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¢4 Aditiv pentru furaj si procedeu pentru prepararea unui furaj
continand acest aditiv

67 Rezumat: Inventia se referd la un aditiv
pentru furaj, constituit dintr-un ingredient activ,
pentru insilozare, eventual alituri de alti
ingredienti in sine cunoscuti si dintr-un inhibitor
de enzimi proteazi, selectat dintre inhibitori de
proteazd cisteinicd gi inhibitori de proteazi
aspartici sau amestecul lor, inhibitorul fiind de
origine biologici §i la un procedeu pentru
prepararea unui furaj continind aditivul in care,
fie plante erbacee, griunte de cereale,

leguminoase sau orez se insilozeazi impreuni cu
ingredientul activ de insilozare, in prezenta
inhibitorului de proteazi, ales dintre inhibitorii
de proteazi cisteinicd si inhibitorii de proteazi
asparticd, fie inhibitorul de proteazi cisteinicy
este aplicat pe iarba proaspit cositd, inainte de
insilozare.
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Invenfia de fafd se referi la un aditiv
pentru furaj si la un procedeu pentru
prepararea furajului care contine acest aditiv.

Furajul este produs prin fermentarea
culturilor, cum ar fi plante ierbacee, graunge
de cereale, de exemplu, porumb, griu, orz si
sorg; leguminoase, de exemplu, trifoiuri,
mazare si lucerni si orez. In cea mai simpli
formd a sa fermentarea este o fermentare
naturald realizati de citre bacteriile native
producdtoare de acid lactic prezente in culturs,
cand aceasta este recoltats. Fermentafia poate
totugi si fie imbunitifits prin addugarea de
aditivi de furaj, care pot fi chimici sau
bacterieni, adicj continind bacterii selectate,
producdtoare de acid lactic in culturi.
Utilizarea unor astfe] de aditivi de furaj duce
la o conservare imbunitiits sila o stabilitate
crescutd, a produsului de furajare cu pierderi
reduse, pe timpul insilozirij si performante
imbunititite ale animalelor alimentate cu acest
produs. Aditivii de furaj pot fi aplicati culturile
recoltate, fie sub formi de suspensii lichide,
utilizand instrumente adecvate, fie sub forma
de compozifii solide confinind un ingredient
activ amestecat cu purtitori.

Pe timpul insilozirii, proteinele din
plante sunt, in cea mai mare parte, hidrolizate,
la peptide i aminoacizi de cétre proteazele din
plante s§i ulterior sunt determinate prin
activitate microbijani. Constituentele continind
azot ale furajului sunt prin urmare in mod
predominant aminoacizi, peptide scurte §i
amoniac, in contrast cu ierburile de pisune
care confin aproximativ 750+850 g azot
proteinic real/kg de azot total.

Azotul din furajele pentru rumegitoare
este slab utilizat ca substrat pentru sinteza
microbiani de proteind. Prin urmare, este
necesar ca  alimentatia cy furaj si fie
suplimentari cu materiale alimentare bogate in
proteine, care sunt costisitoare, cum ar fi fiini
de soia si fiini de peste.

Pani in prezent, se cunoaste pufin
despre mecanismul prin care proteinele din
plante sunt hidrolizate pe timpul insilozirii
ierburilor.

Astfel, pentru mentinerea valorilor
nutritive, din furajele verzi, pe timpul
insilozirii, se cunoagste din brevetul german
DE 701217, un aditiv de insilozare care consti
din preparate imbogitite in enzime, ce
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descompun hidratii de carbon. Astfel de
enzime sunt diastazele, celulazele,
hemicelulazele sau pectilazele.

In  Canadian  Journas of Plant
Science,vol .61, no.1, 1981 (CA), B.D. Mc
Kersie Proteinaze gi peptidaze la lucernd este
prezentat un inhibitor al activitdfii enzimelor
proteolitice din lucerna recoltati la inceputul
stadiului de inflorire si anume, fluorura de
fenilmetilsulfonil. S-a relevat imposibilitatea
inhibdrii selective a wunuj singur tip de
proteinazi sau peptidazi cu compusii testafi.
Rezultatele au fost discutate In raport cu
insilozarea lucerne;.

Problema tehnici, pe care o rezolvi
invenfia, este aceea de 2 Imbunitdfi valoarea
nutritivdi a  furajului, prin reducerea sau
eliminarea proteolizei care are loc pe timpul
insilozirii.

Conform prezentei inventii, acest lucru
se realizeazi cu un aditiv pentru  furaj
constituit dintr-un ingredient activ pentru
insilozare, eventual alituri de alfi ingredienti,
in sine cunoscufi, si dintr-un inhibitor de
enzimi proteazi, selectat dintre inhibitori de
proteazi cisteinici §i inhibitori de proteazi
aspartici sau amestecul lor, inhibitorul fiind de
origine biologici.

Ingredientul activ, pentru insilozare,
€ste un acid sau un ingredient de origine
bacterianj.

Ingredientul bacterian este o specie de
Lactobacillus  gi/sau Streptococcus  i/sau
Pediococcus, producitoare de acid lactic.

Inhibitorul de proteazx Cisteinici este
cisteina sau antipaina sau trans-epoxi-succinil-
L-leucilamido (4-guanidino) butan, iar
inhibitorul de proteazi aspartici este pepstatin.

Intr-o variantd de realizare, aditivul
confine ambele tipuri de inhibitori, atat de
proteaza cisteinici, cit si de proteazi
asparticd. El este confinut intr-un purtitor
lichid care congine api.

Ca utilizare a aditivului, inventia
descrie un procedeu de'preparare a unui furaj
care contine acest aditiv, care consti in aceea
cd fie plante ierbacee, graunte de cereale,
leguminoase sau orez, se insilozeazd impreuni
cu ingredientul activ de insilozare in prezenta
inhibitorului de proteazi, ales dintre inhibitorij
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de proteazd cisteinici si inhibitorii de proteazi
asparticd, fie inhibitorul de proteazi cisteinici
este aplicat pe iarba proaspit cositd, nainte de
insilozare,

Inhibitorul de proteazi cisteinici este
aplicat intr-o cantitate de 10+130 pmoli/kg
produs recoltat, iar inhibitorul de proteazi
asparticd intr-o cantitate de 1+60 mg/kg de
produs recoltat. La aplicarea inhibitorului
valoarea pH-ului este intre 3 §i 7,5.

Cand este lichid, aditivul care conine
inhibitor de proteazi intr-o cantitate de 1+100
g la litru este aplicat intr-un purtitor care
confine api, intr-o dozi de aplicare de 0,5+5
1/t de furaj de tratat.

Se dau, in continuare, patru exemple
concrete de realizare a invenfiei.

Exemplul 1 (diagnostic). Pentru o mai
bund infelegere a invengiei, sunt prezentate
intdi o serie de date generale, urmind ca
exemplele sd facd referire la testele concrete
efectuate pe anumite furaje:

Proteazele cisteinice §i aspartice pot fi
identificate, conform indicatiilor lui Storey si
Wagner, Phytochemistry, 25, No. 12, 2701 la
2709 (1986), care identifici proprietifile
proteazelor, conform Recomandatiilor IUPAC-
1UB.

Este preferat si fie utilizat un inhibitor
al enzimelor proteaze cisteinice.

Orice ingredient activ adecvat poate fi
inclus in aditivul de furaj din invengie. Poate fi
un ingredient chimic, cum ar fi un acid, de
exemplu acid formic sau sulfuric sau
amestecuri ale acestora, sau un ingredient de
origine bacteriani. Ingredientele bacteriale care
sunt foarte potrivite includ specii producitoare
de acid lactic de Lactobacillus Streptococcus,
Pediococcus  acidilactici  si  Pediococcus
pentosaceus, in special specii de Lactobacillus
plantarum. O specie deosebit de utili pentru
insilozarea multor materiale este specia de
Lactobacillus plantarum MTD1, din care a
fost depusd o culturd 1a National Collection of
Industrial Marine Bacteria (NCIMB), 23 St
Machar Drive, Aberdeen AB2 1RY, GB, nr.
NCIMB 40027. Depunerea s-a ficut pe
12.11.1986 si a fost acceptati ca depozit
pentru intentia de brevetare pe 20.07.1988,
Formularul International conform Tratatului
de Budapesta, fiind eliberat pe 25.07.1988.

Alte tulpini adecvate includ tulpini din
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speciile Lactobacillus amylophilus,
Lactobacillus caseii, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus  acidophilus, Lactobacillus
curvatus, Lactobacillus brevis, Streptococcus
lactis, Streptococcus thermophilus,
Streptococcus faeciu, Streptococcus faecalis,
Lactobacillus  amylophilus, Streptococcus
lactis, Streptococcus thermophilus si, in special
soiul Lactobacillus amylophilus No. NCIMB
11546 tulpina Streptococcus lactis nr. NCIMB
6681 si tulpind Streptococcus thermophilus nr.
NCIMB 8510. Aceste tulpini sunt accesibile
publicului.

Inhibitorii de proteazi cisteinici
preferafi includ cistetinele antipaina si, mai
ales, epoxizi peptidici, cum ar fi, trans-epoxi-
succinil L-leucil-amido (4-guanidino) butan
(E64). intr-o formi preferatd a inveniei,
cultura de insilozat este tratati ca un inhibitor
de proteazd aspartici, in plus, fapi de
inhibitorul de proteazi cisteinici pentru a se
obtine un efect inhibitor crescut. Inhibitori: de
proteazd asparticd potrivifi includ pepstatina A.

E-64 poate fi obtinut conform lucririi
lui Hanada et al., Agric. Biol. Chem. 42 3)
529 1a 536 (1978). Cistatina a fost descrisi de
Fossum et al., Arch. Biochem. Biophys. 125,
367, 1968. Apoi a fost purificati si
caracterizatd de Sen et al. Arch. Biochem. and
Biophysica 1568, 623 (1973). Antipaina este
descrisd de Suda et al., J.Antibiotics 23, 259
(1970).

Preferabil, inhibitorul de proteaza

cisteinici este aplicat recoltei care urmeazi a
fi insilozatd intr-o cantitate in intervalul de la
10 1a 130 gmoli/kg produs recoltat. Preferabil,
inhibitorul este aplicat 1a un pH in domeniul 3
la 7,5. Céand inhibitorul este aplicat ca
inhibitor de proteazi, aspartici, cele doui
substane sunt aplicate de dorit impreuni, desi
acestea pot fi aplicate separat in oricare
ordine. Preferabil, inhibitorul de proteazi
aspartici este aplicat intr-o cantitate in
domeniul 1 l1a 60 mg/kg recolti.
Insilozarea este realizat cel mai potrivit in
astfel de condifii, incAt orice alimentare cu
oxigen este limitatd sau oxigenul este in fapt
exclus.

Aditivul de furaj din inventie poate fi
aplicat sub formi de lichid sau de solid ca
particule. Cand se face aplicarea ca lichid,
purtdtorul va cuprinde api si optional, de
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exemplu un alcool inferior, de exemplu 1
- propanol; pe cind atunci cind aplicarea se
face ca solid, purtitorul va fi un material
solid. in general, aditivii de aplicat ca solide
vor fi furnizati color, care il utilizeazi ca
formuldri complete incluzind purtitorii.
Totusi, cind aditivul va fi aplicat sub formi de
lichid, utilizatorului i se va furniza, in general,
ingredientul activ de suspendat, intr-un volum
adecvat de apd, inainte de utilizare.

Cand aditivul din inventie este
aplicabil ca solid, poate fi utilizat ca purtitor
orice material potrivit in aditivul de furaj din
inventie. Exemple de purtitori adecvati includ
cereale, cum ar fi stiulefi de porumb micinati,
orz si grau mdcinat sau alte materiale, cum ar
fi piatrd de var, argild, creti, carbonat de
magneziu sau talc.

In plus, fapi de purtitori, ingredieni
activi i inhibitori de proteazi, aditivii de furaj
vor confine, in general, si alte materiale
addugate pentru o diversitate de motive. Qrice
alt material addugat poate fi inclus drept alt
component in ingredientul activ din inventie.
Materialele suplimentare includ hrinitori (care
pot fi zaharuri ca zaharozi, lactozi, etc.);
factori de crestere care sunt necesari pentru
dezvoltarea unor bacterii (incluzand extract de
drojdie, suc de porumb opirit, vitamine si
aminoacizi); materiale addugate pentru a
proteja viabilitatea bacteriilor; anti-oxidanti;
materiale pentru a asista preluarea de oxigen si
uleiuri §i alte materiale pentru a reduce
tendingele de prifuire a aditivilor sau pentru a
miri aderenta la recolti.

Proportiile relative de purtitor si
ingredient activ incluse intr-un aditiv de furaj
depind de aditiv gi de activitatea sa.

)
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Atunci cind este aplicat sub formi de
solid, aditivul din inventie este alimentat la
nutref, intr-o proporgie de 0,1 kg la 5 kg pe
tond de nutref de tratat, preferabil in intervalul
0,2 kg la 1 kg pe toni. Atunci cind este
aplicat ca lichid, aditivitul este alimentat,
preferabil la o proportie in intervatul 0,5 1 la
5 I pe tond de nutref de tratat, ingredientul
activ fiind adidugat la api, intr-o cantitate in
intervalul 1 g la 100 g pe litru. Orice
instrument de aplicare adecvat poate fi utilizat
pentru a fi aplicat aditivul di invenie, fie sub
formi de solid, fie sub formi de lichid.

Aditivul de furaj din inventie poate fi
utilizat pentru a produce furaj din orice
material, inclusiv din recoltele mentionate mai
inainte in aceastd descriere. Totusi, el este
deosebit de util pentru insilozarea plantelor
ierbacee.

Extracte de iarbd de secari sunt
purificate de 60 de ori prin precipitare cu
sulfat de amoniu, filtrare pe gel si
cromatografie cu schimbdtori de ioni. Se
constatd cd activitdtile enzimei astfel purificate
sunt heterogene, dar totusi impirtisesc modele
similare de inhibare cu diversi inhibitori
proteazici (tabelul 1). O inhibitie importanti a
fost gdsitd numai pentru p-clormercuribenzoat,
un inhibitor de proteazi cisteinici. S-a gisit
inhibitie, de asemenea, dar intr-o misuri cu
mult mai micd cu pepstatin, un inhibitor de
proteaze aspartice. Nu a fost detectats inhibitia
cu fluorurd de fenilmetilsulfonil, un inhibitor
de proteazi serinici. Din aceste date s-a
conchis cd, clasa major3 de proteaze prezente
in iarba de secard sunt proteazele cisteinice.

Tabelul 1
Inhibitor "Tintd" enzimi Concentratie Inhibitie %
PCMB Cisteind I mM 100
IODAA Cisteini 1 mM 10
PMSF Serind 1 mM ' 2
Pepstatin Aspartic S pg/ml 17

Abrevierile din tabelul T
PCMB: Parachlormercurilbenzoat
PMSF: Fluoruri de fenilmetilsulfonil
IODAA: Acid iodacetic
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Exemplul 2. Exemplul 1 este repetat,
utilizdnd extracte de iarbi de secari
tamponate. Extractele sunt incubate la diferite

Rezultatele sunt sumarizate in tabelul
2. Inhibarea autolizei este mai pufin marcati
decat se observi la preparatele semi-purificate

pH-uri  in prezenfa unui amestec de din exemplul 1. Totusi, din nou inhibarea a
antiobiotice, incluse pentru a preveni 5 fost detectati, numai utilizind E-64 (un
fermentarea pe timpul incubdrilor. Inhibitorii inhibitor specific de proteazi cisteinicd) si
de proteazd utilizati sunt specifici pentru pepstatin.
diferite clase de proteaze §i sunt microbieni ca
origine.
Tabelul 2
Inhibitor "Tinti" enzim3 Concentratie pH Inhibitie %
E-64 Cisteind 10 uM 4 13
Pepstatin Asparticid 5 pM/ml 5 47
Aprotinin Serind 5,6 TIU 6 0
A-PMSF Serind 130 uM 6 0

Abrevieri in tabelul 2

E-64: trans-epoxi-succinil-L-leucil-amido (4-guanidino) butan

A-PMSF: (cloruri de p-amidinofenil) metilsulfonil
TIU: unitate inhibitorie a tripsinei

Exemplul 3. Iarba de secari pereni
(substantd uscatd (SU) 279 g/kg; carbohidrat
solubil in apd 113 g/kg SU; azot total 26,5 g
N/kg SU; azot solubil 433 g/kg N) este
insilozatd. larba este insilozati cu sau firi
tratament cu acid formic (1,5 g/kg nutref) cu
scopul de a insiloza iarba la pH 6,25 sau pH
5. La fiecare pH au fost impuse ierbii sase
tratamente (vezi tabelul 3). Au fost utilizati
patru inhibitori de proteazi diferifi: E-64, un
inhibitor de proteazi cisteind; Pepstatin, un
inhibitor de proteazi aspartic3; un extract apos
de cartofi care confine atit inhibitor de
proteazd serind, cat si cisteind; formaldehidi
care reduce protoeliza prin formarea de
reticuldri reversibile intre proteine. in total 36
de silozuri sunt umplute, silozurile fiind
triplicate pentru fiecare tratament. Silozurile
sunt sub forma unor cilindri de misurare de
100 ml echipai cu valve bunsen si in fiecare
dintre aceste silozuri sunt insilozate 70 g iarbi.

Silozurile sunt deschise dupi 82 zile.
Furajul apare bine insilozat firi daune vizibile.
Analizele furajului sunt date in tabelele 4 si 5.

Reducerea pH-ului ierbii insilozate
utilizdnd acid formic, are un unic efect asupra
compozifiei furajului. Desi existi efecte
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semnificative ale tratamentului cu acid formic
asupra concentrafiilor de acid lactic si acid
acetic §i etanol, aceste diferenge apar din slaba
calitate a fermentafiei furajului insilozat dupi
tratament, atit cu acid formic cit §i cu
formaldehida.

Motivele acestei situatii nu sunt clare.

Inhibitorii de proteazi au si ei un slab
efect asupra fermentirii furajului. Prin
comparatie cu furajele netratate, adiugarea de
extract de cartof nu afecteazd distrugerea
proteinei in siloz (tabelul 5). Aplicare de
pepstatin la insilozare nu influenfeazi deloc
calitatea furajului. Totusi, E-64, inhibitorul de
proteazi cisteinicd reduce semnificativ (P <
0,001), cantitdtile de N lichid (0,80 din N
solubil de control) si de N din amoniac (0,73
din N-amoniacal de control) obginut in timpul
insilozarii.

Rezultatele acestor studii arati ci
proteazele cisteinice ce sunt tipurile majore de
proteaze implicate in distrugerea proteinei in
siloz i cd addugarea de inhibitori specifici ai
inhibitorilor de proteazi cisteinicd, de origine
microbiand pot reduce proportia de proteolizi
care are loc in siloz, fird a afecta in mod
negativ producerea de acid lactic in furaj.

[y
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Tabelul 3
Tratament ' Concentratie

Api -

E-64 10 uM

Pepstatin S5 pg/ml

E-64 si Pepstatin -

Extras de cartof Extras nediluat

Formalind 3 g/kg iarbd

Tabelul 4
Tratament SU pH WSC Lac Ac Et
(g’kg) (g/kg DM)

Insilozat la pH 6,2
Control 249 3,75 30,1 120 24,3 5,37
E-64 244 3,76 30,6 115 22,7 3,15
Pepstatin 239 3,75 30,2 126 22,2 9,26
E-64 + 247 3,76 30,1 111 22,5 2,56
Pepstatin
Cartof 244 3,72 30,0 124 23,1 7,22
Formaldehida 254 3,76 29,6 115 20,8 2,67
Insilozat la pH 5,0
Control 250 3,69 30,2 124 22,1 0,5
E-64 249 3,72 30,2 115 19,6 0,92
Pepstatin 251 3,72 29,9 115 21,0 0,5
E-64 + 244 3,80 30,9 102 17,5 2,25
Pepstatin
Cartof 247 3,74 30,8 110 24,2 13,7
Formaldehida 252 4,49 29.7 51 19,3 18,5
SE 0,5 0,086 0,60 7,0 1,16 1,06

Abrevieri in tabelul 4

SE: Eroare Standard Medie pentru 6 Observiri
Lac: lactat

Ac: Acetat

ET: Etanol

WSC: Carbohidrat Solubil in Apd
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Tabelul 5
Tratament Total N N Solubil N-amoniacal

(gN/kg DM) (gN/kg N) (gN/kg N)
Insilozat la pH 6,2
Control 26,9 535 88,5
E-64 26,3 424 68,3
Pepstatin 27,1 547 79,6
E-64 + Pepstatin 26,8 454 54,5
Cartof 26,2 524 86,9
Formaldehida 24,4 528 85,6
Insilozat la pH 5,0
Control 22,1 520 85,3
E-64 27,4 357 58,1
Pepstatin 25,3 597 75,8
E-64 + Pepstatin 26,5 414 49,6
Cartof 27,1 522 68,2
Formaldehidi 26,7 518 100,8
SE 0,49 2,4 0,48

Abrevieri in tabelul 5
SE: Eroare Standard Medie pentru 6 Observiri

Exemplul 4. Iarba de secari pereni
este tocatd la aproximativ 2 cm lungime si se
adaugd 20 ml de apd sau o solujie apoasi, asa
cum se descrie mai jos, la 70 g de iarbi.
Amestecul este comprimat si introdus in
silozuri inchise ermetic fagi de accesul aerului
si se menfine la temperatura camerei pe durata
experimentului. Iarba de secari contine 190
g/kg materie uscatd, 241 g/kg carbohidrat
solubil in apd, fafd de materia uscati, confinut

total de azot 42,5 g/kg materie uscati si
confinut de azot solubil 487 g/kg de azot.
Azotul remanent fiind prezent in principal in
proteind. Cei 20 ml de api sau solufie
confinuti s-au dovedit a fi suficienfi pentru
prepararea inhibitorului de enzimi si/sau
bacterial pentru a da cantitifile in micrograme
pe gram de iarbd proaspiti, aritate in tabelul
urmator.
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Tabelul 6
Tratament Concentratie
pglg  iarbd proaspitd Hglg  iarbd proaspidta
Apa (Control) - -
E-64 11,25 0,03
22,5 0,06
45,0 0,12
Pepstatin 30,0 0,04
(Pepstatin) (E-64)
Pepstatin 30,0 22,5 0,04 0,06
E-64
Antipain 32,0 0,04
Cistatin 1,2 0,9
"ECOSYL’ 31/t (2,85 g/)
’ECOSYL E-64 "ECOSYL’ aplicat in proportia de mai sus E-64
aplicat 22,5 pg/g iarb3

ECOSYL este un aditiv de furaj
accesibil comercial pentru o suspensie apoasi
proedusd de Imperial Chemical Industries
PLC. ECOSYL este 0 marcd de comerf a
Imperial Chemical Industries PLC. Produsul
confine drept constituent activ major specific
NCIMB 48027  L.plantarum liofilizat
impreund cu hrinitori. Toate tratamentele au
fost triplicate. Silozurile au fost deschise dupa
50 zile si furajele au apirut a fi bine insilozate
faird daune vizibile. Pepstatinul este un
inhibitor de proteazi aspartic3. Antipaina este
un inhibitor al proteazelor cisteinice si serinice
si cistatinul este un inhibitor de proteaze
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cisteinice. Despre acestea se crede ci se leagi
echimolecular cu proteazele. In tabele
urmatoare nici un azot proteinic (azot solubil)
nu include amoniac. SE inseamnd eroare
stardard si in fiecare tabel este datd pentru trei
observdri. La inseamnd lactat. Aceasta
inseamnd acetat si Et inseamni etanol. Lactatul
si- acetatul sunt exprimafi ca acizi liberi.
Investigarea produsilor de insilozare aratd ci
inhibitorii de proteazd au un mic efect asupra
fermentdrii furajului si producerea de acid
lactic nu a fost afectatdi. in urmitoarele tabele
SU inseamnd substanfd uscati.

Tabelul 7

Efectul cresterii concentratiilor de E-64 asupra fractiilor azotate ale furajului

Concentragia E-64 N-total N-non-proteic N-amoniacal
uglg iarbd gN/kg SU gN/kgN gN/kgN
0 407 643 72,4
11,25 360 558 61,1
22,5 366 586 70,8
45,0 359 481 51,0
SE 0,89 2,22 0,71
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SE, eroare standard pentru trei control. Pentru furajele tratate cu E-64 45,0
observdri. N-non-proteic nu include N- pgl/g iarbd, confinutul solubil este redus la
amoniacal. 75% din N solubil al probei de control.
Pentru furaj tratat cu E-64 la 11,25 Continutul de N-amoniacal al furajelor tratate
#g/g iarbd, confinutul de N-solubil (N non- 5  cu E-64 45,0 ug/g iarbi este redus la 70% din
proteinic) este redus la 87% din N probei de cel al N-amoniacal.

Tabelul 8
Efectele cresterii concentratiilor de E-64 asupra compozifiei furajului
E-64 Proportia de pH SuU WSC La Ac Eth

aplicare furaj

0 3,48 156 20,6 184 22,5 16,0
11,25 3,41 158 24,5 202 19,3 38,9
22,5 3,48 163 242 188 222 33,3
45,0 3,40 164 31,3 175 18,4 35,5
SE 0,02 0,15 1,25 13,5 2,94 5,57

SU inseamnd substand uscatd in grame pe kilogram si
WSC inseamni carbohidrat solubil in apd; -

La inseamni acid lactic;

Ac inseamni acid acetic;

Eth inseamnd etanol.

Toate sunt exprimate ca grame pe kg de substangi uscati.
Prin substanfi uscati se injelege reziduul dupi deshidratarea ierbii sau furajului dupi caz.

Tabelul 9
Efectul E-64 si pepstatinului asupra compozitiei Sfurajului
Tratament N-total N-non-proteinic N-amoniacal
gN/kgSU gN/kgN gN/kgN
Control 407 643 72,4
E-64 366 556 70,8
22,5 pg iarbi
Pepstatina 435 521 60,6
30 pg/g iarbi
E-64 428 438 62,9
(30 pg/g iarba) si
Pepstatin
(22,5 pg/g iarbid)
- SE 1,51 0,63 0,54
Pepstatinul reduce cantitifile de N comparativ cu aplicarea fiecirui inhibitor
solubil (81% din N controlului). Reducerea in singur. Pentru furajele tratate cu pepstatin si
cantitatea de N solubil din furaje este mai E-64 impreuni, continutul de N-solubil este

mare la aplicare de pepstatin si E-64, impreuni redus la 68% din N-solubil al controlului.
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Tabelul 10
Efectele E-64 si pepstatinului asupra compozitiei furajului
Tratament pH furaj SU WSC La Ac Eth
Control 3,48 156 20,6 184 22,5 16,0
E-64 22,5 3,48 163 242 188 22,2 33,3
uglg iarbd
Pepstatin 3,61 164 17,5 168 16,1 36,0
30 ug/g iarbd
E-64 30 ug/g iarbi 3,56 163 11,1 171 23,9 38,9
si Pepstatin
22,5 ug/g iarbi
SE 0,02 0,12 0,66 8,48 5,39 8,68
Tabelul 11
Efectele inhibitorilor de proteazd cisteinicd asupra fractiilor azotate ale furajului
Tratament N-total N-non-proteic N-amoniacal
gN/kg SU gN/kgN gN/kgN
Control 407 643 72,4
E-64 366 556 70,8
22,5 ugl/g iarbi
Cistatind 406 571 75,7
1,2 ug/g iarba
Antipaind 411 524 69,1
32 uglg iarba
SE 1,02 2,40 0,70

Continutul de N solubil al furajelor tratate cu cistatini este redus la 88% din N solubil al
controlului. Continutul de N solubil al furajului tratat cu antipaini este redus la 81% din N solubil

al controlului.

Tabelul 12
Efectele inhibitorilor de proteazd cisteinicd asupra compozitiei furajului
Tratament pH SU WSC La Ac Eth
furaj
Control 3,48 156 20,5 184 22,5 10,0
E-64 3,48 163 242 190 22,2 33,3
22,5 uglg iarba
Antipaind 3,55 161 24,1 163 28,8 4,31
32 ug/g iarba
Cistatind 3,65 160 17,2 183 29,4 4,55
1,2 ug/g iarbi
SE 0,03 3,09 0,93 19,2 8,57 5,07
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Tabelul 13
Efectele E-64 si "ECOSYL" asupra fractiilor azotate ale furajului
Tratament N-total N-non-proteic N-amoniacal
gN/kg SU gN/kgN gN/kgN

Control 407 643 72.4
E-64 366 586 70,8
22,5 ug/g iarbd
ECOSYL 378 533 63,2
8,55 pgl/g iarbd
E-64 355 421 53,3
22,5 pglg iarbd
si ECOSYL
8,55 g/l
SE 0,79 1,51 0,79

Pentru furajul tratat cu ECOSYL
cantitatea de N solubil a fost redusi la 82%
din N solubil al controlului. Pentru furajul
tratat cu E-64 si ECOSYL a fost determinatd
o reducere mai mare a conginutului in N

20

solubil, comparativ cu acela pentru fiecare
tratament aplicat separat. La adiugarea de
ECOSYL si E-64 impreund, confinutul de N
solubil al furajului este redus la 65% din cel al
N-solubil al controlului.

Tabelul 14
Efectele E-64 si ECOSYL asupra compozitiei furajului
Tratament pH SU WSC La Ac Eth
furaj
Control 3,48 156 20,6 184 22,5 16,0
E-64 3,48 163 24,1 188 22,2 33,3
22,5 uglg iarbd
ECOSYL 3,63 154 16,0 149 42,6 11,2
8,55 ugl/g iarbd
ECOSYL 3,45 164 28,9 132 42,0 30,2
8,55 uglg iarba
si E-64
22,5 pgl/g iarbd
SE 0,03 0,11 0,92 13,9 8,53 5,45
Concluzii 45 fard a afecta in mod negativ producerea de
Rezultatele aratd cd proteazele acid lactic in siloz.

cisteinice §i aspartice sunt active pe timpul
insilozarii. Addugarea de inhibitori de proteaza
cisteinicd si asparticd specificd, de origine
biologicd, reduce proportia proteolizei in siloz,

Reducerea continutului de N solubil la
furajul tratat cu ECOSYL, comparativ cu
acela pentru furajele de control, poate fi
atribuit efectului pH-ului asupra enzimelor
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proteolitice din iarba de secard (aritat a fi cu
activitate optimd la pH 5 la 7). O reducere mai
rapidd a pH-ului in timpul etapelor inifiale de
insilozare, ar fi fost de asteptat pentru furajele
tratate cu ECOSYL, comparativ cu furajele de
control.

O combinatie de inhibitori de proteazi
cisteinici g§i asparticd sau de inhibitor de
proteazi cisteinici si ECOSYL apare a reduce
proteoliza pe timpul insilozirii intr-o misuri
mai mare decit tratamentele cu un singur
agent.

Revendicari

1. Aditiv pentru furaj, caracterizat
prin aceea c¢d este constituit dintr-un
ingredient activ pentru insilozare, eventual
aldturi de alji ingredienti, in sine cunoscufi, si
dintr-un inhibitor de enzimi proteazi, selectat
dintre inhibitori de proteazi cisteinici si
inhibitori de proteazd asparticd sau amestecul
lor, inhibitorul fiind de origine biologici.

2. Aditiv conform revendicirii 1,
caracterizat prin aceea ci ingredientul activ
pentru insilozare este un acid sau un ingredient
de origine bacteriana.

3. Aditiv, conform revendicirilor 1 si
2, caracterizat prin aceea ci, ingredientul
bacterian este o specie de Lactobacillus si/sau
Streptococcus  si/sau Pediococcus,
producitoare de acid lactic.

4. Aditiv conform revendicirilor 13,
caracterizat prin aceea ci inhibitorul de
proteazd cisteinicd este cisteind sau antipaina
sau  rtrans-epoxi-succinil-L-leucilamido  (4-
guanidine) butan.

5. Aditiv conform revendicirilor 1+4,
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caracterizat prin aceea c¢3 inhibitorul de
proteazd aspartica este pepstatin.

6. Aditiv conform revendicirilor 1+5,
caracterizat prin aceea ca confine ambele
tipuri de inhibitori, atit de proteazi cisteinici,
cat si de proteazi aspartici.

7. Aditiv conform revendicarilor 16,
caracterizat prin aceea ci este continut intr-
un purtdtor lichid, care contine api.

8. Procedeu pentru prepararea unui
furaj continind aditivul din revendicarea 1,
caracterizat prin aceea cid, fie plante
ierbacee, griunge de cereale, leguminoase sau
orez, se insilozeazd impreuni cu ingredientul
activ de insilozare in prezenga inhibitorului de
proteazd, ales dintre inhibitorii de proteazi
cisteinicd si inhibitorii de proteazi aspartici,
fie inhibitorul de proteazd cisteinici este
aplicat pe iarba proaspidt cositd, inainte de
insilozare.

9. Procedeu conform revendicirii 8,
caracterizat prin aceea ci innibitorul de
proteazd cisteinicd este aplicat intr-o cantitate
de 10+130 pmoli/kg produs recoltat.

10. Procedeu conform revendicirilor 8
§i 9, caracterizat prin aceea ci inhibitorul de
proteazd asparticd este aplicat intr-o cantitate
de 1+60 mg/kg produs recoltat.

11. Procedeu conform revendicirilor
8+10, caracterizat prin aceea ci, la aplicarea
inhibitorului, valoarea pH-ului este intre 3 si
7.5.

12. Procedeul conform revendicirilor
8+11, caracterizat prin aceea ci se aplici un
aditiv lichid, care contine inhibitor de proteazi
intr-o cantitate de 1+100 g la litru, intr-un
purtdtor care contine apd, intr-o dozi de
aplicare de 0,5+5 1/t de furaj de tratat.
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