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{64) Zpasob vyroby krmného biologického prepardatu na bazi exoproteaz

Zpisob vyroby krmného biologického pre-
perétu na bdzi exoprotedz, pfi n¥mZ se te-
kutd Zivnd plda obsshujic{ krmnou mouku,
sulené mléko a kvesnice a obohacend zahu¥té-
nou kukufi&nou mélec{ vodou & stopovymi
mnoZstvimi solf kovd podporujici sporulaci
vy8lechtdného mikroorgenismu Bacillus sub-
tilis CCM 3622 Py fermentaci provddéné za
teplot 26 g% 40 “C e ze neustdlého michdni
a provzdusnovéni slespon poloviinim minu-
tovym objemem vzduchu vzteZenym nea objem
tekuté Zivné pddy upravuje pridevkem 0,1
a% 0,3 % hmot, krystalického CaCl2 v biolo-

icky krmny prepesrdt, ktery se po pFfpadné
gprava pH ne hodnotu’s,e 20,1 ve vekuové
odparce zshusti 8 aZ 12krat.
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Vyndlez se tykd zplisobu vyroby krmného biologického preperdtu ne bdzi exoprotedz
vyprodukovenych vySlechtdnym orgenismem Bacillus subtilis CCM 3622, kterjZito preperdt je
pouiivédn jako pfidevek do krmive hospodd¥skych zvidat,

Biologickou cestou dosud vyrdb&né krmné doplnky jsou napfﬁklad stimulétory ristu
entibiotického charekteru, jako chlortetracyklin, bacitrecin, flevomycin epod. Tyto jsou
vyrdbdny v technické form& usulenim pidy po odstren¥ni nebo po steriligaci produk¥niho
kmene. Jinou skupinou biosyntetickych stimuldtord jsou esencidln{ aminokyseliny umo¥hu-
Jfci optimdlnf vyuZiti vSech dusikatych sloZek krmive. Jde napi. o L-lyzin, L-treonin.

Jejich zpracovéni je jednoduché, bud krystslizec! z bohetého filtrdtu, nebo usulenim
pidy po tepelné sterilizeci mikroorgenismi. Po lepdf vyuZit{ krmive jsou visk pFipravo-
vény stdle Zast¥ji enzymetické prepardty, zejména technické protedzy, esmyldzy a lipdzy,
pripednd jejich smési. Ndkteré z t¥chto preperdtd jsou p¥ipravovdny zndmou kultiveci kmene
Bacillus subtilis CCM 3622. U¥inek preperdtd ne bézi tohoto mikroorgsnismu je zeloZen na
obsshu neutrdlnich a slkelickych protedz, které u zvi¥et s nedostatefnou W&innosti{ vliestnich
protedz zvy3uj{l vyuZiti podeného krmive a tim pPinddej{ vlestn¥ jeho usporu.

PouZitim mikroorgenismu Bacillus subtilis bylo uZ dosaieno ve virobd mikrobidlninho
syfidle dobrého vyt&iku zae aplikace amerobnich podminek v tekuté Zivné pdd¥ obsahujfcf jeko
zdkledni zdroje %Zivin krmnou pAeni¥nou mouku, suZené mléko, sladinu & kvasnice nebo kves-
ni¥ny extrskt.

UZelem vynélezu je vypracovet s vyuZitim tohoto pozmetku zplisob vyroby krmného mikro-
bidlniho prepardtu, ktery by vyuzil vedlej3ich produktd ze zpracovdvéni krmiv ¥1 Jejich
pFised a tim pfispdl i ke zhospoddrn¥nf masové produkce tohoto druhu krmnych preperdtd.

Podstate vyndlezu spodfvd v tom, %e pFi vyrobd tohoto krmmého biologického prepardtu
ne bdzi sm&si exoprotedz vyprodukovenych vy#lechténym mikroorganismem Becillus subtilis
CCM 3622 kultivovenym za serobnich podminek v Zivné pid# obsahujici{ Jjeko zékledni zdroj
Zivin krmnou mouku & suSené mléko pro jejich asimilovetelny dusik a uhlik a su¥ené
kvesnice jeko zdroj vitemind se pevné asloiky této Zivné pidy obohet{ pFidavkem 2 eof 4 %
hmotnostnich zahudt&né kukufi¥né mdZeci vody o obsahu vlhkosti do 40 %, nalef se tato
pide doplni deionizovenou vodou nebo pitnou vodou, jekosti odpovidajfci norm# 8SN 830611,
v mnoZstvi ns 100 % obj. @ mikroorgenismus Bacillus subtilis CCM 3622 se v této tekuté
2ivné pdd¥ obohacené o stopové p¥idevky solf kovd podporujfcich jeho sporuleci kultivuje
ze teploty 26 a% 40 °C, pFidem? vzdudn¥nf této %ivné pidy se provédd{ slespoh polovi¥nim
minutovym objemem vzduchu, vztaZenym ns objem této tekuté 2ivné pidy, nefei po ukondeni
kultivace se do této Zivné pddy priddvéd 0, aZ 0,3 % krystslického CaCla, JeJi kyselost
se p¥{pedn¥ uprevi me hodnotu pH 6,8 v rozmezi ¥ 0,! a takto vznikly -biologicky preparat
se za pisobenf podtleku -85 e% -90 kPa 8 a¥ 12krdt zshusti. ‘

Vyhody a pokrok tohoto Fedeni lze spatfovet v tom, Ze p¥i deném sloZenf 2ivné pidy
se jejf obohaceni viteminy e n¥kterymi stopovymi prvky dileZitymi pro fermentaci provéddi
zehu¥tdnou kukufidnou mé¥eci vodou, kterd je produktem zbylym po pF{prev¥ kukufice ke
krmnym Wdelim. Tato zehu¥t&nd kukufi¥nd médec{ vode se podilf na zvyiSené produkcl biomesy
vznikejicf kultivec{ pouZitého mikroorgenismu. Deionizovend vode mé svou pfednost v tom,
%e nemife nepP{znivé ovlivihovet sloZeni %ivné pidy jeko pitnd voda, kterd podle mistnich
pomérd desto tekové ldtky obseshuje. Proto v pF{pad¥ pouZiti pitné vody v tekuté Zivné
pldE je nutny jeji predb¥iny rozbor, ktery rozhodne o jejl vhodnosti ¥i nevhodnosti.

Bli%31 podrobnosti zpdsobu podle vyndlezu jsou patrny z popisu p¥ikladu jeho provedeni,
ktery méd p¥irozené povehu pouze ilustrativni, nikoliv omezovaci.

Zpisob vyroby krmného biologického prepardtu podle vyndlezu vychdzf p¥irozen¥ z vyp¥sto-
vené kultury vy3lecht&ného mikroorganismu Becillus subtilis CCM 3622 vyrostlé ne meso-
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peptonovém ageru s 2 % hmot. laktdzy, 0,000 6 % hmot. MnCl,, 0,008 % hmot. CeCl2 a 0,007 %
hmot. MgCl,. Uvedend laktdza plsobi jeko zdroj ssimilovetelného uhlfku & uvedend stopovd
pom¥rovéd mno%stvi soli kovd podporujf sporuleci tohoto mikroorganismu. Kultivece tohoto
mikroorgenismu nejlépe probihd pii teplotd 37 % a trvd tii e% ty¥i dni. Tekto vyp&sto-
vand kulture se mus{ uchovdvet v chledniZce pfi teplotd +5 °C, aby se dala poufivat pro
o¥kovéni Zivné pddy, do které se jeji spory ze pomoci o¥kovaci kli¥ky prendSejf k daldimu
mno¥enf, nep#. v Erlenmeyerovych bankdch.

Pro laboratorni priprevu krmného biologického preperdtu se pro Erlenmayerovy banky
o objemu 750 ml p¥ipravi pide tohoto sloZeni:

krmnd mouke 4 % hmot.
susené odtudindné mléko 1,5 % hmot,
susené kvasnice 0,6 % hmot.
MgCl2 0,007 % hmot.,
Mn012 0,000 6 % hmot.
CeCl, ‘ 0,008 % hmot.

Tato Zivnd plda se obohatf 3 % hmot. zaﬁuéténé kukufiéné mé¥eci vody s obsshem
vlhkosti do 40 % hmot. & v uvedené bence smi zsujimat asi 10 % jejtho objemu, tj. v deném -
pripeds cce 80 ml. Hodnota pH takto obohacené pidy se neupravuje, nebol po ndsledujfct
sterilizaci md hodnotu pH 6,0, Zivnd pids se sterilizuje pfi 120 o po dobu 30 minut,
SuSené mléko je vhodn¥js{ sterilizovat zvléﬁﬁ jako 10% aZ 20% hmot, roztok pF¥i stejné
teplotd po dobu 20 minut a priddvat je aZ do steriln{ Zivné pidy tsk, aby obseh mléka
v %ivné pdd& byl 1,5 % hmot. a celkovy objem této plddy byl pifi pouZit{ Erlemmeyerovych
bendk uvedeného objemu nanejvys 80 mil, '

Kultivaece v tdchto Erlenmayerovych bankdch se prov4d! po pfiddn{ pitné vody, p¥ipadng
deionizovené vody ne rotadni tlepadce o 270 ot/min a s vychylkou 25 mm., Vzorky pro kontrolu
produkce exoprotedz se odebirajf ve 48, & 72, hodin& kultivace. Meximdln{ produkce exopro-
tedz se dostevuje obvykle ve 48, hodin&, e to esi 9 000 SRN (syPivd asktivita).

Tento pfikled tedy ilustruje laboratorn{ pfipravu prepatdru podle vyndlezu. Pro kulti-
vace ve v¥t3ich objemech se pripravuje vegetativni inokulum 16 aZ 18hodinovou kultivaci
ne thepedce v Erlenmayerovyjch bankdch o objemu 750 ml s 80 ml %ivné pddy uvedeného sloZenf,
kterd se neso¥kuje stejnym zphsobem, jeky uZ byl popsédn., Timto vegetativnim inokulem
v pom&rném mnoZstvi 0,5 % lze olkovat p¥fimo Zivnou pidu ve fermente¥nim tenku slouzfcim
k primyslové vyrobd biologického krmného prepardtu stejn¥ tak jako kultury vyprodukované
pFede¥lym leborastornim postupem. ' .

Ve fermentaénim tenku, zepln&ném s vyhodou jen do poloviny svého objemu tekutou Zivnou
pddou vySe uvedeného slofeni, je mikroorganismus Bscillus subtilis CCM 3622 kultivovén p¥i
teplot® 37 °C ze mfchdnf #ivné pddy asi 500 ot/min e zs soudasného provzdushovénf alespoh
poloviénim minutovym objemem vzduchu ve vztehu k objemu tekuté Zivné pldy, nsleZ po uply-
nut{ 18, 24, 30, 36, p¥{padn& 42 hodin kultivace se kontroluje produkce exoprotedz.

Jejich meximdlin{ produkce 8 000 8% 9 000 SRN se dostavuje v dob& mezi 30. & 36. ho-
dinou kultivace. DoseZenim mexima je kultivace prakticky ukon¥ena a fermentadni tekutine
se pak zpracuje na koncentrdt priddnim 0,2 % hmot. krystalického CaClZ, Jedi kyselost
se pPipadn¥& uprevi na pH 6,8 * 0,1 a nakonec se 8 2% 12-krdt zashustf{, Tf{m vznikne biolo-
gicky krmny prepardt vhodny jako p¥idavek do krmivs hospoddfskych zvitet, Jeho uZinek je
uveden v ndsledujfcim, '
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SloZeni krmné sm¥si A 1:

rybl moul&ke . 1,25 % hmot.
masckostni moulke 1,00 % hmot.
krevni usudky 0,80 % hmot.
krmné kvesnice 5,50 % hmot.
extrahovany sojovy Skrob 8,20 % hmot.
odtuén¥né mléko 0,50 % hmot.
pSenice ' 35,00 % hmot.
Jetmen 35,00 % hmot.
kukufice 10,00 % hmot.
krmnd sil 0,30 % hmot.
MKP 3 0,50 % hmot.
DB P} 0,20 % hmot.
mlety vépenec 0,50 % hmot.

Slo%eni doplhku biofaktord DB P 1:

Vitemin A 1 000 000 mj.
Vitemin D2 200 000 mJ.
Vitamin B12 6 mg.
Vitemin 82 1 200 mg
Niacin . 1.500 mg
Lysinchlorid ' 80 000 mg
Krmnéd mouke p&eniéné ed 1 kg

Slo%enf minerdlni krmné p¥igedy MKP 3:

mlety vépenec 70 e% 78 % hmot.
minerdln{ dopln&k MD 3 2 % hmot.
CaZHPO4 : 20 8% 25 % hmot.
pyrofosfore&nan sodny 0 a2 7 % hmot.
celkovy obseh vdpniku v MKP 3 34,8 % hmot,
celkovy obsah fosforu v MKP 3 4,2 % hmot.

SloZeni doplhku MD 3:

siren lelegnaty 300 000 mg
siren médnsty 100 000 mg
kysli¥nik zineXnaty 30 000 mg B
uhligitan mengenaty 50 000 mg
siran kobaltnaty 15 000 mg
jodid dreselny 95 000 mg
sddra 50 000 mg
pSeni¥nd mouks krmnd ad 1 kg

Pokusnd sm$s obsshovala | % prepardtu dle vyndlezu, kontrolou %yla pouze sm¥s A 1,
V pokusech s 40 af 90 dni starymli prasaty byl denn{ pfiristek o 15 % hmot. vyds{ ve
srovndni s kontrolou, Dennf{ spotfebe krmiva byles u pokusné skupiny o 13,5 % nizZ31 proti
kontrole bez prepardtu dle vynédlezu.
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PREDMET VYINLLEZU

Zpisob vyroby krmného biologického prepardtu ne bdzi exoprotedz vyprodukovanych
vy3lecht&nym mikroorgenismem Bacillus subtilis CCM 3622 za serobnich podminek v Zivné
pld¥ obsehujic{ jeko zdkladn{ zdroj Zivin krmnou mouku, su¥ené mléko, jaeko zdroj esimi-
lovetelného dusiku & uhliku, & sulené kvesnice jako zdroj vitemind, vyznedeny tim, Ze
k tdmto sloZkdm %ivné pddy se pFiddvajf 2 8% 4 % hmot. zshudt¥né kukutfi¥né md¥eci vody-
o obsshu vlhkosti do 40 % hmot., neleZ se po pfidevku deionizované vody nebo pitné vody
odpovidejict &SN 83 06 11 v mno¥stvi do 100 % obj. kulture mikroorgenismu Bacillus
subtilis CCM 3622 ns této tekuté %ivné pld¥ obohacené o stopové pPfdavky solf kovd
podporujicich jeho sporulaci, kultivuje za teploty 26 % 40 °C, piiéemi vzdudnéni této
zivné pidy se provédi alespon polovidnim minutovym objemem vzduchu, vztaZenym ns objem
této tekuté Zivné pidy, nedeZ po ukondeni kultivace se do této Zivné pudy priddvé 0,1
ef 0,3 % hmot, krystalického chloridu vépenetého, jeji kyselost se pFf{pedn¥ upravi ne
hodnotu pH 6,8 % 0,1 8 tekto vznikly biologicky krmny prepardt se zs plisoben{ podtlaku
-85 a% ~-90 kPa zshusti 8 a% 12krdt.
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