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Uvod

Prvni zminky o sildZzovani jsouiplizné 3000 let staré a pochazeji ze starBlecka.
Slovo ,silaz" pravédpodobré pochazi zeckého ,siros* z kterého pragplodobré vzniklo
,Silo”“ a nasleds ,silage”, ,silaz* atd. Prvotd vyrabiné silaze rly nepochybs fadu vad,
problémy musely byt zejména s adekvatnigsniinim, a proto bylo hlavnim konzegrdm
postupem pro krmiva po dlouhou, prakticky donedawseni. Popularita silaze prudce
vzrostla v poslednim 50-60 letech.

Silazovana a senazovana zelena pice je dnes mdnmiivem pro pezvykavce jak
v Evropg, tak v Severni Americe. Hlavnim cilem sildZovamikpnzervace zelené picé p
sowasném udrzeni patme vysoké vihkosti. Silaze jsou pouzivankedevsim jako nahrada
pastvy v zimnich @sicich, avSak je mozné i celdrod podavani.

Silaz a senaz je zdrojem Zivin, zejména vlaknwifamini, organickych kyselin a
dalSich mikrobiélnich metabalita také minerélnich latek. Na druhé s#aak jako prakticky
kazdé krmivo, mze byt zdrojem zdravi nebezpgch a technologicky neZzadoucich
mikroorganisni, toxickych latek a faktdr pisobicich metabolické poruchy hosptsk§ch
zvirat.

Prirozen& mikrofiéra sildaZze zahrnuje jak mikrofloradbuci (pros§snou), tak i¢ast
mikroflory nezadouci. Spateaym znakem &hto mikroorganisrin je to, Ze jsou zpravidla
vzdy (v rizné mie) pitomny a je tedy nutno pdat s jejich pozitivni i negativni
metabolickou aktivitou. Sildz jefpozenym zdrojem bakterii miéého kvasSeni (BMK),
Z nichzrada niize mit krond technologickych vlastnosti pro vyrobu (konzemvavlastnosti)
také giznivé &inky na zdravotni stav hospadéych zvfat, ¢imz naphuji definici
probiotickych bakterii. V SirSim slova smyslu jsoa probiotické bakterie¢kdy povazovany
i silazni inokulanty, kde se klasicky pouzivaji hafermentativni BMK (hlavnim cilem je
rychlé a dikladné primarni kvasSeni — produkce kyseliny ¢ni, v posledni dabse stale
vice pouzivaji také heterofermentativni BMK, ktérémeé kyseliny ml€né produkuji také
kyselinu octovou, ktera zvySuje aerobni stabilitdze. Jako homofermentativni BMK se
pouZzivaji hlava L. plantarum E. faeciumjako heterofermentativni BMK hlagr.. buchneri
a L. fermentum Hlavnim cilem inokularit je vSak konzerwmi cinnost — produkce
organickych kyselin, zatimco pravé probiotické lealt by ngly byt aktivni i v bachoru
a/nebo v dalSicltdstech traviciho traktu. Nicmé&ru inokulanti byly prokézany i dalSi



pozitivni &inky na zdravi zvat. Mezi dalSi efekty silaznich inokularpati mozné vlivy na
nutricni hodnotu a stavitelnost silaze.

NavrZzena studie shrnuje poznatky o silaZznich iretgich, informace oigzivani BMK
vsilazi a vbachoru. Soasti studie je také testovani hlavnich silaznicbkutanti

pouzivanych \CR a EU.

1. Silaz
SildZovani a senazovani je konzervace zelenépuicwci bakterii miéného kvaseni
za anaerobnich podminek. Pro &8 silaZovani je¢ba splnititi zakladni podminky:

a) Musi byt gitomen dostatek zkvasitelnych cikrtak aby konéné pH vyrobku
pokleslo na 4,0-4,2. Coz je ovlé&mo hlavié pouZzitou surovinou. Nejlepsi je
kukurice v ml&né-voskové zralosti. U &kterych surovin (vojtSka, luskoviny) jsou
piekazkou latky s pufrujicimdinkem (hlavi bilkoviny). Pokud je pouZita surovina
na zkvasitelné cukry chuda (pastevni porosty) jgémootyto latky dodat (n&pve
formé melasy, nebo zvysit jejich obsatigavkem hydrolytickych enzyin(amylazy,
hemicelulazy, celulazy).

b) Pritomnost bakterii miého kvaseni (BMK), hlavnjde o laktokoky, streptokoky,
leukonostokoky, pediokoky, laktobacily, zejméractobacillus plantarumBMK za
anaerobnich podminek pomoci homo a heterofermenifati ml€ného kvaseni
vytvori kyselinu ml€nou, ktera prostoupi a konzervuje rostlinnou hmotu.

c) Anaerobni podminky jsou zaj@&ty tim, Ze rostlinna hmota je iezdna na drobné
kousky (5-10 cm) a jetdkladre utlatena v sildZznim Zlabu — ide&lma hodnotu cca
600 kg/ni. SilaZni Zlab je po strandcldsténs zakryt nejprve stranovymi féliemi
(tlou¥’ka 120-160 um), na cely povrch se nastedozproste podkladova folie
(tlou&¥’ka 40 um), ktera dokonalerilme k povrchu a nakonec se aplikuje vlastni
silazni folie o tlousce 125-200 pm. Na povrch je moZno ¢edmistit ochrannou sit
proti divokym zvtatim. Nakonec se povrch rovném¢ zatizi, picemz misto
.Klasickych” ojetych pneumatik jsou vho&gi zatzové raSlové pytle napiné
Sttrkem (Anonym 1).

Sildaz mizeme dale rozglit podle mnoha kritérii. Podle pouZzité surovinyrjegastjsi

silaz kukuicna, silazovat lze také travni a pastevni porostykravarské fizky,
luskovinoobilné srésky a p&ené brambory. Witou kuriozitou je silaZzovani mérkvalitnich

ryb (,fish silage*) jako krmivo pro prasata.



Silazovani zavadlé pice vede k vySSi vysledné suéot ma za nasledek na jedné stran
horSi st nezadoucich bakterii, ale na druhé straké mensi produkci kyseliny nilgé.
Pokud se suSina blizi 40 % a pH 5,0, mluvime o Bendle je konzervace zajita
kombinaci kyseliny miéné (pH), osmotického tlaku a takéitpmnosti CQ. Vztah mezi

susSinou a chemickym slozenim silaze je uveden wicall.

Tabulka 1: Vztah mezi suSinou a chemickym sloZzenim sildZalgdoVilkinson, 2005,

upraveno).
Cerstva pice Zavadia pice

1den 2 dny
SusSina (g/kgerstvé hmoty) 159 336 469
pH 3,7 4,1 4,9
Dusik (g/kg) 69 59 43
Vodorozpustné cukry (g/kg susiny) 17 117 164
Kyselina mlié€na (g/kg susiny) 121 54 17
Kyselina octova (g/kg susiny) 36 21 12
Kyselina maselna (g/kg susiny) 0 0 0
Kyselina miéna (g/kg z celkové kyseliny) | 770 720 590

Silaz muizeme také é&it podle pouzité technologie, rgjstji se pouZzivaji silazni zlaby,
coZ jsou betonové stavby o roamach nap. 10 x 50 x 4 m ($ka x vySka x délka), senaze se
vyrakgji v uzkych a vysokych senaznichzich. Silazovat (senazovat) Ize takeé v balicicle, kd
je konzervovana hmota zpravidla nejprve okyselepaté zabalena sttevou félii (Anonym
1).

1.2. Mikroorganizmy v silazi

Mikroorganizmy hraji v konzeréaim procesu sildZzovani ktivou roli. Mikrofléra
silaze se tradn¢ ckli na dw skupiny: Zadouci (progpna) a nezadouci mikrofléra. Stng
feceno prvni skupinu zahrnuji BMK. Do druhé pakiphbkterie dastnici se kazeni silaze za
anaerobnich podminek (klostridie a enterobaktemelo aerobnich podminek jako jsou
kvasinky, plisg a listerie (Driehuis a Elferink, 2000). Nezadouukroorganizmy mohou

bud’ sniZzovat kvalitu (obsah Zivin, chutnost) silaZasto vSak fedstavuji zdravotni riziko pro



zvirata a potazmo i proloveéka, a/nebo maji negativni vliv na kvalitu mléka #&dnych
produkti (Wilkinson, 2005).

1.2.1. Epifytni mikrofléra

Mikroflora silaze zavisi f@devSim na slozeni tzv. epifytni mikrofléry na puhur,
rostlin (tabulka 2). Jak vyplyva z Udajpoity bakterii miéného kvaSeni jsou nejvice
variabilni, coZ ospravetillije pouZiti silaznich inokulait paity koliformnich bakterii kolisaji
také dramaticky v zavislosti na interiza zmisobu hnojeni. Muck (1989) sledoval populaci
bakterii ml€ného kvaSeni na povrchu wky pred a po sklizni. Rostliny na polidy velmi
maly vyskyt (méan jak 10 bugk na 1 g rostlinné hmoty). Bezpréstire po se€i pocet BMK
stoupl na 51 butk/g a Ehem zavadani @ty dale stoupaly aZz na 104/¢i pasklagovani do
sila. P@et BMK také stoupa iiimo un®rn¢ s teplotou okolniho vzduchu. Na povrchu
kukutice jsou v dob mlé&né-voskoveé zralosti piiy BMK zhruba 10x vySSi oproti v@gce
(Muck, 2000).

Pasebani et al. (2010) nalezli na povrchu pastevpérosi 8,3x10 bunsk BMK/g a
jako hlavnii druhy byly nalezenWeissella confusaW. paramesenteroideseuconostoc

mesenteroidessp.dextranicuma Lactococcus lactis

Tabulka 2: SloZeni epifytni mikroflory (podle Mitrik, 2006praveno).

Skupina Poet v log KTJ/g
Aerobni bakterie >7

Bakterie mléného kvaseni 1-6
Koliformni bakterie 3-6

Kvasinky 3-5

Plisrg 3-4

Klostridie (spory) 2-3

Bacily (spory) 2-3

1.2.2. PArozena mikroflora silaze

Prirozena mikrofléra silaze zahrnuje jak mikrofloradbuci (prosgsnou), tak icast
mikroflory nezadouci. Spateym znakem &hto mikroorganizm je to, Ze jsou zpravidla
vzdy (v fizné mie) pitomny a je tedy nutno gdat s jejich pozitivni i negativni
metabolickou aktivitou. Hlavni skupinyippzené mikroflory silaZze uvadi tabulka 3.



Pokud probhne cely proces sildZzovani optimalnimigpbem, uskutai se pouze tzv.
primarni kvaSeni, pH poklesne na hodnotu 4,0-4R;0¥i se cca 1,7 % kyseliny ni#éé, 0,7
% kyseliny octové a kyseliny maselné jétpmno do 0,3 % (Wilkinson, 2005). Takto
vyrobena silaz je ip spravném skladovani dlouhodoBtabilni a bez &tSich chemickych
zmeén vydrzi nejméd 3-4 ntsice. Pokud ziznych gFicin (nedostaténa mikroflora, obsah
pufrujicich latek, ale hlawnnedostatek zkvasitelnych cukrneprokhne dikladré primarni
kvaSeni, zpravidla nasleduje tzv. sekundéarni kvade¢erého se tastni hlavi klostridie a
nekdy také koliformni bakterie.iPsekundarnim kvaSeni dochazi ke zvySeni pH nastadk
fermentace dvou molekul relatigsilné kyseliny mléné ¢i octové na jednu molekulu slabsi
kyseliny maselné a také proto, Ze kvaSenim amirakysa rozkladem bilkovin vznika
amoniak. Pitbéh primarniho a sekundarniho kvaseni je grafickyandn v obrazku 1 a 2.

Tabulka 3: Hlavni skupiny mikroorganiztnli¢astnicich se fermerttaich pochod v silazi
(podle McDonald et al., 1991).

Druh Zdroj Substréat Metabolity
Enterobakterie Splasky, chlévska ] Kyselina octova,
. ] . Vodorozpustné cukry _
(koliformni bakterie) | mrva, pida etanol, CQ, amoniak
) Povrch rostlin, ]
Kvasinky o Vodorozpustné cukry Etanol, CQ
obiloviny

Homofermentativni | Povrch rostlin,

o Vodorozpustné cukry Kyselina ml€na
BMK obiloviny

o _ Kyselina ml€n4,
Heterofermentativni | Povrch rostlin, ) _ .
Vodorozpustné cukry kyselina octova,

BMK obiloviny
etanol, manitol, C®
Kyselina méaselna,
Kyselina mléna, kyselina octov4,
Klostridie Rida bilkoviny, CO,, Hy, aceton,
aminokyseliny butandiol, aminy,
amoniak

V prab¢hu sildZzovani se také émi sloZeni dusikatych latek a to nejendmnosti
klostridii jak je uvedeno vtabulce 3, ale omezermwoteolytickou aktivitu maji také
laktobacily a v menSi rfg i ostatni BMK (Thomas a Thomas, 1985). Obsalohitkklesa ze



zhruba 90 % v surovénna meéw nez 60 % v silazi. Obsah aminokyselin naopak ftaupca
10 % na térdk 40 %. Nasledkem silaZovéani také stoupa obsah akwr{z O na cca 5 %).
K vétSim biochemickym z#mam dochazi nuth po oteweni sila. Nejvice aktivni jsou
enterobakterie (koliformni bakterie) a BMK. Tak&#® dojit k pomnoZeni kvasinek a plisni
(Wilkinson, 2005).

Koliformni bakterie, nebo enterobakterie jsou aaptny Escherichia coli a
piibuznymi rody jako jeEnterobacter Erwinia, Rahnella Hafnia a Serratia Hlavni
metabolickou ¢innosti v silazi je konverze glukosy na acetat anet podle rovnice
(McDonald et al., 1991):

Glukosa + 3ADP + P> acetat + etanol + 2GG- 2 H, + 3 ATP + 2HO

Jak vyplyva z rovnice vigledku této fermentace dochézi ke ztratdm uhlikuf@ums
plynu) a protoZze zjednoho molu glukosy vznika moyeden mol acetatu, je proces
okyselovani nedostatey. K dalSim metabolickym aktivithm koliformnich Kiarii pati
produkce biogennich amina redukce dusnani pres dusitany aZz na oxidy dusiku, které
mohou ze sila unikat v podéizlutohrédych plyni (Driehuis a Elferink, 2000). Koliformni
bakterie se nemnozfigpH<5, a proto je dlezité rychlé okyseleniipsilazovani.

Bakterie mléného kvaSeni, které se ugilajii pii silazovani, pat hlavre mezi epifytni
mikrofléru, coZz znamena, Ze se vyskytuji na povrcdalenych rostlin. Jinak se BMK
vyskytuji také v travicim traktu, ale v silazi domiji epifytni BMK a to vzhledem k pouZzité
surovirg a konkuretsnim vyhodam (tolerance na osmoticky tlak a ke kyslacidotolerance,
schopnost vyuZzivat cité substraty (McDonald et al., 1991)ii Bilazovani se uplauji tfi
skupiny BMK:

- Obligatre homofermentativhi BMK

- Fakultativré heterofermentativni BMK

- Obligatre heterofermentativni BMK
Mezi obligatrt homofermentativni BMK péit nag. Lactobacillus acidophilusPediococcus

damnosus Lactococcus lactisTyto bakterie jsou Zadouci mikroflérou silaze, a



Obrazek 1: Charakteristické z#my pH silaze v pibéhu primarniho a sekundarniho kvaseni
(podle Wilkinson, 2005).
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Obrazek 2: Zmény v koncentracich organickych kyselin vipkhu sekundarniho kvaSeni
(podle Wilkinson, 2005).
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tudiz jsou casto sowasti silaznich inokulaft Jeden mol glukosy nebo fruktosy

fermentuji vzdy na dva moly kyseliny nité podle rovnice:

Glukosa nebo fruktosa + 2ADP +P 2 laktat + 2ATP + 2kD

Jak vyplyva z rovnice, nedochazi ke ztratam uhlgamozejm¢ pokud nepoitdme
mozny unik sildZznicht&v. URitou nevyhodou oblighthhomofermentativnich BMK je, Ze
vétSinou nejsou schopny vyuzivat pentosy,inaplosu.

Fakultativie heterofermentativni BMK jakd&actobacillus plantarurma L. caseipati
inokulanty. Poskud mensi vyznam (n&pvzhledem k menSi acidorezistenci) maji dalsi
fakultativne heterofermentativni BMK, jako j€ediococcus acidilactica P. pentosaceus
Fakultativie¢ heterofermentativni BMK fermentuji hexosy (glukogeuktosa) stejé jako
homofermentativni miié bakterie, ale pentosy (xylosa, arabinosa) natiakcetat agkdy i
etanol (Kandler a Weiss, 1986).

Posledni skupinou miéych bakterii jsou obligatnheterofermentativni BMK jako je
Lactobacillus brevisL. buchneria Leuconostoc mesenteroideByto bakterie tvii kromg

kyseliny ml&né i dalSi metabolity podle rovnic (Wilkinson, 2005

Glukosa + ADP + P> laktat + etanol + Co+ ATP + HO
3 Fructosa + 2 ADP + 2P laktat + acetat + 2 manitol + G@ 2 ATP + BO

Heterofermentativni mtéé bakterie jsou v silazi mé&rzadouci, vzhledem k mensi
produkci kyselin. V posledni débje ale zdraziovan pozitivni vliv kyseliny octové na
aerobni stabilitu silaze a proto lie buchneritaké pouzivan jako silazni inokulant (Kung et
al., 2007).

Kompletni analyzu BMK pomoci biochemickych metods ayuzitim analyzy 16S
rDNA provedli Ennahar et al. (2003). Testovany bigglaty ze silazované neloupané ryze.
Celkow mely pirevahu homofermentativni druhy. Konkrétréietnost vyskytu byla:
Lactobacillus plantarun24%),Lactococcus lacti$22%),Leuconostoc pseudomesenteroides
(20%), Pediococcus acidilactic{11%), Lactobacillus brevis(11%), Enterococcus faecalis
(7%), Wessella kimchi{3%) aPediococcus pentosace{(o).
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Kvasinky jsou eukaryotni, fakultatign anaerobni mikroorganizmy. V silazi se
vyskytuji predevsim rodyCandidg HansenulaSaccharomycea Torulopsis Za anaerobnich
podminek provéati alkoholové kvaSeni podle rovnice (Wilkinson, 300

Glukosa + 2 ADP + 2 P> 2 etanol + 2 CO+ 2 ATP

Alkoholové kvaSeni neni pro sildZzovani vhodné, gitetnevznika zadna kyselina a
navic dochazi ke ztratam uhliku, navigkteré acidotolerantni kvasinky, jako jsou kandidy,
mohou sekundaen fermentovat i kyselinu méou. Po otekeni sila kvasinky oxiduji
kyselinu ml€énou na vodu a oxid uldity a tak v disledku stoupajiciho pHripravuji pidu
pro kazeni sildZze dalSimi mikroorganizmy (Driehaiglferink, 2000).

Klostridie jsou sice v silazi povazovany za nezaiowle jsou prakticky vzdy
piitomné, @astni se virzné mfe anaerobnich pochdda proto je nutno je povazovat za
piirozenou mikrofléru. Jejich extrémni vyskyt znamergdu aZz znehodnoceni sildZe, ale
piitomnost ®kterych patogennich drih(nag. Clostridium botulinum je spiSe vzécna.
Klostridie jsou témd# univerzalnimi obyvateli tiznych anaerobnich praéstli jako je dno
stojatych vod, kvaSeni odpadka skladkach, zamedéné fidy, travici trakt zviat acloveéka,
chlévsk& mrva, vyhnivaci komoeystiren odpadnich vod a takédzné mfe sildz. Ficinou
Sirokého roz&eni je Siroka Skala metabolickych aktivit klostrigimylolyticka, celulolyticka,
proteolyticka, lipolyticka a dalSi) a také fakt, fed Clostridium je rozmanity, zahrnujici
mnoho desitek druh (Cato et al., 1986). V silazi jsou hlavnimi drut@iostridium
tyrobutyricum C. butyricum C. sporogenes C. bifermentangDriehuis a Elferink, 2000).
V sildzZi se klostridie uplauji zejména i sekundarnim kvaseni, kdyZ nedojde k rychlé
tvorke kyselin pH (pH > 4,6), kde jako substrat pouzikggelinu ml€énou podle nasledujici
rovnice (Wilkinson, 2005):

2 Laktat + ADP + P> Butyrat + 2 CQ+ 2 H, + ATP + HO

Tato ¢innost je z hlediska kvality silaze vessnnegativni, protoZze dochazi ke zirat
uhliku a ze dvou molekul pamné silné kyseliny miéné, vznika jedna molekula slabsi
kyseliny maselné. Krointéto ¢innosti jsou klostridie schopné rozkladat také fetlrché
cukry a polysacharidy. Metabolity jsou t@$tji kyselina maselna, kyselina octova, COH,
(Cato et al.,, 1986). Méncasto se v silazi a kyselém zelitbe vyskytnou i druhC.

acetobutylicumktery krong plyna a kyselin produkuje i zgaé mnozstvi alkohdl (butanol,
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etanol) a hlavé rozpoustdel (aceton, acetoin), potomuie vyrobek pachnout po acetonu
(Cato et al., 1986; Kapralek, 1986). Pokud v si&vliadnou druhyC. tyrobutiricuma C.
butyricum je metabolizovana hlagénkyselina mléna a sacharidy, pokud se pomndZi
sporogenesa C. bifermentansdojde také k silné proteolyze, hromadi se amouiakojde

k tvorke biogennich amiin (Driehuis a Elferink, 2000).

Ostatni mikroorganizmy, které sedzné mie vyskytuji v silaZi, jsou octové bakterie,
plisré, bacily a listerie. VSechny tyto mikroorganizmyswug&s do anaerobnich pochiod
v silaZzi nezasahuji, jsou to typi aerobové a v silazi se pomnoZuji pact, Ze neni
dostatén¢ utesnéna, nebo po jejim otéeni. Rist je WtSinou omezen na povrchovou vrstvu
(10-20 cm), picemZz¢asto niize dojit k tvorls toxickych latek (Driehuis a Elferink, 2000).

1.3. Hodnoceni silaze

Zcela jist nejlepSim znakem kvalitni silaze je nasledna efekiprodukce mléka a
dobré pirastky Zivé vahy krmenych ztdt. ProtoZze vSak prodaki uZitkovost hospodakych
zvirat je vysledkem mnoha dalSich fakKioje teba kvalitu sildze hodnotit pomoci du
organoleptickych, nebo Iépe s pouzitim rutinnidiolatornich test Podle Wilkinson (2005)
mezi dopordené laboratorni analyzy pat

stanoveni suSiny — kde plati, Ze niZSi obsah ved#ji k sekundarnimu kvaseni,

zatimco piliS vysoky obsah suSiny byva spojovan s nachylroptesnini,

- pH — dolie fermentovana silaz ma pH okolo 4. Okecndolde konzervované
silaze plati, ze¢im vysSi suSina, tim vyssi pH,

- stanoveni kyselin a alkoholu — hlavni je vysoky aibdaktatu, vysoky obsah
etanolu ma za néasledek horsi aerobni stabilitu,

- stanoveni stravitelnosti a energetické hodnoty ravdelnost Ize odvodit ze
stanoveni ligninu a vlakniny. Energetickou hodnottyjadiujeme jako
metabolizovatelnou energii (ME). Obecisou hodnoty ME silaze nizsi nez u
obilovin, ale vySSi nez &erstvé pice a sena,

- stanoveni protein— pouzivame hruby protein (dusik x 6,25) a déné formy
stravitelného dusiku,

- organoleptické hodnoceni — subjektivni stanovenijhdextury, \iné a chuti.

Z dalSich postupje navrhovan potencionalnfigem sildze (kdyz je silaz pouzita jako

jediné krmivo). Slozeni idedlni silaze uvadi talauk
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Tabulka 4: Laboratorni analyza idealni silaze (Wilkinson, 200

Parametr Idealni hodnota
Susina (g/kg) 300-350
pH 4,0-4,2
Popeloviny (g/kg susiny) <80
Hruby protein (g/kg susiny) 150-170
Kyselina mléna (g/kg susiny) 100-150
Kyselina octova (g/kg susiny) 20-30
Kyselina maselna (g/kg susiny) 0
Etanol (g/kg susiny) <10

ME (MJ/kg susiny) >11
Amonny dusik (g/kg celkového dusiku) <50
Aminokyselinovy dusik (g/kg celkového rozpustnélsiéu) > 700

1.4. Silazni gisady

Do sildZované suroviny je zacitych okolnosti vhodneé vlozit specifickéipady, které
se v podstétsnazi vyrovnat chyjici faktory pro silazovani (BMK, zkvasitelné cukryebo
se snazi zabranit zkazeni silaze (konzarviatky). | kdyz silaz z kukiice v ml&n¢ voskove
zralosti prakticky nepoebuje Zzadné dofiky, i takovyto material rize za witych okolnosti
podlehnout sekundarnimu kvaseni. Ndghem prudkého ochlazeni (Wilkinson, 2005). Jako

silazni gisady se pouZivaji (Spoelstra, 1991):

- Aditiva redukujici kazeni silaze (kyselina propigapoctova, mraveii a sorbova,

allicin)

- Aditiva zvySujici obsah dusiku (rdovina)
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- Aditiva zvySujici obsah zkvasitelnych cikimelasa, hydrolytické enzymy)

- SilaZni inokulanty llactobacillus plantarumL. buchnerj Enterococcus faecium

ostatni BMK)

Jak bylo vySe uvedeno, nejsou silaznidavky absoluté nezbytné. Rozsah pouziti
téchto prepardt se néni od zend k zemi, gicemz zavisi natiznych silaznich technologiich,
zenepisnych a klimatickych podminkach, ekonomické situa také tradici. Nap podle
Wilkinson et al. (1996) byl rozsah pouZiti silazn&ditiv ve Finsku 100%, ve Velké Britanii

25-65% a pouze 10% v Nizozemi.

2. Silazni inokulanty

Jako sil&Zni inokulanty se pouZivajiegdevsim bakterie miéého kvaseni. ®odne
byly tyto organizmy selektovany z epifytni mikraf§o pozdji také z jinych zdraj, jako jsou
syry a bachorova mikroflora. Vhodné kmeny bylynspliovat fadu pozadavk které se
postupr upresiuji (Starling a Whittenbury, 1963; Sharp et al.929Kala 2009):

- musi mit schopnost rychleist v silazované hmeéta stat se dominantnimi

mikroorganizmy,

- mély by byt homofermentativni, v posledni @dobe vSak stale vice pouzivaji i

heterofermentativni bakterie nil&ho kvaseni,

- tvori kyselinu mlénou (hlavni konzervmi latka) a pop kyselinu octovou

(zvySuje aerobni stabilitu),

- musi dobe snaSet nizké pH (~4,0),

- musi zkvaSovat zejména glukosu, fruktosu a sachapugi. dalSi oligosacharidy,

- nesmi vytvéet polysacharidy slizovité povahy,

- nently by vytvaet manitol z fruktosy (vzhledem ke zhorSeni tuych

vlastnosti),

- nesmi mit vyraz§Si proteolytickou aktivitu a nesmi t&ib z aminokyselin

(biogenni) aminy,
- nesmi dale utilizovat a poziiiovat gitomné organické kyseliny
- jsou pro zfata zdravot& nezavadna.
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2.1. Mikroorganizmy v silaznich inokulantech

Klasicky se pouZzivaji homofermentativni BMK, v pedhi dols se stale vice
pouZivaji také heterofermentativni BMK, které keorkyseliny mi€né produkuji také
kyselinu octovou. Jako homofermentativni BMK se Ziwaji hlavié L. plantarum E.
faecium jako heterofermentativni BMK hlagri. buchneria L. fermentumWeinberg et al.,
2004; Jalc et al., 2009a; 2009b). Celkowgtped pouzivanych silaznich inokulan¢ uveden
v priloze 2.

Obecrt Ize ftici, Zze vice se pouzivaji druhy a kmeny vyskytugei primars na
povrchu zelenych rostlinL( plantarum L buchnerj L. fermenturjy nez druhy primarhse
vyskytujici v travicim traktu K. faecium Streptococcus bovis PouZiti enterokak je
vyswtlitelné asi pedevsim dobrymi technologickymi vlastnostmi, jakadpbré pezivani po
lyofilizaci a bthem skladovani. Typicky ,bachorové” mikroby jakgpheStreptococcus bovis
byly sice testovany (Jones et al., 1991), dokonddagre slibnymi vysledky, které vSak
nebyly potvrzeny dalSimi, nezavislymi studiemi, @tp se ani v praxi neuzivajifibha 1
uvadi giklady pokusného pouZziti bakterii jako silaznicbkinlant.

Obvykla davka inokulafitje 10-10° Zivych burgk bakterii na jeden gram pice. Vy&si
davky nemaji vyznam, nebdbakterie se vifiznivych podminkach velmi rychle pomnozi
(Huisden et al., 2009). Kom#i preparaty jsou zpravidla lyofilizované a obsahgt’-10"
Zivych burgk v 1 gramu. Davkuji se zpravidigdow kilogramy na 100 tun silazované
suroviny.

V néasledujicich kapitolach budou popsany rody hiéktekteré jsou nejastji

pouZzivané jako silazni inokulanty.

2.1.1. Rod Lactobacillus

Rod Lactobacillusje velmi rozsahlym a rozmanitym bakterialnim rod@&akterie tohoto
rodu se vyskytuji na rostlinach, v travicim tralduagig Zivocicha, v ml&nych a masnych
vyrobcich, ve fermentovaném rostlinném materialkazicich se potravinach a v odpadnich
vodach. Nkteré druhy se uplatlji jako nezadouci kontaminanty piva, vina a maksngjagobka.
Jsou sodasticistych potravinéskych kultur, pekéského kvasku a pouzivaji se jako inokulanty
do silazi nebo jako probiotické bakterie. Podlelgaisino vydani Bergey’'s manual of systematic
bacteriology zahrnuje 96 driita rekolik poddruti (Hammes a Hertel, 2009). Laktobacily jsou
grampozitivni, nesporulujici, nepohyblivé, anaeiolmebo fakultativd anaerobni ®inky.
Morfologie burgk je velice rozmanita. Vyskytuji se ve fokndlouhych rovnych nebo mign
prohnutych nepohyblivych &nek az po kratké kokotjnky. Délka tyginek a stupg zakiveni je
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zavisly gredevsSim na stékultury a sloZzeni Zzivného média (Jacques et1880). Laktobacily
jsou fakultative anaerobni, jejichtst jde podpten v anaerobnim prdsdi, v prostedi se
snizenym parcialnim tlakem kysliku nebo v atmiisfé 5-10 % C@ Striktné anaerobni
prostedi pisobi inhibéné. Bakterie tohoto rodu jsou kataldza negativni,pisto jsou skteré
kmeny schopny rozkladat peroxid vodiku pomoci pekathlazy nebo mohou wipmnosti
hemu produkovat i katalazu.

Laktobacily rostou nejlépe v kyselém piesti s hodnotou pH 5,5 — 6,4istova rychlost
je snizena v neutralnim préstli a laktobacily jsou inhibovany alkalickym pHudR ustava v
zavislosti na ufitém druhuci kmeni také p pH 3,6—4,0. Pro &Sinu drulii jsou optimalni
mezofilni teploty kolem 40 °C. ¢které kmeny rostou iipl5 °C, respektiveip5 °C. Termofilni
laktobacily mohou ist i pri teplotdch 55 °C a nerostou v pri@sti s teplotou pod 15 °C
(Hammes a Hertel, 2009).

Laktobacily pati mezi bakterie miého kvasSeni a zahrnuji homo i heterofermentativni
druhy. Metabolizmus je adaptovan na komplexni dak@nsubstraty, a proto jsou laktobacily
velmi nar@né na obsah Zivin v kulti¢aich médiich. VyZaduji sacharidy jako zdroje eremi
uhliku, ale také nukleotidy, peptidy, aminokyselimgastné kyseliny a vitaminy (Elli et al.,
2000). Laktobacily jsou ugpreé kultivovany a izolovany hlavh z MRS a Rogosa agar
Nutriéni pozadavky jsou druhéwi kmenow specifické, coz se vyuziv&igejich identifikaci.
Hlavni metabolickou cestoutgmeny hexos u homofermentativniho kvaSeni je Embden-
Meyerhofova draha, ip niz vznikaji z1 molu hexosy 2 moly kyseliny rhé.
Homofermentativni laktobacily nemaji enzym fosfaktétu, proto nejsou schopnyégit
pentdzy na glukonéat. Ratmezi & nagiklad druhyL. delbrueckiineboL. acidophilus Beéhem
heterofermentativniho rozkladu vznikd 6-fosfoglutmvou cestou z 1 molu hexosy 1 mol
kyseliny ml&né, 1 mol etanolu nebo kyseliny octové a 1 mol,CBeterofermentativni
laktobacily fermentuji pentosy pentoso-fosfatoveahdu na kyselinu mé@ou a octovou. Pt
mezi ¢ nagiklad L. kefir a L. reuteri Posledni skupinou laktobatilpodle zgisobu
metabolizmu jsou fakultatign heterofermentativni laktobacily, ty produkuji, Xpac
zkvaSovani hexos, vyhradlrkyselinu mlénou Embden-Mayerhofovou drahouii Pozkladu
pentos uvaluji navic kyselinu octovou, etanol a g®@ammes a Hertel, 2009).

Laktobacily, steja jako ostatni bakterie miaého kvaSeni, maji schopnost inhibovat jiné
mikroorganizmy, coZ se uplatje v konzervaci potravin a krmiv a v ochéazdravi lidi a zwat.
Primarnim mechanizmem je snizovani pH produkciystnorganickych kyselin, tento efekt je
vSak podporovan tvorbou dalSich antimikrobialniétek, jejichz produkce je druh®wi

kmenow specificka a je ovlivéna i podminkami prostdi (Ouwehand, 1998). Flavoproteiny
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katalizuji tvorbu peroxidu vodiku, ktery v mléceoptednictvim laktoperoxidasy reaguje
s thiokyanatem za vzniku hypothianitu, ktery inhéudunkce membran achteré reakce
glykolyzy (Kamau et al., 1990). DalSim mechanizmantimikrobidlniho jsobeni je syntéza
bakteriocirii. DruhyL. reuteri L. buchnerj L. brevis L. collinoidesaL. coryniformisprodukuji
reuterin, ktery ma Siroké spektrundiniku, jak proti bakteriim, tak mikroskopickym houbéa
prvokim (Schnirer a Magnusson, 2005). Pyroglutamovou likyse aktivitou protiBacillus
subtilis a pseudomonadam produkuji casej L. helveticusa L. delbrueckii(Mucchetti et al.,
2002). Grampozitivni bakterie potlge reutericyklin vznikajici, mimo jiné v kvaskuii pastulL.
reuteri.

Laktobacily Ize identifikovat, podolénjako ostatni bakterie, na zakéafenotypovych
testi, nag. pomoci stanoveni fermegtdch a enzymovych profilnebo analyzou konfiguraci
kyseliny ml&né vznikajici Bhem metabolismu. V poslednich letech ovSentistaji poZzadavky
na resné taxonomické razeni bakterii pouzivanyclhiiyyrobé potravin a krmiv, proto jsou pro
identifikaci stalecastji pouzivany genotypizani metody. Pro ziskani spolehjSich vysledk
je vzdy vhodné kombinovat vice metod, pouZit tayfdzicky gristup. Z genotypovych metod
je za nejspolehl&Si povazovana celogenomova DNA-DNA hybridizace gsadlo-Mora a
Amann, 2001). Jedna se vSak o metodu, kterou wglzEvat pro rutinni a rychlé identifikace,
k ttmto (Eelum jsou vyhodgjSi komparativni analyzy sekvenci 16S a 23S rRNAigé&mann
et al.,, 1995), druhav specificka PCR (Dickson et al.,, 2005) nebo re&tiikanalyza
amplifikované rDNA (ARDRA; Bouton et al., 2002).

2.1.2. Rod Enterococcus

Enterokoky zahrnuji grampozitivni, fakultattvn anaerobni, kataldza negativni,
nesporulujici koky. Koky jsou ovoidniho tvaru, vyskjici se samostatn v parech nebo
kratkych fetizcich, biky byvaji protahlé ve s#nu fetizku. Oive byly z&azovany do rodu
StreptococcusOddleny byly na zakla#l vysledki DNA-DNA hybridizatnich studii. Celkem
rod Enterococcugzahrnuje 34 druh Od streptokok se odliSuji rezistenci k pame vysokému
pH, snaseji i hodnotu 8,5. Dibrostou na krevnim agaru, na kterém vigjigSedobilé kolonie
bez hemolyzy. Kolonie jsou vzdy pravidelné a kruhgvhladkym povrchem, ato az do 5 mm v
praméru. Kmeny rkterych druti mohou byt pohyblivé pomoci malychibit (Svec a Devriese,
2009).

Enterokoky jsou fakultativh anaerobni s preferenci anaerobnich podminekolik
druhi vyZzaduje pitomnost CQ. Hemolytick&a aktivita je variabilni a do ztreé miry zavisla na

druhu. Mohou st v hypertonickém prasdi s 6,5% koncentraci NaCl a ré¢mxi nizké teplog
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10 °C. Optimalni teplota praist WtSiny druhi je pi 35 — 37 °C. Mnoho druhje schopnotrst
pii 42 °C a rkdy i pii 45 °C. ReZivaji pilhodinové zaréti na 60 °C. Enterokoky jsou velmi
odolné Wi vysychani, Bkteré kmeny snaseji az 40 % dilu prostedi. Jsou chemoorganotrofni
a maji vysoké nuténi pozadavky. Disponuji kvasnym metabolismem, jsoonofermentativni a
produktem fermentace glukézy je L (+) kyselina &k Enterokoky mohou zkvaSovat
nejriznéjSi substraty. Hlavni cestou tvorby energie je okyseliny mléné z glukézy ges
Embden-Meyerhof-Parnas drahu. Za aerobnich podnjnglkk6za metabolizovana na kyselinu
octovou, butanol a CO Fi pH 5,0-6,0 pevadi Enterococcus faecalipyruvat na laktat. VvV
neutralni nebo miMzasadité pH je pyruvatigveden na kyselinu mrawdnetanol a acetat v
poneru 2:1:1. Ri nedostatku Zivin je pyruvatipménén na etanol a kyselinu octovou (Garg a
Mital, 1991). DruhE. faecinummizZe oxidovat glycerol na kyselinu octovou, £@ malé
mnoZstvi peroxidu vodiku. Energii mohou ziskav&ietarostednictvim degradaceékterych
aminokyselin, jako jsou arginin, tyrosin, serin adbnylalanin. | kdyz enterokoky maji vysoke
nutricni pozadavky, jejichtist na Bzn¢ pouzivanych médiich je obvykle bohaty. Na Slanetz-
Bartley agaru vytviéeji kaStano¥ hnédé kolonie. Vyzaduji olik aminokyselin, vitamin B a
purinové a pyrimidinové baze (Svec a Devriese, 2009

U enterokok secasto nachazeji plazmidy, které&s$inou koduji rezistenci k antibioftikn
a faktory virulence (Paulsen et al., 2003). Renistek antibiotikm mize byt kédovana i na
transpozémech (Weaver, et al., 2002ed®0, Ze jsou enterokoky komenzal@@vek a zviat,
pati mezi dilezité podmian¢ patogenni mikroorganizmy. Navic vykazuji poné znanou
rezistenci k antibiotikm. Byly izolovany pi infekcich m@&ovych a Zlgovych cest, dychaciho
traktu a z hemokulturip bakterialni endokarditiel (Teixeira a Facklam, 2003). Enterokoky se
prirozere vyskytuji v travicim traktloveéka a zvfat. Jsou satésti normalni mikroflory tlustého
streva, ale lze je prokazat i veresi¢ tenkém. Jejich jfitomnost v dalSich pragdich je
povazovana za kontaminaci z traviciho traktu &iclai. Mohou se vyskytovat na rostlinném
materiélu, vice na K¥ech nez listech, kde se moh&asté&né adaptovat a mnozit (Mdller et al.,
2001). V hygienické mikrobiologii a vodohospasié praxi se pokladaji za indikatory fekalniho
zneisténi nejen potravingkych vyrobki, ale i pitné nebo povrchové vody (Godfree et al.,
1997). Enterokoky jsowasto nalézany v potravinach, zejména é&swoeho fivodu, jako je
mléko, ml€né kysané vyrobky a fermentované salamy.jé\ jejich @gitomnost povazovana za
sekundéarni kontaminaci, mohou mit pozitivni efelpigpivat ke vzniku aromaéhem zrani
vyrobki. Jsou pouzivany také jako probiotika (Giraffa, 200

Enterokoky, hlavaé E. faeciuma E. faecalis produkuji bakteriociny zvané enterociny,

které jsou aktivni proti ostatnim enterokok a dalSim bakteriiméetre listerii a klostridii (Ott
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et al., 2001). Produkce je vazana jak na plazmidik chromozomalni DNA. Enterocin
produkujici kmeny byly izolovany z migych vyrobki, fermentovanych masnych vyrabk
zeleniny a dalSiho rostlinného materialu (Franal et1999).

2.1.3. Rod Pediococcus

Pediokoky jsou grampozitivni, nepohyblivé, nesjgrai, fakultativre anaerobni
koky vyskytujici se samostatnv parech nebo t¥o tetrddy. RodPediococcuszahrnuje 9
druhi: P. acidilactici P. claussenjiP. cellicolg P. damnosusP. dextrinicus P. inopinatus
P. parvulus P. pentosaceuaP. stilesii Pro identifikaci je mozné krotrfenotypovych test
pouzit sekvenaci 16S rRNA (Barney et al., 200bptgipizaci (Santos et al., 2005), ndhodnou
amplifikaci polymorfni DNA (PCR-RAPD; Fuijii et al2005) nebo elektroforézu v pulznim
poli (PFGE; Simpson et al., 2006). Za zlaty staddarovSem stale povazovana DNA-DNA
hybridizace (Franz et al., 2006). Vzhledem k toauneni vyvinuto plaselektivni kultiv&ni
prostedi pro stanoveni pediokibkjie mozné pouZiti kvantifikace pomoci PCR v realid@se
(Real-time PCR; Stevenson et al., 2005). Pediokolyi podobné pozadavky na Ziviny a
prostedi jako ostatni BMK, proto j&Zké je od sebe odliSit. Pro izolaci jsou tedy poaia
semiselektivni kultivéni prostedi. Simpson et al. (2006) vyvinuly medium selekitipro
pediokoky PediococcusSelective Medium, PSM) pro stanoveRi acidilactici a P.
pentosaceusv krmivech a v sildZznich inokulantech. Jednid séMBS agar sfidavkem
novobiocinu, vankomycinu, nystatinu a ampicilinu.

Pediokoky neredukuji nitraty, jsou katalaza negutiale asi 50 % kméndruhuP.
pentosaceuiolovanych z mléka a sywvykazuje slabou aktivity katalazy. Jsou schopisgu
vrozmezi pH 5-9, optimalni kulti¢ai teplota 25-35 °C. Pediokoky s&adi mezi
homofermentativni bakterie ndéeho kvasSeni, z glukosy tkioDL-laktat, pravépodobr
Embden-Mayerhofovou drahou. Atypicky metabolismug FPn dextrinicus ktery produkuje
L(+) formu kyseliny mléné z glukosy fes fruktoso-1,6-difosfat, a proto by mohl byt
v budoucnu navrZzen jako samostatny rod. Kmeny ped#io produkuji fizny pongr a a
glukosidasy v zavislosti na tepotpH a gitomnosti etanolu a cukrv prostedi (Grimaldi et
al., 2005).

Nekteré pediokoky produkuji termostabilni bakterigczvané pediociny, které jsou
aktivni &tSinou proti listeriim. Jedna se o malé proteinywadikosti mérk nez 10 kDa
(Rodrigues et al., 2002). ékteré kmeny mohou byt oportuairpatogenni a Zpsobovat
infekce u lidi (Barton et al., 2001). Pediokoky@&ozere vyskytuji na rostlinach, zejména

ovoci. Podili se na fermentaci rostlinného materigko je silaz, kukiice, okurky a olivy,
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ale také masnych vyrodk Uplatiuji se jako kontaminanty piva a jinych alkoholickyc
napoji a jako mlék&ské kultury pouzivané pro vyrobu fys tvorbou ok. Byly izolovany
z niznychg¢asti traviciho traktu,detrg slin, zviat a lidi (Holzapfel et al., 2009).

2.1.4. Rod Lactococcus

Jedna se o grampozitivni, nepohyblivé, nespouilujmikroaerofilni, katalaza
negativni koky mléného kvaSeni s homofermentativnim metabolizmenikBisou sférické
nebo ovoidni, vyskytuji se ve dvojicich, parech méetizcich. Laktokoky pé&it do celedi
Streptococcaceae na zaklagl porovnani 16S rRNA sekvenci byly j&smwdliSeny od
streptokoki a ostatnich bakterii migého kvaSeni (Schleifer a Ludwig, 1995). Rod
Lactococcuzahrnuje 5 drulnLc. garvieaelLc. raffinolactis Lc. pisciumLc. plantarumalc.
lactis se temi poddruhylactis, cremorisahordniae(Teuber, 2009).

Laktokoky jsou mezofilni a rostou v teplotnim rcezn 10-45 °C, &které jsou
schopny mnozeni iip7 °C, kultivace se pak prodluZzuje na 10-14 drdkg@a et al, 2002).
Jsou naréné na ziviny a pozaduji komplexni média s dogtgien obsahem aminokyselin a
vitamini. Jsou kultivovany na M17 médiu v mikroaerofilnimogiedi. Podob#& jako
v piipadt pediokoki, pii kultivaénim stanoveni rostou na médiich pro laktokokyibpzné
koky. Jejich vzdjemné odliSeni je mozné pomoci geldiché analyzy fermentaich produki
vznikajicich z glukosy. Laktokoky produkuji L(+)ki@t, pediokoky DL-laktat a leukonostoky
D(-) kyselinu ml€nou spolén¢ s CQ, kyselinou octovou a etanolem. Kultivace laktokgd
mozna i za aerobnich podminek, vznikaji vSak vydosécké slodeniny kysliku jako je
superoxid, peroxid vodiku a vodikové radikalyckaliv jsou laktokoky kataldza negativni,
maji jiné enzymy $pici tyto produkty, které jsou aktivovanyifomnosti kysliku v progedi.

V komplexnim médiu s obsahem hemu Je lactis dokonce schopen respiraho
metabolismu (Gaudu et al., 2002). Kmdirc. lactis subsp.cremorissnasi laktokoky az 4 %
soli v prostedi. Optimalni pH je proéneutralni, aletrst je mozny i v progedi s pH 4,5.

Laktokoky maji fermentativni metabolizmus a jakaumi produkt z glukosy cestou
glykolyzy tvaii L(+) kyselinu miénou. Casta je produkce exopolysachariglozenych
z galaktosy, glukosy a ramnosy, které maji techgioky vyznam pi vyrobé syni a kysanych
milénych vyrobKi. Syntéza dchto polysacharidl je kédovana na plazmidech, které byly
kompletr# osekvenovany (van Kranenburg et al., 2000). Pldgrjsou u laktokok bézne
piitomny a kéduji dlezité metabolické funkce jako je transport laktédggradace kaseinu,
funkce permeaz (Gasson, 1983), dale rezistenciklebafagim a produkci bakteriocin

Bakteriociny jsou latky proteinové povahy a jsobhguny potlgéovat bakterie blizceffbuzné
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produlkinimu kmeni. Laktokoky produkuji bakteriocinkidy I, tedy lantibiotika aitdy II,
tedy nelantibiotické malé termostabilni proteiny efN et al., 1996). Nejzn&8im
laktokokovym bakteriocinem je nisin produkovanylactis ssp.lactis. Nisin potl&uje Siroké
spektrum grampozitivnich bakterii tim, Ze perforajgoplazmatickou membranu a je znam
ve dvou variantdich A a Z. Je pouzivan jako poti@gky konzervant protiListeria
monocytogene<lostridium botulinumale i dalSim klostridiim a grampozitivnim bakieri
(Teuber, 2009).

Vyskytuji se na rostlinach, Zigtech a v zZivéisnych produktech. Nejvyznargsi je
jejich vyuziti v mlék@ském ptmyslu jako startovacich kultur. Uplatji se také p
fermentaci rostlinného materialu a jsatidavany do sildznich inokulaintZ technologického
diacetylu z citratu, ktery dodava vyrabbk aroma acast€na proteolyza uplétjici se u
zrajicich sy@i (Tauber, 2009). Drul.. garvieaeje lidskym i animalnim patogenem a
zpasobuje mastitidy u skotu a hemoragické septikémigbyVela et al., 2000). pisciumje
kontaminantem vaku@wialeného chlazeného masa (Sakala et al., 2002).

2.2. Mechanizmus dinku inokulant

Hlavnim dkolem bakterii v sildznich inokulantech fermentovat monosacharidy,
disacharidy a oligosacharidy za tvorkyseliny mlé&né. V posledni dob se dav&im dal
VEtSi vyznam také dité produkci kyseliny octove, ktera zvySwgerobni stabilitu silaze po
otevweni sila. Nkteré BMK maji takédetoxika¢ni U€¢inky na mykotoxiny. Konéné silaz je
do ucité miry také zdrojem Zivych mikroorganig@ma proto niZze byt povaZzovana za
eventualni zdroj probiotickych mikroorganisma. Mezi mére prokazané, nebo sporné
Ucinky inokulanti pati redukce ztrat zivin v silu (ktera snad fungujelpmofermentativnim

mlé&ném kvaSeni) a zlepSeni stravitelnosti potravywridalakniny (Muck, 2000).

2.2.1. Produkce kyseliny mlécné

Produkce kyseliny miéé je hlavnim ukolem homofermentativhich BMK (hlawn
cilem je rychlé a @kladné primarni kvaSeni — produkce kyseliny <m&. U prvnich
inokulanti se zpravidla pouZival pouze jeden kmen BMK,casfji L. plantaruma E.
faecium. Prvotni idea byla, Ze najzit¢jSi je co nej¢tSi podil kyseliny mléné a co
nejmensi produkce kyseliny octové jako vedlejSitadpktu heterofermentativniho nitého

kvaSeni (McDonald, 1981). Jako inokulanty se tedyaly pouzivat homofermentativni
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bakterie mléného kvaSeni, které vSak byly @@ls neusgsné ze dvou iw/odi. Za prve

v dasledku nedostatku zkvasitelnych ciulkDruhym divodem niize byt konkureéni divoka
mikroflora (Jones et al., 1991). Jako zkvasitelnkéry jsou vyuZzivany hlavnvolna glukosa a
fruktosa, bakterie obsazené v inokulantech hyyntaké vyuzivat sacharosu, fruktosany a
pentosany (Kalkg 2009).

2.2.2. ZlepSovani aerobni stability

V posledni dob se stale vice pouzivaji také heterofermentatidKBkteré krong
kyseliny ml&né produkuji také kyselinu octovou, ktera zvysigeoani stabilitu silaze. Jako
homofermentativni BMK se pouzivaji hlavnL. plantarum, E. faecium jako
heterofermentativni BMK hlawnL. buchneria L. fermentum(Weinberg et al., 2004; Jalc et
al., 2009a; 2009b).

V metaanalyze (Kleinschmit a Kung, 2006), ve ktdrglo analyzovano 43
experimeni ze 23 publikaci byly rozdeny sildaZe doif kategorii: 1) neoSgné (kontrolni
silaze, 2) silaze oSené L. buchneriv koncentraci <100 000 KTJ/g a 3) silaze bemd
koncentraci ¥tSi nez 100 000 KTJ/g.tidlavek bakterie snizoval obsah kyseliny &nié,
piicemz pokles byl mo un®rny u kukuicné sildze na rozdil od senézi. Inokulace se také
projevila signifikantnim zvySenim obsahu kyselirgtavé a to fimo an&rné davce u vSech
silazi. WEinek na aerobni stabilitu se projevil snizenim yyskkvasinek fimo Gnérnym na
davce. U gkterych senézi nebyly kvasinky praktick§pec detekovatelné. Obechyl vyskyt
kvasinek v negativni korelaci s koncentraci kyselictové. NeosSéena silaz se v pmeru
zkazila po 25 h expozice vzduchu. Na druhé stnaensi davkyL. buchneriprodlouzily
aerobni stabilitu na 35 h, vysoké davky dokonceab03 h. Vysledkem shrnutidy praci
(Elferink et al., 2001; Holzer et al., 2003; Klethsnit a Kung, 2009; Kung et al., 2007) je
zawr, ze inokulace sildze pomoti buchnerisnizuje pH a koncentraci kyseliny e,
zatimco obsah kyseliny octové stoupa, stejmko se zvySuje aerobni stabilitacitlek
vétSinou stoupd s @atesni (inokulani) davkou a pouZiti je vhodné zejména pro kidné
silaze o nizSi susén

Podle firmy Pioneer (Anonyml) seactobacillus buchneriiN40177 od ostatnich
kmeni odliSuje tim, Ze je schopen produkovat specifiekgymy (mezi jinymi naip ferulat
esterdzu), které zvysuji stravitelnost silazovamédty. Dochazi udaghke Stpeni ligninové
vazby bum¢né sény. Tento zjpsob je uéen pro sildZovani picnin také pro bioplynové

stanice.
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2.2.3. Detoxikaéni a inhibiéni Gcinky

Hernandez-Mendoza et al., (2009) izolovali kmeagtobacillus caseize syra, lidské
stolice, fermentovanych napoja také z kukticné silaZze. VSechny kmeny byly schopny
v podminkachin vitro vazat aflatoxin B1. Tato schopnost byla ¢egtySena po jsobeni
Zluce, coz dava ditou nadji na probioticky @inek in vivo. Broberg et al. (2007) zase
analyzovali ténst dvacet metabolit laktobacili izolovanych ze silaze a zjistili, ze 3-
fenylmlé&nd a 3-hydroxykaprinova kyselina maji antifugalkfivatu. Gollop et al. (2005)
uvadji, Ze sildze sippdavkem inokularnit mély oproti kontrolnim silazim vyssi antibakterialni
aktivitu proti Pseudomonas aeruginosaMicrococcus luteusNutno vSak podotknout, Ze se
nejednd o hlavni bakterie kazici silaz, zajigpgivby byl inhibEni &inek nap. proti C.

tyrobutyricum.

2.2.4. SildZni inokulanty jako zdroj probiotickych bakterii

Podle Fullera (1989): ,Probiotika jsou Zivé mikrélmi krmné dopiky, které giznive
ovliviuji  hostitele zlepSenim jeho tevni mikrobiocenosy”. # aplikaci probiotik
piezvykav@ém je teba pihlizet vyznamg k véku zvitat. Mikrofléra bachoru je podstatn
hare ovlivnitelna, a proto pouZziti probiotiktiphazi v tvahu spiSe u mladych iati U
mladych zviat v obdobi mléné vyZivy neni vyvinut bachor a rosh sloZeni potravy je jiné,
tzn. mért vlakniny, vice proteihh a snadno zkvasitelnych sachari@roblémem jsou podobn
jako u selat pijmova onemoceni, ktera se ¥etnych pokusech potibo eliminovat pomoci
aplikace BMK, hlave Lactobacillus acidophilusdalSi laktobacily a enterokoky z ostatnich
bakterii potomBacillus toyoi(Wallace and Newbold, 1992). Z telat byly talesto izolovany
bifidobakterie (Scardovi, 1986), avSak existuje zmujedna starSi prace o aplikaci
bifidobakterii telaim (Abe et al., 1995). Chybi podrafj$i studie o kvantitativnim vyskytu
bifidobakterii u telat, podle naSich ufigsou pdaty téchto bakterii u mladychipzvykava
vysoké a dokonce se v tomto & podobaji lidskym kojerign (Rada et al., 2006). Silaz je
piirozenym zdrojem BMK, z nichZada niiZze mit krond technologickych vlastnosti pro
vyrobu (konzervéni viastnosti) takéifiznivé (&inky na zdravotni stav hospadéych zvfat,
¢imz naphuji definici probiotickych bakterii. V SirSim slovemyslu jsou za probiotické
bakterie ®kdy povazovany i silazni inokulanty. Hlavnim cilggouziti inokulant je vSak
konzerv&ni ¢innost — produkce organickych kyselin, zatimco pravobiotické bakterie by
mely byt aktivni i v bachoru a/nebo v dalSi¢astech traviciho traktu. Nicmé&mokulantim
byly prokazany dalSi pozitivnic¢inky na zdravi zvat. O gezivani a aktivit silaznich

bakterii v travicim traktu je velmi malo poznatk aktobacily a ostatni mtéé bakterie jsou
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sice pravidela pfitomny v bachoru, ale jednd se o jiné druhy, nexréktse podileji na
silazovani (Kandler a Weiss, 1986). Weinberg e(2003, 2004) testovali schopnost BMK,
vesnes silaznich inokulafit prezivat v bachorové tekutinBMK byly schopny v bachorové
tekutin® prezivat, coZz auto povazuji za prvni krok ke studiu probiotickéhagaialu BMK
pro pezvykavce. Na druhé stramékteré prace poukazuji na pozitivnéiiek silaznich
inokulanti na zdravi a uzitkovost 2t (Keady a Steen, 1994, 1995). Tyto prace vSaonej
podpdeny mikrobiologickymi rozbory, a proto nelzefepwdéivé urit pripadny
mechanismusdinku. Navic vysledi je malo a nejsou jednoziree, nap. Sanderson (1993)
nenaSel zadny vliv inokulaitna stravitelnost vliakniny. Mozné probiotické&nky silaZznich

mikroorganisni je tedy teba dale studovat.

2.3. Komereni preparaty

Na ¢eském trhu je dostupné velké mnozstvi silaznigbapd s obsahem bakterialnich
inokulanti. Nekteré @iklady jsou uvedeny vifloze 2. Kometni ptisady na bazi bakterii Ize
rozcklit do dvou zakladnich skupin podle plodin, do ltdr jsou pidavany, na inokulanty pro
konzervaci vogsky a travnich porodta na preparaty tené pro kukici. Existuji take
vyrobky, které jsou lze pouZit pro videnych plodin a pro vyrobu sfenych silazi.

SildZni inokulanty obsahujitizny porngér homo a heterofermentativnich bakterii
mléneho kvaSeni. V preparatech jsou heterefermentdbiakterie zastoupeny v mnozstvi 0
az vice nez 70 %. dktefi vyrobci nabizeji specialni sisi bakterii nejen pro konkrétni
plodiny, ale také pro tité obsahy suSiny silazovaném materialu. ildad pro fermentaci
picnin s vysokym podilem suSiny jsou vybirdny osstesaintni kmeny bakterii miaého
kvaseni.

Pt pouziti silaznich inokulaidt deklaruji vyrobci urychleni fermentace, &kterych
piipadech i na 2-3 tydny. ZlepSeni fermentace raostlo materialu a prodlouzeni trvanlivosti
silaze. Dochazi k niz§imu Ubytku suSinghbm zrani sildZze a ke sniZeni odtoku sildZnich
Stav. Méla by byt zajistna lepSi aerobni stabilita materialdi peho odkryti. Produkce
velkého mnozstvi organickych kyselin, hlgvmléné a octové, zajilje potla&eni rozvoje
klostridii, nedochazi tedy k sekundarni fermentaqii pouziti silaznich inokulaftby mélo
dojit k inhibici wtSiny kvasinek. Silaz s dodanymi bakterialnimi kedimi vykazuje nizSi
obsah amoniaku, kyseliny maselné a alkdhdlepSeni chutnosti rostlinného materialu vede
k zvySeni pijmu krmiva zvfaty, krmivo je také |épe stravitelné, dochazi kSanji konverze

Zivin a to vSe se projevi ve zlepSeni uzitkovostiat.
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OvSem i pi pouzivani silaznich inokulaintmusi byt dodrZzena spravna technologie
piipravy rostlinného materialu. Silazovana hmota niysivzdy dobe udusana, tak aby byl
vytésren vzduch, a musi byt skladovana v tlhigsnénych silech, sildZznich Zlabech, balicich
nebo vacich. Pouzititfpravki nemize vykompenzovat technologické chybshbm procesu

silazovani.

2.3.1. Aplikace a skladovani silaznich inokulantd

Silazni inokulanty jsou zpravidla dodavany jako fiypovany prasek s obsahem
bakterii 16%10" bakterii na 1 gram vyrobku. Aplikuji se ve farrmodného roztoku do
rostlinnétezanky. V pipact zpracovani kukiice dochazi k aplikaci n&erstvou rostlinnou
hmotu jiz Bhem fezani. U travnich porasta vojesSky se inokulant fidava az p shéru
materialu, to znamena po zavadnuti hmoty. Koaeaplik&ni davka je ¥tsinou 16-10° na 1
gram sildzované hmotyripravky rekterych vyrobé obsahuji stejné druhy bakterii, rozdil je
pouze v aplikani davce, ktera byva pro véfiku a traviny 3x vySSi nez pro kuktnou silaz.
V n¢kterych sildZznich inokulantech jsou krérnakterii obsazeny také enzymy, pak je vyuZziti
urceno pra¥ podle druhu pouzitého enzymu. Vodny roztok dopojiwyrobci @ipravit €sns
pied pouzitim a sp&bovat do 6 hodin. V nutnéntipad je mozné roztok uchovavat po
dobu 24 hodin § teplo& do 10 °C. V originalnich neot&nych obalech je mozné inokulanty
skladovat obvykle 9-18 &sia pri 4-8 °C, doba trvanlivosti se prodluzuji 20°C na 12-24

meésial v zavislosti na vyrobku.

2.3.3. Silazni inokulanty ur¢ené pro konzervaci kukufice

Preparaty pro konzervaci kuice obsahuji jeden nebo vicéznych druli homo¢i
heterofermentativnich laktobaiiimléné koky jsou fidavany v mensi mé. Mezi nejast;ji
pouzivané laktobacily pat L. plantarumal. buchnerj nékteré gipravky ale obsahuiji i dalsi
druhy, zejména jde d:. brevis L. caseia L. rhamnosus Cast silaznich inokulaftobsahuje
krom¢ laktobacih také koky. Nejastji jde o druhE. faecium dale jsou pouzivany blize
neucené pediokoky nebB. pentosaceuaP. acidilactici v mensi niie pakLc. lactis

V piipadt pouziti silaznich inokulait s obsahem kdk a laktobacii, na z&atku
ferment&niho procesu isobi zejména koky jako startovaci kmeny. Na mavazuji
laktobacily, které fermentai proces dokafuji. Rychly pokles pH zajisti konzervaci krmiva.

Prvnim z testovanych konteich silaznich inokuladt byl Tekrosil K (Tekro,

Unicov) ureny pro konzervaci kuki€né silaze. Lze jej vyuZzit jakipzpracovani celych

rostlin, tak @i vyrobeé sildze z kukii¢nych palic. Obsahuje dva kmeny homofermentativnich
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bakterii mléného kvaseni, na patku fermentace gsobici P. acidilactici a navazuijicil.
plantarum Vyrobek neobsahuje Zzadnéidané enzymy a konzervace je zd&jitt vyhradg
enzymy bakterii.

Dalsi ze sledovanych inokul@nto kukuicné silaZe byl Hipravek Pioneér 11CFT
(Pioneer, Beclav), kde je deklarovan obsah dvou driakterii a toL. buchneria L. casei
Béhem procesu sildZovani dochazi k naruseni ligniclowazeb rostlinnych bétnych sén
enzymy produkovanymi heterofermentativihi buchneri Tento mechanizmus umiie
vyuziti wetSiho mnozstvi Zivin rostlinné hmoty. Enzymatickgrusena vlaknina je lépe
degradovana bakteriemi bachoru. Jak homofermentdtivcasej tak L. buchnerizaji&’uji
béhem procesu fermentace vznik dostaho mnozZstvi kyselin konzervujicich rostlinny

material.

2.3.3. Silazni inokulanty ur¢ené pro konzervaci vojtésky a travnich porostd

Komern¢ dostupné silazni inokulanty pro konzervaci ¥y a travnich porost
obsahuiji ¥tSinou SirSi spektrum homo i heterofermentativridakterii mli€ného kvasSeni nez
inokulanty utené pro kuktici. Vzdy je gitomen bd jeden nebo vic kménlaktobaciti,
¢asto jsou kombinovany s ndliymi koky, zejména pak pediokoky. Nagtji obsazenym
druhem laktobadil je jednozné&né L. plantarum Déle jsou pouzivané druhly: buchnerj L.
brevis L. caseia L. rhamnosus vyjimecné jsou do komemich gipravki pridavany L.
pentosus L. paracasei L. collinoides nebo L. cellosbiosus Laktobacily jsou nejvice
kombinovany €. faeciumneboP. pentosaceysmérg ¢asto jsou pouzivanic. lactisa P.
acidilactici, vyjimecne pak sP. freudenreichii

Pripravky ugené pro konzervacikiko sildzovatelnych plodin jako jsou u&gka a
travni porosty obsahujicasto krond bakterii také enzymy, které n&st rostlinné
polysacharidy a zAfstupiuji cukry pro bakteridlni kultury. Jedna se hlava celulazy,
pektindzy, hemicelulazy a xylanazytitemné bakterie pakusobi stejs jako @i vyrobng
kukuri¢né silaze.

V této studii byly testovany 3 vyrobky d¢ené pro konzervaci végky, dalSich
bobovitych rostlin a travnich porastinokulant Biomin® BioStabil Plus (Biomin Czech,
Havlickav Brod) obsahuje it kmeny bakterii miéného kvaSeni a neobsahuje enzymy.
BakterieE. faeciumBIO34 (DSM3530) se v silazované hrdantenzivie mnozi na péatku
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ferment&niho procesu i pH 6,5-5,5. Nasleduje rozvoj kmene. plantarum IFA92
(DSM19456), ktery pH déle snizuje. ©bsto homofermentativni bakterie niého kvaseni
produkuji kyselinu mlénou. Heterofermentativii. brevisIFA96 (DSM19457) vytvé vedle
kyseliny ml&né také kyselinu octovou, kter&igpiva k udrzeni aerobni stability silaze po
zahdjeni jejiho odivu.

DalSim z testovanych vyrobkbyl Sila-Bac® Luzerne (Pioneeri&lav) uteny pro
vojteSkové sendze.ifpravek neobsahuje enzymy a jsouémndeklarovany dva kmenly.
plantarum ATCC55943 a ATCC 55944. Jedna se o kmeny selektovapecialé pro
vojtésku, které s maximalni efektivitou vyuzivaji culaygenenuji je na kyselinu mi&nou,
¢imz dochézi k razantnimu sniZzeni pH v kratkéédpb naskladéni hmoty. Oba kmeny
prispivaji ke sniZzovani stuprproteolyzy v silazi.

Posledni sledovany silaZni inokulant byl Sila-B&ombi (Pioneer, Beclav) uteny
pro travni silaze. Jedna seidgravek s dvojim &inkem. Zatimco homofermentativni bakterie
L. plantarumATCC53187 &. faeciumATCC55593 pispivaji produkci kyseliny mtéé ke
spravhému mibéhu fermentace, produkty heterofermentativni badtek. buchneri
ATCC2494 zlepSuji aerobni stabilitu silaze. Jdeviao kyselinu octovou, propionovou a
1,2-propandiol. V péateni fazi fermentace se upfafi enterokoky a nasleduje kvaSeni

sacharid pasobenim laktobadil

3. Vlastni pokus

3.1. Material a metody

3.1.1. Mikrobiologicky rozbor komerénich preparatd

Bylo testovano 5 komen¢ dostupnych preparats deklarovanym obsahem Zivych
bakterii od 3 iznych dodavatél (tabulka 5). Jednalo se o silazni inokulanty obgahjak
homo, tak heterofermentativni bakterie émého kvaSeni, dené pro konzervaci v@gky,
bobu, jetele, jetelotravnich a travnich pofip&ukirice a dalSich krmiv.

Paity bakterii byly stanoveny kulti¢aé na selektivnich ¢stebnich prosedich. Bylo
odebrano 10 g preparatu gepedeno do 90 ml Wilkins-Chalgren bujonu (Oxoid)orek byl
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sériow anaeroba naredkny ve vialkach se stejnym médiem do kém&ho pondru 1:16 g/ml.
Bujény byly gipraveny metodou roll-tube. fi8lusré naredné vzorky byly umisiny na
Petriho misky verech opakovanich a zalityipluSnym kultiv&nim médiem. Pro deni

Tabulka 5: Paity (log KTJ/g) a druhy bakterii deklarované v testoych komeamich

sildznich inokulantech.

5 ¢t Vyrobce/ Urceny pro | Deklarované pety Deklarované
repara
P dodavatel konzervaci | bakterii druhy bakterii
_ _ | L. plantarum
Tekrosil K Tekro (Praha) kukice 10,80 vSech bakteri o
. acidilactici
Biomin® Biomin Czech bobovitych

(pomer homo a . brevis

P
10,70 vSech bakterii| E. faecium
L
BioStabil Plus | (Havlickiv Brod) | lipnicovitych L

heteroferm. 1:1) . plantarum
Sila-Bac® ' .
Pioneer (Beclav) | vojesky 10,80 L. planarum
Luzerne
_ 11,00 L. buchneri
Sila-Bac® ' travnich
_ Pioneer (Beclav) 9,70 L. plantarum
Kombi porosti .
9,70 E. faecium
. ) . 11,00 L. buchneri
Pioneerl1CFT| Pioneer{&clav) | kukiice _
10,00 L. casei

celkového pétu bakterii mléného kvaseni (BMK) ve vSech vyrobcich byl pouzit
Rogosa agar (Oxoid) o pH 6,2. Jednotlivé skupiritdrdl byly stanoveny jen u vyrokkde
byly deklarovany. Laktobacily byly kultivovany naoBosa agaru okyseleném ledovou
kyselinou octovou na pH 5,5. Agar M17 (Oxoid) bybudit pro stanoveni pediokdka
Slanetz-Bartley (Oxoid) agar pro stanoveni entekdkdKultivace probihala ip 37 °C 72
hodin anaerobfv pripadt Rogosa a M17 agaia 48 hodin aerolénv pripadt Slanetz-Bartley
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agaru. Byly spéitany typické kolonie a stanoven dab bakterii. Z kazdého vzorku a média

bylo vyizolovano 5 kmein které byly namnozZeny wigluSnych bujénech a identifikovany.

3.1.2. Identifikace bakterii izolovanych z komerénich preparatd

Izolaty byly identifikovany na rodovou uUrokena zaklad morfologie bugk a
Gramovy reakce. Kmeny laktobacia pediokok byly podle postupu popsanym vyrobcem
charakterizovdny pomoci APl 50 CHL kitu (BioMériexgrancie) a identifikovany
pocitacovym programem Apiweb (BioMériex, Francie). Kmenyntexokoki byly
identifikovany s pouzitim kitu SteptoTest24 (Plivachema,CR). U drutii L. casej L.
plantarum E. faeciuma P. acidilactici byla identifikace potvrzena druh®wspecifickou
polymerazovouetizovou reakci (PCR), seznam pouzitych priimeruveden v tabulce 6. Pro
L. brevisaL. buchnerinebyla PCR pouZzita, protoZe podle dostupnych #drejsou pro tyto
druhy vyvinuty specifické primery.

Tabulka 6: Seznam druhav specifickych PCR primér jejich sekvence a pouZzité

annealingové teploty.

Druh Primer | Sekvence nukleatidod 5°' do 3) Teplota-l Zdroj
annealingu

L. casei Prl CAgACTgAAAgTCTgACgg 62 °C Walter et al.,
Casll | gCgATgCgAATTTCTTTTTC 2000

L. plantarum | Lfpr gCCgCCTAAQgTgggACAgAT 58 °C Walter et al.,
Planll | TTACCTAACggTAAATgCgA 2000

E. faecium EnfF gCAAggCTTCTTAgAgA 50°C Dutka-Malen
EnfR | CATCgTgTAAGCTAACTTC etal, 1995

P. acidilactici | PdaF | CTQAATgAgATTTTAACACgAA 57 °C Cai et al.,
PdaR | AgTgCCAAggCATCCACC 1999

PCR amplifikace specifického Useku 16S rDNA bylavedena pomoci termocykleru
T3000 (Biometra, USA). Re&ki snts (celkem 25ul) pro amplifikaci obsahovala 12,4
DreamTad" Green PCR Master Mixu (Fermentasgnhecko), 0,3ul kazdého primeru
v koncentraci 100 ngl (Proligo, Francie) a DNA vyizolované ¢istych kultur pomoci
QlAamp DNA mini kitu (Qiagen). Do pozadovaného abje byla smis doplgna Water
nuclease-freee (Fermentas). Byly pouzity programyasedujicimi teplotnimi profily:
pocateeni denaturace 95 °C po dobu 5 minut; nasledovaloy8m: denaturace 30 Fi®5 °C,
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annealing 30 sekundigeplo& uvedené v tabulcé , prolongace 60 sip72 °C; a posledni
krok 5 minut @i 72 °C. PCR produkty byly separovany gelovou elgkirézou (OWL B2,
Thermo, USA) na 1% agar6zovém gelurislgavkem GelRed (Biotium, USA) a analyzovany
systémem GelDoc (BioRad, USA).

3.1.3. Laboratorni pfiprava silaze s obsahem bakterii izolovanych z komercénich
preparatd a sledovani pfezivani bakterii v silazi

Pro laboratorni fipravu silaze byla pouzita végkovaiezanka sklizena 8. 6. 2010.
K rostlinnému materialu bylyifmlany kmenyL. platnarumTekrosil K, PediococcusTekrosil
K, E. faeciumBiomin® BioStabil Plus aL. plantarum Sila-Bac® Luzerne v celkovém
mnozstvi 2x18 (5x10 kazdého kmene) na 1 kg rostlinné hmoty. MnoZstekillovanych
bakterii odpovida mnozstvi, které dopauji vyrobci @i pripraw silaze za provoznich
podminek. Bed pouzitim bakterii, byli z izolatptipraveni rifampicin rezistentni mutanti
(RRM) deskovou gradientovou metodou (Rada et é5)9Tato vlastnost umoznila odliSit
podané kmeny od bakteriifippzergé pritomnych v silazi. Hermeticky uzaviratelné skieé
lahve (6 ks.) byly napkny po 0,5 kgrezanky s bakteriemi a uzany. Byl @ipraven stejny
pocet sklenic bez pouziti silaznich inokulankteré slouzily jako kontrola. Sklenice byly
umiseény do tmavé mistnosti s konstantni teplotou 23 °C.

Ve dnech 14, 22, 30, 49 a 63 po zaloZeni silaze pyuzita vZzdy jedna sklenice
s inokulanty a jedna kontrolni sklenice pro mikabgicky rozbor. Bylo odebrano 10 g
silaze, pevedeno do 90 ml Wilkins-Chalgren bujonu (Oxoidskkerenymi perlami a vzorek
byl 10 minut homogenizovan. Silaz byla séé@naerob#é naredna ve vialkach se stejnym
médiem do konmého pondru 1:1¢ g/ml. Bujony byly gipraveny metodou roll-tube.
Prislusre naredéné vzorky byly umisiny na Petriho misky verdéch opakovanich a zality
prislusnym kultivénim médiem. Byly stanoveny celkovédp bakterii na Wilkins-Chalgren
(Oxoid), kultivace probihala 24 hodinii37 °C anaerobh Dale pak celkové pty BMK,
laktobacily, enterokoky a pediokoky pomoci selekibh gstebnich prosédi steji, jako je
popsano v kapitole 4.1.1. Pro detekci RRM byla jtauztejna média navic sigavkem
rifampicinu v koncentraci 80 mg/l. VSechna standugria provedena védch opakovanich a
statistické rozdily mezi kontrolni a pokusnou sk byly vyhodnoceny pomoci t-testu.
Béhem fermentace bylo &eno pH silaze a koncentrace kyseliny ¢nk& pomoci fistroje
Reflektoquant® (Merck, Germany).
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3.1.4. Reizolace a identifikace aplikovanych bakterii

Z agafi s gridavkem rifampicunu byly odebrany kolonie, namngZerprisluSném
bujénu, byla pro¥tenacistota a morfologie kultury a byla izolovand DNAmoci QlAamp
DNA mini kitu (Qiagen). Pro asteni identity re-izolovanych RRM z jednotlivych agdnyla
pouzita metoda nahodné amplifikace polymorfni DNPCR-RAPD). Pro PCR-RAPD reakci
bylo pouzito: 12,5 pl DreamTa§ Green PCR Master Mixu (Fermentasiniecko), 7,5 pl
Water nuclease-freee (Fermentas), 2 ul DNA a 3§hlodného primeru v koncentraci 100
ngiul (Proligo, Francie). Ve 3utznych reakcich byly pouzity 3izné primery, jednalo se o
primery podle Sakata (2002): 173 (5 GTGACGCCGCa3jodle Méattd (2004): OPA-2 (5'
TGCCGAGCTG 3) a OPA-13 (5'CAGCACCCAC 3)). PCR-RAREnkce probihala podle
postupu popsaného autory. Pro elektroforetickouvarsep amplifikovanych produit byl
pouzit 1,5% agardzovy gel sigavkem GelRed (Biotium, USA). Separace probihaa n
horizontalni elektroforéze (OWL B2, Thermo, USA) konstantnim nafii 2 V.cm’. DNA
fragmenty byly vizualizovany a analyzovany pomoei-Goc systému (BioRad, USA).

3.2. Vysledky
3.2.1. Pocty a druhy bakterii stanovené v komercnich silaznich inokulantech

Na obalu vyrobku weného pro sildZzovani kukoe Tekrosil K (Tekro, Praha) byl
deklarovan obsali. plantaruma P. acidilactici v celkovém mnozstvi 10,80 log KTJ/g.
Kultiva¢né stanovené celkové pty bakterii odpovidaly mnoZstvi uvedenému na obalu
vyrobku (tabulka 7). Na druhovou aravéyly identifikovany 2 kmeny laktobadil Pomoci
biochemickych souprav byly &eny jako L. plantarum (tabulka 7). Identifikace byla
potvrzena druhay specifickou PCR, kdy doSlotipamplifikaci k namnozeni specifického
Useku DNA (obrazek 3). Z vyrobku byly vyizolovaraké koky, které se ovSem na druhovou
urover nepodalo identifikovat. Podle programu Apiweb odpovidalgrment&ni profily
druhuL. plantarum coz je jednoznané nespravna identifikace, protoze se jednalo o k&Xy.
porovnani nami stanovenych vyslédkesti zkvaSovani cukr s vysledky uvedenymi
Holzapfel et al. (2009) nebyla nalezena shoda @@drsim druhem pediokdk Ani pii pouZziti
PCR primet specifickych prd®. acidilacticinedosSlo k namnozZeni produktu.
Inokulant Biomin® BioStabil Plus je &eny pro konzervaci vajgky, bobu, jetele,
jetelotravnich a travnich pordstkukuice GPS a dalSich krmiv. 8 by obsahovat celkem
10,70 log KTJ/g bakterii mé@eho kvaseni, homofermentativild. faeciumal. plantarun) a
heterofermentativnil( brevig v poneru 1:1. Po kultivaci bylo ve vyrobku stanoveno osi&

mnozstvi BMK 10,42 log KTJ/g, coZ je m&émeZ je uvedeno na obalu. Homo a
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Obrazek 3: PCR produkty ziskand&igpou?Ziti paru primar specifickych prd.. plantarum(L

— DNA ladder; 1 + 2 — laktobacily Tekrosil K; 3 +4 laktobacily Sila-Bac® Luzerne; 5 + 6
— laktobacily Sila-Bac® Kombi; 7 + 8 — laktobaciBiomin® BioStabil Plus; 9 + 10 —
laktobacily (malé kolonie) Pioneer 11CFT; 11 — pioni kontrolaL. plantarumCCM2381;
12 — negativni kontrolg. faeciumBiomin® BioStabil Plus).

L1 2 3 4 5 5 7 & 9 10 11 12

Obrazek 4: PCR produkty ziskanéfippouziti paru primer specifickych proE.
faecium(L — DNA ladder; 1 + 2 — enterokoky Biomin® Bio®thPlus; 3 + 4 — enterokoky
Sila-Bac® Kombi; 5 — negativni kontrola plantarumCCM2381.

L 1 2 3 4 &
heterofermentativni laktobacily nebylo mozné odesgbkultivaci odliSit. Pongr enterokoki
a laktobacil byl priblizné 1:1. Za pouZziti biochemickych kitse podé#lo urcit vSechny ti
druhy bakterii, které sty byt ve vyrobku obsaZeny (tabulka 7).LUplantarumaE. faecium
byla navic identifikace potvrzena metodou PCR (pky& a 4). Spravné razenil. brevis
nemohlo byt molekulagabiologicky potvrzeno, jelikoZz nejsou dostupné sfielc@ primery
pro tento druh. Kmen byl pro kontrolu pouZzit dokea obsahujici primery pto. plantaruma

podle fedpoklad nedoslo k amplifikaci PCR produktu (kmen 7, obkid2p
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DalSim testovanym vyrobkem byl Sila-Bac® Luzerm&eny pro silazovani vajgky,
u rehoz je deklarovan obsah jednoho druhu BMK &.tplantarumv patu 10,80 log KTJ/g.
Tento druh byl stanoven jak biochemicky, tak metodRCR v mnozZstvi 11,25 log KTJ/g

(tabulka 7, obrazek 1)i#pravek tedy spluje udaje uvedené vyrobcem.

Tabulka 7: Paity (log KTJ/g) a druhy bakterii stanovené v kodméch silaznich
inokulantech.

Preparat Stanovené §ig bakterii Stanoveneé druhy baktefii
celkové pdéty BMK | 10,92
_ _ L. plantarum
Tekrosil K laktobacily 10,73
_ koky ml&ného kvaseni
pediokoky 10,93
celkové péty BMK | 10,42 | E. faecium
Biomin® BioStabil Plus | laktobacily 10,02 | L. brevis
enterokoky 10,13 | L. plantarum
. celkové pdéty BMK | 11,26
Sila-Bac® Luzerne _ L. planarum
laktobacily 11,25
celkové péty BMK | 11,39
. . _ L. plantarum
Sila-Bac® Kombi laktobacily 11,33 )
E. faecium
enterokoky 9,81
. celkové pdty BMK | 11,76 | L. pentosus/L. casei
Pioneer 11CFT )
laktobacily 11,75 | L. plantarum

V fack Sila-Bac® je nabizen také inokulant pro silazoviiavnich porost o vyssi
susirg (35-45 %) Sila-Bac® Kombi. Vyrobek ma obsahovakehafermentativnlL. buchneri
v mnozstvi 11,00 log KTJ/g a homofermentatinplantarumaE. faecium ok bakterie po
9,7 log KTJ/g vyrobku. Celkové pty BMK maji tedy byt 11,04 log KTJ/g, coz bylo
dodrzeno, stefhjako celkové péty laktobaciti a enterokok (tabulka 7). Z fipravku byly
vyizolovany laktobacily se dwna iiznymi fermentanimi profily, které podle Apiweb i
Hammes a Hertel (2009) odpovidaji drubuplantarum Identifikace byla potvrzena také
druhovou PCR, kdy doslo k amplifikaci specificképmduktu (obrazek 3).. buchnerise
tedy pouzitymi metodami nepaidla izolovat a identifikovat, i kdyZ se jednalo oudh, ktery
by nm¢l ve vyrobku dominovat. DalSim #pobem detekce by bylo vyizolovani celkové DNA
z piipravku a pouziti primeru specifického pto buchnerj ten ovSem neni dostupny.
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V piipact nekultivovatelnych bakterii je mozné naamplifikaval6S useku celkové
bakterialni rDNA, separovani pomoci DGGE a sekvenaddlenych fragmernit, tento
postup ovSem nebyl v naSich moznostech. Navic, Hrdfuchnerije kzr¢ kultivovatelnou
bakterii, coz je logicky i@dpoklad pro jeji vyuziti jako silazniho inokulanforoto nema

vyuziti téchto postup opodstatani.

Obrazek 5: PCR produkty ziskanéfippouziti paru primar specifickych proL. casei(L —
DNA ladder; 1 — negativni kontrol&. faeciumBiomin® BioStabil Plus; 2 — negativni
kontrolaL. plantarumTekrosil K; 3 — celkova DNA vyizolovana z vyrobRioneer 11CFT; 4
— laktobacilus (malé kolonie) Pioneer 11CFT; 5 ktdhacilus (velké kolonie) Pioneer
11CFT; 6 — pozitivni kontrola. caseiCCM1751.

Poslednim testovanym vyrobkem byl inokulant PiorEECFT. Jedna se dipravek
urceny pro kukiic¢né silaze a ma obsahovat dva druhy laktobakil buchneriv paitu 11,00
log KTJ/g a 10,00 log KTJ/g bakterle casei Celkové mnozstvi stanovenych laktobacil
pievySuje deklarovany get. Na Rogosa agaru byly zaznamenany dva typy Koloralé
kolonie v p@tu 11,74 log KTJ/g, jednalo se o delSi pravidelggnky seskupené fetizcich a
velké kolonie v mnozstvi 10,11 log KTJ/g, Slo o tkfapravidelné t§inky vyskytujici se
samostatét Oba kmeny vykazovaly odliSné fermatitaprofily a podle Apiweb byly izolaty
z menSich kolonii identifikovany jakb. plantaruma kmeny z ¥tSich kolonii pak jakd..
pentosugqtabulka 7). Z&azeni na druhovou uroiébylo u L. plantarumpotvrzeno metodou
PCR (obrazek 3), pra.. pentosusnejsou dostupné primery. Celkova DNA vyizolovana
z piipravku Pioneer 11CFT a oba kmeny laktohiabyly pouzity do PCR reakce s primery
specifickymi pro L. casei V pripac izolath z wtSich kolonii a celkové DNA doSlo
k amplifikaci produktu, u mensich kolonii nikoliolfrazek 5). Z vysledktedy vyplyva, ze
kmen stanoveny v gtech 11,74 log KTJ/g, ktery vyrobce deklaruje jakobuchneribyl
identifikovan d¥ma fiznymi metodami jakoL. plantarum V menSim mnozZstvi &h
piipravek obsahovat druh casej coz bylo potvrzeno pomoci PCR, nikoli vSak biculaeky.
Ale vzhledem k tomu, ZefppPCR nedochazelo u negativni kontroly k amplifikgbrazek 5)

a jedna se o metodu spetiSi, je mozné tyto vysledky povaZzovat za spoleijgiv Fi
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identifikaci bakterii nemusi byt vysledky vzdy jedmané a je tedy vhodné kombinovat vice

metod.

3.2.2. Stanoveni poctu a identifikace bakterii v laboratorné pfipravené silazi

V dalsi casti experimentu byla v laboratornich podminkackipravena silaz
z vybranych bakterii  izolovanych z testovanych kamich gipravki. Pro odliSeni
piidanych bakterii od ffrozere se vyskytujicich bakterii silaze, byli z knieptipraveni
rifampicin rezistentni mutanti. Jako kontrola byi@pravena silaz bezifgavku inokulani.
Pro sledovani mnoZstvi baktergiem fermentace v@gky byla pouzita selektivni kulti¢ai
prostedi. Vysledky stanoveni bakterii jsou uvedeny wuked 8, grafické znazoéni pak
v priloze 3.

Dva tydny po zaloZeni silaZze byly celkovésyobakterii u obou skupin kolem 9 log
KTJ/g, jednalo se té#n vyhradé o bakterie miéného kvasSeni. V pokusné skupibyly
piirozert se vyskytujici bakterie té&fh nahrazeny dodanymi kmeny, u kontroly nebyli
rifampicin rezistentni mutanti detekovani. V sil&bbsahem komémich inokulani doslo
k rychlejSimu prokvaSeni rostlinné hmoty atyovSech sledovanych skupin bakterii klesaly
vyznamm rychleji nez u kontroly. Statisticky vyznagmizsi (P>0,01) celkové pty BMK
byly zaznamenany jiz za 22 dni po zalozeni pok8gL2 oproti 8,73 log KTJ/g, dale se rozdil
zwtSoval az na téuit dvarady (P>0,001) ve 49. dni sledovani. Posledni stamioprokhlo
63 dni po zaloZeni pokusu, v dotechnologické zralosti silaze, kdy byly zaznamengotty
BMK u obou skupin kolem 5 log KTJ/g, gty byly stale statisticky vyznaminvySSi u
kontroly (P>0,01).

Podobny pibéh byl zaznamenan i u ostatnich skupin bakterii. thadkcily
prevySovaly pediokoky v @méru o jedentad Ehem celé studie (tabulka 8, obrazky 7 a 8).
VySSi podil mlénych koki byl sledovan v rostlinném materialu bez silazniaykulanti, coz
bylo patrné i pi mikroskopické kontrole silaze (obrazky 7 a 8).c®daktobaciti byly na
pocatku sledovani u obou skupin t&h® log KTJ/g. K vyraznému poklesu doSlo ve 30. ani
pokusu na 7,55 log KTJ/g, oproti kontrole 8,57 K§J/g, jednalo se o signifikantni rozdil
(P>0,001). U kontroly byly stanoveny nejnizsipolaktobaciti v 63. dni a to 4,92 log KTJ/g,
podobré nizké hodnoty byly u pokusu detekovany jiz o 2ntydiive. Také u pediokak
v pokusné skupindoSlo k daleko rychlejSimu poklesu nez u kontrghgtisticky vyznamny
rozdil (P>0,01) byl sledovan jiz 14 dni po zaloZeilaze. Jejich mnozZstvi na ¢ku
sledovani bylo 7,86 log KTJ/g u pokusné skupiny%b8og KTJ/g u kontroly, na konci pak
4,43 log KTJ/g u pokusu oproti hodget,69 log KTJ/g stanovené u kontrolni silaze.
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Enterokoky byly nejméh potetnou skupinou sledovanych bakteriiti Bprvnim
stanoveni dosahovaly signifikagtnizSich (P>0,05) hodnot 7,18 log KTJ/g u pokusa ne
kontroly (7,38 log KTJ/g). Jejich @ty rapidreé klesly u obou skupin ve 22. dni na 4,43 log
KTJ/g (pokus), respektive na 4,16 log KTJ/g (kolaty@ jejich péty se prakticky nernily
aZz do konce studie. U enterokolochazelo na Slanetz-Bartley agaru kieir netypickych
nakelalych kolonii. Pravépodobré se tedy nejednalo o typické enterokoky, coZ byladyi
potvrzeno také PCR-RAPD. Selektivita agalbyla owrovana pomoci stanoveni
morfologickych vlastnosti izolovanych kmebakterii.

Hodnoty pH a obsah kyseliny ndl& v silazich je znazo¥n na obrazku 6. Kokeé
pH bylo u pokusné silaze gigavkem inokulant 4,2. Takto nizkd hodnota byla u pokusné
sildze namsfena jiz 22 dni po zaloZeni pokusu. Kontrolni sidda pH pouze 4,5, coz je
z technologickéeho hlediska pHiilis vysoké, které nezajigje dostatenou konzervaci. Obsah
laktatu byl u pokusné silaze 21,75 g/kg, coz odp@d,18 %. V kontrolni silazi byl naten
nizsi obsah a to 17,45 g/kg, tedy 1,75 %. Jedméhsanéni hodnotu, které musi kvalitni silaz
dosahnout.

Obrazek 6: Obsah laktatu (mg/kg) a pH pokusné a kontroli@Zsilpo 63 dnech fermentace.
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Tabulka 8: Paity (log KTJ/g) bakterii stanovené v laboratoptipravené silazi.

dny po _ i celkove péty | RR celkové ) RR _ RR RR
skupina celkové paéty laktobacily _ pediokoky _ enterokoky
zalozeni BMK pocty BMK laktobacily pediokoky enterokoky
14 pokus 8,94+0,12 8,92+0,13 8,94+ 0,15 8,74+0,21 8,97+0,22 | 7,86 +0,08* | 7,56 £0,06| 7,18 +0,04* | 7,44 +0,17
kontrola| 9,06 +0,13 9,04 £0,12 <2 8,89+0,10 <2 8,55 + 0,10** <2 7,38 £0,07* <2
22 pokus 8,62 + 0,02 8,42 + 0,07* 8,47 0,12 8,52+0,08 8,44 +0,17 7,69+0,22 | 7,65+0,14| 4,43+0,12* | 4,23 +0,07
kontrola| 8,71+ 0,08 8,73 £ 0,03* <2 8,59 + 0,01 <2 7,69 +0,17 <2 4,16 £ 0,04* <2
30 pokus | 7,74 +0,05* | 7,55+ 0,08** 7,28+0,33 | 7,55+£0,06** | 7,58+0,05 | 6,40 £ 0,14*** | 6,59 + 0,23| 3,28 +0,14** | 3,22 + 0,18
kontrola| 8,50 + 0,16** | 8,45 + 0,14** <2 8,57 £ 0,12*** <2 7,48 £ 0,10*** <2 4,47 £ 0,15** <2
49 pokus | 5,08 £ 0,28** | 5,31 + 0,06*** 517+0,15 | 4,99+0,22** | 476+0,35|4,58+0,36**| 483+0,41| 3,69+0,25 | 2,20+0,14
kontrola| 7,16 £ 0,07*** | 7,10 + 0,01*** <2 6,70 £ 0,11*** <2 6,87 £ 0,06*** <2 4,14 + 0,04 <2
63 pokus 4,88 £ 0,07 4,65 + 0,08** 3,66 + 0,47 4,23 +0,04* | 427+0,10| 4,43+0,12 |3,83+0,38 3,48+0,12 | 3,51+0,02
kontrola| 4,83 0,08 4,97 £ 0,12* <2 4,92 £ 0,23* <2 4,69 0,29 <2 3,48 £ 0,09 <2

*P>0,05; *P>0,01; ***P>0,001; statisticky vyznammézdily mezi poéty bakterii stanovenymi v kontrolni a pokusné sképie stejnéntase.

RR — rifampicin rezistentni
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Obrazek 7: Mikroskopicky preparét sildZe vyrobené s pouzgitdZznich inokularit.
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Z agafi s pidavkem rifampicinu byly vyizolovany kolonie a naazeny v pislusnych
bujonech, byla extrahovana DNA a izolaty byly idiékdvany metodou PCR-RAPD. Jedna
se 0 metodu vhodnou pro odliSeni bakterii aZz nankweu Urové, kdy navic neni nutné znét
piesné sekvence DNA studovanych krneR¥i amplifikaci jsou pouZzivany nespecifické
primery, které nasedaji ndhadna DNA sledovaného organizmu, a vznika souliang
dlouhych fragmerit DNA, které jsou separovany na agarozovém gelu.-RBRD profily
jsou pak porovnavany mezi sebou nebo s retmiem kmenem. V naSemiipads bylo do
PCR-RAPD reakce *azeno 7 izoldt a jako referetni byly pouzity kmeny, jez byly
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inokulovany do laboratoen pripravované silaze (tabulka 9, obrazek 9). Byly pgu3
nahodné primery, ale pouze jeden (OPA13) se ukakal vhodny pro odliSeni testovanych
kmeni. Ostatni dva kmeny poskytovaly naprosto stejné HRAIRD profily pro vSechny

izolaty.

Tabulka 9: Vysledky identifikace reizolovanych bakterii z tatorre piipravené silaze.

reizolovany kmen identifikovan jako
RR-Lactobacillusl L. platnarumTekrosil K
RR-Lactobacillus2 L. platnarumTekrosil K
RR-Lactobacillus3 L. platnarumTekrosil K
RR-Pediococcud Pediococcud ekrosil K
RR-Pediococcu Pediococcud ekrosil K
RR-Enterococcud neuteno
RR-Enterococcu neuteno

Vysledky identifikace jsou uvedeny v tabulce 9. PByfeizolovany 3 kmeny
laktobaciti, jejichz PCR-RAPD profily se shodovaly s profilem platnarum Tekrosil K
(obrazek 9). Ani jeden z laktobatilnebyl identifikovan jakoL. plantarum Sila-Bac®
Luzerne, ktery byl row¥ pouZzit pro pipravu sildZe. Z vysledktedy vyplyva, Zze kmeih.
platnarum Tekrosil K geZival v sildZzi po delSi dobu. PCR-RAPD profily za@bvanych
pediokoki se shodovaly s profilem kmene, ktery byidan k silazované hmét Ze Slanetz-
Bartley agaru sifidavkem rifampicinu byly izolovany kolonie kbk tyto kmeny vSak
netvdily typické kaStano¥ hnédé kolonie. Nejednalo se tedy prépddobr o kmeny
inokulované do silaze, ale o jiné koky rezistettmifampicinu. To potvrzuje i vznikly PCR-
RAPD profil, ktery je odlisSny od profilu kmerte. faeciumBiomin® BioStabil Plus (obrazek
9), ktery byl pro pipravu silaze pouzit.
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Obrazek 9: PCR-RAPD profily rifampicin rezistentnich kmemeizolovanych z laboratogn
piipravené silaze s pouzitim nahodného primeru OP@A13 RREnterococcusl; 2 — RR-
Enterococcug?; 3 —E. faeciumBiomin® BioStabil Plus; 4 — RRediococcusl; 5 — RR-
Pediococcug; 6 —Pediococcud ekrosil K; 7 — RREactobacillusl; 8 — RREactobacillus2;
9 — RRLactobacillus3; 10 —L. plantarumSila-Bac® Luzerne; 11 E. plantarumTekrosil K.

1 2 3 4 5 & 7 & 9 10 11 1

3.3. Zawr

Ctyfti z pati testovanych vyrobk sphovaly deklarované mnozstvi bakterii. U jednoho
z preparat byl zaznamenan mi¢mizsi péet. Ve dvou inokulantech byly stanoveniegré
ty druhy bakterii, které jsou uvedeny na obalu. lyr&. acidilactici a L. buchnerise ve
vyrobcich nami pouzitymi metodami nepditta detekovat. Pro kmenovou charakterizaci a
identifikaci reizolovanych kmen laktobacifi, pediokok a enterokok z laborators
piipravené silaZe byla usgns pouzita metoda PCR-RAPD.

V pokusné skupiq byly prirozerg se vyskytujici bakterie té nahrazeny dodanymi
kmeny. V silazi s obsahem kondefch inokulant dosSlo k rychlejSimu prokvaSeni rostlinné
hmoty a poty vSech sledovanych skupin bakterii klesaly vyznamychleji nez u kontroly.
Konené pH bylo u pokusné silaze Sgavkem inokularit 4,2. Takto nizk& hodnota byla
nantfena jiz 22 dni po zaloZeni pokusu. Kontrolni sil&#la pH pouze 4,5, cozZ je
z technologického hlediska pHrilis vysokée. Také kormy obsah laktatu byl u silaze
s pouzitim silaznich inokulantu vysSi nez u komtrol

Z vysledki vyplyva, Ze pouziti komeénich gipravki s obsahem bakterii ndiéého
kvaSeni vyznamh napomaha k dostdt@ému prokvaSeni, jinakéiko silaZzovatelné,
vojtéSkové rezanky na hodnoty pH, které zdji§ kvalitni konzervaci rostlinné hmoty.

OvsSem ne vSechny silazni inokulanty obsahuji bakiedeklarovaném mnozstvi a kvalit
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4. Souhrn

Silazni inokulanty jsou kultury bakterii ndl@éého kvaSeni (ndp Lactobacillus
plantarum jiné laktobacily, pediokoky nel®nterococcus faeciuynkteré pomahaji zlepSovat
proces kvaSeni (produkce kyseliny tmé) v silu. Bakterie inokulafitjisou obvykle vybirany
z epifytni  mikroflory nebo z jinych prasdi. Bakteridlni spektrum zahrnuje
homofermentativni druhy produkujici vyhradkyselinu ml€énou a heterofementativni druhy
produkujici smis kyseliny mléné a octové kyseliny a/nebo jiné vedlejSi produldko je
ethanol a oxid uhtity. Mechanismus &nku inokulanti zahrnuje: 1) rychlou produkci
kyseliny ml&né, 2) zlepSeni aerobni stability silaZze vzhledepnddukci kyseliny octoveé, 3)
detoxikace mykotoxif a inhibice patogennich bakterii a mikroorganigmisobicich kazeni
silaze, 4) probiotickédinky.

V této studii byly testovanytyii komegné dostupné inokulanty. Celkove ¢ig
mikroorganiznii v preparatech se pohybovaly od 10 do 11 log KTZ/grodukfi byly
izolovany dva kmenyactobacillus plantaruna jeden kmen spediococcus Enterococcus
sp., které byly naslednpouzity k pokusné vyrabsilaze. OSéené vzorky silaze gy nizsi
pH (4,2 vs 4,5 u kontrolnich vzaik a obsahovaly vice kyseliny ndl& ve srovnani s

kontrolni silazi.

5. Summary

Inoculants are silage additives containing lactoid abacteria (e.glLactobacillus
plantarum, other lactobacilli, pediococci oEnterococcus faeciumthat help to improve
fermentation (production of lactic acid) in theosilnoculants bacteria are usually selected
from epiphytic microflora or other environments. cBaial spectrum includes
homofermentative species producing exclusivelyidaatid and heterofementative species
producing mixture of lactic and acetic acids anafbrer by-products like ethanol and carbon
dioxide. Mode of action of inoculants include: 13gprd production of lactic acid, 2)
improvement of the aerobic stability of silage dte production of acetic acid, 3)
detoxification of mycotoxines and inhibition of pagenic and/or spoiling bacteria, 4)
probiotic action.

In this study four commercially available inoculamtere tested. Total viable counts in
inoculants varied from 10 to 11 log CFU/g. Two stsaof Lactobacillus plantarunand one

strain of Pediococcussp. aEnterococcussp. isolated from inoculants were used for the
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experimantal production of alfalfa silage. Treasddge samples had lower pH (4.2 vs. 4.5 in

control samples) and contained more lactic acidpared to control silage.
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7. Prilohy

Priloha 1: Priklady pokusného pouziti bakterii jako silaZznicbkinlant.

Bakterie SildZovany | Citace Poznamka
material
Sc. bovis, E. faeciumVojtéska Jones et al., 1991 | Sc. bovigdosahl nizSiho pH,
piicemz nesipil Skrob.
Serratia rubidaea, | Kukurice Rhillip a Fellner, Kombinace mikrob zlepsila
Sc. thermophilus, 1992 aerobni stabilitu.

Bacillus subtilis

P. acidilactici, Travni porost| Fitzsimons et al., | Pediokoky jsou vhodné jako
L. plantarum 1992 inokulanty pro silaze o nizsi
SUSIre.
L. plantarum Jilek Colium | Sharp et al., 1992 Geneticky modifikované
perenng baktérie dominovaly v silazi.
L. plantarum, Kukutice Wardynski et al., Pouziti inokulani pro silaz
E. faecium, 1993 S nizkou suSinou, nema zadny
P. acidilactici efekt, spiSe zhorSuje aerobn|
stabilitu.
E. faecium, Kukurice, Sanderson, 1993 Inokulanty snizovaly
L. plantarum cirok dosaZzené pH, ale nezlepsily
technicky aerobni stabilitu.
(Sorgum
bicolor)
P. pentosaceus Vojteska, Cai et al., 1999 Bkteré kmeny
P. acidilactici jilek P. acidilacticijsou vhodné
L. casei jako inokulanty
L. plantarum Jemen Hristov a McAllister| Inokulanty ngly lepsi &inek
E. faecium 2002 nacerstvou pici nez na
zavadlou.
L. buchneri Travni porost| Holzer et al., 2003 ZlepSeni aeraiatility.
L. plantarum Kukutice Gollop et al., Nkteré inokulanty
P. pentosaceus vykazovaly antibakterialni
L. pentosus aktivitu.
E. faecium
L. buchneri
L. buchneri Kukutice Kleinschmit a Kung,| ZlepSeni aerobni stability,
2006 metaanalyza
L. plantarum Vojtéska Muck et al., 2007 Inokulanty sniZovakhlem
P. pentosaceus procesu silaZzovani tvorbu
L. pentosus plynt a mozny je také efekt
E. faecium na bachorovou fermentaci.
L. buchneri
L. plantarum Pastevni Broberg et al., 2007| Produkce antifugalnich latek
porost laktobacily.
L. buchneri Kukutice Kung et al., 2007 ZlepSeni aerobni stability
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nych

L. plantarum Vojtéska Kizilsimsek et al., | Vice kyseliny mléné g
2007 aplikacicerstvé kultury
v porovnani aplikaci
lyofilizované kultury.
P. pentosaceus Kukutice Huisden et al., 2009 Inokulanty lepSi pro aafob
L. buchneri stabilitu nez pidavek melasy.
L. plantarum Zvysovani doporéovanych
E. faecium davek inokulant nema zadny
efekt.
E. faecium Kukurice Jalc et al., 2009 Zvyseni obsahu nenasyce
L. plantarum mastnych kyselin (C-18:2 a
C-18:3) v silazi.
L. casei Kukutice Hernandez-MendozaMozna vazba aflatoxinu B1
et al., 2009 laktobacily
E. — Enterococcus, L. — Lactobacillus, P. — Pedaotrs, Sc. - Streptococcus
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Priloha 2: Silazni inokulanty ngeském trhu.

Inokulant Obsah bakterii Plodina Vyrobce/dodavat
Tekrosil K L. plalntarum. kukurice Tekro, Uniov
P. acidilactici
Tekrosil L L. plalntarum. traypj porosty Tekro, Untov
P. acidilactici vojtésSka
Biomin® BioStabil E. faeciunDSM3530 lipnicovité Biomin, Rakousko
PIUS L. pIanFarumDSM19457 bobovité Bom!n Czech,
L. brevisDSM19456 Havlickav Brod
Biomin® BioStabil E. faeciunDSM3530 y Biom_in, Rakousko
Mays L. plantarumDSM19457 kukurice Bomln Czech,
L. brevisDSM19456 Havlickav Brod
L. plantarumDSM4784,
Sila-Ba® Mais 4785, 4786, 4787 kukurice Pioneer, Beclav
E. faeciunDSM4788, 4789
Sila-Ba® Luzerne L. plantarumATCC55943, vojtéska Pioneer, iclav

55944

L. buchneriATCC2494
Sila-Ba® Kombi L. plantarumATCC53187 travni porosty Pioneer,iBclav
E. faeciumATCC55593
Pioneef 11CFT | L- buchneri kukutice Pioneer, Beclav
L. casel
Pioneef 11GFT :: tc)ggginerlLN40177 travni porosty Pioneer,iBclav
. L. plantarumDSM13367 . Christian Hansen
Biomax” 5 L. EIantarumDSM13366 kukurice (USA)
Biomax® GP L. pentosu®SM140025 vojtésSka Christian Hansen
P. pentosaceuBSM14021 | travni porosty | (USA)
L. thamnosuHSM7061 vSechny druhy | Valio, Finsko
Bioprofit P. freudenreichissp. enin Biofe’rm Brno
shermaniDSM6067 P ’
Bonsilage L. rhamnosuNCIMBSOlZl }Ie()tjetIGS\l:iiy SchaumanitR,
E. faeciumNCIMB30122 . Volyn¢
travni porosty
L. rhamnosuNCIMB30121
P. pentosaceudSM12834 | vojtésSka Schaumang'rR
Bonsilage plus L. plantarumDSM12836 jeteloviny Volyne '
L. brevisDSM12835 travni porosty
L. buchneribSM12854
P. acidilacticiDSM16243 vojtésSka SchaumangR
Bonsilage forte L. paracaseDSM16245 jeteloviny Volyné '
Lc. lactisNCIMB30160 travni porosty
L. plantarumDSM12836 L x
Bonsilage mais P. pentosaceuBSM12834 Iéuggrlc_lew \S/crz?ll{manlﬁjR,
L. buchneriDSM12856 staze oyne
Silostar mais L. plantarumDSM12836 kukuiice SchaumanitR,
P. pentosaceusSM12834 Volyng
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L. buchneriDSM12856

Bonsilage CCM

L. rhamnosusNCIMB30121
L. plantarumDSM12837
L. buchneribSM12856

zrno kukdice

Schaumang'R,
Volyn¢

Lc. lactis

AdiSil Lac kukurice Bioferm, Brno
L. plantarum
AdiSil M-100 L. collinoides travni porosty Bioferm. Brno
Stabil L. cellosbiosus vojtéska '
AdiSil Fast L. plantarum zavadla pice Bioferm, Brno
AdiSil LG-100 P, aC|d|.Iact|C| travni porosty .
Perfect Lc. lactis vojteka Bioferm, Brno
L. plantarum
L. plantarum
Lactisil 200NB P. pentpsaceus v§eqhny druhy | Medipharm CZ,
Lc. lactis picnin Hustopee
E. faecium
. . E. faeC|_urr1\/I74 kukurice Medipharm CZ,
Microsil L. casel travni porosty | Hustope&e
Pediococcuspp.
L. caseiOSMO
E. faecium
Microsil OSMO L. paracasel zavadla pice Medipharm CZ,
L. plantarum Hustopee
P. pentosaceus
Lc. lactis
L. plantarum
Bactozym L. case.i vojteska Medipharm CZ,
E. faecium Hustopee
P. pentosaceus
L. plantarum
Goldzym L. case.i eteloviny Medipharm CZ,
E. faecium Hustopee
P. pentosaceus
Bio-Sil L. plantarumDSM8862 kukufi(_:e QRS-IV_Iarketing,
L. plantarumDSM8866 legumindzy Cizkovice
E. — Enterococcus, L. — Lactobacillus, Lc.- Lactougs, P. — Pediococcus
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Priloha 3: MnoZstvi bakterii stanovenéhem fermentace laborat@rpiipravené silaze.
A — celkové poty bakterii

11

10
3 \
E 9
=3
= 8
o \ —4—celkové poéty bakterii
< \ (pokus)
£
3 6 == celkové poéty bakterii
8 (kontrola)

5
4 T T T 1
0 20 40 60 aa
cas (dny)

B — celkové pdty bakterii ml€ného kvaseni

10

9 \
< 38
E —4—celkovée pocty BMK
E; ; (pokus)
3
£ 5 = celkové poéty BMK
e rifampicin rezistentni
§ : (pokus)
= \Q == celkové pocty BMK

4 (kontrola)

3 T T T 1

0] 20 40 60 80
cas (dny)
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C - paity laktobacih
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9
2 t \
E 8
E’ \\ == |aktobacily (pokus)
.sz .
E \ \ = laktobacily rifampicin
% 6 rezistentni (pokus)
Ll )
8 \ == laktobacily (kontrola)

5 )y

4 T T T 1
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cas (dny)
D — paity enterokok
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= 65
|_
! \
E’ 5,5 —4—centerokoky (pokus)
3
E 4,5 = enterokoky rifampicin
o rezistentni (pokus)
'® 3,5
a < —4—enterokoky (kontrola)
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E — paty pediokoki

57



Vydal: Vyzkumny Ustav ZivocisSné vyroby, v.v.i.

Pratelstvi 815, 104 00 Praha Uhrinéves

Nazev: SilaZni inokulanty

Autori: Prof. Ing. Vojtéch Rada, CSc.
Doc. Ing. Eva Vlkova, Ph.D.

Ceska zemédélska univerzita v Praze

Stanovisko: Prof. Ing. Milan Marounek, DrSc.

Vyzkumny Ustav Zivocisné vyroby, v.v.i., Praha Uhfinéves

ISBN 978-80-7403-069-7

Vyddano bez jazykové Upravy.

Studie vznikla v ramci Védeckého vyboru vyzZivy zvirat.

O Vyzkumny Ustav ZivocisSné vyroby, v.v.i., Praha Uhfinéves

58



