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

(57) Leiutis kasitleb isolecritud mikroorganistmi titve Lactobacillus
buchneri BioCC 2013 DSM 32650 ja selle kasutamist sadda-
lisandina. Tive kasutatakse raskesti sileeritava, madala kuivaine-
sisaldusega (<20 proisenti) sé0da aeroobse stabiilsuse tagamiseks,
fermenteerimise parandamiscks, stdda piimhappe ja aadikhappe
kontsentratsivoni suurendamiseks, pH alandamiseks ja seelabi
sogdas toitainete kadude vihendamiseks, Mikroorganism surub
stitidas alla patogeensete mikroorganismide ning parm- ja hallitus-
seente toimet. Tive abil saab pikendada raskesti sileeritavast
materjalist valmistatud sooda siilimisacga.

(57) The inveation provides the isolated microorganism strain
Lactobacillus buchneri BioCC 2013 DSM 32650 and its use as
microbiological feed additive. The strain is used for ensuring
aerobic stability of feed with low dry matter content (<20 percent-
age) and improving fermentation of feed, for increasing the
concentration of lactic and acetic acid in feed and for reducing pH,
hence decreasing the loss of nutrients in feed. Usage of the microor-
ganism in ensiling supresses the function of pathogenic microorgan-
isms {enteropathogens) and yeasts in feed. The strain can be used
for prolonging the storage life of feed made from fresh material
difficult to ferment.

EE 201800024 A



10

15

20

25

30

EE 201800024 A

MIKROORGANISMI TOVI LACTOBACILLUS BUCHNERI BIOCC 203 DSM
32650 JA SELLE KASUTAMINE

TEHNIKAVALDKOND

Leiutis kuulub biotehnoloogia valdkonda ning leiab kasutamist
s&dda valmistamisel. Leiutis kdsitleb mikrobiolocgilist
silokindiustuslisandit ning selle kasutamist s&4da aerccbse

stabiilsuse tagamiseks, fermenteerimise kvaliteedl ja seeldbi

sb&da kvaliteedi t&stmiseks.

TEHNTIKA TASE
Silo toitainete sisalduse sdilitamine on vajalik alates sd6da

koristamisest ja konserveerimisest kuni s68da tarbimiseni

looma poolt.

silo on fermenteeritud s66L, mis on saadud k&rge
niiskusesisaldusega taimse materjali sileerimisel
kontrcocllitud fermentatsiooni  tingimustes (McDonald, P.,
Henderson, A. R., Heron, S.J.E. 1991. The Dbiochemistry of
silage. Znd ed. Chalcombe Publications, Marlow, Bucks UK, p.
340) .

Sileerimine on taimse loomas®dda sdilitamise meetod, mis
p&hingb plimhappelisel fermentatsioonil anaerocbsetes
tingimustes (Rooke, J., A. and Hatfield, G., D., 2003.
Biochemistry c¢f Ensiling. In: Silage Science and Technology.
D. R. Buxton, R. E. Muck, and J. H. Barrison, eds. American
Society cf Agronomy, Madison, Wisceonsin, USA. pp. 95-139).
Silo fermentatsiooni w&ib Jjagada nelia faasi: 1) aeroobne
faas hoidlas peale koristamist, 2) fermentatsiocni faas, 3)
stabiilse hoiustamise faas ja 4) silo vidljalaadimise faas,
kui hoidla on avatud ia silo puutub kokku Shuga. Kvaliteetse
silo valmistamisel on oluline sileeritava materjali d&ige
mikrobiaalne fermentatsioon. Edukas fermentatsioon s&ltub ka

heintaimede Tlibist, kvaliteedist, sileerimisprotsessis
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kasutatavatest tehnoloogilistest votetest, ilmastikust,
scovimatute mikroorganismide (nt klostriidide,

enteropatogeenide, listeeriate, batsillide} ja seente (pdrm-
ja hallitusseente) arengust ning sileeritava materjali

kuivainesisaldusest.

SH&da looduslikku fermentatsiconi on keeruline kontrollida,
kuna silo fermentatsioon on mitmete erinevate keemiliste Ja
mikrobiolcocogiliste protsesside ning nende kocsm&jude

kompleks.

Suurem osa silost valmistatakse kuivainesisalduse juures 200-
50C g/kg. Sellise sisalduse juures on taime paljud enstlmid
sileerimisprotsessil aktiivsed ning neis tingimustes suudavad
silos hulgaliselt kasvada nii soovitud kui ka socovimatud
mikroorganismid, parmid Jja hallitused. Seega on  kogu
bicloogilise aktiivsuse kontrolli alla saamine mirkimisvidrne
vdljakutse ning seda on vdimalik saavutada vaid hdsti juhitud
silesrimisprotsessi kaudu {Muck, R. E. 2010. Silage
microbiology and its control through additives. R. Bras.

Zootec. Vol. 39. July).

Kentrollitud sileerimisprotsessis piimhappebakterid
fermenteerivad vees lahustuvaid silisivesikuid piimhappeks.
Selle tulemusena sileeritava materjali pHE langeb (sileeritav
mass hapestub) ning see omakorda surub maha riknemist
péhjustavate mikroorganismide elutegevuse (OCude Elferink, S.
J. W. H., Driehuis, F., Gottschal, J. C., Spoelstra, &S. F.
2000. silage fermentation processes and their manipulation.

Journal FAQ Plant Procduction and Protection No 161, pp 17-
30). Mida kiiremini langeb silo happesus pH 4 Jjuurde, seda
kiiremini enstmaatiline Jja mikrobiaalne aktiivsus lakkab,

S&8t muutub stabiilseks ja rohkem toitaineid s&ilitatakse.
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Juba wvarem on dokumenteeritud, et silo fermentatsiooni
kvaliteeti saab oluliselt parandada  piimhappebaktereild
sisaldavate 1lisanditega (McDonald, P., Henderson, A. R.,
Heron, S.J.E. 1891. The Dbiochemistry of silage. 2Znd ed.
Chalcombe Publicaticons, Marlow, Bucks UK, p. 340).

Sama tdhtis kul toitainete sdilitamine silo fermentatsiooni
ja hoiustamise faasis, on silo toitainete s&ilitamine hoidla
avamisel. Siloc v&ib colla ekspconeeritud hapnikule nii sé8tmise
eesmidrgil silcochoidla avamisel kui ka hoidla katmisest

tingitud vigade tagajdrjel.

K&ik siled, puutudes kokku dShuga, riknevad varem v6i hiljem
aeroobsete mikroorganismide aktiivse elutegevuse tulemusena.
Lisaks mdéjutavad silc aerochset stabiilsust nii sileeritav
silokultuur ja tema koristusaegne kasvufaas, fermentatsiconi
bickeemilised ja mikrobiclocogilised faktorid, silomaterdali
fllisikalised Jja silomajanduse korralduslikud faktorid,
temperatuur kui ka silokindlustuslisandi valik. Silo aeroobse
stablilsuse n&itajaks lcetakse aega, kul kaua suudeb silo
vastu panna aeroobsetele riknemisprotsessidele, st kui kaua
pusib siloc ©Bhu Jjuurdepddsul kvaliteetsena. Silo aeroobset
stabiilsust hinnatakse silo temperatuuri téusmise kiiruse
kaudu. Mida kauem pisib silo temperatuur stabiilne, st silo
temperatuur ei Uleta {Umbritseva Kkeskkonna (ambientset)
temperatuuri dle 3°C (Komisjoni MiAzrus (EU} nr 429/2008; DLG-
Richtlinien flir die Prifung von Siliermitteln auf DLG-
Gltezeichen-FPahigkeit Oktober 2013}, seda aercobselt
stablilsem ja parem on silo. Enamikus aeroobselt riknevates
silodes touseb temperatuur itle ambientse temperatuuri hapete
Jja veeslahustuvate suUsivesikute mikrobiaalsel oksldatsioonil

slisihappegaasiks ja veeks.

Kuigi anaercobsetes tingimustes silo madal pH surub maha

soovimatute mikroorganismide kaswvu, el ole madal rH
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iseenesest pilisav aeroobse riknemise &draholdmiseks. Silo
riknemine aercoocbsetes tingimustes saabk alguse enamasti
parmseentest, kes saavad kasvada ka Usna madala pH Jjuures.
Parmid on suutelised kasvama laias pH-vahemikus (pH 3-8).
Optimaaine pH enamiku pdrmide kasvuks on 3,5-6,5. Kui silo
puutub hoidla avamisel kokku &huga, siis fermentatsiconil
tekkinud happed Jjt thendid oksiideeritakse aeroobsete
bakterite, péirmide Ja hallituste poolt. Piarmide elutegevuse
tulemusena tekib slsinikdicksiid ning see pdhjustab silo
kuumenemist, mis omakorda on otseselt kuivaine kadude
pdhiustaija (McDonald, P., Henderscon, A. R., Heron, S.J.E.
19981, The  |Dbiochemistry of silage. 2nd ed. Chalcombe
Publications, Marlow, Bucks UK, p. 340).

Parmseened kasutavad energlaallikana silos olevat
jddksuhkrut, kuid esimeses Jj&rjekorras eelistavad piimhapet.
Seetdttu on aeroocbsele riknemisele isedranis wvastuvdtlikud
just hé&sti fermenteerunud silod, milles on palju piimhapet.
Pdrmseente tegevuse tTulemussna hakkab silco pH tdusma ning
tekib vdimalus aktiveeruda mitmetel telstel aercobsetel
mikroorganismidel Ja hallitusseentel. HEstl fermenteerunud
toltaineterikkas silos aktiivse mikrobiaalse tegevuse

ilminguks on silo temperatuuri tdus.

Onn leitud (Chyama, Y., Hara, S. and Masaki, 5. (1980)
Analysis o¢f the factors affecting aerobic detericration of
grass silages. In Thomas, C. (ed.) Forage conservation in the
80s. BGS Occasional Symposium No. 11, pp. 257-261. Reading,
UK: British Grassland Society.}, et silo aeroobse stabiilsuse
clulised m&ijufaktorid on silo kuivaine-, dadik- Ja
propiconhappesisaldus ning pdrm— Jja hallitusseente azxv
silohoidla avamisel. ©Negatiivne seos kuivainesisalduse Ja
pdrmide osas n&itas, et suurem kontsentratsiocon pé&hjustas
Shuga kokku puutumisel silc temperatuuri kiirema tdusu.

Seevastu dadik- Ja v&ihape nditasid, et nende
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fermentatsioconipreduktide suuremat kontsentratsiooni seostati

stabiilsema siloga.

Nagu mainitud, silo madalal pH-vidrtusel aeroocbset riknemist
péhijustavatele mikroorganismidele otsest m&ju ei ole, kuid
erinev tdhtsus on silo fermentatsioconil tekkinud hapetel.
Padrmide kasvu inhibeerivad dissotseerumata lthikese ahelaga
rasvhapped (Pahlow G., Muck R.E., Driehuis F., Oude Elferink
S.J.W.H. and B8poelstra S.F. (2003} Microbiclogy of ensiling.
In: Buxton D.R., Muck R.E. and Harrison J.H. (eds) Silage
science and technology, pp. 31-93. Madison, WI, USA: Agronomy
Publication No. 42, American Soclety of Agronomy) .
Dissotseerumata happe molekulid on vdimelised ldbima mikroobil
rakumembraani passiivse difusiooni teel, mille tulemusel
vabanevad H* ioonid. See alandab rakusisest pH-d ja selle
tagajidrijel rakk hukkub. Millises ulatuses mingi hape silos
dissotseerub, s&ltuk happe dissotsatsiconi konstandist (pKa)

ja silc pH-st {(Zirchrom (2011} Dissociation constants of

organic acids and bases. Available at:
http://www.zirchrom.com/organic.htm {accessed 3  November
2011yy. Addik- Ja propioonhape dissotseeruvad wvidhem kui
piimhape, millega on seletatav hidsti fermenteerunud

pilimhappelise silo wvastuvdtlikkus aeroocbsele riknemisele.
Seevastu dadik- Ja propilconhape on efektiivsed pdrm- Jja
hallitusseente inhibeerijad. V&ihappel on sarnanse mdjiu.
V&ihappeline silo on asroobselt stabiilane, kuld see viitab
riknemist pdhiustavate klostriidide zktiivsusele. Sellisel
silol on suured toitainetekaod Ja kdrge v&ihappesisaldus vdib
loomadel pdhiustada terviseprobleeme. Propioonhapet esineb
silos harva ja viikestes kogustes ning seda produtseerivate
mikroorganismide kontsentratsioon silcokultuuridel on vdEike ja

nende konkurentsivdime on madal.
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Azddikhappesisaldus silos viitab hetercfermentatiivsele
kddrimiselie ning kuna &adikhape on pdrmideie viga toksiline,

sils sellised silod on tavaliselt aercobselt vidga stabiilsed.

Silo ideaalne fermentatsioon vidhendab fermentatsiooni kadusid
ning tagab piisava staebiilsuse s6dda sdilitamisel Ja
hoidlast valjalaadimisel séotmiseks. Efektiivne
silokindlustuslisand, silc valmistamise Ja sO6tmise Oige
keorraldamine mangivad vétmerclli nimetatud eesmdrkide
tditmisel, Enamik silokindlustuslisandeid on wvdlja todtatud
sileerimise protsessi Ja sileeritud sé8da toitevidrtuse
parandamiseks. Kuld silokindlustuslisanditest oodatakse, et
nad peale silo kiire fermentatsiooni Ja kvaliteedi
parandamise suruksid maha ka riknemilst (sh aeroocbset
riknemist) pdhiustavate organismide kasvu. Peamised pdnijused
silokindlustuslisandi kasutamiseks silo aerocbse stabiilsuse
parandamisel on &dra hoida silo kuumenemine, toitainete kaod
ning loomade jdéudluse langus, mis vdib olla pdhjustatud

riknenud silo s&dtmisest.

Silokindlustuslisandites kasutatakse sageli enslttme, kuid
need ei inhibeeri pirme Ja hallitusi, mistdttu enstlmidega
valmistatud silcdel on viaga tagasihoidlik asrcobne

stabiilsus.

Silo  aerochse stabiilsuse parandamisel on efektiivsed
orgaanilised happed, nagu propioon-, Z34dik- ja bensoehape Jt.
Neid lisatakse kas suures koguses, et saavutads s&8da nn
1&plik konserveerimine, vdi vidiksemas koguses. Viimasel juhul
kill surutakse maha parmseente aktiivsus, kuid ei tagata
tdielikku konserveerimist Jja sileerimine sdltub Jjatkuvalt
looduslikust fermentatsioonist. Samuti on leitud ammoniaagi
parssiv  mdju  aeroobsetele bakteritele ning pirm- ja
hallitusseentele. Paraku on orgaanilised happed jt kemikaalid
sddvitava toimega ning kahjustavad silotehnikat ning nendega

UmberkZimisel ja ladustamisel on ranged chutusnduded.
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Piimhappebakteritel baseeruvaid bioleoogilisi
silokindlustuslisandeid kdsitletakse kul looduslikke produkte
ning nende eeliseks on, et nad ei ole toksilised, ei

korrodeeri seadmeid ja ei p&hijusta keskkonnariske.

Piimhappebakterite abil silo pH langetamise eesmdrgiks on
minimeerida fermentatsioconikadusid. Piimhappebaktereid
jaotatakse gliukoosi fermentatsiconli alusel kahte rihma:
homofermentatiivsed ning heterofermentatiivsed.
Homofermentatiivsed piimhappebakterid toodavad thest mcolist
glikoosist kaks mooli piimhapet, heterofermentatiivsed
bakterid aga toodavad {the mooli piimhapet, lhe mocli

sUsinikdioksiidi ja tithe mooli kas etanocclli v&i &3ddikhapet.

Teada on, et k8arimisprotsessi alguses domineerivad
homofermentatiivsed liigid, kuid hiljem keskkonna
happelisemaks muuvtumisel saavutavad llekaalu

heterofermentatiivsed bakterid (Muck, R. E. 2010. SZilage
microbiology and 1ts contrcl through additives. R. Bras.

Zooteg., Vol. 39. July).

Homofermentatiivsetel piimhappebakteritel baseeruvad
silokindlustuslisandid parandavad silo fermentatsiooni kulgu,
kuid enamus selliseid bakterjuuretisi inhibeerivad pidrmide ja
haliituste kasvu vihe. V&ib juhtuda, et sellise
silokindlustuslisandi kasutamisel on silo aerocbne stabiilsus
vaiksem kui ilma kindlustuslisandita silol ning wvoib isegil

suurendada silc kuumenemise riski.

Mdned silojuuretised sisaldavad baktereid {nt
proploonhappebaktereid), mis toodavad propiloonhapet. Paraku
silo aeroobne stabiilsus el parane, kuna need mikroorganismid
pole uUldiselt happetolerantsed ja on aeglase kasvuga. Kiill
aga mdned Jjuuretised, mis produtseerivad lisaks piimhappele
suures koguses ka &&adikhapet (L. buchneri), pdrsivad silo

aerochset riknemist pdhjustavaid mikroorganisme (pirm— Ja
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hallitusseeni jt), st parandavad silo aeroobset stabiilsust

Ja heiavad dra silo riknemise hoidla avamisel wvm kokkupuutel

Shuga.

Hetercfermentatiivsete piimhappebakterite lisamine
sileerimisel alandab pH-d ning wvdhendab kuivainekadusid.
Lisaks on mdnedel sellistel <flvedel taheldatud tugevat
inhibeerivat toimet parmide ja hallituste kasvule, *tdstes
seeldbi silo asrocbhset stakiilsust (Jatkauskas, J.,
Vrotniakiene, V., Ohlsscon, €., 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 el ole sama liigi erinevad tived identsete cmadustega,
kuna esinevad geneetilistest variatsioonidest tingitud

liigisisesed erinevused ehk tilvespetsiifilised omadused.

Kdesoleva leiutise ecesmirgiks on pakkuds uus  Lactobacillus
buchneri tivi Lactobacillus kuchneri BieCC 203 DSM 32650
sédda fermenteerimise kvaliteedi <tdstmiseks, silo aseroobse

stabiilsuse Ja sZilimisaja pikendamiseks.

LETUTISE OLEMUS

Leiutis kidsitleb isoleeritud mikroorganismi tive
Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650, nimetatud
mikroorganismi sisaldavat sd&ta, sHdédalisandit ia
kompositsiconi. S6ddaks v8ib olla fermenteeritud s68t, nt
silo. S&68daks vdib olla raskesti sileeritav, madala kuivaine-
sisaldusega (£ 20 protsentl) s88t. Soddalisandiks on niditeks
silckindlustuslisand {(silage additive). Kompositsicgoni
teisteks koostisosadeks véivad olla vajalikud abiained.
Nimetatud mikroorganismi saab kasutada liofiliseeritud kujul.
Mikroorganismi ILactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650

abil tagatakse sd&da zerochne stabiilsus.
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Nimetatud mikrochitiive saab kasutada s6&da fermenteerimiseks
ja fermenteerimise parandamiseks, sGddas piliimhappe Ja
dddikhappe kontsentratsiococni suurendamiseks, pH alandamiseks

Ja seeldbi séddas toitainete kadude vdhendamiseks.

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

Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Jjt.

Leiutise objektiks on ka meetod stdda sdilimisaja
pikendamiseks, kus fermenteerimisel lisatakse sdddale
mikrocrganismi Lactobacillus buchneri BicCC 203 DSM 32650.
Eelnimetatud tiUve kasutamise korral on selle sisaldus 1x1035-

1x10° pmii/g fermenteeritava sd&da kohta.

TUVE KIRJELDUS
Mikroobitiivi ILactchacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650

isoleeriti loomulikul teel, st ilma lisanditeta kidirinud
k&rge kvalitszediga maisisilost (Zea mays L.} Eestis.
Siloproovi kvantitatiivse laktobatsillaarse koostise

viljaselgitamliseks tehti materjalist lahjenduste rea meetodil
alaneva tiheduse astmetega suspensioon peptoonvees (Sigma-
Aldrich, Prantsusmaa) ning tehti valjaklilvid MRS-~agarile
{(de Man Rogosa Sharpe’i agarile) (Biolife, Itaalia), mida
inkubeeriti temperatuuril 37 kraadi mikrocaerocbses keskkonnas
(1¢  protsenti COz) (termostaat ~MCO-18AIC  Uv™ Sanyc
Electronic Co, ntd, Jaapan) 48 tundi. Vdljakasvanud
mikrocbipesad kirjeldati, loendati Jja miidrati mikrookide
Uldhulk. Mikrocbide morfoloogia kirjeldamiseks tehti Grami

jargi varvitud preparaadid ja mikroskopeeriti. Leiutise
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objektiks olev tuvi ILactcobacillus buchneri BioCC 203 DSM
32650 isoleeriti ZLactobacillus spp iseloomuliku pesa- Jja
rakumorfoloogia alusel. Jirgnes proviscorne ja seejérel

tdpsem identifikatsioon, mida j&rgnevalt kirjeldatakse.

Tuve Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 kultuur-
morfoloogilised tunnused midrati MRS-agar— Jja puljongsddtmes
(Biolife, Itaalia) kasvatamise Jargselt.

Lactobacillius buchneri BioCC 203 DSM 32650 on korrapidrase
kujuga eosteta, liikumatu Gram-positiivne pulkbakter. Tema
Uksikrakud asetsevad  Tharilikult dksikult w81  1thikeste
ahelatena. MRS puljongis kultiveerimisel v&ivad esineda

pikenenud rakud.

Fisioloogilis-biokesemilised tunnused

Mikroobitive ILactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32630
kultiveerimiseks on sobivaim MRS-puliong, milles peale 48
tundi 37 kraadi Jjuures mikroaeroobset w61 anaercobset
inkubeerimist ilmneb {htlaselt h&gune kasv. Mikroaerccbses
(1¢ protsenti CO3) vEi anaerocbses (COs /Ny /Ha: 5/90/5
protsenti) keskkonnas on mikroobipesad hallikasvalged, 1,5-2
millimeetrit, lamedad, ldikivad, poollidbipaistvad, kareda
tekstuuriga ja kdrgenenud keskosaga.

Mikreoobitlivi Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 on
okbligaatselt heterofermentatiivne, katalaas- 1a
okstdaasnegatiivne, hidrolliisib arginiini Ja produtseerib

glikoosi fermentatsioonil siisinikdicksiidi.

Mikrocbitiive ILactobkacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650
optimaalne kasvutemperatuur on 37 kraadi, paljuneb ka 15
krzadi Jjuures, wvidhesel m&dral kasvap 45 kraadi juures. Tive

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



10

15

20

EE 201800024 A

11
Mikroobitdvi Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 322650
samastati kuil Lactobacillus  buchneri, kasutades  MALDI
Biotyper it (Bruker Daltonik).
Lactobacillus buchneri tivi BioCC 203 deponeeriti
mikroorganismide patendiekspertiisiks deponeerimise
rahvusvahelise tunnustamise Budapesti lepingu kohaselt

kultuurikollektsioconis Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmkbH 25. all D3M
32650.

septembril 2017 numbril

Resistentsus antibiocotlikumidele

Metoodika: Lactobacillius buchneri tfive BioCC 203 DSM 32650
antibicotikumitundlikkust testitl anaerochsetes {CO»/N>/H>:
5/90/5 protsenti) tingimustes 37 kraadl Juures 48 tunni

2010 standardile kasutades VetMIC
Riiklik

jooksul wvastavalt IS010932:

Lact-1 Ja VetMIC Lact~2 plaate (SVA

Veterinaariainstituut, Uppsala, Rootsi). Tivede Lactobacillius

buchneri minimaalseid inhibeerivaid kontsentratsioone (MIK)

vdrreldi Eurcopa Tolduohutusametl (EFSA) poolt esitatud MIK-i
piirvidrtustega.

Tabel 1. Lactobacillus bucneri BioCC 203 DSM 32650 Jja
Lactobacillus bucneri BioCC 228 DSM 32651 poclt

antibiootikumide minimaalsed inhibeerivad kontsentratsiconide

(MIK) vadrtused {(mg/L)
Antibicotikum LactobaciilusiLactobacillus) Minimaalsed
bucneri bucneri inhibeerivad
BioCC 203 D3M|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
Streptomiitsiin 2 0,5 o4
Ertitromitsiin 0,06 0,016 1
Klindamlitsiin 0,06 0,03 1
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Tetratsikliin 8 2 8
Kloramfenikool 4 0,25 4
Kanamtitsiln z 2 32
*EFSA 2012. Guidance on the assessment of bacterial

susceptibility to antimicrcebials of human and veterinary

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

SéSdalisanditena kasutatavate mikroobide hindamiseks
klassifitseeritakse tilived vastuvdtlikeks vdi resistentseteks
antimikrcobsete ainete suhtes:

Tundlik (S): bakteriaalne tivi on madratletud kui
vastuvdtlik, kui see on inhibeeritud spetsiifilise
antimikroobse aine kontsentratsioconiga, mis on virdne vv&i

vadiksem kehtestatud piirvdirtusest (8 < x mg / L).

Resistentne (R): bakteritiivi on miiratletud kui resistentne,
kui seda el inhibeeri spetsiifilise antimikrocbse aine
kontsentratsioon, mis on kdrgem kui kehtestatud pilirviirtus
(R> x mg / L).

Tuivede Lactobacillus buchneri tluvede BioCC 203 DSM 32650 Ja
BicCC 228 DSM 32651 antibicotikumide tundiikkuse tulemused on
esitatud Tabelis 1. Lactobacillus buchneri tivede BiolC 203
DSM 32650 ja BioCC 228 DSM 32651 minimaalsed inhibeerivad
kontsentratsioonid ei Aletanud EFSA poolt esitatud

hetercfermenatiivsete laktcbatsillide MIK-1 piirvadrtusi.

TUVE FUNKTSIONAALSED OMADUSED
Katse eesmirk oli uurida tlUved Lactobacillus buchneri BioCC

203 DSM 32650 voimet kasvada erinevate suhkrute manulusel.

Metoodika: 24 tunni vanused MRS-agaril (Bieclife, Itaalia)
kasvatatud Lactebacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 ija
Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 kultuurid
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suspendeeriti peptoonvees McFarlandi tiheduse standardi nr 5
jErgi (1,5 x 10° mikrocki/ml), kilvati 1lé&pptihedusega 5 x 103
mikroobi/ml modifitseeritud MRS-puljongisse, mis sisaldas ZC
g/L kas glikoosi, fruktoosi, trehhalocosi, kslloosi, maltoosi
vd1i glikoosi, fruktoosi ja trehhalcosi segu wvahekorras 1:1:1,
suhkrute lLdppkontsentratsioconiga 20¢/L. Suspensioone
inkubeeriti termostaadis mikreoaerocbselt (10 protsenti COz)
ja anaerocbselt {C0:/N:/Hs: 5/90/5 protsenti) 25 kraadi Juures
24, 48 ja 72 tundi. Anaeroobse keskkonna puhul redutseeriti
s568de enne katse algust 24 tunni Jjooksul. Katse Jjooksul
md&drati tuvede iduarv, arvutati saagis, generatsiconide arv

(n) Ja kasvukiirus (V) Jdrgnevalt:

saagis = log MNi- log Ng us N; on bakterite arv mingil
ajamomendil; Ng on bakterite arv 0 ajamomendil;
N = log Ny-log Ny / log 2, kus N; on bakterite arv mingil
ajamomendil; Ng on bakterite arv 0 ajamomendil;
V = log Ni~log No / 0,301 x t, kus kus N; on bakterite arv
mingil ajamomendil; Ny on bakterite arv 0 ajamomendil ja t

tdhistab konkreetset aega.

Tuvi Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 oli tihe
generatsiooni vdrra kiirema kasvuga esimese 24 tunni Jjookul
glikoosi, fruktoesi, ksiiloosi ning glikoosi, fruktoosi Ja
trehhaloosi segu sisaldavas so&tmes mikrecaercoksel
kultiveerimisel vdrreldes tUvega Lactobacillus buchneri BioCC

228 DSM 32651 (Tabel 2).

Tabel 2. Erinevate suhkrute mdju Lactobacillus buchneri BioCC
203 DSM 32650 ja Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651
kasvudinaamikale mikroaeroobsel (10 protsenti COz)

kultiveerimisel 25 kraadi juures 24, 48 ja 72 tundi
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Saagis n v

¢ ~ | 24t - | 48 - 6 - 24t - 48 - 0 - 24 - 48 -

24t 48t 72t 24t 48t 72¢ 24t 48t T2t
203G | 1,641 1,75 0,41 5,45 5,81 1,36 0,23 0,24 0,086
228G | 1,431 1,53 0,3 4,76 5,08 1 0,2 G,21 0,04
203F | 1,54 | 1,87 0,16 5,12 65,21 0,53 0,21 0,26 0,02
228F § 1,24 1,78 0,02 4,12 5,85 0,07 6,17 0,24 0
20371 1,6 0,31 0,14 5,25 0,96 0,5 0,22 0,04 6,02
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 0,0z
Z28M | 0,81 1,8 6,32 3,02 6,31 1,06 0,13 0,26 0,04

203X | 1,26 | 2,01 0,03 4,19 6,68 0,1 0,17 0,28 9
228X 11,48 1,73 0,13 4,92 5,75 0,43 a,2 0,24 0,02
203Ma | 1, 98 0,9 0,51 6,58 2,99 1,69 G,27 0,12 0,07
228Ma | 1,922 | 1,01 0,43 G, 38 3,36 1,43 0,27 0,14 G,06
n-generatsioonide arv; V-kasvukiirus; G-MRS-puljong
gltkoosigas F-MRS-pulijong fruktoosiga; T-MRS-puljong

trehhalcosiga; M-MRS-puljong glikoosi-fruktcocosi-trehhaloosi
seguga; X-MRS-pulliong ksliloosiga; Ma-MRS-puljong maltoocsiga

Anaerocobsel kultiveerimisel esimese 24 tunni Jooksul oli
Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 keskmiselt kahe
generatsiconi voérra kiirema kasvuga fruktoosi ja gliikoosi,
fruktocsi ja trehhaloosi segu sisaldavas sé&dtmes ja 48 tunni
jocksul kolme generatsiooni vdrra kiirema kasvuga gltkoosi
sisaldavas s&dtmes ja ca 1,5 generatsiconi kiirem fruktoosi
ja kslloosi sialdavas sodtmes vdrreldes tUvega Lactobacillus
buchneri BioCC 228 DSM 32651 (Tabel 3).

Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 oli aeglasema
kasvuga, suutes edestada tive TLactobacillus buchneri BioCC
203 DsSM 32650 peale 48 tundi kultiveerimist fruktoosi Ha
kslloesi ning gliukoosi, fruktoosi Ja trehhalcosi  segu

sisaldavas s&88tmes.

Tabel 3. Erinevate suhkrute mdju Lactobacillus bhuchneri BioCC

203 DSM 32650 Jja Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651
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kasvudiinaamikale Jja anaeroobsel (CC:/N,/Hy: 5/90/5 protsenti)

kultiveerimisel 25 kraadi juures 24, 48 ja 72 tundi

Saagls n v
o - 24t - 48 - 0 - 24t - 48 - o - 24 - 48 -
24t 48t 72t 24t 48t 72t 24% 48t 72t
203G ¢,88 2,18 C,23 2,92 7,24 0,76 0,12 0,3 0,03
228G 1,11 1,26 0,78 3,69 4,19 2,59 0,15 0,17 0,11
203F 1,51 1,37 0,02 5,02 4,55 0,07 0,21 0,19 0
228F 0,82 0,96 1,08 2,72 3,19 3,59 0,11 a,13 0,15
Z03T 2,25 0,18 0 7,48 0,6 0 0,31 0,02 0
2287 2 G, 3 o ,12 6,64 1 0,4 G, 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 0,153
203X 2,04 1,146 & 6,78 3,85 0 g,28 0,16 0
228X 1,84 0,64 0,35 6,11 2,13 1,16 0,25 0,09 0,05
203Ma | 2,04 0,79 0,35 6,78 2,62 1,16 0,28 0,11 0,05
228Ma | 2,05 0,78 0,2 6,81 2,59 0,66 0,28 0,11 0,03
n-generatsioonide arv; V-kasvukiirus; G-MRS~puliong
glikocosigas F~MRS-puljong fruktocsiga; T-MRS-puljong

trehhaloosiga; M-MRS-puljong glikoosi-fruktoosi-trehhaloosi
seguga; X-MRS-puljong kstloosiga; Ma: MRS-puljong maltoosiga

Ngide 1. Orgaaniliste hapete ja alkoholide profiil

Katse eesmdrk cli mdidrata tivede Lactobacillus buchneri BiolC
203 DSM 32650 ja Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651
orgaaniliste hapete dja alkohclide profiil mikroaeroobses Ja

anaeroopses keskkonnas kultiveerimisel.

Metoodika: 24 tunni vanused MRS-agaril (Biolife, Itaalia)
kasvatatud Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 Jja
Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 kultuurid
suspendeeriti peptoonvees McFarlandi tiheduse standardi nr 5
Jdrgi (1,5 =x  10° mikroobi/ml), kilvati MRS-puljongisse
(Biolife, Itaalia) loépptihedusega 1,5 x 10° mikroobi/ml ning

inkubeeriti termostaadis mikroaercobselt (10 protsenti CO;)
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ja anaeroobselt (C0»/N;/Hz: 5/90/5 protsenti) 25 kraadi Juures
24, 48 ja 72 tundi.

Gaaskromatograafiliselt mddrati orgaaniliste hapete ja
alkoholide profiili gaaskromatograafiga Agilent 68904,
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 maddrati orgaanilisi happeid
Shimadzu Prominence HPLC System iga, kasutati iooneraldus-
kcloani. Vedelikkromatograafiga Aminex HPX-87H (300 mm = 7,8
mm) . Kolonnili temperatuur oli 60 kraadi, wveolukiirus oli 0,6
ml/min Ja orgaaniliste hapete detekteerimiseks kasutati PDA-

detektorit lainepikkusel 210 nm. Analiiiisiaeg ¢li 26 min.

Orgazniliste hapete Ja alkcholide profiilis ilmnesid ilmekalt
tivede Lactobacillus buchneri BioCl 203 DSM 32650 ja BioCC
228 DSM 32651 tivespetsiifilised omadused (Tabel  3).
Lactobacillus buchneri RBioCC 203 DSM 32650 on oluliselt
tugevam etanocli, &idika ja piimhappe produtseerija nii
mikroaeroobses kul anzercobses keskkonnas kultiveerimisel.
Lactobacillus buchneri BicCC 228 DSM 32651 on vdimeline
anaerocbses keskkonnas produtseerima pliruvaati (Tabel 4),
Mikroaeroobses  keskkonnzs kultiveerimisel  tarvitas tivi
Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 esimese 24 tunni
kultiveerimise 3Jjooksul kasvukeskkonnast &dra ligikaudu 99,5
protsenti da anaeroocbhses keskkonnas 87,8 protsenti
kasvukeskkonnas olemas olevast tsitraadist.

Anaerocbses keskkonnas kultiveerimisel oli ILactobacillus
buchneri BioCC 228 DSM 32651 &ra tarvitanud 4,8 protsenti
kasvukeskkonnas olemas olevast tsitraadist. Erinevalt tivest
Lactobacillus buchneri BiceCC 203 DSM 32650 oli Lacftobacillius
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 alkoholide profiil {(mg/m} MRS
5 pulijongis Tactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 Jja
Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 mikrcaerochsel (10
protsenti CO0;) Ja anaeroobsel (C0;/N:;/Hz: 5/90/5 protsenti)

kultiveerimisel 24, 48 ja 72 tunni Jooksul 25 kraadi juures

Lactobacillus buchneri Lactobacillus buchneri
BioCC 203 DSM 32650 BioCC 228 DSM 32651
Mikrcaeroobne |Anaeroobne Mikrocaercobne Anaesrcobne
keskkond keskkond keskkond keskkond
24 t{48 t] 72 t |24 t|48 ©|72 t{24 t]48 £]72 t 24 t]|48 t]72 ¢t
piimhape |, oqlg 501 g,0712,8508,2108,19|0,00] 0,00|7,79(2,76|4,96|2,76
gadikbape | 4 ¢31 1 550 1,29|0,6101,38|1,25|0,47/0,62|0,54]0,01 0,280,323
etanool 0,591 3,91| 4,02[0,58/4,6914,36|0,03]/0,03!0,09|0,00]0,00!0,00
prruvaat 4 5010,00| 0,0010,00]0,00 0,00 0,00]0,00]0,00]0,72|1,36]1,25
10

N&ide 2. Orgaaniliste hapete Jja alkoholide profiil maisi

suprenatandis

Katse eesmidrk oli mddrata tilvede Lactobacillus buchneri BioCC
15 203 DSM 32650 ja Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651

orgaaniliste hapete Jja alkoholide profiil taimse materjali

fermenteerimise kdigus.

Metoodika. 226 g vegetatiivses kasvufaasis (V6~-V8) maisitaimi

(Zea mays L.) hakiti, homogenisesriti wveega laboratcorses
20 segistis Bagmixer 400 ({Interscience, Prantsusmaa) 6 minuti

jooksul, filtreeriti, tsentrifuugiti toatemperatuuril 5000

rpm 10 minuti jocksul ja steriliseeriti 121 kraadi juures 5

minuti Jjooksul.

24 tunni wvanused MRS-agaril (Biolife, Itaalia) kasvatatud

25  Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 Jja ILactobacillus
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buchneri BioCC 228 DSM 32451 kultuurid suspendeeriti
peptoonvees McFarlandi tiheduse standardi nr 5 jérgl (1,5 X
10¢ mikrochi/ml), kiilvati maisitaimede supernatanti
18pptihedusega 1,5 x 109 mikrecobi/ml ning inkubeeriti
termostaadis mikroasroobselt (10 protsenti COp) 25 kraadd
Juures 24, 48 Jz 72 tundi.

Gaaskromatograafiliselt m&drati orgaaniliste hapete ja
alkoholide profiil gaaskrcomatograafiga Agilent 6890CA,
kasutati kapillaarkolonni CP-Wax 52 CB {30 m x 0.25 mm, 0.25
um) . Kclonni temperatuuri programm: 75 kraadi juures 1 minut,
10 kraadi /min 115 kraadi Jjuures hoiti 3 minutit, 29
kraadi/min 190 kraadi juures hoiti 5 min, detektor (FID} 280
kraadi.

Vedelikkromatograafiliselt madrati orgaanilisi happeid
Shimadzu Prominence HPLC System’iga, kasutati iocneraldus-
kolonni Vadelikkromatograafiga BAminex HPX-87H (300 mm x 7,8
mm) . Kolonni temperatuur oll 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 alkocholide profiil (mg/m)
malsitaimede supernatandis Lactobacillus buchneri BioCC 203
DSM 32630 Jja ILactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32631
mikrcaeroobsel kultiveerimisel 24, 48 ja 72 tunni jooksul 25

kraadi juures

Lactobacillius Lactcobhacililus
buchneri BioCC 203 buchneri BioCC 228
DSM 32650 DSM 32651

24 € 48 t 72 t 24 t 48 ¢ 72t
piimhape 0,000 0,000 0,384; 0,000} G,000 0,000
dadikhape 0,060 0,129 0,181t 0,062 0,102 0,191
etanocol 0,128 G,385 0,653: 0,046} 0,104 0,493
2,3 butaandiocol g, 015 0,007 G,004% 0,0071 0,011 0,005

Taimse materjall fermenteerimise katses osutus Lactobacillus

buchneri BioCC 203 DSM 32650 tugevamaks etanocli ja ka
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piimhappe tootiaks vdrreldes Lactobacillus buchneri BioCC 228

DSM 32651 (Tabel 5).

Ndide 3. Antimikroobne aktiivsus patogeenidele

Katse eesmdrk oli testida Lactobacillus buchneri BioCC 203
DSM 32650 da Lactobacillus buchneri BioCC 228 DsSM 32651
antimikrcobset aktiivsust enteropatogeenide suhtes
mikroaercobses ja anaeroobses keskkonnas kultiveerimisel 25

kraadi juures.

Laktobatsilli tuUvede ILactcocbacillus buchneri BioCC 203 D3M
32650 dja Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651
antimikroobsete omaduste hindamiseks pratogeenide vastu
kasutati joonkilvimeetodit (HiUtt P, Shchepetova J, Loivukene
K, FKullisaar T, Mikelsaar M. Antagenistic activity of
prokbiotic lactobacilli and bifidchacteria against entero- and

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

Sihtmikrockide inhibitsiooni midramiseks mdddetl patogeeni
kasvuvaba tsoon millimeetrites. Analcogselt Hutt Jt (2006)
Jargi arvutati kasutatud valimi tulenuste pdhial
aritmeetiline keskmine ning standardviga ja sellest lihtuvalt

hinnati tiivede antagonistlikku aktiivsust.

Tabel 6. ILactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 fa
Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651 antimikroobne
aktiivsus patogeenidele modifitseeritud MRS-agarsdotmel
Jjoonkilvi meetodil {(sihtmikroobl kasvupidurdus
millimeetrites) mikroaercobses {10 protsenti CO2) ja

anaeroobses (CO;/N;/Hy: 5/90/5 protsenti) keskkonnas
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Kasvupidurdustscon (mun}
Lactobacillus buchneri Lactobacillus buchneri
BioCC 203 DSM 32650 BioCC 228 DSM 32651

Patogeen Mikroaerocbne | Anaercobne | Mikroaeroobne | Anaercobne
Staphylococcus 16,5 £ 0,5 12,5 + 0,8 14,3 = 0,8 10,0 £ 0,7
saprophyticus WDCM
00159
Enterococcus 13,8 £ 0,4 11,8 = 0,4 14,3 + 1,3 8,8 £ 0,8
faecalis
ATCC 29212
Staphylococcus 18,8 £ 1,5 14,8 £ 1,3 16,5 £ 0,9 12,8 = 0,4
aureus
ATCC 25932
Escherichia coli 14,5 £ 0,9 15,5 + 1,5 15,8 + 0,4 12,5 = 1,1
DSM 1576
Salmonella 14,8 £ 0,4 15,3 £ 1,3 15,5 £ 0,5 13,5 £ 0,8
anterica subsp.
enterica serovar
Enteritidis ATCC
13076
Inhibitsiconitsoon mikroaerochses keskkonnas (mm-s): nérk
<13,80; keskmine 13,79-17,11; tugev >17,12.
Inhibitsiconitsocon anaeroobses keskkonnas (mm—-s) : ndrk

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

Mikroaeroobses keskkonnas omasid mdlemad tived vdrdselt
tugevat antimikroobset toimet (Tabel &) . Anaeroobses
keskkonnas omas ILactobacillus huchneri BioCC 203 DSM 32650

mdnevdrra tugevamat tolmet testitud patogeenide suhtes.

Ndide 4. Antifungaalne aktiivsus

Katse eesmdrk oli hinnata Lactobacillus bhuchneri BioCC 203
DEM 32650 Ja Lactobacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651
supernatandi teimet maisisilost isoleeritud pirmseente vastu

auk~difusiconimeetcedil agarsédtmel.
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48 tunni vanusest laktobatsillikultuurist valmistati
suspensioon peptocnvees vastavalt McFarlandi tiheduse
standardile nr 5 {1,5 x 10° mikroobi/ml), kilvati MRS~
pulijongisse (Biolife, Itaalia) 1dpptihedusega 1,5 x 10°
mikrooki/mli ning inkubeeriti mikroaeroobselt (10 protsenti

CCz} Jja anaercobselt(CO;/N2/Hz: 5/90/5 protsenti) 25 kraadi

juures 48 Ja 72 tundi. Mikrcopirakud eemaldati
tsentrifuugimisel (4500 rpm, 10 min) . Supernatant
steriliseeriti filtreerimise teel ja kontsentreeriti

lUofiliseerimisel. Liofilisaat resuspendeeritli 10-kordses 10
mM  d3dikhappes. Kuus maisisilcest isoleeritud metsikut
padrmitive kilvati idhtlase kihina PCA-s&0tmele (Plate Count
Agar; Licfilchem srl, Itaalia). Soddtmesse Ldligatl steriilselt
6 millimeetrli suurused augud, millesse lisat 100 nl
steriilset supernatanti. Peale inkubeerimist 25 kraadi juures
hinnati kasvupidurdustsooni laiust Jjdrgnevalt: - =toimet ei

esine, + nb6rk toime, pirmi kasv héiritud, ++ parmi kasv

pidurdunud, ndhtav selge pidurdustsoon, ++ pdrmi kasv

tugevasti pidurdunud, nidhtav lail sslge pidurdustsoon.

Lactobacillus buchneri RioCC 228 DSM 32651 poolt
produtseeritud antimikroobsed thendid inhibeerivad taimset
paritolu pédrmseente kasvu tugevamalt vdrreldes tlvega
Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650. Lactobacillus
buchneri BioCC 228 DSM 32651 tekitas juba 48 tunni jooksul
parmide kasvu tugevasti inhibeerivaid ihendeid, tekitades
agarsdotmel laia selge pidurdustsooni supernatanti sisaldava
augu Umber, samas kKul tive BioCC 203 supernatant vaid hdiris

rarmide kasvu.

Ndide 5. Kasvudinaamika taimse materjali fermenteerimise

kadigus
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Katse zesmirk oll uurida tiivede ILactobacillus buchneri BioCC
203 DSM 32650 Jja Lactcbacillus buchneri BioCC 228 DSM 32651

kasvudiinaamikat taimse materjali fermenteerimise kdigus.

Metoodika. 226 g vegetatiivses kasvufaasis (V6-V8) malsitaimi
(Zea mays L., hakiti, homogeniseeriti veega laboratcorses
segistis Bagmixer 400 (Interscience, Prantsusmaa) 6 minuti
Jooksul, filtreeriti, tsentrifuugiti toatemperatuuril 5000
rom 10 minuti Jjooksul Ja steriliseeriti 121 kraadi Jjuures b5
minuti jooksul.

24 tunni wvanused MRS-agaril ({Biolife, Itaalia) kasvatatud
Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 ja Lactobacillus
buchneri BioCC 228 DSM 32651 kultuurid suspendeeriti
peptoonvees McFarlandi tiheduse standardi nr 5 Jdargi (1,5 =
10% mikroobi/ml), kitlvati maisitaimade supernatanti
l&pptihedusega 1,5 =k 10% mikroobki/ml ning inkubeeriti
termostaadis mikroaeroobselt (10 protsenti CO0p) 25 kraadi
Juures 24, 48 Ja 72 tundi.

Katse Jooksul midrati tlvede iduarv ning arvutati saagis,
generatsioconide arv (n) ja kasvukiirus (V) jargnevali:

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

N = log MNj~log Ng / lcg 2, kus Ny on bakterite arv mingil
ajamomendil; Ny on bakterite arv 0 ajamomendil;

V = log N:—-log Ny / 0,301 x t, kus kus N; on bakterite arv
mingil ajamomendil; Ny on bakterite arv 0 ajamomendil 3ja t

tdhistab konkreetset aega.

Tabel 7. LILactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 Ja
Lactobacillius buchneri BioCC 228 DSM 32651 kasvudinaamika
mikroaercobsel (1l0protsenti CO;) kultiveerimisel 25 kraadi

Juures 24, 48 ja 72 tundi
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Saagis n A
0~ 24t~ 48- 0- 24t~ 48— 0- 24~ 48~
24t 48t 72t 24¢ 48t 72t 24t 48t T2t
203 2 1 1,04 6,6 3,3 3,510,281 ¢,14 | 0,14
228 10,741 0,26 1,17 2,5 0,9 3,9 0,10} 0,04 | 0,16

n—generatsiocnide arv; V-kasvukiirus

Maisi supernatandis mikroaerocobses keskkonnas kultiveerimisel
0ll t8vi Lactobacillus buchneri BioCC 203 DSM 32650 nelia
generatsiooni vdrra kiirema kasvuga esimese 24 tunni jooksul
ja 2,4 generatsiconi vdrra kiirem 48 tunni jooksul vérreldes

tiivega Lactobacillius buchneri BioCC 228 DSM 32651 (Tabel 7).

Niide 6. Silokindlustuslisandite L. buchneri BicCC 203 DSM
32650 ja IL.buchneri BicocCC 228 DSM 32651 toime uurimine

kergesti sileeritaval taimsel materjalil

Katse eesmark oli hinnata silokindlustuslisandite L. buchneri
BioCC 203 DSM 32650 ja L. buchneri BioCC 228 DSM 32651 toimet
maisist (Zea mays, maisisort ,Cathy”) wvalmistatud silo
{kuivaine sisaldus 2 30 protsenti) fermentatsiooni

kvaliteedile ja aerocbsele stabiilsusele.

Katse wviidi 1labi 1,5 liitristes laboratoorsetes silomahutites

hekseldatud vahaklpsuses haljasmaisiga.

vViidi lé&bi jdrgmised uuringud: pH-taseme Jja fermentatsiooni
kvaliteedi mddramine 90 paeval. Tehti kaks aerocbse
stabiilsuse katset. Esimene Xkatse tehti parast £9%-pidevast
sdilitusaega kahe aercobse stressiga (24 tunni Jirel, 28.
paeval Ja 42. pieval). Aerccbse stabiilsuse katse viidi 1&bi

kontrollitud temperatuuriga ruumis ligikaudu 20 kraadi
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juures. Temperatuurid fikseeriti iga 4 tunni jdrel seadmetega

PS-ES LDatalogging system.

Algmaterjali keemiline koostis on esitatud tabelis 8.

Tabel 8. Algmaterjali keemiline koostis

Nditaja Maisisort “Cathy”
09.10.2017

Kuivaine (DM), g/kg 339

Toortuhk, g/kg DM 30

Toorproteiin g/kg DM 71

Toorrasv, ¢/kg DM 25

Toorkiud, g/kg DM 181

Tcortarklis, g/kg DM 328

Vees lahustuvad sisivesikud (WSC), 87

g/kg DM

Nitraat, mg/kg DM 587

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

Fermentatsiooni koefitsient * 64

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

L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 3a L. buchneri BiolC 228 DSM
32651 lisamine pd&hijustas 4d&dikhappe Ja 1,2-propaandiooli

olulise tdusu vdrreldes kontrollsiloga (tabel 9).

Tabel 9. Maisisordist ,Cathy" mikroorganismide I. buchneri
BioCC 203 D3SM 32€50 ja L. buchneri BioCC 228 DSM 32651 abil

valmistatud silode keemilise koostise, toiteviddrtuse ning

fermentatsiooni kvaliteedi nditajad peale 90-pdevast
sdilitamist
L. buchneri L. buchneri

Niitaja Kontrolil BicCC 203 BioCC 228 DSM

bSM 32650 32651
Kuivaine, % 34,6 34,5 35,5
Tcorproteiin, % 6,9 7,0 7,1
Toortuhk, % 3,2 3.3 3,4
Toorkiud, % 20,1 20,9 20,7
Tocortdrklis, % 31,5 29,8 30,4
Etanool, g/kg 10 10 10

Radikhape, g/kg 12 19 19
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Propioonhape, g/kg n.d. n.d. n.d.
Palderijanhape, g/kg
L. buchneri L. buchneri

Naitaja Kontrell BioCC 203 BioCC 228 D3SM

DSM 32650 32651
Piimhape, g/kg 79 67 65
1, 2-propaandiocl, 1 . 7
g/kg
pH 3,7 3,8 3,8
Ammonlaak-N iild N- 7,7 7,7 5 1
st, % !

n.d.- ei mddratud

Pdrast 49-pdevast sdilitamispericodi 1l&bi wviidud aercobse
stabiilsuse testis olid L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 ja L.
buchneri BioCC 228 DsM 32651 abil valmistatud silod
kontrollsiloga vérreldes oluliselt stabiilsemad (ligikaudu 2
kuni 2,5 pdeva vérra), kontroll: 3,9 pideva vs L. buchneri
BioCC 203 DSM 32650: 6,3 pdeva ja L. buchneri BioCC 228 DSM
32651: 5,8 paeva.

Sdilitamisaja pikendamisel 9C pdevani suurenes aeroocbne
stabiilsus kontrecllsilol 7,9 pideva, L. buchneri BioCC 203 D3M
32650 abil wvalmistatud silos 10,6 pdeva ja 11,4 paeva L.
buchneri BioCC 228 DSM 32651 abil valmistatud silos. Erinevus
L. buchneri BioCC 203 DSM 326530 puhul alla kolme pieva ja L.
buchneri BioCC 228 DSM 32651 puhul iile kolme pideva oli

statistiliselt oluline.

Naide 7. Silokindlustuslisandite L. buchneri BioCC 203 DSM
32650 dja L.buchneri BioCC 228 DSM 32651 toime uurimine

raskesti sileeritavale materjalile

Katse eesmidrk oli hinnata iscleeritud tervikkoristatud madala
kuivainesisaldusega (< 20 protsenti) maisist (Zea mays,
maisisort ‘Dorka’} mikroorganismi tilivede L. buchneri BioCC

203 DSM 32650 Jja L.buchneri BioCC 228 DSM 32651 abil
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valmistatud sile fermentatsiconid kvaliteeti Ja aeroobset

stabiilsust.

Tivesid L. buchneri BicCC 203 DSM 22650 ja L. buchneri BioCC
228 D3M 32651 lisati sileeritavale materjalile wvesilahusena
kontsentratsioonis 1x10% pmii/g sileeritava taimse materjali
{stdda) kohta. Kdik katsevariandid {kentrollsilod,
piimhappebakteri tivedega 1. buchneri BioCC 203 DSM 32650 Ja
L.  buchneri BioCC 228 DSM 32651 wvalmistatud siled “a
silcokindlustuslisandita valmistatud kontrcllsilod) wvalmistati
viies korduses. Katsesilod avati peals S0 paevast
sileerimist.

Algmaterjall keemiline koostis on esitatud tabelis 10.

3ilc aercobse stabiilsuse katse viidi 1ldbi peale 80 pdevast
sdilitamist Honig’l poclt 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). Silo loeti
aerochselt ebastabiilseks, kui selle geomeetrilisest
keskpunktist mdddetud temperatuur iletas 3 kraadi vdrra
ambientset temperatuuri. Temperatuurli muutuseid ajas mdddeti
9 padeva (216 tunni) wvaltel. Ruumi {ambientse temperatuuri) ja
katsesilode temperatuurid fikseeriti iga tunni aja tagant
seadmetega Comet Temperature Data Logger 3S0141.

Siloproove analiisiti dldtunnustatud metoodikate jargi (AOAC.
2005. 0Official methods of analysis of ACAC International,
18 ed. Association of Official Analytical Chemists
International, Gaithersburg, MD, USA}.

Kuivainesisalduse md3ramisel kuivatati siloproov termostaadis
130 kraadi Juures konstantse kaaluni. Toortuha sisalduse
leidmiseks pdletati siloproovi kuus tundi muhvelahijus
temperatuuril 550 kraadi. Proteiinisisaldus madrati
anzlisaatoriga Kjeltec™ 2300 Kielcdhali meetodil (Nx6,25).

Toorkiud ma&rati W. Hennebergi ja F. Stohmanni metcodika
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Jdrgi. Silos sisalduvate hapete Ja etanooll sisalduse
maddramiseks kasutati gaaskromatograafil Agilent 78504,
Ammoniaaklidmmastiku sisaldus dldlEdmmastikust madrati

analiisaatoriga EKieltec™ 2300. Silo happesus mddrati pH-

meetriga Hanna Instruments HI 2210.

Tabel 10. Algmaterjali keemiline koostis

Maisisort “Dorka’
Niitaja 20.10.2017
Kuivaine, % 18,5
Kuivaines:
Toorproteiin, % 8,0
Toortuhk, % 4,9
Toorkiud, % 22,3
Toorrasv, % 2,1
Lémmastikuta ekstraktiiv- 6l,7
ained, %
Kaltsium, g/kg 3,3
Fosfor, g/kg 3,4
Kdikide silcde kuivainesisaldus oli £18% (Tabel 11). Siiski

olid maisisoxrdist “Dorka’ ja L. buchneri tivega BioCC 203 DSM
32650 v&6i1 L. buchneri tlvega BioCC 228 DSM 32651 valmistatud
silod heade fermentatsiconinditajatega (Tabel 11). Piimhape
0li domineeriv hape kbikides siledes. L. buchneri tivega
BioCC 203 DSM 32650 valmistatud silodes oli k&rgem #idikhappe
ja 1,2-propaandiocoli kontsentratsioon vdrreldes 1. buchneri
tivega BioCC 228 DSM 32651 valmistatud silo Ja
kontrollsiloga. Etanooli sisaldus kdikides silodes oli madal

(4.1 kuni 8.6 g / kg).

Tabel 11. Maisisordist ‘Dorka’ mikroorganismide 1. buchneri
BioCC 203 DSM 32650 ja L. buchneri BioCC 228 DSM 32651 abil

valmistatud silode keemilise koostise, toitevidiartuse ning
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fermentatsiooni kvaliteed:l nditajad peale 90-paevast
sdilitamist
L. buchneri| L. buchneri
Niitaia Kontroll BioCC 203 BioCC 228
DSM 32650 DSM 32651
Kuivaine, % 18,0 17,8 17,8
Kuivaines:
toorproteiin, % 9,6 9,7 9,5
toortuhk, % 5,3 5,5 5,6
toorkiud, 3% 23,9 24,3 24,4
toorrasv, % 2,7 2,7 2,7
ldmmastikuta 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
Metaboliseeruv 10,3 10,3 10,3
energia, MJ/kg
Metaboliseeruv 76 76 76
proteiin, g/kg
Vatsa proteiini -33 -32 -34
bilanss, ¢g/kg
Crgazanilise aine 68 68 68
seeduvus, %
Etanool, g/kg 5,7 4,1 4,6
Aidikhape, ¢/kg 33,3 44,3 41,2
Propioonhape, g/kg 0,1 0,1 0,1
Palderjanhape, g/kg 0,0 0,0 0,0
V&ihape, g/kg 0,0 0,0 0,0
Piimhape, g/kg 85,5 83,0 84,8
Kokku happeid 118,8 127,3 i26,1
1,2-propaandioccl, g/kg 5,4 20,5 16,7
2,3-butaandicol, g/kg 1,5 1.4 1,5
pH 3,6 3,6 3,6
Ammoniaak~N tld N-st, % 4,7 4,7 4,7
Aeroobne sgtabiilsus, h 149 217 217

Sileeritava materjali ja maisisilo fermentatsioconi kvaliteedi
mikrechbioloogilised nditajad cn esitatud tabelis 1z.
Hallituste hulgad olid sileeritavas materjalis suhteliselt

kbrged, klostriidide ja parmide tase ¢li alla masdrmispiiri.
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Tiivega L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 v&i L. buchneri BioCC
228 DSM 32651 valmistatud siloproovid sisaldasid v&ga suurtes
hulkades piimhappebaktereid (>8,0 logyy, pmi/g silos) Ja
siloproovides domineerisid lisatud tived endogeensete
plimhappebakterite lile. Piimhappebakterite hulk kontrollsilos

oli 4.56 logis pnli/g silos.

Tabel 12. Fermentatsiooni  kvaliteedi mikrcbhbiocloogilised
nditajad algmaterijalis ja L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 vo&i
L. buchneri BicCC 228 DSM 32651 gbil maisisordist Dorka

valmistatud siloprocvides

Algmaterjal | Kontroll L. buchneri| L. buchne-
BioCC 203 | ri BioCC
N&itaja DSM 322650 228 DSM
32651
Kesk~ | 8D Kesk- | §D | Kesk- SD Kesk~ | 8D
mine, mine, mine, mine,
Llogie Loguo logig Logag
Piimhappe- 3,80 10,32 14,56 0, 8,3 0,0 g,25 10,5
bakterid 62 3 5
Parmid <2k * & <2 F *x <2 bl <z2* fald
Ballitused 5,78 G, 7 <2%* w* <2* x* <ZF il
Clostridium <4 * ok A * ok <2* * % <2* *x
Spp.

*~ allpocl mddramispiiri

**— el ole arvutatav

Silo aeroobse stabiilsuse katses 1ldks kontrollsilodest
kuumaks neli silo viiest. Keskmiseks aercobseks stabiilsuseks
kujunes 149 tundi (s.t 6,2 pieva). Tivedega I. buchneri BioCC
203 DSM 32650 ja L. buchneri BioCC 228 DSM 32651 valmistatud
silod olid aercobselt stabiilsed katse 1&puni, s.t 217 h (s.t
9,04 pieva). Seega algmaterjalist tiivedega L. buchneri BioCC
203 DSM 32650 ja L. buchneri BioCC 228 DSM 32651 valmistatud

silo aeroocobne stabiilsus pikenes 2,84 paeva vorra.
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Kokkuvdtteks. Tived L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 ja 1.
buchneri BioCC 228 DSM 32651 csutusid raskesti sileeritavast
materjalist valmistatud silos viga joulise kasvuga
Juuretisteks. L. buchneri BioCC 203 DSM 32650 ja L. buchneri
BioCC 228 DSM 32651 kasutamine suurendas madala kuivaine
sisaldusega (£ 20 protsenti) silos pilimhappesisaldust,
inaktiveeris mikroobide Jja p&rmide aktiivsust, kaitstes silo
kuumenemise eest Ja seeldbl parandades siloc aeroobset
stabiilsust parast silo avamist, pikendades sileo

sdilitusaega.
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PATENDINGUDLUS

10.

11.

. Iscoleeritud mnikreorganismi tivi Lactobacillus buchneri

BioCC 203 DSM 32650.

. Mikroorganism wvastavalt punktile 1 liicfiliseeritud

kujul.
Kompositsioon, mis sisaldab punktidele 1 v&i 2 wvastavat

mikroorganismi.

Mistahes punktile 1-2 wvastavat mikroorganismi tlve

sisaldav s66t.

. 888t wastavalt punkiile 4, milleks on fermenteeriitud

s8dt, nt =silo.
Mistahes punktile 1-2 wvastava mikroorganismi kasutamine
stddalisandina.
Mistahes punktile 1-2 vastava mikroorganismi kasutamine
silo aercobkse stablilsuse tagamiseks.
Mikrcorganismi kasutamine vastavalt punktile 7y
kusjuures sile on valmistatud madala kuivaine
sisaldusega (£ 20 protsenti) sdsdast.
Mistahes punktile 1-2 wvastava mikroorganismi kasutamine
st6da fermenteerimiseks.

Cht wv&81 mitut mistahes punktidele 1-2 wvastavat
mikroorganismi sisaldav kompositsicon kasutamiseks
366da fermenteerimise parandamiseks, s6ddas piimhappe

ja  dddikhappe kontsentratsiconi suurendamiseks, pH

alandamiseks Jja seelibi sésdas toitainetekaduds
vdhendamiseks.
Mistahes punktile 1-2 vastava mikroorganismi

kasutamine sééda fermenteerimisel patogeensete
mikroobide toime allasurumisel Ja pdrmseente kasvu
pidurdaniseks, mis seisneb mistahes punktile 1-2
vastava mikroorganismi lisamises fermenteeritavale

séédale.
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12. Mikroorganismi kasutamine wvastavalt punktile 11,
kus patogeenseteks mikroobideks on enteropatcgeenid.

13. Meetod s68da sdllimisaja pikendamiseks, kus séddale
lisatakse enne fermenteerimist mnmistahes punktile 1-2

vastavat mikroorganismi.
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