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Mliekarenské produkty-oblubené medzi spotrebitelmi

Inovacia-prospesné kmene, bakteriocin - produkujuce
kmene (antimikrobialne substancie bielkovinovej povahy
s inhibicnym efektom na viac ¢i menej pribuzné baktérie)
a s dalsimi ucinkami

Obohatenie produktu takym kmenom-funkéna potravina

Doélezita je stabilita kmena v produkte a forma aplikacie
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Sekvenacénd analyza (ngs) v spolupraci s Masarykovou univerzitou v Brne-Recetox, Dr. Lenka
Koseckova Micenkova L ¥

 Lactiplantibacillus plantarum LP17L/1-ov¢i syr



Phylum: FIRMICUTES
Trieda: Bacilli
Rad:Lactobacillales
Celad’: Lactobacillacae
Rod: Lactiplantibacillus

1. Kmen LP 17L/1 (ov¢i syr) -identifikovany ako L. plantarum (Lactiplantibacillus
plantarum, zheng et al. 2020), MALDI-TOF spektrometriou (skore 2.387 zodpoveda rozsahu
2.300-3.000)

2. PCR (L. pl. CCM 4000)

3. Fenotypizacia

4. Sekvenacia (Blastn analyza 16S rRNA), zhoda nukleotidovej sekvencie s kmenom V
GenBanku MK611169.1.

5. Kmen LP 17L/1 je uloZzeny v GenBanku pod pristupovym ¢islom (access number)

ON114094.
6. Deponovany do CCM, Brno, CR: CCM 9208



17. blank Oxgal
16. Str. gallolyticus
15. Lactiplantibacillus plantarum 9208

LP17L/1-oxgal/zl¢

LP17L/1 pH

Inhibicna aktivita ko
17L/1 in AU/ml (pH

Vlastnosti kmena LP 17L/1:
- Bez hemolyzy (¥-hemolyza)
- Citlivy ku ATB
- Bez produkcie biofilmu e oyeae
- Bez produkcie Skodlivych enzymov
- Produkcia 3-galaktozidazy (10 nmol)
- Pritomnost’ 10 pln génov (A-D, J,K|L,

M, N, R)
- Produkuje diacetyl, tvorba plynu 0, lipol.0

Kontrolny kmen pre PCR: L. plantarum ATCC 8014T, 2035 a CCM 4000 63 / 60

/21¢ 1%, pH 2,5: KTJ/ml
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LP17L/1 dostatoc¢ne rastol v MRS s koncentraciou NaCl 2%, c¢o z
technologického hladiska znaci, Ze je schopny rast aj v prostredi beznych
syrov s typickym obsahom NaCl a tiez v kyslomliecnych fermentovanych
dezertoch ochucovanych zeleninovou zlozkou

Optimalna teplota rastu (30-37°C), ale LP17L/1 rastol i pri teplote 20 °C, pri
ktorej moze prebiehat zrenie syrov

V odstredenom mlieku-klasicka kultivacia pri 37 °C po 24 h:11. 0; 12.0
KTJ/ml (log 10)

V odstredenom mlieku v biofermentore BioSun 37 °C po 24h: 11. 34
KTJ/ml (log 10)

V sdjovom ndapoji/mlieku dosiahol po 24 h pri 37 °C (klasicka kultivacia)
takmer 10° KTJ/ml|
Surové kozie mlieko — takmer 107- 108 KTJ/ml (30, 33, 37° C)



PSS Bezpednost kmeria —hybridné plemeno mys3i Balb/c

Mysi pathogen-free Balb/c vek 8. tyzdnov, 18-20 g); Rezim: 12 h svetlo/tma, 22°-24°C, vlhkost vzduchu 56%; Diéta:
komeréna; KS-15 mysi, PS-17 mysi, davka LP17L/1- 100 pl/mys/den 10° KTJ/ml, rifampicinom znaceny variant kmera pocas
30 dni, Odbery: 0/1, 7. den, 30. den

Mikrobiota-jejunum v KTJ/g (log 10
Mikrobiota-feces v KTJ/g (log 10) ikrobiota-jejunum v KTJ/g (log 10)

I T N o |_Lpi/s_|_Kupe_ Kottornnd

597 +2.34 342 +1.84 nt 498 +2.20 4.21+2.05a
(n=10)
Odber I 363+1.83 6.48+254 3.60+1.89 oL Al AE 2.07+£1.43  4.19+2.04 1.50+0.22b
d.7,n=5 PS n=5 PS
_ " R T _ nt 3.31+1.82 1.96+0.40
R R Odber Il <1.0 523+2.28 1.15+0.07c
Odber Il 121+0.10 7.38+271 3.60+1.89 Lbc plantarum .
d.30, n=5 PS
d.30,n=5 PS
nt 734+271 552+2.34 _ nt 423+2.05 261+2.71
Koliformné: 30. deR, PS:KS, 2.12 log cyklu Koliformné: 0/1:30d., 0/1:7d; abc, (rozdiel 2.71 log cyklu), 1.46

log cyklu, 30. den, PS:KS



Bezpecnost kmena —brojlerové kraliky 1%

Schéma experimentu: NPPC Luzianky — Nitra, do vody LP17L/1- 500 pl/zviera/defi, 10° KTJ/ml
24 brojlerovych kralikov (12/skupina, 2/klietka; obidve pohlavia, méasové linie M91 a P91, vek 35 dni),
Diéta- zmes pre kralikov, voda-ad libitum, 30 dni, Odbery:0/1, 30. den

Hydrolytic activity
Mikrobiota-trus a cékum v KTJ/g log 10) T .
LP17L/1 Amyl.str. Kollformn 2 § 2001
£ .g 40,0 -
0/1 234+ 2.19+0.582  3.12+0.27 244#045° 5.8240.41 1.27+0.72% 3.63:0.19° 52 4004
odber 0.62° a @ z
COEC 3.93+0.8° 0.9+  3.89+059° 393+  3.86+  7.1+0.0° 461t 5.56 + £z
TP1-TP6 0.0 1.02 0,98° 1.04b 0.99° g 100
£ oo ﬁ - ]
TK1/1- 3.61% nt 3.58+0.31¢ 3.84+% 431+ 7.09+0.1¢ 4.02+ 539+ 2 Starch  CMC  Xylan  Inulin  Pectin
TK/6 0.20°¢ 0.37 0.33¢ 0.47¢ 1.16¢ = Ol Collection (1day)  mII Collection (28/30 day)
Enterokoky, 0/1:28P, 0/1:28K,ab,acP<0,001; KMPB, 0/1:28P, 0/1:28K,ab,acP<0,001; Amyl.str., 0/1:28P, 0/1:28K,ab,acP<0,001;
CoPS, 0/1:28P,abP<0,01; 0/1:28K acP<0,001; Ps.,ab,acP<0,01; Coliforms, ab,acP<0,001; Fagocyta’ rna aktivita
T I I Il k/30  P/30
P/30 1.0+02 407+ 446+ 389+ 272+ 09+00 245+035 4.60% (LP17L/1)
0.31 0.692 0.17 0.51 0.45
FA (%) 70.00 70.67
K/30 1.7+£0.27 3.12 582+ 3.56+ 249 + nt 2.47 £0.19 455+ 1.41 1.75
0.80 0.57° 0.59 0.37 0.32 IFA 3.53+0.15 3.63+0.16

Amyl. str. ab,p<0.01=P28:K28
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MW

P/30

K/30

Obvod
villi v um

39.79

1580 +
39.74

285.8

81546 +
285.6

Rastové parametre

P/30 27918+
52.83
K/30
49.69

2469.2

Vyska
vilu v um

26.19

684 +
26.15

Konverzia

(g/g)

3.99/+0.99

2.69+0.64

Hibka
klkov v
pm

13.22

179 +
13.37

3.83

CB g/l)

Albumin g/|
Kreatinin pmol/I
Glukéza mmol/I

Triglyceridy
(mmol/I)

Cholesterol mmol/I

ALT pkat/I
AST pkat/I
ALP pkat/I
Sodik-Na mmol/I|
Draslik-K mmol/I|

Vapnik-Ca mmol/I

Fosfor-P mmol/I

Horcik-Mg mmol/|
Chloridy-Cl mmol/I

Chov bol bez vyskytu oocyst Eimeria spp. pocas trvania
experimentu

Fyzikdlno-chemické hodnoty v MLTL neboli negativne
ovplyvnené.

Biochemické hodnoty

n-8 P/30 K/30 | pvalue | Norma |

56.25+3.49 55.16 +£1.76 0.444 (NS) 53-85
39.49+2.01 39.1+1.40 0.6616 (NS) 26-46
50.58 £ 8.57 42.59 +4.44 0.0346 p<0.05 44-141
8.09 £ 0.89 8.36 £ 0.56 0.4708 (NS) 5.5-8.6
0.73+0.29 0.98 £0.29 0.1238 (NS) Do 1.44
1.123+0.16 1.611+0.36 0.0032 P<0.01 0.28-2.1
0.386 + 0.092 0.425+0.16 0.4661 0.33-1.19
0.264 £ 0.075 0.234 £ 0.048 0.3563 0.23-0.93
2.954+0.74 2.653 £0.39 0.3291 0.3-2.13
142.1 +3.52 1140.3 +3.19 0.2836 140-160
4.353 £0.16 4.683+0.74 0.3808 4.3-5.8
3.57+0.72 4.66+0.14 0.3144 2.2-4.2
2.23+0.40 2.37+0.16 1.123 +£0.16 1.2-2.4
0.96 £0.094 0.99 £ 0.043 0.3246 (NS) 0.8-1.20
98.81 + 3.65 95.68 +3.24 0.0821 (NS) 92-120



Poloprevadzkova vyroba —VUM a.s. Zilina:
* kyslomlieény napoj na baze kozieho pasterizovaného mlieka (naturalny obsah tuku)

 zdkvas 1%: L. lactis MK1/3 a LP17L/1, 7:3 (12 | surové kozie mlieko, 90°C pasterizované, s dobou
vvdrze 5 min vo varnom pulte), kultivacia pri 30°, 33" a 37°C-18 h (pocty v KTJ/ml/g)

Predpokladané /presumptivne 6.77 8.80
33°C
37°C
eH 6.44 4.43
p om T, rastlo aj pH koagulatu (mierne). Pocty 10E9 KTJ/ml. Senzorika: Najlepsi napoj

fermentovany pri T 33°C; prijemna kyslomliecna chut, vona typickd pre kozie mlieko, koagulat bol homogénny, bez vyvstavania

srvatky. Mierna travova dochut-3pecificky znak pouZitého kmera. Doba tchovy 21 dni, po¢ty klesli na 108-107 KTJ/ml/g. Hodnota pH
koagulatu sa nemenila, ani vzhlad. Senzorické hodnotenie na 21. den bolo porovnatelné s tym po ukonceni kultivacie.




Prevadzkova vyroba farma Bardy, s.r.o. Jasenové v spolupraci s VUM a.s. Zilina:
* kyslomliecny napoj na baze kozieho pasterizovaného mlieka (naturalny obsah tuku)

e zdkvas 1%: L. lactis MK1/3 a Lactiplantibacillus plantarum LP17L/1 ,7:3 (12 | surové kozie mlieko, 90°C
pasterizované, s dobou vydrze 5 min vo varnom pulte)

e kultivacia pri33°C18 h
o 13h

Predpokladané /presumptivne 6.30 8.62

33°C

Vyrobok-fermentovany napoj na baze kozieho mlieka po ukonceni fermentacie (18 h) mal pH 4,35.
Senzorika: prijemna kyslomlie¢na chut, s mierne trdvou dochutou dané Specificitou kmena LP17L/1.
Laktokoky: 8, 62 (log 10) KTJ/g a laktobacily 8, 12 KTJ/ml (log 10). Doba uchovy 21 dni, pocty viabilnych
koldnii klesli na 10%-107 KTJ/ml. Hodnota pH koagulatu sa nemenila, ani vzhlad. Senzorické hodnotenie na 21.
den bolo porovnatelné s tym po ukonceni kultivacie.




LP17L/1, by rifampicin labeled variant, freeze dried=encapsulated in ewes-goat milk
yoghurt, 145 g, white from market network (counts in log 10 CFU/g), in fridge (cca 4°C),

05¢g
I G ] I
4.10 £ 0.1 5.1+0.0 6.1+0.1
410£01 " 000
4.21+0.2 4.60 + 0.1 5.1+ 0.0
305200 " 00
_ The counts of
4.25+0.1 1.90 + 0.0 4.30+0.1 LP17L/1 in freeze
dried form-
4.20 + 0.1 nt 4.50 + 0.1 encapsulated- 10E7

CFU/g.



LP17L/1, labeled by rifampicin, freeze dried=encapsulated, cow milk yoghurt, 145 g,
white from market network (counts in CFU/g in log 10) , stored in fridge (cca 4°C)

E/24h
C/24h

E/7. day
C/7. day

E/14. day
C/14. day

nt

nt

3.81+£0.0
4.06 + 0.0

3.95+0.0
4.20+0.1

2.88+0.1

nt

2.20+£0.0

nt

2.13+0.0

nt

R

7.08 £ 0.3
7.1+0.1

10.1 £ 0.5
8.99+0.5

8.56 £ 0.2
10.1 £ 0.5

The counts of
LP17L/1 in freeze
dried form-
encapsulated- 10E7
CFU/g.



* Enkapsulované aplikované prospesné kmene vykazali
dostato¢né prezivanie a stabilitu v jogurtoch pocas
sledovaného obdobia.

« Stabilita a prezivanie su ovplyvnené ako druhom
aplikovaného kmena, tak aj druhom produktu (jogurtu)
a mozu byt ovplyvnené aj formou aplikacie; avSak
lyofilizacia sa javi ako vhodna forma aplikacie.



Po aplikovani kmena LP17L/1 -
signifikantny pokles poctu svalovych
lariev a signifikantny pokles novo
narodenych lariev nematdda (80%)

LP17L/1 aktivoval u mysi metabolicku
aktivitu makrofdgov pocas migrdcie
novonarodenych lariev (od 5. do 25. dha
po infekcii) - preukdzal ochranny ucinok
proti infekcii T. spiralis spojeny so
zvysenym oxidacnym metabolizmom
peritonedlnych makrofdgov

aktivity
podavanim
crevnej faze

Zvysenie metabolickej
makrofagov indukované
kmeria LP17L/1 v
trichinelozy zvysilo anti-paraziticku
obranu hostitela  (posSkodenie a
usmrtenie  novonarodenych lariev

reaktivnymi formami O2 z makrofdgov)

Profylaktické podavanie kmena LP17L/1 pri

infekcii Trichinella spiralis (PAU SAV, v.v.i,
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Nova farmakologicka stratégia boja proti infekcii
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Trichinella spiralis alebo jej prevencie z@ - ol

Cez specificku aktivaciu hostitelskych crevnych
imuno-regulacnych buniek (CD4+, CD8+, T
lymfocyty)

Pochopenie  imunologickych mechanizmov
spojenych s priaznivym ucinkom prospesného
kmernia na infekciu T. spiralis je dblezZité pre
vypracovanie stratégie, ktora povedie ku
znizeniu rizika infekcie parazitmi alebo
umozni doplnit konvencnu anti-paraziticku
liecbu pri zniZzenej davke anti-helmintik.




PP 50021-2022:

LP17L/1 (CCM 9208)
spolu s kmenom L. lactis MK1/3 (CCM 9209):
Kmene kyslomliecnych baktérii L. lactis MK1/3,
Lactiplantibacillus plantarum LP17L/1, pouZitie
uvedenych

kmenov, spésob vyroby fermentovaného kozieho .
mlieka, Healthy food-functional
vyrobok vyrobeny tymto spésobom f d
(9.12.2022 UPV SR) s VUM, a s. Zilina 00
plantaricin —

ucinok
anti-parazitarne Gginky Lactiplantibacillus plantarum LP17/1
(Trichinella spiralis) safe

enzym beta-galaktozidaza -
laktozova intolerancia
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