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(57) Rezumat:

Inventia se referd la un nutret combinat, pentru fura-
jarea faziala a puilor de carne, imbunatétit prin adaos
de probiotic pe bazad de tulpini de Lactobacillus
salivarus (IBNA41 si IBNA33), in proportie de 1:1, sub
forma de pulbere microincapsulatd in doza de 1 g/kg
NC. Nutretul trifazal (start, crestere, finisare), conform
inventiei, este constituit Tn procente masice din porumb
46,12...47,28...54,73%, srot soia 27,2...25,5...19,1%,
fasolita 15%, gluten porumb 4,3..4...3,5%, ulei
2,1..3,4..3,1%, DL-Metionina 0,33...0,25...0,28%,
L-Lizina HCL 0,24...0,1...0,22%, carbonat calciu
1,72....1,46...1,28%, fosfat monocalcic

1,63...1,65...1,43%, sare 0,28%, premix colind 0,08%,
premix vitamino-mineral pentru pui de carne 1% si
1 g/kg NC produs probiotic, avand un continut de
89,44...89,7...89,95% substanta uscata, 23...22...19,5%
proteind bruta, 1,4...1,24...1,16% lizina,
1,05....0,95...0,9% metionina + cisteina, 1...0,9...0,79%
calciu, 0,7...0,65...0,6% fosfor, 3,27...3,2...3% celuloza,
12,57...12,97...13,22 MJ/kg energie metabolizabild, in
functie de faza de crestere.
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NUTRET COMBINAT iMBUNATATIT PRIN ADAOS DE PROBIOTIC
PENTRU FURAJAREA PUILOR DE CARNE

Inventia se referd la un nutref combinat imbunat&tit prin adaosul unui biopreparat cu
rol probiotic destinat furajérii faziale a puilor de carne.

Nutretul combinat clasic reprezintd o asociere a unor materii prime energetice,
proteice, adaos de vitamine si minerale intr-o proportie care sd permitd satisfacerea
cerintelor nutritionale specifice categoriei de varsta (Brevet RO106641 B1). Prin urmare,
nutreful combinat clasic asigura functia primara a hranei, respectiv necesarul de substante
nutritive pentru crestere, dezvoltare si obtinerea de produse.

Dezavantajul major al acestuia fiind acela cd& nu confine componente
antimicrobiene, care s asigure prin efectul lor terapeutic trecerea la o nutritie stiintifica
modernd, bazati pe sdnatate.

Probioticele sunt ,,microorganisme vii care, administrate in cantitdfi adecvate,
conferd un beneficiu sandtdtii gazdei”, aceastd definitie fiind larg acceptata si adoptaté de
Asociatia Stiintificd Internationala pentru Probiotice si Prebiotice (FAO/OMS, 2001).

Bacteriile lactice, in special tulpinile de Lactobacillus, sunt frecvent utilizate ca
probiotice. Tulpinile de Lactobacillus au o capacitate ridicatd de aderare la epiteliul
intestinal §i sunt capabile si populeze intestinul puilor de carne inca din prima zi de la
ecloziune (Fuller, 1973), fiind considerate a fi flora bacteriand normala a tractului gastro-
intestinal (TGI) la pui (Kizerwetter-Swida si Binek, 2005). Pentru a avea o aplicare mai
specificd tulpinile bacteriene utilizate ca probiotice pentru pasiri trebuie izolate din
microflora naturald a TGI al aceluiasi tip de pasire (Kizerwetter-Swida si Binek, 2005;
Piatek si col., 2012). Studii anterioare au aratat cd modalitétile de actiune prin care
probioticele promoveazi sinétatea intestinaléd i imbunitafesc performantele nu sunt incé
pe deplin cunoscute (Edens, 2003; Parvez si col., 2006; Kabir, 2009; Ng si col., 2009; Vila
si col., 2010; Lee si col., 2010). Cele mai cunoscute mecanisme prin care probioticele
exercitd efecte benefice sunt echilibrarea microflorei intestinale i reglarea functiei imune.
Probioticele ajutd la stabilirea unui microambient in intestin care favorizeaza
microorganismele benefice si reduc colonizarea bacteriilor patogene (excludere
competitiva) prin: (1) crearea unui mediu ostil pentru speciile bacteriene patogene (prin

producerea de acid lactic, acizi grasi cu lant scurt i reducerea pH-ului); (2) competitie cu
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aderentei si translocérii organismelor patogene (Fuller, 1989; Netherwood si col., 1999;
Schneitz, 2005; Ng si col., 2009; Brown, 2011). De asemenea, este cunoscut faptul ca
probioticele contribuie la mentinerea sdnititii intestinale prin favorizarea cresterii
celulelor ce ciptusesc epiteliile intestinele, stimularea raspunsului imun §i prin mecanisme
implicate in supravietuirea celulard (prin producerea de citokine care imbunététesc
regenerarea celulelor epiteliale si inhiba apoptoza), imbunititirea selectivitatii
permeabilitdtii barierei epiteliale (modularea jonctiunilor strdnse cito-scheletice si
epiteliale) si cresterea sintezei de mucind (Chichlowski si col., 2007; Ng si col., 2009;
Brown, 2011). De asemenea, acestea joacd un rol important in digestia si retentia
nutrientilor prin cresterea activititii enzimelor digestive si imbunatitirea descompunerii
nutrientilor nedigestibili (Jin si col., 2000; Ciorba, 2012; Ng si col., 2009; Wang si Gu,
2010). Probioticele isi exercitd, de asemenea, actiunea prin reducerea productiei de amine
toxice si amoniac in intestine (Chiang si Hsieh, 1995). Un alt mecanism important al
actiunii probioticelor include modularea si reglarea rispunsului imun prin reducerea
citokinelor pro-inflamatorii, cresterea productiei secretorii de IgA si promovarea
raspunsurilor imune specifice si nespecifice impotriva agentilor patogeni, activarea
macrofagelor, cresterea productiei de citokine prin limfocite intraepiteliale (Ng si col.,
2009; Lee si col., 2010). Astfel, un organism probiotic ideal ar trebui si poatd rezista
procesdrii si depozitarii, sd supraviefuiascd in mediul acid gastric, s adere la epiteliu sau
mucus in intestine, sd producd compusi antimicrobieni i s& moduleze rispunsurile imune
(Edens, 2003; Patterson si Burkholder, 2003; Cheng si col., 2014). Cu toate acestea, nu
toate tulpinile bacteriene prezinti toate proprietitile menfionate anterior si in selectarea
tulpinilor sau a combinatiilor lor trebuie s& se aibe in vedere obtinerea unor efecte benefice
maxime in vivo. Mésuri pentru protejarea microorganismelor in timpul trecerii lor prin
tractul gastro-intestinal, cum ar fi microincapsularea, ar trebui luate in considerare pentru
a asigura viabilitatea si colonizarea intestinului (Han si col., 2013).

Cu toate ci in numeroase publicatii se aratd imbunatatirea performantelor la paséri
(broileri, géini oudtoare si curcani), existd studii in care utilizarea probioticelor la pasari
prezint3 un efect de stimulare a cresterii limitat si variabil, sau absent (Karaoglu i Durdag,
2005; O Dea si col., 2006; Lee si col., 2010; Waititu si col., 2014). Aceste rezultate
inconsecvente in utilizarea probioticelor sunt atribuite diferentelor privind doza si tipul

tulpinii utilizate, durata de administrare, variatiile de procesare, si mediul.

Problema tehnica pe care o rezolvid inventia revendicatd constd in realizarea unui TS
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probiotic bazat pe amestecul de tulpini bacteriene de Lactobacillus salivarius in vederea
ameliordrii starii de sanatate si a productivitatii acestora. Tulpinile de L. salivarius au fost
izolate din continutul intestinal de pasdre, identificate, caracterizate fenotipic §i probiotic,
si evaluate in vederea obtinerii si optimizarii unor produse bacteriene probiotice cu rol de
aditiv furajer. Tulpinile identificate cu codurile de referintd IBNA 41 si IBNA 33, au fost
conservate pe mediu nutritiv selectiv MRS agar si bulion, rezista pana la 90 zile la 4°C si
temperatura camerei, $i pani la 2 ani cu adaos de glicerol 20% la temperatura de — 80°C;
sunt conservate in Colectia de tulpini bacteriene a Institutului National de Cercetare-
Dezvoltare pentru Biologie si Nutritie Animald (IBNA Balotesti).

In particular, prezenta inventie face referire la includerea in nutreful combinat
neconventional a unui produs probiotic bazat pe amestecul unor tulpini bacteriene de
Lactobacillus salivarius (IBNA 41 si IBNA 33), in proportie de 1:1, sub forma de pulbere
obtinuti prin microincapsulare, in dozi de 1 g/kg NC cu o concentratie de 1,62 x 108
UFC/g, care poate constitui o alternativi la substantele antimicrobiene clasice/antibiotice,
a cdror utilizare ca promotori de crestere a fost interzisa in industria furajelor pentru pésari
din ianuarie 2006 (Regulation 1831/2003/EC; Ordinul 199/2006).

Nutretul combinat, conform inventiei revendicate, inlitura dezavantajul specificat
anterior prin aceea ci prezintd o asociere de materii prime furajere care permit un optim
nutritional si este imbunatétit prin adaos de probiotic bazat pe amestecul unor tulpini
bacteriene de L. salivarius, IBNA 41 si IBNA 33, in proportie de 1:1, sub forma de pulbere
obfinutd prin microincapsulare, in dozi de 1 g/kg NC, cu o concentratie de 1,62 x 10%
unitifi formatoare de colonii per gram (UFC/g). Actiunea probioticd a acestor tulpini de
L. salivarius la nivelul organismului puilor de carne a fost potentatd prin: i) structura
nutretului combinat, care acopera cerintele nutrifionale specifice acestei categorii de pasari
si ii) utilizarea microincapsularii, ca metodd inovativd de mentinere a viabilitatii
bacteriilor, in vederea protejarii si extinderii duratei de depozitare a acestora in noua forméa
de prezentare (Chavarri i col., 2014), in cazul prezentei inventii, sub forma de pulbere.

Nutretul combinat imbunétatit prin adaos de probiotic mix L. salivarius IBNA 41:
IBNA 33 (1:1), conform inventiei revendicate, are ca obiectiv principal imbunatatirea
starii de sanatate prin rolul imunomodulator si de modificare a compozitiei microflorei
intestinale.

Nutretul combinat destinat furajarii faziale a puilor de carne, intr-o combinatie
preferatd contine: porumb 46,12...47,28...54,73%, srot soia 27,20...25,50...19,10%, N
Jasoliti  15,00%, gluten porumb 4,30...4,00..3,50%, ulei 2,10...3,40...3,10%, D/Jz-/i,{\
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Metionina 0,33...0,25...0,28%, L-Lizina HCL 0,24...0,10...0,22%, carbonat de calciu
1,72...1,46...1,28%, fosfat monocalcic 1,63...1,65..1,43%, sare 0,28%, premix colini
0,08%, premix vitamino-mineral pentru pui de carne 1,00% si 1 g/lkg NC produs
probiotic L. salivarius IBNA 41: IBNA 33 (1:1), cu o concentratie de 1,62 x 108 UFC/g.

Nutretul combinat, conform inventiei revendicate, prezinti urmatoarea compozifie
chimica: 89,44...89,70...89,95% substantd uscatd, 23..22...19,50% proteind bruta,
1,40...1,24...1,16% lizina, 1,05...0,95...0,90% metionina+cistina, 1,00...0,90...0,79%
calciu, 0,70...0,65...0,60% fosfor, 3,27...3,20...3,00% celuloza, 12,57...12,97...13,22
MJ/kg energie metabolizabila.

Nutretul combinat destinat furajarii faziale a puilor de carne, conform inventiei,
prezinta urmitoarele avantaje:

- asigura sub aspect cantitativ si calitativ necesarul de nutrienti pentru pui de carne
in faza de start, crestere si finisare;

- permite asocierea efectelor nutrientilor cu cele antibacteriene din aditivul furajer
cu efect probiotic obtinut din tulpini de L. salivarius IBNA 41: IBNA 33 (1:1);

- efecte benefice asupra stérii de sinatate prin reducerea lipidelor plasmatice (total
colesterol si trigliceride);

- imbunititeste microflora intestinald prin proliferarea populatiilor bacteriene
benefice in detrimentul celor patogene;

- nu este poluant prin dejectii;

- nu prezintd risc pentru operator si toxicitate pentru pasdri, in cazul respectérii
conditiilor de pastrare si termenului de depozitare.

Se dd in continuare un exemplu de realizare a nutretului combinat conform
inventiei revendicate:

Pentru obtinerea nutretului, materiile prime se dozeaza dupa care se macin intr-o
moard cu ciocdnele. Porumbul, srotul de soia, fasolita si glutenul de porumb se introduc
intr-un malaxor pentru omogenizare. Se adauga treptat uleiul §i restul microingredientelor.
Se continud amestecarea 6 min. Nutretul combinat astfel obfinut, se prezint sub forma de
sub forma de faina cu o granulatie de 2,8 mm, si se administreaza ca amestec unic de hrana
la puii de carne, pe faze de crestere. Produsul are o valabilitate de 60 zile de la data
fabricatiei in conditii de péstrare la temperatura mediului ambiant si depozitare in spatii

corespunzitoare.
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structura redata in tabelul 1.

Tabelul 1. Structura nutretului combinat destinat furajérii faziale a puilor de

came
Faze de crestere
Start Cregtere Finisare

Ingrediente (%) (0-10 zile) (11-24 zile) (25-35 zile)
Porumb 46,12 47,28 54,73
Srot soia (46% PB) 27,20 25,50 19,10

asolitd (23% PB) 15,00 15,00 15,00

luten porumb (62% PB) 4,30 4,00 3,50
Ulei 2,10 3,40 3,10
DL-Metionini 0,33 0,25 0,28
IL-Lizina HCI 0,24 0,10 0,22
Carbonat calciu 1,72 1,46 1,28
Fosfat monocalcic 1,63 1,65 1,43
Sare 0,28 0,28 0,28
Premix colin 0,08 0,08 0,08
Premix vitamino-mineral” 1,00 1,00 1,00
Probiotic mix L. salivarius
IBNA 41: IBNA 33 (1:1)"" -+ - -+

Caracteristici nutritionale
Energie Metabolizabili (EM, MJ/kg) 12,57 12,97 13,22
Substantd uscati, % 89,44 89,70 89,95
Proteina bruta, % 23,00 22,00 19,50
Lizina, % 1,40 1,24 1,16
Metionini + Cistind, % 1,05 0,95 0,90
Calciu, % 1,00 0,90 0,79
Fosfor total, % 0,70 0,65 0,60
Celulozi bruts, % 3,27 3,20 3,00

*Premixul vitamino-mineral inclus in nutretul combinat confine/Kg nutret: 1 100 000 UI vitamina A;
200 000 UT vitamina D3; 2700 UI vitamina E; 300 mg vitamina K3; 200 mg vitamina B1; 400 mg
vitamina B2; 1485 mg vitamina B3; 2700 mg vitamina B5; 300 mg vitamina B6; 4 mg vitamina B7;
100 mg vitamina B9; 1,8 mg vitamina B12; 2000 mg vitamina C; 8000 mg Mn; 8000 mg Fe; 500 mg
Cu; 6000 mg Zn; 152 mg I; 18 mg Se; 37 mg Co; 6000 mg antioxidant.

**Produs probiotic mix L. salivarius IBNA 41: IBNA 33 (1:1) = 1 g/kg NC.

in mod obisnuit, nutretul combinat clasic, destinat furajarii faziale a puilor, se
bazeaza de porumb, srot soia, gluten porumb, ulei, aminoacizi de sintezi (DL-metionina,
L-lizind HCI), carbonat calciu, fosfat monocalcic, sare, premix colind gi premix vitamino-
mineral.

Nutretul combinat, conform inventiei, s-a diferentiat pe de o parte prin includerea
fasolitei in proportie de 15%, substituind partial srotul de soia, respectiv 17,82% in faza

de start, 19,20% in faza de crestere si 23,90% in faza de finisare, si pe de alti parte pri}r‘fa -
i
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adaosul de probiotic pe baza de tulpini de L. salivarius IBNA 41 si IBNA 33, in proportie
de 1:1, sub forma de pulbere obfinuti prin microincapsulare, in dozi de 1 g/lkg NC cu o
concentratie de 1,62 x 10% UFC/g.

Utilizarea nutreful combinat, conform inventiei revendicate, contribuie la obfinerea

de performante productive comparabile, redate in tabelul 2.

Tabelul 2. Performante productive

Spor, total perioada Spor mediu Con§ur.n mediu Cons.um

Item (g) zilnic (g) zilnic (g) specific
(2:8)
C 1961,10 57,67 97,89 1,70
F 1936,09 56,94 98,02 1,72
C'LS 1921,40 56,51 98,18 1,74
F*LS 1920,00 56,47 98,13 1,73
SEM 7,32 0,36 0,48 0,03
Efecte
Dieta
C, 0% fasolits 1941,25 57,10 98,03 1,72
F, 15% fasolia 1928,04 56,70 98,08 1,73
Probiotic mix L. salivarius IBNA 41: IBNA 33 (1:1)
Nu 1948,60 57,31 97,96 1,71
Da 1920,70 56,49 98,15 1,73
Valoare P

Dieta NS NS NS NS
LS NS NS NS NS
Dietd x LS NS NS NS NS

C, 0% fasolita; C* LS, 0% fasolitd + produs probiotic; F, 15% fasolita; F*LS, 15% fasolita + produs probiotic;
NS, Diferente nesemnificative P>0,05.

In continuare este prezentat profilul plasmatic lipidic (tabelul 3). Concentratia de
colesterol total s-a redus cu 8,77% si trigliceride cu 11,28%, ca urmare a utilizarii nutreful
combinat imbunétafit prin adaos de probiotic mix L. salivarius IBNA 41: IBNA 33 (1:1),
conform inventiei revendicate.

Nutretul combinat imbunatitit prin adaos de probiotic mix L. salivarius, conform

inventiei, are un efect hipocolesterolemic.

.....
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Item Co’:'eosttz:lml HDL-Colesterol Trigliceride Glucide
C 114,60 71,05 54,80 251,80
F 118,00 68,38 53,40 250,40
C'LS 107,00 69,55 49,20 256,00
F*LS 105,20 69,30 46,80 268,00
SEM 2,21 1,23 0,82 2,85
Efecte

Dietd
C, 0% fasolita 110,80 70,30 52,00 253,90
gsgi‘;/; 110,60 68,84 50,10 259,20
Probiotic mix L. salivarius IBNA 41: IBNA 33 (1:1)
Nu 116,30 70,92 54,10 251,10
Da 106,10 69,42 48,00 262,00

Valoare P
Dieta NS NS NS NS
LS 0,02 NS 0,0001 NS
Dieta x LS NS NS NS NS

C, 0% fasolitd; C* LS, 0% fasolita + produs probiotic; F, 15% fasolita; F'LS, 15% fasolit3 + produs probiotic;
NS, Diferente nesemnificative P>0,05; Diferente semnificative P<0,05.

In continuare se prezinta rezultatele privind pH-ul intestinal si populatia bacteriana
la nivel intestinal, respectiv in cecum (tabelul 4). Utilizarea nutrefului combinat revendicat
are efecte pozitive asupra populatiilor benefice din cecum, in detrimentul populatiilor
patogene, respectiv s-a observat o crestere semnificativid a numarului de Lactobacillus sp.
cu 8,58% si reducerea semnificativa a populatiilor de Coliformi cu 12,33%, Clostridium
sp. cu 12,35% si E. coli B-hemolitic cu 46,88%.

Din analiza bacteriologica a dejectiilor recoltate la 35 zile (tabelul 5), se observa
cd administrarea nutretului combinat revendicat a redus semnificativ flora patogens,
respectiv coloniile de Enterobacteriacee si Stafilococi, si a crescut semnificativ numarul

de Lactobacillus sp. cu 2,94% (P<0,05). Salmonella sp. nu a fost detectatd in dejectii.
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Tabelul 4. pH si microflori intestinald - cecum

20/11/2019 2 2

pH Lactobacillus Coliformi  Clostridium  Enterococcus E. coli Salmonella
Items p. sp. sp. -
hemolitic
C 6,88 8,413 6,765 6,155 5,891 3,466 abs
F 6,88 8,107 7,135 6,286 6,095 3,120 abs
C*LS 6,76 9,061 6,709 5,670 5,095 1,898 abs
F'LS 6,94 9,011 5,477 5,235 5,580 1,600 abs
SEM 0,06 0,12 0,18 0,14 0,26 0,47 -
Efecte
Dieti
C, 0% fasolita 6,82 8,738 6,737 5,913 5,494 2,682 -
F, 15% fasolita 6,91 8,559 6,307 5,761 5,838 2,360 -
Probiotic mix L. salivarius IBNA 41: IBNA 33 (1:1)
Nu 6,88 8,261 6,950 6,221 5,999 3,293 -
Da 6,85 9,036 6,093 5,453 5,338 1,749 -
Valoare P
Dieta NS NS NS NS NS NS -
LS NS 0,01 0,05 0,03 NS 0,02 -
Dietd x LS NS NS NS NS NS NS -

C, 0% fasolita; C* LS, 0% fasolita + produs probiotic; F, 15% fasolita; F'LS, 15% fasolitd + produs probiotic; NS,

Diferente nesemnificative P>0,05; Diferente semnificative P<0,05.

Tabelul 5. Compozitia bacteriologica a dejectiilor (35 zile)

Items Enterobacteri  E. coli Stafilococi Salmonella  Lactobacillus
aceae sp. sp. sp.

C 12,45 11,25 8,93 abs 10,10

F 12,45 11,23 8,88 abs 10,50

C'LS 12,42 11,22 8,85 abs 10,30

F'LS 12,40 11,21 8,80 abs 10,70

SEM 0,002 0,01 0,01 - 0,004

Efecte

Dietd

C, 0% fasolita 12,44 11,23 8,87 - 10,20

F, 15% fasoliti 12,43 11,22 8,86 - 10,60

Probiotic mix L. salivarius IBNA 41: IBNA 33 (1:1)

Nu 12,45 11,24 8,93 - 10,20

Da 12,40 11,21 8,82 - 10,50

Valoare P

Diets NS NS NS - 0,001

LS 0,03 NS 0,001 - 0,003

Dieta x LS NS NS NS - NS

C, 0% fasolita; C* LS, 0% fasolita + produs probiotic; F, 15% fasoli{d; F'LS, 15% fasolita + produs probiotic; NS,

Diferente nesemnificative P>0,05; Diferente semnificative P<0,05.
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REVENDICARI:

1. Nutret combinat destinat furajarii faziale a puilor de carne, caracterizat prin aceea
ca are in componenta porumb 46,12...47,28...54,73%, srot soia 27,20...25,50...19,10%,
fasolita 15,00%, gluten porumb 4,30...4,00..3,50%, ulei 2,10...3,40...3,10%, DL-
Metionina 0,33...0,25...0,28%, L-Lizina HCL 0,24...0,10...0,22%, carbonat de calciu
1,72...1,46...1,28%, fosfat monocalcic 1,63...1,65..1,43%, sare 0,28%, premix colini
0,08%, premix vitamino-mineral pentru pui de carne 1,00% si 1 g/lkg NC produs probiotic.
2. Nutret combinat destinat furajérii faziale a puilor de carne, conform revendicérii
1, in structura caruia se introduce un produs probiotic pe bazi de tulpini de Lactobacillus
salivarius 1BNA 41 si IBNA 33, in proportie de 1:1, sub forma de pulbere obtinuté prin
microincapsulare, in dozi de 1 g/kg NC cu o concentratie de 1,62 x 108 UFC/g.

3. Nutret combinat destinat furajarii faziale a puilor de carne, conform revendicarii 1
si 2, caracterizat prin aceea cd se prezintd sub formd de fdind, culoare galben-cenusie,
miros §i gust normal, placut, si un continut de: 89,44...89,70...89,95% substanti uscata,
23..22...19,50% proteind brutd, 1,40..1,24...1,16% lizina, 1,05...0,95...0,90%
metionini-+cisting, 1,00...0,90...0,79% calciu, 0,70...0,65...0,60% fosfor,
3,27...3,20...3,00% celuloza, 12,57...12,97...13,22 MlJ/kg energie metabolizabild, in

functie de faza de crestere.
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