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Szczep bakterii mlekowych Lactobacillus paracasei

Przedmiotem wynalazku jest nowy szczep bakterii mlekowych Lactobacillus
paracasei, o wlasciwosciach probiotycznych.

Wiadomo jest, iz preparaty probiotyczne podawane zwierzgtom hodowlanym w
paszy lub zaaplikowane oralnie, wptywajg korzystnie na ich wzrost, poprzez stymu
lujace oddziatywanie na przewod pokarmowy i procesy w nim zachodzace. Odpo-
wiednio dobrane bakterie probiotyczne determinujg przyswajanie paszy, pelniac jed-
noczesnie rolg regulatora rownowagi mikroorganizméw przewodu pokarmowego
zwierzat. Efekty dzialania preparatow probiotycznych zblizone sg do efektow uzy-
skanych w wyniku zastosowania antybiotykow paszowych, bowiem jedne i drugie
redukuja liczbe bakterii patogennych, jednak sposob ich dziatania jest r6zny. Probio-
tyki nie powoduja zadnych skutkéw ubocznych i nie implikuja odkladania si¢ szko-
dliwych substancji obcych, stad nie maja okresu karencji i nie ma niebezpieczenstwa
ich przedawkowania. Z punktu widzenia konsumenta i producenta Zywnosci, wazne
jest rowniez, ze stosowanie probiotykow dzieki mozliwosci obnizania, a nawet cal-
kowitej eliminacji konieczno$ci stosowania antybiotykéw, jest sposobem otrzymy-
wania bezpiecznej zywnosci.

Dotychczas znane sa szczepy bakterii mlekowych Lactobacillus paracasei o wha-
sciwosciach probiotycznych, jak Lactobacillus paracasei CRL-431, Lactobacillus
paracasei F19, Lactobacillus paracasei 1.OCK 0919 z opisu patentowego PL
209988, Lactobacillus paracasei 1.OCK 0910 z opisu patentowego PL 221961,
Lactobacillus paracasei LOCK 0920 z opisu zgloszenia patentowego P. 396640.

Przedmiotem wynalazku jest nowy szczep bakterii mlekowych z gatunku Lacto-
bacillus paracasei, ktéry oznaczono symbolem L.OCK 1091 i ktéry zostal zdepono-
wany w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw (PCM) w Instytucie Immunologii
i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk im. Ludwika Hirszfelda we
Wroclawiu pod numerem B/00122.

Szczep bakterii LOCK 1091 wyizolowano z tresci jelitowej lochy.

Szczep LOCK 1091 jest to Gram-dodatnia paleczka, nieruchliwa, nie przetrwalniku-
jaca. Jest szczepem o wlasciwosciach probiotycznych, stanowiacym homolog bakte-
rii z gatunku Lactobacillus paracasei o sekwencji nukleotydowej regionu DNA ko-

dujacego gen 16S rRNA przedstawionej na koncu opisu.
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W celu okreslenia przynaleznosci gatunkowej nowego szczepu Lactobacillus para-
casei LOCK 1091 zsekwencjonowano region DNA kodujacy gen 16S rRNA o dtu-
gosci 1442 pz. Otrzymang sekwencje nukleotydowg genu 16S rRNA poréwnano za
pomocg programu BLASTN 2.6.0+ z sekwencjami dostepnymi w bazie National
Center of Biotechnology Infcrmation (NCBI) oraz programie DNA Baser v4.36.0.
Na podstawie poréwnania sekwencji nukleotydowych genéw 16S rRNA bakterii
z gatunku Lactobacillus paracasei subsp. paracasei ATCC 25302 stwierdzono po-
dobienstwo nowego szczepu bakterii do gatunku Lactobacillus paracasei z prawdo-
podobienistwem 99,51%.
Nowy szczep LOCK 1091 hoduje si¢ na podlozu Rogosa stanowigcym wybidrcze
medium przeznaczone do hodowli bakterii z rodzaju Lactobacillus sp., przejrzystym,
o barwie z6lto-brgzowej, o skladzie w g/l: pepton kazeinowy - 10,0, ekstrakt droz-
dzowy - 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 II —
0,034, siarczan manganu — 0,12, agar — 15,0, o pH 5-6, korzystnie 5,5, w temperatu-
rze 15-45°C, korzystnie 37 C w czasie 48 godzin. W podiozu tym szczep ro$nie w
postaci bialo-kremowych, okraglych kolonii, o gltadkiej powierzchni i regularnych
brzegach, o srednicy okoto 1-2 mm.
Szczep LOCK 1091 hoduje si¢ takze na podtozu ptynnym MRS, stanowigcym mody-
fikacje podloza Rogosa, o skladzie w g/l: ekstrakt drozdzowy — 4,0, ekstrakt migsny
- 10,0, pepton z kazeiny — 10,0, D(+)glukoza — 20,0, Tween 80 — 1,0, wodorocytry-
nian 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 tem-
peraturze 15-45°C, korzystnie 37 C w czasie 48 godzin. W podlozu tym szczep ro-
$nie tworzac jednorodne zme¢tnienie pozywki.
Do wzrostu szczep preferuje srodowisko wzbogacone w 5% (v/v) CO,. Rosnie jed-
nak zaréwno w warunkach tlenowych, jak i wzglednie beztlenowych.
Cechy morfologiczne szczepu LOCK 1091

W obrazie mikroskopowym bakterie szczepu LOCK 1091 majg ksztalt krétkich,
prostych paleczek o dlugosci 4-5 pm i o szerokosci do 1 um. Paleczki nie wytwarza-

ja przetrwalnikow.
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Cechy fizjologiczne i biochemiczne nowego szczepu LOCK 1091

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

Badanie metabolizmu glukozy w warunkach tlenowych 1 beztlenowych na pozywce
Hugh-Leifsona w wysokich stupach wykazato, ze szczep LOCK 1091 jest zdolny do
rozkladu glukozy zaréwno w obecnosci tlenu, jak i w warunkach beztlenowych, czyli
na drodze fermentacji.

Wedlug testu API 50 CHL szczep LOCK 1091 zdolny jest do fermentacji nast¢puja-
cych sacharydéw i ich pochodnych: rybozy, galaktozy, glukozy, fruktozy, mannozy,
inozytolu, mannitolu, sorbitolu, N-acetyloglukozaminy, amygdaliny, arbutyny, escu-
liny, salicyny, celobiozy, maltozy, laktozy, sacharozy, trehalozy, inuliny, melecyto-
zy, gencjobiozy, D-turanozy, D-tagatozy, glukonianu.

Szczep LOCK 1091 charakteryzuje si¢ metabolizmem wzglednie heterofermenta-
tywnym. Glukoz¢ fermentuje z wytworzeniem kwasu mlekowego w ilosci 9,41
pumol/ml, kwasu octowego (4,02 pmol/ml), kwasu mastowego (0,40 pmol/ml), alde-
hydu octowego (0,09 umol/ml) i etanolu (0,14 pmol/ml).

Test API ZYM wykazal, ze szczep LOCK 1091 wykazuje aktywno$¢ nastepujacych
enzyméw: fosfatazy alkalicznej, esterazy, a-galaktozydazy, 3-glukuronidazy, 8-
glukozydazy, kwasnej fosfatazy, fosfoamidazy, arylamidazy leucyny, arylamidazy
waliny, arylamidazy cystyny, N-acetyloglukozaminidazy.

Ponadto stwierdzono, ze szczep LOCK 1091 nie wytwarza siarkowodoru, ani amo-
niaku z argininy, nie wykazuje zdolno$ci rozktadu H,0O,.

Zdolno$é szczepu EOCK 1091 do wykorzystywania prebiotykoéw

Szczep LOCK 1091 jest zdoiny do wzrostu w podtozu zawierajgcym jako jedyne
zrédto wegla prebiotyki, jak skrobia, B-glukan, maltodekstryna, inulina, pektyna,
jednak wzrost jest zroznicowany i zalezny od rodzaju i stezenia sacharydu. Najlep-
szym zrédtem wegla jest maltodekstryna i inulina w stezeniu 2%. Z poréwnania
wzrostu szczepu LOCK 1091 w obecnosci prebiotykéw do wzrostu w obecnosci glu-
kozy (proba odniesienia) wynika, ze w przypadku wszystkich przebadanych prebio-
tykow wzrost jest porownywalny lub lepszy, co obrazuje wykres 1 na rysunku.

W wyniku fermentacji inuliny (12,59 pmol/ml) szczep LOCK 1091 wytwarza naj-

wyzsze ilosci kwasu mlekoWego, przy najwyzszym udziale kwasu L(+) mlekowego
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wynoszacym 86%. Oprocz kwasu mlekowego produktami fermentacji prebiotykow
(skrobi, B-glukanu, maltodekstryny, inuliny i pektyny) sa kwas octowy, kwas ma-
stowy, aldehyd octowy i etanol.

Cechy probiotyczne szczepu LOCK 1091

Szczep LOCK 1091 spelnia kryteria stawiane bakteriom probiotycznym, co stwier-
dzono w wyniku badan in vitro wykonanych wedlug procedur zalecanych przez
FAO/WHO.

Nowy szczep wykazuje wysoka odporno$é na niskie pH (kwasowosé soku zotadko-
wego) w zakresie pH od 2,0 do 3,0.

Lactobacillus paracasei L OCK 1091 wykazuje rowniez wysoka odpornos¢ na sole
z6kci w stezeniach 1% i 2% w czasie do 4 godzin.

Szczep LOCK 1091 wykazuje opornos¢ w stosunku do antybiotykow najczesciej
stosowanych u zwierzat hodowlanych, jak penicylina, kanamycyna, amoksycylina,
doksycyklina, erytromycyna, tetracyklina.

Szczep ten wykazuje rowniez opornos¢ w stosunku do kokcydiostatykow, jak dicla-
zuril, decoquinat, narazyna-nikrabazyn.

Lactobacillus paracasei LOCK 1091 wykazuje aktywnos¢ antagonistyczng w sto-
sunku do patogenéw jelitowych zwierzat i odpowiedzialnych za zoonozy ludzi, ta-
kich jak Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium, Salmonella Choleraesuis,
Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, Listeria monocytogenes.

Szczep LOCK 1091 posiada niewielka aktywnos¢ fekalng. Sposréd trzech enzymow:
B-glukozydazy, B-glukuronidazy i ureazy aktywna jest tylko B-glukuronidaza.
Szczep LOCK 1091 wykazuje zdolnosci detoksyfikacyjne mykotoksyn, jak aflatok-
syna By, ochratoksyna A, fumonizyna, toksyna T-2, zearalenon, deoksyniwalenol,
ktére najczgsciej moga stanowié zanieczyszczenie zb6z i pasz dla zwierzat.

Cechy biotechnologiczne szczepu 1. OCK 1091

Cechy biotechnologiczne szczepu LOCK 1091 okreslono w trzech pozywkach fer-
mentacyjnych (mieszankach paszowych P1, P2 i P3) o nast¢pujacym skladzie zmie-
lonych ziaren: pasza P1 (50% pszenicy, 30% jgczmienia i 20% kukurydzy), pasza P2
(40% pszenicy, 30% jeczmienia, 20% kukurydzy i 10% zyta), pasza P3 (40% pszeni-
cy, 30% jeczmienia, 20% kukurydzy i 10% soi). Kompozycje pozywek fermenta-
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cyjnych ustalono na bazie ziaren stosowanych w zZywieniu zwierzat monogastrycznych.

Mieszanki paszowe roztworzono w wodzie w proporcjach: 1:1,0; 1:1,5; 1:2,0.

Pozywki fermentacyjne zaszczepiono zawiesing bakterii w ilosci 10° jtk/ml. Dynamike

wzrostu w pozywkach fermentacyjnych (jtk/g paszy) oznaczono w 4, 8, 12, 16, 24 1 30

godzinie hodowli, a proba odniesienia byta hodowla w pozywce MRS (jtk/ml pozywki).

Dynamike wzrostu szczepu przedstawiono w postaci wykresu 2 na rysunku, zas parame-

try wzrostu szczepu w pozywkach fermentacyjnych oraz w pozywce kontrolnej MRS przed-

stawiono w ponizszej tablicy.

Tablica.

Plon komérek Pro.duktywr‘losc Wilasciwa szybko$¢ Faza adaptacyjna

. . P [jtk/kgxh; wzrostu

N [jtk/g; jtk/ml] 4 Ixh B! [h]

Szczep jtk/Ixh] pfh]
Pozywka fermentacyjna

Pl P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3
Lb.
para-

, 1,25 2,08 2,70 |[4,16 695 8,99

;Cg‘élK Xlog Xlolo >(109 Xlolo xlon ><10'° 0,17 0,19 0,]5 7,71 2,38 5,21
1091
Pozywka kontrolna MRS
Lb.
para-
casei 3,15x10° 1,05x10" 0,18 1,34
LOCK
1091

Okazalo si¢, ze dynamika wzrostu, plon biomasy oraz produktywnos¢ hodowli sg

uzaleznione od sktadu pozywki fermentacyjnej i najwyzsze wartosci, w odniesieniu
do podloza kontrolnego MRS, otrzymuje si¢ dla hodowli w pozywce fermentacyjnej
P2. Plon komérek w tej pozywce wynosi 2,08x10'? jtk/g, a produktywnosé szczepu
wzrasta do poziomu 6,95x10'! jtk/kgxh. Stwierdzono ponadto, ze optymalna pozyw-
ka dla wzrostu szczepu LOCK 1091 jest pozywka o stosunku zmielonych ziaren (ma-
ki) do wody 1:1,5. W tych warunkach bakteria osigga najwyzszy przyrost biomasy,
réwniez produktywnos¢ jest wyzsza w porownaniu do proporcji maki do wody 1:1,0
oraz 1:2,0.

Szczep LOCK 1091 wykazuje réwniez trwalos¢ przechowalnicza w postaci liofiliza-

tu w warunkach chlodniczych (4-5°C) oraz w temperaturze pokojowej (25°C)



10

15

20

25

30

-6 -
w trakcie 4 miesi¢cy przechowywania.

Szczep LOCK 1091 znajduje zastosowanie jako dodatek do pasz dla zwierzat mo-
nogastrycznych w profilaktyce wyst¢powania choréb bakteryjnych i zatru¢ wywola-
nych mykotoksynami oraz w celu poprawienia bezpieczenstwa chowu zwierzat.

Przedmiot wynalazku ilustruja ponizsze przyklady.

Przyklad 1.

Szczep LOCK 1091 hodowano w podtozu ptynnym Rogosa (firmy Difco) o skla-
dzie 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 II - 0,034, siarczan manganu — 0,12, agar
- 15,0, 0 pH 5,5, w obecnosci CO, wprowadzonego w ilosci 5% (v/v), w temperatu-
rze 37°C w warunkach tlenowych.

Po 48 godzinach hodowli wyhodowane komoérki oddzielono od podloza na wstrza-
sarce uzyskujac gestos¢ 3,10 x 10° komoérek/ml.

Przyktad II.

Szczep LOCK 1091 hodowano w podlozu ptynnym MRS (firmy Merck), o skia-
dzie 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 5,5, w obecnosci CO, wprowadzonego w ilosci 5%
(v/v), w temperaturze 37°C w warunkach wzgle¢dnie beztlenowych.

Po 48 godzinach hodowli wyhodowane komérki oddzielono od podioza na wstrza-
sarce uzyskujac gesto$é 3,15 x 10° komoérek/ml.

Przykiad III.

Bakterie otrzymane jak w przykltadzie I umieszczono w srodowisku o pH 2 i 3.
W pH 3,0 przezywalnos$¢ komoérek po 60 minutach wynosita 96%, a po 240 minutach
93%. Natomiast w pH 2,0 po 60 minutach przezyto 94% komorek, a po 240 minu-
tach 91%.

Przyklad IV.

Bakterie otrzymane jak w przykladzie I poddano dziataniu z6lci o stezeniach 1%
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i 2% w czasie do 4 godzin. Po 4 godzinach inkubacji w obecnosci zdlci o stgzeniu
2% przezywalnos¢ komorek wynosita 94%, a przy stezeniu zélci 1% przezylo 95%
komorek bakterii.
Przyktad V.

Liofilizat bakterii otrzymanych jak w przykladzie 1 przechowywano w temperaturze
4-5°C oraz w temperaturze pokojowej 25°C w ciggu 4 miesi¢cy. Po tym czasie na-
stapito obnizenie liczby zywych komorek o 7% dla temperatury chlodniczej
i 0 14% dla temperatury pokojowej. Temperatura chlodnicza zapewnila wigksza sta-

bilnosé 1 trwalosé.

Wykaz sekwencji nukleotydowej regionu DNA kodujacego gen 16SrRNA szczepu
bakterii Lactobacillus paracasei LOCK 1091, ktora okresla jego przynaleznos¢ ga
tunkowa:

GCAGTCGACGAGTTCTCGTTGATGATCGETGCTTGCACCGAGATTCARCATGGA~
ACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGETAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTT -
GGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAR~
GATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAT
GGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGARCTGAGAGGTTGATCGGCCACAT TGGGACTGAGA-
CACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCT -
GATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGETCGTARARCTCTGTTGTIGGAGAA-
GAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTAT CCAACCAGARAAGCCACGGCTA~
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGETAATACCTAGGTGGCARGCGTTATCCGGATTTATT -
GGGCGTARAGCGAGCGCAGGCGETTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGA-
GGAAGCGCATCGGARACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAALCTC
CATGTGTAGCGGTGARATGCGTAGATATATGGARGAACACCAGTGGCGAA-
GGCGGCTGTCTGGTCTCTAACTGACGCTGAGGCTCGARAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGA~
TACCCTGGTAGTCCATGCCETAAACGATGAATGCTAGETGTTGGAGGGTTTCCGCCCTT -
CAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGT TGAAACT -
CAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACARGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGARGCAACGCGA~
AGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCA-
GGTTTCCCCTTCGGGGGCAARMRTGACAGGTGETCCATGGTTGTCETCAGCTCGTGTCGTGA
GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCARCCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTT -
GGGCACTCTAGTAAGACTGCCGETGACARACCGCAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCAT -
CATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGT TGCGAGAC
CGCGAGGTCARGCTAATCTCTTARAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCRACTCGECTA
ACCACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGUGGGTGARAT -
ACGTTTCCCGGGCCTTGATACACCCGCCCETCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCGAAC -
CCGGGGGGCGTAACCCTTGTAGGGAGCGATACCGT k

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