SLOVENSKA REPUBLIKA

(19)

an

SK

(21)  Cislo prihlasky: 324-94
(22) Détum podania: 09.09.92 13)
31)  Cislo prioritnej prihl4sky: 07/763 175 G
(32) Détum priority: 20.09.91
(33) Krajina priority: US

(40) Détum zverejnenia: 10.08.94

Cislo dokumentu:

PATENTOVY SPIS 278 999

Druh dokumentu: B6

Int. C16

C 12N 1/20
A 23K 1/16
A 61K 35/76

URAD )
PRIEMYSELNEHO . N Lo o
VLASTNICTVA (45)  Déatum zverejnenia udelenia vo Vestniku: 06.05.98
SLOVENSKEJ REPUBLIKY (86)  Cislo PCT: PCT/US92/07589, 09.09.92
(73)  Majitel patentu:  Pioneer Hi-Bred International, INC., Des Moines, IA, US;
(72)  Povodca vynalezu: Rutherford William M., Des Moines, A, US;

Allen Jack E., Grimes, 1A, US;

Dennis Scott M., Des Moines, 1A, US;

Hinds Mark A., Minburn, [A, US;

Dana Gregory R., West Des Moines, IA, US;
(54) Néazov vynélezu: Probiotickd zmes na podporu rastu hydiny
(57) Anotécia:

Zmes je tvorend v podstate sudenymi Zivotaschopnymi
stabilngymi mikrosférami Enterococcus faecium 301
ATCC 55059, na baze mastnej kyseliny a suSenymi Zi-
votaschopnymi stabilnymi mikrosférami Enterococcus
faecium 202, ATCC 53519, na bize mastnej kyseliny.



SK 278992 B6

Oblast’ techniky

Vynalez sa tyka probiotickej zmesi, tvorenej mikroza-
puzdrenymi enterokokmi, na podporu rastu hydiny.

Doterajsi stav techniky

U hydiny, predovetkym u kuréiat a moriek, sa vo vel-
kej miere pouzivaji prostriedky na podporu rastu vo forme
antibiotik. Znamymi antibiotikami s napriklad prostried-
ky, ako je Stafac® a BMD® (bacitracinmetyléndisalicylat),
ktoré sa pouZivaju v subterapeutickych mnoZstvach, napri-
klad 10 a 25 pg/t, ako prisady do krmiv s cielom podpory
Ziaducich rastovych charakteristik hydiny. PouZivanie anti-
biotik na tieto U¢ely je vSak v poslednom &ase podrobované
urditej kritike. Jedna z vyhrad poukazuje na moZnost, Ze si
hydina postupne vyvinie toleranciu proti antibiotikAm a
antibiotikum prestane posobif pri podpore rastu. DalSie vy-
hrady sa vztahuji na zdravotné rizika prisady neprirodze-
nych antibiotik a na znehodnocujice G&inky, ktoré méZu
mat’. Predsa len pre svoje vyhody su antibiotika stale pou-
Zivané s cielom zvy3enej konverzie krmiva, zlep3enia zlo-
Zenia mésa a posilfiovania rastu.

Je zname, Ze ur¢ité baktérie moZu mat’ pri pridavku ku
krmivdm priaznivy G&inok. Tento uginok spodiva v doda-
vani prirodzenej ¢revnej mikrofléry. Nicktoré spoloénosti
ponukaji na trhu probiotik4, ktoré obsahuji poZadované
baktérie. Tieto probiotika v8ak tazko udrzuju stabilny pro-
dukt. Najéastejsie sa probiotika pouZivaji v znatne nizkom
mnoZstve, t. j. asi na Urovni pridavku 0,1 % ku krmivu.
NepouZit¢ krmivo alebo kfmnu prisadu s obsahom probio-
tik v8ak farmari ¢asto dlhodobo skladuji. Toto skladovanie
sa uskutociiuje ¢asto v podmienkach, v ktorych sa vysky-
tuje uréité mnozstvo vlhkosti a vysoka teplota. V mnohych
pripadoch je mnoZstvo vlhkosti prave dostato¢né na aktivé-
ciu zadatia rastu baktérii, ale nedostatoéné na jeho trvanie.
V désledku toho baktérie zahynt a dbjde k strate i¢innosti
probiotika. V inych pripadoch dochadza pri pridavku anti-
biotik ku krmivu alebo kimnej prisade. obsahujicej pro-
biotikum, k nepriaznivej interakcii s baktériami, predovset-
kym ak je pritomné malé mnoZstvo vlhkosti a opit’ docha-
dza k uhynutiu baktérii. Dlhodobé skladovanie probiotik
teda predstavuje vyznamny problém.

V dal¥om pripade pouZitia, kde sa probiotikd pridavaji
napriklad ku krmivam pre kurdata, je obvyklé hmotu peleti-
zovat’ a probiotikum pridavat’ pred peletizaciou. Vihkost z
pary, pouZivanej potas peletizdcie, ¢iastotne aktivuje bakté-
rie, ale mdZe viest' v dosledku nedostatku vlhkosti k ich zni-
Zeniu. Znidit ich mdZe tie? teplo podas peletizacie. Dalej je tu
problém potencialnej dezaktivéacie baktérii v kyslom prostredi
7aludka este predtym, ako sa redlne dostanti do ¢riev. Stdle
teda trva potreba probiotik, ktoré by uvoliiovali mikroorga-
nizmy aZ v &reve a nepodlichali predasnému uvolfiovaniu
vplyvom vlhkosti alebo ncpriaznivych hodnét pH, existuji-
cich v zaZivacom trakte eSte pred tenkym ¢revom.

Pri chove hydiny je Ziaduce dosahovat’ urgité charakte-
ristiky chovanych jedincov. Patri medzi ne zvySeny hmot-
nostny prirastok, lep3ia konverzia krmiva, zloZenie misa a
konegne jednotnd hmotnost kfdla. ZvySeny hmotnostny
prirastok a lepSia konverzia krmiva si samozrejme Ziaduce
pre Gspory, ktoré sprevadzaju tieto vysledky. Ovplyvnenie
kvality zloZenia misa je doleZité preto, Ze najvhodnejSou
oblast'ou na ukladanie tkaniva s ciefom ziskania vyberové-
ho mésa je hrud’. Nie je teda ddleZity len hmotnostny pri-
rastok, ale aj miesto, kde sa tento uklad4. Jednotnd hmot-

nost’ kfdl'a je doleZita preto, Ze ak ma viac vtdkov normalnu
velkost, je potrebné menej rutnej prace a spracovatel’ sa
moZe viac spolichat’ na strojové spracovanie. Napriek to-
mu, pokial sa vtaky znatne lisia o do velkosti od velmi
malych aZ po velmi velké aj pri zachovani celkovej hmot-
nosti kfdl'a, vyZadujii menSie a vig3ie vtaky ovela viac rug-
nej prace a pre nejednotnd velkost nemdZu byt strojovo
T'ahko spracovavané. Jednotna velkost’ kidla s vysokym
percentom distriblicie v rozmedzi{ normalnej velkosti, u-
moZiujlica spracovanie kuréiat normalizovanym zariade-
nim, je teda Ziaducou charakteristikou.

Podstata vynilezu

Prvoradym cielom vynélezu je poskytnuf' probiotikum
pre hydinu, neobsahujiice antibiotika a obsahujice len pri-
rodzene sa vyskytujice mikroorganizmy mikrozapuzdrené
mastnymi kyselinami.

Probiotikum podla vynédlezu obsahuje dva kmene
mikroorganizmov a to Enterococcus faecium 301, DSM
4789, a Enterococcus faecium 202, DSM 4788. DSM je
skratka nemeckej zbierky bakterialnych kultir Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen, umiestnenej v Braun-
schweigu, Nemecko. Tieto organizmy boli ulozené v US
zbierke mikroorganizmov ATCC pod <¢islom ATCC
55059 a ATCC 53519,

Toto probiotikum, poskytuje pri hydine zvy$eny hmot-
nostny prirastok, lepsiu konverziu krmiva, vy$§i vytazok
hrudného mésa a jednotnd hmotnost’ kidla v rozmedzi
normalnych velkosti.

DalSou vyhodou probiotika podl'a vynalezu vhodného
na davkovaciu kfmnu prisadu pre hydinu je, %e obsahuje
baktérie, ktoré si vo forme mikrosfér, pripravenych s pou-
Zitim 3pecialnej rotadnej techniky pomocou matrice vol-
nych mastnych kyselin.

Probiotikum podla vynalezu je stabilné potas 3 aZ 6
mesiacov bez vyznamného zniZenia poétu Zivotaschopnych
mikroorganizmov. Spdsob rota¢ného formovania guld&ok
zo suenych baktérii umoZiiuje dosiahnuf ich jednotnt
velkost, guldcky baktérii sudenych na rotadnych diskoch
st vol'ne sypké a I'ahko zapracovatelné do kfmnych davok
pre hydinu.

Predmetom vynalezu je kompozicia na podporu rastu
hydiny, spoéivajuca v tom, Ze sa k beZnej kfmnej davke pre
hydinu pridd malé, ale na podporu rastu 4inné mnoZstvo
probiotika, ktoré obsahuje suSené mikrosféry Enterococcus
Saecium 301, DSM 4789, t. j. ATCC 550359, na baze mast-
nych kyselin a suSené mikrosféry Enterococcus faecium
202, DSM 4788, t. j. ATCC 53519, na béze mastnych ky-
selin, kde si mikrosféry vyhodne formované su$enim na
rotaénych diskoch.

Bolo s prekvapenim zistené, Ze podporu rastu hydiny je
mozné dosiahnut’ tak, Ze sa k beZznym kfmnym divkam pre
hydinu pridava urit¢ mnoZzstvo mikrosfér Enterococcus fa-
ecium 301, DSM 4789, ATCC 55059, na baze mastnych
kyselin a ur¢ité mnoZstvo mikrosfér Enterococcus faecium
202, DSM 4788, ATCC 53519, na b4ze mastnych kyselin.
Pouzitou mastnou kyselinou méze byt ktordkol'vek z vol-
nych mastnych kyselin C,, aZz C,4, vyhodne kyselina stea-
rova. Mikroorganizmy si vyhodne pritomné v pribliZzne
rovnakom mnoZstve, ale ich zastipenie sa mbZe pohybovat
od asi 30 do asi 70 % jedného z organizmov, pri¢om zvyZok
tvori druhy mikroorganizmus.

Nie je presne zname, preco tieto dva mikroorganizmy za-
bezpeduji dosiahnutie Ziaducich charakteristik, predoviet-
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kym zvy¥eny hmotnostny prirastok, lepSiu konverziu krmiva,
zvy¥eny vytazok hrudného misa a zvydend jednotnost’ hmot-
nosti kfdl'a. Skutodnostou je, Ze sa tak deje, pokial’ si oba
pritomné v takej kombinacii, aby mohli navzdjom nejako in-
teragovat), a za predpokladu, Ze ich mnoZstvo je v uvedenom
rozmedzi. Prave urtitou interakciou a vzajomnym posobenim
uvedenych faktorov sa dosahuji Ziaduce charakteristiky, kto-
ré umoZiuju vyznamne zlepsit' zloZenie, kvalitu a spracova-
nie misa hydiny.

MnozZstvo probiotika, priddvaného ku kfmnej davke, sa
moZe znadne menit, ale obvykle by malo byt v rozmedzi a-
si 0,227 kg aZ asi 0,907 kg (t. j. 0,5 aZ asi 2,0 libry) na tonu
krmiva, obvykle asi 0,363 kg aZ asi 0,544 kg (t. j. asi 0,8 aZ
asi 1,2 libry) na tonu krmiva a naj&astejsic asi 0,4536 kg (t.
j. asi 1 libra) na tonu krmiva. Poet mikroorganizmov, t. j.
podet jednotiek tvoriacich koléniu na gram (CFU/g), pri-
tomny v probiotiku, sa mdZe taktieZ pohybovat’ v rozmedzi
asi 1.10° a asi 2.10° CFU/g a vyhodne asi 2. 10° CFU/g.

Ak sa sprava sa kombindcia uvedenych dvoch kmefiov
ako promotor rastu. Doteraz pouZivané rastové prométory
zahfiiaj (i antibiotika, ako je Stafac® a BMD. Vyhody subte-
rapeutického mnoZstva antibiotik ako rast podporujicich
prisad, je moZné dosiahnut’ pomocou prirodzene sa vyskytu-
jlcich mikroorganizmov podl'a vyndlezu, pokial’ sa probioti-
kum vyraba v stlade s vynilezom a priddva sa ku krmivu
sposobom podla vynalezu. Boli d'alej vykonané urdité poku-
sy, poukazujiice na to, Ze spoloénd kombindcia probiotika a
rastového promotora presahuje svojimi vyhodami kazdi z
jednotlivych zloZiek, a preto je moZné ju pouZivat' spolo¢ne,
ak je to Ziaduce. Vo vétSine pripadov je viak vyhodné pouzZi-
vat’ probiotikum samotné, pretoZe jednym z G¢elov vynalezu
je eliminovat pouZivanie rastovych prométorov vébec.

Spdsob spracovania mikroorganizmov nie je rozhodu-
juci, pokial’ je mozné mikroorganizmy udrZat’ naZive aZ po
ich dodanie zvieratam a uviest’ ich do takej formy, Ze sa
dobre spoja s krmivom a maja vieobecne jednotnii velkost,
aby bolo moZné kontrolovat’ dévkovanie.

Vyhodnym prostriedkom na splnenie tychto poZiada-
viek je spracovanie mikroorganizmov do mikrosfér pomo-
cou matrice z mastnej kyseliny. Tento postup je opisany v
zékladnej prihlaske spolupdvodcu Rutherforda et al. Pri
tomto postupe sa baktérie kombinujt so zahriatou mastnou
kyselinou. Teplota mastnej kyseliny a &as vystavenia bakté-
rii pdsobeniu mastnej kyseliny sa reguluje tak, aby sa bak-
térie udrZali naZive, ale aby bolo mozné ich s mastnou ky-
selinou premie3at. Zmes sa umiestni na rotujici disk za
vzniku mikrosfér s obsahom baktérii, kde mastna kyselina
pdsobi ako matrica. PouZitim tejto metddy sa dosahuje nie-
kolko vyznamnych vyhod. Po prvé sa baktérie polas spra-
covania udrZia naZive; po druhé proces v kombinécii s
technikou rotatného disku umoZituje ziskat' jednotne velké
mikrosféry pre lepdie davkovanie. Po tretie umoZiluje cha-
rakter matrice, t. j. mastné kyseliny, tvorbu jedine¢nych
mikrosfér. Kombinécia tychto faktorov vedie s maximalnou
efektivnostou k vysoko stabilnému probiotiku.

V procese podla zakladnej prihladky je déleZité si
pov§imnuf, Ze vznikaji mikrosféry, kde kazdu gul6¢ku
tvori mnoZstvo baktérii v matrici z vol'nej mastnej kyseli-
ny skor, ako by bola kazda jednotliva baktéria zapuzdrend
v povlaku alebo filmu podobnej vrstve mastnej kyseliny.
To prina$a vyhody stability a a&innejieho davkovania pri
spracovani baktérii.

Vyhodnym zapuzdrovacim prostriedkom je volnd
mastna kyselina C; aZz Cy. Je moZné pouzivat aj zmes
mastnych kyselin, ale vyhodné je pouZivat' jednotlivil &istd
mastn( kyselinu. Je rovnako vyhodné, ak je vol'nou mas-

tnou kyselinou nenasytend mastna kyselina; najvyhodnejsia
je kyselina stearova.

Vieobecne je ddleZité, aby mastnd kyselina mala tep-
lotu topenia niZ8iu ako 75 °C, vyhodne v rozmedzi 40 az
75 °C. Aby mohla Géinne pdsobit ako matrica, musi byt
samozrejme tuhd pri teplote miestnosti. Tymto poZiadav-
kam vyhovuju vietky volné mastné kyseliny v medziach
doteraz uvedenej chemickej definicie.

S cielom zvy3enia stability produktu sa baktérie do
produktu obvykle pridavaja v lyofilizovanej forme. Potom
je mozné ich oZivit pridavkom vlhkosti.

Mikrosféry, vyrobené d'alej opisanym spdsobom, si
obvykle z asi 50 az viac ako 90 % hmotnostnych tvorené
zloZkou mastnej kyscliny a zvySok je bakteridlna kultura.
Vyhodné rozmedzie je asi 60 aZ asi 75 % mastnej kyseliny.
Ak je pouzité prili§ mélo mastnej kyseliny, nie je matrica
vhodna na ochranu. Oproti tomu, pri pouZiti prili¥ného
mnoZstva, je matrica prili§ silnd a neumoZiluje adekvatne
uvoltiovanie v Creve.

V spdsobe vyroby probiotika podl'a vynalezu sa pouzi-
va na vytvaranie mikrosfér rotatny disk. Technolégia ro-
taéného disku spodiva vieobecne v tom, Ze sa suspenzia
baktérii a mastnej kyseliny dokonale premiefa a zmes sa
rovnakou rychlostou privadza na stred rotujuceho disku z
nehrdzavejiicej ocele. Vplyvom odstredivej sily je zmes vr-
hana smerom von a tvori mikrosféry. Tie sa potom zbieraji
v chladiacej komore, udrZovanej na podmienkach okolia
alebo mierne niZ8ich, triedia a pripravujii sa na balenie.
Zatial’ &o zapuzdrovanie na rotatnych diskoch je zname,
nie je znadme vyrabat’ mikrosféry, obsiahnuté v matrici bez
obklopujaceho puzdra, ani nie je zndme pouZitie vyroby
mikrosfér alebo zapuzdrovania lyofilizovanych baktérii. O
zapuzdrovani s pouZitim rotaéného disku vieobecne pojed-
nava Johnson et al. zo Southwest Research Institute of San
Antonio v Journal of Gas Chromatography, oktéber 1965,
str. 345-347. Zapuzdrovanie pomocou rotatného disku,
vhodné na pouZitie podl'a vynalezu, je d’alej podrobne opi-
sané v patente US 4 675 140, udclenom Sparksovi
23.6.1987 s nazvom "Spdsob obal'ovania ¢astic pre kvapky
kvapaliny". Najvyhodneji je v8ak postup, opisany v za-
kladnej prihlagke.

Je potrebné zddraznif, Ze rotana tvorba mikrosfér pos-
kytuje zretelne odlidny produkt, tak bezné rozprasovacie su-
Senie, ako aj mikrozapuzdrovanie. Pri beZnom rozpralova-
com sudeni vo veZi existuje tendencia k nakopeniu dastic a
vzniku nepravidelné¢ho povlaku, o vyznamne ovplyviiuje
stabilitu produktu, a zniZuje ju na vroveil dni aZ tyZdilov.
Mikrozapuzdrovanim vznika okolo objektu obal a ukazalo sa,
Ze baktérie su potom prili¥ malé, prili§ tazko sa udrzuji pri
Zivote alebo ziskavaju v jednotnej velkosti, aby boli praktic-
ky pouZitelné. Pri vyrobe mikrosfér, predovietkym s pouZi-
tim prostricdkov opisanych v tomto vynaleze, sa dosahuje
stabilita ziskanych baktérii, a to aj pri vystaveni pdsobeniu
vlhkosti a antibiotik, po¢as troch aZ Siestich mesiacov a Zi-
votnost’ baktérii v €asticiach s rovnomemou distribiiciou
zostdva zachovana.

Ak sa pouzivaji mikrosféry na baze volnych mastnych
kyselin podla vynalezu v uvedenych rozmedziach, méze
rotatny disk, naj¢astejsie s rozmerom 10, 16 aZ 15,24 cm (4
az 6 palcov), rotovat’ rychlostou 2 000 az 4 000 min™, vy-
hodne asi 2 500 a% 3 200 min™, a rychlost podavania md%e
byt 50 az 200 g/min. Vyhodné podmienky podla su&as-
nych znalosti zahffiaju pouZitie kyseliny stearovej, pouZitie
dvoch uvedenych organizmov, $tvorpalcovy rotaény disk,
3000 min" a rychlost podavania suspenzie baktérii, obsa-
hujicej 35 % baktérii a 65 % kyseliny stearovej, 100 g/min.
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Pri tychto podmienkach sa ziska produkt s vefkostou &astic
75 aZ 300 um s vyhodnou velkostou pod 250 pm.

Prehlad obrazkov na vykresoch

Vynalez je vysvetleny na pripojenych vykresoch, kde:

- naobr. 1, 2 a 3 je graficky znazornena stabilita kmeiiov
mikroorganizmov s pouZitim matrice kyseliny stearovej,

- naobr. 4 je graf, zndzorfiujici distribiiciu hrudného misa
pri kfmnych pokusoch s probiotickou kompoziciou pod-
I'a vynélezu,

- na obr. 5 je graf, znézortiujuci distribaciu telesnej hmot-
nosti pri kfmnych pokusoch s probiotickou kompoziciou
podla vynalezu a

- naobr. 4 a5 je znazorneny kontrolny pokus, pokus s po-
uZitim antibiotika a pokus s pouZitim probiotika podra
vynélezu.

Priklady uskuto¢nenia vynalezu

Na bliZ8ie objasnenie, ale nie obmedzenie, uskutodne-
nia vynalezu, si uvedené priklady. Priklady st opisané v
suvislosti s obrazkami I, 2 a 3 na pripojenych vykresoch.
Priklady 1 aZ 4 a obr. |, 2 a 3 sa vztahuju k skor$iemu vy-
nalezu rovnakého pdvodcu. Priklad 5 a tabulky 2 aZ 10 sa
vztahuji k probiotiku podl'a tohto vynélezu.

Priklad 1

Priklad 1 koreluje s obr. 1. Vysvetl'uje stabilitu produktu
pri pouZiti dvoch rdznych kmetiov Enterococcus faecium pri
teplotich 4 a 27 °C. Na obr. 1 je znazornena stabilita zapuz-
drenych kmetiov Enterococcus faecium po zapuzdreni pomo-
cou zariadenia s rotujicim diskom s pouZitim kyseliny stea-
rovej a pri hmotnosti kultary 35 %. Tvorba mikrosfér prebie-
hala pri uvedenych podmienkach, t. j. suspenzia baktérii v
kyseline stearovej 35/65 pri teplote 60 °C s pouZitim 3tvor-
palcového rotainého disku s rychlostou otddania 3 000 min™
a rychlostou podavania 100 g/min. Gul'6¢ky boli vytvorené,
vloZené do teplom zatavenych vreciek s parnou bariérou a
tyZdenne boli destruktivne odoberané vzorky na stanovenie
CFU. Je zrejmé, Ze produkt podfa vyndlezu si udrzal vyni-
kajice podty jednotiek tvoriacich kolénie mikroorganizmov
(CFU) potas &asu skladovania dosahujicej a% 70 dni.

Priklad 2

Priklad 2 je nutné interpretovat’ v spojeni s obr. 2. Ob-
razok znéazorfiuje stabilitu jednotlivych kmeiiov vo forme
mikrosfér po primie¥ani k obvyklej kfimnej davke v pritom-
nosti troch hydinovych antibiotik. Kfmna davka mala zlo-
Zenie:
jemne drvend kukurica 54 %

s6jova mika 260 %
rybacia macka 2 %
fosforednan divapenaty 1,5 %
véapenec I %
s6jovy olej 55 %
obsah vlhkosti 12 %

Boli pridané tri antibiotika v tomto mnoZstve: dekochi-
nodt 6 % (454 ppm), salinomycin (50 ppm) a sodné sol
monenzinu (120 ppm).

K zmesi bola pridana kultira v mnoZstve, poskytuja-
com priblizne 1.10° CFU/g krmiva.

Krmivo bolo balené do teplom zatavenych vreciek a
inkubované pri teplote miestnosti. TyZdenne boli odobe-

rané vzorky na stanovenie CFU. Graf na obr. 2 ukazuje
vyborni stabilitu.

Priklad 3

Priklad 3 je potrebné interpretovat’ v spojeni s obr. 3. Vy-
svetluje stabilitu mikrosfér Enterococcus faecium v krmive
v pritomnosti réznych antibiotik. Kfmna davka bola tvore-
néa 60 % jemne drvenej kukurice, 38 % sojovej miky a 2 %
vapenca s obsahom vlhkosti asi 14 %. Bola pridana kultira
do hodnoty priblizne 10° CFU/g krmiva a zmes bola pre-
miedana. Librové alikvotné dicely, t. j. vo vahe 0,4536 kg
boli skladované v zatavenych vreckach pri 20 °C a tyZden-
ne potas 16 tyzdiov boli odoberané vzorky. Do kfmnej
davky boli zahrnuté antibiotika v tomto mnoZstve:
metyléndisalicylat bacitracinu 50 g/t

carbadox 50 git
chlértetracyklin 200 g/t
lasalocid 30 g/t
linkomycin 100 g/t
neomycin 140 g/t
oxytetracyklin 50 g/t
sulfametazin 100 g/t
tylozin 100 g/t
virginiamycin 20 git
AS5P250 100 g/t
furadox 10 g/t

V tabulke 1 st uvedené minimalne ¢asy pre stratu 1 log
jednotiek tvoriacich kolénie (CFU).

Tabulka [
Cas v tyzdioch pre stratu 1 log podtu CFU pri 20 °C v dr-
venom krmive so 14 % vlhkostou

Antibiotikum | ©as skladova-
nia (dni)
kontrola 103
bacitracin 88
carbadox 54
chlértetracyklin 60
lasalocid 57
linkomycin 75
neomycin 53
oxytetracyklin 59
sulfametazin 62
tylozin 52
virginiamycin 112
ASP250 67
furadox 53

Priklad 4

V priklade 4 bola stanovovana stabilita produktu po
peletizacii na pouzitie v krmive pre kuratd. Mikrosféry
boli vytvorené za uvedenych podmienok. V tomto pokuse
boli d’alej pouzité tieto podmienky:
surovy protein, nie menej ako 18,0 %
surovy tuk, nie menej ako 5,0 %
surova vlaknina, nie viac ako 6,0 %

S d’alej uvedenymi prisadami a podmienkami boli vy-
robené pelety s antibiotikom (CTC 50 g/t) a bez neho obsa-
hujice: kukuricu, SBM, srvétku, s6jovy olej, fosfore¢nan
divépenaty, vapenec, stopovy minerdlny premix, vitamino-
vy premix, selén, siran mednaty. KultGra bola pridana v
mnoZstve priblizne 5.10° CFU/g krmiva. Teplota kondicio-
nécie bola 70 °C a pelety za dyzou mali 78 °C. Pelety boli
skladované v nezatavenych vreckach a tyzdenne boli odo-
berané vzorky na stanovenie CFU. V Ziadnom z pripadov
nebola podmienkami peletizacie nepriaznivo ovplyvnena
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stabilita produktu. Peletizovany produkt mal konkrétne
stabilitu rovnaki ako nepeletizovany produkt.

Priklad §

4 560 jednodennych kuracich brojlerov Peterson x Ar-
bor Acres bolo ndhodne rozdelenych do podlahovych kim-
nikov (tabulka 2) s upravovanou podstielkou a kfmenych
45 dni. V&etky vtaky, uhynuté podas prvych 5 dni, boli na-
hradené vtakmi rovnakého pohlavia z tej istej dodavky a
rovnako o3etrenymi. ZloZenie zékladnych vyZivovych ini-
ciaénych, rastovych a utlmovych davok je uvedené v tabul'™-
ke 3. Tieto kfimne déavky boli upravované tak, aby obsaho-
vali 1425 (iniciatna), 1450 (rastova) a 1475 (itimova) kcal
ME/Ib, t. j. na 0,4536 kg spolu s 90 g/t monezinu. Iniciatna
davka bola podavana od 1. do 21. diia veku, rastova od 21.
do 42 diia veku a Gtlmova od 42. do 49. diia veku. Ako
jednotlivé pokusy boli hodnotené: drvend negativna kon-
trola (kontrola M); vybrané zapuzdrené probiotické kultiry
obsahujice Enterococcus faecium 301, DSM 4789, t. j.
ATCC 55059 a Enterococcus faecium 202, DSM 4788, 1. j.
ATCC 53519, zapuzdrené mastnou kysclinou pomocou
rotatného disku podl'a prikladu 1 a pritomné jednotlivo v
mnoZstve 50 % probiotika, doddvaného k drvenému krmivu
v davke 1.10° CFU/g krmiva (probiotikum M); peletizova-
n& negativna kontrola (kontrola P); probiotikum v mnoZ-
stve  1.10° CFU/g drveného krmiva, peletizované
(probiotikum P) a pozitivna kontrola s obsahom 10 g/t vir-
giniamycinu, peletizovana (Stafac® 10). Inicia&na dévka bola
v pokusoch, kde bola vykonana peletizécia, rozdrobena.

Na kazdi pokusni davku bolo pouZitych zdvoje-
nych dvanast kfmnikov s 35 kohutikmi a 35 sliepocka-
mi. Na ka?dy kfmnik bola zaznamenévani telesna
hmotnost’, spotreba krmiva a umrtnost po prvych §
diioch. Na kazdy kimnik bola vypotitana konverzia kr-
miva, upraveni konverzia krmiva a konverzia krmiva
upravena na telesni hmotnost’.

Vietky Gdaje boli podrobené rozptylovej analyze a
rozdiely boli stanovené pomocou Fisherovho LSD.

Pred pokusom bol koncentrat probiotickej kultiry
nadstaveny uhli¥itanom vapenatym. Teoretické podty
boli u probiotika M rovné 1.10% CFU/g produktu a u
probiotika P 2.10° CFU/g produktu. Na stanovenie
skutoéného poctu bola pri kazdom produkte merana
duplicitne vzorka 11 g. Kazda vzorka bola spracovana
na platniach 3tandardnou metédou Pioneer pre baktéric
zapuzdrené kyselinou mlie¢nou. Na kaZdu vyrobni fizu
bola vykonana skiika premie$ania. Skaska bola uréena
na zaistenie rovnomernej distribucie probiotika v pri-
slunom zastipeni v krmive a zachovanic jeho Zivot-
nosti poéas peletizdcie. Z kaZdej SarZe boli odoberané
vzorky v &ase vrecovania; pri drvenych produktoch 4
rovnomerne rozmiestnené vzorky a pri peletizovanych
produktoch 10 rovnomerne rozmiestnenych vzoriek
(t.j. vrecka 1, 3, §,..., 35,37 a 39).

Podas 1. a 4. tyzdiia pokusu boli odobraté vzorky
nekontaminovaného krmiva zo striedavo umiestenych
kftmnikov; zo zostdvajlcich kfmnikov boli odobraté
vzorky v 2. a 6. tyZdni kimneho pokusu.

Rovnaky pocet vtakov oboch pohlavi bol usmrteny
na stanovenie hmotnosti misa z hrude, telesnej hmot-
nosti a hmotnosti a dizky tenkého &reva. U kaZdého
vtéka bol vypotitany vyraZzok hrudného misa a pomer
hmotnosti a dizky éreva.

Vietky idaje boli podrobené rozptylovej analyze a roz-
diel bol stanoveny pomocou kontrastu a odhadovanych

hodnét poZzadovanych G&inkov.

Sestdesiat vtakov z kazdého pokusu bolo dopravenych
na univerzitu na senzorické chutové hodnotenie.

Probiotikum bez ohladu na spracovanie zlepSovalo
(P < 0,05) konverziu krmiva oproti prisluinej kontrole, za-
tial' ¢o hmotnostny prirastok zvySovalo (P < 0,05) oproti
kontrole len u drveného krmiva (tabulka 4). Probiotikum P
zlepSovalo (P > 0,05) konverziu krmiva oproti Stafacu® 10,
ktory mal podobnt hodnotu (P > 0,05) ako kontrola P.

Produkt mal poZadované zloZenie, pokial' ide o zasti-
penie a kmeii (tabul’ka 5).

Probiotikum bolo v krmive rovnomeme distribuované.
Probiotikum M malo poZadované zastipenie, zatial o
probiotikum P bolo v mnoZstve o 1 az 1-1/2 log vy$3om a-
ko sa poZaduje pre iniciatni a rastovi kfmnu dévku
(tabul’ka 6). Vysoké polty u probiotika P boli dosledkom
predimenzovania produktu na zaistenie dostatoného vy-
tazku mikroorganizmu po peletizdcii.

V pripade probiotika P zodpovedali vzorky z podlahy
kfmnika tesne po¢tom zo skulky premieSania (tabulka 7).
Probiotikum M v3ak v rastovych a Gtlmovych zmesiach vo
4. a 6. tyzdni pokleslo 0 2 log.

Probiotikum M zvysilo (P < 0,05) oproti kontrole M
tak ako vytaZok hrudného masa (tabulka 8), zatial' &o pro-
biotikum P vykazalo zlep¥enie (P > 0,05) oproti kontrole P.
Zlep3enie u drveného krmiva suhlasi s vysledkami, ziste-
nymi v predchédzajicom pokuse. Probiotikum P nevyka-
zalo podobnu velkost” zlep3enia vytazku hrudného misa,
ako v pripade probiotikd M. Toto zlyhanie mdze byt do-
sledkom lepSieho vyuZitia energie peletizaciou, ktoré pone-
chéva menej priestoru na zlepSenie.

Pouzitim peletizovaného krmiva sa priemernid hmot-
nost’ vtaka oproti drvenému krmivu zvygila o 96 g. Probio-
tikum zvy3ilo jednotnost’ hmotnosti vtakov (obr. 5) s naj-
vi¢sim zlepSenim u drveného krmiva.

Peletizéciou sa oproti drvenému krmivu zvy$ila prie-
mernd hmotnost’ hrudného mésa o 15 g. Probiotikum zvy-
gilo oproti kontrole priemernii hmotnost' hrudného mésa a
jednotnost” (obr. 4) s najv&¢3im zlepdenim u drveného kr-
miva. Stafac® 10 vykézal najviitie zlep¥enie jednotnosti u
peletizovanych krmiv.

Peletiziciou sa oproti drvenému krmivu zvy3il vytazok
hrudného miésa o 0,53 percentudlnych jednotiek. Probioti-
kum M vykézalo zvySenie o 0,84 percentualnych jednotiek
oproti kontrole M, pri ktorej uz bola vel'kost' podobna vy-
sledku peletizécie.

Pouzitim probiotika sa dosiahla krat3ia (P > 0,05) dizka
tenkého &reva, ako pri obidvoch kontrolach a u Stafacu®,
vyjadrené skutotnou dizkou, pomerom telesnej hmotnosti
aj hmotnosti hrudného misa (tabulka 9). Pri pouZiti pro-
biotika M bola menSia (P > 0,05) hmotnost tenkého treva
ako v kontrole M, vyjadrené bud’ ako skuto&na hmotnost
alebo percento telesnej hmotnosti alebo hmotnosti hrudné-
ho misa. ZniZenie hmotnosti a dizky &reva v pripade pro-
biotika ukazuje na menSie mnoZstvo energie nutnej na vy-
Zivu a viacej energie k dispozicii pre rast, o potvrdzuje
zleplena konverzia krmiva a vytaZok hrudného misa
(tabulka 7 az 8).

Vtaky, oSetrené probiotikom P, nemali v porovnani so
Stafacom® 10 cudzi pach (tabulka 10). V druhom pokuse
sa zistilo, Ze probiotikum P zlep&ilo oproti kontrole P chut’
stehenného mésa. Toto zlep¥enie v3ak nebolo pozorované v
prvom pokuse.
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Tabulka 2
Rozvrhnutie kfimnikov
Ogetrenie Cisla kfmnikov

kontrola P 2,6. 15,17, 22, 26, 104, 109, 1 13, 1
17,122,126

probiotikum P |4, 8, 12, 16, 21, 28, 105, 106, 1 12,
118, 125, 130

Stafack 10 5, 7, 11, 18, 23, 27, 101, 107, 111,
116, 123, 129

kontrola M 3,9, 13, 20, 24, 30, 102, 108, 114, 1
19, 121, 127

probiotikum M | 1, 10, 14, 19, 25, 29, 103, 110, 115,
120, 124, 128

Velkost kimnika 1,28 x 4,72 m (t. j. 4,2' x 15,5"), jedno
rarkové kfmidlo, jedno zavesené napéjadlo, borovicové
hobliny ako podsticlka, encrgeticky a odparovaci chladiaci
systém, dobre izolované vykurovanie nitenym obehom
vzduchu, kon$trukcie so zavesovymi prichradkami.

Tabulka 3
ZloZenie zékladnych kfmnych davok
ZloZky Produk&na faza

iniciadnd % | rastova % | utlmové (%)
mletd kukurica 65,37 67,89 74,29
s6jova micka 25,58 23,53 17,83
misovokostna 3.00 3.00 3.00
mudka ’ ’ ’
tuk 3,36 3,32 2,59
defluérovany

0, i ,7
fosfat 95 0,79 0.73
uhlicitan 0,61 0,62 0,63
vapenaty
sol’ 0,35 0,31 0,32
stopové mineraly 0,05 0,05 0,05
metionin 0,39 0,28 0,33
lyzin 0,19 0,06 0,18
vitaminovy 0,05 0,05 0,05
premix
Tabulka 4
Produk¥né adaje pre podlahové kimniky
[ Peletizované | Drvené
Kontrola | P* | Stafac® 10 [kontrola | M*

hmotnost, kg | 2,17° [2,18 | 2.17° 2,06° |2,12°
konverzia 1,871° [1,827° | 1.855® | 1,917° [1,856
krmiva
upravena
konverzia 1,832° [ 1,78¢*| 1,807 | 1,887° |1,812°
krmival
konverzia
kmmivaupra- | goro g 7550 | 1775 | 1,807¢ {1,708
vena na
hmotnost?
umrtnost’, %o 4,40 4,64 5,95 3,33 5,60

upravena konverzia krmiva = celkové krmivo/(Ziva +

+ mrtva hmotnost’)

? konverzia krmiva upravena na hmotnost = upravena kon-
verzia krmiva - [(hmotnost-4,60)/6]* P < 0,05

* podla vynilezu

Tabulka 5
Kontrola a zaistenie kvality produktu
Pomer
O3etrenie QC! poet QA’potet | kmeiov
CFU/g produktu CFU/g SF202 :
produktu | : SF301
probiotikum P 5,75.10% 1,01.10 50:50
probiotikum M 9,54.10" 9,60.10 57:43
kontrola kvality
2 zaistenie kvality
Tabulka 6
Test premie3ania krmiva a vytaZzok
Produkend faza]  Drvené Peletované | Vytazok!
a ofetrenie | CFU/g krmiva | CFU/g krmiva | % drven.
Iniciatna
kontrola P NA? 1,06.10° -
probiotikum P 2,02.10° 1,67.10° 98,69
Stafac® 10 NA 6,46.10° -
kontrola M 2,51.10°
probiotikum M 1,34.10°
Rastova
kontrola P NA 4,86.10° -
probiotikum P 3,89.10° 1,09.10° 91,62
Stafack 10 5,25.10 6,42.10 -
kontrola M 1,00.10%
probiotikumM |  1,48.10°
Utlmova
kontrola P 8,50.10° 1,11.10° -
probiotikum P 7,04.10° 491.10° 117,40
Stafac® 10 8,80.10° 1,79.10* -
kontrola M 8,92.10°
probiotikum M 1,33.10°
Priemer
kontrola P 8,50.10° 8,28.107 -
probiotikum P 8,21.10° 9,64.10° | 118,09
Stafac® 10 2,15.10° 9,05.10°
kontrola M 8,72.10°
probiotikum M 1,38.10°

'vytazok vypogitany z tidajov transformovanych do log;o

2 NA = nie je k dispozicii

Tabulka 7
Zaistenie kvality v podlahovych kfmnikoch

Tyzdett
OBetrenie 1 | 2] 4 | 6 lpriemcr
CFU/gkrmiva
kontrola 3,78.107 | 3,83.10° | 8,60.10* | 221.10> | 4,08.10
probiotikumP | 9.23.10° | 937.10° | 8,77.10° | 848.10° | 896.10°
Stafac® 10 8,73.102 | 1,29.10° | 646.107 | 863.10° | 8389.1¢?
kontrolaM 346107 | 1,26.10°| 2,79.10° | 2,00.10* | 508.10°
probiotikumM | 1,43.16° | 125.16° | 1,75.16° | 1,0010° | 232.10°




Tabulka 8
Hodnotenie vytazku hrudného mésa

Peletované Drvené

Kontrola p* Stafac® 10 [ Kontrola M*

telesna
hmotnost” | 2240,7 2230,1 21959 21438 21499

(g)

hmotnost’
hrudného 234.4° 239,6° 2320 213,3° 229.6*
miésa (g)

vytazok

hrudného
misa 10,51° 10,68* 10,58° 993" 10,67
(% telesnej
hmotnosti)

®p<0,05
* podl'a vynélezu

Tabulka9
Hmotnost' a dlzka &reva

Peletované Drvené

Kontrola P* Stafac® 10 | Kontrola M*

TH (g) 22407 [2230,1] 21959 | 21438 | 21499

HHM (g) | 2344a | 2396a | 232,0a | 2133a | 2296a

HIC (g) 92,6 933 934 91,4 87,4

DTC (cm) | 193,80 | 191,26 | 194,56 | 19329 | 19126

TC (g/m) | 0478 | 0484 | 0480 | 0472 | 0457

HTC
(/100 g 417 418 427 429 4,08
TH)

DTC
{cm/100g | 881 8,64 397 9.17 897
TH)

HTC
@100g 40,19 | 39,70 | 4097 | 4396 | 38,69
HHM)

DTC
(em/100g | 8486a | 8197a | 85652 | 93,70b | 84586
HHM)

® p<0,05

* podl'a vynalezu

TH  telesna hmotnost’

HHM hmotnost hrudného mésa
TC  tenké revo

HTC  hmotnost tenkého &reva
DTC  dizka tenkého éreva

Tabulka 10
Chut'ové panelové hodnotenie
P . Pocet spravnych
Tkanivo orovnanie identifikacii
skupin
pokus 1 | pokus 2 | sucet
Stafac® 10 vs. 6 3 9
Kontrola P
K
stehno | Stafac 10vs. 3 4 |7
XINOCP
probiotikum P vs. 9 g* 10
Kontrola P
R
Stafac™ 10 vs. 2 6 8
kontrola P
» | Stafac® 10 vs,
hrud 1 3 4
e [ xmoce
probiotikum P vs. 5 4 9
Kontrola P
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* hodnotitelia boli schopni delegovat’ jednotlivai vzorku v
Statisticky vyznamnom (P < 0,05) pote pripadov

polet spravnych identifikécii jednotlivej vzorky nutny
pre vyznamnost na urovni 5 % bol 7 pre n =10 a 11 pre
n=20.

PATENTOVE NAROKY

1. Probiotickad zmes na podporu rastu hydiny, vy -
znadujica sa tym, Zeje tvorend v podstate
suSenymi Zivotaschopnymi stabilnymi mikrosférami Ente-
rococcus faecium 301, ATCC 55059, na baze mastnej ky-
seliny a su$enymi Zivotaschopnymi stabilnymi mikrosféra-
mi Enterococcus faecium 202, ATCC 53519, na béze
mastnej kyseliny.

2. Probioticka zmes podla ndroku I, vyznadu-
jica sa tym, Ze obsahuje 30 az 70 % jedného
enterokoku a 70 aZ 30 % druhého z uvedenych enteroko-
kov.

3. Probiotick4 zmes podla néroku 2, vyznadu-
jaica sa tym, Ze mastnou kyselinou je volna
mastné kyselina s po¢tom atémov uhlika C, az Cyy.

4. Probioticka zmes podla naroku3, vyznadu-
juca sa tym, Ze volnou mastnou kyselinou je
kyselina stearova.

5. Probiotickd zmes podl'a ndroku 4, vyznaéu-
jica sa tym, Zeenterokokové mikroorganizmy si
pritomné v rovnakom mnoZstve.

4 vykresy
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