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Abstract

The aim of the experiment was to determine the influence of the addition of
Lactobacillus plantarum and Lactobacillus brevis on the quality of the fermentation
process of silage from the permanent grassland after 12 months of storage in silage
bags. In the phytomas of the permanent grassland the proportion of grass was 86%
(with the prevalence of Arrhenatherum elatius), herbs 13% and leguminous 1%. The
experiment consisted of two variants: variant C (control-without additive) and variant
A with the addition of additive. In experimental variant A, biological additive
consisting of Lactobacillus plantarum and Lactobacillus brevis 2*10°> CFU (colony
forming units)*g* was applied on wilted grass matter at a rate of 1 liter per ton. The
silage matter was stored with a press in silo bags with a diameter of 2.7 m (first bag
without additive - variant C and second bag with additive - variant A). After 12 months
of storage, average samples of silages were taken to determine the parameters of
fermentation process. Application of biological additive based on homofermentative
and heterofermentative lactic acid bacteria (Lactobacillus plantarum and
Lactobacillus brevis) influenced the quality of the silages from permanent grassland
after 12 months of storage with statistically lower acetic and butyric acid content,
alcohols, degree of proteolysis and lower pH value. The results confirmed, that the
addition Lactobacillus plantarum and Lactobacillus brevis had positive influence on
the quality of the fermentation process of silage from the permanent grassland.
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Abstrakt

Ciefom experimentu bolo zistit vplyv pridavku Lactobacillus plantarum a
Lactobacillus brevis na kvalitu fermentaéného procesu silazi z trvalych travnych
porastov po 12 mesiacoch uskladnenia v silaznych vakoch. Vo fytomase trvalého
trdvneho porastu predstavoval podiel trav 86% (s prevahou Arrhenatherum elatius),
bylin 13% a datelinovin (1%). Experiment pozostaval z dvoch variantov: variant C
(kontrola - bez aditiva) a variant A s pridavkom biologického aditiva. V pokusnom
variante A sa aplikoval biologicky pripravok (Lactobacillus plantarum a Lactobacillus
brevis 2*10° KTJ (kolénii tvoriacich jednotky)*g™) na uvadnutd tradvnu hmotu v davke
1 liter na tonu. SilaZovana hmota sa pomocou lisu uskladnila do silaznych vakov

s priemerom 2,7 m (jeden vak s hmotou bez aditiva - variant C a druhy vak s
pridavkom aditiva -variant A). Po 12 mesiacoch uskladnenia sa odobrali priemerné
vzorky silazi pre stanovenie parametrov fermentacného procesu. Aplikacia
mikrobialneho aditiva na baze homo a heterofermentativnych baktérii mlieCneho
kvasenia (Lactobacillus plantarum a Lactobacillus brevis) ovplyvnila kvalitu silazi z
trvalych travnych porastov po 12 mesiacoch uskladnenia Statisticky preukazne
niz§im obsahom kyseliny octovej, maslovej, alkoholov, stupfiom proteolyzy a nizSou
hodnotou pH. Vysledky potvrdili, Ze pridavok Lactobacillus plantarum a Lactobacillus
brevis pozitivnhe ovplyvnil kvalitu fermentacného procesu silazi z trvalych travnych
porastov.

Kracéové slova: fermentacia, Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum, silaz,
trvalé travne porasty

Detailed abstract

The aim of the experiment was to determine the influence of the addition of
Lactobacillus plantarum and Lactobacillus brevis on the quality of the fermentation
process of silage from the permanent grassland after 12 months of storage in silage
bags. In the phytomas of the permanent grassland the proportion of grass was 86%
(with the prevalence of Arrhenatherum elatius), herbs 13% and leguminous 1%.
Grass matter from 15t cut at the beginning of flowering was cut with a field chopper
(Class Jaguar 850) on a theoretical cut length of 50 mm after 24 hours of wilting.
Using the Ziegler applicator (type-FDG), the biological additive (Lactobacillus
plantarum and Lactobacillus brevis 2*10° CFU*g) was applied to the wilted matter in
a dose of 1 liter per ton with the recommended dose of 4 g*I'* additive. Cut matter
was subsequently compressed by press and stored in silo bags with a diameter of
2.7 m. To compare the effect of the additive, matter without additive (control variant
C) was stored in the first silage bag and matter with the addition of the biological
additive (experimental variant A) in the second silage bag. After 12 months of storage
in silage bags, average samples were taken to the determination of the fermentation
process parameters. The content of fermentation acids (lactic, acetic, butyric) was
determined by ion electrophoresis, pH value electrometrically. The microdiffusion
method for the alcohol and ammonia content was realized. From ammoniacal
nitrogen and total nitrogen (determined by the Kjeldahl method) the degree of
proteolysis was calculated. Determination of acidity of water extract was performed
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by alkalimetric titration. The content of the fermentation products was calculated by
adding the sum of the lactic, acetic, butyric and alcohol content. Statistical
parameters were evaluated using SPSS Statistics 20.0 (IBM) and the statistical
significance of differences between variants was tested using the ANOVA-Tukey test.
In the experiment, grass silages treated with L. plantarum and L. brevis (A) had a
lower acetic acid content of 12.8% compared to silages without treatment (P<0.05).
The addition of the additive inhibited the growth of clostridia, which resulted in a
reduced content of butyric acid (P<0.05). In silages of experimental variant (A), a
statistically significant (P<0.05) lower alcohol content by 39.9% compared to silages
without additive (C) was determined. The acidity of the water extract was statistically
significant (P<0.05) lower in the grass silages with the addition of biological additive
(A). In the silages treated with L. plantarum and L. brevis a lower degree of
proteolysis was found compared to the control variant, with differences statistically
significant (P<0.05). The grass silage of experimental variant A had a lower pH than
the silage without additive (P<0.05). The results confirmed, that the addition
Lactobacillus plantarum and Lactobacillus brevis had positive influence on the quality
of the fermentation process of silage from permanent grassland.

Uvod

Nutricna hodnota travnych porastov vyrazne zavisi od ich botanického zlozZenia
(Kizekova a JendriSakova, 2008; Vozar et al., 2012) a z hladiska silaZzovatelnosti
vzhlfadom na obsah skvasitefnych sacharidov a pufraénu kapacitu ich mozno
povazovat sa tazko silaZzovatelné krmoviny (Biro et al., 2014). Kvalitu fermentacného
prosesu travnych silazi je mozné ovplyvnit pridavkom mikrobialnych silaznych aditiv,
ktoré sa vyuzivaju na stimulaciu fermentaéného procesu (Jal¢ et al., 2009; Parvin et
al., 2010; Skladanka et al., 2010; Kleinmans et al., 2011). Jedna sa o aditiva
obsahujuce jednak homofermentativne (HOBMK) ako aj heterofermentativne kmene
baktérii mlie€neho kvasenia (HEBMK) (Morais et al., 2017). Homofermentativne
kmene baktérii mlie€neho kvasenia fermentuju 6-uhlikaté cukry ako je glukéza a
fruktéza najma na kyselinu mlie¢nu (Lad et al., 2006; Muck, 2010). Vysledkom
pridavku HOBMK je rychlejSi priebeh fermentacie, vysSia koncentracia kyseliny
mlie¢nej, nizSi obsah kyseliny octovej a maslovej, nizSia proteolyza, menej alkoholu a
nizSie straty energie a susiny v silazi. Vyssia koncentracia kyseliny mlieénej je v
dosledku vySSej poCetnosti baktérii mlieCneho kvasenia a ich rychleho
rozmnozovania. NiZSia proteolyza a deaminacia je désledok inhibicie najma klostridii
a rastlinnych proteaz rychlym okyslenim. NizSie koncentracie kyseliny maslovej a
etanolu su désledkom inhibicie klostridii a enterobaktérii a dominancie HOBMK
(Buxton et al., 2003). Heterofermentativne kmene baktérii mlie€neho kvasenia (L.
buchneri, L. brevis a i.) produkuju okrem kyseliny mlieCnej aj ostatné produkty, ako je
kyselina octov4, 1,2 propandiol, etanol a CO2 (Muck, 2010). Heterofermentativne
kmene baktérii mlie€neho kvasenia zvySuju aerébnu stabilitu silazi (Adesogan et al.,
2003; Danner et al., 2003; Costa Aragon et al., 2012) najma vySSou koncentraciou
kyseliny octovej, kyseliny propidnovej, ktora vznika degradéaciou 1,2 propandiolu
(Krooneman et al., 2002) a vyS§Sou koncenraciou latok inhibujucich rozvoj baktérii
(Yldirim et al., 2002).
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Material a metody

Pokus so silazovanim hmoty z trvalych travnych porastov sa realizoval na RD
Klenovec, ktory sa nachadza v podhorskej vyrobnej oblasti v okrese Rimavska
Sobota (N48.59704°, E19.89008°). Vo fytomase trvalého travneho porastu
predstavoval podiel trav 86%, bylin 13% a datelinovin 1%. V travach dominoval
Arrhenatherum elatius - 36%. Botanicka charakteristika (zastupenie jednotlivych
trv, bylin a datelinovin) bola posudzovand v spolupraci s Vyskumnym Ustavom
travnych porastov a horského polnohospodarstva v Banskej Bystrici metdédou
redukovanej projektivnej dominancie podla Klappa (1971). Travna hmota z 1. kosby
na zaciatku kvitnutia sa po 24 hodinovom uvadani narezala pomocou rezacky (Class
Jaguar 850) na teoreticku diZku rezanky 50 mm. Experiment pozostaval z dvoch
variantov: variant C (kontrola - bez aditiva) a variant A (s pridavkom biologického
aditiva). Pomocou aplikatora Ziegler (typ-FDG) sa v pokusnom variante A aplikoval
biologicky pripravok (Lactobacillus plantarum a Lactobacillus brevis 2*10° KTJ*g?)
v davke 1 liter na tonu s odporic¢anou davkou aditiva 4 g*I'. Narezana hmota sa
nasledne pomocou lisu EB 316 LG (EURO bagging) uskladnila do silaznych vakov
s priemerom 2,7 m. Pre porovnanie U€inku aditiva sa do jedného vaku uskladnila
hmota bez aditiva (variant C) a do druhého vaku s pridavkom biologického aditiva
(variant A). Po 12 mesacnom uskladneni hmoty v silaznych vakoch sa odobrali
priemerné vzorky silazi pre stanovenie parametrov fermenta¢ného procesu. Vzorky
silazi boli odoberané manualnym vzorkovacom. Pomocou Standardnych
laboratornych metod (AOAC, 2000) sa analyzovali priemerné vzorky silazi. Obsah
susiny sa stanovil vazkovo ako ubytok po vysuSeni vzorky pri teplote 103 + 2 °C
(PolEco Aparatura). Obsah fermentacnych kyselin (kyselina mlie€na, octova,
maslova) sa stanovil vo vodnom vyluhu silaze ibnovou elektroforézou (izotachoforéza
EA 100, Villa Labeco). Hodnota pH bola stanovena vo vodnom vyluhu
elektrometricky pomocou pH metra (Hanna Instruments). Mikrodifdznou metédou sa
stanovil obsah alkoholov. Alkoholy uvolnené pri zvySenej teplote po difuzii do roztoku
dvojchromanu draselného sa stanovili jodometrickou titraciou. Obsah amoniaku
(NHs) sa stanovil mikrodifuiznou metédou. Amoniak uvolneny uhli¢itanom draselnym
a slabo alkalickom prostredi sa po difuzii do roztoku kyseliny boritej stanovil
alkalimetrickou titrdciou. Z obsahu amoniakalneho dusika a celkového dusika
(stanoveného Kjeldahlovou metédou) sa vypocital stupen proteolyzy v % podfa
vzorca:

N-NH3
Stupen proteolyzy (%) = —*100
N-celkovy

Stanovenie kyslosti vodného vyluhu sa realizovalo alkalimetrickou titraciou vodného
vyluhu silaZe do hodnoty pH 8,5. Su¢tom obsahu kyseliny mlie€nej, octovej, maslovej
a obsahu alkoholov sa vypogital obsah fermentaénych produktov. Statistické
parametre sa vyhodnocovali pomocou programu SPSS Statistics 20.0 (IBM Corp.
Released, 2011) a Statisticka vyznamnost rozdielov medzi variantami sa testovala
pouzitim ANOVA - Tukey testu.
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Vysledky a diskusia

Silaze z trvalych travnych porastov po 12 mesiacoch skladovania mali obsah suSiny
357,9 g*kg* (kontrola) a 368,5 g*kg* (s pridavkom aditiva). V silaZzach s pridavkom
L. plantarum a L. brevis (A) sa zaznamenal vy$si obsah konzervacnej kyseliny
mlieCnej, avSak rozdiely neboli Statisticky preukazné (P>0,05) (Tabulka 1). Schmidt
et al. (2009) zistili zhodne s nasimi vysledkami po aplikacii homo

a heterofermentativnych baktérii mlie€neho kvasenia $tatisticky nepreukazne
(P>0,05) vysSi obsah kyseliny mlieCnej zatial ¢o Twaruzek et al. (2015) preukazne
(P<0,001) vyssi. Podiel kyseliny mlie€nej z celkového obsahu kyselin predstavoval
85,9% (C) a 88,6% (A). Obsah kyseliny mlie¢nej v pévodnej hmote bol vo variante C
25,5 g*kg? a vo variante A 26,8 g*kg*. Vysledky nepotvrdili predchadzajlce zistenia,
Ze pridavok L. brevis zvySuje obsah kyseliny octovej v silazach. Travne silaze
oSetrené L. plantarum a L. brevis (A) mali nizSi obsah kyseliny octovej o 12,8%

Vv porovnani so silazami bez oSetrenia (P<0,05). Potvrdili to aj vysledky Wrobel
(2008), ktora v inokulovanych silazach s pridavkom L. plantarum, L. brevis a L.
buchneri zaznamenali niZSi obsah kyseliny octovej v travnych silazach. Dané zistenie
je v8ak v rozpore s viacerymi vysledkami experimentov, ktoré potvrdili, Ze
heterofermentativne kmene baktérii mlie€neho kvasenia zvySuju obsah kyseliny
octovej v silazach (Muck, 2010; Wang et al., 2014; Twaruzek et al. 2015; Zielinska et
al., 2015). Pomer kyseliny mlieCnej ku kyseline octovej bol 6,7:1 (C) a 7,9:1 (A).
PriaznivejSi pomer v prospech kyseliny mlieCnej zistili aj Twaruzek et al. (2015) a
Zielinska et al. (2015) v silazach oSetrenych homo a heterofermentativnymi kmernmi
baktérii mlie€neho kvasenia. Pridavok aditiva (L. plantarum a L. brevis) inhiboval
rozvoj klostridii, €o sa prejavilo na znizenom obsahu kyseliny maslovej (P<0,05).
Zistené vysledky su v sulade s viacerymi publikovanymi pracami (Wrébel, 2008;
Addah et al., 2012; Wambacq et al., 2013). V silazach pokusného variantu (A) sa
zaznamenal Statisticky preukazne (P<0,05) niz8i obsah alkoholov o0 39,9%

v porovnani so silazami bez oSetrenia (C). Rovnako aj Li a Nishino (2011) potvrdili

v silazach Lolium italicum po pridavku heterofermentativneho kmena baktérii
mlie€neho kvasenia zhodne S$tatisticky preukazne niz§i obsah alkoholov, zatial ¢o
Twaruzek et al. (2015) naopak — v silazach lucerny zistili vy$8i obsah po aplikacii
homo a heterofermentativnych baktérii mlieCneho kvasenia. V silazach variantu A sa
zaznamenala niz8ia hodnota fermentaénych produktov (P<0,05) nez v silaZzach bez
aditiva. Hodnota kyslosti vodného vyluhu bola Statisticky preukazne (P<0,05) nizSia
v travnych silazach s pridavkom mikrobialneho aditiva (A). V silaZzach oSetrenych L.
plantarum a L. brevis sa zistil niz§i stupen proteolyzy v porovnani s kontrolnym
variantom, pricom rozdiely boli Statisticky preukazné (P<0,05). Aj Bureenok et al.
(2005) zistili nizSi obsah amoniaku v silazach inokulovanych baktériami mlie€neho
kvasenia. Travne silaZe pokusného variantu A mali nizSiu hodnotu pH ako silaze bez
pridavku aditiva (P<0,05), ¢o je v sulade s vysledkami Parvin et al. (2010) a Zielinska
et al. (2015).
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Table 1. The quality of grass silages after 12 months of storage in silage bags
Tabulka 1. Kvalita travnych silazi po 12 mesiacoch uskladnenia v silaznych vakoch

Lactic Acetic Butyric

. i i 4 Alcohols  FP AWE DP
Variant SP acid acid acid pH
a a B c
a a a
X 71,1 10,61* 1,07~ 6,39* 89,26* 1840,24* 8,1* 4,25*
C
SD 3,18 0,23 0,53 0,58 8,39 25,13 0,03 0,09
X 72,81 9,25 0,16* 3,84* 86,44* 1554,5* 6,9* 3,94*
A

SD 8,53 0,12 0,06 0,42 2,57 52,22 0,68 0,17

C: without additive, A: Lactobacillus plantarum and Lactobacillus brevis, SP: statistical parameter, FP:
fermentation products, AWE: acidity of water extract, DP: degree of proteolysis, a: g*kg of dry matter,
b: mg KOH per 100 g of silage, c: %, X : average, SD: standard deviation, *the values with identical
superscripts in column are significantly different at P<0.05.

C: bez aditiva, A: Lactobacillus plantarum a Lactobacillus brevis, SP: tatisticky ukazovatel, FP:
fermentacné produkty, AWE: kyslost vodného vyluhu, DP: stupen proteolyzy, a: g*kg? susiny, b: mg
KOH na 100 g silaze, c: %, X : priemer, SD: smerodajna odchylka, *hodnoty s rovnakymi indexmi

v stipci su $tatisticky preukazné pri P<0,05.

Zaver

Aplikécia biologického aditiva na baze homo a heterofermentativnych baktérii
mlie€neho kvasenia (Lactobacillus plantarum a Lactobacillus brevis) ovplyvnila
kvalitu silazi z trvalych travnych porastov po 12 mesiacoch uskladnenia Statisticky
preukazne niz§im obsahom kyseliny octovej, maslovej, alkoholov, stuprfiom
proteolyzy a nizSou hodnotou pH. Vysledky potvrdili, Ze pridavok Lactobacillus
plantarum a Lactobacillus brevis pozitivne ovplyvnil kvalitu fermentacného procesu
silazi z trvalych travnych porastov.
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