Przetworzone biatko zwierzece
- aktualne aspekty stosowania

i wykrywania

Anna Weiner, Krzysztof Kwiatek, llona Paprocka, Agata Gotebiowska

z Zakladu Higieny Pasz Pafstwowego Instytutu Weterynaryjnego - Pafistwowego

Instytutu Badawczego w Putawach

przeszlosci réznego rodzaju macz-

ki, np.: migsno-kostne, miesne,
kostne, z krwi, ze skor, uzyskiwane z prze-
twarzania zwlok zwierzecych i ubocz-
nych niejadalnych surowcéw pochodze-
nia zwierzecego stanowily wazne zrédlo
wartos$ciowego biatka w Zywieniu zwie-
rzat gospodarskich. Wystapienie epide-
mii gabczastej encefalopatii bydla (bovine
spongiform encephalopathy — BSE) spo-
wodowalo wprowadzenie aktéw prawnych
majacych na celu ograniczenie stosowania
wspomnianych maczek w zZywieniu zwie-
rzat gospodarskich. Pierwsze ograniczenie
wprowadzono w Wielkiej Brytanii 18 lipca
1988 r., dotyczylo stosowania maczek mie-
sno-kostnych pochodzacych od przezuwa-
czy w zywieniu bydla. Z poczatkiem lipca
1994 r. wprowadzono kolejne ogranicze-
nie w zakresie karmienia bydta, owiec i kdz
maczkami pochodzacymi z przetwarzania
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tkanek ssakéw. Nastepnie od 2001 r. obo-
wigzuje calkowity zakaz stosowania ma-
czek pochodzenia zwierzecego i innych
zdefiniowanych postaci przetworzonego
bialka zwierzecego w zywieniu zwierzat
hodowlanych przeznaczonych do pro-
dukcji zywnosci. Wyjatek stanowi maczka
rybna, dla ktérej nie wprowadzono zaka-
zu stosowania w zywieniu zwierzat, z wy-
jatkiem przezuwaczy (1, 2). W kolejnych
latach przyjeto akty prawne precyzujace
zakaz stosowania ubocznych przetworzo-
nych produktéw pochodzenia zwierzecego
w zywieniu zwierzat gospodarskich i do-
mowych (3, 4, 5, 6). Wynikajace z tego fak-
tu aktualne mozliwosci stosowania mate-
rialéw paszowych pochodzenia zwierze-
cego zestawiono w tabeli 1.

Obecnie obowiazuje rozporzadze-
nie Komisji (UE) nr 56/2013 z 16 stycz-
nia 2013 r., ktére zakazuje karmienia
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przezuwaczy dizasadowym fosforanem
wapnia i trizasadowym fosforanem wap-
nia pochodzenia zwierzecego oraz mie-
szankami paszowymi zawierajacymi te
produkty (8). Zgodnie z wyzej wymienio-
nym przepisem prawnym, przezuwacze
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Tabela 1. Zestawienie mozliwoSci stosowania materiatéw paszowych pochodzenia zwierzecego zgodnie z aktualnie obowiazujacymi przepisami (7, 8)

Pasze dla Pasze Pasze
Rodzaj przetworzonego Gatunek Pasze dla E .
biatka zwi hodzeni twakult dla zwierzat dla zwierzat
iatka zwierzecego pochodzenia przeiuwaczy  trzody chlewnej drobiu akwakultury ST (e

Maczka z krwi przezuwacze x x x x v v
Swinie x x x v v v

dréb x x x v v v

Maczka miesna przezuwacze x x x x v v
Swinie x x x v v v

dréb x x x v v v

Maczka z pior dréb X x x v v v
Ttuszez przezuwacze v v V¥ V¥ v v
Swinie v v v v v v

dréb v v v v v v

Produkty z krwi (hemoglobina,  przezuwaczy x x x x v v
o0socze, krew suszona) Swinie « v v v v v
dréb x v v v v v

Zelatyna przezuwacze x x x x v v
Swinie v v v v v v

dréb v v v v v v

Hydrolizaty biatkowe przezuwacze % VORk VoRk VEE v v
Swinie v v v v v v

dréb v v v v v v

Produkty z mleka v v v v v v
Produkty z jaj v v v v v v
Maczka rybna XHAK v v v v v

428

Objasnienia: x - zakazane; v'- dozwolone

* — zawarto$¢ nierozpuszczalnych zanieczyszczer statych powinna wynosic ponizej 0,15%
** _ masa czasteczkowa nie powinna przekraczaé 10 kDa
*** _ zatwierdzone sa preparaty mlekozastepcze zawierajace maczke rybng i przeznaczone sg wytacznie dla nieodsadzonych przezuwaczy

mozna karmi¢ nastepujacymi materiata-

mi pochodzenia zwierzecego, tj.:

— mlekiem i produktami na bazie mleka,
produktami pochodnymi mleka,

— siarg oraz produktami z siary,

— jajami i produktami jajecznymi,

— kolagenem i Zelatyna pochodzacymi
od zwierzat innych niz przezuwacze,

— hydrolizatami bialkowymi pochodzacy-
mi z czesci zwierzat innych niz przezu-
wacze lub ze skor i skérek przezuwaczy.
Ponadto w zywieniu nieodsadzonych

przezuwaczy mozna stosowac prepara-
ty mlekozastepcze wytworzone z maczki
rybnej. W przypadku pozostatych gatun-
kéw zwierzat gospodarskich mozna stoso-
waé w zywieniu nastepujace produkty po-
chodzenia zwierzecego:

— hydrolizaty bialkowe pochodzace ze
zwierzat innych niz przezuwacze lub
ze skor i skorek przezuwaczy,

— maczke rybnag,

— dizasadowy fosforan wapnia i trizasa-
dowy fosforan wapnia,

— produkty z krwi pochodzace od zwie-
rzat innych niz przezuwacze.
Zgodnie z tym rozporzadzeniem,

w zywieniu zwierzat akwakutury mozna

stosowac przetworzone bialka zwierzece,
inne niz maczka rybna, pochodzace od
zwierzat nieprzezuwajacych.

W nowych przepisach prawnych waz-
na zmiana dotyczy Zywienia zwierzat go-
spodarskich materialami paszowymi po-
chodzenia roslinnego zanieczyszczonymi
nieznaczna ilo$cia elementéw kostnych po-
chodzacych z tkanek zwierzecych. Obec-
nie mozliwe jest skorzystanie z takiego
odstepstwa na podstawie przeprowadzo-
nej oceny ryzyka, stwierdzajacej, ze istnie-
je znikome zagrozenie dla zdrowia zwie-
rzat i ludzi. Ocena ryzyka musi uwzgled-
nia¢ przynajmniej nastepujace elementy:
— stopien zanieczyszczenia,

— charakter i Zrédlo zanieczyszczenia,
— zamierzone wykorzystanie zanieczysz-
czonej paszy.

Ponadto rozporzadzenie Komisji (WE)
nr 142/2010 okre$la wymagania dla ttusz-
czy paszowych oraz hydrolizatéw bialko-
wych (7). Zgodnie z wytycznymi zawar-
to$¢ nierozpuszczalnych zanieczyszczen
stalych w tluszczach paszowych pocho-
dzacych z przezuwaczy nie powinna prze-
kracza¢ 0,15%, a w odniesieniu do hydro-
lizatéw bialkowych uzyskanych z tkanek

zwierzat pochodzacych z przezuwaczy
masa czgsteczkowa nie powinna przekra-
czac 10 kDa.

W ostatnim okresie zostalo wydane
nowe rozporzadzenie Komisji (UE) nr
51/2013 z 16 stycznia 2013 r., zmieniajace
rozporzadzenie (WE) nr 152/2009, w od-
niesieniu do metod analitycznych ozna-
czania sktadnikéw pochodzenia zwierze-
cego do celéw urzedowej kontroli pasz (10,
11). Rozporzadzenie wprowadzilo zmiany
w metodach wykorzystywanych do wykry-
wania przetworzonych produktéw pocho-
dzenia zwierzecego w paszach. Sktadniki
pochodzenia zwierzecego moga by¢ ozna-
czane metodg mikroskopowa i PCR. Jed-
nak w praktyce oznacza to utrzymanie me-
tody mikroskopowej jako metody referen-
cyjnej, poniewaz procedura PCR wciaz jest
w trakcie opracowywania.

Wprowadzone do metody mikrosko-
powej zmiany polegaja przede wszystkim
na modyfikacji sposobu przygotowywa-
nia prébki do analizy. Podczas wstepne-
go przygotowania probki do badania za-
lecane jest w przypadku pasz granulowa-
nych i ziarnistych wykonanie przesiewu
przez sito o oczkach 1 mm, a nastepnie
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przygotowanie i poddanie analizie uzy-
skanych frakeji, traktujac je jako odreb-
ne prébki. Do badania przygotowuje sie
przynajmniej 50 g probki, z ktérej nalezy
pobra¢ podprébke o masie 10 g, a w przy-
padku maczki rybnej lub innych czystych
produktéw zwierzecych, sktadnikéw mi-
neralnych lub premikséw, ktére wytwa-
rzaja wiecej niz 10% osadu, prébka powin-
na mie¢ mase 3 g. Nastepnie po rozdrob-
nieniu nalezy porcje podprébki umiesci¢
w odpowiednim naczyniu laboratoryj-
nym, np. rozdzielaczu lub zlewce osadowej
ze stozkowym dnem i doda¢ 50 ml tetra-
chloroetylenu. Po wykonaniu tej czynnosci
nalezy wstrzasa¢ energicznie mieszaning
przez minimum 30 s i ostroznie doda¢ nie
mniej niz 50 ml tetrachloroetylenu, zmy-
wajac wewnetrzng powierzchnie naczynia,
aby usung¢ wszelkie czastki przylegajace
do $cian naczynia. Otrzymana mieszani-
ne nalezy pozostawi¢ na co najmniej 5 mi-
nut. W przypadku uzycia zlewki osadowej
ze stozkowym dnem mieszanine nalezy
energicznie miesza¢ przez przynajmniej
15 sekund, a wszystkie elementy przyle-
gajace do $cianek zlewki nalezy ostroznie
zmy¢ z wewnetrznej powierzchni, stosu-
jac minimum 10 ml czystego tetrachloro-
etylenu. Mieszaning nalezy pozostawi¢ na
3 minuty, a nastepnie miesza¢ ponownie
przez 15 sekund, a wszelkie czastki przyle-
gajace do $cianek zlewki nalezy ostroznie
zmy¢ z wewnetrznej powierzchni, stosujac

przynajmniej 10 ml czystego tetrachloro-
etylenu. Otrzymana mieszaning nalezy po-
zostawi¢ na minimum 5 minut, a nastep-
nie usunac ptynng frakcje poprzez staranng
dekantacje, przy czym nalezy uwazac, aby
nie straci¢ czesci osadu znajdujacego sie
na dnie naczynia. Nastepnie nalezy prze-
nie$¢ flotat i osad na plytki Petriego i su-
szy¢ pod wyciagiem. Jezeli wiecej niz 5%
osadu stanowia czastki >0,50 mm, nalezy
go przesiac przez sito o oczkach 0,25 mm
izbada¢ dwie uzyskane frakcje. Analize na-
lezy wykonac¢ zgodnie ze schematem wta-
$ciwym dla badanego materiatu (ryc. 1,2).

Zalecane jest, aby nie oglada¢ wiecej niz
6 preparatéw na jedno oznaczenie. Zmia-
nie uleglo réwniez koricowe formulowanie
wyniku. Ostateczny wynik badania uzalez-
niony jest od ilosci stwierdzonych elemen-
téw pochodzenia zwierzecego, ktéry po-
nadto powinien zawiera¢ informacje jakie-
go typu material zostal poddany analizie
(osad, flotat, surowiec) i jaka ilo$¢ oznaczen
zostala wykonana. Zgodnie z rozporzadze-
niem sa trzy sposoby formulowania wyni-
ku, zaleznie od ilosci stwierdzonych frag-
mentéw pochodzenia zwierzecego podczas
analizy. Jezeli w badaniu nie stwierdzono
obecnosci elementéw zwierzecych, to wy-
nik formulowany jest w nastepujacy spo-
sob: ,,przy uzyciu mikroskopu optycznego
w badanej prébce nie wykryto zadnych cza-
stek pochodzacych ze zwierzat ladowych/
ryb”. Jezeli podczas oznaczenia stwierdzono

Higiena zywnosci i pasz

$rednio od 1 do 5 elementéw zwierzecych,
to wynik formulowany jest nastepujaco:
»uzywajac mikroskopu optycznego w ba-
danej prébce wykryto srednio nie wiecej
niz 5 czastek pochodzacych ze zwierzat
ladowych/ryb. Elementy zidentyfikowa-
ne jako pochodzenia zwierzecego powin-
ny by¢ nazwane i okreslone jako np. kosci,
chrzastki, mie$nie, wlosy/osci, rybie tuski,
chrzastki, otolity czy skrzela. Ta niewiel-
ka obecnos¢ — ponizej granicy wykrywal-
nosci metody mikroskopowej — oznacza,
ze nie mozna wykluczy¢ ryzyka wyniku
falszywie dodatniego” Natomiast w przy-
padku wykrycia $rednio ponad 5 czastek
zwierzecych danego rodzaju wynik przed-
stawiany jest nastepujaco: ,uzywajac mi-
kroskopu optycznego w badanej prébce
wykryto $rednio ponad 5 czastek pocho-
dzacych ze zwierzat ladowych/ryb. Czast-
ki zostaly zidentyfikowane jako np. kosci,
chrzastki, migsnie, wlosy/osci, rybie tuski,
chrzastki, otolit czy skrzela)”.

Od lipca 2010 r. jest realizowany plan
przywracania mozliwosci stosowania w zy-
wieniu zwierzat przetworzonego bialka
zwierzecego zgodnie z wytycznymi zawar-
tymi w komunikacie Komisji do Parlamentu
Europejskiego i Rady ,,Druga mapa drogowa
dla TSE. Dokument strategiczny w sprawie
pasazowalnych encefalopatii gabczastych
na lata 2010-2015" (9). Dokument ten zo-
stal wydany w celu zaprezentowania plano-
wanych zmian pod katem dostosowywania

TAK

proces rozdrabniania probki

NIE

3 preparaty z osadu
+

1 preparat z flotatu lub surowca

Wykryto >5 czastek
zwierzecych tego
samego rodzaju?

1 preparatz osadu

Wykryto >5 czastek
zwierzecych tego
samego rodzaju?

1 preparat
zflotatu lub surowca

prébka zgtoszona
zgodnie z pkt 2.1.5.3

zapewnia 95% czastek
<0,51 mm

N

przesiew przez sito

0,25 mm

powtdrzenie analizy
zgodnie

dla RYB zpkt2.1.4.3

lle czastek z ryb?

Rodzaj czastek

\

3 preparaty z osadu <0,25 mm
+

1 preparat z flotatu lub surowca <0,25 mm

Wykryto >5 czastek
zwierzecych tego
samego rodzaju?

1 preparat z osadu >0,25 mm

Wykryto >5 czastek

zwierzecych?

ZWIERZETA LADOWE

lle czastek

i ?
>5 ze zwierzat lgdowych?

prébka zgtoszona powtorzenie analizy
Wykryto ) TAK zgodnie z pkt 2.1.5.3 zgodnie
czastki zwierzece' dla ZWIERZAT LADOWYCH zpkt2.1.4.3

probka zgtoszona

zwierzecych tego
samego rodzaju?,

1 preparat z flotatu
lub surowca >0,25 mm

TAK

Wykryto
czastki zwierzece?

zgodnie z pkt 2.1.5.1

Ryc. 1. Protokét obserwacii wykrywania elementow zwierzecych w mieszankach paszowych i materiatach paszowych innych niz maczka rybna (11)
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TAK /

proces rozdrabniania NIE

3 preparaty z osadu

Wykryto >5 czastek
ze zwierzat
ladowych?

NIE

2 preparaty z osadu

Wykryto >5 czastek
ze zwierzat
ladowych?

NIE

1 preparat
zflotatu lub surowca

Wykryto czastki
ze zwierzat ladowych?

zapewnia 95% czastek
<0,51 mm

.

przesiew przez sito

0,25 mm

prébka zgtoszona
zgodnie z pkt 2.1.5.3
dla ZWIERZAT LADOWYCH

Liczba czastek

\

3 preparaty z osadu
<0,25 mm

Wykryto >5 czastek
ze zwierzat
ladowych?

NIE

2 preparaty z osadu
>0,25mm

Wykryto >5 czastek

ze zwierzat ladowych?

powtdrzenie analizy
zgodnie
zpkt2.1.4.3

prébka zgtoszona

ze zwierzat
ladowych?

1 preparat zflotatu
lub surowca <0,25 mm

Wykryto czastki
ze zwierzat ladowych?,

zgodnie zpkt 2.1.5.1

dla ZWIERZAT LADOWYCH

Ryc. 2. Protokdt obserwacji wykrywania elementow zwierzecych w maczce rybnej (11)

przepiséw prawnych do warunkéw, w kto-
rych Unia Europejska jest bliska wyelimi-
nowaniu BSE z populacji bydla. Niemniej
jednak konieczne jest stosowanie srodkéw
zapobiegawczych i stale monitorowanie sy-
tuacji na wypadek pojawienia si¢ nowych
ognisk BSE lub nowego czynnika wywotu-
jacego TSE. Zmiany w przepisach, zgod-
nie z cytowanym komunikatem, maja by¢
wprowadzane stopniowo w oparciu o kon-
sultacje naukowe z Europejskim Urzedem
ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (EESA). Po-
nadto muszg uwzglednia¢ istniejace meto-
dy badawcze wykorzystywane do kontro-
li. Modyfikacje maja dotyczy¢ stopniowego
uchylania zakazu paszowego w odniesie-
niu do zwierzat innych niz przezuwacze,

tj. $winie, dréb czy ryby. Przetworzone
bialko zwierzece moze by¢ zrédlem bial-
ka dla zwierzat hodowlanych innych niz
przezuwacze, ktére wymagaja karmienia
pasza zawierajaca wysokiej jako$ci biatko.
Ze wzgledu na fakt, ze ryzyko przeniesie-
nia BSE miedzy zwierzetami nieprzezuwaja-
cymi jest minimalne, planowane jest uchy-
lenie zakazu w odniesieniu do stosowania
w paszach dla zwierzat nieprzezuwajacych
przetworzonego bialka zwierzecego pocho-
dzacego od zwierzat innych niz przezuwa-
cze. Jednak nalezy zwréci¢ uwage, ze nadal
obowiazywalby zakaz powtérnego prze-
twarzania wewnatrzgatunkowego, czyli np.
maczka migsno-kostna z drobiu mogtaby
by¢ podawana wylacznie $winiom. Mozliwe

Tabela 2. Ksztattowanie sie praktycznych mozliwo$ci metod analitycznych do wykrywania i identyfikacji
gatunkowej ,nietypowych” materiatéw pochodzenia zwierzecego

Produkt Wykrywanie metoda mikroskopowa Wykrywanie metoda PCR
Serwatka x v
Mieko w proszku x 4
Osocze (plazma) suszone x v
Thuszez zwierzecy x v
Sktadniki kolagenowe x v
Produkty z krwi v v
Produkty z jaj x x

Objasnienia: x - mozliwe; v~ - niemozliwe

430

byloby to jedynie w przypadku dostepno-
$ci zwalidowanych technik analitycznych
w zakresie identyfikacji pochodzenia ga-
tunkowego przetworzonego biatka zwie-
rzecego (12, 13). Aktualnie Laboratorium
Referencyjne Unii Europejskiej sprawdza
nowe metody diagnostyczne umozliwiaja-
ce identyfikacje gatunkowa (przezuwacze,
dréb, $winia) maczki miesno-kostnej w pa-
szy. W lutym 2013 r. zakoriczono badania
biegtosci z wykorzystaniem nowo opraco-
wanej procedury wykrywania i identyfikacji
gatunkowej przetworzonego biatka pocho-
dzacego od przezuwaczy z zastosowaniem
techniki Real-Time PCR. Po podsumowaniu
wynikéw badan przestanych przez 27 Krajo-
wych Laboratoriéw Referencyjnych stwier-
dzono, ze 92,5% uczestnikéw badan (25 la-
boratoriéw) poprawnie wykrylo obecnos¢
DNA bialka przezuwaczy w paszach dla
zwierzat akwakultury i nie uzyskato wyni-
kéw falszywie dodatnich/ujemnych. Me-
toda Real-Time PCR wykrywania i iden-
tyfikacji gatunkowej przetworzonego biat-
ka przezuwaczy uzyskata pozytywna ocene
Komisji Europejskiej. Obecnie trwaja prace
w Zakladzie Higieny Pasz PIWet-PIB nad
jej wdrozeniem do rutynowej analizy, jako
uzupelnienie referencyjnej metody mikro-
skopowej. Metoda Real-Time PCR do iden-
tyfikacji gatunkowej DNA bialka przezu-
waczy bedzie wykorzystywana do badania
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pasz dla ryb, jesli w badaniu metoda mi-
kroskopowa zostanie stwierdzona obec-
no$¢ sktadnikéw pochodzacych od zwie-
rzat ladowych.

Sprawdzanie przydatnosci i walida-
cja metody umozliwiajacej potwierdzenie
obecno$ci DNA biatka wieprzowego plano-
wane bylo na drugie pétrocze 2013 r., a wy-
niki prawdopodobnie zostang przedstawio-
ne na spotkaniu Krajowych Laboratoriéw
Referencyjnych w maju 2014 r. W przypad-
ku identyfikacji gatunkowej biatka drobio-
wego branych jest pod uwage 5 podstawo-
wych gatunkéw, tj. kura, kaczka, perliczka,
indyk i ge$. Dostosowanie starteréw i opty-
malizacja warunkéw reakcji Real-Time
PCR do wykrycia tak wielu réznych geno-
mow stanowi powazny problem i duze wy-
zwanie. Zgodnie z harmonogramem prac
EURL-AP wstepnie opracowana metoda
ma by¢ sprawdzana w Krajowych Labora-
toriach Referencyjnych w 2014 r.

Konieczno$¢ stosowania dwéch me-
tod analitycznych wynika z faktu, ze mi-
kroskopowa metoda referencyjna nie po-
zwala na wykrycie niektérych sktadnikéw
pochodzenia zwierzecego, takich jak: ser-
watka i mleko w proszku, plazma suszona,
tluszcz, sktadniki kolagenowe czy produkty
z jaj. Natomiast przy uzyciu metody PCR
istnieje mozliwo$¢ uzyskiwania popraw-
nych wynikéw niezaleznie od obecnosci
sktadnikéw o charakterystycznej strukturze
morfologicznej, réwniez produktéw, kto-
rych obecnosci nie mozna potwierdzi¢ me-
toda referencyjna (14, 15, 16). Przy zastoso-
waniu metody PCR w przypadku obecno-
$ci mleka w proszku, serwatki, produktéw
z krwi lub ttuszczu bez deklaracji, istnie-
je duze prawdopodobienistwo otrzymania
wyniku falszywie dodatniego. Analizu-
jac rezultaty otrzymane wylacznie za po-
moca techniki PCR, nie mozna stwierdzic¢
pochodzenia surowcowego biatka, np. czy
jest to bialko mleka w proszku, czy maczki

miesno-kostnej. Dodatkowo na przebieg re-
akeji PCR moze wplywac wiele czynnikéw,
powodujac znaczne jej zahamowanie, np.
dodatek preparatéw witaminowo-mineral-
nych (12). Zestawienie obecnie dostepnych
metod analitycznych w zakresie wykrywa-
nia ,nietypowych” (innych niz maczka mie-
sno-kostna) materialéw pochodzenia zwie-
rzecego przedstawiono w tabeli 2.
Podsumowujac, w dalszym ciagu pro-
wadzone s3 intensywne prace nad cze$cio-
wym uchyleniem zakazu stosowania prze-
tworzonego biatka zwierzecego w zywieniu
zwierzat gospodarskich. Jednak nadal be-
dzie obowiazywal zakaz powtérnego prze-
twarzania wewnatrzgatunkowego. Warun-
kiem koniecznym do wprowadzenia takich
zmian jest dostepnos¢ zwalidowanych me-
tod umozliwiajacych identyfikacje gatun-
kowa przetworzonego biatka zwierzece-
go. Z pewnoscig przywrécenie stosowa-
nia przetworzonego bialka zwierzecego
w zywieniu zwierzat nieprzezuwajacych
mialoby korzystny wplyw na aspekt eko-
nomiczny produkeji zwierzece;j.
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