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Sposéb wytwarzania preparatu paszowego

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania preparatu paszowego do stosowania jako dodatku do
karmy dla zwierzat gospodarskich, w ktérym czynnym sktadnikiem antybiotycznym jest salicylan bacytracyny.

Pochodne bacytracyny opisane w patencie polskim nr 72087, wéréd ktérych wymieniono salicylan
i b-sulfosalicylan bacytracyny, otrzymano z czystej bacytracyny po wyodrebnieniu jej z brzeczki fermentacyjnej
i oczyszczeniu, a nastepnie poddaniu reakcji z kwasem. .

Otrzymany w ten sposéb produkt oczyszczano dla uzyskania substancji (nie zawierajace] skiadnikdw
dodatkowych) do poréwnania jej mocy z moca standardu bacytracyny. Substancja taka miata stuizyc
w przysztosci jako wzorzec nowego zwigzku dla poréwnywania produktéw zawierajacych addukt bacytracyny.

Dotychczas stosowane preparaty paszowe bacytracyny zawieraty przede wszystkim kompleks tego
antybiotyku z cynkiem.

Poszukiwania nowych stymulatoréw wzrostu zwierzat gospodarskich doprowadzity do stwierdzenia, Ze
szczeg6lnie korzystne jest stosowanie preparatéw paszowych zawierajgcych s6l addycyjng bacytracyny z kwasem
salicylowym. Jako wiadomo kwas salicylowy moze byé stosowany jako sktadnik pasz stymulujgcy wzrost
zwierzat gospodarskich. W salicylanie bacytracyny znajduja si¢ wiec dwa sktadniki, otym dziataniu
w przeciwieristwie do cynk-bacytracyny, gdzie tylko sktadnik antybiotyczny odgrywa role stymulatora.

Przeprowadzone doswiadczenia na brojlerach otrzymujacych karme z 5 ppm paszowego salicylanu
bacytracyny. wykazaty przyrost wagi kurczat srednio 02,3—2,8% w poréwnaniu z grupami kontrolnymi, wéréd
ktérych byty réwniez kurczeta otrzyrnujace dodatkowo oksytetracykling w postaci Polfamiksu B. Przy tym
réwnoczes$nie zmniejszyto sie zuzycie paszy do 2,04 kg/kg przyrostu wagi. Pod wzgledem zmniejszonego zuzycia
karmy preparat paszowy salicylanu bacytracyny przewyisza rowniez preparat paszowy Zn-bacytracyny i inne
pochodne.

W analogicznym doéwiadczeriu z preparatem Zn-bacytracyny zuiycie paszy wynosito 2,6—2,9 kg/kg
przyrostu. '

Sposobem wedtug wynalazku do brzeczki fermentacyjnej otrzymywanej przy uzyciu szczepu z rodzaju
Bacillus, zwtaszcza uzyskanej przy uzyciu szczepdw niezdolnych do tworzenia endospor lub o wybitnie
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ograniczonej zdolnosci sporulacji, otrzymanej wedtug patentu polskiego nr 90102, dodaje sie nadmiar kwasu
salicylowego w formie substancji statej, zawiesiny lub roztworu az do doprowadzenia do wartosci pH 5,6—6.4.
Cato$é miesza sie od 30 minut do godziny, a nastepnie suszy w suszarni rozpyfowej. utrzymujac na wlocie
temperature 160°C na wylocie 80—100°C.

Otrzymany tym sposobem preparat paszowy zawiera przyktadowo:

okoto 8% salicylanu bacytracyny

okoto 4% salicylanéw nieorganicznych i wolnego kwasu salicylowego
okoto 86,5% biomasy i soli meorganlcznych

okoto 1,5% wody

W przypadku zuzycia jako producenta drobnoustrojéw przetrwalnikujacych, preparat paszowy otrzymuje
sig z bizeczki pofermentacyjnej po usunieciu, przez saczenie badz odwirowanie masy komdrkowej. Brzeczke -
zakwasza si¢ w tym przypadku do wartosci pH okoto 4 rozciericzonym kwasem siarkowym, saczy, nastepnie
bulion alkalizuje roztworem ‘wodorotlenku wapniowego lub sodowego do wartosci pH okoto 7 i postepuje jak
poprzednio.

Uzyskany preparat zawiera przyktadowo:

okoto 12,5% salicylanu bacytracyny
~ okoto 36% salicylanéw nieorganicznych i wolnego kwasu salicylowego
okoto 50% soli nieorganicznych i organicznych rozpuszczalnych sktadnikéw
brzeczki oraz
okoto 1,5% wody

Preparat paszowy salicylanu bacytracyny otrzymuje sig jako dodatek do karmy dla réznych gatukéw
zwierzat gospodarskich, stosujac go w réznych ilosciach zaleznie od rodzajow zwierzat, dla ktérych pasza jest
przeznaczona.

Przyktad |. Brzeczke zawierajaca bacytracyne otrzymywano z fermentacji w kolbach na trzesawce
przy uzyciu asporogennego mutanta z rodzaju Bacillus.

Stadium posiewowe. Kolby Erlenmayera o pojemnosci 500 ml, zawierajace 50 ml nizej podanej pozywkl
posiewowej, zaszczepiono komorkami szczepu asporogennego U 3—3/93, zebranymi z dwudniowej hodowli na
agarze skosnym.

Sktad pozywki posiewowej:

maka sojowa odttuszczona 3.0%
maka ziemniaczana 1,5%
CaCO, 0,4%
{NH,), S0, 0,2%
MgSO, * 7 H,0 0,03%
MnSO,4 * 5 H,0 0,01%
KH, PO, 0,02%
kwas mlekowy spozywczy 0,5%
woda wodociagowa ad 100%
* Wartosé pH pozywki ustalano roztworem wodorotlenku sodowego. Proces sterylizacji przebiegat w 117°C

w ciagu 30 minut. Po sterylizacji wartosci pH wynosita 6,8.

Kolby zzaszczepiong poizywka wstawiono na trzgsawke obrotowa o240 obr./min. Inkubowano
w temperaturze 33°C wciagu 24 godzin. Otrzymana hodowla stuzyta jako materiat szczepienny dla stadium
produkcyjnego.

Stadium produkcyjne. Do kolb Erlenmayera o pojemnosci 500 ml zawierajacych po 30 ml nizej podanej
pozywki produkcyjnej dodano hodowle stadium posiewowego w ilosci 1,6% w stosunku do objetosci pozywki.

Pozywka produkcyjna:

maka sojowa odttuszczona - 5,0%
maka ziemniaczana spozywcza 2,0%
kwas mlekowy spozywczy 1,1%
CaCOs; 0,3%
MgSO, * 7 H,0 0,03%
MnSO, * 5 H,0 0,01%
(NH,4), SO, 0.2%
KH, PO, 0,01%

woda wodociggowa ad 100%
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Warto$¢ pH pozywki ustalono roztworem wodorotlenku potasowego. Pozywke wyjatawiano w 177°C
w ciggu 30 minut. Po wyjatowieniu wartos¢ pH wynosita 6,9.

Fermentacje prowadzono w temperaturze 33°C na trzesawce obrotowej o 240 obr/min., Po zakoriczeniu
fermentacji, co nastapito po 38 godzinach fermentacji, ptyny fermentacyjne - wykazywaty aktywnos¢ 392 j/ml )
wprzeliczeniu na bacytracyne. Oznaczenie bacytracyny przeprowadzano metoda biologiczng
ptytkowo-cylinderkowa uzywajac jako szczepu testowego Micrococcus flavus ATCC 10240.

Do 7 | brzeczki opH 83 dodano 32 g kwasu salicylowego, po czym mieszano przez 30 minut
w temperaturze pokojowej uzyskujac warto$¢ pH 6,0. Otrzymang zawiesine suszono na suszarni rozpytowej
utrzymujac na wlocie temperature 160°C, na wylocie 80—100°C. Otrzymano 520 g produktu zawierajacego
ok. 4% kwasu salicylowego i wykazujacego aktywnos¢ 4,6 j/mg w przeliczeniu na bacytracyne. Z otrzymanego
preparatu paszowego salicylanu bacytracyny przygotowano karme dla drobiu stosujac 5—10 ppm w przeliczeniu
na bytracyne do mieszanki DK (,,Bacutil”’) uzupetnionej érutg z kukurydzy.

Przyktad Il Biosynteze bacytracyny prowadzono w fermentorach szklanych.

Stadium posiewowe |. Hodowle posiewowa przygotowano w sposéb podany w przyktadzie | (stadium
posiewowe). )

, Stadium posiewowe Il. Do kolb Erlenmayera o pojemnosci 500 ml zawierajacych po 30 ml jatowej
pozywki posiewowej dodano po 0,3 ml hodowli stadium posiewowego |. Hodowle inkubowano w temperaturze
33°C na trzgsawce obrotowej o 240 obr./min. w ciggu 18 godzin. Hodowla ta stuzyta jako inoculum dla stadium
produkcyjnego.

Stadium produkcyjne. Do fermentoréw szklanych o pojemnosci 141 wlano 7 | pozywki produkeyjnej
“(patrz przyktad 1) z dodatkiem 0,2% surowego oleju sojowego. Proces wyjatowienia prowadzono w autoklawie

w temperaturze 120°C wciaggu 60 minut.Po sterylizacji wartoé¢ pH wynosita 6,9. Wyjatowiong pozywke
zaszczepiono hodowlg stadium |l dodajac 1% w stosunku do objetosci pozywki. Biosynteze antybiotyku
prowadzono w temperaturze 32°C przy statym napowietrzaniu wynoszacym 1,5 objetofci powletrza na objgtosé
pozywki na minute iprzy statym mieszaniu (800 obr./min.). W czasie fermentacji podawano pompq
perystaltyczng olej sojowy jako $rodek przeciwpienny. Po zakoriczeniu fermentacji, co nastgpito w 30 godzinie,
ptyny pofermentacyjne wykazywaty aktywnos$¢ 396 j/ml bacytracyny, a warto$¢ pH wynosita 8,3.

Do 101 brzeczki dodano 57 g kwasu salicylowego, mieszano w temperaturze pokojowej 1 godzing. Catos¢
mieszaniny reakcyjnej o wartosci pH 6,3 skierowano do suszenia rozpytowego postepujac jak w przyktadzie I.
Otrzymano 800g preparatu paszowego salicylanu bacytracyny o aktywnosci 3,7 j/mg w przeliczeniu na
bacytracyne. Karme dla drobiu przygotowano analogicznie jak w przyktadzie | stosujac 5—10 ppm.

Przyktad Ill. Biosynteze bacytracyny prowadzono w kolumnie fermentacyjnej przy uzyciu
wysokoaktywnego mutanta sporogennego Zp/L—2.

Materiat szczepienny przygotowano w kolbach na trzesawce w sposdb podany w przyktadzie |l (stadium
posiewowe | i stadium posiewowe I1). R6zZnica polegata na uzyciu szczepu Zp/L—2.

Do kolumny fermentacyjnej o pojemnosci 2,5 | wlano 1,75 | pozywki produkcyijnej o sktadzie pedanym
w przyktadzie |, wyjatowionej w autoklawie w temperaturze 120°C w ciagu 45 minut. Jatowaq poiywke
zaszczepiono inoculum (stadium posiewowe Il) wilodci 1% w stosunku do objetosci poZywki. Hodowlg
prowadzono w temperaturze 33°C, przy statym napowietrzaniu 1,2 objeto$ci powietrza na objeto$¢ pozywki na
minute. Jako Srodka przeciwpiennego uzyto mieszaniny oleju sojowego i smalcu (1 : 1). Proces zakoriczono w 29
godzinie fermentacji. Aktywnosé ptynéw pofermentacyjnych wynosita 342 j/ml, a wartos¢ pH 7,8.

Brzeczke po zakoriczeniu procesu fermentacji zakwaszono kwasem siarkowym 5 n do wartosci pH 4.
Odsgczono biomase drobnoustroju produkcyjriego i przemyto woda. Otrzymany bulion zadano 20% NaOH
doprowadzajac pH do wartosci 6,8—7,0. Nastepnie dodajac wodng zawiesing kwasu salicylowego doprowadzono
pH do wartosci 5,7. Uzyskany roztwor skierowano do suszenia rozpytowego, jak w przyktadzie |. Uzyskano 24 g
preparatu paszowego salicylanu bacytracyny o aktywnosci 7,1 j/mg w przeliczeniu na bacytracyng. Z preparatu
przyrzadzono karme dla drobiu stosujac go w ilosci 5—10 ppm analogicznie jak w przyktadzie 1.

Zastrzezenie patentowe

Sposéb wytwarzania preparatu paszowego zawierajgcego salicylan bacytracyny,znamierny tym, Ze
bacytracyne zawarta w brzeczce fermentacyjnej lub bulionie poddaje sie reakcji z kwasem salicylowym, w formie
substancji statej, zawiesiny lub roztworu wodnego, w nadmiarze do wartosci pH mieszaniny reakcyjnej 5,6—6,4,
korzystnie 5,7—5,9, po czym odparowuje uzyskujac suchg pozostato$¢ stanowiaca preparat paszowy.
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