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(54) Mikroorganismi tiivi Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 ja selle kasutamine

(57} Leiutis kasitleb isoleeritud mikroorganismi tiive Lactobacillus buchneri BioCC 202 DSM 32650 ja selle kasutamist séoda-
lisandina. Tiive kasutatakse raskesti sileeritava, madala kuivainesisaldusega (<20 protsenti) s6éda acroobse stabiilsuse tagammiseks,
fermenteerimise parandamiseks, sodda piimhapps ja aidikhappe kontsentratsiooni suurendamiseks, pH alandamiseks fa seelibi
s66das foitainete kadude vihendamiseks. Mikroorganism surub stédas alta patogeensete mikroorganismide ning parm- ja hallitus-
seente toimet. Tiive abil saab pikendada raskesti sileeritavast materjalist valmistatud sd6da sailimisacga.

(57) The invention provides the isolated microorganism strain Lactobacillus buchreri BioCC 203 DSM 32650 and its use as
microbiological feed additive. The strain s used for ensuring aerobic stability of feed with low dry matter content (<20 percentagg}
and tmproving fermentation of feed, for mereasing the concentration of lactic and acetic acid in feed and for reducing pH, hence
decreasing the loss of nutrients in feed. Usage of the microorganism in ensiling supresses the function of pathogenic
microorganisms {enteropathogens) and yeasts in feed. The strain can be used for prolonging the storage life of feed made from
fresh material difficult to ferment,
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MIKROORGANISMI TUVI LACTOBACILLUS BUCHNERI BIOCC 203 DSM
32650 JA SELLE KASUTAMINE '

TEHNIKAVALDKOND

Leiutis kuulub biotehnoloogia valdkonda ning leiab kasutamist
s&6da  valmistamisel. Leiutis kdsitleb mikrobioloogilist
silokindlustusiisandit ning selle kasutamist s88da aeroocbse
stabiilsuse tagamiseks, fermenteerimise kvaliteedi ja seeldbi

s586da kvaliteedi tdstmiseks.

TEHNIKA TASE
Silo toitainete sisalduse s&ilitamine on vajalik alates s6dda
koristamisest Ja konserveerimisest kuni soé8da tarbimiseni

looma poolt.

5ile on fermenteeritud s&&tL, mis on saadud kbrge
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®déda sdilitamise meetod, mis
pShineb piimhappelisel fermentatsioonil anaercobsetes
tingimustes {(Rocke, J., A. and Hatfield, ., 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) fermentatsioconi faas, 3
stabiilse hciustamise faas ja 4) silo vialjalaadimise faas,
kui hoidla on avatud ja silo puutub kokku Shuga. Kvaliteetsec
silo wvalmistamisel on oluline sileeritava materjali Sige
mikrobiaalne fermentatsioon. Edukas fermentatsiocon s&ltub ka

heintaimede tudbist, kvaliteedist, sileerimisprotsessis
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kasutatavatest tehnolcogilistest vitetest, ilmastikust,
soovimatute mikroorganismide (nt klostriidide,

entercpatogeenide, listeeriate, batsillide) Jja seente (pirm-
ja hallitusseente) arengust ning sileeritava materjali

kuivailnesisaldusest.

56&6da  looduslikku fermentatsiooni on keeruline kontrollida,
kuna silc fermentatsiocon on mitmete erinevate keemiliste ija
mikrobiclocgiliste protsesside ning nende kocsmdjude

kompleks.

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

Zootec. Vol. 39. July).

Kentreollitud sileerimisprotsessis piimhappebakterid
fermenteerivad vees lahustuvaid stsivesikuid piimhappeks.
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 langeb silc happesus pH 4 Juurde, seda
kiiremini enstmaatiline ja mikrobiaalne aktiivsus lakkab,

5060C muutub stabiilseks ja rohkem toitaineid s#ilitatakse.
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Juba wvarem on dokumenteeritud, et sile fermentatsiconi
kvaliteeti saab oluliselz parandada piimhappebaktereid
sisaldavate lisanditega (McDonald, P., BHenderson, 2A. R.,
Heron, &.J.E. 18921. The Dbiochemistry of gilage. 2nd ed.
Chalcombe Publications, Marlow, Bucks UK, p. 340).

Sama téhtis kui toitainete s&dilitamine silo fermentatsiooni
ja hoilustamise faasis, on silo toitainete sdilitamine heidla
avamisel. Silo vdib olla eksponeeritud hapnikule nii s8dtmise
eesmidrgil silochoidla avamisel kui ka hoidla katmisest

tingitud vigade tagaidrjel.

KOik silod, puutudes kokku 8huga, riknevad varem v&i hiljem
aeroobsete mikroorganismide aktiivse elutegevuse tulemusena.
Lisaks m&jutavad silo aeroobset stabiilsust nii sileeritav
silokultuur ja tema koristusaegne kasvufaas, fermentatsiooni
bickeemilised ja mikrobloloogilised faktorid, silcmaterjali
filsikalised ja silomaijanduse korralduslikud faktorid,
temperatuur kui ka silokindlustuslisandi valik. Silo aeroobse
stabiilsuse n#ditajaks loetakse aega, kui kaua suudab silo
vastu panna aeroobsetele riknemisprotsessidele, st kuil kaua
plisib sile &hu juurdepddsul kvaliteetsena. 8ilo aeroobset
stabiilsust hinnatakse sileo temperatuuri tdusmise kiiruse
kaudu. Mida kauem piisib silc temperatuur stabiilne, st silo
temperatuur ei {ileta Umbritseva keskkonna (ambientset)
temperatuuri tle 3°C (Kemisjoni Madrus (EU} nr 429/2008; DLG-
Richtlinien fiir die Priifung von Siliermitteln auf DLG-
Gltezeichen-Fihigkeit Qktober 2013y, seda aeroobselt
stablilsem ja parem on silo. Enamikus aeroobselt riknevates
silodes tduseb temperatuur file ambientse temperatuuri hapete
ja veeslahustuvate siisivesikute mikrchbiaalsel okstdatsioonil

sisihappegaasiks ja veeks.

Kuigi anaeroobsetes tingimustes silo madal pH surub maha

soovimatute mikroorganismide kasvu, el ole madal pH
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iseenesest piisav aeroobse riknemise &drahoidmiseks. Silo
riknemine aercobsetes tingimustes saab alguse enamasti
pdrmseentest, kes szavad kasvada ka isna madala pH juures.
Parmid on suutelised kasvama laias pH-vahemikus (pH 3-8).
Optimzaine pH enamiku pdrmide kasvuks on 3,5-6,5. EKui silo
puutub hoidla avamisel kokku &huga, siis fermentatsioonil
tekkinud happed jt thendid oksiideeritakse aeroobsete
bakterite, pdrmide ja hallituste poolt. Pdrmide elutegevuse
tulemusena tekib sisinikdioksiid ning see pdhiustab silo
kuumenemist, mis omakorda on otseselt kuivaine kadude
péhjustaja (McDonald, P., Henderson, A. R., Heroﬁ, S.J.E.
1991. The biochemistry of silage. 2nd ed. <Chalcombe
Publications, Marlow, Bucks UK, p. 340).

Pdrmseened kasutavad energiaallikana silos olevat
Jd&dksuhkrut, kuid esimeses jariekorras eelistavad piimhapet.
Seetdttu on aerocobsele riknemisele isedranis vastuvdilikud
just hdsti fermenteerunud silod, milles on paliju pilimhapet.
Parmseente tegevuse tulemusena hakkab silo pH tdusma ning
tekib wvoimalus aktiveeruda mitmetel teistel aerocbsetel
mikroorganismidel Jja hallitusseentel. H&stli fermenteerunud
toitaineterikkas silos aktiivse mikrobiaalse tegevuse

ilminguks on silo temperatuuri tdéus.

On leitud (Chyama, Y., Hara, S. and Masaki, §S. (1980)
Analysis of the factors affecting aercbic deterioration of
grass silages. In Thomas, C. (ed.) Forage conservation in the
80s. BGS Occasicnal Symposium No. 11, pp. 257-261. Reading,
UK: British Grassland Society.), et silo aercobse stabiilsuse
clulised méjufaktorid on silo kuivaine-, g8dik~ ja
propiconhappesisaldus ning pdrm~- Ja hallitusseente arv
silohoidla avamisel. Negatiivne seos kuivainesisalduse Za
padrmide osas nditas, et suurem kontsentratsicon pdhijustas
Shuga kokku puutumisel silo temperatuuri kiirema t&usu.

Seevastu 8a8dik~ ja v&ihape niitasid, et nende
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fermentatsiooniproduktide suuremat kontsentratsioonl seostati

stabiilsema siloga.

Nagu mainitud, sile madalal pH-vadrtusel aeroobset riknemist
pdhjustavatele mikroorganismidele otsest mdju ei ole, kuid
erinev tdhtsus on silec fermentatsioonil tekkinud hapetel.
Pérmide kasvu inhibeerivad disscotseerumata lithikese ahelaga
rasvhapped (Pahlow G., Muck R.E., Driehuls F., Oude Elferink
S$.J.W.H. and Spoelstra S5.F. (2003) Microbiology of ensiling.
In: Buxton D.R., Muck R.E. and Harrison J.H. (eds; Silage
science and technolegy, pp. 31-%93. Madiscn, WI, USA: Agronomy
Publication No. 42, American Society of Agronomy) .
Dissotseerumata happe molekulid on véimelised l&bima mikroobi
rakumembraani passiivse difusiooni teel, mille tulemusel
vapanevad H* ioonid. See alandab rakusisest pH-d Jja selle
tagajidrjel 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)) . Agdik- Ja propioconhape dissotseeruvad wvahem kuil
piimhape, millega on seletatav histi fermenteerunud
piimhappelise silo wvastuvdtlikkus aercobsele riknemisele.
Seevastu A&ddik- ja propioonhape on efektiivsed pdrm— Ja
hallitusseente 1inhibeerijad. V&ihappel on sarnane mdju.
Vdihappeline silec on aerocbselt stabiiline, kuid see viitab
riknemist pdhiustavate klostriidide aktiivsusele. Sellisel
silol on suured toitainetekaod ja k&rge vdihappesisaldus vdib
ioomadel pdéhijustada terviseprobleeme. Propiconhapet esineb
silos harva Jja vaikestes kogustes ning seda produtseerivate
mikroorganismide kontsentratsioon silokultuuridel on vaike ja

nende konkurentsivdime on madal.
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Aidikhappesisaldus silos viitab hetercfermentatiivsele
kdsrimisele ning kuna &&dikhape on pidrmidele viaga toksiline,

siis sellised silod on tavaliselt aercobselt vidga stabiilsed.

Silo ideaalne fermentatsioon vidhendab fermentatsiooni kadusid
ning tagab piisava stabiilsuse s5&8da sdilitamisel ja
hoidlast vdljalaadimisel s&dtmiseks. BEfektiivne
silokindlustuslisand, silo valmistamise Ja sobtmise Oige
kcrraldamine mangivad votmerolli nimetatud eesmirkide
tditmisel. Enamik silokindlustuslisandeid on wvalja toédtatud
sileerimise protsessl Ja sileeritud s&dda toiltevddrtuse
parandamiseks. Kuid silokindlustuslisanditest oocdatakse, et
nad peale silo kiire fermentatsioconi ja kvaliteedi
parandamise guruksid maha ka riknemist (sh aerocobset
riknemist) pdéhjustavate organismide kasvu. Peamised pdhiused
silokindlustuslisandi kasutamiseks silo aeroobse stabiilsuse
parandamisel on dra hoida silce kuumenemine, toitainete kaod
ning loocmade Jdudliuse langus, mis vdib o¢lla pdhjustatud

riknenud silo sédtmisest.

Silokindlustuslisandites kasutatakse sageli ensiiiime, kuid
need el inhibeeri pirme ja hallitusi, mistdttu ensilimidega
valmistatud silodel on vaga tagasihoidlik aeroobne

stabiilsus.

Silo aeroobse  stabiilsuse parandamisel on efektiivsed
orgaanilised happed, nagu propicon-, #ddik- ja bensoehape jt.
Neid lisatakse kas =suures koguses, et saavutada s&8da nn
13plik konservesrimine, voi vidiksemas koguses. Viimasel juhul
kill surutakse maha pirmseente aktiivsus, kuid ei tagata
tdlelikku konserveerimist Jja sileerimine sdltub Jjatkuvalt
looduslikust fermentatsioonist. Samuti on leitud ammoniaagi
parssiv  mdju aercobsetele bakteritele ning  parm- ja
hallitusseentele. Paraku on orgaanilised happed jt kemikaalid
séévitava toimega ning kahjustavad silotehnikat ning nendega

Umberkdimisel ja ladustamisel on ranged ohutusnduded.
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Piimhappebakteritel baseeruvaid bicloogilisi
silokindlustuslisandeid kdsitletakse kui looduslikke produkte
ning nende eeliseks on, et nad el ole toksilised, ei

korrodeeri seadmeid ja ei pdhjusta keskkonnariske.

Piimhappebakterite abil silo pH langetamise eesmidrgiks on
minimeerida fermentatsioonikadusid. Piimhappebaktereid
jaotatakée gliikoosi fermentatsiooni alusel kahte rihma:
homofermentatiivsed ning heterofermentatiivsed.
Homofermentatiivsed piimhappebakterid toodavad thest moolist
glikoosist kaks mocLi piimhapet, heterofermentatiivsed
bakterid aga toodavad dhe mooli pilimhapet, {he mooll

stisinikdicksiidi dja the mooll kas etanoclli vdi &dddikhapet.

Teada on, et kidrimisprotsessi alguses domineerivad
homcfermentatiivsed liigid, kuid hiljem keskkonna
happelisemaks muutumisel saavutavad ilekaalu

heterofermentatiivsed bakiterid (Muck, R. E. 2010. Silage

microbiology ‘and its control through additives. R. Bras.

Zootec. Vol. 39. July).

Homofermentatiivsetel pilimhappebakteritel baseeruvad
silokindlustuslisandid parandavad silc fermentatsiooni kulgu,
kuid enamus selliseid bakterjuuretisi inhibeerivad pdrmide ja
hallituste kasvu vahe. V&ib juhtuda, et sellise
silokindlustuslisandi kasutamisel on silo aeroobne stabiillsus
viiksem kui ilma kindlustuslisandita silol ning v&ib isegi

suurendada silo kuumenemise riski.

M&ned silojuuretised sisaldavad baktereid (nt
propioonhappebaktereid), mis toodavad propiconhapet. Paraku
silo aercobne stablilsus el parane, kuna need mikrcorganismid
pele Uldiselt happetolerantsed ja on aeglase kasvuga. Kiull
aga méned FJuuretised, mis produtseerivad lisaks piimhappele
suures koguses ka &adikhapet (I. buchneri), pirsivad silo

aercobset riknemist p&hjustavaid mikroorganisme (pdarm- Ja
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hallitusseeni jt), st parandavad silo aerocobset stabiilsust

ja hoiavad &ra silo riknemise hoidla avamisel wvm kokkupuutel

dhuga.

Heterofermentatiivsete plimhappebakterite lisamine
sileerimisel alandab pH-d ning vdhendab kuivainekadusid.
Lisaks on mdnedel sellistel <tivedel taheldatud tugevat
inhibeerivat toimet pirmide ja hallituste kasvule, t&stes
seeldbi silo aerochset stabiilsust {Jatkauskas, J.,
Vrotniakiene, V., Ohlsson, €., Lund, B. 2013. The effect of
three silage inoculants on aerobic stability in grass,
clover-grass, lucerne and maize silage. Agricultural and Food
Science. 22:137-144).

Siiski ei ole sama liigi erinevad tived identsete omadustega,
kuna esinevad geneatilistest variatsioonidest tingitud

liigisisesed erinevused ehk tivespetsiifilised omadused.

Kdesoleva leiutise eesmirgiks on pakkuda uus  Lactobacilius
buchneri tivi Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 326350
sH0da fermenteerimise kvaliteedli %&stmiseks, silo aeroobse

stabiilsuse ja sidilimisaja pikendamiseks.

LEIUTISE OLEMUS

Leiutis k&sitleb isoleeritud mikroorganismi tlive
Lactobacillius buchneri BicCC 203 DSM 32650, nimetatud
mikroocrganismi sisaldavat sbota, st6dalisandit Jja
kompositsiooni. S56&daks véib olla fermenteeritud s&6t, nt
silo. S6&daks vdib olla raskestl sileeritav, madala kuivaine-
sisaldusega (£ 20 protsenti) s&6t. Soddalisandiks on nditeks
silokindlustuslisand (silage additive). Kompositsiconi
teisteks koostisosadeks +v&ivad olla wvajalikud abiained.
Nimetatud mikroorganismi saab kasutada liofiliseeritud kujul.
Mikroorganismi Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650

abil tagatakse s64da asroobne stabiilsus.
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Nimetatud mikroobitlve saab kasutada sééda fermenteerimiseks
Jja fermenteerimise parandamiseks, s68das piimhappe Ja
d2dikhappe kontsentratsiconi suurendamiseks, pH alandamiseks

ja seelsdbi s8&das toitainete kadude vihendamiseks.

Tuginedes antimikroobsete omaduste uuringutele, surub
Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 alla mittesoovitud
mikroorganismide (patogeensete mikroorganismide ning pidrm- ja
hallitusseente) toimet. Nimetatud enteropatogeenideks on
Staphvlococcous aureus, Staphvlococcus saprophyticus,
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis,

Entercococcus faecalls, Escherichia coli, jt.

Leiutise objektiks cn ka meetod s&oda sdilimisaja
plkendamiseks, kus fermenteerimisel lisatakse sdodale
mikroorganismi ZLactokbacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650.
Eelnimetatud tive kasutamise korral on selle sisaldus 1x105-

1x10% pmii/g fermenteeritava s&dda kohta.

TUOVE KIRJELDUS
MikroobitlUvi ILactobacillus buchneri BRioCC 203 DSM 32650

isoleeriti loomulikul teel, st ilma lisanditeta kddrinud
kérge kvaliteediga maisisilost {Zea mays L.} Testis.
Siloproovi kvantitatilvse laktobatsillaarse koostise

vdljaselgitamiseks tehti materjalist lahjenduste rea meetodil
alaneva tiheduse astmetega suspensioon peptoonvees (Sigma-
Aldrich, Prantsusmaa) ning <tehti valjaktilvid MRS-agarile
{de Man Rogosa Sharpe’i agarile) (Bioclife, Itaalia), mida
inkubeeriti temperatuuril 37 kraadi mikroaerccbses keskkonnas
(10 protsenti COp) {termostaat AMCO-18AIC [UATAN Zanvyo
Electronic Co, Ltd, Jaapan) 483 tundi. Valjakasvanud
mikroobipesad kirjeldati, 1loendati Ja madrati mikroobide
Uldhulk. Mikrocbide morfoloogia kirjeldamiseks tehti Grami

jérgi vdrvitud preparaadid Ja mikroskopeeriti. Leiutise
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objektiks olev tivi Lactokacillus kuchneri BioCC 203 DSM
32650 isoleeriti ILactobacillus spp iselocmuliku pesa- 3ja
rakumorfoloogia alusel. Jidrgnes provisoorne Ja seejirel

tédpsem identifikatsicon, mida j&rgnevalt kirjeldatakse.

Tive Lactobacillus buchneri BioCC 203 DsSM 32650 kultuur-
morfoloogilised tunnused mddrati MRS-agar- ja puljongsédtmes
{Biolife, Itaalia) kasvatamise jiZrgselt.

Lactobacillus buchneri BRBioCC 203 DSM 32650 on korrapdrase
kujuga eosteta, liikumatu Gram-positiivne pulkbakter. Tema
Uksikrakud asetsevad  harilikult {dksikult v8i l1ihikeste
ahelatena. MRS puljcongis kultiveerimisel vdivad esineda

pikenenud rakud.

Flisicloogilis~biokeemilised tunnused

Mikrocbitlive Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650
kultiveerimiseks on scbivaim MRS-puljcong, milles peale 48
tundi 37 kraadi juures mikrcaercobset vd1 anaerccbset
inkubeerimist ilmneb Uhtlaselt hi#gune kasv. Mikroaercobses
(10 protsenti  COy) vd1  anaeroobses (COs/Ns/Hy: 5/90/5
protsenti} keskkonnas on mikroobipesad hallikasvalged, 1,5-2
millimeetrit, lamedad, 1ldikivad, poolldbipaistvad, kareda
tekstuuriga ja ké&rgenenud keskosaga.

Mikreookitivi ILactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 on
obligaatselt heterofermentatiivne, katalaas- ja
oksitidaasnegatilvne, hidrelilisib arginiini Ja produtseerib

glikoosi fermentatsiconil sisinikdioksiidi.

Mikroobitiive Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650
optimaalne kasvutemperatuur on 37 kraadi, paljuneb ka 15
kraadi juures, vahesel médral kasvab 45 kraadi Fuures. Tive

kasvatamiseks optimaalseim pH vahemik on 5,7-6,2.
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Mikroobitivi Lactobacillus buchneri BiolC 203 DSM 32630
samastati kui Lactobacillus  buchneri, kasutades MALDI
Biotyper it (Bruker Daltonik).

Lactobacillus buchneri tivi BioCC 203 deponeeriti
mikroorganismide patendiekspertiisiks deponserimise
rahvusvahelise tunnustamise Budapesti lepingu kohaselt
kultuurikollektsioonis Deutsche Sammlung ven Mikroorganismen
und Zellkulturen CGmbH 25. septembril 2017 numbri all D3M
32650.

Resistentsus antibkicotikumidele

Metoodika: ILacteckacillus buchneri tive BioCC 203 DSM 32650
antibicotikumitundlikkust testiti anaerocbsetes {(COz/N2/Hz:
5/90/5 protsenti) tingimustes 37 kraadi Juures 48 tunni
Jooksul vastavalt IS010932: 2010 standardile kasutades VetMIC
Lact-1 ja VetMIC Lact-2 plaate (3VA Riiklik
Veterinaariainstituut, Uppsala, Rocotsi). TlUvede Lactobacillius
buchneri minimaalseid inhibeerivaid kontsentratsiocne (MIK]
vdrreldi Eurocopa Toiduohutusameti (EFSA) poolt esitatud MIK-1

plirvdirtustega.

Tabel 1. ILactebacillus bucneri BioCC 203 DSM 32650 ja
Lactobacillus bucneri BioCC 228 DSM 32651 poolt
antibicotikumide minimaalsed inhibeerivad kontsentratsioonide

{(MIK) vaartused {(mg/L)

Antibiootikum Lactobacillus|{Lactobaciliusg) Minimaalsed

bucneri bucneri inhibeerivad

BioCC 203 DSM|BioCC 228 DSM| kontsentratsi

32650 32651 oonid (mg/L)
MIC (mg/L) MIC (mg/L) *
Ampitsilliin 0,5 0,03 2
Gentamitsiin 0,5 0,5 16
Streptomitsiin 2 0,5 64
Erfitromiitsiin 0,06 0,016 i
Klindamiitsiin 0,06 0,03 1
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Tetratsikliin 8 2 8
Kloramfenikool 4 0,25 4
Kanamiitsiin 2 2 32
*EFSA 2012. Guidance on the assessment of  bacterial

susceptibility to antimicrobials of human and veterinary

importance. EFSA Journal 2012, 10(6), 2740.

Sésdalisanditena kasutatavate mikrcobide hindamiseks
klassifitseeritakse tived vastuvdtliikeks vdi resistentseteks
antimikroobsete ainete suhtes:

Tundlik (S): bakteriaalne tivi on mddratletud kui
vastuvdtlik, kui see on inhibeeritud spetsiifilise
antimikrookse aine kontsentratsioconiga, mis on vdrdne v&i

vaiksem kehtestatud piirviadrtusest (8 € xmg / L).

Resistentne (R): bakteritiivi on midratletud kui resistentne,
kui seda ei inhibeeri spetsiifilise antimikroobse aine
kontsentratsioon, mis on k&rgem kui kehtestatud piirvidartus
(R> x mg / L).

Tuvede Lactobacillus buchneri tivede BioCC 203 DSM 32650 3ja
BioCC 228 DSM 32651 antibiootikumide tundlikkuse tulemused on
esitatud Tabelis 1. Lactobacillus buchneri tiivede BicCC 203
DSM 32650 ja BioCC 228 DSM 32651 minimaalsed inhibeerivad
kontsentratsioconid ei dletanud EFSA poclt esitatud

hetercfermenatiivsete laktcbatsillide MIK~i piirvadrtusi.

TUVE FUNKTSIONAALSED OMADUSED

Katse eesmidrk oli uurida tilived ILactobacillus buchneri BioCC

203 DSM 32650 véimet kasvada erinevate suhkrure manulusel.

Metoodika: 24 tunni vanused MRS~agaril (Biolife, Itaalia)
kasvatatud TLactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 da
Lactobacilius buchneri BioCC 228 DSM 32651 kultuurid
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suspendeeriti peptocnveas McFarlandi tiheduse standardi nr 5
jargi (1,5 x 10°% mikroobi/ml), kilvati l1dpptihedusega 5 x 10°
mikroobi/ml modifitseeritud MRS-puliongisse, mis sisaldas 20
g/L kas glikoosi, frukteoocsi, trehhalcosi, ksliloosi, maltoosi
v&1 glitkoosi, fruktocesi ja trehhalcosi segu vahekorras 1:1:1,
suhkrute igppkontsentratsiocniga 209/L. Suspensioone
inkubeeriti termostzadis mikroaeroobselt (10 protsenti C0;)
ja anaerocbselt (CO;/N:/Hz: 5/90/5 protsenti) 25 kraadi duures
24, 48 Ja 72 tundi. Anaeroobse keskkonna puhul redutseeriti
566de enne katse algust 24 tunni Jjooksul. Katse Jjooksul
mddrati tivede iduarv, arvutati saagis, generatsiconide arv

(n) ja kasvukiirus (V) j&rgnevalt:

saagis = log Ni;— log DNy us N; on bakterite arv mingil
ajamomendil; Ng on bakterite arv 0 ajamomendil;
N = log Ni-log Ny / log 2, kus N; on bakterite arv mingil
ajamomendil; Ny on bakterite arv 0 ajamomendil;
V = log Ni-log Ng / 0,301 x t, kus kus N; on bakterite arv
mingil ajamomendil; Ny on bakterite arv 0 ajamomendil Jja t

tdhistab konkreetset aega.

Tuvi Lactobacilius buchneri BioCC 203 DSM 32650 oli fiihe
generatsiconi vdrra kilrema kasvuga esimese 24 tunni dookul
glikoosi, fruktoosi, ksiloosi ning glikoosi, fruktoosi Ja
trehhaloosi segu sisaldavas sdotmes mikrocaeroobsel
kultiveerimisel vérreldes tiivega Lactobacillus buchneri BioCC

228 DSM 32651 (Tabel 2}.

Tabel Z. Erinevate suhkrute mdiju Lactobacillus buchneri BloCC
203 DSM 32650 ja Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651
kasvudinaamikale mikroaerocbhsel {10 protsenti COsz)

kultiveerimisel 25 kraadi juures 24, 48 ja 72 tundi



10

15

20

EFE 05825 B1

14
Saagis n v
0 - | 24t - 48 - 0 - 24t - 48 - 0 - 24 - 48 -
24t 48t 72t 24t 48t Fas 24t 48t 72t
203G | 1,64 1,75 0,41 5,45 5,81 1,36 0,23 G,24 0,086
228G | 1,43 1,33 C,3 4,76 5,08 1 0,2 0,21 0,04
203F 11,54 1,87 G,16 5,12 6,21 0,53 0,21 0,26 6,02
228F 11,24 1,76 0,02 4,12 5,85 0,07 0,17 0,24 G
203T 1,6 0,31 G,14 5,25 0,96 ¢, 5 0,22 0,04 0,02
228T | 1,58 0,29 0,15 5,32 1,03 0,47 0,22 0,04 0,02
203M | 1,23 2,08 0,13 4,09 6,91 0,43 0,17 0,29 0,02
228M | 0,91 1,9 0,32 3,02 8,31 1,06 0,13 0,26 0,04
203X 11,26 2,01 0,03 4,19 6,68 0,1 0,17 0,28 0
228¥ | 1,48 1,73 0,13 4,82 5,75 0,43 C,2 0,24 0,0z
203Ma | 1,98 a,9 0,51 6,58 2,99 1,68 0,27 0,12 ¢, 07
228Ma | 1,92 1,01 0,43 6,38 3,36 1,43 0,27 0,14 6,086
n-generatsioonide arv; V-kasvukiirus; G~MRS~puljong
glikoosiga; F-MRS-puliong fruktoosiga; T-MRS-puljong

trehhalcosiga; M-MRS-puljong glikoosi-fruktoosi~trehhaloosi

seguga; X-MRS-puljong ksitloosiga; Ma-MRS-puljong maltocsiga

Anacroobsel kultiveerimisel esimese 24 tunni Jooksul oli
Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 3265C keskmiselt kahe
generatsiooni vorra kiirema kasvuga fruktoosi ja gliikoosi,
frukteoosi Ja trehhaloosi segu sisaldavas sédtmes ja 48 tunni
jocksul kolme generatsiooni vdrra kiirema kasvuga gliikoosi
sisaldavas sodtmes ja ca 1,5 generatsiooni kiirem fruktoosi
ja kstloosi sialdavas sédtmes vdrreldes tiivega Lactobacillus
buchneri BioCC 228 DSM 32651 (Tabel 3).

Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 oli aeglasema
kasvuga, suutes edestada tive Lactobaciilus buchneri BioCC
203 DSM 32650 peale 48 tundi kultiveerimist fruktoosi Ja
kstilocsi ning giiikoosi, fruktoosi Jja trehhaloocsi segu

sisaldavas sédétmes.

Tabel 3. Erinevate suhkrute mdju Lactobacillus buchneri BioCC

203 DSM 32650 ja Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651
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kasvudiinaamikale ja anaeroobsel (C0z/Nz/Hz: 5/20/5 protsenti)

kultiveerimisel 25 kraadi juures 24, 48 ja 72 tundi

Saagils n YV
0 - 24t - 48 - o -~ 24t - 48 - 0 - 24 - 48 -
24t 48t 72t 24t 48¢ T2¢ 24¢ 48¢ 72t
203G 0,88 2,18 0,23 2,92 7,24 0,76 0,12 0,3 G,03
228G 1,11 1,26 0,78 3,69 4,19 2,59 0,15 0,17 0,11
Z03F 1,51 1,37 ¢,02 5,02 4,55 0,07 0,21 0,19 0
228F 0,82 0,86 1,08 2,72 3,19 3,59 0,11 0,13 G,15
2037 2,25 0,18 4; 7,48 0,6 0 0,31 0,02 0
228T 2 0,3 0,12 6,64 1 0,4 0,28 0,04 0,02
203M 1,3 1,2 0,5 4,32 3,99 1,66 0,18 0,17 0,07
228M 0,78 1,02 1,11 2,59 3,39 3,69 0,11 0,14 0,15
203% 2,04 1,16 G 6,78 3,85 0 6,28 0,16 0
228X 1,84 0,64 0,35 6,11 2,13 1,16 0,25 0,09 6,05
203Ma 2,04 0,79 0,35 6,78 2,62 1,16 0,28 0,11 0,05
228Ma 2,05 G,78 G,2 6,81 2,59 0,65 0,28 0,11 0,03
n-generatsioconide arv; V-kasvukiirus; G-MR3~-puljong
gliikoosigay; F~MRS-puljong fruktoosiga:; T-MRS-puljong

trehhaloosiga; M-MRS-puljong glilkoosi-fruktoosi-trehhaloosi

seguga; X-MRS-puljong ksiiloosiga; Ma: MRS-puljong maltoosiga

Naide 1. Orgaaniliste hapete ja alkoholide profiil

Katse eesmark oll médrata tilvede Lactobacillus buchneri BioCC
203 DSM 32650 ja Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651
crgaaniliste hapete ja alkoholide profiil mikroaerccbses Ja

anaercobses keskkonnas kultiveerimisel.

Metoodika: 24 <tunni vanused MRS-agaril (Biclife, Itaalia)
kasvatatud Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 Ja
Lactobacillus  buchneri BioCC 228 DSM 32651 kultuurid
suspendeeriti peptoonvees McFarlandi tiheduse standardi nr 5
jargli (1,5 x 10° mikroobi/ml), kilvati MRS-puljongisse
(Biolife, Itaalia) lopptihedusega 1,5 x 10% mikrocbi/ml ning

inkubeeriti termostaadis mikroaeroobselt (10 protsenti CO;)
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ja anaerocbselt (CO,/N2/Hz: 5/90/5 protsenti) 25 kraadi juures
24, 48 ja 72 tundi.

Gaaskromatograafiliselt middrati orgaaniliste hapete ja
alkoholide profiili gaaskromatograafiga Agilent 6890A,
kasutati kapillaarkolonni CP-Wax 52 CB (30 m x 0.25 mm, 0.25
nm) . Kolonni temperatuuri programm: 75 kraadi juures 1 minut,
10 krasadi /min 115 kraadi Juures hoiti 3 minutit, 20
kraadi/min 190 kraadi juures heiti 5 min, detektor (¥ID} 280
kraadi.

Vedelikkromatograafiliselt miEdrati orgaanilisi happeid
Shimadzu Prominence HPLC System iga, kasutati iooneraldus-
kolonni. Vedelikkromatograafiga Aminex HPX~87H (300 mm x 7,8
mm) . Kolonni temperatuur oli 60 kraadi, wvoolukiirus oli 0,6
ml/min ja orgaaniliste hapete detekteerimiseks kasutati PDA-

detektorit lainepikkusel 210 nm. Analiliisiaeg oli 26 min.

Orgaaniliste hapete jaz alkohclide profiilis ilmnesid ilmekalt
tivede Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 da BioCC
228 DSM 32651 tuvespetsiifilised omadused (Tabel 3).
Lactcobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 on oluliselt
tugevam etanocli, &&dika dja pilimhappe produtseerija nii
mikroaeroobses kui anaeroobses keskkonnas kultiveerimisel.
Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 on vdimeline
anaeroobses keskkeonnas produtseerima plUruvaati (Tabel 4).
Mikrocaerocbses  keskkonnas kultiveerimisel  tarvitas  tivi
Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 esimese 24 tunni
kultiveerimise Jjooksul kasvukeskkonnast &ra ligikaudu 99,5
protsenti Ja anasgrcobses keskkonnas 87,8 protsenti
kasvukeskkonnas olemas clevast tsitraadist.

Anaeroobses keskkonnas kultiveerimisel o©li ILactobacillus
buchneri BioCC 228 DSM 32651 &ra tarvitanud 4,8 protsenti
kasvukeskkonnas olemas olevast tsitraadist. Erinevalt tivest
Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 oli Lactebacillus
buchneri BioCC 228 DSM 32651 mikroaeroobses keskkonnas
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kultiveerimisel suuteline 72 tunni jooksul produtseerima 5,9

protsenti tsitraati.

Tabel 4. Orgaaniliste hapete ja alkcholide profiil {(mg/m) MRS
ruliongis Lactobacillus bkuchneri BioCC 203 DSM 32650 Aa
Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 mikrcaeroobsel (10
protsenti COz) Ja anaseroobsel (CO,/Nz/Hpz: 5/90/5 protsenti)

kultiveerimisel 24, 48 ja 72 tunni joeooksul 25 kraadi juures

Lactobacillus buchneri Lactobacillus buchneri

BioCC 203 DSM 32650 BicCC 228 DSM 32651

Mikroaerocbhne Anasrcobne Mikreoaeroobne Anaeroobne

keskkond keskkond keskkond keskkond

24 t

48 t

T2t

24 t

48 t

72t

24 t

48 ¢

72t

24 t

43 ©]172 t

piimhape

2,65

8,22

8,07

2,85

8,21

8,158

G, G0

0,00

7,79

2,76

4,96,2,76

dddikhape

0,63

1,25

1,29

0,61

1,38

1,25

0,47

0,62

0,54

0,01

0,2810,33

etanocl

0,59

3,91

4,02

0,58

4,69

4,36

0,03

0,03

0,02

0,00

0,0010,00

pliruvaat

a,00

0,00

0,00

0,00

0,00

Q,00

0,00

0,00

0,00

0,72

1,36(1,25

10

15

20

25

Ndide 2. Orgaaniliste hapete Jja alkoholide profiil maisi

suprenatandls

Katse eesmirk oli m&&rata tlvede Lactobacillus buchneri BioCC
203 DsSM 32650 ja Lactebacillus buchneri BioCCT 228 DSM 32651
orgaaniliste hapete ja alkcholide profiil taimse materjali
fermenteerimise kiigus.

Metcoodika., 226 g vegetatiivses kasvufaasis (V6-V8) maisitaimi
(Zea mays L.) hakiti, homogeniseeriti veega laboratcorses
segistis Bagmixer 400 {(Interscience, Prantsusmaa) 6 minuti
jooksul, filtreeriti, tsentrifuugiti toatemperatuuril 5000
rem 10 minuti jooksul Jja steriliseeriti 121 kraadi juures 5
minuti Jooksul.

24 tunni wvanused MRS-agaril ({(Biclife, Itaalia) kasvatatud

Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 ja Lactobacillus
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buchneri BioCC 228 DSM 32651 kultuurid suspendeeriti
peptoonvees McFarlandi tiheduse standardi nr 5 jdrgi (1,5 x
10°® mikroobi/ml), kilvati maisitaimede supernatanti
lépptihedusega 1,5 =x  10%° mikroobi/ml ning inkubeeriti
termostaadis mikroaeroocbselt (10 protsenti CO;) 25 kraadi
juures 24, 48 ja 72 tundi.

Gaaskromatograafiliselt madrati crgaaniliste hapete Ja
alkoholide profiil gaaskroematograaficga Agilent 68904,
kasutati kapillaarkolonni CP-Wax 52 CB (30 m x 0.25 mm, 0.25
pm} . Kolonni temperatuuri pregramm: 75 kraadi juures 1 minut,
10 kraadi /min 115 kraadi dJuures hoiti 3 minutit, 20
kraadi/min 190 krazadi juures hoiti 5 min, detektor (FID} 28C
kraadi.

Vedelikkromatograafiliselt m&drati orgaanilisi hapgpeid
Shimadzu Prominence HPLC System iga, kasutati iooneraldus—
kolonnli Vedelikkromatograafiga Aminex HPX-87H (300 mm x 7,8
mm) . Kolonni temperatuur oli 60 kraadi, wvoolukiirus oli 0,6
ml/min ja orgazaniliste hapete detekteerimiseks kasutatl PDA-

detektorit lainepikkusel 210 nm. Analiliisiaeg o0li 26 min.

Tabel 5. Orgaaniliste hapete ja alkcholide profiil (mg/m)
maisitaimede supernatandls ZLactobacillus buchneri BioCC 203
DSM 3250 Ja [ILactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651
mikroaercobsel kultiveerimisel 24, 48 Ja 72 tunni jooksul 25

kraadi juures

Lactobacillius Lactobacillius
buchneri BioCC 203 buchneri BioCC 228
DSM 32650 DSM 32851

24 ¢ 48 t 72t 24 t© 48 t 72t
piimhape 0,000 0,000 0,384 0,000, 0,000 0,000
dadikhape 0,060 0,129 0,181 0,0e62| 0,102 0,191
etanocl G,12¢ 0,395 G,653] 0,046 0,104 0,493
2,3 butaandicol 0,015 0,007 0,0047 0,007 C,011 0,005

Taimse materjali fermenteerimise katses osutus Lactobacillus

buchneri BioCC 203 DSM 32650 tugevamaks etancoli Ja ka
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piimhappe tootijaks vdrreldes Lactobacillus buchneri BioCC 228

DSM 32651 {Tabel 5},

Ndide 3. Antimikroobne aktiivsus patogeenidele

Katse eesmidrk oli testida Lactohacillus buchneri BioCC 203
DS8M 32650 dja Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651
antimikroobset aktiivsust enteropatogeenide suhtes
mikrcaerocobses 7ja anaeroobses keskkonnas kultiveerimisel 25

kraadl juures,.

Laktobatsilli tivede Lactobacillus buchneri BioCC 203 D3M
32650 Jja Lactcbaciilus buchneri BioCC 228 DSM 32651
antimikrcobsete omaduste nindamiseks patogeenide vastu
kasutati joonkiilvimeetodit (HUtt P, Shchepetova J, Loivukene
K, Kullisaar 7T, Mikelsaar M. Antagonistic activity of
probiotic lactobacilli and bkifidobacteria against entero- and

urcpathogens. J Appl Microbiol. 2006; 100(8):1324-32).

Sihtmikrcobide i1nhibitsiconi midramiseks mdddeti patogeeni
kasvuvaba tsoon millimeetrites. Analoogselt Hutt Jt (2006)
Jargil arvutati kasutatud valimi tulemuste péhial
aritmeetiline keskmine ning standardviga Ja sellest lahtuvalt

hinnati tivede antagonistlikku aktiivsust.

Tabel 6. Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 Jja
Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 antimikroobne
aktiivsus patogeenidele medifitseeritud MRS-agarsdotmel
joonkiilwvi meetodil (sihtmikrooki kasvupidurdus
millimeetrites) mikroaeroobses (10 protsenti COz) ja

anaeroobses (COy/Nyp/Hz: 5/90G/5 protsenti) keskkonnas
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Kasvupidurdustsoon {mm)
Lactobacillus buchneri Lacteobacillus buchneri
BioCC 203 DSM 32650 BioCC 228 DSM 32651
Patogeen Mikroaerocbne | Anaercobne | Mikrocaerocbne | Anaeroobne

Staphylococcus 16,5 £ 0,5 12,5 £ 0,8 14,3 £ 0,8 10,0 £ ¢,7
saprophyticus WDCM
00159
Enterococcus 13,8 + 0,4 11,8 + G, 4 14,3 £ 1,3 9,8 & 0,8
faecalis

ATCC 29212

Staphylococcus 18,8 £ 1,5 14,8 + 1,3 16,5 £ 4,8 12,8 £ 0,4
aureus

ATCC 23932

Escherichia coli 14,5 £ 0,9 15,5 ¢+ 1,5 15,8 £ 0,4 12,5 £ 1,1
DSM 1576

Salmonella i4,8 £ 0,4 15,3 £ 1,3 15,5 £ 0,5 i3,5 + 0,8
enterica subsp.

enterica serovar

Enteritidis ATCC

13076

Inhibitsiconitscon mikrocaserookses keskkonnas (mm-s): ndrk
<13,80; keskmine 13,79-17,11; tugev >17,12.
Inhibitsiocnitsoon anaeroobses keskkecnnas (m~s) : nérk

<10,67; keskmine 10,66-14,94; tugev >14,95

Mikroasroobses keskkonnas omasid mdlemad tiived vérdselt
tugevat antimikrcobset toimet {Tabel 6} . Anaerocbses
keskkonnas omas Lactobacillugs buchneri BioCC 203 DSM 32630

ménevdrra tugevamat toimet testitud patogeenide suhtes.

NZide 4. Antifungazalne aktiivsus

Katse eesmidrk oli hinnata Lactobacillus buchneri BioCC 203
DSM 32650 Ja ILactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651
supernatandi toimet maisisilost iscoleeritud p&rmseente vastu

auk-difusiocnimeetodil agarséddtmel.
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48 tunni vanusest lazktobatsillikultuurist valmistati
suspensioon peptoonvees vastavalt McFarlandi tiheduse
standardile nr 3 (1,5 x 10% mikroobi/ml), kiilvati MRS~
puljongisse (Biolife, Itaalia) ldpptihedusega 1,5 =z 106
mikrooki/ml ning inkubeeriti mikroaeroobselt {10 protsentil

COz} Ja anaeroobselt(CO2/N./H>: 5/90/5 protsenti) 25 kraadi

juures 48 ja 72 tundi. Mikrcocobirakud eenmaldati
tsentrifuugimisel (4500 rpm, 10 min) . Supernatant
steriliseeriti filtreerimise teel ja kontsentreeriti

liofiliseerimisel. Luofilisaat resuspendeeriti 10-kordses 10
mM  d3dikhappes. Kuus maisisilost iscleeritud metsikut
pidrmitive kidlvati thtlase kihina PCA-3ddtmele (Plate Count
Agar; Liofilchem srl, Itaalia). S¢&tmesse 1digati steriilselt
& millimeetri suurused augud, millesse lisat 100 ul
steriilset supernatanti. Peale inkubeerimist 25 kraadi juures
hinnati kasvupidurdustsconi laiust jérgnevalt: - —foimet ei

esine, + nérk toime, pdrmi kasv hdiritud, ++ pirmi kasv

pidurdunud, ndhtav selge pidurdustsoon, -+ parmi kasv

tugevasti pidurdunud, nihtav lai selge pidurdustsoon.

Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 pocolt
predutseeritud antimikroobsed itithendid inhibeerivad taimset
pdritolu parmseente kasvu tugevamalt vdérreldes tlivega
Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650. Lactobacillus
buchneri BioCC 228 DSM 32651 tekitas juba 48 tunni Jooksul
pdrmide kasvu tugevasti inhibeerivaid (hendeid, tekitades
agarsddtmel laia selge pidurdustsooni supernatanti sisaldava
augu umber, samas kui tive BioCC 203 supernatant vaid hdiris

parmide kasvu.

Ndide 5. FKasvudiinaamika taimse materiali fermenteerimise

kaigus
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Katse eesmirk oli uurida tivede ILactobacillus buchneri BioCC
203 DSM 32650 ija Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651

kasvudinaamikat taimse materjali fermenteerimise kdigus.

Metoodika. 226 g vegetatiivses kasvufaasis (V6-VE) maisitaimi
(Zea mays L.) hakiti, homogeniseeriti wveega laboratoorses
segistis Bagmixer 400 (Interscience, Prantsusmaa) 6 minuti
jooksul, filtreeriti, tsentrifuugiti toatemperatuuril 5000
rpm 10 minuti jecoksul ja steriliseeriti 121 krazadi juures 5
minuti jooksul.

24 tunni wvanused MRS-agaril (Biolife, Itaalia) kaswvatatud
Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 -Ja Lactobacillus
buchneri BioCC 228 DSM 32651 kultuurid suspendeeriti
peptoonvees McFarlandi tiheduse standardi nr 5 jargi (1,5 x
109 mikrocbhi/ml}, kilvati maisitaimede supernatanti
1&épptihedusega 1,5 x 10% mikroobi/ml ning inkubeeriti
termostaadis mikroaeroocbselt (10 protsenti COz) 25 kraadi
juures 24, 48 ja 72 tundi.

Katse Jjooksul mddrati tivede iduarv ning arvutati saagis,
generatsioconide arv (n) ja kasvukiirus (V) Jjirgnevalt:

saagis = log N; - log Ny, kus N: on bakterite arv mingil
ajamomendil; Ny on bakterite arv 0 ajamomendil;

N = log Ni-lcg Ny / log 2, kus N; on bakterite arv mingil
ajamomendil; Ny on bakterite arv 0 ajamomendil;

Vo= log Ni~log Ny / 0,301 x t, kus kus N; on bakterite arv
mingil ajamomendil; Ny on bakterite arv 0 ajamomendil Ja t

tdhistab konkreetset aega.

Tabel 7. Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 Aa
Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 kasvudiinaamika
mikroaercocbsel (10protsenti C0;) kultiveerimisel 25 kraadi

Juures 24, 48 ja 72 tundi
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Saagis n v
- 24t~ 48~ O 24t~ 48- 0- 24~ 48~
24t 48t 72t 24t 48t 72t 24t 48t 12t
203 2 1 1,04 6,6 3,3 3,5 | 0,28 0,14 | 0,14
228 |0,741 0,26 1,17 2,5 0,9 3,9 10,10 0,04 {0,106

n-generatsioonide arv; V-kasvukiirus

Maisi supsrnatandis mikrcaerocbses keskkonnas kultiveerimisel
oli tivi ZIactobacillus buchneri BicCC 203 DSM 32650 nelja
generatsiooni vdrra kiirema kasvuga esimese 24 tunni Jjooksul
ja 2,4 generatsiooni vdrra kiirem 48 tunni jooksul vdrreldes

tlivega Lactobkacillus buchneri BlcCC 228 DSM 32651 (Tabel 7}.

Naide 6. Silokindlustuslisandite L. buchneri BicCC 203 DSM
32650 Ja L.buchneri BioCC 228 DSM 32651 toime uurimine

kergestl sileeritaval taimsel materjalil

Katse eesmidrk oli hinnata silokindlustuslisandite L. buchneri
BioCC 203 DSM 32650 ja L. buchneri BioCC 228 DSM 32651 toimet
maisist (Zea mays, malisisort ,Cathy”) valmistatud silc
(kuivaine sisaldus D4 30 protsenti) fermentatsiooni

kvaliteedile ja aeroobsele stabiilsusele.

Katse viidi 1labi 1,5 liitristes laboratoorsetes silomahutites

hekseldatud vahakiipsuses haljasmaisica.

Viidi 1labi jdrgmised uuringud: pH-taseme ja fermentatsiooni
kvaliteedi m&&ramine 80  pieval. Tehti kaks aerochse
stabiilsuse katset. Esimene katse tehti pirast 4%9-pdevast
sdilitusaega kahe aeroobse stressiga (24 tunni Jjdrel, 28.
pideval ja 42. piaeval). Aeroobse stabiilsuse katse viidi libi

kontreollitud temperatuuriga ruumis ligikaudu 20 kraadi
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juures. Temperatuurid fikseeriti iga 4 tunnli jdrel seadmetega

P5-ES5 Datalogging systen.

Algmaterjali keemiline koostis on esitatud tabelis 8.

Tabel 8. Algmaterjali keemiline koostis

Ngitaja Maisisort “Cathy”
09.10.2017

Kuivaine (DM), g/kg 339

Toortuhk, g/kg DM 30

Toorproteiin g/kg DM 71

Toorrasv, g/kg DM 25

Tocorkiud, g/kg DM 181

Tocortidrklis, g/kg DM 328

Veas lahustuvad stsivesikud (WSC), 87

g/kg DM

Nitraat, mg/kg DM 587

Puhverdusvdime (BC), g piimhape/kg DM |23

Fermentatsiconi koefitsient * 64

* DM protsent + (8x(WSC/BC))

L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 ja L. buckneri BioCC 228 DSM
32651 1lisamine pdhjustas &idikhappe Ja 1,2-propaandicolil

clulise tdusu vdrreldes kontrollsiloga (tabel 9}.

Takel 9. Maisisordist ,CathyY mikroorganismide I. kuchneri
BioCC 203 DSM 32650 +ja L. buchneri BioCC 228 DSM 32651 abil

valmistatud silode keemilise koostise, toiteviddrtuse ning

fermentatsioconi kvaliteedi néitajad peale 90-paevast
sdilitamist

L. buchneri L. buchneri
Nditaja Kentroll RBioCC 203 BioCC 228 DSM

DSM 32650 32651
Kuivaine, % 34,6 34,5 35,5
Toorproteiin, % 6,9 7,0 7,1
Toortuhk, % 3,2 3.3 3,4
Toorkiud, % 20,1 20,9 20,7
Toortidrklis, % 31,5 29,8 30,4
Etancol, g/kg 10 10 10

Aidiknhape, g/kg 12 19 19
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Propiconhape, ¢/kg n.d. n.d. n.d.
Palderjanhape, g/kg
L. buchneri L. buchneri

NEitaja Kontroll BioCC 203 BioCC 228 DSM

DSM 32650 32651
Piimhape, g/kg 79 67 65
1,2-propaandiccl, | . .
g/kg
pH 3,7 3,8 3,8
Ammoniaak~-N dld N- 7,7 7.7 g 1
st, % !

n.d.- el maaratud

Pidrast 4%-pdevast sdllitamisperiocodi 1dbi viidud aeroobse
stabiilsuse testis olid L. bkuchneri BioCC 203 DSM 32650 ja L.
buchneri BioCC 228 DSM 32651 abkil valmistatud siled
kontrollsiloga vdrreldes oluliselt stabiilsemad (ligikaudu 2
kuni 2,5 péeva vdrra), kontrell: 3,9 pideva vs L. buchneri
BioCC 203 DSM 32650: 6,3 pdeva Jja L. buchneri BioCC 228 DSM
32651: 5,8 pdeva.

Sdilitamisaja pikendamisel 90 pdevanl suurenes aeroobne
stabiilsus kontrolisilol 7,9 pdewva, L. buchneri BioCC 203 D3M
32650 abkil wvalmistatud silos 10,6 pdeva Ja 11,4 paeva L.
buchneri BioCC 228 DSM 32651 abil valmistatud siles. Erinevus
L. buchneri BiocCC 203 DSM 32650 puhul alla kolme paeva Jja L.
buchneri BioCC 228 DSM 326531 puhul tle kolme pdeva oli

statigtiliselt oluline.

Nidide 7. Sileokindlustuslisandite L. buchneri BioCC 203 DSM
32650 ja IL.buchneri BioCC 228 bDSM 32651 toime uurimine

raskesti sileeritavale materjalile

Katse eesmdrk oli hinnata iscleeritud tervikkoristatud madala
kuivainesisaldusega (£ 20 protsenti) maisist (Ze2a mays,
maisiscrt “Dorka’) mikroorganismi tiuvede L. buchneri BiolC

203 DSM 32650 Jja L.buchneri BioCC 228 DSM 32651 abil
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valmistatud silo fermentatsiocni kvaliteeti Jja aerocobset

stabiilsust.

Tlvesid L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 ja L. buchneri BioCC
228 DSM 32651 lisati sileeritavale materjalile wvesilahusena
kontsentratsioonis 1x10° pmi/g sileeritava taimse materjali
(s&dda) kohta. Koik katsevariandid (kentrollsilod,
plimhappebakteri tiivedega L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 ja
L.  buchneri BioCC 228 DSM 32651 wvalmistatud silod Ja
silokindlustuslisandita valmistatud kontrollsilod} wvalmistati
viies korduses. Katsesilod avatil peale 20 paevast
sileerimist.

Algmaterjall keemiline koostis on esitatud tabelis 10.

Silo aercobse stabiilsuse katse viidi 13bi peale 90 pdevast
sdilitamist Honig’i poolt kirjeldatud meetodil (Honig, H.,
1990: Evaluation of the aerobic stability. In: Proceedings of
the Eurcbac Conference, Swedish University of Agricultural
Sciences, Uppsala/Sweden, Special Issue) . Sile loeti
aeroobselt ebastakbiilseks, kui selle gecmeetrilisest
keskpunktist md&ddetud temperatuur dletas 3 kraadi vdérra
ambientset temperatuuri. Temperatuuri muutuseid ajas mdédeti
9 pideva (216 tunni) vdltel. Ruumi (ambientse temperatuuri) Ja
katsesilode temperatuurid fikseeriti iga tunni aja tagant
seadmetega Comet Temperature Data Logger S0141.

Siloproove analilsiti tdldtunnustatud metoodikate jargi (AOAC.
2005. Official methods of analysis of ACAC Internaticnal,
18t ed, Association of Cfficial Analytical Chemists
International, Gaithersburg, MD, USA).

Kuivainesisalduse maidramisel kuivatati siloproov termostaadis
130 kraadi Jjuures konstantse kaaluni. Toortuha sisalduse
leidmiseks pdletati siloproovi kuus  tundi muhvelahjus
temperatuuril 550 kraadi. Proteiinisisaldus médrati
analiUsaatoriga Kjeltec™ 2300 Kjeldhali meetodil (Nx6,25).

Toorkiud m&ddrati W. Hennebergi ja F. Stohmanni metoodika
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jdrgl. Silos sisalduvate Thapete Ja etancolli sisalduse
méddramiseks kasutati gaaskromatograafi Agilent T890A.
Ammoniaaklammastiku sisaldus tldléammastikust mdarati

anallisaatoriga Kijeltec™ 2300. Silo happesus midrati pH-

meetriga Hanna Instruments HI 2210,

Tabel 10. Algmaterjall keemiline koostis

Maisisort ‘"Dorka’

Naitaja 203.10.2017

Kuivaine, % i9,5

Kulvaines:

Toorproteiin, % 9,0

Tocortuhk, % 4,8

Tocorkiud, % 22,3

Tcocorrasv, % 2,1

Lammastikuta ekstraktiive 61,7

ained, %

Kaltsium, g/kg 3,3

Fesfor, g/kg 3,4
Kbikide silode kuivainesisaldus oli £18% (Tabel 11). Siiski

¢lid maisisordist ‘Dorka’ ja L. buchneri tivega BioCC 203 DSM
32630 v&i L. buchneri tivega BioCC 228 DSM 32651 wvalmistatud
silod heade fermentatsiooniniditajatega (Tabel 11). Piimhape
0li domineeriv hape k&ikides silodes. ZI. buchneri tivega
BioCC 203 DSM 32650 valmistatud silodes oli kdrgem didikhappe
ja 1,2-propaandicoli kontsentratsicon vdrreldes L. buchneri
tivega BioCC 228 DSM 32651 valmistatud silo ja
kontrollsiloga. Etancoli sisaldus kdikides silodes oli madal

(4.1 kuni 8.6 g / kg).

Tabel 11. Maisisordist ‘Dorka’ mikroorganismide L. buchneri
BioCC 203 DSM 32650 ja L. buchperi BioCC 228 DSM 32651 abil

valmistatud silode keemilise koostise, toitevidrtuse ning
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fermentatsiooni kvaliteedi nditajad peale 90-p3evast
sdilitamist
L. buchneri| L. buchneri
Nditaja Kontroll BioCC 203 BioCC 228
DSM 32650 DSM 32651
Kuivaine, % 18,0 17,8 17,8
Kuivaines:
toorproteiin, % 9,6 9,7 9,5
toocrtuhk, % 5,3 5,5 3,6
toorkiud, % 23,9 24,3 24,4
toorrasv, % 2,7 2,7 2,7
lémmastikuta 58,5 57,9 57,8
ekstraktiivained, %
kaltsium, g/kg 4,1 4,1 4,3
fosfor, g/kg 3,6 3,7 3,7
Metabolliseeruvw 10,3 10,3 10,3
energia, MJI/kg
Metaboliseeruv 76 76 76
proteiin, g/kg
Vatsa proteiini -33 -32 -34
bilanss, g/kg
Orgaanilise aine 68 &8 68
seeduvus, %
Etanool, g/kg 5,7 4,1 4,6
Addikhape, g/kg 33,3 44 .3 41,2
Propioonhape, g/kg 0,1 0,1 0,1
Palderjanhape, g/kg ¢,0 ¢,0 0,0
Véihape, g/kg c,0 0,0 g,0
Plimhape, g/kg 85,5 83,0 84,8
Kokku happeid 118,8 127,3 126,1
1, 2-propaandiocl, g/kg 5,4 20,5 16,7
2,3-butaandiocel, g/kg 1,5 1.4 1,5
pH 3,6 3,6 3,6
Ammoniaak-N {ild N-st, % 4,7 4,7 4,7
Aerochne stabiilsus, h 149 217 217

Sileeritava materiali ja malsisile fermentatsioocni kvaliteedi
mikrobiolocogilised nditajad on egitatud tabelis i2.
Hallituste hulgad olid sileeritavas materjalis suhteliselt

kdrged, klostriidide jaz pé&rmide tase oli alla mé&rmispiiri.
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Tivega L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 vdi L. buchneri BioCC
228 DSM 32651 wvalmistatud siloproovid sisaldasid viga suurtes
hulkades piimhappebaktereid (>8,0 1logy, pmi/g silos) Ja
siloproovides demineerisid lisatud tlived endogeensete
piimhappebakierite Ule. Piimhappebakterite hulk kontrollsilos

oli 4.56 logy pmil/g silos.

Tabel 12. Fermentatsioconi  kvaliteedi mikrobioloogilised
nditajad algmaterjalis ja L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 vai
L. buchneri BioCC 228 DSM 32651 abil maisisordist Dorka

valmistatud siloproovides

Algmaterjal | Kontroll L. buchneri| . buchne-
BioCC 203 | ri BioCC
Naitaja DSM 32650 228 DSM
32651
Kesk~- | 8D Kesk—- | SD | Kesk- SD Kesk- | 8D
mine, mine, mine, mine,
Logag 1ogig logsg L1ogso
Piimhappe- 3,80 | 0,32 14,56 0, 8,3 g,0 8,25 10,5
bakterid 02 3 5
Parmid <ok el <2* * % <2 * <2 il
Hallitused 5,78 0,7 <ZF * % <D* * & <2 * &
Clostridium <4 il <PF * % <2 * K <2 F * %
sppR.

*~ allpool mddramispiiri

**~ e2i ole arvutatav

3ilc aeroobse stabiilsuse katses 1liks kontrollsilodest
kuumaks neli silo viiest. Keskmiseks aeroocbseks stabiilsuseks
kujunes 149 tundi (s.t 6,2 pdeva). Tivedega L. buchneri BioCC
203 DSM 32650 ja L. buchneri BioCC 228 DSM 32651 wvalmistatud
silod clid aeroobselt stabiilsed katse 1&puni, s.t 217 h (s.t
9,04 pdeva). Seega algmaterjalist tivedega L. buchneri BioCC
203 DSM 32650 ja L. buchneri BioCC 228 D3M 32651 valmistatud

silo zerocobne stabiilsus pikenes 2,84 pieva vérra.



10

EE (5825 B1

30

Kokkuvdtteks., Tluved L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 ja L.
buchneri BioCC 228 DSM 32651 osutusid raskesti sileeritavast
materjalist valmistatud silos vaga JBulise kasvuga
juuretisteks. L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 ja L. buchneri
BioCC 228 DSM 32651 kasutamine suurendas madala kuivaine
sisaldusega (£ 20 protsenti) silos piimhappesisaldust,
inaktiveeris mikroobide ja pidrmide aktiivsust, kaitstes silo
kuumenemise eest ja seeldbl parandades siloc aeroobset
stabiilsust parast 3ilo avamist, pikendadeas silo

sdilitusaega.
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PATENDINGUDLUS

Isoleeritud mikroorganismi tivi Lactobacillus buchneri

BicCC 203 DSM 32650.

2. Mikrccrganism wvastavalt opunktile 1 lﬁofiliseeritud
kujul.

3. Kompositsiocon, mis sisaldab punktidele 1 vdi 2 vastavat
mikroorganismi.

4. Mistahes punktile 1-2 wvastavat mikroorganismi tiive
sisaldav s&o6t.

5. 866t wvastavalt punktile 4, milleks on fermenteeritud
sGot, nt silo.

6. Mistahes punktile 1-2 vastava mikroorganismi kasutamine
sdddalisandina.

7. Mistahes punktile 1-2 vastava mikroorganismi kasutamine
silo aeroobse stabiilsuse tagamiseks.

8. Mikroorganismi kasutamine vastavalt punktile 7,
kusjuures silo on valmistatud madala kuivaine
sisaldusega (£ 20 protsenti) soddast.

9. Mistahes punktile 1-2 vastava mikroorganismi kasutamine
s&dda fermenteerimiseks.

10. Uht v86i mitut mistahes punktidele 1-2 wvastavat
mikroorganismi sisaldav kempositsioon kasutamiseks
s68da fermenteerimise parandamiseks, s66das piimhappe
ja ° dadikhappe kontsentratsioconi suurendamiseks, pH
alandamiseks ja seelabi s&ddas toitainetekadude
vihendamiseks,

11. Mistahes punktiie 1-2 vastava mikrocrganismi

kasutamine s38da fermenteerimisel patogeensete
mikroobide toime allasurumisel Jja pérmseente kasvu
pidurdamiseks, mis seisneb mistahes punktile 1-2
vastava mikroorganismi lisamises fermenteeritavale

sGbdale.
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12. Mikroorganismi kasutamine vastavalt punktile 11,
kus patogeenseteks mikroobideks on enteropatogesnid.

13. Meetod s88da sd8ilimisaja pikendamiseks, kus sdédale
lisatakse enne fermenteerimist mistahes punktile 1-2

vastavat mikrcorganismi.
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