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A talilmény szerint 4llati takarmanyokhoz adalék-

Eljaras allatok tdmeggyarapodasanak fokozasara
és takarmanyhasznositasanak javitisara baktériumlizal6 enzimek és proteazok
alkalmazdsaval, valamint eljaras az erre szolgal6 takarmanyok elgalltasara

anyagként Streptomyces coelicolor DSM 3030-b6t elGallitasa is.

nyert baktériumlizalé enzimeket vagy baktériumliz4lé
enzimek és protedzok keverékét adjik, 0,1-1000 E
enzim/mg takarmdny mennyiségben, és az allatokat

A leirds terjedelme: 6 oldal

ezzel etetik. A taldlmény tirgya az ilyen takarmanyok

A taldlminy szerint elGillitott termékek takar-
minyhasznositdst novelS hatdsa az 4llatok gyorsabb
ndvekedésében nyilvinul meg.
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A taldlminy tdrgya eljdrds  4llatok  takar-

manyhasznositdsinak és tdmeggyarapodésanak javits-

séra baktériumlizlé enzimek vagy baktériumlizilé en-
zimek és protedzok alkalmazésaval.

Az éllatok takarményozdsdban ismertek olyan ada-
lékanyagok, amelyeket a takarm4nyhasznositas javitd-
sa érdekében alkalmaznak. Ezek a hatisfokozdk tidl-
nyomérészt antibakteridlis hatést anyagok, mint péld4-
ul a flavomicin — ami kiilénboz6 foszfoglikolipid anti-
biotikumok keveréke — és a moenomicin. A moenomi-
cin takarmény-adalékanyagként valé alkalmazidsat a
1203107 Isz. NSZK-beli szabadalmi leirdsban ismer-
tetik.

A 89/04320 nemzetkdzi kdzz4tételi szami szaba-
dalmi lefrds szerint 4llati lizozimet genetikailag médo-
sitott mikroorganizmus segitségével allitanak eld.
Ilyenfajta lizozimet takarmanyadalék forméjiban kérd-
dz6k sdlygyarapoddsdnak eldsegitésére lehet felhasz-
nalni.

A 1397019 sz. szovjet szabadalmi lefrasban 4llatok
ndvekedésének gyorsitisat elSidéz6 lizozim és citrom-
sav vagy ecetsav keverékét irjak le.

A 3701835 szmd német szdvetségi koztarsasigbeli
kozrebocsétasi iratban ismertetik a Streptomyces coeli-
color liz4l6 enzimjeinek alkalmazasét sejt s his tart6-
sitdsdra. A 63264424 szdmon publik4lt japin szaba-
dalmi leirasban tart6s takarmény el&4llitaséra hasznal-
nak adalékanyagként tobbek kozott lizozimet és prote-
4zokat.

Megleps médon azt tapasztaltuk, hogy Streptomy-
ces coelicolor DSM 3030-bdl, valamint ennek mutan-
saib6l és varidnsaib6l szdrmazé baktériumlizalé enzi-
mek elnydsen alkalmazhaték takarmény-adalék-
anyagként, kiilonféle 4llatok témeggyarapodisinak és
takarmanyhasznositisdnak fokozdséra. Ugyanigy na-
gyon j6 tdmeggyarapodasi és takarmanyhasznositisi
eredményre vezet, ha a fenti baktériumlizalé enzimek
és protedzok keverékét adjuk a takarmanyhoz.

A taldlmény targya:

1. Eljéras 4llatok takarményhasznositasanak javitasa-
ra és tdmeggyarapodasénak fokoz4séra dgy, hogy
Streptomyces coelicolor DSM 3030-bél, valamint
ennek mutinsaibdl és varidnsaibél szarmazé N-
acetilmuramiddz aktivitdsd baktériumlizalé enzi-
meket haszndlunk éllati takarményok adalékanya-
gaként.

2. Eljarés 4llatok takarményhasznositasanak javitisa-
ra €s tdmeggyarapodésdnak fokozéséra tigy, hogy
Streptomyces coelicolor DSM 3030-b6l, valamint
ennek muténsaibdél és varifnsaib6l szdrmazé N-
acetilmuramidéz aktivitdssal rendelkezG baktéri-
umliz4l6 enzimek és protedzok keverékét hasznél-
juk 4llati takarmédnyok adalékaként.

3. Eljaras az 1., illetve 2. pontban jellemzett enzime-
ket adalékként tartalmazé, 4llati tdmeggyarapodést
fokoz6 takarményok el&4llit4séra.

A kovetkezOkben részletesen ismertetjik a ta-
lalményt, kilondsen annak elényds megval6sitdsi
médjait. ,

A Str. coelicolor DSM 3030-b6l szdrmazé N-
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acetilmuramiddz aktivitdssal rendelkez8 enzimeket al-
kalmazhatjuk tisztin, vagy mdis anyagokkal, péld4ul
fermentéciés maradékokkal vagy proteinekkel egyiitt.
Ezeknek az enzimeknek a kinyerését Streptomyces co-
elicolor DSM 3030-b6l, valamint az enzimek jellemzé-
sét a 3440735 sz. NSZK-beli nyilvinossigrahozatali
iratban részletesen leirjak.

A Sueptomyces coelicolor DSM 3030-at példaul a
tenyésztGkézeg 1 literében 5-50 g, elnydsen 10-20 g
cukorrépa melaszt tartalmazé tiptalajon szaporitjik.
Amennyiben a kozeghez konnyen old6d6, nem mérge-
z6 kalciums6 formé4jaban kalciumionokat adunk, akkor
a kihozatal tovébb novelhetd, Eldnyds a 0,05-1 mél
kalcium-koncentrécié.

Az enzimek a tenyésztGkozegbe kivalnak. Etts] a
kozegtsl 6nmagiban ismert médon, példaul kicsapas
vagy extrakcié utjdn ki lehet nyemni a tisztitott, N-
acetilmuramidéz aktivitdsi enzimet. Nem feltétleniil
szitkséges azonban a fermentdcié feliildszdjabsl ki-
nyemi a baktériumlizdlé enzimeket, hanem elégséges
azt sziritott termékként kozvetlenil hozzaadni a takar-
ményhoz. A fermentici6 feliilisz6jt el6nyds porlaszt-
va szdritani.

Az ily médon elGéllitott baktériumlizalé enzimek
azonban protedzokkal tArsulnak. Annak érdekében,
hogy tiszta enzimet kapjurnk, ioncseréls kromatogréfis
Gton tisztitdst végezhetiink enyhén savas, nagyporozi-
tisi kationcseréln. Erre megfelels fisztitdsi eljérdst
irnak le a 280032 sz. eurpai kézrebocsatasi iratban.

A kapott baktériumlizalé enzimek litikus aktivitdsa
3-9 kozotti pH-tartoményban stabil és hatékony. Az
enzim ebben a pH-tartoményban legnagyobb aktivita-
sinak még legaldbb 80%-4t megtartja szobahGmérsék-
leten, pufferkeverékben végzett 16 6réds inkub4lds utén.

A baktériumliz4l6 enzimek aktivitisdnak hémérsék-
letoptimuma 50-60 °C kézdtt van. Az e feletti h6mér-
séklet-tartomdnyban elérjik a legnagyobb aktivitis
legaldbb 90%-4t. Alacsonyabb hémérsékletekrdl indul-
va az aktivitis az emelkedd hémérséklettel 60 °C-ig
lassan novekszik: a legnagyobb aktivitdsnak kb. 10%-a
szobahdmérsékleten, kb. 30% 30 °C-on, kb. 60%-a
40 °C-on. Magasabb hémérsékleten az aktivitds gyor-
san csdkken: a legnagyobb aktivitisnak még kb. 30%-a
65 °C-on, kb. 10%-a 70 °C-on megmarad.

Baktériumliz4lé enzimeket protedzokkal keverve is
alkalmazhatunk. Emellett a taldlmény szerinti eljér4s-
ban alkalmazva elvileg minden egyes baktériumliz4lé
enzimnek lehet N-acetilmuramidéz-aktivitdsa. Ilyenfé-
le enzimek fGként egy vagy tobb N-acetil-muramidéz
aktivitdssal rendelkez6 enzimbél 4llnak, ezek az enzi-
mek azonban 6ssze lehetnek keverve més anyagokkal,
mint példdul fermentdciés maradékokkal is. Az enzi-
meket ndvényi vagy 4llati szovetekbdl nyerhetjiik ki,
de lehetnek mikrobiolégiai eredetfick is. Kiilondsen
alkalmasak a Streptomyces coelicolor DSM 3030-bé,
valamint annak varidnsaib6l és mutdnsaibél kinyert
baktériumlizAl6 enzimek. A protedzok esetében minde-
nekeldtt a tripszin-, illetve a kimotripszin-féle enzimek
johetnek sz6ba. El6ny6s protedztartalmi enzimkeveré-
ket alkalmazni, mert a takarményhasznositisban ezzel
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a termékkel jobb eredmények érhetdk el. A baktéri-
umliz4l6 enzimek és a protedzok kozotti ardny, enzim-
aktivitdsra vonatkoztatva 1:1-1000:1, el6nydsen
100: 1-500: 1.

A DSM 3030-bél szdrmazé baktériumlizdlé enzi-
mek, valamint a fentiekben leirt enzimkeverék elvileg
valamennyi takarminyhoz hozzékeverhetSk. El6ny6-
sek példiul azok a takarmédnyok, amelyek megegyez-
nek a takarmény torvény elSirdsdval, mint példul az
onmagukban alkalmazhaté takarményok, a kiegészit§
takarményok és az 4svanyi anyagot tartalmazé takar-
ményok.

A baktériumliz4lé enzimeket 0,1-100 000 ppm, el6-
nydsen 1-1000 ppm mennyiségben adagolhatjuk a ta-
karményhoz. A litikus aktivitdst a szokdsos médon
egységekben (E) adjuk meg. Az N-acetilmuramidiz
aktivitdst a 3 440735 sz. NSZK-beli nyilvdnossdgraho-
zatali iratban leirtak szerint mérjiik. Az aktivitds cél-
szeren 0,1-100 E/mg takarmény, elSnydsen 0,5-
50 E/mg takarmany,

Az enzimeket egyenként vagy keverékben a silyvi-
szonyoknak megfelelGen sarzsonként keverjiik a takar-
ményhoz. Fontos a hatéanyag egyenletes eloszlatdsa a
takarményban.

A DSM 3030-b6l szdrmaz6 baktériumliz4lé enzime-
ket, illetve baktériumliz4l6 enzimek és protedzok keve-
rékét tartalmaz6 takarményokat valamennyi 4llat takar-
ményozisira felhaszndlhatjuk, de kiildndsen elényos
mez3gazdasdgi haszonallatok, kiilondsképpen broile-
rek, pulykdk, sertések és szarvasmarhdk takar-
ményoziséra.

A baktériumlizdlé enzimek vagy a keverék hozz4-
adésa a takarményhoz jelentdsen javitja annak haszno-
suldsit és ezzel egyiitt fokozza az 4llatok novekedését.
Takarmény-adalékanyagként torténd felhasznéldsuk,
az antibiotikus hat4sd adalékanyagokkal dsszehasonlit-
va, azzal a nagy eldnnyel jir, hogy nem 4ll fenn a
rezisztencia kialakuldsdnak a veszélye, ha hosszabb
id6n 4t alkalmazzuk.

Az aldbbiakban példik segitségével szemléltetjiik a
taldlmany szerinti eljardst.

1. példa

Streptomyces coelicolor DSM 3030 szaporitdsa

2% sz6jalisztet, 2% mannitot és 1,5% agart
(pH=7,5) tartalmazé ferdefeliiletif agart Streptomyces
coelicolor DSM 3030 torzzsel beoltunk és 10 napig
30 °C-on szaporitunk. A ferde tenyészetet 10 ml 0,9%
NaCl-ot és 0,01% nemionos tenzidet tartalmaz6 steril
oldattal Osszekeverjik és a spérdkat ledntjik. A
spéraszuszpenzié 0,2 ml-ét 300 ml drtartalmd lombik-
ban 100 ml tenyésztokdzeget tartalmazé lombiktenyé-
szet oltds4ra hasznaljuk.

Az L. t4bldzat 1-3. sz&mi tenyésztokozegét egy-egy
lombikba helyezziik, beoltjuk és 30 °C-on 160 fordu-
lat/perc frekvencidval rdzzuk. 2, 4 és 6 nap utdn mint4t
vesziink, a sejteket lecentrifugiljuk és meghatdrozzuk
a baktériumliz4l6 enzimek aktivitds4t a tenyészetben
(I1. t4bl4zat).

Baktériumliz4l6 enzimre nézve a legnagyobb kiho-
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zatalt a 3. tépoldattal értiik el, amely gliikéz, széjaliszt
és kazeinpepton mellett 2% cukorrépamelaszt is tartal-
mazott.

L. tdbldzat

Téptalajok Tépoldatszém

% 1 2 3
gliik6z 2 1
mannit 2
sz6jaliszt 2 1 0.5
kazeinpep-
ton 0.5
melasz 1 2

II. tébldzat
Baktériumliz4l6 enzimek aktivitésa a tenyészetben

(E/mi)
A fermentélés Tépoldatszdm
id6tartama
(nap) 1 2 3

2 21 15 363
4 367 378 1106
6 236 558 2088

2. példa

A kihozatal ndvelése kalcium adalékkal

Az 1. példéban leirtak szerint Streptomyces coelico-
lor DSM 3030-at szaporitunk 1% glikézt, 2% melaszt,
0,5% széjalisztet, 0,5% kazeinpeptont és 0,5% CaCl, x
2 H,0-ot tartalmazé tiptalajon. A CaCl, hozzdad4sa
kdvetkeztében a tenyészetben a baktériumliz4lé enzi-
mek kihozatala jelentSsen megndtt, a 2., a 4. és a 6. nap
utdn rendre 758 E/ml, 2462 E/ml és 4715 E/ml voit.

3. példa

a) Baktériumlizdlo enzimek aktivitdsanak (lizozim-

aktivitds) meghatdrozdsa (a 3440735 sz. NSZK-be-

li kbzrebocsdtdsi irat szerint):

1 ml 0,1 mélos natrium-acetét pufferben (pH=5,0)
0,2 mg Mikrococcus luteus ATCC 4968-at (Boehringer
Mannheim) tartalmaz6 szuszpenzi6 2,8 ml-éhez 0,2 ml
baktériumliz416 enzimet tartalmazé mintit pipettdzunk
és 25 °C-on extinkcié méréssel 450 nm-nél meghat4-
rozzuk a zavarodds csokkenését. A fotométerskéldn
0,001 egység/perc extinkcié csokkenés 1 egységet (E)
jelent.

b) Protedzok aktivitdsdnak meghatdrozdsa azokaze-

innel:

Kiindul4si anyag:

Puffer: 0,1 m6l ndtrium-foszfat puffer (pH=7,0)
Azokaze-
inoldat: 250 mg azokazein + 10 ml puffer — keve-
rés addig, amig mér tobb azokazein nem
oldédik: a nem old6dé azokazeint lecent-
rifugélni és a feliilisz6t a méréshez fel-
haszn4lni.
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Kivitelezés:
15 ml @iveg centrifuga kémcsdbe pipettazni

minta szubsztrat nélkili minta
-0,2 ml
minta ~ 0,2 ml minta

- 0,5 ml puffert hozzdadni
—+40 °C-os vizfiirdGn 5 percig eldmelegiteni
+0,5 ml azokazein oldatot (40 °C) hozz4adni

A (AE-vakprgba)x1000

- 0,2 ml 70%-os perkl6rsavat hozzdadni
(reakcié befagyasziss)

—keverni

— 5 percig szobahSmérsékleten 4llni hagyni
- a lecsapédott kazeint lecentrifugélni

~ a feliilisz6 fotometrids meghatrozdsa
(Esa0)

a minta helyére a puffert tessziik.

A vakpréba Egyqg értékének 0,050-0,060-
nak kell lennie

Vakpréba:

~keverni - 30 perc inkubélds +40 °C-os vizfiir-
dén
Szimitas:
IEazokazein ml A AE0.001
= perc
4. példa

Hat hénapos kisérlet hizobikdkkal

Hat hénapon 4t hizébikdkkal végzett kisérlet soran ki-
lenc-kilenc 4llatbél 4116 csoportok 4llatonként és naponta
100 ppm, illetve 200 ppm (Streptomyces coelicolor
D3SM 3030 sejtjeinek elvilasztisa utdn a feldldsz6 meg-
sz4ritdsdval nyert) enzimet kaptak kiegészit§ takarmany
kilogrammonként. Ez 2 mennyiség 4llatonként és napon-
ta tlagosan 326 mg, illetve 454 mg enzimkeveréknek fe-
lel meg. A ndvekedés és a takarményhasznositis készit-
ményfiiggs javulds mellett a kezelt 4llatokon semmiféle
feltdnd jel nem mutatkozott.

5. példa

Patkdnyokkal végzett kisérlet

65-180 g él5tomeg silyszakaszban 16vS patkdnyok
olyan szabvényositott patkdnytakarményt (Altromin
Nr. 3121 Altromin International, Lage Lippe, NSZK)
kaptak, amely névekvs patkdnyok szitkségletéhez volt
igazitva, Egy kezeléshez 6 4llatot hasznaltunk és az
allatokat kontrollcsoportra (adalék nélkiil), I. vizsgalati
csoportra (19 E lizozim aktivitds/mg takarmany) és II.
vizsgalati csoportra (38 E lizozim aktivitds/mg takar-
many) osztottuk fel. Az dllatokat anyagcsere-ketrecben
tartottuk.

A takarmény-felvételt naponta, a siilyt hetente min-
denkor é4llatonként rogzitettik. 14 napos etetési sza-
kaszt 7 napos kvantitativ széklet és vizeletgy(jtéssel
Osszekapcsolt nitrogénmérleg meghatéroz6 szakasz
kovetett.

A fehérje megkdtés mértékét a takarmanybsl felvett
nitrogén és a széklettel és a vizelettel kiv4lasztott nitro-
gén kiilonbségébdl szdmitottuk ki.

Eredmények (1. tiblazat)

A sdlygyarapodés az 1. vizsgélati csoportndl 4,2%, a
II. vizsgélati csoportndl 3,1% volt, a takarméany-fel-
hasznélds 4tlagosan 3,3%-kal csokkent. A nitro-
génretencio atlagosan 28,5, illetve 25,2%-kal javult.

6. példa

Malacokkal végzert kisérlet

15-25 kg é16tomeg silyszakaszban 16v6 malacok
gabona-, sz6ja- és halliszt alapd keveréktakarmanyt
kaptak, amelyet sziikség szerint vitaminokkal nyom- és

4

20 Xhigités
makroelemekkel egészitettiink ki (3. tdblazat). A kont-
rollesoport (n=10) adalék nélkili takarmanyt kapott, a
vizsgélati csoport (n=7) 10 E lizozim aktivitas/kg ta-
karmény adalékkal kiegészitett takarmanyt kapott.

A takarminyfelvételt etetésenként (2/nap), a siily-
gyarapodést hetenként rogzitettiik. A napi silygyara-
podést (g/nap) és a takarmany-felhasznaldst (kg takar-
mény/kg névekedés) a kisérleti végén szémitottuk ki.

Eredmények (2. tibl4zat)

Az adalékanyag okozta silygyarapodds étlagosan
4,7%-kal javult, a takarmény-felhasznélds 4tlagosan
8,5%-kal csokkent. .

1. tébldzat i
Lizozim/protedz keverék hatdsa patkdnyokra

Aktivités Napi Nitro-
sdlygya- Takar- pénretenci
Csoport | lizozim | protedz rapodis mény-fel- 6
gina haszn4lds g/d
E/mg takarmény P
kont- 546 | 304 | 0151
roll
0,16 | +0,09 | 0,010,
100,0 | 100,0 | 1000
I 19 0,04 5,69 2,94 0,194
40,18 | +0,i12 | £0,016,
104,2 96,7 | 1285,
I 38 0,08 5,63 2,94 0,189
0,13 | 0,09 | +0,008,
103,1 96,7 1252,
P < 0,05 0,05 0,001,
* hibavalészinidség
2. tdbldzat
Lizozim/prote4z keverék hatdsa malacokra
Aktivitds .o
lporim oz | MPLCIRSIOAS| e s
E/mg takarmény g/nap yiehasz
kontroll 400,7 1,89
T 713 ¢
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Aktivitds .
- Napi stilygyarapodés Takar-

3::;‘&::&; g/nap ményfelhasznélds
100,0

10 6,7x1075 419,5 1,73
+61,2
104,7

3. tdbldzat
TakarméanyGsszetétel%-ban

drpa 20,0

biiza 10,0

zab 6,0

kukorica 252

lenpogicsa 55

lucernaliszt 40

extrahalt sz6jadara 18,0

halliszt 40

biizakorpa 50

vitaminok és 4svényianyagok 23

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljras 4llatok tomeggyarapodésinak fokozdséra
és takarmanyhasznositisanak javitdsdra, azzal jelle-
mezve, hogy az éllatokkal adalékanyagként Streptomy-
ces coelicolor DSM 3030-bél, valamint ennek muténsa-
ib6l és varidnsaibél szdrmazé N-acetilmuramidéz akti-
vitdsi baktériumlizalé enzime(ke)t 0,1-1000 E en-
zim/mg takarminy mennyiségben tartalmazé takar-
ményt etetiink.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az N-acetilmuramiddz aktivitissal rendelkezd
baktériumlizal6 enzime(ke)t 0,5-5 E enzim/mg takar-
mény mennyiségben tartalmazé takarményt etetiink.
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3. Eljéras 4llatok tomeggyarapodisinak fokozésira
és takarminyhasznositdsinak javitisara, azzal jellemez-
ve, hogy az 4llatokkal adalékanyagként Streptomyces
coelicolor DSM 3030-b6l, valamint ennek muténsaib6l
és varidnsaib6l szdrmazé N-acetilmuramiddz aktivitds-
sal rendelkez$ baktériumlizalé enzim(ek) és protedzok
keverékét 0,1~1000 E enzim/mg takarmédny mennyiség-
ben tartalmaz6 takarményt etetiink.

4. A 3. igénypont szerinti eljérds, azzal jellemezve,
hogy az enzimeket sziritott tenyészlé formaban alkal-
mazzuk.

5. A 3. vagy 4. igénypontok barmelyike szerinti elj4-
ris, azzal jellemezve, hogy az N-acetilmuramidéz akti-
vitdssal rendelkezd baktériumlizdlé enzime(ke)t 0,5-
5 E/mg takarminy mennyiségben tartalmazé takar-
ményt etetiink.

6. A 3-5. igénypontok bérmelyike szerinti eljir4s,
azzal jellemezve, hogy a baktériumlizalé enzimek és
protedzok enzimaktivitdsra vonatkoztatott 1:1-1000: 1
arédnyi keverékét alkalmazzuk.

7. A 6. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemezye,
hogy a baktériumliz4l6 enzimek és protedzok enzimak-
tivitdsra vonatkoztatott 100: 1-500: 1 ardnyti keverékét
alkalmazzuk.

8. Eljaris tomeggyarapodds fokozdsira és takar-
minyhasznositis javitdsira alkalmas 4llati takarményok
el6allitisara, azzal jellemezve, hogy Streptomyces coe-
licolor DSM 3030-bél, valamint ennek muténsaib6l és
varidnsaib6l szdrmaz6 N-acetilmuramidéz aktivitissal
rendelkez( baktériumlizilé enzime(ke)t 0,1-1000 E en-
zim/mg takarméiny mennyiségben a takarményokhoz
keverjik.

9. Eljérés tomeggyarapodds fokozdsira és takar-
ményhasznositis javitdsdra alkalmas 4llati takarményok
elGéllitdsara, azzal jellemezve, hogy Streptomyces coe-
licolor DSM 3030-bél, valamint ennek mutinsaibdl és
varidnsaibl szdrmazé baktériumlizilé enzim(ek) és
protedzok keverékét 0,1-1000 E enzim/mg takarmény
mennyiségben a takarményokhoz keverjik.
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