, rozdrobniong Srute rzepakowag, make pszenng, zestaw
witamin i kwas askorbinowy, a nastepnie cato$¢ doktadnie miesza sie¢ w mieszalniku kubicznym. Tak
przygotowany roztwér poddaje sie suszeniu w suszarni fluidyzacyjnej wyposazonej w granulator.
W ten sposéb uzyskuje sie granulowany preparat zawierajgcy 2,3x10’ komorek/g, ktéry bezposrednio
podaje sie narybkowi jesiotra rosyjskiego Acipenser gueldenstaedti. W wyniku jego stosowania zwiek-
szono przezywalnos¢ narybku oraz przyspieszono wzrost ryb.

W piatym korzystnym przyktadzie wykonania w sterylnej pozywce ciektej hoduje sie probiotycz-
ny szczep bakterii Carnobacterium divergens S1. Pod koniec logarytmicznej fazy wzrostu pozywke
poddaje sie wirowaniu przy 6.000 obr/min przez 15 minut i uzyskuje sie paste bakteryjng zawierajgca
10° bakterii/g. Paste te przechowuje sie w chtodni w 4°C przez trzy dni, po czym sporzadza sie zawie-
sine komérkowg i miesza sie jg z zaptodniong i pozbawiong kleistosci ikrg szczupaka Esox lucius
w takiej ilosci aby mieszanina z ikrg zawierata 3x10° jtk/ml. Paste bakteryjng miesza sie z ikrg szczu-
paka takze w trakcie jej inkubacji w odstepach dwudniowych. W wyniku tego dziatania wykazano,
ze ilos¢ zywego wylegu pozyskanego tg metodg w stosunku do wylegu pozyskanego z ikry nieobra-
bianej bakteriami byta istotnie wieksza.

W széstym przyktadzie wykonania w sterylnej pozywce ciektej hoduje sie probiotyczny szczep
bakterii Carnobacterium divergens S1, a po zakonczeniu hodowli, po uptywie 24 godzin, komérki wiru-
je sie przy 4.000 obr/min przez 10 minut i uzyskang gestwe komoérkowg miesza sie z piaskiem i zwi-
rem. Po uptywie 6 godzin piasek i zwir z zaadsorbowanymi bakteriami umieszcza sie na dnie zbiornika
hodowlanego dla dwoch gatunkdw matzy: szczezui pospolitej Anodonta anatina i szczezui sptaszczo-
nej Pseudoanodonta complananta. W testach klinicznych i hodowlanych stwierdzono, ze w wyniku
takiego dziatania zwiekszyta sie przezywalnos¢ matzy stodkowodnych.

W siddmym korzystnym przyktadzie wykonania w sterylnej pozywce ciektej hoduje sie probio-
tyczny szczep bakterii Carnobacterium divergens S1, a po zakonczeniu hodowli, po uptywie 24 go-
dzin, komorki wiruje sie przy 4.000 obr/min przez 10 minut i uzyskang gestwe komoérkowg wprowadza
sie bezposrednio do wody. W testach klinicznych i hodowlanych stwierdzono, ze w zbiorniku hodow-
lanym znacznie poprawit sie stan sanitarny wody.

Wiekszos¢ probiotykéw opisanych w literaturze oraz bedacych przedmiotem zgtoszen patento-
wych jest przeznaczonych dla ryb morskich. Hodowla ryb stodkowodnych z uwagi na ograniczong
objetosé zbiornikdéw wodnych jest natomiast duzo trudniejsza. Wigze sie ona z wieloma problemami
natury sanitarno-higienicznej. Duze skazenie zbiornikéw hodowlanych mikroorganizmami patogenny-
mi powoduje znaczne straty, szczegdlnie w narybku, ktéry jest wyjatkowo wrazliwy, oraz dodat-
kowo spowalnia wzrost ryb. Te niekorzystne zjawiska mogg byé wyeliminowane lub ograniczone
poprzez stosowanie preparatéow probiotycznych.

Niniejszy wynalazek ma wiec gtebokie uzasadnienie praktyczne. Wpisuje sie on w pefni
w strategie poprawy efektywnos$ci chowu, zdrowotnosci i dobrostanu ryb.

Probiotyk o skfadzie wedtug wynalazku moze byé wprowadzany bezposrednio lub za posrednic-
twem réznych nosnikéw do pasz dla ryb i do wody i spetnia wszystkie kryteria stawiane preparatom
bakteryjnym:

— jest zdolny do natychmiastowej inplantacji w przewodzie pokarmowym,
kolonizuje przewdd pokarmowy poprzez zasiedlanie kosmkow jelitowych i $cian przewodu
pokarmowego lub moze by¢ zdolny do wzrostu bezposrednio w tresci pokarmowe;j,
konkuruje z bakteriami patogennymi i syntetyzuje substancje antagonistyczne — bakteriocyny,
utrzymuje pH w przewodzie pokarmowym na optymalnym poziomie,

— jest odporny na podwyzszong temperature stosowang w technologii produkcji pasz.

Wynalazek opisany jest szczegétowo w ponizszych przyktadach, ktére jednak nie wyczerpujg
wszystkich jego mozliwosci realizacyjnych.

Przyktad 1

Zastosowanie szczepu bakterii Carnobacterium divergens oraz jego metabolitéw, do wytwarza-
nia probiotyku dla ryb, mieczakéw i skorupiakéw stodkowodnych do ograniczenia aktywnosci, wzrostu
lub przezywalnosci chorobotwdrczych bakterii Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Vibrio
angillarum, Edwardsiella Tarda, jakie polega na tym, Zze szczep bakterii Carnobacterium divergens
zdeponowany w Kolekcji Kultur Drobnoustrojow Przemystowych Instytutu Biotechnologii Przemystu
Rolno-Spozywczego pod numerem KKP 2012p, w ilosci 108 jtk/g, wprowadza sie do sterylnej pozywki
cieklej umieszczonej w bioreaktorze, wprowadzono inoculum bakterii Carnobacterium divergens S1
w ilogci 2x10° jtk/ml. Proces hodowli bakterii przebiegat w temp. 36°C przy pH 7,0 utrzymywanym na
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statym poziomie przy pomocy NaOH, z tagodnym mieszaniem pozywki. Hodowle prowadzono przez
20 godzin. Nastepnie przeprowadzono separacje komoérek bakteryjnych poprzez ich odwirowanie przy
5.000 obr/min przez 15 minut. Zawiesine komérek wprowadzono do roztworu zawierajgcego zageszczong
pozywke hodowlang, pozbawiong soli mineralnych, o ci$nieniu osmotycznym na poziomie 1500 mOsm/kg,
ktérg nastepnie inkubowano przez 45 minut przy fagodnym mieszaniu w temperaturze 28°C, celem
zwiekszenia przezywalnosci komorek w czasie suszenia. Nastepnie komérki odwirowano i inkubowa-
no w roztworze, do ktérego dodano maltodekstryne, biatko mleka, kwas askorbinowy i dwutlenek
krzemu. Cato$¢ dobrze wymieszano i wysuszono w suszarni rozpytlowej. W wyniku suszenia otrzyma-
no preparat probiotyczny w formie sproszkowanej i otoczkowanej, zawierajacy 10° jtk/g. Preparat ten
wprowadzono do paszy wykonanej metodg prasowania wysokocisnieniowego w takiej ilosci, aby w 1
gramie finalnej paszy liczebnos$¢ probiotycznych bakterii wynosita 10° jtk. Probiotyczng paszg stymulu-
jaca wzrost ryb stodkowodnych karmiono narybek karpia Cyprinus carpio. Stwierdzono,
ze przezywalnos¢ karpi w wodzie skazonej Aeromonas hydrophila i Vibrio angillarum wzrosta o 80%,
a dzienne przyrosty byty wieksze 0 18%.

Przyktad 2

Zastosowanie szczepu bakterii Carnobacterium divergens oraz jego metabolitéw, do wytwarza-
nia probiotyku dla ryb, mieczakdéw i skorupiakéow stodkowodnych do ograniczenia aktywnosci, wzrostu
lub przezywalnosci chorobotwérczych bakterii Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Vibrio
angillarum, Edwardsiella Tarda, jakie polega na tym, ze szczep bakterii Carnobacterium divergens
zdeponowany w Kolekgji Kultur Drobnoustrojow Przemystowych Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-
Spozywczego pod numerem KKP 2012p, wprowadza sie w ilosci 10* jtk/ml do pozywki zawierajgcej sacha-
roze, hydrolizat maki kukurydzianej, pepton kazeinowy, ekstrakt drozdzowy i zestaw soli mineralnych.
Pozywka ta byta uprzednio sterylizowana w bioreaktorze w 121°C przez 15 min i schtodzona do 30°C.

Proces hodowli bakterii przebiegat w temp. 30°C przy pH 6,7, utrzymywanym przy pomocy
Ca(OH),, przy tagodnym mieszaniu pozywki. Hodowle prowadzono przez 18 godzin. Nastepnie prze-
prowadzono separacje komérek bakteryjnych przy uzyciu mikrofiltra membranowego o porowatosci
0,45 pm metoda filtracji krzyzowej. Zawiesine komadrek mieszano z czynnikami krioochronnymi i suszono
metoda liofilizacji. W wyniku suszenia otrzymano preparat probiotyczny w formie sproszkowanej, zawie-
rajgcy 3x10° jtk/g. Preparat ten wprowadzono do mieszanki paszowej w takiej ilosci, aby w gotowej pa-
szy liczebnos$¢ probiotycznych bakterii wynosita 7x10° jtk/g. Pasze upostaciowano w procesie prasowa-
nia wysokocisnieniowego, a po wysuszeniu granulat pokryto filmem hydrofobowym sktadajagcym sie z
mieszaniny olejow: rybnego i rzepakowego w proporcji 50:50. Tak przygotowang paszg probiotyczng
o dziataniu profilaktycznym karmiono narybek pstrgga teczowego Oncorchynhus mykiss. Stwierdzono,
ze przezywalnos$¢ pstrggéw w wodzie skazonej bakteriami Aeromonas salmonicide, Edwardsiella tar-
dai Vibrio angillarum wzrosta o 60%, a dzienne przyrosty narybku byty wigksze o 15%.

Przyktad 3

Zastosowanie szczepu bakterii Carnobacterium divergens oraz jego metabolitéw, do wytwarza-
nia probiotyku dla ryb, mieczakéw i skorupiakéw stodkowodnych do ograniczenia aktywnos$ci, wzrostu
lub przezywalnosci chorobotwdrczych bakterii Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Vibrio
angillarum, Edwardsiella Tarda, jakie polega na tym, ze szczep bakterii Carnobacterium divergens
zdeponowany w Kolekcji Kultur Drobnoustrojow Przemystowych Instytutu Biotechnologii Przemystu
Rolno-Spozywczego pod numerem KKP 2012p, w ilosci 10° jtk/ml wprowadza sie do sterylnej pozywki
2 MRS wzbogaconej w hydrolizat enzymatyczny maki zytniej. Pozywka ta byta uprzednio sterylizowa-
na przez filtracje w mikrofiltrze membranowym o porowatosci 0,45 pm i wprowadzona do bioreaktora
wysterylizowanego parg wodng. Proces hodowli bakterii przebiegat w temp. 30°C przy pH 7,0 z korektg
pH przy pomocy NaOH, przy fagodnym mieszaniu pozywki. Hodowle prowadzono przez 15 godzin, po
czym kulture bakteryjng razem z odfermentowang pozywka zageszczong na mikrofiltrze membrano-
wym redukujgc objeto$¢ o 60% w stosunku do objetosci poczatkowej. Uzyskana gestwa bakteryjna
zawierata 7x10° komorek/ml. Nastepnie gestwe komérkowg razem z odfermentowang pozywka natry-
skiwano na wysuszong pasze granulowang w proporcji gestwy komorkowej do suchej paszy, jak 1:5.
Po doktadnym wymieszaniu pasze dosuszano metodg konwekcyjng powietrzem o temperaturze nie-
przekraczajacej 50°C, po czym granulat nattuszczono olejem rybnym w ilo$ci 2% masy paszy w proce-
sie nattuszczania ciSnieniowego. Analiza wykazata, ze tak przygotowana pasza zawierata 8x10° jtk/g
oraz miata aktywnos¢ przeciwko patogennym bakteriom Aeromonas hydrophila na poziomie 150 jednostek
aktywnosci/g. Gotowg pasza karmiono narybek sterleta Acipenser ruthenus i jesiotra syberyjskiego
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Acipenser baeri w celu poprawy wynikow howu. Badania wykazaty, ze w wyniku podawania paszy
probiotycznej zwiekszyta sie przezywalnosé narybku oraz poprawito wykorzystanie paszy.

Przyktad 4

Zastosowanie szczepu bakterii Carnobacterium divergens oraz jego metabolitéw, do wytwarza-
nia probiotyku dla ryb, mieczakdw i skorupiakéw stodkowodnych do ograniczenia aktywnosci, wzrostu
lub przezywalnosci chorobotwdérczych bakterii Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Vibrio
angillarum, Edwardsiella Tarda, jakie polega na tym, ze szczep bakterii Carnobacterium divergens
zdeponowany w Kolekcji Kultur Drobnoustrojéw Przemystowych Instytutu Biotechnologii Przemystu
Rolno-Spozywczego pod numerem KKP 2012p, w ilosci 4x10° jtk/ml dodano do sterylizowanej pozyw-
ki zawierajgcej sacharydy, aminokwasy, peptony, ekstrakt drozdzowy i sole mineralne i hodowano
przy cigglym mieszaniu w temperaturze 32°C przez 18 godzin, korygujgc pH pozywki za pomocg we-
glanu wapnia (sproszkowanej kredy). Po zakonczeniu hodowli calg pozywke wraz z bakteriami za-
geszczano przez mikrofiltracje membranowg, dodawano magczke rybng, rozdrobniong $rute sojowa,
rozdrobniong srute rzepakowg, magke pszenng, zestaw witamin i kwas askorbinowy, a nastepnie ca-
tos$¢ doktadnie wymieszano w mieszalniku kubicznym. Tak przygotowany roztwér poddawano susze-
niu w suszami fluidyzacyjnej wyposazonej w granulator. W ten sposéb uzyskano granulowany prepa-
rat zawierajgcy 2,3x10’ komorek/g, ktéry bezposrednio podawano narybkowi jesiotra rosyjskiego
Acipenser gueldenstaedti. W wyniku jego stosowania zwiekszono przezywalnos¢ narybku oraz przy-
spieszono wzrost ryb.

Przyktad 5

Zastosowanie szczepu bakterii Carnobacterium divergens oraz jego metabolitéw, do wytwarza-
nia probiotyku dla ryb, mieczakdw i skorupiakéow stodkowodnych do ograniczenia aktywnosci, wzrostu
lub przezywalnosci chorobotwérczych bakterii Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Vibrio
angillarum, Edwardsiella Tarda, jakie polega na tym, ze szczep bakterii Carnobacterium divergens
zdeponowany w Kolekcji Kultur Drobnoustrojow Przemystowych Instytutu Biotechnologii Przemystu
Rolno-Spozywczego pod numerem KKP 2012p, hoduje sie w sterylnej pozywce cieklej. Pod koniec
logarytmicznej fazy wzrostu pozywke poddawano wirowaniu przy 6.000 obr/min przez 15 minut uzy-
skujgc paste bakteryjng zawierajgca 10° bakterii/g. Paste te przechowywano w chtodni w 4°C przez
trzy dni, po czym sporzadzano zawiesing komorkowsg i mieszano jg z zaptodniong i pozbawiong kle-
istosci ikrg szczupaka Esox lucius w takiej ilosci, aby mieszanina z ikrg zawierata 3x10° jtk/ml. Paste
bakteryjng mieszano z ikrg szczupaka takze w trakcie jej inkubacji w odstepach dwudniowych uzysku-
jac forme zelu. W wyniku tego dziatania wykazano, Ze ilos¢ zywego wylegu pozyskanego tg metodg
w stosunku do wylegu pozyskanego z ikry nieobrabianej bakteriami byfa istotnie wieksza.

Przyktad 6

Zastosowanie szczepu bakterii Carnobacterium divergens oraz jego metabolitéw, do wytwarza-
nia probiotyku dla ryb, mieczakéw i skorupiakéw stodkowodnych do ograniczenia aktywnos$ci, wzrostu
lub przezywalnosci chorobotwdrczych bakterii Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Vibrio
angillarum, Edwardsiella Tarda, jakie polega na tym, Zze szczep bakterii Carnobacterium divergens
zdeponowany w Kolekcji Kultur Drobnoustrojow Przemystowych Instytutu Biotechnologii Przemystu
Rolno-Spozywczego pod numerem KKP 2012p, hoduje sie w sterylnej pozywce ciekfej, a po zakon-
czeniu hodowli, co miato miejsce po uptywie 24 godzin, komodrki wirowano przy 4.000 obr/min przez
10 minut i uzyskang gestwe komérkowg mieszano z piaskiem i zwirem. Po uptywie 6 godzin piasek
i zwir z zaadsorbowanymi bakteriami umieszczano na dnie zbiornika hodowlanego dla dwéch gatun-
kéw matzy: szczezui pospolitej Anodonta anatina i szczezui sptaszczonej Pseudoanodonta compla-
nanta. Wykazano, ze w wyniku takiego dziatania zwiekszyta sie przezywalnos¢ matzy stodkowodnych.

Przyktad 7

Zastosowanie szczepu bakterii Carnobacterium divergens oraz jego metabolitéw, do wytwarza-
nia probiotyku dla ryb, mieczakéw i skorupiakéw stodkowodnych do ograniczenia aktywnosci, wzrostu
lub przezywalnosci chorobotwdrczych bakterii Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Vibrio
angillarum, Edwardsiella Tarda, jakie polega na tym, Zze szczep bakterii Carnobacterium divergens
zdeponowany w Kolekcji Kultur Drobnoustrojow Przemystowych Instytutu Biotechnologii Przemystu
Rolno-Spozywczego pod numerem KKP 2012p, hodowano w sterylnej pozywce ciektej, a po zakon-
czeniu hodowli, co miato miejsce po uptywie 24 godzin, komaorki wirowano przy 4.000 obr/min przez 10
minut i uzyskang gestwe komérkowg wprowadzano bezposrednio do wody, mieszajgc cze$¢ gestwy
z olejem rzepakowym do formy emulsji. Badania wykazaty, ze w zbiorniku hodowlanym znacznie po-
prawit sie stan sanitarny wody.
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Zastrzezenia patentowe

1. Zastosowanie szczepu bakterii Carnobacterium divergens oraz jego metabolitéw, zdepono-
wanego w Kolekcji Kultur Drobnoustrojéw Przemystowych Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-
-Spozywczego pod numerem KKP 2012p, do wytwarzania probiotyku dla ryb, mieczakéw i skorupia-
kéw stodkowodnych do ograniczenia aktywno$ci, wzrostu lub przezywalnosci chorobotwérczych bak-
terii Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Vibrio angillarum, Edwardsiella Tarda, przy czym
probiotyk zawiera szczep Carnobacterium divergens i/lub jego metabolity, w iloSci co najmniej 10°
komorek bakterii C. divergens S1, najkorzystniej powyzej 10°,

2. Zastosowanie wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze bakterie Carnobacterium divergens i/lub
jego metabolity zawarte w probiotyku sg w formie zywej lub martwej i w ilosci takiej, ze w 1 gramie
suchej masy ich ilos¢ przekracza 100 jednostek aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowych metabolitéw
bakterii C. divergens S1.

3. Zastosowanie wedtug zastrz. 1 albo 2, znamienne tym, ze bakterie Carnobacterium diver-
gens i/lub jego metabolity umieszczone sg na nosniku jakim jest piasek i/albo Zzwir i/albo nosniki orga-
niczne zmieszane ze sktadnikami paszowymi i/lub petnoporcjowe mieszanki paszowe lub premiksy,
a biomasa jest utrwalona metodg suszenia lub zamrazania.

4. Zastosowanie wedtug zastrz. 3, znamienne tym, ze uzyskany probiotyk jest stosowany, jako
Srodek profilaktyczny, leczniczy lub stymulujgcy wzrost ryb stodkowodnych, szczegdlnie narybku kar-
pia, pstrgga teczowego, suma europejskiego i ryb jesiotrowatych oraz mieczakéw i skorupiakdw,
szczegOllnie stodkowodnych matz i rakéw.

5. Zastosowanie wedtug zastrz. 1 albo 2, albo 3, albo 4, znamienne tym, Ze probiotyk stosuje
sie do obrébki ikry.

6. Zastosowanie wedtug zastrz. 1 albo 2, albo 3, albo 4, albo 5, znamienne tym, ze stosowa-
ny probiotyk ma postac¢ zawiesiny.

7. Zastosowanie wediug zastrz. 1 albo 2, albo 3, albo 4, albo 5, znamienne tym, Ze stosowa-
ny probiotyk ma posta¢ granulatu.
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8. Zastosowanie wedtug zastrz
ny probiotyk ma postac proszku.
9. Zastosowanie wedtug zastrz
ny probiotyk ma postac¢ otoczkowana.
10. Zastosowanie wedtug zastrz
ny probiotyk ma postac zelu.
11. Zastosowanie wedtug zastrz
ny probiotyk ma postac pasty.
12. Zastosowanie wedtug zastrz
ny probiotyk ma posta¢ emulsiji.
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. 1 albo 2, albo 3, albo 4, albo 5, znamienne tym, ze stosowa-
. 1 albo 2, albo 3, albo 4, albo 5, znamienne tym, ze stosowa-
. 1 albo 2, albo 3, albo 4, albo 5, znamienne tym, ze stosowa-
. 1 albo 2, albo 3, albo 4, albo 5, znamienne tym, ze stosowa-

. 1 albo 2, albo 3, albo 4, albo 5, znamienne tym, ze stosowa-
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