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(54) Isoleeritud mikroorganismi tiivi Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149 ja selle kasutamine.

(57) Leiutis kasitleb isoleeritud mikroorganismi titve Lactobacillus
brevis TAK 124-1 NCIMB42149, mida kasutatakse séoda aeroobse
stabiilsuse tagamiseks ja fermenteerimise parandamiseks, soddas
piimhappe ja #4dikhappe kontsentratsiooni suurendamiseks, pH
alandamiseks ja seeldbi svodas toitainete kadude vihendamiseks.
Mikroorganismi kasutamine sileerimisel parsib patogeensete
mikroobide (klostriidide ja enteropatogeenide) ning parm- ja
hallitusseente toimet. Mikroorganisini sisaldav  soddalisand
pikendab so¢da sailimisaega.

(57) The invention provides the isolated microorganism
Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149, which is used for
securing the aerobic stability of feed and improving the fermenta-
tion of feed, for increasing the concentration of iactic acid and
acetic acid, for reducing pH, hence decreasing the loss of nutrients
in feed. L. brevis TAK 124-1 suppresses the function of pathogens
(Clostridia and enteropathogens), yeast and fungi in feed. Feed
additive comprising said microorganism helps to extend shelf-life
of feed.
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ISOLEERITUD MIKROORGANISMI TUVI LACTOBACILLUS BREVIS TAK
124-1 NCIMB42149 JA SELLE KASUTAMINE

TEHNIKAVALDKOND

Leiutis kuulub biotehnoloogia valdkonda ning leiab kasutamist
sddda valmistamisel. Leiutis kédsitleb mikrobioloogilist
silokindlustuslisandit ning selle kasutamist s®dda aeroobse
stabiilsuse tagamiseks, fermenteerimise kvaliteedi ja seelédbi

sodda kvaliteedi tdstmiseks.

TEHNIKA TASE
Silo toitainete sisalduse sdilitamine on vajalik alates s6dda
koristamisest Jja konserveerimisest kuni sodda tarbimiseni

looma poolt.

Silo on fermenteeritud s6ot, mis on saadud kdrge
niiskusesisaldusega taimse materjali sileerimisel
kontrollitud fermentatsiooni tingimustes (McDonald, P.,

Henderson, A. R., Heron, S.J.E. 1991. The biochemistry of
silage. 2nd ed. Chalcombe Publications, Marlow, Bucks UK, p.
340) .

Sileerimine on taimse loomas®dda s&dilitamise meetod, mis
pdhineb piimhappelisel fermentatsioonil anaeroobsetes
tingimustes (Rooke, J., A. and Hatfield, G., D., 2003.
Biochemistry of Ensiling. In: Silage Science and Technology.
D. R. Buxton, R. E. Muck, and J. H. Harrison, eds. American
Society of Agronomy, Madison, Wisconsin, USA. pp. 95-139).
Silo fermentatsiooni v&ib Jjagada nelja faasi: 1) aeroobne
faas hoidlas peale koristamist, 2) fermentatsiooni faas, 3)
stabiilne hoiustamise faas Jja 4) silo vé&dljalaadimise faas,
kui hoidla on avatud ja silo puutub kokku &huga. Kvaliteetse
silo valmistamisel on oluline sileeritava materjali d&ige
mikrobiaalne fermentatsiocon. Edukas fermentatsioon s&ltub ka

heintaimede titbist, kvaliteedist, sileerimisprotsessis

kasutatavatest tehnoloogilistest vbtetest, ilmastikust,
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soovimatute mikroorganismide (nt klostriidide, enteropato-
geenide, listeeriate, batsillide) ja seente (parm- ja
hallitusseened) arengust ning sileeritava materjali

kuivainesisaldusest.

Sodda looduslikku fermentatsiooni on keeruline kontrollida,
kuna silo fermentatsioon on mitmete erinevate keemiliste ja
mikrobioloogiliste protsesside ning nende koosmdjude

kompleks.

Suurem osa silost valmistatakse kuivainesisalduse juures 200-
500 g/kg. Sellise sisalduse juures on paljud taime ensilmid
sileerimisprotsessil aktiivsed ning neis tingimustes suudavad
silos kasvada hulgaliselt soovitud kui ka soovimatud
mikroorganismid, parmid ja hallitused. Seega on kogu
bioloogilise aktiivsuse kontrolli alla saamine markimisvddrne
vdljakutse ning seda on vdimalik saavutada vaid hdsti juhitud
sileerimisprotsessi kaudu (Muck, R. E. 2010. Silage
microbiology and its control through additives. R. Bras.

Zootec. Vol. 39. July).

Kontrollitud sileerimisprotsessis toimub veeslahustuvate
stisivesikute fermenteerimine piimhappeks piimhappebakterite
poolt. Selle tulemusena sileeritava materjali pH langeb
(sileeritav mass hapestub) ning see omakorda surub maha
riknemist pdhjustavate mikroorganismide elutegevuse (Oude
Elferink, S. J. W. H., Driehuis, F., Gottschal, J. C.,
Spoelstra, S. F. 2000. Silage fermentation processes and
their manipulation. - Journal FAO Plant Production and
Protection No 161, pp 17-30). Mida kiiremini 1langeb silo
happesus pH 4 Jjuurde, seda kiiremini enstmaatiline ja

mikrobiaalne aktiivsus 1lakkab, s66t muutub stabiilseks ja

rohkem toitaineid sailitatakse.
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Juba varasemalt on dokumenteeritud, et silo fermentatsiooni
kvaliteeti saab oluliselt parandada piimhappebaktereid
sisaldavate 1lisanditega (McDonald, P., Henderson, A. R.,
Heron, S.J.E. 1991. The biochemistry of silage. 2nd ed.

Chalcombe Publications, Marlow, Bucks UK, p. 340).

Sama tahtis, kui toitainete sailitamine silo fermentatsiooni
ja hoiustamise faasis, on oluline s&dilitada silo toitained
hoidla avamisel. Silo vdib olla eksponeeritud hapnikule nii
sodtmise eesmdrgil silohoidla avamisel kui ka hoidla

katmisest tingitud vigade tagajarjel.

Kdik silod, puutudes kokku &huga, riknevad varem vdi hiljem
aeroobsete mikroorganismide aktiivse elutegevuse tulemusena.
Lisaks mdjutavad silo aeroobset stabiilsust nii sileeritav
silokultuur ja tema koristusaegne kasvufaas, fermentatsiooni
piokeemilised ja mikrobioloogilised faktorid, silomaterjali
filsikalised ja silomajanduse korralduslikud faktorid,
temperatuur kui ka silokindlustuslisandi valik. Silo aeroobse
stabiilsuse naitajaks loetakse aega, kui kaua suudab silo
vastu panna aeroobsetele riknemisprotsessidele, st kui kaua
piisib silo &hu juurdepadsul kvaliteetsena. Silo aeroobset
stabiilsust hinnatakse silo temperatuuri tdéusmise Kkiiruse
kaudu. Mida kauem piisib silo temperatuur stabiilne, st silo
temperatuur ei uleta Umbritseva keskkonna (ambientset)
temperatuuri dle 3°C (Komisjoni Maarus (EU) nr 429/2008; DLG-
Richtlinien fir die Priifung von Siliermitteln auf DLG-
Gutezeichen-Fahigkeit Oktober 2013y, seda aeroobselt
stabiilsem Jja parem on silo. Enamikes aeroobselt riknevates
silodes tduseb temperatuur ille ambientse temperatuuri hapete

ja veeslahustuvate siusivesikute mikrobiaalsel oksiidatsioonil

sisihappegaasiks ja veeks.
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Kuigi anaeroobsetes tingimustes silo madal pH surub maha
soovimatute mikroorganismide kasvu, el ole madal pH
iseenesest pilisav aeroobse riknemise &rahoidmiseks. Silo
riknemine aeroobsetes tingimustes saab alguse enamasti
parmseentest, kes saavad kasvada ka Usna madala pH juures.
Parmid on suutelised kasvama laias pH vahemikus (pH 3-8).
Optimaalne pH enamike parmide kasvuks on 3,5-6,5. Kui silo
puutub hoidla avamisel kokku ©&huga, siis fermentatsioonil
tekkinud happed jt thendid oksudeeritakse aeroobsete
bakterite, parmide ja hallituste poolt. Padrmide elutegevuse
tulemusena tekib slsinikdioksiid ning see pdhjustab silo
kuumenemist, mis omakorda on otseselt kuivaine kadude
pdhjustaja (McDonald, P., Henderson, A. R., Heron, S.J.E.
1991. The biochemistry of silage. 2nd ed. Chalcombe
Publications, Marlow, Bucks UK, p. 340).

Pdrmseened kasutavad energia allikana silos olevat
jadksuhkrut, kuid esimeses jarjekorras eelistavad piimhapet.
Seetdttu on aeroobsele riknemisele isedranis vastuvoétlikud
just hdsti fermenteerunud silod, milles on palju piimhapet.
Parmseente tegevuse tulemusena hakkab silo pH téusma ning
tekib vdimalus aktiveeruda mitmetel teistel aeroobsetel
mikroorganismidel ja hallitusseentel. H&sti fermenteerunud
toitaineterikka silos aktiivse mikrobiaalse tegevuse

ilminguks on silo temperatuuri todus.

On leitud (Ohyama, Y., Hara, S. and Masaki, S. (1980)
Analysis of the factors affecting aerobic deterioration of
grass silages. In Thomas, C. (ed.) Forage conservation in the
80s. BGS Occasional Symposium No. 11, pp. 257-261. Reading,
UK: British Grassland Society.), et silo aeroobse stabiilsuse
olulised méjufaktorid on silo kuivaine-, dadik- ja
propioonhappesisaldus ning pdrm Jja hallitusseente arv

silohoidla avamisel. Negatiivne seos kuivainesisalduse ja

parmide osas naitas, et suurem kontsentratsioon pdhjustas
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dhuga kokku puutumisel silo temperatuuri kiirema tousu.
Seevastu aadik- ja vdihappe naitasid, et nende
fermentatsiooniproduktide suuremat kontsentratsiooni seostati

stabiilsema siloga.

Nagu mainitud, silo madalal pH v&artusel aeroobset riknemist
pdhjustavatele mikroorganismidele otsest mdéju ei ole, kuid
erinev tdhtsus on silo fermentatsioonil tekkinud hapetel.
Parmide kasvu inhibeerivad dissotseerumata 1lihikese ahelaga
rasvhapped (Pahlow G., Muck R.E., Driehuis F., Oude Elferink
S.J.W.H. and Spoelstra S.F. (2003) Microbiology of ensiling.
In: Buxton D.R., Muck R.E. and Harrison J.H. (eds) Silage
science and technology, pp. 31-93. Madison, WI, USA: Agronomy
Publication No. 42, American Society of Agronomy) .
Dissotseerumata happe molekulid on vdimelised labima mikroobi
rakumembraani passiivse difusiooni teel, mille tulemusel
vabanevad H' ioonid. See alandab rakusisest pH-d Jja selle
tagajarjel rakk hukkub. Millises ulatuses mingi hape silos
dissotseerub, s&ltub happe dissotsatsiooni konstandist (pKa)

ja silo pH-st (Zirchrom (2011) Dissociation constants of

organic acids and bases. Available at:
http://www.zirchrom.com/organic.htm (accessed 3  November
2011)). Aadik- ja propioonhape dissotseeruvad vahem kui
piimhape, millega on seletatav hasti fermenteerunud

piimhappelise silo vastuvdtlikus aeroobsele riknemisele.
Seevastu &adik- Jja propioonhape on efektiivsed péarm- Jja
hallitusseente inhibeerijad. V&ihappel on sarnane mdju.
Vdihappeline silo on aeroobselt stabiilne, kuid see viitab
riknemist pdhjustavate klostriidide aktiivsusele. Sellisel
silol on suured toitainete kaod Jja kdrge vdihappesisaldus
vdib loomadel pdhjustada terviseprobleeme. Propioonhapet
esineb silos harva Ja vaikestes kogustes ning seda
produtseerivate mikroorganismide kontsentratsioon

silokultuuridel on vadike ja nende konkurentsivdime on madal.
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Aadikhappesisaldus silos viitab heterofermentatiivsele
kadrimisele ning kuna dddikhape on parmidele vaga toksiline,

siis sellised silod on tavaliselt aeroobselt vdga stabiilsed.

Ideaalne silo fermentatsioon vdhendab fermentatsiooni kadusid
ning tagab piisava stabiilsuse s®dda sdilitamisel Ja
hoidlast vdljalaadimisel sOotmiseks. Efektiivne
silokindlustuslisand, silo valmistamise ja s00tmise Jige
korraldamine mangivad votmerolli nimetatud eesmarkide
tditmisel. Enamik silokindlustuslisandeid on vdlja todtatud
sileerimise ©protsessi ja sileeritud s66da toitevadrtuse
parandamiseks. Kuid silokindlustuslisanditest oodatakse, et
nad peale silo kiire fermentatsiooni ja kvaliteedi
parandamise suruksid maha ka riknemist (sh aeroobset
riknemist) pdhjustavate organismide kasvu. Peamised pdhjused
silokindlustuslisandi kasutamiseks silo aeroobse stabiilsuse
parandamisel on &ra hoida silo kuumenemine, toitainete kaod
ning loomade jdudluse langus, mis vdib olla pdhjustatud

riknenud silo s®otmisest.

Silokindlustuslisandites kasutatakse sageli ensiime, kuid
need ei inhibeeri parme ja hallitusi, mistdttu ensilmidega
valmistatud silodel on vaga tagasihoidlik aeroobne

stabiilsus.

Silo aeroobse stabiilsuse parandamisel on efektiivsed
orgaanilised happed, nagu propioon-, &adik- ja bensoehape jt.
Neid lisatakse kas suures koguses, et saavutada sdd6da nn
15plik konserveerimine, vOi vdiksemas koguses. Viimasel juhul
kiill surutakse maha parmseente aktiivsus, kuid el tagata
taielikku konserveerimist Jja sileerimine s&6ltub jatkuvalt
looduslikust fermentatsioonist. Samuti on 1leitud ammoniaagi

parssiv  mdju aeroobsetele bakteritele ning parm- ja

hallitusseentele. Paraku on orgaanilised happed jt kemikaalid
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sddvitava toimega ning kahjustavad silotehnikat ning nendega

Umberkdimisel ja ladustamisel on ranged ohutusnduded.

Piimhappebakteritel baseeruvaid bioloogilisi silokindlustus-
lisandeid kasitletakse kuil looduslikke produkte ning nende
eeliseks on, et ei ole toksilised, ei korrodeeri seadmeid ja

el pdbhjusta keskkonna riske.

Piimhappebakterite abil silo pH langetamise eesmd&rgiks on
minimeerida fermentatsioonikadusid. Piimhappebaktereid
jaotatakse glikoosi fermentatsiooni alusel kahte rihma:
homofermentatiivsed ning heterofermentatiivsed.
Homofermentatiivsed piimhappebakterid toodavad iihest moolist
glikoosist kaks mooli piimhapet, heterofermentatiivsed
bakterid aga toodavad Uhe mooli piimhapet, tthe mooli

siisinikdioksiidi ja tUthe mooli kas etanocoli vdl &dadikhapet.

Teada on, et kddrimisprotsessi alguses domineerivad
homofermentatiivsed liigid, kuid hiljem keskkonna
happelisemaks muutumisel saavutavad Ulekaalu

heterofermentatiivsed bakterid (Muck, R. E. 2010. Silage
microbiology and 1its control through additives. R. Bras.

Zootec. Vol. 39. July).

Homofermentatiivsetel piimhapbebakteritel baseeruvad
silokindlustuslisandid parandavad silo fermentatsiooni kulgu,
kuid enamus selliseid bakterjuuretisi 1inhibeerivad vahe
parmide ja hallituste kasvu. V&ib Jjuhtuda, et sellise
Silokindiustuslisandi kasutamisel on silo aeroobne stabiilsus
vaiksem kui ilma kindlustuslisandita silol ning vdib isegil

suurendada silo kuumenemise riski.

Mdéned silojuuretised sisaldavad baktereid (nt
propioonhappebaktereid), mis toodavad propioonhapet. Paraku
silo aeroobne stabiilsus ei parane, kuna need mikroorganismid

pole uldiselt happetolerantsed ja on aeglase kasvuga. Kiull
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aga juuretised, mis produtseerivad lisaks piimhappele suures
koguses ka dadikhapet (L. brevis vdi L. buchneri), parsivad
silo aeroobset riknemist pdhjustavaid mikroorganisme (parm-
ja hallitusseeni jt) ., st parandavad silo aeroobset
stabiilsust ja hoilavad &ra silo riknemise hoidla avamisel vm

kokkupuutel ohuga.

Heterofermentatiivsete piimhappebakterite lisamine
sileerimisel alandab pH-d ning vahendab kuivainekadusid.
Lisaks on ménedel sellistel tlvedel tdheldatud tugevat
inhibeerivat toimet pé&drmide ja hallituste kasvule, tdstes
seelabi silo aeroobset stabiilsust (Jatkauskas, J.,
Vrotniakiene, V., Ohlsson, C., Lund, B. 2013. The effect of
three silage inoculants on aerobic stability in grass,
clover-grass, lucerne and malize silage. Agricultural and Food

Science. 22:137-144).

Ka Danner et al (Danner, H., Holzer, M., Mayrhuber, E.,
Braun, R. 2003. Acetic Acid Increases Stability of Silage
munder  Aerobic Conditions. Applied and Environmental
Microbiology. Vol. 69, no. 1, pp 562-567) on leidnud, et
heteroferemnatatiivsesse gruppi kuuluv Lactobacillus brevis

on paljulubav tivi silo aeroobse stabiilsuse tdstmiseks.

Piimhappebakterite kasutamist silo kvaliteedi tdéstmiseks ja
aeroobse stabiilsuse tagamiseks on kirjeldatud mitmetes
patenditaotlustes ning patentides. Sagedamini kasutatakse
Lactobacillus brevis tuvesid kombinatsioonis teiste

piimhappebakteritega.

Jaapani patenditaotluses JP2006042647 (Cho Takekuni et al,
National Agriculture & Bio-Oriented Research Organization,
2006) kirjeldatakse silo fermenteerimist Lactobacillus brevis

TM2 (FERM AP-20140) abil. Nimetatud bakter on madala pH ja
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kérge temperatuuri taluvusega ning omab antimikroobset toimet
silo riknemist pdhjustavate parmiseente suhtes. Lactobacillus
brevis TM2 kasutatakse koos aadikhapet tootva

piimhappebakteriga TM1 (FERM AP-20139).

Jaapani patenditaotluses JPH02257875 (Yano Naotatsu Et Al.,
Kubota Ltd., 1990) kirjeldatakse silo fermenteerimist
Lactobacillus brevis KB-292 (FERM P-1047) abil nii aeroobses
kui anaeroobses keskkonnas, kusjuures nimetatud tuvi omab
eriti head fermenteerimisvdimet silo fermentatsiooni

algusfaasis.

Euroopa so66dalisandite registrisse on kantud mitmed bakterit
Lactobacillus brevis sisaldavad silokindlustuslisandid
(tehnoloogilised 1lisandid), nt 1lisandid, mis sisaldavad
Lactobacillus brevis DSM 21982, Lactobacillus brevis DSM
12835, Lactobacillus brevis IFA 92 (DSM 23231)

(http://ec.europa.eu/food/food/animalnutrition/feedadditives/

comm register feed additives 1831-03.pdf, alla laetud
29.01.2014).

Furoopa Toiduohutusameti (EFSA) teadusliku arvamuse kohaselt
suurendab tivil Lactobacillus brevis DSMZ 16680 silo aeroobset
stabiilsust (EFSA Journal 2014; 12(1):3534), niisamuti nagu
tivi Lactobacillus brevis DSMZ 21982 (EFSA Journal 2012;
10(3):2617).

Kaesoleva leiutise eesmdrgiks on pakkuda uus Lactobacillus
brevis tivi sodda fermenteerimise kvaliteedi tdstmiseks, silo

aeroobse stabiilsuse ja sdilimisaja pikendamiseks.
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LEIUTISE OLEMUS

Leiutis kdsitleb isoleeritud mikroorganismi tive
Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149, seda sisaldavat
s6bta, soddalisandit Jja kompositsiooni. Soddaks vdib olla
fermenteeritud so0t, nt silo. Soddalisandiks on naiteks
silokindlustuslisand (silage additive). Kompositsiooni
teisteks koostisosadeks vdivad olla vajalikud abiained.
Nimetatud mikroorganismi saab kasutada luofiliseeritud kujul.
Mikroorganismi Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149 abil
tagatakse s®odda aeroobne stabiilsus.

Nimetatud mikroobi kasutatakse sooda fermenteerimiseks Jja
fermenteerimise parandamiseks, soodas piimhappe ja &adikhappe
kontsentratsiooni suurendamiseks, pH alandamiseks ja seeldbi

sdddas toitainete kadude vadhendamiseks.

Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149 soodustab so66da
piimhappelist fermentatsiooni, mille tulemusena toodetud

piimhape kiirendab silo pH vadhendamist.

Tuginedes antimikroobsete omaduste uuringutele, surub
Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149 soodas alla
mittesoovitud mikroorganismide (patogeensete mikroorganismide
ning parm- ja hallitusseente) toimet. Nimetatud
enteropatogeenideks on Listeria monocytogenes, Yersinia
enterocolitica, Salmonella Enteritidis, S. enterica serovar
Typhimurium, Shigella sonnei, Escherichia coli, Enterobacter
sakazakii, Staphylococcus aureus jt. Nimetatud klostriidideks
on Clostridium tyrobutyricum, C. butyricum, C. sporogenes jt.
Leiutise objektiks on ka meetod sdoda sdilimisaja
pikendamiseks, kus fermenteerimisel lisatakse sbodale
mikroorganismi Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149.
Nimetatud tlve kasutatakse arvestusega 1x10°-1x10° pmi/g

fermenteeritava soéoda kohta.

, -
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TUVE KIRJELDUS

Mikroob Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149 tivi on
isoleeritud ilma silokindlustuslisandeid kasutamata
naturaalselt sileeritud liblikdieliste rohkest (rohkem kui 75
protsenti) silost Eestis. Hoidlast silopuuri abil vdetud
siloproovi kvantitatiivse laktobatsillaarse koostise
vdljaselgitamiseks tehti materjalist lahjenduste rea meetodil
alaneva tiheduse astmetega suspensioon fisioloogilises

lahuses (0,9 protsenti NaCl) ning teostati valjakiilvid Rogosa

agarile (OXOID, U.K.), mida inkubeeriti temperatuuril 37°C

anaeroobses keskkonnas (termostaat I1G 150, Jouan,
Prantsusmaa) 483 tundi. Valjakasvanud mikroobipesad
kirjeldati, loendati ja madrati mikroobide tldhulk.

Mikroobide morfoloogia kirjeldamiseks tehti Grami Jjargi
varvitud preparaadid Jja mikroskopeeriti. Leiutise objektiks
olev tivi isoleeriti Lactobacillus spp iseloomuliku pesa- Jja
rakumorfoloogia alusel. Jdrgnes provisoorne Jja seejarel

tdpsem identifikatsioon, mida jargnevalt kirjeldatakse.

Kultuur-morfoloogilised tunnused

Tunnused on madratud MRS agar Jja puljongsddtmes (OXOID, UK)
kasvatamise jargselt. Lactobacillus brevis TAK 124-1
NCIMB42149 on korrapdrase kujuga eosteta keskmise jameduse ja
pikkusega Gram-positiivne pulkbakter. Tema tksikrakud

asetsevad harilikult tksikult.

Fisioloogilis-biokeemilised tunnused

Mikroobitlve Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149
kultiveerimiseks on sobivaim MRS puljong, milles peale 24-48
tundi 37°C juures mikroaeroobset inkubeerimist ilmneb

Uhtlaselt hdgune kasv. Mikroaeroobses keskkonnas
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(C02/02/N2:10/5/85) on mikroobipesad 1,5-2,5 mm ldabimdédduga,
hallikas-valged, kumerad, korraparatu d&darega ja kOrgenenud

keskosaga.

Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB4214°9 tivi on
obligaatselt heterofermentatiivne, katalaas- ja
oksidaasnegatiivne, el hidroluisi arginiini, kuid
produtseerib glikoosi fermentnatsioonil sitsinikdioksiidi.
Tive optimaalne kasvutemperatuur on 37°C, kuid paljuneb ka
15°C juures. Vahesel md&ral on kasvu margata ka 45°C juures.

Tiive kasvatamiseks optimaalseim pH on 5,5.

Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149 identifitseeriti
biokeemilise aktiivsuse alusel API 50CHL System (bioMérieux,
Prantsusmaa) test-kiti abil kui Lactobacillus brevis
(Kattuvus tuluptuvega: excellent, ID protsenti-79,0, T index
0,83). Samastamine sekveneerimisel: Lactobacillus brevis (16S
rRNA sarnasus tliliptivega: 99 protsenti). Sisaldab kolme

plasmiidi suurusega 10 kb, 7 kb ja 6 kb.

Tivi samastati kul Lactobacillus brevis kasutades MALDI
Biotyper-it (Bruker Daltonik): score value 2.136 (secure

genus identification).

Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149 tivi deponeeriti
mikroorganismide patendiekspertiisiks deponeerimise
rahvusvahelise tunnustamise Budapesti lepingu kohaselt
Uhendkuningriigis kultuurikollektsioonis National Collection
of Industrial, Food and Marine Bacteria (NCIMB) numbri

NCIMB42149 all 29. mail 2013.

Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149 slsivesikute
fermentatsiooniprofiil API CHL 50 alusel on alljdrgnev. Tuvi

fermenteerib: L-arabinoosi, riboosi, D-ksiiloos, D-glikoosi,
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D-fruktoosi, maltoosi, gentibioosi, naatrium 5-

ketoglikonaati.

Resistentsus antibiocotikumidele

5 Metoodika: Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149
antibakteriaalset tundlikkust antibiootikumidele testiti E-
testi abil (AB Biodisk, Solna). Minimaalne inhibeeriv
kontsentratsioon maarati vastavalt Euroopa Toiduohutusameti

(EFSA) soovitatud epidemiocloogilistele murdepunktidele.

10 Tabel 1. Lactobacillus  brevis TAK 124-1 NCIMB42149
antibakteriaalne tundlikkus
Antibiocotikum Lactobacillus brevis TAK Referents-
124-1 murdepunkt vaartused*
(cut-off value) (mg/L)
Ampitsilliin 2 2
Gentamiitsiin 1 16
Streptomiitsiin 12 64
Erttromitsiin 0,25 |
Klindamitsiin 0,75 1
Tetratsikliin 4 8
Kloramfenikool 3 4
Kanamiitsiin 12 32

*Guidance on the assessment of bacterial susceptibility to
antimicrobials of human and veterinary importance EFSA
Journal 2012;10(6):2740

15 Mikroobitivi loetakse tundlikuks, kui selle kasv inhibeerub

vbrdsel vo1 madalamal kontsentratsioonil konkreetse

antimikroobse iithendi murdepunktist (cut-off value) (S < X

mg/L) .

Mikroobituvi loetakse resistentseks, kui selle kasv
20 inhibeerub kérgemal kontsentratsioonil konkreetse

antimikroobse ithendi murdepunktist (R > x mg/L).
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Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149 tiivel ei esinenud

resistentsust uuritud antibiootikumide suhtes (Tabel 1).

TUVE FUNKTSIONAALSED OMADUSED

Lihikese ahelaga rasvhapete profiil

Metoodika: 24 tunni vanune MRS agaril kasvatatud
Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149 suspendeeriti
fiisioloogilises 1lahuses McFarlandi standarid jargi 10°
mikroobi/ml, 0,5 ml kiilvati PYG sootmesse (&4 4,65 ml) ning
inkubeeriti mikroaeroobselt (10 protsenti CO;) termostaadis

37°C juures 24 ja 48 tundi.

Lihikese ahelaga rasvhapete profiil madrati
gaaskromatograafiga HP 6890 Series GC System, kasutati
kapillaarkolonni HP-INNOWax (15 m x0,25 mm; 0,15 pm). Kolonni
temperatuuri programm 60°C 1 min, 20°C/min 120°C 10 min,

detektor (FID) 250°C (Tabel 2).

Tabel 2. Aadikhappe, piimhappe ja merivaikhappe
kontsentratsioon (g/l) PYG sodtmes Lactobacillus brevis TAK
124-1 NCIMB42149 mikroaeroobsel kultiveerimisel 24 ja 48

tunni jooksul.

Lihikese ahelaga rasvhapped (g/1l)

aadikhape piimhape merivaikhape
24 t 48 t 24 t 48 t 24 t 48 t
Lactobacillus
brevis TAK
124-1

0.130 0.174 0.983 1.261 0.056 |0.056

Antimikroobne aktiivsus taimset pdritolu laktobatsillidele ja

patogeenidele,
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Laktobatsilli antimikroobsete omaduste hindamiseks
patogeenide vastu kasutati joonkilvitehnikat (Hutt P,
Shchepetova J, Loivukene K, Kullisaar T, Mikelsaar M.
Antagonistic activity of probiotic lactobacilli and
bifidobacteria against entero- and uropathogens. J Appl

Microbiol. 2006; 100(6):1324-32).

Sihtmikroobide inhibitsiooni mddramiseks mdddeti kasvuvaba
tsoon millimeetrites. Analoogselt Huitt Jjt. (2006) Jjargi
arvutati kasutatud wvalimi tulemuste pdhjal aritmeetiline
keskmine ning standardviga (Tabel 3) Jja sellest lahtuvalt

hinnati tivede antagonistlikku aktiivsust (mm).

Tabel 3. Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149
antimikroobne aktiivsus taimset paritolu laktobatsillidele ja
patogeenidele modifitseeritud MRS agarsodtmel  joonkilvi
meetodil (sihtmikroobi kasvupidurdus mm) mikroaeroobses (10

protsenti CO,) ja anaeroobses (CO;/N2/Hp: 5/90/5 protsenti)

keskkonnas
Patogeen Kasvupidurdustsoon (mm)
mikroaeroobne anaeroobne
Lactobacillus spp 11,06% 4,2 16,2+ 2,8
Listeria monocytogenes 31,1+ 3,3 12,0£1,8
Yersinia enterocolitica 35,2+ 0,8 22,8%2,2
Salmonella enteritidis 32,8+ 0,9 16,0%1,8
S. enterica serovar 31,2+ 1,4 16,743,0
Typhimurium
Shigella sonnei 17,3+ 1,9 17,2+2,5
Escherichia coli 33,9+ 1,2 17,2+1,7
Enterobacter sakazakili 34,2+ 1,0 17,2+2,3
Staphylococcus aureus 30,2x2,8 18,4%1,1
Enterococcus faecalis 28,0+1,7 16,0+2,5
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Inhibitsioonitsoon mikroaeroobses keskkonnas (mm-s): ndrk

<26,9; keskmine 27,0-33,9; tugev>34,

Inhibitsioonitsoon anaeroobses keskkonnas(mm~s): ndrk <14,9;

keskmine 15,0-18,9; tugev>19.

Vdrreldes patenteeritava tuve antimikroobseid omadusi iiheksa
silost pisteliselt valitud ja isoleeritud
heterofermentatiivse piimhappebakteri tivega (tabel 4), on
nadha, et Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149 omab
anaeroobses keskkonnas (valdav keskkond silos) paremaid

antimikroobseid omadusi.

Tabel 4. Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149 ja taimset
paritolu heterofermentatiivsete laktobatsillide antimikroobne
aktiivsus patogeenidele modifitseeritud MRS agarsodtmel
joonkilvi meetodil (sihtmikroobi kasvupidurdus mm)
mikroaeroobses (10 protsenti CO;) ja anaeroobses (CO/Nz/Hz:

5/90/5 protsenti) keskkonnas.

Patogeen Kasvupidurdustsoon Kasvupidurdustsoon
(mm) L. brevis TAK (mm) Lactobacillus
124-1 spp
mikro- anaeroobne mikro- anaeroobne
aeroobne aeroobne
Salmonella 24,3+ 0,5 22,3+ 0,5 | 29,3+6,5 11,449,1
enteritidis
S. enterica 24,3+ 0,5| 22,5+ 1,3 |{27,3%7,8 11,449,0
serovar
Typhimurium
Yersinia 13,8+ 0,5 15,0+ 0,0 | 11,041,6 6,0t6,5
enterocolitica
Listeria 28,3+ 1,0| 24,3+ 1,0 | 28,3%£3,8 12,8+£10,4
monocytogenes
ATCC 3932
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Listeria 28,8+ 1,3 | 22,8+ 0,5 |28,3+4,9] 11,4+10,9
monocytogenes
ATCC 51774
Enterobacter 24,8+ 0,5 | 22,3+ 0,5 | 29,8+7,0 12,148,5
sakazakii
Escherichia coli | 25,5+ 0,6 | 24,3+ 0,5 | 30,7+6,7 13,3%9,1

Inhibitsioonitsoon mikroaeroobses keskkonnas (mm-s): nodrk

<22,9; keskmine 23,0-32,9; tugev>33.

Inhibitsioonitsoon anaeroobses keskkonnas (mm-s): ndérk <11,9

keskmine 12-21,9; tugev>22.

Antimikroobset aktiivsust klostriidide vastu maarati
jargmiselt.

Eraldati 24 tundi Brain Heart Infusion (BHI) puljongis
inkubeeritud Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149
supernatant. Filtreerimise teel steriliseeritud supernatanti
vdi steriilsesse BHI puljongisse (positiivne kontroll) lisati
klostriidide suspensioon. Tulemusi hinnati 48 tunni parast
ODg20nm Jjuures. Klostriidide CD kasvuinhibitsioon (protsenti)
arvutati jargnevalt = 100-(0D¢ X 100 / ODc), millest

OD: - supernatant lisatud

OD. - supernatanti pole lisatud.

Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149 poolt
produtseeritud antimikroobsed tUhendid inhibeerivad taimset

paritolu klostriidide kasvu 23,1 protsendi vorra.

Selle kasutamine tdhustab mistahes haljassoddast valmistatava
silo tootmist, suurendades aadikhappe ja piimhappe

moodustumist, mille tulemusena paraneb silo aeroobne

stabiilsus ja s&ilivus.
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Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149 ei oma kahjulikku
mdju looma tervisele, inimeste tervisele ega keskkonnale,
kuna 1liik L. brevis on kantud EFSA poolt QPS (Qualified
Presumption of Safety) staatusega taksonoomiliste uhikute
nimekirja (EFSA. Introduction of a Qualified Presumption of
Safety (QPS) approéch for assessment of selected

microorganisms referred to EFSA. *EFSA J *2007; 587, 1-16).

JOONISTE LOETELU

Joonis fig 1 - 1. teostusnaide.
Raiheina silo fermentatsiooni kvaliteedi parandamine

Lactobacillus brevis tuvega TAK 124-1 NCIMB42149, kus a -

etanool, g/kg kuivaines; b - &&dikhape, g/kg kuivaines; c -
propioonhape, g/kg kuivaines; d - vdihape, g/kg kuivaines; e
~ piimhape, g/kg kuivaines; f - 2,3-butaandiool, g/kg
kuivaines; g - pH; h - ammoniaaklammastik uUldlammastikust,
protsenti;

Joonis fig 2 - 2. teostusnaide.
Timuti silo fermentatsiooni kvaliteedi parandamine

Lactobacillus brevis tiuvega TAK 124-1 NCIMB42149, kus a -

etanool, g/kg kuivaines; b - aadikhape, g/kg kuivaines; c -
propioonhape, g/kg kuivaines; d - v&ihape, g/kg kuivaines; e
- piimhape, g/kg kuivaines; f - 2,3-butaandiool, g/kg
kuivaines; g - pH; h - ammoniaakldmmastik uldldmmastikust,
protsenti;

Joonis fig 3 -3. teostusnédide.

Punase ristiku silo fermentatsiooni kvaliteedi parandamine
Lactobacillus brevis tiivega TAK 124-1 NCIMB42149, kus a -
etanool, g/kg kuivaines; b - &iddikhape, g/kg kuivaines; c -
propioonhape, g/kg kuivaines; d - vdihape, g/kg kuivaines; e

- piimhape, g/kg kuivaines; f -2,3-butaandiool, g/kg
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kuivaines; g - pH; h - ammoniaaklimmastik tildlammastikust,
protsenti;
Joonis fig 4 - 4. teostusnidide.
Raiheina silo fermentatsiooni kvaliteedi parandamine

Lactobacillus brevis tivega TAK 124-1 NCIMB42149, kus a -

etanool, g/kg kuivaines; b - &iddikhape, g¢g/kg kuivaines; c -
propioonhape, g/kg kuivaines; d - vdihape, g/kg kuivaines; e
- piimhape, g¢g/kg kuivaines; f - 2,3-butaandiool, g/kg
kuivaines; g - pH; f - ammoniaakldmmastik Uldlémmastikust,
protsenti;

Joonis fig 5 - Raiheina silo (1. teostusndide) aeroobse

stabiilsuse parandamine Lactobacillus brevis tivega TAK 124-1

NCIMB42149, kus alajoonis

A - ambientne temperatuur Jja kontrollsilo temperatuur (5
kordust),
B - ambientne temperatuur ja Lactobacillus brevis tuvega TAK

124-1 NCIMB42149 valmistatud silo temperatuur (5 kordust),
C - ambientne temperatuur Jja keemilise silokindlustus-

lisandiga valmistatud silo temperatuur (5 kordust);

Joonis fig 6 - Timuti silo (2. teostusnaide) aeroobse
stabiilsuse parandamine Lactobacillus brevis tiuvega TAK 124-1

NCIMB42149, kus alajoonis

A - ambientne temperatuur ja kontrollsilo temperatuur (5
kordust),
B - ambientne temperatuur ja Lactobacillus brevis tiuvega TAK

124-1 NCIMB42149 valmistatud silo temperatuur (5 kordust),

C - ambientne temperatuur Jja keemilise silokindlustus-

lisandiga valmistatud silo temperatuur (5 kordust);
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Joonis fig 7 - Punase ristiku silo (3. teostusndide) aeroobse

stabiilsuse parandamine Lactobacillus brevis tiivega TAK 124-1
NCIMB42149, kus alajoonis

A - ambientne temperatuur Jja kontrollsilo temperatuur (5
kordust),
B - ambientne temperatuur Jja Lactobacillus brevis tiivega TAK

124-1 NCIMB42149 valmistatud silo temperatuur (5 kordust),
C - ambientne temperatuur ja keemilise silokindlustus-

lisandiga valmistatud silo temperatuur (5 kordust);

Joonis fig 8 - Raiheina silo (4. teostusndide) aeroobse
stabiilsuse parandamine Lactobacillus brevis tivega TAK 124-1

NCIMB42149, kus alajoonis

A - ambientne temperatuur Jja kontrollsilo temperatuur (5
kordust),
B - ambientne temperatuur ja Lactobacillus brevis tivega TAK

124-1 NCIMB42149 valmistatud silo temperatuur (5 kordust),
C - ambientne temperatuur ja keemilise silokindlustus-

lisandiga valmistatud silo temperatuur (5 kordust).

LEIUTISE TEOSTAMISE NAITED

Jargnevates teostusndidetes kirjeldatakse erinevatest
taimsetest materjalidest valmistatud silo fermentatsiooni
kvaliteedi parandamist, silo aeroobse stabiilsuse tagamist ja
patogeensete mikroorganismide ning pdrm- ja hallitusseente
toime allasurumist ning silo sdilimisaja pikendamist
mikroorganismi ILactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149

kasutamise abil.

Raiheina silo fermenteerimist k&sitlevad kaks teostusnaidet

(1. ja 4, naide), milles veeslahustuvate sisivesikute

sisaldus raiheinas oli erinev (vastavalt 1,52 ja 2,85
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protsenti). 2. n&ide ké&sitleb timuti ja 3. naide punase

ristiku fermenteerimist.

Naide 1. Raiheina silo fermentatsiooni kvaliteedi parandamine

ja silo aeroobse stabiilsuse tagamine mikroorganismiga

Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149.

Katse wviidi 1&bi hibriidraiheinaga, mille veeslahustuvate
sisivesikute sisaldus sileeritavas materjalis oli 1,52
protsenti. Haljasmass niideti ja seejdrel narvutati 24 tundi.
Narvutatud haljasmass koristati, hekseldati ning -sellest
valmistati katsesilod. Kontrollsilo valmistati ilma
silokindlustuslisandita. Teisele katsevariandile lisati
piimhappebakteri tive Lactobacillus brevis TAK 124-1
NCIMB42149. Kolmas silo valmistati sipelghappel baseeruva
keemilise silokindlustuslisandiga, mille koostis oli
jargmine: sipelghapet 42,5 protsenti, ammooniumformiaati 30,3
protsenti, propioonhapet 10 protsenti, bensoehapet 1,2
protsenti, etullbensoaati 1 protsent, vett 15 protsenti.
Keemilist silokindlustuslisandit kasutati nn positiivse
kontrollina ja seda lisati sileeritavale materjalile suhtega
3 1/t. Luofiliseeritud piimhappebakteri tlve Lactobacillus
brevis TAK 124-1 NCIMB42149 lisati sileeritavale materjalile
vesilahusena kontsentratsioonis 1x10° pmii/g sileeritava
taimse materjali (sddbda) kohta. Kdik katsevariandid
(kontrollsilod, piimhappebakteri tuvega Lactobacillus brevis
TAK 124-1 NCIMB42149 valmistatud silod ja keemilise
silokindlustuslisandiga valmistatud silod) valmistati wviies

korduses. Katsesilod avati peale 90 pievast sileerimist.

Silo aeroobse stabiilsuse katse viidi 1l&bi Honig’i poolt
kirjeldatud meetodil (Honig, H., 1990: Evaluation of the
aerobic stability. In: Proceedings of the Eurobac Conference,

Swedish University of Agricultural Sciences, Uppsala/Sweden,

Special Issue). Silo loeti aeroobselt ebastabiilseks kuil
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selle geomeetrilisest keskpunktist m&ddetud temperatuur
Uletas 3°C vdrra ambientset temperatuuri. Temperatuuri
muutuseid ajas méddeti 9 paeva (216 tunni) vialtel. Ruumi
(ambientne temperatuur) ja katsesilode temperatuurid
fikseeriti iga tunni aja tagant seadmetega Comet Temperature
Data Logger S0141.

Siloproove analtlisiti uUldtunnustatud metoodikate jargi (AOAC.
2005. Official methods of analysis of AOAC International,
18" ed. Association of Official Analytical Chemists
International, Gaithersburg, MD, USA).

Kuivainesisalduse maaramisel kuivatati siloproov termostaadis
130°C juures konstantse kaaluni. Toortuhasisalduse leidmiseks
pdletati siloproovi kuus tundi muhvelahjus temperatuuril
550°C. Proteiinisisaldus maarati analisaatoriga Kjeltec™
2300 Kjeldhali meetodil (Nx6,25) . Toorkiud maarati W.
Hennebergi ja F. Stohmanni metoodika jargi. Silos sisalduvate
hapete ja etanooli sisalduse maaramiseks kasutati
gaaskromatograafi Agilent 7890A. Ammoniaaklammastiku sisaldus
ildlammastikust maarati analiisaatoriga Kjeltec™ 2300. Silo

happesus maarati pH-meetriga Hanna Instruments HI 2210.

Heterofermentatiivne piimhappebakter Lactobacillus brevis TAK
124-1 NCIMB42149 parandas silo fermentatsiooni (tabel 5 Ja
joonis Fig 1). Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149
lisamine suurendas silos piimhappesisaldust dle 2 korra
(p<0,01) ning &adkihappesisaldust Uule 2,4 korra (p<0,01)
vdrreldes  kontrollsiloga. Samutli parandas Lactobacillus
brevis TAK 124-1 NCIMB42149 statistiliselt oluliselt (p<0,01)
fermentatsiooninaitajatest silo pH-d, ammoniaaklammastiku
sisaldust Uldlammastikust, 2,3-butaandiocolisisaldust ning
vahendas kuivaine kadusid fermentatsioonil. Silo riknemist
pdhjustavatest mikroorganismidest surus Lactobacillus brevis

TAK 124-1 NCIMB42149 maha parmseente (p<0,05) ja klostriidide

(p<0,01) populatsiooni vdrreldes kontrollsiloga (tabel 6).
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Tabel 5. Raiheina silo keemilise koostise, toitevdartuse ja

fermentatsiooni kvaliteedi nditajad kasutades mikroorganismi
Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149 (ndide 1)

Keemiline
silokindlustus-
Nditaja Kontroll TAK 124-1 lisand
Kesk- Kesk- Kesk-
mine SD mine SD mine SD
Kuivaine,
g/kg 275,0 16,3 277,6 6,9 300,2 3,4
Kuivaines,
g/kg
Toor-
proteiin 108,1 2,0 111,3 3,4 115,3 2,8
Toortuhk 107,0 1,2 102,1 5,1 100,5 2,6
Toorkiud 350,1 11,5 354,6 13,5 336,5 11,3
Lammasti-
kuta
ekstrak-
tiivained 407, 8 11,0 405,0 15,5 420,7 12,8
Metaboli-
seeruv
energia,
MJ/kg 8,5 0,0 8,6 0,0 8,6 0,1
Metaboli-
seeruv
proteiin 66,9 0,2 67,6 0,4 68,3 0,4
Etanool 13,9 2,3 22,2 2,8 5,9 3,1
Addikhape 11,6 1,9 28,3 7.7 8,5 0,7
Propioon-
hape 0,2 0,0 0,1 0,0 0,6 0,1
Vdihape 1,0 0,4 0,9 0,3 0,1 0,0
Piimhape 28,4 9,4 60,2 13,3 41,0 10,5
2,3~
butaandiool 37,6 8,9 5,5 1,0 4,3 1,0
pH 5,5 0,1 4,8 0,1 4,5 0,1
NH3-N/uld
N, % 10,5 0,6 8,5 0,5 6,7 0,7
Kuivaine
kaod, % 7,1 0,3 5,9 0,4 3,1 0,4
Aeroobne
stabiilsus,
h 32,2 7,4 99,2 9,0 58,8 24,3
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Tabel 6. Raiheina silo fermentatsiooni kvaliteedi
mikrobioloogilised naitajad kasutades mikroorganismi

Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149 (n&ide 1)

Kontroll TAK 124-1 Keemiline
Naitaja 31lok¥ndlustus—
lisand
Keskmine, SD Keskmine SD Keskmine SD
logl0 logl0 logl0
. 4,1 1,1 2,5 0,8 4,1 1,5
Parmide arv
4 7 I'7 4 4
Hallituste 2 0 42 0,5 2:9 0,5
arv
3,5 0,7 <2,0* NA* * 2,3 0
Klostriidide ! /0 ! '3
arv

* alla maaramispiiri 107

**- pole arvutatav

Silo aeroobse stabiilsuse katses laks ilma
silokindlustuslisandita silo kuumaks 32. tunnil (tabel 5 ja
joonis Fig 5), samas kui piimhappebakteri tivega
Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149 valmistatud silo
plisis aeroobselt stabiilne 99 tundi (p<0,01). Saadud tulemus
iletas ka keemilise silokindlustuslisandiga valmistatud silo
vastavat naitajat (59 tundi) statistiliselt oluliselt

(p<0,05).

Kiesoleva teostusndite kohaselt parandas piimhappebakter
Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149 silo
fermentatsiooni vOrreldes kontrollsiloga. Produtseerides
rohkem piim- ja &adikhapet ning surudes maha silo riknemist
pdhjustavate mikroorganismide (parmseente Jja klostriidide)
arengut, tagab Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149

kvaliteetse ja stabiilse silo nil hoidlas sé&ilitamisel kuil

hoidla avamisel s®dtmiseks, hoides &ara silo kuumenemise.
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Seega Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149 kasutamine
suurendas silo piim- ja &dddikhappe kontsentratsiooni, alandas
silo pH-d, vadhendas s66da toitainete (kuivaine) kadusid,
surus alla patogeensete mikroorganismide ja pédrmseente toime,
tagas silo parema aeroobse stabiilsuse ja pikendas silo

sdilimisaega.

Ndide 2. Timuti silo fermentatsiooni kvaliteedi parandamine
ja silo aeroobse stabiilsuse tagamine mikroorganismiga

Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149.

Katse viidi 1l&bi timutiga (Phleum pratense L.), mille
veeslahustuvate siisivesikute sisaldus sileeritavas materjalis
oli 1,10 protsenti. Haljasmass niideti ja seejdrel narvutati
24h. Narvutatud haljasmass koristati, hekseldati ning sellest
valmistati katsesilod. Kontrollsilo valmistati ilma
silokindlustuslisandita. Teisele katsevariandile lisati
piimhappebakteri tiive Lactobacillus brevis TAK 124-1
NCIMB42149. Kolmas silo valmistati sipelghappel baseeruva
keemilise silokindlustuslisandiga, mille koostis oli
jargmine: sipelghapet 42,5 protsenti, ammooniumformiaati 30,3
protsenti, propioconhapet 10 protsenti, Dbensoehapet 1,2
protsenti, etiililbensoaati 1 protsent, vett 15 protsenti.
Keemilist silokindlustuslisandit kasutati nn positiivse
kontrollina ja seda lisati sileeritavale materjalile suhtega
3 1/t. Liofiliseeritud piimhappebakteri tuve Lactobacillus
brevis TAK 124-1 NCIMB42149 lisati sileeritavale materjalile
vesilahusena kontsentratsioonis 1x10° pmi/g sileeritava
taimse materjali (sdoda) kohta. Koik katsevariandid
(kontrollsilod, piimhappebakteri tivega Lactobacillus brevis
TAK 124-1 NCIMB42149 valmistatud silod ja keemilise
silokindlustuslisandiga valmistatud silod) valmistati wviies

korduses. Katsesilod avati peale 90 p&evast sileerimist.
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Katsesilode aeroobse stabiilsuse katse viidi labi ja

siloproove analiiisiti naites 1 kirjeldatud metoodikate jargi.

Heterofermentatiivne piimhappebakter Lactobacillus brevis TAK
124-1 NCIMB42149 produtseeris silosse rohkem aadikhapet
(tabel 7 ja joonis Fig 2) vOrreldes loodusliku
piimhappebakterite populatsiooni toel fermenteerunud
kontrollsilo (p<0,05) ning keemilise silokindlustuslisandiga
valmistatud silo (p<0,01) vastava nditajaga. Katsesilo

mikrobioloogilised nditajad on esitatud tabelis 8.

Suurem &aadikhappesisaldus silos parandas s6dda aeroobset
stabiilsust peale hoidla avamist, surudes maha aeroobsete
mikroorganismide aktiivsuse ja seeldbi hoides é&ra silo

kuumenemise.

Tabel 7. Timuti silo keemilise koostise, toitevaartuse ja
fermentatsiooni kvaliteedi naitajad kasutades mikroorganismi

Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149

Keemiline
silokindlustuslisan
Naitaja Kontroll TAK 124-1 d
Keskmin Keskmin
e SD e SD Keskmine SD

Kuivaine,
g/kg 323,5 25,5 298,9 8,7 250,3 9,2
Kuivaines,
g/kg
Toorproteii
n 129,6 1,6 125,09 1,8 102,9 3,3

Toortuhk 85,2 2,1 82,5 2,0 83,4 1,1

Toorkiud 335,5 13,4 336,0 11,5 364,06 7,9
Lammastikut
a
ekstrak-
tiivained 422,77 12,3 428,06 13,7 422,1 8,6
Metaboli-
seeruv
energia,
MJ/ kg 9,2 0,1 9,2 0,0 9,1 0,0
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Metaboli-
seeruv
proteiin 73,8 0,3 73,3 0,2 70,4 0,3
Etanool 3,9 0,9 4,4 1,6 1,8 0,8
Aadikhape 18,7 3,4 24,0 2,6 11,1 1,6
| Propioon-
| hape 0,2 0,1 0,2 0,1 1,1 0,1
V&ihape 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0
Piimhape 63,0 5,7 63,5 4,9 65,8 8,9
2,3~
butaandiocol 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0
pH 4,5 0,1 4,5 0,1 4,2 0,1
NH3-N/uld
N, % 5,5 0,3 5,6 0,3 7,3 0,6
Kuivaine
kaod, % 2,5 0,1 3,0 0,2 2,0 0,1
Aeroobne
stabiilsus,
h 163,8 70,6 216 0,0 126,0 57,9
Tabel 8. Timuti silo fermentatsiooni kvaliteedi
mikrobioloogilised naitajad kasutades mikroorganismi
5 Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149
Kontroll TAK 124-1 Keemiline
L silokindlustus-
Naitaja 1isand
Keskmine, SD Keskmine SD Keskmine SD
logl0 logl0 logl0
. 2,2 0,4 <2,0* NA* * 2,4 0,8
Parmide arv
, <2,0* NA* * <2,0%* NA* * 2,3 0,5
Hallituste
arv
. 2,1 0,1 <2,0%* NA* * 2,0 0,1
Klostriidide
arv

* alla maaramispiiri 107

**- pole arvutatav

Piimhappebakteriga Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149

valmistatud silo temperatuur jai aeroobse stabiilsuse katses
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(tabel 7 ja joonis Fig 6) stabiilseks kogu katseperioodi
valtel (>216 tundi) . Kontrollsilo ja keemilise
silokindlustuslisandiga valmistatud silod kuumenesid

vastavalt 164. tunnil (p<0,01) ja 126. tunnil (p<0,01).

Teostusnaites 2 piimhappebakteri Lactobacillus brevis TAK
124-1 NCIMB42149 kasutamine suurendas silo aadikhappe
kontsentratsiooni ja tagas silo aeroobse stabiilsuse,

pikendades silo s&ilimisaega.

Niide 3. Punase ristiku silo fermentatsiooni kvaliteedi
parandamine ja silo aeroobse stabiilsuse tagamine

mikroorganismiga Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149.

Katse wviidi 1&bi tetraploidse punase ristikuga (Trifolium
pratense L.), mille veeslahustuvate siisivesikute sisaldus
sileeritavas materjalis oli 0,62 protsenti. Haljasmass
niideti, seejarel hekseldati ning sellest valmistati
katsesilod. Kontrollsilo valmistati ilma
silokindlustuslisandita. Teisele katsevariandile lisati
piimhappebakteri tive Lactobacillus brevis TAK 124-1
NCIMB42149. Kolmas silo valmistati sipelghappel baseeruva
keemilise silokindlustuslisandiga, mille koostis oli
jdrgmine: sipelghapet 42,5 protsenti, ammooniumformiaati 30,3
protsenti, propioonhapet 10 protsenti, bensoehapet 1,2
protsenti, etiilbensoaati 1 protsent, vett 15 protsenti.
Keemilist silokindlustuslisandit  kasutati nn positiivse
kontrollina ja seda lisati sileeritavale materjalile suhtega
3 1/t. Luofiliseeritud piimhappebakteri tive Lactobacillus
brevis TAK 124-1 NCIMB42149 lisati sileeritavale materjalile
vesilahusena kontsentratsioonis 1x10°> pmii/g sileeritava
taimse materjali (sboda) kohta. Kdik katsevariandid
(kontrollsilod, piimhappebakteri tivega Lactobacillus brevis

TAK 124-1 NCIMB42149 valmistatud silod ja keemilise

.
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silokindlustuslisandiga valmistatud silod) valmistati viies

korduses. Katsesilod avati peale 90 pdevast sileerimist.

Katsesilode aeroobse stabiilsuse katse viidi 1labi ja

siloproove analiiisiti n&dites 1 kirjeldatud metoodikate jargi.

Piimhappebakteri tuvi Lactobacillus brevis TAK 124-1
NCIMB42149 parandas punase ristiku silo fermentatsiooni
niditajaid (tabel 9 ja joonis Fig 3). Lactobacillus brevis TAK
124-1 NCIMB42149 lisamine suurendas piimhappesisaldust tle 2
korra (p<0,01) ning langetas seeladbi silo pH-d (p<0,01)

voérreldes kontrollsiloga. Sellega vahendati silos
mittesoovitud propioonhappe- (p<0,01), 2,3-butaandiooli-
(p<0,01) ja ammoniaaklammastiku sisaldust Uldlammastikust

(p<0,01) ning kuivaine kadusid (p<0,01). Mikrobioloogilised

naitajad on esitatud tabelis 10.

Tabel 9. Punase ristiku silo keemilise koostise,
toitevaartuse ja fermentatsiooni kvaliteedi naitajad
kasutades mikroorganismi Lactobacillus brevis TAK 124-1

NCIMB42149.

Keemiline
silokindlustus-
Nditaja Kontroll TRAK 124-1 lisand
Kesk- Kesk-
mine SD mine SD Keskmine SD
Kuivaine, g/kg 174,9 1,1 176, 6 0,8 182,7 4,1
Kuivaines, g/kg
Toorproteiin| 225,3 2,2 228,9 5,4 234,1 3,6
Toortuhk 119,5 1,1 117, 4 2,0 111,09 1,7
Toorkiud 240,5 8,8 226,1 7,3 204, 4 6,5
Lammastikuta
ekstraktiiv-
ained 379,5 8,8 388, 8 6,7 410, 2 6,8
Metaboliseeruv
energia,
MJ/kg 9,4 0,1 9,4 0,0 9,4 0,1
Metaboliseeruv
proteiin 84,2 0,3 84,7 0,7 86,0 0,7
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Etanool 11,6 3,2 8,4 2,6 4,9 2,2
Aadikhape 21,3 6,4 22,9 6,1 24,1 9,1
Propioonhape 1,8 0,2 0,6 0,2 1,2 0,3
Vdihape 2,0 1,0 1,9 0,2 0,8 0,3
Piimhape 21,5 5,4 44,4 5,8 73,3 12,0
2,3-butaan-

diool 0,3 0,0 0,1 0,0 0,1 , 0

pH ;9 0,0 5,5 0,1 4,8 0,2

NH3-N/d1ld N, % 11,6 0,1 9,0 0,3 7,1 0,5

Kuivaine kaod,

% 10,3 0,3 8,2 0,4 5,1 0,2

Aeroobne

stabiilsus, h 112,8 38,9 197, 4 17,3 216 0,0

Tabel 10. Punase ristiku silo fermentatsiooni kvaliteedi
mikrobioloogilised naditajad kasutades mikroorganismi

Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMR42149

Kontroll TAK 124-1 Keemiline ;
NAitas silokindlustus- |
aitaja lisand
Keskmine, SD Keskmine SD Keskmine SD
loglO loglQ logl0
o 2,3 0,6 <2,0%* NA* * <2,0%* NA* *
Padrmide arv
2[ I I 14 7
Hallituste 5 0,3 2,3 0,4 2,3 0,6
arv
* * % * * %
Klostriidide 2.2 0,3 <2,0 NA <2,0 NA
arv

5 % alla midsdramispiiri 10°

**- pole arvutatav

Silo aeroobse stabiilsuse katses piusis piimhappebakteri
tiuvega Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149 valmistatud
10 silo aeroobselt stabiilne 197 tundi (p<0,01), samal ajal kui
ilma silokindlustuslisandita kontrollsilo 1l&ks kuumaks 113.

tunnil (tabel 9 ja joonis Fig 7).
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Seega eeltoodud teostusndites parandas heterofermentatiivne
piimhappebakter Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149

silo fermentatsiooni vérreldes kontrollsiloga.

Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149 kasutamine
suurendas silo piimhappe kontsentratsiooni, alandas silo pH-
d, vahendas sddda toitainete (kuivaine) kadusid, tagas hoidla
avamisel silo parema aeroobse stabiilsuse Jja pikendas silo

sédilimisaega.

Ndide 4. Raiheina silo fermentatsiooni kvaliteedi parandamise
ja silo aeroobse stabiilsuse tagamise katse mikroorganismiga

Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149.

Katse viidi 1ldbi hibriidraiheinaga, mille veeslahustuvate
stiisivesikute sisaldus sileeritavas materjalis oli 2,85
protsenti. Haljasmass niideti ja seejdrel né&rvutati 3h.
Narvutatud haljasmass koristati, hekseldati ning sellest
valmistati katsesilod. Kontrollsilo valmistati ilma
silokindlustuslisandita. Teisele katsevariandile lisati
piimhappebakteri tiive Lactobacillus brevis TAK 124-1
NCIMB42149. Kolmas silo valmistati sipelghappel baseeruva
keemilise silokindlustuslisandiga, mille koostis oli
jargmine: sipelghapet 42,5 protsenti, ammooniumformiaati 30,3
protsenti, propioonhapet 10 protsenti, bensoehapet 1,2
protsenti, etillbensoaati 1 protsent, vett 15 protsenti.
Keemilist silokindlustuslisandit kasutati nn positiivse
kontrollina ja seda lisati sileeritavale materjalile suhtega
3 1/t. Liofiliseeritud piimhappebakteri tive Lactobacillus
brevis TAK 124-1 NCIMB42149 lisati sileeritavale materjalile
vesilahusena kontsentratsioonis 1x10° pmii/g sileeritava
taimse materjali (sooda) kohta. Kdik katsevariandid
(kontrollsilod, piimhappebakteri ttvega Lactobacillus brevis

TAK 124-1 NCIMB42149 valmistatud silod ja keemilise
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silokindlustuslisandiga valmistatud silod) valmistati viies

korduses. Katsesilod avati peale 90 pdevast sileerimist.

Katsesilode aeroobse stabiilsuse katse viidi 1l&dbi IJa

siloproove analiisiti naites 1 kirjeldatud metoodikate jargi.

Piimhappebakter Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149
produtseeris silosse 3 korda rohkem &adikhapet (tabel 11 ja
joonis Fig 4) vdrreldes loodusliku piimhappebakterite
populatsiooni toel fermenteerunud kontrollsilo (p<0,01)
vastav naitaja. Samuti sisaldas TAK 124-1 NCIMB42149 silo
enam piimhapet (p<0,01) kui ilma kindlustuslisandita
kontrollsilo (vastavalt 87,9 ja 48,8 g/kg kuivaines). Suurem
piimhappesisaldus tagas TAK 124-1 NCIMB42149 silos madalama
pH (p<0,01). Erinevalt kontrollsilost piimhappebakteriga
Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149 valmistatud silos
parmseeni (tabel 12) ei leitud (p<0,01). Parmseente maha
surumine ja suurem dadikhappesisaldus silos parandas sodda
aeroobset stabiilsust hoidla avamisel. Piimhappebakteriga
Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149 valmistatud silo
temperatuur j&i aeroobse stabiilsuse katses (tabel 11 Jja
joonis Fig 8) stabiilseks kogu katseperioodi valtel (216
tundi). Kontrollsilo Jja keemilise silokindlustuslisandiga
valmistatud silod kuumenesid vastavalt 26. tunnil Jja 43.
tunnil. Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149 parandas
silo aeroobset stabiilsust vOrreldes kontrollsilo ja
keemilise silokindlustuslisandiga valmistatud siloga

statistiliselt oluliselt (p<0,01).

Tabel 11. Raiheina teise katse silo (teostusnaite 4)
keemilise koostise, toitevaartuse ja fermentatsiooni

kvaliteedi naitajad kasutades mikroorganismi Lactobacillus

brevis TAK 124-1 NCIMB42149
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Keemiline
silokindlustus
Naitaja Kontroll TAK 124-1 lisand
Kesk- Kesk- Kesk-
mine SD mine SD mine SD
Kuivaine, g/kg 245,2 2,7 243,2 1,4 257,8 2,8
Kuivaines, g/kg )
Toorproteiin 106, 3 5,3 104,14 0,7 103,1 2,2
Toortuhk 100,8 2,2 102,2 1,6 93,2 1,6
Toorkiud 301, 9 3,2 315,5 7,4 237,8 116,8
Lammastikuta
ekstraktiivained 458, 0 5,3 443,606 7,6 478,5 10,8
Metaboliseeruv
energia,
MJ/ kg 9,3 0,0 9,3 0,0 9,3 0,0
Metaboliseeruv
proteiin 70,5 0,4 70,3 0,1 70,8 0,2
Etanool 40,1 12,7 57,0 27,9 6,8 3,2
Aadikhape 6,3 1,3 19,0 4,5 9,6 1,4
Propioonhape 0,3 0,0 0,4 0,0 0,6 0,1
Véihape 1,0 0,1 1,0 0,2 0,2 0,1
Piimhape 48,8 7,4 87,9 9,6 107,5 15,0
2,3-
butaandiool 0,1 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0
pH 5,3 0,2 4,7 0,1 4,0 0,1
NH3-N/ild N, % 9,7 0,3 9,5 0,3 5,5 0,6
Kuivaine kaod, % 8,5 0,3 9,5 0,2 2,7 0,8
Aeroobne
stabiilsus, h 26,0 4,4 216 0,0 42,8 12,6
Tabel 12. Raiheina teise katse silo (teostusnaite
fermentatsiooni kvaliteedi mikrobioloogilised nditajad
kasutades mikroorganismi Lactobacillus brevis TAK 124-1
NCIMB42149
Kontroll TAK 124-1 Keemiline silo-
Naitas kindlustus-
artaja lisand
Keskmine, SD Keskmine SD Keskmine SD
logl0 logl0 loglO
o 5,7 0,2 <2,0% NA** 5,4 0,5
Parmide arv
Hallituste 2,4 0,9 2,1 0,3 2,4 0,9
arv
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27 < * * %
Klostriidide ! 0,8 2,4 0,7 2,0 NA
arv
* alla mad&ramispiiri 102
**- pole arvutatav
Leiutise teostamise 4. ndites ©parandas piimhappebakter
Lactobacillus brevis TAK 124-1. NCIMB42149 silo

fermentatsiooni. Surudes maha silo riknemist pdhjustavaid
parme, tagab Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149
kvaliteetse ja stabiilse silo nii sailitamisel, kui hoides

dra silo kuumenemise hoidla avamisel sodtmiseks.

4. teostusndites Lactobacillus brevis TAK 124-1 NCIMB42149
kasutamine suurendas silo piim- ja dadikhappe
kontsentratsiooni, alandas silo pH-d, surus alla patogeensete
mikroorganismide ja parmseente toime, tagas silo aeroobse

stabiilsuse ja pikendas silo sd&ilimisaega.
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PATENDINOUDLUS

1.Isoleeritud mikroorganismi tivi Lactobacillus brevis TAK
124-1 NCIMB42149.

2. Mikroorganismi tiivi vastavalt punktile 1 luofiliseeritud

kujul.

3. Punktile 1 - 2 vastavat mikroorganismi tilive sisaldav
séot.

4, S5o66t vastavalt punktile 3, milleks on fermenteeritud
soot.

5. S®&t vastavalt punktile 4, milleks on silo.

6. Punktile 1 - 2 vastavat mikroorganismi tlve sisaldav
kompositsioon.
7. punktile 1 - 2 vastava mikroorganismi tiuve kasutamine
sooddalisandina.
8. Punktile 1 - 2 vastava mikroorganismi tuve kasutamine silo

aeroobse stabiilsuse tagamiseks.
9. punktile 1 - 2 vastava mikroorganismi tiive kasutamine

soodda fermenteerimiseks.

10. Punktile 1 - 2 vastava mikroorganismi tive kasutamine
sédda fermenteerimise parandamiseks, s6ddas piimhappe Jja
aadikhappe kontsentratsiooni suurendamiseks, pH
alandamiseks ja seelabi sdodas toitainete kaduse
vdhendamiseks.

11. Punktile 1 - 2 vastava mikroorganismi tiuve kasutamine
sboda fermenteerimisel patogeensete mikroobide toime
allasurumiseks Ja parmseente kasvu pidurdamiseks, mis
seisneb punktile 1 - 2 vastava mikroorganismi tdve lisamises

fermenteeritavale so6odale.
12. Kasutamine vastavalt punktile 11, kus

patogeenseteks mikroobideks on klostriidid ja

enteropatogeenid.
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13. Meetod sooda sdilimisaja pikendamiseks, kus
fermenteerimisel lisatakse soodale punktile 1 - 2 vastavat

mikroorganismi tive.
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B - keemilise silokindlustuslisandiga valmistatud silo
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Ambientne temperatuur °C
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