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BIOPREPARAT MICROBIAN CU EFECT CONSERVANT ASUPRA
PLANTELOR FURAJERE COMPUS DIN LACTOBACILLUS BREVIS

Prezenta inventie se referd la un biopreparat microbian compus dintr-o tulpind bacteriand lactica si
la procedeul de utilizare a acestuia in procedeul de tratare a plantelor furajere din pasiti montane cu
aceasta.

Bacteriile lactice cuprind o largé varietate de genuri cu un numar considerabil de specii. Aceste
microorganisme sunt Gram-pozitive, catalazo-negative i se dezvoltd in conditii de microaerofilie in
conditii strict anaerobe si nu se formeaza spori.

Din punct de vedere filogenetic bacteriile Gram- pozitive se impart in doua ramuri: bacteriile Gram-
pozitive (cu exceptia bifidobacteriilor) cu continut redus de guanind +citozina (<50%) si bacterii similare
cu bacterii lactice avind in vedere proprietdtile fiziologice si biochimice §i care colonizeazi tractul
gastrointestinal la animale §i oameni (Banu, 2008).

Bacteriile lactice includ diferite genuri ca Lactococcus, Enterococcus, Qenococcus,Pediococcus,
Streptococcus, Leuconostoc si Lactobacillus.

Speciile de bacterii lactice pot fi grupate in functie de mecanismul de fermentare a substratului
glucidic §i de natura produsilor finali, specii homofermentative. Aceste tulpini bacteriene lactice
realizeazi conversia zaharurilor 1n acid lactic pe calea glicolizei, calea Embden-Meyerhof-Parnas si specii
heterofermentative sau numit §i heterolactice, realizeazi conversia zaharurilor, hexozelor §i pentozelor pe
calea ciclului pentozofosfatului, in acid lactic, acid acetic, etanol §i CO,(Zarnea §i Popescu, 2012).

Bacteriile lactice au un rol important in procesele fermentative ale plantelor utilizabile la obtinerea
furajelor insilozate.

Folosirea culturilor starter de bacterii lactice asigurd produselor in care se introduc un anumit grad
de inocuitate.

Aceastd inocuitate este realizatd deoarece bacteriile lactice produc:

. acizi organici, in principal acid lactic, dar si acid acetic, alcool, CO;;
. substante bacteriocine eliberate in mediul de cultura;
. peroxizi organici (H,0,);

Aceste microorganisme pot intra in competitie cu alte microorganismele patogene si cele de
alterare in ceea ce priveste consumul de substante nutritive, iar datorit3 si acidificarii mediului, consecinti
a acumuldrii acizilor organici, bacteriile patogene si de alterare sunt inhibate in dezvoltarea lor. Dintre
bacteriile patogene sunt inhibate salmonelele, stafilococii, Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum

etc. (Costin, 2005).
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Baza insilozirii constd in mentinerea stabilititii si valorii nutritive a furajelor in timp cat mai lung,
pani la hranirea animelalor cu acestea.Acest proces are loc in conditii anaerobe, in care acidul lactic
produs de bacterii lactice inhiba proliferarea microorganismelor patogene, care sunt mai putin tolerante
fata de conditii acide.Astfel, prin reducerea pH-ului scad si pierderile la insilozare datoritd conversiei mai
mare de carbohidrati solubili a plantelor (fiind substratul principal al bacteriilor lactice) in acid lactic, cu o
ratd de 96,9% de recuperare a energiei. Cele mai importante glucide solubile prezente in culturile furajere
sunt fructoza, glucoza, zaharozi si frutozani, din care sucroza si frutozanasunt hidrolizati rapid in
monomerii lor (Santos si colab., 2013).

Se cunosc mai multe procedeuri de insilozare prin fermentatie lactici. Brevetul EP 0369198 Bl
descrie un procedeu de coservare a plantelor furajere prin utilizarea tulpinei bacteriene Lactobacillus
plantarum imrpeund cu o enzima celulaz si alte aditivi de origine de acid organic. Acest brevet descrie
procedeul obtinerii unui furaj fermentat cu valori nutritionale imbunatitite si cu efecte benefice asupra
sanatitii animalelor.

Un ait brevet (RO 119062 B1) descrie 1a fel utilizarea unei tulpini Lactobacillus plantarum cu care
se InsdmAnteazi materile vegetale greu insilozabile cum are fi lucerna sau cocenii de porumb si tiieteii de
sfecld epuizati. Inventia descrie un procedeu de conservare a plantelor furajere greu insilozabile.

Brevetul RO 85921 descrie un procedeu utilizabil pentru insilozarea plantelor furajere in care
inainte de insilozare se foloseste un factor care degradeaza polisaharidele 1n zaharuri fermentescibile,
constituit din enzime (celulazi si amilaza fungicd) si un consortiu de bacterii (bacterii gram-negative
apartinand familiei Enterobacteriaceae).

Aceastd inventie se referd la tulpina de Lactobacillus brevisKLE I1.1 depousd cu numar de
inregistrare NCAIM (P) B001435la National Collection of Agricultural and Industrial
Microorganisms din Budapesta, careprin producerea acidului lactic are un rol in conservarea plantelor
furajere. Este un alt obiect al acestei inventii de a utiliza tulpina in procedeul de tratare a plantelor furajere
din pasiti montane.

Tulpina Lactobacillus brevisKLE II.1 este izolatd din mediu natural, din varzi de zeama obtinut
prin fermentare spontand.lzolarea acestei tulpini s-a realizat pe mediu nutritiv selectiv MRS Fiind luat in
considerae necesitatiile nutritionale ale bacteriilor lactice, mediul MRS este compus din glucide
fermentabile si vitamine din ¢ omplexul B, acizi nucleici, proteine si produsii lor de degradare, acizi grasi
nesaturati liberi, elemente minerale.Compozitia exactd a mediului MRS in gram/litru: pepton universal:
10.0, extract din carne 5.0, extract din drojdii 5.0, D(+)-glucoza 20.0, acetat de sodiu 5.0, sulfat de
magneziu 0.1, sulfat de mangan 0.05, fosfat de hidrogen dipotasium 2.0, citrat de hidrogen diamoniac 2.0,
agar 12.0, pH final 6.5 +/- 0.2 la 25°C.Compozitia mediului Rogosa in gram/litru: tripton 10.0, extract din

drojdii 5.0, dextrozi 10.0, arabinozi 5.0, zaharozi 5.0, acetat de sodiu 15.0, citrat de amoniu 2.0, fosfat de

IZ
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monopotasiu 6.0, sulfat de magneziu 0.57, sulfat de mangan 0.12, sulfat de fier 0.03, polisorbat 1.0, agar
15.0.

In scopul caracterizarii tulpinei izolate s-au aplicat metodele de determinare a caracterelor
morfologice celulare prin coloratia Gram, a celor biochimice prin producerea de gaze, evidentierea
catalazei, toleranta fati de clorura de sodiu (4%, 6.5%).

Conform acestor analize tulpina are urmatoarele caracteristici:

incadrare taxonomici:

Pe baza similaritatitii secventei 16S rADN (878 bp.) cu tulpinile din GenBank procentul de
similarite cu tulpina bacteriand Lactobacillus brevis ATCC 14687 este 100%.

Caractere morfologice si de culturi: Gram -pozitiva

Caractere fiziologice si biochimice:utilizarea diferitelor substrate

Tabel 1.: Utilizarea diferitelor substrate

Caracatere fiziologice/biochimice Lactobacillus brevis KLE II.1

D-maltoza +

\
ﬂ
|

D-trehaloza -

D-cellobioza -

—

Gentiobioza -

Sucrozi -

D-turanoza -
pH6 +
pH 5 -

D-raffinoza -
r a-D-lactozi -
D-melibioza +
t B-methyl-D-glucosida -

| D-salicini -

N-acetyl-glucozamine +
NaCl, 1% -

‘ a-D-glucosa +

\ D-manoza -

D-fructoza +

D-galactoza -

W
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\ Inozina

‘ Lactat de sodiu, 1%

D-serind

‘ D-sorbitol

[ D-manitol

Glicerol

Rifamycind SV

| Minocyclind

\ Acid D-galacturonic

Acid D-gluconic

Acid D-glucuronic

B Vancomycind

| L-alanind

Acid L-lactic

Acid Nalidixic

Telurit de potasiu

Aztreonam

Rezistenta la antibiotice:

Amp.

Tetr.

Chlo.

Kan.

Str.

Pen.

Gent.

Lb. brevisKLEII.1

4

16

16

> 128

> 128

32

Tulpina Lactobacillus brevis KLE 1L.1 izolatd, conservata si dezvoltatd pe mediu lichid s-a folosit

ca inocul pentru insiméantarea plantelor furajere in procesul de microinsilozare in conditii de laborator.

Problema pe care o rezolva inventia de fati este de a realizat un produs biologic pe bazi de bacterie

lactica utilizat ca inocul la insilozarea plantelor din pajisti montane cu efect benefic asupra conservarii

furajului.

In continuare inventia si utilizarea acestuia va fi descrisa in detaliu in urmétoarele exemple:

Exemplu 1.

Plantele originate de la pajisti montane au fost tiiate la o lungime de 20-40 mm. 100 g din plantele

proaspite au fost insilozate in pungi de polietilena, ambalate si sigilate anaerob cu ajutorul unui masini

de ambalat.

Y/
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Tulpinile bacteriene au fost cultivate in mediu nutritive MRS timp de 48 h. Acest inoculant a fost
aplicat pentru tratarea ierbii: 100 g plant3 a fost inoculat cu 1 ml de inoculant cu 2* 107 unitagi formatoare
de colonii.

Exemplu 2.

Conginutul furajului in proteind dupd o fermentatie de o duratd de 30 zile tratat cu Lactobacillus
brevis KLE IL.1 aratd o diferentd significantd (p<0,05) fatd de probele de martor. Inocularea cu tulpina
bacteriand lacticd a favorizat in mod pozitiv §i reducerea procesului de degradare a proteinelor in timpul
fermentatiei.

Tratarea cu aceastd tulpind nu contribuie la aparitia unei diferente significante (p>0,05) a
continutului de ADF fati de control, ceea ce inseamna ci tratamentul nu are influentd asupra continutului
de celuloza si lignini. Insa se poate observa diferentd significantd (p<0,05) fati de control in cazul
continutului de NDF, astfel in cazul continutului de hemiceluloza. Continutul de NDF si in mod
proportional continutul de hemicelulozi a scdzut fatd de probele de control.

Tabelul 2.: Continutul de ADF, NDF si hemicelulozi in f furajul tratate cu Lactobacillus brevis
KLE I1.1 i in porbele de martor

Tep ADF NDF

(g/kg s.u.) (g/kg s.u.) (g/kg s.u.)
+[7,90 352,8i 2,60

Hemicelulozi

Nr. LProb{l
1 | Martor

Exemplu 3.

in cazul continutului de acid lactic, acid acetic, acid propionic, probele tratate cu Lactobacillus
brevis arata o diferentd significantd (p<0,05) fata de probele netratate.
Tabelul 3.: Continutul de acid lactic, acid acetic, acid propionic si valoarea de pH in probele de

siloz de iarba tratate cu Lactobacillus brevis si porbele de martor.

Zile de Probe H Acid lactic Acid acetic Acid propionic
| insilozare P g/kg s.u. g/kg s.u. g/kg s.u.
11 | Control 4,86 | +]0,03[27,04 [+]0,79 [279 [+]0,6] nd

=] 0,05 | 65,61
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Prin aplicarea inventiei se ob{in urmétoarele avantaje:

prin acest inventie se dd o propunere pentru o tulpind bacterie lacticd cu efect benefic
asupra promovadrii procesului de insilozare a plantelor din pajisti montane

tulpina bacteriana este tulpind bacteriana lacticd autohtona

prin producerea de acid lactic contribuie la imbunétatirea insilozarii furajului

baza unui nou produs in agricultura durabild care imbunatiteste calititile nutritive ale

furajului realizat din a plantelor din pajisti montane
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REVENDICARE

1. Tulpina de Lactobacillus brevis KLE 11.1, depusa la National Collection of Agricultural and
Industrial Microorganisms din Budapesta, cu numar de inregistrare NCAIM (P) B001435,
bacterie lacticdautohtond izolat din zeamd de varzd obfjinut prin fermentare spontand, este
perspectivd pentru utilizare ca tulpind beneficé, pentru promovarea insilozérii plantelor din patisti
montane.

2. Procedeul de obtinere a unui furaj fermentat, in urma inoculiirii cu un produs biologic, prin cultivarea
unei tulpini de bacterie lacticiLactobacillus brevis KLE II 1, in conditii anaerobe, pe un mediu lichid
MRS.

3. Procedeu conform revendicirii 2, caracterizat prin accea ci plantele din pajisti montane este tratat

cutulpina bacteriand cu o cantitate de 2* 107 unitati formatoare de colonii/mil.
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