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{54) Mikroorganismi tiivi Lactebacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 ja selle kasutamine

(57) Lefutis kisitleb isoleeritud milwoorganismi tive Lactobactllus buchneri BioCC 228 DSM 32651 ja selle kasutamist
soodalisandina. Tiive kasutatakse raskesti sileeritava, madala kuivaine sisaldusega (<20 protsenti) sodda acroobse stabiilsuse
tagamiseks, fermenteerimise parandamiseks, séédas piimhappe ja aadikhappe kontsentratsiooni suurendamiseks, pH alandamiseks
ja seclabi soodas toitainete kadude vihendamiseks. Mikroorganism surub séodas alla patogeensete mikroorganismide ning pdrm-
ja hallitusseente toimet. Ttivede abil saab pikendada raskesti sileeritavast materjalist vaimistamd sddda sailimisaega.

(57) The invention provides the isolated microorganism strain Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 and its use as
microbiological feed additive. The strain is used for ensuring aerobic siability of feed with low dry matter content (<20 percentage)
and improving fermentation of feed, for increasing the concentration of lactic and acetic acids in feed and for reducing pH, hence
decreasing the loss of mutrients in feed. Usapge of the microorganism in enmsiling suppresses the funciion of pathogenic
microotganisms (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 2ZZ8 DSM
32651 JA SELLE KASUTAMINE

TEHNIKAVALDKOND

Leiutis kuulub biotehncloogia valdkonda ning leiab kasutamist
s&dda valmistamisel. Leiutis kdsitleb mikzobiclcogilist
silokindiustuslisandit ning selle kasutamist s&dda aerocbse
stabiilsuse tagamiseks, fermenteerimise kvaliteedi ja seeldbi

s&dda kvaliteedi té&stmiseks.

TLHNIKA TASE
Silo toitainete sisalduse sidilitamine on vajalik alates sé8da
koristamisest Jja konserveerimisest kuni sdédda tarbimiseni

locma poolt.

Silo on fermenteeritud s65t, mis on saadud kBrge
niiskusesgisaldusega Taimse materjali sileerimisel
kontrollitud fermentatsiooni tingimustes {McDonald, E.,

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

Sileerimine on faimse loomasddda siilitamise meetod, mis
pdéhineb pilmhappelisel fermentatsioonil anaeroopsetes
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, Madiscon, Wisconsin, USA. pp. 95-139).
Silo fermentatsiconi vdib Jagada nelja faasi: 1) aerocobne
faas hoidlas peale koristamist, 2) fermentatsiconi faas, 3)
stabiilne hoiustamise faas ja 4) silo valjalaadimise faas,
kui hoidla on avatud ja silo puutub kokku Shuga. Kvaliteetse
sile valmistamisel on oluline sileeritava materjali &ige
mikrobilaalne fermentatsioon. Edukas fermentatsioon sdltub ka

heintaimede tlibist, kvaliteedist, glieaerimisprotsessis
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kasutatavatest tehnoloogilistest vitetest, ilmastikust,
scovimatute mikroorganismide {(nt klostriidide,

enteropatogeenide, listeeriate, batsillide) Jja seente (parm-
ia hallitusseened) arengust ning sileeritava materjali

kuivainesisaldusest.

Sddda looduslikku fermentatsiooni on keeruline kontrolilida,
kuna silo fermentatsiocon on mitmete erinevate keemiliste Ja
mikrobicloogiliste protsesside ning nende koosmdjude

kompleks.

Suurem osa silost valmistatakse kuivainesisalduse juures 200-
500 g/kg. Sellise sisalduse Juures on paljud taime ensitiimid
sileerimisprotsessil aktiivsed ning nels tingimustes suudavad
siles kasvada  hulgaliselt soovitud kui ka soovimatud
mikrocorganismid, parmid Ja  hallitused. Seega on  kogu
bicloogilise aktiivsuse kontrolli alla sazamine markimisviirne
valjakutse ning seda on v&imalik saavutada vaid hidsti juhitud
sileerimisprotsessi kaudu (Muck, R. E. 2010, Silage
microbiclegy and its contrel through additives. R. Bras.

Zooctec. Vel. 39. July).

Kontrollitud sileerimisprotsessis toimub  veeslahustuvate
slisivesikute fermenteerimine piimhappeks piimhappebakterite
peelt. Selle tulemusena sileeritava materjali pHE langeb
(sileeritav mass hapestub) ning see omakorda surub maha
riknemist pdhjustavate mikroorganismide elutegevuse (Qude
Eiferink, S. J. W. H., Driehuis, F., Gottschal, J. C.,
Spoelstra, S. F. 2000. Silage fermentation processes and
their manipulation. -~ Journal FAC Plant Production and
Protection No 161, pp 17-30}. Mida kiiremini langeb silc
happesus pH 4 Juurde, seda kiiremini ensimaatiline Ja
mikrobiaalne aktiivsus lakkab, 3858t muutub stabiilseks Ja

rohkem toitaineid sdilitatakse.
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Juba wvarasemalt on dokumentecritud, et silo fermentatsiconi
kvaliteeti saab oluliselt parandada piimhappebaktereid
sisaldavate lisanditega (McDonald, P., Henderson, A. R.,
Heron, S.J.E. 199%9i. The Dbicchemistry of silage. 2nd ed.
Chalcombe Publicaticns, Marlow, Bucks UK, p. 340).

Sama tdhtis, kui toltainete sdilitamine silo fermentatsiconi
ja hoiustamise faasis, on oluline sailitada silo toitained
hoidla avamisel. Silo v&ib olla eksponeeritud hapnikule nii
380tmise eesmdrgil silohoidla avamisel kui ka hoidla

katmisest tingitud vigade tagajérjel.

K&ik siled, puutudes kokku &Shuga, riknevad varem v3i hiljem
aercobsete mikroorganismide aktiivse elutegevuse tulemusena.
Lisaks m&jutavad silo aerocobset stabiilsust nii sileeritav
silokultuur ja tema koristusaegne kasvufaas, fermentatsiooni
bickeemilised ja mikrobicloogilised faktorid, silomateriali
flitsikalised ja silomajanduse  korralduslikud  faktorid,
temperatuur kui ka silokindlustuslisandi valik. Silo aeroocbse
stabiilsuse naitajaks loetakse aega, kuil kaua suudab silo
vastu panna aerocbsetele riknemisprotsessidele, st kuli kaua
plisib silo Bhu Jjuurdepiidsul kvaliteetsena. Silo aercocbset
stabiilsust hinnatakse silo temperatuuri tdusmise kiiruse
kaudu. Mida kauem piisib silo temperatuur stabiilne, st silc
temperatuur ei {tleta Umbritseva keskkonna {ambientset)
temperatuuri {ile 3°C (Komisijoni M3irus (BE0) nr 429/2008; DLG-
Richtlinien fiir die Prifung von Siliermitteln auf DLG-
Glutezeichen-Fadhigkeit Oktober 2013), seda aercoobselt
stabiilsem ja parem on silo. Enamikes aercobselt riknevates
silodes tduseb temperatuur ile ambientse temperatuuri hapete
ja veeslahustuvate siisivesikute mikrobiaalsel oksiidatsioonil

siisihappegaasiks ja veeks.

Kuigi anaeroobsetes tingimustes silo madal pH surub maha

soovimatute mikrocrganismide kasvuy, ei ole madal pH



10

15

20

25

30

EE 05834 B1
4

iseenesest piisav aercobse riknemise &rahoidmiseks. Sile
riknemine aerocbhsetes tingimustes saab alguse enamasti
pérmseentest, kes saavad kasvada ka Usna madala pH juures.
Parmid on suutelised kasvama laias pH wvahemikus (pH 3-8).
Cptimaalne pH enamike parmide kasvuks on 3,5-6,5. Kui silo
puutub hoidla avamisel kokku 8huga, sils fermentatsioonil
tekkinud happed 9t {thendid okstideeritakse aerochsete
bakterite, pdrmide ja hallituste poolt. Pdrmide elutegevuse
tulemusena tekib slsinikdicksiid ning see pdéhijustak silo
kuuméenemist, mis omakorda on otseselt kuivaine kadude
pdhjustaja (McDonald, P., Henderson, A. R., Heron, 8§.J.E.
1991, The Dbicchemistry of silage. 2nd ed. Chalcombe
Publications, Marlow, Bucks UX, p. 340).

Pérmseened kasutavad energia allikana silos olevat
jaadksuhkrut, kuid esimeses jarjekorras eelistavad piimhapet.
Seetdttu on aeroobsele riknemisele isedranis vastuvotlikud
just hésti fermenteerunud silod, milles on palju piimhapet.
Parmseente tegevuse tulemusena hakkab silo pH tdéusma ning
tekib vdimalus aktiveeruda mitmetel teistel aeroocbsetel
mikroorganismidel Jja hallitusseentel. HAasti fermenteerunud
toitaineterikka gilos aktiivse mikrobiaalse tegevuse

ilminguks on silo temperatuuri tdus.

On leitud (Ohyama, Y., Hara, 8. and Masaki, &§. (1980)
Analysis of the factors affecting aerobic deterioration of
grass silages. In Thomas, C. (ed.) Forage conservation in the
8Us. BGS Occasional Symposium No. 11, pp. 257-261. Reading,
UK: British Grassland Society.), et silo aeroobse stabiilsuse
olulised m&jufaktorid on silo kuivaine-, aadik- Jja
propioonhappesisaldus ning parm ja hallitusseente arv
silohoidla avamisel. Negatiivne seos kuivainesisalduse 7Ja
parmide osas n&itas, et suurem kontsentratsioon pdhijustas
dhuga kokku puutumisel silc temperatuuri kiirema téusu.

Seevastu dadik- Jja v&ihappe nd&itasid, et nende
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fermentatsiooniproduktide suuremat kontsentratsiconi seostati

stabiilsema siloga.

Nagu mainitud, silc madalal pE va&Artusel aerccbset riknemist
pdhiustavatele mikroorganismidele otfsest mdiju =i ole, kuid
erinev tahtsus on silc fermentatsioconil tekkinud hapetel.
Parmide kasvu inhibeerivad dissotseerumata liithikese ahelaga
rasvhapped (Pahlow G., Muck R.E., Driehuis F., Oude Elferink
S.J.W.H. and Spoelstra S.F. {(2003) Microbiology of ensiling.
In: Buxten D.R., Muck R.E. and Harrison J.H. (eds) Silage
science and technology, pp. 31-393. Madison, WI, USA: Agronomy
Publication No. 42, American Socilety of Agronomy) .
Dissotseerumata happe meolekulid on vdimelised lidbima mikroobi
rakumembraani ©passiivse difusioconi teel, mille tulemusel
vabanevad H* ioonid. See alandab rakusisest pH-d ja selle
tagajériel rakk hukkub. Millises ulatuses mingi hape silos
dissotseerub, sdltub happe dissotsatsiooni konstandist (pKa)

ja silc pH-st (Zirchrom (2011) Dissociation cecnstants of

organic acids and bases. kvailable at:
http://www.zlrchrom.com/organic.htm {accessed 3 November
2011y). A&dik- Ja propioonhape dissotseeruvad vahem kuil
pilmhape, millega on seletatav hasti fermenteerunud

piimhappelise silo vastuvdtlikus aeroobsele riknemisele.
Seevastu &dadik- Jja propiconhape on efektiivsed péErm- ja
hallitusseente inhibeerijad. V3ihappel on sarnane mndju.
Vdihappeline silo on aeroobselt stabiilne, kuid see wviitab
riknemist pdéhjustavate klostriidide aktiivsusele. Sellisel
silol on suured toitainete kaod ja kérge vdihappesisaldus
vOib loomadel pdhjustada terviseprobleeme. Propiconhapet
esineb silos harva ja viikestes kogustes ning seda
produtseerivate mikroorganismide kontsentratsioon

silokultuuridel on vaike ja nende konkurentsivdime on madal.
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Aidikhappesisaldus silos viitab heterofermentatiivsele
kd&rimisele ning kuna &&dikhape on piArmidele viga toksiline,

siis sellised silod on tavaliselt aercobselt vdga stabiilsed.

Ideaalne silo fermentatsicon véhendab fermentatsioconi kadusid
ning tagab piisava stabiilsuse sédda sdilitamisel Ja
hoidlast valialaadimisel s8otmiseks. Efektiivne
silokindlustuslisand, silo valmistamise Jja sd6tmise &ige
korraldamine mangivad vitmerolli nimetatud eesmarkide
tditmisel. Enamik silokindlustuslisandeid on valja tédtatud
sileerimise ©protsessi Jja sileeritud sédda toiteviaidrtuse
parandamiseks. Kuid silokindlustuslisanditest oodatakse, et
nad peale silo kiire fermentatsiconi ja kvaliteedi
parandamise suruksid maha ka riknemist (sh aeroobset
riknemist) pobhjustavate organismide kasvu. Peamised pdhjused
silokindlustuslisandil kasutamiseks silo aercobse stabiilsuse
parandamisel on dra hoida silo Xkuumenemine, toitainete kaod
ning loomade joéudluse langus, mis v&éib olla péhiustatud

riknenud silc s&dtmisest.

Silokindlustuslisandites kasutatakse sageli ensiiime, kuid
need ei inhibeeri pidrme Jja hallitusi, mistdttu ensiiimidega
valmistatud silodel on vaga tagasiheidlik asrcobne

stabiilsus.

Silo  aeroobse stabiilsuse parandamisel on efektiivsed
orgaanilised happed, nagu propiocon-, #&dik- ja bensoechape jt.
Neid lisatakse kas suures koguses, et saavutada s38da nn
10plik konserveerimine, v3di viiksemas koguses. Viimasel juhul
kill surutakse maha pirmseente aktiivsus, kuid ei tagata
taielikku konserveerimist Jja sileerimine sdltub Jatkuvalt
looduslikust fermentatsioonist. Samuti on leitud ammonizagi
parssiv  mdiu aeroobsetele‘ bakteritele ning parm- Ja
hallitusseentele. Paraku on orgaanilised happed jt kemikaalid
sddvitava toimega ning kahjustavad silotehnikat ning nendega

Umberkdimisel ja ladustamisel on ranged ohutusnduded.
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Piimhappebakteritel baseeruvaid biclcogilisi
silcokindlustuslisandeid k&sitletakse kuli loocduslikke produkte
ning nende eeliseks on, et ei ole toksilised, ei korrodeeri

seadmeild ja el pdhjusta kegkkonna riske.

Piimhappebakterite abil silc pH langetamise eesmi3rgiks on
minimeerida fermentatsiocconikadusid. Piimhappebaktereid
jaotatakse gliikoosi fermentatsiooni alusel kahte rithma:
homofermentatiivsed ning hetercfermentatiivsed.
Homofermentatiivsed piimhappebakterid toodavad ithest moolist
glikoosist kaks mooli piimhapet, heterofermentatiivsed
bakterid aga toodavad {Hhe mooli piimhapet, the mooli

stisinikdioksiidi ja {the mooli kas etancoli vdi &d&dikhapet.

Teada on, et kddrimisprotsessi alguses domineerivad
homofermentatiivsed liigid, kuid hiljem keskkonna
happelisemaks mnuutumisel saavutavad tlekaalu

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

Zootec. Vel. 39. July).

Homofermentatiivsetel piimhappebakteritel baseeruvad
silokindlustuslisandid parandavad silo fermentatsiooni kulgu,
kuid enamus selliseid Dbakterjuuretisi inhibeerivad vihe
parmide Ja hallituste kasvu. V&ib Juhtuda, et sellise
silokindlustuslisandi kasutamisel on silo aeroobne stabiilsus
vaiksem kui ilma kindlustuslisandita silol ning v&ib isegi

suurendada silo kuumenemise riski.

Méned silojuuretised sisaldavad baktereid {nt
propiconhappebaktereid), mis toodavad propioonhapet. Paraku
silo aercobne stabiilsus el parane, kuna need mikroorganismid
pole flldiselt happetolerantsed ja on aeglase kasvuga. Kill
aga mdned Jjuuretised, mis produtseerivad lisaks piimhappele
suures koguses ka dadikhapet (L. buchneri), pirsivad silo

aeroobset riknemist pShjustavaid mikroorganisme (parm- Ja
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hallitusseeni Jjt), st parandavad silo aerocbset stabililsust
ja hoiavad &ra silo riknemise heoidla avamisel wvm kokkupuutel

Shuga.

Heterofermentatiivsete piimhappebakterite lisamine
sileerimisel alandab pH-d ning vdhendab kuivainekadusid.
Lisaks on mdnedel sellistel tlivedel taheldatud tugevat
inhibeerivat toimet pirmide ja hallituste kasvule, t&stes
seeldbil silo aerocobset 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 maize silage. Agricultural and Food
Science. 22:137-144}.

Siiski sama liigi erinevad tived ei ole identsete omadustega,
kuna esinevad geneetilistest variatsiconidest tingitud

liigisisesed erinevused ehk tiivespetsiifilised omadused.

Kdesoleva leiutise eesmdrgiks on pakkuda uus Lactobacillus
buchneri ttvi

Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 sdoda
fTermenteerimise kvaliteedi tostmiseks, gilo aeroobse

stabiilsuse ja sdilimisaja pikendamiseks.

LEIUTISE OLEMUS

Leiutis kdsitleb isoleeritud mikroorganismi thve
Lactecbacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651, eelnimetatud
mikrcorganismi sisaldavat s@bta, sdddalisandit ja

kompositsiooni. Stddaks vdib olla fermenteeritud s88t, nt
silo. S&ddalisandiks on niditeks silokindlustuslisand (silage
additive). Kompositsioconi teisteks koostisosadeks vdivad olla
vajalikud abiained. Nimetatud mikroorganismi saab kasutada
ifofiliseeritud kujul.

Mikroorganismi Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651

abil tagatakse s6&da aeroobne stabiilsus.
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Nimetatud mikroobitiive kasutatakse sdéda fermenteerimiseks Ja
fermenteerimise parandamiseks, sdddas piimhappe ja &aadikhappe
kontsentratsioconi suurendamiseks, pH alandamiseks ja seelédbi

sdddas toitainete kadude vdhendamiseks.

Tuginedes antimikroobsete omaduste uuringutele, surub
Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 alla mittescovitud
mikrcorganismide (patogeensete mikroorganismide ning parm- Ja
hallitusseente) ftocimet. Nimetatud entercpatogeenideks on
Staphylococcus aureus, Staphvlococcus saprophyticus,
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis,

Enterococcus faecalis, Escherichia coli, ijt.

Leiutise objektiks on ka meetod s58da sdilimisaja
pilkendamiseks, kus fermenteerimisel lisatakse sbédale
mikroorganismi Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651.
Nimetatud tive kasutamise korral on selle sisaldus 1Ix10%~

1x10% pmli/g fermenteeritava sd&da kohta.

TOVE KIRJELDUS
Mikrcobitiivi Lactobacillus buchneri BiolC 228 DSM 325851

iscleeriti loomulikul teel, st ilma lisanditeta kadrinud
k&rge kvaliteediga maisisilost {Zea mays L.) Eestis.
Siloproovi kvantitatiivse laktobatsillaarse kocstise

valjaselgitamiseks tehti materjalist lahijenduste rea meetodil
alaneva tiheduse astmetega suspensioon peptoonvees (Sigma-
Aldrich, Prantsusmaa) ning teostati viljakiilvid MRS (de Man
Rogosa Sharpe) agarile {Biglife, Itsalia), mida inkubeeriti
temperatuuril 37 kraadi mikrcaerochses keskkonnas (10
protsenti CO2) (termostaat ,MCO-18AIC UVY™ Sanyc Electronic
Co, Ltd, Jaapan) 48 tundi. V&ljakasvanud mikrocbipesad
kirjeldati, loendati ja midrati mikroobide uldhulk.
Mikroobide morfoloogia kirjeldamiseks tehti Grami Jargi

vadrvitud preparaadid ja mikroskopeeriti. Leiutise objektiks
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olev tivi Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651
isoleeriti Lactobacillus spp iseloomuliku pesa- ja
rakumorfoloogia alusel. Jirgnes proviscorne Ja seejdrel

tdpsem identifikatsioon, mida jargnevalt kirjeldatakse.

Tive Lactobacilius buchneri BioCC 228 DSM 32651 kultuur-
morfoloogilised tunnused madrati MRS agar Jja puljongsddtmes
(Biolife, Itaalia) kasvatamise Jirgselt.

Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 on korrapérase
kujuga eosteta, liikumatu Gram-positiivne pulkbakter. Tema
tiksikrakud asetsevad  harilikult {ksikult wvdi lihikeset
ahelatena. MRS puljongis kultiveerimisel vdivad esineda

pikenenud saledad rakud.

Fiisioloogilis-biokeemilised tunnused

Mikrockitiive Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651
kultiveerimiseks on sobivaim MRS puljong, milles peale 48
tundi 37 kraadi juures mikroaercobset v&i anaercobset
inkubeerimist ilmneb #htlaselt higune kasv. Mikroaeroobses
{10 protsenti  CO2) v8i  anaercobkses (CO2/N2/Hz: 5/90/5
protsenti) keskkonnas on 48 tunni vanused mikroobiopesad
hallikasvalged, 1,5-2 millimeetrit, lamedad, ldikivad,

poollébipaistvad, kareda tekstuuriga ja k&rgenenud keskosaga.

Mikroobitive Lacteobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651
optimaalne kasvutemperatuur on 37 kraadi, paljuneb ka 15
kraadi Jjuures. vihesel mi#dral kasvab 45 kraadi Suures. Tive

kasvatamiseks optimaalseim pH vahemik on 5,7-6,2.

Mikroobitiivi Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 232651 on
obligaatselt hetercfermentatiivne, katalaas- ja
okslidaasnegatiivne, hidroliiisid arginiini Ja produtseerib

glikoosi fermentatsioonil siisinikdioksiidi.
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Mikroobitiivi Lactcbacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651
samastati kuil Lactobaciilus  buchneri kasutades  MALDI
Biotyper-it (Bruker Daltonik).
Lactobacillus buchneri tivi BioCC 228 deponeeriti
mikroorganismide ratendiekspertiisiks deponeerimise
rahvusvahelise tunnustamise Budapesti lepingu kohaselt

kultuurikollektsioonis Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH 25. septembril 2017 numbri all DSM

32651,

Resisgtentsus antibicotikumidele

Lactobacillus buchneri tive BieCC 228 DSM 32651
(CO2/N2/Hz:

Metoodika:
testitli anaercobsetes
tingimustes 37 kraadi
2010 standardile kasutades VetMIC

{SVAa Riiklik

antibiocotikumitundlikkust

5/80/5 protsenti) juures 48 tunni

jooksul wvastavalt IS010932:
Lact-1 Jja VetMIC Lact-2 plaate
Tivede Lactobacillus

{MIK)

Veterinasariainstituut, Uppsala, Rootsi).

buchneri Minimaalseid inhibeerivaid kontsentratsioone

vorreldi Eurocopa Toiduchutusameti (EFSA) pooclt esitatud MIK-i
piirvdirtustega.

Tabel 1. Lactobacillus bucneri BioCC 203 DSM 32650 ida
Lactokacillus bucneri BioCC 228 DSM 32651 poolt

antibiootikumide minimaalsed inhibeerivad kontsentratsiconide

(MIK) -va@artused (mg/L).

Antibiootikum Lactobacillus|Lactobacillus| Minimaalsed

bucneri bucneri inhibeerivad

BioCC 203 DSM BioCC 228 DSM| kontsentratsi

32650 32651 oonid (mg/L)
MIC (mg/L) MIC {mg/L) *
Ampitsilliin G,5 G,03 2
Gentamiitsiin 0,5 Q,5 16
Streptomittsiin z 0,5 64
Eriitromitsiin 0,06 0,016 1
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Klindamiitsiin 0,06 0,03 1
Tetratstkliin 8 2 8
Kloramfenikool 4 0,25 4
Kanamiitsiin Z 2 32
*EFSA 2012. Guidance on the assessment of Dbacterial

susceptibility to antimicrobials of human and veterinary

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

S0bdalisanditena kasutatavate mikrocbide hindamiseks tiived
klassifitseeritakse vastuvdtlikeks vai resistensteteks
antimikroobsete ainete suhtes:

Tundlik (S): bakteriaalne tivi on madratletud kui
vastuvdtlik, kui see on inhibeeritud spetsiifilise
antimikroobse aine kontsentratsiooniga, mis on vdrdne vai

vaiksem kehtestatud piirvd&drtusest (S £ x mg / L).

Resistentne (R): bakteritiivi on miiratletud kui resistentne,
kuli seda ei inhibeeri spetsiifilise antimikroobse aine
kontsentratsiocon, mis on kdrgem kui kehtestatud piirvadrtus
(R> x mg / L).

Tivede Lactobacillus buchneri tivede BiocCC 203 DSM 32650 3Ja
BioCC 228 DSM 32651 antibiootikumide tundlikkuse tulemused on
esitatud Tabelis 1. Lactobacillus buchneri tivede BioCC 203
DSM 32650 Jja BioCC 228 DSM 32651 minimaalsed inhibesrivad
kontsentratsioonid el tletanud EFSA poolt esitatud

heterofermenatiivsete laktobatsillide MIK-31 piirvéd&rtusi.

TUVEDE FUNKTSIONAALSED OMADUSED
Katse eesmark oli uuridas tive Lactobacillus buchneri BioCC

228 DSM 32651 vdimet kasvada erinevate suhkrute manulusel.

Metoodika: 24 tunni wvanused MRS (Biolife, Itaalia) agaril
kasvatatud Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 ia
Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 kultuurid
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suspendeeriti peptoonvees McFarlandi tiheduse standardi nr 5
jargi (1,5 x 10° mikroobi/ml), kiilvati ldpptihedusega 5 x 103
mikroobi/ml modifitseeritud MRS puljongisse, mis sisaldas 20
g/l kas gltkoosi, fruktoosi, trehhalcosi, ksiiloosi, maltoosi
vdi glikoosi, fruktoosi ja trehhaloosi segu vahekorras 1:1:1,
suhkrute ldppkontsentratsiconga 20g/L. Suspenisoone
inkubeeriti termostaadis mikroaerocobselt (10 protsenti COz)}
ja anaeroobselt (CCx/Nz/Hx: 5/90/5 protsenti) 25 kraadi juures
24, 48 dja 72tundi. Anaeroobse keskkonna puhul redutseeriti
s0b6de enne katse algust 24 tunni jooksul. Katse Jocksul
madrati tilvede iduarv, arvutati saagils, generatsioonide arv

(n) ja kasvukiirus (V) Jargnevalt:

Saagis = log Ni—- log Ny us N1 on bakterite arv mingil
ajamomendil; Ny on bakterite arv 0 ajamomendil
n= leog Ni-log No / log 2, kus N; on bakterite arv mingil
ajamomendil; No on bakterite arv 0 ajamomendil
V= log Ni-log Ny / 0,301 x t, kus uss Ny on bakterite arv
mingil ajamomendil; No on bakterite arv 0 ajamomendil Jja t

tdhistab konkreetset aega.

Tivi Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 oli ihe
generatsiconi vdrra kiirema kasvuga esimese 24 tunni jookul
glikcosi, fruktoosi, ksliloosi ning glilkoosi, fruktoosi Ja
trehhaloosi segu sisaldavas stdtmes mikroaerocbsel
kultiveerimisel vodrreldes tiivega Lactobacillus buchneri BioCC

228 DSM 32651 (Tabel 2).

Tabel 2. Erinevate suhkrute m&ju Lactobacillus buchneri BioCC
203 DSM 32650 ja Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651
kasvudiinaamikale mikroaercobsel (10 protsenti COz)

kultiveerimisel 25 kraadi juures 24, 48 §a 72 tundi.
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Saagis n A
c - 24t — 48 - 0 - 24t - 48 - 0 - 24 - 48 -
24t 48t 72¢ 24t 481 72t 24t 48t 72t
203G 1,64 1,75 0,41 5,45 5,81 1,36 0,23 0,24 0,086
228G 1,43 1,53 0,3 4,76 5,08 1 0,2 0,21 0,04
203F | 1,54 1,87 0,16 5,12 6,21 0,53 G,21 0,26 0,02
228F | 1,24 1,76 0,02 4,12 5,85 6,07 0,17 0,24 0
2037 1,6 0,31 0,14 5,25 0,26 0,5 0,22 0,04 0,02
2287 1,58 0,28 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 G,17 0,29 0,02
228M | 0,91 1,9 Q,32 3,02 6,31 1,06 0,13 0,26 0,04
203% 1,26 2,01 0,03 4,19 6,68 0,1 0,17 0,28 J
228¥ 1,48 1,73 0,13 4,92 5,75 0,43 0,2 0,24 0,02
203Ma | 1,98 0,9 g,51 6,58 2,9¢% 1,69 0,27 0,12 0,07
228Ma 11,82 1,01 0,43 6,38 3,36 1,43 0,27 0,14 0,06
n-generatgioonide arv; V-kasvukiirus; G-MRS ruljong

glikoosiga; F-MRS puljong fruktcosiga; T-MRS puljong
trehhaloosiga; M-MRS pulijong glikoosi-fruktoosi-trehhalecosi
seqguga; X-MRS puljong ksiiicosiga; Ma-MRS puliong maltoosiga

Amaeroobsel kultiveerimisel esimese 24 tunni Jjooksul oli
Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 keskmiselt kahe
generatsiconi vdrra kiilrema kasvuga fruktoosi -ja glitkoosi,
fruktoosi ja trehhaloosi segu sisaldavas sddtmes ja 48 tunni
jooksul kolme generatsiooni wvdrra kiirema kasvuga gliikcosi
sisaldavas s86tmes ja ca 1,5 generatsiooni kiirem fruktoosi
ja ksliloosi sialdavas sddtmes vdrreldes tiivega Lactobacillus
buchneri BioCC 228 DSM 32651 (Tabel 3).

Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 oli aeglasema
kasvuga, suutes edestada tlve Lactobacillus buchneri RioCC
203 DsSM 32650 peale 48 tundi kultiveerimist fruktoosi Ja
kstiloesi ning glitkoosi, fruktoosi ja trehhaloosi segu

sisaldavas s&8tmes.

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 ({(COz/N2/Ha2: 5/90/5 protsenti)

kultiveerimisel 25 kraadi juures 24, 48 ja 72tundi.

Saagis n vV

o - 24t - | 48 - 0 -~ 24t - | 48 - g - 24 - 48 -

24t 48t 12t 24¢ 48t 72t 24t 48t 72t
203G ¢,88 2,18 0,23 2,92 7,24 0,76 0,12 ¢,3 0,03
228G 1,11 1,26 0,78 3,68 4,19 2,38 0,15h 0,17 0,11
203F 1,51 1,37 0,02 5,02 4,55 0,07 ¢,21 0,19 0
228F 0,82 0,986 1,08 2,72 3,19 3,59 0,11 0,13 0,15
203T 2,25 0,18 0 7,48 4,6 0 0,31 0,02 0
2287 2 0,3 0,12} 6,64 1 0,4 0,28 0,04 0,02
203M 1,3 1,2 G¢,5 4,32 3,98 1,66 0,18 G,17 0,07
228M 0,78 1,02 1,11 2,59 3,3% 3,69 0,11 0,14 0,15
203% 2,04 1,16 ¢ 6,78 3,85 ¢ 0,28 0,16 0
228% 1,84 0,64 0,35 6,11 2,13 1,186 0,25 0,09 0,05
203Ma § 2,04 0,79 0,35 6,78 2,62 1,16 G,28 0,11 0,05
228Ma | 2,05 g,78 a,2 5,81 2,59 0,66 0,28 g,11 0,03

n-generatsioonide arv; V-kasvukiizxus; G-MRS puliong
gliikoosiga; F-MRS puljong fruktoosiga; T-MRS ruljong
trehhaloosiga; M-MRS pulijong glikocosi-fruktoosi-trehhalcosi
seguga; X-MRS puliong ksiloosiga; Ma: MRS pulijong maltoosiga

Ndide 1. Orgaaniliste hapete ja alkoholide profiil

Katse eesmiark oli md&drata tlivede Lactobacillus buchneri BioCC
203 DSM 32650 ja Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651
orgaaniliste hapete ja alkoholide profiili mikroaercchkses ja

anaerocbses keskkonnas kultiveerimisel.

Metoodika: 24 tunni vanused MRS (Biclife, Itaalia) agaril
kasvatatud Lactobacililus buchneri BioCC 203 DSM 32650 ia
Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 kultuurid
suspendeeriti peptoonvees McFarlandi tiheduse standardi nr 5
jargi (1,5 x 10° mikroobi/ml), kiilvati MRS (Biclife, Itaalia)
puljongisse l1épptihedusega 1,5 x 108 mikroobi/ml ning

inkubeeriti termostaadis mikroaerccbselt (10 protsenti CO2)
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ja anaeroobselt (COz/Nz/Hz: 5/90/5 protsenti) 25 kraadi Juures
24, 48 ja TZtundi.

Gaaskromatograafliliselt madrati crgaaniliste hapete Jja
alkoheolide profiili gaaskromatograafiga  Agilent 68%0A,
kasutati kapillaarkolcnni CP-Wax 22 CB (30 m x 0.25 mm, 0.25
um) . Kolonni temperatuuri programm: 75 kraadi juures 1 minut,
10 kraadi /min 115 kraadi Juures hoiti 3 minutit, 20
kraadi/min 190 kraadi Juures hoiti 5 min, detektor (FID) 280
kraadi. ‘
Vedelikkromatograafiliselt madrati orgaaniliste happeid
Shimadzu Prominence HPLC System, kasutati ioconeraldus-
kolonni. Vedelikkromatogrzafiga Aminex HPX-87H (300 mm x 7,8
mm) . Kolonni temperatuur 60 kraadi, wvoolukiirus oli 0,6
ml/min ja orgaaniliste hapete detekteerimiseks kasutati PDA

detektorit lainepikkusel 210 nm. Analfiisiaeg oll 26 min.

Orgaaniliiste hapete ja alkoholide profiilis ilmnesid ilmekalt
tivede Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 “a BioCC
228 DSM 32631 tiivespetsiifilised omadused (Tabel 3).
Lactebacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 on oluliselt
tugevam etanocli, 4&dadika Ja piimhappe produtseerija nii
mikroaercobses kul anaeroobses keskkonnas kultiveerimisel.
Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 on vdimeline
anaeroobses keskkonnas produtseerima plruvaati (Tabel 4).
Mikrcaeroscbses keskkonnas kuitiveerimisel tarvitas tivi
Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 esimese 24 tunni
kultiveerimise Jjooksul kasvukeskkonnast &ra ligikaudu 99,5
protsenti Jja anaeroobses keskkonnas 97,8 protsenti
kasvukeskkonnas olemasolevast tsitraadist.

Anaeroobses keskkonnas kultiveerimisel oli ILactobacillus
buchneri BioCC 228 DSM 32651 fooksul &ra tarvitanud 4,8
protsenti kasvukeskkonnas clemas clavast tsitraadist.
Erinevalt tlvest Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650
0ll Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 232651 mikrozeroobses
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keskkonnas kultiveerimisel suuteline 72 tunni Jocksul

produtseerima 5,9 protsenti tsitraati.

Tabel 4. Orgaaniliste hapete ja alkoholide profiil (mg/m) MRS
puljongis Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 Ja
Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 mikroaeroobsel (10
protsenti CO02) ja anaerccbsel (COz/N2/Hz: 5/90/5 protsenti)

kultiveerimisel 24, 48 ja 72 tunni jooksul 25 kraadi Jjuures.

Lactobacillus buchneri " Lactobacillus buchneri

BioCC 203 DSM 32650 BioCC 228 DSM 32651

Mikroaeroobne Anaeroobne Mikroaerookne Angeroobne

keskkond keskkond keskkond keskkond

24 £ 148 £ 72 £ |24 £ {48 ©{T7Z2 £ 24 £148 £172 t[24 |48 t:72

t

piimhape

2,69|8,22| 8,07/2,8518,21/8,19{0,00|0,00|7,79|2,76(4,96]2,76

déddikhape

0,6311,25} 1,29{0,61/1,3811,25,0,47|0,62,0,54,0,01/0,28/0,33

etanccl

0,593,911} 4,0210,58,4,6914,36|0,03(0,03|0,09(0,00,0,00/0,00

pliruvaat

0,060,060, 0,00/0,00,0,00|0,0010,00(0,0010,001C,72|1,36[1,25

10

15

20

25

Niide 2. Orgaaniliste hapete 7Ja alkoholide profiil maisi

suprenatandis

Katse eesmark oll mi&rata tlUvede Lactobacillus buchneri BioCC
203 DSM 32650 ja Lacteobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651
orgaaniliste hapete ja alkoholide profiili taimse materjali
fermenteerimise kdigus.

Metoodika. 226 g vegetatiivses kasvufaasis (V6-V8) maisitaimi
(Zea mays L.} hakiti, homogeniseeriti veega laboratoorses
segistis Bagmixer 400 (Interscience, Prantsusmaa) 6 mninuti
jooksul, filtreeriti, tsentrifuugiti toatemperatuuril 5000
rpm 10 minuti Jooksul ja steriliseeriti 121 kraadi juures 5
minuti Jjooksul.

24 tunni vanused MRS-agaril (Biolife, Itzalia} kasvatatud
Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 ja Lactobacillus
buchneri  BioCC 228 DSM 32651 kultuurid suspendeeriti
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peptoonvees McFarlandi tiheduse standardi nr 5 jargi (1,5 x
10° mikroobi/ml), kilvati maisitaimede supernatanti
1dpptihedusega 1,5 x 10 mikroobi/ml ning inkubeeriti
termostaadis mikroaerocobselt (10 protsenti C0;) 25 kraadi
Juures 24, 48 Ja 72 tundi.

Gaaskromatograafiliselt mdarati orgaaniliste hapete Ja
alkoholide profiili gaaskromatograafiga  Agilent 6890A,
kasutati kapillaarkolonni CP-Wax 52 CB (30 m x 0.25 mm, 0.25
um) . Kolonni temperatuuri programm: 75 kraadi juures 1 minut,
10 kraadi /min 115 kraadi juures hoiti 3 minutit, 20
kraadi/min 190 kraadi juures hoiti 5 min, detektor (FID) 280
kraadi.

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

detektorit lainepikkusel 210 nm. Analiiisiaeg oli 26 min.

Tabel 5. Orgaaniliste hapete ja alkoholide profiil (mg/m)
maisitaimede supernatandis ILactobacillus buchneri BioCC 203
DSM 32650 ja Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651
mikroaerocbsel kultiveerimisel 24, 48 4a 72 tunni jooksul 25

kraadi juures.

Lactobacillus Lactobacillus
buchneri BioCC 203 buchneri BioCC 228
DSM 32650 DSM 32651

24 t 48 ¢ 72 t 24 t 48 t 72t
piimhape 0,000 0,000 0,384 0,000, 0,000 0,000
ddadikhape 0,060 0,129 0,181 ¢,062; 0,102 0,191
etanool 0,129 0,395 0,653 0,046 0,104 0,493
2,3 butaandiocol 0,015 0,007 0,004} 0,007 0,011 0,005

Taimse materjali fermenteerimise katses osutus Lactobacillus
buchneri BioCC 203 ©DSM 32650 tugevamaks etanooli ja ka
pilimhappe toctjaks vérreldes Lactobacillus buchneri BioCC 228

DSM 32651 (Tabel 5).
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Naide 3. Antimikroobne aktiivsus patcgeenidele.

Katse eesmérk oll testida Lactobacillus buchneri BioCC 203
DSM 32650 Ja Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651
antimikrocbset aktiivsust entercpatogeenide suhtes
mikroaerccbses Ja anaerccbses keskkonnas kultiveerimisel 25

kraadi juures.

Laktobatsilli <tivede ZLactobacillus buchneri BioCC 203 DSM
32650 Ja Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651
antimikroobsete omaduste hindamiseks patogeenide vastu
kasutati joonkilvimeetodit {(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).

Sihtmikrocbhbide inhibitsiconi m&8ramiseks mdddeti patogeeni
kasvuvaba tscoon millimeetrites. Analoogselt Hatt Jt. (2006)
J&rgi arvutati kasutatud valimi tulemuste pdhijal
aritmeetiline keskmine ning standardviga ja sellest 1lihtuvalt

hinnati tiivede antagonistlikku aktiivsust.

Takbel 6. Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 Ja
Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 antimikroobne
aktiivsus patogeenidele modifitseeritud MRS agarsddtmel
toonkiilvi meetodil {(sihtmikroobi kasvupidurdus
millimeetrites) mikroaeroobses (10 protsenti CQ2) Ja

anaercobses (C02/N2/Ha: 5/90/5 protsenti) keskkcnnas.

Kasvupidurdustsoon {(mm}

Lactobacillus buchneri Lactobacillus buchneri
BioCC 203 DSM 32650 BioCC 228
Patogeen DSM 32651

Mikrcaeroobne | Anaercobne | Mikroaercobhne | Anasroobne

Staphylococcus 16,5 £ 0,5 i2,5 £ 0,8 14,3 £ 0,8 10,0 £ 0,7
saprophyticus WDCM
00159




10

15

20

EE 05834 B1

20
Enterococcus 13,8 = 0,4 11,8 + 0,4 14,3 £ 1,3 9,8 + 0,8
faecalis
ATCC 29212
Staphylococcus 18,8 £ 1,5 14,8 £ 1,3 16,5 £ 0,9 12,8 £ 0,4
auxreats
ATCC 25932
Escherichia coli 14,5 + 0,9 15,5 £ 1,5 15,8 £ 0,4 12,5 £ 1,1
DSM 15376
Salmonellia 14,8 = 0,4 15,3 + 1,3 15,5 £ 0,5 13,% £ 0,8
enterica subsp.
enterica serovarn
Enteritidis ATCC
1307¢
Inhibitsioonitsoon mikrozerocobses keskkeonnas (mm-s): ndrk
<13,80; keskmine 13,79-17,11; tugev >17,12.
Inhibitsiocnitsoon  anaeroobses  keskkonnas (mm-s) : ndrk

<10,67; keskmine 10,66-14,94; tugev >14,985.

Mikroaeroobses keskkonnas omasid mdlemad tiived vérdselt
tugevat antimikroobset toimet (Tabel 0) . Anaerochses
keskkonnas omas Lactcbacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650

ménevdrra tugevamat toimet testitud patogeenide suhtes.

Naide 4. Antifungaalne aktiivsus.

Katse eesmiZrk oli hinnata Lactobacillius buchneri BicCC 203
DSM 32650 ja Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651
supernatandi toimet maisisilost isocleeritud pirmseente vastu

auk-diffusiconimeetodil agarssdtmel.

48 tunni  vanusest laktobatsilli kultuurist valmistati
suspensioon peptoonvess vastavalt McFarlandi tiheduse
standardile nr 5 (1,5 x 10° mikroobi/ml), kiilvati MRS-
puljongisse (Biolife, Itaalia) 1&pptihedusega 1,5 x 106
mikrocbi/ml ning inkubeeriti mikroaeroccbselt (10 protsenti
CCz2) Ja anaeroobselt (COz/Nz/Hz: 5/90/5 protsenti) 25 kraadi

juures 48 Jja 12 tundi. Mikroobirakud eemaldati
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tsentrifuugimisel (4500rpm, 10 min) . Supernatant
steriliseeriti filtreerimise teel ja kontsentreeriti

liofiliseerimisel. Litiofilisaat resuspendeeriti 10-kordses 10
mM  A&dikhappes. Kuus meisisilost isolesritud metsikut
padrmitive killvati thtlase kihina PCA-sddtmele {Plate Count
Agar; Liofilchem srl, Ttaalia). Sd8tmesse 1digati steriilselt
6 millimeetri suurused augud, millesse lisati 100 ul
steriilset supernatanti. Peale inkubeerimist 25 kraadi juures

hinnati kasvupidurdustsooni laiust Z&rgnevalt: - -toimet ei
esine, + noérk toime, parmi Xkasv hidiritud, 4+ parmi kasv

pidurdunud, ndhtav selge pidurdustsoon, +++ pérmi kasv

tugevasti pidurdunud, ndhtav lai selge pidurdustsoon.

Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 poolt
produtseeritud antimikrocbsed {thendid inhibeerivad taimset
péritolu parmseente kasvu tugevamalt vdrreldes tivega
Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650. Lactobacillus
buchneri BioCC 228 DSM 32651 tekitas Jjuba 48 tunni joocksul
pérmide kasvu tugevasti inhibeerivaid iihendeid, tekitades
agarsodtmel laia selge pidurdustsoonl supernatanti sisaldava
augu Umber, samas kui tiive BioCC 203 supernatant vaid hiiris

parmide kasvu.

Naide 5. FKasvudlinaamika taimse materjali fermenteerimise
kaiqgus

Katse eesmark oli uurida tilvede Lactobacillus buchneri BioCC
203 DSM 32650 ja Lactobacillus huchneri BioCC 228 DSM 32651

kasvudinaamikat taimse materjali fermenteerimise k&igus.

Metoodika. 226 g vegetatiivses kasvufaasis (V6-V8) maisitaimi
(Zea mays L.) hakiti, homogeniseeriti veega laboratocrses
segistis Bagmixer 400 (Interscience, Frantsusmaa) & minuti

jooksul, filtreeriti, tsentrifuugitli toeoatemperatuuril 5000
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repm 10 minuti jooksul Ja steriliseeriti 121 kraadi juures 5

minuti jooksul.

24  tunni vanused MRS-agaril {(Riolife, Ttaalia) agaril
kasvatatud Lactobacillus buchneri BiocCC 203 DSM 32650 ja
Lactobacillius  buchneri BioCC 228 DSM 32651 kultuurid

suspendeeritl peptoonvees McFarlandi tiheduse standardi nr 5

109 kiilvati maisitaimede

108

mikrookbi/ml),

1,5 x

Jargi {1,5 bie

supernatantli l1&pptihedusega mikrookbi/ml ning

inkubeeriti termostaadis mikroaercobselt

48 H4a 72 tundi.

{10 protsenti CO2)
25 kraadi juures 24,
tivede iduarv ning arvutati saagis,

(V)

Katse Jjooksul mé8irati
{n}
lcg No us M

generatsioonide arv ja kasvukiirus Jadrgnevalt:

Saagis = log Ny - on bakterite arv mingil

bakterite arv {0 ajamomendil

/ log 2,

ajamomendil; Ne on
n= log N:—-log Np kus N; on bakterite arv mingil
on bakterite arv 0 ajamomendil

/0,301 = t,

ajamomendil; Ng

V= lcg MNi=-log Np kus anti mikrocbsed N; on

bakterite arv mingll ajamomendil; Ny on bakterite arv 0

ajamomendil ja t t&histab konkreetset aega.

BioCC 203 DSM 32650 ja

Tabel 7. Lactobacillus buchner:

Lactobacillus buchneri BiloCC 228 DSM 32651 kasvudiinaamika
mikroaeroobsel kultiveerimisel 25 kraadi

48 4a 72 tundi,

(10 protsenti COz)

juures 24,

Saagis n \Y
0- 24t- 48— 0~ 24¢~ 48— 0- 24~ 48—
24t 48t T2t 24t 48t 12t 24t 48t 72t
203 2 1 1,04 6,6 3,3 3,5 10,28 0,14 | 0,14
228 |0,741 0,26 1,17 2,5 0,9 3,9 | 0,10 G,04 0,16

n—genaratsioonide arv;

V-kasvukiirus;
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Maisi supernatandis mikroaercobses keskkonnas kultiveerimisel
oli tlvi Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 nelja
generatsioonl vérra kiirema kasvuga esimese 24 tunni jooksul
ja 2,4 generatsiooni vérra kiirem 48 tunni jooksul vdrreldes

tiivega Lactobacillus buchneri BioCC Z28 DSM 32¢51 (Tabel 7).

Naide 6. Silokindiustus lisandite L. buchheri BioCC 203 DSM
32650 Jja L.buchneri BioCC 228 DSM 32651 toime uurimine

kergesti sileeritaval taimsel materjalil.

Katse eesma&rk o©ii hinnata silokindlustus lisandite L.
buchneri BioCC 203 DSM 32650 ja L. buchneri BioCC 228 DSM
32651 toimet maisist {Zea mayvs, maisisort ~Cathy™)
valmistatud silo {kuivaine sisaldus 2z 30 protsenti)

fermentatsiooni kvaliteedile ja azerocbksele stabiilsusele.

Katse viidi ldbi 1,5 liitristes laboratoorsetes silomahutites

hekseldatud vahakiipsuses haljasmaisiga.

Jargnevalt labi wviidud uuringud: pH taseme ja fermentatsiooni
kvaliteedi m3dramine S0-1 pieval. Viidi 1abi kaks aerockse
stabiilsuse katset. Esimene katse tehti pidrast 49-pievast
sdilitusaega kahe aeroobse stressiga (24 tunni Jjarel, 28.
paeval ja 42. pdeval). Aeroocbse stabiilsuse katse viidi 1&bi
kontrellitud temperatuuriga ruumis ligikaudu 20 kraadi
juures. Temperatuurid fikseeriti iga 4 <tunni aja Jarel

seadmetega PS-ES Datalogging system.

Algmaterjali keemiline koostis on esitatud Tabelis 8.
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Tabel 8. Algmaterjali keemiline koostis

Naitaja 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

Toorkiud, g/kg DM 181

Toortdrklis, g/kg DM 328

Vees lahustuvad siUsivesikud (WSC), 87

g/kg DM

Nitraat, mg/kg DM 587

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

Fermentatsiooni kcefitsient * 64

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

L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 ja L. buchneri BioCC 228 DSM
32651 lisamine ©p&hijustas 4d&dikhappe Ja 1,2-propaandiocoli

clulise tdusu vdrreldes kontrollsiloga (Tabel 9).

Tabel 9. Maisisordist ,Cathy™ mikroorganismide L. buchneri
BioCC 203 DSM 32650 ja L. buchneri RioCC 228 DSM 32651 abil
valmistatud silode keemilise koostise, toiteviaidrtuse ning

fermentatsiooni kvaliteedi naitajad peale a0 paevast

sailitamist

L. buchneri L. huchneri
Naitaja Kontroll BioCC 203 BioCC 228 DSM

DSM 32650 32651
Kuivaine, % 34,6 34,5 35,5
Toorproteiin, % 6,9 7,0 7,1
Tcortuhk, % 3,2 3.3 3,4
Toorkiud, % 20,1 20,9 20,7
Toortarklis, % 31,5 29,8 30,4
Etancel, g/kg 10 10 10
Aidikhape, g/kg 12 19 19
Propiconhape, g/kg n.d. n.d, n.d.
Palderjanhape, g/kg
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L. buchneri L. buchneri

Naitaja Kontroll BicCC 203 BigCC 228 DSM

DSM 32650 32651
Piimhape, g/kg 7% 67 65
1,2-propaandioccl, | 7 -
g/kg
pH 3,7 3,8 3,8
Ammoniaak~N 111d N- 7,7 7,7 8 1
st, % !

n.d,- ei midratud

parast 49-pdevast s&dilitamisperioodi 14bi viidud aeroobse
stabiilsuse testis olid L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 ja L.
buchneri BioCC 228 DSM 32651 abil valmistatud silod
kontrollsilega vdrreldes oluliselt stabiilsemad (ligikaudu 2
kuni 2,5 pdeva wvdrra), kontroll: 3,9 pieva vs L. buchneri
BioCC 203 DSM 32630: 6,3 pdeva ja L. buchneri BioCC 228 DSM
32651: 5,8 pieva.

Sailitamisaja pikendamisel 90-pievani suurenes aeroccbne
stabiilsus kontrollsilol 7,9 piZeva, L. buchneri BioCC 203 DSM
32650 abil valmistatud silos 10,6 paeva ja 11,4 péeva L.
buchneri BioCC 228 DSM 32651 abil valmistatud silos. Erinevus
L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 puhul alla kolme paeva ja L.
buchneri BioCC 228 DSM 32651 puhul iile kolme pdeva oli

statistiliselt oluline.

Naide 7. Silckindlustus lisandite L. buchneri BioCC 203 DsSM
32650 ja L.buchneri BioCC 228 DSM 32651 toime uurimine

raskesti sileeritavale materjalile.

Katse eesmdrk oli hinnata isoleeritud tervikkoristatud madala
kuivaine sisaldusega (X 20 protsenti) maisist (Zea mays,
maisisort ‘Dorka’) mikroorganismi tiivede L. buchneri BiolC

203 DSM 32650 ija L.buchneri BioCC 228 DSM 32651 abil
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valmistatud silo fermentatsiconi kvaliteeti ja aeroobset

stabiilsust.

Tuvesid L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 fja L.buchneri RioCC
228 DSM 32651 lisati sileeritavale materjalile vesilahusena
kontsentratsioconis 1x10° pmii/g sileeritava taimse materjali
(sédda) kohta. K&ik katsevariandid (kentrollsilod,
pilimhappebakteri tlvedega L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 Ha
L. buchneri BioCC 228 DSM 32651 valmistatud silod 7Ja
silokindlustuslisandita valmistatud kontrollsilod) valmistati
viies korduses. Katsesilod avati peale 90 paevast
sileerimist. Katsesilod avati peale 90 pdevast sileerimist.
Algmaterjali keemiline koostis on esitatud Tabelis 10.

Silo aeroobse stabiilsuse katse viidi 1libi peale 90 pievast
sdilitamist Honig’i poolt kirjeldatud meetodil (Henig, H.,
1990: Evaluation of the aerobic stability. In: Proceedings of
the Eurcbac Conference, Swedish University of Agricultural
Sciences, Uppsala/Sweden, Special Issue) . Silo loeti
aeroobgelt ebastabiilseks kui selle geomeetrilisest
keskpunktist mdddetud temperatuur iiletas 3 kraadi vdrra
ambientset temperatuuri. Temperatuuri muutuseid ajas mdddeti
9 pdeva (216 tunni) viltel. Ruumi (ambientne temparatuur) Jja
katsesilode temperatuurid fikseeriti iga tunni aja tagant
seadmetega Comet Temperature Data Logger S0141.

Siloproove analililisiti {ildtunnustatud metocodikate Jargi (ACAC.
2005. Official methods c¢f analysis of ACAC International,
18th a4, Association of Official Analytical Chemists
International, Gaithersburg, MD, USA).

Kuivainesisalduse miiramisel kuivatati siloproov termostaadis
130  kraadi juures konstantse kaaluni. Toortuhasisalduse
leidmiseks pd&letati siloproovi  kuus  tundi muhvelahijus
temperatuuril 550 kraadi. Proteiinisisaldus madrati
anallisaatoriga Kieltec™ 2300 Kjeldhali meetodil (Nx6,25) .

Toorkiud m&&rati W. Hennebergi Ja F. Stohmanni metoodika
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Jargi. Silos sisalduvate Thapete ja etanooli sisalduse
madramiseks kasutati gaaskromatograafi Agilent 7890A.
Ammoniaaklammastiku sisaldus ildiémmastikust maarati
analiisaatoriga Kjeltec™ 2300. Silo happesus madrati pH-

meetriga Hanna Instruments HI 2210.

Tabel 10. Algmaterijali keemiline kocstis

Maisiscrt “Deorka’
Naitaja 20.10.2017
Kuivaine, % 19,5
Kuivaines:
Toorproteiin, % 9,0
Toortuhk, % 4,%
Toorkiud, % 22,3
Toorrasv, % 2,1
Lammastikuta ekstraktiiv- 61,7
ained, %
Kaltsium, g/kg 3,3
Fosfor, g/kg 3,4
Koikide silode kuivainesisaldus oli =18 % (Tabel 11). Siiski

olid maisiscrdist ’Dorka’ ja L. buchneri tiivega BioCC 203 DSM
32650 vdi L. buchneri tiivega BioCC 228 DSM 32651 valmistatud
silod heade fermentatsiooni nditajatega {Tabel 11). Piimhape
oli domineeriv hape k&ikides siledes. L. buchneri tiivega
BioCC 203 DSM 32650 valmistatud silodes oli kdrgem aidikhappe
ja 1,Z-propaandiocoli kontsentratsioon vdrreldes L. buchneri
tilvega BiolC 228 DSM 32651 valmistatud silo ja
kontrollsiloga. Etanooli sisaldus k&ikides silodes oli madal

(4.1 kuni 8.6 g / kg).

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

valmistatud silode keemilise koostise, toitevididrtuse ning



EE 05834 B1

28
fermentatsiooni kvaliteedi nditajad peale 20 paevast
sailitamist
L. buchneri L. buchneri
Néitaija Kontroll | BLoCC 203 DSM BioCC 228
32650 DSM 32651
Kuivaine, % 18,0 17,8 17,8
Kuivaines:
Toorproteiin, % 9,6 ;1 9,5
Toortuhk, % 5,3 5,5 5,6
Toorkiud, % 23,9 24,3 24,4
Toorrasv, % 2,7 2,7 2,7
Lammastikuta 58,5 57,9 57,8
ekstraktiivained, %
Kaltsium, g/kg 4,1 p p
Fosfor, g/kg 3,6 3,7 3,7
Metaboliseeruv 10,3 10,3 10,3
energia, MJ/kg
Metabclisesruv 76 76 76
proteiin, g/kg
Vatsa proteiini -33 -32 -34
bilanss, g/kg
Crgaanilise aine 68 63 68
seeduvus, %
Etanocol, g/kg 5,7 4,1 4,6
Asdikhape, g/kg 33,3 44,3 41,2
Propioonhape, G,1 0,1 G,1
g/kg
Palderjanhape, 0,0 0,90 0,0
g/kg
V&ihape, g/kg 0,0 0,0 0,0
Piimhape, g/kg 85,5 33,0 84,8
Kokku happeid 118,8 127,3 126,1
1, 2~propaandiool,
g/kg 5,4 20,5 16,7
2,3-butaandiool,
g/ kg 1,5 1.4 1,5
pH 3,56 3,6 3,6
Ammoniaak-N i1ld N- a,7 4,7 4,7
st, %
Aerookne stakiilsus, 149 217 217
h
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Sileeritava materjali ja maisisilo fermentatsiooni kvaliteedi
mikrobiolcoogilised nditajad on esitatud tabelis 12.
Hallituste hulgad olid sileeritavas materjalis suhteliselt
kérged, klostriidide ja parmide tase oli alla md&rmispiiri.

Tiivega L. buchneri BioCC 203 DSM 32630 v3i L. buchneri BioCC
228 DSM 32651 wvalmistatud siloproovide sisaldasid véga
suurtes hulkades piimhappebaktereid (>8,0 logis pmi / g
silos) Ja silcproovides domineerisid lisatud tiived
endogeensete piimhappebakterite {ile. Piimhappebakterite hulk

kontrollsilos oli 4.56 logie pmii / g silos.

Tabel 12. Fermentatsiooni kvaliteedid mikrcbioloogilised
néditajad algmaterjalis ja L. buchneri BioCC 203 DSM 3265C véi
L. buchneri BioCC 228 DSM 322651 2bil maisisordist Dorka

valmistatud siloproovides

Algmaterial | Kontroll L. buchneri | .. buchne-
BioCC 203 | r1 BioCC
Niitaja DSM 32650 228 DSEM
32651
Kesk- [ SD Kesk- | 3D | Kesk~- SD Kesgsk- | SD
mine, mine, mine, mine,
logie logie iogus logze
Piimhappe- 3,80 0,32 14,56 G, 18,3 0,0 8,25 10,5
bakterid 62 3 5
Parmid <2* * x <2* *x <2 * <2* * %
Hallitused 5,78 0,7 A *x <2* * ok <2* K
Clostridium <4 **x <2* *x <2 *x <2F ol
Spp -

*— allpcocl md&ramispiiri

**-~ a2i ole arvutatawv

Silo  aeroobse stabiilsuse katses liks kontrollsilodest
kuumaks neli silo viiest. Keskmiseks aeroobseks stabiilsuseks
kujunes 149 tundi (s.t 6,2 pieva). Tivedega L. buchneri BioCC
203 DSM 32650 ja L. buchneri BioCC 228 DSM 32651 valmistatud
silod olid aeroobselt stabiilsed katse 18puni, s.t 217 h (s.t
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9,04 paeva). Seega algmaterjalist tlvedega L. buchneri BioCC
203 DSM 32650 ja L.buchneri BioCC 228 DSM 32651 wvalmistatud

silo aercobne stabiilsus pikenes 2,84 paeva vdrra.

Kokkuvdtteks. Tiived L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 Jja L
.buchneri BioCC 228 DSM 32651 osutusid raskesti sileeritavast
materjalist valmistatud silos vaga joulise kasvuga
juuretisteks. L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 ja L.buchneri
BioCC 228 DSM 32651 kasutamine suurendas madala kuivaine
sisaldusega (£ 20 protsenti) silos piimhappe sisaldust,
inaktiveeris mikroobide ja padrmide aktiivsust, kaitstes silo
kuumenemise  eeast ja seelabi parandas silo  aeroobset
stapbiilsust parast silo avamist, pikendades silo

sdilitusaega.
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PATENDINCUDIUS

10.

11.

. Isoleeritud mikroorganismi tUvi ILactobacillus buchneri

BioCC ZZ8 DSM 32651.

. Mikroorganism vastavalt punktile 1 ldofiliseeritud

kujul.

. Kempositsioon, wmis sisaldab punktidele 1 v31 Z
vastavat mikroorganismi.

. Mistahes punktile 1 - 2 vastavat mikroorganismi tive

gisaldav s86%,

. 888t wvastavalt punktile 4, milleks on fermentecritud

s&ot, nt silo.

. Mistahes punktile 1 - 2 vastava mikroorganismil

kasutamine s&ddalisandina,

. Mistahes punktile 1 - Z vastava mikroorganismi

kasutamine silo aercobse stabililsuse tagamiseks.

. Mikroorganismi kasutamine vastavalt punktile 7

kusjuures silo  on  valmistatud madala kuivaine

sisaldusega {£ 20 protsenti) sdédast.

. Mistahes opunktile 1 - 2 wvastava mikroorganismi

kasutamine sddda fermentesrimiseks.

Uht vl mitut wmistahes punktidele 1 - 2 wvastavat
mikroorganisni sisaldav kompcsitsioon kasutamiseks
stoda fermenteerimise parandaniseks, soddas pilimhappe
4a  aadikhappe kontsenitratsiooni suurendamiseks, pH

alandamiseks da seelibi so6odas toitainete  kadude

vahendamiseks.
Mistahes punktile 1 -~ 2 vastava mikroorganismi
kasutamine sHbda fermenteerimisel | patogeensete

mikroobide toime allasurumisel Jja parmseente kasvu
pidurdamiseks, mis seisneb mistahes punktile 1 - 2
vastava mikrocorganismi lisamises fermenteeritavale

stddale.
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12, Mikroorganismi kasutamine vastavalt punktile 11,
kus patogeenseteks mikroobideks on enteropatogeenid.

13. Meetod sbdda sdilimisaja pikendamiseks, kus s&ddale
lisatakse enne fermenteerimist mistahes punktile 1 - 2

vastavat mikroorganismi.
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