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OBIECTIVELE TEZEI DE DOCTORAT

Prin problematica abordata, cercetarile intreprinse in teza ofera date importante in
ceea ce priveste utilizarea probioticelor pentru cresterea crapului (Cyprinus carpio, Linnaeus
1758) n sistem recirculant de acvacultura industriala, ceea ce conduce, in final, la obfinerea
unor productii piscicole superioare.

Scopul acestor cercetari a fost acela de a evalua efectele probioticelor utilizate
asupra performantei de cregtere si a starii de sanatate a materialului biologic exprimate prin
intermediul unor parametrii biotehnologici de crestere si indici hematologici si biochimici, in
conditii diferite de crestere in sistemul recirculant de acvacultura.

Cercetarile stiintifice stabilite ih concordanta cu programul de cercetare al stagiului de
doctorat au vizat ca obiective generale urmatoarele:

% evaluarea efectului probioticelor asupra fiziologiei si performantei de crestere a
puietului de crap (Cyprinus carpio, Linnaeus 1758);

% evaluarea influentei probioticelor bazate pe efectul bacteriilor lactice asupra starii de
sanatate si parametrilor tehnologici de crestere exprimate prin profilul biochimic si
hematologic al puietului de crap (Cyprinus carpio, Linnaeus 1758);

% evaluarea influentei factorilor tehnologici dintr-un sistem recirculant de acvacultura
industriala la cresterea crapului (Cyprinus carpio, Linnaeus 1758) in conditiile utilizarii

probioticelor.

In vederea realizarii acestor obiective generale au fost propuse urmatoarele obiective
specifice:

A caracterizarea calitativa si cantitativa a microbiotei specifice puietului de crap
(Cyprinus carpio, Linnaeus 1758);

s evaluarea ritmului de crestere in conditii tehnologice diferite;

2 obtinerea unor indici bioproductivi superiori (rata de crestere, supraviefuire,
etc.);

~ evaluarea indicatorilor biochimici si hematologici ai sangelui;

- testarea diferitelor probiotice inglobate in furaj si optimizarea managementului

operatiunii tehnologice de hranire.
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STRUCTURA TEZEI DE DOCTORAT

Cercetarile din aceasta lucrare au avut drept scop principal evaluarea efectelor
utilizarii probioticelor asupra performantei de crestere si a starii de sanatate a materialului
biologic exprimate prin intermediul unor parametrii biotehnologici de crestere si indici
hematologici si biochimici, In conditii diferite de crestere in sistemul recirculant de
acvacultura. Astfel, studiile abordate fac parte din categoria investigatiilor de tip experimental
intreprinse pe materialul biologic reprezentat de specia Cyprinus carpio, Linnaeus 1758 (crap)
de diferite varste, supus la diverse strategii de management tehnologic.

Teza de doctorat cuprinde 278 pagini, din care partea de documentare 60 pagini Si
partea experimentala 218 pagini. Lucrarea contine 128 figuri si 40 tabele, dintre care 47
fotografii originale. Pentru elaborarea tezei s-au utilizat 181 referinte bibliografice.

Astfel, in primul capitol se prezinta o sinteza bibliografica privind stadiul actual al
cercetarilor stiintifice privind utilizarea probioticelor In acvacultura. In cadrul acestui capitol
sunt descrise o serie de aspecte privind criterile de selectare a probioticelor utilizabile n
acvacultura, tulpinile de probiotice precum si, mecanismele de actiune ale acestora in cazul
utilizarii lor in acvacultura.

Capitolul al doilea cuprinde date privind rolul principalilor factori tehnologici la
cresterea pestilor in sistemele recirculante de acvacultura industriala prin controlul calitatji

apei si managementului de hranire.

In al treilea capitol sunt prezentate rezultatele cercetarilor privind efectul
probioticelor asupra fiziologiei si performantei de cresterea a puietului de crap (Cyprinus
carpio, Linnaeus 1758) in sistem recirculant experimental. S-au obtinut o multitudine de date
privind performanta de crestere si fiziologia biomasei de cultura, Th contextul experimentarii
diferitelor tipuri de probiotice Tnglobate in furaj si aplicarii acestor retete furajere si strategii de
management al hranirii.

Cercetarile efectuate in cadrul capitolului patru se refera la rezultatele obtinute prin
utilizarea probioticului Lactobact premium si influen{a acestuia asupra profilului hematologic
la cresterea puietului de crap (Cyprinus carpio, Linnaeus 1758) in sistem recirculant de tip
acvariu. Sunt redate o serie de informatii privind modificarile survenite la nivelul profilului
hematologic si biochimic al materialului biologic supus experimentarii.

Cercetarile intreprinse in cadrul capitolului cinci se focuseaza pe influenta
principalilor factori tehnologici in conditiile utilizarii probioticelor Th sistemul recirculant pentru

cregterea crapului (Cyprinus carpio, Linnaeus 1758). Sunt redate aspecte privind influenta
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factorului — temparatura asupra performantei de cresterea si fiziologiei crapului prin analiza
indicatorilor biotehnologici, hematologici si biochimici Th conditiile utilizarii concentratiilor
diferite de probiotic In a carui compozitie se regasesc doua specii de bacterii din genul
Bacillus (Bacillus subtilis si Bacillus licheniformis).

Capitolul sase prezinta evaluarea bioeconomica a unui sistem recirculant comercial
pentru cresterea intensiva a crapului in conditiile utilizarii probioticelor.

Tn ultimul capitol sunt prezentate concluziile finale referitoare la cercetarile efectuate

si contributiile personale ale autoarei.

PARTEA |
ANALIZA DATELOR DIN LITERATURA DE SPECIALITATE

Capitolul . STADIUL ACTUAL AL CERCET ARILOR STIINTIFICE PRIVIND
UTILIZAREA PROBIOTICELOR IN ACVACULTUR A

In general, termenul de ,probiotic” este aplicat microorganismelor considerate
sbenefice” care intra n alcatuirea florei intestinale la vetuitoarele terestre. Aceasta flora
intestinala ajuta la absorbtia nutrientilor, sinteza vitaminelor si functioneaza ca bariera
mpotriva infectiilor.

Bacteriile gram-negative, facultativ anaerobe din genul Vibrio si Pseudomonas
constituie microbiota indigena dominanta la numerosi pesti marini. Spre deosebire de
speciile marine, microbiota indigena a pestilor de apa dulce tinde sa fie dominata de
reprezentantii genurilor Aeromonas, Plesiomonas, ai familiei Enterobacteriaceae, si mai ales
bacterii obligat anaerobe din genurile Bacteroides, Fusubacterium si Eubacterium.

Sintetizadnd informatiile din literatura de specialitate, tulpinile probiotice din
acvacultura sunt utilizate fie pentru imbunatatirea calitatii apei In acvacultura, fie pentru
inhibarea directa a dezvoltarii microrganismelor patogene, ambele modalitati conducand, in
final, la cresterea productiei de consum.

Cele mai multe probiotice folosite ca agenti de control biologic in acvacultura apartin
bacteriilor acido-lactice (Lactobacillus si Carnobacterium), genurilor Vibrio (V. alginolyticus),
Bacillus, Pseudomonas, Aeromonas si Flavobacterium.

Sintetizadnd informatiile din literatura de specialitate s-au conturat, insa, urmatoarele
mecanisme de actiune ale probioticelor:

1. inhibarea proliferarii unor bacterii patogene pentru organismul gazda prin

fenomene de excludere competitiva (concurenta vitala si antagonism bacterian); un

exemplu este producerea de bacitracina de catre tulpinile probiotice de Bacillus sp.;
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2. furnizarea de nutrienti esentiali si asigurarea unor enzime digestive pentru
stimularea nutritiei gi digestiei organismelor acvatice de cultura;

3. descompunerea si/sau asimilarea substantei organice dizolvate (gi/sau toxice) ce
conduce la imbunatatirea calitatii apei in unitatile de crestere; un exemplu, In acest
sens, este dat de bacteriile chemoautotrofe care consuma amoniacul si/sau nitritii Tn
procesul de nitrificare desfasurat in biofiltrele sistemelor recirculante de acvacultura;
4. stimularea raspunsului imun al gazdei la actiunea organismelor patogene;

5. manifestarea unor efecte antivirale.

Capitolul Il. ROLUL PRINCIPALILOR FACTORI TEHNOLOGICI LA CRE STEREA
PESTILOR IN SISTEMELE RECIRCULANTE DE ACVACULTUR A INDUSTRIALA

Fezabilitatea si eficienta activitatii unui sistem recirculant de crestere depind de
masura Tn care este asigurata o optima corelatie intre managementul tehnologic, capacitatea
portanta si calitatea apei.

Avantajele recunoscute ale practicarii acvaculturii Tn sisteme recirculante constau in:

- cerintaredusa pentru resursa de apa;

- controlul complet al conditiilor mediale;

- controlul riguros al calitatii produsului realizat;

- disponibilitatea privind livrarea ritmica, pe tot parcursul anului, in stare proaspata,
a produsului realizat.

Optimizarea productiei intr-un sistem recirculant presupune satisfacerea simultana a
doua deziderate esentiale, anume, mentinerea unei bune calitatii a apei precum si a unui
nivel corespunzator al intensitatii hranirii.

Nivelul intensitatii introducerii hranei intr-un sistem recirculant rezulta din optimizarea
cerintelor privind realizarea unei productii cat mai mari de biomasa, cu posibilitatea
mentinerii, in conditii economice, a parametrilor de calitate ai apei in domeniul optim. Daca
nivelul intensitatii hranirii este excesiv, calitatea apei se deterioreaza iar atunci cand rata
furajarii este prea scazuta, capacitatea de productie a sistemului devine ineficienta.

Calitatea apei de cultura, respectiv posibilitatea mentinerii acesteia in domeniul optim
impus de cerinta tehnologica, influenteaza randamentul conversiei hranei. O apa de calitate
necorespunzatoare conduce la valori ridicate, necompetitive, ale coeficientului de conversie
a hranei, ce impun cheltuieli mari de operare a sistemului (Cristea et al., 2002).

Pentru a satisface cerintele fizilogice ale speciilor de pesti de cultura, furajul trebuie

sa contina o serie de ingrediente (aditivi furajeri). Aditivii furajeri reprezinta o categorie de
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substante sau produse care se introduc n cantitati mici in hrana animalelor pentru a acoperi
unele cerinte specifice si/sau pentru a influenta in sens util (direct sau indirect) performantele
tehnologice si starea de sanatatea. Din categoria bioaditivilor fac parte probioticele,
prebioticele si mineralele organice. Probioticele sunt aditivi furajeri naturali, fara efect
cumulativ Tn organism, ce modifica activitatea microbiana in tractusul digestiv, impiedicand

dezvoltarea microorganismelor patogene si favorizand dezvoltarea microorganismelor utile.

PARTEA a ll-a
ACTIVITATEA EXPERIMENTAL A

Capitolul 111. CERCETARI PRIVIND EFECTUL PROBIOTICELOR ASUPRA FIZIOLOGIEI
S| PERFORMANTEI DE CRESTERE A PUIETULUI DE CRAP
(Cyprinus carpio, Linnaeus 1758)

[11.1. Introducere

Folosirea probioticelor sau, cu alte cuvinte, a microorganismelor care controleaza
benefic actiunea agentilor patogeni printr-o serie de mecanisme, este considerata, din ce in
ce mai mult, ca o alternativa la tratamentul cu antibiotice. Desi utilizarea probioticelor Tn
nutrifia umana si a animalelor terestre este studiata de mai mult timp, introducerea si
aplicarea lor pentru controlul starii sanitare a populatilor de vietuitoare acvatice (pesti,

creveti) este de data recenta.

[11.2. Material si metode

Cercetarile efectuate se hcadreaza in categoria investigatiilor de tip experimental,
desfasurate in statiile pilot de cercetare ale Departamentului de Acvacultura, Stiinta Mediului
si Cadastru, Universitatea “Dunarea de Jos” din Galati si ale Institutului de Cercetare-

Dezvoltare pentru Ecologie Acvatica, Pescuit si Acvacultura, Galati.

[11.2.1. Material biologic si baza experimental a
Materialul biologic a fost reprezentat de puiet de crap (Cyprinus carpio) in varsta de
85 de zile, provenit din sistemul recirculant pilot al bazei de cercetare Brates, |.C.D.E.A.P.A.
Galati.
Caracteristicile probioticelor utilizate in vedere a testarii
Probioticele care au fost utilizate in cadrul acestui experiment, in vederea testarii
efectului lor asupra starii fiziologice si performantei de crestere a puietului de crap sunt

urmatorele:
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BioPlus® 2B este reprezentat de un amestec format din Bacillus licheniformis
(DSM 5749) si Bacillus subtilis (DSM 5750) in proportie de 1:1;

BetaPlus® este format din BioPlus® 2B si betaina (substanta azotata);
Lactobact Premium reprezintd un amestec format in proportie egala din:
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium lactis,
Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus rhamnosus, Streptococcus thermophilus (produsul nu contine

lactoza, gluten si drojdii).

Experimentul a fost organizat n 4 variante experimentale a cate 3 repetitii fiecare, pe

parcursul caruia s-a urmarit testarea probioticului inglobat in furajul granulat, dupa cum

urmeaza:

®» V1 (B1) — proba martor, in furaj nu s-a inglobat probiotic;

% \/2 (B2) — concentratia probioticului BioPlus® 2B de 3,2x10° CFU/kg furaj;

®» V3 (B3) — concentratia probioticului BetaPlus® de 3,2x10° CFU/kg furaj;

® V4 (B4) — concentratia probioticului Lactobact Premium de 3,2x10° CFU/kg furaj.

Baza experimental a

Experimentul a urmarit evaluarea efectului probioticelor asupra starii fiziologice si

performantei de crestere a puietului de crap. Acest experiment s-a desfasurat in 4 variante

experimentale pe parcursul unei perioade de 35 de zile.

Variantele folosite in vederea cercetarilor efectuate ih bazinele experimentale au fost

urmatoarele:
l.
.

Il.
V.

Bazinul 1 (V1) — varianta martor;

Bazinul 2 (V2) — varianta cu probioticul BioPlus® 2B,;
Bazinul 3 (V3) — varianta cu probioticul BetaPlus®;

Bazinul 4 (V4) — varianta cu probioticul Lactobact premium.

Cercetarile din cadrul acestui experiment s-au desfasurat intr-un sistem recirculant

intensiv de crestere, tip acvariu, ale carui unitati de crestere sunt prezentate in figura 3.1.

Figura 3.1. Unitatile sistemului de crestere intensiva, de tip acvariu (foto original).
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l11.2.2. Metode de determinare a parametrilor de ca litate ai apei
Principala atentie in desfasurarea experimentului s-a acordat controlului zilnic a
parametrilor de calitate a apei si mentinerii acestora in limitele optime pentru specia Cyprinus

carpio, Linnaeus 1758 (crap).

[11.2.3. Metodologia privind evaluarea indicatorilo  r de performan ta tehnologic a

La sfarsitul experimentului, dupa ce pestii au fost cantariti si masurati, s-au calculat

urmatorii indicatori biotehnologici: sporul real de crestere [Sr]; ritmul zilnic de crestere [GRY];

factorul de conversie a hranei [FCR]; rata specifica de crestere [SGR]; eficienta utilizarii
proteinei [PER].

[11.2.4. Metode de investiga tii hematologice si biochimice
Pentru analizele hematologice s-au folosit metode curente aplicate in hematologia
veterinara (Blaxhal, 1973, Ghergariu si colab. 1985, Svobodova, Z., 1991). La sféarsitul
perioadei experimentale, fara a periclita latura tehnologica a experimentului, prin manipulare
n conditii de securitate a biomasei de cultura, s-au prelevat probe biologice de sange (cca. 2

— 2,5 ml) de la 6 exemplare/unitatea de crestere (reprezentand 85 % din populatia fiecaruia).

l11.2.5. Metode de analiz a microbiologic a

Prelevarea probelor microbiologice s-a realizat pe material biologic sacrificat.
Protocolul utilizat pentru cultivarea, analiza, izolarea si identificarea bacteriilor care
colonizeaza tractusul intestinal al speciei Cyprinus carpio este cel descris in lucrarea
Bacteria from Fish and Other Aquatic Animals — A Practical Identification Manual, Nicky B.
Buller 2009. Investigatiile microbiologice au fost realizate pe probe prelevate de la 12
exemplare de puiet de crap, crescuti Tn sistemul recirculant experimental. Au fost prelevate
probe de microbiologie de la nivelul tractusului digestiv, din urmatoarele zone:

* zona initiala a intestinului;
* zona medie a intestinului;
e zona posterioara a intestinului.

Identificarea speciilor de bacterii s-a realizat cu ajutorul galeriilor de identificare API
20NE (sistem de identificare pentru nonenterobacteriacee), APl 20E (sistem de identificare
pentru enterobacteriacee), APl STAPH (sistem de identificare pentru staphilococi), rapid 1D
32 E (sistem de identificare rapida a enterobacteriaceelor), APl 50CHB (sistem standardizat
pentru determinarea metabolismului carbohidratilor). Testele au avut la baza protocolul de
lucru dezvoltat in colaborare cu specialistii din cadrul CCDP Nucet si modificat dupa cum

urmeaza:
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Tabelul 3.2. Protocol experimental pentru analizele microbiologice la specia

Cyprinus carpio, Linnaeus 1758

Ziua Activitatea Metoda sau tehnica de lucru
, . Tehnica descrisa de
1. Prelevarea probelor si pregatirea lor _
Whitman, K.A., 2004
2. Inocularea probelor pe placi Petri ce contin medii
7 solide uzuale, neselective (agar nutritiv sau
iua
1 MacConkey, agar-sange) sau in tuburi cu medii Inoculare de adancime
lichide (bulion nutritiv sau MacConkey) (placile sau
tuburille primare)
3. Incubarea placilor primare la o temperatura gi T=25°C, la termostat, pentru
atmosfera adecvata 2-5 zile
, o _ o Determinarea NTG-ului in
1. Examinarea placilor primare insamantate o _ _
placile cu mediu solid
2. Selectarea coloniilor si subcultivarea lor pe
- aceleasi medii solide ca in primul caz (medii T=25°C, la termostat, pentru
iua
) universal valabile) pentru a obtine culturi pure de 2-5 zile
bacterii (placile secundare)
(24h)
_ _ o _ T=25°C, la termostat, pentru
3. Re-incubarea primelor placi sau tuburi _
2-5 zile
4. Incubarea tuturor placilor (primare si secundare)  T=25°C, la termostat, pentru
in aceleasi conditii de mediu ca in prima zi 2-5 zile
1. Re-examinarea primelor placi pentru identificarea _ .
- oL Determinarea NTG-ului in
bacteriilor cu care prezinta o viteza mai mica de o , ,
placile cu mediu solid
crestere
- 2. Verificarea puritatii subculturilor pe placile
iua
3 secundare
(48h) 3. Realizarea primelor teste de identificare
_ _ . _ Medii sterile pregatite
4. Inocularea seturilor de identificare pentru studiul o o
o _ _ anterior in laborator sau kituri
caracterelor biochimice ale microorganismelor _ ,
comerciale tip API
5. Re-incubarea placilor primare
Ziua 1. Re-examinarea primelor placi pentru bacteriile cu _ .
L Determinarea NTG-ului in
4  viteza mica de crestere. o , ,
_ o . o . placile cu mediu solid
(72h) Re-incubarea placilor daca exista suspiciunea ca
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exista bacterii care au nevoie de mai mult de 3 zile

pentru crestere.

2. Examinarea primelor seturi de identificare pentru  Citirea indicatiilor analitice

studiul caracterelor biochimice ale trecute n tabelele de
microorganismelor insamantate si inregistrarea specialitate sau ih prospectul
rezultatelor dupa 24 h incubatie testului de identificare utilizat.

Examinarea seturilor pentru caracterizarea o N
L _ _ . _ Citirea indicatiilor analitice
biochimica a microorganismelor si inregistrarea R
_ _ _ trecute in tabelele de
Ziua rezultatelor la 48 de ore incubatie. Se pot adauga o R
o o _ _ _ specialitate sau in prospectul
5 reactivii pentru reactia indolului, rosului de metil, o B .
o testului de identificare utilizat.
(96h) reactiei Voges-Proskauer

Interpretarea rezultatelor conform indicatiilor

analitice de identificare

lll. 3. Rezultate sidiscu {ii
Cercetarile experimentale au avut ca principal deziderat evaluarea efectului
produselor probiotice asupra fiziologiei si performaniei de cresterea a puietului de crap
(Cyprinus carpio, Linnaeus 1758) in sistem recirculant experimental. Evaluarea efectului
probioticelor s-a realizat Th patru variante experimentale (varianta martor, varianta cu
BioPlus® 2B, varianta cu BetaPlus®, varianta cu Lactobact premium). In vederea evaluérii
efectului probioticelor utilizate asupra fiziologiei si performantei de cregtere s-au realizat

analize biochimice, hematologice si microbiologice.

I11.3.1. Evaluarea dinamicii parametrilor de calitate a apei

Pentru sistemul recirculant experimental, parametrii de calitate ai apei au fost
monitorizati prin analiza probelor de apa prelevate din unitatile de crestere. Fiind un sistem in
care apa este recirculata intr-o proportie de minim 90 %, echipamentele care asigura
conditionarea calitatii apei (filtre mecanic, biologic, chimic) trebuie sa fie eficiente. In plus, la
nivelul fiecarui bazin se introduce aer sub presiune pentru asigurarea unui nivel optim al
oxigenului solvit Tn apa tehnologica. Introducerea zilnica a unui volum de apa de nlocuire de
20-30 % din volumul total al sistemului a asigurat primenirea apei si mentinerea celorlalti

parametri chimici ai apei in ecartul optim, fara ca materialul de cultura sa fie stresat.
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I11.3.2. Identificarea si caracterizarea microbiotei specifice speciei Cyprinus
carpio, Linnaeus 1758
In vederea efectuarii analizei si caracterizarii microbiotei specifice speciei Cyprinus
carpio crescut in sistemul recirculant experimental s-a realizat cultivarea, izolarea si testarea
biochimica a tulpinilor bacteriene crescute in urma incubarii, precum si identificarea acestora,
rezultatele obtinute find prezentate Tn cele ce urmeaza (tabelul 3.3.). Pe langa
microorganismele identificate si prezentate in tabelul 3.3., au fost intélnite si bacteriile

probiotice Thglobate in furajul utilizat din genurile Bacillus, Lactobacillus si Bifidobacterium.

Tabelul 3.3. Specile de bacterii identificate la specia Cyprinus carpio, Linnaeus 1758.

Exemplar  Zonaini fiala Zona medie Zona posterioar a
crap a intestinului a intestinului a intestinului
1 Neexaminat Pseudomonas Aeromonas
fluorescens hydro/caviae

Shewanella putrefaciens Aeromonas hydrophila

Shewanella oneidensis

Staphilococcus xylosus

Acinetobacter sp

2 Neexaminat Bacillus cereus Aeromonas

hydro/caviae

Aeromonas hydrophila  Shewanella

Shewanella oneidensis  putrefaciens

Serratia rubidaea

Aeromonas sobria

Aeromonas caviae

3 Neexaminat Pseudomonas Aeromonas

fluorescens hydro/caviae

Aeromonas hydro/caviae Aeromonas sobria

Enterobacter cloacae Shewanella

Shewanella putrefaciens putrefaciens

4 Neexaminat Aeromonas hydrophila  Aeromonas hydrophila

Aeromonas hydro/caviae Aeromonas sobria

Pseudomonas

fluorescens

5 Shewanella oneidensis Neexaminat Aeromonas sobria
Aeromonas sobria Aeromonas caviae
Acinetobacter sp Shewanella

—_—eeeeeee—
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putrefaciens

6 Aeromonas sobria Neexaminat Aeromonas caviae
Serratia rubidaea Shewanella
putrefaciens
7 Staphilococcus xylosus Neexaminat Aeromonas sobria
Serratia rubidaea Shewanella
putrefaciens
8 Pseudomonas Pantoea spp 3 Neexaminat
mendocina
Staphilococcus xylosus  Staphilococcus xylosus
Shewanella oneidensis Proteus penneri
Serratia rubidaea
9 Aeromonas sobria Staphilococcus xylosus  Neexaminat
Pseudomonas
mendocina
Shewanella oneidensis Pantoea spp 3
10 Aeromonas sobria Serratia rubidaea Neexaminat

Shewanella oneidensis

Aeromonas sobria

Serratia rubidaea

Enterobacter cloacae

In procesul de selectionare a microorganismelor cu beneficii asupra sanatatii gazdei,
trebuie Tndeplinite mai multe criterii. Pentru a fi capabile sa colonizeze tractul intestinal,
potentialele microorganisme probiotice ar trebui sa prezinte rezistenta ridicata la acid si bila
si capacitate de aderenta la suprafata intestinala.

Aceste rezultate sunt in conformitate cu cele ale altor cercetatori care au demonstrat
ca microorganismele probiotice reduc proliferarea patogenilor prin competitia aderentei la

substrat.
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111.3.3. Evaluarea efectului probioticelor asupra fiziologie i i performan tei
de cre stere puietului de crap ( Cyprinus carpio, Linnaeus 1758 )

Cercetarile experimentale realizate au avut ca principal obiectiv optimizarea
managementului tehnologic de hranire prin utilizarea diferitelor tipuri de probiotice Tnglobate
in furajul administrat pe perioada experimentala, in sistemul recirculant experimental.

In urma cercetarilor efectuate s-a ajuns la schema cadru tehnologica de inglobare a
probioticelor in furaj, dupa cum urmeaza:

Figura 3.31. Schema cadru tehnologicéd de inglobare a probioticelor in furaj.

Apa distilata PRODUS PROBIOTIC FURAJ Gelatina alimentara

| |
v

Dizolvare produs probiotic

A 4

4
Agitare solufi

e

v
Preparare solutie gelatina 2 %

A

\ 4
Racire solutie gelatina

A 4

Amestecare soluiii probiotic — gelatina
2:1

A
Pulverizare solutie finala

Uscare la etuva

v
FURAJ INGLOBAT CU PROBIOTIC

[11.3.3.1. Analiza indicatorilor biotehnologici
Obiectivul principal al acestui experiment a constat in evaluarea efectului diferitelor
tipuri de probiotice utilizate asupra performantei de crestere prin analiza indicatorilor
biotehnologici, astfel incat, raportul intre rata de crestere si eficienta valorificarii hranei
(inglobate cu probiotic) sa conduca la obtinerea unei productii generatoare de profit.
Rezultatele obtinute in urma experimentarii sunt prezentate in tabloul sintetic privind
indicatorii de performanta tehnologica a puietului de crap in cele 4 variante experimentale cu

cate trei repetitii pentru fiecare varianta.
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Tabelul 3.5. Tablou sintetic privind indicatorii de performan{a tehnologica a puietului

de crap in varianta martor.
Bazinul 1 (V1)

Repeti tia experimental a R1 R2
Indicatorul:

Concentra tie probiotic (mg/ratia zilnica) 0 0
Concentra tie probiotic (CFU/kg furaj) 0 0
Supravie tuirea (%) 100 100
Biomasa ini tiala (g) 266 275
Biomasa final a (g) 448 418
Spor cre stere biomas a (g) 182 143
Masa medie ini tiala (g/ex) 38 39
Masa medie final a (g/ex) 64 60
Spor cre stere individual (Q) 26 20
Zile cre stere 35 35
Proteina brut a furaj (PB %) 41.0 41.0
Ratia zilnica (% biomasa) 3.5 3.5
Cantitatea totala de furaje distribuite (g) 317 317
GR (Rata cresterii zilnice) (g/zi) 5.20 4.09
SGR (%/zi) 1.49 1.20
FCR (g furaj/g spor biomasa) 1.74 2.22
PER (raportul eficien fei proteinelor) (g/g) 1.40 1.10
Cantitatea totala de probiotic utilizata (g) 0 0

R3

0

0
100
276
433
157
39
62
22
35
41.0
3.5
317
4.49
1.29
2.02
1.21
0

Media + SD

0

0

10040
272+5.50
433+15
161+19.75
39+0.78
62+2.14
23+2.82
35+0
41+0

4+0
317+0
5+0.56
1+0.15
2+0.23
1+0.15

0

Tabelul 3.6. Tablou sintetic privind indicatorii de performan{a tehnologica a puietului

de crap in varianta cu BioPlus® 2B.
Bazinul 2 (V2)

Repeti tia experimental a R1
Indicatorul:

Concentra tie probiotic (mg/ratia zilnica) 5,5
Concentra tie probiotic (CFU/kg furaj) 3,2x10°
Supravietuirea (%) 100
Biomasa ini tiala (g) 288
Biomasa finala () 481
Spor cre stere biomasa (Q) 193
Masa medie ini tiala (g/ex) 41
Masa medie final a (g/ex) 69
Spor cre stere individual (g) 28
Zile cre stere 35
Proteina bruta furaj (PB %) 41.0
Ratia zilnica (% biomasa) 3.5
Cantitatea totala de furaje distribuite (g) 317
GR (Rata cre sterii zilnice) (g/zi) 5.51
SGR (%/zi) 1.47
FCR (g furaj/g spor biomasa) 1.64
PER (raportul eficien tei proteinelor) (g/g) 1.48
Cantitatea totala de probiotic utilizata (g) 0,193

R2

5,5
3,2x10°
100
288
492
204
41
70
29
35
41.0
3.5
317
5.83
1.53
1.55
1.57
0,193

R3

5,5
3,2x10°
100
266
438
172
38
63
25
35
41.0
3.5
317
4.91
1.42
1.84
1.32
0,193

Media = SD

5,5+0
3,2x10°
10040
280.66+12.70
470.33+28.53
189.66+16.25
40.09+1.81
67.19+4.07
27.09+2.32
3540

41+0

3.5+0

317+0
5.41+0.46
1.47+0.05
1.67+0.14
1.45+0.12
0,193+0
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Tabelul 3.7. Tablou sintetic privind indicatorii de performan{a tehnologica a puietului

de crap in varianta cu BetaPlus®.
Bazinul 3 (V3)

Repeti tia experimental a R1
Indicatorul:

Concentra tie probiotic (mg/ratia zilnica) 3,3
Concentra tie probiotic (CFU/kg furaj) 3,2x10°
Supravietuirea (%) 100
Biomasa ini tiala (g) 282
Biomasa finala (g ) 478
Spor cre stere biomasa (Q) 196
Masa medie ini tiala (g/ex) 40
Masa medie final a (g/ex) 68
Spor cre stere individual (g) 28
Zile cre stere 35
Prot eina bruta furaj (PB %) 41.0
Ratia zilnica (% biomasa) 3.5
Cantitatea totala de furaje distribuite (g) 317
GR (Rata cre sterii zilnice) (g/zi) 5.60
SGR (%/zi) 1.51
FCR (g furaj/g spor biomasa) 1.62
PER (raportul eficien tei proteinelor) (g/g) 1.51
Cantitatea totala de probiotic utilizata (g) 0,116

R2

3,3
3,2x10°
100
278
461
183
40
66
26
35
41.0
3.5
317
5.23
1.45
1.73
1.41
0,116

R3

3,3
3,2x10°
100
274
451
177
39
64
25
35
41.0
3.5
317
5.06
1.42
1.79
1.36
0,116

Media = SD

3,340
3,2x10°
10040
278+4
463.33+13.65
185.33+9.71
39.71+0.57
66.19+1.95
26.47+1.38
350

41+0

3.5+0
317+0
5.29+0.27
1.45+0.04
1.71+0.08
1.42+0.07
0,1160

Tabelul 3.8. Tablou sintetic privind indicatorii de performan{a tehnologica a puietului

de crap n varianta cu Lactobact Premium.

Repeti tia experimental a R1
Indicatorul:

Concentra tie probiotic (mg/ratia zilnica) 17,6
Concentra tie probiotic (CFU/kg furaj) 3,2x10°
Supravietuirea (%) 100
Biomasa ini tiala (g) 272
Biomasa finala () 443
Spor cre stere biomasa (Q) 171
Masa medie ini tiala (g/ex) 39
Masa medie final a (g/ex) 63
Spor cre stere individual (g) 24
Zile cre stere 35
Proteina bruta furaj (PB %) 41.0
Ratia zilnica (% biomasa) 3.5
Cantitatea totala de furaje distribuite (g) 317
GR (Rata cre sterii zilnice) (g/zi) 4.89
SGR (%/zi) 1.39
FCR (g furaj/g spor biomasa) 1.85
PER (raportul eficie ntei proteinelor) (g/g) 1.32
Cantitatea totala de probiotic utilizata (g) 0,616

Bazinul 4 (V4)

R2

17,6
3,2x10°
100
260
434
174

37

62

25

35
41.0
3.5
317
4.97
1.46
1.82
1.34
0,616

R3

17,6
3,2x10°
100
272
435
163

39

62

23

35
41.0
35
317
4.66
1.34
1.94
1.25
0,616

Media = SD

17,640
3,2x10°
100+0
268+6.92
437.33+4.93
169.33+5.68
38.28+0.98
62.47+0.70
24.19+0.81
3540

4140

3.5+0
317+0
4.83+0.16
1.39+0.06
1.87+0.06
1.30+0.04
0,616+0
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Pe toata perioada experimentald s-a urmarit optimizarea parametrilor furajarii (ratie
furajera si numar de mese) si eficienta utilizarii diferitelor probiotice inglobate in furajele
administrate (indicele de conversie al furajelor inglobate cu probiotic).

in cele patru variante experimentale, (V1 — varianta martor; V2 — varianta cu
probioticul BioPlus® 2B; V3 — varianta cu probioticul BetaPlus®; V4 — varianta cu probioticul
Lactobact premium), s-au obtinut sporuri de crestere semnificative, in conditiile unei

supravietuirii de 100 % 1n toate repetitiile (fig. 3.32.).

Wg]

Figura 3.32. Dinamica ritmului de crestere in cele patru variante experimentale.

Printre cei mai semnificativi indicatori tehnologici se numara rata cregterii specifice
(SGR) si coeficientul de conversie a hranei (FCR). Ambii indicatori au fost mai buni in
varianta V2, unde s-a inregistrat o valoare mai mare. Astfel, in varianta V1 s-a obtinut o
valoare a SGR 1,20 g%/zi si un FCR de 2,22 g furaj/g spor crestere, in timp ce in varianta V2
s-a obtinut o valoare a SGR de 1,53 g%/zi si un FCR de 1,55 g furaj/g spor crestere. Din
figura 3.34. se observa corelatia inversa ce exista in mod logic intre evolutia SGR si FCR;

intotdeauna un FCR scazut se obtine atunci cand SGR-ul creste.

2.5 2.0

FCR[g/g]
SR [%/2i ]

B FCR (g /g) A SGR (%/zi)

Figura 3.34. Variafia coeficientului de conversie a hranei (FCR)

si a ratei cresterii specifice (SGR).
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Rezultatele obtinute Tn cadrul acestui experiment evidentiaza o crestere mai mare in
varianta experimentala V2 (probioticul BioPlus® 2B) cu diferente nesemnificative intre

repetitiile monitorizate.

111.3.3.2. Analiza biochimic a si hematologic a a sangelui
Hematopoieza este procesul de formare a elementelor figurate ale sangelui. Acest
proces se desfasoara in tesuturile si organele specializate pentru acestea care se numesc
tesuturi hematopoetice. Tn aceastd etapd se ncepe cu celula stem multipotenta, foarte
tnara, plastica, cu mari posibilitati de a se tranforma in alte celule stem, cap de serie pentru
celelalte categorii de elemente celulare sanguine, pentru celelalte linii sanguine (eritrocite,

granulocite, monocite, limfocite, trombocite) (fig. 3.35.).

-

Trombocit
Y

K . |
Eritrocit \ / Neutrofil
/ HEMOCITOBLAST

'
&

i ]
llllllh::.ﬁlm:it \ 1. / Celula

Macrofag Limfocit

Figura 3.35. Hematopoieza la specia Cyprinus carpio (foto original).

Prin prelevarea probelor de sange s-a urmarit aprecierea starii de sanatate si stabilirea
relatiilor intre indicii hematologici si diferite tipuri de probiotice utilizate in ratia alimentara
pentru cresterea puietului de crap in sistemul recirculant experimental. Colectarea probelor
de sange pentru determinarile hematologice s-a efectuat la finalul perioadei experimentale in
vederea identificarii modificarilor survenite intre varianta de control (martor) si variantele cu
probiotice diferite. Pentru o apreciere de acuratete s-a prelevat probe de sange de la cate 6
exemplare/unitatea de cregtere (reprezentand 85 % din biomasa) insuméand un numar total
de 72 probe de séange. Indicatorii hematologici luati in studiu au fost hemoglobina,
hematocritul si numarul de eritrocite, si constantele eritrocitare derivate VEM, HEM si CHEM,

parametrii semnificativi in caracterizarea starii fiziologice a pesgtilor.
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Tabelul 3.9. Valorile Tnregistrate pentru hemoglobing, hematocrit si numar de

eritrocite la puietul de crap hranit cu probiotice diferite.

Variante Hb (g/dl) Ht (%) Nr. eritrocite (mil/ ul)
exp. min-max X+SD min-max X+SD min-max X+SD

Vi 8.96-11.08 10.15+0.56 26-35 31.52+2.37 1.20-1.92 1.47+£0.14

V2 8.36-12.61 11.02+1.08 25-40 34.4143.37 1.24-1.65 1.53+0.11

V3 6.42-13.26 11.20+1.88 19-40 33.76x4.30 1.36-1.76 1.56%0.11

V4 10.47-13.60 11.84+0.87 30-38 34.33x2.44 1.46-1.94 1.72+0.14

Dupa cum se poate constata, din datele inscrise in tabelul 3.9., In perioada
experimentalda hemoglobina indica o crestere de pana la 11,84 g/dl in varianta V4,
comparativ cu varianta de martor unde hemoglobina a inregistrat o valoare de 10,15 g/dl,
media acesteia din urma incadrandu-se in intervalul de normalitate (6,5-10,6 g/dl).

Hematocritul in cele trei variante experimentale cu probiotice diferite a inregistrat o
crestere usoara fata de varianta martor (de pana la 34,33 % in varianta V4), avand ih medie
o valoare apropiata (31,52 %) de limita inferioara a intervalului de normalitate (32-43,8 %).

Numdrul de eritrocite a Inregistrat o crestere progresiva, cu valori medii cuprinse intre
1,53 mil/ul si 1,72 mil/ul in variantele cu probiotice diferite, fata de varianta martor unde
media numarului de eritrocite a fost de 1,47 mil/ul, toate valorile obtinute plasandu-se in
domeniul de normalitate (1,10-2,20 mil/ul).

Valorile obfinute pentru acesti indicatori hematologici intra Tn formulele pentru
calcularea si caracterizarea constantelor eritrocitare derivate, conform tabelului 3.10.

Tabelul 3.10. Valorile Tnregistrate pentru constantele eritrocitare (VEM, HEM si

CHEM) la puietul de crap hranit cu probiotice diferite.

Variante VEM HEM CHEM
exXp.  min-max X+SD min-max X+SD min-max X+SD
V1 179.93-252.70 214.72+21.44 51.97-81.83 69.25+6.86 26.74-36.46 32.37+2.91
V2 195.71-280.70 224.88+22.13 64.37-86.60 72.0216.89 28.78-33.69 32.06+1.32
V3 139.70-250.89 215.64+25.82 40.93-85.95  71.58+11.58 20.08-37.89 33.26+4.12
V4 173.44-228.22 199.24+13.71 56.99-79.89 68.7845.57 31.09-39.10 34.56+2.31

Din analiza valorilor calculate pentru constantele eritrocitare s-a constatat urmatoarele

modificari:

Volumul eritocitar mediu (VEM), a variat intre 199.24+13.71 um® in varianta V4 si
224.88+22.13 pm?® in varianta V2 fatd de 214.72+21.44 pm?® in varianta martor V1;

valorile inregistrate fiind in domeniul de normalitate al acestui parametru (152-364

um®);

Hemoglobina eritrocitara medie (HEM) a inregistrat 0 medie de 69.25+6.86 pg in

varianta martor V1, comparativ cu 72.02+6.89 pg in varianta V2 si 68.78+5.57 pg in
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varianta V4, ceea ce inseamna ca valorile obtinute sunt peste limita superioara a
intervalului de normalitate (50-63 pg);

» Concentratia de hemoglobing eritrocitard medie (CHEM) a Tinregistrat o ugoara
crestere de la 32.37£2.91 g/dl in varianta martor V1 pana 34.56+2.31 g/dl in varianta
V4, valori care au depasit domeniul de normalitate (15-25 g/dl ).

Din analiza rezultatelor obtinute cu privire la indicatorii hematologici, se constata ca in
functie de natura probioticului utilizat, nivelul de hemoglobina, valorile hematocritului si
numarul de eritrocite indica un necesar mai mare de oxigen Tn cazul variantelor
experimentale V3 si V4, comparativ cu varianta martor. Aceasta a indus o crestere
accentuata a numarului de eritrocite, ele fiind recunoscute ca transportori de oxigen si dioxid
de carbon in procesele de respiratie.

Evaluarea reac fiilor leucocitare la puietul de crap, crescut intr- un sistem
recirculant experimental in condi  fiile utiliz arii probioticelor diferite.

In urma examinarii microscopice a frotiurilor de sange, colorate MGG, la puietul de
crap din cele patru variante experimentale (respectiv, 12 repetitii experimentale), limfocitele
au dominat in comparatie cu celelalte tipuri de leucocite, fiind prezente intr-un numar foarte
mare. Se remarca prezenta foarte redusa a monocitelor, dar si a granulocitelor euzinofile gi
bazofile din sangele circulant, in schimb granulocitele neutrofile au fost prezente in toate
variantele intr-un numar apreciabil comparativ cu celelalte tipuri de granulocite.

Tabelul 3.11. Media numarului absolut leucocitar al sdngelui puietului de crap la finalul

experimentului cu probiotice diferite.

Varianta

: o Numar absolut (%)
experimentala

limfocite monocite granulocite
mici mari neutrofile eozinofile bazofile
R1 94.0 1.6 0.4 3.6 0.1 0
V1 R2 93.8 0.9 0.7 4.6 0.1 0
R3 93.9 1.3 0.1 4.5 0.3 0
R1 97.8 0.5 0.0 1.5 0.2 0
V2 R2 96.4 0.8 0.0 2.3 0.6 0
R3 96.5 0.9 0.1 2.6 0.0 0
R1 95.9 0.4 0.4 3.3 0.1 0
V3 R2 97.6 0.1 0.0 2.3 0.0 0
R3 94.7 0.3 0.2 4.9 0.0 0
R1 98.3 0.1 0.0 1.6 0.0 0
V4 R2 97.0 0.3 0.2 2.2 0.3 0
R3 95.1 0.6 0.2 4.1 0.0 0

Studiile efectuate asupra tabloului leucocitar al diferitelor specii de pesti au evidentiat

faptul ca acestia, spre deosebire de vertebratele superioare, poseda un sistem leucocitar
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limfocitic (Ellis, A.S., 1977, Mondra, H. si col., 1998). Analizdnd numarul absolut de limfocite,
se observa ca acestea, raportat la celelalte tipuri de leucocite sunt dominante.

Foto 3.8. Limfocit mare gi limfocite mici (10 oc x 100 ob, MGG - foto original).
Din categoria limfocitelor granulocite, neutrofilele au fost cele mai numeroase,
identificAndu-se neutrofile in curs de segmentare si neutrofile segmentate intr-o proportie

mai mica in toate variantele experimentale.

Foto 3.10. Neutrofil in curs de segmentare si neutrofil segmentat
(10 oc x 100 ob, MGG - foto original).

B Neutrofle

Nr. nedtrofile (x1000/ul)

vl V2 V3 V4
\ J

Figura 3.45. Media numdrului absolut de neutrofile la finalul experimentului.

23



Cercetdri privind vtilizarea probioticelor in acvacvltura industriald din sistemele recirculante
e e R —

REZUMATUL TEZE| DE DOCTORAT

Tn cazul celor patru variante experimentale, numarul absolut al neutrofilelor evidentiaza
o reactie neutrofilemica neuniforma, cu unele modificari intre varianta martor si variantele cu
probiotice diferite. Astfel, se remarca o reducere a procentului de neutrofile circulante in
sangele puietului de crap din variantele V2, V3 si V4 fata de varianta martor V1 (4,2 % in
varianta martor, 2,1 % varianta V2, 3,5 % in varianta V3 si 2,6 % in varianta V4).

Analiza biochimic a a sangelui
Glucoza este cea mai importanta componenta a glucidelor plasmatice si reprezinta o
sursa permanenta si imediata de energie necesara pentru functionarea inimii si a muschilor.
Concentratia de glucoza din sange, exprimata in mg/dl este definita prin glicemie.

Rezultatele obtinute in urma determinarii concentratiei de glucoza din ser sunt prezentate in
figura urmatoare:

Glicemie

140.0

120.0

100.0

80.0

mgldl

60.0

40.0

20.0

V3
Variante experimentale
- NN m MEDIA m MAX

w4

Figura 3.47. Valorile glicemiei inregistrate la finalul experimentului cu probiotice diferite.
In cazul experimentului de fatd valoarea glicemiei determinata la pestii proveniti din
cele 4 variante experimentale (figura 3.47.) a finregistrat valori relativ constante care s-au
Tncadrat putin peste limitele normale (40-90 mg/dl), obtinandu-se o medie de 98.80 mg/dl in
varianta martor si 97,00 mg/dl; 97.08 mg/dl; 101.07 mg/dl in variantele cu probiotice diferite.

[11.3.3.3. Analiza biochimic a a carnii de pe ste
Analizele biochimice ale compozitiei tesutului mscular (pentru fiecare varianta,
considerate pentru greutatea medie a exemplarelor) au fost efectuate la finalul perioadei
experimentale (dupa 35 de zile).
Rezultatele investigatiilor privind determinarea compozitiei biochimice a carnii

exemplarelor de puiet de crap, crescut in sistemul recirculant experimental, este prezentata
in figura 3.48.
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Figura 3.48. Compozifia biochimica a fesutului muscular la finalul
perioadei experimentale.

In concluzie, putem afirma c&, probioticele diferite inglobate in furajul administrat
puietului de crap in sistem recirculant experimental are o influentd pozitiva asupra
performantei de crestere a materialului biologic, in timp ce compozitia biochimica este mai
putin afectata (calitatea tesutului muscular al puietului de crap din varianta martor a fost
aproape similara cu cea a puietului de crap din cele trei variante experimentale cu probiotice
diferite).

l1l.4. Concluzii
In urma cercetarilor realizate privind efectului probioticelor asupra fiziologiei si
performantei de crestere a puietului de crap (Cyprinus carpio, Linnaeus 1758) s-au desprins
urmatoarele concluzii:

1 Analiza tabloului privind indicatorii de calitate a apei  evidentiaza faptul ca, utilizarea
unui furaj in care s-a nglobat diferite probiotice nu a influentat in mod negativ
calitatea apei tehnologice, parametrii monitorizati nu au Tnregistrat diferente
semnificative Tntre variantele experimentale si s-au ihcadrat Th ecartul optim al speciei
studiate.

M Rezultatele obtinute cu privire la identificarea microbiotei specifice  speciei Cyprinus
carpio, Linnaeus 1578 sunt in conformitate cu cele ale altor cercetatori care au
demonstrat ca microorganismele probiotice reduc proliferarea patogenilor prin
competitia aderentei la substrat.

1 Rezultatele ob tinute Tn cadrul acestui experiment  evidentiaza un spor de crestere
mai mare al biomasei de cultura in varianta experimentald V2 (probioticul BioPlus®

2B) cu diferente nesemnificative intre repetitiile monitorizate. Valori mai bune ale
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factorului de conversie al hranei (FCR) au fost intrgistrate la variantele experimentale

cu probiotice diferite ceea ce sugereaza ca Iinglobarea probioticelor in furaj

imbunatateste utilizarea eficienta a hranei. Rezultate similare au fost raportate gi
pentru alte specii de pesti, unde s-a demonstrat ca digestibilitate a crescut in mod
considerabil, odata cu utilizarea unui probiotic in ratia administrata (Tovar-Ram'irez et

al, 2004;. Lara-Flores et al, 2003.).

i1 Rata de supravie tuire a puietului de crap a fost 100% dupa cele 35 de zile ale
perioadei experimentale in toate variantele, ceea ce se explica prin faptul ca
materialul biologic a prezentat o stare de sanatate buna.

¥l Din analiza indicatorilor hematologici  si biochimici ai puietului de crap crescut in
sistemul recirculant experimental, se poate concluziona ca in aceleasi condiii de
mediu utilizarea celor doua probiotice (BetaPlus® - V3 si Lactobact Premium —V4)
impune introducerea artificiala a oxigenului dizolvat in sistemul recirculant, fapt ce
conduce la o crestere a consumurilor, comparativ cu varianta V2 (BioPlus® 2B) Tn
conditii economice normale. De asemenea, utilizarea celor doua probiotice Tn
variantele V3 si V4 prin exacerbarea sistemului eritropoetic, conduc la o epuizare
fiziologica a organismului si totodata, la cresterea consumului in vederea echilibrarii
functiilor fiziologice. Aceasta se realizeaza prin consum ridicat de hrana si fortare a
functiilor hepatice, In conditile in care s-a stabilit clar o ratd de crestere mai mica
pentru aceste variante experimentale.

1 Toate probioticele utilizate in vederea completarii ratiilor administrate au condus la
obtinerea unor performante de crestere si utilizare a hranei mai eficiente, decéat in
varianta experimentald martor, sugerdnd ca adaugarea de probiotice in furaj
contribuie la reducerea costurilor de productie a puietului de crap (Cyprinus carpio,
Linnaeus 1758). Rezultate similare au fost observate si de catre Ghosh et al. (2003)
si Swain et al. (1996) pentru crapul indian. Noh et al. (1994) si et al Bogut. (1998), de
asemenea, a raportat ca preparatele comerciale probiotice de Enterococcus faecium
a Imbunatatit performanta de crestere si utilizarea eficienta a hranei la crap.

Analiza rezultatelor prezentate evidentiaza faptul ca probioticele in a caror compozitie
intra cele doua specii de Bacillus (Bacillus subtilis si Bacillus licheniformis) le recomandam
pentru a fi utilizate ca bioaditivi in nutritia crapului. Acest fapt, rezultand din analiza
indicatorilor biotehnologici care sunt superiori in cazul variantelor la nivelul carora s-a aplicat
o ratie furajara cu aceste specii de bacterii probiotice, in comparatie cu varianta martor si

varianta cu bacterii probiotice apartinand genului Lactobacillus.

26



Cercetdri privind vtilizarea probioticelor in acvacvltura indvstriald din sistemele recirculante
R —

REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

Capitolul IV. CERCETARI PRIVIND INFLUENTA PROBIOTICULUI LACTOBACT
PREMIUM ASUPRA PROFILULUI HEMATOLOGIC LA CRESTEREA PUIETULUI DE
CRAP (Cyprinus carpio, Linnaeus 1758)

IV.1. Introducere

Termenul de ,bacterie acido-lactica” (LAB) este folosit pentru a descrie un grup de
tulpini si coci care au o structura gram-pozitiva, catalaza negative care nu sporuleaza, de
obicei imobila, fermenteaza carbohidratii si formeaza acid lactic ca rezultat unic sau ca
produs final. Dupa Aguirre si Collins (1993) LAB cuprinde genurile: Aerococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Erysipelothrix, Gemella, Globicatella, Lactobacillus,

Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus si Vagococcus.

IV.2. Material si metode

Cercetarile efectuate se incadreaza in categoria investigatiilor de tip experimental,
desfasurate in statia pilot de cercetare a Departamentului de Acvacultura, Stiinta Mediului si

Cadastru, Universitatea “Dunarea de Jos” din Galati.

IV.2.1. Materialul biologic

Experimentul s-a desfasurat pe o perioada de 30 zile debutand pe data de 31.05.2011
si finalizdndu-se pe data de 29.06.2011. Materialul biologic utilizat Th vederea popularii
sistemul de crestere a fost puietul de crap (Cyprinus carpio, Linnaeus 1758) provenit de la
Centrul de Cercetare-Dezvoltare pentru Piscicultura - Nucet.

Caracteristicile probioticului utilizat in vederea test arii.

Probioticul Lactobact premium  inglobat in furajul administrat pe perioada
experimentala a fost reprezentat de un amestec in mod egal format din: Bifidobacterium
bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium lactis, Lactobacillus casei, Lactobacillus
paracasei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus, Streptococcus thermophilus
(produsul nu contine lactoza, gluten si drojdii). Concentratia bacteriilor probiotice este de
1x10° CFU/g pulbere.

Experimentul a fost organizat in 4 variante experimentale pe parcursul caruia s-a
urmarit testarea probioticului Thglobat in furajul granulat in diferite concentratii si influenta
bacteriilor lactice constituiente asupra profilului hematologic al puietului de crap, dupa cum

urmeaza:
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V1 (B1) — proba martor, in furaj nu s-a inglobat probiotic;
V2 (B2) — concentratie probiotic Lactobact premium 0,28x10° CFU/qg furaj;
V3 (B3) — concentratie probiotic Lactobact premium 0,48x10° CFU/qg furaj;

V4 (B4) — concentratie probiotic Lactobact premium 0,88x10° CFU/qg furaj.

IV.2.2. Baza experimental a

Cercetarile din prezentul experiment au fost realizate in scopul evaluarii influentei
bacteriilor lactice asupra profilului hematologic la cresterea puietului de crap (Cyprinus
carpio, Linnaeus 1758) in sistem recirculant. La populare, in sistem a fost introdus un numar
de exemplare asigurator pentru realizarea prelucrarii statistice, reprezentand 13,96 kg puiet
de crap cu greutatea individuala medie de 96 g/ex.

Cercetarile din cadrul acestui capitol s-au desfasurat in sistemul recirculant pilot din
cadrul Departamentului de Acvacultura, Stiinfa Mediului si Cadastru, Universitatea ,Dunarea de
Jos” Galatj, ale carui unitafi de crestere sunt prezentate in figura 4.2.

Figura 4.2. Unitatile sistemului de crestere intensiva tip acvariu (foto original).
Starea generala a pestilor (comportamentul hranirii, Tnotulul, mortalitatea) a fost

evaluata si inregistrata zilnic.

IV.3. Rezultate sidiscu {ii

Avand in vedere ca utilizarea probioticelor in acvacultura este acum unanim
recunoscuta ca fiind una dintre masurile necesare pentru prevenirea si controlul
mbolnavirilor, scopul acestui experiment a fost de a evalua o parte din proprietatile benefice
a bacteriilor lactice si asupra profilului hematologic al puietului de crap in scopul
fundamentarii stiintifice necesare pentru a propune aplicarea lor ca microorganisme cu

potential probiotic.
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IV.3.1. Evaluarea efectului probiotic al bacteril or din genul Lactobacillus
asupra profilului hematologic al puietului de crap (Cyprinus carpio, Linnaeus
1758)
Studiul realizat a avut ca obiectiv si evaluarea efectului bacteriilor lactice asupra
profilului hematologic al puietului de crap crescut in sistem recirculant si a constat in:
» evaluarea indicatorilor de performana tehnologica;
» aprecierea gi evaluarea starii de sanatate a materialului biologic prin

moadificarile profilului hematologic al sangelui.

IV.3.1.1. Evaluarea dinamicii parametrilor de cal itate a apei

Evolutia parametrilor fizico-chimici ai apei tehnologice, pe durata experimentului, s-au
Tncadrat Tn limitele optime, din punct de vedere tehnologic.

In conditiile specifice sistemului de crestere folosit chimismul apei a fost mentinut in
intervale optime, echipamentul de conditionare a calitafi apei reusind sa trateze si sa
reutilizeze apa tehnologica in conditiile in care pierderile zilnice de apa nu au depasit 10 %
din volumul total de apa al sistemului recirculant.

IV.3.1.2. Analiza indicatorilor biotehnologici
Pentru acest experiment cele patru bazine ale sistemul recirculant au fost populate cu
un numar aproximativ egal de exemplare reprezentand biomase sensibil egale: B1 — 3,43 kg,
B2 - 3,50 kg, B3 — 3,54 kg, B4 — 3,48 kg si, deci, totalizadnd o biomasa totala de 13,96 kg.
La finalul experimentului, desfasurat pe parcursul a 30 de zile experimentale,
densitatea de populare a atins 5,02 kg/m*®in B1, 4,53 kg/m® in B2, 4,18 kg/m® in B3 si 4,20
kg/m*in B4 (figura 4.11.).
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Figura 4.11. Biomasa inifiala si finala a puietului de crap.
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Rezultatele obtinute in cadrul experimentului, referitoare la evolutia indicatorilor de
performanta tehnologica a materialului biologic sunt redate sintetic in tabelul urmator.
Tabelul 4.2. Tablou sintetic privind indicatorii biotehnologici ai puietului de crap Tn conditiile

utilizarii probioticului Lactobact Premium

Varianta experimental a Bl B2 B3 B4

Indicatorul V1-martor V2 V3 V4

Concentra tie probiotic (mg/ra tia zilnica) 0 280 480 880
Concentra tie probiotic (CFU/g) 0 | 0,28x10°  0,48x10° 0,88x10°
Numar pesti ini tial 18 19 18 18
Numar pesti final 18 19 15 16
Supravietuirea (%) 100 100 83 89
Biomasa ini tiala (g) 1714 1750 1772 1742
Biomasa ini tiala (kg/m °) 3.43 3.50 3.54 3.48
Biomasa finala (g) 2511 2265 2091 2101
Biomasa finala (kg/m ®) 5.02 4.53 4.18 4.20
Spor cre stere biomasa (g) 797 515 319 359
Spor cre stere biomasa (kg/m *°) 1.59 1.03 0.64 0.72
Masa medie ini tiala (g/ex) 95 92 98 97
Masa medie final a (g/ex) 140 119 139 131
Spor cre stere individual (g) 44 27 41 35
Zile cre stere 30 30 30 30
Proteina bruta furaj (PB %) 41.0 41.0 41.0 41.0
Ratia zilnica (% biomasa) 2.0 2.0 2.0 2.0
Cantitatea totala de furaje distribuite (g) 1050 1050 1050 1050
GR (Rata cre sterii zilnice) (g/zi) 26.57 17.17 10.63 11.97
SGR (%/zi) 1.27 0.86 0.55 0.62
FCR (g furaj/g spor biomasa) 1.32 2.04 3.29 2.92
PER (raportul eficien tei proteinelor) (g/g) 1.85 1.20 0.74 0.83
Cantitatea totala de probiotic utilizata (g) 0 8.4 14.4 26.4

Analiza indicatorilor de crestere evidentiaza o performanta tehnologica mai mare a
variantei mator fata de cele trei variante cu concentratji diferite de probiotic, fiind diferente
semnificative (sporul de crestere in martor a fost de 797 g, comparative cu 319 g in varianta
B3). Valorile experimentale au evidentiat o mai slaba valorificare a furajului Tnglobat cu
probiotic Th compozitia caruia intra bacteriile lactice si, in consecinta, o mai slaba eficienta
economica pentru varianta experimentala pentru care s-a aplicat o ratie de furajera cu aceste

bacterii.

IV.3.1.3. Analiza hematologic a si biochimic a a sangelui
Dinamica indicatorilor si constantelor hematologice la exemplarele de puiet de crap, ce
fac obiectul prezentului experiment, a fost analizata prin coroborare cu concentratiile diferite
de probiotic Tn a carui compozitie intra bacteriile lactice, Tnglobat in diata furajera din cele trei

variante experimentale si o varianta martor.
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Pentru a determina daca continutul anumitor concentratii diferite de bacterii lactice, din

probioticul utilizat Tn furajul administrat, a determinat aparitia unor modificari calitative ale

profilului metabolic sanguin, s-a analizat variatia valorilor indicilor hemtologici, constantelor

eritrocitare si diferitelor tipuri de leucocite la finalul perioadei experimentale, comparandu-se

varianta martor (V1) cu cele trei variante de diferite concentratii de bacterii lactice (V2, V3,

V4).
Tabelul 4.3. Indicatorii hematologici ai puietului de crap la finalul experimentului.
Indicatorul hematologic (val. medii + deviatia stan dard)
Varianta Ht Hb Nr. E VEM HEM CHEM
exp. (%) (g/dl) x10°/ul (um°) (P9) (g/dl)

V1 33.57£3.06 6.76x0.87  1.75+0.13 192.92+22.36 38.884£6.15 20.48+4.51
V2 31.71£3.92  7.12+0.93  1.34+0.31 252.52+82.48 59.50+29.11 23.04+4.96
V3 32+3.70  6.92+0.79  1.74+0.20 184.65+20.65 40.56+8.34 22.08+4.26
V4 27.71£3.10 7.86x0.77  1.41+0.19 197+£21.91  56.62+11.24 28.9045.53

Analiza indicatorilor hematologici prezentafi in tabelul 4.3. evidentiaza o serie de

modificari intre varianta martor si celelalte variante experimentale, dupa cum urmeaza:

>

Hematocritul in varianta martor s-a incadrat in intervalul de normalitate (32-43,9 %)
Tnregistrand o valoare medie de 33,57 % in varianta martor, iar in cele trei variante s-
au Tnregistrat o reducere de pana la 27,71 % in varianta V4.

Hemoglobina din séngele circulant al puietului de crap a inregistrat o crestere
semnificativa in varianta V4 de péna la 7,86 g/dl, comparativ cu varianta martor unde
s-a nregistrat o medie de 6,76 g/dl, valorile obtinute incadrandu-se in intervalul de
normalitate (6,5-10,6 g/dl).

Numdrul de eritrocite din séngele circulant al pestilor hraniti cu furaj probiotic ce
contine bacterii lactice, s-a redus usor in variantele V2 si V4 (1,34x10%ul si
1,41x10°%pl) fatd de varianta martor (1,75x10%pl), valoarea acestora s-a mentinut in
limitele normale (1,10-2,20x10°%pl) ale speciei Cyprinus carpio.

Volumul eritrocitar mediu (VEM) s-a mentinut in intervalul de normalitate (152-364
um?®) pentru specia luata in studiu, remarcandu-se o crestere de pana la 252,52 pm®
in variantele V2, urmata de 197 pm?® in varianta V4, fatd de 192,92 um? care s-a
fnregistrat in varianta martor.

Hemoglobina eritrocitar& medie (HEM) a inregistrat modificari cu diferente intre
varianta martor si variantele cu concentratii diferite de probiotic, valorile calculate fiind
sub limita inferioara de normalitate (50-63 pg) in varianta martor (38,88 pg), iar n
cazul variantelor cu concentratji diferite de probiotic media a fost de 56,62 pg Tn

varianta V4 si 59,50 pg in varianta V2, aceste valori incadrandu-se in intervalul de
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normalitate.

» Concentrafia de hemoglobina eritrocitard medie (CHEM) a inregistrat o cregtere in
variantele cu concentratii diferite de probiotic fatd de varianta martor astfel, in
varianta V4 media a fost de 28,90 g/dl depasind limita superioara a intervalului de
normalitate (15-25 g/dl), fata de valoarea medie inregistrata in varianta martor care a
fost de 20,48 g/dl.

Rezultatele examenului hematologic in cazul puietului de crap, indicad o crestere a
cantitatii de hemoglobina si implicit, a constantelor eritrocitare derivate Tn variantele cu
concentratfii diferite de probiotic fata de varianta martor. Aceasta crestere a hemoglobinei
este corelata cu o nutrifie corecta si echilibrata Tn care s-a adaugat concentratii diferite de
probiotic si care prezinta o influenta pozitiva asupra acestui indicator hematologic, valorile
Tnregistrate Thcadrandu-se in intervalul de normalitate pentru specia de cultura studiata.

Evaluarea reac fiilor leucocitare ale puietului de crap sub influenta bacteriilor lactice
din genul Lactobacillus.

Pentru a stabili efectul bacteriilor lactice din probioticul utilizat in furajul administrat
asupra profilului hematologic, s-a acordat o atentie deosebita studiului tabloului leucocitar al
exemplarelor de puiet de crap din cele trei variante experimentale cu diferite concentratii de
probiotic, comparativ cu varianta martor.

In tabelul urmétor este prezentatd media numarului absolut leucocitar al singelui puietului de
crap la finalul perioadei experimentale dupa inglobarea probioticului in furaj.

Tabelul 4.4. Media numarului absolut leucocitar al sangelui puietului de crap

la finalul experimentului.

Numar absolut (%)

Varianta
experimentala limfocite : granulocite
— - monocite - — -
mici mari neutrofile eozinofile bazofile
V1 91.1 4.6 0.1 3.7 0.4 0
V2 93.1 1.3 0.2 5.0 0.4 0
V3 88.4 1.4 0.6 5.8 3.8 0
V4 91.9 1.1 0.6 5.9 0.5 0

Leucograma exemplarelor de puiet de crap din cele patru variante experimentale
analizate evidentiaza predominarea limfocitelor, urmata de neutrofile, euzinofile si monocite.

In ceea ce priveste seria eritrocitard, s-a constatat aparitia eritrocitelor tinere in sange,
considerata a fi o consecinta a stimularii eritropoezei datorita fenomenului de hipoxie, care s-
a instalat in urma diminuarii concentratiei de oxigen dizolvat din apa tehnologica (Docan, A.,
si col., 2009).
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Foto 4.1. Eritrocite tinere (10 oc x 100 ob, MGG - foto original).

Limfocitele sunt leucocite implicate in apararea umorala si celulara. La pestii
teleosteeni, limfocitele sunt produse in principal de timus (organ limfoid imunogen primar)

dar si de rinichi si splina (organe limfoide secundare) (Patriche, T., 2008).
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Figura 4.21. Media numdrului absolut de limfocite. Foto 4.2. Limfocite (10 oc x 100 ob,

MGG - foto original).

Tn formula leucocitara, limfocitele au inregistrat o reducere in variantele cu concentratii
diferite de probiotic de pan la 89,8x10° cel./ul in varianta V3, comparativ cu varianta martor
V1 (95,7x10° cel./pl).

Studiul frotiurilor de sénge arata ca, raportat la totalul leucocitelor granulocite,
neutrofilele ocupa primul loc. Din analiza rezultatelor obtinute in urma numararii neutrofilelor
pe frotiurile de sange, se remarca o reactie neutrofilemica in cazul variantelor cu diferite
concentratii de probiotic.
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Foto 4.3. Granulocite neutrofile si neutrofil segmentat (10 oc x 100 ob,
MGG - foto original).

In ceea ce priveste studiul realizat, In care s-a urmarit influenta bacteriilor lactice

inglobate in furaj care a contribuit la imbunatatirea calitatii furajelor administrate si implicit, la
asigurarea sanatatii metabolice a puietului de crap. Rezultatele obtinute privind modificarile
tabloului sanguin al puietului de crap in condifile experimentale date confirma ca o nutritie

echilibrata si adecvata fiecarei specii se coreleaza cu valori normale ale principalilor indici
hematologici (Misaila, E.R., 1998).

Analiza biochimic & a sangelui
Glicemia are un rol important in evaluarea starii de stres. In sangele pestilor
concentratia glucozei este in mod normal de 40-90 mg/dl. Mentinerea glicemiei intre anumite
limite normale este unul din mecanismele cu cel mai fin reglaj homeostatic, la care participa
ficatul, unele tesuturi extrahepatice si o serie de glande endocrine (Patriche, T., et al. 2011).

Rezultatele obtinute in urma determinarii glicemiei sunt prezentate in figura 4.24.
pentru cele patru variante experimentale.
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Figura 4.24. Valorile glicemiei Tnregistrate la finalul experimentului.
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La puietul de crap crescut in sistemul recirculant pe o perioada de 30 de zile n
conditiile utilizarii concetratjilor diferite de probiotic in compozitia caruia predomina bacterii
din genul Lactobacillus inglobate 1n rafia furajera, s-au inregistrat valori apropiate in ce
priveste media glicemiei serice determinate, insa valorile din varianta V3 fiind peste limita
superioara a normalitatii (97,51 mg/dl), dar valorile inregistrate in variant V2 (79,75 mg/dI)
s-au incadrat in limitele normale (40-90 mg/dl) date de literature de specialitate pentru
aceasta specie.

IV.3.1.4. Analiza biochimic a a carnii de pe ste
Obiectivul principal al acestei analize a fost de a investiga efectele utilizarii
concentratiilor diferite de probiotic cu bacterii lactice asupra compozitiei biochimice a
fesutului muscular de puiet de crap. Rezultatele obfinute la determinarea compozitiei
biochimice a tesutului muscular de puiet de crap, crescut in sistemul recirculant pilot sunt
prezentate in figura 4.25.

o Compozitia biochimica a tesutului muscular

100 —pr——— - —

Cenusa V1

Figura 4.25. Compozifia biochimica a tesutului muscular in cele 4 variante

experimentale.

Comparand rezultatele obtinute in urma analizei se poate aprecia ca, exemplarele din
varianta martor prezintd o compozitie biochimica asemanatoare cu cea a variantelor
experimentale Tn care s-a administrat concentrafji diferite de probiotic in compozitia caruia
intré bacterii lactice din genul Lactobacillus rezultdnd ca, acest bioaditiv alimentar nu a

influentat compozitia biochimica a tesutului muscular al carnii puietului de crap.
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IV.4. Concluzii

In urma experimentului, in care s-a realizat evaluarea efectului Lactobact Premium

utilizat ca probiotic, se pot desprinde o serie de concluzii cu privire la influenta bacteriilor

lactice din genul Lactobacillus asupra profilului hematologic al puietului de crap (Cyprinus carpio,

Linnaeus 1758), astfel:

i}

Evolutia parametrilor fizico-chimici ai apei, pe durata experimentului se incadreaza
in limitele optime din punct de vedere tehnologic, fapt ce confirma influenta
pozitiva a probioticului utilizat.

Analiza indicatorilor tehnologici de crestere a puietului de crap n sistemul
recirculant, evidentiaza o performanta tehnologica mai mare in varianta martor,
fata de cele trei variante cu concentratii diferite de probiotic, inregistrandu-se
diferente semnificative intre variantele experimentale.

Toate rezultalele obtinute privind supravietuirea, cresterea si conversia la hranire
exprima ca, In varianta martor rezultatele au fost mai bune decéat in variantele
experimentale cu diferite concentratii de probiotic inglobate in furaj si ca urmare,
utilizarea acestui probiotic nu este fezabila pentru cresterea puietului de crap in
sistem recirculant.

Rezultatele obtinute au indicat un efect pozitiv reprezentat prin cresterea
concentratiei de hemoglobina precum si, a constantelor eritrocitare derivate din
aceasta, hematocritul si numarul de eritrocite incadrandu-se in intervalul de
normalitate specific speciei de cultura. Reactia leucocitara a fost mai accentuata in
variantele experimentale cu concentratii diferite de probiotic, decat in varianta
martor. Aceste aspecte pot fi atribuite faptului ca, probioticul utilizat a condus la
cresterea valorilor indicatorilor hematologici, ca urmare a stimularii hematopoezei,
fapt care totusi nu este de dorit avand in vederere faptul ca starea de sanatate a
materialului biologic testat (Cyprinus carpio, Linnaeus 1578) a fost buna.

Studiile hematologice realizate au oferit informatii valoroase asupra starii de
sanatate a pestilor in hranirea carora s-au folosit furaje cu probiotic in compozitia
caruia intra bacteriile lactice, fiind un reper important si sub aspect economic

deoarece s-a stabilit clar faptul ca folosirea tipului discutat este ineficienta.

Concluzia finala privind rezultatul acestor cercetari semnaleaza faptul ca bacteriile

lactice din genurile Lactobacillus si Bifidobacterium utilizate sunt capabile sa imbunatateasca

starea de sanatate a puietului de crap redata prin analiza profilului hematologic dar nu sunt

recomandate ca probiotice.
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Capitolul V. CERCETARI PRIVIND INFLUENTA PRINCIPALILOR FACTORI
TEHNOLOGICI IN CONDITIILE UTILIZARII PROBIOTICELOR DIN SISTEMUL
RECIRCULANT PENTRU CRESTEREA CRAPULUI ( Cyprinus carpio, Linnaeus 1758)

V.1. Introducere

Sistemele recirculante de productie acvatica, constituie o alternativa importanta la
acvacultura traditionala, practicata inh helesteu. Ca urmare a tratarii apei si reutilizarii
acesteia, sistemele recirculante necesita o cantitate mult mai mica de apa decét un helesteu
pentru a realiza o productie similara. Temperatura optima ceruta pentru crestere si alte
activitati fiziologice variaza in mare masura in funciie de specie. Fiecare specie are o
temperatura optima pentru crestere care este determinata de temperatura optima pentru

activitatea specifica a cineticii de reactie fiziologica.

V.2. Material si metode

Cercetarile din prezentul capitol se Tncadreaza in categoria investigatiilor de tip
experiemental, desfasurate ih cadrul sistemului recirculant intensiv pilot al Departamentului
de Acvacultura, Stiinta Mediului si Cadastru, Universitatea “Dunarea de Jos” Galati si al

Institutului de Cercetare-Dezvoltare pentru Ecologie Acvatica, Pescuit si Acvacultura, Galati.

V.2.1. Materialul biologic si baza experimental a

Materialul biologic a fost reprezentat de specia de cultura Cyprinus carpio, Linnaeus
1758 (crapul) in varsta de 18 luni, provenit din sistemul recirculant pilot al bazei de cercetare
Bratesg, I.C.D.E.A.P.A. Galati. Materialul biologic, reprezentat de un lot de 320 exemplare de
crap cu greutatea individuala medie de 182 g/ex., a fost selectat prin realizarea masuratorilor
biometrice n vederea obtinerii unui lot omogen cu o distributie normala.

Caracteristicile probioticului utilizat Tn vederea test arii.

In vederea Indeplinirii obiectivului propus cu privire la cercetarile demarate n cadrul
acestui capitol, s-a utilizat un probiotic care au fost inglobat in furajul administrat n diferite
concentratji, probioticul utilizat - BioPlus® 2B fiind reprezentat de un amestec format din
Bacillus licheniformis (DSM 5749) si Bacillus subtilis (DSM 5750) in proportie de 1:1.

Experimentul a fost organizat in doua etape pe parcursul carora s-a urmarit testarea
probioticului Tnglobat Tn furajul granulat in diferite concentratii si influenta temperaturii
mediului de crestere dupa cum urmeaza:

Etapa | s-a desfagurat pe o perioada de 30 de zile la temperaturi ale mediului de

crestere de 18 -19 °C, cu urmatoarele variante experimentale:
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V1 (B1) — proba martor, in furaj nu s-a inglobat probiotic;

V2 (B2) — concentratie probiotic de 2,24x10° CFU/kg furaj;
V3 (B3) — concentratie probiotic de 3,84x10° CFU/Kg furaj;
V4 (B4) — concentratie probiotic de 7,04x10° CFU/Kg furaj.

Etapa a ll-a s-a desfasurat tot pe o perioada de 30 de zile cu aceleasi variante

v 2R 2B 2 4

experimentale, avand ca obiectiv actualizarea rafiei alimentare in functie de sporul de
crestere al biomasei din prima etapa si corelarea acesteia cu temperatura mediului de
crestere de 14-15 °C si totodats, actualizarea concentratiilor de probiotic inglobate in furajul
administrat.
Baza experimental a
Experimentul a urmarit evaluarea efectului diferitelor concentratii de probiotic si
influentei temperaturii asupra fiziologiei si performantei de crestere a crapului crescut in
sistem recirculant de acvacultura industriala. Acest experiment s-a desfasurat pe parcursul a
2 etape experimentale delimitate h timp prin cantarirea periodica, care a avut drept scop
monitorizarea performantei tehnologice si ajustarea cantitatii de furaje distribuite, pe masura
acumularii biomasei de cultura si modificarii temperaturii mediului de crestere.
Principial, sistemul recirculant pilot in care a fost organizat exprimentul este alcatuit
din 4 unitati de crestere cu capacitatea de 1 m® fiecare respectiv, un compartiment de

conditionare a calitatii apei (fig.5.1.).

Unitate
crestere =1m?

Evacuare . )] im entare
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bioologie
/ \n
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Figura 5.1. Configuratia sistemului recirculant pilot.

Tn scopul testarii diferitelor concentratii de probiotic utilizate, unitatile de crestere ale
sistemului recirculant au fost populate randomizat cu un numar egal de exemplare, astfel
Tncat sa existe posibilitatea experimentarii a 3 concentrafii diferite de probiotic Thglobate in

furaj si un martor.
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V.2.2. Metode de determinare a parametrilor de ca litate ai apei
Pe parcursul degfasurarii celor doua etape experimentale din cadrul acestei cercetari,
o atentie deosebita s-a acordat monitorizarii zilnice a parametrilor de calitate a apei, precum
si mentinerea lor in limite optime din punct de vedere fiziologic pentru specie de cultura luata
in studiu. Pentru fiecare din parametrii de calitate a apei s-au folosit metode de determinare
si echipamente specifice a caror interval de masurare este prezentat in tabelul 5.2.
Tabelul 5.2 . Echipamentele si metodele de determinare a parametrilor

de calitate a apei.

Indicatori i/ interval de
Parametrii Echipament folosit Metoda de determinare o
de calitate masurare
Senzori tip WATT
Oxigen TriOxmatic Metoda 22nr2ce)1;urare cu 0,0-7,89 mg/l
7001Q(SW)
oH Senzori tip WAT Metoda de masurare cu 6,5-8,1 unit. de
Sensolyt 700 1Q (SW) senzori ph
Temperatura Senzprl tip WATT Metoda de masurare cu 19-26,2 °C
TrioxiTherm senzori
Azot Spectroguant Nova Metoda de determinare
amoniacal 400 colorimetrica cu kit tip Merck  0,53-1,65 mg/I
N-NH,4 1.14752.

Metoda de determinare

Nitriti (azotiti)  Spectroquant Nova colorimetrica cu kit tip Merck  0.02-1,04 mg/I

NO: 400 1.14776
Nitrai Spectroguant Nova coll\(;lr?:r?gt?ig: (Slue Etr rtri][;n&r:rck 4,5-26 mg/l
(azotati) NO; 400 '

1.14942
Metoda de determinare
colorimetrica cu kit tip Merck  29,4-31,7 mg/I
1.14897

Spectroquant Nova

cl 400

V.2.5. Metode de investiga tii microbiologice

Prelevarea si analiza probelor microbiologice este prezentata in subcapitolul 111.2.5.

La debutul experimentului precum si, la finalul fiecarei etape experimentale, cate 3
exemplare de crap din fiecare varianta experimentala au fost supuse analizei microbiologice.

De asemenea, au fost efectuate analize microbiologice din furajul inglobat cu probiotic
in vederea verificarii existentei celor doua specii de bacterii din genul Bacillus inglobate in
furajul administrat precum gi, analiza microbiologica a apei de cultura in vederea stabilirii
numarului total de germeni (NTG).

Prelevarea probelor de intestin s-a realizat conform protocolului prezentat in capitolul

[l (vezi I11.2.5.) si se poate observa in foto 5.3.
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Foto 5.3. Prelevarea probelor microbiologice (foto original).

V.3. Rezultate sidiscu {ii

Rezultatele prezentate in acest capitol reflecta o perioada experimentala de 60 de zile.
Acest experiment a urmarit evaluarea influentei unor factori tehnologici cum ar fi,
temperatura asupra fiziologiei si performantei de crestere a crapului crescut in conditiile

utilizarii probioticelor intr-un sistem recirculant de acvacultura industrial.

V.3.1. Evaluarea dinamicii parametrilor de -calitate a apei din sistemul
recirculant
Temperatura. Pe parcursul experimentului, regimul termic al mediului de cultura nu
s-a incadrat in ecartul optim, Tnregistrandu-se valori scazute mai ales, in a doua etapa
experimentala sub aspectul cerintei fiziologice a speciei (figura 5.6.).

17.5 - 7.9
17.0 4 L 7.8

L 1Es L 77

T 1607 /\ - 76 &

3155 =

8 L 75 E

g 15.0 | Q¥ .5

E 14.5 '
14.0 7.3
Smni
132.0

7.1

. . ™~ . P 3 ~ ~ a3 S 3 ~ ~ a3 S
F IS F T PSP P FFFFFTFSF
AR & & W g U U VR
RN R R SR U R R I T R A
A e D A AN LA
m Temperatura —pH

Figura 5.6. Variafia temperaturii si pH-ului.
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Oxigenul dizolvat (DO). Concentratia oxigenului dizolvat a oscilat intre valorile

admisibile si optime speciei luate in studiu (figura 5.7.).
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Figura 5.7. Dinamica oxigenului dizolvat.
Parametrii de calitate ai apei au fost mentinu{i in limite admisibile pentru cresterea
puietului de crap pe toata perioada experimentala; cand acesti parametri nu s-au incadrat n
ecartul optim s-a procedat la preminirea intensa a apei constand in Tnlocuirea zilnica a circa

10-20 % din volumul total al sistemului.

V.3.2. Evaluarea microbiotei speciei Cyprinus carpio, Linnaeus 1758, 1in
condi tiile cre sterii intensive intr-un sistem recirculant
Scopul acestui experiment a fost si acela de a testa efectul probioticului utilizat Tn
concentratii diferite si, a evalua atat incarcatura microbiana din intestin, cat si incarcatura
organica a apei la temperaturi scazute din unitatile de crestere ale sistemului recirculant de
acvacultura industriala.

Numararea coloniilor de bacterii a fost efectuata Tn scopul determinarii densitatii
microbiene specifice microbiotei precum si, a apei din unitatile de crestere, ih vederea
compararii variantelor experimentale cu concentratii diferite de probiotic fata de varianta
martor.

Variatia numarului total de germeni (NTG) pe perioada desfasurarii experimentului de
crestere a evidentiat faptul ca nivelul total de germeni incadreaza apa tehnologica a
sistemului Tn categoria apelor cu incarcare microbiana redusa. Datorita performantelor
tehnice ale sistemului de crestere (filtru cu pat de carbune, sterilizator cu (UV) numarului
total de germeni (NTG) din unitatile de crestere scade, incadrandu-se in ecartul specific

apelor cu un grad de impurificare microbiologica ,mediocru” spre ,slab”.
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V.3.3. Evaluarea efectului temperaturii asupra fizi

tehnologice a crapului ( Cyprinus carpio,

recirculant in condi tiile utiliz arii probioticelor

ologiei
Linnaeus 1758)

si performan tei

din sistemul

In ceea ce priveste, evaluarea efectului principalilor factori tehnologici asupra fiziologiei

si performantei de crestere a crapului, un rol deosebit il joaca stabilitatea probioticelor care
este influentata de acesti factori si care pericliteaza garantarea eficacitatii utilizarii lor i

abilitatea acestora de a induce organismului gazda efecte benefice in formula productiei

finale (Fonseca et al., 2001).

V.3.3.1. Analiza indicatorilor biotehnologici

Pentru acest experiment, in prima etapa cele patru unitafi de crestere ale sistemul
recirculant au fost populate cu un numar egal de exemplare si biomase sensibil egale,
totalizdnd o biomasa totala de 116,24 kg. Greutatea inifiala medie a exemplarelor de crap

care au reprezentat materialul biologic Th vederea popularii unitatilor de crestere a fost in

medie de 182 g/exemplar, iar densitatea de populare a fost de 29,06 kg/m®.

Tabelul 5.4. Tablou sintetic cu principalii indicatori de performanta tehnologicé privind

cregterea crapului in prima etapd experimentala.

W B1 B2 B3 B4

Indicatorul V1-martor V2 V3 \Z

Concentra tie probiotic (mg/ra tia zilnic a) 0 196 336 616
Concentra tie probiotic (CFU/kg f uraj) 0 | 2,24x10° | 3,84x10° | 7,04x10°
Concentra tie probiotic (CFU/zi) 0 0,67x10° | 1,15x10° | 2,11x10°
Numar pesti ini tial 80 80 80 80
Numar pe sti final 80 80 80 80
Supravietuirea (%) 100 100 100 100
Biomasa ini tiala (g) 14577 14484 14598 14463
Biomasa ini tiala (kg/m °) 29,15 28,97 29,20 28,93
Biomasa finala (g) 19662 19828 20867 19837
Biomasa finala (kg/m °) 39,32 39,66 41,73 39,67
Spor cre gtere biomasa (Q) 5085 5344 6269 5374
Spor cre stere biomasa (kg/m °) 10,17 10,69 12,54 10,75
Masa medie ini tiala (g/ex) 182 181 182 181
Masa medie final a (g/ex) 246 248 261 248
Spor cre stere individual (g) 64 67 78 67
Zile cre stere 30 30 30 30
Proteina bruta furaj (PB %) 30,0 30,0 30,0 30,0
Ratia zilnica (% biomasa) 2,0 2,0 2,0 2,0
Cantitatea totala de furaje distr ibuite (g) 8400 8400 8400 8400
GR (Rata cre sterii zilnice) (g/zi) 169,50 178,13 208,97 179,13
SGR (%/zi) 1,00 1,05 1,19 1,05
FCR (g furaj/g spor biomasa) 1,65 1,57 1,34 1,56
PER (raportul eficien tei proteinelor) (g/g) 2,02 2,12 2,49 2,13
Cantitatea t otala de probiotic utilizata (g) 0 5.88 10.08 18.48
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Rezultatele obtinute evidentiaza o evolutie descendenta a variantelor cu concentratii
diferite de probiotic fatd de varianta martor. Astfel, indicatorii performantei tehnologice au
inregistrat valorile cele mai bune pentru varianta V3, in care s-a administrat o concentratie
de 3,84x10° CFU/kg furaj inglobata in furajul granulat utilizat pentru ratia alimentara zilnica.

Rezultatele obtinute Tn cea de-a doua etapa experimentald, referitoare la dinamica
ritmului de crestere a materialului biologic sunt redate sintetic in tabelul urmator:

Tabelul 5.5. Tablou sintetic cu principalii indicatori de performanta tehnologica privind

cresterea crapului Tn a doua etapa experimentald.

arianta experimental a Bl B2 B3 B4
Indicatorul V1-martor V2 V3 \Z

Concentra tie probiotic (mg/ra tia zilnic a) 0 280 480 880
Concentra tie probiotic (CFU/kg furaj) 0 | 2,24x10° | 3,84x10° | 7,04x10°
Concentra tie probiotic (CFU/zi) 0| 0,67x10° | 1,15x10° @ 2,11x10°
Numar pes ti ini tial 73 80 77 80
Numar pesti final 73 80 77 80
Supravietuirea (%) 100 100 100 100
Biomasa ini tiala (g) 18270 19828 19935 19837
Biomasa ini tiala (kg/m °) 36,54 39,66 39,87 39,67
Biomasa finala (g) 21034 23988 23892 24106
Biomasa finala (kg/m ) 42,07 47,98 47,78 48,21
Spor cre stere biomasa (g) 2764 4160 3957 4269
Spor cre stere biomasa (kg/m ) 5,563 8,32 7,91 8,54
Masa medie ini tiala (g/ex) 250 248 259 248
Masa medie final a (g/ex) 288 300 310 301
Spor cre stere individual (g) 38 52 51 53
Zile crestere 30 30 30 30
Proteina bruta furaj (PB %) 30,0 30,0 30,0 30,0
Ratia zilnica (% biomasa) 1,2 1,2 1,2 1,2
Cantitatea totala de furaje distribuite (g) 6600 7200 7200 7200
GR (Rata cre sterii zilnice) (g/zi) 92,13 138,67 131,90 142,30
SGR (%/zi) 0,47 0,63 0,60 0,65
FCR (g furaj/g spor biomasa) 2,39 1,73 1,82 1,69
PER (raportul eficien tei proteinelor) (g/g) 1,40 1,93 1,83 1,98
Cantitatea totala de probiotic utilizata (g) 0 8.4 14.4 26.4

Din datele prezentate Tn tabelul 5.5. cu privire la eficienta retinerii proteice si factorul de
conversie al hranei, cele mai bune rezultate s-a obtinut in varianta V4 unde am inglobat
concentratia cea mai mare de probiotic in furajul administrat, rezultdnd in acest caz ca,
concentratia optima este de 7,04x10° CFU/kg furaj.

Asa cum se poate observa in figura 5.27., sporul de crestere inregistrat in cele doua
etape experimentale a inregistrat diferente intre variante martor si variantele cu concentratii

diferite de probiotic, atat in prima céat si in a doua etapa experimentala.
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Figura 5.27. Sporul de crestere al biomasei in cele doua etape experimentale.
Concluzionand, putem afirma ca si in conditiile influentei unor factori tehnologici cum ar
fi, temperatura se poate obtine un spor de crestere al biomasei de cultura ridicat prin
utilizarea probioticelor ca bioadivi alimentari, avand rol benefic Th stimularea apetitului de
hranire si imbunatatirea starii de sanatate a materialului biologic.

V.3.3.2. Analiza hematologica si biochimic a a sangelui
Pentru a evidentia intr-un mod cat mai fidel raspunsul fiziologic al actiunii stresante a
factorilor tehnologici (in special, temperatura) s-a analizat dinamica indicatorilor hematologici
si constantelor eritrocitare la debutul si respectiv, finalul celor doua etape experimentale.
Indicatorii luati In studiu au fost hemoglobina, hematocritul si numarul de eritrocite si
constantele eritrocitare derivate VEM, HEM si CHEM, parametrii semnificativi  in
caracterizarea starii fiziologice a pestilor.
Tabelul 5.7. Valorile Tnregistrate la debutul primei etape experimentale pentru

hemoglobind, hematocrit si numér de eritrocite la crapul crescut in sistem recirculant.

Variante Hb (g/dl) Ht (%) Nr. eritrocite (mil/  pl)
experimentale  min-max X+SD min-max X+SD min-max XS D
V1 4.20-6.40 4.96+0.79 27-28 27.4+0.49 1.02-1.45 1.27+0.18
V2 3.90-6.70 4.66%1.03 24-36 30+4.38 1.22-1.40 1.31+0.06
V3 3.90-4.70 4.22+0.28 23-30 25.842.48 0.72-1.40 1.02+0.22
V4 3.40-5.90 4.06x0.94 24-29 26.2+1.94 0.91-1.88 1.41+0.37

Dupa cum se poate observa in figurile de mai sus, In aceasta prima etapa supusa
analizelor hematologice, hemoglobina prezinta o tendinta de descrestere progresiva de la
4,96 g/dl (valoarea medie inregistrata in cazul variantei V1) pana la 4,06 g/dl (valoarea
medie rezultatd pentru varianta V4). In cazul hematocritului au fost evidentiate valori
cuprinse ntre 27,4 % in varianta martor si 30 % la nivelul variantei V2. n ceea ce priveste

numarul de eritrocite, acesta a avut o evolutie preponderent ascendenta in cele 4 variante
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experimentale, valorile medii fiind cuprinse intre 1,27 mil/pl (in varianta martor) si 1,41 mil/pl
(valori inregistrat la nivelul variantei V4).
Tabelul 5.9. Valorile Tnregistrate la finalul primei etape experimentale pentru

hemoglobina, hematocrit si numar de eritrocite la crapul crescut in sistem recirculant.

Variante Hb (g/dl) Ht (%) Nr. eritrocite (mil/  pl)
experimentale min-max X+SD min-max X+SD min-max X+SD
V1 6.60-8.80 7.940.81 33-38 36+1.67 0.86-1.50 1.24+0.21
V2 8.60-12 10.14+1.44 30-39 34+3.16 1.19-1.45 1.34+0.10
V3 6.40-9.40 7.66%0.99 32-39 35.8+2.79 1.23-1.67 1.46+0.17
V4 6.20-10.40 8.58+1.36 29-39 34+3.22 1.28-1.44 1.37+0.06

Conform datelor evidentiate in tabelul de mai sus, la finalul primei etape de crestere a
crapului in sistem recirculant, care coincide cu debutul celei de-a doua etape de crestere,
analiza indicatorilor hematologici a fost urmatoarea:

v" hemoglobina a avut cea mai scazuta valoare medie (7,66 g/dl) In variante V3, iar
valoarea superioara a mediei (10,14 g/dl) a fost inregistrata in cadrul variantei V2;

v valorile hematocritului au fost cuprinse intre 29,00 % si 39 % (inregistrand valori
maxime aproximativ egale in cele 4 variante experimentale);

v numarul de eritrocite a inregistrat valoarea medie minima (1,24 mil/ul) la nivelul
variantei experimentale V1-martor, in vreme ce valoarea medie maxima (1,46 mil/pl)
a fost constatata in variant V3.

Tabelul 5.11. Valorile Tnregistrate la finalul celei de-a doua etapa experimental&

pentru hemoglobind, hematocrit si numar de eritrocite la crapul crescut n sistem

recirculant.
Variante Hb (g/dl) Ht (%) Nr. eritrocite (mil/  pl)
experimental @  min-max X+SD min-max X+SD min-max X+SD
V1 6.90-8.80 7.92+0.82 26-36  31.243.31 0.89-1.52 1.37+0.24
V2 6.40-11  7.92+1.62 30-39 33.20£3.31 1.70-2.10 1.93+0.13
V3 6.00-8.90  7.24+1.00 29-41 33+4.56 1.14-1.84 1.46%0.27
V4 5.80-7.00 6.30+0.46 30-36 32.8+2.32 1.30-1.73 1.58+0.16

In aceasta ultima etapa sunt evidentiate urmatoarele: hemoglobina creste de la 6,30
g/dl (minimul mediei Tnregistrat in varianta V4) pana la 7,92 g/dl (valoarea medie maxima
rezultata pentru varianta V2); hematocritul oscileaza intre 31,2 % (valoarea medie minima
find evidentiata la nivelul variantei martor) si 33,20 % (valoarea medie maxima fiind
evidentiata la nivelul variantei V2); numarul de eritrocite fiind cuprins intre 1,37 mil/pl
(minimul mediei Tnregistrat la nivelul variantei martor) si 1,93 mil/yl (maximul mediei

inregistrat la nivelul variantei V2).
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Evaluarea reac fiilor leucocitare ale crapului sub influenta factorilor tehnologici.
In ceea ce priveste formula leucocitard, s-au analizat frotiurile realizate la popularea si
recoltarea materialului biologic si respectiv, la jumatatea perioadei experimentale pentru a
observa modificarile survenite, in vederea evaluarii influentei pricipalilor factori tehnologici.

Tabelul 5.13. Media numarului absolut leucocitar al sdngelui crapului

la debutul perioadei experimentale.

Numar absolut (%)

Varianta
experimentala limfocite : granulocite
— - monocite - —— -
mici mari neutrofile eozinofile bazofile

V1 84.1 7.5 3.8 4.5 0.1 0
V2 85.4 5.7 4.1 4.2 0.4 0.2
V3 86.2 8.1 2.5 3 0.2 0
V4 85.9 4.7 6.1 2.9 0.4 0

Tabelul 5.14. Media numarului absolut leucocitar al sdngelui crapului

la finalul primei etape experimentale.

Numar absolut (%)

Varinata
experimentala limfocite . granulocite
— - Monocite - — -
mici mari neutrofile eozinofile bazofile

V1 73.3 12.1 9.2 4.7 0.4 0.3
V2 65.3 14.6 10.5 9.1 0.1 0.4
V3 67 7.7 12.7 12.2 0.1 0.3
V4 71.3 13 11.4 4.3 0 0

Tabelul 5.15. Media numarului absolut leucocitar al sdngelui crapului

la finalul perioadei experimentale.

Numar absolut (%)

Varinata
experimentala limfocite . granulocite
— - Monocite - — -
mici mari neutrofile eozinofile bazofile
V1 85.9 8.6 2.8 25 0.2 0
V2 84.7 7.6 4.2 34 0.1 0
V3 87.5 4.8 2.9 4 0.8 0
V4 88.3 5.2 4.1 2.4 0 0

O prima analiza a valorilor medii a numarului absolut al leucocitelor precum si a
diferitelor tipuri de leucocite evidentiaza o reducere a limfocitelor dupa administrarea furajului
in care s-a adaugat probiotic (Bacillus licheniformis (DSM 5749) si Bacillus subtilis (DSM

5750)) si o crestere a procentului monocitelor, urmata de cresterea procentului de neutrofile.
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Se poate concluziona ca probioticele pot fi utilizate pentru consolidarea sistemului
imunitar si a starii de sanatate, imbunatatind astfel rezistenta materialului biologic la boli,

imbunatatind totodata si performanta cresterii.

Analiza biochimic & a sangelui

Colectarea probelor de sénge pentru analiza biochimica s-a efectuat n trei etape
importante: la populare, intermediar (la sfarsitul primei etape experimentale care coincide cu
initialul celei de-a doua) si la recoltare. Pentru aceasta analiza a sangelui s-a recoltat un
numar total de 60 probe de sange (20 de probe de sange pentru fiecare etapa) de la pestii
care au facut obiectul cresterii in conditiile utilizarii probioticelor de diferite concentratii Tn
sistem recirculant. Rezultatele obtinute, Th urma determinarii parametrilor biochimici serici
sunt prezentate in tabele 5.16., 5.17. si 5.18.

Tabelul 5.16. Valorile Tnregistrate la debutul primei etape experimentale pentru

parametrii serici biochimici.

Varianta Glucoza mg/dl Proteine totoale g/dI Imunoglobuline mg/dl
experimentala | min-max X+SD min-max X+SD min-max X+SD
V1 68-170 | 101,8+42,00 | 4,3-5,0 | 4,6440,26 | 35,84-42,68 | 38,7+2,64
V2 82-132 | 104,6+18,10 | 3,9-4,3 | 4,12+0,14 | 38,04-42,57 | 40,00+2,05
V3 64-196 | 102,2453,65 | 4,1-4,9 4,4+0,3 | 38,24-44,41 | 40,14+2,44
V4 87-143 | 116,2420,31 | 3,9-4,6 | 4,26+0,27 | 36,94-41,18 | 39,13+1,72

Tabelul 5.17. Valorile Tnregistrate la finalul primei etape experimentale (inceputul

etapei a doua) pentru parametrii serici biochimici.

Varianta Glucoza mg/dl Proteine totoale g/dl Imunoglobuline mg/dl
experimentala | min-max X+SD min-max X+SD min-max X+SD
V1 31-118 71+33,06 4,7-5,1 4,9+0,18 | 36,43-39,8 | 38,83+1,38
V2 75-119 | 95,8+19,26 4,2-4,6 4,4+0,15 | 35,96-43,97 | 40,74+3,57
V3 82-187 | 118+44,34 3,9-5,1 |4,48+0,54 | 36,09-50,29 | 40,6%5,93
V4 102-128 | 115,8+11,88 | 3,9-4,3 |4,08+0,14 | 35,05-39,2 | 37,27+1,67

Tabelul 5.18. Valorile Tnregistrate la finalul etapei a doua experimentale

pentru glicemie si proteinele serice totale la crapul crescut n sistem recirculant.

Varianta Glucoza mg/d| Proteine totoale g/dl
experimentala | min-max X+SD min-max X+SD
V1 69-82 76,8+5,54 3,7-4,5 4,2+0,30
V2 74-131 99+24,01 3,5-4/4 4,02+0,32
V3 85-111 98,4+10,06 3,7-4,1 3,9+0,18
V4 87-141 118,8+£19,79 3,6-4,7 4,04+0,45

Factorii cum fi: varsta, sexul, conditile de mediu si regimul alimentar prezinta o

influenta semnificativa asupra valorilor parametrilor biochimici serici (Patriche, T., et al 2011).
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V.3.3.3. Analiza biochimic a a carnii de pe ste
Obiectivul principal al acestei analize a fost de a investiga efectele utilizarii diferitelor
concentratii de probiotic si influenta temperaturii scazute asupra compozitiei biochimice a
tesutului muscular de crap.
Analizele biochimice ale compozitiei corporale (pentru fiecare varianta, considerate
pentru greutatea medie a exemplarelor) au fost efectuate la sfarsitul fiecarei etape

experimentale. Compozitia biochimica a tesutului muscular in prima etapa experimentala
este prezentata in figura urmatoare:

9% Compozitia biochimica a tesutului muscular in prima etapa
@ experimentala
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Figura 5.59. Compozifia biochimica a fesutului muscular in prima etapa
experimentala.

Compozitia biochimica a tesutului muscular din a doua etapa experimentala este
prezentata in figura urmatoare:

9% Compozitia biochimica a tesutului muscular in a
100 doua etapa experimentala
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Figura 5.60. Compozifia biochimicéd a tesutului muscular Tn a doua etapa

experimentala.
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In concluzie, compozitia biochimica a carnii de crap crescut in sistemul recirculant, in

conditiile influentei factorilor tehnologici prezinta valori mai reduse la finalul perioadei

experimentale, tocmai datorita scaderii temperaturii mediului de crestere si neasimilarii

corespunzatoare a principalilor nutrienti ai furajului. Tn cadrul variantelor experimentale, nu

au fost Tnregistrate diferente semnificative intre varianta martor si variantele cu concentratji

diferite de probiotic, ceea ce releva faptul ca acestea din urma, nu prezinta o influenta

asupra compozitiei biochimice a carnii de crap.

V.4. Concluzii

Concluziile desprinse dupa interpretarea rezultatelor ce au vizat atat influenta factorilor

de mediu — temperatura, pH-ul, etc. cat si influenta concentratiilor diferite de probiotic asupra

performantei de crestere si fiziologiei organsimului, se refera la:

¥

i

Analiza tabloului privind indicatorii de calitate a apei  evidentiaza faptul ca utilizarea
unui furaj in care s-a inglobat probiotic la diferite concentratii nu a influentat in mod
negativ calitatea apei tehnologice, parametrii fizico-chimici monitorizati nu au
inregistrat diferente semnificative in toate punctele de prelevare a probelor.

Evaluarea nivelului optim de hranire este cu atat mai strictd in cazul sistemelor
recirculante de productie, cunoscut fiind faptul ca furajele neutilizate (neconsumate si
nedigerate) reprezinta principala sursa de poluare a apei de cultura. Din analiza
datelor privind evaluarea num arului total de germeni (NTG) pe perioada
desfasurarii experimentului de crestere s-a evidentiat faptul ca, nivelul total de
germeni ncadreaza apa din unitatile de crestere ale sistemului recirculant in
categoria apelor cu incarcare microbiana redusa.

O analiza critica a rezultatelor obtinute pe durata experimentului reliefeaza o stransa
corelatie intre rata cre sterii, eficien fa economic a si utilizarea probioticelor
inglobate Tn hran &, in sensul aprecierii performantei tehnologice odatd cu
amplificarea concentratiei de probiotic administrata biomasei de cultura in conditiile
influentei factorilor de mediu. Totusi, s-au constatat diferente in ceea ce priveste
eficienta conversiei hranei si utilizarii proteinelor, acestea insa fiind de neglijat in
alegerea unei variante tehnologice optime ce vizeaza o utlizare eficienta a
probioticului in hrana crapului de cultura.

Din analiza datelor privind indicatorii hematologici  si biochimici care indica
modificarile survenite, Tn conditiile influentei principalilor factori tehnologici asupra
evaluarii starii fiziologice a crapului crescut in sistemul recirculant, rezulta faptul ca

probioticele pot fi utilizate pentru consolidarea sistemului imunitar si a starii de
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sanatate, imbunatatind astfel rezistenta materialului biologic la boli si performanta de

crestere.

Din cele expuse anterior se poate concluziona ca si in conditiile influentei unor factori
tehnologici cum ar fi, temperature, pH-ul etc. se poate obtine un spor de crestere al biomasei
de cultura ridicat prin utilizarea probioticelor ca bioadivi alimentari, avand rol benefic in

stimularea apetitului de hranire si bunastarii materialului biologic.

Capitolul VI. EVALUAREA BIOECONOMIC A A UNUI SISTEM RECIRCULANT DE
ACVACULTUR A INDUSTRIALA A CRAPULUI IN CONDI TIILE UTILIZARII
PROBIOTICELOR

VI.1. Proiec tia financiar a a unei unit ati de cre stere a crapului

Tn sistem recirculant

Tn cadrul acestui capitol obiectivul propus este reprezentat de evaluarea bioeconomica
a unui sistem recirculant comercial pentru cresterea intensiva a crapului (Cyprinus carpio,
Linnaeus 1578) in conditiile utilizarii probioticelor. Datorita faptului ca furajele reprezinta in
mod frecvent componenta unica si cea mai mare a costului de productie care conduce la
majorarea acestuia in formula productiei finale. O hranire atenta si in mod corespunzator va
asigura o mai buna rata de conversie a hranei gi va avea ca rezultat obtinerea mai multor
kilograme de peste produs pe kg de furaj utilizat. Astfel, s-a analizat masura in care utilizarea
bioaditivilor alimentari (probioticelor) nglobati in furaj prezintd un avantaj in sensul

maximizarii productiei si minimizarii costurilor.

VI.1.1. Analiza rentabilit atii unit atii de produc ftie

Analiza rentabilitatii unitatilor de productie, permite dezvoltarea si evaluarea sistemelor
de productie din acvacultura precum si a tehnicilor de conducere la nivel operational si
strategic. Se poate astfel determina rentabilitatea potentiala a unei ferme piscicole pentru
diferite niveluri investitionale corespunzatoare unor indicatori de performanta diferifi prin
analizarea modului in care modificarile survenite influenteaza rentabilitatea, permitand
determinarea nivelului optim al productiei in conditiile minimizarii costului.

In cazul unei noi investiti in domeniul acvaculturii sau n cadrul unei activitdti deja
existente, se realizeaza analiza indicatorilor de rentabilitate economica pentru o dimensiune
specifica unei unitati de productie si pentru o specie particulara analizata. Astfel, in cazul de
fatd sunt redafi indicatorii economici corespunzatori unui ciclu de productie in tabelul

urmator:
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Tabelul 6.7. Indicatorii economici corespunzatori unui ciclu de productie.

Indicatorii economic i U.M. Valoare
VALOAREA TOTALA A INVESTITIEL cu €
fondurile UE incluse ! © 600.000
VALOAREA TOTALA A INVESTITIEI, fara €
fondurile UE incluse 5 ! © 240.000
SUPRAFATA TOTALA (m?) 1250
INVESTITIA SPECIFICA, cu fondurile UE incluse (€/m?) 480
INVESTITIA SPECIFICA, f&r& fondurile UE incluse (€/m?) 192
INVESTITIA SPECIFICA, cu fondurile UE incluse (€/ Kg) 17
INVESTITIA SPECIFICA, f&r& fondurile UE incluse (€/ Kg) 6,8
VALOAREA PRODUCTIEI (€) 133.000
COSTUL PRODUCTIEI (€) 120.298
CAPACITATEA DE PRODUCTIE (t/an) 35
FONDURI NERAMBURSABILE UE € 360.000
PROFIT BRUT (€) 12.702
RENTABILITATE 0,105
AMORTIZARE (€/an) 6.000

PRODUCTIVITATEA MUNCII pentru angajatii cu (kg/angajat)

norma Tntreaga 6.000
PRODUCTIVITATEA MUNCII pentru angajatii cu (kg/angajat) 3.000
jumatate de norma :
PRODL:ICTIVITATEA MUNCII pentru angajatii cu (E/angajat) 27 600
norma intreaga :
PRODUCTIVITATEA MUNCII pentru angajatii cu (€/angajat) 13.800
jumatate de norma :
DURATA UNUI CICLU DE PRODUCTIE (zile) 365
RATA PROFITULUI (%) 9,55
RECUPERAREA INVESTITIEI, cu fondurile UE (ani) 47
RECUPERAREA INVESTITIEI, fara fondurile UE (ani) 19
RENTABILITATEA VALORICA (€ 40.279
PRET VANZARE/KG (€/kg) 3,8
COST MEDIU VARIABIL (€/kg) 2,28

VI.2. Concluzii

In urma experimentarilor tehnologiei de crestere a crapului in sistemul recirculant, in
conditiile utilizarii probioticelor realizate in cadrul acestei lucrari, se poate concluziona ca
acesta corespunde din toate punctele de vedere (tehnic, ecologic si economic) scopului
propus si anume: evaluarii bioeconomice a unui sistem recirculant comercial pentru
cresterea intensiva a crapului (Cyprinus carpio, Linnaeus 1578) in conditiile utilizarii
probioticelor.

Din analiza indicatorilor economici rezultd faptul ca, o unitate de productie (ferma
piscicold) care are drept obiect de activitate cresterea crapului in sistem recirculant de

acvacultura in conditiile utilizarii probioticelor este fezabila din punct de vedere economic.
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Capitolul VII. CONCLUZII FINALE

Tn urma cercetarilor realizate privind utilizarea probioticelor in acvacultura industriald

din sistemele recirculante s-au desprins urmatoarele concluzii finale:

® Analiza tabloului privind indicatorii de calitate a apei evidentiaza faptul ca, utilizarea

»

unui furaj in care s-a inglobat probiotice nu a influentat in mod negativ calitatea apei
tehnologice, parametrii monitorizati nu au inregistrat diferente semnificative intre
variantele experimentale si s-au incadrat in ecartul optim al speciei studiate.
Rezultatele obtinute cu privire la identificarea microbiotei specifice speciei Cyprinus
carpio, Linnaeus 1578 sunt in conformitate cu cele ale altor cercetatori care au
demonstrat ca microorganismele probiotice reduc proliferarea patogenilor prin
competitia aderentei la substrat. De asemenea, este necesar a se adanci studiile
pentru observarea factorilor care determina producerea efectului probiotic in tractul
digestiv al pestelui pentru a putea analiza astfel, mai indeaproape, proprietatile
tulpinilor izolate Tn scopul utilizarii acestora ca si probiotice pentru normalizarea
microflorei intestinale la pestii luati in studiu.

Evaluarea nivelului optim de hranire este cu atat mai stricta in cazul sistemelor
recirculante de productie, cunoscut fiind faptul ca furajele neutilizate (neconsumate si
nedigerate) reprezinta principala sursa de poluare a apei de cultura. Din analiza
datelor privind evaluarea numarului total de germeni (NTG) pe perioada desfasurarii
experimentului de crestere s-a evidentiat faptul ca, nivelul total de germeni
ncadreaza apa din unitatile de crestere a sistemului recirculant in categoria apelor cu
incarcare microbiana redusa.

Rezultatele obtinute in cadrul cercetarilor efectuate privind ritmul de crestere al
biomasei de cultura evidentiaza un spor de crestere mai mare Tn cazul utilizarii
probioticului BioPlus® 2B in a carui compozitie intréd cele doua specii de bacterii
apartindnd genului Bacillus (Bacillus subtilis si Bacillus licheniformis) , in toate
experimentarile realizate. Valori mai bune ale factorului de conversie al hranei (FCR)
au fost intrgistrate la variantele experimentale cu probiotice ceea ce sugereaza ca
inglobarea probioticelor in furaj Tmbunatateste utilizarea eficientda a hranei.
Probioticele utilizate In vederea completarii ratiilor administrate a condus la obtinerea
unor performante de crestere si utilizare a hranei mai eficiente, decéat in varianta
experimentala martor, indicAnd ca adaugarea de probiotice in furaj contribuie la

reducerea costurilor de productie a crapului (Cyprinus carpio, Linnaeus 1758).
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®» Din analiza indicatorilor hematologici si biochimici ai crapului crescut in sistemul

recirculant privind evaluarea starii fiziologice, se confirma faptul ca probioticele pot fi

utilizate pentru consolidarea sistemului imunitar si a starii de sanatate, imbunatatind

astfel rezistenta materialului biologic la boli si performanta de crestere.

Concluziile care converg din studiile realizate in lucrarea de fata pot fi grupate in

urmatoarea concluzie generala, si anume: alegerea variantei tehnologice optime de crestere

a crapului in sistem recirculant de acvacultura se realizeazd in urma analizei tuturor

indicatorilor de performanta tehnologica si indicatorilor hematologici si biochimici, astfel incat

sa existe un echilibru intre calitatea productiei si eficienta economica, ceea ce, se defineste

prin profitabilitate.

Sintetizadnd, consideram ca lucrarea de faia aduce o importanta contributie la

cunoasterea si dezvoltarea conceptului de utilizare a probioticelor in sistemele recirculante

de acvacultura prin:

4

4

Selectarea probioticelor utilizate in acvacultura prin aplicarea rezultatelor
cercetdrilor realizate pe plan mondial;

Stabilirea dozelor de probiotic Tn vederea obfinerii unui produs care sa asigure
sigurantd alimentarg;

Realizarea schemei cadru tehnologice de inglobare a probioticelor in furajul
utilizat pentru cresterea crapului in sistem recirculant de acvacultura;
Optimizarea fazei tehnologice de nutrifie a crapului crescut in sistem
recirculant de acvaculturg;

Stabilirea microbiotei specifice a speciei Cyprinus carpio, Linnaeus 1758;
Stabilirea tabloului biochimic si hematologic al crapului crescut in conditiile
utilizarii probioticelor in sisteme recirculante de acvacultura;

Stabilirea calitatii carnii de peste in conditiile utilizarii furajelor cu probiotic;
Realizarea modelului economic al cresterii intensive a crapului in condifiile

utilizarii probioticelor.
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