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ABSTRAKT

Predkladana disertacni prace se zabyva rizikem vyskytu klostridii v krmivech,
zejména v silazich, ve vykalech dojnic a Vv podestylce (separovana kejda skotu).
Soucasné byl sledovan jejich vyskyt v bachorové tekutiné a v mléce. Hlavnim cilem
prace bylo posouzeni vlivu piidavku povrchové vrstvy pldy Sriznou urovni
kontaminace (0, 20, 40 g/kg susiny hmoty) a silaznich aditiv na hygienickou kvalitu
silazi, zejména na vyskyt klostridii a sporulujicich mikroorganismii Vv pokusnych
modelovych silazich a v provoznich podminkach.

Sporulujici mikroorganismy byly analyzovany ve vSech vzorcich a s pfidavkem
povrchové vrstvy pudy se jejich pocet zvySoval. Clostridium perfringens bylo pomoci
PCR potvrzeno v silazi ze zavadlé pice jetele lu¢niho, v bachorové tekutiné z provozu
A, ve vykalech v obou provoznich podminkach (A, B) a v podestylce (separatu kejdy)
Z provozu B. Soucasné byl potvrzen pozitivni vliv biologického a chemického sildzniho

aditiva na snizeni poctu nezddoucich mikroorganismu v silazich.

Klicova slova: klostridie, sporulujici mikroorganismy, siléz, silazni aditiva, PCR



ABSTRACT

The dissertation deals with the risk of clostridia presence in animal feed,
particularly in silages, excrements, and in litter (separate of cattle slurry). At the same
time, their presence was observed in the rumen fluid and milk. The main objective of
the study was to assess the effect of addition of surface layer of soil in different levels of
contamination (0, 20, 40 g/kg of dry matter) and addition of silage additives on hygienic
quality of silage, especially on the presence of clostridia and on microorganisms
forming spores in the experimental model silages and in operating conditions.

Microorganisms forming spores were assessed in all samples. Their counts
increased with the higher addition of topsoil. Clostridium perfringens was identified
using PCR in silage made of wilted clover, in ruminal fluid (the enterprise A),
in excrements coming from both operating conditions (A, B), and separate of cattle
slurry coming from the enterprise B. At the same time, positive effect of biological and
chemical additives on silage reducing the number of undesirable microorganisms was

confirmed.

Key words: clostridia, silage, sporing-fotming microorganisms, silage additives, PCR
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1 UVvOoD

Jednim ze zékladnich krmiv pro hospodaiska zvifata jsou silaZe, které obsahuji
ziviny, vitaminy, minerdlni latky, mikrobialni metabolity a organické latky. V soucasné
dob¢ se zvysSuje podil silazi v krmné davcee skotu, coz je vyhodnéjsi z technologického
1 z ekonomického hlediska. Silaze jsou uchovany pomoci konzervace po cely rok.
Podminkou pro dosazeni kvalitni silaze je zachovéani co nejvétstho mnozstvi Zivin
z puavodni pice, pfiCemz dilezitym prvkem je uchovani pozitivnich dietetickych
vlastnosti, chuti, ale také odolnost vii¢i sekundédrni fermentaci, coz komplexné ovliviiuje
zdravotni stav dojnice, jeji dlouhovékost, uzitkovost a celkovy piijem suSiny.

Nebezpecnou bakterii je rod Clostridium, ktery je sporogenni, ¢imz preziva
nepiiznivé podminky prostiedi a v ptipadé¢ piiznivych podminek je schopen opétovného
ristu. Je rozSifen v okoli, zejména Vv pid¢, v prachu, ve vodé a béZzné se vyskytuje
ve stievech zvifat a ¢loveéka. Do organismu zvifete se mohou klostridie dostat po pfijmu
kontaminované vody, krmiva nebo pfes poranéni. Béhem sklizné pice se spolecné
S pose¢enou pici mize prenést do silazi i povrchova vrstva pudy a spoleéné s ni
i nezadouci mikroorganismy. Zkrmovanim nekvalitnich a zdravotné zavadnych krmiv,
soucasné S vyskytem klostridii ¢i jejich spor V prostfedi staje, dochazi k prenosu
nezadoucich mikroorganismti prostfednictvim mléka a vyrobkd z nich az na ¢lovéka.
Soucasné miize vést u zvitat k poruchdm ptijmu potravy, ke snizeni uzitkovosti nebo az
k jejich tthynu. Nekvalitni, znehodnocené (degradované) silaZze nesmi byt zkrmovany,
coz zpusobuje ekonomické ztraty pro zemédé€lce a podniky. U vyrobkili z mléka vyskyt
klostridii zptisobuje vady chuté, vuné (zapachaji) a pii vyrobé syru (typu gouda,
emental) vedou k pozdnimu dufeni syra.

Zdravotni nezéavadnost sildzi je dnes posuzovana hlavné z hlediska smyslového
posouzeni a fermentaéniho procesu. Nejsou vSak v soucasné dobé zavedeny zadné
pfipustné limity pro vyskyt mikroorganisml v sildZich, povinnost hodnotit silaze
a ostatni krmiva z mikrobiologického hlediska a dana problematika neni prozkoumana
jak v nasich, tak i v zahrani¢nich podminkach. Z téchto divodd jsem se zabyvala
vyskytem klostridii, hlavn¢ Clostridium perfringens, které nejen kontaminuje potraviny

a zpusobuje jejich vady, ale jsou nebezpecné pro zdravi zvifat i ¢lovéka. Disertacni
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prace byla zamétena na stanoveni klostridii v riznych podminkach, pfi rizné suSiné
biomasy a ve dvou sec¢ich. Kromé¢ klostridii byly sledovany i ostatni mikroorganismy
bézné se vyskytujici v silazich. Aby byly vysledky komplexni a bylo mozné vyhodnotit
zdravotni nezdvadnost silazi, byly provedeny soucasné rozbory silazi na obsah Zivin
a byl zhodnocen fermenta¢ni proces. Pro experiment byly vyrobeny pokusné modelové

sildZe v laboratornich podminkéch a souc¢asné odebrany vzorky z provoznich podminek.
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2  LITERARNI PREHLED

2.1 Silaz

Silaz je objemné krmivo, které tvoii zaklad krmné davky skotu. K piipravé
zdravotné€ nezavadnych silazi je nezbytné pouzivat pouze kvalitni Cerstvou ¢i zavadlou
pici, ktera je sklizena v optimalni skliziové zralosti a jsou dodrzeny vSechny
technologické postupy a zasady (DOLEZAL et al., 2012). Principem sildZovani je
rychla inaktivace enzymovych systému silaZovanych picnin pii souasném preruSeni
mikrobialni aktivity silazni hmoty (HOFIREK et al., 2009).

Hlavnim ucelem sildZzovani je zachovat pici po cely rok jako krmivo pro
ptezvykavce s vysokou vyzivnou hodnotou a zajistit minimalni ztraty krmné hodnoty
béhem fermentace. Mezi nejCastéji pouzivané plodiny k sildzovani patii kukufice,

vojtéska a rizné druhy trav (WEINBERG a ASHBELL, 2003).

Silazovani je zpisob konzervace Krmiv za anaerobnich podminek. Pomoci bakterii
mlécéného kvaSeni se rostlinné sacharidy preménuji na organické kyseliny, zejména na
kyselinu mlé¢nou, ktera zvySuje chutnost krmiva (GOLLOP et al., 2005). Vlivem
tvorby kyseliny mlé¢né se béhem fermentace snizuje hodnota pH (VANHATALO et al.,
2009; WEINBERG a CHEN, 2013). Cim vys3i je podil kyseliny mlééné v sildZzované
pici, tim rychleji klesa hodnota pH (KRATKY, 2006).

Béhem fermentace déale vznikd kyselina octova. Spolecné s kyselinou mlécnou
zabezpecuji konzervaéni efekt v silazich. Mohou také vznikat i nezadouci kyselina
maselna, propionovd, izomdselnd, n-maselnd, izovalerovd, n-valerové, kapronova
(JAKOBE a JAKOBE, 1987). Vytvofené anaerobni podminky pisobi inhibi¢né
na nezadouci aerobni mikroorganismy, klostridiim je pak branéno v rlstu predev§im
nizkou hodnotou pH (MATHIES, 2002; RICHARD et al., 2007). Dilezité je prodlouzit
dobu skladovani, aniz by doSlo ke spontdnnim, neZddoucim mechanickym,
biochemickym a mikrobialnim zméndm krmiva (HAVLICEK et al., 2008). Spatné
skladovaci podminky mohou vést k nezadouci kontaminaci silazi plisnémi, k tvorbé
mykotoxinti a nasledné ke snizeni vyzivné hodnoty silazi (RICHARD et al., 2009).

Kontaminované silaZze ¢asto vSak predstavuji zdravotni riziko pro zvifata a pifipadné
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i pro clovéka nebo maji negativni vliv na kvalitu mléka a mléénych produktd
(WILKINSON, 2005).
K podpofeni probihajictho fermentacniho procesu pii sildzovani napomaéhaji

vhodna silazni aditiva.

2.2 Silazni aditiva

Nezbytnou technologickou soucasti pii vyrobé silazi jsou silazni aditiva, ktera
vedou ke zlepSeni primarni fermentace. Maji preventivni Gcinek proti nezadoucim
mikroorganismim a snizuji jejich rust. Soucasné zlepSuji aerobni stabilitu silazi,
garantuji men$i rozklad bilkovin, snizuji ztratu energie a maji pfiznivy vliv na celkovy
obsah i pomér kvasnych kyselin (DOLEZAL et al., 2010; PYROCHTA et al., 2007;
PEDROSO et al., 2010).

Pouzitim vhodnych silaZznich aditiv pfi vyrobé silazi se vytvaieji ptfiznivé
podminky pro mnozeni bakterii mlééného kvaseni. Soucasné ptispivaji k dosazeni
dostatecné nizkého pH pro zdarnou konzervaci. Jejich vyhodou je rychlejsi pribéh
kvasného procesu, uchovani vice zivin v sildzované hmoté, a to i u lehce
silazovatelnych plodin, kde se zda byt aplikace téchto aditiv zbyte¢na (LIANHUA et al.,
2014; TYROLOVA, 2006).

Konzervaéni aditiva musi byt aplikovdna rovnomérné, v plné vysi davky dle
doporuceni od vyrobce. Pii volbé vhodného silazniho piipravku je nutné podiidit se
povaze a sloZeni sildZované hmoty, obsahu susiny a koncentraci Zivin (DOLEZAL,
2002).

DOLEZAL et al. (2012) upozoriiuji, ze¢ zadné biologické ani chemické silaZni
aditivum nemuze nahradit ani odstranit nedostatky Vv technologickém postupu,
hygienické kvalité silaZované pice nebo v nedostatecném udusani a nasledném zakryti
sila.

Rozlisujeme silazni aditiva biologickd a chemicka (TYROLOVA a VYBORNA
2011; CONTRERAS-GOVEA et al., 2013).
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2.2.1 Biologicka silazni aditiva

Biologicka silazni aditiva obsahuji zejména vybrané kmeny bakterii mlécného
kvasSeni (BMK), které umoziuji 0¢innéj$i fermentaci a omezuji riziko aerobniho
rozkladu silazi (ILLEK, 2007).

GOLLOP et al. (2005) uvadéji, ze mezi nejcastéji se vyskytujici BMK patii
homofermentativni druhy, jako jsou naptiklad Lactobacillus plantarum, Enterococcus
faecium a Pediococcus spp. Snizuji ztraty zivin tim, ze produkuji kyselinu mléénou
a zpusobuji rychly pokles pH (HUISDEN et al., 2009). Soucasné inhibuji rust
nezadoucich mikroorganismu (FILYA a SUCU, 2010). Hlavnim cilem v pouziti
homofermentativnich druhit BMK je snizit riziko klostridiovych fermentaci a zvysit
vyzivnou hodnotu (DRIEHUIS et al., 2001). AvSak nevyhodou tohoto typu
biologického silazniho aditiva je, ze nema dostatek kyseliny octové k ochrané silazi
pted jejich kazenim aerobnimi mikroorganismy (DANNER et al., 2003).

Heterofermentativni BMK, jako je Lactobacillus buchneri, produkuje vyssi
koncentrace kyseliny octové v silazi, ¢imz inhibuje rist plisni a zlepSuje aerobni
stabilitu silaze (KLEINSCHMIT a KUNG, 2006).

TABACCO et al. (2009) uvadéji, ze pro biologické silazni aditivum je dostacujici
10° — 10° zivotaschopnych BMK v 1 gramu.

2.2.2 Chemické silazni piipravky

VétSina v soucasné dobé pouzivanych chemickych piipravki je na bazi
organickych kyselin a jejich smési. Zejména jsou odvozeny od kyseliny mravenci,
propionové a jejich soli (TYROLOVA a VYBORNA, 2011; SEPPALA et al., 2013).
Vyznacuji se vyraznou antimikrobidlni aktivitou a zlepSuji kvalitu silazi. Podle KUNG
et al. (2003) je konzervace silazi témito piipravky dosazena piimym okyselenim
silazované hmoty, ¢im se sniZuji ztraty energie, inhibuji se dal$i nezadouci rozkladné
produkty bilkovin a uchovéava vice pohotovych sacharida.

Chemické sildzni ptipravky obvykle inhibuji nebo snizuji nezddouci fermentaci
¢i aerobni kazeni silazi (QUEIROZ et al., 2013). Inhibuji zejména nezadouci maselné

kvaseni, tvorbu alkoholu a amoniaku (HERRMANN et al., 2011).
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2.3 Krmiva ve vyZzivé skotu a vyuziti separované kejdy jako podestylky

2.3.1 Silazovani vybranych picnin

2.3.1.1 Vojtéska seta

Vojtéska seta (Medicago sativa L.) je krmna plodina s vysokou vyzivnou
hodnotou ur¢ena jako hlavni a nejlevnéjsi rostlinny zdroj bilkovin v krmnych davkach
skotu (ALBRECHT a BEAUCHEMIN, 2003). Je charakterizovana hlubokym
kofenovym systémem, ktery ji umoznuje vyuzivat vodu z pidy do hloubky az 2 metry
(POLLOCK et al., 2009). Z viceletych picnin ma vysoky vynosovy potencial a krmnou
hodnotu. Béhem silazovani je nezbytné nechat picninu zavadnout (SCHMIDT et al.,
2001) a pouzit silazni aditiva zlepSujici fermentaéni proces (ALBRECHT
a BEAUCHEMIN, 2003).

Vojtéska vSak neni vhodnd pro péstovani na vSech plidéach. Jednd se zejména
o $patn¢ odvodnéné pudy, pidy s nizkym pH a pudy nachylné k vymrznuti (KAMMES
et al., 2008).

Vojtéska je klasifikovana jako obtizné silazovatelna picnina. Ma vysoky obsah
latek s pufracni kapacitou, vysokou koncentraci dusikatych i mineralnich latek a nizky
obsah sacharidi (MCALLISTER et al., 1998; OLT et al., 2008). Problémovou slozkou
u vojtésky je také vyskyt antinutricnich latek s fytoestrogenni aktivitou, jako jsou
kumestany, izoflavony a saponiny (McDONALD et al., 1991). Z uvedeného diivodu
neni vojtéska setd samostatné bézné pouzivana na pastvinach, protoze skot je vystaven
riziku nadymani (KAMMES et al., 2008).

WILKINSON (2005) uvadi, Ze pokroky v silaZovani oteviely moZnost vyuziti
vojtésky seté a jetele lu¢niho S vysokym obsahem bilkovin K silazovani, zejména

V zimnim obdobi.

2.3.1.2 Jetel lucni

Jetel luéni (Trifolium pretense L.) je vytrvala viceletd picnina. Radi se mezi
stiedné silazovatelnou picninu S vysokym obsahem antinutri¢nich latek s fytoestrogenni
aktivitou (SPAGNUOLO et al., 2014). NJASTAD et al. (2014) konstatuji, Ze se jedna
zejména o isoflavony a kumestany (kumestrol), které mohou piechazet do mléka.

Problémové jsou také kyanogenni glykosidy.
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ABBERTON a MARSHALL (2005) popisuji, ze jetel lucni je nejdilezitéjsi
picninou v oblastech mirného pasma. Slouzi jako krmivo pro skot ve formé silazi ¢i
sena. Vyskytuje se zejména na pastvinach spole¢né s travou. FIGUEIREDO et al.
(2007) uvadgji, ze krmivo vyrobené z jetele ma vyssi energetickou hodnotu a celkovou
stravitelnost Zzivin nez vojtéska. Jetel oproti vojtéSce ma tedy vyS$i obsah
vodorozpustnych sacharidi, méné dusikatych latek, méné sirnych aminokyselin
a nizsi koncentraci vlakniny. Vyznamny je také pomalejsi pritbéh vegetacniho starnuti.

MOORBY et al. (2009) ve své studii potvrzuji, Ze nahrazeni travni silaze v krmné
davce krav silazi z jetele lu¢niho, zvySuje koncentraci 18:2 (n-6) a 18:3 (n-3) mastnych

kyselin v mléce.

2.3.1.3 Kukuiice setd

Kukufice seta (Zea mays L.) se fadi mezi objemna sacharidova krmiva a je jednou
z nejdulezitéjsich silaznich rostlin na svété. Kukuficna silaz ma dulezitou stabilizacni
tilohu v krmné davce pro skot a je hlavnim zdrojem energie ve vyzivé dojnic (CERNY
et al. 2012; FERREIRA et al., 2014). Obsahuje lehce stravitelné sacharidy, ma nizky
obsah dusikatych latek, vapniku, fosforu a vitaminu A i D. Patii mezi Ilehce
silazovatelné¢ plodiny s vysokou stravitelnosti a s vysokym hektarovym vynosem
(PEYRAT et al., 2014; DOLEZAL et al., 2012). K silazovani se pouziva cela rostlina
kukutice, olisténé palice s vieteny (LKS) nebo palice s vieteny bez listenu (CCM)
a zrno (BELL et al., 2007). S vegetatnim vyvojem dochazi u kukufice ke zvySovani
obsahu energie a ke snizovani obsahu vldkniny, v disledku zvySovani obsahu Skrobu.
CERNY et al. (2012) uvadgji, ze v poslednich letech vzrostl vyznam kukuiiénych silazi

I s rozvojem bioplynovych stanic.

2.3.2 Smésna krmna davka

Total mixed ration (TMR) je smésna krmna davka, ktera obsahuje kombinaci
krmiv tak, aby poskytovala vZzdy rovnovahu v obsahu zivin a energie (SOVA et al.,
2014). Vznika smichanim objemného i jadrného krmiva, mineralnich a vitaminovych
dopliikti. Michéni se provadi v mobilnim krmném voze. Spatné namichani TMR muize
mit negativni dopad nejen na uzitkovost, ale i zdravi zvifat (OELBERG a STONE,
2014).
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KUNG (2010) uvadi, ze po namichani TMR v zeméd¢lskych podnicich se mize
brzy zacit zahtivat, a tim dochazet ke ztratdm suSiny, snizenému piijmu krmiva
a naslednému snizeni produkce mléka. Uvedené aerobni zhorSeni je ovlivnéno
pusobenim vzduchu v pribéhu michani TMR, obsahem lehce rozlozitelnych substrata,
které jsou do smési pridany, nedostatecnou hygienou michaciho vozu, v némz mohou

zustat zbytky obsahujici aerobni nezadouci mikroorganismy.

2.3.3 Separovana kejda

Klostridie se mohou vyskytovat nejen v krmivech, ale i v podestylce (separovana
kejda), ktera se z divodu nové technologie ¢i z nedostatku jiného steliva (slamy)
pouziva na stlani pod zvifata.

Separat jako plastické stelivo je jednim z typu podestylek, které se vyuzivaji
Vv provoznich podminkach. Ziskava se z kejdy, po oddé€leni pevné slozky od tekuté.
JELINEK et al. (2006) uvadgji, ze pouzitim vhodnych separatorti mize byt oddélena
pevna cast kejdy od tekuté Casti az do suSiny separatu 40 %. Vyssi suSina by mohla
zpusobit namrzani a ojinéni loze. Dulezitym krokem pii vyrob¢ separatu je, aby prosel
biotermickym zahfevem, a tim se redukovalo mnozstvi nezadoucich mikroorganismi
a paraziti. Doporucuje se k separatu ptidavat mlety vépenec v poméru 3-4:1.
Technologie se dostala do poptedi zajmu i diky rozvoji bioplynovych stanic (STANEK
a DOLEZAL, 2012; ZINK, 2012).

2.4 Mikroorganismy v silazich

Mnozstvi a sloZzeni mikroorganismi v zelené pici zavisi na druhu pice, rocnim
obdobi, klimatickych podminkach a na znecisténi pice. Vlhka plodina podporuje rist
Sirokého spektra mikroorganismu, které nasledné¢ snizuji vyzivnou hodnotu picnin.
Epifytni mikroflora pice uréend k silazovani je dilezita z hlediska celkového mnozstvi
mikroorganismi, které se mohou s picninou béhem silazovani dostat do silazi a je tak
dulezitym faktorem kvality silazi (PAHLOW, 1997; MUCK, 2010).

Z mikrobiologického hlediska mizeme rozdélit mikrofloru v silaZzich na zadouci
(prospésnou) a nezddouci. Do zadouci mikroflory zahrnujeme bakterie mlécného

kvaseni a do neZzadouci mikroflory bakterie, které¢ se podileji na kaZeni silazi. Za
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aerobnich podminek ptlisobi kvasinky, plisn€, listerie a za anaerobnich podminek
Klostridie a enterobakterie. V silazich se wuplatiuji pfi spontannim kvaSeni
mikroorganismy aerobni i fakultativné anaerobni, tzv. epifytni mikrofléra. Jeji mnozstvi
zavisi na slozeni epifytni mikrofléry na povrchu rostlin. Je velmi variabilni z hlediska
druhového zastoupeni poctu mikroorganismi. Slozeni epifytni mikroflory zavisi
na vlivu teploty, vlhkosti i na pocasi. Mikroorganismy se podileji zejména v sildzich na
oxidacnich procesech. Mezi aerobni druhy fadime zejména plisné. Sporotvorné bakterie
(klostridie) a bakterie ¢eledi Enterobacteriaceae mohou kontaminovat silaze z pudy ¢i
prachu nebo se vyskytuji v silazich, pokud se v pocatecni fazi fermentace rychle nesnizi
pH. Vytvafenim anaerobniho prostiedi, dochdzi k postupnému zaniku aerobnich
mikroorganisma (DRIEHUIS a ELFERINK, 2000).

Do celkového poctu mikroorganismi (CPM) zahrnujeme aerobni i fakultativné
anaerobni mikroorganismy jako jsou bakterie, kvasinky a plisné. Tato skupina
mikroorganismi nas informuje o mife kontaminace krmiva ¢i substratu. U silazi se do
CPM promitaji nejen nezddouci mikroorganismy, ale i Zadouci mikroorganismy, jako
jsou bakterie mlééného kvaseni.

Nezadouci mikroorganismy v silazich jsou zodpovédné za kazivost silazi
a zpusobuji ekonomické ztraty. Patogenni mikroorganismy vyvolavaji u lidi i zvitat

onemocnéni (DUNIERE et al., 2013).

2.4.1 Bakterie mlé¢ného kvaseni

Bakterie mlééného kvaseni (BMK) fadime mezi fakultativné az obligatné
anaerobni mikroorganismy. V sildzich hraji roli zejména béhem fermentace v pocatecni
fazi, kdy se snizuje pH v disledku tvorby kyseliny mlécné a v mensi mife kyseliny
octové (DRIEHUIS a ELFERINK, 2000). Kyselina mlé¢na a snizena hodnota pH maji
konzervaéni ucinky, které chrani potraviny a krmiva pfed plsobenim neZadoucich
mikroorganismii, jako jsou kvasinky, plisné, enterobakterie a klostridie (HOLZER et al.,
2003).

Jako hlavni zdroj vyZzivy pro svij rast vyuzivaji BMK lehce stravitelné sacharidy,
pfedev§im glukézu, sachardzu, celobidzu, méné pak arabindézu, skupinu fruktani,

popiipad¢ skrob. Z tohoto diivodu jsou sacharidova krmiva (napt. kukufice) fazena mezi
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lehce silazovatelnd krmiva. Velmi dilezitou vlastnosti téchto bakterii je jejich schopnost
rozvijet se v aktivné kyselém prostiedi (WILKINSON, 2005).

BIANCHINI (2015) potvrzuje antifugalni aktivitu BMK. Ve své studii popisuje
produkci protiplisnovych latek a dalSich metabolith BMK, které¢ ovliviiuji produkei
mykotoxind. GOLLOP et al. (2005) se ztotoznuji s tvrzenim, ze BMK mohou
vykazovat antimikrobidlni aktivitu, a tim inhibuji patogenni mikroorganismy.

Také SCHNURER a MAGNUSSON (2005) ve své studii uvadgji, ze BMK mohou
byt pouzity jako metabolické produkty, protoze vykazuji antimykotické a antibakterialni

vlastnosti.

V zavislosti na metabolickych drahach a podle tvorby produkt kvasnych procest

rozdélujeme BMK do dvou hlavnich skupin:

1.) Homofermentativni — mohou produkovat z hexézy vice nez 90 % kyseliny
mlécné (DRIEHUIS a ELFERINK, 2000), kterd ptsobi jako silnd organicka
kyselina tlumici rozvoj jinych mikroorganismi, ptedev§sim bakterii maselné¢ho
kvaseni (DUNIERE et al., 2013). Nejsou schopny metabolizovat pentozy.
Dochazi k velmi malym ztratdm suSiny a energie (McDONALD et al., 1991).
GOLLORP et al. (2005) i HOLZER et al. (2003) tadi mezi homofermentativni
bakterie mlécného kvaseni rody Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus
a Pediococcus. Nekteré druhy (Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
ruminis) maji vyznam i pro bachorovou fermentaci (McDONALD et al., 1991).

2.) Heterofermentativni — ze sacharidii produkuji kyselinu mlé¢nou, ale soucasné
i kyselinu octovou, etanol, oxid uhli¢ity a vodik. HOLZER et al. (2003)
a WILKINSON (2005) ve své studii uvadéji jako heterofermentativni BMK
Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchneri, Leuconostoc mesenteroides.

V nékterych studiich jsou homofermentativni a heterofermentativni BMK
rozdéleny jesté do podskupin.

HOLZER et al. (2003) ve své studii uvadéji rozdéleni lactobacili na obligatné
homofermentativni 1 heterofermentativni a fakultativné heterofermentativni, které
fermentuji hexdézy homofermentativné za zvlaStnich podminek na kyselinu mlé¢nou

a heterofermentativné nejen na kyselinu mlécnou, ale i na kyselinu octovou, oxid
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uhli¢ity a etanol. Tato skupina BMK zahrnuje nékolik dulezitych druht v silazich,
zejména Lactobacillus plantarum. Rozdéleni a ptiklady téchto lactobacild jsou uvedeny
v Tab. 1.

Tab. 1: Rozdeleni lactobacilii dle HOLZERA et al. (2003)

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus delbrueckii

Lactobacillus helveticus
Obligatn¢ homofermentativni

Lactobacillus farciminis

Lactobacillus lactis

Lactobacillus bovis

Lactobacillus alimentarius

Lactobacillus casei

Lactobacillus curvatus

Fakultativng heterofermentativni Lactobacillus sakei

Lactobacillus paralimentarius

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus pentosus

Lactobacillus brevis

Lactobacillus buchneri

Lactobacillus fermentum

Obligatni heterofermentativni Lactobacillus reuteri

Lactobacillus fructivorans

Lactobacillus sanfranciscensis

Leuconostoc mesenteroides

BURGAIN et al. (2014) potvrzuji, Ze BMK jsou schopny produkovat kyselinu
mlécnou béhem homofermentativniho i heterofermentativniho metabolismu.

Bakterie mlé¢ného kvaseni mizeme nalézt na sliznici lidi i zvifat, na rostlinach,
v krmivech a potravinach (HOLZAPFEL et al.,, 2001). Pfirozené¢ se vyskytuji

v gastrointestinalnim traktu pfezvykavci. Spolecné se sildzi se dostavdji do traviciho
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traktu skotu probiotické druhy BMK (HAN et al., 2014). Mezi druhy BMK, které¢ byly
detekovany ve stfevech, fadime Streptococcus bovis, Lactobacillus vitulinus,
Lactobacillus ruminis, Lactobacillus johnsonii a Lactobacillus murinus (KRAUSE
etal., 2003; HERNANDEZ et al., 2008; NADER-MACIAS et al., 2008).

2.4.2 Bakterie ¢eledi Enterobacteriaceae

Bakterie celedi Enterobacteriaceae jsou fakultativné anaerobni gramnegativni
nesporulujici tyCinkovité bakterie. Jsou soucasti stfevni mikroflory hospodarskych
zvitat a lidi. Vyskytuji se ve volné pfirod¢, zejména v pude, ve vode, na rostlinnych
a zivoCisnych materialech. Pro vétSinu druhd bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae je
teplotni optimum 37 °C. Jsou vyznamné zejména z hygienického hlediska. Indikuji
fekalni zne¢isténi silazi. Casto byvaji stanovovany jako hygienicky indikator
(SANDLE, 2014; GREIF et al., 2006). Radi se mezi nezadouci mikroorganismy.
Piislusnici této celedi jsou vyznamnymi producenty biogennich amint, které
V nadlimitni koncentraci mohou negativné ovlivnit zdravi zvifat. Jakmile sniZime pfii
silazovani hodnotu pH pod 4,5 az 5,0, je inhibovan jejich rist a mnozeni v sildzich
(DRIEHUIS a ELFERINK, 2000).

Do ¢eledi Enterobacteriaceae fadime vedle nepatogennich rodi rod Enterobacter
a rody, jejichz pfislusnici jsou vyznamnymi patogeny, jako jsou Salmonella, Klebsiella,
Shigella a Escherichia (PATEL et al., 2014).

vvvvvv

v

obyvateli stievniho traktu riznych zivocichti. Nejvyznamnéjsi je Escherichia coli,
jejichz nékteré kmeny mohou byt patogenni pro zvifata a ¢lovéka. Escherichia coli
zkvaSuje sacharidy za soucasné tvorby organickych kyselin (kyselina mlécna,
pyrohroznova, octova, mravenci) a plyni (YANG a WANG, 2014).

DOLEZAL et al. (2012) uvadgji, Ze v silazich fermentuji mikroorganismy rodu
Enterobacter sacharidy na kyselinu octovou, plyny, alkohol, coz vede k velkym
ztratam. Obecné plati, Ze pocet enterobakterii se odrazi od silaZzovaci techniky, dobrych
podminek sildzovani, pfiméfené dostupnosti zivin i vody a pfeméné téchto Zivin na
kvasné produkty, které snizuji pH silaze (PAHLOW et al., 2003).

Podle HERON et al. (1993) je vyssi pocet enterobakterii na travach urcenych

k silazovani. Pokud je trava sklizena, zasilazovana, dochazi za anaerobnich podminek
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k pomnozeni laktobacilti, které snizuji hodnotu pH a soucasné se snizuje pocet
nezadoucich enterobakterii. Pokud vSak podminky sildzovani nejsou optimalni, mohou
enterobakterie rust, vyuzivaji dostupné bilkoviny, dochazi ke zvySeni koncentrace

amoniaku, hodnoty pH a produkuji endotoxiny (MACIOROWSKI et al., 2007).

2.4.3 Mikromycety

Mezi mikromycety fadime plisné a kvasinky. Jsou to eukaryotické mikroskopické
organismy s heterotrofni vyzivou patfici do fise hub — Fungi (OSWEILER, 2000).
Houby obecné rostou obvykle pfi teploté mezi 10 az 40 °C, pii pH 4 — 8 a pfi a, nad
0,70 (CHELI et al., 2013).

Plisné

Patfi do skupiny aerobnich mikroorganismu. Jejich riist a mnozeni je podporovano
vyskytem vzdu$ného kysliku. Radi se mezi nezidouci mikroorganismy v silazich.
Vyskytuji se prakticky viude tam, kde existuje organicka hmota. Ziviny ziskavaji
absorpci z okolniho prostiedi (OSWEILER, 2000; MALIR a OSTRY, 2003). Plisné
jsou pfitomny v prostfedi a beéhem sklizn¢, dopravy, skladovani nebo pti posklizinové
manipulaci mohou krmiva znehodnotit (MAGAN a ALDRED, 2007).

Pfi svém ristu mohou plisn€ produkovat sekundarni metabolity nazyvané
mykotoxiny. V silazich jsou povazovany za nejdalezitéjsi rody plisni Aspergillus,
Penicillium, Fusarium (FINK-GREMMELS, 2008). STORM et al. (2008) ve své studii
uvadéji, ze kontaminace trav nebo kukufice plisnémi Fusarium, Aspergillus
a Alternaria pfed silazovanim muize vést ke kontaminaci silazi, coz ma za nasledek
snizeni chutnosti a pfijmu krmiva. Soucasné se snizuje vyzivna hodnota krmiva a vede
az ke zdravotnim problémiim, jako je snizeni uzitkovosti a plodnosti zvirat, vyssi
nachylnost zvifat k onemocnénim (FINK-GREMMELS, 2008).

ALONSO et al. (2013) konstatuji, ze vyskyt plisni souvisi s nedostate¢nou
hygienickou kvalitou sildzi, kterd vede ke ztraté zivin 1 suSiny. Pfi Spatnych
skladovacich podminkéch jsou jednim z nejvétSich rizik a kontaminace mykotoxiny,

které vedou k znehodnoceni krmiv a silazi.

22



DOLEZAL et al. (2012) uvadgji, ze krmiva jsou podminéné zkrmitelna pii
koncentraci plisni 10° KTJ/g, ale zpravidla jsou povaZovéna za zkaZena
a nekrmitelna pti presahnuti hranice 10°— 10’ KTJ/g.

Koncentrace plisni vySsi nez 10* KTJ/g mize vyvolavat u zvifat dychaci
problémy, abnormdlni bachorovou fermentaci, sniZzeni reprodukénich funkei, poskozeni
ledvin, podrazdéni kuze a o¢i (SCUDAMORE a LIVESEY, 1998).

Nizka koncentrace kysliku a nizka hodnota pH v silazich mtze inhibovat rust
plisni (Fusarium spp.), ale nékteré druhy plisni mohou piezit podminky silazovani
(Aspergillus, Penicillium spp.). Kyselina mlé¢na a kyselina octova maji omezeny ucinek
na rast plisni. U¢inngj§imi inhibitory plisni jsou kyselina propionova a kyselina maselna
(CHELI et al., 2013).

Dilezitou prevenci pfed vyskytem plisni je dikladné udusani a rychlé anaerobni
uzavieni sila (DOLEZAL et al., 2012).

Plisn¢ maji kromé negativniho ucinku i ucinek pozitivni, ktery spo¢iva v produkci
antibiotik a organickych kyselin. Pfi provadéni specifickych oxidaci Se pouzivaji
vybrané druhy plisni i pro vyrobu mikrobialnich insekticidii (SILHANKOVA, 2008).

Kvasinky

Kvasinky jsou aerobni az fakultativné anaerobni mikroorganismy. Povazuji se za
(PAHLOW et al., 2003). Pozitivni efekt kvasinek spociva pouze v pocatecni fazi
fermentacniho procesu, kdy se podileji na rychlé spottebé kysliku v silazované hmote
a vytvofeni anaerobniho prostfedi. Kvasinky vytvateji etanol, ktery ve vy$$im mnoZstvi
negativné ovliviiuje chutnost krmiva. Jsou tedy pivodci alkoholového kvaseni,
zpiisobuji mikrobidlni zahtev silaZi a jsou povazovany za konkurenty bakterii mlééného
kvasSeni. Kvasinky zkvasSuji sacharidy na organické kyseliny, aromatické alkoholy
a oxid uhli¢ity. Pf1 silaZovani by méla byt potlacena jejich Cinnost, 1 kdyZ napomahaji
K vytvofeni anaerobniho prostiedi (JAKOBE a JAKOBE, 1987; DOLEZAL
a DVORACEK, 2000; PAHLOW et al., 2003).

Kvasinky jsou povazovany za hlavni pfi¢inu aerobni nestability silazi. ZvySené
mnozstvi (nad 10° KTJ/g) 1ze zaznamenat v silazich smyslové — vizualné i1 Cichem.

Jejich masivni pomnoZeni (vice nez 10° — 10® KTJ/g) vede k destabilizaci a sniZeni
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vyzivné hodnoty silazi. Muze byt také pfi¢inou prijmid u skotu. Jsou indikatorem
Spatnych skladovacich podminek a nizké hygienické kvality (BOLSEN et al., 1992).
Kvasinky a plisné jsou tedy zodpovédné za degradaci silazi s moznymi

negativnimi u¢inky na zdravi zvifat i lidi (DUNIERE et al., 2013).

2.4.4 Rod Clostridium

Rod Clostridium je bohaty a zahrnuje kolem 100 druhti (LEWIS, 2011). Klostridie
jsou obligatné anaerobni grampozitivni tyCinkovité bakterie tvotici spory (EL-MOEZ
et al., 2013; FELIGINI et al.,, 2014). Patii mezi né¢ i nékolik patogennich druht
(ARONOFF, 2013).

Radi se mezi nezadouci a $kodlivé mikroorganismy. Jsou oznaGovany jako
bakterie maselného kvaseni, protoze metabolizuji sacharidy na kyselinu méselnou
(DOLEZAL et al., 2012). Jsou rozsiteny diky Siroké $kale metabolickych aktivit
(proteolyticka, amylolyticka, lipolyticka, celulolytickda a dalsi). Vyskytuji se
v anaerobnim prostiedi, jako je travici trakt zvifat i ¢loveéka (FELIGINI et al., 2014).
Dale je mizeme nalézt v pude, Vv silazich, na skladkach pfti kvaseni odpadu, v chlévské
mrv¢, na dné stojatych vod a ve vyhnivacich komorach ¢istiren odpadnich vod (RADA
a VLKOVA, 2010).

Mezi druhy klostridii, které maji vliv na hospodaiska zvitata, fadime Clostridium
perfringens, Clostridium botulinum, Clostridium chauvoei, Clostridium novyi,
Clostridium oedematiens, Clostridium paraputrificum, Clostridium septicum,
Clostridium sordellii a Clostridium tetani (BRUGGEMANN et al., 2009).

Zivotni cyklus klostridii vede za nepiiznivych podminek Kk tvorbé spor, které jsou
rezistentni vuci teploté, zateni, dezinfekci, travicim §tavam a relativné nizkému pH
(DOLEZAL et al., 2012; OLGUIN-ARANEDA et al., 2015).

Spory rodu Clostridium jsou usmrceny za 10 — 15 minut az pfi teplotach 120 °C
nebo jeste¢ vySSich. Pii teplot¢ 100 °C by bylo k jejich usmrceni potieba vétSinou
4 az 20 hodin (PARKER, 2008; SILHANKOVA, 2008). Vlivem anaerobniho kaZeni se
zvysuje pocet spor. Nejprve se zvysi pH. Nasledné se pomnozi fakultativné anaerobni
(kvasinky, koliformni bakterie) a aerobni mikroorganismy (plisn¢). Opét se vytvori

anaerobni prostiedi. Klostridie se uplatiuji zejména pii sekundarnim kvaseni (RADA,
2009).

24



Nékteré druhy klostridii mohou vykazovat sacharolytické a proteolytické aktivity:

e Sacharolytické Kklostridie — Clostridium sacharolyticum, Clostridium
butyricum, Clostridium sphenoides, které zpusobuji odkyselovani
hotovych silazi tim, ze odbouravaji sacharidy a soucasné i kyselinu
mlécnou, ktera se vytvofila.

e Proteolytické klostridie — Clostridium proteolyticum, Clostridium
tyrobutyricum, Clostridium perfringens, Clostridium sporogenes,
Clostridium bifermentans, které rozkladaji bilkoviny a aminokyseliny.
V sildzich mohou vznikat ¢innosti enzymi téchto klostridii biogenni
aminy, které¢ jsou zdravotn¢ zavadné. Kromé Skodlivych biogennich
amint, jejich dCinnosti vznikd 1 ve vétSim mnozstvi amoniak

(McDONALD et al., 1991; DOLEZAL et al., 2012).

2.4.4.1 Clostridium perfringens

Clostridium perfringens je anaerobni grampozitivni sporulujici bakterie, ktera je
vyznamnym patogenem pro ¢loveka i zvifata. Zplsobuje fadu onemocnéni a je Siroce
distribuovdna do zivotniho prostfedi. Fermentuje sacharidy, kyselinu mlé¢nou,
bilkoviny (aminokyseliny) a souasné se tvoii toxiny (GURJAR et al., 2008;
REDONDO et al., 2013).

Bakterie je rozsifena zejména v pude€, v prachu, ve vodé a bézné se vyskytuje ve
stfevech zvifat a ¢lovéka (ABU-ELNAGA et al., 2014).

Spoleéné s Clostridium botulinum, Clostridium difficile, Clostridium tetani se tadi
mezi patogenni druhy a mohou produkovat az 18 % vSech zndmych bakteridlnich toxinti
(POPOFF a STILES, 2005).

Celkem je rozliSovano pét typu toxind Clostridium perfringens — A, B, C, D a E,
které produkuji ¢tyfi hlavni toxiny a, B, € a t (PETIT et al., 1999; FERRAREZI et al.,
2008).

Nespravné zfermentovana silaz, krmeni kontaminovanymi krmivy a 1é¢ba zvitat
antibiotiky vede ke kolonizaci stiev klostridiemi s negativnim zdravotnim diisledkem.

KAMRA a SRIVASTAVA (1991) zkoumali vliv organickych kyselin pfi riznych
hodnotach pH na rast Clostridium perfringens a zjistili, Ze nejvétsi inhibi¢ni vliv ma

kyselina propionova, nasledné kyselina mlé¢na, kyselina maselné a kyselina octova.
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2.4.4.2 Klostridie v silaZich

Pii sklizni se spole¢né s posecenou pici muze dostat do silazi i povrchova vrstva
pudy a s ni i nezadouci mikroorganismy. Kontaminace picnin, uréenych k sildZzovani,
povrchovou vrstvou pidy je problematicka predevsim z hlediska vyskytu spor klostridii.
Pokud klostridie naleznou vhodné podminky, vytvofené vegetativni buiikky se za¢nou
mnozit, zpusobi tzv. maselné kvaseni (bakterie maselného kvaseni). A nésledné se
vytvoii za nepfiznivych podminek opét spory. Zkrmovéanim kontaminované sildze
se spory klostridii, které jsou tak odolné, Ze prochazeji travicim traktem bez jakékoliv
zmény, dostavaji vykaly a pies zne¢isténé prostredi do mléka (BOHNEL et al., 2008).

RADA a VLKOVA (2010) uvad&ji, Ze nejéast&jsi vyskyt spor klostridii je
V anaerobné nestabilnich silaZich a silazich, zejména vojtéskové a travni.

DRIEHUIS a ELFERINK (2000) uvadéji, ze v silazich se nejcastéji vyskytuji
druhy Clostridium tyrobutyricum, Clostridium butyricum, Clostridium sporogenes
a Clostridium bifermentans.

Pokud se béhem sekundarniho kvaSeni v silazich nesnizi hodnota pH pod 4,6
a nezacnou se tvofit organické kyseliny, v silazich se za¢nou uplatiovat klostridie, které

vyuzivaji jako substrat i kyselinu mlé¢nou:

2 CH3 - CHOH-COOH — CH3-CH;-CH,-COOH + 2 CO; + 2 H,

Jak vyplyva z rovnice, ze dvou molekul kyseliny mlééné vznikaji dvé molekuly
CO2 a jedna molekula kyseliny maselné. Klostridie mohou dale rozkladat
i monosacharidy a polysacharidy (DOLEZAL et al., 2012; WILKINSON, 2005).

Clostrium perfringens fermentuje jak sacharidy, kyselinu mlé¢nou, tak i bilkoviny.
Béhem fermentace se soucasné mohou vytvofit toxiny. Produkty fermenta¢niho procesu
jsou vétsinou alkalického charakteru, coz zpisobuje zpravidla zvy$eni hodnoty pH nad
4,8. Takové silaZe byvaji Casto oznacovany jako klostridialni silaZe. U citlivych druhti
klostridii inhibuje kyslik jejich rist a po 5 aZz 10 minutach plsobeni usmrcuje
vegetativni buniky vétSiny druhd.

Preventivni opatieni proti vyskytu klostridii v silaZich je Cistota sklizené hmoty,

optimalni obsah susiny a rychlé okyseleni silazované hmoty (DOLEZAL et al., 2012).
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ZEMAN et al. (2006) uvadé;ji, ze ¢innosti klostridii dochazi i ke vzniku biogennich
amini v diasledku dekarboxylace aminokyselin. Biogenni aminy ¢asto vedou

ke zhorSeni pfijmu krmiva a zdvaznym zdravotnim problémum.

2.4.4.3 Klostridie v syrovém kravském mléce a ve stajovém prostiedi

Spory klostridii se nachazeji ve vykalech dojnic a do kravského mléka se mohou
dostat béhem dojeni, zejména pii nespravné hygiené, kdy se nepodafi snizit mnozstvi
spor klostridii na povrchu kontaminovanych strukti pfed dojenim nebo se do mléka
mohou dostat ze vzduchu ve st4ji. Zdrojem spor klostridii v syrovém kravském mléce
mohou byt silaZze s nedostatetnou mikrobialni kvalitou (VISSERS et al., 2007a;
STADHOUDERS a SPOELSTRA, 1990).

Patogenni klostridie v syrovém kravském mléce a nasledné v mlé¢nych vyrobcich
jsou zodpovédné za Skodlivé u¢inky na lidské zdravi a zplsobuji mikrobiologické
kazeni nebo zménu organoleptickych vlastnosti pti kliceni spor a nasledném mnozeni
vegetativnich bunék klostridii (AURELI et al., 2011).

Spory klostridii jsou vaZznym problémem pii vyrobé tvrdych a polotvrdych syrii
(REINDL et al., 2014), jako jsou gouda, emental, vyjimecné parmezan. U ementalu
zpusobuje Clostridium sporogenes tvorbu bilych skvrn uvnitt syru (BACHMANN
etal., 2011).

Klostridie v syrech zptsobuji zhorSovani chuti v dusledku fermentace kyseliny
mlécné s produkci kyseliny maselné a vedouci ke vzniku neptijemného zapachu
(GARDE et al., 2012). Rovnéz REINDL et al. (2014), FLODIN (2009), MCSWEENEY
(2004), FELIGINI et al. (2014) ove¢iili, ze dochazi i k vyrazné tvorbé plynti (smés CO,,
Hz), a tim k tzv. pozdnimu dufeni syrl, které je charakterizovano bublinkami
a trhlinami v syrech. Souc¢asn¢ jsou nasledkem ekonomické ztraty.

Pozdni dufeni syri se vyskytuje, pokud klostridie ptesahnou koncentraci 10 spor/I
pasterizovaného mléka (RADA, 2009). Spory klostridii v mléce nejsou schopny vykli¢it
jiz pti kyselosti pH 4,3, které 1ze pomérné rychle dosdhnout ¢innosti mléénych bakterii.
Proto naptiklad pfi pfipravé maslafskych kultur staci pouzivat pasterované mléko.

V Nizozemi bylo zahrnuto sledovani spor klostridii jako parcialni podklad pro
vykupni cenu mléka. Cilem bylo produkovat syrové kravské mléko s méné nez 1000

spor klostridii/l (VISSERS et al., 2007h).
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Ve Svédsku na Ustavu lékaiské biochemie a mikrobiologie zkoumali vliv
klostridii v mlé¢nych vyrobcich. FLODIN (2009) zjistil, ze klostridie se pfirozené
vyskytuji v piidé a mohou kontaminovat mléko pres kontaminované vykaly.

JULIEN et al. (2008) v Kanadé sledovali zdroje klostridii v syrovém mléce na
farmach. Celkem byly sledovany pomoci mikrobiologické analyzy 4 farmy po dobu
2 let. Sledovala se ptitomnost klostridii v puadé, pici, kukuficné silazi, sené
a syrovém mléku. VéEtsi obsah klostridii byl zjistén v kukufi¢né silazi nez v travni silazi.
Druh Clostridium disporicum byl identifikovan jako dilezity zastupce klostridiové
kontaminace mléka. Clostridium tyrobutyricum bylo soucasné nalezeno v mléce
a Vv prostiedi stje.

Preventivnim opatfenim je pouzivat ke krmeni hygienicky nezdvadné silaze,
zajistit spravnou hygienickou praxi v chovu zvifat a béhem procesu dojeni snizit
mnozstvi spor klostridii v mléce (SHEEHAN, 2011; ILLEK, 1998).

Spory klostridii nachazejici se ve vykalech nebo v rozkladajici se tkani mrtvého
zvitete mohou kontaminovat zivotni prostfedi, a tim se zvySuje jejich dostupnost pro
¢lovéka (SONGER, 2010). Bylo prokazano, ze neptimy pienos infekce ze zvifat
na ¢loveka je mozny pies vykaly (MANTECA et al., 2001).

2.5 Nemoci zpisobené klostridiemi

Klostridie jsou zdrojem infekénich onemocnéni u skotu, zejména u telat.
V disledku bakterialni infekce mohou vést i knahlé smrti hospodarskych zvifat
(EL-MOEZ et al., 2013).

Rod Clostridium je soucasti stfevni mikroflory skotu. Pii poranénich, vyskytu
paraziti nebo pifi stresu dochazi k produkci silnych toxini (POPOFF a BOUVET,
2009). V nekterych oblastech jsou klostridie jednim z vyznamnych problémua v chovu
hospodarskych zvifat. Diagnoza klostridiovych onemocnéni byva casto obtizna a je
zalozena na zaklad¢ klinickych ptfiznakti. Ob¢as miize byt onemocnéni zjisténo az po
porazce zvitete.

Zpusobuji tetanus, botulizmus, snét’ Selestivou, maligni edém, enterotoxémii a jina

zavazna onemocnéni, ktera mohou vést az k tthynu zvirat (ILLEK, 2012).
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2.5.1 Botulismus

Jedna se o multifaktorialni klinicky syndrom vyvolany neurotoxinem rtiznych typt
a podtypt Clostridium botulinum (KRUGER et al., 2014). Je extrémné odolny
v prostiedi, viéi varu a dezinfekci s obsahem alkoholu (SYKES, 2014).

Botulismus je akutn¢ probihajici onemocnéni. Intoxikace nastava po piijmu
botulotoxinu s potravou, krmivem nebo vodou. V zaludku je toxin rychle uvolnén. Na
urovni sliznice zaludku je resorbovan a krvi transportovan do nervovych synapsi, kde
pusobi jako typicky nervovy jed, ktery inhibuje uvoliiovani acetylcholinu, coz vede
k zéstavé prenosu nervovych vzruchli na nervovych drahach. Nervové poskozeni je
ireverzibilni. M4 toxicky wi¢inek i na centralni nervovy systém (HOFIREK et al., 2009;
COFFIELD a WHELCHEL 2012; SYKES, 2014).

Doba inkubace a zavaznost botulismu je zavisld na mnozstvi pozitého toxinu
a citlivosti zivo¢isného druhu. Pohybuje se v rozmezi nékolika hodin az dnu
(MOREIRA et al, 2014). Onemocnéni se projevuje Unavou, apatii, ztizenym
piezvykovanim a polykanim, ochrnutim jazyka, ztratou stability, ascendentni paralyzou
(HOFIREK et al., 2009; RADOSTITS et al., 2007). Prvni klinické p¥iznaky u skotu jsou
obtize pfi chlizi a nekoordinovanost. Pozdéji se dostavi az nemoznost vstani zvifete.
Lezi s postrannim vytoCenim hlavy. Vykaly jsou vodnaté, kasovité. Po paréze
dychaciho svalstva dochazi k selhani krevniho obéhu a nasledné k thynu (HOFIREK
et al., 2009; MOREIRA et al., 2014). Lécba u velkych zvitat s pomalej$im prib&éhem
onemocnéni spo¢iva v podani antiséra a 1éciva s laxativnim uc¢inkem. Prevence spociva
v zabezpeceni zdravotné nezavadného krmiva (HOFiREK et al., 2009; ZENG et al.,
2011.). CUNHA et al. (2014) uvadéji, Ze nejucinnéj$im preventivnim zpusobem je
ockovani skotu.

Béhem porazky se mohou spory klostridii, obsazenych v travicim traktu zvifat,
dostat do potravin zivocisného puvodu.Za anaerobnich podminek, vhodném pH
a teplot¢ mohou spory vyklicit, za¢it produkovat toxin a vytvofit tak zdravotni riziko
pro spotiebitele (BOHNEL et al., 2008; MYLLYKOSKI et al., 2011).

2.5.2 Tetanus

Pivodcem onemocnéni je Clostridium tetani, které se vyskytuje ve formé spor

v pudé, v trdvicim ustroji zvifat a ve vykalech skotu, ale i koni, ovci, kocek, krys,
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morcat a kutat. Spory Clostridium tetani jsou velmi odolné vii¢i teplu a mohou prezit
teplotu v autoklavu 121 °C po dobu 10 az 15 minut (SILHANKOVA, 2008).

Onemocnéni je spojeno s poranénim a piitomnosti anaerobniho prosttedi. Z rany
se toxin dostava krvi a lymfou k nervovym zakoncenim a nervovymi svazky se §ifi do
centralni nervové soustavy (MACKAY, 2014). Onemocnéni je charakterizovano
reflektorickou drazdivosti motorickych nervovych center a bolestivymi svalovymi
kiecemi, které mohou vést k respiraénimu selhani a smrti az ve 40% piipadech (RYAN
et al., 2004; ATKINSON et al., 2008; HALLIT et al., 2013). Inkubaéni doba je nékolik
dntl az tydnii. Symptomy onemocnéni se projevuji ve vicei formach. Pti generalizované
formé je celkova strnulost a tonus svalstva, Celisti, krku a $ifi se az ke svalim trupu
a koncetin. Pfi lokalni formé se piiznaky objevuji v oblasti poranéni a $ifi se na dalsi
svalové skupiny. Mezi nejcastéjsi ptiznaky patii potiZze s piijmem potravy a pohybem,
atonie stfev 1 bachoru a nasledné¢ tympanie. Jednd se o smrtelné onemocnéni, které
postihuje zvifata i lidi (HOFIREK et al., 2009; MESHAD et al., 2013). K tthynu zvitat
dochazi okolo 3. az 6. dne po objeveni prvnich pfiznakt. Lécba spociva v chirurgickém
oSetfeni mista poranéni, aplikaci antibiotik, antitoxického séra a sedativ. Prevenci tetanu
je aseptické oSetfeni poranéni, dodrzovani hygienické Grovné pifi porodech, oSetieni
pupku narozenych telat, aseptické podminky pfi chirurgickych zakrocich (VOTAVA,
2003; UZAL et al., 2012).

2.5.3 Snét Selestiva

Snét’ Selestiva je onemocnéni vyvolané bakterii Clostridium chauvei. Jedna se
o zavazné onemocnéni postihujici skot a ovce (VILEI et al.,, 2011). Onemocnéni
vyvolané Clostridium chauvei vykazuje vysokou umrtnost infikovanych zvifat a je
charakterizovano tvorbou plynaté snéti v postizenych svalech (LANGE et al., 2010;
FREY a FALQUET, 2015).

K infekci dochazi vétSinou peroralné pii pozieni kontaminovaného porostu nebo
vody pfi pastvé €1 napajeni. Spory mohou zlstat latentni nékolik let ve svalech. SniZeni
hladiny kysliku jim umoznuje kli¢it, mnozit se a produkovat n€kolik silnych toxind
(UZAL et al., 2003). Z traviciho ustroji se dostavaji vyklicené vegetativni formy do
krevniho obéhu. Nasledné do kosterniho svalstva, podkozi, panevnich koncetin, hibetu

a krku. V téchto mistech vznikaji z&nétlivé nekrotické plynové edémy svaloviny
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a podkozni tkané v dusledku produkce toxinu. Nasledkem jsou degenerativni zmény
v parenchymatoznich organech a v srde¢ni svalovin¢ (SATHISH a SWAMINATHAN,
2008; GAROFOLO et al., 2011).

Primérnim zdroje nékazy jsou vlhké, bazinaté louky, které jsou vyuzivany
k pastevnimu odchovu zvitat (HOFIREK et al., 2009). Nakaza se obvykle vyskytuje
u mladého skotu ve vé€ku 2 mésicu az 2 let (UZAL a McCLANE, 2012). Jeji vyskyt
byva dédvan do souvislosti s pouzitim kontaminovaného krmiva ¢i steliva (slamy, sena).
Inkubaéni doba je zpravidla 1 — 5 dnd. Infekce se projevuje horeckou (FREY
a FALQUET, 2015). Zvirata se obtizn¢ pohybuji v dusledku postizeni kosterni
svaloviny. Objevuji se bolestivé, krepitujici otoky svalstva a podkozi na hibeté,
pfednich i zadnich koncetinach. Zvife jevi celkovou skleslost, zrychlenou srde¢ni
¢innost a dychéni. Do 1 — 2 dnl po objeveni ptiznakd zvife hyne. Terapie spociva ve
vCasné aplikaci antibiotik ve vysokych davkach pii zjisténi prvnich ptiznakt
onemocnéni. Preventivni vakcinace skotu pfed vyhnanim na pastvu je ucinnou prevenci

(HOFIREK et al., 2009).

2.5.4 Maligni edém

Maligni edém je infekéni onemocnéni vyvolané mikroorganismem Clostridium
septicum. Onemocnéni se vyskytuje jako dusledek hlubokého poranéni tkané v misté
infekce (GAROFOLO et al., 2011; EL-MOEZ et al., 2013). Clostridium septicum se
bézné vyskytuje v pudé a ve vykalech domacich zvifat i lidi (NEUMANN
a REHBERGER, 2009). Predispozi¢nim faktorem je zhmozdéni tkané, hnisavé procesy
a vyrazn¢ anaerobni prostiedi. Zdrojem pifenosu je kontaminovana voda nebo nevhodné
prostfedi. Po pomnozeni mikroba a uvolnéni toxinu se dostava krevni cestou do celého
organismu a posSkozuje zejména parenchymatozni organy. Rozpadem organickych latek
v zanétlivém mist€¢ dochdzi k uvoliiovani plynu do tkani. Pfi pokrocilejSim procesu
dochézi k sepsi. Inkubaéni doba se uvadi v hodinach, je velmi kratka (HOFIREK et al.,
2009). Prvni ptiznaky se projevuji v misté poranéni formou zanétlivého edému a bolesti
(KENNEDY et al., 2009). Postizena tkan je ptekrvena, tepla na pohmat a bolestiva.
U zvifat se vyskytuje soubézné i zvySend teplota, nechutenstvi, skleslost, apatie,
zvyseny trias, cyandza sliznic. Postizena zvifata hynou zhruba za 2 — 3 dny. Terapie

spoc¢iva v chirurgickém oSetieni ran, aseptickém vedeni porodii 1 chirurgickych zakroki
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a v€asném poddni antibiotik. Je mozné podavat preventivné hyperimunni séra

(HOFIREK et al., 2009).

2.5.5 Enterotoxémie

Puvodcem infekce je Clostridium perfringens, které je béznou soucasti stievni
mikroflory. Do organismu se dostava predevsim z pudy spolecné s krmivem ¢i vodou.
Podle typu lze diagnostikovat enterotoxémii, vyvolanou Clostridium perfringens typu

C nebo abomasitidu zptisobenou Clostridium perfringens typ A (ILLEK, 2012).

Enterotoxémie

Enterotoxémie je infekéni onemocnéni (nekrotickd enterotoxémie novorozenych
telat) vyskytujici se zejména u telat konzumujicich kravské mléko nebo nahrazky
obsahujici mléénou bilkovinu (VALGAEREN et al., 2013). Onemocnéni zpusobuje
nahlou smrt telat. Probihd jako stfevni intoxikace. Dochdzi k poskozeni intestinalni
sliznice s krvavymi prajmy. Telata trpi nechutenstvim, horeckou, maji zvétSena bficha,
kolikové piiznaky. V zavérecné fazi ataxii, manézové pohyby a tonicko-klonické kiece

(HOFIREK et al., 2009; MUYLAERT et al., 2010).

Abomasitida

Jednd se o jejunalni hemoragicky syndrom, jehoZz pivodcem je Clostridium
perfringens typu A. Nejcastéjsim piiznakem je hemoragicka ulcerace slezu, ktera se
projevuje mirnym prujmem, tympanii, obcas se vyskytuje kolikovité bolesti, nadymani
a kon¢i thynem zvifete (MANTECA et al., 2002; IMMERSEEL et al., 2010).

Hemoragicka enteritis

Clostridium perfringens typu A spole¢né s typem D zptisobuji u odstavenych telat
hemorhagickou enteritis. Sténa jejuna je temné rudd s krvavym obsahem ,pulpy
kidney*“. Onemocnéni se projevuje kolikovitymi bolestmi. Jednd se o smrtelné
onemocnéni charakterizované nahlym uthynem zvifete po nakrmeni. Pficinou
onemocneni je nakrmeni telat zivinové bohatym krmivem (FINNIE, 2004; LAYANA
et al., 2006).
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Enterotoxiny Clostridium perfringens typu A, C, D jsou rezistentni vuci
proteolytickym enzymim a mély by byt neutralizovany jiz ve stfevnim obsahu.

Nejvhodnéjsi formou jsou kolostralni protilatky (KREJCI, 2011).

2.6 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction = PCR) se stala
standardem pro molekularni diagnostiku mnoha infekénich patogeni (FREULING
et al., 2014). Vyznam metody PCR spociva ve schopnosti detekovat specifické tiseky
DNA in vitro, coz vede k amplifikaci specifické sekvence DNA. Pouziva se pro zvySeni
mnozstvi uréit¢tho segmentu DNA, ktery je v malém mnozstvi v po¢atecnim vzorku
nebo v selektivni amplifikaci jedné sekvence z velkého mnozstvi dalSich sekvenci
DNA. PCR reakéni smés obsahuje dvouvldknové DNA, smés nukleotidd, primery
a termostabilni DNA polymerdzu. Nejcastéji se pouziva Tag polymerdza izolovana
z bakterie Thermus aquaticus. Primery jsou kratké oligonukleotidové sekvence, které
nasedaji na cilovou DNA (HADIDI et al., 2003; JULIN, 2014).

Metoda PCR probiha ve tfech zékladnich krocich pottfebnych pro syntézu DNA.
Zékladni schéma metody PCR je uvedeno na Obr. 1. Nejprve se reakéni smés zahieje
na teplotu 94 — 96 °C, aby prob¢hla denaturace DNA. Dvousroubovice DNA se rozpléta
na dva jednotlivé fetézce. Nasleduje annealing (hybridizace), kdy se snizi teplota na
50 — 60 °C a dochazi k nasedani primeru k denaturované DNA. VSse trva n¢kolik minut.
V poslednim cyklu extenze (prodluzovani) se teplota pohybuje kolem 72 °C
(DELIDOW et al., 1993; HADIDI et al., 2003). Dochazi k polymeraci hybridizovanych
fetézcl na zékladé komplementarity bazi (CHEN a JANES, 2002).

Annealing a extenze miize zaviset na pouzitém enzymu DNA a na pouzité
specifické sekvenci DNA. Cely proces probiha ve 30 — 40 cyklech (HADIDI et al.,
2003).
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Obr. 1: Polymerdzova retezova reakce (GARIBYAN a AVASHIA, 2013)

Nejcasteji pouzivanou metodou pro detekci PCR produktl je agardzova gelova
elektroforéza, ktera oddéluje DNA fragmenty na zakladé jejich velikosti a délky. Béhem
PCR nasedaji primery na vybrané sekvence a vznikaji molekuly stejné sekvence
a délky. Pomoci agardzové gelové elektroforézy putuji tyto molekuly stejnou rychlosti.
Diky obarveni agardézového gelu je vizualizovan jeden specificky fragment. Jeho
specifickd hmotnost odpovidd predpokladané délce detekované sekvence DNA

(GARIBYAN a AVASHIA, 2013).
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3  CIL PRACE

Hlavnim cilem diserta¢ni prace ,,Riziko vyskytu klostridii v sildzich a ve vykalech
dojnic* bylo zhodnotit vliv rozdilné miry kontaminace rostlinné hmoty povrchovou
vrstvou pudy (piedevs§im bakteriemi rodu Clostridium a sporulujicimi mikroorganismy)
na hygienickou jakost silazi, vyzivnou hodnotu silazi, kvalitu jejich fermenta¢niho
procesu a potvrdit vyskyt klostridii v provoznich podminkach.

Prvnim cilem prace bylo zalozit modelovy pokus v laboratornich podminkach
a potvrdit ¢i vyvratit hypotézu, jestli ma kontaminace silazi povrchovou vrstvou pudy
béhem sklizné rostlinného materialu vliv na nasledny rist klostridii v anaerobnich
podminkach silazi. Soucasti prace bylo také posouzeni vlivu a vhodnosti pouziti
rizného typu sildzniho aditiva pfi rizné miie kontaminace ptivodni hmoty povrchovou
vrstvou pudy na rist epyfitni mikrofléry, fermentacni proces a vyzivnou hodnotu silazi.

V ramci druhého cile bylo zamérem potvrdit nebo vyvratit hypotézu, zda se
Klostridie bé&zné¢ vyskytuji v provoznich podminkach, a to v krmivech, zejména
v silazich, ve vykalech a v podestylce (separovana kejda skotu). Soucasné byl sledovan
jejich vyskyt v bachorové tekuting, ve stérech z povrchu strukii dojnic a v syrovém
mléce.

Tretim cilem prace bylo potvrdit pfitomnost bakterie Clostridium perfringens,
jejichz kolonie byly ziskany plotnovou metodou selektivnim médiem a nésledné
potvrdit detekci druhu bakterie Clostridium perfringens metodami molekularni biologie
(PCR).
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4 MATERIAL A METODIKA

Pro potvrzeni pracovnich hypotéz byly v ramci experimentalni ¢asti disertacni
prace feseny tii cile. Prvnim cilem bylo zalozit modelovy pokus, slozeny ze tii dil¢ich
modelovych pokusi (se zavadlou pici jetele luéniho a vojtésky seté o dvou suSinach
a ve dvou secich), s ptidavkem povrchové vrstvy pudy a s pouzitim silaznich aditiv pro
konzervaci a posileni aerobni stability silazi na vyskyt mikroorganismti v modelovych
silazich.

V ramci druhého cile byly v praktickych podminkach odebrany vzorky krmiv,
bachorové tekutiny, syrového mléka, stéry z povrchu strukii dojnic, vykaly a podestylka
(separovana kejda, dale jen separat) ze dvou podnikt pro potvrzeni hypotézy mozného
ob¢hu klostridii a ostatnich nezadoucich mikroorganismi v provoznich podminkach.
U prvniho i druhého cile byl vyhodnocen prubéh fermentace (obsah susiny, hodnota pH,
KVV, obsah kyseliny mlécné, propionové, maselné, octové, obsah etanolu
i amoniaku) a vyzivna hodnota analyzovanych vzorku (obsah popele, dusikatych latek,
tuku, vlakniny, ADF, NDF a brutto energie).

Soucasti tietiho cile bylo detekovat bakterii Clostridium perfringens pomoci

biochemickych testl a metodou molekularni biologie (PCR).

4.1 Priprava vzorki pro modelovy pokus

Puvodni hmota vojtésky seté (Medicago sativa, var. Palava) a jetele lu¢niho
(Trifolium pratense, var. Start) byla sklizena v optimalni fazi zralosti z pokusnych
parcel Vyzkumného tustavu picninafského Troubsko (Obr. 2). Odbér picnin byl
proveden vzhledem k aktualnim agronomickym podminkdm. Nasledné byla hmota
ponechdna kratce zavadnout. Soucasné¢ s odbérem zavadlé hmoty pro potieby
homogenizace (teoreticka délka fezanky 3 — 4 cm) byl proveden odbér povrchové
vrstvy pidy pro potfeby pokusu a mikrobiologicky rozbor. Byl zaloZen modelovy
dvoufaktorovy pokus, kde prvnim sledovanym faktorem byl pfidavek povrchové vrstvy

pudy, a druhym sledovanym faktorem bylo oSetfeni silaznimi aditivy.
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Obr. 2: Seceni vojtesky sete (zdroj viastni)

Pti pfipravé pokusnych silazi byla fezanka zamérn€ kontaminovana povrchovou
vrstvou pudy, a to v odstupiiované davce 0, 20 a 40 g/kg suSiny hmoty. Davky
pridavané ptidy byly navrzeny s ohledem na piedpokladany obsah popelovin v pivodni
hmoté (okolo 8 %/kg suSiny) a na zamér, aby obsah popelovin v kontaminovanych
silazich ptesahoval 10 %, coZ je v praxi povaZovano za hrani¢ni hodnotu obsahu
popelovin. Pida ke kontaminaci byla ziskana z povrchové vrstvy pokusnych parcel
(maximalni hloubka pii odbéru pidy byla do 1 cm).

Jako druhy pokusny faktor bylo pouzito biologické silazni aditivum a chemicky
silazni ptipravek. V pokusu bylo pouzito kromé kontrolni varianty (s pifidavkem
ekvivalentniho mnozstvi pitné vody) biologické silaZzni aditivum (bakteridln¢ —
enzymaticky preparat v davce 20 g/t) a chemicky konzervant na bazi organickych

kyselin v davce 2 I/t. Schéma pokusu je uvedeno v Tab. 2.
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Tab. 2: Schéma pokusu

KO — kontrola (bez

oSetfeni)

BO — s pfidanim biologického

aditiva

CHO — s ptidanim chemického

silazniho piipravku

K20 — kontrola
s ptidavkem pudy
20 g/kg susiny hmoty

B20 — s pfidanim biologického
aditiva a pudy — 20 g/kg suSiny
hmoty

CH20 — s ptidanim chemického
silazniho pfipravku a pidy —

20 g/kg susiny hmoty

K40 — kontrola
s ptidavkem pudy
40 g/kg susiny hmoty

B40 — s pfidanim biologického
aditiva a pudy — 40 g/kg susiny
hmoty

CHA40 — s ptfidanim chemického
silazniho ptipravku a pidy —

40 g/kg susiny hmoty

OSetfena hmota (cca 8 kg) byla nésledné udusana pomoci pneumatického lisu do

specialnich silaznich nadob (Obr. 3), jejichz konstrukéni feSeni umoziuje hermetické

uzavieni a stalé zatizeni silazované hmoty.

Obr. 3: Silazni nadoby (zdroj viastni)

Modelové silaze byly uskladnény v laboratofi o primérné laboratorni teploté

24 — 26 °C. Kazda varianta pokusné silaZze byla vyhotovena ve tfech opakovénich

a vzorky byly analyzovany paralelné. Po uplynuti 3 mésic po zasilazovani byly

pokusné nadoby zvazeny (z divodu evidence ztrat hmotnosti béhem fermentace)

a v ptipad¢ vyskytu silaznich $tév evidovano jejich mnozstvi. Z kazdé varianty byl

odebran reprezentativni vzorek pro stanoveni obsahu suSiny silaZi, mikrobiologickou

analyzu, fermentacni proces a stanoveni obsahu Zivin. Z kazdé pokusné silazni nadoby

byly vyhotoveny dva vyluhy pro hodnoceni kvality fermenta¢niho procesu.
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4.1.1 Charakteristika pokusného stanovisté a materialu

Pokusné parcely

Vsechny pokusné parcely se nachazely v Troubsku. Vojtéska seta i jetel lucni byly
pestovany v teplé mirn¢ suché fepaiské vyrobni oblasti. Pokusné parcely lezi
Vv nadmotské vysce 270 m n. m. Dlouhodoby primérny ro¢ni tthrn srazek je 547 mm,
z toho ve vegetacnim obdobi 344 mm. Dlouhodoba primérné ro¢ni teplota 8,6 °C, ve
vegeta¢nim obdobi 14,8 °C.

Jedna se o pidotvorny substrat zvétraliny hornin mladsiho terciéru, ptrevazné
luvizemé. Na pokusnych pozemcich jsou degradované hnédozemni pudy a zrnitostnim
sloZzenim jsou hlinité az jilovitohlinité s pidni reakci neutrdlni, mirn€ humozni. Pokusné
parcely byly pribézné dohnojovany jemné mletym vapencem s davkou CaO minimalné
0— 20 t/ha.

Pokusné picniny

Vojtéska setd byla zamérné zvolena picnina z diivodu jeji obtizné silaZovatelnosti.
Patii mezi picniny, které jsou Casto fazeny do krmné davky dojnic. Z jetelovin ma
nejvyssi vyzivnou hodnotu.

Jetel luéni patii mezi stfedné téZce silazovatelnou picninu, a proto se vyzaduje
optimalni obsah susiny. V porovnani s vojtéskou setou ma vyssi obsah vodorozpustnych
sacharidi a mén¢ dusikatych latek.

Pokud jsou tyto picniny pii procesu silaZzovani nedostate¢né udusany nebo
nedostate¢né¢ zavadnuty, vznika tak idedlni prostfedi pro mnoZeni neZadoucich
mikroorganismi, coz vede ke vzniku nezadoucich procesti béhem vlastni fermentace.
Z uvedenych divodi byla po otevieni modelovych silazi provedena analyza kromé

fermenta¢niho procesu a stanoveni obsahu zivin, také mikrobiologicky rozbor.

4.1.2 Pouzita silazni aditiva
Biologické silazni aditivum
Bakterialné — enzymatické silazni aditivum obsahovalo bakterie mlééného kvaSeni

Lactococcus lactis (NCIMB 30117), Lactobacillus plantarum (DSM 16568),
Enterococcus faecium (DSM 22502/NCIMB 11181) a enzym xylanazu EC 3.2.1.8.,
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ktery rozkladd vladkninu. Pfipravek je vhodny pro zajiSténi kvalitniho fermentacniho
procesu obtizné silazovatelnych picnin a pro zlepseni stravitelnosti silazované hmoty.
Davkovani bylo dle doporuéeni vyrobce 20 g/t pice. Biologické silazni aditivum bylo
rozpusténo v odpovidajicim mnozstvi destilované vody a aplikovano do zavadlé hmoty
rostlinného materialu. Néasledn¢ bylo vSe pied silaZovanim dikladné homogenné

promichano.

Chemicky silaZni piipravek

V modelovych pokusech byl pouzit chemicky silazni piipravek na bazi
organickych kyselin a soli pro tézce a stiedné tézce sildzovatelnou pici v davce 2 1/tunu
pice. Uginnymi latkami uvedeného chemického silaZniho piipravku jsou Kkyselina
mraven¢i (43 %), mravenéan amonny (30 %), kyselina propionova (10 %) a kyselina

benzoova (2 %).

4.2 Charakteristika sledovanych provozi

Vybér obou sledovanych provozii chovu skotu pro sledovani byl proveden po
odborné konzultaci s veterinarnim lékafem, ktery upozornil na problém vyskytu

klostridii.

Provoz A

Zemé&dé@lsky podnik, nachazejici se v kraji Vysocina, jehoZ nosnym odvétvim je
ZivocCisna a rostlinnd vyroba. V Zivo€i$né vyrobé je hlavnim zaméfenim chov ¢eského
strakatého skotu. Celkovy pocet dojenych krav v podniku byl 880 s primérnou mlé¢nou
uzitkovosti 7500 kg na laktaci. Do sledovani bylo zahrnuto 8 dojnic na prvni az tfeti
laktaci. Ustajeni bylo feSeno jako volné boxové s podestylkou ze separované kejdy
skotu a roStovou hnojnou chodbou. Separat byl volné loZzeny v arealu provozu. Systém

krmeni byl pomoci smésné krmné davky (TMR), ktera byla zakladana rano a vecer.

Provoz B

Zemédelské druzstvo v kraji VysoCina, které se zabyva rostlinnou i ZivocisSnou

vyrobou. Z hlediska zivocisné vyroby se zamétuji na chov Ceského strakatého skotu.
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Aktualni pocet ustajenych dojnic byl 186 s primérnou mlécnou uzitkovosti 7700 kg na
laktaci. Vzorky byly odebrany od Sesti dojnic na prvni az tieti laktaci. Dojnice byly
krmeny smésnou krmnou davkou (TMR). Stejné€ jako u provozu A bylo ustdjeni volné
boxové a jako podestylka byla pouzivana upravena separovana kejda skotu jako

plastické stelivo, které bylo pied stlanim volné lozeno.

4.3 Statistické vyhodnoceni

Vysledky analyz byly statisticky zpracovany metodou analyzy variance a rozdily
mezi jednotlivymi skupinami byly vyhodnoceny Scheffeho testem p#i hlading
vyznamnosti (P<0,05) podle SNEDECOR a COCHRAN (2012). Byly sledovany
rozdily mezi v§emi variantami a rozdily mezi variantami s piidavkem povrchové vrstvy
pudy, biologického silazniho aditiva a chemického silazniho pfipravku. Statisticky
prukazné rozdily jsou uvedeny v tabulce pomoci indexti. Varianty se stejnymi indexy
nejsou statisticky priikkazné. Data jsou v textu prezentovana jako primér a smérodatna

odchylka.
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4.4 Odbér vzorki z provoznich podminek

Odbér krmiv

Vzorky krmiv v provoznich podminkach byly odebrany dle vyhlasky ¢. 415/2009
Sb., o stanoveni pozadavkl na odbér vzorku a zpisobu zvefejnéni metod laboratorniho

zkouseni produktii ke krmeni.

Stéry 7 povrchu strukii

Byly provedeny pited dojenim pomoci sterilniho vatového tampénu, ktery byl
zvlh¢en sterilnim fedicim roztokem. Pouzitim pfiméfeného tlaku a otaCenim tamponu
byl proveden stér z povrchu strukd. Nasledné byla sterilné oddélena nasada stérovky
zlomenim o hrdlo zkumavky, ve které byl pivodné tampoén ulozen. Po odbéru byly

vzorky ulozeny do chladiciho boxu.

Odbér syrového kravského mléka

Po omyti a dezinfekci strukti dezinfekénim pfipravkem byly prvni stfiky mléka
odstranény a nésledn¢ odebran vzorek syrového kravského mléka do 250 ml sterilni

plastové zkumavky.

Odbér bachorové tekutiny

Odbér bachorové tekutiny (Obr. P24) byl proveden ve staji po fixaci dojnice
nosnim skiipcem. Odbér byl uskuteénén metodou popsanou HOFIRKEM
a DVORAKEM (2002) za G&asti veterinarniho 1ékafe pomoci jicnové sondy, ktera byla

napojena na podtlakovou ruéni pumpu.

Odbér vykalu

Vykaly byly odebrany veterinarnim Iékatem per rectum do sterilni uzaviratelné

nadoby o objemu 250 ml.

42



Odbér podestylky (separovana kejda)

Vzorek byl odebran z volné lozeného separatu (Obr. P22) stejnym zptisobem jako
voln¢ lozena krmiva podle vyhlasky ¢. 415/2009 Sb., o stanoveni pozadavkl na odbér

vzorkll a zplisobu zvetejnéni metod laboratorniho zkouseni produktti ke krmeni.

4.5 Mikrobilologicka analyza modelovych silazi a vzorka z provoznich

podminek

Pomoci mikrobiologické analyzy byly stanoveny sporulujici mikroorganismy,
Clostridium perfringens, celkovy pocet mikroorganismi (CPM), bakterie mlééného

kvaSeni (BMK), bakterie ¢eledi Enterobacteriaceae, Enterococcus, plisné a kvasinky.

Priprava laboratornich pomiicek

Erlenmeyerovy banky, uzaviené hlinikovou folii, se 180 ml destilované¢ vody
spolecné¢ se zkumavkami, uzavieny vickem, s destilovanou vodou 9 ml byly
sterilizovany v parnim sterilizatoru Tuttnauer pfti teploté¢ 121 °C po dobu 20 minut.
Sklenéné pipety (1 a 2 ml) byly zabaleny do hlinikové folie a nasledné sterilizovany.
Ostatni laboratorni sklo bylo sterilizovano pomoci horkovzdus$ného sterilizatoru pii

teploté 165 °C po dobu 60 minut.

Pouzita média, jejich pFiprava a inkubace vzorki

Byly  stanovovany  skupiny  mikroorganismt:  Klostridie,  sporulujici
mikroorganismy, CPM, BMK, bakterie ¢eledi Enterobacteriaceae, Enterococcus, plisné

a kvasinky.

Bakterie rodu Clostridium

Zivna puda — TSN agar = Tryptone Sulfite Neomycin Agar (Biokar Diagnostics,
Francie):
e Selektivni médium pro izolaci a predpokladanou identifikaci Clostridium

perfringens.
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Slozeni — trypton, kvasni¢ny extrakt, sifiitan sodny, citronan amonno-
zelezity, neomycin sulfat, polymixin B sulfat, bakteriologicky agar.

Ptiprava — 40,0 g/l sypké puady do 1 | sterilované destilované vody, kalibrace
pH na 7,2 + 0,2, sterilizace 121 °C po dobu 15 minut.

Inkubace vzorkl probihala 24 hodin pfi teploté 46 °C v anaerobnim prostiedi.

Pocet sporulujicich mikroorganismii

Zivna piida — PCA agar = Plate Count Agar (Biokar Diagnostics, Francie):

Slozeni — trypton, kvasni¢ny extrakt, glukoza, agar.

Ptiprava — 21,5 g/l sypké pudy do 1 | sterilované destilované vody, kalibrace
pH na 7,0, sterilizace 121 °C po dobu 15 minut.

Inkubace vzorkli — na Zivné pudé za 48 — 72 hodin pii teploté¢ 30 °C
v anaerobnim prostfedi a po pasteraci 85 °C 10 min. Jedna se

0 termorezistentni fakultativné anaerobni mikroorganismy.

Celkovy pocet mikroorganismii (CPM) CSN 1SO 6610

Zivna piida — PCA agar = Plate Count Agar (Biokar Diagnostics, Francie):

Slozeni — trypton, kvasni¢ny extrakt, glukdza, agar.

Ptiprava — 21,5 g/l sypkeé pidy do 1 I sterilované destilované vody, kalibrace
pH na 7,0, sterilizace 121 °C po dobu 15 minut.

Inkubace vzorkt probihala pti 30 °C po dobu 72 hodin.

Pocet kvasinek a plisni CSN 1SO 6611

Zivna pida — Chloramphenicol glucose agar (Biokar Diagnostics, Francie):

Slozeni — kvasni¢ny extrakt, gluk6za, chloramfenikol, agar.

Piiprava — 40,1 g/l sypké pldy do 1 1 sterilované destilované vody, kalibrace
pH na 6,6, sterilizace 121 °C po dobu 15 minut.

Inkubace vzorkt — 120 hodin pfi teploté 25 °C.
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Pocet mezofilnich bakterii mlééného kvaseni (BMK)

Zivna pida — MRS agar = de Man, Rogosa and Sharpe (Biokar Diagnostics,
Francie):

e Slozeni — polypepton, masovy extrakt, glukosa, Tween 80,
hydrogenfosforecnan draselny, octan sodny, citronan amonny, siran
hoteCnaty, siran manganaty.

e Piiprava — 55,3 g/l sypké piidy do 1 1 sterilované destilované vody, kalibrace
pH na 6,4 a nésledna sterilizace (121 °C po dobu 15 minut).

e Inkubace vzorki — pfi teploté 30 °C po dobu 72 hodin.

Podet bakterii &eledi Enterobacteriaceae CSN 1SO 21528

Zivna pada — VRBG agar = Violet Red Bile Green Agar (Biokar Diagnostics,
Francie):
e Slozeni — masovy extrakt, kvasni¢ny extrakt, glukosa, Zlucové soli, chlorid
sodny, neutralni ¢erven, krystalova violet’, agar.
e Priprava — 38,5 g/l sypké piidy do 1 1 sterilované destilované vody, kalibrace
pH na 7.4, vateni do Gplného vy¢iteni.

e Inkubace vzorki — pti 37 °C po dobu 24 h.

Pocet bakterii rodu Enterococcus

Zivna puida — Compass Enterococcus agar (Biokar Diagnostics, Francie):
e Slozeni — pepton, kvasni¢ny extrakt, chlorid sodny, Tween 80, inhibi¢ni
latky, x-glukosid, agar.
e Priprava — 52,9 g/l sypké pidy do 1 I sterilované destilované vody, kalibrace
pH na 7,5 a néasledna sterilizace (121 °C po dobu 15 minut).
e Inkubace vzorkl — pfi teploté 44 °C po dobu 24 hodin.

Tekuté médium pro pomnoZeni mikroorganismii

Zivna piida — TSA = Tryptone-Soya Broth agar (Biokar Diagnostic, Francie):
e Slozeni — trypton, chlorid sodny, enzymatické straveniny kaseinu a sojové

moucky, glukoza.
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e Piiprava pudy — 9,5 g/l sypké ptdy do 1 1 sterilni destilované vody, kalibrace
pH na 7,0 a nasledna sterilizace (121 °C po dobu 15 minut).

Anaerobni prostiredi

Anaerobni prostfedi bylo vytvofeno pomoci Anaerocultu A, vlozeného do
anaerobniho hrnce obsahujiciho slozky, které chemicky vazou kyslik a vytvaii se
prostredi s CO,.

Do anaerobni hrnce byly vlozeny naockované Petriho misky se vzorky na TSN
agaru (pro stanoveni Clostridium perfringens) a PCA agaru (pro stanoveni sporulujicich
mikroorganismu). Plotna Anaerocultu byla navlh¢ena 35 ml destilované vody a vlozena
k miskam do anaerobniho hrnce. Hrnec byl hermeticky utésnén a ulozen k inkubaci za

prislusné teploty a Casu.

Mikrobiologicka analyza

Mikrobiologicka analyza jednotlivych vzorkii, pokusnych modelovych silazi
i vzorki z provoznich podminek, byla provedena podle pfislusnych norem
a doporuceni. Pii mikrobiologické analyze byly nejprve vzorky navazeny na piesné
stanovenou hmotnost (20 g vzorku) a spolu se 180 ml fyziologického roztoku tfepany
10 minut na tfepacce (Heidolph Promax 1020). Poté bylo pfipraveno desetinasobné
fedéni a o¢kovan vzorek o objemu 1 ml pomoci sklenéné ¢i automatické pipety. Byla
pouzita metoda piimého vysevu do kultivaéniho media (zaliti 1 ml ptisluseno fedéni
vzorku danou piidou).

Pro kazdy vzorek a pro jednotlivy mikroorganismus byla zvolena dvé tfedéni
ve dvou opakovanich. Nasledné byly vzorky inkubovany. Teploty, €asy a Zivné medium
pro jednotlivé mikroorganismy se lisi.

Po inkubaci v termostatu (Biological Thermostat BT 120) se pocet vyrostlych
bakterii stanovil odectenim narostlych kolonii z Petriho misek. Vysledky analyz byly
vyjadieny v KTJ (= kolonie tvofici jednotky) na gram silaze. Mikrobiologicky rozbor
modelovych silazi probihal na Ustavu agrochemie, pudoznalstvi, mikrobiologie
a vyzivy rostlin Mendelovy univerzity v Brné.

Obrazky jednotlivych agarG s narostlymi koloniemi mikroorganismu jsou uvedeny
v ptiloze Obr. P16 az P21.
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4.6 Laboratorni metody

Po otevieni sildznich nédob byl zkazdé nadoby odebrdan homogenni
reprezentativni vzorek na stanoveni obsahu susiny, na pfipravu vyluhii a usuSeni vzorkt
pro stanoveni obsahu zivin. Samostatné¢ byla sildz odebrana pro mikrobiologicky
rozbor. Zakladni Ziviny byly stanovovany podle vyhlasky 415/2009 Sb., o stanoveni
pozadavkll na odbér vzorki a zplsobu zvefejnéni metod laboratorniho zkouSeni
produkti ke krmeni.

Odebrané vzorky po vysuseni pii teplot¢ 55 °C a pomleti byly pfipraveny pro
laboratorni analyzu na Ustavu vyzivy zvifat a picninafstvi Mendelovy univerzity

v Brné. A pripravené vyluhy podrobeny analyze v S.O.S. Skalice nad Svitavou, s.r.o.

Piiprava vyluhi

Po otevfeni silazi byl odebran vzorek o hmotnosti 50 g a zalit 450 ml destilované
vody pro stanoveni ukazateli fermentace. Po 24 hodinach byl vyluh zfiltrovan pies

filtra¢ni papir (FILTRAK 388).

Stanoveni obsahu suSiny

Pro stanoveni obsahu suSiny byly odebrany z celé silazni nadoby celkem ti1 dil¢i
vzorky a vysusenim vzorku pokusnych modelovych silazi vojtésky seté a jetele luéniho

do konstantni hmotnosti pfi teploté¢ 103 + 2 °C byl stanoven obsah suSiny.

Stanoveni obsahu popelovin

Stanoveni obsahu popelovin bylo vazkové po zpopelnéni vzorku do konstantni

hmotnosti pii teploté 550 °C a zvazenim zbytku (AOAC, 1990).

Stanoveni dusikatych latek

Pro stanoveni obsahu dusikatych latek byla pouzita metoda dle Kjehdala.
Stanoveni bylo pomoci pfistroje Kjeltec 2300 a pii vypoctu vynasobeno koeficientem
6,25 (AOAC, 1990).
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Stanoveni tuku

Pro stanoveni obsahu tuku byl pouzit extrakéni piistroj podle Soxhleta. Samotné

stanoveni probihalo pfimou extrakci vzorku petroléterem.

Stanoveni obsahu vlakniny

Obsah vlakniny byl stanoven na pfistroji Fiber Analyzer (ANKOM 220) za pouziti
dvoustupniové hydrolyzy v roztoku kyseliny sirové, separaci pevného zbytku,
a hydroxidu sodného, po promyti acetonem a nasledném odeCtenim popela tohoto

zbytku.

Stanoveni vlakninovych frakci ADF, NDF

Frakce ADF 1 NDF byly stanoveny na pfistroji Fiber Analyzer (ANKOM 220)
a jejich obsah byl zjisttn pomoci detergenti. Pro ADF byl pouzit
cetyltrimethylamonium bromidu a pro NDF byl pouzit laurylsulfat sodny (AOAC,
1990).

Stanoveni obsahu energie

Spalenim vzorkli v kyslikové atmosféfe byla zjisténa kalorimetricky brutto

energie.

Stanoveni hodnoty pH

Pomoci digitalniho pfistroje pH metru (PRECISION DIGITAL pH METER
OP —208/1) byla elektrometricky stanovena ve vodnim vyluhu koncentrace vodikovych

iontll (pH).

Stanoveni kyselosti vodniho vyluhu (KVV)

Pro vypocet kyselosti vodniho vyluhu (KVV) byla vyuzita rovnice
KVV (mg KOH/100g) = spotieba NaOH (ml) x 56,108 x f NaOH, kde spotfeba NaOH
byla stanovena titraci pfipraveného vyluhu 0,1 N NaOH o znamém faktoru az do
hodnoty pH 8,5.
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MnoZstvi kvasnych kyselin a alkoholu

Obsah kyseliny mlécné, t€kavych mastnych kyselin a alkoholu byl analyzovan

z vodniho vyluhu na plynovém chromatografu metodou podle HARTMANA (1974).

Stanoveni obsahu amoniaku

Amoniak byl stanoven mikrodifuzni metodou pii laboratorni teplot¢ pomoci
Conwayovych misek po dobu 24 hodin, kdy byl poté ptidan Tashir indikator a vSe bylo
titrovano 0,05 N kyseliny sirové do slabé rizového zbarveni a nasledné byl vypocitan
procenticky obsah amoniaku dle vzorce:

NH3 (%) = spotieba 0,05 N H,SO4 x 0,0918 x f H,SO4

Teplota

Na zaklad¢ prubéhu zmény teploty, sledované pomoci teplotnich sond umisténych
do pokusnych vzorki v aerobnim prostiedi, byl zaznamenan vyvoj teplot. Prubéh teplot

byl sledovan po dobu péti dni v hodinovych intervalech.

4.7 Izolace mikroorganismi pro dalsi analyzy

Z bakterii rodu Clostridium byly ziskany izolaty pomoci mikrobiologické analyzy
vzorkd krmiv, sildzi, bachorové tekutiny, vykalii a separatu (separovana kejda skotu).
Z vybranych Petriho misek byly pomoci ockovaci klicky vybrany cerné kolonie
sulfidredukujicich klostridii. Nasledné byly pfeockovany kiiZovym roztérem na nové
Petrino misky s TSN agarem a kultivovany v anaerobnim prostfedi. Byl ziskan
precistény bakterialni kmen sulfidredukujicich klostridii. Vytvotené ptecisténé izolaty
byly odebrany z Petriho misek a pomnozeny v tekutém médiu TSB agar (Biokar
Diagnostic, Francie) s vrstvou parafinového oleje.

Vsechny pomnozené izolaty klostridii (Tab. 3) byly uchovany v anaerobnim
prosttedi pii teplot¢ 6 °C. Zbylé Petriho misky byly zabaleny do hlinikové folie

a ulozeny do chladnicky, aby bylo zabranéno vysychani a kontaminaci vzorka.
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Tab. 3: Izolaty klostridii

Cislo izolatu Vzorek Provoz
5 Vykaly A
6 Bachorova tekutina A
9 Vykaly A
21 Vykaly B
22 Separat B
34 Jetel lucni Modelova silaz

4.8 Ildentifikace rodu Clostridium pomoci biochemickych testi

Identifikace izolatd bakterii rodu Clostridium byla provedena za pomoci
identifika¢niho kitu ANAEROtest 23 (Erba Lachema, Ceska republika). Testy slouzi
k identifikaci anaerobnich bakterii a umoznuji provést identifikaci kmenti pomoci
23 biochemickych testd. Testy pro identifikaci jednoho kmene jsou umistény v jamkach
mikrotitracni desticky, vzdy tfi fady po osmi jamkach.

Vlastnimu biochemickému testu predchazelo Gramovo barveni.

Gramovo barveni

Gramovo barveni vyuzivd rozdill v chemickém slozeni bunétné stény
grampozitivnich a gramnegativnich bakterii. Nejprve byl pfipraven fixovany preparat,
nasledn¢ ponofen do krystalové violeti, Lugolova roztoku, karbolfuchsinu
a vzdy po obarveni byl preparat oplachnut slabym proudem vody. Po obarveni byl
osusen pomoci filtraéniho papiru. Obarveny preparat byl sledovan pod mikroskopem pfi
zvétseni 100x.

Po Gramové barveni byla pfipravena v suspenznim mediu ANAEROtest 23
suspenze Cist¢ 48 hodinové kultury. Nasledovala kalibrace na 3. stupenn zékalu
McFarlandovy stupnice pomoci densimetru. Dal$i postup byl podle ptilozeného navodu
komeréniho testu.

Po inkubaci byly odecteny a vyhodnoceny vysledky barevnych reakci dle
pfiloZzené Sablony a pomoci programu TNW 7.0 (MikroLaTest, Ceska republika) byl

uréen druh bakterie.
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4.9 lzolace DNA pomoci magnetickych kulicek

Aby mohl byt studovan bakterialni genom, musi byt nejprve izolovana DNA ze
zkoumanych mikroorganismi. V prvni fazi je bunéna sténa bakterie narusena
pridavkem lysozymu. V dalsi fazi izolace jsou separovany molekuly DNA od zbytku
bunéénych struktur pomoci magnetickych kuli¢ek (Obr. 4), které jsou schopny na sebe
adsorbovat jednotlivé molekuly DNA. Podle hodnoty pH prostfedi dochazi k navazani
pozitivné nabité magnetické kulicky (pti pH pod 6,5) se zdporné nabitou DNA. Ostatni
latky obsazené v bakterialni bunce se na magnetické kulicky nevazou a jsou nasledné
odplaveny promyvajicim pufrem. Po neutralizaci povrchu magnetickych kuli¢ek
pomoci pufru o pH 8,5 dochazi k eluci nukleovych kyselin, purifikovand DNA se uvolni
a prechazi do pufru. Nasledné byl pro izolaci DNA pouzit kit chargeSwitch gDNA Mini
Bacteria, Invitrogen (USA), slozeni uvadi vyrobce.

0,5 ml 24 hodinové kultury bylo odstfedéno pii otackach 10 000 (Boeco M-240R,
Némecko) po dobu 2 minut a nasledné¢ byl ze zkumavek odsan supernatant. Paleta
s mikroorganismy byla homogenizovana se 100 ul roztoku Resuspended Buffer with
RNase a bylo pfidano 50 mg/ml (5 pl) roztoku lysozymu. Zkumavky byly inkubovany
pfi teploté 37 °C po dobu 10 minut a dale bylo pfidano 500 pl Lysis Buffer a 10 pl
proteinasy K. Probéhla druha inkubace pii teploté 55 °C po dobu 10 minut, kdy doslo
k dokonalé lyzi bunék.

Po inkubaci byla zkumavka se zasobnim roztokem magnetickych kulicek
s ChargeSwitch Magnetic Beads, ktery byl pfidan ke kazdému vzorku (40 ul), dokonale
protfepana a dale bylo pfidano 300 pl Binding Buffe. Po inkubaci (1 minutu pfi
pokojové teplot&) byl vzorek umistén na magnet (DynaMAG ™-Spin, Invitrogen, USA).
Po vytvofeni pevné palety byl vzorek vycifen a doSlo k odsati supernatantu pomoci

pipety.
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Obr. 4: 1zolace DNA pomoci magnetickych kulicek (MACHEREY-NAGEL, 2003)

Promyti DNA bylo provedeno ihned po pfichyceni DNA na magnetické kulicky.
Nasledné byla peleta protfepana s 1 ml Wash Bufferu a opétovné umisténa na magnet
a supernatant byl odstranén. Postup promyti byl zopakovan nékolikrat. Nasledné byl
vzorek protfepan a promyt 210 pl Elution Buffer. Nasledovala inkubace 5 minut pii
pokojové teploté (pro zvySeni vytéznosti byla vyuzita teplota 55 °C). Po inkubaci byl
vzorek umistén na magnet a ponechan v klidu do doby, nez se utvofila pevna peleta.
Supernatant byl jiman do nové zkumavky a oznacen.

Po izolaci bakteridlni gDNA ¢isté kultury byla stanovena vytéZnost pomoci
piistroje NanoPhotometer'™ Pearl (Implen, Némecko). Pracuje na podobném principu
jako spektroskopie a detekuje koncentrace vzorku. Pro detekci staci aplikaci vzorku jiz
od 0,3 pul (Obr. 5).

——
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Fig. 2. Sample Compression Technology™ used in the NanoPho-
tometer™ Pearl.

Fig. 3. Handling of NanoPhotometer™ Pearl

Obr. 5: Princip aplikace vzorku na pristroj NanophotometerTM Pearl (RIEPL et al., 2011)
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Po rozmichani vzorku ve zkumavce pomoci vortexu (1 — 2 sekundy) byl odebran
1 ul vzorku a nanesen na pfijimaci vlakno optického kabelu. Konec optického kabelu
(pfijimaci vlakno) bylo zakryto vickem s faktorem 50. Dle pokynt vyrobce byl piistroj
uveden do provozu. Jako blank byl zvolen eluéni pufr, ktery tvoril zaklad roztoku.

Vysledkem méfeni pomoci paprsku prochazejiciho vzorkem byla koncentrace
gDNA v mg/ml. Zjisténi vytéznosti DNA slouzilo k potvrzeni ptitomnosti gDNA a byla

tak vyloucena ptipadna negativni reakce pii PCR.

4.10 Polymerasova retézova reakce (PCR)

Rekonstituce primert

Zkumavka s lyofylizatem primeru (syntetické oligonukleotidy ohranicujici
sekvenci zkoumaného tiseku DNA) byla doplnéna TE pufrem (10 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA). Pocet pul pufru je uveden v Tab. 4. Roztok byl ponechan v klidu po dobu dvou

minut a nasledné 15 sekund homogenizovan na vortexu.

Tab. 4: Primery genu pro 16S rRNA (Wu et al., 2009)

MnoZstvi Délka
Primer Sekvence primeru pridaného TE | sekvence | Specifikace
pufru v pl (bp)
5‘- AAGATGGCAT
16S rRNA gene F 281
CATCATTCAAC - 3¢ 279 Clostridium
5‘-TACCGTCATTA perfringens
16S rRNA gene R 280
TCTTCCCCAAA — 3¢

bp — pary bazi

Polymerasova retézova reakce pro identifikaci bakterie Clostridium perfringens

pomoci genu 16S rRNA

Do sterilnich mikrozkumavek bylo napipetovano 20 pl Platinum blue PCR
SuperMix (Invitrogen™, USA), 1,5 ul 16S rRNA gene F, 1,5 ul 16S rRNA
gene R primeru a 2 pl templatové DNA (vzorek). Po zapnuti thermocycleru MJMini
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Optikon (Bio-Rad, USA) byl nastaven program s teplotnim profilem (Obr. 6): 94 °C
2 minuty pro denaturaci hot start polymerasy, dale 35 cyklad 94 °C 1 minutu
(denaturace), 53 °C 1 minutu (annealing — nasedani primeri), 72 °C 1 minutu (extenze —

prodluzovani fetézce DNA) a zavére¢na extenze pii 72 °C 10 minut (WU et al., 2009).
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Obr. 6: Teplotni profil PCR reakce (zdroj vlastni)

4.10.1 Agarozova gelova elektroforéza PCR produkti

Pro separaci a rozliSeni délky linedrnich DNA a RNA fragmentii (ARMSTRONG
a SCHULZ, 2008) byla pouzita agardzova elektroforéza.

Nejprve byl pfipraven agardézovy gel, kde 1,4 g agarozy (Serva Electrophoresis,
Némecko) bylo smichano se 140 ml 1x TBE pufru (Amplikon, USA). Po zchladnuti
gelu na teplotu 50 — 60 °C byly napipetovany 2 ul barviva Midori Green DNA stain
(Nippon Genetics, Némecko).

Po naliti gelu do elektroforetické vany Owl EASYCAST ™ B2 (Thermo Scientific,
USA) byl do ni umistén specialni hiebinek pro vytvofeni jamek. Jamky byly
orientovany smérem ke katodé¢ z dtvodu, ze DNA vykazuje zaporny naboj. Jako
elektrolyt byl pouzit TBE pufr, kterym byl gel zalit.

Do prvni vytvofené jamky byl napipetovan standard, ktery vytvofil srovnavaci
7ebiidek. Byl vytvoren smichanim 10 pl BlueJuice Gel loading buffer (Invitrogen™,
USA) s 2 pl 250 bp DNA Ladder (Invitrogen'™, USA). Do ostatnich jamek byly
napipetovany pokusné vzorky ziskané z izolované bakteridlni DNA po PCR reakci pro
gen 16S rRNA. Pavodni pokusné vzorky pochazely z vykali z provozu A, bachorové

tekutiny z provozu A, vykalt z provozu B, separovan kejda z provozu B, silaze ze
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zavadlé pice jetele lucniho. Do ptedposledni jamky byla umisténa pozitivni kontrola
(ovéfeni funkénosti metody) obsahujici 16S rRNA gen izolatu Clostridium perfringens
CCN 4991 Ceska sbirka mikroorganismii a do posledni jamky negativni kontrola
(oveteni pripadné kontaminace).

Elektroforeticka vana byla pfipojena na napéti 85 V po dobu 70 minut. Postupné
dochazelo k separaci fragmentit DNA na zakladé¢ jejich velikosti. Po ukonceni doby
elektroforézy byl gel vlozen do Gel Logic 212 Pro (CareStream, Kanada). Pomoci UV
zateni byl gel prosvicen a v mistech, kde byly obsazeny fragmenty DNA, doslo
k emitaci zafeni. Pomoci programu CareStream |1 (CareStream, Kanada) byl obraz gelu

ptenesen do digitalni podoby.
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3) VYSLEDKY A DISKUZE

V prvni experimentalni C¢asti disertacni prace probihaly tfi modelové pokusy
v letech 2011 — 2013, kde byly v laboratornich podminkach vyrabény modelové silaze.
Byl sledovan vliv ptidavku povrchové vrstvy pidy a soucasné vliv sildznich aditiv na
snizeni poctu klostridii, Sporulujicich mikroorganismii a ostatnich mikroorganisma.

Druha cast prace byla zaméfena na ovéteni, jestli se klostridie vyskytuji
Vv provoznich podminkach.

V poslednim ¢asti byl potvrzen vyskyt Clostridium perfringens pomoci PCR.

Schéma experimentalni ¢asti:

I. ¢ast — Modelovy pokus v laboratornich podminkach

Rostlinny material:

e Modelovy pokus 1. — jetel lu¢ni v roce 2011.

e Modelovy pokus II. — vojtéska setd v roce 2012 konzervovana s rozdilnym
obsahem suSiny.

e Modelovy pokus III. — vojtéska seta v roce 2013 sklizena v prvni a druhé seci.
OSetfeni silazi:
- biologicke silazni aditivum,

- chemicky sildzni prostiedek.

Rozbory:

mikrobiologicka analyza,

aerobni stabilita,

fermentacni proces,

- vyzivna hodnota.
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I1. ¢ast — Monitoring provoznich podminek

Odbér vzorku:

krmiv,

bachorové tekutiny,
stéry z povrchu struk,
syrové mléko,

vykaly,

podestylka (separovana kejda jako plastické stelivo).

Rozbory:

- mikrobiologické analyza,

- aerobni stabilita,

- fermentacni proces,

- vyzivné hodnota.

I11. ¢ast — Detekce klostridii

- Gramovo barveni,

- biochemické testy,

- PCR.
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Mikrobiologicka analyza biologického silaZniho aditiva

Soucasné

analyzovano biologické

s mikrobiologickym

silazni

aditivum  pro

srovnani

s hodnotami

rozborem vSech pokusnych vzorkii bylo

poctu

mikroorganismil, které uvadi vyrobce na obalu. Vysledné hodnoty mikrobiologického

rozboru jsou uvedeny v Tab. 5.

Tab. 5: Pocty mikroorganismii v biologickém silaznim aditivu v KTJ/g

y : . . | Enterococcus | Lactococcus | Lactobacillus
Pocty mikroorganismt . . celkem
faecium lactis plantarum
Dle vyrobce 375x10° | 3,75x10° | 5,00x10° |1,25x 10"
Mikrobiologick4 analyza | 7,91 x10° | 564 x10° | 7,50x10° |2,11 x 10"

Celkovy pocet BMK vV biologickém silaznim aditivu byl pomoci mikrobiologické
analyzy stanoven celkem na 2,11 x 10™° KTJ/g. GOLLOP et al. (2005) konstatuji, Ze
pro biologické silaZzni aditivum by mél byt dostacujici 1 x 10° zivotaschopnych bunék
BMK.

Vyrobce uvadi, ze celkova koncentrace bakterii v biologickém silaznim aditivu by
m¢ela byt 1,25 x 10" KTJ/g. Dle vysledki uvedenych v Tab. 5 po¢ty mikroorganismt

obsazenych v biologickém silaznim aditivu odpovidaji hodnotam, které uvadi vyrobce.
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5.1 Modelovy pokus v laboratornich podminkach

V pribéhu roku 2011 — 2013 byly uskute¢nény celkem 3 modelové pokusy
(1 pokus na jeteli lu¢nim a 2 pokusy na vojtésce seté). Rostlinny material byl pted
silazovanim experimentaln¢ kontaminovan povrchovou vrstvou pudy spolu s pouzitim
silaznich aditiv. Statistické hodnoceni bylo provedeno jen u hlavnich sledovanych
mikroorganismi  (sporulujicich mikroorganismii — spory klostridii, bacill)

a u charakteristik fermenta¢niho procesu.

5.1.1 Modelovy pokus I. — jetel lu¢ni

Mikrobiologickd analyza

Sporulujici mikroorganismy vytvareji v silazich endospory, které tvoii z velké
¢asti rod Clostridium (zejména Clostridium perfringens, Clostridium butyricum
a Clostridium tyrobutyricum), ale sou¢asné se mohou vyskytovat v této formé i bakterie
rodu Bacillus (DRIEHUIS a ELFERINK, 2000; VISSERS et al., 2007a;
MACIOROWSKI et al., 2007). Ptvodni nezavadla hmota jetele lu¢niho pouzitého
k sil4Zovani obsahovala 1,32 x 10" KTJ/g sporulujicich mikroorganismii a Clostridium
perfringens zde nebylo zjisténo. JATKAUSKAS a VROTNIAKIENE (2011) ve své
studii zamé&fené na smés jetele luéniho a jilku vytrvalého (1:1) zjistili pFitomnost
klostridii jiz v pivodni pici v mnozstvi mensi nez 10 KTJ/g. V povrchové vrstvé pady
bylo nalezeno 8 KTJ/g Clostridium perfringens a 1,46 x 10' KTJ/g sporulujicich
mikroorganismii. RADA a VLKOVA (2010) spoleéné s DUNIERE et al. (2013) také
potvrzuji vyskyt klostridii v pade.

Po otevieni pokusnych nadob a nasledné mikrobiologické analyze vzorki silazi ze
zavadlé pice jetele luéniho (dale jen jetelova silaz) byl zjistén vyskyt Clostridium
perfringens u varianty B40 v mnozstvi 2,70 x 10" KTJ/g silaze. JATKAUSKAS
a VROTNIAKIENE (2011) potvrzuji vyskyt klostridii v silazich o susin¢ 265,10 g/kg
stejné jako u uvedenych modelovych jetelovych silazi o primérné susiné 208,81 g/kg.
U ostatnich oSetfenych 1 neoSetfenych variant silaZi nebyl jejich vyskyt potvrzen. Lze

tedy konstatovat, ze vyskyt klostridii v povrchové vrstvé pudy, kterou byla uméle
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kontaminovana zavadla hmota jetele lu¢niho v mnozstvi 20 a 40 g/kg susiny hmoty m¢l
vliv vy$§iho mnozstvi pady (40 g/kg susSiny hmoty) na vyskyt klostridii v silazich.
Jednalo se zejména o silaze oSetfené biologickym sildznim aditivem, které nemély
dostate¢né inhibicni vliv na klostridie oproti silazim oSetfenych chemickym sildznim
ptipravkem. JANSSON (2005) testovala vliv biologického silazniho aditiva
obsahujicihi ¢tyfi kmeny bakterii mlécného kvaSeni (BMK) na vyskyt klostridii
(jednoho kmene Clostridium butyricuma tfi kmenut Clostridium tyrobutyricum)
vsilazich ztrav a zjistila, ze vSechny Ctyfi testované kmeny BMK byly schopny
inhibovat nejméné dva kmeny klostridii. V uvedeném modelovém pokusu jetelovych
silazi inhibovalo biologické silazni aditivum s kmeny BMK (Lactococcus lactis,
Lactobacillus plantarum, Enterococcus faecium) rast klostridii  (Clostridium
perfringens) u kontrolni varianty a u varianty s ptidavkem povrchové vrstvy pudy
v mnozstvi 20 g/kg susiny hmoty. BMK vs§ak neinhibovaly rast Clostridium perfringens
u varianty s vyssim ptidavkem povrchové vrstvy piady (40 g/kg suSiny hmoty).

Nejvyssi pocty sporulujicich mikroorganismu v silazich s pfidavkem povrchové
vrstvy pidy i po oSetfeni silaZnimi aditivy dosahovaly hodnot fadové 10" KTJ/g.
Primérné hodnoty jsou uvedeny v Tab. 6. Z vysledkt uvedenych v tabulce vyplyva, zZe
po pridani povrchové vrstvy pady K silazované hmoté se nezvysil pocet sporulujicich
mikroorganismu.  Statisticky prikazné vyssi (P<0,05) pocet sporulujicich
mikroorganismii (0 54,5 %) byl u varianty oSetfené biologickym silaznim aditivem (B)
ve vztahu ke kontrolni skupiné (K) a mezi variantami B40 a K20. HONIG (1991) uvadi,
7e koncentrace spor klostridii vys§i nez 1 x 10° KTJ/g silaze je predispozici pro
problémy s aerobni stabilitou silazi. RADA (2009) uvadi, Ze nejvice se spory klostridii
vyskytuji v anaerobn€ nestabilnich silazich a sildzich ze zavadlé pice, zejména
vojtéskovée a travni.

Vyskyt Clostridium perfringens koresponduje se statisticky prikazné vysSim

(P<0,05) poctem sporulujicich mikroorganismt u varianty B40.
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Tab. 6. Priumérné hodnoty sporulujicich mikroorganismii v jetelovych silazich v KTJIg

Vliv Varianta Pramér Sm.odch. Index
0 17 5,05 a
Povrchova vrstva pudy 20 12 6,10 a
40 15 6,48 a
K 11 6,01 a
Osetieni CH 15 6,02 ab
B 17 4,77 b
KO 16 4,72 ab
CHO 20 6,17 ab
BO 14 4,37 ab
Kombinace osetfeni K20 S 7,07 a
a povrchové vrstvy CH20 16 3,21 ab
pudy B20 16 1,80 ab
K40 14 3,60 ab
CH40 9 1,41 ab
B40 23 1,41 b

K — kontrola, B — biologické silazni aditivum, CH — chemicky silazni pfipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pidy, 20
a 40 — s ptidavkem povrchové vrstvy plidy v mnozstvi 20 a 40 g/kg susiny hmoty, Sm.odch. — smérodatna odchylka,

priméry a smérodatné odchylky s rozdilnymi indexy jsou statisticky prukazné (P<0,05)

Kromé sporulujicich mikroorganismti a klostridii byly analyzovany pokusné
modelové jetelové silaze pro zjisténi celkového poétu mikroorganismti (CPM), BMK,

bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae, plisni a kvasinek (Tab. 7).
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Tab. 7: Prumérné hodnoty ostatnich

skupin mikroorganismu

v jetelovych silazich

v KTJ/g
) L. . Bakterie ¢eledi
Varianta CPM BMK Plisné Kvasinky Enterobacteriaceae

KO 252 x10° | 2,09 x 10" | 1,80 x 10° | 1,27 x 10* 1,60 x 10*
K20 253x10° | 1,73 x10" | 4,32 x 10% | 2,73 x 10° 7,50 x 10*
K40 4,08 x 10° | 2,65 x 10" | 5,91 x 10° | 1,82 x 10° 2,02 x 10°

BO 2,07 x 10° | 3,48 x 10° | 2,05 x 10% | 1,59 x 10° 2,30 x 10*
B20 6,73 x 10° | 1,19 x 10" | 5,00 x 10% | 2,27 x 10° 2,70 x 10*
B40 1,70 x 10° | 1,14 x 10° ND ND 2,43 x 10°
CHO 7,02 x10° | 1,81 x 10" | 2,98 x 10° | 2,30 x 10* 4,87 x 10°
CH20 2,07 x10° | 1,32 x 10" | 5,57 x 10° ND 2,77 x 10°
CH40 432 x10° | 1,40 x 10" | 9,10 x 10* | 2,30 x 10* 2,48 x 10°

K — kontrola, B — biologické silaZni aditivum, CH — chemicky silazni pfipravek, O — bez povrchové vrstvy pudy, 20
a 40 — spfidavkem povrchové vrstvy pudy v mnozstvi 20 a 40 g/kg suSiny hmoty, CPM — celkovy pocet

mikroorganismi, BMK — bakterie mlééného kvaseni, ND — neidentifikovano v 10% a 10°KTJ/ g silaze

V pokusnych vzorcich vSech variant se bakterie Celedi Enterobacteriaceae

vyskytovaly v hodnotach 10* az 10° KTJg silaze. Podty bakterii Celedi
Enterobacteriaceae nebyly béhem fermentaéniho procesu snizeny na minimalni
mnozstvi. Zejména u variant s piidavkem povrchové vrstvy pudy v mnozstvi 40 g/kg
susiny hmoty dosahovaly bakterie eledi Enterobacteriaceae hodnot v fadu 10° KTJ/g
silaze. SANDLE (2014) i GREIF et al. (2006) uvadé¢ji, ze bakterie celedi
Enterobacteriaceae byvaji stanovovany jako vyznamny hygienicky indikator.

Celkovy pocet mikroorganismii se pohyboval u vSech variant v hodnotach
10° KTJ/g silaze. Tato skupina mikroorganismli byla zkoumana pro zjisténi celkové
urovné mikrobidlniho osidleni silazi. Do celkového poctu mikroorganismi se vyrazné
promitaji 1 poCty bakterii mlécného kvaseni, které se podileji na fermentaénim procesu
v silazich.

BMK se pohybovaly v #adu od 10° do 10" KTJ/g silaZe. DOLEZAL et al. (2010)
uvadéji, Zze bakteriim mlééného kvaseni v silazni hmot€ konkuruji kvasinky a obecné
plati, Ze ¢im vyssi obsah BMK, tim je usnadnén proces primarni fermentace.

V soucasné dobé nejsou zavedeny piipustné limity na mnozstvi plisni a kvasinek.
Avsak limity poctu kvasinek by mély dle ZEMANA et al. (2006) dosahovat maximalni
koncentrace do 10 KTJ/g. Nejvyssi poéty kvasinek u viech pokusnych variant

dosahovaly hodnot 10% KTJ/g silaZe, jen u kontrolni varianty byla hodnota na hranici
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(1,27 x 10* KTJ/g) s doporu¢enym limitem. Pfi zvy§eném poétu kvasinek v silaZich nad
107 & 10® KTJ/g dochazi k jejich zah¥ivani. To ve své studii potvrdil i BOLSEN et al.
(1992). S piidavkem silaznich aditiv byl pocet kvasinek nizsi. S tim se shoduji vysledky
FILYA (2003), ktery zaznamenal inhibici tvorby kvasinek po oSetfeni silazi
biologickym silaznim aditivem a KLEINSCHMIT et al. (2005), ktefi ve svém pokusu
uvadgéji pozitivni vliv biologického silazniho aditiva (na bazi Lactobacillus buchneri)
1 chemického silaZzniho aditiva na snizeni mnozstvi kvasinek v sildzich. Nejvétsi
inhibi¢ni vliv na rast kvasinek m¢l chemicky silazni piipravek. Jiz WOOLFORD v roce
1975 ve své studii uvadél pozitivni vliv silaznich pfipravkll na bazi kyseliny octové
a kyseliny propionové na snizeni poctu kvasinek i plisni.

Vzorky pokusnych silazi nebyly viditelné zaplisnény. Pocty plisni dosahovaly
u vSech pokusnych variant maximdlnich hodnot 10° - 10° KTJ/g silaze. MUDRIK et al.
(2006) spolecné se ZEMANEM et al. (2006) povazuji za podminéné zkrmitelna krmiva
s limitem plisni do 10° KTJ/g, coz pokusné jetelové silaZe spliuji. Pokud je koncentrace
plisni vys§i nez 10° &i 107 KTJ/g, jsou krmiva povaZovéna za zkaZena a nekrmitelnd.
WILKINSON (2005) piedpoklada, ze pfi vyssim vyskytu plisni Ize o¢ekavat také nalez
toxinogennich druhti hub.

Pokusné modelové silaze bez ptidavku povrchové vrstvy pudy a s ptidavkem
povrchové vrstvy pudy (20 g/kg suSiny hmoty) vyhovovaly pozadavkim na
hygienickou kvalitu silazi. Avsak modelové silaZze s vy$$im piidavkem povrchové
vrstvy pudy (40 g/kg suSiny hmoty) obsahovaly vyssi pocet bakterii celedi
AV jednom piipadé (B40) i vyskyt nezadoucich klostridii. U B40 nebyly identifikovany
kvasinky, coz bylo zptsobeno ziejmé vlivem kyseliny maselné, ktera inhibovala rust

kvasinek. S timto tvrzenim se ztotoziiuje KUNG (2010).

Aerobni stabilita

Jako indikator aerobni stability modelovych jetelovych silazi byla hodnocena
teplota po dobu 5 dnt, ktera je jejim vyznamnym ukazatelem. Z Obr. P1 je patrné, ze se
teplota zacala prudce zvySovat od 16. hodiny po vystaveni modelovych silazi vzduchu.
Nejvice je to zfejmé u varianty B40, nasledné postupné u silazi K40, K20, B20, K a B.

Po 18 hodinach se u varianty silaze B40 teplota zvysila z 22 °C na 40 °C, u varianty
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K40 na 39 °C a u varianty K20 na 36 °C. U silazi varianty B20 se teplota zvysila
24. den na 38 °C. U varianty B byla nejvyssi teplota 27. den, kdy se zvysila az na 35 °C.
Podle RANJIT a KUNG (2000) je aerobni stabilita definovana jako doba, ktera uplyne
pred tim, nez se zvysi teplota silazi o 2 °C. U silazi oSetfenych chemickym silaznim
ptipravkem bylo pozorovano pozvolnéjsi zvySovani teplot. Podle vyvoje teplot mizeme
sledovat i vliv pfidavku povrchové vrstvy pudy Vv zasilazované hmoté. Lze tedy obecné
fici, ze vSechny pokusné silaze byly acrobné nestabilni, ale chemické silazni piipravky
na bazi organickych kyselin oddalily zahtivani silazi, které po otevieni byly vystaveny

pusobeni vzduchu.

Hodnoceni kvality fermenta¢niho procesu

Aby prob¢hla Gspésnd fermentace silazi, je potfeba vytvofit vhodné anaerobni
podminky s nizkou hodnotou pH (PIEPER a KORN, 2010).

V modelovém pokusu byl sledovan obsah susiny, hodnota pH, obsah kyseliny
mlécné, kyseliny octové, kyseliny propionové, kyseliny maselné, etanolu, amoniaku,
kyselost vodniho vyluhu a byl vypocten stupen proteolyzy.

Jetel luéni mél po sklizni a nasledném kratkém zavadnuti obsah susiny
241,67 g/kg. Susina byla zamérné zvolena nizsi, abychom zjistili vliv nizkého obsahu
susiny na vyskyt mikroorganismd, zejména klostridii v silazich a vliv na nasledny vyvoj
fermentacnich ukazateld. STONE a CHASE (2004) uvadéji, ze typickd klostridiova
silaz ma obsah susiny pod 320 g/kg. Piehled vysledkt fermenta¢niho procesu je uveden
v Tab. P1.1.2 az P1.1.12.

Z uvedenych vysledkt vyplyva, ze obsah susiny (Tab. P1.1.1) se po tfech mésicich
skladovani snizil u kontrolni varianty bez pfidavku povrchové vrstvy pudy na hodnotu
206,60 + 7,168 g/kg. Statisticky prukazné vyssi (P<0,05) byl obsah susiny
u modelovych silaZi oSetfenych chemickym silaZznim pfipravkem (211,85 + 9,956 g/kg)
V porovnani s kontrolni variantou bez oSetieni (206,55 + 7,026 g/kg). Béhem aplikace
chemického sildzniho ptipravku WILKINSON (2005) zdiraziiuje nutnost dodrzeni
presného davkovani, které je predepsano vyrobcem, aby nedoslo k redukci mlééného
kvaSeni, popt. zméné vV kvaseni maselné.

Primémé hodnoty pH pokusnych jetelovych silazi (Tab. P1.1.2) u variant
s ptidavkem povrchové vrstvy pudy se pohybovaly v rozmezi 5,07 — 5,14. Vyssi
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hodnotou pH (6,6) u silaze z jetele cerveného potvrzuji také JATKAUSKAS
a VROTNIAKIENE (2011). WILKINSON (2005) konstatuje, ze pti pH vy$$im nez 4,5
mohou klostridie svou aktivitou produkovat nezadouci metabolity. Dle McDONALD
et al. (1991) maji Spatné zachovalé silaze hodnoty pH 5,0 — 7,0 v duasledku vyssi tvorby
kyseliny octové a kyseliny maselné, které jsou ob¢ slabsi nez kyselina mlééna, a nejsou
tak schopny dostate¢né snizit hodnotu pH. Tato hypotéza byla potvrzena i v uvedeném
pokusu, zejména u varianty s vys$§im piidavkem povrchové vrstvy pudy (40 g/kg suSiny
hmoty), kde dosahovala hodnota pH v silazi 5,14. V silazi s ptidavkem povrchové
vrstvy pidy v mnozstvi 20 g/kg suSiny hmoty byla hodnota pH statisticky prikazné
niz8i (P<0,05), nez u kontrolni silaze a varianty s piidavkem povrchové vrsvty pudy
v mnozstvi 40 g/kg suSiny hmoty. Mezi vSemi variantami S ptidavkem silaZnich aditiv
a kontrolni variantou byl potvrzen u hodnoty pH statisticky priukazny rozdil (P<0,05).
Z vysledku vyplyva, ze v modelovém pokusu byla nizsi hodnota pH o 7,08 % u variant
s piidavkem biologického silazniho aditiva a o0 10,95 % po oSetfeni chemickym
konzervantem ve srovnani s kontrolni silazi. Také MUCK (2010) uvadi, ze pti rychlém
snizeni hodnoty pH u sildZovanych picnin se redukuje aktivita klostridii, zejména
bakterii celedi Enterobacteriaceae a bacili. V modelovém pokusu nebylo pH
dostatecné snizeno, coz souvisi i s nizkou suSinou pice pted silazovanim a soucasné
s vyssim vyskytem bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae, zejména po piidavku povrchové
vrstvy pidy v mnozstvi 40 g/kg suSiny hmoty.

736,3 £+ 34,68 mg KOH/100 ml. U osetienych modelovych silazi silaznimi aditivy byla
statisticky prukazné vyssi (P<0,05) hodnota KVV (0 28,98 %) u biologického aditiva
a po osetfeni chemickym sildznim ptipravkem (o 34,75 %) ve srovnani s kontrolni
variantou. Také BOLSEN et al. (1996) ve své studii poukazuji na zvySeni titra¢ni
kyselosti silazniho vyluhu po aplikaci silaznich aditiv. Mezi silazemi s piidavkem
povrchové vrstvy pudy byl statisticky prikazny rozdil (P<0,05) u KVV mezi variantou
20 a 40.

Dale byla analyzovana kyselina mléc¢na (Tab. P1.1.4). V silazich s ptidavkem
povrchové vrstvy pudy se postupné snizoval obsah kyseliny mlééné. Byl zjistén
statisticky prukazny rozdil (P<0,05) mezi kontrolni silazi bez piidavku povrchové
vrstvy pudy (124,2 + 10,23 g/kg susiny) a silazi s ptidavkem povrchové vrstvy pady
v mnozstvi 40 g/kg susiny hmoty (109,6 + 22,26 g/kg susiny). U modelovych silazi
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osetienych biologickym silaznim aditivem byl statisticky prukazné vyssi (P<0,05)
obsah kyseliny mlé¢né (az 0 8,99 %) ve srovnani s kontrolni variantou (K). Piidavek
chemického silazniho ptipravku neinhiboval riast BMK, naopak byla podpofena jejich
aktivita. Hodnoty dosahovaly az fadu 10’ KTJ/g a naslednd byl statisticky priikaznd
vys$si (P<0,05) i obsah kyseliny mlééné v modelovych silazich o 21,48 % ve srovnani
s kontrolni variantou. Rovnéz JATKAUSKAS a VROTNIAKIENE (2005)
i KALDMAE et al. (2007) potvrzuji pozitivni vliv sildZnich inokulantfi na fermentaéni
proces.

U kyseliny propionové (Tab. P1.1.6) byl nalezen statisticky prikazny rozdil
(P<0,05) u kontrolni varianty (bez ptidavku silaznich aditiv) a mezi variantami
s pfidavkem biologického aditiva a chemického silazniho pfipravku. Po oSetieni silazi
chemickym silaznim pfipravkem se kyselina propionova nevyskytovala. Statisticky
prikazné vyssi (P<0,05) obsah kyseliny propionové byl u silazi s ptidavkem povrchové
vrstvy pady V mnozstvi 20 a 40 g/kg susiny hmoty ve srovnani s variantou bez ptidavku
povrchové vrstvy pudy.

U vsech variant jetelovych silazi byla zjisténa kyselina octova (Tab. P1.1.5). Nebyl
statisticky prukazny rozdil mezi variantami bez povrchové vrstvy pudy a s piidavkem
povrchové vrstvy pidy v rozdilném mnozstvi. Po aplikaci chemického silazniho
ptipravku byl obsah kyseliny octové statisticky prukazné nizsi (P<0,05) o 11,52 %
oproti kontrolni varianté. O niZ§im mnoZzstvi kyseliny octové po aplikaci chemického
silazniho piipravku referuji také KALDMAE et al. (2009). Naopak po oSetieni silazi
biologickym silaznim aditivem byl obsah kyseliny octové statisticky prikazné vyssi
(P<0,05) 0 11,59 % oproti kontrolni silazi. JALC et al. (2009) uvadgji, ze dobrym
ukazatelem efektivity fermentacniho procesu je rovnéz pomér kyseliny mlééné ke
kyseling octové, ktery by mél v idealnim ptipadé byt 3:1. Cim vyssi je pomér mezi
kyselinami, tim je pribéh primarni fermentace lepsi. V modelovych pokusnych silazich
byl pomér kyseliny mlééné ke kyseliné octové nizsi. U kontrolni varianty (bez pfidavku
povrchové vrstvy pudy) byl nejvyssi (2,2:1). S pfidavkem povrchové vrstvy pidy se
pomér snizoval. Ani po oSetfeni silaZzi chemickym silaZnim piipravkem se pomér
kyselin nezvysil na poZzadovany pomér 3:1, avSak byl ze vSech variant nejvyssi (2,5:1).
Z uvedenych vysledkl lze usuzovat, zZe chemicky sildzni pfipravek mél pozitivni efekt
na sniZeni kyseliny octové. Vliv pfidavku povrchové vrstvy piidy na celkové mnozstvi

kyseliny octové nebyl prokazan.
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Kyselina maselna (Tab. P1.1.7) byla stanovena v mnozstvi 0,909 g/kg u varianty
s ptidavkem povrchové vrstvy pudy (40 g/kg suSiny hmoty) a ve stejném mnozstvi
(0,909 g/kg) také u varianty oSetfené biologickym silaZznim aditivem. U téchto variant
byl statisticky prukazny rozdil (P<0,05) mezi variantou s ptidavkem povrchové vrstvy
pudy vmnozstvi 0 a 20 g/kg suSiny hmoty a ptidavkem povrchové vrstvy pudy
v mnozstvi 40 g/kg suSiny hmoty. Dale mezi biologicky oSetienou silazi a kontrolni
neoSetienou variantou i chemickym silaznim piipravkem. DEWHURST et al. (2003)
zkoumali silaze ptipravené z riznych picnin a zjistili u silaze z jetele lu¢niho o su$iné
359 g/kg vyssi hladiny kyseliny maselné. BERTILSSON a MURPHY (2003) uvadgji
stejné mnozstvi kyseliny maselné v sildzi ze zavadlé¢ pice jetele lu¢niho pfi suSiné
263 g/kg. DOLEZAL et al. (2012) uvadgji, Ze kyselina maselnd je priivodnim
ukazatelem hlubokého rozkladu bilkovin a méla by byt zastoupena jen ve stopach.
Soucasné RYTINA (2005) uvadi, ze silaz s obsahem kyseliny maselné vyssi nez 1 % by
se neméla zkrmovat zviratim.

U vSech pokusnych variant byl také stanoven amoniak (Tab. P1.1.11). Statisticky
prukazné nizsi (P<0,05) obsah amoniaku 0 9,56 % byl zjistén u varianty s ptidavkem
povrchové vrstvy pudy v mnozstvi 20 g/kg suSiny hmoty Vv porovnani s kontrolni
variantou. Byl stanoven statisticky prukazné vyssi (P<0,05) obsah amoniaku u varianty
s ptidavkem povrchové vrstvy pudy v mnozstvi 40 g/kg susiny hmoty (0 11,05 %)
oproti variant¢ S ptidavkem povrchové vrstvy pidy v mnozstvi 20 g/kg suSiny hmoty.
Anaerobné& nestabilni sildze jsou obecné charakterizované vyS$si hodnotou pH a vyssi
urovni kyseliny mdaselné a amoniaku, zejména u sildzi trav, jetele nebo vojtésky
(VISSERS et al.,, 2007a; WEISSBACH, 1996). S pfidavkem silaznich aditiv bylo
mnozstvi amoniaku statisticky prukazné nizsi (P<0,05) ve srovnani s kontrolni
variantou, a to nejvice U silazi osetfenych chemickym silaznim ptipravkem.

U varianty bez ptidavku povrchové vrstvy pudy byl obsah etanolu7,770 + 1,623
o/kg (Tab. P1.1.10). Se zvysSujicim se mnozstvim povrchové vrstvy pudy se mnozstvi
etanolu vyrazné neménilo. Stejné mnozstvi etanolu uvadi BERTILSSON a MURPHY
(2003) u silaze z jetele luéniho s obsahem susiny 263 g/kg. Naopak po aplikaci silaznich
aditiv bylo statisticky prikazné nizsi (P<0,05) mnozstvi etanolu ve srovnani s kontrolni
skupinou, a to u biologického silazniho aditiva o 33,58 % a u chemického silazniho

ptipravku 0 17,80 %.
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Celkové mmnozstvi kvasnych kyselin (Tab. P1.1.8) u varianty bez piidavku
povrchové vrstvy pudy ¢inilo 181,9 £ 15,95 g/kg susSiny. Z toho tvoftila kyselina mlé¢na
68,28 %. S pridavkem povrchové vrstvy pudy se vSak procentudlni zastoupeni snizovalo
az na hodnotu 65,32 % (u varianty s ptidavkem povrchové vrstvy pidy v mnoZstvi
40 g/kg susSiny hmoty). SHAVER (2003) uvadi, ze kyselina mlé¢na by méla dosahovat
alespon 65 — 70 % z celkového mnozstvi kvasnych kyselin. Toto rozmezi pokusné
modelové jetelové silaze splnuji. Tudiz v pocateéni fazi fermentace, kdy se tvorila
kyselina mlécna za pomoci BMK se vytvofilo dostatek kyseliny mlécné. Statisticky
prukazné vyssi (P<0,05) mnozstvi sumy kyselin o 7,75 % bylo u kontrolni varianty
vzhledem k varianté s ptidavkem povrchové vrstvy ptdy v mnozstvi 40 g/kg v suSiné
hmoty.

Pomér kyseliny mlééné k tékavym mastnym kyselindm je uveden v Tab. P1.1.9.
Statisticky prikazné nizsi (P<0,05) pomér (o 9,17 %) kyseliny mlééné k tékavym
mastnym kyselinam byl u varianty s pfidavkem povrchové vrstvy pady v mnozstvi
40 g/kg susiny hmoty vzhledem ke kontrolni varianté. A statisticky prikazné vyssi
(P<0,05) pomér byl u varianty osetiené¢ chemickym silaZznim piipravkem ve srovnani
s oSetfenim biologickym silaznim aditivem a kontrolni variantou.

V pokusnych jetelovych sildzich byl zjistén vyS§i stupenn proteolyzy
(Tab. P1.1.12), ktery se pohyboval v rozmezi od 8,49 do 11,98 %. U silazi osetfenych
chemickym silaznim piipravkem byl stupen proteolyzy nizs$i. CUSSEN et al. (1995)
konstatuji, ze rychlejsi okyseleni silaze a vyssi koncentrace kyseliny mlééné, by mélo
vést ke snizeni proteolytického rozkladu.

Z uvedenych vysledkt 1ze konstatovat, ze zamérné zvolena nizsi susina u silazi ze
zavadlé pice jetele lu¢niho svédc¢ila o tom, Ze nemohl spravné probéhnout fermentacni
proces. Modelové silaze byly po otevieni senzoricky zhodnoceny a vSe poukazalo na
Spatnou kvalitu modelovych silazi, kde barva silazi byla tmavé hnéda, konzistence
mazlava a modelova sildz zapachala po kyseliné maselné. Zapach nam poukazoval na
ptitomnost klostridii a vyssi stupen proteolyzy. STONE a CHASE (2004) potvrzuji
zapach prii klostridialni fermentaci silazi, ktery je zpisoben vyssim obsahem kyseliny
maselné, aminli a amoniaku. Pfitomnost klostridii byla nasledné prokéazana pti
mikrobiologické analyze a potvrdil se vyskyt Clostridium perfringens u varianty
s ptidavkem povrchové vrstvy pudy v mnozstvi 40 g/kg suSiny hmoty a oSetfené

biologickym sildznim aditivem. Na zékladé stanoveni amoniakalniho dusiku
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z celkového dusiku byl vypocten stupenn proteolyzy, ktery byl vyssi. Soucasné pomér
mezi kyselinou mléénou a kyselinou octovou byl nizky. VSe odpovidalo Spatnému
prabéhu fermentacniho procesu.

DUNIERE et al. (2013) potvrzuji, Ze s ptidavkem povrchové vrstvy pudy do silazi
se zvysSuje pufracni kapacita silazi a aerobni mikroorganismy, které byly nalezeny na
zacatku sildzovani, zistavaji del§i dobu aktivni. Tim se snizi mnoZzstvi hex6z a pentoz
dostupnych pro BMK. Nedochazi ihned k rychlému okyseleni silazi a diky klostridiim
se rozbiha sekundarni fermentace, kdy se ¢ast kyseliny mlé¢né metabolizuje na kyselinu

maselnou. Nasledné se zvysuje pH a silaze jsou dale znehodnocovany.

VyZivna hodnota jednotlivych variant

Pro jednotlivé varianty modelovych silazi byla stanovena vyzivna hodnota. Obsah
Zivin je uveden v Tab. P1.1.13.

Piivodni obsah susiny jetelovych sildzi se pohyboval v rozmezi 19,98 — 22,07 %.
U popele miizeme sledovat, Ze se zvySujicim Se mnozstvim ptidané povrchové vrstvy
pudy se hodnota popele u vSech variant zvySovala. Naopak u dusikatych latek se se
zvySujicim se mnozstvim pfidané povrchové vrstvy pady jejich obsah snizoval. Naproti
tomu BERTILSSON a MURPHY (2003) uvadéji v silazich ze zavadlé pice jetele
luéniho pii suSiné 26,3 %, vzhledem k modelovému pokusu, niz§i obsah popele
a dusikatych latek, naopak hodnoty stravitelnosti vyssi. DEWHURST et al. (2003)
rovnéz popisuji niz§i obsah dusikatych latek, popele, vyssi stravitelnost pifi susiné
35,9 %.

Obsah tuku jetelovych silazi byl vyssi a obsah vlakniny nizsi, coz doklada
skute¢nost, ze se jednalo o mladou pici jetele lu¢niho.

Brutto energie silazi se pohybovala v hodnotach od 16,66 do 18,14 MJ/kg susiny,
organickd hmota (OH) 807, 1 — 868,1 g/kg suSiny a bezdusikaté latky vytazkové
(BNLV) 364,8 —401,5 g/kg susiny.
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5.1.2 Modelovy pokus II. — vojtéska seta konzervovana s rozdilnym obsahem

suSiny

Vojtéska setd byla v 1. se¢i poseCena, ponéchana zavadnout a zasildzovéna na

obsah susiny (S1) 331,60 g/kg a druha varianta (S2) na obsah susiny 355,01 g/kg.

Mikrobiologickd analyza

Nezavadla hmota vojtésky seté S1 neobsahovala Clostridium perfringens
a u S2 bylo zjisténo v mnozstvi 5 KTJ/g. V povrchové vrstvé pidy bylo u Sl
20 KTJ/g a u S2 10 KTJ/g Clostridium perfringens. ABU-ELNAGA et al. (2014)
potvrzuji vyskyt Clostridium perfringens zejména v pidé a prachu. REDONDO et al.
(2013) souhlasi, ze Clostridium perfringens je Siroce rozsifeno v zivotnim prostiedi.
Sporulujici mikroorganismy byly v pivodni nezavadlé pici u S1 v mnozstvi
2,51 x 10° KTJ/g, u S2 1,82 x 10* KTJ/g. V povrchové vrstvé pidy se pohybovaly
hodnoty sporulujicich mikroorganismii u S1 1,0 x 10° KTJ/g au S2 1,4 x 10° KTJ/g.
JOHANSSON et al. (2005) uvadéji nizsi vyskyt spor klostridii (Clostridium butyricum)
v pidé v mnozstvi 5,01 x 10° KTJ/g.

Po otevieni pokusnych nadob se sildzemi ze zavadlé pice vojtésky seté (dale jen
vojtéskova silaz) nebyl zjistén vyskyt Clostridium perfringens u S2. Bylo stanoveno
u S1, a to u varianty K40 (5 KTJ/g silaZe), u varianty B20 (5 KTJ/g silaze), B40
(5 KTJ/g silaze) a u varianty CH20 (5 KTJ/g silaze) 1 CH40 (5 KTJ/g silaze).
U ostatnich S1 oSetfenych i neoSetfenych variant s ptidavkem i bez ptidavku povrchové
vrstvy pidy nebylo zjisténo.

Primérné hodnoty sporulujicich mikroorganisma u S1 i S2 jsou uvedeny v Tab. 8.
Nejvyssi hodnoty sporulujicich mikroorganismi u vSech variant dosahovaly hodnot od
10* do 10° KTJ/g silaze. JATKAUSKAS et al. (2013) uvadéji pocty spor klostridii
ve vojtéskovych silazich v mnozstvich do 10 KTJ/g.

S ptidavkem povrchové vrstvy pudy postupné dochéazelo ke zvySeni vyskytu
sporuluyjicich mikroorganismli u obou skupin (S1 i S2). Statisticky prikazny rozdil
(P<0,05) byl vsak jen u varianty S1. Po piidavku silaznich aditiv se pocet sporulujicich
mikroorganismi nesnizil. U S2 mezi jednotlivymi variantami s pfidavkem povrchové

vrstvy pidy a oSetfenych silaZznimi aditivy nebyl zjiStén statisticky prikazny rozdil.
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U silazi S1 oSetfenych biologickym sildZznim aditivem byl statisticky prikazné vyssi
(P<0,05) pocet sporulujicich mikroorganismiit nez u silazi oSetfenych chemickym

silaznim piipravkem a kontrolou.

Tab. 8: Primérné hodnoty sporulujicich mikroorganismit ve vojtéSkovych sildzich

(S1 aS2) vKTJ/g

. . S1 S2
Viiv R Praimér | Sm. odch. Index Pramé&r | Sm. odch. Index
Povrehovs 0 2,16 x 10°] 2,08 x 10° al 1,33 x10°| 1,33 x 10° a
Vrcs’tvvr;p%ff 20 |1,15 x 10°| 3,54 x 10 bl 1,35 x 10%| 5,01 x 10 a
Y™ a0 2,16 x 10%| 1,39 x 10° c| 1,61 x 10°| 5,14 x 10? a

K 8,83 x 10°| 6,30 x 10° al 1,31 x 10°| 8,31 x 107 a

OSetient CH 8,98 x 10%| 4,63 x 10° al 1,68 x 10°| 1,09 x 10° a
B 1,75 x 10%| 1,78 x 10° b| 1,31 x10%| 6,13 x 10° a

KO [1,21x10%]5,00 x 10*| bc] 3,55 x 10°| 6,40 x 10* a

CHO |4,78 x10%| 6,70 x 10*| abc| 3,03 x 10°| 4,17 x 10? d

_ BO  |5,00 x 10*| 1,30 x 10 b| 6,09 x10°| 1,36 x 10°|  ab
Kombinace | o0 [1,40 x 103 4,00 x 10°|  a| 1,43 x 10°| 1,80 x 10| ahc
O(fjfcfgvz CH20 |7.73x 10| 1,29 x 10?| abc| 7,82 x 10?| 9,50 x 10*|  abc
Vﬂswy pidy| B20 |1,29>10°/550x10"| ac|1,85x10°| 240x10°| bed
K40 (1,13 x10%|7,40 x10'| abc|2,14 x 10%| 4,14 x 10? cd

CH40 |1,44 x 10%| 2,67 x 10° al 1,22 x 10°| 2,43 x 10°| abc

B40 |3,91 x 10%| 4,91 x 10° dl 148 x10%| 4,24 x10?| abc

K — kontrola, B — biologické silazni aditivuam, CH — chemicky silazni piipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy,
20 a 40 — s ptidavkem povrchové vrstvy pudy v mnozstvi 20 a 40 g/kg suSiny hmoty, Sm. odch. — smérodatna
odchylka, S1 — vojtéskova silaZ s obsahem susiny 331,60 g/kg, S2 — vojtéskova silaz s obsahem susiny 355,01 g/kg,

priméry a smérodatné odchylky s rozdilnymi indexy jsou statisticky prikazné (P<0,05)

CPM u S1 i S2 (Tab. 9) dosahoval nejvyssich hodnot 10® KTJ/g silaze. Nejvyssi
mnozstvi CPM bylo v piivodni hmot& u S1 (1,15 x 10® KTJ/g), u S2 (3,43 x 10° KTJ/g)
a dale u S1 u varianty B40, u S2 u varianty K40, B, B20 i B40. S pfidavkem povrchové
vrstvy pidy se CPM u kontrolni varianty u S1 i S2 postupné zvySoval. Chemicky silazni
ptipravek snizil CPM u varianty S1 ve srovnani s kontrolni variantou. VLKOVA et al.
(2012) uvadgji niz§i hodnoty CPM v mnozstvi 6,76 x 10* KTJ/g u kontrolni varianty
bez oSetfeni po 63. dnech fermentace a u varianty oSetfené biologickym silaZnim

aditivem (7,59 x 10* KTJ/g silaze).
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BMK se pohybovaly u S1 i S2 (Tab. 9) tadové do 10° KTJ/g silaze. VLKOVA
et al. (2012) stanovili niz§i hodnoty BMK (9,33 x 10% KTJ/g sildze) u kontrolni
varianty. HOLZER et al. (2003) potvrzuji dulezitost BMK zejména v prvni fazi

fermentace.

Tab. 9: Prumeérné hodnoty CPM a BMK ve vojtéskovych silazich (S1 a S2) v KTJ/g

Varianta SRS
S1 S2 S1 S2
Puda 2,32 x 10’ 2,50 x 10’ 4,50 x 10 7,23 x 10°
PH 1,15 x 10° 3,43 x 10° 8,74 x 10° 3,91 x 10’
KO 2.30 x 10’ 1,07 x 107 2,66 x 10’ 1,29 x 10’
K20 3,14 x 10’ 2,75 x 10’ 3,70 x 10’ 3,75 x 10’
K40 9,14 x 10’ 1,31 x 108 1,08 x 108 8,05 x 10’
BO 8,22 x 10’ 3,31 x 108 9,91 x 10’ 2,70 x 108
B20 3,77 x 10’ 2,45 x 108 4,86 x 10’ 1,95 x 108
B40 1,29 x 108 1,35 x 108 2,02 x 108 1,85 x 108
CHO 1,64 x 10° 6,41 x 10’ 8,30 x 10° 6,52 x 10’
CH20 7,98 x 10° 4,43 x 10’ 1,11 x 10’ 241 x 10’
CH40 1,02 x 10’ 3,98 x 10’ 4,80 x 10° 3,34 x 10’

K — kontrola, B — biologické silazni aditivum, CH — chemicky silazni ptipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy,
20 a 40 — s pridavkem povrchové vrstvy pidy v mnozstvi 20 a 40 g/kg susiny hmoty, PH — pivodni hmota, CPM —
celkovy pocet mikroorganismii, BMK — bakterie mlé¢ného kvaSeni, S1 — vojtéskova silaz s obsahem susiny 331,60

g/kg, S2 — vojtéskova silaz s obsahem susiny 355,01 g/kg

Hodnoty plisni i kvasinek pro jednotlivé varianty jsou uvedeny v Tab. 10. Nejvyssi
pocet plisni byl u S1 a S2 v ptivodni hmot& v mnozstvi do 10° — 10° KTJ/g. MAGAN
a ALDRED (2007) uvadéji ptitomnost plisni jiz béhem sklizné€. V povrchové vrstvé
pidy byly hodnoty plisni u S1 i S2 v mnozstvi 10° KTJ/g. Vlivem fermentacniho
procesu, ktery probihal v silaznich nadobach, se snizil pocet plisni u S1 na hodnoty
10" KTJ/g silaze a u S2 byl v rozmezi 10° — 10° KTJ/g silaze. BIANCHINI (2015) ve
své studii potvrzuje antifungalni aktivitu BMK. DOLEZAL et al. (2012) potvrzuji teorii
MUDRIKA et al. (2006), 7e vyhovujici limit pro plisné je do 10° KTJ/g silaze, coz S1
I S2 spliuji. U varianty S1 s ptidavkem povrchové vrstvy pudy u neoSetfené silaze
1 oSetfené biologickym a chemickym sildaZnim aditivem se pocet plisni postupné
nepatrné zvysoval. Podobny vliv méla fermentace i na pocet kvasinek v sildzich, kde se

snizilo mnozstvi kvasinek v piivodni hmot& u S1 a S2 z hodnoty fadové 10°> KTJ/g na
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hodnoty v fadu 10 KTJ/g. MUDRIK et al. (2006) doporu¢uji limity pro vyskyt
kvasinek v silazich do 10* KTJ/g, kterym modelové silaze vyhovuji. PAHLOW et al.

(2003) povazuji kvasinky za mikroorganismy, které¢ jsou pfi¢inou zahdjeni aerobniho

kazeni silazi. Bakterie ¢eledi Enterobacteriaceae v silazich nebyly detekovany.

Tab. 10: Primeérné hodnoty plisni a kvasinek Ve vojtésovych silazich (S1 a S2) v KTJ/g

. Plisn¢ Kvasinky
Varianta S1 52 S1 S0
Pada 7,00 x 10° 8,00 x 10° 7,50 x 10° 8,50 x 10°
PH 9,38 x 10° 9,50 x 10° 6,48 x 10° 6,75 x 10°
KO 1,40 x 10* ND ND 2,60 x 10
K20 2,50 x 10* 6,48 x 10° 1,30 x 10* 5
K40 4,80 x 10* 3,73 x 10° 2,00 x 10* 3
BO 1,50 x 10" 2,76 x 10° 2,30 x 10" 3,00 x 10"
B20 3,40 x 10* 1,23 x 10° 3 ND
B40 4,80 x 10* 1,56 x 10° 1,50 x 10" ND
CHO 3 1,53 x 10° ND 1,00 x 10*
CH20 1,80 x 10* 9,40 x 10* 5 3
CH40 3,90 x 10! 1,22 x 10? 8 8

K — kontrola, B — biologické silazni aditivum, CH — chemicky silazni pfipravek, O — bez povrchové vrstvy pudy, 20
a 40 — s ptidavkem povrchové vrstvy pudy v mnozstvi 20 a 40 g/kg suSiny hmoty, PH — pivodni hmota, CPM —
celkovy pocet mikroorganismi, BMK — bakterie mlécného kvaseni, S1 — vojtéskova silaz s obsahem susiny 331,60

g/kg, S2 — vojtéskova silaZ s obsahem suiny 355,01 g/kg, ND — neidentifikovano v 10! a 102K TJ/g silaze

Aerobni stabilita

V pokusu byla opét sledovana aerobni stabilita silazi. Byl sledovan CPM, pocty
BMK, sporulujicich mikroorganismt, Clostridium perfringens, plisni a kvasinek.
Mikrobiologicka analyza probihala v den otevieni silazi (0. den), 1. den, 2. den a 3. den
po otevfeni silazi. Postupny vyvoj CPM je uveden v piiloze na Obr. P2, P3. Do CPM se
promita jak negativni, tak i pozitivni mikroflora (BMK). Na Obr. P2 i P3 je patrny
rozdil mezi variantami silazi K a K20 o jeden tad, a to u S1 druhy den po otevieni, u S2
v prvni i druhy den po otevieni silazi. U S2 (Obr. P3) byl CPM nejnizsi u kontrolni
varianty bez ptidavku povrchové vrstvy pidy ve srovnani s variantami osetfenymi
sildznimi aditivy. S ptidavkem povrchové vrstvy pidy u kontrolni varianty se u S1 v 0.
den i 1. den a u S2 jen v 0. den mirn¢ zvySoval po¢et CPM. U S1, S2 varianty K40

mizeme vidét nejvyssi CPM v 0. den. Nasledné byl zaznamenan pokles CPM v 1., 2.
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a 3. den, zejména u silaze S1 byl pokles patrnéjsi. Lze usuzovat, ze u varianty K40, kde
bylo pfidano vys$§i mnozstvi povrchové vrstvy puady, byly wvneseny i dalsi
mikroorganismy. V dalSich dnech jiz byl patrny vliv kysliku, dochazelo ke zméné
hodnoty pH, zacaly se rozvijet latky s antimikrobialnimi G¢inky a nasledkem byla
zména mikrobiologického spektra. U S1 u varianty B byly po¢ty CPM vyssi ve srovnani
s kontrolni silazi (K). Opét se zde promitaji ve velké mife BMK. U silazi oSetfenych
chemickym silaznim ptipravkem byl CPM niZsi v porovnani s kontrolni variantou (K).
Lze konstatovat, ze chemické silazni ptipravky mely piiznivy vliv na snizeni CPM.

Pfi porovnani Obr. P2 a P3 s BMK na Obr. P4 a P5 lze usoudit, ze na pocet CPM
mél velky vliv po¢et BMK, jelikoz na obrazcich jsou blizké pocty CPM jako BMK
uSliS2.

Pocty Clostridium perfringens (Tab. 11) byly sice ve vSech vzorcich silazi nizké
(u S1i S2), ale lze usuzovat, ze u vzorki, které byly obohaceny piidavkem povrchové
vrstvy pudy, byl zachyt Clostridium perfringens castéjsi nez u vzorkll bez pridavku
povrchové vrstvy pudy. DRIEHUIS a ELFERINK (2000) uvadéji, ze pii kontaminaci
pice pouzité k silazovani, dlouhé aerobni fazi nebo pii pomalém okyseleni silazi,

zacnou v silazich prevladat klostridie, kvasinky, plisn¢ a patogenni mikroorganismy.

Tab. 11: Clostridium perfringens vyjadreno v KTJIg sildze

Opnaceni | KO | K20 | K40 | BO | B20 | B40 | CHO | CH20 | CH40
vzorku |S1 |S2 |S1 |S2 |S1 |S2 (Sl |S2|Sl |S2 |S1|s2 |S1 |S2|Sl1 |S2 |Sl |S2
0.den | ND | ND| ND| ND| ND | ND| ND | ND| ND | ND |ND|ND |[NDND| 5 [ND | 5 | ND
1.den |ND | ND|ND|ND|/ND| 5 |ND|ND| 5 | 5 |5 |ND|ND|5 |ND|ND|ND | 5
2.den |ND | ND| ND| ND| 5 | ND| 10 [ ND| ND | ND |ND ND | ND ND |ND |ND |ND | 5
3.den |ND| 5 | ND|ND|ND| 5 |ND |ND|[ND |ND |ND ND |ND| 5 [ND |ND [ND | ND

K — kontrola, B — biologické silazni aditivum, CH — chemicky silazni ptipravek, O — bez povrchové vrstvy pudy, 20
a 40 — s ptidavkem povrchové vrstvy pudy v mnozstvi 20 a 40 g/kg suSiny hmoty, S1 — vojtéskova silaz s obsahem
susiny 331,60 g/kg, S2 — vojtéskova silaz s obsahem susiny 355,01 g/kg, ND — neidentifikovano v 10
a 102K TJ/g silaze

Sporulujici mikroorganismy (Obr. P6 a P7) byly nejniz$i u kontrolni varianty bez
ptidavku povrchové vrstvy pudy. S ptidavkem povrchové vrstvy pidy byl pozorovan
narlst sporulujicich mikroorganismi. U S1 varianty B mtizeme vidét postupny nartst
sporulujicich mikroorganisma s piibyvajicimi dny. U S2 varianty B byl bez pridavku

povrchové vrstvy puady nejvyssi pocet sporulujicich mikroorganismi v den otevieni
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modelovych silazi, pak se jejich pocet snizil a vlivem aerobnich podminek se opét
postupné zacaly pocty sporulujicich mikroorganismi u varianty B zvySovat. U vzorki
silazi oSetfenych chemickym silaznim pfipravkem neni nartst sporulujicich
mikroorganismil tak patrny, miizeme pozorovat konzervacni vliv chemického silazniho
ptipravku.

Kvasinky (Tab. 12) se vyskytovaly zejména v 0. den, tedy ihned po otevieni
modelovych silazi. 0. den se u varianty S1 s pifidavkem povrchové vrstvy pudy pocty
kvasinek u kontrolni neoSetfené¢ varianty zvySovaly a v ostatnich dnech se pocty
kvasinek snizovaly nebo nebyly detekovany. O'KIELY et al. (1992) potvrzuji potlaceni
ristu kvasinek u aerobn¢ stabilnich vojtéskovych silazi. Jen u varianty K40 u S2 a B40
u S1 se v tieti den kvasinky opét objevily v nepatrném mnozstvi. V disledku pronikani
vzduchu do sildzi zacnou mikroorganismy rist. VéEtSinou je zhorSeni aerobni stability
zpuisobeno mnozenim kvasinek, které vyuzivaji zbytkové sacharidy a kyselinu mlécnou
jako substraty pro sviij metabolismus. Soucasné se mnozi plisn¢ a mikroorganismy rodu
Bacillus (PAHLOW et al., 2003).

Byl zaznamenan vliv chemického sildzniho ptipravku na sniZeni poctu kvasinek.
Lze tedy konstatovat, ze chemicky silazni ptipravek mél pozitivni vliv na jejich snizeni.
DANNER et al. (2003) také potvrzuji pozitivni vliv chemického silazniho ptipravku

(obsahujiciho kyselinu octovou) na snizeni pocétu kvasinek.

Tab. 12: Kvasinky vyjadreno v KTJ/g silaze

Omageni| KO | K20 | K40 | BO | B20 | B40 | CHO | CH20 | CH40
vzorku |S1 |S2 |S1 |S2 |S1 |S2 |S1|S2 |S1 |S2 |S1 |S2 [S1[S2 |Sl |S2 |S1|S2

O.den [ND|26 13| 5 |20| 3 |23[30| 3 |[ND|15|ND|ND|10| 5|3 |8 |7

1.den |[ND|ND| 8 |[ND|ND |ND|ND|ND|ND|ND|ND|ND|ND|ND| 5 |[ND|ND|ND

2.0en |ND|ND |ND|ND|ND |ND|ND|ND|ND|ND|ND|ND|ND|ND|ND|ND|ND|ND

3.den |[ND|ND|ND|ND|ND| 5 |[ND|ND|ND|ND| 5 |[ND|ND |ND|ND|ND|ND|ND

K — kontrola, B — biologické silazni aditivum, CH — chemicky silazni ptipravek, O — bez povrchové vrstvy pudy, 20
a 40 — s ptidavkem povrchové vrstvy pudy v mnozstvi 20 a 40 g/kg suSiny hmoty, S1 — vojtéskova silaz s obsahem
sufiny 331,60 g/kg, S2 — vojtéskova silaz sobsahem su§iny 355,01 g/kg, ND — neidentifikovano v 10
a 102K TJ/g silaze

U S1 kontrolni varianty (Obr. P8) mizeme sledovat v 0. a 1. den, Ze se mnozstvi
plisni zvySovalo s piidavkem povrchové vrstvy piady. MALIR a OSTRY (2003)

potvrzuji, Ze povrchova vrstva pudy je pfirozenym rezervoarem plisni. Nejvyssi pocet
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plisni byl 1. den po otevieni pokusnych sildznich naddob. Nejnizsi pocty plisni byly
u vétSiny vzorkll 2. a 3. den po otevieni silazi, jelikoz zacal pusobit vliv rozvoje
ostatnich konkuren¢nich mikroorganismu, které¢ inhibovaly ruast plisni.

Kontrolni varianta u S2 (Obr. P9) se nepatrn¢ 1isi od S1. U kontrolni varianty S2
bez ptidavku povrchové vrstvy puady byl pocet plisni nejvyssi 1. den a postupné
S pfibyvajicimi dny se pocet plisni snizoval. S ptidavkem povrchové vrstvy pudy byl
pocet plisni v ¢ase vyssi. Chemicky silazni ptipravek u S2 mél vliv na sniZzeni poctu
plisni u variant CH a CH20. Avs$ak vlivem vys§iho pfidavku povrchové vrstvy pudy
(u vzorku K40, B40 i CH40) byl jiz zaznamenan vliv plisni obsazenych v povrchové
vrstvé pudy a postupné s ¢asem dochazelo ke zvySovani poctu plisni. Pokusné vzorky
silazi nebyly vSak viditeln€ zaplisnény. Plisn€ jsou aerobni mikroorganismy, jakmile se
dostane vzduch ke sporam, které jsou prozatim neaktivni, za¢nou kli¢it a dojde k rozvoji
plisni. CHELI et al. (2013) uvadé&ji, ze spory jsou rizikové ve vlhéim materialu, ale
nejsou vylouceny v materidlu sus$im, proto je velmi dulezité dbat na fadné utésnéni
silaznich nadob, aby se zabranilo priniku vzduchu dovnitf.

Pocty vSech mikroorganismi jsou velmi variabilni, jelikoZ se postupem casu
rychle méni mikrobiologické spektrum. Vzdy se zména spolecenstva mikroorganisma
nemusi projevit v poétech, ale v druhovém zastoupeni, kdy v silazi zacnou jiné
biochemické procesy.

Aerobni stabilita byla monitorovdna i pomoci sledovani prubéhu teplot, které jsou
zaznamenany V piiloze u S1 na Obr. P10 a S2 na Obr. P11. U S1 mély teploty vSech
vzorkl stejnou rostouci tendenci. Postupné dochézelo ke zvysovani teploty z 19 °C na
22,9 °C u kontrolni varianty a ostatni varianty pokusnych sildzi tendenci kontrolni
varianty kopirovaly. U S2 doslo jen k nepatrnému zvySeni teploty v pribéhu sledovani
teplot, a to z21 °C na 22,5 °C. VSechny vzorky kopirovaly podobnou nepatrné se
zvySujici tendenci. Lze tedy konstatovat, ze u vzorkii S2 bylo zaznamenéano nepatrné
zvyseni teplot v pribéhu péti dni. WANG a NISHINO (2008) ve svém experimentu
zaznamenali, Ze pii zvySeni teploty o vice nez 2 °C se silaz zhorsila. Silaz s obsahem
susiny 36 % (S2) byla aerobn¢ stabilngjsi ve srovnani se silazi S obsahem susiny 33 %
(S1).
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Hodnoceni kvality fermentacniho procesu

Veskeré hodnoty fermenta¢niho procesu pro S1 a S2 jsou uvedeny v pfiiloze
Tab. P1.2.1 az Tab. P1.2.10.

Puvodni hmota vojtésky seté u S1 méla po zavadnuti susinu 333,52 g/kg a u S2
365,19 g/kg. Po tfrech mé&sicich skladovani se obsah susiny snizil u S1 o0 2,24 % a u S2
o 3,82 % vzhledem ke kontrolni variant¢ bez piidavku povrchové vrstvy pudy.
McGARVEY et al. (2013) uvadéji ztraty susiny ptivodni pice 0 7,41 % vojtésky seté po
zasilazovani. Statisticky prukazné vyssi (P<0,05) obsah suSiny byl u S1 po ptidéni
povrchové vrstvy pidy v mnozstvi 40 g/kg suSiny hmoty vzhledem k varianté¢ bez
ptidavku povrchové vrstvy pidy a po pridani 20 g/kg suSiny hmoty. U S2 byl statisticky
prikazny rozdil (P<0,05) mezi variantami bez ptidavku povrchové vrstvy plidy a po
ptidavku povrchové vrstvy pidy v mnozstvi 40 g/kg suSiny hmoty vzhledem k varianté
s ptidavkem povrchové vrstvy pady v mnozstvi 20 g/kg suSiny hmoty. Po aplikaci
silaznich aditiv se obsah susiny u S11 S2 zvysil.

Hodnoty pH jsou uvedeny v Tab. P1.2.2. Statisticky prikazny rozdil (P<0,05) byl
U S1 mezi variantou bez piidavku povrchové vrstvy pidy a variantami s pfidavkem
povrchové vrstvy pudy v mnozstvi 20 a 40 g/kg suSiny hmoty a u S2 mezi vSemi
variantami. S pfidavkem povrchové vrstvy pudy se hodnota pH u S1 i S2 zvySovala.
Naopak s pridavkem silaznich aditiv se hodnota pH nepatrné snizila, coz potvrzuje
WILKINSON (2005). Z vysledki uvedenych v Tab. P1.2.2 vyplyva, Ze v modelovém
pokusu u silazi oSetienych chemickym silaznim piipravkem byla statisticky prikazné
nizsi (P<0,05) hodnota pH u S1 (0 5,64 %) a u S2 (0 4,39 %) v porovnani s kontrolni
variantou.
vrstvy pidy v mnozstvi 40 g/kg suSiny hmoty. U silazi S1 i S2 se s ptidavkem
povrchové vrstvy pudy KVV snizovalo. U silazi S1 byl statisticky prikazny rozdil
(P<0,05) mezi variantami bez piidavku povrchové vrstvy pudy a variantami
s pfidavkem povrchové vrstvy pidy v mnozstvi 20 a 40 g/kg susiny hmoty. U variant
osetfenych silaznimi aditivy byla hodnota KVV vyssi, nejvice po oSetfeni chemickym
silaznim piipravkem, coz bylo staticky prukazné (P<0,05), a to u S1 (0 17,96 %), u S2
(0 9,69 %) ve srovnani s kontrolni variantou. Také DOLEZAL (2002) potvrzuje mirné

zvySeni KVV po aplikaci chemickych silaZnich ptipravki.
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Analyza kyseliny mlééné je uvedena v Tab. P1.2.4. U silaze S1 byl statisticky
prukazny (P<0,05) rozdil mezi kontrolni variantou bez piidavku povrchové vrstvy pudy
(94,60 + 13,81 g/kg susiny) a variantou s pfidavkem povrchové vrstvy piudy v mnozstvi
20 g/kg suSiny hmoty (88,58 + 8,89 g/kg susiny). U silaze S2 byl statisticky prukazné
vyssi (P<0,05) obsah kyseliny mlééné mezi kontrolni variantou bez ptidavku povrchové
vrstvy pudy (72,58 + 6,08 g/kg suSiny) a modelovymi sildZemi s piidavkem povrchové
vrstvy pudy 20 g/kg susiny hmoty (80,51 + 4,02 g/kg suSiny) a 40 g/kg suSiny hmoty
(78,09 + 7,14 g/kg susiny). U silaze S2 se s piidavkem silaznich aditiv bylo mnozstvi
kyseliny mlééné vyssi. FILYA et al. (2007) uvadéji, ze ve svém pokusu po pridavku
biologického silazniho aditiva (Lactobacillus plantarum a Enterococcus faecium) mély
stejné mnozstvi kyseliny mlécné, ale pii vySsi susing.

V obsahu kyseliny octové (Tab. P1.2.5) u silaze S1 nebyl statisticky prukazny
rozdil mezi variantami s ptidavkem a bez ptidavku povrchové vrstvy pidy. U silaze S2
byl statisticky prikazné vyssi (P<0,05) obsah kyseliny octové u varianty s ptidavkem
povrchové vrstvy pudy v mnozstvi 20 a 40 g/kg suSiny hmoty ve srovnani s variantou
bez ptidavku povrchové vrstvy pidy. Po pfidani silaznich aditiv se obsah kyseliny
octové snizil U silazi S1 1 S2. JATKAUSKAS et al. (2013) ve svém pokusu u silaze
vojtésky seté pii susiné 335,1 g/kg dospéli k podobné hodnoté pH, ale k nizs§imu
mnozstvi Kyseliny mlécné a octové.

Kyselina maselna i kyselina propionova nebyly v modelovych silazich u S1 i S2
detekovany. K podobnym zavérim dospéli ve svém pokusu HASSANAT et al. (2014).

Suma kyselin je uvedena v Tab. P1.2.6. V silazi S2 s ptidavkem povrchové vrstvy
pudy byl statisticky prikazné¢ vyssi (P<0,05) obsah kyselin u variant s obsahem
povrchové vrstvy pudy v mnozstvi 20 a 40 g/kg suSiny ve srovnani s kontrolni
variantou. Po oSetfeni modelovych silazi aditivy byla suma kyselin u S1 statisticky
prikazné nizsi (P<0,05) v porovnani s kontrolni variantou, a to u B 0 16,45 % a u CH
0 15,68 %.

Pomér kyseliny mlécné k t€kavym mastnym kyselinam (Tab. P1.2.7) byl nejvyssi
u varianty bez ptidavku povrchové vrstvy pidy (u S1 = 3,5, u S2 = 3,6). S pridavkem
povrchové vrstvy pidy se tento pomér snizoval. Na zlepSeni poméru mélo vliv oSetfeni
chemickym silaznim ptipravkem, kdy byl pomér kyseliny mlé¢né k t€kavym masnym

Kyselinam Vyssi.
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V silazich S1 i S2 se mnozstvi amoniaku (Tab. P1.2.9) s ptidavkem povrchové
vrstvy pudy nepatrné zvySovalo oproti kontrolni varianté. Pfidavkem silaZznich aditiv se
obsah amoniaku snizil, coz potvrzuji i JATKAUSKAS a VROTNIAKIENE (2011)
vsilazi vojtésky seté po 90 dnech silaZzovani. Také mnozstvi etanolu se snizilo
v modelovych silazi osetfenych chemickym silaznim ptipravkem (Tab. P1.2.8).

V Tab. P1.2.10 je vypocten stupen proteolyzy. V silazi S1 po ptidani povrchové
vrstvy pudy v mnozstvi 20 g/kg suSiny hmoty byl stupeni proteolyzy vyssi (0 9,14 %)
a v silazi S2 (0 3,51 %) a po pridavku 40 g/kg susiny u S1 (0 11,53 %) u S2 (0 6,01 %)
ve srovnani s variantou bez pfidavku povrchové vrstvy pidy. Statisticky prikazné nizsi
(P<0,05) stupen proteolyzy byl stanoven v modelovych silazich oSetfenych silaznimi

aditivy ve srovnani s kontrolni variantou.

VyZivna hodnota jednotlivych variant silaZi

Vyzivna hodnota silazi S1 1 S2 je uvedena v Tab. P1.2.11A, Tab. P1.2.11B. Susina
silazi ze zavadlé vojtésky seté u S1 byla v rozmezi 31,07 — 34,49 % a u S2 33,43 —
38,18 %.

S ptidavkem povrchové vrstvy pudy do modelovych silazi u S1 i S2 dochézelo
k postupnému zvySovani mnozstvi popelovin. Naopak obsah dusikatych latek se
postupné snizoval. Obsah tuku byl v silazich S1 1 S2 vyssi, ale obsah vlakniny nizsi.

Brutto energie modelovych silazi u S1 i S2 se pohybovala kolem 17 — 18 MJ/kg,
organicka hmota u S1 v hodnotach 879,51 — 914,17 g/kg a u S2 882,74 — 917,60 g/kg
susiny, BNVL kolem 350 g/kg susiny. WANG et al. (2009) uvadéji u silazi vojtésky
seté o niz$i suSiné (kontrolni varianta 21,1 % suSiny, po oSetfeni biologickym silaZnim
aditivem 21,8 % suSiny) podobné vyzivné hodnoty (zejména NL, ADF, NDF).
Soucasné také HASSANAT et al. (2014) popisuji podobny obsah NL, ale niZsi obsah
ADF a NDF u silazi pti susing 34,7 %.
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5.1.3 Modelovy pokus III. — vojtéska seta v prvni a druhé seci

Vojtéska seta byla sklizena ve dvou se¢ich a podrobena mikrobiologické analyze.
Nasledné byla vyhodnocena aerobni stabilita, zhodnocen fermentacni proces a stanoven

obsah zivin. Prvni se¢ vojtésky seté je oznacena v textu jako 1S a druha se¢ jako 2S.

Mikrobiologickd analyza

V puvodni hmoté, Vv povrchové vrstvé pudy, ani vV modelovych vojtéskovych
silazich v prvni i ve druhé seci nebylo zjisténo Clostridium perfringens. Podle BOLSEN
et al. (1992) je vyskyt klostridii u silazi se susinou nad 35 % velmi ojedinély. Mnozstvi
sporulujicich mikroorganismi bylo v piivodni hmot8 v prvni se¢i 2,25 x 10* KTJ/g a ve
druhé seci 6,74 x 10° KTJ/g.

V povrchové vrstvé piddy v 1S bylo nalezeno 1,98 x 10° KTJ/g sporulujicich
mikroorganismi a ve 2S v mnoZstvi o jeden fad nizsi (1,07 x 10* KTJ/g). HAAGSMA

(1991) konstatuje, ze spory nékterych bakterii, zejména klostridii, mohou piezit v pidé.

V Tab. 13 jsou uvedeny primérné pocty sporulujicich mikroorganismi u vSech
variant. VISSERS et al. (2006) uvadéji, ze nékteré mikroorganismy mohou piezit
Vv kyselém prostiedi v inaktivni formé (kvasinky), anebo ve formé spor (klostridie).
Nejvyssi pocet sporulujicich mikroorganismii v 1S dosahoval hodnot do 10* KTJ/g
silaZe. Ve 2S byly hodnoty o jeden ¥ad niz§i (do 10° KTJ/g silaze). DAVIES et al.
(1996) potvrzuji tvorbu spor u klostridii a jejich odolnost vii¢i nepfiznivym podminkam
vsilazich. S pfidavkem povrchové vrstvy pudy v 1S byl pocet sporulujicich
mikroorganismi vys$§i. Nejvy$si mnozstvi sporulujicich mikroorganisma bylo v prvni
seC¢i (1S) u varianty s pfidavkem povrchové vrstvy pady v mnozstvi 40 g/kg susiny
hmoty. V 1S i ve 2S byl statisticky prukazny rozdil (P<0,05) mezi variantami
s pfidavkem povrchové vrstvy pidy v mnozstvi 40 a 20 g/kg susiny hmoty. Dale i v 1S
mezi variantou bez piidavku povrchové vrstvy pidy a s ptidavkem povrchové vrstvy
pudy v mnozstvi 40 g/kg suSiny a ve 2S u varianty bez ptidavku povrchové vrstvy pudy
a s ptidavkem povrchové vrstvy pudy v mnozstvi 20 g/kg susiny hmoty.

U silazi v 1S oSetfenych chemickym silaZnim ptipravkem bylo zjiSténo statisticky
prukazn¢ niz$i (P<0,05) mnozstvi sporulujicich mikroorganismui ve srovnani s kontrolni

variantou a variantou oSetfenou biologickym silaznim aditivem. Ve 2S bylo zjisténo
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statisticky niz$i mnozstvi (P<0,05) sporulujicich mikroorganismli u silazi oSetfenych

biologickym i chemickym sildznim aditivem ve srovnani s kontrolni skupinou.

Tab. 13: Prumérné hodnoty sporulujicich mikroorganismii Ve vojtéskovych silazich (1S
1 2S) v KTJ/g

. . 1S 2S

Viiv RN Pramé&r | Sm. odch. Index Pramér Sm. odch. Index
Povrehovs 0 9,69 x 10°| 1,07 x 10° al 2,97 x10°| 3,02 x10° a
Vrcs’tv‘f; p?avda 20 1,52 x 10%] 1,23 x 10° al 454x10%| 4,98 x 102 b
e 40 3,10 x 10%| 3,10 x 10° b| 2,77 x 10*| 1,26 x 10? a
K 2,68 x 10°] 3,27 x 10° al 7,13 x 10%| 3,58 x 10° b
OSetient CH 4,35 x 10%| 2,02 x 10? b| 1,52 x10%| 2,90 x 10* a
B 2,47 x 10°| 8,87 x 10° a| 1,64 x10%| 1,27 x 10 a
KO 3,55 x 10°| 2,20 x 10* a| 6,58 x 10| 2,56 x 10° b
CHO 2,52 x 10%| 7,80 x 10* a| 1,67 x10%| 2,60 x 10* a
BO 2,30 x 10%| 7,37 x 10° a| 6,80 x10%| 1,30 x 10* a
Kombinace | o0 | 1,07 x10°| 1,38 x10?|  a| 1,11x10°| 1,77 x10?| ¢
osetrenia "~ o015 14 x 102 2,74 x 107 a| 147 x10?| 1,80 x 10 a
povichove [ T o 10%] 9.98 x 107] ab| 100 x 10| 430 10"  a

vrstvy pudy ’ ’ d ’
K40 6,62 x 10%| 2,76 x 10° b| 3,74 x10%| 8,90 x 10* ab
CH40 | 5,39 x 10| 7,60 x 10* a| 1,42 x10%| 4,30 x 10* a
B40 2,15 x 10%| 1,02 x 10° a| 3,15 x10%| 1,01 x 10? ab

K — kontrola, B — biologické silaZni aditivum, CH — chemicky silazni pfipravek, O — bez povrchové vrstvy pudy, 20
a 40 — s ptidavkem povrchové vrstvy pudy v mnozstvi 20 a 40 g/kg suSiny hmoty, Sm. odch. — smérodatna odchylka,
1S — prvni se¢, 2S — druha se¢, priméry a smérodatné odchylky s rozdilnymi indexy jsou statisticky prikazné
(P<0,05)

Pocty ostatnich skupin mikroorganismt z ptislusnych vzorki silazi jsou uvedeny
v Tab. 14 a Tab. 15. U CPM byly zjistény hodnoty v 1S i ve 2S az do vyse 10" KTJ/g
silaze. V modelovém pokusu mél nejvétsi vliv na snizeni CPM chemicky silaZni
piipravek, coz potvrzuje i BOLSEN et al. (1992).

Podty BMK se pohybovaly v rozmezi 10° az 10" KTJ/g silaze. PANG et al. (2011)
uvadsji stejny pocet BMK (v fadu 10”7 KTJ/g) v silazich vojtésky seté u varianty B.
DOLEZAL et al. (2010) uvadgji, ze ¢im vyssi je obsah BMK, tim je usnadnén proces
primarni fermentace. Nejvyssi pocty bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae byly zjistény
u obou se&i v pivodni hmotd (1S viadu 10° KTJ/g, ve 2S v fadu 10* KTJ/g)

a v povrchové vrstvé pady (v fadu 10° KTJ/g). Vlivem fermentadniho procesu se jejich
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pocCty snizily. V modelovych silazich v 1S i ve 2S u vSech variant se bakterie Celedi
Enterobacteriaceae vyskytovaly jen v nepatrném mnozstvi. PAHLOW et al. (2003)
potvrzuje, ze jakmile se v silazich béhem fermentace vytvofi anaerobni prostiedi, snizi

se pocet bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae na minimalni hodnotu ¢i vymizi.

Tab. 14: Prumérné hodnoty CPM, BMK, enterobakterii Ve vojtéskovych silazich (1S
i 2S) v KTJ/g

Bakterie éeledi
Varianta Cle BMK Enterobacteriaceae
1S 2S 1S 2S 1S 2S
Pida |3,11x 10" | 6,68 x 10" | 1,64 x 10° | 4,27 x 10° | 8,14 x 10° | 3,50 x 10°
PH 3,81 x10" | 4,29 x 10°% | 1,52 x 10° [ 1,98 x 10° | 1,55 x 10° | 1,21 x 10*
KO 1,67x10"| 4,37 x10" | 1,65 x 10" | 2,22 x 10" | 1,80 x 10! | 5,71 x 10?
K20 |2,36x10"| 3,58 x10" | 3,02 x 10" | 2,90 x 10" | 2,30 x 10* | 3,21 x 10°
K40 [2,19x10"| 8,73 x10" | 2,91 x 10" | 5,29 x 10" | 2,30 x 10* | 2,30 x 10*
BO 4,06 x 10" | 3,07 x 10" | 1,24 x 10" | 2,59 x 10 | 1,20 x 10* | 4,70 x 10!
B20 3,78 x 10" | 2,21 x 10" | 1,55 x 10" | 2,22 x 10’ 5 1,50 x 10!
B40 2.25x10"| 5,31 x 10" | 9,45 x 10° | 4,85 x 10’ 8 2,70 x 10}
CHO [4,27x10°| 1,42 x 10" | 4,98 x 10° | 4,98 x 10° | 3,60 x 10! | 3,20 x 10*
CH20 |4,61x10°%| 8,79 x 10° | 4,15 x 10° | 1,82 x 10° | 7,60 x 10* 8
CH40 |3,18 x10°| 8,64 x 10° | 7,88 x 10° | 9,77 x 10° | 2,30 x 10* | 5,90 x 10!

K — kontrola, B — biologické silazni aditivum, CH — chemicky silazni pfipravek, O — bez povrchové vrstvy pudy, 20
a 40 — s pfidavkem povrchové vrstvy pudy v mnozstvi 20 a 40 g/kg suSiny hmoty, PH — pivodni hmota, BMK —

bakterie mlééného kvaseni, CPM — celkovy pocet mikroorganismu, 1S — prvni se¢, 2S — druhd sec

V puvodni hmoté i v povrchové vrstvé pudy byly zjistény u obou seci plisné
v mnozstvi 10° KTJ/g a kvasinky v 1S v mnozstvi fadové 10% az 10* KTJ/g, ve 2S
10° KTJ/g silaze. U 2S byl detekovan pocet kvasinek v piivodni hmoté o jeden tad
vyssi, zatimco V povrchové vrstveé plidy az o dva tady vyssi nez u 1S. Pocty kvasinek
i plisni jsou uvedeny v Tab. 15. Po zasilazovani pivodni hmoty a po nasledném
otevieni modelovych silazi bylo zji§téno, Ze se pocet kvasinek i plisni snizil, a to u obou
se¢i. Ve 28 byl zaznamenan pozitivni vliv silaZnich aditiv na sniZeni vyskytu plisni
a kvasinek. Podobnou tendenci konstatuje FILYA (2003), ktery zaznamenal inhibici
tvorby kvasinek po oSetfeni silazi biologickym silaZnim aditivem a KLEINSCHMIT
et al. (2005), kteti ve svém pokusu uvadéji pozitivni vliv biologického silazniho aditiva

(na bazi Lactobacillus buchneri) na snizeni mnozstvi kvasinek v silazich. Soucasné
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chemické silazni pifipravky na bazi organickych kyselin a jejich soli maji vyrazngjsi
antifungalni a antibakteridlni Gcinky, jak potvrzuji i dalsi autoti (LATTEMAE
a LINGVALL, 1996; WILKINSON, 2005). Také LAD et al. (2008) potvrzuji pozitivni
vliv silaznich inokulanti na kvalitu fermenta¢niho procesu.

Pfi smyslovém hodnoceni pokusnych silazi v prvni i druhé seci nebylo potvrzeno
jejich zaplisnéni, ani zména barvy ¢i zapach silazi. Pokusné silaZze vyhovovaly
hygienické kvalit¢ silazi. Dle ZEMANA et al. (2006) jsou plisné indikatory Spatnych
skladovacich podminek a kontaminovanad krmina jsou podminéné zkrmitelna pii
koncentraci plisni do 10° KTJ/g a k zahiivani silazi dochazi &innosti kvasinek, pokud
dosahnu podtu 10" - 10° KTJ/g. WOOLFORD (1990) uvedl, Ze silaze s obsahem

kvasinek nad 10° KTJ/g jsou nachylné k aerobnimu poskozeni.

Tab. 15: Primérné hodnoty plisni a kvasinek ve vojtéskovych silazich (1S i 2S) v KTJ/g

. Plisné Kvasinky
Varinata 1S 23 1S 23
Puda 1,40 x 10° 3,59 x 10° 7,73 x 10° 1,86 x 10°
PH 1,27 x 10° 2,563 x 10° 2,32 x 10* 1,16 x 10°
KO 1,42 x 10° 8,60 x 10* 2,00 x 10* 6,89 x 10°
K20 8,00 x 10 2,00 x 10° ND 3,70 x 10°
K40 1,50 x 10 1,40 x 10* 1 6,50 x 10*
BO 3,80 x 10* 3 5,80 x 10 ND
B20 3,50 x 10* 7 5,00 x 10 ND
B40 1,92 x 10° 7 9,70 x 10* ND
CHO 2,41 x 10° 6 5,32 x 10° 9
CH20 3,95 x 10° 1,20 x 10* 2,41 x 10° 2,20 x 10*
CHA40 1,44 x 10° 1,80 x 10* 4,00 x 10" 3,60 x 10

K — kontrola, B — biologické silazni aditivuam, CH — chemicky silazni piipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy,
20 a 40 — s ptidavkem povrchové vrstvy pudy v mnozstvi 20 a 40 g/kg suSiny hmoty, PH — piivodni hmota, 1S —

prvni sec¢, 2S — druha se¢

Aerobni stabilita

V modelovych silazich byla pomoci sond hodnocena také teplota, jako ukazetel
aerobni stability vojtéSskovych silazi. Priibéh teplot u vSech vzorki je uveden Vv piiloze
pro 1S na Obr. P12 a 2S na Obr. P13. Z Obr. P12 pro 1S je patrné, Ze u kontrolni
varianty bez i s ptidavkem povrchové vrstvy pudy (20 a 40 g/kg suSiny hmoty) se
teplota zvysila jiz po 9 hodinach aerace o 2 °C, coz je podle WANG a NISHINO (2008)
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hrani¢ni hodnota aerobni stability a postupné¢ dochazelo ke zvySovani teploty
u kontrolni varianty bez ptidavku povrchové vrstvy pidy z pivodnich 23 °C na 28 °C
a u kontrolnich variant s pfidavkem povrchové vrstvy pudy (20 a 40 g/kg suSiny)
222 °C na 27 °C. U modelovych silazi oSetfenych biologickym sildznim aditivem
s ptidavkem i bez pridavku povrchové vrstvy pudy se teplota zvysila po deviti hodinach
222 °C na 24 °C a v64. hodin¢ teplota vzrostla na maximalni hodnotu 25 °C.
Modelova silaz oSetiena chemickym silaznim ptipravkem s piidavkem i bez piidavku
zvySovala. Po péti dnech dosahla métend teplota 24 °C. Z Obr. P12 vyplyva, ze
nejméné aerobné stabilni z hlediska teploty byla modelova silaz, ktera nebyla oSetfena
silaznimi aditivy a byla s ptidavkem nebo bez piidavku povrchové vrstvy pidy, nebot’
doslo ke zvyseni teploty o 2 °C hned po 9 hodinach aerace. Teplota jiz po otevieni
modelovych silazi byla nejvyssi ze vSech variant (23 °C), vzapéti se zvysila o 2 °C
silazi byla zjisténa u silazi oSetienych chemickym silaZznim pfipravkem. Chemicky
silazni ptipravek mél pozitivni vliv na posileni aerobni stability. Také KUNG a RANJIT
(2001) soucasné potvrzuji pozitivni vliv chemického silazniho ptipravku (s obsahem
kyseliny mravenci), na zvySeni aerobni stability u silazi z ¢iroku a kukufice. U variant
bez i s ptidavkem povrchové vrstvy pidy byl u kontrolni varianty narast teplot o 5 °C,
u variant oSetfenych biologickym silaznim aditivem jen o 3 °C.
U silazi ve 2S (Obr. P13) byl pribé¢h teplot podobny jako u 1S (Obr. P12). Teplota
u kontrolni silaze s ptidavkem povrchové vrstvy pady i bez ptidavku povrchové vrstvy
pudy byla 21 °C a po 10 hodinach aerace se zvysila o 3 °C na 24 °C. Nasledné se
teplota pohybovala ve stejné hodnoté az do 46 hodin, kdy se teplota aeraci postupné
zvySovala az na 25 °C. U variant oSetfenych biologickym silaZnim aditivem byla teplota
modelovych silaZi po otevieni sildZnich nadob nizsi (19 °C) oproti kontrolni varianté.
Podobné¢ jako u kontrolni varianty se od 10. hodiny aerace postupné teplota zvySovala
az na teplotu 23 °C, tedy celkové o 4 °C. Stejna teplota modelovych silazi (19 °C)
osetfenych chemickym silaznim pfipravkem byla jako u variant oSetfenych biologickym
silaznim aditivem. Po otevieni silaZznich nadob postupné dochéazelo ke zvySovani teploty
azna 23,5 °C.
U silazi obou se¢i (1S i1 2S) lze konstatovat podobny pribéh teplot, kdy

cvwr
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osetfenych chemickym silaznim piipravkem. KNICKY a SPORNDLY (2010) uvadg;ji
posileni aerobni stability a snizeni ztrat po pouziti chemickych ptipravka. Po 9 az 10
hodinach aerace byl zaznamenan narust teplot u Kontrolnich variant a u variant
oSetfenych biologickym silaznim aditivem bez ptidavku i s pfidavkem povrchové vrstvy
pudy a nasledné postupné zvysSovani teplot. Mirn¢ odlisny pribéh naristu teploty mély

vzorky modelovych silazi, které byly oSetfeny chemickym sildznim ptipravkem.

Hodnocenti kvality fermentacniho procesu

Jednotlivé fermentac¢ni ukazatele vojtéSskovych silazi v prvni a druhé seci jsou
uvedeny v tabulkach v ptiloze (Tab. P1.3.1 az Tab. P1.3.10).

Ptivodni hodnota susiny vojtésky seté po zavadnuti byla v prvni se¢i (1S) 338,09
g/kg a v druhé seci (2S) 321,69 g/kg. Béhem skladovani modelovych silazi a nasledné
po jejich otevieni, byla zjisténa ztrata susiny silazi z obou se¢i (Tab. P1.3.1). V 1S byl
obsah susiny u kontrolni varianty snizen na hodnotu 327,67 g/kg (o 3,08 %) a ve 2S na
obsah susiny 311,78 g/kg (o 3,08 %) vzhledem Kk susiné zavadlé hmoty vojtésky.
MUCK et al. (2003) doporucuji silazovani pii suSin€¢ nad 30 %, aby se zabranilo
klostridiové fermentaci. S piidavkem povrchové vrstvy piady byl obsah susiny u 1S i 2S
vy$$i, coz bylo u 1S statisticky prikazné (P<0,05). V 1S po aplikaci biologického
1 chemického sildzniho ptipravku se obsah suSiny nepatrné zvysil.

U oSetfenych silazi biologickym silaznim aditivem byla hodnota pH (Tab. P1.3.2)
statisticky prikazné nizsi (P<0,05) v 1S (o 6,52 %) a ve 2S (o 12,18 %) a také po
osetieni chemickym silaznim piipravkem v 1S (o 7,57 %) a ve 2S (o 14,53 %) ve
srovnani s kontrolni variantou bez oSetfeni silaZznimi aditivy. DRIEHUIS (2013) uvadi,
ze pH pod 4,2 je dulezitym faktorem pro inhibici neZzadoucich mikroorganismi.
Primérnd hodnota pH se pohybuje u obou se¢i okolo 4,5, coz jsou hodnoty podobné
hodnotam uvedenych v pokusu DENONCOURT et al. (2007) u silaze vojtésky seté.
WHITER a KUNG (2001) uvadeéji, ze v silazi vojtésky seté pti 30 % susiné doslo ke
zvyseni kyseliny mlécné a snizeni pH Vv porovnani s kontrolni variantou jiz po dvou
dnech zasilazovani.

(Tab. P1.3.3) u kontrolni varianty (1393,3 + 132,0 mg KOH/100 ml). Po piidani

povrchové vrstvy pudy v mnozstvi 20 g/kg suSiny hmoty byla titracni kyselost
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statisticky prukazné vyssi (P<0,05) oproti varianté bez piidavku povrchové vrstvy pudy.
Statisticky prikazny rozdil (P<0,05) byl i mezi variantami s ptidavkem ptdy v mnozstvi
20 a 40 g/kg susiny hmoty. V silazi 2S nebyl statisticky prukazny rozdil mezi
jednotlivymi variantami s piidavkem i bez piidavku povrchové vrstvy pudy. Silaze
s pridavkem biologického silazniho aditiva v 1S i ve 2S m¢ly statisticky prukazné vyssi
(P<0,05) titra¢ni kyselost v porovnani s kontrolni variantou bez oSetieni. Rovnéz
MUCK (2004) wuvadi vyssi hodnoty titraéni kyselosti v silazich oSetfenych
mikrobidlnimi inokulanty ve srovnani s kontrolni variantou.

Obsah kyseliny mlééné (Tab. P1.3.4) vsilazich v 1S byl statisticky prikazné

v

v

u kontrolni varianty, ale nebyl zjiStén statisticky pritkazny rozdil. U oSetfenych silazi
biologickym sildznim aditivem u obou seci byl obsah kyseliny mlécné v silazich vyssi
V porovnani s kontrolni variantou, av§ak nebyl zjistén statisticky prukazny rozdil. Také
FILYA et al. (2007) potvrzuji zvySeni mnozstvi kyseliny mlééné po aplikaci
biologického silazniho aditiva oproti kontrolni silazi. Souc¢asné i KALDMAE et al.
(2007) ve své studii popisuji pozitivni vliv biologického silazniho aditiva na
fermentacni proces.

Kyselina octova (Tab. P1.3.5) byla v silazi bez pridavku povrchové vrstvy pidy
v 1S v mnozstvi 19,75 + 6,176 g/kg susiny a ve 2S 18,38 + 6,029 g/kg susiny.
Modelova silaz ve 2S s pfidavkem povrchové vrstvy piidy v mnoZstvi 20 g/kg suSiny
hmoty méla statisticky prikazné vyssi (P<0,05) mnozstvi kyseliny octové (0 13,49 %)
a s ptidavkem povrchové vrstvy pidy v mnozstvi 40 g/kg suSiny hmoty (0 33,03 %)
vzhledem Kk silazi bez piidavku povrchové vrstvy pudy. Po oSetieni pokusnych silazi
silaznimi aditivy se snizil obsah kyseliny octové. Statisticky prikazné nizsi (P<0,05)
mnozstvi kyseliny octové bylo zaznamenano v 1S u varianty CH vzhledem k varianté B
a mezi B i CH a kontrolni variantou. Ve 2S bylo statisticky niz$i mnozstvi (P<0,05)
kyseliny octové v modelovych silaZich oSetfenych chemickym sildznim piipravkem
(12,31 + 1,903 g/kg susiny) ve srovnani s kontrolni variantou a variantou oSetfenou
biologickym sildznim aditivem. Podobné MUCK et al. (2007) potvrzuji vliv
biologického silazniho aditiva na sniZeni kyseliny octové, etanolu a zvysSeni kyseliny

mlécéné ve srovnani s kontrolni silazi.
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Kyselina maselna i kyselina propionova nebyly v modelovych silazich z obou seci
detekovany. Vysledky uvedené v modelovém pokusu jsou shodné s vysledky
publikovanymi HASHEMZADEH-CIGARI et al. (2013).

Suma kyselin (Tab. P1.3.6) byla staticky prikazn¢ vyssi (P<0,05) u silazi
s ptidavkem povrchové vrstvy pudy v mnozstvi 40 g/kg suSiny oproti kontrolni varinaté
bez povrchové vrstvy pidy u obou seci. S postupnym ptidavkem povrchové vrstvy pudy
do silazi byl pomér kyseliny mlééné k t€kavym mastnym Kkyselinam nizsi ve 2S
(Tab. P1.3.7).

Byl potvrzen pozitivni vliv pfidavku silaznich aditiv na snizeni mnozstvi etanolu
vsilazich (Tab. P1.3.8). Statisticky prikazné nizsi (P<0,05) mnozstvi etanolu bylo
u silazi oSetfenych biologickym silaznim aditivem v 1S (0 28,74 %) a ve 2S (0 61,69 %)
vzhledem ke kontrolni varianté. Nejvyrazngjsi vliv na potlaceni tvorby etanolu mél
chemicky silazni pfipravek, kde byl obsah etanolu redukovan v 1S az na hodnotu 0,484
+ 0,148 g/kg susiny a ve 2S na hodnotu 0,216 + 0,075 g/kg susiny. V silazi 1S byl sice
pocet kvasinek nejvyssi u varianty oSetfené¢ chemickym sildznim ptipravkem, avSak
etanol kvasinky produkovaly v malém mnozstvi. Pfi¢inou muze byt skute¢nost,
ze kvasinky ke svému metabolismu vyuzily organické kyseliny obsazené v chemickém
silaznim piipravku, coz potvrzuje i JANDEROVA a BENDOVA (1999). Je znamo, Ze
kvasinky mohou vyuzivat jako zdroj uhliku etanol, laktat, glycerol, pyruvat nebo
| acetat.

Dalsim sledovanym faktorem byl amoniak (Tab. P1.3.9). Statisticky prukazny
rozdil (P<0,05) byl u obou seci u silazi s ptidavkem povrchové vrstvy pudy v mnozstvi
20 a 40 g/kg susiny hmoty oproti kontrolni variant¢ bez ptidavku povrchové vrstvy
pidy. Bylo zaznamenano statisticky prukazné niz§i mnozstvi amoniaku v 1S (0 8,11 %)
a ve 2S (0 42,15 %) u silazi osetienych biologickym silaznim aditivem a v 1S
(0 51,25 %) a ve 2S (0 72,00 %) po oSetieni chemickym silaZznim piipravkem vzhledem
ke kontrolni varianté. Také TYROLOVA a VYBORNA (2008) potvrzuji vliv
biologického a chemického silazniho aditiva na snizeni mnozstvi amoniaku ve
vojtéskovych silazich.

U modelovych vojtéskovych silazi v 1S a ve 2S byl zjistén nizky stupen
proteolyzy (Tab. P1.3.10). U silazi z obou se¢i byl stupen proteolyzy statisticky
prukazné nizsi (P<0,05) po aplikaci silaznich aditiv, zejména chemického silazniho

ptipravku.
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VyZivna hodnota jednodivych variant silazi

Vyzivna hodnota pro ob¢ sece a pro vSechny varianty pokusnych silazi je uvedena
v ptiloze Tab. P1.3.11A, Tab. P1.3.11B.

U osSetienych variant silazi biologickym i chemickym silaznim pfipravkem se
obsah popela u 1S postupné snizoval. Obsah dusikatych latek se pohyboval v priméru
okolo 195 g/kg susiny v 1S i ve 2S.

Obsah tuku ve vojtéskovych silazich byl vyssi v 1S (45,23 g/kg suSiny) i ve 2S
(41,28 g/kg susiny), obsah vlakniny byl nepatrné nizsi v 1S (254,91 g/kg suSiny),
2S (277,24 gl/kg susiny). Brutto energie silazi se pohybovala v hodnotach u 1S od
17,42 — 19,29 MJ/kg susiny a u 2S od 17,48 — 18,29 MJ/kg suSiny, organicka hmota
(OH) u 1S byla od 851,70 — 911,44 g/kg susiny, u 2S od 871,08 — 925,28 g/kg susiny.
BNLV u 1S 344,97 — 432,69 g/kg suSiny, U 2S 359,30 — 414,91 g/kg suSiny. Dosazené
vysledky jsou podobné s vysledky jinych publikovanych praci. Napiiklad HASSANAT
et al. (2014) ve svém pokusu z vojtéskovych silazi sobsahem susiny 34,7 % se
prakticky ztotoznuje s hodnotami ADF, NDF, kyselinou mléénou, kyselinou octovou,
nepfitomnosti kyseliny propionové a maselné s hodnotami v uvedeném pokuse.
Podobn¢ COBLENTZ et al. (2012) ve svém pokusu uvad¢ji u kontrolni silaze podobné
hodnoty susiny (34,2 %), ADF, NDF, popele i dusikatych latek.
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5.2

Monitoring provoznich podminek

Do sledovani byly zatazeny dva provozy:

1.) Provoz A — byly odebrany vzorky krmiv: kukufi¢na silaz, silaz ze zavadlé
pice jetelovin (dale jen jetelova silaz), travin (dale jen travni silaz), seno (lu¢ni),
slama (ovesnd), smés produkéni, TMR (kukufi¢nd silaz, jetelova sildz, slama,
smés produkéni) a Ssoucasné byl odebran volné lozeny separat (separovana kejda
skotu). Dale byly provedeny stéry z povrchu strukd, odbéry syrového mléka,

bachorové tekutiny a vykaly od osmi krav.

2.) Provoz B — byly odebrany vzorky krmiv: obilni $rot, TMR (kukufi¢na silaz,
jetelotravni smés, slama, obilni $rot, mlato, produkéni smés), jetelotravni smés,
mlato, kukuficnd silaz, sldma, produkéni smés. Déle byly provedeny stéry
z povrchu strukii, odbéry syrového mléka, bachorové tekutiny a vykalt od Sesti

krav. Byl ziskan separat (separovana kejda skotu).

Rozbory:

mikrobiologick4 analyza,
fermentacni proces,
aerobni stabilita,

rozbor organickych Zivin.
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Mikrobiologickd analyza

Pro provoz A byla provedena mikrobiologicka analyza u vzorkd krmiv
a separované kejdy (dale jen separatu), které jsou uvedeny v Tab. 16.

Clostridium perfringens bylo zjisténo u provozu A jen V separatu v mnozstvi
9,00 x 10' KTJ/g. Soucasnd byly v separatu diagnostikovany nejvyssi hodnoty
sporulujicich mikroorganismi v fadu 10° KTJ/g. VISSERS et al. (2006) pfisli k zavéru,
ze koncentrace spor klostridii vyssi nez 10° KTJ/g vsilazich vede ke zvySeni
pravdépodobnosti jejich vyskytu v nadrzich na mléko v mnozstvi nad 1000 spor
klostridii/I.

Nejvyssi CPM se pohyboval v fadu 10° KTJ/g u TMR, slamy a separatu. Zvysené
hodnoty plisni (nad 10°> KTJ/g) byly zjistény u TMR, slamy, lu¢niho sena a vyssi
hodnoty kvasinek byly objeveny v TMR a ve slamé neZ doporuduje MUDRIK et al.
(2006). WILKINSON (2005) uvadi, Ze pii vyssi koncentraci plisni lze ocekavat vyskyt
toxinogennich druhéi hub. Kvasinky byly v TMR v mnozstvi 1,48 x 10° KTJ/g, coz
hrani&i s hodnotou kvasinek (nad 10" KTJ/g), kdy dochézi dle ZEMANA et al. (2006)
k zahtivani silazi. Bakterie ¢eledi Enterobacteriaceae dosahovaly nejvyssich poctl, a to
u TMR a separéatu az fadové 10* KTJ/g. Z celkové mikrobiologické analyzy mizeme
usoudit, ze z hygienického hlediska byla nejméné kvalitni TMR, pti¢emz zdrojem

klostridii byl separat.
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Tab. 16: Provoz A — mikrobiologickd analyza krmiv a separdtu v KTJ/g

;v . Bakterie ¢. Clostridium

Vzorek CPM BMK Plisné Kvasinky | cooobaet SP perfringens
TMR |1,04x107|6,98 x 10°| 1,35 x 10° | 1,48 x 10° | 2,31 x 10* | 7,27 x 10° ND
Je;ellg,f’;a 4,00 x 10°/1,00 x 10*°| ND 2,73 x 10° 9 1,82 x 10° ND
prfé?jféni 1,77 x 10°|1,86 x 10°| 3,68 x 10* | 5,00 x 10° | 8,93 x 10° | 4,09 x 10° ND
Tsrfl‘;“ 4,55 x 10°( 2,50 x 10°| 1,59 x 10* | 1,91 x 10°* ND 1,82 x 10° ND
K“g‘ll;‘;na 4,09 x 10°| 5,41 x 10*| 4,55 x 10 | 6,36 x 10° | 8,20 x 10 | 2,73 x 10 ND
(OSVIZISII’;) 4,02 x 107 3,68 x 10*| 2,40 x 10° | 8,13 x 10° | 8.45 x 10° ND ND
SeNo |1 ga . 106|541 x 10| 1,02 x 10° | 1,36 x 10° | 1,80 x 10* | 1,36 x 10° | ND

(luéni)
Separat | 1,02 x 10" [2,82 x 10*| 9,41 x 10% | 3,20 x 10* | 1,69 x 10* | 5,47 x 10° | 9,00 x 10!
p

CPM - celkovy pocet mikroorganismi, BMK — bakterie mlé¢ného kvaseni, SP — sporulujici mikroorganismy, TMR —

smésn4 krmna davka, ND — neidentifikovano v 10* a 102 KTJ/g

Rozbor krmiv a separatu z provozu B je uveden v Tab. 17. Clostridium perfringens
bylo zjisténo v produkéni smési, jetelotravni smési a nejvyssi hodnoty (10° KTJ/g)
V separatu. Soucasné byly zjiStény v separdtu a TMR nejvySsi hodnoty sporulujicich
mikroorganismii (10° KTJ/g). VISSERS et al. (2007b) v Nizozemi detekovali spory
klostridii u TMR v mnozstvi 10* KTJ/g. Nejvyssi CPM se pohyboval v fadu 10° KTJ/g
u vzorki mlata a slamy. ZvySeny pocet plisni byl zjistén u slamy v mnoZzstvi
1,48 x 10° KTJ/g. Vyssi hodnoty kvasinek (nad 10* KTJ/g), nez které jsou doporuceny
DOLEZALEM et al. (2010), ZEMANEM et al. (2006), MUDRIKEM et al. (2006) jako
maximalni koncentrace kvasinek, byly stanoveny u TMR, mlata, kukuficné sildze
a slamy. Jiz WOOLFORD v roce 1990 upozortioval, ze silaze s obsahem kvasinek nad
10° KTJ/g jsou nachylné k aerobnimu poskozeni. Ve slamé& byl souasné stanoven

1 vy$si pocet bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae.
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Tab. 17: Provoz B — mikrobiologickd analyza krmiv a separdtu v KTJ/g

Vzorek | CPM | BMK | Plisné | Kvasinky | paceiel | sp | CREEILm
ogg?i 9,09 x 10° [ 1,36 x 10* | 3,41 x 10* | 1,64 x 10* | 3,05 x 10° | 4,09 x 10° ND
Produfent | 2,68 x 10° | 5,45 x 10*| 150 x 10* | 155 x 10* | 259 x 10° | 364x10° | 9
TMR | 1,00 x 10" | 2,16 x 10’ ND 2,13 x 10° | 1,82 x 10° | 3,07 x 10° ND
Je‘:r'ggsa"' 727x10° | 1,14x10°| ND | 4,55 x 10° | 4,60 x 10* | 6,36 x 10° | 1,40 x 10"
Separat | 1,55 x 107 | 1,45 x 10° | 1,85 x 10° | 4,68 x 10° | 1,36 x 10° | 6,20 x 10° | 1,55 x 10°
Miito | 1,36 x 10° | 6,43 x 10’ ND 7,91 x 10° | 7,73 x 10° | 1,10 x 10° ND
QUKW  5.91x107|279%107|  ND | 185x10° | 9,00 10" [ 1,06 10° |  ND
Slama | 5,98 x 10° | 6,36 x 10" | 1,48 x 10° | 4,89 x 10° | 1,21 x 10° | 6,36 x 10° ND

CPM - celkovy pocet mikroorganismi, BMK — bakterie mlé¢ného kvaseni, SP — sporulujici mikroorganismy, TMR —

smésn4 krmna davka, ND — neidentifikovano v 10* a 102 KTJ/g

V provozu A bylo zjisténo Clostridium perfringens v bachorové tekutiné ve dvou
vzorcich v fadu 10" KTJ/ml (Tab. P2.1.1). Sporulujici mikroorganismy se pohybovaly
V fadu 10° - 10* KTJ/ml.

Ve vykalech (Tab. P2.1.2) bylo zjisténo pomoci mikrobiologické analyzy
Clostridium perfringens u vSech dojnic. Dosahovaly nejvyssich hodnot v fadu
10° KTJ/g. Pocty sporulujicich mikroorganismi byly fadové v hodnotach 10° KTJ/g.
Pfitomnost spor klostridii ve vykalech potvrzuje SONGER (2010).

V syrovém kravském mléce byl mirné zvySeny CPM (Tab. P2.1.3A) u dvou dojnic
v mnozstvi 2,45 x 10° KTJ/ml a 1,05 x 10° KTJ/ml (vz. & 1 a 7), neZ je uvedeno
853/2004, kterym se stanovi
predpisy pro (obsah
mikroorganismu pfi 30 °C do 100 000 KTJ v 1 ml mléka). INNOCENTE a BIASUTTI
(2013)

a konvenéniho dojeni v mnozstvi 10° KTJ na ml mléka.

v Nafizeni Evropského Parlamentu a Rady (ES) ¢.

specifické hygienické potraviny  zivo¢iSného plivodu

stanovili CPM vsyrovém kravském mléce pomoci automatického
Clostridium perfringens nebylo v syrovém kravském mléce zjisténo. Sporulujici
mikroorganismy dosahovaly hodnot do 10* KTJ/ml. Dle CSN 57 0529 by se sporulujici

anaerobni bakterie nemély vyskytovat v 0,1 ml mléka. V Nizozemi dle VISSERS et al.
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(2007b) byly sledovany spory klostridii jako podklad pro vykupni cenu mléka
a mélo by jich byt do 1000 spor klostridii/l.

Psychrotrofni i koliformni mikroorganismy (Tab. P2.1.3B) byly stanoveny
ve vzorcich v mnoZstvi nepfesahujici limit dle CSN 57 0529, tzn. u psychrotrofnich
mikroorganismii do 50 000 KTJ/ml mléka a u koliformnich mikroorganismti do
1000 KTJ/ml mléka.

Ani u stéri zpovrchu struki (Tab. P2.1.4) nebylo zjisténo Clostridium
perfringens, coz svéd¢i o dobré hygiené strukti pied dojenim dojnic.

V provozu B bylo nalezeno Clostridium perfringens v bachorové tekutiné
(Tab. P2.2.1) a ve vykalech vfadu 10' KTJ/g (Tab. P2.2.2) jen u jedné dojnice.
Sporulujici mikroorganismy byly analyzovany u vSech dojnic v bachorové tekuting
v mnozstvi 10° KTJ/ml (Tab. P2.2.1) a ve vykalech (Tab. P2.2.2) také v fadu 10° KTJ/g.

Rozbor syrového kravského mléka (Tab. P2.2.3A) od vsech dojnic spliioval limit
podle CSN 57 0529 u CPM do 100 000 KTJ v 1 ml mléka.

JULIEN et al. (2008) v Kanad¢ potvrdili vyskyt Klostridii v syrovém kravském
mléce (Clostridium disporicum, Clostridium tyrobutyricum), ve stajovém prostiedi
(Clostridium tyrobutyricum), v kukufi¢né a travni silazi.

Plisn¢, kvasinky a enterokoky se vyskytovaly ve vzorcich syrového kravského
mléka (Tab. P2.2.3A, P2.2.3B) v zanedbatelném mnozstvi. Clostridium perfringens
nebylo ve vzorcich syrového mléka zjisténo. Sporulujici mikroorganismy byly zjistény
v fadu 10" KTJ/ml mléka (Tab. P2.2.3A). Podle normy CSN 57 0529 by mél byt
negativni prikaz sporotvornych anaerobnich bakterii v 0,1 ml mléka. PAHLOW et al.
(2003) uvadéji, Ze v dusledku rozvoje nezaddoucich mikrobidlnich spor mizZe byt
ovlivnéna kvalita mléka a soucasné 1 zdravi zvifat.

Nejvyssi hodnoty psychrotrofnich mikroorganismt v syrovém kravském mléce
byly 3,31 x 10° KTJ/ml (Tab. P2.2.3B), coZ nepiesahuje limitni hodnoty (do 50 000
KTJ/ml mléka) uvedené v CSN 57 0529. Vyssi podty psychrotrofnich mikroorganismi
se mohou vyskytovat v syrovém kravském mléce pii nedostate¢né hygiené dojiciho
zafizeni, mlé¢ného potrubi ¢i chladicich nadrzi pro uchovani mléka. Soucasné souvisi
vys$8i poCty psychrotrofnich mikroorganismi s delsi dobou skladovani syrového
i chlazeného kravského mléka (VITHANAGE et al. 2014; HASSAN a FRANK, 2011).

CHEN et al. (2003) poukazuji na problematiku zvySeni poctu psychrotrofnich

bakterii v syrovém kravském mléce, které produkuji termorezistentni extracelularni
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proteolytické a lipolytické enzymy, a ty predstavuji riziko pii zpracovani mléka (kazeni
kone¢nych produkti). Koliformni bakterie v syrovém mléce se pohybovaly v fadu
10'— 10? KTJ/ml (Tab. P2.2.3B), coZ odpovida hodnotam uvedenych v CSN 57 0529 do
1000 KTJ/ ml mléka. HANUS et al. (2008) zjistili podobné hodnoty mikroorganismti
v syrovém kravském mléce — koliformni bakterie v mnozstvi 1,4 x 10 KTJ v 1 ml
mléka a psychrotrofni mikroorganismy v mnozstvi 5 x 10° KTJ/ml. Také JANSTOVA
et al. (2011) poukazuje na mikrobiologické hodnoty syrového kravského mléka nizsi
nez je doporuceny limit, podobn¢ jako Vuvedeném sledovani. Vys$§i mnozstvi
koliformnich bakterii v syrovém kravském mléce byva spojeno s nedostateCnou
hygienou strukti, které byly fekaln€ zneciStény a bakterie pronikly béhem dojeni do
mléka. Nekteré druhy koliformnich bakterii spolecné se stafylokoky a streptokoky
zpusobuji mastitidy, které jsou zavazné z ekonomického i epidemiologického hlediska
(KUANG et al. 2009; LANGERHUUS et al., 2013).

Vzorky stérti z povrchu struk dojnic pifed dojenim neobsahovaly Clostridium
perfringens. CPM, bakterie ¢&eledi Enterobacteriacea a ostatni anaerobni

mikroorganismy byly ve vzorcich v nepatrném mnozstvi (Tab. P2.2.4).

Aerobni stabilita

KE et al. (2015) definuji aerobni stabilitu jako dobu po otevieni sila neZ se zvysi
teplota silaze o 2 ° C vzhledem k okolni teploté.

V provozu A byla méfena teplota jako ukazatel aerobni stability u vSech
odebranych vzorki z provoznich podminek po dobu 5 dnt. Na Obr. P14 v piiloze je
patrné, ze nejméné aerobné stabilni z hlediska teploty byla TMR, kdy po 25 hodinach
aerace byl pozorovan prudky narist teploty, a po 41 hodinach dosahovala teplota 40 °C
u TMR. Maximalni teplota, ktera byla u TMR namétena, byla 44 °C za 86 hodin aerace.
Dalsim nestabilnim odebranym vzorkem byla kukufi¢na sildz. Po 8 hodindch doslo
k jeji destabilizaci, kdy se teplota zvysila o 2 °C a po 30 hodinach aerace nastalo prudké
zvyseni teploty az na 40 °C. U separdtu mizeme pozorovat ihned narust teploty. Béhem
4 hodin se teplota zvysila o 2 °C z ptivodnich 20 °C na 22 °C. Nejvyssi teplota 24,5 °C
u separatu byla dosazena po 16 hodinach a pak se po celou dobu udrzovala pii
22 — 23 °C. U jetelové silaze dochazelo v pritbéhu ¢asu k postupnému zvySovani teploty

az na 33,5 °C. Za 8 hodin se zvysila piivodni teplota z 18 °C na 20 °C. U slamy se
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teplota zvySovala postupné az na 25 °C z pvodni teploty 20 °C. Smés produkéni méla
velmi podobny vyvoj teploty jako travni senaz, kdy se teplota zvysila z 19 °C na 24 °C
za 96 hodin.

U provozu B byl prub¢h teplot u vSech odebranych vzorka zaznamenavan po dobu
5 dnd a je uveden v piiloze Obr. P15. Je patrné, ze TMR byla z hlediska teploty aerobné
nestabilni, stejn¢ jako u provozu A. Jiz z pocatku teplota dosahovala 25 °C a ihned za
1 hodinu se teplota TMR zvysila o 2 °C. Za 30 hodin teplota dosahovala 44,5 °C.
Maximalni teplota byla u TMR 47 °C za 119 hodin vystaveni ptisobeni vzduchu.
Dal$im aerobné nestabilnim odebranym vzorkem byl separat. Zde separat vykazoval
zahtivani jiz po dvou hodinach. Nejvyssi teplota u separatu byla za 54 hodin 42 °C
a nasledné se teplota chvili drzela a postupné klesala az na 39 °C. U kukufi¢né silaze
mizeme z Obr. P15 zjistit opét destabilizaci vzorku. Teplota se prudce zvySovala, po
4 hodinach se zvysila o 2 °C a dosahla nejvyssi teploty 40,5 °C za 50 hodin aerace.
U mlata se teplota jiz od prvni hodiny aerace vzorku postupné zvysovala az na 41 °C.
U jetelotravni senaze se teplota prudce zvySovala z 19°C az na 34,5 °C. Slama,
koncentrat a obilni Srot mély podobny pritbéh teplot béhem sledovani aerobni stability.
Teplota se pomalu zvySovala a po 22 hodinach se zvysila o 2 °C a dosahovala hodnot

Z ptvodnich 23 °C az na 25 — 26 °C, které si vzorky po celou dobu aerace udrzovaly.
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5.3 Potvrzeni pritomnosti Clostridium perfringens

Biochemické testy a Gramovo barveni se vyuzivaji pii identifikaci
mikroorganismi. Pomoci Gramova barveni a biochemickych testd byl identifikovan rod

Clostridium. Pro uptesnéni druhu klostridii byla pouzita metoda PCR.

Gramovo barveni

Pomoci Gramova barveni byl identifikovan rod Clostridium. Na Obr. 7 je
vyfocena klostridie. Jedna se o ty¢inkovitou bakterii zbarvenou do fialova, coz znaci, ze

se jedna o grampozitivni bakterii.

klostridie

Obr. 7: Gramovo barveni — klostridie (zdroj vlastni)

Biochemické testy

Pomoci biochemickych testi (Obr. 8) bylo zjisténo, ze vzorky obsahuji
mikroorganismy, jako jsou klostridie (Clostridium ramosum, Clostridium tertium,
Clostridium perfringens), laktobacily (Lactobacilus acidophilus) a také Blautia

producta, Actinomyces israelii, Bifidobacterium breve.
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Obr. 8: Ukdzka biochemického testu a jeho vyhodnoceni (zdroj viastni)

Polymerdzova fetézovd reakce (PCR)

Po pteockovani a piecisténi vzorku, u kterych bylo nalezeno Clostridium
perfringens, byly izolaty podrobeny PCR. ALBINI et al. (2008) vyuzili k identifikaci
bakterie Clostridium perfringens metodu klasické i real-time PCR.

Vysledky PCR jednotlivych izolatd Clostridium perfringens (1V1 — SJ) ziskané
z modelovych jetelovych silazi, z provoznich podminek — podestylky (separatu)
a vykala jsou znazornény na Obr. 9.

Soucasné byla provedena pozitivni a negativni kontrola (Obr. 9). Pozitivni
kontrola obsahovala pozitivni druh bakterie Clostridium perfringens CCN 4991 (Ceska
sbirka mikroorganismi) pro vyloueni fale$né negativni reakce. Negativni kontrola
neobsahovala templatovou DNA a byla soufasné stanovena s ostatnimi vzorky
z diivodu vylouceni pfipadné kontaminace a faleSné€ pozitivni reakce.

ZObr. 9 je patrné, Ze vSechny izolaty obsahovaly ve své gDNA gen
16 SrRNA identifikujici Clostridium perfringens, coz je potvrzeno i vizualizaci
amplikonu o 279 bp. Pomoci negativni kontroly bylo potvrzeno, ze nedoslo

ke kontaminaci ostatnich vzorkt a k falesné€ pozitivni reakci.
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Obr. 9: PCR pro detekci izolatii Clostridium perfringens (zdroj viastni)

L — ladder, 1V1, 1V2 — vykaly z provozu A, 1BT — bachorova tekutina z provozu A, 2V — vykaly z provozu B, 2S — separat

z provozu B, SJ - silaz z jetele (vzorek B40), PK — pozitivni kontrola, NK — negativni kontrola.

Lze tedy konstatovat, Ze se primery navdzaly na DNA vSech stanovovanych
izolatu a je zde potvrzena ptislusnost k druhu Clostridium perfringens.

GURJAR et al. 2008 ve své studii zjistili ptitomnost Clostridium perfringens
ve vykalech mlééného skotu. Nejrozsitengjsi vyskyt byl zjistén u bakterie Clostridium
perfringens produkujici toxin typu A.

ALBINI et al. (2008) se shoduji suvedenym pokusem o potvrzeni vyskytu
Clostridium perfringens ve vykalech (vytér z zivych zvitat) nebo ve stfevnim obsahu

(ziskan pfi pitve).
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6 ZAVER

Predkladand disertaéni prace snazvem "Riziko vyskytu klostridii v silazich
a ve vykalech dojnic" pojednava o moznosti vneseni klostridii S povrchovou vrstvou
pudy béhem sklizné pice do materialu uréeného k silaZzovani. Pro modelovy pokus byly
zalozeny pokusné silaze s riznou trovni kontaminace rostlinného materialu povrchovou
vrstvou pudy vV mnozstvi 0, 20 a 40 g/kg susiny hmoty. Soucasné¢ byl sledovan vliv
biologického a chemického sildzniho aditiva. Pokusné modelové sildze byly podrobeny
mikrobiologické analyze. Kromé& klostridii (Clostridium perfringes) a sporulujicich
mikroorganismi (Spory ostatnich klostridii a bacilt) byla prace rozsitena o posouzeni
celkového mikrobiologického rizika a doplnéna o zdkladni rozbory pro zjisténi
fermenta¢niho procesu a vyzivné hodnoty silazi. Uvedené rozbory byly dale rozsifeny
o zhodnoceni celkové kvality a hygienické urovné pokusnych sildzi. Veskeré vysledky
tvoii uceleny a kompletni pfehled o kvalit¢ modelovych pokusnych silazi a vzorkl
ziskanych z provoznich podminek.

Soucasti prvniho cile experimentalni Casti disertacni prace bylo zalozit tii
modelové pokusy. Prvni modelovy pokus byl zaméfen na silazovani zavadlé pice
z jetele luéniho a stanoveni mikrobiologické analyzy pfi kontaminaci povrchovou
vrstvou pady (0, 20, 40 g/kg susiny hmoty) a po oSetieni hmoty k silazovani
biologickym a chemickym silaznim aditivem. Clostridium perfringes nebylo
detekovano v ptivodni nezavadlé hmoté jetele luc¢niho, ale bylo zjisténo v povrchové
vrstvé pudy v mnozstvi 8 KTJ/g a nasledné v sildZzi u varianty B40 v mnoZstvi
2,70 x 10" KTJ/g. Sporulujici mikroorganismy byly zjistény v piivodni nezavadlé hmotd
jetele luéniho v mnozstvi 1,32 x 10" KTJ/g a v povrchové vrstvé pidy v mnoZstvi
1,46 x 10" KTJ/g. Nejvyssi pocty sporulujicich mikroorganismu s ptidavkem povrchové
vrstvy pidy a po oSetfeni chemickym i biologickym sildznim aditivem dosahovaly
hodnot do 10> KTJ/g silaze. Vyssi poget sporulujicich mikroorganismi nebyl zjistén po
pfidani pidy do rostlinného materialu uréeného k silaZovani. Avsak statisticky prikazné
vy$$i  (P<0,05) pocet sporulujicich mikroorganismti byl u varianty oSetifené
biologickych silaznim aditivem (B) ve srovnani s kontrolni skupinou (K) a soucasné

mezi variantami K20 a B40. Chemicky silazni pfipravek inhiboval rdst Clostridium
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perfringes. Vyskyt Clostridium perfringes koresponduje s vy$sim po¢tem sporulujicich
mikroorganismi u varianty B40. Lze tedy konstatovat, ze u varianty B40 vlivem
pfidavku povrchové vrstvy pady v mnozstvi 40 g/kg suSiny hmoty a oSetieni
biologickym silaznim aditivem vedlo k nedostate¢né fermentaci hmoty za vzniku
nedostate¢ného mnozstvi kyseliny mlééné, charakterizované rastem klostridii
a ostatnich sporulujicich mikroorganismd, tedy spor klostridii. Soucasné byl zjistén
vyskyt kyseliny maselné, vysSi stupein proteolyzy, vyssi vyskyt bakterii celedi
Enterobacteriaceae a po vystaveni modelovych silazi vzduchu byla silaZz aerobné
nestabilni jiz po 15 hodinach aerace. Jednalo se tedy o hygienicky zavadnou (nekvalitni)
silaz.

Ve druhém modelovém pokusu byla zvolena jako pokusna pice vojtéska seta
0 dvou susinach (S1 = 331,60 g/kg, S2 = 355,01 g/kg). Clostridium perfringes bylo
detekovano jen Vv nezavadlé hmoté u S2 v mnozstvi 5 KTJ/g. V povrchové vrstvé pudy
bylo Clostridium perfringes zjisténo u S1 v mnozstvi 20 KTJ/g a u S2 v mnozstvi
10 KTJ/g. V puvodni nezavadlé pici byl pocet sporulujicich mikroorganismti u S1
v fadu 10° KTJ/g, u S2 byl o dva fady vyssi (10* KTJ/g), v povrchové vrstvé pudy
u S1 i S2 viadu 10° KTJ/g. U pokusnych modelovych silaZi bylo Clostridium
perfringes zjisténo u S1 pro kazdou uvedenou variantu (K40, B20, B40, CH20, CH40)
v mnozstvi 5 KTJ/g silaze. Mizeme usuzovat, ze Clostridium perfringes, které bylo
zjisténo ve vys$$im mnozstvi V povrchové vrstvé pudy u S1 oproti S2, mélo vliv na
vyskyt Clostridium perfringes v silazich s ptidavkem povrchové vrstvy pudy v mnozstvi
20 a 40 g/kg suSiny hmoty. U vSech variant silazi dosahovaly sporulujici
mikroorganismy po&ti v rozmezi 10* — 10° KTJ/g. S pfidavkem povrchové vrstvy piidy
se zvySoval pocet sporulujicich mikroorganismt u S1 1 S2, ale statisticky prukazné
vyssi (P<0,05) pocet byl jen u S1, coz koresponduje s vyskytem Clostridium perfringes.
Nebyl zjistén statisticky prikazny vliv (P<0,05) silaznich aditiv na snizeni poctu
sporulujicich mikroorganismti. U S1 a S2 byly nékteré hodnoty fermenta¢niho procesu
mirné zvySeny.

Ve tfetim modelovém pokusu byla vojtéska setd sklizena ve dvou secich (1S, 25).
Clostridium perfringes nebylo zjisténo v ptivodni hmot¢, ani v povrchové vrstvé pudy
u obou seli, ani v pokusnych modelovych silazich. Sporulujici mikroorganismy
v piivodni hmoté byly v 1S i ve 2S v fadu 10* KTJ/g, v povrchové vrstvé pady v 1S
v fadu 10° KTJ/g, u 2S o jeden fad nizsi (10* KTJ/g). Nejvyssi poéty sporulujicich
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mikroorganismii dosahovaly hodnot u 1S 10 — 10% KTJ/g silaZe, u 2S o fad nizsi
10 — 10%® KTJ/g silaze. S pfidavkem povrchové vrstvy pidy v 1S se mnoZstvi
sporulujicich mikroorganismt zvySovalo. Byl zaznamenan pozitivni vliv chemického
silazniho piipravku na statisticky priukazné niz$i (P<0,05) mnozstvi sporulujicich
mikroorganismi ve srovnani s kontrolni variantou v 1S i ve 2S. Fermentacni proces
v silazich z obou seci probihal Gspésné a silaze byly z hygienického hlediska hodnoceny
jako nezavadné. Experimentem byla potvrzena hypotéza, Ze pouziti silaznich aditiv
vede ve vétSiné piipadi k potlaceni ristu nezddoucich mikroorganismu a kontaminace
silazi ze zavadlé pice jetele lu¢niho ¢i vojtésky seté povrchovou vrstvou pidy k jejich

zvySeni.

V ramci druhého cile piredkladané prace byly odebrany vzorky krmiv, bachorové
tekutiny, syrového kravského mléka, stéry z povrchu struku, vykaly a separat ze dvou
provozi. U TMR v provozu A byl zjistén vyssi pocet plisni, kvasinek, bakterii celedi
Enterobacteriaceae, CPM a v provozu B vys§i pocet sporulujicich mirkoorganismu
a kvasinek. Soucasné po vystaveni TMR vzduchu se u obou provozi béhem nékolika
hodin prudce zvySovala jeji teplota. Lze tedy konstatovat, ze TMR byla aerobné
nestabilni.

Clostridium perfringens bylo detekovano u obou provozu v separatu (v provozu A
v fadu 10" KTJ/g, vprovozu B v fadu 10 KTJ/g), v bachorové tekuting v fadu
10" KTJ/ml (v provozu A u dvou dojnic, v provozu B u jedné dojnice), ve vykalech
(vprovozu A v mnozstvi 10° KTJ/g a vprovozu B byly vyssi hodnoty fadove
10° KTJ/g), aviak Clostridium perfringens nebylo zjisténo ve stérech z povrchu strukd
a vsyrovém kravském mléce, coz svéd¢i o dobré hygien¢ struki pred dojenim.
Clostridium perfringens se v malém mnozstvi pfirozen¢ vyskytuje ve vykalech lidi
I dojnic. V provozu B bylo zjisténo Clostridium perfringens v produkéni a jetelotravni
smési vmnozstvi do 10' KTJ/g. Sporulujici mikrorganismy byly detekovany
v bachorové tekuting v provozu A v rozmezi 10° — 10* KTJ/ml, ve vykalech 10° KTJ/g,
v provozu B vV bachorové tekutiné i ve vykalech v mnozstvi 10° KTJ/g, coz
koresponduje s obsahem Clostridium perfringens. V syrovém kravském mléce byl
detekovan pocet sporulujicich mikroorganismiit u obou provozi fadove 10* KTJ/ml
mléka. V provozu A byl zaznamenan zvySeny pofet CPM v syrovém mléce u dvou

dojnic, nez je doporu¢eno dle CSN 57 0529. Jednalo se tedy o vzorky mléka, které byly
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Z hygienického hlediska zdvadné. Ostatni mikroorganismy spliiovaly limity stanovené
CSN 57 0529. Monitoringem provoznich podminek byla potvrzena hypotéza vyskytu

Klostridii v provoznich podminkach.

Tretim cilem prace bylo potvrzeni vyskytu klostridii pomoci Gramova barveni,
biochemickych testi a PCR. Pomoci PCR bylo identifikovano a potvrzeno Clostridium
perfringens, a to v prvnim modelovém pokusu V silazi ze zavadlé pice jetele lu¢niho ve
vzorku B40, dale u monitoringu provoznich podminek v provozu A v bachorové
tekutiné a ve vykalech a v provozu B rovnéz ve vykalech a také v separatu. V silazich
ze zavadlé pice vojtésky seté nebyl prokazan vyskyt Clostridium perfringens pomoci

PCR ani pti zamérné kontaminaci vzorkd povrchovou vrstvou pudy.

Zavérem lze tedy konstatovat, ze klostridie i sporulujici mikroorganismy se
Vv provoznich pominkach vyskytovaly v bachorové tekutin€, vykalech a separatu. AvSak
pomoci metody PCR bylo detekovano Clostridium perfringens ve vykalech u obou
provozu, v bachorové tekutiné (provoz A) a v separatu (provoz B). U vykali v provozu
B, kde byl zjistén vyssi pocet Clostridium perfringens i sporulujicich mikroorganismi,
nebyly dostateéné eliminovany klostridie béhem vyroby separatu, coz mohlo byt
zpusobeno nedostate¢nym zahievem ¢i kratkou dobou zahievu pii vyrob¢ separatu.

Prevenci pro vyskyt nezadoucich mikroorganismu (zejména klostridii) v silazich je
dodrZzovani spravné vyrobni praxe, otevirani silazi a jejich ndsledné zpracovani.
V provoznich podminkach pro dodrzeni spravné hygienické praxe bych doporucila
dodrZzovani technologického postupu vyroby separatu, zejména dodrzovani doby
a teploty oSetfeni separatu, nasledné¢ pifidani mletého vapence do separatu
V doporueném poméru 3-4:1, jeho vhodné uskladnéni a zvysit Cetnost vymény
separatu. Pokud to umozni technické podminky pro vyrobu separatu, zvySeni teploty

a doby osetfeni snizi pravdépodobnost vyskytu klostridii na minimum.
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8.1

PRILOHY

Seznam tabulek a obrazku

8.1.1 Seznam tabulek v textu

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

Tab.
Tab.

Tab.
Tab.
Tab.

Tab.

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

1: Rozd¢leni lactobacila dle HOLZERA et al. (2003)

: Schéma pokusu

N

: 1zolaty klostridii
: Primery genu pro 16S rRNA

3
4
5: Pocty mikroorganismt v biologickém silaznim aditivu v KTJ/g
6: Primérné hodnoty sporulujicich mikroorganismu v jetelovych silazich v KTJ/g
7: Prim&rné hodnoty ostatnich mikroorganismu v jetelovych silazich v KTJ/g
8: Priimérné hodnoty sporulujicich mikroorganismi ve vojtéskovych silédzich
(S1aS2)v KTJg
9: Primérné hodnoty CPM a BMK ve vojtéskovych silazich (S1 a S2) v KTJ/g
10: Primérné hodnoty plisni a kvasinek ve vojtéskovych silazich (S1 a S2)
v KTJ/g
11: Clostridium perfringens vyjadieno v KTJ/g silaze
12: Kvasinky vyjadieno v KTJ/g silaze
13: Primérné hodnoty sporulujicich mikroorganismi ve vojtéskovych silazich (1S
i 2S) v KTJ/g
14: Primérné hodnoty CPM, BMK, enterobakterii ve vojtéskovych silazich (1S
1 2S) v KTJ/g
15: Primérné hodnoty plisni a kvasinek ve vojtéskovych silazich (1S i 2S) v KTJ/g
16: Provoz A — mikrobiologicka analyza krmiv a separatu v KTJ/g
17: Provoz B — mikrobiologicka analyza krmiv a separatu v KTJ/g

18: Mikrobiologicka analyza vzorkd z provoznich podminek v KTJ/g, KTJ/ml
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8.1.2 Seznam obrazku v textu

Obr. 1: Polymerazova fetézova reakce

Obr. 2: Seceni vojtésky seté
Obr. 3: Silazni nadoby

Obr. 4: 1zolace DNA pomoci magnetickych kuli¢ek

Obr. 5: Princip aplikace vzorku na pfistroj Nanophotometer ™ Pearl

Obr. 6: Teplotni profil PCR reakce

Obr. 7: Gramovo barveni — klostridie

Obr. 8: Ukazka biochemického testu a jeho vyhodnoceni

Obr. 9: PCR pro detekei izolatt Clostridium perfringens

8.1.3 Seznam tabulek v piiloze

Modelovy pokus v laboratornich podminkdch

Modelovy pokus I. — jetel lu¢ni

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

P1.1.1: Obsah susiny

P1.1.2: Hodnota pH

P1.1.3: Hodnota KVV

P1.1.4: Kyselina mlécna

P1.1.5: Kyselina octova

P1.1.6: Kyselina propionova

P1.1.7: Kyselina maselna

P1.1.8: Suma kyselin

P1.1.9: Pomér kyseliny mlé¢né k TMK
P1.1.10: Etanol

P1.1.11: Amoniak

P1.1.12: Proteolyza

P1.1.13: VyZivna hodnota jednotlivych variant v g/kg

Modelovy pokus II. — vojtéSka seta (S1, S2)

Tab.
Tab.
Tab.

P1.2.1: Obsah susiny
P1.2.2: Hodnota pH
P1.2.3: Hodnota KVVV
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Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

P1.2.4: Kyselina mlécna

P1.2.5: Kyselina octova

P1.2.6: Suma kyselin

P1.2.7: Pomér kyseliny mlé¢né k TMK

P1.2.8: Etanol

P1.2.9: Amoniak

P1.2.10: Proteolyza

P1.2.11A: Vyzivna hodnota jednotlivych variant v g/kg ve 100 % suSiné
P1.2.11B: Vyzivna hodnota jednotlivych variant v g/kg ve 100 % susiné

Modelovy pokus III. — vojtéska seta (1S, 2S)

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

P1.3.1: Obsah susiny

P1.3.2: Hodnota pH

P1.3.3: Hodnota KVV

P1.3.4: Kyselina mlécna

P1.3.5: Kyselina octova

P1.3.6: Suma kyselin

P1.3.7: Pomér kyseliny mlééné k TMK

P1.3.8: Etanol

P1.3.9: Amoniak

P1.3.10: Proteolyza

P1.3.11A: Vyzivna hodnota jednotlivych variant v g/kg ve 100 % susin¢
P1.3.11B: Vyzivna hodnota jednotlivych variant v g/kg ve 100 % susiné

Monitoring provoznich podminek

Provoz A

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

P2.1.1: Bachorova tekutina v KTJ/g
P2.1.2: Vykaly v KTJ/g

P2.1.3A: Syrové kravské mléko v KTJ/ml
P2.1.3B: Syrové kravské mléko v KTJ/ml
P2.1.4: Stéry z povrchu strukti v KTJ/ml
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Provoz B

Tab. P2.2.1: Bachorova tekutina v KTJ/ml

Tab. P2.2.2: Vykaly v KTJ/g

Tab. P2.2.3A: Syrové kravské mléko v KTJ/ml

Tab. P2.2.3B: Syrové kravské mléko v KTJ/ml

Tab. P2.2.4: Stéry z povrchu strukd v KTJ/ml

Tab. P 2.2.5: Zivinové slozeni TMR a podestylky ve 100 % susiné v g/kg

8.1.4 Seznam obrazki v priloze

Obr.
Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.
Obr.

P1:
P2:

P3:

P4

P5:

Po6:

P7:

P8:
P9:

P10:

P11:

P12:
P13:
P14:
P15:

Vyvoj teplot u silazi ze zavadlé¢ pice jetele lu¢niho

Celkovy pocet mikroorganismu u silazi ze zavadlé pice vojtésky seté s obsahem
susiny 331,60 g/kg (S1)

Celkovy pocet mikroorganismu u silazi ze zavadlé pice vojtésky seté s obsahem
susiny 355,01 g/kg (S2)

Bakterie mlé¢ného kvaseni u silazi ze zavadlé pice vojtésky seté s obsahem
susiny 331,60 g/kg (S1)

Bakterie mlé¢ného kvaseni u silazi ze zavadlé pice vojtésky seté s obsahem
susiny 355,01 g/kg (S2)

Sporulujici mikroorganismy u silazi ze zavadlé pice vojtésky seté s obsahem
susiny 331,60 g/kg (S1)

Sporulujici mikroorganismy u silazi ze zavadlé pice vojtésky seté s obsahem
susiny 355,01 g/kg (S2)

Plisné u silazi ze zavadlé pice vojtésky seté s obsahem susiny 331,60 g/kg (S1)
Plisn¢ u silazi ze zavadlé pice vojtésky seté s obsahem suSiny 355,01 g/kg (S2)
Vyvoj teplot u silazi ze zavadlé pice vojtésky seté s obsahem susiny 331,60
g/kg (S1)

Vyvoj teplot u silazi ze zavadlé pice vojtésky seté s obsahem suSiny 355,01
g/kg (S2)

Vyvoj teplot u silazi ze zavadlé pice vojtésky seté v 1. seci

Vyvoj teplot u silazi ze zavadlé pice vojtésky seté ve 2. seci

Vyvoj teplot v krmivech a separatu u provozu A

Vyvoj teplot v krmivech a separatu u provozu B
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Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.

P16:
P17:
P18:
P19:
P20:
P21:
P22:
P23:
P24:

Clostridium perfringens
Sporulujici mikroorganismy

CPM

BMK

Bakterie ¢eledi Enterobacteriaceae
Plisn¢ a kvasinky

Separat — vyroba

Smésna krmna davka (TMR)
Odbér bachorové tekutiny
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8.2 Tabulkova a obrazkova priloha

Modelovy pokus I. — Ukazatele kvality fermentacniho procesu jednotlivych variant
silazi ze zavadlé pice jetele lucniho

Tab. P1.1.1: Obsah suSiny

. . Susina v g/kg
Viiv Varianta Pramér | Sm.odch. Index

, 0 206,60 7,168 a
\E':x:g%\é? 20 212,67 3,778 b
40 207,16 10,878 a
K 206,55 7,026 a
OSetfeni B 208,04 6,614 ab
CH 211,85 9,956 b
KO 210,04 8,264 ab
BO 209,96 4,433 ab
_ CHO 199,80 2,810 a
Kombinace o0 [ 20061 3,967 ab
;’ssfcfgvae B20 213,40 1,172 ab
vrstvy pady | CH20 | 215,00 3,847 b
K40 199,98 3,278 a
B40 200,76 5,049 a
CH40 | 22074 5,331 b

K — kontrola, B — biologické silazni aditivam, CH — chemicky silazni ptipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy, 20 a 40 —
s ptidavkem povrchové vrstvy pidy v mnozstvi 20 a 40 g/kg susiny hmoty, Sm.odch. — smérodatna odchylka, priméry a smérodatné

odchylky s rozdilnymi indexy jsou statisticky prikazné (P<0,05)

Tab. P1.1.2: Hodnota pH

. ) H
Vv Vel Prumér Sm.rc))dch. Index
0 5115 0247 a
Vll:tvvr:};‘;‘% 20 5,070 0,299 b
40 5140 0,250 a
K 5435 0,014 c
Osetreni B 5,050 0,075 b
CH 4840| 0,107 a
KO 5440] 0,008 c
BO 4965 0013 ab
_ CHO 4940| 0110 ab
Kombinace 5, 5430| 0,008 c
S’;ﬁ;ﬁg;‘e B20 5050| 0,029 be
vestvy pidy |_CH20 4730| 0018
K40 5435 0,024
B40 5135 0,013
CH40 4850| 0,008 ad

K — kontrola, B — biologické silazni aditivuam, CH — chemicky silazni ptipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy, 20 a 40 —
s ptidavkem povrchové vrstvy pidy v mnozstvi 20 a 40 g/kg suSiny hmoty, Sm.odch. — smérodatna odchylka, priméry a smérodatné

odchylky s rozdilnymi indexy jsou statisticky prikazné (P<0,05)
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Tab. P1.1.3: Hodnota KVV

. . KVV v mg KOH/100 ml
Wiy et Promér Sn?.odch. Index

, 0 887,1| 138,28 ab
i‘s’:’\fgi‘l’g 20 912,9| 118,24 b
40 878,1| 117,33 a
K 7363 34,68 a
Ogetfeni B 949,7 59,06 b
CH 992,2 43,08 c
KO 707,8 27,20 b
BO 1007,5 10,41 a
_ CHO 946,0 49,24 ac
Kombinace 5, 756,8| 14,80 b
;’jjﬁ;‘gvi B20 9640 1571 a
vrstvy pady | CH20 | 10180 8,52 a
K40 7443 41,51 b
B40 877,5 27,53 c
CH40 | 10125 4,93 a

K — kontrola, B — biologické silaZzni aditivam, CH — chemicky silazni ptipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy, 20 a 40 —
s pfidavkem povrchové vrstvy pudy v mnozstvi 20 a 40 g/kg suSiny hmoty, Sm.odch. — smérodatna odchylka, priméry a smérodatné

odchylky s rozdilnymi indexy jsou statisticky prikazné (P<0,05)

Tab. P1.1.4: Kyselina mlééna

. . Kyselina mlééna v g/k
Viliv Ve Prﬁmzv:’r Sm.odch. glngex

o0 1242 1023 b

Vl)r‘s’z’vr:h%‘(’la 20 115,4 7.18 ab
PUEY 40 1006 22,26
K 1057] 1342

Osetfeni B 1152] 12,07 b
CH 1284 1267

KO 115.1 5,94 abc

BO 1294 3,73 ab

_ CHO 1281 12,98 ab

Kombinace 5, 1122| 10,16 abc

Ssiﬁifvi B20 1125 1,03 abc

vrsty pidy | CH20 1216 2,84 ab

K40 89,8 3,07 c

B40 103.7 8,15 ac

CH40 1354| 16,87 b

K — kontrola, B — biologické silazni aditivum, CH — chemicky silazni pfipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy, 20 a 40 —
s ptidavkem povrchové vrstvy pudy v mnozstvi 20 a 40 g/kg suSiny hmoty, Sm.odch. — smérodatna odchylka, priméry a smérodatné

odchylky s rozdilnymi indexy jsou statisticky prikazné (P<0,05)
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Tab. P1.1.5: Kyselina octova

. . Kyselina octova v g/k
Wiy Vi Prﬁmgr Sm.odch. ; Inﬁex

, 0 57,55 6,947 a
i‘s’:’\gi‘l’g 20 57,70 8,446 a
40 56,96 7,807 a
K 57,39 7,402 b
OgSetfeni B 64,04 2,941 c
CH 50,78 4,642 a
KO 50,55 4,542 be
BO 65,29 3,112 a
_ CHO 56,81 0,805 abc
Kombinace >, 6239| 8553 a
;’jjﬁ;‘gvi B20 6233 3,661 a
vrstyy pdy |CH20 48,39 1,244 be
K40 59,23 2,633 ac
B40 64,50 1,533 a
CH40 47,14 1,733 b

K — kontrola, B — biologické silaZzni aditivam, CH — chemicky silazni ptipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy, 20 a 40 —
s pfidavkem povrchové vrstvy pudy v mnozstvi 20 a 40 g/kg suSiny hmoty, Sm.odch. — smérodatna odchylka, priméry a smérodatné

odchylky s rozdilnymi indexy jsou statisticky prikazné (P<0,05)

Tab. P1.1.6: Kyselina propionova

Kyselina propionova v g/kg

Viliv Ve Pramér | Sm.odch. Index
1 o 0159| 0235 b
VPr‘S’:’Vr:};?E 20 0,393 0,337 a
40 0333 0,246 a

K 0326] 0,241 b

Osetreni B 0,559 0,178 c
CH 0,000 0,000 a

KO 0,000] 0,000 b

BO 0476 0,010 a

_ CHO 0,000] 0,000 b
Kombinace 5, 0477| 0,009 a
Ifosjgrgvae B20 0,703| 0,272 a
vrstvy pidy |_CH20 0,000] 0,000 b
K40 0,500| 0,008 a

B40 0498| 0013 a

CHA40 0,000] 0,000 b

K — kontrola, B — biologické silazni aditivum, CH — chemicky silazni pfipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy, 20 a 40 —
s ptidavkem povrchové vrstvy pudy v mnozstvi 20 a 40 g/kg suSiny hmoty, Sm.odch. — smérodatna odchylka, priméry a smérodatné

odchylky s rozdilnymi indexy jsou statisticky prikazné (P<0,05)
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Tab. P1.1.7: Kyselina maselna

. . Kyselina maselna v g/k
Wiy Vi Prﬁni“:r Sm.odch. gIndgex

, 0 0,000 0,000 a
i‘s’:’\gi‘l’g 20 0,000 0,000 a
40 0,909 1,467 b
K 0,000 0,000 a
OgSetfeni B 0,909 1,467 b
CH 0,000 0,000 a
KO 0,000 0,000 a
BO 0,000 0,000 a
_ CHO 0,000 0,000 a
Kombinace >, 0,000 0,000 a
;’jjﬁ;‘gvi B20 0,000] 0,000 a
vrstvy pidy |CH20 0,000 0,000 a
K40 0,000 0,000 a
B40 2726 1,134 b
CH40 0,000 0,000 a

K — kontrola, B — biologické silaZzni aditivam, CH — chemicky silazni ptipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy, 20 a 40 —
s pfidavkem povrchové vrstvy pudy v mnozstvi 20 a 40 g/kg suSiny hmoty, Sm.odch. — smérodatna odchylka, priméry a smérodatné

odchylky s rozdilnymi indexy jsou statisticky prikazné (P<0,05)

Tab. P1.1.8: Suma kyselin

. . Suma kyselin v g/k
Yl Ve Primeér Sm}fodch. : I?\dex

, 0 181,9 15,95 b
\Z(s):,\f:};l)?l‘g/ 20 173,5 10,37 ab
40 167,8 17,58 a

K 163,4 15,69

Osetreni B 180,7 12,00

CH 179,2 13,82
KO 165,7 10,27 ab

BO 1951 6,79

_ CHO 185,0 13,58
Kombinace 5, 1751| 18,71 ab
I;’Osszggvae B20 1755 3,54 ab
vrstyy pidy |CH20 170,0 258 ab
K40 1495 0,95 b
B40 1715 6,46 ab
CH40 1826 18,36 ab

K — kontrola, B — biologické silazni aditivum, CH — chemicky silazni pfipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy, 20 a 40 —
s ptidavkem povrchové vrstvy pudy v mnozstvi 20 a 40 g/kg suSiny hmoty, Sm.odch. — smérodatna odchylka, priméry a smérodatné

odchylky s rozdilnymi indexy jsou statisticky prikazné (P<0,05)
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Tab. P1.1.9: Pomér kyseliny mlééné k TMK

. . Kyselina mlééna/tékavé MK
Wiy VAITENE Prgmér Sm.odch. Index
, 0 2,169 0,193 b
i‘s’:’\gi‘l’g 20 2,033 0,368 ab
40 1,970 0,686
K 1,862 0,348
Osetreni B 1,765 0,215
CH 2,545 0,322 b
KO 2,284 0,107 cd
BO 1,968 0,041 be
_ CHO 2,254 0,206 cd
Kombinace >, 1794| 0,082 ab
Ss\fiﬁg\/aé B20 1790 0,120 ab
vrstyy pidy | CH20 2,515 0,104 de
K40 1,507 0,116 a
B40 1,536 0,167 ab
CH40 2,867 0,274 e

K — kontrola, B — biologické silazni aditivam, CH — chemicky silazni ptipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy, 20 a 40 —
s pfidavkem povrchové vrstvy piudy v mnozstvi 20 a 40 g/kg suSiny hmoty, Sm.odch. — smérodatna odchylka, MK — mastna

kyseliny, priméry a smérodatné odchylky s rozdilnymi indexy jsou statisticky prikazné (P<0,05)

Tab. P1.1.10: Etanol

Etanol v g/kg

Viliv Ve Pramér | Sm.odch. Index
1 o 7770|1623 a
\Z(s):,\f:};l)?l‘g/ 20 7,139 2,206 a
40 7357 1,120 a

K 8956 1325 c

Osetreni B 5,949 0,956 a
CH 7362 1471 b

KO 8595| 1575 abd

BO 5953| 0225 od

_ CHO 8,763| 0,709 ab
Kombinace >, 9519 1,780 b
Ifosjzggvae B20 4919 0,588 c
vrstvy pidy |_CH20 6979| 0418 abed
K40 8754 0,369 ab

B40 6974| 0377 abed

CHA40 6,345| 0,39 acd

K — kontrola, B — biologické silazni aditivum, CH — chemicky silazni pfipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy, 20 a 40 —
s ptidavkem povrchové vrstvy pudy v mnozstvi 20 a 40 g/kg suSiny hmoty, Sm.odch. — smérodatna odchylka, priméry a smérodatné

odchylky s rozdilnymi indexy jsou statisticky prikazné (P<0,05)
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Tab. P1.1.11: Amoniak

. . Amoniak v g/k
Wiy Vi Pramér Sm.odch.g : Index

, 0 4,992 0,670 a
i‘s’:’\gi‘l’g 20 4,515 0,963 b
40 5,014 0,590 a
K 5,490 0,244 c
OgSetfeni B 5,090 0,267 b
CH 3,941 0,597 a
KO 5,720 0,228 a
BO 5,000 0,229 ab
_ CHO 4,257 0,337 b
Kombinace >, 5249 0,100 a
Sssii‘;lvae B20 5037| 0,220 ab
vrstvy pidy | CH20 3,257 0,392 c
K40 5,502 0,091 a
B40 5,234 0,345 a
CH40 4,308 0,320 b

K — kontrola, B — biologické silazni aditivam, CH — chemicky silazni ptipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy, 20 a 40 —
s pfidavkem povrchové vrstvy pudy v mnozstvi 20 a 40 g/kg suSiny hmoty, Sm.odch. — smérodatna odchylka, priméry a smérodatné

odchylky s rozdilnymi indexy jsou statisticky prikazné (P<0,05)

Tab. P1.1.12: Proteolyza

. . Proteolyza v %
Yl Ve Primeér Sm.o}éich. Index
, 0 10,18| 1,230 a
VPr‘S’:’Vr:};?E 20 9,664| 1,925 a
40 10,99| 1,228 b
K 11,45| 0,507 a
Osetreni B 10,89 0,791 a
CH 849| 1210 b
KO 11,41] 0373 a
BO 10,33| 0,651 abc
_ CHO 8,806| 0,660 cd
Kombinace 5, 10,97 0,256 ab
Ifosjgrgvae B20 1086| 0,637 ab
vrstvy pidy | CH20 7,164| 0,775
K40 11,98| 0,210
B40 11,49| 0,757 a
CH40 9,527| 0,646 be

K — kontrola, B — biologické silazni aditivum, CH — chemicky silazni pfipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy, 20 a 40 —
s ptidavkem povrchové vrstvy pudy v mnozstvi 20 a 40 g/kg suSiny hmoty, Sm.odch. — smérodatna odchylka, priméry a smérodatné

odchylky s rozdilnymi indexy jsou statisticky prikazné (P<0,05)
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Tab. P1.1.13: Vyzivna hodnota jednotlivych variant v g/kg (vysledky jsou uvedeny ve 100% sus$in¢)

Susina ptvodni BE

Varianta 0 Popel NL Tuk |Vlaknina| ADF NDF OH BNLV
v % (MJ/kg)

KO 21,00 131,91 230,31 | 80,27 | 169,50 | 164,03 | 244,14 | 18,14 | 868,1 | 388,0
K20 20,96 155,35 220,96 | 73,22 | 161,76 | 222,22 | 243,96 | 18,06 8446 | 3887
K40 20,00 174,48 209,66 | 79,86 | 165,03 | 23545 | 238,55 | 17,49 8255 | 3710

BO 21,00 133,80 224,92 | 7450 | 165,29 | 234,11 | 240,48 | 18,03 866,2 | 401,55
B20 21,34 159,65 214,38 | 75,15 | 161,38 | 223,33 | 244,69 | 17,59 840,4 | 3894
B40 20,08 192,90 209,08 | 77,01 | 156,20 | 226,47 | 233,32 | 16,92 807,1 | 364,8
CHO 19,98 142,88 227,98 | 72,73 | 166,62 | 247,06 | 263,08 | 18,06 857,1 | 3898

CH20 21,50 166,02 217,84 | 63,27 | 169,33 | 203,30 | 259,58 | 17,20 | 834,0 | 3835
CH40 22,07 190,26 211,66 | 60,97 | 162,02 | 193,58 | 247,33 | 16,66 809,7 | 3751

K — kontrola, B — biologické silazni aditivum, CH — chemicky silazni pfipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pidy, 20 a 40 — s piidavkem povrchové vrstvy pudy v mnozstvi 20 a 40 g/kg suSiny hmoty, NL — dusikaté
latky, ADF — acidodetergentni vlaknina, NDF — neutralné detergentni vlaknina, BE — brutto energie, OH — organicka hmota, BNLV — bezdusikaté latky vytazkové
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Modelovy pokus 11. — Ukazatele kvality fermenta¢niho procesu jednotlivych variant
silaZi ze zavadlé pice vojtéSky seté konzervoviné s rozdilnym obsahem suSiny

Tab. P1.2.1: Obsah suSiny

SuSina v g/kg
Vliiv Varianta S1 S2

Pramér | Sm.odch. | Index | Pramér | Sm.odch. | Index

, 0 326,05 13,672 a| 351,23 11,836 a

Do 20 32943| 18,195 a| 361,82 16,774 b
vrstva pady

40 339,33 14,392 b| 351,99 17,239 a

K 323,55 16,880 a| 350,09 12,411 a

Osetieni B 330,37 10,973 a| 363,89 21,485 b

CH 340,90 16,140 b| 351,06 7,259 a

KO 310,74 8,679 b| 363,19 1,425 c

BO 332,51 6,931 ac| 335,65 1,184 b

_ CHO 334,90 9,195 a| 354,86 2,711 ac

Kombinace K20 315,04 6,460 bc| 352,80 4,154 a
osetrenl a

, B20 328,77 12,723 abc| 381,80 10,095 d
povrchové

vrstvy pady | CH20 | 34450| 19379 a| 350,85 10,977 a

K40 344,87 5,977 a| 334,28 1,742 b

B40 329,82 12,847 abc| 374,21 5,429 d

CH40 343,30 17,580 a| 347,48 3,181 a

K — kontrola, B — biologické silazni aditivum, CH — chemicky silazni pfipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy, 20 a 40 —
s povrchovou vrstvou pudy v mnozstvi 20 a 40 g/kg susiny hmoty, Sm.odch. — smérodatna odchylka, S1 — vojtéska seta s obsahem
susiny 331,60 g/kg, S2 — vojtéska setd s obsahem susiny 355,01 g/kg, priméry a smérodatné odchylky s rozdilnymi indexy jsou
statisticky prukazné (P<0,05)
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Tab. P1.2.2: Hodnota pH

pH
Vliv Varianta S1 S2

Primér | Sm.odch. | Index | Primér | Sm.odch. | Index

) 0 4,658 0,113 b| 4,575 0,132 a

9 (7 20 4838 0,193 a| 4775| 0131 b
vrstva pudy

40 4,901 0,208 a| 4,851 0,150 c

K 4,894 0,093 a| 4,848 0,230 c

Osetieni B 4,386 0,185 a| 4,717 0,036 b

CH 4,618 0,179 b| 4,635 0,144 a

KO 4772 0,028 bd| 4,535 0,038 e

BO 4,688 0,039 ab| 4,748 0,011 a

_ CHO 4,515 0,031 a| 4,442 0,007 d

Kombinace K20 4,965 0,041 c| 4952 0,007 f

osetrent a B20 4900| 0,166| cd| 4668 0,007 b
povrchové

vrstvy pidy | CH20 4,650 0,169 ab| 4,705 0,052 bc

K40 4,945 0,012 cd| 5,058 0,007 g

B40 5,068 0,019 c| 4,735 0,005 ac

CHA40 4,688 0,234 ab| 4,758 0,011 a

K — kontrola, B — biologické silazni aditivam, CH — chemicky silazni ptipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy, 20 a 40 —
s povrchovou vrstvou piidy v mnozstvi 20 a 40 g/kg susiny hmoty, Sm.odch. — smérodatna odchylka, S1 — vojtéska setd s obsahem
susiny 331,60 g/kg, S2 — vojtéska seta s obsahem susiny 355,01 g/kg, praiméry a smérodatné odchylky s rozdilnymi indexy jsou
statisticky prikazné (P<0,05)

Tab. P1.2.3: Hodnota KVV

KVV v mg KOH/100 ml
Vliv Varianta S1 S2

Primér | Sm.odch. | Index | Primér | Sm.odch. | Index

, 0 1570,9| 1184 b| 1729,7 171,9 c

s 20 1384,7|  230,8 a| 1522,0 184,1 b
vrstva pudy

40 1313,6| 211,2 a| 13814 214,2 a

K 1331,5]  100,0 a| 14577 316,8 b

OSetfeni B 1367,1| 2207 a| 15767 1737 a

CH 1570,6|  235,1 b| 15988 173,7 a

KO 1439,8 48,4 c| 1860,0 46,3 c

BO 1604,5 90,6| ab| 14962 433| ab

_ CHO 1668,5 60,4 a| 1833,0 19,7 c

Kombinace | 2o 12548 90,0|  ab| 14095 20,1 a

osetrent a B20 1329,7| 197,1| ab| 16255 285,3 b
povrchové

vstvy pady | CH20 | 15697  2520| ab| 15310 206| ab

K40 1299,9 32,6| ab| 11035 273 d

B40 1167,1 351  bc| 16085 43 4 b

CH40 | 14738 296,8| ab| 14323 75 a

K — kontrola, B — biologické silazni aditivum, CH — chemicky silazni pfipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy, 20 a 40 —
s povrchovou vrstvou pudy v mnozstvi 20 a 40 g/kg susiny hmoty, Sm.odch. — smérodatna odchylka, S1 — vojtéska seta s obsahem
susiny 331,60 g/kg, S2 — vojtéska seta s obsahem susiny 355,01 g/kg, priméry a smérodatné odchylky s rozdilnymi indexy jsou
statisticky prukazné (P<0,05)
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Tab. P1.2.4: Kyselina mlé¢na

Kyselina mlééna v g/kg
Vliv Varianta S1 S2

Primér | Sm.odch. | Index | Primér | Sm.odch. | Index

, 0 94,60 13,81 b| 72,58 6,08 b

R 0 88,58 8,89 al 8051 4,02 a
vrstva pudy

40 91,49 6,40 ab| 78,09 7,14 a

K 96,55 12,21 a| 7387 5,89 a

OSetfeni B 84,50 7,77 b| 76,36 3,52 a

CH 93,62 6,23 a| 80,95 8,02 b

KO 106,65 10,06 b| 68,05 3,23 b

BO 83,28 12,31 a| 75,53 3,35 ac

_ CHO 93,87 7,45 ab| 7415 7,83 ab

Kombinace K20 88,96 12,90 al| 8032 391 acd

osetrent a B20 83,77 3,69 al 7912 302| ac
povrchové

vrstvy piidy | CH20 93,01 4,98 a| 82,09 4,69 cd

K40 94,03 5,08 ab| 73,24 1,38 ab

B40 86,45 4,51 a| 74,43 2,42 ab

CH40 93,99 6,52 ab| 86,60 5,91 d

K — kontrola, B — biologické silazni aditivum, CH — chemicky silazni ptipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy, 20 a 40 —
s povrchovou vrstvou piidy v mnozstvi 20 a 40 g/kg susiny hmoty, Sm.odch. — smérodatna odchylka, S1 — vojtéska setd s obsahem
susiny 331,60 g/kg, S2 — vojtéska seta s obsahem susiny 355,01 g/kg, praméry a smérodatné odchylky s rozdilnymi indexy jsou
statisticky prikazné (P<0,05)

Tab. P1.2.5: Kyselina octova

Kyselina octova v g/kg
Vliv Varianta S1 S2

Prumér | Sm.odch. | Index | Primér | Sm.odch. | Index

, 0 37,71| 30,873 a| 21,14 4,826 b

Povrchova 20 3449| 10,043 a| 3044 6,756 a
vrstva pudy

40 39,13 9,395 a| 29,08 4,753 a

K 47,53| 26,863 b| 29,07 8,118 a

Ofetieni B 35,92| 10,890 a| 2849 3,543 a

CH 27,89| 10,634 a| 2310 6,532 b

KO 67,14 39,353 c| 19,87 1,576 ed

BO 25,06 5,628 ab| 27,16 1,425 af

_ CHO 20,94 5,103 a| 16,39 1,905 c

Kombinace | 2o 38,09| 7,680 ab| 36,80 1,647 g

osetfeni a B20 3423| 6379 ab| 3304 1,341 by
povrchové

vrstvy piidy | CH20 31,14| 13,957 ab| 21,48 1,315 de

K40 37,36 7,666 ab| 3055 6,680 ab

B40 48,47 1,251 bc| 25,26 0,386 ef

CH40 31,58 7,735 ab| 31,43 1,671 ab

K — kontrola, B — biologické silazni aditivum, CH — chemicky silazni pfipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy, 20 a 40 —
s povrchovou vrstvou pudy v mnozstvi 20 a 40 g/kg susiny hmoty, Sm.odch. — smérodatna odchylka, S1 — vojtéska seta s obsahem
susiny 331,60 g/kg, S2 — vojtéska seta s obsahem susiny 355,01 g/kg, priméry a smérodatné odchylky s rozdilnymi indexy jsou
statisticky prukazné (P<0,05)
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Tab. P1.2.6: Suma kyselin

Suma kyselin v g/kg
Vliv Varianta S1 S2

Primér | Sm.odch. | Index | Primér | Sm.odch. | Index

) 0 132,3 41,42 a 93,7 8,93 a

N 20 1231 10,20 al 1110 6,93 c
vrstva pudy

40 130,6 10,09 a| 107,2 10,10 b

K 1441 34,70 b| 1029 13,37 a

Osetieni B 120,4 14,92 a| 1048 6,09 a

CH 1215 13,35 a| 104,0 13,45 a

KO 173,8 47,34 b 87,9 4,00 d

BO 108,3 15,45 a| 102,7 3,36 a

_ CHO 114,8 11,88 a 90,5 9,53 de

Kombinace K20 127,1 8,29 al| 1171 5,16 c

osetrent a B20 118,0 7,25 al 112,2 273]  be
povrchové

vestvy pidy | _CH20 124,2 12,78 a| 103,6 4,00 ab

K40 1314 8,08 a| 103,8 7,73 ab

B40 134,9 4,68 a 99,7 2,58 ac

CH40 125,6 13,72 a| 118,0 7,49 c

K — kontrola, B — biologické silazni aditivam, CH — chemicky silazni ptipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy, 20 a 40 —
s povrchovou vrstvou piidy v mnozstvi 20 a 40 g/kg susiny hmoty, Sm.odch. — smérodatna odchylka, S1 — vojtéska setd s obsahem
susiny 331,60 g/kg, S2 — vojtéska seta s obsahem susiny 355,01 g/kg, praiméry a smérodatné odchylky s rozdilnymi indexy jsou
statisticky prikazné (P<0,05)

Tab. P1.2.7: Pomér kyseliny mlééné K TMK

Kyselina mlé¢éna/tékavé MK
Vliv Varianta S1 S2

Primér | Sm.odch. | Index | Praimér | Sm.odch. | Index

, 0 3.497| 1,435 b| 358 0,771 b

LDy 20 2852 1,113 a| 2809 0,787 a
vrstva pady

40 2499 0,699 a| 2739 0,385 a

K 2486 1,033 a| 2,714] 0,654 a

OSetieni B 2605 0,937 a| 2,712] 0,279 a

CH 3757| 1,164 b| 3711| 0795 b

KO 2375 1582 ab| 3442] 0,269 d

BO 3499| 0950| ac| 2,789| 0,204| ab

_ CHO 4,617| 0,638 c| 4536 07278 e

Kombinace | 2o 2463| 0741 ab| 2184] 0,086 c

osetrent a B20 2531 0517| ab| 2399| 0155 ac
povrchové

vrstvy pady | CH20 3562| 1,517| ac| 3,842| 0,408 d

K40 2619 0559| ab| 2516] 0596| abc

B40 1,785| 0,104 bl 2947] 0,001 b

CH40 3093| 0523| ab| 2,755 0,074| ab

K — kontrola, B — biologické silazni aditivum, CH — chemicky silazni pfipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy, 20 a 40 —
s povrchovou vrstvou pudy v mnozstvi 20 a 40 g/kg susiny hmoty, Sm.odch. — smérodatna odchylka, S1 — vojtéska seta s obsahem
susiny 331,60 g/kg, S2 — vojtéika setd s obsahem susiny 355,01 g/kg, pruméry a smérodatné odchylky s rozdilnymi indexy jsou
statisticky prukazné (P<0,05)
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Tab. P1.2.8: Etanol

Etanol v g/kg
Vliv Varianta S1 S2

Primér | Sm.odch. | Index | Pramér | Sm.odch. | Index

) 0 0,923 0,912 b 2,171 0,511 b

D o 1701 1,362 a| 1457 0737 a
vrstva pudy

40 1,721 1,322 a 1,496 0,855 a

K 1,087 1,025 a 2,006 0,423 b

Osetieni B 2,560 1,217 b 2,315 0,265 c

CH 0,697 0,586 a 0,804 0,554 a

KO 1,027 1,080 a 2,432 0,385 c

BO 1,254 0,865 a 2,533 0,159 c

_ CHO 0,487 0,628 a 1,550 0,144 a

Kombinace K20 1,157 1,220 a| 1841 0,276 ab

osetrent a B20 3,119| 0,829 bl 2053] 0194| be
povrchové

vrstvy pidy |_CH20 0,826 0,611 a 0,477 0,147 d

K40 1,076 0,824 a 1,745 0,210 ab

B40 3,307 0,679 b 2,360 0,177 ce

CHA40 0,778 0,504 a 0,384 0,144 d

K — kontrola, B — biologické silazni aditivam, CH — chemicky silazni ptipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy, 20 a 40 —
s povrchovou vrstvou piidy v mnozstvi 20 a 40 g/kg susiny hmoty, Sm.odch. — smérodatna odchylka, S1 — vojtéska setd s obsahem
susiny 331,60 g/kg, S2 — vojtéska seta s obsahem susiny 355,01 g/kg, priméry a smérodatné odchylky s rozdilnymi indexy jsou
statisticky prikazné (P<0,05)

Tab. P1.2.9: Amoniak

Amoniak v g/kg
Vliv Varianta S1 S2
Primér | Sm.odch. | Index | Pramér | Sm.odch. | Index
, 0 3,320| 0,455 a| 3178] 0,152 a
LDy 20 3402| 0,342 a| 3247 0281 a
vrstva pady
40 3433| 0,351 a| 3370| 0,262 b
K 3,594] 0,273 bl 3,384 0221 a
OSetieni B 3,244| 0,359 a| 3072] 0162 b
CH 3,317| 0424 a| 3340| 0238 a
KO 3,810] 0,239 bl 3166] 0,144 a
BO 2884 0,174 c| 3128] 0,160 a
_ CHO 3267| 0313 ac| 3241 0141] ac
Kombinace | 2o 3490|  0197] ab| 3544 0171 a
osetrent a B20 3,405| 0,304| abc| 3,015 0,185 a
povrchové

vrstvy pady | CH20 3,312| 0473 abc| 3182 0,170
K40 3483| 0256 ab| 3440 0151] e
B40 3443 0271 ab| 3073] 0,128 a
CH40 3,372| 0496| abc| 3597 0,148 b

K — kontrola, B — biologické silazni aditivum, CH — chemicky silazni pfipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy, 20 a 40 —
s povrchovou vrstvou pudy v mnozstvi 20 a 40 g/kg susiny hmoty, Sm.odch. — smérodatna odchylka, S1 — vojtéska seta s obsahem
susiny 331,60 g/kg, S2 — vojtéska seta s obsahem susiny 355,01 g/kg, priméry a smérodatné odchylky s rozdilnymi indexy jsou
statisticky prukazné (P<0,05)
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Tab. P1.2.10: Proteolyza

Proteolyza v %
Vliv Varianta S1 S2
Pramé&r | Sm.odch. | Index | Pramér | Sm.odch. | Index
, 0 7505 1,035 b| 7442 0274 a
9 (7 20 8,191| 0,737 a| 7,703] 0521 b
vrstva pudy

40 8,372| 0,840 a| 7889 0662 c
K 8,481 0,523 b]  8014] 0,495 b
Ogetfeni B 7823 1,010 a| 7250 0,352 a
CH 7764 1,063 a| 7,769 0,454 a
KO 8,771] 0,463 al 7402 0298 ab
BO 6,663| 0,378 c| 7523 0,369 ab
_ CHO 7080 0,576 bc| 7,402| 0,050 ab

Kombinace | k2o 8,174| 0,358 ab| 8256| 0,103

;’gsfcehrgvae B20 8,427| 0,728 a| 7120 0,349
vrstvy pidy | CH20 7973| 0,978 ab| 7732 0159 bd
K40 8,498| 0,577 a| 8385 0,240 c

B40 8,378| 0,611 a| 708 0121
CH40 8,239| 1,225 ab| 8172 0,549 cd

K — kontrola, B — biologické silazni aditivam, CH — chemicky silazni ptipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy, 20 a 40 —
s povrchovou vrstvou piidy v mnozstvi 20 a 40 g/kg susiny hmoty, Sm.odch. — smérodatna odchylka, S1 — vojtéska setd s obsahem
susiny 331,60 g/kg, S2 — vojtéska seta s obsahem susiny 355,01 g/kg, priméry a smérodatné odchylky s rozdilnymi indexy jsou
statisticky prikazné (P<0,05)
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Tab. P1.2.11A: VyzZivna hodnota jednotlivych variant v g/kg (vysledky jsou uvedeny ve 100% susin¢)

Varianta S“S‘n?/%/‘;“’dm Popel NL Tuk Vlaknina
s1 s2 sl 52 sl S2 s1 S2 s1 52
KO 31,07 36,32 | 87,95 | 86,73 | 204,89 | 204,83 | 25992 | 27,953 | 330,37 | 335,89
K20 | 3150 35,28 | 103,24 | 97,46 | 202,60 | 203,71 | 27,375 | 26,412 | 329,86 | 32346
K40 | 34,49 3343 | 111,90 | 117,26 | 193,86 | 194,27 | 24,743 | 25,314 | 31525 | 331,75
BO 33,25 3357 | 8583 | 91,07 | 20854 | 198,70 | 25,011 | 26,564 | 337,99 | 333,16
B20 | 3288 38,18 | 104,51 | 111,43 | 191,29 | 203,08 | 26,352 | 25,300 | 335,06 | 325,51
B40 | 3298 37,42 | 120,49 | 9547 | 194,62 | 207,55 | 25,256 | 25,029 | 318,13 | 317,09
CHO | 3349 3549 | 88,22 | 82,40 | 221,71 | 210,79 | 28,091 | 26,964 | 309,54 | 323,81
CH20 | 34,45 35,09 | 94,65 | 103,34 | 208,19 | 196,15 | 24,933 | 24,498 | 328,54 | 333,61
CH40 | 34,33 34,75 | 111,03 | 110,24 | 194,92 | 209,34 | 21,629 | 25,082 | 318,88 | 315,63

K — kontrola, B — biologické silaZzni aditivum, CH — chemicky silazni ptipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy, 20 a 40 — s piidavkem povrchové vrstvy pudy v mnozstvi 20 a 40 g/kg suiny hmoty,
NL — dusikaté latky, S1 — vojtéska seta s obsahem susiny 331,60 g/kg, S2 — vojtéska seta s obsahem susiny 355,01 g/kg
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Tab. P1.2.11B: VyzZivna hodnota jednotlivych variant v g/kg (vysledky jsou uvedeny ve 100% susin¢)

ADF NDF BE (MJ/kg) OH BNLV
s1 S2 s1 S2 s1 S2 s1 S2 s1 S2
KO | 414,41 | 412,06 | 457,40 | 431,01 | 17,946 | 17,583 | 912,05 | 913,27 | 350,80 | 344,59
K20 | 400,25 | 406,62 | 431,77 | 427,45 | 17,706 | 17,587 | 896,76 | 902,54 | 336,92 | 348,96
K40 | 406,54 | 409,05 | 423,44 | 438,89 | 17,256 | 17,407 | 888,10 | 882,74 | 354,24 | 331,41
BO | 407,92 | 408,82 | 437,79 | 44312 | 17,732 | 17,540 | 914,17 | 908,93 | 342,63 | 350,51
B20 | 425,07 | 407,59 | 435,02 | 43354 | 17,607 | 17,205 | 895,49 | 888,57 | 342,78 | 334,67
B40 | 399,70 | 410,13 | 427,40 | 429,44 | 17,342 | 17,428 | 879,51 | 904,53 | 34150 | 354,87
CHO | 391,17 | 400,90 | 407,04 | 44121 | 17,646 | 17,724 | 911,78 | 917,60 | 352,44 | 356,04
CH20 | 405,09 | 413,87 | 431,41 | 446,18 | 17,678 | 17,408 | 905,35 | 896,66 | 343,69 | 342,41
CH40 | 400,70 | 393,80 | 427,33 | 424,30 | 17,013 | 17,405 | 888,97 | 889,76 | 353,54 | 339,72

K — kontrola, B — biologické silaZzni aditivum, CH — chemicky silazni pfipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy, 20 a 40 — spiidavkem povrchové vrstvy pidy v mnozstvi 20 a 40 g/kg suSiny hmoty,

varianta

ADF - acidodetergentni vlaknina, NDF — neutralné detergentni vlaknina, BE — brutto energie, OH — organiskd hmota, BNLV — bezdusikaté latky vytazkové, S1 — vojtéska seta s obsahem susiny 331,60 g/kg, S2 —
vojtéska seta s obsahem susiny 355,01 g/kg
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Modelovy pokus ITI. — Ukazatele kvality fermentac¢niho procesu jednotlivych variant
silaZi v prvni a druhé seci
Tab. P1.3.1: Obsah suSiny

SuSina v g/kg
Vliv Varianta 1S 2S
Pramér | Sm.odch. Index Pramér | Sm.odch. Index

, 0 327,67 6,782 a| 311,78 9,038 a

Do 20 | 334,80 5,912 b| 31285 8,452 a
vrstva pady

40 | 342,74 6,934 c| 31559 5,787 a

K | 333,13 8,271 a| 317,74 5,972 b

Osetieni B 338,87 7,078 b| 312,46 8,956 a

CH | 33321| 10,255 a| 310,02 6,829 a

KO | 324,88 6,278 a| 314,47 5,726 ab

BO | 332,48 6,972 ab| 309550 11,872 ab

CHO | 325,64 4,485 a| 311,39 8,510 ab

Kombinace | oo | 337,02] 3,947 bc| 31825| 5,180 a

osetrent a B20 | 339,27 3,960 bed| 315,78 8,985 ab
povrchové

vrstvy pidy | CH20 | 328,13 2,045 a| 304,52 1,689

K40 | 337,51 7,140 bed| 320,50 5,795 a

B40 | 344,36 3,364 cd| 312,12 3,435 ab

CH40 | 345,85 6,738 d| 314,15 4,409 ab

K — kontrola, B — biologické silazni aditivum, CH — chemicky silazni pfipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy, 20 a 40 —
s povrchovou vrstvou pudy v mnozstvi 20 a 40 g/kg susiny hmoty, Sm.odch. — smérodatna odchylka, 1S — vojtéska seta prvni sec,

2S — vojtéska seta druha se¢, priméry a smerodatné odchylky s rozdilnymi indexy jsou statisticky pritkazné (P<0,05)

Tab. P1.3.2: Hodnota pH

pH
Vliv Varianta 1S 2S
Pramér | Sm.odch. Index Pramér | Sm.odch. | Index

, 0 4,567 0,281 c| 4578 0,450 b

Povrchova 20 4,465 0,090 a| 4531 0,261 a
vrstva pudy

40 4,525 0,127 b| 4,624| 0,281 c

K 4,742 0,166 c| 5025] 0,147 c

Ogetfeni B 4,433 0,053 b| 4413| 0,119 b

CH 4,383 0,018 al 4295 0,051 a

KO 4,958 0,019 f[  5205] 0,039 f

BO 4,378 0,007 ab| 4,265 0,023 a

CHO | 4,365 0,010 a| 4265 0,016 a

Kombinace K20 | 4588 0,014 d|  4875] 0,052 d

osetrent B20 | 4418 0,011 b| 4452] 0,030 b
povrchové

vrstvy pidy | _CH20 | 4,388 0,007 ab| 4,265| 0,016 a

K40 4,678 0,077 el 4995 0,060 e

B40 4,502 0,007 c| 4522 0,071 b

CH40 | 4,395 0,018 ab| 4,355 0,045 c

K — kontrola, B — biologické silazni aditivam, CH — chemicky silazni ptipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy, 20 a 40 —
s povrchovou vrstvou pudy v mnozstvi 20 a 40 g/kg susiny hmoty, Sm.odch. — smérodatné odchylka, 1S — vojtéska setd prvni sec,

2S — vojtéska seta druha se¢, praiméry a smérodatné odchylky s rozdilnymi indexy jsou statisticky prikazné (P<0,05)
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Tab. P1.3.3;: Hodnota KVV

KVV v mg KOH/100 ml
Vliv Varianta 1S 2S
Pramér | Sm.odch. Index Pramér | Sm.odch. | Index

, 0 1393,3 132,0 a| 13122 284,7 a

OO 20 | 14814 79,5 b| 13244 1615 a
vrstva pudy

40 1416,9 90,8 a| 1307,9 159,1 a

K 1388,2 132,5 a| 10374 87,9 a

OSetfeni B 1525,7 49,5 b| 1470,3 64,0 c

CH | 13777 47,3 a| 14368 38,2 b

KO 1270,5 81,5 c| 919,0 16,7 d

BO 1539,8 59,1 b| 15455 39,3 e

_ CHO | 1369,7 69,4 ac| 1472,0 15,8 b

Kombinace K20 | 1523,8 34,7 b| 1103,2 25,1 c

osetrent a B20 | 1540,0 29,5 b| 14347 46,9 ab
povrchové

vrstvy piidy | CH20 | 13803 34,6 a| 14355 6,8 ab

K40 | 1370,3 111,7 ac| 1090,0 25,6 c

B40 | 1497,3 46,0 b| 1430,8 7,2 ab

CH40 | 1383,0 31,4 a| 14028 41,6 a

K — kontrola, B — biologické silazni aditivum, CH — chemicky silazni pfipravek, 0 — bez povrchové vrstvy ptdy, 20 a 40 —
s povrchovou vrstvou pudy v mnozstvi 20 a 40 g/kg susiny hmoty, Sm.odch. — smérodatné odchylka, 1S — vojtéska seta prvni sec,

2S — vojtéska seta druha se¢, praméry a smérodatné odchylky s rozdilnymi indexy jsou statisticky prikazné (P<0,05)

Tab. P1.3.4: Kyselina mlé¢na

Kyselina mlééna v g/kg
Vliv Varianta 1S 2S
Pramér | Sm.odch. Index Pramér | Sm.odch. | Index

, 0 111,29| 15,42 b| 8263 12,79 a

PO 20 | 11741 2857 a| 8552| 1355 a
vrstva pudy

40 | 11843| 2570 a| 8505 14,06 a

K | 12843 15,80 a| 88,44 5,92 a

OSetfeni B 132,33 9,07 a| 91,73] 17,03 a

CH 86,37 8,80 bl 73,03 4,46 b

KO | 113,16] 10,55 e| 8691 4,36 abcd

BO | 12587 9,62 be| 90,88] 1520 be

CHO | 94,85 471 d| 70,12 2,41 d

Kombinace | koo | 132,50 6,48 ab| 89,10 8,72 abc

osetrenta " go0 140,95 4,50 al| 9538 1333 c
povrchové

vrstvy pady | CH20 | 78,79 7.42 c| 7207 3,69 ad

K40 | 139,64| 15,23 a| 89,31 3,54 abc

B40 | 130,17 4,12 ab| 8893] 2215 abc

CH40 | 8547 5,23 cd| 76,90 4,17 abd

K — kontrola, B — biologické silazni aditivuam, CH — chemicky silazni ptipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy, 20 a 40 —
s povrchovou vrstvou pidy v mnozstvi 20 a 40 g/kg susiny hmoty, Sm.odch. — smérodatna odchylka, 1S — vojtéska seta prvni seé,

2S — vojtéska seta druha se¢, praméry a smérodatné odchylky s rozdilnymi indexy jsou statisticky prikazné (P<0,05)

153



Tab. P1.3.5: Kyselina octova

Kyselina octova v g/kg
Vliv Varianta 1S 2S
Prumér | Sm.odch. Index Primér | Sm.odch. | Index

, 0 19,75| 6,176 a| 18,38 6,029 a

Povrchova 20 1742 4,364 b| 2086] 7,202 b
vrstva pudy

40 20,77| 6,192 a| 2445 8,795 c

K 26,24 3,712 c|  2644] 2,626 a

Osetieni B 16,88| 3,130 b| 2493 7,089 a

CH 1481 1,302 a| 12,31| 1,903 b

KO 27,78 1,864 c|  2412] 1,189 ad

BO 16,57| 3,249 ab| 20,12| 3,463 de

_ CHO | 1490 0,560 ab| 10,88 1,306 c

Kombinace | ko0 | 2281 2,765 d|  2667] 1512 ab

osetrent a B20 15,78| 1,468 ab| 2437 4145 ab
povrchové

vrstvy pidy | CH20 | 1366] 0886 a| 11,55| 0,900 c

K40 | 2814| 3,653 c| 2854 2,738 ab

B40 18,30| 3,850 b| 3031| 8581 b

CH40 | 1586| 1,285 ab| 14,49 0,995 ce

K — kontrola, B — biologické silazni aditivam, CH — chemicky silazni ptipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy, 20 a 40 —
s povrchovou vrstvou pidy v mnozstvi 20 a 40 g/kg suSiny hmoty, Sm.odch. — smérodatna odchylka, 1S — vojtéika seta prvni sec,

2S — vojtéska seta druha se¢, priméry a smerodatné odchylky s rozdilnymi indexy jsou statisticky prikazné (P<0,05)

Tab. P1.3.6: Suma kyselin

Suma Kyselin v g/kg
Vliv Varianta 1S 2S
Pramér | Sm.odch. Index Pramér | Sm.odch. | Index

) 0 131,0 16,87 a 101,0 16,15 b

Povrehova 5013, 81 30,87 ab| 1064] 17,94 a
vrstva pudy

40 139,2 30,13 b 109,5 15,41 a

K 154,7 15,76 c 114,9 5,79 a

Osetfeni B 149,2 8,19 b 116,7 12,31 a

CH 101,2 9,03 a 85,3 6,01 b

KO 140,9 9,47 a 111,0 3,95 a

BO 142,4 6,90 ab 111,0 12,11 a

CHO 109,8 4,98 f 81,0 3,57 b

Kombinace | koo | 1553 4,77 bed| 1158 7,68 a

osettenia = 550 1557 437 cd| 1197] 985 a
povrchové

vrstvy pidy | _CH20 | 925 7,13 e| 836 3,50 b

K40 167,8 16,85 d 117,9 2,32 a

B40 148,5 5,86 abc 119,2 13,63 a

CH40 101,3 4,52 ef 91,4 5,14 b

K — kontrola, B — biologické silazni aditivuam, CH — chemicky silazni ptipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy, 20 a 40 —
S povrchovou vrstvou pidy v mnozstvi 20 a 40 g/kg suSiny hmoty, Sm.odch. — smérodatna odchylka, 1S — vojtéska seta prvni se¢,

2S — vojtéska seta druha se¢, praméry a smérodatné odchylky s rozdilnymi indexy jsou statisticky prikazné (P<0,05)
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Tab. P1.3.7: Pomér kyseliny mlééné/ TMK

Kyselina mlééna/tékavé MK
Vliv Varianta 1S 2S
Prumér | Sm.odch. Index Primér | Sm.odch. | Index

, 0 6,136 1,948 a| 4,951 1,486 a

OO 20 6911 1,751 b| 4582 1,503 a
vrstva pudy

40 5,951 1,463 a| 3,933 1,324 b

K 5,018 1,092 a| 3,380 0,433 a

OSetfeni B 8,110 1,605 c| 4,053 1,470 b

CH 5,870 0,722 b| 6,032 0,714 c

KO 4,107 0,619 b| 3,615 0,299 ab

BO 7,930 1,884 de| 4,734 1,405 bc

_ CHO 6,371 0,294 acd| 6,504 0,576 d

Kombinace K20 5,923 1,029 acd| 3,363 0,484 ab

osetrent a B20 | 9,006] 0,926 e| 42103] 1238 abc
povrchové

vrstvy pidy | CH20 | 53803 0,803 abc| 6,280 0,633 d

K40 5,025 0,747 abc| 3,163 0,402 a

B40 7,393 1,523 cde| 3,322 1,508 ab

CH40 | 5,436 0,665 ab| 5,313 0,112 cd

K — kontrola, B — biologické silazni aditivam, CH — chemicky silazni ptipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy, 20 a 40 —
s povrchovou vrstvou pudy v mnozstvi 20 a 40 g/kg susiny hmoty, Sm.odch. — smérodatna odchylka, 1S — vojtéska seta prvni sec,

2S — vojtéska seta druha se€, priméry a smerodatné odchylky s rozdilnymi indexy jsou statisticky prikazné (P<0,05)

Tab. P1.3.8; Etanol

Etanol v g/kg
Vliv Varianta 1S 2S
Pramér | Sm.odch. Index Pramér | Sm.odch. | Index

, 0 4551 3,925 b| 3,265 3,136 a

Povrchova 20 2,497 1,840 al 2,350 1,832 b
vrstva pudy

40 2,592 1,798 al 3,145 2,601 a

K 5,601 2,775 c] 6,179 1,244 c

Ofeteni B 3,991 0,524 b| 2367| 0,365 b

CH 0,484| 0,148 al 0216| 0,075 a

KO 9,385] 0,644 el 7.371] 0,683 f

BO 4,267 0,649 b| 2425 0,169 bc

CHO 0,000/ 0,000 al 0000/ 0,000 a

Kombinace | k20 | 3314 0,333 c| 4661 0436 d

osetrent a B20 | 4177| 0,230 bl 2062] 0333 b
povrchové

vrstvy pidy | CH20 | 0,000 0,000 a| 0,328 0,002 a

K40 4,103| 0,450 bd| 6504| 0,298 e

B40 3,528| 0,214 cd| 2,614| 0,335 c

CH40 | 0,145| 0,233 a| 0318 0,004 a

K — kontrola, B — biologické silazni aditivum, CH — chemicky silazni ptipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy, 20 a 40 —
s povrchovou vrstvou pudy v mnozstvi 20 a 40 g/kg susiny hmoty, Sm.odch. — smérodatna odchylka, 1S — vojtéska seta prvni sec,

2S — vojtéska seta druha se¢, praméry a smérodatné odchylky s rozdilnymi indexy jsou statisticky prikazné (P<0,05)

155



Tab. P1.3.9: Amoniak

Amoniak v g/kg
Vliv Varianta 1S 2S
Prumér | Sm.odch. Index Primér | Sm.odch. | Index

) 0 1,882 0,659 b 2,204 1,381 a

OO 20 1,638| 0,438 a| 2311] 0956 b
vrstva pudy

40 1,673 0,507 a| 2,508 1,124 c

K 2,158 0,366 c| 3,779 0,342 c

Osetieni B 1,983 0,183 b 2,186 0,337 b

CH 1,052 0,157 a| 1,058 0,240 a

KO 2,617 0,172 c| 4,030 0,194 c

BO 1,955 0,149 a| 1,778 0,164 e

_ CHO 1,075 0,160 b 0,804 0,171 d

Kombinace K20 1,930 0,166 a| 3,406 0,248 f

osetrent a B20 1,916| 0,156 a| 2378 0,189 b
povrchové

vrstvy pidy | _CH20 | 1067 0,160 b 1,149 0,172 a

K40 1,926 0,154 a| 3,902 0,189 c

B40 2,078 0,211 a| 2,403 0,163 b

CH40 | 1,013 0,159 b 1,221 0,126 a

K — kontrola, B — biologické silazni aditivam, CH — chemicky silazni ptipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy, 20 a 40 —
s povrchovou vrstvou pudy v mnozstvi 20 a 40 g/kg susiny hmoty, Sm.odch. — smérodatna odchylka, 1S — vojtéska seta prvni sec,

2S — vojtéska seta druha se¢, priméry a smerodatné odchylky s rozdilnymi indexy jsou statisticky prikazné (P<0,05)

Tab. P1.3.10: Proteolyza

Proteolyza v %
Vliv Varianta 1S 2S
Pramér | Sm.odch. Index Pramér | Sm.odch. | Index

, 0 3,022 0,916 b| 3448 1,962 a

el 20 | 2557| 0,586 a| 3531 1,285 ab
vrstva pudy

40 2501| 0,625 a| 3664 1,427 b

K 3,204] 0,610 al 5474] 0,533 c

Osetieni B 3,065| 0,289 a| 3353] 0,426 b

CH 1,810 0272 b| 1,816| 0,394 a

KO 3,984 0,252 d|  6,014] 0273 g

BO 3,204| 0,238 b| 2921] 0,263 d

CHo | 1877| 0,275 c| 1400 0,297 c

Kombinace | ko0 | 2867| 0,268 ab| 4958 0397 e

osetrent a B20 | 2968 0,297 ab| 3661 0,362 b
povrchové

vrstvy pady | CH20 | 1836] 0274 ¢/ 1975 0,293 a

K40 | 2,762| 0,215 a| 5451 0,251 f

B40 | 3,022| 0,298 ab| 3477 0,229 b

CH40 | 1,718 0,265 c| 2064 0210 a

K — kontrola, B — biologické silazni aditivuam, CH — chemicky silazni ptipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy, 20 a 40 —
s povrchovou vrstvou pudy v mnozstvi 20 a 40 g/kg susiny hmoty, Sm.odch. — smérodatna odchylka, 1S — vojtéska seta prvni sec,

2S — vojtéska seta druha se¢, praméry a smérodatné odchylky s rozdilnymi indexy jsou statisticky prikazné (P<0,05)
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Tab. P1.3.11A: VyzZivna hodnota jednotlivych variant v g/kg (vysledky jsou uvedeny ve 100% suSin¢)

Susina ptvodni

Varianta v %

1S 2S 1S 2S 1S 2S 1S 2S 1S 2S
KO 32,49 | 31,45 | 101,98 80,98 194,56 | 189,48 | 49,725 | 39,137 | 263,56 | 315,55
K20 33,70 | 31,83 | 92,50 74,72 215,09 | 195,60 | 51,813 | 45,053 | 269,97 | 269,71
K40 33,75 | 32,05 | 88,56 80,05 194,27 | 198,16 | 38,005 | 40,386 | 253,99 | 270,71
BO 33,25 | 30,95 | 115,28 | 101,29 | 189,97 | 191,29 | 43,682 | 44,973 | 269,91 | 299,60
B20 33,93 | 31,58 | 114,85 | 102,88 | 208,02 | 195,03 | 55,752 | 40,535 | 256,73 | 270,27
B40 34,49 | 31,21 | 109,79 | 103,29 | 189,41 | 194,31 | 35,463 | 39,007 | 232,64 | 267,40
CHO | 32,56 | 31,14 | 148,30 | 113,79 | 199,90 | 187,39 | 51,749 | 44,778 | 255,08 | 282,52

CH20 | 32,81 | 30,45 | 127,88 | 128,92 | 203,42 | 204,50 | 45,209 | 41,422 | 259,56 | 265,86

CH40 | 3459 | 31,42 | 128,42 | 118,81 | 182,44 | 191,83 | 35,649 | 36,246 | 232,76 | 253,51

K — kontrola, B — biologické silazni aditivum, CH — chemicky silazni ptipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pidy, 20 a 40 — s povrchovou vrstvou pidy v mnozstvi 20 a 40 g/kg susiny hmoty, NL — dusikaté latky,

Popel NL Tuk Vlaknina

1S — vojtéska seta prvni sec, 2S — vojtéska seta druha se¢
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Tab. P1.3.11B: Vyzivna hodnota jednotlivych variant v g/kg (vysledky jsou uvedeny ve 100% susin¢)

. ADF NDF BE (MJ/kg) OH BNLV
Varianta
1S 2S 1S 2S 1S 2S 1S 2S 1S 2S

KO 288,89 | 344,52 | 349,71 | 423,76 18,03 18,28 898,02 | 919,02 | 390,18 | 374,86
K20 | 277,85 | 327,26 | 341,00 | 394,18 17,42 18,08 884,72 | 898,71 | 381,16 | 362,86
K40 | 285,55 | 314,06 | 358,56 | 383,68 18,58 17,84 851,70 | 886,21 | 344,97 | 371,52
BO 293,35 | 293,07 | 374,92 | 381,96 19,29 18,08 907,50 | 925,28 | 370,63 | 414,91
B20 | 298,42 | 301,79 | 361,61 | 363,01 18,89 17,97 885,15 | 897,12 | 364,65 | 391,29
B40 | 282,52 | 309,02 | 335,41 | 365,37 18,38 18,29 872,12 | 871,08 | 363,93 | 359,30
CHO | 283,92 | 284,66 | 353,79 | 367,45 17,98 17,97 911,44 | 919,95 | 425,17 | 410,69
CH20 | 264,20 | 299,05 | 333,73 | 361,59 17,60 17,61 890,21 | 896,71 | 432,69 | 396,00
CH40 | 258,04 | 291,99 | 317,13 | 355,62 17,06 17,48 871,58 | 881,19 | 420,73 | 399,60
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K — kontrola, B — biologické silaZni aditivum, CH — chemicky silazni pfipravek, 0 — bez povrchové vrstvy pudy, 20 a 40 — s piidavkem povrchové vrstvy pidy v mnozstvi 20 a 40 g/kg suSiny hmoty,

ADF - acidodetergentni vlaknina, NDF — neutralné detergentni vlaknina, BE — brutto energie, OH — organicka hmota, BNLV — bezdusikaté latky vytazkové, 1S — vojtéska seta prvni seé, 2S — vojtéska seta druha se¢




Mikrobiologicka analyza vzorku z provoznich podminek

Provoz A

Tab. P2.1.1: Bachorova tekutina v KTJ/ml

vfcfsrll(()u CPM BMK Plisné Kvasinky | Enterobact. SP Klostridie
1 |6,82x10%(8,82 x10%| 1,16 x 10% | 3,84 x 10° | 1,71 x 10° | 7,27 x 10° ND
2 5,91 x10°|5,06 x 10*| 1,30 x 10° | 8,44 x 10* | 8,36 x 10° | 1,36 x 10 ND
3 |1,23x10°|5,87 x 10*| 1,02 x 10% | 1,28 x 10° | 6,80 x 10° | 7,27 x 10° ND
4 [2,86x10°1,41 x 10°| 4,29 x 10? | 3,13 x 10% | 7,32 x 10% | 1,45 x 10 ND
5 |7,73x10°| 1,65 x 10° | 3,05 x 10% | 1,26 x 10* | 8,05 x 10° | 1,73 x 10*| 3,60 x 10"
6 |8,18x10°|3,54 x 10*| 4,95 x 10* | 1,91 x 10° | 6,86 x 10° | 1,14 x 10* | 1,80 x 10
7 |5,45x10°|5,59 x 10*| 3,98 x 10? | 2,42 x 10° | 4,95 x 10° | 5,45 x 10° ND
8 | 1,00x10°|1,45x10°| 1,63 x 10° | 6,25 x 10° | 8,22 x 10° | 7,73 x 10° ND
Primér | 1,06 x 10° 9,25 x 10* | 2,67 x 10? | 2,90 x 10% | 2,53 x 10® | 1,06 x 10 7

CPM - celkovy poéet mikroorganismii, BMK — bakterie mlé¢ného kvaseni,

SP — sporulujici mikroorganismy, ND — nedetekovano v 10*a 102 KTJ/ml

Tab. P2.1.2: Vykaly v KTJ/g

Enterobact. — bakterie Celedi Enterobacteriaceae,

Cislo
vzorku

CPM

BMK

Plisné

Kvasinky

Enterobact.

SP

Klostridie

8,64 x 10°

6,09 x 10*

2,39 x 10°

1,65 x 10°

2,31 x 10°

6,32 x 10°

4,45 x 10°

1,59 x 10’

1,36 x 10°

8,14 x 10°

1,89 x 10°

3,27 x 10°

1,14 x 10°

1,82 x 10?

1,86 x 107

1,45 x 10°

1,55 x 10°

2,98 x 10°

1,40 x 10°

3,55 x 10°

1,91 x 10°

5,00 x 10°

3,72 x 10°

1,79 x 10°

1,19 x 10°

8,22 x 10°

1,09 x 10°

6,40 x 10*

2,55 x 10°

3,38 x 10°

3,45 x 10°

4,45 x 10°

4,95 x 10°

7,73 x 10

1,90 x 10°

3,32 x 10’

8,33 x 10°

1,73 x 10°

2,62 x 10°

3,32 x 10*

5,00 x 10*

8,45 x 10°

2,73 x 10°

2,72 x 10°

1,53 x 10°

9,77 x 10°

2,36 x 10°

1,68 x 10°

9,10 x 10"

OIN|OD|O D WIN|F-

1,36 x 10°

3,61 x 10°

1,50 x 10°

4,18 x 10°

8,70 x 10°

2,45 % 10°

4,77 x 10°

Promér

1,39 x 107

1,77 x 10°

1,84 x 10°

2,49 x 10°

1,37 x 10°

2,19 x 10°

1,48 x 10°

CPM - celkovy pocet mikroorganismii, BMK — bakterie mlééného kvaSeni, Enterobact. — bakterie Celedi Enterobacteriaceae,

SP — sporulujici mikroorganismy, ND — nedetekovano v 10*a 102 KTJ/g
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Tab. P2.1.3A: Syrové kravské mléko v KTJ/ml

1 2,45 x 10° 2,20 x 10* 1 7 4,80 x 10* ND
2 7,01 x 10° 6,70 x 10" 9 5,20 x 10* 9 ND
3 1,33 x 10° 4,50 x 10* 1 2,50 x 10 5 ND
4 2,51 x 10* 420 x 10* 5 2,10 x 10* | 1,30 x 10* ND
5 6,45 x 10° 7,50 x 10* 2 3,60 x 10 7 ND
6 6,95 x 10° 6,70 x 10* 1 5,40 x 10 5 ND
7 1,05 x 10° 2,30 x 10* 8 3,00 x 10' | 9,40 x 10* ND
8 4,79 x 10° 1,18 x 10 5 6,00 x 10 2 ND
Priimér 5,02 x 10* 5,70 x 10* 4 3,56 x 10' | 2,30 x 10* ND

CPM - celkovy pocet mikroorganismi, BMK — bakterie mlécného kvaseni, SP — sporulujici mikroorganismy, ND — nedetekovano

v 10*a 10°KTJ/ml

Tab. P2.1.3B: Syrové kravské mléko v KTJ/ml

1 1 5,00 x 10 4 ND

2 3 6,40 x 10* 1,40 x 10* ND

3 ND 7 5,00 x 10 ND

4 3 7 2,10 x 10* 9,22 x 10°

5 1 1,27 x 10° 6 ND

6 ND 2 ND ND

7 ND 4 1,90 x 10* ND

8 1,27 x 10° 2,48 x 10° 5 ND
Primér 1,70 x 10" 6,40 x 10" 1,50 x 10" 1,15 x 10°

ND — nedetekovano v 10'a 102 KTJ/ml

Tab. P2.1.4: Stéry z povrchu struka v KTJ/ml

1 4,12 x 10° ND 6
2 1,01 x 10° 2 ND
3 5,16 x 10° ND ND
4 6,95 x 10° ND 1
5 1,08 x 10° 1 ND
6 1,01 x 10° 1 ND
7 1,48 x 10° ND ND
8 4,39 x 10° 3 3
Primér 1,33 x 10° 1 1

CPM — celkovy poéet mikroorganismii, SP — sporulujicic mikroorganismy, ND — nedetekovano v 10*a 10> KTJ/ml
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Provoz B

Tab. P2.2.1: Bachorova tekutina v KTJ/ml

1 [518x10"| 1,16 x10° | 1,49 x 10% | 4,15 x 10* | 3,15 x 10° | 6,49 x 10° ND
2 [3,27x10"| 1,66 x 10° | 1,93 x 10° | 4,64 x 10* | 8,32 x 10* | 6,82 x 10° ND
3 |2,77x10"| 1,83 x10° | 1,29 x 10° | 8,23 x 10* | 3,45 x 10° | 4,00 x 10° 3
4 1523x10" | 5,16x10° | 8,18 x 10° | 1,36 x 10° | 3,77 x 10* | 4,49 x 10° ND
5 |1,86x10" | 7,77 x 10° | 1,40 x 10° | 9,37 x 10* | 1,35 x 10° | 5,27 x 10° ND
6 |7,50x10" | 5,35x10° | 7,64 x 10° | 1,28 x 10° | 1,65 x 10° | 2,75 x 10° ND
Pramér | 4,30 x 10" | 2,66 x 10° | 1,28 x 10° | 8,79 x 10* | 1,80 x 10° | 4,97 x 10° 1

CPM — celkovy poéet mikroorganismii, BMK — bakterie mlééného kvaseni, Enterobact. — bakterie ¢eledi Enterobacteriaceae,

SP — sporulujici mikroorganismy, ND — nedetekovano v 10*a 102 KTJ/ml

Tab. P2.2.2: Vykaly v KTJ/g

1 2,64 x 107 2,27 x 10° | 1,17 x 10% | 3,90 x 10* | 8,67 x 10* | 1,63 x 10°

2 2,27 x 10" | 4,73 x 10° | 2,20 x 10% | 3,84 x 10* | 2,59 x 10* | 4,04 x 10° ND

3 1,14 x 10" | 1,55 x 10° | 1,47 x 10% | 4,20 x 10* | 4,28 x 10* | 3,23 x 10° ND

4 3,45x 107 | 1,64 x 10° | 1,28 x 10° | 2,92 x 10* | 3,73 x 10* | 6,69 x 10° ND

5 7,27 x 10° [ 1,09 x 10° | 1,40 x 10° | 3,39 x 10* | 3,70 x 10° | 2,45 x 10° ND

6 2,05 x 107 | 6,36 x 10* | 1,62 x 10% | 1,73 x 10* | 5,89 x 10* | 5,67 x 10° | 6,40 x 10
Primér | 2,05 x 107 | 1,98 x 10° | 1,52 x 10° | 3,33 x 10*| 1,04 x 10° | 3,95 x 10° | 1,10 x 10"

CPM - celkovy pocet mikroorganismii, BMK — bakterie mlécného kvaseni

SP — sporulujici mikroorganismy, ND — nedetekovano v 10*a 102 KTJ/g

Tab. P2.2.3A: Syrové kravské mléko v KTJ/ml

, Enterobact. — bakterie ¢eledi Enterobacteriaceae,

1 4,27 x 10 1 2 3 1,60 x 10 ND
2 7,18 x 107 ND 6 5 5,00 x 10" ND
3 3,05 x 10° ND 1 2 4,00 x 10* ND
4 4,36 x 10° ND 1° 5 4,40 x 10" ND
5 3,25 x 10° ND ND 1 1,00 x 10" ND
6 2,04 x 10° 1 4 4,00 x 10" ND
Primér | 2,31 x 10° 1 2 3 3,30 x 10 ND

CPM - celkovy pocet mikroorganismi, BMK — bakterie mlééného kvaseni, SP — sporulujici mikroorganismy, ND — nedetekovano
v 10'a 10°KTJ/ml
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Tab. P2.2.3B: Syrové kravské mléko v KTJ/ml

1 1 ND 6,20 x 10 1

2 2 1,00 x 10* 2 1

3 2 1 3,70 x 10! ND

4 3 3,31 x 10° 2,35 x 10° 2,90 x 10!

5 1 1 1 ND

6 2 1 2,40 x 10* 3
Pramér 2 5,70 x 10 6,00 x 10* 6

ND — nedetekovano v 10*a 102 KTJ/ml

Tab. P2.2.4: Stéry z povrchu struka v KTJ/ml

27 1,60 x 10 ND ND 1
28 3,50 x 10" ND ND 1
29 2,10 x 10 ND ND ND
30 1,90 x 10 ND ND 1
31 2,40 x 10 ND ND 1
32 4,20 x 10" 1 ND 1
Pramér 2,60 x 10 1 ND 1

CPM — celkovy poéet mikroorganismii, SP — sporulujici mikroorganismy, ND — nedetekovano v 10*a 10> KTJ/ml

Tab. P 2.2.5: Zivinové sloZeni TMR a separatu ve 100% susiné v g/kg

Popel 7,11 8,75 5,49 10,72
NL 15,53 10,10 14,19 10,40
Tuk 3,73 1,14 3,51 0,82

Vlaknina 13,08 32,05 18,79 30,81
ADF 15,72 48,11 23,07 42,49
NDF 27,55 70,87 39,32 65,76

NL — dusikaté latky, ADF — acidodetergentni vlaknina, NDF — neutralné detergentni vlaknina, TMR — smé&sna krmna davka
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Obrazky

Modelovy pokus v laboratornich podminkdch
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Obr. P1: Vyvoj teplot u silazi ze zavadlé pice jetele lu¢niho
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Obr. P2: Celkovy pocet mikroorganismti u silazi ze zavadlé pice vojtésky seté
s obsahem susiny 331,60 g/kg (S1)
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Obr. P3: Celkovy pocet mikroorganismi u silazi ze zavadlé pice vojtésky seté

s obsahem susiny 355,01 g/kg (S2)
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Obr. P4: Bakterie mlécného kvaSeni u silazi ze zavadlé pice vojtésky seté s obsahem

susiny 331,60 g/kg (S1)
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Obr. P5: Bakterie mlécného kvaseni u silazi ze zavadlé pice vojtésky seté s obsahem

susiny 355,01 g/kg (S2)
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Obr. P6: Sporulujici mikroorganismy u silazi ze zavadlé pice vojtésky seté s obsahem

susiny 331,60 g/kg (S1)
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Obr. P7: Sporulujici mikroorganismy u silazi ze zavadlé pice vojtésky seté s obsahem

susiny 355,01 g/kg (S2)
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Obr. P8: Plisné u silazi ze zavadlé pice vojtésky seté s obsahem susiny 331,60 g/kg (S1)
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Obr. P9: Plisné u silazi ze zavadlé pice vojtésky seté s obsahem susiny 355,01 g/kg (S2)
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Obr. P10: Vyvoj teplot u silazi ze zavadlé pice vojtésky seté
331,60 g/kg (S1)
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Obr. P11: Vyvoj teplot u silazi ze zavadlé pice vojtésky seté s obsahem suSiny
355,01 g/kg (S2)
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Obr. P12: Vyvoj teplot u silazi ze zavadlé pice vojtésky seté v 1. seci
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Obr. P13: Vyvoj teplot u silazi ze zavadlé pice vojtésky seté ve 2. seci
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Provozni podminky
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Obr. P14: VVyvoj teplot v krmivech a v separatu u provozu A
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Obr. P15: Vyvoj teplot v krmivech a separatu u provozu B
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Obr. P17: Sporulujici mikroorganismy

Obr. P18: CPM Obr. P19: BMK

Obr. P20: Bakterie ¢eledi Enterobacteriaceae Obr. P21: Plisn¢ a kvasinky
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Obr. P23: Smésna krmna davka (TMR)
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Obr. P24: Odbér bachorové tekutiny
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