10721/10 2010-06-01

3914049

Dodatek paszowy o wlasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych, mieszanka
paszowa, zastosowanie dodatku paszowego do wytwarzania mieszanki paszowej

oraz sposob wytwarzania dodatku paszowego

Wynalazek dotyczy dodatku paszowego 0 wlasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych, mieszanki paszowej, zastosowania dodatku paszowego do
wytwarzania mieszanki paszowej oraz sposobu wytwarzania dodatku paszowego.
Bardziej szczegotowo rozwiazanie dotyczy dodatku paszowego o wilasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych, ograniczajacego aktywno$¢ endogennej mikroflory
przewodu pokarmowego zwlaszcza Listeria, Salmonella i Clostridium. Dzialanie
suplementow wedlug wynalazku polega na poprawie wynikow odchowu (przyrosty i
wykorzystanie paszy) drobiu poprzez ograniczenie aktywnosci endogennej mikroflory

zwlaszcza Listeria, Salmonella i Clostridium.

Migso drobiowe jest jednym z najczesciej spozywanych rodzajow migsa.
Kurczeta rzeZzne bedace jego Zrodiem sa jednak rezerwuarem wielu mikroorganizmow
chorobotworczych, takich jak np. Salmonella sp., Campylobacter jejuni, Clostridium
perfringesns czy Listeria sp. Drobnoustroje te stanowig olbrzymie zagrozenie zar6wno
dla cztowieka, jak i zainfekowanego nimi drobiu. Sa przyczyna wielu bardzo groznych
schorzen, miedzy innymi uktadu pokarmowego, czgsto o wysokiej $miertelnosci. Do
niedawna gléwnym czynnikiem wykorzystywanym do ochrony drobiu przed infekcjami
bakteryjnymi wywolywanymi droga pokarmowa byly antybiotyki. Wprowadzony w
2006 r. zakaz stosowania antybiotykow w zywieniu drobiu (dodawania antybiotykoéw
do pasz dla drobiu) wymusil jednak konieczno$é poszukiwania skutecznych ich
zamiennikow. Dobra, a zarazem w pelni bezpieczna dla czlowieka i $rodowiska
alternatywg dla antybiotykow moga by¢ bialkowe metabolity wielu bakterii zwane
bakteriocynami. Zdolno$é do ich syntezy posiada wiele szczepéw bakterii fermentacji
mlekowej wykorzystywanych przemystowo i zaliczanych do organizméw bezpiecznych

(GRAS). Bakteriocyny dziataja bakteriob6jczo lub bakteriostatycznie. Wiele z nich



wykazuje  antagonistyczne  wlasciwosci w  stosunku do  drobnoustrojéw
chorobotwoérczych dla cztowieka i zwierzat. Zaleta bakteriocyn jest duza specyficznosé
dziatania. Wigkszo$¢ bakteriocyn dziata bowiem jedynie na kilka grup drobnoustrojow.
Bakteriocyny aktywne wzgledem patogenéw sa ponadto najczescie) nieaktywne w
stosunku do mikroorganizméw niezbednych do prawidlowego funkcjonowania
organizmu czlowieka i zwierzat (Abee i in., 1995; Cleveland i in., 2001; Montville i in.,
1995, Galvez i in., 2007). Takiej wybiorczosci dzialania nie wykazuja antybiotyki.
Stosowanie bakteriocyn, w odroznieniu od wykorzystywania antybiotykow, nie inicjuje
powstawania form opornych drobnoustrojéw i nie zakléca naturalnej réwnowagi
ekosystemu jelitowego. W zwiazku z tym bakteriocyny wydaja si¢ by¢ dobrym
substytutem antybiotykow. Niektorzy autorzy sugeruja mozliwo$¢ wykorzystywania
bakteriocyn do celow leczniczych — do zwalczania infekcji jelitowych wywolywanych
zwlaszcza przez antybiotykooporne drobnoustroje. Bakteriocyny najczgsciej sq jednak
wykorzystywane do zabezpieczania zywnosci przed rozwojem niepozadanych
drobnoustrojow. Zwiazki te z uwagi na duza selektywno$¢ dzialania oraz bardzo
wysokg aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa budza takze zainteresowanie producentéw
pasz dla drobiu.

Dotychczas prowadzone prace badawcze nad mozliwoscia stosowania
bakteriocyn jako dodatkéw paszowych potwierdzaja celowos¢ takiej aplikacji. Wielu
autorow wykazalo, ze sq one dobrym narz¢dziem do ograniczania rozwoju réznych
mikroorganizméw patogennych. Przyktadowo, Wooley i in. (1999) w nastgpstwie
podawania wraz z pasza microcyny 24, bakteriocyny produkowanej przez Escherichia
coli, ograniczyli kolonizacj¢ przewodu pokarmowego ptakoéw przez grozny, zar6wno
dla nich jak i ludzi, szczep Salmonella typhimurium. Audisio i in. (2000) wyizolowali z
kolei z wola kurczat endogenny szczep Enterococcus faecium J96 1 stosujac
produkowang przez niego bakteriocyne ograniczyli wzrost innego patogenu jelitowego,
tj. Salmorella pullorum. Natomiast Gaenzle 1 in. (1999) po zastosowani kurvacyny
wytwarzanej przez Lactobacillus curvatus stwierdzili obnizenie liczebno$ci Listeria
innocua 1 inaktywacje Escherichia coli w przewodzie pokarmowym drobiu.
Szczegblnie interesujace wydaja sie ostatnie doniesienia Stern i in. (2005) oraz Cole 1
in. (2006) wskazujace na mozliwo$¢ oddzialywania za posrednictwem bakteriocyn
B602 (NRRL B-30509) oraz OR7 (NRRL33, B3514) na rozwoj Campylobacter jejuni i
Campylobacter col, w przewodzie pokarmowym kurczat i u indykéw. Obserwacje w/w

autorow zasluguja na szczegdlng uwage poniewaz na liczebno$¢ szczepoéw



Campylobacter wystepujacych w ukladzie pokarmowym drobiu nie wplywaja procesy
wykluczania kompetycyjnego (CE), czyli procesy bedace jednym z glownych
mechanizméw dzialania probiotykéw (Stern 1 in. 2001; Mead, 2002). W
do$wiadczeniach na indykach Cole i in. (2006) stwierdzili rowniez zmiany w obrazie
histologicznym dwunastnicy, tj. redukcj¢ glebokosci krypt, co jak ttumacza autorzy
moze mieé bezposredni zwiazek z ograniczeniem liczebnosci Campylobacter sp.
Stosowanie bakteriocyn jako czynnikéw eliminujacych lub ograniczajacych
rozwéj drobnoustrojéw chorobotworczych dla kurczat rzeznych nie jest tatwe poniewaz
bakteriocyny jako zwiazki biatkowe sa trawione (rozkladane) przez enzymy
proteolityczne w przewodzie pokarmowym drobiu. W nastgpstwie tego catkowicie lub
czg¢sciowo traca aktywno$¢ biologiczna, czyli zdolno$¢ oddzialywania na patogeny
jelitowe. W celu zwigkszenia skutecznosci dziatania bakteriocyn niezbedne jest wigc
opracowanie metody ochrony tych zwigzkéw przed destrukcyjnym dzialaniem
enzymOw proteolitycznych. W literaturze brak jest danych dotyczacych badan
prowadzonych w tym kierunku. Wigkszos¢ bakteriocyn wykorzystywanych w zywieniu
drobiu bylo jak dotad wprowadzanych do pasz bez dodatkowych ochronnych no$nikéw.
Opracowane przez nas no$niki (na bazie lipidow) moga byé wykorzystywane do
oczkowania bakteriocyn, niezaleznie od ich postaci (plynnych i suszonych). Sa one
trawione dopiero w jelicie cienkim. W zwigzku z tym dobrze zabezpieczaja
bakteriocyny przed dziataniem enzyméw proteolitycznych (trypsyny i chymotrypsyny) i
dzigki temu doprowadzaja je w aktywnej formie do docelowych miejsc dziatania, czyli
do dolnego odcinka przewodu pokarmowego (jelito cienkie i jelito $lepe) drobiu.
Nosniki wedlug wynalazku pozwalaja wigc na otrzymywanie najbardziej aktywnej
formy bakteriocyn, ktéra w odrdznieniu od bakteriocyn nieotoczkowanych, dziata
najlepiej w dolnym odcinku ukladu pokarmowego, czyli miejscu licznie
kolonizowanym przez drobnoustroje chorobotwdrcze. Wymiernym efektem obnizenia
liczebnosci drobnoustrojéw chorobotwoérczych w nastgpstwie stosowania bakteriocyn w
formie otoczkowanej jest poprawa zdrowotnosci i dobrostanu kurczat rzeznych.
Bakteriocyny nieotoczkowane mogg by¢ natomiast wykorzystywane do regulacji
sktadu mikroflory wola i tworzenia juz w tym odcinku uktadu pokarmowego drobiu
swoiste] bariery bakteriobdjczej. Dzialanie takie jest bardzo pozadane poniewaz wole
jest takze silnie kolonizowane przez mikroorganizmy, w gronie ktdrych znajduje si¢
szereg groznych patogenow 1 dlatego stanowi ono gldwne wrota infekcji. Ograniczenie

wystepowania mikroorganizmow patogennych w poczatkowym odcinku przewodu



pokarmowego zmniejsza wigc ryzyko infekcji jelitowych drobiu i w konsekwencji tego
rébwniez zakazen ludzi. Potwierdzaja to badania Rosenquist i in., (2003), ktorzy
stwierdzili, ze nawet dwukrotne zmniejszenie liczebnosci np. Campylobacter jejuni u
kurczat rzeznych zmniejsza az trzydziestokrotnie ryzyko infekcji ludzi.

W kontekscie mozliwosci wykorzystania bakteriocyn jako suplementéw pasz dla
drobiu (dodatkéw paszowych w zywieniu kurczat rzeZznych) na szczegélna uwage
zastuguje bakteriocyna wytwarzana przez bakterie Carnobacterium divergens o nazwie
diwercyna. Diwercyna jest cieploopornym bialkiem (wytrzymuje 30 minutowe
ogrzewanie w temperaturze 100°C oraz trwajaca 10 minut obrobk¢ w temperaturze
121°C) o masie czasteczkowe]j 4227 Da. Zwiazek ten jest stabilny w srodowisku o pH
od 2 do 8 oraz w roztworach SDS-u, Tween’u 80 i mocznika. Dziata on bakteriobdjczo
na szereg bakterii nie spokrewnionych ze swymi producentami. Szczegélnie wysoka
aktywno$¢ wykazuje wzgledem Listeria monocytogenes, Listeria innocua,
Enterococcus fecalis oraz niektorych szczepow bakterii Clostridium. Diwercyna nie jest
aktywna w stosunku do bakterii fermentacji mlekowej stosowanych jako kultury
starterowe w wielu branzach przemysthu spozywczego oraz jako suplementy diety
(probiotyki) dla kurczat rzeznych. Aktywno$¢ diwercyny w stosunku do bakterii z
rodzaju Listeria 1 Clostridium zastluguje na szczegdlng uwage zwlaszcza w swietle
alarmujacych raportow donoszacych o licznych zakazeniach zywnosci tymi bakteriami
oraz faktu ich wystgpowania w przewodzie pokarmowym drobiu. Mimo, Zze diwercyna
dziata bakteriobdjczo na wiele bakterii patogennych wystgpujacych u drobiu oraz jest
odporna na dzialanie szeregu czynnikéw fizyko-chemicznych (temperatury 80-85°C i
ci$nienia 2-3 bary), ktérym poddawane sa pasze w trakcie produkcji, jak dotad nie byla
ona wykorzystywana jako dodatek paszowy w Zywieniu tej grupy zwierzat
hodowlanych.

W literaturze brak jest rowniez danych dotyczacych wpltywu diwercyny na
endogenna mikroflore ukladu pokarmowego kurczat. Przeprowadzone przez nas
badania wykazaly natomiast, ze zwiazek ten ogranicza liczebnos¢ szeregu szczepdw
zoonotycznych bakterii powodujacych grozne i czgsto Smiertelne dla czlowieka
choroby. Stosowanie diwercyny jako dodatku paszowego w bezposredni sposob
przyczynia si¢ wigc do poprawy stanu zdrowotnego kurczat i w konsekwencji tego
rowniez jako$ci miesa drobiowego. Fakt ten ma istotne znaczenie takze dla zdrowia
cztowieka, gdyz suplementacja pasz diwercyna w posredni sposob ogranicza takze

ryzyko infekcji ludzi bakteriami przenoszonymi za pomocg produktéw drobiowych.



Druga bakteriocyna, ktora moze znalezé zastosowanie w Zzywieniu kurczat i
przyczyni¢ si¢ migdzy innymi do poprawy ich zdrowotnos$ci, a w konsekwencji takze 1
bezpieczenistwa mikrobiologicznego otrzymywanych z nich produktéw jest nizyna.
Bakteriocyna ta jest produkowana przez bakterie Lactococcus lactis ssp. lactis.
Wykazuje aktywno$¢ w stosunku do wielu LAB oraz niektorych bakterii z rodzajow:
Staphylococcus, Micrococcus, Corynebacterium, Mycobacterium, Listeria, Clostridium
oraz Bacillus. Dziala bakteriobdjczo na wegetatywne formy bakterii, natomiast
bakteriostatycznie na ich spory. Nizyna takze wyraznie zwigksza wrazliwos¢ wielu
przetrwalnikujacych form bakterii na dzialanie wysokiej temperatury (redukuje D o 50-
60%). Silnie ogranicza cieplooporno$¢ wytrzymatych na obrdbke termiczng spor
bakterii Clostridium botulinum, Clostridium sporogenes, Bacillus coagulans oraz
Bacillus stearothermophilus. Bakteriocyna ta nie jest natomiast aktywna w stosunku do
bakterii gramujemnych, gdyz zewnetrzna warstwa ich §cian komérkowych jest dla niej
nieprzepuszczalna. Gramujemne bakterie posiadajace jednak uszkodzong warstwe
lipopolisacharydowa $ciany komorkowej s wrazliwe na jej dziatanie. Przyczyna tych
uszkodzen moze by¢: obrobka termiczna, szok osmotyczny, paskalizacja, dziatanie
czynnikéw chelatujacych metale, np. EDTA, zwigzkéw systemu laktoperoksydazy
pimarycyny badz lizozymu. Mutanty Salmonella typhimurium pozbawione rdzenia
oligosacharydowego w zewngtrznej warstwie Sciany komorkowej sa rOwniez wrazliwe
na dziatanie tej bakteriocyny. Badania toksykologiczne przeprowadzone na zwierzgtach
doswiadczalnych wykazaty, iz substancja ta nie wplywa na ich funkcje fizjologiczne. W
1959 r. w Wielkiej Brytanii wydano zgod¢ na wprowadzanie nizyny do zywnosci. W
1969 r. bakteriocyna ta uzyskata akceptacj¢ WHO/FAO 1 zostala wpisana do rejestru
bezpiecznych dodatkéw do zywnosci (WHO, 1969). Komitety ds. Dodatkow do
Zywnosci, dziatajace w ramach Komisji Kodeksu Zywnosciowego FAO/WHO, ustality
jednoczesnie, iz dzienne spozycie (ADI) nizyny w przeliczeniu na kilogram masy ciata
konsumenta moze maksymalnie wynosi¢ 33000 ITU. Na podstawie wynikow
wieloletnich badan toksykologicznych w USA w 1988 r. agencja zywnosci i lekow
FDA uznala nizyn¢ za zwiazek bezpieczny dla zdrowia czlowieka i zaakceptowala
mozliwos¢ jej wprowadzania do zywnosci (FDA, 1988). Obecnie nizyna jest stosowana
w ponad 50 krajach do konserwowania r6znych produktéw zywnosciowych. W Polsce
zgodnie z Zarzadzeniem Ministerstwa Zdrowia 1 Opieki Spotecznej z 31 marca 1993 r.
dozwolone jest stosowanie preparatow nizyny (E 234) do konserwowania seréw

dojrzewajacych i topionych w ilo$ci 100 mg/kg produktu. W literaturze brak jest danych



dotyczacych wykorzystywania nizyny w zywieniu drobiu. Komercyjne preparaty
nizyny o nazwie Nisaplin® sa jedynie stosowane do niszczenia niepozadanych
drobnoustrojow w gotowych juz produktach drobinowych. Nasze badania wykazaty
natomiast, Ze podawanie nizyny kurczgtom rzeznym ogranicza ryzyko ich zakazen
bakteriami patogennymi (modyfikuje sktad mikroflory jelitowej) i w konsekwencji tego
pozwala na otrzymywanie produktéw drobiowych o wyzszej jakosci mikrobiologicznej,

a wigc bardzie) bezpiecznych dla czlowieka.

W zgloszeniu patentowym P-369985 (opubl. 20-03-2006) opisano sposob
otrzymywania bakteriocyn wytwarzanych przez bakterie z rodzaju Carnobacterium. W
sposobie wedlug wynalazku bakteriocyny sa syntetyzowane przez bakterie z gatunku
Carnobacterium divergens i/lub Carnobacterium piscicola w czasie ich wzrostu w
bioreaktorze produkcyjnym z wykorzystaniem znanych metod hodowli z zachowaniem
warunkow beztlenowych z tym, ze pozywka do produkcji bakteriocyn jest
sterylizowana termicznie w temp. powyzej 100°C przez okres co najmniej 30 minut, a
hodowla jest prowadzona przy zachowaniu nast¢pujacych parametréw: poczatkowa
gesto$é populacii bakterii w pozywce jest nie mniejsza niz 105 jtk/ml, temperatura w
zakresie 20-37°C, a pH w zakresie 5,5-7,0, najkorzystnie] na stalym poziomie. Przy
zastosowaniu metody okresowej lub okresowo-dolewowej hodowle prowadzi si¢ przez
czas obejmujacy logarytmiczng faz¢ wzrostu komoérek. W przypadku stosowania
metody ciaglej utrzymuje si¢ szybkosé rozcienczania pozywki (D) w zakresie od 0,02 h-
1 do 0,08 h-1. Przy zastosowaniu metody ciaglej z recyrkulacja komodrek utrzymuje si¢
szybkos¢ cyrkulacji pozywki w filtrze membranowym powyzej 0,1 m/s, a pozywke
rozciencza si¢ z szybkoscia (D) w zakresie 0,08-0,25h-1. Biomas¢ odbiera si¢ z
szybkoscia powyze] 10% w stosunku do szybkosci rozcienczania pozywki. Po
zakonczeniu hodowli separuje si¢ bakteriocyny z komorek bakteryjnych przez poddanie
komorek szokowemu obnizeniu pH i/lub zredukowaniu aktywnosci wody, a nastgpnie
bakteriocyny zageszcza si¢ oraz utrwala jedna ze znanych metod.

W zgloszeniu patentowym P-369986 (opubl. 20-03-2006) przedstawiono sposéb
otrzymywania listeriobdjczej kultury bakterii z rodzaju Carnobacterium. Wynalazek
dotyczy sposobu otrzymywania listeriobdjczej kultury bakterii z rodzaju
Carnobacterium, zgodnie z ktérym z czystych kultur bakterii C. divergens i C. piscicola
wytwarza si¢ na pozywce inoculum do uzyskania gestosci komorek na poziomie 106-

108 jtk/ml, a nastgpnie zaszczepia si¢ nim hodowle wiasciwa, ktora prowadz si¢ albo



metoda okresowa, albo ciagla, albo ciagla z recyrkulacja komorek z zachowaniem $cisle
okreslonych warunkéw procesu w tym temperatury na poziomic 20-37°C, pH pozywki,
w zaleznosci od zastosowanej metody, w zakresie 5,5-7,5 przy poczatkowej gestosci
populacji bakterii w pozywce nie mniejszej niz 10 jtk/ml.

W zgloszeniu patentowym P-369984 (opubl. 20-03-2006) opisano nowy szczep
bakterii Carnobacterium divergens S1-KKP 2012 p oraz biopreparaty do zwalczania
bakterii, zwlaszcza z rodzaju Listeria w produktach zywnosciowych i paszach z
wykorzystaniem tego szczepu, a takze S$rodek dezynfekcyjny z wykorzystaniem
matabolitéw bakterii tego szczepu. Biopreparat w 1 g suchej masy zawiera powyzej 105
zdolnych do wzrostu komoérek bakterii nowego szczepu C. divergens S1, najkorzystniej
2-5x108 i/lub co najmniej 106 zywych komorek bakterii mlekowych, powszechnie
stosowanych jako startery w przemysle fermentacyjnym i/lub od 1 do 99% wypelniacza
i/lub od 0,1 do 10% substancji starterowych, najkorzystniej 1%. Srodek dezynfekcyjny
do zwalczania bakterii, zwlaszcza z rodzaju Listeria zawiera metabolity nowego
szczepu bakterii C. divergens S1, korzystnie diwercyne S1 w ilosci ponad 4x105JA/ml
ewentualnie inne srodki dezynfekcyjne i/lub srodki myjace. W/w nowy szczep bakterii
zdeponowano w Kolekcji Kultur Drobnoustrojéw Przemystowych Instytutu
Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego pod numerem KKP 2012p.

W  zgloszeniu patentowym WO8912399 (opubl. 1989-12-28) opisuje
kompozycje nizyny stosowane jako bakteriocyn. Kompozycje te skladajg si¢ z
lantioniny zawierajacej bakteriocyny oraz z innych skladnikéw nie bedacych
bakteriocynami. Z chwila wymieszania takich bakteriocyn z odpowiednim no$nikiem
w odpowiednich dawkach kompozycja jest skuteczna przeciw bakteriom gram-
ujemnym oraz gram-dodatnim.

W zgloszeniu patentowym EP1686185 (opubl. 2006-08-02) przedstawiono
bakterie fermentacji mlekowej zawierajace bakteriocyny odporne na dziatanie proteaz.

W zgloszeniu opisano takze ich dodatek do zywnos$ci i wplyw na jej trwatos¢.

Pomimo opisanego powyzej istniejacego stanu techniki istnieje potrzeba
stosowania w zywieniu drobiu naturalnych biatkkowych metabolitéw bakterii
fermentacji mlekowej o dziataniu bakteriobdjczym jakimi sa bakteriocyny. Dlatego tez
zastosowanie diwercyny i nizyny wpisuje si¢ w pelni w strategi¢ poprawy
zdrowotnos$ci 1 dobrostanu zwierzat jako elementu lancucha troficznego. Wymienione

bakteriocyny oraz prawdopodobnie takze inne bakteriocyny o specyficznych zakresach



aktywno$ci wyraznie ograniczaja bowiem zakazenia drobiu, zwlaszcza w fermach
wielkotowarowych oraz pozwalaja na otrzymywanie z nich zywnosci wolnej od bakterii
chorobotwoérczych. Bakteriocyny proponowane jako suplementy paszowe poprzez
niszczenie bakterii patogennych wyraznie poprawiaja takze zdrowotno$¢ kurczat
rzeznych, a ich stosowanie przynosi takze szereg korzysci natury ekonomicznej —
poprawia wyniki ich odchowu (zwigksza przyrosty masy ciala i poprawia
wykorzystanie paszy).

Celem niniejszego wynalazku jest dostarczenie Srodkéw, ktore spowodujg
eliminacj¢ w przewodzie pokarmowym kurczat szeregu bakterii patogennych, bedaca
bezposrednim skutkiem dziatania nizyny i diwercyny, poprzez zwigkszenie powierzchni
chlonnej jelita drobiu, co w efekcie poprawi takze strawnos¢ i wchianianie sktadnikow
pokarmowych diety. Rozwiazanie wedlug wynalazku polegajace na suplementacji pasz
opisanymi powyzej bakteriocynami korzystnie wplywa roéwniez na gospodarke
odpadami (ogranicza $miertelno$¢ drobiu, a co za tym idzie redukuje liczbe zwierzat
przeznaczonych do utylizacji) oraz w nastgpstwie ograniczenia koniecznosci stosowania
chemicznych $rodkéw dezynfekcyjnych rowniez przyczynia si¢ ochrony srodowiska
naturalnego.

Nieoczekiwanie okazalo si¢, ze wprowadzenie do diety kurczat wymienionych
bakteriocyn moze pozwoli¢ ponadto na ograniczenie, lub nawet doprowadzi¢ do
catkowitego wyeliminowania, koniecznos$ci stosowania antybiotykéw leczniczych,
ktérych pozostalosci czesto niestety stwierdza si¢ w migsie drobiowym i jajach. Tym
samym wprowadzenie do obrodu handlowego bezpiecznych i bardzo skutecznych
zamiennikoOw antybiotykow — ktorymi mogg by¢ preparaty diwercyny i nizyny (oraz
innych pozyskanych bakteriocyn) powinno przyczyni¢ si¢ do wzrostu
konkurencyjnosci polskich producentéw przetworcéw drobiu na rynku wspdlnotowym.

Przedmiotem wynalazku jest dodatek paszowy o  wlasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych ograniczajacy aktywnos$¢ endogennej mikroflory przewodu
pokarmowego zwlaszcza Listeria, Salmonella 1 Clostridium, charakteryzujacy si¢ tym,
ze zawiera w swoim skladzie 10-90% wagowych nieoczyszczonych preparatow
bakteriocyn, zwlaszcza diwercyng i/lub oczyszczone preparaty bakteriocyn.

Korzystnie, gdy dodatek jako skladnik A zawiera bakteriocyny bakterii C. divergens
AS7 oraz ich bakteriobdjcze metabolity, zwlaszcza diwercyng.
Korzystnie, gdy dodatek jest w formie nieutrwalonej, czyli w postaci plynéw

pofermentacyjnych lub ich ultrafiltratéw i dodawany jest bezposrednio do mieszanek



paszowych lub wody, lub w formie utrwalonej w postaci preparatéw liofilizowanych
lub suszonych rozpylowo, lub w formie utrwalanej z nosnikiem lub w postaci
otoczkowanych nieutrwalonych i/lub utrwalonych preparatéw bakteriocyn.

Korzystnie, gdy dodatek przeznaczony jest dla drobiu grzebiacego, plywajacego i
ptakow ozdobnych.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest mieszanka paszowa uzupelniajaca na
bazie typowych sktadnikéw paszowych zawierajaca dodatek paszowy o whasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych, ograniczajacy aktywnos$¢ endogennej mikroflory przewodu
pokarmowego zwlaszcza Listeria, Salmonella i Clostridium, charakteryzujaca si¢ tym,
ze zawiera dodatek okreslony powyzej w ilosci od 0,1-2% wagowych i/lub metabolity
antybakteryjne w ilosci 0,1-2% wagowych oraz 99,1-98% wagowych skladnikow
pochodzenia ro$linnego, zawierajacych 20-30% otrab pszennych lub kukurydzianych,
10-40% glutenu kukurydzianego; 2-20% kredy pastewnej; 5-15% pszenicy; 5-15%
kukurydzy; 1-4% oleju roslinnego.

Korzystnie, gdy sktadniki pochodzenia roslinnego obejmuja ziarno, jak jeczmien,
kukurydza, pszenica, otreby, jak pszenne, owsiane w ilosci 0-60%, $ruta pszenna w
ilosci 0-30%, maczke nasion oleistych w ilosci 0-30%, melasa w ilo$ci 0-10%, sktadniki
mineralne w ilosci 0-10% i olej roslinny w ilosci 0-5%.

Korzystnie, gdy mieszanka jako skladnik zawiera surowce poekstrakcyjne,
podestylacyjne i odsiewy z produkcji zielarskie;j.

Korzystnie, gdy mieszanka jest przeznaczona dla drobiu grzebiacego i wodnego oraz
ptakéw ozdobnych.

Korzystnie, gdy mieszanka ogranicza aktywnosci endogennej mikroflory, zwlaszcza
Listeria, Salmonella i Clostridium.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest zastosowanie dodatku paszowego o
wlasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych, ograniczajacy aktywnos$¢ endogenne;j
mikroflory przewodu pokarmowego zwlaszcza Listeria, Salmonella i Clostridium, jak
okreslono powyzej do wytwarzania mieszanki paszowej dla drobiu grzebigcego,
wodnego 1 ptakéw ozdobnych.

Korzystnie, gdy dodatek jest w formie nieutrwalonej, czyli w postaci plynéw
pofermentacyjnych lub ich ultrafiltratéw i dodawany jest bezposrednio do mieszanek
paszowych lub wody, lub w formie utrwalonej w postaci preparatow liofilizowanych
lub suszonych rozpytowo, lub w formie utrwalanej z nosnikiem lub w postaci

otoczkowanych nieutrwalonych i/lub utrwalonych preparatéw bakteriocyn.
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Kolejnym przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania dodatku paszowego
o wlasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych ograniczajacego aktywnos$é endogennej
mikroflory przewodu pokarmowego, charakteryzujacy si¢ tym, ze dodatek okreslony
powyzej wytwarza si¢ w formie nieutrwalonej, czyli w postaci plynéw
pofermentacyjnych lub ich ultrafiltratow i dodawany jest bezposrednio do mieszanek
paszowych lub wody, lub w formie utrwalonej w postaci preparatéw liofilizowanych
lub suszonych rozpylowo, lub w formie utrwalanej z nosnikiem lub w postaci

otoczkowanych nieutrwalonych i/lub utrwalonych preparatow bakteriocyn.
Przyklady

Przyklad I

Zakres aktywnosci diwercyny — aktywnosé preparatéw diwercyny w warunkach

in-vitro
Materialy i metody

Mikroorganizmy

Jako mikroorganizmy wskaznikowe do oznaczania aktywnosci diwercyny
stosowano bakterie Listeria monocytogenes Scott A, 537, 540, 845, 4A 1 50034, Listeria
innocua ¥, Carnobacterium piscicola V1, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus sake,
Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesenteroides, Lactooccus lactis subsp.
cremoris, Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus, Enterococcus faecalis,
Streprococcus thermophilus, Bacillus cereus, Clostridium tyrobutyricum, Clostridium
perfringens, Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas fluorescens pochodzace z Kolekcji Kultur Katedry biotechnologii i
Mikrobiologii w poznaniu. Wymienione bakterie hodowano w bulionie wzbogaconym

(BTL, L46dz) w temperaturach optymalnych dla ich wzrostu.

Diwercyna

Diwercyna zostala otrzymana wedlug technologii opracowanej przez Sip i
Grajek (zgloszenie patentowe P-369984 z dnia 9.09.2004 r.) z C. divergens AS7
(Depozyt w Kolekcji Kultur Drobnoustrojéw Przemystowych, IBPRS Warszawa, z dnia
07.09.2004, nr depozytu KKP 2012p). W badaniach stosowano jej wodne roztwory o
aktywnosci 819 200 AU/ml oznaczonej wzgledem bakterii C. piscicola. Roztwory te
przechowywano w temperaturze —-20°C 1 lagodnie rozmrazano w temperaturze

pokojowe;.
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Oznaczanie aktywnoSci diwercyny

Aktywno$é preparatow diwercyny w stosunku do poszczegdlnych bakterii
oznaczano metodg punktowo dyfuzyjng. Za wynik dodatni przyjmowano pojawienie si¢
stref przejasnien o $rednicy wigkszej niz 10 mm.

Wrazliwo$¢ roznych szczepoéw Listeria na dzialanie diwercyny okreslano przy

uzyciu metody krytycznych rozcienczen [Pilet 1 in. 1995].
Wyniki

Wraizliwo$¢ réznych szczepoéw Listeria sp. na dzialanie diwercyny

Przeprowadzone badania, ktérych wyniki przedstawiono w tabeli 1 wykazaly, ze
wrazliwos$¢ roznych szczepow bakterii z rodzaju Listeria na dzialanie diwercyny jest
zroznicowana. Diwercyna jest najbardziej aktywna wzgledem najsilniej patogennych
bakterii Listeria monocytogenes Scott A (1 638 400 AU/ml). Dwukrotnie nizsza
aktywno$¢é wykazuje ona w stosunku do bakterii Listeria monocytogenes 537, Listeria
monocytogenes 540, Listeria monocytogenes 845, Listeria monocytogenes 4A oraz
Listeria innocua F. Najstabiej dziala ona natomiast na bakterie Listeria monocytogenes
50034. Oznacza to tym samym, ze bakterie te sg najbardziej odporne na dzialanie

diwercyny.

Zakres aktywno$ci diwercyny

Ustalono, ze w warunkach in-vitro diwercyna dziala bakteriobdjczo na bakterie Listeria
monocytogenes, Listeria innocua, Enterococcus faecalis oraz na niektoére szczepy
bakterii  Carnobacterium piscicola, Carnobacterium  divergens, Clostridium
tyrobutiricum oraz Clostridium prefringens. Nie jest natomiast aktywna w stosunku do
bakterii fermentacji mlekowej z rodzajow Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc i

Pediocccus oraz bakterii gram ujemnych (tabela 2).

Tabela 1. Aktywnos$¢ standardowego roztworu diwercyny w stosunku do bakterii
z rodzaju Listeria

Badane bakterie Aktywno$¢ diwercyny produkowanej
przez C. divergens AS7 [AU/ml]
Listeria monocytogenes Scott A 1638 400
Listeria monocytogenes 537 819 200
Listeria monocytogenes 540 819 200
Listeria monocytogenes 845 819 200
Listeria monocytogenes 50034 409 600
Listeria monocytogenes 4A 819200
Listeria innocua F 819 200
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Tabela 2. Zakres aktywnoSci diwercyny

Szczepy wskaznikowe aktywnosé
Carnobacterium divergens V41 -
Carnobacterium piscicola V1 +
Lactobacillus curvatus -
Lactobacillus sake -
Lactobacillus plantarum -
Leuconostoc mesenteroides -
Lactooccus lactis subsp. cremoris -
Pediococcus acidilactici -
Pediococcus pentosaceus -
Enterococcus faecalis +
Lactoococcus thermophilus -
Listeria innocua F

Listeria monocytogenes 537
Listeria monocytogenes 540
Listeria monocytogenes 545
Listeria monocytogenes 50034
Listeria monocytogenes 4A

+ 4+ + + o+

Bacillus cereus -
Clostridium tyrobutyricum ATCC 25755
Clostridium perfringens

Staphylococcus aureus -

+ +

Pseudomonas fluorescens -
Salmonella typhimurium -
Escherichia coli -

»’ szczepy wrazliwe, ,,-” szczepy odporne na dzialanie diwercyny

Przyklad 11

Wplyw diwercyny na wyniki odchowu, liczebnosci i aktywnosci endogennej

mikroflory przewodu pokarmowego kurczat rzeznych
Doswiadczenie 1

Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie wptywu dodatku diwercyny na wyniki
odchowu kurczat rzeznych, wybrane populacje endogennej mikroflory jelitowej oraz jej
aktywno$¢ wyrazong jako koncentracja krétko-tancuchowych kwasow thuszczowych w

tresci pokarmowej kurczat.

Materiat i metody
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W celu zbadania wpltywu diwercyny przeprowadzono do$wiadczenie wzrostowe w
kojcach na 300 jednodniowych kogutkach ROSS 308 w 15 powtorzeniach po 10
osobnikéw/grupe. Ptaki podzielono losowo na grupge kontrolna z udzialem
kokcydiostatyku jonoforowego — salinomycyny w ilosci 60 ppm (S); kontrolng C- bez
dodatku diwercyny i z grup¢ doswiadczalng D- z dodatkiem diwercyny. Celem
zastosowania dodatkowej grupy kontrolnej (S) jest udokumentowane dziatanie
bakteriostatyczne salinomycyny (Bjerrum et al., 2006; Engberg et al., 2000; Johansen et
al., 2007). Kurczeta przez caty okres odchowu otrzymywaly diety ,,prowokacyjne” tj. z
wysokim udziatem komponentéw paszowych stymulujacych rozwdj niepozadanej

mikroflory jelitowej np. Clostridiacae (Tabela 3).

Proby tresci pokarmowej (n=21) rozcieficzono w bulionie celobiozowo-glukozowym.
Nast¢pnie wykonano posiew na podloza selektywne typu MacConkey (MCC) agar w
celu oznaczenia populacji potencjalnie patogennych (Enterobacteriacae), MRS agar
uzyto dla bakterii fermentacji mlekowej (Jozefiak et al., 2008; Jozefiak et al., 2007).
Koncentracj¢  krotko-tancuchowych  kwaséw  tluszczowych  oznaczono  przy
wykorzystaniu chromatografu gazowego (Jozefiak et al., 2007). Rdéznice pomigdzy

dietami byly okreslane za pomoca testu Duncana przy poziomie istotnosci P<0.05.

Tabela 3. Sklad i warto$¢ pokarmowa diet prowokacyjnych uzytych w
do$wiadczeniach na kurczg¢tach rzeznych

Komponent Udzal [%]
pszenica 32,68
jeczmien 25,00
$ruta sojowa 46.8% 21,54
16j wolowy — thuszcz zwierzgcy 3,00
smalec — thuszcz zwierzgcy 5,37
sruta rzepakowa 6,00
maczka rybna 70% 3,00
fosforan jedno wapniowy 1,10
bro starter 1% px 1,00
kreda pastewna 0,42
L-lizyna HC198 0,28
so6l (NaCl) 0,26
DL.-metionina 99 0,21
weglan sodu (Na,CO;) 0,10
L-treonina 0,03




14

Wartos¢ Pokarmowa Receptury

biatko surowe % 22,000
thuszcz surowy % 9,996
widkno surowe % 3,453
sucha masa % 88,631
popiodl surowy % 5,160
s6l - NaCl % 0,448
sod - Na % 0,1700
wapn — Ca % 0,850
fosfor ogo6lny % 0,703
lizyna % 1,300
metionina % 0,550
cystyna % 0,381
treonina % 0,815
tryptofan % 0,273
arginina % 1,312
fosfor re gkg 4,2000
AMEn Kcalkg 3105,7634
DEB (MEg/kg) 205,9223
Wyniki i dyskusja

Dodatek diwercyny spowodowat poprawe wynikoéw odchowu kurczat poréwnywalng z
grupa, w ktorej zastosowano kokcydiostatyk jonoforowy - salinomycyne (Tabela 3). W
calym okresie tuczu (1-35d) przyrosty masy ciala ptakéw byly istotnie statystycznie
wyzsze W poréwnaniu do grupy kontrolnej (C). W poréwnaniu do grupy kontrolnej
dodatek diwercyny do diet spowodowal obnizenie wartosci pH w tresci wola (P=0.001)
oraz jelit $§lepych (P=0.043). Bez wzgledu na rodzaj uzytych podlozy selektywnych oraz
odcinek uktadu pokarmowego zaobserwowano tendencje w obnizeniu populacji
endogennej mikroflory (Tabela 5). Jednakze tylko w wolu i jelitach slepych, w przypadku
bakterii fermentacji mlekowej réznice te potwierdzono statystycznie. W poréwnaniu do
grupy kontrolnej w grupie doswiadczalne) stwierdzono obnizenie koncentracji kwasu
octowego, mlekowego i bursztynowego w tresci wola, jelit cienkich i $lepych. Réznice te
potwierdzono statystycznie w przypadku kwasu mlekowego i bursztynowego w wolu i
jelicie cienkim (Tabela 6). W jelitach §lepych w grupie doswiadczalnej w poréwnaniu do
grupy kontrolnej stwierdzono rowniez obnizenie koncentracji kwasu mastowego,

izomastowego, walerianowego i izowalerianowego We wszystkich badanych odcinkach
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stwierdzono spadek koncentracji krotko-tancuchowych kwasow tluszczowych jednakze
nie byly to réznice potwierdzone statystycznie (Tabela 6).

Tabela 4. Wyniki odchowu Kkurczat rzeznych zywionych 2z udzialem
kokcydiostatyku jonoforowego (salinomycyna); bez dodatkéw paszowych
(kontrola) i z udzialem diwercyny

Dieta

Salinomycyna (S) Kontrola (C) l Diwercyna (D)
Wskaznik (g paszy/g przyrostu)
wykorzystania paszy
1-14d 1.48° 1.55° 1.49%
14-35d 1.60 1.67 1.67
1-35d 1.58° 1.65% 1.61%
Przyrost masy ciata (g/ptak)
1-14d 328.23° 303.59° 319.90°
14-35d 1474.30° 1360.28" 1412.63®
1-35d 1802.53° 1663.87° 1732.53°
Pobranie paszy (g/ptak)
1-14d 484.07 468.86 476.20
1-35d 2837.87° 2736.99° 2790.33°

Tabela 5. Populacje endogennej mikroflory jelitowej oraz warto$s¢ pH w réznych
odcinkach przewodu pokarmowego kurczat rzeznych

Dieta
Salinomycyna (S) Kontrola (C) J Diwercyna (D)

Wole

MCC 6.978 7.080 6.554

MRS 7.918 7.932 7.406

pH 433° 3.94° 4317
Jelito cienkie

MCC 6.486 6.286 6.238

MRS 7.898° 7.722° 7.026°

pH 6.28° 5.14° 5.55°
Jelita §lepe

MCC 7.882 7.706 7.126

MRS 9.244? 8.532° 8.000°

pH 5.49° 5.78° 5.52°




Tabela 6. Koncentracja krétko-laicuchowych kwaséw tluszczowych w réznych
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odcinkach przewodu pokarmowego kurczat rzeznych

Dieta

Salinomycyna (S) Kontrola (C) Diwercyna (D)
Wole
Mréwkowy ND ND ND
Octowy 11.27 26.83 11.41
Propionowy 0.21 ND ND
[zomastowy ND ND ND
Maslowy 0.23 0.65 0.71
Izowalerianowy ND ND ND
Walerianowy ND ND ND
Milekowy 55.27° 119.12° 52.03°
Bursztynowy 2.76° 8.67° 3.19
Suma 69.74 155.27 67.34
Jelito cienkie
Mréwkowy ND ND ND
Octowy 5.77 6.14 4.18
Propionowy ND ND ND
[zomastowy ND ND ND
Mastowy 0.17 ND ND
Izowalerianowy ND ND ND
Walerianowy ND ND ND
Miekowy 34.49° 114.06° 7237°
Bursztynowy 0.23° 2.04° 0.68°
Suma 40.66 122.24 77.23
Jelita Slepe
Mréwkowy ND ND ND
Octowy 86.55 92.01 79.65
Propionowy 18.37 16.81 18.43
Izomastowy 0.88 1.19 0.98
Mastowy 19.80 23.18 19.45
Izowalerianowy 0.50 0.55 0.49
Walerianowy 3.36 2.90 2.72
Mlekowy ND ND ND
Bursztynowy ND 4,35 1.32
Suma 129.46 140.99 123.04

ND — nie stwierdzono obecnosci
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Doswiadczenie 2

Celem przeprowadzonych badan bylo okre$lenie wplywu dodatku diwercyny na
strawno$¢ jelitowa biatka ogélnego i1 tluszczu surowego. Dodatkowo oznaczono
jelitowa i calkowitg wartos$¢ pozornej energii metabolicznej (AMEn) retencj¢ azotu oraz

calkowitg strawno$¢ thuszczu.
Material i metody

W celu zbadania wplywu diwercyny przeprowadzono doswiadczenie wzrostowe w
kojcach na 300 jednodniowych kogutkach ROSS 308 w 15 powtdrzeniach po 10
osobnikéw/grupg. Ptaki podzielono losowo na grupe kontrolng z udzialem
kokcydiostatyku jonoforowego — salinomycyny w ilosci 60 ppm (S); kontrolng C- bez
dodatku diwercyny 1 z grupg do§wiadczalng D- z dodatkiem diwercyny.

W tym celu dodano 0.3% dwutlenku tytanu (TiO2) jako wskaznik do wszystkich diet
doswiadczalnych. W 28 dniu zycia byly zebrane odchody ok. 50 g z kazdego
powtérzenia 1 niezwlocznie zamrozone w celu wykonania dalszych analiz
laboratoryjnych. Proby byly zliofilizowane (Christ 1825 Medizinische apparatebau
§326 Osterode/Harz). Nastgpnie zebrane odchody oraz uzyte diety doswiadczalne byly
zmielone przy pomocy miynka laboratoryjnego o wielkosci sita 1mm. Tak
przygotowany material badawczy byl poddany analizie na zawarto$¢ dwutlenku tytanu
zgodnie z metodyka (Short i in., 1996). I tak 100 mg proby byly poddane spalaniu w
temperaturze 580°C przez 13 godzin a nastgpnie gotowaniu w roztworze kwasu
siarkowego. Po przeprowadzeniu filtracji roztworéw i dodaniu H,O, intensywno$é
powstalego zabarwienia bgdzie okreslana przy pomocy spektofotometru absorpcyjnego
przy dlugosci fali 410 nm w stosunku do proby Slepej. Na podstawie zawartosci TiO,,
sktadnikéw pokarmowych oraz energii brutto w odchodach i dietach obliczone zostaly
wspotczynniki pozornej strawnos¢ catkowitej, retencji azotu oraz AME i AMEn

uzytych diet.

Wyniki i dyskusja

W porownaniu do grupy kontrolnej zastosowanie diwercyny zwigkszylo wartosé
pozornej energii metabolicznej w jelicie cienkim kurczat rzeznych (2779 vs 2396 kcal).
Pomimo, Ze nie byla to rdznica istotna statystycznie to nalezy si¢ spodziewac istotnego
wplywu na wyniki odchowu kurczat rzeznych a szczegdlnie wspdlczynnik
wykorzystania (FCR). Dodatkowo warto§¢ AMEn w mieszankach przemystowych dla
drobiu jest jednym z gléwnych czynnikow wplywajacych na ich koszt surowcowy. Na
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podstawie uzyskanych wynikow mozna wnioskowaé, Zze zastosowanie diwercyny

wplywa istotnie na obnizenie kosztoéw produkcji pasz dla kurczat rzeznych.

W omawianym do$wiadczeniu bilansowym stwierdzono réwniez tendencj¢ w poprawie

strawnosci jelitowej biatka ogélnego (Tabela 7), co rowniez nalezy rozpatrywac jako

pozytywny aspekt stosowanie diwercyny.

Tabela 7. Wyniki testu bilansowego na kurcz¢tach rzeznych

Dieta
Salinomycyna (S) Kontrola (C) Diwercyna (D)

(kcal)
AMEn 3239.40° 2892.60° 2899.20°
AMERn (j. cienkie) 3074.0° 2396.2° 2779.0%

(%)

Strawnost biatka ogolnego 73.596" 62.324° 69.748%
(j. cienkie)
Retencja azotu 48.580° 36.586" 40.142%
S.tra.wno.s'c' thuszczu surowego 91.66 67.11 68.88
(j. cienkie)
Strawno$¢ thuszczu surowego 89.574° 75.716° 71.728°

Podsumowanie

1.

Obiekt dzialania bakteriocyn — patogenna mikroflora ukladu pokarmowego
drobiu. Suplementacja pasz diwercyna w formie wolnej i/lub otoczkowanej

zmniejsza liczebno$¢ mikroorganizméw chorobotwérczych w  ukladzie
pokarmowym drobiu.
Skutki dzialania bakteriocyn czyli wprowadzenia do pasz dla drobiu preparatéw
diwercyny. Rezultatem regulacji skladu mikroflory przewodu pokarmowego
drobiu i wykluczenia z niego lub zmieszenia w nim udzialu okreslonych grup
drobnoustrojow chorobotworczych, zwlaszcza bakterii z rodzaju Salmonella,
Campylobacter, Listeria i Clostridium jest:

poprawa zdrowotnosci i dobrostanu kurczat rzeznych (ograniczenie ich
$miertelno$ci oraz zmniejszenie zachorowalno$ci na choroby ukladu
pokarmowego);

poprawa efektow produkcyjnych kurczat rzeznych (wynikéw odchowu)-
polepszenie retencji sktadnikow pokarmowych (zwigkszenie przyrostow masy)

oraz wykorzystania mieszanek paszowych (zmniejszenie zuzycia paszy);
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e zmniejszenie ryzyka wystgpowania drobnoustrojéw chorobotworczych w
produktach drobiowych — poprawa jakosci mikrobiologicznej produktéw
drobiowych;

e ograniczenie ryzyka zakazenia ludzi bakteriami chorobotwodrczymi
wystepujacymi w przewodzie pokarmowym drobiu;

e zwickszenie bezpieczenstwa mikrobiologicznego produktéw drobiowych dla ich
konsumentow;

e ograniczenie stosowania antybiotykéw lub calkowite ich wyeliminowanie;

e ograniczenie zanieczyszczen wprowadzanych do $rodowiska w nastepstwie

produkcji drobiarskiej;

e wzwiazku z tym, Ze stosowano nieoczyszczone preparaty zawierajg one

sladowe ilo$ci réwniez innych synergistycznie dzialajacych metabolitow.

Zglaszajacy: Uniwegsytet Przyrodniczy w Poznaniu

bonCn_

d sandra Twardowska
Rzedznik patentowy

Pelnomocnik:
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